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基于弱键化学探究甘草-黄连药对水煎煮过程中甘草蛋白与

黄连素相互作用机制

李 文#, 王志家#, 刘小靖, 韩娜娜, 李 桐, 雷海民*, 王鹏龙*

(北京中医药大学中药学院, 北京 102488)

摘要: 本文旨在探究黄连甘草水煎煮过程中甘草蛋白与黄连素发生相互作用机制及其对药效的影响。本实验

从甘草饮片水提丙酮沉淀得到甘草粗蛋白, 发现甘草粗蛋白与黄连素共同煎煮后可形成类球形超分子颗粒, 利用马

尔文粒度仪和发射扫描电镜进行形态学表征, 观察到该超分子颗粒为纳米级, 与甘草蛋白和黄连素形态明显不同。

综合紫外、红外及荧光光谱技术研究表明, 该分子相互作用发生机制为静电引力和疏水作用等弱键诱导。进一步通

过耐药金葡菌模型评价, 发现甘草蛋白-黄连素超分子粒子显著影响黄连素的抑菌活性, 且与机械混合物明显不同;

该研究从新的视角揭示甘草-黄连水煎剂中蛋白类等大分子物质基础的药效价值, 有助于推动临床有效方药二次开

发, 尤其是经典名方药效物质基础研究。
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Based on weak bond chemistry, the interaction mechanism between
glycyrrhiza protein and berberine in water decocting process of

Rhizoma Coptidis and Liquorice was investigated
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Abstract: The purpose of this study was to explore the interaction mechanism between glycyrrhiza protein

and berberine in the decocting process of Rhizoma Coptidis and Liquorice and its effect on the pharmacodynamic

effect. In this experiment, licorice crude protein was obtained from licorice decoction pieces, and it was found that

licorice crude protein and berberine could form spherical supramolecular particles after decocting together.

Morphological characterization was carried out by using Malvin particle size analyzer and emission scanning

electron microscopy, and the supramolecular particles were observed to be nanoscale, which was significantly

different from the morphology of licorice protein and berberine. The results of ultraviolet, infrared and fluorescence

spectroscopy showed that the mechanism of molecular interaction was induced by weak bonds such as electrostatic

attraction and hydrophobic interaction. Furthermore, the antimicrobial activity of berberine was significantly affected

by the supramolecular particles of licorice protein-berberine, which were significantly different from the mechanical

mixture. This study reveals the pharmacological value of macromolecular substances such as proteins in the decoc‐

tion of licorice and Coptis chinensis from a new perspective, which is helpful to promote the secondary develop‐

收稿日期: 2021-02-24; 修回日期: 2021-04-08.

基金项目: 国家自然科学基金资助项目 (82073974); 北京市自然科学基金面上项目 (7202116); 北京市科技新星计划 (Z201100006820026); 中华中医药

学会青年人才托举工程项目 (CACM-2018-QNRC2-B08); 北京中医药大学重点攻关项目 (2020-JYB-ZDGG-040, 2020-JYB-ZDGG-044); 中央

高校基金科研业务项目 (杰出青年基金BUCM-2019-JCRC002, 岐黄团队2019-JYB-TD005).
#共同第一作者 .

*通讯作者Tel: 86-10-53912100, E-mail: wpl581@126.com; hm_lei@126.com

DOI: 10.16438/j.0513-4870.2021-0258

·· 2119



药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2021, 56(8): 2119 −2126

ment of clinical effective prescriptions, especially the research on the pharmacological substance basis of classic

famous prescriptions.

