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!摘要"
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目的
!

研究苦参中
%

种生物碱成分苦参碱)氧化苦参碱)槐果碱通过
N)(/F!

细胞的吸收特性及在大鼠肝微粒中

的代谢速率(

方法
!

采用
N)(/F!

细胞吸收模型分析
%

种生物碱的吸收特性#采用体外大鼠肝微粒体模型研究
%

种生物碱的

代谢速率#运用
QD̀ NF65

法测定
%

种生物碱类成分的含量#计算其渗透速率和代谢速率&液相条件采用
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#运行时

间
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(质谱条件#选择正离子模式监测#干燥器温度
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#毛细管电压
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#碎片电压
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结果
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细胞吸收模型中#苦参碱)氧化苦参碱)槐果碱分别在
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的线性范围内#线性关系良好
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%#通过
N)(/F!

细胞吸收模型的渗透速率常数分别为!苦参碱
#=!$#

)氧化苦参碱
"=G%B$

)槐果碱
#=C!C

&大鼠肝微

粒体模型中#苦参碱)氧化苦参碱)槐果碱分别在
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种生物

碱类成分代谢的半衰期分别为!苦参碱
C=%%#O

)氧化苦参碱
#="ECO

)槐果碱
!=CBEO

#方法学考察结果表明#日内)日间精密度
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结论
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苦参中
%

种生物碱类成分易通过
N)(/F!

细胞吸收模型#主动转运

为其主要的吸收方式#在大鼠肝微粒体中不易发生代谢(
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苦参为木兰科植物苦参的干燥成熟果实#习称

-北苦参.(其味酸)甘#性温(有收敛固涩)益气生

津)补肾宁心之功效(苦参多用于久咳虚喘)梦遗滑

精)久泻不止)遗尿尿频)自汗)盗汗)短气脉虚)津伤

口渴)内热消渴)心悸失眠等症状(现代药理学研究

发现#苦参具有降低肝炎患者血清丙氨酸转氨酶)抗

菌抗病毒)抗氧化)促进代谢等作用*

#F!
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(现代研究证

明#苦参主要生物活性成分是生物碱类成分#具有抗

肝脏损伤)抗氧化的作用*

%F$
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#但苦参生物碱类成分的

代谢速率及吸收特性尚不明确(

目前药物吸收的研究广泛采用
N)(/F!

细胞模

型(

N)(/F!

细胞系来源于人类结肠腺癌#在普通的

培养条件下就可以自发地分化为肠上皮细胞单层#

因此可以模拟体内小肠上皮细胞层(由于其形态学

及生化性质都与小肠上皮很相似#可作为预测药物

在人体小肠吸收以及药物转运机制研究的标准体外

模型*

&FB

+

#广泛用于药物的吸收)分布)代谢)排泄以

及毒性研究(

药物吸收进入体内后的代谢过程由肝脏代谢酶

来完成#肝脏是药物在体内的重要生物转化场所#肝

微粒体中有着丰富的代谢酶#其中
N]DC$"

酶是主

要的药物代谢酶#其对药物的代谢是药物从体内消

除的限速步骤#可影响药物的半衰期)清除率等药代

动力学参数(目前#体外肝微粒体孵育体系已经成

为研究药物代谢的重要模型#根据待研究成分在肝

微粒体中代谢速率结果可对药物的成药性进行初步

判定#从而降低药物研发的成本*
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本研究借助大鼠肝微粒体体外孵育模型和

N)(/F!

细胞吸收模型#采用高效液相色谱单重四级

杆质谱联用技术$

QD̀ NF65

%研究
%

种苦参生物碱

类成分在
N)(/F!

细胞模型中的吸收特性以及在肝

微粒体中的代谢速率#为苦参生物碱类成分的药物

代谢动力学及药效研究提供数据支持(
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公司&纯净水为实验室自制&磷酸二
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!

生物碱类成分及对照药睾酮标准溶液的配

制
!

分别精密称取苦参碱)氧化苦参碱)槐果碱标准

品
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精密吸取苦参碱)氧化苦参碱)槐果碱标准品母

液适量#用空白
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Qc55

%配制成

浓度分别为
#"="#

)

$=""$

)

!=""!

)

#=""#

)

"=$"$

)

"=!"!

)

"=#""#

)

"="$"$

$

,/3

"

`

的溶液#作为

N)(/F!

细胞吸收模型的系列标准溶液(

,

E&##

,



书书书

　　 　

　　 　 　　　 　 　　　 　

第
##

期
=

张
!

