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摘要 目的  为研究抗早孕新药地非三唑⁄2×的代谢作用机理和进一步开发利用 建立其体外代谢的

 °2°≤ 测定法 ∀方法  以 ⁄≥2≤为色谱柱 甲醇2 1磷酸盐缓冲液Β为流动相 检测波长 

 流速 1 #
地西泮为内标 对鼠肝微粒体孵育液中 ⁄2×的  °2°≤ 法进行方法学研究 ∀应用建立

的方法对 ⁄2×在不同来源的鼠肝微粒体中的体外代谢进行试验 ∀结果  ⁄2×浓度在 1 ∗ 1 Λ#

呈良好的线性关系 在不同浓度下测得平均绝对回收率和相对回收率分别为 ?   和1 ? 1   ν   

⁄2×在鼠肝微粒体中的代谢 Β2萘黄酮组明显快于其他组 ∀结论  本法简便 !准确 可用于 ⁄2× 的体外代

谢研究 ∀
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  地非三唑简称 ⁄2×为三氮

唑类化合物 化学名为 22乙基苯基222甲氧基

苯基22  三氮唑 结构见图  ∀为非甾体 !非

前列腺素类终止早孕新药 曾用名为抗孕唑 有终止

早孕作用强 !毒性低 !安全界广等优点≈ ∗ 
目前已

进入临床试验阶段 ∀在对 ⁄2×的研制过程中 

发现其对鼠肝微粒体中细胞色素 °有一定的诱

导作用 ∀鉴于许多药物既是某种药酶的底物 也可

能是该种酶或其他酶的诱导剂或抑制剂 因此 在新

药研制过程中若能获得药物代谢酶的选择性催化作

用信息和代谢作用机理 无疑对临床安全 !合理 !有

效用药 避免不良反应有重要的指导意义 ∀为此 本

文建立了鼠肝微粒体孵育液中 ⁄2× 的  °2

°≤测定法 并对 ⁄2× 在不同诱导剂处理的

鼠肝微粒体中的代谢进行了初步研究 ∀
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机日本日立公司 高效液相色谱仪安捷伦

