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齐墩果酸对 OATP1B1 介导药物转运功能的关联性影响 
    
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摘要：目的  探讨齐墩果酸对有机阴离子转运多肽 1B1(organic anion transporting polypetide1B1，OATP1B1)转运功能的关

联性影响。方法  利用稳定表达人 OATP1B1 的人胚胎肾 293(hunan embyonic kindney293，HEK293)细胞株，以氟伐他汀

为底物进行 OATP1B1 摄取反应，观察齐墩果酸对 OATP1B1 摄取功能的影响。结果  齐墩果酸对 OATP1B1 摄取氟伐他

汀的功能有竞争性抑制作用，抑制常数 Ki 值为(20.3±2.1)mol·L。结论  齐墩果酸对肝脏药物转运体 OATP1B1 转运抑

制作用可诱导中西药相互作用。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To investigate the association effect of oleanolic acid(OA) on organic anion transporting 
polypeptide1B1(OATP1B1) transport function. METHODS  Using human embryonic kidney 293(HEK293) cells stably 
expressing OATP1B1, to observe the effect of OA on OATP1B1-mediated uptake of fluvastatin(FV). RESULTS  OA could 

competitively inhibit the OATP1B1-mediated uptake of FV, with the Ki values of (20.3±2.1)mol·L. CONCLUSION  
Inhibitory effect of OA on transporter function of liver drug transporter OATP1B1 can induce hurb-drug interactions. 
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近年来，中草药以其药效缓和、不良反应较

少等特点，在临床治疗中常与化学药联合用于慢

性疾病的治疗。中草药中含有的多种生物活性成

分可能在与化学药合用时改变合用药物的药动学

特征，导致药物不良反应的发生。齐墩果酸为五

环三萜类化合物代表药物，以游离体和配糖体的

形式广泛分布于青叶胆、女贞子等双子叶植物中，

具有保肝抗炎、抗肿瘤等诸多药理学活性。同时，

由于齐墩果酸在抗动脉粥样硬化、降血脂等方面

的药理作用[1-2]以及强化阿托伐他汀对高血脂患者

的降脂效果[3]，使得其联合他汀类降血脂药在治疗

慢性心血管疾病领域变得日益广泛。 

前期研究发现[4]，齐墩果酸与他汀类降脂药物

氟伐他汀联用后可显著改变氟伐他汀的大鼠体内

药动学特征，显著提高氟伐他汀体内药物达峰浓

度(Cmax)和曲线下面积(AUC0-t)。诸多研究也表明，

转运蛋白和药物代谢酶基因多态性是两物合用时

产生药物相互作用影响药动学特征的关键因素之

一[5]，而有机阴离子转运多肽 1B1(organic anion 

transporting polypetide1B1，OATP1B1)基因多态性

在药动学以及药效学的研究已日渐得到国内外研

究者的广泛关注。OATP1B1 是一种肝脏摄入型转

运蛋白，可特异性地表达于肝脏，将其底物转运

进入肝细胞进行代谢和清除。而且他汀类药物体

内过程与 OATP1B1 关系密切，氟伐他汀作为

OATP1B1 的经典底物之一[6]，齐墩果酸与氟伐他

汀是否为 OATP1B1 的共同底物影响转运蛋白功

能导致药动学特征的改变值得深入探讨。因此，

本研究以齐墩果酸为研究对象，利用 OATP1B1 稳

定表达细胞系探讨齐墩果酸基于 OATP1B1 转运
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功能对氟伐他汀摄取的影响，以期为临床合理应

