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小檗碱对有机阳离子药物转运体抑制作用研究=
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摘  要：目的  研究小檗碱对人有机阳离子转运蛋白（lCqs）—lCqN、lCqO、lCqP、lCqkN和 lCqkO的抑制作用。方

法= =应用由转染试剂 iápo=P=MMM介导的动物细胞转基因方法、经筛选得到各药物转运体过表达细胞株 pOJlCqN、pOJlCqO、
pOJlCqP、pOJlCqkN 和 pOJlCqkO；通过检测 lCqs 介导的放射性探针底物的跨膜转运，建立 lCqs体外评价模型；以野

生型（tq）细胞为对照组，应用各转运体抑制剂验证其活性；应用上述方法观察小檗碱对各转运体的抑制作用，并计算小

檗碱对各药物转运体活性的半数抑制浓度（fCRM）。结果= =各转运体细胞组与各自 tq 细胞株比较，转运活性均提高了 R 倍

多，加入抑制剂后，转运活性均明显下降；小檗碱对 lCqN、lCqO、lCqP和 lCqkN抑制作用较强，对 lCqkO的抑制作

用相对较弱，fCRM分别为 TKSP、SKUM、OKOR、QKSS和 210.34 μmol/L。结论=小檗碱对这 R种有机阳离子转运体均有抑制作用，

其中对lCqN、lCqO、lCqP、lCqkN的抑制作用较强，发生由其介导的aaf的可能性较大，对lCqkO的抑制作用相对较弱。=
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小檗碱（berberáne）又名黄连素，是从传统中

药黄连、黄柏和三颗针等植物中分离得的一种生物

碱。随着中药药理学的发展，小檗碱在心血管疾病（心

律失常、心力衰竭、高血压等）、糖尿病和抗肿瘤方

面的药理活性被不断发现和阐明xNJPz，使得其用途也

更加广泛。=
药物转运体是一类存在于细胞膜上的、对药物

的跨细胞膜运输起重要作用的跨膜蛋白xPJQz。由于药

物转运体广泛地分布于肝脏、肾脏、小肠、血脑屏

障、胎盘屏障等各种器官和组织，对药物的吸收、

分布、排泄等动力学过程具有重要作用。人有机阳

离子转运蛋白（org~n=c~táon=tr~nsporters，lCqs）包

括 lCqN、lCqO、lCqP、lCqkN和 lCqkN等在

小肠和肝脏有较高表达，对药物的吸收和排泄有重

要影响。本课题组通过研究小檗碱对各药物转运体

的抑制作用，为阐明小檗碱药动学特点以及可能发

生的由药物转运体引起的药物 J药物相互作用

（drìgJdrìg=ánter~ctáon，aaf）提供理论依据。=
N= =材料=
NKN= =药物及主要试剂=

杜氏磷酸缓冲液（am_p，dábco 公司，批号

MTMjUPMS）；二甲基亚砜（ajpl，poä~rbáo公司，

批号 NMSRCOQN）；NMM×青链霉素混合液（poä~rbáo
公司，批号 OMNSMSOQ）；ajbj（eycäone公司，批

号 A_NMNPTRNT）；胎牛血清（c_p，dábco 公司，

批号 NTPVQSP）；PeJ盐酸组胺（PeJeást~máne，PeJeq，
批号 STRPON）、NQCJ氨基马尿酸（NQCJAmánoháppìrác=
~cád，NQCJmAe，批号 NRRUSTP）、NQCJ盐酸左旋肉碱

（NQCJC~rnátáne=hydrochäoráde，NQCJC~r，批号SURNTU）、
rqfjA=doäd闪烁液（批号 TTJNRQUN），merkánbämer
公司； NQCJ溴化四乙胺（ NQCJqetr~ethyä~mmonáìm=
bromáde，NQCJqbA，AoC公司，批号 NPMPNN）；小

