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摘要    围绕微量热法在药物研发、药物对微生物的抑制和抗菌药物筛选、中药基础理论, 以

及药物与生物大分子相互作用等方面的研究工作, 初步总结了微量热方法在药物活性评价中

的应用.  
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1  引言 

药物是人类用来战胜疾病, 维持机体甚至社会

健康发展的重要武器. 当前, 在药物活性评价和研发

过程中, 热化学方法正发挥着其他方法不可替代的

重要作用. 药物在机体内的作用与代谢, 实际上就是

药物在机体内进行的一系列物理、生物、化学反应. 

对有机体新陈代谢规律的研究, 是生命科学研究的

重要内容之一. 有机体代谢过程中不可避免地会将

部分能量以热的形式表现出来, 这就是代谢热. 微量

热法可以直接测量这些过程中的热效应, 研究它们

的速率和进行程度. 通过对药物的微量热分析, 可获

取有关药物稳定性、结晶特性、溶解过程、浸润过程

等方面的重要信息. 同时, 通过微量热技术, 可研究

药物与生物大分子、细胞、组织的相互作用及其机理. 

以这些信息为基础, 可以对药物的设计、生产、质量

控制、存储和使用等环节进行指导和优化.  

由于生物产热过程一般强度低、速率慢、周期  

长, 因此用一般的量热技术很难获得满意的结果. 新

一代的微量热仪器(微量热法)灵敏度高, 能准确测定

缓慢过程的热效应, 所以用于生物体系代谢过程的

热量测定有许多独到之处: 它在测量中不用添加任 

何试剂, 能直接监测生物体系所固有的代谢热过程, 

不会引入干扰生物体系的正常活动和代谢的因素 . 

另外, 还可以有目的地加入有关物质, 以研究该物质

对生物体代谢的影响. 它不需要制成透明清澈的溶

液, 可直接测量离体的组织和悬浮液, 特别是在微量

热实验之后, 对研究对象没有任何损坏, 样品还可以

做进一步的分析测试研究. 尽管生物量热法缺乏特

异性, 但研究对象本身有其固有的新陈代谢特异性, 

所以用这种非特异性的方法可以得到特异性方法所

得不到的结果, 有助于得到新的发现. 特别是随着人

们对生命体系认识的不断深入, 高精度、微量化、自

动化、商品化热量计的发展, 以及生物量热理论和技

术的日趋完善, 微量热方法不仅在生物化学[1, 2]、环

境科学[3]、农业生态[4]等方面获得了广泛的应用, 而

且还可以提供药物的热力学参数, 成为了一种新的、

具有广泛前景的药物活性评价工具[5, 6].  

本文将通过微量热法在药物研发中的应用, 微

量热法研究药物对微生物的抑制和抗菌药物筛选 , 

微量热法在中药基础理论研究中的应用, 以及微量

热法研究药物与生物大分子相互作用等方面的总结, 

探讨微量热方法在药物活性评价中的应用.  
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2  微量热方法在药物研发中的应用 

新药开发是一项耗时耗资的巨大工程. 其突出

特点是“高技术、高投资、高风险、长周期”等. 从

研究计划的启动, 到潜在药物的开发, 以及后期的临

床试验, 一般需要 5 年. 在美国, 一个药物从发现到

投入市场, 均需要经历临床前动物试验、三个时期的

临床试验、两个阶段的食品和药品管理处的审批等程

序. 2003 年的统计数据表明, 每开发一个新药的投资

费用平均高达 8.97 亿美元, 并且耗资数目呈逐年上

涨的趋势[7]. 药物研发过程中的巨大投入意味着巨大

的成本和风险. 早在二十世纪七、八十年代, 人们就

尝试将微量热法运用到药物研究中[8, 9]. 近年来, 随

着生物量热的理论和技术的日趋完善, 微量热法在

药物研究领域中的应用也越来越广泛. 其中包括药

物稳定性研究[10]、药物制剂研究[11]、药物抗肿瘤或病

毒活性研究、药物活性的定量构效关系(QSAR)[12, 13]、

抗菌药物活性筛选研究 [13~15]以及联合用药 [16, 17]等 

方面.  

