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摘 要 对灌胃给予大氛降香总黄酮后
,

进入体 内的化 学成分和 相代谢产物进行 了初步研究
。

采

用酶水解的方法将 相代谢产物水解为原型形式
,

以 一 和 一 技术进行样品 分析
,

采

用对照品对照的方 法
,

在水解前
、

后 的生物样品 中分别定性分析 了 个黄酮 类成分
。

结 果表明 大 鼠灌

胃降香总黄酮后
,

黄酮 类成分在体 内发生 了 相代谢反应
,

药物在体 内同时存在原型和 相代谢产物 两

种形式
,

相代谢产物又 以硫酸酣 结合物为主
。

关健词 降香 黄酮 体 内代谢 相代谢反应 一 一

黄酮类化合物广泛分布于 自然界
,

是一类重要 的 油和黄酮体化合物
。

降香中的黄酮类成分如芒柄花素

天然有机化合物
。

绝大多数植物体内都含有黄酮类化
、

甘 草 素
、

异 甘 草 素

合物
,

其对植物的生长
、

发育
、

开花
、

结果及防菌防病等
、

李属异黄酮
、

紫铆素

方面起着重要的作用
。

黄酮类化合物具有多种生物活
、

紫铆查尔酮
,

具有抗氧化
、

抗癌
、

抗炎
、

镇

性
,

如降低血管脆性及异常的通透性
,

扩冠
、

抗血小板 痛和松弛血管等作用
,

是降香不可忽视 的重要活性成

凝集
、

抗心律失常
、

抗菌
、

抗病毒
、

抗 自由基氧化
、

抗炎 分
,

黄酮类成分对于降香的质量控制和作用物质基础

镇痛
、

抗癌和保肝等作用
。

研究具有重要意义 〔’一 , 。

目前
,

对降香 的研究工作大

降香为豆科黄植属植物降香植 谬 多集中在挥发油部分
,

而对黄酮类成分研究较少
。

本

树干和根的干燥心材
,

其主要成分是挥发 课题组采用溶剂法和各种色谱分离技术
,

对降香的化

学成分进行 了较为系统的研究
,

从降香中分离得到

—
个黄酮类化合物

。

在前期工作中
,

本课题组对大鼠灌
收稿 日期

一 一

胃降香总黄酮后
,

原型成分在血清和尿液样本中的浓
修回 日期 仪拓
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度进行 了测定
,

