
·综  述·

  [收稿日期]2024-07-09
[基金项目]河北省自然科学基金(H2022206548)

[作者简介]闫宇航(2000-),男,河北石家庄人,河北医科大学

第一医院理学硕士研究生,从事临床药学研究。

*通信作者。E-mail:zhouchunhua@hebmu.edu.cn

血浆中游离药物浓度分析方法的研究概述

闫宇航,王佳琪(综述),周春华*(审校)
(河北医科大学第一医院临床药学部,河北 石家庄050031)

  [摘要] 药物进入人体循环后,以游离型和结合型两种形式进行转运和储存,两者处于动态平衡,只有游离型

药物才能跨膜转运及发挥药理活性,而结合型药物会以体内储存的形式暂时失去药理活性,因此药物在血液中游

离浓度的高低是其疗效好坏的关键。为实现个体化治疗,在越来越多的临床情况中,测定药物的游离浓度愈发重

要。药物的游离浓度受到多种因素影响,如年龄、性别、血浆白蛋白水平、药物相互作用等。目前测定药物游离浓

度的方法很多,有传统的方法如平衡透析法、超滤法等,也有新兴的方法如中空纤维离心超滤法、快速平衡透析法

等。每种测定方法都有其固有的优缺点,而针对不同特性的药物采取不同的测定方法往往才能获得准确的分析结

果。本文综述了9种经典且目前常用的方法,并重点介绍了每种测定方法的原理、适用范围以及优缺点。
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  在人或动物血液中,药物存在与血浆蛋白结合

和游离两种形式,其中游离药物发挥药理活性[1]。
而血浆中游离药物浓度是由血浆蛋白结合率决定

的,因此在药物研发的早期阶段确定血浆蛋白结合

率是非常重要的。此外,在个体化医疗和治疗药物

监测中,测定药物的游离浓度是更有益的。药物的

血浆蛋白结合率对临床药代动力学和药效学之间的

定量关系有重要影响。因此,准确测定游离血浆药

物浓度对于了解药物作用是很重要的[2]。有许多方

法可用于测定血浆蛋白结合的程度与游离药物浓

度,但用不同的方法测定相同浓度水平的相同化合

物所得的结果范围却相对有所不同,其精确度与敏

感度亦存在差距,出于这个原因,选择敏感度高,选
择性好和更加快速的分析方法测定药物的游离浓度

及其血浆蛋白结合率尤为重要。本文综述了几种重

要的测定血浆中游离药物浓度和蛋白结合率的分析

方法,并概述和讨论每种方法的原理以及固有的优

缺点。

1 游离药物分析常用方法

1.1 平衡透析法(equilibriumdialysis,ED) ED
是基础研究中最常用的测定血浆蛋白结合率的方

法。并被认为是“金标准”[3],经常被用作其他方法

的参考技术[4]。该方法采用透析池,在透析池中间

用半透膜隔开形成两个储液室。半透膜具有分子筛

的作用,相对分子质量较小的游离药物分子可以通

过膜,而将蛋白质和药物-蛋白复合物截留在血浆

或血清样本中。在该方法的实验操作中,将等体积

的分析物(含药血浆或血清)和空白缓冲溶液分别放

置于透析膜的两侧,然后在生理温度(37℃)下给予

足够的时间使待分离药物通过半透膜,在缓冲液和

血浆或血清样本中实现平衡分布[5]。达到平衡时,
血浆或血清样本中的游离药物浓度和缓冲液中相

等,此时测定缓冲液中待测物的浓度就可以反映半

透膜另一侧血浆或血清样本中的游离药物浓度。分

别从血浆和缓冲液两侧取等量溶液计算血浆蛋白结

合率与药物的游离分数。由于是等量溶液所以无需

进行体积校正。
达到平衡的时间是平衡透析中的一个重要变

量[7]。为使该方法有效,缓冲液和血浆隔室中的未

结合药物必须处于平衡状态。因此,应进行预实验

以确定达到平衡的时间。为此,可在实验中分析缓

冲液和血浆浓度在不同时间段的变化情况。当在几

个时间点之间未检测到血浆和缓冲液浓度的变化

时,即达到平衡。不同的透析池大小与体积不同,透
析池的表面积与体积之比会影响达到平衡的时间。
表面积/体积大的透析池比表面积/体积小的透析池

更快达到平衡。此外,旋转或搅拌透析池也会缩短

达到平衡的时间,目前有研究建立了动力学模型来
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预测达到平衡的时间[8],这有效地提高了平衡透析

