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降脂中药复方的转运性相互作用———体外MDR1转运研究 *
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摘要 目的：药物相互作用是影响药物安全和药效的重大因素之一。本文旨在通过体外 MDR1研究方法———ATP酶法，评价降脂

中药复方(Fang-2)及其单方 6个饮片水提物与 P-gp的相互作用，为临床中西药转运性相互作用提供参考。方法：应用标准化制备

技术，制备降脂中药复方及其 6个饮片水提物。利用基于 MDR1膜的 ATP酶法，计算 MDR1细胞膜的 ATP酶活性，考察药物与
P-gp的相互作用。结果：1 mg·mL-1、10 mg·mL-1两个浓度中药复方的 ATP酶活性分别为 27.2、40.0 nmol Pi·min-1·mg-1protein,呈

浓度依赖性。6个单方中，泽泻、厚朴、夏枯草与 P-gp作用显著，其强弱顺序为：泽泻 >夏枯草 >厚朴（50.6 >42.6 > 40.0 nmol Pi·
min-1·mg-1 protein）。泽泻单体 23-乙酰泽泻醇 B、24-乙酰泽泻醇 A均与 P-gp有较强的相互作用，ATP酶动力学研究显示其 Km

值和 Vmax值分别为 0.79± 0.28 滋M，2.01± 0.67 滋M和 50.57± 3.72 nmol Pi·min-1·mg-1 protein，56.28± 29.6 nmol Pi·min-1·mg-1

protein。结论：Fang-2与 MDR1存在相互作用，其中泽泻为主要被 MDR1转运的饮片，泽泻的有效组分 23-乙酰泽泻醇 B和 24-

乙酰泽泻醇 A均是 MDR1底物。表明该降脂中药与临床上其他降脂药物的联用时应充分考虑 MDR1介导的转运行相互作用，为

临床用降脂药物提供参考和依据。
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Transporter-mediated Interaction of Lipid-lowering Traditional Chinese
Medicine - In Vitro MDR1 Transport Study*

Drug interaction is one of the major factors that affect the drug safety and efficacy. This paper is aim to

evaluate the transporter-mediated interaction of the lipid-lowering Traditional Chinese medicine (Fang-2) and its 6 simple prescriptions

through in vitro MDR1 transport research method- ATPase assay, providing a reference for clinical practice in herbal-drug interaction.

TCM and its 6 simple prescriptions were prepared using a standardized method. ATPase assay based on H-MDR1 membrane
were conducted to calculate the ATPase activity, thus to investigate the interaction between drugs and P-gp. The ATPase activity

of P-gp at 1 mg·mL-1, 10 mg·mL-1of TCM was 27.2, 40.0 nmol Pi·min-1·mg-1 protein respectively and showed a concentration-depende-

nt manner. In the 6 simple prescriptions, Alisma orientalis, Mangnolia officinalis and Prunella vulgaris had a significantly effect on P-gp.

The sequence from strong to weak of this effect is: Alisma orientalis > Prunella vulgaris > Mangnolia officinalis (50.6 > 42.6 > 40.0 nmol

Pi·min-1·mg-1 protein). Two monomers of Alisma orientalis, Alisol B 23-acetate and Alisol A 24-acetate, have a strong interaction with

P-gp. The Km and Vmax values were 0.79 ± 0.28 滋M, 2.01 ± 0.67滋M and 50.57 ± 3.72 nmol Pi·min-1·mg-1 protein, 56.28 ± 29.6

nmol Pi·min-1·mg-1 protein respectively extracted through kinetics studies. Both Fang-2 and its simple prescription-Alisma

orientalis are proved to be transported by MDR1. Two monomers of Alisma orientalis, Alisol B 23-acetate and Alisol A 24-acetate, are

also verified to be the substrates of MDR1, indicating that MDR1-mediated interaction should be fully considered in combination of
Fang-2 and other clinical lipid-lowering drugs, thus, providing the reference and basis for the clinical use of lipid-lowering drugs.
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前言

