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摘　要　采用荧光光谱和紫外吸收光谱法研究了硅钨酸（ＳｉＷ）及硅钨钴酸（ＳｉＷＣｏ）与牛血清白蛋白（ＢＳＡ）的相互作
用，发现ＳｉＷ和ＳｉＷＣｏ与ＢＳＡ的荧光猝灭为静态猝灭；其结合常数ＫＬＢ分别为４９４×１０

４、６０６×１０４（２９８Ｋ）与４３３×１０４、

５８６×１０４（３１０Ｋ），结合位点数ｎ均为１，它们与ＢＳＡ相互作用方式为静电引力。采用同步荧光法考察了ＳｉＷ和ＳｉＷＣｏ对
ＢＳＡ构象的影响，发现 ＳｉＷ和 ＳｉＷＣｏ与 ＢＳＡ均发生了相互作用，但都没有改变 ＢＳＡ的构象，通过比较发现 ＳｉＷＣｏ与 ＢＳＡ
作用活性比ＳｉＷ强。
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　　杂多酸化合物是由具有 ｄ０、ｄ１构型的金属阳
离子，以氧阴离子为桥，通过自由组装形成的一类

低聚化合物［１］。研究发现多酸作为药物在抗病毒、

抗肿瘤、抗菌等方面具有一定的优势［２－４］，而血清蛋

白是体内储运内源和外源性化合物的大分子，研究

它与药物小分子的结合是近年来较为活跃的研究领

域［５－６］。目前研究杂多酸与蛋白相互作用的较少，

黄瑾等［７］使用紫外、荧光光谱研究了磷钨酸与血清

蛋白的结合平衡。胡艳军等［８］探讨了稀土杂多酸盐

（ＥｕＨＳｉＭｏ１０Ｗ２Ｏ４０·２５Ｈ２Ｏ）与牛血清白蛋白（ＢＳＡ）
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的相互作用。王彦卿等［９］研究了硅钨杂多酸与

ＢＳＡ的相互作用。梁彦秋等［１０］考察了杂多酸盐

（Ｋ７［ＰＴｉ２Ｗ１０Ｏ４０］·６Ｈ２Ｏ）与 ＢＳＡ在不同温度下的
相互作用。本文研究硅钨酸及硅钨钴杂多酸与

ＢＳＡ相互作用，比较不同温度下硅钨酸及硅钨钴
酸与ＢＳＡ的相互作用，并讨论了其作用机制，这为
进一步研究多酸类药物的作用机制提供理论依据。

!

　材　料

１１　试　剂
牛血清白蛋白（ＢＳＡ，相对分子质量６６４３ｋＤ，

南京瑞创生物技术有限公司），用三羟甲基氨基甲

烷（Ｔｒｉｓ）缓冲溶液（０１ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ＝７４，内含
０１ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ维持离子强度）配成 ２０×１０－５

ｍｏｌ／Ｌ储备液并于冰箱中（温度低于５℃）保存。
硅钨酸｛Ｈ４［ＳｉＷ１２Ｏ４０］，国药集团化学试剂有

限公司｝配成１１５×１０－６ｍｏｌ／Ｌ储备液待用，钴取
代硅钨酸（ＳｉＷＣｏ）为自行合成，配成 １２×１０－６

ｍｏｌ／Ｌ的溶液，除 Ｔｒｉｓ为生化试剂外，其他试剂均
为分析纯，实验用水为二次重蒸水。

１２　仪　器
Ｆ５３０１ＰＣ型荧光分光光度计（日本岛津公

司）；ｐＨ计（赛多利斯有限公司）；恒温水浴（国华
电器有限公司）；ＵＶ２１００紫外分光光度计（日本
岛津公司）。

"

