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光谱法结合分子对接的甲苯磺丁脲与乳清蛋白的相互作用研究

李婉璐 1，李蕴哲 1，杨范莉 1，李 静 1，邹 媛 1，史博文 2*
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2. 西安国际医学中心麻醉手术中心，陕西  西安    710075

摘 要： 目的  在生理条件下使用紫外光谱法、荧光光谱法以及分子对接研究甲苯磺丁脲与乳清蛋白的相互作用。方法  实

验选取激发波长 280 nm，测定不同温度下甲苯磺丁脲与乳清蛋白的荧光猝灭光谱；通过相关参数（结合常数、结合位点数

等）的计算以及热力学参数判断猝灭机制、甲苯磺丁脲与乳清蛋白的相互作用特点以及乳清蛋白构象的变化，并通过分子

对接方法探究药物与乳清蛋白之间可能存在的作用形式。结果  甲苯磺丁脲可使乳清蛋白内源荧光发生作用机制为复合式静

态猝灭的猝灭；以氢键、范德华力为主要作用力类型；甲苯磺丁脲与乳清蛋白结合过程中存在非辐射能量转移，促使乳清

蛋白的荧光猝灭；药物与蛋白的结合对乳清蛋白的构象无明显影响；分子对接结果表明：甲苯磺丁脲分别与Glu113残基形

成 1个氢键，与Asp116残基形成 2个氢键以及与Glu121残基形成 2个氢键。结论  甲苯磺丁脲与乳清蛋白可以发生相互作

用，因此建议甲苯磺丁脲不要和牛奶同服。
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Abstract: Objective To study the interaction between tolbutamide and lactalbumin under physiological conditions via fluorescence 

spectroscopy, ultraviolet spectroscopy and molecular docking. Methods The excitation wavelength of 280 nm was selected to 

measure the fluorescence quenching spectra at different temperatures. The quenching mechanism, the interaction characteristics 

between drug and lactalbumin, and the changes in the conformation of lactalbumin were determined by calculating related 

parameters (binding constant, number of binding sites, etc.) and thermodynamic parameters. The possible forms of interaction 

between drug and lactalbumin were explored by molecular docking method. Results Tolbutamide can cause lactalbumin endogenous 

fluorescence to occur by quenching by composite static quenching; the main force types are hydrogen bond and van der Waals force; 

It was inferred that non-radiative energy transfer occurred during the binding of tolbutamide to lactalbumin, which promoted the 

quenching of lactalbumin. Synchronous fluorescence spectroscopy, ultraviolet absorption spectroscopy and three-dimensional 

fluorescence spectra showed that the binding reaction had no obvious effect on the conformation of lactalbumin. The molecular 

docking results showed that tolbutamide formed one hydrogen bond with Glu113 residue, two hydrogen bonds with Asp116 residue 

and two hydrogen bonds with Glu121 residue. Conclusion Tolbutamide can spontaneously interact with lactalbumin. It is suggested 

that tolbutamide should not be taken with milk.
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甲苯磺丁脲是第一代磺酰脲类口服降糖药［1］，

