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羊耳菊提取物对大鼠和人肝微粒体 ＣＹＰ４５０酶的体
外抑制作用
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［摘　要］目的：考察羊耳菊（ＹＥＪ）提取物对大鼠和人肝微粒体ＣＹＰ４５０酶的６种主要亚型酶的抑制作用。方
法：采用钙盐沉淀法提取肝微粒体，在肝微粒体孵育体系中，用ＰＢＳ溶液将ＹＥＪ提取物逐级稀释至５个不同浓

度 （０．０１、０．０５、０．２５、０．５、１ｇ／Ｌ），分别与混合探针底物（非那西丁、氯唑沙宗、右美沙芬、奥美拉唑、甲苯磺丁脲、

咪达唑仑和睾酮）共同孵育，采用超高效液相色谱串联质谱法（ＵＰＬＣＭＳ／ＭＳ）同时测定６种探针底物对应代谢

物的生成量，以空白溶剂组的代谢物生成量为Ｖ０，其余不同ＹＥＪ提取物浓度的代谢物生成量为 Ｖｘ，求得剩余酶

活性Ｉ＝（１－Ｖｘ／Ｖ０）×１００，通过ＧｒａｐｈＰａｄｖ５．０软件拟合曲线，并计算ＩＣ５０值。结果：ＹＥＪ提取物对大鼠肝微粒

体ＣＹＰ１Ａ２、ＣＹＰ２Ｃ１１、ＣＹＰ２Ｃ１９、ＣＹＰ２Ｄ４、ＣＹＰ２Ｅ１和ＣＹＰ３Ａ２的ＩＣ５０值范围为０２８７～１５２４０７ｇ／Ｌ，对人肝微粒

体ＣＹＰ１Ａ２、ＣＹＰ２Ｃ９、ＣＹＰ２Ｃ１９、ＣＹＰ２Ｄ６、ＣＹＰ２Ｅ１和ＣＹＰ３Ａ４的ＩＣ５０值范围为０２５８～１９２７５ｇ／Ｌ。结论：ＹＥＪ提

取物对大鼠和人肝微粒体中６种亚型酶活性存在较弱的抑制作用。
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　　细胞色素 Ｐ４５０（ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅＰ４５０，ＣＹＰ４５０）主
要存在肝脏中，是介导药物体内代谢最重要的一种

超基因家族酶［１－２］。ＣＹＰ４５０酶最主要的６种酶为
ＣＹＰ１Ａ２、ＣＹＰ２Ｃ１１（人 ＣＹＰ２Ｃ９）、ＣＹＰ２Ｃ１９、
ＣＹＰ２Ｄ４（人 ＣＹＰ２Ｄ６）、ＣＹＰ２Ｅ１及 ＣＹＰ３Ａ２（人
ＣＹＰ３Ａ４），介导着体内绝大多数药物的代谢［３－４］。

