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摘要# 目的!研究厚朴抗炎有效成分 "H# )()622T2)*j)"XW;X)")1JT2# \7X=1JT2)#& %j)<7;2"B[)"# 在人( 大鼠( 比格
犬( 猴和小鼠的肝微粒体中的代谢稳定性& 确定B[)" 在大鼠肝微粒体中代谢表型’ 方法!将 B[)" 在 ( 个种属肝微
粒体中孵育& 采用EV>.)]-G]-检测方法& 通过测定B[)" 的剩余浓度& 考察它们的代谢稳定性并外推其体内代谢清
除率’ 化学抑制剂法鉴定在大鼠肝微粒体中B[)" 的代谢表型’ 结果!B[)" 在人( 大鼠( 比格犬( 猴和小鼠 ( 个种属
肝微粒体中半衰期 "7"G## 分别为 +F&%( /F*3( #F"/( %F+%( "’F&+ 57J$ 肝微粒体中固有清除率 .>7JS分别为 "(*F%&(
"’’F#&( 3*+F&#( #’&F3&( /3F3& 5>G"57J+5M蛋白#$ 体内固有清除率 .>j7JS分别为 "("F’/( **’F/3( +%+F#"(
%"3F3+( *&"F3" 5>G"57J+^M#’ 在大鼠肝微粒体中B[)" 主要被细胞色素 .KV#4"( .KV#.( .KV"@# 催化代谢’ 结
论!B[)" 在肝微粒体中由多种酶代谢且代谢很快& 其中人肝微粒体和大鼠肝微粒体中半衰期和固有清除率相似& 可
将大鼠肝微粒体预估人肝微粒体不良反应的风险’
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!!从木兰科植物厚朴 "8+’2$%4+ $((4.42+%46,1=<$
1Sk72I$# 根茎和根皮中提取分离出的抗炎有效成
分 "H# )()622T2)*j)" XW;X)")1JT2# \7X=1JT2)#& %j)
<7;2& 属于联苯型木脂素类化合物& 是和厚朴酚
"=;J;̂7;2& B[# 的同分异构体& 本研究暂将其命
名为B[)"& 结构式见图 ")"* ’ B[)" 主要通过抑制
超氧阴离子的产生和弹性蛋白酶的释放& 以及抑制
环氧化酶 .RO)"( .RO)# 与 ()脂氧合酶 "()>RO#
介导的白三烯 b% ">0b% # 形成而达到抗炎活性&
其对.RO)"( ()>RO介导的 >0b% 形成的抑制能力
比和厚朴酚更强)")#* ’ 鉴于 B[)" 较强的抗炎活性&
对其进行研究具有重要意义’

图 JKAG8J 的化学结构
N#+RJK>5&3#’1-.(2*’(*2&"%AG8J

药物进入体内后主要在肝脏代谢& 而细胞色素
V%(& 酶 ":TS;:=W;51V%(& 1JhT51& .KV%(&# 是肝
代谢药物的主要酶系)** ’ 肝微粒体含有肝脏表达的
所有参与药物代谢的 .KV%(& 酶& 且其易得到& 可
长期保存& 代谢时间短& 因此利用肝微粒体模型研
究药物与.KV%(&酶系的关系应用较为普遍’ 而目前
国内外尚无B[)"体外代谢的相关报道& 本实验旨在
研究B[)"在人( 大鼠( 犬( 猴和小鼠肝微粒体中的
代谢稳定性并外推其体内代谢清除率& 以及在大鼠肝
微粒体中参与其代谢的酶表型& 为进一步研究该药的
代谢性相互作用和临床前研究提供实验依据’
JK材料
"F"!仪器!三重四极杆质谱 "]-# "k6S1WIZ1Y;
0lC#& 购自美国 k6S1WI公司$ 超高效液相色谱
"EV>.# 系统& 包括溶剂系统 "k6S1WIlQ6S1WJ6WT
-;2Y1JS]6J6M1W#( 进样系统 "k6S1WI-65X21]6J)
6M1WA0D#( 色谱柱 "k6S1WI@:9Q7STEV>.0] b4B
."’色谱柱& #F" 55m"&& 55"F/ !5#$ 数据处理

