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摘  要: 目的  模拟体内代谢条件, 分析芘的体外基本代谢情况。方法  采用肝微粒体及肝 S9 成分 2 种代谢

试剂, 体外模拟了肝脏代谢条件, 对代谢试剂浓度及代谢时间条件进行优化, 采用气相色谱-质谱(GC-MS)法

检测芘和羟基芘, 比较分析 2 种代谢试剂对 PYR 的代谢情况。结果  体外代谢最佳孵化时间为 60 min, 最佳

体外代谢试剂浓度为 0.5 mg/mL。结论  PYR在肝微粒体代谢试剂中无明显代谢反应发生, 在肝 S9成分的作

用下, 代谢生成羟基芘, 推断参与 PYR代谢的主要为二相酶类。 
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In vitro metabolic simulation analysis of pyrene in food contact materials 
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ABSTRACT: Objective  To investigate the metabolism of pyrene (PYR) in rat liver microsome and S9 in 

vitro by simulating in vivo metabolic conditions. Methods  The conditions of in vitro metabolic reaction 

including the concentration of liver microsome and S9 and reaction time were optimized. PYR and 

hydroxypyrene (OHP) were detected by gas chromatography–mass spectrometry (GC-MS), and the metabolic 

effect of two kinds of reagents was compared. Results  The best incubation time was 60 min, and the most 

suitable reagent concentration in vitro was 0.5 mg/mL. Conclusion  PYR has no metabolism in liver 

microsome. In the role of liver S9 fraction, PYR can transform to OHP, and phase 2 enzymes is mainly 

participant in PYR metabolism. 
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1  引  言 

多环芳烃(PAHs)是一类普遍存在的持久性有机

污染物, 主要来源于煤、烟草、石油、木材等有机物

的热解和不完全燃烧。PAHs 广泛分布于环境中, 任

何有有机物加工、废弃、燃烧或使用的地方都有可能

产生多环芳烃[1-3], 多种 PAHs 具有潜在的致癌作用
[4-6]。芘(pyrene, PYR)是非致癌性多环芳烃, 是常见
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PAHs的一种, 含量约占 PAHs的 2%~10%[7], 可直接

氧化成芘醌。PYR 可用于染料、合成树脂、分散性

染料和工程塑料等的生产; 酰化后可制还原染料艳

橙 GR 及其他多种染料, 还可用于制造杀虫剂、增

塑剂等。而这些产品常常用作食品包装材料, 从而

危害人类身体健康。长期接触 PYR, 可见头痛、乏

力、睡眠不佳、易兴奋、食欲减退、白细胞增加、

血沉增速等[8]。 

羟基芘(hydroxypyrene, OHP)是芘在哺乳动物体

内主要的代谢产物[9,10]。荷兰研究人员 Jongeneelen

等[11]最先发表尿中 OHP 的分析方法, 并推荐将其作

为人体环境暴露 PAHs的生物标志物。随后, 许多研

究者用 OHP 来评价人体暴露各种 PAHs 混合物如煤

焦油、吸烟、炭烤牛肉以及不同的工作环境下对人体

健康影响的风险[12,13 ]。 

体外代谢反应是模拟肝细胞代谢环境, 对药物

或者有毒有害物质进行的模拟代谢研究。常用的试剂

有肝微粒体和肝 S9 两种。肝 S9 是将肝组织匀浆后, 

经 14000 r/min 离心所得的上清液, 含有生物转化一

相反应所需的 P450 酶类和二相代谢酶(如葡萄糖酸

转移酶、甲基转移酶、硫酸转移酶、乙酰基转移酶等)

和其他的一些氧化酶和脱氢酶, 如负责酒精代谢的

乙酸脱氢酶等。与肝 S9 不同, 肝微粒体主要含有负

责药物代谢的 CYP450 药物代谢酶和极少量的二相

酶[14,15]。本研究采用肝微粒体及肝 S9 2种代谢试剂, 

在体外模拟肝脏代谢条件 , 采用气相色谱-质谱法

(GC-MS)分析比较 2种代谢试剂对 PYR的代谢作用, 

对 PYR 的体外代谢进行初步研究, 以期进一步分析

芘危害人体健康的主要代谢成分。 

2  材料与方法 

2.1  仪器、试剂与材料 

Agilent 6890N GC/5975C MSD气相色谱-质谱联

用仪(配有电子轰击 EI 离子源及 G1701DA Version 

D.02.00 数据处理工作站, 美国 Agilent 仪器有限公

司); 涡旋混匀器(Vortex Genie3, 美国 SI公司); 超声

波振荡器(KQ-250E, 美国舒美公司); 水浴锅(WNB, 

德国 Memmert公司); -80 ℃深低温冰箱(Forma 700, 

美国 Thermo公司)。 

甲醇、乙腈均为色谱纯(德国 Merck 公司); 0.1 

mol/L 磷酸钾缓冲溶液(pH 7.4); 水为超纯水(美国

Millipore超纯水仪制备); 乙醇为分析纯。大鼠肝 S9、

肝微粒体、NADHP再生系统(溶液 A、溶液 B)(北京

汇智泰康公司)。芘、羟基芘标准品均购自 Dr. S. 

