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放射性同位素标记策略在人体物质平衡试验中的应用进展

何伊菲 1,2, 郑元东 1, 钟大放 1*, 刁星星 1,2*

(1. 中国科学院上海药物研究所, 上海 201203; 2. 中国科学院大学, 北京 101408)

摘要: 物质平衡试验是新药研发过程的一项关键研究, 旨在揭示药物在人体内的代谢和排泄路径。目前, 人体物

质平衡试验主要利用放射性同位素标记技术进行, 国内外药品监督管理机构已相继发布了相关的研究草案和指导原

则, 以鼓励并指导工业界按规范进行研究。放射性标记位点的选择对于获得药物代谢的关键信息极为重要。然而, 体内

生物转化可能会导致药物分子结构的部分断裂, 从而使未标记部分的代谢产物信息丢失。使用不同放射性标记位点的

药物分开给药或混合给药, 或在一个分子中同时标记多个放射性同位素, 可以有效解决这一问题。本文回顾了相关的

技术进展, 分析了放射性同位素标记策略, 并对多个放射性标记位点药物在人体物质平衡试验中的应用进行了讨论。
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Abstract: Human mass balance study is a pivotal research in the field of clinical pharmacology, aiming at 

elucidating the metabolic and excretion pathways of drugs in humans. Currently, human mass balance studies 

predominantly employ radiolabeling techniques. Recently, both the U.S. Food and Drug Administration (FDA) and 

the Center for Drug Evaluation (CDE) of the China National Medical Products Administration (NMPA) issued 

related research drafts and guidelines to encourage and guide the pharmaceutical industry to conduct research in 

compliance with established standards. The selection of radiolabeling sites is crucial for obtaining critical 

information on drug metabolism. However, in vivo biotransformation may lead to partial disintegration of the 

molecular structure, thereby resulting in the loss of metabolic product information of the unlabeled moiety. 

Administering drugs with different radiolabeling sites separately or in combination, or labeling multiple radioactive 

isotopes within one molecule, can effectively solve this problem. This article reviews relevant technological 

progress, analyzes radiolabeling strategies, and discusses the application of drugs with multiple radiolabeling sites 

in human mass balance studies.
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人体物质平衡试验是药物研发过程中不可或缺的 关键环节, 用于研究新药在人体内的吸收、代谢和排

泄 (AME)[1]。近年来, 人体物质平衡试验在新药研发

中的地位日益重要, 为确定药物的代谢及排泄途径、评

估绝对生物利用度和生物转化提供了至关重要的

信息[2,3]。
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继美国食品药品监督管理局 (FDA) 于 2022 年

5月发布《人体放射性标记物质平衡研究临床药理学

考量 (草案)》[4]后, 我国国家药品监督管理局药品审评

中心 (CDE) 于 2024年 1月发布了《放射性标记人体物

质平衡研究技术指导原则》[5], 标志着我国在该领域的

规范化和快速发展。十年来, 放射性标记人体物质平

衡研究在我国的开展数量显著增加, 截至 2024年 3月

31 日 , 我国 CDE 临床试验登记平台已累计登记超过

110个放射性人体物质平衡试验。已有文献综述了放

射性标记药物物质平衡及生物转化临床研究的方法和

步骤[6-8]。

欧洲药品管理局 (EMA) 和美国 FDA发布的人体

物质平衡试验指导原则草案, 都强调了在进行药物研

究时, 选择化学和代谢稳定的位点进行放射性标记的

重要性, 并指出在必要时使用多个不同的放射性标记

策略来追踪药物的体内过程[4,9]。虽然我国目前还没

有采用多个放射性标记的案例, 但随着药物分子设计

的发展, 特别是对于那些具有更大分子量的新型小分

子药物, 如蛋白降解靶向嵌合体 (PROTAC), 多标记位

置的选择变得尤为重要。PROTAC等新型药物通常涉

及复杂的代谢途径和多个潜在的活性形式[10,11]。因此, 

使用多个放射性标记可以帮助研究人员更准确地追踪

这些药物在体内的行为和生物转化, 使用多个放射性

标记的方法有可能成为未来的一种趋势, 尤其是解决

复杂的药物代谢。

本文旨在综述相关技术进展, 深入分析放射性同

位素标记策略, 并探讨在人体物质平衡试验中应用多

个放射性标记策略的潜力与挑战。

1 人体物质平衡试验的分析方法 

近年来, 液相色谱−串联质谱 (LC-MS/MS)、加速

器质谱 (AMS)、氟−核磁共振 (F-NMR) 和电感耦合等

离子体−质谱法 (ICP-MS) 等先进技术显著提升了人体

物质平衡研究的精确度和效率[12-15]。这些技术不仅为

药物开发过程中的安全性和经济性评估提供了可靠的

支持, 而且还为药物的代谢特性和行为分析开辟了新

的研究途径。图 1总结了关于人体物质平衡试验的法

规指南和重要技术的发展历程。

1.1　非放射性技术　LC-MS/MS 技术在药物分析领

域中扮演着至关重要的角色, 通过结合高效液相色谱

的分离能力和质谱的检测灵敏度, LC-MS/MS使得科

学家能够对药物及其代谢产物进行快速、准确的定性

和定量分析[16,17]。LC-MS/MS的优势在于其不依赖于

Figure 1　Time table describing the progression of guidelines and methodologies in human mass balance study: above the timeline arrow 

