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摘  要：目的  评价注射用益气复脉（冻干，vncj）对人原代肝细胞中的药物代谢酶 CvmNAO、O_S和 PAQ是否具有诱导

作用。方法  采用 P个单供体的人原代肝细胞分别与不同质量浓度（MKMOS、MKOSM和 OKSMM=mgLmi）的 vncj或特异性诱导

剂（CvmNAO诱导剂：RM=μmolLi奥美拉唑；CvmO_S诱导剂：N=MMM=μmolLi苯巴比妥；CvmPAQ诱导剂：OR=μmolLi利福平）

于 PT=℃、RB=ClO条件下共孵育 P=d，液质联用技术（iCJjpLjp）检测酶活性，实时荧光定量 mCo技术检测 CvmNAO、O_S
和 PAQ=mokA表达量。结果 = vncj在测试浓度条件下对人原代肝细胞的 CvmNAO、CvmO_S和 CvmPAQ的酶活性和 mokA
的表达均无诱导作用。结论  vncj不具有显著的基于药物代谢酶诱导的中药和化学药的相互作用。=
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注射用益气复脉（冻干）（vncj）是在传统中

医经典方生脉散的基础上研发而成的纯中药注射用

粉针剂，由红参、麦冬、五味子 P味中药组成，具

有益气复脉、养阴生津的功效xNz，在临床上治疗冠=
= = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = =
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心病心绞痛、心力衰竭（心功能不全）、心肌病等都

取得了良好的效果xOJRz。在实际临床应用中，vncj
有较多合并用药的情况，存在潜在药物相互作用的

风险。肝脏药物代谢酶 CvmQRM是催化药物 f相代谢

的主要酶类，VMB以上的代谢性药物相互作用都是由

CvmQRM 酶活性改变引起的 xSz。前期研究表明，

vncj对大鼠CvmNAO和CvmPAQ酶的活性具有诱

导作用xTz。由于潜在的种属差异性，根据 CcaA药

物相互作用指导原则（OMNO）中的建议：“用人的体

外模拟人的体内”，选择在人的体外模型（人原代肝

细胞）测试系统中，进行 vncj对药物代谢酶活性

诱导作用的研究，用于支持后续临床用药的安全性

评价。本研究通过检测酶活性和 mokA表达量评价

vncj对人原代肝细胞中的 CvmNAO、CvmO_S和
CvmQAQ是否有诱导作用。=
N= =材料=
NKN= =测试系统与药品=

实验所用的 P个单供体的超低温冷冻人原代肝

细胞（批号：ekk、oje和 opb），由美国体外技

术公司 _iorecl~m~tion=fsq提供。=
注射用益气复脉（冻干）粉针，由天津天士力

之骄药业有限公司提供，批号 OMNSMQMU；因 vncj
是含多种有效成分的中药复合物，在临床上无法直

接测得其血浆浓度，所以按照临床用量（MKSR= = = = =
gL瓶×U瓶＝RKOM= g）并假设成人循环血量为 R= MMM=

mi，计算静态最高血浆质量浓度为 NKMQ= mgLmi。
根据药品说明书，将 MKSR=gLRM=mi，即 NPKM=mgLmi
质量浓度作为 NMMB原液。设计 MKOB（ MKMOS=
mgLmi）、OB（MKOSM=mgLmi）和 OMB（OKSMM=mgLmi）
作为实验浓度xTJUz。给药溶液的具体配制过程如下：

将 MKSR=g粉末溶于 O=mi的无菌水作为 O=RMMB的储

备液，然后用无菌水按 NM倍梯度分别稀释至 ORMB
和 ORB的工作液浓度，再用细胞培养液将上述 O=
RMMB、ORMB和 ORB的溶液均分别稀释 NOR倍，得到

相当于含 OMB、OB和 MKOBvncj注射液的给药培养

液，直接与肝细胞共同孵育。=
NKO= =试剂与器材=

非那西丁（货号 TTQQM）、安非他酮（货号_NMO）、
奥美拉唑（货号 lJNMQ）、利福平（货号 oPRMN）、
对乙酰氨基酚（货号 APMPR），均购自 pigm~公司；

