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摘要：目的　探究补骨脂素和氯吡格雷对人肝微粒体中环泊酚代谢的影响。
方法　建立人肝微粒体孵育体系中环泊酚浓度的高效液相色谱串联质谱检测方
法。考察该方法的专属性、标准曲线、定量下限、精密度、回收率、基质效应和稳

定性。测定系列质量浓度的环泊酚与人肝微粒体共同孵育后的剩余量，并代入

ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８软件中计算得到环泊酚在人肝微粒体中的酶促反应动力学参
数；将补骨脂素和氯吡格雷分别与环泊酚在孵育体系中共同孵育，计算得到２种
细胞色素Ｐ４５０２Ｂ６（ＣＹＰ２Ｂ６）灭活药的半数抑制浓度（ＩＣ５０），进一步考察对环泊

酚代谢的影响。结果　环泊酚在１００～１００００μｇ·ｍＬ－１呈线性关系，标准曲
线方程为ｙ＝０１５ｘ－０１１（ｒ＝０９９９２），定量下限为１００μｇ·ｍＬ－１，批内及批
间精密度的相对标准偏差小于 ７％，相对误差不超过 ±５％，回收率为
９２６９％～９９６２％，基质效应在９４７７％～１０１８４％，样品经３７℃水浴２ｈ或室
温放置８ｈ，处理后置于自动进样器２４ｈ稳定性良好。环泊酚在人肝微粒体孵
育体系中的米氏常数（Ｋｍ）为 ３７８１μｇ·ｍＬ

－１，最大反应速率（Ｖｍａｘ）为

４１５４ｎｇ·ｍｉｎ－１·ｍｇｐｒｏｔｅｉｎ－１，固有清除率（ＣＬｉｎｔ）为０９１ｍＬ·ｍｉｎ
－１·ｍｇ－１。

补骨脂素和氯吡格雷对环泊酚的代谢呈剂量依赖性抑制作用，ＩＣ５０值分别为

３０２５和２０９μｍｏｌ·Ｌ－１，表现出轻度和中度抑制作用。结论　补骨脂素和氯
吡格雷可降低人肝微粒体中环泊酚的代谢。
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　　环泊酚是一种新型２，６－二异丙基苯酚衍生物类
短效静脉麻醉药［１］，主要经细胞色素 Ｐ４５０２Ｂ６（ｃｙｔｏ
ｃｈｒｏｍｅＰ４５０２Ｂ６，ＣＹＰ２Ｂ６）和尿苷二磷酸葡萄糖醛酸
转移酶（ｕｒｉｄｉｎｅｄｉｐｈｏｓｐｈａｔｅｇｌｕｃｕｒｏｎｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ１Ａ９，
ＵＧＴ１Ａ９）代谢［２－３］。研究表明，环泊酚与 ＣＹＰ２Ｂ６诱
导药、ＵＧＴ１Ａ９抑制药／诱导药以及由ＣＹＰ２Ｂ６酶代谢
的药物合用时不需要额外的预防措施［４－５］。补骨脂

素和氯吡格雷已被证实对 ＣＹＰ２Ｂ６酶均具有不可逆
转的抑制作用，分别为中等和高效的 ＣＹＰ２Ｂ６灭活
药［６－７］。本研究旨在通过建立环泊酚在人肝微粒体

中的孵育体系，用高效液相色谱串联质谱（ｈｉｇｈ
ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ － ｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ
ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ，ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ）技术分别考察 ２种
ＣＹＰ２Ｂ６灭活药对环泊酚代谢的影响，为环泊酚相关
药物－药物相互作用（ｄｒｕｇ－ｄｒｕｇｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ，ＤＤＩｓ）
研究和围术期安全合理用药提供参考。

