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创新药物体外 ADMET的高通量筛选技术研究进展 *
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摘要：目前的新药研发策略已从传统的以活性为主导的筛选模式，转变为在测定药效的同时平行评价化合物的 ADMET性质，并

建立了系列体外 ADMET高通量筛选技术。本文综述了近年来药物体外 ADMET高通量筛选技术的研究进展。
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ABSTRACT: Evaluation and optimization of drug metabolism and pharmacokinetic data plays an important role in drug discovery

and development. In this review, we summarize state of the high throughput assays for screening of key physicochemical properties such
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前言

新药研发是一个耗时和耗资的过程，平均研发一个新药约

需 12年并耗资 10亿美元，许多候选药物由于药物吸收、分布、
代谢和排泄及毒理学（ADMET）存在问题而被淘汰，1993年由

于 ADMET性质不佳导致 40%的药物在临床试验中失败[1]。
目前的国外制药公司的新药研发策略已从传统的以活性

为主导的筛选模式，转变为在测定药效的同时平行评价化合物

的 ADMET性质，并建立了体外高通量筛选 ADMET技术[2]。有
数据显示[1,3]，随着新策略和新技术的应用，因 ADMET问题而

终止新药开发的比例下降为 11%。 ADMET体外高通量筛选
技术发展至今，主要集中在两个方面：与药物 ADMET性质密

切相关的理化性质研究，以及体外生物的高通量筛选模型。

1 药物的理化性质

药物的理化性质如解离度（pKa）、脂水分配系数（LogP）、
溶解性等，决定其体外、体内活性和 ADMET性质，是预测化合
物生物利用度、代谢动力学（PK）和毒性的重要参数。
1.1 解离度

消化道上皮细胞是药物吸收的屏障，通常只允许未解离型

分子通过而被吸收，而解离后的离子型不易透过，难以吸收。解
离度的测定方法有电势滴定法、紫外分光光度法、毛细管电泳 -
质谱联用（CE-MS） 等，其中利用毛细管电泳 - 质谱联用

（CE-MS）测定 pKa为近年来迅速发展的高通量筛选方法[4]，该

方法选择甲酸或醋酸铵盐等挥发性成分作为缓冲溶液，鞘液中

添加甲酸铵或氢氧化铵增强样品电离度，同时得到迁移时间、
准分子量和碎片特征信息，在 150分钟内能将超过 50种化合

物组成的混合物同时进行分离测定，不仅灵敏度高，且适用于

溶解性差和没有紫外光谱吸收的化合物。此外Wan等建立[5]了
一种新的数据分析程序，可以将质谱数据转化为迁移时间并自

动计算化合物的 pKa值，解决了 pKa分析测定的瓶颈。
酸性或碱性较强的药物主要以离解形式存在于体内，过膜

性和生物利用度较低。改变化合物的 pKa后，可以有较好的生
物利用度。Leslie [6]通过 N-甲基化仲胺和哌啶环上引入氟原子
等结构对治疗肥胖的神经肽 Y（NPY）受体拮抗剂进行改造后，

神经肽 Y的 pKa值从 11.0降低到了 7.9，能更容易地穿越血脑

屏障，提高了药物在中枢神经系统中的浓度。
1.2 脂水分配系数

药物在水相和有机相间分配平衡后，其在两相中浓度的比

值可表示其亲脂性和亲水性。一个理想的药物具有合适的脂水
分配系数，该系数常用 LogP来表征。
生物膜色谱是一种新型液相色谱模式，它以天然或人工膜

模拟生物膜为固定相，主要用来研究溶质分子与生物膜间的相

互作用，已成为目前测定脂水分配系数（LogP）的主要方法。主
要应用的生物膜色谱有微乳液电动色谱(MEEKC)、磷脂膜色谱
(IAMC)、微乳液相色谱（MLC）、脂质体毛细管电泳 (LCE)等。

1176· ·



现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress inModern Biomedicine Vol.12 NO.6 FEB.2012

Faller等 [7]建立了人工膜模型中通过测量化合物在人工辛醇液

体膜中的渗透性，得到的脂水分配系数与摇瓶法或双相电位滴

定法所得的数据相关性较好，对中性、弱碱性和酸性化合物都
适用。
Edward [8]等认为脂水分配系数值在 0~3的化合物，通过口

服给药后在胃肠道中能被较好地吸收。将脂溶性过强的化合物
进行结构改造后得到脂溶性较低的基质金属蛋白酶抑制剂

ABT-518，后者的血药浓度和生物利用度均显著增加，可用于

治疗实体瘤。
1.3 溶解性

药物溶解性的高通量筛选方法有摇瓶法、浊度法、液质联
用法（LC-MS）和紫外光谱法等。Zhou[9]运用微量过滤小瓶（mi-
ni-prep ?lter vials,MPV）和高效液相色谱（HPLC）对平衡溶解度

