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基于淫羊藿次苷 II代谢行为的体外药物相互作用研究 
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摘  要：目的  应用体外实验方法筛选淫羊藿次苷 II 在肝微粒体中的尿苷二磷酸葡萄糖醛酸转移酶（UGT）抑制剂，为改

善淫羊藿次苷 II生物利用度提供新思路。方法  首先选择槲皮素、山柰酚、桔皮素、柚皮素、水飞蓟素、草质素、胡椒碱、

甘草查尔酮 A 以及异银杏双黄酮作为抑制剂筛选对象，对以上 9 种化合物在人肝微粒体、人肠微粒体、大鼠肝微粒体、猴

肝微粒体及小型猪肝微粒体中对淫羊藿次苷 II 葡萄糖醛酸化反应的抑制作用进行初步研究。抑制剂分别选择低、中、高 3
个浓度（1、10、100 μmol/L），采用超快速高效液相色谱（UFLC）法测定代谢产物生成速率，以 UGT代谢酶残余活性评价

抑制能力。从中筛选出抑制能力较强的化合物（半数抑制浓度 IC50≤10 μmol/L），对其在人肝微粒体中的抑制机制进行系统

研究并计算 IC50及抑制常数（Ki）值。IC50值的测定采用单一底物浓度法，在不同浓度代谢酶抑制剂的孵育体系中，代谢产

物的生成速率不同，应用非线性回归分析计算而得。Ki的测定需在孵育体系中设计 3～4个底物浓度以及 4～5个包括 0点在

内的抑制剂浓度，抑制动力学类型通过 Dixon作图法和 Lineweaver-Burk作图法确定，采用二次作图法计算 Ki。结果  山柰

酚、槲皮素及甘草查尔酮 A对淫羊藿次苷 II在不同种属肝微粒体及人肠微粒体中的葡萄糖醛酸化反应均具有较强的抑制作

用；对在人肝微粒体中的葡萄糖醛酸化反应抑制作用的 IC50值分别为（1.01±0.26）、（4.65±0.51)、（5.34±1.00） μmol/L；
Dixon作图法及 Lineweaver-Burk作图法表明，甘草查尔酮 A能够竞争性抑制淫羊藿次苷 II在人肝微粒体中的葡萄糖醛酸化

反应，Ki值为 0.18 μmol/L；槲皮素遵循混合型抑制动力学模型，Ki值为 0.23 µmol/L；山柰酚符合非竞争型抑制动力学模型，

Ki值为 0.36 μmol/L。结论  山柰酚、槲皮素及甘草查尔酮 A能够降低淫羊藿次苷 II在不同种属肝微粒体中的葡萄糖醛酸化

反应速率，使代谢产物生成减少，清除减慢。 
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Abstract: Objective  To screen the UDP-glucuronosyltransferase (UGT) inhibitors of icariside II in liver microsomes in vitro and 
provide a new idea to improve the bioavailability of icariside II. Methods  In this study, the inhibitory effects of quercetin, kaempferol, 
hesperetin, naringenin, silymarin, piperine, herbacetin, licochalcone A, and isoginkgetin against icariside II glucuronidation were 
assessed firstly. Icariside II was incubated in human, rat, monkey, minipig liver microsomes and human intestinal microsomes with 
varying inhibitors concentration (1, 10, and 100 μmol/L). An UFLC based method was used to quantify the glucuronide of icariside II. 
The residual activity of UGT enzymes was used to evaluate the inhibitory capacity. The inhibitory mechanism and kinetic parameters of 
inhibitors with the IC50 values less than or equal to 10 μmol/L were investigated in human liver microsomes. IC50 values were 
determined by using a single substrate concentration with various concentration of inhibitors and were calculated by non-linear 
regression analysis. Inhibition kinetic parameters (Ki) were determined by using various concentration of icariside II in the presence or 
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absence of various concentration of inhibitors. The inhibition kinetic type was evaluated by determining the intersection point in Dixon 
and Lineweaver-Burk plots. The second plot of slopes from Lineweaver-Burk plot vs inhibitors concentration was utilized to calculate 
the corresponding inhibition parameter values. Results  The catalytic activities of human, rat, and monkey minipig liver microsomes 
and human intestinal microsomes were strongly inhibited by quercetin, kaempferol, and licochalcone A in icariside II glucuronidation. 
The calculated IC50 values of quercetin, kaempferol, and licochalcone A in human liver microsomes were (1.01 ± 0.26), (4.65 ± 0.51), 
and (5.34 ± 1.00) μmol/L, respectively. Both Lineweaver-Burk and Dixon plots demonstrated that licochalcone A was a competitive 
inhibitor for icariside II glucuronidation in human liver microsoms with the Ki value of 0.18 μmol/L. Quercetin was a mixed inhibitor 
for human liver microsomes mediated icariside II glucuronidation with the Ki value of 0.23 μmol/L. Kaempferol is a noncompetitive 
inhibitor for icariside II glucuronidation in human liver microsomes with the Ki value of 0.36 μmol/L. Conclusion  The 
glucuronidation of icariside II in different species liver microsomes can be strongly inhibited by quercetin, kaempferol, and 
licochalcone A. 
Key words: icariside II; glucuronidation; liver microsomes; inhibition; bioavailability; kaempferol; quercetin; licochalcone A 
 

