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摘  要：目的  研究淫羊藿苷元对临床重要转运体 lAqN、lAqP、lAqmN_N、lAqmN_P、lCqN、lCqO、_Com、_pbm和 mJgé
转运蛋白的抑制作用。方法 =应用过表达各转运体的细胞株，检测淫羊藿苷元（M、MKMP、MKNM、MKPM、NKMM、PKMM、NMKMM=µmoäLi）
对 hlAqN 介导的放射性同位素标记底物 NQCJ对氨基马尿酸（NQCJmAe）、hlAqP 介导的 PeJ硫酸雌酮铵（PeJbp）、hlAqmN_N
介导的 PeJbp、hlAqmN_P 介导的 PeJ雌二醇葡糖苷酸（PeJbd）、hlCqN 介导的 NQCJ溴化四乙胺（NQCJqbA）、hlCqO 介导的
NQCJqbA、h_Com介导的 PeJbp、jaoN介导的 PeJ地高辛（PeJaágoxán）、以及 h_pbm介导的 PeJ牛黄胆酸盐（PeJqCA）转运

活性的影响，计算淫羊藿苷元对不同转运蛋白的抑制作用的半数抑制浓度（fCRM）。结果  与对照组比较，淫羊藿苷元 MKP～NM=
μmolLi浓度对 lAqP转运活性发挥显著抑制作用（m＜MKMR），MKN～NM= μmolLi对 mJgé有显著抑制作用；N～NM= μmolLi浓度对

lAqmN_P和_Com转运活性有显著抑制作用（m＜MKMR）；P～NM=μmolLi浓度对和lAqmN_N转运活性有显著抑制作用（m＜MKMR）；
对lAqP和_Com转运活性的 fCRM分别为 QKVT和 UKNR=μmoäLi；对 lAqN_N、lAqmN_P、lCqO和 mJgé的 fCRM均大于 NM=μmolLi，
对 lAqN、lCqN和 _pbm转运活性无明显影响。结论= =淫羊藿苷元对药物转运体 lAqP和 _Com的抑制作用相对较强，对

lAqN_N、lAqmN_P、lCqO和 mJgé也具有一定的抑制作用，对 lAqN、lCqN和 _pbm无显著抑制作用。=
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_ComI=~nd=lAqmN_P=Em=Y=MKMRFI=~nd=concenír~íáon=of=MKN=~=NM=~nd=N=~=10 μmol/L significantly inhibited the PJgé=~nd=lAqmN_N=
ír~nséorí=~cíáváíy=Em=Y=MKMRFK=qhe=fCRM=of=~nhydroác~ráíán=ío=lAqP=~nd=_Com=ír~nséorí=~cíáváíy=w~s=QKVT=~nd=UKNR=moäLiI=reséecíáveäyI=
~nd=fCRM=of=lAqN_NI=lAqmN_PI=lCqOI=~nd=mJgé=were=more=íh~n=NM=μmol/L, and=wáíh=no=obváous=effecís=on=íhe=ír~nséorí=~cíáváíy=of=
lAqNI=lCqNI=~nd=_pbmK=Conclusion= = Anhydroác~ráíán=showed=sírong=ánhábáíáon=ío=lAqP=~nd=_ComI=~nd=showed=cerí~án=ánhábáíáon=
ío=lAqmN_NI=lAqmN_PI=lCqOI=~nd=mJgé=ánordán~íeäyI=buí=no=ánhábáíáon=ío=lAqNI=lCqNI=~nd=_pbmK=
hey=wordsW=drug=ír~nséoríerX=~nhydroác~ráíánX=r~dáoä~beäX=ánhábáíáonX=fCRM=
=

