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大鼠肝微粒体中 CYP2C9 酶的活性及动力学研究  
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摘要：目的  以双氯芬酸为探针药，建立 HPLC 测定大鼠肝微粒体 CYP2C9 酶活性的方法，并对其进行动力学考察。方

法  采用 Agilent ZORBAX SB-C18 色谱柱；流动相为乙腈-水-0.1%三氟乙酸，梯度洗脱；流速为 1 mL·min1；柱温 30 ℃；

检测波长为 278 nm。大鼠肝微粒体加入双氯芬酸钠孵育 30 min 后，用盐酸和乙酸乙酯终止反应，加入内标地西泮，涡旋

后高速离心，取上层有机相吹干复溶进样检测；以 Lineweaver-Burk 作图计算 Km 和 Vmax。结果  双氯芬酸、4-羟基双氯

芬酸和内标分离良好且无内源性干扰。4-羟基双氯芬酸浓度在 0.05~10 µmol·L1 内线性关系良好(r=0.999 8)，定量下限为

0.05 µmol·L1；日内、日间精密度均<10%，回收率>75%。动力学考察表明选择盐酸和乙酸乙酯作为终止试剂效果良好，

测得大鼠肝微粒体中双氯芬酸羟化反应的 Km 为 26.87 µmol·L1，Vmax 为 2.359 nmol·min1·mg1 pro。结论  该方法稳定，

结果能准确反映 CYP2C9 酶的活性，可用于相关动力学研究。                 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To develop a high performance liquid chromatography method for the determination of the 
activity of CYP2C9 in rat liver microsomes using diclofenac as probe drug. METHODS  The analytical column was packed 
with Agilent ZORBAX SB-C18. The mobile phase was acetonitrile-water-0.1% trifluoroacetic acid using gradient elution and the 

flow rate was 1.0 mL·min1. The UV detection wavelength was 278 nm. The incubation was performed with diclofenac at 37 ℃ 

for 30 min, then the reaction was terminated by adding HCl solution and ethyl acetate. Then diazepam solution was added. After 

vortexing for 2 min, the samples were centrifuged at 13 000 r·min1 for 5 min. The organic phase was transferred into a clean 
tube and evaporated under nitrogen stream. The residue was dissolved in 100 µL of mobile phase. Then a 20 μL aliquot of the 
solution was injected into the HPLC system for analysis. RESULTS  Diclofenac, 4-hydroxydiclofenac and diazepam were 

perfectly separated. Excellent liner relationship of 4-hydroxydiclofenac was obtained from 0.0510.0 μmol·L1(r=0.999 8). RSD 
of inter- and intra-day preasion were <10% for diclofenac and 4-hydroxy diclofenac, and the method recoveries were >75%. The 

HCl and ethylacetate were selected as reagent to terminate the reaction. Km was 26.87 μmol·L1 and Vmax was 2.359 

nmol·min1·mg1 pro. CONCLUSION  The method is steady, accurate and suitable for assaying CYP2C9 activity which can be 
used to evaluate the pharmacokinetics of CYP2C9 in rat liver microsomes. 
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细胞色素 P450，是药物在体内代谢重要的酶

系，在药物代谢和生物转化过程中起重要作用，

主要存在于肝、肠等器官的细胞内质网内。

CYP2C9 约占人肝微粒体的 20%[1]，包括甲苯磺丁

脲在内的降血糖药，非甾体抗炎药，香豆素，苯

妥英以及华法林是其底物。当 CYP2C9 酶活性被

抑制，这些治疗窗口较窄的底物，如苯妥英和华

法林，由于代谢变慢，使得生物利用度提高，就

会引起严重的不良反应[2]。因此，测定 CYP2C9

酶的活性对于探索其在不同药物代谢过程中所发

挥的作用具有重要的临床意义。研究表明，双氯

芬酸钠是 CYP2C9 的底物，广泛地被用于研究体

外酶的活性[3-4]。因此，本实验以双氯芬酸钠为底

物，考察大鼠 CYP2C9 活性，测定酶动力学参数。

本研究首先建立双氯芬酸及其代谢物同时检测的

高效液相色谱法，在此基础上对大鼠肝微粒体

CYP2C9 酶活性检测条件和动力学参数进行分析，

为 CYP2C9 酶在体内外功能的研究提供参考。 
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1  材料与方法 

