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摘要摘要 为更好地模拟药物小分子与碳酸酐酶在体内的相互作用，采用碳酸酐酶-脂质体毛细管电泳法，以4-羧基苯磺酰胺为分

析对象建立碳酸酐酶药物筛选模型，并以此模型为基础计算12种药物小分子与碳酸酐酶的结合常数，分析药物小分子与碳酸酐

酶的相互作用。结果表明，4-羧基苯磺酰胺与碳酸酐酶-脂质体的结合常数为1.172×104 mL·g-1，具有较强的相互作用。基于

此，筛选出4种（咖啡酸、L-抗坏血酸、2, 4-二氯-5-磺酰胺基苯甲酸和4-氯-3-磺酰胺基苯甲酸）和5种（阿魏酸、马兜铃酸、没

食子酸、原儿茶酸、烟酸）与复合物具有较强或较弱相互作用的药物。通过该法可快速、有效、经济地测定碳酸酐酶或其他靶标与

药物的相互作用，缩短药物研发周期。
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Binding interaction of carbonic anhydrase-liposome complex and
medicinal molecules by Scatchard method

AbstractAbstract In this in vitro study, carbonic anhydrase-liposome complex was prepared to simulate the in vivo interactions between drug
molecules and carbonic anhydrase. The complex was prepared by ultrasonic cell disruption, mixing and extrusion. Zeta potential and
the size of carbonic anhydrase-liposome complex were -45.06 mV and 99.43 nm, respectively, indicating this complex is stable and
suitable to apply for capillary electrophoresis. The complex was further added in running buffers as pseudo stationary phase in
capillary electrophoresis, and 4-carboxybenzenesulfonamide (containing 2.2×10-3 mol/L 4-methyl-2-pentanone as EOF marker) was
added as a sample to establish the model of the interaction between the drug and carbonic anhydrase- liposome complex using
Scatchard method. The binding constant in this model was 1.172×104 mL·g-1. Among the 12 drugs studied using this method, caffeic
acid, L-ascorbic acid, 2,4-dichloro-5-sulfamoylbenzoic acid, and 4-chloro-3-sulfamoyl benzoic acid had strong interactions with
carbonic anhydrase- liposome complex, having higher binding constants than that of 4- carboxybenzenesulfonamide. Ferulic acid,
aristolochic acid, gallic acid, protocatechuic acid, and nicotinic acid had weak interactions with carbonic anhydrase- liposome
complex, having lower binding constants than that of 4-carboxybenzenesulfonamide. This method can be used to check interactions
between carbonic anhydrase or other targets and drug molecules rapidly and effectively, reducing the development cycle of drugs.
KeywordsKeywords liposome; carbonic anhydrase; capillary electrophoresis
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催化生化反应的各种酶在各类药物靶标中是重要的一

类，其中，碳酸酐酶（carbonic anhydrase，CA）是一类含锌金属

酶，可以在体内高效催化CO2和水的可逆水合反应，促进CO2

和HCO-3的合成。CA几乎存在于哺乳动物的各个组织中，参
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与机体气体运输、酸碱调节，在维持内环境的稳定方面发挥