Key words: Glycyrrhiza uralensis; berberine; supermolecule; antibacterial effect; molecular thermodynamics;

classical prescription

药对作为中药复方基本组成单元, 以药对作为切

入点开展中药复方物质基础研究, 不仅可以大大降低

中药复杂体系研究难度, 还可以“化繁为简”有效揭示

中药配伍理论科学内涵 , 已引起越来越多学者的关

注[1]。甘草作为临床最常见的配伍中药, 素有“十方九

草”之称, 号称“国老”。因此, 对于甘草药对开展研究,

研究结果对于中药复方研究具有代表性和普遍性价

值[2]。例如, 甘草-黄连药对临床使用广泛, 尤其是该

药对共煎煮产生大量自沉淀现象, 更为学者所广泛关

注[3]。前期有研究表明, 该自沉淀主要由甘草酸、黄连

素等小分子化学成分组成[4]。本课题组长期聚焦中药

水煎剂自沉淀现象, 已发现在水煎煮过程中, 小分子有

效成分相互作用, 在弱键诱导下发生自组装形成超分

子体系, 与游离单体成分相比, 生物活性发生显著变

化, 以此揭示超分子体系是中药复方物质基础重要组

成[5-7]。但目前研究尚未揭示中药大分子物质, 诸如蛋

白、多糖等是否参与超分子体系形成的报道, 尤其在制

剂过程中经常作为杂质被除掉的蛋白质等大分子, 是

否可以通过弱键作用间接影响其他小分子的生物活

性？相关问题尚未有效揭示。

研究首次发现黄连-甘草药对共煎后出现的自沉

淀中蛋白质含量约为 6%, 为深入探究该自沉淀形成原

因, 本课题组采用紫外光谱、红外光谱和荧光光谱研究

发现在水煎煮过程中甘草蛋白与黄连中异喹啉类生物

碱发生相互作用, 利用马尔文粒度仪、扫描电子显微镜

研究发现两类成分在疏水作用和静电作用等弱键诱导

下形成类球形超分子。进一步通过耐药金葡菌模型评

价发现, 两类成分在形成超分子前、后生物活性发生明

显变化, 从新的视角揭示甘草-黄连药对配伍的科学内

涵。甘草黄连药对是半夏泻心汤、甘草泻心汤等经典

名方的重要组成, 该研究结果为当前经典名方二次开

发过程中标准汤剂和制剂工艺研究提供参考, 尤其对

复方所含有的大分子、小分子药效成分识别和富集提

供依据 , 真正还原古人经典名方临床使用的“一碗

汤剂”[8]。

材料与方法

药品与试剂 黄连素 (BBR, 成都普瑞法科技有

限公司, 纯度 > 98%); 甘草饮片和黄连饮片 (北京同仁

堂); 茚三酮溶剂和丙酮溶剂 (北京化工厂); 双缩脲试

剂盒 (北京索莱宝科技有限公司)。

实验仪器 Hitachi SU-8020场发射扫描电子显微

镜 (德国 IKA 有限公司); 紫外-可见分光光度计、荧

光-可见分光光度计、傅里叶变换红外光谱仪 (美国

Thermo公司); 马尔文粒度仪 (英国马尔文仪器有限公

司); 酶标仪 (芬兰热电科技仪器有限公司)。

黄连-甘草共煎药液制备 称取黄连饮片以及甘

草饮片各 5.00 g, 装于无纺布煎药袋中, 加入 8倍量水

冷凝回流提取 1 h, 趁热去掉无纺布袋包裹的药渣 ,

4 000 r·min-1离心 30 min, 得到共煎自沉淀和上清溶

液, 分别冻干, 备用。

药对共煎自沉淀中可溶性蛋白质提取 精密称取

黄连-甘草共煎自沉淀冻干样品 5.00 mg置于 5 mL离

心管中, 加入 2 mL去离子水分散, 60 ℃水浴超声提取

30 min后, 4 000 r·min-1离心 15 min, 吸取上清液; 沉淀

用 2 mL去离子水复溶, 重复提取、离心, 将两次上清液

合并, 即为蛋白质粗提取液。粗提液加入 1.5倍体积

丙酮沉淀蛋白 , -20 ℃放置过夜 , 4 000 r·min-1 离心

