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右旋黄皮酰胺在大鼠肝微粒体中的代谢转化

姚庆强 3 o王慕邹

k中国医学科学院 !中国协和医科大学药物研究所 o北京 tsssxsl

摘要  目的 }研究黄皮酰胺的主要代谢途径 o为进一步研究黄皮酰胺代谢的立体选择性打下基础 ∀方法 }用大

鼠肝微粒体体外温孵法对右旋黄皮酰胺kk n l2¦̄¤∏¶̈±¤°¬§̈ l进行温孵 o用硅胶柱色谱 !制备 ×�≤ 分离纯化代谢产物

并通过光谱分析鉴定其结构 ∀结果 }分离得到 x个代谢产物 ≤ � t o≤ � v o≤ � w o≤ � x及 ≤ � y o其结构分别鉴定为 y2羟

基 ow2羟基 ow oy2二羟基 ow2苯环邻位羟基 ow oz2苯环间位2二羟基黄皮酰胺 ∀结论 }黄皮酰胺的代谢主要发生羟化或双

羟化 o≤ � v是其主要代谢产物 o量较少的 ≤ � w o≤ � y为其进一步代谢产生的双羟基代谢产物 ~另 u个代谢产物 ≤ � t o

≤ � x产生的量也较少 ~≤ � u未分离得到 o但通过 �°�≤ 分析知其为右旋黄皮酰胺的微量代谢产物 ∀

关键词  右旋黄皮酰胺 ~肝微粒体 ~体外代谢 ~高效液相色谱法

  黄皮酰胺是芸香科黄皮属植物黄皮 Χλαυσενα

λανσιυ µ k�²∏µql ≥®̈ ¨̄¶叶水浸膏中分离得到的有

效成分≈t  o经不对称合成和拆分得到左旋和右旋黄

皮酰胺≈u  o其中左旋体有较好的促智作用 o右旋体

作用不明显且毒性较强≈v ow  o其化学结构见图 t ∀

收稿日期 }t||{2s{2uw

基金项目 }国家自然科学基金重大项目ku|z|stusl

3现址 }山东省医学科学院药物研究所 o济南 uxssyu

×¨̄ }ksxvtluyszswv oƒ¤¬}ksxvtlu|xwstx o

∞2°¤¬̄}·¬¤±µ¤± �­± p ³∏¥̄¬¦q¶§q¦±¬±©²q±̈ ·

ƒ¬ªt  ≥·µ∏¦·∏µ̈¶²©k p l ¤±§k n l2¦̄¤∏¶̈±¤°¬§̈ q

前文≈x 曾报道左旋黄皮酰胺的代谢转化 ∀为

进一步了解黄皮酰胺的代谢途径 o且为研究手性黄

皮酰胺代谢转化的立体选择性打下基础 o以推测其

作用机制 o本文用肝微粒体温孵法 o以 � °2�°�≤2
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⁄�⁄系统分离与检测右旋黄皮酰胺及其代谢产物 o

