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丹酚酸 A（salvianolic acid A，SAA）是丹参 Salvia
miltiorrhiza Bge.中的水溶性酚酸类活性成分，具有抗

氧化、抗凝、抗血栓形成等广泛的药理作用，是极

具研究前景的心脑血管保护剂候选药物 [1-3]。大鼠药

代动力学研究[4-6]显示，由静脉途径进入体内的 SAA

可经肝脏药物代谢酶介导快速发生羟基的Ⅱ相结合

反应，生成多种葡萄糖醛酸以及甲基化的葡萄糖醛

酸结合代谢物，表明葡萄糖醛酸结合代谢是 SAA 体

内消除的一条重要途径，其中催化 SAA 发生葡萄糖

醛酸结合代谢反应的尿苷二磷酸葡萄糖醛酸转移酶

丹酚酸 A体外葡萄糖醛酸结合代谢种属差异的研究

田红翠，李艳丽，江云霞，李方悦，许 卉（烟台大学药学院，山东 烟台 264005）

摘要：目的 研究丹酚酸 A（salvianolic acid A， SAA）在人和大鼠体外肝微粒体中的葡萄糖醛酸结合代谢反应
的种属差异。方法 采用人和大鼠肝微粒体体外温孵体系进行 SAA的葡萄糖醛酸结合代谢，通过高效液相色
谱-质谱联用（HPLC-MS）检测确定产物峰；参考 SAA标准曲线计算代谢产物生成量，并通过产物生成量计算酶
促动力学参数。结果 SAA在人和大鼠肝微粒体中的葡萄糖醛酸结合代谢均产生 4个相同的葡萄糖醛酸结合代
谢产物，其最大反应速率（V max）分别为 0.585， 2.08 nmol·min-1·mg-1；米氏常数（Km）分别为 0.037，0.065 mmol·L-
1。结论 SAA在人和大鼠体外肝微粒体中发生的葡萄糖醛酸结合代谢产物无差异，但酶促反应动力学参数 V max
及 Km均有一定的差异，可能与其葡萄糖醛酸转移酶（UGTs）的活性有关。
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Study of Species Differences of Salvianolic Acid A Glucuronidation in Vitro
TIAN Hongcui，LI Yanli，JIANG Yunxia，LI Fangyue，XU Hui（School of Pharmacy，Yantai University，Yantai

264005 Shangdong，China）

Abstract：Objective To study the species differences of salvianol ic acid A（SAA）glucuronidati o n in human and rat

liver microsomes in vitro. Methods SAA glucuronidation was carried out in human and rat liver microsomes in-vitro

warm-incubation system. We confirmed the chromatographic peak of metabolites by using high performance liquid

chromatography-mass spectrography（HPLC-MS），calculated the amount of metabolites by using HPLC-UV，and then

got the enzymatic kinetic parameters through the metabolites amount. Results Four glucuronic acid metabolites of SAA

were detectable in the human and rat liver microsomes. The maximum reaction rate（V max） of glucuronidation was

0.585，2.08 nmol·min-1·mg-1，and Michaelis-Menten constant（Km）was 0.037，0.065 mmol·L-1 in human and rat liver

microsomes， respectively. Conclusion SAA glucuronidation metabolites are similar in the human and rat liver

microsomes，but enzymatic kinetic parameters of V max and Km are different，which is probably related with the activity

of their glucuronosyl transferase enzyme（UGTs）.
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（uridine-diphosphateglucuronosyltransferases，UGTs）的

