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ｃｌｉｖｏｒｉｃａｃｉｄｗｅｒｅｇｅｎｅｒｏｕｓｇｉｆｔｓｆｒｏｍＤｒ．Ｌｉｎｉｎ
ｔｈｅ ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＰｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ，ｔｈｅＣｈｉｎｅｓｅ
ＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＨｏｎｇＫｏｎｇ．
１．２ Ｈｕｍａｎｌｉｖｅｒｍｉｃｒｏｓｏｍｅｓ

Ｈｕｍａｎｌｉｖｅｒｍｉｃｒｏｓｏｍｅｓａｎｄｍｉｃｒｏｓｏｍｅｓ
ｆｒｏｍｈｕｍａｎＢｌｙｍｐｈｏｂｌａｓｔｏｉｄｃｅｌｌｌｉｎｅｓｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ
ｈｕｍａｎＣＹＰ１Ａ２，ＣＹＰ２Ｃ９，ＣＹＰ２Ｄ６，ＣＹＰ２Ｅ１
ａｎｄ ＣＹＰ３Ａ４ ｗｅｒｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｆｒｏｍ Ｇｅｎｔｅｓｔ
（Ｗｏｂｕｒｎ，ＭＡ，ＵＳＡ）ａｎｄｓｔｏｒｅｄａｔ－７０℃ｕｎｔｉｌ
ｕｓｅ．
１．３ Ｉｎｖｉｔｒｏｍｅｔａｂｏｌｉｓｍｏｆｃｌｉｖｏｒｉｎｅ

Ａｔｙｐｉｃａｌｉｎｃｕｂａｔｉｏｎｍｉｘｔｕｒｅｃｏｎｓｉｓｔｅｄｏｆ０．１
ｍｏｌ·Ｌ－１ｐｏｔａｓｓｉｕｍｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒ（ｐＨ７．４），
２．０ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＧＳＨ，ＮＡＤＰＨｇｅｎｅｒａｔｉｎｇｓｙｓｔｅｍ
（５ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＭｇＣｌ２１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１Ｇ６Ｐ，１ｍｍｏｌ·
Ｌ－１ＮＡＤＰ，１ｋＵ·Ｌ－１Ｇ６ＰＤＨ），２５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１
ｃｌｉｖｏｒｉｎｅａｎｄ１ｇ·Ｌ－１ｍｉｃｒｏｓｏｍａｌｐｒｏｔｅｉｎ，ｉｎａｆｉ
ｎａｌｖｏｌｕｍｅｏｆ１ｍＬ．Ｔｈｅｒｅａｃｔｉｏｎｗａｓｉｎｉｔｉａｔｅｄｂｙ
ａｄｄｉｔｉｏｎｏｆｔｈｅＮＡＤＰＨｇｅｎｅｒａｔｉｎｇｓｙｓｔｅｍ．Ａｆｔｅｒ
ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎａｔ３７℃ ｆｏｒ６０ｍｉｎ，ｔｈｅｒｅａｃｔｉｏｎｗａｓ
ｔｅｒｍｉｎａｔｅｄｉｎｉｃｅｂａｔｈａｎｄｒｅｔｒｏｎｅｃｉｎｅ（２５ｍｇ·
Ｌ－１）ｗａｓａｄｄｅｄａｓａｎｉｎｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄａｒｄ．Ｉｎｃｕｂａ
ｔｉｏｎｍｉｘｔｕｒｅｕｓｅｄｆｏｒｃＤＮＡｅｘｐｒｅｓｓｅｄＣＹＰ４５０
ｗａｓｏｆｔｈｅｓａｍｅｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎａｓｄｅｓｃｒｉｂｅｄａｂｏｖｅ．
１．４ Ｃｈｅｍｉｃａｌｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ

Ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓｏｆｈｕｍａｎ ＣＹＰ ｉｓｏ
ｆｏｒｍｓ［８，９］ｗｅｒｅａｄｄｅｄｔｏｔｈｅｉｎｃｕｂａｔｉｏｎｍｉｘｔｕｒｅｓ
ａｎｄｉｎｃｕｂａｔｅｄａｓｐｒｅｖｉｏｕｓｌｙｄｅｃｒｉｂｅｄ．Ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎｓ
ｗｉｔｈＣＹＰｆｏｒｍｓｅｌｅｃｔｉｖｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓｆｏｒｅａｃｈｏｆｔｈｅ

ｍａｊｏｒｈｕｍａｎｌｉｖｅｒＰ４５０ｓａｔａｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆ２５０
ｍｍｏｌ·Ｌ－１ｃｌｉｖｏｒｉｎｅｗｅｒｅｐｅｒｆｏｒｍｅｄｗｉｔｈｍｉｃｒｏ
ｓｏｍｅｓｆｒｏｍｈｕｍａｎｌｉｖｅｒｓａｍｐｌｅｓ．Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓａｎｄｉｎ
ｈｉｂｉｔｏｒｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｆｏｒｅａｃｈｏｆｔｈｅｓｐｅｃｉｆｉｃＰ４５０
ｆｏｒｍｓａｒｅａｓｆｏｌｌｏｗｉｎｇ：１Ａ２（Ｎａｐ，１０μｍｏｌ·Ｌ

－１），

２Ｃ９（Ｓｕｌ，１００μｍｏｌ·Ｌ
－１），２Ｄ６（Ｑｕｉ，１０μｍｏｌ·

Ｌ－１），２Ｅ１（ＤＤＣ，１００μｍｏｌ·Ｌ
－１），３Ａ４（ＴＡＯ，

２００μｍｏｌ·Ｌ
－１）．Ｋｅｔｗａｓａｄｄｅｄｔｏｍｉｃｒｏｓｏｍａｌｉｎ

ｃｕｂａｔｉｏｎｓａｔｓｅｖｅｒａｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｒａｎｇｉｎｇｆｒｏｍ
０．２５ｔｏ５．０μｍｏｌ·Ｌ

