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反相高效液相色谱法测定鼠肝微粒体中依普黄酮及其在代谢研究中的应用
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摘要 }目的  建立鼠肝微粒体中依普黄酮的反相高效液相色谱测定法 o以研究依普黄酮的体外代谢 ∀方法  本法中依普黄酮

与鼠肝微粒体共孵育之后用氯仿提取 o采用地非三唑为内标 o以 �²√¤2³¤µ® ≤t{柱为分析柱 o乙腈2s qt h醋酸溶液kysΒwsl为流

动相 o流速 t qs°�#°¬±p t o紫外检测波长为 uxs±° ∀结果  依普黄酮在 t ∗ tssΛª#°�p t内线性关系良好kρ � s q|||{l ∀检测

限为 s qsuΛª#°�p tk≥r�∴vl o定量限为 s qtΛª# °�p tk ΡΣ∆ � x qs h o≥r�� { oν � vl ∀方法回收率达 |y q|s h ∗ ttu q{ h o日

内 o日间 ΡΣ∆分别 � { qs h和 � ts h k ν � xl ∀结论  此法简便 o准确 o可用于依普黄酮的体外代谢研究 ∀
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©̄¤√²±̈ ¬± µ¤·«̈ ³¤·¬¦°¬¦µ²¶²°¤̄ ¬±¦∏¥¤·¬²± ° §̈¬¤ º¤¶ ¬̈·µ¤¦·̈§¥¼¦«̄²µ²©²µ° ¤±§§¬³«̈ ±¼·µ¬¤½²̄ º¤¶∏¶̈§¤¶¬±·̈µ±¤̄ ¶·¤±§¤µ§ q×«̈

§̈·̈µ°¬±¤·¬²± º¤¶³̈µ©²µ° §̈¬± ¤ �²√¤2³¤µ® ≤t{ ¦²̄∏°± º¬·«¤ °²¥¬̄̈ ³«¤¶̈ ²©¤¦̈·²±¬·µ¬̄2s qt h ¤¦̈·¬¦¤¦¬§kysΒws o√r√l ¤·¤©̄²º2

µ¤·̈ ²©t qs °�#°¬±p t q� � ∂2 ∂�≥ §̈·̈¦·²µº¤¶²³̈µ¤·̈§¤·uxs±° qΡ ΕΣΥΛΤΣ  × «̈ ¤¶¶¤¼ º¤¶ ¬̄±̈ ¤µ²√ µ̈·«̈ µ¤±ª̈ ²© t2tss Λª#

°�p t ©²µ¬³µ¬©̄¤√²±̈ kρ� s q|||{l q×«̈ ¬̄°¬·²© §̈·̈¦·¬²± º¤¶s qsuΛª# °�p tk≥r�∴vl¤±§·«̈ ¬̄°¬·²© ∏́¤±·¬©¬¦¤·¬²± º¤¶s qtΛª#

°�p tk ΡΣ∆ � x qs h o≥r�� { oν � vl q× «̈ ° ·̈«²§¤©©²µ§̈ §µ̈¦²√ µ̈¬̈¶²©|y q| h ∗ ttu q{ h k ν � xl o¤±§¬±·̈µ2§¤¼ ¤±§¬±·µ¤2§¤¼ µ̈ 2̄

¤·¬√¨¶·¤±§¤µ§§̈ √¬¤·¬²± º µ̈̈ u q|x h ∗ z qyv h ¤±§w qv{ h ∗ | q{s h k ν � xl oµ̈¶³̈¦·¬√¨̄¼ qΧΟΝΧΛΥΣΙΟΝ  × «̈ ° ·̈«²§¬¶¶¬°³̄¨o

¤¦¦∏µ¤·̈ o º«¬¦«¦¤± ¥̈ ∏¶̈§·²¶·∏§¼·«̈ ° ·̈¤¥²̄¬¶° ²©¬³µ¬©̄¤√²±̈ ¬± µ¤·«̈ ³¤·¬¦°¬¦µ²¶²° ¶̈q

