
第 ４５ 卷第 ６ 期 现代化工 Ｊｕｎ. ２０２５
２０２５ 年 ６ 月 Ｍｏｄｅｒｎ Ｃｈｅｍｉｃａｌ Ｉｎｄｕｓｔｒｙ
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摘要:通过实验和理论模拟研究了盐酸利多卡因(ＬｉｄＨＣｌ)和替硝唑(ＴＮＺ)与牛血清白蛋白(ＢＳＡ)的相互结合作用ꎮ 结果

显示ꎬ在缓冲液(ｐＨ＝ ７􀆰 ４０)和不同温度(２９９、３０９ Ｋ 和 ３１９ Ｋ)条件下ꎬＬｉｄＨＣｌ 和 ＴＮＺ 可显著猝灭蛋白的荧光强度ꎮ 结果表明ꎬ
ＢＳＡ 的荧光是由 ＬｉｄＨＣｌ 和 ＴＮＺ 通过静态猝灭机制发生的ꎮ 多光谱测量结果显示ꎬＬｉｄＨＣｌ－ＴＮＺ 可影响 ＢＳＡ 的二级结构ꎬ特别

是对酪氨酸残基微环境的疏水性影响更大ꎮ 荧光抑制曲线和分子对接研究显示ꎬＬｉｄＨＣｌ 和 ＴＮＺ 结合在位于 Ｓｕｄｌｏｗ 位点Ⅱ的亚

结构ⅢＡ 中ꎮ
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　 　 蛋白质被认为是药物作用的主要分子靶点ꎬ它
决定了强效药物的治疗效果ꎬ因此ꎬ化合物与蛋白质

相互作用的研究一直是一个活跃的领域[１]ꎮ 了解

和控制配体－蛋白质结合相互作用可能有助于调节

先导分子的药代动力学和药效学ꎮ 蛋白质与配体相

互作用的研究在激素作用、酶－底物识别、信号转导

和细胞通讯等生物过程中具有广泛的应用[２]ꎮ 血

清白蛋白是几种蛋白质最丰富的生物血液血浆之一

(约占 ６０％)ꎬ在维持胶体渗透压、血液 ｐＨ 和清除自

由基方面起着重要作用ꎬ有助于将多种内源性和外

源性配体(如脂肪酸、氨基酸、类固醇、药物、金属离

子和代谢产物)运输、分布和代谢到靶位点[３－６]ꎮ 由

于其无毒性和免疫原性ꎬ是药物输送的理想候选

者[７]ꎬ它可以在典型的结合位点形成非共价复合

物ꎮ 与血清白蛋白的结合会显著影响配体的吸收、
分布、代谢和排泄特征ꎬ从而影响其活性和毒性水

平ꎮ 此外ꎬ当药物与载体蛋白相互作用导致结构变

化时ꎬ也可能影响血清蛋白的生物功能ꎮ 因此ꎬ研究

药物与血清白蛋白的相互作用具有重要的医学意

义[８]ꎮ 牛血清白蛋白(ＢＳＡ)是一种心形球状蛋白ꎬ
是血清载体蛋白的理想模型[９]ꎮ 它与人类血清白

蛋白有 ７６％的同源性ꎬ包括两个具有固有荧光的色

氨酸残基ꎬ色氨酸 １３４ 位于蛋白质表面的Ⅰ域中ꎬ
而色氨酸 ２１２ 位于ⅡＡ 子域的疏水口袋内[１０] ꎮ

􀅰７１１􀅰
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ＢＳＡ 的结构主要是 ６７％的 α－螺旋ꎬ而剩余的肽链

则以没有 β－片层的扩展灵活区域形式存在于各子

域之间[１１] ꎮ
在临床上ꎬ盐酸利多卡因(ＬｉｄＨＣｌ)是酰胺类局

麻药和抗心律失常药ꎬ可用于浸润麻醉、硬膜外麻

醉、表面麻醉及神经传导阻滞ꎬ还可用于急性心肌梗

死后室性期前收缩和室性心动过速ꎬ以及洋地黄中

毒、心胀外科手术及心导管引起的室性心律失

常[１２]ꎮ 替硝唑(ＴＮＺ)为咪唑类衍生物ꎬ属于抗原虫

和抗真菌药ꎬ适用于治疗厌氧菌的系统与局部感染ꎬ
如腹腔、妇科、手术创口、皮肤软组织、肺部、胸腔等

部位感染ꎬ还可用于泌尿系统生殖道毛滴虫病以及

口腔感染ꎮ 其药理作用与甲硝唑(灭滴灵)类似ꎬ但
疗效更高、疗程更短、副作用少而轻[１２]ꎮ 治疗过程

中ꎬＬｉｄＨＣｌ 和 ＴＮＺ 经常先后应用[１１－１２]ꎬ再联合用药

过程中ꎬ两种药物如何同时与血清白蛋白相互作用

的研究至关重要ꎬ但国内外还未见报道ꎮ 鉴于此ꎬ本
文通过多光谱和分子对接方法对 ＴＮＺ 和 ＬｉｄＨＣｌ 与
ＢＳＡ 进行了详细的相互作用分析ꎮ

１　 实验部分

１􀆰 １　 仪器与试剂

Ｆ－４５００ 型荧光光谱计ꎬ日本 Ｈｉｔａｃｈｉ 公司生产ꎻ
Ｔ９ 双光束紫外－可见分光光度计(ＵＶ－Ｖｉｓ)ꎬ北京普

析通用仪器有限责任公司生产ꎻ数字 Ｓｙｓｔｒｏｎｉｃ 高精

度 ｐＨ 计(ＭＫ－Ⅵ)ꎬ准确度 >０􀆰 ０１ꎻ恒温水浴锅ꎬ湖
南力辰仪器科技有限公司生产ꎮ ＢＳＡ (冻干粉ꎬ
９８％)ꎬ上海源叶生物科技有限公司生产ꎻ ＴＮＺ
(９７％)ꎬ上海笛柏生物科技有限公司生产ꎻＬｉｄＨＣｌ
一水合物(≥９９％)ꎬ天津希恩思奥普德科技有限公