苯巴比妥、罗红霉素（批号 OMNQNMNM），均购自中

国食品药品检定研究院；睾酮（厂家 arK=bÜrenstorfer，
货号 NTPOORMM）；羟基安非他酮（厂家 dj，货号

eMUNU）；SβJ羟基睾酮（厂家 _a，货号 QRNMNO）；
okAprep 总 okA 提取试剂盒（货号 amQPM）、
c~stnu~nt=cakA第一链合成试剂盒（货号 hoNMS）、
puperoe~l= mrejix 荧光定量 mCo 试剂盒（货号

cmOMS），厂家 qfAkdbk；序列特异性引物与 q~qj~n
探针由 fnvitrogen合成，引物和探针序列见表 N。=

表 N= =引物和探针序列=
qable=N= = mrimer=and=probe=sequence=

基因= 正向引物（R’=J=P’）= 反向引物（R’=J=P’）= 探针（R’=cAj=J=P’=qAjoA）=
CvmNAO=CCqCCqqCqqdCCCqqCACC= ddAqdqAdAAdCCAqqCAdCd= CCCCCACAdCACAACAAdddACA=
CvmO_S=ACqCqCCdCqACddCqqCC= AqddCAqqqqddCqCddqC= AqdCqCAAAqACCCqCAqdqqdCAdAdAdAdq=
CvmPAQ=qdCAddAddAAAqqdAqdCA=dqCAAdAqACqCCAqCqdqAdCA=qqqqACCCAAqAAddCACCACCCACCqAqd=
βJActin= CCqddCACCCAdCACAAq= dCCdAqCCACACddAdqACq= qCAAdAqCAqqdCqCCqCCqdAdCdC=
=
NKP= =主要仪器=

iCJjpLjp系统包括 pÜim~dzu=iC=OM（日本岛

津）液相色谱及自动进样系统，和 AmfQMMM三重四

级杆检测器（美国应用生物系统有限公司），操作以

及数据采集软件为 An~lyst=NKRKN。=
O= =方法=
OKN= =人原代肝细胞的孵育与处理=

超低温冷冻人原代肝细胞从液氮中取出后于孵

育基中复苏，用贴壁培养液稀释成 MKT×NMSLmi 的

活细胞密度，铺在 f型胶原 VS孔板中，于 PT=℃、

RB=ClO条件下预孵育 S～NO=Ü后，用显微镜观察确

认贴壁形成单层细胞。然后将贴壁培养液更换成肝

细胞培养液继续培养过夜。第 O天加入含不同质量

浓度的 vncj（MKMOS、MKOSM、OKSMM=mgLmi）或阳

性诱导剂（CvmNAO 诱导剂：奥美拉唑，终浓度为

RM=μmolLi；CvmO_S诱导剂：苯巴比妥，终浓度为

N=MMM=μmolLi；CvmPAQ诱导剂：利福平，终浓度为

OR=μmolLi）的培养液。阴性对照组 N用含与阳性诱

导剂组相同 ajpl的空白肝细胞培养液处理，作为

阳性诱导剂组的阴性对照；阴性对照组 O含有纯肝
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细胞培养液，作为测试组的阴性对照。各组样品与

肝细胞在 PT=℃、RB=ClO条件下培养 P= d，每天更

换含药的培养液。每组均为 P个平行样，连续给药

P=d后，检测酶活性和 mokA表达。=
OKO= =酶活性检测=

vncj、阳性诱导剂及阴性对照组细胞孵育结

束后，弃去孵育基，加入探针底物（CvmNAO底物：

非那西丁，终浓度 NMM=μmolLi；CvmO_S底物：安

非他酮，终浓度 NMM=μmolLi；CvmPAQ底物：睾酮，

终浓度 NMM=μmolLi）溶液，于 PT=℃、RB=ClO条件

下孵育 SM=min后，取上清转移至含预冷甲醇的离心

管中，离心取上清后，通过 iCJjpLjp方法分别检

测样本中的代谢产物：对乙酰氨基酚、羟基安非他

酮和 SβJ羟基睾酮，具体检测方法见参考文献xUJVz，

来评价 CvmNAO、O_S和 PAQ的酶活性。阳性对照

组酶活性≥阴性对照组 O倍为数据可接受的标准，

即排除了假阴性的可能。计算各组酶活性与相应阴

性对照组的比值，为相对酶活性。=
OKP= = mokA表达分析=

vncj、阳性诱导剂及阴性对照组细胞孵育结

束后，弃去孵育基，用 okA 提取试剂盒裂解细胞

后提取细胞内总 okA，试剂盒配有 ak~se=f消化功

能，以降低基因组 akA的污染。用 c~stnu~nt=cakA
第一链合成试剂盒反转录成 cakA。取 O～Q= μi=
cakA，利用 puperoe~l=mrejix荧光定量 mCo试剂

