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摘要  目的:建立微生物转化研究间尼索地平 (MNS)代谢产物的方法,确定代谢物的结构及转化途径。方法: 通过比较 15种

加药菌液样品和相对应的菌空白、药物空白的 H PLC - PDA图谱, 发现代谢物并进行放大制备。结果: 经 1H - NMR、13C- NMR

及 ESI- MS2确定了 MNS 2个代谢产物的结构, 并推断出 MNS的微生物转化途径。结论:微生物转化可模拟间尼索地平的体

内代谢,是研究药物代谢的一种切实可行的方法。
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Abstract Objective: To establish the m icrobia l transformat ion m ethod of m - n iso ld ip ine (MNS ) , ident ify the

chem ical structures of them etabo lites and propose the possib iemetabo lic pathw ays o fMNS. Methods: The metabo-

litesw ere d iscovered by comparing the HPLC- PDA chromatograms o f 15 fungal strains samples w ith the co rre-

sponding blanks. Then they were prepared by preparat ive liqu id chromatography. Rusults: The chem ical structures of

two metabo lites were ident ified by
1
H- NMR,

13
C- NMR and ESI- M S

2
. M oreover, the possibiemetabo lic pathw ays

o fMNS w ere proposed. Conclusion: The m ethod of m icrob ial transformat ion may simu la te the drug metabolism of

MNS in vivo, wh ich can be used as effect ive supp lem entary too ls o f drug metabo lism research.
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  间尼索地平 (m - n iso ld ip ine, MNS )是河北医科

大学药学院自主研发的国家一类新药, 是新的 1, 4

-二氢吡啶类血管扩张性钙通道受体拮抗剂, 适用

于心绞痛和高血压的治疗, 结构式见图 1。研究表

明其药理活性与尼索地平相当, 但光稳定性明显优

于尼索地平
[ 1]
。通过灌胃给药研究大鼠的排泄, 结

果显示仅有少量 MNS经粪便和胆汁排泄, 尿中未检

出, 提示 MNS主要以代谢物形式排出体外
[ 2]
。因

此, 有必要对 MNS代谢物进行研究, 进而阐明 MNS

在体内的代谢途径及转化规律, 为临床研究提供参

考依据。研究药物的体内生物转化及代谢物的化学

结构,一般先通过体外代谢进行模拟,常用的方法有

肝微粒体温孵法、肠道菌转化法、微生物转化法等,

有研究表明某些微生物具有和人类相同的酶
[ 3]
, 而

利用微生物自身的酶来催化药物的代谢, 具有可放

大的特点,故可以达到制备代谢物的目的。本研究

通过对 15种真菌的筛选,首次发现了 MNS的 2个

代谢物,经
1
H - NMR、

13
C- NMR及 ES I- M S

2
确定

了它们的分子结构,并推断出 MNS的微生物转化途

径。

1 仪器与试药

分析型高效液相色谱仪: Ag ilent 1200 ( Ag ilent

G1315D PhotodiodeA rray Detecto r) ;分析柱 D iamon-

sil C18 co lumn ( 416mm @ 250mm, 5 Lm )。制备型高

效液相色谱仪: W aters 2690 (W aters 2487D etector) ,

制备柱 A lltima C18 co lumn ( 10 mm @ 250 mm @ 10

Lm ),预柱 ( A lltech C18 )。美国 AB公司 API- QTrap

3200质谱仪; VAR IAN INOVA - 500型核磁共振谱
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图 1 MNS( A)和 MNS脱氢产物 ( B )的结构式

Fig 1 The chem ical stru ctures ofMNS (A ) and its d ehydrogen at ion

product( B)

A. MNS B. MNS的脱氢产物 ( dehydrogenat ion product ofMNS )

仪。

MNS原料药 (纯度 > 9915% )由河北医科大学

药学院药物化学教研室提供, MNS氧化产物按文献

[ 4]合成, 即二氢吡啶环脱去 2个 H,结构式见图 1。

土豆 (市售 ); 甲醇为色谱纯 (美国 Tedia试剂 ) ; 水

为超纯水 ( Heal Force- PWVF, 上海康雷分析仪器

有限公司 ) ,其他试剂均为分析纯。

实验所用菌种黑曲霉 ( A sp erg illus niger, AS

311858)、短刺小克银汉霉 (Cunningham ella blakes-

leana, AS 31970)、葡枝根霉 (Rhizopus stolonofer, AS

312050 )、细 孢 毛 霉 ( M ucor subtilissimus, AS

312454 )、燕 麦 镰 孢 ( Fusarium avenaceum, AS

314594)、雅致小克银汉霉 ( Cunningham ella elegans,

AS 311207 )、总状共头霉 ( Syncephalastrum racem o-

sum, AS 31264 )、刺囊毛霉 (M ucor alternata, AS

313450)、刺囊毛霉 (M ucor alternata, AS 312450)、侧
孢霉 ( Sporo trichum sp. , AS 312882 )、球孢白僵菌

