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摘　要　对圆二色光谱技术在手性化合物分析中的应用进展进行综述, 简单介绍了圆二色光谱的原

理和特点, 着重阐述了圆二色光谱在药物研究领域中的应用, 初步探讨了H PLC2CD 联用在该领域的应用。
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1　前言
药物与我们的日常生活息息相关, 无论是生产者还是使用者都十分关心药物的质量问题。手性

作为化合物的本质属性之一, 必然在药物分子中有所体现, 成为药物分子呈现多种现象的源泉。在

药物学上, 具有立体异构的药物分子在体内与受体也通常以立体选择性的方式相互作用, 因而两种

对映体往往表现出不同的药理活性; 或者其中一种有活性, 而另一种无活性甚至有毒。因此对映异

构体的分析在药物研究方面具有重要意义。近年来国内外学者建立了许多分离纯化手性物质的方

法, 以色谱法居多, 但因手性固定相、手性流动相、分析条件、分析步骤、外来干扰等的限制, 方法的

应用性不强。而圆二色光谱作为一种光谱分析法, 对手性分子的测定具有专属性, 更加适合于手性

药物的分析研究, 目前已被广泛应用于蛋白质构象研究、酶动力学、光学活性物质纯度测量、手性药

物定量分析等领域。本文就其在医药研究方面的应用做进一步的论述。

2　圆二色光谱仪 (CD )的基本原理
一束平面偏振光可以看成是相同频率和振幅的左、右圆偏振光的迭加, 当平面偏振光通过在紫

外区有吸收峰的旋光介质时, 它所包含的左旋和右旋圆偏振光分量不仅传播速度不同 (因折射率不

同) , 而且强度也不同, 称为圆二色性。圆二色性与波长有关, 以偏振光的吸光度差 ∃A 为纵坐标, 波

长 Κ为横坐标做图, 便得到圆二色光谱图。手性物质的圆二色性常有两种表现形式: 一种是以 ∃A

表示, ∃A = A L - A R ; 另一种是以摩尔椭圆度[Η]表示, [Η]= 3300·∃Ε= 3300·[ ΕL - ΕR ]。常以摩尔

椭圆度[Η]代替吸光度差 ∃A。

化合物是否有圆二色性取决于其结构中是否有发色团以及该发色团是否受不对称环境的影

响。一般来说, 化合物CD 图谱中的正峰或负峰与其紫外2可见图谱中的吸收峰的峰位是一致的。目

前, 普通的研究型圆二色光谱仪的检测范围一般在 180—700nm 之间。特殊的CD 仪可检测到更宽

的范围, 大约在 130—1600nm , 延伸到近红外甚至红外区[1 ]。



圆二色光谱仪的结构 (如图 1) 类似旋光光度计, 由光源、单色器、起偏镜、光电调节器、样品池、

检测器组成。起偏镜将单色光生成直线偏振光, 而光电调节器将直线偏振光转化成左右圆偏振光。

左右圆偏振光以极快的速度交替通过样品池, 样品对左右圆偏振光吸收的差值即可被检测器检测

到。

图 1　CD 仪结构简图

1——光源; 2——单色器; 3——起偏镜; 4——光电调节器; 5——样品池; 6——检测器。

圆二色值的正负改变称为Cotton 效应。常造成Cotton 效应的结构因素大致有 3 种: (1) 有固

定的手性发色团产生的, 如不共面的取代联苯化合物; (2) 原发色团是对称的, 但处于手性环境中

而被歪曲, 如环已酮中邻位有取代时; (3) 有分子轨道不相互交叠的发色团偶极相互作用产生

的[2, 3 ]。某一化合物有无圆二色性, 要看其是否具备以上三点中的任意一点。

与其他仪器相比圆二色光谱仪有着独特的优点。首先, 圆二色光谱仪仅对特定结构的物质有反

应, 因此对于组成复杂的体系, 圆二色光谱仪比紫外分光光度计选择性高, 干扰少, 可用于药物和食

品添加剂中的光学活性物质的测定。其次, 在目前的热门研究领域蛋白质组学中, 圆二色光谱仪也

占有一席之地。X 射线晶体衍射法是目前确定蛋白质构象最准确的方法, 但对蛋白等生物大分子物

质, 其结构复杂且为柔性, 得到所需的晶体结构较为困难, 相比之下, 圆二色光谱是研究稀溶液中蛋

白质构象的一种快速、简单、相对准确的方法, 样品较易获得[4 ]。另外, 圆二色光谱对溶液中蛋白质、

核酸等大分子的立体结构变化高度灵敏, 能检测到立体化学的微小变化[5 ]。可见, 圆二色光谱仪在

医药领域有着广泛的应用前景。

3　蛋白质的圆二色性
蛋白质是由氨基酸通过肽键连接而成的具有特定结构的生物大分子, 同时也是具有多个手性

中心的分子。蛋白质一般有一级结构、二级结构、三级结构和四级结构几个结构层次。在蛋白质或

多肽中, 主要的光活性基团是肽键、芳香氨基酸残基及二硫桥键[6 ]。当平面圆偏振光通过这些光活

性的生色基团时, 光活性中心对平面圆偏振光中的左、右圆偏振光的吸收不相同, 产生吸收差值, 由

于这种吸收差的存在, 造成了偏振光矢量的振幅差, 圆偏振光变成了椭圆偏振光, 这就是蛋白质的

圆二色性[4, 7 ]。

蛋白质的CD 光谱一般分为两个波长范围, 即 178—250nm 的远紫外区和 250—320nm 的近紫

外区。远紫外区的CD 光谱反映了肽键的圆二色性[8, 9 ] , 主要是由C—N 键的 n→Π和C O 键的 Π
→Π跃迁引起的。而近紫外圆二色作为一种灵敏的光谱探针, 可反映蛋白质中芳香氨基酸残基、二

硫键微环境的变化, 但该区要求样品的浓度大, 约高出远紫外区样品浓度 1—2 个数量级[6, 10 ]。在蛋

白质或多肽的规则二级结构中, 肽键是高度有规律排列的, 排列的方向性决定了肽键能级跃迁的分

裂情况。因此, 具有不同二级结构的蛋白质或多肽所产生CD 谱带的位置、吸收的强弱都不相同。根

据所测得蛋白质或多肽的远紫外CD 谱, 能反映出蛋白质或多肽链二级结构的信息。

药物与蛋白结合后必然导致蛋白的空间结构发生改变, 这种改变可能是微小的, 也可能是巨大

的。圆二色光谱仪的检测灵敏度远高于紫外, 因此, 不论是微小的变化还是巨大的变化, 其都能检测
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出来。结构变化的直观表现就是圆二色光谱图, 若结构变化较大, 则谱图上所表现出的Cotton 效应