淫羊藿是我国传统的补益中药，其主要化学成

分包括黄酮、木脂素、生物碱及多糖，此外还含有

少量的挥发油、棕榈酸和硬脂酸等[1]。黄酮及其衍

生物是淫羊藿化学成分的重要组成部分，体内外药

理学实验表明，这一类化合物均存在壮阳作用、雌

激素样作用、抗肿瘤、抗炎、抗氧化、心血管及神

经系统保护作用等广泛的药理活性[2]。 
淫羊藿苷是淫羊藿主要的黄酮苷类化合物之

一[3-4]，其可被人肠道菌代谢转化为淫羊藿次苷 II，
淫羊藿次苷 II是大鼠 ig给予淫羊藿苷后吸收入血的

主要成分，是淫羊藿苷发挥药效的物质基础[5-6]。此

外，包括朝藿定 A、B、C 在内的含有 8 位异戊烯

基的黄酮苷类化合物在肠道菌的作用下也可以转化

成次级苷，即淫羊藿次苷 II，进而吸收入血发挥药

效作用[7]。 
体外药理学研究发现，淫羊藿次苷 II是高选择

性 5 型磷酸二酯酶（PDE5）抑制剂，对 PDE5A1
抑制作用的 IC50值为 160 nmol/L，抑制强度是其他

5型磷酸二酯酶的 10倍[8-9]。但淫羊藿次苷 II体内

实验数据显示，该化合物口服后受首关效应影响，

在大鼠体内的生物利用度仅为 4.1%[10]。 
进一步的代谢研究发现，葡萄糖醛酸化反应是

淫羊藿次苷 II 在大鼠体内主要的生物转化过程，3
位与 7位双葡萄糖醛酸代谢产物与 7位单葡萄糖醛

酸代谢产物是大鼠血中检测到的主要代谢产物。在

大鼠胆汁和尿中 7位单葡萄糖醛酸代谢产物是检测

到的主要产物，而淫羊藿素为在大鼠粪便中主要检

测到的代谢产物[11]。由尿苷二磷酸葡萄糖醛酸转移

酶（UDP-glucuronosyltransferase，UGT）介导的葡

萄糖醛酸化反应是药物在体内重要的 II 相代谢反

应，参与近 40%临床药物的代谢[12]。在人体内，

UGT1A与 UGT2B亚家族参与经皮肤、呼吸道以及

口腔进入体内的外源性化合物的葡萄糖醛酸化代

谢，使之易于排出体外，对机体起到保护作用[13]。

对于存在明显首关效应的药物而言，代谢行为可能

是影响其生物利用度的主要原因之一，而 UGT 代

谢酶抑制剂的存在能够增加药物的吸收，减慢药物

的清除，进而对其生物利用度产生一定程度的改善。 
因此，本研究通过体外实验技术，以淫羊藿次

苷 II为底物，分别考察槲皮素、山柰酚、桔皮素、

柚皮素、水飞蓟素、胡椒碱、草质素、甘草查尔酮

A及异银杏双黄酮对淫羊藿次苷 II在不同种属肝微

粒体及人肠微粒体中葡萄糖醛酸化反应的抑制作

用，并对具有较强抑制作用的抑制剂（半数抑制浓

度 IC50≤10 μmol/L）在人肝微粒体中的抑制机制进

行系统的研究，测定 IC50及抑制常数（Ki）值，为提

高淫羊藿次苷 II生物利用度提供有价值的参考信息。 
1  材料 
1.1  药品与试剂 

淫羊藿次苷 II（批号 150627）、山柰酚（批号

150414）、槲皮素（批号 150302）、柚皮素（批号

140330）、桔皮素（批号 140912）、水飞蓟素（批号

141102）、胡椒碱（批号 150329）、草质素（批号

141217）、甘草查尔酮 A（批号 150724）、异银杏双

