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摘要：采用毛细管区带电泳紫外检测方法，在 4: ’+ "、浓度 )" %%") ; <的磷酸盐缓冲溶液及运行电压 $) 5( 的条件
下，测定了 # 种新合成的具有抗 :=(+$ 活性的化合物（ =>*，0?"+@*，@*，A@*）与牛血清白蛋白（BCD）相互作用的结
合常数。在缓冲溶液中加入不同浓度的 BCD，通过测定化合物迁移时间的变化，计算得到了上述 # 种化合物与
BCD 的结合常数分别为 $+ "( , $"#，$+ *# , $"#，’+ )$ , $"* 和-+ #) , $"* < ; %")。该方法简单、快捷，可用于研究结
合比为 $. $ 的小分子与生物大分子的相互作用。
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中图分类号：E%)’/ / / 文献标识码：D, , , 文章编号：$""" +’($*（!""#）"% +"%!# +"*

%&’&()*+,’*-+ -. ’/& 0*+1*+2 3-+4’,+’4 -. 5-6( 7+’*$!"#$"
78’*9& 3-):-6+14 ;*’/ 0-9*+& <&(6) 7=>6)*+

>? 3,:*==,(? @-+& A=&8’(-:/-(&4*4

F=!> <0$，G:D!> H09+H0/9I$，@:D!> J$9&/"
$
，<=! J$0!，KD!> A09I!

（! ! "#$$%&% #’ "(%)*+,-.，/%0*1& 21*3%-+*,.，4%*5*1& !""#$!，"(*16；% ! 76,*#16$ 8%+%6-9( :6;#-6,#-*%+ #’

76,<-6$ 61= 4*#)*)%,*9 >-<&+，?%6$,( @9*%19% "%1,%-，/%0*1& 21*3%-+*,.，4%*5*1& !"""#&，"(*16）

7>4’(,8’：-L$ &09709I 8"9?M/9M?（A&）"N N"6’ 9"#$) /9M0+:=(+$ /8M0#$ 8"%4"697? O0ML &"#09$
?$’6% /)&6%09（BCD）O$’$ 7$M$’%09$7 &P 8/40))/’P 1"9$ $)$8M’"4L"’$?0?（@G.）O0ML Q( 7$M$8+
M0"9 697$’ 8"970M0"9 "N 4L"?4L/M$ &6NN$’（4: ’ * "，)" %%") ; <）/M $) 5( ’69909I #")M/I$* -L$?$
%")$86)$? O$’$ ?P9ML$?01$7 &P 8"%46M$’+?0%6)/M$7 7$?0I9 O0ML ML$ 4’"4$’MP "N 09L0&0M09I ML$
&09709I "N :=(+$ -/M 4’"M$09 M" ,-61++/8M0#/M0"9 ’$?4"9?$ ’$I0"9（-DR）R!D ’$S60’$7 N"’ :=(+$
M’/9?8’04M0"9 /97 &)"8509I ML$ :=( ’$4)08/M0"9 8P8)$* -L$ ’$?6)M? ?L"O$7 ML/M O0ML ML$ /770M0"9
"N 70NN$’$9M 8"98$9M’/M0"9? "N BCD 09M" ML$ &6NN$’ ?")6M0"9，ML$ &09709I 8"9?M/9M? "N N"6’ /8M0#$
8"%4"697?（ =>*，0?"+@*，@*，A@*）O0ML BCD 8"6)7 &$ %$/?6’$7 &P ML$ 8L/9I$ "N %0I’/M0"9

M0%$* -L$ $24$’0%$9M/) #/)6$? "N A& O$’$ $+ "( , $"#，$+ *# , $"#，’+ )$ , $"* /97 -+ #) , $"*

< ; %")，’$?4$8M0#$)P* =M 0? /9 $/?P /97 ?0%4)$ %$ML"7 M" $?M0%/M$ ML$ 09M$’/8M0"9 "N ?%/)) %")$+
86)$? O0ML &0"%/8’"%")$86)$? O0ML $. $ %")/’ &09709I ’/M0"*
B&? ;-(14：8/40))/’P 1"9$ $)$8M’"4L"’$?0?；&09709I 8"9?M/9M；/9M0+:=(+$ /8M0#$ 8"%4"697?；

&"#09$ ?$’6% /)&6%09；09M$’/8M0"9

, , 生物分子间的非共价特异性相互作用广泛地存

在于自然界中，而相应的结合常数 A& 是结合研究

中最重要的参数，对揭示生物化学作用机理、药物研

究具有重要意义。毛细管电泳（@.）作为一种新型
分离技术，已广泛应用于包括蛋白质+蛋白质、蛋白
质+核酸、蛋白质+药物、蛋白质+碳水化合物、酶+底

物、抗原+抗体等各种亲和体系的分离和分析［$，!］。

与传统的测定结合常数的电位法、平衡透析法、光度

法、高效液相色谱法等［* & %］相比，@. 用于分子间相

互作用的研究具有以下优点：分析速度快，分离效率

高，样品用量少（ 9%") 级），对受体的纯度要求不
高，可在溶液中进行，可保持生物分子相互作用所需

要的生理条件，更接近体内的结合行为，有多种模式

可供选择，适用于各种亲和体系等［!，(，’］。
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! ! 药物与生物大分子之间相互作用的研究一直是
生命科学领域重要的研究主题，其中结合位点和结