重要作用 [1,2]，但目前基于CA的以模拟体内环境为基础的药

物筛选方法研究较少。为建立模拟体内环境的靶标与药物

相互作用模型，并筛选出与靶标具有强相互作用的药物，缩

短研发周期，迫切需要建立切实可行的方法并加以应用。脂

质体（liposome）是由脂质双分子层构成的模拟细胞膜结构的

多层微囊，具有极好的生物相容性，在药物载体[3~15]和模拟药

物与细胞膜的相互作用，研究药物吸收等[16~19]方面具有重要

作用。然而，利用脂质体与细胞膜的相似性，将靶蛋白固载

于脂质体上用于高通量药物筛选的相关研究甚少。

在众多研究药物筛选方法中，毛细管电泳具有分析样品

用量少、分析时间短、分离效率高等优点，广泛应用于药物筛

选研究[20~24]。因此，为更好地模拟生物体内的细胞环境，更真

实地模拟药物与靶蛋白在体内的结合情况，本研究将靶蛋白

固定在脂质体上，采用靶蛋白-脂质体毛细管电泳方法，通过

测定药物小分子与碳酸酐酶-脂质体的结合常数，以较少的

分析量更好地研究碳酸酐酶-脂质体复合物与目标分子间的

相互作用。

1 材料与方法
1.1 仪器和试剂

G1600AX型毛细管电泳仪（美国安捷伦公司），超声波清

洗器（昆山市超声仪器有限公司），JY-92IID型超声波细胞破

碎机（宁波新芝生物科技股份有限公司）。

α-葡萄糖苷酶、甲基异丁基酮、4-氯-3-磺酰胺基苯甲

酸、2, 4-二氯-5-磺酰胺基苯甲酸、4-氯-3-磺酰胺基苯甲酸

和L-抗坏血酸购自美国Sigma公司，阿魏酸、核黄素、没食子

酸、原茶儿酸、烟酸、水杨酸购自百灵威科技有限公司，茴香

酸、马兜铃酸、咖啡酸购自中国药品生物制品检定所，其余试

剂均为分析纯。

常用试剂储存液的配制：

pH值为 7.4的 0.2 mol/L硼酸盐缓冲液：称取 0.4938 g硼
酸溶于40 mL水为A液；称取0.1929 g硼砂溶于10 mL水为B
液，A、B液体按体积比9∶1混合，即得。

0.04 mol/L甲基异丁基酮储备液：取 5 μL甲基异丁基酮

（MP），采用pH值为7.4硼酸盐缓冲液稀释至1 mL，即得。

1 mg/mL的碳酸酐酶溶液储备液：称取2 mg碳酸酐酶溶

于2 mL pH值为7.4的硼酸盐缓冲液，得到1 mg/mL的碳酸酐

酶溶液储备液，4℃保存备用。

1.2 实验方法

1.2.1 脂质体制备

采用薄膜分散-超声法制备粒径均一的脂质体。称取

180 mg蛋黄卵磷脂和60 mg胆固醇于250 mL圆底烧瓶，加入

20 mL三氯甲烷使其完全溶解。40℃水浴旋转蒸发至三氯甲

烷无残留，此时圆底烧瓶底部形成一层均匀的淡黄色薄膜。

向形成淡黄色薄膜的圆底烧瓶中加入48 mL蒸馏水，在涡旋

振荡器上振荡使淡黄色薄膜从圆底烧瓶中脱落，逐渐溶于蒸

馏水中形成多层脂质体小泡，并于冰浴条件下超声 3~6 h直
至形成均匀的脂质体微乳液。加入蒸馏水稀释至 2 mg/mL，
于超声波细胞破碎仪中破碎15 min（超声2 s，间隔4 s），置于