on the left are significant guidance and regulatory milestones, while below the timeline arrow on the right are the emergence of various tech‐

niques
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化合物的放射性或荧光标记, 从而避免了标记过程可

能引入的偏差和复杂性[18]。LC-MS/MS提供了高通量

的分析能力, 使其成为药物代谢研究和药物监测的首

选方法。然而质谱对代谢物的响应往往有很大差异, 

并且不同的基质可能会对分析结果产生干扰, 故 LC-

MS/MS在分析多个基质中的代谢物时面临挑战。

对于结构中含氟原子的药物, 19F-NMR和 ICP-MS

技术为药物分析提供了有力的替代方法[19]。19F-NMR

利用氟原子在NMR中的独特性质, 能够提供关于药物

及其代谢物的详细信息, 而不受化学结构和基质变化

的影响[20,21]。因此, 19F-NMR可以用于量化未标记的代

谢物及其下游产物, 尤其是在放射性标记不可行或不

希望使用时 , 19F-NMR 是一种理想的工具[22,23]。然而 
19F-NMR样品处理过程的复杂性是一个考虑因素, 需

要精确的提取、干燥和氘水复溶等步骤, 这直接影响了

分析的总体时间和成本。此外, 19F-NMR的灵敏度相

对有限, 而环境中的氟元素可能产生干扰, 这限制了其

在常规应用中的使用。

ICP-MS则可以分析含氟化合物以外的其他卤素

元素 (氯、溴、碘)[24,25]。ICP-MS受益于与液相色谱相对

容易耦合, 具有元素选择性、高灵敏度和独立于结构的

响应特性, 使其成为药物代谢研究中一种可能的替代

检测技术。总之, 19F-NMR和 ICP-MS为药物开展人体

物质平衡试验分析提供了新的可能性, 但在实际应用

中需要权衡其优势和操作上的挑战。

1.2　放射性技术　放射性同位素标记技术是药物代

谢研究中的一项重要工具, 科学家通过在药物分子中

引入放射性同位素 (如 14C或 3H) 来追踪药物及其代谢

产物在体内的动态[26,27]。放射性标记药物或代谢物能

释放出 β射线, 通过液体闪烁计数仪 (LSC) 和流动液

闪仪等现代放射性检测设备检测, 为研究者提供了一

种强有力的手段来详细了解药物的代谢特性和

行为[28,29]。

放射性标记技术特别适用于代谢途径广泛、结构

复杂、产生多种代谢物, 以及那些在质谱和紫外光检测

中响应较差的化合物[30-32]。放射性标记技术被认为是

研究药物在体内物质平衡、组织分布和代谢物谱分析

的黄金标准, 它能够定量地反映代谢物的比例, 并专一

地追踪特定的化学物质或生物分子[33,34]。美国FDA和

我国 CDE推荐所有小分子创新药物在临床研究中使

用放射性标记技术, 当需要关注代谢物的安全性以及

在稳态时血浆中总暴露量超过 10%的代谢物时, 放射

性标记技术成为获取这些关键信息的有效手段。

此外, AMS作为一种高灵敏度的放射性同位素检

测技术, 能够在极低的剂量水平下测量放射性同位素, 

在药物代谢研究中发挥重要作用[35,36]。AMS技术的应

用可以显著减少受试者的放射性暴露, 同时检测极低

放射性剂量的放射性物质。然而, 由于样本制备过程

耗时且复杂, 加上设备成本高昂, AMS技术的应用尚

未在药物代谢研究领域得到广泛普及。未来随着技术

的进步和成本的降低, AMS有望在药物代谢研究中扮

演更加重要的角色。

2 放射性同位素标记的策略 

2.1　放射性核素种类　在药物ADME研究中, 可用的

放射性同位素包括 14C、3H、32P、33P、35S、125I、131I 等[37]。

在人体物质平衡研究中, 低能量的 14C和 3H是最常用

的放射性核素, 能够无干扰地整合进药物分子, 且它们

发出的 β射线辐射弱, 易于防护[38]。14C和 3H的半衰期

分别为 5 730年和 12.35年, 由于半衰期长, 在实验周期

中测得的数据一般不需要作物理半衰期的校正, 便于

测量和结果计算。

在放射性标记核素的选择上, 14C通常因其稳定性

而被优先考虑, 不仅可以提供准确的代谢轨迹, 而且由

于其化学性质的稳定性使得在体内环境下不易发生变

化[39]。相比之下, 3H 标记虽然合成过程简单, 但在体

内可能与水分子发生质子交换, 导致比活度下降, 影响

研究结果的准确性[40]。因此, 除非有确凿的证据表明

在体内环境下不会发生 3H-1H 交换, 否则一般不建议

使用 3H标记。然而, 对于一些天然药物, 由于合成路

线的复杂性, 3H标记可能是唯一可行的选择。3H的高

比活度为放射性检测提供了更高的灵敏度, 对于追踪

微量代谢物更为有利。

此外, 一旦在化合物中标记放射性同位素, 由于质

量增大导致化学键强度增大, 可能会直接影响化合物

的代谢过程, 即动力学同位素效应。相对于 14C, 3H展

现出更为显著的同位素效应。研究指出, 当 1H被 2H取

代时, 化合物的代谢动力学特征会受到质子替换效应

的影响[41-45]。如果将 3H替换 1H, 同位素效应则会更显

著。值得注意的是, 这种效应只会影响代谢中会变化

的部位。因此, 若标记位于化合物骨架中一个稳定的

位置, 即在代谢过程中不会发生键断裂的部分, 将很少

受到动力学同位素效应的干扰, 同时标记元素也不会

流失, 因此在代谢过程中将保持其示踪功能。

在临床前研究中, 3H标记合成简单且具有较高的

灵敏度, 因此 3H的使用较为普遍; 但随着药物开发进

入后期, 由于 14C具有更好的稳定性和精准性, 因此大

约 95%的候选药物更倾向于使用 14C标记。这种趋势

反映了研究者在进行长周期的药物代谢研究和临床试

验时, 对稳定性、精确性以及试验结果可靠性的高度

重视。
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2.2　放射性标记位置　在药物代谢研究中, 选择放射

