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氧氟沙星和左氧氟沙星与
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摘
!

要
!

采用紫外光谱'荧光光谱'荧光偏振以及
A

!

:/

#

V(

$
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荧光猝灭实验研究了氧氟沙星#

KN&%O5096

!

K:We

$和左氧氟沙星#

W/S%N&%O5096

!

W,K:We

$与小牛胸腺
Q(8

#

01Q(8

$的相互作用差异性与作用模式"紫

外光谱的结果表明!当向
K:We

和
W,K:We

溶液中加入
01Q(8

并且浓度增大时!

K:We

和
W,K:We

的吸收

光谱都呈现略微的减色效应!但吸收峰位置没有发生偏移!

W,K:We

的减色效应略强于
K:We

的减色效应%

从荧光光谱以及
K:We

和
W,K:We

的
.0510M527

方程!获得其键合常数分别为
-'-CF-"

C

W

-

H%&

G-
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-"

C

W

-

H%&

G-

!表明
W,K:We

与
01Q(8

的相互作用要略强于
K:We

与
01Q(8

的相互作用%荧光偏振实验'

单双链
01Q(8

与药物作用实验'

A

!

:/

#

V(

$

@

荧光猝灭实验都表明
K:We

'

W,K:We

与
01Q(8

的作用模式可

能是沟槽结合"
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手性异构体的物理和化学性质几乎相同!但是在生理'

药理活性以及与
Q(8

'蛋白质等生物大分子的相互作用方

面可能存在较大的差异!如氧氟沙星!其左旋氧氟沙星的抗

菌活性是右旋的
*

!

-#*

倍!且右旋氧氟沙星的毒性较大(

-

)

"

氧氟沙星#商品名为泰利必妥$是日本于
-+*#

年开发的具有

广谱抗菌活性的新型喹诺酮类药物(

#

)

!左旋氧氟沙星#商品

名为可乐必妥$是旋光性
.

#

,

$的氧氟沙星异构体!此药对大

多数需氧性革兰氏阳性菌和革兰氏阴性菌都有效!不良反应

轻!细菌耐药性小!临床应用广泛(

!

)

"药物小分子与
Q(8

的

相互作用及所引起的
Q(8

序列'构象的变化!对于设计新

药'筛选药物等都具有指导意义"目前研究小分子与
Q(8

相互作用的方法主要有&紫外光谱法(

?

)

'荧光光谱法(

C

)

'电

化学方法'化学发光法等"本文主要利用紫外光谱法和荧光

光谱法研究了左氧氟沙星'氧氟沙星与小牛胸腺
Q(8

#

01Q,

(8

$的作用方式及其差异性"

-

!

实验部分
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仪器与试剂

W.,CC

荧光分光光度计#美国
J/2c96d&H/2

$!

f$,

#?"-JV

紫外
,

可见分光光度计#日本
.M9H57Y<

$!

\J##"

型

)

I

计#瑞士
\/11&/2U%&/7%

$"

小牛胸腺
Q(8

#

01Q(8

$储备液&

01Q(8

#

.9

B

H5

公司$用

二次重蒸水溶解并定容!摇匀后置于
?i

冰箱保存!放置
#?

M

以上使之全部溶解!由
#@"6H

处的吸光度确定其浓度!

*#@"

取
@@""W

-

H%&

G-

-

0H

G-

(

@

)

!测得浓度为
C'"*F-"

G?

H%&

W

G-

"单链
Q(8

#

33Q(8

$&于
#CHW

比色管中加入一定量

01Q(8

溶液!在沸水浴中加热
-"H96

!取出后置于冰水浴
!

H96

!即得到
33Q(8

%氧氟沙星#

K:We

$与左旋氧氟沙星#

W,

K:We

$储备液&氧氟沙星与左旋氧氟沙星标准品#由杭州药

检所提供$用二次重蒸水溶解!配制成浓度为
-'"F-"

G?

H%&

W

G-的储备液%铁氰化钾溶液#

A

!

:/

#

V(

$

@

$&铁氰化钾用二

次重蒸水溶解并定容!配制成浓度为
#'"F-"

G!

H%&W

G-

!并

摇匀避光保存%三羟甲基氨基甲烷
,

盐酸缓冲溶液#

U293,

IV&

$&三羟甲基氨基甲烷#国药集团化学试剂有限公司!分

析纯$用二次重蒸水溶解并用盐酸调节
)

I

至
>'"

!配制成浓

度为
"'CH%&W

G-的缓冲液%其他试剂均为分析纯!并用二次

重蒸水配制"

+*"

!

