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摘 要 综述了稳定同位素在药物动力学研究中的最新发展，随着质谱和色一质联用等仪器的普及 

它将成为药物研究中的一种重要手段 

关 键 词 稳定同位素 药物动力学 

分 类 号 百丽 ～ ——～  

稳定同位素 (sD在药物动力学[1]PK 

(Phaxmaco kinetics)研究中的应用近年来急 

剧增加，已取得可喜的成果．其主要原因有： 

(1)将 SI引入药物分子的手段及其原料 日益 

增多，使许多 sI在药物中的研究成为可能． 

(2)质谱和色谱联用技术的应用具有先分离， 

然后进行检测的特点．理论上，以待测物的 

稳定同位素标记物作内标最理想．它提高了 

药物的稳定性，定量的专一性和灵敏度，检 

测量一般为 ng，有的更低．有人认为，在其 

他范围内的突破[如多道排列检测器(Multi— 

channct arty detector)]将使质谱的灵敏度达 

到 fg水平．(3)SI可直接用于生物个体作为 

示踪物，无放射性危害．PK分析材料是生物 

样品，往往药物古量低、成分复杂、干扰因 

素较多；受试对象是动物和人，因此其无放射 

性危害及其精度高，使 sI在 PK研究中有广 

泛应用前景．本文就近年来的一些应用简述 

如下． 

1 分析方法的应用 

分析方法一般包括分离方法和检测方法 

两大部分[ ．PK研究中的分离方法通常有 

溥层层析(TLC)、气相层析(oc)和高效液相 

层析(HPLC)等．质谱仪 MS作为检测方法， 

常用电子轰击(EI)和化学电离(CD质谱．近 

1997·o8—25收稿，1997—12·22收到修改稿 

彷 博 姆 
来，又有负离子化学电离质谱 (NICI—MS)、 

场解吸质谱(FD—MS)、原子轰击质谱(FAB— 

MS)和质谱一质谱(MS／MS)等赋予应用．将 

内标物这些分离和检测方法有机组合，将为 

PK研究提供新的有效手段． 

由于 GC—MS接口技术解决较早 ]，故 

在上述方法 中，GC—MS最为常用．后来，将 

GC与 NICI-MS联用，可增加某些化合物的 

检测灵敏度．如可乐定(Clonidhle)，检测下 

限达 l0 Pg／ml，褪黑激素(Melatonin)，则能 

测至pg甚至 fg水平．GC—MS固然有许多优 

点，但它对易热解和挥发性低的药物却无能 

为力．商品化的 HPLC～MS接 口已有移动钢 

带式和热喷雾式供选用．最近，有人将热喷 

雾式LC—MS用于生物体内胆碱和乙酰胆碱 

的定量研究．随着接口技术的不断完善， 

HPLC—MS在药物分析领域中将起重要作用． -． 

有些药物经衍生化用 CO—MS分析，灵敏度 

不 高，如抗 癌药 PCNU[1一(2一卤乙基)一3一 

(2．6—2氧代一3一哌叮基)一l亚硝脲]．改用TLC ’ 

分离后 ，用 NICI—MS定量，可避免 GC—MS 

的热解，最低可测至1 ng／m1． 

TLC独到之处是能分离有极性的不易挥 

发的和易热解的样品．但用 MS检测这类药 

物时，却遇到不少麻烦：(1)EI、CI和 NICI 

电离方法要求样品能够挥发而不分解；(2)从 
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TLC分离后的样品必须转入质谱仪．其手段 