4℃冰箱内保存备用。

1.2.2 碳酸酐酶-脂质体复合物制备

采用物理搅拌法和挤压法相结合的方式制备碳酸酐酶-
脂质体复合物。分别取适量已制备好的脂质体溶液，加入适

量 1 mg/mL碳酸酐酶储存液，用 pH值为 7.4的 0.2 mol/L硼酸

盐缓冲液进行稀释，使得每组脂质体和碳酸酐酶终质量浓度

分别为0、0.04、0.08、0.12、0.16及0.20 mg/mL。将混合液搅拌

6 h后，液氮内反复冻融 3次，之后将各组混悬液分别用挤出

器（滤芯分别是800和400 nm）各挤压20次，再用0.22 μm的

微孔滤膜过滤，即得碳酸酐酶-脂质体复合物。

1.2.3 药物与碳酸酐酶-脂质体相互作用模型

以4-羧基苯磺酰胺为分析对象建立碳酸酐酶-脂质体复

合物毛细管电泳法药物筛选模型。将含有 4×10-3 mol/L MP
和1 mg/mL 4-羧基苯磺酰胺的混合溶液作为上样样品，分别

以 0、0.04、0.08、0.12、0.16和 0.20 mg/mL碳酸酐酶-脂质体复

合物为假固定相。综合分析峰形和出峰时间等因素，优化分

离电压、上样压力和时间等因素，最终确定在分离电压 25
kV，上样压力 5 Pa，上样时间 3 s的条件下进行毛细管电泳，

记录MP和4-羧基苯磺酰的出峰时间，采用Scatchard方法依

据不同配体质量浓度[L]下电泳迁移率μ的变化计算小分子与

碳酸酐酶-脂质体复合物的结合常数K，以此为基础建立药物

筛选模型，计算方式如下

Δμ/[L]=-KΔμ+KΔμmax （1）
式中，Δμ=μ-μ0，为小分子药物化合物的电泳迁移率在采用不

同配体质量浓度下的变化，μ0为无配体存在时受体的迁移

率，Δμmax为受体被饱和时的迁移率，通过（Δμ/[L]）-Δμ作图得

到的斜率即为小分子与碳酸酐酶-脂质体复合物的结合常数

K[25,26]。

1.2.4 小分子药物与碳酸酐酶-脂质体复合物的相互作用

按照上述方法对12种待筛选药物小分子进行研究，采用

Scatchard方法计算分析各个小分子与脂质体-碳酸酐酶复合

物的结合常数。其中，小分子药物2，4-二氯-5-磺酰胺基苯

甲酸、4-氯-3-磺酰胺基苯甲酸、阿魏酸、原儿茶酸、咖啡酸、

烟酸和水杨酸的检测波长为230 nm，马兜铃酸和没食子酸的

检测波长为214 nm，核黄素、茴香酸和L-抗坏血酸的检测波

长为254 nm。

2 结果与分析
2.1 脂质体-碳酸酐酶复合物表征

从图1可以看出，将碳酸酐酶固定在脂质体上后，其平均

粒径（99.43 nm）大于脂质体的粒径（84.71 nm），说明碳酸酐

酶成功地固定在脂质体上，且其粒径适用于毛细管电泳，不
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易造成毛细管的阻塞。同时，复合物的 Zeta电位为-45.06
mV，位于40~60 mV范围内，体系较稳定。结合粒径和Zeta电

位可以确定制备的脂质体-碳酸酐酶复合物具有较为稳定的

结构，能够用于毛细管电泳的相关研究。

图1 脂质体（A）与脂质体-碳酸酐酶复合物（B）的粒径（a）和Zeta电位（b）
Fig. 1 Size distribution (a) and Zeta potential (b) of liposomes (A) and carbonic anhydrase-liposome complex (B)

碳酸酐酶-脂质体质量浓度(μg/mL)：（A）0，（B）40，（C）80，
（D）120，（E）160，（F）200

图2 MP与4-羧基苯磺酰胺混合样品在不同质量浓度碳酸酐

酶-脂质体复合物缓冲液中的电泳叠加

Fig. 2 Electrophoresis overlay charts by MP and 4-
carboxybenzenesulfonamide in different concentrations of

carbonic anhydrase-liposome complex buffer

2.2 脂质体-碳酸酐酶复合物毛细管电泳法药物筛选模型

的建立

临床上使用的碳酸酐酶抑制剂主要有无机金属络合物

和磺胺衍生物，其中，磺胺类抑制剂更为主要，药效基团为解

离的R-SO2NH2[2]。但碱性化合物在毛细管电泳中容易引起

电渗流过大，影响实验结果，酸性基团的引入更有利于毛细

管电泳的进行。因此，研究中选择对牛碳酸酐酶 II具有抑制

作用的 4-羧基苯磺酰胺[27]建立该药物筛选模型。从电泳图

谱可以看出，随着碳酸酐酶-脂质体质量浓度的增加，4-羧基

苯磺酰胺的出峰时间逐渐增加（图2）。用Scatchard分析法定

量分析，以Δμ为横坐标，Δμ/[L]为纵坐标作图，得到线性关系

y=-11.724x+7.0955（R2=0.981）。由此可知，4-羧基苯磺酰胺

与α-葡萄糖苷酶-脂质体复合物的结合常数 K=1.172×104

mL·g-1。

2.3 脂质体-碳酸酐酶复合物毛细管电泳法药物筛选

以12种小分子药物为分析对象，它们在不同质量浓度的

碳酸酐酶-脂质体复合物为假固定相的条件下的电泳图谱如

图3所示，对应的采用Scatchard法分析得到的结合常数及其

拟合曲线如表1所示。

从表 1中可以看出，咖啡酸、L-抗坏血酸、2，4-二氯-5-
磺酰胺基苯甲酸和 4-氯-3-磺酰胺基苯甲酸具有高于 4-羧
基苯磺酰胺与碳酸酐酶-脂质体复合物的结合常数，说明这