微量热法运用于抗菌药物的研究不但具有高灵

敏度、高准确度、重复性好、操作方便等优点, 而且

能够实现连续、实时、原位、定量的测量与分析, 从

而获取丰富的热力学与热动力学信息、定量构效关

系、甚至抗菌药物的作用机制等信息. 而且该方法对

水溶性不好的样品同样适用, 这有利于将抗菌药物

的筛选范围扩大, 大大提高了先导化合物发现的机

会. 具体而言, 微量热法用作抗菌试验表现出了多方

面的优势:  

(1) 适用性广, 甚至可用于非水溶性化合物或是

易挥发性等特殊样品的抗菌活性的评价和筛选;  

(2) 通过对药物作用下的热谱图的分析, 结合热

动力学模型, 可以得出药物的作用性质(如: 抑菌或

杀菌), 并有助于药物作用机理的判断;  

(3) 可以方便结合基因工程技术, 更好地应用于

药物筛选工作;  

(4) 有可能实现以非生长细菌为作用靶标的抗

菌药物研究, 建立新的筛选方法和技术;  

(5) 对非水溶性化合物的抗菌活性实验, 可以更

科学地进行溶剂的合理选择与使用;  

(6) 可以定量测定不同药物浓度作用下细菌被

抑制的程度, 适用于对细菌具有不同抑制强度的药

物的筛选;  

(7) 可方便地进行联合用药的药效分析.  

由此可见, 微量热法能够在很大程度上克服当

前体外全细胞抗菌试验所存在的各种不足, 而且还

可以实现以非生长细菌为靶标的抗菌活性研究新策

略. 该方法有望在细菌耐药性不断威胁人类用药安

全的今天, 为抗菌新药的研发起到积极的促进作用.  

3  微量热法研究药物对微生物的抑制和抗
菌药物筛选 

用微量热方法对生物体系进行研究, 无论从热

化学还是从生物学方面来看, 都是在经典领域的基

础上向前跨进了一大步, 对促进学科之间的交叉渗

透起着重要作用, 同时也提升了各传统学科自身的

研究水平. 近年来, 武汉大学生物热化学实验室通过

微量热方法对药物抑制模型生物生长代谢的研究 , 

取得了明显的成效[18~21], 为筛选抗菌药物或抗菌先

导化合物提供了大量基础数据.  

3.1  细菌生长热谱图 

微量热方法能用于药物与微生物方面的研究 , 

是因为细菌细胞内的各种代谢过程都伴有一定的热

效应, 用微量热法连续测量细菌生长过程中的这种

热效应变化, 即可获得细菌生长的“热谱图”.  

细菌接种到培养基后以二分裂方式繁殖, 分裂

后的子细胞也都具有活力. 在营养物充足、保持整个

培养液稳定的条件下, 以时间为横坐标, 细菌数为纵

坐标, 根据不同培养时间里细菌数量的变化, 即可得

出一条反映细菌在整个培养过程中数量变化规律的

曲线. 假设一个细菌代谢产热功率为 W, 则 N 个细菌

产热的功率 P = N·W. 如果能测量出每个时刻的产热

功率, 就能绘出细菌全过程的生长产热曲线(图 1).  

如图 1 所示, 细菌生长产热曲线可分为四个时期, 

即停滞期、指数生长期、稳定期和衰亡期. 一般的细

菌生长产热曲线的四个时期等均十分完整, 并与培

养过程的各个阶段能很好地吻合. 在相同的实验条

件下, 其生长曲线具有良好的重现性, 可利用它作为

“指纹图谱”对细菌进行鉴别. 微量热法可用鉴别细

菌的变异株, 还可用来研究细菌的生长及其返祖现

象. 细菌生长曲线中包含着丰富的热力学和动力学

信息, 已引起了微生物学、医学和热化学工作者的高

度重视[22~24].  
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图 1  大肠杆菌的生长产热曲线 

3.2  细菌生长热谱曲线热动力学信息 

细菌生长过程的热谱曲线, 包含着有关细菌生

长代谢过程的丰富信息. 例如: 对热谱曲线的指数生

长期进行解析, 建立相关生长热动力学模型, 可得出

细菌生长的速率常数、激活能和有关热力学参数等[18].  

