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摘要    建立了一种可同时测定 kon和 koff这两个动力学参数的区段-区段动力学毛细

管电泳(ppKCE)新方法, 以测定西酞普兰与 BSA 的亲和相互作用体系的动力学参数

kon, koff及结合常数 Kb值进行了方法的具体应用, 采用时间比的方法对所测得的结果

进行了验证. 该方法操作更为简便, 可有效避免常规 ppKCE 存在的限制, 并降低了

对毛细管电泳分离度及检测灵敏度的要求, 拓展了动力学毛细管电泳的应用领域. 
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1  引言 
药物与蛋白的非共价相互作用包括药物与蛋白

的结合及离解两个可逆的动力学过程. 在血浆中, 由
于与蛋白结合的药物难于通过毛细血管壁, 只有游

离的药物才可到达靶器官, 发挥药效及药理活性, 因
此药物与血浆蛋白相互作用的动力学过程在药代动

力学、药效学中都起着重要的作用, 结合程度的定量

研究对于药代动力学研究更是必需的[1~3]. 
药物与蛋白的定量结合参数Kb由结合速率常数

kon和离解速率常数koff的比值决定. 单独的Kb值仅能

描述药物与蛋白结合的状态, 而动力学参数kon和koff

对于生物过程的动力学描述、靶向药物药代动力学的

测定以及定量亲和分析的设计都是必要的[4], 是影响

药效发挥和药理活性的重要参数. 直接测定单独的

kon和koff的传统方法分别为停止-流动光谱和表面等离

子体共振法[4]. 而在停止-流动光谱中, 测定kon值所

需的光谱变化通常不明显, 限制了该方法在非共价

相互作用研究中的应用. 表面等离子体共振为非均

相反应, 存在非特异性结合以及吸附现象, 因此很难

准确的测定结合参数, 另外, 固定受体或配体的程序

费时且昂贵, 这些也都限制了这种方法的发展和应

用. 动力学毛细管电泳是一个测定动力学参数的强

大工具, 可同时测定kon和koff, 其中两种物质的相互

作用发生在均相溶液并且这种相互作用是动态的.  
ppKCE[4,5]是动力学毛细管电泳种一种能直接测

定kon和koff的模式. 在这种方法中, 假设A物质的迁移

速度比B快, 则一小区段B物质首先被注入毛细管中, 
然后注入一小区段A物质; 当施加电压时, A物质穿过

B物质, 二者结合产生复合物C; 当A物质穿过B物质

后, C物质则开始离解, 再生成A和B; 进而可根据电

泳谱图对动力学过程的记忆功能对动力学参数进行

求解. ppKCE中存在以下两个假设: (1) A, B两种物质

相互作用的结合比为 1:1; (2) 当区带A穿过区带B时, 
只发生A, B两种物质的相互结合; 当区带A和B被分

开后, 只发生C物质的离解反应. 但传统的ppKCE方
法主要用于DNA与蛋白的大分子间相互作用研究 , 
在动力学参数的计算中利用峰A和B的面积参数并基

于传质微分方程进行数学建模, 其推导过程复杂并
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在实验中要求确保荧光标记DNA的量子产率在与蛋

白结合后不发生变化.  
本文在保持ppKCE的进样方式及假设条件不变

的前提下, 从动力学参数kon和koff的原理出发, 基于

毛细管电泳中物质的峰高和浓度间的关系建立了更

简单的ppKCE新方法, 并将ppKCE的应用领域拓展

到了小分子与蛋白之间的快速相互作用体系的研究. 
另外, 对单一物质峰高的测定使得对C物质的测得不

再成为必要条件, 降低了对于检测灵敏度及电泳分

离度的要求. 在建立ppKCE新方法的基础上, 我们对

长期治疗抑郁药西酞普兰与牛血清白蛋白(BSA)的相

互作用进行了研究, 测定了动力学参数kon, koff以及结

合常数Kb, 并采用时间比的方法[6]对测定的结果进行

了验证.  

