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罗库溴铵在人胆汁中的代谢产物分析和转运机制研究
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摘要: 罗库溴铵是一种乙酰胆碱N2受体拮抗剂, 为全身麻醉辅助用药。已有文献报道罗库溴铵在体内存在N-

去烷基化和去乙酰化两种可能代谢途径, 并主要以原形经肝脏摄取和胆汁排泄。本文采用UHPLC-QE-Orbitrap-MS

法检测罗库溴铵在人胆汁中的代谢产物, 共检测到 13种代谢产物, 包括 I相代谢产物 11种, II相代谢产物 2种, 其中

11种为首次报道的代谢产物, 罗库溴铵在人体内的主要代谢途径包括去乙酰化、内酰胺化、N-去烷基化、O-去烷基

化、羟基化、乙酰化及葡萄糖醛酸化等。采用过表达转运体的HEK293细胞探索罗库溴铵的肝脏跨膜转运机制, 结

果显示其为肝脏转运体MATE1、OCT1、OATP1B1和OATP1B3的底物。上述研究结果丰富了罗库溴铵体内代谢途

径, 提出了肝脏摄取和胆汁排泄的可能转运机制, 可更好地指导临床精准安全用药。本研究中人体胆汁样本的采集

是由上海中医药大学附属曙光医院伦理委员会批准 (批件号: 2019-775-130-01)。
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Abstract: Rocuronium bromide is an acetylcholine N2 receptor antagonist, which can be used as an auxiliary

drug for general anesthesia. It has been reported that rocuronium has two possible metabolic pathways: N-deal‐

kylation and O-deacetylation, which are mainly taken up by liver and excreted by bile in the form of primary drugs.

In this paper, the metabolites of rocuronium in human bile were detected by UHPLC-QE-orbitrap-MS, thirteen

metabolites were detected, including eleven phase I metabolites and two phase II metabolites, eleven of which had

not been previously reported. At the same time, HEK293 cells overexpressing transporter were used to explore the

transmembrane transport mechanism of rocuronium, the results showed that rocuronium was the substrate of

MATE1, OCT1, OATP1B1 and OATP1B3. The above research results enrich the metabolic pathway of rocuronium

in vivo, and put forward the possible transport mechanism of liver uptake and bile excretion, which can better guide

the accurate and safe clinical drug application. The collection of human bile samples in this study was approved by

the ethics committee of Shuguang Hospital Affiliated to Shanghai University of Traditional Chinese Medicine

(Approval Number: 2019-775-130-01).
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罗库溴铵 (化学结构式见图 1A) 是一种乙酰胆碱

N2受体拮抗剂, 可竞争性占据神经肌肉接头突触后膜

上的胆碱受体, 阻断乙酰胆碱的去极化作用而产生骨

骼肌松弛作用, 临床上主要用于全身麻醉辅助用药, 具

有起效迅速、不良反应低等特点, 是目前起效最快的非

去极化肌肉松弛药[1-7]。

和其他肌肉松弛药一样, 罗库溴铵的给药剂量应

个体化。近年来, 国内外对罗库溴铵的研究主要集中在

不同人群中的药动学方面[8-10], 但对代谢途径, 特别是

人体中的代谢产物研究较少。仅有个别文献涉及到了

罗库溴铵的代谢产物 (图 1B和 C) 研究, 分别为 Kleef

等[11]建立了柱前衍生的液相色谱-荧光法, 检测体液与

组织匀浆中罗库溴铵及其可能代谢产物 (去乙酰化和

N-去烷基化代谢产物); Ling 等[12]建立了 GC-MS 法检

测人体血浆中的罗库溴铵和去乙酰化代谢产物, 由于

方法检测灵敏度较低, 人体血浆中并未检测出可能的

去乙酰化代谢产物; Proost等[13]研究了罗库溴铵及其

潜在代谢产物在 38名麻醉手术患者的排泄情况, 研究

结果显示在人体不同的生物基质中, 均能检测出微量

的去乙酰化代谢产物, N-去烷基化代谢产物仅在胆汁

中有微量检出, 证明人体内存在这两种代谢产物。

罗库溴铵由静脉注射给药, 主要通过肝脏代谢, 据

报道血浆清除由肝脏摄取和胆道排泄为主, 少量经尿液

排出[13,14]。肝脏摄取和胆汁排泄能够显著影响药物的

系统暴露量, 从而影响药理作用和毒性等, 因此有必要

了解罗库溴铵的转运机制, 以更好地指导临床用药。目

前有文献报道罗库溴铵的跨膜转运和转运体有关, 梅杨

等[15]研究发现人体肝脏转运体有机阴离子转运多肽1B1

(organic anion transporting polypeptide 1B1, OATP1B1)