临床药物代谢相互作用导致的不良反应中，７０％是
由于 ＣＹＰ４５０酶被抑制［５－６］，因此，研究体外药物

对ＣＹＰ４５０酶主要亚型酶的抑制作用显得极其重
要［７－８］。羊耳菊（Ｉｎｕｌａｃａｐｐａ，ＹＥＪ）为菊科旋覆花
属植物的新鲜或干燥全草［９］，是贵州苗族常用药

材，苗语药名为“Ｂｅｘｎｉｏｕｘｄａｎｔ”（近似汉译音为
“白牛胆”），在《苗族医药学》《中华本草·苗药

卷》、２００３版《贵州省中药、民族药质量标准》中均
有收载，常用于感冒发热、咽喉肿痛、风湿疼痛、痈

疮疔毒及乳痈等症，有独特疗效［１０－１１］。目前，市场

上产品连菊感冒胶囊、鼻康片、双喉痹通颗粒和菊

上黄清片等制剂均以 ＹＥＪ为主药［１２－１３］，这些制剂

或ＹＥＪ草药存在与其他抗菌药联合用药的情
况［１４］。通常情况下抗菌药物的治疗效果由其血药

浓度决定，若血药浓度过低，达不到治疗效果，反而

导致耐药性的发生。目前，有关于 ＹＥＪ对 ＣＹＰ４５０
酶的体外抑制作用尚未见报道，本研究采用肝微粒

体体外孵育技术结合“Ｃｏｃｋｔａｉｌ探针药物法”，以非
那西丁、氯唑沙宗、右美沙芬、奥美拉唑、甲苯磺丁

脲、咪达唑仑和睾酮为探针药物，考察 ＹＥＪ提取物
对大鼠和人肝微粒体 ＣＹＰ４５０的６种主要亚型酶
ＣＹＰ１Ａ２、ＣＹＰ２Ｃ１１（人ＣＹＰ２Ｃ９）、ＣＹＰ２Ｃ１９、ＣＹＰ２Ｄ４
（人ＣＹＰ２Ｄ６）、ＣＹＰ２Ｅ１、ＣＹＰ３Ａ２（人 ＣＹＰ３Ａ４）的抑
制作用，预测其在联合用药时潜在的代谢性相互作

用，为其临床联合用药提供参考。

１　材料与方法

１１　材料
１１１　仪器　超高液相色谱－三重四级杆质谱联
用仪（美国Ｗａｔｅｒｓ公司），ＣＳ５０１Ａ超级恒温水浴箱
（中国重庆银河试验仪器有限公司），Ａｌｌｅｇｒａ６４Ｒ
低温高速离心机（美国ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌｔｅｒ公司），７００
系列超低温冰箱（美国Ｔｈｅｒｍｏ公司）。
１１２　药材与试剂　实验中所用 ＹＥＪ药材采集
于贵州，经过贵州省食品药品检验所李杨主任药师

鉴定为 Ｉｎｕｌａｃａｐｐａ（Ｂｕｃｈ－ＨａｍｅｘＤＤｏｎ）ＤＣ
全草，非那西丁、甲苯磺丁脲、奥美拉唑、右美沙芬、

睾酮购于美国 Ｓｉｇｍａ公司（批号分别为 ８１１０５、
９０９２５、２０３２１、１０５１９、０９０Ｍ１２９８Ｖ），咪达唑仑注射
液购于江苏恩华药业股份有限公司 （批号

０１５０１２０），氯唑沙宗、对乙酰氨基酚购于中国食品
药品检定研究院（批号分别为 １００３６４－２００３０１、
１０００１８－２００４０８），右啡烷购于上海樊克生物有限
公司（批号 ＦＫ－Ｊ１７９５），６羟基氯唑沙宗、羟基甲
苯磺丁脲、５羟基奥美拉唑和６β羟基睾酮购于加
拿大ＴＲＣ公司（批号分别为１－ＰＳＢ－２７－２、１－
ＰＳＢ－２７－２、６－ＱＦＹ－２８－２、ＫＩＴ０６３５），α羟基
咪达唑仑购于美国 Ｃｅｒｉｌｌｉａｎｔ公司（批号 ＦＮ１０１５１２
－０７），混合人肝微粒体（ＨＬＭ）购于美国 ＢＤ公
司，Ｇ６Ｐ、Ｇ６ＰＤ购于美国 Ｓｉｇｍａ公司，ＮＡＤＰ＋购
于Ｒｏｃｈｅ公司，乙腈购于德国默克试剂公司，其他
无机盐均为分析纯，甲醇为色谱纯。

１１３　实验动物　健康 ＳＤ大鼠、雄性、体质量
（２８０±２０）ｇ，由重庆腾鑫生物技术有限公司提供，
为清洁级动物，动物许可证号［ＳＣＸＫ（渝）２０１５－
０００１］。

