
新藤黄酸对大鼠肝微粒体细胞色素
Ｐ４５０亚型酶活性的影响
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［摘要］目的　采用“Ｃｏｃｋｔａｉｌ”探针药物法考察新藤黄酸对大鼠肝微粒体细胞色素Ｐ４５０（ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ　Ｐ４５０，

ＣＹＰ４５０）亚型酶活性的影响。方法　将新藤黄酸与６种亚型酶（ＣＹＰ１Ａ２、ＣＹＰ２Ｃ９、ＣＹＰ２Ｃ１９、ＣＹＰ２Ｄ６、

ＣＹＰ２Ｅ１、ＣＹＰ３Ａ４）对应的特异性混合探针药茶碱、双氯芬酸钠、奥美拉唑、右美沙芬、氯唑沙宗和咪达唑仑
与大鼠肝微粒体孵育，采用高效液相色谱法同时检测肝微粒体中６种探针底物的相对酶活性并计算其半抑
制浓度（ｈａｌｆ　ｍａｘｉｍａｌ　ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ＩＣ５０）。结果　不同浓度新藤黄酸作用后大鼠肝微粒体

ＣＹＰ１Ａ２、ＣＹＰ２Ｃ９、ＣＹＰ２Ｃ１９、ＣＹＰ２Ｄ６、ＣＹＰ２Ｅ１和ＣＹＰ３Ａ４酶活性相比较，差异均具有统计学意义，且随
着新藤黄酸的浓度增高，各种酶的活性呈现明显的降低趋势。通过抑制曲线计算得到新藤黄酸对

ＣＹＰ２Ｃ１９、ＣＹＰ２Ｄ６、ＣＹＰ３Ａ４的ＩＣ５０值分别为４．１８、４５．６１、１０．０２μｍｏｌ／Ｌ，对ＣＹＰ１Ａ２、ＣＹＰ２Ｃ９、ＣＹＰ２Ｅ１
的ＩＣ５０值均大于１００μｍｏｌ／Ｌ。结论　新藤黄酸对ＣＹＰ２Ｃ１９酶活性有中等抑制作用，对ＣＹＰ３Ａ４酶活性有
弱抑制作用，但对ＣＹＰ１Ａ２、ＣＹＰ２Ｃ９、ＣＹＰ２Ｄ６、ＣＹＰ２Ｅ１酶活性没有抑制作用。
［关键词］新藤黄酸；“Ｃｏｃｋｔａｉｌ”探针药物法；大鼠肝微粒体；细胞色素Ｐ４５０
［中图分类号］Ｒ２８５．５　［ＤＯＩ］１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．２０９５－７２４６．２０１６．０１．０２３

　　藤黄为藤黄科植物藤黄树（Ｇａｒｃｉｎｉａ　ｈａｎｂｕｒｙｉ
Ｈｏｏｋ．Ｆ．）的树干被割伤后的胶状树脂，中医主要
用于攻毒、消肿、祛腐敛疮、止血、杀虫等，主治痈疽
肿毒、溃疡、湿疮、肿瘤、顽癣、跌打损伤及烫伤等。
藤黄中含藤黄酸、新藤黄酸和别藤黄酸等成分［１－２］。
研究证实，新藤黄酸（结构式见图１）对多种肿瘤细
胞，如肝癌 ＨｅｐＧ２细胞、肺癌 Ａ５４９细胞、结肠癌

ＨＣＴ１１６细胞均有不同程度的抑制作用［３－５］，而对正
常细胞不敏感，且不影响脾、肾等器官的功能。

图１　新藤黄酸结构式

细胞色素Ｐ４５０（ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ　Ｐ４５０，ＣＹＰ４５０）是
肝微粒体混合功能氧化酶中最重要的一族，参与了
多数药物及内源性物质在体内的代谢［６－７］，其活性决
定药物的代谢速率和清除率，而ＣＹＰ４５０本身又可
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被药物诱导或抑制，导致与其联用的其他药物或者
自身代谢的改变，从而产生代谢性药物相互作用，影
响药效，产生不良反应［８］。其主要亚型 ＣＹＰ１Ａ２、

