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金鸡菊苷与CYP3A4/CYP2D6的
结合特性和稳定性
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摘要:采用光谱分析和计算机模拟技术研究金鸡菊苷与CYP3A4/CYP2D6的结合特性和稳

定性.结果表明:金鸡菊苷以静态猝灭为主、动态猝灭为辅的方式猝灭细胞色素P450同工酶

(CYPs)的固有荧光;金鸡菊苷与CYP3A4的结合力大于与CYP2D6的结合力;金鸡菊苷与

CYPs发生相互作用形成复合物;金鸡菊苷与CYPs结合,导致CYPs二级结构发生改变;金

鸡菊苷主要通过氢键和范德华力与CYPs结合;金鸡菊苷与两种CYPs形成的复合物稳定.
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Abstract:ThebindingcharacteristicsandstabilityofcoreopsinwithCYP3A4/CYP2D6wasstudiedby
usingspectroscopyanalysisandcomputersimulationtechniques.Theresultsshowthattheintrinsic
fluorescenceofcytochromeP450proteins (CYPs)isquenched mainlybystaticquenchingand
supplementedbydynamicquenching.ThebindingcapacityofcoreopsinwithCYP3A4isgreaterthan
thatofCYP2D6.ThecoreopsininteractswithCYPstoformacomplex.Thebindingofcoreopsinto
CYPsleadstochangesinthesecondarystructureofCYPs.ThecoreopsinmainlybindstoCYPs
throughhydrogenbondsandvanderWaalsforces.Thecomplexformedbycoreopsinandtwotypesof
CYPsisstable.
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0 引 言

CYP3A4和CYP2D6为CYP450代谢酶中两种重要亚型酶,分别参与50%和25%以上的临床药

物代谢[1-2].研究已证明由同一种细胞色素P450同工酶(CYP)代谢的两种以上药物同时服用,可导致

药物相互作用,增加联合用药风险[3-4].一些黄酮抑制CYP3A4或CYP2D6活性而导致相互作用的研

究已引起人们广泛关注[1-5].两色金鸡菊具有预防糖尿病、降血压、抗氧化和抗炎等多种生物活性,其

主要活性成分为黄酮[6].金鸡菊苷(图1)是一种来源于两色金鸡菊的黄酮类成分[7].研究金鸡菊苷与



图1 金鸡菊苷的结构

Fig.1 Structureofcoreopsin

CYP3A4/CYP2D6相互作用对预知其与某些药物

是否发生相互作用具有重要意义.
  本文通过光谱分析CYP3A4/CYP2D6与金鸡

菊苷结合前后的特征光谱及二级结构的变化.利用

计算机模拟金鸡菊苷与两种CYPs最佳结合模式,
及其形成复合物的稳定性.提示金鸡菊苷与一些由

CYP3A4和CYP2D6负责代谢的药物同时服用可

增加药物相互作用风险.

1 实 验

1.1 材料与仪器

CYP3A4和CYP2D6购于美国Sigma公司,金鸡菊苷购于宝鸡辰光生物科技有限公司,其他试剂

均为国产分析纯试剂.
F-7000型荧光光谱仪(日本岛津公司),MOS-500型圆二色谱仪(法国Biologic公司),Cary300型

紫外-可见分光光度计(美国安捷伦公司).
1.2 方 法

1.2.1 荧光光谱

将金鸡菊苷滴入CYPs(11μmol/L)中,使金鸡菊苷终浓度分别为0,4.6,13.79,22.96,32.12,

41.25,50.37μmol/L.分别于298,303,310K孵育30min.荧光测定条件:激发和发射狭缝宽度为

5nm,激发波长为280nm,波长为295~450nm.于298K,Δλ=15,60nm测定同步荧光光谱,样品

浓度与荧光光谱的样品浓度相同.扫描范围为220~400nm,激发波长为210~350nm,增量为2nm.
测量三维荧光光谱时的CYPs和金鸡菊苷浓度分别为11,50.37μmol/L.
1.2.2 紫外光谱

将金鸡菊苷加入CYPs(11μmol/L),得到与1.2.1节中相同浓度的金鸡菊苷溶液,进行紫外光谱

测试,以相同浓度的金鸡菊苷为空白.紫外光谱的波长为200~400nm,狭缝宽度为1nm.
1.2.3 圆二色光谱

CYPs浓度为11μmol/L,分别配制n(金鸡菊苷)∶n(CYPs)=0∶1,4.6∶1,9.2∶1的溶液用于

测定CD光谱,采用Dichroweb计算CYPs二级结构变化.
1.2.4 计算机模拟

从PDB(proteindatabank)下载CYP3A4(1TQN)和CYP2D6(3QM4)模板,在KingDraw中优化

金鸡菊苷3D结构,利用Autodock4.0对接,对接盒子尺寸为5.0nm×5.0nm×5.0nm,格框间距为

0.0375nm,对接次数为100次.采用PyMOL(1.7.2)处理结果.
利用 Gromacs2020.6进行动力学模拟.选择 AMBER99SB-ILDN和Gaff作为CYPs和金鸡菊苷

