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用微量热法对菲咯啉合铜（! "# $ %&’( ) * + * ,）和联吡啶合铜（! "# $ -%. ) * + * ,）与小牛胸腺 /01的相互作用进
行了研究，依据 89:&’’;<=( >?%%’@邻近排斥方程确定了结合反应的平衡常数 !、结合位点距离 "及热力学参
数 !A#B、!A $B 和 !A %B。结果表明这两种铜的配合物与 /01之间均可形成稳定的三元配合物，且反应为熵驱
动过程，/01与这些配合物的键合过程中同时存在插入和静电作用两种模式，插入作用的强弱与金属配合物
中配体的平面性质有关。
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/01与其靶向分子相互作用的研究不仅对阐明抗肿瘤、抗病毒药物及致癌物质的作用机
制，而且对进一步指导人工核酸酶及 /01高级结构的研究等方面的工作都具有重要意义。金
属配合物，尤其是过渡金属配合物是一类重要的 /01靶向化合物。已有的研究表明，这类化合
物可望设计成人工核酸酶，从而实现对 /01链上某些位点的特异性剪切；也有望设计并合成
出某些性能优良的抗肿瘤或抗病毒药物 ! 32 * +；其中有些对 /01作用具有立体选择性的配合物
还可作为 /01结构和构象的探针，对 /01的 F型和 G型进行手性识别 ! 62 4 +。特别是菲咯啉、联

吡啶、卟啉、H9&?II碱类配体和 "#、J#、"=、K’等过渡金属离子之间所形成的配合物与 /01的
作用更是引人注目 ! *2 L M 7 +。人们采用多种现代实验手段如 08J、NHJ、O<、"/、共振 J#BP((光
谱、荧光探针、电化学、光谱电化学、/H"及微量热等从不同角度对它们的作用进行了广泛的研
究，得到了许多有益的结论 ! 7 +。

H?QBP(等在研究菲咯啉对大肠杆菌 /01 聚合酶"抑制作用机理时发现菲咯啉铜具有剪
切 /01的化学核酸酶的活性 ! R +，随后有关菲咯啉铜、联吡啶铜与 /01作用的各种研究就变得
异常活跃 ! S +。光谱电化学的研究发现， ! "# $ %&’( ) * + * , T ! "# $ %&’( ) * + ,或 ! "#$ -%. ) * + * , T
! "#$ -%. ) * + ,与 /01之间有较强的相互作用，且配合物在氧化和还原过程中的光谱存在可逆
性的变化 ! 35 +。

微量热法是一种近年来发展起来的研究生物热力学与生化过程动力学的重要方法，该法

在测定过程中不会干扰生物体系的正常活动与代射，对反应体系的光谱性质、电学性质及溶剂

性质等无任何限制条件，因而有许多独到之处。微量热法已先后被用于一些抗肿瘤药物、生物

染料及金属配合物与 /01 相互作用的研究 ! 33 M 34 +。本文用微量热法研究了 ! "# $ %&’( ) * + * ,、

! "#$ -%. ) * + * ,两铜离子配合物与小牛胸腺 /10作用的热力学性质及结合位点，并分析了键合
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模式。

# 实验部分
#$ # 试 剂
小牛胸腺 %&’为上海华美生物工程公司产品，采用常规生化方法纯化，其余试剂均为分

析纯或生化试剂，实验过程中所用水均为无菌去离子蒸馏水，所有试样溶液均用浓度为

($ ()*+,·- . #、/0 1 !$ (的 2345607, 8内含 ($ # *+,·- . #&97, :缓冲溶液配制。将 %&’溶液置于
冰水浴中用超声波将其打断成长度约为 #(((个碱基对（;/）的 %&’片段，然后进行紫外测定，
吸光度 !<=( > !<"( 1 #$ ""，纯度合格，%&’的浓度由吸光值 !<=(及相应的摩尔消光系数 !? 8 <=( : 1
==((-·*+, . #·@* . #确定，处理好的 %&’溶液置于 AB冰箱保存。配合物溶液的制备：按金属
离子与配体为 #C <的摩尔比由 7DEFA·)0<F和 #G #(6菲咯啉或 <G <6联吡啶反应制得，用缓
冲溶液配成不同的浓度供实验之用。

#$ < 实验仪器与方法
微量热实验在瑞典产 -HI6<<!!型生物活性检测仪 8 I4+9@J4K4JL M+N4J+3 :中完成。该仪器是

一种流动型热导式热量计，其量热方式有流通式 8 ?,+O6JP3+DQP :、混合流动式 8 ?,+O6*4R :和安培
反应器 8 9*/+D,S :等三种模式。本实验采用混合流动法实验方式，使用带有微信息处理器控制
流速的 -HI6<#T< 型双通道蠕动泵和 -HI6<<#(型双通道记录仪。测量前，依次用 ($ #*+,·
- . #&9F0溶液、!)U酒精、($ #*+,·- . #盐酸及无菌去离子蒸馏水对测量通道进行消毒和清

