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rasH2 转基因小鼠与 C57BL/6 小鼠单次灌胃 F3SM 动力学参数比较 

刘  悦，孔  琦，樊  星，呼  丹，董延生，马华智，吴纯启，钟  武，王全军，丁日高 
军事医学科医学院毒物药物研究所，抗毒药物与毒理学国家重点实验室（军事医学科学院），国家北京药物安全评价研究

中心，北京  100850 

摘  要：目的  比较 C57BL/6 小鼠（简称 C57 小鼠）和 rasH2 转基因小鼠（Tg rasH2 小鼠）单次给予相同剂量受试药物 F3SM
后，代谢动力学参数的差异，观察两种动物对于 F3SM 的代谢动力学的一致性。方法  选用相同周龄的 C57 小鼠和 Tg rasH2
小鼠各 4 只，ig 给予相同剂量（60 mg/kg）的 F3SM 羧甲基纤维素钠溶液。在给药后 5、15、30 min 及 1、3、10、24 h 各时

间点进行采血，采血量≥40 μL，从血样中分离出 10 μL 血浆，采用 LC-MS/MS 方法对样品的药物浓度进行检测，用软件计

算得出 AUC(0-t)、MRT(0-t)、t1/2、Tmax 和 Cmax，用配对 t 检验进行差异性分析。结果  对 C57 小鼠和 rasH2 转基因小鼠的 AUC(0-t)、

MRT(0-t)、t1/2、Tmax 和 Cmax 进行配对 t 检验，显示差异无显著性；二者药时曲线也大致相近。结论  单次给药后，C57 小鼠

和 Tg rasH2 小鼠对药物 F3SM 的代谢特征无显著差异，提示 C57 小鼠与 Tg rasH2 小鼠对本药物的代谢特征相似，提示在开

展 Tg rasH2 小鼠研究中，可首先采用 C57 小鼠进行毒性预探研究。 
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Comparison on pharmacokinetic parameters in blood of 2 species mouse after 
single ig administration of F3SM 
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Abstract: Objective  To compare the pharmacokinetic parameters between C57BL/6 mice (C57 mice) and rasH2 transgenic mice (Tg 
rasH2 mice) after a single ig administration of the same dose of test drug F3SM, to evaluate the consistence of the two animals for 
F3SM in metabolism kinetics. Methods  Picked the same week-old C57 mice and TgrasH2 mice, four mice per species. Following a 
single ig administration of the same dose (60 mg/kg) of sodium carboxymethyl cellulose solution F3SM, the blood samples (≥ 40 μL) 
were collected at 0.5 min, 15, 30, 60 min,, and 10 and 24 h after administration. Plasma (10 μL) was separated out from each of the 
blood samples, determined by LC-MS/MS for the concentration of F3SM. AUC(0-t), MRT(0-t), t1/2, Tmax, and Cmax were carried out by 
software and Paired Sample T test was used for difference analysis. Results  Paired Sample T test of two kinds mice on AUC(0-t), 
MRT(0-t), t1/2, Tmax, and Cmax turned out (P > 0.05), showing no significant difference, and drug concentration-time profile of the two 
species mice were roughly similar. Conclusion  After a single administration, C57 and Tg rasH2 mice have no significant difference in 
drug metabolism characteristics, suggesting that C57 and Tg rasH2 mice have the similar metabolic characteristics of this drug, and we 
could conduct toxicity prediction research first with C57 mice when carrying out research by Tg rasH2 mice. 
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药物的致癌性实验是创新药物安全性评价和上

市风险控制内容的重要组成部分，对于明显存在潜

在致癌毒性的化合物，药政管理部门要求在早期进

行致癌试验研究，用来支持后续的临床试验。而越

来越多的证据表明，经典的 2 种啮齿类终身暴露致

癌毒性评价体系存在诸多局限与缺陷。替代试验在 
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指导原则中的出现为致癌毒性研究带来了更加灵活

