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者常为免疫及排毒代谢能力均较弱的体虚者或老

人，过量的防腐剂会对他们的健康产生严重威胁，需

要严格控制其用量。《中国药典》２０１０年版附录中
规定：中药合剂和糖浆剂中苯甲酸、山梨酸的含量不

得超过０３％，对羟基苯甲酸酯类的含量不得超过
００５％［４］，但未收载相关的含量测定方法。ＧＢ
１６７４０－１９９７保健（功能）食品通用标准中规定：食
品添加剂的添加量应符合ＧＢ２７６０的规定，但在ＧＢ
２７６０－２０１１《食品添加剂使用卫生标准》中，未见口
服液类保健食品中防腐剂的限量规定。因此，建议

有关部门对口服液类保健食品中防腐剂的使用、测

定方法及限量作出明确规定，为确保使用者的安全

提供法定依据。
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水黄皮素在大鼠肝微粒体中的代谢研究
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摘要：目的　研究水黄皮素在大鼠肝微粒体中的代谢稳定性，确定水黄皮素的代谢酶表型。方法　将水黄皮素与大鼠肝微
粒体于３７℃孵育，应用ＵＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ法检测孵育液中水黄皮素的含量，考察水黄皮素的代谢稳定性。将水黄皮素与各细胞
色素Ｐ４５０（ＣＹＰ）酶中的各同工酶ＣＹＰ２Ｅ１、２Ｃ１９、１Ａ２、２Ｄ６、２Ｃ９和３Ａ４的特异性抑制剂共孵育，确定其代谢酶表型。结果　
在大鼠肝微粒体中，水黄皮素的ｔ１／２＝１．９７ｈ、Ｃｌ＝０．７０ｍＬ·ｈ

－１·ｍｇ－１，ＣＹＰ１Ａ２是其主要代谢酶。结论　水黄皮素在大鼠肝微
粒体中是由多个ＣＹＰ同工酶介导代谢的，其中，ＣＹＰ１Ａ２酶的介导作用最强。
关键词：水黄皮素；大鼠肝微粒体；代谢；稳定性；代谢酶表型；超高效液相色谱－串联质谱；细胞色素Ｐ４５０酶；清除率
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　　豆科水黄皮属水黄皮 Ｐｏｎｇａｍｉａｐｉｎｎａｔａ（Ｌ．）
Ｍｅｒｒ．广泛分布于印度、马来西亚及中国广东、广西、
海南等省区。其种子油可治疗疥癞、脓疮、白斑病、

麻风病、风湿等症［１］。水黄皮种子油的有效成分为

水黄皮素，是第一个从该属植物中分离出来的呋喃

黄酮化合物［２］。水黄皮素可治疗疥疮、麻风等疾病，

具抗炎、抗氧化、抗溃疡、ＤＮＡ保护等作用［３］。目前

未见水黄皮素体外代谢的相关报道，现考察了水黄

皮素在大鼠肝微粒体中的代谢稳定性及细胞色素

Ｐ４５０（ＣＹＰ４５０）的代谢表型，为深入了解水黄皮素的
代谢特征和对其开发利用提供了依据。

１　实验部分

１．１　仪器与试药
三重四极杆质谱仪、超高效液相色谱仪（美国

Ｗａｔｅｒｓ）。水黄皮素对照品、ｐｏｎｇａｆｌａｖｏｎｅ内标（四川
大学生物治疗国家重点实验室，纯度分别为

９９８１％、９９．４３％）；α－萘黄酮（ＡＮＦ，东京化成工
业株式会社）；盐酸噻氯匹定（ＴＣＰ，中国药品生物制
品检定所）；奎尼丁（ＱＮＤ，ＴＣＩ上海化成工业发展有
限公司）；二乙基二硫代氨基甲酸钠（ＤＤＴＣ）、磺胺
苯吡唑（ＳＰＰ）（美国Ｓｉｇｍａ）；酮康唑（ＫＣＺ，ＤｒＥｈｒｅｎ
ｓｔｏｒｆｅｒ公司）；ＳＤ大鼠肝微粒体（２０ｍｇ·ｍＬ－１）、
ＮＡＤＰＨ（武汉普莱特生物医药技术有限公司，置
－８０℃冷冻保存）；甲醇为色谱纯；水为纯化水；其
余试剂为分析纯。