海#等
=

苦参中
%

种生物碱成分在
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细胞中的吸收特性及在大鼠肝微粒体中的代谢速率

再精密吸取苦参碱)氧化苦参碱)槐果碱标准品

母液适量#用甲醇稀释制备如下浓度的标准溶液!
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溶液的配制
!

精密称取

%

F<'?DQ

适量#用
Dc5

$含
%=%#C,,/3

"

`6

P

N3

!

%

溶解#制得浓度为
!"="C,,/3

"

`

的
%

F<'?DQ

溶

液作为反应催化剂(
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!

精密吸取

N)(/F!

细胞吸收模型系列标准溶液
#""

$

`

#加入乙

腈
%""

$

`

#涡旋
%";

#沉淀蛋白后#

#$""f

7

离心

$,-2

#取上清#进样(
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%=%#C,,/3

"

`6

P

N3

!

%

%E"

$

`

#涡

旋
%";

#分别制得浓度为
#=""#

)

"=$""$

)

"=!$"%

)

"=#""#

)

"="$"#

$

,/3

"

`

的标准系列模拟肝微粒体样

品溶液#取标准系列模拟肝微粒体样品溶液
%"

$

`

至

#=$,̀

塑料
TD

管中#加入
G"

$

`

乙腈内标溶液

%";

#沉淀蛋白后#

#$""f

7

离心
$,-2

#取上清进样(

!=!

!

分析条件
!

!=!=#

!

液相色谱条件
!

色谱柱!

'

P

-3+27H/1L)V

5cFN

#E

$

%=",,f#"",,

#

%=$

$

,

%&流动相!乙

腈
g

水
j&"gC"

&进样量!

$

$

`

&流速!

"=E,̀

"

,-2

&

柱温!

%"h

&运行时间
G,-2

(

!=!=!

!

单重四级杆质谱条件
!

采用
T5A

离子源#正

离子模式下$

T5A

Y

%!柱后分流比为
!g#

#选择离子

监测$

5A6

%#具体参数如下!苦参碱*

6Y<)

+

Y

,

"

U

C%G=#

#氧化苦参碱*

6Y<)

+

Y

,

"

UC$$=#

#槐果碱

*

6Y<)

+

Y

,

"

U$$G=#

#内标苯甲酰新乌头碱*

6Y

Q

+

Y

,

"

U$G"=C

#干燥气温度!

%$"h

&毛细管电压!

C""">

&干燥气流速!

G="`

"

,-2

&碎片电压!

G"+>

(

代表性图谱如图
#

所示(

图
!

!

H@I4':C

法测定苦参碱%氧化苦参碱%槐果碱的代表性图谱

>*

?

!

!

#+

-

0+)+2&(&*9+H@I4':C.50$D(&$

?

0(D)$3D(&0*2+

&

$G

=

D(&0*2+

&

(2,)$

-

5$.(0

-

*2+

'

#

N

#

)2*T

!

c3)2b(O1/),7/

P

1),;4/1,)71-2+

#

/V

8

,)71-2+

#

)2*;/

K

O/()1

K

-2+-21)73-:+1,-(1/;/,+;

#

1+;

K

+(7-:+3

8

&

c

!

SO+1+

K

1+;+27)7-:+

(O1/,)7/

P

1),;4/1;/

K

O/()1

K

-2+-21)73-:+1,-(1/;/,+;

&

?

!

SO+1+

K

1+;+27)7-:+(O1/,)7/

P

1),;4/1,)71-2+-21)73-:+1,-(1/;/,+;

&

M

!

SO+

1+

K

1+;+27)7-:+(O1/,)7/

P

1),;4/1/V

8

,)71-2+-21)73-:+1,-(1/;/,+;=#

!

c+2U/3)(/2-2+

&

!

!

5/

K

O/()1

K

-2+

&

%

!

6)71-2+

&

C

!

@V

8

,)71-2+

!=%

!

线性关系的考察
!

取
N)(/F!

细胞吸收模型

系列标准溶液和系列标准模拟肝微粒体样品溶

液#按照
!=#=$

项方法取上清进行色谱分析#以

模拟
N)(/F!

细胞模型和肝微粒体样品中各成分

,

G&##

,
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##
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%&
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的浓度$

8

#

$

,/3

"

`

%对
%

种待测物峰面积与内标

峰面积的比值$

9

%#用最小二乘法进行线性回归

分析#得标准曲线方程及相关系数#结果呈良好

的线性关系#见表
#

(

表
!

!