软件 "k6S1WI]6II>TJZ_%F" -;PSN6W1#& 购自美国
k6S1WI公司$ 天平 "@Ek"#&C& ]6Z! "#& MG%# M&
< n&F" 5MG&F&" 5M#& 购自日本岛津公司$ 低温冷
冻离心机 "0=1W5;B1W61QIAW1I:;"/#& 购自 0=1W)
5;-:71JS7P7:公司$ 恒温水浴锅 "CA)"&"-#& 购自
郑州汇成科工贸有限公司’
"F#!药品与试剂!B[)" "由四川大学生物治疗国
家重点实验室提供& 纯度达 ++F(!#$ 大黄酚 "批
号 ""&/+3)#&&&&(# 购自中国食品药品检定研究
院& 用作内标 "?-#$ 人肝微粒体 "B>]#( -C大
鼠肝微粒体 ",>]#( b16M21犬肝微粒体 "C>]#(
猴肝微粒体 "]>]#( 小鼠肝微粒体 "];Q>]#(
D@CVB发生系统 "@液( b液#& 购自武汉普莱特
生物医药技术有限公司& 于 g’& d冷冻保存$ ")
萘黄酮 "@DA& 东京化成工业株式会社#$ 盐酸噻
氯匹定 "0.V& 中国食品药品检定研究院#$ 奎尼
丁 "lDC& 0.?上海化成工业发展有限公司$ 二乙
基二硫代氨基甲酸钠 "CC0.#( 酮康唑 "[.U&
德国 CW4=W1JIS;WP1W公司#$ 甲醇为色谱纯$ 水为
纯化水$ 其余试剂为分析纯’
LK方法
#F"!>.)]-G]-条件
#F"F"!液相条件!k6S1WI@:9Q7STEV>.0]b4B."’
色谱柱 "#F" 55m"&& 55& "F/ !5#$ 流动相为
甲醇)" 55;2G>乙酸铵 "+& a"&# 等度洗脱& 体积
流量为 &F# 5>G57J& 进样时间为 *F( 57J$ 柱温
*& d$ 样品室温度为 "& d$ 进样体积 ( !>’
#F"F#!质谱条件!本实验采用 lQ6SSW;VW1571W
O40]串联四极杆质谱仪的电喷雾离子源 "4-?)#&
毛细管电压为 #F’ ^_& 离子源温度 ""& d& 脱溶
剂气温度 %&& d& 锥孔电压 %& _& 碰撞能量*& 1_&
萃取锥孔气 %& >G=W& 脱溶剂气 3&& >G=W’ 多反应
离子监测 "],]# 模式& B[)" 及内标大黄酚离子
对分别为 -UC#3(F#&#-UC##*F#& 和 -UC#(*F#&
#-UC##(F#&’
#F#!B[)" 在各种属肝微粒体中的代谢稳定性!孵
育体系总体积为 #&& !>& 包含 [#BVR% 缓冲液
"&F" 5;2G>& XB/F%# 和各种属肝微粒体 "蛋白含
有量 &F( 5MG5>#& 冰浴上加入 B[)" "终浓度为
" !5;2G>& 反应体系中甲醇体积分数 f"!# 后在
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*/ d预孵育 ( 57J& 加入 D@CVB发生系统 "@液
和b液于冰浴上临时混合制得# 启动反应’ 在
*/ d水浴振荡器中继续孵育 &( "( #( *( (( "&(
#& 57J后& 立即加入 %&& !>含大黄酚 "*&& JMG5>#
的冰甲醇溶液终止反应& 涡旋 *57J& 离心 "% d&
"* &&& WG57J# "( 57J& 取上清液 ( !>进样’
#F*!B[)" 在,>]中的代谢表型研究!首先确定
成线性代谢的孵育时间( 蛋白质量浓度和底物浓
度’ 在上述孵育体系中加入不同肝微粒体蛋白质量
浓度 " &F" ‘&F/ 5MG5># 和系列浓度的 B[)"
"&F"( &F(( "( #( (( "( !5;2G>#& 同法孵育
( 57J& 检测B[)" 的剩余浓度’

