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细辛脑注射液对人肝微粒体 P450 酶的体外抑制作用
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摘要：目的 研究细辛脑注射液对人肝微粒体 P450 酶 5 种亚型活性的体外抑制作用，以预测其潜在的代谢性药物

相互作用。方法 人肝微粒体、细辛脑注射液与 5 种探针底物在 NADPH 还原酶的作用下，于 37℃水浴下共同孵育。

采用液质联用技术，分析各探针底物代谢产物的变化情况，评价细辛脑注射液对这 5 种酶亚型活性的影响。结果 

细辛脑注射液 对 CYP2D6、CYP3A4、CYP2C19、CYP2E1 和 CYP2C9 抑制的 IC50 值分别为 26.44、36.16、52.00、

102.40 和 55.86 μg·mL-1。结论 细辛脑注射液对 5 种酶亚型的活性均有一定的抑制作用，在临床使用过程中可能

发生潜在药物相互作用，应注意避免不必要的联合用药。
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Abstract: objective To evaluate inhibitory effect of asarone injection on the activities of human liver microsomes cytochrome 

P450 (CYP) enzymes including CYP2D6, CYP3A4, CYP2C19, CYP2E1 and CYP2C9 in vitro  for predicting potential metabolic 

drug interactions. Methods Human liver microsomes and five probes were incubated with different concentrations of asarone 

injection at 37℃  in presence of NADPH. The concentrations of produced metabolites in the reaction solution were determined by 

an LC-MS/MS method, and compared for evaluating the activity of isoenzymes. Results The inhibitory effects of asarone injection 

on the isoenzymes were mainly dependent on the concentrations. The injection inhibited CYP2D6,CYP3A4,CYP2C19,CYP2E1 

and CYP2C9 activities with IC50 values of 26.44, 36.16, 52.00, 102.40 and 55.86 μg·mL-1, respectively. Conclusion  Asarone 

injection was found to have inhibitory effect on P450 activities. Extreme caution should be taken regarding the use of this injection 

to avoid the potential risks of metabolic drug interactions with conventional drugs in the clinic. 
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细辛脑注射液由主成分细辛脑，即 (E)-2, 4, 5- 三

甲氧基 -1- 丙烯基苯，和辅料乙醇、聚乙二醇 400 和醋

酸 - 醋酸钠缓冲液准备而成；其在临床主要用于用于肺

炎、支气管哮喘、慢性阻塞性肺疾病伴咳嗽、咯痰、喘息

等，具一定的疗效 [1]。随着临床使用量的不断增加，其不

良反应报道也逐渐增多 [2]。然而，到目前为止，该注射液

产生不良反应的具体原因仍然不清楚。

细胞色素 P450 酶（CYP450）是药物发生Ι相代谢的

主要代谢酶，主要分布于肝脏、肠道等。其中，CYP3A4、

CYP2D6、CYP2C19、CYP2E1 和 CYP2C9 是其最主要的

亚型，共同参与了市场上大部分药物的代谢 [3]。在药物

代谢过程中，药物对 P450 酶的诱导或抑制都可能产生

代谢性药物相互作用，甚至导致药品不良反应 [4]；而且，

由酶被抑制所导致的药物相互作用发生率远高于酶诱导

的作用 [5]。因此，本文将系统研究细辛脑注射液对人肝

微粒体 CYP3A4、CYP2D6、CYP2C19、CYP2E1 和 CYP2C9

酶亚型的抑制作用，以预测其在临床联合用药中可能发

生的代谢性药物相互作用，为临床安全、合理用药提供

科学依据。

1  材料与方法

1.1 药品与试剂

细辛脑注射液（海南利能康泰制药有限公司，规

格：每支 5 mL，批号：1412256）；混 合 (F&M) 人 肝 微

粒体 (M10000)（武汉普莱特 公司）；4- 羟基甲苯磺丁

脲（OHTB）、6β- 羟 基 睾 酮（OHTS）（加拿 大 Toronto

Research Chemicals Inc 公司）；奥美拉唑 (OPZ)、右美沙
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芬 (DE)、睾酮 (TS)、甲苯磺丁脲 (TB)、氯唑沙宗 (CZX)、