为：(1)从 TLC载体上用溶剂洗脱样品，浓缩 

后进入离子源，但很可能会影响洗脱和带来 

污染问题；(2)直接将TLC载体置入离子源 ， 

但技术上难于解决． 

近年来应用较多的软电离技术FD，样品 

不需要衍生化就可直接电离．电离时产生的 

离子内能较低，因而图谱碎片很少．虽较易 

得到分子离子或准分子离子峰，但操作较复 

杂．率法主要用于分子量较大的不挥发性或 

易热解样品的定性分析，定量研究尚不多， 

如 TLC与 FD联用．前者分离后的样品必须 

经洗脱浓缩后才能进入 FD离子源．与 FD相 

似，FAB也是一种软电离技术，用于有极性、 

不挥发性和易热解样品的分析．操作较 FD 

简单 ，重现性也好，它要求样品有一定极性 

和较高分子量(一般大于 400)，更可取的是 

可以直接将吸附样品的 TLC载体置于 FAB 

离子源． 

Gaskell等人以氘类似物作内标[5]，生成 

样品经免疫吸附提取技术分离后 ，将 FAB直 

接用于测定脱羟基表雄甾酮磺酸盐的含量． 

近年发展的串联质谱(MS／MS)技术用于复 

杂成分的分析 ，很受注意．MS／MS，是指样 

品分子在第一次电离产生分子、离子和碎片 

离子(母离子)后，再对特征母离子进行第二 

次电离产生特征离子，对子离子进行定性和 

定量分析．利用 MS／MS，以氘代华法林为内 

标，分析血浆华法林的浓度，省去了样品的 

纯化和衍生化，整个过程仅需 2分钟．最近， 

叉采用 TLC—MS／MS定量分析尿中羟基化的 

非那西定(NHP)．先用 TLC预分离含[。H 4] 

NHP内标准的尿样，再甩 MS／MS定量．此 

法避免以前使用的 GC-MS法热解，从而提 

高了分析精度．GC—MS／MS用于 PK的事例 

也有报道．显而易见，MS／MS特别适用于复 

杂成分的分析 ，专一性更高，它对分离要求 

不高 ，因而快速而简便 ，若与其它分离方法 

联用，特使其应用范围大为扩展． 

NMR主要用于药物结构测定，在代谢 

研究中具有独特的优点，应用也较多．红外 

光谱、电子自旋共振和拉曼光谱也可用于s1 

分析，但实例则甚少． 

2 药物代谢研究中的应用 

进入生物体内的药物往往大部分转化为 

代谢产物嘲，以往的研究常用放射性同位素， 

但应用于人体，其剂量会超过安全限度，所 

以过去用放射性示踪物所获数据多来自动物 

实验．然而，药物在人体内的代谢、分布、更 

新速度、清除率等都与动物的不完全相同． 

鉴于 sI的特点，使其成为人体代谢研究的有 

力工具 

通常，将化合物原子被 sI取代所引起反 

应速率的改变称为 sI效应 ，氢(H)和氘(D) 

在质量上不同，使 C—D、O-D和 N-D键的振 

动颠率较相应的 C—H、O—H和 N—H低，断裂 

稳定的化学键需要更多的能量 所以在 H被 

D取代时，化学键断裂的反应速率往往减慢． 
一 般 K”／KD( 和 。分别为H和 D化合物 

键断裂的反应速率常数)的比值在 2～5之 

间，但最大效应也可达 7～l0，称为次级 sI 

效应．氘也可以影响非氘化学键断裂的反应 

速率，例如三氘代甲基醚的水解，其 K ／K。 

值通常为 l～2．SI效应也可在”C、 N和”O 

中产生，但总的影响很小 ，故可忽略不计， 

所以通常 sI效应系指氘同位素效应(DIE)． 

芳环化合物氧化物继而重排成酚，脂烃化合 

物或其某一部分氧化(首先在烷烃基团上去 

氢)，然后羟基化．DIE往往发生于后一种反 

应类型． 

药物代谢最主要的反应是由红细胞色素 

P一450酶系引导口]，这种酶催化过程很复杂， 

其过程可由下式表达 

E+ A~-EA+ B EAB ×EAB ×EPQ 

-~--EPQ— P+EQ— Q+E 

E为酶；A和 B为底物或为底物和协同 

因子；P和 Q为产物；×表示活化态+每一步 

骤均可能有 DIE产生．XEAB=XEPQ是指 
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体内氘同位素效应．其与化学反应 DIE(D ) 

