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摘要!化合物
J#*>

是缬苯那嗪结构类似物%其在
>

位进行了环丙烷甲基取代%具有与缬苯那嗪相似的药

物活性与药理作用机制'为研究
J#*>

在人肝微粒体孵育体系中的代谢产物%采用
G/:4-5L9&3
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色谱柱!

#@*;;z)K#;;z"K@
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"分离%以
*K#g

甲酸水!

E

"

=*K#g

甲酸乙腈!

S

"为流动相进行梯

度洗脱%利用超高效液相色谱
=

高性能台式四极杆
=

轨道阱质谱!
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"技

术%在正离子模式下分析样品%筛选出
>

个化合物!包括
J#*>

及其
A

个代谢产物"%并进行结构鉴定'结

果表明%

J#*>

经人肝微粒体主要发生氧化&水解&脱环丙烷甲基的
&

相代谢反应'代谢产物酶表型研究

表明%

J#*>

的主要代谢酶亚型为
1ZJ"E!

和
1ZJ)1A

%次要代谢酶亚型为
1ZJ)HY

'本研究初步阐明

了
J#*>

在人肝微粒体中的代谢规律及代谢产物酶表型%可为新药筛选&毒理学研究提供支持'

关键词!
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*人肝微粒体*超高效液相色谱
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高性能台式四极杆
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缬苯那嗪!

$SU

"是突触囊泡单胺转运体
)

!

$6ET)

"抑制剂%通过阻断
$6ET)

发生作

用%抑制其活性%从而减少单胺类物质从细胞质

到突触前囊泡中的摄取和储存%使单胺类物质

在细胞质中被单胺氧化酶代谢%导致释放到突

触中的单胺类物质浓度降低%抵消多巴胺系统

活性增强(

#=)

)

'

$SU

于
)*#?

年
!

月
##

日获美

国食品药品监督管理局!

_HE

"批准在美国上

市%商品名为
I.

V

-4BB/

%是首个用于迟发性运

动障碍成年患者的药物(

"=!

)

'

$SU

是丁苯那

嗪代谢产物中活性最强的!

e

"

=

!

=HNTSU

的

缬氨酸酯!前药"

(

@=?

)

%其在口服后经水解代谢为

>?

第
#

期
!!

张雨沐等#缬苯那嗪类似物
J#*>

人肝微粒体中代谢产物鉴定及酶表型研究
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=HNTSU

%是主要的活性物质(

A

)

'

$SU

在体内主要经氧化代谢为单氧化缬苯那嗪%活性

降低*另外形成脱甲基代谢产物失去活性(

>=#*

)

'

J#*>

是
$SU

结构改造产物%其在
>

位进

行了环丙烷甲基取代%在体内转化为活性化合

物
J#*@

%结构示于图
#

%其具有与!

e

"

=

!

=HNTSU

相似的药理活性'

图
A

!

$AJW

(

$AJ(

结构示意图

B#

C

DA

!

2.6<5.<60-!#0

C

6071"E$AJW0+!$AJ(

在早期的药物
=

药物相互作用确定中%体外

肝微粒体孵育体系是研究药物代谢的重要模

型(

##=#)

)

%虽然与体内样品相比%体外孵化样品中

药物代谢物的谱图通常较简单(

#"

)

%但适宜条件

下%体内外代谢产物具有较好的相关性(

#!

)

'高

效液相色谱
=

高分辨质谱!

NJF1=N\67

"联用

技术具有灵敏度高&检测速度快和质量准确度

高的特点%是药物代谢产物分析的有力手

段(

#@=#Y

)

'本研究拟采用人肝微粒体体外孵育模

型%利用超高效液相色谱
=

高性能台式四极杆
=

轨道阱质谱!
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"技术%在正离子模式下研究
J#*>

在人肝

微粒体中的代谢产物%利用高效液相色谱
=

三重

四极杆质谱!

F1=67

$

67

"联用技术研究
J#*>

代谢酶表型%旨为新药的开发和可能的药物相

互作用研究提供科学数据'

A

!

实验部分

A'A

!

仪器与装置

$/.

]

,352_&4C

高效液相色谱仪与
QLC/9:3W4

T6

M-D3:-/

8

质谱仪!配有加热电喷雾离子化源

!

