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摘要 : 目的 建立大鼠肝微粒体中葛根素及其代谢物的液相色谱 质谱测定法 ,并研究葛根素在大
鼠肝微粒体中的药物代谢动力学。方法 色谱柱为 Waters C18柱 (150 mm×416 mm ,5μm) ,流动相
为甲醇 水 (体积比为 50∶50) ,通过电喷雾电离源 ( ESI) ,以正离子方式进行检测。结果 方法的回
收率为 9516 %～9618 % ,其日内、日间的 RSD分别为 419 %～716 %和 317 %～612 % ,葛根素的质
量浓度在 015～20 mg·L - 1内与峰面积呈良好的线性关系。在温孵时间 0～40 min内、微粒体蛋白
质量浓度在 015～210 g·L - 1内 ,葛根素呈线性消除 ,随着肝微粒体蛋白质量浓度的增大 ,葛根素呈
线性消除 ,葛根素可被肝微粒体代谢成大豆苷元。其代谢机理为还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷
酸 (NADPH)依赖性的氧化代谢。还原型烟酰胺二核苷酸 (NADH)对葛根素代谢基本没有催化作
用。结论 葛根素在大鼠肝微粒体内被迅速代谢 ,大鼠肝微粒体 P450酶参与了葛根素的代谢。
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　　葛根素是从豆科植物野葛 ( Pueraria lobata

(Willd. ) Ohwi)中提取的有效成分 ,有扩张冠脉、增

加冠脉血流量、降低血压、减慢心率、降低心肌耗氧

量等作用[1 ]。临床使用时常用输液稀释后静滴 ,治

疗冠心病、心绞痛并发呼吸道和肺部感染、眼底病、

心肌炎等多种疾病。葛根素是肝细胞中细胞色素

P450的底物[2 ] ,但有关葛根素在大鼠肝微粒体中

的代谢国内外尚未见报道。作者建立了葛根素及

其代谢物的液相色谱 质谱测定法 ,并研究葛根素

在大鼠肝微粒体中的代谢 ,以便人们了解其代谢规

律 ,为今后的临床合理用药提供依据。

1　仪器与材料

Micromass液相色谱 质谱联用仪、Waters

1525泵、Micromass ZQ检测器、配有 API (大气压

离子化)源、Masslynx 410 版数据处理系统 (美国

Waters公司) 。色谱柱 : Waters C18柱 (150 mm ×

416 mm ,5μm ,美国 Waters公司) 。

葛根素 (含量 :质量分数为 9912 % ,烟台鲁银

药业有限公司) ,大豆苷元 (沈阳药科大学药化实

验室提供) ,还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸

(NADPH ,美国 Sigma 公司) ,还原型烟酰胺二核

苷酸 (NADH ,美国 Sigma 公司) , 实验中所用其

他试剂均为市售色谱纯。

2　方法与结果

211　肝微粒体制备

大鼠拉颈椎处死 ,开腹取肝脏 ,用滤纸吸干水

分 ,称质量。立即放入冰冷的蔗糖溶液中清洗 ,用

剪刀剪成碎块 ,反复清洗至无血色。加 4 倍肝质

量的蔗糖溶液 ,在冰浴中用组织匀浆机制成匀浆 ,

再超声分散 30 s , 4 ℃下 10 000 r·min - 1离心

20 min。上清液用四层纱布过滤除漂浮脂类物 ,滤

液在 4 ℃下 50 000 r·min - 1离心 60 min ,弃上清

液 ,沉淀用焦磷酸钾缓冲液悬浮均匀 ,在 4 ℃下

50 000 r·min - 1离心 60 min ,沉淀即为肝微粒体。

用Tris HCl缓冲液悬浮均匀 ,体积为原上清液的

1/ 4即可 ,分装于塑料管中 ,于 - 80 ℃保存 ,采用

Lowry法测定肝微粒体蛋白浓度[3 ]。

212　温孵条件

肝微粒体孵化体系由 011 mol·L - 1 Tris HCl缓

冲液 (pH值为 714)组成 ,含葛根素 10 mg·L - 1、肝
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微粒体蛋白 2 g·L - 1、MgCl2 10 mmol·L - 1、KCl

10 mmol·L - 1、NADPH 1 mmol·L - 1 ,37 ℃下 ,加入

NADPH开始反应 ,定时取样 100μL ,样品立即与

2倍量冰冷的甲醇混合终止反应 ,在 3 500 r·min - 1

下离心 10 min ,上清液备用。

213　色谱及质谱条件

色谱条件 :流动相为甲醇 水(体积比为 50∶50) ,

流速为 017 mL·min - 1 ,柱温为室温 ,进样量 20μL。

质谱条件 :电喷雾电离源 ( ESI) ,正离子扫描方

式 ,毛细管电压5 kV ,锥孔电压 30 V ,去溶剂电压

5 V ,透镜电压 015 V ,去溶剂气流速 610 L·min - 1 ,锥

孔气流速 60 L·min - 1 ,去溶剂温度500 ℃,源温度

150 ℃,扫描质量范围 115～600 m/ z。

214　色谱行为

　　在上述色谱条件下 ,葛根素(化学结构式见图 1)

