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混合探针底物法测定五味子成分对大鼠肝脏 
细胞色素 P450 同工酶的影响 

王宝莲, 扈金萍, 盛  莉, 李  燕* 

(中国医学科学院、北京协和医学院药物研究所, 北京 100050) 

摘要: 研究大鼠多次口服五味子成分和体外对肝脏细胞色素 P450 酶 (CYP450) 6 种同工酶的影响。采用超

速离心法制备正常及多次口服五味子醇/水提物的大鼠肝微粒体并与探针药进行体外温孵, 应用液相色谱−串联

质谱分析方法测定 CYP450 的 6 种同工酶特异性探针底物非那西丁 (CYP1A2)、右美沙芬 (CYP2D2)、双氯芬酸

钠 (CYP2C6)、美芬妥英 (CYP2C11)、氯唑沙宗 (CYP2E1)、咪达唑仑 (CYP3A1/2) 在大鼠肝微粒体的代谢产

物生成 (对乙酰氨基酚、右啡烷、4-羟基双氯芬酸钠、4-羟基美芬妥英、6-羟基氯唑沙宗、1-羟基咪达唑仑) 以
反映各 CYP450 同工酶活性。五味子醇提物 (28～120 μg·mL−1) 体外对大鼠肝微粒体 CYP450 的 6 个同工酶均  
有不同程度的抑制作用。大鼠多次口服五味子醇提物 (1.5 g·kg−1, qd×7d) 对肝脏 CYP3A1/2 和 CYP2E1 有显著  
诱导作用, 对 CYP2D2 和 CYP2C11 有明显抑制作用, 而对 CYP2C6 和 CYP1A2 无明显影响。五味子水提物 
(100～500 μg·mL−1) 体外对大鼠肝脏 CYP450 同工酶亦有抑制作用; 体内多次给药 (1.5 g·kg−1, qd×7d) 对肝脏

CYP2D2 有明显抑制作用, 对 CYP2E1 有显著诱导作用, 但对 CYP2C6、CYP3A1/2、CYP1A2、CYP2C11 无明显

影响。提示五味子成分体内外对 CYP450 同工酶具有不同程度的诱导或抑制作用, 是否与合用药物产生相互作用

可能主要取决于参与药物体内处置的 CYP450 亚型及其比例, 临床应用时应密切注意。 
关键词: 五味子; 细胞色素 P450 同工酶; 诱导; 抑制 
中图分类号: R968       文献标识码: A       文章编号: 0513-4870 (2011) 08-0922-06 

Effects of Schisandra chinensis (Wuweizi) constituents on the activity  
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cocktail probe substrates method 
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Abstract: Effects of constituents from Schisandra chinensis (Wuweizi) on six liver microsomal CYP450 
isozymes (CYP1A2, CYP2C6, CYP2C11, CYP2D2, CYP2E1 and CYP3A1/2) were studied in rats in vivo and  
in vitro.  The in vitro incubation was conducted using liver microsomes of rats after multiple dosing of       
alcoholic/water extract from Schisandra chinensis.  A HPLC-MS method was applied to determine the      
metabolites formation of six CYP450s probe substrates (phenacetin-CYP1A2, dextromethorphan-CYP2D2,   
diclofenac sodium-CYP2C6, mephenytoin-CYP2C11, chlorzoxazone-CYP2E1 and midazolam-CYP3A1/2) in  
rat liver microsomal incubations.  The activity of CYP450 isozymes were represented by the formation of   
metabolites.  Alcoholic extract of Schisandra chinensis (28−120 μg·mL−1) showed significant inhibitory effect 
on six CYP450 isozymes to a certain extent in vitro.  Multiple dosing of Schisandra chinensis alcoholic extract 
(1.5 g·kg−1, qd×7d) had significant induction on CYP2E1 and CYP3A1/2, inhibition on CYP2D2 and CYP2C11, 
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and no effect on CYP2C6 and CYP1A2.  Water extract of Schisandra chinensis (100−500 μg·mL−1) also     
exhibited inhibition on the activity of CYP450 isozymes in vitro, whereas multiple administrations (1.5 g·kg−1, 
qd×7d) had significant induction of CYP2E1 and inhibition on CYP2D2, no effect on CYP2C6, CYP3A1/2, 
CYP1A2 or CYP2C11.  The results suggested that the constituents from Schisandra chinensis exhibited the   
inhibition and induction on six rat liver microsomal CYP450 isozymes to a certain extent in vivo and in vitro.  
The possibility of interaction between Schisandra chinensis and coadministrative drugs will be considered base 
on the levels and subtype of CYP450 involved in the drug metabolism. 

