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全甲基及其多胺修饰环糊精与牛血清

白蛋白的相互作用

康　澍 , 陈　湧 , 史　 , 马玉红 , 刘　育
(南开大学化学系 , 元素有机化学国家重点实验室 , 天津 300071)

摘要　制备了两个多胺修饰全甲基化环糊精 , 即单-[ 6-(乙二胺)-6-脱氧 ] -七-(2, 3, 6-三甲氧基 )-β-环糊精

(4)和单-[ 6-(二乙烯三胺)-6-脱氧 ] -七-(2, 3, 6-三甲氧基 )-β-环糊精(5), 并采用荧光和紫外-可见光谱方法

测定了全甲基化环糊精及其多胺修饰衍生物在磷酸缓冲溶液中(25℃, pH =7. 2)与牛血清白蛋白形成化学

计量比为 8∶1的超分子配合物的稳定常数. 结果表明 , 全甲基化环糊精对牛血清白蛋白具有强于天然环糊精

和部分甲基化环糊精的分子键合能力 , 而经过多胺修饰的全甲基化环糊精衍生物则显示了更强的键合能力 ,

这些强的键合能力源于疏水作用 、静电作用和氢键作用的协同效应.
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在生物体系中 , 蛋白质等大分子的彼此相互作用或与其它分子相互作用形成超分子结构 , 并表达

出各种功能 , 这种相互作用一般是对大分子上各支链的分子识别. 大多数蛋白质具有疏水残基 (如烷

基 、芳香基 , 以及 NH
+
3 和 —COO

-
等离子基团)和亲水残基 (如—OH , —NH2等), 可以作为与其它分

子键合的位点 , 其相互作用力主要有静电作用 、疏水作用和范德华力等. 牛血清白蛋白(Bov ine se rum

album in , BSA)是一种比较易得的蛋白质 , 常被用作模型蛋白质与小分子的作用研究 , 从而阐释蛋白质

的结构和键合机理. 另一方面 , 环糊精具有良好的水溶性和低毒性 , 并能够选择性地与疏水分子形成

包结配合物 , 所以被广泛应用于仿生化合物和酶模型研究中
[ 1 ～ 4]

. 近年来的研究大多集中于环糊精及

Schem e 1　Structure s of hosts

其衍生物对氨基酸 、寡肽和多肽的识别
[ 2 ～ 8]

, 而关于

环糊精对蛋白质的识别则研究得较少
[ 9 ～ 11]

. 因此深入

考察环糊精与蛋白质之间的相互作用 , 不但有助于深

入理解生物体系中常见的 “多位置 、多模式”的协同键

合行为 , 还可以得到对蛋白质具有强键合能力和高选

择性的功能环糊精衍生物 , 并用于蛋白质分离试剂 、

蛋白质载体及人工酶等. 因此 , 本文选择了 5种环糊

精主体 (Scheme 1), 采用荧光和紫外-可见光谱手段

研究了其在 pH =7.2时与 BSA的相互作用.

1　实验部分

1. 1　仪器与试剂

V arianM ercury VX300核磁共振仪;Perkin-E lme r 2400C元素分析仪;Sh imadzu UV-2401PC紫外-可

见光谱仪 , 石英样品池(光程 10mm), 并附有 Sh imadzu TB-85 Thermo Bath超级恒温水浴 , 实验温度控

制在(25.0±0.1) ℃;JASCO FP-750荧光光谱仪 , 石英样品池 (10mm ×10mm ×40mm), 温度由超级



恒温水浴控制在 (25.0±0.1) ℃.

β-环糊精为市售分析纯产品 , 用蒸馏水重结晶 2次 , 真空干燥后使用. 七 (2, 6-二甲氧基 )-β-环糊

精 (2)和七(2, 3, 6-三甲氧基 )-β-环糊精 (3)按文献 [ 12]方法合成. BSA购于中国医学科学院血液＆血

液病研究所 , 未经纯化直接使用. 其它试剂均经纯化后使用. 光谱滴定所用溶剂均为 0.1 mo l /L

N a2HPO4 +N aH2PO 4缓冲溶液 (pH =7.2), 用去离子水配制.

1. 2　单 [ 6-(乙二胺)-6-脱氧 ] -七 (2, 3 , 6-三甲氧基)-β-环糊精(4)的合成

将单-(6-O-对甲基苯磺酰基)-七 (2, 3, 6-三甲氧基 )-β-环糊精(500 mg, 0.32 mmo l)
[ 13]
在过量乙二

胺 (3.2 mmo l)存在下于 70 ～ 80 ℃反应 7 h(用 N2气保护), 将反应液冷却至室温 , 减压除去过量的乙

二胺. 向残余物中加入一定量的水 , 用乙酸乙酯萃取 , 收集乙酸乙酯层 , 加入无水硫酸镁 , 干燥 , 过

滤 , 旋干滤液得到纯品 , 产率 74%. 元素分析 C64H 116N2O34计算值(%):C 52.74, H 8.02, N 1.92;实

测值 (%):C 52.27 , H 7.75, N 2.01.
1
H NMR(CDC l3 , 300H z), δ:5.32 ～ 4.94(m , 7H), 3.88 ～ 3.17

