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表没食子儿茶素没食子酸酯对柔红霉素与人血清白蛋白

相互作用影响的光谱学及细胞毒性研究
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茶多酚与抗肿瘤药物联用具有增效.减毒以及逆转耐药性的作用%可作为生化调节剂应用于临床&

通过荧光光谱.紫外
O

可见吸收光谱.圆二色光谱和动态光散射研究了柔红霉素 "

=>\

$与人血清白蛋白

"

Q7E

$在模拟生理条件下的相互作用以及表没食子儿茶素没食子酸酯 "

[DBD

$对
=>\

与
Q7E

结合过程

的影响&通过
688

法测定了
=>\

单一药物.

[DBD3=>\

组合药物及其与
Q7E

的复合物对人宫颈癌
Q?O

#9

细胞系的细胞毒性&荧光猝灭结果与紫外
O

可见吸收差谱表明
=>\

与
Q7E

之间形成静态复合物&由荧光

数据拟合得到猝灭常数.结合常数.结合位点数.焓变和熵变&正的焓变和熵变表明
=>\

与
Q7E

的结合过

程主要为熵驱动%且疏水作用为结合过程的主要驱动力&位点标记竞争实验结合同步荧光光谱表明%

=>\

主要结合在
Q7E

的
IIE

结构域%并且更接近色氨酸残基&在
Q7E3[DBD3=>\

三元体系中%建立了三元

体系的荧光数据处理模型%并用
69:R9Y

拟合得到
[DBD

存在下
=>\

与
Q7E

相互作用的结合位点数与结合

常数均明显减小%表明
[DBD

的存在降低了
=>\

与
Q7E

的亲和力&此外%在
[DBD

存在下%

=>\

与
Q7E

作用的结合常数随着温度升高而增加%表明结合过程的主要作用力仍为疏水作用&圆二色光谱和动态光散

射研究表明药物与蛋白结合会影响蛋白的构象和粒径%导致
Q7E

的
*

O

螺旋含量减小且粒径增加&

[DBD

存

在的"

Q7E3[DBD

$

3=>\

三元体系中的
*

O

螺旋含量大于相应的
Q7E3=>\

二元体系中的
*

O

螺旋含量%

而三元体系的水合粒径相对于二元体系的有所减小&这均表明
[DBD

与
=>\

存在竞争结合%

[DBD

的存在

使
=>\

与
Q7E

的结合减弱%与三元体系的荧光实验结果一致&此外%讨论了
[DBD

对
=>\

和
Q7E3

=>\

复合物的细胞毒性的影响%结果表明
=>\

与
[DBD

具有协同作用且
Q7E

可以增强
=>\

的细胞毒

性&所得结果可为
[DBD

与
=>\

在临床中的联合应用提供有益信息&研究表明光谱方法可为联合药物与蛋

白的相互作用研究提供有力支撑&
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$*为第一个临床应

用的抗肿瘤抗生素)

'

*

&但其在临床化疗中的不良反应%尤其

是心脏毒性%使其应用受到了限制)

,

*

&微生物药物学和肿瘤

药理学家甄永苏院士指出'茶多酚与抗肿瘤药物联用具有增

效.减毒以及逆转耐药性的作用%可作为生化调节剂应用于

临床)
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&儿茶素类化合物为茶多酚的主要成分%其中表没食

子儿茶素没食子酸酯)
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$*含量最高"约占儿茶素的
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$且具有最大活性)
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人血清白蛋白"

Q7E

$是血浆中含量最丰富的蛋白质%因

其独特的分子结构及良好的生物相容性而成为药物传输领域

的研究热点&晶体结构表明
Q7E

由
.1.

个氨基酸组成%包

括三个结构相似的域"

.

+
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$&药物与蛋白的结合直接影响

药物的吸收.分布和代谢方式%进而影响药效的发挥&

[DBD

和
=>\

单一药物与人血清白蛋白之间的相互作用已

有报导)

/O.

