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摘要: 为了研究药物与胃蛋白酶(ＰＥＰ)相互作用后对药效及胃部消化能力的影响ꎬ在模拟生理条件下ꎬ建立

了光谱测定ꎮ 本文通过荧光法、同步荧光法和分子对接模拟技术研究了在 ２９８ꎬ３１０ꎬ３１８ Ｋ 时盐酸吡格列酮

(ＰＧＨ)和 ＰＥＰ 之间的相互作用机理ꎮ 结果表明ꎬＰＧＨ 与 ＰＥＰ 之间通过静电引力及氢键作用以静态猝灭的方

式形成了 １∶ １的稳定复合物ꎻＰＥＰ 的酪氨酸残基(Ｔｙｒ)和色氨酸残基(Ｔｒｐ)均参与了反应ꎻＰＧＨ￣ＰＥＰ 的结合对

后继配体存在正协同作用ꎮ 通过估算得知:当患者服用 ＰＧＨ １５ ~ ４５ ｍｇ 时ꎬ胃液中的药物结合率为 ０. ００１３％ ~
０. ００３２％ꎬ数值很小ꎬ即 ＰＧＨ 与 ＰＥＰ 的结合对 ＰＧＨ 药效几乎没有影响ꎻＰＥＰ 的结合率为 ６９. ７６％ ~８７. ３７％ꎬ即服用

ＰＧＨ 使得游离的 ＰＥＰ 减少 ６９. ７６％ ~８７. ３７％ꎬ表明服用 ＰＧＨ 将使患者的消化功能受到影响ꎮ 分子对接技术表

明 ＰＧＨ 与 ＰＥＰ 的最佳结合位点位于 ＰＥＰ 的催化活性中心处ꎬ且两者的结合作用改变了 ＰＥＰ 催化活性中心处

氨基酸残基的微环境ꎮ
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１　 引　 　 言

盐酸吡格列酮(ＰＧＨ)属于治疗 ２ 型糖尿病

的常用药物[１]ꎮ 其主要副作用除了服用剂量过

多时发生低血糖造成患者昏迷、甚至死亡[２￣３] 外ꎬ
还有恶心、呕吐、腹痛、疲劳、厌食、黑尿等副作用ꎮ
但有关口服药物对人体消化功能影响机理的光谱

法研究至今未见报道ꎮ
胃蛋白酶(ＰＥＰ)由 ３２７ 个氨基酸残基组成并

且含有具有内禀荧光体的 １３ 个酪氨酸(Ｔｙｒ)残

基、５ 个色氨酸(Ｔｒｐ)残基和 １３ 个苯丙氨酸(Ｐｈｅ)
残基[４]ꎮ 胃蛋白酶是脊椎动物胃黏膜中以酶原

形式产生的典型的天冬氨酸蛋白酶[５]ꎬ由 Ｎ 端结

构域(残基 １ ~ １７５)和 Ｃ 末端结构域(残基 １７６ ~
３２７)两个同源结构域组成[６]ꎮ 它作为人体消化

系统中一个重要的蛋白酶ꎬ食物、药物在进入胃时

首先与胃蛋白酶相互作用ꎮ 同时ꎬ胃蛋白酶的活

性也可能受到食物、药物的影响ꎮ 目前ꎬ胃蛋白酶

常被用作消化蛋白酶的一个重要模型来研究小分

子与蛋白质的相互作用ꎬ但尚未见采用光谱法研

究 ＰＧＨ 与 ＰＥＰ 之间的作用机理的文献报道ꎮ 本

文通过传统荧光光谱法、同步荧光光谱法以及分

子对接法ꎬ研究了 ＰＧＨ 与 ＰＥＰ 之间的相互作用

机理并定量研究了 ＰＧＨ 与 ＰＥＰ 之间的相互作用

对药物的药效及胃部消化功能的影响情况ꎮ 该方

法简单、快速ꎬ研究结果与药物实际对消化功能的

副作用一致ꎮ

２　 实　 　 验

２. １　 仪器与试剂

试剂:ＰＥＰ(纯度≥９９％ꎬＳｉｇｍａ 公司)ꎬ配成浓

度为 １. ０ × １０ －４ ｍｏｌ / Ｌ 的储备液ꎻＰＧＨ 配成 １. ０ ×
１０ － ３ ｍｏｌ / Ｌ 的储备液ꎻＨＡｃ￣ＮａＡｃ 缓冲溶液(ｐＨ ＝
２. ００ ± ０. ０２ꎬ含 ０. １０ ｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ)ꎮ 实验用水皆