2  动力学参数计算的理论基础 
根据 ppKCE 中的假设条件, 电泳过程中的相互

作用过程可如图 1 所示:  
其中 A 组分的迁移速度比 B 组分快, 在电泳的

过程中, 存在着结合和离解两个过程.  
设进样时 A 和 B 的浓度分别为 a 和 b, 二者混合

后发生相互作用时体系中 A 和 B 的浓度分别变为 a0

和 b0, 其计算公式分别为: 
 

 
 

图 1  ppKCE 相互作用过程的示意图 
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lA、lB 分别为 A、B 两种物质进样区带的长度, 可通
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其中, g 为重力加速度, r 为毛细管的半径, ρ为溶液的

密度, η为流体黏度, ltotal 为毛细管的总长, h 为进样时

的高度差, tin 为进样时间.  
结合过程: 当A穿过B时, A和B结合生成C, 如

下式:  
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根据kon的定义[7], 其值可由下式获得:   
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其中 a、b、c 分别为 A、B、C 3 种物质的浓度, vA, vB

分别为 A、B 两种物质在电泳中的迁移速度, 其值可

由毛细管的有效长度除以相应的电泳保留时间获得. 
离解过程: 当 A 穿过 B 并且两种物质实现分离

后, 第一个过程中生成的 C 物质开始离解, 则可用下

式表示为:  

  (6) 
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t2, t3 分别为不同运行电压下A物质或B物质的出峰时

间, 可通过改变电压(保证A与B结合过程一致的前提

下)获得. 根据koff的定义[7], 其值为: 
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由于 c1 这一临界值难以获得, 所以将式(7)和(8)
迭代推导出 koff 的计算公式为:  
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根据假设条件 1(A 和 B 反应的结合数为 1:1)、
质量守恒原理以及毛细管电泳中物质的峰高与浓度

的关系 h=εc(h 为峰高, ε为吸光系数, c 为物质的浓度), 
C 物质的增加量与 A 或 B 物质的减少量相等, 因此

c2、c3 的值可由两次电泳中 A 或 B 物质峰高(h)的变

化求得:  

 0 2 0 2
2 0 2

0 0
  ,a a b b
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h h h h
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ha0 对应于 A 物质浓度为 a0 时的峰高, ha2, ha3, hb0, hb2

和 hb3 代表的含义以此类推.  
进而 koff 的计算公式可更直观地表示为:  
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综上所示, 相互作用体系的动力学参数 kon、koff

可通过下述方法获得:  
一是改变运行电压, 获得不同离解时间下A或B

物质的出峰时间和峰高, 按式(12)获得 koff.  
二是利用求得 koff 和式(7)或式(8)求得 c1, 再利用

式(5)求得 kon.  
最后, 结合平衡常数 Kb 则可通过下式求得:  

 on

off
.b

k
K

k
=  (13) 

3  实验部分 

3.1  仪器与试药 

自组装毛细管电泳仪(带有 0~30 kV 连续可调高

压直流电源; 波长连续可调的紫外-可见吸收检测器); 
HW-2003 色谱工作站(南京千谱软件有限公司); 石英

毛细管(总长度 56.5 cm, 有效长度 43.0 cm, 内径 50 
μm, 河北永年锐沣色谱器件有限公司).  

Na2HPO4·12H2O(AR, 重庆北碚化学试剂厂 ); 
NaH2PO4·2H2O(AR, 西安化学试剂厂); 西酞普兰草

酸盐(纯度>98.5%, 重庆莱美药物技术有限公司馈赠); 
BSA(纯度>98%, 北京鼎国生物技术有限公司); 丙酮

(AR, 重庆川东化工集团有限公司化学试剂厂).  

