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摘 要 目的：建立阿德福韦（PMEA）的含量测定方法，并研究阿德福韦衍生物[阿德福韦前药，阿德福韦-熊去氧胆酸-3-丙基酯，

L-亮氨酸-3-丙基酯（PMEA-1c）]灌胃给药后的代谢产物PMEA在大鼠体内的药动学。方法：采用高效液相色谱-串联质谱（HPLC-

MS/MS）法。色谱柱为BEH C18，流动相为0.1％甲酸乙腈-0.1％甲酸水（梯度洗脱），流速为0.25 mL/min，柱温为30 ℃，进样量为1

µL；检测离子对为PMEA质荷比（m/z）274.1→162.1，葛根素（内标）m/z 417.1→267.1。12只大鼠随机分为阿德福韦酯（ADV）组（阳

性对照，90 mg/kg）、PMEA-1c 组（160 mg/kg），每组 6只，分别灌胃给予相应药物 1次，于给药后 0.083、0.25、0.5、0.75、1、2、4、6、8、

10、12、24 h 尾静脉取血测定 PMEA 血药浓度；利用 DAS 2.0软件计算相关药动学参数。结果：PMEA 检测质量浓度线性范围为

6.1～440.0 ng/mL（r＝0.998 5），日内、日间精密度和稳定性试验的RSD均＜10％（n＝3、5、6），准确度为82.16％～97.33％（RSD≤

6.4％，n＝5），基质效应为95.96％～106.35％（RSD≤4.9％，n＝5）；ADV组和PMEA-1c组大鼠血浆中PMEA的 t1/2分别为（1.762±

0.117）、（2.548±0.174）h，AUC0-24 h 分别为（2 170.059±146.091）、（4 704.257±176.792）µg·h/L，cmax 分别为（613.092±9.504）、

（697.295±15.275）µg /L；与ADV组比较，PMEA-1c组大鼠 t1/2、AUC0-24 h、AUC0-∞、cmax均显著增加（P＜0.01或P＜0.001）。结论：建

立的方法准确可靠，本实验结果表明PMEA-1c代谢为单室模型，其可作为阿德福韦前药的潜力药物，为阿德福韦前药的继续研究

奠定了基础。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To establish a method for the determination of adefovir（PMEA）and study the pharmacokinetics of

metabolites PMEA in rats after intragastric administration of PMEA derivatives [PMEA prodrug， adefovir-ursodeoxycholic

acid-3-propyl ester， L-leucine-3-propyl ester （PMEA-1c）] in rats. METHODS： HPLC-MS/MS method was adopted. The

determination was performed on BEH C18 column with mobile phase consisted of 0.1％ formic acid acetonitrile-0.1％ formic acid

water（gradient elution）at the flow rate of 0.25 mL/min. The column temperature was 30 ℃，and sample size was 1 µL. The

quantitative ions were PMEA m/z 274.1→162.1，puerarin（internal standard）m/z 417.1→267.1. 12 rats were randomly divided into

adefovir dipivoxil（ADV）group（positive control，90 mg/kg）and PMEA-1c group（160 mg/kg），with 6 rats in each group. They

were given relevant medicine once intragstrically，and the blood samples were collected from tail vein 0.083，0.25，0.5，0.75，1，

2，4，6，8，10，12，24 h after administration to determine the plasma concentration of PMEA. Relevant pharmacokinetic

parameters were calculated by using DAS 2.0 software. RESULTS：The linear range of PMEA was 6.1-440.0 ng/mL（r＝0.998 5）.

RSDs of intra and inter day of precision and stability tests were all less than 10％ （n＝3，5，6），and the accuracy was

82.16％-97.33％（RSD≤6.4％，n＝5）. Matrix effects ranged from 95.96％-106.35％（RSD≤4.9％，n＝5）. The pharmacokinetic

