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色谱技术在药物⁃血浆蛋白相互作用研究中的应用进展
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摘要：小分子药物进入人体血液循环系统后与人血清白蛋白（ＨＳＡ）、α１ ⁃酸性糖蛋白（ＡＧＰ）等血浆蛋白存在广泛的

相互作用，这些相互作用深刻影响药物在体内的分布及其与靶标蛋白的结合，进而影响药物效应的发挥。 深入探

究药物与血浆蛋白间的相互作用对于候选药物的成药性优化、新药研发、联合用药的风险评控等意义重大。 而发

展高效、灵敏、准确的分析检测方法是开展药物⁃血浆蛋白相互作用研究的关键。 近年来，色谱技术由于其高通量、
高分离性能、高灵敏度等特点在该领域得到了广泛的应用，包括测定血浆蛋白翻译后修饰对药物结合的影响，多种

药物的竞争性结合等。 其中，高效亲和色谱（ＨＰＡＣ）和毛细管电泳（ＣＥ）应用最为广泛，能够通过多种分析方法获

取结合常数、结合位点数、解离速率常数等相互作用信息。 该文着重综述了 ＨＰＡＣ 和 ＣＥ 在药物⁃血浆蛋白相互作

用研究中的常用策略及最新研究进展，包括 ＨＰＡＣ 中常用的前沿色谱法、竞争洗脱法、超快亲和提取法、峰值分析

法和峰衰减分析法，以及 ＣＥ 中常用的亲和毛细管电泳法（ＡＣＥ）和毛细管电泳前沿分析法（ＣＥ⁃ＦＡ）等。 最后，该
文还对当前色谱方法存在的不足进行了总结，并对色谱技术在药物⁃血浆蛋白相互作用研究领域的应用前景和发

展方向进行了展望。
关键词：药物⁃血浆蛋白相互作用；高效亲和色谱；毛细管电泳；综述
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引用本文：白玉，范玉凡，葛广波，王方军． 色谱技术在药物⁃血浆蛋白相． 色谱，２０２１，３９（１０）：１０７７－１０８５．
ＢＡＩ Ｙｕ， ＦＡＮ Ｙｕｆａｎ， ＧＥ Ｇｕａｎｇｂｏ， ＷＡＮＧ Ｆａｎｇｊｕｎ． Ａｄｖａｎｃｅｓ ｉｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ ｉｎ ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ｄｒｕｇ⁃ｐｌａｓｍａ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ．
Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，２０２１，３９（１０）：１０７７－１０８５．

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｄｒｕｇ⁃ｐｌａｓｍａ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ； ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ａｆｆｉｎｉｔｙ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ
（ＨＰＡＣ）； ｃａｐｉｌｌａｒｙ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ （ＣＥ）； ｒｅｖｉｅｗ

　 　 大多数药物吸收入血后都会与血浆蛋白发生不

同程度的可逆性结合，这种非共价相互作用主要包

括静电作用、氢键作用、疏水相互作用、范德华力

等［１］。 人血清白蛋白 （ＨＳＡ） 和 α１ ⁃酸性糖蛋白
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（ＡＧＰ）都是血浆中重要的药物结合蛋白［２－４］。 ＨＳＡ
是血浆中丰度最高的蛋白，由 ５８５ 个氨基酸残基组

