
中  国
  药

  房
  网

 

www.china-pharm
acy.

com 

中国药房 2017年第28卷第19期 China Pharmacy 2017 Vol. 28 No. 19

Δ基金项目：国家自然科学基金资助项目（No.31570349）

＊硕士研究生。研究方向：中药及天然药物活性成分。电话：

027-88041919。E-mail：2282968908@qq.com

# 通信作者：教授，硕士生导师，博士。研究方向：中药及天然药

物活性成分。电话：027-88041919。E-mail：benhongzh＠whu.edu.cn

目前对于传统药物及其制剂的代谢研究一般都偏

向于体内研究，但是在体内代谢研究过程中由于药物在

生物体内分布广泛，代谢转化极易受到各种脏器和多种

酶系的干扰，使药物及其代谢产物在体内浓度较低，增

加了机体药物代谢、分离和检测的难度，这对于药物体

内代谢转化的研究是非常不利的[1-2]。而体外代谢法能

克服体内众多因素的干扰，可快速方便地控制代谢条

件，易于代谢产物的分离、提取；另外，对于毒性大、体内

代谢清除率低、检测手段灵敏度低的药物，体外代谢法

更是良好的研究手段。肝是血流量很高的器官，药物的

代谢大多在肝进行，主要包括药物的Ⅰ相氧化和Ⅱ相偶

联反应。药物经上述反应后性质发生变化，其药效/毒性

可能加强或减弱，体外肝代谢法成了药物体外代谢研究

的主要技术和方法。常见的体外肝代谢研究方法有肝

微粒体体外温孵法、肝细胞体外温孵法、肝灌流技术、肝

组织切片技术、基因重组P450酶系等[3-4]，广泛应用于药物

毒理学、药动学及药效学的研究，根据不同的要求和目

的加以选择和利用，可达到理想效果。笔者以“药物代

药物体外肝代谢的研究方法Δ
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肝代谢不能全面反映体内药物的综合代谢情况，与体内的真实代谢情况存在差异，今后需结合体内实验等方法来完善药物在体内

外的药物代谢转运研究；目前肝灌流技术和基因重组P450酶系等体外肝代谢研究方法对设备、实验操作成本、数据处理技术等要求

较高，其运用和推广仍然受到一定的约束和限制，今后需建立简单、快速、经济、高效的科学技术方法和手段。
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谢”“体外肝代谢”“肝微粒体体外温孵法”“肝细胞体外

