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【 安全性评价 】

注射用益气复脉（冻干）对人肝微粒体 CYP450各亚型酶活性的影响 
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摘  要：目的  研究注射用益气复脉（冻干，YQFM）对人肝微粒体的细胞色素 P450亚型酶 CYP1A2、CYP2B6、CYP2C8、
CYP2C9、CYP2C19、CYP2D6和 CYP3A4活性的影响。方法  差速离心法制备人肝微粒体，体外人肝微粒体、YQFM（6.5、
32.5、65.0、325.0、650.0、3 250.0和 6 500.0 μg/mL）和 7种底物探针在还原型辅酶 β-NADPH的作用下，37 ℃水浴孵育 30 
min，同时设置阴性对照（空白缓冲液）和阳性对照（各亚酶的选择性抑制剂）组；应用液相色谱-串联质谱（LC-MS/MS）
法测定探针底物的代谢产物生成量，酶活性以相对阴性对照的百分比表示。结果  与阴性对照组比较，32.5、65.0、325.0、
650.0、3 250.0浓度的 YQFM对 CYP2B6、CYP2C8、CYP2C9、CYP2C19、CYP2D6和 CYP3A4活性均不发挥抑制作用；

半数抑制浓度（IC50）均大于 6 500 μg/mL。结论  YQFM在临床使用过程中发生药物相互作用的概率较小。 
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Effect of injection of Yiqi Fumai Lyophilized Injection on activity of CYP450 
subtypes in human liver microsomes 
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Abstract: Objective  To study the influence of YiqiFumai Lyophilized Injection(YQFM) on the activities of cytochrome P450 
enzymes of human liver microsomes CYP450 in vitro by cocktail probe drugs approach. Methods  Human liver microsomes were 
prepared by differential centrifugation. Human liver microsomea and seven probes were incubated with different concentrations 
(32.5, 65.0, 325.0, 650.0, 3 250μg/mL) of YQFM at 37 ℃ in presence of β-NADPH. The concentrations of produced metabolites in 
the reaction solution were de.termined by liquid chromatography tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) method assay. The 
enzyme activity was expressed as a percentage of the relative negative control. Results  Compared with negative control group, 
YQFM of 32.5, 650, 325, 650, 3250,6 500.0 μg/mL played no inhibitory effect on liver microsomal CYP1A2,CYP2B6, CYP2C19 
and CYP3A4 activity, and the median inhibitory concentration (IC50) was greater than 6 500 μg/mL. Conclusion  The probability of 
drug interaction in the process of clinical use of YQFM is small. 
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注射用益气复脉（冻干，YQFM）是由中医益