类似．尽管 D 值有时可达 l0～1 5，但对反 

应的影响仍受上述连续过程所制约，使观察 

到的DIE佃 一K ／Ko)相当低，例如发现， 

乙氧基香豆素及其[ H a]衍生物，在鼠肝微 

粒体纯化的P450(笨巴比妥诱导)和P448(甲 

基胆蒽诱导)的催化下，脱 乙基化的 D 值均 

为 12．但 D v值却分别为 3．8和 2． 

评价氘代药物的DIE，有体外法和体内 

法两种．体外法一般将氘代药物与肝微粒体 

共同温育，观察氢与氘药物消失的相对速率 

／Ko)或者相应代谢产物形成的相对速 

率，以此来决定 DIE 值 的大小．Begue于 

1 983年提出了一种新的用于药物动力学研究 

的系统，将大鼠上皮细胞共同培养，可以保 

持较长时间的代谢活性，从而弥补用人离体 

肝细胞培养的存活期仅 3～6小时的缺点．此 

方法在 DIE评价中有实用意义． 

3 立体选择性研究中的应用 

药物的立体选择性是既古老而叉现实的 

问题．临床使用的药物，尽管常假定为单一 

的化台物，但往往是 50；50的光学异构体的 

混合物．其中仅有一种有治疗作用．而另一 

种无活性的异构体则称为不纯物，有时有药 

物的副作用．药物的立体选择性或与药物一受 

体相互作用有关 ，或与制剂的药效学有关， 

而药效学的不同往往是由于 PK的差异所引 

起．例如，代谢转化速率、代谢转换途径和 

转动过程 ，包括特定组织的摄取、储存和排 

泄等．因此，研究药物异构体的 PK规律非 

常必要．有助于 sI标记(+)和(一)假消旋 

体，可避免以前研究同类问题需要多次给药 

的缺点，使结果可靠．这种技术近年来已应 

用于临床常用药物． 

4 定量测定的评价 

1．1 准确度 

准确度是真值与 实测值相符程度的量 

度．准确度可由所得数据与公认为准确的参 

考方法所得的数据(真值)进行 比较而获得 ， 

而且可校正所得的药物损失而获得．无疑 ， 

与待测物最相象的内标对药物的损失能够提 

供最为精确而准确的补尝．因而，就物理性 

质而言，sI与待测物最近似． 

质谱定量一般是基于实验样品的测定值 

与样品在相同实验条件下测定的标准样品值 

的比较．如果实验样品中待测物的行为与掺 

样对照基质(一般是多个空白样品的混合物， 

供加标准品作标准曲线)中待测物的行为不 
一 样 ，而且叉缺乏有效的内标，那么上述的 

比较也就不能准确补偿操作过程中存在的样 

品损失．这种行为的不同可由代谢产物的存 

在和 由个体 当时的饮食或病情引起，引用 

Hildebrand方程叫可以定量描述溶剂的选择 

和提取效率的关系．Hildebrand溶解度参数 

和溶质(待提取物)相同的溶剂提取回收率最 

大．由于 sI与代测物在化学上极其相近，因 

而sI作为内标的效能可能超过任何其它类 

型的内标． 

4．2 精密度 

精密度是一组数据在其平均值周围分散 

程度的量度口·．如果定量测定有良好的精密 

度，测定结果可能准确．Claey等人以马普替 

林 (Maprotillne)、[ H 4]丙 米 嗪、丙 嗪 及 

[。H 4]Desimipramine作内标测定啪，结果表 

明，用稳定同位素标记物作内标，对长期内 

的仪器不稳定和样品处理引起的误差产生最 

小的方差．Hodsond等人用 GC—MS法测定 

20份咔洛芬度均为 200 pmol／ml的样品，其 

中 10份以 sI为 内标．结果分别为 193士d 

pmol(RSD=2 )和 2721 pmol／ml(RSD一 

4 )．Luthe等人以sI的 GC柱吸附的损失 

比近似物更接近扁桃酸． 

麻醉药咪达唑仑(Midazolam)的电子捕 

获气相色谱(EC—Gc)测定法及 Gc．MS(负离 

子化学电离)测定法均有报导圈，表 l列出了 

两种测定方法的主要特征．由此可见 ，两种 

测定方法很相似． 

● 
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为了便于 比较，取新鲜血浆数份分别加 

入眯达唑仑，使血浆浓度分别为 2．1、3．6、 

8．4、l6．2、36．0、l20、180．0 ng／mI，并用代 

号分别标记；各在这两种方法的实验中重复 

测定 3次．结果比较见表 2．由表 2可见，两 