将变化明显, 可以直接对比反应前后图谱的差异来判断反应是否进行; 若药物结合后对蛋白的结构

影响较小, 比较图谱无法得出明显的差异, 可以利用软件计算 Α2螺旋、Β折叠、转角及不规则卷曲的

百分含量, 比较数值得出结论。

目前使用的蛋白拟合软件较多, 如 SEL CON、CD SSTR、CON T IN、K2D、PEPF IT、CDNN

等[4, 11—15 ] , 图谱必须转化为正确的格式才可以导入软件中, 并且要设定好相关参数, 软件即会计算

出 Α2螺旋、Β折叠及转角的百分含量。尽管上述几种软件所采用的算法不同, 但其所算出的结果仍

具有可比性。以多种软件同时处理CD 图谱, 结果更可靠。随着X 射线晶体衍射与核磁共振技术的

提高, 越来越多的蛋白质的精确构象得到测定, 为CD 数据的拟合提供了更精确的数据库[11, 16, 17 ]。

4　研究药物的作用机理
药物作用的体内靶点多为蛋白质等大分子物质, 而药物与蛋白结合后必然引起蛋白构象的改

变, 反应前后的CD 光谱图也必然发生改变。无论药物自身有无手性, 只要发生反应就可以观测到。

通过分析研究CD 光谱图的差异, 可以揭示药物的作用机理。

4. 1　研究手性药物各对映异构体与蛋白等生物大分子的亲和力

众所周知, 在药物化学和生物化学中手性药物各异构体在作用机理、体内代谢和药理作用等方

面都存在差异。因此对手性药物各异构体的作用机理等方面的研究意义重大, 这方面的工作国外进

行地较多。O h ta 等[18 ]利用CD 研究正反式顺铂与人血清白蛋白 (HA S)的结合情况。实验结果表明,

反式顺铂与HA S 结合后, 导致 Α2螺旋的含量由原来的 50. 5% 降低到 30. 6%。进一步实验表明, 这

种改变是由于金属结合蛋白后切断了部分二硫键所导致的。同步对比实验表明, 反式顺铂较顺式顺

铂更容易结合并切断二硫键。Hw angbo 等[19 ]采用相同的方法研究R 和 S 构型的氧氟沙星分别与合

成的多聚核苷酸p lo (A 2T ) , p lo (G2C) , p lo (C2I)的作用。最终所得的CD 图谱表明, R 2氧氟沙星仅与

p lo (G2C) 作用明显, 而 S2氧氟沙星与三者作用皆很强, 这说明核苷酸对 S2氧氟沙星的立体选择性

强。该实验结果也有力地证明了 S2氧氟沙星的药效强于R 2氧氟沙星这一已存在的结论。

4. 2　研究药物与蛋白等的相互作用

药物进入体内与体内各种蛋白的相互作用直接影响着药物的分布、游离浓度、代谢、稳定性、毒

性等, 因此研究药物与体内蛋白的相互作用对指导药物设计和临床用药意义重大[20 ]。在这方面的

研究中CD 也占据着一席之地, 目前已有很多文献报道[21—25 ]。Sjoeho lm 等[21 ]利用CD 法研究了 52

种镇静、镇痛和抗抑郁药物与人血清白蛋白2I的作用机理。观察记录了在 0. 1molöL KC l、pH 7. 4 和

25—27°C 下药物与H SA 2I的连接情况。大部分药物结合H SA 2I后, 能够诱导产生强烈的Cotton 效

应, 但是乙酰苯胺和阿司匹林没有该现象。讨论了HA S 结合药物所必须的结构特征及结合位点。

平面环结构以及强的电子云密度是其所必须的。Kandagal 等人[22 ]综合运用圆二色光谱法、荧光光

谱法、紫外2可见光谱法研究盐酸塞多平与牛血清白蛋白 (BSA ) 的相互作用。分别测定了空白牛血

清白蛋白及结合药物后的牛血清白蛋白的CD 图谱, 计算表明蛋白与药物结合后, 构型发生了明显

的改变。Α2螺旋的含量由作用前的 60. 87% 降至反应后的 25. 21%。Α2螺旋含量的巨大变化反映了

药物与BSA 主要肽段的氨基酸残基作用, 破坏了部分氢键, 导致上述结果的出现。氟尿嘧啶是广泛

应用的抗癌药物, 但是该药物体内半衰期短, 严重影响药物的疗效。Bertucci 等人[23 ]利用CD、UV、

NM R 等技术研究氟尿嘧啶与人血清白蛋白的作用机理, 试图在弄清机理的基础上改善药物的疗

效。CD 研究表明该药物仅与人血清白蛋白的É 区 (香豆素结合区)有立体特异性粘合作用, 而与Ê
区 (苯并二氮卓类结合区) 无作用, 该结论与1H 2NM R 测定结果一致。实验者建议在服用氟尿嘧啶
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时尽量避免同时服用其他竞争性结合血清白蛋白的药物, 以延长其代谢时间, 增强药效。上述各例