多样的选择，也为致癌性试验的进步和发展带来了

契机。自 1996 年转基因小鼠模型出现在 ICH 的指

导原则中以来，美国 FDA 已经接受了一些使用转

基因小鼠模型的致癌性试验[1-2]。其中，rasH2 和

p53+/−两种转基因小鼠价值最为突出。与 p53+/−小鼠

只能用于评价遗传毒性致癌物质不同，rasH2 转基

因小鼠（Tg rasH2 小鼠）同时适用于遗传毒性和非

遗传毒性的致癌物，使用范围更广。该模型选用

BALB/c 小鼠和 C57BL/6 小鼠的杂交 F1 代，在基因

中转入了多份与细胞增殖相关的 c-Ha-ras 基因拷

贝，使得小鼠模型对致癌物质具有很强的敏感性[2]，

预测准确率可达到 76%[3]。但目前，国内还没有对

于这种模型开展相关研究的文献或数据。 
在小鼠实验中，受其血容量限制，进行毒代动

力学研究需要单独设立卫星组，且动物数量较多。

在现阶段，使用 Tg rasH2 小鼠开展的短期致癌试验

中，毒代卫星组通常选用转基因小鼠的同窝野生  
型[4]，而目前 Tg rasH2 小鼠模型和它的同野生型只

有日本开发源公司能够培育、提供，都只能通过进

口获得，运输不便而且价格昂贵，应用起来还存在

一些需要解决的问题。 
另外，药物毒性试验选用的动物模型如果与前

期研究中的实验动物代谢特征相近，毒性试验的结

果更具有连贯性和说服力。而且，致癌试验的剂量

选择通常需要通过一批动物进行预实验来确定，而

分批购买转基因小鼠周期长，代价高昂。所以，有

必要对转基因小鼠和常用品系小鼠对药物代谢动力

学的特点进行比较，以便于优化和简化试验的设计。 
F3SM 是军事医学科学院毒物药物研究所合成

的新化合物，是一种新的 PPARδ激动剂，化学名为

2-[2-甲基-4-[4-[2-[4-(三氟甲基)苯基]嘧啶基]甲硫

基]苯氧基]乙酸，主要药理作用为调节脂质代谢；

口服利用度＞85%，最佳有效剂量 5～10 mg/kg。本

文试验以 F3SM 为测试药物，初步比较 Tg rasH2 小

鼠与C57小鼠两种动物单次给药后的代谢动力学特

征，为更好地开展 Tg rasH2 小鼠研究工作提供有力

的研究数据。 
1  仪器与材料 
1.1  主要仪器 

美国Agilent QQQ 6410三联四极杆串联液相色

谱﹣质谱联用仪（LC/MS/MS）；色谱柱选用美国

Agilent 公司 C-18 柱（50 mm×2.1 mm， 3.5 μm）。 

1.2  药物及主要试剂 
F3SM，批号 20130509，质量分数 99.72%，由

军事医学科学院毒物药物研究所提供；羧甲基纤维

素钠，化学纯，批号 20120928；国药集团化学试剂

有限公司；F3SM 溶液：用蒸馏水配制均匀的 0.5%
羧甲基纤维素钠溶液作为溶剂，将 F3SM 配制成 6 
mg/mL 的混悬液；甲醇、乙腈为色谱纯，购于 J&K 
Chemical Ltd.；超纯水由 Milli-Q Reagent Water 
System（美国）制备；甲酸，分析纯，批号 A20471，
J. T. Baker。 
1.3  动物 

10 周龄 SPF 级 Tg rasH2 小鼠 4 只，购于日本

Nomura Jimusho 公司，小鼠在出厂前 6 周龄时接受

基因型检测，确定转入人源 c-Ha-ras 基因。10 周龄

SPF 级 C57 小鼠 4 只，购于北京维通利华实验动物

技术有限公司。 
小鼠饲养于军事医学科学院国家北京药物安全

评价研究中心屏障设施内，实验设施合格证号为

SCXK-（军）2012-0019。室温控制在 20～25 ℃，湿

度 40%～70%，12 h 照明，12 h 黑暗。饲养方式为笼

养，每笼 2 只，Tg rasH2 小鼠单独房间饲养。 
本中心动物屏障设施经国际实验动物评估和认

可管理委员会（Association for Assessment and 
Accreditation of Laboratory Animal Care，AAALAC）
认可，也完全遵守中华人民共和国的相关实验动物

