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同时测定人肝微粒体中９种ＣＹＰ４５０酶活性的ＬＣＭＳ／ＭＳ方法
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　　［摘要］　目的　建立一种同时测定人肝微粒体中９种ＣＹＰ４５０酶活性的ＬＣＭＳ／ＭＳ方法（鸡尾酒
法），用于评估药物对ＣＹＰ４５０酶活性的影响，以预判药物间发生相互作用的可能性。方法　使用９种
不同酶的底物作为探针与人肝微粒体共同孵育，硝苯地平作为内标物质。用 Ａｇｉｌｅｎｔ１２９０系列液相色
谱仪进行洗脱，所有代谢产物均在多反应监测模式下进行分析，并对单探针法与鸡尾酒法测定的 ＩＣ５０
值进行比较。结果　该ＬＣＭＳ／ＭＳ方法专属性好，色谱峰分离完全且无干扰。线性关系良好，９种代谢
产物在标准曲线范围内的相关系数均＞０．９９。方法准确度为８５．３４％～１１３．８９％，日内ＲＳＤ＜１２．４９％，日
间ＲＳＤ＜１４．９８％，符合相关标准。该鸡尾酒法测定的抑制剂的ＩＣ５０值与单个探针底物的ＩＣ５０值呈高度
相关（Ｒ２＞０．９９７８）。结论　该ＬＣＭＳ／ＭＳ方法可同时对人肝微粒体中９种ＣＹＰ４５０酶进行活性测定。
　　［关键词］　 药物相互作用；ＣＹＰ４５０酶；ＬＣＭＳ／ＭＳ；鸡尾酒法
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　　药物联合应用可能会引发药物相互作用，甚至导
致严重的不良反应［１］。药物进入机体后经过吸收随

着血液循环分布至全身各个器官，随后多数药物主要

在肝脏进行代谢［２］。药物代谢酶ＣＹＰ４５０主要存在于

肝脏中，他们的活性很容易受到药物影响，而药物代谢

性相互作用主要是由ＣＹＰ４５０所介导的［３］。根据相关

报道，约４０％的药物因为体内代谢动力学参数不佳
（例如可诱导或抑制药物代谢酶等）而被撤出市场［４］。
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因此，评价药物对ＣＹＰ４５０酶的体外抑制和诱导作用，
并在此基础上预测药物相互作用，是合理用药、避免药

品不良反应的关键。

　　随着药物相互作用的频繁发生，一种同时测定药物
对多种代谢酶活性的方法具有广泛的应用前景。本研

究选用非那西汀、香豆素、安非他酮、紫杉醇、双氯芬酸、

美芬妥英、右美沙芬、氯唑沙宗、睾酮分别作为ＣＹＰ１Ａ２、
ＣＹＰ２Ａ６、 ＣＹＰ２Ｂ６、 ＣＹＰ２Ｃ８、 ＣＹＰ２Ｃ９、 ＣＹＰ２Ｃ１９、
ＣＹＰ２Ｄ６、ＣＹＰ２Ｅ１和ＣＹＰ３Ａ的相应底物，硝苯地平作为
内标物质，采用高效液相色谱串联质谱法（ｌｉｑｕｉｄ
ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｗｉｔｈｔａｎｄｅｍｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ，ＬＣＭＳ／
ＭＳ）同时检测９种代谢物（对乙酰氨基酚、７羟基香豆
素、羟基安非他酮、６羟基紫杉醇、４羟基双氯芬酸、４羟
基美芬妥英、右啡烷、６羟基氯唑沙宗、７羟基睾酮）的生
成量来反映人肝微粒体中ＣＹＰ４５０酶的活性。

１　材料与方法

１．１　主要仪器
　　安捷伦１２９０型液相色谱三重四级杆串联质谱仪
（美国安捷伦科技有限公司）；ｉＣＥＮ２４型台式高速离
心机（杭州奥盛仪器有限公司）；十万分之一精密电子

