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摘要：采用高效液相色谱 +迎头分析法（6789+:;），以 %( %%") < 8（=6 (- #，! > " * $( %") < 8）的等渗磷酸盐缓冲

液为流动相，7/?@$’A"? B:: ! +C) +’" 内表面反相柱（$)" %% D #- % %% /- 0- ，) "%）为固定相，!)# ?% 下检测，

研究了酮洛芬与人血清白蛋白（6C;）的结合作用，通过非线性回归参数估算求得酮洛芬与 6C; 的结合参数。与

高效毛细管电泳 +迎头分析法（679-+:;）相比，6789+:; 法具有高灵敏度的优势，但进样量较大，分析时间较长。

6789+:; 法的测定结果表明，6C; 分子上酮洛芬的两类结合位点（ 第一类和第二类）共 存。当 酮 洛 芬 与 6C; 的

量比较低时，酮洛芬主要结合在第一类位点；当它们的量比较高时，结合才发生在第二类结合位点。
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! ! 高效液相色谱"迎头分析法（#$%&"’(）是基于

凝胶过滤迎 头 分 析 法 的 原 理［"］发 展 起 来 的 色 谱 方

法，适宜高亲和势的疏水性药物"血浆蛋白结合作用

的分析，人血浆样品也可不经任何处理直接进样分

析［!］，通过柱切换技术和手性色谱柱相连可进行蛋

白结合作用的立体选择性研究［#，$］。以传统的超滤

法作为参比，不同性质的药物如吲哚美辛、华法令、

水杨酸盐、乙酰唑胺、卡马西平和头孢哌酮等［% & ’］作

模型药物进行的方法学确证表明，两种方法的结果

吻合得很好。本文应用 #$%&"’( 法研究了非甾体

抗炎药 酮 洛 芬 与 人 血 清 白 蛋 白（#)(）的 结 合

作用，并 与 高 效 毛 细 管 电 泳"迎 头 分 析 法（ #$&*"
’(）进行了比较。

!" 实验部分

! ! !" 仪器与试剂

! ! 日本分光公司 +,-./ $0"(’) #$%& 仪，日本分

光公 司 +,-./ 01"(*% 紫 外 检 测 器，&2&34/567 色

谱工作站（).89:;8<8. )=-;95 >:.），" 5% 定量环。

! ! #$%&"’( 条 件：色 谱 柱 为 $8:?94;/: @’’ >>"
)% "’) 内 表 面 反 相（ >)A$）柱，"%) 55 B $+ , 55
8+ C+ ，% !5（ A9D8- &3958.,E &/5F,:=，>EE8:/8-，

0)(）；流 动 相 为 ,* 55/E G % 磷 酸 盐 等 渗 缓 冲 液

（F# *+ $，离子强度 ! 为 )+ "* 5/E G %）（ 简称 $ 液）；

流速 )+ ! 5% G 58:；检 测 波 长 !%$ :5；进 样 量 (%)
!%；柱温 #* H。

! ! 高效 毛 细 管 电 泳 仪：101"!! 紫 外 检 测 器，#1"
#)" #1$) 毛细管 高 压 电 源（ 优 尼 特 通 微 技 术 有 限

公 司，中 国 内 蒙 古 通 辽 ）；未 涂 层 熔 融 石 英 毛 细 管

柱，,% .5 B *% !5 8+ C+ ，有效长度 #% .5（ 河北永年

光导纤维厂）；江申色谱工作站（ 大连江申分离科学

技术公司）。

! ! 酮洛芬由中国生物药品检验所提供；#)(（ 脱脂

肪酸的球 蛋 白，)8D5, I/J #*’!）购 于 )8D5, 公 司

（);J %/K8-，7L，0)(）。#)( 溶液（’) !5/E G %）由

$ 液溶解配制。实验用水为二次蒸馏去离子水。其

他化学试剂均为分析纯试剂（ 市售）。

! ! #" 流动相的配制

! ! 将 ") 份 ,* 55/E G %磷 酸 氢 二 钠（ 含 氯 化 钠 %
D G %）和 " 份 ,* 55/E G %磷 酸 二 氢 钠（ 含 氯 化 钠 $
D G %）充分混合，)+ $% !5 微 孔 滤 膜 过 滤 并 以") )))
4 G 58:速率高速离心脱气 % 58:，即得。

