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摘要 目的  研究反式曲马朵 Ο2去甲基代谢的立体选择性 ∀方法  高效毛细管电泳法测定大鼠肝微粒体孵育

液中反式曲马朵和 Ο2去甲基曲马朵对映体的浓度 酶促动力学方法研究 Ο2去甲基曲马朵对映体的生成 ∀结果

  2 Ο2去甲基曲马朵生成有较大的 ς¬ 反式曲马朵两对映体间存在相互作用 使  2 Ο2去甲基曲马朵生成的

ς¬明显减慢 奎宁及奎尼丁对  2 Ο2去甲基曲马朵生成的抑制作用较强 ∀结论  反式曲马朵 Ο2去甲基代谢有立

体选择性 对映体间的相互作用及酶抑制剂使其立体选择性程度加强 ∀
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  反式曲马朵≈τρανσ ? 2τρανσ2×是一

种新型中枢镇痛剂 以外消旋体盐酸盐供药用 ∀

 ? 2τρανσ2×在肝内代谢 主要生成 Ο2去甲基曲马

朵 Ο2和 Ν2去甲基曲马朵等 

种 相代谢物≈ ∀  是唯一的活性代谢物 有药效

学立体选择性   2 有较强的激活 Λ阿片受体

的作用 与阿片受体的亲和力是母体药的  ∗ 

倍 镇痛强度是母体药的  ∗ 倍 而  2 无药

理活性 在体内不发挥效应≈  ∀以前的研究表明 

的体内过程有立体选择性 这一现象可能与

 ? 2τρανσ2× 肝脏代谢有立体选择性有关≈ ∀目前

已经证实  ? 2τρανσ2× Ο2去甲基代谢是由细胞色

素氧化酶 °⁄介导的 该酶的显著特征是有遗

传多态性 是引起药物代谢个体差异的主要原因≈


人 πο盐酸 ? 2τρανσ2× 后 个体间 °⁄酶活性

的不同可导致血中  2 的浓度有明显差异 从

而直接影响镇痛效果的产生≈ ∀因此 对  ? 2

τρανσ2× Ο2去甲基代谢的立体选择性及其影响因素

的探讨有重要意义 ∀

本文用大鼠肝微粒体孵育法 以高效毛细管电

泳法°≤∞测定孵育液中 ? 2τρανσ2× 和  对映

体的浓度 研究了 ? 2τρανσ2× Ο2去甲基代谢的立

体选择性及其与酶活性的关系 并通过酶促动力学
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方法探讨了对映体间的相互作用和药酶抑制剂对其