( Beauveria bassiana, AS 314273 )、具柄矛囊孢霉

(D oratom yces stem onitis, AS 311411)、少根根霉 ( Rhi-

zopus arrhizus, AS 312896 )、链格孢 (Alternaria alter-

nata AS 314748)购于中国科学院微生物研究所。
2 方法与结果

211 土豆培养基的制备  土豆去皮剁碎,取 200 g

置水中,煮沸后 80 e 保温 1 h, 趁热纱布过滤, 向滤

液中加入葡萄糖 25 g, 最后加水至 1 L, 用玻璃棒搅

匀, 每瓶 120 mL滤液, 分装至 250 mL三角瓶中, 三

角瓶用 6层干净纱布及牛皮纸封好后, 于 121 e 高

压灭菌 15m in。

212 微生物转化过程  将 4 e 保存的不同菌株分

别接种于相应的斜面培养基上, 25 e 恒温培养, 得

到菌丝生长旺盛、孢子丰富的培养物。用无菌接种

环取 1环含有大量孢子的菌丝体, 仅将孢子接入土

豆培养基中,于 25 e 振荡 ( 120 r# m in
- 1

)预培养 2

d,然后加入 MNS的丙酮溶液 1mL( 2mg# mL
- 1

)后

继续培养 3 d。抽滤后, 用等体积乙酸乙酯萃取 3

次,收集有机萃取液减压蒸干,残渣用 5 mL甲醇溶

解后保存于 4 e 冰箱待测。同时另设 2组空白对

照,空白 1(药物 +培养基 ) ,考察转化液中是否存在

非微生物引起的药物分解, 同时确定药物在液相色

谱检测时的出峰位置;空白 2(转化菌株 +培养基 +

等量的丙酮 ), 排除转化菌株的发酵产物和培养基

残留成分的干扰。空白对照组的处理方法同样品

组,避光操作。

213 HPLC- PDA分析  色谱条件: 甲醇 - 水梯度

洗脱, 甲醇在 0 ~ 8 m in, 为 45% y 60%; 在 8 ~ 30

m in,为 60% ;在 30~ 35m in, 为 60% y 80%,在 35~

40 m in,为 80% y 98%。流速: 1 mL# m in
- 1
; 进样

量: 20 LL;柱温: 25 e 。液相色谱分析,发现所筛选

的菌种中仅 AS 31114和 AS 314748未观察到代谢
物,其他的菌种均仅有代谢物 M1、M2,且 M1是主要

代谢产物, 但各菌属 M1转化产率明显不同, 其中

AS 312896、AS 311207、AS 31264转化率最高。我们
选择转化能力最高的 AS 312896制备了 M1,色谱图

见图 2。

图 2 AS 312896的 HPLC- PDA图 ( 237 nm )

Fig 2 The HPLC- PDA chrom atogram s ofAS 312896

a.样品 ( sam p le)  b.空白 1 ( b lank 1)  c.空白 2 ( b lank 2)

214 代谢物的制备  HPLC制备条件: 甲醇 - 水

( 62B38)等度洗脱; 流速: 2 mL# m in
- 1
; 检测波长

237 nm;进样量: 500 LL; 柱温: 25 e 。将收集到的

馏分于 42 e 减压蒸干, 用少量的甲醇溶解, 氮气吹

干,整个操作过程均需避光。

215 代谢物的结构确认

21511 代谢物 M1的结构确认  ES I- M S可检测

到 [M + H ]
+
( 405 u)、[M + NH 4 ]

+
( 422 u)、[M +

N a]
+
( 427 u)、[M + K ]

+
( 443 u), 因此可以确定代

谢物 M1的相对分子质量为 404,与 MNS的二级质

谱图比较, 具有相同的碎片离子峰 315, 且具有 [M

+ H - H 2O]
+
峰 (见图 3)。质谱提示 M1比 MNS多
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了 1个 O原子, 根据一般代谢规律, M 1很可能为羟