福利的管理规定。动物试验方案均经过本中心的动

物福利委员会（Institutional Animal Care and Use 
Committee，IACUC）审查，批准后方可开始试验。 
2  方法与结果 
2.1  血样采集 

选用相同周龄的 C57 小鼠、Tg rasH2 小鼠各 4
只，ig 给予相同剂量（60 mg/kg）的 F3SM 羧甲基

纤维素钠溶液。在给药后 5、15、30 min 和 1、3、
10、24 h，共 7 个时间点进行采血，采血量≥40 μL，
采血方式为颌下静脉采血。 
2.2  样品前处理方法 

血样采入肝素抗凝管中，将采血管缓慢转动使

血样与抗凝剂充分混匀。样品以 3 000 r/min、4 ℃
离心 10 min，分离血浆；拟用 10 μL 血浆/时间点。

移出血浆于−80 ℃冻存备测。 
2.2.1  标准血浆样品   取空白小鼠血浆样品 10 
μL，加入 F3SM 10 μL 系列标准溶液，40 μL 乙腈溶

液（含内标紫杉醇 500 ng/mL），混旋 1 min，13 000 



  Drug Evaluation Research  第 38 卷 第 3 期  2015 年 6 月 - 281 -

r/min 离心 10 min。取上清液 30 μL，进样 5 μL 用

于 LC/MS/MS 分析。 
2.2.2  待测血浆样品  取血浆样品 10 μL，加入 10 
μL 甲醇和 40 μL 乙腈溶液（含内标紫杉醇 500 
ng/mL），混旋 1 min，13 000 r/min 离心 10 min。取

上清液 100 μL，进样 5 μL 用于 LC/MS/MS 分析。 
2.3  生物样品中 F3SM 测定方法的建立 
2.3.1  色谱条件  Agilent C-18 柱（50 mm×2.1 mm， 
3.5 μm）；流动相为水-乙腈-0.1%甲酸（35∶65∶
0.1）；体积流量 0.3 mL/min；柱温 23 ℃。 
2.3.2  质谱条件  离子化方式：电喷雾（ESI）；喷雾

电压为 4 000 V；喷雾压力 137.895 kPa；温度 350 ℃。

F3SM 和内标检测的 m/z 分别为 435.1 和 876.3。选择

性离子（SRM）方式检测 m/z 435.1 的碎片离子为 m/z 
269.1 和 238.1（碎裂电压 30 V）；m/z 876.3 的碎片离

子为 m/z 591.3 和 308.1（碎裂电压 25 V）。 
2.4  测定生物样品中 F3SM 方法学考察 
2.4.1  标准曲线  分别精密吸取 C57 小鼠和 Tg 
rasH2 小鼠血浆 10 μL，分别加入含 F3SM 系列工作

