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摘 � 要: 离解常数是从分子水平深入理解一些药物的吸收、体内分布以及代谢等研究的一个重要参

数。以苯溴马隆为样品,对色谱法在药物离解常数中的应用进行了考察,并与经典的电位法进行了

详细的比较和分析,还对毛细管电泳法、电位滴定法进行了优化和改进。
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� � 离解常数是药物的重要理化参数之一,是影响

药物在体内的吸收、代谢过程及药理作用的重要因

素。测定离解常数对于新药研究开发、临床药学研

究和制定合理的工艺条件等有重要的指导意义[ 1]。

电位测定法是测定离解常数最经典的方法,但是这

个方法受到样品和试剂纯度的限制, 并且需要相对

较高的样品浓度
[ 2]
。目前报道的可以用来测定离解

常数的色谱法主要有三种: 1) 薄层色谱 pH 法是由

Bidl�-Igl�y M 首先提出[ 3] , 这种方法对样品浓度要

求不高, 所用仪器设备也较简单; 2) 高效液相色谱

法也是用来测定 pK a 值的一种方法,但是其准确度

不高[ 4] ; 近几年高效毛细管电泳法也被看做是一种

简单而准确的方法用来测量 pK a
[ 5, 6] ,此法是基于样

品电解质在不同 pH 值的电解液中其对应的电泳迁

移能力不同的原理。

对于药物苯溴马隆的解离常数的目前尚鲜见报

道,本文中分别采用上述介绍的色谱法及电位法测

定了苯溴马隆的解离常数, 并对各种方法进行了详

细的分析和比较。

1 � 实验方法

1. 1 � 试剂与仪器

苯溴马隆由中国药科大学计生中心自制, 所用

试剂均为分析纯。

两组不同甲醇-水比例的标准缓冲液, 分别是:
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邻苯二甲酸氢钾甲醇-水缓冲液、乙二酸和乙二酸氢

锂甲醇-水混合缓冲液
[ 7]
。

电位滴定法: 0. 5 mo l/ L NaCl溶液(控制溶液

中离子强度) , 0. 025 和 0. 05 mo l/ L NaOH 溶液,

用邻苯二甲酸氢钾为基准物标定。

薄层色谱 pH 法: 实验所需缓冲液的 pH 范围

为 2. 0~ 7. 0。pH< 2. 5用 0. 1 mol/ L 柠檬酸和 0. 1

mo l/ L 盐酸溶液混合配制; pH 在 2. 5~ 7. 0 的缓冲

液用0. 1 mo l/ L 柠檬酸和 0. 2 mol/ L 磷酸氢二钠溶

液混合配制。

高效液相色谱法:苯溴马隆 0. 05 mg / mL 甲醇

溶液。流动相: 一系列不同 pH 值的 0. 02 mo l/ L

NaOH 的甲醇-水溶液( 70� 30( V / V ) ) ,其中 pH3. 0

~ 4. 2用甲酸调节, pH4. 6~ 6. 6再用乙酸调节。根

据文献[ 8] ,流动相的离子强度恒定,为 0. 02.。

高效毛细管电泳法:苯溴马隆0. 5 mg / mL 甲醇

溶液。流动相: 在甲醇的体积分数分别为 30%,

40%, 50% , 60%, 70%的甲醇-水混合溶液中加入

氢氧化钠, 浓度均为 0. 03 mo l/ L ,并用甲酸调节溶

液的 pH 值使得在 2. 7~ 5. 5间。各溶液在运行前

均用 0. 45 �m 的微孔滤膜过滤器过滤。

仪器:

电位滴定法: pHS-25 type型酸度计(上海伟业

仪器厂) ,微量滴定管。

薄层色谱 pH 法: 制备 pH 薄层板, 称取 30 g

GF254 (青岛海洋化工有限公司)分别于 200 mL pH

值不同的缓冲液, 搅拌后浸泡 1 h,然后调节悬浮液

的 pH 值至缓冲液的原始 pH 值, 静置 1 d, 至悬浮

液的 pH 值不变。滤去多余的悬浮液使得剩余约

70 mL 即可,研磨后铺板, 室温下干燥 1 d即得。

高效液相色谱法: 岛津 10AT H PLC 仪, SPD-

10AT 紫外检测器, 检测波长 254 nm, N2000 色谱

工作站(浙江大学) , 大连依利特 C18柱 ( 200 � 4. 6

mm ) ,流速为 1 mL/ m in。

高效毛细管电泳法: Beckman P/ ACE 5500 毛

细管电泳仪, 其配有自动进样器和二极管阵列检测

器; 未涂层毛细管柱 (河北永年光纤厂) , 内径

50�m,总长 47 cm,有效长度40 cm;压力进样 3s,运

行电压 30kV, 柱温 25 � ; 负极检测, 检测波长 254

nm。

1. 2 � 实验步骤

1. 2. 1 � 电位滴定法
取适量苯甲酸加入到甲醇体积比例分别为

40%, 45%, 50%, 55% , 60% ( V/ V )的甲醇-水溶液

中配制成 3 � 10
- 3

mo l/ L 样品溶液。另外加入

NaCl溶液, 使 NaCl 在每份溶液中的浓度为 0. 1

mol/ L。

取适量苯溴马隆加入到甲醇体积比例分别为

55% , 60% , 65%, 70% ( V/ V ) 的甲醇-水溶液中配

制成 0. 5 � 10- 3 mol/ L 样品溶液。同样加入 N aCl

溶液,使 NaCl在每份溶液中的浓度为 0. 1 mo l/ L。

分别用浓度为 0. 05和 0. 025 mol/ L 的 NaOH

溶液滴定苯甲酸和苯溴马隆溶液,记录滴定体积及

对应的 pH。

对于一元酸来说:

pK a = - log[ H +
] - log rA - + lo g

nH
1- nH

( 1)

� � 这里, rA-是活度系数,可以根据 Debye-H�ckle

公式计算得到。nH 为加质子形成函数, 定义为每个

酸根 A
-
(或碱)上结合的质子数, nH 的值计算可依

据文献[ 9]。

对每一滴定点的( pH , nH )数据对作图, 得到一

条曲线。在这条曲线上 nH = 0. 5 点, 对应的 pH 值

即为 pK a+ log rA - 值,进而可以计算出离解常数。

1. 2. 2 � 薄层色谱 pH 法

取适量苯溴马隆溶于甲醇制成 1. 0 mg/ mL 的

溶液,在不同 pH 值薄层板上点样, 分别于石油醚:

乙酸乙酯( 4�1)的展开剂中展开。挥干后, 在波长

为 254 nm的紫外灯下检测。

利用分配色谱的基本公式能够推导出的 R f-pH

关系式:

R f =
b

b + K 0(1 + K a � 10
pH
)

( 2)

这里, b 是常数, K 0 是未离解酸的分配系数, K a 是

酸的离解常数

公式( 2)是一元酸的 pH-R f 曲线的关系式。在

曲线上, 随着 [ H
+
] 增加, R f 值趋于常数 R f , 0 , ,

R f , 0 , 表示未解离酸的比移植。经过推导, 当 R f 值

为R f , 0 / (2- R f , 0 )时,对应的 pH 即为 pK a ,故可以

从曲线 R f-pH 上得到 pK a。

1. 2. 3 � 高效液相色谱法
对于每一个 pH 值的流动相, 苯溴马隆的保留

时间 t R 和通过甲醇所测得的死时间 t 0 ,都由三次实

验测定求平均值。

在 HPLC中,一元酸的表观容量因子 k
[ 10]
与解

离常数 K a 关系如下:

k =
kHA +

K a

[ H+
] rA-

� kA-

1 + K a

[ H+
] rA-

( 3)

这里, r A - 为离子的活度系数, kHA是中性分子 HA
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的容量因子, kA - 完全离子化离子 A - 的容量因子,

均为常数。

从上式中可以看出, 利用 Matlab 数据处理软

件,将 k 对[ H + ]做非线性回归即可得到 K a。

1. 2. 4 � 高效毛细管电泳法

毛细管在使用前分别用 0. 1 mo l/ L 的氢氧化钠

溶液冲洗 1 m in、再用流动相溶液冲洗 1 min。每个

条件的样品溶液重复测定 3次求平均值。

根据酸在电泳中的淌度表达式
[ 11]
和解离常数

K a的定义,可得到以下关系式

1
u e
=

1
uA-

+
[ H

+
] rA-

K a � uA-
(4)

其中 r
-
A 为离子的活度系数; ue 是有效淌度; uA

-
为

完全解离的离子 A
-
的有效淌度,为一常数。

将
1
ue
对[ H

+
]做线性回归即可得到 K a。

2 � 结果与讨论

2. 1 � 电位滴定法

表 1显示了苯甲酸在 40% ( V/ V )的甲醇-水溶

液中的一组滴定值, V 为加入的 N aOH 的体积, pH

为待测样品溶液在每次滴入 NaOH 后相应的 pH

值。作 pH- nH 曲线, 根据曲线得到 pK a 值。依次

再测得其他甲醇比例溶剂中的离解常数。则样品在

水中的 pK a 值可由一系列的不同比例混合溶剂中

pK a回归得到。表 2显示了苯甲酸和苯溴马隆在各

个百分比的甲醇-水混合物的 pK a 值。经过线性回

归,水溶液中苯甲酸、苯溴马隆的 pK a 值分别为

4. 28和 3. 98。

表 1� 苯甲酸在 40%(V/ V)的甲醇-水溶液中的滴定数据

体积/ mL 0. 000 0. 130 0. 260 0. 392 0. 530 0. 660 0. 795 0. 940 1. 070 1. 215 1. 350 1. 480

pH ( - log[ H+ ] ) 3. 57 3. 90 4. 16 4. 37 4. 55 4. 72 4. 90 5. 11 5. 37 5. 70 7. 11 10. 40

nH 0. 9153 0. 8695 0. 7966 0. 7129 0. 6210 0. 5334 0. 4411 0. 3417 0. 2520 0. 1517 0. 0580 < 0

