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现代生命科学种种发现告诉人们
:

生命活动均

以分子事件为其结构
、

能量或信息基础
。

无论是生

物化学的循环级联反应与酶的高选择催化特性
,

遗

传信息的传递
、

表达与调控
,

还是细胞增殖
、

分化与

衰老
,

免疫中的信号
、

物质传递与调控
,

均离不开生

物分子间的相互作用
。

例如
,

药物作为一类重要 的

生物活性物质与血浆蛋 白 (如 白蛋 白
、 a l 一酸性糖蛋

白 )存在可逆的结合平衡
。

血液 中只有游离药物可

透过血管到达活性位点
,

产生药效和引发副作用
。

因而药物分子在人体血液中与血浆蛋白的相互作用

直接影响药物的分布
、

排泄
、

代谢
、

活性和毒副作用
。

生命过程中的化学反应几乎都是在生物酶的催化下

进行的
。

金属酶是酶中的一大类
。

金属离子与金属

酶结合的性质对金属酶的生物活性和催化作用具有

重要的影响
。

环境毒物与生物大分子 ( D N A 和蛋 白

质 )的加合物的分析测定方法的研究也越来越受到

相关领域的重视
。

显然
,

从分子水平上深人理解这

类生物活性分子间的相互作用具有极其重要的实践

和理论意义
。

同时
,

有关生物活性分子相互作用的

原理已在分离分析 中获得广泛的应用
。

例如
,

应用

于临床诊断 的酶联免疫检测技术 ( EL IS A )
、

生物传

感器
、

血液免疫吸附疗法
、

毛细管电泳免疫检测技术

和分子生物色谱等都是基于生物活性分子相互作用

原理的测试方法和医疗手段
。

在亲和及免疫亲和色

谱中
,

通过在固定相载体上共价联接
,

能与待分离的

生物活性分子产生
“

亲和及免疫亲和
”

相互作用的配

基
,

可以实现复杂样品中待分离物质的高特异性和

高选择性的分离和测定
。

亲和及免疫亲和色谱已成

为生物活性分子分离分析的重要模式之一
。

今天
,

人们所称的分析化学
,

吸取 了当代化学
、

物理
、

数学
、

电子学和生物学等学科的新成就
,

并不

断地诞生新的分析方法
、

技术和原理
。

如何充分利

用这些新的方法
、

技术和原理来更有效
、

更准确地测

定和表征生物活性分子的相互作用
,

是分析化学研

究最重要的方面之一
。

另一方面
,

把生物活性分子

相互作用原理引人到新兴 的分析技术 中
,

解决生物

分析和其他重要 的分析 问题
,

是分析化学发展 的必

然趋势
。

我们在原国家科委和国家 自然科学基金委

员会 的资助下
,

在 国内系统地开展了生物活性分子

的相互作用及其在分离分析 中的应用的研究工作
,

并取得以下成果
。

1 采用微渗析
.

B r L C 联用 技术成功测 定药

物与蛋白质的相互作用

药物分子在人体血液中与蛋 白质的结合水平
,

直接影 响药物 的分布
、

排泄
、

代谢
、

活性和副作用
。

国际上 已有的平衡透析
、

高速离心和超滤等测定药

物与蛋 白的相互作用的方法 比较费时
、

费试剂和难

于 自动化
。

我们 在 国 际上首 次 提 出采用 微渗 析

(M i e or di日 y s i s )
一

高效液相色谱 ( H p LC )联用技术测定

药物与蛋白质相互作用 的方法〔’一 3〕 ,

成功地测定 了

新诺明
、

卡玛西平
、

菲诺芬和酮基布洛芬等几种典型

药物与人血清白蛋 白的相互作用参数
,

发现新诺明
、

卡玛西平与人血清 白蛋白的作用较弱且仅有一类结

合位点 ; 而菲诺芬和酮基布洛芬与人血清 白蛋白有

很高的亲合力且有两类结合位点
。

微渗析
一

HP LC 联
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用技术对于测定药物与蛋 白相互作用具有简单
、

