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X射线衍射分析技术在药物研究中的应用
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摘　要　　X射线衍射分析已成为当今药物研究与开发中普遍应用的一种物理分析方法和常规检测技术. 它不仅广

泛应用于化学药物研究领域 , 而且在中药研究与质量控制方面正发挥着其他分析技术不可替代的重要作用.
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1　引言

X射线晶体结构分析是晶体学中最活跃的研究

领域之一.自 1913年布拉格测定了氯化钠等矿物晶

体结构 ,展示了其在空间排列的分子立体结构后 ,使

化学家对分子结构的认识开始进入了 “真实 ”的微

观世界.这些成就终于使 X射线衍射分析打开了有

机分子 (特别是生物活性分子)立体结构测定的大

门 ,为研究以药物分子结构 、药物的结构改造 、新药

的结构预测 、药物的结构与功能关系等为目标的药

物晶体学奠定了基础.

2　基本实验技术和理论

X射线衍射分析是研究 X射线 、晶体 、化合物

结构三者之间关系.在药学研究中 ,根据不同分析目

的 , X射线衍射技术包括单晶 X射线衍射结构分析

与粉末 X射线衍射成分分析.单晶 X射线衍射结构

分析的实质是完成两次傅里叶 (Fourier)变换过程 ,

第一次傅里叶变换是在 X射线衍射实验中完成的 ,

目的是获得衍射图谱数据;第二次傅里叶反变换是

在结构计算中完成的 ,目的是获得分子的三维结构

模型.粉末 X射线衍射分析是以粉晶或无定形样品

为研究对象 ,此分析方法的基础是布拉格方程即

2dhk l sinθ=nλ,它是把具有点阵结构的晶体看作一

些平行平面 ,其中 dh kl是指标为 (hk l)晶面的晶面间

距 ,表示其方位 , θ为入射线与反射线所成角的一

半 ,表示衍射方向 , λ为入射 X射线的波长 , n为整

数.

3　单晶 X射线衍射技术在药物研究

中的应用

单晶 X射线衍射结构分析是一种独立的结构

分析方法 ,不需要借助任何其他波谱学技术 ,即可独
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立地完成样品的结构 、组分 、含量 、构型 、构象 、溶剂 、

晶型等各类分析研究. 它可以应用于小分子化学药

物 (天然产物与合成化合物 )
[ 1]
、大分子生物药物

(多肽类与蛋白质类)以及药物与受体靶点等分子

的立体结构研究 ,其测定结构分子量可达数百万 ,因

此 ,是现代药物结构与功能研究领域中一种必备的

物理分析方法与常用技术.

单晶 X射线衍射结构分析是一种定量的分析

技术 ,可以提供分子的三维立体结构信息 ,包括原子

坐标 、原子间键长与键角值 、扭角 (二面角 )值 、成环

原子的平面性质 、氢键 (分子内 、分子间 )、盐键 、配

位键等相关晶体学参数 ,同时也是确定手性药物分

子绝对构型 、分子立体结构中差象异构体的权威分

析技术.此外 ,在晶型固体化学药物研究中 ,单晶 X

射线衍射分析技术不仅能够提供同质异晶 (相同物

质 ,不同晶型 )样品的分子排列规律 ,同时可以给出

样品中结晶水与各种溶剂的定量数值 ,并能阐明造

成固体化学药物形成多晶型的原因 ,为寻找高效低

毒的晶型固体化学药物 ,为人们安全用药 ,提供可靠

的技术保障
[ 2]

.

3. 1　天然产物中微量成分的结构测定

从天然产物中寻找药物先导化合物是我国药物

研究中的一条重要途径. 通常从中草药中提取分离

得到微量的有效化学成分 ,由于单晶 X射线衍射结

构分析仅需一颗适合衍射实验的单晶体(样品量小

于 1m g),即可完成化合物分子立体结构测定. 所以 ,

衍射分析技术在微量成分的结构研究中具有独特优

势.

10-Deacety l-7-ep itaxo l为天然紫杉醇二萜类化

合物 ,与紫杉醇具有相同的骨架和 C13侧链基团 ,其

活性弱于紫杉醇.样品是从植物中提取的 ,获得样品

量很少 ,所以只能应用单晶 X射线衍射结构分析方

法测定该化合物分子立体结构 (图 1),为进一步阐

明该化合物与紫杉醇结构和药效活性的差异提供了

依据.

