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摘要: 纳米材料(nanomaterials, NMs)在各个领域的广泛应用导致其不可避免地通过环境暴露、职业暴露和医源性暴露进入人

体。 当 NMs 进入人体后,生理环境中复杂的生物分子都可能与 NMs 发生相互作用,不仅使 NMs 获得全新的生物学特性而影

响其潜在毒性,还可能改变生物分子的结构和生物学功能而引发疾病。 随着对 NMs 毒性效应研究的不断深入,能够详细描述

NMs、生物分子以及 NMs 和生物分子相互作用形成的复合物的分析技术受到广泛关注。 毛细管电泳技术(capillary electropho-
resis, CE)以其高灵敏、高分辨、高通量、条件温和以及低消耗的优势在 NMs 与生物分子相互作用研究领域展现出巨大潜力。
本文阐述了 2010—2019 年间 CE 技术研究 NMs 与蛋白质相互作用的动态行为表征、结合平衡分析、蛋白冠的形成和转换监

测,以及 NMs 与其他生物分子相互作用的新进展。
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Abstract: Nanomaterials (NMs) would enter human body through environmental, occupational and iatrogenic ex-
posures due to their wide application. NMs would interact with the biomolecules in physiological environment after
internalization. Consequently, NMs acquire novel biological characters that would affect their potential toxicity, and
the structure and biological function of biomolecules might also be altered that would cause disease. With the study
on the toxic effects of NMs going on deeply, the analysis techniques that can describe NMs, biomolecules and the
complexes formed by their interaction are given more concern. Capillary electrophoresis (CE), with its advantages
of high sensitivity, high resolution, high throughput, mild conditions and low consumption, has shown great poten-
tial in the research field of interaction between NMs and biomolecules. This review focuses on the application and
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progress of CE in exploring the interaction between NMs and proteins from 2010 to 2019, including characterizing
the dynamic behavior, analyzing the binding balance, monitoring the formation and transformation of protein coro-
na, as well as the interaction of NMs with other biomolecules.
Keywords: nanomaterial; biomolecules; interaction; capillary electrophoresis

