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摘　要：研究新型海洋纤溶化合物ＦＧＦＣ１体外药物代谢动力学特征及其转化产物。从Ｗｉｓｔａｒ大鼠获得肝微
粒体，ｌｏｗｒｙ法检测肝微粒体蛋白浓度，ＨＰＬＣ方法检测ＦＧＦＣ１及其转化产物的增减，ＬＣＭＳ／ＭＳ方法分析和鉴
定ＦＧＦＣ１的转化产物，４苯基１，２，３噻二唑、去乙酰环丙氯地孕酮、苯妥英钠和酮康唑为ＣＹＰ４５０酶系亚型的
选择性抑制剂。结果显示，ＦＧＦＣ１的体外代谢半衰期 Ｔ１／２ ＝（９６．２５±２．３）ｍｉｎ，固有清除率 ＣＬｉｎｔ＝
（０．０７２０±０．００１４）ｍＬ／（ｍｉｎ·ｍｇ）。ＦＧＦＣ１的唯一转化产物是（（２Ｓ，３Ｓ）２（（Ｅ）７，８ｄｉｈｙｄｒｏｘｙ４
ｍｅｔｈｙｌｎｏｎ３ｅｎ１ｙｌ）３，５，８ｔｒｉｈｙｄｒｏｘｙ２ｍｅｔｈｙｌ３，４，８，９ｔｅｔｒａｈｙｄｒｏｐｙｒａｎｏ［２，３ｅ］ｉｓｏｉｎｄｏｌ７（２Ｈ）ｏｎｅ）（ＰＩＯ），其
分子质谱和片段峰（ｍ／ｚ）分别为４６３．２０［Ｍ＋Ｃ２Ｈ３Ｎ＋Ｈ］

＋和ｍ／ｚ１１０．９０［Ｃ７Ｈ８Ｏ＋Ｈ
＋Ｈ］＋、２１５．７０［Ｃ１３Ｈ２６

Ｏ２＋Ｈ］
＋、３３７．００［Ｃ１８Ｈ２７ＮＯ５］

＋、３３７．００［Ｃ２５Ｈ３１ＮＯ２］
＋。苯妥英钠显著抑制肝微粒体酶系 ＣＹＰ３Ａ４亚型，

ＦＧＦＣ１的转化产物ＰＩＯ被减少４９．１１％。研究表明，肝微粒体 ＣＹＰ３Ａ４亚型酶系通过 Ｎ脱烷基反应、Ｎ氧化
反应和水解反应转化ＦＧＦＣ１为ＰＩＯ。
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　　ＦＧＦＣ１是海洋真菌长孢葡萄穗霉菌 ＦＧ２１６
（ＳｔａｏｈｙｂｏｔｒｙｓＬｏｎｇｉｓｐｏｒａＦＧ２１６）的次级代谢产
物，是具有溶栓药效的双吲哚海洋生物碱［１］。

ＦＧＦＣ１作用机理为提高血液纤溶因子纤溶酶促
进血栓溶解，该途径纤溶反应平稳且安全高效，

因此ＦＧＦＣ１具有成为小分子溶栓候选药物的潜
力［２］。已有研究通过比格犬模型内药物代谢动

力学特征及组织分布特征［３］、异硫氰酸荧光素纤
维蛋白降解法、急性肺血栓大鼠模型法［４］，证明

ＦＧＦＣ１具有良好溶栓效果，能在比格犬体内迅速
代谢，且滞留时间长，吸收后组织分布广泛，能很

好地发挥生物学作用，表明ＦＧＦＣ１具有良好的成
药性。

肝微粒体体外实验对药物浓度和反应时间

的可控性高，可模拟药物的肝脏代谢。目前，已

有研究利用体外肝微粒体体系分析槟榔碱与槟

榔次碱转化为去甲基槟榔碱和去甲基槟榔次

碱［５］、白屈菜碱的体外药代动力学特征及其生物

转化过程［６］。但对于双吲哚类生物碱生物转化

过程的研究，目前尚未见报导。

构建体外肝微粒体体系研究 ＦＧＦＣ１的生物
转化过程，分析其体外药物代谢动力学特征及其

转化产物，可进一步阐明 ＦＧＦＣ１体内代谢规律，
为ＦＧＦＣ１作为新型溶栓药物的使用提供理论基
础。

１　材料与方法

１．１　样品与试剂
１．１．１　样品

ＦＧＦＣ１由上海海洋大学海洋药物实验室制
备（纯度＞９８％，溶解度为１２．５ｍｇ／ｍＬ），分子结
构见图１。
１．１．２　试剂

ＮＡＤＰＨ（还原性辅酶Ⅱ，上海罗氏制药有限
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公司），甲醇、乙腈（色谱纯，均购自国药集团化学