司生产ꎻ三(羟甲基)氨基甲烷(Ｔｒｉｓ)、ＮａＣｌ、硫酸镁

一水合物、氯化铬(Ⅲ)六水合物、硫酸铜、六水合三

氯化铁和氯化钴(Ⅱ)六水合物ꎬ纯度均≥９９％ꎬ上
海皓鸿生物医药科技有限公司生产ꎻ盐酸(ＧＲꎬ沪
试)ꎬ国药集团化学试剂有限公司生产ꎮ 双蒸去离

子水(ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ)用于实验缓冲液ꎮ 主要实验在 ｐＨ
为 ７􀆰 ４ 的 ０􀆰 １ ｍｏｌ / Ｌ Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ 缓冲液中进行ꎬ使用

等量的缓冲溶液作为参照ꎮ
１􀆰 ２　 实验方法

首先配制了 １􀆰 ０ ｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ、 １０ μｍｏｌ / Ｌ 的

ＢＳＡ、６９􀆰 ２５ ｍｍｏｌ / Ｌ ＬｉｄＨＣｌ 和 １􀆰 ６１７ ６ ｍｍｏｌ / Ｌ ＴＮＺ
的储备溶液ꎬ并通过适当稀释后用于不同的实验ꎬ使
其终浓度为 ０􀆰 １ ｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ、 １ μｍｏｌ / Ｌ 的 ＢＳＡ、
６􀆰 ９２５ ｍｍｏｌ / Ｌ ＬｉｄＨＣｌ 和 ０~０􀆰 ２４３ ｍｍｏｌ / Ｌ ＴＮＺꎮ 为

研究温度对相互作用的影响ꎬ在不同温度条件

(２９３、３０４ Ｋ 和 ３０８ Ｋ)下进行荧光猝灭实验ꎮ
１􀆰 ２􀆰 １　 荧光测试

荧光分析在配备 １ ｃｍ 石英池的荧光分光光度

计上进行ꎮ 激发和发射狭缝的宽度均设置为

５􀆰 ０ ｎｍꎬ激发波长设置为 ２８０ ｎｍꎮ 在 ３００ ~ ４５０ ｎｍ
的范围内以 １ ５００ ｎｍ / ｍｉｎ 的扫描速率记录发射光

谱ꎮ 同步荧光光谱记录在两个不同的扫描间隔下:
Δλ＝ ２０ ｎｍ(酪氨酸残基激发)和 Δλ ＝ ６０ ｎｍ(色氨

酸残基激发)ꎮ 其中ꎬΔλ ＝ λＥＭ －λＥＸ
[１０]ꎮ 所有光谱

均在室温下记录ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 ＵＶ－Ｖｉｓ 测试

使用 １ ｃｍ 光程的石英比色皿记录纯 ＢＳＡ
(１􀆰 ０ μｍｏｌ / Ｌ)和添加不同浓度药物分子后的 ＢＳＡ 的

ＵＶ－Ｖｉｓ 光谱ꎮ 室温下在 ２００~５００ ｎｍ 范围内测试ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３　 分子对接

用于对接分析的 ＢＳＡ 结构(ＰＤＢ 条目 ４Ｆ５Ｓ)从
蛋白 质 数 据 库 ( ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ. ｒｃｓｂ. ｏｒｇ / ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ /
４Ｆ５Ｓ)获得[１３－１４]ꎮ ＬｉｄＨＣｌ 和 ＴＮＺ 分子的结构使用

ＧＡＵＳＳＩＡＮ ０９Ｗ 程 序 包 绘 制 并 最 小 化 能 量ꎮ
ＡｕｔｏＤｏｃｋ １􀆰 ５􀆰 ６ 程 序 利 用 拉 马 克 遗 传 算 法

(ＬＧＡ) [１５]进行复合对接研究ꎮ 网格盒在 ｘ、ｙ 和 ｚ
轴上分别设置为 １２６、 １２６ Å 和 １２６ Å ( １ Å ＝
０􀆰 １ ｎｍ)ꎬ网格间距为 ０􀆰 ４ Åꎮ 对于蛋白质的对接准

备ꎬ去除水分子ꎬ添加极性氢和 Ｇａｓｔｅｉｇｅｒ 电荷ꎮ
ＡｕｔｏＤｏｃｋ 工具用于分配配体中的可旋转键ꎮ 使用

ＰｙＭｏｌ 可视化 ＡｕｔｏＤｏｃｋ 输出结果ꎮ

２　 结果与讨论

２􀆰 １　 ＴＮＺ 和 ＬｉｄＨＣｌ 与 ＢＳＡ 结合研究

多种分子相互作用ꎬ例如基态复合物的形成、激
发态反应、能量转移、分子重排和碰撞猝灭ꎬ都会导

致荧光团的荧光强度降低[１６]ꎬ即为荧光猝灭ꎮ 测量

ＢＳＡ 的荧光猝灭是研究药物与 ＢＳＡ 相互作用的重

要方法ꎮ 它有助于理解 ＢＳＡ 与药物的结合机制ꎬ并
为关键结合现象提供线索[１７]ꎮ ＢＳＡ 具有内源性荧

光的特性[１８]ꎬ本质上是由于 ３ 种内源性荧光团如酪

氨酸、色氨酸和苯丙氨酸的荧光发射[１８]ꎮ 如图 １ 所

示ꎬ激发波长 ２８０ ｎｍ 下ꎬ在 ３３８ ｎｍ 处观察到 ＢＳＡ
强烈的荧光发射ꎬＴＮＺ 和 ＬｉｄＨＣｌ 可以有效地猝灭

ＢＳＡ 的荧光强度ꎮ 观察发现ꎬ固定 ＬｉｄＨＣｌ 浓度ꎬ随
着 ＴＮＺ 浓度的增加ꎬＢＳＡ 的荧光强度逐渐降低ꎬ发
射波长明显红移(１５ ｎｍ)ꎮ 这一现象清楚地表明ꎬ
ＬｉｄＨＣｌ 和 ＴＮＺ 两种配体与 ＢＳＡ 发生了相互作用ꎬ
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形成了 ＢＳＡ 内源性荧光猝灭的基础ꎮ