　 　 纳米材料(nanomaterials, NMs)因其独特的物理

化学性质和良好的生物相容性在电子、催化、农业、
纺织、包装、化妆品、食品和生物医学等各个领域的

应用非常广泛[1-8]。 然而,这也导致了 NMs 不可避

免地释放到环境中,并通过接触、吸入、口服给药甚

至注射等途径造成直接或间接人体暴露。 当 NMs
进入人体的生理环境后,血液、组织液和细胞质中复

杂的生物分子混合物都可能与 NMs 相互作用,形成

被称为“蛋白冠”或“小分子冠”的 NMs 和生物分子

的复合物。 这些复合物的形成不仅改变了 NMs 的

组成和聚集状态,影响其生物分布、细胞摄取和细胞

毒性,而且还可能改变生物分子的结构和生物学功

能而导致疾病的产生[9-12]。 此外,不同组成、尺寸、
形状和表面修饰官能团的 NMs 与生物分子的相互

作用也存在很大差异[13-14]。 因此,发展能够详细描

述 NMs、生物分子以及 NMs 和生物分子相互作用

形成的复合物的分析技术不仅可以更好地理解它们

在体内的生物学行为和最终命运,而且对 NMs 的安

全性评价、优化 NMs 设计合成和减轻 NMs 毒性至

关重要。
常用于直接测量 NMs 和生物分子相互作用的

技术包括荧光光谱、表面等离子体共振、等温滴定量

热法等[15-17]。 荧光光谱能够根据 NMs 和生物分子

相互作用后荧光强度、峰位移和荧光寿命等的改变

获得结合参数信息,但是要求分析物必须有自发荧

光或荧光标签,并需要在实验过程中排除生物分子

自身荧光的干扰和严格控制影响荧光稳定性的条

件。 表面等离子体共振技术可提供 NMs 和生物分

子结合的反应动力学和亲和力参数,但需要通过复

杂的步骤将 NMs 或生物分子固定在芯片表面,芯片

价格昂贵且不可重复利用,对相对分子质量小的生

物分子的检出限也较高。 等温滴定量热法能够给出

NMs 和生物分子相互作用的热力学参数,但测定一

个样品所需的滴定时间较长(1.5 ~ 4 h),无法实现高

通量检测。 因此,这些方法都难以快速、简便和灵敏

地研究具有广泛物理化学性质的 NMs 和生物分子

的相互作用,更无法实时监测 NMs 和生物分子相互

作用的动态变化过程[18]。

毛细管电泳(capillary electrophoresis, CE)技术是

以高压直流电场为驱动力,毛细管为分离通道,依据

待测样品中各组分在毛细管内电泳、电渗淌度或分

配行为的不同而实现分离的一种新型液相分离技

术。 作为一种高灵敏、高分辨、高通量、条件温和以

及低消耗的分析技术,CE 在表征和分析原始 NMs、
生物或环境中存在的 NMs 以及 NMs 从生物或环境

基质中获得的冠状物成分方面具有很大潜力[19-22]。
随着近年来高灵敏度检测器、高性能毛细管柱的研

发和仪器联用技术的应用,CE 成为研究 NMs 与生

物分子相互作用的一种重要手段,不仅可以在线监

测 NMs 与生物分子相互作用的动态行为变化,而且

能够收集结合参数信息并评估 NMs 对生物分子的

反应性和亲和力[23-25]。 本文主要从 NMs 与蛋白质

的相互作用(包括动态行为表征、结合平衡分析、蛋
白冠的形成和转换监测)、NMs 与其他生物分子的

相互作用这 2 个方面综述了近 10 年来有代表性的

CE 技术在 NMs 毒性研究领域的应用及取得的新进

展,为了解 NMs 进入体内后的生物学行为和评价

NMs 的生物安全性提供新思路。

1　 纳米材料与蛋白质的相互作用( Interaction be-
tween nanomaterials and proteins)
　 　 当 NMs 暴露在复杂的生理环境时,多种生物分

子可结合到其表面而形成蛋白冠。 蛋白冠决定了

NMs 在生物体内被细胞识别的方式,并能够调节

NMs 的摄入、清除以及在体内的转运过程[26-27]。 CE
技术作为描述 NMs 与蛋白质相互作用过程的有力

手段,得到很多研究者的青睐。
1. 1　 动态行为表征(Characterization of dynamic be-
havior)
　 　 CE 技术可以有效考察 NMs 与蛋白质之间相互

作用的动态行为,通过记录相当长一段时间(24 h 或

更长)内的迁移时间和峰面积来评估 NMs、蛋白质以

及 NMs 和蛋白质形成的复合物的变化。
Li 等[28] 采用毛细管区带电泳 (capillary zone

electrophoresis, CZE)和亲和毛细管电泳(affinity cap-
illary electrophoresis, ACE)这 2 种分离模式分别研究

了牛血清白蛋白(bovine serum albumin, BSA)与超顺
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磁 Fe3O4 纳米颗粒(nanoparticles, NPs)和 Au NPs 的

相互作用。 该研究发现,BSA 与 Fe3O4 NPs 的相互

作用表现为慢速结合动力学,二者需混合孵育过夜

后复合物的峰才不再变化,即相互作用达到平衡。
随着 BSA 浓度的增加,Fe3O4 NPs 的峰高逐渐降低

至最终消失,且在峰左侧出现的 Fe3O4 NPs-BSA 复

合物峰向左轻微移动,说明每个 Fe3O4 NPs 中 BSA
分子的数量随着蛋白浓度的增加而增加,直至由于

空间位阻而无法容纳更多 BSA。 而 BSA 与 Au NPs
的相互作用表现为快速结合动力学,电泳缓冲液中

的 BSA 与样品中的 Au NPs 相遇后即发生相互作

用,但该相互作用仅使迁移率发生变化,而未使复合

物和游离 Au NPs 的峰分离。 随着 BSA 浓度的增

加,Au NPs 的迁移时间缩短,表明 Au NPs 粒径增

大,且该变化随着 BSA 浓度的增加越来越小,直到

BSA 达到一定高浓度时迁移率几乎不再变化。
Matczuk 等[29]采用毛细管电泳-电感耦合等离子体质

谱(capillary electrophoresis coupled inductively cou-
pled plasma mass spectrometry, CE-ICP-MS)研究了柠

