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亲和毛细管整体柱在牛血清白蛋白与奈福泮对映体

相互作用研究中的应用

曾　，季一兵

（中国药科大学分析化学教研室，南京 ２１０００９）

摘　要　利用胃蛋白酶键合的有机聚合物整体柱在电色谱中对手性药物奈福泮的拆分能力，采用前沿分析法同时对奈福
泮的两个对映体与牛血清白蛋白（ＢＳＡ）的相互作用情况进行了考察。经过优化后建立的电色谱条件为：胃蛋白酶修饰的
聚（甲基丙烯酸环氧丙酯乙二醇二甲基丙烯酸酯）毛细管整体柱作为分离通道（３２ｃｍ×７５μｍ，有效长度２２ｃｍ），运行缓
冲液为ｐＨ５５的１５ｍｍｏｌ／Ｌ醋酸铵，样品溶剂为ｐＨ７４的５０ｍｍｏｌ／Ｌ醋酸铵，运行电压为５０ｋＶ，电压进样１０ｋＶ×６ｓ，
检测波长为２１５ｎｍ。此时奈福泮两个对映体平台峰彼此完全分离，结合体系中ＢＳＡ对对映体在电色谱中的分离和检测均
无影响，测得两个对映体与ＢＳＡ的结合常数分别为４４３和５２７Ｌ／ｍｏｌ，结合位点数均为１０，结合位点为ＳｕｄｌｏｗｓｉｔｅⅡ。
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　　大多数药物进入血液后会与血清白蛋白发生
快速、可逆的结合反应，这一可逆结合会在结合型

药物与游离型药物之间建立起重要的动态平衡。

从立体化学角度来说，手性药物的两种对映体实际

上是两种完全不同的药物，两个对映体之间的药效

学和毒理学可能都并不相同，两者与血清白蛋白的
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结合情况若存在差异，会直接影响到其药代动力学

过程，因此不论在手性药物的早期研发过程还是临

床的实际应用中，研究血清白蛋白对药物对映体的

选择性结合都具有非常重要的意义。

以蛋白为手性拆分剂的亲和毛细管整体柱电

色谱（ａｆｆｉｎｉｔｙｃａｐｉｌｌａｒｙｍｏｎｏｌｉｔｈｅｌｅｃｔｒｏｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａ
ｐｈｙ）具有制备简单、化学性质稳定、手性选择剂选
择范围广等优势，在手性分离领域已经获得了越来

越多的关注［１－５］。前沿分析法（ｆｒｏｎｔａｌａｎａｌｙｓｉｓ，
ＦＡ）［６－９］是毛细管电泳常用于药物与蛋白相互作
用考察的模式之一，操作简便易行，样品消耗少，在

模拟生理条件下测定结果与传统方法结果吻合度

更佳，且能够用于多重平衡研究，在实际应用中具

有较强优势［１０－１３］。毛细管电泳／前沿分析法用于
手性药物与蛋白的相互作用研究时，或是使用各个

单一对映体分别进行实验考察［１４］，或是使用药物

消旋体并在运行缓冲液中加入环糊精作为手性拆

分剂［１５－１９］，这些方法均能达到对各对映体的测定

要求，但是在环糊精添加法中手性选择剂的消耗

较大，且由于进样量较大，分离过程中蛋白峰和

结合物峰有时无法与游离药物的平台峰完全分

离，对手性药物的分离和最后的定量计算可能产

生一定影响。因此，本研究采用键合了手性选择

剂的亲和毛细管整体柱作为手性药物的分离手

段，药物对映体平台峰之间分离良好，不仅解决

了手性选择剂的消耗问题，还发现蛋白在运行过

程中未见出峰，仅游离药物直接洗脱检测，无需

使用在线毛细管电泳液相预柱［１５－１６，１９］，即可避免

结合体系中的蛋白对游离药物的检测产生影响，

又保证了测定的准确性。

本研究使用亲和毛细管整体柱电色谱结合前

沿分析模式，考察了接近生理条件下手性药物奈福

泮和牛血清白蛋白（ＢＳＡ）之间的相互作用，测定了
奈福泮一对对映体和 ＢＳＡ之间的结合常数、结合
位点数目以及结合位置，不仅拓宽了亲和毛细管整

体柱在手性研究领域的应用，也为手性药物与蛋白

的结合研究提供了一种新的思路。

!

