
用固相萃取2核磁共振氢谱法研究大鼠尿液中
Ρ2( − )2布洛芬光活代谢产物

杨  春 贺文义 孔  漫 徐瑞明 张守仁 司伊康 3

中国医学科学院 !中国协和医科大学药物研究所 北京 

摘要 目的  用固相萃取2核磁共振氢谱法研究大鼠尿液中 Ρ2  2布洛芬代谢产物及异构体的转化 ∀方法  

将服用 Ρ2  2布洛芬后  ∗  大鼠尿液经固相萃取柱处理 !核磁共振氢谱测定代谢产物的结构 ∀结果  尿液中

含有 个主要代谢产物 2羟基2布洛芬及其葡糖苷酸结合物 !2羧基2布洛芬葡糖苷酸和布洛芬葡糖苷酸 ∀后两者为

非对映异构体混合物 ∀结论  Ρ2  2布洛芬在大鼠体内发生了异构体转化 异丁基侧链中末端甲基的氧化代谢具

有立体选择性 ∀
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  布洛芬∏°为非甾体抗炎药 可选

择性抑制环氧酶 从而抑制体内前列腺素的生物合

成 缓解炎症反应 ∀体外实验显示 Σ2  2°的抗

炎活性是 Ρ2  2°的 倍 但在体内 这种比

例却降到了 1倍 这是由于 Ρ 异构体在体内存在

向 Σ异构体转化的/代谢活性转移0≈ ∀本实验通

过固相萃取法对大鼠服用 Ρ 异构体的尿液进行预

处理 然后经核磁共振仪检测 在不借助于手性位移

试剂的情况下 利用 Ρ2  2°代谢后引入大的

葡糖苷酸光活基团而形成的非对映异构现象 探讨

了 Ρ2  2°在体内的代谢转化作用 ∀
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∞2 

1 溶于异丙醇 1 中 水浴加热至

 ε 滴加  2Α2苯乙胺 1 1  ∀水

浴  ∗  ε 回流  ∀经  冷至室温 ∀过滤得

白色固体 ∀异丙醇 !无水乙醇重结晶得白色针状晶

体 ∀将 Ρ2  2°2  2Α2苯乙胺盐溶于水中 滴

加盐酸至   过滤得白色粉末 ∀乙醇2水重结晶 

得 Ρ2  2° 1 产率 1   ∗  ε 

≈Α⁄   1β  1   ∀

  药理实验  Ρ2  2布洛芬用   ×  和

蒸馏水配成悬浮液 ∀大鼠禁食过夜   #


  置代谢笼中 ∀收集  ∗  尿液 过滤后加入

 甲酸1   取尿液 1 经 ≥∞°2°≤

柱预处理 ∀固相萃取柱预先用甲醇  和蒸馏

水  活化 尿液上样后 分别用  蒸馏水 !

不同比例          甲醇2水混

合液及甲醇洗脱 ∀洗脱液用旋转蒸发仪除去甲醇

后 冷冻干燥除去水份 置于   ε 冰箱保存 ∀

  ΝΜΡ 实验  所有    谱的测试都在

 ∂ 2核磁共振仪上完成 ∀溶剂为 ⁄ 或

⁄ ≥2 外标为 ×≥°2 采样次数  ∗  次 

数据点 谱宽  ∀

结 果

与空白大鼠尿液的   谱相比 大鼠服用

Ρ2  2° 后  ∗  尿液的    谱中在 ∆

1 ∗ 1和 ∆1 ∗ 1区域出现一些新的信号 这
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是外源性化合物 °在体内发生生物转化的结果 ∀