淫羊藿苷元（Anhydroác~ráíán），为类黄酮类化

合物，别名为脱水淫羊藿素，存在于小檗科多年生

植物淫羊藿中，为淫羊藿苷的降解产物，具有突出

的药理活性且较小的毒副作用，能够发挥雌激素样

作用，具有调节免疫、促进心肌细胞再生和分化、

促骨质保护、壮阳、抗肝损伤及延缓肝纤维化、抗

肿瘤等多种药理活性xNz，因此被不同的药物研发单

位开发成治疗不同疾病的药物制剂xOz。=
转运体是一类存在于细胞膜上的、具有运输功

能的蛋白，是细胞同外界进行物质交换的重要门户。

药物转运体是负责药物进出细胞的一类转运蛋白，

对药物分子的吸收、分布和排泄具有重要影响xPz。

因此药物转运体引起的药物J药物相互作用（aaf）
是影响临床药物安全性的重要因素xQJRz。=

淫羊藿苷元是北京珅奥基医药科技有限公司研

发的天然药物（中药）一类新药，根据我国 CcaA
最新（OMNQ年 R月）颁布的《药物临床前药代动力

学指导原则》相关规定，并参考美国食品药品监督

管理局（caA）和欧洲药品管理局（bjA）有关药

物相互作用研究指导方案以及淫羊藿苷元已知的药

动学研究结果xSz，需对其开展药物转运体 lAqN、
lAqP、lAqmN_N、lAqmN_P、lCqN、lCqO、mJgé、
_Com 和 _pbm 抑制作用的研究。本研究的意义在

于较为全面的研究淫羊藿苷元对目前临床上重要的

药物转运体的抑制作用，为淫羊藿苷元可能发生的

aaf提供数据支持，为临床安全用药提供一定的指

导，同时也为创新药物在药物转运体研究方面提供

借鉴。=
N= =材料=
NKN= =主要试剂=

淫羊藿苷元（北京珅奥基医药科技有限公司，

批号 pkdNSOJOP，质量分数 VUKUB）；磷酸缓冲液

（m_p，poä~rbáo，批号 NPNfMONO）；ajbj（eycäone，
批号 A_NMNPTRNT）；c_p（dábco，批号 NTPVQSP）；
青链霉素混合液（poä~rbáo，批号 OMNSMSOQ）；
pfVJ_Com囊泡（denojembr~ne，批号 akANSMP）；
pfVJ_pbm囊泡（denojembr~ne，批号 akA_dOP）；

ebmbp（poä~rbáo，批号 UMQaMQS）；ajpl（poä~rbáo，
批号 NMSRCOQN）；dpe（poä~rbáo，批号 NNMQ_MRR）；
k~OAjm（págm~，批号_C_iQNPVs）；jlmp（págm~，
批 号 _C_hTTUNs）； k~OAqm（ págm~， 批 号

pi_mSOQSs）；qrás（北京鼎国昌盛生物技术有限公

司，批号 TUNMaNRM）；PeJ地高辛（PeJaágoxán，
merkánbämer，批号 NSMTTPV）； PeJ硫酸雌酮铵

（PeJbp，AoC，批号 NQMPPN）；PeJ雌二醇葡糖苷酸

（PeJbd，AoC，批号 NQNOPN）；PeJ牛黄胆酸盐

（PeJqCA，AoC，批号 NQMQMP）；NQCJ对氨基马尿酸

（NQCJmAe，merkánbämer，批号 NRRUSTP）；NQCJ溴化

四乙胺（NQCJqbA，AoC，批号 NPMPNN）；bd（págm~，
批号 _C__QOTPs）；bp（págm~，批号 MTVhQMSP）；
hoNQP（jedchem=bxéress，批号 evJNMMNM）；利福

平（págm~，批号 NMVhNQNT）；维拉帕米（págm~，
批 号 MONjNQOVs）； 丙 磺 舒 （ págm~， 批 号

_C_CTPQSs）；西咪替丁（págm~，批号 _C_CNOOV）。=
缓冲液 AN：NM= mmoäLi= ebmbpJqrás= H= NMM=

mmoäLi=hklPH=NM=mmoäLi=jg（klP）O=H=RM=mmoäLi
蔗糖；缓冲液 AO：RM= mmoäLi= jlmpJqrás= H= TM=
mmoäLi= hCä= H= TKR=mmoäLi=jgCäO；缓冲液 _N：NM=
mmoäLi= ebmbpJqrás= H= NMM= mmoäLi= hklP= H= RM=
mmoäLi蔗糖；缓冲液 _O：QM=mmoäLi=jlmpJqrás=H=
TM=mmoäLi=hCä；反应试剂 C（NM=mmoäLi=jg=Aqm）；
反应试剂 a（NM= mmoäLi= jg= Ajm）；溶液 d（OMM=
mmoäLi还原型 iJ谷胱甘肽）。=
NKO= =主要仪器设备及生产商=

