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N-硬脂酰酪氨酸的理化性质研究 

殷  莎，唐双奇，乐可佳，刘坚华，杨若林，沈征武，谢一凡，陆  阳* 
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摘  要：目的  表征 N-硬脂酰酪氨酸及其盐的理化常数和血浆蛋白结合率。方法  采用摇瓶法及 HPLC-UV 法测定 N-硬脂

酰酪氨酸及其盐在不同介质和 pH 值下的溶解度、表观脂水分配系数，采用平衡透析法测定血浆蛋白结合率。结果  N-硬脂

酰酪氨酸盐的溶解度和血浆蛋白结合率明显优于其原型药物；N-硬脂酰酪氨酸的溶解度为（27.62±0.43）mg/L，其二钾盐

的溶解度为（51.70±0.29）mg/L；N-硬脂酰酪氨酸及其二钾盐的血浆蛋白结合率分别为 20.96%～23.11%、35.41%～40.38%。

结论  N-硬脂酰酪氨酸成盐后其理化性质得到明显改善。 
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Physicochemical properties of N-stearoyltyrosine 
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Department of Pharmacy, Shanghai Jiao Tong University School of Medicine, Shanghai 200025, China 

Abstract: Objective  To characterize the physicochemical parameters and plasma binding ratio of N-stearoyltyrosine and its salts. 
Methods  The solubility, the apparent partition coefficient of N-stearoyltyrosine and its salts in various media, and different pH 
values were measured via a shake flask method and high performance liquid chromatography with ultraviolet detection (HPLC-UV) 
method. The plasma protein binding ratio was conducted under dialysis equilibrium method. Results  The solubility and plasma 
binding ratio of N-stearoyltyrosinates were better than those of N-stearoyltyrosine. The solubility of N-stearoyltyrosine was (27.62 ± 
0.43) mg/L while that of dipotassium N-stearoyltyrosine (NsTyr-2K) (51.70 ± 0.29) mg/L. The plasma protein binding ratios were 
20.96% — 23.11% and 35.41% — 40.38% for N-stearoyltyrosinate and NsTyr-2K, respectively. Conclusion It has the significant 
improvement of physicochemical properties of N-stearoyltyrosine after formation of salt. 
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阿尔兹海默病（Alzheimer’s disease，AD）是

老年人易发的中枢神经系统变性疾病，其发病率逐

年攀升[1-3]。但目前临床上用于 AD 治疗的药物种类

及疗效均十分有限，不少药物伴有严重的不良反应

和毒副作用[4-7]。因此寻找和发现安全有效治疗 AD
的新药具有迫切的社会需求。N-花生四烯酰乙醇胺

（anandamide，AEA）是 早发现的内源性大麻素类

化合物，在 AD 的病理条件下，神经细胞按需合成

AEA 以起到神经保护作用[5-10]。但由于 AEA 的稳

定性和选择性的限制，该化合物不能直接作为药物

用于 AD 的治疗。N-硬脂酰酪氨酸作为 AEA 的衍生

物，可抑制 AEA 代谢酶–脂肪酰胺水解酶，间接

提高体内 AEA 的浓度[11]，减少 β-淀粉样蛋白的合

成与释放、缓解 β-淀粉样蛋白引起的炎症和兴奋性

毒性反应，增强突触可触性以发挥神经保护作用，

从而有效阻抑 AD 进程[12-15]。虽然 N-硬脂酰酪氨酸

具有优良的神经保护活性，但其水中溶解度小，生

物利用度低，而 N-硬脂酰酪氨酸成盐后，可有效避 
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免上述缺点，因此研究 N-硬脂酰酪氨酸及其盐的理