１．２　方法与结果
１．２．１　色谱条件　色谱柱为 ＡｃｑｕｉｔｙＵＰＬＣＴＭ ＢＥＨ
Ｃ１８柱（１００ｍｍ×２．１ｍｍ，１．７μｍ），流动相为甲醇－
水，梯度洗脱（０～４．０ｍｉｎ、７０％ ～９０％甲醇，４．０～
６．５ｍｉｎ、９０％甲醇）。流速０．２ｍＬ·ｍｉｎ－１，柱温３０
℃，样品室的温度１０℃，进样量５μＬ。质谱采用电
喷雾离子源（ＥＳＩ＋），毛细管电压２．８ｋＶ，离子源温
度为１００℃，脱溶剂气温度为３００℃，萃取锥孔电压
为４０Ｖ，锥孔气为 ４０Ｌ·ｈ－１，脱溶剂气为 ６００Ｌ·
ｈ－１；ＳＩＲ监测离子对为水黄皮素 ｍ／ｚ３１５．２２［Ｍ＋
Ｎａ］＋、内标ｍ／ｚ３５７．３４［Ｍ＋Ｎａ］＋。
１．２．２　溶液的配制　精密称取水黄皮素对照品１０
ｍｇ，置１０ｍＬ量瓶中，用甲醇溶解并定容，得１ｍｇ·
ｍＬ－１的对照品贮备液；精密量取上述贮备液１ｍＬ
于１０ｍＬ量瓶中，以甲醇稀释，得０．２ｍｇ·ｍＬ－１的工
作液。精密称取内标对照品适量，用甲醇溶解得

１００μｇ·Ｌ－１内标溶液。
１．２．３　肝微粒体代谢的稳定性　按 ＦＤＡ指导文件
进行试验［４］。孵育体系为２００μＬＫ２ＨＰＯ４缓冲液
（０．１ｍｏｌ·Ｌ－１，ｐＨ７．４），含５ｍｍｏｌ·Ｌ－１氯化镁、２．８

μｍｏｌ·Ｌ－１水黄皮素、ＳＤ大鼠肝微粒体（含蛋白０．５
ｇ·Ｌ－１），于３７℃预孵育５ｍｉｎ，加入同法预孵育的
ＮＡＤＰＨ启动反应，每组平行操作 ３个样品。于
３７℃继续孵育０、５、１０、２０、４０、６０ｍｉｎ，立即加入 ４
℃的１００μｇ·Ｌ－１内标溶液４００μＬ终止反应，涡旋３
ｍｉｎ，离心（４℃、１．３×１０４ｒ·ｍｉｎ－１）１５ｍｉｎ，取上清
液５μＬ进样，检测水黄皮素的含量。１ｈ内水黄皮
素的代谢剩余量为６８％。以剩余百分比对孵育的
时间作线性回归，得回归方程为：Ｙ＝－０３５２Ｘ＋
４６０２（ｒ２＝０．９５７），ｋ值为 －０．３５２，计算水黄皮素
的ｔ１／２＝１．９７ｈ，Ｃｌ为０．７０ｍＬ·ｈ

－１·ｍｇ－１（图１）。
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图１　水黄皮素在大鼠肝微粒体中孵育的代谢剩余量（ｎ＝３）

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｍｅｔａｂｏｌｉｃｒｅｍａｉｎｉｎｇｏｆｋａｒａｎｊｉｎｉｎｔｈｅｒａｔｍｉｃｒｏｓｏｍｅ

（ｎ＝３）

１．２．４　水黄皮素在大鼠肝微粒体内的代谢酶表型
　采用化学抑制剂法研究代谢酶表型。用 ＳＤ大鼠
肝微粒体与 ＣＹＰ同工酶特异性抑制剂和水黄皮素
共孵育，考察抑制剂对水黄皮素代谢的影响。用