力场.建立 TIP3P模型,建立水盒子,添加Na+平衡体系;将分子对接结果作为初始结构,采用最快

下降法进行最大步数(50000步)的能量最小化.宏观正则系综(NVT)和等温等压(NPT)平衡采用优

化体系步长为2fs,总时长为100ps.模拟温度为298K,模拟时间为100ns,时间间隔为2fs.通过均

方根偏差(RMSD)、均方根浮动(RMSF)和回旋半径(Rg)评估稳定性.

2 结果分析与讨论

2.1 荧光猝灭机理

CYP3A4-金鸡菊苷和CYP2D6-金鸡菊苷的荧光光谱如图2所示.由图2可见,两种CYPs在

338nm附近出现强荧光发射峰,其中金鸡菊苷的荧光强度很低,可忽略.加入金鸡菊苷降低了CYPs
的荧光强度,并导致CYPs的峰蓝移,表明金鸡菊苷与CYPs结合可有效猝灭CYPs内源性荧光,使发

射基团处于更疏水环境[8].CYP3A4-金鸡菊苷和CYP2D6-金鸡菊苷的Stern-Volmer曲线如图3所示.
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由图3可见,金鸡菊苷的浓度c与F0/F 的曲线弯向y 轴,并向上伸展,表明金鸡菊苷对CYPs的猝灭

机制是混合型猝灭.利用

F0

F =eKsvc, (1)

F0

F =1+Ksvc=1+Kqτ0c (2)

计算Ksv和Kq,结果列于表1,其中c为金鸡菊苷浓度,F0和F分别表示CYPs和金鸡菊苷-CYPs的荧光

强度,Ksv和Kq分别表示Stern-Volmer猝灭常数和猝灭速率常数,τ0表示CYPs平均寿命(τ0=10-8s).由

表1可见,Ksv值随温度的升高而降低,Kq高于最大动态猝灭常数(2×1010L/(mol∙s)),表明反应体

系猝灭方式主要为静态猝灭[9].

曲线a~g为c(金鸡菊苷)=0,4.6,13.79,22.96,32.12,41.25,50.37μmol/L;曲线h为c(CYPs)=11μmol/L.

图2 CYP3A4-金鸡菊苷(A)和CYP2D6-金鸡菊苷(B)的荧光光谱

Fig.2 FluorescencespectraofCYP3A4-coreopsin(A)andCYP2D6-coreopsin(B)

图3 CYP3A4-金鸡菊苷(A)和CYP2D6-金鸡菊苷(B)的Stern-Volmer曲线

Fig.3 Stern-VolmercurvesofCYP3A4-coreopsin(A)andCYP2D6-coreopsin(B)

表1 金鸡菊苷与CYPs作用的猝灭常数和猝灭速率常数

Table1 QuenchingconstantsandquenchingrateconstantsofinteractionbetweencoreopsinandCYPs

复合物体系 温度T/K
104×猝灭常数

Ksv/(L∙mol-1)
1012×猝灭速率常数

Kq/(L∙(mol∙s)-1)
R2

CYP3A4-金鸡菊苷 298 2.86±0.23 2.86±0.23 0.9963
303 2.35±0.12 2.35±0.12 0.9857
310 1.54±0.19 1.54±0.19 0.9729

CYP2D6-金鸡菊苷 298 2.25±0.11 2.25±0.11 0.9926
303 1.77±0.14 1.77±0.14 0.9734
310 1.27±0.21 1.27±0.21 0.9789

  CYP3A4-金鸡菊苷和CYP2D6-金鸡菊苷的Benesi-Hildebrand曲线和Van’tHoff图如图4所示.
由图4可见,1/(F-F0)与浓度的倒数呈线性相关,与浓度平方的倒数呈非线性,说明CYPs-金鸡菊

苷的化学计量比是1∶1.根据
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1
F-F0

= 1
F1-F0

+ 1
Kb F1-F( )0 cn, (3)

lnKb= -ΔH0

RT +ΔS0
R
, (4)

