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尼洛替尼衍生物与牛血清白蛋白的相互作用

李　娜１，崔柳苏２，杨丽娟１，王倩倩１，刘　巍１，孙祥德１

（１．新乡医学院药学院，河南　新乡　４５３００３；２．新乡医学院基础医学院，河南　新乡　４５３００３）

摘要：　目的　探讨尼洛替尼衍生物４甲氧基Ｎ［４（３吗啉基丙氧基）苯基］３［４（吡啶３基）嘧啶２基氨基］
苯甲酰胺（ｌｚ）与牛血清白蛋白（ＢＳＡ）的相互作用。方法　模拟生理条件（ｐＨ＝７．４），２５、３７℃测定荧光光谱和吸收光
谱。利用ＳｔｅｒｎＶｏｌｍｅｒ方程判断荧光猝灭类型；求出结合常数和结合位点数；根据Ｆｒｓｔｅｒ非辐射能量转移理论求出其
作用距离ｒ；根据基本热力学参数ΔＧ、ΔＨ和ΔＳ判断ｌｚ和ＢＳＡ作用力类型；根据同步荧光光谱分析ｌｚ对 ＢＳＡ构象的
影响。结果　ｌｚ对ＢＳＡ的内源荧光有较强的动态猝灭作用，并得出了结合常数（Ｋａ）及结合位点数（ｎ），结合作用主
要靠氢键和范德华力驱动，结合距离ｒ＝３．２０ｎｍ，发生能量转移，引起了ＢＳＡ构象的变化。结论　本研究为进一步改
造设计尼洛替尼，寻找新的药物小分子提供了一定的实验依据。

关键词：　４甲氧基Ｎ［４（３吗啉基丙氧基）苯基］３［４（吡啶３基）嘧啶２基氨基］苯甲酰胺；牛血清白蛋白；
相互作用；荧光光谱；同步荧光光谱；紫外吸收光谱
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　　药物在体内的储藏、运输及治疗作用与药物和
生物体内细胞、蛋白质和核酸之间的作用密切相关。

白蛋白是血浆中最丰富的一种能与许多内源性、外

源性物质结合，并起载体蛋白运输作用的蛋白质。

研究药物与蛋白质的相互作用，了解其作用机制、作

用后蛋白质构型的变化等，有助于从分子水平上了

解药物在体内的传输、分布及药理作用［１３］。尼洛替

尼能选择性地阻断三磷腺苷（ａｄｅｎｏｓｉｎｅｔｒｉｐｈｏｓ
ｐｈａｔｅ，ＡＴＰ）与 ＡＢＬ激酶的结合位点，有效抑制
ＢＣＲＡＢＬ激酶底物中酪氨酸残基的磷酸化，使该酶
失活，阻止一系列的信号传导，从而起到治疗慢性粒

细胞白血病的作用［４５］。４甲氧基Ｎ［４（３吗啉基
丙氧基）苯基］３［４（吡啶３基）嘧啶２基氨基］苯
甲酰胺｛４ｍｅｔｈｏｘｙｌＮ［４（３ｍｏｒｐｈｏｌｉｎｏｐｒｏｐｏｘｙ）ｐｈｅ
ｎｙｌ］３［４（ｐｙｒｉｄｉｎ３ｙｌ） ｐｙｒｉｍｉｄｉｎ２ｙｌａｍｉｎｏ］
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ｂｅｎｚａｍｉｄｅ，ｌｚ｝是以尼洛替尼为先导物设计的针对
ＢＣＲＡＢＬ的酪氨酸激酶的高度选择性的酪氨酸激
酶小分子抑制剂［６］，如果其进入人体后，与蛋白质

