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摘要： 目的　 探讨丹参⁃红花药对对心肌缺血大鼠 ＣＹＰ４５０ 酶活力和 ｍＲＮＡ 表达的影响。 方法　 大鼠随机分为模型组、
空白对照组、 丹参⁃红花 （３ ∶ １） 组、 丹参⁃红花 （２ ∶ １） 组、 丹参⁃红花 （１ ∶ １） 组， 连续给药 １５ ｄ 后麻醉大鼠， 取

出肝脏， 每组 １０ 只用于检测 ３ 种探针底物的浓度， 其余 １０ 只用于实时荧光定量 ＰＣＲ （ＲＴ⁃ＰＣＲ） 测定 ＣＹＰ１Ａ２、
ＣＹＰ２Ｅ１ 和 ＣＹＰ３Ａ２ ｍＲＮＡ 表达。 结果　 与模型组相比， 丹参⁃红花药对 （３ ∶ １， ２ ∶ １） 组大鼠非那西丁、 氯唑沙宗、
咪达唑仑的代谢消除率降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与空白组比较， 模型组大鼠 ＣＹＰ１Ａ２、 ＣＹＰ２Ｅ１ 和 ＣＹＰ３Ａ２ ｍＲＮＡ 表达水平升

高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 与模型组相比， 丹参⁃红花药对 （３ ∶ １， ２ ∶ １） 组大鼠 ＣＹＰ１Ａ２、 ＣＹＰ２Ｅ１和 ＣＹＰ３Ａ２ ｍＲＮＡ 表达水平降低

（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 结论　 丹参⁃红花药对 （３ ∶ １， ２ ∶ １） 可下调模型大鼠 ＣＹＰ１Ａ２、 ＣＹＰ２Ｅ１ 和 ＣＹＰ３Ａ２ ｍＲＮＡ 表达， 显著抑制

酶活力， 在 ３ ∶ １ 比例下作用最强。
关键词： 丹参⁃红花药对； ＣＹＰ１Ａ２； ＣＹＰ２Ｅ１； ＣＹＰ３Ａ２； ｍＲＮＡ
中图分类号： Ｒ２８５􀆰 ５　 　 　 　 　 文献标志码： Ｂ　 　 　 　 　 文章编号： １００１⁃１５２８（２０２１）０３⁃０７８２⁃０５
ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１００１⁃１５２８􀆰 ２０２１􀆰 ０３􀆰 ０４３

　 　 丹参为唇形科植物丹参 Ｓａｌｖｉａ ｍｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａ Ｂｇｅ． 的干燥

根和根茎， 临床常用于胸痹心痛， 心烦不眠， 热痹疼痛，
月经不调， 痛经经闭等［１］ 。 红花为菊科植物红花 Ｃａｒｔｈａｍｕｓ
ｔｉｎｃｔｏｒｉｕｓ Ｌ． 的干燥花。 临床常用于经闭， 痛经， 胸痹心痛，
跌扑损伤等［２］ 。 丹参⁃红花是近现代临床常用的活血化瘀药

对， 从中医方剂数据库和复方专利中检索出同时含有丹参⁃
红花的方剂共 ２ ６４６ 首［３］ ； ２０１５ 年版 《中国药典》 一部成

方制剂和 《国家中成药标准汇编》 中同时含丹参⁃红花的方

剂共 ３０ 首［４］ 。 本研究以丹参⁃红花为研究对象， 采用

ｃｏｃｋｔａｉｌ 探针药物法， 以探针药物的代谢消除百分率为指

标［５］ ， 评价丹参⁃红花临床配伍常用比例 （１ ∶ １、 ２ ∶ １、
３ ∶ １） 对大鼠细胞色素 Ｐ４５０ （Ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ Ｐ⁃４５０， ＣＹＰ４５０）
酶活性的影响， 同时采用实时荧光定量 ＰＣＲ （ＲＴ⁃ＰＣＲ） 测

定 ＣＹＰ４５０ 酶中 ３ 种亚型 ｍＲＮＡ 的表达水平， 为丹参⁃红花
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最佳配伍比例的筛选提供数据支撑， 并为探讨其协同增效

的机理奠定基础。
１　 材料

１􀆰 １　 仪器　 戴安 ＵｌｔｉＭａｔｅ ３０００ 全自动 ＨＰＬＣ 仪 ［配置四元

梯度泵、 自动进样器、 二极管阵列检测器、 变色龙 ６􀆰 ８ 色

谱工作站， 赛默飞世尔 （上海） 仪器有限公司］； Ａｖａｎｔｉ
ＪＸＮ⁃２６ 高速冷冻离心机 （贝克曼库尔特中国分公司）；
ＭＥ２０４ 双量程电子分析天平 （瑞士梅特勒⁃托利多公司）；
Ｄｉｒｅｃｔ⁃Ｑ ３ＵＶ 纯化水机 （美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司）； ＰＨＳＪ⁃３Ｆ 型