(m , 102H), 其中 3.65(s, 21H , 3-OCH 3), 3.51(s, 21H , 2-OCH3), 3.39(s, 18H , 6-OCH3), 2.95 ～

2.66(m , 4H). ES I-MS, m /z:1457.09 [M
+
] . 反应式如下:

1. 3　单 [ 6-(二乙烯三胺)-6-脱氧 ] -七 (2, 3, 6-三甲氧基)-β-环糊精(5)的合成

合成方法同上. 由单 (6-O-对甲基苯磺酰基)-七 (2, 3, 6-三甲氧基 )-β-环糊精与过量的二乙烯三胺

反应得到 , 产率 69%. 元素分析 C66H121N 3O34计算值(%):C 52.82, H 7.72 , N 2.17;实测值(%):C

52.41, H 7.91 , N 2.33.
1
H NMR(CDC l3 , 300 Hz), δ:5.59 ～ 4.89(m , 7H), 3.88 ～ 3.17(m , 102H),

其中 3.65(s, 21H , 3-OCH3), 3.51(s, 21H , 2-OCH3), 3.39(s, 18H , 6-OCH3), 2.99 ～ 2.66(m , 8H).

ESI-MS, m /z=1500.86 [M
+
] .

2　结果与讨论

2. 1　光谱分析

F ig. 1　F luorescence spectral changes of BSA upon

add ition of host 3 in phosphate buffer so lu-

t ion(pH =7. 2) at 25 ℃

　 c(Host) /(m ol L- 1):a. 0;b. 6. 48×10 - 6;c. 3.24×

10 - 5;d. 6. 48×10 - 5;e. 9. 72×10 - 5;f. 1.62×10 - 4;

g. 2. 27×10 -4. c(BSA) /(m ol L- 1):3. 0×10- 6.

BSA是一个单链载体蛋白 , 含 585个氨基酸残基 , 其中有 2个色氨酸残基(T rp135和 T rp214). 在

大多数情况下 , 蛋白质主要显示色氨酸残基的荧光. 可以认为 , BSA的荧光变化直接反映了色氨酸残

基周围环境的变化. 我们利用色氨酸残基的荧光变

化考察环糊精对 BSA的作用. 自由 BSA在 283 nm

波长激发下的发射峰在 347 nm左右. 固定 BSA的

浓度 , 不同主体环糊精的加入均引起 BSA的荧光发

射峰强度的下降 , 并且荧光发射峰发生轻微红移.

图 1是 BSA与主体 3作用的荧光光谱变化. 为了定

量研究分子识别过程中主-客体间的包结配位行为 ,

用 UV-V is光谱滴定法测定了主-客体间的配位稳定

常数 (K s). 在实验中 , BSA在 280 nm左右具有最

大吸收 , 固定客 体 BSA 的浓 度 (1.14×10
-5

mo l /L), 连续改变主体的浓度 (0 ～ 3.5 ×10
-4

mo l /L), 观测在主体存在下 BSA的吸光度变化. 由

典型的紫外光谱变化 (图 2)可看出 , BSA的紫外吸

459　No. 3 　 康　澍等:全甲基及其多胺修饰环糊精与牛血清白蛋白的相互作用



收随着主体 3, 4和 5的逐渐加入而不断增强 , 且最大吸收峰蓝移 , 表明 BSA的生色基团与主体环糊精

发生了作用
[ 14]

. 而加入主体 1和 2时 , BSA的紫外光谱无明显变化 , 表明天然环糊精和部分全甲基化

环糊精对 BSA的作用极弱 , 图 2概括了这几种主体与 BSA配位作用能力的差异.

F ig. 2　UV-V is spectra l change s of BSA(1. 14×10- 5

mol /L) in the pre sence of hosts 1— 5 in

phosphate solution(pH =7. 2) at 25 ℃

F ig. 3　 Stoich iom etric ratio for the complexation of

BSA w ith host 4 in pH =7. 2 bu ffer solut ion

at 25 ℃

2. 2　包结配位计量比的确定

文献 [ 11]报道多胺单修饰的 β-环糊精能与 BSA形成化学计量比为 4∶1的包结配合物. 我们通过摩

尔比法
[ 15]
确定了全甲基化环糊精衍生物与 BSA作用的化学计量比. 测量时固定 BSA的浓度 , 连续改

变主体环糊精(CD)的浓度 , 测定波长 278 nm处的吸光度变化 , 以吸光度对溶液中配合物两组分间的

摩尔比作图得到两条相交的曲线 , 其中交点在 X 轴上对应的摩尔比即为配合物组分的化学计量比.

图 3显示了 4-BSA的化学计量比为 8∶1 , 即 8个主体环糊精与 BSA形成了一个包结配合物.