成，包含 ３ 个同源结构域（Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ）；各同源结构

域又细分为两个子结构域（Ａ 和 Ｂ），各子结构域分

别由 ４ 和 ６ 个 α⁃螺旋组成［５，６］。 子结构域 Ａ 和 Ｂ 通

过脯氨酸残基提供的柔性环相对移动形成多个疏水

空腔，使 ＨＳＡ 表现出极强的药物结合能力，能与酸

性、碱性和中性药物结合，进一步影响药物的转运、
代谢、解毒和失活等过程［７，８］。 ＨＳＡ 中已被鉴定的

两个主要药物结合位点（Ｓｕｄｌｏｗ 位点Ⅰ和Ⅱ）分别

位于子结构域ⅡＡ 和ⅢＡ（见图 １［９］ ），具有不同的

配体结合亲和力［１０，１１］。 其中，位点Ⅰ空腔较大，倾
向结合较大的杂环化合物和二羧酸，如华法林、吲哚

美辛、水杨酸等［１２－１４］。 位点Ⅱ空腔狭小且刚性较

大，对芳香族化合物具有较高亲和力，如布洛芬、安
定等［１５］。 其他 ＨＳＡ 药物位点还包括它莫西芬位点

和洋地黄毒苷位点等［１６］。 ＡＧＰ 占血浆总蛋白的

１％ ～ ３％，能够与多种中性和碱性药物结合，具有可

饱和与可置换的药物结合特性［２］。

图 １　 ＨＳＡ 结构及主要药物结合位点（以 ＨＳＡ⁃肉豆蔻酸

复合物的晶体结构为例，ＰＤＢ ＩＤ： １Ｅ７Ｇ） ［９］

Ｆｉｇ． １　 Ｈｕｍａｎ ｓｅｒｕｍ ａｌｂｕｍｉｎ （ＨＳＡ） ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ
ｍａｊｏｒ ｄｒｕｇ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅｓ （ ｔａｋｅ ｔｈｅ ｃｒｙｓｔａｌ
ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＨＳＡ⁃ｍｙｒｉｓｔｉｃ ａｃｉｄ ｃｏｍｐｌｅｘ ａｓ
ａｎ ｅｘａｍｐｌｅ， ＰＤＢ ＩＤ： １Ｅ７Ｇ） ［９］

　

ＦＡ： ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ．

　 　 药物与血浆蛋白的结合与解离通常处于动态平

衡中，蛋白结合型药物作为血液中药物的一种暂时

储存形式，无法实现跨膜转运。 只有游离的药物分

子才能通过被动扩散或各种转运蛋白跨膜运输，到
达酶或受体等特定药物靶点，发挥药理活性［１７，１８］。
因此，药物血浆蛋白结合率的高低，能够显著影响其

药效学（ＰＤ）与药动学（ＰＫ）特性，对于药效发挥快

慢、效价强度、血浆半衰期及代谢清除等过程有重要

影响［１９－２１］。 另一方面，当血浆蛋白在外周循环中与

多种药物结合时，一种药物可能被另一种高浓度 ／强
结合药物所取代，使其游离型浓度增加，药理作用或

不良反应增强，最终引发药⁃药相互作用［３］。 例如，
磺胺类药物可在血浆蛋白结合部位竞争性置换出降

血糖药甲苯磺丁脲，使后者游离型骤增，从而诱发低

血糖［２２］。 药物⁃药物置换通常为特定结合位点的直

接竞争，但也可能源于一种药物通过变构效应改变

其他药物的结合［１６］。 综上所述，针对药物⁃血浆蛋

白相互作用的研究，对于个性化精准用药、治疗药物

监测及新药研发等都具有重要意义。
　 　 近年来，药物⁃蛋白相互作用分析检测方法得到

了极大发展，主要包括：液相色谱 （ ＬＣ） ［２３］、超滤

（ＵＦ） ［２４］、平衡透析（ＥＤ） ［２５］、质谱（ＭＳ） ［２６］、荧光

光谱（ＦＳ） ［２７］、圆二色谱（ＣＤ） ［２８］、表面等离子体共

振（ＳＰＲ） ［２９］、核磁共振（ＮＭＲ） ［３０］、等温滴定量热

（ＩＴＣ） ［３１］、计算机模拟［３２］等。 色谱方法具有分离效

率高、应用范围广、易于自动化、能与多种检测器兼

容等优点，在药物⁃蛋白相互作用研究中发挥着重要

作用。 用于表征药物⁃蛋白相互作用的色谱技术主

要有 高 效 亲 和 色 谱 （ ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ａｆｆｉｎｉｔｙ
ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ， ＨＰＡＣ）和毛细管电泳（ ｃａｐｉｌｌａｒｙ
ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ， ＣＥ）。 本文主要针对这两种技术