－１．
１．５ ＨＰＬＣａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓｏｆ
ｃｌｉｖｏｒｉｎｅ

Ｔｈｅｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓｏｆｃｌｉｖｏｒｉｎｅｉｎｈｕｍａｎｌｉｖｅｒ
ｍｉｃｒｏｓｏｍｅｓｗｅｒｅｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙＨＰＬＣ［１０］．Ｔｈｅ
ｓｅｐａｒａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓｏｆｃｌｉｖｏｒｉｎｅｉｎｈｕｍａｎ
ｌｉｖｅｒｍｉｃｒｏｓｏｍｅｓｗａｓｐｅｒｆｏｒｍｅｄｏｎａＰＲＰ１ｒｅ
ｖｅｒｓｅｐｈａｓｅｃｏｌｕｍｎ（５μｍ，１５０ｍｍ×４．１ｍｍ，
ＨａｍｍｉｌｔｏｎＣｏ．Ｒｅｎｏ，ＮＶ）ｃｏｕｐｌｅｄｗｉｔｈａＰＲＰ１
ｇｕａｒｄｃｏｌｕｍｎ（５μｍ，５０ｍｍ×４．１ｍｍ，Ｈａｍ
ｍｉｌｔｏｎＣｏ．Ｒｅｎｏ，ＮＶ）．Ｔｈｅｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅｃｏｎ
ｓｉｓｔｅｄｏｆ２％（Ｖ／Ｖ）ｆｏｒｍｉｃａｃｉｄ（ｓｏｌｖｅｎｔＡ）ａｎｄ
ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ（ｓｏｌｖｅｎｔＢ）．Ｔｈｅｇｒａｄｉｅｎｔｅｌｕｔｉｏｎｗａｓ
ａｓｆｏｌｌｏｗｓ：ａｔ０－５ｍｉｎ１００％Ａ；ａｔ５－３５ｍｉｎ，
ｌｉｎｅａｒｃｈａｎｇｅｆｒｏｍ１００％Ａｔｏ７５％Ａ；ａｔ３５－４０
ｍｉｎ，ｌｉｎｅａｒｃｈａｎｇｅｆｒｏｍ７５％Ａｔｏ７０％Ａ．Ｆｌｏｗ
ｒａｔｅｗａｓｋｅｐｔｃｏｎｓｔａｎｔａｔ０．８ｍＬ·ｍｉｎ－１ｆｏｒｔｈｅ
ｃｏｍｐｌｅｔｅａｎａｌｙｓｉｓ．Ｐｅａｋｒｅｓｐｏｎｓｅｓｗｅｒｅｍｅａｓｕｒｅｄ
ａｔ２３０ｎｍｂｙＵＶｄｅｔｅｃｔｏｒ．Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔａｎｔｉｎｃｕｂａｔｅｓ
ｗｅｒｅｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅｄａｔ１０５０００×ｇａｔ２℃ｆｏｒ３０ｍｉｎ
ａｎｄａｌｉｑｕｏｔｓ（２００μＬ）ｏｆｔｈｅｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｗｅｒｅｄｉ
ｒｅｃｔｌｙｉｎｊｅｃｔｅｄｏｎｔｏｔｈｅｃｏｌｕｍｎｆｏｒｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ
ａｎａｌｙｓｉｓ．Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔａｎｔｐｅｌｌｅｔｓｏｆｔｈｅｉｎｃｕｂａｔｉｏｎｓ
ｗｅｒｅｕｓｅｄｆｏｒｔｈｅｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｔｉｓｓｕｅｂｏｕｎｄ
ｐｙｒｒｏｌｅｓ．
１．６ Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｂｏｕｎｄｐｙｒｒｏｌｅｓ

ＩｔｉｓｂｅｌｉｅｖｅｄｔｈａｔｔｈｅｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓｏｆＰＡｓ，ｎｏｔ
ｔｈｅａｌｋａｌｏｉｄｓｔｈｅｍｓｅｌｖｅｓ，ａｒｅｒｅｓｐｏｎｓｉｂｌｅｆｏｒｔｈｅ
ｔｏｘｉｃｅｆｆｅｃｔｓ［１１］．Ｔｈｅｋｅｙｓｔｅｐｉｎｍｅｔａｂｏｌｉｃａｃｔｉｖａ
ｔｉｏｎｏｆＰＡｓｉｓｔｈｅｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｕｎｓｔａｂｌｅｐｙｒｒｏｌｉｃｅｓ
ｔｅｒｓｗｈｉｃｈｍａｙｄｉｒｅｃｔｌｙｒｅａｃｔｗｉｔｈｎｕｃｌｅｏｐｈｉｌｉｃｔｉｓ
ｓｕｅｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓｓｕｃｈａｓｐｒｏｔｅｉｎｓｏｒｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄｔｏ
ｆｏｒｍｃｏｖａｌｅｎｔｂｏｕｎｄａｄｄｕｃｔｓ，ｃａｌｌｅｄｂｏｕｎｄｐｙｒ
ｒｏｌｅ，ａｎｄｌｅａｄｔｏｓｐｅｃｉｆｉｃｃｙｔｏｔｏｘｉｃｅｆｆｅｃｔｓ．Ｔｈｅｒｅ
ｆｏｒｅｉｎｔｈｉｓｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｂｏｕｎｄｐｙｒｒｏｌｅｓｗｅｒｅｍｅａ
ｓｕｒｅｄａｓａｎｉｎｄｅｘｏｆＰＡｓｉｎｄｕｃｅｄｈｅｐａｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ．

·６１· ＣｈｉｎｅｓｅＪｏｕｒｎａｌｏｆＰｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙａｎｄＴｏｘｉｃｏｌｏｇｙ ２００２ Ｆｅｂ；１６（１）