快

速
、

易于 自动化 的优点
。

现在常用的西药绝大部分都为单一化学成分制

剂
,

而中药则是非常复杂的多化学成分制剂
。

国际

上新药研究的重要发展趋势之一是多成分的制剂
,

因此
,

建立多种药物与蛋白质相互作 用的测定方法

成为评价这类多成分药物制剂 的重要方面
。

我们采

用微渗析
一

H P L C 联 用技术成 功地测定 了酮基 布洛

芬
、

华法令
、

布诺芬和人血 清 白蛋 白的竟争作用参

数
。

结果表明
:

布诺芬 与酮基布洛芬 的一级结合相

同
,

具有较强的置换效应 ;而华法令和酮基布洛芬的
一

级结合不同
,

彼此没有明显 的置换 效应冈
。

我们

利用位点结合模型和质量作用定律导出 了溶液体系

下描述多种药物竞争相互作用的顶替方程式
,

并采

用非街类抗炎药 和人血清蛋 白为模型化合物
,

验
一

证

了这一方法的正确性 〔5〕 。

2 毛细管 电泳成功表征人生 长激素免疫反

应活性

对于生物大分子 的分析问题
,

除了测定样品 中

的含量外
,

还必须对其结构和活性进行表征
。

毛细

管电泳 ( C E ) 已成为生物大分子分辨效率最高的分

离分析技术
。

我们成功地发展出毛细管区带 电泳测

定人生长激素与单克隆抗体的免疫反应活性及其计

量数的方法困
,

与传统的 E LI s A 方法相 比
,

该方法不

仅可以测定单克隆抗体或人生长激素 的异构体
,

而

且 可以同时表征这些异构体的免疫反应活性
。

3 分子生物色谱技术的应用

分子生物色谱是利用生物活性物质的特异性相

互作用进行生物样品的分离分析和生物活性参数测

定的新兴技术
。

我们把牛生长激素释放因子及其抗

体固载到灌流色谱填料上
,

发展出快 速测定牛生长

激素释放因子及其抗体的免疫 亲和色谱方法
,

该方

法还被用于分离纯化牛生长激素抗体与酶的共价聚

合物 [7 ]
。

提高生物大分子色谱分析 的检测灵敏度是非常

困难的
,

我们通过对牛生长激素释放 因子 的抗体进

行异硫氰酸盐荧光素 ( F IT )C 标记
,

采用夹心免疫检

测原理建立了牛生长激素免疫亲和色谱柱上荧光检

测方法
,

使牛生 长激素 释放 因子 的检 测下 限达 到

2 0 0 n g/ I 犷“ 丁
。

传统的生物色谱分析用的固定相都为无机或高

分子材料微球
,

价格十分昂贵 ; 而生物大分子的大规

模制备用的介质则大多为亲水性 的高分子聚合物
,

机械强度较低
。

我们独立发展出适合于生物大分子

分离纯化的膜色谱介质 [” j ,

由此介质制备的分析柱
,

其分离性能与国外最先进的灌流色谱填料相 当
,

制

备级的膜 色谱柱 的分 离速度则 比传统 的凝胶柱快

3一4 倍 [
`“

一 。

这些介质 已成功 的应用于人血清 白蛋

白
、

c at al as
e

酶
、

人 体 I酥; 等 生物 大分 子 的分 离纯

化洲
。

手性 药物 的对映体在体 内的代谢过程 明显不

同
,

在生理活性上也存在一定程度的差别
。

很 显然
,

这些差别主要基于它们在体 内与生物活性分子 (如

血浆蛋白 )相互作用的差别
。

因此
,

以生物活性分子

为配体的生物色谱可 以有效地应用于手性药物的拆

分
。

我们研究 了一些非街类抗炎药在人血清 白蛋白

柱上的拆分
,

建立了吸附蛋 白质固定相毛细管电色

潜拆分手性药物 的新方法 〔’ 2二。

利 用微透析 和分子

生物色谱联用技术测定了药物 与人血清 白蛋白的立

体相互作用川
。

中药是 中华民族的瑰 宝
,

而中药的物质基础和

配伍机理的澄清是中药走 向国际市场的前提