的原理、最新进展和应用进行了综述。

１　 高效亲和色谱法

　 　 ＨＰＡＣ 是测定弱到中等强度药物⁃蛋白动态相

互作用的有效方法。 在 ＨＰＡＣ 中，蛋白通常被固载

在色谱固定相表面，进样到色谱流动相中的药物分

子与固定相上的蛋白发生相互作用，通过检测药物

分子保留时间、洗脱轮廓或峰面积等获取药物⁃蛋白

相互作用信息，包括结合常数、结合位点的数量和位

置、解离速率常数等［３３，３４］。
１．１　 ＨＰＡＣ 蛋白固定化方法

　 　 制备固载目标蛋白的色谱固定相是 ＨＰＡＣ 的

首要步骤，固定相载体和蛋白固定化方法对所固载

亲和蛋白的活性具有重要影响［３５］。 二氧化硅由于

具有较高的机械强度、热稳定性和化学稳定性，并且

粒径分布均匀，是目前广泛应用的 ＨＰＡＣ 固定相载

体［３３，３６，３７］。 共价偶联是蛋白固载的常用策略，利用

表面修饰氨基、环氧基、醛基、羟基、羧酸等功能基团
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的固相载体，与目标蛋白上特定氨基酸残基侧链形

成共价连接［３８］。 Ｚｈａｎｇ 等［３９］ 将刀豆蛋白 Ａ 和橙黄

网胞盘菌凝集素通过还原胺化法固定在二氧化硅

上，开发了一种凝集素亲和微柱，用于分离和分析

ＡＧＰ 的糖型组分。 Ｌｉａｎｇ 等［４０］ 利用卤代烷烃脱卤

酶和氯代烷烃之间的生物正交反应，将 Ｈａｌｏｔａｇ 标

记的血管紧张素Ⅱ１ 型受体共价固定到 ６⁃氯己酸衍

生物修饰的氨基聚苯乙烯微球上，测定了 ４ 种药物

与受体的相互作用。 Ｌｉ 等［４１］将 β２ ⁃肾上腺素能受体

（β２ ⁃ＡＲ）共价固定在 Ｎ，Ｎ ⁃羰基二咪唑活化的聚苯

乙烯氨基微球上，比二氧化硅固定相具有更高的生

物相容性。 共价偶联方法存在多位点连接、蛋白固

载取向不均一、蛋白活性降低等问题［４２，４３］。 包埋法

也是一种常用的蛋白固载策略，利用轻度氧化糖原

作为封盖剂，通过它与肼活化载体结合将蛋白包埋

于载体中，可保持蛋白质在载体中的可溶性和高活

性［４３，４４］。 Ｒｏｄｒｉｇｕｅｚ 等［４４］开发了一种免疫提取 ／包
埋系统，从血清样本中捕获 ＨＳＡ，通过包埋法制备

亲和色谱柱，用于 ＨＳＡ 与多种磺酰脲类药物结合的

研究。

图 ２　 ＨＰＡＣ 前沿色谱法进行药物⁃蛋白相互作用研究的示意图
Ｆｉｇ． ２　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｉｌｌｕｓｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｔｕｄｙｉｎｇ ｄｒｕｇ⁃ｐｒｏｔｅｉｎ

ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ ｂｙ ｆｒｏｎｔａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｈｉｇｈ ｐｅｒ⁃
ｆｏｒｍａｎｃｅ ａｆｆｉｎｉｔｙ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ （ＨＰＡＣ）

　