用齐墩果酸与 OATP1B1 底物药物时提供实施依据。 

1  材料与方法 

1.1  试药与试剂 

实验细胞株(HEK293 细胞、OATP1B1 稳定转

染的 HEK293)均来源于南昌大学第一附属医院泌

尿 外 科 研 究 所 ； 齐 墩 果 酸 对 照 品 ( 批 号 ：

110709-201206，纯度>98%)、氟伐他汀对照品(批

号：1006003，含量>99.6%)、瑞舒伐他汀对照品(批

号：20051101RS，含量>99.5%)、利福平对照品(批

号：130496-200702，含量>99%)均购自中国药品

生物制品检定所；丁酸钠 (Sigma 公司，批号：

B5887)；二甲基亚砜(DMSO)、四甲基偶氮唑蓝

(MTT)均为美国 Amresco 公司产品；DMEM 培养

基(Hyclone 公司)；胎牛血清(杭州四季青公司)；

甲醇(Merck 公司，色谱纯)；乙酸乙酯及其余试剂

均为市售分析纯。 

1.2  仪器 

高效液相色谱-质谱联用仪(LC-MS-2010EV)、

LC-MS solution 色谱工作站(日本岛津)；XW-80A 

旋涡混匀器 (上海驰唐电子有限公司 )；Anke 

LXJ-Ⅱ大容量多管离心机(上海安亭科学仪器厂)；

Sigma3K30 台式超高速冷冻离心机(德国 Sigma公

司)；BP61S 电子天平(德国 Sartorius 公司) ；

MDF-382E 超低温冰箱(日本三洋公司)。 

1.3  方法 

1.3.1  细胞内氟伐他汀药物浓度测定方法  

Shim-Pack ODS C18 分析柱 (250 mm×2.0mm，

5 m)；流动相：甲醇-0.1％醋酸溶液(65∶35)，流

速：0.2 mL·min，柱温：35 ℃；选择性离子检测

(SIM)；电喷雾离子化(ESI)；离子极性：负离子；

检测对象：氟伐他汀(m/z410.2)、瑞舒伐他汀(m/z 

480)；雾化气流速：1.5 L·min；干燥气流量：

4.0 L·min，检测电压 1.60 kV；曲形脱溶剂装置

温度：250 ℃；加热块温度：200 ℃；干燥气流速：

2.0 L·min。 

1.3.2  实验细胞株的培养  将 HEK293 细胞、稳

定转染 OATP1B1 的 HEK293 细胞分别以每孔

2×105 个的密度接种于 96 孔培养板，于 DMEM

完全培养液(含 1%青霉素、链霉素、10%胎牛血

清)，37 ℃、5%CO2 及饱和湿度条件下进行培养。

HEK293 细胞用于细胞增殖抑制实验，稳定转染

OATP1B1 的 HEK293 细胞实验前 24 h 加入

10 mmol·L丁酸钠诱导 OATP1B1 表达。 

1.3.3  MTT 细胞毒性实验   取对数生长期

HEK293 细胞，调整细胞密度至每毫升 5×104 个

接种于 96 孔培养板，培养 24 h 后换液，分别加入

系列浓度含药培养基 200 L，其中实验组分别加

入系列浓度的齐墩果酸(5，10，20，40，80，120，

160 mol·L)，氟伐他汀(10，20，40，80，160，

240，320 mol·L1)和利福平(5，10，20，50，100，

150，200 mol·L1)，空白组为含 0.5% DMSO 的

培养基，每组设 5 个复孔，移至细胞培养箱中继

续培养，培养 24 h后每孔各加入 20 L MTT 试剂，

继续培养 4 h 后吸弃孔内的培养液，每孔加二甲亚

砜 (DMSO)溶液 150 L，空气恒温振荡器振荡

10 min，待结晶物充分溶解，用酶标仪检测各孔在

490 nm 的吸光度值，计算细胞存活率：细胞存活

率(%)=(A 实验组-A 空白组)/(A 对照组-A 空白组)×100%。 

1.3.4  摄取时间对氟伐他汀摄取的影响  取对数

生长期 HEK293 细胞，调整细胞密度至每毫升

5×104 个接种于 96 孔培养板，培养 24 h 后换液，

加入 200 L 氟伐他汀(160 mol·L1)的摄取缓冲

液，置细胞培养箱分别孵育 1，5，10，15，20，

40，60 min，每组设置 5 个复孔，定时吸弃上层含

药摄取缓冲液，以 4 ℃摄取缓冲液清洗 3 次后加

400 L 无菌水，80 ℃超低温反复冻融 3 次，取

上层细胞裂解液 200 L 进样 LC-MS 法测定细胞

