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UHPLC-MS/MS 同时检测大鼠血浆中 5 种 CYP450 探针药物 
    
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摘要：目的  采用 UHPLC-MS/MS 同时检测大鼠血浆中非那西丁、甲苯磺丁脲、奥美拉唑、美托洛尔、咪达唑仑的血药

浓度。方法  血浆样品经乙腈沉淀，采用 Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18 色谱柱(2.1 mm×50 mm，1.8 μm)；流动相为

乙腈-含 0.1%甲酸的水，梯度洗脱，流速为 0.4 mL·min1。检测采用电喷雾离子源，多反应监测。非那西丁：[M+H]+，

m/z 180.1→109.9；甲苯磺丁脲：[M+H]+，m/z 271.1→91.0；奥美拉唑：[M+H]+，m/z 346.1→135.9；美托洛尔：[M+H]+，

m/z 268.2→115.0；咪达唑仑：[M+H]+，m/z 326.1→290.8；内标卡马西平：[M+H]+，m/z 237.1→194.0。6 只♂ SD 大鼠，

单剂量口服灌胃 10 mg·kg1 非那西丁，1 mg·kg1 甲苯磺丁脲，10 mg·kg1 奥美拉唑，10 mg·kg1 美托洛尔和 10 mg·kg1

咪达唑仑，分别在给药后多点尾静脉采血。用 DAS 计算药动学参数。结果  血浆中非那西丁、甲苯磺丁脲、奥美拉唑、

美托洛尔和咪达唑仑在各自浓度范围内线性关系良好。日内及日间 RSD 均<15%，提取回收率>75%，稳定性考察结果良

好。非那西丁的 AUC0-t 为(5 868.30±2 062.87)ng·mL1·h；甲苯磺丁脲的 AUC0-t 为(58 056.34±15 569.16)ng·mL1·h；奥美拉

唑的 AUC0-t 为(14 181.67±4 085.40)ng·mL1·h；美托洛尔的 AUC0-t 为(1 123.67±180.469)ng·mL1·h；咪达唑仑的 AUC0-t 为

(946.91±322.03)ng·mL1·h。结论  该方法灵敏度高、操作方便、结果准确，可作为 CYP450 酶活性及相关研究的测定方法。 
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Determination of Five CYP450 Probe Drugs in Rat Plasma by UHPLC-MS/MS 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To establish a UHPLC-MS/MS method for simultaneously determination of phenacetin, 
tolbutamide, omeprazole, metoprolol and midazolam in rat plasma. METHODS  The plasma sample was prepared by 
acetonitrile precipitation. The analytical column was Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18(2.1 mm×50 mm, 1.8 μm). The mobile 

phase consisted of water (containing 0.1% formic acid) and acetonitrile with gradient elution. The flow rate was 0.4 mL·min1. 
Detection equipped with electrospray ionization source with multiple reaction monitoring. The tandem mass ion transitions 
monitored were m/z 180.1→109.9 for phenacetin([M+H]+), m/z 271.1→91.0 for tolbutamide, m/z 346.1→135.9 for omeprazole 
([M+H]+), m/z 268.2→115.0 for metoprolol([M+H]+), m/z 326.1→290.8 for midazolam([M+H]+), and m/z 237.1→194.0 for 
carbamazepine(IS, [M+H]+). Blood sample was collected of the tail vein at multiple time point after a single oral dose of 

administration of phenacetin(10 mg·kg1), tolbutamide (1 mg·kg1), omeprazole(10 mg·kg1), metoprolol(10 mg·kg1) and 

midazolam(10 mg·kg1) in six male SD rats. The pharmacokinetic parameters were calculated by DAS. RESULTS  The 
calibration curve was linear over the range of curve for the five probe drugs. Intra-day and inter-day RSDs for assaying the 
plasma sample were both <15%, the recovery rate was >75% for the five drugs. The phenacetin AUC0-t was 

(5 868.30±2 062.87)ng·mL1·h; the tolbutamide AUC0-t was (58 056.34±15 569.16)ng·mL1·h; the omeprazole AUC0-t was 

(14 181.67±4 085.40)ng·mL1·h; the metoprolol AUC0-t was (1 123.67±180.469)ng·mL1·h; the midazolam AUC0-t was 