１．２　 ＨＰＡＣ 常用分析方法

１．２．１　 前沿色谱法

　 　 前沿色谱法是一种常用的亲和色谱技术，可用

于测定色谱柱容量、药物⁃蛋白的结合位点数量、各
位点的平衡常数以及整体结合强度等［１３，４５］。 前沿

色谱法基本分析流程为：将药物溶解于流动相中，以
固定流速通过固载目标蛋白的亲和柱，随着亲和固

定相的吸附饱和，药物流出浓度逐渐增加，最终形成

突破曲线（见图 ２）；改变药物浓度，突破时间随之改

变［１３，４６］。
　 　 当药物分子与固载蛋白为单一位点结合时，亲
和柱饱和吸附量 ｍＬ， ａｐｐ 与药物浓度 ［Ａ］ 的关系

为［４７］：
１

ｍＬ， ａｐｐ
＝ １
ＫａｍＬ［Ａ］

＋ １
ｍＬ

（１）

其中 Ｋａ 为结合平衡常数，ｍＬ 为蛋白柱包含的结合

位点总数。
　 　 当亲和蛋白中存在多种类型结合位点时，吸附

谱图将表现出与线性响应的负偏差，需要采用非线

性结合模型和方程进行数据拟合［４８］。 前沿色谱法

已被应用于 ＨＳＡ 糖化对磺酰脲类药物格列齐特、格
列本脲、格列吡嗪、氯丙胺等结合影响机制的研

究［４，３３，４９，５０］；以及手性药物与蛋白的相互作用研究，
例如普萘诺尔与低密度脂蛋白（ＬＤＬ）的立体选择性

结合、甲磺酸伊马替尼与牛血清白蛋白（ＢＳＡ）的结

合［５１，５２］等。
　 　 Ｈｅ 等［１３］在前沿色谱的基础上发展了多步前沿

色谱法，通过采用一系列由低到高浓度的药物溶液

形成多个吸附阶梯平台，测得了 ＨＳＡ 和 ＡＧＰ 与模

型药物的结合常数。 与常规前沿色谱法相比，该方

法只需要在最后进行亲和色谱柱冲洗，简化了改变

药物浓度所产生的多次冲洗和平衡过程，也减少了

样品消耗量。 此外，多步前沿色谱法与细胞膜色谱

法（ＣＭＣ）结合也被用于研究药物与膜受体相互作

用的平衡解离常数［５３，５４］。 Ｌｉ 等［４１］ 发展了一种前沿

亲和色谱⁃质谱（ＦＡＣ⁃ＭＳ）与吸附能分布计算结合

的方法，用于分析 β２ ⁃ＡＲ⁃药物相互作用。 该方法先

采用 ＦＡＣ⁃ＭＳ 测定沙丁胺醇、特布他林和伪麻黄碱

在 β２ ⁃ＡＲ 上的原始吸附数据；再利用吸附能分布计

算优化选择了 ３ 种药物与 β２ ⁃ＡＲ 结合的最佳吸附

模式，分析准确度和精密度显著提高。 ２０１９ 年，Ｓｕｎ
等［５５］将前沿亲和色谱与吸附能分布计算结合，并用

于研究华法林、Ｌ⁃色氨酸和麻黄碱在固载 ＢＳＡ 表面

的非均相吸附。
１．２．２　 竞争置换洗脱法

　 　 竞争洗脱法可用于测定药物在目标蛋白上特定

位点的结合［５６］。 该方法将药物溶解于流动相中，并
进样一定量的特异性位点探针，如果药物和探针在

固载蛋白上存在相同结合位点，探针的保留时间将

随所添加药物浓度的改变而变化，由此获得药物在

特定位点的相互作用信息（见图 ３） ［１２，５６］。
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图 ３　 ＨＰＡＣ 竞争洗脱法进行药物⁃蛋白相互作用研究的示意图
Ｆｉｇ． ３　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｉｌｌｕｓｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｔｕｄｙｉｎｇ ｄｒｕｇ⁃ｐｒｏｔｅｉｎ

ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ ｂｙ ｚｏｎａｌ ｅｌｕｔｉｏｎ ｏｆ ＨＰＡＣ

　 　 特异性位点探针的保留因子（ｋ）计算公式为：

ｋ＝
ｔＲ－ｔ０
ｔ０

（２）

其中 ｔＲ 为探针保留时间，ｔ０ 为死时间。 ｋ 和流动相

中药物浓度［ Ｉ］的关系如下［５７，５８］：
１
ｋ

＝
ＫＩＶｍ

ＫＡｍＬ
［ Ｉ］＋

Ｖｍ

ＫＡｍＬ
（３）

其中 ｍＬ 为探针与药物在固定配体上共同结合位点

的物质的量，Ｖｍ 为柱的空隙体积，ＫＡ 和 ＫＩ 分别是

探针和药物在同一竞争位点的结合常数。 当探针与

药物为单位点竞争时，１ ／ ｋ 与［ Ｉ］为线性关系，可通

过斜率和截距的比值得出药物在该位点的结合常数

（即 ＫＩ）；如果存在多位点结合或其他相互作用，则
会与预测线性关系存在偏差，这时可测得药物和蛋

白的整体亲和力［１２，５７］。
　 　 竞争洗脱法已被用于检测特异性位点探针（华
法林和 Ｌ⁃色氨酸）和各种磺酰脲类药物与正常 ＨＳＡ
和糖化 ＨＳＡ 的结合差异［５９］；以及研究药物和蛋白