*

&但遗憾的是
[DBD

对
=>\

与人血清白蛋白的相



互作用及细胞毒性的影响尚未见文献报导&本工作利用荧光

光谱法.紫外
O

可见吸收光谱法.圆二色谱法.动态光散射研

究了
[DBD

存在下
=>\

与人血清白蛋白的相互作用%测定

了其结合常数.结合位点数.焓变.熵变等热力学参数%并

从微观结构出发加以讨论&同时考察了单一药物.联合药物

及药物与蛋白复合物对人宫颈癌
Q?#9

细胞的细胞毒性作

用&所得结果将为
[DBD

与
=>\

的联合用药提供理论基础&
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试剂和细胞

人血清白蛋白"
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%纯度
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%分子量为
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$%盐酸柔红霉素"
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%纯度
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$%血晶素"纯度
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%纯度
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$购自上海源叶

生物科技有限公司(华法林"纯度
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$和布洛芬"纯度
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$购自北京百灵威科技有限公司(
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688

$购自美国
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培养基购自美国
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公司(人宫颈癌
Q?O

#9

细胞株购自武汉普赛诺生命科技有限公司&实验所用其

他试剂均为分析纯且使用前无需再次纯化&实验中使用

6ARRAOb

水净化系统中获得的去离子水制备溶液&实验所用

缓冲溶液为在不同温度下配制的
S

Q+)/

的
8@A<OQBR

缓冲溶

液"
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$&人血清白蛋白的储备液在
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下储存

过夜&
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仪器

荧光分光光度计"

ZO/2**

型%日立%日本$(紫外分光光

度计"
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%北京%中国$(动态光散射仪"
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M7

%马尔文%英国$(圆二色光谱仪"
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%
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荧光光谱

')-)'
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二元体系荧光光谱

在
=>\3Q7E

二元体系中%

Q7E

的浓度为
/h'*
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的浓度为"
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&激发波长

为
,0.4$

%激发与发射狭缝宽度均为
.)*4$

%测量温度为

,01),

%

-*,),

%

-*2),

和
-'*),_

%配制好的样品恒温
-*$A4

后测定
-*.

!

/,*4$

范围的荧光光谱&固定激发和发射的波

长差分别为
2*

和
'.4$

%其他与上述条件相同%扫描
=>\

存在下
Q7E

的同步荧光光谱&

')-),

!

位点标记

为了确定
=>\

在蛋白上的结合位置%用血晶素.华法

林和布洛芬为标记探针%分别标记
Q7E

的
.
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%

(

E

和
/

E

结构域)

2

*

&首先制备标记物与
Q7E

的混合溶液%其中标记

物与
Q7E

的浓度均为
/h'*

&2
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#

#
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%平衡
-*$A4

后向

上述溶液中加入不同量的
=>\

溶液%

=>\

的浓度与二元体

系荧光光谱实验中相同%利用
')-)'

中的实验参数记录
=>\

3

"标记物
3Q7E

$的荧光数据&

')-)-
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三元体系荧光光谱

[DBD

存在下的
=>\3

"

[DBD3Q7E

$三元体系中%

[DBD

与
Q7E

的摩尔比为
'f'

%其他条件均与二元体系荧

光光谱实验一致&
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紫外吸收光谱
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的浓度为
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的
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缓冲溶液为

参比%测定
=>\

存在下
Q7E

在
,/.

!

-*.4$

波长范围内的

紫外吸收光谱&

!;<

!

圆二色光谱

所测溶液为
Q7E

"

,h'*

&2

$;R

#

#

&'

$.

Q7E3=>\

"

Q7Ef=>\e'f.

或
'f'.

$.

Q7E3[DBD

"

Q7Ef

[DBDe'f,

$与"

Q7E3[DBD

$

3=>\

"

Q7Ef[DBDf

=>\e'f,f'.

$&扫描波长为
,**

!

,.*4$

%扫描速率为

,**4$

#

$A4

&'

%分辨率为
*)'4$

%响应时间为
'<

%累积次

数
-

次&

!;P

!

动态光散射

Q7E

的浓度保持为
').h'*

&.

$;R

#

#

&'

&

Q7E3=>\

二元体系中%

Q7E

与
=>\

的摩尔比为
'f.

或
'f'.

&

"

Q7E3[DBD

$

3=>\

三元体系中%

Q7Ef[DBDf=>\

为
'f,f'.

&测量粒径前所有溶液皆通过
*),,

$

$

的水系过

滤头"

6ARRA

S

;@?

公司%美国$进行过滤%测量温度为
,.k

&

!;Q

!

