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　　［摘要］　目的　探讨西地那非及其活性代谢产物Ｎ去甲西地那非的液相色谱电喷雾多级质谱［ＬＣＥＳＩ（＋）ＭＳｎ］裂解

规律，考察西地那非经肠吸收与代谢特征。方法　采用ＥＳＩ质谱分析技术，在正离子检测模式下，分别对西地那非、Ｎ去甲西
地那非进行ＬＣＥＳＩ（＋）ＭＳｎ裂解分析，解析其中的主要碎片离子以及可能的裂解途径。基于裂解规律建立西地那非、Ｎ去甲

西地那非的ＬＣＥＳＩ（＋）ＭＳ／ＭＳ的ＳＤ大鼠血浆样品分析方法，取２５只成年健康雄性ＳＤ大鼠，随机分成５组，每组５只，以在

体肠襻给药模型法给予硫酸氢钠西地那非原料药１０ｍｇ／ｋｇ，于给药前及给药后０．２５、０．５、１、４ｈ时在肝门静脉处取血测定，每

个时间点一组ＳＤ大鼠，考察药物经肠道吸收及在肠系膜处代谢情况。结果　质谱裂解规律表明，西地那非及Ｎ去甲西地那
非均获得丰度较高的ｍ／ｚ３１１、２８３特征碎片质谱峰，证明药物在ＣＳ键处不稳定易发生断裂脱去Ｃ５Ｈ１２Ｏ２Ｎ２Ｓ，在乙氧基ＣＯ
键处不稳定易发生断裂脱去Ｃ２Ｈ４，最终形成稳定ｍ／ｚ２８３碎片离子。以ｍ／ｚ４７５→ｍ／ｚ２８３（西地那非）和ｍ／ｚ４６１→ｍ／ｚ２８３
（Ｎ去甲西地那非）为离子反应监测通道对在体肠襻给药模型进行半定量分析，结果表明除以原型药物西地那非的形式吸收

外，在体肠中约有１／５原型药物经肠代谢生成活性代谢产物 Ｎ去甲西地那非，并与原型药物同时吸收。结论　西地那非和
Ｎ去甲西地那非经质谱裂解均形成稳定的ｍ／ｚ２８３二级碎片离子；西地那非在体肠吸收时伴随氮去甲基代谢反应同时发生，

约有１／５的原型药物代谢生成活性代谢产物Ｎ去甲西地那非。

　　［关键词］　西地那非；Ｎ去甲西地那非；在体肠襻给药模型；质谱裂解
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１Ｈ吡唑并［４，３ｄ］嘧啶）］苯磺酰］４甲基哌嗪，为一

