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摘要  用大鼠肝微粒体体外温孵法进行了左旋黄皮酰胺≈k p l2¦̄¤∏¶̈±¤°¬§̈  代谢转化研究 o优化了

温孵体系 o建立了反相 �°�≤2⁄�⁄同时分离检测左旋黄皮酰胺及其体外代谢产物的分析方法 ∀用硅胶

低压柱色谱 !制备 ×�≤ 及制备 �°�≤ 分离纯化了两个代谢产物并进行了光谱鉴定 ∀结果表明 o两个代谢

物分别确定为 y2和 x2位羟基取代的黄皮酰胺 ∀

关键词  左旋黄皮酰胺 ~肝微粒体 ~高效液相色谱法

  黄皮酰胺是从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其化学结构如下 }

经不对称合成和拆分得到左旋和右旋黄皮酰

胺≈u  ∀其中左旋黄皮酰胺有较好的促智作

用≈v ow  ∀为进一步阐明药物的作用机制 o现对

左旋黄皮酰胺的代谢转化过程进行了研究 ∀并

拟通过药物代谢产物的分离和结构鉴定 o对药

物结构与代谢及药效间的关系进行探讨 o为进

一步改造现有药物的结构 o合成药效更高 !毒性

更低的新药提供信息 ∀代谢研究采用了肝微粒

体温孵法 o以 � °2�°�≤2⁄�⁄系统完成了左旋

黄皮酰胺及其未知代谢产物的分离与检测 o并

利用硅胶低压柱色谱 !制备 ×�≤ 及 �°�≤ 分离

纯化了 u个代谢产物 o通过光谱分析鉴定了其

结构 o确定了左旋黄皮酰胺体外代谢转化的主

要途径 ∀

实 验 部 分

1  材料与仪器

左旋黄皮酰胺由本所合成室提供 o其结构

本文于 t||z年 z月 tt日收到 ∀

本文为卫生部高等院校博士点专项基金资助项目 ∀

经光谱鉴定 ∀

��⁄°k氧化型辅酶 ��l ~��⁄�k还原型辅

酶 �lk进口分装l购自北京百泰生化试剂公司 o

�2y2° ky2磷酸葡萄糖l o�2y2° §̈ «¼§µ²ª̈ ±¤¶̈

k�2y2° ⁄� o�2y2°脱氢酶l为 ≥¬ª°¤公司产品 o

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 ∀

体重 uxs ? ts ª ⎯ 纯种 • ¬¶·¤µ大鼠由中国

医学科学院实验动物中心提供 ∀

惠普公司 �° ts|s � �°�≤2⁄�⁄系统 o

t||w�化学工作站 ~• ¤·̈µ¶公司 xts泵 �°�≤2

� ∂ 系统 o�¤¶̈ ¬̄±̈ {ts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苯巴比妥钠生理盐水溶

液 ys °ª#®ªp t o每天 t次 o连续 v §∀

按文献报道的二次离心法制备肝微粒

体≈x  o用 �²ºµ¼法测定蛋白含量
≈y  ∀

3  温孵体系的优化

采用 ��⁄°� 再生系统k表 tl o�°�≤ 研究

代谢情况 o比较代谢效果 o以筛选出最佳代谢体

系 ∀

具体操作 }k p l2黄皮酰胺用 × º¨̈ ±2{s助

溶于 ³� z1w的 ×µ¬¶p �≤¯缓冲液 u °̄ 中 o在适

量的 ×µ¬¶p �≤¯缓冲液中加入肝微粒体 !

��⁄°o��⁄� o�2y2° o�2y2° ⁄� 及 � ª
u n o于

vz ε 水浴中振摇 u °¬±后 o加入k p l2黄皮酰胺

溶液 o继续振摇 o每 us °¬±在液面上通 �u半分

钟 ot1x «后 o撤去水浴 o中止代谢反应 ∀
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Ταβ 1  Ινχυβατιον σψστεµ ωιτη λιϖερ µιχροσοµεσ ανδ χοφαχτορ σολυτιον (10 µλ)

�µ²∏³ �¬¦µ²¶²°¨³µ²·̈¬± ��⁄° ��⁄� �2y2° �2y2° ⁄� � ª
u n k p l2≤ ¤̄∏¶̈±¤°¬§̈

k°ª# °̄ p tl k°°²̄#�p tl k°°²̄#�p tl k°°²̄#�p tl k��# °̄ p tl k°°²̄#�p tl k°ª#ts °̄ p tl

