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Abstract 
OBJECTIVE: To study the stereo selective protein binding of YM0402 enantiomers in rat plasma, 
and to clarify the interactions between YM0402 enantiomers. METHODS: Equilibrium dialysis 
method combined with liquid chromatograpy-tandem mass spectrometry was employed to de-
termine the protein binding rate with rats plasma protein. RESULTS: The rat plasma protein 
binding of YM0402 enantiomers was 90% - 99%. A-YM0402 showed slightly higher binding rate 
than that of B-YM0402. The bounding rate of both enantiomers in racemate form was higher than 
that of single enantiomers. CONCLUSION: The binding rate of YM0402 enantiomers with rat plas-
ma protein was higher than 90%. There might be different binding site on rat plasma protein with 
YM0402 enantiomers. 
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摘  要 

目的：明确YM0402对映体与大鼠血浆蛋白结合是否存在立体选择性差异，揭示两对映体与血浆蛋白结

合时的相互作用。方法：本研究通过平衡透析法对YM0402对映体与大鼠血浆进行共孵育，并利用手性
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高效液质联用法进行定量检测。结果：YM0402对映体与大鼠血浆蛋白在考察浓度范围内(0.2~20 μM)
结合率均高于90%；在低浓度范围(0.2、1 μM)，A-YM0402的结合率略高于B-YM0402；高浓度下(大
于5 μM) YM0402对映体与大鼠血浆蛋白结合趋于饱和。外消旋体中两个异构体的结合率均比单独结合

时高。结论：YM0402对映体与大鼠血浆蛋白具有高结合率。两对映体与大鼠血浆蛋白结合可能具有不

同位点。 
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1. 前言 

YM0402 是选择性的 α1D/1A-肾上腺素受体拮抗剂，与其它 α1D/1A-肾上腺素受体拮抗剂相比(例如，坦

索罗辛)，YM0402 具有更好的活性[1]。然而 YM0402 对映体在大鼠体内的生物利用度都很低(B-YM0402，
14.5%；A-YM0402，6.8%) [2]。另外，在大鼠肝、肾和前列腺中，B-YM0402 的器官暴露量分别是 A-YM0402
的 1.33，2.90 和 3.16 倍[3]。 

药物被吸收后，进入血液循环，其中一部分与血浆蛋白结合，另一部分以游离态通过毛细血管壁到

达各个靶点，发挥药效。当手性药物与血浆蛋白作用时，通常作用的时间和强弱也影响着对映体的药动

学和药效作用。然而 YM0402 对映体与血浆蛋白结合率尚未报道。 
因此，本研究对 YM0402 对映体与血浆蛋白结合进行研究。利用手性液质联用法对透析膜两测的

YM0402 对映体进行分析。明确 YM0402 对映体与大鼠血浆蛋白结合率是否具有立体选择性差异。为理

解 YM0402 对映体的在大鼠体内的手性药代动力学特征提供依据。 

2. 实验部分 

2.1. 材料与试剂 

Rac(±)-YM0402，A-YM0402 和B-YM0402以及内标 Z10 (专利号 201210145152.1)均由本实验室合成。

大鼠血浆来自 SPF 级大鼠禁食 12 h血浆。大鼠的饲养及取血过程均经广州医科大学伦理委员会审核通过。

PBS (0.1 M, pH 7.4)购自美国 GIBCO 公司。色谱级甲醇和乙腈购于美国 Fisher。其它试剂为化学纯。RED
快速平衡透析装置购于美国 Thermo。液质联用系统为 Agilent1260-6460 三重四级杆液质联用系统。 

2.2. 方法与结果 

2.2.1. 样品预处理 
内标储备液 10 μL 20 μg/mL NZ-10 置于 2 mL 离心管中，N2 吹干后，加入样品 100 μL，后加入 300 μL 

甲醇，涡旋混合 5 分钟，于 4℃下 13,000 × g 离心 5 分钟，取上清，N2 吹干，残渣用 200 μL 流动相复溶，

2 μL 进样。 

2.2.2. RRLC-MS/MS 方法及方法验证 
液相和质谱条件 
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色谱柱：大赛璐 Chiralpak IA-3 (150 mm × 2.1 mm, 3 μm)；流动相：甲醇；流速：0.25 mL/min；柱温

度：25℃；质谱采集设置为：正离子模式；对目标化合物的检测采用多反应监测，离子通道分别设为 m/z 
393~249，0.6 V (YM0402)和 m/z 427~235，0.4V (I.S.)。基质中 A-YM0402 和 B-YM0402 以及内标 Z10 的

保留时间分别为 3.5 min，5.9 min 和 4.9 min (如图 1)。 
方法验证 
方法验证按照中国食品药品监督管理局相关规定实施。验证包括选择性，基质效应，回收率，线性，