(946.91±322.03)ng·mL1·h. CONCLUSION  The methods is proved to be sensitivity, simple and accuracy, and can be used as 
an analytical method for the study of CYP450 enzyme activity and related research. 
KEYWORDS: UHPLC-MS/MS; CYP450; probe drug; pharmacokinetics 
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细胞色素 P450(CYP450)位于细胞的内质网

上，催化代谢各种内源和外源物质[1-2]。CYP450

酶活性的改变将影响药物的药动学和药效学[3]。临

床上>90%的药物被 CYP450 酶代谢 [4]，抑制

CYP450 酶活性可以导致药物的血药浓度增加，而

诱导 CYP450 酶活性可以导致药物的血药浓度降

低，两者都能够引起药物-药物相互作用。由于

CYP450 酶活性的变化是引起药物相互作用进而

导致不良反应发生的重要因素之一，因此研究

CYP450 酶活性具有重要的意义[5-6]。 

“鸡尾酒”法 (Cocktail) 是目前用于研究

CYP450 酶活性的方法之一[7]，该法同时给予人或

实验动物几种 CYP450 酶的特异性底物(探针药)，

通过考察探针药的主要药动学参数变化，研究药

物或者其他外源性物质对 CYP450 酶活性的作用，

具有可以同时检测几种药物代谢酶活性的特点[8-9]。

近年来，Cocktail 法被广泛应用研究，取得了一定

的成果[10-12]。因此，建立一种准确和简便的方法，

同时检测几种探针药的浓度，具有一定的科学应

用价值[13]。 

超高效液相色谱-串联质谱法(UHPLC-MS/MS)

具有高选择性和灵敏度等特点，适合分析生物样

品的药物浓度[10,14-16]。本研究采用 UHPLC-MS/MS

同时检测生物样本中 5 种探针药物的浓度，并进

行药动学分析，为今后相关研究的开展提供参考。 

1  材料 

1.1  仪器 

Agilent 1290 高效液相系统和 6420 系列三重

四极串联质谱仪(美国 Agilent 公司)；80-2 高速离

心机、Sorvall ST 16R 低温高速离心机 (美国

Thermo 公司)。 

1.2  动物 

SD 大鼠，♂，体质量(180~220 g)，由温州医

科大学实验动物中心提供，实验动物许可证号：

SYXK(浙)2005-0061。 

1.3  试剂 

非 那 西 丁 ( 批 号 ： s4187644207B14 ， 纯

度>99%)、甲苯磺丁脲(批号：017k1025；纯度>99%)

均购自 Sigma 公司；奥美拉唑 (批号：100760- 

201403；纯度>99%)、美托洛尔(批号：100084- 

201403；纯度>99%)、卡马西平(批号：100142- 

201105；纯度>99%)均购自中国药品生物制品研究

院；咪达唑仑(徐州恩华药业集团有限责任公司，

批号：20140413；纯度>99%)；甲醇、乙腈(德国

Merck 公司，色谱级)；其他常规化学试剂均为分

析纯或优级纯，实验用水为实验室自制。 

2  方法 

2.1  溶液的配制 

分别精密称取非那西丁、甲苯磺丁脲、奥美

拉唑、美托洛尔和咪达唑仑对照品 10.00 mg，置

于 10 mL 量瓶中，用甲醇定容，混匀，备用。 

精密称取卡马西平对照品 5.00 mg，置于

10 mL 量瓶中，用甲醇定容，混匀，浓度为

500 μg·mL1；取卡马西平储备溶液(500 μg·mL1) 

100 μL，置于 50 mL 量瓶中，用甲醇定容，浓度

为 1 μg·mL1。 

2.2  色谱条件 

色谱柱：Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18 

(2.1 mm×50 mm，1.8 μm)；流动相：0.1%甲酸水(A)