在治疗 2型糖尿病中可刺激胰腺分泌胰岛素，最早

应用于临床，有研究表明其低血糖发生率低于非特

异性长效磺脲类药物格列本脲和格列美脲。由于

其代谢速度快，药效维持时间较短，因此较适用于

老年糖尿病患者［2-3］。

乳清蛋白是广泛存在于牛乳中的一类有着较

高营养价值的优质蛋白质，主要由牛血清白蛋白、α-

乳白蛋白、β-乳球蛋白以及免疫球蛋白组成［4］。乳

清蛋白必备氨基酸种类齐全、数量充足且比例适

当，是一类营养价值较高的优质蛋白。有研究证明

乳清蛋白酶解物有着降低血糖功效：促进葡萄糖转

运至细胞后并将其存储于骨骼肌中，还可以促进促

胰岛素分泌激素的释放等。日常生活中人们喜欢

使用牛奶送服药物，减少药物的苦涩感。然而食品

成分与药物相互作用不容忽视，合适的食药组合能

使药物不良反应降低、药物生物利用率增大［5］。然

而，尚未见关于甲苯磺丁脲与乳清蛋白之间的相互

作用及机制的相关研究。

本研究选用具有选择性好、灵敏度高、操作

方式简单等优点的光谱法［ 6-7］，探究甲苯磺丁脲

与乳清蛋白的相互作用特点，为研究药物与乳

清 蛋 白 相 互 作 用 ，阐 明 合 理 用 药 提 供 理 论

依据。

1　材料

1.1　主要仪器

RF-5301pc型荧光分光光度计、UV-2450型紫外

分光光度计、AY210 分析天平（日本岛津公司）；

1810b型超纯水机（上海摩勒生物科技有限公司）；

XW-80A 旋混合器（上海驰唐电子有限公司）；DF-

101集热式恒温加热磁力搅拌器（巩义市予华仪器

有限责任公司）。

1.2　主要试剂

甲苯磺丁脲（分析纯，CAS号：64-77-7，上海阿

拉丁生化科技股份有限公司）；甲醇（AR，CAS 号：

67-56-1，天津市天力化学试剂有限公司）；乳清蛋

白（CAS 号：9013-90-5，上海麦克林生化科技有限

公司）。

2　方法

2.1　溶液的配制

甲苯磺丁脲用甲醇溶解配制成3.70×10−3 mol·L−1

的储备液；乳清蛋白用 PBS（pH 7.4）缓冲液溶解配

制成 5.3×10−6mol·L−1的储备液；所有储备液均于

4 ℃冰箱保存备用。

2.2　不同温度下甲苯磺丁脲与乳清蛋白的荧光猝

灭光谱及紫外光谱检测

精密量取 10 mL乳清蛋白储备液于试管中，逐

次加入 2 μL甲苯磺丁脲储备液，涡旋，恒温水浴反

应 5 min；另精密量取 10 mL乳清蛋白储备液于试管

中，于 25 ℃恒温水浴 5 min后加入一定量的甲苯磺

丁脲溶液至试管中，使得药物浓度等于乳清蛋白储

备液的浓度，恒温水浴反应5 min。分别扫描上述溶

液在 280 nm 激发波长下 290～410 nm 荧光光谱以

及扫描 200～400 nm 的紫外光谱。按上述方法在

25、30、37 ℃测定。

本研究所涉及到的荧光强度均通过式（1）进行

了内滤校正［8］：

（1）           

Fobs、Fcor分别表示校正前、后的最大发生荧光；Aex、Aem分别表

示药物在激发波长、发射波长下的紫外吸光度值

3　结果

3.1　甲苯磺丁脲猝灭乳清蛋白荧光的机制

从 25、30、37 ℃下的荧光猝灭光谱（图 1）可知，

甲苯磺丁脲可使乳清蛋白的荧光产生猝灭，并且增

C乳清蛋白＝5.3×10−6 mol·L−1； 1～11-C甲苯磺丁脲＝0，0.19×10−6，0.37×10−6，0.56×10−6，0.74×10−6，0.93×10−6，1.11×10−6，1.30×10−6，1.48×10−6，

1.67×10−6，1.85×10−6 mol·L−1，图6、7同。

Clactalbumin = 5.3×10−6 mol·L−1; 1～11-Ctolbutamide = 0, 0.19×10−6, 0.37 × 10−6, 0.56×10−6, 0.74 × 10−6, 0.93×10−6, 1.11 × 10−6, 1.30×10−6, 1.48 × 10−6, 1.67 

× 10−6, 1.85 × 10−6 mol·L−1, same as fig. 6, 7.