进行高通量、微量测定。该方法为溶解度测定的金标准 -"摇瓶
法 "的迷你、高通量形式。Bard等[10]建立的化合物溶解性测定
方法建立在 96孔板和酶标仪基础上，通过测定化合物在多种

实验条件下（如人工胃液、人工肠液）的紫外吸光光度值，计算
溶解度，从而达到高通量筛选的目的。
Flower提出先导化合物的理化性质标准时指出，化合物的

脂水分配系数（LogP）以 0～3较合适，水溶解性应大于 10 μg·
mL-1。Lipinski在对 2287个候选药物的理化性质与药物通过生
物膜的渗透性的关系进行研究的基础上，提出了 "类药 5原则

"（Rule of five），认为具有以下性质的化合物可能具有较差的

吸收或渗透性:(1)分子量 >500,(2) log P> 5,(3)氢键给体数目 >

5,(4)氢键受体数目 >10，已成为目前研发口服小分子药物的指

导性原则。

2 体外 ADMET筛选模型

药物的体外 ADMET筛选模型主要涉及药物的肠吸收情

况、血脑屏障渗透性、体外代谢、药物相互作用和各种体外毒性
模型等，有助于进一步了解化合物在生物体内的吸收、转运、代
谢及潜在的毒性等情况。
2.1 肠吸收模型

口服药物的肠吸收情况，相关细胞模型有狗肾上皮细胞

（MDCK）模型和人结肠癌细胞（Caco-2）模型等，其中 Caco-2

细胞模型由于其人源性以及多种人胃肠道转运蛋白的表达，以

及多种代谢酶的存在，可以预测化合物的口服吸收情况和转运

机制的研究而应用更广泛。
最近发展起来的 Caco-2细胞悬链线模型（catenary model）

可以准确地描述 Caco-2 单细胞层的动力学现象如细胞内转

运，细胞代谢，药物结合等。同时具有不同种类和表达水平的代
谢酶和载体的 Caco-2细胞模型应运而生，如 P-gp-诱导模型,

CYP3A4诱导模型，P-gp敲除模型和加速的 Caco-2细胞的替

代模型，广泛地用于药物的高通量筛选。
2.2 血脑屏障模型

体外血脑屏障模型包括平行人工膜渗透性分析 ( the Paral-

lel Artificial Membrane Permeation Assay, PAMPA)、MD-
CK-MDR1细胞模型、血管内皮细胞和星形胶质细胞共培养模
型，以及永生化的大鼠 RBE4细胞、cEND细胞等。
其中 PAMPA是一种非细胞的体外透膜性的筛选方法，以

脂质人工膜代替单层细胞膜，用 UV平板读数器测量浓度，可

以预测药物经被动扩散通过血脑屏障的情况。Megard等建立
了一种原代人脑毛细血管内皮细胞和人星形胶质细胞共同培

养的体外模型，该模型表达多种主动外排蛋白，可以预测经主

动和被动转运进入中枢神经系统的分子，且与动物模型相比无

种属差异。
进入临床研究的中枢神经系统药物，只有约 9%的药物能

顺利通过临床Ⅰ期，而最终进入市场的仅 3%~5%，如此高的失

败比率，其中超过 65%的原因是由于药物缺乏血脑屏障渗透

性[11]。
2.3 药物体外肝脏代谢模型

肝脏作为人体内最大的代谢器官，几十年来建立了许多的

体外肝脏模型，其中应用最广泛的是人肝微粒体体外孵育模

型，该模型是由人肝微粒体加入辅因子，在生理环境条件下进

行反应的体系，可以进行药物代谢Ⅰ相代谢研究、药物的葡萄
糖醛酸化研究、药物相互作用研究等。
Bu等[12]利用同位素标记法和高效液相色谱 -质谱联用法

（LC-MS）在人肝微粒体体外孵育体系中，建立了一种 "连续孵

育法 "来研究抗艾滋病病毒药物卡普韦林的氧化产物及氧化

途径，可以根据 14C标记的卡普韦林和 14C标记代谢产物的

消除程度，来精确计算卡普韦林的代谢情况。
发生药物相互作用的主要原因是 CYP酶系被抑制或被诱

导，其中 CYP抑制性药物相互作用与 CYP诱导性药物相互作

用相比较，临床发生几率更高，产生的后果通常更为严重。CYP
酶系抑制实验通常采用人或动物的肝微粒体进行。近年来鸡尾
酒底物微粒体孵育技术结合 LC-MS-MS 分析技术（"N in

