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　 ２０１６ 年 ６ 月 ２７ 日收稿 （Ｒｅｃｅｉｖｅｄ： Ｊｕｎｅ ２７， ２０１６） ．

　 ∗国家自然科学基金 （２０８７７０７２）和浙江省自然科学基金 （ＬＹ１４Ｅ０３００１６）资助．

Ｓｕｐｐｏｒｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ（２０８７７０７２） ａｎｄ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｚｈｅｊｉａｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ

（ＬＹ１４Ｅ０３００１６）．

　 ∗∗通讯联系人， Ｔｅｌ： ＋０８６⁃０５７１⁃６３７４０８５２， Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｇｕｏｍｉｎｇ＠ ｚａｆｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ， Ｔｅｌ： ＋０８６⁃０５７１⁃６３７４０８５２， Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｇｕｏｍｉｎｇ＠ ｚａｆｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

ＤＯＩ：１０．７５２４ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．０２５４⁃６１０８．２０１７．０３．２０１６０６２７０４
吕达， 郭明， 边平凤．毛细管电泳法研究邻苯二甲酸酯与牛血清白蛋白分子的相互作用［Ｊ］ ．环境化学，２０１７，３６（３）：４９６⁃５０７．
ＬＹＵ Ｄａ， ＧＵＯ Ｍｉｎｇ， ＢＩＡＮ Ｐｉｎｇｆｅｎｇ． Ｓｔｕｄｉｅｓ ｏｎ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐｈｔｈａｌａｔｅ ｅｓｔｅｒｓ ｗｉｔｈ ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍ ａｌｂｕｍｉｎ ｂｙ ｃａｐｉｌｌａｒｙ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ［ Ｊ］ ．
Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，２０１７，３６（３）：４９６⁃５０７．

毛细管电泳法研究邻苯二甲酸酯与
牛血清白蛋白分子的相互作用∗

吕　 达１　 郭　 明１∗∗　 边平凤２

（１． 浙江农林大学化学系， 临安， ３１１３００；　 ２． 浙江大学化学系， 杭州， ３１００２７）

摘　 要　 利用毛细管电泳（Ｃａｐｉｌｌａｒｙ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ， ＣＥ）建立邻苯二甲酸二甲酯（Ｄｉｍｅｔｈｙｌ Ｐｈｔｈａｌａｔｅ， ＤＭＰ）⁃牛
血清白蛋白（Ｂｏｖｉｎｅ Ｓｅｒｕｍ Ａｌｂｕｍｉｎ， ＢＳＡ）相互作用的分析方法．构建配体 ＤＭＰ⁃受体 ＢＳＡ 相互作用模型．通过

区段⁃区段动力学法（Ｐｌｕｇ⁃ｐｌｕｇ ｋｉｎｅｔｉｃ， ＰＰＫ），ＨＤ 法（Ｈｕｍｍｅｌ⁃Ｄｒｅｙｅｒ， ＨＤ），前沿分析法（Ｆｒｏｎｔａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ， ＦＡ）
和空峰法（Ｖａｃａｎｔ ｐｅａｋ， ＶＰ）测定 ＤＭＰ 与 ＢＳＡ 的相互作用，分别运用 Ｓｃａｔｃｈａｒｄ 方程，Ｋｌｏｔｚ 方程和非线性方程

（Ｎｏｎ⁃ｌｉｎｅａｒ ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ）等理论方法获取两者的相互作用参数，进而分析理论模型适用度．结果表明，ＰＰＫ 法、
ＨＤ 法与 ＦＡ 法都适用于 ＤＭＰ⁃ＢＳＡ 体系相互作用的测定，ＨＤ 法最优．模型适用度分析得出非线性回归方程为

最适合的理论模型．相互作用参数测试表明 ＤＭＰ⁃ＢＳＡ 只有单一类型的结合位点且结合强度适中，ＤＭＰ⁃ＢＳＡ
分子水平的测定结果可为 ＤＭＰ 毒理机制的深入研究提供有益参考．
关键词　 邻苯二甲酸二甲酯（ＤＭＰ），牛血清白蛋白（ＢＳＡ），区段⁃区段动力学法（Ｐｌｕｇ⁃ｐｌｕｇ ｋｉｎｅｔｉｃ， ＰＰＫ），ＨＤ
法（Ｈｕｍｍｅｌ⁃Ｄｒｅｙｅｒ， ＨＤ）， 前沿分析法 （ Ｆｒｏｎｔａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ， ＦＡ）， Ｓｃａｔｃｈａｒｄ 方程， 非线性方程 （ Ｎｏｎ⁃ｌｉｎｅａｒ
ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ）．

Ｓｔｕｄｉｅｓ ｏｎ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐｈｔｈａｌａｔｅ ｅｓｔｅｒｓ ｗｉｔｈ ｂｏｖｉｎｅ
ｓｅｒｕｍ ａｌｂｕｍｉｎ ｂｙ ｃａｐｉｌｌａｒｙ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ

ＬＹＵ Ｄａ１ 　 　 ＧＵＯ Ｍｉｎｇ１∗∗ 　 　 ＢＩＡＮ Ｐｉｎｇｆｅｎｇ２

（１． Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ， Ｚｈｅｊｉａｎｇ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ ＆ Ｆｏｒｅｓｔｒｙ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｌｉｎ′ａｎ， ３１１３００， Ｃｈｉｎａ；
２． Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ， Ｚｈｅｊｉａｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｈａｎｇｚｈｏｕ， ３１００２７， Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ｔｈｅ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｄｉｍｅｔｈｙｌ ｐｈｔｈａｌａｔｅ（ＤＭＰ） ａｎｄ ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍ ａｌｂｕｍｉｎ （ＢＳＡ）
ｗａｓ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｄ ｂｙ ｃａｐｉｌｌａｒｙ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ （ＣＥ）． Ｔｈｅ ｂｉｎｄｉｎｇ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ＤＭＰ （ａｓ ｔｈｅ ｌｉｇａｎｄ） ｔｏ
ＢＳＡ（ａｓ ｔｈｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ） ｗｅｒｅ ｄｅｖｅｌｏｐｐｅｄ． Ｐｌｕｇ⁃ｐｌｕｇ ｋｉｎｅｔｉｃ ｍｅｔｈｏｄ （ＰＰＫ）， Ｈｕｍｍｅｌ⁃Ｄｒｅｙｅｒ ｍｅｔｈｏｄ
（ＨＤ）， Ｆｒｏｎｔａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｍｅｔｈｏｄ （ＦＡ） ａｎｄ Ｖａｃａｎｔ ｐｅａｋ ｍｅｔｈｏｄ （ＶＰ） ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ
ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ ｔｈｅ ＤＭＰ⁃ＢＳＡ ｓｙｓｔｅｍ． Ｓｃａｔｃｈａｒｄ， Ｋｌｏｔｚ ａｎｄ ｎｏｎ⁃ｌｉｎｅａｒ ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ｅｑｕａｔｉｏｎｓ
ｗｅｒｅ ａｄｏｐｔｅｄ ｔｏ ｏｂｔａｉｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｙｓｔｅｍ， ａｎｄ ｔｈｅ ｆｅａｓｉｂｌｅ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｅｑｕａｔｉｏｎ ｗａｓ
ｈｙｐｏｔｈｅｓｉｚｅｄ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＰＰＫ， ＨＤ ａｎｄ ＦＡ ｃａｎ ａｌｌ ｂｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ａｎａｌｙｚｅ ｔｈｅ ＤＭＰ⁃ＢＳＡ
ｓｙｓｔｅｍ， ａｎｄ ｔｈｅ ｍｏｓｔ ｓｕｉｔａｂｌｅ ＣＥ ｍｅｔｈｏｄ ｉｓ ＨＤ． Ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ，
ｔｈｅ ｍｏｓｔ ｓｕｉｔａｂｌｅ ｅｑｕａｔｉｏｎ ｉｓ ｔｈｅ ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ ｅｑｕａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｔｈｉｓ ｓｙｓｔｅｍ ｔｈｒｏｕｇｈ ｃａｒｅｆｕｌ