表 2 � pH薄层色谱法中苯甲酸和苯溴马隆在不同比例的甲

醇-水混合溶液中的 pKa 值

甲醇比例 ( V/ V ) / % 40 45 50 55 60 65 70

苯甲酸的 pK a 4. 83 4. 91 4. 97 5. 04 5. 11 - -

苯溴马隆的 pK a - - - 5. 11 5. 19 5. 31 5. 41

� � 对于甲醇-水混合溶剂中 pH 值的测定可用与

IUPAC中测定水中 pH 值标准相似的方法, 即用已

知 pH 值的混合溶剂的标准缓冲液来校正 pH

计[ 7] ,从而准确测得待测混合溶液的 pH 值。但此

法应用于电位滴定法中鲜见报道, 故本文用已知离

解常数的苯甲酸做验证, 发现与文献值相一致[ 12] ,

说明此方法准确可行。

活度系数是由离子强度决定的,但是加入氢氧

化钠之后离子强度改变。为了控制离子强度不变,

我们在待测溶液中加入了定量的氯化钠, 其浓度需

远大于样品。

2. 2 � 薄层色谱 pH 法

在使用薄层色谱测定离解常数时, 计算出每一

块薄层板的 R f 值,并对 pH 值做曲线,

从 R f- pH 曲线上可得 R f , 0值约为 0. 644(见图

1)。进而计算出 R f 值为 R f , 0 / (2- R f , 0 )即 0. 475

时,此时对应的 pH 值 5. 82即为 pK a 值。

� � 薄层色谱 pH 法测得的离解常数与电位滴定法

所测结果相差较大, 这可能是由于溴苯马隆在水中

的溶解度太小所致。同时,吸附在硅胶上的水也是

微量,所以样品的电离被抑制了。

图 1� 苯溴马隆的 R f-pH 曲线图

2. 3 � 高效液相色谱法

为了测定苯溴马隆的 pH 值,计算出流动相 pH

值为 3. 0~ 6. 6之间的所得的色谱图(见图 2)中的

容量因子。再将容量因子对溶液[ H + ]浓度 利用非

线性最小二乘拟合法,计算出 pK a 值为 4. 94。

图 2 � 苯溴马隆在不同 pH 流动相中的色谱图

1. 3. 03; 2. 3. 43; 3. 3. 77; 4. 4. 21; 5. 4. 63; 6. 4. 97; 7. 5. 36;

8. 5. 72; 9. 6. 21; 10. 6. 62

� � 计算过程中发现, 在 pH3. 03时的数据不能采

用,误差较大。这是由于此时样品完全成分子状态,
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保留时间不再随 pH 值变化而不同。

在这个方法中,我们只能测定 70%甲醇溶液中

的离解常数, 因为在 60%甲醇流动相中( pH 值为

3. 4时)的保留时间大于 60 min。这是液相色谱法

测定药物离解常数的一个缺陷, 很难测定高比例水

的流动相中药物的离解常数。另一个缺陷是流动相

的 pH 范围受到柱填料的稳定性的限制, 因此对所

测 pK a 值也有所限制。

2. 4 � 高效毛细管电泳法

利用高效毛细管电泳法测定 pK a 值时, 记录了

pH , t ap p (样品迁移时间) , teof (电渗时间)以及甲醇-

水混合溶液中所有的离子强度。

在等式 4中, 我们发现在计算中可以 1
tap p

- 1
t eof

用代替 �e ,原因是 �e 和 �A- 有相同的部分
L c � Ld
V
。

这一简化的改进过程将提高此方法的准确性。由

1/ ( 1/ t app - 1/ teof ) 对[ H
+
]进行线性回归,得到了不

同百分比有机溶剂中的 pK a 值, 见表 3。再将 pK a

值对甲醇体积比作图, 见图 3。

表 3 � 毛细管电泳法中苯溴马隆在不同比例的甲醇

- 水混合溶液中的 pKa 值

甲醇比例 ( V/ V ) / % 30 40 50 60 70

苯甲酸的 pK a 4. 33 4. 38 4. 45 4. 12 3. 98

图 3 � 毛细管电泳法中苯溴马隆的 pK a-甲醇比例曲线

� � 从图中我们可以看出, 当甲醇比例为 30% ~

50%时, pK a 值随着甲醇比例的增加而逐渐增大;从

甲醇比例为 60%以上, pK a 值开始变小。

以甲醇 30%, 40%, 50%的百分比对应的 pK a

值来回归甲醇比例为 0时即纯水中苯溴马隆的 pK a

值为 4. 15。

3 � 结论

从本文结果看,三种色谱法中高效毛细管电泳

法测定的溴苯马隆 pK a 值与电位法结果基本一致。

高效液相色谱法最重要的缺陷是当有机溶剂在流动

相中比例较低时,由于保留时间太长,无法测定其离

解常数。当样品在水中的溶解度很低时, 薄层色谱

pH 法不再可取。
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