在细菌的指数生长期, 细菌数量呈指数式增加. 

如果在初始时刻(t=0)细菌的数目为 N0, t 时刻细菌的

数目为 Nt, 则 

Nt = N0 exp(kt)    (1) 

k 是生长速率常数. 如果每个细菌的热输出为 W, 那

么 

NtW = N0 W exp(kt)    (2) 

若 P 为产热功率, 由 P0 = N0W 且 Pt = NtW 即可得   

出:  

Pt = P0 exp(kt) 

或               lnPt = lnP0 + kt             (3) 

从生长产热曲线的指数生长期取一系列的 Pt~t

数据, 按(3)式, 以 lnPt对 t 进行线性拟合, 即可求出 k

值, 即细菌生长的速率常数.  

通过测量细菌在不同温度下的生长热谱图, 用

上述方法得到不同温度下细菌生长的速度常数 kT, 

实验结果表明 kT 和 T 的关系符合 Arrhenius 方程, 即 

kT = Ae−Ea/RT 

或              lnkT = lnA aE
RT

−      (4) 

由(4)式, 以 lnkT 对 1/T 进行线性拟合, 即可求出

细菌的生长激活能 Ea.  

3.3  不同药物对微生物生长繁殖的抑制 

目前评价药物抑菌活性的两种常规方法—管碟

法和比浊法, 虽然可以有效地反映药物抑菌活性的

强弱, 但难以表征微生物受药物干预过程中的特征

信息, 即无法获得实时在线的动态数据. 微量热法 

作为一种非侵入、非破坏性的技术, 能够连续、实时、

原位、定量地测量和分析研究体系的热变化. 微量热

法研究抗菌素对微生物的抑制作用, 具有重要的医

学临床应用和理论价值. 例如: Mard 等[25]研究了不

同的β-内酰胺组抗菌素(青霉素 G、氨比西林、羟胺

青霉素和二氯恶林)对金黄色葡萄球菌产热的影响; 

Beezer 等[26]研究了间位烃基取代的苯酚盐与 E. coli

和金黄色葡萄球菌的作用情况, 发现生物响应与这

类药物烃基链上所具有的亚甲基数目之间存在着线

性关系, 其相互作用有 collander 型关系存在; Krüger

等[27]研究了氯霉素对金黄色葡萄球菌属的抑制作用

程度、效果; Hartung[28]研究了青霉素 G、氧四环素、

多黏菌素 B 对 E. coli 的影响. 我们实验室[6, 18]研究了

十余种西砩碱药物对金黄色葡萄球菌、产气杆菌和

E. coli 生长的影响, 并得到了一系列有意义的结果. 

微量热法用于药物抗菌活性检测, 寻求抗菌素结合

使用的最大效率、探索适当比例, 探讨药物的构效关

系, 指导药物合成等研究都是十分有前途的工具. 与

传统的方法相比较, 微量热法在研究中药的抗菌活

性方面有着独特的优势, 且能较好地反映中医药整

体观、平衡观、动态观和整合调节作用.  

4  微量热法在中药基础理论研究中的应用 

中药是中华民族的瑰宝, 在我国具有悠久的历

史, 是祖国医学中的一颗璀璨的明珠, 在过去几千年

的历史实践中, 形成了完整、独特、系统的理论和诊

疗方法, 为中华民族的健康、繁衍和发展做出不可磨

灭的贡献, 同时也为世界医药的发展做出了巨大的

贡献. 但是, 近年来质疑中药的有效性和安全性的声

音越来越多, 其主要原因之一便是中药治疗疾病的

作用机理不够明确, 中药理论和临床研究方法中许

多合理的、科学的内涵没有得到充分的揭示. 因此, 

中药的发展急需引进现代科学和技术, 迫切需要与

现代科学技术的理论和方法相结合, 最终实现中药

的现代化.  
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中药学与热力学有许多相通的地方, 如两者都

重在研究系统的存在状态(始态和终态)和变化方向, 

而可以忽略系统的内部构成和变化过程; 两者都讲

求系统平衡与调节, 开放条件下的生命体系和化学

体系都属于耗散结构, 众多的生理病理现象和物理

化学现象都可以用耗散结构理论加以阐释. 从某种

意义上讲, 生命体系就是一个开放的热力学系统, 生

命活动规律也符合热力学定律. 中药的药性功能, 即

药物的生物活性, 在一定程度上也是机体对物理热

变化的一种生理或病理感受[29].  