为二次石英蒸馏水ꎬ以上储备液于 ４ ℃ 下避光

保存ꎮ
仪器: 岛津 ＲＦ￣５３０１ＰＣ 荧光分光光度计ꎻ

ＳＹＣ￣１５Ｂ 超级恒温水浴ꎻＳＺ￣９３ 自动双重纯水蒸

馏器ꎮ
２. ２　 实验方法

２. ２. １　 荧光光谱测定

分别在 ２９８ꎬ３１０ꎬ３１８ Ｋ 下ꎬ向一系列 １０ ｍＬ
比色管中ꎬ分别加入 ＨＡｃ￣ＮａＡｃ 缓冲溶液 １. ０
ｍＬꎬＰＥＰ(１. ０ × １０ － ５ ｍｏｌ / Ｌ)溶液 ２. ０ ｍＬ 和不同

体积的 ＰＧＨ(１. ０ × １０ － ３ ｍｏｌ / Ｌ)溶液ꎬ定容并水浴

恒温静置 ３０ ｍｉｎꎮ 狭缝宽度设为 ５ ｎｍꎬλｅｘ ＝ ２８０ꎬ
２９５ ｎｍ 时ꎬ扫描荧光光谱ꎮ Δλ ＝ １５ꎬ６０ ｎｍ 时ꎬ扫
描同步荧光光谱ꎮ
２. ２. ２　 分子对接

在蛋白数据库(Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｄａｔａ Ｂａｎｋ)得到 ＰＥＰ
的晶体结构 ( ＰＤＢ ＩＤ: ５ＰＥＰ)ꎬ利用软件 Ｃｈｅｍ￣
Ｄｒａｗ Ｐｒｏ １４. ０ 和软件 ＣｈｅｍＢｉｏ ３Ｄ Ｕｌｔｒａ １４. ０ 对

ＰＧＨ 的结构进行处理ꎮ 在 ＡｕｔｏＤｏｃｋ ４. ２. ６ 软件

对 ＰＧＨ 和 ＰＥＰ 进行分子对接ꎬ主要采用遗传算

法来计算与蛋白质和药物分子结合的可能

构象[７]ꎮ

３　 结果与讨论

３. １　 ＰＧＨ 与 ＰＥＰ 体系的荧光光谱

ＰＧＨ￣ＰＥＰ 体系的荧光光谱见图 １ꎮ 由图 １ 可

知ꎬ在 λｅｘ ＝ ２８０ ｎｍ 时ꎬＰＥＰ 最佳荧光发射峰的波

长为 ３４７ ｎｍꎬ且随着 ＰＧＨ 浓度的增加其有规律

地下降(激发波长为 ２９５ ｎｍ 时ꎬＰＧＨ￣ＰＥＰ 体系的

荧光光谱与其类似)ꎬ表明 ＰＧＨ 与 ＰＥＰ 反应ꎬ使
得 ＰＥＰ 的荧光发生猝灭效应[８]ꎮ

通过其 Ｓｔｅｒｎ￣Ｖｏｌｍｅｒ[９] 猝灭常数 ＫＳＶ 和猝灭

速率常数 ｋｑ 与温度的相关性可以区分其作用

机制:
Ｆ０ / Ｆ ＝ １ ＋ ｋｑτ０[Ｑ] ＝ １ ＋ ＫＳＶ[Ｑ]ꎬ (１)

其中 Ｆ０、Ｆ 分别为无、有猝灭剂时的荧光强度ꎻτ０
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ＣＰＥＰ ＝ ２. ０ × １０ － ６ ｍｏｌ / Ｌꎬ １ ~ ９ ＣＰＧＨ ＝ (０ꎬ ２. ０ꎬ ３. ０ꎬ ４. ０ꎬ

５. ０ꎬ ７. ０ꎬ ８. ０ꎬ ９. ０ꎬ １０. ０) × １０ － ５ ｍｏｌ / Ｌ
图 １　 ＰＧＨ￣ＰＥＰ 的荧光发射光谱(Ｔ ＝２９８ Ｋꎬλｅｘ ＝２８０ ｎｍ)
Ｆｉｇ. １ 　 Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｅｍｉｓｓｉｏｎ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ＰＧＨ￣ＰＥＰ ｓｙｓｔｅｍ

(Ｔ ＝ ２９８ Ｋꎬ λｅｘ ＝ ２８０ ｎｍ)

