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目前已发现与药物代谢密切相关的细胞色素 P450 酶

（CYP450）主要有CYP1～4[1]，其中以CYP3A亚族最为重要，占

人肝脏CYP450总量的 30％，主要成员包括CYP3A3、CYP3A4、

CYP3A5和CYP3A7，成人肝脏中以CYP3A4为主[2]。CYP3A4

的底物较多，据统计大约38个类别共150多种药物是其底物[3]，

约占全部药物的 50％，因此能够准确地评价CYP3A4的酶活

性对药物相互作用研究以及临床合理用药都是十分重要的。

目前国内、外多采用睾酮作为CYP3A4的探针底物[4，5]，通过测

定肝微粒体体外代谢反应过程中睾酮的减少量或其代谢产物

6-羟基睾酮的生成量来评价该酶的活性。文献[6，7]报道的高效
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摘 要 目的：建立以高效液相色谱法测定大鼠肝微粒体中细胞色素P450 3A4（CYP3A4）探针底物睾酮含量的方法。方法：色谱柱

为Ultimate-XB C18，流动相为水-乙腈（50 ∶ 50），内标为地西泮，流速为1.0 mL·min－1，检测波长为245 nm，柱温为30 ℃，进样量为

20 μL。结果：睾酮生物样品检测浓度的线性范围为10.0～200.0 μmol·L－1（r＝0.999 5）；低、中、高浓度的平均方法回收率分别为

86.15％、103.10％、97.48％，平均相对回收率为111.15％、107.24％、100.78％，日内RSD分别为3.92％、2.46％、2.82％，日间RSD分

别为2.98％、1.34％、2.41％。结论：本方法简便快速、灵敏度高、重复性好，可用于大鼠肝微粒体中CYP3A4活性的测定及相关研

究应用。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To develop a HPLC method for the content determination of cytochrome P450 3A4（CYP3A4）probe

substrate testosterone in rat liver microsomes. METHODS：The determination was performed on Ultimate-XB C18 column with mo-

bile phase consisted of water-acetonitrile（50 ∶ 50，V/V）using diazepam as internal standard at flow rate of 1.0 mL·min－1. The de-

tection wavelength was set at 245 nm and the column temperature was 30 ℃. The injection volume was 20 μL. RESULTS：The lin-

er range of testosterone was 10.0～200.0 μmol·L－1（r＝0.999 5）；The average method recovery rates of testosterone with low，me-

dium and high concentration were 86.15％，103.10％ and 97.48％. The average relative recovery rates of three concentrations were

111.15％，107.24％ and 100.78％ .The intra-day RSD were 3.92％，2.46％ and 2.82％ and the inter-day RSD were 2.98％，

1.34％ and 2.41％，respectively. CONCLUSION：The method is simple，convenient，sensitive and reproducible for the determina-

tion of CYP3A4 activity and other fields.
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丙酯分子中含有酚羟基和酯键，容易发生氧化和水解，

因此在制备过程中加入焦亚硫酸氢钠和依地酸钙钠，以防止

丙酯被氧化和与金属离子发生显色反应，同时调节pH至3.0～

5.0，也可以显著提高药物的稳定性。

通过图形拟合，可以看出 丙酯注射液热降解规律符合一

级动力学方程。温度是影响其稳定性的一个重要因素，温度

越高，药物降解速度越快，药物越不稳定。温度控制在25 ℃以

下，采用趋势外推法可以预测药物的有效期约为21.7月，与传

统的估计方法（在 40 ℃下保存 6月，含量下降不超过 10％，预

计的有效期为2年的方法）接近。说明趋势外推法可作为预测

有效期的一个方法。

在含量测定过程中，需要用盐酸调节 丙酯供试品和对照
品的 pH至 3左右，可以减少拖尾现象，使峰形更对称，更符合
含量测定要求。
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液相色谱（HPLC）法多采用外标法测定，由于操作过程复杂，

