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摘要 目的  探讨大豆苷元在人肝微粒中羟基化代谢所涉及的肝细胞色素 °≤≠°同工酶 为研究其在人体

内的代谢提供基础 ∀方法  通过分析大豆苷元在肝微粒体中和重组 ≤≠°酶中形成的单羟化代谢物的酶促动力学 

分析其酶学模型 然后用不同 ≤≠°同工酶选择性抑制剂或底物进行抑制实验 初步筛选出介导大豆苷元单羟化代谢

所涉及的 ≤≠°同工酶 ∀结果  代谢物的形成动力学符合米氏方程单酶模型 ∀ ≤≠°选择性抑制剂呋喃茶碱和

≤≠°单克隆抗体均能明显抑制 种单羟化代谢物的形成 ∀而其他 ≤≠°选择性的抑制剂对 种代谢物的形成没有

或较小产生抑制作用 ∀用重组酶实验得出相同结果 ∀结论  体外肝微粒体研究表明 大豆苷元的单羟基代谢主要

由 ≤≠°所介导 ∀
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  大豆苷元为植物中主要异黄酮之一 

存在于大豆及多种植物之中 ∀当前研究发现异黄酮

具有扩张心脑血管 !抗骨质疏松和抗肿瘤的作用≈


国外流行病学调查研究发现 长期服用大豆制品的

人群其乳腺癌的发病率明显较其他人群低 ∀异黄酮

的抗癌作用机制可能为性激素的调节作用 !抑制酪

氨酸蛋白激酶活性 !抑制拓扑异构酶 活性 !抗氧

化作用和诱发癌细胞调亡等 ∀

有关异黄酮的代谢在人体尚缺乏研究 ∀药代动

力学实验发现口服大豆苷元     以原形从尿

中排出 少于  从粪中排出 表明该物质在体内

可能进行广泛的氧化代谢 ∀国外学者采用大鼠和人

肝微粒体证实了大豆苷元经肝微粒体代谢 主要生

成 种三羟基化合物 即   χ2三羟异黄酮  χ 

χ2三羟异黄酮   χ2三羟异黄酮≈  ∀然而 究竟

为哪几种药物代谢酶介导其代谢尚未明了 ∀

现已知 肝及肠道中细胞色素 °≤≠°家族

能代谢大量的内源性和外源性物质 而且在大鼠和

人肝微粒体研究发现其他一些异黄酮物质经 ≤≠°

代谢≈ ∀因此 本研究的目的是采用人肝微粒体及

基因重组酶研究大豆苷元单羟基化代谢所涉及的

≤≠°同工酶 ∀

材料与方法

药品与试剂  大豆苷元  χ χ2   χ2   

χ2三羟异黄酮    购自 ≥2公

司 呋喃茶碱∏ƒ∏ 雌激素 奎

尼丁±∏ 醋竹桃霉素× 二乙

二硫氨基甲酸酯⁄⁄≤ 香豆

素∏≤∏ 奥美拉唑 葡萄

糖22磷酸22° 氧化型辅酶 ⁄° 葡萄糖22

磷酸脱氢酶和 Β葡糖醛酸酶购自 ≥公司≥

∏   ≥ 磺胺苯吡唑∏≥∏

由诺华制药公司 ≥提供 酮康唑

由杨森公司馈赠 乙腈为色谱纯

美国 ×公司 水为超纯水 其余试剂均为分析

纯 ∀

仪器  美国 • ± 液相色谱2质谱

联用仪 ∀

肝标本的收集及肝微粒体的制备  从部分肝切

除患者获得正常的肝标本 参照文献报道将肝标本

切成碎片 匀浆 加入 ×缓冲液 采用差速离心法

制备肝微粒体悬液 肝微粒体置于   ε 冰箱中保

存 微粒体蛋白测定采用 等建立的方法 ∀

χ∆ΝΑ表达酶χ∆ΝΑ2εξπρεσσεδ ενζψµεσ  通过

以 ⁄ 传染的人淋巴母细胞分别表达 ≤≠° 

≤≠° ≤≠°≤ ≤≠°≤ 和 ≤≠°⁄ 同工酶及

≤≠° 单克隆抗体  2 均购于 

≤ • ∏ ∀

肝微粒孵化条件  在孵化缓冲液 1 中含

微粒体蛋白 1 #
