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苦碟子注射液对大鼠肝微粒体 CYP450 酶 5 个亚型的体外抑制作用 
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摘  要：目的  研究苦碟子注射液对大鼠肝微粒体 CYP450 酶的体外抑制作用。方法  制备大鼠肝微粒体。将苦碟子注射液

分别与混合探针药物非那西丁、甲苯磺丁脲、奥美拉唑、睾酮和氯唑沙宗共同孵育，UPLC-MS/MS 法检测各探针药物的代

谢物。结果  在测定浓度范围内，苦碟子注射液对 CYP2E1、CYP2C9 和 CYP2C19 的活性抑制率小于 50%；对 CYP1A2、
CYP3A4 的 IC50值分别为 12.68%、8.11%，远高于临床日用药浓度 0.20%～0.80%。结论  在正常剂量下，苦碟子注射液对

大鼠 CYP2E1、CYP2C9、CYP2C19 几乎不显示抑制作用，对 CYP1A2、CYP3A4 几乎没有抑制作用。 
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Inhibitory effects of Kudiezi Injection on five isoforms of rat liver microsome 
CYP450 enzyme in vitro 
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Abstract: Objective  To study the inhibitory effect of Kudiezi Injection on rats liver microsomes CYP450 enzyme in vitro. Methods  
Rat liver microsomes were prepared. Kudiezi Injection was incubated with mixed probe substrates (phenacetin, tolbutamide, 
omeprazole, testosterone, and chlorzoxazone) in the liver microsome incubation system, respectively. The quantitation of metabolites 
of substrates were determined by UPLC-MS/MS method. Results  In the range of measured concentrations, the activity inhibition 
rates of Kudiezi Injection on CYP2E1, CYP2C9, and CYP2C19 were less than 50%. The IC50 values to CYP1A2 and CYP3A4 were 
12.68%, 8.11%, which were exceeded the daily clinical dose concentrations of Kudiezi Injection from 0.20% to 0.80%. Conclusion  
At the normal doses, Kudiezi Injection has almost no inhibitory effect on CYP2E1, CYP2C9, and CYP2C19 in rats, and nearly no 
inhibitory effect on CYP1A2 and CYP3A4. 
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苦碟子注射液是以苦碟子为原料提取精制而成

的静脉注射液，具有活血清热、止痛化 等功效[1-2]。

统计分析显示，苦碟子注射液临床需求巨大，其中

在活血化 类中药注射剂使用量中排名前 5 位[3]，

因而常出现联合用药情况[4]，如与灯盏细辛注射液

等的联用[5]，会导致药效降低、病情延误等后果[6-7]。

据文献报道，东北、华北、长江中下游及珠江三角

洲等地 1994—2015 年均超过百余例的苦碟子注射

液临床不良反应，时间跨度大，地域涉及广，轻则

导致过敏性休克，重者可致死[8-9]。然而，有关苦 
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碟子注射液的过敏反应机制尚不明确，现有的研究

基础薄弱，因此研究苦碟子注射液联合用药和安全

性问题对指导其临床合理应用十分必要。细胞色素

P450（CYP450）酶是一类参与代谢外源物和内源

物 重要的酶系[10-11]，当多种药物合用时药物间可

发生相互作用，主要通过对酶的诱导或抑制从而 
加速或减缓底物的代谢[12]。本研究选择了大鼠肝脏

中 5 种主要代谢酶，采用 Cocktail 法通过相应探针

药物与大鼠肝微粒体离体孵育实验评价苦碟子注射

液对大鼠 CYP450 酶的抑制作用，可以有效避免苦

碟子注射液在临床上可能因药物相互作用而带来的

不良反应，为临床安全、有效、合理地联合用药提

供科学依据。 
1  材料 
1.1  仪器 

美国 Thermo Scientific 公司 Accela600 pump 高

效液相色谱仪、LTQ-Orbitrap 质谱仪，配有电喷雾

离子源（ESI）、Xcalibur2.1 工作站；R200D 型 1/10
万电子分析天平（德国 Sartorius 公司）；TTM-1 型

旋涡混合器（日本 SIBATA 公司）；DY89-1 型电动

玻璃匀浆机（宁波新芝科器研究所）；FRESCO 21
微量离心机、−80 ℃超低温冷冻储藏箱（美国

Thermo Fisher Scientific 公司）；Millipore Synergy 
UV 型超纯水机（美国 Millipore 公司）。 
1.2  药品和试剂 

