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二氢吡啶类药物与牛血清白蛋白相互作用的研究
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摘要：目的　 研究二氢吡啶类药物（ＤＨＰ）（包括硝苯地平、尼群地平、尼卡地平、尼莫地平、非洛地平）与牛血清白蛋白（ＢＳＡ）
的相互作用机制。方法　 采用荧光法和紫外光谱法。结果　 分别求出ＤＨＰ与ＢＳＡ间的结合距离、能量转移效率等相互作用
参数。结论　 ＤＨＰ在体内与蛋白结合后，白蛋白仅起运载工具的作用将之运输到受体作用部位。
关键词：二氢吡啶类药物；牛血清白蛋白；荧光光谱；紫外光谱
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　 　 二氢吡啶类药物（ＤＨＰ）是钙通道阻滞药，临床
上主要用于治疗高血压、心绞痛、心律失常、充血性
心肌病及缺血性心脏病等疾病。这类药物多为脂溶
性，且与蛋白的结合率较高，一般在９０％以上，而血
清白蛋白是血浆中含量最丰富的蛋白质，它具有贮

运内源代谢产物和外源药物小分子等重要生理功
能，因此研究药物与血清白蛋白间的相互作用在药
物动力学及药效学的研究中占有重要地位。近年已
有不少关于药物小分子与血清白蛋白相互作用的文
献［１３］，但尚未见同时采用荧光光谱和紫外光谱法研
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究ＤＨＰ与牛血清白蛋白（ＢＳＡ）相互作用的报道。
本试验采用了荧光法和紫外光谱法研究了ＤＨＰ与
ＢＳＡ之间的结合反应，讨论了ＤＨＰ对ＢＳＡ的荧光
猝灭机制，并得到了它们之间的相互作用参数，从不
同角度研究了ＤＨＰ与ＢＳＡ的相互作用，不但对阐
明该类药物在体内的运输与代谢过程具有一定意
义，而且也为研究蛋白质的结构与功能的关系提供
了一些信息。
１　 仪器与试药

ＬＳ５０Ｂ型荧光分光光度计（美国ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ公
司）；ＵＶ２２０１型紫外分光光度计（日本岛津仪器株
式会社）；ｐＨＳ２Ｃ型精密酸度计（上海雷磁仪器
厂）；牛血清白蛋白（北京化学试剂公司，批号
２００５０９１２）；硝苯地平、尼群地平、尼卡地平、尼莫地
平、非洛地平对照品（中国药品生物制品检定所）；
其他试剂均为分析纯；试验用水均为去离子水。
２　 方法与结果
２． １　 溶液的配制

用ｐＨ ＝ ７． ２，ＫＨ２ＰＯ４Ｋ２ＨＰＯ４（０． １ ｍｏｌ·Ｌ －１）
缓冲溶液（其中含０． ９％的氯化钠）溶解适量的ＢＳＡ
并配制成５． ０ × １０ －４ ｍｏｌ·Ｌ －１溶液备用；硝苯地平、

尼群地平、尼卡地平、尼莫地平、非洛地平样品溶液
先用少量无水乙醇将其溶解，再用上述磷酸盐缓冲
溶液定容，配制成２． ０ × １０ －３ ｍｏｌ·Ｌ －１的储备液。
２． ２　 实验方法

配制一系列含有不同浓度药物，ＢＳＡ的浓度为
５ × １０ －４ ｍｏｌ·Ｌ －１的待测溶液，设定激发波长为２８５
ｎｍ，扫描范围为３００ ～ ５００ ｎｍ，激发与发射狭缝均为
５ ｎｍ，扫描速度为１００ ｎｍ·ｍｉｎ －１，扫描不同温度下
不同浓度的ＤＨＰ存在时ＢＳＡ的荧光光谱和同步荧
光光谱（发射波长与激发波长差分别为１５ ｎｍ，６０
ｎｍ），并以所用缓冲盐溶液做荧光空白校正。以缓
冲盐做参比，测定与白蛋白物质的量之比为１ ∶ １的
各药物溶液的紫外吸收光谱。
２． ３　 药物与ＢＳＡ的荧光光谱

不同浓度的硝苯地平、尼群地平、尼卡地平、尼
莫地平、非洛地平与ＢＳＡ混合前后体系的荧光发射
谱随药物浓度的变化见图１。实验结果显示，随着
药物浓度的增加，ＢＳＡ的荧光强度有规律地降低，而
它的峰位及峰形基本不变，表明它们与ＢＳＡ发生了
相互作用。