初步探讨 了其药代动力学规律〔‘ 。

在对大鼠灌胃降香总黄酮 的药代动力学研究中发现
,

被测的 个主要原型成分都符合具有第一吸收相的二

室模型
,

被测成分均可被迅速吸收
,

血药峰值出现在

左右
,

在 左右血药浓度二次达峰 个主

要成分 一 ’ 一 一 ’ , , 一

和 在尿中 内的累计排泄 仅

为给药量的 和
。

以 上结果表明
,

大鼠

灌胃降香总黄酮后
,

黄酮类成分经过体内代谢过程
,

主

要 以代谢产物的形式存在
,

而原型成分很少
。

查 阅文

献【‘ 一 ’ 发现
,

黄酮昔元在体 内易发生 相代谢反应
,

母药或其代谢物的极性基团与体内水溶性较大的内源

性物质结合
,

常形成葡萄糖醛酸昔与硫酸醋等结合物
。

以结合状态存在的药物大多存在于尿中
,

但也存在于

血液中
。

这些结合物极性大
,

水溶性强
,

并且在生理

条件下呈电离状态
,

不能用经典的液 一 液萃取法将其自

尿或血液中分离出来
,

通常需将样品作水解处理
,

使结

合物中的药物或代谢物游离出来
,

呈游离状态的药物或

代谢物脂溶性增强
,

才有可能用溶剂萃取法将其 自生物

样品溶液中分离出来
。

常用 的结合物水解的方法有酸

水解
、

酶水解和溶剂解
。

本课题组针对降香中含有的大

量黄酮昔元成分
,

在体内代谢过程中极有可能形成大量

相代谢结合物的特点
,

采用了水解的方法
,

考察体内代

谢过程中药物可能存在的原型和结合物形式
,

以期进一

步研究降香总黄酮的体内 相代谢反应
。

一
、

实脸仪徽与材料

仪器

高效液相色谱仪 德国

公司
。

质谱仪 美国 公司
。

一 一 旋转蒸发仪 日本 公司
。

。 电子分析天平 德国 。公司
。

一 型涡旋混合器 上海第一 医学院仪器厂
。

一 一 型高速冷冻离心机 北京安亭科学

仪器厂
。

试剂及试药

乙腑为色谱纯
, ,

,

重蒸水
, , , ,

其它

试剂均为分析纯 国药集团化学试剂有限公司
。

降香药材购 自北京同仁堂药店
,

由果德安教授鉴

定
。

一 葡萄糖醛酸昔酶 一

,

口
,

购 自 公司 硫酸醋

酶
,

“
,

购 自

公司
。

实脸动物

四 一 大鼠
,

雄性
,

体重 一 ,

中

国科学院上海药物研究所动物中心提供
。

实验前禁食
。

色语条件

液相 色语条件
。

一 。
色谱柱

,

, ,

一 。保护柱
,

, ,

血清样品流动相条件 乙睛 一 醋酸

水溶液进行梯度洗脱
一 升至

,

降至
一 升至

,

降至
一 ,

尿液样品流动相条件 乙睛 一 醋酸

水溶液进行梯度洗脱
一 ,

一 升至
,

降至
一 ,

流速
· 一 ’

检测波长

全波长扫描范围 一 柱温 ℃

质语条件
。

源 负离子检测

扫描范围 一 。八

鞘气流 辅助气流

源电压

毛细管温度 ℃

毛细管电压 一

管透镜补偿电压 一 。

〔 份 召了 七 勿 血动 映
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二
、

实脸方法

降香中黄翻 类单体成分的分 离与结构鉴定

本课题 组 采用 溶剂法和各种色谱技术对降香

她 。

啦 的化学成分进行 了研

究
,

从降香中分离得到 个黄酮类化合物
,

利用化学

和光谱方法
、 、 、

等 鉴定 了它们的结

构
,

分别为
‘ 一 , , ’