化性质、药效学、药动学及毒理学可为 N-硬脂酰酪

氨酸结构改造、剂型配伍及临床研究设计提供科学

依据。本文报道了在体内外测定 N-硬脂酰酪氨酸及

其盐浓度的方法，比较了两者理化性质的差异，为

后期研究提供了依据。 
1  仪器与材料 
1.1  药品与试剂 

N-硬脂酰酪氨酸及其盐（NsTyr-2K、NsTyr- 
2Na）、内标物山嵛酰酪氨酸由本实验室制备，批号

分别为 20131021、20130322、20130426、20130912，
结构均经 NMR 及 ESI-MS 确证，其质量分数经

HPLC 法验证大于 98%。 
氢氧化钠、磷酸二氢钠、磷酸氢二钠、无水磷

酸二氢钾、磷酸氢二钾·3H2O、氯化钠、浓盐酸均

为分析纯，国药集团化学试剂有限公司提供。甲酸

（HCOOH，规格 500 mL）为色谱级（ROE，美国）。

18.2 MΩ-cm 超纯水由 NANOpure 系统制备。透析

膜为美国 Spectrumlabs 订制版，43 mm，MWCO 
8 000～14 000，购自上海绿鸟科技有限公司。 
1.2  仪器 

安捷伦 1100 高效液相色谱系统（美国安捷伦公

司），ESA Coulochem III 型电化学检测器，Nanopure
超纯水系统（Thermo），AA—200 型电子天平（美

国 Denver 仪器公司），3K18 型高速冷冻离心机

（Sigma 公司），DW—862626 超低温冰箱（海尔集

团），G—560E 涡旋振荡器（美国 Scientific Industries），
HGC—24 型氮吹仪（HA），CHA—SA 型空气浴摇

床（金坛市国旺实验仪器厂）。 
1.3  实验动物 

SD 大鼠，150～180 g，雄性，由上海交通大学

医学院实验动物中心提供，生产许可证号 SCXK
（沪）2008-0016，使用许可证号 SYXK（沪）

2008-0050。SD 大鼠在实验室内饲养 3～5 d 后使用。 
2  方法与结果 
2.1  溶液的配制 
2.1.1  磷酸盐缓冲液的配制  按《中国药典》2010
年版二部附录记载的方法配制 pH 2.0、3.0、4.0、5.0、
6.0、7.0、7.4、8.0、9.0 的系列缓冲液，以 0.1 mol/L 
HCl 及 NaOH 溶液校准。 
2.1.2  N-硬脂酰酪氨酸及其盐的正辛醇溶液的配制  
分别精密称取 N-硬脂酰酪氨酸、NsTyr-2K 及