ＰＨ 计 （上海精密仪器仪表有限公司）； 多管漩涡混合器

（杭州瑞诚仪器有限公司）； 氮吹仪 （上海乔跃仪器有限公

司）； 全自动分析心电图机 （深圳市科曼医疗设备有限公

司）； ＥｘｉｃｙｃｌｅｒＴＭ ９６ 荧光定量 ＰＣＲ 仪 （韩国 Ｂｉｏｎｅｅｒ 公司）；
ＮａｎｏＤｒｏｐ ２０００ 超微量紫外⁃可见分光光度计 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ
公司）。
１􀆰 ２　 试剂 　 非那西丁 （批号 ２０１５１２０４， 纯度 ９９􀆰 ２％ ） 购

于北京索莱宝科技有限公司； 氯唑沙宗 （批号 １００３６４⁃
２０１３０２， 纯度 ９９􀆰 ８％ ）、 鬼臼毒素 （批号 １１１６４５⁃２００３０１，
纯度 ９８􀆰 ９％ ） 均购于中国食品药品检定研究院； 咪达唑仑

（批号 １７１２５０⁃２００４０１； 纯度 ９９􀆰 ８％ ）； 盐酸异丙肾上腺素注

射液 （批号 ４１１５０１０２） 购于上海禾丰制药有限公司； ＲＮＡ
提取试剂盒 （批号 ９３９５６４２０， 美国罗氏生物制药有限公

司）； Ｓｕｐｅｒ Ｍ⁃ＭＬＶ 反转录酶 （批号 ＰＲ６５０２， 北京百泰克

生物技术有限公司）； ２×Ｐｏｗｅｒ Ｔａｑ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 试剂

（批号 ＰＲ１７０２， 北京百泰克生物技术有限公司）； ＳＹＢＲ
Ｇｒｅｅｎ 试剂 （批号 ＳＹ１０２０， 北京索莱宝科技有限公司）；
ＨｙＣｌｏｎｅ ＰＢＳ 缓冲液 （批号 ＡＡＦ２０３８６５， 美国赛默飞世尔

科技上海有限公司）； ＲＮａｓｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ （批号 ＲＰ５６０２， 北京

百泰克生物技术有限公司）； 引物由生工生物工程 （上海）
有限公司合成； 还原型辅酶Ⅱ （Ｎｉｃｏｔｉｎａｍｉｄｅ ａｄｅｎｉｎｅ ｄｉｎｕ⁃
ｃｌｅｏｔｉｄｅ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ， ＮＡＤＰＨ） 四钠 （批号 ０４１９３９） 购于罗

氏公司； 考马斯亮蓝 （批号 ２０１６０４１５） 购于南京建成生物

工程研究所； 乌来糖 （批号 ２０１４０４２１） 购于上海山浦化工

有限公司。 ＴＲＩＳ⁃ｂａｓｅ、 磷酸二氢钾、 磷酸氢二钾、 蔗糖、
无水氯化钙均为分析纯， 购自天津市天力化学试剂有限公

司； 甲醇、 乙腈均为色谱纯 （德国 Ｍｅｒｋ 公司）； 水为超纯

水； 其余试剂均为分析纯。
１􀆰 ３　 药物　 丹参、 红花均购于河北安国药材市场， 经陕西

中医药大学药学院白吉庆副教授鉴定， 丹参为唇形科鼠尾

草属丹参 Ｓａｌｖｉａ ｍｉｌｔｉｏｒｒｈｉｚａ Ｂｇｅ． 的干燥根及根茎， 红花为

菊科红花属植物红花 Ｃａｒｔｈａｍｕｓ ｔｉｎｃｔｏｒｉｕｓ Ｌ． 的干燥花。 参

照 ２０１５ 版 《中国药典》 一部丹参、 红花药材标准项下的内

容进行检查， 均符合标准。
１􀆰 ４　 动物 　 １００ 只 ＳＤ 大鼠， ＳＰＦ 级， 体质量 （２００± １０）
ｇ， 由西安交通大学医学部实验动物中心提供， 动物生产许