E

种生物碱类成分在细胞吸收模型和肝微粒体

模型中的线性关系

B(%!

!

I*2+(00+/(&*$2)5*

-

$3E)$

-

5$0((/F(/$*,)

*2HJCC(2,0(&/*9+0D*.0$)$D+)

6)71-V N/,

K

/02*

I+

P

1+;;-/2

+

W

0)7-/2

3

Qc55

!!!!!!!

6)71-2+ 9j&"=!%8k"=&E$% "=GGGG

!!!!!!!

@V

8

,)71-2+ 9j#=&CB8Y"="$$% "=GGG$

!!!!!!!

5/

K

O/()1

K

-2+9j%G=#B8k!=C!! "=GGG$

I)73-:+1,-(1/;/,+;

!!!!!!!

6)71-2+ 9j#$=BC8Y"="$BE "=GGGE

!!!!!!!

@V

8

,)71-2+ 9j"=B!&!8k"="CG# "=GGGE

!!!!!!!

5/

K

O/()1

K

-2+9j"=G%%!8k"=""E! "=GGGG

!!

Qc55

!

Q)2b

0

;L)3)2(+*;)37;/307-/2

!=C

!

方法学考察
!

!=C=#

!

方法专属性实验
!

在
!=!=#

项色谱条件下#

以混合供试品溶液进样
$

$

`

#根据色谱参数计算系

统适应性(供试品溶液中
%

种生物碱类成分苦参

碱)氧化苦参碱)槐果碱的理论塔板数分别为

&G!GG

)

G&CBG

)

ECGCB

#保留时间分别为
&=&G!,-2

)

&=EC!,-2

)

&=CGB,-2

(

!=C=!

!

基质效应与提取回收率
!

$

#

%用甲醇稀释母

液制成苦参
%

种生物碱类成分的浓度分别为!苦参

碱
"=!$"%

)

"=$""$

)

#=""#

$

,/3

"

`

#氧化苦参碱

"=!$"$

)

"=$"##

)

#=""%

$

,/3

"

`

#槐果碱
"=!$"!

)

"=$""C

)

#=""#

$

,/3

"

`

&$

!

%取空白肝微粒体孵育

液#配制与步骤$

#

%中相同浓度的
%

种成分的含待

测成分的样品溶液&$

%

%按
!=#=$

项下操作#得与步

骤$

#

%中相同浓度的
%

个成分的样品溶液#进样分

析(步骤$

!

%与$

#

%中样品进样后所得峰面积比为

基质效应#按步骤$

%

%与$

!

%中所得峰面积之比计算

提取回收率(苦参碱)氧化苦参碱)槐果碱的低)中)

高浓度的绝对基质效应分别为
E"=&E[

)

G"=C%[

和

EG=G$[

#提取回收率分别为 $

EE=$!X#=C!

%

[

)

$

EG=&!X!=C"

%

[

和$

G#=B$X!=#E

%

[

(

!=C=%

!

精密度与准确度
!

取
!=C=#

项下制备的低)

中)高
%

个浓度的
%

种生物碱类成分的样品溶液#连

续
%*

每天进样
%

次和
#*

内连续进样
&

次#根据所

测化合物与内标峰面积的比值分别计算日间精密

度)日内精密度和准确度(结果
%

种生物碱类成分

的日内)日间精密度
I5?

均
&

$[

#准确度在
G"[

"

##"[

范围内#表明方法的精密度和准确度良好(

!=C=C

!

定量限与检测限
!

取
%

种生物碱类成分母

液分别进行稀释#按照
!=!=#

项色谱条件进样#以信

噪比
#"g#

时#确定其最低定量限分别为苦参碱

"=G2,/3

"

`

)氧化苦参碱
#=#2,/3

"

`

)槐果碱

"=""#"

$

,/3

"

`

&以信噪比
%g#

时#确定其最低检

测限分别为
"=%!2,/3

"

`

)

"=%%2,/3

"

`

)

"=%%

2,/3

"

`

(

!=C=$

!

稳定性
!

取低)中)高
%

个浓度的
%

种苦参

生物碱类成分#按照
!=#=$

项下模拟肝微粒体样品

溶液的制备方法制备样品溶液#分别于
"

)

!

)

C

)

&

)

E

)

#!O

测定
%

种成分的浓度#考察其室温放置
#!O

内

的稳定性(结果
%

个成分浓度的
I5?

分别为

%=$&#[

)

!=&C![

)

#=E!%[

#表明
%

种生物碱类成分

溶液在
#!O

内稳定#符合测定的要求(

!=$

!