, 一 ’ 一 一 ’ , ,

, ,

, , ’ , 一 一 ‘ , ’ 一

, , ,

, , ’ 一 ,

, ,

堪
,

’ 一 一 , ,

印
, , , 一

。

化合物具体结构见图
。

降香总黄翻有效部位的提取与分 离

降香总黄阴提取与分 离方法考察
。

分别考察了聚酞胺法和大孔树脂法对降香的分离

取 次
,

每次
,

合并 次提取液
,

减压浓缩
,

得

浸青
,

将其用大孔树脂拌样后
,

经 一 型大孔

树脂柱层析
,

用 倍柱床体积 的 洗

脱除去水溶性杂质
,

用 的 洗脱得到总

黄酮部位
,

采用液相色谱监测
,

发现 的

之后的洗脱液中黄酮类化合物的量明显降低
,

而脂溶

性杂质被大量洗脱下来
,

故之后 的 洗脱部

位被舍弃
。

上样 比例和洗脱溶剂用量参考 一 型

大孔树脂工艺参数及相关文献报道
’扔

一 ’川
。

经 一

树脂得到的总黄酮洗脱部位
,

即 洗脱部位
,

与降香中 黄酮化合物混合对照品的 图

谱对比 见图
,

可以发现
,

降香总黄酮洗脱部位包含

已有对照品的所有黄酮类成分
。

综合以上结果说明大

孔树脂法 可 以有效 的纯化降香总黄酮
,

除去干扰杂

质
。

体液 中黄酮 类成分结合物的水解研究

本节实验针对降香 中含有的大量黄酮昔元成分
,

在体内代谢过程中极有可能形成大量 相代谢结合物

的特点
,

采用了水解的方法
,

考察体内代谢过程中药物

可能存在的原型和结合物形式
。

效果
,

采用液相 色谱法

对所得样品进行分析

聚酞胺和大孔吸附树脂

均能对降香总黄酮实现

良好的分离纯化
,

聚酞

胺 柱 层 析 的

洗脱部位 和

大孔吸附树脂柱层析的
一 洗脱

部位为总黄酮的富集部

位
。

最后确定使用大孔

树脂 法
,

因 为 其 成 本

低
,

可重现性好
。

大孔树 脂 法 分

离纯化降香总黄酮
。

降 香 药 材 粗 粉
,

分别用
, ,

倍量

乙醉溶液热 回流提

一 执 、 ,

人 一 一 二 《 、

圈 一 树脂得到的总黄一洗脱部位与降 黄砚化合物混合对照品对比的 色诺圈

夕口 〔叭 比 、切召岁 自姗‘匆 心勿 以 。
。

而 耐
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圈 湘一降香总黄门后 一 大眼尿样色讲圈

未经水解
、

注和条件政水解样品
、

剧 烈条件故水解样品

生物样品 的采集和预 处理
。

降香总黄酮提取物 提取分离过程 如 所述 用

阿拉伯胶水溶液分散
,

得浓度为 岁 的混

悬液
。

将总黄酮提取物按 了 的剂量灌 胃给予

大鼠
。

血清样品的采集和预处理 血样在大鼠灌 胃降香

总黄酮后
,

于不同时间点断头取血
。

血样放置
,

离心分离得血清样品
,

存于 一 ℃备用
。

尿样的采集和预处理 尿样在大鼠灌 胃降香 总黄

酮后
,

于不同时间段收集
,

存于 一 ℃备用
。

结合物水解方 法考察
。

酸水解方法
。

未经水解样品预处理 取大 鼠灌 胃降香总黄酮后
一 尿液

,

加 乙酸乙醋
,

涡旋混合
,

离心
· 一 ’ ,

分取上清液
,

于 ℃氮

气流下 吹 干
,

残渣 加入 乙 睛
,

涡旋 溶解
。 ,

离心
· 一 ’ ,

取上清液
,

注

人高效液相色谱仪
,

记录色谱图
,

见图
。

肠 论 肠召 姗。山 如 如 勿 从己 耐 曲 纪 夕
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温和酸水解条件 取大

鼠灌胃降香总黄酮后

尿 液
,

加人

盐酸 和

甲醇后
,

室温下放置
,

用

氢氧化钠溶液调

中性
,

蒸干
,

残渣用 水

分散
,

以下操作同未经水解

样品预处理
。

色谱图见图
。

剧烈酸水解条件 取大

鼠灌胃降香总黄酮后

尿 液
,

加 人 圈 滋 , 降番总黄翻 后大吸血清样品色讼圈

盐酸 和 甲 未经降水解样品
、 一 菊萄粉醛故普醉水解样品

、

硫故醋降醉水解样品
、

醉
,

煮沸
,

用 氢氧 菊萄辘醛酸普 一 硫酸 混合醉水解样品

化钠溶液调 中性
,

蒸干
,

残渣用 水分散
,

以下操

作同未经水解样品预处理
。

色谱图见图
。

结果表明
,

水解后色谱

峰明显增多
,

说明尿样中存

在着 大量 的结合物
。

欲 了

解母体药物在体内的代谢

情况
,

必先将结合物水解
。

酸水解虽 可 以有效地水解

结合物
,

但反 应激烈
,

也 容

易造 成成分分解
。

与此 相

比
,

酶水解专属性 强
,

反应

温和
,

一般不会引起被测药

物分解
。

在通 过简单的酸 圈 滋 , 降香总黄 加 后大皿血漪。水解样品
、

未经 。水解样品色讲圈

水解方法确认灌 胃降香总

黄酮后 大 鼠体内存在着大

量 相代谢产物后
,

进一步通过酶水解实验考察最佳 醋酸铁缓冲液 溶解
,

得到

水解方案
。 一 葡萄糖醛酸昔酶溶液 以下用 一 表示

。

硫酸

岭水解方法
。

醋酶
,

“
,

购 自

水解酶溶液的配制 一 葡萄糖醛酸昔酶 一 一 。 公司
。

取硫酸醋酶
,

加醋酸 一 醋酸钱缓
,

口
,

购 自 冲液 溶解
,

得到 硫酸醋酶
。 公司

。

取 一 葡萄糖醛酸昔酶
,

加醋酸 一 溶液 以下用 表示
。

肠 众 。了 。如 记 〕
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水解酶所用剂量考察 在生物样品中加人水解酶
,

