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瓜蒌皮注射液对人肝微粒体 CYP450 酶 4 种亚型的影响 
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摘  要：目的  研究瓜蒌皮注射液对人肝细胞色素 P450（CYP450）酶 4 种亚型 CYP1A2、CYP2B6、CYP2C9 和 CYP2D6
的体外抑制作用。方法  瓜蒌皮注射液 8 个不同浓度（2%、1%、0.2%、0.05%、0.01%、0.005%、0.002%、0.000 5%）的工

作液分别与 4 种 CYP450 酶亚型的探针底物混合，即非那西丁（CYP1A2）、安非他酮（CYP2B6）、双氯芬酸（CYP2C9）、
右美沙芬（CYP2D6），用维拉帕米作为内标，在人肝微粒体中孵育，采用高效液相色谱法检测 4 种探针底物的剩余浓度，

计算半数抑制浓度（IC50）。结果  瓜蒌皮注射液对 CYP1A2、CYP2B6、CYP2C9 和 CYP2D6 的 IC50 值均大于临床常用量。

结论  正常用量下，瓜蒌皮注射液对人 CYP450 酶的 4 亚型无明显影响。 
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Abstract: Objective  To study inhibitory effects of Gualoupi Injection on 4 subtypes of human liver cytochrome P450s (CYP1A2, 
CYP2B6, CYP2C9, and CYP2D6). Methods  Eight different doses of Gualoupi Injection (2%, 1%, 0.2%, 0.05%, 0.01%, 0.005%, 
0.002%, and 0.000 5%) were incubated with human liver microsomes in 4 kinds of specific probe substrates, including phenacetin 
(CYP1A2), amfebutamone (CYP2B6), diclofenac (CYP2C9), and dextromethorphan (CYP2D6). Verapamil was used as internal 
reference to calculate other specific probe substrates. HPLC-UV method was used to analyze the residual concentration of specific 
probe substrates and calculate the IC50 values. Results  IC50 values of Gualoupi Injection with CYP1A2, CYP2B6, CYP2C9, and 
CYP2D6 were higher than the therapeutic dose. Conclusion  Gualoupi Injection might not has significant effect on 4 subtypes of 
human CYP450s within curing dose.  
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瓜蒌皮注射液是从瓜蒌皮中提取有效成分制成

的注射液，主要成分为香草酸葡萄糖苷、芦丁、异

槲皮苷、柯伊利素葡萄苷、长链脂肪酸等，临床主

要用于辅助治疗冠心病心绞痛[1]。随着中药注射液

临床的广泛应用，特别是在与化学药物合用的过程

中可能存在潜在的药物相互作用，继而引发不良反

应，因而联合用药过程中因药物相互作用引发的不

良反应已越来越引起重视。肝脏是药物代谢的重要

器官，临床上使用的大部分药物都经由肝脏代谢，

而细胞色素 P450 酶（CYP450）在药物代谢中则扮

演着重要角色，它的活性的抑制或诱导往往是导致

药物相互作用的重要原因[2-3]。其中 CYP1A2（8.9%）、 
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CYP2B6（7.2%）、CYP2C9（12.8%）、CYP2D6（20%）