体外细胞毒性

所用
Q?#9

细胞株利用
=6[6

培养基 "含
'*(

胎牛血

清和
'**5

#

$#

&'的青霉素.链霉素$%于
-+k

%

.( BU

,

细胞培养箱中培养%每
,

天更换一次培养液%用胰酶消化并

传代%留取对数期细胞用于
688

实验%以测定
=>\

%

Q7E

3=>\

%

[DBD3=>\

以及
Q7E3[DBD3=>\

复合物对

Q?#9

细胞的体外细胞毒性&将
Q?#9

细胞以
-h'*

- 个#

孔&'的密度接种在
02

孔板上%

*)'$#

含有血清的培养基中

培养
,/N

%然后用
*)'$#

含有药物或药物复合物且不含有

血清的培养基替换原先培养基%其中
Q7Ef=>\e'f'

%

Q7Ef[DBDf=>\e'f'f'

%继续培养
/1N

%加入
,*

$

#

688

"
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配制浓度为
.$

%

#

$#

&'

$%培养
/N

后除去孔中

溶液%每孔加入
'.*$#=67U

使用酶标仪在
.+*4$

波长下

测定吸光度&

,

!

结果与讨论

3;!

!

荧光光谱法

,)')'

!

=>\

对
Q7E

猝灭机制的研究

如图
,

所示%在激发波长为
,0.4$

时%

Q7E

在
--14$
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处产生内源荧光&随着
=>\

浓度的增大%

Q7E

的荧光强度

出现有规律的降低%峰形和峰位保持不变%表明
=>\

对

Q7E

存在荧光猝灭现象%二者存在相互作用&

荧光猝灭机制分为动态猝灭和静态猝灭%可以通过猝灭

常数与温度的关系来进行判断&荧光猝灭常数可利用
7:?@4O
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方程求得)

+
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O
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(
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,

*

)

O

* "

'

$

式"

'

$中%

C

*

和
C

分别为加入猝灭剂前后
Q7E

的荧光强度%

-

7"

为猝灭常数%

(

^

为猝灭速率常数%

,

*

为
Q7E

的荧光寿

命%约为
'*

&1

<

)

1

*

%)

O

*为猝灭剂的浓度&

图
3

!

5

VQ;N

%

3YZ;3H

下
Fb'

对
V@G

的

荧光猝灭光谱#

Fb'XV@G\!

"
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$
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5

&(-+#)/V@G67-0&
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+&.&7(&)/

Fb'
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"
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%

5

VQ;N

!!

不同温度下的
C

*

!

C

对
=>\

浓度作图均呈良好线性关

系%所得猝灭速率常数列于表
'

中&由表
'

可见%猝灭速率

常数
(

^

数量级均为
'*

',

%远远大于各类猝灭剂对生物大分子

的最大动态猝灭速率常数
,)*h'*

'*

#

#

$;R

&'

#

<

&'

%并且可

以看出在
,01),

%

-*,),

%

-*2),

和
-'*),_

下%随着温度的

升高
Q7E

的猝灭常数减小%由此可以推测出
=>\

与
Q7E

形成复合物%此过程为静态猝灭过程&

紫外吸收光谱法用于
=>\

与
Q7E

结合机制的验证&不

同浓度
=>\

对
Q7E

紫外吸收光谱的影响如图
-

所示%随着

=>\

浓度的增加%

Q7E

吸光度增大%表明
=>\

与
Q7E

之

间形成复合物&另外对于静态猝灭来说%蛋白的吸收强度由

于生成复合物而改变%动态猝灭则不会变化&图
-

中插图所

示为紫外差谱图%图中"

Q7E3=>\

$

&=>\

吸收谱线与

Q7E

的吸收谱线存在差异%该结果进一步表明
=>\

与

Q7E

相互作用为静态猝灭过程)

0

*

&

图
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时
Fb'

存在下
V@G

的紫外吸收光谱图%插图

为差谱图%
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不同温度下
Fb'

与
V@G

相互作用的猝灭速率常数.结合常数.结合位点数和吉布斯自由能变

"#$%&!

!

S

C&7(067

:

+#-&()7.-#7-.

%

$67267

:

()7.-#7-.

%

-0&7C1$&+)/$67267

:

.6-&.#72 6̂$$./+&&&7&+

:,

(0#7

:

&./)+-0&67-&+#(-6)7

)/Fb'86-0V@G#-26//&+&7--&1

5

&+#-C+&.

6

!

_

(

^

!

"

h'*

',

#

#

$;R

&'

#

<

&'

$

-

9

!

"

h'*

/

#

#

$;R

&'

$

1

,

N

*

!

