
书书书

· ５８　　　 ·
第二军医大学学报　２０１１年１月第３２卷第１期 ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ａｊｓｍｍｕ．ｃｎ
ＡｃａｄｅｍｉｃＪｏｕｒｎａｌｏｆＳｅｃｏｎｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｊａｎ．２０１１，Ｖｏｌ．３２，Ｎｏ．１

ＤＯＩ：１０．３７２４／ＳＰ．Ｊ．１００８．２０１１．０００５８ ·论　著·

用α１Ａ肾上腺素受体色谱研究哌嗪类化合物的生物亲和作用
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　　［摘要］　目的　用α１Ａ肾上腺素受体（α１ＡＡＲ）色谱法研究哌嗪类化合物与α１ＡＡＲ的生物亲和作用。方法　采用亲和
层析色谱法从家兔心脏组织中纯化得到α１ＡＡＲ，以大孔硅胶为载体，采用温和的化学偶联方法，将α１ＡＡＲ通过共价键均匀

地固载在大孔硅胶表面，用盐酸特拉唑嗪、去甲肾上腺素、坦索罗辛、间羟胺和乌拉地尔表征α１ＡＡＲ色谱柱的保留特性；化学

合成６种哌嗪类化合物，并用该色谱模型研究其与α１ＡＡＲ之间的相互作用关系。结果　所合成哌嗪类化合物与α１ＡＡＲ之
间有生物亲和作用，其亲和力大小为：化合物３＞化合物４＞化合物１＞化合物２＞化合物５＞化合物６。结论　α１ＡＡＲ色谱
法是一种特异、可靠的生物亲和色谱方法，可用于药物活性的初步研究。
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　　受体是细胞膜上特殊的蛋白质，肾上腺素能受体

是受体家族中最重要的部分［１］，分为α受体和β受体，

这２个受体又细分为若干亚型。根据解剖定位、生理
功能以及对激动剂和拮抗剂的亲和力的差异，α受体

分为α１、α２２个亚型。α１肾上腺素受体（α１ａｄｒｅｎｏ

ｃｅｐｔｅｒ，α１ＡＲ）是Ｇ蛋白偶联的７次跨膜受体蛋白家

族的成员之一，广泛分布于血管平滑肌和心肌等组
织，主要介导血管平滑肌的收缩，是治疗心脑血管疾
病药物发挥药效的主要靶点之一。根据该受体与激

动剂和拮抗剂亲和力的不同，确定α１ＡＲ包括α１Ａ、α１Ｂ
及α１ＤＡＲ。α１ＡＡＲ主要分布在细胞内，在成纤维细

胞及血管平滑肌细胞表面也有一定分布。

　　哌嗪环是药物化学研究中常用的一类氮杂环，它
的引入可有效地调节药物的理化性质，改善药物的药
动学性质；还可通过形成多个氢键或离子键，提高药
物的生物活性。哌嗪类化合物与抗抑郁药物的主要
结构相连所得到的新型化合物，可能对抑郁症的治疗
起效更快［２］。因此在众多药物的研发中常引入哌嗪
环，呈现出广泛的生物活性，从而受到人们的广泛关注。
本研究采用亲和色谱法从家兔心脏组织中纯化得到了

α１ＡＡＲ，建立了α１ＡＡＲ亲和色谱方法，并用其研究所合
成的哌嗪类化合物与α１ＡＡＲ的生物亲和作用。

１　材料、仪器和试剂

　　核磁共振用 ＶａｒｉａｎＶＸＲ４００仪；红外光谱用
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Ｎｉｃｏｌｅｔ５７００ ＦＴＩＲ 仪；元 素 分 析 仪 用 Ｆｉｎｎｉｇａｎ
Ｆｌａｓｈ１１１２ＳｅｒｉｅｓＥＡ；８５２数显恒温加热磁力搅拌器
（杭州仪表电机有限公司）；二氯甲烷、三氯甲烷（分析
纯，天津市富宇精细化工有限公司）；甲醇（色谱纯，天
津市科密欧化学试剂有限公司）；碳酸氢钠、无水硫酸
钠（分析纯，天津市天力化学试剂有限公司）、２哌嗪
基４氨基６，７二甲氧基喹唑啉（化学纯，重庆威尔德
浩瑞医药化工有限公司）；２呋喃甲酸（化学纯，上海晶
纯试剂有限公司）；２四氢呋喃甲酸（化学纯，杭州科邦
特化工有限公司）；２氯４，６二甲氧基１，３，５三嗪（化
学纯，济南鲁利化工有限公司）；４甲基吗啉（化学纯，
国药集团化学试剂有限公司）。

