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摘要# 目的!基于-WQ#-0 亚型酶研究丹红注射液与阿司匹林的相互作用( 方法!以 -WQ#-0 为载体’ 双氯芬酸为探
针底物’ 其代谢产物 %*羟基双氯芬酸为检测指标’ 采用超高效液相色谱*四级杆*飞行时间*串联质谱 "ZQI-*m*SVH*
a,Ma,# 中的 SVH*aOa检测模式测定 %*羟基双氯芬酸含有量’ 比较不同体积分数丹红注射液 "(K%!) (K1!)
"K)!#) 不同剂量阿司匹林 "#() )() "(( 3L# 单独给药及其联合给药对-WQ#-0 亚型酶活性的影响( 结果!与空白
组比较’ 各体积分数丹红注射液对-WQ#-0 亚型酶活性均有显著抑制作用 "!R(K(+’ !R(K("#’ 抑制类型为混合型’
但各剂量阿司匹林对其作用均不明显 "!g(K(+#( 与中剂量丹红注射液单独给药比较’ 联合高剂量阿司匹林后对
-WQ#-0亚型酶活性有显著差异 "!R(K("#* 与低) 中剂量阿司匹林单独给药比较’ 联合中) 高体积分数丹红注射液
给药后对其有显著差异 "!R(K(+’ !R(K("#* 与高剂量阿司匹林单独给药比较’ 联合高剂量丹红注射液给药后对其
有显著差异 "!R(K("#( 结论!阿司匹林与丹红注射液联合使用时’ 对-WQ#-0 亚型酶活性有一定相互作用’ 并与两
者给药顺序有相关性(
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!!研究表明’ 临床合并用药数量越多’ 产生不良
反应的风险越大’ 提示药物相互作用的机理对促进
临床合理用药具有重要意义$"*$% (

肝脏是人体内药物代谢的主要器官’ 机体
0(!以上的药物都通过肝脏细胞色素 Q%+( 酶
"-WQ%+(# 系统代谢’ 对药物代谢快慢具有决定作
用’ 不同药物对-WQ%+( 各亚型酶活性的抑制或诱
导作用也有所差异’ 其中 -WQ#-0 亚型酶占

-WQ%+( 酶总量的 #(!左右’ 在药物代谢中具有非
常重要的作用( 双氯芬酸是美国药物体内外研究指
南推荐的-WQ#-0 的探针产物’ 其 %*羟化代谢几乎
完全由-WQ#-0 亚型酶介导’ 虽然也经过-WQ#-"0
亚型酶代谢’ 但其催化双氯芬酸 %*羟化代谢的 \3)
Z34A分别仅为 -WQ#-0 的 "M"1) "M0’ 并且目前未
见其他亚型酶参与该反应的报道$%*’% (