科技有限公司 美国 ∀ ⁄2× 浙江仙居制药

厂 地西泮常熟药厂 苯巴比妥° !Β2萘黄酮

Β2ƒ !异柠檬酸三钠盐和异柠檬酸脱氢酶和氧化

还原辅酶 ⁄°Π⁄°均为美国 ≥公司 其

他试剂均为国产分析纯或生化试剂 ∀

色谱条件  ⁄≥2≤分析柱1 

⁄ ≅   Λ 流动相为甲醇2 1 的 

#磷酸二氢钠缓冲液 Β 流速 1

#
紫外检测波长   进样量  Λ地西

泮为内标 ∀

大鼠预处理  体重  ∗  的 α ≥∏2

⁄大鼠 只 由浙江大学湖滨校区动物房提供 

按体重均匀分为 组 苯巴比妥组 !Β2萘黄酮组和空

白对照组 ∀苯巴比妥溶于生理盐水  #

 Β2萘黄酮溶于茶油  #
 空白对照

组不给任何药物 ∀

鼠肝微粒体的制备  动物末次给药  后开始

禁食  后 将动物断头处死 剖腹 用注射器吸取

 经冰浴冷却的生理盐水 经胸动脉或门静脉

注入肝脏 灌流除去肝中血液 ∀取出肝脏 按文献

法≈
用钙盐沉淀法制备鼠肝微粒体 ∀以 法

测定蛋白质浓度≈ ∀

∆Λ1112ΙΤ的体外孵育试验  取鼠肝微粒体 用

新鲜配制的 ⁄°再生系统每毫升含异柠檬酸三

钠盐 1 !异柠檬酸脱氢酶 1 1 #菸

酰胺 1 1 # 


≤ 1 和 1
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#
 1 ×2≤缓冲液 1 稀释成 1

#蛋白浓度的混悬液 充氧气  加

⁄2×甲醇溶液适量 使终浓度为  Λ#


混匀 于  ε 预孵育  加 ⁄°Π⁄° 的  

≤ 溶液终浓度为 1 Π1 #
启

动反应 并开始计时  ε 孵育不同时间 ∀于  和

 取反应液各 1 分别加氯仿 1 终止

反应并沉淀蛋白质 加内标溶液 Λ#
地西

泮甲醇溶液  Λ旋涡提取  后   ≅ γ

离心  取有机层 于空气流下挥干氯仿 加流

动相 1 溶解残渣 取  Λ进样 ∀

结 果 与 讨 论

1  色谱条件选择

⁄2×的结构特点具有弱酸弱碱性 本实验

对不同组成 不同有机相比例 不同 和不同浓度

磷酸盐缓冲液组成的流动相进行比较 发现在甲醇2

 1 的  #
磷酸盐缓冲液Β中

⁄2×峰形较对称 柱效高 内标与 ⁄2× 有

较好的分离 且保留时间适中 ⁄2×在上述色谱

条件下测得的色谱图和参数见图 和表  ∀

ƒ∏  °≤ ⁄2× ∏∏ Β2√
 ∏⁄2×  ≤ ≥

∏⁄∏ ∏ Β2√
° ⁄≥  ⁄2×    

Ταβλε 1  ΡΠ2ΗΠΛΧ παραµετερσ οφ διπηενψτριαζολ(∆Λ1112ΙΤ)

≤∏
Π



°∏

 ν

×

 Τ

∏

 Ρ

≤

κ

°

Α

≥             

⁄2×           

2  线性范围与灵敏度

取不同浓度 ⁄2×甲醇溶液 加到失活的鼠

肝微粒体悬浮液中 使反应液中 ⁄2×的最终浓

度为 1 1 1 1 1 1 1

Λ# ∀按/ ⁄2× 的体外孵育试验0项下方法

操作 测定 ⁄2× 与内标物峰面积比值 ∀以

⁄2×的浓度为横坐标 ⁄2× 与内标物峰面

积比值为纵坐标 计算曲线的回归方程  Ρ 

1Χ  1Χ 1 ν   ∀ ⁄2×

浓度在 1 ∗ 1 Λ# 
呈良好的线性关系 ∀

测得 ⁄2×的定量限±为 1 Λ#
 ≥⁄

   ν   检测限为 1 Λ#
≥Π ∀

3  回收率试验

分别于失活微粒体中准确加入高 !中 !低浓度的

⁄2×对照品溶液适量 按/线性范围0项下方法

测定 以 ⁄2× 和内标的流动相溶液为对照 内

标法计算相对回收率 按/标准曲线0项下的回归方

程计算方法回收率 结果见表  ∀

Ταβλε 2  Ρεχοϖεριεσ οφ ∆Λ1112ΙΤ ιν ρατ ηεπατιχ

µιχροσοµεσ ( ν = 5 , ξ ? σ)

≥∏Π

Λ#

∏Π

Λ#

√√Π


√Π


    1 ? 1  ?     ?  

  1 ? 1   ?     ?  

  1 ? 1   ?     ?  

4  精密度试验

分别于失活微粒体中准确加入高 !中 !低浓度的

##药学学报 °∏≥    



⁄2×对照品溶液适量 按/回收率试验0项下方

法测定日内日间精密度 结果见表  ∀

Ταβλε 3  Πρεχισιονσ οφ ∆Λ1112ΙΤ ιν ρατ ηεπατιχ

µιχροσοµεσ ( ν = 5 , ξ ? σ)

⁄2×Π

Λ#

2 



⁄Π≥
 ≥⁄Π

2 



⁄Π≥
 ≥⁄Π

     ?       ?    

    ?       ?    

    ?       ?    