４７２１

贵 州 医 科 大 学 学 报　 ４４卷　



１２　方法
１２１　液相条件　色谱柱ＷａｔｅｒｓＢＥＨＣ１８（２１ｍｍ
×５０ｍｍ，１７μｍ）柱，流速为０３５ｍＬ／ｍｉｎ、柱温
４５℃、流动相为０１％甲酸乙腈（Ａ）－０１％甲酸
水溶液（Ｂ）。检测７种专一性代谢产物的梯度条
件为０～３０ｍｉｎ５％～６５％ Ａ，３０～３５ｍｉｎ６５％～
９０％ Ａ，３５～４５ｍｉｎ１０％ Ａ。进样体积为２μＬ。
１２２　质谱条件　电喷雾电离源（ＥＳＩ），毛细管电
压３ｋＶ，离子源温度１２０℃，去溶剂气温度３５０℃，
去溶剂气 Ｎ２、流速６５０Ｌ／ｈ，反吹气 Ｎ２、流速５０Ｌ／
ｈ，碰撞气 Ａｒ、流速 ０１６ｍＬ／ｍｉｎ，质谱数据采集及
处理软件为ＭａｓｓＬｙｎｘＶ４１工作站，扫描方式为多
反应离子监测模式（ＭＲＭ），离子对条件见表１。

表１　质谱条件
Ｔａｂ．１　Ｔｈｅｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｉｃｓｅｔｔｉｎｇｓ

　检测物 ＥＳＩ
Ｐａｒｅｎｔ
（ｍ／ｚ）

Ｄａｕｇｈｔｅｒ
（ｍ／ｚ）

Ｃｏｎｅ
（Ｖ）

Ｃｏｌｌｉｓｉｏｎ
（ｅＶ）

对乙酰氨基酚 ＋ １５２０ １１００ ３０ １５
６羟基氯唑沙宗 － １８３８ １２００ ３０ ２０
羟基甲苯磺丁脲 － ２８５０ １８６０ ３５ １８
６β羟基睾酮 ＋ ３０５３ ２６９３ ３５ １５
α羟基咪达唑仑 ＋ ３４２０ ３２４０ ３５ ２０
５羟基奥美拉唑 ＋ ３６２２ ２１４０ ２０ １５
右啡烷 ＋ ２５８４ １９９０ ２５ ２５
葛根素（内标） ＋ ４１７０ ２６７０ ４０ ３０

１２３　制备大鼠混合肝微粒体（ＲＬＭ）　６只雄性
ＳＤ大鼠，禁食过夜，自由饮水；次日，股动脉处死，
立即取出肝脏、采用钙盐沉淀法［１５］制备肝微粒体，

混合均匀并分装，于－８０℃下储存备用；临用前按
考马斯亮蓝试剂盒指导方法测定总蛋白浓度，再用

ＰＢＳ（０１ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ７４）缓冲盐溶液配制成所需
浓度。

１２４　ＹＥＪ提取物对 ＲＬＭ和 ＨＬＭ中 ＣＹＰ４５０亚
型酶的抑制作用　孵育体系终体积为２００μＬ，包

括肝微粒体蛋白（０５ｇ／Ｌ）、ＮＡＤＰ＋（２０ｇ／Ｌ）、Ｇ６
Ｐ（２０ｇ／Ｌ）、ＭｇＣｌ２（１３３ｇ／Ｌ）、Ｇ６ＰＤ（４０Ｕ／ｍＬ），
非那西丁（１０ｍｏｌ／Ｌ）、氯唑沙宗（１５ｍｏｌ／Ｌ）、右
美沙芬（１０ｍｏｌ／Ｌ）、奥美拉唑（０２５ｍｏｌ／Ｌ）、甲苯
磺丁脲（１０ｍｏｌ／Ｌ）、咪达唑仑（０５ｍｏｌ／Ｌ）和睾酮
（０５ｍｏｌ／Ｌ），以及不同浓度（００１、００５、０２５、
０５、１ｇ／Ｌ）的 ＹＥＪ提取物，冰浴上操作。在 ＲＬＭ
或ＨＬＭ孵育体系中加入不同浓度 ＹＥＪ提取物后，
３７℃恒温水浴中预孵３ｍｉｎ，再加入混合探针底物
开始反应；实验中溶解探针药物的有机溶剂甲醇小