图１　 ＤＨＰ对ＢＳＡ的荧光光谱的影响
Ａ －硝苯地平；Ｂ －尼群地平；Ｃ －尼卡地平；Ｄ －尼莫地平；Ｅ －非洛地平；１至７为ＤＨＰ的浓度分别为０，０． ４ × １０ －５，０． ８ × １０ －５，１． ２ × １０ －５，１． ６
× １０ －５，２． ０ × １０ －５，２． ４ × １０ －５ｍｏｌ·Ｌ －１
Ｆｉｇ １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＤＨＰ ｏｎ ｆｌｏｕｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ＢＳＡ
Ａ － ｎｉｆｉｄｉｐｉｎｅ；Ｂ － ｎｉｔｒｅｎｄｉｐｅ；Ｃ － ｎｉｃａｒｄｉｐｉｎｅ；Ｄ － ｎｉｍｏｄｉｐｉｎｅ；Ｅ － ｆｅｌｏｄｉｐｉｎｅ；ｃ（ＢＳＡ）＝ ５ × １０ －４ ｍｏｌ·Ｌ －１；ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＤＨＰ ｆｒｏｍ １ ｔｏ ７ ｗａｓ：
０，０． ４，０． ８，１． ２，１． ６，２． ０，２． ４ × １０!５ｍｏｌ·Ｌ －１
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２． ４　 猝灭机制
药物小分子引起ＢＳＡ荧光猝灭的原因可能有

两种情况，一种是能量转移或电子转移，是激发态分
子间的相互作用，不影响蛋白质的结构和生理活性，
另一种是药物小分子与蛋白质在基态时发生配合作
用，通常生成不发荧光的配合物，使蛋白质的构象发
生变化，从而影响蛋白质的生理活性。荧光猝灭通
常符合ＳｔｅｒｎＶｏｌｍｅｒ方程：

Ｆ０ ／ Ｆ ＝ １ ＋ Ｋｑτ０［Ｑ］＝１ ＋ Ｋｓｖ［Ｑ］［４］
式中，Ｆ０，Ｆ分别为加入猝灭剂前后荧光体的荧光强
度，Ｋｑ为双分子猝灭过程速率常数，它描述了分子
间的彼此扩散和相互碰撞对生物大分子荧光寿命衰
减速率的影响。τ０为无猝灭剂时生物大分子的平均
寿命，其平均寿命一般为１０ －８ ｓ。Ｋｓｖ称之为Ｓｔｅｒｎ
Ｖｏｌｍｅｒ猝灭常数是双分子猝灭过程速率常数与单
分子衰变速率常数的比率，它反映生物大分子与荧
光猝灭剂分子在猝灭过程中彼此扩散和碰撞达到平
衡时的量效关系［５］。
２． ４． １　 温度的影响　 分别将２０ ℃和３７ ℃下不同
浓度（０，０． ４ × １０ －５，０． ８ × １０ －５，１． ２ × １０ －５，１． ６ ×
１０ －５，２． ０ × １０ －５，２． ４ × １０ －５ ｍｏｌ·Ｌ －１）的硝苯地
平、尼群地平、尼卡地平、尼莫地平、非洛地平与ＢＳＡ
作用的最大荧光强度代入ＳｔｅｒｎＶｏｌｍｅｒ方程，得到

不同温度下ＤＨＰ 与ＳｔｅｒｎＶｏｌｍｅｒ 方程及Ｓｔｅｒｎ
Ｖｏｌｍｅｒ猝灭常数等，结果见表１。
表１　 不同温度下的ＤＨＰ与ＢＳＡ的线性方程和相关参数
Ｔａｂ １ 　 Ｓｔｅｒｎｖｏｌｍｅｒ ｅｑｕａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ
ＤＨＰ ｗｉｔｈ ＢＳＡ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