丹红注射液作为临床用量较大) 联合用药情况
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较多的中药注射液之一’ 广泛用于治疗冠心病) 心
绞痛和心肌梗塞等疾病* 小剂量阿司匹林 "’+ c
"(( 3L# 是重要的抗血小板药物’ 被认为是临床
防治心脑血管疾病的基石药物之一$1*0% ( 通过医院
集中监测发现’ 丹红注射液与阿司匹林联合使用的
频次最高’ 两者单独使用时对 -WQ%+( 亚型酶活性
有一定影响’ 但合用时的相互作用却鲜有研究( 对
单一酶亚型进行测定时’ 不仅能全面分析通过该亚
型酶之间的代谢性相互作用’ 也为最终进行
.=>=NB456/ 探针药物法提供出合适的孵育) 仪器分
析等条件$"(*"$% ( 因此’ 本实验通过人肝微粒体体
外孵育研究丹红注射液与阿司匹林单用及合用对
-WQ#-0 亚型酶活性的影响’ 探讨两者之间是否存
在代谢性相互作用’ 对提高临床合理用药水平具有
重要的指导意义(
HI材料
"K"!仪器!h4BD[UG=‘C5B9j*-64UUZQI-YD]>*T#*
Y, mSVHMa,’ 包括 m,a四元溶剂管理器) ,a*
HSF样品管理器) 34UU69EAb%K" 工作站 "美国
h4BD[U公司#* -QG##+J电子分析天平 "十万分之
一’ 德国赛多利斯公司#* jdGb>[BDA$ 型涡旋混匀
器 "德国jdG公司#* ,/X*-数显水浴恒温振荡器
"上海博迅实业有限公司医疗设备厂#* FD>\CLD
")((O台式低温高速离心机 "上海力申科学仪器股
份有限公司#(
"K#!试药!丹红注射液 "菏泽步长制药有限公
司’ 批号 ")(0"(+)’ 规格 "( 3I#* 阿司匹林 "北
京索莱宝科技有限公司’ 批号 ##’J(""’ 规格
#+( L#* 瑞格列奈 "上海源叶生物科技有限公司’
批号I"’,)F$%0%’ 含有量’00!#* 双氯芬酸) %*
羟基双氯芬酸 "加拿大 SO-公司#* 磺胺苯吡唑
"美国 ,5L34公司#* FGJQ/ "美国 YDE>BD=7 公
司#( 甲醇) 乙腈为色谱纯 "德国 aD[=N 公司#*
其他试剂均为分析纯* 水为超纯水(
"K$!微粒体!混合人肝微粒体 "美国 YDE>BD=7
公司#(
JI方法
#K"!溶液制备!取双氯芬酸) %*羟基双氯芬酸对
照品适量’ 少量甲醇溶解’ +( 33>6MI磷酸盐缓冲
液 ";/’K%# 稀释成 ’$K+) # +)( "3>6MI贮备液(
精密称取磺胺苯吡唑对照品适量’ 少量 Ja,Vo甲
醇 "" o"(# 溶解’ +( 33>6MI磷酸盐缓冲液 ";/
’K%# 稀释成 "+0 33>6MI贮备液( 取瑞格列奈
"内标# 适量’ 乙腈溶解并定容’ 配成 $( "3>6MI

