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氯丙嗪在不同种属肝微粒体中代谢差异研究
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摘要!采用体外肝微粒体孵育实验研究氯丙嗪在鼠%猪%鸡肝微粒体的代谢速率及代谢产物&利用液相

色谱
@

串联质谱测定不同时间点氯丙嗪的峰面积"计算氯丙嗪的体外代谢率%代谢半衰期!

E
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$及固有清

除率!

?2&(4

$"通过氯丙嗪及其代谢产物的保留时间%碎片离子等信息"推断氯丙嗪的代谢产物和代谢途

径&结果表明"在猪%鼠%鸡肝微粒体孵育体系中"氯丙嗪的
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种肝微粒体孵育体系中共发现
>

种代谢产物"在鼠%猪和鸡肝

微粒体孵育体系中分别发现
*

种%

D

种和
!

种氯丙嗪代谢产物"均检测出产物氯丙嗪亚砜%去甲基氯丙

嗪%

C@

羟基氯丙嗪和
D@

羟基氯丙嗪&氯丙嗪在肝微粒体孵育体系中的代谢途径以氧化%羟基化和去甲基

反应为主"其在猪肝微粒体孵育体系中代谢和清除速度最快"其次是鼠%鸡"在不同种属肝微粒体孵育体

系中代谢产物的种类和含量存在差异&

关键词!氯丙嗪#肝微粒体#代谢速率#体外代谢
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氯丙嗪!

1XI

$又名冬眠灵"是一种吩噻嗪

类药物)

=

*

"具有安神%镇定的功效"常用来治疗

精神类疾病)

(

*

"其在兽医临床上应用广泛"一方

面可以降低动物的死亡率"另一方面可以间接

起到增加动物体质量的作用)

"

*

&氯丙嗪的过量

使用容易引起白细胞减少和迟发性运动障碍

等"危害生物健康)

(

*

&氯丙嗪容易在生物体内

代谢"采用体外孵育肝微粒体的方法进行代谢

研究"既可模拟药物在体内的代谢过程)

!

*

"又可

避免体内复杂基质对结果产生影响)

*

*

"因此"研

究肝微粒体体外孵育氯丙嗪的代谢对于指导临

床用药具有重要意义&

氯丙嗪代谢产物种类多%含量低"对其分析

检测存在困难"常用的检测方法有毛细管电泳

安培法)

C

*

%分光光度法)

D

*

%高效液相色谱法)

>

*

%

液相色谱
@

质谱联用法)

?@=)

*

%酶联免疫法)

==@=(

*

等"其中"液相色谱
@

质谱法具有检出限低%选择

性强等优点)

="

*

"已成为目前检测氯丙嗪及其代

谢产物的重要方法&

鼠是研究药物代谢的常用动物#猪和鸡作

为代表性家畜"是人们肉类摄取的主要来源&

本研究拟选用鼠%猪%鸡
"

种肝微粒体体外孵育

氯丙嗪"计算氯丙嗪体外代谢半衰期和固有清

除率"使用液相色谱
@

质谱法推断氯丙嗪可能的

代谢产物"比较氯丙嗪在不同种属之间的代谢

速率和代谢途径差异"为药代动力学研究提供

依据)
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实验部分

ABA

!

主要仪器与装置

E

R

3%4.:PXA1

'

C!=)̀

液相色谱
@

三重四极

杆串联质谱(美国安捷伦科技有限公司产品"配

有电喷雾离子源!

S7O

$#

#6@)(Q

型涡旋仪%小

型水浴锅(美国
1-

<

5:/%

公司产品#

7̀E((!7

型

电子天平(德国
7/-:$-3,5

公司产品#

7;/-:@7=*

实验室纯水系统(上海和泰公司产品#离心机(

上海安亭仪器厂产品&

ABC

!

主要试剂与材料

三羟甲基氨基甲烷(北京
7$%/-L3$

公司产

品#乙腈(色谱纯"美国
73

R

;/@E%Y-392

公司产

品#甲酸(色谱纯"天津市科密欧公司产品#鼠%

猪%鸡肝微粒体(武汉普莱特生物医药有限公司

产品#还原辅酶
)

四钠盐%盐酸氯丙嗪(阿拉丁

试剂有限公司产品&

ABM

!