气养阴的著名古方生脉散演变而来。在我国被广泛

用于治疗冠心病劳累型心绞痛气阴两虚证，症见胸

痹心痛、心悸气短、倦怠懒言、头晕目眩、面色少

华、脉细弱或结代；以及冠心病所致慢性左心功能

不全 II、III 级气阴两虚证，症见心悸、气短，甚

则气急喘促、胸闷隐痛、倦怠乏力、面色苍白、动

则出汗等，疗效显著。临床实验表明，在治疗心脏

衰竭方面，YQFM 相较于传统标准医学治疗有更

好的疗效以及更少的副作用[1]。YQFM中 3种中药

成分对治疗心血管疾病和调节心血管功能均有显

著疗效[2-5]，临床上应用比较广泛，与其它药物的联

用也比较常见。

细胞色素 P450（cytochrome P450，CYP450）
是药物代谢的主要酶系，CYP450 酶中几种重要的

亚型，包括 CYP1A2、CYP2B6、CYP2C8、CYP2C9、
CYP2C19、CYP2D6和 CYP3A4等，参与 90%以上

的药物代谢过程。药物对 CYP450酶的抑制或促进

有可能引起药物的相互作用或者临床使用的不良反

应，进而增加患者的治疗风险，已经引起医药界的

极大关注[6-10]。因此，通过体外研究 YQFM对人肝

微粒体的 CYP450亚酶活性的影响，预测可能发生

的药物相互作用，对指导中药注射剂的临床安全使

用、规避临床用药风险具有重要意义。

1  材料 
1.1  药品及主要试剂 

YQFM，规格：每支 0.65 g，批号 20150109，
天津天士力之骄药业有限公司生产。非那西丁

（Sigma 77440，STBB2177M9）；安非他酮（Sohon，
批号 201306-1）；双氯芬酸（Sigma UC-291，093）；
右美沙芬（Sigma D2531，120K1657）；阿莫地喹 
（Sigma A2799，038F0993V）；S-美芬妥英（Sigma 
UC175，BCBB6110）；睾酮（Sigma-86500，58-22-0）；
α-萘磺酮（Sigma N5757，087K0067）；塞替派（货

号 52-24-4，常州淞弘进出口有限公司）；磺胺苯吡

唑（Sigma S0758，096K1462）；奎尼丁（Sigma，
货 号 066K2509）； 槲 皮 素 （ Sigma Q4951，
020M1566）；噻氯匹定（Sigma T6654，020M1566）；
酮康唑（GM，K0421，531F01）；混合人肝微粒体，

购于美国 BD 公司；β-烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸

还原酶（β-NADPH），购于瑞士 Roche公司；甲醇，

购自美国 FisherScientific 公司；柳胺酚，购自上海

金易精细化工有限公司；超纯水由Millipore超纯水

制造系统制备。

1.2  主要仪器 
Agilent 1200 Series system，美国 Agilent；

MIKRO 220R低温高速离心机，德国 Hettich公司；

pH计与XS105S 电子分析天平，瑞士Mettler Toledo；
Sorvall RC 6+离心机，美国 Thermo scientific公司。 
2  方法 
2.1  溶液的配制 

YQFM用 Na2HPO4-NaH2PO4（pH 7.4）溶液配

制成质量浓度为 19.5 mg/mL 的储备溶液，再用

Na2HPO4-NaH2PO4溶液稀释，使孵育时终质量浓度

分别为 6.5、32.5、65.0、325.0、650.0、3 250.0和 
6 500.0 μg/mL。 

人肝微粒体的制备采用差速离心法[7]，所有操

作均在 4 ℃进行，微粒体蛋白浓度以 Lowry法并用

小牛血清白蛋白作标准对照测定[8]。制备好的肝微

粒体分装后－80 ℃的冰箱中保存备用。 
2.2  检测药品对 CYP450各亚酶活性的影响 

建立人肝微粒体体外孵育反应体系[9]：混合人

肝微粒体蛋白的终质量浓度为 0.3 mg/mL；
β-NADPH 终浓度为 1 mmol/L；MgCl2 浓度为 3.3 
mmol/L；Na2HPO4-NaH2PO4（pH 7.4）缓冲液浓度

为 100 mmol/L；CYP450亚酶 CYP1A2、CYP2B6、
CYP2C8、CYP2C9、CYP2C19、CYP2D6 和 3A4
选择性抑制剂浓度分别为：α-萘磺酮 30 μmol/L、塞

替派 200 μmol/L、槲皮素 20 μmol/L、磺胺苯吡唑

10 μmol/L、噻氯匹定 5 μmol/L、奎尼丁 10 μmol/L
和酮康唑 5 μmol/L；探针底物溶液终浓度分别为：

非那西汀 30 μmol/L、安非他酮 200 μmol/L、阿莫地

喹 2.5 μmol/L、双氯芬酸 25 μmol/L、S-美芬妥英 100 
μmol/L、右美沙芬 8 μmol/L、睾酮 50 μmol/L。 

实验分为 3组，阴性对照：混合人肝微粒体与

空白 Na2HPO4 - NaH2PO4缓冲液在 37 ℃预孵育 15 
min后，加入 CYP450各亚酶的探针底物和 CYP450
的辅酶 β-NADPH，于 37 ℃共同孵育 30 min。阳性

