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Drug metabolism and metabolite safety assessment in small molecule drug
development
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摘要:药物代谢是小分子药物开发过程中的一项重要研究内容，在药物开发的不

同阶段，需开展一系列体外和体内试验阐明其在人体和动物中的代谢特征。种
属间的代谢差异，可能导致人体和动物中的代谢产物存在明显不同，某些代谢产

物可能仅在人体中出现，或者在人体中的暴露量远高于标准毒理学试验中所用

动物种属的暴露水平，标准毒理学试验可能无法充分识别这些临床相关代谢产

物的安全性风险。因此，在非临床试验中可能需要对可能导致安全性担忧的代
谢产物进行安全性评估。结合工作实践和国内外相关技术指南，本文初步探讨
了小分子药物开发过程中代谢产物的研究策略，界定了何种代谢产物可能会导

致安全性担忧，何时以及如何鉴定这些可能引起安全性担忧的代谢产物，并就如

何进行代谢产物非临床安全性评价提供了建议，以期为研究者和监管机构提供

参考。
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Abstract: Drug metabolism is an important content in the development of
small molecule drug. In vitro and in vivo studies should be conducted at
different stage in drug development to establish its metabolic
characteristics in humans and animals. There may be significant
differences in metabolites between humans and animals due to metabolic
differences between species. The safety of drug metabolites may not be
fully identified and need to be determined in nonclinical studies because
these metabolites may either be identified only in humans or be present at
disproportionately higher levels in humans than in any animal species
used during standard nonclinical toxicology testing. Combined with work
practice and relevant technical guidelines， this paper preliminarily
discusses the strategy of metabolites research in the development of small
molecule drugs，defines which metabolites may cause safety concerns，
provides recommendations to industry on when and how to identify and
characterize drug metabolites that may cause safety concerns，and how to
evaluate the nonclinical safety of these metabolites，so as to provide
references for investigators provide reference for researchers and
regulators.
Key words: small molecule drug; metabolites; nonclinical safety
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新药开发过程中，需要进行一系列的体外和动物

毒理学试验，以预测临床潜在风险，确定潜在药物不

良反应的临床监测指标。但由于种属间差异，小分子
药物在不同动物种属和人体中的代谢产物可能存在

质和量上的差异。尽管这些代谢产物结构上与原形
药物很相似，但仍属于新化合物，理论上可能会给患

者或临床受试者带来与原形药物不相关的安全性风

险。近年来越来越多的证据显示，某些代谢产物也可
能会对药物的药理学作用和毒性反应有一定的贡献，

并且还可能导致药物 －药物相互作用［1 － 4］。若某种
代谢产物仅在人体中出现，或在人体中的水平远高于

标准毒理学试验所用动物种属中的暴露水平，标准毒

理学试验可能无法识别或充分识别这些临床相关代

谢产物的安全性风险。因此，在小分子药物开发过程
的不同阶段，应尽早采用不同的方法检测和表征原形

药物在动物和人体中的代谢特征，并将人体代谢产物

与毒理学试验受试动物的体内代谢产物进行比较，对

于有安全性担忧的人体代谢产物，需要时应开展必要

的非临床安全性研究，以更好的表征代谢产物的安全

性风险。本文根据国内外相关指导原则，并结合实践
经验，对小分子代谢产物安全性评价的监管要求及研

究策略进行了总结归纳，以供研发人员和审评人员

参考。
1 可导致安全性担忧的人体代谢产物
早在 2002 年，就有研究表明对于在人体血浆中

占药物相关物质总量的 25%及以上水平的代谢产物，
应在毒理学试验动物中达到相当或更高的暴露［5］。
随后，来自行业、监管机构和学术研究机构对该观点
进行了广泛的讨论，并基于已知的代谢产物导致毒性

的案例对这一观点进行了改进和修正［6 － 12］。2008
年，美国食品药物管理局 ( Food and Drug Administra-
tion，FDA) 发布了一份指导原则，认为含量占人体血
浆中原形药物暴露量 10%及以上的代谢产物可能会
导致安全性担忧，需要进行非临床表征。最终，在国
际人用药品注册技术协调会( International Conference
on Harmonization of Technical Requirements for Regis-
tration of Pharmaceuticals for Human Use，ICH ) M3
( R2) 指导原则的协调下，各监管机构对引发安全性
担忧的代谢产物暴露阈值达成了一致，即当达到稳态

时人体中某代谢产物的暴露量超过药物相关总暴露

量的 10%，且该代谢产物在人体中的暴露量明显超过
在毒理学试验动物中的最大暴露量( ≥2 倍) 时，需在
大规模临床试验( 通常指Ⅲ期临床试验) 开始之前对
该代谢产物进行相应的非临床表征［13］。FDA 于 2016