。

传统

的中药色谱分析方法是以分子作用为基础的
。

我们

提出
,

将基 于生物活性分子间的相互作用的生物色

谱技术
,

应用于中药的成分分析和活性成分筛选
,

由

此不仅 可以有效地消除无活性成分对分析结果的干

扰
,

而且还 可大大缩小 中药活性成分 的筛选 范围
。

现有的实验结果表明
,

多种单味中药在 人血清 白蛋

白 ( HS A )生物色谱柱上的分离色谱图完全不同
,

至

少可以应用于中药的表征
。

免疫 亲和反应也 已延 伸到复杂样品的预处理
。

把抗体连接到固定相后
,

就可用 于各种与抗体发生

特异性反应的生化样品
,

甚至环境毒物的免疫萃取
。

免疫亲和反应方法 的最大优越性是 萃取的高选择

性 ,
。

同时
,

可以利用生物技术对抗体 的结构进行

修饰
,

由此 实现单成 分或多成分 的高选择性 萃取
。

通过在毛细管壁或填料上固载配体分子
,

在毛细管

电泳和毛细管电色谱 ( C E )C 中可 以实现被分离成分

的高选择性萃取
,

以 提高 C E 或 C E C 的检测灵敏度

和应用于生物活性化合物相互作用的表征 } ” !
。

结合我们已有的工作基础
,

今后拟开展以下几

方面的探索性研究工作
:

( l) 生物活性分子相互作用 的表征方法研究

探讨微渗析
一

H P L C 联用技术测定 环境 毒物 与 D N A
,

中药有效成分与蛋 白质和血浆相互作用的可行性
。

开展微渗析
一

H P L C 联用技术定量测定金属离子 与金
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生物活性分子的相互作用及其在分离分析 中的应用

属酶的相互作用
,

与其他谱学方法相结合
,

定量研究

溶液中氨基酸
、

核昔
、

核昔酸和维生素等生物活性低

分子量化合物对金属离子与金属酶相互作用和金属

酶活性的影响
。

( 2) 分子生物色谱 的研究和应用 研究具有分

离分析速度快
、

性能优 良的亲和色谱
、

免疫亲和色谱

和手性药物分离分析柱
。

研究分子生物色谱 中
,

药

物和环境毒物分子结构参数与测定的生物参数 的定

量构效关系
。

利用生物活性分子相互作用原理开展

分子生物色谱测定和表征中药活性成分 的研究 工

作
,

发展从中药高通道筛选活性成分和药物先导物

的生物色谱技术和方法
。

开展中药药理作用的分析

方法研究
。

( 3) 分子生物毛细管 电色谱的研究 开展毛细

管电色谱测定药物
、

中药活性成分和手性对映体的

研究工作
,

建立几种常用药物和环境样品的毛细管

电色谱测定方法
。

发展毛细管电色谱测定环境毒物

与生物大分子加合物的技术和方法
。

通过在毛细管

电色谱柱中键合具有生物活性的生物大分子配基
,

开展亲和及免疫亲和电色谱分析方法的研究
,

同时

发展测定药物生化参数的电色谱技术
。

(4) 生物分子相互作用原理在生物质谱 中应用

的研究 生物质谱是近年来以基体辅助激光解析时

间飞行 ( M A DL I
一

T o )F 质谱等软解离技术为基础而发

展起来的研究生物大分子结构的新兴学科
。

开展生

物大分子相互作用原理与 M A LDI
一

OT F 质谱相结合

的研究工作
,

主要利用免疫亲和及亲和作用原理作

为预处理技术基础
,

发展 亲和及免疫质谱检测抗体

和抗原以及生物大分子相互作用活性位点的表征技

术和方法
。

利用后源延迟技术
,

发展生物大分子的

结构和序列 的测试方法
。
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