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基于交叉学科的本科生综合性实验设计 
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摘要：介绍一个化学生物学交叉学科的综合实验。本实验紧密结合学科前沿，将科教深度融合。在体外生化反应体

系中，运用化学和生物学的方法研究天然抗氧化物质槲皮素对生物体内髓过氧化物酶氧化还原循环的影响，通过分

子对接方法和一系列的紫外-可见吸收光谱测试，阐明槲皮素影响髓过氧化物酶氯化活性的作用机制。该实验的实

施有助于拓展学生视野、激发学生的科研兴趣和提高学生综合实验能力，为化学相关专业复合创新型人才培养提供

有益的参考和借鉴。 
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Abstract:  This paper presents a comprehensive experiment within the interdisciplinary field of chemical biology, 

closely aligned with the cutting-edge of the discipline, deeply integrating science and education. Utilizing both 

chemical and biological methods within an in vitro biochemical reaction system, this study investigates effects of the 

natural antioxidant quercetin on the redox cycle of myeloperoxidase (MPO) within biological organisms. The 

mechanism of quercetin affecting the chlorination activity of MPO is clarified through molecular docking techiniques 

and a series of UV-Vis absorption spectroscopy. The implementation of this experiment aids in broadening students’ 

perspectives, igniting their interest in scientific research, and enhancing their comprehensive experimental abilities. It 

offers valuable insights and examples for the development of multidisciplinary innovative talents in chemistry-related 

majors. 
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学科交叉融合是未来科学发展的必然趋势，是加速科技创新的重要驱动力，要实现重要科学问

题和关键核心技术的革命性突破，培养新时代交叉学科复合创新型人才成了必然需求[1]。交叉学科
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的发展对学生的综合能力、创新思维以及科研素养都提出了更高的要求，但是由于受到软硬件条件

的限制，当前高校大多数的本科实验课程中对交叉学科现代前沿技术相关知识的介绍和实践较少，

对学生后续的科研工作造成阻碍，一定程度上限制了交叉学科的快速发展。因此，开展科教融合，

积极推动科研成果转化为有效的实验教学成果，对复合创新型人才培养以及交叉学科的发展具有十

分重要的意义。 

化学与生物、医学的深度交叉融合，产生了一门新兴的交叉学科化学生物学，该课程是面向化

学、药学、医学专业的高年级本科生的核心基础课程，它强调利用外源性化学小分子作为探针识别、

干预/调节正常生理生化过程和疾病的发生发展，为新药物靶点发现和新治疗药物的研发提供全新的

技术手段和高效的研究模型[2,3]，对疾病的预防治疗以及人类健康具有十分重要的意义。 

本课题组一直从事天然药物分子与蛋白质的相互作用及其化学生物学效应的研究，并积极开展

科教融合工作。利用科研平台，通过第二课堂的方式，将科研的最新成果融入到本科生的培养中，

加深学生对相关理论知识的理解，培养学生的实验技能、创新意识和科学思维，提升科学素养，激

发学生的科学热情，为未来化学生物学研究和药物开发提供有力的人才支持。 

黄酮是自然界和植物中普遍存在的一类多酚类物质，被誉为天然抗氧化剂，具有消炎、抑菌、

保护心血管、改善微循环和糖脂代谢、改变体内酶活性、扩张冠状动脉、抗肿瘤等重要生物活性，

因而被广泛应用于保健食品、化妆品和药物中[4,5]。槲皮素(Quercetin，Qu)，是一种黄酮醇类化合物，

化学名为3,3’,4’,5,7-五羟基黄酮，其结构如图1所示，具有很强的抗氧化性，是活性氧(Reactive oxygen 

species，ROS)的有效清除剂之一。槲皮素在关节炎、糖尿病、阿尔茨海默病和心血管疾病中的防治

作用已被广泛研究，槲皮素的这些功能都与其抗氧化能力具有密切的联系 [6,7]。髓过氧化物酶

(Myeloperoxidase，MPO)是一种主要由生物体内中性粒细胞分泌的血红素过氧化物酶，它能特异性

地催化生物体内广泛存在的过氧化氢(H2O2)氧化氯离子(Cl−)，生成强氧化剂次氯酸(HOCl)，在炎症

条件下，MPO能催化生成大量的HOCl并在体内蓄积，当超出机体自身的抗氧化能力时，就会导致氧

化应激和组织损伤，MPO及其特异性催化产生的HOCl在中风、动脉粥样硬化、高血压、急性冠状动

脉综合征、心力衰竭和糖尿病等心血管疾病发病机制中起着重要作用[8,9]，因此，MPO可以作为心血

管疾病的诱发因素和诊断指标，在疾病的早期诊断和危险评估中具有十分重要的意义。 

 