采用化学抑制剂法! 用 ,>]与各 .KV%(& 同
工酶特异性抑制剂和 B[)" 共孵育& 通过测定各抑
制剂对 B[)" 代谢的影响& 考察参与 B[)" 代谢的
主要 .KV酶’ 实验组! 在含 "&& 55;2G>[#BVR%
缓冲液 "XB/F%#& 蛋白含有量为 &F( 5MG5>,>]
的孵育体系中& 加入 B[)" "终浓度为 " !5;2G>#
和各 特 异 性 抑 制 剂 @DA ".KV"@# 抑 制 剂&

" !5;2G>#( 0.V ".KV#.抑制剂& #( !5;2G>#(
lDC " .KV#C 抑 制 剂& "& !5;2G>#( CC0.
".KV#4" 抑制剂& (& !5;2G>#( [.U".KV*@抑
制剂& " !5;2G># )%)(* & 抑制剂浓度是以其对 .KV
酶的半数抑制浓度 "?.(&# 或抑制常数 "R7# 值&
并确保有足够的选择性和最大抑制能力为依据选择
的)3)’* ’ 其他孵育条件与 ,#F#- 项相同’ 同时设
置未发生反应的阴性对照组 "不加D@CVB和抑制
剂# 和完全反应的阳性对照组 "不加抑制剂# 同
法孵育’ 每组平行 * 份’
#F%!数据处理与分析!B[)" 在各种属肝微粒体的
代谢稳定性试验中& 将 B[)" 的零时浓度作为
"&&!& 各时间点浓度与零时浓度相比得剩余百分
数’ 各时间点的底物剩余百分数的自然对数与孵育
时间经线性回归& 求得斜率 "V#& 由式 ""# 求得
B[)" 在各种属肝微粒中的消除半衰期 7"U#& 由式
"##( "*#( "%#( "(# 得到肝提取率4,& 肝微粒
体中固有清除率.>7JS& 体内固有清除率.>j7JS& 肝清
除率.>B’

消除半衰期 WX&"3+*V ""#

肝提取率 W肝清除率)5>G"57J+^M# g"*
肝血流量)5>G"57J+^M# g"*

"##

肝微粒体固有清除率 W &"3+*
消除半衰期"57J#+

孵育体积"5>#
肝微粒体质量"5M# "*#

体内固有清除率 W &"3+*
消除半衰期"57J#+

孵育体积"5>#
肝微粒体质量"5M#+

肝质量"M#
体质量"^M#+

肝微粒体质量"5M#
肝质量"M# "%#

肝清除率 W肝血流量)5>G"57J+^M# g"*+体内固有清除率)5>G"57J+^M# g"*
肝血流量)5>G"57J+^M# g"* o体内固有清除率)5>G"57J+^M# g"*

"(#

其中人( 大鼠( 比格犬( 猴( 和小鼠的相关的理化
参数如下! 肝质量G体质量 )>7Y1W"M# Gbk
"^M#* 分别为 ##( %&( **( ** 和 ’/F($ 肝微粒体
质量G肝质量 )]7:W;I;51I"5M# G>7Y1W"M#* 为
%($ 肝血流量 "l# 分别为 #&( 33( %%( *’(
+& 5>G"57J+^M# )+)""* ’

在代谢表型试验中& 以待测物消除速率表示药
物在肝微粒体中的代谢速率& 抑制率 n "" g实验
组代谢速率G阳性对照组样品代谢速率# m"&&! n
)" g "阴性对照组浓度g实验组样品剩余浓度# G
"阴性对照组浓度 g阳性对照组剩余浓度#* m
"&&! "设阳性对照组抑制率为 &#’ 采用LW6X=X6<
XW7I5(F&( 4O.4>处理数据和制图& 用 -V-- IS6)
S7IS7:I"/F& 统计软件对数据进行方差分析 "@DR)
_@#& )f&F&( 时认为该组数据具有统计学意义’
MK实验结果

