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罗沙司他和恩那度司他对环孢素 A 在大鼠体内药动学特征的影响及其功能
验证  
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摘  要：目的  探究罗沙司他和恩那度司他对环孢素 A 大鼠体内药动学特征的影响，并初步探究二者联用导致药动学变化

的潜在作用机制，为临床两类药物联合用药的安全性、合理性提供实验依据。方法  将 18 只雄性 SD 大鼠随机分为对照组、

罗沙司他组和恩那度司他组，分别连续 7 d ig 给予 0.9%氯化钠溶液、罗沙司他（10 mg·kg−1）、恩那度司他（1 mg·kg−1），末

次给药后 30 min 后均 ig 给予环孢素 A（10 mg·kg−1）。采用高效液相色谱串联质谱法（HPLC-MS/MS）测定大鼠不同时间

点环孢素 A 血药浓度，拟合药时曲线并计算药动学参数；通过实时荧光定量 PCR（qRT-PCR）检测大鼠肝脏低氧诱导因

子（HIF）-1α、细胞色素 P450 3A 酶（CYP3A）1/2 及小肠 P-糖蛋白（P-gp）的 mRNA 表达水平，采用 Western blotting 检测

肝脏 HIF-1α、CYP3A1 的蛋白表达水平。结果  药动学方面，与对照组相比，罗沙司他组和恩那度司他组的药-时曲线下面

积（AUC）0～t、AUC0～∞和峰浓度（Cmax）显著升高（P＜0.01、0.001），清除率（CL）显著降低（P＜0.05），罗沙司他组 CL

降低 54.78%，恩那度司他组 CL 降低 94.78%，达峰时间（tmax）和半衰期（t1/2）无显著性差异。分子水平方面，与对照组相

比，罗沙司他组、恩那度司他组大鼠肝脏 HIF-1α mRNA 表达无显著差异，蛋白水平显著升高（P＜0.05）；肝脏 CYP3A1 的

mRNA 和蛋白表达、CYP3A2 的 mRNA 表达均显著降低（P＜0.05）；小肠 P-gp 的 mRNA 表达无显著改变（P＞0.05）。结论  

罗沙司他和恩那度司他可显著提高大鼠体内环孢素 A 的全身暴露量、降低其清除率。该作用可能通过翻译后水平稳定肝脏

HIF-1α 蛋白，进而下调肝脏 CYP3A1/2 的表达，抑制环孢素 A 的肝脏代谢清除实现。临床联用使用罗沙司他/恩那度司他与

环孢素 A 时，需密切监测环孢素 A 血药浓度并及时调整剂量，减少药物蓄积引发的不良反应，保障用药安全。 
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Abstract: Objective  To investigate the effects of roxadustat and ennaduostat on the pharmacokinetic characteristics of cyclosporine 

A in rats and to preliminarily explore the potential mechanism of the pharmacokinetic changes caused by their combination, providing 

experimental evidence for the safety and rationality of the clinical combination of these two drugs. Methods  Eighteen male SD rats 

were randomly divided into the control group, roxadustat group, and ennaduostat group. They were intragastrically administered 0.9% 

sodium chloride solution, roxadustat (10 mg·kg−1), and ennaduostat (1 mg·kg−1) for 7 consecutive days, respectively. Thirty minutes 

after the last administration, all groups were ig administered cyclosporine A (10 mg·kg−1). The blood concentration of cyclosporine A 

at different time points was determined by high-performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry (HPLC-MS/MS), and 

the pharmacokinetic parameters were calculated by fitting the drug-time curve. The mRNA expression levels of hypoxia-inducible 

factor (HIF)-1α, cytochrome P450 3A enzymes (CYP3A) 1/2 in the liver and P-glycoprotein (P-gp) in the small intestine were detected 

by real-time fluorescence quantitative PCR (qRT-PCR), and the protein expression levels of HIF-1α and CYP3A1 in the liver were 

detected by Western blotting. Results  In terms of pharmacokinetics, compared with the control group, the area under the drug-time 
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curve (AUC)0～t、AUC0～∞, and peak concentration (Cmax) were significantly increased in the roxadustat group and the ennaduostat 

group (P < 0.01, 0.001), and the clearance rate (CL) was significantly decreased (P < 0.05). The CL in the roxadustat group decreased 

by 54.78%, and that in the ennaduostat group decreased by 94.78%. There was no significant difference in the time to peak 

concentration (tmax) and half-life (t1/2). At the molecular level, compared with the control group, there was no significant difference in 

the mRNA expression of HIF-1α in the liver of the roxadustat group and the enadutamide group, but the protein expression was 

significantly increased (P < 0.05). The mRNA and protein expression of CYP3A1 and the mRNA expression of CYP3A2 in the liver 

were significantly decreased (P < 0.05). There was no significant change in the mRNA expression of P-gp in the small intestine (P > 

