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荧光光谱法结合分子对接探究 pH对姜黄素与 

牛血清白蛋白结合的影响 

闫  焕, 张  炎, 苏冬雨, 周素珍, 范金波* 

(渤海大学食品科学与工程学院, 生鲜农产品贮藏加工及安全控制技术国家地方 

联合工程研究中心, 锦州  121013) 

摘   要: 目的   采用荧光光谱法结合分子对接探究姜黄素(curcumin, CUR)与牛血清白蛋白(bovine serum 

albumin, BSA)在不同 pH 条件下相互作用。方法  通过荧光光谱法计算结合常数和热力学参数分析 CUR 对

BSA 荧光猝灭作用和机制; 采用位点 Marker 和分子对接分析结合位点。结果  CUR 与 BSA 结合形成了复合

物, 产生内源性荧光猝灭作用, 属于静态猝灭。不同 pH 条件下的结合作用力不同, 但结合位点数目均为 1。

由同步荧光可知, 色氨酸残基附近疏水性增强, 说明与 CUR 结合后 BSA 构象出现了收缩, 结合位点靠近色氨

酸。位点 Marker 实验证明 pH 影响 CUR 与 BSA 结合位点, 分子对接结果表明, pH 7.4 时 CUR 与 BSA 的结合

位点位于 Sudlow’s site I 附近。结论  本研究表明 pH 影响 CUR 与 BSA 的结合反应, 为 CUR 的活性保护及蛋

白基递送载体研究提供理论支持。 

关键词: 牛血清白蛋白; 荧光光谱法; 姜黄素; 分子对接 

Study on the effect of pH on the bingding of curcumin and bovine  
serum albumin by fluorescence spectroscopy combined  

with molecular docking methods 

YAN Huan, ZHANG Yan, SU Dong-Yu, ZHOU Su-Zhen, FAN Jin-Bo* 

(College of Food Science and Technology, Bohai University; National & Local Joint Engineering Research Center of 
Storage, Processing and Safety Control Technology for Fresh Agricultural and Aquatic Products, Jinzhou 121013, China) 

ABSTRACT: Objective  To investigate the interaction between curcumin (CUR) and bovine serum albumin (BSA) 

at different pH by fluorescence spectroscopy combined with molecular docking. Methods  The binding constants 

and thermodynamic parameters were calculated by fluorescence spectroscopy to analyze the quenching effect and 

mechanism of CUR on BSA fluorescence, and the binding sites were analyzed by site marker and molecular docking. 

Results  The compound was formed by the combination of CUR and BSA, which produced endogenous 

fluorescence quenching, which was static quenching. The binding force varied under different pH conditions, but the 

numbers of binding sites were all 1. According to synchrontron fluorescence, the hydrophobicity was enhanced in the 

vicinity of the tryptophan residue, indicating that BSA conformation contracted after binding to CUR and the binding 

中
国
仪
器
仪
表
学
会



第 10 期 闫  焕, 等: 荧光光谱法结合分子对接探究 pH 对姜黄素与牛血清白蛋白结合的影响 223 
 
 
 
 
 

site was close to the tryptophan. Site marker experiments demonstrated that pH affected the binding site of CUR to 

BSA, and molecular docking results indicated that the binding site of CUR to BSA wasnear Sudlow’s site I at pH 7.4. 

Conclusion  This study shows that pH affects the binding reaction between CUR and BSA, and it is of great 

significance to study the activity protection and protein-based delivery vector of CUR. 

