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　　【摘要】　目的：在体外基于细胞色素（ＣＹＰ４５０）酶系研究健脾化浊方对阿托伐他汀

代谢的影响。　方法：首先将健脾化浊方与人肝微粒体预孵育１５ｍｉｎ后，加入ＣＹＰ３Ａ４

的底物睾酮及还原型辅酶烟酰胺腺嘌呤二核苷酸，于３７℃共同孵育３０ｍｉｎ，之后加入

０．５ｍｌ预冷的甲醇终止反应，取等量上清于高效液相质谱分析仪上检测６β羟基睾酮的

生成，确立体外肝微粒体中健脾泄浊方对ＣＹＰ３Ａ４酶的作用。再将稀释好的健脾化浊方

及人肝微粒体加入９６深孔板中，然后加入阿托伐他汀，对照组中则加入阴性对照物，取

上清用于液相色谱／质谱／质谱分析。　结果：健脾化浊方对肝药酶ＣＹＰ３Ａ４有较强的抑

制作用（ＩＣ５０＝１０．５），并且能延缓阿托伐他汀在肝细胞微粒体内的代谢，使其药物浓度显

著提高（犘＜０．０１）。　结论：体外健脾化浊方通过对ＣＹＰ３Ａ４酶的抑制作用而影响了阿

托伐他汀的代谢，中药和西药联用存在着药物相互作用。
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　　中西药联合应用是常见的临床治疗方式，有效 提高了临床疗效。药物的相互作用可通过抑制或

诱导药物代谢酶（包括细胞色素Ｐ４５０酶系等）产

生，从而使药物及其代谢产物血浆和组织浓度呈几

何级数程度增加或减少［１，２］。通过增效作用，使活

性药物代谢减慢提高其血药浓度，增加生物利用

度，但同时也带来了安全问题。

前期研究发现健脾化浊方（ｔｏｎｉｆｙｉｎｇｓｐｌｅｅｎ
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伐他汀联用可以使低密度脂蛋白胆固醇（ＬＤＬＣ）降