30 min, 弃去上清液, 挥干丙酮, 加入 500 μL去离子水

混悬, 此时的溶液即为共煎自沉淀中可溶性蛋白溶液,

备用。

甘草粗蛋白 (glycyrrhiza protein, GP) 溶液制备

称取甘草饮片 40 g, 加入 8 倍量去离子水超声提取

30 min, 60 ℃水浴超声提取 30 min后, 双层滤布滤去

药材残渣, 4 000 r·min-1离心 15 min, 吸取上清液。上

清液加入 1.5倍体积丙酮沉淀蛋白, -20 ℃放置过夜,

4 000 r·min-1离心 30 min, 弃去上清液, 挥干丙酮, 得到

甘草粗蛋白, 冻干, 备用。精密称取甘草粗蛋白冻干样

品 25 mg置于 50 mL离心管中, 加入 25 mL去离子水

分散, 此时的溶液为甘草粗蛋白溶液, 备用。

甘草蛋白-黄连素结合体 (glycyrrhiza protein-

berberine, GP-BBR) 的制备 精密称取黄连素3.72 mg

置于 50 mL烧杯中, 加入 10 mL去离子水充分溶解, 配

成 1 mmol·L-1黄连素溶液, 取 10 mL甘草粗蛋白溶液

加入黄连素溶液中, 100 ℃加热 60 min, 即可见到絮状

沉淀产生, 室温放凉, 4 000 r·min-1离心 15 min, 丢弃上

清液, 再用去离子水洗涤, 离心和洗涤重复 3次, 最后

收集沉淀物在真空冷冻干燥机中干燥 1～2 天 , 得到

·· 2120



李 文等: 基于弱键化学探究甘草-黄连药对水煎煮过程中甘草蛋白与黄连素相互作用机制

GP-BBR。

甘草蛋白-黄连素机械混合物 (glycyrrhiza protein-

berberine mechanical mixture, GP-BBR MECH) 的

制备 精密称取黄连素 3.72 mg置于 50 mL烧杯中, 加

入 10 mL去离子水充分溶解, 配成 1 mmol·L-1黄连素

溶液, 取 10 mL甘草粗蛋白溶液加入黄连素溶液中, 室

温下用磁力搅拌器搅拌 60 min, 得到甘草蛋白-黄连素

机械混合溶液, 用于抑菌实验研究。

蛋白质鉴定反应 取 1 mg·mL-1甘草粗蛋白溶液,

滴入适量茚三酮试剂, 水浴加热。

蛋白质含量测定 依据双缩脲试剂盒说明书测定

黄连-甘草共煎自沉淀和甘草粗蛋白中可溶性蛋白质

的含量。

场发射扫描电子显微镜 (FESEM) 观察 用移液

枪分别吸取甘草粗蛋白悬浊液及甘草蛋白黄连素结

合体悬浊液 2 μL滴于硅片上, 室温自然干燥 4 h, 将样

品进行喷镀黄金处理后放在场发射扫描电子显微镜

下, 工作电压 8.0 kV, 拍照并观察甘草蛋白单体和甘草

蛋白与黄连素反应后的大小和表面形貌差异, 佐证马

尔文粒度仪观察到的形态大小。

紫外光谱测定 取盐酸黄连素制成 0、0.005、

0.010、0.015、0.020和 0.025 mg·mL-1标准液, 通过紫外

分光光度计在 344 nm 下测量吸光度值 , 制作标准曲

线。取黄连素配制成 0.01 mol·L-1溶液, 稀释 200倍, 通

过紫外分光光度计在344 nm下测量吸光度值, 记为A1。

另取 0.01 mol·L-1黄连素溶液 1 mL与 1 mg·mL-1甘草粗

蛋白溶液 1 mL 共煎煮 60 min 后 , 取上清液 , 定容至

2 mL, 稀释 100倍, 通过紫外分光光度计在 344 nm下

测量吸光度值, 记为A2。可通过标准曲线计算出煎煮

前黄连素的浓度 (C1) 与煎煮后黄连素的浓度 (C2), 黄

连素与甘草蛋白结合率 (W) 按照公式 (1) 进行计算。

W% = (C1 - C2) / C1 (1)