乙腈(B)，梯度洗脱(0~0.3 min，30%B；0.3~1.3 min，

30%→50%B；1.3~1.8 min，50%→95%B；1.8~ 

2.8 min，95%B)。流速为 0.4 mL·min1，进样体积

为 5 µL。 

2.3  质谱条件 

采用电喷雾离子源(ESI)三重四极杆质谱仪用

于质谱检测。扫描范围 m/z 100~1 500，毛细管电

压为 1.6 kV，离子源温度为 150 ℃，脱溶剂气温

度为 500 ℃，锥孔气流量为 50 L·h1，脱溶剂气流

量为 800 L·h1，氩气流量为 0.15 mL·h1。离子分

析碎片和优化参数见表 1，质谱图见图 1。 

表 1  非那西丁、甲苯磺丁脲、奥美拉唑、美托洛尔、咪

达唑仑和卡马西平 MRM 的优化参数 

Tab. 1  Optimized parameter of MRM for phenacetin, 
tolbutamide, omeprazole, metoprolol and midazolam 

化合物 母离子 碰撞电压/V 碰撞能/eV 子离子 

非那西丁 180.1 122 24 109.9 

甲苯磺丁脲 271.1 120 36  91.0 

奥美拉唑 346.1 108 44 135.9 

美托洛尔 268.2 130 17 115.0 

咪达唑仑 326.1 170 44 290.8 

卡马西平 237.1 140 18 194.0 

2.4  样品处理 

取血浆 100 µL 于 1.5 mL EP 管中，加入

1 µg·mL1 卡马西平溶液 20 μL，再加入乙腈

300 μL，旋涡混匀振荡 30 s 后，13 000 r·min1 离

心 10 min。将上清液(5 μL)注入 UHPLC-MS/MS
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系统中进行分析。 

2.5  药动学试验 

选取 SD 大鼠(180~220 g)，适应性饲养 l 周。

给 药 前 禁 食 12 h ， 分 别 以 灌 胃 非 那 西 丁

(10 mg·kg1)、甲苯磺丁脲(1 mg·kg1)、奥美拉唑

(10 mg·kg1)、美托洛尔(10 mg·kg1)和咪达唑仑

(10 mg·kg1)。灌胃给药后，分别于 0.083，0.166，

0.5，1，2，3，4，6，8，12，24，48 h 进行尾静

脉取血。每次均采血 0.3 mL，注入肝素化的试管，

5 000 r·min1 离心 10 min，取血浆 100 μL，80 ℃

保存备测。 

3  结果 

3.1  方法专属性 

空白血浆(来源于 6 个不同生物样品)、血浆标

准品以及血浆样品，经分析测定的色谱图见图 2。

由图可见，在本实验条件下，5 种探针药物与内标

能完全分离，血浆中内源性物质无干扰；非那西

丁、甲苯磺丁脲、奥美拉唑、美托洛尔、咪达唑

仑和内标卡马西平的保留时间分别为 1.05，2.62，

0.56，0.46，0.79，1.84 min。 

3.2  标准曲线制备 

取空白血浆 100 μL，分别加入非那西丁、甲

苯磺丁脲、奥美拉唑、美托洛尔和咪达唑仑，将

其配成混合血浆对照液，其中非那西丁和甲苯磺

丁脲浓度为 50，100，250，500，1 000，2 500，5 000，

10 000 ng·mL1，奥美拉唑浓度为 250，500，1 000，

2 500，5 000，10 000，25 000，50 000 ng·mL1，

美托洛尔和咪达唑仑浓度为 10，25，50，100，250，

500，1 000，2 000 ng·mL1，然后按照“2.4”项下

方法操作，用 UHPLC-MS/MS 测定出待测物的峰 

 
图 1  非那西丁、甲苯磺丁脲、奥美拉唑、美托洛尔、咪达唑仑和卡马西平母离子和子离子扫描质谱图 

Fig. 1  Full scan product ion of precursor ions of phenacetin, tolbutamide, omeprazole, metoprolol and midazolam 

 
A                                       B                                    C  

图 2  非那西丁、甲苯磺丁脲、奥美拉唑、美托洛尔和咪达唑仑超高效液相串联质谱色谱图 
A空白血浆；B空白血浆+对照品；C血浆样品。 

Fig. 2  The UHPLC-MS/MS chromatograms of phenacetin, tolbutamide, omeprazole, metoprolol and midazolam in rat plasma 
Ablank plasma; Bblank plasma + standard; Cplasma sample. 
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面积 A 及其内标的峰面积 Ai，以峰面积 A/Ai 的比

