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摘　要　首次应用荧光光谱法研究外消旋体奥美拉唑和其中的一个单体 S2奥美拉唑 (埃索美拉唑)分

别与牛血清白蛋白 (BSA )的相互作用机制的异同。利用荧光猝灭反应求出了在 pH 7. 4、pH 8. 0、pH 9. 0这三

种环境中两个药物结合常数 K A 和结合位点数 n,进一步根据热力学参数判断出它们的主要作用力类型。

发现两个药物引起的BSA 内源荧光的猝灭均是由静态猝灭引起的。在相同情况下埃索美拉唑对BSA 的结

合能力强于奥美拉唑,结合位点数都是 1。两种药物分子与BSA 之间的作用力类型主要为疏水作用力和静

电作用力。可以得出结论:两个药物除了结合常数的差异外并无不同。
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1　引言
奥美拉唑 (Om ep razo le, Om e) ,作为英国A straZeneca公司开发的世界上第一个质子泵抑制剂

(PP I) ,在治疗消化性胃溃疡和反食性胃炎已有近 20年的历史,在世界范围内得到了广泛的应用。

它是由一对光学异构体组成的消旋体,其中的左旋异构体因为药效更为显著,也作为一种药物被命

名为埃索美拉唑 (E som ep razo le, E so) ,于 2001年和 2002年分别在欧洲和美国上市 (见图 1)。研究

表明 E so 的抑酸作用较Om e更强更持久[1 ] ,对此有很多解释,一般认为这是由于 E so 首过效应小、

血浆清除率低而全身生物利用率高所引起的[2 ]。

图 1　奥美拉唑 (a)和埃索美拉唑 (b)的化学结构式。

当不存在外部手性因素时,对映体具有完全相同的化学和物理性质。构成生命体系的生物大分

子及其大多数重要的构件仅以对映体的一种形态存在。生物活性的手性化合物,例如药物,与它的

受体部位以手性的方式相互作用,因此,药物的两个对映体以不同的方式参与作用,并可能导致不

同的作用效果,这已成为药物研究中的热点。
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血清白蛋白是血浆中含量最丰富的蛋白质,能结合、运输许多内源性和外源性化合物。药物自

给药部位吸收进入血液循环后,与血清白蛋白结合,从血液转移到各组织器官。药物与白蛋白的结

合能力影响到药物的作用效果。利用荧光法研究药物与白蛋白的相互作用,因为其灵敏度高、准确

性强、操作简便受到越来越广泛的应用,对此已有了广泛的研究[3, 4 ]。

本文首次使用荧光光谱法比较了手性消旋体奥美拉唑 (Om e)和它的左旋异构体埃索美拉唑

(E so)在不同 pH 环境下与牛血清白蛋白 (BSA )的相互作用,通过 Stern2V olm er方程处理数据,发

现两种药物分子引起的BSA 荧光猝灭都是由静态猝灭引起的。分别求出了Om e和 E so 的结合常

数和结合位点数,发现不同 pH 下的结合常数有较大不同,且生理条件下 E so 对白蛋白的结合能力

大于Om e,血浆清除率降低,作用持续时间也较长。奥美拉唑和它的左旋异构体埃索美拉唑的白蛋

白结合率的不同为二者药效的差异提供了另一种解释途径。

2　实验部分
2. 1　仪器和试剂

R F5301 型荧光光谱仪 (日本 Sh im adzu 公司)、1cm×1cm 方型石英光谱池、UV 23100 型紫外2
可见分光光度计 (日本 Sh im adzu公司)、pH S225型酸度计 (上海伟业仪器厂)。

