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血塞通及川芎嗪对细胞色素P450不同亚型代谢酶影响的研究

石 杰，陈安进，张芳，王本坚

(青岛市立医院药物研究室，山东青岛266071)

【摘要】 目的研究血塞通和川芎秦对肝微粒体细胞色素P450(CYP450)酶系统不同亚型的影响，预测

它们之间及与其他药物问的相互作用，并为临床合理用药提供参考。方法通过研究CYP450亚型CYPlA2、

CYP3A4的专属探针药物咖啡因、氨苯砜的体外代谢变化。评价血塞通和川芎秦对这两个酶的诱导或抑制作

用。结果对照组、血塞通组和川芎嚓组中咖啡因和氨苯砜的浓度均随时间延长而降低，3组间差异无统计学

意义．血塞通组探针药物咖啡因体外半衰期明显短于对照组C(19．24士2．37)min比(25．15士2．02)min，P<

0．01)，川芎嗪组咖啡因体外半衰期C(27．67士4．64)min3与对照组无明显差异，说明血塞通对肝药酶CYPlA2

有诱导作用，而对CYP3A4无影响；血塞通组和川芎嚷组探针药物氨苯砜体外半衰期与对照组比较差异均无

统计学意义((16．29士2．94)rain、(15．16士1．67)rain比(16．16士1．51)min，P均>O．053，说明川芎嚷对肝药酶

CYPlA2和CYP3A4均无影响。结论 药物对CYP450各亚型酶的影响不同。血塞通在同CYPlA2代谢相关

的药物合用时，应充分考虑其对CYPlA2的影响。以避免可能出现的毒性反应或不良反应。
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Effects of traditional Chinese medicine Panax notoglnoside(血矗通)and Tetramethylpyrazine(川芎嚷)on

cytochrome P450 subtype enzymes sHI die，CHEN An-fin·zHANG Fang，wANG Ben-fian．Department

of Drug Research，a'ngdao Municipal Hospital，Qingdao 266071，Shandong，China

[Abstract]Objective To study the effects of traditional Chinese medicine Panax notoginoside(PNS．

血塞通)and Tetramethylpyrazine(TMPz，川芎嚷)on different subtypes of cytochrome P450(CYP450)，

based on that。to forecast the inter—reaction between these two drugs and between each one of them and

another drug，and also to estimate the safety assessment of them．Methods The metabolic changes of caffeine

and dapsone which are the specific probe drugs for subtypes of CYP450，CYPlA2 andCYP3A4，were studied

in vitro to estimate the inhibition or induction effects of PNS and TMPz．Results The concentrations of

caffeine and dapsone，the probe drugs in liver cytochrome P450，in control group，PNS group and TMPz

group were aU declined with time prolongation·and there were no significant differences among the three

groups．The half life time(tl／2)of caffeine in PNS group was obviously shorter than that in control group

C(19．24士2．37)minutes vs．(25．15士2．02)minutes，P<0．01]，while the tl／2 of caffeine in TMPz group

C(27．67-I-4．64)minutes3 showed no remarkable difference from that in the control group．It was suggested

that PNS induce CYPlA2。but have no e“ect on CYP3A4．The tl／2 of dapeons in PNS group and TMPz

group showed no difference from that of the control group C(16．29士2．94)minutes，(15．16士1．67)minutes

vs．(16．16士1．51)minutes，both P>0．os)．It wassuggested that TMPz have no effect on both CYPlA2 and

CYP3A4．Conclusion Different drugs have different effects on different CYP450 subtype enzymes．When

PNS is used in combination with other drugs which are related to the metabolism of CYPlA2 enzyme。its

induction effect on CYPlA2 should be considered fully to avoid toxic effect or the potential adverse reactions．
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人类肝脏中与药物代谢密切相关的细胞色素

P450(CYP450)亚型主要有CYPlA2、CYP3A4和

CYP2E1等。许多因素如药物或环境致癌物、化学毒

物的成分和结构等可以造成CYP450酶活性的差
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异，从而引起人体内许多药物的代谢和效应差异。血

塞通注射液、川芎嗪注射液作为治疗心脑血管等疾

病的药物已广泛应用[1喇，由于二者在临床适应证上

有许多相似之处，故在使用过程中往往出现不加区

别地混用，或为增强疗效而合用。虽然对于二者各自

的药理作用机制研究较多Is-s]，但对它们的体内代谢

半衰期及对CYP450的影响等方面的研究尚未见报
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道。根据中医药理论，这两种药物的性味归经、功用