NsTyr-2Na 各 20 mg，定容于 10 mL 预先制备水饱

和的正辛醇中，即得 2.000 mg/mL 溶液，备用。 
2.1.3  对照品溶液的配制  分别精密称取 N-硬脂

酰酪氨酸、NsTyr-2K 及 NsTyr-2Na 各 200 mg，置

于 100 mL 量瓶中，加甲醇至刻度，得 2.000 mg/mL
储备液。 

精密称取山嵛酰酪氨酸 200 mg，置于 10 mL 量

瓶中，加甲醇至刻度，即得 20 mg/mL 内标储备液。

精密移取一定体积该储备液，以甲醇定容于 10 mL
量瓶中，得 3 mg/mL 内标对照品溶液，供血浆蛋白

结合率测定用。 
2.1.4  透析外液和透析内液的配制  透析外液为

pH 7.4 的磷酸盐缓冲液。精密称定 14.11 g 磷酸氢二

钾、2.59 g 磷酸二氢钾和 1.99 g 氯化钠，以去离子

水定容至 1 L 后，调节 pH 值至 7.4，置 4 ℃冰箱保

存，待用。 
透析内液为大鼠血浆，由 SD 大鼠颈动脉取血，

肝素钠抗凝，4 500 r/min 离心 15 min 后分离血浆，

待用。 
2.2  透析液的处理 

取透析外液（pH 7.4 缓冲液）0.5 mL，加入对

照品溶液 300 μL 及 3 mg/mL 内标溶液 200 μL，涡

旋振荡 30 s，于 60 ℃水浴挥干，以 500 μL 流动相

复溶样品，微孔滤膜滤过，进样 10 μL 进行 HPLC
分析。 

取透析内液（空白血浆）0.5 mL、系列对照品

溶液300 μL及3 mg/mL内标溶液200 μL，加入3 mL
甲醇沉淀血浆蛋白，涡旋混合 30 s，3 000 r/min 离

心 10 min，吸取上清液，60 ℃水浴挥干。以 500 μL
流动相复溶样品，微孔滤膜滤过，进样 10 μL 进行

HPLC 分析。 
2.3  溶解度及表观脂水分配系数的测定 

2.3.1  色谱条件  安捷伦 Eclipse XCD-C8 色谱柱

（150 mm×4.6 mm，5 μm），流动相为甲醇–水

（0.2%甲酸）（82∶18）（血浆蛋白结合率实验比例

为 80∶20），检测波长 220 nm（N-硬脂酰酪氨酸）、

225 nm（NsTyr-2K）、224 nm（NsTyr-2Na），体积

流量为 1.0 mL/min，柱温 25 ℃，进样量 10 μL。 
2.3.2  标准曲线的制备  对照品储备液以甲醇稀释

成质量浓度分别为 25、50、75、100、200、250、
300、400、500、600、800、1 000 μg/mL 对照品溶

液，进样分析。以峰面积对质量浓度进行线性回归，

得线性方程。N-硬脂酰酪氨酸：A＝8.537 2 C＋

130.04，r=0.999 2；NsTyr-2K：A＝9.674 5 C＋
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162.55，r=0.999 7；NsTyr-2Na：A＝9.323 0 C＋

280.26，r=0.999 4。结果表明，N-硬脂酰酪氨酸在

25～1 000 μg/mL，NsTyr-2K 在 25～2 000 μg/mL，
NsTyr-2Na 在 50～2 000 μg/mL 与峰面积的线性关

系良好。 
2.3.3  精密度试验  取低、中、高质量浓度（200、
400、1 000 μg/mL）的对照品溶液每天进样 6 次，

每次 10 μL，连续测定 3 d，记录峰面积并计算 RSD
值，结果见表 1。日内精密度及日间精密度均小于

2%，结果表明该方法精密度良好。 

2.3.4  回收率试验  取低、中、高质量浓度（200、
400、1 000 μg/mL）的样品溶液，每次进样 10 μL
分析，记录峰面积后以线性方程折算相应质量浓度，

并按回收率=实测质量浓度值/理论质量浓度值×

100%计算低、中、高质量浓度样品的回收率，结果

见表 2。 
2.3.5  溶解度的测定  将过量 N-硬脂酰酪氨酸、

NsTyr-2K和NsTyr-2Na分别置于 25 mL具塞锥形瓶

中[16]，加入 5 mL 去离子水或 pH 2.0～9.0 的缓冲液，

室温下超声震荡 1 h，然后在（37±1）℃下恒温振 
 

表 1  N-硬脂酰酪氨酸及其盐类的精密度试验结果 
Table 1  Precision test of N-stearoyltyrosinate and its salts 

N-硬脂酰酪氨酸 NsTyr-2K NsTyr-2Na 质量浓度/ 

 (μg·mL−1) 日内 RSD/% 日间 RSD/% 日内 RSD/% 日间 RSD/% 日内 RSD/% 日间 RSD/%

200 0.960 0.037 0.827 1.162 1.838 1.632 

400 0.486 0.112 1.356 1.277 1.387 1.337 

1 000 0.235 0.233 0.921 1.512 1.226 1.438 

 

表 2  N-硬脂酰酪氨酸及其盐类的回收率试验结果 
Table 2  Recovery of N-stearoyltyrosinate and its salts 

