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动态质子化显著影响类药分子的细胞膜渗透性
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摘要

生物膜的渗透性（Pm）是药物吸收，分配和发展的至关重要并且非常关键的因素。尽管大多数药物在

口服给药的过程中会改变其质子化状态，但是我们对这些带电后的药物的理解是有限的。典范模型假设

只有中性分子才能进入并被动地渗透从而穿过细胞膜，但是越来越多的证据表明这些过程对于某些带电

物种也很容易。但是，此类可离子化的渗透物是否会在膜表面动态的改变其带电状态或以带电形式渗透

仍然是个谜。在原子水平上探测质子耦合渗透过程，我们在此应用连续恒定 pH 分子动力学与自由能采

样一起研究弱碱普萘洛尔（PPL）的渗透，同时评估包含动态质子化对渗透性（Pm）的影响。模拟揭示

了 PPL 会在磷脂尾部的界面处动态的去质子化变成中性，这一现象显著的影响着渗透自由能的图像，并

且可以揭示传统的分子动力学模拟会高估固有的渗透率。我们证明了固定电荷状态模拟是这一问题的主

要原因，并提出了一个修改后的模型，该模型可以更好地描述 pH 耦合的分配和渗透问题。我们的结果

表明，质子状态的动态变化在可离子化分子（包括药物和类药物分子）的渗透中起关键作用，因此需要对

标准图像进行修改。

引言

跨生物膜的渗透是实现生命必不可少的分隔和定位的障碍，通常是将药物有效输送到目标部位的

先决条件。因此，渗透性（Pm）是临床前药物发现中评估的必不可少的一个药理特性。它通常是在体

外进行测量，通过基于细胞的检测（Caco-2 和 MDCK）或平行人工膜通透性检测（PAMPA）。超过

60 % 的人类药物包含至少一个可电离的基团，并根据微环境 pH 的不同而电离，其大小取决于电离常

数（pKa），影响其在体内的分布和可利用性进而影响生物反应。考虑到沿胃肠道的 pH 梯度相当大，这

些可离子化化合物中的很大一部分在输送至目标位置时会在一个或另一个位置改变他们的质子化状态。

因此，药物或类药物分子的滴定行为的认知对于预测和优化其药代动力学特性至关重要。pH 配分假设

指出，只有中性的可电离分子才能在亲脂膜上扩散。和 Henderson−Hasselbalch 方程相似，pH 依赖的

表观或者有效的渗透系数（P e
m）（对于单价的碱而言）可以用如下的形式表示：

P e
m =

P 0
m

1 + 10pK
aq
a − pH

(1)
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其中 pkaq
a 是水溶液中的 pKa，P 0

m 表示中性情况下的 Pm，或者叫做固有的 Pm。然而，越来越多

的研究表明违反了 pH 配分假说。例如，已经表明，带电的季铵化合物能够渗透细胞膜。还报道了带电

形式的可电离化合物也可以发生渗透，尽管其速率比中性形式慢得多。并且带电物种的丰度可以对总

测得的 Pm 有重大的贡献。在细胞内，分子可以通过多种途径渗透（例如，细胞旁，跨细胞载体介导的

和被动运输），使得难以明确评估带电物种的被动扩散的贡献。Palm 等比较了两个 pKaq
a 大致相同的

弱碱的 Caco-2 的渗透，发现具有较大分子量的一个对带电形式的 P e
m 较高，这表明跨细胞被动扩散是

不可忽略的，因为较大的分子不会从细胞旁的渗透途径发生渗透。一些与 pH 分配假说相违背的现象

在 PAMPA 和脂质体测定中也被观测到了，同时细胞旁和主动运输的途径也没有被观测到。Fischer 等

测量了 12 种季铵化合物的 PAMPA 的 P e
m，发现永久带电的分子可能具有较高的被动跨膜渗透性，这

可能是由于电荷离域所致。Regev 等测量了阿霉素（一种伯胺的 pKaq 为 9.7）脂质体的 P e
m，发现在

高 pH 下 P e
m 的增加显著小于等式 1 的预测值，但偏差的起因尚不清楚。所有这些违规行为都暗示了

等式 1 中假定的中性渗透物过于简单。

pH 分区的假设当然忽略了可电离的分子在进入前可能会在膜表面发生中和的可能性。这种可能将

为上述违反 pH 分配假说提供明显的解释。然而，这一解释受到了几项结果的挑战，这些结果表明两亲

分子以其带电形式迁移到膜中，并积累在脂质头基和甘油区域。结合的两亲物的可电离位处在水可及

的头基区域，在此处它们通过与两性离子脂质头基形成表面离子对来稳定其离子化状态。（注意这里有

趣的区别是，碱在膜中与带负电荷的磷酸盐缔合较低，而酸与离带正电荷的三甲基铵基团更靠近膜-水

界面更近。）相比之下，在更深的位置观察到了中和的物质，这表明在渗透过程中确实在膜内部某处发

生了滴定事件。自然而然会问两个问题：离子化的分子是在渗透到膜之前发生中和的吗？如果是的话，

中和发生在膜的确切位置在哪里？要解决这些问题，需要深入了解原子级的渗透膜相互作用，这在实验

中是不易获得的。

分子动力学（MD）模拟可以谨慎地预测 Pm 并提供渗透的原子细节。因为 Marrink 和 Berendsen

的相关工作，分子动力学模拟在研究渗透率上已经是一种成熟的方法。根据 pH 分区的假设，大多数模

拟是使用中和的渗透剂进行的，可从中计算出 P 0
m。但是，使用固定的电离状态，无论是带电的还是中

性的，都面临一些限制。首先，选择中性形式忽略了膜区分中提到的带电物质也可以穿膜。其次，它假

定膜内的 pKa 不受干扰，因此尽管在物理上预期有相当大的 pKa 漂移，但在渗透过程中没有动态滴定

的发生。在给定观察到的某些分子的位置依赖性电离状态下，通过比较该位置的水相 pH 和 pKa，沿着

渗透途径在固定位置进行多种模拟，改变电离状态可能更为现实。膜内环境的 pKa 可以通过 Poisson-

Boltzmann （PB）静电计算进行预测，例如 PB 求解器 APBSmem。但是，这种方法在高度埋藏的可

电离位点的 pKa 预测中通常会带来很大的误差。此外，基于静态结构的计算会遭受质子化和构象平衡

之间耦合的损失，这已证明在滴定耦合过程中必不可少。或者，膜内的 pKa 可以从两种电离状态的渗
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透自由能导出。然而，该方法在计算上是昂贵的，并且不能提供响应于变化的膜环境的质子化的动态图

