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摘 要 建立测定肝微粒体孵育体系中树豆酮酸A（CAA）质量浓度的方法，并比较其在不同种属肝微粒体中的代谢特征。方法：

分别将CAA溶解于由还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸（NADPH）启动的大鼠、比格犬、人肝微粒体孵育体系中，置于37 ℃水浴

中进行孵育，分别于孵育的0、5、10、15、30、45、60 min时用乙腈终止反应，以染料木素为内标，采用超高效液相色谱-串联质谱法

（UPLC-MS/MS）检测各孵育体系中CAA的质量浓度。色谱柱为Waters BEH C18，流动相为水（含0.1％甲酸）-乙腈（含0.1％甲酸）

（45 ∶ 55，V/V），流速为0.25 mL/min，柱温为30 ℃，进样量为2 μL；采用电喷雾离子源，以选择反应监测模式进行负离子扫描，用于

定量分析的离子对分别为m/z 353.14→309.11（CAA）、m/z 269.86→224.11（内标）。以孵育0 min时CAA的质量浓度为参照，计算

其在不同孵育体系中的剩余百分比和酶动力学参数。结果：CAA 检测质量浓度的线性范围为 0.05～20 μg/mL，定量下限为

0.05 μg/mL，最低检测限为0.01 μg/mL；日内、日间RSD均小于10％，相对误差为－4.83％～8.94％，提取方法和基质效应均不影响

待测物的测定。孵育 60 min 时，CAA 在大鼠、比格犬、人肝微粒体中的剩余百分比分别为（62.79±9.99）％、（64.07±11.59）％、

（96.66±5.71）％；在大鼠、比格犬肝微粒体中的半衰期（72.19、68.61 min）均显著短于人肝微粒体（364.74 min），清除率[0.019 2、

0.020 2 mL/（min·mg）]均显著高于人肝微粒体[0.003 8 mL/（min·mg）]（P＜0.05）。结论：本研究建立的 UPLC-MS/MS 法简便、快

速、专属性强、灵敏度高，可用于肝微粒体孵育体系中CAA质量浓度的测定及体外代谢稳定性的研究。CAA在大鼠、比格犬肝微

粒体中的代谢稳定性均差于人肝微粒体。

关键词 树豆酮酸A；超高效液相色谱-串联质谱法；肝微粒体；不同种属；体外代谢稳定性

Study on Metabolic Differences of Cajanonic Acid A in Different Species of Liver Microsomes by

UPLC-MS/MS

ZHANG Li1，CAI Jin1，BAN Yujuan1，ZHU Gaofeng1，2，CHEN Rui2，WANG Jianta1，2，TANG Lei1，2，HUANG Jing1

（1. School of Pharmacy， Guizhou Medical University， Guiyang 550004， China； 2. Guizhou Provincial

Engineering Technology Research Center for Chemical Drug R&D，Guiyang 550004，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To establish a determination method for the concentration of cajanonic acid A （CAA） in liver

microsome incubation system，and to compare the metabolism characteristics of it in different species of liver microsomes.

METHODS：CAA was dissolved in liver microsome incubation system of rat，Beagle dog and human initiated by reduced

nicotinamide adenine dinucleotide phosphate（NADPH），and was incubated in water at 37 ℃ . The reaction was terminated with

acetonitrile at 0，5，10，15，30，45 and 60 min，respectively. Using genistein as internal standard，the concentration of CAA in

different incubation systems was determined by UPLC-MS/MS. The determination was performed on Waters BEH C18 column with

mobile phase consisted of water（containing 0.1％ formic acid）-acetonitrile（containing 0.1％ formic acid）（45 ∶ 55，V/V）at the

flow rate of 0.25 mL/min. The column temperature was 30 ℃，and the sample size was 2 μL. The electrospray ionization source

was used to the select reaction monitoring mode for negative ion scanning. The ion pairs for quantitative analysis were m/z 353.14→

309.11（CAA），m/z 269.86→224.11（internal standard）respectively. The residual percentage and enzymatic kinetic parameters of