Key words: Schisandra chinensis (Wuweizi); cytochrome P450 isozyme; induction; inhibition 

                                                                                                          

近年来 , 有关植物药和化学药物相互作用而  
降低疗效和导致毒副反应的报道日益增多 , 已引  
起人们的广泛关注。五味子为木兰科植物五味子 
(Schisandra chinensis (Turcz.) Baill) 或华中五味子 
(S. sphenanthera Rehd. Et Wils.) 的干燥成熟果实, 具
有敛肺滋肾、生津敛汗、涩精止泻、宁心安神的功效。

以往研究表明, 五味子具有镇静、催眠、抗惊厥、保

肝降酶、降血压、提高免疫力等广泛的药理作用, 临
床应用普遍[1]。 

已知 CYP450 酶是参与内、外源物包括药物在体

内生物转化的主要代谢酶系, 该酶活性的变化可直

接影响外源物体内动力学的改变以及后续生物学效

应。近期研究提示 , 五味子可诱导大鼠肝微粒体

CYP450, 从而改变利多卡因的药代动力学特征 [2], 
五味子木脂素成分还可调节 CYP3A 的活性和表达[3]

等。以往研究结果表明 , CYP1A2、CYP2C8/9、
CYP2C19、CYP2D6、CYP2E1、CYP3A4/5 为参与临

床药物代谢的主要 CYP450 同工酶, 可代谢 95%的临

床药物。因此, 本研究拟采用混合探针底物法研究五

味子成分对大鼠肝脏 CYP450的 6种主要同工酶活性

的影响, 为五味子的临床合理应用以及与其他药物

的相互作用研究提供一定的参考依据。 
 

材料与方法 
药品与试剂  五味子购于北京市同仁堂科技有

限公司, 五味子水/醇提取物由本所植化室协助制备 
(4 种主要木脂素含量见表 1)[4, 5]。非那西丁、右美沙

芬、双氯芬酸钠、美芬妥英、氯唑沙宗、对乙酰氨基

酚、右啡烷、4-羟基双氯芬酸钠、4-羟基美芬妥英、

6-羟基氯唑沙宗以及 1-羟基咪达唑仑均购自美国

Sigma 公司; 五味子醇甲、五味子酯甲、五味子甲素、

五味子乙素以及咪达唑仑均购自中国药品生物制品

检定所。所用试剂甲醇、乙腈等均为色谱纯。 
实验动物及仪器  Sprague-Dawley (SD) 大鼠, 

体重 (200 ± 20) g, 购于北京维通利华实验动物技术

有限公司, 动物合格证号: SCXK (京) 2007-0001。 
安捷伦Agilent LC/MSD Trap XCT液相色谱质谱

联用仪, 配电喷雾 (ESI) 和大气压化学电离 (APCI) 
离子源, 以及 Mass Control 和 Data Analysis 数据处理

软件。 
液相色谱-串联质谱方法 [6−8]  色谱柱: Zorbax 

SB-C18 (3.5 μm, 2.1 mm × 100 mm, Agilent, USA), 雾
化气压力: 40～60 psi, 干燥气流速: 7～9 L·min−1, 离
子源电压: 4 000～4 500 V, 离子传输毛细管温度: 
350 ℃; 流动相、离子源以及探针底物相应产物的多

级反应监测 (MRM) 见表 2。 
五味子提取物和木脂素成分对大鼠肝微粒体

CYP450 同工酶的抑制作用  将五味子提取物/4 种

木脂素成分加入到正常大鼠肝微粒体中, 与 CYP450
同工酶探针药共同温孵, 测定探针药代谢产物的生

成以反映五味子提取物/木脂素成分对 CYP450 同工

酶的抑制作用。五味子提取物浓度 (单位体积中提 
取物质量) 为醇提物: 120和 28 μg·mL−1; 水提物: 500
和 100 μg·mL−1; 五味子木脂素成分浓度: 50、10 和 5 
μmol·L−1; 混合探针底物浓度为: 非那西丁/美芬妥英