的基因多态性是导致罗库溴铵药效个体差异的原因之

一 , 间接说明 OATP1B1 可能是其肝脏摄取转运体 ;

Montfoort等[16]报道罗库溴铵由于分子量较大, 且正电

荷集中在体积较大的环状结构中的季铵盐阳离子, 其

在肝脏中的转运主要由有机阴离子转运多肽 (organic

anion transporting polypeptide, OATP) 介导 , 而分子量

较小亲水性的季铵盐阳离子化合物如胆碱等在肝脏中

的摄取主要由有机阳离子转运体 (organic cation trans‐

porter, OCT) 介导。但对罗库溴铵基于转运体的肝脏

清除研究未有报道。

本论文目的是研究罗库溴铵在人胆汁中的可能代

谢产物, 以完善罗库溴铵人体代谢途径。同时探索罗

库溴铵的肝脏跨膜转运机制, 为临床个体化用药和药

物相互作用提供指导。

材料与方法

药品与试剂 罗库溴铵注射液 (5 mL: 50 mg, 默

沙东制药有限公司); 罗库溴铵对照品 (纯度 98%) 和内

标维拉帕米 (纯度98%), 大连美仑生物技术有限公司; 甲

醇 (色谱纯)、乙腈 (色谱纯) 和二甲基亚砜 (色谱纯), 德

国Merck公司; 醋酸铵 (色谱纯, 美国ROE公司); 甲酸

(色谱纯, 德国 Fluka公司)。去离子水由法国Millipore

纯水仪制得。Hank's平衡盐溶液 (Hanks' balanced salt

solution, HBSS)、BCA蛋白浓度测定试剂盒 (MA0082-

3-Oct-22E) 购于大连美仑生物技术有限公司; 胎牛血

清、达尔伯克氏改良伊格尔液 (Dulbecco's modified

Eagle's medium, DMEM) 购于美国 Corning Cellgro 公

司; 青霉素-链霉素双抗溶液购于美国Gibco公司; D-

多聚赖氨酸 (poly-D-lysine, PDL) 购于美国BD公司。

细胞 转运体高表达细胞株 HEK293-MATE1

(multidrug and toxin extrusion protein 1, MATE1)、

HEK293-OATP1B1 (organic anion transporting poly‐

peptide 1B1, OATP1B1)、HEK293-OATP1B3 (organic

anion transporting polypeptide 1B3, OATP1B3)、HEK293-

OCT1 (organic cation transporter 1, OCT 1) 和空白转染

细胞均由上海药物代谢研究中心提供。

代谢产物鉴定

仪器 UHPLC-Q Exactive Plus Orbitrap高分辨质

谱仪, 配有电喷雾电离源 (ESI源), 美国 ThermoFisher

公司; Vanquish UHPLC液相色谱系统, 包括二元输液

泵、自动进样器、柱温箱和脱气机, 美国 ThermoFisher

公司。采用ThermoFisher公司的Xcalibur 4.2软件进行

数据采集 , 采用 Xcalibur 4.2 和 Compound Discoverer

3.2.0软件进行数据分析。

色谱条件 色谱柱为 Acquity UPLC HSS T3 柱

(100 mm × 2.1 mm ID, 1.8 μm粒径), 美国Waters公司;

Figure 1 Chemical structures of rocuronium bromide (A) and two metabolites (B and C)
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柱温为40 ℃; 样品室温度为10 ℃; 流速为0.3 mL·min-1;