黄酮（批号 140316），质量分数均大于 98%，购于

成都普菲德生物技术有限公司。 
淫羊藿次苷 II-7-O-葡萄糖醛酸代谢产物，实验

室制备，制备方法见“2.3”项；尿苷二磷酸葡萄糖

醛酸（UDPGA，批号 069K7017V）、聚乙二醇十六

烷基醚（批号 055K0045），购于美国 Sigma-Aldrich
公司；氯化镁（MgCl2，批号 20100110）、盐酸（分

析纯，批号 20150818），购于天津市科密欧化学试剂
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有限公司；Tris碱（批号 527K073），购于北京索莱

宝科技有限公司；甲酸（色谱纯，批号A0326132），
购于美国 Acros organics公司。 

SD大鼠肝微粒体（批号 BDVH）、恒河猴肝微

粒体（批号 ZDD）、小型猪肝微粒体（批号 RUIB）、
人肝微粒体（批号 LPS）、人肠微粒体（批号 UGU），
均购于上海瑞德肝脏疾病研究有限公司；甲醇和乙

腈（色谱纯），购于美国 Fisher Scientific 公司；二

甲基亚砜（DMSO，批号 14010920），购于美国

TEDIA公司；去离子水，自制。 
1.2  仪器 

SHIMADZU超快速高效液相色谱仪（UFLC）、
LC-30AD 高压泵、SPD-20A 紫外/可见光检测器、

CBM-20A系统控制器、DGU-20A真空在线脱气机、

SIL-30AC 自 动进样 器、 CTO-30A 柱温箱 、

LabSolutions 5.81数据处理系统，日本 SHIMADZU
公司； Thermo-Shaker MS-100 恒温混匀仪、

HERAEUS X1R 低温高速离心机，美国 Thermo 
Scientific公司；LAB DANCER S25涡旋振荡器，德

国 IKA 公司；BSA224S 分析天平，北京赛多利斯

科学仪器有限公司；Milli-Q超纯水制备系统，美国

MILLIPORE公司；IMS-20制冰机，江苏省常熟市

雪科电器有限公司。 
2  方法 
2.1  主要溶液的配制 

精密称取淫羊藿次苷 II适量，DMSO溶解，配

制成浓度为 0.5 mmol/L的标准溶液；分别精密称取

山柰酚、槲皮素、柚皮素、桔皮素、水飞蓟素、胡

椒碱、草质素、甘草查尔酮 A、异银杏双黄酮适量，

DMSO溶解，配制成浓度为 20 mmol/L的标准溶液，

DMSO依次稀释，分别得到浓度为 2.0、0.2 mmol/L
的标准溶液，保存于 4 ℃冰箱待用。 
2.2  UFLC色谱条件 

SHIMADZU VP-ODS C18色谱柱（5 μm，150.0 
mm×2.1 mm）；柱温 40 ℃；流动相为乙腈（A）-0.2%
甲酸水（B）；梯度洗脱程序：0～7.0 min，90%～

10% B；7.0～8.0 min，10% B；8.0～9.0 min，10%～

90% B；9.0～12.0 min，90% B；体积流量 0.4 
mL/min；检测波长 270 nm；进样量 5 μL。 
2.3  淫羊藿次苷 II葡萄糖醛酸代谢产物的制备 