温孵法”“肝灌流技术”“肝组织切片技术”“基因重组P450

酶系”“Drug metabolism”“Liver metabolism in vitro”“Me-

tabolism of liver microsome in vitro”“Liver perfusion

technique”“Liver biopsy technique”“Recombination ge-

netic cytochrome P450”等为关键词，组合查询 1996年 10

月－2017年 4月在 PubMed、Web of Science、中国知网、

中国生物医学等数据库中的相关文献。结果，共检索到

相关英文文献220余篇、中文文献750余篇，其中有效文

献30篇。现对常用的体外肝代谢研究方法进行综述，以

期为药物体外肝代谢研究方法在新药研发中的应用提

供参考。

1 肝微粒体体外温孵法
肝微粒体体外温孵法是一种先利用差速离心技术

制备得到肝微粒体，然后再人工模拟体内生理温度和环

境等条件下辅以氧化还原型辅酶混合得到的生化反应

体系[5]。此体系制备简单、代谢时间短、易于重现，方便

大量操作以积累代谢样品供结构研究。

1.1 运用肝微粒体体外温孵法进行药物体外代谢途径

研究

Ji HY等[6]选择抗过敏药物紫堇碱（Corydaline）作为

体外代谢底物，运用肝微粒体体外温孵法对Corydaline

体外代谢途径进行了研究。结果表明，Corydaline体外

肝微粒体代谢主要有M1（Yuanhunine）、M2（9-O-desmeth-

ylcorydaline）、M3（Isocorybulbine）、M4（Corybulbine）、

M5（9，10-di-O-desmethylcorydaline）、M6（2，10-di-O-des-

methylcorydaline）、M7（3，10-di-O-desmethylcorydaline）、

M8（Hydroxyyuanhunine）、M9（Hydroxycorydaline）等 9

种代谢产物；而以液相色谱-质谱联用法对其肝细胞孵

育代谢产物进行分析发现，该代谢途径下Corydaline的

主要代谢产物只有M1、M5、M6及M9。可以看出，代谢

酶系在肝微粒体和肝细胞中的分配和构成有一定的差

异，即相同的物质在不同的途径下由于代谢酶系的不同

得到的代谢产物也会有所差异。因此，对于确认与体内

代谢情况一致的体外代谢途径目前依旧是一个难题。

1.2 运用肝微粒体体外温孵育法进行药物体内代谢清

除研究

肝微粒体体外温孵育法已广泛应用于预测药物体

内代谢清除等方面的研究。一般是先通过酶促动力学

试验测定药物的米氏常数（Km）等药动学参数，然后结合

相应的药动学软件来推测药物在体内的清除率。

邸欣等[7]运用肝微粒体体外温孵育体系对大黄素在

大鼠体内代谢清除率进行了研究。结果显示，大黄素在

♀、♂大鼠肝微粒体中的酶促动力学参数存在显著差异，

其中♀鼠肝微粒体的最大反应速率约为♂鼠的 2倍，而

♂鼠肝微粒体的 Km又小于♀鼠，说明相比于♂鼠肝微粒

体，♀鼠肝内催化大黄素的代谢酶活性较高，而代谢酶

与大黄素的亲和力则较低。

肝微粒体体外温孵育法应用于药物代谢物结构推

测和药物代谢酶活性剂毒理学及药动学研究等方面均

具有简单、快速、高效的优势，在临床药动学研究制订合

理的给药方案提供实验依据等方面具有广泛的应用价

值。但肝微粒体体外温孵育法不能完全反映药物在体

内的代谢情况，因此要综合体内试验才能最终确证[8-9]。

2 肝细胞体外温孵法
肝细胞体外温孵法的原理和制备思路与肝微粒体

体外温孵法一致，即先利用体外分离技术得到离体肝细

胞，然后再人工模拟体内生理温度和环境等条件下辅以

氧化还原型辅酶进行混合，再对药物进行孵育反应。此

法适用于蛋白及mRNA水平药物代谢酶诱导和酶活性

的研究及药物代谢过程中药物相互作用的评估[10]。

2.1 运用肝细胞体外温孵法进行药物体外代谢途径

研究

Vacek J等[11]利用原代培养的肝细胞悬液温孵法研

究了槲皮素、芦丁、异槲皮素和花旗松素的体外代谢，运

用高效液相色谱-电喷雾四级杆飞行时间质谱法分析鉴

定了其代谢产物。结果显示，这4种黄酮类化合物体外

肝代谢的主要产物为甲基黄酮醇和葡萄糖苷酸化产

物。在孵育的 24 h过程中花旗松素的平均生物转化率

最高，为 52.45％，主要被转化为硫酸结合物；槲皮素和

花旗松素比芦丁和异槲皮苷在原代肝细胞悬液中更容

易发生代谢。原代培养的细胞具有充足的天然水平的

酶系和辅助因子，能保持细胞的完整性，适用于药物代

谢的生物转化和药物体外代谢途径等的研究。

2.2 运用肝细胞体外温孵法进行药物体外代谢清除研究

王新茹[12]利用体外代谢的方法制备了 13C标记的甲

霜灵代谢物标样，对选择性代谢的研究结果表明，在肝

微粒体中，S-甲霜灵优先降解，代谢物的生成也具有明

显的选择性；在肝细胞中，R-甲霜灵的消除速度快于 S-

甲霜灵，代谢物生成的选择性一致，都是 S-甲霜灵的生

成量多于R-甲霜灵。因此，肝细胞体外温孵法在药物开

发早期的试验研究中具有试验周期短、效率高、操作简

单等优势，可广泛用于药物代谢生物标志物的筛选[13]。

2.3 运用肝细胞体外温孵法进行药物代谢相互作用

研究

吴雅丽等[14]采用人肝细胞溶质体外孵育法，在孵育

体系中加入底物法舒地尔和系列浓度的黄酮类化合物

共同孵育，然后采用液相色谱-串联质谱法测定孵育液

中法舒地尔的代谢物羟基法舒地尔的浓度。通过与对

照组比较，确定各种黄酮类化合物对法舒地尔代谢的抑

制程度，并采用 GraphPad Prism 6.0软件计算各化合物

的半数抑制浓度（IC50）。结果显示，槲皮素、高良姜素、

山柰酚、芦丁、柚皮素、橙皮素、乔松素、表儿茶素、金合

欢素及黄豆苷元对法舒地尔均有较强的代谢抑制作用，

其 IC50值均低于1 μmol/L；蒙花苷、黄芩苷及灯盏花乙素

对法舒地尔代谢的抑制作用较弱。临床上使用法舒地
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尔时应关注其与富含黄酮的中药或食物间可能发生的

