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摘要 目的  探讨新型抗炎镇痛药艾瑞昔布在人体内的羟基化代谢酶 ∀方法  用体外重组的人源细胞色素

°≤≠ °进行孵育代谢实验 液相色谱 2多级质谱法分析代谢产物和残留的母体药物 利用整体归一化法对 种

≤≠ °酶的代谢作用大小进行评估 ∀结果  艾瑞昔布羟基化代谢可由 ≤≠ °≤≤≠ °⁄和 ≤≠ °催化 其各自作用

大小分别为 1 1和 1 ∀结论  ≤≠ °≤为艾瑞昔布羟基化的主要代谢酶 ∀
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  艾瑞昔布 ¬图 为我国正在研制开

发中的新药 环氧化酶 2≤÷ 2特异性抑制剂 对

因炎性介质引起的环氧化酶 2的生成有较强抑制

作用 进而发挥止痛及抗炎作用 ≈ ∀研究表明 该

药在人体内绝大部分以代谢物形式消除 主要代谢

途径是经肝脏代谢为 χΑ2羟基代谢产物  尿液中

几乎只能检测到进一步氧化的 χΑ2羧基代谢产物

 ∀

¬   ≤      ≤       ≤

ƒ∏ ≥∏∏¬
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目前国外已经上市的同类药物有罗非昔布

¬!伐地昔布  √¬和依他昔布

¬等 其结构有一定相似性 主要由

≤≠°≤及 ≤≠ °代谢 ≈   ∀为探讨艾瑞昔布在

人体内的主要代谢酶 本文利用重组人源 ≤≠ °酶对

该药进行体外代谢研究 通过液相色谱 2多级质谱

≤ 2 ≥

方法检测其代谢产物 利用整体归一化

× 法对参与代谢 ≤≠°亚型

的作用进行评估 并对其主要代谢酶的动力学性质

进行初步探讨 ∀

材料与方法

药物代谢重组酶  人源重组 ≤≠°≤

≤≠°≤≤≠°⁄及 ≤≠°购自 ≤× 公司

≥美国 于  ε 低温冰箱内保存 ∀

药品和试剂  甲苯磺丁脲 ∏原料

药 由广州温泉药厂提供 氢溴酸右美沙芬

¬原料药和 Σ2美芬妥 英  Σ2

原料药 均由沈阳药科大学药剂教研

室提供 盐酸咪达唑仑 注射剂 罗氏有

限公司 ∀艾瑞昔布原料药 纯度为 1 内标物

°原料药 纯度为 1 均由江苏恒瑞医药

股份有限公司提供 ∀其余重组酶孵育体系试剂为市

售分析纯 用于 ≤ 2 ≥
分析的试剂为色谱纯 ∀

主要仪器设备  美国 ƒ公司 ≤±型液

相色谱 2质谱联用仪 配有电喷雾离子化源 ∞≥离

子阱质量分析器和日本 ≥∏≤ 2⁄高效液

相输液泵及 ÷∏1数据处理系统    ε 低

温冰箱 日本三洋 ∀

重组酶孵育体系  重组酶孵育体系介质为磷酸

盐缓冲液 浓度为  # 

 1含有重

组酶  # 

因艾瑞昔布不溶于水 孵育时加

入甲醇溶液 终浓度为  Λ# 

有机相为最终

体系的 1 ϖ/ϖ以加入  # 


⁄°起

始反应 最终体积为  Λ∀在  ε 水浴中孵育 

反应至一定时间以等体积的冰冷甲醇终止反应 ∀每

次孵育均为双样本 ∀

重组 ΧΨΠ酶活力检测

≤≠°≤酶活力检测  用 ≤≠°≤探针药物甲

苯磺丁脲为底物 底物浓度为  Λ# 

其余

条件同重组酶孵育体系 ≤ 2 ≥
法以负离子方式检

测产物 χ2羟基甲苯磺丁脲生成速率 作为 ≤≠°≤

酶活指标 ∀

≤≠°≤酶活力检测  用 ≤≠°≤探针药物

Σ2美芬妥英为底物 底物浓度为  Λ# 

≤ 2

 ≥
法以正离子方式检测 χ2羟基代谢物生成速率 ∀

≤≠°⁄酶活力检测  用 ≤≠°⁄探针药物右

美沙芬为底物 底物浓度为  Λ# 

≤ 2 ≥

法

以正离子方式检测产物 Ο2去甲基代谢物生成速率 ∀

≤≠°酶活力检测  用 ≤≠°探针药物咪

达唑仑为底物 底物浓度为  Λ# 

≤ 2 ≥

法