主要亚型包括 UGT1A1和 UGT1A9，尤以 UGT1A9的

催化活性最强[7]。在前期研究基础上，本研究进一步

考察 SAA在人和大鼠肝微粒体体外温孵体系中的代

谢行为，比较二者代谢产物谱以及酶促反应动力学

参数上的一致性，以揭示其葡萄糖醛酸结合代谢是

否存在种属差异，为后续的临床试验研究应用提供

实验依据。

1 材料与方法
1.1 仪器 Agilent 1100高效液相色谱仪（美国 Agilent

公司），包括在线脱气机、二元高压泵、自动进样器

和 VWD检测器；Thermo TSQ Quantum Access三重四

级杆串联质谱仪（美国 Thermo Fisher Scientific Inc.），包

括电喷雾离子化接口，串连四级杆质谱检测器和

Xcalibur色谱工作站，与 Agilent 1100高效液相色谱仪

构成高效液相色谱 -质谱（HPLC-MS）联用分析系统。

1.2 药物及试剂 SAA，山东靶点药物有限公司，经

HPLC测定，纯度 > 98 %；对硝基苯酚（4-NP），天

津市科密欧化学试剂有限公司；对硝基苯酚 -β-葡萄

糖醛酸苷（4-NPG）、尿苷 - 二磷酸葡萄糖醛酸

（UDPGA），美国 Sigma公司；人源微粒体（HLM）、鼠

源微粒体（RLM），瑞德肝脏疾病研究（上海）有限公

司。其他试剂均为市售分析纯或色谱纯。

1.3 UGTs酶活力评价 参考文献[8]方法，HPLC法测

定孵育体系中葡萄糖醛酸化代谢产物 4-NPG的浓度，

计算代谢产物生成速率，以表征 2种属肝微粒体的

UGTs酶活力。按代谢物生成量 /（反应时间×蛋白量）

计算 UGTs酶的比活力，即单位时间内每 mg蛋白生

成代谢产物的量。

1.4 SAA在肝微粒体中的孵育 孵育体系含 2 mmol·L-1

MgCl2、0.25% Triton-X-100、适量 UDPGA 辅因子和

肝微粒体 （HLM 和 RLM 体系蛋白浓度分别为

7.0，1.3 mg·mL-1），以磷酸盐缓冲液（0.1 mol·L-1，pH

7.4）调节总体积至 200 滋L，于 37 ℃恒温水浴振荡预

孵育 5 min，加入 SAA溶液 10 滋L，继续孵育一定时

间后，加 5 mol·L-1 HCl 100 滋L终止反应，依文献 [9]

方法进行溶剂萃取处理后，分别进行 HPLC 和

LC-MS分析。

1.5 色谱及质谱条件 色谱条件：Diamonsil C18色谱

柱（250 mm×4.6 mm，5 滋m），流动相：水（含 0.1 %

甲酸） -乙腈（23∶77，V /V），运行时间：35 min，柱

温：30 ℃，流速：1.0 mL·min-1，检测波长：285 nm，

进样量：20 滋L。质谱条件：离子极性为负离子

（Negative），气动辅助电喷雾离子化，扫描范围 m/z
100~900，提取离子扫描为 m/z 493，m/z 669，喷雾

电压：3.5 kV，毛细传输管温度：350 ℃，鞘气压

力：30 psi，辅助气压力：5 bar，碰撞气（氦气）、鞘

气（氮气）流速：0.75 L·min-1，辅助气（氮气）流速：

0.15 L·min-1。

1.6 数据处理与统计学方法 根据酶促反应时间、酶

浓度计算出酶促反应代谢物的生成速率，并分别绘

制 Michaelis - Menten曲线和 Lineweaver - Buck双倒

数曲线。进一步计算得 SAA在不同种属肝微粒体中

葡萄糖醛酸结合代谢酶促反应的动力学参数：最大

反应速度（V max，方程截距的倒数）和米氏常数（Km，

方程斜率与截距的比值）。

实验结果以均数±标准差（x 依 s）表示，采用
SPSS16.0 统计软件，两组间比较采用 t 检验，P＜
0.05为差异有统计学意义。

2 结果
2.1 不同种属肝微粒体的 UGTs酶活力 测定结果表

明，HLM 和 RLM 的 UGTs 酶活力分别为（1.38±

0.03）、（9.75±0.16）nmol·mg-1·min-1。2种肝微粒体中

UGTs酶活性差异有统计学意义（n=6，P＜ 0.05）。

2.2 代谢产物定量分析方法的建立 由于没有商品化

的 SAA 葡萄糖醛酸结合产物标准品，因此设定母

体化合物 SAA 与其葡萄糖醛酸结合代谢产物的

HPLC-UV 峰面积校正因子为 1，以 SAA 的标准曲

线对代谢产物进行定量。在选定的 HPLC-UV 检测

条件下，本方法具有良好的专属性，在 2种肝微粒

体中，SAA 及其代谢产物峰形良好，无内源性杂

质干扰，见图 1。

2.3 SAA 体外葡萄糖醛酸结合代谢产物的确认
HPLC-UV显示，SAA经 2种肝微粒体代谢后均有 5

个色谱峰，用 RLM孵育体系中的代谢物样品进行离

子流图扫描，SAA分子量为 494，因此在负离子分子

m/z 493[M-H]－处进行提取离子流扫描，结果见图 2

（C），在 SAA前 4个色谱峰极性均比 SAA 大，推测

是 SAA 葡萄糖醛酸结合产物，因此在 m/z 669

（493+176）[M-H]－处进行提取离子流扫描，见图 2

（D），结果显示在 SAA前 4个色谱峰均为 SAA的葡

萄糖醛酸结合产物峰，比原型药 SAA 的分子量多

176 Da，相当于多了一条单葡萄糖醛酸链，可初步确

定为 SAA的单葡萄糖醛酸代谢产物。

在 HLM孵育体系中 SAA前 4个峰的保留时间与

RLM孵育体系中一致，推断在 HLM和 RLM中孵育时，
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图 1 SAA及其代谢产物 HPLC-UV色谱图
Figure 1 HPLC-UV chromatograms of SAA and its metabolites

