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应用人肝细胞研究人参皂苷 Rb1 和 Rg1、丹参素钠、冰片对 CYP450
药物代谢酶1A2、2B6和3A4的体外诱导作用
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摘 要：目的 使用原代培养的人肝细胞研究人参皂苷Rb1和Rg1、丹参素钠、冰片对细胞色素P450酶（CYP450）的诱导作

用。方法 分别将 3批次的冷冻原代人肝贴壁细胞进行接种培养，使用人参皂苷Rb1和Rg1、丹参素钠、冰片（30 μmol/L）

对CYP1A2、CYP2B6和CYP3A4进行诱导，实时荧光定量 PCR（qRT-PCR）法测定CYP450酶mRNA表达水平，评价 4种

单体成分对 P450酶的诱导作用。阳性对照为 20 μmol/L利福平（CYP3A4诱导剂）、50 μmol/L奥美拉唑钠（CYP1A2诱导

剂）和 1 mmol/L苯巴比妥钠（CYP2B6诱导剂）；阴性对照组为 10 μmol/L红霉素。冰片（30 μmol/L）与利福平联合给药，

观察冰片对利福平的CYP1A2、CYP2B6和CYP3A4诱导作用的影响。结果 3批次人肝细胞的诱导结果显示，阳性诱导剂

奥美拉唑、苯巴比妥、利福平分别显著诱导CYP1A2、CYP2B6、CYP3A4的表达，阴性对照红霉素对CYP1A2、CYP2B6

及CYP3A4的mRNA表达水平未见明显影响，人参皂苷Rb1和Rg1、丹参素钠、冰片在30 μmol/L浓度给药时，对3批次人肝

细胞的CYP1A2、CYP2B6和CYP3A4 mRNA表达水平未见明显影响；30 μmol/L冰片与利福平联合给药，与利福平单独给

药比较，3批次肝细胞的CYP2B6、CYP3A4 mRNA表达水平均减少，对CYP3A4的mRNA表达水平影响尤为显著。结论

人参皂苷Rb1和Rg1、丹参素钠、冰片在 30 μmol/L浓度给药时，对 3批次人肝细胞的CYP1A2、CYP2B6和CYP3A4均没有

诱导作用。冰片与利福平联合用药时，可以阻断利福平对CYP2B6和CYP3A4的诱导作用，对CYP3A4的影响尤为显著。
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Study on induction of CYP450 enzyme 1A2、2B6 and 3A4 by ginsenoside Rb1,

Rg1, danshensu sodium and borneol with human hepatocytes in vitro
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Abstract: Objective In this study, human primary cultured hepatocytes were used to study the induction of P450 enzyme by

ginsenoside Rb1, Rg1, Danshensu Sodium and Borneol. Methods The CYP1A2, CYP2B6 and CYP3A4 were induced by different

inducers, and the real-time RT-PCR method was used to determine the mRNA expression level. The results of CYP450 mRNA

expression level was used to evaluate the induction of P450 enzyme. The positive control group was 20 μmol/L rifampicin (CYP3A4

inducer), 50 μmol/L omeprazole sodium (CYP1A2 inducer) and 1 mmol/L phenobarbital sodium (CYP2B6 inducer); the negative

control group was 10 μmol/L erythromycin. Borneol (30 μmol/L) combined with rifampicin was used to observe the effect of

Borneol on the induction of CYP1A2, CYP2B6 and CYP3A4 of rifampicin. Results The results of three donors of induction

showed that the expression of CYP1A2, CYP2B6 and CYP3A4 was significantly induced by omeprazole, phenobarbital sodium and

rifampicin respectively, and the corresponding mRNA expression levels were significantly increased, all > 4; negative control

erythromycin which levels of CYP1A2, CYP2B6 and CYP3A4 mRNA were not significantly change. The expression levels of
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CYP1A2, CYP2B6 and CYP3A4 mRNA were not significantly affected by ginsenoside Rb1, Rg1, danshensu sodium and borneol at

the concentrations of 30 μmol/L. Comparedwithrifampinalone,when borneol (30 μmol/L) was combined with rifampicin (20 μmol/L),

the expression of CYP2B6 and CYP3A4 mRNA in the three batches of hepatocytes decreased, and the effect on the expression of

