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【=安全性评价=】

注射用益气复脉（冻干）对人肝微粒体 CvmQRM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，vncj）对人肝微粒体的细胞色素 mQRM亚型酶 CvmNAO、CvmO_S、CvmOCU、
CvmOCV、CvmOCNV、CvmOaS和 CvmPAQ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、vncj（SKR、
POKR、SRKM、PORKM、SRMKM、P=ORMKM和 S=RMMKM=μgLmi）和 T种底物探针在还原型辅酶 βJkAame的作用下，PT=℃水浴孵育 PM=
mán，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J串联质谱（iCJjpLjp）
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，POKR、SRKM、PORKM、
SRMKM、P= ORMKM浓度的 vncj对 CvmO_S、CvmOCU、CvmOCV、CvmOCNV、CvmOaS和 CvmPAQ活性均不发挥抑制作用；

半数抑制浓度（fCRM）均大于 S=RMM=μgLmi。结论 = vncj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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注射用益气复脉（冻干，vncj）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 ff、fff 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，vncj 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xNz。vncj中 P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xOJRz，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 mQRM（cótochrome= mQRM，CvmQRM）
是药物代谢的主要酶系，CvmQRM 酶中几种重要的

亚型，包括 CvmNAO、CvmO_S、CvmOCU、CvmOCV、
CvmOCNV、CvmOaS和 CvmPAQ等，参与 VMB以上

的药物代谢过程。药物对 CvmQRM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xSJNMz。因此，通过体外研究 vncj对人肝

微粒体的 CvmQRM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。

N= =材料=
NKN= =药品及主要试剂=

vncj，规格：每支 MKSR=g，批号 OMNRMNMV，
天津天士力之骄药业有限公司生产。非那西丁

（págm~=TTQQM，pq__ONTTjV）；安非他酮（pohon，
批号 OMNPMSJN）；双氯芬酸（págm~=rCJOVN，MVP）；
右美沙芬（págm~= aORPN，NOMhNSRT）；阿莫地喹=
（págm~= AOTVV，MPUcMVVPs）；pJ美芬妥英（págm~=
rCNTR，_C__SNNM）；睾酮（págm~JUSRMM，RUJOOJM）；
αJ萘磺酮（págm~=kRTRT，MUThMMST）；塞替派（货

号 ROJOQJQ，常州淞弘进出口有限公司）；磺胺苯吡

唑（págm~= pMTRU，MVShNQSO）；奎尼丁（págm~，
货 号 MSShORMV）； 槲 皮 素 （ págm~= nQVRN，
MOMjNRSS）；噻氯匹定（págm~=qSSRQ，MOMjNRSS）；
酮康唑（dj，hMQON，RPNcMN）；混合人肝微粒体，

购于美国 _a 公司；βJ烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸

还原酶（βJkAame），购于瑞士 ooche公司；甲醇，

购自美国 cásherpcáentáfác 公司；柳胺酚，购自上海

金易精细化工有限公司；超纯水由jáääáéore超纯水

制造系统制备。

NKO= =主要仪器=
Agáäent= NOMM= peráes= sóstem，美国 Agáäent；

jfhol=OOMo低温高速离心机，德国 eettách公司；

ée计与upNMRp=电子分析天平，瑞士jettäer=qoäedo；
porv~ää=oC=SH离心机，美国 qhermo=scáentáfác公司。=
O= =方法=
OKN= =溶液的配制=

vncj用 k~OemlQJk~eOmlQ（ée=TKQ）溶液配

制成质量浓度为 NVKR= mgLmi 的储备溶液，再用

k~OemlQJk~eOmlQ溶液稀释，使孵育时终质量浓度

分别为 SKR、POKR、SRKM、PORKM、SRMKM、P= ORMKM和=
S=RMMKM=μgLmi。=

人肝微粒体的制备采用差速离心法xTz，所有操

作均在 Q=℃进行，微粒体蛋白浓度以 iowró法并用

小牛血清白蛋白作标准对照测定xUz。制备好的肝微

粒体分装后－UM=℃的冰箱中保存备用。=
OKO= =检测药品对 CvmQRM各亚酶活性的影响=

建立人肝微粒体体外孵育反应体系xVz：混合人

肝微粒体蛋白的终质量浓度为 MKP= mgLmi；
βJkAame 终浓度为 N= mmoäLi；jgCäO 浓度为 PKP=
mmoäLi；k~OemlQJk~eOmlQ（ée=TKQ）缓冲液浓度