种环磷酸鸟苷（ｃＧＭＰ）特异的Ⅴ型磷酸二酯酶

（ＰＤＥ５）选择性抑制剂［１］，临床上主要用于治疗男性

性功能障碍（ＥＤ）［２６］。近年的一系列研究结果亦证

实，西地那非在原发性高血压、肺动脉高压、缺血再

灌注损伤、内皮功能不全、心肌梗死、心力衰竭等方

面均有良好的治疗效果［７１５］。另外，有研究表明其在

妇女不孕症［１６］、睾丸扭转大鼠的保护作用［１７］中也发

挥一定药理作用。

　　在体内发挥主要药理作用的是原型药物西地那

非，进一步研究表明Ｎ去甲西地那非等代谢产物与

西地那非具有相似的ＰＤＥ５选择性，作用强度约为后

者的５０％，因此西地那非的药理作用约２０％来自代

谢产物［１８１９］。药物的活性代谢物如达到一定的体内

药物浓度，必将影响原型药物的药理、药效作用。

　　西地那非的临床给药途径为口服，口服药物首

先经过胃肠道，通过肠壁吸收，再通过肝脏最终进入

全身血液循环。以往的研究中仅考察小肠在药物吸

收环节中的作用而忽略其对药物的代谢能力，目前

研究表明，除了肝脏被认为是药物在体内代谢的主

要器官外，小肠黏膜上皮细胞含有一系列与肝脏相

同的细胞色素Ｐ４５０（ＣＹＰ４５０）代谢酶。已在人小肠

组织样本中检测到 ＣＹＰ１Ａ１、ＣＹＰ２Ｃ９、ＣＹＰ２Ｃ１９、

ＣＹＰ２Ｊ２、ＣＹＰ２Ｄ６、ＣＹＰ３Ａ、ＣＹＰ２Ｅ１ 等 多 种

ＣＹＰ４５０酶［２０２１］。

　　西地那非代谢部位及途径未见相关研究，其经

肠道代谢及吸收特性尚未见报道，本研究以国内研

制开发的新药硫酸氢钠西地那非为研究对象，首先

采用电喷雾（ＥＳＩ）质谱技术对西地那非及其代谢产

物Ｎ去甲西地那非进行质谱结构解析和裂解规律

研究，基于质谱裂解规律，建立血浆样品液相色谱

（ＬＣ）ＥＳＩ（＋）ＭＳ／ＭＳ分析方法，同时结合在体肠

襻给药模型，考察雄性ＳＤ大鼠肠襻给予硫酸氢钠西

地那非后，该药物在肠内吸收与代谢特性。

１　材料和方法

１．１　仪器　美国Ｖａｒｉａｎ公司１２００Ｌ三重四级杆串

联质谱仪，配备大气压ＥＳＩ源以及６．８版本的瓦里

安质谱数据处理系统；高效液相色谱（ＨＰＬＣ）系统，

包括ＰｒｏＳｔａｒ４１０自动进样器、２台ＰｒｏＳｔａｒ２１０输液

泵；梅特勒托利多 ＸＳ２０５ＤＵ电子天平（梅特勒托

利多仪器上海有限公司）；ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＣＲ３ｉ台式

高速冷冻离心机和ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳＰＤ１２１减压离心

浓缩仪（美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司）；ＶｏｒｔｅｘＭｉｘｅｒ

２３０ＶＥＵ涡旋混合器（美国Ｌａｂｎｅｔ公司）；ＳＫ５２００

ＬＨ 超声仪（上海科导超声仪器有限公司）。

１．２　药品及试剂　枸橼酸西地那非对照品（纯

度＞９８％，德国Ｄｒ．ＥｈｒｅｎｓｔｏｒｆｅｒＧｍｂＨ公司，批号

８１１０７）；去甲西地那非对照品（纯度＞９８％，加拿大

ＴＲＣ公司，批号４ＲＯＫ１４２１）；硫酸氢钠西地那非

原料药（杭州奥默医药技术有限公司）；甲醇（德国

Ｍｅｒｃｋ公司，色谱纯）；甲酸（中国医药集团上海化学

试剂公司，色谱纯）；乙酸铵、氢氧化钠、乙酸乙酯

（中国医药集团上海化学试剂公司，分析纯）；去离

子水为 ＭｉｌｉＱ 系统（美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）自制超

纯水。　　　
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１．３　测定条件

１．３．１　色谱条件　采用 ＹＭＣＰａｃｋＯＤＳＡ（１５０

ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）分析柱；甲醇（Ａ）含０．０１％甲

酸的１０ｍｍｏｌ／Ｌ乙酸铵（Ｂ），梯度洗脱：０～１ｍｉｎ，

３５％Ａ；１′１″～５ｍｉｎ，８５％Ａ；５′１″～６ｍｉｎ，３５％Ａ。
流速０．８ｍＬ／ｍｉｎ，３２分流入质谱的流速约为

０．３２ｍＬ／ｍｉｎ；进样量２０μＬ；柱温２５℃。

１．３．２　质谱条件　毛细管电压７５Ｖ；干燥气（氮气）

温度３００℃，０．１４ＭＰａ；鞘气（氮气）温度５０℃，压力

０．３６ＭＰａ；碰撞气（氩气）压力０．２４Ｐａ；检测器电压

１６２０Ｖ；正离子扫描。

１．４　实验动物及给药方案　清洁级成年健康雄性

ＳＤ大鼠２５只，体质量 （２００±２０）ｇ，６～８周龄［上
海斯莱克实验动物有限责任公司，合格证号：ＳＣＸＫ
（沪）２００７０００１］。随机分成５组，每组５只。禁食