Ehernstorfer公司, 纯度大于 99%。 

2.2  标准溶液配制 

取上述芘、羟基芘标准品 , 用乙醇配成 10.0 

mg/mL的标准储存溶液, 4 ℃冷藏避光储存。取适量

储备液, 用乙醇稀释成浓度为 100.0 μg/mL的中间标

准工作液, 4 ℃冷藏避光储存。准确量取适量中间标

准工作液, 分别配制成不同浓度系列的标准工作溶

液, 现用现配。 

2.3  体外代谢实验 

将 50 μL溶液 A, 10 μL溶液 B, 440 μL 0.1 mol/L

磷酸钾缓冲液混匀, 配成代谢所需要的孵育体系。加

入 5 μL 10.0 mg/mL芘, 37 ℃水浴中预热 5 min, 分别

加入肝 S9、肝微粒体(浓度为 0.5 mg/mL)。轻轻混匀

后, 37 ℃水浴中反应 60 min。加入等体积 4 ℃预冷的

甲醇终止反应, 14000 r/min离心 5 min, 上清液过 0.45 

μm滤膜, 进 GC-MS检测。芘代谢实验分为 3 组: 空

白对照组(不加代谢试剂); 肝 S9 组; 肝微粒体组。分

别进行不同代谢试剂浓度及代谢时间的条件优化。 

2.4  方  法 

2.4.1  色谱条件   

色谱柱: VF-5MS石英毛细柱(30 m×0.25 mm, 0.25 

µm); 升温程序: 80 ℃保持 1 min, 以 5 /min℃ 升至

100 , ℃ 再以 20 /min℃ 升至 280 , ℃ 保持 10 min; 载气

(He); 流速: 1.0 mL/min; 进样量: 1 µL; 不分流进样。 

2.4.2  质谱条件   

电子轰击(EI)离子源; 电子能量 70 eV; 传输线

温度 250 ; ℃ 离子源温度 280 ; ℃ 选择离子监测(SIM)

模式。溶剂延迟时间 4 min。质量扫描范围 50～500 u。

检测结果的分析以计算机NIST谱库检索结果和人工

谱图解析相结合的手段确定。 

3  结果与分析 

3.1  色谱和质谱条件优化 

在全扫描模式下, 调整色谱条件, 质量浓度为

10 μg/mL 的芘和羟基芘的标准品进样分析, 确定最

优的升温程序: 80 ℃保持 1 min, 以 5 /min℃ 升至

100 , ℃ 再以 20 /min℃ 升至 280 , ℃ 保持 10 min; 载
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气: 高纯氦气, 流速 1.0 mL/min; 不分流进样。采用此

