
左旋黄皮酰胺在大鼠肝微粒体中的代谢转化研究

姚庆强  王慕邹

中国医学科学院 !中国协和医科大学药物研究所 北京

摘要  用大鼠肝微粒体体外温孵法进行了左旋黄皮酰胺≈ 2 ∏ 代谢转化研究 优化了

温孵体系 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 两个代谢

物分别确定为 2和 2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 ∏ ≥ 叶水浸膏中

分离得到的有效成分≈ 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≈ ∀其中左旋黄皮酰胺有较好的促智作

用≈ ∀为进一步阐明药物的作用机制 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 对药

物结构与代谢及药效间的关系进行探讨 为进

一步改造现有药物的结构 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 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 并

利用硅胶低压柱色谱 !制备 × ≤ 及 ° ≤ 分离

纯化了 个代谢产物 通过光谱分析鉴定了其

结构 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 其结构

本文于 年 月 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 ∀

⁄° 氧化型辅酶 ⁄ 还原型辅

酶 进口分装 购自北京百泰生化试剂公司

2 2° 2磷酸葡萄糖 2 2°

2 2° ⁄ 2 2°脱氢酶 为 ≥ 公司产品

其他化学品均为市售分析纯 流动相的有机溶

剂为色谱纯 水为蒸溜水经 ± 纯水

器处理 ∀

体重 ? ⎯ 纯种 • 大鼠由中国

医学科学院实验动物中心提供 ∀

惠普公司 ° ° ≤2⁄ ⁄系统

化学工作站 • 公司 泵 ° ≤2

∂ 系统 化学工作站 ∀

2  动物的诱导与肝微粒体的制备

• 种大鼠 苯巴比妥钠生理盐水溶

液 # 每天 次 连续 ∀

按文献报道的二次离心法制备肝微粒

体≈ 用 法测定蛋白含量≈ ∀

3  温孵体系的优化

采用 ⁄° 再生系统 表 ° ≤ 研究

代谢情况 比较代谢效果 以筛选出最佳代谢体

系 ∀

具体操作 2黄皮酰胺用 × 2 助

溶于 1 的 × ≤ 缓冲液 中 在适

量的 × ≤ 缓冲液中加入肝微粒体 !

⁄° ⁄ 2 2° 2 2° ⁄ 及 于

ε 水浴中振摇 后 加入 2黄皮酰胺

溶液 继续振摇 每 在液面上通 半分

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

∏ ⁄° ⁄ 2 2° 2 2° ⁄ 2≤ ∏

# # # # # # #

∂

∂

∂

≤

⁄° ¬ ∏ ⁄ ∏ ∏

2 2° ∏ 2 2 2 2° ⁄ ∏ 2 2

  对照组在配制好代谢体系后 沸水浴中加

热使酶失活 然后加入 × ≤ 助溶的黄皮

酰胺 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 ≅ 提取 合并

有机层 无水 ≥ 干燥 减压蒸干 残留物

溶于 甲醇中 供 ° ≤ 分析 ∀

采用 ° 高效液相色谱仪及二极管

阵列检测器进行分析 ∀色谱柱 ≅ 1

内填 Λ ≤ °2 固定相 流

动相为 ≤ ) Β 检测波长

∀

5  代谢物纯品的制备及结构测定

根据以上实验结果 选用比较理想的实验

条件 扩大代谢规模至 肝微粒体

# ⁄° # ⁄ 1

# 2 2° # 2 2° ⁄

# # 及 × 2

助溶的左旋黄皮酰胺溶液 1 # ∀进

行制备级体外代谢实验 ∀

代谢体系用乙酸乙酯萃取 浓缩蒸干乙酸

乙酯 残留物加少量硅胶拌样 进行硅胶低压柱

色谱分离 硅胶 ∗ Λ 湿法装于内

径 1 色谱柱中 ≤ ≤ ) ≤ Β

洗脱 每 接收 份 放置使溶剂逐渐挥干

∗ 份析出片状结晶 滤出 得 ≤ ∗

份合并 制备 × ≤ ° ≤ 纯化得 ≤ ∀

制备得到的代谢产物的 ∞ 2 ≥ 和 ƒ 2

≥分别在 ∂ 2 ƒ质谱仪和 ≥ ∞质

谱仪上测定 在 ∏ 2 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 确定了如下温孵体系组成 微粒体

蛋白 1 # 2 2° # ⁄°

# ⁄ 1 # 2 2° ⁄

# ≤ 1 # 左旋黄皮酰

胺 1 # ∀

2  大鼠肝微粒体中左旋黄皮酰胺代谢产物的

ΗΠΛΧ分离

图 是左旋黄皮酰胺体外温孵提取物的

° ≤图谱 与对照品的 ° ≤ 图谱比较后可

以判断图 中 为 1 的峰为左旋黄皮

酰胺 根据 ° ≤2⁄ ⁄检测分析 为 1

1 及 1 图 中 ≤ ≤ ≤ 的

峰与左旋黄皮酰胺具有相同的紫外图谱 判断

为左旋黄皮酰胺的代谢产物 ∀

ƒ  ° ≤ 2 ∏

√ ∏

≤ ≤ ≤

2 ∏ √
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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  ≤ 的 ƒ 2 ≥ 给