０１ｍｏｌ·Ｌ－１Ｋ２ＨＰＯ４缓冲液（ｐＨ７．４）配制含蛋白
０．５ｇ·Ｌ－１的大鼠肝微粒体孵育液。将水黄皮素与
孵育液混合得终浓度为２．８μｍｏｌ·Ｌ－１溶液，共６组，
分别加入选择性抑制剂：ＫＣＺ１μｍｏｌ·Ｌ－１、ＱＮＤ１０
μｍｏｌ·Ｌ－１、ＡＮＦ１μｍｏｌ·Ｌ－１、ＳＰＰ（２０μｍｏｌ·Ｌ－１、
ＮＡＤＰＨ１００μｍｏｌ·Ｌ－１、ＴＣＰ５０μｍｏｌ·Ｌ－１［５－６］，于
３７℃预孵育 ５ｍｉｎ后加入大鼠肝微粒体（含蛋白
０５ｇ·Ｌ－１）启动反应。６０ｍｉｎ后，用含内标的终止
液终止反应，涡旋，于１３×１０４ｒ·ｍｉｎ－１离心，取上
清液５μＬ进样。平行设置空白对照组和零时组，空
白对照组不含抑制剂，零时组先将肝微粒体酶灭活

后，同法孵育，每组平行操作３个样品。不同酶抑制
剂能对ＣＹＰ４５０酶不同亚家族产生特异性的抑制。
与空白对照组相比，ＣＹＰ同工酶 ＣＹＰ２Ｅ１、２Ｃ１９、
１Ａ２、２Ｄ６、２Ｃ９和３Ａ４的抑制剂均能抑制水黄皮素
在大鼠肝微粒体内的代谢（Ｐ＜０．０５）。其中，水黄
皮素与ＣＹＰ１Ａ２特异性抑制剂ＡＮＦ共孵育，其代谢
清除率为２．６８％表明 ＡＮＦ能显著抑制水黄皮素在
大鼠肝微粒体中的代谢（Ｐ＜０．００１）（表１）。
１．２．５　方法的专属性考察　按“１．２．１”“１．２．３”项
方法测定对照组与试验组在试验条件下的色谱行
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表１　ＣＹＰ抑制剂对水黄皮素在大鼠肝微粒体中代谢的影响（珔ｘ±ｓ，

ｎ＝３）

Ｔａｂｌｅ１　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＣＹＰｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓｏｎｔｈｅｍｅｔａｂｏｌｉｓｍｏｆｋａｒａｎｊｉｎｉｎ

ｒａｔｌｉｖｅｒｍｉｃｒｏｓｏｍｅ（珔ｘ±ｓ，ｎ＝３）

Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ Ｒｅｍａｉｎｉｎｇｏｆｋａｒａｎｊｉｎ／
μｍｏｌ·Ｌ－１

Ｃｌｅａｒａｎｃｅｒａｔｅ／％

ＤＤＴＣ（ＣＹＰ２Ｅ１） ２．３１±０．０７ ４５．８９±８．４９
ＴＣＰ（ＣＹＰ２Ｃ１９） ２．２４±０．０５ ５１．２４±３．２３
ＡＮＦ（ＣＹＰ１Ａ２） ２．７９±０．０５ ２．６８±３．９２
ＱＮＤ（ＣＹＰ２Ｄ６） ２．２９±０．０６ ４７．１５±４．４０
ＫＣＺ（ＣＹＰ３Ａ４） ２．３３±０．０５ ４３．９９±４．６６
ＳＰＰ（ＣＹＰ２Ｃ９） ２．２２±０．０８ ５３．２８±６．７２
空白对照组 １．６９±０．０６ １００
零时组 ２．８２±０．０１ －

为，考察该方法的专属性。结果孵育液中的内源性

成分不干扰测定，水黄皮素、内标的ｔＲ分别为３．６８、
４．９８ｍｉｎ（图２）。

! " # $ ! " # $

% &
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图２　水黄皮素孵育样品（Ａ）和空白肝微粒体（Ｂ）的色谱图