� u qs t qs p ts qs t qs w qs t qs

�� u qs t qs t qs ts qs t qs w qs t qs

��� u qs t qs s qx ts qs t qs w qs t qs

�∂ u qs s qx s qx ts qs t qs w qs t qs

∂ u qs t qs s qx ts qs t qs w qs t qx

∂� w qs t qs s qx ts qs u qs w qs t qx

≤²±·µ²̄ u qs t qs s qx ts qs t qs w qs t qx

��⁄° } �¬¬§¬¤̈ §±¬¦²·¬±¤°¬§̈ ¤§̈ ±¬±̈ §¬±∏¦̄ ²̈·¬§̈ ³«²¶³«¤·̈ ~��⁄� } � §̈∏¦̈§±¬¦²·¬±¤°¬§̈ ¤§̈ ±¬±̈ §¬±∏¦̄ ²̈·¬§̈ ~

�2y2° } �̄ ∏¦²¶̈2y2³«²¶³«¤·̈ ~ �2y2° ⁄� } �̄ ∏¦²¶̈2y2³«²¶³«¤·̈ §̈ «¼§µ²ª̈ ±¤¶̈ q

  对照组在配制好代谢体系后 o沸水浴中加

热使酶失活 o然后加入 ×µ¬¶p �≤¯助溶的黄皮

酰胺 o其他操作同样品组 ∀

4  样品制备与代谢产物 ΗΠΛΧ分析

温孵产物用乙酸乙酯 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 t °̄ 甲醇中 o供 �°�≤ 分析 ∀