样品 Ｔ ／ ℃ Ｓｔｅｒｎｖｏｌｍｅｒ方程 Ｋｓｖ ／

Ｌ·ｍｏｌ － １
Ｋｑ ／

Ｌ·ｍｏｌ － １·ｓ － １ ｒ

硝苯地平 ２０ Ｙ ＝ １． ４９ × １０４Ｘ ＋ １． ０３ １． ４９ × １０４ １． ４９ × １０１２ ０． ９９２

３７ Ｙ ＝ １． ８０ × １０４Ｘ ＋ １． ０１ １． ８０ × １０４ １． ８０ × １０１２ ０． ９９０

尼群地平 ２０ Ｙ ＝ ２． ３０ × １０４Ｘ ＋ １． ０６ ２． ３０ × １０４ ２． ３０ × １０１２ ０． ９９９

３７ Ｙ ＝ ３． ００ × １０４Ｘ ＋ ０． ９３ ３． ００ × １０４ ３． ００ × １０１２ ０． ９７０

尼卡地平 ２０ Ｙ ＝ ２． ０８ × １０４Ｘ ＋ ０． ９６ ２． ０８ × １０４ ２． ０８ × １０１２ ０． ９９２

３７ Ｙ ＝ ２． １９ × １０４Ｘ ＋ ０． ９８ ２． １９ × １０４ ２． １９ × １０１２ ０． ９８８

尼莫地平 ２０ Ｙ ＝ ３． ０９ × １０４Ｘ ＋ ０． ９３ ３． ０９ × １０４ ３． ０９ × １０１２ ０． ９９４

３７ Ｙ ＝ ４． ３６ × １０４Ｘ ＋ １． ０１ ４． ３６ × １０４ ４． ３６ × １０１２ ０． ９８７

非洛地平 ２０ Ｙ ＝ ２． ０１ × １０４Ｘ ＋ １． ０１ ２． ０１ × １０４ ２． ０１ × １０１２ ０． ９９３

３７ Ｙ ＝ ２． ６３ × １０４Ｘ ＋ ０． ９７ ２． ６３ × １０４ ２． ６３ × １０１２ ０． ９８９

２． ４． ２ 　 吸收光谱的变化　 分别测定了ＢＳＡ
（１ × １０ －６ ｍｏｌ·Ｌ －１）的紫外吸收曲线，ＤＨＰ与ＢＳＡ
等摩尔（１ × １０ －６ ｍｏｌ·Ｌ －１ ）混合物与ＤＨＰ
（１ × １０ －６ｍｏｌ·Ｌ －１）的差谱。结果见图２。在该研
究条件下两图谱几乎完全重合，表明ＤＨＰ的加入并
没有使ＢＳＡ的紫外吸收发生明显的变化［６］。

图２　 ＢＳＡ及ＤＨＰ与ＢＳＡ等摩尔混合物与ＤＨＰ的差谱的紫外吸收图谱
Ａ －硝苯地平；Ｂ －尼群地平；Ｃ －尼卡地平；Ｄ －尼莫地平；Ｅ －非洛地平
Ｆｉｇ ２　 ＵＶ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｏｆ ＢＳＡ ａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｂｅｔｗｅｅｎ ＤＨＰ ａｎｄ ＢＳＡ （ｍｏｌａｒ ｒａｔｉｏ １∶ １）ｗｉｔｈ ＤＨＰ
Ａ － ｎｉｆｉｄｉｐｉｎｅ；Ｂ － ｎｉｔｒｅｄｉｐｉｎｅ；Ｃ － ｎｉｃａｒｄｉｐｉｎｅ；Ｄ － ｎｉｍｏｄｉｐｉｎｅ；Ｅ － ｆｅｌｏｄｉｐｉｎｅ
２． ５　 对蛋白质构象的影响

蛋白质在水溶液中随着溶液环境的变化会表现
出不同的构象，蛋白质中氨基酸残基的最大荧光发
射波长与其所处环境的疏水性有关，所以由发射波

长的改变可以判断蛋白质构象的变化，因此利用同
步荧光可以了解药物分子对蛋白质构象的影响。当
Δλ ＝ １５ ｎｍ时，同步荧光光谱只显示酪氨酸残基的
光谱特性；当Δλ ＝ ６０ ｎｍ时，同步荧光光谱仅表现
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色氨酸残基的荧光［７ － ８］。固定ＢＳＡ的浓度为５ ×
１０ －４ｍｏｌ·Ｌ －１时，扫描不同浓度的ＤＨＰ对ＢＳＡ的同
步荧光光谱图，试验结果为随着ＤＨＰ浓度的增加，
Δλ ＝１５ ｎｍ和Δλ ＝ ６０ ｎｍ时ＢＳＡ的同步荧光的强
度逐渐降低，但峰位和峰形均基本没有变化，结果表
明ＤＨＰ的加入并没有影响蛋白质的构象。
２． ６　 Ｆｒｓｔｅｒ偶极偶极无辐射能量转移估测药物分
子在ＢＳＡ的结合位置［９］