贮备液(
#K#!孵育体系!人肝微粒体体外孵育体系的终体
积为 #(( "I’ 包括人肝微粒体蛋白"(K’+ 3LM3I#)
aL-6# "$ 33>6MI#) 磷酸盐缓冲液 "+( 33>6MI)
;/’K%#) 探针药物 "%( "3>6MI#) 不同质量浓度
的药物或阳性抑制剂( 在 $’ f水浴中预孵育 + 35E
后’ 加入 FGJQ/再生系统 "" 33>6MI# 启动反
应’ 孵育 $+ 35E( 用含内标瑞格列奈的冰乙腈终止
反应’ 涡旋震荡 $( , 后’ % f下 "$ ((( n= 离心
"( 35E’ 取上清液’ 通过 ZQI-*m*SVH*a,Ma, 进
行分析(
#K$!分析条件
#K$K"!色谱!G-mZjSWZQI-(/,, S$ -"1色谱柱
"#K" 33n"(( 33’ "K1 "3#* 流动相 (K"!甲酸
"G# *乙腈 "P#’ 梯度洗脱 "( c% 35E’ $(! c
"((!P* % c+K+ 35E’ "((!P* +K+ c’K+ 35E’
"((! c $(!P#* 柱 温 $( f* 体 积 流 量
(K% 3IM35E* 进样量 (K+ "I(
#K$K#!质谱!电喷雾电离源 "2,j#’ 负离子灵敏
度模式* 毛细管电压 #K+ Nb* 锥孔电压 %( b* 离
子源温度 "#( f* 脱溶剂温度 ++( f* 锥孔气体积
流量 +( IM7* 脱溶剂气体积流量 1(( IM7* 多反应
监测 "aOa#( 用于定量分析的离子反应为 %*羟基
双氯芬酸*ME$"(K( c#))K() 瑞格列奈*ME%+"K$ c
$’0K#* 锥孔电压 %( b* 碰撞能量 0 Db* 扫描时间
(K# U* 扫描范围*ME+( c" (((( " ELM3I亮氨酸脑
啡肽 " *ME++)K$ # 进 行 质 量 数 实 时 校 正’
(K+ 33>6MI甲酸钠进行质量轴校正(
#K%!探针米氏常数 \3测定!取终浓度 #K+) +)
"() #() %( "3>6MI的双氯芬酸’ 与 .#K#/ 项下
其他成分共同孵育’ 孵育后处理方法同 .#K#/
项’ 测定方法同 .#K$K#/ 项’ 计算探针产物 %*羟
基双氯芬酸的浓度及生成速率’ 通过 T[4;7Q4?
Q[5U3’K( 软件进行非线性拟合’ 作图并计算\3(
#K+!j-+(测定!取终浓度 (K((+) (K(") (K(#)
(K(%) (K(1 "3>6MI磺胺苯吡唑) 不同体积分数
"(K#!) (K$!) (K%!) (K1!) "K)!# 丹红注
射液或不同剂量 "#() %() )() 1() "(( 3L# 阿
司匹林’ 分别与 .#K#/ 项下其他成分共同孵育’
空白组加入等体积磷酸盐缓冲液代替’ 每组平行 $
份( 孵育后处理方法同 .#K#/ 项’ 测定方法同
.#K$K#/ 项(
#K)!丹红注射液抑制常数 %\5& 测定!选择不同
体积分数 "() (K+j-+() j-+() #j-+(# 丹红注射液
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和不同浓度 "(K+\3) #\3) %\3# 双氯芬酸’ 分
别测定探针产物 %*羟基双氯芬酸的反应速度’ 绘
制抑制动力学曲线’ 计算\5(
#K’!丹红注射液与阿司匹林相互作用对 -WQ#-0
亚型酶活性的影响
#K’K"!丹红注射液预孵育! 取低) 中) 高 $ 个体
积分数 "(K%!) (K1!) "K)!# 的丹红注射液’
分别与人肝微粒体蛋白 "(K’+ 3LM3I# 预孵育
"( 35E’ 然后加入低) 中) 高 $ 个剂量 "#() )()
"(( 3L# 的阿司匹林’ 分别与 .#K#/ 项下其他成
分共同孵育’ 空白组加入等体积磷酸盐缓冲液代
替’ 每组平行 $ 份’ 孵育后处理方法同 .#K#/
项’ 测定方法同 .#K$K#/ 项(
#K’K#!阿司匹林预孵育!除药物加入顺序外’ 其
他操作同 .#K’K"/ 项(
#K1!统计学分析!通过 ,Q,, #(K( 软件进行处理’
数据用 "Pk3# 表示’ 组间比较采用单因素方差分
析( !R(K(+ 为差异有统计学意义(
OI结果
$K"!探针产物标准曲线!以 %*羟基双氯芬酸的浓
度为横坐标 "1#’ 其峰面积与内标峰面积的比值
为纵坐标 "]# 进行回归’ 得标准曲线为 ]_
(K"## 11e(K("0 ) "M# _(K00) " #’ 在 (K(1 c
#% "3>6MI范围内线性关系良好( 质谱图见图 " c#(

图 HI各成分提取离子流图
S#.MHI=,4"K+(".4+K)%"4&Z(4+’(&!#"-’044&-(

"%8+4#"0)’"-)(#(0&-()

$K#!探针产物 \3!根据 a5=74D65U*aDEBDE 方程
"图 $ # 可 知’ \3 为 "’K$1 "3>6MI’ Z34A
为(K+0$ + "3>6M"35E03L#(

图 JI各成分二级质谱图
S#.MJI?;JI)N&’(4+ "%8+4#"0)’"-)(#(0&-()

图 OI双氯芬酸?#’,+&3#)6?&-(&-方程
S#.MOI?#’,+&3#)6?&-(&-&_0+(#"-"%!#’3"%&-+’