发生相互作用，会改变蛋白质的结构与功能。因此，

研究ｌｚ与蛋白的相互作用对于了解 ｌｚ在体内的代
谢和生物效应有着重要意义［７９］。由于牛血清白蛋

白（ｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍａｌｂｕｍｉｎ，ＢＳＡ）与人血清白蛋白
（ｈｕｍａｎｓｅｒｕｍａｌｂｕｍｉｎ，ＨＳＡ）的结构及氨基酸序列
高度相似，分子量相近，而 ＢＳＡ较 ＨＳＡ价廉易得，
因此通过研究ｌｚ与ＢＳＡ的结合，可以作为ｌｚ对ＨＳＡ
结合情况的参考。本研究在生理 ｐＨ７．４下采用荧
光光谱和紫外吸收光谱技术研究了 ｌｚ与 ＢＳＡ的相
互作用，并对其结合机制和结合模式进行了探讨，对

进一步了解ｌｚ在生物体内的分布、代谢具有非常重
要的意义，且对尼洛替尼衍生物的体外筛选具有一

定意义，同时也为新药设计和开发提供了科学依据

和指导。

１　材料与方法

１．１　仪器与试剂　ＦＬ１１０７型荧光分光光度计（美
国 Ａｇｉｌｅｎｔ公司）；微量进样器（德国 ＥｐｐｅｄｏｒｆＲｅ
ｓｅａｒｃｈ）；ＵＶ２５５０型紫外可见分光光度计（日本岛
津公司）。ＰＨＳ３Ｃ精密数显酸度计（上海雷磁仪器
厂）；电子天平（赛多利斯科学仪器有限公司）。

三羟甲基氨基甲烷（Ｔｒｉｓ，上海精细化工试剂有
限公司），ＢＳＡ（美国 Ｓｉｇｍａ公司）用 ｐＨ７．４的 Ｔｒｉｓ
ＨＣｌ缓冲液配成１×１０－５ｍｏｌ·Ｌ－１备用，４℃冰箱避
光保存；ｌｚ参照文献［６］合成（纯度 ＞９９．０％），甲醇
溶解制备成 １ｇ·Ｌ－１溶液备用，使用时用 ＴｒｉｓＨＣｌ
缓冲溶液制备至所需浓度；试验用水为二次蒸馏水；

所用试剂均为分析纯。

１．２　荧光光谱　准确移取１×１０－６ｍｏｌ·Ｌ－１ＢＳＡ
溶液２．０ｍＬ于１ｃｍ石英荧光池中，用微量注射器
逐次加入ｌｚ溶液进行滴定，加样体积由实验点浓度
计算确定，每次加入后混合均匀，静置反应１０ｍｉｎ。
分别在２５、３７℃下，激发波长２７９ｎｍ，激发和发射
光谱狭缝宽度分别为２．５ｎｍ和５．０ｎｍ，在３００～
４５０ｎｍ波长范围内扫描溶液的荧光光谱，绘制 ＢＳＡ
的荧光猝灭图及ｌｚ对蛋白的荧光猝灭光谱。

同步荧光光谱实验中，固定激发和发射波长差

Δλ分别为６０、１５ｎｍ，其他条件参数同荧光光谱测
量，扫描酪氨酸和色氨酸的同步荧光光谱。

１．３　紫外吸收光谱　以ＴｒｉｓＨＣｌ缓冲液为参比，向
浓度为１×１０－６ｍｏｌ·Ｌ－１ＢＳＡ中加入不同量的 ｌｚ

溶液，在 ２８０～４５０ｎｍ波长范围内扫描，测定其
２００～４００ｎｍ的紫外光谱。
１．４　ｌｚ与ＢＳＡ荧光猝灭机制检测　动态猝灭与扩
散有关，静态猝灭与配合物的稳定度有关。温度升