采用 500 μmol/L 淫羊藿次苷 II 与蛋白浓度为

0.5 mg/mL 的人重组酶 UGT1A1 进行代谢产物制

备。37 ℃孵育 24 h，加入等体积乙腈终止反应，离

心移取上清液置旋转蒸发仪中除去有机溶剂。残留

液通过 SPE固相萃取柱（C18WAX，北京华谱新创

科技有限公司）进行富集和选择性洗脱。 
2.4  淫羊藿次苷 II的 UGT抑制剂筛选 

孵育体系包括：50 mmol/L Tris-HCl缓冲液（pH
值为 7.4）、5 mmol/L MgCl2、2 mmol/L UDPGA、1 
mg/mL Brij 58。人肝、肠微粒体蛋白浓度分别为

0.03、0.10 mg/mL，淫羊藿次苷 II浓度分别为 2.5、
5.0 μmol/L。大鼠和猴肝微粒体蛋白浓度均为 0.03 
mg/mL，小型猪肝微粒体蛋白浓度为 0.2 mg/mL，
淫羊藿次苷 II浓度均为 5 μmol/L。 

抑制剂槲皮素、山柰酚、桔皮素、柚皮素、水

飞蓟素、胡椒碱、草质素、甘草查尔酮 A及异银杏

双黄酮浓度分别为 1、10、100 μmol/L，每个样品体

积为 200 μL，双样本，反应体系中 DMSO 水平控

制在 1%。 
孵育反应液在金属恒温震荡仪中预孵 3 min

后，加入 UDPGA启动反应，于 37 ℃孵育 20 min
后加入 200 μL 冰乙腈终止反应，立即涡旋混匀，

4 ℃、14 000 r/min离心 20 min，取上清液置 UFLC
检测。对照组不加抑制剂。 

以淫羊藿次苷 II 葡萄糖醛酸化反应代谢产物

的生成速率反应孵育体系中 UGT酶的活性，对照

组 UGT 酶活性记为 100%，样品组中淫羊藿次苷

II 代谢产物的生成速率与对照组中代谢产物生成

速率的百分比用以标记 UGT酶的残余活性，计算

公式如下： 
代谢产物生成速率＝代谢产物浓度/孵育时间/蛋白浓度 

残余活性百分比＝样品组代谢产物生成速率/对照组代

谢产物生成速率 
2.5  所选抑制剂 IC50值的测定 

孵育体系包括：人肝微粒体蛋白浓度为 0.03 
mg/mL，淫羊藿次苷 II浓度为 2.5 μmol/L，山柰酚

与槲皮素浓度均选取为 0、0.1、0.2、0.4、0.6、0.8、
1.0、1.5、3.0、6.0 μmol/L，甘草查尔酮 A的浓度选

取为 0、1.0、1.4、2.0、3.0、4.0、5.0、6.0、8.0 μmol/L，
其余同“2.4”项下条件与操作。 
2.6  所选抑制剂 Ki值的测定 

孵育体系包括：人肝微粒体蛋白浓度为 0.03 
mg/mL，淫羊藿次苷 II选取的浓度分别为0.80、1.25、
2.50、5.00 μmol/L，山柰酚与槲皮素的浓度均选取

为 0、0.4、0.8、1.6、3.2 μmol/L，甘草查尔酮 A的

浓度选取 0、1、2、3、5 μmol/L，其余同“2.4”项
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下条件与操作。 
2.7  统计学分析 

竞争性抑制见方程式 1，混合性抑制见方程式

2，式中的 Km和 Vmax分别为米氏常数与最大反应速

率，[I]是游离抑制剂的浓度，[S]是底物浓度，Ki
为抑制常数。IC50应用 Graphpad Prism 6.0软件中非

线性回归分析计算而得。Ki通常需要在反应体系中

设计 3～4个底物浓度以及 4～5个包括 0点在内的

抑制剂浓度。抑制动力学类型通过 Dixon作图法和

Lineweaver-Burk作图法确定，二次作图法计算 Ki。 

 
                          1 

 
                    2 

3  结果 
3.1  抑制剂筛选结果 

淫羊藿次苷 II 在不同种属肝及人肠微粒体

中，主要葡萄糖醛酸代谢产物为淫羊藿次苷

II-7-O-葡萄糖醛酸代谢产物，人肝微粒体中淫羊

藿次苷 II及其葡萄糖醛酸代谢产物 UFLC检测色

谱图见图 1。 
在人肝微粒体中，当抑制剂山柰酚和异银杏

双黄酮浓度为 1 μmol/L 时，代谢酶残余活性分别

为 58.9%和 40.0%；当抑制剂山柰酚、槲皮素、草

质素及甘草查尔酮 A浓度为 10 μmol/L 时，代谢

酶残余活性均为 0。在人肠微粒体中，当抑制剂

槲皮素浓度为 10 μmol/L时，代谢酶残余活性为 0，
结果见图 2。 

 