CYP3A4 mRNA was particularly significant. No significant effect of CYP1A2 mRNA expression levels was seen. Conclusion The

expression levels of CYP1A2, CYP2B6 and CYP3A4 mRNA were not significantly affected by Rb1, Rg1, danshensu sodium and

borneol at the concentrations of 30 μmol/L. When borneol (30 μmol/L) was combined with rifampicin (20 μmol/L), there was no

effect on CYP1A2 in the three batches of hepatocytes, but the induction effect of rifampicin on CYP2B6 and CYP3A4 in three

batches of hepatocytes were reduced while the decrease of CYP3A4 is particularly evident.

Key words: CYP450 enzyme; induction models; primary human hepatocytes; qRT-PCR; ginsenoside Rb1; ginsenoside Rg1;

danshensu sodium; borneol

细胞色素 P450 酶系（CYP450s）为一类亚铁血

红素——硫醇盐蛋白的超家族，它参与内源性物质

和包括药物、环境化合物在内的外源性物质的代

谢，是药物代谢过程中的关键酶。CYP450酶活性

的改变会直接影响经其代谢的药物的药效和用药

安全性［1］。以肝细胞细胞色素 P450为例，当酶受到

抑制时，药物在血液中的浓度会迅速提升，使得药

物半衰期在一定程度上延长进而引发药物毒性反

应［2］。CYP450酶具有可诱导和可抑制性，酶的量和

活性会受到药物（或其他外源物）的影响，可能会影

响药物本身的代谢，并可能会引起代谢性药物相互

作用。药物对 CYP450酶活性的影响（包括诱导和

抑制作用）是导致药物相互作用的主要原因之一。

因此，了解药物对 CYP450酶的诱导作用对新药研

发及临床合理用药具有重要意义［3］。P450酶对诱导

剂的反应存在明显的种属差异［4］，人原代培养肝细

胞的代谢处理系统基本保留了正常组织内的细胞

活性，能全面反映药物进入人体内的真实状态，因

此被认为是 P450 酶诱导实验的金标准，并被 FDA

认证为有效的诱导评价工具［5］。

丹参、冰片、三七是复方丹参滴丸的 3种组成药

物［6］。复方丹参滴丸依据中医传统理论和现代医学

技术研制而成，方中丹参祛瘀止痛、活血养血、清心

除烦，为主药；辅以三七活血通脉、化瘀止痛；佐以

冰片芳香开窍，行气止痛。诸药相配，共奏活血化

瘀，芳香开窍，理气止痛之功，广泛用于心血管系

统、消化系统等疾病的治疗［7-8］，是现代中药国际化

第一品牌［9］。近年来研究证明，丹参的水溶性酚酸

类化合物为其治疗心血管疾病的主要药效物质基

础。丹参素是丹参中一类重要的水溶性酚酸类成

分［10-11］；人参皂苷 Rb1、Rg1 是三七的主要活性成

分［12-14］；冰片为佐使药，在复方丹参滴丸中起到引经

及促透作用。研究表明，复方丹参滴丸对某些代谢

酶及其他药物的吸收具有一定影响［15-17］，因此，有必

要进一步对复方丹参滴丸的酶诱导作用进行系统

探究，以便为临床应用奠定理论基础。

以往研究复方丹参滴丸成分对CYP450酶的诱

导作用均使用大鼠［18-21］，存在人鼠种属差异，本研究

首次以原代人肝贴壁细胞为研究对象探究复方丹

参滴丸中 4种单体成分人参皂苷Rb1和Rg1、丹参素

钠和冰片对人 CYP450酶的诱导作用，解决了种属

差异问题。本研究是将冷冻的原代人肝贴壁细胞

进行接种培养，使用人参皂苷Rb1和Rg1、丹参素钠、

冰片以及冰片与利福平联合作为诱导剂分别对

CYP1A2、CYP2B6 和 CYP3A4 进行诱导，使用实时

荧光定量 PCR（qRT-PCR）方法，通过测定 CYP450

酶mRNA表达水平来评价人参皂苷Rb1和Rg1、丹参

素钠、冰片对CYP代谢酶 1A2、2B6和 3A4的诱导作

用，以期为以上 4种成分乃至复方丹参滴丸的临床

研究和应用提供数据支持和理论依据。

1 材料

1.1 药品与主要试剂

奥美拉唑购自 MCE 公司，批号 14841，质量分

数 98.03%；利福平购自MCE公司，批号 11246，质量

分数 98.07%；红霉素购自MCE公司，批号 15945，质

量分数＞98%；苯巴比妥，批号Z-171222；冰片，批号

464-43-7，质量分数＞98%；人参皂苷 Rb1，批号

41753-43-9，质量分数＞98%；人参皂苷 Rg1，批号

22427-39-0，质 量 分 数 ＞99%；丹 参 素 钠 ，批 号

67920-52-9，质量分数＞98%，以上 5 种标准品均购

自国家标准物质中心网；I型胶原包被 48孔培养板

购自Corning公司；DEPC水购自北京索莱宝科技有

限公司；TRNzol Reagent购自天根生化科技（北京）

有限公司；逆转录试剂盒 Transcriptor First Strand

cDNA Synthesis kit 和实时定量试剂盒 Fast Start

Universal SYBR Green Master（Rox）均购自Roche公

司；PCR引物购自深圳华大基因科技有限公司。冷

冻原代人肝细胞RMH购自美国BioreclamationIVT
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公司，HC3-31及 HC10-23购自美国 Xenotech公司，