研究了右旋黄皮酰胺的代谢转化过程 ∀

实 验 部 分

1  材料与仪器

右旋黄皮酰胺由本所合成室提供 o其结构经光

谱鉴定 ∀

��⁄°k氧化型辅酶 ��l及 ��⁄�k还原型辅酶

�l均为进口分装 o购自北京百泰生化试剂公司 ~�2y2

°ky2磷酸葡萄糖l及 �2y2° 脱氢酶k�2y2°⁄�l为

≥¬ª°¤公司产品 ∀其他化学品均为市售分析纯 o流

动相的有机溶剂为色谱纯 o水为蒸溜水经 �¬̄̄¬ ±

�¤¥²纯水器处理 ∀

纯种 • ¬¶·¤µ大鼠 o⎯ kuxs ? tsl ªo由中国医学

科学院实验动物中心提供 ∀

惠普公司 �° ttss �°�≤2⁄�⁄系统 o�° � √̈ q

� qsw qst化学工作站 ∀

2  动物的诱导与肝微粒体的制备

• ¬¶·¤µ种大鼠 o¬³苯巴比妥生理盐水溶液 ys

°ª#®ªp t o §́≅ v ∀

按文献报道的二次离心法制备肝微粒体≈y  o用

�²ºµ¼法测定蛋白含量
≈z  ∀

3  温孵体系的组成

按前文≈x 所优化的温孵体系组成对右旋黄皮

酰胺进行温孵 }微粒体蛋白 u1s °ª# °̄ p t ~�2y2°

ts °°²̄#�p t ~��⁄° t °°²̄ # �pt ~��⁄� s1x

°°²̄#�pt ~ �2y2° ⁄� t �# °̄ p t ~ � ª≤ ū w1s

°°²̄#�pt ~右旋黄皮酰胺 t1x °ª# °̄ p t ∀按以上组

成配制 xss °̄ 进行温孵 ∀

4  样品制备与代谢产物 ΗΠΛΧ分析

取温孵产物 ts °̄ 用乙酸乙酯 ts °̄ ≅ v提取 o

合并有机层 o无水 �¤u≥�w 干燥 o减压蒸干 o残留物

溶于甲醇 t °̄ 中 o供 �°�≤ 分析 ∀

用 �° ttss高效液相色谱仪及二极管阵列检

测器进行分析 ∀色谱柱 }�±̈ µ·¶¬̄ �⁄≥2v ox Λ° ouxs

°° ≅ w1y °°k��≥¦¬̈±¦̈ ≤²³qo�¤³¤±l o流动相 }

� ≤̈ �) �u �kuyΒzwl o流速 }t °̄ # °¬±p t o检测波长

uts ±° ∀

5  代谢物纯品的制备及结构测定

代谢体系用乙酸乙酯萃取 o浓缩蒸干乙酸乙酯 o

残留物加少量硅胶拌样 o进行硅胶柱色谱分离 o硅胶

ktys ∗ uss 目lts ª湿法装于内径 t1x ¦° 色谱柱

中 o≤ �≤ v̄ ) ≤ �v � �ktssΒt otssΒu otssΒv otssΒw o

tssΒx各 tss °̄ l梯度洗脱 o每 x °̄ 接收 t份 o�u吹

干后少量甲醇溶解 o�°�≤ 分析 ot| ∗ uz份为母体

药 ou| ∗ wv份为 τ� tz1tsx °¬±k≤ � tl和 τ� tu1uw|

°¬±的峰 o制备 ×�≤ 分离纯化得 ≤ � t和 ≤ � v ~wy ∗

xu份主要为 τ� ts1t|y °¬±的峰 o制备 ×�≤ 纯化得

≤ � w ~xv ∗ yu份含 τ� ts1t|y °¬±k≤ � wl和 τ� y1vzy

°¬±的峰 o高效 ×�≤ 分离制备得 ≤ � wk与前面得到

的 ≤ � w合并l和 ≤ � x ~yv ∗ zv 份主要含 τ� x1uxw

°¬±的峰 o制备 ×�≤ 纯化得 ≤ � y ∀

制备得到的代谢产物的 ƒ��2 � ≥ 分别在

�¤¥≥³̈¦∞质谱仪上测定 ~t ��� � 在 �µ∏®̈ µ� �2

xss核磁共振仪上测定 ∀

结 果

1  大鼠肝微粒体中右旋黄皮酰胺代谢产物的

ΗΠΛΧ分离

图 u是右旋黄皮酰胺体外温孵提取物的 �°�≤

图谱 o与对照品的 �°�≤ 图谱比较可判断 τ� uv1stw

°¬±的峰为右旋黄皮酰胺 o根据 �°�≤2⁄�⁄检测分

析 oτ� 为 tz1tsx otx1u|s otu1uw| ots1t|y oy1vzy o

x1uxw °¬±k图 u中 ≤ � t o≤ � u o≤ � v o≤ � w o≤ � x o及

≤ � yl的峰与右旋黄皮酰胺紫外图谱相同 o判断为右

旋黄皮酰胺的代谢产物 ∀

ƒ¬ªu  �°�≤ ³µ²©¬̄̈ ²© k n l2¦̄¤∏¶̈±¤°¬§̈ k�l ¤±§

¬·¶° ·̈¤¥²̄¬·̈¶k≤ � t ∗ ≤ � yl ¬± µ¤·̄¬√ µ̈°¬¦µ²¶²°¤̄

¬±¦∏¥¤·̈ q

2  右旋黄皮酰胺代谢产物的光谱分析及结构确证

2 .1  ΧΜ3 的光谱分析  ƒ��2 � ≥给出 vvyk � n n

�¤l ovtwk � n n �l的准分子离子峰 o其分子量比母

体药增加 ty个质量数 o说明为黄皮酰胺的单羟化代

谢产物 ∀ t ��� � 谱k表 tl与黄皮酰胺比较可知 o∆

w1zzukt� o§o�� u1{ �½l归属为 z2� o与其相偶合的
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∆w1tsv呈现一个氢的 §峰 o应为 x2� o其与 w2� 的

