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［Abstract］ Generally azole antifungal drugs possessed chiral center． After administration of the racemate，the results indicated
the differences in plasma concentrations and pharmacokinetic parameters between enantiomers were stereoselctive． The metabolism
might be mainly responsible for the chiral pharmacikinetics of the enantiomers． The quantitation of enantiomers in biological matrix was
based on the development of chiral separation techniques． In this paper，the chiral separation techniques of these agents and the ad-
vance in chiral pharmacokinetics of ketoconazole and itraconazole were reviewed，which could provide some references to the discovery
of azole antifungal new agents．
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1 引言

近年来药物的立体选择性生物活性及体内处置

过程已经成为药物研究领域内的一个重要方向。手

性药物是指分子结构中具有手性中心，立体结构成

镜像关系的药物，互为镜像关系而不能重合的一对

药物结构被称为对映体。在非手性条件下它们表现

出相同的物理化学特征; 而在具有手性特征的碳水

化合物、蛋白质和核酸类等组成的生命体中时，便会

在不同程度上表现出立体选择性的相互作用，从而

在体内导致不同的药理性质［1 ～ 3］。
一些国家相继制定了手性药物开发的政策和指

导原则，明确要求在评价新的候选药物时，必须包括

对映体的化学、药理学、毒理学以及临床作用的所有

信息，这极大地推动了全球范围内手性药物的研究

和发展［4，5］。对于生物体液中对映体的手性拆分技

术的研究，一直是手性药物研究过程中的重要环节，

有助于我们了解各单一对映体药物进入体内之后在

血浆、组织、排泄物等各种生物样品中的比例，为手

性药代动力学研究提供必要的技术手段，以更好的

深入研究药物体内过程的立体选择性特点［6］。
唑类抗真菌药物的研究一直是抗真菌领域内关

注的重点，与早期的咪康唑、益康唑相比，新型的三

唑类抗真菌药物具有较强的抗真菌活性及更好的用

药安全性，通过抑制真菌的细胞色素 P-450 依赖性

的羊毛甾醇 14-a-脱甲基酶来阻止麦角甾醇的合成，

而麦角甾醇是真菌质膜的重要的甾醇成分［7］。目

前除了伏立康唑外［8］，几乎所有的抗真菌药物都是

采用消旋体给药。因此研究唑类抗真菌药物手性药

代动力学特点，弄清其体内立体选择性处置过程，对
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其临床治疗及可能产生的药物相互作用的评价，均

具有重要意义。

2 唑类抗真菌药物手性分析方法

生物体液中唑类抗真菌药物的手性拆分及其手

性药代动力学研究依赖于现代分析技术不断发展，

手性对映体药物的分离，尤其是具有多个手性中心

的药物拆分是分离科学领域内的难题，其中高效液

相色谱法( HPLC) 和毛细管电泳( CE) 是目前最为主

要的手性拆分手段［9］。
2． 1 手性高效液相色谱法 用高效液相色谱法对

药物进行手性拆分主要包括手性流动相添加剂法、
手性衍生化法和手性固定相法，其中手性固定相法

因其操作较为方便，商品化手性色谱柱较为成熟而

应用最为广泛。
有文献报道采用不同种类的纤维素手性固定相

在正相流动相体系下对咪康唑、益康唑和硫康唑进

行手性拆分［10］。咪康唑、益康唑和硫康唑对映体中

电负性原子与纤维素衍生物固定相之间的不同氢

键、偶极-偶极相互作用有助于手性分离; 3 种唑类

抗真菌药在具有苯环取代基的纤维素三( 4-氮苯基

氨基甲酸酯) 柱( OF) 和纤维素三苯基氨基甲酸酯柱

( OC) 上的手性拆分效果好于无取代基的纤维素三

苯甲酸酯柱( OB) ，是由于对映体中的芳环结构可以

通过不同的 π-π 作用进一步增强手性识别能力。
汪永忠等［11］用反相流动相系统在纤维素三( 3，

5-二甲基苯基氨基甲酸酯) 柱( OD) 上实现了伏立康

唑的手性拆分，选择了 0． 2 mol /L 的磷酸二氢钾-乙
腈( 68∶32) 作为流动相，25 min 内完成了伏立康唑

对映体的分离。强极性流动相减弱了溶质分子与手

性固定相的氢键作用，使得对映体与手性空穴的包

容作用、疏水作用、π-π 作用和偶极-偶极相互作用

成为了手性识别的关键因素。
刘爱等［12］直接在反相 C18色谱柱上以添加环糊

精手性选择剂的方式拆分酮康唑对映体，考察了不

同种类的环糊精及其浓度、流动相 pH 值及甲醇比

例等对酮康唑对映体拆分的影响。采用 60% 的甲

醇-磷酸二氢钠( pH 3． 0 ) 为流动相，其中含有 1． 0
mmol /L 的磺丁基-β-环糊精作为手性选择剂，在 6
min 内即可完成酮康唑对映体的手性拆分，此法与

