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摘要：基于锆基质与磷脂之间强烈的路易斯酸碱作用，制备了锆镁磷脂膜色谱固定相，并使用红外光谱、E 射线光
电子能谱对该色谱固定相进行了表征；使用与体内环境类似的生理缓冲液体系为流动相，评价了该模拟生物膜色

谱固定相预测药物膜渗透性的能力，结果表明药物在锆镁磷脂膜色谱中的保留（ *)6 !%&%）与表观渗透率

（ *)6 "/##）在预测药物的膜渗透性、跨膜吸收等方面具有非常好的相关性，相关系数为 "/ $-"，斜率接近 ,。通过理
论推导，引入了直观、方便的热力学指标吉布斯自由能差值（!（!#$））对药物.膜之间的相互作用强弱进行了评价。
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. . 药物的活性、毒性、在体内的吸收.分布.代谢.排
泄过程都与药物膜相互作用、细胞膜渗透性有关，候

选药物能否作为药物使用很大程度上取决于其被动

转运吸收率与生物膜、生理膜屏障渗透能力。在药

物发现的早期阶段对药物.膜相互作用、细胞膜渗透
性进行预测，可以降低候选药物的淘汰率、降低投资
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的风险性、提高药物开发的投资效率。

# # 目前，体外预测药物跨膜渗透性的方法主要有：
定量构效（!"#$）模型［$，!］、人结肠癌细胞株（%&’()
!）单细胞层［% & ’］、平行人工膜渗透分析（*&+&,,-, &+)
./0/’/&, 1-12+&3- *-+1-&./(3 &44&5）［"，(］、表面等

离子共振生物传感器（ 46+0&’- *,&41(3 +-4(3&3’-
（"7$）2/(4-34(+4）［)］、固定化人工膜色谱（ /11()
2/,/8-9 &+./0/’/&, 1-12+&3-（ :#;） ’<+(1&.(=+&)
*<5）［*，$+］、固定化脂质体色谱（ /11(2/,/8-9 ,/*()
4(1- ’<+(1&.(=+&*<5，:>%）［$$ & $%］、生物分配胶束

色 谱 （ 2/(*&+././(3/3= 1/’-,,&+ ’<+(1&.(=+&)
*<5）［$,，$’］等。与其他方法相比，色谱法预测药物吸

收与膜渗透性具有操作简便、准确度高、成本低、高

通量等优点；药物的色谱分离过程和体内跨膜扩散、

吸收、转运等动态过程均不涉及化学键的产生和断

裂，控制色谱实验条件、调节固定相表面模拟生物膜

的结构可以较好地模拟药物与生物膜磷脂双层结构

之间的相互作用，使药物在色谱上的保留行为与药

物膜的渗透性、吸收、转运等过程具有良好的相关

性，因此，开发新型模拟生物膜色谱固定相具有十分

重要的意义与实用价值。

# # 锆基质是一种发展中的新型色谱固定相基质材
料，它具有机械强度大、*? 适用范围宽（*? $ - $,）
及生物相容性好等优点。其表面具有路易斯酸性中

心，利用路易斯酸碱作用可以对锆基质固定相方便

地进行改性［$"，$(］。本文通过锆基质与磷脂之间强

烈的路易斯酸碱作用，制备了锆基质磷脂膜色谱固

定相，并使用红外吸收光谱、@ 射线光电子能谱
（@7"）对该色谱固定相进行了表征；使用与体内环
境类似的生理缓冲液体系为流动相，评价了该模拟

生物膜色谱固定相预测药物膜渗透性的能力，并采

用热力学方法对药物)膜之间的相互作用进行了
探讨。

!" 实验部分

! ! !" 材料和试剂
# # 锆镁复合氧化物微球（’ - ( !1，孔径 !+ - !’
31，实验室自制），蛋黄卵磷脂（纯度 . *’A，实验室
自制），亚硫酸氢钠、三羟甲基氨基甲烷（B+/4，上海
生物化学试剂公司），钼酸铵（上海胶体化工厂），$ )
氨基)! )萘酚), )磺酸（上海亭新化工厂），氯化钠、盐
酸、甲醇、丙酮均为分析纯（上海医药集团公司）。