的效率。
在平衡透析实验中,为了获得准确的结果,必须

控制许多变量。血浆pH 值应调整到生理pH 值

(7.4),因为血浆蛋白结合与pH值有关。由于平衡

透析是一种体外技术,所用缓冲液在生理学上与血

清不同。缓冲液中的离子可能影响药物与血浆蛋白

的结合。克服该问题的一种方法是使用由过滤的血

浆制备的血浆水。然而,这需要更大体积的血浆。
受血浆蛋白渗透压影响,液体可能会从缓冲液室转

移到血浆室。这导致血浆蛋白被稀释。如果需要,
可以加入葡聚糖改善缓冲液的等渗性,从而对抗渗

透液的变化。或者,通过数学校正因子校正液体变

化。
由于测定是在浓度平衡状态下进行的,因此

ED被认为是最可靠的血浆蛋白结合率测定方法,
测定结果最能体现真实浓度[9]。并且平衡装置相对

经济便宜,平衡透析膜也比较常见。ED应用范围

也较广,既适用于小体积样品,也适用于大体积样

品。
然而,ED存在一些缺点[7],如平衡时间较长,

一次能测定的样品量少,不适合测定血浆稳定性差

和吸 附 性 强 的 药 物。但 快 速 平 衡 透 析 (rapid
equilibriumdialysis,RED)仪[10]的出现极大程度改

善了这一问题,由于存在涡旋力,扩大了透析面积,
使预处理和透析时间缩短,能够使平衡透析时间从

24h缩短至4h。与传统ED不同,RED在透析膜

两侧,即血浆样品侧和缓冲液侧所加入的试液体积

不同,这可以排除药物吸附的问题,故适合于吸附性

强和血浆稳定性差的药物。RED装置一次可分析

48个样品,透析时间也大幅缩短,解决了测定样品

量少的问题;并且这种透析膜已经批量生产,试验的

温度和CO2 浓度固定,故其重现性较好。其缺点为

设备的价格比较昂贵。目前在RED的基础上发展

出了小容量 RED[11],对于接触体积小和蛋白质浓

度低的生理液体也可以完成精确测定。此外ED还

有体积转移导致血浆中蛋白被稀释及药物与膜存在

非特异性吸附等问题。

1.2 离心超滤法(centrifugalultrafiltration,CF-
UF) CF-UF是一种快速、有效且简单的游离药物

浓度测定技术,是将游离药物与结合药物分离的主

要方法。使用该技术时,将血浆样本放入超滤装置

中(这种装置市场上有售,由2个由过滤膜隔开的容

器组成);超滤装置中存在超滤膜,超滤膜有特定的

分子截留值,允许血浆水和相对分子质量较低的化

合物通过。实验时将样本放置在超滤膜样品侧,在
离心力的作用下游离药物进入超滤膜另一侧,而蛋

白结合药物则留在样品侧[6]。
该方法的优点是不需要使用非生理缓冲液进行

蛋白质结合测量。还可以应用于不同类型的生物基

质,包括组织匀浆。相较于超速离心机,超滤膜装置

更容易获得,价格也相对便宜;样品制备时间较短,
一次20min左右,所以适用于大量样品测试。

然而,这种方法面临着非特异性吸附和浓度极

化等问题,在分离过程中,样品中小分子成分不断通

过膜,而大分子成分则被截留保存在样品室。因此,
在膜表面附近会形成一层浓缩溶质层(边界层),随
着大分子成分在膜表面逐渐堆积,浓度越来越高,从
而形成自下而上的浓度梯度,这种现象被称为浓度

