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顺二氨二水合铂%&& ∋与膜磷脂及膜蛋白

相互作用的荧光光谱研究

王 羡 刘 冬

%天然药物及仿生药物国家重点实验室
,

北京医科大学无机化学教研室
,

北京 &( ( ( # �∋

用 ) ∗ �+ 分别对用和未用顺二氨二水合铂%, ∋%− − .∋ 处理的红细胞膜和磷酞胆碱%. /∋ 脂质体进行荧光

滴定
,

测 ) ∗ �

谈光
∀

用 − − . 滴定红细胞膜
,

测蛋白质 自身荧光变化
∀

用间接 012 314 2 56 法求结合参

数
∀

表明蛋白质及磷脂均与 − − . 结合
,

蛋白质结合能力较强
∀

关键词 7 顺二氮二水合铂%, ∋ 膜磷脂 膜蛋白

一直认为顺二氯二氨合钻%, ∋%8 8 .∋ 的靶分子是 8 ∃ −
∀

我们提 出细胞为一多靶分子

系统
〔’〕

,

有其他 8 8 . 靶分子存在
∀

苏雅娴等报告 8 8 . 对癌细胞膜结构及微丝网络的

影响 �
�  ! ∀ #∃ !% 。

认为 & & ∋ 可与微管结构作用
( )〕 。

陈宝卫等证明 & & ∋ 作用于红细胞膜

骨架蛋白
‘∗ + �

在 & & ∋ 与细胞相互作用时
,

膜磷脂和膜蛋白都位于前沿
。

本工作比较地研究

了 & , ∋ 水解产物 − − ∋ 与它们的作用
,

以确定优先作用的靶分子
�

实 验 部 分

一试剂及仪器
. − − ∋ 用 & & ∋( 锦州制药厂 +与硝酸银反应制备

,

即用
。 ∋/ 由卵磷脂经柱层析

纯制后按常规制备脂质体
�

依 & 0 1 23 法 〔’+ 分离人红细胞膜
,

测蛋 白质含量以定量
�

由

45
60 ∗ (中国科技大学刘清亮教授赠 +溶于高氯酸配制成 ,7 8一 ), 9

�

9 ∗: ; ∀ 0 %
· 1 ∀ 一 )4 < (3 一9 ∗+ )

溶液做荧光探剂
�

荧光谱用 =  >∗9 (岛津+ 荧光分光光度计测定
�

二
�

方法
. 用 4 < )?同时做蛋白质和磷脂的探剂

�

用 4 < )干
做磷脂探剂未见报道

,

另文报告
�

另外

还监测蛋白质自身荧光
�

≅
�

用 4 < )?为探剂研究 − − ∋ 与红细胞膜的作用 在 Α∀% 红细胞膜悬浮液 (相当 ∗;雌蛋白

质
·

∀ %一, +中
,

加不同量 ;
�

; : Β ≅9 一 )∀ 0 %
·

1 ∀ 一)− − ∋ 溶液
� )Χ℃避光反应 ≅Δ5 后

,

用 4 < (3 %0 ∗+ )

滴定
�

加 4 < (Ε %0 ∗ +, 后 Α∀ ΦΓ (此时荧光强度恒定+测荧光发射强度 (Η% Ι Δ: >Γ ∀
,

Η∀ Ι >∗ >Γ ∀ +
�

同法滴定红细胞膜做对照
。

同时测蛋白质自身荧光(ΗΒ Ι Δ; 6 Γ ∀
,

Η∀ Ι )∗9 Γ ∀ +
�

Δ� 用蛋白质 自身荧光研究 − − ∋ 与红细胞膜蛋白的作用 在 )Χ ℃
,

使红细胞膜与不同量

− − ∋ 反应 ≅0∀ ΦΓ 及 ≅Χ5 后
,

测蛋白质荧光
�

以细胞膜悬浮液为对照
�

)
�

用 4 < )?为探剂研究 − − ∋与 ∋Ε 脂质体的作用 方法同一 用 >∀ %脂质体 (含 ∋Ε Δ
�

“
Β %0一∀ 0 一 1 ∀ 一, + 代 细 胞 膜 悬 浮 液

。

脂质 体 为单 层
,

直 径 一 Δ >Γ ∀
� Η .

