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亚叶酸钙与斈斘斄 相互作用的热力学和光谱学研究
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暋暋徐香玉棳棻椆椄棽年棻棽月出生于山东省济宁市暎棽棸棻棾毕业于北京师范

大学化学学院分析化学专业棳获得理学博士学位暎棽棸棻棾年椄月到济宁医

学院生物纳米技术与医学工程研究所工作棳主要从事化学热力学暍电分

析化学的研究暎目前以第一作者在斢斆斏期刊上发表论文椃篇棳分别发表

在暟斒旓旛旘旑斸旍旓旀斖斸旙旙斢旔斿斻旚旘旓旐斿旚旘旟暠暍暟斣旇斿旘旐旓斻旇旈旐旈斻斸斄斻旚斸暠和暟斖斿斾旈斻旈旑斸旍
斆旇斿旐旈旙旚旘旟斠斿旙斿斸旘斻旇暠棳累计影响因子为棻棽棶棸暎

暋暋摘暋要暋目的暋研究斈斘斄 与药物分子的相互作用机理暎方法暋利用等温滴定微量热法棬斏斣斆棭暍紫外吸收

光谱法棬斦斨棭和荧光光谱法研究了亚叶酸钙棬斆斸斊斕棭与小牛胸腺脱氧核糖核酸棬斻旚灢斈斘斄棭在缓冲溶液中的结合反

应暎结果暋当药物分子与棽类结合位点相结合时棳标准吉布斯自由能棬 棻 和 棽 棭的变化几乎是一样的棳然
而棳标准焓变棬 棻 和 棽 棭却不相同棳第棻类结合发生在磷酸基团上棳以焓驱动为主棳而第棽类结合则主要发

生在碱基对形成的位点上棳并显示为熵驱动为主的过程暎结论暋热力学结果表明棳斻旚灢斈斘斄 大分子上存在可结

合斊斕棽棴 阴离子的棽类位点暎
关键词暋小牛胸腺脱氧核糖核酸椈亚叶酸钙椈等温滴定微量热法椈光谱法
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棳
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暋斣旇斿旘斿旝斸旙旓旑旍旟斸旙旛斺旚旍斿斾旈旀旀斿旘斿旑斻斿斺斿旚旝斿斿旑斻旇斸旑旂斿旙旈旑旙旚斸旑斾斸旘斾斍旈斺斺旙旀旘斿斿斿旑斿旘旂旟棬 棻 斸旑斾 棽 棭棳斻旓旘灢
旘斿旙旔旓旑斾旈旑旂旚旓旚旇斿旀旈旘旙旚斸旑斾旚旇斿旙斿斻旓旑斾斻旍斸旙旙斿旙旓旀斺旈旑斾旈旑旂旔旘旓斻斿旙旙斿旙棶斅旛旚旚旇斿斻旇斸旑旂斿旙旓旀旙旚斸旑斾斸旘斾斿旑旚旇斸旍旔旟棬 棻 斸旑斾

棽 棭旝斿旘斿斿旜旈斾斿旑旚旍旟斾旈旀旀斿旘斿旑旚棶斚旑斿斻旍斸旙旙旓旀斺旈旑斾旈旑旂旚旓旓旊旔旍斸斻斿旓旑旔旇旓旙旔旇斸旚斿旂旘旓旛旔旙棳旝旇旈斻旇旝斸旙斾旘旈旜斿旑斺旟斿旑旚旇斸旍灢
旔旟棳旝旇旈旍斿旚旇斿旓旚旇斿旘旓旑斿旚旓旓旊旔旍斸斻斿斸旚旚旇斿旙旈旚斿旙旀旓旘旐斿斾斺旟斺斸旙斿旔斸旈旘旙斸旑斾斸旔旔斿斸旘斿斾斸旙斸旑斿旑旚旘旓旔旟斾旘旈旜斿旑旔旘旓斻斿旙旙棶斣旇斿
旚旇斿旘旐旓斾旟旑斸旐旈斻斺斿旇斸旜旈旓旘旓旀旚旇斿斈斘斄灢斾旘旛旂旙旛旔旘斸旐旓旍斿斻旛旍斸旘旙旟旙旚斿旐旇斸斾斺斿斿旑斾旈旙斻旛旙旙斿斾斸斻斻旓旘斾旈旑旂旚旓旚旇斿旙旔斿斻旚旘斸旈旑灢
旀旓旘旐斸旚旈旓旑棶 暋斄旑斸旍旟旙旈旙旓旀旚旇斿旚旇斿旘旐旓斾旟旑斸旐旈斻斾斸旚斸旈旑斾旈斻斸旚斿旙旚旇斸旚旚旇斿旘斿斸旘斿旚旝旓斻旍斸旙旙斿旙旓旀斺旈旑斾旈旑旂旙旈旚斿旙旓旑
旚旇斿斈斘斄旐旓旍斿斻旛旍斿旙斺斿旈旑旂斸斺旍斿旚旓斻旓旓旘斾旈旑斸旚斿旝旈旚旇斊斕棽棴斸旑旈旓旑旙棶