　材　料

１１　药品与试剂
胃蛋白酶修饰的聚（甲基丙烯酸环氧丙酯乙

二醇二甲基丙烯酸酯）（ＧＭＡＥＤＭＡ）毛细管整体

柱（３２ｃｍ×７５μｍ，有效长度２２ｃｍ）（制备方法参
考文献［２］，前期研究已经证实其具有较好的分析
精密度及稳定性，可用于后续的定量考察实验）；

牛血清白蛋白（ＢＳＡ，纯度大于９９６％，上海 Ｓｉｇｍａ
试剂有限公司）；醋酸铵、氨水、乙酸、磷酸氢二钠、

磷酸二氢钠均为分析纯（南京凌峰化学试剂有限

公司）；甲醇（色谱纯，江苏汉邦科技有限公司）；奈

福泮（湖北顶辉化工有限公司）；华法林，布洛芬

（纯度均为９８％，南京生利德生物技术有限公司）；
水为市售纯净水。

１２　仪　器
ＨＰ３ＤＣＥ７１００毛细管电泳仪（美国 Ａｇｉｌｅｎｔ科

技公司）；ＢＴ２５Ｓ电子天平，ＰＢ１０型 ｐＨ计（德国
Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ公司）；ＴＨＺＣ培英恒温振荡器（江苏太仓
市实验设备厂）。

'

　方　法

２１　溶液的配制
取醋酸铵 ０２８９ｇ溶于水 ２５０ｍＬ中配成

１５ｍｍｏｌ／Ｌ醋酸铵缓冲液，并用稀醋酸或稀氨水调
节 ｐＨ至 ５５，作为运行缓冲液。同法取醋酸铵
０９６３ｇ溶于水２５０ｍＬ中配成５０ｍｍｏｌ／Ｌ醋酸铵
缓冲液，并用稀氨水或稀醋酸调节ｐＨ至７４，作为
样品溶剂。

以ｐＨ７４的５０ｍｍｏｌ／Ｌ醋酸铵缓冲液作为样
品溶剂，分别配制１０００μｍｏｌ／Ｌ奈福泮、华法林和
布洛芬储备液，６００μｍｏｌ／ＬＢＳＡ储备液，４℃储存。
其中华法林和布洛芬先用约占溶液总体积１％ ～
２％的甲醇溶解，再以缓冲液定容。

奈福泮储备液稀释至１００～２００μｍｏｌ／Ｌ制备
工作曲线。取一定量奈福泮储备液分别与不同

体积蛋白储备液混合制备结合参数考察溶液，以

相同溶剂稀释定容配制一系列相互作用溶液，使

得最后溶液中奈福泮浓度均为２００μｍｏｌ／Ｌ，蛋白
浓度分别为 ５０，１５０，２５０，３５０，４００，４５０μｍｏｌ／Ｌ。
混合溶液进样前需在 ３７４℃恒温反应至少
０５ｈ并经０２２μｍ无机滤膜过滤。

取一定量奈福泮储备液、蛋白储备液和结合位

点标记物（华法林或布洛芬）储备液混合制备结合

位点考察溶液，以相同溶剂稀释定容，配制奈福泮浓

度为２００μｍｏｌ／Ｌ、位点标记物浓度为１００μｍｏｌ／Ｌ、
蛋白浓度为４００μｍｏｌ／Ｌ的混合溶液作为竞争结合
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溶液。混合溶液进样前需在３７４℃恒温反应至少
０５ｈ并经０２２μｍ有机滤膜过滤。
２２　电泳条件

以胃蛋白酶键合的聚 ＧＭＡＥＤＭＡ毛细管整
体柱 （３２ｃｍ×７５μｍ，，有效长度 ２２ｃｍ）为色谱
柱，运行缓冲液为ｐＨ５５的１５ｍｍｏｌ／Ｌ醋酸铵，正
向运行电压５０ｋＶ，柱温２５℃，检测波长２１５ｎｍ，
电压进样１０ｋＶ×６ｓ。亲和整体柱每次运行之间
使用运行缓冲液在２００ｋＰａ压力下冲柱，冲至基线
平稳即可运行使用。

