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摘要：目的考察SIPI在大鼠体内的代谢转化。方法采用液相色谱一质谱(LC-MS“)联用技术，检测在单剂量静脉注射给予

SIPI后大鼠尿，粪及胆汁中的SIPI及代谢物。色谱柱为Diamonsil C，。柱；流动相为甲醇-水-甲酸(40：60：0．5)，流速为0．5

mL·rain～；质谱仪离子源为电喷雾离子源(ESI)，正离子方式检测。代谢物经LC．MS“方法分离和分析，通过质谱和色谱行为

推测其结构。结果在大鼠尿样中共检测到8种代谢物，在大鼠粪样中共检测到4种代谢物，在大鼠胆汁样品中共检测到3

种代谢物。结论SIPI在大鼠体内广泛代谢，形成多种代谢产物。
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ABSTRACT：OBJECTIVE To investigate the metabolic profile of SIPI in rats．METHODS Liquid chromatography·tandem mass

spectrometry(LC-MS“)was used for the separation and analysis of SIPI and its metabolites in rats urine，feces and bile after an intra—

venous dose of SIPI．The metabolites were separated using a mobile phase consisting of methanol—water-formic acid(40：60：0．5)at

0．5 mL·min～with a Diamonsil C18 column．The instrument was operated in positive eleetrospray ionization(ESI)mode．The metab-

olites were identified by comparisons of their mass spectra and LC behavior．RESULTS Totally，8 metabolites were detected in rats U—

rine，4 metabolites wel'e detected in rats feces and 3 metabolites were detected in rats bile．CONCLUSION SIPI underwent extensive

metabolic pathways in rats．
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SIPI为正在研制开发的抗肿瘤新药，其化学名