图1　25 ℃（A）、30 ℃（B）、37 ℃（C）下甲苯磺丁脲-乳清蛋白的荧光猝灭光谱

Fig. 1　Fluorescence quenching spectra of tolbutamide-lactalbumin at 25 ℃ (A), 30 ℃ (B), and 37 ℃ (C)

Fcor = Fobs × 10( Aex + Aem ) /2
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加甲苯磺丁脲浓度，可降低乳清蛋白的荧光强度。

由此可推测，甲苯磺丁脲与乳清蛋白间发生了相互

作用。根据不同温度下甲苯磺丁脲-乳清蛋白荧光

猝灭光谱中 338 nm 处的数据作 Stern-Volmer 曲

线（图 2）。由拟合的曲线可知甲苯磺丁脲与乳清蛋

白的线性方程及相关参数，见表 1。根据 Stern-

Volmer方程［9］可分析猝灭机制。

（2）     

F0、F 分别表示荧光强度（不加猝灭剂）、荧光强度（加猝灭

剂）；Kq、Ksv分别为双分子表观猝灭常数、猝灭速率常数；τ0表

示无猝灭剂条件下荧光分子的平均寿命（约为10−8 s）；［Q］为

猝灭剂浓度

Ksv 随温度升高而增大，初步判断动态猝灭

为其猝灭机制，但由于双分子表观猝灭常数 Kq

值远超过最大值 2×1010 L·mol−1 · s，说明其形成

了复合物从而引起乳清蛋白荧光猝灭，即说明

其机制为复合式静态猝灭。

3.2　甲苯磺丁脲与乳清蛋白的结合常数与结合

位点

甲苯磺丁脲与乳清蛋白结合以静态猝灭为主，

其结合常数 K 和结合位点数 n 可根据方程式（3）

计算［10］：

（3）      

K、n分别表示T温度下的结合常数以及结合位点数

作甲苯磺丁脲对乳清蛋白作用的双对数曲线

图（图 3），相关计算结果见表 2。甲苯磺丁脲的结合

位点数 n在不同温度下均约等于 1，说明甲苯磺丁脲

与乳清蛋白结合时只存在 1 个高亲和力的结合位

点，即二者间形成了 1∶1的复合物。同时随着温度

的升高，甲苯磺丁脲的结合常数和结合位点数均减

小，说明温度升高可能对药物与乳清蛋白形成配合

物稳定性有一定影响。

3.3　甲苯磺丁脲与乳清蛋白的相互作用力类型

通过Van’t Hoff方程［11］可分析甲苯磺丁脲与乳

清蛋白之间的作用力类型：

（4）         

（5）         

表1　甲苯磺丁脲猝灭乳清蛋白的Stern-Volmer方程及其参数

Table 1　Stern-Volmer equation and parameters for tolbutamide-lactalbumin

T/K

298

303

310

Stern-Volmer方程

y＝0.192 5 x＋1.008 8

y＝0.219 6 x＋1.024 8

y＝0.233 2 x＋1.026 2

Ksv/（×106 L·mol−1）

0.192 5

0.219 6

0.233 2

Kq/（×1014 L·mol−1·s）

0.192 5

0.219 6

0.233 2

相关系数

0.995 1

0.990 1

0.991 6

图3　甲苯磺丁脲-乳清蛋白的双对数曲线

Fig. 3　Plots of lg［（F0-F）/F］against lg［Q］for tolbutamide-

lactalbumin

F0

F
= 1 + Kqτ0 [ Q ]= 1 + Ksv [ Q ]

lg (
F0 —F

F
)= lgK + nlg [ Q ]

lnK =− ΔH
RT + ΔS

R
ΔG = ΔH - TΔS =− RTlnK

图2　不同温度下甲苯磺丁脲-乳清蛋白的Stern-Volmer曲线

Fig. 2　Stern-Volmer plots for fluorescence quenching of 

tolbutamide-lactalbumin at different temperatures

表2　甲苯磺丁脲猝灭乳清蛋白的结合常数及结合位点数

Table 2　Binding constants and binding sites for 

tolbutamide binding to lactalbumin

T/K

298

303

310

线性方程

y＝0.893 7 x＋4.787 1

y＝0.929 7 x＋4.976 8

y＝0.981 4 x＋5.199 9

K/（×103 L·

mol−1）

158.45

94.80

61.25

n

0.98

0.93

0.89

相关系数

0.997 3

0.991 9

0.996 6
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K表示T温度时的结合常数；T为绝对温度；R表示普适气体