N)(/F!

细胞吸收模型中
%

种生物碱类成分的

测定
!

!=$=#

!

制备
N)(/F!

细胞吸收模型
!

将
N)(/F!

细胞

接种于
S1)2;a+33#!

孔板内室膜上#每孔加入

"=$,̀ N)(/F!

细胞悬液&在
S1)2;a+33

板的外室加

入
#=$,̀

培养液(接种
!CO

后更换培养液#接下

来
#

周内隔天换液#

#

周后每天换液#培养
!#*

待

用(用细胞电阻仪确定单层细胞的紧密性和完整

性#即构建成一个良好的
S1)2;a+33

模型(

!=$=!

!

N)(/F!

细胞吸收模型的测定
!

吸弃模型小

室内的培养基#用
Qc55

小心冲洗
%

次#最后
#

次在

%Bh

培养箱中孵育
!",-2

后轻轻吸干孔内
Qc55

#

以清除细胞表面对测定有干扰的物质(在细胞模型

内室$

'D

侧%加入
"=$,̀

终浓度为
#"

$

,/3

"

`

的

%

种标准溶液#在外室 $

c̀

侧%加入
#=$,̀

的

Qc55

溶液&或者在外室$

c̀

侧%加入
#=$,̀

终浓

度为
#"

$

,/3

"

`

的
%

种标准溶液#在内室$

'D

侧%

加入
"=$ ,̀

的
Qc55

溶液#分别于
%" ,-2

)

&",-2

)

G",-2

)

#!",-2

#取未加药侧透析液待测#

并用
Qc55

溶液补充所取的体积(对透析液进行处

理!取
#""

$

`

样品加入
%""

$

`

乙腈内标溶液#涡旋

,

"B##

,
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第
##

期
=

张
!

海#等
=

苦参中
%

种生物碱成分在
N)(/F!

细胞中的吸收特性及在大鼠肝微粒体中的代谢速率

%";

#沉淀蛋白后#

#$""f

7

离心
$,-2

#取上清#进

样(计算各个时间点内
%

种生物碱类成分在透析液

中的表观渗透系数$

:

)

KK

%及渗透速率常数#结果见

表
!

(

表
A

!

E

种苦参生物碱类成分透析液测定结果

B(%A

!

K+&+0D*2(&*$20+);/&)$3E)$

-

5$0((/F(/$*,)&0(2)

-

$0&*2

?

(.0$))4(.$'A.+//D+D%0(2+

!!

S-,+ 6)71-2+

:

)

KK

*

f#"

k$

#

.

"$

(,

,

;

k#

%+

@V

8

,)71-2+

:

)

KK

*

f#"

k$

#

.

"$

(,

,

;

k#

%+

5/

K

O/()1

K

-2+

:

)

KK

*

f#"

k$

#

.

"$

(,

,

;

k#

%+

AF%",-2 C=&$$ %=E&% $=CCE

AF&",-2 %=BGB %=E!! C=!#G

AFG",-2 c̀F'D %=B!B c̀F'D %=%!% c̀F'D %=&&C

AF#!",-2 %=&E& %=E$C %=!B%

:

)

KK

c̀F'D

#$=E& #C=E& #&=&#

@F%",-2 C=#&% E=%EC !=C%B

@F&",-2 %="E# #=%!E %=C%%

@FG",-2 'DFc̀ !=GCE 'DFc̀ %=%#C 'DFc̀ %="E%

@F#!",-2 !=&G& !=E#E !=&GE

:

)

KK

'DFc̀

#!=EG #$=EC ##=&$

$

:

)

KK

c̀F'D

"

:

)

KK

'DFc̀

%

#=!$# "=G%B$ #=C!C

!!

A

!

SO+-22+1Qc5541/,7O+)

K

-()3;-*+/471)2;a+33

&

@

!

SO+/07+1Qc5541/,7O+L);/3)7+1)3;-*+/471)2;a+33

&

c̀

!

c);/3)7+1)3

&

'D

!

'

K

-()3

!=&

!

大鼠肝微粒体中
%

种生物碱类成分的测

定
!

向孵育体系中加入肝微粒体
#"

$

`

#加入
Dc5

$含
%=%#C,,/3

"

`6

P

N3

!