_pNOQp 分析天平，瑞士 p~ríoráus 公司；

eboAceää= NRMá 二氧化碳培养箱，美国 qhermo=
pcáeníáfác=公司；qráJC~rb= OVNM= qo型 α/β 射线检测

仪，美国 merhán=bämer公司；qoJOAo=qherm~ä=oobo
恒温水浴锅，日本亚速旺株式会社；cibTNOAA=多
孔滤器，日本 Adv~níec公司；单人超净生物安全柜，

力康生物医疗科技控股有限公司；跨膜电阻测试系

统，fnnoJAääá~nce=_áoíech。=
NKP= =转运体细胞株=

人有机阴离子转运体过表达细胞株 jaChJ=
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lAqN 和 pOJlAqP，人有机阴离子转运多肽过表达

细胞株 ebhOVPJlAqmN_N和 ebhOVPJ=lAqmN_P，
人有机阳离子转运体过表达细胞株 pOJlCqN 和

pOJlCqO，人多药耐药蛋白jaoN（或 mJgé）过表

达细胞株 jaCh= ffJjaoN，各转运体宿主细胞

ebhOVP、jaCh=ff和 pO细胞株，均购自中国科学

院典型培养物保藏委员会细胞库。=
O= =方法=
OKN= =受试化合物的给药剂量=

根据有效剂量下（比格犬，ág给药 QM=mgLkg），
淫羊藿苷元在比格犬体内药动学参数（比格犬

Cm~x＝NMS= ngLmi），设定本次体外给药浓度为 M、
MKMP、MKNM、MKPM、NKMM、PKMM、NMKMM=µmoäLi。=
OKO= =试剂配制=

（N）称取淫羊藿苷元 NM=mg，并用 ajpl完全

溶解配成 PM= mmoäLi的储备液。用 ajpl 作为 OMM
倍工作液的溶媒，将储备液稀释成各给药浓度的 OMM
倍工作液：MKMMS、MKMO、MKMS、MKOM、MKSM、OKMM=mmoäLi。=

（O）用 m_p作为药物转运蛋白（lAqN、lAqP、
lAqmN_N、lAqmN_P、lCqN 和 lCqO）O 倍工作

液的溶媒，用 m_p 将（N）中 OMM 工作液稀释 NMM
倍得到各给药浓度的 O 倍工作液；平衡盐溶液

（e~nks=_~ä~nced=p~äí=poäuíáon，e_pp，自制）作为

转运蛋白 mJgé=O倍工作液的溶媒；给药时同放标底

物的 O倍工作液等体积混合使用xTJUz。=
（P）pfVJ_pbm和 pfVJ_Com囊泡各工作液的溶

媒分别为缓冲液 AN和 AO。=
OKP= =实验所用细胞株及实验体系=

本研究所用药物转运体的底物、阳性对照品及

给药时间的设定如表 N所示：=

表 N= =各药物转运体实验条件的选择=
qable=N= = pelection=of=experiment=factors=for=every=transporters=

药物转运体过表达细胞株= 放射性标记底物= 阳性对照= 给药时间Lmán=
jaChJlAqN= NQCJmAe（5.00 μmol/L）= 丙磺舒（NMM=µmoäLi）= O=
pOJlAqP= PeJbp（RMKM=nmoäLi）= 丙磺舒（NMM=µmoäLi）= O=
ebhOVPJlAqmN_N= PeJbp（RMKM=nmoäLi）= 利福平（PMKM=µmoäLi）= O=
ebhOVPJlAqmN_P= PeJbd（NKMM=µmoäLi）= 利福平（PMKM=µmoäLi）= O=
pOJlCqN= NQCJqbA（RKMM=µmoäLi）= 维拉帕米（NMKM=µmoäLi）= NR=
pOJlCqO= NQCJqbA（RKMM=µmoäLi）= 西咪替丁（SMM=µmoäLi）= R=
jaChJmJgé= PeJaágoxán（RKMM=µmoäLi）= 维拉帕米（NMKM=µmoäLi）= NR=
pfVJ_Com= PeJbp（NKMM=µmoäLi）= hlNQP（NKMM=µmoäLi）= R=
pfVJ_pbm= PeJqCA（NKMM=µmoäLi）= 利福平（PM=µmoäLi）= R=
 