苦碟子注射液（规格 10 mL，吉林通化华夏药

业有限责任公司，批号 141209）；非那西丁（质量

分数＞98%，阿拉丁试剂有限公司，批号 1108926）；
甲苯磺丁脲、睾酮，质量分数均＞98%，购自德国

Dr. EhrenStorfer 公司，批号分别为 C17589900、
C17322500；6β-羟基睾酮，质量分数＞98%，美国

Sigma 公司，批号 H2898；4-羟基甲苯磺丁脲，质

量分数＞98%，美国 Cerilliant 公司，批号 FN061311- 
01；6-羟基氯唑沙宗、5-羟基奥美拉唑，质量分数

均＞98%，购自加拿大 Toronto Research Chemicals
公司，批号分别为 2-WHH-100-2、6-QFY-28-2；对

乙酰氨基酚、奥美拉唑、氯唑沙宗、多奈哌齐（内

标），质量分数均＞98%，购自中国食品药品检定研

究院，批号分别为 100218-201408、100367-201104、
100364-201302、100560-201301；α-萘黄酮、噻氯

匹定、磺胺苯吡唑、伊曲康唑均购自天津一方科技

有限公司；磷酸氢二钾、磷酸二氢钾为 AR 级，北

京化学试剂公司。 

1.3  动物 
SD 大鼠，雄性，SPF 级，体质量（200±20）g，

6 只，购自北京金牧阳实验动物养殖有限责任公司，

动物生产许可证号 SCXK（京）2015-0005，饲养于

屏障环境实验动物室，温度为（24±2）℃，湿度为

（70±5）%。 
2  方法与结果 
2.1  溶液的制备 
2.1.1  对照品溶液的制备  称取适量甲苯磺丁脲、

非那西丁、睾酮、氯唑沙宗和奥美拉唑，溶解于甲

醇，制备 2.500、25.000、1.250、5.000、12.500 mmol/L
的对照品储备溶液。 
2.1.2  内标溶液的制备  精密称取内标多奈哌齐适

量，溶于甲醇，配制成 1 g/L 的内标液。 
2.1.3  磷酸盐缓冲液的制备  精密称取 KH2PO4 

13.6 g，用超纯水溶解，配制得 1 mol/L KH2PO4 溶

液；称取 K2HPO4·3H2O 22.8 g，用超纯水溶解，配

制得 1 mol/L K2HPO4 溶液；精密移取 1 mol/L 
K2HPO4 8.02 mL、1 mol/L KH2PO4 1.98 mL，用超纯

水溶解，配制成 0.1 mol/L 磷酸盐缓冲液。 
2.1.4  NADPH 的制备  精密称取适量的 NADPH，

用磷酸盐缓冲液配制成浓度为 10 mmol/L 的溶液。 
2.1.5  MgCl2溶液的制备  精密称取 MgCl2 适量，

用磷酸盐缓冲液配制成浓度为 50 mmol/L 的溶液。 
2.2  大鼠肝微粒体的制备[13] 

大鼠禁食不禁水 12 h 后，股动脉放血处死，迅

速剪开腹腔，经肝门静脉注入生理盐水溶液（预冷

4 ℃）灌洗肝脏，剪开心脏便于液体流出，持续灌

洗肝脏至土黄色，取出肝脏。将新鲜肝脏用冰冷的

生理盐水冲洗，用滤纸擦干并称定质量、剪碎。按

1∶4 加入 Tris-HCl 缓冲液，在冰浴中制成肝匀浆。

4 ℃下，10 000×g 离心 20 min，取出上清液，并合

并上清液；转移至超速离心管中，105 000×g 离心

60 min，弃上清液，沉淀即为微粒体。微粒体重悬

于 Tris-HCl 中，均匀分散后分装于 EP 管中，并在

−80 ℃下保存，备用。 
2.3  肝微粒体孵育体系 

实验分为 9 组，分别为空白组、实验组（与总

孵育体积比分别为 0.25%、1%、2%、4%、6%、8%、

10%、15%）[14]。总孵育模型体积为 1 000 μL，其

中肝微粒体（0.5 mg/mL）、磷酸缓冲液（0.1 mol/L）、
MgCl2 溶液（50 mmol/L），混合探针底物非那西丁

50 μmol/L、甲苯磺丁脲 100 μmol/L、奥美拉唑 100 
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μmol/L、睾酮 50 μmol/L 和氯唑沙宗 50 μmol/L，室

