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摘要 目的  研究黄皮酰胺∏≤∏对映体在大鼠肝微粒体中的酶促反应动力学并比较其立体选择

性差异 ∀方法  应用反相 °≤法测定 ≤∏对映体在体外代谢系统中的产物 并用 ∞2作图法分析数据 !求

算酶促反应动力学参数 Κ 和 ς¬以及肝代谢速率 ς¬ΠΚ ∀结果  在体外代谢系统中 左旋黄皮酰胺主要生成 2

羟2≤∏!2羟2≤∏和 2羟2≤∏其优势代谢途径为 位羟化 位羟化代谢的 ς¬ΠΚ 值高于 位和 位 ∀右旋黄皮

酰胺的 位羟化反应 Κ 最小 !ς¬最大 因此代谢速率最高 是左旋体 位羟化的 倍 而其 2羟2≤∏和 2羟2≤∏

的产生量很小 ∀结论  黄皮酰胺对映体在大鼠肝微粒体中的羟化代谢存在明显的底物立体选择性差异 ∀
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体 ∀体外代谢研究提示 ≤∏对映体经历羟化和双

羟化反应 至少生成 个代谢产物≈  ∀本研究通过

建立大鼠肝微粒体体外代谢系统 观察 ≤∏对映体

在此系统中的酶促反应动力学过程及其立体选择性

差异 ∀

材料与方法

药品与试剂  ≤∏对映体由本所黄量研究员实

验室提供 ≤∏代谢产物定性参照物体外代谢提取

纯化物由本所王慕邹研究员实验室赠送 Β2⁄° 

⁄ 22°2⁄ 22° 牛血清白蛋白 为 ≥公

司产品 ×为 ∏∏公司产品 ⁄2内标
≈



日本 ⁄制药有限公司赠送 ∀

仪器  ≥≤   型低温高速离心机 !≥≤° 

型低温超速离心机日本 ÷型低温超

速离心机美国 ≥°2型色谱仪 !≥°⁄2

型紫外检测器≥∏日本   型积分仪

°美国 不锈钢分析色谱柱 

≅ 1 ⁄∞ ≤ 瑞典 ∀

动物  •大鼠 α  ∗  购自本院动

物研究所繁育场 ∀

肝微粒体制备及其蛋白含量测定  大鼠 禁食

 后 断头处死 迅速取出肝脏 按 ∏法≈制

备微粒体和 法≈测定微粒体蛋白含量 ∀

体外代谢系统组成[ 6 ,11 ∗ 13]  代谢系统总体积为

 ⁄  #
 1 22°2⁄ 

#
 1 22°  #

 1 

≤ #
 1 Β2⁄°  #



1 ≤∏用吐温2配备1 大鼠肝微粒体

蛋白 1 用 ×2≤  #
 1 加

到所需终体积 ∀

反应条件优化   孵育时间 设定    

    ∀在此项中微粒体蛋白和 ≤∏终

质量浓度分别为 1和 1 #
 微粒体蛋白

浓度 设定系列终质量浓度为 1 1 1 1 1

#
 ∀在此项中孵育时间为  ≤∏终质量

浓度为 1 #
 底物浓度 设定 ≤∏对映体系

列终浓度为 1 1 1    # ∀此项

中孵育时间为  微粒体蛋白终质量浓度为 1

# ∀反应系统预温孵 ε   后 加入 Β2

⁄°启动反应系统 每隔  通氧一次 Π

管 到达设定时间 加入乙酸乙酯  迅速混合 

以终止反应 ∀

样品处理和 ΗΠΛΧ 测定[ 14]  各管加入内标

⁄2 乙酸乙酯配制 1 混旋提取  

  #离心  取上层有机相 水浴挥干

约  ε  加入甲醇 1 重溶残存物 取  Λ

进样 ∀固定相为  ≤色谱柱 流动相为乙腈2

甲醇2水1ΒΒ1 流速 1 #
检测波

长   纸速 1 #
以代谢产物峰面积与

内标峰面积的比值作为测定指标 ∀

Χλαυ对映体酶促反应动力学参数的测定  采

用 ∞2法≈
以 ϖ对 ϖΠ≈≥进行线性回归 

求出斜率和截距 进而求出 Κ ! ς¬和代谢速率

ς¬ΠΚ ∀底物 ≤∏对映体的系列终浓度为 1 

1 1   和  #
微粒体蛋白终质量

浓度为 1 # 


温孵时间为  观察指标

 ƒ 在  2≤∏为 22≤∏的

峰面积与内标峰面积之比 在  2≤∏为 22

≤∏!22≤∏和 22≤∏的峰面积分别与内标

峰面积之比 代谢产物的单位 因缺乏相应的标准

品 用Λ# ƒ表示
≈ ∀

结果

1  温孵时间对 ≤∏代谢产物产生的影响

在本温孵系统中   2≤∏主要产生 个代谢

产物 即 22≤∏22≤∏和 22≤∏∀在 

前 22≤∏的生成量略高于 22≤∏∀ 

后 22≤∏超过 22≤∏∀22≤∏的生

成量在 者中最小 ∀  2≤∏主要产生 个代谢

产物 即 22≤∏其生成量在全部时间点上高于

  2≤∏个代谢产物 ∀ 后 除 22≤∏继

续升高外 其他所测的代谢产物则始下降图  ∀

综合     2≤∏代谢产物的经时过程 温孵时

间宜为  ∗  ∀

2  肝微粒体含量对 Χλαυ代谢产物产生的影响

微粒体在 1 ∗ 1 #