这4个酶参与的药物代谢约占总药物代谢的50%[4]。

已有大量的研究表明，临床上使用的中药注射液几

乎都是多种成分的混合物，能在不同程度上影响药

物代谢酶的活性[5]。如丹红注射液可在正常剂量下

抑制 CYP1A2、CYP2B6、CYP2C9 的活性，提示其

在联合用药过程中需特别注意药物相互作用[6]。

Cocktail 探针底物法是目前常用的检测药物代谢机

制的有效手段，可同时使用多种探针底物同时检测

表达信息，减少个体差异，具有经济、高效、方便

简单的特点[7]。因此本研究利用 HPLC-UV 检测结

合 cocktail法研究瓜蒌皮注射液对人肝CYP450酶 4
种亚型 CYP1A2、CYP2B6、CYP2C9、CYP2D6 的

抑制作用，为临床合理用药提供参考。 
1  实验材料 
1.1  仪器 

Agilent 1100 高效液相色谱仪，日本岛津

UV2700 紫外分光光度计。XW-80A 涡旋混合器（其

林贝尔仪器制造有限公司），Forma 725 超低温冷冻

冰箱（美国 Thermo），XSE105DU 分析天平（上海

梅特勒-托利多仪器有限公司），Eppendorf 5810R 高

速冷冻多用途离心机（德国）。 
1.2  药品与试剂 

瓜蒌皮注射液（上海第一生化药业有限公司，

规格 4 mL/支，批号 1503403），盐酸安非他酮（质

量分数 99.9%，中国食品药品检定研究院，批号

100671-200301），氢溴酸右美沙芬（质量分数

95.1%，中国食品药品检定研究院，批号 100201- 
201204），双氯芬酸钠（质量分数 99.9%，中国食品

药品检定研究院，批号 100334-200302），非那西丁

（质量分数 98%，Sigma，批号 101637181），维拉帕

米（质量分数 99%，中国食品药品检定研究院，批

号 100223-200102 ）， 葡 萄 糖 -6- 磷 酸 脱 氢 酶

（G-6-PDH，Sigma，批号 V900924-1G），葡萄糖-6-
磷酸（G-6-P，Sigma，批号 G5885-200UN），烟酰

胺腺嘌呤二核苷磷酸（NADP+，Sigma，批号

I5036-200UN），α-萘黄酮（Sigma，批号 N5757-1G），

塞替派（Sigma，批号 T6069-1G），磺胺苯吡唑

（Sigma，批号 M70800-5G），奎尼丁（质量分数 99%，

上海甄准生物科技有限公司，批号 2R-15129），实

验用水为超纯水，其余试剂均为分析纯。 
1.3  微粒体 

混合人肝微粒体（上海瑞德肝脏疾病研究有限

公司）。 
2  方法与结果 
2.1  分组 

本实验分 4 组，分别为瓜蒌皮组、空白组（同

等体积生理盐水）、对照组（同等体积生理盐水）和

阳性抑制剂组。 
2.2  待测药物的溶液制备 

将瓜蒌皮注射液用 PBS 缓冲液（100 mmol/L，
pH 7.4）稀释，终浓度分别为 2%、1%、0.2%、0.05%、

0.01%、0.005%、0.002%、0.000 5%。 
2.3  人肝微粒体孵育体系的制备[6] 

4 ℃条件下配制体外人肝微粒体孵育体系 250 
μL，包含不同浓度的待测药物或阳性抑制剂，1.0 
mg/mL 人肝微粒体蛋白，5 mmol/L MgCl2，1 U/mL 
G-6-PDH，5 mmol/L G-6-P，100 mmol/L PBS，混合

探针底物（20 μmol/L 非那西丁、15 μmol/L 安非他

酮、5 μmol/L 双氯芬酸钠和 10 μmol/L 右美沙芬），

所有有机溶剂的体积分数需要控制在总体积的 1%
以内。 

将体外人肝微粒体孵育体系溶液于 37 ℃水浴

中孵育 5 min，迅速加入 NADP+溶液 25 μL（10 
mmol/L），启动反应（空白组不加 NADP+，替换成

同等体积生理盐水，不启动反应，以求最大底物浓

度），并于 37 ℃水浴孵育 10 min。于冰面上用 225 μL
维拉帕米（10 μmol/L，内标）的甲醇–乙腈（1∶1）
终止液终止反应，沉淀蛋白。涡旋混合 1 min 后，