紫外光谱

于
#CHW

比色管中依次加入
-HW"'CH%&

-

W

G-

U293,

IV&

缓冲溶液!

-'"HW-'"F-"

G?

H%&

-

W

G-

K:We

溶液#

8

组$'

W,K:We

溶液#

R

组$!一定量的
01Q(8

溶液!定容至

-"HW

后摇匀!室温放置
-CH96

"以相应试剂的空白为参比!



在紫外
,

可见分光光度计上记录
K:We

药物在
#?"

!

!#"6H

范围内的紫外吸收光谱!狭缝宽度为
-'"6H

"

+*@

!

荧光光谱

于
#CHW

比色管中依次加入
-HW"'CH%&

-

W

G-

U293,

IV&

缓冲溶液!

-'"HW@'"F-"

G@

H%&

-

W

G-

K:We

溶液#

8

组$'

W,K:We

溶液#

R

组$!一定量的
01Q(8

溶液!定容至

-"HW

后摇匀!室温放置
-CH96

"于
-0H

石英比色池!以

#*C6H

为激发波长!扫描
!C"

!

CC"6H

波长范围内的荧光

光谱!激发和发射狭缝宽度均为
-"6H

"

+*A

!

荧光偏振

上述用于荧光光谱测定的溶液!同时测量其偏振荧光强

度!再按下列公式计算其荧光偏振
6

6

'

+

$$$

M+

$I

$*#

+

$$"

M+

$I

$

!!

其中&

+

$$

和
+

$I

为垂直偏振光激发后的垂直偏振和水平

偏振的发射光强度"

M

为仪器校正因子!

M

'

+

I$

*

+

II

!

+

I$

和
+

II

为水平偏振光激发下的垂直偏振和水平偏振光的发射

光强度"
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荧光猝灭

于
#CHW

比色管中依次加入
-HW"'CH%&

-

W

G-

U293,

IV&

缓冲溶液!

-'"HW@'"F-"

G@

H%&W

G-

K:We

溶液#

8

组$!一定浓度
A

!

:/

#

V(

$

@

!

-'"HW#'C?F-"

G?

H%&

-

W

G-的

01Q(8

溶液!定容至
-"HW

后摇匀!室温放置
-CH96

"于荧

光光度计上测量其荧光强度!同时做不加
Q(8

溶液的试剂

空白作比较"#

W,K:We

溶液$#

R

组$与
8

组同样操作"

#

!

结果与讨论

"*+

!

紫外光谱

K:We

!

W,K:We

与不同浓度的
01Q(8

作用后!

K:We,

01Q(8

与
W,K:We,01Q(8

体系的紫外光谱如图
-

所示"

!!

由图
-

可知!

K:We

和
W,K:We

溶液在
#*>6H

处有吸

收峰!当向
K:We

和
W,K:We

溶液中加入
01Q(8

并且浓度

增大时!

K:We

和
W,K:We

的吸收光谱都呈现略微的减色效

应!但吸收峰位置没有发生偏移!这种略微的减色现象表明

嵌入生色团电子态与
Q(8

发生相互作用(

>

)

!但作用程度较

弱!相比较而言
W,K:We

的减色效应略强于
K:We

的减色效

应"这表明
W,K:We

与
Q(8

的作用要略强于
K:We

"

"*"

!

荧光光谱

由图
#

可见!

K:We

和
W,K:We

的荧光峰都在
?C"6H

处!

01Q(8

对
K:We

和
W,K:We

的荧光都有较强的猝灭作

用!并随
01Q(8

浓度的增加猝灭趋势增大!同时两者的猝灭

趋势强弱也有一定差异!

W,K:We

的猝灭趋势略强于
K:We

的猝灭趋势!即
W,K:We

与
01Q(8

的相互作用比
K:We

略

强!这与紫外光谱得到的结论一致"从图中还可以观察到

K:We

和
W,K:We

的荧光峰都没有产生位移"

!!

荧光猝灭作用因猝灭机制不同通常可分为动态猝灭和静

态猝灭"动态猝灭是猝灭剂和荧光物质的激发态分子之间的

相互作用!其作用过程遵循
.1/26,$%&H/2

方程(

C

)

3

"

*

3

$

-

'

F

h

%"

(

G

)

'

F

.$

(

G

) #

-

$

式中
3

"

为未加入猝灭剂时荧光物质的荧光强度%

3

为猝灭

'(

)
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$
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?
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!