洗。选择好流速与测量量程，待用无菌去离子蒸馏水走线稳定后，改用缓冲溶液设定基线并充

分稳定，将 %&’溶液与配合物溶液以相同的流速同时泵入检测系统的测量池内，当反应系统
达到稳定后，其表观输出为一稳定值，此时记录曲线为一平台段，然后切换溶液，用缓冲溶液复

查基线，在同样的条件下测定 %&’溶液及配合物溶液的稀释热效应。这样，从混合过程的表观
热功率中扣除两反应物溶液的混稀释热功率即得相应反应的真实热功率。

< 热力学模型
%&’与小分子化合物之间的结合平衡可用 M@VPSS6W+N 04//S,方程 X #) Y处理，此时将 %&’

双螺旋结构看作由 "个等同重复单元组成的均匀点阵链分子。假定小分子配体占据其中 #个
连续点阵单元，当 # 1 #时，即为 E@9J@P93Z方程所描述的情况，当 # [ #时，同时考虑配体之间
的相互影响，得到：

" > $? % &（# . #"）［
（<# . #）（# . #"）\ " . ’

<（# . #）（# . #"）
］N . #［# .（# \ #）" \ ’

<（# . #"）
］< 8! :

式中’ 1 ［# .（# \ #）"］< \ A#"（# . #"3 ）， #是与邻近结合配体自由能变化有关的参数，当
# 1 #时，方程（!）简化为邻近排斥方程：

" > $? 1 & 8 # . #" : N > X # . 8 # . #: " Y N . # 8" :
式中 &为表观结合常数，$?是配体的游离浓度，"是 %&’上每个核苷酸平均已结合配体的分
子数，#是结合位点距离，即每个配体分子可结合 %&’链上核苷酸的数目。由于 #的不确定
性，用式 8! :很难拟合，所以通常采用式 8" :来求算反应的 &和 #值。
在 %&’总浓度 (J固定的情况下，一个稳流反应体系的热功率 )与 %&’6配合物的复合

物形成量成正比：
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$ $ !F%6 &G "D .! 0
式中 !F%6为金属配合物为计量的摩尔键合焓，"D为流速 &G恒定时结合在 +,-链上的金属
配合物浓度。由于 " $ "D H #/及 "/ $ "I C "D* 故式（!）又可表示为：

$ $ !F%6 &G "#/ ." 0
假定金属配合物与 +,-之间的结合服从邻近排斥方程，则平均结合数 "按下式计算：

" 4 ’ . "/ 4 #/ 0 . ! 4 (" 0 A ; ! 4 . ( 4 ! 0 " B ! 4 A $ 3 .# 0
根据 $的实验值，按式 ." 0及式 .# 0做非线性最小二乘法拟合即可由混合流动量热法确定反应
的 ’、(及 !F %6值。进一步依据下列热力学关系式可分别求出 +,-与金属配合物作用的摩尔
JKDDL函数变 !F )6及摩尔熵变 !F *6等热力学参数：

!F )6 $ 4 +!8A ’ .$ 0
!F *6 $ . !F%6 4 !F )6 0 H ! .% 0

M 结果与讨论
固定两反应物溶液的流速及 +,-总浓度而改变金属配合物浓度，其混合流动量热过程则

相当于一个滴定量热过程。图 !给出了 ; <=. >?@A 0 % B % C、; <= . D>E 0 % B % C与 +,-反应体系量热曲
线的实验结果及按邻近排斥方程式 .& 0之拟合值，其中各实验值均取两次实验的平均值。可以
看出计算值与实验值两者之间吻合得相当好* 这也表明所用的结合模型是合理的，从图 !还
可以看出在相同浓度下两配合物与 +,-相互作用的真实输出热功率 $均与流速 &G成正比，

因此在实验所选流速下反应达到了化学平衡。比较各曲线的形状容易发现，>?@A的配合物比
D>E的配合物量热曲线斜率大且先出现平台，表明前者与 +,-的结合程度比后者高。由曲线
拟合可以得到反应的热力学函数及结合位点等反应参数，有关结果列于表 !。

表 ! ;<= . >?@A 0 % B % C、; <= . D>E 0 % B % C与 +,-作用的结合参数

’()*+ , -./0./1 2(3(4+5+36 78 9:;<=>+/?& @& A 73 9:;<)=B ?& @& A C/5+3(D5./1 E.5> FGH<&IJK ,#L?