荧光光谱测定 在 25、31和 37 ℃下, 向甘草粗蛋

白溶液中加入不同浓度梯度的黄连素溶液, 配制成最

终质量浓度为 0.25 mg·mL-1 的甘草蛋白黄连素混合

液 , 混匀后在激发波长 370 nm 下 , 扫描 390～600 nm

内的发射光谱。

红外光谱测定 精密称取 5.00 mg 冷冻干燥的盐

酸黄连素单体、甘草蛋白单体、甘草蛋白-黄连素结合

体样品于离心管中, 与光谱级溴化钾 (KBr) 粉末以适当

的质量比混合研磨。在 27 MPa的压力下压片 2 min,

傅里叶变换红外光谱仪的扫描范围为4 000～400 cm-1,

每个样本平均扫描 200次, 光谱分辨率为 4 cm-1, 空气

为背景。红外光谱记录和存储使用光谱软件 (OMNIC

8.2)。

最低抑菌浓度测定 从生长的角度探讨了GP-BBR

及GP-BBR MECH的抑菌活性, 对耐药金葡菌的最小

抑菌浓度 (MIC) 的测定, 通过等度微孔稀释法, 采用

48孔板, 对GP-BBR及GP-BBR MECH进行抑菌活性

研究, 简单来说, GP-BBR及GP-BBR MECH用水稀释

后作为样品母液, 将不同体积的样品溶液加入到不同

体积培养基中使其总体积为 1 mL, 得到浓度依次为

0.062 5、0.056 25、0.05、0.043 75、0.037 5、0.031 25 和

0.025 μmol·mL-1的药物溶液, 每个孔分别加入耐药金

葡菌 30 μL, 37 ℃培养 16 h后, 耐药金葡菌用酶标仪在

600 nm处记录悬液的吸光度值 (OD)。实验重复3次, 金

葡菌的抑制率按照公式 (2) 计算。最小抑菌浓度 (MIC)

为抑制率 > 80%的最低浓度。

抑制率 (% ) =
1 - (OD

样品
- OD

溶剂
)

OD
空白菌

- OD
溶剂

× 100% (2)

细菌形态观察 取菌悬液置于 12 孔板中 , 加入

GP-BBR、GP-BBR MECH 和 BBR, 使 终 浓 度 为

0.05 μmol·mL-1, 培养 8 h 后 , 在 3 000 r·min-1 下离心

10 min, 收集细菌。磷酸盐缓冲液 (PBS) 清洗 3次后,

加入体积分数为 2.5%的戊二醛固定 4 h, 再用 PBS洗

涤 3 次 , 采用梯度浓度乙醇 (30%、50%、70%、80%、

85%、90%、95%、100%) 分别洗脱, 每次脱水 10 min, 充

分干燥后 , 喷金 , 在 SEM 下观察 GP-BBR、GP-BBR

MECH和BBR干预下的细菌形态学变化。

统计学方法 用 IBM SPSS 25.0进行数据统计分

析, 方差分析采用ANOVA分析, 运用 t检验比较两组

数据差异的显著性, P < 0.05表示具有显著性差异。

结果

1 蛋白质的鉴定

甘草粗蛋白溶液中滴加茚三酮试剂后水浴加热

5 min, 出现紫色, 说明提取物中含有甘草蛋白。

2 蛋白质含量测定

黄连-甘草共煎自沉淀中蛋白质含量为 6.18%, 甘

草粗蛋白提取物中蛋白质含量为 69.38%, 说明甘草蛋

白粗提物中主要成分为甘草蛋白。

3 结合体的形貌表征

100 ℃加热 60 min后, 甘草蛋白与黄连素混合煎

煮溶液中出现明显沉淀。采用 FESEM表征了结合体

的微观形貌; 采用动态光散射 (DLS) 测量自结合体的

尺寸。如图 1所示, 黄连素单体 (图 1A) 呈不规则存在

的片状晶体, 呈现无规则形态, 混乱凝集成块, 这与黄

连素自身晶体性质相符合; 甘草蛋白单体 (图 1B) 呈无

规则形态, 混乱凝聚成块。黄连素-甘草蛋白结合体

(图 1C) 表明微观形态与两个单体区别较大, 呈现清晰
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的类球状结构, 大小在 100～200 nm之间, 呈现大尺度

