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摘要# 目的!评价艾迪注射液对大鼠原代肝细胞中 OUN"L#& OUN$L# 酶活性的影响’ 方法!采用两步胶原酶循环灌
流法分离大鼠原代肝细胞# 建立体外肝细胞温孵体系# 选择非那西丁& 咪达唑仑分别作为 OUN"L#& OUN$L# 的探针
药物# 建立同时测定肝细胞中代谢物对乙酰氨基酚& #+羟基咪达唑仑的TNRO+MZAMZ法’ 将阳性诱导剂奥美拉唑和苯
巴比妥& 不同浓度艾迪注射液& 空白溶剂分别作用肝细胞 # @# 给予探针药物孵育 )& 467后# 测定各探针代谢物生成
量# 计算相对阳性对照活性# 评价艾迪注射液对OUN"L# 和OUN$L# 酶活性的影响’ 结果!艾迪注射液对大鼠原代肝
细胞中OUN"L#& OUN$L# 亚型酶的相对阳性对照活性均小于 (&!’ 结论!艾迪注射液对大鼠原代肝细胞中 OUN"L#&
OUN$L# 亚型酶活性无明显影响’
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;57F1̂̂1;FE<7 FC15;F6‘6F=<̂OUN"L# 57@ OUN$L# 6E<̂<D4E67 KD645D=D5FC1K5F<;=F1E+3 7+,8(#
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!!艾迪注射液 "斑蝥& 人参& 黄芪& 刺五加$
是贵州益佰制药股份有限公司独家品种# 具有清热
解毒& 消瘀散结之功效# 临床广泛用于原发性肝
癌& 肺癌& 胃癌& 直肠癌& 妇科恶性肿瘤等# 同时
作为晚期癌症放& 化疗的常用辅助药(") # 目前已
上市销售多年# 但在其使用说明书中并未提及药物
相互作用’ 临床上# 常将艾迪注射液与其他抗肿瘤
药物合并用药# 但盲目联用是否会导致药效相互拮
抗或毒性成分蓄积# 从而引起疗效下降或毒副作用
尚未引起足够重视’ 前期研究发现# 艾迪注射液对
大鼠肝微粒体中主要的细胞色素 N(,& "OUN(,&$
亚型酶 "OUN"L#& OUN#3"& OUN#d(& OUN#O"’&
OUN#O""$ 活性存在不同程度的弱抑制作用(#) #
为进一步明确其对OUN(,& 亚型酶活性的影响# 本
实验将通过改良的 Z1?217 两步胶原酶灌注法($+()分
离大鼠原代肝细胞# 建立可行的底物+酶反应体系#
经TNRO+MZAMZ检测分析# 进而评价对大鼠原代
肝细胞中 OUN"L#& OUN$L# 亚型酶活性的影响#
为该制剂临床合并用药提供科学依据’
JK材料
"Q"!仪器!超高效液相色谱+三重四极杆串联质谱
联用仪 "TNRO+0od# 美国 G5F1DE公司$% )*& 酶
标仪 "伯乐生命医学产品有限公司$% L221?D5)(I
低温高速离心机 "美国 .1;B457 O<92F1D公司$%
Oa# 细胞培养箱 "美国 0C1D4<Y6EC1DZ;617F6̂6;公
司$% 0Z+"&&Y倒置显微镜 "日本 J6B<7 公司$% 超
净工作台 "北京东联哈尔仪器制造有限公司$’
"Q#!试药!艾迪注射液由贵州益佰制药股份有限
公司提供 ""& 4RA支# 批号 #&",&)#-$’ 非那西丁
购于美国 Z6?45公司 "批号 *""&,$% 咪达唑仑购
于江苏恩华药业股份有限公司 "批号 #&",&"#&$%
对乙酰氨基酚 "批号 "&&&"*+#&&(&*$& 葛根素对
照品 "批号 &-,#+’)&,$ 购于中国食品药品检定研
究院% #+羟基咪达唑仑购于美国 O1D622657F公司
"批号 YJ"&","#+&-$% ")(& 培养基& 双抗购于美
国X6H;<公司% Y.Z 胎牛血清购于德国 Z1D5公司%
%型胶原酶& dMZa& 台盼蓝试剂盒& M0Z 试剂
盒& ISNL裂解液& N.Z 缓冲盐溶液均购于北京索
莱宝科技有限公司’ 乙腈& 甲醇为色谱纯# 购于德
国默克公司’
"Q$!动物!雄性 Zd大鼠# ZNY级# 体质量