代谢立体选择性的影响 ∀

材 料 和 方 法

  试剂  盐酸 ? 2τρανσ2× 石家庄制药集团第一

制药厂提供 盐酸  2τρανσ2× !盐酸  2τρανσ2× 及

 德国 公司惠赠 盐酸顺式曲马朵

≈ ? 2χισ2× 锦州医学院化学教研室合成 磺丁基2

Β2环糊精手性拆分剂 中国科学院兰州化学物理

研究所合成 还原型辅酶 ⁄° !盐酸奎宁和盐

酸奎尼丁一水合物均为美国 ≥公司产品 ∀

仪器  ⁄ ≅  型电动细胞匀浆机 德国

公司 °2型超速离心机 日本 公

司 °Π≤∞ 型 °≤∞配紫外检测器及 ⁄色

谱软件 未涂层石英毛细管   ≅  Λ有效长度

  美国 公司 ∀

肝微粒体的制备及孵育条件  体重  ∗  

≥∏2⁄ ⎯ 大鼠 只 购自河北医科大学实

验动物中心动物等级 级 合格证号  禁

食不禁水 ∀ 后断头处死 打开腹腔作门静脉插

管 用生理盐水灌洗后取肝 差速离心法制备肝微粒

体≈ ∀用 等法测定微粒体蛋白含量 以牛血

清白蛋白为标准品≈ ∀孵育体系总体积  Λ含

微粒体蛋白 1 #
三羟基氨基甲烷× 

#
浓盐酸调至  1 ≤  #

底

物  2τρανσ2×   2τρανσ2×或 ? 2τρανσ2× 及不同

种类和浓度的抑制剂  ε 预孵  后 加入 

#
⁄°  Λ启动反应 孵育  后 
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加入  氨水  Λ并放于冰上终止反应 ∀以上

均做复管 ∀

孵育液中样品的提取及测定  取孵育液  Λ

高底物浓度样品提取前适当稀释 加  Λ#

盐酸  ? 2χισ2× 溶液 内标  Λ1 #

溶液  Λ乙酸乙酯  充分混匀  

  ≅ γ 离心  取上清液  于  ε 水浴

上用氮气流吹干 残渣用超纯水  Λ溶解 取 

Λ用 °≤∞法测定  ? 2τρανσ2× 和  对映体的浓

度≈ ∀

数据分析  孵育液中 ? 2τρανσ2× 和  对映

体浓度用 ξ ? σ表示 ∀以孵育液中  对映体浓度

除以孵育时间表示  对映体的生成速率 ∀根据

∞2方程 ς ς¬  Κ ςΠ≈≥ 对数据用最

小二乘法线性回归 计算酶动力学参数 Κ米氏常

数 !ς¬最大反应速率和 Χλ肝内清除率 Χλ

 ς¬ΠΚ ∀抑制性研究用 ⁄¬作图法判断抑制

类型 并计算抑制常数 Κ根据 ⁄¬图 不同底物

浓度时直线交点的横坐标即为  Κ值 ∀

结 果

1  Μ1 生成的立体选择性及其与酶活性的关系

只大鼠肝微粒体 ∗  分别与 ? 2

τρανσ2× Λ#
孵育后 所有样品孵育液中

  2 的浓度明显高于  2   2Π  2

比值平均为 1表  ∀说明在大鼠肝微粒体中

 ? 2τρανσ2×的 Ο2去甲基代谢有立体选择性 优先

代谢  2τρανσ2× 生成高浓度的  2 ∀此外 以

孵育液中  与 ? 2τρανσ2×浓度的比值Π×作为

 ? 2τρανσ2× Ο2去甲基化的代谢酶活性指标 对 Π

× 与  2Π  2 进行了相关性检验 Χ  

1 Π 1 表明酶活性与  生成的立体选

择性无明显的相关性 ∀

Ταβλε 1  Μεαν χονχεντρατιονσ ανδ εναντιοµεριχ ρατιοσ οφ ( ? )2τρανστραµαδολ [ ( ? )2τρανσ2
Τ] ανδ Ο2δεµετηψλτραµαδολ ( Μ1 ) ιν ινχυβατεσ αφτερ ινχυβατινγ ( ? )2τρανσ2Τ (25 Λµ ολ#
Λ

− 1
) ωιτη ρατ λιϖερ µιχροσοµεσ ιν ϖιτρο

≤ΠΛ#

  2   2   2τρανσ2×   2τρανσ2×



  2Π  2 Π×

  ?     ?   3 3 3   ?     ?   3 3 3   ?     ?  

ν   ξ ? σ 3 3 3 Π 1   2  τ

2  酶动力学实验结果

以 个不同浓度的  2τρανσ2× 及  2τρανσ2×

为底物两对映体浓度一致 浓度范围 1 ∗ 

Λ# 

分别与  只大鼠肝微粒体    

 孵育后 得到底物浓度2 对映体生成速率图

图  相应的 ∞2图图 及酶动力学

常数表  ∀结果表明  对映体生成的 ∞2

图均呈良好的线性 可以确定为单酶催化 

 2 与  2 生成的 Κ 值一致 而 ς¬和

Χλ有显著差异   2 的 ς¬比  2 的 ς¬

约大 倍 表明  对映体的生成是由同一个酶以不

同速率代谢的 存在较强的立体选择性 ∀以消旋体

为底物浓度范围 1 ∗  Λ#
分别与肝微

粒体孵育后   2 的生成速率基本不变   2

 的生成速率明显减慢图  酶动力学参数显

示两对映体的 Κ 均有所增加   2 的 ς¬略有

增加   2 的 ς¬显著降低   2 与  2

的 ς¬比值从 11Π1增加至 11Π

1 表明 ? 2τρανσ2×对映体之间存在相互作用 ∀

Ταβλε 2  Κινετιχ παραµετερσ φορ τηε φορµατιον οφ Ο2δεµετηψλτραµαδολ ( Μ1 ) φροµ τηε