试剂有限公司），ＴｒｉｓＨＣｌ缓冲液（ｐＨ＝７．４）、ＰＢＳ
缓冲液（ｐＨ＝７．４）、乙酸乙酯、氯化钙、碳酸氢钠、
蔗糖（分析纯，均购自国药集团化学试剂有限公

司），三氟乙酸（色谱纯，美国 Ｓｉｇｍａ公司），Ｆｏｌｉｎ
试剂（美国 Ｓｉｇｍａ公司），牛血清白蛋白、４苯基
１，２，３噻二唑、去乙酰环丙氯地孕酮和苯妥英钠
（百灵威化学试剂有限公司）。

图１　 ＦＧＦＣ１的分子结构式
Ｆｉｇ．１　ＭｏｌｅｃｕｌａｒｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆＦＧＦＣ１

１．１．３　仪器
主要仪器：高速冷冻离心机（ＣＲ２１Ｇ型，日本

日立公司），酶标仪（ＣＯＲＯＮＡＳＨ１０００型，上海
天美生化仪器有限公司），超高速冷冻离心机

（ＨｉｔａｃｈｉｈｉｍａｃＣＰ７０ＭＥ型，德国ＩＫＡ公司），高效
液相色谱仪（ＨＩＴＡＣＨＩＬ２０００型，日本日立公
司），制备型高效液相色谱仪（Ｐ２７０型，大连依利
特有限公司），组织匀浆机（Ｒ１０４型，德国 ＩＫＡ公
司），超纯水净化系统（ＤｉｒｅｃｔＱ３型，默克密理博
公司），９６孔板（美国康宁公司），超低温冰箱
（ＤＷ８ＧＬ３８８型，中科美菱有限公司），液相色谱
质谱联用仪（ＴＳＱＶＡＮＴＡＧＥ型，赛默飞世尔科技
有限公司）。

１．２　实验动物
Ｗｉｓｔａｒ大鼠购自上海杰思捷动实验动物中心

［ＳＣＸＫ（沪）２０１７０３２１３］，体质量为３５０～４００ｇ，
７～９周龄，共４只。

在动物房适应性饲养一周，相对湿度５０％ ±
５％，温度（２５±２）℃，自然正常通风，昼夜自由饮
水和进食。

１．３　实验方法
１．３．１　大鼠肝微粒体制备

超高速离心法和钙离子沉淀法制备大鼠肝

微粒体［７］。

配置０．９％生理盐水注射液，ＳＤ大鼠适应性
饲养后，连续尾静脉注射３日，每日１次，每次注
射剂量２ｍＬ。

大鼠最后一次静脉注射 １２ｈ后，禁食不禁
水，再经１２ｈ麻醉后处死，解剖取肝脏，冰浴的生
理盐水冲洗净血污，手术剪剪为肝脏小块，冰浴

的蔗糖溶液冲洗至肝脏小块呈无色，按１∶４（Ｗ／
Ｖ）的比例加入蔗糖溶液，冰浴条件匀浆１ｍｉｎ，匀
浆液称重后分装至离心管中。

４℃下２５０００ｇ离心２５ｍｉｎ，取上清液，加入
ＣａＣｌ２溶液（调整Ｃａ

２＋的浓度至８ｍｍｏｌ／Ｌ），置于
超速离心管，４℃、１０００００ｇ条件下离心６０ｍｉｎ，
弃上清液取沉淀，用ＴｒｉｓＨＣｌ溶液混悬均匀，再次
以４℃、１０００００ｇ条件离心 ６０ｍｉｎ。取沉淀用
ＴｒｉｓＨＣｌ缓冲液按照 １∶２（Ｗ／Ｖ）的比例混悬均
匀，分装后置于－８０℃冰箱保存备用。
１．３．２　肝微粒体蛋白浓度测定

