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　　［摘要］　目的　了解５种黄连生物碱（巴马亭、黄连碱、表小檗碱、药根碱和小檗碱）与生物大分子蛋白质和ＤＮＡ的作用

关系及其差异。方法　将黄连生物碱巴马亭、黄连碱、表小檗碱、药根碱和小檗碱均配成浓度分别为０、１．９５×１０－６、３．９×
１０－６、７．８×１０－６、１．５６×１０－５和３．１２×１０－５ｍｏｌ／Ｌ的ＰＢＳ稀释液后，分别量取１．５ｍＬ与０．５ｍＬ牛血清白蛋白（ＢＳＡ，１．１０×

１０－５ｍｏｌ／Ｌ）溶液作用，采用Ｆ４５００型荧光分光光度计，在２８０ｎｍ激发波长条件下扫描３００～５００ｎｍ范围的荧光发射光谱。

将浓度均为０、１．９５×１０－６、３．９×１０－６、７．８×１０－６和１．５６×１０－５ｍｏｌ／Ｌ的５种黄连生物碱ＰＢＳ稀释液各量取１．５ｍＬ与０．５

ｍＬ百分浓度为０．１％的质粒ＤＮＡ作用后，在３６８ｎｍ激发波长条件下扫描４８０～６５０ｎｍ范围的荧光发射光谱。结果　５种
黄连生物碱对ＢＳＡ荧光均有很强的淬灭作用，各生物碱之间的荧光淬灭作用差异不大。５种黄连生物碱与质粒ＤＮＡ作用后，

均能增强发射荧光，且各生物碱之间的荧光增强作用差异很大，荧光增强作用由大到小依次为表小檗碱、黄连碱、巴马亭、小檗

碱和药根碱，其中，表小檗碱和黄连碱增强作用远大于其余３种黄连生物碱；５种黄连生物碱的最强荧光作用浓度均为７．８×

１０－６ｍｏｌ／Ｌ。结论　５种黄连生物碱与蛋白和ＤＮＡ均存在很强的相互作用。５种黄连生物碱与蛋白之间的作用差异较小，与

ＤＮＡ之间的作用差异较大，提示黄连生物碱与ＤＮＡ的作用强度与其分子结构有关，该类分子中９，１０亚甲二氧基和２，３二甲

氧基结构有利于与ＤＮＡ作用后的荧光增强作用。
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　　黄连（ＣｏｐｔｉｓｃｈｉｎｅｎｓｉｓＦｒａｎｃｈ）为传统名贵药

