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摘  要：目的= =研究异鼠李素对肝脏 S种 Cvms的体外抑制作用，以及对大鼠原代肝细胞的毒性作用。方法= =采用人肝微粒

体（eijs）体外温孵法研究异鼠李素对 S种细胞色素 mQRM酶（Cvms）——CvmOCNV、CvmOaS、CvmPAQ、CvmObN、CvmNAO
和 CvmOCV的体外抑制作用；使用 emiCJjpLjp法检测异鼠李素和 eijs共同孵育后的代谢产物；利用体外培养的低 Cvms
活性的大鼠原代肝细胞，考察不同剂量异鼠李素对细胞培养液中乳酸脱氢酶（iae）、丙氨酸氨基转移酶（Aiq）、天门冬氨

酸氨基转移酶（Apq）的影响。结果= = RM=μmol/i的异鼠李素对 CvmObN和 CvmNAO有一定的抑制作用，抑制率分别为 RVKQUB
和 PVKVNB；异鼠李素和 eijs共同孵育后，产生去甲基化代谢产物 PI=P’I=Q’I=RI=TJ五羟基黄酮，转化为极性和水溶性较高的

代谢物；PM、NMM、PMM= μmol/i的异鼠李素会使大鼠原代肝细胞培养液中的Aiq和 iae显著上升（m＜MKMN），NMM、PMM= μmol/i
异鼠李素使Apq显著上升（m＜MKMR、MKMN），呈浓度相关性。结论= =异鼠李素在体外主要经eijs代谢，同时对CvmObN和CvmNAO
有一定的抑制作用，可能会使CvmObN和CvmNAO的底物药物在体内的浓度产生变化，导致一系列药物的相互作用；大量使用异

鼠李素可能会造成一定程度的肝细胞损伤，且呈现浓度相关性。临床应用应合理设置剂量，并注意潜在的药物之间的相互作用。=
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黄酮类化合物（fä~vonoáds）是一类存在于自然

界的、具有 OJ苯基色原酮（fä~vone）结构的化合物，

广泛存在于多种药用植物中xNz。异鼠李素（PI=Q’I=RI=TJ
四羟基JP’J甲氧基黄酮），存在于沙棘、银杏、短叶

红豆杉等多种植物中，其中在沙棘鲜果中含量最高，

约为 PRVKP=μgLgxOz。异鼠李素具有多种生物活性，能

清除自由基、抑制血小板聚集、抗低密度脂蛋白氧

化和抗肿瘤等xPJQz。广泛应用于药品及保健品中，如

三七痛经胶囊、复方沙棘颗粒xRJSz。=
肝脏是机体排毒的重要器官。细胞色素 mQRM

酶（Cvms），是一类亚铁血红素—硫醇盐蛋白的超

家族，是人类最重要的肝脏微粒体混合功能酶系统，

能作用于不同结构的外源化合物，使其在肝脏内进

行生物转化xTz。三个亚家族的 Cvms（CvmN、CvmO
和 CvmP）参与 UMB的药物在肝脏内的代谢，

CvmOCNV、CvmOaS、CvmPAQ、CvmObN、CvmNAO
和 CvmOCV是主要的代谢酶xUz。Cvms酶是一种主要

的与代谢性药物相互作用（aaf）相关的酶系xVz，

临床上 VMB以上的代谢性药物相互作用都是由

CvmQRM 酶活性的改变引起的xNMz。黄酮类化合物能

通过抑制或诱导 Cvms 活性来影响合用药物成分的

代谢和消除，这可能会造成它们在体内蓄积并引发

一系列的相互作用xNNz。=
本实验利用体外培养的低 Cvms 活性的大鼠原

代肝细胞考察异鼠李素的毒性作用，通过检测乳酸

脱氢酶（iae）、丙氨酸氨基转移酶（Aiq）、天门

冬氨酸氨基转移酶（Apq）水平变化，探究异鼠李

素是否会对肝细胞造成不利影响。人肝微粒体

（eijs）体外温孵法研究异鼠李素对 CvmOCNV、
CvmOaS、CvmPAQ、CvmObN、CvmNAO和 CvmOCV
的体外抑制作用；应用 emiCJjpLjp 法检测异鼠

李素和 eijs共同孵育后的代谢产物，分析代谢产

物产生的途径。=
N= =材料=
NKN= =主要仪器=

美国应用生物系统公司液质联用系统Amf=QMMM=
ntr~p，pboK=k：AoOSOONNMN（含 O台岛津 iCJOMAa
泵、pfiJOMAC恒温自动进样器、CqlJOMA柱温箱、