50/100 μmol·L−1; 右美沙芬/双氯芬酸钠15/20 μmol·L−1; 
氯唑沙宗/咪达唑仑 100/20 μmol·L−1。肝微粒体温孵

体系还包括微粒体蛋白 (1 mg·mL−1), NADPH (1.2 
mmol·L−1), Tris-HCl 缓冲液 (50 mmol·L−1, pH 7.4), 
反应终体积为 500 μL, 有机溶剂含量<1%。各探针药 

 
Table 1  Quantitation of four lignans in extract of Schisandra chinensis 

Content/% 
Sample 

Schisandrin Schisantherin A Deoxyschisandrin γ-Schisandrin 

Alcoholic extract 1.84 1.55 2.42 1.23 

Water extract − 0.04  0.029 − 
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Table 2  Mobile phase, ion source and multiple reaction monitoring for probe substrates metabolites 

Analyte Mobile phase Ion source Precursor (m/z) Product (m/z) 

Acetaminophen Methanol: water (45∶55, 0.1% formic acid) APCI (+) 152 110 

4-Hydroxymephenytoin   235 150 

Dextrophan Acetonitrile: water (50∶50, 0.1% formic acid) ESI (+) 258 201 

4-Hydroxydiclofenac   312 268 

6-Hydroxychlorzoxazone Acetonitrile: water (50∶50, 0.005% ammonia water) ESI (−) 184 148 

1-Hydroxymidazolam  ESI (+) 342 203 

 
温孵时间分别为:非那西丁/美芬妥英、氯唑沙宗/咪达

唑仑的温孵时间为 20 min, 右美沙芬/双氯芬酸钠的

温孵时间为 10 min, 温孵完成后加入冰乙腈 500 μL
终止反应, 14 000 r·min−1 离心 5 min, 取上清液 5 μL
进样, 测定探针药特异性代谢产物的生成。 

五味子多次给药对大鼠肝脏 CYP450 同工酶活

性的影响   大鼠灌胃给予五味子水 /醇提取物 1.5 
g·kg−1, 每天 1 次, 连续给药 7 天, 对照组给予同体积

0.5% CMC。末次给药后将动物禁食过夜, 断头处死, 
超速离心法制备肝微粒体[9]。采用混合探针底物法测

定所制备微粒体的活性, 具体温孵条件同“五味子

提取物和木脂素成分对大鼠肝微粒体 CYP450 同工

酶的抑制作用”。 
统计学处理  实验数据以 x ± s 表示, 以 Student’s 

t 检验进行统计学分析。 
 

结果 
1  五味子提取物和木脂素成分体外对 CYP450 同工

酶的抑制作用 
五味子醇提物/水提物和 4 种有效木脂素成分对

CYP450 的 6 个同工酶的抑制作用见图 1。五味子醇

提物 120 μg·mL−1 和水提物 500 μg·mL−1 (均为胃肠道

及体内可能达到的浓度) 对CYP450同工酶有显著的

抑制作用: 醇提物对各探针药产物生成的抑制率分

别为 80% (对乙酰氨基酚-CYP1A2)、90% (4-羟基双氯

芬酸钠-CYP2C6)、90% (4-羟基美芬妥英-CYP2C11)、 

80% (右啡烷 -CYP2D2)、50% (6-羟基氯唑沙宗 - 
CYP2E1) 和 90% (1-羟基咪达唑仑-CYP3A1/2), 水
提物的抑制率分别为 47%、53%、48%、40%、57%
和 70%。当醇提物和水提物浓度分别降低约 5 倍 (28
和 100 μg·mL−1) 时, 两种提取物对 6种同工酶仍有不