3. 2　天然产物中全未知化合物的结构测定

随着提取分离技术的不断提高 ,在自然界中存

在的许多新颖结构骨架化合物被不断发现. 这些全

新未知化合物的结构测定依赖于单晶 X射线衍射

分析 ,以阐明其准确的立体结构特征.目前 ,国际化

学界对发现的具有新颖骨架类型的化合物结构 ,需

要应用以下两种方法之一来证明其结构的存在:

图 1　 10-Deacety l-7-epitaxol分子相对构型图(a)和分子立体结

构投影图(b)

(1)利用全合成方法来证明结构;(2)利用单晶 X射

线衍射结构分析来确定结构. 由此可见 , X射线衍射

分析技术在天然有机分子结构分析中的权威性.

全新骨架类型分子结构测定:紫杉烷二萜类化

合物具有抗肿瘤和免疫抑制的药理活性 ,一般具有

5 /7 /6环或 6 /8 /6环分子骨架类型. Taxach itriene B

是从植物中提取的化合物 ,由于其骨架的复杂性 ,造

成用全合成方法证明其结构十分困难. 利用单晶 X

射线衍射结构分析技术 ,证明该结构与以前发现的

各类紫杉烷二萜类化合物具有不同的骨架类型 ,其

特征是在 C3-C8位置开环 ,形成了 6 /12双环体系的

新颖骨架类型结构 ,如图 2所示.

复杂新骨架类型化合物的结构测定:图 3所示

化合物是从五味子科植物中提取分离得到的天然产

物 ,经单晶 X射线衍射结构分析 ,发现其结构是由 8

个环组成的复杂降三萜新骨架类型.

3. 3　天然产物中的疑难结构测定

Langduin C是从香茶菜中提取分离得到的化合

物.应用质谱分析 ,测定其分子量为 345. 4,核磁碳

谱分析测定该化合物有 20个碳原子 ,但在这些图谱

中尚存在有不能解释的结构疑点. 采用单晶 X射线
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图 2　Taxach itriene B的分子相对构型图(a)和分子立体结构投影

图(b)

图 3　分子相对构型图(a)和分子立体结构投影图(b)

衍射结构分析方法获得了化合物应为二萜类二聚体

结构类型(图 4),证明其他波谱分析结果仅得到了

化合物二聚体的一半结构信息.

3. 4　手性药物绝对构型分析

在化学药物研究中 ,有一类药物为手性药物 ,确

定药物手性基团构型是需要解决的关键问题 ,手性

图 4　Langduin C分子相对构型图(a)和分子立体结构投影图(b)

问题会直接影响药物的疗效与毒副作用. 我国今年

即将颁布的手性创新药物指导原则中明确规定:

“手性药物分子绝对构型测定的直接方法为单晶 X

射线衍射结构分析 ”. 对于一般非手性创新药物而

言 ,也要求有单晶 X射线衍射结构分析结果 ,这表

明单晶 X射线衍射技术在我国新药研究中发挥着

重要作用.

应用反常散射确定分子绝对构型:反常散射法

测定分子绝对构型是指利用分子中不同原子(特别

是重原子)间的 X射线反常散射 (色散)效应差异测

定分子绝对构型.由于 “重原子 (如金属原子和卤素

原子等)”比 “轻原子 (如碳 、氮 、氧原子等 )”反常散

射效应大 ,故一般测定分子绝对构型时会利用含有

或引入的重原子(卤素以上元素). 对于不含重原子

的有机药物样品 ,则需要采用累积计数方式获得高

精度的反常散射数据 ,对经过吸收校正实验值

|Fo(H)|与|Fo(-H)|,计算差值 ΔFo的符号(+或 -),

与相对构型的理论 ΔFo 符号比较 ,一致者即为分子

的绝对构型.

利用 Flack参数确定分子绝对构型:在利用

she lxs97等软件进行晶体结构分析时 ,可通过程序

计算 Flack参数 x及其标准不确定度 u来判断晶体

的绝对构型.当 u>0. 3时 ,表示晶体没有足够的反

常散射能力 ,绝对构型不能被确定;假如 u足够小

(u <0. 1),当 Flack参数 x为 0,则为正确的绝对构

型 , x为 1时则为反型
[ 3]

.
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利用结构可靠因子 R值测定分子绝对构型:当

分子中含有卤素或更重的元素时 ,可以分别对正反

构型分子的原子坐标参数 ,同步进行最小二乘修正

计算 ,获得不同 R 值 ,其中 R值小者为正确的分子

绝对构型.