值为纵坐标 y，待测物的浓度(C)为横坐标 x，绘制

标准曲线，求回归方程。非那西丁、甲苯磺丁脲、

奥美拉唑、美托洛尔、咪达唑仑在各自浓度范围

内线性关系良好，非那西丁和甲苯磺丁脲的定量

下限(LLOQ)为 50 ng·mL1，奥美拉唑的 LLOQ 为

250 ng·mL1，美托洛尔和咪达唑仑的 LLOQ 为

10 ng·mL1，其回归方程及相关系数见表 2。 

表 2  非那西丁、甲苯磺丁脲、奥美拉唑、美托洛尔、咪

达唑仑标准曲线 

Tab. 2  Regression equation for phenacetin, tolbutamide, 
omeprazole, metoprolol and midazolam 

药  物 回归方程 r2 

非那西丁 y=0.443 4x+0.048 3 0.998 8 

甲苯磺丁脲 y=0.531 2x+0.045 9 0.998 8 

奥美拉唑 y=0.408 9x+0.115 9 0.992 5 

美托洛尔 y=0.302 0x+0.062 9 0.990 7 

咪达唑仑 y=0.179 4x+0.037 5 0.995 9 

3.3  精密度试验 

取空白血浆 100 μL 分别加入 LLOQ 浓度，低、

中、高不同浓度的非那西丁、甲苯磺丁脲、奥美

拉唑、美托洛尔、咪达唑仑工作液 10 μL，加入内

标物卡马西平 20 μL，按“2.4”项下方法操作后，

连续测定 3 d，计算日间及日内的精密度标准偏差。

5种探针药物日内及日间RSD均<15%，结果见表3。

3.4  回收率试验 

取空白血浆 100 μL 分别加入低、中、高不同

浓度的非那西丁、甲苯磺丁脲、奥美拉唑、美托

洛尔、咪达唑仑混合工作液 10 μL，在工作液中分

别都加入内标物卡马西平 20 μL，配成低、中、高

浓度的样品，每个浓度平行操作 6 份，按“2.4”

项下方法操作后，记录峰面积 A1，再选取对应浓

度的对照品溶液进样，获得峰面积 A2，计算绝对

回收率。将 5 种探针药物的峰面积 A1 与内标峰面

积 A2 的比值带入标准曲线中，计算出药物浓度，

与理论浓度相比较，计算相对回收率。5 种探针药

物的血浆样品绝对回收率和相对回收率均>75%，

见表 4。 

3.5  基质效应 

取空白血浆，按“2.4”项下方法操作，离心

后获得上清液，加入对照品溶液，配制低、中、

高 3 种浓度的血浆样品进样分析(n=6)，记录下峰

面积 Ab。同时进行空白对照，方法如上，记录峰

面积 Aw，代入计算公式(Ab/Aw×100%)，求出基质

效应，结果见表 4。 

表 3  非那西丁、甲苯磺丁脲、奥美拉唑、美托洛尔和咪

达唑仑的日间、日内精密度(n=6) 

Tab. 3  The intraday and interday precision of phenacetin, 
tolbutamide, omeprazole, metoprolol and midazolam(n=6) 

药物 
加入量/ 

ng·mL1 

精密度 RSD/% 

日内 日间 

非那西丁 

50 8.44 2.51 

100 4.62 4.19 

2 500 6.08 2.96 

8 000 7.42 1.58 

甲苯磺丁脲

50 2.51 9.99 

100 3.27 6.93 

2 500 3.88 4.37 

8 000 6.08 4.75 

奥美拉唑 

250 7.64 2.23 

500 3.47 1.46 

10 000 3.84 9.09 

40 000 1.17 6.72 

美托洛尔 

10 11.52 8.01 

25 7.30 7.30 

500 3.82 2.56 

1 600 8.26 6.84 

咪达唑仑 

10 5.10 10.20 

25 7.16 7.16 

500 3.57 2.10 

1 600 7.20 6.42 

表 4  非那西丁、甲苯磺丁脲、奥美拉唑、美托洛尔和咪

达唑仑的回收率与基质效应( sx  , n=6) 

