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黄芪甲苷通过抑制大鼠体内ＣＹＰ１Ａ２酶活性影响药物相互作用

张艳辉，于　超，郭延垒，张有金，李文娟，杨　竹，王应雄　　（４０００１６重庆，重庆医科大学生命科学研究院）

　　［摘要］　目的　研究黄芪甲苷对大鼠体内 ＣＹＰ１Ａ２酶活性的影响，阐明由 ＣＹＰ１Ａ２酶所引发的药物相互作用可能
性。方法　采用色谱柱为ｗａｔｅｒｓｓｙｍｍｅｔｒｙＣ１８柱 （２５０ｍｍ×４．６ｍｍＩ．Ｄ．，５μｍ）；流动相为甲醇和水（体积比１７∶８３）；检测
波长＝２７４ｎｍ；柱温＝３０℃；流速＝１ｍｌ／ｍｉｎ的色谱条件。７只ＳＤ大鼠随机分为２组，实验组３只预给予黄芪甲苷１周，
对照组４只给予０．１％ ＤＭＳＯ水溶液，第８天分别给予茶碱，通过高效液相色谱法测定探针药物茶碱的血药浓度，比较２
组的动力学参数的差异来考察黄芪甲苷对ＣＹＰ１Ａ２酶活性的影响。结果 　茶碱、内标对乙酰氨基酚二者分离良好且无内
源性干扰，茶碱的最低检测限８０ｎｍｏｌ／Ｌ，线性范围０．２～５０μｍｏｌ／Ｌ，日内日间精密度均小于１０％，提取回收率大于９１％，
实验组的动力学参数药物浓度时间曲线下面积ＡＵＣ（０－∞）（１３１．１６±３．２２）明显高于对照组（９７．５１±６．４０），而体内总体
清除常数ＣＬ／Ｆ（０．１２±０．０１）明显低于对照组（０．１７±０．０２）（Ｐ＜０．０５）。结论　黄芪甲苷对大鼠体内ＣＹＰ１Ａ２酶活性有
明显的抑制作用，临床用药中应尽量避免与由ＣＹＰ１Ａ２所代谢的药物联合应用。
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　　细胞色素 Ｐ４５０ｓ（ＣＹＰ）是一个多基因家族，对多
数药物和外源性物质的代谢起着重要的作用［１］。在

临床药物联合使用的过程中，某些药物会诱导或抑制

Ｐ４５０酶活性而出现药物之间的相互作用，从而导致治
疗失败［２］。ＣＹＰ１Ａ２酶约占肝脏中 Ｐ４５０酶总量的
１３％，参与临床约５％药物的代谢［３］，如华法林、茶碱、

氯氮平、氨基芴、替加氟等［３］，是最重要的药物代谢酶

之一。当临床上ＣＹＰ１Ａ２酶抑制剂与经其代谢的药物
联用时，将会导致被代谢药物在体内因清除率降低而蓄

积，从而引发药物相互作用，产生一系列严重的不良反

应。因此，研究药物对ＣＹＰ１Ａ２酶活性的影响进而评估
药物之间是否存在相互作用，具有重要的临床意义。

　　黄芪为豆科植物膜荚黄芪和蒙古黄芪的干燥根，
其主要的药理活性成分为黄芪甲苷，具有强心［４］、降

血压［５］、抗病毒［６］、抗氧化［７］等药理活性。在临床使

用过程中，往往与其他药物联合使用，因此不可避免地

存在药物之间尤其是与西药之间的相互作用。在以往

研究中，黄芪甲苷对ＣＹＰ１Ａ２酶活性的影响少见报道，
其介导的药物间相互作用研究相对较少，因此有必要

对此进行更深入研究，以对黄芪甲苷的临床合理化用

药提供参考。

　　茶碱主要被 ＣＹＰ１Ａ２酶所代谢，因此茶碱通常作
为探针以测定ＣＹＰ１Ａ２酶活性［３］。本研究以茶碱为探

针建立测定大鼠体内 ＣＹＰ１Ａ２活性的实验方法，并将
其应用至黄芪甲苷对 ＣＹＰ１Ａ２酶的活性研究，对于评
价以ＣＹＰ１Ａ２酶介导的黄芪甲苷与其他药物之间的相
互作用有重要意义。