在 ０􀆰 ０１ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｔｒｉｓ － ＨＣｌ 缓冲液 ( ｐＨ ＝ ７􀆰 ４０) 中ꎬ １—ＬｉｄＨＣｌ
(６􀆰 ９２５ ｍｍｏｌ / Ｌ)和 ＴＮＺ(３２ μｍｏｌ / Ｌ)的吸收光谱ꎻ２ ~ １４—在不

同浓度 ＴＮＺ ( ０、 ３２􀆰 ０、 ４８􀆰 ６、 ６４􀆰 ８、 ８１􀆰 ０、 ９７􀆰 ２、 １１３􀆰 ４、 １２９􀆰 ６、
１４５􀆰 ８、 １６２􀆰 ０、 １７８􀆰 ２、 １９４􀆰 ４ μＭ 和 ２４３􀆰 ０ μＭ) 存 在 下ꎬ ＢＳＡ
　 　 (１􀆰 ０μｍｏｌ / Ｌ)和 ＬｉｄＨＣｌ(６􀆰 ９２５ ｍｍｏｌ / Ｌ)的吸收光谱

图 １　 ２９９ Ｋ 时 ＢＳＡ 在 ＬｉｄＨＣｌ 和 ＴＮＺ 存在下的

荧光发射光谱

荧光猝灭机制已被有效地用于理解配体与大分

子间的结合模式[１９]ꎮ 分子相互作用导致的量子产

率下降导致荧光猝灭ꎬ这可能是静态的、动态的或两

者的组合[２０－２１]ꎮ 通过研究药物与蛋白质之间复合

物形成对温度的依赖性ꎬ可以区分猝灭的模式[２２]ꎮ
在静态猝灭中ꎬＳｔｅｒｎ－Ｖｏｌｍｅｒ 猝灭常数 ＫＳＶ随着温度

的升高而降低ꎻ对于动态猝灭ꎬ观察到的是相反的效

果ꎮ 在动态猝灭中ꎬ猝灭剂和荧光团之间会发生大

碰撞ꎬ在较高的温度下ꎬ扩散系数增大ꎬ因此动态猝

灭常数增大ꎮ 而静态猝灭温度的升高可能会导致稳

定性降低[２１－２４]ꎮ 为了研究猝灭机制ꎬ在 ３ 个温度

(２９９、３０９ Ｋ 和 ３１９ Ｋ)下进行了温度依赖性荧光研

究(稳态)ꎮ 图 ２ 是根据 Ｓｔｅｒｎ－Ｖｏｌｍｅｒ 方程[２５] [式
(１)]得出的 Ｓｔｅｒｎ－Ｖｏｌｍｅｒ 图ꎮ

Ｆ０ / Ｆ ＝ １ ＋ Ｋｑτ０[Ｑ] ＝ １ ＋ ＫＳＶ[Ｑ] (１)

其中:在 Ｆ０ 和 Ｆ 为在固定 ＬｉｄＨＣｌ 的浓度下ꎬ不存在

和存在各种浓度的猝灭剂 ＴＮＺ 时稳态荧光强度的

变化ꎻτ０ 为平均荧光寿命ꎬｓꎻＫｑ 为猝灭速率常数ꎬ
Ｌ / (ｍｏｌ􀅰ｓ)ꎻＫＳＶ 为 Ｓｔｅｒｎ －Ｖｏｌｍｅｒ 猝灭常数ꎬＬ / ｍｏｌꎻ
[Ｑ]为猝灭剂 ＴＮＺ 的浓度ꎬｍｍｏｌ / Ｌꎮ

１—２９９ Ｋꎻ２—３０９ Ｋꎻ３—３１９ Ｋ

图 ２　 不同温度下 ＬｉｄＨＣｌ 和 ＴＮＺ 对

ＢＳＡ 猝灭的 Ｓｔｅｒｎ－Ｖｏｌｍｅｒ 图

图 ２ 表明只存在一种类型的猝灭ꎬ表 １ 显示猝

灭常数随着实验温度的升高而降低ꎬ这表明 ＢＳＡ 与

ＬｉｄＨＣｌ 和 ＴＮＺ 的猝灭机制是静态猝灭或在基态下

形成特定的复合物ꎮ 表 １ 中 Ｋｑ[１０１２ Ｌ / (ｍｏｌ􀅰ｓ)]比
先前报道的动态猝灭的最高散射碰撞猝灭常数

[２􀆰 ０×１０１０ Ｌ / (ｍｏｌ􀅰ｓ)] [２７] 高两个数量级ꎬ进一步揭

示静态猝灭在 ＬｉｄＨＣｌ＋ＴＮＺ＋ＢＳＡ 相互作用中占主

导地位ꎬ这与 ＴＮＺ＋ＢＳＡ 的猝灭机理相同[２６]ꎮ

表 １　 在不同温度下体系的 ＫＳＶ和 Ｋｑ

体系 温度 / Ｋ Ｓｔｅｒｎ－Ｖｏｌｍｅｒ 方程 Ｒ ＫＳＶ / (Ｌ􀅰ｍｏｌ－１) Ｋｑ / (Ｌ􀅰ｍｏｌ－１􀅰ｓ－１)