流动相: A相为含0.1%甲酸水溶液, B相为含0.1%甲酸

的甲醇 ; 梯度洗脱 : 0～3.0 min, 2% B; 3.0～17.0 min,

2%～60% B; 17.0～20.0 min, 60%～95% B; 21.5～

25.0 min, 2% B。进样体积5.0 μL。

质谱条件 离子源为电喷雾离子源 (HESI), 正离

子扫描方式检测 , 喷雾电压为 3.5 kV, 毛细管温度为

350 ℃, 辅助气温度为 350 ℃, 鞘气流速为 50 arb, 辅助

气流速为 50 arb, 检测方式为 Full MS/dd-MS2, Full MS

分辨率为 70 000, dd-MS2分辨率为 17 500, 碰撞气为高

纯氮气 , 碰撞能量 (NCE) 为 15、40、50 eV, TopN 为 6,

扫描范围为m/z 200～1 000。

胆汁样品采集 对两名胆囊切除患者进行胆囊切

除手术, 收集给药 (静脉注射 0.6 mg·kg-1) 后约 0.5 h内

的胆汁样品, 于-20 ℃保存待测。手术前患者自愿签

署书面知情同意书。

胆汁样品预处理 取 100 μL胆汁样品, 加 900 μL

乙腈, 涡旋混合1 min, 4 ºC下14 000 r·min-1离心5 min。

取900 μL上清, 氮气流吹干, 加150 μL的复溶剂 (乙腈∶

水=15∶85) 溶解, 涡旋混合 2 min, 4 ℃下 14 000 r·min-1

离心5 min, 取上清进样分析。

转运体实验

仪器 Agilent 1290液相色谱串联 6495三重四级

杆质谱仪, 配有电喷雾电离源 (ESI源) 和 1290 Infinity

液相色谱系统 , 包括二元输液泵、自动进样器、柱温

箱和脱气机 , 美国 Agilent 公司。采用 Agilent 公司的

Masshunter软件进行数据采集和分析。

色谱条件 色谱柱为 Agilent Eclipse Plus C18 柱

(50 mm × 3 mm ID, 1.8 μm粒径), 美国Agilent公司; 柱

温为 40 ℃; 样品室温度为 10 ℃; 流速为 0.4 mL·min-1;

流动相: A相为含 0.005 mol·L-1醋酸铵水溶液, B相为

含 0.1%甲酸的乙腈; 梯度洗脱: 0～0.5 min, 5%～50%

B; 0.5～0.8 min, 50%～90% B; 0.8～2.0 min, 90%～

95% B; 3.01～3.5 min, 5% B。进样体积4.0 μL。

质谱条件 离子源为电喷雾离子源 (ESI), 正离

子扫描方式检测, 毛细管电压为 4 000 V, 锥孔电压为

380 V, 干燥气温度为 250 ℃, 干燥气流量为 14 L·min-1,

雾化气压力为 50 psi, 鞘气温度为 325 ℃, 鞘气流量为

11 L·min-1。采用多反应监测 (MRM) 方法定量, 罗库

溴铵和内标维拉帕米的定量离子对分别为 529.4→
487.6和455.4→165.3, 碰撞能量均为40 V。

细胞培养 以 DEME为培养基 (含 10% FBS、1%

GlutaMAX-I、100 u·mL-1青霉素、100 μg·mL-1链霉素和

1% 非必需氨基酸), 在含 5% CO2湿润的 37 ℃培养箱

中培养转运体细胞。待细胞生长达到 80%～90%融合

时, 以 0.05%的胰酶消化细胞; 消化后的细胞以 5×104/

孔的密度接种至 PDL包被的 96孔板中, 置于 5% CO2

湿润的 37 ℃培养箱中培养 48 h, 进行转运体细胞摄取

实验。

底物筛查实验 摄取开始之前弃去原有细胞培养

液, 用 37 ℃预热的HBSS溶液清洗细胞 3次后, 向每孔

中加入 100 μL 37 ℃预热的 HBSS 溶液平衡 10 min。

吸去孔中HBSS溶液, 向每孔分别加入 100 μL含或不

含阳性抑制剂的待测化合物 (浓度为 10 μmol·L-1) 的

HBSS溶液, 摄取时间为 10 min, 实验设置三样本。摄

取过程结束后, 快速移去孔中HBSS溶液, 以终止摄取反

应; 随后用冰冷的HBSS溶液 (不含药物) 清洗细胞3次,

去除细胞表面的药物。每孔加入 50 μL的 1 mol·L-1氢

氧化钠溶液, 细胞板在室温下孵育 10 min, 然后每孔加

入 1 mol·L-1盐酸溶液 50 μL。从每孔取 70 μL 样品与

70 μL乙腈混合, LC-MS/MS检测细胞内化合物的摄取

情况。以BCA法测定的蛋白浓度加以校正。

细胞样品预处理 将 100 μL 细胞样品与 100 μL

内标 (含有 20.0 ng·mL-1的维拉帕米 , 以乙腈配制) 混

合加入至 96 孔 (1.5 mL) 深孔板中 , 涡旋 15 min, 在

4 ℃下 3 700 r·min-1离心 15 min 后, 取出 180 μL 上清,

4 μL进样分析。

计算公式 通过计算化合物在摄取转运体细胞株

中的摄取速率 (uptake rate, UR) 与在空白转染细胞中

的比值 (uptake rate ratio, URR) 是否大于 2来评价是否

是摄取转运体的底物。通过计算各个转运体在抑制剂

存在时底物的摄取速率变化 , 即剩余活性 (residual

activity, RA) 来评价是否是摄取转运体底物。摄取速

率的单位是pmol·min-1·mg-1, 计算公式如下:

摄取速率 ( UR ) =
C细胞裂解液 × 1000

t作用时间 × M蛋白量

(1)

摄取速率比值 ( URR ) =
URT

URV

(2)

式1和2中, C细胞裂解液指样品中的药物浓度 (nmol·L-1),

t作用时间为孵育时间 (min), M 蛋白量指细胞裂解液的蛋白

浓度 (μg·mL-1)。URT指在过表达转运体的HEK293细

胞中的摄取速率 , URV指在作为空白对照的 HEK293

细胞中的摄取速率。

剩余活性 (RA ) =
URCO

URAlone

× 100% (3)

式 3中, URCO指有抑制剂存在时, 化合物在过表达

转运体的 HEK293 细胞中的摄取速率, URAlone指化合

物单独在过表达转运体的 HEK293 细胞中的摄取

速率。
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结果

1 罗库溴铵在人胆汁中的代谢产物分析

1.1 罗库溴铵对照品色谱和质谱分析

良好的分离分析条件可使待测药物、代谢产物同

生物样本中的内源性物质具有不同的保留时间和良好

的峰形, 这样不仅可避免代谢物质谱解析复杂化, 同时

可降低同一时间多离子出峰带来的离子抑制的影响。

本实验主要通过流动相的组成、梯度洗脱等条件的优

化, 最终得到罗库溴铵对照品的保留时间为12.34 min。

取罗库溴铵对照品溶液 (1 μg·mL-1) 进行质谱分析。主

要生成正离子盐根 [M]+离子 (m/z 529.400 1) (图 2A)。

高碰撞能量质谱图中 (图 2A), 主要碎片离子为 m/z

487.353 1、70.065 9、112.112 6、358.274 0、413.316 4、

376.284 6、340.263 7、88.076 3、427.333 7 等。根据罗

库溴铵的结构特点和碎片离子, 推测其可能的质谱裂

解规律 (图 2B)。由于代谢产物是由原形药物在体内

经酶催化产生的生物转化物, 与原形药物具有相似的

母核结构, 因此可根据原形药物的特征碎片离子和质

谱裂解规律来推测代谢产物的可能结构。

1.2 代谢产物分析

采用ThermoFisher公司的Xcalibur 4.2和Compound

Discoverer 3.2.0软件对人胆汁中的UHPLC-QE-Orbitrap-

MS数据进行分析, 以原形药物为研究基础, 通过与已

知对照品比对保留时间、准确分子质量、碎片离子来确

定原形药物。利用高分辨质谱数据分子离子峰、误差

值、保留时间进行初步判断; 由于代谢产物与原形药物

具有相似的母核结构, 因而具有相似的质谱裂解规律,

应用Compound Discoverer 3.2.0软件建立代谢产物鉴

定模板, 结合质量亏损、特征离子等进行代谢产物的进

一步表征。最终从人胆汁样品中分析鉴定出 1个原形

成分和 13个可能的代谢产物 (表 1), 胆汁样品的总离

子流色谱图见图3。

1.2.1 M1 的表征 M1 的保留时间为 12.84 min, 准

分子离子峰为 487.389 5 ([M]+, C30H51N2O3), 比原形

少了 C2H2O, 丢失 42 Da。在高碰撞能量下 , 生成 m/z

445.342 5、70.065 8、112.112 6、358.273 5、376.284 5 等

碎片离子 , 其中 m/z 70.065 8、112.112 6、358.273 5、

376.284 5碎片离子与原形相同, m/z 445.342 5碎片离

Figure 2 MS spectrum of rocuronium bromide under high collision energy (A) and possible fragmentation pathway of rocuronium

bromide (B)
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子比 M0 的特征碎片离子 m/z 487.353 1 少 42 Da。推

测M1为文献[11-13]报道的去乙酰化代谢产物 (图4)。

由于M1可能是酯水解产物, 其可不经代谢, 在样

品的处理过程中也有可能产生。为证明样品的处理过

程不会产生该物质, 采用将罗库溴铵对照品加入空白

胆汁样品中, 后按“胆汁样品预处理”方法处理样品, 进

样分析, 结果该样品中未检出M1, 因此可说明胆汁样

品中检出的M1是经肝脏代谢产生。

Figure 3 Metabolite profiles of rocuronium in human bile (A) and a larger version of picture (B)

Table 1 Analysis and identification of metabolites in human bile of rocuronium bromide using UHPLC-QE-Orbitrap-MS. aExtracted ion

flow diagram of each metabolite was integrated

No.