自组装行为。GP-BBR NPs在水溶液中表现出明显的

Tyndall光散射效应 (图 1D), GP-BBR NPs的 zeta电位

为-11.1 mV (图 1E), 平均粒径为 185.5 nm 左右 , 多分

散性指数为 0.285 (图 1F)。FESEM和DLS的结果在大

小上基本一致。

4 甘草蛋白与黄连素相互作用的紫外光谱研究

甘草蛋白的紫外吸收光谱如图2A所示, 在200 nm

处的吸收峰为肽键吸收峰[9], 有文献[10]报道甘草中存

在N端测序为NPDGLIACYCGQYCW的蛋白, 其中包

含酪氨酸与色氨酸。酪氨酸与色氨酸在 260～280 nm

内会出现紫外吸收峰[11]。据此推测本实验发生紫外吸

收的氨基酸可能为酪氨酸或色氨酸。

黄连素与甘草蛋白煎煮前后的紫外吸收光谱如图

2B所示, 黄连素与甘草蛋白煎煮过后, 黄连素的吸光

度明显降低, 说明黄连素与甘草蛋白发生了结合。应

用紫外分光光度法对不同浓度黄连素标准品测定后所

得的标准曲线, 并据此计算得到的黄连素标准曲线回

归方程为 y = 53.091x + 0.001 2 (R2 = 0.999 6), 结合率

为51.01%。

5 甘草蛋白与黄连素相互作用的红外光谱研究

通过分析GP-BBR与其对应单体的特征化学官能

团的红外变化发现 (图 3): GP红外图谱在 1 634 cm-1吸

收峰, 归属为C=O的伸缩振动强吸收峰; 1 537 cm-1吸

收峰, 归属为酰胺的伸缩振动强吸收峰。BBR红外图

谱在 1 504 cm-1处有一个尖而强的吸收峰, 归属于芳环

骨架振动强吸收峰; 1 103 cm-1归属于异喹啉环中C-N

伸缩振动吸收峰; 1 034 cm-1归属于脂肪醚中C-O伸缩

Figure 2 Properties of ultraviolet spectrum. A: Ultraviolet and visible spectrophotometry (UV-vis) of GP; B: UV-vis of BBR, GP-BBR,

and GP

Figure 1 Macroscopic and microscopic morphology of monomer and combination. A: Scanning electron microscope (SEM) images of

berberine (BBR); B: SEM images of glycyrrhiza protein (GP NPs); C: SEM images of glycyrrhiza protein-berberine (GP-BBR NPs); D:

Tyndall effect images of GP-BBR NPs; E: Zeta potential of GP-BBR NPs; F: Size distribution of GP-BBR NPs with polydispersity index

(PDI, 0.285)
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振动吸收峰。GP-BBR红外图谱 1 602 cm-1归属GP中

C=O的伸缩振动强吸收峰, 在1 503、1 103和1 035 cm-1

处有吸收峰 , 分别归属于 BBR 中芳环骨架振动吸收

峰、异喹啉环中C-N伸缩振动吸收峰和脂肪醚中C-O

伸缩振动吸收峰。

甘草蛋白与黄连素组装后, 羰基吸收峰大幅度向低

波数偏移, 黄连素中C-N振动吸收峰和脂肪醚中C-O

伸缩振动吸收峰基本没有太大变化, 说明酰胺基团是

参与组装的关键官能团, 这可能是由于酰胺和季铵离

子之间的静电相互作用导致的。

6 荧光光谱结果

6.1 荧光淬灭机制 黄连素引起甘草蛋白荧光淬灭

的原因可能有动态淬灭和静态淬灭两种形式。静态淬

灭是指淬灭剂分子与荧光物质分子之间形成了新的复

合物, 淬灭常数随温度的升高而减小; 而动态淬灭是淬

灭剂分子与荧光分子的激发态分子之间的相互碰撞而

导致的荧光淬灭, 淬灭常数随温度的升高而增大[12], 遵

循Stem-Volmer方程式 (3):