极化。浓度极化会导致流速下降,超滤膜的选择透

过性变差从而使分离的速度逐渐减慢。中空纤维离

心 超 滤 (hollowfibercentrifugalultrafiltration,

HFCF-UF)技术是克服浓度极化现象的新选择。
有研究[12]指出,超滤液与样品溶液的体积比

(Vu/Vs)会影响CF-UF的准确性,不同的血浆条件

存在不同的Vu/Vs值。例如患者的血浆蛋白浓度

与健康受试者不同,并且在不同疾病和合并用药的

患者之间也存在显著差异。据报道[13],血浆白蛋白

浓度会影响药物的蛋白结合,并进一步导致游离药

物浓度的变化。Vu/Vs越大,得到的游离药物浓度

越大,因此只有Vu/Vs应尽可能小,才能最小程度

的破坏药物与蛋白结合平衡,但是目前的CF-UF还

不能准确的控制 Vu/Vs。为解决这一问题,有研

究[13]以丙戊酸(valproicacid,VPA)为代表药物,分
别采用CF-UF和 HFCF-UF分离不同白蛋白浓度

的血浆样品。研究了不同白蛋白浓度对人血浆中游

离药物分析的影响。该研究观察到游离VPA浓度

随白蛋白浓度降低而增加,在一定浓度范围内与

CF-UF相比,HFCF-UF测定的游离药物浓度差异

无统计学意义。然而,在低白蛋白浓度下观察到显

著差异,并且该差异随着白蛋白浓度的降低而增加。
在研究类似问题时,Tang等[14]使用离心超滤-高

效液相色谱-串联质谱法定量测定游离仑伐替尼浓

度时,显示离心力和离心时间对 Vu有显著正向影

响。

根据公式Cf=
K
Cp
·Vu
Vs
·Cu+Cu

其中Cf和Cu 分别为CF-UF法获得的游离药

物浓度和实际游离浓度;Cp 为血浆蛋白浓度;Vu/

Vs为超滤液与样品溶液的体积比;K为与药物结合
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能力相关的常数。
可以看出当Cp 一定时,Vu/Vs是影响Cf 的唯