5  内标的选择

内标的选择结果 炔诺酮和地西泮与 ⁄2×

的分离度均较合适 但炔诺酮主峰后有一杂质峰 当

柱效较低时 不能基线分离 影响含量计算 故选择

地西泮为内标 在上述色谱条件下测得的色谱参数

见表  ∀

6  提取方法的选择

比较不同蛋白沉淀剂和有机溶剂提取结果 以

氯仿为提取溶剂时得到的色谱图较好 杂质峰少 氯

仿有沉淀蛋白质和提取 ⁄2×的双重功能 使操

作得以简化 ∀考虑到 ⁄2×和内标均具碱性 水

相 值可能对提取率有影响 我们比较了水相中

加不同量氢氧化钠溶液对提取率的影响 ∀实验结果

图 表明 不同量 的加入对地西泮的提取率

影响不大 而 ⁄2× 的提取率随  的浓度增

加明显下降 ∀其原因可能是 ⁄2× 为一两性化

合物 在  碱性条件下 部分成盐状态 不能被

氯仿提取所致 ∀

ƒ∏  ∞ ¬ √

⁄2×  ο ) ο   π ) π

7  ∆Λ1112ΙΤ体外代谢试验

⁄2×在不同预处理的鼠肝微粒体中的代谢

情况见图  ∀图 表明 ⁄2× 在 Β2ƒ诱导的鼠

肝微粒体中代谢速度明显大于其他两组微粒体 经

  孵育后 ⁄2× 的浓度由最初的 1

Λ#下降到 1 Λ#
代谢率为 1  而

空白对照组仅代谢 1  °组仅代谢 1  ∀文

献公认苯巴比妥°主要诱导鼠肝微粒体细胞色

素 °≤≠°和 °≤≠° Β2萘黄

酮Β2ƒ 主要诱导鼠肝微粒体细胞色素 °

≤≠° ∀实验结果表明 ≤≠° 可能是催化

⁄2×代谢的主要酶 ∀

ƒ∏   ∞   ⁄2×  

  ∏   

∏

ο ) ο ≤ ∏ π ) π ° ∏ υ ) υ

Β2√∏

  生物样本中 ⁄2× 的含量测定大多采用色

谱法 如骆文莹等≈应用柱切换高效液相色谱法测

定抗孕唑的药代动力学参数 
≈用气相色谱2

氮磷检测法测定大鼠血浆中 ⁄2× 的含量 ∀上

述方法有一定的优点 例如柱切换高效液相色谱法

在血样处理 !检测灵敏度方面较一般 °≤ 法优越 

≤2°⁄法对含氮物质具有专属 !灵敏等优点 但需

要一定的仪器装置 在色谱条件选择上也有一定难

度 ∀本文采用简便的  °2°≤ 法建立了体外孵育

液中 ⁄2× 的含量测定方法 可以准确 !灵敏地

测定孵育液中底物和代谢物的含量 ∀从图 可知 

底物 !代谢物和干扰物质均能得到很好分离 ∀完全

可以应用于 ⁄2×的代谢作用机理研究 ∀

对于需终止妊娠的妇女往往在此期间或前后有

可能服用其他药物 ∀由于代谢性药物相互作用 有

可能导致其中一种药物发生代谢障碍或加快代谢速

度 使发生毒副反应或药物无效≈  ∀因此了解

⁄2×的药酶代谢作用机理 对临床合理选用合

并用药和药物配伍具有重要的指导意义 ∀

## 药学学报 °∏≥    



ΡΕΦΕΡΕΝΧΕΣ 

≈ ∏  ƒ ≠  ∏ ≤  ετ αλ × 

  ⁄2×2 

2≈  Χηιν Νεω ∆ρυγσ ϑ 中国

新药杂志  9    

≈ ≠  ∏   ± ετ αλ ×  

 ∏ ⁄2× 

  ≈  Χοντραχεπτιον  62    

≈  ± ≠ ≠  ≠  ετ αλ ≥  

⁄2×    

  ∏ ≈  Χοντραχεπτιον  62

    

≈   ≥° Ιντροδυχτιον οφ ∆ρυγ Μεταβολισµ ≈  

 ° 

   

≈    ∏  ƒ  ετ αλ °

∏  ƒ  ≈  ϑ Βιολ

Χηεµ  193    

≈ ∏ • ≠ ∏∏± ≤∏  °≤ 

   °  

≈  ϑ Ζηεϕιανγ Μεδ Υνιϖ浙江医科大学学

报  20    

≈    ⁄2× 

  ∏≈ ƒ

  Χηροµατογραπηψ ιν Βιοχηεµιστρψ Μεδιχινε ανδ

Ενϖιρονµενταλ Ρεσεαρχη ≈  ∞√≥

°∏ ≤    

≈ ∏ ±  ≠ × • ≥ ×√ 

∏ ∏  ≈  Χηιν ϑ Μοδ Αππλ Πηαρµ 中

国现代应用药学  17    

≈ ∏ ±  ≠ × • ≥ ×∏  

∏∏ ≈  Χηιν ϑ Ηοσπ

Πηαρµ 中国医院药学杂志  20    

ΡΠ2ΗΠΛΧ ∆ΕΤΕΡ ΜΙΝΑΤΙΟΝ ΟΦ ∆ΙΠΗΕΝΨΤΡΙΑΖΟΛΙΝ ΡΑΤ ΛΙς ΕΡ

ΜΙΧΡΟΣΟΜΑΛΙΝΧΥΒΑΤΕΣ ΑΝ∆ ΙΤΣ ΑΠΠΛΙΧΑΤΙΟΝ

ΙΝ ΙΝ ςΙΤΡΟ ΜΕΤΑΒΟΛΙΣΜ

≠ ×2 ≠∏2

(Σχηοολοφ Πηαρµαχψ, Ζηεϕιανγ Υνιϖερσιτψ, Ηανγζηου 310031 , Χηινα)

ΑΒΣΤΡΑΧΤ ΑΙΜ  ×  °2°≤   ⁄2×  

ΜΕΤΗΟ∆Σ  ⁄2× ∏¬∏

× ⁄≥2≤ √∏  ≅
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