峰与空白肝微粒体温孵液中的杂质峰及代谢物峰

达到良好分离 (图 2) 。在大鼠肝微粒体孵化液中

检测到 m / z 为 255的准分子离子峰 (图 3) ,与对

照物大豆苷元 (化学结构式见图 1)比较 ,其准分

子离子峰和保留时间均与大豆苷元相一致 ,故此

可初步确定葛根素的其中一个代谢产物为大豆苷

元 ,且在该色谱条件下孵化液中未发现葛根素的

其他代谢产物。

Fig. 1　Structures of puerarin( A) and daidzein( B)

A—A blank rat liver microsome sample ;B —A blank rat liver microsome sample spiked with puerarin and daidzein ;C—Incuba2
tion of puerarin with rat liver microsome ;a—Puerarin ;b—Daidzein

Fig. 2　Chromatograms of puerarin and daidzein rat liver microsome samples determined by LC2MS method

215　标准曲线的制备

在肝微粒体温孵液中加入葛根素标准液 (称

取适量葛根素用甲醇溶解) ,使葛根素的质量浓度

分别为 015、110、210、510、1010、2010 mg·L - 1 ,取

100μL 上述溶液与 2倍量冰冷的甲醇混合后 ,在

3 500 r·min - 1下离心 10 min ,上清液进行LC MS

分析 ,以质量浓度 (ρ)为横坐标 ,峰面积 ( A )为纵

坐标 ,进行回归 ,得到肝微粒体温孵液中的标准曲

线 : A = 31333×103ρ+ 31870×102 , r = 01999 5。
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Fig. 3　MS spectra of puerarin and its metabolite daidzein [ M + H] + after incubation of puerarin in rat liver microsome for

40 min

216　方法回收率和精密度

在肝微粒体温孵液中加入葛根素标准液 ,使

葛根素的质量浓度分别为 015、5、20 mg·L - 1 ,按

“215”条操作测定葛根素的回收率及日内、日间

RSD。葛根素高、中、低 3种质量浓度的日内 RSD

分别为 613 %、419 %、716 % ,日间 RSD 分别为

612 %、511 %、317 %。回收率分别为 ( 9516 ±

314) %、(9612±216) %、(9618±218) %。

217　葛根素在大鼠肝微粒体中代谢的酶动力学

21711　温孵时间对葛根素代谢速率的影响

质量浓度为 10 mg·L - 1的葛根素在大鼠肝微

粒体中经 37 ℃水浴温孵振荡 40 min ,葛根素呈线

性消除 ,而葛根素在灭活的肝微粒体中质量浓度

无明显变化 ,可见葛根素经大鼠肝微粒体代谢 ,结

果见图 4。

21712　肝微粒体蛋白质量浓度对葛根素代谢速

率的影响

肝微粒体蛋白质量浓度在 015～210 g·L - 1

内 ,葛根素质量浓度为 10 mg·L - 1、温孵时间为

40 min时 ,葛根素的消除情况见图 5。结果表明

随着肝微粒体蛋白质量浓度的增大 ,葛根素呈线

性消除。

△—With activity ; ◆—Without activity

Fig. 4 　Effect of incubation time on the rate of puerarin

metabolism in rat liver microsomes

Fig. 5 　Effect of microsomal protein concentration on the

metabolic rate of puerarin in rat liver microsomes

21713　底物质量浓度对葛根素代谢速率的影响

在肝微粒体温孵液中加入葛根素标准液 ,使
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其质量浓度分别为 015、1、2、5、10、20 mg·L - 1 ,经

37 ℃水浴温孵振荡 40 min ,当底物质量浓度达

20 mg·L - 1时 ,葛根素的消除速率并不随底物质

量浓度的增加而增加 ,而具有一定的饱和性(图 6)。

Fig. 6　Effect of original concentration of puerarin on the con2
centration of disappeared puerarin in rat liver microsomes