%

%&"

$

`

#分别加入
C"="C

$

,/3

"

`

苦参碱)氧化苦参碱)槐果碱及阳性对照药

睾酮
#"

$

`

#涡旋混匀#从中取出
G$

$

`

作为
"

时间

点样品(向体系中加入
#$

$

`

%

F<'?DQ

溶液#涡

旋混匀#立即放入
%Bh

水浴中#分别于
#

)

%

)

$

)

#$

)

%"

)

&",-2

时取样
%"

$

`

#样品加入
G"

$

`

内标乙腈溶

液沉淀蛋白#

#$""f

7

离心
$,-2

#取上清进样分析#

计算各个时间点的浓度及各个生物碱类成分的代谢

速率#

%

种生物碱成分的半衰期分别是苦参碱
C=%%#

O

)氧化苦参碱
#="ECO

)槐果碱
!=CBEO

#见表
%

(

表
E

!

E

种生物碱类成分代谢速率的测定结果

B(%E

!

:+&(%$/*.0(&+)$3E)$

-

5$0((/F(/$*,)

+

c

"$

$

,/3

,

`

k#

%

N/,

K

/02*

I+)(7-/27-,+"

"

,-2

" # % $ #$ %" &"

6)71-2+ #=""# #="#E "=EG!$ "=EGG# "=EG!" "=E%EC "=BG%G

@V

8

,)71-2+ #=""# "=G$&G "=EG&! "=EC!! "=BC#& "=&!C$ "=$!%&

5/

K

O/()1

K

-2+ #=""# "=GGBG "=GE$& "=GGBG "=G"%# "=ECCB "=B$E&

S+;7/;7+1/2+ "=GG&! "=C$!E "="%!& " " " "

E

!

讨
!

论

根据
N)(/F!

细胞吸收模型对药物吸收的要求#

透析液中药物的浓度在
#"

k$

(,

"

;

级别内属于易吸

收的类型#在
#"

k&

(,

"

;

级别内属于较易吸收的类

型#在
#"

kB

(,

"

;

级别内属于较难吸收的类型&从表

%

中可知#苦参碱)氧化苦参碱)槐果碱都属于较易

吸收的类型#根据计算它们在
N)(/F!

细胞中内外侧

渗透系数的比值分别为
#=!$#

)

"=G%B$

)

#=C!C

#可以

判断主动转运是
%

个生物碱成分的主要吸收转运

方式(

进行
N)(/F!

细胞吸收实验时#为考察在
N)(/F!

细胞单层模型中#时间对
%

种苦参生物碱转运的影

响#在给予高)中)低
%

个浓度#苦参碱
"=!$"%

)

,

#B##

,
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$=""$

)

#"="#

$

,/3

"

`

#氧化苦参碱
"=!$"$

)

$="##

)

#"="%

$

,/3

"

`

#槐果碱
"=!$"!

)

$=""C

)

#"="#

$

,/3

"

`

后#分别于
&",-2

取样#并测定其中的药物浓度#计

算不同浓度的
%

种苦参生物碱对
N)(/F!

细胞
:

)

KK

的

影响&为考察温度对
%

种苦参生物碱转运的影响#分

别在
%Bh

)

!$h

和
Ch

给予
#=""#

$

,/3

"

`

苦参碱)

氧化苦参碱)槐果碱后#于
&",-2

取样#测定其中的

药物浓度#计算不同温度时
N)(/F!

细胞中
%

种苦参

生物碱
:

)

KK

的变化(结果表明
%

种生物碱的吸收转

运不受浓度的影响#但随着温度的升高其
:

)

KK

值增

大#说明
%

种生物碱的吸收受温度的影响#本实验

的吸收转运温度为
%Bh

#可以模拟药物在体内的吸

收转运温度(

苦参中
%

种生物碱类成分代谢的半衰期均较

长#说明
%

种生物碱成分在大鼠肝微粒体模型中不

易发生代谢(

本实验通过采用体外
N)(/F!

细胞吸收模型和

肝微粒体代谢模型测定了苦参中
%

种生物碱成分在

体内的吸收和代谢过程#

%

种生物碱的吸收速率常

数均大于
#"

k&

(,

"

;

#内外侧吸收速率常数的比值分

别为苦参碱
#=!$#

)氧化苦参碱
"=G%B$

)槐果碱

#=C!C

#说明主动转运是
%

种生物碱成分的主要吸收

转运方式#

%

种生物碱成分的代谢半衰期分别为!苦

参碱
C=%%#O

)氧化苦参碱
#="ECO

)槐果碱
!=CBEO

#

说明
%

种生物碱成分不易发生代谢(本研究结果可

为苦参生物碱类成分的药物代谢动力学和药物效应

动力学研究)临床合理用药以及发挥药物最佳疗效

提供数据支持(
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