对照组：混合人肝微粒体分别与各亚酶的选择性抑

制剂在 37 ℃预孵育 15 min后，加入各亚酶的探针

底物和 β-NADPH，于 37 ℃共同孵育 30 min。YQFM
组：混合人肝微粒体分别与 YQFM（6.5、32.5、65.0、
325.0、650.0、3 250.0和 6 500.0 μg/mL）在 37 ℃
预孵育 15 min 后，加入各亚酶的探针底物和

β-NADPH，于 37 ℃共同孵育 30 min。各组均设 3
个平行样本。
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反应结束之后，所有组均加入预冷的含内标的

甲醇终止反应，涡旋混合后 12 000 r/min离心 5 min，
取上清上样，液相色谱-串联质谱（LC-MS/MS）定

量检测：CYP450亚酶 CYP1A2、CYP2B6、CYP2C8、
CYP2C9、CYP2C19、CYP2D6和 3A4代谢探针产

物——对乙酰氨基酚、羟基安非他酮、N-去乙基阿

莫地喹、4-羟基双氯芬酸、4-羟基美芬妥英、右啡

唍、6β-羟基睾酮。色谱和质谱条件均与文献报道相

同[10]，分别考察不同浓度的 YQFM 对不同酶亚型

的抑制活性。

2.3  数据分析 
CYP450 亚酶的酶活性以相对阴性对照的百分

比表示，数据依照如下公式计算：

相对酶活性＝（阳性对照/YQFM组产物浓度）/阴性对

照组产物浓度

平均值、标准偏差、相对活性通过软件

Microsoft Excel 2007计算，浓度分别为 6.5、32.5、
65.0、325.0、650.0、3 250.0和 6 500.0 μg/mL测试

物对 CYP450 各亚型酶的半数抑制浓度（IC50）值

主要通过 Graphpad prism 5.0软件进行非线性回归

分析计算。

3  结果 
3.1  对 CYP450亚酶活性的影响 

阴性对照组 CYP450 各亚酶酶活性为 100%，

阳性对照选择性抑制剂 α-萘磺酮、塞替派、槲皮素、

磺胺苯吡唑、噻氯匹定、奎尼丁、酮康唑分别显著

抑制了 CYP1A2、CYP1A2、CYP2B6、CYP2C8、
CYP2C9、CYP2C19、CYP2D6和 CYP3A4约 94.9%、

85.9%、29.8%、81.7%、70.6%、93.6%、98.0%的活

性，结果表明，测试系统可以用于评价 YQFM 对

CYP450各亚酶酶活性的抑制作用。 
YQFM 对人肝微粒体中 CYP1A2、CYP2B6、

CYP2C8、CYP2C9、CYP2C19、CYP2D6和CYP3A4
活性的影响见图 1。32.5、65.0、325.0、650.0、3 250.0、
6 500.0 μg/mL的YQFM对人肝微粒体中的CYP2C8、
CYP2C9、CYP2D6 酶活性无显著影响。与阴性对照

比较，32.5、65.0、325.0、650.0、3 250.0 μg/mL YQFM
组 CYP1A2 酶活性显著升高（P＜0.05、0.01）。质

量浓度为 32.5、65.0、325.0、650.0、3 250.0 μg/mL
的 YQFM对 CYP2B6、CYP2C19和 CYP3A4的活 

  

与阴性对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01 
*P < 0.05  **P < 0.01 vs negative control group 

图 1  YQFM对 CYP450亚酶活性的影响（ ±s, n = 3） 

Fig. 1  Effect of YQFM on CYP450 enzymes activity ( ±s, n = 3) 