ＴＮＺ＋ＢＳＡ[２６] ２９９ Ｆ０ / Ｆ＝ ２９２４０[Ｑ]－０􀆰 ７８４７ ０􀆰 ９９９３ ２９２４０ ２􀆰 ９２４０×１０１２

　 ３０９ Ｆ０ / Ｆ＝ ２９１０４[Ｑ]－１􀆰 ４４０３ ０􀆰 ９９６０ ２９１０４ ２􀆰 ９１０４×１０１２

　 ３１９ Ｆ０ / Ｆ＝ ２５３１１[Ｑ]－０􀆰 ８０２３ ０􀆰 ９９７６ ２５３１１ ２􀆰 ５３１１×１０１２

ＬｉｄＨＣｌ＋ＴＮＺ＋ＢＳＡ ２９９ Ｆ０ / Ｆ＝ ２０６０２[Ｑ]＋０􀆰 ３８９６ ０􀆰 ９９８５ ２０６０２ ２􀆰 ０６０２×１０１２

　 ３０９ Ｆ０ / Ｆ＝ １７１４４[Ｑ]＋０􀆰 ５６３８ ０􀆰 ９９９３ １７１４４ １􀆰 ７１４４×１０１２

　 ３１９ Ｆ０ / Ｆ＝ １５９７７[Ｑ]＋０􀆰 ４０６９ ０􀆰 ９９９６ １５９７７ １􀆰 ５９７７×１０１２

　 　 由于 ＬｉｄＨＣｌ 和 ＴＮＺ 可以与 ＢＳＡ 紧密结合ꎬ从
而静态猝灭其固有的荧光ꎬ因此可以通过修正的

Ｓｔｅｒｎ－Ｖｏｌｍｅｒ 方程[式(２)] [２１－２５] 来计算系统的结合

常数(ＫＬＢꎬＬ / ｍｏｌ):
(Ｆ０ － Ｆ) －１ ＝ Ｆ －１

０ ＋ (ＫＬＢＦ０[Ｑ]) －１ (２)

　 　 如表 ２ 所示ꎬＫＬＢ值随温度升高而降低的趋势与

ＫＳＶ对温度的依赖性相同ꎬ再次证实了两种药物－血

清体系静态荧光猝灭机制的存在[２８]ꎮ 室温时ꎬＫＬＢ

最大ꎬ表明低温结合更为紧密ꎬ高温结合更为松散ꎮ
３ 个温度下的 ＫＬＢ值都在 １０３ 数量级ꎬ说明 ＬｉｄＨＣｌ 和
ＴＮＺ 与 ＢＳＡ 的结合作用力较强ꎮ ＫＬＢ(ＴＮＺ＋ＢＳＡ) [２６]

是 ＫＬＢ(ＬｉｄＨＣｌ＋ＴＮＺ＋ＢＳＡ)的 ２ 倍左右ꎬ表明 ＬｉｄＨＣｌ
的加入降低了 ＴＮＺ 与 ＢＳＡ 的相互作用力ꎬ这与上述

Ｓｔｅｒｎ－Ｖｏｌｍｅｒ 方程的结果高度一致ꎮ
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表 ２　 不同温度下体系的结合参数

体系 温度 / Ｋ 修正的 Ｓｔｅｒｎ－Ｖｏｌｍｅｒ 方程 Ｒ ＫＬＢ / (Ｌ􀅰ｍｏｌ－１)

ＴＮＺ＋ＢＳＡ[２６] ２９９ (Ｆ０－Ｆ) －１ ＝ ５􀆰 ６４９５×１０－８[Ｑ] －１＋０􀆰 ０００７９ ０􀆰 ９９９８ １􀆰 ５２０７×１０４

　 ３０９ (Ｆ０－Ｆ) －１ ＝ １􀆰 ２３５４×１０－７[Ｑ] －１＋０􀆰 ００１０４ ０􀆰 ９９９９ １􀆰 ０３１２×１０４

　 ３１９ (Ｆ０－Ｆ) －１ ＝ １􀆰 ３３１１×１０－７[Ｑ] －１＋０􀆰 ００１２２ ０􀆰 ９９８２ １􀆰 ０８２８×１０４

ＬｉｄＨＣｌ＋ＴＮＺ＋ＢＳＡ ２９９ (Ｆ０－Ｆ) －１ ＝ １􀆰 ５３１７×１０－７[Ｑ] －１＋０􀆰 ０００６５ ０􀆰 ９９６５ ７􀆰 ４６９９×１０３

　 ３０９ (Ｆ０－Ｆ) －１ ＝ １􀆰 ５６４２×１０－７[Ｑ] －１＋０􀆰 ０００４８ ０􀆰 ９９６０ ６􀆰 １６４９×１０３

　 ３１９ (Ｆ０－Ｆ) －１ ＝ ８􀆰 ５５６４×１０－８[Ｑ] －１－０􀆰 ０００８４ ０􀆰 ９９８６ ５􀆰 ５１０５×１０３

　 　 紫外分光光度法是一种高效且便捷的方法ꎬ常
用于检测蛋白质的二级结构[２９]ꎮ 图 ３ 显示了添加

ＬｉｄＨＣｌ 和 ＴＮＺ 后 ＢＳＡ 的 ＵＶ －Ｖｉｓ 光谱ꎮ ＢＳＡ 在

３１４ ｎｍ 处有特征吸收峰ꎬ是由蛋白质骨架和氨基酸

残基产生[２９]ꎮ 同时ꎬ随着 ＴＮＺ 浓度从 ０ 增加到

２４３ μｍｏｌ / Ｌꎬ以 ３１４ ｎｍ 为中心的吸收峰强度逐渐降

低ꎬ最大吸收峰的位置明显红移(约 １５ ｎｍ)ꎮ 这表

明 ＬｉｄＨＣｌ 和 ＴＮＺ 可以与 ＢＳＡ 形成基态复合物ꎬ导
致 ＢＳＡ 骨架结构无法维持其原始形态ꎮ 此外ꎬ随着

ＬｉｄＨＣｌ 和 ＴＮＺ 的加入ꎬ芳香族氨基酸残基的微环境

也发生了轻微变化ꎬ具体内容将通过同步荧光进行

研究ꎮ 上述结论为 ＬｉｄＨＣｌ 和 ＴＮＺ 对 ＢＳＡ 的静态猝

灭机制提供了理论依据ꎬ因为动态猝灭不会导致

ＢＳＡ 吸收峰的移动[２９]ꎮ

在 ０􀆰 ０１ Ｍ Ｔｒｉｓ －ＨＣｌ 缓冲液( ｐＨ ＝ ７􀆰 ４０) 中ꎬ１—ＬｉｄＨＣｌ ( ６􀆰 ９２５
ｍｍｏｌ / Ｌ) ＋ＴＮＺ(３２ μｍｏｌ / Ｌ) 的吸收光谱ꎻ２ ~ １４—在不同浓度

ＴＮＺ(０、３２􀆰 ０、４８􀆰 ６、６４􀆰 ８、８１􀆰 ０、９７􀆰 ２、１１３􀆰 ４、１２９􀆰 ６、１４５􀆰 ８、１６２􀆰 ０、
１７８􀆰 ２、１９４􀆰 ４ μＭ 和 ２４３􀆰 ０ μＭ) 存在下ꎬＢＳＡ (１􀆰 ０ μｍｏｌ / Ｌ) 和

