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摘要 　目的 :考察六神丸等 20个常用中成药对 CYP1A2、CYP2C9、CYP2C19、CYP2D6和 CYP3A4这 5个人

肝微粒体中主要的药物代谢酶的活性是否有影响。方法 :采用人肝微粒体孵育法 ,分别采用非那西丁、甲苯

磺丁脲、美芬妥因、氢溴酸右美沙芬和咪达唑仑作为 5个酶的探针药物 ,采用液相色谱 2质谱联用法测定了探

针药物代谢产物的浓度 ,比较分别加入待测药物和空白缓冲液时代谢产物的初始生成速度。结果 :六神丸对

CYP1A2有明显抑制作用 , IC50为 28. 75μg/mL;肝苏颗粒对 CYP2C19有明显抑制作用 , IC50为 29. 80μg/mL;

丹参片对 CYP1A2有明显抑制作用 , IC50为 48. 55μg/mL;贝羚胶囊对 CYP1A2有明显抑制作用 , IC50为 17.

45μg/mL;复方夏天无片对 CYP2D6 有明显抑制作用 , IC50为 40. 26 μg /mL; 丹参酮胶囊对 CYP1A2、

CYP2C9、CYP2C19、CYP2D6和 CYP3A4均有明显抑制作用 , IC50分别为 7. 04、13. 97、55. 77、33. 90μg/mL和

34. 57μg/mL;通风定胶囊对 CYP2D6有明显抑制作用 , IC50为 37. 56μg/mL结论 :所测定的多数中成药对药

物代谢酶有明显的抑制作用 ,这些药物与药物代谢酶的底物药物联用发生药物相互作用的可能性较大 ,临床

联合用药须谨慎。
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ABSTRACT　O bjective: The effects of the 20 Chinese PatentMedicines on the catalytic activities of five main drug metabolism en2
zymes of human liverm icrosome, CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6 and CYP 3A4, were assessed. M ethods: Human liverm i2
crosome incubation experiment was carried out to assay the injection on the catalytic activities of the enzymes. Phenacetin, tolbuta2
m ide, S2mephenytoin, dextromethorphane and m idazolam were used as the substrates of the enzymes. After the incubation, the five

metabolites of the substrateswere quantified by HPLC2MS/MS method. The inhibition was calculated by comparing the formation veloc2
ities of metabolites with or without test drug. Results: L iu Shen Pill showed obvious inhibitory effect on CYP1A2 with an IC50 of 28. 75

μg/mL; Gan Su Granule showed obvious inhibitory effect on CYP2C19 with an IC50 of 29. 80μg/mL; Dan Shen Tablet showed obvious

inhibitory effect on CYP1A2 with an IC50 of 48. 55μg/mL; Bei L ing Cap sule showed obvious inhibitory effect on CYP1A2 with an IC50

of 17. 45μg/mL; Xia Tian W u Compound Tablet showed obvious inhibitory effect on CYP2D6 with an IC50 of 40. 26μg/mL; Tanshi2
none Cap sule showed obvious inhibitory effects on CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6 and CYP3A4 with IC50 s of 7. 04, 13. 97,

55. 77, 33. 90 and 34. 57μg/mL. Tong Feng D ing Cap sule showed obvious inhibitory effect on CYP2D6 with an IC50 of 37. 56μg/

mL. Conclusion:Most test drugs showed obvious inhibitory effect on the catalytic activities of drug metabolism enzymes. The result in2
dicated that Chinese PatentMedicine had the potential to induce drug - drug interactions and special attention should be paid when they

are used in combined with other drugs.

KEY WO RD S　Chinese patent medicine, human liver m icrosome, drug metabolism enzyme, inhibition

　　中药的应用在我国已有数千年的历史 ,具有作

用缓和、疗效明确、毒性低等特点。但是 ,近年来中

药的安全性受到质疑 ,尤其是中药与其它药物发生

相互作用导致不良反应越来越受到关注。由于药物
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代谢导致的相互作用是目前最主要的药物相互作