实验用水为二次蒸馏水。

# # 药物样品：甘露醇（1&33/.(,）、阿昔洛韦（ &’5)
’,(C/+）、雷尼替丁（ +&3/./9/3-）、阿替洛尔（ &.-3(,)
(,）、茶碱（ .<-(*<5,,/3-）、对乙酰氨基酚（ &’-.&1/3)

(*<-3）、安 替 比 林（ &3./*5+/3- ）、西 米 替 丁
（’/1-./9/3-）、头孢氨苄（ ’-*<&,-D/3）、普鲁卡因
（*+(’&/3-）、酮洛芬（E-.(*+(0-3）、噻吗洛尔（ ./1()
,(,）、吡罗昔康（*/+(D/’&1）、利多卡因（ ,/9(’&/3-）、
盐酸曲马多（ .+&1&9(,）、地西泮（ 9/&8-*&1）、布比
卡因（ 26*/C&’&/3-）及美托洛尔（1-.(*+(,(,）均为
中国药品生物制品检定所提供；醋丁洛尔（ &’-2)
6.&,(,）、吲哚洛尔（ */39(,(,）、阿普洛尔（ &,*+-3(,)
(,）及纳多洛尔（3&9(,(,）购自美国 "/=1& 公司。
! ! #" 实验仪器
# # 色谱系统：>%)$+#F 高压泵、"7F)$+# 可变波
长紫外可见检测器（ "</1&986，G&*&3）、$<-(9)
53-($!’ 进样器（ $<-(953-，H"#），色谱数据由
I%<+(1*) 色谱工作站记录并处理，色谱柱规格为
’+ 11 / ,0 " 11（自装）。($+ 型傅里叶红外光谱
仪（带漫反射，J/’(,-.，H"#），F-,.& %!+ )" *? 计
（梅特勒仪器公司，上海），K+&.(4 @"#;)++ 多功能
电子能谱仪（K+&.(4，英国）。
! ! $" 锆镁磷脂膜色谱固定相的制备
# # 称取 !!+ 1= 大豆卵磷脂溶于 ,+ 1> 甲醇中，
加入经 J&L? 洗涤过的锆镁复合氧化物微球约
! =，用旋转蒸发器蒸发掉甲醇，使得磷脂在填料的
孔内或外表面形成薄膜。然后加入 B+/4)?%,（ *?
(0 ,）缓冲液，使磷脂溶胀 % < 后超声处理 $+ 1/3。
在 % +++ + M 1/3 转速下，离心分离掉未固载的卵磷
脂。用 B+/4)?%,（ *? (0 ,）缓冲液洗涤填料 % - ’
次，进一步洗掉未固定的卵磷脂，使用匀浆法将填料

装入 ’+ 11 / ,0 " 11 色谱柱，多余的填料真空干
燥后用于表征。

! ! %" 色谱条件
# # 为了较好地评价药物)膜相互作用强弱与药物
的吸收转运过程，流动相选择与细胞外液生理环境

类似的水相缓冲体系 +0 +$ 1(, M > B+/4)?%, 缓
冲溶 液（ *? (0 ,，含 +0 +’ 1(, M > J&%,），流 速
$ 1> M 1/3，检测波长为 !!+ 31。
! ! &" 药物在色谱固定相上的相对保留因子
# # 为了评价药物在模拟生物膜色谱柱上的保留性
能，定义了一个与固定磷脂量及药物与基质的作用

均无关的相对保留因子 !121，按公式（$）进行计算：
!121 "（#3 $ #+）% & （$）

其中 " - 为药物的保留体积，"+ 为模拟生物膜色谱

柱的死体积（由 $A 丙酮溶液的保留体积测得），#
为锆镁磷脂膜固定相固载的磷脂量（参照文献［$)］
的方法测得该柱中磷脂固载量为 * N ! / $+ & ’ 1(,）。
每种药物在锆镁磷脂膜色谱固定相上的保留体积均