均有差异，因此阐明这两种药物对CYP450的诱导

或抑制作用对于药物的药代动力学研究、药物的安

全性评价、预防临床用药中的药物间相互作用以及

临床给药方案的设计都有非常重要的意义。鉴于此，

本研究中通过观察肝药酶CYPlA2和CYP3A4的

专属探针药物咖啡因、氨苯砜的体外代谢变化，探讨

血塞通和川芎嗪对肝微粒体CYP450酶系统不同亚

型的影响，进一步深入了解其各自的代谢特点及相

互间的差异，为临床合理应用提供依据。

1材料与方法

1．1实验动物：Wistar大白鼠，体重(230士20)g，

雌雄各半，由青岛市药物检定所提供。动物禁食、禁

水24 h用于实验。

1．2肝微粒体的制备[6]：断头处死大鼠，剪开腹、胸

腔，用生理盐水从门静脉冲洗肝脏后取出，称湿重后

用蔗糖溶液制备组织匀浆，低温高速离心15 rain，

取上清液，加CaCl：溶液，冰浴后再次离心，弃上清

液，将沉淀板重悬于Tris液中，得微粒体悬液。

1．3肝微粒体基本参数测定

1．3．1蛋白质标准曲线绘制[73及蛋白质含量测定：

取白蛋白标准品，分别用蒸馏水配制成不同浓度标

准溶液，采用考马斯亮蓝染色法绘制蛋白质标准曲

线，并根据公式计算蛋白质含量。

蛋白质标准曲线方程为：Y(pg／m1)：--976．197 907 7X一

16．593 451 33(r=0．999 8)

蛋白质含量(mg／g)：—CX'—(p—g百／m丽1)厂／1—000]
1．3．2 CYP450含量测定[8]：采用Omura法，根据

公式计算CYP450的含量。肝微粒体参数结果显示，

肝湿重(6．50±1．36)g，肝微粒体蛋白含量(17．27士

6．33)mg／g，CYP450总量(0．42士0．14)nmol／rag，

表明符合体外实验要求。

cmsoc一-纽，一采纂≥若嚣‰
1．4体外孵育：①孵育时间选择：固定体外孵育的

其他条件，观察不同孵育时间咖啡因、氨苯砜浓度衰

减的变化，选择60 rain为体外孵育时问。②孵育蛋

白浓度选择：恒定体外孵育体系中的其他条件，观察

咖啡因和氨苯砜两种探针药物浓度随肝微粒体蛋白

浓度变化情况，选择肝微粒体蛋白浓度为1 mg／ml

作为孵育浓度。③体外孵育方法：将制备的空白肝微

粒体稀释至1 mg／ml，取3 ml加入离心管，加1 ml

探针药物工作原液(咖啡因0．2 mg／ml，氨苯砜

0．15 mg／m1)，空白对照组加三羟甲基氨基甲烷一
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盐酸盐(Tris—HCl)缓冲液0．5 ml；川芎嗪组加