CAA in different incubation systems were calculated according

to the mass concentration of CAA at 0 min. RESULTS：The

linear range of CAA was 0.05-20 μg/mL；the limit of quanti-

tation was 0.05 μ g/mL，and the lowest detection limit was

0.01 μg/mL. RSDs of intra-day and inter-day were lower than

10％ ； relative errors ranged － 4.83％ -8.94％ ； extraction

method and matrix effect did not affect the determination of

the substance to be measured. At 60 min of incubation，

residual percentages of CAA in rat，Beagle dog and human

liver microsomes were（62.79± 9.99）％，（64.07± 11.59）％，
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树豆酮酸A（Cajanonic acid A，CAA；结构式见图1）

是从豆科植物树豆[Cajanus cajan（Linn.）Millsp.]叶中

分离出的一种新的菧类化合物[1-2]。已有体内外研究证

实，CAA作为肥胖症特异性靶点蛋白酪氨酸磷酸酶 1B

（PTP1B）抑制剂，可明显提高胰岛素抵抗脂肪细胞对葡

萄糖的吸收量，并可降低先天肥胖型小鼠的体质量和空

腹血糖水平、提高其葡萄糖耐受量，具有开发成糖尿病

治疗药物的潜力和价值[3-4]。

细胞色素 P450（CYP）酶是药物Ⅰ相代谢的重要酶

系，主要存在于肝微粒体中，在药物生物转化过程中发

挥着至关重要的作用[5-6]。在新药研发的早期阶段，研究

者可通过表征药物在体外不同种属肝微粒体中的代谢

稳定性和代谢转化行为来分析其代谢差异[7-8]。鉴于此，

本研究建立了测定肝微粒体中CAA质量浓度的超高效

液相色谱-串联质谱法（UPLC-MS/MS），计算并比较了

该化合物在大鼠、比格犬和人肝微粒体中的酶动力学参

数[消除半衰期（t1/2）、体外清除率（CLint）]，旨在为CAA的

体内代谢研究提供参考，为其后续药效学及临床研究奠

定基础。

1 材料
1.1 仪器

UltiMate 3000型 UPLC-TSQ Endura 型三重四极杆

串联质谱仪，配有电喷雾离子源（ESI）和Xcalibur v2.2数

据处理系统（美国Thermo Finnigan公司）；JN300-2型氮

气吹扫仪（苏州吉米诺仪器有限公司）；X1型高速离心

机（香港基因有限公司）；KH-600E型超声波清洗器（昆

山禾创超声仪器有限公司）；FA805N型十万分之一电子

天平（上海菁海仪器有限公司）；DW-86L486型超低温保

存箱（青岛海尔股份有限公司）。

1.2 药品与试剂

CAA对照品（贵州医科大学药物化学重点实验室制

备，批号：20180521，纯度：＞98％）；染料木素对照品（内

标，批号：528C021，纯度：＞98％）、烟酰胺腺嘌呤二核苷

酸磷酸二钠（NADP-Na2，批号：718B0225）、葡萄糖-6-磷

酸-二钠（G-6-P-Na2，批号：116B039）、葡萄糖-6-磷酸脱

氢酶（G-6-P-DH，批号：20160725）均购自北京索莱宝科

技有限公司；雄性 SD 大鼠肝微粒体（批号：M10017.

2017002）、雄 性 比 格 犬 肝 微 粒 体（批 号 ：M10007.