常量；ΔG、ΔH、ΔS 分别表示反应的标准摩尔吉布斯自由能

变、反应焓变、反应熵变

根据计算结 果 可 作 lnK-1/T 的 线 性 回 归

图（图 4），由直线的斜率和截距计算得甲苯磺

丁脲与乳清蛋白结合过程的热力学参数，结果

见表 3。

结果表明，ΔG为负值，说明其相互作用过程是

自发进行的；ΔH和ΔS均为负值，说明氢键和范德力

为两者间的主要作用力。

3.4　甲苯磺丁脲与乳清蛋白相互作用的结合距离

通过 Förster 非辐射能量转移理论［12］可得乳清

蛋白与甲苯磺丁脲的能量转移效率（E）和结合距

离（r）：

（6）         

（7）         

（8）         

R0表示转移效率为 50%时的临界距离；K2、N、Φ分别表示偶

极空间取向因子、介质折射指数以及供能体的荧光量子产

率；J表示供能体的荧光发射光谱和受能体的紫外吸收光谱

的重叠积分；F（λ）、ε（λ）分别表示供能体在波长 λ处的荧光强

度、受能体在波长 λ处的摩尔吸光系数

通过查阅文献报道［13-15］得K2值为 2/3，乳清蛋白

的折射指数为 1.336，荧光量子产率为 0.118。计算

得乳清蛋白荧光发射光谱与甲苯磺丁脲溶液的紫

外吸收光谱之间重叠积分（图5）。苯磺丁脲-乳清蛋白体

系的能量转移参数分别为 J 2.42×10-16 cm3·L·mol−1；R0 

1.32 nm；E 0.42；r 1.39 nm。r 均小于 7 nm，说明药

物与蛋白间发生了非辐射能量转移。

3.5　甲苯磺丁脲对乳清蛋白构象的影响

在室温条件下，甲苯磺丁脲与乳清蛋白在Δλ＝

15 nm（酪氨酸残基）和Δλ＝60 nm（色氨酸残基）时

相互作用的同步荧光光谱见图6。

酪氨酸残基和色氨酸残基的荧光强度随着甲

苯磺丁脲浓度的增加而降低，在Δλ＝15 nm和Δλ＝

60 nm时峰位未发生明显改变，药物对酪氨酸和色

氨酸残基所处的微环境没有显著作用［16］。

3.6　甲苯磺丁脲对乳清蛋白酪氨酸和色氨酸残基

微环境的影响

紫外吸收光谱结果见图 7。乳清蛋白在 210 nm

附近有最大吸收，且A值随着药物浓度的增大而降

低，说明甲苯磺丁脲与乳清蛋白间发生了相互作用

并形成了基态复合物，在 280 nm附近甲苯磺丁脲对

乳清蛋白的紫外吸收光谱峰位没有明显影响，表明

其对乳清蛋白的构象影响不显著。

3.7　甲苯磺丁脲对乳清蛋白肽链骨架的影响

通过在激发波长 220～500 nm处扫描乳清蛋白

储备液以及乳清蛋白-甲苯磺丁脲体系的三维荧光

光谱（图 8）可知，荧光特征峰峰 a和 b的峰强没有产

生明显变化，最大发射波长也没有明显的红蓝移，

这也说明了药物与乳清蛋白产生相互作用，但药物

表3　甲苯磺丁脲-乳清蛋白体系的热力学参数

Table 3　Thermodynamic parameters of tolbutamide 

binding to lactalbumin

T/K

298

303

310

ΔG/（kJ·

mol−1）

−29.56

−29.05

−28.33

ΔH/（kJ·

mol−1）

−60.16

ΔS/（J·K−1 ·

mol）

−102.67

相关系数

0.982 8

图4　甲苯磺丁脲-乳清蛋白的Van’t Hoff图

Fig. 4　Van’t Hoff plot for interaction of tolbutamide with 

lactalbumin

C甲苯磺丁脲＝C乳清蛋白＝5.3×10−6 mol·L−1

Clactalbumin=Ctolbutamide=5.3×10−6 mol·L−1

图5　甲苯磺丁脲的紫外吸收光谱与乳清蛋白荧光放射光

谱的重叠图

Fig. 5　Overlap of fluorescence spectrum of lactalbumin 

and absorption spectrum of tolbutamide

E = 1 - F