１　材料与方法

１．１　仪器
　　ＬＣ２０１０ＡＨＴ高效液相色谱系统；紫外检测器（日本岛津
公司）；Ｅｌｉｘ１０超纯水净化系统（美国 ＭＩＬＬＩＰＯＥＲ公司）；
Ｚ２３３ｍｋ型冷冻离心机（Ｈｅｒｍｌｅ）；ＸＳ１０５十万分之一精密电子
天平（美国ＭＥＴＴＬＥＲＴＯＬＥＤＯ公司）。

１．２　试剂
　　黄芪甲苷对照品（批号：３４３１８，纯度≥９８％，阿拉丁试
剂）；茶碱对照品（货号：１１０８８０１，纯度≥９９％，阿拉丁试剂）；
对乙酰氨基酚对照品（货号：１１０１８１３，纯度≥９８％，阿拉丁试
剂）；乙腈、甲醇为色谱纯（美国 ＴＥＤＩＡ公司）；其他试剂均为
市售分析纯。

１．３　实验动物及分组
　　清洁级雄性ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ（ＳＤ）大鼠，体质量（２００±２０）ｇ，
由重庆医科大学实验动物中心提供［实验动物质量合格许可证

号：ＳＣＸＫ（渝）２００７０００２］。
　　７只ＳＤ大鼠随机分为２组，实验组３只，对照组４只。

１．４　方法
１．４．１　标准品试剂的配置　　精密称取茶碱，对乙酰氨基酚

对照品适量，分别用甲醇和水溶液（１∶４，体积比）溶解至
５０ｍｍｏｌ／Ｌ，放于４℃存储至分析。精密称取黄芪甲苷适量，用
０１％ ＤＭＳＯ水溶液溶解并稀释至２ｍｇ／ｍｌ。
１．４．２　血浆样品的处理　　从ＳＤ大鼠的眼眶采血约０．５ｍｌ，
置于预先肝素化的试管中，以１２０００ｒ／ｍｉｎ的速率离心１０ｍｉｎ，
吸取上清液，放于－８０℃存储。精密吸取大鼠血浆样品７５μｌ，
１０μｍｏｌ／Ｌ对乙酰氨基酚（内标）４５μｌ，乙酸乙酯１．５ｍｌ涡旋
振荡３ｍｉｎ，以１０６２５×ｇ离心１５ｍｉｎ。吸取上清液１．４ｍｌ，在
室温下用氮气流吹干。残渣加入流动相１４０μｌ，涡旋混合６０ｓ，
再以１０６２５×ｇ离心５ｍｉｎ，取上清液进行ＨＰＬＣ分析。
１．４．３　色谱条件　　色谱柱为ｗａｔｅｒｓｓｙｍｍｅｔｒｙＣ１８柱 （２５０ｍｍ×
４．６ｍｍＩ．Ｄ．，５μｍ）；流动相：甲醇∶水＝１７∶８３；检测波长＝２７４ｎｍ；
柱温＝３０℃；流速＝１ｍｌ／ｍｉｎ。
１．４．４　标准曲线的建立　　精密吸取茶碱标准品溶液，用甲
醇和水溶液（１∶４，体积比）稀释至 ０．２、０．５、１、５、１０、２５、
５０μｍｏｌ／Ｌ的对照品溶液。取空白血浆样品７５μｌ，分别加入茶
碱的对照品溶液 １８０μｌ，１０μｍｏｌ／Ｌ的对乙酰氨基酚（内标）
４５μｌ涡旋３０ｓ后，按上述的血浆样品的处理方法进行处理，并
进行ＨＰＬＣ分析。以茶碱与内标（Ｙ）的峰面积的比值为纵坐
标，以茶碱的浓度（Ｘ，μｍｏｌ／Ｌ）为横坐标进行线性回归分析。
１．４．５　精密度、回收率及稳定性实验　　取浓度为０．４、７．５、
４０μｍｏｌ／Ｌ低、中、高３个对照品溶液及１０μｍｏｌ／Ｌ的内标加入
空白血浆中，按上述方法进行血浆样品的处理，在选定的色谱