斔斿旟旝旓旘斾旙椇斆斸旍旀旚旇旟旐旛旙斾斿旓旞旟旘旈斺旓旑旛斻旍斿旈斻斸斻旈斾棬斻旚灢斈斘斄棭椈斆斸旍斻旈旛旐旀旓旍旈旑斸旚斿椈斏旙旓旚旇斿旘旐斸旍旚旈旚旘斸旚旈旓旑斻斸旍旓旘旈旐斿旚旘旟椈
斢旔斿斻旚旘旓旙斻旓旔旟

暋暋目前临床上用于治疗癌症暍遗传性暍病毒性疾

病的许多药物的发挥作用都是基于它们与 斈斘斄
的结合椲棻灢棿椵暎因此棳研究 斈斘斄 与药物分子的相互

作用对于提高药物的药效是很有用的暎药物分子

与 斈斘斄 分子之间相互作用的热力学性质测定以

及其作用模式的探讨棳是研究药物生物学功能的重
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斒斒旈旑旈旑旂斖斿斾斦旑旈旜棳斈斿斻斿旐斺斿旘棽棸棻棿棳斨旓旍灡棾椃棳斘旓棶椂

要途径椲椀灢椃椵暎亚叶酸钙棬斻斸旍斻旈旛旐旀旓旍旈旑斸旚斿棳斆斸斊斕棭是
叶酸的衍生物椲椄灢棻棸椵棳它可以作为辅酶叶酸的前驱

体棳在核酸和蛋白质氨基酸生物合成中能分散到合

适的基层中棳可以用于怀孕期间的抗贫血维生素暎
斆斸斊斕的药效和生物活性受到它们和斈斘斄 相互作

用的影响暎本文利用等温滴定微量热与光谱学相

结合的方法研究了斆斸斊斕和小牛胸腺斈斘斄之间的

相互作用棳确定了药物与斈斘斄 的结合模式暎
棻暋实验部分

棻棶棻暋试剂

亚叶酸钙盐水合物棬纯度大于椆椆棩棭购自斢旈旂灢
旐斸灢斄旍斾旘旈斻旇公司棳其分子结构见图棻暎小牛胸腺

斈斘斄棬斻旚灢斈斘斄棭购自斢旈旂旐斸公司棳其溶液纯度通过

斄棽椂棸棷斄棽椄棸椌棻灡椄来衡量棳浓度通过棽椂棸旑旐 处的紫

外吸收强度来计算暎硫酸小檗碱棬斅斠棭未作任何处

理暎三羟甲基氨基甲烷暍盐酸以及氯化钠都是分析

试剂棳实验过程中所用的蒸馏水是在高锰酸钾下制

备的二次蒸馏水暎其他的试剂都是分析纯试剂并

且都是在浓度为棸灡棸棻斖 的 斣旘旈旙灢斎斆旍缓冲溶液中

配制而成暎

图棻暋斆斸斊斕的分子结构

棻棶棽暋斆斸斊斕与 斈斘斄 作用的等温滴定量热实验

滴定微量热测量是由纳瓦级滴定式微量热计

斣斄斖棽棽椃椃 在 斈旈旂旈旚斸旐棿灡棻 软件控制下完成的暎
在棻旐旍的样品池和参比池中分别装入椀棸棸毺旍浓度

为棿灡椂椄暳棻棸棿 斖 的斈斘斄 溶液和椃椀棸毺旍斣旘旈旙灢斎斆旍
缓冲溶液暎将棽棸灡棸旐斖 的斆斸斊斕溶液装入椀棸棸毺旍
斎斸旐旈旍旚旓旑注射器中棳用椂棻棽斕旛旑斾斢旟旘旈旑旂斿斝旛旐旔
注射泵每次滴棻椀灡棸毺旍棳共滴定棾棸次棳滴定时间间