像。因此，对可电离分子的膜渗透性进行更好的建模需要一种工具，该工具能够响应微环境的变化而实

现动态质子化。

过去〸年见证了恒定 pH 分子动力学（pHMD）的发展，这是一类确定构象动力学过程中可电离

位点电荷状态的方法。根据如何表示和采集电荷状态，pHMD 方法可分为离散 pHMD（DpHMD）和

连续 pHMD（CpHMD）。在 DpHMD 中，使用 Monte Carlo 方法定期中断标准的 MD 模拟以更新

电荷状态，该方法将根据 Metropolis 标准确定是否应接受或拒绝随机生成的新电荷状态。MD 模拟会

以新的电荷状态继续进行。用于评估滴定能量的溶剂化模型中，不同的 DpHMD 公式大部分不同。与

DpHMD 不同，CpHMD 通过在扩展的哈密顿量基础上增加滴定度，从而在 MD 模拟中使电荷状态发

生波动。在基于 λ 动力学方法进行自由能计算的 CpHMD 中，每个可电离的位置都分配了一个 λ，其

范围为 0（质子化形式）和 1（去质子形式），并与空间坐标同时传播。pHMD 在多个 pH 耦合的体

系中都取得了成功。Machuqueiro 实验室使用 DpHMD 表征了膜插入过程中膜表面上可电离氨基酸的

pKa 值和 pHLIP 肽中的 pKa 的位移（∆pKa）。Roux 实验室研究了五肽 AADAA 在 PO  PC（1-棕

榈酰基-2-油酰基-sn-甘油-3-磷酸胆碱）膜上的转运过程，发现中心天冬氨酸的 pKa 在膜中心偏移到了

7.3。Brooks 实验室首先使用 CpHMD 对溶剂和膜进行了隐式描述，以研究视紫红质活化中质子化相

关的结构重排。后来，Brooks 实验室使用显式溶剂的 CpHMD 研究了跨膜螺旋中可滴定氨基酸的质子

平衡，并发现在膜内，这些可滴定残基的更加倾向于变成中性。最近，Shen 实验室开发了混合溶剂的

CpHMD，它结合了用于构象采样的显式溶剂和膜的准确性以及用于计算可电离位点的溶剂化自由能或

pKa 值的隐式溶剂模型的高效性。此方法已在各种 pH 耦合系统中得到验证，例如脂肪酸以及多糖的

组装和相变，多糖，抑制剂-酶结合和蛋白质折叠。因为对于膜的描述包含在隐式溶剂模型中，杂合溶

剂 CpHMD 能够提供 Na+/H+ 反向转运蛋白 NhaA 的质子驱动活化，A 型 M2 流感的质子通道和多

药外排泵的机制的见解。

受这些成功的案例的启发，我们结合杂化溶剂的 CpHMD 的方法和伞型采样一起来研究阳离子两

亲性普萘洛尔（PPL，图 1A）从 β-阻滞剂家族中渗透穿过 POPC 双层膜的过程。β 受体阻断剂是一类

主要用于治疗心血管疾病的药物。作为 β 受体阻滞剂的原型，普萘洛尔被世界卫生组织列为卫生系统

中所需的最有效，最安全的药物之一。选择 POPC 脂质是因为它们在脂质体荧光测定中用于确定 Pm。

脂质体 Pm 可测量被动渗透的速率，因此可直接与基于 MD 的 Pm 进行比较。我们尝试着回答下面的

问题：（1）PPL 如何根据渗透过程中变化的环境调整其电离状态；（2）PPL 的动态质子化过程是如何

影响其渗透率的？我们发现 PPL 以带电形式进入 POPC 双层，但在脂质尾部界面发生中和，然后以

中性形式渗透。在 MD 自由能采样模拟中包括动态质子化，不仅可以确定其渗透途径，而且还可以非

常高精度地预测 Pm（约为实验值的 1-3 倍）。因此，我们提出了一个修正的 pH 分配模型，以更好地
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图 1: PPL 的结构和渗透的热力学。（A）PPL 的化学结构是。其中 PPL 可以离子化的氨基是用蓝色
的球显示出来，实验中测得的 pKaq

a 显示在下方。（B）与膜中心的距离 ∆ZCOM 相关的自由能 PMF。
其定义为 PPL 重原子的质心（COM）与细胞膜 POPC 中心的质心（COM）间的距离在 Z 轴上的投
影。在水相中，带电（PPL+）和 CpHMD（在 pH 7）设置为零，而在 pH 7 下，中性（PPL0）PMF
因水相中的去质子自由能而上移（3.55 kcal/mol）。误差线表示与块分析的标准差，为清楚起见，每 3
Å 显示一次（详细信息请参见图 S1）。一个示意性的 POPC 分子在下面对齐，其不同组分用不同的颜
色表示，并且根据图 2B 沿着膜法线绘制。