天平（德国赛多利斯集团）；ＩｎｃｕＳｈａｋｅｒ系列恒温振荡
器（美国精骐有限公司）；超纯水净化系统（美国

ＭＩＬＬＩＰＯＥＲ公司）；ＫＱ１００Ｂ型超声波清洗器（昆山超
声仪器公司）。

１．２　药品及试剂
　　人肝微粒体（来自２５个性别混合供体）购于上海
瑞德肝脏疾病研究有限公司；香豆素、安非他酮、双氯

芬酸、右美沙芬、氯唑沙宗、睾酮、羟基安非他酮、右啡

烷、８甲氧基补骨脂、Ｔｈｉｏｔｅｐａ、槲皮素、磺胺苯吡唑、双
硫仑、酮康唑、噻氯匹定、ＮＡＤＰＨ均购于美国Ｓｉｇｍａ公
司；非那西汀、紫杉醇、对乙酰氨基酚、７羟基香豆素、
７羟基睾酮、茶碱、奎尼丁购于上海阿拉丁生化科技股
份有限公司；６羟基紫杉醇、４羟基双氯芬酸、６羟基氯
唑沙宗、美芬妥英、４羟基美芬妥英购自加拿大 ＴＲＣ
公司；乙腈购于美国ＴＥＤＩＡ公司。
１．３　色谱条件
　　采用 ＡｇｉｌｅｎｔＥｃｌｉｐｓｅＰｌｕｓＣ１８色谱柱（２．１ｍｍ×
５０ｍｍ，１．８μｍ），ＡｇｉｌｅｎｔＥｃｌｉｐｓｅＰｌｕｓＣ１８预柱
（２．１ｍｍ×５ｍｍ，１．８μｍ），进样量 ５μＬ。柱温为
４０℃，流速为０．２ｍＬ／ｍｉｎ，运行时间１０ｍｉｎ。流动相
Ａ为含０．１％甲酸的水，Ｂ为含０．１％甲酸的乙腈，梯度
洗脱程序见表１。
１．４　质谱条件
　　在电喷雾电离（ＥＳＩ）条件下，采用高效液相色谱串

联质谱（ＬＣＭＳ／ＭＳ），利用多反应监测（ｍｕｌｔｉｐｌｅｒｅａｃｔｉｏｎ
ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ，ＭＲＭ）模式检测洗脱化合物。干气温度为
３００℃，干气流量为８Ｌ／ｍｉｎ，雾化气体压力为３５ｐｓｉ，
毛细血管电压为４０００Ｖ（ＥＳＩ＋）、３５００Ｖ（ＥＳＩ－）。

表１　梯度洗脱程序
时间／ｍｉｎ Ｖ（流动相Ａ）／％ Ｖ（流动相Ｂ）／％
０ ９５ ５
２ ７０ ３０
３ ７０ ３０
５ １０ ９０
６ ２ ９８
７ ２ ９８
７．１ ９５ ５
１０ ９５ ５

１．５　样品处理
　　２００μＬ样品中加入３８０μＬ冰乙腈终止反应，加入
２０μＬ内标溶液后充分振摇，在１２０００ｒ／ｍｉｎ条件下离
心１５ｍｉｎ。吸取２００μＬ上清液，进入ＬＣＭＳ／ＭＳ分析。
１．６　方法学考察
　　取１ｍｇ／ｍＬ的灭活人肝微粒体４０μＬ，加入６个
不同浓度的代谢物标准溶液２０μＬ，然后加入１４０μＬ
磷酸盐缓冲液。再加入３８０μＬ冰乙腈、２０μＬ内标溶
液，在１２０００ｒ／ｍｉｎ条件下离心１５ｍｉｎ。吸取２００μＬ
上清液，进行 ＬＣＭＳ／ＭＳ分析。以代谢物与内标物质
响应值之比为纵坐标，代谢物的浓度为横坐标作图，绘

制标准曲线。制备低、中、高 ３个不同浓度的质控样
品，按上述 １．５方法处理后，取上清液在 １ｄ内测定
５次并连续测定３ｄ，进行了准确度、日内精密度和日
间精密度的考察。

１．７　单探针法与鸡尾酒法的ＩＣ５０值测定
　　孵育体系如表２、３所示，分别选取茶碱、８甲氧基
补骨脂、Ｔｈｉｏｔｅｐａ、槲皮素、磺胺苯吡唑、噻氯匹定、奎尼
丁、双硫仑、奎尼丁作为 ＣＹＰ１Ａ２、ＣＹＰ２Ａ６、ＣＹＰ２Ｂ６、
ＣＹＰ２Ｃ８、ＣＹＰ２Ｃ９、ＣＹＰ２Ｃ１９、ＣＹＰ２Ｄ６、ＣＹＰ２Ｅ１和
ＣＹＰ３Ａ的抑制剂。取１ｍｇ／ｍＬ的人肝微粒体４０μＬ，
加入单一底物（单探针法）或底物混合物（鸡尾酒法）

