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摘要# 目的!研究异佛司可林在人肝微粒体及人工胃肠液中的代谢与降解动力学& 方法!将异佛司可林与人肝微粒
体’ 人工胃液’ 人工肠液进行体外共孵育% 采用高效液相色谱)串联质谱 "LHTF)EUQEU$ 法测定人肝微粒体孵育体
系中异佛司可林的剩余浓度% 高效液相色谱)紫外检测 "LHTF)Wc$ 法测定人工胃液’ 人工肠液中异佛司可林的剩余
浓度& 结果!异佛司可林在人肝微粒体的 ;"Q#为 "*’P+& l*P’#$ -/A% FT/A6为 ""%PI" l"P%’$ -TQ"R8--/A$( 在人
工胃液和人工肠液中的;"Q#分别为 "’%P+I l%P’%$ 1和 "+"P%I l;P#%$ 1& 结论!异佛司可林在人肝微粒体中代谢显
著% 在人工胃液和肠液中较稳定&
关键词! 异佛司可林( 代谢( 降解( 人肝微粒体( 人工胃液( 人工肠液( LHTF)EUQEU( LHTF)Wc
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!!唇形科植物毛喉鞘蕊花5/"17()/:([/."33"=/00Z$
D‘/b具有下气平喘% 平肝之功效% 可用于治疗呼吸
紊乱’ 心脏病’ 高血压等疾病)")’* % 国内以其干燥
全草为君药制成的复方制剂主治咳喘& 该植物主产

于中国’ 印度等地% 中印品种的主要有效成分分别
为异佛司可林和佛司可林% 均为半日花烷型二萜类
化合物% 具有强大的腺苷酸环化酶激动活性% 显示
出平喘解痉’ 强心’ 降低眼压’ 抗肿瘤’ 抗 LSc
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活性等作用)#)"** & 虽然对这两种化合物药理作用的
研究较多% 但在代谢方面的报道很少& 张曼等)"’*

对佛司可林在肝微粒体中的体外代谢进行了研究%
但尚未见到关于异佛司可林的体外代谢报道&

本实验建立了液相色谱)串联质谱 "LHTF)EUQ
EU$ 法和高效液相色谱)紫外检测 "LHTF)Wc$ 法
分别考察异佛司可林在人肝微粒体中和人工胃肠液
中的代谢% 并与相同条件下佛司可林的代谢结果作
比较% 为药物代谢性相互作用的研究以及国产毛喉
鞘蕊花药材的进一步开发提供有价值的信息&
HI仪器与试剂
"P"!仪器!G8/04A6"#&& 系列液相色谱仪 "安捷伦
科技有限公司$( GDUFS,fGHS’&&& 质谱仪 "美
国应用生物系统有限公司$( MLH)+&(& 隔水式恒
温培养箱 "上海一恒科技有限公司$( fJ);&G涡
旋混合器 "海门市麒麟医用仪器厂$( <MT)"%D台
式离心机 "上海安亭科学仪器厂$( V,#& 实验室
HL计 "梅特勒)托利多仪器上海有限公司$&
"P#!药品与试剂!异佛司可林 "自制% 纯度大于
+;!$( 人肝微粒体 "上海瑞德肝脏疾病研究所$(
睾酮 "上海淞虹化学试剂有限公司$( 还原型辅酶
1 "!)NGYHL% 美国 U/8-.公司$( <‘/5缓冲液
"国药集团化学试剂有限公司$( 胃蛋白酶 "猪源%
" o* &&&$’ 胰酶 "WUH级$ "阿拉丁试剂有限公
司$& 乙腈’ 甲醇为色谱纯 "江苏汉邦科技有限公
司$( 其他试剂均为分析纯( 超纯水 "E/00/)\超纯
水系统制得$&
JI方法与结果
#P"!体外代谢体系和处理方法
#P"P"!肝微粒体中的实验方法!温孵体系总体积
为 &P# -TQ份% 含人肝微粒体 "蛋白质量浓度
% -8Q-T$ (& "T’ ’ "-:0QT异佛司可林 (& "T’
# --:0QT!)NGYHL"&& "T% 溶剂均为 &P" -:0QT
<‘/5缓冲液% 各溶液均在 *I j预孵育 ( -/A 后混
匀& 以不含!)NGYHL的样品为阴性对照% 以睾酮
为阳性对照% 将配制好的温孵液置于 *I j下% 于
&’ &P#(’ &P(’ "’ # 1 取出% 立即加入 &P; -T甲
醇 "’ j$ 终止反应% 涡旋混匀% 离心 "’ j%
"& &&& ‘Q-/A$ ( -/A% 取上清液进行 TF)EUQEU
分析&
#P"P# ! 人 工 胃 液’ 肠 液 中 的 实 验 方 法 取
(P% --:0QT异佛司可林溶液 (& "T与人工胃肠液
"依据 /中国药典0 #&"& 版一部附录 fG配制$
+(& "T% 在 *I j预孵育 ( -/A 后混匀% 于 &’