中国人民解放军第 302 医院全军中药研究所肖

小河研究员等将微量热方法引入中药药理研究, 取

得了系列研究成果[30~33]. 研究显示, 通常情况下, 温

热药作用于机体一般表现为功能的亢奋, 机体功能

亢奋则需要消耗较多的能量, 就会产生较多的热量; 

反之, 寒凉药作用于机体一般表现为功能的抑制, 机

体功能抑制, 则消耗能量较少或抑制产热. 从另一层

面上说, 这种由中药药性功能导致的机体对物理热

变化的感受, 从本质上讲就是中药与生物机体之间

的相互作用, 这种相互作用是一系列物理、化学和生

理反应. 而任何反应发生时, 均伴随有能量的转移和

变化, 这些能量的转移和热变化, 均可通过热力学方

法加以检测和表达. 无论是阴阳五行学说、天人合一

整体观、平衡观、辨证施治等中医药基本理论, 还是

“寒者热之, 热者寒之”、“实者虚之, 虚者补之”等中

医治则治法, 均蕴涵了丰富而复杂的能量-物质-信息

的代谢或转换关系, 均体现了热力学基本理论.  

作为能量转移和热效应检测的重要研究手段 , 

热力学方法以体系的状态参数为研究对象, 能够合

理反映生命体系中的能量代谢和变化规律, 科学客

观地揭示(诊断)身体状态及变化规律, 符合中药学的

整体观、系统观、动态观和平衡观, 已发展成为研究

中药的重要方法之一.  

5  微量热法研究药物与生物大分子相互作用 

5.1  药物小分子与生物大分子的相互作用 

伴随生命体代谢过程有两类重要的生物大分子: 

(1)功能分子蛋白质(包括酶); (2)信息分子 DNA 和

RNA. 蛋白质和核酸等生物大分子具有较复杂的高

级结构, 它们的功能与结构有密切的关系. 而现代药

物设计的主要任务之一便是寻找能和靶点分子有较

强的、特异性的亲合作用的药物分子. 能够表征分子

间相互作用的方法有很多种, 例如: 核磁共振、分子

荧光、表面等离子体共振(SPR)、圆二色谱(CD)等, 但

是这些方法均不能直接获得相互作用的热力学参数. 

量热法在研究药物与大分子相互作用上有其特有的

优势, 它适用的体系广泛, 直接以热量作为探测信号, 

因而可以直接获得热力学参数. 如果将获得的热力

学参数(焓、熵和结合常数等)和药物的结构信息结合

起来, 找出其中的规律, 建立起模型系统, 则可以指

导药物分子设计.  

随着量热仪器的精密度不断提高, 对于一些热效

应极小的过程作出精确的测量已不难实现. 在药物与

生物大分子相互作用的研究方面, 以LKB2277量热仪

(瑞典产, 微瓦级)用作研究手段已有报道[34, 35], 随着

TAM-III(瑞典产, 纳瓦级)微量热仪, 尤其是纳瓦级等

温滴定量热仪 (nano isothermal titration calorimeter, 

nano-ITC)的问世, 量热方法在该领域的研究更加活 

跃[36, 37], 它不仅能够直接测定药物小分子与生物大分

子作用过程的热效应, 而且能通过拟合滴定曲线, 同时

获取结合焓变 ∆H、结合常数(Ka)和结合位点数 (n)等, 

通过这些数据可进一步计算反应的自由能和熵变化.  

alnG RT KΔ = −      (5) 

H GS
T

Δ −Δ
Δ =     (6) 

并且通过测定不同温度下的反应焓变 ∆H, 可以

得到恒压热容:  

1 2

2 1

T T
P

H H
C

T T
Δ −Δ

Δ =
−

   (7) 

此外, 等温热量计还可以研究各种因素对反应

热力学参数的影响, 进而研究热力学参数与大分子

构象变化之间的关系.  