准确度，精密度和稳定性。 
分别取 6 个不同供体的大鼠空白血浆，以及空白 PBS 溶液，按照“样品预处理”项下方法操作，得

到各空白基质。血浆样品和含蛋白样品中低、中和高浓度质控样品(QC)终浓度为 4，80，和 160 μM；PBS
中低、中和高浓度质控样品终浓度为 0.06，0.96 和 3 μM。在 YM0402 和内标的出峰时间未见干扰信号。

基质效应通过计算生物基质中 YM0402 对映体峰面积和流动相中 YM0402 对映体标准品峰面积比值获

得，每种基质做三个平行样品。所测基质中，基质效应影响均小于 15%。回收率通过比较预处理空白基

质加入 YM0402 对映体峰面积与空白基质加入 YM0402 对映体再进行预处理后的峰面积获得，回收率为

74.3%~92.6% (结果见表 1)。线性通过对 YM0402 对映体与内标峰面积比值和 YM0402 对映体浓度进行绘

图，得出标准曲线的回归系数。批内及批件准确度通过批内和批间不同浓度 QC 获得浓度与标示浓度的

百分比值衡量。要求准确度在 85%~115%，最低定量限范围 80%~120%。批内和批间精密度通过计算批

内和批间 QC 样品的变异系数获得。变异系数要求不超过 15%，定量下限变异系数不超过 20% (结果见

表 2)。不同基质中 YM0402 对映体的稳定性考察条件为室温，−20℃，三次冻融，以及预处理后室温放

置 24 小时内。以上条件下，样品均稳定。 
 

 
Figure 1. Chromatograms of YM0402 enantiomers and IS in rat plasma. (A) Blank rat plasma matrix; (B) Blank rat plasma 
spiked with YM0402 enantiomers and IS 
图 1. YM0402 对映体在大鼠血浆中的色谱图。(A) 空白大鼠血浆色谱图；(B) YM0402 对映体及内标在大鼠血浆中色

谱图 
 
Table 1. Recovery (%) of YM0402 enantiomers from rat plasma and PBS (mean (SD), n = 6) 
表 1. YM0402 对映体在大鼠血浆和 PBS 中的回收率(平均值(标准差)，n = 6) 

Matrix 
A-YM0402 B-YM0402 

Low Medium High Low Medium High 

rat plasma 84.4 (4.0) 83.2 (5.3) 85.6 (7.0) 87.6 (5.0) 85.6 (7.7) 82.2 (7.9) 

PBS 90.7 (3.2) 91.6 (3.9) 93.1 (7.1) 90.8 (3.3) 92.6 (2.7) 93.9 (6.3) 
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Table 2. Calibration curves, accuracy and precisions of YM0402 enantiomers in rat plasma and PBS (mean (SD), n = 6) 
表 2. 大鼠血浆和 PBS 中 YM0402 对映体浓度测量方法学验证参数(平均值(标准差)，n = 6) 

Validation parameter 
rat plasma PBS 

A-YM0402 B-YM0402 A-YM0402 B-YM0402 

Intra-repeatability (RSD%)   

Low 9.1 8.4 8.6 7.9 

Medium 8.7 7.1 5.5 7.1 

High 6.2 6.5 4.2 5.7 

Inter-repeatability (RSD%)   

Low 2.1 3.3 6.9 5.0 

Medium 2.1 0.8 4.3 6.4 

High 1.1 3.1 1.4 3.8 

Accuracy (%)   

Low 98.3 (7.3) 102.0 (8.3) 99.2 (3.8) 100.8 (4.4) 

Medium 100.6 (2.3) 101.0 (7.2) 103.2 (6.3) 98.7 (6.9) 

High 98.7 (4.9) 100.7 (5.9) 105.7 (6.5) 101.6 (8.4) 

LOQ (μM) 0.1 0.1 0.03 0.03 

Linear range (μM) 0.1~200 0.1~200 0.03~200 0.03~200 

y-Intercept (S.D.) 0.416 (0.084) 0.501 (0.059) 0.088 (0.006) 0.019 (0.003) 

Slope (S.D.) 0.167 (0.083) 0.163 (0.001) 0.509 (0.009) 0.102 (0.002) 

r 0.999 0.999 0.99 0.99 

2.2.3. 药物与蛋白结合数学模型及数据处理 
药物与蛋白的结合可以描述成：Cu P CB+ → 。根据质量作用定律，药物蛋白结合动力学可描述成： 

[ ] [ ][ ]Ka CB P CU=                                   (1) 

其中 Ka 为结合常数，[CB]指结合药物浓度，[CU]指游离药物浓度，[P]指蛋白浓度。总药物浓度和游离

药物浓度在利用数学模型拟合后，一般利用图解法可以得到 nKa 的粗略值。对于方程式(1)我们可以改写

其为： 

CB CU  nPKa CBKa= −                                 (2) 

