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摘要# 目的!研究艾迪注射液 "斑蝥( 人参( 黄芪等# 对体外人和大鼠肝微粒体中细胞色素]<73 "8P]<73# 酶的抑
制作用% 并比较种属差异性% 评价其发生药物相互作用的可能性& 方法!在肝微粒体孵育体系中% 将艾迪注射液分别
与混合探针底物 "非那西丁K8P]"Q/( 氯唑沙宗K8P]/&"( 右美沙芬K8P]/V5( 奥美拉唑K8P]/8"9( 甲苯磺丁脲K
8P]/89( 咪达唑仑K8P]2Q<( 睾酮K8P]2Q<# 共同孵育% T]_86#HK#H 检测各探针底物的代谢物生成量% 采用
X>-\*]-M Z7G3软件计算半数抑制浓度 "W873 #& 结果!艾迪注射液对人和大鼠肝微粒体中 8P]"Q/( 8P]/&"(
8P]/V5( 8P]/8"9 和8P]/89 的W873值在 <G"3"!c"3G34!范围内% 对人和大鼠肝微粒体中8P]2Q< "咪达唑仑# 的
W873值分别为 "59G5!和 9G"22!% 对 8P]2Q< "睾酮# 的 W873值分别为 1G<4/!和 <9G/7!& 结论!艾迪注射液对
8P]"Q/( 8P]/&"( 8P]/V5( 8P]/8"9( 8P]/89 和8P]2Q< 有不同程度的抑制作用% 其中 8P]2Q< 具有明显的种属
差异性&
关键词! 艾迪注射液+ 细胞色素]<73 酶+ 抑制作用+ 药物相互作用+ 种属差异性
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:*;W873 Z-,F;.+YQ(M(WER;)C(+E +E 8P]"Q/% 8P]/&"% 8P]/V5% 8P]/8"9 -EM 8P]/89 +Y*F=-E -EM >-C,(Z;>
=()>+.+=;.B;>;(E C*;>-EJ;+Y<G"3"!j"3G34!% C*+.;+E 8P]2Q< "=(M-A+,-=# +Y*F=-E -EM >-C,(Z;>=(6
)>+.+=;.B;>;"59G5! -EM 9G"22!% -EM C*+.;+E 8P]2Q< "C;.C+.C;>+E;# B;>;1G<4/! -EM <9G/7!% >;.\;)6
C(Z;,?0:>B:A@7;>B!Q(M(WER;)C(+E .*+B.M(YY;>;ECM;J>;;.+Y(E*(̂(C+>?;YY;)C.+E 8P]"Q/% 8P]/&"%
8P]/V5% 8P]/8"9% 8P]/89 -EM 8P]2Q<0:*;+̂Z(+F..\;)(;.M(YY;>;E);;‘(.C.(E 8P]2Q<0
C$DE>9?7! Q(M(WER;)C(+E+ )?C+)*>+=;]<73 ;EA?=;.+ (E*(̂(C(+E+ M>FJ(EC;>-)C(+E+ .\;)(;.M(YY;>;E);

!!细胞色素 ]<73 "8P]<73# 酶主要存在于肝脏
中% 是肝微粒体混合功能氧化酶 "肝药酶# 中最重
要的一族)"* % 主要参与药物的水解( 氧化和还原反
应% 其中 8P]"Q/( 8P]/89( 8P]/8"9( 8P]/&"(
8P]/V5和 8P]2Q< 是 8P]<73 酶最主要的 5 种亚
型% 含有量约占肝内 8P]<73 酶总量的 13!以上%
且临床 93!以上的药物主要由这 5 种8P]<73 酶亚
型代谢)/62* & 引起代谢性药物相互作用的主要原因
是8P]<73 酶的抑制或诱导% 约 43!的代谢性药物
相互作用主要由药物代谢酶被抑制所介导)<* & 因
此% 研究药物对8P]<73 的抑制作用% 对临床合理
用药% 避免潜在的药物相互作用具有重要的指导
意义&

艾迪注射液是以斑蝥为君药% 佐以人参( 黄
芪( 刺五加为臣药% 精炼提制而成的中药注射
剂)7* % 具有清热解毒( 消瘀散结之功效% 临床广
泛用于治疗原发性肝癌( 肺癌( 直肠癌( 恶性淋巴
瘤以及妇科恶性肿瘤等)5* % 该制剂已上市销售多
年% 并在临床广泛应用& 近年来% 有关艾迪注射液
的不良反应报道逐年增多)46"3* % 而该制剂与其他药
物联用是否会产生代谢性相互作用% 从而导致不良
反应增加% 尚未引起足够的重视&

