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摘要!平行人工膜渗透模型$
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VJbVJ

%主要以人工磷脂作为生物

膜来模拟药物跨膜的屏障#能测定通过被动扩散途径跨过血脑屏障的药物#该模型操作简单#成本低&以实验

室合成的化合物为研究对象#在
b*.95<=+77,

8

&CFX7..

板上铺一层牛脑磷脂的十二烷溶液作为
VJbVJ

模型#

并通过高效液相色谱$

MVR0

%测定化合物的血脑屏障渗透率&实验中发现亲脂性化合物水溶性较差#需要添

加助溶剂以帮助溶解#因此考察了
#

种助溶剂$

db<L

'乙腈'乙醇'正丙醇%对化合物溶解度的影响及助溶剂

含量对磷脂膜完整性的影响#最终选择了浓度为
"%c

的正丙醇做为助溶剂来进行渗透实验#测得了各个化合

物的渗透率#并筛选出了渗透率最好的化合物#为将来的药物开发提供指导&
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血脑屏障$
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#

SSS

%是一种保护大脑免受血液循环中有害物质的影响#并调节特

定分子从血液进入中枢神经系统$

=7,9+-.,7+6)*88

:

897T

#

0;<

%的膜+

"F$

,

&血脑屏障包括脑毛细血管内

皮细胞形成的血浆与脑细胞间的屏障和脉络丛形成的血浆与脑脊液间的屏障#这些屏障能够限制物质

$多半为有害物质%在血液和脑组织之间的自由交换#并对不同的物质有不同的通透性+

!F#

,

&

许多药物正在被发现用于中枢神经系统$

0;<

%疾病#但由于无法穿过血脑屏障$

SSS

%而未能进入

市场#是中枢神经药物开发成新药过程中的一个重要限制因素#这对药学界来说是一个明显的挑战+

EFK

,

#

因此需要开发检测候选药物血脑屏障$

SSS

%渗透率的方法以用作中枢神经药物的早期筛选&

平行人工膜渗透模型$
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VJbVJ

%#在
"&&K

年首先由

]-,8

:

等+

&

,建立#该模型比传统细胞及动物模型更经济'高效'便捷#能够快速检测药物通过人工膜的渗

透率&

VJbVJ

是一种新型的'基于人造膜系统的#用于药物转运分析的体外模型#用于评估药物通过

被动扩散途径跨过血脑屏障的通透性+

"%F"!

,

&该模型是一种基于
&C

孔板技术的快速体外系统#主要以人

工脑磷脂作为生物膜来进行药物的血脑屏障渗透研究+

"#

,

&

在药物开发过程中#经常遇到水溶性差的化合物#这些化合物在确定其渗透性时经常会引起一些问

题#特别是在体外渗透性试验中+

"E

,

&为了克服这个问题#可以在测定前过滤溶液#但有时过滤后溶液中

化合物的量太低而不能检测到#特别是对于微溶化合物+

"C

,

&在用
VJbJV

模型测定药物血脑屏障渗透

率时#化合物在水性介质里的浓度必须达到一定的量&对于一些溶解性较差的化合物#通常会在水性介

质中加入一定的助溶剂#例如
db<L

'乙腈'乙醇'正丙醇等#用于增加溶解度#因此助溶剂的选择对于

VJbVJ

模型渗透性的测定有着至关重要的影响+

"'F"K

,

&

选用了课题组前期合成的一类活性小分子化合物#在自己建立的
VJbVJ

上#选用合适的助溶剂

来溶解待测化合物#然后进行渗透实验#以考察化合物的渗透率#为将来的药物开发提供指导&

:

!

实验材料

试剂!苯丙酸类化合物
:

*

P

$实验室合成#如图
"

所示%(牛脑磷脂$

J6-,95V).-+R5

Z

5?8P,=

%(十二

烷$

<5

2

T-

%(荧黄'卡马西平和阿替洛尔均由阿拉丁化学试剂有限公司提供(乙腈和甲醇为色谱纯#

<5

2

T-

公司(其余试剂均为国药#分析纯&

图
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苯丙酸类化合物
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(J"$%!

#上海良平%(恒温培养箱$

dMVF&"C$

#上海齐欣%&
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!

方法与结果

<;:

!

