
书书书

学 报
ＪｏｕｒｎａｌｏｆＣｈｉｎａＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　２０１１，４２（４）：３２９－３３２

大鼠肠内菌对毛冬青皂苷 ｉｌｅｘｓａｐｏｎｉｎＡ１的代谢转化

赵钟祥，李美芬，林朝展，熊天琴，祝晨?


（广州中医药大学中药学院，广州 ５１０００６）

摘　要　采用ＨＰＬＣ法研究大鼠肠内菌对毛冬青皂苷ｉｌｅｘｓａｐｏｎｉｎＡ１的代谢作用。研究采用 Ｋｒｏｍａｓｉｌ１００５Ｃ１８（２５０
ｍｍ×４．６ｍｍ）为色谱柱，流动相为乙腈００２％三氟乙酸梯度洗脱，流速：１．０ｍＬ／ｍｉｎ，柱温：３０℃。将 ｉｌｅｘｓａｐｏｎｉｎＡ１加
至大鼠肠内菌培养液中，温孵一定时间后，分析体外代谢产物和代谢模式；大鼠灌胃给予ｉｌｅｘｓａｐｏｎｉｎＡ１，分析尿液和粪便
中的代谢产物，同时测定粪便样品中原型物和代谢产物的含量。结果表明，离体培养大鼠肠内菌可代谢 ｉｌｅｘｓａｐｏｎｉｎＡ１，其
主要代谢产物为其苷元ｉｌｅｘｇｅｎｉｎＡ，培养４８ｈ后，约９３．１２％的ｉｌｅｘｓａｐｏｎｉｎＡ１被转化成ｉｌｅｘｇｅｎｉｎＡ；大鼠在体实验中，尿液
未检测到原型物及代谢物，在粪便中可检测到原型物和代谢物苷元ｉｌｅｘｇｅｎｉｎＡ；ｉｌｅｘｓａｐｏｎｉｎＡ１经口给予后经原物和代谢产
物ｉｌｅｘｇｅｎｉｎＡ排除体外的量高达８９．８５％。研究结果表明：ｉｌｅｘｓａｐｏｎｉｎＡ１经口给予后大部分经肠内菌群代谢后被排出体
外，主要代谢产物为其苷元。
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　　毛冬青为冬青属植物毛冬青（ＩｌｅｘＰｕｂｅｓｃｅｎｓ
ＨｏｏｋｅｔＡｒｎ）的干燥根，具有活血通脉、消肿止痛、

清热解毒等功效，是我国南方常用的中药材，在临

床上广泛用于治疗冠心病、心绞痛和脉管炎、高血

９２３
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压等疾病［１－２］。毛冬青中主要含有三萜及其苷类，

