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摘= =要：目的= =研究白芷香豆素类化合物（欧前胡素、异欧前胡素、佛手柑内酯、氧化前胡素）在体外对 mJ糖蛋白（mJgé）
三磷酸腺苷（Aqm）酶活性的影响，进而探讨白芷香豆素类成分影响 mJgé介导药物转运的机制。方法= =采用 Aqm酶活性测

试法判断白芷香豆素类化合物是否为 mJgé的底物。结果= =欧前胡素和氧化前胡素各质量浓度组平均荧光强度值（ΔoirqC）
均大于基础平均荧光强度值（Δoirb~s~ä）；异欧前胡素中、低质量浓度组及佛手柑内酯高、低质量浓度组 ΔoirqC 小于

Δoirb~s~ä。结论= =欧前胡素和氧化前胡素为非浓度依赖的 mJgé=Aqm酶抑制剂，异欧前胡素、佛手柑内酯在低质量浓度时可

抑制 Aqm酶活性，对 mJgé具有抑制作用；在高质量浓度时可诱导 Aqm酶活性，对 mJgé具有诱导作用。=
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mJ糖蛋白（mJgäycoéríein，mJgé）为 OM世纪 UM
年代发现的由人体多药耐药基因 N（jaoN）基因

编码的跨膜转运蛋白xNz，其能在 Aqm酶水解释放出

能量的驱动下将异源性物质“泵”出细胞外（外排

功能），从而降低细胞内的药物浓度xOJPz。白芷为我

国大宗常用中药材品种之一，具有祛风散寒、燥湿

排脓、止痛等功效xQz。而其中含有的香豆素类化合

物是一类重要的有效成分，具有抗肿瘤、抗病毒、

抗凝血、止血、平喘、保护血管和抗骨质疏松等作

用xRz。本课题组前期研究了白芷香豆素类化合物（欧

前胡素、异欧前胡素、佛手柑内酯、氧化前胡素）

在 C~coJO细胞的跨膜转运，结果表明欧前胡素、异

欧前胡素、氧化前胡素能促进长春新碱透过 C~coJO
细胞单层转运，佛手柑内酯对长春新碱透过 C~coJO
细胞单层转运有抑制作用xSz。本研究通过研究白芷

香豆素类化合物对 Aqm 酶活性的影响，进而探讨=
= = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = =
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其对 mJgé 功能的影响，为阐明白芷香豆素类化合

物与其他药物的相互作用提供依据。=
N= =材料=

多功能酶标仪（s~riosh~n=cä~sh，qhermo=cisher=
pcineníific，美国）；未经处理的 VS 孔板（美国

Corning公司）；mJgéJdäoqj检测体系（由 mJgé膜、

Aqm检测基质、Aqm检测缓冲液、mJgé检测缓冲液、

维拉帕米、jgJAqm、矾酸钠等组成，均来自美国

mromeg~公司）；二甲基亚砜（北京索来宝科技有限

公司）；佛手柑内酯对照品（上海亿欣生物科技有

限公司，批号 NMMQONPN）；氧化前胡素对照品（上

海融禾医药科技发展有限公司，批号 NMMQOM）；欧

前胡素对照品（批号 NNMUOSJOMMTNO）、异欧前胡素

对照品（批号 NNMUOTJOMMQMT），中国食品药品检定

研究院，以上各对照品质量分数均≥VUB。=
O= =方法=
OKN= = Aqm酶标准曲线的建立=

制备jgJAqm标准液，将jgJAqm溶解于 mJgé
检测缓冲液中，使jgJAqm标准液系列浓度分别为=
PM、NR、TKR、PKTR=mmoäLi，各取 NM=μi加入 VS孔
板。在检测前加入 Aqm酶检测液，使终浓度分别为=
P、NKR、MKTR、MKPTR=mmoäLi。最后用多功能酶标仪

测得其荧光强度值，将荧光强度值与 Aqm浓度进行

线性回归分析，绘制 Aqm标准曲线。=
OKO= =工作液的制备=

用 mJgé 检测缓冲液稀释维拉帕米、矾酸钠、

jgJAqm与 mJgé膜，使最终浓度分别为 MKR、MKOR、
OR、NKOR=mmoäLi。=

将待测药物溶解于 mJgé 检测缓冲液中，制备

OKR倍浓度。在检测荧光前加入 Aqm 检测液，使各

药物终质量浓度分别为欧前胡素 NM、R、1 μg/mL；
异欧前胡素 NM、R、1 μg/mL；佛手柑内酯 NM、R、
1 μg/mL；氧化前胡素 OM、R、1 μg/mi；以上药物