　 　 　 ＬｉｄＨＣｌ(６􀆰 ９２５ ｍｍｏｌ / Ｌ)的吸收光谱

图 ３　 ＬｉｄＨＣｌ 和 ＴＮＺ 存在下 ＢＳＡ 的

ＵＶ－Ｖｉｓ 光谱

２􀆰 ２　 结合平衡分析

结合常数(ＫＢ)是评估蛋白质与配体之间相互

作用的重要指标之一ꎬ它与药物－受体亲和力密切

相关ꎮ 通常ꎬ药物对受体的亲和力随着 ＫＢ 值的增

加而增加ꎬ反之亦然ꎮ 由于 ＬｉｄＨＣｌ＋ＴＮＺ＋ＢＳＡ 复合

物是非荧光性的ꎬ假设 ＢＳＡ 具有独立的结合位点ꎬ
通过式(３)双对数方程来评估 ＫＢ 和结合位点数

(ｎ) [３０]:
ｌｏｇ[(Ｆ０ － Ｆ) / Ｆ] ＝ ｌｏｇ ＫＢ ＋ ｎ ｌｏｇ[Ｑ] (３)

其中:[Ｑ]为药物的总浓度ꎬｍｍｏｌ / ＬꎻＦ０ 和 Ｆ 分别为

蛋白质溶液和药物－蛋白质混合物的荧光强度ꎮ
如图 ４ 和表 ３ 所示ꎬ以 ｌｏｇ(Ｆ０ －Ｆ) / Ｆ 为纵坐

标ꎬ以 ｌｏｇ[Ｑ]为横坐标绘制的曲线具有良好的相关

性(相关系数 Ｒ>０􀆰 ９９９)ꎬ并且在实验温度范围内的

ｎ 值都接近 １􀆰 ３ꎬ这意味着 ＬｉｄＨＣｌ 和 ＴＮＺ 与 ＢＳＡ 之

间的结合化学计量比为 １ ∶１ꎮ 随着温度的升高ꎬＫＢ

１—２９９ Ｋꎻ２—３０９ Ｋꎻ３—３１９ Ｋ

图 ４　 ＬｉｄＨＣｌ＋ＴＮＺ＋ＢＳＡ 相互作用在不同

温度下的双对数图

表 ３　 通过荧光实验获得的体系在不同温度下的结合参数

体系 温度 / Ｋ 回归方程式 ＫＢ(Ｌ􀅰ｍｏｌ－１) ｎ Ｒ

ＴＮＺ＋ＢＳＡ[２６] ２９９ ｌｇ[(Ｆ０－Ｆ) / Ｆ] ＝ １􀆰 ３５９５ ｌｇ[Ｑ]＋５􀆰 ６２４１ ４􀆰 ２０８２×１０５ １􀆰 ３５９５ ０􀆰 ９９９２

　 ３０９ ｌｇ[(Ｆ０－Ｆ) / Ｆ] ＝ １􀆰 ５１２２ ｌｇ[Ｑ]＋６􀆰 １０８３ １􀆰 ２８３２×１０６ １􀆰 ５１２２ ０􀆰 ９９９８

　 ３１９ ｌｇ[(Ｆ０－Ｆ) / Ｆ] ＝ １􀆰 ４０６２ ｌｇ[Ｑ]＋５􀆰 ７０３６ ５􀆰 ０５３６×１０５ １􀆰 ４０６２ ０􀆰 ９９９８

ＬｉｄＨＣｌ＋ＴＮＺ＋ＢＳＡ ２９９ ｌｇ[(Ｆ０－Ｆ) / Ｆ] ＝ １􀆰 ３４７０ ｌｇ[Ｑ]＋５􀆰 ５３２６ ３􀆰 ４０８８×１０５ １􀆰 ３４７０ ０􀆰 ９９９３

　 ３０９ ｌｇ[(Ｆ０－Ｆ) / Ｆ] ＝ １􀆰 ２７９２ ｌｇ[Ｑ]＋５􀆰 ２１７６ １􀆰 ６５０４×１０５ １􀆰 ２７９２ ０􀆰 ９９９５

　 ３１９ ｌｇ[(Ｆ０－Ｆ) / Ｆ] ＝ １􀆰 ３５６７ ｌｇ[Ｑ]＋５􀆰 ４４０５ ２􀆰 ７５７４×１０５ １􀆰 ３５６７ ０􀆰 ９９９０
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值呈现降低的趋势ꎬ这表明高温降低了 ＴＮＺ＋ＢＳＡ
复合物的稳定性ꎮ 此外ꎬＫＢ 值的数量级为 １０５(ＫＢ