用 ,药物代谢的主要器官是肝脏 ,肝细胞的微粒体药

物代谢酶参与了多数药物的体内代谢 [ 1～4 ]。药物代

谢酶在代谢药物的同时其活性也受药物影响 [ 5～10 ]
,

药物与酶结合的比较紧密就会使阻止酶与其它底物

的结合 ,产生竞争性抑制 ;药物与酶的调控位点结合

会使酶的活性增强或减弱 ,产生激动作用或非竞争

性抑制作用。药物对药物代谢酶的影响会导致其它

酶底物药物代谢速度的降低或增强 ,影响到药物的

吸收和代谢消除 ,因此是导致药物相互作用的一个

关键环节 ,已引起广大药学科研工作者的高度重视。

在国外新药研发的临床前研究中 ,药物对药物代谢

酶的影响已经被列入经常考察的范畴 ,而药物对药

物代谢酶的抑制作用是必须考察的项目 ,考察的主

要药物代谢酶是参与药物一相代谢的肝微粒体代谢

酶 ,主要亚型是细胞色素 3A (CYP3A ,以 CYP3A4为

主 )、细胞色素 1A2 ( CYP1A2 )、细胞色素 2C9

(CYP2C9)、细胞色素 2C19 (CYP2C19)和细胞色素

2D6 (CYP2D6) ,这 5个酶参与了约 80%药物的体内

代谢 [ 11 ]。本研究考察了 20味常用的中药对上述 5

个酶的活性是否产生影响 (主要是考察是否有抑制

作用 ) ,提示该药对其它药物的体内代谢是否产生

影响 ,指导临床合理用药。

1　材料与仪器

1. 1　材料 　人肝脏由本院肝移植科提供 ;替硝唑

(中国药品生物制品检定所 ) ;咪达唑仑注射液 (江

苏恩华药业集团有限公司公司 ) ;氧化型辅酶 II

(NADP + ) ( Fluka公司 ) ;葡萄糖 262磷酸脱氢酶、葡

萄糖 262磷酸、1’2羟基咪达唑仑、甲苯磺丁脲、42羟基

甲苯磺丁脲、氢溴酸右美沙芬、O2脱甲基右美沙芬、

非那西丁、对乙酰氨基酚、S2美芬妥英、羟基美芬妥

英、酮康唑、磺胺苯吡唑、氯雷他定、奎尼丁、α2萘黄

酮均购于 Sigma公司 ;其余试剂均为分析纯。

1. 2　待测药物 　六神丸 (上海雷允上药业有限公

司 ,批号 080502) ;肝苏颗粒 (四川古蔺肝苏药业有

限公司 ,批号 080701) ;强肝胶囊 (石家庄东方药业

有限公司 ,批号 20080421803) ;益胆片 (北京医药集

团合 肥 神 鹿 双 鹤 药 业 有 限 责 任 公 司 , 批 号

08073085) ;珍菊降压片 (上海雷允上药业有限公

司 ,批号 071208) ;松龄血脉康胶囊 (成都康弘制药

有限公司 ,批号 080508) ;丹参片 (上海雷允上药业

有限公司 ,批号 080534) ;贝羚胶囊 (上海雷允上药

业有限公司 ,批号 080103) ;复方夏天无片 (江西天

施康中药股份有限公司 ,批号 08070401) ;复方川芎

胶囊 (山东凤凰制药股份有限公司 ,批号 0808209) ;

通塞脉片 (江苏南星药业有限责任公司 , 批号

080622) ;丹参酮胶囊 (河北兴隆希力药业有限公

司 ,批号 20080904) ;金水宝胶囊 (江西济民可信金

水宝制药有限公司 ,批号 080935) ;麝香保心丸 (上

海和黄药业 ,批号 20070611) ;痛风定胶囊 (成都中

汇制药有限公司 ,批号 080704) ;通迪胶囊 (贵州安

泰药业有限公司 ,批号 20080819) ;杞菊地黄胶囊

(上海雷允上药业有限公司 ,批号 08060101) ;通心

络胶囊 (石家庄以岭药业股份有限公司 , 批号

080801) ;强力天麻杜仲胶囊 (上海雷允上药业有限

公司 ,批号 080508) ;仲景胃灵片 (深圳市中联制药

有限公司 ,批号 0801001)。

1. 3　仪器 　美国 Agilent 6410A trip le quadrupole液

质联用系统 ,配有 G1311A四元泵、G1322A真空脱

气机、G1329A自动进样器和 G1316A柱温箱 ,使用

MassHunter软件控制系统及数据处理 ;色谱柱为美

国 Agilent ZORBAX SB 2C18 column ( 3. 5μm, 2. 1

×100 mm )色谱柱 ; ULT1786232V37型超低温冰箱

(美国 Revco Scientific) ; TDL25型高速离心机 (上海

安亭科学仪器长 ) ; SHA2C恒温水浴振荡器 (江苏太

仓实验设备厂 ) ;液体快速混合器 (海门市其林贝尔

仪器制造有限公司 )。

2　实验方法

2. 1　微粒体的制备 　参考文献采用钙沉淀法制

备 [ 12 ]。主要操作如下 :将肝称重 ,剪为碎片 ,用 1.

