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摘要　目的：考察寒证大鼠肝脏细胞色素Ｐ４５０（ＣＹＰ４５０）亚酶的表征特点及热性中药的调控效果。方法：选取知母石膏黄

柏龙胆草制备寒性造模药，对ＳＤ大鼠诱导２１ｄ后复制寒证模型；另取肉桂提取物对寒性大鼠进行干预，制备观察组；用
生理盐水处理为对照组。钙盐沉淀法制备肝脏微粒体，与混合探针药物温孵，用高效液相色谱（ＨＰＬＣ）法测定探针药物的
代谢消除百分率，评价ＣＹＰ４５０亚酶活性变化。提取肝脏总ＲＮＡ，实时荧光定量ＰＣＲ法测定ＣＹＰ４５０亚酶的ｍＲＮＡ表达。结
果：寒性中药对大鼠ＣＹＰ３Ａ１酶的活性和ｍＲＮＡ具有显著的抑制作用，热性肉桂具有一定的调控作用，并且这种调控发生
在ｍＲＮＡ水平。结论：本研究从多角度系统评价和验证寒证机体ＣＹＰ４５０亚酶的表征特点及热性中药的调控效果。
关键词　寒证；大鼠；肉桂；细胞色素Ｐ４５０；Ｃｏｃｋｔａｉｌ探针法；ｍＲＮＡ；造模；调控
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　　中药药性理论是中医药基本理论之一，寒热药
性理论是其基础和核心。以偏纠偏是药物治疗作用

的本质所在，即“热者寒之、寒者热之”。现代基因

技术、代谢组学和药物动力学等研究表明，寒、热证

候下机体的代谢网络明显偏离正常，而经中药干预

后模型动物的代谢谱回归至正常范围，呈现一定的

网络修复的效果［１４］。细胞色素 Ｐ４５０酶（ＣＹＰ４５０酶）
为机体代谢网络中最重要的功能蛋白，是机体内、外

源小分子物质代谢的主要承担者，在维持机体内环

境的稳态、代谢对机体有害的物质和免疫方面发挥

着重要作用［５］。研究表明，热证（寒证）下，机体肾

上腺皮质激素、性激素等类固醇激素，胆固醇、脂肪

酸等内源性物质代谢异常［６９］，ＣＹＰ４５０酶作为直接参

与上述物质代谢的功能蛋白［１０］，其表达水平的特异

性改变将反映热证（寒证）下机体代谢网络特点。

另有研究报道配伍热性药后，寒性药对 ＣＹＰ４５０酶的
抑制作用得到调控［１１１２］。我们选取肝脏中含量较高

的５种ＣＹＰ４５０亚酶，以寒证模型大鼠为载体，采用热
性中药肉桂进行干预，从酶的活性和 ｍＲＮＡ表达水
平考查寒证机体ＣＹＰ４５０酶的表征特点及热性中药的
调控效果，考察ＣＹＰ４５０酶与中药药性的相关性。
１　材料与方法
１１　材料
１１１　动物　选取雄性 ＳｐｒａｇｕｅＤａｗＬｅｙ（ＳＤ）大鼠
２４只，体质量（２００±１０）ｇ，购自北京维通利华实验
动物中心，许可证号 ＳＣＸＫ（京）２０１２０００１。大鼠于
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实验室常规饲养，实验前禁食１２ｈ，自由饮水。
１１２　药物　肉桂、知母、石膏、黄柏、龙胆草药材
购自北京同仁堂药店，经北京中医药大学药用植物

教研室王学勇教授鉴定。

１１３　试剂与仪器　探针药物美托洛尔（ＣＹＰ２Ｄ１
底物）、氨苯砜（ＣＹＰ３Ａ１底物）、非那西丁（ＣＹＰ１Ａ２
底物）、氯唑沙宗（ＣＹＰ２Ｅ１底物）、甲苯磺丁脲
（ＣＹＰ２Ｃ１１底物），内标五味子醇甲，ＮＡＤＰＮａ２，Ｄ葡
萄糖６磷酸二钠、葡萄糖６磷酸脱氢酶、考马斯亮
蓝Ｇ２５０均购于 Ｓｉｇｍａ公司；乙腈、甲醇为色谱纯
（美国 Ｆｉｓｈｅｒ）；引物、ＲＴ试剂、荧光定量 ＰＣＲ试剂、
ｓｙｂｒｇｒｅｅｎＩ均购自 ＳｈｉｎｅＧｅｎｅ公司。ＬＣ１０ＡＴ高效
液相色谱仪（日本岛津），ＦＴＣ２０００荧光定量 ＰＣＲ仪
（加拿大ＦｕｎｇｌｙｎＢｉｏｔｅｃｈ）；ＧＬ２１Ｍ高速冷冻离心机
（上海卢湘仪）。