SAA 的 4 个葡萄糖醛酸结合产物相同（图 1）。因

HPLC-UV与 HPLC-MS法的系统压力不同，所以造成

产物及 SAA出峰时间稍有差异。

2.4 SAA在 2种属肝微粒体中的酶促动力学 2种属

肝微粒体均选取底物浓度为 1~8 mmol·L-1，HLM孵

育体系中 UDPGA浓度和反应时间分别定为 2 mmol·L-1

和20 min（图 3），RLM 孵育体系中 UDPGA浓度和反

应时间分别定为 3 mmol·L-1 和 30 min（图 4），以保

证代谢产物在线性范围内产生。根据酶促反应时间、

酶浓度计算出酶促反应代谢物的生成速率，并分别

绘制 Michaelis - Menten曲线和 Lineweaver - Buck双倒

数曲线（图 5和图 6）。进一步计算得 SAA 在 HLM和

RLM中葡萄糖醛酸结合代谢反应的酶促动力学参数：

最大反应速度（V max）分别是 0.585，2.08 nmol·min-1·

mg-1；米氏常数（Km）分别是 0.037，0.065 mmol·L-1。

3 讨论
与众多天然多酚类化合物相似，葡萄糖醛酸结

合代谢是 SAA体内消除的重要途径之一。本研究首

次通过商品化人源和鼠源肝微粒体为酶供体的体外

A. HPLC-UV图谱；B. 总离子流图；C. 在 m/z 493处的选择离子流图；

D. 在 m/z 669处的选择离子流图

图 2 SAA在 RLM体系中代谢的 HPLC色谱图及离子流图
Figure 2 HPLC and ion chromatograms of SAA and its metabolites

in incubation system of RLM
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图 5 在 HLM孵育体系中 SAA葡萄糖醛酸化代谢的米氏动力
学曲线（A）和双倒数曲线（B）
Figure 5 Michaelis-Menten kinetic curve（A） and Lineweaver-

Buck double reciprocal curve（B） of glucuronidation of SAA in

the incubation system of HLM
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图 3 HLM 孵育体系中孵育时间（A）和 UDPGA 浓度（B）对
SAA代谢的影响
Figure 3 Effect of incubation time（A）and concentration of UDP-

GA（B）on metabolism of SAA in the incubation system of HLM
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图 4 RLM 孵育体系中孵育时间（A）和 UAPGA 浓度（B）对
SAA代谢的影响
Figure 4 Effect of incubation time（A） and concentration of

UDPGA（B） on metabolism of SAA in the incubation system of

RLM
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温孵实验，从代谢产物谱和酶促反应动力学特征两

个方面定性、定量揭示 SAA葡萄糖醛酸结合代谢的

种属影响，以期为 SAA作为候选药物的后续临床评

价和应用奠定基础。

本研究结果表明，在相同条件下，SAA 在人和

大鼠两个种属肝微粒体体外温孵代谢体系所生成的

代谢产物类别基本一致。经 HPLC-MS分析，4个主

要代谢产物均为 SAA 的单葡萄糖醛酸结合代谢物，

可能来源于其分子结构中不同位置上羟基的反应。

酶促反应动力学研究结果显示，SAA在 RLM和 HLM

体系中的葡萄糖醛酸结合代谢均呈饱和动力学特征，

其代谢消除符合米氏方程，酶的特征性常数（Km）

均在 10-5 mmol·L-1 水平，与文献 [7]报道的重组人源

UGT1A1及 UGT1A9酶的 Km值基本一致，表明肝脏

中 UGTs酶对 SAA具有较强的亲和力，可催化其快速

发生葡萄糖醛酸结合代谢。而 HLM体系较 RLM体系

有更低的 V max和 Km值，这可能与 HLM的 UGTs酶活

力相对较低有关。
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图 6 在 RLM孵育体系中 SAA葡萄糖醛酸化代谢的米氏动力
学曲线（A）和双倒数曲线（B）
Figure 6 Michaelis-Menten kinetic curve（A） and Lineweaver-

Buck double reciprocal curve（B）of glucuronidation of SAA in the

incubation system of RLM

·简讯·

《中药新药与临床药理》杂志为中药新药研发、中药临床药理学科重要的学术交流平台，学科影响指标、

影响因子以及学科排序在全国同类期刊中位居前列，并全面进入国内重要的核心期刊评价系统，是中国中文核

心期刊、中国科技核心期刊、RCCSE中国核心学术期刊，2013年经过中国科学引文数据库（简称 CSCD）的定
量遴选、学科专家评审和中国科学引文数据库来源期刊遴选委员会的评议，本刊再次入选为 2013~2014年度中
国科学引文数据库来源期刊。在 2012年出版的《中国学术期刊影响因子年报（自然科学与工程技术）》中本刊
影响因子数据：复合影响因子 JIF为 1.271，他引 JIF为 1.140；期刊综合影响因子 JIF为 0.841，他引 JIF 为
0.797；基金论文比为 0.81，在中医学与中药学类 119种期刊中列第 5位，成为中医药行业具有较高学术地位
和重要影响的期刊之一。

（《中药新药与临床药理》编辑部辑）
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