&P#(’ &P(’ "’ #’ ’’ % 1取出 &P" -T% 立即加入
&P* -T冰乙腈 " k#& j$ 终止反应% 离心
"’ j% "# &&& ‘Q-/A $ ( -/A% 取上清液进行
LHTF)Wc分析&
#P#!LHTF)EUQEU法测定肝微粒体孵育体系中异
佛司可林的浓度
#P#P"!色谱与质谱条件!色谱分析采用 Y/.-:A5/0
F";色谱柱 "#P" --g(& --% ( "-$( 流动相为甲
醇 "G$ k"& --:0QT乙酸铵 "D$% 梯度洗脱
"& e# -/A% ’&!e+;!G( # e’ -/A% +;!G$( 柱
温 *( j( 体积流量 &P’( -TQ-/A( 进样量 ( "T&

质谱检测采用电喷雾离子源 ",US$% 正离子
扫描( 定量分析采用多反应离子 "EKE$ 模式%
%\D’#;P’#*I(P*( 碰撞能量 "F,$ "; c( 气帘
气 #&%P;( RH.( 电压 ’ &&& c( 温度 *&& j&
#P#P#!方法学考察!在选定的检测条件下% 异佛
司可林的保留时间为 *P’ -/A "图 "$% 孵育液中的
杂质不干扰测定% 方法专属性良好&

图 HIC<8>)Y>)色谱图 $人肝微粒体&
P#,NHIC<8>)Y>)’*O"40(",O043$*.40+2#Q&O4#’O"8

3"4&3&

取不同浓度的异佛司可林溶液% 加到失活的肝
(’#"
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微粒体溶液中% 按 +#P"P", 项下方法配制含 "&’
#&’ ’&’ "&&’ #&&’ ’&&’ " &&&’ # &&& A-:0QT该
成分的标准样品% 加入甲醇 &P; -T% 涡旋混匀%
离心% 取上清液进行 TF)EUQEU 分析& 以峰面积
"R$ 对浓度 "5% A-:0QT$ 进行线性回归% 得回
归方程 Rh("*P(%5)* &;%PI’% :h&P+++ +% 表明
异佛司可林在 "& e# &&& A-:0QT范围内线性关系良
好% 方法定量限为 "& A-:0QT"UQN" "&$&

配制含 "&’ #(’ #&&’ " %&& A-:0QT该成分的
标准样品用于精密度’ 准确度和稳定性的考察& 每
个浓度日内测 * 次% 连续测 * Z% 日内测定各浓度
的KUY分别为 #PI!’ #P%!’ #P*!’ #PI!% 日
间分别为 ’P%!’ "P"!’ ’P#!’ #P*!% 方法回
收率在 +’P*! e"&+P;!之间& ’ j贮存条件下%
各浓度在 &’ ;’ "% 1 测定的 KUY值均小于 ;P+!
"4h*$% 表明异佛司可林在 "% 1内稳定&

按以下方法制备组 " e组 * 样品% 并分别计算
提取回收率与基质效应& 组 "! 异佛司可林对照品
溶液( 组 #! 取失活肝微粒体甲醇沉淀后的上清
液% 加入异佛司可林对照品溶液( 组 *! 失活肝微
粒体甲醇沉淀前加异佛司可林对照品溶液& 基质效
应h "组 #Q组 "$ g"&&!% 提取回收率h "组 *Q
组 #$ g"&&!& 结果% #(’ #&&’ " %&& A-:0QT异
佛司可林的提取回收率分别为 +"P;!’ "&"P"!’
+#P*!% 基 质 效 应 分 别 为 +’P"!’ +*P;!’
"&*P&! "4h($% KUY在 &P+! e;P’!之间% 表
明该方法的提取回收率符合要求% 而且无基质
效应&
#P*!LHTF)Wc法测定人工胃液! 肠液中异佛司可
林的浓度
#P*P"!色谱条件!H14A:-4A4_T@A.F";色谱柱
"#(& -- g’P% --% ( "-$% 保护柱 H14A:-4A4_
F";色谱柱 "’P& -- g*P& --% ( "-$( 流动相乙
腈)水 "%( o*($( 柱温 ’& j( 进样量 #& "T( 体
积流量 " -TQ-/A( 检测波长 #"& A-&
#P*P#!方法学考察!在选定的检测条件下% 异佛
司可林的保留时间为 ’P+ -/A "见图 # 和图 *$% 人
工胃肠液对测定均无干扰% 方法的专属性符合
要求&