　 ３ 期 吕达等：毛细管电泳法研究邻苯二甲酸酯与牛血清白蛋白分子的相互作用 ４９７　　

ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ． Ｔｈｅ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ＤＭＰ⁃ＢＳＡ ｗａｓ
ｍｏｄｅｒａｔｅ， ｗｈｉｃｈ ｈａｄ ｏｎｌｙ ｏｎｅ ｔｙｐｅ ｏｆ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅｓ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｄｉｍｅｔｈｙｌ ｐｈｔｈａｌａｔｅ， ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍ ａｌｂｕｍｉｎ， ｐｌｕｇ⁃ｐｌｕｇ ｋｉｎｅｔｉｃ， Ｈｕｍｍｅｌ⁃Ｄｒｅｙｅｒ ｍｅｔｈｏｄ，
ｆｒｏｎｔａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｍｅｔｈｏｄ， Ｓｃａｔｃｈａｒｄ， ｎｏｎ⁃ｌｉｎｅａｒ ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ．

邻苯二甲酸酯类化合物又名酞酸酯（Ｄｉｍｅｔｈｙｌ ｐｈｔｈａｌａｔｅｓ， ＤＭＰ），是应用广泛的一类塑化剂．大量使

用的邻苯二甲酸酯类化合物极易在环境中释放，严重威胁生态系统的安全．环境中的邻苯二甲酸酯类化

合物可以通过不同途径经食物链转移进入人体，对人类的健康构成深远的危害［１］ ．邻苯二甲酸酯类化合

物不仅具有典型的“三致”（致突、致畸、致癌）作用，还具有生殖、胚胎、遗传毒性．目前，邻苯二甲酸酯类

化合物的环境安全问题，已经引起环保、卫生、科学界的高度关注．许多政府及研究机构将邻苯二甲酸酯

类化合物的环境安全性与污染毒性机制作为研究重点，以期通过控制邻苯二甲酸酯类化合物的毒性，有
望最终解决邻苯二甲酸酯类化合物的安全问题．邻苯二甲酸酯类化合物进入人体到受体部位的毒理作

用发挥与血浆的储存和运输功能密不可分，而血浆的贮运功能主要由血清白蛋白承担［２⁃４］ ．所以研究邻

苯二甲酸酯类化合物与血清白蛋白的相互作用，可以获得邻苯二甲酸酯类化合物毒性及新陈代谢过程

等重要信息［５］ ．但是，从已有的文献报道来看，研究主要集中于邻苯二甲酸酯类化合物的环境分布、污染

水平、生物累积等方面．因此，在分子水平上探究邻苯二甲酸酯类化合物的环境毒理作用，构建以邻苯二

甲酸二甲酯（Ｄｉｍｅｔｈｙｌ Ｐｈｔｈａｌａｔｅ，ＤＭＰ）为典型代表的邻苯二甲酸酯类化合物的准确有效相互作用研究

体系，并发展切实可行的分析方法极有必要．
选择合适的研究载体在 ＤＭＰ 毒理研究工作中很关键．作为研究与小分子相互作用的模型大分子，

牛血清白蛋白（Ｂｏｖｉｎｅ Ｓｅｒｕｍ Ａｌｂｕｍｉｎ，ＢＳＡ）不仅具有分子量小、溶解性大、稳定性好、与配体具有很好的

亲和性等优势，其更是与人血清白蛋白 （Ｈｕｍａｎ ｓｅｒｕｍ ａｌｂｕｍｉｎ， ＨＳＡ）具有高度同源性，且比 ＨＳＡ 更加

廉价易得［６⁃７］ ．另外，研究工作中选择合适的分析方法同样关键．研究蛋白质与小分子相互作用常用的方

法主要有紫外可见光谱法［８］、红外光谱法［９］、荧光光谱法［１０⁃１１］、圆二色谱法［１２］、毛细管电泳技术［１３⁃１５］、
平衡透析技术［１６⁃１７］、电化学技术［１８⁃２０］、核磁共振技术［２１⁃２２］等．如血清蛋白分子与邻苯二甲酸酯相互作用

的主流研究方法为荧光光谱法、圆二色谱法［２３⁃２６］ ．运用不同的分析方法，从不同角度进行相互验证，可得

到有效结果并拓宽研究领域．Ｃａｐｉｌｌａｒｙ Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ（ＣＥ）用于研究蛋白质与小分子相互作用的文献报

道数量虽然不多，但 ＣＥ 具有快速分析、高效分离、样品的低耗量（ｎｍｏｌ 级）、受体的纯度要求不高、可选

择多种模式、更接近体内的结合行为、适用于多种亲和体系等［２７］优势，可以被选择应用于生物大分子与

小分子之间相互作用的研究［２８⁃２９］ ．另外，从文献来看，ＣＥ 在生物大分子与小分子相互作用的研究主要集

中在酶、多肽等物质，对蛋白质与小分子之间相互作用的研究处于上升阶段［３０⁃３１］ ．
本文选取 ＤＭＰ 为邻苯二甲酸酯类化合物的典型代表，选择 ＢＳＡ 作为研究的理想载体，采用多种

