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摘要 体外研究五味子醇甲 ≥在大鼠肝微粒体内的代谢动力学和性别差异 ∀制备正常雌 !雄大鼠

肝微粒体 与 ≥共同温孵 以高效液相色谱法测定 ≥及其代谢产物 ∀ ≥在雄鼠肝微粒体内代谢反应的最大速率

ς¬!米氏常数 Κ
和清除率 ≤分别为 1 ? 1 Λ# 

 # 
 # 


1 ? 1

Λ# 
和 1  ? 1  # 


在雌鼠肝微粒体内代谢反应的最大速率 ς¬!米氏常数 Κ

和

清除率 ≤分别为 1 ? 1 Λ# 
 # 

 # 


1 ? 1 Λ# 
和 1  ?

1  # 

雌 !雄鼠肝微粒体内 ≥的主要代谢物不同 分别为 2顺二羟基五味子醇甲 Μ1和

2顺二羟基 22去甲基五味子醇甲 Μ2β∀酮康唑 !奎尼丁和奥芬得林对 ≥的在雌 !雄大鼠肝微粒体内代谢均有

不同程度的抑制作用 西咪替丁对其在雄鼠肝微粒体内的代谢也有一定的抑制作用 ∀ ≥在雌 !雄大鼠肝微粒体中代

谢动力学及代谢产物存在明显的性别差异 这种差异可能主要是由 ≤≠ °和 ≤≠ °≤在大鼠肝微粒体内的性别差

异引起的 ∀
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Κεψ ωορδσ:   ¬ ° √

  五味子醇甲 ≥是常用中药五味

子 Σχηισανδρα χηινενσισ 的主要成分之一 具

有明显的中枢镇静 !镇痛 !解热 !促进肝糖元生成 !降

低转氨酶 !保护肝细胞和抗自由基活性等作用 ≈ ∗ 


是保肝 !催眠等中药制剂的主要有效成分 ∀文献报

道 ≥在大鼠体内吸收较快 生物利用度不高 ≈
主

要有 个代谢产物 ≈
2顺二羟基五味子醇甲

Μ1!2顺二羟基 22去甲基五味子醇甲 Μ2β

和 2顺二羟基 22去甲基五味子醇甲 Μ2α代谢

途径见图 ∀研究表明 药物的代谢差异是引起药

代动力学和药效学差异的主要原因 ≈ ∗ 
有关 ≥

在大鼠肝微粒体内的代谢动力学及性别差异的研究

未见文献报道 ∀本文旨在研究 ≥在不同性别大鼠

肝微粒体内的代谢动力学并探究介导其代谢的酶的

亚型 初步探讨 ≥性别差异的机制 为 ≥的药代动

力学和药效学及药物相互作用研究提供线索 ∀

Φιγυρε 1     ≥

材料与方法

药品和试剂  ≥对照品 含量   成都思

科华生物技术有限公司 内标联苯双酯 ⁄⁄中

国药品生物制品检定所 ∀葡萄糖 22磷酸脱氢酶

∏2222°2⁄⁄°

辅酶 葡萄糖 22磷酸 ∏2222

°酮康唑 奎尼丁 ∏

±∏奥芬得林 二乙

基二硫代氨基甲酸铵 ∏ 2

⁄⁄≤和呋拉茶碱 ∏ƒ∏均购自美

国 ≥公司 西咪替丁 ≤和匹鲁卡

品 °均购自中国药品生物制品检定

所 ∀

仪器  日本岛津 ≤ 2 ≤×高效液相色谱

仪 岛津 ≤ 2 ≥ ⁄ 高效液相色谱 2质谱联用

仪 ∀

肝微粒体的制备  取 ≥⁄大鼠 禁食过夜 将大

鼠断头处死 自门静脉注入 1 # 
冰磷酸钾

缓冲液  ∗  ε 冲洗肝脏至土黄色 迅速取肝 再

用磷酸钾缓冲液将血水冲洗干净 称重 ∀将肝组织