0．12 mg／m1]lI芎嗪注射液0．1 ml以及Tris—HCI缓

冲液0．4 ml；血塞通组加3 mg／ml血塞通注射液

0．1 ml以及Tris—HCI缓冲液0．4 mlcH们。各组中加

入预热的还原型辅酶I(NADPH)溶液0．5 ml启动

反应，分别于0、5、10、20、40、60 rain各取0．4 ml反

应液立即放入一20℃冰箱中终止反应。

1．5肝微粒体中咖啡因、氨苯砜测定方法的建立：

①待测成分提取：将冷冻的肝微粒体在室温下解冻，

吸取200出，加入20 m内标甲硝唑(110 pg／m1)混

匀，加5 ml提取液(甲醇：乙酸铵=25 s 75)，振荡、

离心后吸取有机相4 ml，氮气吹干，加120 m甲醇

溶解。②色谱结果：将空白肝微粒体混悬液、加探针

药物和内标的肝微粒体混悬液及加血塞通肝微粒体

混悬液进行色谱分析，由所得液相色谱图可知空白

肝微粒体混悬液对此无干扰。

1．6检测方法的方法学认证：①绘制咖啡因及氨苯

砜标准曲线，得出咖啡因的标准曲线方程为：Y=

3．551 7X+0．222 5(r=0．999 3)；氨苯砜的标准曲

线方程为：Y=3．582 3X+0．367 8(r=0．999 1)；其

中X为咖啡因或氨苯砜和内标的面积比值，y为浓

度。②按标准曲线处理方法，每一浓度于当日早、中、

晚测定3次后改连续3 d每日测定1次，观察测定

结果的准确度和重现性。咖啡因日内差最大变异系

数为5．77％，日间差最大变异系数为7．69％；氨苯

砜分别为5．19％和8．70％，说明本法当日测定与日

问测定的结果稳定。③回收率实验显示，咖啡因为

1．0、8．0、32．0#g／ml浓度时回收率为104．00％、

102．50％、99．66％；氨苯砜为0．5、4．0、16．0 pg／ml

浓度时回收率为92．00％、109．25％、99．44％。④灵

敏度实验：按上述实验条件及处理方法进样50 m，

以信噪比为3确定的最低检测浓度为本方法灵敏

度。咖啡因和氨苯砜的灵敏度均为0．1 pg／ml。

1．7统计学处理：采用SAS软件，数据以均数士标

准差(z士j)表示，采用t检验，P<O．05为差异有统

计学意义。

2结 果

2．1与CYPlA2有关的结果(表1)：各组肝微粒体

中咖啡因探针药物浓度随时间延长呈逐渐下降的趋

势，但3组问比较差异无统计学意义。对照组浓度对

数的体外代谢方程式为：y=一0．023 7X+3．678 4

(r=O．996 1)I血塞通组：y=一0．020 5X+3．632 6

(r=O．993 o)；其中y为浓度对数，X为时间。

2．2与CYP3A4有关的结果(表1)：各组肝微粒体
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表1 各组肝微粒体中探针药物囊啡因及氯苯砜浓度及其体外半衰期比较(；士s)