溶液配制

盐酸氯丙嗪储备液的配制(称取
=))a);

R

盐酸氯丙嗪"用乙腈溶解并定容至
=);A

"得到

终浓度为
=)

R

'

A

的储备液"于
k()h

避光保存&

]-35@N1%

缓冲溶液的配制(称取
)aC=

R

]-35

"用超纯水溶解"

N1%

调至
8

NDa!

"最后定

容至
=));A

"得到终浓度为
)a)*;$%

'

A

的储

备液&

'EWXN

溶 液 的 配 制(称 取
)a)>!!

R

'EWXN

"用超纯水溶解并定容至
=);A

"得到

终浓度为
=);;$%

'

A

的储备液"于
! h

避光

保存&

ABK

!

实验条件

ABKBA

!

色谱条件
!

U/:4-51=>

色谱柱!

=));;g

(a=;;g"a*

#

;

$#柱温
!)h

#进样体积
=)

#

A

#

流速
)a(*;A

'

;3.

#流动相(

E

为
)a=_

甲酸
@

水溶液"

`

为乙腈溶液#氯丙嗪在不同种属肝微

粒体孵育体系中代谢速率的梯度洗脱条件(

)

"

>;3.

!

C*_`

$"

>

"

=*;3.

!

()_`

$#氯丙嗪在不

同种属肝微粒体孵育体系中代谢产物的梯度洗

脱条件(

=

"

=*;3.

!

*_`

$"

=*

"

=D;3.

!

*_

"

?)_`

$"

=D

"

=Da=;3.

!

?)_

"

*_`

$"

=Da=

"

(=;3.

!

*_`

$&

ABKBC

!

质谱条件
!

电喷雾正离子采集模式#雾

化气压力
)a"=6X/

#干燥气温度
(*)h

#干燥

气流速
=!A

'

;3.

#鞘气温度
"*)h

#鞘气流速

>A

'

;3.

#使用选择离子扫描模式!

7O6

$研究氯

丙嗪在不同种属肝微粒体孵育体系中的代谢速

率#使用全扫描模式!

0,%%59/.

$研究氯丙嗪在

不同种属肝微粒体孵育体系中的代谢产物&

ABN

!

实验方法

分别用鼠%猪%鸡
"

种肝微粒体对氯丙嗪进

行体外孵育"孵育体系总体积为
)a*;A

"含有

)a)*;$%

'

A]-35@N1%

缓冲溶液%

)a*

R

'

A

肝微

粒体%

=);

R

'

A

氯丙嗪&孵育体系在
"Dh

水浴

孵育
* ;3.

后"加入
*)

#

A=) ;;$%

'

A

的

'EWXN

溶液启动反应"设置
)

%

()

%

C)

%

=()

;3.

不同的反应时间"反应时间到达后"立即加

入
)a*;A

的
!h

乙腈终止反应"以
>)))-

'

;3.

离心
=*;3.

"取上清液"过
)a((

#

;

微孔纤维

素滤膜后"进行检测分析&设置空白对照组"即

不添加氯丙嗪"反应时间为
=();3.

&

ABR

!

数据分析及相关计算公式

实验采用液相色谱
@

质谱联用法测定氯丙

嗪的峰面积"将氯丙嗪在肝微粒体中反应
);3.

的峰面积
I

)

作为
=))_

"反应
()

%

C)

%

=();3.

的峰面积
I

4

与
I

)

相比"得到氯丙嗪的剩余

百分比#用剩余百分比的自然对数与时间做

线性关系图"得到斜率
G

#利用公式
E

=

'

(

i

)aC?"

'!

kG

$"计算得到氯丙嗪在不同种属肝

微粒体中的半衰期
E

=

'

(

#再根据公式
?2&(4i

)

)aC?"

'!

E

=

'

(

$

g

孵育体系体积!

;A

$*'肝微

粒体质量!

