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摘要：利用亲和毛细管电泳法对牛血清白蛋白（;<=）与加替沙星（8>）间的结合反应及其相互作用做了初步探索，

并应用淌度比（!）作为指标测定了两者的结合常数。以 !" %%") ? @ AB #- * 的 磷 酸 盐 缓 冲 液 作 为 运 行 缓 冲 液，分

别以 8> 和 ;<= 作为添加剂，另一组分为进样样品，内标为二甲基甲酰胺，于 !$* 2% 波长下检测。两 种 测 定 条 件

下得到的结合常数分别为 *- * . $"* @ ? %") 和 *- ! . $"* @ ? %")，与传统的荧光淬灭法测得的结果基本一致。该方法

具有简单、高效的优点。
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+ + 非共价分子间的相互作用广泛存在于自然界中，

它们之间的结合常数（>&）是结合研究中的一个重要

参数。血液中的游离药物浓度可反映出药物在体内

的分布、利用情况，而血清白蛋白是血浆中含量最丰

富的载体蛋白［$］。因此，测定血清白蛋白和药物间的

结合常数对药物开发具有重要的理论和现实意义。

+ + 目前研究药物与血清白蛋白之间的结合常数的

常用方法有紫外光谱法、荧光光谱法、红外光谱法、

电化学法、高效液相色谱法等［!］。传统方法在测定

过程中存在 诸 如 耗 时、样 品 用 量 大、操 作 不 便 等 缺

点。而上世纪 ’" 年代初兴起的毛细管电泳的一个

重要分支———亲 和 毛 细 管 电 泳 法［(］（ -KK.2.G/ 1-A.)+
)-’/ $)$1G’"A0"’$I.I，=M,）以 其 消 耗 样 品 量 少、分

析过程快速灵敏、自动化程度高等优点，被越来越多
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地应用在药 物 与 血 清 白 蛋 白 间 的 结 合 常 数 的 研 究

中［#］。!"# 测定药物$蛋白相互作用结合常数的方

法有多种，其中应用较广的是淌度移动法（%&’()(*+$
,-(.* %/*-&0）［$］。它的 基 本 原 理 为 固 定 其 中 一 种

物质（ 被测组分）（ 作为样品）的浓度，通过改变运行

缓冲液中作为添加剂的另一种物质的浓度，使被测

组分的淌度发生变化，由被测组分淌度的变化与添

加剂浓度的 变 化 之 间 的 关 系，利 用 123*2-340 方 程

回归求解两者之间的结合常数。

! ! 加 替 沙 星（ 53*(.)&632(7，89）是 一 种 含 甲 氧 基

的第四代喹诺酮类合成抗菌药物，具有抗菌谱广、体

内稳定、口服吸收快、组织分布性广、毒性小、耐受性

好和临床 疗 效 高 的 特 点［#］。 本 文 分 别 以 牛 血 清 白

蛋白（ ’&:(7/ ,/4;% 3)’;%(7，<1!）与 89 为 添 加

剂，测定了两者的结合常数，为其临床应用提供了参

考，并且为以 !"# 为技术基础的药物筛选模型的建

立打下了基础。

!" 实验部分

! ! !" 仪器及试剂

! ! = > !"# %&$& 型毛 细 管 电 泳 仪（ 美 国 </2?%37
公司，配紫外检 测 器 和 = > !"# 1*3*(&7 数 据 采 集 工