21714　辅助因子对葛根素代谢的影响

为进一步探讨葛根素在大鼠肝微粒体中的代

谢机理 ,考察了 NADPH和 NADH作为氧化反应体

系中的辅助因子对葛根素代谢的影响。以 NADPH

或NADH单独作为辅助因子、或以两者共同作为

辅助因子进行孵化实验。结果表明 (表 1) NADH

与 NADPH合用时与单独使用 NADPH相比 ,对葛

根素的代谢量没有明显影响 ,而 NADH单独使用

时 ,葛根素不发生代谢。因此 ,葛根素的代谢表现

为 NADPH依赖性氧化代谢机理。
Table 1　The concentration of puerarin after incubation in

rat liver microsomes with NADPH and NAD H at 40 min

Group ρ/ (mg·L - 1)

NADPH 8164

NADPH + NADH 8172

NADH 9194

3　讨论

作者所建立的方法可同时测定葛根素及其代

谢物 ,方法回收率高 ,高、中、低 3个质量浓度下测

得的回收率均大于 90 % ,日间和日内精密度好 ,

且葛根素在大鼠肝微粒体中稳定性良好。

葛根素在大鼠肝微粒体内经 37 ℃水浴温孵

振荡 40 min ,葛根素呈线性消除 ,而葛根素在灭

活的大鼠肝微粒体中未发生代谢 ,说明葛根素是

经大鼠肝微粒体代谢的。当底物葛根素质量浓度

大于 10 mg·L - 1时 ,葛根素的代谢不随底物质量

浓度的增加而呈线性增加 ,表现出明显的饱和性。

葛根素的消除率随 P450 质量浓度的增加而增

加 ,呈线性相关。CYP450催化药物氧化的过程 ,

需要一定的辅助因子完成整个循环[4 ]。NADPH

是 CYP450 催化药物代谢过程中的必要辅助因

子 ,起传递电子的作用 ,引发氧化反应的发生。作

者考察了 NADPH和 NADH两种辅助因子对葛

根素代谢的影响 ,结果表明两种途径均表现为

NADPH依赖型 ,NADH对葛根素代谢基本无催

化作用。从上述结果可以看出 ,大鼠肝 P450 酶

参与了葛根素的代谢。那么进一步研究葛根素与

细胞色素 P450 相关的药物相互作用 ,探讨与细

胞色素 P450 相关的药物相互作用的机制 ,对于

预防和减轻药物间的相互作用 ,最大限度的提高

药物的有效性和安全性 ,对临床合理用药具有重

要意义。
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Abstract : Objective To develop a LC2MS method for the determination of puerarin and its metabolite and

study the kinetics of its metabolism in rat liver microsomes. Methods Chromatography was performed on a

Waters C18 column (150 mm×4. 6 mm ,5μm) . A methanol2water ( V∶V = 50∶50) as the mobile phase was

used. A Waters Micromass ZQ detector equipped with an ESI interface was used and operated in the positive

ion mode. Results The recovery of of puerarin for the proposed method was 95. 6 % - 96. 8 %. The relative

standard deviation for the within2day and between2day were 4. 9 % - 7. 6 % and 3. 7 % - 612 %. The cali2
bration curve was linear in the range from 0. 5 mg·L - 1 to 20 mg·L - 1 with r = 0. 999 5. The elimination of

puerarin was linear. Microsomal protein concentration had significant effect on puerarin metabolism. One

metabolite of puerarin was found to be daidzein. The metabolism of puerarin exhibited NADPH2dependent

oxidation mechanism. NADH as cofactor had no catalytic effect on the metabolism of puerarin. Conclusions

Puerarin is rapidly metabolized in rat liver microsomes. The result suggests that CYP450 is involved in the

metabolism of puerarin.

Key words : puerarin ; LC2MS ; liver microsomes ; metabolism ; pharmacokinetics
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Stabil ities of azidothymidine palmitate and its l ipo2
some preparations in mice and rats blood plasma

L EI Jie2jie1 , TIAN Wen2yan2 , SUN Hong2wei3 , ZHOU Xin2yu1 , SHI Li1 , DEN G Yi2hui1
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Jiang Kanglaite GRO U P CO . , L TD Q uality guarantee depart ment , Hangz hou 310013 , Chi na ; 3 .

S henyang S hanri Pharm aceutical Research Instit ute , S henyang　110013 , Chi na)

Abstract : Objective To investigate the enzymatic degradation kinetics of azidothymidine palmitate solution

and liposome preparations. Methods Azidothymidine palmitate solution , liposomes and modified liposomes

were preparaed and their degradations in rodents blood plasma were determinated by HPLC. Results Degra2
dations of azidothymidine palmitate were shown to apparent first2order kinetics in blood plasma of mice and

rats ,and the rate constants of azidothymidine palmitate solution > liposomes > modified liposomes. Conclu2
sions The stability of AZTP in rodents plasma is greatly raised when it is encapsulated in liposomes.

Key words : azidothymidine palmitate ; plasma stability ; liposome preparation ; modified liposomes ; HPLC
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