;

R

$"计算得到氯丙嗪在不同种属

肝微粒体中的固有清除率!

?2&(4

$&

C

!

结果与讨论

CBA

!

氯丙嗪在不同种属肝微粒体中的代谢速率

氯丙嗪在鼠%猪%鸡肝微粒体中的剩余百分

比
@

时间关系曲线示于图
=

&可以看出"氯丙嗪

在不同种属的肝微粒体孵育体系中的代谢速率

差异较大&在猪肝微粒体孵育体系中代谢最

快"反应
=();3.

后"氯丙嗪仅剩余
(a"!_

"接

近代谢完全"而在鼠%鸡肝微粒体孵育体系中代

谢较慢"反应
=();3.

后"氯丙嗪剩余百分比分

别为
*?a?!_

和
DDaDC_

&氯丙嗪在鼠%猪%鸡

肝微粒体孵育体系中剩余百分比的自然对数

!

1

$与时间!

K

$的线性回归方程分别为
1

i

k)a))!Kj!aC)=

!

H

(

i)a??

$"

1

ik)a)">Kj

!a"!"

!

H

(

i)a??

$"

1

ik)a))(Kj!a*C*

!

H

(

i

)a>?

$"计算得到体外代谢半衰期
E

=

'

(

分别为

?*"
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=D"a"

%

=>a(

%

"!Ca* ;3.

"

?2&(4

分别为
>a)

%

DCa(

%

!a)

#

A

'!

;3.

0

;

R

$&

图
A

!

氯丙嗪在鼠(猪(鸡肝微粒体

孵育体系中的剩余百分比
!

时间关系曲线

E$

-

FA

!

%&6($.$.

-I

&)*&.1(

-

&!1$6&*0)2&'

#4*+G#)

I

)#6(H$.&$.1+&G$2&)6$*)#'#6&

$.*0=(1$#.'

?

'1&6'#4)(1

$

I

$

-

(."*+$*7&.

CBC

!

氯丙嗪在不同种属肝微粒体孵育体系中

体外代谢产物的结构鉴定

氯丙嗪在肝微粒孵育体系中孵育
=();3.

后"与空白体系的谱图对比"共发现了
>

种代谢

产物!

6=

%

6(

%

6"

%

6!

%

6*

%

6C

%

6D

%

6>

$"氯

丙嗪!

6)

$及
>

种代谢产物的信息列于表
=

"提

取离子流图示于图
(

&根据氯丙嗪的结构%代

谢产物的信息"推断代谢产物的结构和氯丙嗪

的代谢途径&

母体化合物氯丙嗪
6)

的保留时间为

=(aC!);3.

"准分子离子峰)

6jN

*

j 为
7

'

D

"=?

"经碰撞裂解后"产生
7

'

D(D!

%

(!C

%

(=!

%

>C

碎片离子&其中
7

'

D(D!

碎片离子是由氯丙嗪

失去+

N'

!

1N

"

$

(

形成的#

7

'

D(!C

碎片离子

是由
7

'

D(D!

失去+

1N

(

1N

(

形成#

7

'

D(=!

碎片离子比
7

'

D(!C

少
"(,

"由此推断是失去

+

7

形成的&氯丙嗪可能的碎裂结果示于图
"

&

表
A

!

氯丙嗪及其代谢产物的保留时间(质荷比和主要碎片离子

5(=G&A

!

%&1&.1$#.1$6&

$

6(''!1#!*+()

-

&)(1$#(."6($.4)(

-

6&.1$#.'#4*+G#)

I

)#6(H$.&(."$1'6&1(=#G$1&'

化合物

1$;

8

$,.Y

质荷比

7

'

D

分子式

6$%49,%/-0$-;,%/

保留时间

4

P

'

;3.

鼠

P/:

猪

X3

R

鸡

1239Z4.

主要碎片离子

6/3.0-/

R

;4.:3$.
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=D

N
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(

7 =(aC!) j j j "=?

%

(D!

%

(!C
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(=!

%

>C

6= ""*

1

=D

N

=?