作站）；@/**)/4 9&)/0& !A’&# 电子分析天平、@/**$
)/4 9&)/0& (%& $1 BC 计（ 梅特勒$托利多仪器（ 上海）

有限公司）；未涂层熔融石英毛细管柱（ 河北永年锐

沣色谱器件有限公司）。

! ! <1!（ 生 化 试 剂，美 国 <(&,2(/72/, 公 司 ）；89
（ 原料药）；去离子水；其他试剂均为分析纯。

! ! #" 以 "# 为添加剂测定 $%& 与 "# 之间的结合

常数

! ! # ! !" 运行缓冲液的配制

! ! 精密称取&) && *(+ 5 89 于 %$ %A 量瓶中，加入

%& %%&) > A 磷酸钠缓冲液（BC ,) #）（=<1）定容，配

制成 89 浓度为’ &&& !%&) > A的储备液。分别取 &，

& D $，’ D &，% D &，$ D &，" D & %A 储备液于 " 个 ’& %A 量

瓶中，加 =<1 定容，各自混匀，连同储备液均用 &) #$
!% 尼龙滤头过滤，备用。

! ! # ! #" 样品溶液的配制

! ! 称取 ’) , %5 <1!，加入 &) $ %A =<1 溶解配制

成 $& !%&) > A的 <1! 溶液，加入 %& !A &) $E !，!$
二甲基甲酰胺（F@G）作为中性内标，混匀，备用。

! ! # ! $" !"# 测定条件

! ! 分别用 &) ’ %&) > A H3IC 溶 液、去 离 子 水 及 运

行缓冲液冲洗毛细管各 $ %(7；压力进样：’(,) + ?=3
（%& B,(）- ( ,；分离电压：’& ?J；柱温：(, K。在此

条件下 <1! 的电泳谱图见图 ’。

图 !" "# 为添加剂条件下 $%& 的电泳谱图

’()! !" &*+ ,-,./0123,01)045 16 $%& 7(/3 "#8499(/(:,

! ! $" 以 $%& 为添加剂测定 $%& 与 "# 之间的结

合常数

! ! $ ! !" 运行缓冲液的配制

! ! 精 密 称 取 &) &#’ % 5 <1!、&) #"* % 5 甘 氨 酸

（8)+）及 () "$ %5 乙二胺四乙酸（#F9!）于 %$ %A
量瓶 中，加 入 =<1 定 容，配 制 成 <1! 浓 度 为 %$
!%&) > A（ 含 &) %$ %&) > A 8)+ 和 &) $ %%&) > A #F$
9!）的 储 备 液。 分 别 取 &，’) &，%) &，() &，#) &，$) &
%A 储备液于 " 个 ’& %A 量瓶中，加 =<1 定容，各自

混匀后用 &) #$ !% 尼龙滤头过滤，备用。

! ! $ ! #" 样品溶液的配制

! ! 称取 ,) $ %5 89，加入 %$ %A =<1 溶解配制成

+&& !%&) > A的 89 溶液。取出 ’ %A 89 溶液，加入

%& !A &) $E F@G，混匀即得。

! ! $ ! $" !"# 测定条件

! ! 分别 用 &) ’ %&) > A H3IC 溶 液、&) $E 1F1 溶

液、去离子水及运行缓冲液冲洗毛细管各 $ %(7；压

力进样 ’(,) + ?=3（%& B,(）- ( ,；分离电压：’& ?J；

柱温：(, K。在此条件下 89 的电泳图谱见图 %。

图 #" $%& 为添加剂条件下 "# 的电泳谱图

’()! #" &*+ ,-,./0123,01)045 16 "# 7(/3 $%&8499(/(:,

#" 结果与讨论

# ! !" 数据处理与结果

! ! 当药物（F）和 蛋 白 质（=）以 ’ . ’ 结 合 时，结 合

·’(*·
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反应及其 !! 公式为：

" # #
!
%&’’

!
"# （$）

!! %［"#］$（［"%］［#%］） （!）

式中 "# 为药物&蛋白结合物，［"#］、［"% ］、［#% ］分

别表示溶液中结合物、游离药物和游离蛋白的浓度。

& & 经过推导，可得到经典的 ’()*(+),- 方程式［’］：

$ $ !!#
" % $ $（!!·!!.)/）·（$ $［"］）# $ $ !!.)/

（(）

式中，!#
" 是 一 定 药 物 浓 度［"］下 # 的 淌 度，!!#

" %

!#
" ) !#，!!.)/ % !"# ) !#，!# 是 运 行 缓 冲 液 中 没 有

添加药物时 # 的淌度，!"#是复合物 "# 的淌度。

& & 由公式（(）可 见，以 不 同 药 物 浓 度 的 系 列 缓 冲

液作为运行缓冲液，以蛋白作为样品进行毛细管电

泳，分 别 测 定 不 同［ "］下 # 的 淌 度，以 $ $ !!#
" 对

$ $［"］进行线性回归，以所 得 直 线 的 截 距 与 斜 率 之

比即可得到 !!。

& & 当缓冲溶液中 # 浓度不同时，缓冲溶液的粘度

可能不同，这会影响 " 和 "# 的电泳淌度，对测定结

果造成影响。在样品溶液中加入中性参比物，利用

药物和中性 参 比 物 的 淌 度 比［"］代 替 !#
" 进 行 计 算，

可以消除粘度的影响。则式（(）变为：

（!" $ !".)/）·（$ $［"］）% !! ) !!（!" $ !".)/）

（*）

其 中：!" % !#
" $ !0+ ) !# $ !0+ ，!".)/ % !"# $ !0+ )

