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摘　要:比较研究了姜黄素 、 去甲氧基姜黄素 、 双去甲氧基姜黄素和姜黄素衍生物 a对蛋白质非酶糖基化反应

的终末产物 (AGEs)的抑制作用 , 同时测定了它们与牛血清白蛋白的结合作用及其对牛血清白蛋白二级结构的

影响。结果表明 , 4 种姜黄素类化合物均有抑制作用 , 抑制效果依次为姜黄素 , 双去甲氧基姜黄素 , 去甲氧基姜

黄素和姜黄素衍生物 a;姜黄素类化合物与牛血清白蛋白有较强的结合作用并能引起蛋白质结构的变化。
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　　体内蛋白质糖基化在糖尿病血管并发症的发生

占有非常重要的地位 。蛋白质和葡萄糖在体内发生

非酶促反应形成 Schiff碱和 Amadori产物等早期产

物 , 进而经过氧化 、 重排 、交联等过程 , 形成不可

逆的非酶糖基化终末产物 (advanced glycation end

products , AGEs)
[ 1]
。研究表明 , AGEs可与蛋白质发

生交联 , 沉积在长寿蛋白上 , 引起一系列病理生理

改变 , 表现为造成动脉粥样硬化 、 视网膜微血管瘤

形成和肾病的发生等
[ 2]
。因此如何抑制蛋白质非酶

糖基化减少AGEs的形成是近年来国内外的研究热

点。迄今已证明氨基胍 (aminoguanidine , AG)、 维

生素 B6 、 维生素 C 、 阿司匹林及甲福明等药均能

抑制非酶糖基化产物的形成。但是这些药物大部分

都还处于体外实验和动物实验阶段 , 进入临床试验

的只有 AG 一种 , AG 虽有较好的抑制效果 , 但是

用量非常大 。因此 , 寻找具有抑制 AGEs的形成潜

力的先导化合物具有非常重要的意义。

姜黄是一种传统植物药 , 中医认为姜黄能行

气 , 散风活血 、 通经止痛 。实验研究表明:姜黄

素 , 去甲氧基姜黄素和双去甲氧基姜黄素是姜黄发

挥药理作用的主要成分 , 而姜黄素 (curcumin)是

最重要的活性成分。姜黄素具有抗炎 、 抗氧化 、 防

癌 、抗癌 , 抗动脉粥样硬化 、 降血脂等功效
[ 3]
。近

年来 , 对姜黄素抑制肿瘤及其抗肿瘤机制的研究是

一个热点 , 但是其对蛋白质糖基化的抑制作用在国

内尚未见报道。本文利用提取分离出来的姜黄素类

化合物和改造物 , 测试了它们对非酶糖基化产物形

成的抑制活性 , 研究其与蛋白质之间的结合情况及

探究其对蛋白质二级结构的影响 , 进一步讨论它们

的构效关系和抑制机理 。

1　实验部分

1.1　仪器和试剂

FLS 920时间分辨与稳态荧光光谱仪;岛津荧

光光谱仪;J_810圆二色光谱仪;牛血清白蛋白Ⅴ

(购自华美生物工程公司), 果糖 (购自 Sigma 公

司), NaN3 及其它试剂均为市场分析纯 。

1.2　化合物的提取和合成

姜黄素 、双去甲氧基姜黄素 、去甲氧基姜黄素

为提取物 , 姜黄素衍生物 a为合成化合物 , 纯度均

为 100%
[ 4 , 5]
。

1.3　实验方法

1.3.1　蛋白质的糖化溶液体系　参照文献[ 6]方

法 , 稍有修改 。牛血清白蛋白 (BSA)终浓度为 2

g L , NaN3 终浓度为 2.5 mmol L , 果糖终浓度 200

mmol L , 碳酸缓冲溶液 (pH =9.0)终浓度 20

mmol L , 样品终浓度分别为 0 , 10 , 25 , 50 , 100 ,

150μmol L , 每个浓度设置2个平行样;另设对照:

①以同体积的缓冲溶液代替样品;②不加果糖和样

品溶液的纯蛋白组 。溶液配制之后 , 置于 50 ℃的

恒温箱避光孵育 10 天后取样进行荧光和 CD光谱

分析。
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图 1　化合物的化学结构式

Fig.1　Chemical structures of the compounds

1.3.2　化合物对 AGEs形成的抑制活性测定　取

1.5 mL 的糖基化溶液用缓冲稀释到 3 mL , 用

FLS920荧光光谱仪 , 激发波长为 340 nm , 发射波

长为 420 nm , 狭缝为 1.5 nm , 扫描发射光谱 , 读

420 nm的荧光强度得出样品管 A (F)值。应用以

下公式计算化合物对 BSA糖基化反应的抑制作用 ,

用抑制百分率 (R)表示:

R =1 -
样品管 A(F)-对照管 2A(F)
对照管 1A(F)-对照管 2A(F)