可证号 ＳＣＸＫ （陕） ２０１５⁃００２。
２　 方法与结果

２􀆰 １　 溶液制备

２􀆰 １􀆰 １　 中药提取液制备　 按一定比例（３ ∶ １、 ２ ∶ １、 １ ∶ １）
称取丹参、 红花适量， 加 １０ 倍量水浸泡 ３０ ｍｉｎ， 提取 １ ｈ，
过滤， 第 ２、 ３ 次各加 ８ 倍量水， 每次提取 １ ｈ， 滤过， 滤

液合并， 分别减压浓缩至 １、 ０􀆰 ７５、 ０􀆰 ５ ｇ 生药 ／ ｍＬ， 备用。
２􀆰 １􀆰 ２　 探针溶液、 内标溶液制备　 分别精密称取非那西丁

和氯唑沙宗对照品适量， 精密量取咪达唑仑注射液适量，
加甲醇溶解， 制成混合探针药物溶液 （非那西丁 １３􀆰 ７４、
２７􀆰 ４８、 ５４􀆰 ９６、 １０９􀆰 ９２、 ２１９􀆰 ８４ ｍｇ ／ Ｌ， 氯 唑 沙 宗 ７􀆰 ４２、
１４􀆰 ８４、 ２９􀆰 ６７、 ５９􀆰 ３５、 １１８􀆰 ７０ ｍｇ ／ Ｌ， 咪 达 唑 仑 ３􀆰 ２６、
６􀆰 ５２、 １３􀆰 ０３、 ２６􀆰 ０６、 ５２􀆰 １２ ｍｇ ／ Ｌ）， ４ ℃保存备用。 精密

称取鬼臼毒素对照品， 甲醇制成 １２􀆰 ２８ ｍｇ ／ Ｌ 内标溶液，
备用。
２􀆰 ２　 动物造模　 选择心电图正常的健康大鼠， 试验前测定

并记录Ⅱ导联心电图 （纸速 ５０ ｍｍ ／ ｓ， １ ｍＶ＝ ２０ ｍｍ）， 腹

腔注射 ５ ｍｇ ／ ｋｇ 盐酸异丙肾上腺素制备动物模型［６⁃１０］ ， 连

续给药 ３ ｄ， 于最后 １ 次给药 ３０ ｍｉｎ 后， 用 ２０％ 乌拉坦麻

醉大鼠 （１ ｇ ／ ｋｇ） 并记录心电图。 将造模前后的心电图进

行比较， 具备下列条件之一者说明造模成功： ①ＳＴ 段向上

或向下偏移超过 ０􀆰 １ ｍＶ； ②Ｔ 波高耸且超过同导联 Ｒ 波的

１ ／ ２； ③Ｔ 波高耸且伴有 ＳＴ 段移位。
２􀆰 ３　 Ｃｏｃｋｔａｉｌ 探针法评估丹参⁃红花药对对大鼠 ＣＹＰ４５０ 酶

活力的影响

２􀆰 ３􀆰 １　 分组与给药 　 大鼠随机分为空白对照组、 模型组、
丹参⁃红花 （３ ∶ １） 组、 丹参⁃红花 （２ ∶ １） 组、 丹参⁃红花

（１ ∶ １） 组， 每组 １０ 只， 每天灌胃 １ 次， 灌胃体积 ２ ｍＬ，
对照组和模型组给予蒸馏水， 其余各组给予 “２􀆰 １􀆰 １” 项

下提取液， 持续给药 １５ ｄ。
２􀆰 ３􀆰 ２　 肝微粒体制备　 末次给药后， 用 ２０％ 乌拉坦麻醉大

鼠 （１ ｇ ／ ｋｇ）， 快速打开腹腔， 从门静脉注射预先制冷的生

理盐水至肝脏呈土黄色， 取出肝脏， 用预先制冷的缓冲液

清洗干净， 用滤纸吸干表面液体， 剪碎肝脏组织， 准确称

取 ３ ｇ， 加入 ８０􀆰 ５ ｇ ／ Ｌ 蔗糖溶液 １２ ｍＬ， 匀浆。 匀浆液在

４ ℃、 １０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ２０ ｍｉｎ， 取上清， 置于离心管中，
加入 １０ 倍量 ９ ｇ ／ Ｌ ＣａＣｌ２， 混合均匀， 冰浴放置， ５ ｍｉｎ后，
１５ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ， 弃去上清液， 即得微粒体。 微粒

体用 Ｔｒｉｓ⁃ＨＣＬ 缓冲液洗涤， １５ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ， 取

沉淀用 １８􀆰 １７ ｇ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ⁃ＨＣＬ 缓冲液重悬， 使得每 １ ｍＬ 含