２０μＬ，梯度浓度的单一抑制剂（单探针法）或抑制剂
混合物（鸡尾酒法）２０μＬ，然后加入磷酸盐缓冲液
１００μＬ。在３７℃预孵育５ｍｉｎ后，加入１０ｍｍｏｌ／Ｌ的
ＮＡＤＰＨ启动反应。２０ｍｉｎ后，按上述１．５方法处理后
取上清液进行 ＬＣＭＳ／ＭＳ分析。对照组不加入抑制
剂。以每个样品中的相对酶活性（实验组与对照组生

成代谢物的浓度之比）为纵坐标，抑制剂浓度的对数

值为横坐标，使用 Ｐｒｉｓｍ（ＧｒａｐｈＰａｄＳｏｆｔｗａｒｅ，Ｖｅｒｓｉｏｎ
６）绘制了每个样品中的相对酶活性与存在的抑制剂
浓度的关系图，计算ＩＣ５０值。

２１２ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（３）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



表２　人肝脏微粒体孵育体系实验条件

孵育体系条件 ＣＹＰ１Ａ２ ＣＹＰ２Ａ６ ＣＹＰ２Ｂ６ ＣＹＰ２Ｃ８ ＣＹＰ２Ｃ９ ＣＹＰ２Ｃ１９ ＣＹＰ２Ｄ６ ＣＹＰ２Ｅ１ ＣＹＰ３Ａ

探针底物（μｍｏｌ／Ｌ）
非那西汀

（２００）
香豆素

（５０）
安非他酮

（２００）
紫杉醇

（１００）
双氯芬酸

（１００）
美芬妥英

（４００）
右美沙芬

（５０）
氯唑沙宗

（２００）
睾酮

（１００）

抑制剂（μｍｏｌ／Ｌ）
茶碱

（０．５～５００）
８甲氧基补骨脂
（０．００５～５）

Ｔｈｉｏｔｅｐａ
（０．５～５００）

槲皮素

（０．０５～５００）
磺胺苯吡唑

（０．０５～５０）
噻氯匹定

（０．０５～５０）
奎尼丁

（０．００１～１）
双硫仑

（０．５～５００）
酮康唑

（０．００１～０．５）

缓冲液（ｍｍｏｌ／Ｌ） １００ １００ １００ １００ １００ １００ １００ １００ １００
微粒体（ｍｇ／ｍＬ） １ １ １ １ １ １ １ １ １
孵育时间（ｍｉｎ） ２０ ２０ ２０ ２０ ２０ ２０ ２０ ２０ ２０
内标（ｎｇ／ｍＬ） ５０ ５０ ５０ ５０ ５０ ５０ ５０ ５０ ５０
ＮＡＤＰＨ（ｍｍｏｌ／Ｌ） １０ １０ １０ １０ １０ １０ １０ １０ １０

表３　人肝脏微粒体孵育体系（２００μＬ体系）

试剂 体积／μＬ

人肝脏微粒体 ４０

探针底物 ２０

抑制剂 ２０

磷酸盐缓冲液 １００

ＮＡＤＰＨ ２０

２　结果

２．１　专属性
　　对９种代谢物进行特异性多反应监测，通过对离
子源电离模式、碰撞能量等条件进行优化，表４描述了
９种代谢物的质谱条件优化结果。使用高效液相色谱
进行梯度洗脱，所有代谢产物在 １０ｍｉｎ内洗脱，并在
各自的ＭＲＭ通道中分离。９种代谢物的 ＭＲＭ色谱
图如图１所示。
２．２　标准曲线与检测限
　　９种代谢物的标准曲线如表 ５所示，标准曲线在
各代谢物的浓度范围内呈良好的线性关系（Ｒ２＞
０．９９）。检测限、定量限如表５所示（ｎ＝５）。
２．３　准确度、精密度考察
　　表６显示９种代谢物的准确度在８５％～１１５％范围
内，满足生物样本测定要求。如表７所示，日内和日间精

密度均小于１５％，表明方法满足生物样本测定要求。
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图１　９种代谢物及内标的多反应监测色谱分析

２．４　单探针法与鸡尾酒法测定的ＩＣ５０值比较
　　通过比较单探针法和鸡尾酒法得到的各 ＣＹＰ亚
型的ＩＣ５０值，验证了该方法的有效性。抑制曲线如
图２所示，单探针法与鸡尾酒法测定的 ＩＣ５０值相似
（表８），且具有较强的相关性（图３）。表明鸡尾酒法
同时测定ＣＹＰ亚型的活性是可靠的。

