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红花注射液对大鼠细胞色素P450 2D6亚型的抑制作用

刘高峰，郭兴蕾，黄丽军

(哈尔滨医科大学附属第二医院药学部黑龙江省高校重点实验室，黑龙江哈尔滨 150086)

摘要：目的研究红花注射液对大鼠细胞色素P450 2D6亚型(CYP2D6)的影响。方法 利用探针药物右美沙

芬(DM)，高效液相色谱法测定各实验组(对照组，红花注射液0．9、1．8、3．6 mI，／kg组)大鼠体内尿液中与体外肝

微粒体温孵系统中DM的代谢率，考察红花注射液对大鼠CYP2 D6活性的影响。结果体内实验和体外实验中，

红花注射液1．8和3．6 ml，／kg组DM的代谢率均明显低于对照组(P<o．05、0．01)；抑制实验中，体外肝微粒体

温孵系统中红花注射液组和西咪替丁组DM的代谢率明显低于空白组(J)<o．05)；含红花生药量为30 mg／mL时

红花注射液组DM的代谢率与西咪替丁(o．6 mg／mI。)时DM的代谢率相近。抑制能力相当；红花注射液的ICs。为

10．64 mg／mL。结论红花注射液对大鼠CYP2D6有显著的抑制作用。

关键词：红花注射液；CYP2D6；细胞色素P450；药物相互作用
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Inhibition of Honghua Injection on CYP2D6 in rats
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(Key Laboratory of University in Heilongjiang Province，Department of Pharmacy，Second Affiliated Hospital

of Harbin Medical University，Harbin 150086，China)

Abstract：Objective To investigate the effect of Honghua Injection on the activity of rat liver

CYP2D6．Methods The metabolic rates of probe dextromethorphan(DM)in the blank and Honghua

Injection groups(O．9，1．8，and 3．6 mL／kg)in vivo urine and in vitro liver microsome incubated system

were determined by high performance liquid chromatography(HPLC)．The variation of the metabolic rate

of DM represented the effect of Honghua Injection on the activity of rat liver CYP2D6 in口而o and in vitro．

Results In vivo and in vitro，the DM metabolic rates of treated groups(1．8 and 3．6 mL／kg)are lower

than that in the blank group(P<0．05，0．01)；The DM metabolic rates in Honghua Injection group and

Cimetidine group were significantly lower than that in the blank group in inhibitory study(P<0．05，

respectively)；The DM metabolic rate in Honghua Injection group(30 mg／mL)was about the same as that

in Cimetidine group(O．6 mg／mL)，the inhibiting ability was similar in above—mentioned two groups；The

50 o．4 inhibitory concentration(IC50)of Honghua Injection is 10．64 mg／mL．Conclusion The Honghua

Injection could significantly inhibit CYP2D6 in rat．
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细胞色素P450(cytochrome P450，CYP450)