图1  槲皮素结构(A、B环为芳香族结构，C环为杂环结构) 

本实验选取具有天然抗氧化性的槲皮素与MPO体系相互作用，从干预MPO氯化活性的角度研究

槲皮素的抗氧化机制。本实验反应条件温和，仪器设备简单易操作，所需药品均为常规试剂，同时

反应原理简单易理解，适合具有无机化学、有机化学、分析化学以及生物化学知识基础的本科高年

级学生。本实验帮助学生由已学知识快速过渡到前沿理论，提高理解力，掌握化学与生物相关的仪

器的操作方法，学会数据处理，提高分析问题和解决问题的能力，培养学生的创新意识和探索能力，

激发科研热情，为学生继续在该领域学习深造打下坚实的基础，对我国复合创新型人才培养具有重

要意义。 
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1  实验目的 
(1) 了解天然黄酮类化合物在生物体内的抗氧化研究前沿知识； 

(2) 理解槲皮素与髓过氧化物酶体系反应的原理； 

(3) 了解紫外-可见分光光度计的工作原理，熟悉其基本操作方法与数据处理，加深对Lambert-Beer

定律的理解； 

(4) 学会实验数据处理和总结报告的撰写； 

(5) 培养学生的创新意识和科学思维，激发学生的科研热情，树立科技报国理想。 

 

2  实验原理 
2.1  槲皮素对MPO氯化活性的干预过程 

当生物体处于炎症状态时，中性粒细胞迅速分泌MPO，MPO中的三价铁与H2O2反应形成MPO

化合物I，该化合物不稳定，具有很强的氧化性，可氧化氯离子生成HOCl，自身被还原为初始状态，

同时可以通过过氧化物酶循环形成化合物Ⅱ并回到初始状态。当加入抗氧化类物质如黄酮时，这些

黄酮可作为还原剂竞争性地与活性中间体I反应形成化合物Ⅱ并回到初始状态，阻断了MPO氯化循

环，因此该底物可以抑制MPO的氯化活性及其介导的氧化应激，从而发挥其抗氧化活性，其原理

如图2所示[8,9]。 
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图2  MPO氯化活性和过氧化物酶循环 

(AH为底物，此处指槲皮素) 

 

2.2  分光光度法测定物质浓度 

Lambert-Beer定律是分光光度法的基本定律，是描述物质对某一波长光吸收的强弱与吸光物质

的浓度及其液层厚度间的关系。A = εbc，其中A为溶液中某种物质的吸光度，ε为吸光系数，b为溶

液吸收光程(比色皿厚度)，c为该物质的浓度。该关系式被用来建立分光光度法的标准曲线，对未知

浓度样品进行定量计算。本实验中需要测定的物质的特征吸收在200–700 nm范围内，因此利用紫外-

可见分光光度法测试溶液中物质的溶度。 

用紫外-可见分光光度计测量反应体系中HOCl的生成量来研究槲皮素对MPO氯化活性的影

响。MPO氯化活性的测定原理[9,10]：以牛磺酸为底物，HOCl与牛磺酸快速反应生成牛磺酸氯胺，牛

磺酸氯胺可以与3,3′,5,5′-四甲基联苯胺反应生成蓝色的可溶性氧化产物。检测氧化产物在650 nm处的

吸光度，根据吸光度的变化情况来确定HOCl生成量的变化，从而衡量MPO氯化活性的强弱(ε650 nm = 

3.9 × 104 L∙mol−1∙cm−1)。 
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3  试剂和仪器 
3.1  试剂 