2017002）、人肝微粒体（男性健康蒙古利亚人种，批号：

M10001.2017003）均购自武汉普莱特生物医药技术有限

公司，质量浓度均为20 g/L（以蛋白计）；甲酸、甲醇、乙腈

均为色谱纯，氯化镁、柠檬酸钠等其余试剂均为分析纯，

水为蒸馏水。

2 方法与结果
2.1 溶液的制备

2.1.1 CAA和内标溶液 精密称取CAA对照品适量，

用甲醇溶解并定容，制得质量浓度为 1 mg/L的CAA贮

备液；同法制得质量浓度为 1 mg/L的内标贮备液；上述

贮备液均置于 4 ℃保存，备用。临用前，将CAA贮备液

与适量甲醇、0.1 mol/L 磷酸盐缓冲液（PBS，pH 7.4；下

同）、肝微粒体、辅酶溶液等混合，制备孵育体系；将内标

贮备液用甲醇稀释，制得质量浓度为 2 μg/mL 的内标

溶液。

2.1.2 还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸（NADPH）辅

酶溶液 A液：依次加入NADP-Na2、G-6-P-Na2、氯化镁

200、200、133 mg，用水定容至10 mL。B液：依次加入柠

檬酸钠、G-6-P-DH 44 mg、1 000 U，用水定容至 25 mL。

将A、B液均置于－20 ℃保存，备用。临用前，将A、B液

按体积比 5 ∶ 1混合，制得浓度为 1 mmol/L（按反应产物

NADPH计）的辅酶溶液[9]。

2.2 样品孵育与处理

2.2.1 孵育体系的建立 取大鼠、比格犬、人肝微粒体

各适量，用 PBS 稀释至 0.5 g/L，随后加入“2.1.1”项下

CAA贮备液适量，使CAA最终质量浓度为 5 μg/mL，同

时确保孵育体系中甲醇的含量不超过1％。将上述溶液

置于 37 ℃水浴中静置 5 min 后 ，加入“2.1.2”项下

NADPH 辅酶溶液以启动反应。该体系总体积为 200

μL，其中NADPH的终浓度为1 mmol/L，有机溶剂不超过

5％[10-11]。

2.2.2 样品孵育与处理 将上述孵育体系继续置于

OH O

OH

O

O

图1 CAA的结构式

Fig 1 Structure of CAA

（96.66± 5.71）％，respectively. The half-life period（72.19，68.61 min）of CAA in rat and Beagle dog liver microsomes were

significantly shorter than human liver microsome （364.74 min）. The clearance rates [0.019 2，0.020 2 mL/（min·mg）] were

significantly higher than human liver microsome [0.003 8 mL/（min·mg）]（P＜0.05）. CONCLUSIONS：Established UPLC-MS/MS

method is simple，rapid，specific and sensitive，and can be used for the determination of CAA concentration in liver microsome

incubation system and the study of metabolism stability in vitro. The stability of CAA metabolism in rat and Beagle dog liver

microsomes are poorer than human liver microsome.

KEYWORDS Cajanonic acid A；UPLC-MS/MS；Liver microsomes；Different species； Metabolism stability in vitro
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37 ℃水浴中进行孵育，分别于孵育 0、5、10、15、30、45、