复苏缓冲液 K8000、种板缓冲液 K8200及培养缓冲

液K8300购自美国Xenotech公司。

1.2 主要仪器

HERAcell 150i 二氧化碳培养箱（美国 Thermo

Scientific）；BS124S 型分析天平（德国 Sartorius 公

司）；Sorvall Legend Micro 17R高速冷冻离心机（美

国 Thermo Scientific 公司）；Accu-jet® pro 型自动

移液器（德国 Brand 公司）；10 µL/200 µL/1 000 µL/

5 000 µL微量移液管（德国Eppendorf公司）；TC-96/

G/H（b）C型基因扩增仪（杭州博日科技有限公司）；

Eppendorf Mastercycler ep Realplex2 qPCR 仪（德国

Eppendorf 公司）；CKX41 显微镜（日本 Olympus 公

司）；L500 低速离心机（长沙湘仪离心机仪器有限

公司）。

2 方法

2.1 人 参 皂 苷 Rb1 和 Rg1、丹 参 素 钠、冰 片 对

CYP450酶的诱导

将肝细胞复苏，于超净工作台中将细胞悬液移

入离心管，加入 K8000，离心弃去上清液，以 K8200

悬浮沉淀细胞，将细胞接种于胶原蛋白包被的培养

板中，于 37 ℃、5% CO2培养箱中培养。3～6 h后更

换K8300。24 h后，更换含诱导剂的K8300，实验组

为含 30 μmol/L［22］人参皂苷Rb1、人参皂苷Rg1、丹参

素钠及冰片的 K8300；阳性对照分别为含 20 μmol/L

利福平（CYP3A4 诱导剂）、50 μmol/L 奥美拉唑

钠（CYP1A2 诱 导 剂 ）和 1 mmol/L 苯 巴 比 妥

钠（CYP2B6 诱导剂）的 K8300；阴性对照组为含

10 μmol/L 红霉素的 K8300；对照组为空白 K8300。

给药持续时间为 48 h，每 24小时换液 1次。完成诱

导的肝细胞以TRNzol Reagent（200 μL/孔）裂解，用于

mRNA检测。分别用3批次的肝细胞来重复试验。

2.2 冰片与利福平联合用药对P450酶的诱导作用

冰片（30 μmol/L）与利福平（20 μmol/L）联合给

药，使用 3 批次的肝细胞重复试验。操作步骤

同“2.1”项。

2.3 实时荧光定量PCR（qRT-PCR）法测定肝细胞

中CYP1A2、CYP2B6、CYP3A4的mRNA表达水平

2.3.1 RNA 的提取 TRNzol Reagent 裂解的肝细

胞样品室温放置5 min，12 000 r/min（4 oC）离心10 min，

取 100 μL上清至另一 EP管，加入 40 μL三氯甲烷，

剧烈震荡15 s，室温放置3 min，12 000 r/min（4 oC）离心

15 min。将上层水相转移至新的离心管中，加入等体积

异丙醇，混匀，室温放置 30 min，12 000 r/min（4 oC）

离 心 10 min，弃 上 清 。 加 入 400 μL 的 75% 乙

醇（DEPC水配制）溶液洗涤沉淀，5 000 r/min（4 oC）

离心 3 min弃上清，沉淀室温放置晾干。加入 30 μL

的DEPC水，反复吹打使RNA充分溶解。

2.3.2 RNA 逆转录为 cDNA 根据 Transcriptor