年对其指导原则进行了修订［14］，与 ICH M3( R2) 保持
一致。
值得注意的是，10%仅仅是当前指导原则推荐的

需要对人体代谢产物引起关注的阈值，还需要结合代

谢产物的结构、反应活性、在血浆 /组织中的蓄积性以
及原形药物的临床拟用剂量等特点，按照具体问题具

体分析的原则综合考虑。对于每日给药量比较小的
药物( 如小于每天 10 mg) ，当代谢产物比例更大时，可
能才需要对该代谢产物进行非临床表征［13］。相反，
对于每日给药剂量比较大的药物，即使代谢产物低于

10%阈值，如果代谢产物从结构上具有毒性担忧，或
在血浆或组织中有蓄积可能，也可能需要对该代谢产

物进行非临床表征。除血浆中代谢产物暴露量外，组
织中的代谢产物的蓄积也是需要特别关注的一个方

面［15］。例如，Casopitant非临床研究显示，重复给药后
药物可在血浆中达到稳态，且血浆中代谢产物 M200
水平较低，但在犬心肌中发现了浓度较高、且可蓄积
的 M200 以及与之相关的心脏毒性［16］。此外，代谢产
物的结构及反应活性也是评估其是否存在安全性问

题的重要考虑因素。进入机体的药物通常会通过Ⅰ
相和Ⅱ相代谢途径进行生物转化。对于Ⅰ相代谢产
物，很可能具有化学活性和药理活性，因此可能需要

进行安全性评价。Ⅱ相结合反应产生的代谢产物一
般具有较好的水溶性，并且无明显的药理学活性，因

此通常可免于进一步的非临床研究。但对于一些有
安全性担忧的代谢产物，例如一些结构不稳定并且具

有反应活性的乙酰葡糖糖醛酸( acylglucuronide) 代谢
产物，则可能需要进一步的安全性评估［13，17］。
目前监管机构发布的指导原则主要关注的是化

学稳定的代谢产物，对于具有高化学反应性的活性代

谢产物，由于其不稳定、半衰期较短，通常很难检测
到，因此也很难对它们进行安全性评估。这些活性代
谢产物在某些情况下可能会导致特异性药物不良反

应( idiosyncratic adverse drug reactions，IADRs) 。由于
IADRs具有低发生率( 1 /100 000 ～ 1 /10 000 ) 和不可
预测的特点，往往直到药物开发后期或大量患者广泛

应用时才被发现［3，18 － 20］。尽管活性代谢产物会导致
安全性担忧，并且在药物总体毒性中有一定的贡献，

但目前尚未有好的方法来检测和评估活性代谢产物

风险。由于这些活性代谢产物可能会被转化为稳定
代谢产物，如谷胱甘肽结合物。这些谷胱甘肽结合物
主要形成于肝，随后以谷胱甘肽结合物的形式通过胆

汁排泄，或以巯基尿酸衍生物( 尤其是以 N －乙酰半
胱氨酸) 的形式通过尿液排泄。若在体液中检出了这
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些代谢产物，则提示有可能形成了活性代谢产物。此
外，还可以采用放射性标记的化合物检测与蛋白的共

价结合作用来评估是否形成了活性代谢产物［3］。目
前行业界通常会在药物设计时尽量避免采用可形成

活性代谢产物的警示结构来降低活性代谢产物的形

成及潜在毒性的发生。此外，人体给药剂量和药物的
代谢途径也是影响活性代谢产物及继发的 IADRs 形
成的最为重要的因素。每日给药剂量 ＜ 10 mg 的药物
似乎很少会导致 IADRs［21］，但 ＞ 50 ～ 100 mg 的药物
肝毒性发生率会更高［22］。体内的多种代谢途径和高
清除速率，也可能是某些药物在体外检测到活性代谢