　方　法

精密量取２０×１０－５ｍｏｌ／ＬＢＳＡ３ｍＬ于一系
列５ｍＬ离心管中，用注射器分别加入一定量的
１２×１０－６ｍｏｌ／ＬＳｉＷＣｏ溶液，混匀，静置 ３０ｍｉｎ，
分别测定其荧光光谱。固定激发波长２８０ｎｍ，测
定３００～５００ｎｍ的发射光谱，同时扫描同步荧光
（固定发射与激发的波长差分别为 Δλ＝６０ｎｍ和
Δλ＝１５ｎｍ，其他条件相同）。激发和发射狭缝均
为３ｎｍ，测定温度分别为２９８Ｋ和３１０Ｋ。紫外光
谱的测定温度为２９８Ｋ。ＳｉＷ对 ＢＳＡ的作用采用
相同的方法测定。

#

　结果和讨论

３１　猝灭类型的确定
３１１　ＳｉＷ、ＳｉＷＣｏ对 ＢＳＡ的荧光光谱的影响　
ＢＳＡ中由于存在色氨酸、酪氨酸，而使其具有内源

性荧光。在ＢＳＡ溶液中分别加入不同量的ＳｉＷ与
ＳｉＷＣｏ酸溶液。随着浓度的增加，ＢＳＡ的荧光强度
有规律地降低，结果见图 １。由此可知，ＳｉＷ 和
ＳｉＷＣｏ对ＢＳＡ均有荧光猝灭作用。

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＦｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｅｍｉｓｓｉｏｎｓｐｅｃｔｒａｏｆＳｉＷ（Ａ）ａｎｄＳｉＷＣｏ（Ｂ）ｉｎ
ｔｅｒａｃｔｅｄｗｉｔｈｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍａｌｂｕｍｉｎ（ＢＳＡ）
Ａ：０１２ｔｈｅｖｏｌｕｍｅｏｆＳｉＷ：０，２５，５０，７５，１０，１２５，１５，１７５，２０，
２２５，２５，２７５，３０μＬ；Ｂ：０１０ｔｈｅｖｏｌｕｍｅｏｆＳｉＷＣｏ：０，５，１０，１５，２０，
２５，３０，３５，４０，４５，５０μＬ

３１２　温度对猝灭的影响　假设 ＳｉＷ和 ＳｉＷＣｏ
对ＢＳＡ的猝灭过程是动态猝灭，则作用过程应遵
循ＳｔｅｒｎＶｏｌｍｅｒ方程：

Ｆ０／Ｆ＝１＋ＫＡ［Ｑ］＝１＋Ｋｑτ０［Ｑ］ （１）
式（１）中：Ｆ０和 Ｆ分别表示不存在和存在猝

灭剂时体系的荧光强度；ＫＡ＝１＋Ｋｑτ０，是 Ｓｔｅｒｎ
Ｖｏｌｍｅｒ猝灭常数；Ｋｑ为生物大分子的猝灭速率常
数；τ０为不存在猝灭剂时荧光物质的平均寿命；

τ０一般为１×１０
－８ｓ；［Ｑ］为猝灭剂的浓度。分别

测定了２９８Ｋ和３１０Ｋ时，ＳｉＷ和 ＳｉＷＣｏ与 ＢＳＡ
相互作用的荧光光谱，将（Ｆ０／Ｆ－１）对［Ｑ］作
图，结果见图 ２。由图可知 ＳｉＷ、ＳｉＷＣｏ分别在
３１０Ｋ、２９８Ｋ与 ＢＳＡ相互作用的 ＫＡ ＝７２０×
１０４、９０３×１０４（３１０Ｋ），ＫＡ＝８０３×１０