牛血清白蛋白 (BSA ) (南京瑞创生物技术有限公司) , 用 0. 9% N aC l溶液配制成 1×10- 5

mol·L - 1的储备液,于冰箱中 4℃保存; 不同 pH 值的N a2H PO 42KH 2PO 4 磷酸盐缓冲液。奥美拉唑

和埃索美拉唑 (上海有机所)。所用试剂均为分析纯,实验所用水均为二次蒸馏水。

2. 2　实验方法

于 1cm 石英比色皿中准确移取 2mL 浓度为 1×10- 6mol·L - 1的牛血清白蛋白溶液,逐渐滴加

微升量的奥美拉唑和埃索美拉唑溶液,混合平衡后以激发波长为 280nm , 入射、发射狭缝宽均为

3nm ,记录 300—500nm 的荧光光谱。固定激发和发射波长间隔 ∃Κ分别为 15nm 和 60nm ,记录同步

荧光光谱。

3　结果与讨论
3. 1　奥美拉唑和埃索美拉唑与 BSA 相互作用的荧光光谱的比较

由图 2可以看到分别滴加奥美拉唑和埃索美拉唑后BSA 的荧光猝灭光谱 (pH 7. 4, 278K) ,随

着奥美拉唑和埃索美拉唑浓度的增加,BSA 的荧光被强烈猝灭。从两者的比较可以看出,它们都可

以和BSA 发生相互作用,但是埃索美拉唑的猝灭程度要更强一些。

图 2　奥美拉唑 (a)和埃索美拉唑 (b)对BSA 的荧光猝灭光谱图

CBSA = 1×10- 6mol·L - 1, COm e和C Eso= 0—5. 3×10- 5mol·L - 1。
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3. 2　荧光猝灭机理和猝灭常数

荧光猝灭分为动态猝灭、静态猝灭和非辐射能量转移猝灭等几类,动态猝灭主要是由于粒子间

的碰撞引起的,而静态猝灭主要是由于猝灭剂与荧光物质形成了不发光的配合物引起的。动态猝灭

过程可以由 Stern2V olm er方程[5 ]描述。

F 0öF = 1+ K qΣ0 [Q ]= 1+ K SV [Q ] (1)

K SV = K qΣ0 (2)