性标记的位置需要综合考虑多个因素。首先, 合成难

度是一个重要的考量点, 但同样重要的是药物的化学

和生物学特性, 以及初步的生物转化实验结果。选择

分子中化学结构稳定的部位作为标记位置, 可以防止

放射性标记在体内过早脱落, 从而影响研究结果的准

确性。

理想的标记位点应当具有高度的代谢稳定性, 这

意味着它能够在药物的主要代谢路径中保持不变, 即

使在药物经历广泛的生物转化过程时也不会丢失。如

果母体化合物在代谢过程中因化学键断裂同时生成两

个重要代谢产物, 则需要考虑使用多个放射性标记策

略。同时, 这样的标记位点不应该影响药物的生物活

性, 也不应该干扰药物与其作用靶点之间的相互作用, 

确保放射性标记不会改变药物的原有药理作用和安

全性。

在合成路径的优化方面, 选择标记位置也应考虑

到整个合成过程的经济性和环保性。在可能的情况

下, 应该在合成的后期步骤中引入 14C和 3H, 这样做可

以减少整个合成过程中的步骤数量, 降低放射性废物

的产生, 从而减轻对环境的影响[38]。通常, 放射性标记

位点应选在分子母核的稳定碳原子上, 例如芳香环或

脂环, 其标记位点在药物的生物转化过程中相对稳定, 

而尽可能避免在羧基、羟基、氨基等活性部位进行

标记。

综上所述, 放射性标记位置的选择是一个复杂的

决策过程, 它需要基于药物的化学结构、生物学特性、

代谢稳定性, 以及合成路线的优化等多个方面进行综

合考量并最终选择。

2.3　单一放射性标记的药物　单一放射性标记的药

物指的是在药物分子中, 仅有一个原子位置被放射性

同位素 (如 14C或 3H) 替代。在国内, 已有多种小分子

药物采用了单一放射性标记策略开展人体物质平衡试

验, 其中, 康替唑胺 (contezolid)[46]、呋喹替尼 (fruquin‐

tinib) [47]、吡咯替尼 (pyrotinib) [48]、索凡替尼 (surufa‐

tinib)[49]、环泊酚 (ciprofol)[50]、恩沙替尼 (ensartinib)[51]、

林普利塞 (linperlisib)[52]、达尔西利 (dalpiciclib)[53]、泰吉

利定 (tegileridine)[54]、安罗替尼 (anlotinib)[55]、氟唑帕利 

(fuzuloparib) [56]、伏美替尼 (furmonertinib) [57]等已获批

上市。通过对这些药物的放射性标记位点进行总结, 

可以更好地理解不同类型药物的代谢特性[7]。

2.4　多个放射性标记的药物　在药物代谢研究中, 单

一放射性标记策略有时无法提供关于药物代谢的完整

信息。特别是当药物分子在体内发生断裂时, 放射性

标记可能会丢失, 导致无法追踪到未标记部分发生的

代谢反应。为了解决这一问题, 研究人员提出了在人

体物质平衡试验中使用多个放射性标记的策略[58]。这

种方法包括在药物分子的不同位置上引入多个放射性

同位素, 如 14C和 3H, 使得每个标记位点发出不同的放

射性信号。通过检测这些信号, 研究人员可以区分不

同的代谢产物和途径, 以及药物在不同组织和器官中

的分布浓度。放射性标记的数量和位置的选择通常会

根据药物在体内是否分裂成两部分或更多部分来

决定。

在国际上, 已经有多个使用多放射性标记位点的

人体物质平衡研究案例, 这些案例涵盖了包括抗癌、抗

糖尿病、抗高血压、抗病毒在内的多种药物的研发, 不

仅阐明了药物的代谢产物和途径, 还揭示了新的代谢

现象和机制, 如药物的肠肝循环以及肠道微生物的代

谢作用, 为药物的临床开发和应用提供了宝贵的信息

和指导。

3 多个放射性标记策略的应用与分析 

多个放射性标记的策略意味着在药物分子的不同

位置引入放射性同位素, 即使在复杂的生物转化过程

中, 药物分子的每个部分也能被精确地监测和定量。

这种策略的优势在于, 研究人员可以在单个研究中评