ΚΕΨ ΩΟΡ ∆Σ :¬³µ¬©̄¤√²±̈ ~ � °2�°�≤ ~ ° ·̈¤¥²̄¬¶° ~ °¬¦µ²¶²° ¶̈

  依普黄酮k¬³µ¬©̄¤√²±̈ o�°l为植物雌激素异黄酮衍生物 o

具有雌激素拮抗特性 o通过抑制骨吸收和促进骨形成过程 o

维持代谢的动态平衡 o可有效地预防骨质疏松症≈t  ∀在日

本 !意大利等国家依普黄酮早已作为一个抗骨质疏松症药物

上市 ∀由于骨质疏松症常见于老年人 o而老年人又常并发一

些老年性疾病 o如心血管疾病 !肾病 !糖尿病 !老年性痴呆等 ∀

临床给药过程中就不可避免的与其他药物合用 ∀目前临床

报道最多的是依普黄酮在治疗妇女绝经期骨质疏松时常与

少量雌激素合用≈u  ∀许多研究资料表明 o一些药物既是酶的

底物又是酶的诱导剂或抑制剂 o联合用药过程中 o这些药物

可能因药酶的诱导或抑制作用发生药物相互作用 o结果导致

药物失活或产生不良反应≈v ∗ x  ∀有文献报道≈y  o依普黄酮是

≤ ≠ °t�u和 ≤ ≠ °u≤|两种药酶的强烈抑制剂 o其能导致茶碱

的血药浓度显著升高 ∀为了解依普黄酮与其他药物的可能

相互作用 o为临床安全合理用药提供依据 o本实验建立了鼠

肝微粒体中依普黄酮 � °2�°�≤ 测定法 o并对依普黄酮在体

外的代谢进行了初步研究 ∀

1  材料和方法

1 q1  仪器与试药

�ª¬̄̈ ±·高效液相色谱仪k安捷伦科技有限公司l o包括

�tvts�泵 o�tvtw� 可见2紫外检测器 ozzux型手动进样阀 o

usΛ�定量管 ∀依普黄酮k浙江大学药学院药化教研室l o地

非三唑k⁄�ttt2�× o浙江仙居制药厂l o枸橼酸 o枸橼酸脱氢

酶 o氧化还原型辅酶 µk��⁄°r��⁄°� o≥¬ª°¤公司l o其它试

剂均为国产分析纯或生化试剂 ∀

��⁄°� 再生系统的配制 }枸橼酸 u{ qx°ªo枸橼酸脱氢

酶 x qx°ªos qx°²̄#�p t烟酰胺 t qs°�os qtx °²̄#�p t � ª≤ ūt q

s°�o加 s qt °²̄#�p t
³� z qw×µ¬¶2�≤¯缓冲液到ts qs°�k临用

新配l ∀

1 q2  色谱条件

色谱柱 }�²√¤2³¤µ® ≤t{kus¦° ≅ w qy°° owΛ°l ~流动相 }乙

腈2s qt h醋酸溶液kysΒwsl ~流速 }t qs °�# °¬±p t ~检测波长 }