高，溶液的黏度下降，分子运动速度加快，扩散系数增

大，动态双分子猝灭常数增大。而温度降低配合物的

稳定度升高，静态双分子猝灭常数增大。根据Ｓｔｅｒｎ
Ｖｏｌｍｅｒ方程作图，见式（１）。如果高温的斜率大于低
温的斜率，则为动态猝灭；反之，则为静态猝灭。

Ｆ０
Ｆ＝１＋Ｋｑτ０［Ｑ］＝１＋Ｋｓｖ［Ｑ］　　　（１）

式（１）中Ｆ０和Ｆ分别为加入ｌｚ前后ＢＳＡ的荧光
强度，Ｋｑ为双分子猝灭速率常数（Ｌ·ｍｏｌ

－１·ｓ－１），τ０
为猝灭剂ｌｚ不存在时ＢＳＡ的荧光寿命，约为１０－８ｓ，
［Ｑ］为 ｌｚ的浓度（ｍｏｌ·Ｌ－１），Ｋｓｖ为动态猝灭常数
（Ｌ·ｍｏｌ－１）。以Ｆ０／Ｆ对［Ｑ］作 ＳｔｅｒｎＶｏｌｍｅｒ曲线，
进行线性分析，然后根据Ｋｓｖ＝Ｋｑτ０，可求得Ｋｑ。
１．５　结合常数与结合位点数的求取　小分子猝灭
剂与蛋白质生物大分子发生作用时，体系中小分子

猝灭剂的结合状态处于一种平衡关系，这种平衡关

系可由荧光分子与猝灭剂分子之间的结合常数表达

式描述，见式（２）。

ｌｇ
Ｆ０－Ｆ( )Ｆ

＝ｌｇＫ＋ｎｌｇ［Ｑ］　　　（２）

式中Ｋ和 ｎ分别为结合常数和结合位点数，Ｆ０
和Ｆ分别表示加入 ｌｚ前后体系的荧光强度，以 ｌｇ
（Ｆ０－Ｆ）／Ｆ对ｌｇ［Ｑ］作图得直线，由该直线的斜率
和截距即可确定结合位点数ｎ和结合常数Ｋ。
１．６　ｌｚ与ＢＳＡ的主要作用力类型测定　氢键、疏
水作用力、范德华力、静电引力等是构成有机小分子

与生物大分子的主要结合力，从热力学角度看，药物

与蛋白质相互作用过程中的焓变 ΔＨ、熵变 ΔＳ是判
断作用类型主要依据。

根据以下热力学参数方程（３）（４）（５）可求得
ΔＨ、ΔＧ、ΔＳ。

Ｌｎ
Ｋ２
Ｋ( )
１
＝ΔＨＲ

１
Ｔ１
－１Ｔ( )

２
　　（３）

ΔＧ＝ΔＨ－ＴΔＳ （４）
ΔＧ＝－ＲＴＬｎＫ （５）

式中，Ｒ为气体常数，Ｔ为绝对温度，Ｋ为结合常数。
１．７　ｌｚ与 ＢＳＡ能量转移的测定　由于 ＢＳＡ的内
源荧光主要由色氨酸产生，对于ｌｚ与ＢＳＡ结合形成
的配合物，常用Ｆｒｓｔｅｒ的偶极偶极非辐射能量转移
理论求出和蛋白质作用的药物的结合位置与色氨酸

残基的距离，来判断ｌｚ与ＢＳＡ的能量转移情况。由
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Ｆｒｓｔｅｒ理论可知能量转移效率（Ｅ）与供能体（ＢＳＡ）
和受能体（ｌｚ）之间的结合距离（ｒ）和能量转移效率
为５０％的临界能量转移距离（Ｒ０）的关系式：

Ｅ＝ １

１＋ ｒ
Ｒ( )
０

６＝１－
Ｆ
Ｆ０
　　　　　　（６）

Ｒ６０＝８．８×１０
２５Ｋ２ｎ－４ΦＤＪ （７）

Ｊ＝∑Ｆ（λ）ε（λ）λ
４Δλ

∑Ｆ（λ）Δλ
（８）

式（７）中Ｋ２为偶极空间取向因子（Ｋ２＝２／３）；
Φ为色氨酸的荧光量子产率（Φ＝０．１１８）；ｎ为介
质折射指数取水和有机物的平均值（ｎ＝１．３３６），Ｊ
为ＢＳＡ的荧光发射光谱与 ｌｚ的吸收光谱间的重叠
积分。式（８）中，Ｆ（λ）为 ＢＳＡ波长 λ处的荧光强
度，ε（λ）为ｌｚ在波长λ处的摩尔吸收系数，Δλ为计
算重叠积分时分割的波长跨度。根据公式（７）可求
出ｒ，即药物和蛋白结合的位点与色氨酸残基之间
的距离。