0.05). Conclusion  Roxadustat and ennaduostat can significantly increase the systemic exposure of cyclosporine A in rats and decrease 

its clearance rate. This effect may be achieved by stabilizing the protein expression of HIF-1α at the post-translational level in the liver, 

thereby down-regulating the expression of CYP3A1/2 in the liver and inhibiting the hepatic metabolic clearance of cyclosporine A. 

When roxadustat/ ennaduostat and cyclosporine A are used in combination clinically, the blood concentration of cyclosporine A should 

be closely monitored and the dose adjusted in a timely manner to reduce adverse reactions caused by drug accumulation and ensure 

the safety of medication.  

Key words：roxadustat; enarodustat; cyclosporine A; pharmacokinetics; drug interactions; CYP3A1 

 

环孢素是一种高效免疫抑制剂，广泛应用于器

官移植术后抗排斥反应及多种自身免疫性疾病的

治疗[1]。但由于其治疗指数较窄，且个体内、个体

间药动学差异显著，临床需常规开展治疗药物监测

（TDM），以降低移植物排斥反应发生率、提高患者

存活率，并减少药物不良反应[2]。此外，环孢素口

服吸收存在缓慢、不完全及个体差异大等特点，其

生物利用度仅约 30%[3]。值得注意的是，环孢素不

仅是 CYP3A 酶和 P-糖蛋白（P-gp）的代谢底物，

同时也是经典的 P-gp 抑制剂[4]。大鼠 CYP3A 存在

多种亚型，其中 CYP3A1 是人 CYP3A4 的正向同源

基因，且被证实具有与人 CYP3A4 相似的功能[5]。

因此，当环孢素与可改变 CYP3A 酶及 P-gp 功能的

药物联用时，可能会改变其体内代谢与吸收过程，

进而影响治疗效果。 

移植后贫血（PTA）是器官移植术后常见并发

症之一。相关研究显示，移植后 1 个月内贫血发生

率接近 90%，术后 6 个月发生率约为 70%，术后 1

年发生率降至 10%～40%，而术后 5 年发生率仍高

达 33.1%[6]。 

低氧诱导因子-脯氨酸羟化酶抑制剂（HIF-PHI）

是一类通过模拟低氧环境促进内源性促红细胞生

成素（EPO）合成的新型贫血治疗药物[7-8]。近年来，

以罗沙司他、恩那度司他为代表的新型 HIF-PHI 已

在全球范围内获批用于慢性肾脏病（CKD）相关贫

血的治疗，且在肾性贫血治疗中得到广泛应用[9]。

与此同时，环孢素作为经典免疫抑制剂，常用于肾

移植术后抗排斥反应等治疗，使得临床上 2 类药物

联合应用的场景日益增多。而环孢素的药动学过程

易受 CYP3A 酶、P-gp 功能调控，且已有研究提示

HIF-PHI 可影响 CYP3A4 表达，这也提示二者联用

可能存在药动学相互作用[10]。然而，目前关于罗沙

司他、恩那度司他与环孢素之间的药动学相互作用

及其机制研究仍较为匮乏。已有研究报道，HIF-PHI

可通过稳定 HIF-α，显著降低人肝细胞中 CYP3A4

的 mRNA 及蛋白表达水平[10]；同时临床研究发现，

罗沙司他与环孢素联用时，可导致环孢素血药谷浓

度明显升高[11]。但截至目前，关于罗沙司他、恩那

度司他与环孢素药动学相互作用的具体机制及作

用程度，仍缺乏系统性研究。因此，探究罗沙司他、

恩那度司他对环孢素药动学的影响及相关机制，可

为临床两类药物联合用药的安全性、合理性提供实

验支撑。 

基于上述背景，本研究旨在通过大鼠体内实

验，阐明两种HIF-PHI对环孢素药动学行为的影响，

并探讨其潜在作用机制（如代谢酶抑制、肠道吸收

改变等），为临床合理联用 HIF-PHI 与环孢素提供

理论依据，进而降低治疗风险、优化给药方案。 

1  材料 

1.1  药品及试剂 

环孢素 A 注射液（5 mL∶250 mg，批号 P1443）

购自瑞士诺华制药有限公司；罗沙司他胶囊（规格

50 mg，批号 525085）由珐博进中国医药技术开发

有限公司提供；恩那度司他片（规格 1 mg，批号

B240727）由深圳信立泰药业股份有限公司提供。对

照品环孢素 A（批号 2-TVG-410-3，质量分数 98%）

由 Cmass 公司供应；子囊霉素（批号 1-OBI-122-2，

质量分数 95%）购自 Toronto Research Chemicals 公
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司。CYP3A11 抗体（批号 ab3572）购自英国 Abcam