×100%

然后以抑制百分率对抑制剂浓度作图 , 根据抑制曲

线求得各种化合物的 IC50值 。

1.3.3　化合物与牛血清白蛋白结合作用的测定　2

mL的溶液中 BSA 终浓度为 1 g L , NaN3 终浓度为

1.25 mmol L , 碳酸缓冲溶液 (pH=9.0)浓度为 20

mmol L , 样品终浓度分别为 0 , 5 , 12.5 , 25 , 50 ,

75μmol L。参照组以 400 μL 浓度为 500 mmol L 的

果糖代替姜黄素类化合物溶液 。采用岛津荧光光谱

仪 , 激发波长 282 nm , 发射波长 341 nm , 狭缝为

1.5 nm进行荧光强度扫描得出 A (F)值。应用以

下公式
[ 7]
, 计算出结合常数 K 和结合位点数n 。

lg[(F0 -F) F] =lg K +nlg [ θ]

式中 , θ为样品浓度。

1.3.4　化合物对牛血清白蛋白二级结构影响的测

定　溶液配制方法如 1.3.3所述 。取 1 mL 溶液测

定其圆二色光谱图 , 测量范围为 260 ～ 190 nm , 重

复 2次 , 狭缝宽度为1 nm , 环境温度为 28 ℃。

2　结果与讨论

2.1　姜黄素类化合物对AGEs形成的抑制作用

把槲皮素 、姜黄素 、双去甲氧基姜黄素 、 去甲

氧基姜黄素 、姜黄素衍生物 a 按照 1.3.2所述方法

进行AGEs的抑制测试 , 以抑制百分比对抑制剂浓

度作图而求得它们的 IC50值分别为32.1 、30.5 、32.0 、

35.0 、58.0μmol·L
-1
, P <0.01。同浓度不同物质对

AGEs形成的抑制效果如图 2。

图2　孵育 10 d 后50μmol L的化合物对AGEs的抑制情况

Fig.2　Dose response of inhibition of glycation protein and

AGEs after 10 days of incubation with different compounds

at concentration of 50 μmol L(P<0.01)

1.槲皮素;2.姜黄素;3.双去甲氧基姜黄素;

4.去甲氧基姜黄素;5.姜黄素衍生物 a

动物的体内和体外试验已证实了槲皮素是一种

蛋白非酶糖基化反应的黄酮类抑制剂
[ 8]
, 实验结果

也验证槲皮素在浓度为 50 μmol L时具有良好的抑

制效果 。与槲皮素相比 , 同浓度的姜黄素 , 双去甲

氧基姜黄素和去甲氧基姜黄素等 3种天然产物的抑

制效果又更为显著一点 , 姜黄素衍生物 a的抑制效

果较差。结果也显示了姜黄素的抑制效果是最好

的 , 其次是双去甲氧基姜黄素和槲皮素 , 效果最差

的是姜黄素衍生物 a。

姜黄素等化合物是通过何种途径抑制体外的糖

基化反应 , 尚未见有人研究过。从化合物的结构上

分析可以看出:结构中含有羟基的化合物 (姜黄

素 、去甲氧基姜黄素 、 双去甲氧基姜黄素)其抑制

效果较好 , 说明该类化合物中的羟基对抑制 AGEs

的活性起着重要的作用 。化合物结构的对称性对抑

制活性可能有一定的影响 , 姜黄素和双去甲氧基姜

黄素分子结构的对称性好 , 其抑制活性高 , 推测原

因可能和化合物与蛋白质之间结合作用的强弱有关

系 。
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2.2　姜黄素类化合物与蛋白质的结合作用

如图 3所示 , 在碳酸缓冲溶液 (pH 9.0)中 ,

BSA的最大发射波长 341 nm 。含有 0.1 mol L 果糖

的 BSA 溶液其荧光强度没有显著的变化 , 但是加

入姜黄素类化合物的荧光强度发生猝灭 , 并随着量

的增多其猝灭程度加大 , 这说明姜黄素类化合物比

果糖更容易与 BSA 发生作用 , 引起 BSA自身的荧

光发生猝灭。在蛋白质糖基化的抑制体系中 , 姜黄

素类化合物首先与 BSA 发生作用 , 阻碍了 BSA 与

果糖的结合 , 从而达到了抑制 AGEs形成的效果。

图 3　BSA_不同浓度姜黄素类化合物的

荧光发射光谱图

Fig.3　Fluorescence emission spectra of bovine serum

albumin(BSA)with scaled in arbitrary unit

as a function of compoundsconcentration

为了更进一步研究这些化合物对 AGEs形成的

抑制行为和它们与蛋白质结合作用之间的关系 , 对

4种化合物与蛋白质的结合情况进行了实验表征 。

根据方法 1.3.3中的公式处理数据得到图 4。

图 4　 lg[(f0- f) f] 与 lg[ θ] 对应的关系

Fig.4　Plots of lg[(f0 -f) f] vs.lg[ θ]