为 NMM=mmoäLi；CvmQRM亚酶 CvmNAO、CvmO_S、
CvmOCU、CvmOCV、CvmOCNV、CvmOaS 和 PAQ
选择性抑制剂浓度分别为：αJ萘磺酮 PM=μmoäLi、塞

替派 OMM= μmoäLi、槲皮素 OM= μmoäLi、磺胺苯吡唑

NM=μmoäLi、噻氯匹定 R=μmoäLi、奎尼丁 NM=μmoäLi
和酮康唑 R=μmoäLi；探针底物溶液终浓度分别为：

非那西汀 PM=μmoäLi、安非他酮 OMM=μmoäLi、阿莫地

喹 OKR=μmoäLi、双氯芬酸 OR=μmoäLi、pJ美芬妥英 NMM=
μmoäLi、右美沙芬 U=μmoäLi、睾酮 RM=μmoäLi。=

实验分为 P组，阴性对照：混合人肝微粒体与

空白 k~OemlQ=J=k~eOmlQ缓冲液在 PT=℃预孵育 NR=
mán后，加入 CvmQRM各亚酶的探针底物和 CvmQRM
的辅酶 βJkAame，于 PT=℃共同孵育 PM=mán。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 PT=℃预孵育 NR=mán后，加入各亚酶的探针

底物和 βJkAame，于 PT=℃共同孵育 PM=mán。vncj
组：混合人肝微粒体分别与 vncj（SKR、POKR、SRKM、
PORKM、SRMKM、P=ORMKM和 S=RMMKM=μgLmi）在 PT=℃
预孵育 NR= mán 后，加入各亚酶的探针底物和

βJkAame，于 PT=℃共同孵育 PM=mán。各组均设 P
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 NO=MMM=rLmán离心 R=mán，
取上清上样，液相色谱J串联质谱（iCJjpLjp）定

量检测：CvmQRM亚酶 CvmNAO、CvmO_S、CvmOCU、
CvmOCV、CvmOCNV、CvmOaS和 PAQ代谢探针产

物——对乙酰氨基酚、羟基安非他酮、kJ去乙基阿

莫地喹、QJ羟基双氯芬酸、QJ羟基美芬妥英、右啡

唍、SβJ羟基睾酮。色谱和质谱条件均与文献报道相

同xNMz，分别考察不同浓度的 vncj 对不同酶亚型

的抑制活性。

OKP= =数据分析=
CvmQRM 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Lvncj组产物浓度）L阴性对

照组产物浓度

平均值、标准偏差、相对活性通过软件

jácrosoft=bxceä=OMMT计算，浓度分别为 SKR、POKR、
SRKM、PORKM、SRMKM、P=ORMKM和 S=RMMKM=μgLmi测试

物对 CvmQRM 各亚型酶的半数抑制浓度（fCRM）值

主要通过 dr~éhé~d= érásm= RKM软件进行非线性回归

分析计算。

P= =结果=
PKN= =对 CvmQRM亚酶活性的影响=

阴性对照组 CvmQRM 各亚酶酶活性为 NMMB，

阳性对照选择性抑制剂 αJ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 CvmNAO、CvmNAO、CvmO_S、CvmOCU、
CvmOCV、CvmOCNV、CvmOaS和 CvmPAQ约 VQKVB、

URKVB、OVKUB、UNKTB、TMKSB、VPKSB、VUKMB的活

性，结果表明，测试系统可以用于评价 vncj 对

CvmQRM各亚酶酶活性的抑制作用。=
vncj 对人肝微粒体中 CvmNAO、CvmO_S、

CvmOCU、CvmOCV、CvmOCNV、CvmOaS和CvmPAQ
活性的影响见图 N。POKR、SRKM、PORKM、SRMKM、P=ORMKM、
S=RMMKM=μgLmi的vncj对人肝微粒体中的CvmOCU、
CvmOCV、CvmOaS 酶活性无显著影响。与阴性对照