Ｆｉｇｕｒｅ２　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｉｎｃｕｂａｔｉｏｎｓａｍｐｌｅｏｆｋａｒａｎｊｉｎ（Ａ）

ａｎｄｂｌａｎｋｒａｔｌｉｖｅｒｍｉｃｒｏｓｏｍｅ（Ｂ）

１．２．６　线性关系和最低检测限的测定　精密量取
“１２２”项下水黄皮素工作液，置３７℃下预孵育５
ｍｉｎ后的大鼠肝微粒反应体系中，配制成含０．０２５、
０．０５、０．１、０．２、０．４、０．８、１．０μｇ·ｍＬ－１水黄皮素的系
列样品，总体积为０．２ｍＬ，立即加入４００μＬ含内标
的甲醇溶液，于４℃、１．３×１０４ｒ·ｍｉｎ－１离心１５ｍｉｎ，
取上清液进样。以水黄皮素峰面积与内标峰面积之

比对其浓度进行线性回归，得回归方程为：Ｙ＝２×
１０３Ｘ＋０１２４（ｒ＝０．９９８９），水黄皮素的线性范围为
０．０２５～１．０μｇ·ｍＬ－１。分别同法配制并处理含
０２５、２５、２５ｎｇ·ｍＬ－１水黄皮素的样品，计算最低检
测限（Ｓ／Ｎ＝１０）为２．５ｎｇ·ｍＬ－１。
１．２．７　回收率及精密度试验　按“１２６”项下方
法配制含０．０７、０．２、０．８μｇ·ｍＬ－１水黄皮素的样品，
处理后进样，计算方法的回收率。同法分别平行测

定５个样品，并连续重复３ｄ，计算日内、日间精密
度。水黄皮素的回收率为９６％ ～１０１％，回收率及
精密度良好，符合生物样品的测定要求（表２）。

１．２．８　数据处理　用 ＳＰＳＳ１７．０软件进行数据分
析，数据以 珋ｘ±ｓ表示，组间比较采用 ｔ检验，Ｐ＜
００５表明差异有统计学意义。
表２　水黄皮素回收率及精密度的试验结果（ｎｇ·ｍＬ－１，ｎ＝５）

Ｔａｂｌｅ２　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｒｅｃｏｖｅｒｙｔｅｓｔａｎｄｐｒｅｃｉｓｉｏｎｔｅｓｔｏｆｋａｒａｎｊｉｎ

（ｎｇ·ｍＬ－１，ｎ＝５）

Ａｄｄｅｄ Ｄｅｔｅｃｔｅｄ Ｒｅｃｏｖｅｒｙ／％
ＲＳＤ／％

ｉｎｔｒａ－ｄａｙ ｉｎｔｅｒ－ｄａｙ
７０．００ ６７．６８ ９６．９６±４．５１ ７．１６ ７．７９
２００．００ ２０３．５６ １０１．７８±２．３４ ５．０５ ７．０６
８００．００ ７９０．１２ ９８．７７±２．１５ ２．１１ ３．６２

２　讨论

文中成功建立了 ＳＤ大鼠肝微粒体孵育液中水
黄皮素含量的检测方法。孵育时间过长会影响酶的

活力，还可能导致样品变质，因此，水黄皮素在大鼠

肝微粒体中的孵育时间设定为１ｈ。水黄皮素在大
鼠肝微粒体孵育液中呈一定程度的线性消除，ｔ１／２＝
１９７ｈ，Ｃｌ＝０．７０ｍＬ·ｈ－１·ｍｇ－１，根据药物在各种属
体内的代谢清除评价标准［７］，初步确定水黄皮素在

大鼠肝微粒体孵育系统中属于中等清除率药物，具

有一定的代谢稳定性。文中通过化学抑制剂法初步

确定了ＣＹＰ同工酶均能介导水黄皮素在大鼠肝微
粒体中的代谢，其中，ＣＹＰ１Ａ２的介导作用最强。
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