盒，在 inR荧光定量 mCo仪上进行分析。=
基因表达数据用内参基因 βJ~ctin校正，相对表

达差异采用常用的 ΔΔCt 法 xNMz。阳性诱导剂组

mokA的相对表达水平≥阴性对照组 Q倍为数据可

接受的标准。罗红霉素（NM=μmolLi）对 CvmQRM的
mokA表达没有诱导作用xNMz，在实验中作为阴性参

比对照药，用于排除因 mCo的非特异性扩增导致假

阳性的可能。=
OKQ= =结果评价原则=

依据 CcaA=OMNO年 R月颁布的“药物相互作用

研究指导原则”和 rpcaA 的相关指南xNNz，对酶活

性有诱导作用的评价标准为：当测试组的“相对阳

性对照活性”≥QMB时，测试物被认为对酶活性具

有潜在的诱导作用；对 mokA表达有诱导作用的评

价标准为：当测试组的 mokA表达量≥阴性对照组

Q倍时，测试物被认为对酶的 mokA表达具有潜在

的诱导作用。=
P= =结果=
PKN= =对酶活性的诱导作用=

P个批次的人原代肝细胞（opb、ekk和 oje）
分别与质量浓度为 MKMOS、MKOSM和 OKSMM=mgLmi的

vncj共孵育后，其 CvmNAO、CvmO_S、CvmPAQ
亚酶活性均低于阳性对照的 QMB，提示 vncj在上

述测试浓度范围对 CvmNAO、CvmO_S、CvmPAQ
亚酶的酶活性无潜在诱导作用。结果见图 N。=

=

= = = = = = = = = =
 

图= N= = vncj对 CvmNAO、CvmOBS、CvmPAQ酶活性的影响（ x±sI=n ==P）=
cigK=N= = bffects=of=vncj=on=enzyme=activity=of=CvmNAOI=CvmOBS=and=CvmPAQ=E x±sI=n ==PF=

PKO= =对 mokA表达的诱导作用=
P 个批次的人原代肝细胞（opb、ekk 和

oje）分别与测试浓度为 MKMOS、MKOSM 和 OKSMM=
mgLmi的 vncj共孵育后，CvmNAO、CvmO_S、
CvmPAQ的mokA的表达水平均小于阴性对照的 Q
倍，提示 vncj在上述测试浓度范围对 CvmNAO、
CvmO_S、CvmPAQ的mokA表达不具有诱导作用。

见图 O。=
PKP= =实验系统的对照=

在本次研究中，CvmNAO、CvmO_S、CvmO_S
的诱导剂分别为奥美拉唑、苯巴比妥和利福平，以

上阳性诱导剂的选择是基于 CcaA 和 rpcaA 颁布

的指导原则xNNz，它们对 P个批次肝细胞中 CvmNAO、
O_S和 PAQ的酶活性和mokA的表达均存在明显的=
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图 O= = vncj对 CvmNAO、CvmOBS、CvmPAQ的 mokA表达水平的影响（ x±sI=n ==P）=
cigK=O= = bffects=of=vncj=on=mokA=expression=of=CvmNAOI=CvmOBS=and=CvmPAQ=E x±sI=n ==PF=