和[Ｑ]分别为分子荧光平均寿命(约为 １０ －８ ｓ)和猝

灭剂的浓度ꎮ 不同温度的计算结果列于表 １ꎮ 由表

１ 可知ꎬＫＳＶ与 ｋｑ值随着温度的升高均呈现降低趋势ꎬ
可见该体系的猝灭方式为静态猝灭ꎻ不同温度下的

ｋｑ均大于各类猝灭剂对生物分子的最大碰撞扩散常

数(２. ０ ×１０１０ Ｌ􀅰ｍｏｌ －１􀅰ｓ －１)[１０]ꎬ也印证了该体系

的猝灭类型为静态猝灭的正确性ꎮ
为了进一步得到结合常数(Ｋａ)、结合位点数

(ｎ)等信息ꎬ运用公式(２) [１１] 处理ꎬ结果一并列入

表 １:

ｌｇ Ｆ０ － Ｆ
Ｆ

æ
è
ç

ö
ø
÷ ＝ ｎｌｇＫａ ＋ ｎｌｇ [Ｄｔ] － ｎ

Ｆ０ － Ｆ
Ｆ [Ｂｔ]{ }ꎬ

(２)

表 １　 不同温度下 ＰＧＨ￣ＰＥＰ 体系的猝灭反应参数

Ｔａｂ. １　 Ｑｕｅｎｃｈｉｎｇ ｒｅａｃｔｉｖｅ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ ＰＧＨ￣ＰＥＰ ｓｙｓｔｅｍ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ

λｅｘ / ｎｍ Ｔ / Ｋ ｋｑ / (Ｌ􀅰ｍｏｌ － １􀅰ｓ － １) ＫＳＶ / (Ｌ􀅰ｍｏｌ － １) ｒ１ Ｋａ / (Ｌ􀅰ｍｏｌ － １) ｎ ｒ２

２８０

２９８ ４. ８１ × １０１１ ４. ８１ × １０３ ０. ９９５ ５ ４. ５７ × １０３ ０. ８９ ０. ９９４ ９

３１０ ４. ０９ × １０１１ ４. ０９ × １０３ ０. ９９９ ５ ３. ６３ × １０３ ０. ９８ ０. ９９３ ５

３１８ ３. ３０ × １０１１ ３. ３０ × １０３ ０. ９９７ ８ ３. ０２ × １０３ ０. ９４ ０. ９９５ ３

２９５

２９８ ３. ７１ × １０１１ ３. ７１ × １０３ ０. ９９４ ４ ３. ３９ × １０３ ０. ９４ ０. ９９２ ５

３１０ ２. ９４ × １０１１ ２. ９４ × １０３ ０. ９９８ ３ ２. ５７ × １０３ ０. ８８ ０. ９９８ ２

３１８ ２. ３７ × １０１１ ２. ３７ × １０３ ０. ９９４ ６ ２. １９ × １０３ ０. ８６ ０. ９９８ ５

ｒ１ 为方程 Ｆ０ / Ｆ￣[Ｑ]的线性相关系数ꎻｒ２ 为方程 ｌｇ[(Ｆ０ － Ｆ) / Ｆ]￣ｌｇ{[Ｄｔ] － ｎ[Ｂｔ](Ｆ０ － Ｆ) / Ｆ}的线性相关系数ꎮ

其中ꎬ[Ｄｔ]和[Ｂ ｔ]分别为 ＰＧＨ 和 ＰＥＰ 总浓度ꎮ
以 ｌｇ{(Ｆ０ － Ｆ) / Ｆ}对 ｌｇ{[Ｄｔ] － ｎ[Ｂ ｔ](Ｆ０ － Ｆ) /
Ｆ}作图ꎬ根据斜率和截距可得到 ｎ 和 Ｋａ值并列于

表 １ꎮ 由表 １ 可知 ｎ ≈ １ꎬ说明 ＰＧＨ 与 ＰＥＰ 结合

时只存在一个高亲和力结合位点[１２]ꎬ即 ＰＧＨ 与

ＰＥＰ 结合形成 １ ∶ １的复合物ꎮ 温度升高 Ｋａ 降低

可知温度升高使 ＰＧＨ 与 ＰＥＰ 的结合能力降低ꎬ
表明 ＰＧＨ￣ＰＥＰ 体系发生了静态猝灭[１３]ꎮ 在荧光

光谱实验中ꎬλｅｘ ＝ ２８０ ｎｍ 时可以同时激发蛋白的

Ｔｙｒ 和 Ｔｒｐ 残基的荧光ꎻλｅｘ ＝ ２９５ ｎｍ 时只能激发

蛋白的 Ｔｒｐ 残基的荧光ꎮ 由相同温度下 Ｋａ(λｅｘ ＝
２８０ ｎｍ) > Ｋａ (λｅｘ ＝ ２９５ ｎｍ)可知ꎬＰＥＰ 中的 Ｔｙｒ
和 Ｔｒｐ 残基均参与了反应ꎮ 相关系数 ｒ１、ｒ２ 均大