此外还含有酚性成分、木脂素类及环烯醚萜类成

分，其中三萜皂苷类成分为其主要成分和特征成

分［３－５］。现代药理学研究表明，毛冬青提取物及单

体具有确切的抗血栓及抗血小板聚集活性［６］。有

关皂苷成分的代谢转化研究也已证实人参皂

苷［７－８］、黄山药总皂苷［９］等多种皂苷口服后通过肠

内菌群代谢发挥药效。三萜类皂苷作为毛冬青的

主要特征成分，在体内代谢转化的特点和规律目前

尚未见报道。本课题组对毛冬青中的主要三萜皂

苷类成分ｉｌｅｘｓａｐｏｎｉｎＡ１肠道菌群代谢特点进行了
研究。采用离体和在体实验相结合的方法，考察肠

内菌群对 ｉｌｅｘｓａｐｏｎｉｎＡ１的代谢转化作用，探讨
ｉｌｅｘｓａｐｏｎｉｎＡ１在胃肠道内代谢的一般规律，以期为
毛冬青三萜皂苷类成分的体内代谢转化研究提供

研究资料。
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　材　料

１１　药品与试剂
ＩｌｅｘｓａｐｏｎｉｎＡ１为广州中医药大学中药学院药

物分析实验室于毛冬青药材中分离纯化所得，经面

积归一化法检测，其纯度高于９８％；卡马西平对照
品（中国药品生物制品检定所，批号：０１４２９５０３）；
厌氧培养液［１０］：Ａ液３７５ｍＬ（０７８％Ｋ２ＨＰＯ４），
３７５ｍＬＢ液 （０４７％ ＫＨ２ＰＯ４，１１８％ ＮａＣｌ，
１２％ （ＮＨ４）２ＳＯ４，０１２％ ＣａＣｌ２，０２５％ ＭｇＳＯ４·
Ｈ２Ｏ），５０ｍＬＣ液（８％ Ｎａ２ＣＯ３），０５ｇＬ半胱氨
酸，２ｍＬ２５％的 Ｌ抗坏血酸，牛肉膏１ｇ，蛋白胨
１ｇ，营养琼脂 １ｇ，加蒸馏水，用盐酸调节溶液的
ｐＨ为７５８０；厌氧培养袋及厌氧产气剂（上海华
蓝化学科技有限公司）；乙腈（色谱纯，德国 Ｍｅｒｃｋ
公司）；其余化学试剂为分析纯。

１２　仪　器
ＲＥ２０００旋转蒸发仪（上海亚荣生化仪器

厂）；ＬＲＨ１５０Ｓ恒温恒湿培养箱（韶关市泰宏医
疗器械有限公司）；ＬＣ２０００液相色谱仪（包括
ＬＣ２１３０高压液相色谱输液泵、ＬＣ２２００自动进样
器、ＬＣ２０３０紫外检测器及 Ｔ２０００Ｐ色谱工作站，上
海天美科学仪器有限公司）。

１３　动　物
ＳＤ雄性大鼠，体重２００～２２０ｇ，购自广州中医

药大学实验动物中心，合格证号为 ＳＣＸＫ（粤）

２００８００２０。

"

　方　法

２１　离体培养大鼠肠内菌对 ｉｌｅｘｓａｐｏｎｉｎＡ１的代
谢作用

取新鲜大鼠粪便，将粪便与生理盐水按质量体

积比１∶４制成混悬液，离心后取上层，按１∶９比例加
入厌氧培养液，混匀后得肠菌培养液。取此新鲜配

制的肠菌培养液置于培养皿中，各加入 ｉｌｅｘｓａｐｏｎｉｎ
Ａ１１ｍｇ，混匀后于 ３７℃厌氧条件下温孵 ０，４，８，
１２，２４，４８ｈ后取出培养皿，分别用等体积的水饱和
正丁醇萃取３次，合并萃取液，加入卡马西平内标
液，蒸干，残渣用甲醇定容至１ｍＬ。
２２　大鼠整体肠内菌对ｉｌｅｘｓａｐｏｎｉｎＡ１的代谢作用

取大鼠６只至代谢笼中，饲养５ｄ，待其充分适
应本实验室环境后，收集２ｄ空白粪便和空白尿液
备用。给药前禁食１２ｈ，自由饮水，连续灌胃给药，
给药剂量为１７５ｍｇ／ｋｇ，每天２次，给药７ｄ，总共给
予ｉｌｅｘｓａｐｏｎｉｎＡ１２７６０３ｇ。每天收集给药后尿液
和粪便。尿液经过滤后用水饱和正丁醇萃取３次，
合并萃取液，蒸干，残渣用甲醇溶解得样品（ｉｌｅｘｓａ
ｐｏｎｉｎＡ１ｕｒｉｎｅ，ＩＰＵ），同法处理得空白样品（ｉｌｅｘｓａ
ｐｏｎｉｎＡ１ｂｌａｎｋｕｒｉｎｅ，ＩＰＢＵ）。粪便用甲醇回流提取
２次，每次０５ｈ，合并提取液，蒸干后残渣用水混
悬，用饱和正丁醇萃取３次，合并萃取液，残渣用甲
醇溶解得代谢产物提取物（ｉｌｅｘｓａｐｏｎｉｎＡ１ｆｅｃｅｓ，
ＩＰＦ），同法处理得空白样品（ｉｌｅｘｓａｐｏｎｉｎＡ１ｂｌａｎｋ
ｆｅｃｅｓ，ＩＰＢＦ）。
２３　ＨＰＬＣ条件