温下氮气吹干。将上述孵育模型低速混匀 1 min，
37 ℃水浴下孵育 5 min，再加入 10 mmol/L NADPH
启动反应。30 min 后，吸取 200 μL，立即加入冰冷

乙腈（含 0.01 ng/mL 多奈哌齐）400 μL，涡旋混匀

1 min 后，4 ℃、15 000 r/min 离心 20 min，上清液

即是肝微粒体样品，取其 5 μL 注入 UPLC-MS/MS
分析检测。 
2.4  方法学试验 
2.4.1  色谱条件  Waters ACQUITY UPLC BEH 
C18 色谱柱（50 mm×2.1 mm，1.7 μm）；流动相：

0.1%甲酸水（A）–乙腈（1∶1）（B）；梯度洗脱：

0～0.5 min（5% B），0.5～0.8 min（5%～28% B），
0.8～3.0 min（28% B），3.0～3.5 min（28%～35% B），
3.5～5.0 min（35% B），5.0～5.5 min（35%～80% B），
5.5～6.0 min（80%～5% B）；进样体积 5 μL；体积

流量 0.4 mL/min；柱温：40 ℃。 
2.4.2  质谱条件  电喷雾离子源（ESI），检测模式

为正离子；去溶剂气温度 400 ℃；去溶剂气流量 800 
L/h；多反应离子监测模式（MRM）检测。各代谢

产物、内标的裂解离子对、裂解电压、碰撞电压分

别为：对乙酰氨基酚 m/z 151.97、110.14、12 V、16 
eV；6β-羟基睾酮 m/z 305.36、269.27、36 V、44 eV；

4-羟基甲苯磺丁脲 m/z 287.19、89.10、10 V、36 eV；

5-羟基奥美拉唑 m/z 362.21、214.15、46 V、12 eV；

6-羟基氯唑沙宗 m/z 185.83、130.04、66 V、24 eV；

多奈哌齐（内标）m/z 380.37、91.10、66 V、36 eV。 
2.4.3  特异性试验  取适量煮沸失活后的肝微粒体

与 MgCl2 溶液、磷酸缓冲液混合，加乙腈使蛋白沉

淀后取上清液，作为空白孵育样品。将空白孵育样

品、5 种探针底物代谢产物的混合对照品加内标溶

液与肝微粒体孵育样品的多反应离子检测图进行比

较，见图 1。结果表明，肝微粒体孵育基质对探针

底物代谢产物、内标的测定无干扰，且各待测组分

具有较高特异性。各成分均仅在 6 min 内出峰，且

峰形分离良好。 
 

 
1-多奈哌齐（内标）  2-5-羟基奥美拉唑  3-6β-羟基睾酮  4-4-羟基甲苯磺丁脲  5-6-羟基氯唑沙宗  6-对乙酰氨基酚 

1- donepezil (internal standerd)  2-5-hydroxy omeprazole  3- 6β-hydroxy testosterone  4-4-hydroxy tolbutamide  5-6-hydroxy chlorzoxazone  
6-acetaminophen 

图 1  空白孵育样品（A）、空白孵育样品＋探针药＋内标（B）、大鼠肝微粒体孵育样品＋内标（C）的 MRM 色谱图 
Fig. 1  MRM Chromatograms of blank samples of incubation (A), blank samples of incubation + probe drugs + internal 

standard (B), and samples of rat liver microsomal incubation + internal standard (C) 