通过摩尔比法确定了主体 3 ～ 5对 BSA均具有 1∶8的包结配位比 , 则主客体间的包结配位作用可

表示为

配位稳定常数可表示为

K s =[ BSA 8CD ] /([ BSA ] [ CD ]
8
)

BSA配位前后 , 紫外-可见吸收强度可以分别表示为

A0 =ε0 [ BSA ] 0 l

F ig. 4　P lot of [ BSA] [ CD] 8 /ΔA vs. [ CD] 7 

([ CD] +82[ BSA] ) for the supram olecu lar

system s form ed by BSA and hosts 3— 5 in

pH=7. 2 bu ffer solu tion at 25 ℃

A=ε0([ BSA ] 0 - [ BSA 8CD ] )l+εBSA 8CD [ BSA 8CD ] l=ε0 [ BSA ] 0 l+(εBSA 8CD -ε0)[ BSA 8CD ] l

ΔA=A -A0 =(εBSA 8CD -ε0) [ BSA 8CD ] l=Δε[ BSA 8CD ] l

变形为

[ BSA 8CD ] =ΔA /Δε

则

[ BSA ] [ CD ]
8
/ΔA =1 /(K S Δε)+

[ CD ]
7
([ CD ] +8

2
[ BSA ] ) /Δε

以 [ BSA ] [ CD ]
8
/ΔA对 [ CD ]

7
([ CD ] +8

2
[ BSA ] )

作图 , 由直线的斜率和截距分别得到配合物的稳定

常数 K s和 BSA配位前后的摩尔吸光系数差 Δε.

图 4显示了主体与 BSA所形成超分子体系的线性

拟合结果. 假定每个环糊精空腔与生色基团的作用

是相等的 , 则每个环糊精与 BSA作用的表观键合常

数为 KAPP =K
1 /8
s . 通过计算可得主体 3, 4, 5键合

BSA的表观键合常数分别为 4206, 4465和 6280

mo l
- 1
 L.
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2. 3　键合能力

从光谱滴定结果可看出 , 天然环糊精和部分甲基化环糊精与 BSA几乎无作用 , 而全甲基化环糊精

则具有较强的键合能力. 可能的原因是 , 引入大量甲基破坏了环糊精原有的氢键网络 , 使得其空腔更

加疏水 , 导致全甲基化环糊精空腔与 BSA上的生色基分子之间的疏水作用加强. 由单个环糊精主体与

BSA形成配合物的表观键合常数可看出 , 主体 3 ～ 5与 BSA作用能力顺序为 5>4>3.可能的原因是 ,

在 pH =7.2时 , 主体环糊精侧链上的氨基质子化成为带正电荷的 —NH
+
2 , 而 BSA上有较多的

—COO
-
, 因此主-客体之间的静电作用和氢键作用导致主体 5和 4与 BSA的键合能力大于没有氨基修

饰的环糊精 3. 随主体侧链上氨基数目的增加 , 主-客体配位能力也显著增强 , 这可归因于侧链上更多

氨基引起的静电作用和氢键作用 , 最终导致主体 5与 BSA形成最稳定的配合物 [KAPP(5-BSA) /KAPP(4-BSA) =

1.5] . 结果表明 , 由于静电 、氢键和疏水的协同作用 , 全甲基化环糊精及其衍生物对 BSA的键合能力

明显高于天然环糊精和部分全甲基化环糊精 , 而随着侧链氨基的增加 , 键合能力显著增强.
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Synthesis ofO ligo(ethylenediam ino)Mod ified Perm ethylated-β-cyclo-
dextrins and Their Interactions w ith Bovine Serum A lbum in

KANG Shu, CHEN Yong, SH I Jun, MA Yu-Hong, LIU Yu
*

(StateKey Labora tory of E lemen to-O rganic Chem istry, Departmen t of Chem istry,

Nanka iUn iversity, T ianjin 300071, China)

Abstract　Two oligo(ethy lenediam ino)mono-mod ified permethy lated-β-cyclodex trinsw ere prepa red, and the

comp lex stability constan ts for the 8∶1 complexa tion of some perme thy la ted β-cyc lodextrin de rivatives w ith bo-

vine serum album in w ere dete rm ined by fluorescence andUV-V is spectro scopy at 25℃ in pho spha te bu ffe r so-

lu tion(pH =7.2). The results indicate that the perme thy la ted β-cyc lodextrin show s obv iously enhanced b ind-

ing ab ility as compared w ith native β-cyclodex trin and 2, 6-me thy lated β-cyclodex trin, and the o ligo(ethy lene-

diam ino)modified perme thy la ted β-cyclodex trin de rivatives show much stronger binding ab ilities. The en-

hanced b inding ab ility can be de rived from the cooperative e ffec t of hydrophobic, e lectrosta tic and hydrogen

bond ing interactions.

Keywords　 Pe rmethy lated β-cyc lodex trin deriva tive;Spectral titra tion;Bov ine serum album in (BSA);

Supramo lecular chem istry (Ed. :H , J, Z)
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