隔足够长棳棬每两滴之间的时间间隔为棾棸旐旈旑棭棳
棽椆椄灡棻椀斔 下分别进行了药物向 斣旘旈旙灢斎斆旍缓冲溶

液中滴定和 斣旘旈旙灢斎斆旍缓冲溶液向 斈斘斄 溶液中滴

定的试验暎
棻棶棾暋斆斸斊斕与 斈斘斄 作用的紫外光谱的测定

为了进一步了解斆斸斊斕 与 斈斘斄 的相互作用棳
测定了两者在波长范围棽棽棸旑旐到棾椀棸旑旐 处的吸

光度棳比色皿中 斈斘斄 溶液的浓度固定为 棿棽灡棾椃

毺斖棳斆斸斊斕溶液的浓度从棸灡棽棽毺斖 棬低浓度棭变化

到椀棸灡椄棸毺斖 棬高浓度棭暎利用 斦斨灢斨旈旙紫外分光

光度计棬斎旔椄棿椀棾棳美国惠普公司棭对紫外吸收光谱

进行测量暎
棻棶棿暋斆斸斊斕与 斈斘斄 作用的荧光光谱实验

利用荧光分光光度计棬斕斢椀椀棳斝斿旘旊旈旑灢斉旍旐斿旘棳美
国棭对斈斘斄灢斅斠灢药物溶液体系的荧光强度进行了

测量暎相应的扫描波段是棿椀棸暙椂椀棸旑旐暎被测溶

液中药物的量是不同的棳但是 斈斘斄 和斅斠 的浓度

分别固定为椃棸灡棸棾旐斖 和椂椂灡棻棽毺斖暎
棽暋结果与讨论

棽棶棻暋斆斸斊斕与 斈斘斄 结合的滴定量热模型

图棽是棽椆椄灡棻椀斔 时斆斸斊斕与斈斘斄 结合的等

温滴定量热曲线暎利用 斖斄斣斕斄斅椃灡棸棻软件对所

得数据进行非线性最小方差拟合可以得到暺 对

药物分子与斈斘斄 摩尔比的拟合曲线棬见图棾棭暎通

过分析试验点和拟合曲线之间的分离度可以推断

在 斈斘斄 分子上有两类位点可以与药物小分子配

体相结合暎所以由热力学公式可以得到 棻 暍
棽 暍 棻暍 棽暍 棻 暍 棽 暍吉布斯自由能变棬殼斍曘棭和

熵变棬殼斢曘棭等热力学参数棳所得结果见表棻暎

图棽暋斆斸斊斕溶液棬棽棸灡棸旐斖棭与斈斘斄溶液

棬棿灡椂椄暳棻棸棿 斖棭结合的等温滴定量热曲线

图棾暋结合反应热棬曵棭对斆斸斊斕与斈斘斄
摩尔比的非线性拟合曲线
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表棻暋棽椆椄灡棻椀斔时 斍斸斊斕与斈斘斄结合过程的热力学参数

结合位点 棻棸灢棾 棷旊斒暏旐旓旍棴棻 棷旊斒暏旐旓旍棴棻 棷旊斒暏旐旓旍棴棻

第棻类 椆棽灡棸暲棸灡棾 棻灡椃棸暲棸灡棻棾 棽棸灡棾椀暲棸灡椀棸 棴棻椄灡棿棿暲棸灡棿棸 棾椄灡椃椆暲棸灡椀棸
第棽类 棽椀灡棸暲棸灡棽 棽棻灡椆棿暲棸灡棾棽 棴棿灡椂棸暲棸灡棸棾 棴棽棿灡椃椄暲棸灡棸棿 棽棸灡棻椄暲棸灡棿棸