都是在主体分子自身有圆二色性的条件下进行的, 但是研究发现圆二色性是可以通过诱导产生的。

如主体分子未结合客体分子之前只有紫外吸收, 在某段区域没有圆二色性, 且客体分子也不存在圆

二色性, 即二者在作用之前都不存在不对称结构。然而当二者结合后, 结构发生改变产生了镜象不

对称结构, 即诱导产生了圆二色性[26 ]。该方法与上述几人的研究方法有所区别。祁超等[24 ]以诱导圆

二色的方法研究抗体——卟啉的作用机理。单克隆抗体、卟啉分别在 350—450nm 的区域内都无

CD 光谱, 但是二者相结合后在该区域内出现诱导的CD 光谱, 且遵守朗伯2比耳定律, 说明光谱的

变化不是由聚集现象产生的。实验者以过量的单克隆抗体M bA c 作对照实验, 结果在该区域内未

出现CD 光谱。由此可得出结论: 抗体与卟啉的结合是专一的。

另外, 在药物与蛋白作用的同时, 往往需要金属离子的协同作用, 使蛋白的结构调整到最易结

合药物的状态。金属离子与蛋白结合后, 蛋白的二级结构与三级结构都会发生微小的变化, CD 可

以很好的观测出这种变化, 这些年该方面的报道已有不少文献[10, 27—28 ]。

5　蛋白类药物的质量控制
CD 拥有测样速度快、对样品的要求低、受干扰小等优点, 更加适用于蛋白类药物的质量控制。

5. 1　蛋白稳定性的研究

蛋白类药物多不稳定, 易受环境因素如温度、pH 和浓度等的影响。基于CD 对蛋白构象反应灵

敏的优点, 可以利用CD 来考察影响药物稳定性的外部因素, 寻找最佳的储存、使用条件。这方面的

研究也有不少报道, 但考察的因素各不相同[29—35 ]。如史新昌等人[29 ]研究了温度、蛋白浓度对重组

人干扰素2Α2a (rh IFN 2Α2a) CD 图谱的影响, 进一步研究二因素对 rh IFN 2Α2a 各二级结构 (Α2螺旋、

Β2折叠、转角、不规则卷曲)比例的影响。实验结果表明, 温度在 5—60℃之间变化时, 二级结构相对

稳定, Α2螺旋比例在 50% —65% 间变化, Β2折叠比例在 10% —25% 间变化, 转角比例在 5% —20%

间变化, 而不规则卷曲比例在 5% —20% 间变化。实验者还分别测定了 rh IFN 2Α2a 的 9 个稀释浓度

下的CD 谱图, 9 张图谱形状相似, 均呈现两个倒峰, 软件拟合计算结果提示浓度在 1. 5—0. 006m gö

mL 范围内相对稳定。生化类药物由于稳定性差多采用低压冷冻干燥法储存, 但是 T aschner 等

人[30 ]研究发现该法降低了抗体MM A 383 体内的药效, 其药效仅在 10% —20% 间, 而未经低压冷冻

处理的样品其药效在 80% —100% 间。CD 测定温度对其稳定性的影响表明, 在室温下两样品的二

级结构没有差别, 皆含有 29% 的 Β2折叠、14% 的 Α2螺旋、其余的为转角和不规则卷曲; 当温度由

25℃升到 50℃时, 二者变化也基本相同; 但是, 当温度由 25℃降至 11℃时, 在 236nm 区域处出现差

别, 经冷冻干燥的样品的图形变化比未经冷冻干燥的小。这部分的变化主要由肽键引起的, 因此实

验者认为低压冷冻干燥降低了该抗体的柔性, 这可能导致体内药效的降低。Jovanovi’c 等[31 ]以CD

法研究超临界流体 (SCF)干燥过程中辅料对溶菌酶活性及二级结构的影响。分别测定溶菌酶水溶

液、分别加蔗糖和海藻糖经 SCF 处理后再溶解的样品, 三者的CD 图谱无差别, 证明辅料蔗糖或海

藻糖在超临界流体干燥过程中有保护溶菌酶活性和其二级结构的作用。

5. 2　蛋白结构确证

CD 被广泛用于蛋白二级结构确证的研究中, 不同厂家生产的仪器都带有用于结构分析的软

件, 可以有效的计算出Α2螺旋、Β2折叠、转角、不规则卷曲的比例。其中图谱中的 208nm 和 222nm 处

是 Α2螺旋的特征吸收峰, 该部分的算法较成熟, 实验者可以通过公式粗略的计算 Α2螺旋的含量:

f Α= - ( [Η]208+ 4000) ö29000

其中 f Α——Α2螺旋所占分量, 即Α2螺旋所含的氨基酸残基与整个蛋白质氨基酸残基数的百分比。上
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式中的常数是根据实验推出的经验值[4 ]。由于该方法只考虑了Α2螺旋在单波长的贡献, 而忽略了蛋

