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摘要: 目的 考察 HK －5 在人、SD大鼠、比格犬、小鼠和猴肝微粒体中的代谢稳定性;测定人肝微粒中 HK － 5 代谢表型。
方法 采用 LC － MS测定 HK －5 在五个种属肝微粒体中孵育不同时间点后的剩余浓度;在人肝微粒体中使用化学抑制剂
对各 CYP亚酶特异性抑制，比较化学抑制剂对 HK －5 的抑制率。结果 HK － 5 在 5 个种属的肝微粒体中体外代谢半衰
期( T1 /2 ) 分别为 42． 5，38． 3，70． 7，70． 0，60． 9 min，肝微粒体固有清除率( CLint ) 分别为 0． 033，0． 036，0． 020，0． 020，0． 023
ml·( min·mg 蛋白) － 1，体内固有清除率( CL’int ) 分别为 32． 7，64． 8，29． 7，78． 8，34． 2ml·( min·mg) － 1。HK － 5 在 SD
大鼠肝微粒体和人肝微粒体代谢速率相近，相对较快;在猴、比格犬和小鼠肝微粒体中代谢速率相近，均比较慢;代谢速
率存在一定的种属差异。代谢表型实验中发现 HK －5 在人肝微粒体中主要经 CYP3A4，CYP2D6 和 CYP2A6 三种亚酶催
化代谢。结论 HK －5 在人和 SD大鼠肝微粒体中有相近的 T1 /2和 CLint，后期体内代谢实验可选用 SD大鼠进行研究; HK
－5 由多种 CYP亚酶代谢，代谢性药物相互作用发生概率降低。
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随着新药研发的途径由天然产物的分离到化学合成新化合
物再到对已知化合物的结构修饰，人们开始把寻找新药的目光逐
渐转移到对已知化合物的再次开发［1］。本实验组从木兰科植物
厚朴 Magnolia officinalis Rehd． et Wils．根茎和根皮中提取分离出
的和厚朴酚 ( honokiol，HK) ，具有抗菌［2］、抗炎［3］、抗衰老［4］、抗
焦虑［5］和抗肿瘤［6，7］等药理活性作用，但在前期实验中本课题组
发现 HK代谢快，SD大鼠口服半衰期为 4． 7h，静脉半衰期为 0． 7
h。为改善 HK代谢速率，我们以构效关系为依据，对 HK 衍生化
后合成目标化合物 HK －5，HK和 HK － 5 见图 1。为了初步检验
合成效果，确用体外药物代谢研究具有试验简便、周期短等特
点［8］，选择人、SD大鼠、比格犬、小鼠和猴肝微粒体，研究 HK － 5
在不同种属肝微粒体中的代谢速率。如果药物代谢时参与亚酶
较少，则会增加药物合用时的副作用，同时我们采用体外化学抑
制剂法来预测 HK － 5 在人体参与代谢的 CYP 亚酶。本文实验
将有助于确认 HK －5 的体外代谢速率和代谢亚酶，用以预测在
人体内的代谢速率和参与代谢的亚酶，选择替代动物来进一步实
验，从而为临床前实验提供参考数据。

