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摘　要　目的 :用大鼠肝微粒体研究盐酸雷诺嗪代谢的性别差异及选择性 CYP抑制剂对其代谢的影响。方法 :盐酸

雷诺嗪分别与雌性或雄性大鼠的肝微粒体温孵 ,抑制试验是在微粒体中先加入选择性抑制剂温孵 30 min后 ,再加入盐酸雷

诺嗪温孵。温孵后的样品中加入内标咖啡因 ,碱化后乙醚提取 ,取上清液水浴挥干 ,流动相溶解后采用梯度洗脱进行 HPLC

测定。结果 :盐酸雷诺嗪在大鼠肝微粒体内被迅速代谢为 6个 Ⅰ相代谢产物 ,雄性大鼠微粒体酶的代谢能力强于雌性大

鼠。CYP3A特异性抑制剂酮康唑 ( Ket)、CYP1A2特异性抑制剂α2萘磺酮 (α2Naph)和 CYP2D2特异性抑制剂奎尼丁 (Qui)可以

明显地抑制肝微粒体中盐酸雷诺嗪的代谢 ,其中 Ket的抑制能力最强 ;而二乙二硫氨基甲酸酯 (DDC) 和磺胺苯吡唑 (Sul)对

盐酸雷诺嗪的代谢无明显影响。结论 :研究提示盐酸雷诺嗪在雌雄大鼠肝微粒体内的代谢有极其显著性差异 ,其主要原因

是 CYP3A酶在大鼠肝微粒体中具有性别差异性。
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Gender difference in ranolazine metabolism in rat liver micro some s
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Abstract　Aim :To study the gender difference in ranolazine metabolism and the effects of selective cytochrome P2450
(CYP450) inhibitors on the metabolism of ranolazine in rat liver microsomes. Methods :Ranolazine was incubated with
male and female rat liver microsomes ,respectively. 30 min incubation with selective CYP450 inhibitors was followed by
the addition of ranolazine into the matrix. Caffeine was used as the internal standard. After alkalization ,the aliquots
were extracted by diethyl ether and determined by HPLC operated in the mode of gradient elution. Re sults : Ra2
nolazine was rapidly metabolized to six phase Ⅰmetabolites in rat liver microsomes. The metabolism of ranolazine in
male rat liver microsomes was more extensive than that in female ones. Ketoconazole ( Ket) ,quinidine (Qui) , andα2
Naphthoflavone (α2Naph) had inhibitory effects on the metabolism of ranolazine. In particularly Ket shown the most
significant action. It was further found that Sulfaphenazole (Sul) and diethyldithiocarbamate (DDC) had little or no
inhibitory effects on ranolazine metabolism. Conclusion : The observed gender differences in ranolazine metabolism
might be due to the different characteristics of CYP3A inherited in male and female rat liver microsomes1
Key words　ranolazine ;HPLC ;liver microsomes ;metabolism ;inhibition ;gender difference
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　　盐酸雷诺嗪是用于稳定型心绞痛治疗的新型

药物 ,是部分脂肪酸氧化酶 (pFOX)抑制剂。其作

用机制不同于传统的抗心绞痛药 ,不是通过降低心

率和 (或)血压直接减少心脏做功 ,而是通过优化心

肌能量供应的代谢而发挥作用[1- 4 ] ,即盐酸雷诺嗪

可减少脂肪酸氧化 ,增加葡萄糖氧化。由它介导的
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代谢底物的转化 ,使心肌细胞的需氧量减少而不减