!# $ !0+ ，!0+ 为电渗淌度。

图 !" 药物为添加剂条件下的线性回归结果图

!"#$ !" %&#’&((")* ’&(+,- +*.&’
.’+#/0.."-"1& 2)*."-")*

& & 图 (、图 * 为 两 种 方 法 下 12&3’4 相 互 作 用 的

’()*(+),- 回归直 线，各 项 数 据 及 数 据 处 理 结 果 见

表 $ 和表 !。根据文献［*］报道，12 与 3’4 以 $ , $
配比结合，正好符合本实验测定结合常数的前提条

件。由直 线 的 截 距 $ 斜 率 计 算 得 到 的 结 合 常 数 !!

分别 为 *- * . $+* 5 $ .67（ # % +- /$( ）和 *- ! . $+*

5 $ .67（ # % +- /0/），两值匹配良好，且与用经典荧光

淬灭法测得结果（!- 1 . $+* 5 $ .67）基本一致。文献

报 道 两 者 结 合 常 数 的 测 定 结 果 有 ’- 0 . $+*

5 $ .67［1］、$- ! . $+* 5 $ .67［*］等，它 们 在 结 合 常 数 上

的差别可能是由于溶液体系、测试手段及拟合方法

等不同造成的。不同测定方法和条件控制等如何影

响结果可靠性的问题尚需进一步探讨。

图 #" 蛋白为添加剂条件下的线性回归结果图

!"#$ #" %&#’&((")* ’&(+,- +*.&’
345/0.."-"1& 2)*."-")*

表 $" 67 为添加剂的实验数据及处理

708,& $" 90-0 ): 5;< 8"*."*# &=>&’"?&*-(
+*.&’ 67/0.."-"1& 2)*."-")*

［"］$
（".67 $ 5）

$$ $

.89

$! $

.89
" !" $ $［"］

+ * : $1( " : "/( $ : 1*’$
"+ * : !$( ’ : $/1 $ : ’1/0 ) + : +’’( + : +!

$++ ( : 001 " : 1*1 $ : ’1’* ) + : +’/0 + : +$
!++ ( : 0(( " : 1!( $ : ’’/0 ) + : +1’* + : ++"
"++ ( : 111 " : 1’ $ : ’""1 ) + : +/+* + : ++!
’++ ( : 0!1 " : 0’( $ : ’"!1 ) + : +/(* + : ++$1

$+++ ( : 0’ " : /!1 $ : ’"$! ) + : +/*0 + : ++$

$$ ：.8;,)*869 *8.0 6% "<=；$! ：.8;,)*869 *8.0 6% 3’4:

表 %" 蛋白为添加剂的实验数据及处理

708,& %" 90-0 ): 5;< 8"*."*# &=>&’"?&*-( +*.&’
345/0.."-"1& 2)*."-")*

［"］$
（".67 $ 5）

$$ $

.89

$! $

.89
" !" $ $［"］

+ ! : (01 ( : (1 $ : 1+0(
! : " ! : /1 * : 0+( $ : ’$0* ) + : +/++ + : *
" ( : ’*1 ’ : "*( $ : ""1* ) + : $"+/ + : !
1 : " * : +* 1 : 0’( $ : "$(0 ) + : $/*" + : $(((

$+ " : $0 $! : 1+( $ : *+10 ) + : (++" + : $
$! : " " : //( $0 : !/( $ : (!1’ ) + : (0+1 + : +0

$$ ：.8;,)*869 *8.0 6% "<=；$! ：.8;,)*869 *8.0 6% 12:

% $ %" 讨论

& & （$）用 于 结 合 常 数 测 定 的 4>? 淌 度 移 动 法 可

分为用目标靶 物 质 作 添 加 剂 的“ 5@ ”法 和 用 受 体 作

添加剂的“@5”法两种［0］，两者原理相同。从以上结

果看，两种方法均可采用。采用价廉的组分作添加

剂可降低分 析 费 用。在 药 物&蛋 白 结 合 常 数 的 测 定

中，由于毛细管壁在通常缓冲条件下都带负电，容易

·!(/·
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与带正电的蛋白发生吸附，使峰展宽并拖尾，所以多