ＣＹＰ２Ｃ９、ＣＹＰ２Ｃ１９、ＣＹＰ２Ｄ６、ＣＹＰ２Ｅ１和ＣＹＰ３Ａ４
参与市面上约９０％以上药物代谢［９］。本实验旨在
通过采用“Ｃｏｃｋｔａｉｌ”探针药物法同时测定６种亚型
酶底物的含量，评价新藤黄酸对大鼠肝微粒体

ＣＹＰ４５０不同亚型酶活性的影响，为新藤黄酸进一
步的开发应用提供一定的依据。

１　材料

１．１　主要仪器　岛津ＬＣ－１５Ｃ型高效液相色谱仪：
日本岛津公司；ＡＢ１３５－Ｓ十万分之一天平：ＭＥＴ－
ＴＬＥＲ　ＴＯＬＥＤＯ公司；ＸＷ－８０Ａ微型旋涡混合仪：
上海沪西分析仪器厂有限公司；ＴＧ１６－ＷＳ台式高
速离心机：长沙湘仪离心机仪器有限公司；ＷＢ－２０００
恒温水浴锅：郑州长城科工贸有限公司；ＨａｉｅｒＤＷ－
８６Ｌ３８８Ａ立式超低温保存箱：青岛海尔特种电器有
限公司。

１．２　药品与试剂　ＳＤ大鼠肝微粒体（２０ｍｇ／ｍＬ，置
于－８６℃冰箱中冷冻保存）、还原型烟酰胺腺嘌呤二
核苷酸磷酸（ｎｉｃｏｔｉｎａｍｉｄｅ　ａｄｅｎｉｎｅ　ｄｉｎｎｃｌｅｔｉｏｄｅ，ＮＡＤ－
ＰＨ）再生系统（Ａ液、Ｂ液，置于－８６℃冰箱中冷冻保
存）、１００ｍｍｏｌ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ＝７．４）缓冲液：均购于武
汉普来特生物医药技术有限公司；茶碱（批号１００１２１－
２０１１０４）、双氯芬酸钠（批号１００３３４－２００３０２）、奥美拉
唑（批号１００３６７－２０１３０５）和氯唑沙宗（批号１００３６４－
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２０１３０２）均购自中国食品药品检定研究院；右美沙芬
（批号 Ｙ－１０４１４０４２１）和地西泮（批号 Ｄ－１０４１４０４０３）
均购自于西安万昌生物科技有限公司；咪达唑仑（批
号 Ｄ０１－２０１４０８０１）购自于天津一方科技有限公司，
纯度均大于９９％；新藤黄酸（纯度≥９８％）：安徽中
医药大学新藤黄酸课题组提供；乙腈、甲醇均为色谱
纯；其他试剂均为分析纯。

２　方法与结果

２．１　溶液制备

２．１．１　不同浓度新藤黄酸溶液的配制　精密称取
新藤黄酸，加二甲基亚砜（ｄｉｍｅｔｈｙｌ　ｓｕｌｐｈｏｘｉｄｅ，

ＤＭＳＯ）溶解，制备成摩尔浓度为２０、８、４、２、１、

０．２５、０．０６２　５ｍｍｏｌ／Ｌ溶液。

２．１．２　“Ｃｏｃｋｔａｉｌ”探针药物溶液的配制　精密称取
茶碱、双氯芬酸钠、奥美拉唑、右美沙芬、氯唑沙宗和
咪达唑仑，加甲醇溶解，制备成质量浓度分别为

０．１８０、０．６３６、０．３４５、０．６８０、０．５４２、０．３９０ｇ／Ｌ的
“Ｃｏｃｋｔａｉｌ”混合溶液。

２．１．３　内标溶液的配制　精密称取地西泮，加甲醇
溶解，制成质量浓度为５ｍｇ／Ｌ的内标溶液。

２．２　孵育体系　孵育反应体系总体积为５００μＬ。
体系包括ＳＤ 大鼠肝微粒体蛋白（０．４ｍｇ／ｍＬ），

Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ缓冲液（１００ ｍｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ 值为 ７．４），