60 min时，加入含内标（2 μg/mL）的乙腈 400 μL终止反

应，涡旋混匀 30 s，于 4 ℃下以 16 000×g离心 10 min，取

上清液以氮气流吹干，残渣用甲醇 200 μL 复溶，再以

16 000×g离心10 min，取上清液适量进行UPLC-MS/MS

分析，考察各时间点待测物的含量[12]。各孵育体系均平

行操作3次。

2.3 UPLC-MS/MS定量分析

2.3.1 色谱与质谱条件 色谱柱：Waters BEH C18（50

mm×2.1 mm，1.7 μm）；保护柱：Waters VanGuard BEH C18

（5 mm×2.1 mm，1.7 μm）；流动相：水（含 0.1％甲酸）-乙

腈（含 0.1％甲酸）（45 ∶ 55，V/V）；流速：0.25 mL/min；柱

温：30 ℃；进样量：2 μL；采集时间：6 min。电离源：ESI；

扫描模式：选择反应监测（SRM）模式；扫描方式：负离子

扫描；喷雾电压：2 963.64 V；气化温度：270 ℃；气帘气压

力：25 psi；用于定量分析的离子对：m/z 353.14→309.11

（CAA，透射电压：164.39 V，碰撞能：17.13 eV）、m/z

269.86→224.11（内标，透射电压：181.03 V，碰撞能：24

eV）。

2.3.2 专属性 分别取空白孵育样品（不含待测物和内

标，以经高温灭活的大鼠肝微粒为介质，按“2.2”项下

方法制得）、CAA 对照样品（含待测物 5 μg/mL 和内标

2 μg/mL，以经高温灭活的大鼠肝微粒为介质，按“2.2”项

下方法制得）、孵育 15 min时的样品（大鼠肝微粒体，按

“2.2.2”项下方法处理）各适量，按“2.3.1”项下色谱与质

谱条件进样分析，记录色谱图。结果，内标和CAA的色

谱峰峰形良好，其保留时间分别约为 0.79、3.61 min，内

源性物质不干扰待测物的测定，表明该方法专属性好，

详见图2。

2.3.3 标准曲线、定量下限、最低检测限的考察 取

“2.1.1”项下 CAA 贮备液适量，加至经高温灭活的大鼠

肝微粒体孵育体系（0.2 mL）中，制得CAA质量浓度分别

为 0.05、0.1、0.5、1、2.5、5、10、20 μg/mL的系列标准曲线

对照溶液，按“2.2.2”项下方法孵育 15 min并处理，再按

“2.3.1”项下色谱与质谱条件进样分析，记录峰面积。以

待测物质量浓度（c，μg/mL）为横坐标、待测物与内标峰

面积的比值（y）为纵坐标，采用加权最小二乘法（加权系

数为 1/c）进行线性回归，得回归方程为 y＝12.98c+0.92

（R2＝0.997 3）。结果，CAA 检测质量浓度的线性范围

为 0.05～20 μg/mL，定量下限为 0.05 μg/mL（信噪比为

10 ∶1），最低检测限为0.01 μg/mL（信噪比为3 ∶1）。

2.3.4 准确度与精密度试验 按“2.3.3”项下方法配制

CAA定量下限质量浓度（0.05 μg/mL）样品以及低、中、

高质量浓度（0.1、2.5、10 μg/mL）质控（QC）样品各 5份，

按“2.2.2”项下方法孵育15 min并处理，再按“2.3.1”项下

色谱与质谱条件进样分析，考察日内精密度；连续测定

3 d，考察日间精密度。将实测质量浓度与理论质量浓度

进行比较，以相对误差（RE）来考察准确度。结果，CAA

定量下限质量浓度以及低、中、高质量浓度QC样品的日

内、日间RSD均小于10％，RE为－4.83％～8.94％，符合
100

80

60

40

20

0
0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0 5.5 6.0

t，min

re
la

tiv
e

ab
un

da
nc

e，
％

100

80

60

40

20

0
0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0 5.5 6.0

t，min

re
la

tiv
e

ab
un

da
nc

e，
％

100

80

60

40

20

0
0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0 5.5 6.0

t，min

A.空白孵育样品

re
la

tiv
e

ab
un

da
nc

e，
％

100

50

0
0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0 5.5 6.0

t，min

re
la

tiv
e

ab
un

da
nc

e，
％

100

50

0
0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0 5.5 6.0

t，min

re
la

tiv
e

ab
un

da
nc

e，
％

100

50

0
0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0 5.5 6.0

t，min

B. CAA对照样品

re
la

tiv
e

ab
un

da
nc

e，
％

100

50

0

0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0 5.5 6.0

t，min

re
la

tiv
e

ab
un

da
nc

e，
％

100

50

0

0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0 5.5 6.0

t，min

re
la

tiv
e

ab
un

da
nc

e，
％

100

50

0
0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0 5.5 6.0

t，min

C.肝微粒体孵育样品

re
la

tiv
e

ab
un

da
nc

e，
％

2

1

1

2

2

1

1

2

注：1.内标；2.CAA

Note：1. internal standard；2. CAA

图2 典型SRM图

Fig 2 Typical SRM chromatograms
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生物样品定量分析的相关要求[13]，详见表1。

