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平衡透析法研究顺铂与多核普酸的作用

董艳红 邵伟平 唐雯霞 戴安邦

9南京大学配位化学研究所
,

南京 : ;; ;< =

用平衡透析法研究了 !5 ℃
,

>− ? 5 9或 ≅= 离子强度为 ;
6

条件下 9; ; Α 4
·

Β Α 一 ,

磷酸盐缓冲体

系=
,

顺式二氯二氨合铂 9顺铂= 与多鸟普酸
、

多腺昔酸以及多胞廿酸之间的相互作用
6

用 / Χ + 8二 和

Δ4 Ε
−Φ > ΓΗ 法对实验数据进行分析

,

求得其结合常数
,

反映键合过程中顺铂分子间相互作用的协同参数

以及每个顺铂分子所键合的核普酸残基数
6

并讨论了顺铂与多核首酸的键合方式
6

关键词 Ι 顺铂 多核普酸 键合常数

顺铂是临床上最常用的抗癌药物之一 它的作用机理涉及与癌细胞 ϑ & ∋ 作用
,

并阻断癌

细胞 ϑ & ∋ 的复制
。

因此
,

顺铂与 ϑ & ∋ 组成物的作用
,

包括结合方式
,

结合的热力学和动力

学性质
,

一直是近 十多年来生物无机化学的研究热点
6

一系列研究表明顺铂与 ϑ & ∋ 链的同股

相邻二个鸟嚷吟的 & 5
、

& Ι 交联是它抑制 ϑ & ∋ 复制的原因 9, :〕 6

但亦有证据表明
,

顺铂在中

性条件下能与 ϑ & ∋ 伺股相邻二个鸟嚓吟的 & ,
、

& , 原子交联
,

且此种交联形式比 &
5

、

& Ι 交

联更为有效地阻断 + 三, 对间的氢键的形成
6

因此
,

& 5 、

& 、交联可能是顺铂抗癌作甲的真正

机理 ‘! ,Κ=
6

为了进一步了解顺铂与癌细胞 ϑ & ∋ 作用的模式
,

本文继以前的工作
,

用平衡透

析法研究了顺铂与多核昔酸的相互作用
,

得到了有意义的新结果
,

实 验 部 分

多核背酸钾盐为 ΛΦ Μ Α 7
公司产品

,

分子量大于 ;;
,

; ;;
6

顺铂按文献方法合成
〔, 〕

6

: ; 号透析管为 ∃ ΕΦ 4 Ε , 7Ν 8Φ ΒΗ 公司产品
,

可透过分子量小于 !;
,

; ;; 的分子
,

而不能透过

分子量大于 Κ≅
,

。;; 的分子
6

用 ≅Ο 的你− Χ ; !
溶液将其煮沸半小时

,

再用二次蒸馏水煮沸半

小时
,

然后浸泡在二次蒸馏水 中
,

每十二小时换一次水
,

共三次
,

最后将其取出
,

凉干备用
6

玻璃器皿洗净后
,

置于 :; ℃烘箱中烘四个小时
6

所有溶液均用二次蒸馏水配制
6

缓冲液 ∋ Ι 含 4
6

Α 4 ·

Β Α
一 , ,

& 7 Χ 4 Κ ,

>−
‘

5
6

; 的 ;
6

;一Α 4一 Β Α
一“
磷酸盐缓冲液

6

缓冲液 Π Ι 含 4
6

ΘΑ 4 一 Β Α
一 , & 7 Η 4 Κ ,

>− 5
6

4 的 4
6

4 ΘΑ 4 ·

Β Α
一 ,
磷酸盐缓冲液

6

缓冲液 , Ι >− 0
6

;
,

其他条件同 ∋
6

缓冲液 ϑ Ι >− 0
6

;
,

其他条件同 Π
。

Α 4 顺铂
’∀ ΘΑ 4 ∋ Μ & # ! 水溶液在 !