多药耐药（multidrug resistance, MDR）基因已成为成功治

疗癌症的一个主要障碍[1,2]。出现多药耐药现象往往与膜蛋白的

过度表达有关，这些膜蛋白能够将治疗药物排出抗肿瘤细胞

外。这类相对分子质量为 130-170 kDa的膜转运蛋白被称为多

药耐药蛋白或者 P-糖蛋白(P-gp)，在人体内这类蛋白主要由多

药耐药（multi-drug resistance, MDR）基因MDR1编码[3]。P-gp药

物转运外排作用与 ATP的水解息息相关，药物与转运体作用

调节其 ATP酶活性，Sarkadi等人[4]首次运用表达 MDR1基因

的 Sf9昆虫细胞膜进行了体外 ATP酶分析法，通过检测酶水

解释放的大量无机磷计算 ATP酶活性证实了这一原则，Erik

等人[5]也讨论了 MDR1等 ABC转运体的转运机制。

由于 P-gp的作用底物及体内分布广泛[6]，P-gp通过影响药

物的吸收、分布、排泄、代谢等过程产生药物的转运性相互作

用，最终引起药物的药效及毒性的改变。近年来，关于中 -西药

相互作用的研究[7]已得到很多重视，在过去的几年里，圣约翰草

(St. John’s wort, SJW) [8]是研究最为普及的草药，SJW和大蒜使

茚地那韦和沙奎那韦浓度分别降低到 57 %和 51 %[9]。这种相

互作用可以改变抗艾滋病毒治疗的结果，茚地那韦和沙奎那韦

的暴露减少会导致耐药菌株的增加，并最终导致 HIV患者的

治疗失败，而这一切都将归结于 P-gp和 CYP3A4的诱导。十日
的纯中药成分（金丝桃素，山奈酚，槲皮素和水飞蓟宾）治疗结

果引起 P-gp的 mRNA的表达量的增加[10]，槲皮素和山奈酚也

被报道能够诱导 P-gp，但是基于 P-gp等转运体的中 -西药运

转性相互作用的研究仍较少，且研究 P-gp转运体的科学方法

也在不断发展中。本研究以 MDR1膜产品为载体，运用 ATP

酶分析法，确定降脂中药复方是否与 P-gp产生相互作用，并对

该复方进行拆方确定该复方中能够与 P-gp作用的单方，最后

循序渐进找出能够与 P-gp作用的中药单体，为体外评价中 -

西药相互作用和临床联合用药提供参考。

1 材料与方法

1.1 仪器与试剂

多用途水浴恒温振荡器（江苏太仓市实验设备厂）；MK3

酶标仪（Thermo公司，美国）；96孔板（Nunc公司，丹麦）。

降脂中药复方(Fang-2)及其 6个饮片水提物（上海中医药

大学附属曙光医院）；23-乙酰泽泻醇 B（纯度逸98 %，上海纯优

生物科技有限公司，批号 11070801）；24- 乙酰泽泻醇 A（纯

度≥ 98 %，上海纯优生物科技有限公司,11122701）；H-MDR1

细胞膜产品（人MDR1细胞膜产品，日本 GenoMembrane公司,

批号 GM0015 1010Y）；NaN3（叠氮化钠，批号 JWF 7959，日本

Wako公司）；SDS (十二烷基磺酸钠，批号 M2E8705日本 Naca-

lai Tesque公司)；Tris(批号 UG2731LA01，美国 Dow公司)。

氯化钾（批号 20120604）、氯化镁（批号 F20111220）、磷酸
二氢钠（批号 20120330）均购自国药集团化学试剂有限公司。

乌本苷（批号 100M1337V）、DTT(二乙基二硫代氨基甲酸

钠三水合物，批号 BCBG1182V)、MOPS(批号 SLBB4478V)、钼

酸铵（S35764-306）、醋酸锌（批号 0001440584）、L- 抗坏血酸

（批号 648K0050）、原钒酸钠（批号 028k0117）、5’-三磷酸腺苷
二钠盐水合物（批号 071M7016V）、DMSO(批号 SHBB6765V)、
EGTA(批号)均购自美国 Sigma公司。
1.2 方法
1.2.1 磷酸标曲的建立 NaH2PO4溶解于超纯水中，用反应缓冲

液（50 mM MOPS-tris (pH7.0), 0.1 mM EGTA, 50 mM KCl, 5

mM NaN3, 2 mM DTT, 1 mM乌本苷）配制系列浓度的 NaH2PO4

标曲工作液（0, 0.05, 0.1, 0.25, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 mM/mL）。各取
60 滋L加至 96孔板中，加入 200 滋L显色溶液（临用前配制，混