F0/F = 1 + Ksv·[D] = 1 + Kq·τ0·[D] (3)

式中 , F0 和 F 表示不存在和存在淬灭剂时荧光

物质的荧光强度 , [D]为淬灭剂的浓度 , Ksv 为动态

淬灭常数 (又称为Stern-Volmer淬灭常数), τ0是内源生

物大分子的荧光寿命, 对于生物大分子 τ0 = 10-8 s。Kq

(Kq = Ksv/τ0) 是双分子淬灭常数, 表示相互作用时分

子之间的热运动程度与蛋白质等生物大分子的荧光寿

命的关系。

由图 4与表 1表明, 随着 BBR浓度的增加, GP荧

光强度逐渐降低并且吸收峰位逐渐发生红移。由图 5

表明, 淬灭常数随着温度的升高而降低, 且 3个不同温

度下的Kq均远大于各类淬灭剂对生物大分子最大扩

散常数 2.0×1010 L·mol-1s-1。因此, 可以推断BBR对GP

的淬灭并非动态淬灭, 而是静态淬灭。作者猜测BBR

与GP结合可能是BBR分子的苯环端插入GP分子中

的疏水空腔内部, 与GP中可以发射荧光的氨基酸发生

π电子堆积, 使GP中可以发射荧光的氨基酸苯环上的

π*轨道与BBR苯环上的 π电子轨道发生偶合, 而偶合

后的 π*轨道因部分填充电子, 使 π→π*跃迁几率减小,

从而使得荧光产生荧光淬灭效应[13], 而荧光光谱的吸

收峰位红移[14]说明肽链周围的微环境亲水性增加, 可能

是因为BBR插入GP分子内部后, 肽链变得伸展所致。

6.2 黄连素与甘草蛋白相互作用的表观结合常数及

结合位点数 生物大分子蛋白有多个结合位点且相互

独立时, 求结合位点可用方程式 (4)[15]计算:

log(F0-F)/F = logKa + nlog[Q] (4)

式中 , Ka 为表观结合常数 ; n 为结合位点数 ; [Q]

为游离小分子的浓度, 但对于一个反应体系, 想要得到

确切的小分子游离浓度很困难, 故常以小分子淬灭剂

Table 1 Stern-Volmer quenching constants for the interaction of GP

with BBR at different temperatures (T). KSV: Dynamic quenching

constant; Kq: Dynamic quenching rate constant

T/K
298
304
310

KSV ×105 /L·mol-1

3.6
3.27
2.98

Kq ×1013 /L·mol-1·s-1

3.6
3.27
2.98

R
0.989
0.993
0.986

Figure 3 Properties of infrared spectrum. A: Fourier-transform infrared spectroscopy (FT-IR) of GP; B: FT-IR of BBR; C: FT-IR of

GP-BBR

Figure 4 Fluorescence quenching spectra of GP in the presence

of different concentrations of BBR. λex = 370 nm, T = 298 K.

BBR concentrations from 0 to 8 (1.0×10-6, 2.0×10-6, 3.0×10-6, 4.0×

10-6, 5.0×10-6, 6.0×10-6, 7.0×10-6, 8.0×10-6 mol·L-1, respectively)
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的总浓度来代替, n和Ka可由方程的斜率和截距分别

得到。由图 6及表 2可见, 3个不同温度下GP与BBR

作用的平均结合常数较大, 其Ka值达到了 106数量级,

且二者 n为 1左右。有文献[16]报道GP等电点为 4.5, 本

实验GP-BBR的 pH值为 6.8, 大于GP等电点, 因此GP

中发射荧光的基团可能与BBR中的季铵离子通过偶

极-偶极相互作用结合, 使得BBR与GP之间发生无辐

射的能量转移而淬灭GP荧光。

6.3 黄连素与甘草蛋白的作用力类型 小分子药物

与蛋白质大分子以非共价键结合的作用力主要有范德

华力、氢键、静电作用及疏水作用等。根据 Ross等[17]