3.2  实验方法  

运行缓冲液: 20 mmol·L−1 Na2HPO4-20 mmol·L−1 
NaH2PO4 (pH = 7.0); 西酞普兰储备液和 BSA 储备液

均用缓冲液配置; 实验温度: 18℃; 运行电压: 测定

ha2 和 t2 时电压保持为 20 kV, 测定 ha3 和 t3 时为保持

结合过程的一致, 先施加 20 kV 的电压 0.5 min, 后调

整电压为 15 kV; 为了消除电压的变化对峰高的影响, 
在实验中使用体积比为 20%的丙酮溶液(用缓冲液配

置)作为参比. 进样次序为: 20%丙酮溶液-BSA-西酞

普兰(测定 ha0时, BSA区段被缓冲液区段所代替), 3个
区段的高差进样时间均为 20 s, 高度差均为 15 cm; 
检测波长为 240 nm. 

在利用时间比方法对 koff 求解的验证中, 对于一

特定浓度的西酞普兰与 BSA 相互作用体系, 电泳时

先施加 20 kV 电压 0.5 min, 后分别设定电压为 20、
15、12、10 kV, 其余电泳条件及操作与上述相同.  

新毛细管在使用前用 0.1 mol·L−1 NaOH, H2O 各

冲洗 10 min, 最后用缓冲溶液冲洗 30 min. 每次电泳

运行之间, 依次用 0.1 mol·L−1 NaOH、H2O、缓冲液各

冲洗毛细管 3 min 来消除由于蛋白质吸附造成的影响.  

4  结果与讨论 

4.1  动力学参数的测定 

将西酞普兰储备液分别稀释为 7.00, 6.00, 5.00, 
4.00, 3.00 mmol·L−1, 分别与 1.00 mmol·L−1 的 BSA
相互作用, 按照实验方法进行区段-区段毛细管电泳, 
每个数据平行测定 3 次, 然后求平均值, 计算时采用

与丙酮的相对峰高. 西酞普兰与 BSA 相互作用的电

泳谱图如图 2 所示, 从图 2(a)中可获得参数 ha0, 图
2(b)和(c)为不同离解时间下西酞普兰与 BSA 的电泳

谱图, 从中可以分别获得参数 ha2, t2 和 ha3, t3, 所得的

数据如表 1 所示(设公式中 A 物质为西酞普兰, B 物质

为 BSA).  
通过对 5 个不同浓度比值下西酞普兰与 BSA 的

相互作用研究, 计算得 koff 的平均值和标准偏差分别

为 1.19×10−3 s−1 和 0.20×10−3 s−1. 
由于样品溶液中的西酞普兰和 BSA 是少量的, 

由微量的溶质加入造成的溶液黏度及密度的差异可

忽略不计. 采用η = 1.0×10−3 Pa·s, 计算得西酞普兰、

BSA 的进样长度均为 0.41 cm, 然后利用运行电压为

20 kV 时西酞普兰、BSA 的出峰时间 ta和 tb计算 t1, 并
按计算步骤对 kon进行求解, 数据如表 2所示, 其中计

算 c1 时采用的为表 1 计算所得的 koff 的平均值. 
通过对 5 个不同浓度比下西酞普兰与 BSA 的相

互作用研究, 计算得 kon 的平均值和标准偏差分别为 
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4.2  用时间比的方法对 koff 的求解进行验证 

由于 kon 和 Kb 是以 koff 值间接计算获得, 因此对

koff 求解的准确性直接关系着整套数据的准确性, 为
此, 研究中采用“时间比法”对 koff 求解的准确性进行

验证.  
所谓“时间比法”就是根据一系列反应时间及相

应浓度的数据 , 首先将浓度转变为对比浓度 (p/q, 
p<q), 即将浓度除以初始浓度而变为无因次. 每一个

对比浓度的值, 对应于一个反应级数就有一个确定

的τ p/q 值, 而τ p/q 代表当对比浓度反应到达 p/q 时所需

的对比时间. 不同对比时间的比值, 即时间比表征了

反应级数的特性, 进而可以根据时间比的方法确定

反应级数, 另外, 还可以进一步对动力学参数进行求

解 . 对于一级反应来说 , 反应的速率常数可由一个

τ p/q 值除以相应的反应时间求得.  
在上述 koff 的求解中, 测定了两个离解时间所对

应的浓度变化. 为采用时间比法, 我们进一步测定了

5.00 mmol·L−1 西酞普兰与 1.00 mmol·L−1 BSA 相互

作用时的离解过程, 得到的数据如表 3. 