估药物的 ADME 特性。例如, 使用 14C 标记的药物可

追踪整个分子, 而 3H标记则可用于监测药物的特定部

分或代谢途径, 这样的组合有助于揭示药物分子内部

相互作用和代谢途径的详细情况, 为药物研发提供了

更深入的理解。因此, 对多个放射性标记策略的总结

和评估对于指导实验设计和提高研究效率具有重要价

值, 可以更全面地评估药物的药理特性, 加速药物从实

验室到临床应用的转化过程。

在人体物质平衡试验中选择采取多个放射性标记

策略时 , 可以采取不同的方法 : 单独给予 3H 和/或 14C

标记的化合物, 或以混合物的形式给药, 甚至将放射性

标记组合在一个分子中。本文详细地列举了这些策略

在人体物质平衡试验中的应用情况。目前, 14C+14C的

组合是最常见的策略, 包括分开给药、混合给药或标记

应用到同一分子的策略均有相应的人体试验案例; 然

而, 14C+3H组合在人体物质平衡试验中的应用仅有一

例[59], 更多的情况是出现在临床前研究或方法学研

究中。

3.1　 分 别 单 独 给 予 14C 和 14C 不 同 标 记 的 药 物　

Pomotrelvir是一种病毒复制抑制剂和 3CLp小分子抑

制剂, 由 Pardes Biosciences Inc.研发, 用于治疗新型冠

状病毒感染。Yang等[60]使用了两种不同标记位置的

[14C]pomotrelvir, 采用分开给药的方式, 进行人体物质

平衡试验。根据临床前动物实验结果和首次人体研究
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中的代谢物分析, 预测 pomotrelvir的一个酰胺键会发

生显著水解 (图 2A)。两个断裂部分都是主要的循环

代谢物, 且超过血浆中药物总相关物质的 10%。为了

追踪和表征主要水解代谢物及其可能的次级代谢物, 

采用了两种不同标记位置的微量示踪剂, 分别标记在

内酰胺羰基和苯环上 (图 2A), 可以覆盖酰胺水解后的

所有裂解代谢物。用AMS和 LC-MS/MS方法共鉴定

了 11个主要代谢物, 在内酰胺标记组和苯环标记组的

样本中分别检测到 3种和 6种代谢物, 共同观察到 2种

代谢物。

非格列培 (firuglipel, DS-8500a) 是一种 GPR119

小分子激动剂, 由第一三共株式会社研发, 用于治疗

2型糖尿病。在临床前大鼠实验中, Makino等[61]观察

到非格列培的代谢途径主要为裂解途径: 噁二唑环的

还原裂解和酰胺侧链的水解, 噁二唑环开环后的代谢

物是大鼠中的主要代谢物 (图 2B)。在随后的人体物

质平衡试验中, Makino等[62]使用两种不同标记位置的

[14C]非格列培, 分别标记在苯环和侧链的酰胺碳上, 采

用分开给药的方式进行研究 (图 2B)。试验结果表明

酰胺侧链水解产生的裂解代谢物是人体血浆中的主要

代谢物, 提示酰胺水解存在显著的物种差异。人体口

服两种不同标记位置的[14C]非格列培后, 尿粪中的排

泄率和代谢物谱有较大差异, 表明两种裂解代谢物的

体内处置方式不同。Makino等采用的双标记策略, 可

以覆盖噁二唑环的裂解代谢物, 虽然酰胺水解会导致

未标记的 2-氨基丙-1-醇丢失, 但 2-氨基丙-1-醇是一个

Figure 2　Chemical structures of [14C]pomotrelvir and amide hydrolysis pathway (A), and chemical structures of [14C]firugligel and amide 

hydrolysis and reduction pathways (B). *: 14C radiolabeled position
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小的极性脂肪族片段, 没有警示结构, 因此无需进行第