描述电离耦合的渗透过程。本工作的主要的亮点在于从原子层面上给出了膜渗透过程的见解，并且该

方法可以用于其他重要的离子耦合的渗透现象。

结果和讨论

动态质子化描绘了渗透途径

我们首先研究了动态滴定对 PPL 渗透的热力学影响。图 1B 显示了在带电形式（PPL+）和中性

形式（PPL0）以及在 CpHMD 下，平均力势（PMF)，即自由能曲线，其是关于双层中心 ∆ZCOM

的距离的函数。当靠近双分子层中心时，PPL+ 的能垒高达 ∼ 12 kcal/mol，和之前的理论工作的结论

相一致。PPL0 在靠近 POPC 头基附近的时候能垒大约 ∼ 3 kcal/mol，在头基附近（∆ZCOM 等于

15-20Å）体系的电荷和密度已经达到了最大。PPL+ 和 PPL0 在 ∆ZCOM = 12Å 处相交。和之前的计

算研究相一致，这表明最低的自由能的渗透路径，即以 PPL+ 的形式进入磷脂层，但以 PPL0 的形式

渗透通过磷脂层。在使用 CpHMD 的情况下，PPL 可以改变它的带电状态来适应它的微环境。在渗透

方向上，CpHMD 的 PMF 首先与 PPL+ 一致，直到 ∆ZCOM 为 ∼ 12Å，然后在统计误差内与 PPL0

的 PMF 保持一致。换句话说，CpHMD 重现了组合的固定电离态 PMF 的最低自由能路径，这是未经

严格验证的常用方法。值得注意的是，CpHMD 描绘路径只花费了一半的计算成本。
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PPL 在 POPC 磷脂层的疏水边界处发生中和

接下来，我们检查了渗透过程中 PPL 电荷状态的变化。尽管作为带电的物种绑定到了生物膜中，

有证据显示 PPL 反式脂质体的配分增加了内部的 pH 值，表明了以中性形式进行渗透并在脂质体内发

生质子化。为了验证这一点，我们在图 2A 中将自由能表面（FES）绘制为 ∆ZCOM 和 PPL 的滴定坐

  标（λPPL）的函数。λPPL 表示的是 PPL 的质子化程度（λ = 0 表示 PPL+，λ = 1 表示 PPL0）。系统

的各个组成部分的分布概率是根据散射密度分布模型计算得出的，并显示在图 2B 中。图 2A 和 B 表示

PPL+ 从水一直存在到脂质的羰基和甘油基（∆ZCOM ≈ 16.5Å），但脂质烃尾部内部存在中性 PPL0

（∆ZCOM ≤ 10.5Å），这一结果和实验（在生理 pH 值附近的两亲物以其带电形式聚集在脂质头基和甘

油区域，但一旦它们迁移到更深的位置则变为中性）以及最低能量渗透路径一致（图 1B）。值得注意的

是，PPL 滴定度（λPPL 从 0 变为 1）在 ∆ZCOM 范围为 10.5 ∼ 16.5Å 之间，其中磷脂层从羰基和甘

油基（CG）过渡到烃尾（HC）。也就是说，PPL 在磷脂层的疏水性边界（图 2B 中的 DC 为 14.6Å）而

非磷脂层的表面。这一发现尽管和“药物的电中性都是发生在膜水界面处（图 2B 中的 DB/2 = 20.7Å）”