关附甲素盐酸盐药物的构型确定就是利用氯原

子对 CuKα的反常散射效应 ,通过对正反型分子的 R f

图 5　关附甲素盐酸盐分子绝对构型图(a)和分子立体结构投影图

(b)

值计算比较 ,最终获得被测分子的绝对构型.图 5所

示为该化合物分子绝对构型图与立体结构投影图.

利用手性试剂测定分子绝对构型:利用手性试

剂 (如 D型或 L型酒石酸等 )与被测药物样品形成

共晶化合物 ,以手性试剂的已知构型为参照 ,即可获

得待测药物分子的绝对构型. 例如:利用 L型苏糖

酸试剂 ,测定了诺氟沙星药物分子的绝对构型 ,图 6

所示为分子绝对构型图与分子立体结构投影图.

图 6　诺氟沙星分子和 L型苏糖酸分子的绝对构型图(a)与分

子立体结构投影图(b)

3. 5　构象差异

化学药物分子立体结构与构象差异将会直接影

响药物的疗效 ,分子构象在药物的结构与功能研究

中具有十分重要作用. 晶态下药物分子的活性构象

应该属低能构象 ,也是药物客观存在的一种构象.单

晶 X射线衍射分析可以提供定量的药物分子骨架 、

组成各环的构象 、环与环间的顺反连接方式 、环自身

的平面性质 、环与环之间的扭转角 、侧链的相对取向

位置 、原子坐标等 ,为药物分子立体结构与功能提供

了基础研究数据.

(C18H20O 8N aP)4 (H 2O)6为一种药物 ,晶态

下一个不对称单位中含 4个药物分子和 6个结晶水

分子.由于单键旋转造成 4个药物分子中苯环空间

构象不同 ,所以结构不能叠合. 4个药物分子的 A /B

环二面角值分别为:55. 2°、58. 3°、50. 0°、48. 8°. 图 7

(a), (b), (c)分别为药物分子结构图 、4个药物分

子叠合图与分子立体结构投影图.

图 7　药物分子结构图(a);4个分子的叠合图(b);与分子立

体结构投影图(c),图中大球是 P

3. 6　氢键 、盐键 、配位键等的计算与分子排列规律

氢键 、盐键 、配位键等是研究药物分子生物活性

中的重要信息 ,利用单晶 X射线衍射分析可以准确

计算出药物分子的氢键 、盐键 、配位键的成键方式和

具体数值.特别是分子内与分子间氢键关系 ,将影响

晶态下分子在空间形成确定排列方式 ,由此可获得

分子在空间的层状 、螺旋 、隧道或空穴等各种排列方

式 ,这些重要信息将有助于了解和解释药物分子的

作用机理.

氢键分析:hydroquinone为对苯二酚化合物 ,晶

态下 1个不对称单位中含有 9个对苯二酚分子 ,形

成九聚体结构. 3个对苯二酚分子首尾氢键相接 ,形
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成 18元环 , 6个对苯二酚分子的首部相接形成螺旋

状氢键网 ,对苯二酚分子间形成紧密排列氢键网.图

8所示为其分子结构图和分子沿 a轴投影的晶胞堆

积图.

图 8　 hydroquinone的分子结构图(a)和分子沿 a轴投影的晶

胞堆积图(b)

盐键分析:图 9所示晶体为 1, 2, 4 -三氮唑酮

类化合物的盐酸盐. 化合物分子骨架由五元三氮唑

环 A(平面 )、哌嗪环 B(椅式 )和 2个苯环 C、D组

成.分子间存在盐键值为 C l1 ……N 4:3. 044／. 晶态

下分子以盐键和范德瓦尔斯力维系其在空间的稳定

排列.

图 9　分子相对构型图 (a);分子立体结构投影图 (b),图中大球

是 C l

配位键分析:Ca lcium G lycine样品为氨基酸螯

合钙 ,其中 Ca与 2个 C l及 4个相邻甘氨酸分子中

的 4个 O原子形成六配位化合物 ,组成变形复四方

双锥配位结构.图 10所示为分子相对构型图 、分子

立体结构投影图及 C a原子的配位示意图.

