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摘要 目的  研究参与双环醇代谢的主要药物代谢酶及代谢动力学参数 分离鉴定双环醇代谢产物 ∀方法  双

环醇与大鼠和人肝微粒体进行温孵 以高效液相色谱 !质谱 !核磁共振技术检测并分离鉴定双环醇及其代谢产物 ∀

结果  双环醇在地塞米松诱导大鼠肝微粒体中的代谢速率显著高于正常大鼠肝微粒体 酮康唑可显著抑制双环醇

的代谢 ∀双环醇主要代谢产物为 2羟基 2χ2甲氧基 22羟甲基 2χ2甲氧羰基 2χχ2双亚甲二氧基联苯和 2甲氧

基 2χ2羟基 22羟甲基 2χ2甲氧羰基 2χχ2双亚甲二氧基联苯 ∀结论  双环醇在大鼠和人肝微粒体的主要代谢产

物为 2羟基 2χ2甲氧基 22羟甲基 2χ2甲氧羰基 2χχ2双亚甲二氧基联苯和 2甲氧基 2χ2羟基 22羟甲基 2χ2甲氧羰

基 2χχ2双亚甲二氧基联苯 细胞色素 ° 主要参与双环醇代谢 ∀
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  双环醇是中国医学科学院药物研究所创制的抗

肝炎新药 ∀研究表明 双环醇对多种实验性急 !慢性

肝损伤均有明显保护作用 ≈
临床用于治疗慢性乙

型 !丙型病毒性肝炎已取得较好疗效 ≈
且具有口

服吸收好 !不良反应少的特点 化学结构如图 所

示 ∀双环醇在动物体内的吸收 !分布 !排泄研究结果

表明该药口服生物利用度高 体内分布以肝脏最高 ∀

药物在体内的代谢途径 !代谢速率 !代谢产物类型等

与药物进入体内所产生的作用特点和强度紧密相
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关 因此了解药物在体内的代谢转化过程具有重要

意义 ∀本研究利用大鼠和人肝微粒体 对参与双环

醇代谢的主要药物代谢酶 !体外代谢动力学参数及

代谢产物结构进行了检测及鉴定 ∀

ƒ∏ ≥∏∏

   