1%'

(

7B

=)a)>C j j j ""*

%

(?)

%

(**

%

("(

%

>C

6( "*= 1

=D

N

=?

1%'

(

7B

(

=)a">" k j k "*=

%

(>>

%

(C(

%

(!>

%

>C

6" "(=

1

=C

N

=D

1%'

(

7B

==a(!) k j k "(=

%

(?)

%

(C(

%

(")

%

D(

6! ""* 1

=D

N

=?

1%'

(

7B ==a"D( j j j ""*

%

(?)

%

(C(

%

(")

%

>C

6* "*=

1

=D

N

=?

1%'

(

7B

(

==a!?! k j k "*=

%

(C(

%

(!>

%

>C

6C (?=

1

=*

N

=*

1%'

(

7

=(a(!C j k k (?=

%

(D!

%

(!C

%

(=!

6D ")* 1

=C

N

=D

1%'

(

7 =(a!C* j j j ")*

%

(D!

%

(!C

%

D(

6> ""*

1

=D

N

=?

1%'

(

7B

=(a>=* j j j ""*

%

(?)

%

(**

%

>C

!!

注(

j

和
k

分别代表检出和未检出

图
C

!

鼠&

(

'(猪&

=

'(鸡&

*

'肝微粒体孵育体系中氯丙嗪及其代谢产物的提取离子流图
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图
M

!

氯丙嗪可能的碎裂途径

E$
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!

,#''$=G&4)(

-

6&.1(1$#.

I

(1+@(

?

'#4*+G#)

I

)#6(H$.&

!!

氯丙嗪在体内的代谢主要分为氧化%羟基

化和去甲基化
"

种途径&代谢产物
6=

%

6!

%

6>

的准分子离子峰)

6jN

*

j均为
7

'

D""*

"

比氯丙嗪多
=C,

"推测是氯丙嗪羟基化或氧化

产物&由氯丙嗪化学结构可知"其容易在
C

!

@

%

D

!

@

位发生羟基化反应"在硫原子位置发生氧化

反应&

6!

产生了
7

'

D(")

的特征碎片离子"

比氯丙嗪的
7

'

D(=!

碎片离子多
=C,

"表明苯

环上发生了羟基化反应"因此推测
6!

是羟基

化产物#对于产物
6=

和
6>

"仅凭二级质谱图

无法确定是羟基化或氧化产物"因此推测
6=

%

6!

%

6>

可能是
C@

羟基氯丙嗪%

D@

羟基氯丙嗪%

氯丙嗪亚砜&

代谢产物
6(

%

6*

的准分子离子峰)

6j

N

*

j均为
7

'

D"*=

"比氯丙嗪多
"(,

"产生的

7

'

D(C(

碎片离子比氯丙嗪的
7

'

D(!C

碎片离

子多
=C,

"表明发生了羟基化或者氧化反应"

但根据二级质谱图无法确定
6(

和
6*

是羟基

化产物或氧化产物"因此
6(

和
6*

有
C@

羟基

氯丙嗪亚砜%

D@

羟基氯丙嗪亚砜或
C

"

D@

二羟基

氯丙嗪
"

种可能结构&

代谢产物
6D

的准分子离子峰)

6jN

*

j

为
7

'

D")*

"比氯丙嗪少
=!,

"推测是氯丙嗪失

去
=

个亚甲基产生的&

6D

和氯丙嗪都含有

7

'

D(D!

%

(!C

碎片离子"而
6D

产生的
7

'

DD(

碎片离子比氯丙嗪的
7

'

D>C

碎片离子少
=!,

"

表明是氯丙嗪侧链失去
=

个亚甲基产生的"因

此推测
6D

是去甲基氯丙嗪&

代谢产物
6"

的准分子离子峰)

6jN

*

j

为
7

'

D"(=

"比
6D

多
=C,

"产生了与
6D

相同

的
7

'

DD(

特征碎片离子"并且根据
7

'

D(")

碎

片离子"推测苯环上
C

!

@

%

D

!