（１４ｈ）过夜后，经２５％乌拉坦麻醉（腹腔注射，

１．２ｇ／ｋｇ）后，用结扎法［２２２４］分离约３０ｃｍ的十二指
肠至回肠肠襻，用生理盐水洗去肠内容物，将硫酸氢

钠西地那非原料药（以西地那非计１０ｍｇ／ｋｇ）导入

肠腔，给药前及给药后０．２５、０．５、１、４ｈ时各取一组

ＳＤ大鼠，从肝门静脉处取血约０．５ｍＬ，分离血浆，

于－８０℃冰箱保存待测。

１．５　血浆样品前处理　血浆样品于３７℃水浴下解

冻后，取血浆１００μＬ置于１．５ｍＬ塑料离心管中，加
入２０μＬ（１ｍｏｌ／Ｌ）氢氧化钠涡旋碱化３０ｓ，再加入

１ｍＬ乙酸乙酯进行液液萃取，涡旋振荡３ｍｉｎ，

２７００×ｇ离心１０ｍｉｎ，分取上清液８００μＬ置于另一
塑料离心管中，于减压离心浓缩仪中３５℃挥干，残渣
用５０μＬ８０％甲醇复溶，２４２００×ｇ离心１０ｍｉｎ后
进样分析。

１．６　半定量分析的标准曲线　分别精密称取枸橼

酸西地那非、Ｎ去甲西地那非对照品适量，甲醇水
（５０５０，体积比）溶解配制含枸橼酸西地那非、Ｎ去

甲西地那非一定浓度的系列标准混合溶液。取空白

ＳＤ大鼠血浆适量，加入上述系列标准混合溶液配制

成相当于含西地那非浓度为５．０１、１０．０２、２０．０４、

５０．１、２００．４、５０１、１００２和２００４ｎｇ／ｍＬ，Ｎ去甲西
地那非浓度为５．０２、１０．０４、２０．０８、５０．２、２００．８、５０２、

１００４和２００８ｎｇ／ｍＬ的ＳＤ大鼠标准血浆样品，按

１．５项下进行前处理操作，然后按１．３项下条件分

析，进样２０μＬ记录色谱图和质谱图。

２　结　果

２．１　原型药物西地那非的质谱裂解规律　根据西

地那 非 的 相 对 分 子 质 量 ４７４．６，选 择 ｍ／ｚ 为

１００～５００的范围进行正负离子的一级全扫，结果显

示其在正负离子模式下均有响应，但正离子模式下

的响应强度远远高于负离子模式，最终采用正离子

模式。由图１Ａ西地那非一级质谱可知，西地那非准

分子离子峰ｍ／ｚ４７５．３［Ｍ＋Ｈ］＋。由ｍ／ｚ４７５．３
［Ｍ＋Ｈ］＋进一步作二级质谱扫描，结果出现ｍ／ｚ

１００．４、２４３．５、２８３．４、３１１．５等碎片峰（图１Ｂ）。其中

ｍ／ｚ３１１．５、２８３．４丰度较高。推测由于西地那非的

甲砜基团有２个Ｏ原子，具有很强的吸电子作用，造

成ＣＳ键不稳定易发生断裂，形成碎片 ｍ／ｚ３１１
（Ｍ＋Ｈ－Ｃ５Ｈ１２Ｏ２Ｎ２Ｓ），而且乙氧基的 ＯＣ键不稳

定发生断裂，易脱去Ｃ２Ｈ４产生ｍ／ｚ２８３碎片离子。

２．２　活性代谢产物Ｎ去甲西地那非的质谱裂解规

律　同法根据 Ｎ去甲西地那非的相对分子质量

４６０．５５，选择ｍ／ｚ为２００～５００的范围进行正离子一

级全扫描。由图２ＡＮ去甲西地那非一级质谱可见，

Ｎ去甲西地那非准分子离子峰ｍ／ｚ４６１．４［Ｍ＋Ｈ］＋。

由ｍ／ｚ４６１．４［Ｍ＋Ｈ］＋进一步作二级质谱扫描，结果

出现ｍ／ｚ１６４．２、２８３．４、３１１．０等碎片峰（图２Ｂ）。其

中ｍ／ｚ２８３．４、３１１．０碎片峰丰度较高。

　　西地那非和Ｎ去甲西地那非裂解途径见图３。

２．３　西地那非经肠道吸收与代谢特性

２．３．１　西地那非及其活性代谢产物定性分析　血

浆样品按１．４项下步骤操作后进行一级／二级扫描，

由肝门静脉血浆的提取离子流色谱图（ＸＩＣ）可知，肝

门静脉处同时检测到西地那非及其活性代谢产物