"##& f#&$ ?# 由湖南长沙天勤生物技术有限公司
提供# 实验动物质量合格证许可证号 ZOW/ "湘$
#&"(+&&""’
LK方法与结果
#Q"!溶液配制
#Q"Q"!探针代谢物标准溶液!精密称取对乙酰氨
基酚& #+羟基咪达唑仑适量# 甲醇溶解并定容至
"& 4R# 即得"质量浓度分别为 "Q&&#& &Q" 4?A4R$#
于i#& g下贮存’
#Q"Q#!混合探针药液!精密称取非那西丁& 咪达
唑仑各 "& 4?# 甲醇定容至 "& 4R# 作为贮备液’
临用前# 分别精密吸取适量# 混合后于 (& g氮气
中吹干# 加入适量 dMZa " P&Q"!$ 溶解残渣#
再加入N.Z缓冲溶液 "K[-Q($ 定容至一定体积#
于超净台中经 &Q## "4过滤器过滤后# 置于$- g&
,! Oa# 培养箱中预热待用# 所得混合探针底物溶
液 中 非 那 西 丁& 咪 达 唑 仑 浓 度 分 别 为
"& &Q, 44<2AR’
#Q"Q$! 内标溶液 ! 精密称取葛根素对照品
"&Q& 4?# 甲醇溶解并定容至 #, 4R# 取 " 4R# 甲
醇稀释并定容至 "&& 4R# 即得 "质量浓度为
(Q& "?A4R$’
#Q#!原代肝细胞分离提取
#Q#Q"!操作!采用改良的 Z1?217 两步循环灌流
法($+()分离提取大鼠原代肝细胞’
#Q#Q#!原代肝细胞活率测定!将新鲜肝细胞悬液&
&Q(!台盼蓝溶液各 "&& "R混合# 采用血细胞计数
板计算细胞活率# 重复 $ 次# 测得平均值可
达 ’*!’
#Q#Q$!形态观察!将新鲜提取的大鼠原代肝细胞
接种至预先用(型胶原酶蛋白包被的 ) 孔板内# 于
饱和湿度& $- g& ,!Oa# 培养箱中培养# ) C 时
更换 " 次培养液 "")(& 培养基双抗 Y.Z 血清比例
为 *Q’ k&Q" k"$# 之后每天更换 " 次# 在倒置显微
镜下观察形态 "&& )& #( C$# 结果见图 "# 可知
与文献 (,) 报道一致’
#Q$!原代肝细胞体外底物+酶反应体系及样品前处
理方法!将培养 #( C 后的原代肝细胞分别给予一
定浓度的阳性对照药和不同浓度艾迪注射液# 共同
孵育 # @后# 每天更换 " 次培养介质# 于第 $ 天吸
去药液# $- g N.Z缓冲液洗涤 # 次以除去死细胞
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图 JK大鼠原代肝细胞形态 % WLXX&
N#OPJK?"-,8"Q"O#*."/,-#6(-+ -(&8*,(&"0+&*.% WLXX&

与杂质# 再加入混合探针药液# 于培养箱中反应
)& 467后吸去药液# 再用冰冷 N.Z 缓冲液洗涤 #
次# 最后加入冰冷ISNL裂解液# 于i#& g下放置
" C 以充分裂解细胞# "# &&& DA467 离心 "& 467#
分离上清液# 即得细胞裂解液’ 取 #,& "R置于
"Q, 4R离心管中# 加入 ,& "R内标溶液# 涡旋混
合 " 467# 加入 (&& 4R甲醇沉淀蛋白# 涡旋振荡
$ 467# "# &&& DA467离心 "& 467# 取上清液# 通过
TNRO+MZAMZ法分析’
#Q(!TNRO+MZAMZ法分析
#Q(Q" ! 色 谱 条 件 ! G5F1DE.3[ O"* 色 谱 柱
!!!!!!!

"#Q" 44h,& 44# "Q- "4$% 流动相 &Q"!甲酸乙腈
"L$ +&Q"!甲酸水 ".$# 梯度洗脱 "& e$ 467#
"&!e),!L% $ e$Q, 467# ),! e’&!L% $Q, e
( 467! ’&!e"&!L$% 体积流量&Q$, 4RA467% 柱
温 (, g% 进样量 " "R’
#Q(Q#!质谱条件!电喷雾电离源 "3ZS$% 毛细管
电压 $ Bc% 离子源温度 "#& g% 去溶剂气温度
$,& g% 去溶剂气J## 体积流量 ),& RAC% 反吹气
J## 体积流量 ,& RAC% 碰撞气 LD# 体积流量
&Q") 4RA467% 质谱数据采集及处理软件为 M5EER+
=7]c(Q" 工作站# 扫描方式为多反应离子监测模
式 "MIM$’ 具体见表 "’

表 JK质谱条件
;(5PJK?:0"%!#&#"%.

