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摘要: 根据合理的假设和 Langmuir结合理论, 在 298.15 K下, 以等温滴定微量热(ITC)实验数据为依据, 应
用非线性最小方差拟合方法确定了抗肿瘤药物 5鄄氟尿嘧啶(5鄄FU)与牛血清白蛋白(BSA)相互作用的热力学性
质的改变.研究结果表明,牛血清白蛋白(BSA)与 5鄄氟尿嘧啶相互作用存在两类结合位点.第一类结合, N=(54.0依
0.3), 驻H0=(30.0依0.4) kJ·mol-1 (吸热), 驻S0=(196.0依2.6) J·mol-1·K-1(熵增), 驻G0=(-28.4依0.3) kJ·mol-1; 第二类结
合, N=(77.0依0.4), 驻H0=(-20.0依0.4) kJ·mol-1 (放热), 驻S0=(28.6依0.3) J·mol-1·K-1 (熵增), 驻G0=(-28.5依0.2) kJ·mol-1.
结合体系的圆二色谱(CD)分析结果说明, 抗肿瘤药物 5鄄氟尿嘧啶与 BSA的相互作用诱导蛋白质(BSA)二级结
构单元的相对含量发生了一定程度的变化.
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Abstract: From reasonable suppositions on binding process and Langmuir忆 s binding theory, the interactions
between 5鄄fluorouracil (5鄄FU) and bovine serum albumin (BSA) were investigated by the isothermal titration calorimetry
(ITC) and the circular dichroism (CD) spectrometry at 298.15 K. The results showed that there were two classes of
binding sites on a protein (BSA) molecule for the 5鄄fluorouracil. For the first class of binding, N=(54.0依0.3), 驻H0=
(30.0依0.4) kJ·mol-1 (endothermal), 驻S0=(196.0依2.6) J·mol-1·K-1 (entropy increasing), 驻G0=(-28.4依0.3) kJ·mol-1;
for the second class of binding, N=(77.0依0.4), 驻H0=(-20.0依0.4) kJ·mol-1 (exothermal), 驻S0=(28.6依0.3) J·mol-1·K-1

(entropy increasing), 驻G0 =(-28.5 依0.2) kJ·mol -1. The interactions between 5鄄fluorouracil and BSA induced the
relative contents of secondary structure units of protein (BSA) to change in two classes of binding processes.
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细胞凋亡(apoptosis)是生命科学研究的重要综
合课题[1,2].肿瘤细胞增殖与凋亡的非平衡匹配及其
恶性转移和扩散的调控是发展中的疾病治疗手

段—细胞凋亡干预研究的重要内容[3-5].抗肿瘤药物
与细胞化学物质组成蛋白质分子之间相互作用的

热力学效应及其微观作用模式的研究是其诱导肿

瘤细胞凋亡作用机制研究的重要途径.

5鄄氟尿嘧啶(5鄄FU)在水环境中具有抗肿瘤活性
的双酮式结构和易引起基因突变的烯醇式结构 [6],
在体内能干扰、阻断 DNA、RNA和蛋白质合成而发
挥抗肿瘤作用,是目前临床广泛使用并对多种肿瘤
具有较好疗效的抗肿瘤药物[7].作为哺乳动物血浆中
含量最丰富的蛋白质, 血清白蛋白能够储存和转运
许多内源性和外源性物质, 对于体内药物分子的储
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图 1 5鄄氟尿嘧啶(5鄄FU)的结构式
Fig.1 Molecular structure of 5鄄fluorouracil (5鄄FU)

存、输运、受体部位药理作用的发挥等具有多方面的

功能作用[8,9].由于血清白蛋白重要的生理功能和易
于分离、提纯的特性,因而常被用来作为模型物质来
研究生物大分子与药物小分子之间的相互作用[10].