偶合消失 o而 v2� 于 ∆ w1t|y处呈现单峰 ∀故推断

≤ � v为 w2位羟基取代的黄皮酰胺 oƒ��2 � ≥裂解规

律k表 ul完全支持以上推断 ∀

Ταβ 1  1 ΗΝΜΡ σπεχτραλ δατα (∆) φορ ( + )2χλαυσεναµιδε ανδ ιτσ µεταβολιτεσ ΧΜ3 , ΧΜ4 , ΧΜ5 , ΧΜ6

k n l2≤ ¤̄∏¶̈±¤°¬§̈ ≤ � v ≤ � w ≤ � x ≤ � y

y2� v qus{kv� o¶l v qswvkv� o¶l w q{t|kt� o§o�� ts qx �½l v qsxvkv� o¶l v qsu|kv� o¶l

x qt{{kt� o§o�� ts qx �½l

w2� v qy|xkt� o§§o�� { qy o    p    p v qxuwkt� o§§o�� { qw o    p

tt �½l tt �½l

v2� w qswzkt� o§o�� tt �½l w qt|ykt� o¶l v q|v|kt� o¶l v q{xwkt� o§o�� tt �½l w qt{|kt� o¶l

x2� w qwvukt� o§§o�� u qy o w qtsvkt� o§o�� u q{ �½l w qv|skt� o§o�� u q{ �½l w qvtxkt� o§§o�� u qy o w qszukt� o§o�� v �½l

{ qy �½l { qw �½l

z2� w q{u|kt� o§o�� u qy �½l w qzzukt� o§o�� u q{ �½l w qzuvkt� o§o�� u q{ �½l w q{uykt� o§o�� u qy �½l w qywvkt� o§o�� v �½l

�µ2� y qzyvku� o§o�� { �½l y qy{wku� o§o�� z q{ �½l y qy{{ku� o§o�� z qw �½l y qzuuku� o§o�� { qx �½l y qvuvkt� o§o�� t q{ �½l

y qzx|kt� o§o�� y q{ �½l y qsvxkt� o§o�� z qy �½l

y qx|tkt� o§§§o�� s q| o

u qx o{ �½l

y q{xxkt� o·o�� z q{ �½l

z qttw ∗ z qt||kv� o°l z qsvx ∗ z qtsykv� o°l z qsvt ∗ z qtw{kv� o°l z qstw ∗ z qtvwkw� o°l z quxz ∗ z qvztkx� o°l

z quvz ∗ z qvu{kx� o°l z quu{ ∗ z qvvykx� o°l z qu{| ∗ z qvu|kx� o°l z qvs{ ∗ z qvvyku� o°l

Ταβ 2  ΦΑΒ2ΜΣ δατα φορ τηε µεταβολιτεσ(ΧΜ3 , ΧΜ4 , ΧΜ5 , ΧΜ6) οφ ( + )2χλαυσεναµιδε

� ·̈¤¥²̄¬·̈ ƒµ¤ª° ±̈·r h o�²±¶

≤ � v vvykvt o� n n �¤l ovtwktss o� n n �l ou|ykt{ ovtw p �u�l ou{skv ou|y p # � � n # �l ouyyku ou{s p #≤ �v n
# �l ouxskv ouyy

p #� � n # �l ouuuk| ouxs p ≤ �l ousyk| o� n p °«# ≤ � � �l ot|skxu ousy p # � � n # �l otzukxz ot|s p �u�l otyskx ouyy p

°«≤ � �l otw|k| ousy p � � ≤ � �≤ �vl otvvk{ ot|s p � � ≤ � �≤ �vl ottxky otvv p �u�l otszktw o°«≤ � � � n �l otsxkty o

°«≤ � n l o|tk{ o°«≤ �u
n l ozzky o°«n l

≤ � w vxuktss o� n n �¤l ovvsk{u o� n n �l ovtukxu ovvs p �u�l ou|wkws ovtu p �u�l ouw{kts ou|w p �u� p ≤ �l ouuvkus ovvs p

°«#≤ � � �l ouszkxy ouuv p #� � n # �l ot{{kvv ousz p �u� p # �l otzuk{ ot{{ p # � � n # �l otysktt ot{{ p ≤ �l otx{kty ot{{

p �≤ � �l otvtkuv otx{ p ≤ � n # �l ottxk|{ otvt p #� � n # �l otsxkuu o°«≤ � n l o|tkus o°«≤ �u
n l ozzk{ o°«n l