parameters of PMEA in ADV group and PMEA-1c group were

as follows as t1/2 were（1.762±0.117）and（2.548±0.174）h；

AUC0-24 h were （2 170.059± 146.091） and （4 704.257±

176.792）µg·h/L；cmax were（613.092±9.504）and（697.295±

15.275）µg/L，respectively. Compared with ADV group，t1/2，

AUC0-24 h，AUC0- ∞ and cmax of rats in PMEA-1c group were

··1173



China Pharmacy 2019 Vol. 30 No. 9 中国药房 2019年第30卷第9期

阿德福韦酯（Adefovir dipivoxil，ADV）是美国 FDA

在2002年批准上市的由Gilead Science公司研制的第一

个非环核苷膦酸酯类抗乙型肝炎病毒（HBV）药物，是阿

德福韦（PMEA）的亲脂性口服前药，口服后在非特异性

酯酶水解作用下迅速转化为活性 PMEA 而发挥药效，

ADV具有较好的抗HBV活性，并且对拉米夫定、替比夫

定、恩替卡韦、泛昔洛韦以及恩曲他滨等核苷类似物产生

耐药的变异 HBV 也能产生较好的抑制效果 [1-5]，但是

ADV在临床应用中发现其存在剂量依赖性和肾毒性，引

起肾性糖尿及蛋白尿等[6-7]。

为了寻找更优的PMEA前药，贵州医科大学药学院

药物化学课题组前期通过在PMEA结构中引入L-氨基

酸和胆酸结构合成了一系列PMEA单L-氨基酸酯及单

胆酸酯衍生物，利用内源性的胆汁酸和L-氨基酸增加主

动转运提高药物吸收，实现药物的肝靶向富集，提高抗

病毒活性，同时降低PMEA前药的毒副作用[8-9]。抗病毒

活性研究和原代肝细胞摄取研究结果表明[10]，PMEA单

L-氨基酸酯及单胆酸酯衍生物对HBV-DNA复制的抑制

效果和大鼠原代肝细胞摄取能力显著提高，其中阿德福

韦-熊去氧胆酸-3-丙基酯，L-亮氨酸-3-丙基酯（PMEA-

1c）的抗病毒活性较强。因此，笔者在前期实验结果的

基础上，对PMEA-1c在大鼠体内的药动学进行研究，以

期为PMEA衍生物的后续研究及临床应用提供实验基

础。PMEA-1c结构式见图1。

1 材料
1.1 仪器

QTRAP-5500高效液相色谱-串联质谱仪（美国AB

SCIEX公司）；Allegra 64R台式冷冻离心机（美国贝克曼

库尔特有限公司）；AE240万分之一电子天平[梅特勒-托

利多仪器（上海）有限公司]；HT-8000高纯氮气机（上海

奥突斯工贸有限公司）

1.2 药品与试剂

PMEA-1c（贵州医科大学药学院傅晓钟课题组合

成，批号：201804，纯度：≥98％）；PMEA 对照品（批号：

FG260083，纯度：≥98％）、阿德福韦酯对照品（批号：

CC310105，纯度：≥98％）均购自萨恩化学技术有限公

司；葛根素对照品（内标，中国食品药品检定研究院，批

号：0752-9605，纯度：≥98％），甲醇、甲酸、乙腈均为色

谱纯。

1.3 动物

健康SD大鼠，♂，体质量 180～220 g，SPF级，由北

京维通利华实验动物技术有限公司提供，实验动物生产

许可证号为 SCXK（黔）2018-0001。动物于（22±2）℃

饲养，饲养管理均严格按照实验动物的要求及规则，实

验前饲养1周适应环境。本实验经贵州医科大学实验动

物伦理委员会批准，批准编号为1801220，实验前12 h禁

食，自由饮水。

2 方法与结果
2.1 PMEA血药浓度测定

2.1.1 色谱与质谱条件

（1）色谱条件。色谱柱：BEH C18（50 mm ×2.1 mm，

1.7 µm）；柱温：30 ℃；流动相：0.1％甲酸乙腈（A）-0.1％

甲酸水（B），梯度洗脱（0～1 min，5％A；1～7 min，5％→

95％A；7～8 min，95％A，8～9 min，95％→5％A）；流

速：0.25 mL/min；进样量：1 µL。

（2）质谱条件。采用电喷雾电离源（ESI），检测方式

为多反应离子监测（MRM），扫描模式为正离子模式；

PMEA检测离子对质荷比（m/z）为 274.1→162.1，碰撞电

压为 35 V；葛根素 m/z 为 417.1→267.1，碰撞电压为 46

V；毛细管电离电压为5 500 V，去溶剂温度为550 ℃，气

体流速为9 L/min，气体压强为40 psi。

2.1.2 溶液的制备

（1）PMEA 对照品溶液的制备。精密称定 2.26 mg

PMEA对照品于10 mL量瓶中，甲醇溶解定容，混匀，得

质量浓度为 226.00 µg/mL 的 PMEA 对照品贮备液。取

390 µL贮备液于2 mL量瓶，甲醇定容，即得质量浓度为

44 µg/mL的PMEA对照品溶液。

（2）葛根素溶液的制备。精密称定2.5 mg葛根素对

照品于25 mL量瓶，甲醇溶解定容，混匀，得质量浓度为

0.1 mg/mL的葛根素贮备液。取适量贮备液于量瓶，甲

醇定容，即得质量浓度为10.00 ng/mL葛根素溶液。

2.1.3 血浆样品的处理方法

取血浆样品 100 µL 于 1.5 mL 离心管中，加入 400

µL含内标甲醇溶液，涡旋 1 min，超声（功率：250 W，频

increased significantly（P＜0.01 or P＜0.001）. CONCLUSIONS：Established method is accurate and reliable. The trial indicates

that PMEA-1c metabolism is single compartment model，show that can be used as a potential prodrug for adefovir，which lay a

foundation for the further study of adefovir prodrug.

KEYWORDS Adefovir；Adefovir derivative；HPLC-MS/MS；Pharmacokinetics

图1 PMEA-1c的化学结构

Fig 1 The chemical structure of PMEA-1c
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率：80 kHz，下同）5 min，10 000 r/min 离心 10 min，取上

清液用氮气吹干。100 µL初始流动相复溶，涡旋1 min，

超声 5 min，10 000 r/min离心 10 min，取适量上清液，按

“2.1.1”项下色谱与质谱条件进样测定。

2.1.4 方法学考察

（1）专属性的考察。取空白血浆（不加内标）、PMEA

对照品溶液、空白血浆+PMEA、灌胃给药 2 h后的大鼠

血浆样品，按“2.1.3”项下方法处理后，按“2.1.1”项下色

谱与质谱条件进样测定，记录色谱图。结果，PMEA和

内标能被同时检测，互不干扰，峰形良好，且血浆中内源

性物质不干扰其测定，基线平稳，保留时间分别为1.06、

5.61 min。样品总离子流图见图2。

（2）线性关系及定量下限考察。取“2.1.2”项下

PMEA 对照品溶液适量，稀释成质量浓度为 440.0、

220.0、110.0、36.6、12.2、6.1 ng/mL的系列溶液。取大鼠

空白血浆 100 µL，加入上述系列溶液 100 µL，按“2.1.3”