１􀆰 １ ｍｇ 肝微粒体， 取出部分稀释， 用于测定蛋白含有量，
其余贮藏于－７０ ℃用于体外孵育实验。
２􀆰 ３􀆰 ３　 体外温孵 　 取上述肝微粒体的重悬液， 每份

１００ μＬ， 分别加入 ２０ μＬ 混合探针药物溶液 （非那西丁

１０９􀆰 ９２ ｍｇ ／ Ｌ、 氯唑沙宗 ５９􀆰 ３５ ｍｇ ／ Ｌ、 咪达唑仑 ２０􀆰 ０６ ｍｇ ／ Ｌ）
和 ３０ μＬ ＰＢＳ 缓冲液， ３７ ℃ 水浴预孵育 ５ ｍｉｎ， 加入

ＮＡＤＰＨ 启动反应， 使体系总体积为 ２００ μＬ （肝微粒体终

质量浓度 ０􀆰 ６ ｍｇ ／ ｍＬ， ＮＡＤＰＨ 终质量浓度２５６􀆰 ２６ ｍｇ ／ Ｌ），
３７ ℃水浴孵育 ３０ ｍｉｎ， 立即放入冰水浴中， 加入 ４ ℃甲醇⁃
乙腈 （１ ∶ １） 混合溶液 ６００ μＬ 终止反应， 再加 ２０ μＬ 内标

溶液涡旋混匀 １ ｍｉｎ， １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ， 取上清液，
３８７
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室温下氮气吹干。
２􀆰 ３􀆰 ４　 探针底物测定 　 测定前用 ２００ μＬ 流动相复溶

“２􀆰 ３􀆰 ３” 项下残渣， 涡旋混匀 １ ｍｉｎ， ０􀆰 ２２ μｍ 滤膜过滤，
进样 １５ μＬ， ＨＰＬＣ 分析非那西丁、 氯唑沙宗及咪达唑仑。
按下式计算各探针底物的代谢消除率， 以评价 ＣＹＰ１Ａ２、
ＣＹＰ２Ｅ１和 ＣＹＰ３Ａ２ 的活性。

消除率＝加入底针底物的量－测得探针底物的量
加入探针底物的量

×１００％

２􀆰 ３􀆰 ５　 探针底物测定的 ＨＰＬＣ 条件 　 ＺＯＲＢＡＸ ＳｔａｂｌｅＢｏｎｄ
８０Å Ｃ１８色谱柱 （１５０ ｍｍ× ４􀆰 ６ ｍｍ， ５ μｍ）； 流动相甲醇

（Ａ） ⁃水 （Ｂ）， 梯度洗脱 （０ ～ ５ ｍｉｎ， ３０％ ～ ３５％ Ａ； ５ ～
１０ ｍｉｎ， ３５％ ～ ３８％ Ａ； １０ ～ １５ ｍｉｎ， ３８％ ～ ４６％ Ａ； １５ ～
３０ ｍｉｎ， ４６％ ～５４％ Ａ； ３０～４５ ｍｉｎ， ５４％ ～６５％ Ａ）； 体积流量

１􀆰 ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱温 ３５ ℃； 检测波长 ２３５ ｎｍ； 进样量 １５ μＬ。
２􀆰 ３􀆰 ６　 探针底物 ＨＰＬＣ 测定的方法学考察

