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分析测试新成果（１～５）

泛昔洛韦解离常数和结合常数的测定

陈毅挺，苏碧玲，黄　露，林　棋
（闽江学院 化学与化学工程系，福建 福州　３５０１０８）

摘　要：采用紫外分光光度法，在２２５ｎｍ与３０５ｎｍ波长处测得泛昔洛韦的解离常数ｐＫａ均为３．８．在含有泛昔洛
韦的ｐＨ值为７．０的Ｎａ２ＨＰＯ４－ＫＨ２ＰＯ４缓冲溶液中加入牛血清白蛋白，以双倒数公式法测定二者的结合常数．结

果表明，牛血清白蛋白与泛昔洛韦形成了１∶４的配合物，其结合常数是４．５１×１０６Ｌ／ｍｏｌ．方法简便，结果可靠．
关键词：泛昔洛韦；紫外分光光度法；解离常数；牛血清白蛋白；结合常数

中图分类号：Ｏ６５７．３２ 文献标识码：Ｂ 文章编号：１００６３７５７（２０１１）０１０００１０５

　　泛昔洛韦（Ｆａｍｃｉｃｌｏｖｉｒ，ＦＣＶ）结构见图１，其为
一种新型抗病毒药，生物利用度高，对单纯疱疹、水

痘、带状疱疹病毒等均具有较强的抗病毒活性，还具

有减少疱疹后神经疼痛症状、缓解皮肤疱疹的胃肠

道并发症、缩短病程等特点［１－２］．

图１　泛昔洛韦结构式
Ｆｉｇ．１　ＳｔｒｕｃｔｕｒａｌｆｏｒｍｕｌａｏｆＦＣＶ

药物在生物体内的吸收与其溶解度有着密切的

关系．探讨药物的解离常数及其与血清白蛋白的结
合常数，可为从分子水平上研究药物的吸收情况、及

其药物与受体结合作用提供重要信息．用于药物解
离常数和结合常数测定的方法有：平衡透析法［４］、

毛细管电泳法［５－８］、纸电泳法［９］、荧光光谱法［１０－１３］、

电导法［１４］、伏安法［１５－１６］等．本文采用紫外分光光
度法测定泛昔洛韦的解离常数、与牛血清白蛋白

（ＢＳＡ）的结合常数及结合位点数，方法简便可行，所
需仪器简单．

１　实验部分
１．１　试剂与仪器

泛昔洛韦（标准品）购自中国药品生物制品检

定所，牛血清白蛋白（ＢＳＡ）购自国药集团化学试剂
有限公司，磷酸二氢钾（分析纯）、磷酸氢二钠（分析

纯）购自上海久忆化学试剂有限公司，实验用水均

为去离子水．
紫外可见分光光度计（ＵＶ－２５５０，日本岛津公

司），电子天平（ＢＳ２１４Ｄ，北京赛多利斯仪器系统有
限公司），酸度计（８６８，美国奥立龙公司），旋涡混合
器（ＸＷ－８０Ａ，上海精科有限公司）．
１．２　实验原理
１．２．１　解离常数的测定

对于一元弱酸 ＨＡ，在不考虑离子强度的影响
时，其电离常数Ｋａ可表示为

［１７］：

Ｋａ＝
［Ｈ＋］·［Ａ－］
［ＨＡ］ （１）

式中［ＨＡ］为ＨＡ的浓度，［Ｈ＋］、［Ａ－］分别为
ＨＡ电离后Ｈ＋与 Ａ－的浓度．设在 ＨＡ未发生电离
和电离完全时，体系在某一固定波长下的吸光度分

别为ＡＨＡ和ＡＡ－；当ＨＡ发生部分电离时，体系的吸
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光度为Ａ．将ＡＨＡ和ＡＡ－的计算式代入方程（１）并整
理得［１８］：

ｐＫａ＝－ｌｏｇ
ＡＨＡ－Ａ
Ａ－ＡＡ[ ]

－
＋ｐＨ （２）

由方程（２）可知，当 Ａ＝
ＡＨＡ＋ＡＡ－
２ 时，ｐＫａ＝

ｐＨ．因此，可测定不同 ｐＨ下的吸光度 Ａ，并以 Ａ对
ｐＨ值作图，即可得ｐＫａ．
１．２．２　结合常数的测定

固定牛血清白蛋白的浓度，改变泛昔洛韦的浓

度，依据双倒数公式［１９］（见式３）计算泛昔洛韦与牛
血清白蛋白的结合常数．

１
ΔＡ
＝ １
ａ·Ｋ·［Ｑ］＋

１
ａ （３）

式（３）中，［Ｑ］为所加入的泛昔洛韦的浓度，ΔＡ
为某个固定波长（本实验选择３０５ｎｍ）处混合前单
个物质吸光度总和与混合后体系吸光度的差值，ａ
为常数．以ΔＡ－１对［Ｑ］－１作图，结合常数 Ｋ可通过
所得线性方程的截距与斜率的比值求得．
１．３　实验方法
１．３．１　解离常数的测定