 

 

图 1  人肝微粒体中淫羊藿次苷 II及其葡萄糖醛酸代谢产物 UFLC检测色谱图 
Fig. 1  UFLC of icariside II and its glucuronide in human liver microsomes 

 
 

        

 

图 2  人肝（A）、肠（B）微粒体中抑制剂筛选结果（ x±s, n = 2) 
Fig. 2  Inhibitor screening of icariside II in human liver (A) and intestinal microsomes (B) ( x±s, n = 2) 
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在大鼠肝微粒体中，当抑制剂山柰酚和甘草查

尔酮 A浓度为 10 μmol/L 时，代谢酶残余活性分别

为 18.2%、19.0%。在小型猪肝微粒体中，当抑制剂

甘草查尔酮 A浓度为 1 μmol/L 时，代谢酶残余活性

为 59.7%；当抑制剂槲皮素与草质素浓度为 10 
μmol/L 时，代谢酶残余活性均为 0，山柰酚和甘草

查尔酮 A组代谢酶残余活性分别为 20.6%、7.88%。

在猴肝微粒体中，当抑制剂甘草查尔酮 A和异银杏

双黄酮浓度为 1 μmol/L 时，代谢酶残余活性分别为

48.9%、59.4%；当抑制剂槲皮素、草质素和甘草查

尔酮 A浓度为 10 μmol/L 时，代谢酶残余活性为 0，
山柰酚组代谢酶残余活性为 25.5%，结果见图 3。

 

 

 

 
 

 

 

 
图 3  大鼠（A）、小型猪（B）和猴（C）肝微粒体中抑制剂筛选结果 ( x±s, n = 2) 

Fig. 3  Inhibitor screening of icariside II in rat (A), pig (B), and monkey (C) liver microsomes ( x±s, n = 2) 

结果表明，在人、大鼠、小型猪、猴肝微粒体

及人肠微粒体中，山柰酚、槲皮素、草质素及甘草

查尔酮A均对淫羊藿次苷 II的葡萄糖醛酸化反应有

较强的抑制作用。根据实验结果，选择具有较强抑
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制作用的山柰酚、槲皮素和甘草查尔酮 A，测定其

对人肝微粒体中淫羊藿次苷 II葡萄糖醛酸化代谢抑

制作用的 IC50及 Ki值。 
3.2  IC50及 Ki值测定结果 

利用不同浓度的抑制剂绘制剂量相关性曲线，

结果见图 4，非线性拟合求得抑制剂抑制作用的 IC50
值，结果见表 1。山柰酚、槲皮素及甘草查尔酮 A
对淫羊藿次苷 II 在人肝微粒体中的葡萄糖醛酸化反

应均有较强程度的抑制作用，IC50 值分别为（1.01±
0.26）、（4.65±0.51）、（5.34±1.00） µmol/L，山柰

酚对人肝微粒体的抑制作用略强于槲皮素及甘草查

尔酮 A。 

分别以混合型、竞争性及非竞争性抑制模型拟合

数据，结果见图 5至图 7，Dixon作图法及 Lineweaver- 
Burk作图法表明，甘草查尔酮 A能够竞争性抑制淫

羊藿次苷 II在人肝微粒体中的葡萄糖醛酸化反应，

Ki值为 0.18 µmol/L；槲皮素对淫羊藿次苷 II的葡萄

糖醛酸化反应遵循混合型抑制动力学模型，Ki值为

0.23 µmol/L；山柰酚则符合非竞争型抑制动力学模

型，Ki值为 0.36 µmol/L，结果见表 1。 
4  讨论 

本研究考察了山柰酚、槲皮素及甘草查尔酮 A
等 9种化合物对人、大鼠、小型猪、猴肝微粒体及

人肠微粒体中淫羊藿次苷 II葡萄糖醛酸化反应的影 
 

  