代谢性相互作用。

2.4 运用肝细胞体外温孵法进行肝细胞体外活性维持

研究

为了解决肝细胞活性体外维持时间短的问题，减少

新鲜肝组织的消耗，尤其在目前人肝细胞的应用越来越

普及的情况下，维持肝细胞的活性有积极意义。Aghdai

MH等[15]通过对传统的肝细胞冷冻技术进行优化，考察

了二硫苏糖醇和果糖对大鼠正常肝细胞和肝癌细胞

HepG2在冷冻条件下活力的影响。结果发现，孵化前通

过加入二硫苏糖醇和果糖进行冷冻保存后，可增加大鼠

正常肝细胞和肝癌细胞HepG2的生存能力和解冻功能。

肝细胞体外温孵法与肝微粒体体外温孵法整体研

究思路几乎相同，在代谢产物分析和药动学研究等方面

有很多相似之处，但是细化到具体的代谢类型、代谢产

物的种类及相应的代谢酶等方面还是存在较多差异。

目前药物体外代谢模型仍以肝细胞体外温孵法为主，随

着肝细胞冷冻技术的逐步发展，肝细胞体外活性试验的

稳定性和可靠性也会不断得到改善[16]。

3 肝灌流技术
肝灌流技术也称体外全肝灌流，即先从机体分离得

到完整的肝，然后通过人工灌注以维持肝细胞活性和生

化功能，再对药物进行代谢作用。此法免受其他器官组

织的作用干扰，可以定量研究试验药物在肝的代谢情

况，极大地发挥了离体系统试验的优越性[17]。

Moghtadaee S等[18]运用肝离体再灌流技术对具有选

择性酪氨酸激酶抑制作用的靶向抗癌药伊马替尼进行

大鼠体外研究。结果表明，伊马替尼灌流质量浓度为 1、

5 µg/mL时，色谱条件下检测出其在大鼠肝灌流液中主

要代谢物为N-去甲基伊马替尼，且与人和大鼠肝微粒体

代谢试验结果一致。张如洪等[19]运用肝灌流技术研究

了异甜菊醇在大鼠肝内的代谢情况，结果表明，异甜菊

醇的药动学在体内和体外的特征为其在肝中会发生葡

萄糖酸化，肝是异甜菊醇消除的主要途径，而其在肾的

消除几乎可以忽略。

肝灌流技术在定量研究药物体外代谢行为和特点

方面具有优势，对于药物开发和毒理学研究具有不可或

缺的重要意义。但该法对实验设备和数据处理技术要

求很高，应用范围受限。

4 肝组织切片技术
1923年德国生物化学家瓦勃首次建立了手工肝组

织切片技术，用微刀片所切取的肝组织厚度不一，此类

肝切片中的细胞缺乏再生能力，容易缺氧死亡[20]。为了

克服手工肝组织切片只适合短期试验研究的缺陷，20世

纪80年初有人使用了组织切片机进行切片，使肝组织切

片在切割后达到了厚薄均匀的效果，对肝组织损伤比较

小。随后精确切取的肝组织切片技术被广泛用于病理

学、药理学等研究中。

Mcpherson S等[21]在超声条件引导下运用自动化肝

组织切片技术对丙型肝炎病毒（HCV）感染的猕猴进行

肝组织活检，证实了HCV能加剧肝纤维化和肝硬化的

进程。刘智文等[22]探讨了腹腔镜下胆道探查联合术中

快速冰冻切片肝活检对胆道闭锁的诊断价值，通过在腹