注：与对照组比较，-P<0．01

中氨苯砜探针药物浓度随时间延长呈逐渐下降的趋

势，但3组间比较差异均无统计学意义。对照组浓度

对数的体外代谢方程式为：y=一0．037 1X+3．245 5

(，．一0．964 6)；血塞通组Y一一0．045 0X+3．367 8

(，．一o．975 3)；其中y为浓度对数，X为时间。

2．3体外代谢参数比较(表1)：血塞通组中咖啡因

的体外半衰期较对照组明显缩短(P<O．01)，表明

血塞通对CYPlA2有诱导作用，而氨苯砜的体外半

衰期无明显变化；川芎嗪组中咖啡因和氨苯砜的半

衰期均无明显变化，表明川芎嗪对CYPlA2和

CYP3A4无诱导作用。

3讨论

CYP3A4是CYP450酶系中最主要的同工酶。

而CYPlA2在肝脏中含量占CYP450蛋白总量的

13％，且不同个体的CYPlA2含量及活性差异可高

达60倍以上。现已发现，许多药物经CYPlA2催化

代谢，芳胺、杂环胺及一些含卤烃化物均是CYPlA2

的重要底物。CYPlA2在药物代谢、前致癌物激活

过程中均起重要作用，其活性与许多药物的疗效或

毒性及一些肿瘤的易感性密切相关，是人体参与药

物代谢的另一重要亚型。因此，本研究中选择IA2

与3A4两个亚型作为研究对象。

本研究中所使用的两种探针药物咖啡因、氨苯

砜不产生相互作用，对分析方法不存在潜在的干扰，

且具有高度敏感性和专属性，这与文献Eli一13]报道

的结果一致。在参考文献资料的基础上，我们进一步

优化了色谱条件，创建了一整套同时测定咖啡因及

氨苯砜两种探针药物的高效液相色谱(HPLC)方

法。该方法色谱峰峰形良好、分离完全、无内源性杂

峰干扰，精密度和回收率高。血塞通的药用成分三七

总皂苷均为达玛烷型皂苷；川芎嗪的化学结构为生

物碱单体四甲基吡嗪，二者均有较强的极性，在本实

验条件下不影响探针药物的检测。

本研究结果显示，血塞通对CYPlA2有诱导作

用，而对CYP3A4无影响；川芎嗪对CYPIA2和

CYP3A4都无影响。药物对CYP450存在多种诱导

机制主要有：①相应基因转录水平增加；②mRNA

稳定性增加；③酶蛋白抗降解能力和稳定性增加。不

同CYP450同工酶的诱导机制不同，对CYPlA2的

主要诱导机制为相应基因转录水平及mRNA稳定

性增加两种机制。血塞通对CYPlA2的诱导机制属

于哪一种还有待于进一步的研究。文献报道血塞通、

川芎嗪具有促进细胞修复及再生、保护内皮细胞并

逆转其功能紊乱等作用，因而在心脑血管等疾病的

治疗中广泛应用[14-15]。本研究结果显示，血塞通对

CYPlA2有诱导作用，可增加相应酶底物的生物转

化率，在临床同时使用主要由1A2代谢的药物，如

扑热息痛、咖啡因、芳香胺、丙咪嗪、华法林、雌二醇、

乙酰苯胺、非那西丁、茶碱等时，会使得它们的代谢

加快，因此应注意适当调整上述药物的剂量[1引。否

则可能会对药物疗效产生影响。文献报道川芎嗪主

要由CYP3A代谢，因而与血塞通合用时二者发生

相互作用的潜在可能性较小。
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5例复杂肱骨近端骨折患者的治疗分析
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2005年8月一2008年1月。采用人

工肱骨头置换加综合疗法治疗复杂肱骨

近端骨折取得满意疗效，报告如下。

1临床资料

1．1病例：5例患者中男3例。女2例f

年龄51～66岁，平均60岁；均为单侧肱

骨近端骨折(Neer分型为四部分骨折)，

闭合性损伤，其中4例骨折合并脱位。

1．2手术方法：采用全麻或高位臂丛神

经阻滞麻醉。患者取沙滩椅位或平卧位，

于肩关节前行拐杖切口，Thompson入

路。于胸大肌、三角肌间隙进入。保护头

静脉，将头静脉向内牵开。暴露肱二头肌

长、短头和喙肱肌腱。上肢外旋后。切除

少量肩胛下肌，暴露并打开关节囊，取出

肱骨头，注意要尽量保留大、小结节骨

块。扩髓后置入骨水泥型假体。置入时后

倾30。～40。，颈干角140。，而后冲洗、缝

合、置引流管。术后24 h即开始肩关节

被动辅助训练，术后6周，X线片上示肱

骨大、小结节开始愈合行主动功能锻炼，

辅以理疗及口服舒筋活血中药治疗。

1．3结果：5例随访6"-24个月，平均

作者简介：陈晖(1973一)，男(汉族)，

天津市人。主治医师．

12个月。伤口均一期愈合，未出现疼痛、

神经损伤，无关节不稳、脱位、感染等。肩

关节活动范围可外展85。、前屈90。、外旋

32。、内旋至胸1～2(LI～L2)水平IX线

片显示肱骨大、小结节愈合良好。

1．4典型病历：患者男性，58岁f车祸

致伤，伤及左肩部及骶尾部。入院查体：

神清。血压105／70 mm Hg(1 mm Hg=

0．133 kPa)，心肺无异常；左肩都肿胀畸

形，局部有压痛，左肩活动受限，左上肢

无明显感觉异常，骶尾部有压痛。入院

X线片提示：左肱骨近端粉碎性骨折合

并脱位，尾骨骨折。诊断为：①左肱骨近

端Neer四部分骨折合并脱位l②尾骨骨

折。人院后进行相关检查，于伤后3 d行

左舷骨近端粉碎性骨折切开人工肱骨头

置换术，手术时间约70 rain．出血量约

300 ml。手术后2周伤口拆线。术前后

X线检查结果见彩色插页图1～2。

2讨论

肱骨近端骨折治疗的目的是解除疼

痛，尽早恢复肩关节功能，其治疗方式的

选择取决于年龄、骨折粉碎程度、肱骨近

端血运破坏程度以及骨质疏松情况。目

前适用于四部分骨折和骨折脱位I肱骨

·经验交流·

头劈裂性骨折、压缩性骨折；合并严重骨

质疏松的三部分骨折和骨折脱位等。人

工肱骨头置换对适应证是一种很好的治

疗方法。术中注意：肩关节活动度最大、

关节盂浅小，其稳定性有赖于关节囊、韧

带、肌肉及骨性组织共同完成。因而准确

的解剖复位和确实的固定，保证大、小结

节重建的质量非常重要。

术后康复训练对患者肩关节功能恢

复起着至关重要的作用。按照Neer等[1]

康复原则，我们对患肩进行功能锻炼的

经验是：在第一阶段如果辅以理疗、磁

疗、激光等物理疗法。以及口服舒筋活血

中药治疗，可以加速肩关节周围组织的

血液循环，促进新陈代谢，具有抗炎、镇

痛、促进伤口愈合、松解粘连、滑利关节

的作用；再配合适当的功能锻炼。能加强

和巩固治疗效果，缩短康复时间，提高康

复训练的效果。
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