以正离子方式检测产物 χ2羟基咪达唑仑生成速率 ∀

重组酶对艾瑞昔布代谢能力的测定  艾瑞昔布

在孵育体系中的终浓度为  Λ# 

分别与

≤≠°≤≤≠°≤≤≠°⁄和 ≤≠°在  ε

水浴中孵育 各种酶终浓度均为  # 

用

≤ 2 ≥
法测定艾瑞昔布 χΑ2羟基代谢产物  生成

速率 ∀

ΛΧ2ΜΣ
ν法检测 Μ 质谱条件 电喷雾离子化

源 正离子方式检测 ∀离子源喷射电压 1 ∂ 毛

细管温度  ε 毛细管电压  ∂ 鞘气流速 

1 # 

辅助气流速 1 # 


用一级

全扫描方式 !二级全扫描方式和选择反应监测方式 ∀

色谱条件 色谱柱为 ⁄≤柱   ≅

1  ⁄  Λ北京迪马公司 流动相为甲醇 2

水 2甲酸 ΒΒ1ϖ/ϖ/ϖ柱温 室温 流速 1

# 
 ∀

酶动力学参数测定  根据文献 ≈要求 对艾瑞

昔布羟化反应的主要代谢酶 代谢程度超过  

≤≠°≤及 ≤≠°⁄进行酶动力学考察 艾瑞昔布

在孵育体系中的终浓度范围为 1   Λ#



测定  的生成速率 计算 Κ  ς¬∀

确证酶浓度与速率成线性  酶浓度范围为  

 # 

艾瑞昔布浓度为  Λ# 

进行体

外孵育 验证酶浓度与反应速率是否成线性关系 ∀

结果

1  酶活力检测

对 种 ≤≠°酶进行的酶活力检测结果证实 

研究所用的重组酶均具有较强酶活力 表 满足

本研究的要求 ∀

Ταβλε 1  Τηε µ ονιτορεδ αχτιϖιτιεσοφ4 ρΧΨΠσ

≤≠° °∏
√ ∏#

 # ° 

≤ ×∏2χ2¬ 1

≤ Σ2 2χ2¬ 1

⁄ ⁄¬2Ο2 1

  2χ2¬ 1
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2  主要代谢酶对艾瑞昔布代谢能力的测定

艾瑞昔布代谢后形成羟化产物  检测结果见

图 和图 ∀

ƒ∏ ƒ∏  ≥

µ / ζ   

ƒ∏ ≤¬   

° ≤   ≥  

 ≥    

≤≠°≤和 ≤≠°⁄对艾瑞昔布羟基化代谢

能力的测定见图 ∀

艾瑞昔布被 ≤≠°≤代谢成羟化产物  的速

率为 1 # 
# ≤≠°


被 ≤≠°⁄

代谢成  的速率为 1 # 
 # 

≤≠°
 ∀艾瑞昔布和 ≤≠°在相同条件下孵

育 检测计算  的形成速率为 1 # 
#

≤≠°

图略 ∀艾瑞昔布和 ≤≠°≤在

相同条件下孵育  没有检测到  形成 ∀

3  主要代谢酶动力学参数

由于艾瑞昔布在孵育体系中的溶解上限为 

Λ# 

无法通过继续增大其浓度来获得更多

的数据 ∀所测得的数据利用 ∞2法

进行处理 表 ∀

Ταβλε 2  Ενζψµ ε κινετιχσ παραµ ετερσ οφ ρΧΨΠ2Χ9

ανδ ρΧΨΠ2∆6

≤≠ ° Κ Λ#  ς¬ #  # ≤≠ ° 

≤ 1 1

⁄ 1 1

4  验证酶浓度与酶促反应速率成线性

对 ≤≠°≤≤≠°⁄和 ≤≠°进行的酶浓度 2

反应速率线性考察 表明这 种酶在   # 



酶浓度与反应速率成线性关系 ≤≠°≤酶浓度与

反应速率见图 ≤≠°⁄和 ≤≠°数据未列出 ∀

ƒ∏    √ ≤≠°≤



 ∏  ε   #  ≤≠ °≤   Λ#  ¬  ∏  ε   # 

≤≠ °⁄  Λ#  ¬

ƒ∏ ×∏  ∏ ∏≤≠°≤ ≤≠°⁄ 
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5  ΤΝΡ法评估各 ρΧΨΠ酶作用大小

在本文所采用的重组酶体系中 发现 ≤≠°≤

≤≠°⁄和 ≤≠°可代谢艾瑞昔布 利用 ×

法对其各自作用大小进行评估 结果见表 ∀

Ταβλε 3  Φορµ ατιον οφΜ1 βψ ρεχοµ βιναντ ΧΨΠ

προτεινσ

≤≠ °

  