C_jJOMA 控制器、bpf 离子源、An~äyst= poftw~re=
NKRKO色谱工作站）；海尔－US=℃超低温保存箱（青

岛海尔股份有限公司）；AuOMR十万分之一天平（瑞

士jeääter=qoäedo公司）；mepgJQA=me计（上海精密

科学仪器有限公司）；twJOA 微量振荡器（金坛市

恒丰仪器制造有限公司）；teJP 微型旋涡混合仪

（上海沪西分析仪器厂有限公司）；jáääápore=
jáääáJnLPMi超纯水机（法国jáääápore公司）；Aääegr~=
SQo高速离心机（美国 _eckm~n公司）；cäexpt~táon=
酶联免疫检测仪（美国joäecìi~r=aeváces公司）；

eboACbiiNRMá 型 ClO 培养箱（qhermo= pCfbkJ=
qfcfC）；生物洁净工作台（Afo=qbCe）；倒置式生

物显微镜（kákon=bCifmpb=qbPMM）；电子恒温水浴

锅（天津市泰斯特仪器有限公司）；_mNONp型电子

天平（德国 p~rtoráìs公司）；OR=cmO、TR=cmO培养瓶，

NR、RM=mi离心管，VS孔培养板（美国Cornáng公司）。=
NKO= =药品与试剂=

异鼠李素、非那西丁、对乙酰氨基酚、甲苯磺

丁脲、QJ羟基甲苯磺丁脲、右美沙芬、去甲右美沙

芬、咪达唑仑、NJ羟基咪达唑仑、氯唑沙宗、SJ羟
基氯唑沙宗、美芬妥因、QJ羟基美芬妥因、卡马西

平（内标），均购自中国食品药品检定研究院；还原

型辅酶 ff（kAame）、二甲基亚砜（ajpl）、fs
型胶原、e~nk’s平衡盐粉末、胰酶（MKORB=qrypsán=
JMKMOB=baqA）、非必需氨基酸、ajpl，购自于美

国 págm~公司；人肝微粒体，购自瑞德肝脏疾病研

究（上海）有限公司；ajbj 培养基，购自美国

eycäone公司；胎牛血清（c_p），青霉素J链霉素、

地塞米松，购于美国 df_Cl 公司；甲醇、乙腈为

色谱纯，购于天津康科德科技发展有限公司；其他

溶剂和化学试剂均为分析纯或以上。=
O= =方法=
OKN= =对人肝微粒体 Cvms酶活性的影响=
OKNKN= = Cockt~áä探针药物法的建立= =“Cockt~áä”探

针药物法是同时给予 O种或以上的相对低剂量的探

针药物，测定生物样本中每个探针药物的代谢率或

者其它代谢类型的指标，以获得多个代谢酶的表型

信息。其中 CvmNAO 的底物为非那西丁（ NM=
μmol/i），CvmOCV 的底物为甲苯磺丁脲（NMM=
μmoäLi），CvmOCNV的底物为美芬妥因（OM=μmol/L），
CvmPAQ的底物为咪达唑仑（R= μmoäLi），CvmObN
的底物为氯唑沙宗（OM= μmoäLi），CvmOaS 的底物

为右美沙芬（OKR=μmoäLi）xNOJNPz。=
色谱柱为 Agáäent=worb~x=ua_JCNU（RM=mm×OKN=

mm，PKR=μmoäLi，pk：rpemMMQMPT）；进样量 NM=μi；
检测波长 OUM=nm；体积流量 MKQR=miLmán；流动相

为 MKNB甲酸（A）J甲醇（_），梯度洗脱程序：M～
MKR=mán，VUB=A；MKR～N=mán，VUB~OB=A；N～OKR=
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mán，OB=A；OKR～OKRN=mán，VUB=A；OKRN～QKM=mán，
VUB= A。离子源：电子轰击式离子源（bpf）；离子

源参数：Cìrt~ánd~s为 OM=psá；fonppr~ysoät~ge=RMMM=

s（bpf＋）、－QOMMs（bpf－）；fonpoìrce= d~s= N 和

fonpoìrce=d~s=O分别为 RR=psá和 RM=psá，离子源温度

为 RRM=℃。待测成分和内标的质谱检测参数见表 N。=

表= N= = CvmQRM酶各亚型代谢产物和内标卡马西平的质谱检测参数=
q~ble=N= = j~ss=spectrometric=detection=p~r~meters=of=met~bolites=of=Cvms=~nd=c~rb~m~zepine=