相互作用的影响因素，包括温度、ｐＨ 值、离子强度、
流动相的组成含量等［５６，６０］。 ２０１８ 年，Ｌｉｕ 等［６１］ 将

β２ ⁃ＡＲ 和电压依赖性阴离子通道蛋白 １（ＶＤＡＣ⁃１）
共固载于亲和色谱柱，利用竞争洗脱策略从红景天

提取化合物中鉴定出红景天苷可同时结合 β２ ⁃ＡＲ
和 ＶＤＡＣ⁃１，并分别确定了其结合位点和结合常数。
２０２０ 年，Ｊｅｌｉｃ̌ｉｃ＇ 等［６２］ 通过竞争洗脱法研究了叶酸

（ＦＡ）和 ４ 种 ５⁃氨基水杨酸类药物美沙拉嗪、巴柳

氮、柳氮磺胺吡啶和奥沙拉嗪对 ＨＳＡ 相同位点的竞

争结合情况。 他们首先采用不同浓度 ＦＡ 饱和 ＨＳＡ

特异性结合位点，随后进样一定量的 ５⁃氨基水杨酸

盐，根据不同 ＦＡ 浓度时保留时间的变化确定 ＦＡ 和

５⁃氨基水杨酸盐在 ＨＳＡ 上存在同一结合位点的竞

争［６２］。 ２０２１ 年，Ｏｖｂｕｄｅ 等［３７］利用高性能亲和微柱

和竞争洗脱法确定了降糖药瑞格列奈和那格列奈与

ＨＳＡ 特异性位点结合情况；同时测定了 ＨＳＡ 被乙

二醛或甲基乙二醛修饰后药物在 Ｓｕｄｌｏｗ 位点Ⅰ和

Ⅱ的结合变化。
　 　 前沿分析法需要向色谱柱中连续输入样品，与
竞争洗脱法相比通常需要更大的样品用量以及更长

的分析时间。 但是前沿色谱分析中各结合位点结合

常数测定之间没有相互干扰，具有更高的精确度，且
能够同时确定亲和蛋白中结合位点数目和各个位点

的结合常数信息［４６，４７，６０］。 在设计实验时，一般先采

用前沿色谱分析法测定药物与蛋白质的整体结合强

度，再通过特异性竞争置换洗脱确定特定位点的相

互作用信息，如直接竞争、正或负变构效应、无竞争

等［３３］。
１．２．３　 超快亲和提取法

　 　 超快亲和提取是一种检测药物游离组分的色谱

方法，可直接在溶液体系中检测药物和蛋白的结合

情况［６３，６４］。 该方法将含有药物 ／蛋白混合物的样品

上样到含有固载目标蛋白的亲和微柱上［６４］。 当流

速足够高时，药物⁃蛋白复合物和可溶性蛋白被洗脱

为非保留峰，此时可以测定原始样品中游离药物组

分并计算结合常数［６５］。 当采用低至中等流速，样品

流过色谱柱时，一些与可溶性蛋白结合的药物会从

中解离，增加游离药物浓度，此时可测定两者的解离

速率常数［６６］。 近几年，除单柱体系外，结合超快亲

和萃取和双柱系统的方法也被用于测定血清等复杂

样品中药物的游离组分，估算药物与蛋白的整体亲

和常数［２０，６７－６９］。 ２０１８ 年，Ｙａｎｇ 等［７０］ 优化了超快亲

和提取技术，分别采用单柱和双柱系统测定了几种

磺酰脲类药物与正常及糖化 ＨＳＡ 的整体亲和常数

和解离速率常数，并对两种系统的优势和局限性进

行了比较；结果表明双柱系统可以使用更小的游离

药物组分和临床相关药物 ／蛋白浓度，但单柱系统操

作更简单，需要的蛋白质量更少，精密度更高，且可

用于估计药物⁃蛋白相互作用的解离速率常数。
１．２．４　 峰值分析法

　 　 峰值分析法通常是以单流速或多流速注入药

物，在线性洗脱条件下，测定对照柱和亲和柱上药物

的保留时间和峰值方差（即谱带展宽），以此计算药
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物和固载蛋白的解离速率常数［６０，６５，７１，７２］。 该方法已