表４　９种代谢物及内标的质谱条件参数

酶 底物 代谢物 电离方式 多反应扫描监测（ｍ／ｚ） 保留时间／ｍｉｎ 碰撞能量／ｅＶ

ＣＹＰ１Ａ２ 非那西汀 对乙酰氨基酚 ＥＳＩ＋ １５２．１＞１１０．１ ３．２ ２１

ＣＹＰ２Ａ６ 香豆素 ７羟基香豆素 ＥＳＩ＋ １６３．１＞１０７．０ ４．８ ２５

ＣＹＰ２Ｂ６ 安非他酮 羟基安非他酮 ＥＳＩ＋ ２５６．１＞２３８．１ ４．４ ５

ＣＹＰ２Ｃ８ 紫杉醇 ６羟基紫杉醇 ＥＳＩ＋ ８９２．３＞６０７．５ ６．２ ２０

ＣＹＰ２Ｃ９ 双氯芬酸 ４羟基双氯芬酸 ＥＳＩ＋ ３１２．０＞２６６．０ ６．１ １３

ＣＹＰ２Ｃ１９ 美芬妥英 ４羟基美芬妥英 ＥＳＩ＋ ２３５．１＞１５０．１ ４．５ ２５

ＣＹＰ２Ｄ６ 右美沙芬 右啡烷 ＥＳＩ＋ ２５８．０＞１５７．０ ４．１ ３７

ＣＹＰ２Ｅ１ 氯唑沙宗 ６羟基氯唑沙宗 ＥＳＩ－ １８４．０＞１２０．０ ４．３ ２１

ＣＹＰ３Ａ 睾酮 ７羟基睾酮 ＥＳＩ＋ ３０５．２＞２６９．３ ５．３ １７

内标 硝苯地平 ＥＳＩ＋ ３４６．９＞３１４．９ ６．４ １３

３１２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（３）



表５　９种代谢物的标准曲线方程及相关系数（ｎ＝５）

酶 代谢物 标准曲线 相关系数（Ｒ２） 范围／μｍｏｌ·Ｌ－１ 检测限／ｎｍｏｌ·Ｌ－１ 定量限／ｎｍｏｌ·Ｌ－１

ＣＹＰ１Ａ２ 对乙酰氨基酚 Ｙ＝０．９８５１Ｘ＋０．００１５ ０．９９９８ ０．０１～１０ ５ １０

ＣＹＰ２Ａ６ ７羟基香豆素 Ｙ＝０．２６３６Ｘ＋０．０００４ ０．９９５７ ０．０１～１０ ２．５ １０

ＣＹＰ２Ｂ６ 羟基安非他酮 Ｙ＝１１．１９６３Ｘ＋０．０１９４ ０．９９８８ ０．０１～１０ １．５ １０

ＣＹＰ２Ｃ８ ６羟基紫杉醇 Ｙ＝０．０３４８Ｘ＋０．０００３ ０．９９９４ ０．１～１００ １ １００

ＣＹＰ２Ｃ９ ４羟基双氯芬酸 Ｙ＝２．１７４２Ｘ＋０．００１９ ０．９９８８ ０．０１～１０ １ １０

ＣＹＰ２Ｃ１９ ４羟基美芬妥英 Ｙ＝２．４０２４Ｘ＋０．００２４ ０．９９９６ ０．１～１００ １０ １００

ＣＹＰ２Ｄ６ 右啡烷 Ｙ＝０．００７６Ｘ＋０．０００２ ０．９９９３ ０．０１～１０ ０．５ １０

ＣＹＰ２Ｅ１ ６羟基氯唑沙宗 Ｙ＝０．５０８３Ｘ＋０．０００１ ０．９９９３ ０．１～１００ １０ １００

ＣＹＰ３Ａ ７羟基睾酮 Ｙ＝０．１１９３Ｘ＋０．００２７ ０．９９９６ ０．０１～１０ ２ １０

表６　９种代谢物的准确度（ｎ＝５）

高浓度 中浓度 低浓度
酶 代谢物

浓度／μｍｏｌ·Ｌ－１ ＲＳＤ 浓度／μｍｏｌ·Ｌ－１ ＲＳＤ 浓度／μｍｏｌ·Ｌ－１ ＲＳＤ

ＣＹＰ１Ａ２ 对乙酰氨基酚 ８ ９１．８１％ ０．４ １１０．５９％ ０．０２ ８５．３４％

ＣＹＰ２Ａ６ ７羟基香豆素 ８ ９６．３０％ ０．４ ９３．３４％ ０．０２ １０４．４３％

ＣＹＰ２Ｂ６ 羟基安非他酮 ８ ９４．３５％ ０．４ １０１．９５％ ０．０２ ９８．１９％

ＣＹＰ２Ｃ８ ６羟基紫杉醇 ８０ １１１．３０％ ４ １０６．８９％ ０．２ １１１．３４％

ＣＹＰ２Ｃ９ ４羟基双氯芬酸 ８ １０８．５２％ ０．４ １１３．４５％ ０．０２ ８７．９７％

