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[摘 要 〕 采用微量热方法
,

从热动力学角度
,

建立抗肿瘤药物与 DN A 作用 的热动力学模型
,

计算

系列相关的热力学函数
。

归纳 了抗肿瘤药物与 D NA 的作用类型及热动力学特征
,

为探讨抗肿瘤药

物与 D NA 的作用机制提供了重要信息
。

[关键词 ] 抗肿瘤药物
.

DNA
,

热力学
,

热动力学

随着生命科学的飞速发展
,

对于核酸三维结构

的认识及其遗传信息的研究
,

使人们得以从基因表

达调控理论的角度
,

认识肿瘤细胞的生理及病理特

征
,

设计和筛选抗肿瘤药物
。

肿瘤细胞在某种情况

下
,

表现出基因过度扩增
,

蛋白堆积
,

细胞无限增殖

的无序状态
。

这种无序状态是由它的基因及其在分

子水平上的有序性所决定的
。

癌基因表达基本上遵

守中心法则
: 即由 DN A 转录成 RNA

,

RN A 翻译成蛋

白质
,

受癌基因调控因子的调控
,

而且所有蛋白酶及

受体的生物合成都来 自于 DNA
、

RN A 的编码和组

装
。

以核酸为靶设计和筛选抗肿瘤药物
,

在 RN A 复

制
,

RN A 转录
,

蛋白质翻译等各水平上对癌基因的

表达进行阻断
,

对肿瘤进行有效抑制
。

DNA 是许多抗肿瘤药的靶分子
,

抗肿瘤药物通

过嵌人
、

沟槽等方式与肿瘤细胞的 D NA 结合
。

使肿

瘤细胞 DN A 双螺旋链松弛
,

分开或断裂
,

改变 DN A

模板性质
,

阻止形成 DNA 嚷吟与 DNA 依赖型 RN A

聚合酶
。

同时阻止了 DNA 和 RN A 的合成
、

复制和

转录
。

因此
,

抑制肿瘤细胞的分裂增生
,

最终使肿瘤

细胞增殖停滞
,

或使肿瘤细胞向正常细胞分化
,

或诱

发肿瘤细胞发生编程性死亡
,

从而产生抗肿瘤作

用川
。

采用微量热方法
,

通过高精度
、

微量化
、

自动化

的量热计
,

连续
、

准确地检测记录抗肿瘤药物与

DNA 生物靶分子之间相互作用过程的热效应变化
,

研究过程的反应速率和程度
,

同时获得热力学和动

力学信息
,

建立热动力学模型
,

从热动力学角度
,

对

抗肿瘤药物与 DNA 的作用机制给出科学合理的定

性及定量解析
。

这些对于探索抗肿瘤药物的作用机

理和筛选低毒高效的抗肿瘤药物
,

并指导合理用药

有重要的理论和应用价值
。

微量热法对肿瘤细胞生

长代谢规律及抗肿瘤药物与 D NA 靶分子作用的研

究
,

已经成为这一领域关注的热点问题之一
。

1 抗肿瘤药物与 D N A 相互作用的热动力学

模型

抗肿瘤药物与 D
NA 相互作用的微量热研究

,

主

要采用的量热手段
,

有微型间歇反应器 ( B R )与热导

式热量计的组合和活塞流反应器 ( PF R )与热导式热

量计的组合两类
。

通过建立 B R 及 P f R 抗肿瘤药物

与 DNA 结合的热动力学模型
,

研究肿瘤药物与 D NA

结合的热动力学规律
,

从而探索其作用机制
。

实验研究发现
,

无论是 B R 模式或 P FR 模式
,

有

些抗肿瘤药物与 DNA 的相互作用为快速反应
。

抗

肿瘤药物在对细胞产生刺激数分钟至数十分钟
,

即

引起早期反应癌基因结构和表达水平的变化
。

在原

癌基因家族中
,

早期反应癌基因 (
e a r l y er spo nse ~

-

ge nes )是一类对药物
、

神经递质和激素等外界刺激引

起的传人信息在数分钟内作出反应
,

进行表达的基

因
,

它们通常包括 fo s 、

jun
、
m y c 、

my b 等基因
,

存在于

细胞核内
。

这类癌基因可编码特异的 DN A 结合蛋

白
,

它们是一些转录调控因子
,

可调节多种基因的表
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达
,

从而将外界信号与基因表达改变偶联起来
。

因

此肿瘤细胞的增殖
、

分化和死亡与抗肿瘤药物引起

早期反应癌基因的快速表达密切相关
。

当肿瘤细胞

受到抗肿瘤药物作用后
,

激活信号转导通路
,

引起这

类癌基因首先表达
,

并通过表达产物再参与调控其

他基因的转录
,

表征抗肿瘤活性川
。

对于抗肿瘤药物与 D
NA 的快速反应

,

可以在短

时间内达到平衡状态
,

即设 B 为抗肿瘤药物的小分

子化合物

D N A + B护 DN A
·

B (快速平衡 ) ( l )