药物与血清白蛋白的结合很大程度上影响到

药物在动物体内的吸收和代谢 , 因而对药物与
BSA 结合模式的研究, 能够获取许多生命体系演
变过程中的结构和能量的转化信息,在药物代谢动
力学和药物有效治疗浓度的确定等方面亦具有一

定的理论和应用价值[11,12].
微量热法的非特异性有助于药物与生物大分

子特异性相互作用的研究. 圆二色谱分析法对溶液
中蛋白质构象变化的研究方便、有效、较为准确. 本
文根据合理的假设和 Langmuir 结合理论, 通过等
温滴定微量热和圆二色谱实验数据的测定, 运用非
线性最小方差拟合方法和杨氏方法,确定了药物配
体(5鄄FU)与蛋白质(BSA)的结合类型、结合位点数、
结合常数、结合体系的焓变、熵变和吉布斯自由能

变以及药物 5鄄FU 诱导蛋白质 BSA二级结构单元
相对含量的改变, 并根据热力学原理对 5鄄FU与蛋
白质(BSA)的相互作用进行了初步的讨论.

1 实 验
1.1 仪器与试剂

滴定式微量热计(TAM 2277,瑞典Thermometric
AB公司,热功率测定灵敏度为 依10 nW), 用随机所
带 Digitam 4.1 软件控制实验过程并进行数据采集
和处理.通过测定蔗糖稀释焓验证[13],该量热计的电
标定精密度高于依1%. Jasco J鄄810圆二色谱仪(Japan).

牛血清白蛋白(BSA), (数均)摩尔质量为 66.0
kg·mol-1 [14],购自 Sigma公司,其溶液浓度用称重法
配制. 5鄄氟尿嘧啶(结构见图 1)购自北京百灵威化学
技术有限公司. 三(羟甲基)胺基甲烷(Tris)、盐酸、氯
化钠等均为分析纯试剂援实验用水是碱性高锰酸钾
存在下制备的二次蒸馏水. 5鄄氟尿嘧啶和 BSA 的
溶液均以浓度为 0.01 mol·L-1, pH=7.4 的 Tris鄄HCl
缓冲液为溶剂配制而成.
1.2 药物与 BSA作用的等温滴定量热实验

量热数据测定方法同文献[15]: 将 5鄄氟尿嘧啶
溶液(1.43伊10-2 mol·L-1)装入 500 滋L Hamilton注射
器,用 612 Lund Syringe Pump注射泵,每次滴12.00
滋L 于 0.50 mL BSA 溶液(4.02伊10-5 mol·L-1)中. 滴
定时间间隔足够长(40 min),以使信号返回基线.安

瓿中搅拌器转速固定在 30 r·min-1,待搅拌下基线稳
定后启动实验,以使搅拌产生的热量被自动扣除.实
验温度为(298.15依0.01) K.为扣除药物和 BSA的稀
释热,分别进行药物溶液向缓冲溶液中滴定和缓冲
溶液向 BSA溶液中滴定的实验.
1.3 药物与 BSA作用的圆二色谱实验

圆二色谱(CD)用日本产 Jasco J鄄810 型圆二色
谱仪测定援实验时光源系统用氮气保护(流量为 5 L·
min-1), 样品池的光径为 0.1 cm. 测量参数, 扫描速
率为 100 nm·min-1, 分辨率为 0.1 nm, 响应时间 1
s, 累积次数 3 次 , 扫描波段为 200-250 nm. 固定
BSA 原始浓度为 2.0伊10-6 mol·L-1, 控制 5鄄氟尿嘧
啶与 BSA 的物质的量之比分别为 0、54 和 77, 得
到 CD谱, 并用该仪器附带的杨氏法软件 [16]计算出

对应 BSA二级结构单元的相对含量援

2 结果与讨论
2.1 药物配体与蛋白质结合的滴定量热数据处理

对于药物配体(5鄄氟尿嘧啶)与蛋白质(BSA)的
结合过程, 其基本假设为[17], (1)一个蛋白质分子可
有 i 类结合位点, 它们可结合相同的配体, 同类中
的所有位点在热力学意义上是相同的; (2) i类结合
位点相互独立, 即蛋白质分子的每一类受体位点与
药物配体的结合率彼此互不依赖. 基于上述假设和
Langmuir结合理论[18,19]有:

兹i=Ki
0cL/(1+Ki

0cL) (1)

cL,0=cL+cP,0

m

i=1
移Ni兹i (2)

式中 兹i、Ki
0和 Ni分别是第 i类结合位点的结合率、

结合常数和结合位点数(i类结合位点一个蛋白质分
子可能结合的药物小分子数, Ni=n5鄄FU/nBSA), cL,0和cP,0

分别为配体和蛋白质的初始浓度, cL是游离配体的

浓度.将(1)式代入(2)式有

cL,0=cL+cP,0

m

i=1
移 NiKi

0cL
1+Ki

0cL
(3)

ITC实验中第 j次注射所得到的热量(Qj)可表示为
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Qj=cP,0Vcell

m

i=1
移Ni 驻兹i驻Hi

0 (4)

式中 Vcell是微量热计中安瓿(反应器)中被滴定剂的
体积, 驻兹i是从第(j-1)次注射到第 j次注射第 i类结
合位点结合率的增量, 驻Hi

0是第 i类位点的结合焓,
由(3)式可知,在 cL,0和 cP,0已知的情况下, cL是关于

Ni和 Ki
0的函数.所以(4)式含有 Ki

0、驻Hi
0、Ni共 3m个

未知量,根据等温滴定量热数据(Qj),利用MATLAB
7.01软件以 Qj对 cL,0进行非线性最小方差拟合,可
得到 3m个热力学参数. 通过拟合曲线与实验点的
拟合度的回归分析, 当药物配体与 BSA结合时,蛋
白质 BSA分子有两类结合位点(m=2,方差最小,见
图 2). 由此, 可以确定本结合体系两类结合的 K1

0、

K2
0、驻H1

0、驻H2
0、N1和 N2六个热力学参数值. 根据热

力学关系式,
驻G0=-RTlnK0, 驻G0=驻H0-T驻S0 (5)

又可求出该结合过程体系的吉布斯自由能变和熵

变(上述数据处理结果见表 1).
2.2 结合过程及结合体系的热力学性质的改变

本结合体系中药物与蛋白质的结合可设想涉

及以下过程: (1)药物和蛋白质的溶解稀释; (2)蛋白
质与单个药物分子的作用; (3)蛋白质在两类作用
位点与药物配体的稳定结合作用; (4)药物诱导蛋
白质发生的构象变化.在 ITC实验中我们已经设法
扣除了药物与蛋白质的溶解稀释热效应援 又因为形
成稳定两类作用位点时自由药物分子的浓度远低

于量热滴定实验过程中样品池内药物分子的浓度,
所以(1)、(2)过程的热效应可忽略不计. 因此可以认
为微量热法测定的本结合体系的热效应主要是

(3)、(4)过程,即药物配体与蛋白质分子的稳定结合
及其诱导产生的蛋白质分子的构象变化而产生的.
结合体系的焓、熵改变特征是分析结合过程特

征和作用力类型的热力学依据 . 根据 Ross 和
Subramanian的观点[20]和本体系热力学性质的改变

特征(见表 1), 可认为, 第一类结合, 驻H0>0(吸热),
驻S0>0(熵增), T驻S0>驻H0熵增效应较大并决定该过

程的驻G0<0, 故表现为熵驱动过程, 疏水相互作用
是熵驱动的主要推动力;第二类结合, 驻H0<0(放热),
驻S0>0(熵增), |驻H0|>|T驻S0|, 放热和熵增效应均导致
该过程的 驻G0<0, 故表现为以焓驱动为主的焓鄄熵
协同驱动过程, 氢键、静电相互作用是焓鄄熵协同驱
动的主要推动力. 两类结合位点的结合常数(K0值)
相对较大, 说明 5鄄氟尿嘧啶与 BSA 发生了较为稳
定的结合.两类结合位点的 驻G0值均为绝对值较大