２３　标准曲线测定
进样１００～２００μｍｏｌ／Ｌ奈福泮药物溶液，以各

对映体色谱平台峰峰高对药物浓度做图，求得标准

曲线。

２４　结合参数测定
分别进样２００μｍｏｌ／Ｌ奈福泮消旋体与不同浓

度ＢＳＡ的结合平衡溶液，将检测到的游离药物平
台峰峰高代入标准曲线，计算游离药物浓度。将游

离药物浓度与对应的蛋白浓度进行非线性拟合，计

算奈福泮对映体与 ＢＳＡ的结合常数和结合位
点数。

２５　竞争结合考察
分别进样以华法林和布洛芬为结合位点标记

物的竞争结合溶液，考察加入结合位点标记物前后

溶液中游离药物量的变化。

(

　结果与讨论

３１　前沿分析原理
在前沿分析方法中，使用已经达到结合平衡的

药物蛋白混合溶液作为进样样品，将较大的样本
塞（ｓａｍｐｌｅｐｌｕｇ）注入毛细管柱内，因此样品区段内
同时含有游离药物、游离蛋白以及药物蛋白结合
物。在电泳运行过程中，由于药物与蛋白迁移速率

的差异，二者逐渐以组分区带分离，结合物同时不

断解离，达到新的平衡。在这一过程中游离药物总

量随之不断增大，浓度不变，蛋白亦同，３个组分的
区带状态由叠加向分离转变，若结合物在电泳运行

过程中完全解离，则得到蛋白和药物的两个平台

峰，每个组分平台峰的峰高均与其浓度呈线性

关系［２０］。

对于血清白蛋白而言，若与药物存在两类结合

位点，这两个结合位点所对应的结合常数 Ｋ１（主要

结合位点）和Ｋ２（次级结合位点）范围分别通常在
１×１０４～１×１０５Ｌ／ｍｏｌ和１×１０２～１×１０３Ｌ／ｍｏｌ
内，因此在生理环境下，仅当结合平衡体系中的游

离药物浓度达到１×１０－３ｍｏｌ／Ｌ时，次级结合位点
与药物的结合才可发生，而通常药物的治疗浓度仅

为１×１０－７～１×１０－４ｍｏｌ／Ｌ，因此在模拟生理条件
下考察药物与蛋白的相互作用时，次级结合位点的

相互作用基本可以忽略［２１］。对此，ＭａｒｔíｎｅｚＰｌａ
等［２１］提出了针对血清白蛋白与药物在模拟生理环

境下的结合常数和结合位点数的计算方程：

［Ｄ］ｆ＝
－（１－Ｋ１ｃＤ＋ｎ１Ｋ１ｃＰ）＋ （１－Ｋ１ｃＤ＋ｎ１Ｋ１ｃＰ）

２＋４Ｋ１ｃ槡 Ｄ

２Ｋ１

（１）
其中，［Ｄ］ｆ、ｃＰ以及 ｃＤ分别是游离药物、总蛋

白以及总药物浓度，ｎ１和 Ｋ１分别是主要结合位点
数目以及结合常数。将样品中蛋白浓度及对应测

得的游离药物浓度带入方程中拟合，即可算得结合

参数ｎ１和Ｋ１。
３２　电色谱条件的优化
３２１　进样时间的优化　毛细管电泳中以前沿分
析法测定药物与蛋白结合参数时，要求结合平衡体

系中的游离药物以平台峰洗脱，也即在运行过程中

柱内样品为过载状态，因此进样量的大小直接影响

平台峰的形成。若仅作为定量依据，普通色谱峰峰

面积或峰高都可用于浓度的计算，因此严格意义上

来说平台峰的形成并不是前沿分析法定量的必要

条件，但是在柱内完全饱和的状态下，平台峰峰高

可不受到迁移时间、电渗流大小、毛细管长度以及

运行电压等的影响，因而可获得更高的精密度以及

更可靠的测定结果［２１］。本研究考察了进样时间

（３～７ｓ）对平台峰峰高及稳定性的影响，结果如图
１和图２所示，在３～７ｓ的进样时间内，较慢洗脱
的对映体（对映体 Ｂ）峰高几乎不变，而较快洗脱
的对映体（对映体 Ａ）在进样时间大于等于５ｓ之
后峰高基本保持恒定，但是两者均在进样时间达到