ＣＥ 方法：Ｐｌｕｇ⁃ｐｌｕｇ ｋｉｎｅｔｉｃ 法、Ｈｕｍｍｅｌ⁃Ｄｒｅｙｅｒ 法、Ｆｒｏｎｔａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ 法和 Ｖａｃａｎｔ ｐｅａｋ 法．对 ＤＭＰ 与 ＢＳＡ 之

间的结合反应及相互作用进行研究，并通过结果对方法的的分析效果进行比较研究；通过不同的理论模

型方程计算 ＤＭＰ 与 ＢＳＡ 的结合参数，同时对分析效果进行比对．从而建立检测 ＤＭＰ⁃ＢＳＡ 相互作用的有

效方法，构建生理条件下合理的作用体系．有关结果可为进一步分析 ＤＭＰ 及其他邻苯二甲酸酯类化合

物的毒性作用机理提供有益参考．

１　 实验部分（Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｓｅｃｔｉｏｎ）

１．１　 仪器与试剂

Ｐ ／ ＡＣＥＴＭＭＤＱ 毛细管电泳仪、未涂层熔融石英毛细管柱（６０．２ ｃｍ×５０ μｍ Ｉ．Ｄ．，有效长度 ５０ ｃｍ）（美
国 Ｂｅｃｋｍａｎ⁃Ｃｏｕｌｔｅｒ 公司）；ＫＱ⁃２５０ＤＢ 型数控超声清洗器（昆山市超声仪器有限公司）；Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 移液枪

（上海肯强仪器有限公司）；ＺＤ⁃２ 型精密酸度计（上海雷磁仪器厂）．
牛血清白蛋白（ＢＳＡ， ≥９８％， 上海华美生物工程公司）；邻苯二甲酸二甲酯（ＤＭＰ， ≥９９％， 百灵威科技

有限公司）；磷酸二氢钠（ＮａＨ２ＰＯ４·２Ｈ２Ｏ， ≥９９％， 湖试化学试剂有限公司）；磷酸氢二钠（Ｎａ２ＨＰＯ４·１２Ｈ２Ｏ，
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≥９９％， 国药集团化学试剂有限公司）；Ｎ， Ｎ 二甲基酰胺（ＤＭＦ， ≥９８％， 天津大学科威公司）；其它试

剂均为分析纯试剂，实验用水为亚沸蒸馏去离子水．配制浓度为 ０．０２ ｍｏｌ·Ｌ－１，ｐＨ ＝ ７．４ 的磷酸盐缓冲溶

液（ＰＢＳ）．
１．２　 实验方法

１．２．１　 Ｃａｐｉｌｌａｒｙ Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ 方法运行缓冲液及样品溶液的配制

０．０２ ｍｏｌ·Ｌ－１ ＰＢＳ 分别配制 １．０×１０－３ ｍｏｌ·Ｌ－１ ＢＳＡ 溶液，不同浓度梯度（１．０×１０－５—１００．０×１０－５ ｍｏｌ·Ｌ－１）
的 ＤＭＰ 溶液和不同浓度梯度（１．０×１０－５—１００．０×１０－５ ｍｏｌ·Ｌ－１）的 ＤＭＰ⁃ＢＳＡ 溶液 （１．０×１０－５ ｍｏｌ·Ｌ－１）的
混合溶液．所配溶液均用 ０．４５ μｍ 混合纤维素酯微孔滤膜过滤并脱气 ５ ｍｉｎ，待用．
１．２．２　 建立分析 ＤＭＰ⁃ＢＳＡ 体系相互作用的方法

实验前用 ０．１ ｍｏｌ·Ｌ－１ ＮａＯＨ、去离子水、空白缓冲液分别冲洗 ５ ｍｉｎ，随后用相应的运行缓冲液冲洗

５ ｍｉｎ；其他测试程序相同．
实验中每两次运行测定程序之间用 ０．１ ｍｏｌ·Ｌ－１ ＮａＯＨ、去离子水以及运行缓冲液分别冲洗 ５ ｍｉｎ，

各实验测定 ３ 次，求平均值．
区段⁃区段动力学法：方法分 ３ 组进样，前两组电压相同，第三组改变电压．电泳条件：运行缓冲溶液：

０．０２ ｍｏｌ·Ｌ－１ ＰＢＳ（ｐＨ＝ ７．４）；毛细管温度：２５ ℃；检测波长：选 ＢＳＡ、Ｎ，Ｎ 二甲基酰胺和 ＤＭＰ 都有紫外吸

收的 ２１４ ｎｍ 为检测波长；运行电压：第一组、第二组进样时，电压均保持为 ２０ ｋＶ；第三组进样时，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；为了消除电压变化对峰高的影响，
实验中使用体积比为 ０．０１％的 Ｎ，Ｎ 二甲基酰胺溶液（ＰＢＳ 配制）作为参比；电泳条件：压力进样０．５ ｐｓｉ，
１０ ｓ．进样次序：０．０１％ Ｎ，Ｎ 二甲基酰胺→ＢＳＡ（１．０×１０－５ ｍｏｌ·Ｌ－１）→ＤＭＰ （５０．０×１０－５ ｍｏｌ·Ｌ－１）（第一组

进样时，ＢＳＡ 区段被缓冲液区段所代替）．
简化的 Ｈｕｍｍｅｌ⁃Ｄｒｅｙｅ 方法（Ｈｕｍｍｅｌ⁃Ｄｒｅｙｅｒ）：该方法在给定的 ＤＭＰ 浓度条件下分两次进样，一次

样品，一次空白，根据二次进样所得的实验数据用于分析 ＤＭＰ 与 ＢＳＡ 的结合情况．以含有不同浓度梯度

ＤＭＰ 的 ＰＢＳ 为背景电解质，以空白 ＰＢＳ 为空白测试样，以仅含 ＢＳＡ 的 ＰＢＳ 为样品测试样，进行简化的

Ｈｕｍｍｅｌ⁃Ｄｒｅｙｅｒ 毛细管电泳（正极进样）分析．检测波长选 ＢＳＡ 和 ＤＭＰ 都有紫外吸收的 ２１４ ｎｍ 为检测

波长．电泳条件为：分离电压：２０ ｋＶ；压力进样：０．８ ｐｓｉ， ６０ ｓ；柱温：２５ ℃ ．
前沿分析法（Ｆｒｏｎｔａｌ Ａｎａｌｙｓｉｓ）：以 ＰＢＳ 为空白及运行缓冲液，以含不同浓度梯度 ＤＭＰ⁃ＢＳＡ 的 ＰＢＳ