15% KCL的磷酸缓冲液 (pH = 7. 4)反复冲洗后 ,以

4倍体积的 Tris2KCl缓冲液 ( 50 mM Tris, 1. 15%

KCl, pH = 7. 4)悬浮溶解 ,匀浆机制成匀浆。匀浆

离心 20 m in ( 4°C, 14, 000 ×g) ,取上清液加入 0. 1

倍体积的氯化钙溶液 (88 mM )后离心 20 m in (4°C,

14, 000 ×g)。下层粒状物再次用 Tris2KCl缓冲液混

匀后离心 20 m in ( 4°C, 14, 000 ×g) ,得下层悬浮物

即为微粒体。将微粒体重悬于磷酸盐缓冲液 (pH7.

4, 250 mM葡萄糖 )中 - 80°C保存备用。

2. 2　微粒体孵育 　反应体系中先分别加入微粒体、

底物和待测药物 (或空白溶剂 ) ,置于 37 °C水浴中

预孵化振荡 5 m in,加入 NADPH 生成系统启动反

应。肝微粒体、NADP +、氯化镁、葡萄糖 262磷酸脱

氢酶、葡萄糖 262磷酸的终浓度分别为 0. 5 mg/mL、1

mM、5 mM、0. 8 U /mL和 10 mM ,各个酶的探针药物

浓度和孵育时间见表 1。37 °C水浴振荡反应一段

时间后 ,加入冰乙腈 (含内标替硝唑 1μg/mL )终止

反应。涡旋混合 1 m in, 2000 ×g离心 10 m in,取上

清液 10μL进入 LC2MS2MS系统测定底物的代谢产

物的浓度。采用 Lowry法测定微粒体中蛋白的浓
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度 [ 13 ]。

表 1　微粒体孵育各个酶的探针药物浓度及孵育时间

酶的亚型 探针药物浓度 /μM 孵育时间 /m in

CYP1A2 25 10

CYP2C9 100 60

CYP2C19 100 60

CYP2D6 5 30

CYP3A4 5 5

2. 3　质谱测定探针药物代谢产物的浓度 　液质联

用测定各个代谢产物的条件如下 :仪器为 Agilent公

司的 6410A三重四级杆液质联用仪 ,分离采用 Agi2
lent公司的 ZORBAX SB2C18柱 ( 3. 5 μm , 2. 1 ×

100 mm) , 除对乙酰氨基酚的测定外其它成分的色

谱条件为等度洗脱 ,流动相为乙腈 2水 2甲酸 (50ζ 50

ζ 0105, v /v /v) ,流速 0. 3 mL /m in,柱温 35 °C,进样

量 10μL。对乙酰氨基酚的为梯度洗脱 ,溶液 A为

乙腈 ,溶液 B为 0. 1%甲酸 ( v /v) ,洗脱程序为 020. 6

m in: A由 5%升到 33% , 0. 6～2. 4: A升到 95% ,维

持 1. 6 m in。流速也为 0. 3 mL /m in,其它条件也同

等度洗脱。质谱采用 ESI源 ,正离子模式 ,喷雾电压

4000 V ,源温度为 105℃;雾化气为氮气 ,雾化压力

为 40 p si;去溶剂气为氮气 ,温度 350℃,流速为 10

L /m in;碰撞气为高纯氮气 ,压力为 0. 1 MPa;质谱的

半峰宽均为 0. 7 amu。采用多反应监测 (MRM )模式

对药物离子浓度进行测定 ,各个代谢产物及内标的

监测条件见表 2。

表 2　五个 CYP酶探针药物的代谢产物及内标的质谱条件

酶的亚型 代谢产物

质谱条件 (MRM模式 )