F0

= R6
0

R6
0 + r6

R6
0 = 8.8 × 10-25 K 2 N -4ΦJ

J =
∑F ( λ ) ε ( λ ) λ4dλ

∑F ( λ ) dλ
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没有显著改变蛋白质所处的微环境和肽链骨架

结构。

3.8　甲苯磺丁脲与乳清蛋白结合分子对接

通过AutoDock Vina 将甲苯磺丁脲和优化后

的乳清蛋白晶体结构进行分子对接，获得最可

能 的 结 合 构 象 ，最 后 使 用 PyMOL 进 行 绘

图（图 9）。

甲苯磺丁脲的分子对接结果为：在 Glu113、

Asp116、Glu121残基周围甲苯磺丁脲与乳清蛋白通

过氢键进行相互作用，分别与 Glu113、Asp116、

Glu121残基形成1、2、2个氢键。

3　讨论

本研究探讨了甲苯磺丁脲与乳清蛋白间的相

互作用。荧光猝灭实验说明：甲苯磺丁脲与乳清蛋

白产生复合式静态猝灭，以 1∶1形成了相应复合物，

以氢键和范德华力为主要作用力；甲苯磺丁脲与乳

清蛋白之间产生了能量转移。通过紫外光谱、同步

荧光光谱以及三维荧光光谱可知：两者的结合对乳

清蛋白的构象没有显著影响。分子对接结果说明：

甲苯磺丁脲分别与 Glu113、Asp116、Glu121 残基形

成1、2、2个氢键。

图7　甲苯磺丁脲-乳清蛋白的紫外光谱
Fig. 7　Effect of tolbutamide on ultraviolet spectra of lact‐

albumin

图6　Δλ = 15 nm （A）、Δλ = 60 nm （B）时甲苯磺丁脲-乳清蛋白的同步荧光光谱

Fig. 6　Effect of tolbutamide on synchronous fluorescence spectra of lactalbumin at Δλ = 15 nm (A) and Δλ = 60 nm (B)

图9　甲苯磺丁脲与乳清蛋白分子对接的结合构象（A）及氢键（B）
Fig. 9　Binding conformation （A） and hydrogen 
bonding （B） of toluenesulfonylurea docking with 

lactalbumin molecules

C甲苯磺丁脲＝C乳清蛋白＝5.3×10−6 mol·L−1；峰 a、b-特征峰

Clactalbumin=Ctolbutamide=5.3×10−6 mol·L−1； Peaks a and b-characteristic peaks

图8　乳清蛋白（A）、甲苯磺丁脲-乳清蛋白（B）的三维荧光光谱

Fig. 8　3D fluorescence spectra of lactalbumin in absence (A) and presence (B) of tolbutamide
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由于药物以游离态在肠道吸收，因此药物与乳

清蛋白需要解离，来保证药物的吸收。日常生活中

常见的果汁中的大量植物化学物质已被证实能与

一些药物进行相互作用，且在临床上出现显著不良

反应［17］。牛奶作为餐桌上常见的一种高蛋白含量

食物组分，其与药物间相互作用也会降低药物的生

物利用率［18］，尤其是其存在的离子与药物之间的螯

合作用会影响药物在体内的吸收。因此建议甲苯

磺丁脲不要和牛奶同服。为进一步验证本研究结

果，可结合体内外实验如肠吸收、药效学、药动学

等，进一步验证研究结论。

本研究探究甲苯磺丁脲与乳清蛋白之间的相

互作用，有助于说明甲苯磺丁脲与乳清蛋白相互作

用机制，为合理用药提供理论依据，甲苯磺丁脲

与乳清蛋白可发生相互作用，建议不要与牛奶

同服。
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