条件下于每个样品１ｄ内测定５次（标准曲线同时测定）和每
天测定１次连续测定３ｄ，评价日内，日间精密度。
　　取浓度为８、１０、１２μｍｏｌ／Ｌ低、中、高３个对照品溶液，进行
血浆样品的处理并进行ＨＰＬＣ分析，每个浓度在同一水平条件
下进行９个样品分析。以测得各样品实际浓度的均值与加入
对照品浓度的比值作为回收率。

　　取浓度为０．４、７．５、４０μｍｏｌ／Ｌ低、中、高３个样品，分别在
室温保存１ｄ和－２０℃保存１周后测定，考察其在１ｄ和１周
内的稳定性。

１．４．６　黄芪甲苷对大鼠体内ＣＹＰ１Ａ２酶活性影响的动力学研
究　　精密称取茶碱对照品１６．３８ｍｇ，溶于０．５％羧甲基纤维
素钠溶液中，定容至７．５１ｍｇ／ｍｌ，４℃放置至用。取７只ＳＤ大
鼠，按照简单随机抽样的方法分成给药组和对照组。给药组按

照３ｍｇ／ｋｇ静脉注射黄芪甲苷连续１周，而对照组注射０．１％
ＤＭＳＯ水溶液。第８天分别给２组１５ｍｇ／ｋｇ灌胃给予茶碱，分
别于０、０．２５、０．５、０．７５、１、１．５、２、３、４、５、７、１０、１２、２４ｈ眼眶采
血０．５ｍｌ，按照上述方法处理血浆样品并进行ＨＰＬＣ分析。

１．５　统计学分析
　　数据用 珋ｘ±ｓ表示，用 ＧｒａｐｈｈｐａｄＰｒｉｓｍ５．０１软件进行 ｔ检
验，比较实验组和对照组之间主要动力学参数。

２　结果

２．１　专属性
　　将空白血浆样品、加入茶碱和内标的血浆样品、茶碱灌胃后
所得的血浆样品按照选定的色谱条件进行高效液相分析，记录

色谱图。可见，茶碱与内标分离良好，且无内源性干扰，见图１。
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Ａ：空白血浆；Ｂ：添加对照品和内标的空白血浆；Ｃ：大鼠给药７ｈ后血浆样品的色谱图　ａ：对乙酰氨基酚（内标）；ｂ：茶碱
图１　大鼠血浆高效液相色谱图分析结果

２．２　标准曲线、检测限与定量限
　　经线性回归分析表明茶碱在０．２～５０μｍｏｌ／Ｌ浓度范围内
线性关系良好。回归方程为：Ｙ＝１００６４Ｘ－０．００５１（ｒ２＝１）。
茶碱的检测线限（ＬＯＤ）为 ０．０８μｍｏｌ／Ｌ（Ｓ／Ｎ≥３），定量限
（ＬＬＯＱ）为０．２μｍｏｌ／Ｌ。

２．３　精密度、回收率及稳定性
　　计算低、中、高三样品中茶碱的浓度，以浓度计算日内、日
间精密度。结果见表１，ＲＳＤ均小于１０％，表明样品的重现性
良好。

　　以测得各样品实际浓度的均值与加入对照品浓度的比值
作为回收率。结果见表２，回收率均大于９１％，表明方法良好。
　　室温保存１ｄ后，低、中、高３个样品的ＲＳＤ分别为７４４％、
０．７４％、０．９３％；－２０℃保存１周后低、中、高３个样品的 ＲＳＤ
分别为８．７６％、２．９８％、２．６３％，表明样品在室温下保存１ｄ和
－２０℃保存１周是稳定的。