图 1 HK和 HK －5 的化学结构

1 仪器与试药
1． 1 仪器 岛津 UFLC 液质联用仪，包括: LC － 30AD 高压输液
泵，SIL － 30AC 自动进样器，CBM － 20A 连接器，CTO － 20AC 柱
温箱( 日本岛津公司) ; AB SCIEX QTRAP 5500 三重四级杆质谱
仪( 美国 AB 公司) ; Thermo Heraeus Fresco 17 低温高速离心机
( Thermo Scientific公司) ; 230V － UK 涡旋混合器( Labnet Interna-
tional公司) ; BT125 D电子天平( 北京赛多利斯仪器有限公司) ;
Milli Q超纯水系统( 美国 Merck Millipore公司) 。
1． 2 试剂试药 HK －5 由四川大学生物治疗国家重点实验室合
成的抗肿瘤药物，经 HPLC 测定，其纯度大于 98% ; 内标 SAHA
( 大连美仑生物技术有限公司，批号: 00502A) ; α －萘黄酮( ANF，
东京化成工业株式会社) 、磺胺苯吡唑( SUL，Sigma公司) 、奎尼丁
( QND，TCI上海化成工业发展有限公司) ;毛果芸香碱( PCP) ，盐
酸噻氯匹定( TCP，中国食品药品检定研究院) ; 酮康唑( KCZ，Dr
Ehrenstorfer公司) ; 二乙基二硫代氨基甲酸钠 ( DDTC，Sigma 公
司) ; 人、比格犬、SD大鼠、小鼠和猴肝微粒体( 浓度均为 20 mg·
ml －1 ) ，NADPH发生系统( A 液、B 液) 购自武汉普莱特生物医药
技术有限公司，于 － 80℃冷冻保存;甲醇、乙腈为色谱纯。
2 方法与结果
2． 1 储备液和内标液的制备
2． 1． 1 HK － 5 储备液的配制 精密称定 HK － 5 10． 00 mg，使用
甲醇作为溶剂定容至 10 ml棕色量瓶中，混匀，即得 1mg·ml －1的
HK －5 贮备液，密封，4℃冰箱保存备用。
2． 1． 2 内标溶液的配制 精密称定 SAHA 10． 00 mg使用甲醇作
为溶剂定容至 10 ml 棕色量瓶中，混匀，即得质量浓度为 1 mg·
ml －1的 SAHA 贮备液，密封，4℃冰箱保存。
2． 2 液质条件
2． 2． 1 液相条件 Waters Acquity UPLCTM BEH C18色谱柱 ( 2． 1
mm × 100 mm，1． 7 μm) ;柱温 30℃ ;流动相为 0． 1%甲酸水( A)
－甲醇( B) ，梯度洗脱，0 － 2． 5 min，70% ～80% B;流速 0． 3 ml·
min －1 ;进样体积 5 μl。
2． 2． 2 质谱条件 电喷雾离子化( ESI) 方式，检测离子为正离子;
离子喷雾电压 4500V，离子源温度 500℃，雾化气 20psi，去簇电压
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( DP) 为 130V，离子束聚焦电压 ( EP) 为 10V，碰撞池出口电压
( CXP) 为 15V，驻留时间为 0． 20s。采用多级反应监测( MRM) 测
定 HK －5 和内标 SAHA，对应的监测离子对和碰撞能量分别是
HK －5 ( m/z379． 2→279． 1，32 eV) ，SAHA( m/z265． 2→232． 2，18
eV) 。
2． 3 HK － 5 在不同种属肝微粒体中的代谢稳定性
2． 3． 1 代谢稳定性 参照文献［9］建立代谢稳定性孵育模型。孵
育体系总体积为 207 μl，有机溶剂少于 1%，包括 0． 1 mol 的 PBS
缓冲液( pH 7． 4) 188 μl，NADPH发生系统 12 μl( 10 μl 的 A 液
和 2 μl 的 B 液临用时冰浴上混合制得) 。冰浴上将 2 μl 100
μmol·L －1的 HK －5 加入孵育体系中，37℃水浴中预孵 5 min;然
后冰浴上分别加入 5 μl不同种属的肝微粒体酶，混匀，37℃水浴
中孵育，在 0，2，5，10，15，30 ，45，60，90min时间点加入 400 μl 的
冰乙腈( 含 50 ng /ml内标) 终止反应，平行实验 3 次。考察 HK
－5 化合物在不同种属肝微粒体中的代谢稳定性。
将三组孵育时间与底物剩余百分比做孵育曲线，见图 2。

HK －5 在 5 个种属的肝微粒体中均有较明显的代谢。HK － 5 在
人、SD大鼠、比格犬、小鼠、猴肝微粒体酶中均发生代谢，60 min
内代谢较快，孵育 60 ～ 90 min，剩余底物的量变化趋势减小。

图 2 孵育时间与底物剩余浓度考察

2． 3． 2 体外半衰期 将孵育 0 min HK － 5 的浓度作为 100%，其
他孵育时间点的浓度与 0 min浓度相除，得到各时间点的百分剩
余量，将各时间点百分剩余量的自然对数孵育时间作线性回归，
求算得斜率 k，并由文献［10］中公式计算消除半衰期( t1 /2 ) =

－ 0． 693 /k，肝微粒体中固有清除率 CLint = 0． 693
t1 /2 ( min)

·

孵育体积( ml)
肝微粒体质量( mg)

，体 内 固 有 清 除 率 CL’int = CLint ·

肝质量( g)
体质量( kg)

·肝微粒体质量( mg)
肝质量( g)

。公式中人、SD大鼠、比格犬、

小鼠和猴的肝质量 /体质量分别为 22、40、33、87． 5 和 33，肝微粒
体质量 /肝质量为 45。

在 5 个种属的代谢稳定性实验中，每个种属的以底物剩余百
分比的自然对数与孵育各时间点作线性回归。人肝微粒体线性
回归方程为 Y = － 0． 0163X + 4． 6912，r = 0． 995; SD大鼠肝微粒
体线性回归方程为 Y = － 0． 0181X + 4． 792，r = 0． 964;比格犬肝
微粒体线性回归方程为 Y = － 0． 0098X + 4． 6414，r = 0． 993; 小
鼠肝微粒体线性回归方程为 Y = － 0． 0099X + 4． 5524，
r = 0． 993;猴肝微粒体线性回归方程为 Y = － 0． 0114X +
4． 6061，r = 0． 997，各线性公式斜率记作 K，由 T1 /2 = － 0． 693 /K，
计算各种属半衰期，肝微粒体固有清除率 ( CLint ) 和体内固有清
除率( CL’int ) 。结果见表 1。

