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(四川大学 生命科学学院 , 四川 成都 610064)

摘 要 : 生物分子间的相互作用具有高度的专一性、目的性和有效性。分析平衡条件下这些相互作用的参数对

于了解生物分子的结构特征和作用机制具有重要的意义。近年来发展起来的定量亲和色谱方法由于准确度高、

重现性好、易于自动化而备受关注。 Hummel - Dreyer( HD)法是基于色谱分离生物大分子复合物和配体的一种测

定结合参数的方法。与其他方法比较 , HD法的特点是在整个分析过程中 , 配体的浓度保持不变 , 因此可以同时

对高亲和性和低亲和性的相互作用进行定量分析。此外 , 该方法还可测定多种配体与同一大分子的相互作用常

数。本文对方法的原理和近年来的应用进展作了简单的介绍。
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Application of Hummel - Dreyer Method in the Analysis of Interaction

between the Biological Molecules

HE Jing , ZENG Cheng- ming
( The School of Life Science , Sichuan University , Chengdu 610064 , China)

Abstract : The analysis of the parameters of the interaction between the biological molecules under equilibrium

condition is crucial to understanding the characteristic structure of the biological molecules and the interaction

mechanism. The use of quantitative affinity chromatography to obtain the binding parameters has received

much attention in the last decades due to its high precision , reproducibility and ease of automation. The Hum2
mel - Dreyer method , based on chromatographic separation of binding complexes and small ligands , can offer

an efficient way to determine the binding parameters for protein - ligand equilibrium accurately. Compared to

other methods , the feature of the HD method is that the ligand concentration remains constant during the whole

analysis process. Thus , it is possible to analyse quantitatively the interaction between the high and low affinity

binding sites simultaneously. In addition , it can be used to analyse the interaction between the multi- ligand

and the macromolecule. Basic principles and recent applications of this method are briefly reviewed.
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生物体系的各种功能在分子水平上都涉及分子的相互作用 , 诸如蛋白质 - 核酸、蛋白质 - 蛋白质、

蛋白质 - 小分子等之间的相互作用是构成生物反应过程的基本要素 , 具有高度的专一性、目的性和有效

性。在药物筛选研究中 , 因为药物在进入体内后的转运、储存和代谢都与蛋白质的作用有关 , 因而蛋白

质 - 小分子间的相互作用在药物作用机制的研究中具有重要的意义。测定药物分子与蛋白质分子 , 特

别是与受体蛋白相互作用的结合常数和结合容量是表征一种药物专一性和有效性的重要环节。近十多

年来 , 蛋白质组学和组合化学的飞速发展使新型药物的研究进入了一个崭新的时期 , 但就如何从成千上

万种化合物中经高通量筛选最终确定具有高度专一性和特定的生物效能的药物则是我们面临的挑战。

在很多情况下 , 我们可以用体外实验的方式测定药物分子与受体结合的相关常数 , 以确定化合物的生物

效能。

目前用于上述结合常数测定的方法主要是基于可将小分子配体 (L)或者蛋白质 ( P)与蛋白 - 配体复合

物 ( PL)分离的一些方法 , 如离心法、透析法、过滤法和色谱法 (包括毛细管电泳)等。其中色谱法和毛细
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图 1 Hummel - Dreyer方法色谱流出
曲线示意图

Fig. 1 Schematic elution profile of the

Hummel - Dryer method
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管电泳法由于设备精度高 , 易于自动化操作和微量化 , 近年来受到普遍关注。大量有关的研究工作采用