! ! $" 酮洛芬样品溶液的配制

! ! 精密称取酮洛芬对照品 "%+ , 5D 于小烧杯中，

用适量 $ 液 超 声 溶 解，小 心 转 移 至 !% 5% 容 量 瓶

中，用 $ 液定容，得 ! 55/E G %对照品储备液。精密

移取一系列不同体积的对照品储备液，用适量 $ 液

稀释至待测浓度的 ! 倍，涡旋混合 " 58: 后精密加

入等体积的 #)( 溶液，摇匀，室温放置 " 3 以 上 直

至分析。

! ! %" "#$%&’( 测定方法

! ! 取 (%) !% 上述已达平衡的样品混合液，不经任

何处理通过进样环加到 >)A$ 柱上。在 #)( 的“ 大

平头”峰后，酮 洛 芬 以 含 平 坦 区 域 的 带 状 峰 形 式 洗

脱出来。平坦区域的高度代表样品混合液中游离药

物酮洛芬的浓度。将此高 度 与 不 含 #)( 的 酮 洛 芬

标准溶液的高度进行比较，求出游离药物的浓度。

! ! &" "#%)&’( 测定方法

! ! 将毛细管充满运行缓冲溶液，柱温为室温，已达

结合平衡的样品溶液虹吸进样，进出口液面高度差

为 "" .5，进样时间为 ’) -，然后将毛细管进样端立

即浸入缓冲溶液中，工作电压 ") ?1，测 定 波 长 !"$
:5，灵敏度 " M )+ ))!。 结 果 发 现 在 蛋 白（ 或 蛋 白"
药物复合物）平台的后面产生游离药物的平台。将

此平台的高度与不含 #)( 的药物标 准 溶 液 的 高 度

进行比较，求出游离药物的浓度。

#" 结果与讨论

# ! !" 精密度

! ! 取“" J #”节 中 已 达 平 衡、含 %) !5/E G %酮 洛 芬

和 $) !5/E G % #)( 的 样 品 溶 液，分 别 按“" J $”和

“" J %”节所 述 方 法 重 复 进 样 , 次，所 测 峰 高 值 的 相

对标准偏差（A)N）分别为 ! J (O 和 !+ *O 。

# ! #" 重复性

! ! 按“ " J # ”节 所 述 分 别 平 行 制 备 , 份 含 %)
!5/E G %酮洛 芬 和 $) !5/E G % #)( 的 样 品 溶 液，分

别按“" J $”和“" J %”节所述方法测定游离药 物 的 浓

度，所测峰高值的 A)N 分别为 !+ ’O 和 #+ "O 。

# ! $" 稳定性

! ! 取“" J #”节 中 已 达 平 衡、含 %) !5/E G %的 酮 洛

芬和 $) !5/E G % #)( 的样品溶液，在 )，"!，!$，$’ 3
时分别按“" J $”和“" J %”节 所 述 方 法 进 样，测 定 峰

高，所测峰高值的 A)N 分别为 #+ $O 和 #+ !O（# M
%）。结果表明在 $’ 3 内样品溶液稳定。

# ! %" 进样量的确定

! ! 由于高效迎头分析法中平台区域的出现非常必

要，因此进样量必须足够大以产生平台区域。本实

验选择的进样体积是 (%) !%。

# ! &" 游离药物浓度的测定

! ! 酮洛芬"#)( 的 #$%&"’( 色谱图见图 " ",。图

" ", 中游离酮洛芬与 #)( 实现了很好的分离，游离

药 物形成的梯形色谱峰的平台区域平坦。游离药物

·!),·
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高效毛细管电泳!迎头分析法的比较

图 !" 酮洛芬与 #$ !!"# $ % 人血清白蛋白平衡混合液的

高效液相色谱&迎头分析色谱图（’）和毛细管

电泳&迎头分析电泳图（(）的比较

)*+, !" -"!.’/*0"1 "2 34/"!’5"+/’! "2 675"./"271
789*#*(/’57: ;*54 #$ !!"# $ % <=> 0"#95*"1 "(5’*17:
(? <@%-&)> !754":（’）;*54 *50 7#735/".47/"+/’!

