
［２］　Ｂｒｕｎｔ　ＥＭ．Ｎｏｎａｌｃｏｈｏｌｉｃ　ｓｔｅａｔｏｈｅｐａｔｉｔｓ［Ｊ］．Ｓｅｒｎｉｎ　Ｌｉｖｅ　Ｄｉｓ，

２００４，２４：３－２０．
［３］　中华医学会肝脏病学分会脂肪肝和酒精性肝病学组．非酒精性
脂肪性肝病诊疗指南［Ｊ］．中华肝脏病杂志，２００６，１４：１６１－１６３．

［４］　黎永胜，文军．白藜芦醇的药理作用研究进展［Ｊ］．医学综述，

２００８，１４（３）：４６９－４７１．
［５］　刘锋，向志钢，许继凡，等．高脂饲料结合ＣＣｌ４诱导小鼠非酒精
性脂肪肝模型的建立［Ｊ］．江苏医药，２０１０，３６（１）：６９－７１．

［收稿日期］２０１０－１１－１１

［基金项目］贝朗麻醉科学研究基金（２００８年１月）　［作者简介］吴巧玲，女，博士，电话：０２４－８３２８３１００，Ｅ－ｍａｉｌ：ｌｉｎｇ．１９８３．ｓｔ＠１６３．ｃｏｍ ［通

讯作者］王玲玲，女，博士，主治医师，电话：０２４－８３２８３１００，Ｅ－ｍａｉｌ：ｌｗａｎｇ０３０＠ｈｏｔｍａｉｌ．ｃｏｍ

舒芬太尼在体外人肝微粒体中代谢速率的测定
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［摘要］　目的：建立高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）测定人肝脏微粒体中舒芬太尼的药物浓度，为进一步研究舒芬太尼的药物代谢

提供新方法。方法：于人体肝组织微粒体孵育液中加入舒芬太尼，用 ＨＰＬＣ测定孵育液中不同时点的舒芬太尼浓度，以芬太

尼为内标，用正己烷－无水乙醇（１９∶１）进行萃取，采用Ｄｉａｍｏｎｓｉｌ　Ｃ１８色谱柱（４．６　ｍｍ×２００　ｍｍ，５μｍ），以乙腈－０．０１５　ｍｏｌ·Ｌ－１

ＫＨ２ＰＯ４缓冲液（３１∶６９，ｐＨ３．０）为流动相，流速１．０ｍＬ·ｍｉｎ－１，检测波长２０５　ｎｍ，进样量５０μＬ。结果：在０．１２５～３　ｍｇ·Ｌ
－１

范围内，舒芬太尼线性关系良好（ｒ＝０．９９９　５），最低检测为０．１　ｍｇ·Ｌ－１，回收率为９０．６６％～１００．０２％，２４例人肝脏微粒体中

平均每毫克蛋白的舒芬太尼的代谢速率为（０．１９±０．０６）ｎｍｏｌ·ｍｉｎ－１；舒芬太尼与内标芬太尼分离完全，不受微粒体内源性物

质的干扰，保留时间分别为９．５８８　ｍｉｎ和４．７６５　ｍｉｎ。结论：ＨＰＬＣ检测体外孵育液中肝微粒体中的舒芬太尼灵敏度高，专一性

强，适用于药物体外代谢速率的研究。
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　　舒芬太尼（ｓｕｆｅｎｔａｎｉｌ，Ｓｕｆ）是芬太尼（ｆｅｎｔａｎｙｌ）

Ｎ－４位取代的衍生物，其化学和药理作用于１９７６年
首次报导［１］。舒芬太尼是一种高选择性、高强度阿
片受体激动剂［２］，在阿片类药物中其镇痛效应最强，
起效时间短。舒芬太尼的分布容积小，清除半衰期