从而影响了睾酮的定量，较难准确评价CYP3A4的活性。本研

究在借鉴前人研究的基础上，简化了样品处理方法，采用内标

法建立了一种快速、高效、稳定的测定大鼠肝微粒体温孵体系

中睾酮含量的HPLC法。

1 材料
1.1 仪器

HPLC系统，包括2996紫外检测器、1525双元梯度泵、717

自动进样器、Empower 色谱工作站（美国Waters公司）；电子分

析天平（赛多利斯科学仪器（北京）有限公司，精密度：1×10－5

g）；5417R高速台式离心机（德国Effendorf公司）；低温冰箱（日

本Sanyo公司）；旋涡混合器（上海医科大学仪器厂）；恒温振荡

水槽（上海精宏仪器设备有限公司）；雪花制冰机（北京长流科

学仪器公司）。

1.2 试药

睾酮对照品（常州佳尔科药业集团有限公司提供，批号：

090301，纯度：99.3％）；地西泮标准品（中国药品生物制品检定

所，批号：230-9601，供含量测定用）；乙腈为色谱级；枸橼酸三

钠盐、枸橼酸脱氢酶、氧化/还原型辅酶Ⅱ均购于 Sigma-Al-

drich（上海）试剂公司。

1.3 动物

Sprague-Dawley（SD）大鼠，♂，体质量 200～250 g，月龄

1.5个月，合格证号：SCXK（沪）2003-0003，购于上海斯莱克实

验动物有限责任公司。

2 方法与结果
2.1 色谱条件

色谱柱为Ultimate-XB C18（250 mm×4.6 mm，4 μm），流动

相为水-乙腈（50 ∶ 50，V/V），内标为地西泮，流速为 1.0 mL·
min－1，检测波长为 245 nm，柱温为 30 ℃，进样量为 20 μL。取

空白微粒体、空白微粒体+睾酮+内标、37 ℃下睾酮代谢15 min

后的微粒体样品（含地西泮）进样测定，记录色谱，结果详见图

1。

2.2 溶液的制备

2.2.1 对照品溶液：精密称取睾酮对照品约 28.836 mg，置于

10 mL容量瓶中，加甲醇溶解并稀释至刻度，混匀得浓度为10

mmol·L－1的对照品溶液，待用。

2.2.2 内标溶液：精密称取地西泮标准品 5.4 mg，置于 25 mL

容量瓶中，加甲醇溶解并稀释至刻度，混匀得浓度为 200 μg·
mL－1的内标溶液，待用。

2.2.3 再生系统溶液：枸橼酸三钠盐 2.8 mg，枸橼酸脱氢酶

0.5 mg（相当于10 u），0.15 mol·L－1氯化镁0.1 mL，0.1 mol·L－1

三羟甲基甲烷-盐酸（Tris-HCl）缓冲液（pH 7.4）0.9 mL，混合，

可根据需要按比例制备一定量，临用新配。

2.3 微粒体的制备

取SD大鼠，断头后打开腹腔暴露出肝脏，用冰浴冷却的

生理盐水经胸动脉或门静脉注入肝脏，直至肝脏颜色变黄后

取出肝脏浸入冰冷的生理盐水中，洗去血水（均在4 ℃以下操

作）。滤纸吸干水分，称重后加入4倍于肝重的0.25 mol·L－1蔗

糖溶液，制成匀浆，于 9 000 r·min－1离心 20 min，取上清液于

19 000 r·min－1离心 20 min，分取上清液，加入 1/10体积的 88

mol·L－1氯化钙溶液，置于冰浴中5 min，不时搅拌，于27 000 r·
min－1离心 20 min，除去上清液，在沉淀物中加入 pH 7.4的 0.1

mol·L－1 Tris-KCl缓冲液（含0.15 mol·L－1 KCl）混匀，27 000 r·
min－1离心 30 min，取沉淀物加 pH 7.4的 50 mmol·L－1 Tris-蔗

糖缓冲液制成微粒体悬浮液，于－80 ℃下保存备用。以BCA

（Bicinchoninic aicd）法测定微粒体中的蛋白浓度。

2.4 生物样品处理

取大鼠肝微粒体适量，用新鲜制备的枸橼酸-枸橼酸脱氢

酶再生系统溶液稀释成蛋白浓度为1.0 mg·mL－1的混合悬液，

充氧气 2 min，取此混悬液 0.2 mL，加对照品溶液 2 μL，混匀，

预孵 5 min后，加氧化/还原型辅酶Ⅱ的 0.1％NaHCO3溶液（临

用新配，置于冰浴中，终浓度为 0.25 mmol·L－1/0.1 mmol·L－1）

启动反应，并开始记时，孵育一定时间后加冰冷的乙腈0.2 mL

（含 20 μL 地西泮，终浓度为 10 μg·mL－1）终止反应，涡旋 1

min，15 000 r·min－1离心 10 min，取上清液 20 μL进样，测定代

谢反应完成后剩余CYP3A4底物睾酮浓度。

2.5 标准曲线的制备

取对照品溶液制备成不同浓度的溶液，依次取 2 μL加入

经60 ℃加热失活的大鼠肝微粒体中至200 μL，分别制备成浓

度为10.0、25.0、50.0、75.0、200 μmol·L－1的生物标准品（每个浓

度平行3份，同时做空白对照），加20 μL的内标溶液，180 μL乙

腈沉淀蛋白，旋涡振摇1 min，15 000 r·min－1离心10 min，取上

清液20 μL进样，进行色谱分析。以睾酮峰面积与地西泮峰面

积的比值（R）对浓度（X）进行线性回归，得回归方程：R＝

0.025 7X+0.035 3（r＝0.999 5）。结果表明，睾酮在10.0～200.0

μmol·L－1浓度范围内与R有良好的线性关系。本实验睾酮最

低检测浓度为0.76 ng。

2.6 回收率试验

取对照品溶液制备成不同浓度的溶液，依次取 2 μL加入

经60 ℃加热失活的大鼠肝微粒体中至200 μL，分别制备成浓

度为15.0、50.0、100.0 μmol·L－1的生物标准品（每个浓度平行5

份，同时做空白对照），按“2.5”项下方法处理，进行色谱分析，

计算方法回收率（即将所得信号值代入回归方程，求得测定

值，与加入量比较）及相对回收率（即测得睾酮和内标峰面积

的比值与相同浓度的睾酮和内标的纯溶液的峰面积比值比

较），结果见表1。

表 1 回收率试验结果（n＝5）

Tab 1 Results of recovery test（n＝5）

理论值/μmol·L－1

15.0

50.0

100.0

测得值/μmol·L－1

12.92

51.55

97.48

方法回收率/％
86.15

103.10

97.48

相对回收率/％
111.15

107.24

100.78

图1 高效液相色谱图
A.空白微粒体；B.空白微粒体+睾酮+地西泮；C.微粒体样品；1.代谢产

物；2.睾酮；3.地西泮

Fig 1 HPLC chromatograms
A. blank microsome；B. blank microsome + testosterone + diazepam；C.