ΔG0=ΔH0-TΔS0=-RTlnKb (5)
计算结合常数、反应的Gibbs自由能变(ΔG0)、焓变(ΔH0)和熵变(ΔS0),计算结果列于表2.其中,

F1为金鸡菊苷过量时CYPs的荧光强度,Kb和n表示结合常数和结合位点数,R 为热力学常数,T 为

温度(K).由表2可见,Kb值在104~105L/mol之间,表明金鸡菊苷与CYPs间存在中等及较强的亲

和力.Kb值与温度呈负相关,说明温度升高,CYPs-金鸡菊苷复合物的稳定性降低.CYP3A4-金鸡菊

苷强于CYP2D6-金鸡菊苷的结合能力[10].ΔG0<0表示相互作用为自发过程,ΔH0<0表明CYPs-金
鸡菊苷形成是放热的,ΔH0和ΔS0均小于0表明氢键和范德华力为主要作用力.

图4 CYP3A4-金鸡菊苷(A)和CYP2D6-金鸡菊苷(B)的Benesi-Hildebrand曲线和Van’tHoff图

Fig.4 Benesi-HildebrandcurvesandVan’tHoffdiagramsofCYP3A4-coreopsin(A)andCYP2D6-coreopsin(B)

表2 CYPs-金鸡菊苷的结合常数和热力学参数

Table2 BindingconstantsandthermodynamicparametersofCYPs-coreopsin

复合物体系 T/K
104×结合常数

Kb/(L∙mol-1)
焓变ΔH0/

(kJ∙mol-1)
Gibbs自由能变

ΔG0/(kJ∙mol-1)
熵变ΔS0/

(J∙(mol∙K)-1)

CYP3A4-金鸡菊苷 298 10.62±0.13 -28.88±0.09 -28.68±0.10 -0.93±0.08

303 9.15±0.14 -28.78±0.05

310 6.78±0.02 -28.67±0.04

CYP2D6-金鸡菊苷 298 9.49±0.18 -29.22±0.12 -28.38±0.13 -2.82±0.06

303 7.65±0.09 -28.36±0.04

310 6.00±0.12 -28.34±0.10

2.2 CYPs二级结构变化

图5为CYP3A4-金鸡菊苷和CYP2D6-金鸡菊苷的紫外光谱.由图5可见,随着金鸡菊苷浓度的增

大,位于206nm处的峰强度下降并伴随明显红移,位于258nm处的峰未移动但强度显著增加.两个

复合体系的紫外光谱的变化趋势相似,表明两种 CYPs-金鸡菊苷复合物形成导致蛋白多肽链

改变[11-12].
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曲线a~g为c(金鸡菊苷)=0,4.6,13.79,22.96,32.12,41.25,50.37μmol/L.

图5 CYP3A4-金鸡菊苷(A)和CYP2D6-金鸡菊苷(B)的紫外光谱

Fig.5 UVspectraofCYP3A4-coreopsin(A)andCYP2D6-coreopsin(B)

  酪氨酸(Tyr)和色氨酸(Trp)为蛋白主要荧光团,同步荧光光谱在Δλ=15,60nm处可监测Tyr和

Trp变化.图6为CYP3A4-金鸡菊苷和CYP2D6-金鸡菊苷的同步荧光光谱.由图6可见,随着金鸡菊

浓度的增大,两种CYPs的荧光强度有规律地降低.Tyr和Trp发生微小蓝移,表明Tyr和Trp残基

暴露在亲水性较低的环境中.荧光猝灭比(RSFQ)分析表明,金鸡菊苷对CYPs荧光猝灭主要来自Trp
的贡献[9].RSFQ的表达式为

RSFQ=1-F
F0

. (6)

曲线a~g的c(金鸡菊苷)=0,4.6,13.79,22.96,32.12,41.25,50.37μmol/L.

图6 CYP3A4-金鸡菊苷(A)和CYP2D6-金鸡菊苷(B)的同步荧光光谱

Fig.6 SynchronousfluorescencespectraofCYP3A4-coreopsin(A)andCYP2D6-coreopsin(B)

  CYP3A4,CYP3A4-金鸡菊苷和CYP2D6,CYP2D6-金鸡菊苷的三维荧光光谱如图7所示.由图7
可见,金鸡菊苷与CYPs结合后,峰1的荧光强度显著下降并出现微小蓝移,表明金鸡菊苷导致Trp
和Tyr微环境疏水性增强.峰2的荧光强度显著下降并发生微小蓝移,表明金鸡菊苷和CYPs结合导

致酶肽链改变.
  图8为CYP3A4-金鸡菊苷和CYP2D6-金鸡菊苷的CD光谱.由图8可见,在209,222nm处有两

条负CD谱带,属于α-螺旋典型特征,两条负带强度随金鸡菊苷的加入而下降.CYPs-金鸡菊苷的二级

5941 第6期    李 丽,等:金鸡菊苷与CYP3A4/CYP2D6的结合特性和稳定性    



结构变化列于表3.由表3可见,当金鸡菊苷比例增加时,两种CYPs的α-螺旋变化明显,表明金鸡菊

苷主要通过增加α-螺旋改变CYPs构象[13].