白质中其他三种结构的贡献, 所以只能粗略的计算 Α2螺旋的含量, 要得到精确的数值还是要借助

软件。图 2 所示为英国A PL 公司 ch irascan 型CD 仪所测的溶菌酶的CD 图谱, 在 208nm 及 220nm

处分别出现 Α2螺旋的特征峰, 表 1 中数据为软件CDNN 处理所得的二级结构信息。

目前, 国内外的研究焦点多集中在对蛋白二级结构的确证[15, 16, 36, 37 ] , 对三、四级结构的构型研

究较少, 有待于各方面技术的进一步发展。沈岚等[36 ]以CD 仪分析蛋白激酶B 的 PH 结构域的二级

结构, 图谱经软件数据处理后计算得出 Α2螺旋、Β2折叠、不规则卷曲的比例分别是 1. 7%、80. 5%、

17. 8% , 实验者所测定的结果与部分已知的 PH 结构域具有相似的结构。T h iago 等人[15 ]分别以CD

法和分子动力学法考察人C2肽的结构, CD 实验结果表明该肽不存在无规则卷曲片段, 但是存在着

一个局部稳定的结构, 该结果与分子动力学实验结果一致。

图 2　溶菌酶CD 图谱 (1m gömL )

CD 用于结构确证还有待于其数据处理

软件的进一步提高。Sreeram a 等人[16 ]以 5 种

变性的且结构已知的蛋白为模版, 通过研究

该 5 种蛋白的CD 图谱与其结构的关系, 进一

步改进了 SEL CON 软件, 使其更加适用于变

性的、不规则卷曲含量多的蛋白二级结构的

分析。另一方面, CD 并不能提供结构方面的

完整信息, 仍然需要与X 衍射、核磁共振等技

术联合运用, 才能完整的表达蛋白、多肽等的

结构信息。CD 在解决蛋白质的四级结构方面

仍有困难, 即使与其他仪器联合应用也只能用于分析四级结构与二三级结构间的相互关系[6 ]。
表 1　溶菌酶二级结构分析结果 (% )