腔镜胆道探查术中剪取肝边缘少量肝组织，送快速冰冻

切片活检，并将肝组织内病理形态改变与术后石蜡切片

进行比较研究。结果显示，术中肝组织冰冻切片与腹腔

镜探查、胆道造影及术后石蜡切片相对照符合率高，能

准确判断肝纤维化以及小胆管增生程度，有助于胆道闭

锁的术中诊断及预后评估。

5 基因重组P450酶系
基因重组P450酶系即利用基因工程技术将调控人或

动物肝中的P450酶系所表达的基因整合到大肠杆菌或昆

虫细胞中，通过细胞培养表达产生高水平的P450酶系，并

将其分离纯化提取得到高效单一的P450同工酶[23]。

5.1 运用基因重组P450酶系进行诱导药物代谢的P450亚

型研究

Si D 等[24]运用基因重组P450酶系研究了细胞色素氧

化酶P4502C9（CYP2C9）与黄酮及黄酮醇类化合物的相互

作用。结果显示，除黄酮外，黄酮醇类化合物对CYP2C9

介导的 4′-羟基双氯芬酸代谢均有抑制作用，6-羟基黄

酮是 CYP2C9的非竞争性抑制剂，其余是竞争性抑制

剂。因此，临床使用黄酮醇类药物时要避免与CYP2D6

的抑制剂合用。魏春敏[25]运用基因重组P450酶系考察了

CYP1A2、 CYP2A6、 CYP3A4、 CYP2B6、 CYP2C9、

CYP2C19、CYP2D6、CYP2E1酶对去甲斑蝥酸体外代谢

的影响。结果表明，CYP2C19、CYP2C9、CYP2E1酶是

诱导去甲斑蝥酸代谢的主要P450亚型酶，而其他5种亚型

酶对此物质代谢没有明显的诱导作用。

5.2 运用基因重组P450酶系进行药物间相互作用研究

Haza AI等[26]运用基因重组P450酶系技术，通过表达

人 CYP1A1和尿苷二磷酸葡萄糖醛酸基转移酶 1A4的

杆状病毒细胞考察了杨梅黄酮和槲皮素对杂环胺诱导

DNA氧化损伤的调节能力。结果显示，这2种物质发挥

保护DNA氧化损伤的作用主要与其抑制CYP1A1酶活

性有关。Jin SE等[27]运用基因重组P450酶系方法评估了

葛根汤、神速汤、小青龙汤、小柴胡汤、人参败毒汤散、九

味羌活汤等6种中药配方在治疗传统感冒过程中对4种

关键P450酶亚型的影响。结果表明，葛根汤能显著抑制

CYP2C19、CYP2D6 和 CYP2E1的活性；九味羌活汤对

CYP2D6 、CYP2E1活性的抑制作用要强于其他P450酶亚

型；神速汤与小柴胡汤能改变CYP2C19 、CYP2E1介导

的药物代谢；人参败毒汤散与小青龙汤对 CYP3A4、

CYP2C19、CYP2D6 、CYP2E1介导的药物代谢没有任何

抑制作用。基因重组P450酶系的运用还可推广到人体药

物氧化代谢多态性的预测评估中。

5.3 运用基因重组P450酶系进行药物毒性机制研究
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金桂芳等[28]运用基因重组P450酶系研究了多氯联苯