色谱柱：Ｋｒｏｍａｓｉｌ１００５Ｃ１８（２５０ｍｍ×４６
ｍｍ）；流动相：乙腈００２％三氟乙酸梯度洗脱，０～
１０ｍｉｎ，乙腈量 ３６％ ～４３％，１０～１３ｍｉｎ，乙腈量
４３％～８０％，１３～１５ｍｉｎ，乙腈量８０％～８５％，１５～
２０ｍｉｎ，乙腈量 ８５％；流速：１０ｍＬ／ｍｉｎ；进样量：
２０μＬ；检测波长：２１０ｎｍ；柱温：３０℃。
２４　在体肠内菌的样品预处理

将所收集的 ＩＰＵ、ＩＰＢＵ、ＩＰＦ、ＩＰＢＦ分别用甲醇
溶解，取１ｍＬ过Ｃ１８小柱，用水５ｍＬ洗脱，弃去洗
脱液，继续用甲醇１５ｍＬ洗脱，收集甲醇洗脱液，蒸
干，残渣用甲醇溶解，并转移至５ｍＬ量瓶中，加甲
醇至刻度，摇匀，０２２μＬ微孔滤膜滤过，取续滤
液，即得。
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#

　结　果

３１　离体培养肠内菌对ｉｌｅｘｓａｐｏｎｉｎＡ１的代谢

采用 ＨＰＬＣ和 ＴＬＣ法分别对不同培养时间
的培养液进行分析，检测到原型物 ｉｌｅｘｓａｐｏｎｉｎ
Ａ１和一个代谢物，该代谢物经与对照品对比分
析，发现其保留时间及色谱行为与相同色谱条

件下其苷元 ｉｌｅｘｇｅｎｉｎＡ的相同，判断代谢产物
为 ｉｌｅｘｓａｐｏｎｉｎＡ１的苷元 ｉｌｅｘｇｅｎｉｎＡ，温孵培养前
后的 ＨＰＬＣ图谱见图 １。随着代谢时间的延长，
原型物的量逐渐减少，代谢物的量逐渐增多，培

养４８ｈ后，约９３１２％的ｉｌｅｘｓａｐｏｎｉｎＡ１被转化为
ｉｌｅｘｇｅｎｉｎＡ。图２为原型物和代谢物随时间的浓
度变化曲线。

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｉｌｅｘｓａｐｏｎｉｎＡ１ａｎｄｉｔｓｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓｉｎｖｉｔｒｏ
Ａ：Ｂｌａｎｋｆｅｃｅｓｗｉｔｈａｄｄｅｄｃａｒｂａｍａｚｅｐｉｎ；Ｂ：Ｂｌａｎｋｆｅｃｅｓｗｉｔｈａｄｄｅｄｃａｒｂａｍａｚｅｐｉｎ，ｉｌｅｘｓａｐｏｎｉｎＡ１，ａｎｄｉｌｅｘｇｅｎｉｎＡ；Ｃ：Ｓａｍｐｌｅａｆｔｅｒｉｎｃｕｂａｔｅｄｏｆｉｌｅｘｓａ
ｐｏｎｉｎＡ１．Ｐｅａｋａｓｓｉｇｎｍｅｎｔ：１Ｃａｒｂａｍａｚｅｐｉｎ；２ＩｌｅｘｓａｐｏｎｉｎＡ１；３ＩｌｅｘｇｅｎｉｎＡ

—■— ＩｌｅｘｓａｐａｎｉｎＡ１；—▲— ＩｌｅｘｇｅｎｉｎＡ
Ｆｉｇｕｒｅ２　ＭｉｃｒｏｂｉａｌｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｉｌｅｘｓａｐｏｎｉｎＡ１

３２　在体肠内菌对ｉｌｅｘｓａｐｏｎｉｎＡ１的代谢结果
３２１　ＨＰＬＣ检测结果　经ＨＰＬＣ检测，在尿液中
未检测到原型物 ｉｌｅｘｓａｐｏｎｉｎＡ１和代谢物，在粪便
中可同时检测到原型物及代谢物。见图３。