2.4.4  标准曲线的制备  按照分析条件对各代谢

产物进行定量分析，以其质量浓度对响应值进行加

权 小二乘法计算，进行线性回归分析，建立标准

曲线方程，见表 1。 

2.4.5  精密度和准确度试验  将空白肝微粒体孵育

体系分别制备成高、中、低、检测限（LOD）质量

浓度的混合对照品溶液，每个质量浓度平行制备 6
份，考察日内、日间的精密度和准确度，见表 2。 
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2.4.6  基质效应和回收率试验  将空白肝微粒体孵

育体系分别制备成低、中、高 3 个不同质量浓度混

合对照品溶液，每个质量浓度平行制备 6 份，计算

得出待测代谢产物的基质效应和提取回收率，见表

3。可见基质效应、回收率在 80%～119%，无明显

的基质效应。 
2.4.7  稳定性试验  将空白肝微粒体孵育体系分别

配制成低、中、高 3 个浓度的混合对照品溶液，每

个浓度平行制备 6 份，考察 10 ℃下放置 12 h 和−20 
℃下放置 9 d 后的稳定性。结果见表 4。 

 

表 1  各代谢产物的标准曲线和线性范围 
Table 1  Calibration curve and linear range for metabolites 

探针药 曲线方程 r 线性范围/(pg·mL−1) 

对乙酰氨基酚 Y＝0.11 X＋0.004 7 0.999 0.60～50.00 

6-羟基氯唑沙宗 Y＝5.8×10−4 X＋5.5×10−4 0.999 6.00～1000.00 

5-羟基奥美拉唑 Y＝0.15 X＋0.001 4 0.999 0.60～50.00 

4-羟基甲苯磺丁脲 Y＝0.15 X＋0.002 6 0.999 0.07～50.00 

6β-羟基睾酮 Y＝0.014 X＋0.004 4 0.999 6.00～500.00 

 

表 2  各代谢产物精密度和准确度试验结果（⎯x ± s） 
Table 2  Results of precision and accuracy for metabolites (⎯x ± s) 

日内（n = 6） 日间（n = 18） 

代谢产物 
加入质量浓 

 度/(pg·mL−1) 
测得质量浓度/ 

(pg·mL−1) 

准确度

RE/% 

精密度

RSD/% 

测得质量浓度/ 

(pg·mL−1) 

准确度

RE/% 

精密度

RSD/% 

   0.20    0.18±0.02 −12.17 8.56   0.18±0.01 −8.03 5.91 

   0.60    0.55±0.07 6.62 −6.58   0.56±0.05 −6.71 8.70 

   3.13    2.99±0.12 3.53 13.54   3.23±0.23 3.50 7.05 

对乙酰氨

基酚 

  25.00   24.43±1.20 5.61 16.22  25.73±1.54 2.90 5.99 

   2.00    2.34±0.22 2.21 3.57   2.13±0.21 6.30 10.05 

   6.00    6.77±0.35 6.25 4.80   6.61±0.25 10.11 3.82 

125.00  118.66±5.72 −5.07 5.12 123.41±3.90 −1.27 13.63 

6-羟基氯唑

沙宗 

1 000.00 1 034.15±3.80 3.41 10.43 1 007.0±7.88 0.71 12.03 

   0.20    0.17±0.01 −14.17 4.21   0.17±0.01 −16.14 4.22 

   0.60    0.60±0.01 −0.08 1.51   0.59±0.02 −1.14 3.18 

   3.13    3.32±0.10 6.26 2.85   3.26±0.19 4.19 5.88 

5-羟基奥美

拉唑 

  25.00  25.88±1.66 3.50 6.42  25.75±1.87 3.00 7.25 

   0.02    0.03±0.00 3.13 6.90   0.03±0.00 6.55 11.14 

   0.07    0.08±0.00 14.71 6.37   0.07±0.01 7.16 7.11 

   3.13    3.27±0.06 4.53 1.72   3.17±0.36 1.46 11.50 

4-羟基甲苯

磺丁脲 

  25.00   25.40±1.79 1.60 7.03  25.81±2.16 3.22 8.37 

   2.00    1.95±0.11 −2.74 3.47   1.99±0.10 −0.51 4.87 

   6.00    5.91±0.25 −1.55 3.79   5.90±0.17 −1.68 2.94 

  31.25   30.63±0.32 −2.00 1.05  29.45±1.51 −5.75 5.12 

6β-羟基睾

酮 

250.00 245.27±4.28 −1.89 7.92 250.1±5.14 0.05 14.92 
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表 3  各代谢产物的基质效应和回收率试验结果（n = 6） 
Table 3  Results of matrix effect and recovery test for metabolites (n = 6) 