为Ⅳ-苄基-2一[4一(2一氧代-2．苯基乙基)．哌嗪一1]一乙

酰胺，其结构见图1。
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图1 SIPI的结构

Fig 1 Structure of SIPI

药物代谢研究是新药开发中的重要一环。本实

验拟采用液相色谱一质谱(LC—MS“)联用技术，检测在

静脉注射给予SIPI后大鼠尿，粪及胆汁中的新药SIPI

及代谢产物，阐明该新药在大鼠体内代谢产物的结

构，为该新药的进一步药理和药效研究提供依据。

1材料与方法

1．1仪器和试剂

美国The珊。公司LCQ型液相色谱-质谱联用

仪，包括ESI源及Xcalibur 1．2数据处理系统、日本

岛津公司LC一10AD色谱系统。甲醇为色谱纯，其

他试剂为分析纯。

1．2动物

健康Wistar大鼠12只，雌雄各半(沈阳药科大

学实验动物中心)，体重250±20 g。将12只大鼠随

机分为3个剂量组，每组4只，雌雄各半。分别静脉

注射给予10，20或40 mg·kg～SIPI，于给药后0—

12 h内收集尿样，粪样和胆汁样品。
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1．3样品预处理

取Sep—Pak C，8固相萃取柱，用水2 mL，甲醇2

mL，水2 mL依次洗涤活化，待用；将尿样或胆汁涡

旋混合30 S，用蒸馏水稀释一倍，经o．3斗m微孑L滤

膜过滤，滤液以每分钟30滴的速度加到上述已活化

的固相萃取柱上，用水2 mL：洗涤，用甲醇2 mL洗

脱，收集甲醇洗脱液，取20汕用于LC—MS“分析；将

粪样研细，加入一定量的甲醇，超声10 min后，离

心，取20灿上清液直接进行LC—MS“分析。
1．4 LC—MS“分析

色谱柱为Diamonsil C】8柱(4．6 mm×200 mm，5

斗m，北京迪马公司)；流动相为甲醇．水．甲酸(40：

60：0．5)，流速为0．5 mL·min～，柱温为室温；质谱

仪离子源为电喷雾离子源(ESI)，正离子方式检测，

离子源喷射电压4．25 kV；毛细管温度为200 oC；毛

细管电压30 V；管透镜补偿电压30 V；碰撞气为

He；鞘气和辅助气均为N：，流速分别为0．75和0．15

L·min～。采用一级全扫描质谱(full scan MS)、选

择离子二级全扫描质谱(full scan MS2)两种方式同

时测定。

2实验结果

2．1 判断代谢物是否存在雌雄差异或剂量组间差

异

分别对各剂量组的雄性和雌性Wistar大鼠的尿

样、胆汁和粪样进行LC—MS“分析，未见代谢物存在

雌雄差异或剂量组间差异。

2．2静脉注射给药后大鼠尿样中的代谢物

在一级全扫描质谱条件下，与静脉注射给药前

空白尿样比较，静脉注射给药后的大鼠尿样中除检

测到SIPI原形的准分子离子峰m／z 352外，还检测

到一组与SIPI相关物质的准分子离子峰，质／荷比

分别为m／z 530，368，262，354，370，386和108。然

后以上述质荷比进行LC．MS“检测，获得各代谢物的

色谱图见图2和多级质谱诊断信息，见表1。

图2大鼠尿中SIPI及其代谢物的总离子流色谱图和二级全扫描色谱图

A一空白尿；B一大鼠静脉注射给予40mg·kg-1 SIPI后0—12 h的尿样

rag 2 Total ion current(TIC)and full scan MS2 chromatograms of SIPI and its metabolites in rat urine

A—blank urine；B—the rat urine colhted during 0—12 h after alliv dose of40mg·蝇一1 SIPI

2．2．1 SIN(MO) 准分子离子峰[M+H]+为m／z 与SIPI对照品比较其色谱和质谱行为，M0确定为

352，HPLC保留时间为12．1 min。对其进行LC—MS2 SIH。

分析得到的主要二级碎片离子为m／z 217，为准分 2．2．2代谢物M1准分子离子峰[M+H]+为m／

子离子脱Ⅳ-(苄基)-甲酰胺所产生，见图3。进一步 z 530，HPLC保留时间为8．2 min。[M+H]+峰较
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表1 大鼠静脉注射给予40 mg·kg。1 SIPI后0～12 h尿样

中SIPI及其代谢物的多级质谱数据

Tab 1 LC．MS“data of SIPI and its metabolites in rat urine af-

ter a single iv dose of40 mg·kg一1 SIPI

『M+H]+ Main MS2 Main MS3 Main MS4

乙ompouncl

(m／z) fragmentions(m／z)fragmentions(m／z)fragmentions(m／z)