采用Ｌｏｗｒｙ法［８］，按照标准方法制备，构建牛

血清白蛋白标准曲线，测定肝微粒体浓度。

１．３．３　ＦＧＦＣ１内标定量检测方法
精密称取 ＦＧＦＣ１适量，以碳酸氢钠为溶媒

（ＦＧＦＣ１／ＮａＨＣＯ３，ｍ／ｍ，１∶１）配置原液，连续
稀释至０．５、１、５、１０、１５、２０、２５μｇ／ｍＬ。所有样品
用乙腈提取，０．２２μｍ滤膜过滤后进行 ＨＰＬＣ检
测。以 ＦＧＦＣ１的峰面积（Ｙ）对 ＦＧＦＣ１的浓度
（Ｘ）进行线性回归，用于后续肝微粒体体系中
ＦＧＦＣ１定量。
１．３．４　ＦＧＦＣ１药物代谢动力学特征分析方法

反应体系总体积４００μＬ，反应体系以肝微粒
体为代谢酶，使用ＮＡＤＰＨ来启动反应［８］，冰浴的

乙酸乙酯终止反应，ＰＢＳ用于补充体积，同时设无
ＮＡＤＰＨ的对照组。体外反应体系各组分终浓
度：肝微粒体蛋白质浓度０．１ｍｇ／ｍＬ，ＮＡＤＰＨ１．０
ｍｍｏｌ／Ｌ，ＦＧＦＣ１１４．０μｇ／ｍＬ。反应体系加入
ＦＧＦＣ１，３７℃的恒温培养箱中预孵育５ｍｉｎ，加入
ＮＡＤＰＨ启动反应，反应时间为０、１、５、１５、３０、４０、
６０和１２０ｍｉｎ时，分别加入２００μＬ冰冷的乙酸乙
酯终止反应，设置３组平行对照。样品经１．３．８步
骤处理后进行 ＨＰＬＣ分析，用１．３．３建立的线性

５３６
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回归方程计算ＦＧＦＣ１及其转化产物的浓度，以反
应时间０ｍｉｎ的浓度作为１００％，其他各时间点的
百分比剩余量的自然对数作线性回归，依据公式

（１）和（２）计算 ＦＧＦＣ１的体外半衰期 Ｔ１／２和固有
清除率ＣＬｉｎｔ

［１０］。

Ｔ１／２＝－０．６９３／ｋ （１）
ＣＬｉｎｔ＝－０．６９３／Ｔ１／２×ｖ／ｍ （２）

式中：ｋ为各时间点的百分比剩余量的自然对数
作线性回归后的斜率；ｖ为反应体系体积，ｍＬ；ｍ
为肝微粒体酶含量，ｍｇ。
１．３．５　准确度与精密度

在肝微粒体反应体系中加入ＦＧＦＣ１标准液，
浓度分别为 １μｇ／ｍＬ、１０μｇ／ｍＬ、５０μｇ／ｍＬ，按
１．３．４节中的方法处理后，检测值与真实值（平均
值）的接近程度定义为准确度，测定 ＦＧＦＣ１的日
内、日间相对标准偏差（ＲＳＤ），对其检测值进行
分析，并用ＲＳＤ表示。
１．３．６　回收率

低、中、高 ３个浓度的质控样品（１、１０、５０
μｇ／ｍＬ），取定量样品按１．３．４步骤处理（不启动
反应），混匀后经１２５０００ｇ离心 １５ｍｉｎ，取上清
液过滤进 ＨＰＬＣ检测。经乙腈提取检测到的
ＦＧＦＣ１浓度与质控样品检测到的 ＦＧＦＣ１浓度比
值为回收率。