６ｓ之后方能形成稳定的平台峰，当进样时间达到
７ｓ时可发现由于峰宽的增加，两峰之间的分离度
降低。虽然奈福泮消旋体中两个对映体的量是相

等的，但是通过峰高数据可以发现，Ａ峰峰高始终
大于Ｂ峰，这可能是因为洗脱时间较长的对映体Ｂ
柱效较低，峰展宽较严重，因而峰高相对更低。综

合考虑平台峰的稳定性和分离度，实验中最后选择

８６
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的进样时间是６ｓ。

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｏｇｒａｍｏｆｎｅｆｏｐａｍ（２００μｍｏｌ／Ｌ）ＢＳＡ（１５０
μｍｏｌ／Ｌ）ｍｉｘｔｕｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｎｊｅｃｔｉｏｎｔｉｍｅｓ（３７ｓ）
Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ：ｓｅｐａｒａｔｉｏｎｖｏｌｔａｇｅｏｆ５０ｋＶ，１５ｍｍｏｌ／Ｌ
ａｍｍｏｎｉｕｍａｃｅｔａｔｅｂｕｆｆｅｒａｔｐＨ５５，ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ２５°Ｃ，ｃａｐｉｌｌａｒｙｍｏｎｏ
ｌｉｔｈｏｆ３２ｃｍ×７５μｍ（ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｅｎｇｔｈ２２ｃｍ），ｉｎｊｅｃｔｉｏｎｖｏｌｔａｇｅ
１０ｋＶ，ＵＶｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆ２１５ｎｍ

—●—ＰｅａｋＡ；—▲—ＰｅａｋＢ
Ｆｉｇｕｒｅ２　Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｉｎｊｅｃｔｉｏｎｔｉｍｅｏｎｔｈｅｐｅａｋｈｅｉｇｈｔｏｆｎｅｆｏｐａｍ
ｅｎａｎｔｉｏｍｅｒｓ
ＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｗｅｒｅｔｈｅｓａｍｅｔｏＦｉｇｕｒｅ１

３２２　样品溶剂的考察　本研究分别考察了以磷
酸二氢钠磷酸氢二钠缓冲液、Ｔｒｉｓ缓冲液以及醋
酸铵缓冲液作为结合反应发生的环境，也即样品溶

剂时，对电色谱行为的影响。通常在毛细管电泳

中，由于进样量较小，样品溶剂一般不会对电泳分

离造成较大影响，但是在前沿分析模式下进样量较

大，测定过程中会有大量溶剂随着样品进入毛细管

柱内。实验中发现，仅当使用与运行缓冲盐同种类

的醋酸铵缓冲液溶解进样样品时，方可得到理想的

平台峰拆分结果，而磷酸盐作为结合反应体系时，

奈福泮在１ｈ内未见洗脱，Ｔｒｉｓ盐缓冲液作为结合
反应体系时，对映体平台峰分离度降至０６８，且灵
敏度大大降低，６００μｍｏｌ／Ｌ奈福泮所得峰高与２００
μｍｏｌ／Ｌ奈福泮溶于醋酸缓冲液时所得峰高相同，
不能满足分析要求。本实验中使用的是亲和有机