NL7I

"和
O9/&3D,-!K)

工作站"&

R&:3;/:4"***

高

效液相色谱仪与
T7QQ,/.:,;E99455

质谱仪!配

有电喷雾离子化源!

L7I

"%

O9/&3D,-!K#

工作站"&

F4

V

4.X639-%)#\

微量台式离心机#美国
T24-;%

7934.:3039

公司产品*

OG=A*E

型旋涡混合器#

上海精科实业有限公司产品*

N71=)!E

型氮吹

仪#天津市恒奥科技发展有限公司产品*

O7#*@

型电子分析天平!十万分之一"#德国
64::&4-=

T%&4X%

公司产品*

6H_=R!#AY7

型医用低温

箱#日本三洋公司产品*

HhS=@*#E

型超级恒

温水槽#上海精宏实验设备有限公司产品'

A'&

!

材料与试剂

J#*>

&

J#*@

#纯度大于
>>g

%由山东绿叶制

药有限公司合成*

?=MN

香豆素!批号
S1SU!!"#

%

纯度
>>g

"&甲酸!批号
7NS+*>@#

%规格
@**;F

%

>Yg

"#美国
73

V

;/=E&X-392

公司产品*甲醇&乙

腈#色谱级%德国
64̂4-

公司产品*还原型辅酶

'

!

(EHJN

"!批号
"Y@@!!)"

%规格
#**;

V

%

>Ag

"#美国
\%924-%924H3/

V

.%53:395P;DN

公司产品*磷酸缓冲盐!批号
7FSO#*))

"#美国

73

V

;/

公司产品*人肝微粒体!批号
+JOZ

%规

格
)*

V

$

F

"#瑞德肝脏疾病研究所!上海"有限

公司产品*娃哈哈纯净水#杭州娃哈哈集团有限

公司产品'

A'I

!

实验条件

A'I'A

!

色谱条件
!

色谱柱#

G/:4-5L9&3

8

54

J&,5=1#A

柱!

#@*;;z)K#;;z"K@

(

;

"*流

动相#

*K#g

甲酸水!

E

"

=*K#g

甲酸乙腈!

S

"*梯

度洗脱程序#

*

!

#K*;3.

!

>@gE

"%

#K*

!

@K*

;3.

!

>*gE

"%

@K*

!

AK*;3.

!

A*gE

"%

AK*

!

#)K*;3.

!

?*gE

"%

#)K*

!

#@K*;3.

!

@gE

"%

#@K*

!

)*K*;3.

!

>@gE

"*流速
*K! ;F

$

;3.

*柱温

"*c

*进样量
@

(

F

'

A'I'&

!

QLC/9:3W4

T6

M-D3:-/

8

质谱条件
!

电

喷雾离子源!

NL7I

"%正离子模式检测*喷雾电

压
"K@ $̂

*毛细管温度
"@* c

*鞘气压力

)*YKA@ Ĵ/

%辅助气压力
YAK>@ Ĵ/

'样品采用

高分辨全扫描!

_,&&67

$

XX=67)

"%一级扫描分

辨率
?****

%二级扫描分辨率
#?@**

%碰撞电压

!

(1L

"分别为
)*

&

!*

&

Y*4$

%质量扫描范围

0

$

B#**

!

#***

'

A'I'I

!

T7Q Q,/.:,; E99455

质谱条件
!

电

喷雾离子源!

L7I

"%正离子模式检测*喷雾电压

!K* $̂

*毛细管温度
"@*c

*鞘气压力
)*YKA@

Ĵ/

%辅助气压力
"!K!?@ Ĵ/

'样品采用全扫

描!

_,&&59/.

"&二级离子全扫描!

67

)

59/.

"'

根据代谢产物鉴定所得的质谱图确定监测离子

对%列于表
#

'

*A
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表
A

!

L$]=)%2

&

%2

监测
$AJW

&

$AJ(

代谢产物离子对

80,-4A

!

*"+

3

0#61"E$AJW

&

$AJ(74.0,"-#.41#+9<70+

-#H467#56"1"741!4.45.4!,

/

L$]=)%2

&

%2

编号

(%K

监测离子对

I%.

8

/3-5

X4:49:4X

!

0

$

B

"

碰撞能量

1%&&353%.

4.4-

V<

$

$

# "*YK)

%

)AAK) "@

) !?@K"

%

"@AK) ""

" "?YK)

%

"*!K) "@

! !?@K"

%

"!)K) ""

@ !*@K"

%

)AAK) ""

? "@AK)

%

)AYK) "@

A "Y*K)

%

)AAK) "@

$SU

!