图7 CYP3A4,CYP3A4-金鸡菊苷(A)和CYP2D6,CYP2D6-金鸡菊苷(B)的三维荧光光谱

Fig.7 ThreedimensionalfluorescencespectraofCYP3A4,CYP3A4-coreopsin(A)andCYP2D6,CYP2D6-coreopsin(B)

曲线a~c为c(金鸡菊苷)=0,50.6,101.2μmol/L.

图8 CYP3A4-金鸡菊苷(A)和CYP2D6-金鸡菊苷(B)的CD光谱

Fig.8 CDspectraofCYP3A4-coreopsin(A)andCYP2D6-coreopsin(B)

表3 CYPs-金鸡菊苷的二级结构变化

Table3 SecondarystructurechangeofCYPs-coreopsin

复合物体系 α-螺旋/% β-折叠/% 无规则卷曲/%
CYP3A4 63±0.11 6±0.09 30±0.03

n(CYP3A4)∶n(金鸡菊苷)=1∶4.6 67±0.05 5±0.02 28±0.03
n(CYP3A4)∶n(金鸡菊苷)=1∶9.2 73±0.01 2±0.07 25±0.13

CYP2D6 82±0.09 10±0.18 8±0.07
n(CYP2D6)∶n(金鸡菊苷)=1∶4.6 86±0.04 7±0.01 7±0.03
n(CYP2D6)∶n(金鸡菊苷)=1∶9.2 88±0.04 6±0.08 6±0.04

2.3 计算机模拟

根据最多亲和构象簇和最小能量选择最佳对接模式,结果如图9所示.CYP3A4/CYP2D6-金鸡菊

苷对接能量分别为-32.65,-31.52kJ/mol,与荧光测量ΔG 略有不同[14].由图9可见,金鸡菊苷与

CYP3A4中的ALA305(0.255nm)、SER312(0.402nm)和LEU483(0.349,0.347,0.475nm)形成5个

氢键.金鸡菊苷与CYP2D6中的 ALA209(0.348nm)和 ALA209(0.351nm)形成2个氢键.因为

ΔE2(范德华能、氢键能和脱溶剂自由能)大于ΔE3(静电能),表明两种复合物主要通过氢键和范德华

力形成[15].
  图10为CYP3A4-金鸡菊苷和CYP2D6-金鸡菊苷的模拟动力学图.由图10可见,CYPs与金鸡菊

苷结合后,RMSD在0.1~0.3nm内波动,表明金鸡菊苷与CYPs形成稳定复合物[16].RMSF可分析

蛋白柔韧性和氨基酸运动变化[17].CYPs与金鸡菊苷结合后,部分氨基酸残基略高于游离CYPs的

RMSF值,表明金鸡菊苷增强了这些残基的柔韧性,而部分残基略小于游离CYPs的RMSF值,表明

金鸡菊苷使这些残基的自由度降低[18].CYPs与金鸡菊苷结合后,在0~100ns时间内,Rg 值在一定
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范围内波动:当复合物略大于游离CYPs的Rg 值时,说明金鸡菊苷使CYPs结构变松散;当复合物略

小于游离CYPs的Rg 值时,说明金鸡菊苷使CYPs结构变得更紧密[19].计算机模拟结果表明,加入金

鸡菊苷改变了CYPs的二级结构.

图9 CYP3A4-金鸡菊苷(A)和CYP2D6-金鸡菊苷(B)的最佳对接模式

Fig.9 BestdockingmodeofCYP3A4-coreopsin(A)andCYP2D6-coreopsin(B)

图10 CYP3A4-金鸡菊苷(A)和CYP2D6-金鸡菊苷(B)的模拟动力学图

Fig.10 SimulateddynamicdiagramsofCYP3A4-coreopsin(A)andCYP2D6-coreopsin(B)

  综上所述,金鸡菊苷对CYPs表现出静态猝灭为主、动态猝灭为辅的猝灭机制;金鸡菊苷与CYPs结

合,改变了CYPs的二级结构;金鸡菊苷通过氢键和范德华力与CYPs形成复合物,复合物体系稳定.研

究结果表明,金鸡菊苷与一些由CYP3A4/CYP2D6负责代谢的药物同时服用可增加药物相互作用风险.
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