180—260nm 185—260nm 190—260nm 195—260nm 200—260nm 205—260nm 210—260nm

Α2螺旋 32. 20 32. 40 32. 40 32. 20 31. 30 33. 50 30. 40

反向平行 11. 80 11. 50 12. 00 11. 00 9. 50 7. 90 9. 10

平行 8. 00 7. 90 7. 90 8. 30 8. 80 9. 00 9. 40

Β2转角 17. 90 17. 80 17. 70 17. 40 17. 60 16. 70 17. 40

无规卷曲 27. 60 27. 90 27. 70 29. 00 31. 30 33. 00 35. 10

总计 97. 60 97. 60 97. 70 97. 90 98. 50 100. 10 101. 50

6　手性化合物绝对构型测定
圆二色光谱是与化合物的光学活性相关的光谱, 可以提供许多分子的结构信息, 用于手性分子

的结构测定, 判断分子的绝对构型。目前, CD 多用于植物药的绝对构型测定[38—43 ]。早在 20 世纪 70

年代, Gaffield [38 ]就以CD 研究二氢黄酮的立体构型。试验结果表明, 在 330nm 左右出现 n→Π跃迁

产生的正Cotton 效应且在 280—290nm 间出现 Π→Π跃迁产生的负Cotton 效应的二氢黄酮, 其立

体构型为 (2R , 3R )。随着CD 的广泛应用, 黄酮类化合物立体构型的研究也不断的深入[39—41 ]。另

外, Slade 等人[42 ]就近年来CD 在黄酮类化合物立体构型研究中取得的成果进行了概括总结, 为黄

酮类化合物立体构型的确定提供了准确而丰富的数据。Ferreira 等人[43 ]则利用CD 确定了 18 种黄

烷23, 42二醇及其衍生物的绝对构型。当然, CD 在该方面的贡献也有赖于NM R、M S、IR 等的协同

作用。

7　手性药物的含量测定
手性药物的含量测定多需要H PL C 与CD 的联用, CD 检测器的选择性高, 可以排除基质、添加

188第 5 期 于海英等: 圆二色光谱及其在药物研究方面的应用



剂等的干扰, 另外由于手性药物在临床中的广泛应用, 高效液相色谱圆二色检测器技术为今后确保

用药的安全性将发挥越来越重要的作用。随着H PL C 圆二色检测器技术的进一步发展, 它将成为

药用光学纯对映体制备、手性化合物代谢、对映体纯度的测定等研究领域重要检测手段。关于CD

作为H PL C 的检测器 Kott [44 ]和Bobbitt [45 ]等都分别做过阐述。高效液相色谱圆二色检测技术经过

20 多年的发展, 已经成为一种实用的手性化合物分析方法[44—46 ] , 然而由于其灵敏度相对较低, 在

残留分析上受到限制, 同时仪器比较昂贵, 其应用还没有引起人们的足够重视, 我国目前在此领域

的研究还比较少。

圆二色检测器与液相色谱联用其最大的优点是可以实现非手性条件下对映体百分含量的测

定。当圆二色检测器与液相色谱联用时, 一般来讲, 对于单一对映体, 在色谱图中可能出现正峰或负

峰, 而外消旋体不出峰。如果对映体含量不同, 则色谱图上表现出的是占优势百分含量对映体的信

号峰。对映体纯度的测定, 需要与紫外2可见光检测器串联使用, 同时测出圆二色光谱信号 (∃A ) 和

紫外吸收信号 (A ) , 其比率称为各向异性因子 (g = ∃A öA ) , 仪器可以直接测出 g 值。

对映异构体相对过剩率 ee
[45 ]

ee= (CR - CS ) ö(CR + C S ) ; (1)

C总= CR + C S ; (2)

A = Ε·C总 L ; (3)

∃A = ∃Ε·CL = (ΕL - ΕD )·CL ; (4)