+6?+6

模型的建立

VJbVJ

模型装置如图
$

所示#上层为板盖#中间为
&C

孔滤板$供给板%#下层为接收板&首先#配制体

积分数为
$c

的牛脑磷脂$

VSR

%

F

十二烷溶液#超声至溶液完全溶解&然后#贴壁加
"%%

*

R'%c

的乙醇#润

湿
&C

孔滤板#

!%8

后吸出#加入
"%%

*

RVS<

洗涤#重复
$

遍#第二遍吸净所有
VS<

&取
E

*

R

超声后的
VSRF

十二烷溶液加到供给板的滤膜上#然后加入
"E%

*

R

药物待测液#在接收板各孔中加入
!%%

*

RVS<

&

图
<

!

+6?+6

模型装置图

<;<

!

+6?+6

人工膜完整性检测

荧黄$

RO

%无法透过完整的脂质膜#因此选择荧黄为阳性化合物#通过检测接收板中的荧光强度#可

以确定人工膜的完整性&称取
$AC"T

2

荧黄#加入
"%%

*

Rdb<L

配成
E%%TT).

"

R

的母液#吸取
"

*

R

母液加入到
"TR

含
"c db<L

的
VS<

溶液中#配制好的荧黄检测液待用&

VJbVJ

模型供给板的滤膜上加入
E

*

RVSRF

十二烷溶液后#立即加入
"E%

*

R

的检测液(对照组用

图
@

!

+6?+6

人工膜完整性检测

E

*

R

十二烷溶液代替
VSRF

十二烷溶液(空白组不

加磷脂膜#直接加入
"E%

*

R

检测液#在各个接收板

上加入
!%%

*

R

的
VS<

缓冲溶液#每组实验重复
!

次&把供给板放在接收板上#盖上上层盖子#室温

避光
#1

后取出接收板#用多功能读板机测定接收

液中荧黄的荧光强度$激发波长为
#$E,T

#发射波

长为
E$K,T

%#结果如图
!

所示&

从图
!

可以看出#供给板上加入
VSRF

十二烷

溶液后#接收板中荧黄的荧光强度几乎为
%

#因此

加入
VSRF

十二烷后的人工磷脂膜是完整的&

<;@

!

不同浓度助溶剂的配制

选取
db<L

'乙腈'乙醇'正丙醇
#

种助溶剂#分别配制
"TR

不同体积分数助溶剂$

#

种%的
VS<

溶

液#吸取
"

*

RE%TT).

"

R

的荧黄母液$前已配制%#分别加入到含助溶剂的
VS<

溶液中&

<;C

!

助溶剂对磷脂膜的影响

按照上述
$B"

#

$B$

的方法进行实验#每种的体积分数做
#

个复孔#空白组在供给板上加
"E%

*

R

含

$%c

乙腈的
VS<

#在各个接收板上加入
!%%

*

R

的
VS<

缓冲溶液#室温避光
#1

#结果如图
#

至图
'

所示&
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荧黄透过完整磷脂膜后#荧光强度不高于空白组的
!

倍&图中横线标记的数值为空白组荧光强度

的
!

倍&

从图
#

至图
'

可以看出#当待测液中含
"c

的
db<L

或
"c

的乙醇时#磷脂膜都能保持稳定#

db<L

的体积分数大于
"c

时#磷脂膜会被破坏(当待测液中乙腈的体积分数小于
$%c

时#磷脂膜都能

保持稳定(当待测液中正丙醇的体积分数小于或等于
"%c

时#磷脂膜能保持稳定#正丙醇的体积分数为

$%c

时#磷脂膜会被破坏&

图
C

!

=?EO

体积分数对
+6?+6

膜完整性的影响 图
D

!

乙腈体积分数对
+6?+6

膜完整性的影响

图
P

!

乙醇体积分数对
+6?+6

膜完整性的影响 图
U

!

正丙醇体积分数对
+6?+6

膜完整性的影响

!!

因为
db<L

的体积分数为
Ec

时#溶液稀释时会有沉淀析出#所以现在忽略
db<L

#进一步考察乙

腈$

"c

#

$c

#

Ec

#

"%c

#

$%c

%'乙醇$

"c

%和正丙醇$

"c

#

$c

#

Ec

#

"%c

%对化合物溶解度的影响&

通过实验观察发现#用体积分数为
"%c

的正丙醇溶解待测化合物时#溶液稀释成所有所需浓度后#

均无沉淀析出#除此之外#其他均会有少量沉淀析出&因此#用
"%c

的正丙醇为助溶剂#对待测化合物

进行
VJbVJ

模型的血脑屏障渗透研究&

<;D

!