剪碎 加入一定体积的  # 
肝组织 磷酸钾

缓冲液 于冰水浴中匀浆  ε   ≅ γ离心 

取上清液 于   ≅ γ离心  ∀得下层

粉红色沉淀即为所需的肝微粒体 将沉淀物悬浮于

含 甘油的磷酸钾缓冲液中  组织加入 

甘油的磷酸钾缓冲液  置   ε 冰箱内保

存 ∀测定肝微粒蛋白浓度 ∀

温孵条件  反应体系中分别含有 ⁄° 1

# 

 22°  # 


 22°2⁄  #



  ≤  # 


肝微粒体 1 #


 ∀取 ≥的无水乙醇溶液适量 加入反应体系

中乙醇的终浓度  于  ε 水浴中温孵振荡 反

应完毕立即取出 加入冰乙腈溶液  Λ终止反

应 ∀

色质谱条件

色谱法  色谱柱 迪马 ⁄ ≤柱 

 ≅ 1  Λ柱温  ε 流速  #



检测波长  流动相 甲醇 2水 

梯度洗脱 起始比例为    Βϖ/ϖ持续至 

 ∗ 1 线性改变流动相比例至     Β

维持该比例至 1 后又回到起始比例再平

衡  进样量  Λ∀

液质联用法  用于鉴定代谢产物 液相条件同

前 柱后分流 电喷雾离子化 ∞≥方式 正离子扫

描 ∀探针电压  1 ∂ 检测电压  1 ∂ 雾化气

流速  1 # 

曲形脱溶剂装置 ≤⁄温度 

 ε 加热块 温度   ε ∀二级管阵列

检测器 °⁄扫描范围   ∗  ∀

样品处理  取微粒体温孵后的样品  Λ加

入乙腈  Λ再加入内标 ⁄⁄ Λ# 



 Λ涡旋    # 
离心  取

上清液进样 ∀
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代谢抑制  研究在肝微粒体温孵液 蛋白浓度

为  # 

中分别加入各种代谢酶亚型的抑制

剂 ≈ ∗ 的抑制效果 ∀初筛时使用 ≤≠°抑制

剂 的浓度为  Λ# 

±∏≤≠°⁄抑制剂 为

 Λ# 

≤≠°抑制剂 为  Λ#



⁄⁄≤ ≤≠°∞抑制剂 为  Λ# 


ƒ∏

≤≠°抑制剂 为  Λ# 

≤ ≤≠ °≤

抑制剂 为 1 # 

°≤≠°抑制剂 为

 Λ# 

 ε 温孵  后 加入 ≥使其

终浓度为  Λ# 

雄鼠肝微粒体温孵  

雌鼠肝微粒温孵  立即取出样品加入冰乙腈

溶液终止反应 ∀选择初筛结果显示有抑制作用的化

合物进行不同浓度的抑制实验 ∀

结果

1  ΣΖ代谢物的初步鉴定

本实验发现在 ≥的色谱图 图 上除了 ≥

峰 51 和内标 ⁄⁄峰 41 的色

谱峰外 还有 个主要色谱峰 峰 1!峰 2和峰 3保

留时间分别为 1 1 和 1 ∀这

些峰的峰面积随温孵时间有一定的变化规律 疑为

≥的代谢产物 ∀经 ≤ 2 ≥扫描 峰 1!峰 2峰 3和

峰 5≥的 µ / ζ分别为 和为 且峰

1!峰 2和峰 3经 °⁄扫描 紫外吸收光谱与 ≥的

相似 提示峰 1!峰 2和峰 3可能与 ≥有相同的母

核 是 ≥的代谢产物 ∀根据 µ / ζ数值结合文献 ≈

推测峰 3可能为 ≥加羟基的代谢物 Μ1峰 1和峰

Φιγυρε 2  °≤ 2∂   

 √  

√    

≥  Λ# 

 ⁄⁄ ≥ ≤  

√  ≥  

Λ# 

      

