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咖啡因探针法测定正常人肝脏 N�乙酰化转移酶活性 �

李 � 军 ,彭向前! ,张 � 鉴,徐济萍

(  山东省立医院临床药理中心 � 山东 � 济南 � 250021; !山东大学药学院 � 山东 � 济南 � 250012)

摘 � 要:目的 � 建立一套测定咖啡因的3 种主要代谢物 5�乙酰氨基�6�甲酰氨基�3�甲基尿酸( AFMU)、1�甲基黄嘌呤( 1X)和1�甲

基尿酸( 1U )的高效液相色谱法, 探讨咖啡因代谢物在 N�乙酰化酶活性评价中的意义。方法 � 采用反相高效液相梯度洗脱法

测定尿液内咖啡因代谢产物 AFMU、1U和 1X 的相对含量,计算 AFMU/ ( AFMU+ 1X+ 1U )比值, 绘制概率分布直方图, 确定正常

人快、慢乙酰化代谢表型的截点(临界点)。结果 � 受试者可明显划分为快乙酰化者和慢乙酰化者, 快、慢乙酰化代谢表型的

临界点为 0. 26,快、慢乙酰化表型之比 73∀17。结论 � 本方法简便、准确、快速,适合于尿中咖啡因代谢物的测定及 N�乙酰化转

移酶活性的研究。

关键词:咖啡因代谢物; 高效液相色谱; N�乙酰化转移酶; 多态性;代谢探针

Determination of Activity of N�acetyltransferase Using Caffeine as a Metabolic
Probe

�

LI Jun  , PENG Xiang�Qian! , ZHANG Jian,XU Ji�Ping
(
 
The Center of Clinical Pharmacology, Shandong Provincial Hospital, Ji# nan � 250021, Shandong � China)

( ! School of Pharmaceutical Sciences, Shandong University, Ji# nan � 250012, Shandong � China)

ABSTRACT:Aim To establish a HPLC method for determining three major metabolites of caffeine, 5�acetylamino�6�
formylamino�3�methyluracil(AFMU) , 1�methylxanthine( 1X) and 1�methyluric acid( 1U) , and evaluate the function of caf�
feine as a metabolic probe for acetylator phenotyping. Methods The contents of metabolites of caffeine in the urinewas de�
termined by RP�HPLC method. The acetylator# s status was phenotyped by measuring the AFMU/ ( AFMU+ 1X+ 1U) .
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Frequency distribution histograms were drawn to determine the slow and fast acetylate phenotype status among people. Re�
sults The frequence distribution histograms indicated two distinct groups, the cut of point is 0. 26, the ratio of the fast

acetylator to the slow acetylator was 73∀17. Conclusion The method is simple, accurate and quick, suitable for the deter�
mination of metabolites of caffeine in urine. The method is used to assay the activities of N�acetyltransferase.
KEYWORDS:Caffeine metabolites; HPLC; N�acetyltransferase; Polymorphism; Metabolic probe

� � N�乙酰基转移酶( N�acetyltransferase, NAT2)是一
种肝细胞非微粒体酶, 与底物分子中极性较大的基

团结合,催化乙酰基从乙酰辅酶 A转移形成乙酰化

衍生物,结合通常使药物失活且易排泄。NAT2催化

肼苯达嗪、氨苯砜、异烟肼、咖啡因和磺胺类等物质

的乙酰化代谢, 其活性也直接影响致癌原物质在体

内代谢和毒性反应的强弱, 且催化速率有明显个体

差异,表现出多态性
[ 1]
。

本文通过测定咖啡因 3种主要代谢产物, 采取

不同的代谢物比率及组合反映 NAT2在体内的活

性, 5�乙酰氨基�6�甲酰氨基�3�甲基尿酸 ( AFMU) 的

形成与 NAT2的活性成正比, 慢代谢者 AFMU 形成

少,快代谢者 AFMU 形成多, 而 3 者( AFMU + 1X+

1U)的总量却没有明显变化,用 AFMU/ ( AFMU + 1X

+ 1U) 就可以反映 NAT2 的活性[ 2]。根据 AFMU/

(AFMU+ 1X+ 1U)比值, 绘制概率分布直方图, 探讨

乙酰化代谢表型在正常人的分布规律, 为经乙酰化

代谢的药物临床应用提供依据, 对临床个体化合理

用药有重要意义。

1 � 材料

1. 1 � 仪器与试药 � 10AVP 型高效液相色谱仪, SCL�
10AVP中央控制器, LC�10ATVP 高压泵, SIL�10ADVP
自动进样器, SPD- 10AVP 紫外可见检测器, CLASS�
VP5. 0色谱数据工作站(均为日本 Shimadzu 公司) ;