于 4 ℃用离心机以 10 000 r/min 的速度离心 20 min，
并取上清液 100 μL，进样检测。每个样品均平行操

作 3 次。 
2.4  检测方法 
2.4.1  色谱条件  Agilent Zorbax SB-C18 色谱柱

（150 mm×4.6 mm，5 μm），流动相：甲醇–醋酸铵

缓冲液（55∶45，乙酸调 pH 5.0）（A）–甲醇–醋

酸铵缓冲液（95∶5，乙酸调 pH 5.0）（B）。采用梯

度洗脱，0～10 min，75% A；10～15 min，75%～

0% A；15～20 min，0% A；20～25 min，0%～75% 
A；25～30 min，75% A；检测波长：220 nm；体积

流量：1.0 mL/min；柱温：30 ℃；进样量：20 μL。 
2.4.2  标准曲线制备和定量限  分别将探针底物

配制成 7 组不同浓度的混合底物溶液，每组平行做

3 份，7 组混合底物分别为非那西丁、安非他酮、双

氯芬酸、右美沙芬浓度 60、45、15、30，50、37.5、
12.5、25，40、30、10、20， 20、15、5、10，5、
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7.5、2.5、5，2.5、3.75、1.25、2.5，1.25、1.875、
0.625、1.25 μmol/L。将 25 μL人肝微粒体加入 248 μL 
PBS 缓冲液（pH 7.4）中，并加热至 60 ℃灭活，冷

却至室温后，分别加入相应浓度 2 μL 混合探针底物

溶液，于冰面加入 225 μL 含维拉帕米（10 μmol/L，
内标）的甲醇–乙腈（1∶1）终止液沉淀蛋白。涡

旋混合 1 min 后，于 4 ℃用离心机以 10 000 r/min
离心 20 min，并取上清液 100 μL 进样检测。以探针

底物浓度为横坐标，探针底物与内标峰面积比值为

纵坐标，进行线性回归，用信噪比≥10 计算定量下

限。每个样品平行操作 6 次。结果显示，各底物峰

面积/内标峰面积比与浓度呈良好的线性关系，见表

1。各底物的定量限分别为：非那西丁 0.2 μmol/L，
安非他酮 0.5 μmol/L，双氯芬酸 0.5 μmol/L，右美沙

芬 0.4 μmol/L。 

2.4.3  系统适用性试验  取空白人肝微粒体溶液、

空白人肝微粒体加各探针底物和内标溶液、探针底

物和内标溶液，孵育 15 min 后终止反应，离心，进

样检测，结果见图 1。本实验条件下测得人肝微粒

体、各探针药物、内标基线分离，内源性物质不干

扰测定，方法可行。 
表 1  各探针底物的标准曲线方程 

Table 1  Standard curve equations for probe substrates 

底物 标准曲线方程 r 
线性范围/ 

(μmol·L−1)

非那西丁 Y＝0.033 8 X＋0.010 1 0.998 8 1.05～60

安非他酮 Y＝0.091 0 X＋0.004 5 0.998 4 1.88～45

双氯芬酸 Y＝0.050 3 X＋0.006 8 0.999 1 0.63～15

右美沙芬 Y＝0.062 4 X＋0.007 5 0.997 6 1.25～30
 

 

 
1-非那西丁  2-安非他酮  3-右美沙芬  4-双氯芬酸钠  5-内标（维拉帕米）  6-人肝微粒体 

1-phenacetin  2-amphetamine 3-dextromethorphan 4-diclofenac sodium  5-internal standard (verapamil)  6-human liver microsome 

图 1  混合探针底物＋内标溶液（A）、空白人肝微粒体（B）和空白人肝微粒体＋混合探针底物＋内标溶液（C）的 HPLC 图谱 
Fig. 1  HPLC Chromatograms of mixed probe substrate + internal standard solution (A), blank liver microsome (B) and 

blank liver microsome + mixed probe substrate + internal standard solution (C) 