１．３．７　方法专属性验证
分别设置空白肝微粒体组、空白肝微粒体加

入ＦＧＦＣ１（Ａ）和加入 ＮＡＤＰＨ的温孵反应体系
（Ｂ）。按１．３．４中的条件，观察方法的专属性和
ＦＧＦＣ１在肝微粒体中的代谢稳定性［９］。

１．３．８　肝微粒体反应体系ＦＧＦＣ１的提取方法
３７℃肝微粒体反应体系孵育 ＦＧＦＣ１为１～

１２０ｍｉｎ，加入２００μＬ冷冻乙酸乙酯终止反应，分
层后取有机相，氮气干燥，干燥的样品用ＨＰＬＣ流
动相复溶。该过程重复 ３次。流动相复溶后以
２５０００ｇ离心１５ｍｉｎ，０．２２μｍ滤膜过滤，置于样
品瓶中，进样量为３０μＬ，按照１．３．９与１．３．１０
中条件进行ＨＰＬＣ分析。
１．３．９　ＦＧＦＣ１的ＨＰＬＣ检测方法

液相色谱柱是 ＨＰＣ１８色谱柱（４．６×２５０
ｍｍ，５μｍ），柱温度：４０℃，流动相：乙腈（Ａ）和水
（０．１％三氟乙酸）（Ｂ），洗脱梯度：０～３０ｍｉｎ，
４５％ Ａ～１５％Ａ，５５％Ｂ～８５％Ｂ，流速：１ｍＬ／ｍｉｎ，
检测波长：２６５ｎｍ［１１］。

１．３．１０　ＦＧＦＣ１转化产物的ＨＰＬＣ检测方法
液相色谱柱是 ＨＰＣ１８色谱柱（４．６×２５０

ｍｍ，５μｍ），柱温度：４０℃，流动相：５％乙腈（Ａ）
和０．１％三氟乙酸（Ｂ），洗脱梯度：０～１６ｍｉｎ，
１５％ Ａ～５５％ Ａ，８５％ Ｂ～４５％ Ｂ，流速：１ｍＬ／
ｍｉｎ，检测波长：２６５ｎｍ［１２］。
１．３．１１　ＦＧＦＣ１转化产物分离方法

制备型色谱柱是依利特 ＳｉｎｏＣｈｒｏｍＯＤＳＢＰ
色谱柱（２０×２５０ｍｍ，１０μｍ），柱温度：４０℃，流
动相：５％乙腈（Ａ）和０．１％三氟乙酸（Ｂ），洗脱梯
度：０～１６ｍｉｎ，１５％ Ａ～５５％ Ａ，８５％ Ｂ～４５％ Ｂ，
流速：１０ｍＬ／ｍｉｎ，检测波长：２６５ｎｍ。
１．３．１２　ＦＧＦＣ１转化产物质谱分析［１３］

１．３．１１节中分离纯化出的转化产物利用ＬＣ
ＭＳ／ＭＳ确定代谢产物的相对分子量后，对其结构
进行初步推测，并基于此推测ＦＧＦＣ１在肝微粒体
系中的生物转化过程。

质谱柱是 ＨＰＣ１８色谱柱（４．６×２５０ｍｍ，５
μｍ），流动相：５％乙腈（Ａ）和 ０．１％三氟乙酸
（Ｂ），洗脱梯度：０～１６ｍｉｎ，１５％ Ａ～５５％ Ａ，８５％
Ｂ～４５％ Ｂ，电离模式：正离子检测模式，质核比
检测条件：４００～５００，毛细管电压：３．０ｋＶ，锥电
压：４０ｋＶ，离子源温度１００℃，去溶剂化温度４５０
℃，去溶剂气体流量９００Ｌ／ｈ，流速为５０Ｌ／ｈ［１４］。
１．３．１３　ＦＧＦＣ１的ＣＹＰ代谢表型分析方法