２􀆰 ３􀆰 ６􀆰 １　 专属性考察　 取空白肝微粒体孵育体系， 含探针

药物和内标物的肝微粒体孵育体系和给药组肝微粒体的孵

育体系， 注入 ＨＰＬＣ 仪， 结果见图 １。 由图 １ 可知， ３ 种探

针药物与内标物峰形对称性好， 基线平直， 探针药物、 内

标物分离完全， 无杂质峰干扰， 且空白肝微粒体孵育体系

对 ３ 种探针药物的测定无干扰。

Ａ． 空白肝微粒体孵育体系　 Ｂ． 含探针药物和内标物的肝微粒体孵

育体系　 Ｃ． 给药组肝微粒体孵育体系　 １． 非那西丁　 ２． 氯唑沙宗

　 ３． 鬼臼毒素 （内标） 　 ４． 咪达唑仑

图 １　 大鼠肝微粒体中 ３ 种探针药物的 ＨＰＬＣ 色谱图

２􀆰 ３􀆰 ６􀆰 ２　 线性关系考察　 取空白组的肝微粒体， 精密加入

适量各系列质量浓度的混合探针药物溶液， 每批 ３ 份， 按

“２􀆰 ３􀆰 ３” 项下方法体外温孵， 按 “２􀆰 ３􀆰 ４” 项下方法复溶

后测定。 以各探针药物和内标物的峰面积比值 （Ｙ） 为纵坐

标， 各探针药物的质量浓度 （Ｘ） 为横坐标进行线性回归，
再以探针药物峰响应信号与噪音信号比为 １０ 时的探针药物

浓度为定量限， 结果见表 １。
２􀆰 ３􀆰 ６􀆰 ３　 精密度试验　 取空白组的肝微粒体， 精密加入适

量高 （混标中非那西丁 ２１９􀆰 ８４ ｍｇ ／ Ｌ）、 中 （混标中非那西

丁 ５４􀆰 ９６ ｍｇ ／ Ｌ）、 低 （混标中非那西丁 １３􀆰 ７４ ｍｇ ／ Ｌ） 质量

浓度的混合探针药物溶液， 各 ３ 份， 按 “２􀆰 ３􀆰 ３” 项下方法

　 　 　 　 　 表 １　 ３ 种探针药物线性关系

探针药物 回归方程 ｒ
线性范围 ／

（ｍｇ·Ｌ－１）

定量限 ／

（ｍｇ·Ｌ－１）
非那西丁 Ｙ＝ ０􀆰 １９６ ４Ｘ＋０􀆰 ０６１ １ ０􀆰 ９９９ ２ １􀆰 ３７～２１􀆰 ９９ １􀆰 ３７
氯唑沙宗 Ｙ＝ ０􀆰 １２５ ４Ｘ＋０􀆰 ２０３ ６ ０􀆰 ９９７ ６ ０􀆰 ７４～１１􀆰 ８７ ０􀆰 ７４
咪达唑仑 Ｙ＝ ０􀆰 ６５８ ８Ｘ＋０􀆰 ０５２ ７ ０􀆰 ９９８ ９ ０􀆰 ３３～５􀆰 ２１ ０􀆰 ３３

体外温孵， 按 “２􀆰 ３􀆰 ４” 项下方法复溶制得高、 中、 低质

量控制 （ＱＣ） 样品， 每个样品 １ ｄ 内重复测定 ５ 次， 计算

日内精密度； 连续测定 ５ ｄ， 计算日间精密度。 结果， 非那

西丁、 氯唑沙宗和咪达唑仑日内、 日间峰面积 ＲＳＤ 分别为

１􀆰 ８５％ ～６􀆰 ５８％ 、 １􀆰 ７４％ ～３􀆰 ５％ 、 １􀆰 ６７％ ～２􀆰 ７％ 。
２􀆰 ３􀆰 ６􀆰 ４　 稳定性试验 　 按 “２􀆰 ３􀆰 ６􀆰 ３” 项下方法制备高、
中、 低质量控制 （ＱＣ） 样品， 每个时间点平行 ３ 份， 氮气

吹干后于 ４ ℃分别放置 ０、 ４、 ８、 １２、 ２４ ｈ， －２０ ℃分别放

置 ０、 ６、 １２、 １８、 ２４、 ３０ ｄ， 测定前按 “２􀆰 ３􀆰 ４” 项下方法

复溶， 进行液相分析。 结果， ４ ℃下 ３ 种探针药物峰面积

ＲＳＤ 均小于 ０􀆰 ９％ ， －２０ ℃下均小于 ４􀆰 ９％ ， 表明非那西丁、
氯唑沙宗和咪达唑仑在 ４ ℃时 ２４ ｈ 内稳定， －２０ ℃时 ３０ ｄ
内基本稳定。
２􀆰 ３􀆰 ６􀆰 ５　 准确度试验 　 按 “２􀆰 ３􀆰 ６􀆰 ３” 项下方法制备高、
中、 低质量控制 （ＱＣ） 样品， 根据测定值与加入量的比值

计算准确度。 结果， 非那西丁、 氯唑沙宗、 咪达唑仑的准

确度分别在 ９６􀆰 １％ ～ １００􀆰 ２％ 、 ９６􀆰 ９％ ～ １０３􀆰 ２％ 、 ９６􀆰 ８％ ～
９９􀆰 ９％ 之间， ＲＳＤ 在 １􀆰 ０％ ～９􀆰 ９％ 之间。
２􀆰 ３􀆰 ７　 统计学分析　 用 ＳＰＳＳ １３􀆰 ０ 软件进行分析， 数据以