三个放射性标记。

洛拉替尼 (lorlatinib) 是一种 ALK 抑制剂和 ROS

抑制剂 , 由辉瑞公司研发 , 用于治疗非小细胞肺癌。

Stypinski等[63]在洛拉替尼的第一次人体物质平衡试验

中观察到了人特有的分子内裂解代谢途径, 生成主要

循环代谢物M8和未标记的含吡啶吡唑结构的代谢物 

(图 3A)。因此 , 他们在洛拉替尼的吡唑环上再次进

行 14C标记 (图 3A), 展开了第二次人体物质平衡试验。

可以从中得到经验: 药物在动物中不发生裂解, 并不能

排除在人体中发生裂解的可能。

阿地溴铵 (aclidinium bromide) 是一种CHRM3小

分子拮抗剂, 由 Almirall SA 研发, 用于治疗慢性阻塞

性肺疾病。Sentellas等[64]报道了阿地溴铵由于分子中

存在酯键, 在血浆中迅速水解成两种无活性代谢物, 分

别是醇代谢物 LAS34823 和酸代谢物 LAS34850 (图

3B)。因此, Ortiz等[65]使用两种不同标记位点的[14C]阿

地溴铵进行人体物质平衡试验, 分别标记在苯环和乙

醇羰基碳上 (图 3B), 分开给药收集样品, 以此来追踪

醇代谢物和酸代谢物的进一步代谢情况。

对不同受试者分别给予不同位置标记的化合物是

最直接且技术简单的方法, 实质上相当于将两种单一

标记的人体物质平衡试验结合在一起。然而, 这种策

略的潜在缺点在于需要纳入更多受试者。举例来说, 

Makino等[62]在采用双放射性标记策略时需要对 6+6名

受试者进行给药, 即每项试验需要 6名受试者。此外, 

还需要额外的临床前实验以支持单独给药, 包括对每

个放射性标记进行大鼠物质平衡研究和大鼠定量全身

放射性自显影 (QWBA) 研究, 以便准确估算人体放射

性剂量, 除非采用微量示踪剂技术进行人体研究[26]。

3.2　分别单独给予 14C 和 3H 不同标记的药物　由于 
14C具备更好的稳定性和精准性, 在临床阶段大约 95%

的候选药物更倾向于选择 14C标记, 在人体物质平衡试

验中使用 3H进行单独标记的情况并不常见。因此, 至

今尚未在人体物质平衡试验中采用分别给予 14C和 3H

标记的药物这一策略, 不过这种方法在临床前研究中

Figure 3　Chemical structures of [14C]lorlatinib in study 1 and study 2, and intramolecular cleavage metabolic pathway (A) and chemical 

structures of [14C]aclidinium bromide and ester bond hydrolysis pathway (B). *: 14C radiolabeled position
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已经被部分应用。

Gaudin 等[66] 对角鲨烯酰腺苷纳米组件 (SQAd 

NAs) 进行小鼠 ADME 研究, 纳米组件由检测药物腺

苷 (adenosine, Ad) 和载体角鲨烯 (squalenoyl, SQ) 连

接而成, 并包入纳米粒中进行给药。为了更好地了解

治疗效果, 他们分别使用 14C和 3H标记角鲨烯和腺苷

部分 (图 4A), 不仅可以评估药物整体的命运, 也可以

检测腺苷和角鲨烯在生物体内的分布情况。

3.3　以混合物的形式给予 14C 和 14C 不同标记的药

物　尽管分别给予不同位置标记的药物是最直接并且

技术上最简单的方法, 但是进行两次人体物质平衡试

验需要更多的受试者和放射性药物, 会增加成本并使

样品处理与分析变得更加繁琐。与之相比, 在单次人

体物质平衡试验中, 以混合物的形式给予不同标记的

药物是更为优越的策略。然而, 放射性剂量可能需要

低于单一标记试验中的剂量, 以确保在单次人体试验

中保持辐射剂量在可接受范围内。当选择使用 14C标

记化合物的混合物 (1∶1), 必须依赖代谢物鉴定来确定

每种代谢物的比活度, 只有一个标记的裂解产物可以

帮助校正两种放射性标记的比活度。例如, 如果混合

Figure 4　Chemical structures of adenosine, squalenoyl-[3H]-adenosine and [14C]-squalenoyl-adenosine (A), structure of dual-labeled [14C]

rimegepant (B), structure of dual-labeled [14C]peliglitazar (C), and the proposed metabolic schemes for dual-labeled [14C]LY3202626 (D). *: 
14C radiolabeled position; #: 3H radiolabeled position
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物的比活度为 50 mCi·mmol-1, 而裂解产生的代谢物仅