之后处理方法同未经水解样品预处理方法
。

参照文献

中〔一 ” 对黄酮类成分水解所用酶的剂量
,

分别考察了

仅加人 一 葡萄糖醛酸昔酶和仅加人硫酸醋酶情况下

所用剂量
,

当增加酶的量而色谱峰面积不再明显增加

时确定为最佳剂量 然后将两种酶以各 自的最佳剂量

混合
,

作为葡萄糖醛酸昔 一 硫酸醋混合酶使用
。

图

为血样未经酶水解
、

经葡萄糖醛酸昔酶水解
、

经硫酸醋

酶水解
、

经葡萄糖醛酸昔 一 硫酸醋混合酶水解色谱图
,

由色谱图分析
,

经葡萄糖醛酸昔酶水解与未经酶水解

色谱图差别不 明显
,

经硫酸醋酶水解后色谱峰明显增

强
,

经葡萄糖醛酸昔 一 硫酸醋混合酶水解与经硫酸醋

酶水解色谱图相似 尿样情况与血样相似
。

血清样品处理 取大鼠灌胃降香总黄酮后

血清
,

加人 日一 和
,

℃放置
,

加 乙酸 乙醋
,

涡旋混合
,

离心
· 一 ’ ,

分取 上 清液
,

于 ℃氮气流下 吹

干
,

残渣 加人 乙 睛
,

涡旋溶解 。 ,

离心
· 一 ’ ,

取上清液
,

注人高效液

相色谱仪
,

记录色谱图
。

对照组样品未加人水解酶
,

而

是加人 醋酸 一 醋酸钱缓冲液
,

其它操作相 同
。

色谱图见图
。

尿液样品处理 取大 鼠

灌胃降香总黄酮后 一

尿液
,

操作 同上述血

清样 品预 处 理
。

对 照 组 样

品未加人水解酶
,

而是加人

醋酸 一 醋酸按缓冲

液
,

其它操作相 同
。

色谱图

见图
。

瓶中
,

用甲醇溶解并定容至刻度
,

配制成浓度已知的混

合标准溶液 一 卜
· 一 ’ 。

生物样品的预处理 血样
、

尿样的获得和预处理过

程 以及酶水解样品处理方法同
。

样品分析
。

采用 一 方法分析 了 个黄酮对照 品
、

降香总黄酮样品
、

血清样品 空 白血清
、

给药后血清及

酶水解血清
、

尿液样品 空 白尿样
、

给药后 尿样及酶

水解尿样 等
。

图 给出了代表性图谱 为黄酮对

照品混合溶液图谱
,

为给药 后血清经酶水

解后样品图谱
,

为给药后 一 尿液经酶水解

后样品图谱
。

三
、

实验结果

查阅大量文献 〔‘ 一 ’”〕发现
,

黄酮类成分在体内通常

以结合物形式存在
,

主要为葡萄糖醛酸昔结合物和硫

酸醋结合物
,

而甲基化结合物很少
,

故本实验采用葡萄

糖醛酸昔 一 硫酸醋混合酶水解的方法
,

检测生物样品

中可能存在的 相代谢物
。

常用水解酶是 一 葡萄糖

醛 酸昔酶 一 和硫酸酷酶
,

一 技 术 对

体 内代谢过 程 中的 相 代

谢反应的分析

对 照 品 的 制 备 和

生物样品 的预 处理
。

对照品溶液 的制备 分

别精密称取 个黄酮化合

物对照 品适量
,

置于 量

圈 ‘ 湘一降番总黄砚后 一 大吸尿样醉水解样品
、

未经醉水解样品色讼圈

肠 “ , 女 如 沁 勿 , 招
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圈 黄峨对照品
、

大吸湘一降香总黄酮后血清和尿液样品的 一 色谱圈

黄阴对照 品 泥合溶液 一 图
,

总 离子流 一 图

给药 恤 后 血清经踌水解后样品 一 图
, 一 图

给药后 一 尿液 经醉水解后样品 一 图
, 一 图

。

乳 少 山 如￡必 忿 交 〕
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前者可专门水解药物的葡萄糖醛酸昔
,