棽棶棽暋对结合体系热力学参数的分析

从表棻的数据可知平衡常数 棽 大于 棻 棳这
表明第棽类结合要比第棻类结合稳定棳虽然第棻类

结合位点数棬 棻棭比第棽类结合位点数棬 棽棭大得

多暎从平衡常数和结合位点数所带来的信息可以

得到一种合理地推断椇两类结合位点之间存在着差

异暎如果在第棻类结合位点中药物分子只是与

斈斘斄 表面的磷酸基团相互作用而不 是嵌入到

斈斘斄 分子的疏水核心部分棳由于弱的相互作用和

较大的结合位点数棳这种药物与生物大分子的结合

属于第棻类结合暎然而棳当药物分子棬部分棭嵌入到

由 斈斘斄 双螺旋结构所形成的分子内空间并且和

碱基对相结合时则属于第棽类结合暎
生物大分子与配体之间相互作用的作用力主

要包括疏水相互作用力暍氢键和静电相互作用力暎
对于斈斘斄灢药物体系棳正的焓值和熵值表明第棻类

结合是一个吸热熵增过程暎吸热和熵增效应表明

氢键和静电相互作用力是此类结合的主要作用力暎
当药物分子靠近结合位点时它们将会失去其水化

层中的一些水分子棳并且在结合过程中药物分子将

斈斘斄 分子周围的水分子挤出暎与此同时棳结合位

点处的 斈斘斄 分子水化层也受到部分破坏暎斈斘斄
和药物的脱水作用都是吸热的并且对熵增有正贡

献暎因为 棻 烅 棻 棳并且熵增效应导致了

棻 椉棸棳所以第一类结合是熵驱动过程暎
对第棽类结合位点来说其负的焓变和正的熵

变表明了此类结合是放热熵增过程暎原因可能是

斈斘斄 分子的碱基对和药物配体分子之间存在直

接的吸引力棳这种作用力能够引起放热反应暎当

斊斕棽棴 离子从本体相靠近斈斘斄 分子时棳它们将会失

去空间自由度棳这导致了由脱水效应引起的熵减绝

对值大于熵增绝对值暎但是在结合过程中棳药物分

子会将起初依附在斈斘斄 分子周围的水分子挤出棳
这一水化过程对熵变有正贡献棳且此正贡献要大于

上述的熵减效应暎总的来说棳第棽类结合是放热且

熵增过程棳也就是说棳熵效应和热效应都对负的吉

布斯自由能变有正贡献暎又因 棽 烅楛 棽楛棳
所以此类结合主要以熵驱动为主的熵焓协同驱动

过程暎此外棳因为此类结合过程的 棽 椌 棸 且

棽 椉棸棳表明疏水相互作用力是大分子和配体分

子之间的主要作用力暎
总的 来 说棳负 的 吉 布 斯 自 由 能 变 棬 棻 和

棽 棭表明这两类结合过程都是自发进行的棳并且

在溶液中可以形成 斈斘斄灢斊斕棽棴 超分子化合物暎同

时棳通过比较热力学参数棳可以发现两类结合位点

结合行为的差异暎
棽棶棾暋药物与 斈斘斄 作用的紫外吸收光谱的分析

斈斘斄 与 斆斸斊斕典型的吸收峰分别在棽椀椆旑旐
和棽椄椃旑旐 处棳低浓度时混合溶液的吸收峰主要在

棽椂棸旑旐 处棳而高浓度时其吸收峰主要在棽椄棿旑旐 处

棬见图棿暍图椀棭暎由这些图可知棳混合溶液的吸收峰

不是药物和 斈斘斄 特征吸收峰的简单叠加暎增色

效应可能是药物小分子与 斈斘斄 相互作用导致

斈斘斄 双螺旋结构变化的结果椈而减色效应则是插

入剂生色团与斈斘斄 的碱基发生静电作用的结果暎
由斕旓旑旂理论可知棳增色现象和红移效应是药物以

嵌插方式与斈斘斄 相互作用的标志棳斈斘斄 分子的毿
电子云和药物分子参与相互作用棳最大吸收峰向长

波方向移动并且吸光度增加暎当小分子与 斈斘斄
以静电作用力相互作用时棳吸收峰的位置不变但是

峰强度时变化的暎

斆斸斊斕与斈斘斄的浓度分别为棿棽灡棾椃毺斖 和棽灡棻椂毺斖
斸椇斈斘斄椈斺椇斆斸斊斕椈斻椇斸和斺曲线的简单加和椈斾椇混合溶液

图棿暋在旔斎 值为椃灡棽棸的缓冲溶液中低浓度

范围内斆斸斊斕与斈斘斄相互作用的紫外吸收光谱图

棾椄棾
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斆斸斊斕和斈斘斄的浓度分别为棿棽灡棾椃毺斖 和棾棸灡棿椄毺斖
斸椇斈斘斄椈斺椇斆斸斊斕椈斻椇斸和斺曲线的简单加和椈斾椇混合溶液暎
图椀暋旔斎 值为椃灡棽棸的缓冲溶液中高浓度范围内