项下血浆样品处理方法操作后，按“2.1.1”项下色谱与质

谱条件进样测定。以PMEA峰面积与内标峰面积之比

为纵坐标（y），PMEA质量浓度为横坐标（x）进行线性回

归，得到PMEA的回归方程为 y＝0.000 6x－0.010 5（r＝

0.998 5），检测质量浓度线性范围为 6.1～440.0 ng/mL，

定量下限为6.1 ng/mL。

（3）精密度试验。取大鼠空白血浆 100 µL，加入

“2.1.4（2）”项下高（440.0 ng/mL）、中（36.6 ng/mL）、低

（6.1 ng/mL）3 个质量浓度的 PMEA 溶液 100 µL，按

“2.1.3”项下血浆样品处理方法操作，每个浓度平行6份，

按“2.1.1”项下色谱与质谱条件进样测定。3个质量浓度

样品同日内连续进样6次，考察日内精密度；另外连续进

样测定 3 d，考察日间精密度。结果，PMEA 日内 RSD

均≤6.8％（n＝6），日间RSD均≤9.9％（n＝3），表明仪器

精密度良好。

（4）稳定性试验。取大鼠空白血浆 100 µL，加入

“2.1.4（2）”项下高（440.0 ng/mL）、中（36.6 ng/mL）、低

（6.1 ng/mL）3个质量浓度的PMEA溶液 100 µL，每个浓

度平行5份，按“2.1.3”项下血浆样品处理后室温放置6 h

后，按“2.1.1”项下色谱与质谱条件进样测定，以考察血

浆样品中PMEA室温下放置 6 h的稳定性；再同法制备

低、中、高 3个质量浓度血浆样品，每个浓度平行 3份，

于－20 ℃下反复冻融3次，按“2.1.1”项下色谱与质谱条

件进样测定，以考察血浆样品中PMEA在反复冻融条件

下的稳定性。结果，血浆样品中PMEA于室温下放置 6

h后 PMEA峰面积的RSD均≤6.3％（n＝5）；经－20 ℃

下反复冻融3次后PMEA峰面积RSD均≤7.0％（n＝3）。

（5）准确度及基质效应考察。取大鼠空白血浆 100

µL，按“2.1.3”项下血浆样品处理方法操作后，加入“2.1.4

（2）”项下高（440.0 ng/mL）、中（36.6 ng/mL）、低（6.1

ng/mL）3个质量浓度的PMEA溶液 100 µL，每个浓度平

行 5份，按“2.1.3”项下血浆样品处理方法得 A 样品，按
图2 样品总离子流图

Fig 2 TIC diagram of samples
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“2.1.1”项下色谱与质谱条件进样测定，记录峰面积A；另