（ｘ±ｓ） 表示。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异有统计学意义。
２􀆰 ３􀆰 ８　 结果　 各给药组非那西丁加入 １􀆰 ０８ ｍｇ， 氯唑沙宗

加入 １􀆰 １９ ｍｇ， 咪达唑仑加入 ０􀆰 ５２ ｍｇ， 不同比例丹参⁃红花

对 ３ 种探针药物的代谢消除率见表 ２。 由此可知， 不同比

例丹参⁃红花药对 ＣＹＰ１Ａ２、 ＣＹＰ２Ｅ１ 和 ＣＹＰ３Ａ２ 的活性均表

现显著的抑制作用 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。
表 ２　 不同给药组心肌缺血大鼠肝微粒体中 ３ 种探针药物

的消除率 （ｘ±ｓ， ｎ＝１０）

探针药物 组别 测得量 ／ ｍｇ 代谢消除率 ／ ％
非那西丁 模型组 ０􀆰 ８２±０􀆰 ０２ ２４􀆰 ４２±１􀆰 ７６

丹参⁃红花（１ ∶ １）组 ０􀆰 ９５±０􀆰 ０３ １２􀆰 １０±２􀆰 ３３∗

丹参⁃红花（２ ∶ １）组 ０􀆰 ９６±０􀆰 ０３ １１􀆰 ３６±１􀆰 ５７∗

丹参⁃红花（３ ∶ １）组 ０􀆰 ９７±０􀆰 ０２ １０􀆰 ０４±１􀆰 ６２∗

氯唑沙宗 模型组 ０􀆰 ９０±０􀆰 ０３ ２４􀆰 ２２±２􀆰 ９７
丹参⁃红花（１ ∶ １）组 ０􀆰 ９３±０􀆰 ０５ ２１􀆰 ８２±３􀆰 ８５
丹参⁃红花（２ ∶ １）组 １􀆰 ０３±０􀆰 ０６ １３􀆰 ６３±５􀆰 ０９∗

丹参⁃红花（３ ∶ １）组 １􀆰 ０７±０􀆰 ０２ ９􀆰 ９４±２􀆰 ０５∗

咪达唑仑 模型组 ０􀆰 ３０±０􀆰 ０２ ４２􀆰 ００±２􀆰 ９５
丹参⁃红花（１ ∶ １）组 ０􀆰 ３４±０􀆰 ０２ ３６􀆰 ４２±３􀆰 ２８
丹参⁃红花（２ ∶ １）组 ０􀆰 ４０±０􀆰 ０１ ２３􀆰 ４７±１􀆰 ９０∗

丹参⁃红花（３ ∶ １）组 ０􀆰 ４２±０􀆰 ０１ １９􀆰 １５±１􀆰 ７６∗∗

　 　 注：与模型组比较∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。

２􀆰 ４　 ＲＴ⁃ＰＣＲ 法 测定 丹 参⁃红 花 药 对对 大 鼠 ＣＹＰ４５０ 酶

ｍＲＮＡ 表达的影响

２􀆰 ４􀆰 １　 分组与给药　 ＳＤ 大鼠随机分为空白对照组、 模型
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组、 丹参⁃红花 （３ ∶ １） 组、 丹参⁃红花 （２ ∶ １） 组、 丹参⁃
红花 （１ ∶ １） 组， 每组 １０ 只， 灌胃体积 ２ ｍＬ， 每天给药 １
次， 对照组和模型组给予蒸馏水， 其余各组给予 “２􀆰 １􀆰 １”
项下提取液， 持续 １５ ｄ。 末次给药后， ２０％乌拉坦 （１ ｇ ／ ｋｇ）
麻醉大鼠， 迅速取出肝脏组织， －８０ ℃保存。
２􀆰 ４􀆰 ２　 ＲＮＡ 提取与浓度测定　 按 ＲＮＡ 提取试剂盒说明书

提取肝脏总 ＲＮＡ， 并于 ２６０、 ２８０ ｎｍ 波长处测定吸光度

ＯＤ２６０、 ＯＤ２８０， 两者比值介于 １􀆰 ８ ～ ２􀆰 ０ 之间时， 提取的

ＲＮＡ 纯度视为合格。
２􀆰 ４􀆰 ３　 引 物 设 计 及 特 异 性 验 证 考 察 　 基 因 β⁃ａｃｔｉｎ、
ＣＹＰ１Ａ２、 ＣＹＰ２Ｅ１和 ＣＹＰ３Ａ２ 的引物由生工生物工程 （上
海） 有限公司合成， 引物序列信息和扩增产物长度见表 ３。