产物形成而在体内未见明显毒性的重要原因。
2 药物开发过程中的代谢产物研究策略
在药物开发的不同阶段应通过体外和体内研究

明确其代谢特征。通常应在首次临床试验开始前完
成体外代谢研究，在药物开发早期完成动物体内代谢

研究，并且尽可能早的开展人体代谢产物研究，以尽

早发现人和动物之间代谢产物的质和 /或量的差异，
以便在开展大规模临床试验开始前，对那些可能导致

安全性担忧的人体特有代谢产物或非成比例代谢产

物进行充分非临床评估，预测并降低受试者的非预期

安全性风险。结合技术指导原则要求以及业界实际
经验［1，23 － 24］，总结了业界常用的代谢产物研究策略。
在首次临床试验开始之前，采用常用实验动物种

属和人的肝微粒体、肝切片或肝细胞进行体外代谢研
究，确定候选药物的体外代谢速率及主要代谢产物和

代谢途径，初步比较动物种属与人体的代谢差异，以

支持后续毒理学试验动物种属选择。需要注意的是，
这种种属间的比较主要基于色谱保留时间和质谱数

据，代谢产物的确切结构和绝对量尚不明确。尽管这
些体外方法对体内循环代谢产物的预测能力有限，但

基于这些体外代谢对比研究数据，可在开发早期选择

相关动物种属开展毒理学试验，以尽可能覆盖人体代

谢产物，提高对人体代谢产物相关安全风险的预测能

力。此外，在此阶段还可以对动物体内代谢产物进行
定性和定量分析，并与体外代谢研究结果进行对比分

析，以更好地了解这些体外代谢试验结果对体内代谢

的预测能力。
随着高分辨率质谱技术的发展，对微量代谢产物

的检测也已逐渐成为常规，时间飞行质谱和 Orbitrap
质谱等已成为血浆代谢产物研究中强有力的分析设

备。在Ⅰ期临床试验期间，可采用这些技术对多次给
药剂量递增试验中达到稳态时的人体血浆样本进行

分析。由于在此阶段尚未获得代谢产物的标准品，仅

基于质谱数据并不能对代谢产物进行绝对定量，但某

些情况下，UV 数据可提供代谢产物与原型药物的相
对丰度。可采用混合基质方法对动物和人血浆样本
中代谢产物进行相对定量分析［25 － 26］。在Ⅰ期临床试
验期间，通常会开展啮齿类动物放射性标记的物质平

衡研究，研究者也可采用动物和人共有代谢产物的放

射性标记反应的反应因子来定量人体代谢产物［27］。
通过对动物和人体血浆样本中的代谢产物进行比较，

可初步确定动物中代谢产物是否足以覆盖人体代谢

产物。研究者可根据初步的对比结果做出是否进一
步开展研究的决策，若动物中的代谢产物不足以覆盖

人体代谢产物，此时研究者可选择开展进一步的研

究，如鉴定代谢产物的结构、采用标准品对代谢产物
进行定量。由于代谢产物暴露量有可能不超过药物
相关总暴露量的 10%，而且此时尚未开展概念验证研
究，药物在后续开发过程中很可能会因缺乏生物学活

性而开发失败，此时也可选择不做任何进一步研究。
在Ⅱ期临床试验结束和 /或Ⅲ期临床试验前，按

照相关技术指导原则要求，所有必要的代谢产物研究

均应已经完成，包括采用放射性标记药物开展的人体

吸收、分布、代谢、排泄 ( absorption， distribution，
metabolism，and excretion，ADME) 研究，全面阐明了
药物相关物质在体内的药代动力学过程，获得了人体

血浆中全面的代谢产物谱和定量信息。对于在人体
中发现特有代谢产物或者非成比例代谢产物( 即于药

物相关总暴露量的 10%，且毒理学试验受试动物体内
相应代谢产物暴露量不能覆盖人体代谢产物暴露

量) ，应在大规模临床试验( 通常指Ⅲ期临床试验) 前
完成相应的非临床研究。
3 代谢产物的非临床安全性评价
根据治疗靶点、拟定适应症和患者人群，药物开

发过程中的代谢产物非临床研究内容和类型会有所

不同。对于用于晚期肿瘤患者的药物，一般无需对代
谢产物进行非临床评价［28］。除晚期肿瘤适应症外，
对于适应症为严重的、危及生命疾病的药物( 如耐药
人类免疫缺陷病毒感染、先天性酶缺乏疾病等) ，若药
物可使患者明显获益，或者尚未有有效的治疗药物批

准上市，为优化和加快药物的开发，在与监管机构沟

通并达成一致后，可按照 case － by － case 的原则减少
代谢产物非临床安全性试验的数量或类型［13 － 14］。
若需要对代谢产物进行非临床安全性试验，一般

采用 2 种方式进行代谢产物的非临床安全性评价。
①在常规毒理学实验动物中鉴定出一种可以产生该
代谢产物并有足够暴露水平的动物种属，采用原形药
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物在该动物种属中开展非临床安全性试验;②合成或
分离代谢产物，并直接给予动物，评价其安全性。对
于具有特定化学结构( 如特殊立体异构体、复杂的共
轭复合物等) 的代谢产物，可能无法采用常规的化学