取空白血浆 100 µL，除不加内标外，按“2.1.3”项下血浆

样品处理方法处理，再向获得的上清液中加入高

（440.00 ng/mL）、中（36.60 ng/mL）、低（6.10 ng/mL）3个

质量浓度的混合PMEA溶液和内标溶液100 µL，氮气吹

干，残留物以 150 µL 初始流动相溶解得 B 样品，按

“2.1.1”项下色谱与质谱条件进样测定，记录峰面积B；另

取上述高（440.0 ng/mL）、中（36.6 ng/mL）、低（6.1 ng/mL）

3个质量浓度的混合PMEA溶液与内标 100 µL，氮气吹

干，残留物以 150 µL 初始流动相溶解得 C 样品，按

“2.1.1”项下色谱与质谱条件进样测定，记录峰面积 C。

准确度计算方法为峰面积B与峰面积A之比，基质效应

计算方法为峰面积B与峰面积C之比。结果，准确度为

82.16％～97.33％（RSD≤6.4％ ，n＝5）；基质效应为

95.96％～106.35％（RSD≤4.9％，n＝5）。

2.2 药动学研究

取大鼠 12 只，随机分为 ADV 组（阳性对照，90

mg/kg）、PMEA-1c组（160 mg/kg），2组给药剂量均根据

0.183 mmol/kg PMEA换算而得，每组 6只，每日灌胃给

药 1次。分别于给药后 0.083、0.25、0.5、0.75、1、2、4、6、

8、10、12、24 h尾静脉采集约 0. 3 mL血液置于涂有肝素

的EP管中，6 000 r/min离心 10 min，收集上清液。取血

浆样品 100 µL 于 1.5 mL 离心管中，按“2.1.3”项下血浆

样品处理方法处理，按“2.1.1”项下色谱与质谱条件下进

样测定，计算血浆中PMEA血药浓度，再利用DAS 2.0软

件拟合计算相关药动学参数，结果以 x±s 表示，组间

比较采用单因素方差分析，P＜0.05表示差异有统计学

意义。ADV 和 PMEA-1c 灌胃给药后 PMEA 药-时曲线

见图3，主要药动学参数见表1。

结果表明，PMEA -1c 灌胃给药后释放的 PMEA 的

药-时曲线特征符合血管外给药单室模型。与ADV组比

较，PMEA-1c 组 t1/2、AUC0-24 h、AUC0-∞、cmax 均显著增加

（P＜0.01或 P＜0.001），VRT0-24 h、CLz/F 显著减少（P＜

0.001）；提示 PMEA-1c 较 ADV 在大鼠体内生物利用度

存在一定优势。

3 讨论
本研究建立了高效液相色谱串联质谱法检测大鼠

血浆中 PMEA的血药浓度。由于检测时 PMEA与葛根

素的响应度较为接近，葛根素在整个检测过程中性质稳

定，因此选用葛根素作为内标[11-13]。在该方法下，PMEA

与内标葛根素具有良好的分离度，血浆内源性物质对样

品的测定没有干扰，表明该方法专属性强、灵敏度高、稳

定性好，符合生物样品的检测要求。

本实验药动学参数利用DAS 2.0软件计算分析，对

比拟合的单室、二室、三室模型的AIC（赤池信息判据最

小原则，衡量统计模型拟合优良性的标准），其中单室模

型 AIC 最小，因此初步判断 PMEA-1c 的代谢为单室模

型。ADV、PMEA-1c 经大鼠灌胃后的 tmax分别为 0.750、

1.000 h，表明这两种PMEA前药均可以在较短时间内释

放出PMEA 从而发挥药效。相关研究发现，ADV 单剂

量口服在大鼠、小鼠、猴以及狗中，均能迅速释放原药

PMEA[14-15]，由于PMEA-1c含有相对复杂的结构，在大鼠

体内释放PMEA较慢，这可能是PMEA-1c的 tmax较长的

原因之一。PMEA-1c组的cmax较大，AUC0-24 h存在明显优

势，可能是因为PMEA-1c结构中的内源性胆酸被胆汁酸

转运蛋白（NTCP）特异性识别，主动转运提高了药物的

吸收，也可能正是因为这个原因，使得PMEA-1c在肝富

集，PMEA-1c组的 t1/2z [（6.298±1.335）h]比ADV组的 t1/2z