合常数能为小分子在人体内的运输和代谢过程提供

重要的信息［%，&，’］。药物与蛋白质的相互作用对药

物在体内的分布、清除、活性、毒性等都有重要的影

响［$(，$$］。在早期的药物研究中，对药物与血清白蛋

白的结合进行表征具有非常重要的意义。已有人采

用 "$ 法研究和测定药物与血清白蛋白的相互作用
及结合常数［$ ) #，*，$+ ) $!］。本文作者基于近期阐明的

艾滋病病毒（%&’）基因表达调控的分子生物学机
制［$*，$,］，选择了 %&’ )*+（ !"#$%(*,+-.*+/0 /1 +0*2(
3,0-4+-/2）蛋白与 %&’ )56（ !"#$%(*,+-.*+-/2 07(
34/237 078-/2）核糖核酸（695）的结合激活病毒转
录这样一个关键环节，以 %&’ )56 695 为新的靶
标，基于计算机辅助模拟设计，合成了两类新型 %&’
抑制剂 异喹啉类生物碱 &:%、-3/("% 和 !(咔啉
类生物碱 "%、;"%。前期的研究结果表明，上述 #
种化合物均可与 )56 695 发生特异性结合，有效
地抑制病毒转录的激活［$’］。本文采用毛细管区带

电泳，通过测定在不同浓度牛血清白蛋白（<=5）的
缓冲溶液条件下化合物迁移时间的变化，得到了 #
种抗 %&’($ 活性化合物与 <=5 相互作用的结合常
数，对活性化合物进一步的药理研究具有重要意义。

!" 实验部分

! ! !" 试剂与仪器
! ! # 种抗 %&’($ 活性化合物均由北京大学医学部
天然药物与仿生药物国家重点实验室提供。 &:%

（& 0 > +*$）为 % 位取代的胍基(丙基(甲酰胺基异喹
啉；-3/("%（& 0 >++’）为 % 位取代的丙氨基(甲酰胺
基异喹啉；"%（& 0 >+!,）为 % 位取代的丙氨基(甲酰
胺基(!(咔啉；;"%（& 0 >+,+）为 % 位取代的丙氨基(
甲酰胺基(!(甲基咔啉。<=5（& 0 > !! (((）购自 =-8(
?*（=+@ A/B-3，;C，D=5）。其他均为市售分析纯试
剂，水为二次去离子水。<7,E?*2 F G 5"$ &((( 毛
细管电泳仪，紫外检测器；未涂渍石英毛细管 &( !?
-- H- . &* ,?（有效长度 &( ,?，河北永年光纤厂）。
! ! #" 实验条件及操作
! ! 以 &( ??/I G A磷酸盐溶液（ 4% ,- (）为运行缓
冲溶液，使用前经 (- ++ !? 微孔滤膜过滤；活性化
合物储备液由中性磷酸盐缓冲溶液（F<=，4% *- #，
灭菌）配制，实验前用运行缓冲溶液稀释 &:%，-3/(
"%，"% 和 ;"% 浓度分别为 (- %*，(- #!，(- &! 和 (- ##
??/I G A；将二甲基亚砜（J;=C）作为中性标记物，
其在样品中的浓度为 (- $K（体积分数）；将 <=5 溶
于运行缓冲溶液中，配制成 (- ((&，(- ($(，(- ($&，

(- (+(，(- (+&，(- (%(，(- (%& ??/I G A的系列浓度。
! ! 温度：+(- ( L；操作电压：$& E’；检测波长：+$#
2?；进样压力：% @ # EF*；进样时间：$( 3；每次运行
前，将毛细管先用 (- + ?/I G A 9*C% 溶液冲洗 +
?-2，再用去离子水冲洗 $ ?-2，用运行缓冲溶液冲
洗 + ?-2，然后进样。每份样品均平行分析 % 次。

#" 结果与讨论

# ! !" 分离条件的优化
! ! 考虑到本实验研究的是具有抗 %&’($ 活性的化
合物在生理条件下（4% !- ( ) ,- (）与 <=5 的相互作
用，因此选择了磷酸盐缓冲溶液，分别考察其 4% 值
和浓度对化合物分离情况的影响。综合考虑电渗

流、电荷和离子强度等因素的影响，最终选择 4%
,- (、浓度为 &( ??/I G A的磷酸盐缓冲体系。另外还
考察了不同电压下化合物的分离情况。综合考虑分

离度和热效应的影响，选择操作电压为 $& E’。
# ! #" 抗 "#$%! 活性的化合物与 &’( 的相互作用
# ! # ! !" 定性分析
! ! 以 &:% 和 -3/("% 为例，在所选择的 4% 条件下，
由于它们的结构相似，因此其电泳性质相近，在缓冲