one"LC-MS/MS based assay）的应用，以及利用盒式分析法（cas-

sette analysis）计算 CYP各亚型抑制剂的 IC50值，促进了 CYP

抑制剂的高通量体外筛选。
2.4 药物体外毒性模型

2.4.1 药物线粒体毒性模型 因肝脏毒性和心脏毒性而被美国

药监局给予黑框警告的药物中，80%与其对线粒体的损伤有

关[13]。目前筛选药物线粒体毒性的体外模型主要是利用人肝癌
细胞系（HepG2）、人 T淋巴细胞白血病细胞株（CEM）等来评价
线粒体的结构、功能和基因含量等的影响。在 Lisa[14]等建立的
体外筛选模型中，将 HepG2细胞培养在半乳糖的培养基中，取

代原有的葡萄糖培养基，细胞的代谢方式从原来的糖酵解途径

转变为线粒体氧化磷酸化，增强了细胞对线粒体毒剂的敏感

性，而对非线粒体毒剂的敏感性并未降低，可以准确高效地筛

选药物线粒体毒性。
2.4.2 药物磷脂质病模型 多种含阳离子的两性药物可能通过

静电和疏水力与脂质极相结合，形成难以被溶酶体酶降解的药

物 -脂质的复合物，并在胞浆内蓄积形成溶酶体内包涵体，此

类化合物在体内应用和体外培养时均可引起细胞内的磷脂质

沉积，而且此类药物可能会造成器官的损伤。
Mesens [15,16]等建立了一种高通量筛选磷脂质阳性药物的

方法，人单核细胞（THP-1）经药物作用后，与荧光标记的磷脂质

孵育，运用流式细胞仪检测细胞溶酶体内磷脂质含量的变化，

根据荧光的变化判断药物否会造成磷脂质沉积。
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2.4.3 药物心脏毒性模型 hERG (human ether-a-go-go related

gene)编码的钾通道介导的外向钾电流是人心肌细胞动作电位

3期快速复极的主要电流( Ikr)。研究表明，一些临床药物和候
选化合物所表现出的心脏毒副作用，主要通过作用于心肌细胞

的 hERG钾通道而造成 Q-T间期延长。如特非那定、西沙比利、
阿司咪唑、格雷杀星等都发现可抑制 hERG钾离子通道而导致
心律失常，而且导致 hERG抑制的药物在化学结构上没有明显

的共性，因而很难预测，只能通过实验解决。
人用药品注册技术规定国际协调会议（ICH）和美国 FDA

都颁布了关于非临床检测 Ikr的规章，要求药物上市时必须提

供作用于离子通道的电流变化数据,检测药物对 hERG毒副作

用的 "金标准 "为膜片钳技术。
2.4.4 药物基因毒性模型 基因毒性试验的目的在于检测药物

是否直接或间接引发基因损伤，并测知其对基因的损伤程度，

实验方法有细菌回复突变试验（Ames试验）、体外染色体畸变
试验、鼠骨髓微核试验、小鼠淋巴瘤细胞试验等。
Hastwell[17]建立了一种 Green Screen HC筛选方法，可将人

生长阻滞和 DNA损伤基因（GADD45a基因）的调节和绿色荧

光蛋白（GFP）的表达连接起来，通过绿色荧光融合蛋白将化合

物造成的 DNA损伤表现出来，该方法的特异性和灵敏性比

Ames试验和小鼠淋巴瘤细胞试验更高。

3 展望

随着分子酶学、生物芯片技术、计算机技术、高灵敏度微量
分析技术等多学科的发展，药物 ADMET技术发展迅速。计算
机辅助预测[18]可以根据理化性质以及软件建立的虚拟筛选模

型对药物的 ADMET 性质进行初步筛选；日益完善的体外

ADMET模型能在已获得众多化合物且样品较少的情况下，可

以快速、微量地进行高通量筛选。针对高通量筛选所获得的大
量 ADMET相关数据,近几年发展起来的计算方法[19]能使研究

者对药物分子进行选择和设计作出正确选择。我们有理由相信
随着 ADMET技术的发展及运用，创新药物研发的成功率将大

大提高。
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