　　ＺＺＸＴＡ装柱机（大连依利特分析仪器有限公
司）；ＢＴ０１１００型蠕动泵（保定兰格恒流泵有限公
司）。６Ｂ琼脂糖微球（西安交大保赛生物技术股份
有限公司，ＢＳ０５０８２４），γ氨丙基三乙氧基硅烷（湖
北德邦化工新材料有限公司）。羰基二咪唑、亮抑蛋
白酶肽、大豆胰蛋白酶抑制剂、脱氧胆酸钠、ＥＤＴＡ
均购自Ｓｉｇｍａ公司，其他试剂均为分析纯。

２　方法和结果

２．１　α１ＡＡＲ亲和色谱方法的建立

２．１．１　α１ＡＡＲ粗品的制备　取家兔心脏组织，参
考文献［３４］的方法制备含有溶脱α１ＡＡＲ的洗脱
液，－７０℃冻存备用。

２．１．２　α１ＡＡＲ的纯化 　参考文献［５］的方法合成

１００ｍｌ用于纯化α１ＡＡＲ的亲和层析树脂，然后装柱，
用２００ｍｌ１００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ、１０．０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ、

２．０ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ、０．１％的脱氧胆酸钠组成的溶液
（ｐＨ７．２）平衡柱子。将待纯化的α１ＡＡＲ粗膜溶液上
样，４℃，先 用 缓冲溶液（５００ ｍｍｏｌ／Ｌ ＮａＣｌ，５０．０
ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ，２．０ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ，１．０％的脱氧胆
酸钠，ｐＨ７．２）洗涤。将柱温恢复到室温，用２００ｍｌ含
特拉唑嗪的缓冲溶液线性洗脱，特拉唑嗪的浓度为０～
８０．０μｍｏｌ／Ｌ。收集目标洗脱液。用ＳｅｐｈａｄｅｘＧ５０尺
寸排阻柱除去收集液中游离的特拉唑嗪，即得含α１Ａ
ＡＲ的洗脱液，冷冻浓缩至２．５ｍｌ，－７０℃冻存。

２．１．３　α１ＡＡＲ亲和色谱固定相的合成和装柱　参
考文献［４］的方法，制备氨丙基硅胶，再用羰基二咪
唑活化。取１．０ｇ活化硅胶，加入α１ＡＡＲ洗脱液和
磷酸盐缓冲溶液（ｐＨ７．２），室温下搅拌２ｈ。抽滤，
硅胶用缓冲液洗涤多次后，转移至１％甘氨酸乙酯溶
液中反应３０ｍｉｎ。最后用缓冲溶液洗涤，得到α１Ａ
ＡＲ亲和色谱固定相。以５．０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ溶
液（ｐＨ７．２）为匀浆液和顶替剂，在４．０×１０７Ｐａ的压
力下装填色谱柱（５０ｍｍ×２．１ｍｍ）。

２．１．４　色谱柱保留特性研究　以１０．０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ
ＨＣｌ、１．０ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ和１．０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ组成的
溶液（ｐＨ７．２）为流动相，在流速为０．５ｍｌ／ｍｉｎ的条件
下，分别测定盐酸特拉唑嗪、去甲肾上腺素、坦索罗
辛、间羟胺、乌拉地尔在氨丙基硅胶和α１ＡＡＲ色谱柱
上的保留时间ｔＲ及柱系统死时间ｔ０，通过公式计算容
量因子：ｋ′＝（ｔＲ－ｔ０）／ｔ０，判断色谱柱的活性。