KEY WORDS: bovine serum albumin; fluorescence spectroscopy; curcumin; molecular docking 
 
 

0  引  言 

姜黄素(curcumin, CUR)是一种二酮类多酚物质, 广

泛存在于姜黄等植物中, 在食品生产中用作着色剂。CUR

具有抗肿瘤、抗氧化和抗炎等多种活性[1‒2]。研究表明连续

摄入 CUR 对人体无毒[3‒4]。因此, CUR 作为功能活性物质

具有广泛应用前景, 但是较差溶解性和生物利用度制约了

其应用。研究人员将其与生物大分子结合, 如蛋白、多糖、

磷脂等 , 提高了 CUR 的应用效益 [4‒7]。牛血清白蛋白

(bovine serum albumin, BSA)作为一种生物大分子, 可与小

分子物质发生结合反应, 在血液中起到储存和运输小分子

的作用 [8]。BSA 是血浆蛋白 , 含有 2 个色氨酸残基

(TRP134、TRP213)[9]。Site I 位点和 Site II 位点位于 BSA

结构域中 IIA 和 IIIA 的疏水腔, 是小分子结合的主要部位, 

其中 IIA 区域的活性最高[6]。BSA 的结合位点很多, BSA

作为载体包埋、递送 CUR 已有不少报道[10‒13]。BSA 与人

血清白蛋白同源性很高[7], 而 BSA 的性价比更高, 所以通

常选择使用 BSA 来研究小分子与蛋白的相互作用。 

蛋白质的天然构象是由蛋白质官能团之间的各种分

子内相互作用及溶剂分子与蛋白质官能团之间的分子间相

互作用调节的。此外, 温度、pH 变化、压力或其他共溶剂

分子的加入等其他因素也会使蛋白质原生构象发生变化, 

导致蛋白质展开[14‒15]。张驰[16]对比了 pH 为 3.0、5.0、7.0、

9.0 和 11.0 5 种条件下, 反式肉桂酸/槲皮素和花生蛋白的

相互作用, 发现不同 pH 影响可溶性蛋白的含量, 进而影

响两者的结合反应, 并且改变了氨基酸微环境。WASEEM

等[17]采用多光谱方法阐明了鸢尾素在不同 pH (2.0~12.0)下

的结构和构象变化。光谱测量显示, 鸢尾素在碱性 pH 范围

内可保持其结构(二级和三级), 在整个 pH 范围内观察到的

结构变化极小。然而, 在酸性 pH 范围内, 二级和三级结构

的改变是明显的。圆二色(circular dichroism, CD)光谱分析

表明, 在酸性 pH 范围内, 鸢尾素二级结构增加, 这意味着

鸢尾素在酸性 pH 下更稳定, 在 pH 4.0 时稳定性和致密度

最高。分子动力学模拟也表明, 鸢尾素在 pH 为 4.0 和 6.0

的构象空间中具有更高的稳定性。由于蛋白质稳定性与其

功能直接相关, 因此 pH 在特定条件下决定蛋白质功能方

面具有主要作用。 

pH 在 BSA 与多酚类化合物结合过程中也存在一定差

异。RAWEL 等[18]研究发现在非碱性 pH 范围内, 当 pH 升

高时, BSA 与槲皮黄酮和没食子酸的结合常数增加, 阿魏

酸和绿原酸则相反, 但结合量增大。ENGSTRÖM 等[19]表

明在低 pH 下, 单宁与 BSA 非共价结合能力是形成高度稳

定的复合物的先决条件。然而不同 pH 对于 CUR 与 BSA

的结合反应的影响鲜见报道, 有待进一步深入研究。本研

究通过荧光光谱法结合分子对接技术, 拟探究 pH 变化对

CUR 与 BSA 结合反应的影响, 并通过分子对接研究 CUR

与 BSA 结合方式和结合位点, 对于 CUR 的活性保护和稳

态化技术开发利用提供理论参考。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

牛血清白蛋白(纯度 98%)、姜黄素(纯度 75%)、布洛

芬(ibuprofen, IBUP)(纯度 98%)、华法林(warfarin, WARF) 

(纯度 98%)[生工生物工程(上海)有限公司]。 

1.2  仪器与设备 

F-7000 荧光分光光度计 (日本日立高新技术公司); 