本实验采用8+)LC-(,探针药物法% 选择较为典
型的 4 种探针药物 "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( 睾酮#
分别作为 8P]<73 酶亚型酶 8P]"Q/( 8P]/&"(
8P]/V5( 8P]/8"9( 8P]/89( 8P]2Q< "咪达唑
仑和睾酮# 所对应的特异性底物)""6"/* % 测定艾迪
注射液对人和大鼠肝微粒体中 8]<73 酶活性的影
响% 比较种属差异性% 预测与其他药物联合应用是
否存在潜在的代谢性药物相互作用% 为艾迪注射液
临床合理用药提供科学依据&
FG实验仪器与材料
"G"!仪器!Q8sTW:P超高液相色谱6三重四级杆
质谱联用仪 "美国沃特世公司#+ Q,,;J>-5<%低温
高速离心机 "美国 U;)L=-E 8+F,C;>公司#+ 433 系
列超低温冰箱 "美国 :*;>=+公司#+ 8H73"Q超级

恒温水浴箱 "中国重庆银河试验仪器有限公司#&
"G/!试药!艾迪注射液 "规格 "3 =_% 批号
/3"735/4# 由贵州益佰制药股份有限公司提供+
非那西丁( 奥美拉唑( 甲苯磺丁脲( 睾酮( 右美沙
芬 "批号分别为 1""37( 939/7( /32/"( "37"9(
393#"/91a# 购于美国 H(J=-公司+ 咪达唑仑注射
液 "批号 /3"73"/3% 江苏恩华药业股份有限公
司#+ 氯唑沙宗( 对乙酰氨基酚 "批号分别为
"3325<6/3323"( "333"16/33<31# 购于中国食品药
品检定研究院+ 右啡烷 "批号 [O6o"497# 购于上
海樊克生物科技有限公司+ 羟基甲苯磺丁脲( 76羟
基奥美拉唑( 56羟基氯唑沙宗和 5%6羟基睾酮 "批
号分别为 "6]HU6/46/( "6]HU6/46/( 56s[P6/16/(
OW:3527# 购于加拿大:%8公司+ #6羟基咪达唑仑
"批号[’"3"7"/634# 购于美国 8;>(,,(-EC公司+ 混
合人肝微粒体购于美国 UV公司+ ’QV]i购于
%+)*;公司% 56磷酸葡萄糖( 56磷酸葡萄糖脱氢酶
购于美国 H(J=-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&
"G2!实验动物!HV大鼠% 体质量 "//3 e"3# J%
雄性% 由湖南长沙天勤生物技术有限公司提供%
H][级% 实验动物质量合格证许可证号 H8dO
"湘# /3"<633""&
HG方法及结果
/G"!大鼠肝微粒体的制备!采用钙盐沉淀法)"2*提
取 5 只雄性大鼠肝微粒体% 混合均匀% 考马斯亮蓝
试剂盒测定蛋白浓度后% 分装% 于液氮中保存&
/G/!混合探针底物的配制!分别精密称取非那西
丁( 氯唑沙宗( 右美沙芬( 奥美拉唑( 甲苯磺丁
脲( 咪达唑仑和睾酮各 "3 =J% 甲醇定容至"3 =_%
作为贮备液& 临用前% 精密吸取各底物贮备液于
7 =_量瓶中% 氮气吹干% 加入 /3 !_V#H$和13 !_
甲醇溶解混合底物% 最后用]UH 缓冲溶液"\I4G<%
3G" =+,K_#定容至 7 =_% 24 f预热待用& 此时% 非
那西丁( 氯唑沙宗( 右美沙芬( 奥美拉唑( 甲苯磺
丁脲( 咪达唑仑和睾酮的浓度分别为 " 333(
" 733( " 333( /73( " 333( 733( 733 !=+,K_&

222/

/3"5 年 "" 月
第 21 卷!第 "" 期

中 成 药
8*(E;.;:>-M(C(+E-,]-C;EC#;M()(E;

’+Z;=̂;>/3"5
a+,021!’+0""