值在 １０５ ~ １０７ Ｌ / ｍｏｌ 之间表示强结合ꎻ在 １０２ ~ １０４

Ｌ / ｍｏｌ 之间表示低到中等的结合[３１] )ꎬ表明 ＬｉｄＨＣｌ
和 ＴＮＺ 与 ＢＳＡ 之间存在较强的相互结合作用ꎮ 值

得注意的是ꎬ在相应温度下ꎬ ＴＮＺ 的 ＫＢ 值高于

ＬｉｄＨＣｌ＋ＴＮＺ 的ꎬ表明单一药物 ＴＮＺ 与 ＢＳＡ 结合的

亲和力更强ꎻＴＮＺ 的结合数的平均值(１􀆰 ４)虽然略

大于 ＬｉｄＨＣｌ＋ＴＮＺ 的ꎬ但无论单一药物还是两种药

物同时与 ＢＳＡ 结合ꎬ都能形成 １ 个结合位点ꎮ
２􀆰 ３　 热力学参数和协同性

表 ４ 为体系的热力学参数ꎮ 焓 ΔＨ 和熵 ΔＳ 的

数值分别为负数和正数ꎬ所以最可能的相互作用力

是静电引力ꎮ 此外ꎬΔＨ 负值意味着 ＬｉｄＨＣｌ－ＴＮＺ 与

ＢＳＡ 为放热相互作用ꎬ吉布斯自由能 ΔＧ 负值表明

相互作用是自发的ꎮ
表 ４　 不同温度下体系的热力学和 Ｈｉｌｌ 模型参数

体系 温度 / Ｋ ΔＧ / (ｋＪ􀅰ｍｏｌ－１) ΔＨ / (ｋＪ􀅰ｍｏｌ－１) ΔＳ / ( Ｊ􀅰ｍｏｌ－１􀅰Ｋ－１) ｎＨ Ｒ

ＴＮＺ＋ＢＳＡ[２６] ２９９ －３２􀆰 １９２１ ７􀆰 ２５８１ １３１􀆰 ９４０７ ０􀆰 ９４５７ ０􀆰 ９９９０

　 ３０９ －３６􀆰 １３３０ ７􀆰 ２５８１ １４０􀆰 ４２４５ ０􀆰 ９７２２ ０􀆰 ９９７８

　 ３１９ －３４􀆰 ８３１０ ７􀆰 ２５８１ １３１􀆰 ９４０７ ０􀆰 ９７５１ ０􀆰 ９９８２

ＬｉｄＨＣｌ＋ＴＮＺ＋ＢＳＡ ２９９ －３１􀆰 ３５０７ －７􀆰 ２０１４ ８１􀆰 ５８５４ ０􀆰 ９７２２ ０􀆰 ９９７０

　 ３０９ －３０􀆰 ５６４５ －７􀆰 ２０１４ ７６􀆰 ３５０２ ０􀆰 ９８２１ ０􀆰 ９９８７

　 ３１９ －３２􀆰 ９１１８ －７􀆰 ２０１４ ８１􀆰 ３６２１ １􀆰 ０１２１ ０􀆰 ９９６６

　 　 Ｈｉｌｌ 模型[式(４)]最初被用于描述配体与生物

分子(如蛋白质)的结合ꎬ评估二者结合位点的数量

以及它们之间的协同性[３２－３３]ꎮ 在荧光研究中ꎬ它被

用来描述静态猝灭ꎬ其中猝灭剂与荧光团之间的结

合是永久性的(至少在激发态寿命的尺度上)ꎮ 然

后ꎬ将猝灭剂建模为永久附着在荧光团上的配体ꎬ使
用 ｎＨ 参数来评估猝灭过程中的协同性ꎮ

ｌｇ θ / (θｍ － θ) ＝ ｌｇ ＫＢ ＋ ｎＨ ｌｇ[Ｑ] (４)

式中:θ ＝ (Ｆ０－Ｆ) / Ｆ０ꎻ１ / θｍ 为 １ / θ 对 １ / [Ｑ]作图的

截距ꎮ
表 ４ 中 ３ 个温度下的 ｎＨ 值接近 １ 表明ꎬ药物小

分子配体与蛋白质分子的结合不依赖于其他小分子

是否结合ꎬ随着温度的升高ꎬｎＨ 值增大ꎬ即体系的结

合从负协同作用逐渐转变为正协同作用ꎮ 与 ＴＮＺ＋
ＢＳＡ 体系相比ꎬＬｉｄＨＣｌ＋ＴＮＺ＋ＢＳＡ 体系的 ｎＨ 值更

高ꎬ表明 ＬｉｄＨＣｌ 的加入增强了 ＴＮＺ 与 ＢＳＡ 之间的

结合能力ꎬ促进了它们之间的相互作用ꎮ
２􀆰 ４　 实验方法探究结合位置

ＢＳＡ 的主要结合位点位于子域ⅡＡ 和ⅢＡꎬ分
别被称为 Ｓｕｄｌｏｗ 的位点Ⅰ和位点Ⅱ[１１]ꎮ 为了明确

ＬｉｄＨＣｌ 和 ＴＮＺ 与 ＢＳＡ 结合的确切位置ꎬ以及揭示

其在相互作用过程中色氨酸和酪氨酸残基的具体参

与情况ꎬ本文借鉴了文献[１２－１４]的研究方法ꎬ即通

过对比在 ２８０ ｎｍ 和 ２９５ ｎｍ 激发波长下体系的荧光

比值(Ｆ / Ｆ０)来进行分析ꎮ 如图 ５ 所示ꎬ２８０ ｎｍ 激发

下 Ｆ / Ｆ０ 的数值相较于 ２９５ ｎｍ 激发时更高ꎮ 这一现

象揭示了 ＬｉｄＨＣｌ 和 ＴＮＺ 与 ＢＳＡ 相互作用时ꎬ色氨

酸和酪氨酸残基均发挥了作用ꎬ并且结合位点位于

亚螺旋域ⅢＡꎬ即 Ｓｕｄｌｏｗ 的位点Ⅱꎬ与 ＴＮＺ 和 ＢＳＡ
的结合位置相吻合[２６]ꎮ

１—２８０ ｎｍꎻ２—２９５ ｎｍ

图 ５　 不同激发波长下的 Ｆ / Ｆ０

２􀆰 ５　 ＬｉｄＨＣｌ 和 ＴＮＺ 对蛋白构象的影响

同步荧光光谱法(ＳＦＳ)作为一种先进的分析手

段ꎬ能够精确地揭示小分子与蛋白质络合后ꎬ酪氨酸

和色氨酸残基周边极性环境的变化[１４ꎬ１８]ꎮ 该方法

通过同步扫描激发与发射单色器ꎬ并维持二者间恒

定的波长差(Δλ)来实现[２０]ꎬ其中酪氨酸与色氨酸

的 Δλ 分别设定为 １５ ｎｍ 和 ６０ ｎｍ[２１]ꎬ以区分并监

测这两种氨基酸残基的荧光特性ꎮ 图 ６ 展示了采用

ＳＦＳ 研究 ＢＳＡ 与 ＬｉｄＨＣｌ 及 ＴＮＺ 分子结合后ꎬ色氨

酸与酪氨酸残基光谱变化的结果ꎮ 在图 ６(ａ)中ꎬ针
对色氨酸残基(Δλ＝ ６０ ｎｍ)未观察到显著的波长位

移ꎬ而图 ６(ｂ)则显示在酪氨酸残基(Δλ ＝ １５ ｎｍ)处
出现了 １ ｎｍ 的红移ꎬ表明酪氨酸残基周围的微环境

􀅰１２１􀅰
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极性增加ꎬ变得更为亲水ꎬ说明 ＬｉｄＨＣｌ 和 ＴＮＺ 分子