后者水解药物

的硫酸醋
。

在水解酶所用剂量考察时发现
,

生物样品

经葡萄糖醛酸昔酶水解与未经酶水解色谱图差别不明

显
,

经硫酸醋酶水解后色谱峰明显增强
,

经葡萄糖醛酸

昔 一 硫酸醋混合酶水解与经硫酸醋酶水解色谱图相

似
,

这说明降香中黄酮类成分在大鼠体内 相代谢反

应以硫酸醋结合为主
,

而葡萄糖醛酸昔结合不 显著
。

由图 和图 可知
,

绝大多数黄酮类成分在酶水解前

后都被检出
,

但酶水解反应后
,

色谱峰的数 目和峰高均

有明显增加
。

以上结果表明大鼠灌 胃降香总黄酮后
,

黄酮类成分在体内发生 了 相代谢反应
,

药物在体内

同时存在原型和 相代谢产物两种形式
,

相代谢产

物又以硫酸醋结合物为主
。

表 给出了 个已知黄酮类化合物的
、

数

据和
。 。

通过将生物样品数据与对照品数据对

比
,

可以明确判定生物样品中是否含有这些化合物的

原型或 相代谢产物
。

此外
,

还可 以通过 已有信息推

测生物样品中含有的其它化合物
,

由于缺乏对照品验

证
,

此部分推测结果未在本文给出
。

采用 一 方法对黄酮对照品
、

降香总黄酮

衰 一 对黄 类成分的分析结

忍

】

一

了了﹃几、︸飞曰飞︸气︸曰﹄︸︸、︸,口了︸了﹃内」‘工矛产︸气︸︸挑︸口
‘几口︸︸︸,︸心曰,‘弓‘,山飞︺内,︶内,‘,‘,‘,山,‘飞︸,‘,妇,‘,‘ ,

,

二

,

, ,

,

,

,

,

,

,

,

, ,

, ,

,

,

’ 一

‘ 一

一 ’ 一 一 ’ , , 一

’ , 一 一 ’ , ‘ 一

’ 一

口

匆
’ 一 一

功记

一

诊‘,,且,‘,‘,自

一 二 , 一 未检 出
。

〔两 论 几 , 肠 了 如‘勿 止‘沁 旅血 ‘“血 价
。 〕
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样品
、