为测试样，进行毛细管电泳前沿分析（正极进样）．检测波长选蛋白质和 ＤＭＰ 都有紫外吸收的 ２１４ ｎｍ 为

检测波长．电泳条件为：分离电压：２０ ｋＶ；压力进样：０．５ ｐｓｉ， ６０ ｓ；柱温：２５ ℃ ．
空峰方法（Ｖａｃａｎｔ Ｐｅａｋ）：以含有不同浓度梯度 ＤＭＰ⁃ＢＳＡ 的 ＰＢＳ 为空白及运行缓冲液，以 ＰＢＳ 为进

样样品进行空峰方法毛细管电泳分析（正极进样）．检测波长选蛋白质和 ＤＭＰ 都有紫外吸收的 ２１４ ｎｍ
为检测波长．电泳条件为：分离电压：２０ ｋＶ；压力进样：０．５ ｐｓｉ， ６０ ｓ；柱温：２５ ℃ ．

２　 结果与讨论（Ｒｅｓｕｌｔｓ ａｎｄ ｄｉｓｃｕｓｓｉｏｎ）

２．１　 ＤＭＰ 与 ＢＳＡ 相互作用的体外检测法

体外检测是评价 ＤＭＰ⁃ＢＳＡ 作用的重要工具，相比于体内实验，体外实验重复性好，受环境影响小，
具有比较方便、经济、易于控制的优点．在应用毛细管电泳技术的研究中，设置了空白对照，中性内标等

对比试验来指示 ＢＳＡ 与 ＤＭＰ 分子相互作用［３２⁃３５］ ．
２．２　 ＤＭＰ 与 ＢＳＡ 相互作用的 Ｃａｐｉｌｌａｒｙ Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ 分析法

毛细管电泳技术研究 ＢＳＡ 与 ＤＭＰ 分子相互作用时，ＤＭＰ 与 ＢＳＡ 的结合作用为非共价结合，且是

可逆平衡过程，即：Ｐ＋ｎＤ  ［ＤｎＰ］，其中 Ｐ 代表 ＢＳＡ，Ｄ 代表 ＤＭＰ，ＤｎＰ 为 ＢＳＡ⁃ＤＭＰ 复合物．毛细管电

泳过程中涉及 ＢＳＡ 与 ＤＭＰ 的 结合 解离 平衡和组分的分离，由于游离 ＤＭＰ 与 ＢＳＡ、ＢＳＡ⁃ＤＭＰ 复合

物的质荷比不同，电泳迁移速率不同，由此，可以应用 Ｐｌｕｇ⁃ｐｌｕｇ ｋｉｎｅｔｉｃ 法、Ｈｕｍｍｅｌ⁃Ｄｒｅｙｅｒ 法、Ｆｒｏｎｔａｌ
ａｎａｌｙｓｉｓ 法和 Ｖａｃａｎｔ ｐｅａｋ 法分离可逆平衡体系中的游离 ＤＭＰ、游离 ＢＳＡ 和 ＤＭＰ⁃ＢＳＡ 复合物，进而通过

检测信号分析．
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Ｐｌｕｇ⁃ｐｌｕｇ ｋｉｎｅｔｉｃ 法：如果 ＢＳＡ、ＤＭＰ 的结合 解离反应是快反应，毛细管中的载体电解质为 ＰＢＳ
缓冲液．在第一组样品进样时，首先进样的样品为 ＤＭＦ，再次进样为空白 ＰＢＳ，最后进样为 ＤＭＰ．进样初

期就会形成 ＤＭＦ、空白缓冲液、ＤＭＰ 的 ３ 个区段．ＤＭＰ 的迁移速率更快，则形成 ＤＭＦ、ＤＭＰ 两个正峰．第
二组进样时，首先进样样品仍为 ＤＭＦ，再次进样为 ＢＳＡ，最后进行 ＤＭＰ 进样．进样过程中，假设 ＤＭＰ 的

迁移速率大于 ＢＳＡ 的迁移速率，那么 ＤＭＰ 区段会穿过 ＢＳＡ 区段，ＢＳＡ 与 ＤＭＰ 快速结合形成 ＢＳＡ⁃ＤＭＰ
复合物并达到 Ｐ＋ｎＤ  ［ＤｎＰ］可逆动态平衡，就形成了含有 ＢＳＡ、ＢＳＡ⁃ＤＭＰ 复合物及 ＤＭＰ 的缓冲液

区带，在电场驱动下，各组分以不同的迁移速率迁移，并在迁移过程中，不断进行 Ｐ＋ｎＤ  ［ＤｎＰ］可逆

平衡反应．假设 ＤＭＰ、ＤＭＦ 的迁移速率大于 ＢＳＡ 与 ＢＳＡ⁃ＤＭＰ 复合物的迁移速率，那么将会导致 ３ 个正

峰的出现．第三组进样时，进样的样品及顺序不变，改变分离的电压，样品的迁移速率改变，最后仍会出

现 ３ 个正峰，但是保留时间发生了改变（图 １）．

图 １　 毛细管电泳中区段⁃区段动力学方法电泳图

Ｆｉｇ．１　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｅｒｏｇｒａｍｓ ｏｆ Ｐｌｕｇ⁃ｐｌｕｇ ｋｉｎｅｔｉｃ ｉｎ ｃａｐｉｌｌａｒｙ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ

简化的 Ｈｕｍｍｅｌ⁃Ｄｒｅｙｅｒ 法：假如 ＢＳＡ、ＤＭＰ 的结合 解离反应是快反应，毛细管中载体电解质为

含有一定 ＤＭＰ 浓度的缓冲液，而进样样品为仅含 ＢＳＡ 的缓冲液，当样品进样时，在进样区带，载体缓冲

溶液中的 ＤＭＰ 与进样样品中的 ＢＳＡ 快速结合形成 ＢＳＡ⁃ＤＭＰ 复合物并达到 Ｐ＋ｎＤ  ［ＤｎＰ］可逆动态

平衡，就形成了含有 ＢＳＡ、ＢＳＡ⁃ＤＭＰ 复合物及 ＤＭＰ 的缓冲液区带，在电场驱动下，各组分以不同的迁移

速率迁移，并在迁移过程中，不断进行 Ｐ＋ｎＤ  ［ＤｎＰ］可逆平衡反应，如果 ＢＳＡ、ＢＳＡ⁃ＤＭＰ 复合物的迁

移速率大于 ＤＭＰ 的迁移速率，当 ＢＳＡ⁃ＤＭＰ 复合物从进样端开始迁移时，将在其后面导致一段低于载体

电解质缓冲溶液中 ＤＭＰ 浓度的溶液区带，这是由于进样样品中含有 ＢＳＡ，平衡反应 Ｐ＋ｎＤ  ［ＤｎＰ］
使得部分游离 ＤＭＰ 与 ＢＳＡ 结合，则进样样品区带中游离 ＤＭＰ 浓度低于载体电解质缓冲溶液中的游离