回收率试验 基质效应 
化合物 质量浓度/(pg·mL−1) 

回收率/% RSD/% 数值/% RSD/% 

对乙酰氨基酚    0.60  85.88±6.16  7.17 92.65±8.92  9.63 

    3.13  84.94±4.58  5.39 82.47±4.86  5.90 

   25.00  85.86±9.05 10.54 92.71±12.81 13.82 

6-羟基氯唑沙宗    6.00   85.30±14.00  1.14 86.63±13.14 10.44 

  125.00   86.70±10.40 12.00 96.62±7.19  7.44 

 1 000.00 101.75±7.12  7.00 94.02±7.33  7.78 

5-羟基奥美拉唑  0.60  84.96±6.53  7.69 108.53±9.48  8.73 

  3.13  83.09±5.35  6.44 110.97±10.48  9.45 

 25.00   83.30±10.33 12.40 118.81±12.38 10.42 

  0.07  88.02±9.61 10.92 105.61±10.24  9.69 4-羟基甲苯磺丁脲 

  3.13  85.09±5.90  6.94 108.98±9.76  8.96 

  25.00   86.40±10.90 12.61 112.52±11.66 10.37 

6β-羟基睾酮   6.00  80.11±6.18  7.71 113.15±6.05  5.35 

  31.25  84.66±6.19  7.31 111.07±12.83 11.55 

 250.00   88.21±10.78 12.22 114.10±10.03  8.80 
 

表 4  各代谢产物的稳定性试验结果（n = 6） 
Table 4  Results of stability test of metabolites（n = 6） 

0 h 10 ℃下 12 h −20 ℃下 9 d 

代谢产物 
质量浓度/ 

(pg·mL−1) 
测得质量浓度/ 

(pg·mL−1) 

RSD/% 测得质量浓度/ 

(pg·mL−1) 

RSD/% 测得质量浓度/ 

(pg·mL−1) 

RSD/%

 0.60   0.410±0.003 5.3  0.560±0.120 8.7  0.410±0.002  3.4

 3.13   2.834±0.130 3.7  3.576±0.192 4.2  3.560±0.107  3.2

对乙酰氨 

基酚 

25.00  23.140±1.611 4.2 26.250±0.843 3.1 28.049±1.885  5.6

  6.00   4.823±0.171 4.5  4.703±0.203 8.4  4.694±0.309 10.7 

125.00 118.663±7.911 5.1 118.663±7.911 5.1 141.063±11.177  6.7

6-羟基氯 

唑沙宗 

1000.00 870.276±104.688 8.2 851.031±123.932 9.0 1 113.379±100.410  7.3

 0.60  0.420±0.003 4.6 0.590±0.020 3.2  0.430±0.001  2.3

 3.13  2.887±0.182 4.2 3.557±0.216 4.9  3.375±0.140  4.8

5- 羟基奥

美拉唑 

25.00 22.659±2.274 5.5 28.361±4.283 9.6 27.283±1.904  6.0

0.068  0.042±0.002 2.6  0.073±0.008 7.1  0.041±0.004  9.4

 3.13  2.935±0.115 2.8  3.540±0.487 13.2  3.421±0.338  9.3

4- 羟基甲

苯磺丁脲 

25.00 24.051±1.994 6.0 27.502±4.920 13.9 27.267±3.322 10.0 

6.00  4.190±0.032 6.1  5.900±0.293 2.9  4.010±0.005  7.5

 31.25 30.579±0.278 1.1 27.771±1.785 4.1 33.550±3.144  8.7

6β-羟基睾

酮 

250.00 245.274±24.191 7.9 218.440±14.203 5.5 283.160±37.845  8.3
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2.5   苦碟子注射液对大鼠肝微粒体 CYP450 酶的