*F"!方法学验证
*F"F"!专属性验证!按 ,#F*- 项下条件& 分别制
备灭活肝微粒体空白液样品( 灭活肝微粒体中加内
标和B[)"标准液样品以及实验肝微粒体温孵液样
品& 进行>.)]-分析& 考察该方法的专属性’ B[)"
与内标大黄酚达到基线分离& 分离度良好$ 且在
B[)"和内标大黄酚峰保留时间 "F3’ 57J( #F’* 57J
处& 空白组未见干扰峰 "图 ##& 说明内源性杂质不
干扰B[)"的测定& 该方法专属性良好’
*F"F#!线性与范围的考察!于灭活肝微粒体中加
入系列浓度的 B[)" 标准溶液& 配置成含 (( "&(
(&( "&&( (&&( " &&&( # &&& JMG5>B[)" 的肝微
粒体系列样品& 进行 >.)]- 分析测定’ 将药物与
内标的峰面积比与加入药物终浓度做线性回归& 求
得B[)" 回归方程为 Yn&F&&# 3Zo&F&(" "& ,# n
&F++( *& 其线性范围为 ( ‘# &&& JMG5>’ 分别配
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图 LK空白肝微粒体样品 %9’$ 灭活肝微粒体加 AG8J
%J’ 和内标大黄酚 %L’ 对照品 %:’$ AG8J 和内
标大黄酚肝微粒体温孵样品 %>’ D,E>图

N#+RLKD,E>’52"31("+213."%Q-1/W-#0&2#/’*Q1(#"/
%9’& -#0&23#’2"."3&.6#W&!4#(5AG8J %J’ 1/!
?;%L’ %:’ 1/!#/’*Q1(#"/.136-&"%AG8J %>’

制 (( #F(( " JMG5>样品溶液进样& 根据信噪比
-GD$"&( -GD$* 得到最低定量限和最低检测限
分别为 (( #F( JMG5>’
*F"F*!准确度与精密度测定!于灭活肝微粒体中
加入B[)" 低( 中( 高 * 个质量浓度标准液& 制得
"(( (&&( " 3&& JMG5>的 B[)" 质控样品& 每个质
量浓度样品平行 ( 份& 进样分析& 计算各质量浓度
质控样品的回收率表示准确度’ 同法制备该系列质
控样品并连续重复 * <& 计算日内( 日间精密度&
用相对标准偏差 ",-C!# 表示 "表 "#’ 由表 "
可知& 其回收率为 +(F"+!‘"&"F’/!& 在 ’(! ‘
""(!范围内$ 日内精密度为 *F#(! ‘/F&%!& 日
间精密度为 %F&’! ‘+F/3!& 均小于 "(!& 表明
该方法具有较好的准确度和精密度’

表 JKAG8J 测定的准确度与精密度 %#PV’

<1QRJK=&’"0&27 1/!62&’#.#"/"%AG8J 3&1.*2&3&/(%#P

V’

理论质量浓度G

"JM+5>g"#

检测质量浓度G

"JM+5>g"#

精密度G

,-C!
回收率G

!
日内精密度
"( "(F#’ e "F&’ /F&% "&"F’/
(&& %/(F+% e#%F3( (F"’ +(F"+
" 3&& " (%/F+3 e(&F*" *F#( +3F/(
日间精密度
"( "(F#" e "F%’ +F/3 "&"F*’
(&& %’*F%& e*%F"* /F&3 +3F3’
" 3&& " (*/F/" e3#F/% %F&’ +3F""

*F"F%!基质效应考察!肝微粒体灭活后& 制得
"(( (&&( " 3&& JMG5>的 B[)" 质控样品& 同时配
制含相同质量浓度的 B[)" 对照品溶液& 进行 >.)
]-分析测得的峰面积分别为 @和 b& 基质效应表
示为n@Gbm"&&!& 基质抑制率为 n"" g@Gb# m
"&&!’ 其基质抑制率为 #F/+!‘%F#"!& 小于
"(!& 表明该提取方法并无基质效应’
*F#!B[)" 在各种属肝微粒体中的代谢稳定性!由
B[)" 在人( 大鼠( 犬( 猴和小鼠肝微粒体中孵育
时间和底物剩余百分数曲线 "图 *@# 可知& B[)"
在该 ( 个种属肝微粒体中均有较明显代谢’ 将B[)
" 剩余百分数的自然对数与孵育时间经线性回归
"图 *b# 可得& B[)" 在各种属肝微粒体中 & ‘
( 57J均呈良好的线性关系’