M0

M1

M2

M3

M4

M5

M6-1

M6-2

M6-3

M7-1

M7-2

M7-3

M8

M9

tR/min

12.34

12.84

12.38

16.73

11.61

16.44

11.08

11.76

12.76

15.36

15.76

16.16

13.94

11.89

Metabolic pathway

Parent

Deacetylation

N-Dealkylation

Carbonylation

N-Dealkylation,

O-Dealkylation

Carbonylation

Hydroxylation

Hydroxylation

Hydroxylation

Carbonylation,

hydroxylation

Carbonylation,

hydroxylation

Carbonylation,

hydroxylation

Acetylation

Glucuronidation

Formula

C32H53N2O4

C30H51N2O3

C29H49N2O4

C30H49N2O4

C30H51N2O4

C32H51N2O5

C32H53N2O5

C32H53N2O5

C32H53N2O5

C32H51N2O6

C32H51N2O6

C32H51N2O6

C34H55N2O5

C38H61N2O10

Measured

(m/z)

529.400 3

487.389 5

489.366 6

501.369 1

503.384 2

543.379 3

545.395 0

545.394 9

545.395 3

559.375 3

559.374 5

559.374 6

571.410 7

705.431 8

Error

(ppm)

0.57

0.21

−4.29

0.80

−0.20

0.18

0.18

−0.02

−0.73

1.97

0.54

0.72

0.35

−0.43

LC-MS area (×107) a

Patient1

295.09

6.44

0.21

0.37

0.49

17.15

0.04

0.38

0.10

0.17

0.76

0.92

0.60

2.17

Patient2

1 082.11

32.51

0.31

1.18

1.15

46.94

0.15

0.85

3.75

0.34

1.28

1.55

1.43

8.75

Fragment ion (m/z)

487.353 1, 70.065 9, 112.112 6, 358.273 7, 413.316 2,

88.076 3, 340.264 0, 376.283 3, 427.332 7,100.076 1

445.342 5, 70.065 8, 112.112 6, 358.273 5, 376.284 5,

88.076 3, 100.076 1

429.347 2, 471.358 7, 70.065 9, 88.076 3, 100.076 2

459.321 5, 70.065 8, 112.112 6, 102.055 4

461.337 1, 70.065 8, 112.112 6, 332.258 2, 387.299 9,

314.247 4, 350.369 0, 401.315 7, 100.075 7

501.332 6, 70.065 9, 112.112 7, 102.055 4, 372.253 0,

427.295 5, 441.310 8

110.097 0,128.107 3, 358.274 5, 88.076 1, 340.263 7,

358.274 5

503.347 8, 374.268 8, 70.065 8, 112.112 6, 429.315 5,

88.076 3, 104.071 0

70.065 9, 112.112 6, 442.331 5,400.284 4, 340.262 8,

358.273 9

Undetected

517.327 2, 70.065 9, 112.112 6, 443.288 6, 360.253 7,

118.050 0

517.327 3, 70.065 9, 112.112 6, 443.289 8, 360.253 2,

118.050 1

529.363 4, 469.343 3, 70.065 9, 112.112 6, 358.273 9,

340.263 4, 88.076 0

663.384 6, 529.401 0, 487.353 3, 70.065 9, 112.112 7,

358.273 9, 340.262 7
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1.2.2 M2 的表征 M2 的保留时间为 12.38 min, 准