εναντιοµερσ οφ ( ? )2τρανστραµαδολ [ ( ? )2τρανσ2Τ] ιν τηρεε ρατ λιϖερ µιχροσοµεσ ιν ϖιτρο

≥
ΚΠΛ#



  2   2

ς¬Π#
#

  2   2

ΧλΠ##

  2   2

 
            

            

            

            

ξ ? σϖ  ?   ?    ?    ?  3 3   ?     ?   3


×∏  ? 2τρανσ2× 

ϖ
∏√∏ 




3 Π 1 
3 3 Π 1

  2  τ
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ƒ∏  °∏ ϖσ√  Ο2   

 ? 2τρανσ≈ ? 2τρανσ2×   ? 2τρανσ2× √

 ∞  ∏ π   2  ο   2 

3  奎宁及奎尼丁对 Ο2去甲基曲马朵生成的抑制作

用

以奎宁及奎尼丁为抑制剂 分别加入   2

τρανσ2×或  2τρανσ2× 与肝微粒体的孵育体系中 

所得数据绘制 ⁄¬图图  及抑制作用曲线图

 ∀结果表明 奎宁和奎尼丁对  对映体的生成

均有抑制作用 抑制类型均为竞争性抑制 奎宁和奎

尼丁抑制   2 生成的 Κ 分别为 1 和 1

Λ#


抑制  2 生成的 Κ分别为 1 和

1 Λ#


均远小于  2 和  2 生成的

Κ 值表  说明它们均是强效抑制剂 且奎宁的

抑制作用较奎尼丁强 在所使用的底物及抑制剂浓

度范围内 奎宁和奎尼丁均对  2 生成的抑制

程度较强图  提示它们对  生成的抑制作用具

有立体选择性 奎宁抑制  2 与  2 生成的

Κ比值为 11Π1 奎尼丁抑制  2 与

  2 生成的 Κ比值为11Π1 表明奎尼

丁抑制  生成的立体选择性较奎宁强 ∀

ƒ∏  ∞2  Ο2
      ? 2τρανσ 

≈ ? 2τρανσ2× √

ο   2   ∏   2

τρανσ2×  π   2  ∏

  2τρανσ2×  ∞   

∏

ƒ∏  ⁄¬   ∏ Ο2√  √



 ×∏  2τρανσ ≈  2τρανσ2×   ×∏   2τρανσ2×  ×  υ  

 ω   π    1 Λ#
√ ∞

 ∏
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ƒ∏  ⁄¬  ∏ Ο2√ √



 ×∏  2τρανσ ≈  2τρανσ2×   ×∏   2τρανσ2×  ×  υ  

 ω   π    1 Λ#
√ ∞

 ∏

ƒ∏  ∞ ∏  ∏   Ο2 √  1 Λ#


   2τρανσ
 ≈   2τρανσ2× ο   2τρανσ2× π∏√ ×

  √∏∏ ? 2τρανσ2× 

¬√∏∞  ∏

讨 论

  有关 ? 2τρανσ2×肝脏代谢立体选择性的研究 

目前只有一篇文献报道 ∀ °等≈分别以  2

τρανσ2× 和   2τρανσ2× 与人肝微粒体孵育 发现

 ? 2τρανσ2×的 Ο2去甲基途径有立体选择性   2

和  2 生成的 ς¬分别为 和  #


#

Κ 值均为  Λ#
 ∀本文用相同

孵育条件 以大鼠肝微粒体进行实验 结果亦表明

 ? 2τρανσ2× 的 Ο2去甲基途径有较强的立体选择

性 优先代谢  2τρανσ2× 生成高浓度的  2 ∀

说明  生成立体选择性的方向在人与大鼠间不存

在种属差异 ∀目前已经证实 在大鼠体内与人

°⁄相对应的代谢酶为 °⁄ 但二者在结构

及功能上的差异还有待研究≈ ∀此外 比较本文与

上述文献结果可以发现 °⁄在人肝微粒体催

化  ? 2τρανσ2× Ο2去甲基代谢的 Κ 和 ς¬与