更倾向于在 ＢＳＡ 的酪氨酸残基附近结合ꎬ进而影响

了 ＢＳＡ 分子的整体疏水性ꎮ 进一步分析显示ꎬ随着

ＴＮＺ 浓度的提升ꎬ图 ６(ａ)中色氨酸残基的荧光强度

降低程度约是图 ６(ｂ)中酪氨酸残基降低程度的两

倍ꎬ这一差异强有力地表明 ＴＮＺ 和 ＬｉｄＨＣｌ 与 ＢＳＡ
的结合位点更趋近于酪氨酸残基[２０－２１]ꎮ 这一现象

与先前研究[２６] 相一致ꎬ即在添加 ＴＮＺ 的条件下ꎬ
ＬｉｄＨＣｌ 对 ＢＳＡ 构象的影响更为显著ꎬ再次证实了小

分子药物与蛋白质相互作用的复杂性和特异性ꎮ

(ａ)Δλ＝ １５ ｎｍ

(ｂ)Δλ＝ ６０ ｎｍ

图 ６　 ＬｉｄＨＣｌ 存在下不同浓度 ＴＮＺ 与 ＢＳＡ 的

同步荧光光谱

２􀆰 ６　 金属离子的影响

一些药物会与 Ｍｇ２＋、Ｆｅ３＋等金属离子形成螯合

物ꎮ 这些螯合作用可能会导致药物的吸收和生物利

用度降低ꎬ并改变药物的药代动力学特性[３４]ꎮ 螯合

作用还可能降低药物的治疗效果ꎬ并导致形成不溶

性复合物ꎮ 例如ꎬ四环素与二价阳离子的螯合物可

能会降低抗生素的效率[３５]ꎮ 为了避免这种相互作

用ꎬ在治疗过程中ꎬ患者甚至被建议避免服用含镁或

含铁的补充剂ꎮ 因此ꎬ本研究分析了药物分子与通

常作为膳食补充剂使用ꎬ但很少探究的 Ｍｇ２＋、Ｃｏ２＋、
Ｆｅ３＋、Ｎｉ２＋和 Ｃｒ３＋对 ＴＮＺ 和 ＬｉｄＨＣｌ 两种配体分子同

时与血清蛋白相互作用的影响ꎬ结果见表 ５ꎮ 实验

发现ꎬ分子的螯合作用较强ꎬ结合常数有显著变化ꎮ
配体与蛋白质之间的相互作用越强ꎬ结合常数越高ꎬ
血浆中游离分子的数量越少ꎮ 化合物的结合常数必

须适当ꎬ以便在整个生物体内运输和分布ꎬ同时在到

达目标组织时释放化合物ꎮ 结合常数在 １０３ ~ １０６

Ｌ / ｍｏｌ 范围内的值被认为是满足运输需求的ꎮ 金属

离子的添加对 ＬｉｄＨＣｌ＋ＴＮＺ＋ＢＳＡ 体系中的结合位

点的数量影响较小ꎬ而结合常数的数值降低至原来

的 ２４％~５４％ꎬ特别是在 Ｆｅ３＋存在的情况下ꎬ最为明

显ꎮ 这种金属离子与白蛋白结合后形成的复合物可

能会改变蛋白质的构象ꎬ进而影响药物分子的结合

动力学ꎮ 更严重的是ꎬ这种复合物甚至可能抑制药

物与血清蛋白的结合ꎬ从而影响药物在体内的运输

和药效发挥ꎮ
表 ５　 金属离子对结合作用的影响

体系
金属

离子

ＫＢ /

(１０５ Ｌ􀅰ｍｏｌ－１)
ｎ Ｒ

ＴＮＺ＋ＢＳＡ[２６] — ４􀆰 ２０８２ １􀆰 ３５９５ ０􀆰 ９９９２

　 Ｍｇ２＋ １５􀆰 １１８２ １􀆰 ５２９３ ０􀆰 ９９９９

　 Ｃｏ２＋ ６􀆰 ７１７４ １􀆰 ４５００ ０􀆰 ９９９８

　 Ｆｅ３＋ ５􀆰 ３１４９ １􀆰 ４２４８ ０􀆰 ９９９６

　 Ｎｉ２＋ ７４􀆰 ４０４６ １􀆰 ７０２０ ０􀆰 ９９９６

　 Ｃｒ３＋ １１􀆰 ７５９８ １􀆰 ５０８６ ０􀆰 ９９９５

ＬｉｄＨＣｌ＋ＴＮＺ＋ＢＳＡ — ３􀆰 ４０８８ １􀆰 ３４７０ ０􀆰 ９９９３

　 Ｍｇ２＋ ０􀆰 ８２７８ １􀆰 １９６５ ０􀆰 ９９９７

　 Ｃｏ２＋ ０􀆰 ９５２１ １􀆰 ２１３９ ０􀆰 ９９９８

　 Ｆｅ３＋ ０􀆰 ５１３３ １􀆰 １２１４ ０􀆰 ９９９７

　 Ｎｉ２＋ １􀆰 ２９９６ １􀆰 １６８２ ０􀆰 ９９９９

　 Ｃｒ３＋ １􀆰 ８５４８ １􀆰 ２８１２ ０􀆰 ９９９６

２􀆰 ７　 分子对接研究

现代分析蛋白质与配体相互作用的方法是分子

建模ꎮ 本研究采用 ＡｕｔｏＤｏｃｋ ４􀆰 ２ 以探讨 ＬｉｄＨＣｌ 和
ＴＮＺ 与 ＢＳＡ 的结合模式及结合位置ꎮ 在 ＢＳＡ 蛋白

上的结合位点(由Ⅰ、Ⅱ和Ⅲ ３ 个同源结构域组成:
Ⅰ氨基酸残基 １ ~ １８３、Ⅱ１８４ ~ ３７６、Ⅲ ３７７~ ５８３ꎬ每
个结构域包含 Ａ 和 Ｂ 两个子域[８－１１] )ꎬ如图 ７ 所示ꎮ
在 ＢＳＡ 蛋白与 ＬｉｄＨＣｌ 和 ＴＮＺ 的相互作用中ꎬ主要