整体柱，由于整体柱内的连续床层结构，相对于同

样规格的开管柱而言柱内能够容纳的运行缓冲液

体积大大减小，样品溶剂若采用与运行缓冲液中不

同种类的缓冲盐溶剂溶解，进样时使其大量进入柱

内，可能会在很大程度上改变柱内运行缓冲液的组

成，引起“电分散”［２２］现象。由于不同种类缓冲盐

的引入，运行过程中毛细管内已不再是均匀的缓冲

液，这可能会对亲和整体柱内键合的胃蛋白酶的构

型及其活性产生影响，另外，运行缓冲液介电常数

的改变也可能影响了电渗流大小以及奈福泮在柱

内与手性固定相的相互作用，这一系列变化的结果

都可能导致奈福泮对映体的洗脱时间和分离度发

生改变。

３２３　电压的优化　粒子在缓冲液中的迁移速度
及其电渗速率均与电压成正比，在较高的运行电压

下，溶质的洗脱时间会减小，这也意味着在手性拆

分过程中对映体与手性固定相发生相互作用的时

间减少，从而导致分离度的降低，但同时也由于其

出峰时间快，峰形往往更加尖锐，拖尾情况能得到

更好的改善。在本实验中，平台峰之间的良好分离

是保证在一次分析中同时获得两个对映体与蛋白

相互作用信息的重要前提，因此本研究主要对不同

电压下平台峰的分离度进行了考察。如图３，随着
电压的升高，奈福泮对映体之间的分离度逐渐降

低。虽然在较低电压下会导致峰形拖尾以及柱效

降低等后果，但是对于平台峰而言，这些问题并不

会影响到平台峰稳定性及峰高的测定，也即对最后

的定量分析不会产生误差，因此本研究最终选择的

分离电压是５ｋＶ。
３２４　缓冲液ｐＨ的优化　缓冲液的 ｐＨ不仅会
对分析溶质的质子化程度和蛋白手性固定相的解

离程度产生影响，还会影响电渗流的产生，是影响

手性拆分的重要因素。手性选择剂胃蛋白酶是一

种酸性蛋白，等电点约为１０，当所处环境呈中性
或碱性时其构型和活性都会受到较大影响，因此本

实验中对 ｐＨ的考察范围定于４０～６０之间。当
ｐＨ小于４０时，奈福泮无明显的拆分迹象，随着
ｐＨ的增加，胃蛋白酶的解离程度增加，净带电量增
加，电渗流及其与分析物的相互作用程度增加，因此

奈福泮对映体平台峰之间的分离度亦随着ｐＨ的增
加而由０６９升至１４４，如图４。考虑到在后续实验
中还要进样大量复杂样品，为了保持柱内胃蛋白酶

的稳定性，最终确定使用的缓冲液ｐＨ为５５。

９６
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Ｆｉｇｕｒｅ３　Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｒｕｎｎｉｎｇｖｏｌｔａｇｅｏｎｔｈｅｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ（Ｒｓ）ｏｆｎｅｆｏ
ｐａｍｅｎａｎｔｉｏｍｅｒｓ
Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ：ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ１０ｋＶ×６ｓ，ｏｔｈｅｒｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｗｅｒｅｔｈｅ
ｓａｍｅｔｏＦｉｇｕｒｅ１

Ｆｉｇｕｒｅ４　ＩｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｐＨｏｆｒｕｎｎｉｎｇｂｕｆｆｅｒｏｎｔｈｅｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ（Ｒｓ）ｏｆ
ｎｅｆｏｐａｍｅｎａｎｔｉｏｍｅｒｓ
ＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｗｅｒｅｔｈｅｓａｍｅｔｏＦｉｇｕｒｅ３

３３　奈福泮对映体与ＢＳＡ结合参数的计算
前沿分析中结合体系的组成有两种方案，一种

是保持药物浓度接近其治疗浓度不变，添加系列浓

度的蛋白，且蛋白浓度需增至体内蛋白浓度或接近

体内蛋白浓度，另一种则是反之，保持蛋白浓度接

近体内实际情况不变，添加系列浓度的药物。第二

种方案中在每一份样品溶液中均使用较高浓度的

蛋白，成本较高，而第一种方案在保证能够考察生

理条件下蛋白结合的同时，大大减少了蛋白的消

耗，成本更低，更适于高通量的药物筛选应用。

在亲和整体柱中奈福泮两个对映体在约 １４
ｍｉｎ内洗脱，但是ＢＳＡ在５０ｍｉｎ内未见出峰，因此
不会出现蛋白或结合物峰与游离药物峰重叠的情

况。奈福泮在电泳条件下带正电荷，其电泳方向与

电渗流方向一致，但是带有负电荷的 ＢＳＡ电泳方
向则与电渗方向相反，这可能是蛋白较晚出峰的原

因。蛋白与药物迁移速率的较大差异使得样品中

游离药物一进入整体柱便与蛋白快速分离，即使后

续蛋白进入整体柱内并与手性固定相发生相互作

用，也并不会影响游离药物对映体的分离及检测，

这些都保证了测定结果能够真实反映结合平衡体

系中游离型药物的情况。

将奈福泮各对映体浓度及对应的峰高进行线

性回归，得到良好的线性关系，对映体 Ａ和对映体
Ｂ标准曲线相关系数均为 ０９９９。将含不同浓度
蛋白的结合体系进样所得对映体游离药物峰峰高

代入标准曲线算得其浓度，计算结果和对应的蛋白

浓度代入式（１），通过Ｏｒｉｇｉｎ９０进行非线性拟合，
如图５，两对映体拟合所得相关系数分别是０９８２
和０９９８，计算得到对映体Ａ、Ｂ与蛋白的结合常数
分别为（４４３±２１２）Ｌ／ｍｏｌ和（５２７±７５４）Ｌ／ｍｏｌ，
结合位点数均为１０。