表 ３　 大鼠 ＣＹＰ４５０ 酶引物序列

名称 类型 序列（５′⁃３′） 长度 ／ ｂｐ
ＣＹＰ１Ａ２ 正向 ＣＴＧＧＡＧＡＴＣＴＡＣＣＧＡＴＡＣＡＣＡ

反向 ＴＣＴＣＡＣＴＣＡＧＧＧＴＣＴＴＧＴＣＧ
２２３

ＣＹＰ２Ｅ１ 正向 ＧＡＡＣＴＧＡＧＡＣＣＡＣＣＡＧＣＡＣＡ
反向 ＧＴＴＧＧＡＡＧＧＧＡＣＡＡＧＡＴＴＧＡＴ

２０３

ＣＹＰ３Ａ２ 正向 ＧＡＡＡＣＣＣＧＴＣＴＧＧＡＴＴＣＴＡＡＧ
反向 ＧＡＣＡＡＡＧＧＡＧＡＧＴＧＴＧＣＴＧＣ

１８３

β⁃ａｃｔｉｎ 正向 ＧＧＡＧＡＴＴＡＣＴＧＣＣＣＴＧＧＣＴＣＣＴＡＧＣ
反向 ＧＧＣＣＧＧＡＣＴＣＡＴＣＧＴＡＣＴＣＣＴＧＣＴＴ

１５５

　 　 随 机 选 择 样 本 进 行 ＲＴ⁃ＰＣＲ 反 应， 结 果 β⁃ａｃｔｉｎ、
ＣＹＰ１Ａ２、 ＣＹＰ２Ｅ１和 ＣＹＰ３Ａ２ 基因 ＲＴ⁃ＰＣＲ 扩增产物的融解

曲线都为单一的特异峰， 说明 ＲＴ⁃ＰＣＲ 中的荧光均为目的

基因 ｃＤＮＡ 扩增双链 ＤＮＡ 发出的荧光， 即引物特异性好，
可进行后续的定量测定。 见图 ２～４。

图 ２　 ＣＹＰ１Ａ２ 基因 ＲＴ⁃ＰＣＲ 扩增产物的融解曲线

图 ３　 ＣＹＰ２Ｅ１ 基因 ＲＴ⁃ＰＣＲ 扩增产物的融解曲线

图 ４　 ＣＹＰ３Ａ２ 基因 ＲＴ⁃ＰＣＲ 扩增产物的融解曲线

２􀆰 ４􀆰 ４　 ＲＴ⁃ＰＣＲ 测定　 将大鼠肝组织提取的总 ＲＮＡ 反转录

合成 ｃＤＮＡ， 按下述体系进行 ＲＴ⁃ＰＣＲ 反应： ｃＤＮＡ 模板

１ μＬ， １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 正、 反向引物各 ０􀆰 ５０ μＬ， ＳＹＢＲ ＧＲＥＥＮ

（稀释至 ２０×） ０􀆰 ３ μＬ， ２×Ｐｏｗｅｒ Ｔａｑ ＰＣＲ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ １０ μＬ，
用超纯水 Ｈ２Ｏ 补足至 ２０ μＬ。 ＲＴ⁃ＰＣＲ 反应程序为 ９４ ℃预

变性 ５ ｍｉｎ， ９４ ℃ 变性 １０ ｓ， ６０ ℃ 退火 ２０ ｓ， ７２ ℃ 延伸

３０ ｓ， 循环 ４０ 次。 用 ＲＴ⁃ＰＣＲ 仪自带软件进行荧光定量分

析， 得出 Ｃｔ， ２－ΔΔＣｔ法计算 ｍＲＮＡ 的表达量。 结果见表 ４。
表 ４　 大鼠肝脏 ＣＹＰ４５０ 酶 ３ 种亚型 ｍＲＮＡ 表达 （ ｘ±ｓ，

ｎ＝１０）
组别 ＣＹＰ１Ａ２ ＣＹＰ２Ｅ１ ＣＹＰ３Ａ２

空白组 １􀆰 ００±０􀆰 ０９ １􀆰 ００±０􀆰 ０７ １􀆰 ００±０􀆰 ０７
模型组 ２􀆰 ９４±０􀆰 １５＃＃ ２􀆰 ５４±０􀆰 １７＃＃ ２􀆰 ５５±０􀆰 １６＃＃

丹参⁃红花（１ ∶ １）组 ２􀆰 １１±０􀆰 １６∗ １􀆰 ９４±０􀆰 １４ ２􀆰 ２７±０􀆰 １３
丹参⁃红花（２ ∶ １）组 １􀆰 ７３±０􀆰 １０∗∗ １􀆰 ７１±０􀆰 １０∗ １􀆰 ７４±０􀆰 ０６∗