表 1 HK －5 在人、SD大鼠、比格犬、猴和小鼠肝微粒体中的代谢参数

实验对象 t1/2 /min CLint /ml·min －1·mg protein －1 CL’int /ml· －1min·kg －1

人 42． 5 0． 033 32． 7
SD大鼠 38． 3 0． 036 64． 8
比格犬 70． 7 0． 020 29． 7
小鼠 70． 0 0． 020 78． 8
猴 60． 9 0． 023 34． 2

2． 4 HK － 5 在 CYP450 酶中的代谢表型研究 根据文献［11］，选
择化学抑制剂包括: 二乙基二硫代氨基甲酸钠( CYP2E1 抑制剂，
100 μmol·L －1 ) ; 盐酸噻氯匹定( CYP2C19 抑制剂，50 μmol·
L －1 ) ; a － 萘黄酮 ( CYPlA2 抑制剂，1 μmol· L －1 ) ; 奎尼丁
( CYP2D6 抑制剂，10 μmol·L －1 ) ; 酮康唑 ( CYP3A4 抑制剂，1
μmol·L －1 ) ;毛果芸香碱( CYP2A6，25 μmol·L －1 ) ;磺胺苯吡唑
( CYP2C9 抑制剂，20 μmol·L －1 ) 。根据“2． 3． 1”项下温孵系统，
冰浴上加 1 μl浓度为 200 μmol·L －1的 HK －5 溶液，1 μl各选择
性化学抑制剂，相同方法处理，平行实验 3 次。另设定未发生反
应样品为阴性对照组( 不加 NADPH 发生系统和抑制剂，只加入
等量甲醇) ，设定完全发生反应为阳性对照组( 加入 NADPH发生
系统，但不加抑制剂，只加入等量甲醇) 。考察不同选择性抑制
剂对 HK －5 代谢的影响。

以待测物消除速率表示药物在肝微粒体中的代谢速率，抑制
率 =［( 1 － 实验组代谢速率 /阳性对照组剩余浓度) / ( 阴性对照
组浓度 － 阳性对照组剩余浓度) ］× 100%。采用 OriginLab 9． 0、
EXCEL制图和处理数据。

由公式计算可得 HK － 5 对 CYP 各亚型的抑制率。结果见
表 2，人肝微粒体中各种抑制剂对 HK －5 代谢的影响见图 3。

表 2 各抑制剂对大鼠肝微粒体中 HK －5 代谢的影响

抑制剂
( CYP 亚型)

HK －5质量浓度 /μg·ml －1

1 2 3
HK －5平均质量浓度

/ μg·L －1
RSD
/ %

抑制率
/ %

DDTC( CYP2E1) 3． 62 3． 79 3． 75 3． 72 ±0． 07 2． 38 4． 60
TCP( CYP2C19) 3． 74 3． 80 3． 85 3． 79 ±0． 04 1． 48 32． 00
ANF( CYP1A2) 3． 62 3． 79 3． 80 3． 74 ±0． 08 2． 75 10． 50
KND( CYP2D6) 3． 72 3． 56 3． 76 3． 68 ±0． 09 2． 84 －11． 70
KCZ( CYP3A4) 4． 06 3． 88 3． 94 3． 95 ±0． 07 2． 40 90． 90
PCP( CYP2A6) 3． 69 3． 51 3． 70 3． 63 ±0． 09 3． 00 －28． 36
SUL( CYP2C9) 3． 83 3． 81 3． 80 3． 81 ±0． 01 0． 30 39． 25
阳性对照组 3． 69 3． 68 3． 75 3． 71 ±0． 03 1． 01
阴性对照组 4． 04 3． 94 3． 97 3． 98 ±0． 04 1． 29

图 3 各种抑制剂对 HK －5 代谢的影响( 珋x ± s，n = 3)