于１％，ＤＭＳＯ小于０１％，不引起酶活性的改变；
孵育时间为６０ｍｉｎ，每个浓度平行操作５次，反应结
束后加入１００μＬ冰甲醇终止反应，再加入１００μＬ
内标溶液（葛根素 ２ｍｇ／Ｌ）、涡混、超声 ３ｍｉｎ、
１５０００ｒ／ｍｉｎ离心 １０ｍｉｎ，取上清液 ２μＬ按照
“１２１”和“１２２”项下ＵＰＬＣＭＳ／ＭＳ分析７种探
针药物对应的代谢物生成量，通过 ＧｒａｐｈＰａｄｖ５０
软件拟合曲线并计算半数抑制浓度（ＩＣ５０）值。

２　结果
以空白溶剂组的代谢物生成量为 Ｖ０，其余不

同体积百分浓度的代谢物生成量为 Ｖｘ，剩余酶活
性Ｉ＝（１－Ｖｘ／Ｖ０）×１００；然后以剩余酶活性为纵
坐标，ＹＥＪ提取物提取物不同浓度的对数值为横坐
标，通过ＧｒａｐｈＰａｄｖ５０软件拟合曲线并计算 ＩＣ５０
值。结果如表 ２和图 １所示，ＣＹＰ１Ａ２、ＣＹＰ２Ｃ１１
（人ＣＹＰ２Ｃ９）、ＣＹＰ２Ｃ１９、ＣＹＰ２Ｄ４（人 ＣＹＰ２Ｄ６）、
ＣＹＰ２Ｅ１和 ＣＹＰ３Ａ２（人 ＣＹＰ３Ａ４）亚型酶的 ＩＣ５０值
远远大于羊耳菊提取物临床一次剂量（００１１３２～
００２２６５ｇ／Ｌ），提示羊耳菊提取物对 ＣＹＰ１Ａ２、
ＣＹＰ２Ｃ１１（人 ＣＹＰ２Ｃ９）、ＣＹＰ２Ｃ１９、ＣＹＰ２Ｄ４（人
ＣＹＰ２Ｄ６）、ＣＹＰ２Ｅ１和 ＣＹＰ３Ａ２（人 ＣＹＰ３Ａ４）亚型
酶活性体外抑制作用较弱。

表２　ＹＥＪ提取物对ＲＬＭ和ＨＬＭ６种ＣＹＰ４５０亚型酶的ＩＣ５０
Ｔａｂ．２　ＩＣ５０ｖａｌｕｅｓｏｆＹＥＪｅｘｔｒａｃｔｏｎｓｉｘＣＹＰ４５０ｉｓｏｆｏｒｍｓｉｎＲＬＭａｎｄＨＬＭ

ＣＹＰ（鼠） ＣＹＰ（人） 探针药物 代谢物
ＩＣ５０（ｇ／Ｌ）

ＲＬＭ ＨＬＭ
１Ａ２ １Ａ２ 非那西丁 对乙酰氨基酚 ０２８７ ０４１９
２Ｅ１ ２Ｅ１ 氯唑沙宗 ６羟基氯唑沙宗 ０３６５ ０５５３
２Ｄ４ ２Ｄ６ 右美沙芬 右啡烷 ０３６９ ０５１４
２Ｃ１９ ２Ｃ１９ 奥美拉唑 ６羟基奥美拉唑 ０３５６ ０４３６
２Ｃ１１ ２Ｃ９ 甲苯磺丁脲 羟基甲苯磺丁脲 １５２４０７ １９２７５
３Ａ２ ３Ａ４ 咪达唑仑 羟基咪达唑仑 ０６４５ ０６９２
－ － 睾酮 羟基睾酮 １５８３ ０２５８
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注：ａ示对乙酰氨基酚生成量，表示ＣＹＰ１Ａ２酶剩余活性；ｂ示右啡烷生成量，表示ＣＹＰ２Ｄ６酶剩余活性；ｃ示６羟基氯
唑沙宗生成量，表示ＣＹＰ２Ｅ１酶剩余活性；ｄ示羟基奥美拉唑生成量，表示ＣＹＰ２Ｃ１９酶剩余活性；ｅ示羟基甲苯