I7

"

!#>K"

%

"*)K# "*

A'K

!

人肝微粒体温孵体系

实验分为实验组&阳性对照组和阴性对照

组
"

组!

&d"

"'实验组为含
J#*>

的孵育体

系*阳性对照组为含阳性探针底物!非那西丁&

安非他酮&阿莫地奎&双氯芬酸&

6=

美芬妥英&右

美沙芬和咪达唑仑"孵育体系%确定孵育体系活

性*阴性对照组孵育体系中不含
(EHJN

%确定

J#*>

在体系中的稳定性'

A'K'A

!

代谢产物鉴定温孵体系
!

温孵管中先

加入
J#*>

%氮气吹干%然后加入肝微粒体混合

体系%涡旋
"*5

%置于
"?c

水浴预孵育
@;3.

%

加入
(EHJN

启动反应%孵育体系中各成分终

浓度为#

J#*>

为
#*

(

;%&

$

F

%肝微粒体为
#

V

$

F

%

(EHJN

为
#;;%&

$

F

%总孵育体积为
)**

(

F

'

分别于加入
(EHJN

启动反应后
*

和
#2

%加

入
!**

(

F

乙腈溶液终止反应'将终止反应的

孵育样品涡旋振荡
) ;3.

%

! c

下以
#"***

-

$

;3.

离心
#*;3.

%将上清液全部移取至
#K@

;F

离心管%氮气吹干%

#**

(

F

流动相复溶%即

为待检样品'

A'K'&

!

代谢产物酶表型研究温孵体系
!

在温

孵管中先加入
J#*>

$

J#*@

和抑制剂!

!

=

萘黄酮&

盐酸噻氯匹定&孟鲁斯特纳&磺胺苯吡唑&

6=

!

e

"

=;="

苄基苯乙基内酰脲&奎尼丁&酮康

唑"%氮气吹干%加入肝微粒体混合体系%涡旋

"*5

%置于
"?c

水浴预孵育
@;3.

%加入
(EHJN

启动反应%孵育体系中各成分终浓度为#

J#*>

$

J#*@

为
#

(

;%&

$

F

%肝微粒体为
*K)

V

$

F

%

(EH=

JN

为
#;;%&

$

F

%总孵育体积为
#**

(

F

'分别

于加入
(EHJN

启动反应后
*

和
)*;3.

%加入

!**

(

F

乙腈溶液终止反应'后续同
#K!K#

节'

A'(

!

数据处理

A'('A

!

代谢产物鉴定
!

质谱扫描得到总离子

流色谱图!

TI1

"%利用
O9/&3D4-!K)

工作站%先

用精确分子质量推测可能的元素组成%再结合

质谱裂解碎片信息进行数据处理%通过分子式

预测模块%预测母离子和碎片离子的分子式%鉴

定
J#*>

的体外代谢产物结构%质量精度误差

在
@z#*

bY以内'

A'('&

!

代谢产物酶表型研究
!

将数据导入

LC94&

软件%用以下公式进行计算#代谢产物产

量
d)*;3.

的代谢产物产量
b*;3.

的代谢产

物产量*抑制率
gd

!

#b

含有抑制剂的代谢产

物产量$不含抑制剂的代谢产物产量"

z#**g

%

根据计算结果绘制柱状图'

&

!

结果与讨论

&'A

!

$AJW

裂解规律推断

在正离子模式下%

J#*>

的保留时间为

#*K! ;3.

%准分子离子峰为(

6eN

)

e

0

$

B

!@>K")*)A

%分子式为
1

)?

N

!)

(

)

M

!

%经碰撞裂

解%母离子丢失
1)

位上的缬氨酸%形成碎片离

子(

6eNb$EF

)

e

0

$

B"!)K)!#!Y

%后丢失

1>

位上的环丙烷甲基%形成基峰(

6eNb

$EFb1

!

N

Y

)

e

0

$

B)AAK#>!Y!

'此外%还形

成碎片离子
0

$

B!*@K)?"#>

!脱环丙烷甲基"&

0

$

B"Y*K)@)!#

!

