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摘要 }目的  研究候选新药 k� ≥� l对大鼠肝细胞色素 °wxsv�w是否有抑制或诱导作用 o以及这种作用是否具有性别差异 ∀方

法  取大鼠雌雄各半 o随机分为 w个组 }雄性对照组 k´ l!雄性给药组 kµ l!雌性对照组 k¶ l!雌性给药组 k· lo均采用钙离

子沉淀法制备肝微粒体 ∀在各组肝微粒体中同时给予一定剂量的探针药物及目标药物 o进行孵育 o于不同时间点取样 o测定

该探针药物的剩余浓度并计算其体外半衰期 ∀结果  � ≥�对肝细胞色素 °wxsv�w无影响 ∀结论  就大鼠而言 o药物对肝细

胞色素 °wxsv�w无影响 o� ≥�在同各种与 ≤≠ °v�w代谢有关的药物合用时 o相对安全 ∀
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  肝微粒体细胞色素 °wxs酶 k≤°≠wxslo是一种结构和功

能相关的超家族基因编码的同工酶 o是生物体内主要的解毒

酶系 o负责外源性物质及内源性物质的生物转化 o在解毒和

生物活化中起着重要作用 o它可以被某些化合物诱导或抑

制 o从而影响其他化合物 k包括药物 l的代谢转化 o影响其生

物活性和毒性 ∀在人类肝脏中与药物代谢密切相关的

≤≠ °wxs主要有 ≤≠ °u∞t! ≤≠ °v�w等几种亚族 ∀ ≤≠ °wxs具

有遗传多态性 !交义重叠性 !立体选择性 ∀这些特性使得药

物与酶的亲和力 !活性等受到影响 ∀因此研究药物对 °wxs

酶活性的作用 k抑制或诱导 lo对药物安全性评价 !药物间相

互作用 !临床给药方案的设计有非常重要的意义 ∀

美国 ƒ⁄�t||z年公布了此方面的文件 o我国目前也积

极倡导进行这方面的研究 ∀

候选新药 k以下简称 � ≥� l经药效学研究证明具有抗老

年痴呆的作用 o是依据糖类物质与 �Β相互作用构效关系 o以

昆布为基础原料 o通过理性药物设计 !借助特定酶解修饰手

段 o经过大量活性筛选而得到的药效确切 !具有特定分子骨

架的 !拮抗 �Β形成的海洋酸性寡糖化合物 k� µ � tvss p

txssl∀

本题旨在研究这个候选 ´类新药对肝药酶是否存在诱

导或抑制作用 o以及这种作用是否具有性别差异 o从而对它

进行安全性评价 !预测它与其他药物间的相互作用以及为临

床合理用药提供参考 ∀

1  材料

1q1  实验所需试剂及其配制

squx °²̄ r�蔗糖 }称取蔗糖 {xqxzx ªo加入蒸馏水至 t �

定容 ∀

ush甘油 }量取甘油 tss °�o加入蒸馏水至 xss °�定

容 ∀

{{ °°²̄ r�≤¤≤ ū
溶液 }精密称取无水 ≤¤≤ ū |qzyztu ªo

加入蒸馏水至 t �定容 ∀

sqt °²̄ r�×µ¬¶液 }精密称取 ×µ¬¶tuqttw ªo加入蒸馏水

至 t �定容 o用 y °²̄ � ≤ 调̄节 ³�值至 zqw∀

tss °°²̄ ×µ¬¶2� ≤�缓冲液 }将 xs °�squ °²̄ ×µ¬¶溶液

与 v{qx °�squ °²̄ � ≤�混匀后 ∀加入 � ª≤ ū qy�u � tstqz

°ªo然后以蒸馏水稀释至 tss °�o即得 ∀

��⁄°� }精密称取 txqvs{ °ª��⁄°� o置于 ts °�量瓶

中 o用 sqt °²̄ ×µ¬¶2� ≤ 缓̄冲液稀释至刻度 ∀

� ≥� }精密称取 � ≥� sqt ªo置于 tss °�量瓶中 o加蒸馏

水至刻度定容 ∀

探针药物 }精密称取米哒唑仑 sqsu ªo置于 tss °�量瓶

中 o加蒸馏水至刻度 ∀

考马斯亮蓝 �2uxs染色液的配制 }tss °ª的考马斯亮蓝

�2uxs溶解于 xs °�|xh 的乙醇中 o加入 {xh 的磷酸 tss

°�o加水定容至 t �∀临用前过滤 ∀

连二亚硫酸钠 !甲醇 !乙腈 !四叔丁基甲醚 o色谱纯 ~� ≥�
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表 3  米哒唑仑提取率 kν � v, cξ ? σl