檬酸盐修饰的 Au NPs 与白蛋白(albumin, ALB)、转
铁蛋白(transferrin, TRF)2 种血清蛋白之间的相互作

用。 该研究发现,在 37 ℃条件下,10 ~ 50 nm 的 Au
NPs 与 ALB 孵育 5 min 后游离 Au NPs 的峰已消

失,而 5 nm 的 Au NPs 与 ALB 孵育 24 h 后仍有 5%
的游离 Au NPs 存在。 然而,Au NPs 与 TRF 结合达

到平衡大约需要 5 min,且形成的结合物随 Au NPs
粒径增大而增多,但总量不超过 10% ,即平衡时主

要以未结合的 Au NPs 为主。
Matczuk 等[30]还使用 CE-ICP-MS 方法观察了

CdSeS/ZnS 量子点(quantum dots, QDs)与 ALB、TRF
这 2 种血清蛋白结合的两步动力学机制。 在第一阶

段,只有一小部分 QDs(约 4% )转化为蛋白质结合形

式,但 1 h 后在电泳图中就只观察到一个单独的与

ALB 结合物相对应的 Cd 或 Zn 的信号,即 CdSeS/
ZnS QDs 已全部转化为 QDs-ALB 结合物形式。 而

QDs-TRF 结合物的形成要快得多(约 5 min),并显著

导致 ZnS 壳层从 CdSeS 核上解体。 Wang 等[31]利用

毛细管电泳-荧光 (capillary electrophoresis coupled
fluorescence, CE-FL)检测法研究了 CdSe/ZnS QDs
与多巯基变性 BSA(denatured BSA, dBSA)在不同

pH 和离子强度下相互作用的机理和动力学,发现

QDs 与 dBSA 的相互作用动力学表现为两相动力

学,即初始阶段为线性,随后为饱和平衡阶段。 此

外,该研究还发现 QDs 表面的结合位点有不同的优

先级,可以分层组装配体,且会导致 QDs 表面多价

巯基的低程度取代。 当 dBSA 和 QDs 混合后,由于

形成了多种 QDs-dBSA 预饱和中间体,在电泳图中

可以分离出从游离 QDs 到结合 QDs 的不同形式,
且形成的 QDs-dBSA 配合物的量与混合的物质的量

比例和混合时间相关。
1. 2　 结合平衡分析(Analysis of binding equilibrium)

当 NMs 表面结合蛋白质的浓度随时间延长而

不再改变时,即达到动态平衡状态。 收集达到平衡

时的结合数据对研究 NMs 与蛋白的相互作用非常

重要,它可以为预测细胞系统对不同 NMs 的吸收所

作出的反应提供依据。 结合平衡常数(K)以及其他

� 附加亲和参数可以用 CE 内外相互作用模式来测

定,如生物分子与每个粒子的结合数、结合协同性以

及表观速率常数等(表 1)。 当发生快速反应(tbinding<<
� tCE)时,最常用的方法是动态平衡法,即一方在样品

� 中,另一方在电泳缓冲液中,可使用 ACE 和毛细管

电泳前沿分析(capillary electrophoresis-frontal analy-
sis, CE-FA)等方法根据电泳迁移率或峰高的变化来

确定结合参数。 当发生慢速反应时(tbinding >>tCE ),需
� 要将反应混合物孵育一段时间后再进行分析,并分

别使用 CZE 或 FACE 监测电泳迁移率或峰高的变

化来获得结合参数。 Matczuk 等[32]利用 CE-ICP-MS
同时检测 NMs 中的金属元素和蛋白质中的硫元素

来确定蛋白冠的化学计量组成。 通过计算发现不同

粒径的 Au NPs 与 ALB 或人血清相互作用后的蛋白

质结合个数非常一致,这可能是由于 ALB 在血清中

占主导地位。 Boulos 等[33]还利用 ACE 对具有不同

表面电荷的 Au 纳米棒(nanorods, NRs)与 BSA 的结

合进行了定量。 通过测量随着电泳缓冲液中蛋白浓

度的增加 Au NRs 迁移率的改变来测定 BSA 吸附

到每个带负电和不带电的 Au NRs 上的结合平衡常

数,发现无论 Au NRs 表面电荷多少,BSA 与所有测

试的 Au NRs 均具有类似的结合亲和力。
当研究毛细管内相对快速达到结合平衡的相互

作用时,可采用电泳介导的微分析(electrophoretical-
ly mediated microanalysis, EMMA)方法。 例如,Wang
等[34]采用 EMMA 法研究 QDs 和 dBSA 在毛细管内