少做功 ,这种转化还维持心肌局部缺血时糖酵解到

葡萄糖氧化的偶联 ,从而减少组织酸中毒[5 ]。盐酸

雷诺嗪在大鼠体内的药代动力学具有明显的性别

差异[6 ] :口服盐酸雷诺嗪后雌性大鼠的 t1/ 2和 AUC

分别是雄性大鼠的 4 倍和 3 倍 ,同样雌性大鼠胆

汁 ,尿液 ,粪便中的药物浓度要远高于雄性大鼠的 ,

这说明雌性大鼠在体内的消除能力要较雄性大鼠

弱。本文旨在利用体外肝微粒体模型来研究盐酸

雷诺嗪代谢的性别差异及 CYP选择性抑制剂对其

代谢的影响 ,从而来探讨造成其体内药代动力学过

程存在显著性别差异的原因。

1　仪器与材料

111　仪　器

LC22010C高效液相色谱仪 ,SPD2M10Avp 紫外

检测器 , CLASS2VP色谱工作站 ,LC/ MS22010 高效

液相色谱2质谱联用仪 (日本岛津公司) ; PHS22C pH

计 (上海天达仪器有限公司) 。

112　药品与试剂

盐酸雷诺嗪 (RAN ,山东齐鲁制药有限公司) ;

咖啡因 (内标) ;辅酶 Ⅱ(NADP ,上海丽珠东风生物

技术有限公司) ;葡萄糖262磷酸脱氢酶 ( Type V) ,葡

萄糖262磷酸 ( G262P) ,奎尼丁 (Qui) ,二乙二硫氨基

甲酸酯 (DDC) ,α2萘磺酮 (α2Naph) 、磺胺苯吡唑

(Sul)和酮康唑 ( Ket) (Sigma公司) ;考马斯亮兰蛋白

测定试剂盒 (南京建成生物工程研究所) ;甲醇 (色

谱纯 ,美国Merk公司) ;其他试剂均为市售分析纯 ;

水为超纯水。

113　动　物

SD大鼠 ,体重为 180～220 g。由东南大学医

学院实验动物中心提供 ,动物许可证号 :SYXK(苏)