于０. ９９ꎬ说明了数据的可靠性以及计算结果的准

确性ꎮ 图 ２ 为 ＰＥＰ 中的 Ｔｙｒ 和 Ｔｒｐ 残基参与情

况ꎮ 由图 ２ 可见ꎬλｅｘ ＝ ２８０ꎬ２９５ ｎｍ 时的猝灭曲线

没有重叠ꎬ并且 λｅｘ ＝ ２８０ ｎｍ 荧光猝灭程度比

λｅｘ ＝２９５ ｎｍ 时大ꎬ说明在 ＰＧＨ 与 ＰＥＰ 结合的过

程中ꎬＰＥＰ 的 Ｔｒｐ 与 Ｔｙｒ 残基均参加反应且 ＰＥＰ

的 Ｔｒｐ 残基参与反应的程度更大ꎮ

1.0

0 50
[PGH] / [PEP]

F/
F 0

10 20 30 40

0.9

0.8

0.7

0.6

280 nm
295 nm

ＣＰＥＰ ＝ ２. ０ × １０ － ６ ｍｏｌ / Ｌꎬ ＣＰＧＨ ＝ ５. ０ × １０ － ６ ~１. ０ × １０ － ４

ｍｏｌ / Ｌ
图 ２　 ＰＧＨ 与 ＰＥＰ 作用的相对荧光曲线(Ｔ ＝ ２９８ Ｋ)

Ｆｉｇ. ２ 　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｂｅ￣
ｔｗｅｅｎ ＰＧＨ ａｎｄ ＰＥＰ(Ｔ ＝ ２９８ Ｋ)

３. ２　 ＰＧＨ 与 ＰＥＰ 体系的同步荧光光谱

同步荧光光谱能够给出分子环境信息ꎬ尤其

是在荧光基团附近[１４]ꎮ 图 ３ 为 ＰＧＨ￣ＰＥＰ 体系的

同步荧光光谱ꎮ Δλ ＝ １５ ｎｍ (Ｔｙｒ 残基)的荧光猝
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灭程度远小于 Δλ ＝ ６０ ｎｍ (Ｔｒｐ 残基)的荧光猝

灭程度ꎬ表明 ＰＥＰ 的 Ｔｒｐ 残基参与反应程度比 Ｔｙｒ
残基大[１５]ꎮ 图 ３(ａ)中的荧光峰并没有随着 ＰＧＨ
加入而发生位移ꎬ说明 ＰＧＨ 与 ＰＥＰ 的结合不改

变 ＰＥＰ 中 Ｔｙｒ 残基周围的微环境ꎻ图 ３(ｂ)中 ＰＥＰ
３４４ ｎｍ 处的荧光峰随着 ＰＧＨ 加入红移至 ３４６
ｎｍꎬ说明 ＰＧＨ 与 ＰＥＰ 的结合改变了 ＰＥＰ 中 Ｔｒｐ
残基周围的微环境ꎬ使 ＰＥＰ 疏水性降低[１６]ꎮ
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ＣＰＥ Ｐ ＝ ２. ０ × １０ － ６ ｍｏｌ / Ｌꎬ １ ~ ８ ＣＰＧＨ ＝ (０ꎬ ２. ０ꎬ ３. ０ꎬ ４. ０ꎬ
５. ０ꎬ ７. ０ꎬ ９. ０ꎬ １０. ０) × １０ － ５ ｍｏｌ / Ｌ
图 ３　 ＰＧＨ￣ＰＥＰ 体系的同步荧光光谱(Ｔ ＝ ２９８ Ｋ )ꎮ (ａ)

Δλ ＝ １５ ｎｍꎻ(ｂ)Δλ ＝ ６０ ｎｍꎮ
Ｆｉｇ. ３　 Ｓｙｎｃｈｒｏｎｏｕｓ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ＰＧＨ￣ＰＥＰ ｓｙｓｔｅｍ

(Ｔ ＝ ２９８ Ｋ). (ａ) Δλ ＝ １５ ｎｍ. (ｂ) Δλ ＝ ６０ ｎｍ.