１２　方法
１２１　分组与模型制备　采用水煎法制备。分别
称取造模用（知母生石膏黄柏龙胆草 １５∶２∶
１∶１）［１３］、治疗用（肉桂）药材，８倍量水浸泡１ｈ，回
流提取１ｈ，滤过后用６倍量水回流提取３０ｍｉｎ，２次
药液合并，减压浓缩至造模用药液浓度为１ｇ生药／
ｍＬ，低剂量观察组药液浓度为１ｇ生药／ｍＬ，高剂量
观察组药液浓度为３ｇ生药／ｍＬ。
１２２　给药方法　采用造模药复制热证模型，每鼠
每日上午灌胃给予４ｍＬ造模用药液，连服２１ｄ；正
常对照组给予等体积生理盐水。第 ８天起每日下
午，观察组分别灌胃给予相应的药物治疗（１０ｍＬ／
ｋｇ），模型对照和正常对照组给予生理盐水（１０ｍＬ／
ｋｇ），连续１４ｄ。大鼠末次给药后２ｈ腹腔注射２５％
的乌拉坦麻醉处死，取肝组织剪碎、漂洗、吸干，

－８０℃保存。
１２３　检测指标与方法
１２３１　Ｃｏｃｋｔａｉｌ实验　１）大鼠肝微粒体的制备　
取大鼠肝组织，按１∶３的比例加入 ＫＣＬ缓冲液，匀
浆。将匀浆液于４℃，４５００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，再取
上清液与８８ｍｍｏｌ／ＬＣａＣｌ２溶液混匀，使终浓度为８
ｍｍｏｌ／Ｌ，冰浴５ｍｉｎ，再于 ４℃，１３０００ｒ／ｍｉｎ，离心
２０ｍｉｎ，用ＫＣｌ缓冲液洗涤沉淀１次，所得微粒体以
Ｔｒｉｓ蔗糖缓冲液（ｐＨ７４）混悬，－８０℃保存［１４］。

２）温孵条件及样品处理　精密量取各探针药物
溶液于ＰＥ管中，氮气吹干，加入２００μＬ大鼠肝微粒
体蛋白（２ｍｇ／Ｌ），于３７℃水浴均匀振荡３ｍｉｎ，加入
２００μＬＮＡＤＰＨ发生系统，于 ３７℃水浴中反应 ３０
ｍｉｎ后立即按１∶３的比例加入冰甲醇终止反应，加

入２０μＬ００６ｍｇ／ｍＬ内标，于４℃，６０００ｒ／ｍｉｎ，离
心２０ｍｉｎ。取上清液氮气吹干，甲醇溶解后用高效
液相色谱（ＨＰＬＣ）法分析。
３）ＨＰＬＣ实验　迪马 Ｃ１８柱（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，

５μｍ），（ＮＨ４）２ＨＰＯ４缓冲盐（Ａ，ｐＨ３６），乙腈（Ｂ）
梯度洗脱，程序如表１，流速：１０ｍＬ／ｍｉｎ，柱温：４０
℃，检测波长２３０ｎｍ。色谱图如图１所示。可见５
种探针药物与内标物峰形良好，空白肝微粒体实验