3. 7　固体药物晶型分析

在有机化合物中大约有 1 /3以上的化合物存在

多晶型问题. 通过对中国药典 (2005年版 )的统

图 10　Ca lcium G lycin e的分子相对构型图(a)、分子立体结构投

影图(b)及 Ca原子的配位示意图(c)

计
[ 4]
,在我国已有的化学药物中 ,固体剂型大约占

80%. 多晶型是固体物质存在的一种客观现象.引起

固体化学物质形成多晶型的原因主要包括:分子排

列规律 、分子构象差异 、分子间作用力 、晶体中含有

溶剂或结晶水分子等. 同质异晶可造成药物的溶解

度 、溶出速率 、作用部位 、稳定性 、有害溶剂残留种类

与含量不同 ,从而造成同质异晶药物的药效与毒副

作用间存在较大差异.近年来 ,国内外均已将固体化

学药物的晶型研究与晶型药物的质量控制作为新药

研究的热点问题之一.

我国创新药物指导原则中规定:固体化学原料

药晶型与固体制剂药晶型应保持完全一致. 所以 ,在

固体化学药物中 ,既要研究原料药晶型 ,也应关注固

体制剂中晶型.

沙利度胺是一种具有 2种晶型的药物. 单晶 X

射线衍射分析发现:沙利度胺形成多晶型的原因是

由于分子间作用力与分子排列规律差异造成的 (如

图 11所示 ).

3. 8　生物大分子结构测定

蛋白质 X射线晶体学是分析蛋白质三维结构

最有效的方法 ,目前已经测定了分子量达到近百万

的病毒蛋白质和核糖体结构. 由于蛋白质结晶比较

脆弱 ,而且晶胞较大 ,通常使用同步辐射光源获得高

分辨的衍射结构数据. 结构计算多采用同晶置换法

(即引入重原子 )、分子置换法和多波长反常散射

法 ,后者还可作为消除单对同晶置换法相位双解的

辅助方法.一旦获得初始结构 ,即可利用晶胞中不对

称单位所提供的结构信息去优化相位 ,反复计算电

子云密度图.当电子云密度图分辨率为 6／时 ,可看

到 α-螺旋或 β-折叠的轮廓;在 2. 5／分辨率时 ,可对

未知序列多肽中的 50%的侧链结构进行指认;在
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图 11　沙利度胺药物结构图　(a)分子结构图;(b)分子立体结构

投影图;(c)不同晶型的晶胞堆积图

1. 5／时 ,所有单个原子基本能被指认;在 1. 2／时 ,

可辨认氢原子.

4　粉末 X射线衍射技术在药物研究

中的应用

早在 20世纪 70年代 ,美国药典就将粉末 X射

线衍射技术列为固体药物的检测分析方法. 目前我

国药典也收载了该分析技术 ,主要是应用于有机化

学药物的检测分析.

4. 1　化学药物研究中的应用

晶态与非晶态物质鉴别:固体化学药物是由晶

态有机化合物样品 (对应锐的 X射线衍射峰)或非

晶态样品(对应弥散的 X射线衍射峰 )组成. 采用粉

末 X射线衍射分析技术 ,可有效地鉴别样品的存在

状态 ,并给出可重复的 X射线衍射图谱与数据. 图

图 12　药物样品粉末 X射线衍射图谱

12为有机样品的晶态与非晶态的粉末 X射线衍射

图谱.

固体化学药物异同的鉴别:利用粉末 X射线衍

射技术对 2个未知的固体化学药物样品进行 X射

线衍射实验 ,当二者衍射图谱与衍射数据值完全一

致时 [包括衍射峰的位置 (2θ或 d),峰强度:(I /I0),

峰形:(几何拓扑)] ,即可确定 2个样品为相同结晶

状态的相同化学药物.

图 13　吲哚美辛纯晶型样品与含有微量杂质成分样品的粉末 X射线

衍射图

固体化学药物纯度鉴别:固态下药物样品的纯

度检测也是药物质量控制的重要环节.每种药物均

有不同的纯度要求 ,纯度指 “化学纯度”和 “晶型纯

度”,粉末 X射线衍射分析技术可给出被测药物的

“化学纯度 ”和 “晶型纯度 ”的定量结果.

图 13为吲哚美辛纯晶型样品与含有微量杂质
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图 14　沙利度胺 2种晶型的实验与理论粉末 X射线衍射图谱　(a)α晶型粉末衍射实验与理论图;(b)β晶型粉末衍射实验与理论图

图 15　6种不同中药材的对照粉末 X射线衍射图谱

图 16　2种不同中成药的对照粉末 X射线衍射图谱

成分样品的粉末 X射线衍射图谱. 从图 13中可以

观察到微量杂质衍射峰的存在.

固体化学药物的晶型测定:同质异晶药物具有不

同的粉末 X射线衍射图谱.利用单晶与粉末 X射线

衍射分析技术联合进行分析 ,可以有效地进行纯晶型

样品的晶型种类 、混晶样品比例与晶型含量的测定.