中氟伐他汀的药物浓度，另 200 L 采用 BCA 法

测定细胞蛋白含量，摄取量以每毫克蛋白计。 

1.3.5  OATP1B1稳定转染细胞株对氟伐他汀的摄

取实验   取稳定转染 OATP1B1 的 HEK293 

(HEK239-OATP1B1) 细 胞 及 未 转 染 质 粒 的

HEK293 细胞，调整细胞密度至每毫升 5×104 个接

种于 96 孔培养板，培养 24 h 后换液，实验前 2 h

缓慢吸弃原细胞培养液，实验组每孔分别加入氟

伐他汀(160 mol·L1)与氟伐他汀(160 mol·L)合

用系列浓度(10，40，80 g·mL1)的齐墩果酸组缓

冲液，以未转染质粒的 HEK293 细胞为空白对照

组、经典的 OATP1B1 抑制剂利福平作为阳性对照

组，各组置 37 ℃细胞培养箱中温孵进行摄取反应，

每组设 5 个复孔。摄取反应进行 10 min，缓慢吸

弃上层含药摄取缓冲液，以 4 ℃摄取缓冲液清洗 3 

次后加 400 L 无菌水，80 ℃超低温反复冻融 3 

次，取上层细胞裂解液 200 L 进样 LC-MS 法测

定细胞中氟伐他汀的药物浓度，另 200 L 采用
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BCA 法测定细胞蛋白含量，摄取量以每毫克蛋

白计。 

1.3.6  统计学处理  采用 SPSS 17.0 分析软件，

所有计量资料均采用 sx  表示，组间比较采用 t 

检验或单因素方差分析，以 P<0.05 表示差异有显

著性意义。 

2  结果 

2.1  药物对细胞增殖抑制的影响   

MTT 法检测细胞增殖结果显示，各组随着药

物浓度的增加，细胞存活率逐渐下降，呈现剂量

依赖性。在药物处理 24 h 后，齐墩果酸组、氟伐

他汀组、利福平组对细胞存活率均>80%时，其最

大药物浓度分别为 80，160，100 mol·L1。随着

药物浓度继续增大，可见部分细胞出现细胞毒作

用并伴随细胞形态学的改变。因此，本实验时均

选择以存活率>80%以上的系列药物浓度作为实验

用药物浓度。 

2.2  摄取时间对氟伐他汀摄取的影响  

摄取实验结果显示，细胞对氟伐他汀摄取量

随摄取反应的时间增加而上升，在 1~10 min 内细

胞对其摄取呈线性，10 min 后逐渐趋于平缓，细

胞摄取量无显著性增加。结果见图 1。可能是由于

开始时细胞内外的浓度差比较大，药液被细胞快

速摄取，10 min 后随着细胞内外液浓度达到相对

平衡，摄取量趋于平缓。因此，在细胞摄取试验

中，将摄取时间定为 10 min。 

 
图 1  时间对氟伐他汀摄取量的影响((n=5， sx  ) 

Fig. 1  Effects of time on uptake of fluvastatin (n=5, sx  ) 

2.3  HEK239-OATP1B1 细胞对氟伐他汀的摄取  

摄取液中加入 160 mol·L氟伐他汀，摄取

反应进行 10 min，HEK239-OATP1B1 细胞对氟伐

他汀的摄取量[(8.57±1.31)mol·mg1 protein)约为

未 转 染 质 粒 的 HEK293 细 胞 的 摄 取 量

[(2.56±0.38)mol·mg1 protein)的 3.35 倍，2 组比

较差异具有显著统计学意义 (P<0.01)。而作为

HEK239-OATP1B1 的 经 典 抑 制 剂 利 福 平

(100 mol·L)可显著抑制 OATP1B1 对氟伐他汀

的摄取，摄取液中加入 100 mol·L利福平后氟伐

他汀摄取量为 (3.02±0.65)mol·mg protein(P< 

0.01)，可使 HEK239-OATP1B1 细胞摄取氟伐他汀

的能力降低 65%。结果见图 2。 

 
图 2  HEK239-OATP1B1 细胞对氟伐他汀摄取量的影响

(n=5, sx  ) 

与 HEK239 比较，1)P<0.01；与 HEK239-OATP1B1 比较，2)P<0.01。 

Fig. 2  The effect of fluvastatin uptake by OATP1B1(n=5, 

sx  )  
Compared with HEK239, 1)P<0.01; compared with HEK239-OATP1B1, 
2)P<0.01. 