+"*U
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-23J

D+

!

0.1

?

.8:(4.3

K

*

#

J/

$

%'Ja

&

+*F\+F

DB

-23

-

J

D+

!

?

#U*F

剂浓度等于(

G

)时荧光物质的荧光强度%

F

h

为双分子猝灭

过程的速率常数%

%"

为没有猝灭剂存在下荧光分子的平均寿

命#生物大分子的
%"

约为
-"

$

*

$%

F

.$

称为
.1/26,$%&H/2

猝灭

常数"

!!

以
K:We

和
W,K:We

最大发射波长
?C"6H

处的荧光强

度按式#

-

$作线性回归!得到
01Q(8

对
K:We

和
W,K:We

的

.1/26,$%&H/2

猝灭常数
F

.$

分别为
C'>F-"

!

W

-

H%&

G-

!

>'?

F-"

!

W

-

H%&

G-

#相关系数分别为
"'++#+

!

"'++?>

$!则其双

分子速率常数
F

h

分别为
C'>F-"

--

W

-

H%&

G-

-

3

G-

!

>'?F

-"

--

W

-

H%&

G-

-

3

G-

"通常各类猝灭剂对生物大分子最大扩

散控制的碰撞猝灭常数为
#'"F-"

-"

W

-

H%&

G-

-

3

G-

!本实验

结果
K:We

和
W,K:We

的猝灭常数都远大于这一值"由此可

以确定
01Q(8

对
K:We

和
W,K:We

的猝灭并非分子间动态

碰撞所致!而是由于形成复合物所引起的静态猝灭"同时!

从所得的数据来看!

W,K:We

的猝灭作用略大于
K:We

的猝

灭作用!这也表明
W,K:We

和
K:We

在与
01Q(8

作用中存

在一定的差异"

!!

.0510M527

方程是适用于求小分子与生物大分子之间结

合常数的关系式(

*

)

"通过
.0510M527

方程作图可求得
K:We

和
W,K:We

和
Q(8

间的键合常数"
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!
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!

"B*A

&
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D+

!

0.1

?

.8:(4.3

K

*

%'Ja

&

E*F\+F

DU

-23J

D+

!

?

#U*F

@

: '

@

U

#

+

*

+

"$

[

$*#

-

$

[

$ #

#

$

@

R '

@

U$

@

:

#

!

$

K

*

@

: '

F%

$

FK

#

?
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!!

其中
@

:

表示游离的药物浓度!

@

R

表示结合的药物浓度!

@

U

表示药物的总浓度!

+

表示不同浓度
Q(8

存在时药物的荧

光强度!

+

"

表示
Q(8

不存在时药物的荧光强度!

[

表示游离

态药物与结合态药物的荧光量子产率比"以
+

*

+

"

对
-

*

@

Q(8

作

图获得一直线!

[

为直线截距"式#

?

$中
K

为
Q(8

上每个核苷

酸结合药物的分子数!

F

是每个位点的键合常数!

%

是每个

核苷酸上的最大键合位点数"以
K

*

@

:

对
K

作图!得到
K:We

和
W,K:We

的
.0510M527

图"实验获得其键合常数分别为

-'-CF-"

C

W

-

H%&

G-

!

!'>CF-"

C

W

-

H%&

G-

!

W,K:We

的键合

常数比
K:We

的键合常数略大"

"*@

!

单双链
8:$SP

与
%'Ja

药物的相互作用

当
K:We

和
W,K:We

的浓度为
@'"F-"

G>

H%&

-

W

G-时!

分别研究了单'双链
01Q(8

与
K:We

和
W,K:We

的相互作

用"实验数据利用式#

-

$!以
3

"

*

3

$

-

对(

G

)作图!得到相应

的猝灭曲线!如图
!

所示"

!!

由图
!

可见!

33Q(8

对
K:We

和
W,K:We

的猝灭作用

都略大于
73Q(8

的作用"由于在静电或嵌插作用模式下!

33Q(8

对小分子的猝灭作用与
73Q(8

相比!应为不变#静

电作用模式下!都是与
Q(8

骨架上的磷酸基团发生作用$或

猝灭减弱#由于
73Q(8

制取
33Q(8

时双螺旋结构被破坏$"

因此可以推断单双链
Q(8

与
K:We

和
W,K:We

的作用模式

为沟槽结合"由
73Q(8

变性得到的
33Q(8

虽然大小沟槽被

破坏了!但由于
33Q(8

是以线团状形式存在于溶液中!在

线团的表面形成了可以与小分子发生氢键作用的许多凹点!