2.4.4  精密度试验  分别制备 3 个浓度的混合探针

底物溶液，非那西丁、安非他酮、双氯芬酸、右美

沙芬 40、30、10、20 μmol/L，20、15、5、10 μmol/L，
1、1、1、1 μmol/L，进行处理和分析，分别于日内、

日间测定 5 次，计算日内、日间精密度。结果显示，

日内精密度 RSD 值小于 8%，日间精密度小于 9%，

仪器精密度满足实验要求，见表 2。 
2.4.5  回收率试验  将混合探针底物溶液进行一

次进样并处理分析，记录底物峰面积。再将制备的

混合探针底物溶液不加处理，直接作为对照品溶液

一次进样，记录峰面积，按绝对回收率＝底物峰面

积/对照品峰面积计算绝对回收率。将测得的探针底

物溶液峰面积与内标峰面积比值代入标准曲线方

程，计算出相应底物浓度，按方法回收率＝底物浓

度/理论浓度计算方法回收率。结果显示，探针底物

的方法回收率 RSD 值小于 9%，绝对回收率小于

10%，满足实验要求，见表 3。 
2.4.6  稳定性试验  制备混合探针底物溶液，每个

浓度 6 个样本，分别放置于温室及−20 ℃冰箱中。

放置于室温的样品检测时间为 24、48 h，−20 ℃样

品检测时间为 3、7 d，每个样本测定 5 次，考察其

稳定性，见表 4。结果非那西丁、安非他酮、双氯

芬酸、右美沙芬置于室温的样品 24、48 h 的浓度变

化值 RSD 值小于 7%，置于−20 ℃冰箱的 3、7 d 的

浓度变化值 RSD 值小于 6%。表明各探针底物在室

温 48 h 内及−20 ℃冷冻 7 d 内稳定。 
2.5  阳性抑制剂对 CYP450 酶的抑制作用 

将 4 种 CYP450 酶阳性抑制剂 α-萘黄酮、塞替

派、磺胺苯吡唑、奎尼丁分别配制成终浓度为 10、
20、50、50 μmol/L 的溶液，对照组为同等体积生理

盐水。分别加入至混合底物孵育体系，孵育，检测

混合探针底物浓度。利用阳性抑制剂抑制 CYP450  
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表 2  精密度试验结果（⎯x ± s，n = 3） 
Table 2  Results of precision test (⎯x ± s, n = 3 ) 

日内精密度 日间精密度 底物 加入量/ 

(μmol·L−1) 测得量/(μmol·L−1) RSD/% 测得量/(μmol·L−1) RSD/% 

非那西丁 1 1.01±0.08 7.82 1.08±0.06 5.30 

 20 20.09±0.16 0.80 21.40±1.76 8.22 

 40 39.84±0.40 1.01 40.23±0.30 0.75 

安非他酮 1 0.98±0.07 7.58 1.07±0.07 6.80 

 15 15.20±0.55 3.64 14.87±1.23 8.29 

 30 30.98±1.28 4.12 31.50±1.99 6.33 

双氯芬酸 1 0.99±0.07 6.84 1.07±0.07 6.23 

 5 5.41±0.22 4.07 5.24±0.18 3.36 

 10 10.34±0.27 2.61 9.79±0.20 2.05 

右美沙芬 1 1.07±0.07 6.21 1.04±0.05 4.83 

 10 10.64±0.57 5.32 10.59±0.30 2.81 

 20 20.29±0.82 4.03 20.84±0.47 2.27 

 

表 3  回收率试验结果（⎯x ± s，n = 3） 
Table 3  Results of recovery test (⎯x ± s, n = 3 ) 