 

图 2  西酞普兰与 BSA 相互作用的电泳谱图 
峰 : 1, 西酞普兰 ; 2, 标记物丙酮 ; 3, BSA. 运行缓冲液 : 20 
mmol·L−1 Na2HPO4-20 mmol·L−1 NaH2PO4 (pH = 7.0). 进样方式: 
高差进样 15 cm×20 s. 进样次序: (a) 20%丙酮溶液-缓冲液-西酞普

兰; (b)和(c), 20%丙酮溶液-BSA-西酞普兰. 运行电压: (a)和(b), 20 
kV; (c), 先施加 20 kV 电压 0.5 min, 后调整电压为 15 kV 

通过对运行电压的调节, 不同离解时间下西酞

普兰的相对峰高可从谱图中获得, 对应的C物质的浓

度由式(10)或式(11)计算获得. 离解时间无穷大时, C
物质离解完全, 西酞普兰的相对峰高等于 ha0

(a0 = 
2.50 mmol·L−1). 离解时间为 0.00 s 时的相对峰高及 

 

3.01×102 L·mol−1·s−1 和 0.58×102 L·mol−1·s−1. 进而

通过式(13)求得 Kb 为 2.54×105 L·mol−1.  
 

表 1  区段-区段毛细管电泳中动力学参数 koff 的求解 
a0/mmol·L−1 ha0

 ha2
 t2/s ha3

 t3/s koff/s−1 
1.50 1.68 1.37 152.4 1.38 210.3 0.99×10−3 
2.00 1.79 1.47 145.5 1.49 215.9 1.09×10−3 
2.50 1.87 1.58 149.8 1.60 210.6 1.23×10−3 
3.00 2.22 1.93 150.4 1.95 218.2 1.15×10−3 
3.50 2.42 2.10 146.9 2.15 205.2 1.48×10−3 

 

表 2  区段-区段毛细管电泳中动力学参数 kon 的求解 
a0/mmol·L−1 ta/s b0/mmol·L−1 tb/s t1/s c1/mmol·L−1 c2/mmol·L−1 kon 

1.50 152.4 0.50 243.1 7.7 0.34 0.28 2.21×102 

2.00 145.5 0.50 245.9 6.7 0.43 0.36 2.88×102 

2.50 153.9 0.50 256.7 6.8 0.46 0.38 3.00×102 

3.00 150.4 0.50 254.1 7.0 0.48 0.40 3.16×102 

3.50 146.9 0.50 247.3 6.8 0.49 0.41 3.81×102 

 
表 3  不同离解时间下相应的浓度参量的变化 

运行电压/kV − 20 15 12 10 − 
离解时间/s 0.00 147.10 203.80 255.00 301.34 ∞ 
相对峰高 1.53 1.58 1.60 1.62 1.63 1.87 
C 的浓度/mmol·L−1 0.45 0.38 0.36 0.34 0.32 0.00 
对比浓度(p/q) 1.00 0.84 0.80 0.76 0.71 0.00 
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C 的浓度值是根据离解时间( y)与相对峰高(h)间的趋