磷酸钾缓冲液 1 1

#
 22°  #

 ⁄°  #


≤#  1 #和不同浓度的大豆苷元 ∀

混合物置于 ε 水浴摇床中 预孵  然后加入

2磷酸葡糖脱氢酶  孵化  反应物置于冰

水中并加乙腈  Λ终止反应   ≅ γ 离心 

上清液  Λ注入高效液相色谱2质谱系统 ∀

 ε 的条件下孵育 在孵育时间    和

微粒体蛋白浓度   1 #
单羟基化代谢物包

括   形成率呈线性 ∀初始试验 采用 1

  Λ#
的一系列大豆苷元浓度 以确定正式

实验中大豆苷元的加入浓度 确保合理计算每个代

谢物形成 ς¬和 Κ¬ ∀所有的孵化实验均进行双

份 ∀通过在反应体系中不加入 2磷酸葡糖脱氢酶来

证实代谢物的形成是氧化反应的产物 ∀

抑制试验  种 ≤≠°同工酶选择性的抑制剂或

底物探针用于抑制试验 ∀采用 个肝微粒体进行实

验 底物大豆苷元的浓度为  Λ#
 ∀不同浓度

的 ≤≠°抑制剂竞争性底物或单克隆抗体加入微

粒体反应系统中  ε 孵育  再加入大豆苷

元 整个孵育过程  孵化混合物最终蛋白质量

浓度为 1 # ∀抑制试验分别采用不同浓度的

呋喃茶碱和 单克隆抗体来进行试验 ∀

分析方法  参考文献≈ 采用高效液相色谱2

质谱法测定大豆苷元及其代谢产物 色谱柱为

• ÷ ≥ ≤型 流动相为 1  甲酸2乙腈 

采用梯度选脱 ∞≥正离子检测 选择离子流色谱见

图  ∀

大豆苷元在 1   Λ#
 !单羟基化代谢

物    #浓度与相应的峰高线性关系良

好 日内 !日间精密度小于   最低检测限均为 

# ∀大豆苷元的回收率为 1   1  

##彭文兴等 大豆苷元在人肝微粒体中的单羟化代谢机制



代谢物的回收率为 1   1  ∀

ƒ∏     ∞≥2≥  ∏

  ⁄⁄  µΠζ   ×

 µΠζ  ≥∏   

× ∏  ≤ ×⁄

√   ∏  √ 

 ¬∏

数据分析  动力学参数采用 ∞2曲线

进行初步估计 然后经最小线性二乘法 以单酶动力

学公式进行计算 公式为 ς ς¬ ≅ ΧΠ Κ  Χ 其

中 ς¬为最大酶反应速度 Κ为米氏亲和力常数 Χ

为反应速度等于   ς¬的底物浓度 ∀

结果

1  大豆苷元在人肝微粒体代谢的酶促动力学试验

实验结果发现 大豆苷元在人肝微粒体孵化后

主要形成 种单羟基代谢物   从 ∞2

 曲线可以看出 大豆苷元 1  

Λ#

形成的单羟基代谢物的量与底物浓度明

显相关 ∀从图 可以看出 ∞2曲线呈单相

米氏动力学方程 提示可能为单一 ≤≠°同工酶参与

大豆苷元的羟基化代谢 ∀通过酶学动力学计算可得

到米氏方程参数表  从表可以看出动力学参数

之间存在明显的个体差异 ∀

采用基因重组人 ≤≠°同工酶进行实验发现 在

大豆苷元的浓度为  Λ#
时 仅有 ≤≠°参

与了大豆苷元的单羟基代谢 酶促动力学曲线与肝

微粒体实验所得的曲线相似 ∀ Κ和 ς¬分别为

1 Λ#
和 1 Λ#

# ∀重组酶包括

≤≠° ≤≠°≤ ≤≠°≤和 ≤≠°⁄ 均不参与大

豆苷元的单羟基代谢 ∀

ƒ∏  √∞2

¬  ∏ 

  χ2×   χ χ2×    χ2
×≤

Ταβλε 1  Κινετιχ παραµετερσ οφ δαιδζειν µονο2
ηψδροξψλατεδ µεταβολιτεσ οβταινεδ φροµ ηυµαν λιϖερ