MPO，3,3′,5,5′-四甲基联苯胺(纯度≥ 99%，3,3′,5,5′-Tetramethylbenzidine，TMB)，牛磺酸(纯

度≥ 99%)，过氧化氢酶，HOCl溶液：美国Sigma-Aldrich公司； 

槲皮素(Quercetin，纯度> 98%)，过氧化氢(H2O2，30%)，氯化钠(NaCl)，磷酸氢二钾(K2HPO4)，

浓磷酸(H3PO4)，二甲基亚砜(Dimethyl sulfoxide，DMSO)：为国产分析纯，购于国药集团化学试剂

有限公司；实验用水为二次蒸馏水。 

3.2  仪器 

U-3310型紫外-可见分光光度计：日本Hitachi公司； 

BSA224S型分析天平：赛多利斯(中国)公司； 

WD-9405A型旋涡混合器：上海清沪仪器厂。 

 

4  实验内容 
4.1  溶液和试剂的配制 

磷酸缓冲溶液(Phosphate buffer saline，PBS，20 mmol∙L−1)：称取4.56 g K2HPO4，加入约900 mL

蒸馏水，充分搅拌溶解，用浓H3PO4调节溶液的pH值至7.0，然后定容至1 L； 

槲皮素溶液(10 mmol∙L−1)：称取0.0302 g槲皮素，加入10 mL DMSO，充分溶解，得到槲皮素储

备液，分装后避光保存于−20 C备用； 

MPO溶液：称取一定质量的MPO，加入PBS充分溶解后，其浓度按照公式ε430 nm = 8.9 × 105 

L∙mol−1∙cm−1进行计算，每次现配现用以保持其生物活性； 

H2O2溶液：量取一定体积的30% H2O2，加入PBS稀释，其浓度按照公式ε240 nm = 43.6 L∙mol−1∙cm−1

进行计算，由于H2O2的不稳定性，每次现配现用； 

HOCl溶液：量取一定体积的HOCl溶液，加入PBS稀释，其浓度按照公式ε292 nm = 350 L∙mol−1∙cm−1

进行计算，由于HOCl的不稳定性，每次现配现用。 

4.2  分子模拟与对接分析槲皮素与MPO的结合位点 

MPO的分子晶体结构来源于蛋白质结构数据库 (http://www.rcsb.org/pdb， ID：5FIW)，使用

AutoDock软件对MPO晶体和槲皮素进行分子模拟与对接[9,10]。在进行分子模拟和对接前，只保留

MPO晶体结构的单体(B和D链)，其它参数都被设置为由AutoDock软件定义的默认值。根据分子对接

的结果，得分最高(即具有最低对接能量)的对接模型被选为最合适的结合模型用于分析MPO与槲皮

素之间的结合位点。 

4.3  体外生化反应体系中探究槲皮素对MPO氯化活性的影响 

以PBS (pH = 7.0)为反应介质，在离心管中分别加入不同浓度的槲皮素(0, 2, 5, 10 μmol∙L−1)，然

后依次加入NaCl (100 mmol∙L−1)、MPO (0.6 μmol∙L−1)和牛磺酸(1 mmol∙L−1)，再加入H2O2 (500 μmol∙L−1)

启动MPO氯化活性反应，在37 C下反应0.5小时后加入过氧化氢酶(10 U∙mL−1)终止反应。随后在样

品中加入TMB (0.5 mmol∙L−1)，反应5分钟后用紫外-可见分光光度计测定反应溶液在650 nm处的吸光

度，通过吸光度计算出反应中生成HOCl的相对含量。此外，还测定了反应前后H2O2浓度的变化情况，

其浓度根据公式ε 240 nm = 43.6 L∙mol−1∙cm−1进行计算[9]。反应体系中各种药品的用量计算方法：保持

反应体系的总体积为4 mL，槲皮素、NaCl、MPO、牛磺酸、H2O2、过氧化氢酶、TMB的用量根

据各自的原有浓度和在反应体系中所需要的浓度进行计算，PBS为反应介质，其用量使总体积保

持4 mL。 

4.4  探究槲皮素对MPO中间态化合物的影响 

以PBS (pH = 7.0)为反应介质，在离心管中依次加入MPO (1 μmol∙L−1)溶液和H2O2 (15 μmol∙L−1)，

在37 C下反应2和4分钟后用紫外-可见分光光度计测定MPO的紫外-可见吸收光谱。同时，在前述的
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平行体系中加入槲皮素(5 μmol∙L−1)反应2分钟后测定MPO中间态化合物的吸收光谱，然后继续加入