１．８　ｌｚ对ＢＳＡ构象影响的检测　由Δλ＝１５ｎｍ和
Δλ＝６０ｎｍ所作出的同步荧光光谱分别表示蛋白质
酪氨酸残基和色氨酸残基的荧光特性。因残基的最

大发射波长与其所处环境的极性有关，故由 λｍａｘ的
变化可判断蛋白质构象的变化。固定 ＢＳＡ浓度，逐
渐增加药物的浓度，绘制 ＢＳＡ的同步荧光光谱，若
其所处环境的亲水性逐渐增加，则最大发射波长会

发生红移，反之，则发生蓝移。

２　结果

２．１　ＢＳＡ的荧光猝灭光谱　结果见图１。在ｐＨ＝
７．４的生理条件下，λｅｘ＝２７９ｎｍ，固定 ＢＳＡ的浓度，
滴加ｌｚ，随着ｌｚ浓度的增大，体系中的 ＢＳＡ荧光发
射强度均被有规律地明显减弱，出现典型的荧光猝

灭现象，且其最大发射波长从 ３４７ｎｍ减小到
３３５ｎｍ，发生了１２ｎｍ的蓝移，说明二者发生了相互
作用，ｌｚ的加入使得ＢＳＡ分子中的色氨酸残基的微
环境发生了改变，２个吲哚环中至少有１个其介质
环境发生了变化，荧光生色团所处介质的疏水性

增加。

２．２　ｌｚ与ＢＳＡ荧光猝灭机制　结果见图２和表１。
结果均显示猝灭曲线有良好的线性关系，并且动态

猝灭常数 Ｋｓｖ随温度升高而增大，可以初步判断 ｌｚ
对ＢＳＡ的荧光猝灭类型为分子间碰撞而引起的动
态猝灭。为验证ｌｚ对ＢＳＡ荧光的猝灭机制，测定了
１．０×１０６ｍｏｌ·Ｌ－１的ＢＳＡ溶液（以ＴｒｉｓＨＣｌ缓冲液

为参比）和 ｌｚ与 ＢＳＡ等摩尔混合物的吸收光谱图
（以ｌｚ溶液作参比），二者几乎完全重合，表明 ｌｚ的
加入并未引起 ＢＳＡ的紫外吸收光谱改变。进一步
证实ｌｚ对ＢＳＡ荧光猝灭机制是其与 ＢＳＡ激发态分
子之间未生成基态复合物，或生成的为瞬时复合物，

是动态猝灭过程。

ＣＢＳＡ＝１×１０－６ｍｏｌ·Ｌ－１；Ｃｌｚ（１０－６ｍｏｌ·Ｌ－１）（Ａ～Ｌ）００，０．５，

１０，１．５，２．０，２．５，３．０，３．５，４．０，４．５，５．０，５．５；ｐＨ＝７．４。

图１　ｌｚ的荧光猝灭光谱
Ｆｉｇ．１　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｅｍｉｓｓｉｏｎｓｐｅｃｔｒａｏｆｌｚ（Ｔ＝２９８Ｋ）

图２　不同温度下ｌｚ与ＢＳＡ荧光猝灭的ＳｔｅｒｎＶｏｌｍｅｒ曲线

Ｆｉｇ．２　ＳｔｅｒｎＶｏｌｍｅｒｃｕｒｖｅｓｏｆＢＳＡｑｕｅｎｃｈｅｄｂｙｌｚｕｎｄｅｒ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

表１　ｌｚ与ＢＳＡ的猝灭常数

Ｔａｂ．１　ＱｕｅｃｈｉｎｇｃｏｎｔａｎｔｓｂｅｔｗｅｅｎｌｚａｎｄＢＳＡ

化合物 Ｔ／Ｋ ＫＳＶ／（ｍｏｌ·Ｌ－１）Ｋｑ／（ｍｏｌ·Ｌ－１·Ｓ－１） 相关系数

ｌｚ ２９８
３１０

１．６０×１０５

２．１４×１０５
１．６０×１０１３

２．１４×１０１３
０．９９２
０．９９１

２．３　结合常数与结合位点数　结果见表２。可以
看出结合位点数约为１，说明１分子 ＢＳＡ结合１分
子的ｌｚ；常温下结合常数比较大，说明 ｌｚ与 ＢＳＡ结
合力较强，温度对结合常数有一定的影响，温度升