短，清除率高，反复应用后很少蓄积［３］。舒芬太尼与

μ１ 受体的结合较芬太尼具有更高的选择性，镇痛作
用约为芬太尼的５～１０倍［２］，心血管系统功能稳定、
无组胺释放。基于以上优点舒芬太尼广泛的应用于
心胸外科、神经外科、腹部外科等复杂大手术，作为
术前用药、神经阻滞的辅助药、麻醉镇痛药、诱导麻
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醉、麻醉维持、术后镇痛药及ＩＣＵ中重症患者的镇
静、镇痛药。目前，国内外主要通过监测患者血
液［４－５］、尿液［６］等生物样品中的舒芬太尼浓度来研究
舒芬太尼的药代、药效学，这不可避免的受到体内诸
多因素的干扰，特别是配伍药物的影响。因此建立
新的分析和检测方法对进一步研究舒芬太尼药动学

及指导该药的合理应用十分重要。本实验建立了舒
芬太尼在人体肝脏微粒体中的体外孵育代谢体系及

应用 ＨＰＬＣ检测微粒体中舒芬太尼药物浓度的分
析方法，为舒芬太尼的体外代谢提供了新方法。

１　材料与方法

１．１　仪器　高效液相色谱仪（Ｗａｔｅｒｓ－６００泵，

Ｗａｔｅｒｓ－２４８７ 紫 外 检 测 仪，Ｗａｔｅｒｓ 脱 气 机）；

ＵＶ３００紫外－可见光分光光度计（ＰＹＥ－ＵＮＩＣＡＭ／

ＳＰＥＣＴＲＯＮＩＣ）。

１．２　药物与试剂　舒芬太尼对照品（纯度：９９％，湖
北宜昌人福药业有限责任公司）；芬太尼对照品（纯
度：９９．９％，湖北宜昌人福药业有限责任公司）；乙腈
为色谱纯（山东禹王实业有限公司，规格：５００　ｍＬ／
瓶，批号２０１００４１３０６）；牛血清蛋白（规格：２５０　ｍｇ），

６磷酸葡萄糖（Ｇ６Ｐ，规格：１　ｇ／瓶），６磷酸葡萄糖脱
氢酶（Ｇ６ＰＤＨ，规格：５００　Ｕ／瓶），ＮＡＤＰ（规格：１００
ｍｇ／瓶），均购于Ｓｉｇｍａ公司。

１．３　肝脏微粒体制备　人体肝组织来自中国医科
大学附属第一医院肝血管瘤行部分切除病例。患者
男１２例，女１２例，年龄２５～６５岁。均排除肝功能
异常的病例，取直径为１～２　ｃｍ的正常肝脏组织（经

ＨＥ染色证实），１０　ｍｉｎ内液氮冰冻，－７０℃冰箱保
存备用。
通过差速离心法制备肝微粒体［７］。将微粒体沉

淀板重悬于含２０％（ｖ／ｖ）甘油的 ＫＣｌ（０．１５　ｍｏｌ·

Ｌ－１）磷酸钾缓冲液（０．１　ｍｏｌ·Ｌ－１，ｐＨ７．４）中，置于

－７０℃冰箱内保存备用。用考马斯亮蓝法测微粒
体内的蛋白含量。

１．４　孵育条件　孵育混合液包括１　ｍｇ·ｍＬ－１微粒
体稀释液５０μＬ，１００　ｍｍｏｌ·Ｌ

－１磷酸钾缓冲液５０

μＬ和在聚乙烯试管中孵育过的１００μＬ底物（舒芬
太尼５　ｍｇ·Ｌ－１），３７℃水浴摇床先预孵育３　ｍｉｎ，反
应从加入１　ｍｍｏｌ·Ｌ－１　ＮＡＤＰＨ辅酶再生系统（０．５
ｍｍｏｌ·Ｌ－１　ＮＡＤＰ＋，５　ｍｍｏｌ·Ｌ－１　Ｇ６Ｐ，２　Ｕ·ｍＬ－１

Ｇ６ＰＤＨ，６　ｍｍｏｌ·Ｌ－１　ＭｇＣｌ２）１００μＬ开始，分别孵
育０，５，１５，３０，６０，９０，１２０　ｍｉｎ。各管中加入１００μＬ
冷ＮａＯＨ（２　ｍｏｌ·Ｌ－１）置－２０℃冰箱终止反应。