uxs±° ~内标 }⁄�ttt2�× ~进样量 }usΛ�∀

1 q3  测定方法

取鼠肝微粒体 tssΛ�o加入新鲜配制并预先通氧气 t°¬±

的 ��⁄°� 再生系统 o稀释至蛋白质浓度约为 s qy°ª# °�p t

的混悬液 o再加入 u°ª# °�p t的依普黄酮甲醇溶液 tsΛ�k终

浓度为 usΛª#°�p tl o混匀 ovz ε 预孵育 x°¬±o加入新鲜配制

的 ��⁄°r��⁄°� 的 t h �¤�≤ �v 溶液 tsΛ�k终浓度 ��⁄°

为 tvsΛª#°�p t o��⁄°� 为 wsΛª#°�p tl起动反应 ∀于 vz ε

孵育一定时间 o在 v ots ous°¬±取反应液各 t qs°�o分别加

入 t qs°�氯仿终止反应 o并沉淀蛋白质 o加入 xsΛ�内标溶

液ks qx°ª#°�p t的 ⁄�ttt2�× 甲醇溶液l o旋涡提取 t°¬±后 o

vsssµ#°¬±p t离心 us°¬±o取有机层s qx °�o于空气流下挥干

氯仿 o加流动相 tssΛ�溶解残渣 o取 usΛ�进样 ∀

2  实验结果和讨论

2 q1  色谱条件的选择

测定依普黄酮的流动相文献报道有甲醇2s qt h 醋酸水

kzxΒuxl溶液≈z 和乙腈 }s qst°²̄# °�p t醋酸钠缓冲液k³� �

xlkwΒ|yl≈{  ∀综合两者 o选择了数种流动相进行分析 o比较

各图谱所得色谱参数 o综合考虑结果 o选择乙腈2s qt h 醋酸

水溶液kysΒwsl为流动相 o在此条件下依普黄酮与内标 !代谢

物都能很好分离 o且保留时间适宜 o空白孵育液不干扰测定 o

见图 t ∀

图 1  微粒体孵育液中依普黄酮的色谱图

Φιγ 1  ≤«µ²°¤·²ªµ¤°¶²©�° ¬±¬±¦∏¥¤·¬²± ° §̈¬¤
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� q孵育液 o含 �°和内标k未启动反应l ~�空白孵育液 ~≤ 孵育液 o≠ �° o� ⁄�ttt2�× o≈ …代谢产物

� q¥̄¤±®¬±¦∏¥¤·¬²± ° §̈¬¤¶³¬®̈ § º¬·«�°kt| q|yΛª#°�p tl ¤±§¬±·̈µ±¤̄ ¶·¤±§¤µ§k⁄�ttt2�× oux qssΛª#°�p tl ~�q¥̄¤±®¬±¦∏¥¤·¬²± ° §̈¬¤~≤ q¬±¦∏2