被测物质= 扫描方式= 定量离子（mLz）= 子离子（mLz）=
对乙酰氨基酚（CvmNAO）= bpfH= NROKN= NNMKN=
右美沙芬（CvmOaS）= bpfH= ORUKN= NVVKN=

NJ羟基咪达唑仑（CvmPAQ）= bpfH= PQOKN= OMPKN=
QJ羟基美芬妥因（CvmOCNV）= bpfH= OPRKN= NRMKN=
QJ羟基甲苯磺丁脲（CvmOCV）= bpf−= OUQKU= NURKT=
SJ羟基氯唑沙宗（CvmObN）= bpf−= NUQKO= NOMKM=

卡马西平（内标）= bpfH= OPTKN= NVQKN=
=
OKNKO= =人肝微粒体孵育反应= =所有的孵育反应均

在 PT=℃水浴上进行。实验组预孵育体系的总体积

为OMM=μi，包含MKN=moäLi的磷酸盐缓冲液（pe=TKQ）、
O=mgLmi人肝微粒体蛋白、异鼠李素（终浓度 RM、
R=μmoäLi），在加入 kAame（浓度 N=mmoäLi）的情

况下预孵育 PM=mán。然后对预孵育 PM=mán的样品进

行 NM 倍稀释，即取 OM= μi 预孵育样品加入到含有

NMM=μi=kAame（N=mmoäLi）和 UM=μi混合探针底物

［非那西丁、甲苯磺丁脲、右美沙芬、氯唑沙宗、咪

达唑仑、美芬妥因（NM、NMM、OKR、OM、R、OM=μmoäLi）］
的体系中，孵育 NR=mán后，加入 QMM=μi冰甲醇（含

有内标卡马西平，TR=ngLmi）终止反应。NM=MMM×g
离心 R=mán，取上清液，应用“OKNKN”项的 Cockt~áä
探针药物法定量分析相应的 S种代谢产物：对乙酰

氨基酚、QJ羟基甲苯磺丁脲、去甲右美沙芬、SJ羟
基氯唑沙宗、NJ羟基咪达唑仑、QJ羟基美芬妥因。

设置对照组，kAame用 m_p代替，其他条件与异

鼠李素组相同。以实验组与对照组代谢产物的生成

量之比计算酶活性。抑制率（B）＝NMMB－相对酶

活率（B）。=
OKO= =异鼠李素与人肝微粒体孵育后的主要代谢产

物的研究=
OKOKN= =代谢产物研究流程= =实验组：RM= µmoäLi 异

鼠李素与 eijs（N=mgLmi）PT=℃预孵育 R=mán后，

加入kAame（终浓度 N=mmoäLi）启动反应，于 PT=℃
水浴锅中孵育 O=h后，O倍体积的冰甲醇终止反应，

Q=℃，NM= MMM= rLmán 离心 R= mán，取上清液 NM= µi=
emiCJjpLjp分析；对照组：kAame用 m_p代替，

其他条件与实验组相同。=

OKOKO= =代谢产物检测方法= =异鼠李素及代谢产物

emiCJjpLjp 检测条件：Acqìáty= emiC= _be= CNU
色谱柱（NMM=mm×OKN=mm，NKT=µm）；流动相为水

相（MKNB甲酸）J有机相（NMMB= ACk），为梯度洗

脱：M=mán时 VM∶NM，P=mán时 VM∶NM，NQ=mán时
NM∶VM，至 NT=mán时 NM∶VM，NTKMN=mán时迅速恢

复为 VM∶NM，持续至 OM=mán。柱温 RM=℃，进样量：

NM= µi。电喷雾负离子源（bpf－）；毛细管电压：PKO=
ksLOKU= ks（＋L－）；源温 NOM=℃；脱溶剂气温度

PRM=℃；锥孔气 RM=iLh；脱溶剂气 SMM=iLh；相对分子

质量 NMM～N= RMM；获得二级碎片离子，碰撞能量 PR=
es；采用全扫描模式；柱温 RM=℃。=
OKP= =异鼠李素对大鼠原代肝细胞毒性的研究=
OKPKN= =大鼠原代肝细胞的获取与培养= =参照二步胶