待测药物的
+6?+6

模型透过实验

分别称取
#T

2

化合物
:

*

P

及卡马西平'阿替洛尔$其中卡马西平为阳性对照#阿替洛尔为阴性对

照%#用
"TR

正丙醇溶解#然后分别加入
&TR

含
$%c

乙腈的
VS<

溶液#配成
#%%

*

2

"

TR

的药物待测

液&按照上述
$B"

#

$B$

的方法进行
VJbVJ

模型透过实验#室温
"C1

后取出接收板#用高效液相色谱分

别检测接收液的峰面积#并带入标曲计算化合物的质量浓度#然后按照下式分别计算出各化合物血脑屏

障的透过系数
1

7

$

=T

"

8

%和渗透率
0

&

-

*'

-
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!

J"

!

d"

%

+ ,

#

0

&

!

J"

!

d"

%

L

"%%c

式中!

!

J"

为
"

时接受板中药物溶液的质量浓度#

T

2

"

R

(

!

d"

%

为供给板中溶液的初始质量浓度#

T

2

"

R

(

"

为孵育时间#

8

&

根据公式计算得到各化合物血脑屏障的透过系数
1

7

和渗透率
0

#见表
"

&

表
:

!

各个化合物的血脑屏障渗透系数及渗透率

化合物 标准曲线
-

$

VJbVJ

1

7

f"%

'

"$

=T

-

8

j"

%

0f"%

!

"

c

:

K

g%A"%#$%j"A#'!C %A&&' $AE'm%A%%! 'AK'm%A%E

<

K

g%A$K"K%j$A$EKE %A&&& !A!Em%A%$ "%A!%m%A!"

@

K

g%A"$&K% %̀A$'"! %A&&K #A'!m%A%K "#A!$m%A'%

C

K

g%A"#E"%j%A'#&# %A&&K CAE%m"A%% "&AK!mKA#C

D

K

g%A"#K!%j"A#C#! %A&&C $AE'm%A%" 'A'!m%A"C

P

K

g%A"$!'%j%A"'CK %A&&C #A''m%A%%! "#A!'m%A%E

卡马西平
K

g%A%!%!% %̀A!"'' %A&&K KA%%m%A'! $#AE!mCA$E

阿替洛尔
K

g%A$"!'%j"A"%$E %A&&K "AK%m%A%! EAK&m%A%#

!!

从表
"

中可以看出#卡马西平的渗透率最高#阿替洛尔的渗透率最低#根据阳性和阴性药物的渗透

率#也可以进一步验证
VJbVJ

模型的可行性&实验室合成的化合物中#化合物
@

的渗透率都最高#仅

次于阳性药物#因此本课题组准备用化合物
@

进行下一步的细胞实验&

<;P

!

待测药物标准曲线的绘制

分别称取
ET

2

化合物
:

*

P

及卡马西平'阿替洛尔#加入
E%%

*

R

正丙醇溶解#配成
"%

2

"

R

的一级母

液#待用&分别吸取
"%

2

"

R

的一级母液
!%

*

R

#加入
'$%

*

R

含
$%c

乙腈的
VS<

#配成
#%%

*

2

"

TR

的二

级母液&分别吸取二级母液#加入含
$%c

乙腈的
VS<

依次稀释成
%

#

"%

#

$%

#

#%

#

K%

#

"$%

#

"C%

#

$%%

*

2

"

*

R

的标准溶液#用高效液相色谱分别测定其峰面积#以峰面积对化合物的质量浓度做标准曲线#结果如图

K

所示&

@

!

结
!

论

本研究选用实验室合成的苯丙酸类化合物来进行血脑屏障渗透研究#选取
db<L

为助溶剂#并控

制其体积分数小于
Ec

#用此条件来溶解待测化合物+

"&F$%

,

#溶解后的化合物用含
$%c

乙腈的
VS<

稀释

成所需浓度&实验中发现#稀释后的溶液中会有少量白色沉淀析出#随着稀释比例的增大#白色沉淀逐

渐增多#溶液变浑浊&对于这些水溶性较差的化合物#从助溶剂入手#考察不同助溶剂对溶解度的影响#

从而选取可溶解待测化合物的助溶剂来进行试验&通过参考相关文献#选取了
#

种主流助溶剂!

db<L

'乙腈'乙醇'正丙醇&通过不同助溶剂和同一助溶剂不同浓度对化合物溶解度的影响及磷脂膜

完整性的实验#最终选择了
"%c

正丙醇做为本次实验中的助溶剂&用此助溶剂来溶解待测化合物#然

后进行血脑屏障渗透模型
VJbVJ

的渗透实验#从而得到了各个化合物的渗透率#为将来的药物开发

提供了指导#同时也为
VJbVJ

模型上助溶剂的选择提供了借鉴&
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期 付莹#等$血脑屏障渗透模型
VJbVJ

的构建及其条件优化

图
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待测药物的标准曲线
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