参考文献［１５１６］，设置添加 ＣＹ４５０亚型抑
制因子的实验组与无抑制因子的对照组。观察

抑制不同 ＣＹＰ４５０亚型后 ＦＧＦＣ１与 ＰＩＯ终浓度
质量。对照组：在 １．３．４节反应体系中，ＦＧＦＣ１
终质量浓度为１４μｇ／ｍＬ；ＣＹＰ２Ｂ４，ＣＹＰ２Ｅ１抑制
组：ＦＧＦＣ１终质量浓度为１４μｇ／ｍＬ，同时添加４
苯基１，２，３噻二唑，体系终质量浓度为 １０
μｇ／ｍＬ；ＣＹＰ１Ａ２抑制组：ＦＧＦＣ１终质量浓度为１４
μｇ／ｍＬ，同时添加去乙酰环丙氯地孕酮，体系终质
量浓度为１０μｇ／ｍＬ；ＣＹＰ２Ｃ９、ＣＹＰ２Ｃ１９抑制组：
ＦＧＦＣ１终质量浓度为 １４μｇ／ｍＬ，同时添加苯妥
英钠，体系终质量浓度为１０μｇ／ｍＬ；ＣＹＰ３Ａ４抑
制组：ＦＧＦＣ１终质量浓度为１４μｇ／ｍＬ，同时添加
酮康唑，体系终浓度为 １０μｇ／ｍＬ。上述 ５组在
３７℃的恒温培养箱中预孵育 ５ｍｉｎ后，加入
ＮＡＤＰＨ启动反应，反应进行至６０ｍｉｎ，分别加入
４００μＬ冰冷的乙酸乙酯终止反应。样品经１．３．８
步骤处理后，ＨＰＬＣ方法检测 ＦＧＦＣ１及其代谢产
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物的终浓度。

２　结果

２．１　肝微粒体蛋白浓度分析
采用Ｌｏｗｒｙ法，用牛血清白蛋白为标准蛋白，

在０～５００μｇ／ｍＬ的质量浓度范围内构建标准曲
线，得到蛋白含量（ｘ，μｇ／ｍＬ）和吸光度值（ｙ）的
线性关系为 ｙ＝０．００１４ｘ＋０．００５（Ｒ２＝
０．９９９１）。

基于标准曲线，４只 Ｗｉｓｔａｒ大鼠的肝微粒体
蛋白质质量浓度分别是（１４０．８１±４．６７）μｇ／ｍＬ、
（２３６．１４±１９．６９）μｇ／ｍＬ、（１４３．７５±６．６２）
μｇ／ｍＬ和（１４３．７５±６．６２）μｇ／ｍＬ（图２），构建肝
微粒体系所需的微粒体蛋白终质量浓度为 ０．１
ｍｇ／ｍＬ［１７］，制备的肝微粒体均大于该要求，可适
用于后续实验。

２．２　ＦＧＦＣ１内标定量检测方法适应性分析
２．２．１　ＦＧＦＣ１的标准曲线

在１．３．９节的分析条件下，构建的肝微粒体
反应体系不干扰 ＦＧＦＣ１以及内标的测定。
ＦＧＦＣ１在０．１～１５μｇ／ｍＬ的质量浓度范围内内呈

良好的线性关系 ｙ＝０．４５６１ｘ＋０．０８２７（Ｒ２＝
０９９７），检测下限为０．１μｇ／ｍＬ。
２．２．２　准确度与精密度

ＦＧＦＣ１的日内和日间精密度 ＲＳＤ均小于
５％，表明该方法满足分析样品中未知药物浓度
的要求（表１）。

准确度ＲＳＤ值均小于 ６％（表１），表明该方
法能满足ＦＧＦＣ１及其转化产物定量检测的需要。

图２　Ｗｉｓｔａｒ大鼠的肝微粒体蛋白质量浓度
Ｆｉｇ．２　Ｌｉｖｅｒｍｉｃｒｏｓｏｍａｌｐｒｏｔｅｉｎｍａｓｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

ｉｎＷｉｓｔａｒｒａｔｓ

表１　ＦＧＦＣ１样品准确度，日间、日内精密度及其ＲＳＤ
Ｔａｂ．１　ＦＧＦＣ１ｓａｍｐｌｅａｃｃｕｒａｃｙ，ｄａｙｔｉｍｅａｎｄｉｎｔｒａｄａｙｐｒｅｃｉｓｉｏｎａｎｄｉｔｓＲＳＤ ｎ＝３