也未见干扰，方法专属性强。

用ＨＰＬＣ法测定各探针底物浓度，计算代谢消
除百分率。公式如下：

　　探针底物代谢消除百分率（％）＝

　　　　加入探针底物的量－测得探针底物的量
加入探针底物的量

×１００

表１　流动相洗脱程序

Ｔ（ｍｉｎ） Ａ（％） Ｂ（％）

００１ ７２ ２８
５００ ７２ ２８
５０１ ５５ ４５
２０ ３０ ７０

１２３２　实时荧光定量 ＰＣＲ　１）ＲＮＡ的提取与鉴
定　取剪碎的肝组织，每５０～１００ｍｇ加入１ｍＬＴＲ
Ｉｚｏｌ试剂，按试剂说明书进行提取，将提取的ＲＮＡ溶
解于适量无 ＲＮａｓｅ水中。空白组 Ａ２６０／Ａ２８０＝
１９７；实验组 Ａ２６０／Ａ２８０的结果介于１８～２０，即
没有残余蛋白，ＲＮＡ纯度较高（图２）。
２）逆转录　配制逆转录反应体系（总体积２０μＬ），其
中含２×ＲＴｂｕｆｆｅｒ１０μＬ、６Ｎ随机引物（１００ｐｍｏｌ／μＬ）
１μＬ、ＲＴｍｉｘ１μＬ、模板（ＲＮＡ）５μＬ、ＤＥＰＣ水３μＬ。
反应条件为２５℃１０ｍｉｎ，４２℃５０ｍｉｎ，８５℃５ｍｉｎ。
３）荧光定量ＰＣＲ　对 Ｃｏｃｋｔａｉｌ法检测到有活性

改变的３种亚酶进行ｍＲＮＡ水平检测。ＰＣＲ反应体
系（总体积 ５０μＬ）中包含 ２×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ２５μＬ、
Ｐｒｉｍｅｒｓ（２５ｐｍｏｌ／μＬ）２μＬ、ＳｙｂｒｇｒｅｅｎＩ（２０ｐｍｏｌ／
μＬ）０５μＬ、模板（ｃＤＮＡ）２μＬ、ＤＥＰＣ水２０５μＬ。
扩增条件为９４℃ ４ｍｉｎ，９４℃ ２０ｓ，退火温度为６０
℃ ３０ｓ，７２℃３０秒循环３５次，７２℃检测信号。以
βａｃｔｉｎ为内参基因，进行ＰＣＲ扩增产物的实时定量
分析，用 ２－△△ＣＴ方法分析 ｍＲＮＡ的表达。检测的
ＣＹＰ４５０亚酶及特异性引物序列见表２。
１３　统计学方法　采用 ＳＡＳ９３统计软件处理。
代谢消除百分率以均值 ±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，组间
平均值比较采用 ＬＳＤｔ检验，以 Ｐ＜００５为差异有
统计学意义。
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图１　ＨＰＬＣ色谱图
　　注：Ａ空白肝微粒体；Ｂ探针药物＋内标混合对照溶液；Ｃ大鼠肝微粒体＋５种探针药物＋内标的温孵样品。１美托洛尔；２氨苯砜；
３非那西丁；４氯唑沙宗；５甲苯磺丁脲；６内标

图２　Ｓｙｂｒｇｒｅｅｎ

２　结果
２１　ＣＹＰ４５０亚酶的活性　与空白组比较，寒性造模
药物可非常显着抑制ＣＹＰ３Ａ１、ＣＹＰ１Ａ２的活性。治
疗后，肉桂高剂量组对寒证大鼠 ＣＹＰ３Ａ１的活性有
非常显著的上调趋势，肉桂高、低剂量组对寒证大鼠

ＣＹＰ１Ａ２的活性都有显著上调作用。对于ＣＹＰ２Ｅ１，
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表２　实时荧光定量引物序列

ＣＹＰ４５０亚酶 上游引物 下游引物 片段长度（ｂｐ）

ＣＹＰ３Ａ１ ＧＡＧＡＴＣＡＣＡＧＣＣＣＡＧＴＣＡＡＴＣ ＡＧＧＴＧＧＧＡＧＧＴＧＣＣＴＴＡＴＴＧ １６０
ＣＹＰ１Ａ２ ＣＴＣＣＧＴＴＡＣＣＴＣＣＣＴＡＡＣＴＣＴＣ ＧＧＣＴＧＴＣＴＧＴＧＡＴＧＴＣＣＣＧ １３６
ＣＹＰ２Ｅ１ ＧＴＴＴＴＣＣＣＴＡＡＧＣＡＴＴＣＴＣＣＧ ＣＡＧＡＡＡＴＧＴＧＧＧＧＴＣＡＡＡＡＧＧ １３３
Ａｃｔｉｎ ＣＣＣＡＴＣＴＡＴＧＡＧＧＧＴＴＡＣＧＣ ＴＴＴＡＡＴＧＴＣＡＣＧＣＡＣＧＡＴＴＴＣ １５０