1.1  药品、试剂与仪器 

双氯芬酸对照品(批号：100199-201002)、地

西泮对照品(批号：171225-200302)均购自中国药

品生物制品检定所，纯度均为 99.9%；4-羟基双氯

芬酸对照品(TRC 公司，批号：64118-84-9，纯度：

99.9%)；乙腈为一级色谱纯(天津市四友生物医学技

术有限公司，批号：030912101)；三氟乙酸(Sigma，

批号：064K3647，分析纯)。 

Agilent 1100 高效液相色谱仪，配置有在线脱

气机、四元泵、自动进样器、温控箱、二极管阵

列检测器(美国 Agilent 公司)。AB204-A 电子分析

天平(梅特勒-托利多上海仪器公司)；XK96-B 涡旋

混合器(姜堰市新康医疗器械有限公司)；恒温水浴

箱(上海试验仪器总厂)。 

1.2  动物   

清洁级 SD 大鼠，♂，体质量(250±10)g，由

温州医学院实验动物中心提供，实验动物合格证

号：SYXR(浙)2010-0158。 

1.3  对照品溶液的配制   

准确称取双氯芬酸对照品 10 mg 于 100 mL 量

瓶中，用纯净水溶解并定容至 100 mL，得浓度为

100 mg·L1 的双氯芬酸对照品储备液。准确称取

4-羟基双氯芬酸钠对照品 1 mg 于 10 mL 量瓶中，用

纯净水溶解并用定容至 10 mL，得浓度为 100 mg·L1

的 4-羟基双氯芬酸钠对照品储备液。精密称取地

西泮对照品 10 mg 置于 100 mL 量瓶中，用甲醇稀

释至刻度，充分摇匀，配成浓度为 100 mg·L1 的

地西泮储备液，用甲醇稀释成 10 mg·L1 的内标

溶液。 

1.4  肝微粒体制备 

采用差速离心法制备肝微粒体[5]。将大鼠断头

处死，迅速取出肝脏，用冰冷的生理盐水清洗，

滤纸吸干后称重，每 10 g肝脏加入 25 mL蔗糖 PBS

缓冲液，在冰浴中充分匀浆。匀浆液 10 000×g 离

心 15 min 后，取上清液再次 10 000×g 离心

15 min，吸取上清液，100 000×g 离心 90 min；弃

上清液，沉淀用 10 mL 的 PBS 复溶，80 ℃分装保

存，以上所有操作在低于 4 ℃环境中进行。用 BCA

法测定微粒体蛋白含量为 15 mg·mL1。 

1.5  肝微粒体体外反应及样品的处理 

300 μL 体系中含有肝微粒体 0.15 mg，底物双

氯芬酸钠 10 µmol·L1，Tris-HCl 0.1 mol·L1。预孵

育 5 min 后，加入 NADPH 使终浓度为 1 mmol·L1

以启动反应。孵育 30 min 后，加入 1 mol·L1 盐酸

30 μL 和冰冷的乙酸乙酯 1 mL 以终止反应，再加

入 10 µg·mL1 内标地西泮 50 μL。涡旋 2 min 后，

13 000 r·min1 离心 5 min，取上清液 900 μL，50 ℃

氮气吹干，100 μL 流动相复溶，20 μL 进样检测。 

1.6  色谱条件   

色谱柱为 Agilent ZORBAX SB-C18(4.6 mm×

150 mm ， 5 μm) ；保护柱为 SB-C18(4.6 mm ×

12.5 mm，5 μm)；流动相为乙腈-水-0.1%三氟乙酸

体系，梯度洗脱(0~6 min，乙腈 45%→50%，水

35%→30%； 6~12 min，乙腈 50％→62%，水

30%→18%)；流速为 1mL·min1；柱温为 30 ℃；

检测波长为 278 nm。 

1.7  双氯芬酸在大鼠肝微粒体中酶动力学 

1.7.1  蛋白浓度的选择  吸取 100 µmol·L1 底物

(双氯芬酸钠)30 μL 分别加入到含大鼠肝微粒体终

浓度为 0.1，0.25，0.5，0.75，1.0 µg·mL1 体系中，

每个浓度平行 2 管，37 ℃水浴预孵育 5 min 后加

入 NADPH 启动反应，继续孵育 30 min 后置于碎

冰中，加入乙酸乙酯 1 mL 终止反应。再加入

10 µg·L1 的地西泮内标工作液 50 μL，涡旋混匀

2 min 后 13 000 r·min1 离心 5 min，取上层有机相

于 50 ℃氮气吹干，流动相 100 μL 复溶，设定 20 μL

进样。 

1.7.2  孵育时间的选择  吸取 100 µmol·L1 底物