Ｎ去甲西地那非（图４）。由此可推断，西地那非在

肠道吸收的同时，部分药物发生氮去甲基代谢作用

生成了活性代谢产物Ｎ去甲基西地那非。

２．３．２　ＳＤ大鼠在体肠襻给药模型中西地那非吸收

代谢半定量分析　基于上述西地那非、Ｎ去甲西地

那非的多级质谱裂解规律，选择ｍ／ｚ４７５→ｍ／ｚ２８３
（西地那非）和ｍ／ｚ４６１→ｍ／ｚ２８３（Ｎ去甲西地那

非）为离子反应监测通道，建立ＬＣＥＳＩ（＋）ＭＳ／ＭＳ
的半定量分析方法。２５只雄性ＳＤ大鼠肠襻给予硫

酸氢钠西地那非１０ｍｇ／ｋｇ不同时间点肝门静脉血

浆样品与标准曲线样品同批处理，分别以待测物的

浓度为横坐标、待测物与内标峰面积的比值为纵坐

标，加权（Ｗ＝１／ｘ）最小二乘法进行线性回归运算，

得西地那非血浆标准曲线方程ｙ＝０．００３９ｘ＋

０．００４１，ｒ＝０．９９９２（ｎ＝８）；Ｎ去甲西地那非血浆

标准曲线方程ｙ＝０．００９５ｘ＋０．０１８２，ｒ＝０．９９９１
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（ｎ＝８）。大鼠肝门静脉处血浆西地那非及 Ｎ去甲

西地那非的半定量测定比较结果见图５。结果表明，

约有１／５的原型药物在ＳＤ大鼠肠道吸收时发生代

谢反应，生成活性代谢产物进入肝门静脉。

图１　西地那非的一级（Ａ）、二级（Ｂ）质谱图

Ｆｉｇ１　Ｍａｓｓｓｐｅｃｔｒａ（Ａ：ＥＳＩＭＳ；Ｂ：ＥＳＩＭＳ２）ｏｆｓｉｌｄｅｎａｆｉｌ

图２　Ｎ去甲西地那非的一级（Ａ）、二级（Ｂ）质谱图

Ｆｉｇ２　Ｍａｓｓｓｐｅｃｔｒａ（Ａ：ＥＳＩＭＳ；Ｂ：ＥＳＩＭＳ２）ｏｆＮｄｅｓｍｅｔｈｙｌｓｉｌｄｅｎａｆｉｌ
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图３　西地那非及Ｎ去甲西地那非的质谱裂解规律

Ｆｉｇ３　ＦｒａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎｐａｔｈｗａｙｓｏｆｓｉｌｄｅｎａｆｉｌａｎｄＮｄｅｓｍｅｔｈｙｌｓｉｌｄｅｎａｆｉｌ

图４　肝门静脉血浆中西地那非（Ａ）和Ｎ去甲西地那非（Ｂ）的提取离子流色谱图

Ｆｉｇ４　Ｅｘｔｒａｃｔｅｄｉｏｎｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆｓｉｌｄｅｎａｆｉｌ（Ａ）ａｎｄＮｄｅｓｍｅｔｈｙｌｓｉｌｄｅｎａｆｉｌ（Ｂ）ｉｎｈｅｐａｔｉｃｐｏｒｔａｌｖｅｉｎｐｌａｓｍａ

Ａ１，Ｂ１：Ｂｌａｎｋｐｌａｓｍａ；Ａ２，Ｂ２：ＢｌａｎｋｐｌａｓｍａｓｐｉｋｅｄｗｉｔｈｓｉｌｄｅｎａｆｉｌａｎｄＮｄｅｓｍｅｔｈｙｌｓｉｌｄｅｎａｆｉｌａｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆ５ｎｇ／ｍＬ；

Ａ３，Ｂ３：Ｐｌａｓｍａｓａｍｐｌｅｏｂｔａｉｎｅｄａｔ１．５ｈａｆｔｅｒｓｉｎｇｌｅａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎｏｆ１０ｍｇ／ｋｇｏｆｓｉｌｄｅｎａｆｉｌｓｏｄｉｕｍｂｉｓｕｌｆａｔｅ
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图５　经肠给药后大鼠肝门静脉处血浆西地那非、