’

5℃下避光反应 ;8
,

滤掉 ∋ Μ Χ 沉淀
,

滤液用二次

蒸馏水稀释
,

使
。

二ΡΓΣ9& − !=9− Θ 4 =:Τ, ‘ 9记作
Ι 。一ΓΣ9& − !=:=的浓度为 Θ Υ 一。一Α 4 ·

Β Α
一, ,

加

人等体积的缓冲液 Π
,

得到 >− 5
6

4 的 : Υ ; 一Κ
Α 4 ς

·

Β Α
一 ,
。ΓΣ9& − !=: 备用液

6

角缓冲液 ϑ 配制得到 > − 0
6

。的 Υ 6 ; 一Κ
Α 。 Ω

·

Β Α 一!
二ΓΣ 9& − !=:

备用液
6

各备用液使用前均

用 ;
6

Κ ≅群微孔滤膜过滤
。

本文于   ; 年Ξ月Κ 日收到
,
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; ≅
6

用 ;6 Κ ≅并微孔滤 膜过滤 的缓 冲液 ∋ 和 , 分别制得 >− 56 ; 和 > − 06 ; 的浓度 为
6

;;
Υ

; 一Α 4 Β Α
一 , 的 > 4 Ψ & 9多核昔酸= 溶液 9> 4 Ψ & 的浓度以每 Β Α ’

体积中核昔酸残基的摩尔

数表示 =
6

取 ≅ Α > 4 Ψ & 溶液于透析管内对 ≅; Α Χ 一% 9& − !=Ι 溶液透析
6

在所有情况下
,

> 4 Ψ& 的

浓度为 一; ; Υ ; 一Κ Α 4 ·

Β Α
一 , 6

改变 。ΓΣ伽− !=Ι 的浓度
,

使初始Ρ。ΓΣ9& − !=:Τ Ζ Ρ>
4 Ψ & Τ的值

在 ;
6

;! 一
6

。范围内
6

避光
,

!5 ℃透析
,

用岛甫[ Δ 一: Κ; 型紫外可见分光光度计监测反应已达

平衡
。

反应平衡后
,

用 日立 < ;一0 刃原子吸收分光光度计采用无火焰法测定透析管内外 ΓΣ

的浓度
6

数据用 / Χ+ 8Η
。和 Δ4

Ε − Φ> ΓΗ Ω 方法处理
。

其简单原理为
Ι
将金属离子或其他分子 9金属

配合物
、

蛋白等 = 与生物大分子的作用看作配基与格子间的相互作用
〔Ξ〕

6

考虑到配基与格子

中一个以 上重复单元结合的可能性
,

根据条件概率推导出描述任何大小配基 9金属离子等= 与

均匀格子 9如 > 4 Ψ & 等= 存在协同作用的方程式9= Ι

Δ ,
, 、

「9:田 一 =99 一 Ε Δ = ∴ 。一 %
” 一 ‘

] 一 9Ε ∴ =Δ ∴ %
‘

丁 ? 人 ∃ 一 Ε Δ=
⊥

一 万二一一万万
, ⊥

一
_

一万
⊥ ⊥ ⊥

一
6

介一 不不
_

—
一干一一

_

一

之 气=
乙 ( ‘ 气田 一 八 一 Ε Δ = ∀ 又 乙气 一 刀 ∃ = ∀

其中 % 一

布丁面万Φ刃万万石愁9 三扁=

和非协同结合的方程式 ΡςΤ
Ι

。 。 , 、

「 一 Ε ”