利用该 Scatchard 方程，以 CB 为 X 轴，CB/CU 为 Y 轴，由非线性最小二乘法估计得出 Y 轴上的截

距，即 nKa，从而得到药物的结合常数。药物与蛋白结合率按 ( )B 1 CU CB 100%= − × 计算；对映体之间

血浆蛋白结合差异的显著性考察按照双样本 t 检验进行统计。 

2.2.4. 孵育时间筛选 
对含有 YM0402 对映体 5 μM (有机溶剂含量小于 1%)的大鼠血浆于 37℃分别孵育 2，4，6 小时。

LC-MS/MS 按照 1.2.3 项下方法进行检测。发现 4 h 和 6 h，血浆中 YM0402 对映体含量无差异。因此，

平衡透析孵育时间设定为 4 h。 

2.2.5. YM0402 对映体与大鼠血浆蛋白结合反应 
取空白大鼠血浆，分别加入 YM0402 对映体和外消旋体使其终浓度为 0.2、1、5、10、15 mM。取

200 μL 含药血浆加入样品室，取 350 μL PBS 加入缓冲液室，于 37℃孵育 4 h。样品室和缓冲液室分别吸
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取 100 μL 和 250 μL，按照“样品预处理”项下方法操作，由 LC-MS 检测血浆样品药物总浓度(CB)，缓

冲液样品 Z 中游离药物浓度(CU)。 
YM0402 对映体与大鼠血浆蛋白在考察浓度范围内(0.2~20 μM)结合率均高于 90%。在低浓度范围呈

现浓度依赖性，随着药物浓度的增大，结合率升高，当对映体浓度达到 5 μM 后，结合率趋于饱和。在低

浓度范围(0.2、1 μM)，A-YM0402 的结合率略高于 B-YM0402。在消旋体的形式下，YM0402 对映体与

大鼠血浆蛋白结合均明显高于对映体单体的血浆结合率(见图 2)。 

3. 讨论 

YM0402 对映体与大鼠血浆存在广泛结合，结合率高达 90%~99%。在与实际大鼠口服给药以后的血

药浓度更加接近的低浓度水平(<5 μM)，YM0402 对映体与大鼠血浆的蛋白结合率存在立体选择性，他们

的结合率从大到小依次为：消旋体中 B-YM0402 > 消旋体中 A-YM0402 > B-YM0402 > A-YM0402。 
根据“游离药物假说”药物-血浆蛋白复合物不能通过被动转运或细胞旁渗透而透过细胞膜。只有游

离药物能透过膜到达组织，且只有游离药物分子可被肝代谢和肾清除。因此，血浆蛋白结合能够限制血

液中的化合物，限制药物分子透过到把组织而产生药理效应，并限制他们进入其他身体组织和清除器官

(如肝、肾)。研究结果发现以消旋体为研究对象时，在低浓度水平下血浆蛋白结合率显著高于单一对映体。

那么依据以上假说可做如下推测：大鼠分别口服消旋体和单一对映体后，前者给药方式下，YM0402 对

映体会被更多的限制在血浆中，因而导致进入靶组织和清除器官的药物数少，最终导致药物的排泄量更

低。这与我们前期研究结果，消旋体给药后原药的排泄量低于单体给药后的排泄量相符。因此，YM0402
对映体与大鼠血浆蛋白结合的差异影响了药物在体内的消除。 

当存在另一对映体时，YM0402 两对映异构体会与大鼠的血浆蛋白共同作用，导致两个对映体的血

浆蛋白结合率共同升高。这种现象可能与结合蛋白的构象改变有关。据文献报道，S-(+)-布洛芬的存在可

以使 S-乙酸氯羟去甲安定与人血清白蛋白的结合显著增加[4]。布洛芬和乙酸氯羟去甲安定分别在 HSA
上的苯二氮卓和华法林位点结合，当布洛芬与 HSA 上苯二氮卓位点结合的同时会引起华法林位点构象的

改变，从而使得另一个药物与华法林位点结合更加紧密。同样的，S-苯二氮卓类药物的存在也可以使得

S-华法林与HSA的结合率增加[5]。因此YM0402与大鼠血浆蛋白结合在消旋体中和单一对映体中的差异，

推测可能是两对映体与蛋白不同位点结合从而使蛋白发生了具有协同作用的变构现象，从而导致外消旋

体中两个异构体的结合率均比单独结合时高。 
 

 
Figure 2. The unbound fraction of YM0402 enantiomers with rat plasma. Data are expressed as mean and SD, n = 3 
图 2. 大鼠血浆中游离 YM0402 对映体比例。数据表示为平均值和标准误差，n = 3 
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