低更多。

鉴于阿托伐他汀主要通过肝药酶ＣＹＰ３Ａ４代

谢，本研究以肝细胞微粒体体外孵育为实验条件，

观察ＴＳＥＴ与阿托伐他汀共同孵育下后者代谢曲

线的变化，并以阳性底物对照，初步探讨健脾化浊

方对阿托伐他汀代谢的影响。

１　材料与方法

１．１　试剂及仪器

中药均购自上海蔡同德堂中药饮片有限公司，

中药复方水提取物由上海药物标准化研究所制备，

其均含生药量１ｇ／ｍｌ。

探针底物：睾酮（Ｆｌｕｋａ８６５００，美国 Ｓｉｇｍａ

Ａｌｄｒｉｃｈ公司）。产物标准品：６β羟基睾酮（Ｇｅｎｔｅｓｔ

４５１６５６，美国ＢＤ公司）。阳性对照的抑制剂：酮康

唑（ＫｅｔｏｃｏｎａｚｏｌｅＫ１００３，美国 ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ 公

司）。高效液相色谱仪（Ａｇｉｌｅｎｔ１１００型，美国安捷

伦公司），自动进样器（ＣＴＣ，美国ＬＥＡＰ公司），三

重四级杆质谱分析仪（ＡＰＩ４０００，美国ＡＢ公司）。

混合人肝微粒体：在知情同意和相关捐献法规条

件下的无病原人肝组织，超速离心制备，并根据美国

食品和药品监督管理局（ＵＳＦＤＡ）的指导原则特征化

ＣＹＰ４５０亚酶活性，产品适合用于体外药物相互作用

研究。人肝微粒体由瑞德肝脏疾病研究（上海）有限

公司惠赠，阿托伐他汀由辉瑞制药有限公司生产。

１．２　实验方法

１．２．１　ＴＳＥＴ对ＣＹＰ３Ａ４的抑制作用　人原代肝

细胞贴壁并形成单细胞层后，用磷酸盐缓冲液

（ＰＢＳ）将蛋白质浓度从２０ｍｇ／ｍｌ人肝微粒体稀释

至０．９ｍｇ／ｍｌ。用甲醇配制４０ｍｍｏｌ／Ｌ的睾酮储

备液，用ＰＢＳ缓冲液稀释至３００μｍｏｌ／Ｌ工作液待

用。用ＰＢＳ配制６β还原型辅酶烟酰胺腺嘌呤二核

苷酸（ＮＡＤＰＨ）为６ｍｍｏｌ／Ｌ。将５０μｌ微粒体溶液

和５０μｌＴＳＥＴ（１ｇ／ｍｌ）混 合，于 ３７℃ 预 孵 育

１５ｍｉｎ，然后加入ＣＹＰ３Ａ４的探针底物睾酮工作液

２５μｌ，再加入２５μｌ辅酶βＮＡＤＰＨ溶液，于３７℃共

同孵育３０ｍｉｎ。各试剂在反应体系中的终浓度为：

微粒体０．３ｍｇ／ｍｌ，６βＮＡＤＰＨ１ｍｍｏｌ／Ｌ，睾酮

５０μｍｏｌ／Ｌ，中药复方的终浓度为 １０ ｍｇ／ｍｌ和

３．３ｍｇ／ｍｌ。反应体系内有机溶剂的含量在１％以

内。反应结束后加入０．７５ｍｌ预冷的含内标（柳氨

酚１６０ｎｇ／ｍｌ）的甲醇终止反应，４０００转／分离心

１０ｍｉｎ。取等量上清于高效液相质谱分析仪上检测

６β羟基睾酮的生成。阳性对照组用酮康唑代替中

药溶液。用二甲亚砜配制１０ｍｍｏｌ／Ｌ的酮康唑储

备液，用ＰＢＳ缓冲液稀释为３０μｍｏｌ／Ｌ工作液待

用，孵育体系同实验组。反应体系中酮康唑的终浓

度为１０μｍｏｌ／Ｌ。阴性对照组以测试中药的溶媒替

代中药溶液，进行上述程序的孵育。样品于液相色

谱／质谱／质谱（ＬＣ／ＭＳ／ＭＳ）上检测代谢产物６β

羟基睾酮的生成。

１．２．２　ＴＳＥＴ对阿托伐他汀的体外代谢影响　阿

托伐他汀组将稀释好的阿托伐他汀及肝微粒体加入

９６深孔板中；ＴＳＥＴ＋阿托伐他汀组将稀释好的

ＴＳＥＴ、阿托伐他汀及肝微粒体加入９６深孔板中；非

酶系统组将稀释好的阿托伐他汀加入９６深孔板中。

３组都在３７℃下孵育１５ｍｉｎ，然后分别加入阴性对照

物睾酮及阳性对照物酮康唑；再加入 ＮＡＤＰＨ 于

３７℃下继续孵育。在孵育０、１５、３０、６０和１２０ｍｉｎ时，

在上述反应体系中取出１００μｌ后加入５００μｌ预冷的