基化产物。
1
H - NMR ( CDC l3, 500 MH z) D: 1112

( 3H, s, H - a)、1116( 3H, s, H - ap)、2136 ( 3H, s, H

- b)、2142( 3H, s, H - c)、5113( 1H, s, H - e)、3167
( 3H, s, H - f)、4101( 2H, dd, J = 1115, 1115H z, H -

g)、8102( 2H, d, J= 815H z, H - j)、8113( 1H, s, H -

k)、7141( 1H, ,t J = 715, 810H z, H - l)、7168( 2H,

d, J = 810 H z, H - m )、3166 ( 1H, s, O - H )、5179
( 1H, s, N - H )。

13
C - NMR ( CDC l3, 125 MH z) D:

26122 ( C - a)、26124 ( C - ap)、19178 ( C - b )、

19191 ( C - c)、69195 ( C - d)、39175 ( C - e )、

51122 ( C - f)、71189 ( C - g )、102164 ( C - h )、

103150 ( C - i)、121160 ( C- j)、122173 ( C- k )、

128187 ( C- l)、134106 ( C - m )、144149 ( C - n )、

145182 ( C- o )、148145 ( C - p)、149147 ( C - q )、

167102 ( C- r)、167140 ( C- s)。根据以上数据及

MNS的
1
H- NMR、

13
C- NMR可推断化合物 M1的

结构为 1, 4- 二氢 - 2, 6- 二甲基 - 4- ( 3- 硝基

苯 ) - 3, 5-吡啶二羧酸 - 2-羟基异丁基甲酯。

21512 代谢物 M2的结构确定  收集分析液相 M2

的馏分,直接 ESI- M S可检测到 [M + H ]
+
( 403 u)、

[M + Na]
+
( 425 u)、[M + K ]

+
( 441 u) ,可以确定代

谢物 M2的相对分子质量为 402,比 M1少了 2个 H

原子,比 MNS的氧化产物仅多了 1个 O原子。与

MNS氧化产物的二级质谱图比较,具有相同的碎片

离子峰 m /z 331, 385, 226, 168(见图 3) ,因此它们具

有相同的母核结构, 且 O原子在侧链上。参考 M1

的结构及尼索地平的代谢
[ 5]
可确定其结构为 2, 6-

二甲基 - 4 - ( 3-硝基苯 ) - 3, 5- 吡啶二羧酸 - 2

-羟基异丁基甲酯,为 M1的脱氢产物。

图 3 4种物质的 ES I- MS2质谱图

F ig 3 E SI- MS2 scan spectra of 4 com pounds

A. MNS B. M 1 C. MNS脱氢产物 ( dehyd rogenation produ ct

ofMNS)