高，加剧了ＢＳＡ分子和 ｌｚ的有效碰撞，增大了扩散
系数，复合物的稳定性下降。

２．４　ｌｚ与 ＢＳＡ的主要作用力类型　结果见表２。
ｌｚ与ＢＳＡ的结合是一个自发过程，ΔＧ＜０；药物与
ＢＳＡ结合的ΔＨ＜０，ΔＳ＜０，可以认为药物与ＢＳＡ分
子间主要表现为氢键和范德华力。此外，ΔＨ＜０表
示ｌｚ和ＢＳＡ的相互作用为一放热过程，即温度升高
会不利于二者的相互作用。
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表２　结合常数和热力学参数
Ｔａｂ．２　Ｂｉｎｄｉｎｇｃｏｎｓｔａｎｔｓａｎｄｔｈｅｒｍｏｄｙｎａｍｉｃｐａｒａｍｅｔｅｒｓ

化合物 Ｔ／Ｋ
Ｋ／

（Ｌ·ｍｏｌ－１）
ｎ △Ｇ／

（ｋＪ·ｍｏｌ－１）
△Ｈ／

（ｋＪ·ｍｏｌ－１）
△Ｓ／

（Ｊ·ｍｏｌ－１·Ｋ－１）

ｌｚ ２９８
３１０

４．１４×１０４

２．９４×１０４
０．８９２
０．８４１

－２６．３
－２６．５ －２２．１ －１４．１

２．５　ｌｚ与 ＢＳＡ的能量转移　结果见表３和图３。
由于ＢＳＡ能够发射荧光，图３所示ＢＳＡ与ｌｚ的吸收
光谱有足够的重叠，以及表３结合距离ｒ＝３．２０ｎｍ＜
７ｎｍ，可知 ｌｚ与 ＢＳＡ能够发生非辐射能量转移，这
说明ｌｚ分子与ＢＳＡ中的色氨酸结合，通过非辐射能
量转移与动态猝灭的共同作用对 ＢＳＡ的内源荧光
进行猝灭。

表３　依据Ｆｓｔｅｒ非辐射能量转移理论计算ｌｚ与ＢＳＡ的结
合距离

Ｔａｂ．３　ＢｉｎｄｉｎｇｄｉｓｔａｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎＢＳＡａｎｄｌｚｗａｓｃａｌｃｕｌａｔ
ｅｄｂｙｔｈｅＦｒｓｔｅｒｔｈｅｏｒｙｏｆｎｏｎｒａｄｉａｔｉｏｎｅｎｅｒｇｙ

蛋白 Ｊ／（ｃｍ３·Ｌ·ｍｏｌ－１） Ｅ Ｒ０／ｎｍ ｒ／ｎｍ

ＢＳＡ ８．８４×１０－１５ ０．１７５３ ２．４７ ３．２０

２．６　ｌｚ对ＢＳＡ构象的影响　结果见图４。ｌｚ存在
时ＢＳＡ的色氨酸残基的最大发射峰略有蓝移，表明ｌｚ
使ＢＳＡ的色氨酸残基所处环境的疏水性增加，ＢＳＡ
的构象发生了变化。从荧光猝灭的程度看，Δλ＝６０
ｎｍ的同步荧光降幅很大，而Δλ＝１５ｎｍ的基本不变，
说明ｌｚ和ＢＳＡ的色氨酸残基的相互作用较强。

图３　ｌｚ的吸收光谱与ＢＳＡ的荧光光谱的重叠光谱
Ｆｉｇ．３　Ｓｐｅｃｔｒａｌｏｖｅｒｌａｐｏｆｌｚａｂｓｏｒｐｔｉｏｎｓｐｅｃｔｒｕｍ ｗｉｔｈ
ＢＳＡｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒｕｍ

ｐＨ＝７．４０，Ｔ＝２９８Ｋ，ＣＢＳＡ＝１×１０－６ｍｏｌ·Ｌ－１；Ｃｌｚ（１０－６ｍｏｌ·Ｌ－１），（Ａ～Ｋ）０．０，０．５，１．０，１．５，２．０，２．５，３．０，３．５，４．０，４．５，５．０，５５，６０，６５。

图４　ｌｚ的同步荧光光谱
Ｆｉｇ．４　Ｓｙｎｃｈｒｏｎｏｕｓｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒａｏｆｌｚ

３　讨论

由于蛋白质中存在芳香族氨基酸———色氨酸、

酪氨酸及苯丙氨酸等的残基，而使蛋白质发射较强

的内源荧光［１０］。药物与蛋白质发生相互作用，可以

使荧光发生猝灭，改变蛋白固有功能，进而影响药物

在体内的分布与代谢。本研究结果表明，ｌｚ与 ＢＳＡ
间存在相互作用，ｌｚ能猝灭 ＢＳＡ的内源性荧光，且
荧光猝灭过程是由于分子间碰撞而引起的动态猝

灭，热力学参数 ΔＨ＜０，ΔＳ＜０表明氢键和范德华
力［１１］是驱动ｌｚ与 ＢＳＡ作用的主要作用力，能量转
移原理计算出ｒ＜７ｎｍ说明 ｌｚ与 ＢＳＡ间可以发生
能量转移，且高浓度的ｌｚ能引起ＢＳＡ构象的明显变
化。这为进一步改造设计尼洛替尼，寻找新的治疗

ＣＭＬ的药物小分子提供了一定的实验依据。
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养、细胞融合、流式细胞分析、核酸与蛋白的分离和

提取等。Ｎａｋａｚａｍａ等［１１］曾用红细胞裂解液裂解脾

组织中的红细胞，然后进行脾细胞与骨髓瘤细胞的

融合。Ｓｈｅｋｈａｒ等［９］用红细胞裂解液裂解脾组织中

的红细胞后，从脾组织中分离纯化 Ｔ细胞。因此，
本实验在提取脾组织中蛋白前，先用红细胞裂解液

对脾组织中的红细胞进行裂解是比较合理的。在本

实验中发现，单用红细胞裂解液预处理脾组织后，可

观测到较清楚的ＳＰ蛋白条带，但其条带显色较浅，
且含非特异性条带，未达到满意的实验效果。

Ｈａｎｋ′ｓ液是常见的平衡盐溶液之一，常用于配
制培养基或洗涤细胞等［１２］。用 Ｈａｎｋ′ｓ液洗涤可以
有效去除裂解后的残余成分，进一步降低红细胞的影

响，从而提高所提取总蛋白的纯度。本实验中，脾组

织先用红细胞裂解液裂解，再用Ｈａｎｋ′ｓ液进行洗涤
处理后提取总蛋白，蛋白印迹技术结果显示，ＳＰ蛋白
条带表达明显，无非特异性条带，结果较为理想。

有些研究者在对脾组织中的蛋白进行蛋白印迹

技术检测时，并未对脾组织进行特殊处理，如郭勇

等［１３］研究ＭＦＧＥ８蛋白在梗阻性黄疸小鼠脾脏中的
表达水平时，柯琴梅等［１４］在研究溃疡性结肠炎大鼠

脾脏组织中的１３ａｒｒｅｓｔｉｎ１表达时，也能得到预期的
结果。但是，用蛋白印迹技术检测ＳＰ蛋白在脾组织
中的表达必须经过处理才能实现，这种实验方法的非

一致性可能与不同目的蛋白在脾组织中的表达量不

同有关。总之，本实验对用蛋白印迹技术检测脾组织

ＳＰ蛋白的方法进行了改良，虽然其总蛋白提取方法
也较为繁琐，但对于特殊组织中用蛋白印迹技术难以

检测到的蛋白表达不失为一种参照和借鉴。
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