  # 


√

2可能为 ≥加羟基又去甲基的代谢物 Μ2α和

Μ2β∀

2  ΣΖ在雌雄大鼠肝微粒体内代谢的酶动力学

2. 1  温孵时间对 ΣΖ代谢速率的影响   Λ#




≥在  # 
肝微粒体中 经  ε 温孵振

荡 以 ≥消除的浓度 2时间作图 结果见图 ∀在雄

鼠肝微粒体内  ∗  雌鼠肝微粒体内  ∗ 

≥呈线性消除 ∀因此雄 !雌大鼠肝微粒体温孵

时间分别选择  和  ∀本实验同时检测

≥在雄 !雌大鼠肝微粒体内的 个可能代谢物的

量 以代谢物生成的相对量 代谢物与内标峰面积

的比 2时间作图 结果见图 可见 ≥在雄 !雌大鼠

肝微粒体内代谢物的变化情况不同 ∀根据文献

≈Μ2β的生成速率约为 Μ2α的 倍 推测峰 1

可能为 Μ2β峰 2可能为 Μ2α∀在温孵系统内  

后 雌雄大鼠肝微粒体内的主要代谢物不同 雄鼠肝

微粒体内主要为 Μ2β雌鼠肝微粒体内主要为 Μ1∀

Φιγυρε 3  ∞∏  

 ≥        √

 ν 

Φιγυρε 4  ×2∏≥  

     ƒ

2. 2  肝微粒体蛋白浓度对 ΣΖ代谢速率的影响

在上述温孵系统和条件下  Λ# 


≥在雄雌

大鼠肝微粒体质量浓度分别为 1 ∗ 1和 1 ∗
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1 # 

≥的代谢呈线性消除 ∀因此雌雄大

鼠肝微粒体均选择 1 # 
为肝微粒体反应

蛋白浓度 ∀

2 . 3  底物浓度对代谢速率的影响  在上述温孵系

统和条件下 分别加入 ≥适量 使其在雄雌鼠肝微

粒体中浓度为 1 ∗  和 1 ∗  Λ# 
 ∀

在雄鼠肝微粒体中当底物浓度大于  Λ#



雌鼠肝微粒体中底物浓度大于  Λ# 



时 ≥的代谢趋于饱和 ∀根据  2 方

程和 √∏制图法 分别求得 ≥在雌 !雄

鼠肝微粒体内代谢反应的最大速率 ς¬!米氏常数

Κ和清除率 ≤结果见表 ∀

Ταβλε1  °

 ν   ξ ? σ

°   ƒ

ς¬ Λ#  # 1 ? 1 1 ? 1

  #  

Κ Λ# 
1 ? 1 1 ? 1

≤#   1  ? 1  1  ? 1 

3  选择性抑制剂对 ΣΖ代谢的影响

在肝微粒体温孵液中分别加入各种代谢酶亚型

的抑制剂 初筛结果显示 奎尼丁 !奥芬得林和酮康

唑等均可以抑制 ≥在两种性别大鼠肝微粒体中的

代谢 西咪替丁还可以抑制其在雄鼠肝微粒体内的

代谢 而其他药物对其代谢没有明显的影响 ∀因此

选用这几种化合物进行不同浓度的抑制实验 ∀

以 ≥的代谢率 以抑制剂浓度为 时 ≥的代

谢量为 计算  抑制剂的浓度作图  ±∏ 

 和  Λ# 

   