/G2!肝微粒体体外孵育体系&"<’!孵育体系终体积
为 /33 !_% 包括 <3 !_肝微粒体蛋白 "终质量浓
度为 3G7 =JK=_#% 23 !_’QV]I 再 生 系 统
"’QV]i( 56磷酸葡萄糖( #J8,/ 和 56磷酸葡萄糖
脱氢酶终浓度分别为 2G2( 1G/7( 1G/7 ==+,K_和
" TK=_#% 23 !_艾迪注射液K特异性抑制剂 "用
]UH缓冲溶液稀释至不同体积分数#% 13 !_]UH
缓冲溶液& 24 f预孵育2 =(E% 加入 /3 !_混合探
针底物开始反应 "非那西丁( 氯唑沙宗( 右美沙
芬( 奥美拉唑( 甲苯磺丁脲( 咪达唑仑和睾酮的终
浓 度 分 别 为 "33( "73( "33( /7( "33( 73(
73 !=+,K_# )"7* % 有机溶剂体积分数小于 "!& 反
应完毕后% 加入 "33 !_冰甲醇终止反应% 再加入
"33 !_冰内标溶液 "葛根素/ !JK=_#% 涡旋混
合% 超声 2 =(E% "7 333 >K=(E 离心 "3 =(E% 用于
T]_86#HK#H定量分析&
/G<!T]_86#HK#H分析条件&"5’

/G<G"!液相条件!N-C;>.U&I8"1 "/G" ==h
73 ==% "G4 !=# 色谱柱+ 体积流量3G27 =_K=(E+
柱温 <7 f+ 流动相为 3G"!甲酸乙腈 "Q# 63G"!
甲酸 "U#% 检测 4 种专一性代谢产物的梯度洗脱
条件为 3 c2G3 =(E% 7! c57! Q+ 2G3 c2G7 =(E%
57!c93! Q+ 2G7 c<G7 =(E% "3! Q+ 进样体积
/ !_&
/G<G/!质谱条件!电喷雾电离源 "&HW#+ 毛细管
电压 2 La+ 离子源温度 "/3 f+ 去溶剂气温度
273 f+ 去溶剂气’/% 体积流量为 573 _K*+ 反吹
气’/% 体积流量为 73 _K*+ 碰撞气 Q>% 体积流量
为 3G"5 =_K=(E+ 质谱数据采集及处理软件为
#-.._?E‘a<G" 工作站% 扫描方式为多反应离子监
测模式 "#%##% 离子对条件见表 "&

表 FG质谱仪条件
8*MNFG<*)))2&’(."/&(&.’"-!#(#"-)

检测物 电离源模式
母离子
2KO

子离子
2KO

锥孔电

压Ka
碰撞电

压K;a
对乙酰氨基酚 i "7/G3 ""3G3 23 "7
56羟基氯唑沙宗 j "12G1 "/3G3 23 /3
羟基甲苯磺丁脲 j /17G3 "15G3 27 "1
5%6羟基睾酮 i 237G2 /59G2 27 "7
#6羟基咪达唑仑 i 2</G3 2/<G3 27 /3
76羟基奥美拉唑 i 25/G/ /"<G3 /3 "7
右啡烷 i /71G< "99G3 /7 /7
葛根素"内标# i <"4G3 /54G3 <3 23

/G7!孵育条件的优化!同 ./G2/ 项下方法操作%
考察不同人K大鼠肝微粒体蛋白质量浓度 " 3(
3G"/7( 3G/7( 3G7( " =JK=_# 和不同孵育时间

"3( 7( "3( /3( <3( 53 =(E# 与代谢物生成量的
线性关系% 以确定适合本实验的最佳蛋白质量浓度
和孵育时间& 综合考虑% 确定各探针底物的孵育条
件如表 / 所示&

表 HG孵育条件
8*MNHG;-’0M*(#"-’"-!#(#"-)

探针 微粒体蛋白K"=J’=_j"# 孵育时间K=(E
非那西丁 3G7 53
氯唑沙宗 3G7 53
甲苯磺丁脲 3G7 53
奥美拉唑 3G7 53
右美沙芬 3G7 53
咪达唑仑 3G7 "3
睾酮 3G7 "3

/G5!特异性抑制剂对人和大鼠肝微粒体中8P]<73
酶 5 个亚型的抑制作用!选取 5 个亚型 "8P]"Q/(
8P]/&"( 8P]/V5( 8P]/8"9( 8P]/89( 8P]2Q<#
所对应的特异性抑制剂 "#6萘黄酮( 氯美噻唑(
奎尼丁( 噻氯匹定( 磺胺苯吡啶和酮康唑#% 按
./G2/ 项下方法操作% 将抑制剂与探针底物共同
孵育% 测定代谢物生成量% 采用 X>-\*]-M Z7G3 软
件拟合曲线并计算W873值& 结果显示% 在人肝微粒
体中的W873分别为 "G/<4( "3G9( 3G7"< 5( "G25/(
3G412( 3G594 !=+,K_% 大鼠肝微粒体中的 W873值
同文献 ) "7 *% 分别为 3G</"( ""G<23( "G/2<(
3G53<( /G7/<( 3G9</ !=+,K_% 即特异性抑制剂对
人和大鼠肝微粒体中8P]<73 酶 5 个亚型均表现出
明显的抑制作用% 说明该孵育体系适用于后续
实验&
/G4!艾迪注射液对人和大鼠肝微粒体中 8P]<73
酶 5 个亚型的抑制作用!用 ]UH 溶液将艾迪注射
液稀释至 7 个体积分数% 使其加入孵育体系后的最
终值分别为 3G7!( /G7!( 7!( 4G7!( "3!&
同 ./G2/ 项下方法操作% 分别与混合探针底物共
同孵育% 每个浓度平行操作 7 次% 测定代谢物生成
量& 以空白溶剂组代谢物生成量为 3̂% 其余不同
体积分数艾迪注射液作用下各探针代谢物生成量为