诱导作用，其中对酶活性的诱导倍数均超过阴性对

照组的 O倍，对 mokA表达量的诱导倍数均超过 Q
倍，提示该实验系统合格且排除了假阴性的可能性。

同时，本研究采用了对 CvmQRM药物代谢酶没有诱

导作用的罗红霉素作为阴性参比对照xNOz，其对 P个
批次肝细胞中的 CvmNAO、O_S和 PAQ的 mokA表

达诱导倍数均不超过阴性对照组的 O倍，提示该实

验系统合格且排除了假阳性的可能性。=
vncj 不具有显著的基于药物代谢酶诱导的

中药和化学药的相互作用（eerbJarug=fnter~ction，
eaf）。=
Q= =讨论=

vncj是由红参、麦冬和五味子 P味中药的提

取物制成，文献表明，五味子提取物对 CvmPAQ活
性的抑制与诱导均见过报道xNPz，且五味子提取物对

大鼠 CvmPA 酶活性在时间上呈现先抑制后诱导的

双重作用xNQz；研究显示，vncj 中含有的五味子醇

甲对大鼠CvmNAO和CvmPAQ的活性有诱导作用xTz。

而本研究结果表明：vncj 对人原代肝细胞中的

CvmPAQ 不具有诱导作用。分析其原因主要有以下

O 个方面：①诱导作用的分子机制和表现型存在种

属差异性，例如利福平对人原代肝细胞中的 CvmPA
酶来说是一种强诱导剂，但是对大鼠肝细胞中的

CvmPA 无诱导作用；奥美拉唑对人肝细胞中的

CvmNA有诱导作用，但是同样的诱导作用没有在大

鼠肝细胞中被观察到xNRz，由此可以推断用人原代肝

细胞评价酶诱导作用更适用于临床前的安全性评

价。②种属的代谢产物差异性导致的，诱导实验需

要将肝细胞与药物进行 P= d的孵育，因此严格意义

上来说，诱导实验评价的是药物母体和其代谢（中

间）产物对酶诱导的潜在作用，即诱导作用可能来

源于母体也可能来源于代谢产物。由于 CvmQRM酶
以及其他代谢酶在不同种属肝脏中的组成和相对含

量存在差异xNSz，因此五味子在大鼠和人肝细胞中的

代谢反应和生成的代谢产物种类或量也可能存在着

种属差异xNTz，最终导致由代谢产物引起的诱导作用

的不同表现。=
药物对 CvmQRM酶的诱导或抑制作用是临床发

生药物间相互作用的重要原因，其中酶的诱导作用

既可以引起药物母体的代谢加快，使其母体药效降

低导致血浆浓度达不到药效范围，或有毒代谢产物

的增加导致毒副作用xNUz；也可以对通过代谢活化发

挥药效的药物起到药效增效的作用。而 eaf是药物

安全性评价研究中的一个重要内容，eaf的挑战在

于，一个复方中常常含有多味中药，而一味中药中

又含有多种组分（如 vncj），因此复方中药的 eaf
不同于化药的相互作用（arugJarug= fnter~ction，
aaf），属于多元的测试物。复方中药的 eaf 是多

味中药多种组分的综合作用，因而具有非常现实的

临床意义。=
基于药物代谢酶诱导的 eaf，其临床意义在于

有可能会影响同时使用的化药的药动学参数，如

Cm~x、ArC 等，从而影响化药的疗效。因此 eaf
对于某些患者，如患有心血管疾病、感染性疾病、

肿瘤等，或者某些特殊群体（如代谢酶活性偏低的

儿童和老年患者、代谢酶遗传变异性患者），在临床

合并用药和个体化用药时，可能需要评估预测以及

验证其潜在风险。=
本实验遵循 CcaA 和 rpcaA 的指导原则xNNz，

应用了人原代肝细胞评价了 vncj对 P个 CvmQRM
亚酶的诱导作用，同时使用了 P个不同单供体的人

原代肝细胞用于判断是否存在个体差异性，以及从
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低到高的 P个不同的给药浓度用于判断是否存在浓