Ｆｉｇｕｒｅ５　Ｂｉｎｄｉｎｇｃｕｒｖｅｓｏｂｔａｉｎｅｄｂｙｆｒｏｎｔａｌａｎａｌｙｓｉｓｆｏｒｎｅｆｏｐａｍｅｎ
ａｎｔｉｏｍｅｒｓｂｉｎｄｉｎｇｔｏＢＳＡｉｎ５０ｍｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ７４ａｍｍｏｎｉｕｍａｃｅｔａｔｅ
ｂｕｆｆｅｒａｔ３７４°Ｃ
Ａ：ＥｎａｎｔｉｏｍｅｒｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｔｏａｓｈｏｒｔｅｒｒｅｔｅｎｔｉｏｎｔｉｍｅｉｎＣＥｂｉｎｄｔｏ
ＢＳＡ，ｒ＝０９８２；Ｂ：Ｏｔｈｅｒｅｎａｎｔｉｏｍｅｒｏｆａｌｏｎｇｅｒｒｅｔｅｎｔｉｏｎｔｉｍｅｂｉｎｄｔｏ
ＢＳＡ，ｒ＝０９９８

３４　竞争结合考察
华法林与布洛芬分别与 ＢＳＡ上的 Ｓｕｄｌｏｗｓｉｔｅ

Ⅰ和ＳｕｄｌｏｗｓｉｔｅⅡ位点有着较强的结合能力，常作
为结合位点标记物用于药物与ＢＳＡ的结合位点考
察。若将这些标记物加入药物与蛋白的结合溶液

中，当药物与某一结合位点标记物对 ＢＳＡ的结合
位于同一位点时，由于结合位点标记物对 ＢＳＡ的

０７
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竞争性结合，部分结合型的待测药物会被游离出

来，结合体系中游离待测药物的浓度会增加。为了

避免ＢＳＡ上低亲和力结合位点的干扰，结合溶液
中配体的总浓度（奈福泮 ＋华法林，奈福泮 ＋布洛
芬）要低于蛋白浓度，以利于考察奈福泮与ＢＳＡ的
主要结合位点。分别测定奈福泮与 ＢＳＡ结合溶液
中加入华法林或布洛芬前后游离奈福泮对映体的

浓度，发现仅当加入布洛芬溶液时两对映体浓度分

别增加１０１％和１２０％，两对映体浓度的增加程
度无太大差异，华法林对游离奈福泮浓度则无明显

影响，说明奈福泮的一对对映体均与 ＢＳＡ上 Ｓｕｄ
ｌｏｗｓｉｔｅⅡ位点结合。

,

　结　论

本研究利用胃蛋白酶修饰的聚合物整体柱作

为手性分离通道，结合前沿分析对奈福泮两个对映

体与ＢＳＡ的结合常数、结合位点数以及结合位点
进行了考察。胃蛋白酶修饰的亲和有机整体柱对

奈福泮对映体表现了良好的分离能力，在前沿分析

模式下得到了两个完全分离的对映体平台峰，游离

型药物与ＢＳＡ快速分离，仅游离药物洗脱，相比于
之前添加环糊精作为手性选择剂的方法，避免了手

性选择剂的大量消耗，无需特别采用在线毛细管电

泳液相预柱技术即可避免蛋白对手性药物分离分

析的影响，保证测定结果能够准确反映结合体系中

的平衡状态。将亲和毛细管整体柱电色谱与前沿

分析法结合，在未使用药物单一异构体的情况下测

定了奈福泮一对对映体与 ＢＳＡ的相互作用信息，
不仅拓展了亲和毛细管整体柱电色谱在手性研究

领域的应用，也为手性药物的药代动力学研究提供

了新的研究思路。
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［Ｊ］．ＣｈｉｎＪＡｎａｌＣｈｅｍ（分析化学），２００３，３１（１２）：１５００
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·新 趋 势·

ＥｖａｌｕａｔｅＰｈａｒｍａ预测：２０１６年上市的十大潜力药品（２）
５奥贝胆酸（ＯｂｅｔｉｃｈｏｌｉｃＡｃｉｄ）
原发性胆汁性肝硬化（ＰＢＣ）是一种以胆管上皮细胞为靶细胞，以肝内胆汁淤积为特征的免疫介导的慢性炎症性疾