分子离子峰为489.366 6 ([M]+, C29H49N2O4), 比原形少了

C3H4, 丢失40 Da。在高碰撞能量下, 生成m/z 429.347 2、

471.358 7、70.065 9、88.076 3 等碎片离子 , 其中 m/z

70.065 9和88.076 3碎片离子与原形相同, 碎片离子m/z

471.358 7由母离子丢失一分子H2O (18 Da), 随后碎片

离子m/z 471.357 8丢失一分子C2H2O (42 Da), 得到碎

片离子 m/z 429.347 6。推测 M2 为文献[11-13]报道的 N-

去烷基 (去烯丙基) 代谢产物 (图4)。

1.2.3 M3 的表征 M3 的保留时间为 16.73 min, 准

分子离子峰为501.369 1 ([M]+, C30H49N2O4), 比原形少了

C2H4, 丢失28 Da。在高碰撞能量下, 生成m/z 459.321 5、

70.065 8、112.112 6、102.055 4 等碎片离子 , 其中 m/z

70.065 8、112.112 6碎片离子与原形相同, m/z 459.321 5

碎片离子比M1的特征碎片离子m/z 445.342 5多14 Da,

m/z 102.055 4 比 M0 的特征碎片离子 m/z 88.076 3 (吗

啉环正离子) 多 14 Da, 推测M3为去乙酰化, 并在吗啉

环上形成内酰胺的代谢产物 (图4)。

1.2.4 M4的表征 M4的保留时间为 11.61 min, 准分

子离子峰为 503.384 2 ([M]+, C30H51N2O4), 比原形少了

C2H2, 丢失26 Da。在高碰撞能量下, 生成m/z 461.337 1、

70.065 8、112.112 6、332.258 2、387.299 9、314.247 4、

350.369 0、401.315 7 等碎片离子 , 其中 m/z 70.065 8、

112.112 6 碎 片 离 子 与 原 形 相 同 , m/z 461.337 1、

332.258 2、387.299 9、314.247 4、350.369 0、401.315 7

碎片离子分别比 M0 的特征碎片离子 m/z 487.353 1、

358.273 7、413.316 2、340.264 0、376.283 3、427.332 7

少 26 Da。推测 M4为吗啉环 N 端和 O 端同时去烷基

(C2H2) 代谢产物 (图4)。

1.2.5 M5的表征 M5的保留时间为 16.44 min, 准分

子离子峰为543.379 3 ([M]+, C32H51N2O5), 比原形少2个

H, 多 1 个 O, 增加 14 Da。在高碰撞能量下 , 生成 m/z

501.332 6、70.065 9、112.112 7、102.055 4、372.253 0、

427.295 5、441.310 8 等碎片离子 , 其中 m/z 70.065 9、

112.112 7 碎 片 离 子 与 原 形 相 同 , m/z 501.332 6、

102.055 4、372.253 0、427.295 5、441.310 8碎片离子分

别比 M0 的特征碎片离子 m/z 487.353 1、88.076 3、

358.273 7、413.316 2、427.332 7 多 14 Da。推测 M5 为

吗啉环上产生的内酰胺代谢产物 (图5)。

1.2.6 M6的表征 在m/z 545.394 9 ([M]+, C32H53N2O5)

Figure 4 MS2 spectrum and possible fragmentation pathways of metabolites M1 (A), M2 (B), M3 (C), M4 (D)
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的提取离子流色谱图中, 可检测到 3个色谱峰, 保留时