VP�COD柱( 4. 6mm % 150mm, 5�m)、C18预柱(均为岛

津Shim�pack) ; 雀巢咖啡(东莞雀巢有限公司, 批号

20030801) ;咖啡因粉(乐山中西制药有限责任公司,

批号 010522�2) ; 5�乙酰氨基�6�甲酰氨基�3�甲基尿酸
(AFMU) (加拿大多伦多大学药理系提供) ; 1�甲基黄
嘌呤 ( 1X, Sigma 公司, 批号 84H4055) ; 1�甲基尿酸
(1U, Sigma公司, 批号 37H2522) ; 醋酸、乙腈均为色

谱纯。实验用水为重蒸去离子水。

1. 2 � 色谱条件 � VP�ODS 柱( 4. 6mm% 150mm, 5�m) ,

C18预柱流动相:乙腈( A相) , 0. 05%醋酸( B相) , 0~

24min流动相 B的比例从 2. 5%线性增加至 8% ; 流

速: 1ml/ min; 柱温 25 & ; 检测波长: 280nm; 进样量:

20�l。

1. 3 � 受试者 � 遵照自愿原则,选择 90例健康志愿

者作为实验组,其中男 59例, 女 31例, 年龄( 22. 9 ∋

6. 8)岁。签署知情同意书后, 进行病史询问和体格

检查,包括心电图、血压及肝肾功能等检查,检查结

果正常者被选入受试对象。

2 � 方法与结果

2. 1 � 对照品溶液的制备 � 分别精密称取 AFMU、1U

和 1X 对照品适量, 用水制成 20�g∃ml- 1对照品溶

液。

2. 2 � 线性关系 � 精密量取 AFMU、1U 和 1X对照品

溶液,用空白尿分别稀释浓度为 0. 5、1. 0、2. 0、4. 0、

8. 0、12. 0、16. 0�g∃ml- 1的标准工作液, 按上述色谱

条件分别进样,测定峰面积。以浓度 X(�g∃ml- 1)对

峰面积 Y作线性回归,得标准曲线。其回归方程:

AFMU: Y= 41 967. 65X�25 222. 26, r = 0. 999 2, n = 5

1U: Y= 82 030. 75X�40 470. 06, r = 0. 999 1, n = 5

1X: Y= 30 245. 89X�3 879. 50, r = 0. 999 8, n = 5

结果表明, AFMU、1U 和 1X 在 0. 5~ 16. 0�g∃

ml
- 1
范围内有良好的线性关系。

2. 3 � 回收率及精密度试验 � 分别取线性关系项下

配制的AFMU、1U和 1X高、中、低 3种浓度的标准工

作液(浓度分别为 2. 0, 8. 0, 12. 0�g∃ml- 1) 500�l, 置

1ml带塞离心管中, 10 000r/ min 离心 5min, 取上清

液,按上述色谱条件直接进样。另分别取 AFMU、1U

和 1X对照品溶液配制成高、中、低 3种浓度的对照

品溶液 (浓度分别为 2. 0、8. 0、12. 0�g∃ml- 1 ) 500�l,

依上述条件进行离心和进样。标准工作液测定值与

相同浓度对照品溶液进样测定值之比计算方法回收

率( n = 5) ;同日和连续5d各处理 5份样品,求得其

日内 RSD 和日间RSD 。结果 AFMU、1U 和 1X的平

均回收率分别为 98. 15%, 99. 88%和100. 23% ;平均

日内 RSD 为 3. 56% , 3. 26% 和 2. 22%; 平均日间

RSD 为 3. 67%, 3. 13%和 2. 28%。3种代谢物回收

率均在 98%以上, 日内和日间误差均小于 4%。

2. 4 � 最低检测限 � 在上述色谱条件下,当信噪比为

3∀1时对最低检测线进行测定,结果表明, AFMU、1U

和1X 的最低检测限分别为 0. 20、0. 05、0. 12�g∃
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ml- 1。