合成方法合成，鉴别分离出的代谢产物的量也可能不

足以开展毒理学试验。直接将代谢产物给予动物，可
能会存在后续代谢，因而可能不会反映临床实际情

况，无法评价它们在药物整体毒性中的特定作用，可

能会使得毒理学评价变得复杂。应根据代谢产物的
化学结构、溶解性、合成 /分离的难易程度、吸收难易
程度以及代谢稳定性等因素综合考虑代谢产物的非

临床研究策略［14］。
若代谢产物存在安全性担忧，通常需要在以下非

临床安全性试验中对代谢产物的安全性进行界

定［13 － 14］。①在一种相关动物种属中开展重复给药毒
性试验，试验给药期限应符合 ICH M3( R2) 要求;②遗
传毒性试验: 包括点突变试验和体外染色体畸变试

验，若结果为不确定和 /或阳性，则需要进行完整的遗
传毒性标准组合试验; ③生殖毒性试验: 在一种相关
动物种属中开展的胚胎 －胎仔发育毒性试验;④致癌
性试验:对于连续用药至少 6 个月，或需间歇用药用
于治疗慢性或周期性复发疾病的药物，若原形药物的

致癌性试验中未能对代谢产物的潜在致癌性进行充

分评估，还需要进行一项致癌性试验。若无需开展致
癌性试验，应考虑开展一项体内微核试验。在对代谢
产物进行非临床安全性评价时，Ⅰ期临床试验已经完
成，已在人体中评估了对中枢神经系统、呼吸系统和
心血管系统等安全药学试验终点指标的影响，因此一

般无需对代谢产物进行安全药理学评价。但是，如果
在人体中观察到了原形药物非临床试验中未预测到

的安全药理学信号，为更好的了解作用机制，可考虑

对这些人体代谢产物开展附加的安全药理学试验。
值得注意的是，以上试验并非代谢产物非临床安全性

研究的标准组合，可根据原形药物已有的非临床安全

性试验中代谢产物暴露情况按照具体问题具体分析

的原则选择合适的非临床研究计划。例如，原形药物
已有的非啮齿类重复给药毒性试验中代谢产物暴露

量已可完全覆盖人体中的代谢产物暴露量，而采用啮

齿类动物开展的生殖毒性试验、遗传毒性试验以及致
癌性试验中未能对代谢产物的安全性进行充分评估，

仅需要对代谢产物进行相应的非临床安全性试验。
此外，需要关注的是，体外遗传毒性试验应采用代谢

产物开展，体内毒理学试验可根据具体情况选择代谢

产物或原形药物在相关动物种属中开展，体内试验给

药途径应尽可能与原形药物的拟定临床给药途径保

持一致，在某些特殊情况下，为确保代谢产物能够充

分暴露，也可采用其它给药途径。无论采用那种方式
开展体内非临床安全性试验，均需要收集毒代动力学

数据，以证明代谢产物的暴露量足以涵盖最大治疗剂

量下人体暴露量。
4 讨论
由于种属间的代谢差异，可能会导致动物和人体

的代谢产物存在质和量的差异。这有可能会导致标
准毒理学试验未能充分评估人体代谢产物的安全性

风险。本文介绍了何时以及如何鉴定可能引起安全
性担忧的代谢产物，并针对这些代谢产物如何进行非

临床安全性研究提供了建议。在小分子药物开发过
程中，应尽可能早的开展人体代谢产物研究，虽然高

分辨率质谱技术在表征代谢产物谱方面具有优异的

表现，但由于缺乏代谢产物标准品，该方法并不能对

所有代谢产物进行绝对定量。放射性标记的人体物
质平衡研究仍是当前对代谢产物谱进行定量研究的

最佳方法，该方法不仅可确保血浆中所有代谢产物

( 包括那些高分辨率质谱分析中丢失的未知代谢产

物) 被准确鉴别，还可在缺少标准品的情况下计算出

代谢产物的暴露量占药物相关总物质暴露量的比例。
通常，对于在人体中发现的特有代谢产物或者非成比

例代谢产物，即大于药物相关总暴露量的 10%，且毒
理学试验受试动物体内相应代谢产物暴露量不能覆

盖人体代谢产物暴露量 ( 低于 50% ) ，应关注该代谢
产物的安全性。结合代谢产物的化学结构( Ⅰ /Ⅱ相
代谢产物) 、反应活性、在血浆 /组织中的蓄积性以及
原形药物的拟定适应症、临床拟用剂量和拟用患者人
群等特点，按照具体问题具体分析的原则综合考虑是

否有必要对代谢产物进行非临床安全性评价。若需
在对代谢产物的安全性进行界定，应在大规模临床试

验前完成代谢产物的非临床安全性评估，在至少一种

相关动物种属开展的重复给药毒性试验、胚胎 －胎仔
发育毒性试验、致癌性试验( 无需开展致癌性试验时
为体内微核试验) 中充分暴露和评估代谢产物的安全

性风险，并且还应在一项评估致突变和一项评估染色

体损伤为终点的体外遗传毒性试验中评估代谢产物

的遗传毒性风险。
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