N-硬脂酰酪氨酸 NsTyr-2K NsTyr-2Na 理论质量浓度/ 

 (μg·mL−1) 实测值/(μg·mL−1) 回收率/% 实测值/(μg·mL−1) 回收率/% 实测值/(μg·mL−1) 回收率/% 

200 184.324 92.162 182.499 91.250  184.956 92.478 

400 412.177 103.044 388.652 97.163  412.713 103.178 

1 000 963.587 96.359 1 022.365 102.237 1 023.217 102.322 

 
荡 24 h，以 12 000 r/min 离心，吸取上清液，经微

孔滤膜过滤后，续滤液进样 10 μL，分析得该温度

下 N-硬脂酰酪氨酸及其盐类的溶解度。N-硬脂酰酪

氨酸、NsTyr-2K、NsTyr-2Na 在水中溶解度分别为

（27.62±0.43）、（51.70±0.29）、（92.65±0.52）mg/L。
在各 pH 值下溶解度的变化见表 3，结果表明随着溶

液 pH 值上升，N-硬脂酰酪氨酸盐类溶解度呈增加

趋势。当 pH 值＜4，NsTyr-2K、NsTyr-2Na 溶解度

随 pH 值增加的趋势趋于稳定，而当 pH 值＞4 时，

溶解度随着 pH 值增加的趋势又趋于明显。 
2.3.6  表观脂水分配系数的测定  精密移取 N-硬
脂酰酪氨酸及其盐的饱和正辛醇溶液 1 mL 于试管

中，加入同体积经正辛醇饱和的水或缓冲溶液，在

（37±1）℃，100 r/min 恒温振荡 24 h，静置，12 000 
r/min 离心，取下层水溶液，微孔滤膜滤过，续滤液 

表 3  N-硬脂酰酪氨酸及其盐在不同 pH 值缓冲液中溶解度 
Table 3  Solubility of N-stearoyltyrosinate and its salts 

in various pH buffer solution systems 
溶解度/(mg·L−1) 

pH 值 
NsTyr-2K NsTyr-2Na N-硬脂酰酪氨酸

2.0 49.290 66.939 27.633 

3.0 58.504 66.335 31.854 

4.0 188.156 195.372 74.536 

5.0 220.693 232.102 129.237 

6.0 243.482 274.630 168.943 

7.0 251.430 318.016 194.189 

7.4 270.414 374.484 211.891 

8.0 285.935 463.903 247.469 

9.0 369.807 512.645 305.942 
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进样 10 μL 分析。按照公式 Ko/w=C 油相/C 水相，取对

数后得表观脂水分配系数（lgP）。结果表明，N-硬
脂酰酪氨酸、NsTyr-2K 和 NsTyr-2Na 的 lgP 分别为

1.573、1.512、1.477。在各 pH 值缓冲溶液中其 lgP
变化趋势见表 4。NsTyr-2K 和 NsTyr-2Na 在酸性及

中性体系中的表观脂水分配系数无明显的变化

（lgP＞1.2）。此时药物主要以原型 N-硬脂酰酪氨酸

形式存在，表现出一定疏水性，主要分布于正辛醇

中；在高 pH 值体系中，N-硬脂酰酪氨酸盐类表现

出一定亲水性，N-硬脂酰酪氨酸盐类溶于水相中导

致 lgP 下降（1＜lgP＜1.2）。 
2.4  血浆蛋白结合率的测定 
2.4.1  专属性试验  在该色谱条件下，NsTyr-2K 及

内标物山嵛酰酪氨酸的保留时间分别为 23、32 min，
内源性物质对主峰没有干扰，分离度良好。结果见

图 1。 

表 4  在不同 pH 缓冲液中 N-硬脂酰酪氨酸及其盐的表观脂

水分配系数 
Table 4  Apparent partition coefficient of N-stearoyltyrosinate 

and its salts in various pH buffer solution systems 

 lg P  
pH 值

NsTyr-2K NsTyr-2Na N-硬脂酰酪氨酸 

2.0 1.881 1.698 2.140 

3.0 1.485 1.462 2.077 

4.0 1.205 1.183 1.923 

5.0 1.341 1.272 2.103 

6.0 1.461 1.300 2.043 

7.0 1.578 1.497 2.054 

7.4 1.222 1.467 2.005 

8.0 1.140 1.458 1.999 

9.0 1.119 1.340 1.936 

 