"

dJ

#

$;R

&'

$

,01), ')+2j*)*, ,)2*j*)*2 ')*/j*)*, &,.)'0j*)*2

-*,), ')+,j*)*' -),'j*)-- ')*2j*)*' &,2)*.j*),2

-*2), ')2/j*)*, -)0+j*)-* ')*+j*)*' &,2)0/j*)'0

-'*), ')2'j*)*' /)0-j*).* ')'*j*)*' &,+)1.j*),2

,)'),

!

=>\

与
Q7E

结合的热力学参数

对于静态猝灭%相互作用过程中的结合常数"

-

9

$和结合

位点数"

1

$可以通过下列方程得到)

'*

*

R;

%

)"

C

*

&

C

$!

C

*

'

R;

%

-

9

B

1R;

%

")

O

*

*

&

1

"

C

*

&

C

$)

P

*

*

!

C

*

$

"

,

$

其中)

O

*

*

和)

P

*

*

分别为药物与蛋白的总浓度&如本课题组

前期工作)

1

*中所述%在
6AG@;<;H:[]G?R

中赋予
1

的初值为
'

%

R;

%

)"

C

*

&C

$!

C

*对
R;

%

")

O

*

*

&1

"

C

*

&C

$)

P

*

*

!

C

*

$作图并线

性拟合得到一个
1

值%多次拟合直到
1

值为定值不再变化&

由
R;

%

)"

C

*

&C

$!

C

*对
R;

%

")

O

*

*

&1

"

C

*

&C

$)

P

*

*

!

C

*

$的最终

线性作图"图
/

$%所得结合常数
-

9

与结合位点数
1

列于表
'

中&由表
'

数据可见%所测温度下的结合位点数
1

均约为
'

%

表明利用荧光方法所得
=>\

在
Q7E

上有一个结合位点&四

个温度下结合常数数量级均为
'*

/

%且随着温度升高而增加%

表明
=>\

与
Q7E

的结合为中等强度的结合%高温有利于

=>\

的结合&

!!

当温度变化不太大时%焓变可看作一个常数%则焓变和

熵变可由
,01),

%

-*,),

%

-*2),

和
-'*),_

四个温度下
=>\

与
Q7E

相互作用的结合常数利用
"94

0

:Q;HH

方程式"

-

$求

得)

''

*

R4-

9

'&,

Q

;

!

H6

B,

G

;

!

H

"

-

$

吉布斯自由能变
,

N

;由式"

/

$求得)

''

*

-,1'
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,

N

;

',

Q

;

&

6

,

G

;

'&

H6R4-

9

"

/

$

R4-

9

对
'

!

6

作图得
=>\

与
Q7E

相互作用的焓变和熵变分

别为
/*)0,j*).,dJ

#

$;R

&'和
,,')1-j')+*J

#

$;R

&'

#

_

&'

%表明结合过程主要为熵驱动%且疏水作用为结合过程

的主要驱动力)

',

*

&

图
N

!

不同温度下%

Fb'gV@G

作用的

@-&+79?)%1&+

曲线

B6

:

;N

!

A)26/6&2@-&+79?)%1&+

5

%)-./)+Fb'gV@G

67-&+#(-6)7#-26//&+&7--&1

5

&+#-C+&.

,)')-

!

=>\

在
Q7E

上的结合位点

为了确定
=>\

在
Q7E

上的结合位置%在
,01),_

下分

别用血晶素.华法林和布洛芬作为位点
.

!

%

(

E

和
/

E

的

特异性探针进行了竞争标记实验&标记物存在下%

=>\

与

Q7E

相互作用的结合常数与结合位点数列于表
,

&与不存在

标记物相比%存在华法林时
=>\

与
Q7E

的结合明显减弱(

布洛芬和血晶素存在下%结合常数略有减小%表明
=>\

与

华法林存在竞争作用%即主要结合在
Q7E

的位点
(

E

上&

表
3

!

3YZ;3H

%标记物存在下
Fb'

与
V@G

的

结合常数#

1

#

$与结合位点数#

2

$

"#$%&3

!

R67267

:

()7.-#7-.

"

1

#

$

#72-0&7C1$&+)/$67267

:

.6-&.