抑制作用 
在评价某种药物对 CYP450 体外抑制程度时，

IC50 表示药物对酶在产生 50%抑制作用时的药物浓

度，用各模型底物代谢物的生成速率反映微粒体孵

育体系中各 CYP450 亚型酶的活性，设不加苦碟子

注射液的代谢底物的孵育体系中各酶活性为 100%。

作为对照组，样品组中代谢物的生成速率相对于对

照组生成速率的比率作为各亚型酶的剩余活性。根

据 GraphPad Prism 软件计算，在测定浓度范围内，

苦碟子注射液对大鼠 CYP2E1、CYP2C9、CYP2C19 
3 种肝微粒体的抑制率均小于 50%；对 CYP1A2、
CYP3A4 的 IC50 值分别为 12.68%、8.11%。苦碟子

注射液不同质量浓度对 CYP1A2、CYP3A4 活性的

抑制作用见图 2。 

 

图 2  不同浓度苦碟子注射液对 CYP1A2 和 CYP3A4 活性

的影响 (n = 3) 
Fig. 2  Effects of different concentrations of Kudiezi Injection 

on enzyme activities of CYP1A2 and CYP3A4 (n = 3) 

3  讨论 
苦碟子注射液成分复杂且通过静脉注射给药，

与传统口服药相比更加迅速作用于各靶器官，除具

有发挥药效作用快速、显著以外，缺少了经胃肠道

消化系统代谢吸收，增加了其原型成分本身的毒效

不确定性以及与其他常用联合药物的不良反应，对

患者生命健康造成了极大威胁。如苦碟子注射液与

灯盏细辛注射液均具有活血功效，临床常联合用药，

但却造成许多不良反应。文献报道[13]，灯盏细辛注

射液具有明显抑制大鼠 CYP3A 酶的活性，IC50 值

仅为 0.40%，这使得当苦碟子注射液与其联合用药

时，肝微粒体酶对药物代谢的能力被抑制，加大两

者药物在体内的存留和相互作用的时间。两者虽然

功效一致，但药性却相反，苦碟子注射液性微寒，

灯盏细辛注射液性温，适用于不同证候的心血管疾

病患者（热者寒之，寒者热之），因此不宜联用，医

生应在中医辩证的指导下合理用药，以免相互影响，

降低药效，延误病情。 
苦碟子注射液说明书中规定的临床每日用药剂

量为 10～40 mL，将其与人体中血液 5 L 计算比值，

得到临床日用药浓度 0.20%～0.80%[15]。CYP1A2、
CYP3A4 的 IC50 值在 8.11%～12.68%，远高于临床

日用药浓度 0.20%～0.80%；CYP2E1、CYP2C9、
CYP2C19 的活性抑制率小于 50%。结果显示，苦碟

子注射液对大鼠 CYP2E1、CYP2C9、CYP2C19 几

乎不显示抑制作用；在正常剂量下，对 CYP1A2、
CYP3A4 几乎没有抑制作用。 

本研究依据 FDA 的指导原则[16]，结合探针药

物法，建立了快速灵敏的 UPLC-MS/MS 分析方法，

利用各探针底物的裂解碎片信息，同时对其进行高

效、准确、快速的测定，用以评价多个 CYP450 酶

亚型活性。经方法学验证表明，该分析方法灵敏度

较高、稳定性良好，满足生物样品分析方法指导原

则。本研究采用探针药物法探究了苦碟子注射液对

大鼠肝脏 5 种代谢酶的抑制作用，并且说明其对大

鼠肝微粒体酶没有明显抑制作用，安全用药剂量范

围内不会对机体肝微粒体酶产生抑制作用，当存在

联合用药情况时，尚不会因影响其他药物的代谢而

造成药物在机体内的滞留而导致其相互作用，产生

潜在的毒副作用。但苦碟子注射液临床用药过程中，

尤其是急症应用中，尚存在超剂量用药现象，这造

成了苦碟子注射液对肝微粒体酶的作用的不确定

性，也对苦碟子注射液的安全性、可靠性造成了极

大的不稳定性。 
本研究为中药注射液临床使用过程中产生毒副

作用的内在机制提供了参考依据，为提高苦碟子注

射液的有效性、安全性提供了实验数据支持，促进

了中药安全性评价体系的完善与发展。 
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