目前, 在药物分子与生物大分子相互作用的研

究中 , 应用得最多的量热方法是等温滴定量热法

(ITC). Murphy 等人[38]用 ITC 法研究了一种多肽菏

尔蒙与它的蛋白质受体分子之间结构的识别问题 , 

通过测定不同温度下的结合反应, 获得了其热力学

函数值, 结果显示热容和焓变值直接与溶剂和极性

及非极性表面接触后的变化相关, 熵变则是溶剂接

触依赖函数和统计函数的综合. Aki 等人[39]用量热法
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研究了一系列药物与人血清白蛋白(HSA)的反应, 他

们建立了多级反应模型, 获得的热力学参数对了解

反应模式和分子识别有重要作用. Banerjee 等人[40]用

ITC 和光谱方法研究了两种药物萘普生(naproxen)和

阿米替林(amitriptyline)与牛血清白蛋白(BSA)之间的

结合, 获得了它们之间结合的热力学信息并讨论了

它们的结合模式.  

关于药物与DNA 的相互作用的研究, 一直是一

个比较活跃的领域, 因为许多药物治疗疾病, 是通过

进入到人体细胞, 在 DNA 双螺旋里与碱基对发生 

嵌插作用来实现的. Nguyen 等人[41]用 ITC 和光谱法、

SPR 等方法研究了抗锥虫药 CGP 40215A 和 DNA 的

相互作用, 从获得的焓和热容等信息可以判断质子

在它们结合过程中的连接作用. White 等人[42]研究了

有机阳离子对四链 DNA 的识别, ITC 实验结果表明

其结合过程是由焓驱动的.  

可以预料, 今后相当长一个时期, 热化学方法, 

尤其是精密微量热技术在药物设计和研发方面, 将

扮演越来越重要的角色.  

5.2  药物小分子与生物大分子作用的焓-熵补偿效应 

除了热化学方法直接检测药物小分子与生物大

分子非特异性相互作用的热力学参数外, 通过其他

方法也能间接推导和得到相互作用的相关参数. 例

如通过光谱学的方法, 可以得到相关结合参数, 进而

推导出药物小分子与生物大分子作用的焓变、熵变等

热力学参数, 并分析相互作用过程的主要驱动力.  

Scatchard[43]将小分子配体与大分子结合看作是

分子间特定部位的结合, 在此基础上推导了溶液中

生物大分子与有机小分子结合反应的经典理论公式, 

即 Scatchard 方程:  

f

r nK rK
C

= −       (8) 

式中 r 是每摩尔蛋白结合的药物的物质的量; Cf 是游

离药物浓度; K 与 n 分别是结合常数与结合位点数. 

利用 Scatchard 方程, 以 r/Cf 对 r 作图, 可以求得蛋白

质与药物小分子的结合常数 K 以及结合位点数 n. 若

反应存在多种结合位点, 则上式变为:  

f f/(1 )i i ir n K C K C= +∑        (9) 

式中 Ki、ni 分别表示第 i 位的结合常数和结合位点数, 

可通过非线性拟合求得.  

通过荧光猝灭实验, 假设生物大分子的若干个

结合位点是独立且相同的, 若以 F0、F 分别表示没有

药物小分子(猝灭剂)和有药物小分子存在时实验体

系的荧光强度, 则[44]:  

[ ]0
blg lg lg

F F
K n Q

F
−⎛ ⎞

= +⎜ ⎟
⎝ ⎠

   (10) 

通过式(10), 药物小分子与生物大分子之间反应

的结合常数 Kb 和结合位点数 n 便可计算出来.  

当然, 也有其他一些求算结合常数和结合位点

数的方法, 诸如 Lineweaver-Burk 双倒数方程[45], Sips

作图法[46]等等.  

根据相互作用的热力学参数, 可以近似判断活

性小分子与生物大分子之间的主要作用力类型[47, 48]. 