将含 #P’’’P+’"#P#’#’P’’%&P+’"#"P; "-:0QT
异佛司可林的对照品溶液按 +#P*P", 项下方法测
定% 以峰面积 "R$ 对浓度 "5% "-:0QT$ 作线性
回归% 得回归方程 Rh&P;(I *5 p&P(*" ;% :h
&P+++ ;% 表明异佛司可林在 #P’ e"#"P; --:0QT

图 JI?UC<8B‘色谱图 $人工胃液&
P#,NJI?UC<8B‘’*O"40(",O043$3#4.20(&!,03(O#’%2.#!&

图 KI?UC<8B‘色谱图 $人工肠液&
P#,NKI?UC<8B‘’*O"40(",O043$3#4.20(&!#+(&3(#+02%2.#!&

范围内线性关系良好% 方法定量限为 #P’ "-:0QT
"UQN" "&$&

取含 ’P+’ #’P’’ "#"P; "-:0QT异佛司可林的
对照品溶液考察精密度’ 准确度和稳定性% 每个浓
度日内测 * 次% 连续测 * Z% 日内测定各浓度的
KUY分别为 #P*+!’ &P;; !’ &P%#!% 日间分别
为 #P##!’ "P#I!’ "P"I!% 日间和日内的方法
回收率在 +IP%! e"&#P’!之间& 室温 "#( j$
条件下% 各浓度在 &’ "’ # 1测定的KUY值均小于

%’#"
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#P’’!( ’ j贮存条件下% 在 &’ #’’ ’; 1 测定的
KUY值均小于 #P+&! "4h*$&
#P’!异佛司可林在人肝微粒体! 人工胃肠液中的
代谢与降解!按 +#P", 项下方法% 将异佛司可林
与人肝微粒体或人工胃肠液共孵育% 以各时间点母
体剩余浓度相对于初始浓度的百分比对时间作图%
结果见图 ’&

图 TI浓度8时间曲线 $!L"% #MK&
P#,NTI<"+’&+(O0(#"+8(#4&’.OQ&3$!L"% #MK&

以浓度的自然对数 "0A5$ 对反应时间 ";$
进行线性回归% 如果线性关系良好则符合表观一级
动力学过程% 直线斜率的绝对值为一级降解速率常
数 "[$% 由公式 ;"Q# h&P%+*Q[可得代谢半衰期
;"Q#& 在肝微粒体孵育体系中% 异佛司可林 & e" 1
的0A5);线性关系良好% 符合一级动力学( " 1 后%
肝微粒体酶因消耗而减少% 活性也降低% 从而使代
谢速率逐渐减小% 因此采用 " 1 内的数据计算[与
;"Q#& 固有清除率FT/A6和肝清除率FT1按式 ""$ 和
"#$ 计算&

FT/A6]
&P%+*
;"\#

^ 孵育体系体积"-T$
孵育体系肝微粒体蛋白质量"-8$

^肝微粒体蛋白质量"-8$
肝重"8$ g肝重"8$

体重"R8$ ""$

FT1 ]
_1 ^FT/A6
_1 ‘FT/A6

"#$

其中% 相关的理化参数为肝微粒体蛋白质量
"-8$ Q肝质量 "8$ #(PI% 肝质量 "8$ Q体质量
"R8$ ’;P;% 肝血流"_1$ #&PI -TQ"R8--/A$

)"(* &
结果% 异佛司可林在人肝微粒体中的 [为

"&P&#& l&P&&#$Q-/A% ;"Q#为 "*’P+& l*P’#$-/A%
孵育 # 1的母体剩余量为 "";P;& l&PI+$! "阳性
对照睾酮孵育 # 1 的剩余量为 +P#!$% FT/A6为
""%PI" l"P%’$ -TQ" R8--/A$% FT1为 "+P#* l
&P(&$ -TQ"R8--/A$% 提示异佛司可林在肝脏的
首过代谢显著&