表１　茶碱的日内和日间精密度 （ｎ＝５）

日内精密度 日间精密度
浓度（μｍｏｌ／Ｌ）

珋ｘ±ｓ ＲＳＤ（％） 珋ｘ±ｓ ＲＳＤ（％）

０．４ ０．３７±０．０２ ５．０９ ０．３７±０．０２ ６．２０

７．５ ７．９８±０．４４ ５．５１ ７．６３±０．２０ ２．７５

４０ ４３．４６±１．３３ ３．０６ ４３．２２±０．５１ ０．１９

表２　茶碱的提取回收率 （ｎ＝９）

加入量（μｍｏｌ／Ｌ） 测得量（μｍｏｌ／Ｌ） 回收率（％） ＲＳＤ（％）

８ ７．３１ ９１．１１ ３．４９

１０ ９．０４ ９０．８９ ３．０８

１２ １０．９６ ９１．４４ １．０８

２．４　黄芪甲苷对大鼠体内 ＣＹＰ１Ａ２酶活性影响的动
力学研究

　　将实验组和对照组所得茶碱血药浓度平均值与采血时间
用ｏｒｉｇｉｎＰｒｏ７．５作图软件进行拟合，见图２。
　　用３Ｐ９７药动动力学软件对血药浓度时间数据进行一室模
型分析，采用梯形法计算分别得到各组的动力学参数，见表３。
将２组的动力学参数进行比较，结果表明实验组 ＡＵＣ０－∞
（１３１１６±３．２２）明显高于对照组（９７．５１±６．４０），而 ＣＬ／Ｆ
（０１２±０．０１）明显低于对照组（０．１７±０．０２）。实验组和对照
组的动力学参数经ｔ检验，显示ＡＵＣ０－∞和 ＣＬ／Ｆ２组之间均存
在明显的统计学差异（Ｐ＜０．０５），而其他参数无统计学差异。
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图２　茶碱的药物浓度时间曲线

表３　２组ＳＤ大鼠体内茶碱的药代动力学参数比较（珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ
ＡＵＣ（０－∞）
［μｇ／（ｍｌ·ｈ）］

Ｃｍａｘ
（μｇ／ｍｌ）

Ｔｍａｘ（ｈ） Ｔ１／２（ｈ）
ＣＬ／Ｆ

［ｍｇ／（ｋｇ·ｈ）］

实验组 ３１３１．１６±３．２２ａ ２０．０３±４．４８ １．８８±０．２８ ３．０９±０．２０ ０．１２±０．０１ａ

对照组 ４ ９７．５１±６．４０ １５．９３±２．６８ ２．１１±０．２３ ３．０３±０．６７ ０．１７±０．０２

ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较

３　讨论

　　中药和西药在临床上常联合使用来达到治疗目
的，中西药之间往往发生相互作用。药物之间相互作
用的重要途径之一是通过诱导或抑制 Ｐ４５０酶活性而
产生，进而导致不良反应。ＣＹＰ１Ａ２是 Ｐ４５０酶中重要
的药物代谢酶，临床很多重要的治疗药物，如华法林、

咖啡因、美撒痛、氯氮平等［３］均通过其催化作用进行

生物转化。当ＣＹＰ１Ａ２酶活性被抑制而导致药物在体
内蓄积时，将导致出现溶血［８］、惊厥［９］、呼吸困难［１０］甚

至死亡［８］等一系列不良反应发生。因此，本研究黄芪

甲苷对ＣＹＰ１Ａ２酶活性的影响，从而揭示由 ＣＹＰ１Ａ２
酶所介导的黄芪甲苷与其他药物之间的相互作用，为

黄芪甲苷在临床上的合理化用药提供参考。

　　在测定酶活性时，探针的选择尤为重要。茶碱主
要被ＣＹＰ１Ａ２酶所代谢，因此茶碱通常作为探针来反
应ＣＹＰ１Ａ２酶的活性［１１］。当药物影响 ＣＹＰ１Ａ２酶活
性时，应当会改变茶碱的清除［１２］。本研究以茶碱为探