些小分子与碳酸酐酶-脂质体复合物具有较强的相互作用，

有可能是碳酸酐酶的抑制剂或激活剂，可作为相关药物开发

的研究基础。

同时，阿魏酸、马兜铃酸、没食子酸、原儿茶酸、烟酸与碳

酸酐酶-脂质体复合物具有高于5×103 mL·g-1的结合常数，说

明这些小分子与碳酸酐酶-脂质体复合物具有一定的结合作

用，对碳酸酐酶具有较弱的抑制或激活作用。而核黄素、茴

香酸和水杨酸与碳酸酐酶-脂质体复合物相互作用较弱，可

能不存在对碳酸酐酶的抑制或激活作用。

3 结论
采用碳酸酐酶-脂质体毛细管电泳法成功模拟了生物体

内环境，建立了研究碳酸酐酶与小分子药物相互作用的模

型，并以此模型为基础分析了12种小分子药物与碳酸酐酶-
脂质体复合物的相互作用，其中 4种药物与复合物具有较强

的相互作用，5种药物与其相互作用较弱，这些小分子药物均

可以作为基础继续研究其对碳酸酐酶的抑制或激活作用，为

相关药物的研发提供前期准备，缩短药物研发的时间，提高

效率。然而，该法更适用于具有水溶性、酸性和紫外吸收的

药物，对其他类型的药物的类似研究仍需要对毛细管内壁或

其他条件进行进一步的探索，以更好地用于药物与靶蛋白相

互作用的研究。

（a） （b）
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碳酸酐酶-脂质体质量浓度（μg/mL）：（A）0，（B）40，（C）80，（D）120，（E）160，（F）200

图3 MP与药物小分子混合样品在含不同质量浓度碳酸酐酶-脂质体复合物假固定相中电泳叠加

Fig. 3 Electrophoresis overlay charts by MP and small drug molecules in different concentrations of carbonic anhydrase-
liposome complex buffer

（a）2,4-二氯-5-磺酰胺基苯甲酸 （b）4-氯-3-磺酰胺基苯甲酸 （c）阿魏酸

（l）L-抗坏血酸（j）烟酸 （k）水杨酸

（i）咖啡酸

（d）马兜铃酸 （e）核黄素 （f）没食子酸

（g）茴香酸 （h）原儿茶酸
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《中国网民科普需求搜索行为报告》首期发布

·学术动态·

2015年7月21日，中国科协与百度公司举行“科普中国＋百度”战略合作成果发布活动，共同发布了首期《中国网民科普需求搜索

行为报告》。

《中国网民科普需求搜索行为报告》以在百度搜索的中国网民为分析对象，从健康与医疗、食品安全、航空航天、信息科技、前沿技

术、气候与环境、能源利用和应急避险8大科学主题，对1000个种子词、10000个衍生词的检索数据进行分析。首期报告显示，2011年
到2015年第一季度，科普搜索指数由日均251万增长到700万，前沿技术和能源利用两大主题科普需求持续增长。以移动端为代表的

即时型搜索以应急避险、健康与医疗主题为主，以PC端为代表的学习型搜索以前沿技术、气候与环境主题为主。健康与医疗成为最受

关注的科普主题，互联网成为常见疾病的问询平台。

本报告对科普工作提出了很有针对性的意见：进一步加强移动互联网的科普；大力提高互联网络科普信息的科学性和准确性；紧

密围绕健康医疗、应急避险、前沿科技等网民关切主题开展科普；进一步缩小地域间、代际间的科普信息“鸿沟”。

《中国网民科普需求搜索行为报告》链接网址：http://index.baidu.com/special/kepu
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