材料与方法

１　材料
药品与试剂　环泊酚对照品，规格：每瓶５００ｍｇ，

纯度：９９９％，批号：１１２２０２０２，环泊酚－ｄ６对照品（内
标），规格：每瓶１０ｍｇ，纯度：９９８％，批号：２０２００５００６－
００１，均购自海思科制药（眉山）有限公司；环泊酚注射
液，规格：每支２０ｍＬ／５０ｍｇ，批号：２０２３０８０９，批准文
号：国药准字 Ｈ２０２０００１３，购自辽宁海思科制药有限
公司；补骨脂素对照品，规格：每支 ２０ｍｇ，纯度：
９９６％，批号：１１０７３９－２０１９１８，硫酸氢氯吡格雷对照
品，规格：每支１００ｍｇ，纯度：９９８％，批号：１００８１９－
２０１９０６，均购自中国食品药品检定研究院。混合男性
人肝微粒体原液（２０ｍｇ·ｍＬ－１）、还原型烟酰胺腺嘌

呤二核苷酸磷酸（ｎｉｃｏｔｉｎａｍｉｄｅａｄｅｎｉｎｅｄｉｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ
ｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ＮＡＤＰＨ）发生系统（Ａ液、Ｂ液）、磷酸缓冲
盐溶液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｅｄｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ）（１００ｍｍｏｌ·Ｌ－１，
ｐＨ＝７４），均由武汉普莱特生物医药有限公司生产。

仪器　ＬＣ－２０ＡＤ高效液相色谱仪，日本岛津公
司产品；ＡＰＩ４０００＋三重四级杆质谱仪，美国 ＡＢＳｃｉｅｘ
公司产品。

２　测定条件与溶液配制
色谱条件　色谱柱：ＳｙｍｍｅｔｒｙＣ１８（４６ｍｍ×

１５００ｍｍ，３５μｍ）；柱温：４０℃；流动相：含有００１％
氨水的５ｍｍｏｌ·Ｌ－１乙酸铵溶液（Ａ）和乙腈（Ｂ）；梯度
洗脱程序：０～１０ｍｉｎ，７０％→９５％Ｂ；１０～５５ｍｉｎ，９５％
Ｂ；５５～６５ｍｉｎ，９５％→７０％Ｂ；流速：０７０ｍＬ·ｍｉｎ－１；自
动进样器温度：４℃；进样量：２μＬ。

质谱条件　电喷雾电源，用多反应监测的负离子
模式。碰撞气：６２ｋＰａ；气帘气：２０７ｋＰａ；离子源喷射
电压：－４５００Ｖ，离子源温度：５００℃；环泊酚和环泊
酚－ｄ６的碰撞电压分别为 －２８和 －３０Ｖ，去簇电压
分别为－８５和－８３Ｖ，检测离子对分别为 ｍ／ｚ２０３２
→１７５１和ｍ／ｚ２０９３→１８１３。

对照品溶液　精密称取适量环泊酚、环泊酚－ｄ６、
补骨脂素和硫酸氢氯吡格雷对照品，用５０％乙腈溶液
溶解，制成质量浓度分别为 １０００、９３０、４２０和
１００ｍｇ·ｍＬ－１的储备液。取环泊酚储备液适量，用
５０％乙腈溶液稀释成质量浓度分别为 ０１０、０２５、
０５０、１００、２５０、５００、１０００ｍｇ·ｍＬ－１的系列环泊
酚工作液和０１０、０２５、１００、７５０ｍｇ·ｍＬ－１的定量
下限和低、中、高 ４个质量浓度的环泊酚质控溶液。
分别取补骨脂素和硫酸氢氯吡格雷储备液适量，用

５０％乙腈溶液稀释成摩尔浓度为 １２５、２５０、５００、
７５０、１０００、１５００和２０００ｍｍｏｌ·Ｌ－１的系列补骨脂
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素溶液和００２、００５、０１０、０２０、０５０、１００、２５０和
５００ｍｍｏｌ·Ｌ－１的系列硫酸氢氯吡格雷溶液。