为 25 mCi·mmol-1, 那么基于原形药物比活度的裂解代

谢物的浓度 (ng eq.·g-1) 实际上是测量值的两倍。然

而, 通常情况下, 两个 14C标记的比活度并不相同, 使计

算进一步复杂化。因此, 在一个分子上进行多个放射

性标记时 , 评估每个放射性标记的比活度存在一定

挑战。

瑞 美 吉 泮 (rimegepant, BMS-927711) 是 一 种

CGRP小分子拮抗剂, 由百时美施贵宝公司研发, 用于

治疗偏头痛。Turley等[67]使用双标的[14C]瑞美吉泮进

行人体物质平衡试验。在临床前动物代谢研究中, 观

察到瑞美吉泮的氨基甲酸酯水解是一种主要的代谢途

径。因此, 分别在酯键的左右两部分进行了 14C标记, 

以双标记的方式来完全追踪该化合物的代谢转化 

(图4B)。

Peliglitazar是一种PPAR小分子激动剂, 由百时美

施贵宝公司研发, 用于治疗 2型糖尿病。Wang等[68]使

用双标的[14C]peliglitazar进行人体物质平衡试验。由

于在结构相关的类似物 muraglitazar的研究中观察到

O-去烷基代谢途径将分子分裂成两个片段, 并且在体

外孵育 peliglitazar实验中也观察到了类似的反应, 因

此在醚键的左右两部分进行 14C标记, 1∶1混合后口服

给药, 以得到peliglitazar的完整代谢情况 (图4C)。

LY-3202626是一种BACE1小分子抑制剂, 由礼来

制药公司研发 , 用于治疗阿尔茨海默病。Katyayan

等[69]使用双标的[14C]LY3202626进行人体物质平衡试

验 , 分别标记在苯环和酰胺碳上 , 1∶1 混合后口服给

药。LY3202626的主要代谢途径是O-去甲基 (M2) 和

酰胺水解 (M1、M3、M4和M5), 其中M2和M4是血浆

和排泄物中的主要代谢物 (图 4D)。如果没有进行双

标, M3和M4无法观测到, 导致对主要代谢物的误判。

3.4　以混合物的形式给予 14C 和 3H 不同标记的药物　

混合给予 14C和 3H不同标记的药物将使研究情况更加

复杂, 需要考虑 14C和 3H的放射性检测。在放射性检

测器的测量中, 14C和 3H通道存在重叠, 因此需要调整

能量窗口以减轻 3H通道对 14C检测的干扰, 以增加 14C

信号的检测灵敏度。然而, 14C 通道对 3H 测量的影响

无法完全消除, 因为来自较高能量的 14C放射性测量会

干扰较低能量的 3H通道, 导致 3H计数被高估。为了解

决这一问题, 需要使用单标记的标准品分别进样, 以确

定每个标记的比活度, 并评估在 3H测量中 14C信号引

起的干扰程度[59,70], 可以有效衡量和解决混合标记药

物的放射性测量问题。

齐拉西酮 (ziprasidone) 是一种 5-HT2 拮抗剂和

DRD2 激动剂 , 由辉瑞公司研发 , 用于治疗精神分裂

症、双相相关障碍和躁狂症。在齐拉西酮的临床前研

究中, Prakash等[71]发现齐拉西酮在大鼠和犬中广泛代

谢, 主要代谢途径是哌嗪氮的乙基侧链的N-去烷基和

苯并异唑环的硫氧化 (图 5A)。由于N-去烷基途径使

得齐拉西酮发生分子断裂, 因此在人体物质平衡试验

中, Prakash等[59]采用双标记的策略来追踪分子裂解后

的代谢物, 分别使用 14C和 3H标记哌嗪氮连接的乙基

碳和苯并噻唑环上的氢 (图 5A), 以混合物的形式给予

健康男性受试者。

在测定样品的放射性时, 为了同时监测 14C和 3H, 

Prakash等使用了“双标”14C/3H程序, 并且使用不同的

闪烁液混合样品来检测 14C 和 3H。在代谢物谱分析

中, 用单标记的标准品进样, 以确定 14C和 3H的效率分

别是 37% 和 55%, 由于在检测中能量较高的 14C 会干

扰 3H通道的信号, 需要做出31%的补偿[59]。

3.5　在一个分子上标记不同位置的 14C 和 14C　在一

个分子上标记不同位置的 14C和 14C与以混合物形式给

予 14C和 14C不同标记的药物的策略类似, 都需要评估

每个 14C 标记的比活度 , 并鉴定所有的代谢物 , 以单

个 14C 标记的裂解代谢物来校正不同 14C 标记的比活

度。然而, 分子内多标记的制剂配制相比混合物给药

更为简单, 本质上与单一标记的制剂配制相同。此外, 

在一个分子上标记多个放射性同位素会显著增加药物

合成的复杂性, 而且多个放射性同位素的辐射也会导

致同位素降解速度的加快。因此, 尽管分子内多标记

提供了一种更精细的方法来研究药物代谢, 但也带来

了更多的挑战和限制, 需要仔细权衡其优势和缺点。

Bempedoic acid (ETC-1002) 是一种 ACLY 抑制

剂, 由Otsuka Holdings Co. Ltd.和Esperion公司共同研