的常识相悖，但是也不是特别的令人惊讶。

从实验可以推断出，PPL 也以相同的方式与膜结合。在我们的模拟中，PPL 在 POPC 磷脂层中

的分布，其萘部分位于羰基和甘油区域附近，胺基与磷酸根离子配对。这种划分模式大约出现在疏水

边界（DC）和双层表面（DB/2）之间，这与实验相符，并为表面离子对模型提供了支持。此外，由于

水很难进入到图 2B-D 中的区域，与磷脂层的羰基和甘油基团结合的两亲分子很可能在那里发生滴定。

实际上，Boulanger 等人使用 NMR 研究了两种局麻剂（碱）与卵磷脂囊泡的 pH 依赖性相互作用。他

们发现，在低 pH 值下的离子形式优选结合在膜表面附近，而在高 pH 值下的中性形式则强烈结合在

更深的位置。这表明两亲分子可以响应 pH 引起的变化的电离状态，调节其在膜内的位置（上下移动），

从而导致“pH 活塞假说”。实际上，这项工作揭示的与位置有关的电离状态与 Boulanger 等人的发现以

及先前的 CpHMD 结果相符，支持“pH 活塞假说”。

从 PPL+ 和 PPL0 的渗透的自由能曲线（图 1B），可以使用热力学循环计算位置依赖的 pKa 值。

如图 2C 所示，PPL 的 pKa 从水中的 9.5 平稳降低到磷脂层中心的 ∼ 1。这一结论也是合理的，因为

在膜内是的类似于 PPL 的碱性分子带电是能量不利的。其 pKa 在 ∆ZCOM ≈ 12Å 处达到了 7，这意

味着与 POPC 结合在一起的 PPL 会在 pH 等于 7 处脱掉质子，这和图 2A 的结论也是一致的。使用

Hill 方程，我们还从具有膜功能的混合溶剂 CpHMD 与基于 pH 的复制交换（pH-REX）协议相结合

计算了 pKa 值，这已被证明可以预测 pKa 值，具有较高的准确性和更快的收敛性。与基于自由能算出

的 pKa 一致，基于 CpHMD 得到的 pKa 随着渗透的深入，在 ∆ZCOM ≈ 14Å 处达到了 7。这两种

方法计算得到的 pKa 在 ∆ZCOM ≤ 15Å 处吻合的非常好。在 15Å 以下，CpHMD 的 pKa 值降到了

一个更低的值，但当 ∆ZCOM ≤ 10Å 时，他们到达了一个平台。PMF 计算得到的 pKa 中不存在的第
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图 2: PPL 的质子化状态随着渗透过程中的变化。（A）自由能表面（FES）与插入深度（∆ZCOM 以
及 pH 值为 7 时的 PPL 滴定坐标（λPPL）之间的关系，等高线间的间距为 1 kBT。垂直的白虚线表
示 PPL 滴定的起点和终点（λPPL 从 0 即 PPL+ 变为 1，即 PPL  0）。从块分析得到的平均标准偏差
为 0.3 kBT。POPC 双层膜组分的密度分布模型的体积概率分布。组件化沿用 Kucerka 等人的：水（棕
色）、磷酸和胆碱的 CH2CH2N（红色）、胆碱的 3×CH3部分（CholCH3，绿色）、羰基和甘油基（CG，
黑色）、次甲基（CH，青色），亚甲基（CH2，蓝色），甲基（CH3，品红色）和总烃尾（HC，橙色）。
数据是在 PPL 的 ∆ZCOM = 13.5Å 且 pH 值为 7 的情况下从伞式采样中收集的。垂直的紫色和深绿
色的点划线分别标记疏水边界（DC）和双层表面（DB/2）。背景灰色框突出显示了滴定区域（下同）。
示意性的 POPC 分子沿着双层法线在中心映射，相应的组件具有相应的颜色。（C）PPL 的 ∆pKa 和
∆ZCOM 的关系图。黑线由图 1B 中的 PMF 计算得出，误差线由误差传播计算得出。红色圆圈代表
根据 CpHMD 计算得出的 pKa 值，误差线由 3 次独立运行得出。（D）PPL 的水合作用数，以 PPL 滴
定氮（图 1A）的 3.5Å 以内的水氧原子数作为 ∆ZCOM 的函数。误差线表示与块的标准偏差为了清
晰起见，每 3Å 显示一次。

二个平台，其对应着双层的碳氢化合物尾部区域（图 2B），此时的 pKa 为 2.5 ∼ 3。pKa 的降低发生

在 ∆ZCOM 范围约 10 ∼ 19.5Å，与图 2A 所示的滴定区域一致。此外，根据 pH-REX CpHMD 模拟

计算得出的 Hill 系数在双层内部在 0.7 ∼ 0.8 的范围内，这表明了滴定中的反协同性。

可以从分配系数（logP）推断出膜内部的 pKa。有报道称，PPL 的 pKa 值较基于磷脂的脂质体

的 logP 的 pKaq
a 会下降 0.5 ∼ 1.0 个 pH 单位。使用共溶剂法计算甲醇/水的混合物得到了相同的

∆pKa，因为水/甲醇混合物的介电常数和磷脂的头基部分类似。上述讨论的涉及到 PPL 膜配分模式的

PPL-POPC 相互作用在 ∆ZCOM 等于 14 ∼ 16Å 范围内变得最为明显。在这个区域预测得到的 ∆pKa

等于 1 ∼ 2 个 pH 单位，计算得到的 pH 值较实验值要高一个 pH。这可以归因与在我们的模拟中没

有考虑离子效应，因为离子的存在会增强带电物种的配分，这一现象是通过减弱其磷脂层表面上静电
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排斥，因而计算得到的 pKa 更高。如表 S2 所示，当离子强度从 0.23 降至 0.15 M 时，∆pKa 增加约