２．１．５　哌嗪化合物的保留时间测定　以２．１．４项
下条件分别测定各化合物在α１ＡＡＲ亲和色谱柱上
的保留时间。

２．１．６　哌嗪化合物的结合常数测定　设定柱温为

２０℃，采用前沿色谱法测定配体受体的结合常数。
以２．１．４项下的流动相为Ａ液，用Ａ液配制而成的
喹唑啉等溶液为Ｂ液，首先用 Ａ液平衡色谱柱６０
ｍｉｎ，然后由仪器自动控制Ａ、Ｂ液按系列比例混合，
以０．５ｍｌ／ｍｉｎ流速通过色谱柱，直至流出液的紫外
吸收达到平台值，记录突破时间，计算曲线达到拐点
时的体积。同法以 ＮａＮＯ２溶液测定色谱系统的死
体积。利用Ｓｃａｔｃｈａｒｄ公式计算结合常数Ｋａ。

２．２　哌嗪化合物的合成

２．２．１　１（４氨基６，７二甲氧基２喹唑啉基）哌嗪的
合成（１）　取２氯４氨基６，７二甲氧基喹唑啉１．２ｇ
溶于２０．０ｍｌ１，４二氧六环中，搅拌滴入到含０．８６ｇ
无水哌嗪、０．８ｍｌＤＭＦ的８０ｍｌ１，４二氧六环溶液
中，１１０℃回流３ｈ，ＴＬＣ检测反应进程。反应后，用１
ｍｏｌ／Ｌ的ＮａＯＨ溶液调ｐＨ至微碱性，用三氯甲烷萃
取３次，倒掉水层，将有机层用饱和ＮａＣｌ水溶液洗至
中性，再用无水硫酸钠干燥过夜，减压蒸干，得白色粉
末１．８ｇ。经柱层析纯化得白色粉末１．２ｇ。产率：

８３．０％。经ＩＲ、１ＨＮＭＲ表 征：白 色 固 体，１ＨＮＭＲ
（ＣＤＣｌ３，４００ＭＨｚ）：７．４０（ｓ，１Ｈ，ＡｒＨ），６．７２（ｓ，１Ｈ，

ＡｒＨ），３．８３（ｓ，３Ｈ，ＯＣＨ３），３．７９（ｓ，３Ｈ，ＯＣＨ３），

３．６３～２．７０ （ｔ，８Ｈ，ＣＨ２ＮＣＨ２），３．３１ （ｂｒｓ，２Ｈ，

ＮＨ２），２．５１（ｔ，１Ｈ，ＮＨ）；ＩＲ（ＫＢｒ）ν：３３２１，３２３０，

１６３０，１６３４，１５８３，１５１７，１５５２，１４８７，１３７８，１２７８，

１１００ｃｍ－１；ＭＳ（ｍ／ｚ）：２９０．２［Ｍ＋Ｈ］＋。

２．２．２　１（４氨基６，７二甲氧基２喹唑啉基）４乙
酰基哌嗪的合成（２）　取１（４氨基６，７二甲氧基２
喹唑啉基）哌嗪１．４５ｇ溶于１００ｍｌ１，４二氧六环中，
再搅拌滴入含０．３６ｍｌ乙酰氯的１０ｍｌ１，４二氧六环
溶液，室温搅拌２４ｈ。ＴＬＣ检测反应进程。反应后，
处理同２．２．１，得白色粉末１．８２ｇ，以二氯甲烷甲
醇＝５１为洗脱剂，经柱层析纯化得白色粉末１．４５ｇ。
产率：８７．３％。经 ＩＲ、１ＨＮＭＲ表 征：白 色 固 体，
１ＨＮＭＲ（ＣＤＣｌ３，４００ＭＨｚ）：８．１２（ｂｒｓ，２Ｈ，ＮＨ２），

７．５４（ｓ，１Ｈ，ＡｒＨ），７．１２（ｓ，１Ｈ，ＡｒＨ），３．９８（ｓ，３Ｈ，
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ＯＣＨ３），３．９４（ｓ，３Ｈ，ＯＣＨ３），３．８８～３．７６（ｓ，８Ｈ，