Ｎ去甲西地那非浓度测定比较图

Ｆｉｇ５　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｐｌａｓｍａｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

ｏｆｓｉｌｄｅｎａｆｉｌａｎｄＮｄｅｓｍｅｔｈｙｌｓｉｌｄｅｎａｆｉｌｉｎｈｅｐａｔｉｃ

ｐｏｒｔａｌｖｅｉｎａｆｔｅｒａｎｉｎｔｅｓｔｉｎａｌａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ

ｎ＝５，珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　口服药物的吸收路径提示，药物经口服到达胃

肠道，经小肠黏膜吸收后，首先随毛细血管流经汇合

至肝门静脉进入肝脏，然后进入全身的血液循环。

小肠黏膜上皮细胞是口服药物的第一个吸收点。同

时，大量研究发现，肠组织中富含参与药物代谢的大

量ＣＹＰ４５０酶，因此肠道实质上也是口服药物的第

一个代谢点［２６］。以往的研究过分强调小肠在药物

吸收环节的作用而忽略了其对药物的代谢能力。在

体肠襻给药模型可以将自药物进入肠道黏膜至药物

经血入肝前发生的吸收剂代谢过程作为一个独立的

体系进行研究，肠襻给药后，研究药物经肠黏膜吸收

后经毛细血管到达肝门静脉汇合，于入肝前在此处

取血测定，有效排除非肠源性代谢的干扰。本实验

结果提示约有１／５的西地那非原型药物在此过程中

被代谢，并生成了活性代谢产物。由此可以推断，西

地那非经口服，首先在肠道中经被动扩散或主动转

运进入肠细胞，再经跨膜转运至肠系膜，药物在跨膜

转运过程中与药物代谢ＣＹＰ４５０酶接触并被其代

谢，成为西地那非体内代谢的环节之一。有研究表

明西地那非在体内通过ＣＹＰ４５０３Ａ４（主要途径）和

ＣＹＰ４５０２Ｃ９（次要途径）代谢，发生氮去甲基作用而

生成Ｎ去甲西地那非［１８１９］。

　　肠道对药物的代谢作用除可将原型药物代谢成

活性代谢产物，相应的也参与药物首过清除。有报

道表明肠道ＣＹＰ酶参与环孢素Ａ［２６］、咪达唑仑［２７］、

维拉帕米［２８］等药物的首关效用甚至与肝脏相当。

因此可以判断肠道在药物代谢过程中有非常重要的

作用。

　　目前研究药物肠道吸收的实验方法大致可分为

体外实验法、在体实验法和体内实验法等。其中离

体实验破坏了胃肠道的真实生存环境，可导致与实

际吸收产生较大差异；而在体实验较接近正常生理

条件，现已发展有多种方法，如肠段结扎、肠道插管、

肠血管灌流等［２９］。对于不同特性的药物应选用不

同的考察模型。

　　本研究运用ＥＳＩＭＳ技术对西地那非、Ｎ去甲

西地那非的质谱裂解规律进行研究，结果表明２种

药物的二级质谱中均出现强度较大的ｍ／ｚ３１１和

ｍ／ｚ２８３碎片离子，推测甲砜基中具有强吸电子作

用的２个Ｏ原子造成ＣＳ键不稳定而发生断裂，脱

去Ｃ５Ｈ１２Ｏ２Ｎ２Ｓ形成碎片离子ｍ／ｚ３１１；另外，乙氧
基中ＣＯ键不稳定而发生断裂，在脱去Ｃ５Ｈ１２Ｏ２Ｎ２Ｓ
同时脱去Ｃ２Ｈ４，最终形成稳定的ｍ／ｚ２８３碎片离

子。以上裂解推断符合质谱常规裂解规律，并与相

关文献［３０３３］报道一致。对西地那非及其代谢产物

Ｎ去甲西地那非的质谱结构解析和裂解规律研究，

为选择最佳离子反应监测通道及药物在生物体内转

化及代谢可能途径提供了依据。

４　利益冲突

　　所有作者声明本文不涉及任何利益冲突。
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