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｉｌｅｘｓａｐｏｎｉｎＡ１ａｎｄｉｔｓｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓｉｎｖｉｖｏ
Ａ：ＩｌｅｘｓａｐｏｎｉｎＡ１ａｎｄｉｌｅｘｇｅｎｉｎＡ；Ｂ：ＦｅｃｅｓｓａｍｐｌｅａｆｔｅｒａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎｏｆｉｌｅｘｓａｐｏｎｉｎＡ１；Ｃ：Ｂｌａｎｋｆｅｃｅｓ；Ｄ：Ｕｒｉｎｅｓａｍｐｌｅａｆｔｅｒａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎｏｆｉｌｅｘ
ｓａｐｏｎｉｎＡ１；Ｅ：Ｂｌａｎｋｕｒｉｎｅ
Ｐｅａｋａｓｓｉｇｎｍｅｎｔ：１ＩｌｅｘｓａｐｏｎｉｎＡ１；２ＩｌｅｘｇｅｎｉｎＡ

１３３
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３２２　粪便中代谢物的含量测定　将ＩＰＦ用甲醇
定容至２５０ｍＬ，按“２４”项下操作，平行测定３次，
记录峰面积，外标法计算ｉｌｅｘｓａｐｏｎｉｎＡ１和ｉｌｅｘｇｅｎｉｎ
Ａ的平均含量分别为１７２和６２０ｍｇ／ｍＬ，二者在
粪便中的量分别为４３０和１５５０ｍｇ。经计算可知，
大鼠经口给予 ｉｌｅｘｓａｐｏｎｉｎＡ１后，排除体外的量高
达８９８５％，其中１５５８％以原型物ｉｌｅｘｓａｐｏｎｉｎＡ１，
７４２７％以代谢产物ｉｌｅｘｇｅｎｉｎＡ排除体外。

$

　讨　论

糖类化合物是肠道内细菌重要的碳源，因此，

肠道内细菌的苷键水解酶系对具有苷键的药物进

行水解是肠道内细菌代谢的一大特征［１１］。在代谢

产物提取方法考察的过程中，考虑到ｉｌｅｘｓａｐｏｎｉｎＡ１
可能被代谢为极性较小的苷元，先用乙酸乙酯对其

萃取３次，再用水饱和正丁醇萃取３次，通过 ＴＬＣ
检测，发现在乙酸乙酯萃取部位和正丁醇萃取部位

均有原型物和代谢物，改用只用正丁醇对其萃取三

次，且在水相并未检测到二者的存在，说明水饱和

正丁醇萃取比较完全，因此，最终选择正丁醇为萃

取溶剂。

考虑到苷类化合物可被酸水解的特点，前期研

究曾对大鼠经口给予 ｉｌｅｘｓａｐｏｎｉｎＡ１后的胃内容物
进行了检测分析，结果仅检测到原型物，而未检测出

苷元，表明ｉｌｅｘｓａｐｏｎｉｎＡ１在胃液（酸性）条件下未被
降解。本研究通过离体和在体实验证实，大鼠经口

给予ｉｌｅｘｓａｐｏｎｉｎＡ１后，主要在肠道中经肠道菌群代
谢为苷元ｉｌｅｘｇｅｎｉｎＡ，但在离体实验中，代谢时间较
长，可能是因为体外代谢与体内代谢有差别。

本研究曾尝试采用 ＨＰＬＣ法对大鼠经口给予
ｉｌｅｘｓａｐｏｎｉｎＡ１后的入血代谢产物进行检测，结果未
能在血浆样品中未检测到原型物及代谢物。药代

动力学研究表明大鼠经口给予 ｉｌｅｘｇｅｎｉｎＡ（１００
ｍｇ／ｋｇ）后，其血药浓度小于３５０ｎｇ／ｍＬ［１２］，提示毛
冬青中三萜类成分经口给予后的血药浓度相对较

低。由于ＨＰＬＣ法对三萜类化合物的检测灵敏度
有限，因此未能检出 ｉｌｅｘｓａｐｏｎｉｎＡ１经口给予后的
入血成分，推测ｉｌｅｘｓａｐｏｎｉｎＡ１经口给予后，可能只

有少量或微量被吸收入血，被吸收的总量低于

１０１５％，大部分经肠道后被代谢，排出体外。文献
报道毛冬青具有很多药理活性，究竟是单一成分被

吸收入血发挥疗效还是成分群之间的相互作用发

挥疗效还有待进一步研究。
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