ＮＡＤＰＨ再生系统（Ａ液、Ｂ液）以及６种混合探针
底物（茶碱、双氯芬酸钠、奥美拉唑、氯唑沙宗、右美
沙芬和咪达唑仑，终浓度分别为０．９、３．１８、３．４５、

３．４０、２．７１、０．９７５ｍｇ／Ｌ），整个孵育体系中药物体
积控制在１％以内。

２．３　实验分组　分为新藤黄酸组、空白组、无活性
组。其中新藤黄酸组又按不同浓度分为７个组（终浓
度分别为１００、４０、２０、１０、５、１．２５、０．３１２　５μｍｏｌ／Ｌ）。
空白组加入等容积ＤＭＳＯ，无活性组不加 ＮＡＤＰＨ
再生系统，以获得最大底物浓度。

２．４　孵育方法　向已加入１０μＬ　ＳＤ大鼠肝微粒体
（终浓度为０．４ｍｇ／ｍＬ）的Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ缓冲液中分别
加入２．５μＬ不同浓度的新藤黄酸受试溶液和２．５

μＬ含有６种探针底物的“Ｃｏｃｋｔａｉｌ”混合溶液（操作
过程均在冰浴上进行）。旋涡２０ｓ混匀后置于３７℃
水浴中预孵化５ｍｉｎ，加入３０μＬ　ＮＡＤＰＨ再生系统
启动反应，３７℃孵育３０ｍｉｎ后，加入含有５ｍｇ／Ｌ
地西泮的甲醇溶液５００μＬ终止反应，旋涡振摇

１ｍｉｎ，１５　０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清液，进样

２０μＬ。每组平行做３份。
空白组加入等容积 ＤＭＳＯ，无活性组不加

ＮＡＤＰＨ再生系统，以获得最大底物浓度，其他操作

同新藤黄酸组。按下式计算各ＣＹＰ同工酶在不同
药物作用下的相对酶活性。

相对酶活性＝
总底物浓度－剩余底物浓度
总底物浓度 ×１００。

用ＧｒａｐｈＰａｄ　Ｐｒｉｓｍ　５．０软件按非线性回归，将
酶相对活性对新藤黄酸浓度的对数值作图，并计算
半抑制浓度（ｈａｌｆ　ｍａｘｉｍａｌ　ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａ－
ｔｉｏｎ，ＩＣ５０）。

２．５　６种探针底物的高效液相色谱条件　Ｕｎｉｔａｒｙ
Ｃ１８色谱柱（４．６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ）；以水（含

０．１％乙酸）为流动相Ａ，以乙腈为流动相Ｂ，梯度洗
脱程序见表１；流速１．０ｍＬ／ｍｉｎ；检测波长为２７０
ｎｍ；柱温３０℃。结果茶碱、双氯芬酸钠、奥美拉唑、
氯唑沙宗、右美沙芬和咪达唑仑与内标物峰形良好，
分离完全，无杂质峰干扰，空白肝微粒体对测定无干
扰，专属性强，见图２。

表１　流动相梯度洗脱程序

时间／
ｍｉｎ
乙腈／
％

０．１％乙酸
水溶液／％

时间／
ｍｉｎ
乙腈／
％

０．１％乙酸
水溶液／％

０　 １６　 ８４　 １８　 ６０　 ４０
３　 １６　 ８４　 １９　 ９０　 １０
４　 ４５　 ５５　 ２５　 ９０　 １０
１５　 ４５　 ５５　 ２８　 １６　 ８４
１６　 ６０　 ４０　 ３０　 １６　 ８４

　　Ａ．６种混合探针药物及内标物的标准溶液；Ｂ．空白肝
微粒体加入６种探针药物和内标物；Ｃ．空白肝微粒体；

１．右美沙芬；２．茶碱；３．咪达唑仑；４．奥美拉唑；５．地西泮
（内标）；６．氯唑沙宗；７．双氯芬酸钠。

图２　大鼠肝微粒体中６种探针药物及

内标的高效液相色谱图

２．６　高效液相色谱法测定６种探针药物的方法学
考察

２．６．１　标准曲线的制备及线性范围　采用倍半稀
释法，将探针药物的储备溶液配制成一系列浓度的
“Ｃｏｃｋｔａｉｌ”混合溶液，茶碱的浓度分别为０．２２５、

０．４５、０．９、１．８、３．６、４．９５、５．４ｍｇ／Ｌ，双氯芬酸钠的
浓度分别为０．７９５、１．５９、３．１８、６．３６、１２．７２、１７．４９、

１９．０８ｍｇ／Ｌ，奥美拉唑的浓度分别为０．８６２　５、

１．７２５、３．４５、６．９、１３．８、１８．９７５、２０．７ｍｇ／Ｌ，右美沙
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芬的浓度分别为０．８５、１．７、３．４、６．８、１３．６、１８．７、