４、９４３×
１０４（２９８Ｋ），从而可以求得在 ３１０Ｋ、２９８Ｋ时
Ｋｑ＝７２０×１０

１２、９０３×１０１２（３１０Ｋ），Ｋｑ＝８０３×
１０１２、９４３×１０１２（２９８Ｋ）。随着温度的升高，ＢＳＡ
的猝灭曲线斜率降低，同时根据文献［１１］，可以推
断ＳｉＷ和ＳｉＷＣｏ对ＢＳＡ的猝灭均为静态猝灭。
３１３　紫外吸收光谱的变化　在 ｐＨ为７４的条
件下，测定了２０×１０－５ｍｏｌ／ＬＢＳＡ的紫外吸收曲
线及ＳｉＷ、ＳｉＷＣｏ与ＢＳＡ等摩尔混合物与 ＳｉＷ、Ｓｉ
ＷＣｏ的差谱。由图３可知，二者均未完全重合，进
一步证明了ＳｉＷ和ＳｉＷＣｏ对ＢＳＡ的猝灭机制为静
态猝灭。
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—◆—２９８Ｋ；—□—３１０Ｋ
Ｆｉｇｕｒｅ２　（Ｆ０／Ｆ－１）［Ｑ］ｃｕｒｖｅｓｏｆＳｉＷ（Ａ）ａｎｄＳｉＷＣｏ（Ｂ）ｉｎｔｅｒａｃ
ｔｅｄｗｉｔｈＢＳＡ

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＵＶａｂｓｏｒｐｔｉｏｎｓｐｅｃｔｒａｏｆＢＳＡ（ａ）ａｎｄｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｉａｌｓｐｅｃｔｒａ
（ｂ）ＳｉＷ，ＳｉＷＣｏａｎｄＢＳＡ（ｍｏｌａｒｒａｔｉｏ１∶１）ｗｉｔｈＳｉＷ（Ａ）ａｎｄＳｉＷ
Ｃｏ（Ｂ）

３２　ＳｉＷ和ＳｉＷＣｏ与ＢＳＡ结合位点数的计算
假设一个ＢＳＡ分子有ｎ个相互独立的结合位

点可与ＳｉＷ、ＳｉＷＣｏ结合，则根据ｌｇＫＡ＋ｎｌｇ［Ｑ］＝
ｌｇ（Ｆ０／Ｆ－１），其中ｌｇ（Ｆ０／Ｆ－１）对ｌｇ［Ｑ］如图４
所示。分别求得２９８Ｋ和３１０Ｋ时ＢＳＡ对ＳｉＷ的
结合位点数分别为１１７６和１１９２，对 ＳｉＷＣｏ的结
合位点数分别为１１７２和１１７１，从而推测 ＳｉＷ和
ＳｉＷＣｏ与ＢＳＡ均为１∶１结合［１２］。

—◆—２９８Ｋ；—□—３１０Ｋ
Ｆｉｇｕｒｅ４　Ｌｇ（Ｆ０／Ｆ－１）ｌｇ［Ｑ］ｃｕｒｖｅｓｏｆＳｉＷ（Ａ）ａｎｄＳｉＷＣｏ（Ｂ）ｉｎ
ｔｅｒａｃｔｅｄｗｉｔｈＢＳＡ

３３　与ＢＳＡ结合常数的计算
对于物质的量 １∶１结合的静态猝灭，ＳｉＷ和

ＳｉＷＣｏ与ＢＳＡ结合常数可由公式：

Ｆ０／Ｆ＝１＋ＫＡ［Ｑ］ （２）
求得ＬｉｎｅｗｅａｖｅｒＢｕｒｋ方程：
（Ｆ０－Ｆ）

－１＝Ｆ－１０ ＋（ＫＬＢＦ０）
－１［Ｑ］－１ （３）

式中，ＫＬＢ为静态荧光猝灭结合常数，用来描述
静态猝灭过程中生物大分子与荧光剂的结合反应

达到平衡时的量效关系，根据式（２），以（Ｆ０／Ｆ－１）
对［Ｑ］作图（图２），可以求得不同温度下的 ＫＡ，而
根据式（３），以（Ｆ０－Ｆ）

－１对［Ｑ］－１作图（图５）可
以求得不同温度下的ＫＬＢ（表１）。

Ｆｉｇｕｒｅ５　（Ａ）（Ｆ０－Ｆ）－１［Ｑ］－１ｃｕｒｖｅｓｏｆＳｉＷ（Ａ）ａｎｄＳｉＷＣｏ（Ｂ）
ｉｎｔｅｒａｃｔｅｄｗｉｔｈＢＳＡ

Ｔａｂｌｅ１　ＢｉｎｄｉｎｇｃｏｎｓｔａｎｔｓｏｆＳｉＷａｎｄＳｉＷＣｏｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈＢＳＡａｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ

Ｔ／Ｋ
Ｆｏｒｍｕｌａ（１）
ＫＡ ｒ

Ｆｏｒｍｕｌａ（３）
ＫＬＢ ｒ

ＳｉＷ ２９８ ８０３×１０４ ０９９１ ４９４×１０４ ０９９８
３１０ ７２０×１０４ ０９９６ ４３３×１０４ ０９９９

ＳｉＷＣｏ ２９８ ９４３×１０４ ０９７９ ６０６×１０４ ０９９７
３１０ ９０３×１０４ ０９８３ ５８６×１０４ ０９９６

　　从表１的数据可以认为温度对ＳｉＷ、ＳｉＷＣｏ与

ＢＳＡ的结合均有一定的影响，结合常数均随温度
的升高有降低的趋势，进一步证明了 ＳｉＷ、ＳｉＷＣｏ
对ＢＳＡ的猝灭为静态猝灭。
３４　热力学参数的计算及作用类型的确定

根据反应前后的热力学参数焓变 ΔＨ和熵变
ΔＳ的相对大小，可以用来确定 ＳｉＷ、ＳｉＷＣｏ与 ＢＳＡ
之间的相互作用类型：ΔＨ＞０，ΔＳ＞０为疏水作用
力；ΔＨ＜０，ΔＳ＜０为氢键和范德华力；ΔＨ＜０，
ΔＳ＞０为静电引力［１３］。

根据公式

ｌｎ（Ｋ２／Ｋ１）＝ΔＨ／Ｒ（１／Ｔ１－１／Ｔ２） （４）
ΔＧ＝－ＲＴ／ｌｎＫ （５）
ΔＳ＝（ΔＨ－ΔＧ）／Ｔ （６）
用表１中的ＫＡ计算热力学焓变 ΔＨ、熵变 ΔＳ

和自由能变ΔＧ，其结果见表２。
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Ｔａｂｌｅ２　ＴｈｅｒｍｏｄｙｎａｍｉｃｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆＳｉＷａｎｄＳｉＷＣｏｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈ
ＢＳＡａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ

Ｔ／Ｋ
ΔＧ／

（ｋＪ／ｍｏｌ）
ΔＨ／
（ｋＪ／ｍｏｌ）

ΔＳ／
（Ｊ·ｍｏｌ－１·Ｋ－１）

ＳｉＷ ２９８ －２７９６７ －６９８０ ７０４２６
３１０ －２８８１２ －６９７９ ７０４２９

ＳｉＷＣｏ ２９８ －２８３６５ －２７７３ ８５８８０
３１０ －２９３９５ －２７７３ ８５８７８

　　从热力学角度来看，ΔＧ＜０，说明 ＳｉＷ和 ＳｉＷ
Ｃｏ与ＢＳＡ的反应均可以自发进行，ΔＨ＜０，ΔＳ＞０
表明两者与ＢＳＡ的主要作用力为静电引力。
３５　硅钨酸及硅钨钴酸对ＢＳＡ构象的影响