microsomes sample；1. metabolite；2. testosterone；3. diazepam
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2.7 精密度试验

取“2.6”项下低、中、高（15.0、50.0、100.0 μmol·L－1）浓度的

生物标准品（每个浓度平行5份，同时做空白对照），按“2.5”项

下方法处理，分别在同日内测定 5次（每隔 1 h测定 1次）和连

续测定5 d（每天同一时间每个浓度平行测定5份），计算日内、

日间RSD，结果见表2。

表2 精密度试验结果（n＝5）

Tab 2 Results of precision test（n＝5）

理论值

/μmol·L－1

15.0

50.0

100.0

日内
实测值±SD/μmol·L－1

12.92±0.51

51.55±1.27

97.48±2.75

RSD/％
3.92

2.46

2.82

日间
实测值±SD/μmol·L－1

13.10±0.39

51.63±0.69

97.41±2.35

RSD/％
2.98

1.34

2.41

2.8 CYP3A4活性测定

分别取大鼠肝微粒体适量，加入 2 μL一定浓度的睾酮溶

液，使其终浓度为25 μmol·L－1，加入枸橼酸-枸橼酸脱氢酶适

量，预孵 5 min后，加氧化/还原型辅酶Ⅱ的 0.1％NaHCO3溶液

5 μL（临用新配，置于冰浴中，终浓度为 0.25 mmol·L－1/0.1

mmol·L－1）启动反应，并开始记时，37 ℃下分别孵育 5、10、15

min 后，按“2.4”项下方法加冰冷的乙腈处理后，取上清液 20

μL进样，根据以下公式依次计算出代谢量、反应率及反应速

度，结果见表3。

表 3 不同反应时间下大鼠肝微粒体中CYP3A4活性测定结

果（n＝3）

Tab 3 Determination results of CYP3A4 activity in mice liv-

er microsomes at different reaction time（n＝3）

反应时
间/min

5

10

15

睾酮浓度
/μmol·L－1

22.00

22.08

17.73

16.74

11.49

12.27

代谢量
/μmol·L－1

3.00

2.92

7.27

8.26

13.51

12.73

均值
/μmol·L－1

2.96

7.77

13.12

反应率
/％

11.84

31.07

52.49

反应速度
/μmol·L－1·min－1

·mg－1 protein
0.60

0.58

0.73

0.82

0.90

0.85

均值
/μmol·L－1·min－1

·mg－1 protein
0.59

0.78

0.87

W＝W0－Wt（W：代谢量；W0：初始加入睾酮的量；Wt：反应 t

时间后剩余睾酮的量）

κ＝W/W0（κ：反应率）

ν＝
W

t×C
（ν：反应速度；t：反应时间；C：蛋白浓度）

由表 3可见，随着反应时间的延长反应率直线增加，反应

速度略有增加但无显著性差异（P＞0.05），表明所制备的大鼠

肝微粒体中CYP3A4活性稳定可靠，可用于药物体外代谢研

究。

3 讨论
近年来新药上市后因发生代谢性相互作用原因而退出市

场的情况时有发生[8]，因此了解药物代谢性相互作用已成为医

务人员及患者的迫切要求。为了避免因药物代谢性相互作用

而引起的严重不良反应的发生，药物代谢的研究越来越引起

广大科研人员的重视，目前美国食品与药品管理局（FDA）已

规定新药在上市前必须做其代谢研究。由于大部分药物都是

通过CYP450酶催化代谢的，因此通过探针底物测定CYP450酶的

活性尤其重要。

CYP3A亚族催化大部分药物的氧化代谢，而其中也有较

多是用于体内外分析酶活性的探针底物，如用N-甲基 14C标记

的红霉素测定CYP3A4[9]，但这种方法对仪器设备要求较高，一

般实验室较难达到，故本论文采用睾酮作为探针底物，建立了

一种快速、灵敏、准确测定睾酮含量的高效液相色谱法，此法

可用于CYP3A4活性的测定。

在内标物的选择上，笔者考察了地塞米松、甲睾酮、氢化

可的松、可的松、胺碘酮、卡马西平、米达唑仑、茶碱、苯妥英钠

等，最终发现地西泮无论在出峰时间、峰形，还是分离度方面

都是最佳选择。

在反相液相色谱条件下，乙腈洗脱能力优于甲醇，可以得

到相对较高柱效的睾酮峰，且使睾酮与内标得到很好分离，故

选择乙腈-水＝50 ∶50的比例作为流动相。
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