ＣＹＰ２Ｃ１９ ４羟基美芬妥英 ８０ ８６．１５％ ４ １０６．３６％ ０．２ １１０．７２％

ＣＹＰ２Ｄ６ 右啡烷 ８ ８６．２８％ ０．４ ８９．０７％ ０．０２ １０１．７７％

ＣＹＰ２Ｅ１ ６羟基氯唑沙宗 ８０ １１１．６２％ ４ １１３．８９％ ０．２ １０１．００％

ＣＹＰ３Ａ ７羟基睾酮 ８ １０２．４３％ ０．４ １０９．８５％ ０．０２ ８８．７９％

表７　９种代谢物的日内、日间精密度ＲＳＤ值（ｎ＝５）

日内精密度 日间精密度
酶 代谢物

低浓度 中浓度 高浓度 低浓度 中浓度 高浓度

ＣＹＰ１Ａ２ 对乙酰氨基酚 ７．２９％ ９．９０％ ６．０５％ ８．５９％ ９．３６％ １１．８７％

ＣＹＰ２Ａ６ ７羟基香豆素 ３．６６％ １０．５１％ ４．２３％ １０．３８％ １１．１２％ ９．４６％

ＣＹＰ２Ｂ６ 羟基安非他酮 ８．６１％ ５．９４％ ５．５６％ ８．５７％ ８．３５％ ７．９９％

ＣＹＰ２Ｃ８ ６羟基紫杉醇 ８．３３％ ６．９７％ ２．３２％ ６．２１％ １３．９８％ １０．５０％

ＣＹＰ２Ｃ９ ４羟基双氯芬酸 １１．１６％ ８．５９％ ５．０４％ １２．１８％ １０．１５％ １０．０７％

ＣＹＰ２Ｃ１９ ４羟基美芬妥英 ９．１８％ ４．９３％ ２．９８％ １３．６１％ １１．４２％ ６．１９％

ＣＹＰ２Ｄ６ 右啡烷 ７．２３％ ５．０４％ ４．７０％ １４．９８％ ６．５０％ ６．７５％

ＣＹＰ２Ｅ１ ６羟基氯唑沙宗 １２．４９％ １０．３４％ ３．５０％ １４．２７％ １１．９１％ ８．５２％

ＣＹＰ３Ａ ７羟基睾酮 ８．２８％ ３．８７％ ３．１９％ １２．８８％ １０．０４％ １３．１９％

４１２ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（３）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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○代表单探针法；▲代表鸡尾酒法

图２　通过单探针法与鸡尾酒法获得的抑制曲线

表８　单探针法与鸡尾酒法测得的ＩＣ５０值

ＩＣ５０／μｍｏｌ·Ｌ
－１

酶 底物 抑制剂 比值（鸡尾酒法／单探针法）
单探针法 鸡尾酒法

ＣＹＰ１Ａ２ 非那西汀 茶碱 ６．７７ ５．３８ ０．７９

ＣＹＰ２Ａ６ 香豆素 ８甲氧基补骨脂 ０．２４ ０．３０ １．２５

ＣＹＰ２Ｂ６ 安非他酮 Ｔｈｉｏｔｅｐａ ３．１５ ４．８３ １．５３

ＣＹＰ２Ｃ８ 紫杉醇 槲皮素 ０．９７ ０．８８ ０．９１

ＣＹＰ２Ｃ９ 双氯芬酸 磺胺苯吡唑 ０．６４ ０．４４ ０．６９

ＣＹＰ２Ｃ１９ 美芬妥英 噻氯匹定 ２．８０ ２．８４ １．０１

ＣＹＰ２Ｄ６ 右美沙芬 奎尼丁 ０．１５ ０．１１ ０．７３

ＣＹＰ２Ｅ１ 氯唑沙宗 双硫仑 ６９．６４ ４３．４９ ０．６３

ＣＹＰ３Ａ 睾酮 酮康唑 ０．０１ ０．０１ １．２５

５１２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（３）
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图３　通过单探针法与鸡尾酒法测得ＩＣ５０值的相关性