３. ３　 ＰＧＨ￣ＰＥＰ 体系结合率

当药物与蛋白结合达到动态平衡时ꎬ蛋白一

部分为游离型蛋白ꎬ另一部分为结合型蛋白ꎮ 若

蛋白有 ｎ 个相同且独立的结合位点时ꎬＰＧＨ￣ＰＥＰ
体系存在如下反应:

[Ｂ] ＋ ｎ[Ｑ] → [ＢＱｎ]ꎬ (３)
如果蛋白 Ｂ 与药物 Ｑ 的相互作用符合 Ｌａｎｇｍｕｉｒ
单分子吸附模型[１７]ꎬ则平衡常数 Ｋａ为:

Ｋａ ＝
[ＢＱｎ]

[Ｑ] ｎ[Ｂ]
ꎬ (４)

当 ｎ ＝ １ 时ꎬ即 ＰＧＨ 与 ＰＥＰ 以 １ ∶ １ 比例结合

时ꎬ则:

Ｋａ ＝
[ＢＱ]

[Ｑ][Ｂ]ꎬ (５)

假设 ＰＧＨ 总浓度为 ＱꎬＰＥＰ 总浓度为 ＢꎬＰＧＨ￣ＰＥＰ
复合物浓度为 ｘꎬ则 Ｋａ亦表示为:

Ｋａ ＝
ｘ

(Ｑ － ｘ)(Ｂ － ｘ)ꎬ (６)

解该一元二次方程ꎬ经整理得:
ｘ ＝

Ｋａ(Ｑ ＋ Ｂ) ＋ １ － Ｋ２
ａ(Ｑ － Ｂ)２ ＋ ２Ｋａ(Ｑ ＋ Ｂ) ＋ １

２Ｋａ
ꎬ

(７)
则药物结合率可表示为:

Ｗ(Ｑ) ＝ ｘ
Ｑ × １００％ ＝

Ｋａ(Ｑ ＋ Ｂ) ＋ １－ Ｋ２
ａ (Ｑ － Ｂ)２ ＋ ２Ｋａ(Ｑ ＋ Ｂ) ＋ １

２ＫａＱ
×

１００％ꎬ (８)
蛋白结合率为:

Ｗ Ｂ( ) ＝ ｘ
Ｂ × １００％ ＝

Ｋａ(Ｑ ＋ Ｂ) ＋ １ － Ｋ２
ａ (Ｑ － Ｂ)２ ＋ ２Ｋａ(Ｑ ＋ Ｂ) ＋ １
２ＫａＢ

×

１００％ ꎬ (９)
以本实验的 ＰＥＰ 浓度 ２. ０ × １０ － ６ ｍｏｌ / Ｌ、ＰＧＨ 浓

度 ２. ０ × １０ － ５ ~ １. ０ × １０ － ４ ｍｏｌ / Ｌꎬ由表 １ 中不同

温度下 Ｋａ值结合公式(８)、(９)计算了不同温度下

的Ｗ(Ｑ)和 Ｗ(Ｂ)值ꎮ 得 Ｗ(Ｑ):０. ８３％ ~ ０. ６２％
(２９８ Ｋ)、０. ６７％ ~ ０. ５３％ (３１０ Ｋ)、０. ５７％ ~
０. ４６％ (３１８ Ｋ)ꎬ表明随着药物浓度的增大 Ｗ(Ｑ)
值减小ꎬ但是变化程度非常小(小于 １％ )ꎬ故 ＰＧＨ
与 ＰＥＰ 的结合对 ＰＧＨ 的药效的影响很小ꎬ可以忽

略不计ꎻＷ(Ｂ)的变化范围为:８. ３１％ ~３１. ２３％(２９８
Ｋ)、６. ７３％ ~ ２６. ５３％ (３１０ Ｋ)、５. ６７％ ~ ２３. １１％
(３１８ Ｋ)ꎬ可见随着 ＰＧＨ 浓度增大ꎬ蛋白结合率增