ML104/02 电子天平(精度 0.0001 g)、FE20 pH 计[梅特勒-

托利多仪器(上海)有限公司]; UV-270 紫外-可见光分光光

度计(日本 SHIMADZU 公司)。 

1.3  方  法 

1.3.1  CUR 与 BSA 的荧光光谱测定 

荧光发射光谱测定: 参考 WANG 等[20]的方法并稍作

改动, 取 7 支规格为 5 mL 的离心管, 先加缓冲溶液, 再加

30 μL 1.2×10‒4 mol/L BSA 溶液, 最后加 CUR 溶液, 使离心

管内的溶液总量为 3 mL, 将样品在 298 K、310 K 下反应

0.5 h。激发波长为 280 nm, 狭缝宽度为 2.5 nm(激发)和

5.0 nm(发射), 发射波长为 290~450 nm。 

猝灭率测定: 参考 TU 等[21]的方法并稍作改动。采用

方程(1)~(3)计算蛋白与小分子相互作用荧光猝灭参数和结

合参数[22]:  

淬灭率= 0

0

F F

F
             (1) 

0F

F
=1+Kqτ0[Q]=1+Ksv[Q]          (2) 

lg( 0 1-
F

F
)=lgKa+nlg[Q]            (3) 
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式中: F0 为 BSA 荧光强度; F 为加 CUR 后 BSA 荧光强度; 

[Q]为 CUR 的浓度(mol/L); Kq 为双分子猝灭速率常数; τ0 为

荧光团的平均寿命(10‒8 s); Ksv为猝灭常数; Ka为结合常数。 

蛋白质与小分子结合主要靠次级键作用[23], 采用公式(4)、

(5)计算热力学参数, 依据焓变和熵变可以判断作用力类型[24]。 

2 1 2

1

1 1
Δ ( )

ln( ) =

H
K T T

K R
            (4) 

ΔG=ΔH‒TΔS=‒RTlnKa                 (5) 
式中: K1、K2 分别为两温度下 CUR 与 BSA 的结合常数; ΔG

为吉布斯自由能变, ΔH 为焓变, ΔS 为熵变, R 为气体摩尔常

数。同步荧光光谱测定: 在 298 K 条件下, 按照发射光谱

测定中的样品配比和添加顺序制备样品, 狭缝宽度同荧光

发射光谱, 分别以 Δλ=15 nm 和 Δλ=60 nm 为波长间隔, 在

200~350 nm 范围内扫描样品的同步荧光光谱。 

1.3.2  CUR 与 BSA 的结合位点研究 

按照荧光发射光谱方法(见 1.3.1), 先加入缓冲溶液和

BSA 溶液, 再加 25 μL 位点 Maker 溶液, 混匀反应 20 min, 

再加入 CUR 溶液, 后续操作同 1.3.1。 

1.3.3  分子对接 

AutoDock vina 4.0 用于研究 CUR 与 BSA 分子对接。

BSA(4OR0)3D 结构来源于 RCSB PDB 数据库, 通过 Pymol

提取 A 链、删除水、添加 H 原子。CUR (CID: 969516)3D

结构来自 PubChem 数据库。设置对接区域(x=82, y=45, 

z=67)以覆盖整个蛋白, BSA 刚性、配体柔性对接, 其他参

数均默认[4]。 

1.4  数据分析 

实验重复 3 次, 数据表示为平均值±标准偏差, 利用

IBM SPSS Statistics 25.0 软件进行显著性分析, 差异水平

P<0.05, 采用 Origin 9.0 软件绘图。 

2  结果与分析 

2.1  CUR 与 BSA 相互作用的荧光光谱测定 

由图 1 可知, 随着 CUR 的加入, BSA 的荧光强度逐渐

降低, pH 3.0、5.2、7.4 时呈现趋势相同。当配体加入到含

有荧光团蛋白质溶液中时, 溶液的荧光发射通常由于小分

子对荧光的猝灭而降低。任何荧光团荧光的降低被称为猝

灭, 并且这是由于荧光团和猝灭剂之间的各种分子相互作

用导致[25‒26]。推测 CUR 的加入, 产生了 BSA 荧光猝灭现

象, 该结果与 CUR 和 BSA 发生结合反应有关。 

 