质量浓度均依据jqq实验结果确定。=
OKP= = Aqm活性检测=

（N）添加 OM=μi=mJgé检测缓冲液到标有“kq”
的孔中（空白）；（O）添加 OM=μi=MKR=mmoäLi矾酸钠

到标有“矾酸钠”和“Aqm标准”的孔中；（P）将

MKOR= mmoäLi 维拉帕米添加到标有“ser”的孔中；

（Q）添加 OKR倍浓度的各测试化合物 OM= μi至标有

“qC”的孔中；（R）添加 NKOR=mmoäLi=mJgé膜 OM=μL
至各孔，在 PT=℃孵育 R=min；（S）除“Aqm标准”

孔外，其他孔加入 OR= mmoäLi= jgJAqm各 10 μL，

PT=℃孵育 QM=min；（T）在下一步操作的 O=min前，

添加 jgJAqm 标准液至“Aqm 标准”相应的孔中；

（U）从 PT ℃孵育箱中取出 VS孔板，停止反应，每

孔添加 Aqm检测试剂各 50 μL；（V）将 VS孔板放在

振动筛上混合，在室温孵育 OM=min，使之产生荧光

信号；（NM）使用酶标仪检测，读取荧光强度值。=
OKQ= =数据处理xTz=

计算矾酸钠组平均荧光强度值（oir 矾酸钠）与空白

组平均荧光强度值（oirkq）的差值，得到Δoirb~s~ä，
反映基础 mJgé=Aqm酶活性。计算oir 矾酸钠与测试化合

物组平均荧光强度值（oirqC）的差值，得到

ΔoirqC，反映存在受试化合物的情况下 mJgé= Aqm
酶的活性。=

如果 oirqC＜oirkq，则受试化合物可诱导

mJgé= Aqm酶活性；如果oirkq＜oirqC≤oir 矾酸钠，

则受试化合物可抑制 mJgé=Aqm酶活性；如果oirqC＝
oirkq，则受试化合物对 mJgé=Aqm酶无作用。=

如果 ΔoirqC＞Δoirb~s~ä，则受试化合物为 mJgé=
Aqm 酶活性刺激物；如果 ΔoirqC＝Δoirb~s~ä，则受

试化合物对 mJgé=Aqm酶活性无影响；如果ΔoirqC＜
Δoirb~s~ä，则受试化合物是 mJgé=Aqm酶活性抑制剂。=

采用 pmpp= NVKM软件进行统计分析，数据以荧

光强度值表示，组间采用配对样本 t检验分析。=
P= =结果=
PKN= = Aqm标准曲线=

Aqm标准曲线为 v＝RKSSR=UQT=NN×NMS=u＋NKTR×
NMS，oO＝MKVVP= O。结果表明，荧光强度值与 Aqm
浓度呈线性关系，且相关性较好。如果反应消耗

Aqm，将会产生较弱的信号，反映 Aqm的浓度相对

较低；如果不消耗 Aqm，荧光信号将相对较强。=
PKO= =各对照组荧光强度=

本实验的空白组、阳性对照组（维拉帕米）及

阴性对照组（矾酸钠）的荧光强度值如图 N所示。

空白组的荧光强度比矾酸钠组的低，反映了 mJgé=
Aqm酶活性的基础水平。矾酸钠是一种 mJgé选择性

抑制剂，经矾酸钠处理的样品没有 mJgé= Aqm 酶活

性，所以矾酸钠处理组被选为阴性对照。维拉帕米

是 mJgé的底物，可以激活 mJgé=Aqm酶活性，所以

被选为阳性对照底物。维拉帕米组的荧光强度值小

于矾酸钠组，即维拉帕米可激活 mJgé=Aqm酶活性。=
PKP= =测试药物组的荧光强度=

不同质量浓度测试药物组的荧光强度值结果

见表 N。=
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图 N= =各对照组的荧光强度值= E x±sI=n=Z=PF=
cigK=N= =cluorescence=intensity=of=each=control=group=E x±sI=n=Z=PF=

PKQ= =受试物对 mJgp=Aqm酶活性的影响以及与基础

荧光强度值的比较=
各受试物对 mJgé= Aqm 酶活性的影响通过

ΔoirqC与 Δoirb~s~ä的比较来反映，结果见图 O。欧

前胡素和氧化前胡素 ΔoirqC均大于 Δoirb~s~ä，推

测这O种化合物对mJgé有诱导作用；且这O组的oir
值都小于维拉帕米组，由此推测在反应过程中消耗

的Aqm较少，与 mJgé的亲和力较弱；每种化合物的

高、中、低 P个质量浓度的 oir值均无明显差异，

可推测其对 mJgé的诱导作用无浓度依赖性。中、低

质量浓度异欧前胡素及高、低质量浓度佛手柑内酯

ΔoirqC均小于 Δoirb~s~ä，推测其可能是Aqm酶抑制

剂，能够抑制 mJgé的活性；可推测其对 mJgé的抑制

作用为浓度依赖型。经典的 mJgé 抑制剂维拉帕米与=

表 N= =不同质量浓度测试化合物的荧光强度值= E x±sI=n=Z=PF=
qable= N= =cluorescence= intensity= of= tested= compounds= at= =
different=concentration=E x±sI=n=Z=PF=