丁 , 八 曰 一 Ε 川 Ω 下万
⊥ 一

一屯灭Ι Ω
‘ ( ∗ 一 气Ε 一 =Δ ∀

9: =

式中⎯ 为结合常数
,

( 为游牌
6

浓度
, 。为键合密度

、

即每摩尔格子残基所结合配基的摩尔

数=
、 Ε
为配基键合部位的大小 9即每个配基所结合的格子残基数=

、

。 为反映键合过程中配基

间相互作用的协同参数
,

。 α 表示存在正协同作用
,

。 β 表示存在负协同作用
,

。 ? 表示

无协同作用
,

此时式9 =退化为式9: =
6

因此
,

只有用实验测出 (
、 。 ,

即可用最小二乘法将这些数据对式9= 或9:= 进行拟合
,

求 出

结合常数 ⎯
,

配合键合部位的大小
Ε 以及确定是否有协同作用存在

6

结 果 和 讨 论

。> Σ9& − , =Ι 与 > 4 Ψ & 反应体系符合 / Η + 8ΗΗ 和 Δ 4 Ε − Φ> > Η一模型
6

因此
,

我们用式 9 =或

9: =处理所得的实验数据
6

在 > − 0
6

4 条件下
, Χ 一> Σ9& − , =Ι 与 > 4 Ψ + 反应

,

当 ΡΧ⊥⊥ > Σ9& − !=:』Ζ Ρ>
4 Ψ + 』α ;

6

≅ 时
,

> 4 Ψ

+ 沉 淀
6

而在 。
一

,
’

Ι 、& − , =:一 > 4 Ψ + 9> ∗∀5 =
,

Χ⊥⊥ > Σ9& − !=:一> 4 Ψ ∋ 9>− 5 =以及 。> Σ9& − !=厂> 4 Ψ

,扣− 5= 体系中无此现象发生
。

将 >− ? 5 条件下的实验数据 (
、 ”对式9 =或9: =进行拟合

,

得到键合参数 ⎯
、 Ε 和 。

6

结

果列于表
6

拟合曲线见图 76χ ,Χ 9图中实线为理论值=
6

由图可见理论值与实验值吻合较好
。

从顺铂与核昔酸相互作用的大量研究中已知
,

在 > − β ≅
6

≅ 情况下 % 只与鸟昔或鸟昔酸中

的 & , 原子结合
,

生成 ΓΣ Ι 核昔 ? Ι : 的配合物 9: ,5, 幻 而在 >− 5 时
,

ΓΣ 不仅能与鸟昔 9或鸟

昔酸= 中的 & Ι 配位
,

也能与 & , 配位
,

形成 ΓΣ Ι 核昔 ? Ι 的配合物
〔卜 的

6

从表 中我们

看到
,
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下叭
‘,、 通了。护,釜

! ∀ ! #

为 ! 一 ∃ ! % & !

∋# 、

丫
、

& ! ∀ () ∗ () + ! ,

−
匕

下、、畜了
。护。女

.

/ 一0 “1 2 ,
, ∀一0 “, 3 1 的 全

一 。 图

. 4 56 4 76  8  9

全
: “; ”  ‘<= >7 ‘1 2 ,

,
∀一0  ‘3 1

?
一

‘

中 7(1 2 , )广 0 −3 ≅ (0 2 Α
#

! )

Β
# Χ

子 7(1 2 ∗
)∀ 一0 −3 ? (0 2 Α

#

 )

<
#

Χ一> 7(1 2 , )∀一0  −3 < (0 2 Α
·

!)

加。ΔΕΕ。隆Φ

‘,‘∗∀卫!

, =(叭=,Γ曰!
#)Η= Ε 吕Ι

02 Α 条件下
,

。
一

ϑ 伽2 ∗) Κ 与 > −3 ≅ 作用
,

每个 >7 与一个鸟昔酸残基结合 ( 8 二 &)
#

由于

。> 7(( 1 2 ∗)Κ 为双齿配基
,

在游离核普酸大量存在的情况下
,

单功能配合物(1 2 ∗)尹7

是 不稳 定 的
,

它 将很快通过 另一 个齿 与另 一个 ≅ Λ> 结合
,

形成稳 定 的饱

二锣
’