３　讨论

　　当两种或两种以上药物同时或者先后顺序用药时
会增加药物相互作用的风险。有益的药物相互作用会

提高疗效，而不利的药物相互作用会增加不良反应发

生的风险。临床常见的药物相互作用主要出现在药动

学方面，即药物在吸收、分布、代谢和排泄方面的相互

影响，代谢相互作用主要是由 ＣＹＰ４５０同工酶引起的，
这最具有临床意义，也是重点关注的问题［１］。

　　细胞色素 Ｐ４５０（简称 ＣＹＰ４５０）代表着一个很大
的可自身氧化的亚铁血红素蛋白家族，属于单氧酶的

一类，因其在４５０ｎｍ有特异吸收峰而得名［５］。药物进

入机体后主要经过肝脏中 ＣＹＰ４５０酶系代谢，体内大
部分代谢性相互作用都是基于 ＣＹＰ机制。细胞色素
Ｐ４５０在外源性化合物的生物转化中起主要作用，在肝
脏中表达的主要 ＣＹＰｓ有 ９种：ＣＹＰ１Ａ２、ＣＹＰ２Ａ６、
ＣＹＰ２Ｂ６、ＣＹＰ２Ｃ８、ＣＹＰ２Ｃ９、ＣＹＰ２Ｃ１９、ＣＹＰ２Ｄ６、
ＣＹＰ２Ｅ１和ＣＹＰ３Ａ，它们负责 ９０％以上药物的代谢，
也是导致药物相互作用的主要原因。近年来，基于细

胞色素Ｐ４５０的药物相互作用被广泛研究［６－８］。因此，

评估人类ＣＹＰ４５０在药物开发、临床药物应用或毒理
学领域的活性至关重要。

　　鸡尾酒法可快速检测药物对 ＣＹＰ４５０活性的影
响［９］，评估药物间是否会发生相互作用［１０］。该方法允

许在单个实验中快速地测量多个ＣＹＰ亚型的活性，增
加样品的吞吐量，降低药品开发成本和劳动力［１１］。因

此，我们建立了一种快速的ＬＣＭＳ／ＭＳ方法，用于使用
底物探针鸡尾酒同时对人肝微粒体中的９种主要细胞
色素Ｐ４５０进行活性测定。根据文献选择９种ＣＹＰ亚

型相应的底物，优化了ＬＣＭＳ／ＭＳ条件。结果显示，该
鸡尾酒方法的专属性较强。

　　选择６个不同浓度的代谢物标准品溶液制作标准
曲线，结果表明，产物在所选浓度范围内线性关系良

好，方法学考察可行性好，准确度在 ８５％～１１５％范围
内，日内、日间精密度均小于１５％，表明该 ＬＣＭＳ／ＭＳ
方法满足生物样本测定要求。

　　ＩＣ５０值为抑制剂对酶活性的半数抑制浓度，据此
可初步了解药物对代谢酶是否有强抑制作用。本实验

通过比较单探针法与鸡尾酒法测定的 ＩＣ５０值差异，来

判断该鸡尾酒方法是否真实有效［１２］。由实验结果可

知，单探针法与鸡尾酒法得到的 ＣＹＰ４５０酶抑制曲线
相似，两种方法测得的 ＩＣ５０值也具有相似性，与之前
文献［１３－１４］报道的数据一致。将两种方法得到的
ＩＣ５０的对数值进行线性分析，二者具有较强的相关性。
结果表明在该实验系统中，在较宽的浓度范围内，可以

准确地获得ＩＣ５０值，故此鸡尾酒方法可用于同时评估
药物对人肝微粒体中９种ＣＹＰ４５０酶的活性。
　　综上，我们建立了一种快速的ＬＣＭＳ／ＭＳ方法，用
于使用底物探针鸡尾酒同时对人肝微粒体中的９种主
要细胞色素 Ｐ４５０进行活性测定。该方法灵敏度高、
专属性强、方法学考察可行性好，可节约时间、人力以

及药品成本。因此，可将该方法用于评估药品对

ＣＹＰ４５０活性的抑制作用，以评估药物相互作用发生
的可能性。
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