（PCBs）代谢活化的主要人类CYP亚型，三氯联苯、四氯

联苯遗传毒作用的结构-活性关系，以及人硫酸基转移

酶1A1（SULT1A1）是否参与PCBs的代谢减毒。结果显

示，除2个二 英类PCBs（PCB 77、81）外，14个PCBs中

PCB4、5、16、17、18、20、22、28、52、60、66、74都对表达人

CYP2E1与人SULT1A1的V79细胞有细胞毒作用，均呈

浓度依赖性和结构-效应关系，而SULT1A1抑制剂五氯

酚并不影响或仅在一定程度上增强个别PCBs的作用。

此研究结果提示人CYP2E1可能是特异代谢活化一系列

非二 英类PCBs为强作用诱变剂的主要生物转化酶，

而人 SULT1A1对某些 PCBs 的活性代谢物则具有一定

的解毒作用，这为以后研究药物毒性分子作用机制方面

提供了新的思路。

相对于其他几种体外代谢研究方法，基因重组 P450

酶系在研究药酶诱导特异性和选择性方面具有分子水

平的优势，可为药物与酶结合位点的相互作用提供更多

思路和信息，能解决药物代谢微观领域等细节问题，对

新药药理作用机制的研究探索具有指导性意义[29]。但

该法的试验成本较高，不利于生产应用和推广。

6 结语
体外肝代谢在离体条件下进行，能直接观察酶与底

物代谢的作用结果，相对于体内代谢在掌握药物代谢途

径及代谢产物结构鉴定等方面具有突出的优越性，在药

物先导化合物的筛选、新药开发及药物代谢酶活性研究

等领域中具有广阔的应用前景[30]。但是随着对药物代

谢法研究的不断深入，体外药物肝代谢也存在一些问

题：（1）药物体外肝代谢研究作为一种体外代谢研究方

法，不能全面反映体内药物的综合代谢情况，与体内代

谢情况存在差异。今后需结合体内实验等方法来完善

药物在体内外的药物代谢转运研究。（2）肝灌流技术和

基因重组P450酶系等体外肝代谢研究方法目前对设备、

试验操作成本、数据处理技术等要求较高，其运用和推

广仍然受到一定的约束和限制。今后需建立简单、快

速、经济、高效的科学技术方法和手段。
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苦参碱是豆科植物苦参的干燥根、植株、果实经乙

醇等有机溶剂提取制成的一种生物碱，其分子式为
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碱[1-2]。苦参碱具有抗肿瘤、抗纤维化、抗病毒、抗炎及抑
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中枢神经系统、皮肤等疾病有很好的疗效。近年来，随

着人们对苦参碱研究的深入，发现其在抗肿瘤方面的应

苦参碱抗肿瘤作用机制的研究进展Δ
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摘 要 目的：为苦参碱以及苦参碱相关新药的进一步研发及应用提供参考。方法：以“苦参碱”“肿瘤”“药理”“Matrine”“Neo-

plasms”“Pharmacology”等为关键词，组合查询 2000年1月－2017年4月在PubMed、Wiley-Blackwell、EBSCO、Elsevier-ScienceDi-

rect、中国知网、万方、维普等数据库中的相关文献，对苦参碱抗肿瘤的主要作用机制进行综述。结果与结论：共检索到相关文献

169篇，其中有效文献 48篇。苦参碱抗肿瘤作用机制包括阻滞肿瘤细胞周期和抑制肿瘤细胞分裂增殖、诱导肿瘤细胞分化和凋

亡、抑制肿瘤的侵袭、转移以及调节基因的转录、翻译水平、诱导肿瘤细胞自噬、抑制肿瘤血管生成、逆转肿瘤细胞的多药耐药性、

抑制端粒酶活性等。苦参碱在体外抗肿瘤作用的研究已较为完善，今后应增加对苦参碱体内抑瘤作用及其机制的实验研究。苦

参碱对肿瘤细胞的穿透能力及其对各个信号通路的靶向性研究仍有待提高。今后应对苦参碱进行适当的结构修饰、改造，并对合

适的药物进行筛选。
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