‘̂% 剩余酶活性 Rĝ ‘K̂3 h"33!% 然后以剩余酶
活性为纵坐标% 艾迪注射液体积分数的对数值为横
坐标% 通过X>-\*]-M Z7G3 软件拟合曲线% 并计算
W873值& 结果如图 " 和表 2 所示% 可见艾迪注射液
对人 和 大 鼠 肝 微 粒 体 中 8P]"Q/( 8P]/&"(
8P]/V5( 8P]/8"9 和 8P]/89 的 W873 值 均 在
<G"3"! c"3G34!范围内% 对人和大鼠 8P]2Q<
"咪达唑仑# 的 W873值分别为 "59G5!和 9G"22!%
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对 8P]2Q< "睾酮# 的 W873值分别为 1G<4/!和
<9G/7!% 表明可见艾迪注射液对 8P]<73 存在一

定的弱抑制作用% 而且8P]2Q< 在人和大鼠体内存
在较大的种属差异&

图 FG艾迪注射液对人和大鼠肝微粒体:DSVWQ酶 ] 个亚型的抑制作用 $+J,% %KI&
T#ONFG;-4#M#(".3 &%%&’()"%5#!#;-[&’(#"-"-)&,&-:DSVWQ #)"%"./)#-40/*-*-!.*(+#,&./#’.")"/&)$+J,% %KI&

表 IG艾迪注射液对人和大鼠肝微粒体:DSVWQ酶 ] 个亚型
的;:WQ值

8*MNIG;:WQ ,*+0&)"%5#!#;-[&’(#"-"-)&,&-:DSVWQ #)"1
%"./)#-40/*-*-!.*(+#,&./#’.")"/&)

亚型酶 探针
W873 K!

大鼠肝微粒体 人肝微粒体
8P]"Q/ 非那西丁 1G13< 9G515
8P]/89 甲苯磺丁脲 9G/42 <G"3"
8P]/8"9 奥美拉唑 5G71" 1G/2"
8P]/V5 右美沙芬 7G"92 9G359
8P]/&" 氯唑沙宗 "3G343 9G7/4
8P]2Q< 咪达唑仑 9G"22 "59G533
8P]2Q< 睾酮 <9G/73 1G<4/