下面结合各个梯度洗脱液中特征峰的变化 解析 Ρ2

  2°尿液中代谢物的结构 ∀

1  2∋2羟基2布洛芬及其葡糖苷酸结合物的确认

与 Ρ2  2°的图谱图 相比  甲醇

洗脱液的   图 中出现了一些新的信号 

按照峰的相对积分比例可以把这些主要的信号分为

两组峰进行解析 ∀一组峰为 ∆ 1单峰 !∆ 1

双峰 !∆1单峰及 ∆1四重峰 这是 2羟

基2布洛芬的两侧主链信号峰 ∀其中 ∆ 1单峰是

异丁基侧链中 位次甲基发生羟基化后 两个末端

甲基失去偶合后显示为单峰 且向低场位移的结果 

∆1单峰是 位亚甲基向低场位移的结果 ∆1

出现的末端甲基双峰与原型药完全相同 这说明丙

酸侧链未发生变化 ∀根据 2  ≤ ≥≠图  可知

丙酸侧链中的 位次甲基峰在 ∆ 1处 ∀即可确

认此组分中含有 2羟基2布洛芬代谢物 ∀

ƒ     ∏     Ρ2  2
∏    ⁄ 

 ∏∏2¬ 

   2      2 ≤ 

ω  υ  π  ν 2¬2∏ 2
¬2∏ ∏∏2¬2∏
∏∏∏ ∏∏√

  另一组特征峰为 ∆ 1双峰和 ∆ 1双

峰 积分比例为 Β ∀其中 ∆1双峰是丙酸侧链

末端甲基峰 与原型药相比它向低场位移 说明丙酸

侧链发生了变化 ∀与之有关的 ∆ 1为 Β2葡糖苷

酸的端基质子峰 说明末端羧基与葡糖苷酸发生了

结合 ∀即表明此组分中含有 2羟基2布洛芬葡糖苷

酸 ∀在 2  ≤ ≥≠图 中 可以看到丙酸侧链中

位次甲基峰在 ∆1 葡糖苷酸中 δ δ和 δ质子

在 ∆1多重峰 而 δ质子在 ∆ 1双峰 ∀其

异丁基侧链中末端甲基和 位亚甲基与 2羟基2布

洛芬的相同 分别为 ∆1单峰∆1单峰 ∀

ƒ   2  ≤ ≥≠   ∏    

   2¬2∏  

∏∏ ∏ ƒ ∏

2¬     2  ω  υ

 π     2¬2
∏ 2¬2∏ ∏∏  2
¬2∏ ∏∏√

2  1∋2羧基2布洛芬葡糖苷酸

在  组分的   图 中 ∆ 1处有

一个含量较低的双峰 这是异丁基侧链中末端甲基

峰 ∀与布洛芬的氢谱相比 峰的裂分情况未发生变

化 仅位移向低场移动 说明异丁基侧链中 位仍为

次甲基 很可能是一个末端甲基发生了变化 如发生

了羟基化或进一步氧化成羧基 ∀在  组分的 2
  ≤ ≥≠图 中 可以看到异丁酸侧链中 位次甲

基在 ∆ 1多重峰 ∀根据连续组分的图谱中 ∆

1双峰和 1双峰与 ∆ 1双峰存在同

步消长的关系 且保持匹配的积分比例 认为丙酸侧

链中末端甲基峰在 ∆ 1 与布洛芬的化学位移相

同 因此推测此代谢物丙酸侧链未发生变化 而 ∆

1葡糖苷酸端基质子说明异丁基侧链中末端甲

基是氧化成了羧酸 并进一步与葡糖苷酸结合 ∀积

分比例显示代谢物中只连接了 个葡糖苷酸 进一

步说明丙酸侧链未与葡糖苷酸结合 ∀

3  布洛芬葡糖苷酸和布洛芬原型药的确认

在极性较大的洗脱液中 主要信号与 °的信

号峰极为相近 如   甲醇洗脱液的   图
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≤中 异丁基侧链中末端甲基为 ∆ 1双峰 !