同程度的抑制作用 : 醇提物对各同工酶抑制率为

39%～73%, 水提物为 18%～59%。 
4 种木脂素成分五味子醇甲、五味子酯甲、五味

子甲素和五味子乙素的浓度分别为 50 和 10 μmol·L−1

时, 对 CYP450 同工酶显示不同程度的抑制作用, 当
浓度降为 5 μmol·L−1 时 4 种成分对 CYP450 同工酶均

无明显影响。 
2  五味子多次给药对大鼠肝脏 CYP450 各同工酶活

性影响 
大鼠多次灌胃给予五味子水 /醇提取物后对肝 

脏 CYP450 酶总量和 6 种同工酶的影响见表 3、4    
和图 2。结果表明, 五味子水/醇提取物多次给药对

CYP450 总量有明显的诱导作用, 以醇提物的诱导作

用更为明显。五味子醇提物多次给药对 CYP3A1/2 和 
 
Table 3  Effect of Schisandra chinensis extracts on liver   
microsomal CYP450 contents in rats.  n = 5, x ± s.  *P < 0.05, 
**P < 0.01 vs control group 

Treatment CYP450 content/nmol·mg−1 (protein) 

Control 0.589 0 ± 0.089 8 

Alcoholic extract 0.895 6 ± 0.070 4** 

Water extract 0.734 1 ± 0.075 5* 
 

 
Table 4  Effect of Schisandra chinensis extracts on CYP450s activities of rat liver microsomes in vivo.  n = 5, x ± s.  *P < 0.05,   
**P < 0.01, ***P < 0.001 vs control group 

Metabolites formation/nmol·min−1·mg−1(protein) 
Isoform Probe metabolite 

Control Alcoholic extract Water extract 

CYP1A2 Acetaminophen  110.0 ± 24.4 133.7 ± 12.0 136.9 ± 26.3 

CYP2C6 4-Hydroxydiclofenac   544.1 ± 106.0 565.1 ± 102.7 592.7 ± 177.9 

CYP2C11 4-Hydroxymephenytoin   51.9 ± 10.1 33.4 ± 6.5* 38.7 ± 12.3 

CYP2D2 Dextrophan  262.1 ± 25.3 95.8 ± 10.8*** 123.9 ± 21.0*** 

CYP2E1 6-Hydroxychlorzoxazone 354.4 ± 9.3 1 368.6 ± 175.3*** 653.4 ± 132.4** 

CYP3A1/2 1-Hydroxymidazolam 119.4 ± 8.4 171.4 ± 16.5*** 121.1 ± 4.7 
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Figure 1  Inhibitory effect of alcoholic/water extracts and four lignans from Schisandra chinensis on rat liver microsomal CYP450 
isozymes.  CYP1A2-acetaminophen; CYP2C6-4-hydroxydiclofenac; CYP2C11-4-hydroxymephenytoin; CYP2D2-dextrophan; CYP2E1- 
6-hydroxychlorzoxazone; CYP3A1/2-1-hydroxymidazolam (*P < 0.05, **P < 0.01 vs control group, n = 3).  A: Alcoholic extract (120 
μg·mL−1), water extract (500 μg·mL−1), four lignans (50 μmol·L−1); B: Alcoholic extract (28 μg·mL−1), water extract (100 μg·mL−1), four 
lignans (10 μmol·L−1); C: four lignans (5 μmol·L−1) 

 
CYP2E1具有显著诱导作用, 对 CYP2D2和 CYP2C11
显示抑制作用, 对 CYP2C6、CYP1A2 无明显影响。五

味子水提物对 CYP2E1 有显著诱导作用, 对 CYP2D2
有显著抑制作用, 而对 CYP2C6、CYP3A1/2、CYP1A2
及 CYP2C11 无显著影响。五味子醇提物对 CYP2D2
的抑制作用和对 CYP2E1 的诱导作用均强于水提物。 

讨论 
细胞色素 P450 (cytochrome P450, CYP) 是广泛

存在于生物体内含有亚铁血红素的蛋白酶, 可催化

体内不同类型的代谢反应, 在外源物的代谢和前致

癌物的活化中起着重要作用。CYP450 在体内主要分

布于肝脏、肠道、肺脏和肾脏等器官中, 其中以肝脏 
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Figure 2  Effect of Schisandra chinensis extracts on the activities of liver microsomal CYP450s in rats.  CYP1A2-acetaminophen; 
CYP2C6-4-hydroxydiclofenac; CYP2C11-4-hydroxymephenytoin; CYP2D2-dextrophan; CYP2E1-6-hydroxychlorzoxazone; CYP3A1/2- 
1-hydroxymidazolam (n = 5, *P < 0.05, **P < 0.01 vs control group) 