IG讨论
2G"!肝微粒体孵育条件的确定!根据刘治军等)"7*

对 /335 年版 ,美国食品和药品监督管理局技术研
究指南 "草案#- 的解读% 体外 8P]<73 抑制试验
需考虑的因素较多% 主要有! ""# 探针底物应低
于米氏常数 "[=# 值& 因此% 参考美国食品和药
品监督管理局"[VQ# 指南% 所选择的 4 种探针药
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# 浓度均低于理论
[=值& " / # 微粒体蛋白质量浓度一般小于
" =JK=_% 酶浓度与产物的生成量也应成线性关
系& 考察人K大鼠肝微粒体最佳蛋白质量浓度时%
在 3 c3G7 =JK=_范围内% 5%6羟基睾酮和 76羟基
奥美拉唑的生成量呈线性关系+ 在 3 c"G3 =JK=_
范围内% 其余 7 种代谢物生成量线性关系良好& 综
合考虑% 选择3G7 =JK=_作为最佳蛋白孵育质量浓
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度& "2# 缓冲液的类型( 离子强度及 \I值都能影
响[=值的测定% 建议实验条件标准化& "<# 底物
和抑制剂的损耗量最好控制在 "3! c23!的范围
内& "7# 时间和产物的生成量应呈线性关系& 考
察最佳孵育时间时% 5%6羟基睾酮在 3 c"3 =(E 内%
#6羟基咪达唑仑在 3 c/3 =(E 内% 其余 7 种探针药
物在 3 c53 =(E内时间和产物的生成量成线性关系&
综合考虑% 考察 8P]2Q< 剩余酶活性时孵育
"3 =(E% 其余 7 种亚型孵育 53 =(E& "5# 任何有机
溶剂的体积分数应小于 "!% 因为其会对酶的活性
产生影响&
2G/!酶抑制作用的评判!用探针代谢物生成量来
表示剩余酶活性的方法虽然研究成本高% 但是较探
针底物原型减少量的方法更具科学性% 更能直接表
示酶剩余活性% 其应用越来越广泛)"46"9* & 评判药
物对肝微粒体酶的抑制作用时% 应对于化学药物有
统一的评判标准)/3* % 但成分复杂的中药注射剂尚
未有统一的评判标准& 目前% 刘丽雅)/"6/2* 和曾
超)/<*等用中药注射剂在血液中的体积分数换算成
临床剂量% 考察临床剂量下注射液对 8P]<73 的抑
制作用& 艾迪注射液的单次使用剂量为 73 c
"33 =_% 一般正常成人血液总量有< c7 _% 相当于
"!c/G7!艾迪注射液为临床使用剂量& 本实验考
察不同体积分数 " 3G7!( /G7!( 7!( 4G7!(
"3!# 艾迪注射液对 8P]<73 的抑制作用 "涵盖临
床使用剂量#% 结果显示其对人和大鼠肝微粒体中
8P]"Q/( 8P]/&"( 8P]/V5( 8P]/8"9 和 8P]/89
的W873值在 <G"3"! c"3G34!范围内% 艾迪注射液
对人和大鼠8P]2Q< "咪达唑仑# 的 W873值分别为
"59G5!和 9G"22!% 对8P]2Q< "睾酮# 的W873值
分别为 1G<4/!和 <9G/7!& 因此% 临床剂量下艾
迪注射液对8P]<73 存在一定的弱抑制作用&
2G2!种属差异!由于研究条件的限制% 通常研究
药物对8P]<73 酶活性影响的体内外实验大多采用
动物模型% 但存在基因表达的差异% 8P]<73 酶亚
型酶有明显的种属差异% 同一种药物在不同种属体
内的代谢途径和代谢产物可能不同& 考虑到亚型酶
的同源性% 人的 8P]"Q/( 8P]/89( 8P]/8"9(
8P]/V5( 8P]/&"( 8P]2Q<K7 与大鼠的 8P]"Q/(
8P]/85K""( 8P]/8""K"/( 8P]/V/K<( 8P]/&"(
8P]2Q"K/ 可建立间接的对应关系)/7* & 其中%
8P]/V5( 8P]/89K"9 和 8P]2Q< 具有遗传多态
性% 个体差异及种属差异较大% 并以 8P]2Q)/5*差
异最大& 同时% 由于8P]2Q< 有底物依赖性% 即体

外抑制剂$8P]2Q< 探针底物相互作用并不能真正
代表它与其他 8P]2Q< 底物相互作用的情况)/7* %
故在进行8P]2Q< 体外抑制试验时% 必须使用至少
/ 种探针底物& 以上 / 点原因可能导致本实验人和
大鼠8P]2Q< 的底物咪达唑仑和睾酮的W873值不一
致的情况& 因此% 不能完全用动物肝微粒体的研究
结果直接推至人体% 建议如果实验条件允许% 应尽
可能使用人肝微粒体考察体外抑制试验&
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摘要# 目的!考察扶正消瘤方 "人参( 黄芪( 猪苓等# 抗肝癌作用及其减轻环磷酰胺引起的毒性& 方法!W8%小鼠采
用右前肢皮下接种造I//荷瘤模型% 灌胃给予扶正消瘤方后% 检测生命延长率( 瘤重( 抑瘤率( :淋巴细胞增殖率(
血清超氧化物歧化酶 "H$V# 活性和丙二醛 "#VQ# 水平& I//荷瘤小鼠腹腔注射环磷酰胺 "73 =JKLJ#% 测定扶正消
瘤方给药后血液学指标( 血清溶血素水平及抗体形成细胞数& 结果!扶正消瘤方可明显抑制肿瘤生长% 升高血清 H$V
活性% 减少#VQ水平% 促进:淋巴细胞增殖& 而且% 它还能拮抗环磷酰胺引起的白细胞及血小板数量下降% 并升高
抗体形成细胞数& 结论!扶正消瘤方具有良好的抗肝癌作用% 并能减轻化疗所致的毒性% 可能与增强机体抗氧化和免
疫能力有关&
关键词! 扶正消瘤方+ 肝癌+ 环磷酰胺+ 免疫+ I//荷瘤小鼠
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