含内标的甲醇终止反应，离心最后的混合物１０ｍｉｎ，

取上清用于ＬＣ／ＭＳ／ＭＳ技术分析。通过测定６β羟

基睾酮的生成确定 ＣＹＰ３Ａ４亚酶的相对活性，由下

式计算ＣＹＰ３Ａ４的相对酶活性：

ＣＹＰ３Ａ４相对活性＝
样本峰面积比

阴性对照组峰面积比×１００％

１．３　统计学处理

利用 ＭｉｃｒｏｓｏｆｔＥｘｃｅｌ２００３对实验数据进行分

析，以 平 均 数 ± 标 准 差 （Ｍ ±ＳＤ）表 示。用

ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５．０软件将酶相对活性与中药浓度

的Ｌｏｇ值作图。

２　结果

２．１　ＴＳＥＴ对ＣＹＰ３Ａ４的抑制作用

结果 显 示，随 着 ＴＳＥＴ 药 物 浓 度 的 增 加

ＣＹＰ３Ａ４的活性下降，浓度为９３．５ｍｇ／ｍｌ时抑制

作用最强，提示ＴＳＥＴ对ＣＹＰ３Ａ４具有较强的抑制

作用，ＩＣ５０＝１０．５，见表１。

表１　犜犛犈犜对犆犢犘３犃４的抑制作用

ＴＳＥＴ浓度 （ｍｇ／ｍｌ） ＣＹＰ３Ａ４活性（％）

９３５ １６．９０±０．８０

３１２ ５．８３±０．７７

９３．５ １．６２±０．０４

３１．２ ９．６１±０．１３

９．３５ ４９．４０±１．５０

３．１２ ７７．００±１．００

阴性对照 １００．００±０．００

酮康唑 １．３６±０．１６

２．２　ＴＳＥＴ在肝细胞微粒体中对阿托伐他汀的代

谢影响

阿托伐他汀在肝微粒内单独孵育１５ｍｉｎ时药物

浓度即出现明显的降低，到１２０ｍｉｎ时浓度更低；而阿

托伐他汀与ＴＳＥＴ共同在肝微粒体内孵育时，即使到

·７７３·国际心血管病杂志２０１３年１１月第４０卷第６期 　ＩｎｔＪＣａｒｄｉｏｖａｓｃＤｉｓ，Ｎｏｖｅｍｂｅｒ２０１３，Ｖｏｌ．４０，Ｎｏ６



１２０ｍｉｎ还保持很高的药物浓度，显示ＴＳＥＴ对阿托伐

他汀的代谢有显著的抑制作用，见表２。

表２　阿托伐他汀在大鼠肝微粒体中的代谢

孵育时间

（ｍｉｎ）

阿托伐他汀药物浓度百分比 （％）

阿托伐他汀 ＴＳＥＴ＋阿托伐他汀 非酶系统

０ ９９．３５±１．６５ １００．８０±２．２０ ９８．８５±３．１５

１５ ４４．７０±１．３０ ８２．３０±３．２０（１） Ｎ／Ａ

３０ ２５．７０±０．１０ ７８．９０±１．３０（１） Ｎ／Ａ

６０ １７．０５±０．９５ ８４．００±０．２０（１） ９４．３５±０．４５

１２０ １７．６５±１．０５ ８９．８５±６．４５（１） １０２．５０±０．５０

　　注：与阿托伐他汀组相比较，
（１）犘＜０．０１；Ｎ／Ａ即未测（不需要

检测多点）

３　讨论

ＣＹＰ４５０是人体微粒体氧化酶系中最重要的一

族氧化酶，参与机体内大部分外源性、内源性物质的

代谢。临床有９０％以上的药物经过ＣＹＰ４５０代谢，其

中５０％由ＣＹＰ３Ａ４介导。药物可显著影响药酶的活

性，从而加速或减缓底物或其他药物代谢。这些构成

了药物体内过程和相互作用的物质基础。抑制或诱

导药物代谢酶是药物相互作用的主要机制［３，４］。

阿托伐他汀是羟甲基戊二酰辅酶 Ａ（ＨＭＧ

ＣｏＡ）还原酶抑制剂，通过竞争性抑制 ＨＭＧＣｏＡ

还原酶从而阻断胆固醇生物合成，降低致动脉粥样

硬化的ＬＤＬＣ水平。大量循证医学证据表明积极

降脂可使不同血脂水平和不同人群获得显著临床

效果，能显著减少致命或非致命心肌梗死、血管重

建、脑卒中发病率，降低总死亡率［５］。阿托伐他汀口

服后吸收迅速，ｌ～２ｈ内血浆浓度达峰，因经肝内、