≤ � x vvykts o� n n �¤l ovtwktss o� n n �l ou{ukts ovtw p ≤ �v� �l ouw|k{ o� n p u�u� op ≤ �l ouwzkz ou{u p �u� p # � �l ouuu

kty ouw| p ≤ � n # �l ouszkvu ovtw p °«#≤ � � �l ot|skuw ousz p # � �l otzuktw ot|s p �u�l otw|ktz ousz p #≤ � ��≤ �vl otvt

ktv otw| p �u�l ottxkzv otzu p � � ≤ � �≤ �vl otszky o°«≤ � � � n �l otsxk| o°«≤ � n l o|tkz o°«≤ �u
n l ozzkw o°«n l

≤ � y vxukwu o� n n �¤l ovvskuz o� n n �l ovtuktw ovvs p �u�l ou{ukty ovtu p �≤ � �l ouywkxw ou{u p �u�l ouszktw ovvs p

� �°«#≤ � � �l ot|skuu ousz p #� �l otzykwu ot|s p #≤ �v n
# �l otzukwu ot|s p ≤ �l otw{ktw otzy p ≤ �l o|xkw{ o≤y �z�l o|v

kt{ o� �°«n l o{vkzy o≤x �z�l oy|ktss o≤w �w�l

2 .2  ΧΜ4 的光谱分析

ƒ��2 � ≥给出准分子离子峰 vxuk � n n �¤l和

vvsk � n n �l o其分子量比黄皮酰胺增加 vu个质量

数 o说明为黄皮酰胺的双羟化代谢产物 ∀ t ��� �

谱k表 tl显示 o∆ v1us{kv� o¶l的 p ≤ �v 信号消失 o

而 ∆w1{t|和 ∆x1t{{处出现 u个相互偶合的单氢

信号的 §峰 o偶合常数为 ts1x �½o为同碳偶合 ∀说

明 y2位碳发生了羟化反应 ∀其它的高场氢信号 ∆

v1|v|kt� o¶lkv2�l o∆ w1v|skt� o§o�� u1{ �½lkx2

�l o∆w1zuvkt� o§o�� u1{ �½lkz2�l与 ≤ � v一致 o

表明 w2� 也被羟基取代 ∀因此 o≤ � w为 w2和 y2位双

羟基取代的黄皮酰胺 ∀其质谱裂解规律k表 ul支持

上述结构推断 ∀

2 .3  ΧΜ5 的光谱分析

ƒ��2 � ≥给出 vvyk � n n �¤l ovtwk � n n �l的

准分子离子峰 o其分子量比黄皮酰胺大 ty 个质量

数 o表明为单羟基代谢产物 ∀ t ��� � 谱k表 tl中 o∆

v1sxvkv� o¶lk�2≤ �vl o∆ v1{xwkt� o§o�� tt �½l

kv2�l o∆ v1xuwkt� o§§o�� {1w ott �½lkw2�l o∆

w1vtxkt� o§§o�� u1y o{1w �½lkx2�l o∆ w1{uykt� o

§o�� u1y �½lkz2�l化学位移及偶合常数与黄皮酰

胺均相符 o故羟化反应于苯环上发生 ∀ ƒ��2 � ≥中

的碎片峰k°r½ usz ot|s otzu otw| otvt ottxl的裂解

规律k表 ul }准分子离子峰 °r½ vtw减去 °r½ tsz的

碎片 °�≤ � � � 得到°r½ usz的峰 o说明 z2位苯环的

质量数没有增加 o证明该羟基连接于 w2位苯环上 ∀
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与母体药相比 ot ��� � 谱k表 tl中 o有一个芳氢发