右菲烷（DX）、5- 羟基奥美拉唑（OHOPZ）、6- 羟基氯

唑沙宗（OHCZX）、奎尼丁 (QND) 和二乙基二硫代甲酸

酯 (DIE) 等（美国 Sigma-Aldrich 公司）；烟酰胺腺嘌呤

二核苷酸磷酸还原酶 (NADPH)（瑞士 Roche 公司）；氟

康唑 (FLU)、酮康唑 (KET)、噻氯匹定 (TIC)、普萘洛尔

（PN）和格列齐特（GL）（中国食品药品检定研究院）；

色谱纯甲醇、乙腈（美国 Fisher Scientific 公司）；实验用

水为超纯水。

1.2 仪器

安 捷 伦 1200 高 效 液 相 色 谱 仪 ( 美 国 Agilent 公

司 )；QTrap-3200 质 谱 仪 和 Analyst1.4.2 数 据 处 理 系

统 ( 美国 Applied Biosystem 公司 )；METTLER pH 计和

METTLER XS105S 电子分析天平 ( 瑞士 Mettler Toledo

公司 )；Legend Micro 21R 微量冷冻离心机 ( 美国 Thermo 

Scientific 公司 )；SHZ-28A 恒温水浴摇床 ( 中国江苏金

坛市恒丰仪器制造有限公司 )；Mili-Q Ⅱ超纯水器 ( 美

国 Millipore 公司 )。

2  实验方法

2.1 样品溶液配制

分别精密称取 OPZ、TS、DE、CZX、TB、PN 和 GL 对

照品各 5 mg，分别用适量的超纯水或甲醇溶解，配制成

5 mg·mL-1 溶液作为贮备液，保存于 -80℃冰箱备用。

细辛脑注射液直接用超纯水稀释，浓度分别为 2 000、

1 000、500、200、100 μg·mL-1 的溶液，实验前新鲜配制。

2.2 体外孵育反应体系  

人肝微粒体体外孵育反应方法参照本课题组前期

建 立的方 法 [6]：即分别以 OPZ、TS、DE、CZX 和 TB 作

为 CYP2C19、CYP3A4、CYP2D6、CYP2E1 和 CYP2C9

的探针底物，NADPH 作为孵育反应的启动因子。孵育体

系中含有人肝微粒体蛋白的终浓度为 0.3 mg·L-1；OPZ、

TS、DE、CZX 和 TB 的 终 浓 度 分 别 为 50、50、5、50 和

150 μmol·L-1；MgCl2 和 Na2HPO4-NaH2PO4 缓 冲

液 (pH 7.4) 的终浓度分别为 3.3 和 100 mmol·L-1。反应

体系先在 37℃恒温水浴摇床中预孵育 10 min 后，再加入

NADPH 启动反应，NADPH 的终浓度为 1.0 mmol·L-1，

反应总体积为 100 μL。在 37℃恒温水浴摇床中孵育

30 min 后，加入含内标的冰冷乙腈溶液 100 μL 终止

反应。

2.3 阳性抑制剂对P450 酶活性的验证  

分别以 TIC、QND、KET、DIE 和 FLU 作为 YP2C19、

CYP2D6、CYP3A4、CYP2E1 和 YP2C9 的阳性抑制剂，

其系列浓度范围分别为 2~50、0.1~25、0.2~5、10~500、

0.5~100 μmol·L-1。阴性对照组则加入含 0.8% 甲醇的水。

每个浓度平行做 3 份，孵育反应结束后，于 16 000 × g 条

件下离心 10 min，进样 10 μL 分析，分别计算各阳性抑

制剂的相应的半数抑制浓度 IC50 值。

2.4 细辛脑注射液对P450 酶活性的影响  

细辛脑注射液对 P450 酶的抑制作用按上述孵育方

法进行操作，使最终的体积浓度分别为含细辛脑注射液

200、100、50、20、10 μg·mL-1 的溶液，空白对照组则

相同体积的蒸馏水；每个浓度平行做 3 份，孵育反应结