母离子 子离子
传输能量

/V
碰撞能量

/ eV

CYP1A2 对乙酰氨基酚 151. 2 110. 1 135 10

CYP2C9 羟基甲苯磺丁脲 287. 2 188. 1 100 7

CYP2C19 羟基美芬妥英 235. 2 150. 2 120 15

CYP2D6 O2脱甲基右美沙芬 258. 3 157. 1 140 45

CYP3A4 羟基米达唑仑 342. 2 324. 2 160 20

内标 替硝唑 248. 2 121. 1 140 15

2. 4　待测药物浓度设定及评定依据 　待测药物除

去片剂包衣或胶囊壳 ,研细 ,取适量精密称定 ,用磷

酸盐缓冲液 (0. 1M , pH = 7. 4)配制成一定浓度的混

悬液并使最终反应体系中待测药物的终浓度分别为

5μg /mL和 50μg/mL。加入待测药物后代谢产物

的生成速率变化超过 10%被认为是有明显影响。

对于在 50μg /mL时抑制率超过 50%的待测药物 ,

则进一步考察 7个浓度待测药物的抑制作用 ,求算

IC50值。

3　结果

3. 1　阳性抑制剂对酶活性抑制作用 　为了评价实

验模型的合理性 ,我们在测定药物的同时测定了各

个酶 的 阳 性 抑 制 剂 的 抑 制 作 用。结 果 表 明

CYP1A2、CYP2C9、CYP2C19、CYP2D6和 CYP3A4的

阳性抑制剂α2萘黄酮、磺胺苯吡唑、氯雷他定、奎尼

丁和酮康唑对各个酶的抑制作用的 IC50值分别为

11663、0. 874、3. 233、0. 026μM和 0. 034μM ,均表

现出明显的抑制作用 ,表明建立的模型可以用于预

测药物对微粒体酶的抑制作用。

3. 2　20个中成药对 5个酶活性的影响 　浓度分别

为 5μg/mL和 50μg /mL时 , 20个中成药对 5个药

物代谢酶活性的影响见表 3。由表可见除强力天麻

杜仲胶囊和仲景胃灵片外 ,其它 18个中成药都对一

个或多个酶表现出明显的抑制作用。

3. 3　 IC50值测定结果 　六神丸对 CYP1A2有明显

抑制作用 , IC50为 28. 75 μg /mL,对其余所测定的

CYP活性无明显影响 ;肝苏颗粒对 CYP2C19有明显

抑制作用 , IC50为 29. 80 μg /mL,对其余所测定的

CYP活性无明显影响 ;丹参片对 CYP1A2有明显抑

制作用 , IC50为 48. 55μg/mL,对其余所测定的 CYP

活性无明显影响 ;贝羚胶囊对 CYP1A2有明显抑制

作用 , IC50为 17. 45μg/mL,对其余所测定的 CYP活

性无明显影响 ;复方夏天无片对 CYP2D6有明显抑

制作用 , IC50为 40. 26μg/mL,对其余所测定的 CYP

活性无明显影响 ;丹参酮胶囊对 CYP1A2、CYP2C9、

CYP2C19、CYP2D6和 CYP3A4均有明显抑制作用 ,

IC50分别为 7. 04、13. 97、55. 77、33. 90 μg/mL 和

34157μg/mL;通风定胶囊对 CYP2D6有明显抑制

作用 , IC50为 37. 56μg/mL,对其余所测定的 CYP活

性无明显影响。

4　讨论

4. 1中药的不良反应及其导致的药物相互作用已

引起广泛的重视 ,但是目前研究较少 ,不能满足临

床合理用药的需要。目前已有研究考察了部分中

药提取物或活性成分对代谢酶的影响 ,但对于中

成药的影响研究很少。与中药提取物相比 ,中成

药都经过严格的质量控制 ,化学成分虽然不完全

明确但是这些成分的含量相对稳定 ,便于研究结

果的长期应用 ;与活性成分单体相比 ,中成药含有

的成分多 ,不容易遗漏有影响的药物 ,缺点是影响

作用的化学物质基础不明确 ,研究结果有一定局

限性。所以 ,我们将在下一步的研究中对中成药

的化学物质基础进行研究 ,所得结果将对不同厂
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家、不同批次药物的影响作用进行更准确的预测。