二 )Χ > Γ ∀
,

本文于≅: :9 年;月∗日收到
�

国家自然科学基金及国家教委博士点基金资助项目
�

本工作为刘冬的硕士学位论文的一部分
�
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结果和数据处理

一− − . 与红细胞膜的作用

为用 ) ∗ �+ 做探剂
,

先用 ) ∗ �十

滴定红细胞膜以确定 ) ∗� +
与膜磷脂和膜蛋 白的结合相对强

度
。

图 & 给出按 ) ∗ �+ 荧光增强及蛋白质荧光熄灭绘制的滴定曲线
∀

) ∗ �+ 荧光增强反映它与蛋

白质和磷脂的结合 ? 蛋白质荧光熄灭只反映与蛋白质的结合
∀

二者同步进行
、

拐点接近
、

前

段线性好
,

提示 ) ∗ �+ 主要结合在膜蛋白上 ? 极少量与磷脂结合
。

(((≅,:&9熟�工切� ��训

图 ! 用 ∀ # ∃% 滴定红细胞膜

& ∋(
)

! ∀ ∋∗+  ∗ ∋, − . � +/ . 0 , 1 2 3 4 5 . 5 # +  − .

6 ∋ ∗7 ∀ # ∃ % 8
)

∀ # ∃ % − � , + . 09 . − 99 :

3
)

;+ , ∗ . ∋− 1! � , + . 09 . − . .

<<<=+
!

八

。吕
�口幼。>,−!妇

∃<?<≅<‘Α叫曰口工�>

≅< ≅Β ? < ? Β

阮双
。一=
腼卜山

一∃

为测定 Χ Χ ; 与细胞膜的结合参数
,

先用 09 ∗97  + Δ 法处理图 ≅ 中曲线 ≅ 数据得膜上 ∀ #∃
‘

结合部位数
− 和表观结合常数 Ε

)

定义 Φ Γ Η∀ # Ιϑ Κ 9 5 ,

其中Η∀ # Ιϑ 指与膜结合的试浓度
,

9 5

为膜浓度 Λ用膜蛋白含量表示Μ
)

在滴定前段
,

Η∀ # Ιϑ 约等于试分析浓度 4 ∀ # 。

此时荧光强度 & 与

Ν∀ # ΙΝ 关系可回归为
Ο

& Γ 一 ≅ Π Π % <
,

Β∃ Η∀ # Ι』

即Θ计Θ非,Ρ犷Θ仆Θ沪

尧�∀的Σ一甲��∀���刁。刀。>。−∀铂。Α曰�门曰。>
<

)

Π <

<
。

Β =

/ 已 Τ ?

∗飞七Υ <
)

?扫

Κ Κ

一
“<

Κ
一
一

一一 “,

Κ
一

二砰厂
‘<ς

ς
。

心< <
。

Τ Τ

ΩΩ
<

)

Τ Ξ <
)

Β ? <
)

Β=

Φ

≅<

阮
Ψ ∋ ,

? < ? Β

≅
)

Δ5
一
∃

图 ? ∀ # ∃% 一红细胞膜相互作用的 09  ∗9 7 +Δ 图

&∋( Ζ [ .  ∗. 7  + Δ Δ ∋ ( +  5 , + ∀ # ∃ %一2  4

5 . 5 # +  − . ∋ − ∗. + . ∗∋ , −

在后 段
,

Η∀ # ΙΝ 不等于 4 ∀ # 。

由前 段

图 ∃ 用 ∀ #∃ 摘定结合 Χ Χ ; 的红细胞膜

& ≅∴
)