手性固定相法相比更为简便快速。
Hamdy 首次将手性固定相色谱法应用到大鼠

血浆中酮康唑对映体分析中［13］，选择正己烷-乙醇-
异丙醇为流动相，20 min 内在直链淀粉三( 3，5-二甲

基苯基氨基甲酸酯) 柱( AD) 上实现对映体的基线

分离。生物样品中对映体拆分的关键在于内源性物

质对色谱柱及对映体分离的影响，因此前处理步骤

很关键: 酸化蛋白沉淀后的血浆样品上清液，利用正

己烷将内源性杂质萃取后弃去，再将含有酮康唑的

剩余部分碱化后用叔丁基甲醚进行第 2 次萃取，则

可以获得较为干净的样品净化富集过程，满足手性

药代动力学研究的需要。
2． 2 手性毛细管电泳法 毛细管电泳技术近年来

在手性药物拆分中显示出强大的应用潜力，与其他

方法相比，毛细管电泳技术具有溶剂消耗少、进样量

小、快速、高效的特点，并且不需要专门的色谱柱作

为必要条件，特别适合微量生物体液中的手性药物

及其代谢产物的分离分析。同时在毛细管区带电

泳、胶束电动毛细管色谱、毛细管电色谱等较多的分

离模式下均可以实现令人满意的手性拆分［14］。
候莹等［15］考察了毛细管区带电泳拆分三唑类化

合物时所添加的 β-环糊精衍生物种类及浓度等条

件，发现羧甲醚-β-环糊精作为手性选择剂可以使 5
个氟康唑类衍生物对映体达到较好的基线分离，硫酸

酯-β-环糊精和二氟代羧甲醚-β-环糊精的空间位阻影

响使得对映体不能和环糊精形成较好的包合物，从而

无手性拆分能力。另外羧甲醚-β-环糊精的浓度、缓
冲液体系的 pH 值也是影响手性拆分的关键。

Puyana 等［16］在 pH 为 3． 5 的磷酸盐缓冲液中

加入 10 mM 的 7-( 2，3，6-三-氧-甲基) -β-环糊精作

为手性选择剂，在 15 ℃的操作温度下对酮康唑和特

康唑进行了较好的手性拆分。其中特康唑对映体的

分离度达到 2． 2，12 min 内即可完成酮康唑和特康

唑的对映体分离。进一步优化毛细管电泳条件后，

选择有效长度为 25 cm 的短柱，pH 为 2． 5 的 50 mM
磷酸盐缓冲液，25 kV 的操作电压，3 min 内完成了

上述两个唑类药物的手性拆分，并且可以用于上述

药物制剂中对映体的快速定量分析。
100 mM pH 3． 5 的磷酸盐缓冲液中加入 30 mM

的上述手性选择剂，在 15 ℃的操作温度及 30 kV 的

操作电压下，30 min 内可以实现 4 个伊曲康唑对映

体的手性拆分，且彼此分离度均大于 3［17］。
采用胶束电动毛细管色谱技术时［18］，添加的环

糊精由于其亲水性而不能进入胶束，因此在缓冲液中

便存在胶束相、水相和环糊精相，待分离的对映体因

与环糊精形成包合物的稳定差异和在毛细管中的迁

移速率不同而拆分，有利于缩短分析时间。Hermawan
等［19］在 20 mM pH 8． 0 的磷酸盐缓冲液中加入 50
mM 的十二烷基磺酸钠及 40 mM 的羟丙基-γ-环糊精

分离益康唑对映体，9 min 内即完成了益康唑的手性

拆分，所优化的条件与以往益康唑的手性拆分［20］相

比可以获得更佳的重现性及较好的定量指标。
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Michael 等［21］首次采用胶束电动毛细管色谱技