材，《中华人民共和国药典》（２０１０版）记载黄连具有

清热燥湿，泻火解毒作用。用于湿热痞满，呕吐吞

酸，泻痢，黄疸，高热神昏，心火亢盛，心烦不寐，心悸

不宁，血热吐衄，目赤，牙痛，消渴，痈肿疔疮；外治

湿疹，湿疮，耳道流脓［１］。现代药理研究证实，黄连

具有抑菌抗痢、降糖调脂、抗肿瘤、抗炎等多方面药

理作用［２］，其有效成分被认为是以小檗碱为代表的

生物碱类成分。小檗碱的抗菌活性、降糖调脂活性、

抗肿瘤活性、抗炎活性均已被现代医学实验所证实。

研究发现，黄连粗提物或黄连总碱的药理活性强于

小檗碱单体［３４］，黄连中有除小檗碱以外的成分在发

挥协同药理作用［５］，因此关注黄连“非重视成分”的

生理生化作用对于了解中药的有效药物分子群作用

机制和推进中药现代化研究具有重要意义。研究发

现，小檗碱与各种蛋白质、核酸等生物大分子具有较

强的相互作用［６８］，提示这些生物大分子可能是该类

药物分子疗效或毒性作用的靶点。本研究通过荧光

光谱分析技术对巴马亭、黄连碱、表小檗碱、药根碱、

小檗碱等５种黄连生物碱与生物大分子蛋白和

ＤＮＡ作用关系进行研究与探讨，为深入了解黄连中

多种生物碱在中药治疗中的作用和地位，以及新药

研发提供理论依据。

１　材料和方法

　　巴马亭、黄连碱、表小檗碱、药根碱和小檗碱由

西南大学药学院药用资源化学研究所提取制备，纯

度均在９８％以上（ＨＰＬＣ 归一化法）；细菌质粒

ＤＮＡ（Ｄ２６０／Ｄ２８０＝１．８７）由西南大学药学院生物制药

教研室提供，牛血清白蛋白（ＢＳＡ）购自上海川翔生

物科技有限公司。

　　将５种黄连生物碱均配成浓度分别为０、１．９５×

１０－６、３．９×１０－６、７．８×１０－６、１．５６×１０－５和３．１２×

１０－５ｍｏｌ／Ｌ的ＰＢＳ稀释液，分别量取５种黄连生物

碱ＰＢＳ稀释液１．５ｍＬ置于标号离心管（５ｍＬ规

格）中，然后每管加０．５ｍＬ的１．１０×１０－５ｍｏｌ／Ｌ

ＢＳＡ溶液，振摇后在３７℃水浴中加热１ｈ。采用Ｆ

４５００型荧光分光光度计测定小檗碱与ＢＳＡ作用后

的荧光，条件设定为：激发光栅及发射光栅狭缝宽

均为５ｎｍ，检测温度为２５℃，激发波长２８０ｎｍ，检

测波长为３００～５００ｎｍ。

　　分别量取浓度均为０、１．９５×１０－６、３．９×１０－６、

７．８×１０－６和１．５６×１０－５ｍｏｌ／Ｌ的５种黄连生物碱

ＰＢＳ稀释液１．５ｍＬ置于标号离心管（５ｍＬ规格）

中，随后每管加０．５ｍＬ百分浓度为０．１％的质粒

ＤＮＡ溶液，振摇后直接测定。采用Ｆ４５００型荧光

分光光度计测定小檗碱与细菌质粒ＤＮＡ作用后的

荧光，条件设定为：激发光栅及发射光栅狭缝宽均

为５ｎｍ，检测温度为２５℃，激发波长３６８ｎｍ，检测

波长为４８０～６５０ｎｍ。

２　结　果

２．１　黄连生物碱与ＢＳＡ的作用　荧光扫描分别得

到不同浓度的５种黄连生物碱与ＢＳＡ作用后的荧

光光谱图。巴马亭、黄连碱、表小檗碱、药根碱对蛋

白荧光的淬灭作用与已报道的小檗碱作用［８］相似，

即表现出对蛋白荧光的强烈淬灭作用，随着浓度的

增加所有黄连生物碱的荧光淬灭作用逐步增强。取

不同浓度下各黄连生物碱与ＢＳＡ作用后荧光强度

为纵坐标，黄连生物碱浓度为横坐标，绘图得到不同
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生物碱对ＢＳＡ荧光的淬灭曲线。由图１可知，不同

生物碱对ＢＳＡ荧光的淬灭能力差异较小，５种生物

碱中，表小檗碱的淬灭能力略小于其他４种黄连生

物碱。

图１　５种黄连生物碱对牛血清白蛋白荧光的淬灭作用

２．２　黄连生物碱与细菌质粒ＤＮＡ的作用　图２为

５种黄连生物碱与细菌质粒ＤＮＡ作用后的荧光光

谱图。５种黄连生物碱与细菌质粒ＤＮＡ作用后，作

用体系的荧光强度均出现增强作用，不同生物碱之

间的荧光增强作用差异非常大。

　　５种黄连生物碱与细菌质粒ＤＮＡ作用后的荧

光强度关系见图３。由图３可以看出，不同黄连生物

碱与ＤＮＡ作用后荧光增强作用差异明显，表小檗碱

表现出最大的荧光增强作用，其次是黄连碱、巴马

亭、小檗碱，药根碱最弱。从图３还可以看出，５种黄

连生物碱的荧光增强作用均有一个相同的最佳作用

浓度７．８×１０－６ｍｏｌ／Ｌ，即当黄连生物碱浓度小于

７．８×１０－６ｍｏｌ／Ｌ时，荧光强度随浓度增加而增加，当

黄连生物碱浓度大于７．８×１０－６ｍｏｌ／Ｌ时，荧光强度

随浓度增加而下降。

图２　５种黄连生物碱与细菌质粒ＤＮＡ作用后的荧光光谱

０：０ｍｏｌ·Ｌ－１；１：１．９５×１０－６ｍｏｌ·Ｌ－１；２：３．９×１０－６ｍｏｌ·Ｌ－１；３：７．８×１０－６ｍｏｌ·Ｌ－１；４：１．５６×１０－５ｍｏｌ·Ｌ－１

图３　黄连生物碱对细菌质粒ＤＮＡ荧光的增强作用

３　讨　论

　　５种黄连生物碱对生物蛋白荧光表现了很强的

淬灭作用，但相互间的荧光淬灭作用差异不大，提示

分子结构上的基团差异对蛋白作用的强度影响较

小。５种黄连生物碱与质粒ＤＮＡ作用后的荧光强

度均大大增强，且相互间该种作用有很大差异，提示

黄连生物碱与ＤＮＡ的作用强度与其分子结构有很

大关系。从分子结构上进行具体分析可以发现，具

有９，１０亚甲二氧基团的表小檗碱和黄连碱与ＤＮＡ
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作用后荧光强度大大强于其余３种黄连生物碱，推

测９，１０亚甲二氧基团对该类生物碱与ＤＮＡ的结合

作用是有利的。同时对２，３基团有差异的２对化合

物进行分析，具有２，３亚甲二氧基的黄连碱荧光增

强作用弱于２，３二甲氧基表小檗碱，小檗碱与巴马

亭比较同此规律，推测２，３二甲氧基是荧光增强作

用的有利基团。３位羟基的药根碱对ＤＮＡ荧光的

增强作用弱于巴马亭，可能与其分子疏水性降低有

关［５］。５种黄连生物碱与ＤＮＡ的最大作用浓度均

为７．８×１０－６ｍｏｌ／Ｌ，说明该类生物碱分子结构上的

差异只是增强了与ＤＮＡ的作用强度，并没有改变它

们与ＤＮＡ的作用位点数。

　　巴马亭、黄连碱、表小檗碱、药根碱和小檗碱都

是中药黄连含有的生物碱成分，其中小檗碱是其主

要生物碱成分，含量较其他生物碱要大得多，因此小

檗碱的药物化学和药理作用被广泛关注，大多数情

况下将小檗碱作为黄连的代表性药效成分进行研

究。本研究结果表明５种黄连生物碱均与生物大分

子蛋白质和ＤＮＡ之间有很强的相互作用，且不同成

分间的作用存在较大差异，但这些作用是否与其体

内药理作用有关尚需进一步研究。
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