将蛋白或配体分子固定在色谱固定相上的方法 , 这些方法有利于蛋白质或配体重复使用和保持同样的筛

选条件。有关文献已经对其理论、方法及其应用作了详尽的阐述 [ 1～ 7 ]。

非固定化亲和色谱用于蛋白 - 配体相互作用的定量分析主要以 Hummel - Dreyer方法 ( HD法)为代

表。这种方法的特点是蛋白质不会因固定化造成可能的构型改变而导致亲和性变化 , 并且在蛋白或者

配体难于获得的情况下 , 减少其在分析中的用量。

1 Hummel - Dreyer方法的原理

1962年 , Hummel和 Dreyer [ 8 ]首先提出了基于体积排阻色谱测定生物大分子与小分子相互作用的结

合常数的方法 , 即 Hummel - Dreyer法。这种方法利用凝胶过滤的原理分离蛋白质 - 配体复合物和配体 ,

根据蛋白质结合配体的量计算平衡条件下的结合参数。近年来出现的改进的 HD方法包括离子交换和反

相色谱分离复合物和小分子配体。下面以基于凝胶过滤分离蛋白 - 配体混合体系的色谱方法为例介绍

该方法的基本原理。

在 HD方法中 ,流动相中含有一定浓度的配体 ,样品组成为流动相加上已知量的蛋白质 ,在色谱柱达

到平衡后进样。此时由于蛋白质对配体的结合能力尚未达到饱和 , 样品和流动相混合后 , 蛋白 - 配体作

用会达到新的平衡 , 蛋白质分子将带走流动相中的部分配体分子 , 这样在该作用发生的色谱柱内局部流

动相中 , 配体浓度就会减小。如果此时检测器以配体浓度作为检测信号 , 在经历凝胶对大小分子分离

后 , 蛋白质分子就会带着流动相中的部分配体分子先流出柱外 , 表现为一个正峰 , 而配体浓度减小的局

部流动相则按小分子的洗脱体积流出 , 表现为负峰 (图 1)。

原则上 , 正峰和负峰的面积相等 , 可按照当时流动相中配体

的浓度计算出蛋白 - 配体复合物中配体的结合量 , 从而计算

出配体对蛋白的亲和常数和结合容量。由于在整个洗脱过

程中 , 配体的浓度保持不变 , 蛋白结合配体的量为一固定的

常数 , 所以这种方法是一种比较准确地测定平衡条件下生物

大分子 - 配体结合参数的方法 , 特别是对于亲和性较小的相

互作用分析 , 较其它方法准确。该方法的另一个优点是它

所需要的样品量较小 , 这在某些生物样品难于得到的情况下

尤其重要。 HD法要求所采取的色谱条件应使复合物和配体

的正、负峰能够得到基线分离 , 同时 , 在大多数情况下 , 要

求生物大分子的纯化程度比较高。

在一般情况下 , 由于蛋白质具有一定的吸收信号 , 采用正峰面积进行计算可能影响配体结合量的准

确性 ,故通常采用负峰计算比较适宜。当蛋白质不产生检测信号时 ,如使用放射性标记配体 [ 9 ,10 ]和用原

子发射光谱 [ 11 , 12 ]测定金属离子与蛋白质相互作用时 , 也可采用正峰进行定量。配体在大分子上的结合

量随着流动相中配体浓度的增加而增大 , 直至达到饱和 , 即最大结合容量 , 此时配体浓度增加不再影响

配体的结合量。结合常数的计算与其它方法完全相同。对于生物大分子和小分子特异相互作用来说 ,

例如受体 - 配体相互作用 , 其亲和参数有如下关系式 [ 13 ]:

B = ∑
m

i = 1

n i
Ki c L

1 + Ki c L

其中 B表示在配体浓度为 cL时 , 大分子对配体 L的结合总量 , 大分子有 i种不同的结合位点 , ni为单个

大分子结合 L的位点数 , Ki为位点 i与配体 L的结合常数。如果大分子只有一种结合位点 , 上式经重排

后为 Scatchard关系的线性形式。当同一种配体在蛋白质分子上有多种结合位点时 , 则需按上式以非线

性拟合的方式计算参数值。

2 Hummel - Dreyer方法的改进及其应用

HD法在其创立后不断地得到改进 , 这些改进后的方法为 HD法拓展了更为广阔的应用范围。



空白峰法 (vacancy peak method) ,即 VP法 [ 14 ,15 ] ,可认为是 HD法的另一种形式。在 VP法中 ,流动相

中含有蛋白质和配体 , 当色谱柱达到平衡后 , 用进样器加入一定体积的空白流动相溶液 , 即不含蛋白质

和配体的流动相 , 这样就会出现两个负峰 , 第一个负峰对应于蛋白 - 配体复合物 , 而第二个负峰则对应

于配体。对第二个负峰进行积分即可算出结合常数和结合容量。相对于 HD法来说 , VP法需要消耗更

多的样品 , 在采用紫外检测时 , 由于流动相有较高的背景吸收 , 所以必须对负峰进行标定。

将反相色谱分离机制引入以分子大小分离的凝胶色谱 [ 16 , 17 ] , 则可同时对多种配体对同一种蛋白质

的亲和性质进行分析。此时蛋白 - 配体复合物在柱中没有保留 , 最先被洗脱出来 , 而不同配体分子由

于与疏水性固定相的作用强度不一样 , 负峰的保留体积也不相同 , 在达到完全分离的情况下 , 就可分别

计算出各个配体在蛋白上的结合容量及结合常数。无分子大小分离机制的反相色谱也可用于 HD分

析。如用反相色谱分离环糊精 - 类固醇激素复合物和类固醇激素 [ 18 , 19 ] , 当以 HD法进行分离时 , 复合

物先被洗脱 ,以正峰出现 ,随后是对应于流动相中失去的类固醇激素的负峰 ,以此测定了β- CD和γ- CD

与各种类固醇激素的结合参数。在这种情况下 , 以正峰进行定量计算可能会带来较大的误差 , 因为类

固醇化合物在与 CD结合后 , 其摩尔吸光系数可能发生变化。这种方法在测定药物载体 CD与药物结合

参数时 , 不失为一种好的选择。

Berger等人 [ 20 ] 在测定叶绿体 ATP酶 CF1与 ATP和 ADP的结合常数时 , 采用了基于离子交换的 HD

法。在 ATP和 ADP得到基线分离的条件下 , 由 CF1导致的 ATP和 ADP负峰分别用于两种复合物结合

参数的计算。由此扩展的 HD法 , 可对两种或两种以上的配体与同一种蛋白质的相互作用同时进行分

析。当然 , 在这些配体间存在竞争性配位和非竞争性配位时 , 其实验方法和计算方式会有所不同。

用色谱方法对蛋白质 - 配体相互作用的定量分析多年来一直局限于水溶性蛋白。但很多配体在细

胞膜上的靶点都是膜蛋白。膜蛋白在纯化过程中极易变性失活 , 特别是在失去膜脂质环境之后。近年

来发展起来的生物膜亲和色谱 [ 1 , 2 , 21～ 23 ]使得用色谱方法定量分析膜蛋白 - 配体相互作用成为可能。同

样 , 生物膜亲和色谱的主要形式是将膜蛋白固定在色谱固定相上 , 并使其处于类似于生物膜脂质环境以

保持其天然活性。固定化膜蛋白的形式包括 ,将膜蛋白重组入人工脂质体 ,非完全纯化的膜蛋白 ,如处

于部分膜脂质形成的脂质微球 (vesicles) , 细胞膜碎片以及完整细胞中的膜蛋白等。 HD法同样可以用于

膜蛋白 - 配体相互作用的定性和定量分析。样品可采用人工脂质体重组的膜蛋白和细胞膜脂质微球

等。该法已经成功用于红细胞膜葡萄糖转运蛋白 Glut1与其抑制剂的相互作用分析 [ 2 , 9 , 10 ] , 其结合常数

和结合容量是判断 Glut1在纯化、修饰过程中是否仍具有其天然构型和活性的依据。 HD法中 , 蛋白的

分子构型不受影响 , 分析过程中能确保蛋白 - 配体作用处于平衡状态 , 操作简便 , 对分析的各个步骤标

准化后 , 可有效地用于膜蛋白纯化、重组、修饰过程的控制 , 这对于探索膜蛋白结晶条件来说具有重要

的价值。

HD法同样可用于毛细管电泳方式测定蛋白质 - 配体相互作用的结合参数 , 其操作方法与色谱法类

似 [ 24 ]。与色谱法比较 , 毛细管电泳 HD分析的数据相对标准偏差较大 , 而同样基于毛细管电泳的前沿

分析则似乎更优越一些 [ 25 ]。

3 结 语

HD法的最大特点是 , 在整个分析过程中 , 蛋白质 - 配体间的相互作用都处于平衡状态 , 这对于低

亲和性的相互作用分析来说具有优势。其它特点如分析中蛋白用量少 , 蛋白质分子不论是游离分子还

是脂质体中的重组形式 , 都能保持其所在环境中的天然构型 , 得到的亲和性参数更加准确可靠。这些

特点使得 HD法在生物大分子 - 配体相互作用分析中为人们提供了一种很好的选择。
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