所以
33Q(8

对
K:We

和
W,K:We

仍存在猝灭作用"
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!

'3720.18.98.

R

7.98;26

#
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$

%'JaC

K

11$SP=95

51$SP*

#
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$
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&

E*F\+F

DU

-23

-

J

D+

!

?

#U*F

"*A

!

!

@

'.

$

MS

%

E

荧光猝灭

A

!

:/

#

V(

$

@

是一类荧光猝灭剂!通过考察其对小分子

荧光的猝灭作用可以判断小分子与
Q(8

的作用方式"如果

是静电作用!

K:We

和
W,K:We

将沿着
Q(8

的外壁与
Q(8

发生作用!此时
K:We

和
W,K:We

分子是裸露在溶液中的!

A

!

:/

#

V(

$

@

的存在对#

W,

$

K:We,Q(8

体系的荧光猝灭作用

应等同于对#

W,

$

K:We

的猝灭%如果是嵌插作用!#

W,

$

K:We

分子嵌入到
Q(8

双螺旋结构中而受到
Q(8

的保护!将不

被
A

!

:/

#

V(

$

@

猝灭!在猝灭曲线中呈一条近水平直线"由图

?

可见!

A

!

:/

#

V(

$

@

的存在对#

W,

$

K:We,Q(8

体系的荧光

猝灭能力略小于对#

W,

$

K:We

的猝灭!这表明#

W,

$

K:We

与

Q(8

间的作用不是静电或嵌插作用方式!

K:We

只是被部

分地保护起来!提示是沟槽结合(

+

)

"

"*B

!

荧光偏振

在粘度小的溶剂#如水$中!由于小分子旋转扩散很快!

其荧光偏振一般很小"而当小分子荧光体与
Q(8

发生嵌插

作用时!其转动受阻!导致小分子转动速度变慢!因而荧光

偏振会随之变大"而小分子仅仅与
Q(8

磷酸骨架或在其沟

槽处发生作用!并不能引起荧光偏振的显著增加(

-"

)

"

由图
C

可以看出!

Q(8

的加入并没有引起荧光偏振的

!*?
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显著增加!

K:We

和
W,K:We

的荧光偏振也不随着
Q(8

浓

度的变化而发生较大变动!总体呈现稳定趋势"由此可以推

断!

K:We

和
W,K:We

与
01Q(8

的作用方式应该是静电或

沟槽结合!而非嵌插结合"

'(

)

*A

!

G-(11(29

R

7.98;(9

)

26

?

70.

#

J/

$

%'Ja=95

#

J/

$

%'Ja/

8:$SP82-

?

3.H.1(9578.5C

K

6.00(8

K
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R

7.27112/

37:(29=:022-:.-
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=

$

?
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#
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$
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%#

C

$

#

J/

$

%'Ja/8:$SP

%#

J/

$

%'Ja

&

E*F\+F

DU

-23

-

J

D+

%

8:$SP

&

"*BA\+F

DB

-23

-

J

D+

%

0

F

=950=0.:;.

.-(11(29(9:.91(:(.1I(:;27:6.00(8

K

=9(5.=95I(:;6.00(/

8

K

=9(5.

!

0.1

?

.8:(4.3

K

%

?

#U*F

'(

)

*B

!

G66.8:268:$SP8298.9:0=:(2929:;.63720.18.98.

?

2/

3=0(X=:(2926

#

J/

$

%'Ja(9=

R

7.2711237:(29=:022-

:.-

?

.0=:70.*

#

J/

$

%'Ja

&

E*F\+F

DU

-23

-

J

D+

%

?

#

U*F

!

!

结
!

论

!!

在紫外吸收光谱中!

W,K:We

的减色效应略强于
K:We

的减色效应%在荧光光谱中!

W,K:We

的猝灭作用略强于

K:We

的猝灭作用!并且作图计算所得的键合常数也是

W,K:We

的略大!这些都说明了
W,K:We

与
01Q(8

的相互作

用要略强于
K:We

与
01Q(8

的相互作用"荧光偏振实验'

单双链
01Q(8

与药物作用实验'

A

!

:/

#

V(

$

@

荧光猝灭实验

所得到的结果都支持
K:We

和
W,K:We

与
01Q(8

的作用是

沟槽结合这一结论"
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