0.5pH 单位。当离子强度衰减到 0 时，∆pKa 会进一步的增加。值得注意的是，表 S2 中列出的某些膜

是阴离子膜，与电荷呈电中性的脂质相比，其会增加 PPL+ 的分配并导致 ∆pKa 降低。辛醇的 logP

值也经常报告。尽管鉴于辛醇/水混合物形成氢键的能力，其比双层内部的疏水性内部更好，但烃链可

形成介电常数与双层内部相似的溶剂不可及的区域。因此，我们认为辛醇 logP 值可以提供有关烃尾部

区域入口处（∆ZCOM ≈ 7 ∼ 14Å）渗透物 pKa 的一些见解。在 0.15M 背景离子强度下，辛醇 ∆pKa

被测量为约 3 个 pH 单位，对于弱碱在临界离子强度下，辛醇 ∆pKa 可能会进一步增加约 1.5 个 pH

单位。然后，我们预计 ∆pKa 约为 4.5 个 pH 单位，该值落在该区域内计算出的 ∆pKa 值应该在的范

围内。总的来说，预测的 ∆pKa 值与实验一致，这说明了我们计算的可靠性。

我们现在考虑两种方法计算得到的 ∆pKa 的差异。与 PMF 方法相比，CpHMD 预测在 ∆ZCOM

范围为 10 ∼ 14Å 时，较大的 ∆pKa 值（图 2C）。由于该区域中溶剂的可及性有限（图 2B，D），因此

在“开放”状态和“封闭”状态之间存在平衡，每个状态都耦合到一个单独的质子化平衡上。同样，图 2C

中计算出的 pKa 值是包含两个构象的微观 pKa 值的宏观值。由于混合溶剂 CpHMD 的 GB 模型无法

捕获掩埋位点周围离散水分子的影响，因此闭合状态 pKa 的误差可能不可忽略。已经表明，埋藏的赖

氨酸的闭合状态的 pKa 可能被低估约 1.5 个 pH 单位，从而导致高估了相同数量的 ∆pKa。考虑这一

点，CpHMD 的 pKa 值与脂质头基，羰基和甘油区域中的 PMF 计算得到的 ∆pKa 值非常吻合。在没

有水的碳氢化合物尾部区域中，偏差变得更加明显。在 CpHMD 方面，由于 GB 模型无法准确描述去

溶剂化作用，对于深埋的滴定部位 ∆pKa 会被高估。这一系统误差不会随着模拟时长的增加而有所改

善。在自由能方面，PPL+PMF 中的误差在双层中心附近最大（图 1B），这可能是由于水缺陷（图 2D）

造成的，并将不确定性传播到最终的 ∆pKa 值中（图 2C）。尽管长时间的模拟可以减轻这种误差，但

是在当前的模拟长度内，我们已经在该区域的两组 ∆pKa 之间实现了定性的一致性。我们注意到，与

伞型采样方法相比，CpHMD 对计算的要求要低得多（每个副本的 pKa 值收敛在 3 ns 之内），因此是

预测膜 pKa 值的更合适的工具。

为了更好地了解 POPC 磷脂层内部 PPL 脱质子化的原因，我们通过计算水合数来量化其水合程

度。其定义为 PPL 的铵根离子（图 1A）在 3.5Å（第一个溶剂化壳）内的水的氧原子数，它是 ∆ZCOM

（图 2D）的函数。类似于电荷状态的变化（图 2A），在进入到磷脂层之前，CpHMD 得到的水合曲线与

PPL+ 的一致，在滴定区内减少，最终与磷脂层中心附近的 PPL0 的一致。这以结果表明，pKa 的减少

是由于水合数的减少造成的。为了验证这一点，我们在 ∆ZCOM = 13.5Å 的伞型采样的窗口（CpHMD

pKa 降至约 7 的滴定区域的中心（图 2A））中研究了 λPPL 和 PPL 水合数之间的相关性。如图 S6A

所示，当 PPL 脱水时（蓝色条形图），λPPL 通常采样值接近 1（PPL0），但是当第一个溶剂化壳中有

两个或更多水分子时，λPPL 值接近 0（PPL+）（红色条）。这种反相关性（溶剂化程度的降低有利于
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质子的释放）也反映在希尔系数（0.7 ∼ 0.8）中。有趣的是，如果周围只有一个水分子，则 PPL0 和

PPL+ 会均等地进行采样（棕条），预示着要发生滴定。Bonhenry 等人报道了类似的发现，他通过构建

∆ZCOM 的函数和水合作用的 2D-PMF，研究了赖氨酸类似物通过 POPC 磷脂层的渗透过程，发现

电荷状态与水合数紧密相关。这些结果表明膜内的中和反应与去溶剂化过程有关。

随之而来的一个问题是：质子滴定 PPL+ 后质子会去哪里？在没有可滴定的脂质头基的情况下，明

显的受体是水。但是水是否也埋在膜中，还是质子会扩散进体相？图 2D 中显示的水合数仅能量化紧邻

PPL 铵根离子的“溶剂化”水分子的数量，不足以衡量膜内的水分布或其与体相水。因此我们沿着其渗

透路径的方向上数水的个数（Nwater）。其定义为在以膜法线为中心，6.5Å 为半径（PPL 铵根离子的

第二个溶剂化壳）内 1Å 中的水的氧原子个数。图 S6C 表明水分子始终存在于疏水边界（DC）之上，

偶尔会低于 DC。通过累积添加 Nwater，我们发现总会有一个水分子稍微穿透 POPC 尾部（DC 下方

4Å），而在 DC 上方，累积的 Nwater 迅速增加（图 S6D）。这些结果表明，有大量的水分子沿渗透路径

分布，从而使质子从 PPL+ 传递到体相水中去（图 S6B）。当然，可滴定的脂质头基可能是质子的驻留

的中间态位置。这样的中间体会影响质子转运到质子的速率，但不会影响 PPL 的 pKa，除非它们足够

接近并能够改变带电/中性药物的相对稳定性，这中扰动往往是 CpHMD 能够观察到的。在模拟中，我

们都没有包括头基的影响。此外，基于两个磷脂层小叶的渗透曲线是对称的假设，我们的结果表明在相

反的小叶中存在另一个滴定区域（∆ZCOM 从 −16.5 到 −10.5Å），其中 PPL0 可以通过来自另一侧的

体相水中的质子再质子化成 PPL+，这与实验上观测到的 PPL 渗透增加了脂质体内 pH 的现象一致。

PPL 以“三重翻转”的方式渗透

随后，我们在分子尺度上研究了 PPL 在渗透过程中的构象动力学。为了描述 PPL 较细胞膜的取

向，我们定义了序参数 θ，该角度定义的是刚性 PPL 主轴之间萘部分（r⃗naph）和磷脂层主轴（r⃗Z）之

间的角度（图 3A）。

FES 是 ∆ZCOM 和 θ 的函数（图 3B）表明萘部分采用一个取向平行于膜表面（θ ≈ 90◦）并处在

碳氢化合物尾部区域（∆ZCOM ≥ 14.5Å）。在 ∆ZCOM 范围为 5.5 ∼ 14.5Å，萘部分更倾向于与 r⃗Z

平行（θ 约为 30◦）。这一结果和 Badaoui 等人使用当家的取向反应坐标得到的结果是一致的。该区域是

POPC 尾部的顺式双键所在的位置（图 2B 中的 CH），并且萘部分与 CH 的接触最大化（图 S7）。使

用 NMR 可以观察到相同的相互作用。因为在 ∆ZCOM ≤ 5.5Å 处，极小点的范围较为广泛，在取向

上并没有什么倾向。此外，当 PPL 位于双层中心附近时，脂族链可以保留在萘部分的上方或下方，但

如果 PPL 移近水，则脂族链则倾向于上方的构象（图 S8）。给定细胞膜的对称性，在整个细胞膜的的

背景下，这些结果共同表明每个双层小叶中脂质 CH 区域周围的萘部分发生一次翻转，双层中心附近

的脂肪族链发生翻转（图 S9）。与我们先前工作中报道的“三重翻转”机制一致。但是，渗透 PMF 作为
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图 3: PPL 在渗透过程中的构象的变化。（A）用来表征 PPL 构象变化的变量。角度 θ 是角度与 PPL
萘部分的主轴（r⃗naph）和萘之间双层法向（r⃗Z），角度 ϕ 是向量 r⃗naph 与向量 r⃗O1−N1

间的夹角。dO1−N1

是 O1 和 N1 之间的距离。（B）FES 是 ∆ZCOM 和 θ 的函数。等高线间的距离显示为 0.5 kBT。垂直
的白色虚线标记了 PPL 中与 r⃗Z 对齐后的萘部分。从块分析得到的平均标准偏差是 0.3 kBT。（C）以 ϕ
和 dO1−N1

为函数的 FES。等高线间的距离显示为 0.5 kBT。显示了伸展，扭曲和折叠状态的代表性结
构。在 pH 等于 7 时从所有伞型采样窗口收集的数据。从块分析得到的平均标准偏差是 0.1 kBT。（D）
E（橙色），T（红色）和 C（蓝色）状态的占用率是 ∆ZCOM 的函数。