氧化酶是人体内最重要的药物代谢酶。涉及药物代

谢的CYP450主要为CYPl、CYP2、CYP3家族中

的7种亚型。已经确立临床有90％以上的药物经过

CYP亚酶CYPlA2、CYP2C9、CYP2D6、CYP3A4

代谢[1]。经同一亚型代谢的药物如果联合应用时，可

能会产生代谢性药物相互作用，导致血药浓度降低

达不到治疗效果或浓度增高而使不良反应增加心J。

红花注射液是由菊科植物红花的花经提取加工制成

的灭菌水溶液，具有活血化瘀、止痛消肿之功效，临

床上主要用于治疗闭塞性脑血管疾病、冠心病、脉管

炎等。红花注射液临床上常与B受体阻断药、抗高血

压药、抗心绞痛药、抗心律失常药等联合使用，而这

些药物有很多都是CYP2D6的底物“]，有报道经

CYP2D6代谢的许多药物治疗浓度范围较窄，其疗

效和不良反应易受药物相互作用的影响“]。红花注

射液对CYP450代谢的研究尚未见报道，本实验就

红花注射液对CYP2D6的影响进行了研究，为临床

安全合理用药提供参考。

l材料

1．1仪器：Waters 2010高效液相色谱仪(717自动

进样器，616泵，470荧光检测器)；高速冷冻离心机

(美国Beckman公司)；SHA—C型水浴恒温振荡器

(江苏金坛市亿通电子有限公司)；DY89一Ⅱ电动玻

璃匀浆机(宁波新芝生物科技股份有限公司)。

1．2药物及试剂：红花注射液(规格20 mE／支，每

1 mL注射液中含有红花生药量0．5 g，批号

060702—1，山西亚宝药业集团股份有限公司)；右美

沙芬(dextromethorphan，DM)、去甲右美沙芬

(dextrophan，DX)、p葡萄糖醛酸酶、异柠檬酸脱氢

酶、异柠檬酸钠均购自Sigma公司；氧化型辅酶Ⅱ

二钠(NADPNa2)购自Roche公司；盐酸丁丙诺菲

对照品(DB)购于中国药品生物制品检定所；己烷

磺酸钠、甲醇、乙腈为色谱纯，其他试剂均为分析纯，

水为纯化水。

1．3 动物：SPF级Wistar雄性大鼠，体质量

(180+20)g，由哈尔滨医科大学动物中心提供，合

格证号：SCXKHEl20020002。

2方法Ⅲ

2．1动物实验：Wistar雄性大鼠随机分成4组(对

照组与红花注射液低、中、高剂量给药组)，每组6

只。对照组大鼠每天尾iv给予生理盐水1 mL，各给

药组大鼠每天分别尾iv给予红花注射液0．9、1．8、

3．6 mI。／kg(相当于红花生药量0．45、0．90、1．80

g／kg)，连续给药7 d。第8天4组大鼠均ig给予探

针药物DM 6 mg／kg，然后留置代谢笼内收集8 h

内尿液后，大鼠断头处死(处死前禁食24 h)。取尿

液和肝脏，分别置一20‘C和一80 C冰箱保存。

2．2 尿样的处理：取1 mL尿样，加入2 mmol／L

盐酸丁丙诺菲内标溶液50 pL和pH 5．0醋酸钠缓

冲液1 mL，混旋15 min，置于37℃水浴水解

14 h。加入3 mI。正己烷一正丁醇(9：1)提取液和

3 mol／L氢氧化钠溶液1 mL，混旋5 min，3 000×g

离心5 min，取上层有机相2 mL置具塞离心管中，

加入0．02 mol／L盐酸溶液200肛L，混旋3 min，

3 000×g离心5 min，取下层水相20肛L，注入高效

液相色谱仪进行分析。

2．3肝微粒体制备及处理

2．3．1肝微粒体制备：把对照组和高、中、低剂量给

药组大鼠肝组织经剪碎、漂洗、吸干后称质量，按

1：4加入匀浆缓冲液(50 mmol／L Tris，11．5 g／L

KCl，HCl调pH值至7．4)，冰浴，用玻璃匀浆器制

成肝匀浆，4℃下9 000×g离心20 min，取上清液

转移至超速离心管内，在4℃下100 000xg离心

60 min，沉淀即为肝微粒体，重悬于0．25 mol／I。蔗

糖溶液中，分装，置一80℃冰箱内保存备用。用

Branford方法测定肝微粒体蛋白质量浓度。

2．3．2 肝微粒体体外温孵系统反应：温孵反应体系

中肝微粒体蛋白质量浓度l g／L，NADP+1 mmol／

L，异柠檬酸钠20 mmol／L，异柠檬酸脱氢酶l×103

U／L，MgCl2 1 mmol／L，探针药物DM 0．3 mmol／L，

以0．1 mol／L磷酸盐缓冲液(pH 7．4)定容至500

pL，加入NADPI。开始反应。37 C水浴中孵化45

min，加入20％冰冷的三氯醋酸50弘L终止反应。

2．3．3肝微粒体样品处理：于500弘L温孵反应液

中加入50弘L盐酸丁丙诺菲内标溶液(2 mmol／

L)，3 mol／L氢氧化钠溶液100扯I，，2．0 mL正己

烷一正丁醇(9：1)，混悬振荡5 min提取，3 000×g

离心5 min，取上层有机相1．5 mL置具塞离心管

中，加入0．Ol mol／L盐酸溶液115 pI。，混旋3 min，

3 000×g离心5 min，取下层水相20肛L进样分析。

比较对照组和给药组DM代谢率(DX与DM质量

浓度比值)。

2．4样品测定：尿样和肝微粒体经处理后，用高效

液相色谱仪采用内标法测定其中探针药物DM和

其代谢物DX的质量浓度。内标物为盐酸丁丙诺菲。

色谱条件：色谱柱为Hypersil—C6H5柱(250 mm×

4．6 mm，5弘m)；流动相为0．02 mol／L磷酸二氢
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钾一0．02 mol／L己烷磺酸钠一乙腈一甲醇(33：33：