合 20 mL 10 %抗坏血酸和 5 mL 35 mM 钼酸铵 /15 mM 醋酸

锌），37 ℃孵育 20 min后，酶标仪检测 630 nm处的吸光度值。
1.2.2 ATP酶活性检测 按照 Sarkadi [4] 的 ATP酶活性分析方

法，通过测试无机磷释放量检测 H-MDR1细胞膜的 ATP酶活

性。20 滋g蛋白量的 H-MDR1细胞膜混悬于 10 滋L的反应缓冲

液中，加入 20 滋L测试药物溶液（测试药物溶于 DMSO 中，控

制 DMSO的终浓度为 2 %），分别加入 10 滋L反应缓冲液或者
10 滋L 12 mM Na3VO3溶液（作为原钒酸盐对照）。37 ℃水浴预
孵育 3 min后，加入 20 滋L 12 mM MgATP溶液启动反应，于
37 ℃水浴孵育 30 min后，加入 30 滋L 10 %SDS终止反应。最

后加入 200 滋L显色溶液（临用前配制），37 ℃孵育 20 min后，

酶标仪检测 630 nm处的吸光度值。通过比色法检测无机磷释

放量，计算 ATP酶活性。

本实验除了钒酸盐对照组，还设立了阳性对照组（PC）、阴

性对照组(NC)和空白对照组(BC)。阳性对照组以 50 滋M维拉
帕米作为 P-gp的标准底物，以检测 P-gp转运体的 ATP酶活

性。阴性对照组未加底物，以检测 P-gp转运体的基础 ATP酶

活性。空白对照组在加入MgATP启动反应之前先加 SDS终止

反应，以检测反应缓冲液本身释放的无机磷。

1.2.3 数据分析 根据标准磷酸溶液得到的吸光度值绘制磷酸

标准曲线，然后得出磷量和吸光度值的相关方程。根据相关方

程确定各孔中产生的无机磷量，无钒酸盐的个孔无机磷量减去

钒酸盐对照组的无机磷量，即得钒酸盐敏感的 ATP酶活性产

生的磷量。根据无机磷量计算 ATP酶活性公式如下：ATP酶活

性（nmol Pi /min/mg protein）= 无机磷量（nmol）/ 反应时间

（min）/蛋白含量（mg）

2 结果

2.1 磷酸标准曲线

磷酸标准曲线为 Y=0.0208X+0.0949，R2=0.9999。结果表

明，磷量与吸光度值线性相关，相关性较好。而含磷量的变化表

明 ATP酶水解作用释放磷的变化，从而预示着 ATP酶活性的

变化。

2.2 降脂中药复方与 P-gp的相互作用
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本实验中降脂中药复方以苍术、厚朴为君,泽泻、夏枯草、

虎杖为臣，甘草佐助，调和诸药。本实验以 1 mg·mL-1和 10 mg·
mL-1的降脂中药复方(Fang-2)作为测试组，通过 ATP酶分析法

考察该降脂中药复方与 P-gp的相互作用。结果显示 1、10 mg·

mL-1测试组的 ATP 酶活性分别为 27.2、40.0 nmol Pi·min-1·

mg-1 protein（表 1和图 1），远高于阴性对照组的 13.0 nmol Pi·
min-1·mg-1 protein，表明降脂中药复方中存在 P-gp的作用化合

物，且呈一定的浓度依赖性。

表 1 降脂中药复方对 P-gp的影响（n=4）

Table 1 The effect of Traditional Chinese Medicine on P-gp（n=4）

ATPase activity /nmol Pi·min-1·mg-1protein

Fang-2/1 mg·mL-1

Fang-2/10 mg·mL-1

PC

NC

BC

27.2± 3.3

40.0± 4.8a

81.1± 12.2a

13.0± 1.9

-0.42± 0.6

注：a与阴性对照组（NC）存在极显著性差异（P<0.01）。

Note: a significantly different from the negative control (NC) (P<0.01).

图 1 降脂中药复方对 P-gp的影响

Fig.1 The effect of Chinese hebal compound on P-gp

2.3 复方中单方与 P-gp的相互作用

为了确定降脂中药复方的六味单方各饮片与 P-gp的相互
作用，本实验将以各 10 mg·mL-1的泽泻、甘草、虎杖、苍术、厚

朴、夏枯草以及复方作为测试组，通过 ATP酶分析法考察其中
各单方与 P-gp的相互作用。结果显示泽泻、厚朴、夏枯草与
P-gp作用显著（表 2和图 2），其强弱顺序为：泽泻（50.6 nmol Pi