用酸度计精密配制浓度为 ０．２０ｍｏｌ／ＬｐＨ
１．０～８．０的磷酸盐缓冲溶液（ＰＢＳ）．精密移取１ｍＬ
泛昔洛韦贮备液（６．０×１０－５ｍｏｌ／Ｌ）８份，分别置于
８个１０ｍＬ容量瓶中，分别使用 ｐＨ１．０～８．０的磷
酸盐缓冲溶液定容．以各自对应的空白溶液做参比，
依次对上述配制好的溶液进行紫外光谱扫描．
１．３．２　结合常数的测定

将含有不同浓度泛昔洛韦的 ＢＳＡ溶液．以各对
应的空白溶液（含ＢＳＡ）作参比，将上述配制好的溶
液依次进行紫外光谱扫描．

２　结果和讨论
２．１　泛昔洛韦解离常数的测定

测定了不同ｐＨ下泛昔洛韦在２２０～３６０ｎｍ的
紫外吸收光谱，结果如图２所示．当缓冲液的 ｐＨ值
小于２．０时，泛昔洛韦的紫外吸收光谱行为一致，可
看作仅以分子形态存在．当 ｐＨ值为２．０～５．０之间
时，泛昔洛韦在２２０～２３５ｎｍ的吸光度随着 ｐＨ值
的增大而减小，在２８０～３２０ｎｍ的吸光度随着 ｐＨ
值的增大而增大．当缓冲液的 ｐＨ值大于６．０后，泛
昔洛韦在各波长下的吸光度均未发生明显变化，可

看作仅以解离离子形态存在．

图２　不同ｐＨ值下泛昔洛韦的紫外吸收光谱
Ｆｉｇ．２　ＵＶ－Ｖｉｓａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ

ｓｐｅｃｔｒａｏｆＦＣＶｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐＨｖａｌｕｅｓ

［ＦＣＶ］＝６．０×１０－６ｍｏｌ／Ｌ，ｂｕｆｆｅｒ：ＰＢＳ（０．２０ｍｏｌ／
Ｌ），１．ｐＨ２．０；２．ｐＨ３．０；３．ｐＨ４．０；４．ｐＨ５．０；５．
ｐＨ６．０．

一般应选择分子型、离子型药物紫外吸收系数

差异大、吸收曲线比较平坦的波长作为测定波长，并

避开等吸收点［２０］．因此，选择２２５ｎｍ与３０５ｎｍ作
为检测波长，考察了泛昔洛韦的吸光度随着 ｐＨ值
的变化情况，结果如图３所示．

图３　Ａ－ｐＨ曲线图
Ｆｉｇ．３　Ａ－ｐＨｃｕｒｖｅｓ

［ＦＣＶ］＝６．０×１０－６ｍｏｌ／Ｌ，ｂｕｆｆｅｒ：ＰＢＳ（０．２０ｍｏｌ／
Ｌ，ｐＨ＝１．０～８．０）．

根据１．２．１部分中的式（２），取
ＡＨＡ＋ＡＡ－
２ 值处

所对应的ｐＨ值即为ｐＫａ值，通过２２５ｎｍ与３０５ｎｍ
的Ａ～ｐＨ曲线（见图３）均可得出泛昔洛韦的解离
常数为３．８．
２．２　泛昔洛韦结合常数的测定

由牛血清白蛋白和泛昔洛韦混合液的紫外吸收

２
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光谱（图４）可见，牛血清白蛋白在２２５ｎｍ附近有较
强的吸收，而在３０５ｎｍ波长处的吸收很弱，且泛昔
洛韦和牛血清白蛋白的吸收相互干扰较小，因此选

择３０５ｎｍ为测定波长．同时，为了接近生物体环境，
分析时溶液的酸度值控制在７．０．

图４　牛血清白蛋白和泛昔洛韦的紫外可见吸收光谱
Ｆｉｇ．４　ＵＶ－ＶｉｓａｂｓｏｒｐｔｉｏｎｓｐｅｃｔｒａｏｆＢＳＡａｎｄＦＣＶ

［ＢＳＡ］＝１．００×１０－５ｍｏｌ／Ｌ，［ＦＣＶ］＝１．８６×１０－６

ｍｏｌ／Ｌ，ｂｕｆｆｅｒ：ＰＢＳ（０．２０ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ＝７．０）．

采用与试样中 ＢＳＡ浓度相同的溶液作为参比
溶液，测定了泛昔洛韦和牛血清白蛋白作用后的紫

外吸收光谱，结果如图５所示．

图５　泛昔洛韦和牛血清白蛋白作用后的
紫外可见吸收光谱

Ｆｉｇ．５　ＵＶ－ＶｉｓａｂｓｏｒｐｔｉｏｎｓｐｅｃｔｒａｏｆＦＣＶａｎｄＢＳＡ

１．７．１１×１０－７ｍｏｌ／Ｌ；２．７．５６×１０－７ｍｏｌ／Ｌ；３．１．０７×

１０－６ｍｏｌ／Ｌ；４．１．２５×１０－６ｍｏｌ／Ｌ；５．１．６４×１０－６ｍｏｌ／

Ｌ；６．１．８６×１０－６ｍｏｌ／Ｌ，［ＢＳＡ］＝１．０×１０－５ｍｏｌ／Ｌ，
ｂｕｆｆｅｒ：ＰＢＳ（０．２０ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ＝７．０）．