发, 用于治疗高胆固醇血症、血脂障碍和杂合子家族性

高胆固醇血症。在 bempedoic acid 的临床前研究中 , 

Oniciu 等[72]报道了其能够可逆地代谢为酮代谢物

ESP15228, 后者可以被激活为 CoA硫酯结合物, 类似

于 bempedoic acid 的激活机制 (图 5B)。因此 , Amore

等[73]使用双标的[14C]bempedoic acid 进行人体物质平

衡试验 , 在 bempedoic acid 的两个羰基碳上同时进行

标记, 以同时评估 bempedoic acid和 ESP15228在体内

的代谢情况 (图5B)。

3.6　在一个分子上标记不同位置的 14C和 3H　如果在

同一分子中同时进行 14C和 3H标记, 则无法对他们进

行单独的比活度测定。因此, 迄今为止, 这种策略尚未

在人体物质平衡试验中得到广泛应用, 更多的是合成

方法学的研究。AMS可能是应对这一技术难点的一

种办法 , AMS 可以选择性地分析 14C 和 3H, 但目前

AMS测量生物样品中 3H的应用还不够成熟[74], 意味着
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在人体试验中同时使用 14C和 3H标记的分子仍面临一

些技术挑战 , 需要进一步研究和发展才能实现这一

目标。

化合物 1是一种有效的GABAA受体激动剂, Shaf‐

fer 等[70]在前期的体外代谢研究中观察到化合物 1 的

C8位发生NADPH依赖性显著代谢裂变, 生成苯并吡

唑醇 2和氟吡唑咪唑 3 (图 5C)。因此, Zhang等[75]报道

了 14C和 3H双标记的化合物 1的合成方法, 分别在 C8

的两侧进行标记 (图 5C), 以此得到全面的体内代谢

谱图。

4 讨论 

我国已有多种小分子药物采用单一放射性标记策

略开展人体物质平衡试验。其中吡咯替尼[48]、恩沙替

尼[51]、泰吉利定[54]等被报道在人体中经过 O-去烷基、

N-去烷基和酰胺水解等代谢途径导致分子裂解 (图6)。

标记丢失的部分是否发生代谢反应无法被观察到, 从

Figure 5　Chemical structures of [14C]ziprasidone and [3H]ziprasidone, and the major metabolic pathway of ziprasidone (A), coenzyme A 

thioester conjugation of dual-labeled [14C]bempedoic acid (ETC-1002) and ESP15228 (B), and chemical structures for [14C/14C] -1 and 

[14C/3H] -1, and the NADPH-dependent microsomal-mediated metabolic scission of 1 into 2 and 3 (C). *: 14C radiolabeled position; #: 3H 

radiolabeled position
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而不能获得药物的完整代谢情况。如果在进行人体物

质平衡试验之前, 就观测到类似的分子裂解代谢途径, 

可以考虑采用多个放射性标记策略, 以避免后续的重

复试验。然而 , 吡咯替尼经 O-去烷基丢失甲基吡啶 

(图 6A), 泰吉利定经O-去烷基丢失乙基 (图 6C), 这两

个基团都是小的脂肪族片段, 因此, 这种情况可以不用

标记第二个放射性核素来检测后续代谢情况。

基于上述案例可以得出以下结论: 药物分子经生

物转化途径断裂生成两个甚至三个重要片段时, 需要

评估是否需要多个放射性标记来进行人体物质平衡

试验。

如果预测出人体中的主要代谢物是裂解产物, 应

该使用多个放射性标记策略, Cuyckens等[58]建议使用

代谢清除率大于 25% 作为参考指标。如果在血浆中

存在裂解产物且可能超过总暴露量的 10%, 依据美国

FDA发布的《药物代谢产物安全性试验技术指导原则 

Figure 6　The chemical structures and cleavage metabolic pathways of [14C]pyrotinib (A), [14C]ensartinib (B), and [14C]tegileridine (C). *: 
14C radiolabeled position
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(Metabolite in Safety Testing, MIST)》需要考察代谢物