实际质量浓度

Ａｃｔｕａｌｍａｓｓ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ／
（μｇ／ｍＬ）

准确度％
Ａｃｃｕｒａｃｙ

日内精确度　Ｉｎｔｒａｄａｙａｃｃｕｒａｃｙ

实测质量浓度

Ｍｅａｓｕｒｅｄｍａｓｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ／
（μｇ／ｍＬ）

ＲＳＤ％

日间精确度　Ｄａｙｔｉｍｅｐｒｅｃｉｓｉｏｎ

实测质量浓度

Ｍｅａｓｕｒｅｄｍａｓｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ／
（μｇ／ｍＬ）

ＲＳＤ／％

１．０ ３．０ ０．９６±０．０３ ３．１２ ０．９６１±０．０５ ４．１６
１４ ３．２ １３．６６±０．０８ ０．５８ １３．４７±０．２５ １．８５
２８ ５．８ ２８．０５±０．１６ ０．６４ ２８．１２±１．１１ ３．９５

２．２．３　回收率
方法的回收率平均值均大于９７％，ＲＳＤ均在

４％以内（表２），表明从肝微粒体中提取的样品在
保存和处理过程中均稳定，未发生明显的降解。

表２　ＦＧＦＣ１在体外肝微粒体系中的回收率及其ＲＳＤ
Ｔａｂ．２　ＲｅｃｏｖｅｒｙｏｆＦＧＦＣ１ｉｎｌｉｖｅｒｍｉｃｒｏｐａｒｔｉｃｌｅｓｙｓｔｅｍａｎｄｉｔｓＲＳＤ ｎ＝３

实际质量浓度

Ａｃｔｕａｌｍａｓｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ／（μｇ／ｍＬ）
实测质量浓度

Ｍｅａｓｕｒｅｄｍａｓｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ／％
回收率

Ｒｅｃｏｖｅｒｙｒａｔｅ／％ ＲＳＤ／％

１．０ ０．９７±０．０６ ９７．００±４．００ ４．１２
１４ １４．０６±０．３４ １００．４２±２．４２ ２．４１
２８ ２７．９５±０．１９ ９９．８２±０．６７ ０．６７

２．２．４　ＦＧＦＣ１在大鼠肝微粒体系中代谢的方法
专属性及稳定性

空白肝微粒体组（ａ）、未加入 ＮＡＤＰＨ组（ｂ）
与加入ＮＡＤＰＨ组（ｃ）的 ＨＰＬＣ分析结果见图３，

对比空白肝微粒体组，ＦＧＦＣ１和其他峰分离良
好，在肝微粒体中无内源性物质干扰测定，说明

本方法的专属性高。在未加入 ＮＡＤＰＨ的组中，
ＦＧＦＣ１不发生代谢转化。在加入ＮＡＤＰＨ的实验
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组中，ＦＧＦＣ１浓度减少。３组平行以６０ｍｉｎ反应
时间为基准的剩余率分别为４２．２３％ 、４０．３８％和
４１．９１％，表明 ＦＧＦＣ１可以在 ＮＡＤＰＨ的作用下
在肝微粒体体系中发生生物转化。

图３　方法专属性及稳定性验证（ｎ＝３）ＨＰＬＣ检测图谱
Ｆｉｇ．３　Ｍｅｔｈｏｄｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙａｎｄｓｔａｂｉｌｉｔｙｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ

（ｎ＝３）ＨＰＬＣｄｅｔｅｃｔｉｏｎｐａｔｔｅｒｎ

２．３　ＦＧＦＣ１肝微粒体模型中的药物代谢动力学
特征

ＨＰＬＣ分析结果表明，ＦＧＦＣ１能在肝微粒体
中发生生物转化，ＦＧＦＣ１在１～１５ｍｉｎ时转化速
率较快，转化速率逐渐趋于平缓，６０ｍｉｎ后几乎
观察不到ＦＧＦＣ１质量浓度的减少，体外肝微粒体
模型药代动力学（ｎ＝３），代谢转化率（ｎ＝３）见图
４、图５。ＦＧＦＣ１的体外代谢半衰期 Ｔ１／２＝（９６．２５
±２．３）ｍｉｎ，固有清除率 ＣＬｉｎｔ＝ （０．０７２０±
０．００１４）ｍＬ／（ｍｉｎ·ｍｇ）。