(双氯芬酸钠)30 μL 加入到含大鼠肝微粒体(终浓

度为 0.5 mg·mL1)体系中，每个时间点平行 2 管，

37 ℃水浴预孵育 5 min后加入NADPH，启动反应，

分别在孵育 15，30，60，90，120 min 后置于碎冰

中，加入乙酸乙酯 1 mL 终止反应。再加入 10 mg·L1

的地西泮内标工作液 50 μL，涡旋混匀 2 min 后

13 000 r·min1 离心 5 min，取有机相于 50 ℃氮气

吹干，流动相 100 μL 复溶，设定 20 μL 进样。 

1.7.3  大鼠肝微粒体 CYP2C9 酶活性  在肝微粒

体体系(微粒体终浓度为 0.5 mg·mL1)中分别加入

双氯芬酸钠对照品液，使双氯芬酸在孵育体系的

浓度分别为 2.5，5，10，25，50，100 µmol·L1，

37 ℃水浴孵育 30 min，每个浓度平行 2 管。根据

6 个体系生成代谢产物的量，求出每个反应体系的

速度 V，以双倒数作图，1/[S]为 x 轴，1/V 为 y 轴，

拟直线回归，求 Km 和 Vmax 值。 



 

中国现代应用药学 2013 年 12 月第 30 卷第 12 期                            Chin JMAP, 2013 December, Vol.30 No.12        ·1313· 

2  结果 

2.1  专属性考察 

对照品，空白肝微粒体体系，双氯芬酸钠，

4-羟基双氯芬酸钠肝微粒体体系，加入双氯芬酸钠

的肝微粒体反应后体系经 HPLC 分析测定得到的

色谱图见图 1。由图可见，在本实验条件下，4-羟

基双氯芬酸钠、双氯芬酸钠以及内标的保留时间

分别为 4.6，5.6，10 min。

 
图 1  双氯芬酸及其代谢物 4-羟基双氯芬酸的高效液相色谱图 
A空白肝微粒体；B肝微粒体+对照品；C肝微粒体加入双氯芬酸孵育 5 min；14-羟基双氯芬酸；2地西泮；3双氯芬酸 

Fig 1  HPLC chromatograms of diclofenac and 4-hydroxydiclofenac  
Ablank liver microsome; Bliver microsome spiked with control; Cliver microsome after incubation 5 min with diclofenac; 14-hydroxydiclofenac; 

2diazepam; 3diclofenac 

2.2  标准曲线与检测限 

配制 4-羟基双氯芬酸浓度为 0.05，0.1，0.25，

0.5，1，2.5，5，10 µmol·L1 的体系，加入灭活的

微粒体，按“1.5”项下方法操作，测定 4-羟基双

氯芬酸面积 As、内标峰面积 Ai。以 4-羟基双氯芬

酸对应各点浓度为横坐标(x)绘制 4-羟基双氯芬酸

钠的标准曲线。4-羟基双氯芬酸钠的标准曲线回归

方程为：y=0.756 2x0.025 7(r=0.999 8)。4-羟基双氯

芬酸定量下限为 0.05 µmol·L1。 

2.3  精密度 

配制低、中、高 3 种浓度(0.10，1.00，8.00 

µmol·L1)的 4-羟基双氯芬酸微粒体对照品溶液，

每一个浓度 6份，于同 1 d内测定计算日内精密度，

连续 3 d 测定计算日间精密度，结果见表 1。 

2.4  提取回收率 

配制 4-羟基双氯芬酸钠低、中、高 3 种浓度(浓

度为 0.10，1.00，8.00 µmol·L1)的微粒体体系(微

粒体灭活)，每种浓度 6 份，处理后检测，记录 4-

羟基双氯芬酸钠的峰面积，为微粒体体系的峰面

积。另取 2 mL EP 管 6 支，2 个 1 组；每组配制成

终浓度与低、中、高 3 种浓度(浓度为 0.1，1，

8 µmol·L1)相同的对照品溶液，20 μL 进样检测；

记录不同浓度对应 4-羟基双氯芬酸钠的峰面积，

为纯标的峰面积。结果见表 1。 

2.5  稳定性试验 

微粒体样品经处理后 12 h 后进行检测，4-羟

基双氯芬酸钠的低、中、高 3 个浓度的 RSD 分别

为 3.82%，6.52%，2.86%。结果显示代谢产物的微

粒体样品经过处理后，在 12 h 内有良好的稳定性。 

表 1  4-羟基双氯芬酸的精密度和回收率结果(n=6) 