药物对代谢酶的抑制作用也与代谢酶周围的药物

(抑制剂 )浓度有关 ,因此这种抑制作用受到中药

自身的吸收、分布和代谢等影响 ,即采用动物或健

康志愿者进行进一步的体内实验将使预测药物相

互作用的结果更加准确。

表 3　20个中成药在浓度为 5μg/mL和 50μg/mL时对 5个 CYP酶的抑制活性的影响 (酶活性抑制 % )

CYP1A2

5μg/mL 50μg/mL

CYP2C9

5μg/mL 50μg/mL

CYP2C19

5μg/mL 50μg/mL

CYP2D6

5μg/mL 50μg/mL

CYP3A4

5μg/mL 50μg/mL

六神丸 20. 25 74. 69 0. 33 3. 47 3. 53 4. 76 0. 53 1. 57 0. 24 2. 58

肝苏颗粒 21. 67 43. 13 7. 89 13. 82 28. 85 74. 64 13. 61 25. 56 13. 56 23. 09

强肝胶囊 0. 76 1. 66 1. 37 3. 43 0. 37 1. 52 4. 64 21. 84 - 1. 36 2. 14

益胆片 11. 73 30. 89 10. 84 25. 64 17. 36 38. 85 10. 34 28. 31 6. 45 11. 51

珍菊降压片 12. 9 20. 75 17. 45 31. 33 10. 38 19. 94 7. 33 17. 86 7. 34 9. 65

松龄血脉康胶囊 3. 72 15. 62 10. 44 26. 39 11. 39 26. 67 9. 87 28. 58 9. 38 24. 92

丹参片 23. 59 51. 48 9. 32 23. 73 16. 08 37. 5 15. 37 29. 65 6. 49 19. 05

贝羚胶囊 27. 42 68. 82 17. 37 30. 43 4. 78 6. 25 10. 44 28. 77 7. 84 19. 99

复方夏天无片 6. 25 27. 62 10. 73 27. 94 20. 34 42. 86 22. 7 66. 97 12. 38 29. 68

复方川芎胶囊 26. 25 37. 5 4. 33 13. 12 13. 76 32. 43 7. 67 21. 85 10. 37 34. 12

通塞脉片 9. 73 21. 05 6. 45 19. 12 13. 23 30. 43 6. 79 18. 73 1. 37 6. 48

丹参酮胶囊 47. 67 89. 71 37. 58 73. 41 24. 42 46. 38 34. 75 71. 14 32. 51 70. 06

金水宝胶囊 1. 35 0. 87 0. 15 0. 25 20. 52 31. 16 17. 81 32. 56 22. 51 43. 13

麝香保心丸 10. 59 20. 33 0. 74 1. 43 3. 99 7. 52 1. 37 3. 82 1. 38 4. 73

痛风定胶囊 0. 33 1. 84 0. 13 1. 29 0. 82 7. 52 27. 78 66. 51 1. 58 3. 67

通迪胶囊 1. 51 0. 82 1. 85 6. 73 3. 34 5. 82 13. 13 48. 71 1. 16 5. 74

杞菊地黄胶囊 8. 72 20. 89 11. 81 23. 84 17. 58 30. 77 7. 85 18. 92 10. 5 22. 99

通心洛胶囊 8. 33 24. 76 18. 54 37. 31 8. 95 22. 22 6. 54 10. 17 6. 48 18. 97

强力天麻杜仲胶囊 0. 42 0. 65 1. 58 3. 52 - 2. 71 3. 42 1. 12 3. 63 0. 88 1. 58

仲景胃灵片 - 1. 27 1. 84 0. 63 2. 52 0. 72 2. 84 0. 75 3. 65 0. 25 1. 53

注 :抑制率高于 10%表示有明显抑制作用 ,低于 210%表示有明显激动作用。

4. 2　本实验考察了 20个常用的中成药对人肝微粒

体主要的药物代谢酶的影响。结果表明其中 18个中

药对 1个或多个酶有明显的抑制作用。由于所考察

的酶是人体中主要的药物代谢酶 ,这 5个酶参与了近

80%药物在体内的代谢 ,所以中药与其它药物的相互

作用的可能性非常大。虽然抑制作用与阳性抑制剂

相比多数比较弱 ,但对于药物代谢能力较弱的老年人

以及疾病等引起的肝功能不全的患者 ,这种相互作用

可能会导致非常严重的后果 ,临床联合用药需谨慎。
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