间为 11.08、11.76和 12.76 min, 分别命名为M6-1、M6-2

和M6-3。根据准确分子量和元素组成分析, 比原形多一

个 O (16 Da), 推测其为羟基化代谢产物; 结合各物质

的特征碎片离子和质谱裂解规律, 推测各物质可能的氧

化位点。M6-1的保留时间为 11.08 min, 在高碰撞能量

下 , 生成 m/z 128.107 3、358.274 5、88.076 1、340.263 7

等碎片离子, 其中m/z 358.274 5、88.076 1、340.263 7碎

片离子与原形相同, 碎片离子m/z 128.107 3比原形特征

碎片离子m/z 112.112 6多一个O (16 Da), 推测M6-1羟基

化位点在四氢吡咯环上。M6-2的保留时间为11.76 min,

在高碰撞能量下, 生成m/z 503.347 8、374.268 8、70.065 8、

112.112 6、88.076 3、104.071 0 等碎片离子 , 其中 m/z

70.065 8、112.112 6、88.076 3碎片离子与原形相同, 碎

片离子m/z 503.347 8比原形特征碎片离子m/z 487.353 1

多一个O (16 Da), 碎片离子m/z104.071 0比m/z 88.076 3

(吗啉环离子) 多一个 O (16 Da), 推测 M6-2 氧化位点

在吗啉环上。M6-3的保留时间为12.76 min, 在高碰撞

能量下, 生成 70.065 8和 112.1126 6等碎片离子, 与原

形相同, 推测M6-3氧化位点不在四氢吡咯环上, 在其

左侧基团上。

1.2.7 M7的表征 在m/z 559.374 2 ([M]+, C32H51N2O6)

的提取离子流色谱图中, 可检测到 3个色谱峰, 保留时

间为 15.36、15.76和 16.16 min, 分别命名为M7-1、M7-2

和M7-3。根据准确分子量和元素组成分析, 比原形多

2个 O (16 Da), 少 2个 H (2 Da), 增加 30 Da, 推测其为

羟基化和内酰胺化代谢产物; 结合各物质的特征碎片

离子和质谱裂解规律, 推测各物质可能的代谢位点。

M7-1 的保留时间为 15.36 min, 未检出碎片离子峰。

M7-2 与 M7-3 的保留时间分别为 15.76、16.16 min, 在

高碰撞能量下, 均生成一致的m/z 517.327 2、70.065 9、

112.112 6、443.288 6、360.253 7、118.050 0等碎片离子,

其中 m/z 70.065 9、112.112 6碎片离子与原形相同, 碎

片离子m/z 517.327 2、443.288 6、118.050 0比原形特征

碎片离子 m/z 487.353 1、413.316 2、88.076 3 多 30 Da,

m/z 118.050 0比吗啉环多 2个 O, 少 2个 H, 推测 M7-2

与M7-3羟基化和内酰胺化代谢位点均在吗啉环上。

1.2.8 M8的表征 M8的保留时间为 13.94 min, 准分

子离子峰为 571.410 7 ([M]+, C34H55N2O5), 比原形多了

C2H2O (42 Da)。在高碰撞能量下, 生成m/z 529.363 4、

469.343 3、70.065 9、112.112 6、358.273 9、340.263 4、

88.076 0 等碎片离子 , 其中 m/z 70.065 9、112.112 6、

358.273 9、340.263 4、88.076 0碎片离子与原形相同, 碎

片离子m/z 529.363 4由母离子丢失一分子C2H2O (42 Da),

比M0的特征碎片离子m/z 487.353 1多 42 Da, 随后碎

片离子m/z 529.363 4丢失一分子H2O (18 Da)、丢失一

分子烯丙基C3H4 (40 Da) 和 2个H (2 Da), 得到碎片离

子m/z 469.343 3。推测M8为乙酰化代谢产物, 乙酰化

Figure 5 MS2 spectrum and possible fragmentation pathways of metabolites M5 (A), M8 (B), and M9 (C)
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位点在羟基上 (图5)。