 
的含量最丰富, 目前临床使用的大部分药物均需经

肝脏 CYP450 催化代谢。以往研究表明, CYP450 酶

可被药物等外源物诱导和抑制, 导致其含量和活性

的改变, 从而直接影响药物在体内的血药浓度、动力

学过程以及后续生物学效应。因此, 对 CYP450 酶的

诱导和抑制已成为目前公认的药物间相互作用的主

要机制[10]。 
中草药在我国应用历史悠久且疗效肯定, 在疾

病治疗和保健方面具有独特优势。以往大多数使用者

认为中草药属于天然植物, 不会像化学药一样易发

生药物间相互作用。事实上, 中草药含有多种生物活

性成分, 其化学组成与常用化学药类似, 可通过协同

或者拮抗作用共同发挥生理调节作用, 也存在与多

种类型药物发生相互作用的可能。目前研究认为, 中
草药与其他药物发生相互作用的机制主要涉及药物

代谢酶和药物外排蛋白的诱导和抑制。因此研究常用

中草药对药物代谢酶的作用, 了解其对主要参与药

物代谢的 CYP450 同工酶的影响, 对预测中草药与其

他药物合用时的相互作用、指导临床合理用药具有非

常重要的意义[11]。 
五味子是我国传统中草药, 临床疗效确切, 应用

广泛, 目前有多种制剂和相关药物上市。有研究表明, 
五味子可诱导 CYP450 总量以及 CYP3A 的活性, 改
变其他药物的药代动力学, 但对其他常见 CYP450 同

工酶的作用尚未见报道。本研究选取参与临床大部分

药物代谢的 6 种 CYP450 同工酶, 考察了五味子成分

对它们的诱导或抑制作用。研究中采用目前公认的

CYP450 同工酶特异性探针药物进行肝微粒体温孵, 

测定特定代谢产物生成以反映同工酶的活性。与测定

底物减少的探针法相比, 此方法更为直观、灵敏、准

确。五味子醇提物和水提物多次口服给药的结果表 
明, 五味子提取物在诱导 CYP450 酶总量的同时, 却
对各亚型诱导和抑制作用不一。在本研究中水/醇提

物在诱导 CYP2E1 和 CYP3A 的同时, 对 CYP2D2 或

CYP2C11 就表现出显著的抑制作用或趋势 , 而对

CYP1A2 和 CYP2C6 无影响, 水/醇提物对 CYP2D2、
2C11、1A2 和 2C6 的作用此前未见系统报道。 

在药物的代谢性相互作用过程中, 由于药酶抑

制引起的药物相互作用约占 70%, 而药酶诱导引起

的相互作用约占 23%。由此可见, 研究药物对药物代

谢酶的抑制作用, 对于预测体内药物的相互作用具

有重要指导意义。本研究评价了五味子醇提物、水提

物和 4 种木脂素成分对 CYP450 主要同工酶的抑制 
作用。结果表明, 基于以往五味子体内药代动力学 
研究结果, 醇提物和水提物口服后在胃肠道和体内

可能达到的浓度范围内 (醇提物 28～120 μg·mL−1, 
水提物 100～500 μg·mL−1) 对 CYP450 各同工酶均 
有显著的抑制作用[12]; 4 种木脂素成分浓度为 10～50 
μmol·L−1时对 CYP450 同工酶存在不同程度抑制作用, 
当浓度降为 5 μmol·L−1 时对 CYP450 各同工酶则无 
明显影响。根据口服五味子制剂的体内浓度推断, 五
味子 4 种木脂素成分对胃肠道 CYP450 可能有一定 
抑制作用, 但对肝脏 CYP450 影响较小, 提示五味子

提取物中除上述 4 种木脂素外可能还含有其他抑制

CYP450 的成分[13]。 
基于上述结果可知, 五味子成分对 CYP450 同工
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酶具有不同程度的诱导或抑制作用, 体外温孵主要

表现为对 CYP450 同工酶的抑制作用, 体内多次给药

则是对 CYP450 同工酶的诱导或抑制的综合作用, 两
者的差异与体外试验时五味子成分与 CYP450s 的直

接作用和体内多次给药的诱导和抑制机制相关。五味

子成分是否与合用药物产生相互作用可能主要取决

于参与药物体内处置的 CYP450 亚型及同工酶水平, 
临床应用时应密切注意。 
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