采用 �° ts|s � 高效液相色谱仪及二极管

阵列检测器进行分析 ∀色谱柱kuxs °° ≅ w1y

°°l内填 x Λ° �¬≤«µ²¶³«̈µ� °2t{固定相 o流

动相为 � ≤̈ �) �u�kuxΒzxl o检测波长 uxz

±° ∀

5  代谢物纯品的制备及结构测定

根据以上实验结果 o选用比较理想的实验

条件 o扩大代谢规模至 xss °̄ }肝微粒体 u

°ª# °̄ p t o��⁄°kt °°²̄#�p tl ~��⁄� ks1x

°°²̄#�ptl ~�2y2°kts °°²̄#�p tl ~�2y2° ⁄�

kt ��# °̄ p tl ~� ª
u n kw °°²̄#�p tl及 × º¨̈ ±2{s

助溶的左旋黄皮酰胺溶液 s1tx °ª# °̄ p t ∀进

行制备级体外代谢实验 ∀

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进行硅胶低压柱

色谱分离 o硅胶kts ∗ ws Λ°l us ª湿法装于内

径 u1x ¦°色谱柱中 o≤ �≤ v̄ ) ≤ �v � �ktssΒvl

洗脱 o每 x °̄ 接收 t份 o放置使溶剂逐渐挥干 o

t| ∗ uu份析出片状结晶 o滤出 o得 ≤ � t ~uv ∗ u{

份合并 o制备 ×�≤ o�°�≤ 纯化得 ≤ � u ∀

制备得到的代谢产物的 ∞�2 � ≥ 和 ƒ��2

� ≥分别在 ∂ �2��� uƒ质谱仪和 �¤¥≥³̈¦∞质

谱仪上测定 ~t ��� � 在 �µ∏®̈ µ� �2xss 核磁

共振仪上测定 ∀

结 果

1  温孵体系的选择

通过比较左旋黄皮酰胺在几种温孵体系中

的代谢情况 o确定了如下温孵体系组成 }微粒体

蛋白 u1s °ª# °̄ p t ~�2y2° ts °°²̄#�pt ~��⁄°

t °°²̄#�pt ~��⁄� s1x °°²̄#�pt ~�2y2° ⁄�

t ��# °̄ p t ~� ª≤ ū w1s °°²̄#�pt ~左旋黄皮酰

胺 t1x °ª#ts °̄ p t ∀

2  大鼠肝微粒体中左旋黄皮酰胺代谢产物的

ΗΠΛΧ分离

图 t是左旋黄皮酰胺体外温孵提取物的

�°�≤图谱 o与对照品的 �°�≤ 图谱比较后可

以判断图 t中·� 为 ty1|y °¬±的峰为左旋黄皮

酰胺 o根据 �°�≤2⁄�⁄检测分析 o·� 为 tu1xt o

ts1|s及 |1y{ °¬±k图 t中 ≤ � t o≤ � u o≤ � vl的

峰与左旋黄皮酰胺具有相同的紫外图谱 o判断

为左旋黄皮酰胺的代谢产物 ∀

ƒ¬ªt  �°�≤ ³µ²©¬̄̈ ²© k p l2¦̄¤∏¶̈±¤°¬§̈ ¤±§

¬·¶° ·̈¤¥²̄¬·̈¶¬± µ¤·̄¬√ µ̈ °¬¦µ²¶²°¤̄ ¬±¦∏¥¤·̈ q

≤ � t o≤ � u ¤±§ ≤ � v µ̈³µ̈¶̈±··«̈ ° ·̈¤¥²̄¬·¬̈¶

t ou ¤±§v ²©k p l2¦̄¤∏¶̈±¤°¬§̈ oµ̈¶³̈¦·¬√¨̄¼ q

#z|u#药学学报 �¦·¤ °«¤µ°¤¦̈∏·¬¦¤≥¬±¬¦¤t||{ ovvkwlΒu|y ∗ u||



3  左旋黄皮酰胺代谢产物的光谱分析及结构

确证

3 .1  ΧΜ1 的光谱分析  ≤ � t的 ƒ��2 � ≥ 给

出准分子离子峰 vtwk � n n tl o说明其为左旋

黄皮酰胺的羟化产物 ot ��� � 谱与左旋黄皮

酰胺比较k表 ul o∆v1us{k�2≤ �v信号l峰消失 o

而于 ∆x1tsu o∆x1txt处各出现一个氢信号 o均

为双峰 o偶合常数为 ts �½o说明 �2≤ �v的一个

氢被羟基取代 o另两个氢受羟基的影响发生低

场位移且为同碳异位质子 o出现相互偶合关系 ∀

其他氢信号及偶合关系与左旋黄皮酰胺基本一

致k表 ul o推断 ≤ � t的结构为 y位羟基取代的

黄皮酰胺 ∀ ≤ � t的 ƒ��2 � ≥碎片峰的裂解规

律分析k表 vl完全支持上述推断 ∀

Ταβ 2  1 ΗΝΜΡ σπεχτραλ δατα φορ ( − )2χλαυσεναµιδε ανδ ιτσ µεταβολιτεσ ΧΜ1 ανδ ΧΜ2 (∆ , ππ µ )

k p l2≤ ¤̄∏¶̈±¤°¬§̈ ≤ � t ≤ � u

y2� v qus{kv� o¶l x qtsukt� o§o�� ts �½l o v qsxukv� o¶l

x qtxtkt� o§o�� ts �½l

w2� v qy|xkt� o§§o�� { qy ott �½l v qy{ykt� o§§o�� { qx ott �½l v qww{kt� o§o�� tt �½l

v2� w qswzkt� o§o�� tt �½l v q|uwkt� o§§o�� tt �½l v qxtukt� o§o�� tt �½l

x2� w qwvukt� o§§o�� u qy o{ qy �½l w qy{skt� o§§o�� { qx ou qz �½l p

z2� w q{u|kt� o§o�� u qy �½l w qz|wkt� o§o�� u qz �½l w qztskt� o¶l

�µ2� y qzxv ∗ y qzztk§ou�l y qz{t ∗ y qz|xk§ou�l y qysu ∗ y qytyk§ou�l

�µ2� z qttw ∗ z qt||k° ov�l z qtt{ ∗ z qusxk° ov�l z qsx{ ∗ z qt{wk° ov�l

�µ2� z quvz ∗ z qvu{k° ox�l z quwz ∗ z qvyvk° ov�l z qu{v ∗ z qwusk° ox�l

≤ � t } � ·̈¤¥²̄¬·̈ t ²©k p l2¦̄¤∏¶̈±¤°¬§̈ ~ ≤ � u } � ·̈¤¥²̄¬·̈ u ²©k p l2¦̄¤∏¶̈±¤°¬§̈ q