Tab. 4  The extraction efficiency and matrix effect of 
phenacetin, tolbutamide, omeprazole,  metoprolol and 

midazolam( sx  , n=6) 

药品
加入量/

ng·mL1 相对回收率/% 绝对回收率/% 基质效应/%

非那

西丁

100 102.88±0.06  92.29±4.77 106.62±5.51 

2 500 103.22±1.01  95.40±2.89 101.54±3.07 

8 000 105.84±0.04  92.51±1.21  98.34±1.29 

甲苯磺

丁脲

100 103.34±0.06  91.20±7.45 101.71±8.30 

2 500 105.18±0.02  94.13±2.88  94.13±3.88 

8 000 104.72±0.08  95.80±1.75 100.60±1.83 

奥美

拉唑

500 101.43±0.10  91.16±4.06  93.12±4.17 

10 000 105.36±0.04  95.86±3.26  96.96±3.30 

40 000 108.50±0.07  95.57±3.25  94.64±3.32 

美托

洛尔

25 100.85±0.08  95.34±3.59  96.56±3.36 

500 103.82±0.04   93.65±12.69 102.29±13.8 

1 600  95.60±0.08  92.20±2.38  97.62±2.52 

咪达

唑仑

25  98.91±0.07 102.63±2.18 102.00±2.16 

500 101.53±0.04  96.44±3.38  97.99±3.31 

1 600 104.98±0.08  99.13±5.37  99.72±5.14 
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3.6  稳定性试验 

取低、中、高不同浓度的非那西丁、甲苯磺

丁脲、奥美拉唑、美托洛尔、咪达唑仑血浆样品

各 24 份(每份 100 μL)，预处理后分成 4 组，分别

于室温放置 6 h、4 ℃冷藏放置 12 h、反复冻融 3

次、80 ℃冰冻 30 d，测定血浆样本浓度，考察

样本在不同环境下的稳定性，结果见表 5。 

3.7  药动学试验 

按“2.5”项下方法采集血样，测定大鼠灌胃

给药后各个时间点的血药浓度，并绘制平均药-时

曲线，见图 3。通过 DAS 软件(3.0 版)分析每只大

鼠血浆中 5 种探针药物浓度的时间数据，用非房

室模型估算药动学参数；并计算药动学参数，结

果见表 6。 

4  结论 

在方法学建立时，笔者对流动相的选择进行

了全面考察，比较了甲醇-水和乙腈-水，发现甲醇

水作为流动相，分析的噪音较高，对低浓度的样 

表 5  非那西丁、甲苯磺丁脲、奥美拉唑、美托洛尔和咪

达唑仑的稳定性试验结果(n=6) 

Tab. 5  Stability test results of phenacetin, tolbutamide, 
omeprazole, metoprolol and midazolam(n=6) 