檗碱（_erberáne，批号 POVUOPQOP）、西咪替丁（批

号 _C_CNOOV）、奎尼丁（批号 NMNPURUP）和维拉

帕米（批号 MONjNQOVs），págm~公司。=
NKO= =细胞=

小鼠肾小管 pO段分离细胞（pO细胞株，日本

富士生物医学有限公司赠送）。=
NKP= =主要仪器=

_pNOQp 分析天平：瑞士 p~rtoráìs 公司；

eboAceää= NRMá 二氧化碳培养箱：美国 qhermo=
pcáentáfác公司；qráJC~rb= OVNM= qo放射性液体闪烁

仪：美国 merhán=bämer公司；qoJOAo=qherm~ä=oobo：

日本亚速旺株式会社；cibTNOAA多孔滤器：日本

Adv~ntec公司；单人超净生物安全柜：力康生物医

疗科技控股有限公司；跨膜电阻测试系统：

fnnoJAääá~nce=_áotech。=
O= =方法=
OKN= =有机阳离子药物转运体转运活性验证=

通过由转运试剂 iápo= PMMM 介导动物细胞转基

因方法xRz、经过筛选培养得到了各药物转运体过表

达细胞株 pOJlCqN、pOJlCqO、pOJlCqP、pOJlCqkN
和 pOJlCqkO。各过表达人药物转运体的细胞株及

各自野生型（wáäd=type，tq）细胞株，经过复苏和

传代培养后，选取生长良好的贴壁细胞用胰酶消化

使其分散为单细胞悬液，之后用培养基调节细胞密

度至 OKM×NMRLmi，将细胞悬液以 N=miL孔的量接种

至 OQ 孔细胞培养板，在 PT=℃、RB= ClO、饱和空

气湿度的培养箱内培养 O～P=d使细胞长满各孔。=
先移去培养板内培养液，用 am_p清洗 N次，

每孔加入 PT=℃= am_p缓冲液孵育 NM= mán，以 RMM=
μL 含放射性标记的探针底物溶液置换 am_p，
lCqN、lCqO、lCqP、lCqkN 和 lCqkO 转运体

的探针底物分别选择 10 μmol/L NQCJqbA、5 μmol/L 
NQCJqbA、RM=μmol/L PeJeq、5 μmol/L NQCJqbA和 R=
μmol/L NQCJ=C~r；给药时间分别为 NR、R、R、P和 R=
mánxSz；给药结束后，用冷 am_p缓冲液终止反应，

并清洗细胞P次xSz；然后每孔添加400 μL 0.1 mmol/L 
k~le 裂解细胞；取细胞裂解液于闪烁瓶中，添加

P= mi的 Aqì~soäJO闪烁液，并用 qráJC~rb= OVNMqo
液闪仪测定样品中的放射性强度。=

每个转运体细胞株及抑制剂组、阴性对照组设

置 P复孔，其中阴性对照为tq细胞株，抑制剂组

为在各转运体细胞株的探针底物混合液中添加了相

应的抑制剂（lCqN，60 μmol/L 奎尼丁；lCqO，SMM=
μmol/L 西咪替丁；lCqP，60 μmol/L 奎尼丁；

lCqkN，10 μmol/L 维拉帕米；lCqkO，600 μmol/L
西咪替丁）xSJTz。=
OKO= =体外抑制试验=

各过表达人药物转运体的细胞株（pOJlCqN、
pOJlCqO、pOJlCqP、pOJlCqkN 和 pOJlCqkO）
及野生型（wáäd=type，tq）细胞株，经过复苏和传

代培养后，接种至 OQ 孔细胞培养板中（OKM×NMR=
Lmi，N= miL孔），在 PT=℃、RB= ClO、饱和空气湿

度的培养箱内培养 O～P=d使细胞长满各孔。=
将细胞放置在 PT=℃水浴锅中，先移去培养板
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内培养液，用 am_p清洗 N次，之后每孔加入 PT=℃=
am_p缓冲液孵育 NM=mán，然后以 500 μL 含放射性

标记的探针底物（同“OKN”项）和 NMM=μmol/L 小檗

碱的给药混合溶液置换 am_p，分别反应 NR、R、R、
P和 R=mánxUz；给药结束后，用冷 am_p缓冲液终止

反应，并清洗细胞 P次；然后每孔添加 400 μL 0.1 
moäLi=k~le裂解细胞；取细胞裂解液于闪烁瓶中，

添加 P=mi的 riqfjA=doäd闪烁液，并用 qráJC~rb=
OVNMqo液闪仪测定样品中的放射性强度。=

fCRM的测定实验中，以 500 μL 含放射性标记的

探针底物（同“OKN”项）和不同浓度（M、MKP、N、
P、NM、PM、NMM和 300 μmol/L）小檗碱的给药混合

溶液置换 am_p，每个浓度设置 P复孔。=
OKP= =数据处理=

将仅含放射性标记探针底物的转运体细胞的转

运值设为 rC（单位为 amj），扣除本底组即 jock
细胞的转运值 rM，即（rC－rM）定义为 NMMB。以

此为标准计算：①阴性对照组或抑制组的转运值设

为r，相对转运活性Z（r－rM）L（rC－rM）。②加入

待测化合物组的转运值为 r，以抑制率表征化合物

对转运体抑制作用的强弱。抑制率＝N－（r－rM）L
（rC－rM）=

每个数值代表一个实验组的平均值，用

jácrosoft=bxceä=OMNM软件中统计学公式计算。通过

mrásm=RKM软件计算小檗碱对各转运体转运活性的半

数抑制浓度（fCRM）。各数值间的差异性分析采用

tJtest。=
P= =结果=
PKN= =各阳离子药物转运体转基因细胞株功能验证=

各药物转运体功能验证结果见图 N。由 lCqN、
lCqO、lCqP、lCqkN 和 lCqkO 分别介导的
NQCJqbA、NQCJqbA、PeJeq、NQCJqbA 和 NQCJC~r
的跨膜转运活性，各转运体细胞组与各自tq细胞