１．５　样品处理及色谱条件　取终止反应的孵育混
合液３００μＬ，加入２．５μｇ·ｍＬ

－１的芬太尼５０μＬ，旋

涡混合１０　ｓ，最后加入２　ｍＬ正己烷－无水乙醇（１９∶
１，ｖ／ｖ），涡旋５　ｍｉｎ，３　５００　ｇ 离心１０　ｍｉｎ，静置１０
ｍｉｎ后，移取上清液于５　ｍＬ玻璃试管中，于３５℃水
浴上用氮气吹干。取１００μＬ流动相溶解残渣，涡旋
混合３　ｍｉｎ，移至１．５　ｍＬ离心管中，１．２×１０４　ｇ离心

５　ｍｉｎ，采用 Ｄｉａｍｏｎｓｉｌ　Ｃ１８色谱柱（４．６　ｍｍ×２００
ｍｍ，５μｍ），以乙腈－０．０１５　ｍｏｌ·Ｌ

－１　ＫＨ２ＰＯ４ 缓冲
液（３１∶６９，ｖ／ｖ，ｐＨ３．０）为流动相，流速１．０ｍＬ·

ｍｉｎ－１，检测波长２０５　ｎｍ，取上清液５０μＬ进样。

１．６　标准曲线　精取空白微粒体孵育液２００μＬ，
分别精密加入１００μＬ舒芬太尼对照品的系列浓度，
使之成３　０００，２　０００，１　０００，５００，２５０，１２５μｇ·Ｌ

－１的

含药液，每种浓度分别配置３份，涡旋混合１０　ｓ。余
下步骤同“１．５”项下操作。样品峰面积和内标峰面
积比值（Ｙ）为纵坐标，样品浓度（Ｘ）为横坐标，以１／

Ｘ２为权重，作线性回归。将待测物峰面积与内标峰
面积比值代入标准曲线计算出待测物的浓度。

１．７　舒芬太尼代谢速率测定　肝脏微粒体中舒芬
太尼的代谢速率可通过下面公式计算，消除速度Ｒ
＝Ｃ×０．６９３／ｔ１／２，其中Ｃ为舒芬太尼在孵育液中的
初始浓度，ｔ１／２为舒芬太尼在孵育液中的消除半衰期
（从各时间点舒芬太尼剩余浓度的均值对时间作半
对数图形进行线性相关分析计算而得）。

１．８　精密度、提取回收率及稳定性试验　将质量浓
度为１２５，１　０００，３　０００μｇ·Ｌ

－１的舒芬太尼 （每个浓
度平行配置５份）进行日内精密度、连续５　ｄ的日间
精密度、提取回收率试验。舒芬太尼的冻／融、短时
期、长时期的稳定性测定，使成１２５，１　０００，３　０００μｇ
·Ｌ－１的含药液，每种浓度分别配置３份（ｎ＝５），其
中第１份先储存于－４０℃，２４　ｈ后被放在室温下

６０　ｍｉｎ，然后再冻上，经过第３个循环后进行上述提
取和测定；第２份在室温下放置，分别于０，６，２４　ｈ
后进行测定；第３份储存于－７０℃下，分别于７，１４，

４５　ｄ进行上述提取和测定，根据当日的标准曲线计
算测得浓度。

２　结果

２．１　舒芬太尼标准曲线和定量下限　舒芬太尼峰
面积和芬太尼峰面积比值（Ｙ）为纵坐标，舒芬太尼
浓度（Ｘ）为横坐标，行线性回归，得标准曲线回归方
程为：Ｙ＝０．０１２　５　Ｘ－０．０１３　４，ｒ＝０．９９９　５。即在试
验测定范围内，进样量与峰面积呈良好的线性关系。