$EF 1

/

M

键断裂"&

0

$

B

)")K#")#>

!脱
"

位
)=

甲基丙基"&

0

$

B#?AK*A@@#

!环裂解"&

0

$

B#@#K*?!A"

!环裂解"%参考异喹

啉生物碱裂解途径(

#?=#>

)

%推断其裂解途径示于

图
)

'这些碎片离子信息可用于后续代谢产物

的鉴定和分析'

&'&

!

$AJW

代谢产物分析与鉴定

在
(EHJN

存在的体外人肝微粒体孵育

体系中共筛选并鉴定出
#

个原型和
A

个代谢产

物%离子流图示于图
"

%代谢产物信息列于表
)

'

代谢产物
#

的保留时间为
?K>;3.

%准分子离

子峰为(

6eN

)

e

0

$

B"*YK)*@##

!

b#K)Yz#*

bY

%

1

#A

N

)?

(M

"

"%比
J#*>

低
#@",

%且产生的
0

$

B

)AA

&

#?A

&

#@#

与
J#*>

二级碎片离子峰相同%推

测为酯键水解为羟基!

b>>,

"且脱环丙烷甲基

!

b@!,

"形成的产物'

#A

第
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图
&

!

$AJW

可能的裂解规律

B#

C

D&

!

B60

C

74+.0.#"+

3

0.9@0

/

1"E5"7

3

"<+!$AJW

注#

/K

孵育
*2

*

DK

孵育
#2

图
I

!

$AJW

经肝微粒体代谢温孵的提取离子流图

B#

C

DI

!

Ŝ.605.4!#"+596"70."

C

6071"E5"7

3

"<+!$AJW#+-#H467#56"1"70-107

3
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!!

代谢产物
)

和
!

的保留时间分别为
>K#

&

>KY;3.

%准分子离子峰分别为(

6eN

)

e

0

$

B

!?@K"#@"#

!

b#K"!z#*

bY

%

1

)?

N

!)

(

)

M

@

"&(

6e

N

)

e

0

$

B!?@K"#@Y!

!

b#K*#z#*

bY

%

1

)?

N

!)

(

)

M

@

"%

推测代谢产物
)

&

!

为单氧化!

e#Y,

"产物'代

谢产物
)

丢失
#

个水分子形成二级碎片离子

0

$

B!@?

%且具有二级碎片离子
0

$

B"*!

&

)AY

%

推测氧化部位位于
)=

甲基丙基%脱去水分子使该

部位质荷比减小
),

%脱去该部位后形成的碎片

离子
0

$

B#?A

&

)")

与
J#*>

一致'代谢产物
!

具

有二级碎片离子
0

$

B)AA

&

"!)

&

"Y*

&

#?A

%与
J#*>

二级碎片离子相同%推测氧化部位位于缬氨酸

酯%酯基水解为羟基时随酯基一起脱去'

代谢产物
"

的保留时间为
>K#;3.

%准分子

离子峰为(

6eN

)

e

0

$

B"?YK)!A)!

!

b*K>*z

#*

bY

%

1

))

N

""

(M

!

"%且生成二级碎片离子
0

$

B

"@A

&

"*!

&

#?A

&

#@#

%与代谢产物
)

相同%为
)=

甲

基丙基氧化后脱水形成一系列碎片离子%推测

代谢产物
"

为酯基水解为羟基!

b>>,

"同时单

氧化!

e#Y,

"形成的产物'

代谢产物
@

的保留时间为
#*K!;3.

%准分

子离子峰为(

6eN

)

e

0

$

B!*@K)?">*

!

b*KAAz

#*

bY

%

1

)"

N

"Y

(

)

M

!

"%比
J#*>

低
@!,

%推测为脱

环丙烷甲基!

b@!,

"产物'

代谢产物
Y

的保留时间为
#*K!;3.

%准分子

离子峰为(

6eN

)

e

0

$

B!@>K")*)A

!

b#K!@z

#*

bY

%

1

)?

N

!)

(

)

M

!

"%保留时间与碎片离子峰均

与
J#*>

对照品一致%推测为
J#*>

'

代谢产物
?

的保留时间为
##KY;3.

%准分

子离子峰为(

6eN

)

e

0

$

B"@AK)"@?@

!

b*KA)z

#*

bY

%

1

))

N

"#

(M

"

"%比
J#*>

低
#*#,

%推测为酯基

水解!

b>>,

"后脱氢!

b),

"产物'

代谢产物
A

的保留时间为
#)K#;3.