升温程序, 芘和羟基芘有很好的响应和尖锐的峰形, 同

时保证了杂质的完全流出。依据全扫描结果设定芘的特

征扫描离子为 202、101, 保留时间为 12.58 min, 代谢

产物羟基芘为 189、218, 保留时间为 13.82 min。因此, 

可以结合特征离子峰和保留时间进行定性分析。 

3.2  PYR 代谢反应及其代谢产物的检测 

采用代谢试剂浓度为 0.5 mg/mL、代谢反应时间

为 60 min 的体外代谢反应条件对 PRY 进行代谢反

应。代谢反应体系中有机试剂的含量最好控制在 1%

以内。芘和羟基芘的检测采用优化好的色谱及质谱条

件, 2种物质同时检测的 GC-MS方法。分别对芘代谢

反应的对照组、肝微粒体组、肝 S9组进行检测。检

测结果见图 1。图 1a为 1 μg/mL 芘与羟基芘混合标

准品色谱图, 芘的保留时间是 11.58 min, 羟基芘的

保留时间是 13.82 min。图 1b、c、d分别是芘代谢实

验对照组、肝 S9和肝微粒体组的选择离子色谱图。

其中肝 S9 组可见明显羟基芘色谱峰(图 1c), 微粒体

组未见羟基芘色谱峰(图 1d)。而对照组中未见相应羟

基芘色谱峰(图 1b)。由此可见, 芘仅在肝 S9作用下, 

才能够发生体外代谢反应生成羟基芘。因此推断参与

芘代谢的主要为二相代谢酶类。 

3.3  代谢反应条件的优化 

3.3.1  孵育时间对代谢反应的影响 

影响体外代谢反应的主要因素是试剂肝微粒体、

肝S9浓度以及孵育时间。固定体外其他孵育条件, 观

察不同孵育时间对芘代谢的影响, 结果见图 2, 实验

结果表明: 代谢试剂为肝 S9 时, 芘随着时间的增加, 

不断减少, 代谢生成羟基芘, 在 60 min 时达到最大

反应速度, 以后随着孵育时间的增加, 芘的浓度变化

不明显, 因此选择 60 min为最佳孵化时间。当代谢试

剂为肝微粒体时, 随着孵育时间的延长, 芘的浓度基

本没有变化, 没有羟基芘代谢生成。 

3.3.2 代谢试剂浓度对代谢反应的影响 

固定体外其他孵育条件, 选择肝 S9 为代谢试剂

时, 发现芘在肝 S9浓度为 0.5~2.0 mg/mL范围内, 随

着代谢试剂浓度的增加, 芘的浓度逐渐减少, 生成的

羟基芘呈线性增加; 当浓度超过 0.5 mg/mL后, 羟基

芘的生成量基本保持不变(图 3)。因此, 肝 S9的浓度

选择 0.5 mg/mL。当代谢试剂为肝微粒体时, 随着肝

微粒体浓度的逐渐增大, 芘的浓度基本没有变化, 没

有羟基芘代谢生成。 
 
 

 
 

 

图 1  PYR代谢色谱图 

Fig. 1  Chromatograms of PYR metabolism 
a: 1 μg/mL PYR与 OHP混合物; b: 对照组(未加代谢试剂); c: 肝 S9组(浓度 0.5 mg/mL); d: 肝微粒体组(浓度 0.5 mg/mL) 

a: 1 μg/mL mixture of PYR and OHP; b: control group (without metabolic reagent); c: liver S9 (0.5 mg/mL); d: liver microsome (0.5 mg/mL) 
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图 2  孵化时间对代谢反应的影响 

Fig. 2  Influence of incubation time on the metabolism 
 
 

 
 
 

图 3  代谢浓度对代谢反应的影响 

Fig. 3  Influence of reagent concentration on the metabolism 
 

4   结  论 

基于GC-MS检测方法, 通过肝S9成分及肝微粒

体 2种体外代谢试剂模拟体内代谢情况分析, 结果显

示芘发生代谢。在肝 S9 成分的作用下, 芘代谢生成

了羟基芘, 参与代谢的主要为二相酶类。为进一步深

入研究芘代谢作用提供了体外模拟代谢基础。 
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“食药用菌”专题征稿函 
 
 

我国发现和利用食用菌已有数千年的历史, 其中大型真菌作为药物使用也至少有 2500年的历史。食用菌

营养丰富, 优质蛋白质含量较高, 含有人体所需的 8种必需氨基酸, 其中赖氨酸和亮氨酸的含量尤为丰富。另

外, 食用菌还含有多种活性多糖、微量元素等功能性物质, 具有特殊的保健功能。药用菌也具有良好的药理活

性, 具有调节免疫力, 增强记忆力, 延缓衰老, 减少心脑血管疾病发生等功效, 应用十分广泛。随着人们对食

药用菌营养价值的认可, 对食药用菌产品的消费需求也不断增加, 因此食药用菌食品具有很高的开发价值。 

我国食药用菌年产量占世界总产量的 75%以上, 其总产值在我国种植业中排名第六位, 主要栽培种类有

70~80种, 形成商品的有 50种, 具有一定生产规模的有 20种以上。总产量年均复合增长率约为 12.40%, 总产

值年复合增长率约为 17.01%。鉴于此, 本刊特别策划了“食药用菌”专题, 由中国工程院院士、中国吉林农业

大学食药用菌专家李玉教授担任专题主编, 李教授为原中国菌物学会理事长, 中国食用菌协会副会长, 国际

药用菌学会理事长, 食药用菌教育部工程研究中心首席科学家, 国家食用菌产业技术体系岗位科学家兼资源

收集与繁殖利用功能实验室主任。围绕“食药用菌的化学组成、理化性质、保鲜贮藏、食药用菌中有害物质检

测、食药用菌的深加工、食药用菌营养特性的研究、食药用菌功能特性的研究、食药用菌标准与体系等或您

认为本领域有意义的问题展开讨论, 计划在 2016年 2月出版。 

鉴于您在该领域的成就, 本刊编辑部及李玉教授特邀请您为本专题撰写稿件, 以期进一步提升该专题

的学术质量和影响力。综述、实验报告、研究论文均可, 请通过网站或 E-mail 投稿。我们将快速处理并优
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