和   Λ# 

 1  1 和 

Λ# 

和 ≤ 1 1 1 1和 

# 

对 ≥代谢的抑制作用呈现出明显的浓

度相关性 ∀雄性大鼠肝微粒体内 在本实验所选浓

度范围内 酮康唑的抑制作用最强 西咪替丁次之 

奎尼丁和奥芬得林较弱 在雌性大鼠肝微粒体内 酮

康唑抑制作用最强 奥芬得林次之 而奎尼丁最弱 ∀

见图 ∀

讨论

≤∏等 ≈对于 ≥的代谢研究主要是代谢物的

结构鉴定和代谢途径的探索 ∀本研究发现 ≥在

雌 !雄大鼠微粒体内的主要代谢产物和代谢酶动力

学均不同 ∀由图 和图 可以看出 ≥在雄鼠肝微

粒体内代谢非常迅速 代谢物 Μ1的量先上升后下

降 微粒体内 后的主要代谢物是 Μ2β而在雌鼠

肝微粒体内 ≥的代谢较缓慢 Μ1是 ≥在雌鼠肝

微粒体内的主要代谢产物 ∀ ≥在大鼠肝微粒体内

的最大反应速率 ς¬!米氏常数 Κ和清除率 ≤也

存在很大的性别差异 表 ∀这些体外研究结果提

示 ≥在大鼠体内的代谢速率和代谢产物也可能存

在性别差异 ∀由于药物的代谢差异是引起药代动力

学和药效学差异的主要原因之一 提示在进行 ≥药

代动力学和药效学实验时需考虑性别的影响 ∀

Φιγυρε 5  ∞∏σ ) σ  ω ) ω  π ) π  υ ) υ   

     √
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本实验所选用的 ≤≠°酶各亚型的抑制剂旨

在研究介导 ≥代谢的 ≤≠°酶及对性别差异的机制

进行初步的探讨 ∀ ≥的主要药理作用之一是中枢

的抑制作用 当介导其代谢的酶受到抑制时 血药

浓度升高很可能会带来严重的不良反应 ∀因此研究

其药物代谢酶及与其他药物的相互作用有很重要的

临床意义 ∀奎尼丁 !奥芬得林和酮康唑等对 ≥在

不同性别大鼠肝微粒体内代谢的不同程度的抑制作

用 提示 ≤≠°⁄ ≤≠°和 ≤≠°可能都参与了

其在不同性别大鼠肝微粒体内代谢 酮康唑抑制作

用最强 提示 ≥主要是由 ≤≠°代谢的 在临床

应用中要注意避免同 ≤≠°酶的抑制剂合用 以

免发生潜在的药物相互作用 ∀西咪替丁对 ≥在雄

鼠肝微粒体内较强的代谢抑制作用 提示 ≤≠ °≤

≤≠ °≤酶为雄性特异性 ≈
可能也参与了其

代谢 ∀

近年来的研究证实 大鼠体内药物代谢的性别

差异主要是由于雌性和雄性大鼠肝中 ≤≠°酶的

含量和数量上的差异 ≈ ∗ 所造成的 ∀此外雌性

大鼠的 ≤≠°酶含量较雄性大鼠低  ∗  

这可以解释许多药物在雌性大鼠体内的代谢比雄性

大鼠慢 ∀本研究发现 ≤≠°≤≠°⁄和 ≤≠°可

能均参与了 ≥的代谢 ≤≠ °≤还参与了 ≥在雄

鼠肝微粒体内的代谢 ∀文献 ≈报道 ≤≠°

≤≠°和 ≤≠ °在雄性大鼠微粒体内的量分

别是雌性大鼠的 和 倍以上 而 ≤≠°≤达

倍以上 ≤≠ °和 ≤≠°的量也多于雌鼠 可

能正是这些代谢酶的差异引起了 ≥在不同性别大

鼠肝微粒体代谢酶动力学内及代谢物的差异 ∀

总之 ≥在不同性别大鼠肝微粒体内的主要代

谢产物和代谢酶动力学不同 提示其在体内的药代

动力学以至药效学过程也可能存在性别差异 这种

差异可能是由于 ≤≠°和 ≤≠ °≤在大鼠体内的

性别差异引起 ∀ ≥主要由 ≤≠°代谢 与 ≤≠°

的抑制剂合用可能引起潜在的药物相互作用 值得

引起临床注意 ∀
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