一因素,Vu/Vs值越小,测定的游离药物浓度越接

近实际游离浓度。据报道,Vu/Vs最好为20%,

20%~35%也是可接受的,以最大限度地减少血浆

蛋白结合平衡的变化,而HFCF-UF的Vu/Vs仅有

8%左右,并且可以更好地控制。相比之下,HFCF-
UF能得出更准确的结果。

1.3 HFCF-UF HFCF-UF是近年来发展起来的

一种从复杂基体中分离大分子物质的重要技术。

HFCF-UF装置是由玻璃管和 U型中空纤维组成。
离心后将滤液从中空纤维中抽出,装入注射器,然后

将一定量的滤液直接注入高效液相色谱仪中进行分

析。其基本原理与传统超滤相似,在离心过程中,小
分子可以通过膜,而大分子则无法通过。但两者离

心机制是不同的,对于传统的CF-UF,离心力的方

向垂直于超滤膜,超滤液被迫进入超滤液室[6],因此

样品溶液总是受到浓度极化的影响。在浓度极化过

程中,会形成一个具有黏性的大分子层,该层会进一

步干扰小分子物质的过滤,迅速降低过滤速度,甚至

堵塞膜。为了克服浓度极化,通常采用稀释的方法。
但稀释会导致浓度下降。而对于 HFCF-UF来说,
离心力的方向完全平行于膜,在这种条件下,小分子

可以自由移动,因此内部和外部的分析物浓度相同,
这样就避免了浓度极化现象[15]。

而且相比于传统的CF-UF,HFCF-UF的超滤

液体积可以通过调整插入血浆样品中 U形中空纤

维的内部容量来实现更好的控制,这使测量结果更

准确[16]。HFCF-UF作为一种更为直接准确的测定

方法,已成功应用于药物动力学研究,目前已常用于

联用超高效液相色谱法测定抗生素[17]已经精神类

药物[18]的游离浓度。该方法具有精密度高、准确性

好、检出限低、回收率高等优点,优于以往的分析方

法。需要注意的是超滤的效率与离心力有关,为了

获得最高效的过滤,需要对离心力进行优化。有文

献[19]通过混合空白人血200μL、2.0mol/L磷酸盐

缓 冲 液 (pH =2)25 μL 和 含 有 头 孢 克 洛

(1.92mg/L)和内标头孢拉定(1.90g/L)的溶液

25μL制备样品。分别在6000、8000、10000和

12000r/min下过滤10min。结果表明,离心力过

小会导致滤液体积过小,离心力过大会损坏中空纤

维。因此,10000r/min是实验的最佳速度。

1.4 超速离心法(ultracentrifugation,UC) UC是

最常见的无膜技术。其具体操作为将血浆样品放于

专用的离心管中,用超速离心机于100000g、37℃

离心15h。离心后取上清液测定。在强大的离心

力下,游离药物、蛋白质分子与药物-蛋白复合物由

于沉降系数不同而停留在液体介质中不同的位置,
相对分子质量大的蛋白质和药物蛋白复合物会沉降

到试管底部,而相对分子质量较小的游离药物则留

在上清液中,以此达到分离目的[16]。该方法操作步

骤简单,且样品不通过任何膜,仅存在于离心管中,
所以不存在样品吸附问题,可以避免药物与膜的非

特异性结合。其缺点为要求血浆样品稳定,超速离

心机昂贵,难以获得,且离心的样品数量较少(每次

只能离心10~24个左右样品),离心时间也较长。

1.5 微透析法(microdialysis,MD) MD作为一种

可靠的体内检测技术,可用于在线测定动物和人体

内几乎每一个特定的组织和器官间质药物浓度,并
且该技术具有定量特性。MD是一种基于交换当量

的方法,用于分析游离药物浓度的系统由微量注射

泵、微透析探头、微量组分收集器和观察笼组成。将

具有透析作用的微探针置于待采样的生物组织内,
以恒定的流速将灌注液泵入内部管道,存在浓度差

的条件下,游离药物通过透析膜进入探针内,并被连

续流动的灌注液不断带出,即可得到特定区域中目

标物质的准确含量[22]。

MD以透析原理为基础,具体的工作机制是探

针膜的截留相对分子质量始终小于大多数蛋白质,
因此只有游离药物才能扩散到透析液中[21]。传统

取样一般是采血后进行体外分析,整个过程费时费

力,并且不能动态捕捉到药物在体内瞬时变化的全

过程,从而无法进行自身对照。相较于传统取样方

式,MD可在基本不干扰生物体生命条件的情况下,
对靶部位细胞外液中游离内源、外源性目标分子进

行在体、实时和在线取样。正因为如此,微透析样品

避免了复杂耗时的样品制备过程,可以直接进行在

线分析[22]。有研究[23]给猪注射一定剂量的万古霉

素和美罗培南,通过静脉微透析与标准血浆采样法

监测万古霉素和美罗培南血药浓度,并进行比较,证
明了 MD适合进行连续采样的优点。MD已是目前

连续监测各种组织中抗生素浓度的首选方法。虽然

MD是一种强大的采样工具,但它有其固有的局限

性。主要限制是优选亲水性药物。亲脂性药物通常

会与探针的膜结合,从而影响回收率。此外,相较于

无法通过膜的相对分子质量较大的药物,MD更适

合分析相对分子质量小的药物[27]。目前 MD已经

广泛用于药代动力学与代谢组学的研究中。

1.6 固相微萃取法(solid-phasemicroextraction,

SPME) SPME是一种无溶剂样品制备技术。与
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其他样品制备技术相比,SPME相对快速、简单易用