1.2.9 M9的表征 M9的保留时间为 11.89 min, 准分

子离子峰为 705.431 8 ([M]+, C38H61N2O10), 比原形多了

C6H8O6 (176 Da)。在高碰撞能量下, 生成m/z 663.384 6、

529.401 0、487.353 3、70.065 9、112.112 7、358.273 9、

340.262 7 等碎片离子 , 其中 m/z 487.353 3、70.065 9、

112.112 7、358.273 9、340.262 7 碎片离子与原形相同,

碎片离子 m/z 663.384 6 由母离子丢失一分子烯丙基

C3H4 (40 Da) 和 2个H (2 Da), 比原形的特征碎片离子

487.353 1多 176 Da, 碎片离子m/z 529.401 0由母离子

丢失一分子葡萄糖醛酸 (glucuronide, Glu, 176 Da)。

推测 M9为一分子葡萄糖醛酸结合物代谢产物, 结合

位点在羟基上 (图5)。

综合分析质谱数据, 推测罗库溴铵在人体中的主

要代谢途径 (图 6) 包括去乙酰化、N-去烷基化、O-去烷

基化、内酰胺化、羟基化、乙酰化及葡萄糖醛酸化。其

中, 内酰胺化代谢产物M5、内酰胺化和去乙酰化代谢

产物 M3、N-去烷基化和 O-去烷基化代谢产物 M4、乙

酰化代谢产物M8、羟基化代谢产物M6-1/M6-2/M6-3、

葡萄糖醛酸结合代谢产物M9、内酰胺化和羟基化代谢

产物M7-1/M7-2/M7-3均为人体内新发现的罗库溴铵

代谢产物。

2 不同转运体细胞对罗库溴铵的摄取

不同转运体细胞对罗库溴铵的摄取结果见图 7和

表2。在浓度为10 μmol·L-1, 摄取时间为10 min条件下,

MATE1、OATP1B1、OATP1B3 和 OCT1 中的摄取量分

别是Mock的11.30、4.95、2.14和2.74倍。摄取倍数大于

2 时认为有主动摄取发生 , 表明罗库溴铵是 MATE1、

OATP1B1、OATP1B3和OCT1转运体的底物。

讨论

本研究采用UHPLC-QE-Orbitrap-MS高分辨质谱

仪, 以质谱友好的 0.1%甲酸水溶液-0.1%甲酸甲醇溶

液为流动相体系 , 采用亲水性 ACQUITY UPLC HSS

Figure 6 Proposed major metabolic pathway of rocuronium bromide in human bile
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T3柱, 进行代谢产物的分离可获得较好原形药物和代

谢产物的色谱保留和峰形。结合代谢产物鉴定软件,

表征了罗库溴铵在人胆汁中的代谢产物。2名胆囊切

除手术患者静注罗库溴铵约 0.5 h后, 在其胆汁中共检

测到 13种代谢物, 包括 11种 I相代谢物及 2种 II相代

谢物, 其中 11种代谢产物为首次报道。由于人胆汁样

品不易获得, 通常使用受试者粪样替代, 用以研究药物

的代谢, 但是由于有些代谢产物 (如葡糖糖醛酸结合

物) 在肠道菌群的作用下易发生降解而无法检出, 因

此, 本论文采用人胆汁为研究对象, 可以获得更准确和

全面的罗库溴铵在人体中的代谢途径。

从代谢物种类和质谱的相对峰面积比例来判断,

2名患者代谢产物种类和代谢途径一致, 定量也无明

显差异。质谱峰面积结果显示, 内酰胺代谢产物M5、

去乙酰化代谢产物 M1和葡萄糖醛酸化代谢产物 M9

是含量相对较高的主要代谢产物, 但由于无代谢产物

对照品, 且不同物质的质谱离子化程度差异, 无法准确

判断真实含量的多少。

后续可尝试制备主要代谢产物 M5的对照品, 经

结构确证后, 进行定量及其他药代动力学研究。M5为

在吗啉环上形成的内酰胺代谢产物, 在人体中相对含

量较高, 是主要代谢产物; 此外还有去乙酰化和内酰胺

化代谢产物 M3, 羟基化和内酰胺代谢产物 M7-1/M7-

2/M7-3; 由此可见, 内酰胺化是罗库溴铵的主要代谢途

径。值得注意的是, 在形成内酰胺代谢产物后, 原来的

碱性胺基变为中性的酰胺, 在酸性流动相体系下, 内酰

胺代谢产物相对于未内酰胺化的物质色谱保留时间会

有明显延长, 这种色谱保留的变化特点可以帮助发现

可能的内酰胺化代谢产物。此类代谢产物的色谱行为

特征, 在本实验室对靶向抗肿瘤药物吡咯替尼的人体

代谢产物研究中已有报道[17]。

M6-1/M6-2/M6-3 是结合在药物不同官能团位置

上的羟基化代谢产物, 互为同分异构体, 通过质谱无法

确定其准确代谢位点。M8为乙酰化代谢产物, 推测由

N-乙酰转移酶代谢产生。

转运体研究结果显示 , 罗库溴铵是肝脏转运体

MATE1、OATP1B1、OATP1B3和OCT1的底物, 这同文

献报道的其主要通过肝脏清除的方式比较吻合。罗库

溴铵为季铵盐阳离子型药物, 极性较大, 游离碱分子量

为 529.40, 根据类药性性质, 其具有较低的渗透性, 很

难通过被动扩散透过细胞膜; 同时其较大的分子量增

加了疏水性基团, 导致溶解度降低, 不利于通过肾脏清

除, 而更倾向于通过肝脏清除。罗库溴铵可分别通过

电荷识别肝细胞基底膜上的有机阳离子转运体

OCT1, 通过其他方式 (推测可能含有一定的疏水区域

蛋白结合位点) 识别有机阴离子转运多肽OATP1B1和

OATP1B3被摄取进入肝脏, 之后再通过肝细胞微管膜

上的多药及毒素外排转运蛋白MATE1排泄至胆汁中。

上述转运机制说明, MATE1不仅可以同OCT1, 也可以

同OATP1B1与OATP1B3协同转运有机阳离子化合物

罗库溴铵, 进行肝脏的摄取和胆汁的排泄。此外, 在临

床联合用药时 , 需关注相关转运体介导的药物相互

作用。
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