First Strand cDNA Synthesis kit 逆转录试剂盒说明

书配制逆转录体系，首先按照Mix1配制反应体系，

65 oC反应 10 min后立即置于冰上，加入反应体系的

剩余试剂Mix2，55 oC反应 30 min，85 oC反应 5 min，

RNA逆转录为 cDNA。

2.3.3 标 准 曲 线 的 制 作 PCR 引 物（β -actin、

CYP1A2、CYP2B6、CYP3A4）经DEPC水溶解，浓度

均为 10 μmol/L。引物序列如表 1所示，引物由华大

基因合成。取 HC3-31 批次利福平样品逆转录的

cDNA原始浓度为起始，用DEPC水 2倍系列稀释成

6个梯度（1、1/2、1/4、1/8、1/16、1/32）。以此为模版，

根 据 Roche 公 司 实 时 定 量 试 剂 盒 Fast Start

Universal SYBR Green Master（Rox）说明书配制反

应体系，按照表 2进行 PCR反应。横坐标为模版浓

度的 log 值，纵坐标为 Ct值，标准曲线由荧光定量

PCR仪自动生成。

2.3.4 样品 qRT-PCR 检测 以逆转录的 cDNA 为

模板，将样品的内参基因 β-actin 分别与 CYP1A2、

CYP2B6、CYP3A4其中一个目的基因同时扩增，比

较给药组与对照组样品目的基因的表达差异。根

据实时定量试剂盒说明书配制反应体系，按照表 2

进行 PCR 反应。采用 2―△△Ct（Livak 法）计算 mRNA

相对表达量。

2.4 诱导作用评价标准

参照FDA 2012年发布的《药物相互作用研究指导

原则草案》将阳性对照组与对照组进行比较，CYP基因

mRNA表达量提高4倍以上表明诱导模型建模成功。

表1 引物序列

Table 1 List of primers

引物名称

β-actin-F

β-actin-R

CYP1A2-F

CYP1A2-R

CYP3A4-F

CYP3A4-R

CYP2B6-F

CYP2B6-R

引物序列（5′—3′）

GGCATCCTCACCCTGAAGTA

GGGGTGTTGAAGGTCTAAA

CTTCCGACACTCCTCCTTCTT

GCCAAACAGCATCATCTTCTC

TGTGGGGCTTTTATGATGGT

GAAGGTTGGAGACAGCCTGA

CCATACACAGAGGCAGTCATCT

AGAAAGTGGTCAGGATTGAAGG

供应商

BGI

BGI

BGI

BGI

BGI

BGI

BGI

BGI
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3 结果

3.1 P450酶诱导模型的验证

3 批次的诱导结果表明，奥美拉唑、苯巴比妥

钠、利福平均能分别显著诱导 CYP1A2、CYP2B6、

CYP3A4的表达，表现出对应的mRNA表达水平明

显 增 加 ，均 ＞4；阴 性 对 照 红 霉 素 对 CYP1A2、

CYP2B6、CYP3A4 mRNA表达水平未见明显影响。

结果表明，P450酶诱导模型建立成功，见图1。

3.2 人参皂苷Rb1和Rg1、丹参素钠、冰片对P450酶

的诱导结果

使用酶诱导模型进行了人参皂苷Rb1和Rg1、丹