ＣＨ２ＮＣＨ２），２．１７（ｓ，３Ｈ，ＣＨ３）；ＩＲ（ＫＢｒ）ν：３１７８，

２９２６，１６３１，１５９６，１５３１，１４３８，１２９７，１２５４，１１１０
ｃｍ－１；ＭＳ（ｍ／ｚ）：３３２．１［Ｍ＋Ｈ］＋。

２．２．３　１（４氨基６，７二甲氧基２喹唑啉基）４［（２，

３二氢１，４苯并二　烷２基）羰基］哌嗪的合成（３）　
在５０ｍｌ三颈瓶中，取１．１０ｍｌ苯并二　烷甲酸溶于

３０ｍｌ甲苯中，加入０．８ｍｌＳＯＣｌ２，加热回流１ｈ，反应
后，旋转蒸发去除溶剂，将所得２ｇ产物直接溶于２０
ｍｌ１，４二氧六环中，再滴加到含２．８９ｇ１（４氨基６，

７二甲氧基２喹唑啉基）哌嗪、０．８ｍｌＤＭＦ的１００ｍｌ
１，４二氧六环溶液中，常温下搅拌反应２４ｈ［６］。反应
后，处理同２．２．１，得固体粉末４ｇ。以二氯甲烷甲
醇＝２０１为洗脱剂，经柱层析纯化得固体粉末３．２５
ｇ。产率：７２．１％。经ＩＲ、１ＨＮＭＲ 表征：白色固体，
１ＨＮＭＲ（ＣＤＣｌ３，４００ＭＨｚ）：６．９７～６．７９（ｍ，６Ｈ，Ａｒ
Ｈ），５．１９（ｂｒｓ，２Ｈ，ＮＨ２），４．９０（ｔ，１Ｈ，ＯＣＨＣＨ２），

４．５３（ｄ，Ｊ＝１１．９２Ｈｚ，１Ｈ，ＯＣＨＣＨ２），４．３７（ｄ，Ｊ＝
１１．８１ Ｈｚ，１Ｈ，ＯＣＨＣＨ２ ）， ４．０５ （ｔ，２Ｈ，

ＣＨ２ＮＣＨ２），３．９８ （ｓ，３Ｈ，ＯＣＨ３），３．９４ （ｓ，３Ｈ，

ＯＣＨ３），３．８７ （ｔ，２Ｈ，ＣＨ２ＮＣＨ２），３．７５ （ｔ，２Ｈ，

ＣＨ２ＮＣＨ２），３．６１（ｔ，２Ｈ，ＣＨ２ＮＣＨ２）；ＩＲ（ＫＢｒ）ν：

３３４３，３２２６，２９２６，１６３４，１５６０，１４９５，１４３０，１３７３，

１２３９，１１７３，１１００ｃｍ－１；ＭＳ（ｍ／ｚ）：４５２．６［Ｍ＋Ｈ］＋。

２．２．４ 　１（４氨基６，７二甲氧基２喹唑啉基）４
（４醛基苯甲酰基）哌嗪的合成（４）　依照２．２．３项
下合成１（４氨基６，７二甲氧基２喹唑啉基）４（４
醛基苯甲酰基）哌嗪，反应后得黄色粉末２．１ｇ。经
柱层析纯化得固体粉末１．８ｇ。产率：８３．６％。经

ＩＲ、１ＨＮＭＲ表征：黄色固体，１ＨＮＭＲ （ＣＤＣｌ３，４００
ＭＨｚ）：１０．０８（ｓ，１Ｈ，ＣＨＯ），８．０１～６．７３（ｓ，６Ｈ，Ａｒ
Ｈ），７．１６（ｓ，２Ｈ，ＮＨ２），３．８３（ｓ，３Ｈ，ＯＣＨ３），３．７９（ｓ，