100：94，pH 4．0)，体积流量1．0 mL／min；Ex=

280 nm，EM=310 nm。

2．5抑制实验

2．5．1红花注射液抑制曲线：将红花注射液加入到

空白肝微粒体温孵系统中，使其质量浓度分别为0、

5、10、15、20、25、30、45 mg／mL，每个质量浓度取3

个平行样，经肝微粒体温孵系统反应及样品处理后，

取20肛L注入HPI。C进样分析。以红花注射液质量

浓度的对数值为横坐标，红花注射液对CYP2D6的

抑制率[抑制率一(1一加药后代谢率／未加药代谢

率)×100％]为纵坐标作图，并用Logit法求半数抑

制浓度(IC。。)，评估红花注射液对CYP2D6的抑制

能力及量效关系。

2．5．2红花注射液与西咪替丁抑制能力的比较：将

肝微粒体分为3组：空白组、红花注射液组和西咪替

丁组(阳性对照组)。红花注射液组是在空白肝微粒

体温孵系统中加入红花注射液(终质量浓度为30

DX

B

-．—LJ--——··--_——--^州
厂——1———一2

DX

mg／mL)，西咪替丁组为空白肝微粒体温孵系统中

加西咪替丁(终质量浓度为0．6 mg／mL)。温孵系

统反应同2．3．2项。比较3组DM的代谢率(DX与

DM质量浓度的比值)。

2．6统计学处理：实验数据用z-4-s表示，组间变异

用SPSS软件的单因素方差分析。

3结果

3．1 红花注射液对大鼠肝脏指数的影响：对照组与

红花注射液0．9、1．8、3．6 mL／kg的肝脏指数(肝

脏指数一肝质量／体质量)分别为(33．60±5．91)、

(32．78±5．57)、(32．92士4．33)、(31．91±4．41)

g／kg。各给药组与对照组之间及各给药组之间差异

均没有显著性(P>0．05)，表明红花注射液对大鼠

肝脏指数没有影响。

3．2 专属性试验：在本实验色谱条件下，尿样和肝微

粒体样品中DM与DX分离良好；空白尿样及空白

肝微粒体中没有其他组分干扰测定。色谱图见图1。

3．3 红花注射液对大鼠尿液中DM代谢率的影

DX

D

-_JL-‘_‘_。_·。_·’。-'4-J

4————8”飞12

E

DM

L贮人
4 8 12

t／min

A一对照品 B一空白尿液C一空白尿液+对照品D一空白肝微粒体E一空白肝微粒体+对照品

A—-reference substance B-blank urine sample C·-blank urine+reference substance

D-blank liver microsome E—blank liver microsome+reference substance

图1 空白尿液和空白肝微粒体HPLC色谱图

Fig．1 HPLC Chromatograms of blank urine and blank liver microsome

响：用HPLC法测定给药后尿液中探针药物DM及

其代谢物DX的质量浓度，计算DM的代谢率(DX

与DM的质量浓度比值)。根据对照品组和给药组

DM代谢率的比较，评估红花注射液对CYP2D6活

性的影响，结果见表1。红花注射液低剂量组DM的

代谢率与对照组比较差异无显著性(P>0．05)；中

剂量组DM代谢率低于对照组，差异显著(P<

0．05)；高剂量组DM代谢率低于对照组，差异非常

显著(尸<0．01)。

3．4红花注射液对大鼠肝微粒体中DM代谢率的影

响：见表1。红花注射液低剂量组DM的代谢率与对照

组比较差异无显著性(P>0．05)；中剂量组DM代谢

率与对照组相比差异显著(P<o．05)；高剂量组DM

代谢率与对照组相比差异非常显著(P<O．01)。

表l 红花注射液对大鼠尿液及肝微粒体中DM代谢率的

影响(善±s，n一6)