图４　ＦＧＦＣ１的体外肝微粒体模型药代动力学（ｎ＝３）
Ｆｉｇ．４　Ｉｎｖｉｔｒｏｌｉｖｅｒｍｉｃｒｏｓｏｍａｌｍｏｄｅｌ
ｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｓｏｆＦＧＦＣ１（ｎ＝３）

图５　ＦＧＦＣ１的体外肝微粒体代谢转化率（ｎ＝３）
Ｆｉｇ．５　Ｉｎｖｉｔｒｏｌｉｖｅｒｍｉｃｒｏｓｏｍａｌｍｅｔａｂｏｌｉｃ
ｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎｒａｔｅｏｆＦＧＦＣ１（ｎ＝３）

　　按照 １．３．１０节进行高效液相分析，检测
ＦＧＦＣ１转化产物产生情况，观察到ＦＧＦＣ１在代谢
过程中产生一种转化产物，其 ＨＰＬＣ检测结果及
其浓度时间曲线如图６所示。
２．４　肝微粒转化ＦＧＦＣ１产物的分析

利用制备型色谱按照 １．３．１１中的条件对
ＦＧＦＣ１转化产物进行分离纯化，通过 ＬＣＭＳ／ＭＳ
鉴定分析，结果见图７。

在对分离纯化后的转化产物进行检测时，在

保留时间 ８．６５ｍｉｎ时检测到 ＰＩＯ，其质子峰为
４６３．３０［Ｍ＋乙腈＋Ｈ］＋，其片段离子峰为１１０．９０
［Ｃ７Ｈ８Ｏ＋Ｈ

＋Ｈ］＋、２１５．７０［Ｃ１３Ｈ２６Ｏ２＋Ｈ］
＋、

３３７．００［Ｃ１８Ｈ２７ＮＯ５］
＋、３３７．００［Ｃ２５Ｈ３１ＮＯ２］

＋（图

７）。

８３６



４期 张本帅，等：溶栓候选药物双吲哚海洋生物碱ＦＧＦＣ１的转化特性

图６　转化产物的检测结果
Ｆｉｇ．６　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄｐｒｏｄｕｃｔｓ

图７　ＦＧＦＣ１转化产物的ＬＣＭＳ／ＭＳ质谱图
Ｆｉｇ．７　ＬＣＭＳ／ＭＳｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆＦＧＦＣ１

ｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔ

　　ＰＩＯ的 ＬＣＭＳ／ＭＳ检测模式为正离子模式，
基于ＦＧＦＣ１的分子结构，从 ＦＧＦＣ１分子双吲哚
结构特征和肝微粒体酶系中可能发生的生物转

化过程推测。ＦＧＦＣ１的肝微粒体体系转化产物
ＰＩＯ在正离子检测模式中结合［ＣＨ３ＣＮ］

＋离子与

［Ｈ］＋离子于质荷比（ｍ／ｚ）４６３．３处检测到其相
对分子质量Ｍ＝４２１．２，推测其在肝微粒体体系

中通过Ｎ脱烷基化反应、Ｎ氧化反应等反应发生
生物转化，产生ＰＩＯ（图８）。
２．５　ＦＧＦＣ１代谢表型特性

不同 ＣＹＰ４５０亚型抑制因子对 ＦＧＦＣ１及其
转化产物ＰＩＯ最终质量浓度的影响如图９所示。

对照组的 ＦＧＦＣ１及 ＰＩＯ终质量浓度为
（５．８３８±０．１５７）、（８．９９２±０．０８６）μｇ／ｍＬ，
ＣＹＰ３Ａ４抑制组终质量浓度分别为（１１．２４９±
０．３３０）、（３．６１７±０．１０８）μｇ／ｍＬ，其余实验组相
对于对照组无统计学差异（Ｐ＞０．０５）。

在 ＣＹＰ２Ｂ４、ＣＹＰ２Ｅ１、ＣＹＰ１Ａ２、ＣＹＰ２Ｃ９、
ＣＹＰ２Ｃ１９进行选择性抑制时，ＦＧＦＣ１及 ＰＩＯ的终
浓度无显著统计学差异，而对 ＣＹＰ３Ａ４进行选择
性抑制时，ＦＧＦＣ１的终质量浓度及 ＰＩＯ的终质量
浓度较对照组具有显著统计学差异（Ｐ＜０．０５），
故可以判断ＦＧＦＣ１在肝微粒体体系中的生物转
化过程主要介由 ＣＹＰ３Ａ４催化，受其它亚型影响
小。同时也为２．４中的生物转化过程推断提供
了依据。