为 % 次重复测定的平均值。

·+%’·
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!" 结果与讨论

! ! #" 锆镁磷脂膜色谱固定相的制备机理
! ! 磷脂分子中含有极性的磷脂酰胆碱亲水端以及
两条非极性脂肪酸疏水侧链，具有两亲性，在水溶液

中会自发地聚集在一起，形成一种球形囊泡状结构

（即脂质体），这种水化形成的脂质体为多室脂质体

（"#$%&$’"($$’) $’)*( +(,&-$(，./0），经超声处理后
形成小单室脂质体（ ,"’$$ #1&$’"($$’) +(,&-$(，
230）。小单室脂质体可以通过物理作用或化学作
用吸附在基质表面。由于脂质体是一种热力学不够

稳定的结构，在表面活性剂、熔融试剂及机械剪切作

用力下易溶解、破裂，最终在基质表面形成支撑磷脂

双 层 膜（ ,#445)% 465,465$&4&7 8&$’9(),，2:;,）
结构。

! ! <(+&’=&1( 等［#$］报道，二价碱土金属离子（如

>’% &）是脂质体的熔融试剂，溶液中熔融试剂的存

在可以加速脂质体的破裂与溶解，促进 2:;, 结构
的形成。通常，2:;, 结构的衬底为 2&!2&?%、聚合物

以及经烃基硫醇活化处理的金等材料，锆基质不仅

能提供以上衬底所具备的表面特性，而且具有较独

特的表面化学性质，其表面同时存在着 ;)@1,%(7
酸、;)@1,%(7 碱和 /(A&, 酸活性中心，在氧化锆表
面 B)（!）表现为 /(A&, 酸位点，具有较强的正电
性，可接受供电性 /(A&, 碱的孤对电子形成配位络
合物。利用氧化锆的这种独特表面性质，可以将含

磷酸根残基的磷脂吸附在氧化锆基质表面，制备稳

定性较好的磷脂膜色谱固定相，其详细的稳定性与

重现性数据见文献［%’］。
! ! !" 锆镁磷脂膜色谱固定相的表征
! ! ! ! #" 红外光谱
! ! 空白锆镁、锆镁磷脂膜色谱固定相的漫反射红
外光谱（C<DEF）比较结果见图 #。谱图显示，经磷
脂双层膜改性后固定相在 % $%%( %) -" * #、# )+)( %,
-" * #和 # -.)( +’ -" * #等处出现较强的吸收峰，与

标准卵磷脂的红外吸收结果相对应。% $%%( %)
-" * #和 # -.)( +’ -" * #处的吸收峰为—>G% 伸缩振

动和—>G+ 反对称变形振动，# )+)( %, -" * #处的吸

收峰为—>?—?—中的羰基特征吸收峰，比较结果
表明锆镁基质表面已被磷脂膜改性。

! ! ! ! !" H 射线光电子能谱
! ! H:2 是一种对固体表面进行定性、定量分析和
结构鉴定的实用性很强的表面分析方法，其谱图中

元素的化学位移反映了原子的化学环境或分子的结

构特征。图 % !’，8 为空白锆镁、锆镁磷脂膜色谱固
定相的 H:2 谱图比较，从图 % 中可以看出，锆镁基

图 #" （"）锆镁磷脂膜色谱固定相、（#）空白锆镁及
（ $）标准卵磷脂的红外吸收光谱

%&’! #" () *+,$-." /0（"）1"’2,*&"34&.$/2&" #"*,5
+6/*+6/7&+&5 #&7"8,. *-"-&/2".8 +6"*,，
（ #）2"9,5 1"’2,*&"34&.$/2&" *:++/.-* "25
（ $）*-"25".5 +6/*+6"-&587$6/7&2,

质经磷脂膜改性后，在 %," (0 处出现强度很高的碳
（>）能谱峰，而锆（B)）在 #),( $ (0 处的能谱峰相对
强度减小。实验中发现，经多次扫描后在 #++( , (0
处可以观察到磷（:）的能谱峰，说明磷（:）是以磷
酸根的形式存在，并且结合能比 : %! 的结合能稍有
所增加，表明 : 原子的部分电荷转移到了邻位的原
子上，使 : 原子处于氧化态，其有效化合价趋向高
价。综合以上信息，说明锆镁基质表面已被磷脂膜

部分覆盖。

! ! $" 锆镁磷脂膜色谱评价药物膜相互作用
! ! $ ! #" 药物膜相互作用的计算
! ! 对于活度为 "# 的溶质 #，其化学势能 ! # 可由公

式（%）计算：
! # / !’