２．２　舒芬太尼测定方法专一性　在本试验条件下，
舒芬太尼与内标芬太尼分离完全，不受微粒体内源
性物质的干扰，其保留时间分别为９．５５８，４．７６５
ｍｉｎ，见图１。
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图１　舒芬太尼在人肝微粒体孵育液中的高效液相色谱图

Ａ．微粒体孵育液；Ｂ．孵育反应０ｍｉｎ时；Ｃ．孵育反应３０　ｍｉｎ时；１－芬
太尼；２－舒芬太尼；３－舒芬太尼的代谢产物

Ｆｉｇ　１　Ｔｈｅ　ｈｉｇｈ　ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ　ｌｉｑｕｉｄ　ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ　ｏｆ　ｓｕｆｅｎｔａｎｉｌ　ｉｎ
ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ　ｍｅｄｉａ　ｏｆ　ｈｕｍａｎ　ｌｉｖｅｒ　ｍｉｃｒｏｓｏｍｅｓ
Ａ．ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｍｉｃｒｏｓｏｍｅ；Ｂ．ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ　ｒｅａｃｔｉｏｎ　ａｔ　０ｍｉｎ；Ｃ．ｉｎｃｕ－
ｂａｔｉｏｎ　ｒｅａｔｉｏｎ　３０　ｍｉｎ；１－ｆｅｎｔａｎｙｌ；２－ｓｕｆｅｎｔａｎｉｌ；３－ｔｈｅ　ｍｅｔａｂｏｌｉｔｙ　ｏｆ
ｓｕｆｅｎｔａｎｉｌ

２．３　舒芬太尼测定的精密度、提取回收率、稳定性
试验　０．１２５，１，３　ｍｇ·Ｌ－１　３种舒芬太尼浓度，日内
精密度分别为（５．８４±４）％，（３．０±０．６）％，（１．２±
０．９）％；日 间 精 密 度 分 别 为１０．３３％，５．１１％，

１．４１％；提取回收率在９０．６６％～１００．０２％。稳定性
试验结果表明，舒芬太尼在微粒体孵育液中－７０℃
贮存下４５　ｄ内基本稳定，结果差异均在６％之内。

２．４　舒芬太尼在微粒体孵育液中的代谢速率　舒
芬太尼在２４例人体肝微粒体中平均每毫克蛋白的
代谢速率是（０．１９±０．０６）ｎｍｏｌ·ｍｉｎ－１。

３　讨论
与体内代谢研究相比，药物体外代谢的研究有

下列优点：可排除体内诸多干扰因素，直接观察到代
谢酶对底物的选择性代谢，为体内代谢研究提供重
要的线索和依据；适用于对体内代谢转化率低而且
缺乏灵敏检测手段的药物进行研究；具有快速简便
的特点，适合于大批量化合物的药动学筛选；不需要
消耗大量的样品和实验动物，研究费用相对较低。
舒芬太尼主要是在肝脏代谢，肝摄取率高，通过

Ｎ－脱烷基化和Ｏ－去甲基化而失活，然后随尿和胆汁
排出。Ｔａｔｅｉｓｈｉ［８］报道舒芬太尼的代谢与ＣＹＰ３Ａ４
相联系。因此本实验从肝组织中提取肝微粒体，来
研究舒芬太尼在微粒体的代谢速率。肝脏微粒体法
是由制备的肝脏微粒体辅以氧化还原型辅酶，在模
拟正常生理内环境下进行体外生化反应的体系，可
以排除体内因素干扰，直接观察酶对底物的选择代
谢性，已应用多种药物的代谢研究中［９－１０］。目前，肝

微粒体法在舒芬太尼药物代谢研究中的应用国内尚

无报道。本实验将舒芬太尼在人肝微粒体中进行孵
育，应用 ＨＰＬＣ检测微粒体中舒芬太尼的浓度，该
检测方法具有测得峰与肝脏微粒体峰分离完全、灵
敏度高的特点。用内标法测定舒芬太尼的浓度，在

０．１２５～３　ｍｇ·Ｌ－１范围内线性关系良好，重复性和准
确性好，适用于舒芬太尼的药动学研究。
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