被用于确定 ＨＳＡ 与 Ｌ⁃色氨酸、卡马西平、丙咪嗪等

配体的解离速率常数［７３，７４］；也被用于同时测定苯妥

因的两种手性代谢物与 ＨＳＡ 的解离情况［７１］。 ２０１８
年，Ｌｉａｎｇ 等［７５］通过峰值分析法测定了 ５ 种药物沙

丁胺醇、特布他林、甲氧苯胺、盐酸异丙肾上腺素和

盐酸麻黄碱与 β２ ⁃ＡＲ 的解离速率常数。 ２０２０ 年，该
方法被用于测定阿齐沙坦、坎地沙坦、缬沙坦和奥美

沙坦与血管紧张素 ＩＩ 型受体的解离速率常数［４０］。
１．２．５　 峰衰减分析法

　 　 峰衰减分析法首先采用含有药物的样品溶液使

固载目标蛋白的亲和色谱柱达到饱和吸附，随后采

用空白流动相进行洗脱，随时间推移检测药物的释

放情况，产生一阶衰减曲线，可根据斜率测得药物的

解离速率常数［４７，６０，７６］。 为了防止药物释放后与亲和

固定相重新结合，峰衰减分析法通常使用短微柱、高
流速［７７，７８］。 与其他测量解离速率常数的亲和色谱

方法相比，非竞争性的峰衰减分析法不需要测定塔

板高度［７９］，是高通量分析药物⁃蛋白解离的有效工

具［１７］。 ２０１８ 年，Ａｎｇｕｉｚｏｌａ 等［８０］通过峰衰减分析法

研究了流速和洗脱 ｐＨ 值对几种免疫球蛋白 Ｇ 从亲

和微柱中解离的影响。

２　 毛细管电泳

　 　 ＣＥ 作为一种高效、高灵敏的分离检测技术，可
以在接近生理的条件下进行，不需要高度纯化的样

品，不需要固载和标记相互作用的组分，在药物⁃蛋
白相互作用研究中极具吸引力［８１－８４］。 ＣＥ 的缺点是

样品中的蛋白容易吸附于毛细管壁上，稳定性较低，
在分析之前需要采用 ＮａＯＨ、ＨＣｌ 或十二烷基硫酸

钠（ＳＤＳ）溶液清洗内壁［８５，８６］。
　 　 用于药物⁃蛋白相互作用研究的 ＣＥ 方法主要

包括亲和毛细管电泳（ＡＣＥ） ［８７］和毛细管电泳⁃前沿

分 析 （ ＣＥ⁃ＦＡ ） ［８８］， 其 他 方 法 还 包 括 Ｈｕｍｍｅｌ
Ｄｒｅｙｅｒ法（ＨＤ） ［８９］、空位峰法（ＶＰ） ［９０］ 和空位亲和

毛细管电泳法（ＶＡＣＥ） ［９１］ 等。 在这些方法中，ＣＥ⁃
ＦＡ、ＨＤ、ＶＰ 等方法需要采用外标或内标进行校准，
而 ＡＣＥ 和 ＶＡＣＥ 法中结合参数根据药物的有效迁