图 3　278K 和 310K 时奥美拉唑和埃索美拉唑

对BSA 猝灭的 Stern2V olm er图

其中: [Q ]——猝灭体的浓度; K SV—— Stern2V olm er

猝灭常数; K q——生物分子的猝灭速率常数; Σ0——不

存在猝灭体时荧光体的荧光寿命,对于生物大分子约

为 10- 8 s[6 ]。需要注意的是 Stern2V olm er曲线为直线表

明只存在一种猝灭方式,但并不一定是动态猝灭,它们

二者主要以动态猝灭速率常数 K q 和不同温度下的

K SV来区分。

假设猝灭是由动态猝灭引起的,根据公式 (1) ,以

F 0öF 对[Q ]作图,得一直线,它的斜率就是 K SV。本实

验考察了奥美拉唑和埃索美拉唑在偏碱性条件下

(pH 7. 4—9. 0)温度 298K 和 310K 时的猝灭情况所得

结果列于表 1。图 3比较了在相同 pH 7. 4条件下,奥

美拉唑和埃索美拉唑的 K SV及温度对它们的影响。
表 1　奥美拉唑和埃索美拉唑在不同温度、不同 pH值下

对 BSA 的 Stern -Volmer猝灭常数 KSV和相关系数 r

温度
奥美拉唑

pH7. 4 pH 8. 0 pH 9. 0

埃索美拉唑

pH 7. 4 pH8. 0 pH 9. 0

298K 104K SV ö(L·mol- 1) 3. 31 3. 77 2. 48 4. 18 5. 03 4. 26

r 0. 9975 0. 9978 0. 9995 0. 9990 0. 9992 0. 9991

310K 104K SV ö(L·mol- 1) 2. 88 3. 08 2. 32 3. 46 4. 35 4. 02

r 0. 9979 0. 9958 0. 9962 0. 9958 0. 9992 0. 9976

　　在偏碱性条件下,奥美拉唑和埃索美拉唑的 Stern2V olm er曲线均呈现较好的线性关系。由公

式 (2)可计算出 pH 7. 4条件下奥美拉唑的猝灭速率常数 K q是 3. 31×1012L·mol- 1·s- 1,埃索美拉

唑的 K q 是 4. 18×1012L·mol- 1·s- 1,这都远远大于各类猝灭剂对生物大分子的最大动态猝灭速

率常数 2. 0×1010L·mol- 1·s- 1,因此可以初步判断这两种药物与BSA 的猝灭不是动态猝灭过程。

而且随着温度的升高,它们的 K SV都随之减小,可以进一步判断出这两种药物对BSA 的猝灭都属

于静态猝灭效应。在 pH 8. 0、9. 0条件下也可以看到它们的猝灭方式都是静态猝灭。

由此可以得出结论,在偏碱性条件下,奥美拉唑和埃索美拉唑对BSA 的荧光猝灭都是静态猝

灭,即与BSA 之间形成了配合物,二者没有区别。

3. 3　结合位点数 n 和结合常数 KA 的计算

在静态猝灭中,结合常数和结合位点数可以通过双对数公式求出[7 ]。设生物大分子有 n个相同

且独立的结合位置,可以通过公式推导得到

lg [ (F 0- F ) öF ]= lgK A + n lg [Q ] (3)

根据公式 (3)以 lg [ (F 0- F ) öF ]对 lg [Q ]作图,通过斜率和截距求出药物分子与蛋白质分子的
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结合常数 K A 和结合位点数 n。所得结果列于表 2。
表 2　奥美拉唑和埃索美拉唑在不同温度、不同 pH值下与 BSA 的结合常数 KA 和结合位点数 n

温度
奥美拉唑

pH7. 4 pH 8. 0 pH 9. 0

埃索美拉唑

pH 7. 4 pH8. 0 pH 9. 0

298K 104K A ö(L·mol- 1) 3. 09 10. 0 4. 39 5. 37 10. 7 6. 31

n 1. 0 1. 1 1. 0 1. 0 1. 0 1. 0

310K 104K A ö(L·mol- 1) 2. 51 7. 08 2. 09 4. 37 9. 55 2. 34

n 1. 0 1. 1 1. 0 1. 0 1. 1 0. 9

　　由所得结果可以判断,奥美拉唑和埃索美拉唑与BSA 相互作用的结合位点数 n 都是 1,但是

埃索美拉唑的结合常数 K A 在各 pH 条件下都要大于奥美拉唑,表明左旋的奥美拉唑与BSA 的结

合能力要强于其混旋体。在三种pH 条件下,这两种药物都是在pH 8. 0条件下的 K A 值最大。这可

能是因为牛血清白蛋白与药物有着专一的结合位点,它们的结合是特异性的,埃索美拉唑的结构特

点可以使它更便于与BSA 的结合。埃索美拉唑与BSA 更强的结合能力使得BSA 能更充分地发挥

其血药调节能力,更加持久的保持稳定的血药浓度,达到更好的治疗效果。

3. 4　药物与 BSA 之间作用力类型的判断

药物等有机小分子和蛋白质等生物大分子常常借助于疏水作用力、静电引力、氢键、立体排斥

力和 van derW aals力等结合形成超分子复合物[8 ]。利用公式 (4)、(5)可以计算焓变 ∃H 和熵变 ∃S ,

进而得到不同温度下反应的自由能∃G。一般在温度变化不大的情况下可以把反应的焓变∃H 看作

一个常数,根据热力学参数,可以计算出不同温度下反应的自由能 ∃G、焓变 ∃H 和熵变 ∃S。

ln (K 2öK 1) = (1öT 1- 1öT 2) ∃H öR (4)

∃G= ∃H - T ∃S = - R T lnK (5)