公司；β-actin 抗体（批号 AF7018）购自 Affinity 公

司；羊抗兔 IgG-HRP（批号 BK0027）购自贝斯特生

物公司；PCR 引物购自上海捷瑞生物工程有限公司；

肽段定量试剂盒（货号 23275）购自美国 Thermo 

Fisher Scientific 公司。 

1.2  仪器 

Triple Quad 4500MD 三重四级杆串联质谱仪、

Jasper 高效液相色谱系统（美国 SCIEX 公司）；Bio-

Rad 电泳仪（美国 Bio-Rad 公司）；Tanon 4600 化学

发光图像分析系统（上海天能科技有限公司）；

Spectra Max iD3 多功能酶标仪（英国 Molecular 

Devices 公司）；ProFlexTM PCR 扩增仪（美国 Thermo 

Fisher Scientific 公司）；DS-11FX＋超微量荧光分光

光度计（美国 DeNovix 公司）；QuantStuHFD 5 实时

荧光定量 PCR 仪（qRT-PCR，美国 Thermo Fisher 

Scientific 公司）。 

1.3  动物 

SPF 级雄性 SD 大鼠，体质量 200～220 g，由

江苏科标医学检测有限公司提供，实验动物使用许

可证号 SYXK（苏）2021-0013。动物饲养于 SPF 级

环境中，室温维持在（25±2）℃，湿度范围为 40%～

70%，光照周期为 12 h 明/12 h 暗，自由摄食饮水。

实验方案经常州市第一人民医院动物伦理委员会

批准（批准号 IACUC25-0255）。 

2  方法与结果 

2.1  色谱与质谱条件 

2.1.1  色谱条件  采用 Phenomenex Kinetex C18色谱

柱（100 mm×3 mm，2.6 μm）；流动相为 10 mmol·L−1

乙酸铵的 0.1%甲酸水溶液（A）-0.1%甲酸甲醇溶液

（B），梯度洗脱：0～0.8 min，40% B，0.8～2.0 min，

40%→100% B；2.0～3.8 min，100% B；3.8～4.0 min，

100% B→40% B；4～5 min，40% B；进样量 5 μL；

体积流量 0.55 mL·min−1；柱温 40 ℃。 

2.1.2  质谱条件  采用电喷雾离子源（ESI）在正离子

模式，结合多反应监测（MRM）技术进行扫描。关键

质谱参数被详细设定：毛细管电压设定为 5 500 V，

离子源温度则保持在 550 ℃，雾化气与辅助气的压

力均被调至 345 kPa，气帘气为 207 kPa，而碰撞气

设为 55 kPa。待测物质及内标的关键参数见表 1。 

表 1  待测成分质谱参数 

Table 1  Parameters of spectrum of component to be measured 

化合物 母离子 m/z 子离子 m/z 碰撞电压/V 去簇电压/V t/min 

环孢素 A 1 202.8 1 184.8 40 210 3.30 

子囊霉素（内标） 809.5 756.6 30 100 3.13 

2.2  对照品及内标溶液的配制 

2.2.1  对照品储备液的制备  精密称取环孢素 A

对照品适量，以甲醇为溶剂溶解并定量稀释，配制

成质量浓度为 5 mg·mL−1 的环孢素 A 对照品储备

液，均置于−20 ℃条件下冷藏保存，备用。临用前，

取环孢素 A 对照品储备液，以甲醇为稀释剂进行逐

级稀释，制备得到质量浓度为 0.5、1.0、2.0、5.0、

10.0、20.0 μg·mL−1 的系列环孢素 A 对照品工作液，

同时配制质量浓度为 1.0、2.0、10.0 μg·mL−1 的环孢

素 A 质控工作液。 

2.2.2  内标溶液的制备  精密称取子囊霉素对照

品适量，以甲醇为溶剂溶解并定量稀释，配制成质

量浓度为 2.5 mg·mL−1 的内标储备液，均置于−20℃

条件下冷藏保存，备用。临用前，取子囊霉素储备

液，以甲醇稀释成质量浓度为 0.02 μg·mL−1 的内标

工作液。 

2.3  给药与全血样本采集 

将 18 只雄性 SD 大鼠随机分为对照组、罗沙

司他组及恩那度司他组，每组 6 只。实验开始前所

有大鼠禁食 12 h，期间自由饮水。对照组大鼠 ig 给

予 0.9%氯化钠溶液；罗沙司他组 ig 给予罗沙司他

（10 mg·kg−1，以 0.9%氯化钠溶液溶解）[12]；恩那度

司他组 ig 给予恩那度司他（1 mg·kg−1，以 0.9%氯

化钠溶液溶解）[13]。3 组均连续给药 7 d，末次给药

前禁食不禁水 12 h；末次给药后 30 min，各组均 ig

给予环孢素 A 10 mg·kg−1[13]。 

给予环孢素 A 后，分别于 0.25、0.50、0.75、

1.00、2.00、3.00、4.00、6.00、8.00、10.00、12.00、

24.00 h 经眼眶静脉丛采集 100 μL 血液样本，置于

含肝素钠的 1.5 mL EP 管中，4 ℃保存待测，收集

肝脏和空肠组织样本保存于−80 ℃和 RNAlater 保

存液中[13]。 
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2.4  血浆样品的处理 

精密吸取各组大鼠血浆样品 50 μL，置于 1.5 mL

离心管中，依次加入 5 μL 内标工作液（0.02 μg·mL−1）

和 150 μL 甲醇-乙腈（90∶10）溶液，涡旋混匀 3 min，

16 400 r·min−1 下离心 10 min。随后取 50 μL 上清液

至新离心管，加入 50 μL 纯水稀释，再次离心后取

上清液分析。 

2.5  方法学验证 

2.5.1  专属性考察  取大鼠空白血浆、空白血浆＋

对照品溶液（环孢素 A 浓度均为 50 ng·mL−1）、给

药 0.5 h 后的含药血浆适量，并按“2.4”项下方法

处理后进行分析。结果显示，在该分析条件下，环

孢素 A、子囊霉素（内标）出峰时间分别为 3.30、

3.13 min，且空白基质中均未出现明显内源性干扰

峰，表明该方法具有良好专属性。见图 1。 

 

A-空白血浆样品；B-加入对照品溶液的血浆样品；C-给药 0.5 h 后

的血浆样品。 

A-blank plasma sample; B-plasma mixed with reference standard; C-

plasma after 0.5 h of administration. 