参素钠、冰片对 3 批原代肝细胞 P450 酶的诱导试

验，浓度的选择均为 30 μmol/L。以对照组为参

照（mRNA诱导倍率为 1），3批次的诱导结果表明，

人参皂苷Rb1和Rg1、丹参素钠、冰片对 3批次肝细胞

的 CYP1A2、CYP2B6和 CYP3A4均没有诱导作用。

结果见图2。

3.3 冰片与利福平联合给药对 CYP450 酶的诱导

结果

研究表明［21］，冰片能明显抑制 P-gp的活性，而

P-gp 和 CYP3A4 的 诱 导 都 是 由 孕 烷 X 受

体（pregnane X receptor，PXR）通路介导的［4］，两者通

常能被同一种物质诱导或抑制，因此设立冰片与利

福平联合作为诱导剂实验组，初步探究冰片对药酶

CYP3A4的诱导作用及机制。如图 3所示，在 3批肝

细 胞 中 ，单 独 使 用 利 福 平（20 μmol/L）时 ，对

CYP1A2 没有诱导作用，对 CYP2B6、CYP3A4 有

诱导作用；当冰片（30 μmol/L）与利福平联合给

药（20 μmol/L）时，对 CYP1A2 的作用没有影响，但

却使利福平对CYP2B6、CYP3A4的诱导作用降低，

CYP3A4 的诱导作用降低尤为显著。在肝细胞

RMH 批 次 中 ，利 福 平 单 独 给 药 对 CYP2B6 和

CYP3A4 mRNA的诱导倍率分别是对照组的15.8和

23.4 倍，当利福平与冰片联合给药时，对 CYP2B6
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图1 在3批人肝细胞中奥美拉唑、苯巴比妥钠及利福平分别对CYP1A2、CYP2B6和CYP3A4的诱导作用

Fig. 1 Induced magnification of omeprazole，phenobarbital and rifampicin on mRNA of CYP1A2，CYP2B6 and CYP3A4

in 3 batches of human hepatocytes

图2 在3批肝细胞中人参皂苷Rb1、人参皂苷Rg1、丹参素钠、冰片分别对CYP1A2（A）、CYP2B6（B）和CYP3A4（C）的mRNA

的诱导倍率

Fig. 2 Induced magnification of Ginsenoside Rb1、Ginsenoside Rg1、sodium Danshensu and borneol on mRNA of

CYP1A2（A），CYP2B6（B）and CYP3A4（C）in 3 batches of human hepatocytes

表2 qRT-PCR的反应程序

Table 2 Reaction program of qRT-PCR

步骤

1

2

3

温度/oC

95

95

60*

95

60

#

95

反应时间

10 min

15 s

1 min

15 s

15 s

20 min

15 s

循环次数

1

40

1

*-采集信号；#-温度变化

*-acquisition signal；#-temperature change
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mRNA、CYP3A4 mRNA 的诱导倍率分别是对照组