血清样品和尿液样品进行了分析
,

典型图谱见图
。

结果表明 在降香总黄酮 中可 以检测到所有 个

已知黄酮化合物 分析空白血清
、

给药 后血清样

品
、

给药 后血清酶水解样品发现
,

空白不干扰测

定
,

在给药 后血清样品及酶水解样品中均指认

了 个黄酮化合物
,

酶水解后峰强度明显增加
,

说明

大鼠血清中同时存在原型和结合物两种形式
,

化合物

在血清及其他生物样品中均未检测到可能是

由于其在降香总黄酮中含量太低的原 因 分析空 白尿

样
、

给药后 一 尿样
、

给药后 一 尿样酶水解

样品发现 空 白不干扰测定
,

在给药后 一 尿样及

酶水解样品中均指认了 个黄酮化合物
,

酶水解后峰

强度明显增加
,

说明大鼠尿样中同时存在原型和结合

物两种形式
。

术的高灵敏度和高选择性
,

在降香总黄酮的分析中发

挥了重要作用
,

从而实现快速
、

简单
、

准确的分析药材

提取物及体内样品中的黄酮类成分
。 一 技术的

高灵敏度也使生物样品中原本难于辩识的痕量成分得

以明确鉴定
。

参考文献

四
、

讨 论

临床及实验研究表明
,

大多数中药通过灌胃起效
,

其直接发挥药效的化学成分与灌胃前中药里的化学成

分相 比很可能有显著的不 同
,

因此 中药的药效是其原

型药物与其代谢产物共同作用的结果
。

对中药的物质

基础的研究
,

不仅包括药物的体外研究
,

更包括中药进

人体内后的代谢过程研究
。

中药作为一个复杂体系
,

在作用机理尚不明确的情况下
,

体内代谢研究难度较

大
,

目前仍处于开创性研究阶段
,

需要借鉴化学药物体

内代谢研究的方法
,

在中医药理论的指导下
,

在逐渐探

索过程中构建中药体内代谢研究的理论和技术体系
。

也正是其研究的难度和困难
,

为我们在中药体内代谢

方面提供了广阔的研究空间和机遇
。

本实验针对降香中含有的大量黄酮昔元成分
,

在

体内代谢过程中极有可能形成大量 相代谢结合物的

特点
,

以酶水解的方法
,

采用 一 和

技术
,

分析了血清和尿样中的原型药物和 相代谢

产物
,

对中药复杂体系的体内 相代谢反应过程进行

了有益探索
。

这是对降香中黄酮类成分体内 相代谢

反应的首次报道
。

为进一步深人研究降香的体内代谢

过程和作用物质基础
,

阐明降香的治病机理
、

评价药材

的内在质量提供了实验依据
。

此外
,

值得一提 的是 一 一 技

, ,

怕卯川

喇 日 石 卜
, ,

一

, , , ,

雄
, ,

一

,

卜 ‘
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外 卜
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,

爪
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外
,

峨洲 一

,

助目且 ,

叨 助 右
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·

, , 一

枷
, ,

代
,

呵
,

血

曲。 】

幼 仪记
, , 一

·
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·
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,

汕
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概
一

, , 一

助 颐
, , 一

卯 〔肠 衍 。 少 如 必 访 交 交 〕



世界科学技术一中医药现代化 ★科技论坛

,

碘
, , ,

脚 叩 民“

对 一

一 廿 『
, ,

, , , 一 行 呵

, , 一

, ,

硕 耐

沙 一

一

毗
, , 一

, ,

画 一 画 一 『
, ,

一

,

‘

一

脚 卜 一 一

『
, 一

, ,

,

汕
一 一 一 砂

,

一

哪 叩 如 叮 『
, ,

一

, , 一

协 助应 七 月 砂。 。

,
, , 一

, , 叨打

溉
一 卜 一 即

。邵
, ,

一

一

肠 细 口而可抽 二

哪她 ’ , , , 。 刀 。 ’

‘ “阳 枷 命
, “ 勿 衍

,

哪
,

叮 ‘ 如‘必
,

群
,

沁 动
,

, ,

娇
,

一 一 一

, , ·

,

诉
,

叨
,

她 诉
, , , , 一 , 一

责任编样 张志华
,

责任编 审 张志华
,

责任译审 邹春申

七全 乏月民织 , 火倪各国
‘

盆 布眨药品打湘民

世界卫生组织日前教促各国政府严厉打击制造和出售假

药的行为
,

以保护公民健康
。

世卫组织在一份声明中说
,

假药

种类很多
,

不但不能治病
,

还可能增加患者的抗药性
,

甚至威

胁生命
。

据佑计
,

在拉美
、

东南亚和撤哈拉沙漠以南非洲的某

些贫困地区
,

药品市场上的假药比例占 以上
。

在一些东

欧国家
,

这一比例达
。

此外
,

很多网上非法药店也在出

售假药
。

世卫组织认为
,

目前大多数国家的法律
、

法规仍对制

售假药的行为约束不够
,

在一些发达国家
,

制造假药受到的惩

罚比制造假 恤衫还要轻
。

声明说
,

世卫组织与国际刑告组

织
、

欧盟委员会
、

世界海关组织等多个国际合作伙伴 已联合

发起一项帮助各国政府打击制售假药的计划
,

并计划在

年底之前建立一个世卫组织所有成员参加的合作机制
,

以彻

底根除市场上的假药
。

文摘

〔肠 ‘ 幼 “ 人肋 , 肚。山 如 沁 访 二 价 让 切 〕