原酶灌注技术分离获取大鼠原代肝细胞xNQz。取体质

量 OOM=g左右的雄性 pa大鼠，麻醉后仰卧位固定，

酒精棉球擦拭消毒 P次，打开腹腔，游离肝脏并从

肝门静脉插管。先灌入氧气饱和的无钙缓冲液 QM=
mi，待肝脏变为土黄色时，再换用含钙缓冲液灌注，

消化约 R=mán，取下肝脏，将肝脏置于冰冷烧杯内，

移至细胞房超净台内操作。烧杯内加入 NM=mi，Q=℃
的 e~nk’s溶液，去肝包膜，用刀片轻轻梳理收集肝

细胞，将肝细胞收集入 Q=℃的 e~nk’s溶液中重悬；

OMM目筛网过滤，Q=℃高速离心机内细胞反复离心 P
次：PM×g、R=mán，RM×g、P=mán，RM×g、P=mán。
弃去上清，沉淀用培基重悬，轻缓吹打均匀，即得

肝细胞悬液。台盼兰排斥试验检测细胞存活率，取

存活率＞VMB者用于实验。=
将肝细胞悬液稀释密度至 NKR×NMRLmi，每孔
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QMM=μi接种于鼠尾胶包被的 QU孔透明细胞培养板，

置于 PT=℃、RB=ClO，湿度 NMMB的培养箱中培养。

Q=h后换液，用预热的 m_p清洗 O次，加入 QMM=μi
待测试药物溶液，浓度为 PM、NMM和 PMM=μmoäLi（P
孔平行操作），对照组不加药物，孵育 OQ= h。OQ= h
后，吸取细胞培养上清。

OKPKO= =测定指标与方法= = Aiq、Apq、iae在细胞

死亡后会被释放进细胞培养基内，释放到上清的

Aiq、Apq、iae水平反映肝细胞受损程度。上清

指标测定：酶动力学法于自动生化仪上测定 Aiq、
Apq、iae，具体步骤按试剂盒说明操作。=
P= =结果=
PKN= =对人肝微粒体 CvmQRM酶活性的影响=

给予异鼠李素后各微粒体酶活性见图 N。结果

表明，异鼠李素在 RM= μmoäLi 时对 CvmObN 和

CvmNAO 有一定抑制作用，抑制率为 RVKQUB和

PVKVNB；对 CvmOCV 和 CvmOCNV 的抑制率为

PNKUMB和 OQKMPB；在 R= μmoäLi 时对 CvmOCV、
CvmObN和 CvmOCNV的抑制率为 OQKUQB、NRKPSB
和 RKMQB；在不同浓度均对 CvmOaS和 CvmPAQ没
有抑制作用，结果见图 N。=

=

图= N= =异鼠李素对 S种 Cvms活性的影响( x±sI=n===P)=
cigK= N= = bffect= of= isorhmnetin= on= S= kinds= of= Cvms= ~ctivity=
E x±sI=n===PF=

PKO= =与人肝微粒体孵育后的主要代谢产物的结构

确定

代谢反应，包括氧化、去甲基化、水解反应，非

极性和脂溶性化合物会代谢为有极性的、高水溶性的

和低活性的代谢产物。有报道显示，对异鼠李素等黄

酮及衍生物，负离子检测模式比正离子检测要灵敏约

NM倍，因此，以下实验均采用负离子检测模式。=
加入 kAame 后，RM= μmoäLi 的异鼠李素和

eijs 共同孵育，产生了一种去甲基化的代谢产物

jN，emiCJjpLjp提取负离子流图见图 O，A为对

照组，_为代谢产物jN。与对照组相比，jN的保

留时间是 NQKPQ=mán，mLz为 PMN。=
图P展示在所有的碰撞能量下jN的主要碎片。

来源于 jN的信号在 mLz= OTP 的离子碎片，相当于

jN丢失掉 Cl片段xjJOUz－。信号在 mLz=NTV和 NON
的离子碎片是从jN断裂开的两部分。mLz=NRN的离

子碎片是由 mLz= NTV 的离子碎片丢失掉 Cl 片段

xjJOUz－而来，同时，mLz=NMT的离子碎片是由mLz=NTV
的离子碎片丢失掉 Cl和 ClO片段而来。由此推断，

jN可能是异鼠李素的去甲基代谢产物 PI= P’I= Q’I= RI=
TJ五羟基黄酮xNRJNSz。=
PKP= =异鼠李素对大鼠原代肝细胞毒性的研究=
Aiq主要分布在肝细胞浆，Aiq升高反映了肝细胞