的 11.2、13.6倍；在肝细胞HC3-31批次中，利福平单

独使用时对CYP2B6和CYP3A4 mRNA的诱导倍率

分别是对照组的 7.5、47.4倍，当利福平与冰片联合

给药时，对 CYP2B6和 CYP3A4 mRNA的诱导倍率

分别是对照组的 6.5、20.5；在肝细胞 HC10-23 批次

中，利福平单独给药 CYP2B6和 CYP3A4 mRNA的

表达分别是对照组的 6.0、43.7倍，当利福平与冰片

联合给药时，对 CYP2B6和 CYP3A4 mRNA的诱导

倍率分别是对照组的 5.2、21.1倍。结果表明，冰片

与利福平联合给药，会使利福平对 CYP2B6 和

CYP3A4 mRNA 的诱导作用降低，CYP3A4 表现得

尤为明显。

4 讨论

人参皂苷Rb1和Rg1、丹参素钠、冰片在30 μmol/L浓

度给药时，对 3 批次肝细胞 CYP1A2、CYP2B6 和

CYP3A4均没有诱导作用，说明人参皂苷Rb1、人参

皂苷Rg1、丹参素钠、冰片不会通过药物代谢酶系统

影响其他药物的代谢；冰片（30 μmol/L）与利福

平（20 μmol/L）联合给药时，对 3 批次肝细胞的

CYP1A2 均没有影响，但却使利福平对 3 批次肝细

胞的 CYP2B6 和 CYP3A4 的诱导作用降低 ，对

CYP3A4的诱导作用影响尤为明显。

药物主要是作为 CYP450的底物、抑制剂或诱

导剂。①酶诱导剂可使药酶活性增强，使其本身或

其他药物代谢加快，导致药物疗效降低，达不到治

疗效果，占代谢性相互作用的 23%。②酶抑制剂可

以使药酶活性减弱，使其本身或其他药物代谢减

慢，血药浓度升高，占代谢性相互作用的 70%。因

此化合物导致药物相互作用的潜能最终可能成为

决定其临床应用前景的重要因素，因此，有必要围

绕药物对代谢酶的诱导或抑制作用进行深入的

研究。

随着核酸扩增和检测技术的发展，qRT-PCR可

以在反应进行过程中进行累积扩增产物的分析和

检测，达到“实时”的效果，可以准确地确定初始模

版拷贝数，动态范围宽、灵敏度高［23］。

本研究应用诱导模型分别对人参皂苷 Rb1和

Rg1、丹参素钠、冰片以及冰片与利福平联合给药进

行了 3 批次研究。研究结果显示，人参皂苷 Rb1和

Rg1、丹参素钠、冰片在 30 μmol/L 浓度给药时，对 3

批次肝细胞CYP1A2、CYP2B6和CYP3A4均没有诱

导作用，说明人参皂苷Rb1和Rg1、丹参素钠、冰片不

会通过药物代谢酶系统影响其他药物的代谢；冰

片（30 μmol/L）与利福平（20 μmol/L）联合给药时，

对 3批次肝细胞的 CYP1A2均没有影响，但却使利

福平对 3批次肝细胞的CYP2B6和CYP3A4的诱导

作用降低，对 CYP3A4 的诱导作用影响尤为明显。

利福平诱导CYP3A4，同时也诱导P-gp；冰片抑制P-

gp 活性，而 P-gp 的活性主要取决于其表达量和与

ATP 酶的偶联 2 方面［24］，推断这一结果可能与 ATP

酶的偶联有关 ，具体机制仍需进一步研究。

CYP3A4是人体含量最丰富的 P450酶，大约占人肝

CYP450 总含量的 30%，占肠道 CYP450 总含量的

70%，参与市场上 50%以上的药物代谢［25］。本研究

得到的诱导数据人参皂苷 Rb1和 Rg1、丹参素钠、冰

片不会通过药物代谢酶系统影响其他药物的代谢；

当冰片与利福平联合给药时会阻断利福平对

CYP3A4的诱导作用，可以为冰片及复方丹参滴丸

的临床使用提供借鉴意义，冰片对 CYP450其他诱

导剂的阻断作用仍需进一步研究。另外，本实验数

据均为体外结果，具有一定的局限性；人参皂苷Rb1

和 Rg1、丹参素钠、冰片对 CYP450酶的诱导作用需

要在体实验加以研究，以便指导 4种成分乃至复方

丹参滴丸的合理使用。
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