NaCl (100 mmol∙L−1) 2分钟后测定其吸收光谱的变化情况。各种药品的用量计算方法与4.3相同。 

 
5  结果与讨论 
5.1  分子模拟与对接分析槲皮素与MPO的结合位点 

分子模拟结果显示了槲皮素结合MPO的活性部位(图3A)：A-环和C-环在MPO中含铁的heme (活

性位点)之上(图3B)，A环中心与heme远端吡咯环最短距离为3.96 Å (图3C)。这些结果表明槲皮素直

接结合到MPO的活性位点heme上。通过分子对接实验发现，同源性和高度保守的氨基酸ARG239和

GLU102可以与槲皮素形成非共价相互作用(图3C)。槲皮素的A环堆积在活性heme腔上，A环的苯基

与ARG239形成疏水相互作用，使得这些氨基酸残基(ARG239和GLU102)靠近MPO中的heme活性中

心[8,9]。因此，槲皮素与heme活性位点相互作用，可能阻断底物(H2O2，Cl−)与MPO的结合通道，为

其抑制MPO活性提供了可能的理论解释。 

 

CBA

ARG239

GLU102

4.45 Å

4.05 Å

 
图3  分子对接模拟计算槲皮素与MPO的结合方式和位点 

红色：槲皮素；蓝色：heme；绿色：氨基酸 

 

5.2  体外生化体系中探究槲皮素对MPO氯化活性的影响 

改变槲皮素的浓度(0, 2, 5, 10 μmol∙L−1)，在体外生化体系中做了一系列对照实验，通过测定HOCl

生成量的变化情况来研究槲皮素对MPO氯化活性的影响。如图4A所示，槲皮素能够以剂量依赖的方

式抑制MPO催化HOCl的产生。与不加槲皮素时MPO体系催化产生的HOCl相比，槲皮素浓度在5和 
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图4  (A) 槲皮素对MPO氯化活性的影响；(B) 槲皮素对HOCl的清除作用 

(**P < 0.01，*P < 0.05，与各自的对照组相比) 
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10 μmol∙L−1时分别减少了16%和25%。然后我们将槲皮素(5和10 μmol∙L−1)与HOCl直接混合，并分析

剩余HOCl的含量。结果显示，槲皮素在10 μmol∙L−1显著清除了16%的HOCl (图4B)，这低于相同浓

度下槲皮素对MPO介导HOCl产生的减少量(25%，图4A)。同时，5 μmol∙L−1槲皮素不能直接清除HOCl 

(图4B，没有显著性差异)，而该浓度的槲皮素可有效抑制MPO介导的HOCl形成(图4A)，表明低浓度

的槲皮素优先抑制MPO氯化活性。这些结果表明，高浓度的槲皮素可通过直接清除HOCl和抑制MPO

氯化活性两种途径来减少体系中HOCl的含量；低浓度的槲皮素(5 μmol∙L−1)主要是通过抑制MPO氯

化活性来削弱HOCl的生成，而不是直接清除HOCl。同时，在槲皮素存在的情况下，MPO/NaCl体系

中H2O2的消耗量减少(图5)。上述结果表明：槲皮素能通过抑制MPO氯化活性来减少HOCl的生成，

而不仅仅是直接清除体系中产生的HOCl。 
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图5  槲皮素对MPO消耗H2O2能力的影响 

(**P < 0.01，与对照组相比) 

 

5.3  槲皮素对MPO中间态化合物的影响 

为了进一步探究槲皮素对MPO氧化还原循环的影响机制，我们运用紫外-可见分光光度计分析

MPO中间态复合物的变化情况(图6)。在MPO与H2O2反应2分钟以后测其吸光度，发现初始ferric 

(III)-MPO在430 nm处的特征吸收峰显著下降，同时456 nm出现MPO复合物II的特征峰，随着时间推 
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图6  槲皮素(Qu)对MPO中间复合物的影响 
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移至4分钟，MPO又自动回到了初始态，实现了过氧化物酶循环。当体系中加入槲皮素时，MPO复