材料和方法

药品与试剂  双环醇 和联苯双酯

¬⁄⁄由中国医学

科学院药物研究所合成室提供 ∀ 2甲基胆蒽 2

2 ≤!苯巴比妥钠 

∏°!葡萄糖 22磷酸 ∏222

°!∏及二甲基亚硝胺 

⁄ 均购自美国 ≥公司 氧化型辅酶 Β2

⁄°! ¬∏  ∞  ! ¬∏

°  !葡萄糖 22磷酸脱氢酶 ∏2

 22° ⁄  × ÷ ∂ 和 红 霉 素

 均购自德国 ≥√公司 地塞米

松磷酸二钠盐 ¬ ∏ 

⁄∞÷ 为瑞士  ≥≥∞ ≤ƒ 产品 酮康唑

由西安杨森制药厂惠赠 ∀

实验动物及分组  • 大鼠 ⎯ 体重  

 由中国医学科学院实验动物中心提供 ∀双环

醇诱导组 双环醇 溶于 °∞  # 



正常对照组给同体积赋形剂 2 ≤诱导组 2 ≤

溶于植物油   # 
 ≈

°诱导组 °溶

于生理盐水   # 
 ≈

上述各组动物每天给

药 次 连续  乙醇诱导组 乙醇水溶液 

# 
 ≈

⁄∞÷诱导组 ⁄∞÷ 溶于生理盐水 

 # 

每天 次 连续  

≈ ∀动物处死前

 禁食 末次给药后  断头处死 ∀成人肝组织

为临床活检标本 离体后在液氮中冷冻保存 之后存

于  ε 冰箱 ∀按文献方法制备动物和人肝微粒

体 ∀肝微粒体蛋白浓度以 法测定 细胞色素

° °≤≠°含量以 ∏和

≥方法 ≈测定 ∀

酶活性测定  用动态荧光法 ≈分别测定 ∞ 

和 °  脱甲基反应产物 ∏的生成量以反映

∞ ⁄2¬∏ Ο2及 ° ⁄2

¬ Ο2活性 ∀ ⁄ 2脱甲基酶

Ν22和红霉素 2脱甲

基酶 2活性测定则分别以

⁄ 和红霉素为底物 以生成的甲醛量反映酶活

性 ≈ ∀

肝微粒体代谢  将不同浓度双环醇与肝微粒体

蛋白  混合 用 1 # 
磷酸盐缓冲液补

充至  于  ε 预温孵  再各加入 ⁄° 2

发生系统 ⁄° 2⁄° 2≥含

Β2⁄° 1 # 

22° 1 # 




22°2⁄  溶于 1 # 
磷酸盐缓冲液 

  起始反应 ∀反应液在  ε 温孵一定时间

后 加入二氯甲烷  终止反应 加入内标 ⁄⁄

 Λ振荡提取    # 
离心 

上层水相再以二氯甲烷  提取 合并两次提

取有机相   ε 水浴蒸干 ∀提取物重悬于甲醇

1   # 
离心  取上清液 

Λ稀释 倍后用 °≤法分析检测双环醇及其代

谢产物 ∀体外代谢抑制试验选择抑制剂酮康唑 终

浓度为 1 # 

与双环醇同时加入肝微粒

体蛋白中 其余操作方法同上 ≈ ∀

ΗΠΛΧ测定  • °≤ • 色谱

管理系统 二极管矩阵检测器 ≥∏ ≤反相

柱 1  ≅ 1  Λ流动相为甲醇 2水

Β流速为 1 # 

检测波长  

进样量为  Λ∀以 ⁄⁄作为内标 根据双环醇 

⁄⁄峰面积比制备标准曲线 并计算双环醇含

量 ≈  ∀

代谢产物结构鉴定  质谱用 ∂  2质谱仪

测定 ∞源温度为  ε 电子轰击能量为  ∂ 

扫描范围为 µ / ζ    ∀核磁共振氢谱用

∂ 2 ∏2 核 磁 共 振 仪 测 定 溶 剂 为

≤⁄≤ 温控为  ε ∀

结果

1  药物代谢酶鉴定

应用 2 ≤°乙醇及 ⁄∞÷等不同 ≤≠°同

工酶诱导剂分别处理动物后 可显著诱导 ≤≠ °

∞和 酶活性 诱导倍数依次为 1

和 倍 表 ∀在 °和 ⁄∞÷诱导的肝微粒体中 

双环醇代谢速率显著增加 而在双环醇诱导肝微粒
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Ταβλε 1  Εφφεχτ οφ βιχψχλολ, 32µ ετηψλχηολαντηρενε ( 32ΜΧ ) , πηενοβαρβιταλ ( ΠΒ ) , ετηανολ ανδ

δεξαµ ετηασονε (∆ΕΞ ) ον ηεπατιχ µ ιχροσοµ αλενζψµ εσανδ µ εταβολισµ οφ βιχψχλολιν ρατσ