∃ ∀ ∋ ∗+  ∗∋ , − , 1 Χ Χ ; ∗ +.  ∗. Δ 2 3 4 5 . 5 #+  − . 6 ∋∗7

∀ # ∃ % , − � 5 # . + 0 , − ∗7 . . � +/ . 0 + . 1. + ∗, − � 5 # . +

, 1料≅ , 1 Χ Χ ; 0 , !� ∗∋ , −  Δ Δ . Δ

& 值计算 Η∀ #Ι ϑ
,

求 各点 Η∀ #0%ϑ
,

算 出 元 得 图
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Β Χ1
2 31 42 56 图

∀

该曲线可按两类部位模型解析
,

得 , 】, , 7 和 Δ ! ,

凡 如下
7

, , 二 =
∀

Α Ε Φ &(一>  !) ∗ Γ Η 膜蛋白? 尤 , ; <
∀

( < Φ ! :6 > , ·

>  !
一 ,

, Β ; :
∀

&( Φ &(
一, >  !) ∗ Γ Η 膜蛋白? 凡 ; 9

∀

  Φ 一。‘6 > , ·

>  一,

并得最大结合量口∗Ιϑ 盆
?

为 9
∀

=Ε
、 &( 一加  !

·

山, 一 ,
∀

由图 � 数据先求出结合不同量 − − . 时的 Κ) ∗Ι』
> 2 7 ∀

设结合一个铂可阻止一个试的结合
,

则可按下式计算结合在膜上的铂浓度Κ. 3Ιϑ 7

Κ. 3Ι 〕二 口∗ Ι】盆
Φ
一 Κ) ∗ ΙΛ > 2Φ

由此计算未结合的 − − . 浓度印3Λ 及Μ
。

图 = 为 �( 一 9 (如Ι 间 && 组数据的 Χ 12 314 25 6 图
∀

并求

得
7

, , 二 =
∀

(( Φ &( 一, >  !.3 Γ 7 膜蛋白? Δ! ; :
∀

� ( Φ ! =6 >
一 ,

, Β 二 Ε
∀

& & Φ &( 一, >  !.3 Γ Η 膜蛋白? 凡 ; �一Α Φ ! =6 >
一 ,

∀

>  !一

∀

>  !一 &

Ν可&< (

(
·

, 。
·

� 污 Ο  
·

‘9 (
·

= : (
·

<(

Ν
·

& &
·

‘ &
·

Α Μ Β
·

( 9
·

� 9
·

‘

<心�
一

9习刊月Π曰凡
Θ &(

一Μ一沈

图 = − − .一红细胞膜相互作用 图 0 − − .ΧΡ 红细胞膜蛋白相互作用

ΣΝΗ
∀

= ϑ, 3Ρ 5 2 Ρ 3Ν ,  Τ− − . 2 , 6 Υ ς / > Ρ > ∗ 5 2 , Ρ Σ ΝΗ
∀

< ϑ, 3Ρ 5 2 Ρ 3Ν ,  Τ − − . 2 , 6 Υ ς /

> Ρ > ∗ 52 , Ρ .5  3 ΡΝ,

结果表明铂与膜蛋白结合影响锨的结合
,

而且结合能力大于试
∀

二 ∀− − . 与红细胞膜蛋白的相互作用

用 012 3Ρ 425 6 法处理不同量 − − .与红细胞膜悬浮液反应 &( > Ν, 及 &Α4 后的蛋 白质自身荧

光强度数据
,

得图 < 曲线
,

并得
,
及 Δ 值

7

可 对 心 戒
&( > Ν,

∀

9
∀

( � Φ !( 一 � !
∀

&( Φ ! , <
∀

< � Φ ϑ( , <
∀

= # Φ !( =

&Α4 !
∀

� Χ Φ 一。一� 9 <: Φ &( , =
∀

Η ! Φ ! 一 = =
∀

<9 Φ !(‘

Ω

&( > Ν, 的实验结果及 , 和 Δ 值仅供与 &Α4 结果比较
,

未必已达到平衡
∀

十单位同前
∀

& > Ν, 与 &Α4 结果很接近
,

表示 − − . 与膜蛋白反应较快
,

与 Ξ2, 2Ψ 2 意见一致
‘: ,

。

所

得
,
及 Δ 值与用 ) ∗ , +

荧光测得的与红细胞膜结合的
,
及 Δ 接近

,

可认为 − − .主要结合在膜

蛋白上
∀

三
∀

− − . 与磷脂脂质体的作用

用 ) ∗ �+ 滴定与不同量 − − .作用的 .1 脂质体
,

按测得的 ) ∗ �

谈光强度绘制滴定曲线
,

曲
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线前段为直线
,

直线斜率 Ψ 与 − − . 对 . / 摩尔比%场
3 Γ 饰6 关系如图 : 所示

∀

结果表明 − − .