%准分

子离子峰为(

6eN

)

e

0

$

B"Y*K)@)@?

!

b*K?@z

#*

bY

%

1

))

N

""

(M

"

"%比
J#*>

低
>>,

%且保留时

间和碎片离子峰均与化合物
J#*@

对照品一致%

)A
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推测为酯基水解!

b>>,

"产物'

代谢产物
>

的保留时间为
#)K!;3.

%准分

子离子峰为(

6eN

)

e

0

$

B!>#K"#*?*

!

b*KAYz

#*

bY

%

1

)?

N

!)

(

)

M

Y

"%比
J#*>

高
"),

%推测为双

氧化!

e"",

"产物'

&'I

!

$AJW

代谢途径分析

根据原型化合物及代谢产物的质谱裂解信

息%推测
J#*>

的代谢途径示于图
!

'

图
K

!

$AJW

经人肝微粒体的代谢途径

B#

C

DK

!

%4.0,"-#5

3

0.9@0

/

1"E$AJW#+-#H467#56"1"70-107

3
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J#*>

体外主要经历
"

个代谢途径#

#

"发

生氧化反应生成化合物
)

&

!

和
>

%

J#*>

在
)=

甲

基丙基或缬氨酸酯上发生单氧化形成代谢产物

)

和
!

%同时发生双氧化反应或代谢产物
)

&

!

进

一步氧化形成代谢产物
>

*

)

"发生水解反应生

成代谢产物
#

&

"

&

?

和
A

%

J#*>

缬氨酸酯水解为

羟基生成代谢产物
A

%进一步发生脱环丙烷甲

基&单氧化&脱氢反应%生成代谢产物
#

&

"

和
?

*

"

"发生脱环丙烷甲基反应生成代谢产物
@

'经

药理研究发现%

J#*>

与
$SU

相似%是前药%其

在体内缬氨酸酯键断裂形成的代谢产物
A

!

J#*@

"具有
$6ET)

抑制作用%且对
$6ET)

的亲和力远高于前药
J#*>

%是主要的活性

物质'

&'K

!

$AJW

代谢产物酶表型研究

对
J#*>

温孵样品监测代谢产物
)

&

!

&

@

&

A

!

J#*@

"%

J#*@

温孵样品监测代谢产物
#

&

"

&

?

%双氧化代谢产物因生成量过少不予监测%

计算各代谢产物不同亚型
1ZJ

酶抑制率%示

于图
@

'

研究表明%

1ZJ"E!

参与
@*g

以上临床用

药的
&

相代谢(

)*

)

*

1ZJ)HY

参与代谢的药物占

总
J!@*

代谢药物的
"*g

(

)#

)

*

1ZJ)1A

负责至

少
@g

的临床药物代谢%主要包括紫杉醇
Y=

!

羟

基化反应和阿莫地喹
;=

脱烷基化反应(

))

)

'结

合本实验结果可知%氧化代谢产物
)

&

"

&

!

%脱氢

代谢产物
?

主要经
1ZJ"E!

代谢%

1ZJ)1A

为

其次要代谢亚型酶*脱环丙烷甲基代谢产物
#

&

@

主要经
1ZJ)1A

代谢%次要代谢亚型为

1ZJ"E!

和
1ZJ)HY

'水解代谢产物
A

涉及多

种亚型酶%且在孵育体系中会发生进一步代谢%

主要代谢亚型暂时无法推断%需进一步研究'
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图
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特异性化学抑制剂对人肝微粒体中
$AJW

"

0

#和
$AJ(

"

,

#代谢产物产生的抑制作用

B#

C

D(

!
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/
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3
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"E$AJW
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I
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结论

本研究应用
RNJF1=Q LC/9:3W4

T6

M-D3=

:-/

8

67

技术快速筛选并鉴定了
J#*>

经人肝

微粒体体外代谢的产物%对筛选出的
A

个代谢

产物进行初步鉴别%均为无明显毒性结构的
&

相代谢产物%并阐述了
J#*>

的肝微粒体代谢

规律以及各代谢产物的代谢酶表型'

J#*>

为

前药型新化合物%本研究有助于阐明药物的体

内代谢途径%对于药动学&药效学和药物的安全

性评价等研究具有重要意义%同时为体外实验

的结果外推至体内实验提供了理论支持'
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