液，混匀后制成含 F3SM 治疗浓度范围为 5～5 000 
μg/L 的标准样品，方法参见“1.5.1”操作步骤，然

后按“1.6.1”色谱条件进行分析。在本研究样品的

处理方法和色谱条件下，在 F3SM 保留时间处无干

扰峰出现（图 1），C57 小鼠血浆样品和 Tg rasH2
小鼠血浆样品在 F3SM 5～5 000 μg/L 线性关系良

好。标准曲线方程为 Y＝7.144 3X＋0.048 2（C57 小

鼠，r2＞0.99）；Y＝7.436 9X＋0.052 0（Tg rasH2 小

鼠，r2＞0.99）。 
2.4.2  精密度  按上述方法制备分别含 F3SM 20、
200、4 000 μg/L 的质控样品，以相同方法处理后进

样分析。比较以上样品于日内 5 次测定的 F3SM 浓

度变化，计算日内精密度；连续测定 3 d，计算日间

精密度。F3SM 在两种小鼠血浆中的日内、日间 RSD
均＜10%，说明 F3SM 在 C57 和 Tg rasH2 小鼠血浆

中精密度符合检测要求（表 1、2）。 
表 1  F3SM 在 C57 小鼠和 Tg rasH2 小鼠血浆中的日内精

密度( x ±s, n = 15) 
Table 1  Intraday precision of F3SM in plasma of C57 and 

Tg rasH2 of mice ( x ±s, n = 15) 
C57 小鼠 rasH2 小鼠 F3SM/ 

(μg·L−1) 测定值/(μg·L−1) RSD/% 测定值/(μg·L−1) RSD/%
20 21.30±0.81 3.83 20.99±1.06 5.05 

200 194.35±14.00 7.20 198.55±16.05 8.08 
4 000 4 221.52±185.54 4.42 3 986.50±67.78 1.70 

表 2  F3SM 在 C57 小鼠和 Tg rasH2 小鼠血浆中的日间精

密度( x ±s, n = 15) 
Table 2  Interday precision of F3SM in plasma of C57 and 

rasH2 mice ( x ±s, n = 15) 
C57 小鼠 rasH2 小鼠 F3SM/

(μg·L−1) 测定值/(μg·L−1) RSD/% 测定值/(μg·L−1) RSD/%
20 21.30±1.01 4.76 20.99±1.25 5.95

200 194.36±16.67 8.58 198.58±17.48 8.94
4 000 4 221.52±308.11 7.30 4 076.50±309.41 7.59