的自组装动力学,将 QDs 和 dBSA 连续注入毛细

管,在恒定电场作用下,由于 QDs 的迁移速度比 dB-
SA 慢(dBSA 第 2 位置注入),二者会发生局部微混

合。 通过该方式将不同物质的量比例的 QDs 和 dB-
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SA 在毛细管内混合后观察其相互作用。 此过程中

QDs-dBSA 结合物的峰随着 dBSA 浓度的增加而增

加,而 QDs 的峰逐渐减小,直到 dBSA ∶QDs 的物质

的量比为 32 ∶1 时达到平衡状态。 通过 Hill 方程可

计算 QDs 和 dBSA 相互作用的解离常数(KD)和结合

协同性 (binding cooperativity, BC)。 而当 QDs 作为

背景电解质组分时,还可以监测其与 2 个不同生物

分子的结合顺序[35-36]。

表 1　 毛细管电泳技术(CE)研究纳米材料和蛋白质相互作用的结合信息

Table 1　 Binding information of the interactions between nanomaterials and proteins
obtained by capillary electrophoresis (CE)

纳米材料

Nanomaterials

蛋白质

Proteins

结合信息

Binding information

参考文献

References

Au NPs ALB

n=15 (与 5 nm Au NPs 结合)

n =15 (binding to 5 nm Au NPs)

n=42 (与 10 nm Au NPs 结合)

n =42 (binding to 10 nm Au NPs)

n=108 (与 20 nm Au NPs 结合)

n =108 (binding to 20 nm Au NPs)

n=285 (与 50 nm Au NPs 结合)

n =285 (binding to 50 nm Au NPs)

[32]

PAA-Au NRs

PEG-Au NRs
BSA

K=(7.93±0.49)×104 (mol·L-1 )-1,BC=2.29±0.31

K=(1.53±0.09)×104 (mol·L-1 )-1,BC=2.19±0.27
[33]

GSH-CdSe/ZnS QDs dBSA

K=3.6×105 (mol·L-1 )-1,BC=2.8 (毛细管外结合模式)

K=3.6×105 (mol·L-1 )-1,BC=2.8 (Binding mode outside the capillary)

K=1.1×105 (mol·L-1 )-1,BC=2.6 (毛细管内结合模式)

K=1.1×105 (mol·L-1 )-1,BC=2.6 (Binding mode inside the capillary)

[34]

GSH-CdSe/ZnS QDs
His6 -mCherry

protein

K=9.5×104 (mol·L-1 )-1,BC=2.63 (毛细管外结合模式)

K=9.5×104 (mol·L-1 )-1,BC=2.63 (Binding mode outside the capillary)

K=4.3×104 (mol·L-1 )-1,BC=2.86 (毛细管内结合模式)

K=4.3×104 (mol·L-1 )-1,BC=2.86 (Binding mode inside the capillary)

[39]

MPA-CdSe/ZnS QDs
apo-TRF
holo-TRF

k=2.3×10-4 min-1

k=2.8×10-4 min-1
[30]

ZGO-PEG NPs BSA

(1) 30 mmol·L-1 BGE

K=(5.06±0.64)×106 (mol·L-1 )-1,n=5.21±0.27

(2) 60 mmol·L-1 BGE

K= (3.98±0.38)×106 (mol·L-1 )-1,n=3.71±0.13

(3) 100 mmol·L-1 BGE

K=(2.33±0.23)×106 (mol·L-1 )-1,n=2.06±0.22

(4) 150 mmol·L-1 BGE

K=(9.53±0.18)×105 (mol·L-1 )-1,n=0.74±0.15

[37]