含内标的反应终止液　取环泊酚 －ｄ６储备液适
量，用５０％乙腈溶液稀释成质量浓度为５μｇ·ｍＬ－１

的反应终止溶液，置于４℃冷藏箱，现配现用。
空白温孵液　男性人肝微粒体原液经高温灭活

后，用ＰＢＳ稀释为蛋白质量浓度为０５ｍｇ·ｍＬ－１的
空白温孵液。

３　肝微粒体温孵实验与样品处理
温孵条件　肝微粒体孵育体系总体积为２００μＬ，

包括底物环泊酚注射液，男性人肝微粒体原液５μＬ，
ＮＡＤＰＨ发生系统１２μＬ（Ａ液１０μＬ、Ｂ液２μＬ），其
余体积为 ＰＢＳ。将以上试剂分别在 ３７℃水中预热
５ｍｉｎ后混合得到孵育体系，并以３７℃继续恒温水浴
６０ｍｉｎ。每个样品平行孵育３次。

样品处理　将孵育体系取出后立即加入４倍体
积（８００μＬ）的反应终止液，涡旋２ｍｉｎ充分混匀，以
１０９×１０４ｒ·ｍｉｎ－１离心 １５ｍｉｎ后取上清液进样
分析。

４　方法学考察
本研究方法学建立和生物样本检测由河北医科

大学第二医院药学部实验室完成。

专属性　取空白孵育体系，环泊酚对照品溶液，
环泊酚－ｄ６对照品溶液，含有环泊酚注射液的真实孵
育体系，分别按照“样品处理”项下方法处理后进样分

析，考察人肝微粒体孵育体系中物质对环泊酚和内标

的干扰。

标准曲线与定量下限　取系列环泊酚工作液
２μＬ，加空白温孵液至２００μＬ，配制成质量浓度分别
为 １００、２５０、５００、１０００、２５００、５０００和 １００００
μｇ·ｍＬ－１的样品溶液，按照“样品处理”项下方法处
理并测定。以环泊酚质量浓度（ｘ）为横坐标，环泊酚
与内标峰面积的比值（ｙ）为纵坐标，用加权最小二乘
法进行线性回归（权重系数：１／ｘ２），得到标准曲线方
程。定量下限为标准曲线中质量浓度的最低点。

精密度与回收率　分别取环泊酚质控溶液２μＬ，
加空白温孵液至２００μＬ，配制成定量下限和低、中、高
（１００、２５０、１０００、７５００μｇ·ｍＬ－１）４个质量浓度
的质控样品溶液各５份，于同１ｄ内按“样品处理”项
下方法处理并测定，计算批内精密度和准确度；连续

３ｄ处理并测定，计算批间精密度和准确度。制备低、
中、高质量浓度（２５０、１０００、７５００μｇ·ｍＬ－１）质控
样品溶液，按“样品处理”项下方法处理并测定，记录

环泊酚的峰面积 Ａ。另取空白温孵液按“样品处理”

项下方法处理后得到空白基质溶液，加入环泊酚质控

工作液得到与理论质量浓度相同的低、中、高质量浓

度环泊酚空白基质样品各５份，进样测定得到空白基
质中环泊酚峰面积的均值 珔Ｂ。计算环泊酚在肝微粒
体中的提取回收率＝Ａ／珔Ｂ×１００％。

基质效应　配制低、中、高质量浓度环泊酚空白
基质样品各５份，进样测定记录环泊酚的峰面积 Ｂ。
取低、中、高质量浓度的环泊酚质控溶液，加５０％乙腈
稀释得到与质控样品的理论质量浓度一致的溶液各

５份，进样测定记录环泊酚峰面积的均值 珔Ｃ，环泊酚在
肝微粒体中基质效应＝Ｂ／珔Ｃ×１００％。

稳定性　配制低、中、高质量浓度的质控样品溶液
各３组，每个质量浓度５份，一组３７℃恒温水浴２ｈ后
按“样品处理”项下方法处理并测定，一组室温８ｈ放置
后处理并测定，另一组处理后置于自动进样器中保存