ＤＭＰ 浓度．在电场驱动下，样品区带移动时将导致一负峰出现，该负峰相应于溶液区段中 ＤＭＰ 的浓度低

于背景缓冲液中 ＤＭＰ 浓度的部分，差值部分是与 ＢＳＡ 结合了，代表结合 ＤＭＰ 的多少．在迁移过程中，
ＢＳＡ⁃ＤＭＰ 复合物总是与缓冲溶液中的游离 ＤＭＰ 进行结合 离解平衡反应，当 ＢＳＡ⁃ＤＭＰ 复合物溶液

区带到达检测端时，此时 ＢＳＡ⁃ＤＭＰ 复合物区带中的 ＤＭＰ 的浓度将大于背景缓冲液中 ＤＭＰ 的浓度，
ＢＳＡ 的吸收峰大于 ＤＭＰ 的吸收峰，将会导致出现一个正峰，而背景缓冲液中没有 ＢＳＡ，所以游离蛋白质

峰也为正峰．如果 ＢＳＡ、ＢＳＡ⁃ＤＭＰ 复合物迁移速率相近且与游离 ＤＭＰ 能够分开，则在电泳图上出现一

正一负两个峰（图 ２）．
在 Ｆｒｏｎｔａｌ Ａｎａｌｙｓｉｓ 法中，毛细管的载体电解质为空白 ＰＢＳ，以含 ＢＳＡ⁃ＤＭＰ 的缓冲液为进样样品，在

进样初期，区带内包括未结合的游离 ＤＭＰ、游离的 ＢＳＡ 及 ＢＳＡ⁃ＤＭＰ 复合物等 ３ 种状态，复合物是平衡

产物．在电泳过程中，ＢＳＡ⁃ＤＭＰ 复合物在迁移中与缓冲液中的游离 ＤＭＰ 总是处于不断的动态结合
解离平衡状态．如果 ＢＳＡ、ＢＳＡ⁃ＤＭＰ 复合物的迁移速率大于 ＤＭＰ 的迁移速率，样品组分的区带由初始

的叠加状态向分离状态过渡，如果复合物未能完全分离，则检测信号是连续的 ３ 个平台（图 ３）分别代表

ＤＭＰ 区带、ＢＳＡ⁃ＤＭＰ 复合物区带和 ＢＳＡ 区带．如果 ＢＳＡ、ＢＳＡ⁃ＤＭＰ 复合物的迁移速率相近且与游离

ＤＭＰ 能够完全分离，则检测信号是两个独立的正峰．
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图 ２　 毛细管电泳中简化的 Ｈｕｍｍｅｌ⁃Ｄｒｅｙｅｒ 法电泳图

Ｆｉｇ．２　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｅｒｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｓｉｍｐｌｉｆｉｅｄ Ｈｕｍｍｅｌ⁃Ｄｒｅｙｅｒ ｉｎ ｃａｐｉｌｌａｒｙ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ

图 ３　 毛细管电泳中前沿分析方法电泳图

Ｆｉｇ．３　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｅｒｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｆｒｏｎｔａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｉｎ ｃａｐｉｌｌａｒｙ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ

在 Ｖａｃａｎｔ Ｐｅａｋ 法中，毛细管中的载体电解质为含有 ＢＳＡ⁃ＤＭＰ 的缓冲液，其中存在 Ｐ ＋ｎＤ 
［ＤｎＰ］的平衡过程．空白 ＰＢＳ 为样品进样，同样合理认为 ＢＳＡ、ＢＳＡ⁃ＤＭＰ 复合物的迁移速率大于 ＤＭＰ
的迁移速率，则在电泳开始时，进样样品区段前面的背景缓冲液中，由于 ＤＭＰ 迁移的慢，将相对滞后（位
于进样样品区带的前端），而在进样样品区段后面的背景缓冲液中，由于 ＢＳＡ 的迁移速率快，将先于

ＤＭＰ 分子到达进样样品区段，电泳一段时间后，相对滞后的 ＤＭＰ 区段与电泳较快的 ＢＳＡ 区段相遇并重

合后，即发生新的 Ｐ＋ｎＤ  ［ＤｎＰ］的平衡可逆反应，形成含有 ＢＳＡ⁃ＤＭＰ 复合物的中间区段，电泳达到

稳态迁移（图 ４）．可以合理地认为 ＢＳＡ 分子与 ＢＳＡ⁃ＤＭＰ 复合物分子的质荷比近似相等，则 ＢＳＡ 分子与

ＢＳＡ⁃ＤＭＰ 复合物分子有几乎等同的迁移速率，而 ＤＭＰ 具有不同的迁移速率，电泳时，如果 ＤＭＰ 与结合

ＤＭＰ 能够完全分离，则在色谱图上出现两个负峰．第一个负峰相应于溶液区段中 ＤＭＰ 的浓度低于背景

缓冲液中 ＤＭＰ 浓度的部分，差值部分即为与 ＢＳＡ 相结合的 ＤＭＰ．
２．３　 标准曲线的建立

用 ＰＢＳ 分别配制一系列不同浓度的 ＤＭＰ（１．０×１０－５—１００．０×１０－５ ｍｏｌ·Ｌ－１）标准溶液在上述的电泳

条件下进行 ＣＥ 的测定，以谱图峰高（Ｈ）对浓度（Ｃ）进行线性回归，建立标准曲线．得到线性关系良好的

回归方程： Ｈ ＝ ０．０００４Ｃ ＋ ０．００２７９ （ ｒ ＝ ０．９９８１，ｎ ＝ ６） ．

２．４　 ＤＭＰ 与 ＢＳＡ 相互作用的电泳图

本实验分别用 Ｐｌｕｇ⁃Ｐｌｕｇ Ｋｉｎｅｔｉｃ 法、简化的 Ｈｕｍｍｅｌ⁃Ｄｒｅｙｅｒ 法、Ｆｒｏｎｔａｌ Ａｎａｌｙｓｉｓ 法和 Ｖａｃａｎｔ Ｐｅａｋ 法
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对 ＤＭＰ 与 ＢＳＡ 的相互作用进行了分析，研究结果发现空峰法只得出的一个峰，可能是由于这种方法是

用不同浓度梯度的 ＤＭＰ⁃ＢＳＡ 的磷酸盐缓冲液为运行缓冲液，浓度较大，完全分离需要的时间长，而本实

验选用的毛细管柱长度有限，分离时间较短，所以没有完全分离，进而引起峰未分离．所以本实验采用

Ｐｌｕｇ⁃ｐｌｕｇ ｋｉｎｅｔｉｃ 法、简化的 Ｈｕｍｍｅｌ⁃Ｄｒｅｙｅｒ 法和 Ｆｒｏｎｔａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ 法进行结果分析，在本文的邻苯二甲酸