的安全性[76,77], 此时也应该采用多个放射性标记策略。

通常裂解产物比氧化代谢物和原形药物更具有亲水

性, 从而增加血浆中的暴露量。在进行人体物质平衡

试验之前, 根据动物体内ADME数据和人体首次非放

射性试验结果, 对化合物的代谢情况有初步的了解。

此外, 采用合适的分析方法也至关重要, 因为裂解产物

与原形药物的质谱响应可能差别较大, 导致对裂解产

物丰度的低估[78]。

如果裂解产物的代谢途径未知, 则需要采用多个

放射性标记策略。然而, 如果预测的裂解产物不会进

一步大量代谢, 也可以选择LC-MS/MS定量追踪这一

部分, 从而避免需要标记原形分子的这一部分, 但是这

种方法存在一定风险。如果裂解产物之一是已知的内

源性无害分子, 并且形成的预期浓度没有显著高于内

源性水平, 则没有必要对该部分进行放射性标记。其

次, 如果裂解产物被报道过代谢途径, 也可以考虑不进

行放射性标记。

随着新型药物分子设计技术的不断进步, 小分子

药物的分子量也在逐渐增加。其中, PROTAC是一种

由两个小分子和连接子 (linker) 构成的三元复合物, 这

种嵌合体的出现不仅增加了分子断裂的潜在风险, 还

使得其代谢途径变得更为复杂。因此, 在这种复杂的

结构下, 采用多个放射性标记策略可以确保有效追踪

和评估药物的代谢和分布情况。

载体类纳米药物是将原料药包封于纳米载体中形

成的纳米尺度颗粒, 其中与普通药物不同之处在于其

功能单位“载药粒子”。因此, 纳米药物的药代动力学

特征与普通药物存在较大差异, 例如组织分布、蓄积和

清除。我国CDE在 2021年发布了《纳米药物非临床药

代动力学研究技术指导原则 (试行)》[79], 对于其药代动

力学研究方法提出了特殊要求, 但目前尚缺乏完整的研

究和评价体系。载体类纳米药物进入体内后, 存在多种

形态成分, 如载药粒子、载体材料、负载与游离型药物

及代谢产物等。采用多个放射性标记策略来分别标记

药物和载体粒子, 可能解析“载药粒子−游离性药物−
载体药物”在体内的动态变化过程, 进而获得纳米药物

的体内药代动力学信息。例如, Rurarz等[80]将 177Lu或 
90Y 与纳米载体进行化学偶联 , 并使用放射性成像技

术 (如正电子发射断层扫描, PET等) 来跟踪纳米载体

在动物体内的分布情况, 以确保纳米系统的生物活性, 

并评估在疾病模型中纳米载体的有效性和靶向性。

5 总结与展望 

在药物开发的早期阶段, 准确地追踪和理解药物

在人体内的行为是至关重要的。放射性同位素标记提

供了一种强大的工具, 可以揭示药物的吸收、分布、代

谢和排泄过程。然而, 随着药物分子结构的复杂化, 传

统的单一标记策略可能无法提供足够的信息来完全理

解药物的代谢途径。因此, 放射性标记的策略选择是

一个重要的决策, 它直接影响到能否获得关于药物代

谢和排泄的关键信息。单一标记策略虽然简单, 但有

时会因为化合物的降解或代谢断裂而无法提供完整的

代谢轮廓, 需要多个放射性标策略来补充数据。

当药物的代谢裂解途径可能发生时, 采用多个放

射性标记有助于确保识别完整的代谢物谱。多放射性

标记策略不仅提高了人体物质平衡研究的信息量和精

度, 而且通过不同的标记位点区分药物的代谢途径, 可

以加深对药物体内行为和药效机制的理解。这种策略

的应用, 特别是在复杂药物设计和个性化医疗的背景

下, 将成为药物研究和开发中的一个重要方向, 有助于

优化药物设计, 提高治疗效果, 同时确保患者安全。

尽管多放射性标记策略提供了深入的代谢信息, 

但它们也面临着合成难度大、成本高和放射性废物处

理等挑战。未来的研究需要在提高标记效率、降低成

本和最小化环境影响之间找到平衡。随着分析技术的

进步和放射性标记方法的创新, 多放射性标记策略有

望在药物开发中发挥更大的作用, 为新药的安全性和

有效性提供更加全面的数据支持。

对于我国的药物研究和开发领域来说, 关注并掌

握多放射性标记技术的发展, 将有助于提高药物研究

的质量和效率, 同时也符合国际药物研究发展趋势。

未来可以期待看到更多使用多个放射性标记的药物研

究案例, 这将为药物的安全性和有效性评估提供更加

坚实的科学基础。
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