且易于自动化。
其提取化合物的原理是基于游离分析物(未结

合)在固体吸附剂和样品基质之间的分配平衡[24]。

SPME用于从样品基质中提取目标分析物时,可以

使用 顶 空(headspace,HS)模 式[25]或 直 接 浸 没

(directimmersion,DI)模式。在DI模式下,SPME
纤维(吸附剂相)直接浸入样品血浆中,待测物会在

样品和纤维间达到吸附平衡。要在DI模式下加速

提取,可以采用搅拌、样品流动等技术。DI-SPME
主要适用于非挥发性的极性分析物。在 HS-SPME
模式中,SPEM 纤维作为顶部空间放置在样品上方

的气相中。与DI-SPME不同,HS模式仅适用于提

取挥发性化合物。提取结束时,将纤维转移至气相

色谱 或 高 效 液 相 色 谱 进 行 分 析[31]。由 于 通 过

SPME提取的药物量与其在血浆/基质中的游离浓

度成正比,因此该方法可用于确定血浆蛋白结合的

程度和其他相关参数。
此前已经报道了几项应用SPME进行的蛋白

结合 性 研 究。第 一 项 此 类 研 究 由 Musteata和

Pawliszyn进行[26],他们应用SPME测定了地西泮

(diazepam,DIA)(一种具有高蛋白结合特性的极性

药物)和硝酸异山梨酯(一种具有低结合常数的非极

性化合物)在人血清白蛋白中的结合曲线。从理论

背景和三个理论与实践的具体途径进行了研究,以
分析配体-受体(蛋白质)的结合和结合参数。研究

显示,应用SPME测定了五种具有不同程度蛋白质

结合特征的药物的血浆蛋白结合力。这项工作的结

果表明,血浆pH值是影响重现性和蛋白结合的重

要因素。

1.7 液相微萃取法(liquid-phasemicroextraction,

LPME) LPME与SPME原理大致相同,区别在

于吸附剂形态的不同。SPME采用固相吸附剂,而

LPME采用液相吸附剂。液相微萃取的各种方法

中,包括分散液-液微萃取、基于固相微滴的分散

液-液微萃取、单滴微萃取、中空纤维液相微萃取、
溶剂棒微萃取和电膜萃取[27]。而从复杂生物流体

(如血浆)中提取药物的方法主要有中空纤维液相微

萃取、电膜萃取和96孔LPME。平行人工膜分析法

是另一种三相液-液萃取法,用一张平膜分隔两个

水相区(供体和受体),并将有机溶剂置于膜孔中。
膜萃取技术已被用于定量检测药物加标血浆中的游

离药物,并通过膜平衡取样技术评估血浆样品中药

物与蛋白质结合的程度。在所有这些方法中,化合

物都是通过膜从供体室进入受体室的。

1.8 色谱法 相较于上述分离分析方法,色谱法精

度高、速度快、效率高、应用范围广、容易自动化、可