若在研究的温度范围内, 反应的焓变没有明显变化, 

视为常数, 利用 van’t Hoff 方程可以计算反应的焓变

∆H 和熵变 ∆S 以及通过式(5)计算不同温度下反应的

自由能变 ∆G[49].  

aln H SK
RT R
Δ Δ

= − +      (11) 

文献报道的大量不同类型的药物小分子与生物

大分子相互作用的热力学参数表明, 小分子与生物

大分子作用过程的焓变与熵变之间存在着某种明确

的关系, 即焓-熵补偿效应. 结合我们课题组前期工

作 [50~65]和国内外研究人员近期研究结果 [66~94], 以

∆H(kJ mol−1)对 ∆S(J mol−1 K−1)作图, 得焓-熵关系图

(图 2).  

将图 2 中各点线性拟合, 得:  

 

 

图 2  药物小分子与血清白蛋白作用的焓-熵关系图 
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1 1 1(kJ mol ) 26.895 0.297 (J mol  K )H S− − −Δ = − + Δ  

图 2表明: 药物小分子与蛋白质等生物大分子作

用过程的焓变与熵变间存在明确的线性关系(线性相

关系数 R = 0.9969).  

将图 2 按照药物与生物大分子作用的驱动力类

型划分为 I~IV 四个区域, 则 I 区为熵驱动; II 区为焓、

熵协同驱动; III 区为焓驱动; 而 IV 区则是焓和熵都

不利于结合的非自发过程.  

由此可见: 药物小分子和生物大分子相互作用

的焓-熵补偿效应能帮助人们了解它们的结合方式, 

能够指导研究者更加理性地设计活性药物分子, 而

不是盲目地筛选.  

6  结语 

生物热化学是一门新兴的前沿交叉学科, 它与

生物学、物理学、环境科学、药物学等相互交叉. 近

年来, 随着量热仪器精度的提高, 量热技术与生物学 

相结合而兴起的生物微量热技术, 致力于通过对微

生物、细胞器、细胞、生物大分子、新陈代谢以及生

物系统中其他生物分子的研究, 来了解生物体功能

的分子机制, 在生物制药、药理研究、药物活性评价、

药物筛选与研发等方面取得了丰硕的成果. 随着科

学技术的发展, 微量热技术将在未来的生命科学研

究中发挥更大的作用.  

当然, 每一种方法都有其局限性, 微量热法也不

例外. 微量热方法只能得到研究体系的宏观性质, 而

不能获取分子水平的微观信息; 微量热方法也不能

完全取代药物研发中的动物实验. 要更全面、更深入

地理解和认识事物的本质, 就必须将微量热法与其

他技术方法相结合. 可以看到, 越来越多的研究工作

同时应用量热技术和其他多种技术手段, 诸如光谱

技术、波谱技术、结构分析手段、显微技术以及一些

先进的联用技术等等. 我们相信, 随着微量热技术以

及其他技术的不断进步, 将极大地促进生命科学的

发展.  

致谢 本工作得到国家自然科学基金(20803019, 20873096 & 20921062)和湖北省教育厅科学技术研究计划(Q20082205) 
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Microcalorimetry in drug activity evaluation 

HU YanJun1,2, JIANG FengLei1, OUYANG Yu2 & LIU Yi1 
1 State Key laboratory of Virology; Key Laboratory of Analytical Chemistry for Biology and Medicine (Ministry of Education); 

College of Chemistry and Molecular Sciences, Wuhan University, Wuhan 430072, China 
2 College of Chemistry and Environmental Engineering, Hubei Normal University, Huangshi 435002, China 
 
Abstract: Microcalorimetry has been found wide applications in drug activity evaluation in the last few years, 
particularly when drug discovery, microorganism inhibition and antimicrobial drugs screening, basic theory of 
traditional Chinese medicine, and drug interactions with biomacromolecules are under consideration. Recent progress 
in these fields is preliminarily reviewed. 

Keywords: microcalorimetry, drug, activity evaluation, biomacromolecule, enthalpy-entropy compensation effect 
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