在蛋白质的同步荧光光谱中，Δλ＝１５ｎｍ只
显示酪氨酸残基的光谱特性，而 Δλ＝６０ｎｍ仅表

现出色氨酸残基的光谱特性。由于蛋白质中芳香

氨基酸残基的最大发射波长 λｍａｘ与所处的环境极
性有关，若λｍａｘ发生变化，则说明残基所处微环境
发生变化，由此可判断蛋白质的构象发生了变化。

图６为 ＢＳＡ中酪氨酸和色氨酸的同步荧光光谱
图。从图中可以看出随着ＳｉＷ和ＳｉＷＣｏ加入量的
增加，二者的荧光强度均下降，其中色氨酸的下降

幅度较大，说明ＳｉＷ和 ＳｉＷＣｏ与 ＢＳＡ的结合位点
更接近于色氨酸残基。酪氨酸和色氨酸的最大发

射波长均没有明显变化，说明 ＳｉＷ 及 ＳｉＷＣｏ与
ＢＳＡ虽然发生了相互作用，但是并没有进入蛋白
质肽链疏水部分的空穴，所以蛋白质的构象并没有

发生变化［１０］。

Ｆｉｇｕｒｅ６　ＳｙｎｃｈｒｏｎｏｕｓｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒａｏｆＢＳＡｉｎｔｅｒａｃｔｅｄｗｉｔｈＳｉＷ（Ａ１，Ａ２）ａｎｄＳｉＷＣｏ（Ｂ１，Ｂ２）
Ａ１，Ｂ１：Δλ＝１５ｎｍ；Ａ２，Ｂ２：Δλ＝６０ｎｍ．０６ｔｈｅｖｏｌｕｍｅｏｆＳｉＷ：０，５，１０，１５，２０，２５，３０μＬ；０１０ｔｈｅｖｏｌｕｍｅｏｆＳｉＷＣｏ：０，５，１０，１５，２０，２５，３０，
３５，４０，４５，５０μＬ

３６　ＳｉＷ和ＳｉＷＣｏ与ＢＳＡ相互作用的比较
分别研究了 ＳｉＷ和 ＳｉＷＣｏ与 ＢＳＡ的相互作

用，发现在浓度相近的条件下，ＳｉＷＣｏ与 ＢＳＡ相互
作用的荧光猝灭常数大于ＳｉＷ与ＢＳＡ相互作用的
猝灭常数。在同步荧光光谱（Δλ＝６０ｎｍ）中，ＳｉＷ
Ｃｏ与ＢＳＡ作用的荧光强度下降幅度比 ＳｉＷ更大，
这些表明硅钨钴酸比硅钨酸与ＢＳＡ相互作用的活
性大，这为进一步研究比较其活性提供了理论

基础［１４］。
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·新 信 息·

我国应重视新药研究临床试验

２０１１年３月１日，“重大新药创制”科技重大专项“十二五”计划报告会在京举行。全国人大常委会副委员长、
“重大新药创制”科技重大专项技术总师桑国卫出席会议并作重要报告。

会议指出，我国重大新药创制在“十一五”期间获得了显著的成果。重大新药创制的目标在数量上超额完成，部

分新药质量有所提升，甚至有的新药已经接近国际先进水平。现有４０个品种获得新药证书或提交注册申请，有２３
个药物完成全部临床试验，还有近８００个品种项目处在不同的研发阶段。同时，我国初步建立了药物创新体系，并突
破了一批重要的关键技术，在新药发现、药物合成、药物质量控制等方面均有明显进展。

桑国卫指出，国际创新药物研发领域出现了几个影响比较深远的创新原则，应当引起国内研究者的注意：

·新药创制必须重视成药性评估。

·遵循早期评价早期淘汰原则。

·固定剂量配比的复方型“创新”药物产品成为国际新药研发的一个最新趋势。

·利用计算机进行虚拟筛选成为减少研发成本，加快研发速度的方向之一。

国内临床研究应重视两端：

当前，我国本土医药产业跟国际领先水平有一个很大的不同点，即国内企业在药品上市后的Ⅳ期临床还相对是
一个短板。而一些跨国企业则不断进行上市后的临床研究，通过Ⅳ期临床观察新药在实际应用情况下的效果，进一
步确认了药物的安全性和有效性，而这些数据同时也为其打开市场提供了有利的学术支持。

对此，桑国卫表示：“现在的新药研究往前开始重视０期实验，往后则比较强调Ⅳ期临床试验。”
与已经进行多年的传统三个阶段的临床试验相比，强调前期探索性的０期临床和大规模、广泛性的Ⅳ期临床试

验，无疑对研究单位和临床试验医生都提出更高要求。

（医药经济报，本刊有删改）

５３１