则其表观结合常数为 K

式中 尸为 B 与 D
NA 相互作用的真实输出热功率 ; F

为活塞流反应器中试样的流速
。

P 可由下式计算
:

p 二 拜 ( p
。 一 尸

e

) ( 9 )

式中 产 为校正因子 ; 尸
。

为反应体系达到稳态后的表

观输出热功率 ; 尸
。

为相同流速条件下对照实验实测

输出热功率
。

将 ( 8 )
、

( 9 )式代人 ( 2 )式有
:

K 二
Z e △H m P

( Z F e加△万 m 一 p ) ( 2 尸
e , △万 m 二石户)

( 10 )

在 ( 10) 式中代人 3组不同的实验数据 (
。 0A

, 。 。
,

F
,

尸 )以计算机 M a山 e耐 软件 (版本 6
.

0 )
,

拟合 犬
、

△万m 、

n
值后

,

再根据 ( 3 )
、

( 4 )式
,

求得 △` 。 、

△s 。
值仁3〕

。

K =
n X C

`

(一
x
) (

。 0A 一 n x e , )
( 2 )

式中
n
为 DN A核酸上的结合位点数 (即 1分子 B结

合 DN A的碱基对数 ) ;x 为 B与 D
NA 的结合率 ; 。护

为标准摩尔浓度 (
。小 == l om l

·

L 一 `
) ; COA

, 。` 分别为

DNA 和抗肿瘤药物 B 的初始摩尔浓度

若确定了 K
、 n 、 x

的数值
,

根据下列热力学关系

式
,

可 分别求得 B 与 DN A 相互作用的摩尔结合

iG bbs 函数 (△mG )和摩尔结合嫡 (苗m)

△` m = 一

RT I献 ( 3 )

△ S m = (△氏
一 △ G m

) / T ( 4 )

在上述 ( 2 )
、

( 3 )
、

( 4 )热力学关系式中
,

犬
、 n 、 x 、

。万m

均为待求的物理量
。

为了求解
,

根据微量热实验手

段的差异
,

建立 了如下 2 类热动力学模型
:

1
.

1 B R 热动力学模型

根据热力学原理
,

对于 B R 检测系统
,

有

二 = △万ma /△万 m
( 5 )

式中 △H、 为 B 与 DNA 相互作用的表观结合恰 ;

△H。
为 B 与 DN A 作用的摩尔结合熔 (亦称摩尔键

合焙
,

即 lmol B键合
n l n o l DNA 时的熔变 ) ; H ma 可 由

下式计算
:

△万ma 二
Q

. / (
e ,

·

V ) ( 6 )

式中 Q
二
为 B与 DNA 相互作用的总热效应

,

可由实

验测得
。

将 ( 5 )
、

( 6) 代入 ( 2) 式整理
,

有

c△H m 。

△ H m

入 = 丁二尸不厂一一一丁丁丁一下7 一一几尸丁二一

—
一丁下只二

戈。 仃 m 一 O月 ma ) 气c加O 月 m 一 cn 印凸月ma )
( 7 )

将 3 组不同的实验数据 (
c DA

, 。 、
,

△ HmA )代人

( 7 )式
,

以计算机 M a t h c ad 软件 (版本 6
.

0)
,

拟合 K
、

△万。 、 n
值

,

尔后根据 ( 3 )
、

( 4 )式求得 △G m
及 △s m

值
。

1
.

2 P F R 热动力学模型

根据热动力学原理
,

对于 PF R检测系统
,

有
x = P / ( Z F e B。△mH ) ( 8 )