# & $% $1 "# / !’
# & $% $1（ &#·’#）（%）

其中 &# 为活度系数，’# 为溶质浓度，$ 为气体常数，

其数值为 ,( +#- I·J * #·"5$ * #，% 为运行温度。
! ! 在锆镁磷脂膜色谱分离过程中，溶质在固定相
与流动相中分配平衡，两相中的化学势能相等（ ! #，,

/ ! #，"），因此：

!’
#，, & $% $1（ &#，,·’,）/ !’

#，" & $% $1（ &#，"·’"）（+）
其中，’#，,和 ’#，"分别为溶质在固定相和流动相中的

浓度。假设溶质在固定相与流动相中的活度系数相

同（即 &#，, / &#，"），那么：

!’
#，, * !’

#，" / * $% $1（ ’#，, K ’#，"） （-）
即溶质在固定相与流动相中的吉布斯自由能差值可

以表示为：

"(5
# / * $% $1 )# / * $% $1（*# K "） （"）

其中 )# / ’#，, K ’#，"为溶质在固定相与流动相中的分

配系数；*# 为溶质在锆镁磷脂膜色谱中的保留因

·#+"·
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图 !" （!）空白锆镁与（"）锆镁磷脂膜色谱固定相
的 #$射线光电子能谱

%&’( !" #)* +,-./0! 12（!）3!4-5 6!’3-+&!$7&0.13&!
+8,,10/+ !35（ "）6!’3-+&!$7&0.13&! "!+-5
,91+,91:&,&5 "&:!;-0 +/!/&13!0; ,9!+-

子；! 为色谱柱中固定相总体积与流动相总体积之
比，亦称相比。而 !" #（# !，" $ #%） " #%，其中 # !，"，

#% 分别表示保留体积、死体积；所以 !$#
" 值又可按

（"）式进行计算：
!$#

" # $ %& $%（（# !，" $ #%）"（#%!）） （"）
& & 在同一色谱操作条件下，系统中压力、界面张
力、电势以及吸附等因素的影响对于特定锆镁磷脂

膜色谱固定相来说可以忽略，#% 和 ! 可以看作定
值，因而溶质的锆镁磷脂膜色谱保留值反映了溶质

与磷脂膜之间相互作用的强弱与差异。对于两种不

同的溶质 ’ 和 !，其吉布斯自由能差值可用公式（(）
表示：

!（!$#）# $ %& $%（（# !，! $ #%）"（# !，’ $ #%））（(）
其中 #% 由无保留溶质（如丙酮）的保留体积来确

定，# !，’和 # !，!分别为溶质 ’ 和 ! 的保留体积。
& & 使用吉布斯自由能差值（!（!$&））评价药物在
锆镁磷脂膜色谱上的分配行为，进行 ’()* 分析，
非常直观、方便，可以作为表征药物膜相互作用强弱

的重要参数。

! ( # ( !" 锆镁磷脂膜色谱中药物+膜相互作用
& & 以甘露醇为参照药物，按公式（(）对 !! 种药物
与锆镁磷脂膜色谱固定相的相互作用进行了评价，

各药物的保留体积、$#, ’-.-和 !（!$&）值见表 ’。

可以看出，自由能差值越大的药物与磷脂膜的作用

越强，在锆镁磷脂膜色谱上的保留时间也越长，$#,
’-.-值越大。!（!$(）的意义在于为药物与磷脂膜
作用的强弱提供了一个量化指标。

表 $" 药物在锆镁磷脂膜色谱固定相上的保留体积、保留值、
表观渗透系数与吉布斯自由能差值

<!":- $" =-/-3/&13 >1:86-+，:1’ !6"6，:1’ "!,, !35 /9-

5&22-0-3.-+ &3 +/!35!05 20-- -3-0’&-+
（!（!#?））12 /9- 508’+ 13 /9- 6!’3-+&!$7&0.1$
3&! "!+-5 ,91+,91:&,&5 "&:!;-0 +/!/&13!0; ,9!+-