移率进行测定［９２］。 Ｍｉｃｈａｌｃｏｖá 等［８５］ 采用 ＡＣＥ、
ＣＥ⁃ＦＡ、ＨＤ 法对 ＢＳＡ 和水杨酸的相互作用进行了

研究，结果表明最佳的电泳分析方法为 ＣＥ⁃ＦＡ，它
具有通量高、自动化程度高、消耗样品量少、分析时

间短等优点。

２．１　 亲和毛细管电泳法

　 　 在 ＡＣＥ 法中，采用含有不同浓度蛋白的缓冲液

作为背景电解质（ＢＧＥ）充满毛细管柱，再将药物进

样到毛细管内，在管内建立药物⁃蛋白结合动态平

衡，药物的电泳迁移率在与蛋白结合后发生改

变［９３，９４］。 实验中常加入电渗流（ＥＯＦ）标记物对药

物的迁移率进行校准，抵消不同蛋白浓度下 ＢＧＥ 黏

度改变所产生的影响［９５］。 药物的有效迁移率取决

于 ＢＧＥ 中的蛋白浓度。 ＡＣＥ 在药物⁃蛋白相互作

用研究方面应用广泛，已被用于表征 ４ 种儿茶素与

ＨＳＡ 和 ＢＳＡ 的结合［９６］，评估 ＨＳＡ 的翻译后修饰

（Ｎ⁃和 Ｓ⁃同型半胱氨酸化）对 ＨＳＡ 与儿茶素相互作

用的影响并测定结合常数等［９７］。 此外，ＡＣＥ 也被

用于手性药物与蛋白的结合研究，通常以 ＨＳＡ、
ＡＧＰ 等作为固载蛋白，在实现药物对映体基线分离

的同时，测定对映体与蛋白的结合常数［１，９８］。
　 　 Ｌｉ 等［９９］通过 ＡＣＥ 法测定了 １０ 种酚类化合物

与凝血酶的结合常数，进一步利用分子对接模拟确

定结合位点，解析了化合物与酶活性中心的相互作

用机制。 Šｏｌíｎｏｖá 等［１００］发展了部分填充亲和毛细

管电泳法（ＰＦ⁃ＡＣＥ），测定了人胰岛素六聚体与血

清素、多巴胺、精氨酸和苯酚的结合常数。 ＰＦ⁃ＡＣＥ
的优点是避免蛋白溶液随药物进入检测器，克服蛋

白溶液产生的高背景信号干扰［１０１］。 ＣＥ 过程中蛋

白结构和活性的稳定性一直是一个挑战。 近年来，
离子液体双水相体系（ ＩＬＡＴＰＳ）结合了双水相体系

（ＡＴＰＳｓ）和短链亲水性离子液体（ ＩＬｓ）的优点，可
以增强 ＡＣＥ 中蛋白质的稳定性，从而提高 ＡＣＥ 方

法的测量精度［１０２－１０４］。 ２０１８ 年，Ｅｌ⁃Ｈａｄｙ 等［９５］ 采用

亲水咪唑 ＩＬＡＴＰＳ 作为运行缓冲液，提高了 ＡＣＥ 分

析过程中 ＡＧＰ 蛋白的稳定性，精确测定了 ＡＧＰ 与

普萘洛尔、甲氨蝶呤、和长春碱的结合常数。
２．２　 毛细管电泳前沿分析法

　 　 ＣＥ⁃ＦＡ 具有操作简便、分析时间短，能够分析

高亲和体系和多重平衡等优点［８３，１０５］。 ＣＥ⁃ＦＡ 用于

研究药物⁃蛋白相互作用时，需要游离药物和药物⁃
蛋白复合物具有不同的电泳迁移率，且游离蛋白和

药物⁃蛋白复合物的迁移率相近［１０６］。 在 ＣＥ⁃ＦＡ 分

析中，将已知浓度的药物和目标蛋白预先混合，随后

进样到充满缓冲溶液的毛细管柱中，在电泳过程中

将产生一个方形峰，根据峰高可获得游离药物浓度

（需绘制无蛋白时的药物浓度与峰高的校准曲

线） ［１０７，１０８］。 由于平台峰的高度很少受到药物迁移
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时间、电渗流（ＥＯＦ）、毛细管长度和施加电压的影

响，ＣＥ⁃ＦＡ 方法的稳定性较好［１０８］。 药物在目标蛋

白上的结合位点数（ｎ） 和结合常数 （Ｋｂ ） 计算公

式［１０９，１１０］为：

ｒ＝
［Ｄｂｏｕｎｄ］
［Ｐｔｏｔａｌ］

＝ ∑
ｍ

ｉ ＝ １
ｎｉ

Ｋｂｉ［Ｄｆｒｅｅ］
１＋Ｋｂｉ［Ｄｆｒｅｅ］

（４）

其中 ｒ 为结合药物浓度和总蛋白浓度之比，［Ｄｂｏｕｎｄ］
和［Ｄｆｒｅｅ］分别代表结合药物浓度和游离药物浓度，
［Ｐｔｏｔａｌ］为总蛋白浓度，ｍ 为蛋白上各种类型药物结