D. M 2

3 讨论
311 实验中发现, 代谢物 M1在甲醇中较稳定, 但

在甲醇 -水 ( 62B38)中不稳定, 放置 24 h后, HPLC

- PDA显示 M 1的量减少, M 2的量增加, 故 M1在

空气中放置易被氧化成代谢产物 M2, 因此, 微生物

转化可能的途径见图 4。

图 4 MNS可能的微生物转化途径

Fig 4 The poss ib le m icrob ial tran sform ation pathw ays ofMNS

文献 [ 7]报道, 尼索地平在大鼠及人体内也有

类似的转化过程, MNS是否也有类似的转化, 有待

进一步的研究。然而, 微生物转化结果为进一步研

究间尼索地平的体内代谢提供了思路和信息, 因此,

用微生物转化法模拟动物体内代谢具有现实意义。

312 实验表明, 15种真菌的药物转化酶在种类、含

量以及活性等方面均有差异,利用这一特点可以选

择性地对底物进行结构修饰。与哺乳动物生物转化

相比,微生物转化具有很强的专一性,能够用来进行

特定的药物代谢反应
[ 6]
。此外,微生物转化法还具

有易调节、易放大等特点, 通过选择比较理想的转化

菌株和优化转化条件可以强化某些转化途径, 用于

较大规模地制备一定数量的代谢物纯品, 确定其化

学结构与生物学活性, 为体内药物代谢产物的深入

研究奠定实验基础。

参考文献

1 YUAN Feng- yan(袁凤燕 ) , YAN T ing- ren(颜廷仁 ) , BAO C hun

- he(鲍春和 ) , et a l. The prel im inary photostab ility invest igation of

m - n isold ip ine(间 -尼索地平光稳定性的初步考察 ) . Ch in P harm

J (中国药学杂志 ) , 1989, 24( 9 ) : 540

2 WANG Shu- hu a(王树华 ) , SHANG Q ing(尚清 ) , ZHANG Y ong-

jian (张永建 ) . T issue d istribut ion and excretion ofm - nisold ip ine in

rats and its plasm a protein b ind ing(间尼索地平在大鼠体内的组织

分布、排泄及血浆蛋白结合率的测定 ). C hin J Pharm (中国医药

工业杂志 ) , 2006, 37( 11) : 752

3 WANG Xu(王旭 ) , XU W ei(徐威 ) , YOU Song(游松 ) . App licat ion

ofm icrob ialtransform at ion in pharm acology(微生物转化在药学中的

应用 ) . J Shenyang Pharm Univ (沈阳药科大学学报 ), 2006, 23

)206) 药物分析杂志 Chin J Pharm Anal 2010, 30( 2)



( 7) : 477

4 CHEN Z i- m ing(陈子明 ) , BAO Chun- he(鲍春和 ) , MA Zh i- bo

(马志博 ), e t a l. Separat ion and s tructure of the photod ecom position

p roduct ofm - n isold ip ine(间尼索地平光解产物的分离和结构 ) . J

H ebeiM ed Univ (河北医科大学学报 ) , 2002, 23( 4 ) : 427

5 S cherl ing D, KarlW, Ahr G, et a l. Pharm acok inetics of n isoldip ine. Ó

B iotransform at ion of n isold ip ine in rat, dog, monk ey, and m an. A rzne-

im i ttelF orsch Drug R es, 1988, 38 ( 8) : 1105

6 HUANG H ai- hu a(黄海华 ) , CH EN X iao- yan (陈笑艳 ) , CUI

H ong- x ia(崔洪霞 ) , et a l. Syn thesis of 5 - hyd roxyproprano lol by

m icrob ial tran sform ation(采用微生物转化法合成 5-羟基普萘洛

尔 ) . P harm B iotech (药物生物技术 ) , 2001, 8( 5 ) : 268

(本文于 2009年 4月 27日收到 )

2010年 5药物分析杂志 6第四届普析通用杯
全国药物分析优秀论文评选交流会征文通知

  为不断发展我国的药物分析事业,促进国内外药物分析技术的交流,在中国药学会支持下,中国药

学会药物分析专业委员会, 5药物分析杂志 6编辑部和普析通用仪器有限责任公司于 2004、2006、2008

年分别在深圳、成都、兰州举办了 5药物分析杂志6第一届、第二届和第三届普析通用杯全国药物分析优

秀论文评选交流会,并取得圆满成功。根据协议,定于 2010年举办 5药物分析杂志 6第四届普析通用杯

优秀论文评选交流会,现通知如下:

一、征文内容

1. 药物分析新理论、新技术、新方法; 2. 现代分析技术在化学药物、中药、抗生素、生化药物中的应

用; 3.新药质量标准的建立及药物质量再评价; 4.药物原料、制剂及新剂型的研究、药用辅料、药包材和

医疗器械质量分析; 5. 药物、毒物快速分析检定; 6.计算机和数学在药物分析中的应用; 7.药物在体内代

谢、药代动力学、生物利用度等方面的研究; 8. 药物安全评价。

二、征文要求

1. 未公开发表及未在全国性会议上交流过的论文;

2. 论文体例、格式请登录本刊主页: www. yw fxzz. cn查询。

三、其他

1. 本次会议通过论文交流后由药物分析专家组成评委会, 评选出优秀论文一等奖 2名、二等奖 4

名、三等奖 8名。获奖论文优先在5药物分析杂志6上发表。
2. 征文截止时间: 2010年 6月 30日 (暂定 )

3. 会议地点:上海

四、投稿方式及联系人

投稿请登陆药物分析杂志主页 www. yw fx zz. cn,点击 /在线投稿 0,按提示要求上传稿件。投稿方向
请选择 /普析通用杯征文0, 并提供联系人电话、电子邮箱等信息,以便联系。

联系人:刘小帅

电话: ( 010) 67058427, ( 010) 67095201;传真: ( 010) 67012819
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