注:K 表示结合平衡常数,k 表示表观速率常数,BC 表示结合协同性,n 表示与每个粒子结合的蛋白质数目;NPs 表示纳米颗粒,NRs 表示纳米

� 棒,PAA 表示聚丙烯酸,PEG 表示聚乙二醇,GSH 表示谷胱甘肽,QDs 表示量子点,MPA 表示巯基丙酸,ZGO-PEG NPs 表示聚乙二醇修饰的

ZnGa1.995Cr0.005O4 纳米颗粒。
Note: K for binding equilibrium constant, k for apparent rate constant, BC for binding cooperativity, n for number of proteins bound to each particle; NPs
for nanoparticles, NRs for nanorods, PAA for poly(acrylic acid), PEG for polyethylene glycol, GSH for glutathione, QDs for quantum dots, MPA for mer-
captopropionic acid, ZGO-PEG NPs for polyethylene glycol-functionalized ZnGa1.995Cr0.005O4 nanoparticles .
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　 　 当研究的 NPs 和蛋白质之间的相互作用相对

较弱时,可以采用毛细管电泳电动力学 Hummel-
Dreyer 方法(CE-HD)。 例如,Ramírez-García 等[37]在

研究 PEG 功能化的 ZnGa1.995Cr0.005O4 NPs(ZGO-PEG
NPs)与 BSA 之间的非特异性相互作用时,首次尝试

使用该方法测定了不同离子强度下的结合常数和结

合位点数。 该方法对结合参数的微小变化非常敏

感,能够反映带相反电荷的离子在 NPs 表面的凝

结,表明 ZGO-PEG NPs 与 BSA 之间存在静电相互

作用。
1. 3　 蛋白冠的形成和转换监测(Monitoring of for-
mation and transformation of protein corona)

在生理环境如血清中,NMs 会遇到复杂的蛋白

质组,因而会形成随时间动态变化的蛋白冠。 蛋白

冠的形成和组成受多种参数控制,如 NMs 的大小、
形状和修饰官能团,蛋白质的丰度、与 NMs 的结合

亲和力,血清基质成分等。 采用 CE-ICP-MS 技术可

以在复杂的基质中对含有可检测元素的 NMs 及其

蛋白冠的形成和转换过程进行定性和定量监测。
Matczuk 等[29]利用 CE-ICP-MS 检测 Au、Fe 和 S

元素,发现血清中的全铁转铁蛋白(holo-transferrin,
holo-TRF)、脱铁转铁蛋白 (apo-transferrin, apo-TRF)
和 ALB 与 Au NPs 的结合状态会随时间延长而发生

改变。 在与血清相互作用 2 min 后,Au NPs 就会转

化为 ALB 和 TRF 结合物的形式。 然而,当 Au NPs
在血液中的循环时间延长至 4 h 后,2 种形式的 TRF
峰均消失,即 ALB 完全取代了 2 种形式的 TRF,成
为蛋白冠中唯一的平衡成分。 此外,Au NPs 的尺寸

影响蛋白冠的形成,不同大小的 Au NPs 表面形成

蛋白冠的相对含量和吸附平衡时间存在差异,如 5
nm 和 50 nm 的 Au NPs 分别在 20 min 和 24 h 达到

吸附平衡。 而当 NMs 表面化学性质不同时,其结合

行为也存在差异。 例如,将人血清和 Au NRs 混合

后,Au NRs-PEG-COOH 和 apo-TRF 立刻形成吸附

层,成为主要的蛋白冠,该过程大约 40 min 完成;而
Au NRs-PEG-NH2 则首先形成 ALB 结合物,但这种

软冠中的 ALB 会逐渐被其他不太丰富的蛋白取代,
说明这些蛋白对胺化表面具有更高的亲和力[38]。

此外,研究发现,ALB 与 CdSeS/ZnS QDs 表面

的结合在 1 h 后完成,且没有明显破坏 QDs 的核壳

结构;而 TRF 与之结合后则会导致 ZnS 外壳的解

离[30]。 该研究还发现,CdSeS/ZnS QDs 在真实血清

环境中同样也会失去外壳,但并不是因为与主要转

运蛋白结合,而是与 ALB 和 TRF 以外的血浆蛋白

相互作用,表明一些较小的血浆蛋白可能对 QDs 表
面有更高的亲和力。 该结果有助于阐明 QDs 向机

体目标区域传递的机制,但不能明确 CdSeS/ZnS
QDs 失去外壳是否会产生特定类型的 NMs 毒性。

2　 纳米材料与其他生物分子的相互作用( Interac-
tion between nanomaterials and other biomole-
cules)
　 　 CE 评价 NMs 与生物分子之间的相互作用并不