2. 5 � 样品收集及处理 � 受试者在取样前 3d内禁用

含咖啡因的食物和饮料。实验当天上午 9∀00 预留

空白尿样后口服 1标准杯咖啡(每杯加 120mg 咖啡

因和 3g咖啡共含咖啡因约215mg[ 2] ) , 下午 14: 00留

取尿样10ml至样品瓶中(样品瓶中预先加入维生素

C 200mg ) , 于�20 & 保存直至分析。取尿样 500�l 置

1ml带塞离心管中,按回收率及精密度项下离心, 取

上清液,按上述色谱条件直接进样 20�l。

2. 6 � 咖啡因 3种代谢物的分离情况 � 在上述色谱

条件下咖啡因 3种代谢物之间具有良好的分离度见

图1( A) ; 从受试者尿样色谱图见图 1( C)可以看到

在AFMU、1U和 1X峰位上没有尿中杂质干扰, 而且

代谢物与杂质的分离度较好。

A 咖啡因 3种代谢物标准溶液 � B空白尿样 � C受试者尿样

1 AFMU � 2 1U � 3 1X

图 1 � 高效液相色谱图

Fig 1 � HPLC Chromatograms

2. 7 � 数据处理 � 90 名受试者服用咖啡因 4h 后

(AFMU+ 1X+ 1U) / 17U的平均值为 4. 27。根据AF�
MU/ (AFMU+ 1X+ 1U) 的比值(反映NAT2的活性) ,

绘制概率分布直方图, 根据健康志愿者的直方图分

布确定截点(临界点)及各组人群快、慢乙酰化代谢

表型分布特点。

2. 8 � 结果 � 受试者 AFMU/ (AFMU+ 1X+ 1U)从

0. 04到 0. 83,概率分布直方图显示临界点为 0. 26,

见图 2。箭头示截点位置。结果与 Nortariann 等[ 3]

报道的基本一致, 人群呈明显多态性双峰分布。受

试者可明确划分为快慢代谢者, 快乙酰化代谢表型

个体频率为 81. 11% ( 73/ 90) ,慢乙酰化代谢表型个

体频率为 18. 88%( 17/ 90)。

图 2� 概率分布直方图(截点为 0. 26)

Fig 2� Frequency distribution histograms( cut of point is 0. 26)

3 � 讨论

3. 1 � 咖啡因 5种代谢物水溶性较大, 常规提取方法

提取率不高,本方法集样品的前处理、分离及分析测

定于一体,大大简化了操作步骤, 缩短了分析时间,

避免了传统 HPLC 方法样品前处理过程引入的误

差;采用有机相递增梯度洗脱大大改善了保留时间

较长物质的峰形及测定精度。

3. 2 � 本方法以咖啡因为探针药物的表型测定具有

方便、准确和快速的特点且可克服提取及分析过程

对表型测定的干扰。

3. 3 � 尿样直接进样对于预柱及分析柱的寿命有一

定的影响,因此我们在 AFMU 出峰后又延长了流动

相冲洗的时间,同时加大了乙腈的比例,使尿中的杂

质得到进一步清除。

3. 4 � AFMU的性质不稳定,尤其是在碱性条件下易

转变为 5�乙酰氨基�6�氨基�3�甲基尿嘧啶( 5�acety�
lamino�6�amino�3�methyluracil,AAMU) ,因此尿样保存

时必须用维生素 C调为酸性[ 4] ,尿样处理时尽量在

低温下操作,并尽量缩短处理时间。

3. 5 � 由于药物遗传代谢的多态性, 某些个体正常剂

量可因慢代谢而导致蓄积, 血浓度增加,产生毒性治

疗,而另有部分个体由于快代谢而产生无效治疗。

因此,测定不同人群乙酰化代谢表型可预测人体经

乙酰化代谢的药物的体内处置、代谢的程度和强度,

有助于制定和调整临床个体化剂量方案, 在获得有

效治疗的同时尽量减少不良反应的发生机率。
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