肠道广泛首过效应，口服后绝对生物利用度仅为

１４％
［６］。研究发现，阿托伐他汀与ＣＹＰ４５０、３Ａ４的

抑制剂（环孢菌素、克拉霉素）合用时会发生相互作

用，导致阿托伐他汀血浆浓度增加。Ｈｅｒｍａｎｎ等
［７］

对１８例服用环孢菌素治疗的肾移植患者，同时每日

口服１０ｍｇ阿托伐他汀共４周，与平均年龄为１８岁

的１８名健康志愿者比较药动学参数。阿托伐他汀

酸及酯的曲线下面积（ＡＵＣ）０～２４ｈ分别增加了８

倍和４倍，对羟基阿托伐他汀的峰值浓度Ｃｍａｘ增

加约３７倍（犘＜０．０００１），说明使用环孢菌素治疗的

肾移植患者使用阿托伐他汀时存在较大的不良反

应风险。而相反，Ｗａｋｅｌｅｅ等
［８］发现非小细胞型肺

癌患者使用化疗药物贝沙罗汀时联合应用阿托伐

他汀降脂治疗中，作为ＣＹＰ４５０、３Ａ４诱导剂的贝

沙罗汀能显著降低阿托伐他汀的疗效，使其 ＡＵＣ

下降至５０％（犘＜０．０５）。单一使用他汀类药物，肌

病发生率通常低于０．０４％，横纹肌溶解症发生率更

低。据推测约１／２的不良反应是由于他汀与其他药

物的相互作用引起。因此，他汀类药物与其他药物

的相互作用已受到普遍关注。

中医药在临床的广泛应用，使得中药与西药在临

床上联合应用非常普遍，因而中药和西药的相互作用

也引起了医药界的关注。ＴＳＥＴ为我科室降脂验方，

具有降脂、改善内皮功能及抗氧化应激的作用［９］。临

床发现ＴＳＥＴ与阿托伐他汀钙联合应用能更有效地

降低ＬＤＬＣ水平。中药无论其成分多么复杂，在体

内起作用的物质基础仍然属于化合物范畴，在体内同

样会面临着机体ＣＹＰ４５０酶系对它的代谢。本研究

中发现 ＴＳＥＴ在体外肝微粒体中孵育可以抑制

ＣＹＰ３Ａ４酶的活性，与阿托伐他汀共孵育时，影响了

阿托伐他汀的代谢曲线，增加了阿托伐他汀的作用时

间和血药浓度。中药和西药联用存在着药物相互作

用，要关注中药和西药联用的益处和风险。

参　考　文　献

［１］　ＵＳＦＤＡ：ＧｕｉｄａｎｃｅｆｏｒＩｎｄｕｓｔｒｙ ：ＤｒｕｇＩｎｔｅｒａｃｔｉｏｎＳｔｕｄｉｅｓ

ＳｔｕｄｙＤｅｓｉｇｎ，ＤａｔａＡｎａｌｙｓｉｓ，ＩｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓｆｏｒＤｏｓｉｎｇａｎｄ

Ｌａｂｅｌｉｎｇ［Ｍ］．２００６．

［２］　ＭｏｎｔａｓｔｒｕｃＦ，ＳｏｍｍｅｔＡ，ＢｏｎｄｏｎＧｕｉｔｔｏｎＥ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅ

ｉｍｐｏｒｔａｎｃｅｏｆｄｒｕｇｄｒｕｇｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓａｓａｃａｕｓｅｏｆａｄｖｅｒｓｅ

ｄｒｕｇｒｅａｃｔｉｏｎｓ：ａｐｈａｒｍａｃｏｖｉｇｉｌａｎｃｅｓｔｕｄｙｏｆｓｅｒｏｔｏｎｉｎｅｒｇｉｃ

ｒｅｕｐｔａｋｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓｉｎＦｒａｎｃｅ［Ｊ］．ＥｕｒＪＣｌｉｎＰｈａｒｍａｃｏｌ，

２０１２，６８（５）：７６７７７５．

［３］　ＬｙｎｃｈＴ，ＰｒｉｃｅＡ．ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅＰ４５０ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍｏｎ

ｄｒｕｇｒｅｓｐｏｎｓｅ，ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ，ａｎｄａｄｖｅｒｓｅｅｆｆｅｃｔｓ［Ｊ］．Ａｍ

ＦａｍＰｈｙｓｉｃｉａｎ，２００７，７６（３）：３９１３９６．

［４］　朱大岭，韩维娜，张荣．细胞色素Ｐ４５０酶系在药物代谢中的

作用［Ｊ］．医药导报，２００４，２３（７）：４４０４４３．

［５］　ＭｉｌｌｅｒＭ，ＣａｎｎｏｎＣＰ，ＭｕｒｐｈｙＳＡ，ｅｔａｌ．Ｉｍｐａｃｔｏｆｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅ

ｌｅｖｅｌｓｂｅｙｏｎｄｌｏｗｄｅｎｓｉｔｙｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌａｆｔｅｒａｃｕｔｅ

ｃｏｒｏｎａｒｙｓｙｎｄｒｏｍｅｉｎｔｈｅＰＲＯＶＥＩＴＴＩＭＩ２２ｔｒｉａｌ［Ｊ］．Ｊ

ＡｍＣｏｌｌＣａｒｄｉｏｌ，２００８，５１（７）：７２４７３０．

［６］　ＧｉｂｓｏｎＤＭ，ＳｔｅｒｎＲＨ，ＡｂｅｌＲＢ，ｅｔａｌ．Ａｂｓｏｌｕｔｅｂｉｏａｖａｉｌａｂｉｌｉｔｙｏｆ

ａｔｏｒｖａｓｔａｔｉｎｉｎｍａｎ［Ｊ］．ＰｈａｒｍＲｅｓ，１９９７，１４（２）：２５３．

［７］　ＨｅｒｍａｎｎＭ，ＡｓｂｅｒｇＡ，ＣｈｒｉｓｔｅｎｓｅｎＨ，ｅｔａｌ．Ｓｕｂｓｔａｎｔｉａｌｌｙ

ｅｌｅｖａｔｅｄｌｅｖｅｌｓｏｆａｔｏｒｖａｓｔａｔｉｎａｎｄｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓｉｎｃｙｃｌｏｓｐｏｒｉｎｅ

ｔｒｅａｔｅｄｒｅｎａｌｔｒａｎｓｐｌａｎｔｒｅｃｉｐｉｅｎｔｓ［Ｊ］．ＣｌｉｎＰｈａｒｍａｃｏｌＴｈｅｒ，

２００４，７６（４）：３８８３９１．

［８］　ＷａｋｅｌｅｅＨＡ，ＴａｋｉｍｏｔｏＣＨ，ＬｏｐｅｚＡｎａｙａＡ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆ

ｂｅｘａｒｏｔｅｎｅｏｎａｔｏｒｖａｓｔａｔｉｎｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｓ：ｒｅｓｕｌｔｓｆｒｏｍａ

ｐｈａｓｅＩｔｒｉａｌｏｆｂｅｘａｒｏｔｅｎｅｐｌｕｓｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙｉｎｐａｔｉｅｎｔｓ

ｗｉｔｈ ａｄｖａｎｃｅｄ ｎｏｎｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．Ｃａｎｃｅｒ

ＣｈｅｍｏｔｈｅｒＰｈａｒｍａｃｏｌ，２０１２，６９（２）：５６３５７１．

［９］　郭　蔚，王英杰，沈智杰，等．降脂丸治疗高脂血症５４例［Ｊ］．

上海中医药杂志，２０１０，４４（９）：３０３１．

（收稿：２０１３１００９　修回：２０１３１０２１）

（本文编辑：金谷英）

·８７３· 国际心血管病杂志２０１３年１１月第４０卷第６期 　ＩｎｔＪＣａｒｄｉｏｖａｓｃＤｉｓ，Ｎｏｖｅｍｂｅｒ２０１３，Ｖｏｌ．４０，Ｎｏ６