研究, 熵变 (ΔS) > 0是疏水作用的重要特征, 当ΔS > 0

时, 主要作用力为疏水作用力, 属熵驱动过程; 当焓变

(ΔH) < 0, ΔS < 0时, 主要作用力为氢键和范德华力; 当

ΔH < 0, ΔS > 0时, 主要作用力为疏水作用力和静电引

力; 当ΔH > 0, ΔS > 0时, 主要作用为疏水作用力。由

范特霍夫方程式 (5) 可得到热力学参数 (ΔS、ΔH及自

由能变ΔG)。

lnKa = -ΔH/RT + ΔS/R

ΔG = ΔH - TΔS (5)

R为理想气体常数, 约等于 8.314 J·mol-1·K-1; T为

开氏温度。

由表 3可知, 当GP和BBR作用时, ΔG < 0表明该

过程为自发过程, ΔH > 0表明该过程为吸热过程, 而

ΔS的数值 (357.60 J·mol-1·K-1), 表明此反应为熵主导的

自发吸热反应, GP和BBR之间的结合力主要为疏水

作用力。BBR插入到GP疏水空腔内部可以释放原本

有序排列的水分子 , 因此存在熵增效应。这与上述

BBR的异喹啉环能与GP中的荧光基团发生 π-π堆积

作用致使荧光淬灭现象的发生相吻合。

7 GP-BBR的抑菌活性

7.1 GP-BBR的 MIC实验 选取耐药金葡菌对 GP、

GP-BBR、BBR和GP-BBR MECH进行MIC值的测定,

发现GP在所选浓度下不表现抑菌活性, GP-BBR发挥抑

菌活性的主体为BBR, 其中GP-BBR、BBR和GP-BBR

MECH对耐药金葡菌的MIC值分别为 0.043 75、0.05和

0.05 μmol·mL-1。如图 7所示, 与BBR相比, GP-BBR对

耐药金葡菌的抑菌效果较好 ; GP-BBR 相比 GP-BBR

MECH, 对耐药金葡菌也有较好的抑菌效果。值得注意

的是, GP与BBR加热产生的GP-BBR结合体活性优于

GP与BBR直接混合的GP-BBR MECH, 表明黄连素抑

菌活性的增强有可能与加热过程中的某些反应有关,

侧面揭示了药对在水煎煮过程中蛋白质等大分子也有

可能与某些小分子发生相互作用进而影响活性。

7.2 平板计数实验 进一步选取 0.05 μmol·mL-1浓度

下的GP-BBR、BBR和GP-BBR MECH对耐药金葡菌进

行平板计数实验。在0.05 μmol·mL-1浓度下的抑菌效果

如图 8所示, 3个组分在 0.05 μmol·mL-1浓度下, 体现出

不同的抗菌作用, 其中GP-BBR未生长出清晰的菌落,

而GP-BBR MECH生长出 68个菌落, BBR有个别金葡

菌菌落连在了一起, 呈条带状, 生长的菌落有 176个。

Figure 6 Logarithmic curve of fluorescence quenching of GP by

BBR

Table 2 Binding constants and binding sites of the interaction

between BBR and GP. Ka: Binding constant; n: Number of binding

sites

T/K
298
304
310

Ka×106/L·mol-1

2.1
3.6
6.0

n
1.162
1.211
1.273

R
0.995
0.998
0.994

Table 3 Relative thermodynamic parameters of the GP-BBR

T/K
298
304
310

ΔG/KJ·mol-1

-36.03
-38.18
-40.14

ΔH/KJ·mol-1

70.53
70.53
70.53

ΔS/J·mol-1·K-1

357.60
357.60
357.60

Figure 5 Stern-Volmer plots for the fluorescence quenching

spectra of GP by BBR at different temperatures
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GP-BBR NPs、BBR和GP-BBR MECH与空白对照组相