∆ZCOM 的函数的精度可能会受到渗透方向上隐性的能垒的影响，这个问题可以通过添加取向的集体

变量来解决。但是，由于与 PPL 取向相关的自由能垒很小（< 1kBT，图 3B），因此单独使用 ∆ZCOM

不会造成显著的误差。

PPL 构象可以用另外两个序参数来表征：ϕ 和 dO1−N1（图 3A）。ϕ 是 PPL 脂族链与萘部分之间的

夹角，用于量化渗透方向。dO1−N1 是两个原子 O1 和 N1 之间的距离，用来描述脂肪链的伸展情况。ϕ

和 dO1−N1 定义的二维势能面揭示了 3 个局域极小点（图 3C）。我们把这 3 个态称作伸展态（extended，

E），扭曲态（twisted，T）和闭合态（collapsed，C）。在 E 态下，ϕ 集中在 65 ◦，dO1−N1 等于 5Å，PPL

的脂肪链的二面角处在反式构象，从而导致整个构象处于一个伸展的状态。T 态与 E 被 2 kcal/mol 的

能垒分开，并且 T 的 ϕ = 95◦，dO1−N1 = 4.3Å。和 E 态相比，T 态有一个扭转的烷烃链。脂肪族链向

萘环弯曲的构型对应于 C 状态，该状态与 T 状态之间通过 3 kcal/mol 势垒隔开，并以 ϕ = 110◦ 和

dO1−N1 = 2.8Å 为中心。这三个状态的布局显示了依赖其是 ∆ZCOM 依赖的（图 3D）。T 状态（图

3D，红线）在水中占主导地位，大约是 C 状态的 2 倍（图 3D，蓝线）。在 PPL 进入磷脂层并质子化

后，T 和 C 状态的种群分别开始减少和增加。在膜中心，C 态较 T 态更加的有利。E 态，尽管较其
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他两个态的采样都很少，但是在膜中心布局的更多。

动态的质子化显著地影响膜的渗透率

最后，我们研究了包括质子动力学对 Pm 预测的影响。Pm 值是根据渗透性 PMF 的溶解度-扩散模

型计算的，并计算了局部扩散率 D。我们注意到，总体而言，PPL+ 和 PPL0 的 D 值没有显着差异（图

S11）。但是由于 C 状态布局的增加，磷脂层中心 PPL0 的扩散度是 PPL+ 的两倍（图 3D）。由于存在

较大的能垒，PPL+ 的 Pm（−7.38，表 S3）比 PPL0 的 Pm（−2.50）小约 30000 倍，表明 PPL 的质子

化强烈不利于渗透，同样去质子化很容易地进行。我们得到的结果和其他的计算结果以及 pH 依赖的

PAMPA 计算得到的 Pm 相一致（图 4B）。和 PPL0 进行比较，CpHMD 在 pH = 7 时预测得到的 Pm

较之要小 60 %（−2.92，图 4A 中的洋红色菱形）。因为 PPL0 低估了双层进入的渗透屏障（相对于其

整体稳定性）（图 1B）。由于被动扩散，脂质体荧光测定法得到的 Pm（图 4A，橙色 ■ ）提供了对 Pm

的良好的实验测量。CpHMD 得到的 Pm（−2.92）较 Eyer 等人报道的 Pm（−3.50����，表 S3）大 2.8

倍，较更大的磷脂测得的 Pm（−3.16）大 0.74 倍。和实验测得的数值的偏差主要来源以下两点：（1）

实验是在 pH = 6 下测到的 Pm，但是 CpHMD 是在 pH = 7 下测得的；（2）由于潜在的偏置势，加

速了 CpHMD 中的滴定动力学，从而有效地消除了水合滴定的自由能垒。换句话说，CpHMD 测定的

Pm 是一个极限值，是在渗透物渗透时发生滴定的那么一瞬间，当磷脂的半径足够大（20 µm����）的时

候，使用这种方法通常是可行的。因此，迄今为止用最大脂质体测定的 Pm（在 239 nm 脂质体半径下

测得的 Pm 为-3.16）接近此极限，并且在能够反映大多数生物膜的更大脂质体中，预期其 Pm 会更接

近我们的计算值（−2.92）。

图 4: PPL pH 依赖的渗透系数 Pm。（A）杂化方法计算得到 • 的和实验测得 ■ 的 Pm 间的比较。红色
实线是“混合”的 Pm 与方程式 2 的最佳拟合。棕色的实线是从等式 1 预测得到的。（B）实验中 PAMPA
得到的 Pm 再评估。红色实线是等式 S10 拟合得来的。虚线表示针对水边界层校正的 P e

m（基于等式 1
的褐色和基于等式 2 的红色。

沿着 PMF 的最低自由能路径（图 1B），我们根据 PPL+ 和 PPL0 的自由能计算了 Pm。这一“杂
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化的”Pm 在 pH = 7 下计算得到的值 −2.92 和 CpHMD 预测的值相一致，同时在 pH = 6 得到的值

−3.37 和脂质体的 Pm 一致（表 S3）。因此，我们能够构建 pH 依赖的 P e
m 曲线（图 4A，•），并且和

实验中测得的定性地一致（图 4B，⃝）。换句话说，P e
m 在低 pH 值时会增加，在高 pH 值时会达到平

稳，从而形成双曲线形状。需要注意的是，PAMPA 计算得到的 P e
m 包括水溶液边界的贡献。PABL

m 在

脂质体方法和模拟中不存在，因此其计算得到的 Pm 值可直接比较。计算得出的 P e
m 值无法满足方程

式 1（图 4A，棕色线），这表明其违反了 pH 配分假设。但是，通过考虑希尔系数 n 同时用有效 pKa

（pKe
a）来替代 pKaq

e ，我们得到如下的方程：

P e
m =

P 0
m

1 + 10n(pKe
a−pH)