"

2

$

/)+-0&$67267

:

)/Fb'-)V@G67-0&

5

+&.9

&7(&)/.6-&1#+_&+.#-3YZ;3H

-

9

!"

h'*

/

#

#

$;R

&'

$

1

"

Q7E3

华法林$

3=>\ *)02j*)*, *)1+j*)*'

"

Q7E3

布洛芬$

3=>\ ,)/2j*)'' ')*-j*)*'

"

Q7E3

血晶素$

3=>\ ,)*2j*)*' *)01j*)*'

,)')/

!

=>\

存在下
Q7E

的同步荧光光谱

当
,!

为
'.

和
2*4$

时%同步荧光分别为酪氨酸和色氨

酸残基的荧光特性&图
.

所示为
=>\

与
Q7E

结合的同步荧

光光谱图&当
,!

e'.4$

和
,!

e2*4$

时%同步荧光的最大

发射波长均没有明显变化%表明
=>\

的加入不会使色氨酸

和酪氨酸周围的微环境发生明显变化&

=>\

对
Q7E

同步荧

光的猝灭结果表明
,!

e2*4$

时的荧光猝灭程度明显高于

,!

e'.4$

时%这表明
,!

e2*4$

时
=>\

对
Q7E

的猝灭更

明显%即
=>\

在
Q7E

上的结合位置更接近色氨酸残基&

,)').

!

[DBD

存在下对
=>\

与
Q7E

亲和力的影响

由标记实验得出
=>\

结合于
Q7E

的
(

E

位点%文献表

明
[DBD

同样结合于
(

E

位点)

1

*

&为说明一种药物的存在对

Q7E

与另一种药物亲和力的影响%进行了三元体系竞争实

验&图
2

为
[DBD

存在下
=>\

与
Q7E

在
,01),_

下相互作

用的荧光光谱图&由图可看见%

=>\

的加入导致
Q7E

的荧

光强度进一步降低%表明
[DBD

存在下
=>\

继续与
Q7E

结合&

图
<

!

V@G

#

Nf!W

TP

1)%

&

J

T!

$与
Fb'

#

W

"

N;Zf!W

T<

1)%

&

J

T!

$相互作用的同步荧光光谱图

B6

:

;<

!

@

,

7(0+)7)C./%C)+&.(&7(&.

5

&(-+#/)+-0&67-&+#(-6)7)/

V@G

"

Nf!W

TP

1)%

#

J

T!

$

86-0Fb'

"

W

"

N;Zf!W

T<

1)%

#

J

T!

$

图
P

!

Fb'

与
V@G

在
K̂ 4̂

存在下的荧光光谱图

'

'

Q7E

(

,

'

Q7E3[DBD

(

-

!

'-

'"

Q7E3[DBD

$

3=>\

B6

:

;P

!

B%C)+&.(&7(&.

5

&(-+#)/Fb'gV@G67

-0&

5

+&.&7(&)/K̂ 4̂

'

'

Q7E

(

,

'

Q7E3[DBD

(

-

!

'-

'"

Q7E3[DBD

$

3=>\

!!

由于
[DBD

和
=>\

结合在蛋白的相同位点上%则可如

前期工作)

1

*所述建立三元体系模型&利用
[DBD

存在下不同

浓度的
=>\

对应的
Q7E

荧光强度%通过
69:R9Y

进行非线

性最小二乘回归使实验测量的荧光强度
C

?]

S

与计算所求荧光

强度
C

G9RG

之差的平方和
#

"

C

?]

S

&

C

G9RG

$

, 最小%则可拟合得

/,1'
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到
[DBD

存在下
=>\

与
Q7E

相互作用的
-

*

,

和
1

"表
-

$&

由表
-

可知%

=>\

在
[DBD

存在下与
Q7E

作用的结合常数

和结合位点数均明显减小%这主要是由于
[DBD

和
=>\

结

合在
Q7E

的相同位点上%

[DBD

的存在降低了
=>\

与

Q7E

的亲和力%从而导致
=>\

的游离浓度增加&此外%当

温度由
,01),_

升高至
-'*),_

时%三元体系的结合常数增

大%表明
[DBD

存在下%

=>\

与
Q7E

的结合仍为吸热过

程%即
[DBD

存在下%

=>\

与
Q7E

的主要作用力仍为疏水

作用&

表
L

!

存在和不存在
K̂ 4̂

下%

Fb'

与
V@G

结合的结合常数#

1

#

$和结合位点数#

2

$

"#$%&L

!

R67267

:

()7.-#7-.