°   2 ≤ ° ∞ ⁄∞÷

 #  1 ? 1 1 ? 133 1 ? 133 1 ? 1333 1 ? 133 1 ? 133

≤°#   1 ? 1 1 ? 1333 1 ? 1333 1 ? 1333 1 ? 1 1 ? 1

∞ ⁄≤≠ ° #  #   ?   ? 3   ? 333  ? 33 1 ? 1 1 ? 1

° ⁄≤≠ ° #  #  1 ? 1 1 ? 1333 1 ? 1  ? 333 1 ? 1 1 ? 13

⁄ ⁄≤≠ °∞ #  #  1 ? 1 1 ? 1 1 ? 13 1 ? 1 1 ? 1333 1 ? 133

∞≤≠ °  1 ? 1 1 ? 13 1 ? 1 1 ? 1333 1 ? 13 1 ? 1333

  #  # 

 #  #   ?   ?   ? 33  ? 33  ?    ? 333

ν   ξ ? σ       # 

 ≅   2 ≤  # 


 ≅   ° 

# 

 ≅    # 


 ⁄∞÷  # 


 ≅   √ 

  ∏
3 Π  1 33 Π  1 333 Π  1 ϖσ∏

体中 双环醇代谢量未见明显改变 提示参与双环醇

代谢的主要代谢酶为 ≤≠°∀

双环醇口服给药后可明显诱导 ≤≠°总量的增

加 其中以 ≤≠°的诱导作用最为显著 对 ≤≠°

和 仅有轻微的诱导作用 对 ≤≠ °∞无影响 ∀

双环醇体外代谢抑制试验表明 ≤≠°的选择

性抑制剂酮康唑可明显抑制双环醇的代谢 表 ∀

在未处理及 ⁄∞÷诱导的大鼠肝微粒体中 双环醇的

代谢几乎完全被抑制 在双环醇及 °诱导的大鼠

肝微粒体中 双环醇的代谢也被抑制 以上 ∀进

一步证明 ≤≠° 是参与双环醇代谢转换的主要药

物代谢酶 ∀

Ταβλε 2  Εφφεχτ οφ κετοχοναζολε ον βιχψχλολ

µ εταβολισµ ιν ρατ λιϖερ µ ιχροσοµ εσ

√
 #  # 

≤ 

 1 ? 1 1  ? 1  1

 1 ? 1 1  ? 1  1

° 1 ? 1 1 ? 1 1

⁄∞÷ 1 ? 1 1 ? 1 1

×    

Λ# 


 1 # 

 √ ∂ ∏ 

      ∏

 ν   ξ ? σ

2  体外代谢动力学参数测定

在    Λ# 
底物浓度 测定双环醇在

正常 !诱导大鼠肝微粒体及人肝微粒体中代谢反应

的 Κ和 ς¬∀用双倒数作图法计算 图 得到双

环醇体外代谢 Κ和 ς¬为 正常大鼠 Κ 1

Λ# 

ς¬ 1 # 

 # 



地塞米松诱导大鼠 Κ  1 Λ# 

ς¬ 

1 # 
 # 


人 Κ  1 

Λ# 

 ς¬  1 # 

 # 


∀可见在诱导大鼠肝微粒体中 双环醇代

谢反应的 Κ和 ς¬均比其在正常大鼠肝微粒体中

增加  倍 而 ς¬ Κ的比值则基本相同 ∀双环

醇在人肝微粒体中代谢反应的 Κ和 ς¬明显低于

在大鼠肝微粒体 ς¬ Κ仅相当于其在正常大鼠肝

微粒体中的 1 ∀

ƒ∏ ⁄∏

  ∏   ⁄∞÷ ∏ √

  ∏ √≤ 

×Κ  ς¬  √   

∏   2  2 

∏ ν  
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3  双环醇体外代谢产物分离鉴定

双环醇在正常大鼠肝微粒体中主要代谢物有 

个 分别为     极性强度为      

  双环醇 其中以  含量最多 约占代谢产物

总量的  图 ∀分别收集  和   °≤峰

值面积下的洗脱液 加入二氯甲烷  振荡提取 

  # 
离心  上层水相再以二氯

甲烷  提取 合并两次提取有机相    ε 水

浴蒸干后进行  ≥和 
  等光谱分析 ∀

ƒ∏   °≤     

∏  √  ιν ϖιτρο 

        