$K$!对 -WQ#-0 亚型酶的 j-+(!以磺胺苯吡唑浓
度的对数为横坐标’ -WQ#-0 亚型酶的相对活性为
纵坐标作图’ T[4;7Q4? Q[5U3’K( 软件进行非线性
拟合’ 测得磺胺苯吡唑j-+(为 (K($1 "3>6MI’ 曲线
见图 %G( 然后’ 以丹红注射液体积分数的对数为
横坐标’ -WQ#-0 亚型酶的相对活性为纵坐标作
图’ T[4;7Q4? Q[5U3’K( 软件进行非线性拟合’ 测
得丹红注射液 j-+(为 (K"!’ 曲线见图 %P( 另外’
阿司匹林j-+(大于 "(( "3>6MI’ 抑制作用较弱(
$K%!丹红注射液\5!根据双倒数曲线 "图 +# 可
知’ 丹红注射液 \5为 (K"!’ 抑制类型介于竞争
型和非竞争型之间’ 为混合型抑制(
$K+!丹红注射液与阿司匹林相互作用对 -WQ#-0
亚型酶活性的影响
$K+K"!丹红注射液预孵育!表 " 显示’ 丹红注射
液组与空白组比较’ 探针产物浓度显著降低 "!R
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图 UI样品>=VX曲线

S#.MUI>=VX ’048&)%"4)+KN3&)

图 VI丹红注射液双倒数曲线
S#.MVIA"0L3&4&’#N4"’+3’048&)%"4A+-,"-. >-\&’(#"-

(K(+’ !R(K("#’ 即对 -WQ#-0 亚型酶活性均有
抑制作用* 低) 中体积分数组与阿司匹林合用后’
与空白组比较均无显著性差异 "!g(K(+#’ 而高
体积分数组与阿司匹林合用对-WQ#-0 亚型酶活性
有显著抑制作用 "!R(K(+#* 与相应的丹红注射
液单用组比较’ 除了丹红注射液中体积分数组与阿
司匹林高剂量组有显著性差异外 "!R(K("#’ 其
他组差异均无统计学意义 "!g(K(+#( 由此可知’
丹红注射液与阿司匹林合用对-WQ#-0 亚型酶活性
的影响呈非浓度依赖性(
$K+K#!阿司匹林预孵育!表 # 显示’ 与空白组比
较’ 阿司匹林组对-WQ#-0 亚型酶活性无显著抑制
作用 "!g(K(+#’ 仅阿司匹林低剂量组与高体积
分数丹红注射液合用后有显著抑制作用 "!R
(K("#* 与相应单用组比较’ 阿司匹林低) 中剂量
组分别与低) 高体积分数丹红注射液合用后有显著

性差异 "!R(K(+’ !R(K("#’ 阿司匹林高剂量组
与高体积分数丹红注射液合用后对-WQ#-0 亚型酶
活性有显著抑制作用 "!R(K("#(
表 HI丹红注射液$ 阿司匹林合用对 =F2J=‘ 活性的影响

%!’
*+LMHI$%%&’()"%’"KL#-&!0)&"%A+-,"-. >-\&’(#"-+-!

+)N#4#-"-=F2J=‘ +’(#8#(7 %!’

组别 探针产物M""3>60Ii"#
空白组 $K’# k(K")
(K%!丹红注射液 #K1( k(K##!

(K%!丹红注射液e#( 3L阿司匹林 $K"1 k(K"%
(K%!丹红注射液e)( 3L阿司匹林 $K+# k(K"(
(K%!丹红注射液e"(( 3L阿司匹林 $K+1 k(K""
(K1!丹红注射液 #K)1 k(K"1!

(K1!丹红注射液e#( 3L阿司匹林 #K0) k(K""
(K1!丹红注射液e)( 3L阿司匹林 #K0$ k(K"(
(K1!丹红注射液e"(( 3L阿司匹林 #K0# k(K"$""

"K)!丹红注射液 #K+’ k(K"+!!

"K)!丹红注射液e#( 3L阿司匹林 #K)+ k(K")!

"K)!丹红注射液e)( 3L阿司匹林 #K)$ k(K"#!

"K)!丹红注射液e"(( 3L阿司匹林 #K)’ k(K"1!