２４ｈ后进样测定，分别考察样品在孵育条件下、室温条
件下以及经处理后在自动进样器放置的稳定性。

５　实验方法［８］

最佳孵育时间　设定孵育体系中环泊酚的质量
浓度为 ３７５μｇ·ｍＬ－１，肝微粒体蛋白质量浓度为
０５ｍｇ·ｍＬ－１，分别在３７℃条件下孵育０、１０、２０、３０、
４０、６０、８０、１００和１２０ｍｉｎ后取出，按“样品处理”项下
方法处理并测定，平行操作３份。根据环泊酚剩余质
量浓度的下降趋势确定最佳孵育时间。

最佳蛋白质量浓度　设定孵育体系中环泊酚的
质量浓度为３７５μｇ·ｍＬ－１，加入不同体积人微粒体
原液，使孵育体系中蛋白质量浓度分别为０、０１、０２、
０３、０５、０７和１０ｍｇ·ｍＬ－１，３７℃孵育６０ｍｉｎ后
取出，并按“样品处理”项下方法处理并测定，平行操

作３份。根据蛋白质量浓度对环泊酚剩余质量浓度
的影响，确定孵育体系中最佳蛋白质量浓度。

酶促反应动力学　设定孵育体系中蛋白质量浓
度为０５ｍｇ·ｍＬ－１，向孵育体系中加入不同体积的
环泊酚注射液，使环泊酚初始质量浓度（Ｃ０）依次为
４０、８０、１６０、３２０、４８０和８００μｇ·ｍＬ－１，３７℃孵
育６０ｍｉｎ后按“样品处理”项下方法测定，平行操作
３份，计算环泊酚减少量（ΔＣ）。

补骨脂素和氯吡格雷对环泊酚代谢的影响　向
条件优化后的孵育体系加入系列补骨脂素溶液２μＬ
使体系中补骨脂素的摩尔浓度依次为０、１２５、２５０、
５００、７５０、１０００、１５００和２０００μｍｏｌ·Ｌ－１；另配制
孵育体系并加入系列硫酸氢氯吡格雷溶液２μＬ，使体
系中氯吡格雷的摩尔浓度依次为 ０、０２、０５、１０、
２０、５０、１００、２５０和５００μｍｏｌ·Ｌ－１。上述体系置
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于３７℃水浴预孵育１０ｍｉｎ后加入环泊酚注射液３μＬ
使体系质量浓度为３７５μｇ·ｍＬ－１，混匀后继续孵育
６０ｍｉｎ。按照“样品处理”项下方法处理并测定，平行
操作３份，计算ΔＣ。
６　统计学处理

根据底物消除法，将 Ｃ０和 ΔＣ代入 ＧｒａｐｈＰａｄ
Ｐｒｉｓｍ８０２软件进行统计处理，计算环泊酚在人肝微
粒体孵育体系中的酶促反应动力学参数，得到最大反

应速率（ｍａｘｉｍｕｍｖｅｌｏｃｉｔｙ，Ｖｍａｘ）、米氏常数（Ｍｉｃｈａｅｌｉｓ
ｃｏｎｓｔａｎｔ，Ｋｍ）和固有清除率（ｉｎｔｒｉｎｓｉｃｃｌｅａｒａｎｃｅ，ＣＬｉｎｔ）。
并进一步分别计算得到补骨脂素和氯吡格雷对环泊

酚在人肝微粒体中代谢的半数抑制浓度（ｍｅｄｉａｎ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ＩＣ５０）。

结　　果

１　方法学评价
专属性　如图１所示，环泊酚及其内标环泊酚－ｄ６

的性质极其相似，保留时间彼此接近，分别为４４５和
４４６ｍｉｎ。结果表明，人肝微粒体孵育体系中物质对
分析物均无干扰，专属性良好。

标准曲线与定量下限　环泊酚在１００～１００００
μｇ·ｍＬ－１质量浓度范围内线性关系良好，标准曲线
方程为 ｙ＝０１５ｘ－０１１（ｒ＝０９９９２），定量下限为
１００μｇ·ｍＬ－１。