溶液中无 <=5 存在时二者几乎完全重叠（见图 $ (
*）。而加入 <=5 后，它们的分离情况得到明显改
善。随着 <=5 浓度的增加，其迁移时间均逐渐延
长，说明它们与 <=5 发生了相互作用，同时 &:% 和

-3/("% 迁移时间的差别也逐渐增大（见图 $ (M，,，
H），显然这种差别是由于它们与 <=5 的结合能力不
同所致。"% 和 ;"% 的情况与 &:% 和 -3/("% 相同。

图 !" #)$ 和 *+,%-$ 的毛细管电泳图

.*/! !" 012345,6725,/589+ ,: #)$ 8;< *+,%-$

)N7 ,/2,72+0*+-/23 /1 <=5 -2 MB1170 3/IB+-/2：*@ (；M@
(- ($( ??/I G A；,@ (- (+( ??/I G A；H@ (- (%( ??/I G A@
! ! F7*E3：$ @ -3/("%；+ @ &:%；% @ H-?7+NOI3BI1/P-H7（J;=C）@

# ! # ! #" 定量分析
! ! 为了简化计算，建立了一种简单模型，即假设化
合物与蛋白质的结合比为 $/ $。将蛋白质加入缓冲
溶液中，化合物进样后在毛细管区带中与蛋白质发

·&+!·
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生相互作用，快速达到以下平衡：

! " #
!
&’((

$
!# （"）

!$ %［!#］&（［!］［#］） （!）
其中 !$ 为化合物与蛋白质的结合常数，［!］和［#］
分别为平衡体系中游离化合物 ! 和游离蛋白质 #
的浓度，［!#］为化合物与蛋白质结合得到的复合
物的浓度。

’ ’ ()*+ 等［!#］依据色谱原理推导出：

" %（!·［!］, &［!］-#）·（" $ !$［#］）（%）
其中 " 为保留因子，! 为相比（# , & #-），, 和 - 分别
代表固相和液相。" 可通过实验数据计算得到：

" $（ % & %#）’ %# （&）
其中 % 和 %# 分别为化合物和中性标记物的保留时
间。根据方程（%）作 ".［#］图，得直线的斜率为 (，
截距为 )，计算得：

!$ % ( ’ ) （’）
’ ’ 本实验以 /!01 为中性标记物，测定了在不同
203 浓度的缓冲溶液条件下 & 种化合物的迁移时
间，其相对标准偏差（40/）为 #( #%5 6 "( "5，重现
性良好，说明该方法准确、可靠。根据方程（&）进行
数据处理，作 ".［203］图，分别得到 & 种化合物与
203 相互作用的线性关系（见图 !）。应用方程（’）
计算出相应的结合常数，计算结果见表 "。

图 !" ! 与 !"# 浓度的线性关系图
$%&’ !" ()*+,%-./0%1/ 2),3)). ! 3%,0 ,0)

4-.4).,5+,%-. -6 !"#

表 #" $ 种抗 789:# 活性化合物与 !"# 相互作用的结合常数
;+2*) #" !%.<%.& 4-./,+.,/ -6 6-=5 +.,%:789:# +4,%>)

4-?1-=.</ 3%,0 !"#

78-98:*; ( & "#% ) *! !$ &（"#% < & -8=）
>?% @ ! A )* @ # A !’+ # A +,% "# A )
B,8.7% @ % A ’# @ # A !," # A +), "% A &
7% @ ! A "" @ # A !&* # A +"% * A ’"
!7% @ ! A !& @ # A !%) # A +!’ + A &’

’ ’ 实验表明，上述 & 种化合物与 203 均发生了一
定程度的相互作用，并且由于它们结构的相似性，使

得其与 203 的结合常数都在 "#% 6 "#& < & -8=数量
级。由表 " 中可看出，& 条回归直线的线性相关系
数 *! 均大于 #( +，说明本实验所作的化合物与 203

的结合比为 "- " 以及化合物的保留行为与色谱方法
中相似的假设是合理的，采用的计算方法适用于结

合比为 "- " 的快速平衡体系。若体系在分析时间内
不能达到平衡，测定结果的重现性将会降低，故此法

不适于达到平衡慢或者相互作用很弱的体系。

%" 结论

’ ’ 本文利用毛细管区带电泳法，通过测定分析物
的迁移时间，计算得到了 & 种新合成的具有抗 C>D
活性的化合物与 203 的结合常数均为 "#% 6 "#&

< & -8=数量级，在对活性化合物进行进一步的药理
研究方面具有重要意义。该方法简单、快捷，准确性

和重现性均良好，在研究小分子与生物大分子的弱

相互作用方面具有广阔的应用前景。
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