"

1

#

$

#72-0&7C1$&+)/$67267

:

.6-&.

"

2

$

/)+

-0&$67267

:

)/Fb'-)V@G67-0&#$.&7(&#72

5

+&.&7(&)/K̂ 4̂

,01),_ -'*),_

-

9

!"

h'*

/

#

#

$;R

&'

$

1 -

9

!"

h'*

/

#

#

$;R

&'

$

1

[DBD3Q7E 0)*'j*)0- ')*,j*)*' .)0+j*)1, *)01j*)*'

=>\3Q7E ,)2*j*)*2 ')*/j*)*' /)0-j*).* ')'*j*)*'

=>\3

"

[DBD3Q7E

$

*)-+j*)*/ *)+0j*)*' *).+j*)*2 *)1-j*)*'

3;3

!

K̂ 4̂

存在下
Fb'

与
V@G

结合的二级结构变化

Q7E

%

Q7E3=>\

及"

Q7E3[DBD

$

3=>\

的圆二色

光谱图在
,*1

和
,,*4$

处出现两个负峰%表明体系中主要

的二级结构组成为
*

O

螺旋)

'-O'/

*

&

*

O

螺旋含量可用式"

.

$和式

"

2

$计算)

1

*

6\[

e

;Y<?@a?XB=

!"

I

S

2

1

2

<

2

'*

$ "

.

$

*

ON?RA]

"

(

$

e

)"

&

6\[

,*1

&

/***

$!

"

--***

&

/***

$*

2

'**

"

2

$

其中%

6\[

表示残基椭圆率%

I

S

表示蛋白的浓度%

1

和
<

分

别为氨基酸残基数 "

.1.

$和光路径长度"

*)'G$

$&表
/

中数

据表明
=>\

的加入使
Q7E

的
*

O

螺旋含量减少%且随着

=>\

浓度增加进一步减少%表明
=>E

的结合使得
Q7E

的

二级结构发生轻微变化&

[DBD

的存在使
Q7E

的
*

O

螺旋含

量减少%但是在
[DBD

存在的三元体系中
*

O

螺旋含量大于相

应的二元体系的
*

O

螺旋含量%表明两种药物存在竞争结合%

即
[DBD

的存在阻碍了
=>\

与
Q7E

的结合&

表
N

!

存在或不存在
K̂ 4̂

时%

V@G

和
Fb'gV@G

的

#

9

螺旋含量与水合粒径#

+

0

$

"#$%&N

!

"0&

#

90&%6(#%()7-&7-.#720

,

2+)2

,

7#16(26#1&-&+.)/

V@G#72V@GgFb'67-0&#$.&7(&#72

5

+&.&7(&)/

K̂ 4̂

摩尔比

"

X@K

%

fQ7E

$

*

O

螺旋

!

(

D

N

!

4$

Q7E * .,),/j*),21)''/j*)*,'

Q7E3=>\ . /0)/*j*)'21)'-'j*)*,/

Q7E3=>\ '. //)11j*)'-1)1-/j*)*',

Q7E3[DBD , /+)0'j*)',1)-22j*)*-*

"

Q7E3[DBD

"

,

$$

3=>\ '. /.)-+j*)'-1)/./j*)*'/

3;L

!

K̂ 4̂

存在下
Fb'

与
V@G

结合的粒径变化

Q7E

%

Q7E3=>\

及"

Q7E3[DBD

$

3=>\

体系的水

合粒径"

D

N

$值列于表
/

中&所测体系的多分散性指数在
*)'

!

*),

之间%表明即使药物存在下的二元与三元复合物的尺

寸也呈均匀分布&在
=>\

与
Q7E

相互作用后%颗粒直径略

微增加%表明由于药物分子与
Q7E

的结合导致复合物结构

松散&但是
Q7Ef=>\e'f'.

时%

[DBD

的存在使
=

N

的

值相较于二元体系减小%表明
[DBD

与
=>\

存在竞争结合%

[DBD

使
=>\

与
Q7E

的结合减弱%与
B=

结果一致&

3;N

!

体外细胞毒性实验

通过
688

法测量
=>\

%

Q7E3=>\

%

[DBD3=>\

和

Q7E3[DBD3=>\

对人宫颈癌
Q?#9

细胞的细胞毒性&细

胞毒性的计算方法如式"

+

$

)

'.