 ⁄⁄ ∏  °≤



在质谱图中 代谢产物  和  都具有 µ / ζ

的分子离子峰及 2≤  2

≤2≤ 等碎片峰 图 比双环醇的

分子离子峰及相应的碎片峰均少 个质量单位 ∀

因此推断  和  都是比双环醇少 个亚甲基

2≤ 的脱甲基代谢产物 ∀

双环醇的 
   谱图中 有 个酯甲基峰 ∆

1个甲氧基峰 ∆ 11组亚甲基四

重峰 ∆ 1111个芳氢峰 ∆

11个次甲二氧基峰 处于羟甲基侧链所

在苯环 即 环 上者为单峰 ∆ 1处于酯甲基

侧链所在苯环 即 环 上者为四重裂分峰 ∆

1111∀代谢产物  的 
  

谱图中 只有 个甲氧基峰 ∆ 1环上的芳氢

峰向高场移动 ∆ 1ψ 1其他峰与双环醇基

本一致 ∀与此相对应 另一代谢产物  的 
  

谱图中 也只有 个甲氧基峰 ∆ 1环上的芳

香氢峰未发生改变 而 环上的芳氢峰向高场移动

∆ 1ψ 1∀ 环上的次甲二氧基峰裂分为四

重峰 其他如酯甲基及 环上的次甲二氧基等均未

发生改变 ∀双环醇及其代谢产物  和  的

  见表 ∀

ƒ∏ ∞∏    

## 药学学报 °∏≥  



Ταβλε 3  1
Η ΝΜΡ σπεχτρα οφ βιχψχλολανδ ιτσ µ εταβολιτεσ

° ∏     

2

2≤≤ 1  1  1 

2≤ 1  1  

χ2≤ 1   1 

2≤ 2 1  1  1  1  1  1  1  1  1 1  1 1 

ϑ 1  ϑ 1  ϑ 1  ϑ 1  

2≤  2 1  1  1  1  1  1 

 ϑ 1 

χ2 ≤  2 1  1  1  1  1  1  1  1  1 1 

ϑ 1 ϑ 1   ϑ 1 ϑ 1  ϑ 1  

 2 1  1  1 

χ 2 1  1  1 

结合质谱 推断代谢产物  为双环醇 环 

位脱甲基产物  为双环醇 环 χ位脱甲基产物 

即  结构为 2羟基 2χ2甲氧基 22羟甲基 2χ2甲氧羰

基 2χχ2双亚甲二氧基联苯  结构为 2甲氧

基 2χ2羟基 22羟甲基 2χ2甲氧羰基 2χχ2双亚甲

二氧基联苯 ∀

讨论

≤≠°是机体内参与各种外源物和内源物代谢

的重要酶系 ∀以往研究表明 双环醇的肝保护作用

与其调控药物代谢酶 加速化学毒物和致癌物代谢

密切相关 ∀本研究表明 双环醇在动物体内主要诱

导 ≤≠ °的增加 ∀一般认为 大多数化合物经

≤≠°代谢催化后主要生成无毒或低毒的代谢产

物而排出体外 因此双环醇对 ≤≠ °的显著诱导将

有利于肝脏的解毒作用 ∀体外代谢研究显示 双环

醇在诱导 ≤≠°同工酶的同时 其自身代谢率并未增

加 ∀由于参与双环醇代谢转换的主要同工酶为

≤≠°而双环醇对 ≤≠ °只有微弱的诱导作用 

因此双环醇不诱导其自身代谢 这对临床长期用药

维持有效代谢血药浓度 减少抗药性的产生具有重

要意义 ∀

≤≠°同工酶对外源物的代谢表现出明显的底

物交叉重叠性 即多个同工酶参与催化同一反应 其

结果将直接影响代谢反应的动力学参数特征 ∀本研

究表明 双环醇代谢反应的底物浓度曲线呈典型的

米孟氏方程特征 提示双环醇的代谢反应可能主要

是由一个 °同工酶催化的 ∀当然 也不排除其他

≤≠°同工酶参与极少量双环醇代谢 ∀在正常大

鼠肝微粒体中 双环醇代谢反应的 Κ在 
数量

级 在 ⁄∞÷诱导的大鼠肝微粒体中 其 Κ及 ς¬均

增加约 倍 而双环醇代谢反应的 ς¬ Κ及酶的转

换率 Κ则极为相近 ∀上述结果也从不同角度提

示 ⁄∞÷诱导的 ≤≠° 是双环醇的主要代谢

酶 ∀在人肝微粒体中 双环醇代谢反应的 Κ只有其

在正常大鼠肝微粒体中的 1 ς¬仅为 1 

提示人 ≤≠°对双环醇的亲和性虽较好 但催化

效率较低 对于人细胞色素 °酶来说 双环醇并

非最佳底物 ∏∀

已知体内经 ≤≠°代谢的临床药物为数众多 

如  
≈

 
≈




≈

√
≈等 因此 确定

参与双环醇代谢的肝药酶具有重要的临床意义 ∀当

双环醇与主要经 ≤≠°代谢药物或 ≤≠°抑制剂

如酮康唑等 合并用药时 应警惕药物间相互作用

及可能产生的不良后果 ∀

本研究发现 在大鼠肝微粒体中双环醇主要代

谢为 个代谢产物   和  极性大小顺序为

        双环醇 ∀  的 
   谱图证实

其为双环醇 2位次甲二氧五元环的开环产物 该

代谢产物性质极不稳定 不能给出单一的  ≥谱图 

因此具体结构未能确定 ∀由于 ≤ ψ 后 苯环

电子云密度下降 取代基团邻位芳氢向高场移动 ∆

值减小 据此判定  为 2羟基 2χ2甲氧基 22羟甲

基 2χ2甲氧羰基 2χχ2双亚甲二氧基联苯  

为 2甲氧基 2χ2羟基 22羟甲基 2χ2甲氧羰基 2χ

χ2双亚甲二氧基联苯 ∀实验中没有发现双环醇的

≤和 ≤χ位同时脱甲基的双脱甲基代谢产物 ∀

综上所述 双环醇在大鼠肝微粒体中主要通过

≤≠°催化的 Ο2脱甲基反应 代谢为 2羟基 2χ2甲

氧基 22羟甲基 2χ2甲氧羰基 2χχ2双亚甲二氧

基联苯和 2甲氧基 2χ2羟基 22羟甲基 2χ2甲氧羰基 2

χχ2双亚甲二氧基联苯以及其他代谢产物 ∀
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双环醇在正常大鼠 !诱导大鼠肝微粒体及人肝微粒

体中代谢反应的动力学参数 Κ和 ς¬的研究为指

导临床合理用药 进一步合成新型 !有效的抗肝炎药

提供了重要依据 ∀

Ρ εφερενχεσ:

≈ ≠  ° ∏    

≈ Ινφεχτ ∆ισ Ινφ 传染病信息  15
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