生明显高场位移 o出现在 ∆ y1zx|处 o呈一个氢的 §

峰 o偶合常数为 y1{ �½o只有一个邻位氢与之发生

偶合 o根据核磁共振的一般规律 o芳环上的羟基使得

邻位氢产生高场位移 o故判断羟基的邻位只有 ∆

y1zx|一个氢 ∀而只有羟基取代于邻位才能满足以

上条件 o因此 o推断 ≤ � x为 w2位苯环的邻位发生羟

化反应 ∀

2 .4  ΧΜ6 的光谱分析

ƒ��2� ≥ 给出准分子离子峰 vxuk � n n �¤l o

vvsk � n n �l o比母体药大 vu个质量单位 o为双羟

基代谢产物 ∀ t ��� � 谱k表 tl中 o∆ w1ywvkt� o§l

和 ∆w1szukt� o§l相互偶合 o�� v �½o归属为 z2和

x2位氢 o与母体药相比 x2位氢和 w2位氢的偶合消失 o

表明 w2位氢被羟基取代 ∀∆ w1t{|kt� o¶lkv2�l o∆

v1su|kv� o¶lk�2≤ �vl与母体药相符 o另一个羟基应

连接于苯环上 ∀ ƒ��2 � ≥ 中的一组碎片 °r½ usz o

t|s otzy otzu otw{k表 ul o由准分子离子 � n n �

k°r½ vvsl减去 � �°«≤ � � � k °r½ tuvl碎片得到

°r½ usz的碎片 o继续裂解得到 °r½ t|s otzy otzu o

tw{的碎片 o与 ≤ � x 中准分子离子 � n n � k °r½

vtwl减去 °«≤ � � �k°r½ tszl得到的碎片相同 o故

z2位苯环上发生了羟化反应 ∀ t ��� � 谱中 o∆

y1x|t呈现一个氢的 §§§峰 o而母体药相应处k∆

y1vuvl为 u个氢的 §峰 o其中的一个氢发生高场位

移 o也说明羟基连接于 z2苯环上 ∀解析t ��� � 低

场有关的峰 o∆y1{xxkt� o·o�� z1{ �½l的氢受两个

邻位氢的偶合 o因偶合常数相近而呈现·峰k正常时

为 §§峰l o∆y1svxkt� o§o�� z1y �½l o∆ y1x|tkt� o

§§§o�� {1s ou1x ot1s �½l两个邻位偶合常数之和

kz1y n {1sl是 ∆ y1{xx的偶合常数的 u倍 o表明这

两个氢均处于 ∆ y1{xx 氢的邻位 ∀ t ��� � 谱中 ∆

y1vuvkt� o§o�� t1{ �½l只表现出一个氢的间位偶

合 o无邻位氢 ∀以上数据均表明 o羟基取代于 z2位

苯环的间位 ∀所以 o≤ � y的两个羟基分别连接在 w2

位和 z2位苯环的间位 ∀

综上所述 ok n l2黄皮酰胺主要产生 y个代谢产

物 o其中 ≤ � t及 ≤ � u曾于k p l2黄皮酰胺温孵体系

中分离得到≈x  o≤ � u 的量较小 o本文未分离得到 ∀

其主要代谢途径见图 v ∀

ƒ¬ªv  °µ²³²¶̈§ °¤¬± ° ·̈¤¥²̄¬¦³¤·«º¤¼ ²©k n l2¦̄¤∏¶̈±¤°¬§̈ k¦̄¤∏l ¬±µ¤·̄¬√ µ̈°¬¦µ²¶²°¤̄ ¬±¦∏¥¤·̈ q

讨 论

药理试验表明 o左旋黄皮酰胺有较好的促智作

用 o而右旋黄皮酰胺作用却不明显≈v ow  o本实验在前

文研究的基础上对右旋黄皮酰胺代谢转化进行了研

究 o阐明了其主要代谢产物k其中 ≤ � t曾于左旋黄
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皮酰胺温孵体系中分离到 ~≤ � v o≤ � w o≤ � x o≤ � y

为首次分离得到l的结构 o从而完善了黄皮酰胺的代

谢转化途径 ∀通过定性比较左 !右旋黄皮酰胺的代

谢差异 o发现 ≤ � t o≤ � u为左旋黄皮酰胺的主要代

谢产物 o产生的 ≤ � v较少≈x  o而 ≤ � v为右旋黄皮酰

胺的主要代谢产物 o产生极微量的 ≤ � u o说明药物

代谢酶系k°2wxs酶系l对手性黄皮酰胺代谢具有立

体选择性 o推测手性黄皮酰胺与其他生物活性酶或

受体的结合也具有立体选择性 ∀这一结论从代谢角

度阐明了左旋和右旋黄皮酰胺药理作用及毒性方面

的差异的原因 ∀

前文≈x 曾报道 ≤ � u o通过 �°�≤ 分析发现在右

旋体温孵体系中也存在 o但含量较低而未能分离得

到 o从左旋黄皮酰胺曾分离得到 ≤ � v o但因量小而

未鉴定其结构≈x  o本文分离纯化且鉴定了其结构 ∀
致谢  中国惠普公司提供 �°ttss 高效液相色谱仪 ~

t ��� � 由本所仪器分析室代测 ~ƒ��2 � ≥由中国军事医学

科学院仪器分析中心代测 ∀
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