术对伊曲康唑及其代谢产物羟基伊曲康唑的多个对

映体进行了手性拆分，采用 1% 的硫酸 β-环糊精可

以使上述化合物及结构类似的内标物质的 8 个对映

体达到基线分离并互不干扰; 低浓度的甲醇或者乙

醇可以很好的分辨出 8 个对映体; 在甲醇中进一步

添加 2%的聚乙二醇 4 000 后发现，水溶性的多聚物

增加了缓冲液的粘度，减少了纵向扩散，使得分离效

能进一步提高。经过乙醚液-液萃取之后的伊曲康

唑血浆样品，用高浓度的甲醇进行复溶后，再利用毛

细管场放大进样技术对其富集，十分有利于对映体

的检出，200 μl 小体积血浆样品即可满足实际样品

分析的灵敏度要求，20 min 内即完成了临床样品的

监测，所有实际样本中各对映体的保留时间及峰面

积相对标准偏差均小于 9． 3%。

3 唑类抗真菌药物手性药代动力学

采用手性分析技术对生物样品中的唑类抗真菌

药物对映体进行分别定量，对以消旋体给药后的体

内立体选择性处置给予定性、定量描述，可以更加准

确的评价药物作用。目前临床使用的唑类抗真菌药

物中大部分具有手性特征以消旋体给药，但是深入

研究其手性药动学的特征主要集中在最为常用的酮

康唑和伊曲康唑上，可能因为其是主要的细胞色素

酶 3A4 亚型( CYP3A4 ) 的抑制剂，有可能导致潜在

立体选择性代谢相互作用而引起药物不良反应。因

此除了对血浆中对映体分布进行定量描述外，代谢

过程及分子酶学机制也是探讨其体内立体选择性过

程的重要环节。
3． 1 酮康唑 酮康唑主要有( + ) -( 2R，4S) 和( － ) -
( 2S，4R) 两种对映体，临床上以 1∶1 的消旋体给药。
研究结果表明［13］大鼠给药酮康唑消旋体 10 mg /kg
后，( + ) -酮康唑的达峰浓度( Cmax ) 及药时曲线下面

积( AUC) 大约是( － ) -酮康唑的 2． 1 至 2． 4 倍左右，

表明酮康唑具有较高的立体选择性药动学特点。
Hamdy 等［22］进一步研究了大鼠静脉注射给药及

不同口服剂量给药下的酮康唑的立体选择性药动学，

并且通过体外代谢实验和血浆蛋白结合率实验，对探

究造成酮康唑体内立体选择性过程的机制作了探讨。
静脉注射给药酮康唑消旋体后，( + ) -酮康唑 AUC 是

( － ) -酮康唑的 2． 1 倍。随着口服剂量的增大，给药

酮康唑消旋体后，对映体各自的 Cmax 及 AUC 与给药

剂量都呈非线性相关，而立体选择性差异类似，( + ) -
酮康唑的 Cmax和 AUC 分别大约是( － ) -酮康唑的 3． 7
至 5． 7 倍 左 右。但 是 二 者 具 有 相 似 的 达 峰 时 间