图 1  大鼠血浆中环孢素 A 与子囊霉素的 MRM 色谱图 

Fig. 1  MRM chromatograms of cyclosporine A and 

ascomycin in rat plasma 

2.5.2  线性关系考察  取“2.2”项下的对照品溶液

5 μL，分别与 45 μL 的空白血浆混合，按“2.4”项

方法处理。以待测物与内标峰面积比值（Y）对全血

中实际质量浓度（X）进行加权回归分析，权重系

数 1/2，拟合回归方程为 Y＝2.822 31 X－0.016 39，

r＝0.991 57，线性范围 0.05～2.00 μg·mL−1，定量下

限 50 ng·mL−1。 

2.5.3  精密度及准确度考察   取大鼠空白血浆

45 μL，加入环孢素 A 低、中、高 3 个质量浓度的

对照品溶液 5 μL，按“2.4”项方法处理，配制环孢

素 A 低、中、高质量浓度的质控样本，每个质量浓

度平行制备 6 份，通过测定环孢素 A 以及内标物的

色谱峰面积比值，利用预先建立的标准曲线计算其

在全血中的质量浓度。在此基础上，连续测定 3 批

（分 3 d 进行），对日内和日间精密度和准确度进行

考察。结果显示，待测物准确度为 99.88%～

114.41%，批内和批间精密度 RSD 均小于 15%，表

明该方法准确度与精密度满足生物样本定量分析

要求。见表 2。 

2.5.4  提取回收率及基质效应考察  取大鼠空白

全血 45 μL，加入低、中、高 3 个浓度的环孢素 A

对照品溶液 5 μL，按“2.4”项方法处理，按“2.1”

项下方法进样分析，测定各成分峰面积，记为 A1；

取空白血浆 45 μL，按“2.4”项下方法处理后，取

上清液分别加入低、中、高质量浓度的环孢素 A 对

照品溶液，涡旋混匀，平行制备 6 份，按“2.1”项

下条件进样分析，测定各成分峰面积，记为 A2；在

不添加血浆基质的情况下，平行制备 6 份高、中、

低 3 个质量浓度的对照品溶液各 100 µL，按“2.4”

项下方法处理，取上清液，按“2.1”项下条件进样

分析，测定各成分峰面积，记为 A3。计算提取回收

率（A1/A2）和基质效应（A2/A3），结果见表 3，低、

中、高 3 个质量浓度下，环孢素 A 的提取回收率均

在 79.27%～85.19%，RSD≤13.62%；基质效应均在

130.52%～143.19%，RSD≤9.37%。以上结果表明， 

表 2  环孢素 A 准确度和精密度 

Table 2  Accuracy and precision of cyclosporine A 

质量浓度/(μg·mL−1) 

日内(n＝6) 日间(n＝18) 

实测质量浓度/ 

(μg·mL−1) 
准确度/% RSD/% 

实测质量浓度/ 

(μg·mL−1) 
准确度/% RSD/% 

0.1 0.11 112.84 11.98 0.10 99.88 12.87 

0.2 0.23 113.25 7.47 0.22 109.36 10.92 

1.0 1.11 111.44 5.62 1.14 114.41 9.14 
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表 3  环孢素 A 提取回收率和基质效应结果 (n＝6) 

Table 3  Recovery and matrix effect of cyclosporine A (n＝6) 

质量浓度/(μg·mL−1) 提取回收率/% 提取回收率 RSD/% 基质效应/% 基质效应 RSD/% 

0.1 85.19±8.34 9.79 143.19±6.29 4.39 

0.2 82.67±8.90 10.77 135.66±9.46 6.97 

1.0 79.27±10.80 13.62 130.52±12.23 9.37 

该方法前处理适用于目标物的提取，且基质中内源

性物质的影响较为稳定。 

2.5.5  稳定性考察  取大鼠空白全血 45 μL，并将

其配制成低、中、高 3 种质量浓度水平的环孢素 A

的血浆样品，每个质量浓度平行制备 3 份，考察不

同储存条件下（室温放置 72 h、−80 ℃冻融循环 3

次、4 ℃自动进样器中放置 72 h）样品的稳定性，

结果见表 4，在所有储存条件下，各组质量浓度的

RSD 均在±14.52%以内，表明环孢素 A 在各储存

条件下稳定性良好。 

表 4  环孢素 A 稳定性考察结果 (n＝6) 

Table 4  Results of the stability study of cyclosporine A (n＝6) 

质量浓度/ 

(μg·mL−1) 