图 4  抑制剂槲皮素（A）、山柰酚（B）与甘草查尔酮 A（C）的剂量依赖性曲线（ x±s, n = 2） 
Fig. 4  Dose-dependent curves of inhibitors quercetin (A), kaempferol (B), and licochalcone A (C) ( x±s, n = 2) 

表 1  抑制剂山柰酚、槲皮素与甘草查尔酮在人肝微粒体中 IC50与 Ki值 
Table 1  IC50 and Ki values of inhibitor kaempferol, quercetin, and licochalcone A in human liver microsomes 

抑制剂 IC50/(μmol∙L−1) Ki/(μmol∙L−1) 抑制类型

山柰酚 1.01±0.26 0.36 非竞争型

槲皮素 4.65±0.51 0.23 混合型

甘草查尔酮 A 5.34±1.00 0.18 竞争型

图 5  抑制剂槲皮素的 Dixon图（A）与 Lineweaver-Burk图（B）结果(n = 2) 
Fig. 5  Dixon plot (A) and Lineweaver-Burk plot (B) of inhibitory effects of quercetin (n = 2) 
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图 6  抑制剂山柰酚的 Dixon图（A）与 Lineweaver-Burk图（B）结果 （n = 2） 
Fig. 6  Dixon plot (A) and Lineweaver-Burk plot (B) of inhibitory effects of kaempferol (n = 2) 

           

 

图 7  抑制剂甘草查尔酮 A的 Dixon图与 Lineweaver-Burk图结果(n = 2) 
Fig. 7  Lineweaver-Burk plot and Dixon plot of inhibitory effects of licochalcone A (n = 2) 

响。淫羊藿次苷 II属于黄酮类化合物，研究证实，

多种黄酮类化合物联合使用时，其中的一种或者几

种黄酮类化合物会对另一黄酮化合物的动力学产生

影响，使其生物利用度得到改善[14]，因此本实验抑

制剂的选择主要以黄酮类化合物为主。 
虽然有文献报道和实验室未发表数据表明上述

9 种化合物均是葡萄糖醛酸化反应的抑制剂[15-22]，

但代谢酶抑制剂存在底物选择性，底物不同，抑制

剂对代谢酶的抑制能力不同。代谢研究的实验动物

模型选择关系到预测人体内情况的准确性，故本研

究首先对以上 9种化合物在不同种属肝微粒体及人

肠微粒体中对淫羊藿次苷 II葡萄糖醛酸化反应的抑

制能力进行初筛，对化合物的抑制能力进行评价，

为进一步体内实验动物模型的选择提供参考信息。

在人、大鼠、小型猪、猴肝微粒体及人肠微粒体中，

山柰酚、槲皮素、草质素及甘草查尔酮 A均对淫羊

藿次苷 II的葡萄糖醛酸化反应有较强的抑制作用，

IC50估算值均在 10 μmol/L 以下。草质素虽然抑制

能力强，但体外试验时发现，将草质素加入反应体

系后会使体系颜色发生明显变化，由于机制不明确，

因此不将其纳入下一步抑制机制的研究范围内。 
代谢性药物-药物相互作用是一把“双刃剑”，

对于治疗窗窄且通过单一酶代谢的药物而言，与其

代谢酶抑制剂合用后往往会引起毒副作用增加，导

致治疗失败；但其也可以被积极利用，特别是针对

一些受首过效应影响显著导致生物利用度偏低的药

物而言，与代谢酶抑制剂合用后生物利用度会得到

明显改善。Basu等[23]利用姜黄素抑制霉酚酸的葡萄

糖醛酸化反应，最终使霉酚酸的游离药物浓度提高

了 6到 9倍。本研究结果显示，山柰酚、槲皮素及
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甘草查尔酮A对于淫羊藿次苷 II在微粒体中的葡萄

糖醛酸化反应均具有较强的抑制作用，在人肝微粒

体中的 Ki值分别达到了 0.36、0.23、0.18 μmol/L。
尽管体外结果表明 3者均能降低淫羊藿次苷 II的代

谢速率，与淫羊藿次苷 II合用后有可能改善其生物

利用度。但体外实验结果只是提供了一个选择的方

向，并不能完全反应体内的真实情况，因此，三者

分别与淫羊藿次苷 II合用后是否能够提高其生物利

用度还需进一步体内实验的验证。 
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