Ｔｈｅｔｉｓｓｕｅｂｏｕｎｄｐｙｒｒｏｌｅｆｏｒｍｅｄａｆｔｅｒｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ
ｗａｓｍｅａｓｕｒｅｄｂｙａｍｏｄｉｆｉｅｄｍｅｔｈｏｄｒｅｐｏｒｔｅｄｉｎ
ｌｉｔｅｒａｔｕｒｅ［１２］．
１．７ Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌａｎａｌｙｓｉｓ

Ｄａｔａｗｅｒｅｅｘｐｒｅｓｓｅｄａｓ珋ｘ±ｓａｎｄａｎａｌｙｚｅｄ
ｕｓｉｎｇＳｔｕｄｅｎｔｔｔｅｓｔ．

２ ＲＥＳＵＬＴＳ

２．１ Ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍｏｆｃｌｉｖｏｒｉｎｅｉｎｈｕｍａｎｌｉｖｅｒ
ｍｉｃｒｏｓｏｍｅｓ

Ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｐｒｏｆｉｌｅｓｏｂｔａｉｎｅｄｆｒｏｍｈｕｍａｎｌｉｖｅｒ
ｍｉｃｒｏｓｏｍｅｓｉｎｄｉｃａｔｅｄｔｈａｔｃｌｉｖｏｒｉｎｅｗａｓｏｘｉｄｉｚｅｄｔｏ
ｆｏｕｒｐｒｉｍａｒｙｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓｗｉｔｈｔｈｅｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ
ｌｅｖｅｌｏｆｃｌｉｖｏｒｉｎｅｄｅｃｒｅａｓｅｄ．Ｕｓｉｎｇｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ
ｗｉｔｈａｕｔｈｅｎｔｉｃｓｔａｎｄａｒｄａｎｄＨＰＬＣｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏ
ｍｅｔｒｙ，ａｌｌｆｏｕｒｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓｗｅｒｅｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄａｓｂｅｉｎｇ
ｔｈｅｐｒｅｖｉｏｕｓｌｙｄｅｓｃｒｉｂｅｄｐｒｉｍａｒｙｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓｏｆ
ｃｌｉｖｏｒｉｎｅｉｎｍａｌｅｒａｔｌｉｖｅｒｍｉｃｒｏｓｏｍａｌｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ：
ＤＨＲ， ７ＧＳＨＤＨＲ， ７，９ｄｉＧＳＨＤＨＲ ａｎｄ
ｃｌｉｖｏｒｉｃａｃｉｄｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｉｎａｄｄｉｔｉｏｎ，ｂｏｕｎｄｐｙｒ
ｒｏｌｅｗａｓａｌｓｏｆｏｕｎｄｉｎｍｉｃｒｏｓｏｍａｌｉｎｃｕｂａｔｉｏｎｓａｎｄ
ｔｈｅｔｏｔａｌｂｏｕｎｄｐｙｒｒｏｌｅｉｎｍｉｃｒｏｓｏｍａｌｉｎｃｕｂａｔｉｏｎｓ
ｗａｓ１．０２６μｍｏｌ·Ｌ

－１．Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｓｕｇｇｅｓｔｓｔｈａｔ
ｔｈｅｍｅｔａｂｏｌｉｃｐａｔｔｅｒｎｏｆｃｌｉｖｏｒｉｎｅｉｎｈｕｍａｎｌｉｖｅｒ
ｍｉｃｒｏｓｏｍｅｓｉｓｓｉｍｉｌａｒｔｏｔｈａｔｉｎｍａｌｅｒａｔｌｉｖｅｒｍｉ
ｃｒｏｓｏｍｅｓ．
２．２ Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓ

ＴｏｄｅｔｅｒｍｉｎｅｔｈｅｓｐｅｃｉｆｉｃＣＹＰｉｓｏｚｙｍｅ（ｓ）

ｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎｔｈｅｂｉｏｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｃｌｉｖｏｒｉｎｅ，ｔｈｅ
ＣＹＰｉｓｏｆｏｒｍｓｅｌｅｃｔｉｖｅｐｒｏｂｅｓｗｅｒｅｓｃｒｅｅｎｅｄｆｏｒｉｎ
ｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｓｏｎｔｈｅｍｅｔａｂｏｌｉｓｍｏｆｃｌｉｖｏｒｉｎｅｉｎ
ｈｕｍａｎｌｉｖｅｒｍｉｃｒｏｓｏｍｅｓａｎｄｉｎｃｕｂａｔｉｏｎｓｗｅｒｅｃｏｎ
ｄｕｃｔｅｄｕｓｉｎｇｃｈｅｍｉｃａｌｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓｔｈａｔａｒｅｓｐｅｃｉｆｉｃ
ｆｏｒｖａｒｉｏｕｓＣＹＰｉｓｏｚｙｍｅｓ．ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆＣＹＰｉｓｏ
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ＣＹＰ１Ａ２ － － － － ２５０±２０ －

ＣＹＰ２Ｃ９ － － － － ２５２±２０ －

ＣＹＰ２Ｄ６ － － － － ２４８±１６ －
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人肝 ＣＹＰ３Ａ参与了山冈橐吾碱的代谢及其肝毒性代谢物的形成

柳晓泉１，林 鸽２，王广基１，钱之玉３

（中国药科大学 １．药物代谢研究中心，３．药理学教研室，江苏 南京 ２１０００９；
２．香港中文大学药理系，沙田 香港）

摘要：目的 在体外研究山冈橐吾碱在人肝微粒体

内的代谢及参与其代谢的主要的 ＣＹＰ４５０酶，探讨
其代谢致毒机理。方法 采用人肝微粒体研究山冈

橐吾碱的主要代谢方式和代谢物。在体外运用

ＣＹＰ４５０酶的选择性抑制剂和 ｃＤＮＡ表达的人肝
ＣＹＰ４５０酶，探讨其对山冈橐吾碱的代谢及肝毒性的
吡咯代谢物形成的影响及参与山冈橐吾碱代谢的主

要的ＣＹＰ４５０酶。结果 山冈橐吾碱在人肝微粒体

内 的主要代谢物为肝毒性的吡咯代谢物：去氢倒千

里光裂碱，７谷胱甘肽基去氢倒千里光裂碱，７，９
二谷胱甘肽基去氢倒千里光裂碱和山冈囊吾酸。

ＣＹＰ４５０特异性抑制剂α萘黄酮（抑制 ＣＹＰ１Ａ２）、黄
胺苯吡唑（抑制ＣＹＰ２Ｃ）、奎尼丁（抑制ＣＹＰ２Ｄ６）和二
乙基二硫代氨基甲酸钠（抑制 ＣＹＰ２Ｅ１）对山冈橐吾
碱的代谢无明显的影响。但 ＣＹＰ３Ａ的特异性抑制
剂酮康唑和三乙酰竹桃霉素可以显著地抑制山冈橐

吾碱的代谢及其吡咯代谢物和结合型吡咯物的形

成。此外，在 ｃＤＮＡ表达的人肝 ＣＹＰ３Ａ４的温孵液
中，山冈橐吾碱被代谢成相应的吡咯代谢物，而山冈

橐吾碱在 ｃＤＮＡ表达的人肝 ＣＹＰ１Ａ２、ＣＹＰ２Ｃ９、
ＣＹＰ２Ｄ６和ＣＹＰ２Ｅ１温孵液中无代谢。结论 山冈

橐吾碱在人肝微粒体内的主要代谢方式是形成肝毒

性吡咯代谢物，ＣＹＰ３Ａ作为主要的 ＣＹＰ４５０酶参与
了山冈橐吾碱的代谢及其肝毒性吡咯代谢物的形

成。ＣＹＰ３Ａ在山冈橐吾碱所致的肝毒性中发挥了
重要的作用。

关键词：山冈橐吾碱；肝脏；微粒体；生物转化
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