以兼容多种检测器,在研究药物-蛋白相互作用与

测定游离药物浓度中具有一定优势。目前用于分析

蛋白结合律和游离药物的色谱技术主要有高效亲和

色谱法和毛细管电泳法(capillaryelectrophoresis,

CE)[28]。

1.8.1 高效亲和色谱法(high-performanceaffinity
chromatography,HPAC) HPAC的原理是将蛋白

质靶点固定在色谱固定相表面,进样后,血浆样本中

的药物分子与固定相上的蛋白质靶点发生相互作

用,选择性的保留药物。检测药物分子的保留时间、
峰面积等参数可以获得结合常数、解离速率常数,进
而计算游离药物浓度。

应用HPAC时,最重要的是制备固定有目标蛋

白的色谱固定相。由于所需要固定的目标蛋白的活

性受到固定相载体和蛋白固定化方法的影响,选择

合适的载体和固定化方法是固定成功的关键。目前

最常用的固定相载体是二氧化硅,二氧化硅具有粒

径分布均匀,热稳定性和化学稳定性好和机械强度

高的优点。最常用的蛋白质固定化方法是共价偶

联,其原理为利用载体表面修饰的功能基团与目标

蛋白上特定氨基酸残基侧链形成共价连接,从而将

目标蛋白固定在载体表面,这种固定方式效果稳定,
但固定化过程中反应条件较为激烈,易影响蛋白的

空间构象导致变性从而影响蛋白活性[28]。

1.8.2 CE 在过去的几十年里,CE技术因样品消

耗少、分辨率高、分析时间短和容易自动化等优点,
已成为非结合药物和药物与蛋白质相互作用测量的

热门技术。在这方面常用的方法有亲和毛细管电泳

(affinitycapillaryelectrophoresis,ACE)、毛细管电

泳-前沿分析法(CE withfrontalanalysis,CE/

FA)、HummelDreyer法(HD)、空位亲和毛细管电

泳法和空位峰法[29]。
在上述方法中,CE/FA是研究药物-蛋白质相

互作用最简单、最准确的方法。与色谱法相比,CE/

FA能够在接近生理条件下研究非共价相互作用。
在CE/FA分析中,药物和蛋白质混合物在CE分析

前进行平衡,然后将大量样品(一般为毛细管有效长

度的10%~20%)进样到充满缓冲液的毛细管中。
由于进样量大,得到的是方形峰而不是窄峰。由于

游离药物和药物蛋白复合物的电泳迁移率不同,因
此会发生分离。根据方形峰的高度可获得游离药物

浓度,因此可用于定量。然而,这种方法的主要缺点

是敏感度低,使用紫外检测器时要考虑较低样品浓
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度下的强相互作用[30]。Wan等[31]在CE/FA基础