数文 献 都 采 用 将 不 同 浓 度 药 物 加 入 缓 冲 液 中 的

“!"”法。

! ! 但是若要将 #$% 法应用于药物筛选模型上时，

基本的操作思路为将不同浓度的目标靶蛋白加入运

行缓冲液中，而多种待筛药物则作为混合样品溶液

注入毛细管，通过一次 #$% 实验实现多种药物与蛋

白结合作用的考察。由此可见，要采用 #$% 法进行

药物筛选实验，首先必须对用蛋白作添加剂的“"! ”

实验方法考察清楚。只有了解和掌握了单组分药物

“"!”法的实验情况，才能继续往混合药物实验方向

深入。因此本 实 验 分 别 考 察 了 两 种 方 式 下 的 #$%
实验。

! ! （#）在 以 药 物 为 添 加 剂 的 实 验 中，&’# 作 为 样

品进入管内的量很 少（ (" 级），而 它 本 身 在 )* $% &
的条件下带负电，与同样带负电的内管壁间的吸附

作用相比，其与 +, 的作用要小得多，因此可以忽略

它的吸附。但当以 &’# 作为添加剂时，管壁吸附作

用就变得非常明显，在这样的情况下，通过改善实验

条件抑制蛋白吸附就成为实验成功与否的关键。

! ! 本文采 用 文 献 中 提 到 两 种 解 决 吸 附 问 题 的 方

法：一是在运行缓冲液中添加 +-. 和 %/,#。+-. 是

两性离子，含有氨基，它可通过饱和毛细管内壁表面

能与蛋白发生反应的活性位点来抑制毛细管内壁对

蛋白的 吸 附［’］，而 且 +-. 在 #(& (0 下 没 有 紫 外 吸

收，不会干扰实验；%/,# 的主要作用是免除可能存

在的重金属对各 种 蛋 白 的 变 性 作 用［()］。另 一 方 法

是在冲洗毛细管时增加用 )% *1 ’/’ 溶液的冲洗过

程，也能减少管壁吸附蛋白作用，稳定电渗流，并且

可以改善峰形，提高结果重现性。

致谢：衷心感谢本校包建民教授对本文工作的指导。
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色谱技术丛书

气相色谱方法及应用（ 第二版）

汪正范等 编著

出版日期：#))$ 年 # 月 ! ! ! ! 页数：+&) 页 ! ! ! ! 定价： S +’ : )) 元

! ! 本书主要介绍了色谱A质谱、色谱A傅里叶变换红外光谱、色谱A原子光谱和色谱A色谱联用技术。

! ! 书中首先简单地介绍了质谱、傅里叶变换红外光谱、原子光谱和核磁仪器的结构、工作原理，以及它们

与色谱联用时对接口的一般要求。在色谱 A质谱联用技术中，除了对已成为实验室中常用分析方法 的 气 相

色谱 A质谱联用技术及近年来发展迅速、越来越受人们关注的液相色谱 A质谱联用技术都作了较详细的介绍

外，还对毛细管电泳 A质谱联用技术也作了简要介 绍。在 色 谱 A傅 里 叶 变 换 红 外 光 谱 联 用 技 术 中，除 了 对 已

有商品仪器的气相色谱 A傅里叶变换红外光谱联用技术作了介绍，还对液相色谱 A傅里叶变换红外光谱联用

技术，薄层色谱 A傅里叶变换红外光谱联用技术也作了简单介绍。在色谱 A原子光谱联用技术中分别介绍了

气相色谱和液相色谱分别与原子吸 收 光 谱 和 原 子 发 射 光 谱 联 用 的 进 展。在 色 谱 A色 谱 联 用 技 术 中 介 绍 了

气相色谱 A气相色谱、液相色谱 A液相色谱、液相色谱 A气相色谱及其他各种不同分离模式色谱联用技术。在

介绍各种联用技术时都给出了一些应用实例。

! ! 本书可供从事色谱分析的人员及大中专院校相关专业师生学习参考。
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