336 201

20l

217

注：M0一SIPI；MI～M8一代谢物1—8

Note：MO—SIH：M1一M8一Metabolites 1～8

SIPI增加178 u；其MS2碎片离子为m／z 354，较SIPI

增加2 u；MS3碎片离子为m／z 336；MS4碎片离子为

m／z 201。结合SIPI的质谱断裂规律，可以确定M1

的结构为酮羰基还原后与葡萄糖醛酸的结合产

物‘1|。

l

2
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2．2．4代谢物M3准分子离子峰[M+H]+为m／

Z 368，HPLC保留时间为9．4 mino[M+H]+峰较

SIPI增加16 U；对其进行LC—MS2分析得到的主要二

级碎片离子为m／z 233，比M0的MS2碎片离子多16

U。结合SIPI的质谱断裂规律，推测M3的结构为与

羰基相连的苯环的羟基化产物。

2 2 5代谢物M4准分子离子峰[M+H]+为m／z

262，HPLC保留时间为4．4 rain。[M+H]+峰较SIPI

减少90 U；对其进行LC．MS2分析得到的主要二级碎片

离子为m／z 217，与M0的MS2碎片离子相同。结合sI—

PI的质谱断裂规律，推测M4的结构为Ⅳ_去苄基的产

物。

2．2．6 代谢物M4’ 准分子离子峰[M+H]+为

m／z 262，HPLC保留时间为5．6 min。[M+H]+峰

较SIPI减少90 u；对其进行LC—MS2分析得到的主要

二级碎片离子为m／z 217，与M0的MS2碎片离子相

同。可见M4 7与M4的质谱行为完全相同，但是色

谱保留时间上有一定差别。推测是M4的某种异构

体形式。

2．2．7代谢物M5准分子离子峰[M+H]+为m／

三354，HPLC保留时间为11．6 min。[M+H]+峰较

SIPI增加2 u；对其进行LC—MS2分析得到的主要二

级碎片离子为m／z 336；MS3碎片离子为m／z 201。

结合SIPI的质谱断裂规律，推测M5的结构为酮羰

基还原产物。

2．2．8代谢物M6准分子离子峰[M+H]+为m／

z 370，HPLC保留时间为6．3 min。[M+H]+峰较

SIH增加18 u；对其进行LC．MS2分析得到的主要二

级碎片离子为m／z 352；MS3碎片离子为m／z 217，与

M0的MS2碎片离子相同。结合SIPI的质谱断裂规

律，推测M0的结构为酮羰基还原且与之相连的苯

环羟基化的产物。

2．2．9代谢物M7准分子离子峰[M+H]+为，∥

z 386，HPLC保留时间为4．6 min。[M+H]+峰较

SIPI增加34 U；对其进行LC．MS2分析得到的主要二

级碎片离子为m／z 217，与M0的MS2碎片离子相

同。结合SIPI的质谱断裂规律，推测M7的结构为

酮羰基还原且两个苯环分别单羟基化的产物。

2．2．10代谢物M8 准分子离子峰[M+H]+为
m／z 108，HPLC保留时间为4．3 min。[M+H]+峰

较SIPI减少244 U；对其进行LC—MS2分析得到的主

要二级碎片离子为m／z 91，为准分子离子脱NH，

(一17 U)所产生。根据M8的色谱和质谱行为，推

测M8的结构为苄胺，由原形的酰胺键断裂所产生。
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2．3 静脉注射给药后大鼠胆汁中的代谢物

静脉注射给予SIPI后，在大鼠胆汁中可检测到

NL：3．26E8

11C

NL：1|oOB4

m／z530．0

NL：1．50E4

，，以262．0

NL：8．23E4

ngz354．0

M1，M4’和M5，其色谱图见图4。

2．4静脉注射给药后大鼠粪样中的代谢物

NL：4．23E8

m
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图4大鼠胆汁中SIPI及其代谢物的总离子流色谱图和二级全扫描色谱图

A一空白胆汁；B一大鼠静脉注射给予加“g·kgo SIPI后0～12 h的胆汁样品

Fig 4 Total ion current(TIC)and fuU scan MS2 chromatograms of SIPI and its metabolites in rat bile

A—blank bile：B—rat bile eolleted durin90—12 h after aniv dose of40mg·kg一}SIPI

5-48E6

354．0

静脉注射给予SIPI后，在大鼠粪样中可检测 到MO，M1，M3，M4，M4’和M5，其色谱图见图5。
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图5 大鼠粪中SIH及其代谢物的总离子流色谱图和二级全扫描色谱图

A一空白粪样；B一大鼠静脉注射给予40 mg-kg_I SIPI后0～12 h的粪样

rig 5 Total ion current(TIC)and full scan MS2 chromatograms of SIPI and

A—blank feces；B—rat feces colleted during 0～12 h after an iv dose of40 mg-kg一1 SIPI
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图6 SIPI在大鼠体内的代谢途径

Fig 6 Proposed metabolic profile of SIPI in rats

3讨论

利用ESI—MS“离子阱技术可以在温和的条件下

获得待测物的准分子离子峰。本试验采用的是正离

子检测方式，SIPI离子化后形成的主要的准分子离

子峰为[M+H]+。在分析过程中选定母离子后，逐

步提高相对碰撞能量，使碎片离子的丰度逐渐提高，

从而直接给出母离子与碎片离子的关系旧剖。利用

LCQ仪器的MS“离子阱技术最多可以进行MSl0测

试，本实验中使用到MS4测试即可以确定代谢物的

结构。

本实验通过对SIPI及其代谢物的MSl一MS4

多级质谱分析发现，在正离子检测方式下，各化合物

均可生成脱去Ⅳ一(苄基)一甲酰胺的碎片离子(m／z

217)或其衍生物，即酰胺键所连的碳一碳键易于断

裂。应用该断裂规律可以方便地推测出各代谢物的

结构。这也是利用ESI—MS“离子阱技术鉴定药物代

谢产物的一个优势所在：根据质谱的断裂规律，在没

有标准品的情况下，也可以确定部分代谢物的结构。

从本实验的结果看，静脉注射给药后，大鼠尿中

的代谢物明显多于胆汁和粪中的代谢物，这就说明

除肝脏外，体循环中的其他器官也是SIPI代谢的场

所。这些器官可能包括肾脏，肺脏，血液等∞J。另

外，静脉注射给药后，大鼠粪样中的代谢物略多于胆

中国药学杂志2007年2月第42卷第3期

汁中的代谢物，我们推测大鼠的肠道对SIPI也有一

定的代谢作用。

静脉注射给药后，大鼠胆汁中未发现原形药物，

在粪样中发现存在原形药物，由此推测SIPI存在着

肠壁的分泌，可能是肠壁的某种转运载体蛋白的底

物。

从质谱的响应情况来看，SIPI在还原后与葡萄

糖醛酸结合是一个重要的代谢途径，且该代谢物在

大鼠的尿样、粪样和胆汁中均可检测到。肝脏中多

种UDP-葡萄糖醛酸转移酶可催化该类反应。这些

酶存在于内质网中，直接与细胞色素P450相邻，故

I相代谢产物可以立即被部分地葡萄糖醛酸化【5]。

推测肝脏仍是SIH代谢的主要器官。
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