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摘要:目的 基于细胞色素P450酶(CYP450s)的代谢,考察复方苦参注射液体外与紫杉醇的相互作用,为临床应用提供参考。

方法 将不同体积百分比浓度的复方苦参注射液与CYP2C8同工酶的探针底物紫杉醇及人肝微粒体共同孵育,采用LC􀆼MS/

MS检测特异性探针底物代谢物6α􀆼羟基紫杉醇的生成量,计算半数抑制浓度(IC50)。结果 复方苦参注射液在0.600g/mL
时对CYP2C8的抑制率为100.0%,其IC50值为0.0528g/mL。结论 复方苦参注射液在体外与紫杉醇注射液之间存在基于

CYP2C8的代谢性相互作用,为临床应用两药抗肿瘤提供了参考。
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ABSTRACT OBJECTIVE ToevaluatethemetabolismofcompoundsophorainjectionbasedoncytochromeP450senzymeand
itsinteractionwithpaclitaxelinvitroinordertoprovidereferencesforclinicalapplication METHODS Differentconcentra-
tionsofcompoundsophorainjection v v wereco􀆼incubatedwithhumanlivermicrosomesandthesubstratesofCYP2C8 pa-
clitaxel  Aftertheco􀆼incubation 6α􀆼OH􀆼paclitaxelasthespecificsubstratemetabolitewasanalyzedbyLC􀆼MS MSassayand
thenthehalfmaximalinhibitoryconcentration IC50 wascalculated RESULTS Theinhibitionrateofcompoundsophorain-
jectiononCYP2C8was100 0%at0 600g mLanditsIC50valuewas0 0528g mL CONCLUSION Drug􀆼druginteraction
inducedbytheinhibitionofCYP450enzymesexistsbetweencompoundsophorainjectionandpaclitaxelinvitro whichcan
providereferencefortheclinicalapplicationofthesetwodrugsincancertherapy 
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  复方苦参注射液是以苦参、白土苓为处方组成

的国内独创、疗效独特的中药新制剂,临床广泛应用

于癌肿疼痛、出血的治疗。紫杉醇是促进微管聚合

的新型抗肿瘤药物,主要用于非小细胞肺癌、转移性

卵巢癌和乳腺癌的治疗。临床在使用紫杉醇135~
175mg/m2静脉化疗期间(每21d注射1次)给予复

方苦参注射液20mLqd静脉滴注,发现部分患者出

现骨髓抑制加重、Ⅱ度甚至Ⅲ度神经毒性发生率增

加。紫杉醇所导致的这些副反应的增多可能与其药

物暴露量增加以及血药浓度高于其有效浓度范围相

关[1]。而复方苦参注射液与紫杉醇合用后是否会导

致紫杉醇血药浓度升高未见报道。因此,本实验基

于细胞色素P450(CYP450)酶的代谢,采用探针药

物法考察复方苦参注射液体外与紫杉醇的相互作

用,以初步探讨紫杉醇临床合用复方苦参注射液时

骨髓抑制以及神经毒性增加的原因,为临床合用两

药抗肿瘤提供参考。

1 材料

1.1 主要仪器

聚丙烯96孔板,2.2mL/孔(ApricotDesigns
Inc.,CA,USA);纯水系统(PURELABClassic,EL-
GA,England);移液器(Single/Multiplechannels,

Eppendorf,Germany);液 体 处 理 工 作 站 (PP􀆼
550DS,ApricotDesignsInc.,CA,USA);离心 机
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(Eppendorf,Germany);pH 测量仪(SevenEasyTM

S20,MettlerToledo,Switzerland);质谱仪(ABSci-
exAPI4000,Framingham,MA,USA);高效液相色

谱(LC20􀆼AD,LC30􀆼AD,Shimadzu,Kyoto,Japan);
进样器(CTCPAL,Zwingen,Switzerland;SIL30􀆼
AC,Shimadzu,Kyoto,Japan)。

1.2 主要药品与试剂

复方苦参注射液(规格:5mL,含生药量2g/

mL,批号:20151019,山西振东制药有限公司);人肝

微粒体(Humanlivermicrosomes,HLM)(批号:

38291,Corning);还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷

酸(NADPH)(批号:002162􀆼050403,Chem􀆼impex
international);氯化镁、磷酸氢二钾、磷酸二氢钾均

为分析纯;甲醇、乙腈均为 色 谱 纯(Merck Milli-
pore);紫杉醇(批号:S115007,纯度98%)、咪康唑

(批号:BCBD5966V,纯度100%)。

2 方法

2.1 待测药物、阳性抑制剂、底物与人肝微粒体工

作液的配制

复方苦参注射液,以原液作为储备液,依次根据

下表 1 稀 释 为 100%、50.0%、25.0%、10.0%、

3.33%、1.11%和0.370%的工作液,然后将工作液

加入到反应体系后,使复方苦参注射液的最终浓度

分别 为 30.0%、15.0%、7.50%、3.00%、1.00%、

0.333%、0.111%(含生药量分别为0.600、0.300、

0.150、0.060、0.020、0.006、0.002g/mL)。CYP2C8
的阳性抑制剂咪康唑用DMSO配制成3.0mmol/L
的储备液,并用ACN和PB稀释成10μmol/L的工

作液;探针底物紫杉醇用 MeOH溶解成2.5mmol/

L储备液,然后用100mmol/L磷酸盐缓冲液(pH
=7.4)配制成100μmol/L的工作液,人肝微粒体用

100mmol/L磷酸盐缓冲液(pH=7.4)配制成0.200
mg/mL的工作液[2]。

表1 复方苦参注射液稀释方法

储备液浓度

(v/v)/%
稀释液体积/μL PB溶液体积/μL

工作液浓度

(v/v)/%

最终浓度

(v/v)/%

最终生药量

浓度/(g·mL-1)
储备液 600 - 100 30.0 0.600
100 300 300 50.0 15.0 0.300
50.0 300 300 25.0 7.50 0.150
25.0 240 360 10.0 3.00 0.060
10.0 200 400 3.33 1.00 0.020
3.33 200 400 1.11 0.333 0.006
1.11 200 400 0.370 0.111 0.002

2.2 体外孵育方法

孵育总体系为200μL:将上述2.1中配制好的

20.0μL底物工作液、100μL人肝微粒体工作液、

60.0μL复方苦参注射液或阳性对照抑制剂的工作

液加入反应板中,反应体系中人肝微粒体的终浓度

为0.100mg/mL,紫杉醇的终浓度为10.0μmol/L,
复方苦参注射液的终浓度见上表1,阳性对照组的

反应体系中咪康唑终浓度为3.00μmol/L,阴性对

照则加入等量的空白溶剂(PBS缓冲液)。反应板

置于37℃水浴中预热10min,然后加入20.0μL辅

助因子启动反应。反应时间均为10min。样品在

(37±0.2)℃下进行孵育反应,供试品进行1个平

行,阳性对照进行2个平行。
孵育体系到达相应的反应时间后,分别加入

400μL含有内标(200ng/mL的甲苯磺丁脲)的终

止液至反应板中终止反应。充分震荡后置于离心机

以4000r/min离心20min,然后取出上清液并加入

超纯水稀释,稀释比例为2∶1。将反应板置于摇板

机上以1000r/min摇板10min使溶液混合均匀。

LC􀆼MS/MS进样分析。

2.3 探针底物的代谢物LC􀆼MS/MS测定条件

色谱柱:ACE5Phenyl,50mm×2.1mm(ACE􀆼
125􀆼0502),流动相A:0.1%甲酸水溶液,流动相B:
乙腈,流速:0.8mL/min;柱温:40℃。电喷雾正离

子化(ESI+)下流动相梯度洗脱程序(0~1.70min,

95%~5%A;1.70~1.81min,5%~95%A;1.81~
2.00min,95%~95%A),喷雾电压5500V,源温度

为600℃。各代谢产物及内标的质谱检测条件见表

2。

—88— 南京中医药大学学报2018年1月第34卷第1期



表2 探针底物代谢物及内标的质谱条件

酶亚型 代谢物 离子源
质谱条件

母离子 子离子 锥孔电压/eV 碰撞能量/eV
CYP2C8 6α􀆼羟基紫杉醇 ESI+ 870.5 525.2 60 23

内标 甲苯磺丁脲 ESI+ 271.1 155.3 52 40

2.4 数据采集、处理与分析

分析物和内标色谱图采集由Analyst软件(1.6.
2ABSciex,Framingham,MA,USA)进行,色谱图

积分由 MultiQuant软件(3.0.2ABSciex,Framing-
ham,MA,USA),采用半定量方法计算分析物与内

标的峰面积比值。
用探针底物代谢物 的 剩 余 活 性 百 分 比 体 现

CYP2C8酶的活性。设定不加供试品或阳性抑制剂

的孵育体系中该同工酶的活性为100%作为对照。
该同工酶剩余活性百分比=(不同体积百分比浓度

的供试品或单个浓度的阳性抑制剂样品的底物代谢

产物峰面积比/对照组代谢产物峰面积比)×100%。
以剩余活性百分比为纵坐标,抑制剂浓度为横

坐标,应用SigmaPlot(V.11)软件中三参数反曲对

数方程进行非线性回归分析,max:最大酶活性;x:
供试品或阳性抑制剂的浓度;y:对应浓度下的酶活

性;Hillslope:斜率。方程式如下:

  
计算供试品及阳性抑制剂的IC50值。当供试品

在0.060g/mL时CYP2C8同工酶剩余活性百分比

大于50%时,IC50值被标记为大于“0.060g/mL”。

3 结果

3.1 阳性抑制剂对CYP450酶活性的抑制作用

为评 价 实 验 方 法 的 合 理 性,在 测 定 药 物 对

CYP450酶抑制作用的同时也测定了阳性抑制剂的

作用。结 果 表 明,咪 康 唑 在 3.00μmol/L 时,

CYP2C8的活性是阴性对照的23.9%,咪康唑对

CYP2C8的IC50值是0.941μmol/L。结果见表3,测
定图谱见图1。

表3 阳性抑制剂对人肝微粒体中6α􀆼羟基紫杉醇的影响

组别
浓度/

(μmol·L-1)
N􀆼Desethylamodiaquine

代谢物峰面积 内标峰面积
峰面积比平均值 酶活性/% IC50/(μmol·L-1)

咪康唑 3.00 266 131900 0.0020 23.9 0.941
247 129800

阴性对照组 0 1265 137000 0.0080

946 131900

咪康唑                      咪康唑􀆼内标

图1 咪康唑测定图谱

3.2 复方苦参注射液对CYP2C8酶活性的抑制作

用

CYP2C8的活性是通过紫杉醇羟基化反应生成

6α􀆼羟基紫杉醇来测定。复方苦参注射液在浓度

0.002、0.006、0.020、0.060、0.150、0.300、0.600g/mL
时,CYP2C8的活性是阴性对照的112.3%、135.8%、

96.4%、52.1%、0.0%、0.0%、0.0%(见表4);复方苦

参注射液在0.600g/mL时对CYP2C8的抑制率为

100.0%,其IC50值为0.0528g/mL,表明复方苦参

注射液在体外对紫杉醇存在基于CYP2C8代谢的

药物相互作用。测定图谱见图2。
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表4 复方苦参注射液对人肝微粒体中6α􀆼羟基紫杉醇活性的影响

抑制剂
浓度/

(g·mL-1)
N􀆼Desethylamodiaquine

代谢物峰面积 内标峰面积
峰面积比平均值 酶活性/% IC50/(g·mL-1)

复方苦参注射液 0.600 0 88930 0.000 0.0 0.0528
0.300 0 106000 0.000 0.0
0.150 0 113200 0.000 0.0
0.060 597 126400 0.00472 52.1
0.020 1203 137700 0.00874 96.4
0.006 1763 143200 0.01230 135.8
0.002 1449 142300 0.01020 112.3
0.000 1308 144300 0.00906 100.0

复方苦参注射液                  复方苦参注射液􀆼内标

图2 复方苦参注射液测定图谱

4 讨论

我们课题组基于CYP450同工酶CYP2C8的

代谢,考察了体外复方苦参注射液与紫杉醇的相互

作用。本实验中,CYP2C8的活性是通过紫杉醇羟

基化反应生成6α􀆼羟基紫杉醇来测定[3],从而评估复

方苦参注射液在体外共孵育体系中对紫杉醇代谢为

6α􀆼羟基紫杉醇过程的影响。实验研究结果显示,咪
康唑在3.00μmol/L时,CYP2C8的活性是阴性对

照的23.9%,咪康唑对CYP2C8的IC50值是0.941

μmol/L,而复方苦参注射液在0.600g/mL时对

CYP2C8的抑制率为100.0%,其IC50值为0.0528
g/mL。上述结果表明,体外复方苦参注射液影响紫

杉醇通过CYP2C8介导的代谢,推测临床合用两者

时,紫杉醇引起粒细胞减少等骨髓抑制毒性加重以

及出现2度与3度神经毒性反应发生率增加的原因

可能是由于复方苦参注射液抑制了CYP2C8的活

性从而减少了紫杉醇的代谢,导致紫杉醇原形药的

血药浓度增加。

综上所述,本研究初步明确了复方苦参注射液

体外对紫杉醇通过CYP2C8介导的代谢产生影响,
预测了两者药物􀆼药物相互作用的可能性,为临床两

药合用时的安全性提供了一定的参考。但体外的研

究并不能完全表征药物在体内的实际情况,体内的

微环境较为复杂,影响因素较多,两者在体内使用说

明书中所推荐的治疗剂量时是否产生代谢性相互作

用而影响紫杉醇的血药浓度尚需在体内进行深入研

究。
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