2 抗肿瘤药物与 D NA 作用的机制和热力学

参数

根据所建立的热动力学模型
,

通过对一系列抗

肿瘤药物与 D
NA 作用的微量热数据进行拟合解析

,

可以得到不同抗肿瘤药物与 DNA 相互作用 的热力

学参数
。

这些精确的热力学信息
,

说明抗肿瘤药物

与 DNA 分子结合过程中
,

嫡熔补偿效应是普遍存在

的
。

嫡和烩数据可 以成为比结构参数和平衡参数更

好的数学基础闭
,

还能成为反应计量学和不同结合

位点的可能历程提供重要 的参考依据
,

对于抗肿瘤

药物与 DNA 分子的反应机制和分子识别有重要作

用
。

现将系列抗肿瘤药物与 D
NA 作用的热力学参

数列于表 1
。

顺铂是一种使 D
NA 链发生链内交联

,

抑制

DN A
、

RN A 和蛋白质合成的化疗药物
,

作为广谱抗肿

瘤药物成功地用于临床
。

日本 K昭 e n 10 to 等应用 流

动微量热计和差示扫描热量计 ( DS C )
,

研究了顺铂

与 DNA 作用的热力学规律
,

得到相关的热力学参

数 s[J
。

由表 1 中所列数据显示
,

顺铂与 DN A 作用

时
,

有很大的表观结合常数
。

因为发生了共价相互

反应
,

释放出很大的摩尔结合烩
,

D
NA 的复制作用

受到抑制
。

有文献认为
,

用顺铂处理肿瘤细胞 (例如

人恶性白血病细胞 H L 60
、

U如7 、

K -G l 等 )
,

能引起早

期反应癌基因 c
一

jun 基因表达增加
,

可能通 过蛋白

激酶 以 PKC )依赖的通路来介导
,

抑制 DN A 或蛋白

质合成有关酶的活性
,

或在 DNA 或蛋白质合成过程

中掺人其中
,

使之合成无功能的 DN A 或蛋白质而抑

制肿瘤细胞的生长闹
。

热动力学研究结果与文献报

道是十分吻合的
。

阿 霉 素 ( A面明WC in
,

DA M )
、

博 莱 霉 素

( B I印m y c i n
,

BML )
、

道诺霉素 (伪
n o l l ly c in) 等

,

是一类

品种繁多在临床上广泛使用的抗肿瘤抗生素药物
。
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表 1抗肿瘤药物与 D A N作用的热力学参数
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vc
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9
一
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9
一
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伽 in
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e 十 1)刊Al
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.
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5 8 x
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1
.
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1
.

3 x

4
.
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8
.

O X

8
.
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2
.

o x

一 2 5

一 26 2

一 30

一 3 5

一 29

一 27

一 34

一 34

一 3 1

一 30
.

9

一 33

一 32

一 32

一 3 1

一 3 2

一 3 2

一 3
.
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一 1
.

4
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K
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1 10

47
.
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一 25

一 4 1
.

3

一 26

一 2 1

一 17
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一 25

一 2 0

l 2

6
.

7

20
一 3 3

.

5

24

3 8
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4 8

如
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n

0 6

5
.

3 8

5
.

26

0
.

2 1

1
.

0

l O

0 17

0
.

2 5

O
`

肠

5
.

7 4
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护叮好护护护护护护l0S

注 : ic SP]
a t i n顺铂 BML

一

博莱霉素 DA M
一

阿霉素 -PF 原黄素 9
一

A A
一

氨基 uQ in ac irn
e 一

阿的平

抗肿瘤抗生素与 D
NA 相互作用时

,

采用嵌人 DNA

碱基对的方式
,

破坏 DN A 的模板功能
,

阻止转录过

程
,

抑制 D NA
、

NR
A 及蛋白质合成的同时

,

也改变癌

基因的结构或影响癌基因的表达
。

日本的 aK on 和

Baba 等人
,

应用 U佃 间歇微量热计配合吸收光谱研

究了阿霉素分别与小牛胸腺 DN A
,

浏 y ( dA
.

dU )和

op vl( dl
.

dc )相互作用 的热力学性质
,

测定了一系列

相应的热力学参数厂7〕
。

美国的 cR me at 等
,

先后利用

等温间歇微量热计和一种新型停流式微量热计
,

结

合光谱法系统地研究了道诺霉素与 D
NA 相互作用

的摩尔结合焙
,

摩尔结合 iG bb
s 函数和结合位点数

,

两种方法测定的摩尔结合熔能很好吻合〔“ 〕
。

美国的

C功 th e 玲等利用 o m e g a
滴定微量热计结合光谱及荧

光技术
,

研究了道诺霉素与 DN A 作用的序列特异

性
,

并比较了道诺霉素与几种聚核昔酸及小牛胸腺

DN A 作用的各种热力学函数变化〔” 〕
。

武 汉大学屈

松生等
,

采用间歇式微量热计和活塞流微量热计
,

结

合光谱法
、

循环伏安法等技术
,

研究了阿霉素
、

博莱

霉素等抗肿瘤药物与 D
NA 的相互作用机制和一系

列热动力学性质
,

实验结果证明
:

DA M 与 DN A 作用

是较大的放热反应
,

并伴随着显著的嫡减
。

显示

ADM 是以典型 的嵌人方式与 DN A 相互结合时
,

由

于 A l〕M
一

D NA 复合物比独立的 D NA 和 A DM 分子更

为有序
,

因此导致一定程度的嫡减
。

有文献认为
,

DA M 是 DNA 拓扑异构酶的一种嵌入型 抑制剂

DN A拓扑异构酶 ( DNA t叩 i
~

e

asr
e s 厂D〕Po )

,

普遍存

在于生物界
。

它催化超螺旋 DNA 的解旋反应
,

是直

接参与或影响 DNA 复制
、

转录以及细胞分裂时同源

染色体分离的重要酶型
。

嵌人型抑制剂通过其分子

中类似嘿吟或嚓陡碱基的多环结构
,

嵌人到 oT oP 与

DN A 结合部分的双链之间
,

干扰酶将 DN A 断端重新

接合的正常功能
,

并进一步造成 DNA 的链断裂损

伤
’。履

,

此结论证实了热力学研究结果 的正确性
。

BI 从 与 ds DN A 的作用是较小的放热反应
,

并伴随着

较小程度的嫡增
。

表明 B LM 分子是部分嵌人到 ds
-

DN A 的相邻碱基之间
,

剩余部分留在沟槽 内
,

引起
DN A 的超螺旋结构松驰甚至反旋

,

导致一定程度的

墒增
。

这些热动力学性质
,

从热动力学角度证实了

抗肿瘤抗生素对 D
NA 的嵌人机制

。

DA M
一

eF
十
牡Vc

-

O:
体系

、

B咖
一

凡
` ’ 一O2 体系

、

( p h e n
)

Ze u Z `

体系
,

是一

些复合体系
,

其以对 DN A 的切割机制
,

而具有抗肿

瘤活 性
。

实验结果证明
: A

MD
一

eF
十 3一

vc
一

仇 体系
,

通

过活化 ADM 和经自由基两种平行的方式同时切割

DNA
,

D
NA 断裂反应为放热量很 大的反应

。

BML
-

凡
十

毛仇 体系
,

是 D
NA 氧化断裂的启动因子

,

通过氧

化脱氧核糖的方式使 DN A 单链和双链断裂
,

表现为

很大的放热反应 (胡
。 = 一 5 8I kJ

·

mo l
一 `

)[
“ 〕

。

经 iH
-

act hi 63 5A 型高效液相色谱仪证实
,

DN A 已被切割成

很小的碎片
。

(户en )
Z c了

+

体系与 DNA 的作用是以

沟槽方式与其 6 个碱基对结合
,

D
NA 成开环型

。

反

应为较快的放热反应和烩驱动反应 〔”」
。

关于中草药有效成分的抗肿瘤研究已有大量报

道 二氢骆驼蓬碱和骆驼蓬碱是两种生物碱
,

作为

新型抗肿瘤药物已用于临床实验
。

王保怀等人用微
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量热法测定了这2 种生物碱与D N A作用 的摩尔烩

变
,

从作用的热焙及热谱角度研究其抗肿瘤活性及

作用机理
。

实验结果表明
:
骆驼蓬碱与 DNA 作用的

摩尔烙变为二氢骆驼蓬碱的 3倍
。

芳香性稠环化合

物与 DNA 嵌插作用强弱 主要取决稠环的平面程度

和稠环上的电子云密度
,

一组同系化合物的生物活

性伴随其与 DNA 的结合强度的增大而增大
,

骆驼蓬

碱应有更强的抗肿瘤活性〔`2〕
。

3 抗肿瘤药物与 DN A 的作用类型及热力学

特征

在生理条件下
,

DNA 以被水分子包围的双螺旋

形式存在 仁̀3〕
。

根据其结构特点
,

综合微量热研究及

其他相关研究的众多信息
,

可 以对抗肿瘤药物与

DNA 作用的类型和热力学特征归纳如下
。

3
.

1 嵌入型和热力学特征

含有平面结构的药物分子嵌人到 DN A 分子的

相邻碱基之间
,

并在 2个碱基之间滑动
,

从而使超螺

旋的紧密结构变成松弛的状态〔`4〕
。

这种作用方式

是药物分子与碱基之间的范德华作用力
、

疏水作用

和 二 电子相互作用等弱键力的综合结果
。

主要破坏

使 D NA 结构稳定的碱基堆积力
。

这种作用不都具

备选择性
,

有典型嵌人和部分嵌入的差异
。

典型嵌

人
,

药物与 D
NA 的结合过程表现为较大的放热反

应
,

伴随着一定程度的嫡减
,

为烩驱动反应
。

部分嵌

入
,

反应放热较小并伴随着较小程度的嫡增
。

3
.