表1 精密度与准确度试验结果

Tab 1 Results of accuracy and precision tests

理论质量浓
度，μg/mL

0.05

0.1

2.5

10

日内精密度（n＝5）

实测质量浓度（x±s），μg/mL

0.048±0.002

0.095±0.005

2.723±0.029

10.813±0.136

RSD，％
3.32

5.34

1.07

1.26

日间精密度（n＝15）

实测质量浓度（x±s），μg/mL

0.050±0.004

0.095±0.003

2.724±0.155

10.811±0.512

RSD，％
7.24

2.89

5.17

4.69

RE，
％

1.23

－4.83

8.94

8.11

2.3.5 提取回收率与基质效应试验 按“2.3.3”项下方

法配制低、中、高质量浓度（0.1、2.5、10 μg/mL）QC样品，

再按“2.2.2”项下方法孵育 15 min并处理，进样分析，记

录峰面积（A1）；按“2.2.1”项下方法制备经灭活的大鼠肝

微粒体孵育体系适量，再按“2.2.2”项下方法孵育15 min

并处理，随后加入CAA贮备液适量，使最终质量浓度与

上述QC样品对应，进样分析，记录峰面积（A2）；以甲醇

配制相应质量浓度且不含辅酶溶液的样品溶液，再按

“2.2.2”项下方法孵育 15 min并处理，进样分析，记录峰

面积（A3）。各质量浓度平行操作 5份。提取回收率＝

（A1/A2）×100％，基质效应＝（A2/A3）×100％。结果，CAA

低、中、高质量浓度QC样品的提取回收率和基质效应均

符合生物样品定量分析的相关要求[13]，表明提取方法、基

质效应均不影响待测物的定量分析，详见表2。

表2 提取回收率与基质效应试验结果（n＝5）

Tab 2 Results of extraction recovery and matrix ef-

fect tests（n＝5）

待测物

CAA

内标

理论质量浓度，
μg/mL

0.1

2.5

10.

2.