[（8.309±1.446）h]短，消除更快。

综上所述，本研究建立的方法准确可靠，实验结果

提示PMEA-1c较ADV在大鼠体内生物利用度存在一定

优势，可作为PMEA前药的潜力药物，为PMEA前药的

继续研究奠定了基础，但是关于 PMEA-1c 的在动物体

内的组织分布以及是否存在肾毒性等还需进一步研究

证实。
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表 1 各组大鼠给药后PMEA的药动学参数（x±±s，n＝

6）

Tab 1 Pharmacokinetic parameters of PMEA in rats

of each group after medication（x±±s，n＝6）

药动学参数
t1/2，h

t1/2z，h

AUC0-24 h，μg·h/L

AUC0-∞，μg·h/L

MRT0-24 h，h

MRT0-∞，h

VRT0-24 h，h2

VRT0-∞，h2

tmax，h

CLz/F，L/（h·kg）

cmax，μg/L

ADV组
1.762±0.117

8.309±1.446

2 170.059±146.091

2 383.834±244.136

5.676±0.195

8.370±1.345

35.081±1.522

120.951±41.753

0.750

42.241±4.288

613.092±9.504

PMEA -1c组
2.548±0.174＊

6.298±1.335

4 704.257±176.792＊＊

4 946.412±166.777＊＊

5.651±0.058

7.003±0.201

23.891±0.760＊＊

62.572±9.550

1.000

20.232±0.696＊＊

697.295±15.275＊

注：与ADV组比较，＊P＜0.01，＊＊P＜0.001

Note：vs. ADV group，＊P＜0.01，＊＊P＜0.001
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摘 要 目的：考察降糖活性物6-苄氧基-9-（-4-氯甲苯酰基）-四氢化咔唑-3-羧酸（简称“Zg02”）在人工胃肠液中的稳定性，并分析

其降解产物。方法：采用高效液相色谱法，以吲哚美辛为内标，检测 Zg02在空白人工胃液（pH 1.3，不含酶）、空白人工肠液（pH

6.8，不含酶）、人工胃液（pH 1.3，含胃蛋白酶）和人工肠液（pH 6.8，含胰蛋白酶）中孵育6 h的含量变化，计算Zg02剩余百分比；利用

超高效液相色谱-四极杆-飞行时间质谱（UPLC-Q-TOF/MS）技术分析对照样品（Zg02对照品溶液）、空白样品（未加入Zg02的孵育

溶液）、孵育样品（稳定性试验中Zg02浓度变化最明显的孵育体系）的总离子流图，比较差异峰，通过MS图推测降解产物。结果：

Zg02在空白人工肠液和人工肠液中孵育不同时间的剩余百分比均在90％～110％范围内；Zg02在酸性（pH 1.3）条件中不稳定，在

孵育3 h时剩余百分比约为50％，继续孵育剩余百分比无明显变化，人工胃液（含酶）中的剩余百分比低于空白人工胃液（不含酶）

的剩余百分比，但相差不明显。孵育样品与对照样品、空白样品的差异体现在负模式扫描下保留时间为5.23 min时，该时间点色

谱峰的MS显示，低能量扫描通道存在m/z 320.127 2[M-H]－的准分子离子峰，高能量通道可见碎片离子峰230.081 5、276.138 2，推

测Zg02在酸性（pH 1.3）条件下可能发生酰胺键断裂生成6-苄氧基-四氢化咔唑-3-羧酸。结论：Zg02在人工肠液中稳定性良好；在

酸性（pH 1.3）条件下不稳定，基本上不受胃蛋白酶的影响，降解产物可能为6-苄氧基-四氢化咔唑-3-羧酸。
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