异佛司可林在人工胃液和肠液中的 [分别为
"&P&"’ + l&P&&" +$Q1和 "&P&&I % l&P&&& I$Q1%
;"Q#分别为 "’%P+I l%P’%$ 1 和 "+"P%I l;P#%$
1% 孵育 # 1 的母体剩余量分别为 " +IP&" l
"P#%$!和 "+;P;* l&PI($! "4 h*$% 提示异佛
司可林在人工胃肠液中稳定&
KI讨论
*P"!分析方法的选择!本实验采用LHTF)Wc法测
定人工胃肠液中的降解样品% 因为异佛司可林的浓
度较高% 人工胃肠液对测定无干扰& 但是% 对于肝
微粒体的降解样品% 异佛司可林的浓度较低% 本底
噪音较大% 难以用 LHTF)Wc法准确测定% 故建立
了更专属’ 灵敏的LHTF)EUQEU法进行测定&

在LHTF)EUQEU 的方法学考察中% 比较了内
标法 "内标为柳胺酚$ 和外标法% 发现两种计算
方法的各项分析效能指标均符合分析要求% 但外标
法更简便% 而且精密度略优于内标法% 故选择外标
法& 另外% 还比较了电喷雾离子源的正离子和负离
子检测方式% 发现异佛司可林在正离子模式下的响
应显著高于负离子% 因此选取正离子进行测定&
*P#!与佛司可林代谢动力学的比较!本实验同时考
察了国外品种主要成分佛司可林的代谢稳定性% 测
得其;"Q#为 "";P*I l"P"%$ -/A "文献 )"’* 报道
为 )""P+ l"P;* -/A$% 孵育 # 1 仅剩余 "’P;% l
&P*($!% FT/A6为 "*"P%* l#P&"$ -TQ"R8--/A$%
FT1为 ""#P(& l&P*"$ -TQ"R8--/A$% 提示佛司
可林在肝脏的首过代谢显著& 在人工胃液和肠液
中% 佛司可林的 ;"Q#分别为 "+P%; l&PI* $ 1 和
"(*P*I lIP&;$ 1% 孵育 # 1 的母体剩余量分别为
";+P(# l"PI*$!和 "+%P%& l&P;&$!% 表明佛司
可林在人工胃液’ 肠液中较稳定&

由此可知% 两者均可被肝微粒体药物代谢酶显
著代谢% 速度快% 而在人工胃肠液中较稳定& 并且
在三种介质中% 异佛司可林均比佛司可林稳定&
*P*!异佛司可林的代谢及其潜在的药物相互作用
!异佛司可林可被人肝微粒体显著代谢% 在 # 1 的
孵育后% 母体仅剩余 ";P;&!% 提示 ;&!以上母体
被代谢% 其FT/A6为 "%PI" -TQ"R8--/A$% 即为快
代谢化合物& 异佛司可林的代谢不稳定性对生物利
用度及血浆浓度有潜在影响% 一旦与其代谢途径的
抑制剂同时服用% 其血浆浓度及相应的药效可能会
受到显著影响& 因此% 后续将进一步分析异佛司可
林的代谢途径% 为正确评估临床药物代谢性的相互
作用提供数据&
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异佛司可林在人工胃液和人工肠液中孵育 # 1%
其母体剩余量分别为 +IP&"!和 +;P;*!% 即较为
稳定% 对潜在的临床药物相互作用影响不大&
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:U89DD结合正交试验法优化白附子多糖提取工艺
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摘要# 目的!采用反向传播人工神经网络 "DH)GNN$ 结合正交试验法优化白附子多糖提取工艺& 方法!水提醇沉法
提取多糖后% 苯酚)硫酸法测定含有量& 基于单因素试验的基础上% 按照 T+ "*

’$ 正交表安排进行试验% 考察提取温
度’ 提取时间’ 料液比对多糖得率的影响% DH)GNN技术优化提取工艺& 结果!最佳条件为提取时间 *P( 1% 提取温度
+& j% 料液比 " o#&% 多糖得率达 (P#&!& 结论!该方法重复性良好% 而且试验次数少&
关键词! 白附子( 多糖( 提取工艺( DH)GNN( 正交试验
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