OKQ= =给药方法=
OKQKN= =摄入型细胞抑制实验= =各过表达人药物转运

体 的 细 胞 株 （ jaChJlAqN 、 pOJlAqP 、

ebhOVPJlAqmN_N、ebhOVPJlAqmN_P、pOJlCqN
和 pOJlCqO）及 jock 细胞（jaChJécakAPKN，
pOJécakAPKN和ebhOVPJécakAPKN）经过复苏和传

代培养后，选取生长良好的贴壁细胞用胰酶消化使

其分散为单细胞悬液，之后用培养基调节细胞密度

至 OKM×NMRLmi（pO细胞）或 NKR×NMRLmi（jaCh
和ebhOVP细胞），然后将细胞悬液以 N= miL孔的量

接种至 OQ孔细胞培养板，在 PT=℃、RB=ClO、饱和

空气湿度的培养箱内培养 O～P=d使细胞长满各孔xUz。=
先移去培养板内培养液，用 m_p清洗 N次，之

后每孔加入 PT=℃= m_p缓冲液孵育 NM=mán，然后以

RMM= µi 含放射性标记的探针底物溶液置换 m_p 开

始给药，各转运体过表达细胞株的放射性标记底物

见表 N，淫羊藿苷元给药终浓度为 M（对照组）、MKMP、
MKNM、MKPM、NKMM、PKMM、NMKMM= µmoäLi，设阳性对

照，药物及浓度见表 N，每个组别设置 P副孔（n＝
P）。给药 O～R=mán后，用冷 m_p缓冲液终止反应，

并清洗细胞 P次；然后每孔添加 QMM=µi=MKN=mmoäLi=
k~le 裂解细胞；取细胞裂解液于闪烁瓶中，添加

P= mi 的 riqfjA= doäd 闪烁液，并用 qráJC~rb=
OVNMqo液闪仪测定样品中的放射性强度。=
OKQKO= =翻转囊泡跨膜转运抑制实验= =用缓冲液 AN
或 AO 将淫羊藿苷元 OMM 倍工作液进行稀释，得到

各给药浓度 NM倍工作液（M、MKP、N、P、NM、PM、
NMM=µmoäLi）及反应底物 PeJqCA或 PeJbp的 NM倍
工作液（NMKM=µmoäLi，含有 MKR=µmoäLi= PeJqCA和
PeJbp，其余由非放标底物补足）。=
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取出空白囊泡和转运体囊泡，轻轻混匀，每份

含转运体蛋白和空白囊泡（空白对照）NM=µg=（NM=µi=
囊泡 _pbm或者 _Com＋V= µi缓冲液 AN或 AO），
并将分装好的囊泡置于冰浴上备用。=