合位点的总数，ｎｉ 为蛋白质上等效结合位点的最大

数目，Ｋｂｉ为相关结合常数。
　 　 ＣＥ⁃ＦＡ 法已被用于评估正常 ＨＳＡ 和糖化 ＨＳＡ
与第一代磺酰脲类降糖药之间的亲和力［８３］，以及检

测常用抗凝剂华法林与 ＨＳＡ 和 ＢＳＡ 的高阶相互作

用等研究中［１１１］。 为了减少蛋白在毛细管内壁的吸

附，Ｄｕ 等［１１２］将星形共聚物聚乙烯亚胺⁃接枝⁃聚（２⁃
甲基⁃２⁃恶 唑 啉 ） （ ＰＥＩ⁃ｇ⁃ＰＭＯＸＡ ） 与 聚 多 巴 胺

（ＰＤＡ）共沉积于熔融石英毛细管内壁，制备了一种

ＰＥＩ⁃ｇ⁃ＰＭＯＸＡ ／ ＰＤＡ 包覆的抗蛋白吸附毛细管，通
过 ＣＥ⁃ＦＡ 研究了对乙酰氨基酚与 ＢＳＡ 的相互作

用，比常规毛细管具有更好的分析准确度，与荧光光

谱法结果相当。 Ｎｅｖíｄａｌｏｖá 等［１１３］ 利用 ＣＥ⁃ＦＡ 法

研究了双氯芬酸、布洛芬、氯丙胺和托尔布他米对

ＨＳＡ 与 Ｌ⁃色氨酸和利多卡因结合的影响，并测定了

这些药物与 ＨＳＡ 的结合常数。 Ｍｉｃｈａｌｃｏｖá 等［１１４］

基于层流廓线的横向扩散（ＴＤＬＦＰ）和电泳介导微

分析（ＥＭＭＡ）的原理发展了药物和蛋白混合样品

在线 ＣＥ⁃ＦＡ 法，样品混合、孵化、分离的过程全部实

现自动化，测定了 ＢＳＡ 与普萘诺尔、利多卡因和酸

性药物苯丁他松的结合参数，显著增加了分析通量，
减少了试剂的消耗及人工操作引起的实验误差。

３　 小结

　 　 本文所述的各种色谱方法与技术不仅可以用于

药物⁃血浆蛋白相互作用研究，对于蛋白⁃蛋白、蛋白⁃
核酸、蛋白⁃多糖等生物分子相互作用也具有普适

性。 而色谱技术在药物⁃血浆蛋白相互作用研究中

的局限性主要包括：ＨＰＡＣ 法需要将目标蛋白固载

于色谱固定相，可能改变蛋白的构象及其药物结合

性质［１１５］；在 ＣＥ 过程中存在蛋白在毛细管壁上的非

特异性吸附、蛋白稳定性下降等情况。 针对这些问

题，发展更简单、高效的色谱分析方法，进一步提高

药物⁃蛋白相互作用分析的灵敏度、准确度和通量仍

然是未来研究的重点。 近年来，随着各种色谱分析

方法与技术的推陈出新和不断完善，以及高性能色

谱⁃质谱联用等分析仪器的进步，为药物⁃血浆蛋白

相互作用研究提供了更多的选择和多种技术组合，
有望进一步提高分析的准确性并提供更多维度的药

物⁃蛋白相互作用信息。
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［１１３］ 　 Ｎｅｖｉｄａｌｏｖａ Ｈ， Ｍｉｃｈａｌｃｏｖａ Ｌ， Ｇｌａｔｚ Ｚ． Ｊ Ｓｅｐ Ｓｃｉ， ２０２０， ４３

（２２）： ４２２５
［１１４］ 　 Ｍｉｃｈａｌｃｏｖａ Ｌ， Ｎｅｖｉｄａｌｏｖａ Ｈ， Ｇｌａｔｚ Ｚ． Ｊ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒ Ａ，

２０２１， １６３５： ４６１７３４
［１１５］ 　 Ｖｕｉｇｎｉｅｒ Ｋ， Ｓｃｈａｐｐｌｅｒ Ｊ， Ｖｅｕｔｈｅｙ Ｊ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｊ Ｐｈａｒｍ Ｂｉ⁃

ｏｍｅｄ Ａｎａｌ， ２０１０， ５３（５）： １２８８

·５８０１·