提取回收率，％
结果（x±s）

94.86±3.23

99.68±6.54

104.52±4.60

104.76±5.53

RSD

3.41

6.56

4.40

5.28

基质效应，％
结果（x±s）

92.89±7.27

109.79±4.95

107.95±5.84

102.33±3.25

RSD

7.82

4.51

5.41

3.18

2.3.6 稳定性试验 按“2.3.3”项下方法配制 CAA 低、

中、高质量浓度（0.1、2.5、10 μg/mL）QC 样品各 5份，按

“2.2.2”项下方法孵育15 min并处理后，考察其在自动进

样器（8 ℃）内放置 6 h、室温放置 12 h、4 ℃冷藏 12 h、反

复冻融（－80 ℃～常温）3次的稳定性。结果，各样品实

测质量浓度的 RSD 均小于 10％，表明其在上述条件下

稳定性良好，详见表3。

表3 稳定性试验结果（n＝5）

Tab 3 Results of stability tests（n＝5）

理论质量浓
度，μg/mL

0.1

2.5

10

进样器内放置6 h

实测质量浓度
（x±s），μg/mL

0.101±0.004

3.131±0.137

10.856±0.546

RSD，
％

3.50

4.38

5.03

室温放置12 h

实测质量浓度
（x±s），μg/mL

0.099±0.003

2.991±0.167

11.283±0.567

RSD，
％

3.37

5.59

5.03

冷藏12 h

实测质量浓度
（x±s），μg/mL

0.101±0.004

2.958±0.153

11.150±0.633

RSD，
％

3.50

5.19

5.67

反复冻融3次

实测质量浓度
（x±s），μg/mL

0.100±0.003

3.131±0.137

11.710±0.427

RSD，
％

3.47

4.38

3.64

2.4 CAA在大鼠、比格犬、人肝微粒体中的代谢稳定性

研究

按“2.2”项下方法进行体外代谢稳定性研究，采用底

物消除法考察CAA的代谢情况。以CAA孵育 0 h时的

质量浓度为参照，其余时间点的质量浓度与之相比计算

底物剩余百分比。上述试验平行操作3次。使用Graph-

Pad Prism v7.0软件绘制CAA在不同种属肝微粒体孵育

体系中的平均剩余百分比-时间曲线，结果见图 3（由于

其余时间点的实测值可能大于 0 h时的实测值，故剩余

百分比可能超过100％）。

将各时间点的平均剩余百分比的自然对数对孵育

时间作线性回归，求得斜率（k），根据公式①②计算酶动

力学参数（t1/2、CLint）[14-15]：

t1/2＝－0.693/k …………………………………… ①

CLint＝[（0.693/t1/2）×孵育液体积（mL）]/肝微粒体质

量（mg） ………………………………………………… ②

参照如下标准判断CAA在不同种属肝微粒体中的

代谢稳定性：t1/2＜30 min，表明受试物代谢不稳定；t1/2为

30～90 min，表明受试物代谢稳定性中等；t1/2＞90 min，

表明受试物代谢稳定性良好 [16]。使用 GraphPad Prism

v7.0软件对数据进行统计分析。组间比较采用单因素

方差分析（One-way ANOVA）或 t检验。P＜0.05为差异

有统计学意义。结果，在以NADPH启动的Ⅰ相肝微粒

体孵育体系中，CAA在大鼠、比格犬肝微粒体中的代谢

稳定性一般，两者的 t1/2均显著短于人肝微粒体，CLint均

显著高于人肝微粒体，差异均有统计学意义（P＜0.05），

详见表4。

表 4 CAA在不同种属肝微粒体孵育体系中的酶动力

学参数比较（n＝3）

Tab 4 Comparison of enzyme kinetic parameters of

CAA among different species of liver micro-

some incubation system（n＝3）

肝微粒体种属
大鼠
比格犬
人

孵育60 min时的剩余百分比，％
62.79±9.99

64.07±11.59

96.66±5.71

t1/2，min

72.19＊

68.61＊

364.74

CLint，mL/（min·mg）

0.019 2＊

0.020 2＊

0.003 8

注：与人肝微粒体比较，＊P＜0.05

Note：vs. human liver microsome，＊P＜0.05

图 3 CAA在不同种属肝微粒体孵育体系中的平均剩

余百分比-时间曲线

Fig 3 Average residual percentage-time curves of

CAA in different species of liver microsome in-

cubation system
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3 讨论
肝脏是代谢的主要器官，是药物进行生物转化的重