针建立测定ＣＹＰ１Ａ２酶活性的实验方法［１３］，并将其应
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用至研究黄芪甲苷对大鼠内ＣＹＰ１Ａ２酶活性的影响。
　　本研究在选择萃取试剂处理血浆样品。曾使用过
甲醇或乙腈为蛋白沉淀剂处理血浆时，沉淀效果均不

理想同时测定物质处有很大的干扰。考虑到物质的极

性，改用乙酸乙酯沉淀蛋白，同时又通过优化色谱条

件，使得茶碱和内标处均无内源性干扰，且回收率均在

９０％以上。
　　在研究黄芪皂苷对 ＣＹＰ１Ａ２酶活性的影响中，发
现黄芪皂苷预处理组的 ＡＵＣ０－∞高于对照组而 ＣＬ／Ｆ
低于对照组，二者都有明显的统计学意义。说明黄芪

甲苷降低茶碱的清除率。这将为黄芪甲苷对 ＣＹＰ１Ａ２
酶活性的抑制，提供直接的证据。

　　通过本研究显示黄芪甲苷能抑制大鼠内 ＣＹＰ１Ａ２
酶的活性，因此临床用药中黄芪甲苷应当谨慎的与药物

尤其是经由ＣＹＰ１Ａ２酶代谢的药物联用，这将为临床上
合理化应用黄芪甲苷或含黄芪甲苷的药物提供依据。
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３　讨论

　　东方人以单睑居多，重睑术成为最常见的眼部美容手术，
通过各种方法将睑板前皮肤与上睑提肌腱膜的纤维在睑板上

缘形成粘连，从而形成重睑［３］。目前的重睑手术方法有切开法

和非切开法。切开法适应症广，不受单睑条件限制，形成的重

睑稳定，但术中破坏上睑皮肤的连续性，手术创伤大，恢复时间

长，术后易遗留明显瘢痕；非切开法有埋线法和缝线法，操作简

单，恢复快，无手术瘢痕，但线结容易脱落，重睑线容易消失［４］。

目前出现三点式微创重睑术，常常只剪除切口下至睑缘间的部

分眼轮匝肌，未将切口间的皮下进行贯通，无法祛除三点之间

的皮下组织，重睑线上皮肤与睑板前筋膜仅有三点粘连，对于

眼睑较厚的患者，术后常出现小切口间的组织臃肿，造成重睑

线不自然流畅，并且容易中断甚至消失［５］。

　　我们近年来采用经小切口皮下隧道祛除部分组织的重睑
术，综合了切开法与埋线法重睑术各自的优点。通过三点小切

口之间形成贯通的皮下隧道，在隧道内祛除宽约２ｍｍ一条眼
轮匝肌，从内眦一直延续到外眦，充分暴露睑板前筋膜，使上睑

缘上方皮肤完全粘连于睑板前筋膜上，形成一条连贯圆滑的弧

线，同时于外切口处祛除上睑多余的眶隔脂肪，所以形成的重

睑同切开法一样，效果自然持久。

　　采用经小切口皮下隧道祛除部分组织的重睑术，术中未破

坏上睑皮肤的完整性，保留上睑皮肤的部分血液和淋巴循环，

而使术后肿胀明显减轻；所采用的三点式小切口，因每点切口

仅有３ｍｍ，因此术后瘢痕不明显，形成的重睑外形良好，重睑
维持时间长。我们通过１８５例实践经验总结，所取得的经验
是：①三点式小切口结合皮下隧道重睑术因不能祛除多余的皮
肤，对上睑皮肤有明显松弛的患者不宜选用该方法。②在剪除
眼轮匝肌同时，应确保剪除组织位于切口下缘，切忌剪除偏上

及过多，以免造成术后重睑线过高或形成多重睑线。③眼轮匝
肌去除时内侧应达内眦角上方，外侧达外眦角外５ｍｍ处，否则
可能会出现重睑线中断的现象。④进行皮下缝合时挂住睑板
前筋膜的三点应一致，保证重睑线的流畅。
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