2． 5 方法学考察
2． 5． 1 专属性 取 PBS缓冲液 188 μl，加入 5 μl高温灭活的肝微
粒体，10 μl的 A液和 2 μl的 B液，记作“孵育体系 I”。取“孵育
体系 I”，加入 400 μl乙腈溶液，按“2． 3． 1”项下的方法处理，即得
空白对照样品 A。另取“孵育体系 I”，然后加入 400 μl内标质量
浓度为 50 ng·ml －1的乙腈溶液，加入 2 μl 200 μmol·l － 1的 HK
－5 溶液，相同方法处理，得对照样品 B。
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在本实验条件下，HK － 5 和内标 SAHA 的保留时间分别为
0． 84，0． 58 min，达到基线分离，且没有受到空白基质的干扰，说
明其专属性良好。
2． 5． 2 线性关系 精密量取 HK － 5 对照品贮备液，用甲醇稀释
到质量浓度分别为 781，1563，3125，6250，12500，25000，50000 ng
·ml －1的系列对照品溶液。于“孵育体系 I”中分别加入 2 μl 上
述系列浓度的对照品溶液按“2． 3． 1”项下方法处理，以“2． 2”项
下条件进样分析。以待测物 HK － 5 浓度为横坐标，HK － 5 与
SAHA峰面积比值为纵坐标，采用最小二乘法进行回归计算，求
得直线回归方程: Y = 0． 02458X － 0． 04178，r = 0． 999，各浓度的
准确度偏差均小于 15%，表明 HK － 5 在 7． 81 ～ 500 ng·ml －1范
围内的浓度与响应值呈良好的线性关系，符合要求。
2． 5． 3 准确度 按“2． 5． 2”项下方法，将浓度为 15． 6，62． 5，
400． 0 ng·ml －1的低、中、高三组质控样品按“2． 3． 1”项下方法处
理后进样分析，计算各浓度质控样品的回收率，平行实验 5 份，结
果见表 3。
2． 5． 4 精密度 采用“2． 5． 3”项下的三组质控样品每隔 2h 测定
一组低、中、高浓度样品，共测定 5 次，计算日内精密度。连续 3d
测定 3 个浓度，每个浓度平行实验 5 份来计算日间精密度。结果
见表 3。
2． 5． 5 基质效应 采用“2． 5． 3”项下的三组质控样品，分别测定
峰面积 A，另取 HK － 5 对照品溶液，加流动相制成相同浓度溶
液，分别测定峰面积为 B，每组平行实验 5 份，结果见表 3。基质
效应公式: A/B x 100%，此值应在 85% ～115%之间。

表 3 HK －5 的准确度、精密度和基质效应
质量浓度

/μg·L －1

准确度
/%

精密度 RSD /%
日内 日间

基质效应
( HK －5) /%

15． 6 112． 96 ± 0． 49 0． 94 6． 32 91． 55 ± 5． 13
62． 5 100． 99 ± 1． 35 1． 11 1． 97 96． 22 ± 3． 02
400． 0 101． 81 ± 0． 93 2． 61 3． 67 90． 70 ± 2． 17

n =5

3 讨论
本文建立了 HK －5 的 LC － MS测定方法，该方法专属性、线

性、准确度、精确度和基质效应均符合生物样品的测定要求。HK
－5 在人、SD大鼠、比格犬、小鼠和猴 5 个种属的肝微粒体中 T1 /2

分别为 42． 5，38． 3，70． 7，70． 0，60． 9min; CLint 分别为 0． 033，
0． 036，0． 020，0． 020，0． 023ml·( min·mg protein) － 1 ; CL’int分别
为 32． 7，64． 8，29． 7，78． 8，34． 2ml·( min·mg) － 1。由实验结果
可知，HK － 5 在人和 SD 大鼠肝微粒体中有相似的 T1 /2，在人和
SD大鼠体内容易被代谢; 人和 SD大鼠 CLint较接近，比格犬、小
鼠和猴较接近; 人、比格犬和猴 CL’int相差不大，SD 大鼠和小鼠
相近。在后续实验中可用 SD 大鼠进行 HK － 5 的体内药物代谢
研究，但两者体内清除率差异较大，后期实验前用 SD 大鼠推测
给药方案时，应注意与人代谢速率的差异。

两种或以上药物同时用药时容易发生代谢性药物相互作用，

约占药动学相互作用 40%，若药物由多种 CYP亚酶代谢，则会降
低这种风险［12］。代谢表型结果: CYP3A4、CYP2D6 和 CYP2A6 是
代谢 HK － 5 主要亚酶; HK － 5 能诱导 CYP2D6 和 CYP2A6 亚酶
的活性; CYP2E1、CYP2C19、CYP1A2 和 CYP2C9 没有参与 HK － 5
的代谢。结果显示 HK － 5 由三种亚酶代谢，这将降低某一种
CYP亚酶被诱导或抑制而导致严重不良反应的风险，同时由于
HK － 5 对三种亚酶的抑制作用，提示其他经这些亚酶代谢的药
物，在联合用药时会减慢它们的代谢，增强药效，甚至出现中毒后
果; HK － 5 对 CYP2D6 和 CYP2A6 亚酶的诱导作用在联合用药
时，则会加快其他药物的代谢时间，降低药效。良好的代谢表型
也表明 HK －5 有进一步开发利用的可能。
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