比, 菌落数均减小, 相比较而言, 进一步证实了GP-BBR

NPs组的抑菌效果最好。

7.3 抑菌机制研究 为了进一步破译GP-BBR NPs组

的抗菌机制, 观察了其对金葡菌形态学的影响, 研究细

菌形态和纳米结构与细菌之间的相互作用。如图 9所

示, 正常金葡菌结构完整、表面光滑呈规则的椭球形。

BBR干预后的细菌的形状变得不规则, 与正常细菌相

比, 塌陷和破裂不明显, 膜结构完整表面略显褶皱, 但仍

维持规则的椭球型, 对细菌的破坏性较弱。GP-BBR

MECH对细菌的破坏性加强, 与金葡菌共孵育 8 h后,

其表面开始皱缩、凹陷, 细菌形态被破坏。相比之下,

GP-BBR干预后的金葡菌细胞破坏程度最明显, 边缘

呈现严重皱缩的变化 , 不再呈标准球形。由此推测

GP-BBR NPs可能通过与细菌相互作用后附着在细菌

表面 , 对其结构完整性造成破坏 , 纳米粒持续释放

BBR, 使细菌周围BBR浓度升高, 摄取量增大, 最终造

成比较强的抗菌效果[18]。有研究表明金葡菌细胞壁含

有磷壁酸聚合物, 由交替的磷酸盐和核糖醇或由含D-

丙氨酸和N-乙酰氨基葡萄糖残基的甘油基团组成, 带

负电荷的磷酸基和带正电荷的D-丙氨酸酯的比例对

金葡菌在固体表面的吸附起着关键作用[19]。由于这种双

极性的性质, 金葡菌的单个细胞可以与具有疏水表面和

带有轻微负电荷的亲水表面物质相互作用并附着[20]。

GP-BBR的 zeta电位为-11.1 mV, 表面带负电荷, 推测

GP表面的氨基酸残基增强了BBR与金葡菌的吸附作

用, 也是其增强BBR抑菌活性的原因之一。

讨论

利用紫外可见光谱初步判断甘草粗蛋白和黄连素

发生相互作用, 结合红外光谱与荧光光谱技术表征了

两者间结合的作用力, 发现甘草粗蛋白和黄连素共煎

煮时形成静电力和疏水作用力等弱键作用。通过比较

甘草粗蛋白黄连素超分子、二者机械混合物及黄连素

单体对耐药金葡菌的抑菌活性, 发现本不具有抑菌活

性的甘草蛋白与黄连素结合后增强了黄连素的抑菌活

性, 同时在不加热条件下的甘草粗蛋白黄连素机械混

合物也进行了抑菌活性实验, 发现机械混合物的活性

虽强于黄连素单体, 但与加热条件下的结合体存在差

别。抑菌活性的实验结果从侧面说明黄连素和甘草粗

蛋白在加热过程中发生相互作用且加热过程使二者结

合更加彻底, 结合作用力更强, 促进了药效成分发挥作

用, 进一步提示了中药共煎煮过程是一个复杂的过程,

Figure 9 FESEM images of bacterial morphology. A: Control group; B: BBR group; C: GP-BBR MECH group; D: GP-BBR NPs group

Figure 8 Photographs of agar plates were treated by all samples at 0.05 μmol·mL-1, respectively. A: GP-BBR NPs group; B: BBR group;

C: GP-BBR MECH group; D: Control group

Figure 7 Inhibition ratio of GP-BBR NPs, BBR, GP-BBR MECH

(mechanical mixing of GP and BBR), and GP. n = 3,
-
x ± s. *P <

0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs BBR group
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在此过程中不仅存在小分子间的弱键作用, 同时也存

在小分子与蛋白质等大分子的弱键作用, 且形成超分

子过程受温度影响, 影响分子间作用力进而影响活性,

本研究结果表明蛋白等大分子物质可作为载体而间接

影响药效。

综合利用光谱等分析技术对中药中蛋白质大分子

与小分子的弱键相互作用进行表征是一次全新的尝

试, 为探究中药复方有效成分提供了新的视角, 进一步

揭示药对配伍的科学内涵。若想真正还原经典名方临

床使用的“一碗汤剂”, 在经典名方二次开发, 尤其在标

准汤剂研究过程中, 不能忽视蛋白质等大分子通过与

小分子间弱键相互作用, 作为中药药效物质基础而发

挥作用。
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