精密度与回收率　环泊酚在人肝微粒体中的批
内及批间精密度的相对标准偏差（ｒｅｌａｔｉｖｅｓｔａｎｄａｒｄ
ｄｅｖｉａｔｉｏｎ，ＲＳＤ）均小于 ７％，相对误差（ｒｅｌａｔｉｖｅｅｒｒｏｒ，
ＲＥ）不超过 ±５％，提取回收率为９２６９％ ～９９６２％，
表明该方法符合生物样本分析要求，且重现性好，结

果见表１。
基质效应　环泊酚在人肝微粒体中的基质效应在

９４７７％～１０１８４％，ＲＳＤ小于８％，符合分析要求。

图 １　环泊酚（１）和环泊酚－ｄ６（２）的典型色谱图
Ｆｉｇｕｒｅ１　 Ｔｈｅｔｙｐｉｃａｌｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆｃｉｐｒｏｆｏｌ（１） ａｎｄ
ｃｉｐｒｏｆｏｌ－ｄ６（２）
Ａ：Ｂｌａｎｋｉｎｃｕｂａｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍｓｏｌｕｔｉｏｎ；Ｂ：Ｓｔａｎｄａｒｄｓｏｌｕｔｉｏｎｏｆｃｉｐｒｏｆｏｌ；

Ｃ：Ｓｔａｎｄａｒｄｓｏｌｕｔｉｏｎｏｆｃｉｐｒｏｆｏｌ－ｄ６；Ｄ：Ｓａｍｐｌｅｏｆａｃｔｕａｌｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ

ｓｙｓｔｅｍ

稳定性　环泊酚质控样品经 ３７℃水浴 ２ｈ，
室温放置８ｈ以及处理后置于自动进样器２４ｈ均
保持稳定，ＲＳＤ均小于 １０％，表明在上述条件下
稳定性良好。

２　环泊酚代谢酶促反应动力学
最佳孵育时间　环泊酚在人肝微粒体中的剩余

质量浓度随时间延长而显著下降，６０ｍｉｎ后下降速率
较前减慢，见图２Ａ。因此，选择６０ｍｉｎ为反应的最佳
孵育时间。

最佳蛋白质量浓度　孵育体系中肝微粒体蛋白
质量浓度为０～０５ｍｇ·ｍＬ－１时，环泊酚的剩余质量
浓度随蛋白质量浓度增加呈线性下降；而增加至

０５～１０ｍｇ·ｍＬ－１时，变化曲线趋于平缓，见图２Ｂ。
因此，选择 ０５ｍｇ·ｍＬ－１为反应的最佳蛋白质量
浓度。

表１　用高效液相色谱串联质谱（ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ）法测定环泊酚在人肝微粒体中的精密度、准确度和提取回收率
Ｔａｂｌｅ１　Ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ，ａｃｃｕｒａｃｙａｎｄｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｒｅｃｏｖｅｒｙｏｆｃｉｐｒｏｆｏｌｉｎｈｕｍａｎｌｉｖｅｒｍｉｃｒｏｓｏｍｅｓｂｙｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ－
ｔａｎｄｅｍｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ（ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ）ｍｅｔｈｏｄ