配置待测化合物各浓度的反应混合液（_pbm：
含 ON=µi反应液 CN＋R=µi放标底物＋R=μi淫羊藿

苷元各浓度的 NM倍工作液或 R=μi阳性抑制剂的 NM
倍工作液；_Com：含 OM=µi反应液 CO＋R=µi放标

底物＋N=µi溶液 d＋R=μi淫羊藿苷元各浓度的 NM
倍工作液或 R=μi阳性抑制剂的 NM倍工作液）及空

白对照（空白囊泡）的反应混合液（含 OM=µi反应

液 a＋R=µi放标底物＋N=µi溶液反应液 a或溶液

d＋R=μi缓冲液 A）。=
将囊泡放置于 PT=℃水浴孵育 R=mán，每管加入

反应混合液，各个反应体系温和混匀后反应 R=mán。
反应结束后每管加入QMM=μi冷的缓冲液_N或者_O
终止反应，并将反应液和终止液的混合液移至滤膜

上，滤掉液体，加入 R=mi冷的缓冲液 _N或者 _O，
润洗滤膜 P遍。取下滤膜置于液闪瓶中置底，加入

闪烁液，涡旋震荡后，放置于 qráJC~rb=OVNMqo液闪

仪上，测定囊泡中放射物含量。囊泡转运试验中每

个浓度重复 P次（n＝P）。=
OKQKP= = qr~nsweää 跨膜转运实验= =将 jaCh 细胞复

苏、传代培养 O～P代，待细胞长满培养皿，消化细

胞，使细胞分散开呈单细胞悬液，用新鲜培养基将

细胞悬液浓度调至 Q×NMRLmi，并接种于 qr~nsweää
聚碳酸酯膜 NO孔板中，在 qr~nsweää小室中，每孔

接种 MKR=mi细胞悬液。在 qr~nsweää大室中，每孔

加 NKR=mi新鲜培养基，每 O天换一次新鲜培养基，

连续培养 S～T=d，得到完全分化的单细胞层，并检

测其两侧跨膜电阻（qbbo＞NRM= Ω·cmO）xVz。吸走

qr~nsweää 小室 Am 和 _i 端的培养基，加入 PT=℃
预热的 e_pp溶液，PT=℃平衡 OM=mán；吸去 e_pp，
在 _i侧加入 NKR=mi预热的含各浓度淫羊藿苷元和
PeJaágoxán的 e_pp溶液，在 Am侧加入 MKR=mi的=
e_pp溶液；PT=℃恒温振荡（SM=rLmán）培养 NR=mán；
吸取各孔中 Am侧的平衡盐溶液 NMM=μi至闪烁瓶，

添加 P=mi的闪烁液，并用 qráJC~rb=OVNMqo=α/β 射

线检测仪测定样品中的放射性强度。细胞外排试验

中每个浓度设置 P副孔（n＝P）。=
OKR= =数据处理=
OKRKN= =抑制作用计算= =将对照组转运体细胞的转

运值（扣除jlCh细胞的转运值 rM，单位为 amj）

定义为 NMMB（rc），计算加入待测化合物后各给药

组的转运值 r扣除本底后与 rc的比值，以此表征

化合物对转运体的抑制作用的强弱。=
转运活性＝（r－rM）L（rc－rM）=

数据均以 x s± 表示，用 jácrosofí= bxceä= OMNM
软件中统计学公式计算，各样本差异分析采用

tJíesí。=
OKRKO= =半数抑制浓度（fCRM）数值计算= =根据每种

转运体各给药浓度转运活性，通过 mrásmRKM=软件或

者jácrosofí=bxceä=OMNM软件中 clobCApq函数计

算化合物对药物转运体转运活性影响的 fCRM。=
P= =结果=
PKN= =淫羊藿苷元对药物转运体转运活性的影响=

淫羊藿苷元对各药物转运体抑制作用结果见图

N。与对照组比较，各给药浓度对 lAqN 介导的
NQCJmAe 的转运活性均无显著抑制作用；MKP～NM=
μmoäLi浓度的淫羊藿苷元对lAqP发挥显著抑制作

用（m＜MKMR），且呈浓度相关性。=
P～NM= μmoäLi的淫羊藿苷元对 lAqmN_N的转

运活性具有显著的抑制作用（m＜MKMR）；N～NM=
μmoäLi的淫羊藿苷元对lAqmN_P介导的 PeJbd转

运活性具有显著抑制作用（m＜MKMR）；均呈剂量相

关性。=
各浓度的淫羊藿苷元对 lCqN及 lCqO介导的

NQCJqbA转运活性均无显著影响；=
N～10 μmoäLi的淫羊藿苷元对 _Com 具有显

著的抑制作用（m＜MKMR），且呈浓度相关性；各受

试浓度的淫羊藿苷元对 _pbm 介导的的 PeJqCe 则

无显著抑制作用。=
MKN～NM= μmoäLi的淫羊藿苷元对 mJgé发挥显

著抑制作用（m＜MKMR）。=
PKO= =淫羊藿苷元对药物转运体转运活性的 fCRM 计
算结果=

淫羊藿苷元对药物转运体 lAqP和 _Com的转

运活性具有显著抑制作用，fCRM分别为 QKVT=μmoäLi
和 UKNR=μmoäLi；淫羊藿苷元对 lAqN_N、lAqmN_P、
lCqO 和 mJgé 转运活性的抑制作用相对较弱，fCRM
均大于 NM= μmoäLi；对 lAqN、lCqN和 _pbm转运