组别= ρL(μg·mi−NF= 荧光强度值=
空白= —= N=ONQ=PUS± RN=RNN 
矾酸钠= PRKR= N=ORP=SUQ± VO=VST 
维拉帕米= OOTKP= N=OMP=NMR± UN=USP 
欧前胡素= NM= N=NSR=UVT± VT=PQO 
= R= N=NVS=NVP±NMQ=TPR 
= N= N=NUS=VMS±NMR=RQN 
异欧前胡素= NM= N=MQU=QRQ± UU=UVVGG 
= R= N=OPQ=NVV± RO=PNN 
= N= N=PPR=USS± QT=UMV 
佛手柑内酯= NM= N=ONQ=OMQ± ST=QQM 
= R= N=NUV=NMS± UM=NOQ 
= N= N=POP=ROM±NNV=SVT 
氧化前胡素= OM= N=NVQ=STN± VP=OTR 
= R= N=OQU=POM±NMO=TPR 
= N= N=NVO=SMU± UQ=PQQ 

与空白组比较：GGm＜MKMN=
GGm Y=MKMN=vs=bä~nk=groué=

mJgé 的亲和力较高，与 mJgé 结合时消耗 Aqm，所

以使得剩余 Aqm的量较少，测得荧光强度较弱。另

外，高质量浓度的异欧前胡素、中质量浓度的佛手

柑内酯，其 ΔoirqC大于 Δoirb~s~ä，由此可推测出

这 O种化合物在此质量浓度时对 mJgé有诱导作用。=
=

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

=

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

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

图 O= =各待测化合物对 mJgp=Aqm酶活性的影响及与基础荧光值的比较=
cigK=O= =bffects=of=tested=compounds=on=mJgp=Aqmase=activity=and=their=comparison=with=basal=fluorescence=value=
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Q= =讨论=
mJgé是一种能量依赖性转运蛋白，能利用 Aqm

水解释放的能量主动地将疏水亲脂性药物转运至

细胞外，分布于人体很多正常组织，如肠道、肝、

肾、胎盘屏障的上皮细胞，其对药物的吸收、分布、

代谢、排泄均有重要影响。在药物的相互作用和多

药耐药的产生中发挥着重要作用。=
mJgé 可使细胞内药物浓度低于起效浓度而产生

多药耐药，降低药物疗效。为了逆转 mJgé引起的多

药耐药，目前已开发出许多 mJgé调节剂（如维拉帕

米、环孢菌素 A、他莫昔芬等）。而中医临床及实验

研究表明，中医方药可增加化疗的治疗效果，中药

及其单体成分可逆转肿瘤的多药耐药性，如广泛存

在于植物中的黄酮类成分槲皮素是 mJgé的底物，可

竞争 mJgé，从而影响Aqm发挥作用，进而抑制 mJgé
的外排功能xUz。因此，充分了解药物之间在 mJgé 环

节可能产生的相互作用，对于寻找促进药物的转运

和吸收的手段，提高药物疗效具有重要意义。=
在本实验中，采用 Aqm 酶活性测试法，基于

Aqm产生的荧光信号强度，通过考察待测试药物对

Aqm酶的活性的影响来确定其是否通过干扰Aqm酶
活性而阻断了 mJgé 的功能。mJgé 依赖的荧光信号

的降低反映了 mJgé 对 Aqm 的消耗，信号强度降低

的程度越大，mJgé的活性越强。=
体外实验显示，mJgé介导的底物转运需要依靠

Aqm水解释放能量形成底物的浓度梯度。mJgé与底

物结合后，Aqm酶的活性可提高 P～Q倍，甚至 OM
倍xVz。底物所致 Aqm酶活性的改变是双向性的，有

一些物质在高浓度时起抑制作用，却在低浓度时可

以增强 Aqm 酶的活性，而另一些药物对 Aqm 酶的

增强作用存在浓度依赖性。对 mJgé=Aqm酶活性的诱

导与抑制作用都是化合物与 mJgé相互作用的指标。

本研究结果表明，欧前胡素、异欧前胡素、佛手柑

内酯和氧化前胡素均为 mJgé底物，其中，欧前胡素

及氧化前胡素为非浓度依赖性的 Aqm酶诱导剂；异

欧前胡素和佛手柑内酯为浓度依赖的 Aqm 酶双向

调节因子，高质量浓度的异欧前胡素、中质量浓度

的佛手柑内酯可诱导 Aqm 酶活性，对 mJgé 具有诱

导作用，中、低质量浓度的异欧前胡素及高、低质

量浓度的佛手柑内酯对 mJgé具有抑制作用。=
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