Table 1 Effect of Honghua Injection on metabolic rate

of DM in urine and liver microsome of rats

(；±j，甩=6)

．．
剂量／DM代谢率

组别——————————————————————■——一
(g·kg_1) 尿液 肝微粒体

与对照组比较：。P<0．05一P<0．01

。P<0．05‘’P<0．01'US control group

3．5红花注射液抑制曲线f结果见图2。用Logit‘

法求得红花注射液的lC。。值为10．64 mg／mL。

3．6红花注射液与西咪替丁抑制能力的比较：结果
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图2红花注射液对体外DM代谢率的抑制曲线

(；士s，露一3)

Fig．2 Inhibitory carve of Honghua Injection

on DM metabolic rate in vitro(；±s，n一3)

见图3。红花注射液组和西咪替丁组与空白组比较，

DM的代谢率都明显降低(尸<O．05)。通过比较可

见，含红花生药量为30 mg／mL时红花注射液组

DM的代谢率与西咪替丁(o．6 mg／mL)组DM的

代谢率相近，抑制能力相当。

O．10

0．08

静
蓉0．06

吞o．04
O．02

0

空白组 红花注射液组西咪替J‘组

与空白组比较：’尸<O．05

。P<0．05 wblank group

图3红花注射液与西咪替丁抑制能力的比较

(；士$，n一5)

Fig．3 Comparison between inhibitory abilities

of Honghua Injection and Cimetidine

(；士s，n一5)

4讨论

本实验利用CYP2D6特异性探针药物右美沙

芬(DM)，通过体内实验(尿液中DM与其代谢物

DX测定)、体外实验(肝微粒体温孵系统中探针药

与其代谢物测定)，比较对照组与给药组DM的代

谢率来评估红花注射液对CYP2D6的影响。体内实

验和体外实验结果均表明，红花注射液对大鼠

CYP2D6有显著的抑制作用。

从红花注射液的抑制曲线可以看出，随着在肝

微粒体温孵系统中加入的红花注射液的量逐渐增

大，红花注射液对DM代谢的抑制能力逐渐增强，

说明红花注射液对CYP2D6的抑制作用有浓度依

赖性。求得的半抑制浓度IC。。值也表明红花注射液

对CYP2D6有明显的抑制作用。

为了测定红花注射液对CYP2D6抑制能力的

大小，进行了体外抑制实验，同时采用了阳性对照药

物西咪替丁作为对比，结果表明红花注射液与西咪

替丁都显著抑制DM的代谢。由于红花注射液法定

质量标准中没有有效成分指标，因此用红花注射液

含红花生药量来表示，红花注射液含红花生药量为

30 mg／mL时对CYP2D6的抑制能力与西咪替丁

O．6 mg／mL相当。在体外肝微粒体温孵系统中直接

加入受试药物，对酶有抑制作用的药物可能与DM

竞争酶位点，使探针药物DM的代谢率降低，从而可

以筛选出抑制CYP2D6代谢的药物，此法可作为药

物筛选实验应用于经其他亚型酶代谢药物的筛选L5j。

红花注射液有效成分为红花黄色素、红花苷、红

花醌苷及新红花苷等黄酮类物质。黄酮类化合物的

体内代谢研究多见于CYPlA2的报道[6]，对于

CYP2D6的代谢研究尚比较少见。本实验研究结果

提示，黄酮类化合物对CYP2D6代谢的影响应引起

重视，并且值得进一步研究和探讨。

通过本实验结果，提示临床上使用红花注射液

和其他含红花的中药注射液时，应关注其对

CYP2D6的抑制作用，尽量避免与CYP2D6代谢的

其他药物联合应用。如根据临床需要必须联用时，应

注意可能产生的代谢性体内相互作用，适当调整合

用药物的剂量，避免由于红花注射液对代谢酶的抑

制作用使联用药物血药浓度增高不良反应增加而产

生不良后果，提高临床用药的安全性和有效性。对中

药的代谢研究是中药现代化研究的重要方面，可为

临床安全有效合理用药提供科学依据。
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