方法回收率 绝对回收率 
底物 

加入量/ 

(μmol·L−1) 回收率/% RSD/% 回收率/% RSD/% 

非那西丁 1 101.52±9.07 8.93 87.51±4.94 5.64 

 20 95.68±0.65 0.68 89.53±1.01 1.13 

 40 98.22±0.84 0.86 85.49±0.55 0.64 

安非他酮 1 98.64±9.62 8.75 88.37±8.26 9.34 

 15 96.54±3.30 3.41 95.27±7.62 8.00 

 30 97.28±3.48 3.58 95.69±5.71 5.97 

双氯芬酸 1 103.97±6.84 6.58 90.83±5.30 5.83 

 5 95.66±3.08 3.22 93.24±4.85 5.20 

 10 95.12±2.01 2.11 94.43±1.39 1.47 

右美沙芬 1 112.31±7.1 6.32 90.28±4.52 5.01 

 10 95.28±4.95 5.20 92.24±2.31 2.50 

 20 89.60±3.22 3.59 86.52±1.15 1.33 

 
酶 4 个亚型的活性检测实验方法的合理性，见表 5。
结果表明，α-萘黄酮、塞替派、磺胺苯吡唑、奎尼

丁分别对 CYP1A2、2B6、2C9、2D6 的活性有明显

的抑制作用，与对照组比较差异具有显著性（P＜
0.01）。 
2.6  瓜蒌皮注射液对 CYP450 酶亚型的抑制作用 

将 4 种探针底物非那西丁、安非他酮、双氯芬

酸、右美沙芬的峰面积与内标峰面积的比值代入各

标准曲线中，计算出各探针底物浓度，并计算各

CYP450 酶亚型在不同药物浓度作用下的酶活性。

使用 SPSS 20.0 统计软件分析，数据以⎯x±s 表示，

组间比较采用 t 检验。使用软件 GraphPad Prism 5.0
按非线性回归拟合作图，并计算 IC50 值。 

酶活性＝（总底物浓度－剩余浓度）/总底物浓度 
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表 4  稳定性试验结果（⎯x ± s，n = 6） 
Table 4  Results of stability test (⎯x ± s, n = 6 ) 

室温 −20 ℃ 
底物 加入量/(μmol·L−1) 

测定浓度/(μmol·L−1) RSD/% 测定浓度/(μmol·L−1) RSD/% 

非那西丁 1 1.01±0.04 3.58 1.13±0.07 5.89 

 20 22.32±0.50 2.23 20.69±0.83 4.02 

 40 3.87±0.10 2.57 40.34±1.82 4.50 

安非他酮 1 1.03±0.04 3.91 1.08±0.053 4.89 

 15 15.13±1.03 6.78 15.40±1.04 6.84 

 30 29.54±0.92 3.11 29.27±1.67 5.70 

双氯芬酸 1 1.00±0.03 3.00 1.08±0.05 4.31 

 5 5.15±0.08 1.57 5.06±0.14 2.75 

 10 10.27±0.25 2.44 10.87±0.28 2.61 

右美沙芬 1 0.97±0.02 2.21 0.92±0.04 4.27 

 10 9.91±0.17 1.71 10.20±0.35 3.43 

 20 20.11±0.40 2.00 19.82±0.48 2.41 

 

表 5  阳性抑制剂对 CYP450 酶的抑制作用（⎯x ± s，n = 3） 
Table  5  Inhibitory effects of positive inhibitors on CYP450 

enzyme (⎯x ± s, n = 3 ) 

亚型 阳性抑制剂 抑制率/% 对照组抑制率/%

CYP1A2 Α-萘黄酮 42.78±1.17** 80.68±2.12 

CYP2B6 塞替派 55.70±1.80** 80.17±1.58 

CYP2C9 磺胺苯吡唑 56.47±3.74** 85.84±2.69 

CYP2D6 奎尼丁 60.21±3.16** 71.53±1.31 

与对照组比较：**P＜0.01 
**P < 0.01 vs control group 

瓜蒌皮注射液对 CYP450 酶 4 亚型的抑制作用

中，对 CYP1A2 的 IC50 大于 500%，对 CYP2B6、
CYP2C9、CYP2D6 的 IC50 分别为 56.86%、0.56%、

131.0%。瓜蒌皮注射液临床常用剂量为静脉注射极

量 8 mL/d，静脉滴注极量 12 mL/d，按照临床每日

用药剂量与人体血液的比值，计算得其日用体积分

数分别为 0.16%、0.24%。因此瓜蒌皮注射液对该 4
种 CYP450 酶亚型 CYP1A2、CYP2B6、CYP2C9、
CYP2D6 的影响均超出正常剂量使用范围。不同浓

度的瓜蒌皮注射液对CYP450酶 4个亚型CYP1A2、
CYP2B6、CYP2C9、CYP2D6 的抑制作用见图 2，
瓜蒌皮注射液的 IC50 值见表 6。 

表 6  瓜蒌皮注射液的 IC50值 
Table 6  IC50 values of Gualoupi Injection 

CYPs 特异性探针底物 IC50 值/% 

CYP1A2 非那西丁 >1 000 

CYP2B6 安非他酮 56.86 

CYP2C9 双氯芬酸 0.56 

CYP2D6 右美沙芬 131.00 

 
 

 

图 2  瓜蒌皮注射液对 CYP450 酶 4 个亚型的抑制效果（n = 3） 
Fig .2  Inhibitory effect of Gualoupi Injection on 4 subtypes of CYP450 enzyme (n = 3) 
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3  讨论 
Cocktail 探针底物法目前已广泛应用于检测药