两个对映体的所测

代谢产物均逐渐增加 且在 1 #前段增加较

快 至 1 #达到最高 此后除  222≤∏

外 其他则始下降图  ∀显然 肝微粒体质量浓度

为 1 #较合适 ∀

3  底物浓度对 Χλαυ代谢产物产生的影响

随着底物浓度增加到  #
≤∏对映体

的代谢产物生成逐渐达到高峰 呈现出酶和底物作

用的饱和状态 其量或基本不变 或略有下降 ∀提

示底物的合适浓度应为  ∗  #
图  ∀

4  Χλαυ对映体酶促反应动力学比较

以初始阶段的反应速度和底物浓度1 ∗
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1 #
 求出的酶促动力学参数归纳于表  ∀

从表中可见   2≤∏的 Κ 值高于  2≤∏而

ς¬值则相反 代谢速率 ς¬ΠΚ 在  2≤∏为

1  Λ##
在  2≤∏个途径代谢

速率之和为 1  Λ##
两者比值为

1 说明  2≤∏的 位羟化反应快于  2≤∏

的羟化代谢反应 ∀但从底物的消耗量来看 左旋的

消耗多于右旋 因此   2≤∏的总代谢量多于

  2≤∏结果未显示 ∀

ο ) ο   222≤∏ π ) π   222≤∏ ω ) ω   222

≤∏ υ ) υ   222≤∏

ƒ∏  ∞∏   

 ∏≤∏  ∞

≤∏    1 #

1 #
 ∏  1 #



   ∏   ε 

  

⁄°2

ο ) ο   222≤∏ π ) π   222≤∏ ω ) ω   222

≤∏ υ ) υ   222≤∏

ƒ∏  ∞    

     ∏ ≤∏

∞ ≤∏ 

1  1 #
 ∏  

 11 #

   ∏ ε
 ⁄°2

ο ) ο   222≤∏ π ) π   222≤∏ ω ) ω   222

≤∏ υ ) υ   222≤∏

ƒ∏   ∞ ∏   

    ∏  ≤∏

   √  ∞ ≤∏

  1 
1 1 1 1  1 #

∏

1 #
 ∏

 ε       ⁄°2


Ταβλε 1  Κινετιχ παραµετερσ οφ χλαυσεναµιδε(Χλαυ)

ηψδροξψλατιονσιν ρατ λιϖερ µιχροσοµεσ


Κ

Π#

ς¬

ΠΛ#
#

ς¬ΠΚ

ΠΛ##

  222≤∏ 1  1  1 

  222≤∏ 1  1  1 

  222≤∏ 1  1  1 

  222≤∏ 1  1  1 

∞ ≤∏ 1 

1 1 1 1 1 1 #
∏

1 #
   ∏ ε 

  ⁄°2   

≤∏¬  ∞2

 ∏

11 #
∏∏ Κ  ς¬ √∏

讨论

从图 和表 可见 ≤∏对映体存在明显的底

物立体选择性 ∀底物立体选择性是指在相同条件

下 两个对映异构体的代谢有质和量的差异≈ ∀

  2≤∏的优势代谢途径是 位羟化 产生 22

≤∏其产生的速率和量均显著高于  2≤∏的 2

2≤∏立体选择方向为       而  2≤∏

的优势代谢途径为 位羟化和 位羟化 产生 22

≤∏和 22≤∏在本代谢系统中   2≤∏的 2

2≤∏和 22≤∏生成量却很小 立体选择方向

为       表明 ≤∏对映体有底物立体选择性

差异 且不同代谢途径的立体选择方向不同 ∀类似
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的药物有华法令 维拉帕米 

等 ∀

同样 ≤∏对映体的酶促动力学特征也明显不

同 ∀将底物浓度对反应速度作图可知 ≤∏对映体

在大鼠肝微粒体中的羟化代谢反应符合单酶催化的

2 方程 动力学数据经 ∞2

作图法直线变换后求得 Κ 及 ς¬值 ∀在   2

≤∏位羟化的 Κ 值最小 !ς¬值最大 因此其代

谢速率最高1 Λ##
 而 22≤∏

和 22≤∏很小 在  2≤∏位羟化的代谢速

率1 Λ##
高于 位和 位1和

1 Λ##
 ∀两相比较 右旋体的总代

谢率明显高于左旋体 ∀这种差异是肝微粒体内第一

相代谢酶选择性平衡的结果 表明代谢酶对 ≤∏对

映体的位置特异性 ∀这种差异也是 ≤∏对映体药

物动力学特征不同的原因之一 ∀但有趣的是   2

≤∏的消耗量大于  2≤∏提示左旋的总代谢转

化量多于右旋 ∀已知 ≤∏对映体在肝内除了转化

为单羟化合物外还可转化成双羟化合物≈ ∀因此推

测  2≤∏除了测定的代谢产物之外 可能还有进

一步转化产物和Π或新的代谢产物生成 ∀
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