位次甲基为 ∆ 1多重峰 !位亚甲基为 ∆ 1

双峰 ∀但丙酸侧链中末端甲基峰向低场位移至 ∆

1双峰 并且在 ∆1可观察到与之相关的 Β2

葡糖苷酸的端基质子峰 因此推测有布洛芬葡糖苷

酸存在 ∀其 位次甲基位于 ∆ 1四重峰 葡糖

苷酸中 δ δ和 δ质子在 ∆1多重峰 δ质子在

∆1双峰 ∀

在  组分中已经开始有少量的 °出现 它

的部分特征峰与布洛芬葡糖苷酸的重叠 ∀以

⁄ ≥为溶剂 甲醇洗脱液的   中主要为未

代谢的原型药 ∀

另外 在  和  组分的氢谱中还含有少量

的其他代谢物 ∀由于其含量较低 无法解析出完整

的结构 还有待灵敏度更高的方法进行检测 ∀

4  1∋2羧基2布洛芬葡糖苷酸和布洛芬葡糖苷酸的代

谢转化

在一些图谱中某些代谢物的峰存在偏移的类似

峰 这些特征峰主要集中于 2羧基2布洛芬葡糖苷酸

的异丁基侧链中末端甲基和布洛芬葡糖苷酸的丙酸

侧链中末端甲基和 Β2葡糖苷酸端基质子 !δ位质子

上 ∀在未被柱子保留的组分的氢谱中图  可以

看到 2羧基2布洛芬葡糖苷酸中异丁基侧链的末端

甲基在 ∆1显示出一对双峰 这是由于手性 Β2葡

糖苷酸的引入使得 Ρ2  2°的代谢物成为一对

非对映异构体 因此在核磁氢谱上出现了位移效应 

使手性分子可以被区分开 ∀这种现象在布洛芬葡糖

苷酸中更明显 ∀如在  和   图 和 ≤组

分中 丙酸侧链中的末端甲基在 ∆ 1也显示两个

双峰 ∀
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讨 论

在服用 Ρ2  2°的大鼠尿液中除了发现少

量的原型药外 还发现 个代谢物 2羟基2布洛芬

及其葡糖苷酸结合物 !2羧基2布洛芬葡糖苷酸和布

洛芬葡糖苷酸 ∀代谢过程为 
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根据异丁基和丙酸侧链中末端甲基峰的积分比例 

在总的代谢物图谱中可以得到以上 个代谢物分别

占 1  1  1 和 1  ∀其中 χ2羟基2

布洛芬为主要代谢物 ∀

实验中发现 2羧基2布洛芬葡糖苷酸和布洛芬

葡糖苷酸均为非对映异构体的混合物 ∀结果证明 

在体内二相代谢反应中 由于在手性中心附近引入

了手性结合物如葡糖苷酸 不必加入位移试剂 就可

以直接检测代谢物的手性状况 并进一步推测药物

在体内是否发生了手性代谢转化 ∀

由于大鼠仅服用了 Ρ2  2° 但布洛芬葡糖

苷酸代谢物却显示为非对映异构体的混合物 说明

Ρ 异构体在体内先转化成 Σ异构体 然后在与葡糖

苷酸结合时 才能显示出非对映异构体混合物 ∀在

2羧基2布洛芬葡糖苷酸中发现异丁基侧链存在手

性 说明在生物体内代谢酶对异丁基侧链中两个末

端甲基的氧化存在选择性 ∀由于此代谢物中丙酸侧

链中没有引入新的手性结构 在不加入位移试剂的

情况下 从普通的核磁图谱中无法判断丙酸侧链的

手性有无转化 ∀由于分子中丙酸侧链的手性中心与

异丁基侧链相距较远 未发现二者的相互影响 ∀另

外 实验中未发现 2羟基2布洛芬葡糖苷酸有非对映

异构体存在的现象 还不能完全肯定它是单一的异

构体 还需要其他方法进一步证实 ∀2羟基2布洛芬

由于未引入大的手性基团 没有造成非对映现象 因

此在核磁测定中难以观察到有无对映体存在 ∀
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