由以上所得直线斜率计算出它们与蛋白质结合

的结合常数和结合位点数如表 1所示 。表中的数据

显示 4种化合物与 BSA的结合作用均较强 , 化合

物与 BSA分子的结合比率约为 2∶1。另外 , 对照 4

种化合物抑制 AGEs形成的 IC50值 , 可以发现:双

去甲氧基姜黄素 、去甲氧基姜黄素 、姜黄素衍生物

a等 3 种化合物的 IC50值变化情况和结合常数与结

合位点的变化情况基本上成正相关。双去甲氧基姜

黄素的抑制效果最好 , 它与 BSA的结合常数也最

大 , 结合位点数也最多;姜黄素衍生物 a的抑制能

力差 , 它与 BSA 的结合也较弱 。因此推测:这 3

种化合物的抑制机理可能是依靠化合物与蛋白质的

结合 , 占据蛋白质的结合位点 , 从而阻止果糖与蛋

白质的反应 。

表 1　化合物与 BSA结合的结合常数和结合位点数

Tab.1　The binding constants and the binding site of

bovine(BSA)and the compounds

化合物 K (L·mol-1) n r

姜黄素 4.65×1018 1.71287 0.99418

双去甲氧基姜黄素 3.47×1012 2.57107 0.99863

去甲氧基姜黄素 5.01×109 1.94242 0.99084

姜黄素衍生物 a 1.06×109 1.88137 0.9979

　　与其他 3种化合物相比较 , 姜黄素的结合常数

和结合位点要小 , 但是它对 AGEs形成的抑制作用

是4 种化合物中最强的。这就说明:姜黄素抑制

AGEs的形成不仅仅通过与蛋白质结合的途径 , 可

能还存在其他的抑制途径 。早期实验研究表明
[ 9]
:

蛋白质发生非酶糖基化的前期阶段会产生超氧阴离

子自由基 (O
-
2 ·)、 羟自由基 (·OH)和过氧化氢

(H2O2)等。它们能有效地破坏蛋白质 , 是形成

AGEs的一个重要因素。同时 , Sharma
[ 10]
就报道了:

姜黄素是一种非常有效的抗氧化剂 , 能够清除氧自

由基。众多的体外实验和动物实验也表明 , 姜黄素

可以提高大鼠心肌耐缺氧能力 , 从而对缺血再灌注

损伤具有保护作用
[ 11]
。因此 , 推测黄素是通过抗

氧化和清除Maillard 反应过程中产生的自由基 , 从

而抑制AGEs的形成 。

2.3　姜黄素类化合物对牛血清白蛋白二级结构的

影响

　　根据图 5 的显示 , 在不加任何抑制剂时 , 牛

血清白蛋白在波长 243 nm附近会有一个较大的负

吸收峰 , 随着不同浓度的姜黄素类化合物的加入 ,

负吸收峰在不断减少。这就表明:结合了姜黄素类

化合物之后 , BSA的二级结构均会发生一定的变

化 , 这种变化并与化合物的浓度相关联。对比 4种

化合物对BSA的影响 , 姜黄素衍生物 a对蛋白质二

级结构的影响是最大的 。

3　结　论

姜黄素类化合物对非酶糖基化AGEs的形成均

有抑制作用 , 效果由强到弱依次为姜黄素 , 双去甲

氧基姜黄素 , 去甲氧基姜黄素和姜黄素衍生物 a;
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图 5　姜黄素类化合物对牛血清白蛋白二级结构影响的圆二色谱图

Fig.5　Circular dichroism spectra of bovine serum albumin (BSA)as a function of compound concentration

其中结构中含有羟基的姜黄素 , 去甲氧基姜黄素和

双去甲氧基姜黄素的 LC50在 35 μmol L 以下 , 表现

出较强的抑制作用 , 与对照样品槲皮素的抑制能力

相当 。通过荧光法和圆二色谱法验证了 4种化合物

的抑制效果与其和蛋白质较强的结合作用有关。根

据非酶糖基化的发生机理与姜黄素的抗氧化特性 ,

推测姜黄素的抑制机理可能与其抗氧化性和消自由

基的作用有密切的关系
[ 9 , 11]
。
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Inhibition Effects of Curcumin Derivatives on Nonenzymatic Glucosylation in Vitro
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Abstract:Curcumin , demethoxycurcumin , bisdemethoxycurcumin and another curcumin derivative were investigated for

their inhibition effects on nonenzymatic glucosylation in vitro , their binding reaction with bovine serum albumin (BSA)
and their influence on the conformational changes of BSA.It was found that all of these curcumin derivatives inhibited the

formation of AGE.Curcumin showed the strongest inhibition activity , followed by demethoxycurcumin and bisdemethoxy_
curcumin.The result also indicated they extensively bound to the protein and induced the conformational changes of BSA.
Key words:nonenzymatic glucosylation;advanced glycation end products;curcumin derivatives;binding reaction
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