200220012。

2　方　法

211　肝微粒体制备

大鼠颈椎脱臼处死后 ,将肝组织迅速置于 0～

4 ℃冰浴中。用差速离心法[7 ]制备大鼠肝微粒体。

将肝微粒体悬浮于含 30 %甘油的 0115 mol/ L KCl2
011mol/ L磷酸盐缓冲液中 ,使用考马斯亮兰蛋白测

定试剂盒测定肝微粒体蛋白浓度 ,并稀释至 515

mg/ mL ,分装后置 - 70 ℃保存。

212　温孵条件

按文献 [ 8 ]方法 ,0115 mol/ L KCl2011 mol/ L 磷

酸盐缓冲体系中含 015 mmol/ L NADP ,510 mmol/ L

葡萄糖262磷酸 ,110 U/ mL 葡萄糖262磷酸脱氢酶 ,

510 mmol/ L MgCl2 ,110 mg/ mL 肝微粒体。反应体

系 110 mL 中加入盐酸雷诺嗪使其终浓度为 80

μmol/ L ,于 37 ℃水浴中温孵振荡 45 min ,立即取出

放入 - 20 ℃冰箱内终止反应。

213　样品处理

在肝微粒体温孵液 110 mL 中 ,加入内标 (50

μg/ mL ) 咖啡因 50μL 振荡 10 s ,加 011 mol/ L

Na2CO3 350μL碱化 ,涡旋振荡 1 min ,再加入乙醚 5

mL ,涡旋振荡 2 min ,3 500 r/ min离心 10 min ,取上

清液 4 mL水浴挥干 ,流动相 100μL溶解后取 20μL

进样。盐酸雷诺嗪与代谢物均用样品与内标峰面

积比进行定量分析。

214　抑制实验

在肝微粒体温孵液 (蛋白浓度为 1 mg/ mL) 中

分别加入抑制剂 ,每个抑制剂分别使用 4种浓度梯

度α2Naph、Sul ( 1215 , 25 , 50 , 100 μmol/ L ) , DDC

( 6125 , 1215 , 25 , 50 μmol/ L ) , Ket ( 015 , 1 , 2 ,

5μmol/ L) ,Qui (215 ,5 ,10 ,20 mol/ L) ,37 ℃水浴温

孵振荡 30 min 后 ,加入盐酸雷诺嗪于 37 ℃水浴再

温孵振荡 45 min ,按“213项”方法处理后检测。

215　色谱条件

汉邦 Lichrospher C18柱 (250 mm×416 mm ID ,5

μm) ,流动相 A :1 mmol/ L 醋酸铵水溶液 (用醋酸调

节 pH值至 413) ,流动相 B :甲醇。采用梯度洗脱 ,

0～30 min :流动相 B 由 10 %增加至 55 % ; 30～40

min :流动相 B由 55 %增加至 90 % ,40～41 min :流

动相 B 90 % ;41～ 42 min :流动相 B由 90 %增加至

100 % ;42～43 min :流动相 B由 100 %降至 10 % ,维

持平衡 4 min后进样 ,流速 1 mL/ min ;检测波长 271

nm ;柱温 50 ℃。

3　结　果

311　盐酸雷诺嗪在雌雄大鼠肝微粒中的代谢

终浓度为 80μmol/ L 的盐酸雷诺嗪分别与雌

雄大鼠肝微粒体温孵 45 min ,色谱图见图 1。盐酸

雷诺嗪与空白肝微粒体温孵液中的杂质峰及盐酸

雷诺嗪代谢物峰达到良好分离。

154第 5期 钟　皎等 :盐酸雷诺嗪在大鼠肝微粒体内代谢的性别差异



Fig11　HPLC chromatograms of (A) blank rat liver microsomes ; (B) incubation of phosphate buffer spiked with ranolazine ; (C) incubation of ranolazine with

male rat liver microsomes ; (D) incubation of ranolazine with female rat liver microsomes

312　盐酸雷诺嗪在大鼠肝微粒中代谢的性别差异

雄性大鼠微粒体温孵液提取进样后的高效液相

色谱图上出现了 6个代谢物峰 ,即 M1 ,M2 ,M3 ,M4 ,

M5 ,M6 ,经LC2MS扫描其[M + Na ] +分别为 202 ,221 ,

466 ,466 ,466 ,436。虽然雌性大鼠微粒体温孵液提取

进样后的高效液相色谱图在只出现了 4个代谢物峰

(M2 ,M3 ,M4 ,M6) ,但经 LC2MS扫描后发现具有与雄

性大鼠相同的 6个代谢物 ,原因是雌性大鼠M1 ,M5

代谢的量很少 ,用高灵敏度的LC2MS才能检测得到。

由于没有获得代谢物的标准品 ,所以统一将盐酸雷

诺嗪和其代谢物峰面积与内标峰面积比即 A s/ A i表

示。由结果发现 ,雌雄大鼠在代谢物的种类上相同

且主代谢物 (M2)一致 ,但是M1 ,M2 ,M3 ,M4 ,M5在代谢

物的量上存在显著性的性别差异。盐酸雷诺嗪在雄

性大鼠肝微粒体内的代谢能力强于在雌性大鼠肝微

粒体中的代谢能力 (见图 2)。

313　CYP450抑制剂对盐酸雷诺嗪代谢的影响

5种细胞色素 P450 的特异性抑制剂酮康唑

( Ket) ,奎尼丁 (Qui) ,二乙二硫氨基甲酸酯 (DDC) ,

α2萘磺酮和磺胺苯吡唑 (Sul) 对盐酸雷诺嗪的代物

影响分别见图 3～8。由图可知 , Ket 和 Qui 均可以

抑制M1 ,M2 ,M3 ,M4 ,M5 ,M6 的形成 ,即抑制肝微粒

体中盐酸雷诺嗪的代谢。α2Naph可以选择性抑制

M1 ,M2的形成 ,而 DDC和 Sul对盐酸雷诺嗪的代谢

无明显影响。

Fig12　Mean A s/ A iof six metabolites and ranolazine after incubation of ra2

nolazine with male and female rat liver microsomes ,respectively ( n = 5)
3 3 P < 0101 vs female group

Fig13　Effect of CYP450 selective inhibitors on the form of M1 in rat liver microsomes. Incubation of ranolazine alone was taken as control (100 %)
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Fig14　Effect of CYP450 selective inhibitors on the form of M2 in rat liver microsomes. Incubation of ranolazine alone was taken as control (100 %)

Fig15　Effect of CYP450 selective inhibitors on the form of M3 in rat liver microsomes. Incubation of ranolazine alone was taken as control (100 %)