图 MKAG8J %J !3"-XE’ 在人$ 大鼠$ 犬$ 猴$ 小鼠肝
微粒体中的代谢消除情况 %蛋白含有量均为
TRV 3+X3E’

N#+RMK@&(1Q"-#.3 "%AG8J %J !3"-XE’ #/5*31/&
21(& :&1+-&!"+& 3"/W&7 1/!3"*.&-#0&23#’2"8
."3&.%62"(&#/’"/’&/(21(#"/"%TRV 3+X3E’

!!在人( 大鼠( 犬( 猴和小鼠肝微粒体中的线性回
归方程分别为Yng&F&/3 /Zg&F&&" && ,# n&F+3/ +$
Yng&F&+% "Zg&F&"’ 3& ,# n&F+’% ($ Yng
&F*"+ 3Zg&F"(/ (& ,# n&F+3# *$ Yng&F"%& *Z
g&F&#" ’& ,# n&F++( 3$ Yn g&F&*’ *Zg
&F&%/ *& ,# n&F’"( (’ 其代谢动力学参数见表 #’

3#/
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表 LKAG8J 在各种属肝微粒体中代谢稳定性测定结果
<1QRLK,#-)./’ 3&(1Q"-#’.(1Q#-#(7 61213&(&2."%AG8J #/5*31/& 21(& :&1+-&!"+& 3"/W&7 1/!3"*.&-#0&23#’2"."3&.

参数 单位 人 大鼠 犬 猴 小鼠
7"G# 57J +F&% /F*3 #F"/ %F+% "’F&+
.>7JS 5>+"57J+5MXW;S17J# g" "(*F%& "’’F#& 3*+F&# #’&F3& /3F3&
.>j7JS 5>+"57J+̂M# g" "("F’/ **’F/3 +%+F#" %"3F3+ *&"F3"
.>B 5>+"57J+̂M# g" "/F3/ ((F#% %#F&( *%F’# 3+F*#
4, % &F’’ &F’% &F+3 &F+# &F//

!!B[)" 在人( 大鼠( 犬( 猴和小鼠 ( 个种属肝
微粒体中均代谢很快& 半衰期 7"U# f#& 57J’ 其在
人和大鼠肝微粒体中代谢情况相近& 7"U#分别为
+F&% 57J和 /F*3 57J& 4,分别为 &F’’ 和 &F’%& 而
在犬( 猴和小鼠肝微粒体中的各代谢动力学参数
7"U#( .>7JS( .>j7JS( .>B( 4,与人的相差较大’
*F*!B[)" 在大鼠肝微粒体中代谢表型的确定!由
蛋白质量浓度与底物剩余浓度( 底物浓度与反应速
率作图可知& B[)" 在大鼠肝微粒体中的代谢清除
反应在 &F" ‘&F/ 5MG5>蛋白质量浓度范围内成线

性相关& 在 &F" ‘( !5;2G>底物浓度范围内成线性
相关’ 考虑到 B[)" 代谢较快和减少蛋白结合率&
最终选择B[)" 浓度为 " !5;2G>& 大鼠肝微粒体蛋
白质量浓度为 &F( 5MG5>& 孵育时间为 ( 57J 进行
代谢表型实验’ 以46<71)B;PIS11作图法对不同底物
浓度的代谢结果进行比较& 以反应速率对反应速率
G底物浓度 "5E5G) -*# 作代谢动力学曲线图& 呈
现明显的 ,=;;̂1<- 图形& 表明 B[)" 不止由一种
酶所催化代谢)"#* ’ 见图 % ‘(’

图 UK肝微粒体蛋白质量浓度及底物浓度对AG8J 代谢的影响
N#+RUK$%%&’(."%’"/’&/(21(#"/."%62"(&#/1/!.*Q.(21(&"/(5&3&(1Q"-#.3"%AG8J