检测物 正负
模式

母离子
JRQ

子离子
JRQ

锥孔电
压Ac

碰撞电
压A1c

对乙酰氨基酚 j ",#Q& ""&Q& $& ",
#+羟基咪达唑仑 j $(#Q& $#(Q& $, #&
葛根素"内标$ j ("-Q& #)-Q& (& $&

#Q,!方法学考察
#Q,Q"!专属性考察!取空白肝细胞裂解液& 混合
标准溶液& 肝细胞样品溶液适量# 在 *#Q(Q"+&
*#Q(Q#+ 项条件下进样分析# 结果见图 #’ 由图可
知# 对乙酰氨基酚& 葛根素& #+羟基咪达唑仑的相
对保留时间分别为 &Q-$& &Q’-& "Q*- 467# 分离度
良好# 阴性无干扰’

"%对乙酰氨基酚!#%葛根素!$%#+羟基咪达唑仑
"%K5D5;1F54<2!#%K91D5D67!$%#+a[46@5b<254

图 LK各成分典型质谱图
N#OPLK;+,#0(Q08-"6(&"O-(6."/7(-#"4.0"%.&#&4*%&.

#Q,Q#!线性关系考察!取 ,& "R代谢产物系列标
准溶液# 加入 #,& "R空白肝细胞裂解液# 按
*#Q$+ 项下方法处理肝细胞样品’ 以待测物浓度

为横坐标 "T$# 待测物& 内标峰面积之比为纵坐
标 "G$ 进行回归# 以 ZAJ"$ 为最低检测限# 得
到对乙酰氨基酚& #+羟基咪达唑仑回归方程分别为
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Gq"Q",’ #Ti&Q&&- $& Gq&Q-$" #Ti&Q&&$ -
"8l&Q’’’ &$# 分别在 &Q&* e"&& &Q)$ e*& "4<2AR
范围内线性关系良好# 最低检测限分别为 $#Q,&
&Q,- 74<2AR# 可满足后续实验对细胞样品的检测
要求’
#Q,Q$!回收率试验!按 *#Q(Q#+ 项下配制低&
中& 高 $ 个浓度的质控样品 "3q)$# 作为样品L%
另取空白肝细胞裂解液# 除不加混合标准溶液与内
标外# 其余按 *#Q$+ 项下方法操作# 向沉淀蛋白
后的上清液中加入相应低& 中& 高浓度混合标准溶
液和内标溶液# 作为样品.% 最后用初始流动相配
制与上述对应低& 中& 高浓度的混合标准溶液和内
标溶液# 作为样品O’ 结果# 低& 中& 高 $ 个浓度
下各代谢物的加样提取回收率 "样品L& .色谱峰
面积之比$ 均l*&!# 基质效应 "样品.& O色谱
峰面积之比$ 均 l*,!# 表明该方法回收率良好#
无明显基质效应’
#Q,Q(!精密度& 准确度试验!按 *#Q(Q#+ 项下
配制低& 中& 高 $ 个浓度的质控样品 "3 q)$# 连
续测定 $ @’ 结果# 各代谢物准确度均 l*&!# 日
内& 日间精密度 IZd均 P"&Q&!# 表明该方法精
密度& 准确度良好’
#Q,Q,!稳定性试验!按 *#Q(Q#+ 项下方法配制
低& 中& 高 $ 个浓度的质控样品 "3 q)$# 置于自
动进样器中# 分别于 & C& "# C& ( g下冷藏 #( C&
冻融循环 $ 次后检测’ 结果# 各代谢物在上述条件
下的稳定性均良好’
#Q)!安全浓度考察!将新鲜提取的大鼠原代肝细
胞按 #& h"&( A4R密度接种至预先用(型胶原酶蛋
白包被的 ’) 孔板内# 每孔 #&& "R# 置于 $- g&
,! Oa#& 饱和湿度条件下培养 #( C 后# 吸去培养
液# 用预热至 $- g的N.Z 缓冲液洗涤# 分别加入
不同浓度艾迪注射液 " &Q&,!& &Q#!& "!&
,!& "&!& ",!& #&!$ 与等体积空白溶剂# 每
个浓度设置 ) 个复孔# 每孔 "&& "R# 置于培养箱
培养 ( C’ 然后# 按照 M0Z 试剂盒操作方法处理#
酶标仪测定各孔在 (’& 74波长处的吸光度# 计算
剩余酶活性后# 采用 ZNZZ "*Q& 软件进行单因素方
差分析# 并通过 XD5KCK5@ ‘,Q& 软件作图# 结果见
图 $’ 由图可知# 艾迪注射液在大鼠原代肝细胞中
的安全浓度范围为 & e"&!’
#Q-!探针药物反应时间优化!将新鲜提取的大鼠
原代肝细胞按 $ h"&, A4R密度接种至预先包被的 )
孔板内# 每孔 # 4R# 培养 $ @# 于第 ( 天吸去培养