酯－蛋白质体系中，巧妙利用形成 ＤＭＰ⁃ＢＳＡ 结合物后溶液体系的紫外吸收变化来检测，建立的 Ｃａｐｉｌｌａｒｙ
Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ 方法预期可用于其他邻苯二甲酸酯－蛋白质体系的分析．

图 ４　 毛细管电泳中空峰方法电泳图

Ｆｉｇ．４　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｅｒｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｖａｃａｎｔ ｐｅａｋ ｉｎ ｃａｐｉｌｌａｒｙ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ

分析图 ５ 可知，图中总共出现 ３ 个峰，分别为 ａ 峰、ｂ 峰和 ｃ 峰．图 ５ 中，ａ 峰为 ＤＭＰ 的紫外吸收峰，
ｂ 峰为内标 ＤＭＦ 的紫外吸收峰，ｃ 峰为 ＢＳＡ 的紫外吸收峰．

图 ５　 区段⁃区段动力学法测得的 ＤＭＰ 与 ＢＳＡ 相互作用的电泳图

Ｆｉｇ．５　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｅｒｏｇｒａｍｓ ｏｆ ＢＳＡ ｉｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ＤＭＰ ｕｓｉｎｇ Ｐｌｕｇ⁃Ｐｌｕｇ Ｋｉｎｅｔｉｃ
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图 ５ Ａ 中为第一组进样，样品进样次序为 ＤＭＦ⁃ＰＢＳ⁃ＤＭＰ，中性内标 ＤＭＦ 与 ＤＭＰ 的电泳方向与电

渗方向相反，由于电渗速率大于溶质电泳速度，所以出现两个正峰，ＤＭＰ 先出峰．在图 ５Ｂ 中将 ＰＢＳ 更换

成 ＢＳＡ 进样获得 ３ 个正峰，由于 ＢＳＡ 与 ＤＭＦ 和 ＤＭＰ 的质荷比不同，ＢＳＡ 带有负电荷，ＤＭＰ 的迁移速率

大于 ＢＳＡ 的迁移速率，故 ＤＭＰ 区段会穿过 ＢＳＡ 区段，ＤＭＰ 与 ＢＳＡ 发生可逆结合反应，形成了 ＤＭＰ⁃
ＢＳＡ 复合物，而 ＤＭＰ 的迁移速率大于 ＤＭＦ 的迁移速率，ＢＳＡ 和复合物的迁移速率最小，ＢＳＡ 与复合物

的迁移速率相近，所以 ＤＭＰ 先出一个正峰，第二个正峰为 ＤＭＦ，最后正峰为 ＢＳＡ 和复合物．在图 ５Ｃ 中，
进样虽与图 Ｂ 相同，仍会出现 ３ 个正峰，改变了分离电压，所以样品的迁移时间都发生变化，可观察到由

于电压的减小，最后 ＤＭＰ、ＤＭＦ、ＢＳＡ 及复合物的保留时间增大．
分析图 ６、图 ７ 可知，图中 ａ 峰皆为 ＢＳＡ 和 ＤＭＰ⁃ＢＳＡ 复合物的紫外吸收峰，随着 ＤＭＰ 浓度的增大，

ａ 峰呈下降趋势，说明 ＤＭＰ 与 ＢＳＡ 发生了结合，形成了复合物，使 ＢＳＡ 的吸收峰降低．图 ６、图 ７ 中 ｂ 峰

都为 ＤＭＰ 的紫外吸收峰，随着 ＤＭＰ 浓度的增大，ｂ 峰的紫外吸收逐渐增大．图 ６、图 ７ 中 ＤＭＰ 的峰在

ＢＳＡ 峰的前面，这是因为在 ＤＭＰ 与 ＢＳＡ 混合样中，由于试样中部分 ＤＭＰ 与 ＢＳＡ 发生可逆结合反应，形
成了 ＤＭＰ⁃ＢＳＡ 复合物，在本实验条件下，ＤＭＰ 与 ＢＳＡ 质荷比不同、ＢＳＡ 和 ＤＭＰ⁃ＢＳＡ 复合物分子带负

电荷，其电泳方向与电渗方向相反，由于电渗速率大于电泳速度，ＤＭＰ 的荷质比小于 ＢＳＡ 与 ＢＳＡ⁃ＤＭＰ
复合物的荷质比，故 ＤＭＰ 的迁移速率大于 ＢＳＡ 与 ＤＭＰ⁃ＢＳＡ 复合物，出峰于 ＢＳＡ 之前，由于 ＢＳＡ 与

ＤＭＰ⁃ＢＳＡ 复合物的荷质比相近，ＢＳＡ 与 ＤＭＰ⁃ＢＳＡ 复合物没有完全分开，所以会出现 １ 个正峰（ａ 峰）．
在简化的 Ｈｕｍｍｅｌ⁃Ｄｒｅｙｅｒ 法中（图 ６），负峰（ｂ 峰）为实验组溶液区段中 ＤＭＰ 浓度低于空白对照试验背

景缓冲液中 ＤＭＰ 浓度的部分，差值部分即为与 ＢＳＡ 结合的 ＤＭＰ；而在前沿分析法中（图 ７）是以空白缓

冲液进样，所以 ＤＭＰ 峰为正峰（ｂ 峰），即为自由的 ＤＭＰ．

图 ６　 简化的ＨＤ法测得的ＤＭＰ 与 ＢＳＡ相互作用的电泳图

Ｆｉｇ．６　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｅｒｏｇｒａｍｓ ｏｆ ＢＳＡ ｉｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ
ＤＭＰ ｕｓｉｎｇ ｓｉｍｐｌｉｆｉｅｄ Ｈｕｍｍｅｌ⁃Ｄｒｅｙｅｒ

图 ７　 前沿分析法测得的ＤＭＰ 与 ＢＳＡ相互作用的电泳图

Ｆｉｇ．７　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｅｒｏｇｒａｍｓ ｏｆ ＢＳＡ ｉｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ
ｗｉｔｈ ＤＭＰ ｕｓｉｎｇ ｆｒｏｎｔａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ

２．５　 ＤＭＰ 与 ＢＳＡ 相互作用的结合常数（Ｋ）及结合位点数（ｎ）
本工作由所得的实验数据分析 ＤＭＰ⁃ＢＳＡ 相互作用的结合参数，分别采用 Ｓｃａｔｃｈａｒｄ 方程、Ｋｌｏｔｚ 方