Ταβ 3  ΜΣ δατα φορ ( − )2χλαυσεναµιδε ανδ ιτσ µεταβολιτεσ ΧΜ1 ανδ ΧΜ2

k p l2≤ ¤̄∏¶̈±¤°¬§̈ 3   

° ¤̈®k°r½l �²±

≤ � t        

° ¤̈®k°r½l �²±

≤ � u        

° ¤̈®k°r½l �²±

u|{ � n n t vtw � n n t vtw � n n t

t|t u|{2°«#≤ � � � u|y vtw2�u� u|y vtw2�u�

t|s �2°«#≤ � � � u{w vtw2≤ �u� uyy u|y2≤ �u�

tzw t|t2#� � uyy u{w2�u� uv{ uyy2≤ �

tyu t|s2≤ � uxs uyy2#� � n � us{ vtw2°«≤ � �

tww tyu2�u� uv{ uyy2≤ � t|s us{2�u�

tvw t|t2#≤ � �≤ �v uus uv{2�u� t{t uv{2#≤ � �≤ �v

tvv t|s2#≤ � �≤ �v t|v uyy2#≤ � �≤ �u� � tw| us{2�≤ ���≤ �v

tt| tvw2#≤ �v tzz u{w2°«#≤ � � � tvt tw|2�u�

tsz °«#≤ � � � tys uyy2°«≤ � � tut tw|2≤ �

tsx °«≤ � n tw{ tzz2#≤ � � tsz °«#≤ � � �

|t °«≤ �u
n tvt tw{2#� � tsx °«≤ � n

zz °«n tus tw{2≤ � |t °«≤ �u n

tsz °«#≤ � � � zz °«n

tsx °«≤ � n

|t °«≤ �u
n

zz °«n

3 � ≥ §¤·¤²© k p l2¦̄¤∏¶̈±¤°¬§̈ ¬± ¬̄·̈µ¤·∏µ̈≈t  q ≤ � t } � ·̈¤¥²̄¬·̈ t ²© k p l2¦̄¤∏¶̈±¤°¬§̈ ~ ≤ � u }

� ·̈¤¥²̄¬·̈ u ²©k p l2¦̄¤∏¶̈±¤°¬§̈ q

3 .2  ΧΜ2 的光谱分析  ∞�2 � ≥ 显示 � n n t

峰 vtw o推断 ≤ � u 为左旋黄皮酰胺的羟化产

物 ∀t ��� � 谱与左旋黄皮酰胺比较k表 ul ov o

w ox oz位 w个氢的偶合关系发生较大变化 o图

谱中 o∆v1xtukt� o§l和 ∆ v1ww{kt� o§l两个氢

相互偶合 o偶合常数为 tt �½o与左旋黄皮酰胺

中 v2� 和 w2� 偶合常数相同 o与左旋黄皮酰胺

相比 ox2� 与 w2� 之间的偶合关系消失 o并且 ∆
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w1zts为 t个氢的单峰 o归属为 z2� 信号 o没有

偶合发生 o推断 x位氢被羟基取代 ∀其质谱裂

解规律分析k表 vl也支持上述结构推断 ∀

综上所述 o左旋黄皮酰胺通过体外代谢 o主

要转化为 y2羟基黄皮酰胺和 x2羟基黄皮酰胺 ∀

图 u表示了其主要代谢途径 ∀

ƒ¬ª u  ×«̈ °¤¬± ° ·̈¤¥²̄¬¦³¤·«º¤¼ ²© k p l2

¦̄¤∏¶̈±¤°¬§̈ ¬± 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

实验通过体外代谢转化研究 o阐明了左旋黄皮

酰胺主要代谢物的结构 o从而以指导体内代谢

的研究 o为比较左旋和右旋黄皮酰胺代谢方面

的差异 o推测机体对不同立体构型黄皮酰胺代

谢的异同及其代谢机制 o进而从代谢角度阐明

左旋和右旋黄皮酰胺药理作用方面的差异打下

了初步的基础 ∀

通过制备 �°�≤ 得到的 ≤ � v其紫外光谱

与左旋黄皮酰胺相同 o确定其为黄皮酰胺的代

谢产物 o因量小没有确定其结构 ∀
致谢  t � �� � 和 ∞�2 � ≥ 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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