室温放置 72 h 4 ℃存放 72 h −80 ℃冻融 3 次 

实测质量浓度/ 

(μg·mL−1) 
准确度/% 

实测质量浓度/ 

(μg·mL−1) 
准确度/% 

实测质量浓度/ 

(μg·mL−1) 
准确度/% 

0.1 0.11 105.61 0.09 90.87 0.09 85.48 

0.2 0.20 99.81 0.18 90.48 0.19 92.69 

1.0 1.07 107.05 1.01 101.15 0.99 98.60 

2.6  药动学研究 

连续 7 d ig 给予罗沙司他及恩那度司他后，3 组

环孢素 A 的血药浓度-时间曲线见图 2，药动学参数

见表 5。与对照组相比，罗沙司他组和恩那度司他

组的药时曲线下面积（AUC）0～t、AUC0～∞和峰浓度

（Cmax）显著升高（P＜0.01、0.001），清除率（CL）

明显降低（P＜0.05），达峰时间（tmax）和半衰期（t1/2）

无显著性差异。罗沙司他组 AUC0～t 增加了 0.9 倍，

AUC0～∞增加了 1.24 倍，Cmax增加了 0.90 倍，CL 降

低了 54.78%；恩那度司他组 AUC0～t增加了 0.69 倍，

AUC0～∞增加了 0.88 倍，Cmax增加了 0.70 倍，CL 降

低了 94.78%。 

 

图 2  各组大鼠全血中环孢素 A 血药浓度-时间曲线  

( ±s, n＝6) 

Fig. 2  Concentration-time curves of cyclosporine A in 

biood of rats in each group ( ±s, n＝6) 

表 5  主要药动学参数 ( ±s, n＝6) 

Table 5  Key pharmacokinetic parameters ( ±s, n＝6) 

参数 单位 对照 罗沙司他 恩那度司他 

AUC0～t μg·mL−1·h 23.78±5.89 45.27±8.12** 40.16±7.58*** 

AUC0～∞ μg·mL−1·h 31.82±8.88 71.42±22.67** 59.91±15.27** 

tmax h 1.80±0.84 1.79±0.51 2.13±1.22 

Cmax μg·mL−1 2.01±0.22 3.81±1.45*** 3.41±0.65* 

CL mL·h−1·kg−1 333.98±91.62 151.01±42.87*** 17.45±3.68** 

t1/2 h 12.02±0.88 16.34±6.26 14.53±2.61 

与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001。 

*P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs control group. 

x

x

x

x
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2.7  Western blotting检测大鼠肝脏组织HIF-1α和

CYP3A1 蛋白表达 

按蛋白提取说明书提取总蛋白样本。经蛋白

BCA 试剂定量后，97 ℃、10 min 变性。加入 5×

十二烷基硫酸钠（SDS）上样缓冲液，10% SDS-

PAGE 先电泳 80 V 1 h，后转为 120 V 0.5 h，0.32 A 

1 h 转膜，5%脱脂奶粉 37 ℃封闭 1.5 h。TBST 清

洗 7 min×4 次，加入 HIF-1α/CYP3A1 一抗（1∶

1 000）稀释，4 ℃孵育过夜。TBST 清洗 7 min×4

次，加入二抗（1∶2 000）孵育 1.5 h，再用 TBST

清洗 7 min×4 次。蛋白使用 ECL 显影，于 Tanon 

4600 化学发光图像分析系统中曝光。采用 Image J

图像分析软件分析结果，测得条带的灰度值，计算

目的条带 HIF-1α/CYP3A1 和内参 β-actin 的比值。 

结果见图 3，与对照组相比，罗沙司他组和恩

那度司他组大鼠肝脏中 HIF-1α 的蛋白表达水平均

显著升高（P＜0.05），CYP3A1 的蛋白表达均显著

降低（P＜0.05）。 

 

与对照组比较：*P＜0.05。 

*P < 0.05 vs control group. 

图 3  各组大鼠肝脏中 HIF-1α、CYP3A1 蛋白表达 ( ±s, n＝3) 

Fig. 3  HIF-1α and CYP3A1 protein expression in livers of rats from each group ( ±s, n＝3) 