 

 
A-空白透析外液  B-空白透析外液＋600 μg/mL 内标溶液  C-空白透析外液＋600 μg/mL 透析样品溶液＋600 μg/mL 内标溶液  D-空白透析内

液  E-空白透析内液＋600 μg/mL 内标溶液  F-空白透析内液＋600 μg/mL 透析样品溶液＋600 μg/mL 内标溶液  1-内标物山嵛酰酪氨酸  
2-NsTyr-2K 
A- buffer  B-buffer + 600 μg/mL internal standard solution  C-buffer + 600 μg/mL sample solution + 600 μg/mL internal standard solution  D- plasma  
E-plasma + 600 μg/mL internal standard solution  F-plasma + 600 μg/mL sample solution + 600 μg/mL internal standard solution  1-NnTyr  2-NsTyr-2K 

图 1  透析外液和内液中 NsTyr-2K 的色谱图 
Fig. 1  HPLC chromatograms of NsTyr-2K in buffer and plasma samples 

2.4.2  标准曲线的制备  将 NsTyr-2K 对照品溶液

进行透析液的处理，配制 7.5、15、30、40、60、120、
160、200、400、600 μg/mL 溶液，进样分析。以对

照品与内标溶液峰面积比与质量浓度进行线性回

归，得回归方程。透析外液：Y＝0.001 5 X＋0.036 2，
r=0.996；透析内液：Y＝0.002 6 X＋0.020 7，r=0.995。
结果表明 NsTyr-2K 在 7.5～600 μg/mL 线性良好。 

2.4.3  精密度及方法回收率试验  分别取透析外液

和内液各 0.5 mL，加入相应的对照品溶液及内标溶

液，配制 40、160、400 μg/mL 样品溶液，进行透析

液的处理，每个样品进样 3 次，连续 3 d 后，平行 6
个样品，记录峰面积，按回归方程计算 RSD 值，并

按照方法回收率＝实测质量浓度/理论质量浓度×

100%计算，结果见表 5。

 

     
 
 

     

1
A 

2 1 

D E F

0       10      20       30      40      0       10      20       30     40      0       10      20       30      40 
t /min

C B

1 12

0       10      20       30      40      0       10      20       30     40      0       10      20       30      40 
t /min
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表 5  透析内液和外液样品的精密度及方法回收率试验结果（n=6） 
Table 5  Precision and recovery of sample inside and outside dialysis membrane (n=6) 

精密度试验 方法回收率试验 
样  品 

理论质量浓度 / 

(μg·mL−1) 日内 RSD/% 日间 RSD/% 实测质量浓度/(μg·mL−1) 回收率/% RSD/% 

透析内液 40 1.1 2.7 36.746 91.9 3.8 

 160 1.8 2.6 163.736 102.3 0.6 

 400 1.7 2.4 413.948 103.5 1.5 

透析外液 40 0.8 3.6 32.927 82.3 1.9 

 160 0.7 1.9 144.414 90.3 1.9 

 400 0.4 1.9 382.996 95.7 1.6 

 
2.4.4  稳定性及提取回收率试验  分别制备 40、
160、400 μg/mL 透析内液和外液样品，分别置于 4 
℃保存 24 h 及−20 ℃保存 5 d，考察其短期及长期

稳定性，结果见表 6。表明 N-硬脂酰酪氨酸及其盐

类在生物样品中稳定性较好。 

分别取 40、160、400 μg/mL 样品，进行透析液

的处理，N-硬脂酰酪氨酸及 NsTyr-2K 的峰面积与

相应质量浓度对照品溶液未经提取直接进样的峰面

积比较，计算提取回收率。结果见表 6，表明该方

法符合生物样品分析要求。 
 

表 6  透析内液和外液的稳定性及提取回收率试验结果 
Table 6  Stability and extractive recovery of sample inside and outside dialysis membrane 