按照Ｆｒｓｔｅｒ能量转移理论，转移效率Ｅ与授
体受体间的距离ｒ及临界能量转移距离Ｒ０相关：

Ｅ ＝ Ｒ０６·（Ｒ０６ ＋ ｒ６）－ １ （１）
Ｒ０６ ＝ ８． ８ × １０

－２５Ｋ２Ｎ －４ФＪ （２）
式中，Ｒ０是Ｅ ＝５０％时的临界距离，Ｋ２为偶极空

间取向因子，Ｎ －４为介质的折射指数，Ф为授体的光
量子效率，Ｊ为授体（ＢＳＡ）荧光光谱与受体（盐酸哌
唑嗪）吸收光谱间的光谱重叠积分：

Ｊ ＝ ∞０ Ｆ（λ）ε（λ）λ４ｄλ ／ ∞０ Ｆ（λ）ｄλ （３）
其中Ｆ（λ）荧光授体在波长λ处的荧光强度，ε

（λ）则为受体在波长在λ处的摩尔吸收系数，能量
转移效率可按下式确定：Ｅ ＝１ － Ｆ·Ｆ０!１ （４）

式中Ｅ为药物与ＢＳＡ摩尔浓度比为１∶ １时的能
量转移效率。分别扫描ＢＳＡ的荧光光谱与ＤＨＰ（摩
尔浓度与ＢＳＡ相等）的紫外吸收光谱之重叠光谱
图，用Ｏｒｉｇｉｎ ６． ０软件中进行处理，采用矩形分割法
可求得图中光谱重叠部分的面积，见表２，将图中光
谱重叠部分的面积代入式（１）～（４），计算出ＤＨＰ
与ＢＳＡ中色氨酸残基间的结合距离见表２。
表２　 硝苯地平、尼群地平、尼卡地平、尼莫地平、非洛地平
与牛血清白蛋白（１ × １０ －６ｍｏｌ·Ｌ －１）相互作用参数
Ｔａｂ ２　 Ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ ｔｅｒａｚｏｓｉｎ ｎｉｆｉｄｉｐｉｎｅ， ｎｉｔｒｅｎｄｉｐｉｎｅ，
ｎｉｃａｒｄｉｐｉｎｅ， ｎｉｍｏｄｉｐｉｎｅ， ｆｅｌｏｄｉｐｉｎｅ ｗｉｔｈ ＢＳＡ （１ × １０ －６
ｍｏｌ·Ｌ －１）