Tab 1  Precisions and recoveries of 4-hydroxydiclofenac in 
rat microsome incubations(n=6) 

浓度/ 

µmol·L1 

日内精密度 

RSD /% 

日间精密度 

RSD/% 

提取回 

收率/% 

0.10 3.22 3.52 76.21±5.63 

1.00 2.56 2.26 82.08±6.83 

8.00 2.69 2.29 80.91±3.99 

 

2.6  CYP2C9 酶活性研究结果 

2.6.1  微粒体蛋白浓度   微粒体蛋白浓度在

0.1~0.5 mg·mL1 内与生成 4-羟基双氯芬酸钠的浓

度呈线性关系，在该浓度范围内的大鼠肝微粒体，

可以用于动力学分析，结果见图 2。 

 
图 2  蛋白浓度与反应生成的羟基双氯芬酸钠曲线 

Fig 2  Plot of protein concentration vs 4-hydroxydiclofenac 
concentration 

2.6.2  孵育时间  在 30 min 内，孵育时间与生成

4-羟基双氯芬酸钠的浓度呈线性关系，结果见图 3。 

2.6.3  肝微粒体 CYP2C9 酶活性  根据 6 个体系

生成代谢产物的量，求出每个反应体系的速度 V， 
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图 3  孵育时间与羟基双氯芬酸钠浓度变化曲线 

Fig 3  Plot of reaction time vs 4-hydroxydiclofenac concen- 
tration 

V 等于代谢产物生成的量除以反应时间以及除以

微粒体蛋白的质量，以双倒数作图，1/[S]为 x 轴，

1/V 为 y 轴，拟直线回归，y=11.394x+0.423 9，

r=0.999 7 ， 求 出 Km=26.87 µmol·L1 和 Vmax= 

2.359 nmol·min1·mg1 pro。结果见图 4。 

 
图 4  羟基双氯芬酸在不同浓度双氯芬酸钠(2.5~100 µmol·L1)

下经过大鼠肝微粒体的 CYP2C9 的生成速率 

Fig 4  Formation rates of 4-hydroxydiclofenac by CYP2C9 
in rat liver microsome under different concentration of 

diclofenac from 2.5 to 100 µmol·L1 

3  讨论 

双氯芬酸的极性较弱，在反相色谱柱中有较

长的保留时间；双氯芬酸经 CYP2C9 介导的 4-羟

化代谢后，代谢产物 4-羟基双氯芬酸的极性变大，

出峰提前；在等度流动相条件下，两者的保留时

间相差较长。本研究采用分段梯度洗脱的方法，

在 0~6 min，乙腈比例增加较慢，以保证 4-羟基双

氯芬酸和内标的分离，在 6~12 min，乙腈比例增

加较快，使双氯芬酸较快出峰。在该条件下，4-

羟基双氯芬酸、内标和双氯芬酸三者之间分离良

好，且排除了内源性物质干扰。 

在体外微粒体试验中，使用的终止试剂有高

氯酸、三氯醋酸、甲醇或乙腈[6-7]。甲醇和乙腈虽

然能很好地终止反应，且在这 2 种检测方法中都

不干扰待测物质，但甲醇或乙腈沉淀剂作终止试

剂由于稀释作用，使得检测限达不到实验的要求。

乙酸乙酯在酸化的条件下也能很好地终止反应，

且萃取率高，通过浓缩提高了检测限，故本研究

采用乙酸乙酯作为终止试剂。 

酶动力学中，代谢产物生成速率与微粒体蛋

白浓度和孵育时间呈一定的线性关系。因此在

CYP 酶的蛋白浓度以及孵育时间考察后，选择

0.5 mg·mL1 的蛋白浓度，30 min 的反应时间为孵

育条件。 

本实验采用 HPLC-UV 法，选用双氯芬酸为探

针，对大鼠肝微粒体 CYP2C9 酶活性进行测定，

系统地考察了酶活性的测定条件和酶动力参数。

该方法样品处理简单，分析时间较短，适合体外

CYP2C9 酶活性研究及酶抑制剂的筛选实验。 
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