/#0 (#$12!
# ! "

-3
$#, ’-.-

’） !（!$(）!）"
（45·-#$ $ ’）

$#, ) 677
)）

’ -6%%82#$ % 0 *+ % 0 )* $ $ " 0 ,!%
! 69:9$#;8< % 0 +’ % 0 ,! $ % 0 %- $ " 0 "%’
) <6%828=8%! % 0 +) % 0 ," $ % 0 ’) $ " 0 )’%
, 62!%#$#$ % 0 +- % 0 ,+ $ % 0 !’ $ " 0 !("
- 2>!#7>:$$8%! ’ 0 %) % 0 "% $ % 0 ,*
" 69!.12#$#$ ’ 0 %) % 0 "% $ % 0 ,* $ " 0 !+!
( 69!26-8%#7>!% ’ 0 %( % 0 ", $ % 0 -+
* 6%287:<8%! ’ 0 ’! % 0 "+ $ % 0 (!
+ 98-!28=8%! ’ 0 %’ % 0 *% $ % 0 ,! $ - 0 *")

’% 9!7>6$!?8% ’ 0 !" % 0 *’ $ ’ 0 %’
’’ %6=#$#$ ! 0 ), ’ 0 !" $ ! 0 ’) $ - 0 ,’’
’! 7<#968%! ! 0 +! ’ 0 )+ $ ! 0 ,"
’) 4!2#7<#@!% , 0 *( ’ 0 "" $ ) 0 ’)
’, 28-#$#$ ’ 0 *! ’ 0 "* $ ’ 0 () $ , 0 *+)
’- 78%=#$#$ - 0 "’ ’ 0 () $ ) 0 )’ $ , 0 (((
’" 78<#?896- " 0 ,( ’ 0 *% $ ) 0 ,*
’( $8=#968%! ( 0 ", ’ 0 ** $ ) 0 "*
’* 2<6-6=#$ + 0 "- ’ 0 ++ $ ) 0 +"
’+ 6$7<!%#$#$ ’’ 0 !) ! 0 %" $ , 0 ’) $ , 0 -+(
!% -!2#7<#$#$ ’" 0 !* ! 0 !) $ , 0 -- $ , 0 "!-
!’ =86A!76- !- 0 ,! ! 0 ,) $ - 0 %- $ , 0 ,("
!! .178;6968%! )’ 0 *) ! 0 -) $ - 0 )%

& ’）B6$91$62!= 699#<=8%, 2# CD0（’）；!）96$91$62!= 699#<=+
8%, 2# CD0（(）；)）=626 982!= @<#- *!@0［!’］0

! ( %" :1’ !6"6预测药物的 @!.1$! 细胞表观渗透
系数（"!,,）

& & B69#+! 细胞模型是体外评价药物跨膜扩散、吸
收、转运的重要方法，药物经细胞和细胞旁路被动扩

散透过 B69#+! 细胞单层的转运速率用表观渗透系
数（ 6776<!%2 7!<-!6.8$82:，) 677）来表示，) 677值越

高（) 677 . ’ / ’% $ " 9-· E $ ’），通透性越好，跨膜吸

收能力越强。

& & 实验使用 %0 %’ -#$ " 3 F<8E+GB$ 缓冲液（含
%0 %- -#$ " 3 /6B$、7G (0 ,）为流动相，考察了 ’! 种
药物在锆镁磷脂膜色谱上的保留（ $#, ’-.-），将其

与文献［!’］报道的 H6A=6%86% 实验室的表观渗透
系数（) 677）（见表 ’）进行线性回归分析，获得了非
常强的相关性，其线性回归方程见式（*）。
$#, ) 677 # $ "0 *’(（ 1 %0 %*)）2 ’0 %,+（ 1 %0 %-*）·