病。该病以女性多见，发病率男女比例为１∶８～１∶１０。熊去氧胆酸（ＵＤＣＡ）是目前唯一经美国ＦＤＡ批准用于治疗ＰＢＣ
的药物。奥贝胆酸的临床优势在于可显著改善对ＵＤＣＡ治疗反应不佳的 ＰＢＣ患者的生化指标，减轻肝脏损伤，改善肝
脏炎症及组织学改变，延缓ＰＢＣ进程并改善预后。预计到２０２０年该药物的销售额将达到１８亿美元。
６Ｄｕｐｉｌｕｍａｂ
Ｄｕｐｉｌｕｍａｂ通过阻断２型辅助性Ｔ细胞（Ｔｈ２）细胞因子白介素４和白介素１３而发挥作用。临床试验证实，Ｄｕｐｉ

ｌｕｍａｂ对特异性皮炎、湿疹，以及嗜酸性粒细胞水平增高的中重度持续哮喘有效。Ｄｕｐｉｌｕｍａｂ可快速且显著减轻特异性
皮炎患者瘙痒症状，从而改善患者生活质量。Ｄｕｐｉｌｕｍａｂ的主要不良反应是鼻咽炎。预计到２０２０年该药物的销售额将
达到１７亿美元。
７ＤｉｓｃＲｅｐａｉｒＰｒｏｊｅｃｔ
ＤｉｓｃＲｅｐａｉｒＰｒｏｊｅｃｔ是一种由Ｍｅｓｏｂｌａｓｔ公司研发的干细胞疗法，用以修复椎间盘病变。预计到２０２０年，该疗法的销

售额将达到１４亿美元。
８Ｖｅｎｅｔｏｃｌａｘ
Ｖｅｎｅｔｏｃｌａｘ是一种Ｂ细胞淋巴瘤因子２（ＢＣＬ２）抑制剂，Ｖｅｎｅｔｏｃｌａｘ有望用于治疗携带１７ｐ基因缺失的复发性或难

治性慢性淋巴细胞白血病（ＣＬＬ）。除ＣＬＬ外，临床中本品单药及联合用药治疗的适应症还有非霍奇金淋巴瘤（ＮＨＬ）、
多发性骨髓瘤（ＭＭ）和急性髓性白血病（ＡＭＬ）。Ｖｅｎｅｔｏｃｌａｘ最常见的不良反应有腹泻、上呼吸道感染、恶心和中性白细
胞减少症。预计到２０２０年该药物的销售额将达到１２亿美元。
９Ｓｅｌｅｘｉｐａｇ
由爱可泰隆开发的口服环前列腺素受体激动剂Ｓｅｌｅｘｉｐａｇ已于２０１５年１１月２２日获美国ＦＤＡ批准，Ｓｅｌｅｘｉｐａｇ有望

于２０１６年１月上旬正式登录美国市场。与其它吸入型或注射型环前列腺素类药物相比，Ｓｅｌｅｘｉｐａｇ给药方式更便捷，患
者的依从性更高。值得一提的是，除Ｓｅｌｅｘｉｐａｇ外，爱可泰隆还拥有包括伊洛前列素、波生坦和马西替坦在内的３个可用
于治疗肺动脉高压的药物。毋庸置疑，爱可泰隆绝对是肺动脉高压药物治疗领域的先驱，从伊洛前列素到波生坦，再从

波生坦到马西替坦和Ｓｅｌｅｘｉｐａｇ，上述各药物的问世都展现出肺动脉高压治疗手段的进步。Ｓｅｌｅｘｉｐａｇ的上市不仅为爱可
泰隆因波生坦遭遇专利悬崖而引起的销售额下滑提供了有力保证，同时还为其巩固肺动脉高压药物市场坐上了头把交

椅。预计到２０２０年该药物的销售额将达到１１亿美元。
１０Ｅｌａｇｏｌｉｘ
子宫内膜异位症（Ｅｍｓ）是育龄期女性较为常见的临床良性疾病，其发生率达１００％，且呈明显之上升趋势。Ｅｍｓ

以痛经、盆腔疼痛及不孕为主要特征，严重影响女性的生殖健康和生活质量。临床试验证实，与安慰剂相比，每天给药

一次，给药剂量为１５０ｍｇ的Ｅｌａｇｏｌｉｘ能明显降低绝经前妇女的子宫内膜异位症状。Ｅｌａｇｏｌｉｘ常见的不良反应是面部潮
红、头痛、恶心和疲乏。预计到２０２０年该药物的销售额将达到９亿美元。

（新康界，本刊有删改）
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