∃A = A L - A D = (ΕL R·CRL + ΕL S·C SL ) - (ΕD R·CRL + ΕD S·CSL ) ; (5)

g = ∃A öA (6)

将 (3)、(5)代入 (6)中, 整理得

g = 1ö2Ε[ (ΕL R - ΕL S - ΕD R + ΕD S )·ee+ (ΕL R + ΕL S - ΕD R - ΕD S ) ]

由此可知, 在一定条件下, 各向异性因子与化合物浓度无关, 与对映体纯度呈线性关系[47, 48 ]。

该方法适合于非手性高效液相色谱条件下, 不拆分异构体而对手性物质各异构体的纯度进行分析

测定[49 ]。近年来, 国内外对此方法皆有研究, 例如陈胜文、W illiam s 等都利用该方法解决实验中的问

题, 方法相同但是解决问题的方向却各不相同。陈胜文等人[47 ]采用该规律在非手性高效液相色谱

条件下测定了农药甲霜灵对映异构体的纯度, 同时以手性柱分离检测的结果作对比。两种方法所测

的对映异构体相对过剩率 ee 非常接近, 二者的相对标准差小于 3%。说明该方法具有高的准确性。

W illiam s 等人[46 ]以该方法研究新型抗H IV 药DM P961S 构型的体内代谢, 其目的是研究体内过程

是否发生消旋作用。当 ee= 0 时 (即 S 构型和R 构型的百分比为 50∶50) , g = ∃A öA = 0。通过测定

体内样品的 ∃A öA 值, 由校准曲线求出 S 构型的百分含量。实验结果表明该药物体内代谢过程并

没有发生消旋反应。同时以手性柱H PL C2CD 经典方法验证该实验方法的准确性, 两种方法做出的

结果一致。L orin 等[50 ]也做过类似的研究, 充分说明了该方法用于对映异构体药物研究的可行性。

该方法克服了手性药物必须经手性分离才能测定含量的困难, 既适合手性药物的含量测定, 也适合

药物体内代谢方面的研究, 在药物分析领域具有良好的发展前景。

8　总结
CD 及H PL C2CD 在手性化合物及手性药物分析中起着重要作用, 特别是对蛋白质的分析。但

是目前国内拥有该仪器的单位较少, 仪器的优势尚未得到国内研究人员的充分认识, 严重影响了该

方法的应用。并且, 现有的计算软件尚不能很好满足科研工作的需求, 还有待于进一步的完善。随

着对该仪器认识水平的提高、软件技术的完善以及仪器的不断引进, 该项技术将会得到更广泛的应
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用。
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C ircular D ichro ism and its Appl ica tion s in Pharmaceutica l Studies

YU H ai2Ying　CHEN G X iu2M in　W AN G X iao2Kun
(College of P harm acy , S hand ong U niversity , J inan 250012, P. R. China)

Abstract　T he p rincip le and p roperties of CD w ere described, and the app lications of CD in the

pharm aceutical studies w as review ed in detail, asw ell as the tandem of H PL C and CD and the app lica2
tions in th is field.

Key words　C ircular D ich ro ism , Pharm aceutical Studies,A pp lication.
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