３　讨论

ＦＧＦＣ１能通过肝微粒体体系进行药物代谢，
所建立的 ＨＰＬＣ定量分析方法专属性强、标准曲
线及线性范围良好，方法准确度与精密度均符合

实验要求［３］，可以在肝微粒体体系中检测到

ＦＧＦＣ１（２９ｍｉｎ左右出峰），能够满足大鼠肝微
粒体Ⅰ相代谢孵育体系下定量检测需要，并应用
于ＦＧＦＣ１体外肝微粒体药代动力学研究。

ＦＧＦＣ１在体外肝微粒体中发生生物转化，在
０～１５ｍｉｎ时代谢速度较快，ＦＧＦＣ１的体外代谢
半衰期Ｔ１／２＝（９６．２５±２．３）ｍｉｎ，固有清除率
ＣＬｉｎｔ＝（０．０７２０±０．００１４）ｍＬ／（ｍｉｎ·ｍｇ）。生
物转化过程在１２０ｍｉｎ时趋于饱和，ＦＧＦＣ１呈现
的体外药代动力学特征，说明ＦＧＦＣ１可通过主要
药物代谢器官肝脏高效代谢，具有成药性，可作

为溶血栓候选药物进一步研究与开发。

ＣＹＰ３Ａ４亚型催化多种生物碱类化合物的生
物转化［１６］，也是催化 ＦＧＦＣ１在肝微粒体体系中
发生生物转化的主要酶系。ＦＧＦＣ１在肝微粒体
中代谢途径相对单一，推测该药在临床上与其他

ＣＹＰ３Ａ４抑制型药物联合使用时，效用可能会受
到影响，对于进一步研究生物体内该药的代谢和

临床合理联合用药具有重要的参考意义。
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图８　ＦＧＦＣ１的肝微粒体生物转化过程示意图
Ｆｉｇ．８　ＳｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆｌｉｖｅｒｍｉｃｒｏｓｏｍｅｂｉｏｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｐｒｏｃｅｓｓｏｆＦＧＦＣ１

图９　不同处理组ＦＧＦＣ１及ＰＩＯ的终浓度
Ｆｉｇ．９　ＦｉｎａｌｍａｓｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆＦＧＦＣ１ａｎｄ

ＰＩＯｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐｓ

　　ＣＹＰ３Ａ４亚型催化多种生物碱类化合物的生
物转化［１６］，也是催化 ＦＧＦＣ１在肝微粒体体系中
发生生物转化的主要酶系。ＦＧＦＣ１在肝微粒体
中代谢途径相对单一，推测该药在临床上与其他

ＣＹＰ３Ａ４抑制型药物联合使用时，效用可能会受
到影响，对于进一步研究生物体内该药的代谢和

临床合理联合用药具有重要的参考意义。

ＦＧＦＣ１在肝微粒体中经Ｎ脱烷基化反应、Ｎ
氧化反应、水解反应发生生物转化产生产生一种

转化产物（（２Ｓ，３Ｓ）２（（Ｅ）７，８ｄｉｈｙｄｒｏｘｙ４
ｍｅｔｈｙｌｎｏｎ３ｅｎ１ｙｌ）３，５，８ｔｒｉｈｙｄｒｏｘｙ２ｍｅｔｈｙｌ３，
４，８，９ｔｅｔｒａｈｙｄｒｏｐｙｒａｎｏ［２，３ｅ］ｉｓｏｉｎｄｏｌ７（２Ｈ）
ｏｎｅ）［１８］，ＰＩＯ分子量为４２１．２，不再具有双吲哚特

０４６



４期 张本帅，等：溶栓候选药物双吲哚海洋生物碱ＦＧＦＣ１的转化特性

征结构，其是否具有纤溶活性及其完全降解需深

入研究。
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