株比较，均提高了 R倍多，且加入各药物转运蛋白

的抑制剂后，转运活性均明显下降，表明各药物转

运体功能良好。=
=

= = = = = = = = = = = = = = = = =

=

= = = = = = = = = = = =
 

图 N= =药物转运体过表达细胞株的功能验证( x±sI=n===P)=
cigK=N= = Activity=test=of=tr~nsporter=over=expressing=cell=lines=E x±sI=n===PF=

PKO= =小檗碱对各药物转运体的抑制作用=
100 μmol/L 小檗碱对 lCqN、lCqO、lCqP、

lCqkN和lCqkO各自介导的放标底物的跨膜转运

活性的抑制作用见表 N。结果表明 100 μmol/L 小檗

碱对 lCqN、lCqO、lCqP 和 lCqkN 具有较强的

抑制作用，抑制率分别为（TVKRR±PKQU）B、（RNKQO±
PKOM）B、（TTKVU±NKVN）B和（SPKNV±RKQN）B；

100 μmol/L小檗碱对lCqkO的抑制作用相对较弱，

抑制率为（PPKUT±SKRO）B。=
为了进一步明确小檗碱对 lCqN、lCqO、

lCqP、lCqkN 和 lCqkO 的抑制作用强度，本研

究测定了不同浓度的小檗碱对各药物转运体的抑制

作用及 fCRM，测定结果见图 O 和表 O。小檗碱对分

别由lCqN介导的 NQCJqbA、lCqO介导的 NQCJqbA、=
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表 1  100 μmol·i−N小檗碱对各转运体活性抑制率( x±sI=
n===P)=
q~ble=N= = fnhibitory=rate of 100 μmol·i−N=berberine=to=different=
tr~nsporters=E x±sI=n===PF=

转运体 底物 抑制率LB=
lCqN= NQCJqbA= TVKRR–PKQU=
lCqO= NQCJqbA= RNKQO–PKOM=
lCqP= PeJeq= TTKVU–NKVN=
lCqkN= NQCJqbA= SPKNV–RKQN=
lCqkO= PeJC~r= PPKUT–SKRO=

lCqP 介导的 PeJeq、lCqkN 介导的 NQCJqbA 和

lCqkO介导的 NQCJC~r转运活性抑制作用的 fCRM分
别为 TKSP、SKUM、OKOR、QKSS、210.34 μmol/L。由小

檗碱对各药物转运体转运活性抑制作用的 fCRM 可
知，小檗碱发生由 lCqN、lCqO、lCqP和 lCqkN
引起的 aaf可能性较大。=
Q= =讨论=

近年来随着小檗碱在治疗糖尿病、高血压、抗

肿瘤、心律失常等方面的研究深入，其机制也不断

     

   

图 O= =小檗碱对各药物转运体的转运活性的抑制作用( x±sI=n===P)=
cigK=O= = fnhibition=of=berberine=with=different=concentr~tion=to=v~rious=tr~nsporters=E x±sI=n===PF=

表 O= =小檗碱对各药物转运体抑制作用的 fCRM计算结果=
q~ble= O= = Comput~tion= on= fCRM= of= berberine= to= different=
tr~nsporters= =

转运体 底物 fCRMLEμmoä·i−NF=
lCqN= NQCJqbA= TKSP=
lCqO= NQCJqbA= SKUM=
lCqP= PeJeq= OKOR=
lCqkN= NQCJqbA= QKSS=
lCqkO= PeJC~r= ONMKPQ=

被阐明xTJUz，因此小檗碱与其他治疗药物联合用药的

可能性也越来越大。小檗碱在体液环境下以阳离子

的形式存在，不仅是 lCqN、lCqO和 lCqP底物xQz，

也是 P 种有机阳离子转运体的竞争性抑制剂（表 O
和图 O）。小檗碱对 lCqN、lCqO、lCqP和 lCqkN

具有较强的抑制作用（表 N），这预示着小檗碱发生

由 lCqN、lCqO、lCqP和 lCqkN介导的 aaf的
可能性较大，因此小檗碱在同这些转运体的底物联

合用药时，应考虑发生 aaf的可能性。lCqN、lCqO
和 lCqP在肾脏中表达量相对较高，从一定程度上

解释了小檗碱经肠道吸收后在肾脏中分布较高的现

象xVJNOz。lCqkN和 lCqkO广泛存在于肾脏、肝脏、

结肠、大脑、胎盘、骨骼肌、皮肤、肿瘤等组织中，

对人体中 iJC~rnátáne和brgotháoneáne的分布和排泄

具有重要作用，在脂肪酸的运输和维持中枢神经系

统功能方面也具有重要意义xVJNMz，本研究发现，小

檗碱对 lCqkN 和 lCqkO 各自介导的 NQCJqbA 和
NQCJC~r转运活性都具有明显的抑制作用，尤其是对

lCqkN具有较强的抑制作用（fCRM＝4.66 μmoäLi，），
这预示了小檗碱在一些中枢神经系统疾病的治疗上
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