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

（μｇ·ｍＬ－１）

Ｉｎｔｒａ－ｄａｙ（ｎ＝５） Ｉｎｔｅｒ－ｄａｙ（ｎ＝１５）

Ｍｅａｓｕｒｅｄ

（μｍｏｌ·Ｌ－１，珋ｘ±ｓ）

ＲＳＤ

（％）

ＲＥ

（％）

Ｍｅａｓｕｒｅｄ

（μｍｏｌ·Ｌ－１，珋ｘ±ｓ）

ＲＳＤ

（％）

ＲＥ

（％）

Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ

ｒｅｃｏｖｅｒｙ

（％，珋ｘ±ｓ）

１００ １０４±００６ ６１０ ４０２ １０１±００５ ４８２ ０８６ －

２５０ ２４５±００６ ２５６ －１８５ ２４８±００８ ３３９ －０９８ ９７１９±１０８６

１０００ １００８±０５０ ５００ ０７６ １０２６±０７０ ６８４ ２６４ ９９６２±６８６

７５００ ７４７３±２７３ ３６５ －０３５ ７７１２±３３３ ４３２ ２８３ ９２６９±８０９

ＲＳＤ：Ｒｅｌａｔｉｖｅｓｔａｎｄａｒｄｄｅｖｉａｔｉｏｎ；ＲＥ：Ｒｅｌａｔｉｖｅｅｒｒｏｒ
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图 ２　孵育时间和蛋白质量浓度对人肝微粒体中环泊酚代谢

的影响

Ｆｉｇｕｒｅ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｉｎｃｕｂａｔｉｏｎｔｉｍｅａｎｄｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｐｒｏｔｅｉｎ

ｏｎｔｈｅｍｅｔａｂｏｌｉｓｍｏｆｃｉｐｒｏｆｏｌｉｎｈｕｍａｎｌｉｖｅｒｍｉｃｒｏｓｏｍｅｓ
Ａ：Ｖａｒｉｏｕｓｉｎｃｕｂａｔｉｏｎｔｉｍｅｓ；Ｂ：Ｖａｒｉｏｕｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｐｒｏｔｅｉｎ

酶促反应动力学参数　环泊酚在人肝微粒体中
代谢的 Ｋｍ为 ３７８１μｇ· ｍＬ－１，９５％ 置信区间
（ｃｏｎｆｉｄｅｎｃｅｉｎｔｅｒｖａｌ，ＣＩ）为３７５０～４６６０μｇ·ｍＬ－１；
Ｖｍａｘ为 ４１５４ｎｇ·ｍｉｎ

－１·ｍｇｐｒｏｔｅｉｎ－１，９５％ＣＩ为
３０１５～４７９５ｎｇ·ｍｉｎ－１·ｍｇｐｒｏｔｅｉｎ－１；ＣＬｉｎｔ为
０９１ｍＬ·ｍｉｎ－１·ｍｇ－１。
３　ＣＹＰ２Ｂ６灭活药对环泊酚代谢的影响

结果表明，补骨脂素和氯吡格雷可呈浓度依赖性

抑制环泊酚在人肝微粒体中的代谢，见图 ３Ａ和图
３Ｃ，其中，补骨脂素和氯吡格雷对环泊酚代谢的 ＩＣ５０
值分别为 ３０２５和 ２０９μｍｏｌ·Ｌ－１，见图 ３Ｂ和图
３Ｄ，表现出轻度和中度抑制作用。

图 ３　细胞色素Ｐ４５０２Ｂ６灭活药对环泊酚在人肝微粒体中代

谢的影响

Ｆｉｇｕｒｅ３　 ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅＰ４５０２Ｂ６ｉｎａｃｔｉｖａｔｏｒｓｏｎｔｈｅ

ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍｏｆｃｉｐｒｏｆｏｌｉｎｈｕｍａｎｌｉｖｅｒｍｉｃｒｏｓｏｍｅｓ
Ａ：ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｐｓｏｒａｌｅｎｏｎΔＣｏｆｃｉｐｒｏｆｏｌ；Ｂ：Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｐｓｏｒａｌｅｎｏｎｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙ

ｏｆｍｅｔａｂｏｌｉｃｅｎｚｙｍｅｓ；Ｃ：ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｃｌｏｐｉｄｏｇｒｅｌｏｎΔＣｏｆｃｉｐｒｏｆｏｌ；Ｄ：

Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｃｌｏｐｉｄｏｇｒｅｌｏｎｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｍｅｔａｂｏｌｉｃｅｎｚｙｍｅｓ

讨　　论

环泊酚是我国独立自主研发的国家一类新

药［９－１０］。本课题组曾建立测定环泊酚浓度的高效液

相色谱分析方法，可应用于该药体外实验研究［１０－１１］。

但在该检测条件下，环泊酚与硫酸氢氯吡格雷出峰时

间重合，且难以通过调整流动相的比例或 ｐＨ实现分
离，不适用于本研究中的测定。故建立 ＨＰＬＣ－ＭＳ／
ＭＳ分析方法，通过设定待测物的离子对，可以解决专
属性上的问题。环泊酚与丙泊酚类似，常温条件下呈

油状液体，极性较弱，完全溶解于甲醇和乙腈，不溶于

水。用蛋白沉淀法，简便快捷，适用于大批量样品的

处理。通过比较，乙腈作为沉淀蛋白剂的提取效率更

高，且无杂峰干扰，比甲醇更具优势。此外，由于体外

孵育样品数量较多，实验终止反应过程中逐个加入内

标后再加入沉淀剂难以做到平行操作，样品之间的孵

育时间差异较大。为此，本实验提前配制含有内标的

反应终止液，不仅可以简化操作，减少孵育时间误差，

也可以使内标的精密度显著提升。此外，４倍孵育体
系体积的冷反应终止溶液不仅可以充分沉淀蛋白，提

高环泊酚的回收率，也能够更好地对环泊酚乳剂注射

液实现破乳，经高速离心１５ｍｉｎ后取上清液，即可达
到进样要求。

既往实验曾基于大鼠肝微粒体孵育体系证明了

补骨脂素对环泊酚代谢的抑制作用［１１］，对环泊酚相

关ＤＤＩｓ研究具有一定的参考价值。然而由于物种差
异，大鼠体内的药物代谢酶可能和人体内显著不

同［１２－１３］。因此需要提供更为充分的证据来进一步评

估ＣＹＰ２Ｂ６灭活药与环泊酚在人体内的药物相互作
用。参考国内外药物相互作用指导原则规定，建议首

先用人肝细胞或肝微粒体在体外实验评估药物相互

作用的潜力［１４－１５］。因此，本文以既往研究为基础，选

用人肝微粒体作为生物材料进行实验，避免了种属差

异对实验结论可能产生的误导，提供了更具临床意义

的理论依据。有研究曾选用 ＣＹＰ２Ｂ６探针药物安非
他酮作为代谢底物，分别证明了补骨脂素和氯吡格雷

能够中度和高度抑制重组人 ＣＹＰ２Ｂ６酶的活性［５－６］。

而本实验选择混合男性人肝微粒体，能够更为真实地

反映肝中各代谢酶的组成，研究结果显示，补骨脂素

和氯吡格雷能够对环泊酚代谢分别产生轻度和中度

的影响。２种ＣＹＰ２Ｂ６灭活药对环泊酚和安非他酮代
谢产生不同程度的影响可能与肝微粒体组成和底物

经ＣＹＰ２Ｂ６代谢比例的差异有关。
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Ｖｏｌ４１Ｎｏ１１Ｊｕｎｅ２０２５（ＳｅｒｉａｌＮｏ４３３）