2.8  qRT-PCR 实验检测肝脏组织 HIF-1α、

CYP3A1、CYP3A2 和小肠组织 P-gp mRNA 表达

水平 

取肝脏组织/小肠组织，按试剂盒说明书提取总

RNA，测定 RNA 浓度与纯度。按试剂盒操作说明，

反转录为 cDNA 后进行扩增。PCR 反应条件：95 ℃

预变性 5 min；95 ℃ 10 s、60 ℃ 30 s，共 40 个循

环，引物序列见表 6。采用 2−ΔΔCt 法计算基因相对表

达量。 

结果见图 4，与对照组相比，罗沙司他组和恩

那度司他组大鼠肝脏中 HIF-1α、P-gp 的 mRNA 的

表达水平均无显著差异（P＞0.05）；CYP3A1、

CYP3A2 的 mRNA 表达水平均显著降低（P＜0.05、

0.001）。 

2.9  统计学方法 

采用 WinNonlin 6.0 软件对测得的血药浓度-时

间进行处理与拟合从而获得药动学参数，所有数据

采用 x s 表示。采用 t 检验或单因素方差分析 

表 6  引物序列 

Table 6  Primer sequences 

名称 序列（5’→3’） 

HIF-1α F: CGGACAACCTCACCAGACAG R: TGCTGCTTGAAAAAGGGAGC 

CYP3A1 F: CTTTCCATTCCTCACGCCAG R: TAGGGCTGTATGAGATTCTTTGT 

CYP3A2 F: CCGACTTGGAACCCATAGACA R: AACACAGGCGTTTGACCATC 

P-gp F: CGCTCCCACTTATGATGCTG R: TACGTGGTCATTTCGTCCTCC 

GAPDH F: AGAGACAGCCGCATCTTCTT R: TTCTCAGCCTTGACTGTGCC 
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与对照组比较：*P＜0.05  ***P＜0.001。 

*P < 0.05  ***P < 0.001 vs control group. 

图 4  各组大鼠肝脏中 HIF-1α、CYP3A1、CYP3A2、P-gp mRNA 相对表达水平( ±s, n＝3) 

Fig. 4  Relative expression levels of HIF-1α, CYP3A1, CYP3A2, and P-gp mRNA in livers of rats in each group ( ±s, n＝3) 