 
 

注: BSA 浓度为 1.2 μmol/L, CUR 浓度依次为 0、2.4、4.8、7.2、9.6、12.0、14.4 μmol/L, 图 2 相同。 

图 1  不同 pH 条件下 CUR 对 BSA 的荧光猝灭作用(298 K) 

Fig.1  Fluorescence quenching of BSA by CUR at different pH conditions (298 K) 
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如图 1 所示, 在 298 K 的温度下, 随着酸性的增强(pH

降低), CUR 与 BSA 结合后荧光强度峰值明显下降。其中, 

在 pH 5.2 时, BSA 的峰值降低最为显著, 降低了 72%; 在

pH 7.4 和 pH 3.0 时, BSA 的峰值分别降低了 69%(从 8745

至 2726)和 45%(从 5721 至 3147)。由图 1D 可以明显看出, 

随着 CUR 浓度增大, 猝灭率也在逐渐增大, 但 pH 3.0 时猝

灭率最低, 可能是因为体系的 pH 小于 BSA 的等电点 4.8, 蛋

白表面正电荷增多影响了与 CUR 的结合[17,27]; pH 5.2 与 pH 

7.4 时, 猝灭率没有显著的差异, 均显著高于或略高于 pH 

3.0。不同 pH 的样品 λmax 均发生了蓝移, 如 pH 7.4 时 λmax

从 342 nm 蓝移至 336 nm, pH 5.2 时从 337 nm 移至 333 nm, 

pH 3.0 时从 326 nm 移至 325 nm。QI 等[28]研究发现, 当叶

黄素二棕榈酸酯加入 BSA 溶液中时, BSA 的荧光强度随着

显著的蓝移(从 344 nm 到 335 nm)而降低。其原因可能是由

于 BSA 发色团周围的极性在与叶黄素二棕榈酸酯相互作

用时降低, 或者芳香族氨基酸残基周围微环境的疏水性增

加。推测 pH 的改变会影响 CUR 对 BSA 微环境的影响。

结果表明, 3 种 pH 条件下, CUR 均对 BSA 产生内源性荧光

猝灭作用, 说明 CUR 与 BSA 发生结合反应。 

由图 2 可知, 温度 310 K 时与温度 298 K 时结果基本

一致, 3 种 pH 条件下, CUR 对 BSA 均产生荧光猝灭作用。

CUR 在 pH 5.2 时对 BSA 的猝灭率最高, 在 pH 3.0 时猝灭

率最低。 

2.2  荧光猝灭机制 

由表 1 可知, pH 7.4 时, 温度从 298 K 到 310 K 时 Ksv

降低, 同时 Kq 大于 2×1010, 可知荧光猝灭属于静态猝灭。

CUR 与 BSA 的 Ka 值在 pH 7.4 和 pH 5.2 时都在 105 数量

级, 说明在此条件下 CUR 与 BSA 产生了强结合作用; 而

在 pH 3.0 时, Ka 值在 104 数量级, 可以判定为二者之间的

结合作用是中等的。当 pH 5.2 和 pH 7.4 时, 可以看出温

度从 298 K 升高到 310 K, Ka 值在减小, 进一步说明在结

合过程中温度升高使 CUR-BSA 复合物形成能力有所降

低。结合位点数 n 在 1 附近, 并且 n 随着 pH 的减小也明

显地减小。因此, 在 CUR 与 BSA 结合过程中, pH 的影响

比较大。 

 

 

 

 
图 2  不同 pH 条件下 CUR 对 BSA 的荧光猝灭作用(310 K) 

Fig.2  Fluorescence quenching of BSA by CUR at different pH conditions (310 K) 

中
国
仪
器
仪
表
学
会



226 食 品 安 全 质 量 检 测 学 报 第 14 卷 
 
 
 
 
 