２０．４ ｍｇ／Ｌ，氯唑沙宗的浓度分别为 ０．６６７　５、

１．３５５、２．７１、５．４２、１０．８４、１４．６８５、１６．０２ｍｇ／Ｌ，咪
达唑仑的浓度分别为０．２４３　８、０．４８７　５、０．９７５、

１．９５、３．９、５．３６２　５、５．８５ｍｇ／Ｌ。分别取大鼠肝微粒
体１０μＬ加入５００μＬ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ缓冲液（１００ｍｍｏｌ／Ｌ，

ｐＨ值为７．４），经６０℃加热使肝微粒体失活，冷却至
室温后加入一系列不同浓度的“Ｃｏｃｋｔａｉｌ”混合探针溶
液２．５μＬ，加入含有５ｍｇ／Ｌ地西泮的甲醇溶液５００

μＬ沉淀蛋白，旋涡振摇１ｍｉｎ，１５　０００ｒ／ｍｉｎ离心１０
ｍｉｎ，取上清液，进样２０μＬ，记录色谱图。每组平行做

３份。分别以茶碱、双氯芬酸钠、奥美拉唑、右美沙
芬、氯唑沙宗和咪达唑仑与内标峰面积比值（ｙ）对各
探针药物的浓度（ｘ）进行线性回归，结果线性回归良
好，回归系数均大于０．９９５，见表２。
表２　大鼠肝微粒体中６种探针底物的回归方程

探针底物 线性范围／（ｍｇ／Ｌ） 回归方程 ｒ
茶碱 ０．１１２　５～２．７００　 ｙ＝０．２５１　７ｘ＋０．０３７　３　０．９９８　７
双氯芬酸钠 ０．３９７　５～９．５４０　 ｙ＝０．１３４　０ｘ＋０．０８２　９　０．９９９　１
奥美拉唑 ０．２１５　６～５．１７５　 ｙ＝０．１０３　４ｘ＋０．００５　４　０．９９７　６
右美沙芬 ０．３３８　０～８．０１０　 ｙ＝０．１３４　７ｘ＋０．０４５　１　０．９９７　５
氯唑沙宗 ０．４２５　０～１０．２００　 ｙ＝０．０６８　５ｘ－０．００１　３　０．９９９　２
咪达唑仑 ０．１２１　９～２．９２５　 ｙ＝０．０６７　４ｘ＋０．０１４　５　０．９９８　８

２．６．２　灵敏度　按色谱峰信噪比（Ｓ／Ｎ）为３作为
检测下限，茶碱、双氯芬酸钠、奥美拉唑、右美沙芬、
氯唑沙宗和咪达唑仑的最低检测限分别为０．０５、

０．０５、０．０３、０．０５、０．０５和０．０８ｍｇ／Ｌ。

２．６．３　精密度与准确度　分别取大鼠肝微粒体１０

μＬ加入５００μＬ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ缓冲液（１００ｍｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ
值为７．４），经６０℃加热使肝微粒体失活，冷却至室
温后加入低、中、高３种浓度的“Ｃｏｃｋｔａｉｌ”混合溶液，

每个浓度平行制备 ５ 份，同时做空白对照，按
“２．６．１”项下操作处理样品，分别于同日内测定及连
续５ｄ内测定５次，分别计算日内和日间精密度及
准确度。结果见表３，所有样品的日内精密度和日
间精密度小于１０％，同时低、中、高３个浓度准确度
在８５％～１１５％范围内，符合生物样品分析要求。

２．６．４　回收率试验　分别取大鼠肝微粒体１０μＬ
加入５００μＬ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ缓冲液（１００ｍｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ值
为７．４），经６０℃加热使肝微粒体失活，冷却至室温后
加入低、中、高３种浓度的“Ｃｏｃｋｔａｉｌ”混合溶液，各探
针药物的３种浓度见表３。每个浓度平行制备５份，
同时做空白对照，按“２．６．１”项下操作处理样品，进样
分析得到峰面积，另取相应浓度的标准溶液直接进
样，记录峰面积，按照公式“绝对回收率＝１００％×样
品峰面积／对照品峰面积”计算其绝对回收率。将茶