药物

加入

浓度/
ng·mL1

室温，6 h 4 ℃，12 h  反复冻融试验 80 ℃，30 d

RSD/% RE RSD/% RE RSD/% RE RSD/% RE

非那

西丁

100 1.11 5.68 0.99 7.08 5.99 2.06 5.29 1.24

2 500 2.37 2.13 0.10 0.40 0.28 0.68 5.23 1.23

8 000 1.01 2.44 0.57 9.10 2.70 9.45 5.59 6.35

甲苯

磺丁

脲

100 3.97 9.45 0.86 7.38 6.64 6.13 4.68 1.05

2 500 5.84 4.51 0.32 0.68 2.64 0.02 6.09 9.73

8 000 1.58 8.62 9.02 2.93 5.09 0.05 3.32 1.79

奥美

拉唑

500 0.14 5.34 0.12 5.31 6.31 1.08 1.12 2.32

10 000 1.88 3.75 6.75 10.55 2.91 12.58 8.22 1.98

40 000 2.72 2.53 3.82 1.42 0.31 3.90 3.64 0.60

美托

洛尔

25 9.62 0.59 3.36 2.07 3.19 4.98 4.70 7.69

500 4.16 4.16 0.84 1.65 1.52 5.72 4.74 9.58

1 600 5.84 2.44 7.95 2.19 3.57 5.94 6.71 4.35

咪达

唑仑

25 6.36 0.59 9.80 1.92 7.71 2.38 5.66 8.89

500 2.57 5.98 0.01 4.60 6.54 1.09 2.90 2.54

1 600 3.43 7.20 3.95 8.35 3.36 1.28 4.67 8.17

 
图 3  5 种探针药物的浓度-时间曲线 
A非那西丁；B甲苯磺丁脲；C奥美拉唑；D美托洛尔；E咪达唑仑。 

Fig. 3  Mean plasma concentration- time curve of five probe drugs  
Aphenacetin; Btolbutamide; Comeprazole; Dmetoprolol; Emidazolam.  

表 6  非那西丁、甲苯磺丁脲、奥美拉唑、美托洛尔和咪达唑仑的主要药动学参数( sx  , n=6) 

Tab. 6  Main pharmacokinetics parameters of phenacetin, tolbutamide, omeprazole, metoprolol and midazolam( sx  , n=6) 

分析药物 
药动学参数 

T1/2/h Tmax/h CL/F/L·h1·kg1 Cmax/ng·mL1 AUC0-t/ng·mL1·h AUC0-∞/ng·mL1·h 

非那西丁 2.66±2.28 0.30±0.18 1.87±0.60 4 181.74±574.90  5 868.30±2 062.87   5 871.11±2 065.19 

甲苯磺丁脲 6.99±1.10 0.70±0.27 0.02±0.00  5 332.69±1 568.87  58 056.34±15 569.16   64 276.87±15 555.53

奥美拉唑 0.66±0.39 0.12±0.00 0.75±0.20  24 671.01±11 508.79 14 181.67±4 085.40 14 181.667±4 085.40 

美托洛尔 3.02±2.63 0.30±0.18 0.90±0.13 462.70±97.74 1 123.67±180.469 1 131.01±190.89 

咪达唑仑 1.37±0.16 0.23±0.25 1.14±0.31  750.53±202.62 946.91±322.03  946.91±322.03 
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品有较大的干扰。而以乙腈-水作为流动相，背景

噪音较低，同时被检测 5 种探针药物的 LLOQ 均

达到药动学考察的要求。并且在水中加入少量的

甲酸(0.1%甲酸最优)改变流动相的 pH 值，通过提

高离子化效率，峰型得到明显改善。 

血浆样本处理预试验中，比较了乙酸乙酯萃

取、甲醇沉淀和乙腈沉淀法。乙酸乙酯萃取操作

复杂，耗时；蛋白沉淀操作简便、回收率高、重

复性好。因此本研究采用蛋白沉淀法对样品进行

处理。进一步对沉淀剂中的甲醇和乙腈进行比较，

发现后者的沉淀效果更好，色谱峰不受干扰，峰

型良好，因此采用乙腈沉淀法。 

本研究采用 UHPLC-MS/MS 同时检测大鼠血

浆中非那西丁、甲苯磺丁脲、奥美拉唑、美托洛尔

和咪达唑仑的浓度。有文章报道，采用 HPLC 对大

鼠体内 CYP450 酶活性进行检测，该法样品处理较

为复杂，样品分析时间需>10 min[17-18]。而本研究

采用的方法操作方便、灵敏度高、专属性强、检测

周期短，仅需 3 min 即可满足生物样品的分析要求。 

此前已有文献采用非那西丁、甲苯磺丁脲、

奥美拉唑、美托洛尔和咪达唑仑中的部分药物，

与其他探针药物如咖啡因(CYP1A2)、右美沙芬

(CYP2D6)、氯唑沙宗(CYP2E1)组成“Cocktail”进

行CYP450酶活性研究，并报道了其药动学参数[18-20]。

但较多采用静脉给药，并无灌胃后相关药动学数

据。有文献虽采用 Cocktail 法通过大鼠灌胃探针药

进行研究[21]，但给药剂量和探针药组成不完全相

同，因此药动学参数存在一定的差异。本研究不

仅可以提供简便、灵敏的测定方法，更为体内

CYP450 酶活性研究提供了基础实验数据。 
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