势线方程 y = 4778.9·ln(h) − 2041.3 (R2 = 0.9886)求得, 
趋势线方程正确反应了 koff 求解公式中离解时间与浓

度之间的对数关系. 各对比浓度是以离解时间为 0.00 s
时C物质的浓度为初始浓度计算获得, 进一步可根据

离解时间 ( y)与对比浓度 (x)间的趋势线方程 y = 
−899.2·ln(x) − 1.0 (R2 = 0.9961), 求得对比浓度分别

为 3/4 和 1/2 时的离解时间为: t3/4 = 257.70 s, t1/2 = 

622.32 s, 进而求得τ 3/4/τ 1/2 = t3/4/t1/2 = 0.414. 与文献[6]
第 6 页表 1.3 中的数值对照, 所求得的 t3/4 与 t1/2 的比

值 0.414 与文献中一级反应的τ 3/4/τ 1/2 特性值 0.415 接

近, 说明西酞普兰与 BSA 结合物的离解过程符合一

级反应的规律. 查得一级反应的τ 3/4 = 0.287, 利用τ 3/4

值除以相应的反应时间求得 koff 为:  
koff = τ 3/4/t3/4 = 1.11×10−3 s−1, 

该值与 ppKCE 求得的 koff 的平均值 1.19×10−3 s−1 基本

一致, 说明本文建立的方法及所得结果准确可靠. 

4.3  讨论 

4.3.1  西酞普兰与 BSA 的相互作用  
对于西酞普兰与 BSA 相互作用后的结合物, 从

实验谱图中并没有看到单独且明显的峰, 推测其包

含在 BSA 的峰中, 因为 BSA 的分子量很大, 而在 
ppKCE 中, 西酞普兰穿过 BSA 时二者发生动态的结

合, 结合物的淌度较 BSA 变化不大, 在分离条件下

较难实现 BSA 与结合物的分别检测. 但结合物的检

测与否对计算并没有影响, 利用西酞普兰与 BSA 作

用后峰高的变化即可推算出结合物的量, 进而对动

力学参数进行求解. 

4.3.2  进样次序的确定 
在本实验中, 使用标记物的目的是排除电压变 

化对峰高的影响. 由于在实验条件下, 西酞普兰、丙

酮、BSA 分别带正、中、负电荷, 所以迁移速率的大

小次序为: 西酞普兰>丙酮>BSA. 因此进样时先注入

丙酮, 然后注入 BSA, 最后注入西酞普兰, 既能够使

丙酮的加入达到校正西酞普兰峰高的作用, 又不影

响西酞普兰与 BSA 的相互作用.   

4.3.3  假设条件的验证 
参照文献, 如果要满足当区带 A 穿过区带 B 时, 

只发生 A、B 两种物质的相互结合; 当区带 A 和 B 被

分开后, 只发生 C 物质的离解反应的假设条件, 即区

带 A 穿过区带 B 时 C 物质的离解可以被忽略, tpass 需

要远小于 C 物质离解的特征时间 tchar=1/koff. 根据本

研究计算所得的 koff 值(1.19×10-3 s-1)可得 tchar = 1/koff = 
840.34 s, 则有 tpass = t1 ≈ 7<<tchar, 即区带B穿过区带A
时 C 物质的离解可以被忽略, 满足了假设条件. 这说

明选取的相互作用分子对体系中实际的相互作用过

程与我们所模拟的过程是吻合的, 从而说明研究方

法及计算可靠.  

5  结论 
本文建立了一种新的 ppKCE 方法, 可同时对快

速动力学参数 kon和 koff以及结合常数Kb进行求解. 采
用该方法对西酞普兰与 BSA 的相互作用体系进行了

研究, 测定了其相应的动力学参数和结合常数. 并且

采用时间比法对实验结果进行了验证, 二者所得的

数据相互吻合, 说明该方法准确、可靠. 新的 ppKCE
方法在实验操作和计算上都更为简单, 避免了复杂

的数学建模及其对信号的要求, 降低了实验对毛细

管电泳分离度及检测灵敏度的要求, 并将区段-区段

动力学毛细管电泳的应用领域拓展到小分子与蛋白

间的亲和相互作用研究.  
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