( Tmax ) ，说明对映体的吸收速率相似; 相似的消除半

衰期表明对映体的清除率结果较为接近。酮康唑具

有较高的血浆蛋白结合率( ＞97% ) ，对映体体现出明

显的血浆蛋白结合差异，游离型的( － ) -酮康唑浓度

大约是( + ) -酮康唑的 2． 5 ～ 2． 9 倍，更容易向组织分

布，使得血药浓度降低; 同时肝代谢系统中的功能转

运蛋白也有可能选择性的将游离型酮康唑泵入细胞

内进行代谢，因此使得( + ) -酮康唑的血药浓度明显

高于( － ) -酮康唑，呈现立体选择性药动学特点。
这种立体选择性也体现在对细胞色素 P450 酶

系活性的抑制上［23］，通过以睾酮与美沙酮为底物的

代谢抑制研究发现，( － ) -酮康唑对 CYP3A4 活性的

抑制是( + ) -酮康唑的 2 倍左右，提示可能产生的药

物相互作用。
3． 2 伊曲康唑 Michael 等［21］对连续服用 103 d
伊曲康唑( 200 mg /d) 的真菌感染病人血浆进行分

析，采用毛细管电泳对其中的伊曲康唑及其代谢产

物羟基伊曲康唑进行手性拆分研究，发现伊曲康唑

的体内代谢具有明显的立体选择性特点，并且血浆

中的代谢产物羟基伊曲康唑也具有明显的手性分布

特征，对映体在给药期间具有较为稳定的血浆分布

比例。体外 CYP3A4 温孵研究的代谢结果与实测血

浆样品相一致。
Kunze［24］则进一步采用手性液相色谱质谱联用

选择离子检测模式，对伊曲康唑体内代谢物进行分

析，弄清伊曲康唑的立体选择性代谢途径及规律。研

究中发现健康志愿者连续 7 d 口服给药伊曲康唑

( 100 mg /d) 后，第 1 天和第 7 天的药代参数均表现出

明显的立体选择性差异，( 2S，4R) 构型在血浆中占主

导，第 1 天时( 2S，4R) 构型的 AUC 是( 2R，4S) 构型的

6． 9 倍，具有立体选择性首过效应，这个差异随着给

药天数的增加逐渐减小，第 7 天稳态后两种构型 AUC
的差异减小到 3 倍，但是除 Cmax外各项参数的手性差

异依旧明显，可能是由于多剂量给药后伊曲康唑体内

蓄积减少了 Cmax 的差异。受试者血浆中还可以检测

到羟基伊曲康唑、酮式伊曲康唑和 N-去乙基伊曲康

唑 3 个代谢产物，其中酮式伊曲康唑和 N-去乙基伊

曲康唑是( 2R，4S) 构型，可见伊曲康唑消旋体进入体

内后( 2R，4S) 构型发生了广泛的立体选择性代谢。
研究者进一步采用经 CYP3A4 介导的体外代谢

实验加以验证，发现羟基伊曲康唑来自于( 2R，4S)

构型的 2 个对映体，进而又代谢成酮式伊曲康唑，最

终得到( 2R，4S) 构型的 N-去乙基伊曲康唑，而( 2S，

4R) 构型的 2 个对映体则不发生代谢反应。体外酶

抑制实验结果显示，( 2R，4S) 构型的 2 个对映体的

半数酶抑制浓度大约为( 2S，4R) 构型的 1 /2 至 1 /4，

但是 2 种构型的 4 个对映体与 CYP3A4 的亲和力没
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有显著差异。从化学结构分析得出，分子结构中远

离代谢位点的二氧戊环结构的立体化学显著地影响

了伊曲康唑代谢转化的发生，而三氮唑 2'，位酮丁

基侧链的立体结构则会影响氧化反应发生的程度。
长期给药后，由于 CYP3A4 介导的( 2R，4S) 构型对

映体代谢发生饱和，使得其在体内的蓄积程度远大

于( 2S，4R) 构型，在发生代谢过程中同时也抑制了

CYP3A4 的活性，因而减少了多剂量给药后的立体

选择性药动学差异，并同时改变了药物相互作用的

强度，增大了临床长期用药可能产生的风险。因此

推荐临床使用单一的( 2S，4R) 构型对映体给药，与

消旋体相比则可以显著减少对 CYP3A4 的抑制，降

低由其介导的药物相互作用风险。

4 结语

酮康唑和伊曲康唑的深入研究提示我们在唑类

抗真菌药物研发及临床应用方面，都需要考虑手性

药物或者候选化合物进入体内后有可能表现出的立

体选择性处置特点。
随着手性分析技术的发展，越来越多的手性色谱

或者毛细管电泳技术已经可以很好的应对小体积生

物样品分析的需要。质量控制研究中的手性分析方

法辅以多步骤纯化富集的前处理过程，可以直接应用

到生物样品分析中，从而获得高灵敏度和高选择性的

手性拆分定性、定量结果，以逐步实现手性药物立体

选择性药代动力学的常规分析。因此，对于已有的唑

类抗真菌药物的体内过程分析，可以从立体选择性处

置角度加以完善; 对于唑类抗真菌药物研发，可以在

候选化合物早期进行体内对映体监测。通过手性药

动学研究揭示药物或候选化合物可能的立体选择性

代谢途径，鉴识具有手性特征的代谢产物，探讨对体

内药物代谢特征酶系的诱导或者抑制的特点，从而更

加准确地描述唑类抗真菌药物的手性代谢特性，为进

一步的结构改造及临床用药提供更为合理的建议。
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