$#, ’-.-
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! # $%，"# # &’ $"，"% # &’ ()&，"%（$%&’）# &’ (*)，
# # +%+ （,）
! ! 统计结果表明，()* $+,+与 ()* % $--之间有非常

好的相关性，线性斜率接近 $，()* % $--随着 ()* $+,+

的升高而增大，说明在锆镁磷脂色谱中保留越强的

药物，其跨膜渗透性越强，.$/)!% 细胞单层的通透
性越好。方差分析结果显示，标准化残差呈正态分

布，% 值小于 &’ &&& $，# 值检验表明拟合方程在置
信度 ("0 下显著。

图 !" 留一法交互验证评价 !"# !$%$对 !"# "&’’的预测性能

()#* !" +,&!-&.)"/ "0 !"# !$%$ 0"1 .23 ’134)5.)"/ "0

!"# "&’’ 6).2 !3&,37"/37"-. 51"887,&!)4&.)"/

! ! 123%4/53% ()* %$-- 6$(738：（"）94553% 2387(58 :45; 3<7$54)=

（ , ）；（ - ） (3$63!)=3!)75 /2)88!6$(4%$53% 2387(58’ >/57$(
()* %$-- 2393224=* 5) 5;3 6$(738 (4853% 4= ?$,(3 $ ’

! ! 留一法交互验证是对统计模型稳定性评价的一
种重要手段，其中主要用到 + 项均方根误差作为评
价指标，即 @A"#.（ 2))5!+3$=!8<7$23 322)2 )9 /$(!
4,2$54)=）、@A"#.B（ 2))5!+3$=!8<7$23 322)2 )9
/2)88!6$(4%$54)=）、@A"#.B4（ 2))5 +3$= 8<7$23 32!
2)2 )9 /2)88!6$(4%$54)= 9)2 4=532-)($53% %$5$）［%%］，

其中 @A"#. 用来评价模型对数据的拟合情况，
@A"#.B 用来评价模型的预测能力（包括插值数
据、外推数据），@A"#.B4 用来评价模型对插值数
据的预测能力，+ 种均方根误差越小、差异越小说明
该模型的准确性、稳定性越好。本实验采用该方法

对 ()* $+,+ !()* % $--之间的线性关系进行了稳定性

评价，统计结果表明，其三项交互验证均方根误差指

标 @A"#.、@A"#.B、@A"#.B4 都很小，分别为
&’ $+,，&’ $)&，&’ $%,，彼此差异非常小；图 + 反映了
药物的真实 ()* % $--值（文献［%$］中 C$D%$=4$= 实
验室的数据）与采用式（,）计算得到的 ()* % $--预测

值之间的关系（其中“ -”所表示的纵坐标数据是采
用留一法计算得来的）。从图 + 可以看出，两者呈
强线性关系，斜率接近 $，交互验证结果表明预测误
差很小。可见，药物在锆镁磷脂色谱中的 ()* $+,+、

()* % $--在预测药物的膜通透性、跨膜吸收等方面具

有非常好的一致性，使用 ()* $+,+ 预测药物的

()* % $--具有很强的可行性。

!" 结论

! ! 利用锆镁基质表面的路易斯酸性位点与磷脂分
子中残余磷酸根基团之间强烈的路易斯酸碱作用，

将磷脂双层膜结构固定在锆镁基质上制备了磷脂膜

色谱固定相，药物在该锆镁磷脂膜色谱固定相上的

()* $+,+与 ()* % $--在预测药物的膜渗透性、跨膜吸

收等方面具有非常强的相关性。通过理论推导，引

入了直观、方便的热力学指标 !（!&’）对药物!膜相
互作用强弱进行了评价。该锆镁磷脂膜色谱固定相

制备过程简单、方便，药物在锆镁磷脂膜色谱上的保

留反映了药物与生物膜亲和能力的强弱，说明该固

定相在筛选药物!膜相互作用、跨膜吸收、扩散与转
运行为等领域具有重要应用价值和发展潜力。
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