本实验通过建立环泊酚在人肝微粒体孵育体系

中的代谢模型，分别考察了补骨脂素和氯吡格雷对环

泊酚代谢的影响。结果表明２种药品可不同程度的
抑制ＣＹＰ２Ｂ６介导的环泊酚代谢，提示 ＣＹＰ２Ｂ６灭活
药与环泊酚合并用药时可能使环泊酚的代谢减慢，导

致体内药物暴露量增加，从而延长苏醒时间，增加术

后并发症。拟用环泊酚注射液进行手术或检查的患

者，如果正在接受补骨脂素或氯吡格雷治疗，临床应

对此加强监护。本实验在肝微粒体孵育体系模拟了

药物在肝的代谢过程。然而，考虑到体内外代谢环境

存在较大差异，药物在体内的实际代谢过程比体外实

验更复杂［１６－１７］，该实验结果仍存在一定的局限性。

因此，仍有必要在临床研究中对环泊酚相关 ＤＤＩｓ做
进一步验证。
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［１３］　ＦＵＪＩＷＡＲＡＲ，ＹＯＤＡＥ，ＴＵＫＥＹＲＨ．Ｓｐｅｃｉｅｓｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｉｎｄｒｕｇ

ｇｌｕｃｕｒｏｎｉｄａｔｉｏｎ：ＨｕｍａｎｉｚｅｄＵＤＰ－ｇｌｕｃｕｒｏｎｏｓｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ１ｍｉｃｅ

ａｎｄｔｈｅｉｒａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｆｏｒｐｒｅｄｉｃｔｉｎｇｄｒｕｇｇｌｕｃｕｒｏｎｉｄａｔｉｏｎａｎｄｄｒｕｇ－

ｉｎｄｕｃｅｄｔｏｘｉｃｉｔｙｉｎｈｕｍａｎｓ［Ｊ］．ＤｒｕｇＭｅｔａｂＰｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔ，２０１８，

３３（１）：９—１６．

［１４］　ＳＵＤＳＡＫＯＲＮＳ，ＢＡＨＡＤＤＵＲＩＰ，ＦＲＥＴＬＡＮＤＪ，ｅｔａｌ．２０２０ＦＤＡ

Ｄｒｕｇ－ｄｒｕｇｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｇｕｉｄａｎｃｅ：Ａｃｏｍｐａｒｉｓｏｎａｎａｌｙｓｉｓａｎｄａｃｔｉｏｎ

ｐｌａｎｂｙｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｉｎｄｕｓｔｒｉａｌｓｃｉｅｎｔｉｓｔｓ［Ｊ］．ＣｕｒｒＤｒｕｇＭｅｔａｂ，

２０２０，２１（６）：４０３—４２６．

［１５］　国家药品监督管理局　药品审评中心药物相互作用研究技

术指导原则（试行）［ＥＢ／ＯＬ］．２０２１－０１－２６［２０２４－０３－２５］．

ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗｃｄｅｏｒｇｃｎ／ｍａｉｎ／ｎｅｗｓ／ｖｉｅｗＩｎｆｏＣｏｍｍｏｎ／５ａ１５ｂ７２７ｅ

６０５４８２ｃ１ｃｆ５９４ｃ６８９ｂｂ９９４ｂ

［１６］　ＭＩＧＬＩＯＲＡＴＩＪＭ，ＬＩＵＳ，ＬＩＵＡ，ｅｔａｌ．Ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ，ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ，

ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ，ａｎｄｅｘｃｒｅｔｉｏｎｏｆＵＳｆｏｏｄａｎｄｄｒｕｇａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ－

ａｐｐｒｏｖｅｄａｎｔｉｓｅｎｓｅｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｄｒｕｇｓ［Ｊ］．ＤｒｕｇＭｅｔａｂＤｉｓｐｏｓ，

２０２２，５０（６）：８８８—８９７．

［１７］　ＬＡＩＹ，ＣＨＵＸ，ＤＩＬ，ｅｔａｌ．Ｒｅｃｅｎｔａｄｖａｎｃｅｓｉｎｔｈｅｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎｏｆ

ｄｒｕｇｍｅｔａｂｏｌｉｓｍａｎｄｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｓｓｃｉｅｎｃｅｆｏｒｄｒｕｇｄｉｓｃｏｖｅｒｙ

ａｎｄｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ［Ｊ］．ＡｃｔａＰｈａｒｍ ＳｉｎＢ，２０２２，１２（６）：

２７５１—２７７７．

（收稿日期２０２４－１２－０１）