2.4.3  稳定性  制备在小鼠血浆中含 F3SM 20、
200、4 000、5 000 μg/L 的血浆样品，分别考察室温

保存（4 h），在−20 ℃下放置 30 d 以及样品经处理

后放置 10 h 后的稳定性。所有样品的标准偏差绝对

值均小于 5%，表明小鼠血浆中 F3SM 在上述条件

下均稳定。 
2.4.4  回收率  按上述方法制备分别含 F3SM 20、
200、4 000 μg/L 的质控样品，以相同方法处理后进

样分析。比较以上样品于日内 5 次测定的峰面积变

化，计算日内精密度。同时将峰面积代入标准曲线

方程，计算 F3SM 浓度，与加入浓度相比较，求得

方法回收率，用以表示分析方法准确度。 
表 3  F3SM 在 C57 小鼠和 Tg rasH2 小鼠血浆中的回收率 

( x ±s, n = 15) 
Table 3  Recovery rate of F3SM in plasma of C57 and rasH2 

mice ( x ±s, n = 15) 
回收率/% 

F3SM/(μg·L−1)
C57 小鼠 rasH2 小鼠 

20 87.90±1.81 87.86±1.76 
500 100.68±9.99 100.70±9.94 

2 000 100.06±27.53 100.16±27.37 

2.5  C57 小鼠和 Tg rasH2 小鼠单次 ig F3SM 动力

学参数比较 
质 谱 数 据 分 析 采 用 “ Agilent MassHunter 

Quantitative Analysis”软件数据处理系统；药物代

谢动力学参数分析采用“DAS 实用药代动力学程序

2.0”分析软件，用房室模型和统计矩方法计算 Tg 
rasH2 小鼠和 C57 小鼠单次 ig 给药 F3SM 的主要代

谢动力学参数；代谢动力学参数间统计差异分析采

用“SPSS statistics 19.0”进行统计学比较分析。 
对两种小鼠单次给药后的 AUC(0-t)、MRT(0-t)、

t1/2、Tmax 和 Cmax 采用 t 检验进行分析，其差异均无

统计学意义（P＞0.05），说明本次试验中两种小鼠

对药物F3SM的代谢动力学参数无显著差异（表 4）。 
对两种小鼠单次给予 F3SM 后 5、15、30 min

及 1、3、10、24 h 7 个时间点的血药浓度做出血药

浓度–时间曲线，显示给药后的趋势基本一致，差

异不显著（图 3）。 



  Drug Evaluation Research  第 38 卷 第 3 期  2015 年 6 月 - 282 - 

     
1- F3SM; 2- 紫杉醇 

1- F3SM; 2- Taxol 

图 1  C57 小鼠空白血浆（A）、对照品 F3SM 和内标紫杉醇（B）及给予 F3SM 后 5 min 血浆样品（C）的色谱图 
Fig. 1  Chromatograms of blank plasma (A), reference substance F3SM and internal satandard Taxol (B), and plasma 

sample after administration at 5 min (C) in C57 mice 

     
1- F3SM; 2- 紫杉醇 

1- F3SM; 2- Taxol 

图 2  Tg rasH2 小鼠空白血浆（A）、对照品 F3SM 和内标紫杉醇（B）及给予 F3SM 后 5 min 血浆样品（C）的色谱图 
Fig. 2  Chromatograms of blank plasma (A), reference substance F3SM and internal satandard Taxol (B), and plasma 

sample after administration at 5 min (C) in Tg rasH2 mice 

表 4  单次给予两种小鼠 F3SM（60 mg·kg−1）后的药动学

参数( x ±s, n = 4) 
Table 4  Pharmacokinetic parameters in blood of 2 species  

mice after single administration of F3SM (60 
mg·kg−1) ( x ±s, n = 4) 

参数/单位 C57 小鼠 rasH2 小鼠 
AUC/(μg·L−1·h−1) 68 925.01±11 212.10 62 689.68±12 291.90
MRT/h 8.03±2.48 7.31±0.97 
t1/2z/h 18.70±7.20 14.83±1.17 
Tmax/h 0.50±0.15 0.33±0.14 
Cmax/(μg·L−1) 12 989.77±1 588.61 13 680.83±1 983.71

3  讨论 
    本试验中，对 C57 小鼠与 Tg rasH2 小鼠单次给

予 F3SM 后的几项基本代谢动力学参数进行比较，

结果表明，两种小鼠对于受试药物 F3SM 代谢特征

相近，提示了药物在 C57 小鼠体内的代谢情况外推

至转基因小鼠模型的可能性。目前，已有对于 Tg 
rasH2 小鼠及其野生型之间代谢特征的研究[5]，而对 

 
图 3  单次给予两种小鼠 F3SM（60 mg·kg−1）后的药-时曲

线(n = 4) 
Fig. 3  Concentration-time profile of F3SM 

(60 mg·kg−1) after administration (n = 4) 

转基因小鼠和亲代动物之间的代谢特征研究较少。

更完整的代谢对比，还需要对两种动物的代谢酶系

的诱导情况进行系统地比较[6-8]，这一部分内容将作
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为本课题组下一步的研究方向。 
确定C57小鼠与Tg rasH2小鼠对药物的代谢无

差异，能够帮助致癌试验的剂量摸索直接参考药物

前期研究中的小鼠试验数据，能够使受试药物的药

效学研究与毒性研究更加连贯，在将来外推至临床

试验用药剂量时更加具有参考价值；并且可以使用

C57 小鼠进行致癌试验剂量选择的预实验，为转基

因小鼠试验的设计提供直接依据；另外还可能使用

C57 小鼠代替转基因小鼠野生型作为 Tg rasH2 小鼠

短期致癌试验中的毒代卫星组，提供药物代谢动力

学数据。这样，目前价格昂贵、运输繁琐的 Tg rasH2
小鼠模型推广使用的便利程度将大大提高，也能使

应用新模型的成本大量减少。对两种小鼠代谢特征

的比较，是对转基因小鼠模型的初步探索，期望能

为新模型的应用提供有用的支持条件。 
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