N76>8@O
&G ’ ( !F%6 4 !,)6 !F *6

H .69·6KA 4 ! 0 H . 9·678 4 ! 0 H . PQ·678 4 ! 0 H . PQ·678 4 ! 0 H . Q·) 4 !·678 4 ! 0
; <= . >?@A 0 % B % C 3’ #%(% %’ %M 2 !3( M’ 51 !!’ #( M3’ (M !5%’ 5&

!’ !!3% %’ !3 2 !3( M’ 5& !%’ 5" M3’ M& !5M’ "%
RS@FT’ . %’ !" U 3’ 3" 0 2 !3( M’ 5" U 3’ 3! !%’ %! U 3’ %1 M3’ 51 U 3’ 3& !5M’ !3 U 3’ 1%

;<= . D>E 0 % B % C 3’ #%(% #’ "( 2 !3M M’ (! !1’ (& %%’ "" !M!’ #&
!’ !!3% !’ !& 2 !35 M’ 53 !(’ 5% %M’ %5 !%#’ 1"
RS@FT’ . !’ 3& U 3’ !3 0 2 !35 M’ 51 U 3’ 31 !1’ 33 U 3’ (& %M’ 31 U 3’ %# !M3’ &M U !’ !1

在中性水溶液中，+,-以被水分子包围的双螺旋形式存在 ; !1 B。根据其结构特点，小分子化

合物与 +,-分子间存在的非共价键作用主要有：小分子带正电的基团与 +,-双螺旋链上带
负电的磷酸残基之间的静电作用；小分子进入 +,-双螺旋的沟区与碱基之间的疏水作用及氢
键作用；芳香性化合物进入 +,-双螺旋的沟区与芳香族碱基之间的 #电子相互作用及疏水
作用；SRA V@F WRR8L 引力作用。化合物与 +,-作用的摩尔焓变为上述几种作用的综合，其作用
能大小在 SRA V@F WRR8L X力（53PQ·678 4 !）和氢键力（& Y (3PQ·678 4 !）; !1 B的范围内。表 !结果表
明，配合物 ; <= . >?@A 0 % B % C、; <= . D>E 0 % B % C与双链 +,-的作用均为热效应较小的吸热反应且是
熵驱动的自发过程，这是由于两配离子以沟槽方式与 +,-结合时 ; !" B，配离子的正电荷与核苷

酸磷酸基所带负电荷间的静电作用及 +,-沟槽中被束缚的水分子被释放出来的综合效应所
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% # & ’() %*+,- & . / . 0 1234 %. & ’ () % 5*6 & . / . 0 1234
图 # ’()% *+,- & . / . 0、’() % 5*6 & . / . 0与 234作用量热曲线拟合结果

789: # ;,9<,==8>- ?>< @8A<>ABC><8@,D<8A A)<E, >? ’ () % *+,- & . / . 0 >< ’ () % 5*6 & . / . 0 58-F8-9 D> 234
!234 % "D & G #: H!#H I #" J K@>C·L J #

致，与此同时结合过程的空间位阻效应也可能引起 234的构型转变甚至部分解旋。两种配离
子相比， ’ () % *+,- & . / . 0与 234 作用的结合常数远大于 ’ ()% 5*6 & . / . 0，而键合焓略小于

’ ()% 5*6 & . / . 0，这是因为配体菲咯啉比联吡啶的稠环程度高，苯环的共平面性强，环平面面积、

疏水性及 !电子离域程度等都大，特别是与金属离子形成配合物后这种差异更是加大，因此
当这些配合物与 234作用时，前者除了沟槽方式外尚可借助疏水作用和 !电子作用使芳环
平面部分插入 234双螺旋结构中的碱基对之间，从而增强了配合物与 234之间的相互作用，
而后者仅有沟槽作用，由于疏水缔合的 "# M "’#! /，它部分抵消了沟槽作用的热效应，这样总

的结果使得 ’ ()% *+,- & . / . 0与 234作用的 "#比 ’ ()% 5*6 & . / . 0小，这一量热结果也印证了紫外

光谱及荧光光谱的测定结果。据文献报道 ’ #N /，在过量 234存在下，邻菲咯啉类配合物吸收光
谱的最大吸收峰可产生 .-@的红移，而联吡啶类配合物的吸收光谱一般不发生移动，吸收光
谱能否红移及红移程度是小分子化合物能否与 234发生插入作用以及插入能力强弱的重要
准则之一，这就是说从吸收光谱看，与 234作用时，邻菲咯啉类配合物可有一定程度的插入能
力，而联吡啶类配合物一般仅有微弱的插入能力；另外，宋玉民等 ’ H /在研究 234对这两类配体
的配合物发光强度的影响时发现，234对邻菲咯啉配合物发光有明显的增强效应，而联吡啶
配合物的发光强度几乎不受 234的影响，这是因为当配合物与 234有插入作用时，大分子
234的疏水性保护作用将使配合物的发光增强，据此亦可判断配合物对 234的插入能力。
表 #的结果还表明，两种铜的配合物对 234的结合位点间隔均接近 K，即每隔 K个碱基对

可结合一个配体分子。小牛胸腺 234是 O型右手螺旋分子，每隔 #"个核苷酸形成一个螺旋结
构，其中有两条沟槽即大沟和小沟，这些部位没有表面磷酸和脱氧核糖核酸骨架保护，彼此距

离也适当，是小分子化合物最有利的作用部位。而大沟、小沟对于在遗传上有重要功能的蛋白

质识别 234双螺旋结构中的特定信息是非常重要的 ’ ." /。
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