样品 Ｊ × １０ －１５ ／ ｃｍ３·Ｌ·ｍｏｌ － １ Ｅ ｒ ／ ｎｍ

硝苯地平 ２． ９９ ０． １４３ ３． ７０

尼群地平 ２． ９５ ０． ２０３ ３． ４４

尼卡地平 ２． ４８ ０． １０７ ３． ７９

尼莫地平 １． ９２ ０． １５９ ３． ３７

非洛地平 ２． ６５ ０． １５６ ３． ５７

３　 讨论
药物等有机小分子和蛋白质生物大分子常常通

过能量转移、形成配合物、碰撞等相互作用形成，引
起药物自身荧光光谱和蛋白质自身荧光（内源荧
光）光谱以及同步荧光光谱的变化，这些均可以提

供药物与蛋白质相互结合的信息。如氧氟沙星和左
氧氟沙星都能与血清白蛋白之间通过疏水作用形成
亲和力较强的配合物，它们不仅可以和血清白蛋白
结合，通过血液循环达到作用部位，而且对蛋白分子
的构象都有一定的影响［１０１１］。环丙沙星和头孢呋
辛酯与ＢＳＡ的激发态分子相互作用，使白蛋白的荧
光强度降低，但它们并没有与蛋白质分子在基态时
形成配合物，没有使蛋白的构象发生变化，白蛋白仅
是环丙沙星和头孢呋辛酯在体内的运载工具［６，１２］。
蛋白质分子上有主要由酪氨酸、亮氨酸等氨基酸非
极性的侧链密集在一起形成的疏水区，并常暴露于
分子表面，脂溶性药物更易进入疏水区，因此这类药
物与蛋白质的结合率一般都较大。本试验中的
ＤＨＰ多为脂溶性药物，易于蛋白质结合，如尼卡地
平、尼莫地平等与蛋白的结合率一般在９０％以上。
３． １　 二氢吡啶类药物对蛋白质构象影响试验的结
果：随着ＤＨＰ浓度的增加，Δλ ＝ １５ ｎｍ和Δλ ＝ ６０
ｎｍ时同步荧光的峰位和峰形均没有变化，结果表明
ＤＨＰ并没有与蛋白质的色氨酸和酪氨酸基团直接结
合，但求得它们与色氨酸间的结合距离较小，推测它
们可能通过疏水力嵌入色氨酸或酪氨酸附近的疏水
腔，从而使蛋白质的荧光强度降低，这种疏水作用力
受温度的影响较大，随着温度的增加作用力变小，猝
灭常数增大。从该类药物的结构上来看，它们具有相
同的母核，随着侧链极性的增加猝灭常数降低，且它
们与蛋白质间的结合率较高，进一步推测ＤＨＰ物嵌
入蛋白质的三维疏水腔内。该类药物并没有通过改
变蛋白质的构象发挥药理作用，仅通过血清蛋白运输
到作用部位，作用到相应的靶点，发挥药理作用。
３． ２　 从表２可以看出，在２８５ ｎｍ的波长激发下药
物与ＢＳＡ中色氨酸残基的距离很接近，推测ＤＨＰ
与可能嵌在同一色氨酸附近的疏水腔内，其ｒ微小
的差别可能与它们侧链的不同有关。这一研究结果
有助于了解药物在体内的运输和分布情况，对阐明
药物的作用机制，药动学以及药物的不良反应具有
重要的意义。
３． ３　 在药物对ＢＳＡ紫外光谱影响实验中发现，生
理条件下，１ × １０ －６ ｍｏｌ·Ｌ －１的ＢＳＡ的紫外吸收光
谱及药物和ＢＳＡ等摩尔混合物与药物的紫外吸收
差示光谱几乎都完全重合，结果显示药物的加入并
未使ＢＳＡ的基态发生变化，这可能也是由于ＤＨＰ
的疏水基团嵌入蛋白质的疏水腔内，并没有与白蛋
白形成一复合物的原因所在。

（下转第３５页）
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品中众多色谱峰分离，方便定位与计算。
目前关于药材的系统聚类与判别分析研究已有

报道［５］，如能将判别分析函数应用在中成药中单味药
的鉴别中则将提高鉴别的准确性。五味子与南五味
子市场应用广泛，不仅在中药配方中以饮片付用，在
中药成方制剂中也有广泛的应用，在中药配方中两者
的鉴别尚有性状等传统鉴别方法可应用，而中药成方
制剂中由于中成药配方的不同，对其中五味子与南五
味子的鉴别标准规定差异很大，有的还未有规定。目
前中成药标准中关于某味药材的鉴别多采用薄层色
谱法，以对照品、对照药材为对照，实验结果再根据样
品与对照品、对照药材在一定条件下靠肉眼观察得出
判断结果，而如能采用以上液相色谱法进行分离，再
利用Ｆｉｓｈｅｒ判别函数计算得出结论则具有准确、重现
性好的特点，因此对中成药中五味子与南五味子利用
判别函数鉴别进行进一步实验。

ＲＥＦＥＲＥＮＣＥＳ

［１］ ＺＨＡＮＧ Ｙ Ｙ，ＧＵＯ Ｙ Ｚ，ＫＡＯＲＵ ＮＡＫＡＪＡＭＡ，ｅｔ ａｌ． Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ
ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｌｉｇｎａｎｓ ｉｎ ｓｃｈｉｓａｎｄｒａ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ ｂａｉｌｌ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｏｒｉｇｉｎｓ
ｂｙ ＨＰＬＣ［Ｊ］． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｐｈａｒｍ Ａｎａｌ（药物分析杂志），１９９０，１０
（３）：１４６１４８．

［２］ ＴＯＮＧ Ｙ Ｙ，ＳＯＮＧ Ｗ Ｚ． Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｌｉｇｎａｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｆｒｕｉｔｓ ｏｆ
Ｓｃｈｉｓａｎｄｒａ Ｃｈｉｎｅｓｉｓ （Ｔｒｕｃｚ）Ｂａｉｌｌ． ａｎｄ Ｓ． Ｓｐｈｅｎａｎｔｈｅｒｎ Ｒｅｈｄ． ｅｔ
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（上接第２１页）
　 　 综上所述，从试验结果可见，ＤＨＰ与白蛋白间的
结合率较高，很可能是由于ＤＨＰ的疏水基团嵌入血
清白蛋白的疏水腔结构中，而蛋白质的构象没有发生
变化，表明白蛋白仅是ＤＨＰ在体内的运载工具，为
ＤＨＰ作用机理的研究奠定了一定的理论依据。
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