大ꎮ 以 ３１０ Ｋ 数据 ６. ７３％ ~ ２６. ５３％ 为例ꎬ表明

ＰＧＨ 与 ＰＥＰ 的结合将使得 ＰＥＰ 游离浓度减小

６. ７３％~２６. ５３％ꎬ即由于 ＰＧＨ 与 ＰＥＰ 的结合使得

ＰＥＰ 的游离浓度由 １００％减小到 ９３. ２７％~７３. ４７％ꎬ
由此可推断 ＰＧＨ 与 ＰＥＰ 的结合作用将会对胃部

的消化能力产生一定的影响ꎮ 设 Ｒ ＝ Ｑ / Ｂꎬ分别

以 Ｗ(Ｑ)和 Ｗ(Ｂ)对 Ｒ 作图ꎬ如图 ４ꎮ 从图 ４ 中可

以看出ꎬ随着温度的升高ꎬＷ(Ｑ)值很小ꎬ呈下降

趋势ꎻ而 Ｗ(Ｂ)值较大且呈升高趋势ꎮ 对 ３１０ Ｋ
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时的曲线做非线性拟合可得结合模型:Ｗ(Ｑ) ＝
２. ０８８ × １０ － ５Ｒ２ － ０. ００４８Ｒ ＋ ０. ７１８ꎬ相关系数 ｒ ＝
０. ９９９ ３ꎻＷ(Ｂ) ＝ － ０. ００２９Ｒ２ － ０. ６６８９Ｒ ＋ ０. ３６７０ꎬ
相关系数ｒ ＝ ０. ９９９ ７ꎮ

ＰＧＨ 的实际服用剂量为每次 １５ ~ ４５ ｍｇꎬ人
体胃液量按 ５０ ｍＬ 计算ꎬ则 ＰＧＨ 在胃液中浓度为

７. ６４ × １０ － ４ ~ ２. ２９ × １０ － ３ ｍｏｌ / ＬꎬＰＥＰ 在胃液中浓

度为 ２. ６ × １０ － ８ ~ ４. ３ × １０ － ８ ｍｏｌ / Ｌ[１８]ꎮ 由实验

所得 ３１０ Ｋ 的 Ｋａ值及公式(８)、(９)计算ꎬ０. ００１３％≤
Ｗ(Ｑ)≤０. ００３２％ꎬ值非常小ꎬ表明此时 ＰＧＨ 与

ＰＥＰ 的结合对 ＰＧＨ 药效的影响很小ꎬ几乎可以忽略
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图 ４　 ＰＧＨ 的结合率与 ＰＥＰ 的结合率

Ｆｉｇ. ４　 Ｂｉｎｄｉｎｇ ｒａｔｅ ｏｆ ＰＧＨ ａｎｄ ｔｈｅ ｂｉｎｄｉｎｇ ｒａｔｅ ｏｆ ＰＥＰ

不计ꎻ而 ６９. ７６％≤Ｗ(Ｂ)≤８７. ３７％数值很大ꎬ表
明服用 ＰＧＨ 后ꎬ用来起消化作用的游离 ＰＥＰ 仅

剩 ３０. ２４％ ~１２. ６３％ ꎬ由此推测由于服用 ＰＧＨ 后

ＰＧＨ 与 ＰＥＰ 的结合使得游离 ＰＥＰ 浓度大幅度降

低ꎬ将对胃部的消化能力造成严重影响ꎬ即服用

ＰＧＨ 之后可能引起恶心、呕吐以及胃部不适等ꎬ
这与 ＰＧＨ 药物说明书服用 ＰＧＨ 所引起胃部的副

作用相符ꎮ
３. ４　 ＰＧＨ 与 ＰＥＰ 体系的作用力类型

由体系的自由能(ΔＧ)、焓(ΔＨ)和熵(ΔＳ)来
推断 体 系 的 作 用 力 类 型[１９￣２０]ꎮ 可 通 过 公 式

(１０) [２１]及表 １ 中不同温度下的 Ｋａ值进行计算ꎬ
结果列于表 ２:

ΔＧ ＝ － ＲＴｌｎＫ ＝ ΔＨ － ＴΔＳꎬ (１０)
根据表 ２ꎬΔＧ < ０ 表明 ＰＧＨ￣ＰＥＰ 的相互作用可以

自发进行[２２]ꎻΔＳ > ０ 表明 ＰＧＨ￣ＰＥＰ 的相互作用

是熵增加过程ꎻΔＨ < ０ 表明 ＰＧＨ￣ＰＥＰ 的结合是放

热过程ꎬ温度升高不利于反应进行ꎬ即温度升高使

ＰＧＨ 与 ＰＥＰ 结合能力减弱ꎻ该结论与表 １ 中 Ｋａ随

温度升高而降低结论一致ꎮ 同时 ΔＳ > ０、ΔＨ < ０ꎬ
表明 ＰＧＨ 与 ＰＥＰ 的结合作用以静电引力为

主[２３]ꎮ 　
表 ２　 不同温度下 ＰＧＨ￣ＰＥＰ 体系的热力学参数

Ｔａｂ. ２　 Ｔｈｅｒｍｏｄｙｎａｍｉｃ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ ＰＧＨ￣ＰＥＰ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ

λｅｘ / ｎｍ Ｔ / Ｋ Ｋａ / (Ｌ􀅰ｍｏｌ － １) ΔＨ / (ｋＪ􀅰ｍｏｌ － １) ΔＳ / (Ｊ􀅰ｍｏｌ － １􀅰Ｋ － １) ΔＧ / (ｋＪ􀅰ｍｏｌ － １)

２８０

２９８ ４. ５７ × １０３

３１０ ３. ６３ × １０３

３１８ ３. ０２ × １０３

－ １６. １７

１５. ８０ － ２０. ８８

１５. ９８ － ２１. １３

１５. ７７ － ２１. １９

３. ５　 ＰＧＨ 与 ＰＥＰ 体系的协同性

利用 Ｈｉｌｌ 方程[２４]计算 Ｈｉｌｌ 系数 ｎＨ:
ｌｇ{Ｙ / (１ － Ｙ)} ＝ ｌｇＫａ ＋ ｎＨ ｌｇ[Ｌ]ꎬ (１１)

Ｙ 和 Ｋａ分别表示结合饱和分数、结合常数ꎮ 其中:

Ｙ / (１ － Ｙ) ＝ Ｑ / (Ｑｍ － Ｑ)ꎬ (１２)
Ｑ ＝ １ － Ｉ / Ｉ０ꎬ (１３)

１ / Ｑ 对 １ / [Ｌ]作图的截距为 １ / Ｑｍꎮ ＰＧＨ￣ＰＥＰ 体

系的 ｎＨ计算结果见表 ３ꎮ ｎＨ大于 １ 时表示第一种

表 ３　 不同温度下 ＰＧＨ￣ＰＥＰ 体系的 Ｈｉｌｌ 系数

Ｔａｂ. ３　 Ｈｉｌｌ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｏｆ ＰＧＨ￣ＰＥＰ ｓｙｓｔｅｍ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ

Ｔ / Ｋ
λｅｘ ＝ ２８０ ｎｍ λｅｘ ＝ ２９５ ｎｍ Δλ ＝ １５ ｎｍ Δλ ＝ ６０ ｎｍ

ｎＨ ｒ３ ｎＨ ｒ３ ｎＨ ｒ３ ｎＨ ｒ３

２９８ １. ０３ ０. ９９６ ３ １. ０２ ０. ９９４ ４ １. ０２ ０. ９９６ ６ １. ０３ ０. ９９１ ５

３１０ １. ０８ ０. ９９１ ７ １. ０４ ０. ９９２ ９ １. ０４ ０. ９９３ ２ １. ０６ ０. ９９５ ７

３１８ １. １５ ０. ９９０ １ １. ０９ ０. ９９８ ６ １. １２ ０. ９９１ ８ １. ０５ ０. ９９８ ８

ｎＨ为 ＰＧＨ￣ＰＥＰ 体系的 Ｈｉｌｌ 系数ꎻｒ３为方程 ｌｇ[Ｙ / (１ － Ｙ)]￣ｌｇ[Ｌ]的线性相关系数ꎮ
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配体与后继配体之间为正协同作用即 ＰＧＨ￣ＰＥＰ
的结合有利于后继配体再与 ＰＥＰ 结合ꎻｎＨ < １ 表

示第一种配体与后继配体之间为负协同作用即

ＰＧＨ￣ＰＥＰ 的结合不利于后继配体再与 ＰＥＰ 结合ꎻ
ｎＨ ＝ １ 表示第一种配体与后继配体之间为零协同

作用即 ＰＧＨ￣ＰＥＰ 的结合不影响后继配体再与

ＰＥＰ 结合ꎮ 由表 ３ 中的数据可知 ｎＨ 在 １. ０２ ~
１. １５范围内ꎬ数值均大于 １ꎬ由此可以说明 ＰＧＨ
与 ＰＥＰ 结合后对后继配体与 ＰＥＰ 结合能够产生

一定的促进作用ꎮ 两种方法所得结果一致ꎮ
３. ６　 分子对接

ＰＥＰ 的二级结构有 ４ 个能明显区分的区域ꎬ

（a）

（b）

图 ５　 ＰＧＨ 与 ＰＥＰ 相互作用的分子对接图ꎮ (ａ) ＰＧＨ 与

ＰＥＰ 发生作用区域ꎻ(ｂ)ＰＧＨ 与 ＰＥＰ 活化中心发生

作用的氨基酸残基ꎮ
Ｆｉｇ. ５　 Ｃｏｍｐｕｔａｔｉｏｎ ｄｏｃｋｉｎｇ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ

ＰＧＨ ａｎｄ ＰＥＰ. ( ａ) ＰＧＨ ｌｏｃａｔｅｄ ｗｉｔｈｉｎ ｔｈｅ ｈｙｄｒｏ￣
ｐｈｏｂｉｃ ｐｏｃｋｅｔ ｉｎ ＰＥＰ. ( ｂ) Ｄｅｔａｉｌｅｄ ｉｌｌｕｓｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ
ｔｈｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｒｅｓｉｄｕｅｓ ｌｉｎｉｎｇ ｔｈｅ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅｉｎ ｔｈｅ
ＰＧＨ ａｎｄ ＰＥＰ ｃａｖｉｔｙ.

其中第一个区域是由 ６ 条反向平行链组成的 β￣折
叠结构ꎬ从而形成的分子骨架ꎮ β￣折叠的形成进

一步确立了 ＰＥＰ 的催化活性位点[２５]ꎬ催化活性位

点主要由天冬氨酸 ＡＳＰ３２ 和 ＡＳＰ２１５ 组成ꎮ 图

５(ａ)为 ＰＧＨ 与 ＰＥＰ 的最佳结合位置ꎮ 分子对接

结果显示ꎬＰＧＨ￣ＰＥＰ 的结合能 ΔＧ ＝ － ２１. ３７ ｋＪ􀅰
ｍｏｌ － １ꎬ与表 ２ 实验结果 ΔＧ 较为一致ꎬ表明这一

结合模式可以较为真实地反映 ＰＧＨ 与 ＰＥＰ 的相

互作用方式ꎮ 图 ５(ｂ)为 ＰＧＨ 分子周围氨基酸残

基示意图ꎬＰＧＨ 被氨基酸残基 ＡＳＰ２１５、ＴＨＲ２１８、
ＳＥＲ２１９、 ＧＬＵ２８８、 ＬＥＵ２２０、 ＭＥＴ２９０、 ＧＬＹ２１７、
ＡＳＰ３２、ＧＬＹ７６、ＴＨＲ７７、ＧＬＹ７８、ＰＨＥ１１１、ＴＹＲ７５、
ＰＨＥ１１７、ＩＬＹ１２０、ＴＲＰ３９ 所包围ꎬ并与 ＬＥＵ２２９ 形

成氢键ꎬ键长为 ０. ２１３ ４ ｎｍꎮ 结合荧光光谱的实

验结果ꎬ可见 ＰＧＨ￣ＰＥＰ 体系的结合是由静电引力

与氢键作用力共同驱动ꎬＰＧＨ 与 ＰＥＰ 的结合位点

在 Ｔｒｐ 和 Ｔｙｒ 残基附近说明 ＰＧＨ 能够使 ＰＥＰ 发

生荧光猝灭ꎬ由此可以说明分子对接的结果与荧

光法结果是一致的ꎮ 从图 ５(ｂ)中可以看出 ＰＧＨ
周围的氨基酸残基包含 ＡＳＰ２１５ 和 ＡＳＰ３２ꎬ由此可

见 ＰＧＨ 与 ＰＥＰ 的结合位置位于 ＰＥＰ 的催化活性

位点处ꎮ

４　 结　 　 论

以荧光光谱法和分子模拟技术探讨了 ＰＧＨ
与 ＰＥＰ 之间的相互作用ꎬ建立了 ＰＧＨ￣ＰＥＰ 的体

外结合模型ꎮ 结果证明 ＰＧＨ 能够自发地在静电

引力与氢键作用力的驱动下与 ＰＥＰ 结合ꎬ并且仅

有一个结合位点ꎬ该结合位点位于 ＰＥＰ 的催化活

性中心处ꎮ ＰＧＨ￣ＰＥＰ 复合物的生成使 ＰＥＰ 中发

色基团微环境发生改变ꎬ且对于后继药物存在正

协同作用ꎮ 通过结合常数计算了蛋白结合率和药

物结合率ꎬ定量阐述了 ＰＧＨ 与 ＰＥＰ 的相互作用

对药物药效及消化功能的影响ꎮ ＰＧＨ 与 ＰＥＰ 相

互作用的光谱法研究对于合理用药与新药的研发

均具有指导意义ꎬ且方法简单、快速ꎮ
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