３Ｈ，ＯＣＨ３），３．７２～３．３３（ｓ，８Ｈ，ＣＨ２ＮＣＨ２）；ＩＲ
（ＫＢｒ）ν：３４７８，３３５５，２９８０，２９３４，１７１５，１６０９，１５１９，

１４４９，１１０４ｃｍ－１；ＭＳ（ｍ／ｚ）：４２２．７［Ｍ＋Ｈ］＋。

２．２．５　１（２呋喃甲酰基）哌嗪合成（５）　在１００ｍｌ三
颈瓶中，加入２．２４ｇ呋喃糠酸和０．２２ｇ对甲苯磺酸，用

８０ｍｌ甲醇将其溶解，８５℃回流５ｈ，反应完毕后将产物
直接蒸干，用乙酸乙酯溶解后，再用饱和ＮａＨＣＯ３溶液
洗３次，取其有机层，用无水硫酸钠干燥过夜，减压蒸
干，得黄色液体２．２ｇ。将所得黄色液体用２５ｍｌ１，４二
氧六环溶解后，滴加到含１．７２ｇ无水哌嗪、１０ｍｌ甲醇
钠饱和溶液的１２０ｍｌ１，４二氧六环溶液中，１１０℃回流

３．０ｈ［７］，ＴＬＣ检测反应进程。反应后，用１ｍｏｌ／Ｌ的

ＨＣｌ溶液调ｐＨ至微碱性，再直接蒸干，三氯甲烷溶解
后，用无水硫酸钠干燥过夜，减压蒸干，得黄色液体３．８５

ｇ。以二氯甲烷甲醇＝１５１为洗脱剂，经柱层析纯
化得黄色液体２．８６ｇ。产率：７９．４％。经ＩＲ、１ＨＮＭＲ
表征：黄色液体，１ＨＮＭＲ（ＣＤＣｌ３，４００ＭＨｚ）：７．４９（ｄ，

Ｊ＝３．３３Ｍｚ，１Ｈ，ＯＣＨ＝），６．９９（ｄ，Ｊ＝３．３２Ｈｚ，１Ｈ，

Ｃ＝ＣＨ），６．４８（ｄｄ，Ｊ１＝１．６０Ｈｚ，Ｊ２＝１．６２Ｈｚ，１Ｈ，

ＣＨ＝），４．９８（ｂｒｓ，１Ｈ，ＮＨ），３．７７（ｔ，４Ｈ，ＮＣＨ２），

３．７０（ｔ，４Ｈ，ＮＣＨ２）；ＩＲ（ＫＢｒ）ν：３１３５，３１０８，１６０４，

１５６５，１４８２，１４３０，１２７３，１１７８，１００８ｃｍ－１；ＭＳ（ｍ／ｚ）：

１８１．９［Ｍ＋Ｈ］＋。

２．２．６　１（２呋喃甲酰基）４乙酰基哌嗪的合
成（６）　取１（２呋喃甲酰基）哌嗪１．４５ｇ溶于５０ｍｌ
１，４二氧六环中，再搅拌滴入含０．３６ｍｌ乙酰氯的１０
ｍｌ１，４二氧六环溶液，室温搅拌２４ｈ。ＴＬＣ检测反应
进程。反应后处理同２．２．１。经柱层析纯化得白色粉
末１．２ｇ。产率６７．０％：经ＩＲ、１ＨＮＭＲ表征：淡黄色
粉末，１ＨＮＭＲ （ＣＤＣｌ３，４００ ＭＨｚ）：７．５１（ｓ，１Ｈ，

ＯＣＨ＝），７．０６（ｄ，Ｊ＝２．３３Ｈｚ，１Ｈ，＝ＣＨ），６．５１（ｄ，

Ｊ＝２．３５Ｈｚ，１Ｈ，ＣＨ＝Ｃ），３．７０（ｔ，４Ｈ，ＮＣＨ２），３．５７
（ｔ，４Ｈ，ＮＣＨ２），２．５１（Ｓ，３Ｈ，ＣＨ３）；ＩＲ （ＫＢｒ）ν：

３１４２，３０９２，１６７５，１５８２，１４８５，１４４１，１２８０，１１７２，１００５
ｃｍ－１；ＭＳ（ｍ／ｚ）：２２３．３［Ｍ＋Ｈ］＋。

２．３　亲和色谱固定相的保留结果　分别测定阳性
工具药在氨丙基硅胶柱和α１ＡＡＲ色谱柱上的保留
特征，测定结果分别见表１、表２。ＮａＮＯ２溶液测定
系统死时间为１．７４５ｍｉｎ。