（One-way ANOVA）方法对数据进行统计学分析，

P＜0.05 代表差异有统计学意义。 

3  讨论 

本研究探讨了罗沙司他和恩那度司他 2 种新型

HIF-PHI 对大鼠体内环孢素 A 药动学的影响及其潜

在作用机制。结果显示，罗沙司他和恩那度司他可

显著增加环孢素 A 的全身暴露水平，具体表现为

AUC 及 Cmax显著升高，而 CL 显著降低。进一步机

制研究表明，2 种药物可在翻译后水平稳定肝脏缺

HIF-1α 蛋白，进而下调 CYP3A1 的 mRNA 和蛋白、

CYP3A2 的 mRNA 表达水平，而对小肠 P-gp 的

mRNA 表达无显著影响。该发现为 HIF-PHI 与环孢

素 A 联合用药时的临床监测提供了重要实验依据。 

本团队前期临床研究[14]发现，合用罗沙司他

后，患者环孢素 A 的血药浓度-剂量比从（39.70±

11.81）ng·kg−1/(mg·mL−1)显著升高至（49.86±

19.75）ng·kg−1/(mg·mL−1)（P＜0.05）。其中，6例（75%）

患者出现该比值升高，4 例（50%）患者的升高幅度

达到合用前的 1.40～1.62 倍。鉴于环孢素 A 治疗窗

狭窄，其血药浓度升高可能增加肾毒性风险，因此这

一临床发现具有明确的临床警示意义。 

为验证该临床观察、排除混杂因素，本研究通

过体内药动学实验，探究罗沙司他和恩那度司他对

大鼠体内环孢素 A 处置过程的影响。结果显示，与

对照组相比，2 种药物处理组大鼠的环孢素 A AUC

及 Cmax 均显著升高，CL 显著降低，提示 2 药可抑

制环孢素 A 的代谢消除，导致其体内蓄积增加；而

tmax和 t1/2 无显著差异，表明药物吸收速率及消除半

衰期未发生改变，进一步证实环孢素 A 暴露量增加

的核心原因是代谢清除能力下降，明确了 HIF-PHI

对环孢素 A 代谢消除的抑制作用。 

此外，本研究发现罗沙司他组大鼠环孢素 A 的

CL 较对照组降低 94.78%，降幅远超典型 CYP3A 抑

制剂（如酮康唑的抑制幅度通常＜90%）[15]。推测

其可能机制包括：（1）实验动物个体差异（如 CYP3A

低表达）可能放大了环孢素 A 的蓄积效应；（2）恩

那度司他可能通过 HIF-1α/ 叉头框蛋白 O3

（FOXO3）通路调控药物代谢酶，形成时间相关性

抑制叠加效应[16]。尽管该现象可能源于小样本偏

倚，但仍建议扩大样本量进一步验证，并明确恩那

度司他对环孢素 A 代谢通路的剂量-效应关系。 

为进一步探究其作用机制，本研究检测了大鼠

肝脏中 HIF-1α 的表达水平。结果显示，罗沙司他组

和恩那度司他组大鼠肝脏 HIF-1α 的 mRNA 表达无

显著变化，但蛋白水平显著升高。这一结果精准指

向HIF-PHI类药物的经典作用机制——通过抑制脯

氨酰羟化酶活性，阻断 HIF-1α 蛋白的羟化降解过

程，从而在翻译后水平实现HIF-1α蛋白的积累[6,17]。

稳定后的 HIF-1α 作为转录因子进入细胞核，可调

控下游多种基因的表达，其中包括药物代谢酶相关

基因[18]。 

环孢素 A 在体内主要经肝脏 CYP3A 亚家族