束后，16 000 × g 离心 10 min，进样 10 μL 分析，分别

计算其对不同酶亚型的半数抑制浓度 IC50 值。

2.5 LC-MS/MS条件

探针底物在酶的作用下生成的代谢产物采用 LC-

MS/MS 方法进行分析，色谱和质谱条件同本课题组前期

建立的方法 [6]。即 Agilent C18 色谱柱（50 mm×20 mm, 

5 μm），流动相为 A：乙腈（含 0.1% 甲酸），流动相为 B：

水（含 0.1% 甲酸）；梯度洗脱：0~0.1 min，A（5%~95%），

0.1~4.1 min，A（95%~95%），4.1~8 min，A（95%~5%），

流速为 0.4 mL·min-1，柱温：30℃。离子源：电喷雾离子

源，正、负离子模式分开扫描，其喷雾电压分别为 5 500 V

和 -4 000 V；雾化温度：450℃；Cur: 20 psi；GS 1：60 psi，

GS 2：60 psi; 信号采集方式为多级反应监测，各代谢产

物和内标化合物的质谱参数同文献报道 [6]。

2.6 数据分析  

通过 Analyst 1.6.2 软件获取各探针底物代谢产物的

峰面积和内标化合物的峰面积，计算出代谢产物与内标

化合物的峰面积之比值。以阴性对照组和空白对照的活

性为 100%，再分别计算加入各浓度的阳性抑制剂和受

试注射液后的相应活性。最后采用 Graphpad prism 5.0

软件进行非线性回归分析，计算各阳性抑制剂和注射液

对各酶亚型的半数抑制浓度 IC50 值。

3  结果

3.1 阳性抑制剂对P450 酶活性的抑制作用  

在实验浓度范围内，各阳性抑制剂对相应酶亚型的

抑制具有浓度依赖性，抑制作用均很显著。KET、QND、

TIC、DIE 和 FLU 对人肝微粒体 CYP3A4、CYP2D6、CY

P2C19、CYP2E1 和 CYP2C9 酶亚型抑制作用的 IC50 值

分别为 0.31、0.16、6.83、4.17 和 0.84 μmol·L-1，各值均

在文献报道的范围内 [7-9]。

3.2 细辛脑注射液对P450 酶活性的影响  

在人肝微粒体体外孵育反应体系中，随着细辛脑

注射液浓度的增加，酶活性逐渐降低，表明在实验范围

内，该注射液对 P450 酶活性的抑制作用存在浓度依赖

性。在细辛脑注射液浓度为 200 μg·mL-1 时，其对 5

种酶亚型均有显著的抑制作用，各酶亚型的活性均低

于 30%；尤其是对 CYP2D6 和 CYP3A4 的作用最强，

其 活性 均降 低至 10% 以下（图 1）。细辛脑注 射 液 对
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CYP2D6、CYP3A4、CYP2C19、CYP2E1 和 CYP2C9 抑

制作用的 IC50 值为分别为 26.44、36.16、52.00、102.40

和 55.86 μg·mL-1，其对 CYP2D6 和 CYP3A4 的抑制作

用要强于其他 3 种亚型。

原因之一 [4]，细辛脑注射液在合并用药过程中所发生药

品不良反应可能与其对 P450 酶活性的抑制作用有关。

课题组的后续工作将进一步进行体内代谢研究，并观察

该注射液对酶蛋白或基因表达的影响。

本研究较系统地评价了细辛脑注射液对人肝微粒

体 P450 酶活性的影响，发现 细辛脑注 射 液 对 5 种主

要的 P450 酶亚型都具有一定的抑制作用，这种抑制作

用与细辛脑注射液的主成分 α- 细辛脑和辅料成分吐

温 -80 等有关。
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图 1   细辛脑注射液对 P450 酶亚型活性的影响