出准分子离子峰 说明其为左旋

黄皮酰胺的羟化产物 谱与左旋黄皮

酰胺比较 表 ∆ 1 2≤ 信号 峰消失

而于 ∆ 1 ∆ 1 处各出现一个氢信号 均

为双峰 偶合常数为 说明 2≤ 的一个

氢被羟基取代 另两个氢受羟基的影响发生低

场位移且为同碳异位质子 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 表 推断 ≤ 的结构为 位羟基取代的

黄皮酰胺 ∀ ≤ 的 ƒ 2 ≥碎片峰的裂解规

律分析 表 完全支持上述推断 ∀

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

2≤ ∏ ≤ ≤

2

2

2

2

2

2 ∗ ∗ ∗

2 ∗ ∗ ∗

2 ∗ ∗ ∗

≤ 2 ∏ ≤ 2 ∏

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

2≤ ∏ 3   

°

≤        

°

≤        

°

2° #≤ 2 2

2° #≤ 2≤ 2≤

2# 2 2≤

2≤ 2# 2° ≤

2 2≤ 2

2#≤ ≤ 2 2#≤ ≤

2#≤ ≤ 2#≤ ≤ 2 ≤ ≤

2#≤ 2° #≤ 2

° #≤ 2° ≤ 2≤

° ≤ 2#≤ ° #≤

° ≤ 2# ° ≤

° 2≤ ° ≤

° #≤ °

° ≤

° ≤

°

3 ≥ 2 ∏ ∏ ≈ ≤ 2 ∏ ≤

2 ∏

3 .2  ΧΜ2 的光谱分析  ∞ 2 ≥ 显示

峰 推断 ≤ 为左旋黄皮酰胺的羟化产

物 ∀ 谱与左旋黄皮酰胺比较 表

位 个氢的偶合关系发生较大变化 图

谱中 ∆ 1 和 ∆ 1 两个氢

相互偶合 偶合常数为 与左旋黄皮酰胺

中 2 和 2 偶合常数相同 与左旋黄皮酰胺

相比 2 与 2 之间的偶合关系消失 并且 ∆
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1 为 个氢的单峰 归属为 2 信号 没有

偶合发生 推断 位氢被羟基取代 ∀其质谱裂

解规律分析 表 也支持上述结构推断 ∀

综上所述 左旋黄皮酰胺通过体外代谢 主

要转化为 2羟基黄皮酰胺和 2羟基黄皮酰胺 ∀

图 表示了其主要代谢途径 ∀

ƒ  × 2

∏ √ ∏

讨 论

药理试验表明 左旋黄皮酰胺有较好的促

智作用 而右旋黄皮酰胺作用却不明显≈ 本

实验通过体外代谢转化研究 阐明了左旋黄皮

酰胺主要代谢物的结构 从而以指导体内代谢

的研究 为比较左旋和右旋黄皮酰胺代谢方面

的差异 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 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 ≤ 其紫外光谱

与左旋黄皮酰胺相同 确定其为黄皮酰胺的代

谢产物 因量小没有确定其结构 ∀
致谢  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 ∀

参 考 文 献

 杨明河 曹延怀 李伟勋 等 黄皮叶中黄皮酰胺的

分离和结构测定 药学学报 22Β

 饶尔昌 程家宠 杨光中 等 黄皮酰胺的合成 药学

学报 29Β

 张均田 蒋学英 黄皮酰胺促智作用机制的研究 中

国医学科学院 !中国协和医科大学年会论文集 北

京 北京医科大学 !中国协和医科大学联合出版社

Β

 段文贞 张均田 2黄皮酰胺对鼠脑内

⁄ 受体的影响 药学学报 32Β

 ≥ ° Ιντροδυχτιον το ∆ρυγ

Μεταβολισµ ≤ Β

 ∏ ƒ ετ αλ °

∏ ƒ ϑ Βιολ

Χηε µ 193Β

ΜΕΤΑΒΟΛΙΧ ΤΡΑΝΣΦΟΡ ΜΑΤΙΟΝ ΟΦ( )2ΧΛΑΥΣΕΝΑΜΙ∆Ε
ΙΝ ΡΑΤ ΛΙς ΕΡ ΜΙΧΡΟΣΟΜΕΣ

≠ ± ≠ ± ± • ∏ ∏ •

(Ινστιτυτε οφ Ματερια Μεδιχα , Χηινεσε Αχαδε µ ψ οφ Μεδιχαλ Σχιενχεσ
ανδ Πεκινγ Υνιον Μεδιχαλ Χολλεγε , Βειϕινγ 100050)

ΑΒΣΤΡΑΧΤ  × 2 ∏ √

Χλαυσενα λανσιυµ ∏ ≥ ∏ ιν ϖιτρο 2 ∏ √

∏ ⁄° 2 × ∏ ∏

°2 ° ≤2⁄ ⁄ √ 2 2
∏ × ∏ ∏

√ × ≤ ° ≤ ∏ ∏ 2
∏ ≤ 2 ∏ ≤ ≥

ΚΕΨ ΩΟΡ∆Σ  2≤ ∏ √ ° ≤
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