表３　肝微粒体样本中各探针药物的日内、

日间精密度和准确度（ｎ＝５）

探针底物
浓度／
（ｍｇ／Ｌ）

日内精密
度／％
日内准确
度／％

日间精
密度／％

日间准
确度／％

茶碱 ０．４５０　０　 ４．３０　 ９７．３７　 ６．３０　 ９４．３５
１．８００　０　 １．４５　 ９７．２１　 ３．４５　 ９５．４３
５．４００　０　 ２．２８　 ９８．８７　 ５．２８　 ９５．８０

双氯芬酸钠 １．５９０　０　 ３．５６　 ９８．０４　 ５．２３　 ９４．９５
６．３６０　０　 ２．１５　 ９８．６５　 ３．２５　 ９５．６２
１９．０８０　０　 １．５０　 ９８．５５　 ４．４１　 ９５．８０

奥美拉唑 １．７２５　０　 ３．２７　 ９７．１１　 ５．２５　 ９５．３５
６．９００　０　 ２．１５　 ９８．７３　 ４．０３　 ９３．６４
２０．７００　０　 ２．４２　 ９８．５５　 ３．５６　 ９２．０６

右美沙芬 １．３５５　０　 ５．１６　 ９６．５１　 ７．２５　 ９３．７５
５．４２０　０　 ３．０７　 ９８．０３　 ５．５１　 ９２．５４
１６．０２０　０　 ３．３６　 ９８．７２　 ８．２０　 ９２．０１

氯唑沙宗 １．７００　０　 ５．１６　 ９７．３９　 ６．２４　 ９２．８６
６．８００　０　 １．８１　 ９７．４３　 ３．７５　 ９０．９２
２０．４００　０　 ２．６６　 ９９．８１　 ３．５４　 ９２．２４

咪达唑仑 ０．４８７　５　 ７．０３　 ９５．５１　 ９．５０　 ９０．３５
１．９５０　０　 １．９１　 ９８．０２　 ４．７１　 ９５．３３
５．８５０　０　 ３．３２　 ９４．７０　 ５．２０　 ９２．８２

碱、双氯芬酸钠、奥美拉唑、右美沙芬、氯唑沙宗和咪
达唑仑峰面积与内标峰面积比值代入标准曲线方程

计算出药物浓度，与理论浓度比较，计算方法回收
率，其公式为“方法回收率＝１００％×药物浓度／理论
浓度”。结果茶碱、双氯芬酸钠、奥美拉唑、右美沙
芬、氯唑沙宗和咪达唑仑的低、中、高浓度的绝对回
收率和方法回收率均大于７０％，且在待测浓度范围
内，样品低、中、高浓度的回收率稳定（ＲＳＤ＜１０％），

符合生物样品分析要求。

２．６．５　稳定性　分别取大鼠肝微粒体１０μＬ加入

５００μＬ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ缓冲液（１００ｍｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ 值为

７．４），经６０℃加热使肝微粒体失活，冷却至室温后
加入低、中、高３种浓度的“Ｃｏｃｋｔａｉｌ”混合溶液，各探
针药物的３种浓度见表４。每个浓度平行制备５
份。分别考察“室温放置６ｈ”“长期放置－２０℃冰
箱保存２周”“反复冻融３次”“样品处理后放置２４
ｈ”的稳定性。结果表明，在上述条件下样品均
稳定。

２．７　统计学方法　使用ＳＰＳＳ　１６．０统计软件和

Ｅｘｃｅｌ　２００７进行数据的处理与分析，连续型变量采
用“均数±标准差（珚ｘ±ｓ）”进行统计学描述，新藤黄
酸组和空白组采用单因素方差分析。Ｐ＜０．０５表示
差异具有统计学意义。

３　结果
新藤黄酸对大鼠肝微粒体ＣＹＰ４５０亚型酶活性

０８
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的影响见表４。不同浓度新藤黄酸作用后，大鼠肝
微粒 体 ＣＹＰ１Ａ２、ＣＹＰ２Ｃ９、ＣＹＰ２Ｃ１９、ＣＹＰ２Ｅ１、