!!注!与空白组比较’!!R(K(+’!!!R(K("*合用组与相应剂量
丹红注射液单用组比较’""!R(K("

表 JI丹红注射液$ 阿司匹林合用对 =F2J=‘ 活性的影响
%"’

*+LMJI$%%&’()"%’"KL#-&!0)&"%A+-,"-. >-\&’(#"-+-!
+)N#4#-"-=F2J=‘ +’(#8#(7 %"’

组别 探针产物M""3>60Ii"#
空白组 $K)( k(K")
#( 3L阿司匹林 $K0+ k(K#(
#( 3L阿司匹林e(K%!丹红注射液 $K)’ k(K#"
#( 3L阿司匹林e(K1!丹红注射液 #K$# k(K"’"

#( 3L阿司匹林e"K)!丹红注射液 "K%+ k(K$"!!""

)( 3L阿司匹林 %K() k(K"$
)( 3L阿司匹林e(K%!丹红注射液 $K1( k(K"#
)( 3L阿司匹林e(K1!丹红注射液 $K## k(K")""

)( 3L阿司匹林e"K)!丹红注射液 #K’’ k(K#(""

"(( 3L阿司匹林 %K1% k(K"$
"(( 3L阿司匹林e(K%!丹红注射液 %K0’ k(K""
"(( 3L阿司匹林e(K1!丹红注射液 $K%’ k(K"1
"(( 3L阿司匹林e"K)!丹红注射液 $K") k(K")""

!!注!与空白组比较’!!R(K(+’!!!R(K("*合用组与相应剂量
阿司匹林单用组比较’"!R(K(+’""!R(K("

UI讨论
根据课题组前期对人肝微粒体体外孵育条件的

优化结果’ 控制孵育时间 "$+ 35E#) 蛋白浓度
"(K’+ 3LM3I# 与探针产物 %*羟基双氯芬酸的生成
速率呈线性关系’ %*羟基双氯芬酸浓度占双氯芬酸
浓度的比例不超过 #(!( 在此条件下’ 测得探针
双氯芬酸的米氏常数 "\3#’ 将其作为后续孵育体
系中的终浓度’ 而且控制溶解探针有机溶剂的体积
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分数在孵育体系中所占比例不超过 (K"!(
由于中药注射液直接入血’ 故根据人体血液体

积可推算出丹红注射液在血液中的体积分数( 本实
验选择临床常用量 "#( c1( 3I# 对应的体积分数
"(K%!c"K)!# 来计算丹红注射液对于 -WQ#-0
亚型的半数抑制浓度 "j-+(#) 抑制常数 "\5#( 在
与丹红注射液合用时’ 阿司匹林通常为小剂量使用
"’+ c"(( 3L#’ 考虑到药物的绝对生物利用度’
将其剂量定为 #( c"(( 3L$"’$’"%% (

-WQ#-0 在人肝细胞微粒体中含有量丰富’ 占
-WQ%+( 酶总量的 #(!左右’ 仅次于 -WQ$G亚型
酶( 临床中大约有 "(!的药物经过该亚型代谢’
特别是包括一些治疗指数较窄的药物 "如华法林)
苯妥英钠) 苯巴比妥等#( 因此’ 基于人肝微粒体
-WQ#-0 亚型酶的药物之间相互作用的研究十分
必要$+’’% (

本实验研究了丹红注射液与阿司匹林联用对
-WQ#-0 亚型酶活性的影响’ 发两者之间存在相互
作用’ 可能与文献 $"(% 报道的两者联用会影响
后者体内代谢过程有某种程度上的联系( 然而’ 肝
脏中-WQ%+( 同工酶种类繁多’ 应同时测定多种亚
型相对应的探针药物’ 即采用 .=>=NB456/ 法’ 获
得多个-WQ%+( 同工酶表型的信息’ 才能系统的研
究药物之间的代谢性相互作用( 今后’ 将测定
-WQ#J)) -WQ$G% 等单个亚型’ 综合各亚型情况
选取合适的孵育) 仪器分析等条件进行 .=>=NB456/
探针药物法’ 全面考察丹红注射液与阿司匹林之间
可能存在的相互作用’ 对保证临床常用药物的安全
性和有效性具有重要意义$"+*"’% (
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