由前面所得数据 K A 根据公式 (4)、(5)计算,把 pH 7. 4情况下的结果列于表 3。
表 3　奥美拉唑和埃索美拉唑与 BSA 作用的相关热力学参数

奥美拉唑

298K 310K

埃索美拉唑

298K 310K

∃H ö(KJ·mol- 1) 0. 537 0. 533

∃Gö(KJ·mol- 1) - 26. 1 - 25. 6 - 27. 5 - 27. 0

∃S ö(J·mol- 1·K- 1) 85. 9 87. 7 90. 5 92. 3

　　不同的药物与蛋白质的主要作用力类型是不同的。Ross等[9 ]根据大量的实验结果总结出判断

生物大分子与小分子结合性质的热力学规律,即: ∃S > 0可能是疏水和静电作用力; ∃S < 0可能为

氢键和范德华力; ∃H > 0, ∃S > 0为典型的疏水作用力; ∃H < 0, ∃S < 0为氢键和范德华力; ∃H≈ 0

或较小, ∃S > 0为静电作用力; ∃H < 0时静电作用力为主要作用力。

由表中数据判断在生理条件下这两种药物与BSA 之间的作用力都是疏水作用力和静电作用

力的共同作用,并没有区别。

3. 5　药物对 BSA 构象的影响

使用同步荧光光谱可以探测蛋白质中酪氨酸 (T yr)和色氨酸 (T rp)微环境的改变。由 ∃Κ= Κem

- Κex = 15nm 作同步荧光光谱显示 T yr残基的光谱特征, ∃Κ= Κem - Κex = 60nm 同步荧光光谱显示

T rp 残基的光谱特征[10 ]。图 4中的 a、b分别是 ∃Κ= 60nm 和 15nm , pH 7. 4, 298K 时与埃索美拉唑

相互作用的BSA 同步荧光光谱图。

从图中可以看出,随着埃索美拉唑的浓度逐渐增加, T rp 和 T yr的最大荧光发射波长强度快速

降低, T rp 的发射波长基本保持不变,但是 T yr的发射波长明显蓝移,这表明药物与对氨基酸残基
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图 4　加入埃索美拉唑后BSA 的同步荧光光谱

a——∃Κ= 60nm; b——∃Κ= 60nm

CBSA = 1×10- 6mol·L - 1, CEso= 0—3. 2×10- 5mol·L - 1。

所处的微环境产生了一定影响,与BSA 发生了结合。奥美拉唑也发现了相同的现象。

BSA 其空间结构由 3个结构域组成,每个结构域由 2个亚结构域以槽口相对的方式形成圆筒

状结构,几乎所有的疏水性氨基酸残基都包埋在圆筒内部,构成疏水腔[11 ]。加入药物之后 T yr发射

波长的蓝移,说明奥美拉唑和埃索美拉唑可以进入BSA 疏水腔中与之结合。虽然对T rp 影响不大,

但使 T yr所处微环境的极性有所增强,可能分布在分子表面附近的亲水区内,导致形成了一种新

的无序结构。

奥美拉唑和埃索美拉唑是弱碱性物质,在 pH 7. 4的条件下都是以离子形式存在,影响了它们

进入疏水腔,降低了结合常数。在 pH 9. 0的条件下都是以分子状态存在,与BSA 的静电力作用降

低也影响了结合常数。综合上面两点在pH 8. 0的条件下最有利于药物与BSA 的相互作用。埃索美

拉唑的结构使得它可以更方便地进入疏水腔中,得到更大的结合常数。BSA 的构象和结合位点的

惟一性使它对结合的药物产生了手性选择,结果是奥美拉唑的左旋体埃索美拉唑对BSA 的结合能

力要强于混旋体奥美拉唑。
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Study on the In teraction between Omeprazole, Esomeprazole
and Bov ine Serum A lbum in by Fluorescence Spectrophtometry

YAN G H ui　W AN G Zh i2Q un　W AN G Yu2Chun　N I Kun2Yi
(D epartm ent of A naly tical Chem istry , China P harm aceutical U niversity , N anj ing 210038, P. R. China)

Abstract 　 T he in teraction betw een enan tiom eric pairs Om ep razo le (Om e ) , S2om ep razo le

(E som ep razo le, E so) and bovine serum album in (BSA ) w ere studied by fluo rescence spectra. A t the

condition of pH 7. 4, 8. 0, 9. 0, each binding constan ts K A and the binding sites n w ere obtained by

fluo rescence quench ing. T he thermodynam ic param eter w ere calculated to judge the m ain so rts of

binding fo rce fluo rescence quench ing of BSA by bo th Om e and E so is deduced by static quench ing.

T he binding constan ts of E so w ere greater than Om e, bo th their num ber of binding sites w ere 1. T he

m ain so rts of binding fo rce w ere bo th hydrophobic fo rce and electrostatic fo rce. Om e and E so have no

differences excep t the binding constan ts.

Key words　F luorescence Spectroscopy, Om ep razo le, E som ep razo le, Enan tiom er, Bovine Serum

A lbum in.
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