4  讨论

细辛脑是石菖蒲等的主要活性成分之一，包括 α-

细辛脑，β- 细辛脑和 γ- 细辛脑 [10]。目前临床上使用

的细辛脑注射液主要是由 α- 细辛脑制备而成的。在

注射液的制备过程中，由于 α- 细辛脑不溶于水，需加

入一定量的辅料如乙醇和吐温 -80 等有机溶剂来增加

其溶解度。但这些有机溶剂的加入容易导致潜在的安

全性问题 [11]，可能引起药品不良反应的发生 [12-14]。

Pandit 等 [15] 通过体外孵育方法研究 α- 细辛脑对

人肝微粒体 CYP3A4 和 CYP2D6 酶亚型的抑制作用，结

果发现其对 CYP3A4 和 CYP2D6 均有抑制作用，其 IC50

值为分别为 65.16 和 55.17 μg·mL-1；但没有对其他的

几种酶亚型进行研究。本研究结果显示，细辛脑注射液

除了对人肝微粒体 CYP3A4 和 CYP2D6 有抑制作用外，

对 CYP2C19、CYP2E1 和 CYP2C9 酶亚型亦有一定的抑制

作用，且其对 CYP3A4 和 CYP2D6 的 IC50 值均比文献报道

的较小。产生这样结果的原因可能与注射液中所含的辅料

吐温 -80 等对 P450 酶活性的影响有关；据报道，吐温 -80

对 CYP3A4 和 CYP2C9 酶亚型均有抑制作用 [16]。

CYP3A4 和 CYP2D6 参与了市场上大部分药物的代

谢，在使用细辛脑注射液的过程中，当其与的 CYP3A4

的底物如红霉素、硝苯地平、利托那韦等，或 CYP2D6

的底物如美托洛尔、他莫昔芬或右美沙芬等合用时可能

发生药物相互作用。此外，CYP2C19 和 CYP2C9 分别介

导质子泵抑制剂和磺脲类降糖药等药物的代谢，当细辛

脑注射液和这些药物同时使用时也可能会发生代谢性药

物相互作用。因此，在临床使用细辛脑注射液的过程中，

应注意减少不必要的联合用药，尤其是一些治疗窗比较

狭窄的药物，以避免发生药物相互作用而增加临床治疗

风险。药物代谢性相互作用是产生药品不良反应的主要
下转（第 711 页）
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时，需要这些分子激活线粒体自噬功能，这一过程存在

于损伤与修复的各个阶段 [13]。结果表明，以上 4 种蛋白

分子指标在模型组都明显下降了，经治疗只有谷红组在

14 d 后取得了明显的改善。说明乙酰谷酰胺与红花配伍

能够明显增强线粒体的自噬功能。

在探讨谷红配方的合理性上，我们参考了施笑晖

等 [14] 对谷红注射液羟基红花素 A（hydroxysafflor yellow A，

HSYA）在大鼠体内的药动学研究结果。由于红花提取液

含有红花苷类和红花黄色素等有效成分，其中 HSYA 是

其中最主要的水溶性成分。药动学结果表明，与 HSYA

单体溶液注射组比较，谷红注射液给药组的总体清除

率 (CL) 明显减少（P<0.05）；血药浓度 - 时间曲线下面

积（AUC）显著增大（P<0.01），说明谷红注射液中 HSYA

在缺血大鼠体内的生物利用度大大增加，有利于药物

发挥药效。另外，陈俊奎等 [15] 研究发现，谷红注射液中

HSYA 血浆蛋白结合率要比单纯的 HSYA 组有所降低，

表明谷红注射液在 MCAO 大鼠中可以增加 HSYA 的生

物利用度，提高药物的疗效，增加药物在体内的分布。

他们还发现，谷红注射液组与 HGYA 组比较具有更好

的抗氧化作用，对大鼠脑缺血再灌注损伤有明显的保

护作用。

除此之外，谷红注射液中含量较高的乙酰谷酰胺

及红花中的其他成分是否对 HSYA 的药效起到一定的

促进作用呢？我们认为这也是今后值得探讨的问题。总

之，本实验从谷红注射液明显改善 MCAO 大鼠线粒体

功能方面观察到其组方的明显优势，从药动学角度分

析探究了其可能的作用机制，为中西药结合治疗脑卒中

的合理性提供了一定的理论基础。
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