从图５可见，加入ＢＳＡ后泛昔洛韦的吸收光谱
呈现规律性的变化，并有等吸收点，证明混合液中有

２个纯物质发生了反应，而且光谱吸收值的变化是

由于反应引起了物质摩尔吸光系数的改变．当固定牛
血清白蛋白浓度，改变泛昔洛韦的浓度时，二元体系

吸光值要比单独牛血清白蛋白与泛昔洛韦的吸光值

之和小，表明二者结合后吸光值发生变化．按照１．２．２
中介绍，以ΔＡ－１对［Ｑ］－１作图，结果如图６所示．在波
长３０５ｎｍ下，吸光度变化值的倒数与所加入的泛昔
洛韦的摩尔浓度的倒数在７．４１×１０５～４２２×１０６Ｌ／
ｍｏｌ成良好的线性关系，相应的回归方程为 ΔＡ－１＝
７２６×１０－６×［Ｑ］－１＋３２．７５，相关系数 Ｒ为０．９９６，
则二者结合常数Ｋ为４．５１×１０６Ｌ／ｍｏｌ．

图６　ΔＡ－１与［Ｑ］－１的关系

Ｆｉｇ．６　ＲｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎΔＡ－１ａｎｄ［Ｑ］－１

２．３　结合位点数的测定
在ｐＨ为７．０的 Ｎａ２ＨＰＯ４－ＫＨ２ＰＯ４的缓冲溶

液中，固定牛血清白蛋白的用量（１．０×１０－５ｍｏｌ／
Ｌ），改变泛昔洛韦的用量，在３０５ｎｍ处得牛血清白
蛋白和不同浓度的泛昔洛韦作用的吸光度差值变化

与泛昔洛韦浓度的关系，结果如图７所示．

图７　ΔＡ随泛昔洛韦浓度不同的变化
Ｆｉｇ．７　ＣｈａｎｇｅｏｆΔＡ

ｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＦＣＶ

３
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在本实验的缓冲体系中，由于 ｐＨ值大于 ＢＳＡ
的等电点，ＢＳＡ带一定的负电荷，而泛昔洛韦在 ｐＨ
为７．０的环境下同样带负电荷，因此，泛昔洛韦和
ＢＳＡ的结合主要不是非特异性的静电结合，而是存
在着较强的特异性结合作用．从图７可以看出：在波
长３０５ｎｍ下，吸光度变化值与所加入的泛昔洛韦的
摩尔浓度在 ０．０６～０．２４μｍｏｌ／Ｌ和 ０．２５～１．３５
μｍｏｌ／Ｌ均成良好的线性关系，两条直线的交叉点的
横坐标约为０．２５，所以牛血清白蛋白与泛昔洛韦形
成１∶４的配合物，即结合位点数ｍ为４．

３　结论
采用紫外可见分光光度法测定了泛昔洛韦解离

常数及其与ＢＳＡ的结合常数，得到ｐＫａ为３．８，结合
常数为４．５１×１０６Ｌ／ｍｏｌ，结合位点数为４．该方法是
药物与蛋白相互作用研究中较易实现的方法，而且

也拓展了紫外光谱法的应用．研究的结果将有助于
从分子水平上进一步揭示了泛昔洛韦在体内的代

谢、吸收情况，对了解药物在体内的存在状态、运输、

吸收、代谢及药理作用具有重要意义．当然，若能使
用诸如液相色谱等技术，预计可以获得更好的选择

性，更高的灵敏度与准确度．
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会议通知

关于举办《第十三届国际电分析化学会议》的通知

《第十三届国际电分析化学会议》经中国科学院批准，并受中国化学会委托，由中国科学院长春应用化

学研究所电分析化学国家重点实验室举办会议将于２０１１年８月１９日至２２日在长春应化所举办会议
将特邀国际著名电分析化学家参加，会议语言为英语，欢迎参加如提出报告，请交英文摘要一份（截止日
期：２０１１年５月１５日）联系人：张柏林 研究员，吉林省长春市人民大街５６２５号，邮编：１３００２２电话／传真：
０４３１－８５２６２４３０，电子邮件：ｂｌｚｈａｎｇ＠ｃｉａｃ．ｊｌ．ｃｎ，随后寄上录用通知（国内来宾注册费６００元）最新详细信
息请登录ｈｔｔｐ：／／ｉｓｅａｃ．ｃｉａｃ．ｊｌ．ｃｎ／

《第十三届国际电分析化学会议》组委会
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