活性无明显影响。结果见图 O及表 O。=
Q= =讨论=

淫羊藿苷元为类黄酮类化合物，别名为脱水淫

羊藿素，存在于小檗科多年生植物淫羊藿中，可由

淫羊藿苷在肠道中代谢转化而来，由于淫羊藿苷元=
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与对照组比较：Gm＜MKMR=
Gm Y=MKMR=vs=coníroä=groué=

图 N= =不同浓度的淫羊藿苷元对各药物转运体的抑制作用情况（ ±sI=n Z=P）=
cigK=N= = fnhibition=of=anhydroicaritin=to=every=transporter=at=different=dosages=E ±sI=n Z=PF=

=

= = = = = = = = = = =

=

图 O= =淫羊藿苷元对药物转运体lAqP（A）和 BCom（B）转运活性的抑制作用的 fCRM=mrism=RKM软件计算结果（ ±sI=n Z=P）=
cigK=O= = fCRM=values=of=anhydroicaritin=to=lAqP=EAF=and=BCom=EBF=by=mrism=RKM=

很多药理活性较淫羊藿苷及淫羊藿次苷Ⅱ更强，因

此成为研究的热点xNz。淫羊藿苷元对药物转运体

lAqP和 _Com介导的 PeJbp的转运活性具有较强

的抑制作用，表明淫羊藿苷元可能为lAqP和_Com
的抑制剂或底物，在联合用药时，淫羊藿苷元会影

响通过 lAqP摄入的药物的吸收情况，同时也会影=
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表 N= =淫羊藿苷元对各药物转运体抑制作用情况=
qable=N= = fCRM=values=of=anhydroicaritin=to=different=

transporters=

化合物= 药物转运体= 底物= fCRMLEμmoä·i−NF=
淫羊藿

苷元=
lAqN= R=μmol/L NQCJmAe= ＞NM=
lAqP= RM=nmoäLi=PeJbp= QKVT=
lAqmN_N= RM=nmoäLi=PeJbp= ＞NM=
lAqmN_P= 1 μmol/L PeJbd= ＞NM=
lCqN= 5 μmol/L NQCJqbA= ＞NM=
lCqO= 5 μmol/L NQCJqbA= ＞NM=
jaoNEmJgéF= 5 μmol/L PeJaágoxán= ＞NM=
_Com= 1 μmol/L PeJbp= UKNR=
_pbm= 1 μmol/LPeJqCA= ＞NM=

=
响经由 _Com 排泄的药物的消除，存在发生由

lAqP 和 _Com 引起 aaf 的潜在可能性，尤其当

Cm~xLfCRM＞MKN 时，需要开展临床的 aaf 方面的研

究，因此与 lAqP和 _Com的底物药物联合用药时

应当注意观察。由于淫羊藿苷元对其它药物转运体

转运活性的影响较小，因此发生由 lAqN、
lAqmN_N、lAqmN_P、lCqN、lCqO、mJgé和 _pbm
引起的 aaf的可能性较小。=

淫羊藿苷元同 lAqP和 _Com存在较为密切的

相互作用，lAqP和 _Com在肾脏中具有较高表达，

其中，lAqP 是阴离子药物由血液进入肾小管的重

要通道，_Com 是药物由肾小管表皮细胞进入尿液

而被排泄的重要转运蛋白xSz，根据本研究结果推测，

如果淫羊藿甘元是 lAqP和 _Com的底物，对预测

其经由肾脏随尿液消除具有重要意义。此外，实验

结果还表明，淫羊藿苷元同 lAqmN_N、lAqmN_P
也存在较为密切的关系，lAqmN_N、lAqmN_P 是

药物由血液进入肝细胞的重要转运体xSz，_Com 是

药物由肝脏入胆随胆汁发生排泄的重要通道，如果

淫羊藿苷元是 lAqmN_N、lAqmN_P和 _Com的底

物，对预测淫羊藿苷元原型药在肝脏的消除具有重

要意义。=
淫羊藿苷元对药物转运体 lAqP和 _Com的转

运活性具有较强的抑制作用，对 lAqN_N、
lAqmN_P、lCqO和 mJgé也有一定的抑制作用，而

对 lAqN、lCqN和 _pbm无明显抑制作用。=
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