(2)

n = 0.61 和 pKe
a = 7.35 时拟合的曲线如图 4A 中的红线所示。正如这项工作所揭示的那样，因为

PPL+ 在疏水性边界而非磷脂层表面去质子化（图 2B），PPL0 导致 P e
m 低估了“有效”PPL0 的量。因

此，当考虑有效的 PPL0 时，pKa 预期是会降低。n < 1 表示在 pH 依赖性渗透中具有抗协同性。n 在

这里不仅仅是调节因子。相反，它反映了 Pm 对 pH 值变化的敏感性，其起源于能够影响与膜相关的

渗透物滴定的微环境。使用了基于等式 2 修改后的模型，我们重新评估了实验上 PAMPA 计算得到的

P e
m 值。图 4B 中的红色实线给出了 pKe

a 等于 7.63 和 n = 0.99。PAMPA 得到的 pKe
a 与“杂合”的预测

相符，但是 n 接近 1 表示几乎没有抗协同性，这可以归因于实验中的高离子强度。新模型计算出来的

P 0
m（−1.85）比基于等式 1 的原始模型（等式 S9）高估的值（0.06）小 80 倍，是“杂合”值（−2.50）的

4.5 倍，可能是由于 PAMPA 膜中的成分不同造成的。我们无法使用等式 2 在单个 pH 值下通过脂质

体测量来预测 P 0
m，但是在 0.2 M 离子强度下，我们认为 pH 依赖性 P e

m 图谱还应具有接近 7 的 pKe
a

和接近 1 的 n，最后估计的 P 0
m 值约为 −2。

总结和展望

我们利用 CpHMD 模拟与伞型采样自由能表面分析相结合来研究药物分子 PPL 通过 POPC 脂质

层的电离耦合渗透的过程。为了进一步的比较，我们也做了两个（PPL+ 和 PPL0）离子态固定的模拟。

结合动态质子化，CpHMD 重现了具有最低自由能的渗透路径（图 1B），这是通过共同考虑 PPL+ 和

PPL0 得出的。与通常的假设相反，渗透途径表明 PPL 在膜内部而不是在表面进行离子化，这一结论

是通过依赖 ∆ZCOM 的 pKa 值证实（图 2C）。由渗透自由能计算或通过 pH-REX 的 CpHMD 预测

的 pKa 值与从 logP 值推断的实验值一致（表 S2）。当分子进入到磷脂双分子层内时，∆pKa 由于去

溶剂化作用单调地增加（图 2D 和 S6A），和之前的离子态固定和 CpHMD 模拟得到的结论一致。pKa

在脂质的羰基和甘油部分附近达到 7（水溶液情况下的 pH）（图 2B，C）。这些结果与实验一致，该实
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验表明两亲分子以离子形式迁移到膜中，但以中性形式渗透，并为表面离子对模型和“pH 活塞假设”提

供了支持。这些假设指出，可电离的分子取决于两性离子的头基或甘油/脂质尾部的电离状态。这些发

现并不一定会推翻 pH 配分假说（PPL 仍以中性形式渗透通过脂质尾巴区域），而是指向一种基本的补

充理解（动态中和会增加可渗透性分子以包括一定比例的带电分子）。

总的来说，这项工作证明了在渗透研究中考虑动态质子化的重要性。通过动态质子化，CpHMD 预

测的被动扩散 Pm 与实验测量值差大约 1 ∼ 3 倍。（表 S3）。通过 CpHMD 模拟进行验证，基于固定电

离态的自由能曲线得到的最低自由能渗透 PMF，我们能够描绘出 Pm 作为 pH 的函数。所得的 pH 依

赖性 Pm 值定量上与 PAMPA 确定的值相符，并且由于 PAMPA 膜组成的不同而存在一些预期偏差。

重要的是，我们发现 pH 依赖的 Pm 曲线不能够用传统的模型来进行描述（等式 1）。通过假设在膜表

面未发生动态电离，传统模型低估了可渗透分子的数量，从而导致了基于实验测量的 P e
m 高估了 P 0

m。

为了更好地描述可电离分子的膜分配和渗透，我们对等式 1 进行了修改，增加了 Hill 系数 n 以反映

质子偶联渗透中的协同性/抗电性，并用 pKe
a 代替 pKaq

e 以反映分子在膜内的电离性（等式 2）。此修

改后的模型有助于解释违反 pH 分配假说的情况。例如，Regev 等人发现当 pH 从 7.4 升高到 9.7 时，

阿霉素的脂质体透过率仅为 2 倍，而等式 1 预测其将增加 68 倍。通常将这种偏离视为带电物质渗透。

但是，当离子强度为 0.2 M 时，等式参数 pKe
a = 7 和 n = 1 的情况下，等式 2 预测得到的值仅升高

∼ 1.4 倍，表明这种“假违反”起源于只有中性的分子会渗透的假设。

值得注意的是我们的发现应谨慎对待。弱酸也可能以带电物质的形式结合 POPC 磷脂层，在扩散

通过脂质尾巴之前中和（质子化），并在相反小叶的脂质尾巴中离去时再离子化（去质子化）。因此，表

面离子对模型和“pH 活塞假设”同样适用。但是，考虑到酸与 POPC-水界面处带正电的三甲基铵基团

的缔合，与弱碱缔合的带负电和更多掩埋的磷酸盐相反，预料会有轻微的偏差。在渗透方向上，pKa 会

持续增加，并且质子化发生在 pKa 升至 7（水溶液的 pH）的地方。上述的结论对于酸性氨基酸已经

使用固定离子态模型和 DpHMD 进行了证明。假定只有中性物质通过脂质尾巴发生扩散，在低 pH 值

时酸性 P e
m 较为平稳，然后在高 pH 值时会发生降低。然而，因为忽略与膜相关的带电物质，传统模

型（等式 1 和 S9）依旧高估了 P 0
m。两性电解质（至少具有一个酸性基团和一个碱性基团）是有趣的

情况，因为它们可能采用三个或更多个电荷状态。但是，电解液在被动扩散的过程中如何调整他们的电

离态在本文的篇幅中是没有办法得到的，这应该是后续工作的焦点。在 pKaq
a 非常低的强酸或 pKaq

a 非

常高的碱的情况下，其在膜内的 pKa 可能无法充分移动以使其中和。例如，精氨酸的 pKa 在水中从

12.5 降低到磷脂层中心处的 ∼ 7，这表明精氨酸可以在膜内保持离子化。同样，可以通过瞬态水孔促进

渗透，该瞬态水孔可以稳定离子化的物质并降低带电分子的渗透需要的能垒。但是，对于弱酸或弱碱，

我们的发现表明它们可能作为中性物质渗透生物膜，这与其他计算研究得出的结论一致，同时也解释

了为什么药物的 pKaq
a 在 3.5 ∼ 10.5 范围内。同时，在本文中，我们使用的是纯膜体系并且只放了一个
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药物分子。引入可电离的膜“杂质”可能会使双层带电并影响药物渗透。已经证明，阴离子脂质或脂肪酸