¥¤·¬²± ¶¤°³̄¨¤©·̈µ¬±¦∏¥¤·¬²± º¬·« ≤ ≠ °t�u q ≠ �° q � ⁄�ttt2�× q≈ …° ·̈¤¥²̄¬·̈¶

  在内标的选择中 o比较了非那雄胺 !萘和 ⁄�ttt2�× 三种

物质 o结果非那雄胺和依普黄酮能达到基线分离 o但两者的

响应值有较大差异 ~萘和 ⁄�ttt2�× 出峰时间 !分离度及响应

值均较合适 o但萘回收率较低 o故选择 ⁄�ttt2�× 为内标 ∀

依普黄酮最大吸收波长为 uxw±° o⁄�ttt2�× 为 uw|±° ∀

考虑到代谢产物吸收度可能有所不同 o故比较了 uux ouxs和

uzx±°三种波长 ∀发现代谢产物在 uxs±°处有最大吸收 o所

以选择 uxs±°作为紫外检测波长 ∀

在上述选定的色谱条件下测得样品和内标物的色谱参

数 o见表 t ∀

表 1  依普黄酮和 ⁄�ttt2�× 的 �°�≤ 参数

Ταβ 1  × «̈ �°�≤ ³¤µ¤° ·̈̈µ¶²©�° ¤±§ ⁄�ttt2�×

药物
保留时间

k°¬±l

理论塔

板数
分离度 容量因子 分布系数

⁄�ttt2�× y qss zvuu p u qzs p

�° ts qvw zwzy tt qwv x qvz u qs

2 q2  提取溶剂的选择

对乙醚 !醋酸乙酯 !氯仿三种溶剂进行提取率比较 ∀发

现乙醚提取回收率较低 o且易挥发 o不易定量 ~用醋酸乙酯提

取时 o提取物中杂质较多 ∀而氯仿提取率较高又具有沉淀蛋

白的作用 o且提取物也较干净 o因此选择氯仿作为提取溶剂 ∀

2 q3  标准曲线的制备

取不同浓度依普黄酮甲醇溶液 o加到失活的鼠肝微粒体

孵育液中 o使孵育液中依普黄酮的终浓度分别为 s q||y o

u qw|s ow q|{s o| q|ys ouw q|ss ow| q{ss o|| q|ysΛª#°�p t o按/测

定方法0项下方法操作 ∀测定依普黄酮峰面积和 ⁄�ttt2�×

峰面积之比k�l o对依普黄酮在孵育液中浓度k≤l进行线性

回归 o得标准曲线 Α � s . syuyv Χ p w q{uu ≅ ts p v oρ � s q

|||{ ∀结果表明 o依普黄酮在 t ∗ tssΛª#°�p t内呈良好的线

性关系 ∀

采用逐步稀释法测得依普黄酮最低检测限为 s qsuΛª#

°�p t o定量限为 s qtΛª#°�p tk ΡΣ∆ � x h o≥r�� { oν � vl ∀

2 q4  方法的专属性

比较空白孵育液 !加有依普黄酮的空白孵育液和孵育

us°¬±后的孵育液的色谱图 o在依普黄酮和 ⁄�ttt2�× 及代

谢产物色谱峰处 o内源性杂质和提取试剂均不干扰测定 o因

此本法可专属地用于微粒体中依普黄酮的定量测定 ∀

2 q5  方法回收率

于失活的孵育液中 o精密加入高 !中 !低不同浓度的依普

黄酮 o使孵育液中终浓度分别为 s q||y ouw q|ss o|| qyssΛª#

°�p t o按/标准曲线项下0方法进行处理 o计算方法回收率和

萃取回收率 o结果见表 u ∀

2 q6  方法的精密度

选取低 o中 o高三种浓度 o按 /标准曲线的制备0处理 o在

t§内分别测定 x份样品 o计算日内精密度 ~每天各测定一份

样品 o连测 x§o计算日间精密度 ∀结果见表 u ∀

表 2  依普黄酮测定的回收率和精密度

Ταβ 2  �¦¦∏µ¤¦¼ ¤±§³µ̈¦¬¶¬²± ©²µ·«̈ §̈·̈µ°¬±¤·¬²± ²©�° k ν

� xl

加入量

kΛª#°�2tl

测得量

khξ ? σl

方法回收

率k h l

绝对回收

率k h l

日内精密度

ΡΣ∆k h l

日间精密度

ΡΣ∆k h l

s q||y t qttw ? s qs{x ttu q{ {x qv z qyv | q{s

uw q|s ux q|t ? s q|tx tsw qt {v qu v qxv w q|{

|| qys |y qxv ? u q{xu |y q| {s qw u q|x w qv{

2 q7  依普黄酮在鼠肝微粒体中的代谢反应

文献公认 Β2萘黄酮kΒ2�ƒl主要诱导鼠肝微粒体细胞

°wxst�u ∀依普黄酮在 Β2萘黄酮诱导的鼠肝微粒体中经

us°¬±孵育后 o由最初的 t| qvuΛª# °�p t下降到 ts qvxΛª#

°�p t o代谢率为 wy qu h ~而在空白对照组k未经诱导的正常

鼠肝微粒体l中依普黄酮的浓度由最初的 us qtuΛª# °�p t下

降到 tz qzzΛª# °�p t o代谢率仅为 tt qy h ∀结果显示经

us°¬±代谢后 o依普黄酮在两种微粒体中的代谢率呈明显差

异 o表明 ≤ ≠ °t�u在依普黄酮代谢中起主导作用 o这与文献

报道一致≈y  ∀

本实验建立的方法 o可准确 !方便地用于老年常用药物

与依普黄酮联合给药时可能产生的药物诱导或抑制作用的

研究 ∀
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