稳定性试验 提取回收率 

样 品 

理论质量浓度/ 

(μg·mL−1) 短期稳定性 

RSD/% 

长期稳定性 

RSD/% 

实测质量浓度/ 

(μg·mL−1) 
回收率/% RSD/% 

透析内液 40 5.8 9.7 33.748 84.3 3.1 

 160 5.8 2.0 131.915 82.4 6.7 

 400 6.0 1.6 371.036 92.8 1.1 

透析外液 40 5.9 6.5 37.800 94.5 1.9 

 160 3.3 0.9 149.794 93.6 2.6 

 400 2.6 1.7 374.004 93.5 2.2 

 
2.4.5  血浆蛋白结合率测定  血浆蛋白结合率采用

平衡透析法测定[17]。将透析袋一端固定，加入 1 mL
空白大鼠血浆，悬浮于 10 mL 含 40、160、400 μg/mL
药物的透析液中，放置于 37 ℃恒温箱中 28 h 直至

药物扩散平衡。以 10%高氯酸检查是否有蛋白漏出，

分别测定透析袋内外样品质量浓度，按照结合率=
（C 内－C 外）/C 内×100%计算所得血浆蛋白结合率。

每组 4 个平行样品。结果见表 7。N-硬脂酰酪氨酸

的血浆蛋白结合率为 20.96%～23.11%，NsTyr-2K
的血浆蛋白结合率为 35.41%～40.38%。采用 SPSS 
20.0 软件数据分析，经 F 检验证明方差齐性后方差

分析差异无显著性，提示 N-硬脂酰酪氨酸及其盐类

属于低血浆蛋白结合率药物，且其血浆蛋白结合率

不存在浓度相关性。 

表 7  N-硬脂酰酪氨酸及 NsTyr-2K 的血浆蛋白结合率 
Table 7  Plasma protein binding ratio of NsTyr and NsTyr-2K 

样  品 对应质量浓度/  

(μg·mL−1) 

血浆蛋白结 

合率/% 

40 20.96 

160 22.83 

硬脂酰酪氨酸 

400 23.11 

40 35.41 

160 39.60 

硬脂酰酪氨酸二 

钾盐 

400 40.38 
 
3  讨论 

N-硬脂酰酪氨酸具有良好的神经保护作用，但

由于其溶解度低导致给药困难、生物利用度低。其
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成盐后将有效解决上述问题。表征硬脂酰酪氨酸盐

的理化性质，可为剖析其在体内生物转化、设计临

床试验均具有重要指导意义。 
本实验中检测方法主要采用 HPLC-UV 法，在

血浆蛋白结合率检测时为避免内源性干扰采用内标

法，并调整流动相比例以达 佳分离效果。研究结

果表明，N-硬脂酰酪氨酸溶解度较低，成盐后理化

常数得以改善。在胃内低 pH 值环境下，N-硬脂酰

酪氨酸主要以原型经胃黏膜吸收入血；转运过程中，

肠段高 pH 值环境下 N-硬脂酰酪氨酸成盐，难以透

过小肠吸收。依据人体不同部位 pH 值环境中 pKa
的变化可指导 N-硬脂酰酪氨酸类药物剂型设计（如

脂质体、环糊精包合、纳米粒、微乳或控释给药）

及配伍禁忌等。 
本课题组前期研究表明 NsTyr-2K 原料药稳定

性明显优于 NsTyr-2Na，故本实验中采用 NsTyr-2K
作此类活性盐代表，比较成盐药物与原型药物 N-
硬脂酰酪氨酸的血浆蛋白结合率区别。N-硬脂酰酪

氨酸类药物在血中含量少，主要以游离态形式存在，

盐类药物通过增加药物在胃肠道吸收浓度和吸收时

间，使得靶点血药浓度得以提升，药物与血浆蛋白

结合作为“储存药库”维持体内游离型–结合型药

物浓度平衡，因而延长了有效作用时间，并且此类

药物属于低血浆蛋白结合率药物，当与高结合率药

物联合用药时，预计不会出现竞争性抑制导致的副

反应，增加其用药安全性。 
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