的配体结合位点是 Ｓｕｄｌｏｗ 位点Ⅰ(子域ⅡＡ)和Ⅱ
(子域ⅢＡ)中的疏水空腔[９－１１]ꎮ 图 ８ 描述了适当的

对接能量模型和 ＢＳＡ 蛋白与 ＬｉｄＨＣｌ、ＴＮＺ 的相互作

用模式ꎮ 表明配体结合位点位于 Ｓｕｄｌｏｗ 位点Ⅱ(子
域ⅢＡ)ꎮ 如图 ９ 所示ꎬＬｉｄＨＣｌ 主要结合在氨基酸

ＧＬＵ３３９ 和 ＧＬＵ４４３ 组成的空腔之中ꎻＴＮＺ 结合在氨

基酸 ＡＲＧ２１７、ＬＹＳ２２１ 和 ＬＹＳ２９４ 组成的空腔之中ꎮ
ＬｉｄＨＣｌ 的酰胺可以与 ＧＬＵ３３９ 的酰胺骨架形成氢

键ꎬ键长 １􀆰 ８６ Åꎻ此外 ＬｉｄＨＣｌ 的四级铵正电荷中心

􀅰２２１􀅰
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可以与 ＧＬＵ４４３ 的侧链羧基负电荷中心形成作用力

较强的盐桥(静电相互作用)ꎬ键长 ２􀆰 ９５ Åꎮ ＴＮＺ 的

Ｏ 原子可以与 ＡＲＧ２１７、ＬＹＳ２２１ 和 ＬＹＳ２９４ 形成一

个氢键相互作用网络ꎬ其中与 ＡＲＧ２１７ 形成的氢

键键长为 ２􀆰 ２８ Å、与 ＬＹＳ２９４ 形成的氢键键长为

２􀆰 ３６ Å、与 ＬＹＳ２２１ 形成的 ２ 个氢键键长分别为

２􀆰 ７１ Å 和 ２􀆰 ９２ Åꎮ 此外 ＴＮＺ 的硝基负电荷中心可

以与 ＬＹＳ２９４ 的侧链氨基正电荷中心形成作用力较

强的盐桥(静电相互作用)ꎬ键长 ３􀆰 １９ Åꎮ ＬｉｄＨＣｌ
和 ＴＮＺ 主要依靠其上的电荷中心与周围带相反电

荷的氨基酸形成静电相互作用ꎬ这一最终观察结果

与荧光抑制曲线研究的成果相符ꎮ 综上所述ꎬ对接

结果表明ꎬＬｉｄＨＣｌ 和 ＴＮＺ 在亚域ⅢＡ 结合口袋中ꎬ
通过静作用力与 ＢＳＡ 蛋白相互作用ꎮ 结合过程导

致复合物微环境的变化ꎬ从而导致了 ＢＳＡ 的内源荧

光猝灭ꎮ 对接理论计算的结果与荧光光谱的研究结

果一致ꎮ

图 ７　 ＬｉｄＨＣｌ(左)、ＴＮＺ(中间)的化学结构图和

ＢＳＡ 的 ３Ｄ 模型(右)

图 ８　 ＢＳＡ 与 ＬｉｄＨＣｌ 和 ＴＮＺ 的计算机分子

对接(左)和放大图(右)

图 ９　 使用 Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ Ｓｔｕｄｉｏ 可视化软件

对化合物与蛋白质的最低对接能量构象进行

分子对接(左)和相互作用放大图(右)

３　 结论

本研究采用多样化的光谱分析手段与计算技

术ꎬ系统评估了 ＬｉｄＨＣｌ 与 ＴＮＺ 联合作用下与 ＢＳＡ
的结合特性ꎮ 研究发现ꎬＳｔｅｒｎ－Ｖｏｌｍｅｒ 猝灭常数 ＫＳＶ

与温度之间呈现负相关ꎬ表明荧光猝灭过程主要由

静态猝灭机制主导ꎮ 进一步通过热力学参数分析ꎬ
预测静电相互作用是驱动 ＬｉｄＨＣｌ＋ＴＮＺ＋ＢＳＡ 复合

物形成的主要力量ꎮ ＵＶ－Ｖｉｓ 光谱与 ＳＦＳ 数据共同

揭示了 ＬｉｄＨＣｌ 与 ＴＮＺ 和 ＢＳＡ 的相互作用显著改变

了 ＢＳＡ 的二级结构构象ꎬ结合位点更趋近于酪氨酸

残基ꎮ 特别是 ＳＦＳ 研究强调了所研究药物对酪氨酸

残基微观环境的显著影响ꎮ 通过计算获得的结合常

数 ＫＢ 与结合位点数 ｎ 表明ꎬ这两种药物均可被 ＢＳＡ
有效运输ꎬ且其结合位点定位于 ＢＳＡ 的亚螺旋域

ⅢＡꎮ 值得注意的是ꎬＬｉｄＨＣｌ 与 ＴＮＺ 分子在结合过

程中并未展现出明显的协同作用ꎮ 此外ꎬ实验还发

现特定金属离子(如 Ｍｇ２＋、Ｃｏ２＋、Ｆｅ３＋、Ｎｉ２＋、Ｃｒ３＋ )能

够抑制 ＬｉｄＨＣｌ＋ＴＮＺ＋ＢＳＡ 复合物的形成ꎮ 为深入

探究药物与 ＢＳＡ 的相互作用机制ꎬ采用了分子对接

技术ꎬ其结果与实验数据高度吻合ꎮ 综上所述ꎬ本研

究不仅极大地拓宽了对 ＴＮＺ 与 ＬｉｄＨＣｌ 两种药物与

蛋白质相互作用机制的认识边界ꎬ还为评估药物的

药理学效应、深入解析其生物转化途径以及准确预

测体内分布模式提供了坚实的实验证据与强有力的

理论支撑ꎮ
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