°⁄在大鼠肝微粒体催化这一代谢的相应值有

很大差异 这是否源于二者催化效应的不同还有待

进一步研究证实 ∀

手性药物在代谢过程中出现的立体选择性 可

能是由于对映体由不同代谢酶催化的不同途径所

致 也可能是由同一种酶以不同速率代谢所致 ∀在

后一种情况下 对映体可以竞争同一代谢酶 从而发

生对映体间的相互抑制作用 ∀本文以消旋体为底物

孵育后 发现 ? 2τρανσ2× 的 Ο2去甲基代谢过程存

在这种相互作用 ∀表现为  2τρανσ2× 抑制  2

τρανσ2×的 Ο2去甲基代谢   2 的生成速率没有

明显变化   2 的生成速率显著降低 从而使

 ? 2τρανσ2×的 Ο2去甲基代谢立体选择性的程度加

强 ∀由于  2 具有较高的药理活性 这种相互

作用可能会影响 ? 2τρανσ2×的临床疗效 ∀

奎宁和奎尼丁互为对映体 对许多由 °⁄

在大鼠体内为 °⁄参与代谢的药物可产生竞

## 药学学报 °∏≥    



争性抑制 却不是该酶的底物≈ 
而且二者对酶的

抑制具有种属和立体特异性 其中奎宁是大鼠

°⁄的特异性抑制剂 奎尼丁是人类 °⁄

的特异性抑制剂≈ ∀本文结果亦支持这一观点 表

现为奎宁抑制  两对映体生成的 Κ值远小于奎

尼丁的相应值 说明手性药物对药酶的作用具有立

体选择性 ∀此外 本文还发现奎宁和奎尼丁对 ? 2

τρανσ2× Ο2去甲基代谢的抑制作用也具有立体选择

性 均主要抑制  2 的生成 ∀

药物代谢酶的遗传多态性会影响某些手性药物

在人群中代谢的立体选择性 如美多洛尔 !美芬妥因

在弱代谢个体中的立体选择性消失或与强代谢者相

反≈  ∀我们以前研究也发现 大鼠 盐酸 ? 2

τρανσ2× 文章待发表及人 πο 盐酸  ? 2τρανσ2×

后≈
血中  2Π  2 比值均有较大个体差

异 大于 者较多 ∀本文结果未能证实 ? 2τρανσ2×

Ο2去甲基代谢的立体选择性与代谢酶活性呈相关

性 ∀其原因可能是本文所用的大鼠 °⁄酶活性

较为接近Π×  1 ? 1 此外 体内  立体

选择性的个体差异也可能是肝外因素所致 ∀对 

生成立体选择性是否与遗传多态性有关值得进一步

探讨 ∀

ΡΕΦΕΡΕΝΧΕΣ 

≈  • ∞ ≥ ƒ∏∞ ετ αλ  

  ≈  Αρζνειµιττελφορσχη  31
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ΣΤΕΡΕΟΣΕΛΕΧΤΙςΙΤΨΙΝ Ο2∆ΕΜΕΤΗΨΛΑΤΙΟΝ ΟΦ ΤΡΑΝΣ ΤΡΑΜΑ∆ΟΛ

ΙΝ ΡΑΤ ΛΙς ΕΡ ΜΙΧΡΟΣΟΜΕΣ ΙΝ ςΙΤΡΟ

•   ∏2 ≤2∏ ≠2

( ∆επαρτµεντ οφ Χλινιχαλ Πηαρµαχολογψ, Βετηυνε Ιντερνατιοναλ Πεαχε Ηοσπιταλ, Σηιϕιαζηυανγ 050082 , Χηινα)

ΑΒΣΤΡΑΧΤΑΙΜ ×∏√ Ο2 τρανσ ΜΕΤΗΟ∆Σ  •

∏∏∏√∏ ιν ϖιτρο 

 τρανσ× τρανσ Ο2

∏× Ο2
∏     ΡΕΣΥΛΤΣ  ∏      2 Ο2
  2 √∏ ∞

 Κ  Ο2× ς¬  Χλ

2Ο2  2
•  τρανσ∏∏×

Κ   Ο2 ς¬     2 Ο2
  ς¬     2Ο2  × Ο2
τρανσ√∏∏×

Κ∏∏1 1 Λ#


2 Ο21 1

Λ#


2 Ο2√ƒ∏∏∏∏

√√ Ο22
Ο2ΧΟΝΧΛΥΣΙΟΝ  × Ο2  τρανσ ∏√

√ιν ϖιτρο 2×√∏∏

√

ΚΕΨ ΩΟΡ∆Σ τρανσ√ 
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