注! 与空白组比较#!!!P&Q&"#!!!!P&Q&&"

图 MK艾迪注射液在大鼠原代肝细胞中的安全浓度
N#OPMK:(/*0"%0*%&-(&#"%."/$#!#>%Y*0&#"%&" ,-#6(-+

-(&8*,(&"0+&*.

液# 洗涤 # 次以除去死细胞# 每孔加入 ,&& "R混
合探针药液# 置于培养箱中# 分别于 && $&& )&&
’&& "#&& #(& 467时吸去药液以终止反应# 其余操
作同 *#Q$+ 项’ 然后# 测定代谢物生成量# 通过
XD5KCK5@ ‘,Q& 软件拟合时间+产物浓度曲线# 结果
见图 (’ 由图可知# 各代谢物生成量随孵育时间延
长逐渐趋于饱和# 综合考虑# 选择 )& 467 作为孵
育时间’

图 RK混合探针药物在大鼠原代肝细胞中的孵育时间
N#OPRK>%045(&#"%&#6*"/6#)*!,-"5*!-4O.#%,-#’

6(-+ -(&8*,(&"0+&*.

#Q*!艾迪注射液对大鼠原代肝细胞中 OUN"L#!
OUN$L# 酶活性的影响!将培养 #( C后的肝细胞随

$#’"
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机分为艾迪注射液给药组 "&& &Q,!& "!& ,!&
"&!$& 阳性诱导组 " "&& "4<2AR苯巴比妥&
,& "4<2AR奥美拉唑$& 空白溶剂组 "艾迪注射液
给药组& 阳性诱导组的空白溶剂$# 每组设置 ) 个
复孔# 于 $- g& ,! Oa#& 饱和湿度条件下培养#
每隔 " @更换 " 次相应培养介质# 于第 $ 天吸去培
养介质并洗涤 # 次# 每孔加入 ,&& "R混合探针药
液# 于培养箱中反应 )& 467# 其余操作同 *#Q$+
项# 计算相对阳性对照活性# 结果见表 #’ 由表可
知# 在艾迪注射液安全浓度范围内 "& e"&!$#
OUN"L#& OUN$L# 亚型酶的相对阳性对照活性
均P(&!()) # 表明该制剂对以上 # 种亚型酶活性无
明显影响’
表 LK艾迪注射液对 =H2J$L$ =H2M$L 酶活性的影响

%!T"&
;(5PLK@//*0&."/$#!#>%Y*0&#"%"%=H2J$L (%!=H2M$L

*%Z+6*(0&#7#&#*.%!T"&

组别 剂量A!
相对阳性对照活性A!

OUN"L# OUN$L#
艾迪注射液给药组 "& ,Q"# f"Q*& #(Q,( f(Q)’
艾迪注射液给药组 , ,Q)- f&Q*- "*Q) f#Q$’
艾迪注射液给药组 " -Q)# f"Q)* ",Q# f$Q$(
艾迪注射液给药组 &Q, ’Q(* f(Q)- ,Q* f"Q#*
艾迪注射液给药组 & . .
阳性诱导组 . "&& f"(Q"" ’’Q’, f$(Q)-