表 1  CUR 与 BSA 结合的相关常数 
Table 1  Correlation constants of the CUR binding to BSA 

条件 Ksv 

/(L/mol) 
Kq 

/[L/(molꞏs)] 
R1 

Ka 

/(L/mol) 
n R2 

310 K 
pH 7.4 

1.062×105 1.062×1013 0.9994 5.001×105 1.134 0.9909

298 K 
pH 7.4 

1.553×105 1.553×1013 0.9978 7.345×105 1.137 0.9794

310 K 
pH 5.2 

1.815×105 1.815×1013 0.9989 1.482×105 1.183 0.9946

298 K 
pH 5.2 

1.847×105 1.847×1013 0.9980 4.813×105 1.082 0.9739

310 K 
pH 3.0 

7.313×104 7.313×1012 0.9964 2.486×104 1.110 0.9779

298 K 
pH 3.0 

5.817×104 5.817×1012 0.9995 1.931×104 0.904 0.9828

注: R1: Ksv 相关系数, R2: Ka 相关系数。 
 

2.3  热力学常数分析和作用力类型 

由表 2 可知, pH 7.4 时, CUR 与 BSA 结合反应 ΔH<0, 

ΔS>0, 且 ΔH/ΔG>70%, 说明焓驱动, 作用力为静电相互

作用; 而在 pH 5.2 和 pH 3.0 时, CUR 与 BSA 结合反应

ΔH>0, ΔS>0, 此时疏水相互作用发挥主要作用。此外, 不

同 pH 时 ΔG<0, 说明结合作用自发进行, 不受 pH 的影响。 

 
表 2  CUR 与 BSA 结合的热力学参数 

Table 2  Thermodynamic parameter of the CUR binding to BSA 

pH T/K ΔH/(kJ/mol) ΔS/[J/(molꞏK)] ΔG/(kJ/mol)

7.4 
298 

‒24.61 29.72 
‒33.46 

310 ‒33.82 

5.2 
298 

 71.99 350.38 
‒32.42 

310 ‒36.62 

3.0 
298 

163.55 630.86 
‒24.45 

310 ‒32.02 

2.4  CUR 与 BSA 结合的同步荧光光谱测定 

Δλ=60 nm、Δλ=15 nm 分别对应 Trp 残基和 Tyr 残基

特征荧光, 从荧光光谱变化规律可以推测蛋白质构象的

变化[29‒30]。 

由图 3 可知, BSA 浓度不变, 随着加入 CUR 浓度的增

加, Tyr 残基、Trp 残基荧光强度均呈规律性下降趋势, 当

CUR 浓度达 14.4 μmol/L 时, 荧光强度分别下降 58%和

78%。结果说明两点: 一是 Trp 残基作为内源性荧光来源

贡献率更高; 二是 CUR 与 BSA 的结合位点可能更接近 Trp

残基。SIDDIQUI 等[31]研究发现, 香草醛与 BSA 的结合在

Δλ=15 nm 附近的同步光谱中没有显著的偏移, 表明增加

香草醛浓度对酪氨酸残基的微环境没有显著的影响。相比

之下, Δλ=60 nm 处的发射光谱显示出 3 nm (343~340 nm)的

蓝移, 表明色氨酸环境被改变, 并且残基附近的疏水性在

香草醛与 BSA 相互作用时增加。由图 3A 可知, Tyr 残基的

λmax 基本不变, 说明酪氨酸微环境没有发生改变; 由图 3B

可知, Trp 残基 λmax表现出略微蓝移(280~279 nm), 推测 Trp

残基附近极性减弱, 蛋白出现了收缩[28]。 

2.5  CUR 与 BSA 结合位点分析 

WARF 和 IBUP 可分别与 BSA Site I 位点、Site II 位

点发生特异性结合, 用来判断 CUR与 BSA的结合位点[32]。 

位点 Marker WARF 和 IBUP 对 CUR 结合 BSA 的荧光

光谱的影响结果见图 4。其中, 在 pH 3.0 和 pH 5.2 条件下, 

IBUP 和 WARF 的存在均会使荧光猝灭率呈现显著性增加

(图 4A)或略有增加(图 4B), 由此可以推断 CUR 与 BSA 的

结合位点既不在 Site I 和 Site II 位点附近。在 pH 7.4 条件

下, 如图 4C 所示, IBUP 和 WARF 的加入影响了 CUR 与

BSA 的结合, 呈现显著下降趋势, 所以推测 CUR 与 BSA

的结合位点可能在 Site I 和 Site II 位点之间[33]。因此, 可

以初步推断溶液 pH 极大可能会影响 CUR 在 BSA 上的结

合位点。 

 