程以及非线性回归方程处理上述体系．
假设蛋白分子与小分子的结合是理想状态即蛋白与小分子的结合位点是相互独立的，其平衡关系

可以用下述多级平衡方程式表示：

Ｒ ＝
Ｃｂ

Ｃｐ

＝ ∑
ｍ

ｉ ＝ １

ｎｉＫ ｉＣ ｆ

１ ＋ Ｋ ｉＣ ｆ

其中，Ｒ 为结合比，ｍ 为结合位点总类数，ｎｉ为第 ｉ 类位点数，Ｋ ｉ为第 ｉ 类位点的结合常数，Ｃｂ是结合小分

子的浓度，Ｃ ｆ是未结合（游离）小分子的浓度，Ｃｐ是蛋白的总浓度．不论小分子与蛋白结合有几个位点，若
小分子与所有结合位点的亲和力相同（ｍ＝ １），方程可以化简为：

Ｒ ＝
ｎＫＣ ｆ

１ ＋ ＫＣ ｆ

即游离小分子的浓度 Ｃ ｆ与结合比 Ｒ 呈非线性关系．此方程可变形为 Ｃ ｆ与 Ｒ 的非线性方程：
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Ｒ ＝
Ｃ ｆ

１
ｎＫ

＋
Ｃ ｆ

ｎ
可以将此方程简化为 Ｒ 与 Ｒ ／ Ｃ ｆ的线性方程： Ｒ ／ Ｃ ｆ ＝ － ＫＲ ＋ ｎＫ ．这就是著名的 Ｓｃａｔｃｈａｒｄ［３６］方程的形

式．在这个方程式中，根据斜率和截距可直接求出结合常数 Ｋ 和结合位点数 ｎ．Ｋｌｏｔｚ 提出了相互作用的

Ｋｌｏｔｚ［３７］线性方程式：
１
Ｒ

＝ １
ｎ

＋ １
ｎＫＣ ｆ

图 ８、图 ９ 结合表 １、２、３ 可见，ＤＭＰ 与 ＢＳＡ 存在一个结合位点，ＤＭＰ 与 ＢＳＡ 之间存在结合强度适中

的结合作用．结合常数 Ｋ 值（数量级 １０３—１０４ Ｌ·ｍｏｌ－１）相近，电泳时游离的 ＢＳＡ 分子和 ＤＭＰ⁃ＢＳＡ 结合

物难以分开，混合在一起迁移，可在谱图上（图 ６、图 ７）见到一个完整的峰，且在反应前后，谱图中的峰数

目未增加．由此表明了 ＤＭＰ⁃ＢＳＡ 体系为快速结合反应．

图 ８　 简化的 ＨＤ 法测得的 ＤＭＰ 与 ＢＳＡ 相互作用的拟合图

Ｆｉｇ．８　 Ｌｉｎｅａｒ ｆｉｔｔｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＢＳＡ ｉｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ＤＭＰ ｕｓｉｎｇ ｓｉｍｐｌｉｆｉｅｄ Ｈｕｍｍｅｌ⁃Ｄｒｅｙｅｒ

表 １　 ＢＳＡ 与 ＤＭＰ 的结合参数

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ ＤＭＰ ｔｏ ＢＳＡ
方法

Ｍｅｔｈｏｄ
理论方法

Ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｍｅｔｈｏｄ Ｋ ／ （Ｌ·ｍｏｌ－１）
结合位点数

ｎ
拟合方程
Ｆｉｔｔｉｎｇ ｅｑｕａｔｉｏｎ

相关系数
Ｒ

非线性回归 ２．６８４×１０３ １．４９ ｙ＝ ｘ ／ （０．０００２５＋０．６６７０２ｘ） ０．９８９２

ＨＤ Ｓｃａｔｃｈａｒｄ 线性回归 ２．８５３×１０３ １．４３ ｙ＝ ０．０４０８８－０．０２８５３ ｘ ０．９４３１

Ｋｌｏｔｚ 线性回归 ３．２８×１０３ １．２９ ｙ＝ ０．７７２８＋０．０００２３６ ｘ ０．９９７０

非线性回归 ４．４６８×１０３ ０．６１ ｙ＝ ｘ ／ （０．０００３７＋１．６３３１３ｘ） ０．９８６１

ＦＡ Ｓｃａｔｃｈａｒｄ 线性回归 ５．８１９×１０３ ０．５５ ｙ＝ ０．０３１９７－０．０５８１９ ｘ ０．９７６０

Ｋｌｏｔｚ 线性回归 ６．３６１×１０３ ０．５２ ｙ＝ １．８９２１５＋０．０００３ ｘ ０．９９７２
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图 ９　 前沿分析法测得的 ＤＭＰ 与 ＢＳＡ 相互作用的拟合图

Ｆｉｇ．９　 Ｌｉｎｅａｒ ｆｉｔｔｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＢＳＡ ｉｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ＤＭＰ ｕｓｉｎｇ ｆｒｏｎｔａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ

　 　 区段⁃区段动力学方面，ＤＭＰ 与 ＢＳＡ 的定量结合常数 Ｋ 由结合速率常数 ｋｏｎ和离解速率常数 ｋｏｆｆ的

两者比值所确定［３８⁃３９］ ．
通过改变分离电压，获得不同离解时间下 ＤＭＰ 或 ＢＳＡ 的出峰时间和峰高，采用时间比法，测定

ＤＭＰ 与 ＢＳＡ 相互作用时的离解过程，求得 ｋｏｆｆ后，利用 ｋｏｆｆ求得 ｋｏｎ ．

Ｋ ＝
ｋｏｎ

ｋｏｆｆ

ｋｏｆｆ ＝
１

ｔ３ － ｔ２
ｌｎ

ｈａ０ － ｈａ２

ｈａ０ － ｈａ３

＝ １
ｔ３ － ｔ２

ｌｎ
ｈｂ０ － ｈｂ２

ｈｂ０ － ｈｂ３

ｋｏｎ ＝ １
ｔ１（ａ０ － ｂ０）

ｌｎ
ｂ０ａ１

ａ０ｂ１

＝ １
ｔ１（ａ０ － ｂ０）

ｌｎ
ｂ０（ａ０ － ｃ１）
ａ０（ｂ０ － ｃ１）

本方法中，设 Ａ 物质为 ＤＭＰ，Ｂ 物质为 ＢＳＡ，Ｃ 物质为 ＤＭＰ 与 ＢＳＡ 相互作用后的结合物．ａ、ｂ 和 ｃ
分别为 ＤＭＰ、ＢＳＡ 及其结合物的浓度，ｈａ０对应于 ＤＭＰ 浓度为 ａ０时的峰高，ｈａ２、ｈａ３、ｈｂ０、ｈｂ２和 ｈｂ３代表