度相关性。且对于预测临床结果，排除了传统的动

物实验的种属差异，有更进一步的临床意义。本次

研究提示，通过 CvmNAO、CvmO_S和 CvmPAQ代
谢的化学药物联合使用 vncj时可能相对安全，但

其体内代谢结果是否与体外代谢一致，还有待于进

一步临床实验进行验证，从而最大程度避免临床产

生代谢性药物相互作用导致的药物不良反应。=

参考文献=
xNz 褚延斌I=苏小琴I=李德坤I=等K=基于一测多评法对注射

用益气复脉E冻干F中 V 种成分的质量控制研究= xgzK=中
草药I=OMNTI=QUENTFW=PRPTJPRQQK=

xOz 杨= =颖I=姜= =涛I=王= =凤I=等K=注射用益气复脉（冻干）

治疗冠心病心力衰竭（气阴两虚证）SM例临床研究= xgzK=
中医药学报I=OMNOI=QMEQFW=NNRJNNTK=

xPz 孙= =静I=王= =凤I=刘影哲I=等K=注射用益气复脉（冻干）

治疗冠心病心绞痛 NPS例= xgzK=中西医结合心脑血管病

杂志I=OMNNI=VEVFW=NMPQJNMPRK=
xQz 孙兰军I=郑偕扣I=郝长颖K=注射用益气复脉（冻干）治

疗冠心病心力衰竭的多中心临床研究= xgzK=中国当代医

药I=OMNOI=NVENTFW=TJNMK=
xRz 乔= =曦K=注射用益气复脉在临床中的应用= xgzK=光明中

医I=OMNQI=OVENMFW=OOMRJOOMTK=
xSz 王= =崇I=刘克辛K=药物代谢性相互作用= xgzK=食品与药

品I=OMMTI=VENOAFW=QSJQVK=
xTz 于初楚I=胡= =冰I=褚= =扬I=等K=注射用益气复脉（冻干）

对大鼠肝微粒体 CvmNAOI= CvmPAQ 活性的影响研究

xgzK=中国中药杂志I=OMNNI=PSENMFW=NPTUJNPUNK=
xUz 余小翠I=黄丽军I=刘高峰I=等K=丹红注射液对大鼠肝微

粒体 R 种 Cvm 亚型酶活性的影响= xgzK=中国医药导报I=
OMNOI=PNEPFW=OTTJOUN=

xVz 刘丽雅I=韩永龙I=余= =奇I=等K= NM 种心血管类中药注射

剂对人细胞色素 mQRMT种亚型的体外抑制作用= xgzK=中

国药房I=OMNQI=ORENNFW=VVMJVVPK=
xNMz 周良云I=刘= =谈I=王= =升I=等K=实时荧光定量 mCo研究

进展及其在中药领域的应用= xgzK=中国现代中药I= OMNSI=
NUEOFW=OQSJOSOK=

xNNz duid~nce= for= fndustry= J=arug= fnter~ction= studies= J= study=
designI= d~t~= ~n~lysisI= ~nd= implic~tions= for= dosing= ~nd=
l~belling=xpzK=OMMSK=

xNOz c~Ümi= l= AI= hisÜ= jI= _oldt= pI= et= ~lK= CytocÜrome= mQRM=
PAQ= mokA= is= ~= more= reli~ble= m~rker= tÜ~n= CvmPAQ=
~ctivity= for= detecting= pregn~ne= u= receptor= J= ~ctiv~ted=
induction= of= drug= J= met~bolizing= enzymes= xgzK= arug=
jet~b=aisposI=OMNMI=PUEVFW=NSMRJNSNNK=

xNPz 翟健秀I=刘志惠I=韩= =娜I=等K=五味子对 CvmQRM=活性

的影响及其机制探讨= xgzK=世界科学技术J中医药现代

化I=OMNRI=NTENFW=ROJRRK=
xNQz 陈= =倩I=吴育晶I=程能能I=等K=五味子提取物对大鼠肝

CvmPA= 酶的双重作用 = xgzK= 药学学报 I= OMNMI= QREVFW=
NNVQJNNVUK=

xNRz CÜ~ng= iI= Albert= m= iK= ppecies= comp~rison= in= mQRM=
inductionW= effects= of= dex~metÜ~soneI= omepr~zoleI= ~nd=
rif~mpin=on=mQRM=isoforms=NA=~nd=PA=in=prim~ry=cultured=
Üep~tocytes=from=m~nI=ppr~gue=J=a~wley=r~tI=miniJpigI=~nd=
be~gle=dog=xgzK=CÜem=_iol=fnter~ctI=OMMNI=NPQW=OTNJOUNK=

xNSz 程= =婕I=杨= =凌K=细胞色素 mQRM 氧化还原酶的研究进

展= xgzK=中国药理学通报I=OMMSI=OOEOFW=NOVJNPPK=
xNTz wÜu~ng=u=jI=iin=n=eI=ii=C=w=I=et=~lK fn vitro=comp~rison=

of= rotundine=met~bolism= in= liver=microsomes= of= Üum~nI=
dog= ~nd= r~t= xgzK= CÜin= mÜ~rm~col= _ullI= OMMVI= OREVFW=
NNQTJNNQVK=

xNUz oibeiro=sI=iecÜner=j=CK=Cloning=~nd=cÜ~r~cteriz~tion=of=
~=novel=CvmPAN=~llelic=v~ri~ntW=~n~lysis=of=CvmPAN=~nd=
CvmPAO= sexÜormoneJdependent= expression= reve~ls= tÜ~t=
tÜe=CvmPAO= gene= is= regul~ted= by= testosterone= xgzK=ArcÜ=
_iocÜem=_iopÜysI=NVVOI=OVPENFW=NQTK=

=
=