要场所。在这个复杂的生理过程中，药物被各种代谢酶

分解、转化成不同的分子（即代谢物）以发挥其药理活

性。与体内代谢研究相比，体外代谢研究具有成本低

廉，操作方法简便、快速，结果重现性好等优点，适用于

新药研发候选化合物代谢行为的早期研究及筛选 [7-8]。

为此，本研究对CAA在不同种属肝微粒体中的代谢行

为进行了初步探讨。

3.1 UPLC-MS/MS条件的筛选

在建立孵育体系中 CAA 质量浓度测定的 UPLC-

MS/MS法时，考虑到比格犬和人肝微粒体价格昂贵、研

究成本较高，且不同种属经灭活的肝微粒体间的差异不

大，故本研究以大鼠肝微粒体为介质，进行方法学考察。

在色谱流动相的筛选过程中，本研究比较了乙腈和

甲醇的分离效果。结果显示，与甲醇相比，乙腈可使待

测物具有更高的质谱响应和更低的背景噪声，色谱峰峰

形更佳，故选择乙腈作为流动相的有机相。此外笔者还

发现，在流动相中添加适量甲酸可提高待测物的电离强

度，并可缩短CAA的保留时间，故在两相比例优化的基

础上，最终将流动相确定为水（含 0.1％甲酸）-乙腈（含

0.1％甲酸）（45 ∶55，V/V）。

在质谱扫描模式的考察中，本研究比较了正、负离

子模式下待测物的质谱响应情况。结果发现，在正离子

模式下，CAA基本无响应；而在负离子模式下，CAA和

内标的响应均较强。因此，本研究选择了负离子模式。

本课题组前期对槲皮素、儿茶酚、儿茶素、染料木

素、葛根素、杨梅素等内标物质进行了筛选。结果发现，

以染料木素为内标时，该化合物与CAA可基线分离，且

两者回收率均较高，故以染料木素作为CAA定量分析

的内标。

3.2 底物浓度的选择

在体外代谢研究中，受试底物的浓度不能太高，否

则将无法保证其 20％的清除率；另一方面，受试底物的

浓度也不宜过低，否则底物可能在极短的时间内就被清

除完全[17-18]。为此，本课题组前期对 1、5、10 μg/mL等 3

个质量浓度CAA的孵育情况进行了考察。结果显示，

当CAA的质量浓度为5 μg/mL时，剩余药物浓度并不太

高，且大部分种属肝微粒体中有 20％的药物被清除，故

最终将孵育底物CAA的质量浓度定为5 μg/mL。

3.3 酶动力学参数检测方法的选择

代谢稳定性研究多采用产物生产法和底物消除

法。其中，产物生产法考察的是单位时间内代谢产物的

生成量，并将产物生产速率和反应时间进行米氏方程拟

合，以获得相应的酶动力学参数，适用于代谢物已知且

代谢物标准品易获得的药物的代谢研究；而底物消除法

则是以母体化合物在不同时间点的消除量来反映底物

的消除情况，勿需代谢物的具体信息，适用于新药研发

早前阶段的代谢稳定性研究[19]。鉴于研究成本及方法

的易操作性，本研究选用了底物消除法对CAA的酶动

力学参数和代谢稳定性进行了初步考察。

3.4 CAA在不同种属肝微粒体中的代谢特征分析

本研究结果显示，经孵育后，CAA在 3个种属肝微

粒体中的 t1/2由小到大依次为比格犬（68.61 min）、大鼠

（72.19 min）、人（364.75 min），CLint 由小到大依次为人

[0.003 8 mL/（min·mg）]、大鼠[0.019 2 mL/（min·mg）]、

比格犬[0.020 2 mL/（min·mg）]，表明该化合物在比格犬

和大鼠体内代谢稳定性一般，在人体内代谢稳定性良

好。这提示比格犬和大鼠与人之间存在一定差异。动

物为药物代谢行为研究提供了生理学载体，但物种间的

差异可能会对人体内代谢情况的模拟造成影响，故在选

择实验动物时应予以关注。

综上所述，本研究成功建立了测定大鼠肝微粒体中

CAA质量浓度的UPLC-MS/MS法，该方法简便、快速、

专属性强、灵敏度高，可用于肝微粒体孵育体系中CAA

质量浓度的测定及体外代谢稳定性的研究。CAA在大

鼠、比格犬、人肝微粒体中的代谢特征有所差异，其代谢

可能与Ⅰ相代谢酶有关。本课题组后续将借助高分辨

质谱、波谱等手段进一步确证CAA的代谢产物，并结合

体内外研究进一步阐明其代谢特征，以期为该化合物的

开发利用提供更多参考。
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摘 要 目的：基于“质量源于设计”（QbD）理念设计并优化茶碱亲水凝胶骨架缓释片（简称为“自制缓释片”）的处方工艺。方法：

确定稀释剂类型、片径、黏合剂性质（即不同黏合剂种类的占比）、黏合剂用量作为关键工艺参数（CPPs），将自制缓释片与市售参

比制剂溶出曲线的相似因子以及其在不同时间点的累积释放度作为关键质量属性（CQAs），采用L18（34）正交表进行设计和试验；

对试验结果建立二次多项式回归模型，利用Modde 12.0软件通过最优模型进行计算并获得设计空间及其可接受范围（PAR），以确

定自制缓释片的最优处方工艺，并对所得工艺进行验证试验和蒙特卡洛模拟验证。结果：获得吻合度、精确度、有效性、重现性均

较好的最优模型，能较好地拟合CQAs和CPPs之间的关系；进一步计算获得设计空间及其PAR值[稀释剂最优值为乳糖；片径为

9.07～9.33 mm，最优值为9.20 mm；羟丙基甲基纤维素（HPMC）K4M占HPMC总量的比例为0.50～0.83，最优值为0.80；HPMC总

量为 0.036 0～0.041 3g/片，最优值为 0.038 7 g/片]，并确定其优处方工艺为茶碱质量占比 50％、HPMC K4M 质量占比 15.48％、

HPMC K100M质量占比3.87％，其余部分使用乳糖作为稀释剂，制片后片径为9.20 mm。验证结果显示，所制备的茶碱缓释片与

参比制剂具有相似的体外释放行为；模拟产生的95％以上的结果都在上、下限范围内。结论：基于QbD理念建立的茶碱缓释片处

方工艺能够符合制剂设计要求，而且在PAR范围内调整CPPs所制备的产品能够符合CQAs的要求，表明QbD理念用于缓控释制

剂处方工艺的设计和优化具有科学性和有效性。
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