种方法为等 同EEC—GC—L 024(GC—MS)一 

0．87ng，相关系数=0．093]．但 GC—MS法的 

总体平均相对标准差(RSD士 D)为 (5．0土 

3．0 )，较 EC—GC法(儿土l0 )小得多，对 

低浓度的差异更为明显．由于两种方法的实 

验步骤类同，而EC—GC法的信噪比大于 GC— 

MS法．专属性对加入的样品杂质的质量数 

切换肯定还会影响EC—GC检测过程中的精 

密度．由此可见，以 sI为内标可得到最佳的 

定量测定精度 ． 

表 l 眯哒唑仑EC-GC和G,C·MS谢定法的比较 

寰 2 EC--GC和 GC—MS重复 

谢定三j欠同一祥品的结果 

浓度 (ng·ml ) EC—GC／nS·ml一 GC-MS／ag·ml一 

(R／~B％) 西口 ) 

4．3 专属性 

专属性反映测定方法排除非测定物对测 

定产生干扰的程度．理论上称为保留时间和 

峰检测干扰．由于这些参数随同进样的其他 

物质的性质和数量而改变，故很少利用．近 

年来，美国 GARLAND WA实验室为了收 

集和分析药物动力学研究中所获得的选择性 

离子检测(SIM)数据 ]，专门设计发展了一 

种 计 算 机 软 件 和 硬 件 系 统 (QSIMPS)， 

QSIMPS使用 sI作为待测物的保留时间和 

峰性的参比物． 

4．4 QS／MPS工程流程 

(1)内标和待测物各采集 5l2个数据点； 

(2)计算基线并减去亚基线； 

(3)在特定的时间窗口内查找内标峰 

(4)将时间拟合多项式函数以计算大致 

的峰高和保留时间； 

(5)用 EMG函数计算峰高和保留时间； 

(6)重复 2～6次 ，用sI的保留时间查找 

待测峰，用内标峰拟合产生的 、R和 值 

并作为待测峰； 

(7)计算离子强度比． 

QSIMPS工 作 时，先 将 sI数 据 拟合 

EMG．最近，已证实此模型最能代表色谱性 

能的特点．QSIMPS使用的EMG方程为 

(̂ )一掣E-- tit’×。 p[( ) x 

一  ]x 2 ⋯  
．  
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亡 ， J一∞(2 )一百 ‘ 
z一2-}[ 一 ]， 

式中，h( )为 时间的峰高， 为高斯曲线的 

峰高， 为高斯曲线的方差 ， 为指数衰减 

常数，R为高斯曲线的重心． 

将 sI的 sIM 数据拟台 EMG模型时所 

得到的 、 和 值作为样品峰对应项的初 

始值似台样品峰和 EMG模型．在一定的时 

间窗口内，将最大的峰识别为 sI，将样品峰 

识别为与 sI一同洗脱的峰．因而 、R和 

值仅限于表征 sI峰形和保留时间的一定范 

围内．在此特定范围以外的观察值必须重新 

测定． ． 

根据应用QSIMPS分析上述咪达唑仑的 

GC—MS测定结果，sI可以成功地降低保留 

时间的变异性．咪达唑仑样品的值相对标准 

差为 1 0．3 ，但如果对内标归一化 ，即降到 

1．d ，同样 1一羟 甲基咪达唑仑样品的值相 

对标准差 为 2．1 ；若对 sI归一化则降到 

0．6 ，ST对 和 值的变异性影响就很小． 
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Recent Progress of Stable Isotopes Study 

on Phar macokinetics 
● 

Liang Jianping1’ ) W ei Zcnquan ) Zhang Li。】 W u Fenxing Li Rong s] 
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Abstract The rec~Ett progress of the Stable Isotopes(sI)research on pharmacokineties is 

reviewed．W ith development of M S and GC—M S，it will be aEt importan t m ethod for studying 

drugs· 
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