@

位发生羟基化反

应"因此推测
6"

是
D@

羟基去甲基氯丙嗪或
C@

羟基去甲基氯丙嗪&

代谢产物
6C

的准分子离子峰)

6jN

*

j

为
7

'

D(?=

"比
6D

少
=!,

"同样产生与
6D

相

同的
7

'

D(D!

%

(!C

碎片离子"表明
6C

是
6D

侧链失去
=

个亚甲基产生的"因此推测
6C

是

去二甲基氯丙嗪&

氯丙嗪在鼠%猪%鸡肝微粒体孵育体系中分

别产生
*

%

D

和
!

种代谢产物"由于不同物种体

内代谢酶的差异"代谢途径有所不同"结果分别

示于图
!

%

*

%

C

&在
"

种肝微粒体孵育体系中"

氯丙嗪在鸡肝微粒体中的代谢途径最简单"在

猪肝微粒体中最复杂&在鸡肝微粒体中"氯丙

嗪发生了
"

种不同类型的反应"分别是氧化反

应生成氯丙嗪亚砜%去甲基反应生成去甲基氯

丙嗪%羟基化反应生成
C@

羟基氯丙嗪和
D@

羟基

氯丙嗪"这些反应在猪和鼠肝微粒体中均有发

生&除此之外"在鼠肝微粒体中"去甲基氯丙嗪

发生了去甲基反应生成了去二甲基氯丙嗪"在

猪肝微粒体中生成了
(

个
7

'

D"*=

的代谢产

物"由于凭借二级质谱不能确定是羟基化或氧

化产物"所以推测这
(

个产物为
C@

羟基氯丙嗪

亚砜%

D@

羟基氯丙嗪亚砜或
C

"

D@

二羟基氯丙嗪&

在不同种属肝微粒体孵育体系中"氯丙嗪的

代谢产物不仅种类不同"而且含量存在差异"对每

个代谢物的提取离子流图进行积分"结果示于

图
D

&根据剩余氯丙嗪的峰面积可以看出"氯丙嗪

在猪肝微粒体孵育体系中的剩余量远远低于鼠%

鸡"表明猪孵育体系代谢能力最好&氯丙嗪在鼠

和鸡肝微粒体中的主要代谢产物相同"以
6=

%

6!

%

6D

为主"而在猪肝微粒体孵育体系中"主要

代谢产物为
6"

%

6*

%

6>

&综上所述"氯丙嗪在鼠

和鸡肝微粒体中代谢相似"以羟基化和去甲基化

为主"而在猪肝微粒体中以氧化和羟基化为主&
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图
K

!

氯丙嗪在鼠肝微粒体孵育系统中可能的代谢途径
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图
N

!

氯丙嗪在猪肝微粒体孵育系统中可能的代谢途径
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M

!

结论

本研究利用液相色谱
@

质谱联用法测定氯

丙嗪在鼠%猪%鸡肝微粒体孵育体系中的代谢

速率和代谢产物&结果表明"氯丙嗪在猪肝

微粒体孵育体系中代谢最快"其次是鼠%鸡&

在
"

种肝微粒体孵育体系中共发现
>

种代谢

产物"在鼠%猪和鸡肝微粒体孵育体系中分别

发现
*

%

D

和
!

种氯丙嗪代谢产物"其中
"

种肝

微粒体孵育体系中均检测出产物氯丙嗪亚

砜%去甲基氯丙嗪%

C@

羟基氯丙嗪和
D@

羟基氯

丙嗪&虽然不同种属之间代谢产物的种类和

含量存在差异"但氯丙嗪在
"

种肝微粒体孵育

体系中都存在氧化反应%羟基化反应%去甲基

反应"其中检测到的
C@

羟基氯丙嗪%

C@

羟基氯

丙嗪亚砜%

D@

羟基氯丙嗪亚砜和
C

"

D@

二羟基氯

丙嗪尚未见文献报道&
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图
R

!

氯丙嗪在鸡肝微粒体孵育系统中可能的代谢途径
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图
V

!

在鼠(猪(鸡肝微粒体孵育体系中$

氯丙嗪及其代谢产物的峰面积
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