性无明显影响，在质量浓度为 6 500 μg/mL 时，

CYP2B6、CYP2C19和 CYP3A4的酶活性分别为阴

性对照的 56.1%、68.8%、71.3%，酶活性明显降低

（P＜0.05）。 
3.2  评价 YQFM对 CYP450各亚酶酶活性的抑制

作用

依据美国 FDA 发布的药物相互作用研究指

导原则[10]（2012）对浓度分别为 6.5、32.5、65.0、

325.0、650.0、3 250.0和 6 500.0 μg/mL的 YQFM
对 CYP450 亚酶 CYP1A2、CYP2B6、CYP2C8、
CYP2C9、CYP2C19、CYP2D6 和 CYP3A4 的活

性抑制作用进行评价。通过 Graphpad prism 5.0软
件对各组相对酶活性进行非线性回归分析，并计

算 IC50值，结果见图 2。结果表明，YQFM 对 7
个亚酶 CYP1A2、CYP2B6、CYP2C8、CYP2C9、
CYP2C19、CYP2D6和 CYP3A4的 IC50值均大于
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6 500 μg/mL；在最高浓度时 6 500 μg/mL，对

CYP2B6、CYP2C19 和 CYP3A4 的酶活性呈现一

定的抑制作用；浓度≤325 0 μg/mL时，YQFM对

7个亚酶均不发挥明显抑制作用。 

             

          

图 2  YQFM对 CYP450亚酶活性的抑制作用评价 
Fig. 2  Evaluation of inhibitory effect of YQFM on activity of CYP450 subenzyme 

4  讨论 
本研究采用底物探针法评价了不同浓度的

YQFM 对 人肝微粒体 CYP450 酶亚系中的

CYP1A2、CYP2B6、CYP2C8、CYP2C9、CYP2C19、
CYP2D6和 CYP3A4的抑制作用，方法快速、灵敏，

便于分析研究。

本实验结果显示，65.0、325.0、650.0、3 250.0 
μg/mL 浓度的 YQFM 对 CYP1A2 活性没有抑制作

用，因为药物对此酶的诱导或抑制作用，在临床上

联合用药都可能会影响CYP1A2酶的活性，存在发生

不良反应的潜在风险。YQFM是由红参、麦冬、五味

子提取物制得，含有人参皂苷和木脂素成分[13]，低于

3 250 μg/mL的YQFM对人肝微粒体中的CYP2B6、
CYP2C8、CYP2C9、CYP2C19、CYP2D6和 CYP3A4
的活性没有抑制作用，高剂量 6 500 μg/mL 组，虽

对 CYP2B6、CYP2C19和 CYP3A4的酶活性呈现出

一定的抑制作用，但半数抑制率（IC50）均大于     
6 500 μg/mL，具体结果见图 2所示。 

临床常规使用 YQFM 最高浓度为静脉滴注

20.4 mg/mL，给药体积约 250 mL，以正常人的血浆

容量为 5 000 mL计算，YQFM在人体内的最高血

药浓度约为 1 040 μg/mL。通过评价不同浓度的

YQFM 对 CYP450 亚型 CYP2B6、CYP2C8、
CYP2C9、CYP2C19、CYP2D6 和 CYP3A4 代谢活

性的影响，表明 YQFM在临床推荐剂量下使用的安

全性是可靠的。如增加 YQFM的给药剂量，应充分

考虑 YQFM 对联合药物代谢的影响[11-12]，与经过

CYP1A2、CYP2B6、CYP2C19 和 CYP3A4 代谢的

药物合用时，必要时应调整合用药物的给药剂量。

本实验初步探讨了 YQFM对 CYP450亚酶活性

的影响，CYP450家族虽然是占主导地位的一组代谢

酶，但生物体内还有其他类别的重要的药物代谢酶，

包括负责乙酰化、甲基化和去酯化的酶[14-15]等。因

此，关于 YQFM的药物相互作用仍需进一步深入研

究，以更好地解释临床上将 YQFM与其他药物联合

使用的科学性和合理性。
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