*

B

`

:;:]AGA:

`'

"

$

&

E

$!

$

2

'**(

"

+

$

其中%

$

和
E

分别为正常培养基培养及加有药物或药物
O

蛋

白复合物的培养基培养的细胞的吸光度&

图
Q

!

Fb'

%

V@GgFb'

#

#

$%

K̂ 4̂ gFb'

以及
V@Gg

K̂ 4̂ gFb'

#

$

$对
V&J#

细胞的体外细胞毒性

B6

:

;Q

!

,2345/6(

,

-)-)M6(6-

,

)/Fb'

%

V@GgFb'

"

#

$%

K̂ 4̂

gFb'#72V@GgK̂ 4̂ gFb'

"

$

$

67V&J#4&%%.
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!!

两种药物对同一细胞的协同作用可通过式"

1

$计算)

'2

*

F@

'

"

D

$

'

!"

D

+

$

'

B

"

D

$

,

!"

D

+

$

,

"

1

$

其中%

F@

表示组合指数%"

D

+

$

'

和"

D

+

$

,

为单一药物作用达

到
+(

时药物的浓度%

D

'

和
D

,

为两种药物共同作用达到

+(

时药物的浓度&本文中%

+(

指
.*(

抑制&

图
+

"

9

%

Y

$为
=>\

%

Q7E3=>\

%

[DBD3=>\

及
Q7E

3[DBD3=>\

对人宫颈癌
Q?#9

细胞的细胞毒性&由图看

见%

=>\

对
Q?#9

细胞的细胞毒性具有剂量依赖性)图
+

"

9

$*&计算得到上述四个体系的
@F

.*

值分别为"

*)*0

%

*)*/

%

*)*+

和
*)*'

$

h'*

&2

$;R

#

#

&'

&

@F

.*

值表明
Q7E

的加入使

=>\

的细胞毒性增大%其原因可能为
=>\3Q7E

大分子复

合物更容易使药物通过内吞的形式进入细胞%从而更好地发

挥作用&

F@

)

'

%

F@e'

和
F@

$

'

时分别表示两种药物的加和.

拮抗和协同作用&

[DBD3=>\

和
Q7E3[DBD3=>\

复

合物的
F@

.*

值分别为
*)1,

和
*)+1

%均小于
'

%表明
[DBD

与

=>\

存在协同作用%并且
Q7E

存在下协同作用进一步增

强&这主要是由于
[DBD

与
=>\

结合在
Q7E

的相同位点

上%

[DBD

的存在导致
=>\

的游离浓度增加&并且药物与

Q7E

结合形成的大分子复合物更容易内吞进入细胞%从而

更好地发挥作用&此结果表明
[DBD

能够增强
=>\

对
Q?O

#9

细胞的细胞毒性&此结果将为
[DBD

和
=>\

用于癌症联

合治疗提供理论依据&

-

!

结
!

论

!!

通过多种光谱方法研究了模拟生理条件下
=>\

与
Q7E

的相互作用以及
[DBD

对
=>\

与
Q7E

结合的影响&并且

通过
688

法考察了单一药物.组合药物及其与
Q7E

的复

合物对
Q?#9

细胞的体外细胞毒性&实验结果表明%

=>\

与

Q7E

的结合为静态猝灭过程%其结合过程的主要驱动力为

疏水作用力&标记实验表明
=>\

主要结合在
Q7E

的位点
(

E

上&同步荧光光谱表明
=>\

在
Q7E

上的结合更接近色氨

酸残基&在"

Q7E3[DBD

$

3=>\

三元体系中%

[DBD

的存

在阻碍了
=>\

与
Q7E

的结合%这是由于两种药物结合于

Q7E

的同一位点%而存在竞争结合&

B=

光谱和
=#7

结果表

明与
=>\

结合后蛋白的构象发生了变化%

*

O

螺旋含量减少%

蛋白粒径增大&

[DBD

存在下
*

O

螺旋含量大于相应的二元体

系%而粒径相对于二元体系的有所减小&体外细胞毒性实验

结果表明
[DBD

与
=>\

的组合对
Q?#9

细胞产生协同抗肿

瘤作用&此外%

=>\

单一药物和
[DBD3=>\

组合药物的

细胞毒性可通过它们与
Q7E

的结合在一定程度上得到增

强&本研究可为
[DBD

和
=>\

联合用于癌症临床治疗提供

理论依据&
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