Fig16　Effect of CYP450 selective inhibitors on the form of M4 in rat liver microsomes. Incubation of ranolazine alone was taken as control (100 %)

Fig17　Effect of CYP450 selective inhibitors on the form of M5 in rat liver microsomes. Incubation of ranolazine alone was taken as control (100 %)

Fig18　Effect of CYP450 selective inhibitors on the form of M6 in rat liver microsomes. Incubation of ranolazine alone was taken as control (100 %)

4　讨　论

盐酸雷诺嗪在大鼠肝微粒体 (蛋白浓度为 1

mg/ mL)中 ,经 37 ℃水浴温孵振荡 15 ,30 ,45 ,60 ,90

min ,发现 15～45 min药物呈线性消除 ,当温孵时间

大于 45 min ,药物消除不呈线性 ;底物盐酸雷诺嗪

浓度为 20 ,40 ,80 ,120 ,160μmol/ L 时分别与大鼠肝

微粒体温孵 ,结果当底物浓度大于 80μmol/ L 时 ,

盐酸雷诺嗪的消除表现出饱和特性。故本实验选

择温孵时间是 45 min ,底物浓度为 80μmol/ L ,肝微

粒体蛋白浓度为 1 mg/ mL。

盐酸雷诺嗪与大鼠的肝微粒体温孵后 ,被迅速
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代谢为 6 个代谢物 ,雌雄大鼠所形成的代谢物一

致 ,其质荷比与报道的人血浆内 6 个代谢物一

致[9- 11 ] ,故我们根据人体内这 6 种代谢物的结构

来判断 M1 ,M2为脱烃基产物 ,M3 ,M4 ,M5为羟化产

物 ,M6为脱甲基产物 ,其代谢途径见图 9 ,M2是雌雄

大鼠微粒体中的主代谢产物。通过对未代谢的原

药和 6个代谢物数据分析 ,发现原药和M1 ,M2 ,M3 ,

M4 ,M5的量在雌雄大鼠之间具有极其显著性差异 ,

即盐酸雷诺嗪在雄性大鼠微粒体内的代谢能力要

远强于在雌性大鼠微粒体中的代谢能力 ,这与盐酸

雷诺嗪在大鼠体内的药代动力学研究结果一致。

Fig19　Proposed metabolic route of ranolazine in rat liver microsomes

　　研究结果表明 CYP3A的特异性抑制剂 Ket 和

CYP2D2的特异性抑制剂 Qui 均可以抑制 M1、M2、

M3、M4、M5、M6的形成 (即抑制肝微粒体中盐酸雷诺

嗪的代谢) 。CYP1A2的特异性抑制剂α2Naph可以

选择性的抑制M1 ,M2的形成 ,细胞色素 CYP2E1的

特异性抑制剂 DDC和 CYP2C的特异性抑制剂 Sul

对盐酸雷诺嗪的代谢无明显影响。因此可推断

CYP3A、CYP2D2 和 CYP1A2 共同参与了盐酸雷诺

嗪的代谢。

由图 3～8 可以看出 CYP3A的特异性抑制剂

Ket抑制 M1、M2、M3、M4、M5形成的能力最强 ,因此

可以判断 CYP3A是盐酸雷诺嗪的主要代谢酶 ,对

代谢物的形成影响最大 ,而 CYP3A是雄性大鼠的

特异性酶[12 ,13 ] ,在雌性大鼠中浓度很低 ,因此

CYP3A是M1、M2、M3、M4、M5存在性别差异的关键

因素 ,而 Ket抑制M6形成的能力与 Qui相差不大并

没有占主导作用 ,故M6未表现出性别差异。

盐酸雷诺嗪的体外代谢试验与体内的药代动

力学结果相符 ,CYP3A 酶的性别差异性造成了盐

酸雷诺嗪在雄性大鼠体内的代谢快于雌性大鼠 ,因

此雄性大鼠体内药物的半衰期短 ,血浓低。故

CYP3A酶的差异性可以认为是造成盐酸雷诺嗪在

大鼠体内药代动力学存在性别差异的主要原因之

一。
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