ＣＹＰ２Ｄ６和ＣＹＰ３Ａ４酶活性相比较，差异均具有统
计学意义（ＣＹＰ１Ａ２：Ｆ（７，１６）＝１２４．２９，Ｐ＝０．０００；

ＣＹＰ２Ｃ９：Ｆ（７，１６）＝３１．２３，Ｐ＝０．０００；ＣＹＰ２Ｃ１９：

Ｆ（７，１６）＝４９．５５，Ｐ＝０．０００；ＣＹＰ２Ｄ６：Ｆ（７，１６）＝１２６．４３，

Ｐ＝０．０００；ＣＹＰ２Ｅ１：Ｆ（７，１６）＝３０．０９，Ｐ＝０．０００；

ＣＹＰ３Ａ４：Ｆ（７，１６）＝２２２．５６，Ｐ＝０．０００）。以酶相对活
性为纵坐标，以新藤黄酸浓度的对数值为横坐标作

图，可以得到新藤黄酸对 ＣＹＰ亚型酶 ＣＹＰ１Ａ２、

ＣＹＰ２Ｃ９、ＣＹＰ２Ｃ１９、ＣＹＰ２Ｅ１、ＣＹＰ２Ｄ６和ＣＹＰ３Ａ４
活性的抑制曲线，见图３。由图３可以直观地发现，
随着新藤黄酸浓度的增高，各种酶的活性呈现明显
的降低趋势。通过抑制曲线计算得到抑制５０％酶
活性的ＩＣ５０值，见表５。结果新藤黄酸对ＣＹＰ２Ｃ１９、

ＣＹＰ２Ｄ６、ＣＹＰ３Ａ４的ＩＣ５０值分别为４．１８、４５．６１、

１０．０２μｍｏｌ／Ｌ，对 ＣＹＰ１Ａ２、ＣＹＰ２Ｃ９、ＣＹＰ２Ｅ１的

ＩＣ５０值均大于１００μｍｏｌ／Ｌ。

表４　新藤黄酸对大鼠肝微粒体ＣＹＰ亚型酶相对活性的影响（珚ｘ±ｓ，ｎ＝３）

组别
浓度／
（μｍｏｌ／Ｌ）

ＣＹＰ１Ａ２ ＣＹＰ２Ｃ９ ＣＹＰ２Ｃ１９ ＣＹＰ２Ｄ６ ＣＹＰ２Ｅ１ ＣＹＰ３Ａ４

空白 ０　 ４３．１７±０．４４ａ ３３．２７±０．９３ａ ５１．５０±０．３５ａ ４９．１７±２．６２ａｂｃｇ　 １７．６３±１．８１ａ ５６．２７±０．１５ａ

ＧＮＡ　 ０．３１２　５　３３．７０±０．１５ｂ　 ２５．６０±０．６４ｂ　 ３７．３０±０．９３ｂ　 ５１．２７±０．２３ｂ　 ２３．３０±０．５６ａ ５２．１０±０．３５ｂ

１．２５　 ３２．８０±０．９３ｂ　 ３０．３７±１．０５ａ ３８．７３±０．９３ｂ　 ５５．６０±０．２１ｃｄ　 ２２．１０±０．５９ａ ５０．８０±１．１３ａｂ

５　 ３５．３３±１．１０ｂ　 ３３．９３±１．１６ａｄ　 ２５．２７±０．３３ｃ　 ４９．６３±０．２４ｂ　 ２４．４０±０．８５ａ ５４．１７±１．０８ａｂ

１０　 ３５．０３±１．４２ｂ　 ３７．７３±１．５７ｄ　 １８．６０±０．３６ｄ　 ５２．０３±０．４８ｂｄ　 ２６．２０±０．７９ａ ２６．３０±１．０６ｃ

２０　 ２３．９０±０．８５ｃ　 ２５．００±２．３５ｂｃ　 １０．００±３．７０ｂｃｄ　３１．７０±０．５０ｅｇ　 ２０．２３±０．９７ａ １７．２３±１．１２ｄ

４０　 ２０．００±１．２７ｄ　 １３．９０±１．６４ｅ　 １１．９３±４．０８ａｂｃｄ　１７．４０±１．５７ｆ　 １３．６３±２．３８ａｂ　 １２．８０±２．５７ｃｄ

１００　 ３．４３±１．７９ｅ　 ３４．８０±０．７８ａｄ　 １５．６７±１．８５ｃｄ　 １０．１７±３．０９ｅｆ　 ３．５０±１．６０ｂ　 １７．４３±１．２３ｃｄ