MK讨论
$Q"!OUN(,& 亚型酶选择!YdL在 #&"# 年发布的
1药物相互作用研究指导原则2 (-)中报道# 目前尚
未发现OUN#d) 亚型酶 "大鼠 OUN#d($ 被诱导的
情况’ 由于孕烷 W受体 "NWI$ 活化可导致
OUN$L& OUN#O共诱导# 故如果体外 OUN$L的评
价结果为阴性# 则不再需要对两者进行额外的体外
或体内评价(*) ’ OUN"L# 诱导由芳香烃受体
"LCI$ 介导# 而不与 OUN$L共诱导# 因此无论
OUN$L体外评价结果如何# 都应该进行对OUN"L#
诱导能力的评价(*) ’ 另外# OUN#3" 的诱导剂难以
获得# 虽然文献 (’+"&) 报道乙醇与异烟肼可诱导
其活性# 但前者对原代肝细胞的影响较大# 而后者
较难购买’ 在前期预实验中发现# OUN#3" 亚型酶
对应的底物氯唑沙宗代谢物较少# 测定时易受干
扰# 故本实验只考察了艾迪注射液对 OUN"L#&
OUN$L# 亚型酶活性的影响’
$Q#!底物孵育形式及诱导作用判定标准!本实验
采用非那西丁& 咪达唑仑 # 种探针药物# 用于评价
艾迪注射液对 OUN"L#& OUN$L# 亚型酶活性的影

响’ 亚型酶活性的测定可在孵育液中加入混合探针
底物进行温孵 "又称为 *原位+ 孵育$# 随后测定
底物或代谢物的浓度变化% 也可在诱导期结束后收
集细胞# 制备微粒体后与底物孵育# 这 # 种方法测
定结果无显著差异(*) # 但前者操作简单# 影响因
素较后者小# 故本实验采用 *原位+ 孵育法’
YdL指南草案推荐用相对阳性对照活性 l(&!作
为指标# 以判定受试物是否为OUN酶活性诱导剂%
其诱导能力还可用达到 ,&!最大诱导水平的药物
浓度3O,&# 以及体外最大诱导效应 O45]来表示

(-) ’
由于本实验设置了阳性诱导组# 故采用相对阳性对
照活性作为判定标准’
RK结论

本实验采用大鼠原代肝细胞模型# 通过TNRO+
MZAMZ法评价艾迪注射液对大鼠原代肝细胞中
OUN"L#& OUN$L# 亚型酶活性的影响# 该方法灵
敏准确# 专属性良好’ 结果表明# 在艾迪注射液安
全浓度范围内# 该制剂对以上 # 种亚型酶活性无明
显诱导作用# 与前期体外抑制作用研究结果吻
合(#) ’ 由此初步确定# 临床上艾迪注射液与经人
体 内 OUN"L#& OUN#3"& OUN#d)& OUN#O"’&
OUN#O’& OUN$L( 亚型酶代谢的药物联用时# 不
会发生因酶诱导作用而产生的疗效降低# 但需监测
是否会出现因酶抑制作用而引起的不良反应’

由于体外诱导作用是在安全浓度范围内通过直
接作用于单个细胞来影响酶活性# 故体外抑制作用
是先给予成人每日最大剂量来直接作用于亚型酶#
再与特异底物共同竞争活性中心# 从而进一步产生
抑制作用# 孵育时间短 "" C$’ 但两者酶活性
"原代肝细胞$ 与酶数量 "肝微粒体$ 有限# 因此
需再参考临床剂量与临床治疗周期# 通过大鼠体内
实验验证长期给予艾迪注射液对肝 OUN(,& 酶活性
的影响’
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摘要# 目的!探讨人参皂苷 O/对人乳腺癌 MOY+- 细胞增殖& 凋亡& 上皮间质转化& NS$/ALBF信号通路的影响’

方法!MOY+-细胞经不同浓度的人参皂苷 O/处理后# M00法检测细胞增殖# 流式细胞术检测细胞凋亡# D152+F641
pNOI法检测 3+钙黏蛋白& J+钙黏蛋白& 波形蛋白 4IJL表达# G1EF1D7 H2<F法检测 K+NS$/& K+LBF蛋白表达’

结果!与对照组比较# "& "4<2AR人参皂苷O/处理 -# C# #&& (&& *& "4<2AR人参皂苷O/处理 #(& (*& -# C后# 对
细胞增殖的抑制率显著增加 "!P&Q&,$% #&& (&& *& "4<2AR人参皂苷 O/处理 (* C 后# 细胞凋亡率和 3+钙黏蛋白
4IJL表达显著增加 "!P&Q&,$% #&& (&& *& "4<2AR人参皂苷 O/处理 (* C 后# J+钙黏蛋白& 波形蛋白 4IJL表
达# 以及 K+NS$/& K+LBF蛋白表达显著降低 "!P&Q&,$’ 结论!人参皂苷 O/可抑制 MOY+- 细胞增殖& 上皮间质转
化# 并诱导细胞凋亡# 这可能与抑制NS$/ALBF信号通路相关’

关键词! 人参皂苷O/% MOY+-细胞% 增殖% 凋亡% 上皮间质转化% NS$/ALBF信号通路
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