2.4  齐墩果酸对 HEK239-OATP1B1 细胞摄取氟

伐他汀的抑制作用   

摄取液中加入不同浓度(10，40，80 mol·L)

的齐墩果酸，摄取反应进行 10 min 后。结果见图

3。由图 3 可知，齐墩果酸对 OATP1B1 摄取氟伐

他汀(160 mol·L)具有抑制效应，且具明显的浓

度依赖性。与对照组比较，齐墩果酸(10，40，

80 mol·L1) 可 致 氟 伐 他 汀 摄 取 量 分 别 减 少

11.7%，50.4 %和 63.9%，齐墩果酸(40，80 mol·L)

组与对照组比较差异具有显著的统计学意义

(P<0.01)。为进一步描述齐墩果酸对 OATP1B1 摄

取氟伐他汀的抑制方式，考察不同浓度(10，20，

40，80 mol·L1)齐墩果酸对 HEK239-OATP1B1

细胞摄取 40，80，160 mol·L氟伐他汀的抑制作

用，并计算抑制常数 Ki。结果表明，齐墩果酸对

OATP1B1 摄取氟伐他汀的抑制呈现竞争性抑制作

用，Ki 值为(20.3±2.1)mol·L1。 
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图 3  齐墩果酸对HEK239-OATP1B1细胞摄取氟伐他汀的

影响(n=5， sx  ) 

与对照组比较，1)P< 0.01。 

Fig. 3  The effect of oleanolic acid on fluvastatin uptake by 
HEK239-OATP1B1 cell(n=5, sx  ) 
Compared with control group, 1)P<0.01. 

3  讨论 

OATP1B1 作为一种位于肝细胞基底膜上重要

的吸收转运体，由人类 SLCO1B1 基因编码，现已

研究证实其底物广泛，除靶向转运胆汁酸、甲状

腺激素等多种内源性物质外，还介导多种具有重

要临床意义的药物的肝脏跨膜转运[7-9]，与药物在

体内药动学过程密切相关，可能导致药物疗效的

改变、甚至不良反应的产生。中药活性成分齐墩

果酸具有的保肝、抗动脉粥样硬化、降血脂等方

面的药理学效应以及强化阿托伐他汀对高血脂患

者的降脂效果，使其在临床治疗中联合他汀类降

血脂药治疗心血管疾病变得日益广泛。而临床常

用的他汀类降血脂药物多经由 OATP1B1 转运，其

在肝脏富集程度可能决定其调脂效果，而外周血

药浓度决定其不良反应。大量研究表明，他汀类

药物的疗效及不良反应的产生可能与OATP1B1关

系密切。因此，齐墩果酸等诸多中药活性药物或

化学药物在与他汀类药物联合应用时，须重点关

注其与他汀类药物共同通过OATP1B1转运后可能

影响他汀类药物的临床疗效和导致的不良反应。 

有研究表明中药活性成分丹参素可显著影响

瑞舒伐他汀在大鼠体内的药动学特征，并与竞争

抑制OATP1B1介导瑞舒伐他汀的转运密切相关[8]，

Wen 等[9]报道熊果酸可以通过抑制 OATP1B1 影响

肝细胞中瑞舒伐他汀的转运摄取，OATP1B1 的基

因突变可能对其转运瑞舒伐他汀有不同的影响。

与熊果酸一样，同为五环三萜类化合物经典化合

物的齐墩果酸是否同样可以通过抑制 OATP1B1

影响肝细胞对他汀类药物的摄取值得深入探讨。

HEK239-OATP1B1 稳定转染细胞株早已被证明是

研究 OATP1B1 功能的良好工具，本研究利用

HEK239-OATP1B1 稳定转染细胞株，并在实验前

检测细胞株为 OATP1B1 高表达，从细胞水平探讨

了齐墩果酸对 OATP1B1 介导氟伐他汀转运的影

响机制及其关联性影响。结果表明，在建立的高

表达OATP1B1的HEK239-OATP1B1细胞研究中，

以经典抑制剂利福平为对照确认了氟伐他汀是

OATP1B1 的作用底物，齐墩果酸(40，80 mol·L1)

对 OATP1B1 基因介导的氟伐他汀转运存在竞争

性抑制作用，并呈现剂量依赖性。因此，齐墩果

酸可能为潜在的 OATP1B1 转运功能的抑制剂，在

临床使用过程中应密切关注其与 OATP1B1 底物

发生的药物相互作用。 
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