的存在会增加 PPL 在 PC 脂质体中的分布（表 S2）和渗透性（表 S4），因为 PPL+ 和带负电的膜之

间强的静电吸引力，这一现象也就不足为奇了。如果多个 PPL 靠的很近，由于膜内部的介电常数较低，

PPL+ 之间的静电排斥力很大，它们的电离方式可能以反合作的方式进行耦合。因此，pKa 和 Hill 系

数会更小，这以结论在可滴定脂肪酸和多糖聚集体中已经通过 CpHMD 证实了。但是，目前尚不清楚

多种药物如何影响基于 MD 的 Pm 预测，因为这种影响可能是非累加的。

与固定电离态模拟相比，pHMD 不仅可以通过渗透过程中电荷状态的实时更新提供更真实的场景，

而且计算效率更高，尤其是在存在两性电荷和/或多种渗透剂的情况下膜内部的状态可能会以不可预

测的方式变化。但是使用 pHMD 研究渗透的时候也存在一些缺点，无法模拟显式的质子转移，因为

pHMD 模拟可电离位点相对于体相位点的相对去质子自由能或 ∆pKa。实际上，当膜内部发生去质子

化时，过量的质子将被周围的水分子接受并通过“Grotthuss shuttling”传输到体相水或可电离的头基中

去。但是，此过程改变药物渗透自由能曲线的唯一方法是质子化水或脂质头基团是否具有吸引力，寿命

长并且足够接近，从而以动力学上显着的方式改变药物的局部稳定性（也就是与药物作用很强，从而减

慢药物的渗透）。鉴于预期的中性药物与此类质子化基团之间的相互作用较弱，在这种情况下这不太可

能。根据我们先前对碳纳米管的研究，利用多尺度反应性分子动力学（MS-RMD），很好地模拟了膜内

部的渗透途径，疏水性环境中的过量质子（H3O
+ 在多个水域上离域）能量是不利的。当有大量的水连

接可滴定的分子和体相水（图 S6B-D），H3O
+ 的释放是非常迅速的。因此，我们基于滴定相对于渗透

是快速的假设来估算 Pm。通过使用我们小组中开发的 MS-RMD 技术添加显式的质子转移，可以进行

更严格的评估，这可能是未来工作的重点。由于 POPC 脂质的磷酸基团偶尔会与可滴定的 PPL+ 氮原

子发生离子的配对（图 S2），因此研究这部分如何通过过量质子释放到体相水中的是非常有趣的。在

pHMD 中开启对脂质和结合药物水的滴定将是探索其局部稳定性的另一种方法。在目前的工作中，pH

高于 4 的情况下（如图 4A 所示），POPC 脂质仍为两性离子，从而限制了它们在质子释放到体相水中

时对中间体的影响。

pHMD 的另一个局限性在于它忽略了 pH 的改变在局部微环境（如膜表面）中的作用。关于在这

项工作中应用的混合溶剂 CpHMD 方法，我们注意到由于潜在的 GB 模型的去溶剂化被低估，该方法

系统地高估了膜内部的 ∆pKa，尤其是在膜中心附近（图 2C）。但是，根据先前的 CpHMD 研究，我们

认为 ∆pKa 的方向是一定是对的。此外，混合溶剂的 CpHMD 方法忽略了与离子间显式的相互作用。

尽管在本工作中，体系里没有离子也不会受离子的干扰，但是混合溶剂的 CpHMD 方法多少不适用于

研究离子对的渗透过程。像所有基于 MD 的渗透研究一样，其他潜在的限制是需要包括双层不对称性，

膜起伏和极化率。在此研究中，在对称的磷脂层系统上进行了一半系统（一个小叶）的采样，并通过镜

像进入小叶中的那一部分从而生成了离开小叶的渗透曲线。当磷脂层的分布是对称以及采样收敛的情
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况下，渗透曲线应该是对称的。在本工作中，体系总共只有 52 个磷脂分子（26 个每边），膜的起伏效

应并不显著，得出的自由能曲线应该也尺寸不敏感的。分子在渗透过程中会经历介电环境的显着变化，

因此可极化力场的描述在物理上可能更现实。然而，使用不可极化的力场不应损害这项工作的主要发

现。也就是说，在研究可电离分子的薄膜渗透性时应考虑动态质子化，这也得到包括极化效应的研究所

支持的。

总之，我们已经应用了质子化和构象平衡动态耦合的 CpHMD 研究可离子化药物 PPL 通过 POPC

脂质双层的渗透。我们发现 PPL 以带电形式迁移到双层中并在疏水边界处去质子化，并且通过涉及动

态质子化，Pm 可以更准确地预测。渗透研究中通常假定的是，可离子化的分子必须在膜分配之前在溶

液中进行中和。在这种情况下，低估了“有效”渗透物的量，从而导致高估了固有的 Pm。我们也呈现了

修改当前模型来更好的描述 pH 依赖的配分和渗透。尽管我们的发现需要等待在更大的数据量中的检

验，这些发现表明，添加动态质子化能增进我们对可电离药物和类药物分子是如何渗透的理解，从而提

高基于 MD 的 Pm 预测的准确性。最后，该工作表明了 CpHMD 可以用在渗透研究中。
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