　　注：ＧＮＡ表示新藤黄酸；具有相同右上标字母的组别相比较，Ｐ＞０．０５；不具有相同右上标字母的组别相比较，Ｐ＜０．０５。

图３　新藤黄酸对ＣＹＰ各亚型酶活性的抑制曲线图
表５　新藤黄酸对各ＣＹＰ亚型酶活性的ＩＣ５０值

ＣＹＰ亚型酶 特异性探针底物 ＩＣ５０值／（μｍｏｌ／Ｌ）

ＣＹＰ１Ａ２ 茶碱 ＞１００
ＣＹＰ２Ｃ９ 双氯芬酸钠 ＞１００
ＣＹＰ２Ｃ１９ 奥美拉唑 ４．１８０
ＣＹＰ２Ｄ６ 右美沙芬 ４５．６１
ＣＹＰ２Ｅ１ 氯唑沙宗 ＞１００
ＣＹＰ３Ａ４ 咪达唑仑 １０．０２

４　讨论
本实验选择了 ＣＹＰ１Ａ２、ＣＹＰ２Ｃ９、ＣＹＰ２Ｃ１９、

ＣＹＰ２Ｄ６、ＣＹＰ２Ｅ１和ＣＹＰ３Ａ４六种亚型酶以及各
酶对应的探针底物茶碱、双氯芬酸钠、奥美拉唑、右
美沙芬、氯唑沙宗和咪达唑仑，采用高效液相色谱法
测定肝微粒体孵育样本中底物的浓度，此法能够保

证肝微粒体样本中底物浓度测定的准确性。通过对

６种探针底物进行全波长扫描发现各探针底物的最
大紫外吸收波长都在２７０ｎｍ附近，最终将２７０ｎｍ
定为紫外检测波长。考虑到需要分离的物质是具有
不同化学结构及理化性质的多成分（６种探针底物
和内标物），本实验选用了０．１％乙酸为水相、乙腈
为有机相进行梯度洗脱。
大鼠肝微粒体体外代谢实验的关键是酶活性的

保持，因此，课题组参考相关文献将肝微粒体提前分
装，放置于－８６℃冰箱中保存，以防反复冻融降低
肝微粒体ＣＹＰ４５０的酶活性［１０］。同时加样操作在
冰浴上进行，孵育反应的温度选择３７℃，有氧环境
下进行孵育，以保持酶活性，维持正常反应。孵育反
应结束选择冰甲醇作为终止试剂，无内源性干扰，且
终止效果较好。根据美国相关指导原则［１１］，肝微粒
体体外孵育体系中加样容积不超过１％，肝微粒体
蛋白浓度、孵育时间和ＮＡＤＰＨ对孵育反应都有影
响，经过考察本实验选择的肝微粒体蛋白浓度、孵育
时间和ＮＡＤＰＨ加入量满足实验所需，能使反应有
效地进行。
本研究在体外以“Ｃｏｃｋｔａｉｌ”探针药物法结合大

鼠肝微粒体孵育体系评价新藤黄酸对大鼠肝微粒体

ＣＹＰ４５０酶活性的影响，通过测定酶活性获得抑制
曲线和ＩＣ５０。根据通用的ＣＹＰ４５０酶抑制剂强度分
级规则［１２］可知：若ＩＣ５０＜１μｍｏｌ／Ｌ表示抑制作用很

１８
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强，容易抑制药物代谢酶引发药物相互作用；若

１μｍｏｌ／Ｌ＜ＩＣ５０＜１０μｍｏｌ／Ｌ，表示该药物具有中等
抑制作用，其抑制作用一般需要经过体内验证；若

ＩＣ５０＞１０μｍｏｌ／Ｌ表示抑制作用较弱，在临床上不
太可能抑制ＣＹＰ４５０酶的活性，产生代谢性药物的
相互作用。因此，从实验结果可知，新藤黄酸对

ＣＹＰ２Ｃ１９酶活性有中等抑制作用，对ＣＹＰ３Ａ４酶
活性 有 弱 抑 制 作 用，但 对 ＣＹＰ１Ａ２、ＣＹＰ２Ｃ９、

ＣＹＰ２Ｄ６、ＣＹＰ２Ｅ１酶活性没有抑制作用。是否在
临床应用时产生抑制作用需进行人肝微粒体或与人

体合并用药验证。
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·方药研究·

金钱白花蛇的微性状鉴别

穆二廷１，刘耀武２，杨青山３，孙煜峥２

（１．国家中药材产品质量监督检验中心，安徽 亳州　２３６８００；２．亳州职业技术学院，
安徽 亳州　２３６８００；３．安徽中医药大学药学院，安徽 合肥　２３００１２）