 #

 # 

≤≠ ° 

  

≤≠ °  

# 

 

 

 

#  #

 

°



√

≤ 1  1 1

⁄ 1  1 1

 1  1 1

 ∏  ε  # 


≤≠ °  Λ#



¬      ≤≠ °  √

∏ √
≈

× 法为一种利用重组 ≤≠°酶评估各种 ≤≠°

亚型对药物代谢程度大小的方法 ≈
其公式如下 

 × 

≤≠°# ≤≠°

2 ≤≠°# ≤≠°
# 

讨论

药物消除主要以代谢物或以原形物形式排出体

外 若主要以代谢物形式进行 则代谢情况会很大程

度上影响药物的使用安全性及药理作用 ∀药物代谢

中 肝脏中的 ≤≠°酶系对药物的氧化代谢占据

主要 位 置 ∀ 而 某 些 ≤≠ ° 亚 型 如 ≤≠°⁄

≤≠°≤在人群中呈多态分布 有显著的个体及种

族差异 用药时应考虑到这些差异 ∀采用个体化用

药能更好地发挥药物的作用 减少不良反应 ∀某些

≤≠°酶 如 ≤≠°≤可被相应药物诱导或抑制 不

恰当的联合给药将导致药物相互作用 引起药物药

理活性和安全性的改变 例如当临床治疗中药物达

稳态后联合使用 ≤≠°诱导剂或抑制剂 则往往

需要调整药物的剂量 以求获得最好的临床效

果 ≈ ∀因此对药物的 ≤≠°代谢酶的确证对于预测

药物之间的相互作用及个体化用药都十分重要 ∀

进行药物代谢体外研究主要包括亚细胞水平和

细胞水平 目前以亚细胞水平研究为主 通常利用肝

微粒体进行 但人肝微粒体难以获得 且受捐献者生

理或病理情况影响 ∀近年来 随着基因工程重组人

源 ≤≠°纯酶的商品化 利用重组 ≤≠°进行体外药

物代谢研究已成为药物代谢研究的一个重要方面 

并逐渐发展成为一种常规方法 ∀

利用 × 法评估药物被 ≤≠°各亚型代谢程

度 所得结果同抑制实验 !相关性实验结果具有较好

的一致性 ∀但由于重组酶与真实的 ≤≠°存在一定

差别 主要表现在蛋白环境 与 ⁄° 2还原酶的比

例不尽相同 其实验结果可能与人体生理真实情况

有所差异 但仍不失为一种准确 !快速确定药物

≤≠°代谢亚型的方法 ≈ ∀

本文通过体外人源重组 ≤≠°酶法确定了艾瑞

昔布羟基化代谢酶为 ≤≠ °≤≤≠ °⁄≤≠°∀

在本文实验条件下利用 × 法对其各自作用大小

做出评估 由结果可以看出艾瑞昔布经过多种 ≤≠ °

亚型代谢 并以 ≤≠°≤为主 ∀同时使用 ≤≠°≤

底物或可诱导或抑制 ≤≠°≤的药物 如利福平或

磺胺苯吡唑 时可能会对艾瑞昔布药效产生一定影

响 ≈
艾瑞昔布在人体内代谢迅速 也可能是在肝

中被多种 ≤≠°亚型广泛代谢及在肠道中被 ≤≠°

代谢所致 ∀

Ρ εφερενχεσ

≈ ° ∏   ∏•   ετ αλ ⁄ 

ιν ϖιτρο √∏  √¬2
   22222 ≈  Χηιν

Χηεµ Λεττ 12  

≈ ≥∏⁄ ×  ∏ ° ετ αλ.   

¬ ιν ϖιτρο ∏ ∏ √∏∏

≈ ∆ρυγ Μεταβ ∆ισποσ 31  

≈     ƒ  ετ αλ ×∏

¬   ¬2 

  

 ≈ Ανεστη Αναλγ 95  

≈ ∏   ≥ ≥∏  εταλ  ∏

√°    ¬

 √ ¬2 √ ≈  ∆ρυγ

Μεταβ ∆ισποσ 29  

≈  ∏⁄   ° 

  ⁄2
¬  °  √ ∏ √

≈  Βιοχηεµ Πηαρµ αχολ 57 

  

≈ ×ƒ  ⁄∏  ∆ρυγ µ εταβολισµ /

δρυγ ιντεραχτιον στυδιεσ ιν τηε δρυγ δεϖελοπµ εντ προχεσσ:

στυδιεσ ιν ϖιτρο ≈≥ 
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