与 . / 结合
。

丫丫ΖΖΖ
图 : ) ∗ �+ 滴定 ./ 脂质体滴定

曲线 Ψ 与几
3 Γ /咒 关系

ΣΝΗ
∀

: ) Ν35 2 3Ν ,  Τ −− .一./ !Ν. Χ  > Ρ [ Ν34

) ∗ � + , 5 Ρ!2 3Ν , Χ4 Ν∴  Τ Ψ 2 , 6 /.
3 Γ / . Ρ

(
∀

& ( (
∀

9 ( (
∀

� ( (
∀

直( (
∀

< (
/ .ΙΓ /. 1

可认为 1 .3
Γ /.1 很小时

,

− − . 完全与 ./ 结合
,

则 1 .3
Γ /.1 ; Μ

∀

实验结果 Ψ 与 双即

≅ Γ 1 .1 ∋符合 Ψ ; (
∀

Ε &Α一 !
∀

# Ε< ]线性方程%5 ; (
∀

ΕΕ ∋
。

1 . 3 Γ /.1 增大时
,

偏 离直线
,

表示未结

合的 − − .较多
∀

对曲线上任一点都先按回归方程算出Μ
,

再计算Κ.3 Λ7

Κ.3Λ “ %/
. 3
Γ / ∴ 1 一 Μ∋ / ∴ 1

由此得到了 Χ1 2 31 425 6 图
,

由它算出的
,
及 Δ 为

, , ; (
∀

&� # >  !Γ >  !∴ / ? Δ! ; :
∀

� < Φ ! Β6 >
一, >  一,

, Β ; (
∀

( 9 Ε : >  !Γ >  !∴ / ? Δ9 ; &
∀

� Α Φ ! Β6 >
一, >  一,

结果表明 − −. 能与脂质体中的 ./ 结合
,

但结合能力很弱
∀

结 果 与 讨 论
结果表明 − − . 与膜结合的蛋白和膜磷脂都能结合

,

但与蛋白质的结合较强
∀

白然
,

用

Χ1 2 31 4 2 56 法处理象 ) ∗ �+ 或 − − . 这样的离子与细胞膜或其碎片的结合数据时
,

所得的 Δ 值只

能理解为表观结合常数
,

它与膜的制备方法和条件有关
∀

) ∗ �+ 与膜蛋白优先结合早有报道
∀

) ∗�+ 与周围酪氨酸和色氨酸残基的能量转移使 ) ∗�
干

荧

光增强
∀

ΧΝ > ∴ ΨΝ ,Χ 等对胸腺细胞的研究结果提示 ) ∗� +主要结合在钙通道内口部位 & 上
,

而且

8 8 . 可能占据这一部位 %Α∋
。

本工作也显示铂可能占据拭结合部位
。

’

由刁 8 8 . 对 ) ∗ �+ 荧光

强度和对 ) ∗�+ 磷光衰减的影响依赖于离子强度
,

ΧΝ > ∴ΨΝ , Χ认为 8 8 . 与膜蛋白间发生电荷一电

荷相互作用
,

但从测得的 尤值看未必如此
∀

ΧΝ, 4 2 ‘, 〕
及 Χ Ν> ∴ Ψ Ν, Χ 〔Α 〕都报告 8 8 . 的结合对磷

脂分子的流动性影响很小
,

与我们测得 − − .与磷脂的 Δ 值较低一致
。

本工作提示 − − . 与膜

蛋白的作用较快
,

这一现象早即为 Ξ 2, 2Ψ
2 指出

。

8 8 . 则因配位 /!
一

交换慢
,

所以作用很

慢
。

由于细胞膜上结合有多种蛋白质和磷脂
,

所谓结合部位不是指配位的原子或残基
,

只指

与铂结合的是某种或某类分子
∀
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