［摘要］目的　对目前药材市场上流通的金钱白花蛇及其伪品进行鉴别。方法　利用性状鉴别法对金钱白花
蛇及伪品进行性状鉴别，利用微性状鉴别法对金钱白花蛇及伪品的鳞片特征进行鉴别。结果　４个样品中，
仅一种样品为金钱白花蛇，其他３种样品为赤练蛇，其中２种样品为黑漆染色的赤练蛇。结论　微性状鉴别
法可以用于金钱白花蛇的真伪鉴别，市场上流通的金钱白花蛇造假严重，危及患者用药安全。
［关键词］金钱白花蛇；混伪品；性状鉴别；微性状鉴别
［中图分类号］Ｒ９３１．５　［ＤＯＩ］１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．２０９５－７２４６．２０１６．０１．０２４

　　金钱白花蛇为眼镜蛇科动物银环蛇Ｂｕｎｇａｒｕｓ
ｍｕｌｔｉｃｉｎｃｔｕｓ　Ｂｌｙｔｈ的干燥幼体［１］。夏、秋二季捕
捉，剖开蛇腹，除去内脏，擦净血迹，用乙醇浸泡处理
后，盘成圆形，用竹签固定，干燥。金钱白花蛇味甘
咸，性温，有毒，归肝经，祛风、通络、止痉，用于风湿
顽痹、麻木拘挛、半身不遂、抽搐痉挛、破伤风、麻风
疥癣、瘰疬恶疮等［２］。金钱白花蛇是常用贵重药材，
药材市场上不乏假的金钱白花蛇［３］。为了摸清药材
市场流通的金钱白花蛇的真伪情况，本课题组在安
徽省亳州药材市场随机购买４批次金钱白花蛇，利
用性状鉴别法和微性状鉴别法对４种实验样品进行
研究。

１　材料

１．１　仪器　ＸＳＺ－Ｇ型生物显微镜：重庆光电仪器
有限公司；ＭＣ－Ｄ５００（Ｅ）型５００万像素电子摄像目
镜：江西上饶县凤凰光学集团；佳能６０Ｄ照相机：日
本佳能公司。

１．２　药材　４批次金钱白花蛇样品（含伪品）购于
安徽省亳州药材市场。编号为Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ。见图１。

２　方法

２．１　性状鉴别

２．１．１　头部鉴别特征　Ａ样品头部７片鳞片，大小
不一，区分明显，对称，棕黑色。Ｂ样品头部经过处

基金项目：国家自然科学基金项目（８１３０３１７７）

作者简介：穆二廷（１９８７－），男，硕士

通信作者：刘耀武，ｌｙｗａｈｌｊｙ＠１６３．ｃｏｍ

理，鳞片不能区分，连成一片，头后部鳞片脱落，露出
头骨骼。Ｃ样品头部有５片鳞片，大小不一，区分明
显，对称，灰黑色。Ｄ样品头部黑色染色明显，不能
区分鳞片数，黑而发亮。

图１　４种金钱白花蛇样品性状特征（×１倍）

２．１．２　蛇盘特征　Ａ样品蛇盘紧实，蛇头上翘突出
蛇盘，蛇尾从蛇盘底部嵌入蛇盘，蛇尾粗短。Ｂ、Ｃ、Ｄ
样品蛇盘不规整、松弛，蛇头与蛇盘齐平，蛇尾偶尔
有嵌入蛇盘，蛇尾细长。

２．１．３　斑纹鉴别特征　Ａ样品白棕色与黑棕色相
间，斑纹规则且区分明显。黑棕色斑纹宽度是白棕
色斑纹宽度的３～５倍，尾部斑纹相间较密，宽度比
例接近１∶１。Ｂ样品黑色与白色相间，斑纹不规则，
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