局限于蛋白质,在生物基质中存在的其他小分子如

寡核苷酸、病毒、DNA、适配体和多肽等也可能和

NMs 相互作用形成冠。
Alsudir 和 Lai[40]利用毛细管电泳-紫外(capillary

electrophoresis coupled ultraviolet, CE-UV)检测法分

析了 TiO2 NPs 与单链 DNA 和双链 DNA 的相互作

用,发现 TiO2 NPs 与单链 DNA 结合后涂上 PEG 涂

层可精确测定分散 TiO2 NPs 的浓度,分析灵敏度提

高 10 倍 ~ 16 倍。 该研究发现单链 DNA 是一种比

双链 DNA 更有效的吸附剂,可以通过其糖-磷酸骨

架与 TiO2 NPs 发生更强的相互作用。 Stanisavljevic
等[41]采用 CE-UV 和毛细管电泳-激光诱导荧光(cap-
illary electrophoresis coupled laser-induced fluores-
cence, CE-LIF)方法证实了链霉亲和素(streptavidin,
strep)修饰的 MPA-CdTe QDs 与所选寡核苷酸之间

存在相互作用,可用于标记检测生物素化寡核苷酸

癌序列 BCL-2 和乙型肝炎病毒癌序列,该检测可能

有助于此类疾病的快速诊断。 该研究团队还利用

CE-LIF 和凝胶电泳发现 CdTe QDs 与鸡基因组

DNA 和 500 bp DNA 片段之间的相互作用依赖于

CdTe QDs 尺寸与 DNA 之间的匹配度[42]。
Girardot 等[43]利用微芯片毛细管电泳模式(mi-

crochip capillary electrophoresis format, FACMCE)评
估了不同性质和组成的电泳缓冲溶液中适配子

(aptamer)标记的 Fe2O3 NPs 与溶菌酶(aptamer 靶标)
之间的关联强度。 该技术能够测定溶菌酶上的结合

位点数和二者解离常数,从而证明溶菌酶 aptamer
与 NPs 结合后仍然保留靶向功能。

Grela 等[44] 研究了在毛细管电色谱中聚合物

NPs 作为伪固定相与多种生物活性肽的相互作用,
发现聚合物 NPs 与黄体生成素释放激素和缓激肽

有很强的相互作用,并通过改变颗粒的大小研究其

对肽电色谱行为的影响。 Wang 和 Xia[45]利用 CE-
FL 检测配体与 QDs 之间的荧光共振能量转移,并
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结合荧光峰迁移时间的改变,共同证明了在复杂的

结合溶液(细胞裂解液)中多组氨酸肽聚合物与 QDs
的相互作用。 Brambilla 等[46-47]通过 CE-LIF 和辅助

技术研究了聚氰基丙烯酸烷酯 NPs 和聚乳酸 NPs
对浓度接近生理条件的单体和可溶性低聚物形式的

Aβ1-42 肽的动电学行为的影响。

3　 展望(Prospect)
NMs 凭借其优越性能成为众多领域最具吸引

力和发展最迅速的革命性材料,其种类和产量的迅

速增加使其不可避免地在环境中累积,并最终进入

人体。 因此,深入研究 NMs 与生物分子的相互作用

有助于揭示 NMs 可能的毒性效应和内在机制。 在

众多研究 NMs 和生物分子相互作用的方法中,毛细

管电泳技术不仅可以与各种检测器联用监测 NMs
与生物分子相互作用的动态变化,还可以收集结合

参数信息并评估 NMs 对蛋白质及生物小分子的反

应性和亲和力。 然而,由于复杂的生物系统中存在

众多蛋白质和生物小分子,利用常规 CE 技术对多

种生物分子进行精确定性和定量仍然存在很大挑

战。 近年来,随着 CE 和分子质谱的蛋白质组学技

术及电喷雾电离质谱 (electrospray ionization mass
spectrometry, ESI-MS)的联用[48]、金属稳定同位素标

记生物分子技术的发展[49]、集成芯片形式的转变[43]

以及毛细管涂层和电极修饰技术的改善[50-51],CE 技

术可能成为深入了解 NMs 和生物分子相互作用机

制和预测 NMs 在生物系统中分布和传递的一项前

沿技术。
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