上使用紫外和离子阱质谱检测器进行药物与蛋白质

的结合测量。毛细管电泳与质谱联用法(capillary
electrophoresis-massspectrometry,CE-MS)所获得

的结 果 与 毛 细 管 电 泳 紫 外 检 测 法 (capillary
electrophoresiswithUVdetection,CE-UV)所获得

的结果相当,并且与文献报道的结果非常一致。

1.9 高 效 前 沿 分 析 (highperformancefrontal
analysis,HPFA) HPFA采用限制进入型高效液

相色谱柱,这类色谱柱具有排除大分子血浆蛋白而

保留小分子药物的特性,选用温和的流动相(通常为

生理pH值=7.4的磷酸盐缓冲液,不添加任何有机

改性剂)。实验时将过量体积的含有药物的血浆样

品直接进样到HPFA柱中,在这种情况下结合药物

从蛋白质中的释放被明显抑制,并最终在色谱柱顶

部建立了微孔内的色谱分配平衡,同时建立了间隙

中的药物蛋白质的结合平衡。此时,微孔内滞留流

动相中的药物浓度与未结合的药物浓度相同,因此

与初始样品中的药物浓度相同。然后,在色谱柱中

产生未结合药物区,该区的药物浓度等于初始样品

溶液中的未结合药物浓度,随后该药物区洗脱为梯

形峰,最后形成平顶峰,平顶峰的峰高和峰面积分别

对应于未结合药物浓度和药物总浓度。在分离过程

中,药物-蛋白质结合平衡保持恒定,因为血浆蛋白

结合是一个可逆且快速动力学的过程。
与传统方法相比,HPFA具有几个优点,即无

需任何预处理过程即可直接进样分析,操作比较简

单,并且无需使用任何有机溶剂这更加环保,由于不

使用透析膜,所以也避免了药物与膜相互吸附和浓

度极化等问题。

Shibukawa等[32]使用该方法测定了吲哚美辛、
华法林、水杨酸盐、乙酰唑胺、卡马西平、酮洛芬和双

氯芬酸等几种不同性质的药物的游离药物浓度与总

浓度,并与传统超滤法进行比较,证实了 HPFA的

可靠性。并通过实验研究显示,HPFA所需的最小

进样体积(minimuminjectionvolume,MIV)取决于

多个因素。MIV随未结合药物组分、药物容量因子

或色谱柱长度的增加而增加。MIV随结合亲和力

或HPFA色谱柱理论板数的增加而减小。

1.10 其他方法 光谱法,光谱方法允许直接测量

溶液内和真正平衡条件下的结合常数和药物浓度。
这些方法是基于配体与蛋白质结合过程中蛋白质光

谱性质的变化测定的。迄今为止,等离子体共振

(surfaceplasmonresonance,SPR)、荧光、紫外-可

见光、光学旋转色散(opticalrotatorydispersion,

ORD)、圆 二 色 性(circulardichroism,CD)、红 外

(infrared,IR)和 核 磁 共 振 (nuclear magnetic
resonance,NMR)等方法已用于此目的。这其中用

于研究药物显示中药物与蛋白质相互作用的SPR
技术引起了许多研究人员的关注。SPR生物传感

器具有敏感度高、特异度强、实时性强和检测速度快

等优点。
电化学法,电化学方法简单、快速、成本低、高通

量。其中,伏安法在该领域的应用最多。Fotouhi
等[33]通 过 玻 璃 碳 电 极 上 的 循 环 伏 安 法 (cyclic
voltammetry,CV)和差分脉冲伏安法(differential
pulsevoltammetry,DPV)研 究 了 呋 喃 唑 酮

(furazolidone,Fu)与牛血清白蛋白(Bovineserum
albumin,BSA)的相互作用。DPV的峰值电流高度

与具有电化学活性的未结合Fu浓度成正比。在

BSA的存在下,会形成药物-蛋白质复合物,这种

复合物不具有电化学活性,会降低峰值电流的高度。
在蛋白质浓度恒定和药物浓度不同的情况下绘制校

准曲线。该曲线用于计算药物的游离浓度和结合浓

度。电化学方法的一个局限性,分析物必须是具有

电活性的。
热量 测 定 法,等 温 滴 定 量 热 法 (isothermal

titrationcalorimetry,ITC)和 差 示 扫 描 量 热 法

(differentialscanningcalorimetry,DSC)是研究药

物与蛋白质相互作用的主要热量测定法[34]。在

ITC实验中,将药物滴定到含有相关蛋白质的溶液

中,然后检测所产生或吸收的热量。由于每次向蛋

白质样品中添加药物都会形成药物-蛋白质复合

物,从而导致热量变化(释放或吸收),从而确定平衡

结合常数。
此外,Yan等[35]引入“动态游离分数(dynamic

freefraction,fD)”作为描述药物-蛋白结合动力学

的新结合参数。并用九种模型药物证明,当使用血

浆中药物的fD代替非结合分数(unboundfraction,

fu)时,预测的肝脏提取率(衡量肝脏清除药物效率

的指标)与观察到的提取率的相关性明显更好。同

样,这些药物的体内肝清除率(衡量肝脏药物消除情

况的指标)与用fD计算的清除率值非常接近,明显

优于用fu计算的清除率值。

2 常用分析方法的最新研究进展

以上介绍了几种经典的测定游离药物浓度的方

法,但随着对精准度的要求越来越高,这就需要对经

典方法进行优化以满足临床与实验室对于精密度和

准确性的高要求。最近有研究[36]对RED与质谱联
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用(REDwithMassSpectrometry,RED-MS)进行