磺丁脲生成量，表示ＣＹＰ２Ｃ９酶剩余活性；ｆ示α羟基咪达唑仑生成量，表示ＣＹＰ３Ａ４酶剩余活性；
ｇ示６β羟基睾酮生成量，表示ＣＹＰ３Ａ４酶剩余活性。

图１　ＹＥＪ提取物对ＲＬＭ和ＨＬＭ６种ＣＹＰ４５０亚型酶的抑制作用（ｎ＝３）
Ｆｉｇ．１　ＩｎｖｉｔｒｏｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｓｏｆＹＥＪｅｘｔｒａｃｔｏｎｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆｓｉｘＣＹＰ４５０ｉｓｏｆｏｒｍｓｉｎＲＬＭａｎｄＨＬＭ

３　讨论

药物代谢酶以 ＣＹＰ４５０为主，药物对 ＣＹＰ４５０
酶活性的抑制作用将导致联用药物的毒副作用的

发生，因此为保证患者用药的安全性及有效性，在

中药的口服制剂研究过程中考察药物对 ＣＹＰ４５０
酶潜在的抑制作用是不可或缺的一部分［１６－１７］。大

鼠和人存在种属差异［１８－１９］，因此本实验采用肝微

粒体体外孵育技术结合“Ｃｏｃｋｔａｉｌ探针药物法”，考察
了ＹＥＪ提取物对ＲＬＭ和ＨＬＭ中６种亚型ＣＹＰ１Ａ２、
ＣＹＰ２Ｃ１１（人 ＣＹＰ２Ｃ９）、ＣＹＰ２Ｃ１９、ＣＹＰ２Ｄ４（人 ＣＹＰ２
Ｄ６）、ＣＹＰ２Ｅ１和ＣＹＰ３Ａ２（人ＣＹＰ３Ａ４）的酶活性的影
响。结果表明，ＹＥＪ提取物对大鼠肝微粒体ＣＹＰ１Ａ２、
ＣＹＰ２Ｃ１１、ＣＹＰ２Ｃ１９、ＣＹＰ２Ｄ４、ＣＹＰ２Ｅ１和 ＣＹＰ３Ａ２的
ＩＣ５０值范围为０２８７～１５２４０７ｇ／Ｌ，对人肝微粒体
ＣＹＰ１Ａ２、ＣＹＰ２Ｃ９、ＣＹＰ２Ｃ１９、ＣＹＰ２Ｄ６、ＣＹＰ２Ｅ１和
ＣＹＰ３Ａ４的 ＩＣ５０值范围为 ０２５８～１９２７５ｇ／Ｌ。
ＹＥＪ１次口服生药量为１５～３０ｇ生药／次［２０］，其提

取物的转化率为７％，则生药相当于１０５～２１ｇ
ＹＥＪ提取物，对应孵育体系中药物浓度分别为
００１１３２～００２２６５ｇ／Ｌ，ＩＣ５０远高于临床一次口服
剂量，提示ＹＥＪ提取物对ＲＬＭ和ＨＬＭ中６种亚型

酶活性的抑制作用非常弱，因此推测 ＹＥＪ有关制
剂在临床上使用时，与其他药物发生竞争性抑制作

用的可能性比较低。
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