 
 

图 3  CUR 对 BSA 的同步荧光光谱的影响 

Fig.3  Effects of CUR on synchronous fluorescence spectra of BSA 
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注: BSA 浓度均为 1.2 μmol/L, WARF/IBUP 浓度均为 6.0 μmol/L, CUR 浓度依次为 

0、2.4、4.8、7.2、9.6、12、14.4 μmol/L (298 K)。 

图 4  WARF 和 IBUP 对 CUR 与 BSA 结合的影响 

Fig.4  Effects of WARF and IBUP on the binding of CUR to BSA 

 
2.5  分子对接 

由图 5知, CUR与BSA结合位点在Sudlow’s site I (IIA)

附近, 结合位点氨基酸残基有 SER201、ARG208、ALA212、

TRP213、ASP323、LEU326、LEU346、SER453、LEU480。

分子对接的吉布斯自由能和结合常数分别为‒35.59 kJ/mol

和 1.70×106 L/mol, 与荧光法结合常数存在差异, 可能主
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要是由于蛋白处理不同环境条件下结构不同造成的[34]。通

常情况下, 疏水基团分布于 BSA 内部, 而亲水基团多在表

面。CUR 与 BSA 的结合可以通过氢键结合, 如 ARG208、

TRP213、ASP323、SER453 残基。另外, CUR 的芳香结构

与疏水氨基酸残基形成疏水相互作用 , 如 ALA212、

LEU326、LEU346、LEU480 残基。荧光光谱和分子对接

结果表明 CUR 与 BSA 主要通过疏水相互作用、静电相互

作用和氢键的方式结合, 结合位点在 Sudlow’s site I 附近。 

 
 

 
 

图 5  CUR-BSA 结合位点氨基酸及作用力 

Fig.5  Binding site amino acids and interaction force of CUR binding to BSA 
 
 

3  结  论 

本研究采用荧光光谱法研究了 3 种 pH 条件下 CUR 与

BSA 的结合作用, 分析结合作用机制, 结合分子对接技术

判定结合位点和作用力。结果表明不同 pH 条件下 CUR 对

BSA 均产生了静态猝灭, 其中 pH 7.4 时具有较强的猝灭作

用, 结合常数最大, 说明此时 CUR 与 BSA 更易结合; 提供

了可以促进 CUR-BSA 复合物形成的条件, 降低 CUR 的降

解。热力学分析结合分子对接结果判疏水相互作用、氢

键和静电相互作用为主要作用力; 同步荧光表明 Trp残基

λmax 出现蓝移, Trp 残基附近的极性减弱, 疏水性增强, 

CUR 加入改变了 BSA 的构象; 位点 Marker 实验表明在

pH 7.4 时, IBUP 和 WARF 的加入影响了 CUR 与 BSA 的

结合, 并且结合位点可能在 Site I 和 Site II 位点之间, 与

分子对接实验结果一致。而在 pH 3.0 和 pH 5.2 条件下, 

CUR 与 BSA 的结合位点既不在 Site I 和 Site II 位点附近, 

说明不同 pH 影响了 CUR 与 BSA 的结合反应, 这将为探

究 CUR 在体内的转运, 以及为蛋白基载体的开发提供理

论依据, 从而实现 CUR 的保护和靶向递送, 并且在今后

研究中可加大对包封生物活性化合物的有效载体的构建, 

增加活性成分的利用率。 
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