了改进,通过单个透析数据集就能稳健地测量小分

子与重组蛋白和复合物的结合亲和力,结果显示

RED-MS计算出的亲和力与表面等离子体共振和

亲和力选择质谱的测量结果有很好的相关性。该方

法尤其适用于量化小分子与大型蛋白质复合物的结

合,为测量血液中小分子药物提供了一种可行的选

择。另外针对样本预处理与测定过程中容易出现的

生物安全问题,Yang等[37]在 HFCF-UF的基础上

开发了一种全封闭 HFCF-UF,这是一种将密封技

术与直接注射技术相结合的安全预处理装置,同时

使用了几种细菌和病毒验证该装置的过滤效果,结
果显示,该装置能有效阻断这些病原体,可以提高生

物安全性,为技术人员提供有力保护。MD由于其

可以测定动物和人体内几乎每一个特定的组织和器

官间质药物浓度,有研究[38]针对该优势进行了探

索,使用 MD测定糖尿病足病变组织的抗生素浓

度,结果具有不错的准确性,这为病变组织游离药物

浓度的测定提供了新思路。
在SPME的研究中,Roy等[39]在材料和装置方

面进行了改进,开发了一种塑料支撑式微量样品制

备装置,由96针覆盖有少量与基质兼容的萃取相组

成,对血浆中药物-蛋白结合进行高通量分析。该

装置的塑料支撑结构因为化学稳定性高和表面光

滑,可以最大限度地减少背景干扰的附着,因此特别

适用于复杂的生物基质,如血浆和血液。并且该装

置的96针结构能够从96孔板上直接采样,并且可

以很容易地实现高通量采样的自动化。该装置的开

发对 于 提 高 实 验 室 效 率 具 有 指 导 意 义。而 在

HPAC的最新研究进展中,Rodriguez等[40]使用包

埋法解决了共价偶联在蛋白质固定过程中的蛋白变

性问题,开发了一种在线纯化和截留系统,该系统可

以从样品(例如血清)中提取蛋白质并将该蛋白质截

留在小柱中,以用于高性能亲和色谱。其将人类血

清白蛋白(humanserumalbumin,HSA)被用作模

型蛋白。使用包含多克隆抗 HSA抗体的免疫提取

柱,以从应用样品中捕获和分离 HSA。随后,使用

强阳离子交换柱重新捕获和聚焦从免疫萃取柱洗脱

的HSA。重新捕获的 HSA被截留色谱柱中,该色

谱柱包含酰肼活化的二氧化硅,并且存在氧化的糖

原作为封端剂。该模型的药物结合常数与文献值吻

合较好。在CE的研究方面,Vuignier等[41]对CE/

FA联用的检测技术进行了优化,将电喷雾电离质

谱法(electrosprayionizationmassspectrometry,

ESI-MS)法与CE/FA联用,研究了酸性、中性和碱

性药物与血浆蛋白的相互作用。与紫外检测相比,

ESI-MS检测的敏感度提高了40倍,而且还能评估

紫外检测无法实现的药物与蛋白质之间的强烈相互

作用。血 浆 蛋 白 结 合 (plasmaproteinbinding,

PPB)测量是放射性药物研究中开发正电子发射断

层扫描(positronemissiontomography,PET)放射

性配体的关键步骤。目前的几项研究[42-44]使用

HPFA测量PET放射性配体的PPB,显示相较于

其他方法,由于 HPFA没有特异性结合,可以在较

短的 时 间 内 进 行 多 次 蛋 白 质 结 合 测 量,展 现 了

HPFA在放射性药物开发中的优势。

3 小结和展望

本文介绍了几种药物游离浓度的分析方法与最

新研究概况,总结了每个方法的原理与固有的优缺

点。近些年来,游离药物浓度分析在临床研究中愈

发得到重视,在临床治疗中应用的也越来越广泛。
上述的方法是基于分离蛋白和药物测定游离浓度,
探索一种尽量不破坏药物蛋白结合平衡的方法测定

游离药物浓度显然是更准确的,虽然已有研究[44]报

道了在不破坏药物蛋白结合平衡的前提下同时测定

药物总浓度和游离药物的方法,但尚不成熟,且没有

投入临床治疗中。致力于探索一种全面的方法成为

研究者未来探索的目标,这也将为解决临床实际问

题提供更好的研究方向。
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