　　表１中，工具药的容量因子值接近于０，说明样
品在固定相中保留时间很短，未键合α１ＡＡＲ的氨丙
基硅胶固定相对上述药物的结合能力很弱。

表１　阳性工具药在氨丙基硅胶柱上的保留特征

Ｔａｂ１　Ｒｅｔｅｎｔｉｏｎｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆｐｏｓｉｔｉｖｅｔｏｏｌ

ｆｏｒｄｒｕｇｏｎａｍｉｎｏｐｒｏｐｙｌｓｉｌｉｃａｇｅｌｃｏｌｕｍｎ

Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ
ｄｒｕｇ

Ｒｅｔｅｎｔｉｏｎｔｉｍｅ
ｔ／ｍｉｎ

Ｃａｐａｃｉｔｙ
ｆａｃｔｏｒ

Ｔｅｒａｚｏｓｉｎ ２．３９２ ０．３７１
Ｎｏｒａｄｒｅｎａｌｉｎｅ １．９５５ ０．１２０
Ｔａｍｓｕｌｏｓｉｎ ２．０８３ ０．１９４
Ｍｅｔａｒａｍｉｎｏｌ １．９０３ ０．０９１
Ｕｒａｐｉｄｉｌ ２．０３２ ０．１６４

　　表２中，工具药在α１ＡＡＲ生物色谱柱上容量因
子均大于１，且在数值上存在明显差异。阳性工具药
在α１ＡＡＲ生物色谱柱上的保留主要由受体配体的
特异亲和作用产生，同时结合非特异性研究排除了
硅胶的非特异吸附作用。此外，同时测定了βＡＲ阳
性工具药盐酸普萘洛尔、硫酸沙丁胺醇在该色谱柱
上的保留特征，结果显示无保留。因此，得出结论：
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色谱固定相对上述阳性工具药产生结合作用，并且
对于不同药物的结合能力有所差异，α１ＡＡＲ生物色
谱柱具备特异性识别并结合其阳性药物的能力。

表２　阳性工具药在α１ＡＡＲ色谱柱上的保留特征

Ｔａｂ２　Ｒｅｔｅｎｔｉｏｎｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆｐｏｓｉｔｉｖｅｔｏｏｌｆｏｒ

ｄｒｕｇｏｎα１ＡＡＲｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃｃｏｌｕｍｎ

Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ
ｄｒｕｇ

Ｒｅｔｅｎｔｉｏｎｔｉｍｅ
ｔ／ｍｉｎ

Ｃａｐａｃｉｔｙ
ｆａｃｔｏｒ

Ｔｅｒａｚｏｓｉｎ ７．８６０ ３．５０４
Ｎｏｒａｄｒｅｎａｌｉｎｅ １１．４６５ ５．５７０
Ｔａｍｓｕｌｏｓｉｎ １２．３３４ ６．０６８
Ｍｅｔａｒａｍｉｎｏｌ ９．６０５ ４．５０４
Ｕｒａｐｉｄｉｌ ７．４５３ ３．２７１

　α１ＡＡＲ：α１Ａａｄｒｅｎｏｃｅｐｔｅｒ

　　测定合成化合物在α１ＡＡＲ色谱柱上的保留特
征，结果见表３。上述化合物在α１ＡＡＲ生物色谱柱上
的容量因子均大于１，说明其与α１ＡＡＲ有结合作用。

２．４　α１ＡＡＲ与各化合物的生物亲和作用　为了保证
配体与所制备固定相的作用主要为生物亲和作用，本
研究在流动相中加入Ｔｒｉｓ、ＥＤＴＡ和ＮａＣｌ等试剂，用
于消除配体与固定相上残留氨基和硅羟基之间的静