膜的损伤；Apq主要分布在肝细胞浆和肝细胞线粒

体中，它的升高提示肝细胞损伤到了细胞器的水平；

iae是存在于细胞浆内参与糖酵解最后一步，即丙

酣酸和乳酸相互转化时的一种催化酶，进行离体细

胞培养时，如果培养的细胞受损，Aiq、Apq和 iae
会由细胞漏出至培养液中。肝细胞的损伤程度可以

由培养液内 Aiq、Apq和 iae的水平变化所反映。

由图 Q可知，异鼠李素与细胞共孵育 OQ=h后，原代大

鼠肝细胞的Aiq和 iae漏出量增加，且呈浓度相关

性，与对照组比较，PM、NMM、PMM= μmoäLi均差异显

著（m＜MKMN）。与对照组比较，PM= μmoäLi 组 Apq
漏出量没有发生显著改变，NMM、PMM= μmoäLi 组的

Apq 漏出量显著增加（m＜MKMR、MKMN），呈浓度相

关性。

图= O= =对照组（A）和实验组（B）在 m/z=PMN提取离子流图=
cigK=O= = bxtr~cting=ion=flow=di~gr~m=~t m/z=PMN=from=control=
EAF=~nd=experiment~l=EBF=group=

异鼠李素= RM=μmoäLi=

异鼠李素= R=μmoäLi=NRM=

NMM=

RM=

M=
CvmNAO= = CvmOaS=CvmPAQ=CvmOCNV=CvmObN=CvmOCV=

N= = = = = = R= = = = = NM= = = = NR= = = = = = = = OM=
tLmán=

酶
活
性
LB
=

A=

_= jN=
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图= P= =异鼠李素代谢产物jN的jpLjp质谱图=
cigK=P= = jpLjp=spectrogr~m=of=jN=which=met~bolized=from=isorhmnetin=

=

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

=

与对照组比较：Gm＜MKMR= = GGm＜MKMN=
Gm Y=MKMR= = GGm Y=MKMN vs=controä=groìp=

图= Q= = =异鼠李素对原代大鼠肝细胞培养液中的 Aiq、Apq和 iae水平的影响( x±sI=n===P)=
cigK=Q= = bffects=of=isorh~mnetin=on=concentr~tions=of=AiqI=Apq=~nd=iae=in=prim~ry=r~t=hep~tocyte=culture=medium=E x±sI=n===PF=

Q= =讨论=
我国植物药与化学药共同使用的现象非常普

遍，因此发生植物药J化学药相互作用的几率大大增

加xNTz。异鼠李素存在于多种药用植物和保健品之

中，在保护心脑血管系统，抑制脂肪细胞分化、耐

缺氧、抗肿瘤、降糖、抗炎、抗病毒等方面有着广

阔的前景xNUJOMz。=
CvmObN和 CvmNAO是人肝内 Cvms的两个重

要亚型，CvmObN占 Cvms总量的 TB，外源性底物

超过 TM余种，大部分具有中性、相对分子质量低（＜

NMM）及亲脂性较高的特点，同时也包含参与代谢和

糖异生相关的多种内源性物质（酮体和脂肪酸）。

CvmNAO 占 Cvms 总量的 NPB，参与咖啡因（VMB
以上的咖啡因由该酶介导清除）、醋氨酚、非那西丁、

普萘洛尔、奥美拉唑等 OM 多种临床常用药物的代

谢，并且在十几种前致癌物的激活或灭活中发挥重

要作用xONJOPz。异鼠李素能抑制肝脏中 CvmObN 和

CvmNAO的活性，这可能会使 CvmObN和 CvmNAO
的底物药物在体内的浓度产生变化，导致一系列药

物的相互作用。高浓度异鼠李素（PM、NMM、PMM=
μmoäLi）使大鼠原代肝细胞培养液中的Aiq和 iae
水平显著上升（m＜MKMN），NMM、PMM=μmoäLi异鼠李

素使 Apq水平显著性上升（m＜MKMR、MKMN），并且

呈浓度依赖性。这说明随着剂量的增加，异鼠李素

造成肝细胞损伤的程度也有所增加，长期大量的使

用可能会造成肝损伤。提示在临床使用异鼠李素时

需合理使用剂量，并注意潜在的药物之间相互作用

的发生。=

OM=
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M=

NRM=

NMM=

RM=

M=

ORM=

OMM=
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