的含义以此类推．ｔ２和 ｔ３分别为不同运行电压下 ＤＭＰ 或 ＢＳＡ 的出峰时间，可在保证 Ａ 与 Ｂ 结合过程一

致的前提下通过改变电压获得．第二次进样可测定 ｈａ２和 ｔ２时，第三次进样即改变电压后可测定 ｈａ３和

ｔ３， ａ０、ｂ０、ｔ１等参数的计算公式则可参考文献［３８］．

表 ２　 区段⁃区段毛细管电泳中动力学参数 ｋｏｆｆ的测定（ｎ＝ ３）
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｋｏｆｆ ｉｎ ｐｌｕｇ⁃ｐｌｕｇ ｋｉｎｅｔｉｃ ｃａｐｉｌｌａｒｙ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ（ｎ＝ ３）

ａ０ ／ （ｍｏｌ·Ｌ－１） ｈａ０ ｈａ２ ｔ２ ／ ｍｉｎ ｈａ３ ｔ３ ／ ｍｉｎ ｋｏｆｆ ／ ｓ－１

１０－３ ０．８９５ ０．８５０ ５．６８４ ０．８７７ ７．７１４ ０．００９
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表 ３　 区段⁃区段毛细管电泳中动力学参数 ｋｏｎ的测定（ｎ＝ ３）
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｔｈｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｋｏｎ ｉｎ ｐｌｕｇ⁃ｐｌｕｇ ｋｉｎｅｔｉｃ ｃａｐｉｌｌａｒｙ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ（ｎ＝ ３）

ａ０ ／
（ｍｏｌ·Ｌ－１）

ｂ０ ／
（ｍｏｌ·Ｌ－１）

ｔＤＭＰ ／ ｍｉｎ ｔ１ ／ ｓ ｔＢＳＡ ／ ｍｉｎ
ｃ１ ／

（ｍｏｌ·Ｌ－１）
ｃ２ ／

（ｍｏｌ·Ｌ－１）
ｋｏｎ ／ ｓ－１

１．０００×１０－３ ０．１００×１０－３ ５．６８４ ２９．７５０ ７．３７１ ０．０８２×１０－３ ０．０５０×１０－３ ２００．０００

Ｋ ＝
ｋｏｎ

ｋｏｆｆ

＝ ２００．０００
０．００９

＝ ２．２２２×１０３ Ｌ·ｍｏｌ－１ ．

３　 结论（Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ）

本实验分别用简化的 Ｈｕｍｍｅｌ⁃Ｄｒｅｙｅｒ 法、Ｆｒｏｎｔａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ 法、Ｖａｃａｎｔ ｐｅａｋ 法、Ｐｌｕｇ⁃ｐｌｕｇ ｋｉｎｅｔｉｃ 法研究

了 ＤＭＰ 与 ＢＳＡ 的相互作用．应用 Ｓｃａｔｃｈａｒｄ 方程、Ｋｌｏｔｚ 方程、Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ 方程、结合速率相比法测

定了 ＤＭＰ 与 ＢＳＡ 的结合常数 Ｋ 和结合位点 ｎ．经过对比发现 Ｐｌｕｇ⁃ｐｌｕｇ ｋｉｎｅｔｉｃ 法实验操作简单，耗时短，
有效获取体系作用参数，然而数据有限，有关结合位点的信息不足．Ｐｌｕｇ⁃ｐｌｕｇ ｋｉｎｅｔｉｃ 法适用于本体系作

用的快速检测，侧面验证其他方法．Ｈｕｍｍｅｌ⁃Ｄｒｅｙｅｒ 法与 Ｆｒｏｎｔａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ 法皆可分析 ＤＭＰ⁃ＢＳＡ 体系，两种

方法实验出峰清晰，且随着实验组浓度梯度的递增，峰高呈现明显的趋势．Ｈｕｍｍｅｌ⁃Ｄｒｅｙｅｒ 法中代表结合

ＤＭＰ 的负峰逐渐增高，代表游离蛋白及复合物的正峰降低；Ｆｒｏｎｔａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ 法中代表自由 ＤＭＰ 的正峰

逐渐增高，代表自由蛋白及复合物的正峰降低．Ｐｌｕｇ⁃ｐｌｕｇ ｋｉｎｅｔｉｃ 法简单快捷，Ｈｕｍｍｅｌ⁃Ｄｒｅｙｅｒ 法与 Ｆｒｏｎｔａｌ
ａｎａｌｙｓｉｓ 法精准可靠，综合比较，简化的 Ｈｕｍｍｅｌ⁃Ｄｒｅｙｅｒ 法最适用．

研究中使用 ３ 种不同的方程（Ｓｃａｔｃｈａｒｄ 方程、Ｋｌｏｔｚ 方程和非线性方程（Ｎｏｎ－ｌｉｎｅａｒ ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ））构建

ＤＭＰ⁃ＢＳＡ 相互作用模型，３ 种方程均有效反映体系的作用效果：Ｋｌｏｔｚ 方程得到结合常数 Ｋ 值最大，
Ｓｃａｔｃｈａｒｄ 方程次之，Ｎｏｎ⁃ｌｉｎｅａｒ ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ 最小，但数量级均为 １０３ Ｌ·ｍｏｌ－１，ＤＭＰ⁃ＢＳＡ 结合强度适中；Ｎｏｎ⁃
ｌｉｎｅａｒ ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ 得到结合位点数 ｎ 最大，Ｓｃａｔｃｈａｒｄ 方程次之，Ｋｌｏｔｚ 方程最小，平均皆为 １．０． ＤＭＰ⁃ＢＳＡ 作

用只有单一类型的结合位点．综合比较，通过模型适用度分析得出非线性回归方程是 ＤＭＰ⁃ＢＳＡ 体系的

最适方程．
本工作创新应用毛细管电泳技术，使用多种毛细管电泳方法于分子水平上探究 ＤＭＰ 毒理机制，并

运用多个方程进行解析，建立了 ＤＭＰ⁃ＢＳＡ 体系相互作用机制的检测方法，方法具有耗样量小、可获得全

面的结合信息及分析准确、快捷的优点，能客观的反映 ＤＭＰ 在体内与 ＢＳＡ 的结合情况，对 ＤＭＰ 与 ＢＳＡ
的结合规律和机理的进一步探究具有重要意义，同时可为研究其他类似的邻苯二甲酸酯－蛋白质体系

的分子作用机理研究提供有益参考．
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