"(5’*17: (? <@-A&)> !754":（(）

"# "# !$%& ’ ( )*+%,-%.*/；0# $%# !$%& ’ ( )*+%,-%.*/#
1 1 23,*-4$*/+"& 5%/64+4%/7："# 84/)*-+%/ 9:: ;;!<# !&’ 4/+*-!
/"&!7=-."5* -*>*-7*6!,?"7* 74&45" 5%&=$/（ $#’ $$ @ () ! $$
4) 6) ）；$%04&* ,?"7*， ,?%7,?"+* 0=..*-（ ,A ") (， ! B ’) $"
$%& ’ (）；.&%C -"+*，’) % $( ’ $4/；+*$,*-"+=-*，*" D ；4/E*5+4%/
>%&=$*，+#’ !(；FG 6*+*5+4%/ "+ %#( /$# 0# !" $$%& ’ ( ,?%7!
,?"+* 0=..*-（ ,A ") (）；5",4&&"-H &*/I+? !# 5$（*# 5$ +% +?*
6*+*5+%-）；6*+*5+4%/ "+ %#( /$；$’ )G，&’ 7 ?H6-%7+"+45 4/E*5!
+4%/（$$ 5$ ?4I?）# $ # A<J；% # )*+%,-%.*/#

通过平台峰的高度与不含 A<J 的药物标准溶液平台

峰的高度比较求得，结果当酮洛芬标准溶液浓度依次

为 $’，%’，*’，#’，"# 和 $#’ !$%& ’ (时，它们各自与 (’
!$%& ’ ( A<J 的 混 合 溶 液 中 游 离 药 物 浓度 依 次 为

’) (，$) $，%) (，() (，$%) % 和 (%) ( !$%& ’ (。

% , &" 结合参数的估算

1 1 将所得游离药物浓度数据经含有两类结合位点

的模型，应 用 非 线 性 回 归 的 最 小 误 差 平 方 法，借 助

<J<（G*-74%/ &) ’，<J< ;/7+4+=+* ;/5# ，F<J）软件，

采用“玛克低特”搜索法（K"-L="-6+ K*+?%6），以循

环式的搜索过程求得酮洛芬的结合参数（见表 $），相

应的等温结合曲线见图 %!"，其中，" 为每个蛋白分子

结合的药物分子平均分子数，# . 是游离药物浓度。

1 1 从表 $ 中不难发现，A8(M!:J 法能测到两类结

合位点 的 参 数，而 A8M2!:J 法 仅 测 到 一 类 结 合 位

点的 参 数。 仔 细 研 究 表 $ 还 观 察 到，混 合 液 中 当

A<J 与酮洛芬的量比大于 $) & 时，得到第一类结合

位点 的 参 数［$’，$$］；而 当 A<J 与 酮 洛 芬 的 量 比 小 于

’) !# 时，得到的 是 第 二 类 结 合 位 点 的 参 数；只 有 当

A<J 与酮洛芬的量比在一适宜的范围内，才能得到

两类结合位点的参数。

表 !" 酮洛芬&人血清白蛋白的结合参数

B’(#7 !" B47 (*1:*1+ .’/’!757/0 "2 675"./"271 5" <=>

A<J ’
（!$%& ’ (）

N%+"& 5%/5*/+-"+4%/ -"/I*
%. )*+%,-%.*/ ’（!$%& ’ (）

K*+?%6 $ ’ D
8"-"$*+*-7

%$ ’（$’! ( ’ $%&） &$ %% ’（$’! ( ’ $%&） &%
O*.*-*/5*

(’ $’ , $#’ A8(M!:J %# ’ # *" $ # ( ’ # ’’# " # % +?47 C%-)
(’ !% , $%# A8M2!:J %# ’ # ’$& % # #( +?47 C%-)
#’ ( # ! , $%% K45-%64"&H747!A8(M *" * # $& ’ # "++ ’ # %’$ % # $# ［+］

##’ $’’ , *’’ A8:J %# % # ** $ # $% ［$’］

##’ $’’ , *’’ F&+-".4&+-"+4%/!A8(M %# % # *" $ # $* ［$’］

M%/+4/=%=7 =&+-"! $ # *" ［$$］

.4&+-"+4%/

1 &$ ，&% ：+?* /=$0*- .%- 0%+? ,-4$"-H "/6 7*5%/6"-H 04/64/I 74+*7 ,*- $%&*5=&* A<J；%$ ，%% ：+?* 5%--*7,%/64/I "77%54"+4%/ 5%/7+"/+#

图 %" 高效液相色谱&迎头分析法（’）和毛细管电泳&迎头分析

法（(）得到的酮洛芬&人血清白蛋白结合曲线的比较

)*+, %" -"!.’/*0"1 "2 (*1:*1+ 39/C7 2"/ 675"./"271&
<=> "(5’*17: (? <@%-&)> !754":（’）;*54

54’5 "(5’*17: (? <@-A&)> !754":（(）

:%- *3,*-4$*/+"& 5%/64+4%/7，7** :4I# $ #

% , ’" <@%-&)> 法与 <@-A&)> 法的比较

1 1 A8(M!:J 法 与 A8M2!:J 法 都 可 用 于 药 物!蛋
白结合作用研究。为了更好地理解和应用这两种方

法，制备了系列不同浓度酮洛芬!(’ !$%& ’ ( A<J 混

合溶液，并分别应用两种方法进行了分离分析。

% , ’ , !" 分析时间

1 1 将酮洛芬的同一个样品溶液的 A8M2!:J 电泳

图和 A8(M!:J 色谱图（ 图 $）比 较，可 知 A8M2!:J
法每次进 样 的 分 析 时 间 不 足 %# $4/，而 A8(M!:J
法要超过 #’ $4/。