和 的配合

物
‘’‘

,

, ∀ , #

因此推论
,

。>7伽2 ∗) ∀一0  一Μ  (0 2 Α )体系中
,

。>7伽2 ∗)Κ 与 0  −3 ≅ 中的鸟昔酸残

基生成单功能配合物是不可能的
#

8 Ν &说明一个鸟昔酸残基上应该有二个位点与双齿 >7 配合

麟古合
,

使得一个
。一>7 (1 2 , ) ∀ 配基筱盖一个格子残基 (因为所取的格子残基为一个核昔酸残

基)
,

即 /一>7 (Ο 2 ∗ )Κ 通过与鸟营酸残基上的 1 , 、 1 Α 配位与 0  − , 。结合
#

这一结果为我们以前

提出仙顺饥
一

与玲1 ? 同一链上相邻两个鸟昔的 1 Α 、

1 , 配位形成链内交联的抗癌机制提供了进
·

步 的兹据
。

从
一

表 & 我们
一

也看到
,

0 2 Α 条件下
,

。>7 (1 2 ∗ )Κ 与 0  9 3? 相互作用时
,

铂与腺曹

酸残 蒸的结合 比为 卜−( 8 、 −)
。

因为 02 Ν ∀ 一 Π 范围内
,

铂总是既与腺昔 的 1 Α 又与 1 ,
配位

Κ 、划 + )
,

由此可知
, /一>7 (1 2 ∗)Κ 是通过与 0 。珍 ? 中相邻的两个腺昔酸残基的 1 , 、

1 ,
原子与

> Θ3? 结合
。

对于 。>7 (1 2仍一> −3 <( 0 2 Α) 体系
,

每个铂与二个胞昔酸残基结合 (8 、 ∀)
。

由

于铂配合物 与胞背或胞背酸相互作用时
,

总是生成与胞昔 1 ∗
配位的配合物 〔, , ,− “〕

,

即胞甘中

只存在一个可与铂配位的位点一1 ∗ #

因此
,

/== > 7( 1 2 ∗)Γ 一0  − 3< (> 2 Α) 体系中
,

。>7 (1 2 ∗) Κ 是通

过与 0  − 3 < ‘
尸相邻的两个胞昔酸残基的 1 ,

、

1 ∗ 原子与 > −3 < 结合的
#

表 Ρ /
一>7 例2 乡

Κ
与 钾−3 1 的健合参数

公Σ −Χ Ρ Β 渡8 Τ 6 8 Δ <  8 Υ74 8 7Υ  9 < 6Υ >−4 7 68 7  >  −3 56Σ  8 ς /− Χ  76 Τ Χ Υ

>  −3 1 0 2

Κ

≅ Α +
#

%

合 0 7(1 2 ∗ )∀ ? Α ,
#

!

< Α +
#

,

8 山 Φ
#

&
#

&

&
#

&

!
#

!! , ,

!# ! !犯

!# !! ∗

#一Ω
一一ΞΚ ( Κ

。二 一 3
。。, , ’ Ψ Κ Κ Κ

‘
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与 0Χ4 ΔΧ 等的研究结果一顺铂与Γ4 Ψ +
、

Γ4 Ψ ∋
、

Γ4 Ψ , 均是每个核昔酸残基上结合一

个顺铂分子9Ε ? = 一相比
,

本文的结果更合理
6

许多研究均已证实顺铂与胞普
、

胞昔酸作用生

成铂 Ι 胞昔 ? Ι: 的配合物
6

0Χ4
Δ
Η 实验的偏差可能来自于用比色法进行微量 ΓΣ 分析所引进

的误差 95 〕
6

由表 看出
,

户− 5
,

; 时顺铂 与 > 4 Ψ ∋
、

> 4 Ψ , 作用体东中无协同效应存在
,

而与 落,司Ψ +

作用时体系中存在负协同效应
6

这
一

与 Λ4 ΔΧ Ε 等的绍果是一致的
〔5=

6

表 结果还显示
,

Η⊥⊥ > Σ9& − !=Ι 以与 > 4 Ψ +
、

> 4 Ψ ∋ 及 > 4 Ψ , 的结合常数相左不大
、

由此

我们想到顺铂优先进攻 ϑ & ∋ 中的鸟昔大概并非是热力学的原因
,

可能主要为动力学上的原

因
。
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