图 14所示为沙利度胺 2种晶型的理论与实验

粉末 X射线衍射图谱. 通过比对 ,可以发现两种晶

型样品实验与理论图谱符合 ,故可认为该样品为晶

型纯品.

固体药物制剂中原料药成分含量与晶型状态分

析:首先要识别混合体系药物制剂中的原料药含量
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与晶型状态 ,掌握组成药物制剂的各种辅料成分与

含量.此外 ,需要对被测药物样品进行定量的 X射

线衍射分析 ,方可获得原料药物及其制剂的标准含

量曲线 ,从而计算固体药物制剂中原料药成分含量.

4. 2　中药研究中的应用

中草药是我国的瑰宝 ,已有几千年的用药历史.

尽管我国的天然药物化学家已经对许多种类的常用

中草药品种进行了化学成分提取分离及结构鉴定研

究 ,但由于受到提取分离技术的限制 ,现在已经掌握

的化学成分尚属高含量部分 (其含量高于千分之

一 ),植物中大量的低含量成分至今仍是一个亟待

揭示的谜.中草药是我国药物化学家获取新化合物

的主要来源.因此 ,保证中药的质量稳定性就成为药

物学家的工作基础.中药属于一种复杂体系 ,它的物

质属性不同于化学药物. 中草药的生物活性作用是

源于多成分的协同作用 ,已知的事实是:许多中药自

身活性均比其单一化学成分活性高.

中药中含有数十乃至上百种化学成分. 由于目

前对于中药尚没有有效的质量控制标准和整体的定

量检测分析方法 ,所以制约了中药的发展及全面走

向世界.为此 ,需要在继承已延续数千年的传统中药

宏观鉴定结果的前提下 ,引入能够再现其整体结构

的现代物理分析技术. 应用粉末 X射线衍射分析技

术 ,可以在微观世界再现中药整体结构特征. 粉末 X

射线衍射分析技术在中药鉴定分析中有着独特的优

势:(1)实验样品不需要化学处理 ,保持了中药各种

成分的原始存在状态. (2)样品处理简单 ,经研磨并

过 100— 200目筛后即可作为实验样品. (3)实验获

得的衍射图谱是中药中各种成分衍射图谱的信息叠

加 ,完全符合傅里叶变换线性定理.在线性叠加的衍

射图谱中 ,包含了全部成分的种类 、存在状态及含量

等结构信息. (4)不同种类的中药 (中药材 , 中成

药 ),由于其成分 、状态 、含量差异造成其衍射图谱

的指纹特征不同 ,包括衍射图形的几何拓扑与特征

峰值.依此 ,可以实现对不同种类中药的微观鉴定 ,

实现真伪 、优劣 、分类和药材质量控制目的
[ 5, 6]

.

中药材傅里叶图谱分析:图 15所示为 6种不同

中药材的对照粉末 X射线衍射图谱.

中成药傅里叶图谱分析:图 16为 2种不同中成

药的对照粉末 X射线衍射图谱.

5　发展趋势

综上所述 , X射线衍射分析技术已广泛应用于

我国药学研究的各个领域 ,并发挥着不可替代的作

用.相信通过药学与晶体学科研究人员的共同努力 ,

利用 X射线衍射技术 ,不断建立新的分析方法 ,并

扩展其应用范围 ,将使 X射线衍射技术在我国和世

界的不同交叉学科领域中发挥更为重要的作用 ,为

我国的创新中 、西药学的研究与开发提供有效的质

量控制方法.
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封　面　说　明

封面的左上图为载体金属催化剂模型的示意图 ,即分散在高度有序的二维氧化物薄膜上的金属纳米颗粒.该模型中 , 氧

化物薄膜的厚度通常为几个埃到 10纳米 ,以便克服在使用与电子相关的表面仪器测量时 ,具有绝缘特性的氧化物产生的带电

效应. 通过该模型 ,人们能够使用各种常用的表面分析手段在原子尺度上研究催化反应特性与其结构的关系 , 并深入地理解

反应机理.

高度有序的氧化铈薄膜的成功制备 , 为人们在原子尺度上研究该氧化物载体上的各种金属纳米颗粒的催化特性奠定了

坚实的基础. 右下图是室温时沉积在 C eO 2(111)薄膜上 0. 1M L Au纳米颗粒的扫描电子隧道显微镜(STM)图像.

(中国科学院物理研究所　路军岭　高鸿钧)
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