物对代谢酶活性的影响。目前常用来检测酶活性的

方法主要有 LC/MS 和 HPLC-UV 法。由于 LC/MS
检测费用较为昂贵，而且对样品处理、流动相等要

求严格[8-9]，故本研究采用更为方便、仪器普及性更

高的 HPLC-UV 法来检测酶活性底物[10]。本研究分

别用 CYP1A2、CYP2B6、CYP2C9、CYP2D6 酶的

抑制剂 α-萘黄酮、塞替派、磺胺苯吡唑、奎尼丁验

证实验的合理性，结果表明抑制剂均分别对相应的

酶产生明显的抑制作用。同时通过日内、日间精密

度、回收率、稳定性实验的结果，表明本实验方法

合理可行。 
CYP1A2 在肝脏中特异性表达，主要参与代谢

芳胺、杂环胺和含卤烃化合物等，它可以将一些多

环芳烃代谢为致癌中间体，同时也参与代谢咖啡因、

茶碱、黄曲霉素 B1、扑热息痛、奥氮平等，而临床

上用于抗心绞痛的药物普萘洛尔也是经由其参与代

谢[11]。CYP1A2 的活性升高与否是一面双刃剑，一

方面它可以激活致癌物质，另一方面它能清除体内

有害物质，又能参与药物的代谢，对人体新陈代谢

起到重要的作用。但临床上很多药物，CYP1A2 都

有参与代谢，如茶碱、扑热息痛、扑热息痛等，而

这些药物也存在与瓜蒌皮注射液共用的情况，所以

笔者认为在中西药广泛合用的情况下，研究瓜蒌皮

注射液对 CYP1A2 的影响有着重要的意义[12]。本研

究结果表明，瓜蒌皮注射液临床剂量下并不会对

CYP1A2 活性产生影响，故在正常使用瓜蒌皮注射

液时，与经 CYP1A2 代谢的药物联用，并不会影响

药物的疗效。CYP2B6 作为一种单氧酶，能参与代

谢胆固醇、类固醇和其他脂质代谢，同时它还参与

代谢抗癌药物环磷酰胺[13]。本实验表明瓜蒌皮注射

液在临床上使用时，对 CYP2B6 无影响，经其参与

代谢的药物也不会影响其疗效。CYP2C9 含量在肝

脏中约占 CYP450 酶系的 18%，是一种十分重要的

酶，它参与代谢的药物也十分广泛，如华法林、苯

妥英钠，还有一些常规药物，如甲苯磺丁脲、洛沙

坦、格列吡嗪和一些非甾体抗炎药等[14]。CYP2C9
在内源性和外源性的代谢过程中也起着十分重要的

作用。它的作用广泛性还在于参与代谢 β受体阻滞

药、抗高血压药等，如普萘洛尔、卡托普利、美托

洛尔等药物。上述这些药物几乎都是临床上能经常

与瓜蒌皮注射液联合用药治疗疾病的[15]。本实验研

究结果表明，瓜蒌皮注射液临床剂量下对 CYP2C9
无明显影响，不会影响经 CYP2C9 代谢的药物。

CYP2D6 是一种在人体内分布广泛的酶，不但在肝

脏中有表达，在中枢神经系统也有高表达，不但如

此，CYP2D6 也负责参与代谢近 25%的临床药物，

因此，研究瓜蒌皮注射液对 CYP2D6 的影响无疑有

着重要的意义[16]。本研究结果提示瓜蒌皮注射液在

临床剂量下对 CYP2D6 活性影响较小，不会对经

CYP2D6 代谢的药物产生影响。 
综上所述，瓜蒌皮注射液对 4 种 CYP450 酶亚

型的 IC50 范围均超过临床常用的日用体积分数

0.24%，提示其在临床上联合用药过程中对常用的

经该 4 种酶代谢的药物产生的影响较小，可以忽略

药物可能存在的相互作用的风险。但瓜蒌皮注射液

是否能影响其他 CYP450 酶亚型，进而影响联合用

药过程中其他药物的代谢，还有待进一步研究。 
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