的负值,说明两类结合过程在本实验条件下可能且
平稳发生, 形成了较为稳定的“小分子鄄大分子”结
合体援
众所周知, 广泛存在于蛋白质多肽链各基团之

间的氢键相互作用是稳定蛋白质二级结构的主要

作用力,疏水核心几乎全部是由 琢螺旋和 茁折叠片
构成，疏水作用在稳定蛋白质的结构方面具有突出

的地位和作用[21]援本结合体系热力学性质的改变是
结合过程中体系作用物质诸种相互作用效应竞争

综合平衡的结果.蛋白质分子构象是其生物功能的
基础，药物分子可通过调节蛋白质的构象变化发挥

其药理药效作用[22]援根据圆二色谱分析和等温滴定
量热的研究结果(见图 3、表 2和表 1)可以看出, (1)
在两类结合位点不同结合浓度的药物诱导蛋白质

(BSA)各二级结构单元的相对含量均发生了一定程
度的变化. (2)与无药物作用下相比,低结合浓度(n5鄄FU/
nBSA=54)药物对于 琢螺旋和 茁折叠片结构单元含量
的变化的影响较大，由此可认为在第一类结合位点

疏水相互作用较大; 高结合浓度(n5鄄FU/nBSA=77)药物
对 琢螺旋和 茁 折叠片结构单元含量的变化影响较

表 1 298.15 K 5鄄氟尿嘧啶与 BSA相互作用的热力学参数
Table 1 Thermodynamic parameters for the binding

of 5鄄FU to BSA at 298.15 K

图 2 结合反应热(伊)对 5鄄氟尿嘧啶与牛血清白蛋白
(BSA)摩尔比的非线性拟合曲线

Fig.2 Plot of the bingding heat (伊) versus the molar
ratio of 5鄄FU to bovine serum albumin (BSA)

Site N 10-4K0

(L·mol-1)
驻H0

(kJ·mol-1)
驻G0

(kJ·mol-1)
驻S0

(J·mol-1·K-1)
first
binding 54.0依0.3 9.51依0.02 30.0依0.4 -28.4依0.3 196.0依2.6

second
binding 77.0依0.4 9.94依0.03 -20.0依0.4 -28.5依0.2 28.6依0.3

Data are expressed as (mean依S.D.)
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小, 但对以氢键结合而成、大多处于分子表面的 茁鄄
turn的含量增加影响较大，由此可认为第二类结合
位点疏水相互作用效应可能已打折扣，氢键和静电

相互作用(或称盐键)相对较强援药物诱导 BSA构象
变化形成稳定空间结构所产生的构象热力学效应

变化与对应结合体系的热力学效应是相关的, 并归
属于本结合体系的热力学性质的改变之中援

3 结 论
298.15 K下,药物配体 5鄄氟尿嘧啶与牛血清白

蛋白相互作用存在两类结合位点. 第一类结合, 表
现为熵驱动过程,疏水相互作用为熵驱动的主要推
动力; 第二类结合, 表现为焓鄄熵协同驱动过程, 氢
键、静电相互作用为焓鄄熵协同驱动的主要推动力.
BSA与 5鄄FU可形成较为稳定的“小分子鄄大分子”
结合体 . 在本结合体系的溶液环境中 5鄄FU 诱导
BSA分子构象发生了一定程度的变化.
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Data are expressed as (mean依S.D).

n5鄄FU/nBSA 琢鄄helix(%) 茁鄄shet(%) 茁鄄turn(%) Random coil(%)
0 33.8依0.4 32.0依0.2 6.3依0.1 27.9依0.3

first 54 32.5依0.4 32.5依0.2 7.3依0.2 27.6依0.3
second 77 32.8依0.3 31.9依0.3 7.9依0.3 27.4依0.4

表 2 结合过程中 BSA二级结构的变化
Table 2 Conformational changes of BSA in the

binding system at 298.15 K

图 3 不同浓度的 5鄄氟尿嘧啶对 BSA圆二色谱的影响
Fig.3 CD spectra of BSA in the presence of 5鄄FU
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