比较，POKR、SRKM、PORKM、SRMKM、P=ORMKM=μgLmi=vncj
组 CvmNAO 酶活性显著升高（m＜MKMR、MKMN）。质

量浓度为 POKR、SRKM、PORKM、SRMKM、P=ORMKM=μgLmi
的 vncj对 CvmO_S、CvmOCNV和 CvmPAQ的活=

= =

与阴性对照组比较：Gm＜MKMR= = GGm＜MKMN=
Gm Y=MKMR= = GGm Y=MKMN=vs neg~táve=controä=groué=

图 N= = vncj对 CvmQRM亚酶活性的影响（ ±sI=n Z=P）=

cigK=N= = bffect=of=vncj=on=CvmQRM=enzymes=activity=E ±sI=n Z=PF=

性无明显影响，在质量浓度为 S= RMM= μgLmi 时，

CvmO_S、CvmOCNV和 CvmPAQ的酶活性分别为阴

性对照的 RSKNB、SUKUB、TNKPB，酶活性明显降低

（m＜MKMR）。=
PKO= =评价 vncj对 CvmQRM各亚酶酶活性的抑制

作用

依据美国 caA 发布的药物相互作用研究指

导原则xNMz（OMNO）对浓度分别为 SKR、POKR、SRKM、

PORKM、SRMKM、P= ORMKM和 S= RMMKM= μgLmi的 vncj
对 CvmQRM 亚酶 CvmNAO、CvmO_S、CvmOCU、
CvmOCV、CvmOCNV、CvmOaS 和 CvmPAQ 的活

性抑制作用进行评价。通过 dr~éhé~d=érásm=RKM软
件对各组相对酶活性进行非线性回归分析，并计

算 fCRM值，结果见图 O。结果表明，vncj 对 T
个亚酶 CvmNAO、CvmO_S、CvmOCU、CvmOCV、
CvmOCNV、CvmOaS和 CvmPAQ的 fCRM值均大于

x
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S= RMM= μgLmi；在最高浓度时 S= RMM= μgLmi，对

CvmO_S、CvmOCNV 和 CvmPAQ 的酶活性呈现一

定的抑制作用；浓度≤POR=M=μgLmi时，vncj对

T个亚酶均不发挥明显抑制作用。=

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

= = = = = = = = = =

图 O= = vncj对 CvmQRM亚酶活性的抑制作用评价=
cigK=O= = bvaluation=of=inhibitory=effect=of=vncj=on=activity=of=CvmQRM=subenzyme=

Q= =讨论=
本研究采用底物探针法评价了不同浓度的

vncj 对 人肝微粒体 CvmQRM 酶亚系中的

CvmNAO、CvmO_S、CvmOCU、CvmOCV、CvmOCNV、
CvmOaS和 CvmPAQ的抑制作用，方法快速、灵敏，

便于分析研究。

本实验结果显示，SRKM、PORKM、SRMKM、P= ORMKM=
μgLmi 浓度的 vncj 对 CvmNAO 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CvmNAO酶的活性，存在发生

不良反应的潜在风险。vncj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xNPz，低于

P=ORM=μgLmi的vncj对人肝微粒体中的CvmO_S、
CvmOCU、CvmOCV、CvmOCNV、CvmOaS和 CvmPAQ
的活性没有抑制作用，高剂量 S= RMM=μg/mL 组，虽

对 CvmO_S、CvmOCNV和 CvmPAQ的酶活性呈现出

一定的抑制作用，但半数抑制率（fCRM）均大于= = = = =
S=RMM=μgLmi，具体结果见图 O所示。=

临床常规使用 vncj 最高浓度为静脉滴注

OMKQ=mgLmi，给药体积约 ORM=mi，以正常人的血浆

容量为 R= MMM= mi计算，vncj在人体内的最高血

药浓度约为 N= MQM= μg/mL。通过评价不同浓度的

vncj 对 CvmQRM 亚型 CvmO_S、CvmOCU、
CvmOCV、CvmOCNV、CvmOaS 和 CvmPAQ 代谢活

性的影响，表明 vncj在临床推荐剂量下使用的安

全性是可靠的。如增加 vncj的给药剂量，应充分

考虑 vncj 对联合药物代谢的影响xNNJNOz，与经过

CvmNAO、CvmO_S、CvmOCNV 和 CvmPAQ 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 vncj对 CvmQRM亚酶活性

的影响，CvmQRM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xNQJNRz等。因

此，关于 vncj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 vncj与其他药物联合

使用的科学性和合理性。
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