丹参⁃红花（３ ∶ １）组 １􀆰 １７±０􀆰 ０７∗∗ １􀆰 ３３±０􀆰 ０９∗∗ １􀆰 １２±０􀆰 ０４∗∗

　 　 注：与空白组比较， ＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；与模型组比较，∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，
∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

　 　 由表 ４ 可以看出， 与空白组比较， 模型大鼠肝脏组织

中 Ｐ４５０ 酶 ３ 种亚型的 ｍＲＮＡ 的表达增加 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模

型组比较， 丹参⁃红花不同比例均能够抑制模型大鼠肝组织

中 Ｐ４５０ 酶 ３ 种亚型 ｍＲＮＡ 表达， 其抑制程度与丹参的剂量

呈依赖性。 其中， 丹参⁃红花 （３ ∶ １、 ２ ∶ １） 组能显著抑制

模型大鼠 ＣＹＰ１Ａ２、 ＣＹＰ２Ｅ１ 和 ＣＹＰ３Ａ２ ｍＲＮＡ 表达， 丹参⁃红
花 （１ ∶ １） 组能显著抑制模型大鼠 ＣＹＰ１Ａ２ ｍＲＮＡ 表达

（Ｐ＜０􀆰 ０５）， 同时对 ＣＹＰ２Ｅ１ 和 ＣＹＰ３Ａ２ 也具有抑制作用，
但与模型组比较， 差异无统计学意义 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。
３　 讨论

丹参、 红花配伍比单独使用丹参、 红花具有更好的药

理作用［５，１１］ 。 肝微粒体 ＣＹＰ４５０ 是口服药物进入体内代谢

的主要途径， ＣＹＰ１、 ＣＹＰ２和 ＣＹＰ３是参与药物代谢的主要

家族［１３］ 。 研究表明， 不同病理生理因素可调节 ＣＹＰ４５０ 同

工酶的活性［１４⁃１６］ 。 因此， 本实验采用急性心肌缺血模型大

鼠研究丹参⁃红花配伍对心肌缺血大鼠 ＣＹＰ４５０ 酶活力及其

ｍＲＮＡ 表达的影响， 结果与文献报道一致［１２］ 。
目前已知的 ＣＹＰ１Ａ２ 特异性代谢的药物有非那西丁、

咖啡因等［１７⁃１８］ ， 咖啡因不易获得， 非那西丁价廉易得；
ＣＹＰ２Ｅ１ 特异性代谢的药物有氯唑沙宗、 对位硝基酚和 Ｎ⁃
亚硝基双甲胺［１９⁃２０］ ， 氯唑沙宗 ９０％ 经 ＣＹＰ２Ｅ１ 代谢生成 ６⁃
羟基氯唑沙宗； 咪达唑仑是人体 ＣＹＰ３Ａ４ 特异性代谢药物，
ＣＹＰ３Ａ４ 是 人 体 特 有 的， 人 体 ＣＹＰ３Ａ４ 与 大 鼠 体 内 的

ＣＹＰ３Ａ２ 相当［１７，２１］ 。 因此， 本研究选用非那西丁、 氯唑沙

宗和咪达唑仑为探针底物。
在含丹参、 红花的中药复方中， 两者比例 １ ∶ １者占

２０􀆰 ８％ ， ２ ∶ １ 者占 ４５􀆰 ８％ ， ３ ∶ １ 者占 ３１􀆰 ２％ ［２２⁃２３］ ， 因此，
本研究选用 １ ∶ １、 ２ ∶ １、 ３ ∶ １。 结果表明， ３ ∶ １ 时对酶的

抑制作用更显著， 这与药效学研究结果［２２］ 和临床使用比例

相吻合， 推测该药对协同增效机理可能与上述酶的活性

有关。
当丹参、 红花配伍比例为 ３ ∶ １、 ２ ∶ １ 时， 由于对

ＣＹＰ１Ａ２、 ＣＹＰ２Ｅ１、 ＣＹＰ３Ａ２ 活性有显著的抑制作用， 导致

上述 ３ 种酶对其特异性代谢药物的代谢减慢。 因此， 在临
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床上 ＣＹＰ１Ａ２、 ＣＹＰ２Ｅ１、 ＣＹＰ３Ａ４ 的特异性代谢药物与丹

参、 红花 （３ ∶ １、 ２ ∶ １） 联合用药时， 建议应适当调整三

者使用剂量。
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