µιχροσοµεσ ρεϖεαλινγ α µονοπηασιχ βεηαϖιορ ιν τηε

Εαδιε2Ηοφστεε πλοτσ

∏
  χ2×

Κ ς¬

 χ χ2×

Κ ς¬

  χ2×

Κ ς¬

 1 1 1 1 1 1

 1 1 1 1 1 1

 1 1 1 1 1 1

 1 1 1 1 1 1

 1 1 1 1 1 1

ξ ? σ  ?  1 ? 1  ?  1 ? 1  ?  1 ? 1

⁄ 1   Λ#

 ∏   ∏ √

      Κ Λ#


  2
  ς¬≈Λ#


#

  ¬∏

 √ ν    ξ ? σ

2  大豆苷元在人肝微粒体代谢的酶抑制试验

不同浓度的各种 ≤≠°同工酶特异性抑制剂或

底物对大豆苷元在肝微粒体的单羟基代谢的抑制

## 药学学报 °∏≥    



情况见图  ∀根据不同肝微粒体得到的代表性的

Κ值 选择实验所用大豆苷元的浓度为 

Λ#
 ∀实验发现呋喃茶碱和雌激素对单羟基代

谢物的形成具有明显的抑制作用 与呋喃茶碱相比 

雌激素稍弱些 而其他 ≤≠°特异性的抑制剂或底物

对代谢物的形成无或有很弱的抑制作用图  ∀呋

喃茶碱抑制形成  和 的 ≤分别为 1 

1和 1 Λ#


最大抑制浓度为 Λ#


雌

激素抑制形成  和 的 ≤分别是  和

 Λ#


雌激素对形成  和 的最大抑

制率分别为    和   ∀选择适当抑制剂浓

度呋喃茶碱浓度为  Λ#


雌激素为 

Λ#

进行酶促动力学试验 计算动力学参数 

见表  ∀单克隆抗体 2抑制形成单羟基代谢

物的 ≤为 Λ#
 ∀

讨论

目前发现大豆异黄酮具有广泛的生物学活性和

对人体有益的作用 因此 研究其体内外代谢对阐明

其作用机制有重要意义 ∀最近国外学者研究证实大

豆苷元在大鼠及人肝微粒体进行了氧化代谢 显示

大豆苷元为肝脏细胞色素 ° 氧化酶很好的底

物≈  ∀本研究首次阐明了 ≤≠°同工酶参与了

大豆苷元的代谢 ∀

体外大豆苷元与肝微粒体或细胞色素 °基

因重组酶均能形成  和  ∀此结果与 ∏

等≈的报道一致 ∀尽管单羟基代谢物可进一步代谢

成二羟基化或多羟基化代谢物 但单羟基

σ ) σ   χ2× ο ) ο  χ χ2× ω ) ω   χ2×  ƒ∏  ∞ ≤  ⁄ ⁄× ∞

±∏ƒ ≤∏    ≥∏

ƒ∏  ∞≤≠°2    Λ#


⁄

√√ ∏  √∏ √
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µιχροσοµεσ

∏Π

Λ#


  χ2×

Κ ς¬ Κ

 χ χ2×

Κ ς¬ Κ

  χ2×

Κ ς¬ Κ

ƒ∏ 1 1 1 1 1 1 1 1 1

∞  1 1 1 1 1 1 1 1 1

ΚΛ#

  2  ς¬ ≈Λ# 


# 


  ¬∏  √ Κ

Λ#

 ≤

化是其进行氧化代谢的关键步骤 ∀体外研究的酶学 动力学表明 大豆苷元在体外肝微粒体中主要由单

##彭文兴等 大豆苷元在人肝微粒体中的单羟化代谢机制



一细胞色素 °同工酶代谢 预示体内也可能主要

为单一酶所代谢 ∀

在人肝微粒体中 ≤≠°选择性抑制剂呋喃茶

碱明显抑制大豆苷元的单羟基代谢 抑制率在 

Λ#
大豆苷元时大于   此浓度与健康志愿

者 πο经烤制的大豆粉  后血中异黄酮的峰浓度

相似≈ ∀雌激素为 ≤≠°底物 通过与大豆苷元

竞争 ≤≠° 而抑制大豆苷元的代谢 但其对

≤≠°的抑制较呋喃茶碱弱 这可能与其本身除了

为 ≤≠°的底物外 还可经 ≤≠°代谢有关 ∀其

他 ≤≠°选择性抑制剂或底物对单羟基代谢物的形

成无或有很弱的抑制活性 ∀ ≤≠°重组酶与大豆

苷元孵化可形成单羟基代谢物 而 ≤≠°选择性

单克隆抗体  能明显抑制此反应 ∀相反 采用别

的重组酶试验 包括 ≤≠° ≤≠°≤ ≤≠°⁄ 和

≤≠°≤ 均不能代谢大豆苷元 ∀这些结果与

2等≈研究另一主要异黄酮染料木素

的体外代谢结果相似 其单羟基代谢主要

由重组酶 ≤≠°和 ≤≠°介导 另外 ≤≠°和

≤≠°∞有较弱的抑制活性 ≤≠°和 ≤≠°为

肝外代谢酶 而 ≤≠°∞ 在肝脏的蛋白含量较

≤≠°低得多 因此在人肝脏中 ≤≠°对染料木

素单羟基代谢起主要作用 ∀

≤≠°为肝细胞中重要的酶 催化很多药物和

化学物质特别是致癌物质的生物转化 ∀由于大豆苷

元主要由 ≤≠°所介导 有可能与经 ≤≠°所代

谢的药物产生相互作用 ∀已知雌激素包括雌二醇 !

孕酮 !雌酮和 Β2雌二醇主要由 ≤≠° 所代

谢≈  ∀因此 如果长期服用大豆或含大豆苷元的食

物可能会导致体内雌激素水平的改变 ∀如 ∏等≈

报道 绝经前妇女长期食用富含大豆苷元和染料木

素的豆类饮食提高尿中 2羟基雌酮的含量 这可能

对降低乳腺癌的发生具有很重要的意义 ∀另外 值

得注意的是 肝外 ≤≠°同工酶如 ≤≠°可能也如

2等≈报道的一样 参与了大豆苷元

的代谢 ∀

本研究证明了在人体外肝微粒中 大豆苷元单

羟基代谢主要形成 种代谢物 和  ∀虽

然羟化分别在 ≤ ≤和 ≤上 但均为 ≤≠°所介

导 ∀由于试验采用的大豆苷元浓度较体内血中大豆

苷元的浓度较高 试验结果还须得到体内试验的验

证 ∀
致谢 本实验得到王连生博士 !程泽能博士和刘昭前博

士的帮助 ∀
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