表３　大鼠肝微粒体中探针药物的代谢消除百分率（珋ｘ±ｓ，％，ｎ＝６）

组别 美托洛尔 氨苯砜 非那西汀 氯唑沙宗 甲苯磺丁脲

寒证模型组 ２３２７±２１５ ３３５９±７２０ １６０９±４２４ ３１１０±３３６ ２２５７±２２１
肉桂低剂量组 ２４５０±４３９ ３４６０±５１６ ２０１１±３２４△ ３２０７±４２８ ２０３１±２０１
肉桂高剂量组 ２３７４±３０７ ４０１２±４７７△ ２０６９±３１５△ ３４３３±６０９△ ２１７９±３３３
空白组 ２５６６±１３２ ４７９６±０２４ ２２２６±２８３ ３２８４±１８１ ２０２９±３６３

　　注：与空白组比较，Ｐ＜００５；与模型组比较，△Ｐ＜００５

寒性中药对大鼠肝微粒体该酶活性无显著影响，给

予高剂量肉桂后，酶活性被诱导。而 ＣＹＰ２Ｄ１和
ＣＹＰ２Ｃ１１活性未受药物影响。见表３。
２２　ＣＹＰ４５０亚酶的 ｍＲＮＡ表达　表明在 ｍＲＮＡ水
平，寒性大鼠 ＣＹＰ３Ａ１的表达也被显著抑制。给予
热性药肉桂后，寒证大鼠 ＣＹＰ３Ａ１的 ｍＲＮＡ表达上
调。而给药组ＣＹＰ１Ａ２、ＣＹＰ２Ｅ１的ｍＲＮＡ与空白组
无差异，即酶活性改变的机制不是发生在 ｍＲＮＡ水
平。见表４。

表４　大鼠肝脏ＣＹＰ４５０亚酶的ｍＲＮＡ表达

（珋ｘ±ｓ，Ｕ／ｍｇ，ｎ＝６）

组别 ＣＹＰ３Ａ１ ＣＹＰ１Ａ２ ＣＹＰ２Ｅ１

寒证模型组 ０４１±０６９ ０９４±０１７ ０９６±０９６
肉桂低剂量组 ０８７±０１８△ ０９１±０３３ １０７±０１２
肉桂高剂量组 ０８１±０２３△ ０８７±０３１ ０９３±００９
空白组 １００±００８ １００±０１１ １００±０１２

　　注：与空白组比较，Ｐ＜００５；与模型组比较，△Ｐ＜００５

３　讨论
ＣＹＰ４５０酶为体内最重要的代谢酶，仅 ＣＹＰ２Ｄ６、

ＣＹＰ３Ａ、ＣＹＰ１Ａ２、ＣＹＰ２Ｅ１、ＣＹＰ２Ｃ１９五种亚酶就参
与了９０％的药物代谢［１５］，其在大鼠体内的同源蛋

白分别为 ＣＹＰ２Ｄ１、ＣＹＰ３Ａ１／２、ＣＹＰ１Ａ２、ＣＹＰ２Ｅ１、
ＣＹＰ２Ｃ１１。其中 ＣＹＰ３Ａ是人体内表达最丰富的
ＣＹＰ４５０酶，在药物代谢中发挥绝对重要的作用，可代
谢进 ５０％的药物。本研究表明，寒性中药对大鼠
ＣＹＰ３Ａ１酶的活性和 ｍＲＮＡ具有显著的抑制作用，
热性肉桂具有一定的调控作用，并且这种调控发生

在ｍＲＮＡ水平。
本研究选取 Ｃｏｃｋｔａｉｌ探针药物法考查酶活性，

从而探讨寒证机体ＣＹＰ４５０酶的表征特点及热性中药
的调控效果，方法的优点在于可以在单个试验过程

获得多个代谢途径的信息，从而真实地反映出药物

对ＣＹＰ４５０不同亚型代谢酶的影响，此外，该方法受个
体间的差异影响也比较小，省时经济、简便灵敏。

药物对ＣＹＰ４５０酶活性的影响机制包括酶的基因
表达、转录水平、翻译水平等多方面。只有ＣＹＰ４５０同
工酶的活性、蛋白水平和ｍＲＮＡ水平都降低（升高）
才表明该酶被抑制（诱导）［１６］。因此，本研究要进一

步结合蛋白表达实验，从多角度系统评价和验证寒

证机体 ＣＹＰ４５０酶的表征特点及热性中药的调控
效果。
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