斆斸斊斕与斈斘斄相互作用的紫外吸收光谱图

低浓度和高浓度混合溶液的紫外光谱差异就

在于红移和吸光度的大小不一样暎低浓度时最大

吸收峰红移了棻旑旐棳而高浓度时则红移了棽棾旑旐暎
与空白斈斘斄 溶液的光谱图相比较棳加入低浓度药

物时峰位置发生了轻微的红移棳但是增色效应很明

显椈当加入高浓度药物时峰位置和增色现象都发生

了显著的变化暎这些结果表明斆斸斊斕灢斈斘斄 体系的

相互作用在低浓度时以静电相互作用力为主棳而在

高浓度时则以嵌插作用力为主暎
棽棶棿暋斆斸斊斕对斅斠与 斈斘斄 相互结合的影响

斆斸斊斕在任何溶剂中甚至是在有斈斘斄 存在的

情况下都没有荧光信号暎为了更好地理解斊斕棽棴 和

斈斘斄 的相互作用棳将斅斠 用做荧光探针暎在 斈斘斄
分子存在的情况下棳由于小檗碱与双链 斈斘斄 碱基

之间强烈的嵌插作用棳它们可以产生非常强的荧

光暎
试验证明无 斈斘斄 存在时的自由小檗碱的荧

光强度无任何变化棳但是随着药物亚叶酸钙浓度的

增加棳小檗碱和斈斘斄 的混合溶液呈现明显的猝灭

现象暎斈斘斄灢斅斠体系的荧光猝灭程度可以用来测

定另外一种新药物分子与 斈斘斄 分子的结合程度暎
所以棳用斆斸斊斕做猝灭剂的稳态竞争结合实验可以

对研究药物与斈斘斄 的结合反应提供更多的信息暎
图椂中所示的是有无药物存在时 斈斘斄 与小檗碱

结合的发射光谱暎从图中的曲线可知棳低浓度时发

射峰强度略有减少棳但是随着药物浓度的增加混合

溶液的猝灭程度增强暎当药物溶液的浓度高达

棽棸灡棾棽毺斖 时猝灭程度变得十分明显暎
为了更好地理解 斈斘斄 与 斆斸斊斕相互作用的

机理棳绘制了有无斆斸斊斕存在时小檗碱对 斈斘斄 抑

制作用的斢斻斸旚斻旇斸旘斾曲线 棬如图椃所示棭暎斆斸斊斕猝

灭了斈斘斄灢斅斠 混合物的发射峰棳斢斻斸旚斻旇斸旘斾曲线表

明无论是低浓度还是高浓度此种猝灭都存在竞争

性和非竞争性行为暎此结果表明棳药物和 斈斘斄 分

子 反应的结合位点与探针小檗碱与 斈斘斄 分子的

不完全相同暎当药物分子与 斈斘斄 分子相互作用

时其会与探针小檗碱发生竞争棳并且药物会以嵌插

作用插入到斈斘斄 双螺旋内部与碱基对相互作用棳
同时也会以静电作用与斈斘斄 的磷酸基团相结合暎

暋暋斅斠和斈斘斄的浓度分别为椂椂灡棻棽旐斖棳椃棸灡棸棾旐斖棳箭
头表示随着斆斸斊斕浓度的增加荧光强度的变化棳从斸到旂
药物 斆斸斊斕的浓度为棸暍棻灡棸棽暍棾灡棸椃暍椀灡棻棽暍椃灡棻椃暍椆灡棽棽和

棽棸灡棾棽旐斖
图椂暋随着斆斸斊斕浓度的增加脱氧核糖核酸棴硫酸

小檗碱的混合溶液的发射光谱图

暋暋斈斘斄溶液的浓度为棿棽灡棾椃旐斖棳斅斠溶液的浓度从棻棸
旐斖 变化到棻棸棸旐斖暎

图椃暋无药物斆斸斊斕存在时棬曵棭斅斠和

斈斘斄的斢斻斸旚斻旇斸旘斾图以及药物浓度

为棽灡棻椂棬曬棭毺斖 和棽椂棸毺斖 棬書棭时的斢斻斸旚斻旇斸旘斾图

棾暋结论

利用等温滴定微量热暍紫外光谱以及荧光光谱

相结合的方法综合性地研究了小牛胸腺 斈斘斄 与

药物小分子棬斆斸斊斕棭在缓冲溶液棬旔斎椊椃灡棿棸棭中的

相互作用暎量热实验得到了各超分子体系结合过

程中的结合常数暍结合位点数暍 棬下转第棾椄椄页棭

棿椄棾
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棬上接第棾椄棿页棭焓变暍熵变及吉布斯自由能变等热

力学数据棳对这些热力学数据进行分析棳研究结果

表明小牛胸腺 斈斘斄 分子上有两类位点可以与

斆斸斊斕的斊斕棽棴 离子相结合暎量热学实验以及光谱

实验均表明在低浓度范围内药物主要以氢键和静

电相互作用力与 斈斘斄 分子相结合椈而在高浓度范

围内则主要以疏水相互作用力与 斈斘斄 分子相结

合暎
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