Ταβ 3  ×«̈ ¬̈·µ¤¦·µ¤·̈ ²©°¬§¤½²̄¤°kν � v, cξ ? σl

≤²±¦̈±·µ¤·¬²±

rkΛª# °�pt l

⁄ ·̈̈¦·̈§¦²±¦̈±·µ¤·¬²±

rkΛª# °�pt l
� ¤·̈rh

squx squxu ? sqsu tssq{

u tq|s ? sqssx |xqss

ws wtqy| ? tqvu tswquv

2q4  体外孵育

将制备的空白肝微粒体用稀释至 u °ªr°�o取 v °�此

空白肝微粒体 o加入至塑料离心管中 o再加入 t °�探针药物

工作原液 k米哒唑仑的浓度为 squ °ªr°�lo空白对照组加入

×µ¬¶2� ≤ 缓̄冲液 sqx °�~� ≥�组加入 � ≥� kt °ªr°�ltss Λ�

以及缓冲液 wss Λ�∀将各组肝微粒体以及 ��⁄°�溶液放

入水浴中预热 x °¬±o加入已预热的 ��⁄°�溶液 sqx °�启

动反应 ∀在反应开始后分别于 soxotsousowsoys °¬±各取

wss Λ�o立即放入 p usε 冰箱中终止反应 ∀

2q5  不同用药组中探针药物的浓度测定

取一定量肝微粒体 o按照 / uqvqt0和 / uqvqu0项下的内容

进行测定 ∀

3  结果

各组肝微粒体中探针药物的浓度随时间呈逐渐下降的

趋势 o结果见表 w∀

表 4  各组肝微粒体中不同时间米哒唑仑的浓度数据

Ταβ 4  ×«̈ ¦²±¦̈±·µ¤·¬²± ²©°¬§¤½²̄¤° ¤·§¬©©̈µ̈±··¬° ¶̈¬± µ¤·¶

¬± §¬©©̈µ̈±·ªµ²∏³¶

时间

r°¬±

雄性浓度 rkΛª# °�pt l

对照组 �≥�组

雌性浓度 kΛª# °�pt l

对照组 �≥�组

s vvqsw ? vq|y vxq{z ? uqvz vvqtt ? vqtt vwqwu ? uqxy

x vsqtx ? vqyy vsqwt ? uqty uzq{z ? tq|u vsqws ? tqzv

ts uyqsz ? vqx{ uzqzx ? uqw| uwqwt ? tqyt uyq|z ? tqxu

us uuqxv ? vqw| uuq|{ ? tqsz utqtt ? uqsu uuqzv ? sq|t

ws tyqzv ? xqtw tzqyv ? tq|t txq|t ? uqyx t{q{v ? tqux

ys tvqut ? wqu| tvqsy ? uqtv ttq{v ? vqs{ twqx{ ? tqxx

  将各组探针药物的浓度数据取自然对数 o其浓度对数 2

时间曲线详见图 uo图 v∀根据浓度对数的线性方程计算每

个动物的体外半衰期 o结果见表 x∀

图 2  米哒唑仑在雄性大鼠中的浓度对数 2时间曲线

Φιγ 2  �±k≤l2·¬°¨¦∏µ√¨²©°¬½¤½²̄¤° ¬± °¤̄¨µ¤·j¶°¬¦µ²¶²°¨

图 3  米哒唑仑在雌性大鼠中的浓度对数 2时间曲线

Φιγ 3  �±k≤ l2·¬°¨¦∏µ√¨ ²©°¬½¤½²̄¤° ¬± ©̈°¤̄¨ µ¤·j¶°¬¦µ²2

¶²°¨

表 5  肝微粒体中米哒唑仑的体外半衰期结果

Ταβ 5  � ¶̈∏̄·¶²©«¤̄©2·¬°¨¬±2√¬·µ² ²©°¬§¤½²̄¤° ¬± °¬¦µ²¶²°¨

对照组 �≥�组 Π

雄性 wtq{z ? tvq|w wsquw ? |qvu sq{v

雌性 v{qsw ? tuqtv wyqzx ? xqsz sqt{

4  讨论

4q1  文献报道 }≤≠ °v�w在许多内外源化合物的代谢中起着

重要的作用 o可参与红霉素 !尼莫地平 !利多卡因 !环孢霉素 !

奥美拉唑等 v{个类别共 txs多种药物在体内的代谢 ≈x  ∀此

外 o该药酶还参与了部分前致癌物质的活化 ≈y  ∀巴比妥类 !

糖皮质激素 !大环内酯类抗生素 !利福平均是该酶的诱导 ∀

醋竹桃霉素 !孕二烯酮则是该酶的抑制剂 ∀有文献报道 o激

素水平能影响 °wxs的含量 o其中睾酮可促进药酶的产生 ≈z  ∀

在成熟大鼠中 o雄性的药酶要比雌性高 o其药物代谢力强 ∀

4q2  本实验的研究结果表明 }药物 � ≥�对雄性和雌性大鼠

的 ≤≠ °v�w均无影响 o因此 o药物在与同 ≤≠ °v�w代谢相关

的药物合用时 o相对安全 ∀故海洋药物 � ≥�具有良好的开

发前景 ∀
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