合物II在456 nm处的吸收峰增强，说明槲皮素会还原MPO复合物I至MPO复合物II，并造成MPO复合

物II的累积，在该反应液中继续加入NaCl，MPO吸收峰没有变化，说明MPO复合物II不能氧化Cl−生

成HOCl，且反应体系中不存在MPO复合物I。该实验进一步证明：槲皮素通过还原MPO复合物I至

MPO复合物II，从而抑制了MPO的氯化活性。 

综上所述，通过在体外生化体系中研究槲皮素对MPO氯化活性的影响，我们发现槲皮素能抑制

MPO催化HOCl的产生，进一步分析MPO循环的中间产物，确证了槲皮素参与MPO氧化还原循环的

反应机理。分子对接实验表明，槲皮素的A环结合到MPO中的活性血红素空腔(图3A，3B)，而且槲

皮素中的A-环、C-环与MPO中的氨基酸残基(ARG239，GLU102)之间存在疏水相互作用(图3C)。作

为催化位点的一部分，ARG239和GLU102都位于活性血红素铁附近[8–10]。槲皮素与活性血红素空腔

的疏水区相互作用，使其具备有利的空间优势进而成为影响MPO活性的竞争性底物，因此，槲皮素

可作为竞争性抑制剂阻止其他底物进入MPO的活性位点而优先参与MPO氧化还原循环，进而抑制了

MPO氯化活性。 

 

6  实验的组织运行建议 
(1) 本实验是化学生物学交叉学科综合创新性实验，在体外生化反应体系中，用化学生物学的

方法来研究生命现象，使学生加深对化学知识应用于生物体系研究的理解，初步形成学科交叉融合

思维。该实验可作为化学生物学专业本科生的必修实验，也可作为化学、药学专业高年级本科生的

选做实验，2–3人自行组队进行。该实验预计12个课时，其中分子模拟与对接分析槲皮素与MPO的

结合位点2个课时；槲皮素对MPO氯化活性的影响实验6个课时；MPO中间产物的分析2个课时；结

果分析及实验报告2课时。 

(2) 在实验实施过程中，可以用其他天然多酚类化合物替换槲皮素，如槲皮素的一种糖苷衍生

物芦丁，比较其与槲皮素活性的差异，让学生可以更深地理解物质的构效关系，进一步扩展本实验

的应用。在课时有限的情况下，可以分组分别开展两种活性物质的抗氧化活性实验，最后对得到的

结果进行组间对照分析，也可以达到同样的教学效果。 

(3) 文献调研，AutoDock软件的使用，紫外-可见分光光度计的原理和操作方法，老师在课前要

把相关的资料和视频发给同学们自学；同时要撰写预习报告；实验过程中分析仪器的使用，指导老

师要亲自操作示范，强调注意事项，学生要动手操作，达到教学效果[11]；实验报告强调学生对结果

的分析和讨论，鼓励学生对实验中出现的问题进行分析，提出解决思路。 

(4) 实验过程中需要注意的事项：MPO溶液、H2O2溶液和HOCl溶液要每次现配现用，为了保证

浓度更精确，可以用Lambert-Beer公式计算浓度；测反应体系中MPO的氯化活性时，如果时间充足，

可以先配制标准溶液建立标准曲线，也可直接根据给定的公式计算浓度；每次反应的总体积控制在4 

mL，反应体系中槲皮素储存液取用的体积要根据所需浓度进行计算，实验试剂的用量较小，每次取

样时要正确选用合适量程的移液枪；每次测样要重复三次，计算其平均值和标准偏差，采用one-way 

ANOVA检验法进行差异显著性分析，消除操作误差；由于反应时间短，实验过程要求快速，实验中

小组成员要分工协作，但每组平行实验需由同一个学生操作。 

 

7  结语 
本实验以科研前沿结合无机化学、有机化学、生物化学以及仪器分析等基础知识，设计了一个

化学生物学交叉学科综合创新型实验。本实验对硬件条件要求不高，实验操作方法简单易学，符合

本科生实验课程通用性、开拓性和创新性原则。通过该实验的教学，学生文献检索、仪器使用、数

据分析处理和实验操作等能力都得到了很大的提高，培养了其科研意识和创新思维，拓展了其学术

视野，激发了其科研兴趣。自2012年以来，本课题组以第二课堂的方式培养了一批本科生，取得了
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良好的教学效果，其中90%的学生本科毕业进入国内科研院所攻读研究生，并且已经有学生博士毕

业进入高等院校工作，继续从事该领域的教学科研工作，这为化学相关专业复合创新型人才培养提

供有益的参考和借鉴。 
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