电作用。用前沿色谱技术研究配体与受体的亲和作
用，依据Ｓｃａｔｃｈａｒｄ公式获得配体与受体的结合常数

及结合位点数：１
ｍｌａｐｐ＝

１
ｍＬｔｏｔ×ｋａ×［Ａ］＋

１
ｍＬｔｏｔ

。ｍＬａｐｐ代

表受体对配体的吸附量，ｍＬｔｏｔ代表结合位点数，［Ａ］表
示流动相中待分析物质的摩尔浓度，Ｋａ为受体与配
体之间的结合常数。分别用前沿色谱法分析各化合
物，记录前沿色谱图。根据Ｓｃａｔｃｈａｒｄ作图法，并计算
得出各化合物的线性相关系数及结合位点数和结合

常数，结果见表４。

表３　哌嗪化合物在α１ＡＡＲ色谱柱上的保留特征

Ｔａｂ３　Ｒｅｔｅｎｔｉｏｎｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆｐｉｐｅｒａｚｉｎｅ

ｃｏｍｐｏｕｎｄｓｏｎα１ＡＡＲｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃｃｏｌｕｍｎ

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｒｅｔｅｎｔｉｏｎｔｉｍｅ
ｔ／ｍｉｎ

Ｃａｐａｃｉｔｙ
ｆａｃｔｏｒ

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ１ １１．２２７ ５．４３４
Ｃｏｍｐｏｕｎｄ２ ６．４８５ ２．７１６
Ｃｏｍｐｏｕｎｄ３ ２３．８７８ １２．６８４
Ｃｏｍｐｏｕｎｄ４ ９．８６９ ４．６５６
Ｃｏｍｐｏｕｎｄ５ ３．８１３ １．１８５
Ｃｏｍｐｏｕｎｄ６ ３．７２１ １．１３２

　α１ＡＡＲ：α１Ａａｄｒｅｎｏｃｅｐｔｅｒ

表４　哌嗪化合物结合位点数及结合常数

Ｔａｂ４　Ｂｉｎｄｉｎｇｓｉｔｅｓａｎｄｂｉｎｄｉｎｇｃｏｎｓｔａｎｔｓｏｆｐｉｐｅｒａｚｉｎｅｃｏｍｐｏｕｎｄｓ

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ
ｅｑｕａｔｉｏｎ

Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ
ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ

Ｂｉｎｄｉｎｇｓｉｔｅｓ×１０－６
ｃＢ／（ｍｏｌ·Ｌ－１）

Ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｃｏｎｓｔａｎｔ×１０４
（Ｌ·ｍｏｌ－１）

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ１ ｙ＝１０４．２７ｘ＋１．０７０４×１０６ ０．９９９７ ０．９３４ １．０２７
Ｃｏｍｐｏｕｎｄ２ ｙ＝１３６．０４ｘ＋０．７７９９×１０６ ０．９９９５ １．２８２ ０．５７３
Ｃｏｍｐｏｕｎｄ３ ｙ＝４４．５０９ｘ＋０．９６８９×１０６ ０．９９５８ １．０３２ ２．１７７
Ｃｏｍｐｏｕｎｄ４ ｙ＝７９．０５０ｘ＋１．５０５２×１０６ ０．９９７７ ０．６６４ １．９０４
Ｃｏｍｐｏｕｎｄ５ ｙ＝２３７．９５ｘ＋０．３３２５×１０５ ０．９９９８ ３．００８ ０．１４０
Ｃｏｍｐｏｕｎｄ６ ｙ＝２５３．６１ｘ＋０．３４２０×１０５ ０．９９９９ ２．９２４ ０．１３５

３　结　论

　　本研究用亲和色谱法从家兔心脏组织中纯化得
到了α１ＡＡＲ，然后选择温和的化学方法将其通过共
价键均匀地固载于大孔硅胶表面，用阳性工具药特
拉唑嗪、去甲肾上腺素、坦索罗辛、间羟胺、乌拉地尔
表征了α１ＡＡＲ色谱柱的亲和特性，从而建立了α１Ａ
ＡＲ亲和色谱方法，并用该色谱模型研究了所合成哌
嗪化合物与α１ＡＡＲ之间的相互作用关系，结果显示
所合成化合物与α１ＡＡＲ之间有特异性结合作用，并
且对于不同化合物结合能力有所差异。

　　α１ＡＡＲ色谱法具有稳定性好和选择性强的特
点，可用于配体化合物的初步生物活性研究。
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