代 谢 （ 大 鼠 体内 CYP3A1/3A2 对 应 人 体 内

CYP3A4/5）[19]。本研究发现，罗沙司他和恩那度司

他可显著下调大鼠肝脏中 CYP3A1 的 mRNA 及蛋

白表达水平和 CYP3A2 mRNA 表达水平。其中，

CYP3A1 的 mRNA 与蛋白表达同步下调，提示该调

控作用发生在转录水平。结合 HIF-1α 蛋白的积累，
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以及已有文献报道 HIF-1α 可与 CYP3A 基因启动子

区的缺氧反应元件（HRE）结合，或通过调控核受

体（如孕烷 X 受体（PXR）、组成性雄烷受体（CAR））

间接发挥作用[20-21]，初步推测罗沙司他和恩那度司

他通过稳定 HIF-1α 蛋白，介导对 CYP3A 转录过程

的抑制，进而减缓环孢素 A 的代谢清除，最终导致

其血药浓度升高。 

环孢素 A 的体内过程同时受代谢酶和转运蛋

白的双重调控，其中 P-gp 的外排作用对其肠道吸收

具有重要影响[22]。为全面解析药物相互作用机制，

本研究检测了小肠 P-gp 的 mRNA 表达水平。结果

显示，罗沙司他和恩那度司他对小肠 P-gp 的 mRNA

水平无显著影响，这与最新研究提出的“HIF-PHI 对

P-gp 调控作用有限”的结论一致[23]。结合药动学研

究中 tmax 无显著变化的结果，可进一步确认 2 种药

物导致的环孢素 A 暴露量增加，主要源于肝脏代谢

抑制，而非肠道吸收增强。这一阴性结果从反面强

化了“CYP3A 介导的代谢抑制是药物相互作用主导

机制”的结论。 

本研究首次系统比较了罗沙司他与恩那度司

他 2 种新型 HIF-PHI 对大鼠体内环孢素 A 药动学

的影响，并借助 qRT-PCR 与蛋白质印迹法等分子生

物学技术，初步探讨其潜在作用机制，为临床联合

用药提供了实验依据。本研究设计科学合理，采用

HPLC-MS/MS 准确测定各时间点环孢素 A 血药浓

度，并结合分子生物学技术，从肝脏 CYP3A1/2 代

谢酶角度解析作用机制，方法可靠，结果具有明确

的临床参考价值。然而，本研究仍存在一定局限性：

如样本量较小，可能影响结果的稳定性；未探讨不

同剂量下 2 种药物对环孢素 A 药动学的潜在差异；

同时，HIF-1α 调控 CYP3A1 的具体分子通路尚未完

全阐明，研究结论的普适性与机制完整性有待后续

研究进一步验证。 

综上所述，罗沙司他和恩那度司他通过上调肝

脏 HIF-1α 蛋白水平，抑制 CYP3A1/2 的表达，从而

降低环孢素 A 的清除率，增加其血药浓度。临床上，

当罗沙司他或恩那度司他与环孢素 A 等 CYP3A 底

物联用时，建议密切监测环孢素 A 血药浓度，必要

时调整用药剂量，以防范药物相互作用导致的肾毒

性等不良反应。后续研究可采用 HIF-1α 抑制剂或

基因敲除模型，进一步验证 HIF-1α 在该药物相互

作用中的因果作用。 

利益冲突  所有作者均声明不存在利益冲突 
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