注! 与阳性对照组比较&!)f&F&"

图 VKAG8J 在大鼠肝微粒体中代谢的$1!#&8A"%.(&&动力学曲线及各选择性抑制剂对大鼠肝微粒体代谢AG8J 的影响
N#+RVK$1!#&8A"%.(&&’*20&."%3&(1Q"-#.3 "%(5&AG8J #/=E@ 1/!(5&#/5#Q#(#"/"%.&-&’(#0&>H,#/5#Q#("2."/AG8J

3&(1Q"-#.3#/=E@
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!!化学抑制剂法中& 不同酶抑制剂能对 .KV%(&
的各同工酶产生特异性的抑制& 以此可以确定参与
药物的代谢酶’ 各选择性 .KV%(& 酶抑制剂对 B[)
" 在大鼠肝微粒体中代谢的影响见图 (b’ 与阳性
对照组 "抑制率为 &# 相比& @DA".KV"@# 抑制
剂#( 0.V".KV#.抑制剂#( CC0. ".KV#4" 抑
制剂# 能极显著抑制B[)" 在,>]中的代谢 ")f
&F&"#& lDC ".KV#C抑制剂# 和 [.U ".KV*@
抑制剂# 对B[)" 没有明显抑制作用 ")p&F&(#’
表明 .KV#4"( .KV#.和 .KV"@# 是代谢 B[)" 的
主要酶& 而 .KV#C( .KV*@没有明显参与 B[)"
的催化代谢’
UK讨论

厚朴是一味重要的传统中药& B[)" 是厚朴中
抗炎的有效成分之一& 而关于其体外代谢尚未见报
道’ 本实验建立了大鼠肝微粒体中 B[)" 的 EV>.)
]-G]-检测方法& 其专属性( 线性( 准确度和精
密度以及基质效应均符合生物样品的测定要求’ 由
肝微粒体代谢稳定性实验结果可知& B[)" 在人(
大鼠( 犬( 猴和小鼠 ( 个种属肝微粒体中均代谢很
快& 稳定性不好& 其半衰期大小为小鼠p人 p大
鼠p猴p犬$ 肝微粒体中清除率为犬p猴p大鼠p
人p小鼠$ 体内清除率为犬 p猴p大鼠 p小鼠 p
人$ 肝清除率为小鼠p大鼠p犬p猴p人$ 肝提取
率为犬p猴p人p大鼠p小鼠’ B[)" 在人( 大鼠(
犬和猴肝微粒体中的肝清除率与各种属对应的血流
量接近& 表明B[)" 具有较高的肝提取率 "&F’% ‘
&F+3# )+* ’ 代谢稳定性实验结果也显示& B[)" 在
人和大鼠肝微粒体中代谢半衰期相近& 但外推至体
内的各清除率差异较大& 提示临床前实验数据推测
临床给药方案时& 要注意代谢速率的差异’

药物代谢表型研究是分析药物代谢酶和代谢
相互作用的重要手段’ B[)" 在大鼠肝微粒体表
型实验中& 根据肝微粒体代谢稳定性实验结果和
蛋白质量浓度( 底物浓度考察等预实验& 确定最
佳孵育时间( 蛋白质量浓度和底物浓度’ 46<71)
B;PIS11作图法得到一明显的 , =;;̂1<- 图形& 表
明在大鼠肝微粒体中参与 B[)" 的代谢酶不止一
个’ 而由化学抑制剂法结果可知& 在大鼠肝微粒
体中代谢 B[)" 的酶可能有 .KV#4"( .KV#.(
.KV"@#& 而 .KV#C( .KV*@对 B[)" 没有明显
的代谢作用’ B[)" 由多种酶代谢& 这将降低因
体内某一种酶被诱导或抑制而导致严重不良反应

的风险’ 但由于种属不同而可能导致 .KV%(& 酶
含有量和组成的差异)"** & 本实验室将采用人肝微
粒体和重组酶进行验证和比较& 对 B[)" 进行更
深入的代谢机制的研究’
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