% , ’ , %" 检测限

1 1 由 A8(M!:J 和 A8M2!:J 法 分 离 分 析 系 列 不

同浓度酮洛芬!(’ !$%& ’ ( A<J 的平衡 溶 液 得 到 的

<5"+5?"-6等 温 线 见 图%。很 显 然 ，前 者 可 得 到 结 合

·*’!·
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曲线的全貌，后者由于检测器的短光程严重限制了

它的灵敏度，仅得到了部分结合曲线，在低浓度范围

则无法检测。对酮洛芬而言，!"#$%&’ 法的检测限

为 "# $ !()* + #，而 !"$,%&’ 法 为 ! !()* + #。 显

然，后者不适于临床样品的分离分析。

! ! " ! #$ 进样量

- - !"#$%&’ 法所 需 进 样 量 受 所 研 究 体 系 结 合 作

用的强弱限制，随着待测药物游离部分的增加，需增

大进样量 以 形 成 梯 形 峰。 但 若 采 用 !"$,%&’ 法，

只要所研究的体系其动力学快速可逆，则进样量对

任何样品 而 言 没 有 区 别，仅 需 不 足 $"" .# 的 进 样

量，比 !"#$%&’ 法 的 小 很 多。 因 此，!"$,%&’ 法

非常适于分析珍稀样品中对检测器高度灵敏的药物

的蛋白结合作用。

! ! " ! %$ 其他

- - !"#$%&’ 法与 按 分 子 大 小 顺 序 分 离 样 品 各 组

分的液相色谱方法（ 也称凝胶色谱法）相似，它的分

离过程并不完全依赖于溶质与流动相和固定相的结

合作用；缺点主要是进样量大，分析时间长，只有纯

化过的蛋白质样品才可使用，特别是色谱峰容量较

小，不能分离极性较强或疏水性相近的药物。流动

相是不含有机溶媒的生理等渗缓冲溶液，适宜高亲

和势疏水性较强的药物%!/’ 结合作用系统的分析，

分离时间与被分析药物的疏水性成正比。

- - !"$,%&’ 法中游离药物与蛋白及药物%蛋白的

复合物的分离依赖于它们各自的有效电泳淌度，其

分离效率远高于 !"#$%&’ 法。原因在于前者属于

电力驱动分离系统［$!］，在毛细管中流体的流型呈扁

平的柱塞形状向前流动，这种流型有利于防止扩散，

提高分离效率；而后者属于压力驱动分离系统，其流

型呈抛物线形状向前流动，这种流型易造成扩散。

- - 在药 物%蛋 白 结 合 作 用 研 究 方 面，!"$,%&’ 法

与 !"#$%&’ 法 相 比 具 有 下 列 优 点［$%］：（$）快 速；

（!）优化及运行缓冲液的更换操作简单；（%）特别适

宜极性化合物的分离；（&）批操作成本低，特别是仅

需纳升级的进样量；但灵敏度较差，应用紫外法检测

一般仅能 得 到 部 分 结 合 曲 线。 随 着 !"$, 技 术 的

飞速进步，应用 !"$, 进行血清中药物立体选择性

分离分析的结果与 !"#$ 法的重现性和精密度无统

计学差异［$&］，并 发 现 应 用 膜 预 浓 缩 毛 细 管 电 泳%质
谱技术（("$%$,%0/）在不丧失分离度或分离效率

的前提下可克服 !"$, 法较差的浓度检测限。

- - 特别地，!"$, 分离在：（$）被分析物的来源受

到极大限制［$’］；（!）无法得到纯化过的被分析物或

被分析物的 结 合 特 征 未 知；（%）其 他 的 结 合 分 析 方

法由于复合物的形成引起严重不佳的分离度变化；

（&）可预测 由 于 复 合 物 的 形 成 引 起 电 泳 淌 度 变 化；

（’）众多候选药物做结合活性筛选等情况下可以得

到保证。

- - 总而言之，在药物%蛋白结合作用的研究方面应

有效、合理地应用两种技术，两者是互为补充而并非

竞争的关系。
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