2 沟槽类型和热力学特征

药物分子以沟槽方式与 DN A 结合
,

可将 D NA

沟槽中的水分子等释放出来
,

由于空间位阻的因素

而引起 DNA 构型的转变
。

其键合过程表现为较小

的放热反应
,

并伴随着较大程度的嫡增
,

为嫡驱动反

应
。

3
.

3 共价结合类型和热力学特征

药物分子与 D NA 分子以共价方式结合
,

其键合

过程表现为较大的放热反应
,

亦为熔驱动反应
。

3
.

4 切割类型和热力学特征

药物分子与 D NA 分子以切割方式结合
,

DNA 单

链断裂
。

其切割过程将表现为放热反应
,

放热的程

度与切割 D NA 的程度有关
。

若切割 DN A 仅使之成

开环或线性状态
,

则放热量较小 ;若切割 DN A 为游

离碱基碎片
,

则放热量就将大大增加 [`5」
。

3
.

5 药物分子与 DNA 分子存在的作用均属于弱键

力

药物分子上带正电的基团与 DN A 双螺旋链上

带负电磷酸残基之间 的静电作用 ;药物分子进人

D
NA 双螺旋的沟区与碱基之间的氢键作用 ;药物分

子进人 D
NA 双螺旋的沟区与碱基之间的疏水作用 ;

芳香性药物分子进人 D NA 双螺旋的沟区与芳香族

碱基之间的
7r
电子作用 ;药物分子与 DN A 分子的范

德华引力等
,

其作用能量在范德华力 ( 4D kJ
·

mo l
一 ’

)

和 ( 8
一 5 0 kJ

·

mo l
一 ’

)之间
,

药物分子与 D
NA 分子相

互作用 的摩尔反 应焙是多种弱键作用 的综合结

果 〔̀ 2〕
。

从分子水平来看生命现象
,

上述弱作用键力

是一种决定性的因素
,

形成了各种生物大分子功能

所要求的空间结构
,

因而决定了基因转录
、

调控的主

要分子机制
。

微量热方法测定的是体系中所有热效

应的总和 [`6 ]
。
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机械工程学科组织专家研讨科学前沿及优先资助领域

由国家自然科学基金委员会工程与材料科学部

机械学科组织的
“

机械工程科学前沿及优先领域研

讨会
”

于 199 9 年 12 月上旬在广州召开
。

会议期间
,

17 位专家作了大会发言
,

27 位专家

作了分组发言
。

在研讨过程中
,

代表们就机械工程

科学的前沿领域
、

学科交叉
、

新的学科生长点
、

优先

资助领域的遴选原则和基金资助政策等方面提出了

很好的建议
。

与会专家认为
,

未来机械工程科学发展的总趋

势将是交叉综合化
、

数字智能化
、

微型精密化
、

清洁

高效化
、

柔性集成化
。

精密高效低成本成形和加工

技术
、

网络制造
、

虚拟制造
、

柔性智能 自动化制造技

术
、

智能机器人及虚拟仪器设备
、

微型机电系统
、

仿

生机械和制造技术将 日趋成熟并被市场所接受 ;可

重构制造系统的理论和适合中国国情的制造模式将

得到完善和发展 ;在机构学
、

摩擦学
、

仿生机械和仿

生制造等领域的学术界
,

我国将进入世界先进行列 ;

在与现代物理学和化学相关的计量
、

测试和仪器等

领域
,

将有可能取得世界水平的创新成果
。

与会专家认为
,

面对我国加人 W r 〔) 所伴随的机

遇与挑战
,

机械工程科学作为一门工程应用科学
,

除

了加强基础理论和前沿领域 (如微型机械系统
、

智能

机械结构等 )的研究外
,

还应重视能够带动国家支柱

产业发展的关键技术基础和国外对我国进行封锁的

高新技术研究 (如先进的制造工艺及装备
、

精密测量

仪器等 )
,

这对于提高我国的综合国力具有重要意

义
。

关于
“

十五
”

优先资助领域
,

与会专家认为
,

应当

选择有优势和特色的学科前沿领域 ;选择国民经济

和机械工程中的重要 的
、

具有突破性和带动性的关

键科学问题作为研究课题 ;选择有发展前景的跨学

科交叉新领域 ;在与国家其他研究计划不重复资助

的条件下进行遴选
。

对
“

九五
”

已立重点项目并可能

取得新突破的少数前沿领域
,

应当选择新的研究内

容和关键科学问题继续给予支持
。

(工程 与材料科学部 雷源忠 黎明 供稿 )