·min-1·mg-1 protein）>夏枯草（42.6 nmol Pi·min-1·mg-1 protein）>

厚朴（40.0 nmol Pi·min-1·mg-1 protein）。其中泽泻组消耗的 ATP

最多，显示复方中泽泻与 P-gp的亲和力最高，预示泽泻中存在
P-gp的作用单体。
2.4 泽泻单体与 P-gp的相互作用

泽泻为泽泻科植物泽泻 Alisma orientails(Sam.)Juzep.的

干燥块茎。近代药理证明泽泻具有抑制动脉粥样硬化和活血化

瘀的功效，以及利尿、降低血压、抗脂肪肝等作用[11]。大量研究

证明，泽泻醇类化合物是泽泻药材的调脂活性成分。23-乙酰泽

表 2 单方对 P-gp的影响（n=4）

Table 2 The effect of simple prescription on P-gp（n=4）
ATPase activity/

nmol Pi·min-1·mg-1 protein

Rhizoma Alismatis泽泻

Radix Et Rhizoma Glycyrrhizae甘草

Rhizoma Et Radiz Polygoni Cuspidati虎杖

Rhizoma Atractylodis苍术

Cortex Magnoliae Offcinalis厚朴

Spica Prunellae夏枯草

Fang-2中药降脂复方

PC

NC

BC

50.6± 9.9b

23.2± 3.6

2.7± 1.2a

29.7± 7.4

40.0± 2.2a

42.6± 4.6a

46.1± 3.3a

77.0± 3.7a

26.1± 2.5

2.0± 1.9

注：a与阴性对照组（NC）存在极显著性差异（P<0.01）, b与阴性对照组（NC）存在显著性差异（P<0.05）。

Note: a significantly different from the negative control (NC) (P<0.01). b significantly different from the

negative control (NC) (P<0.05).
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泻醇 B和 24-乙酰泽泻醇 A等成分为其主要成分，其中以 23-

乙酰泽泻醇 B的含量最高，24-乙酰泽泻醇 A的降胆固醇作用
最强。

本实验以 0.1、0.5、2.5、10、15 滋M 的 23- 乙酰泽泻醇 B

和 24-乙酰泽泻醇 A为测试组通过 ATP酶分析法考察泽泻单

体是否与 P-gp产生相互作用。为避免 23-乙酰泽泻醇 B、24-乙

酰泽泻醇 A与显色溶剂发生作用生成磷而影响结果[12]，本实验

将未加 H-MDR1膜产品的同样浓度梯度的 23-乙酰泽泻醇 B、
24-乙酰泽泻醇 A作为药物空白对照，结果显示药物空白对照
组的 ATP酶活相近且不随浓度的变化而变化（表 3），表明 23-

乙酰泽泻醇 B、24-乙酰泽泻醇 A与显色剂不发生释放无机磷

的化学作用，不影响实验最终结果。表 3和图 3a,b的结果同样

说明 23-乙酰泽泻醇 B、24-乙酰泽泻醇 A与 P-gp有很强的相

互作用，且呈浓度依赖性，运用 GraphPad Prism 6.0计算机拟合
米氏方程得到 ATP酶活的 Km, Vmax值（表 4），Km的数据显

示 23-乙酰泽泻醇 B、24-乙酰泽泻醇 A均与 P-gp有较高的亲

和力。

图 2 单方对 P-gp的影响

Fig.2 The effect of single Chinese hebal drug on P-g

Note: A: Rhizoma Alismati泽泻 s; B: Radix Et Rhizoma Glycyrrhizae甘

草; C: Rhizoma Et Radiz Polygoni Cuspidati虎杖; D: Rhizoma

Atractylodis苍术; E: Cortex Magnoliae Offcinalis厚朴; Spica Prunellae;

F: Spica Prunellae夏枯草)

表 3 泽泻单体 23-乙酰泽泻醇 B, 24-乙酰泽泻醇 A对 P-gp的影响（n=4）

Table 3 The effect of Alisol B 23-acetate, Alisol A 24-acetate on P-gp（n=4）

ATPase activity/nmol Pi·min-1·mg-1 protein

H-MDR1membrane product（+） H-MDR1membrane product（-）

Alisol B 23-acetate / 0.1 滋M

Alisol B 23-acetate /0.5 滋M

Alisol B 23-acetate /2.5 滋M

Alisol B 23-acetate /10 滋M

Alisol B 23-acetate /15 滋M

Alisol A 24-acetate / 0.1 滋M

Alisol A 24-acetate / 0.5 滋M

Alisol A 24-acetate / 2.5 滋M

Alisol A 24-acetate / 10 滋M

Alisol A 24-acetate / 15 滋M

PC

NC

BC

17.5± 6.1

21.8± 1.0

32.1± 5.0

47.8± 3.5a

52.8± 1.3a

9.7± 3.2b

14.2± 3.8

27.4± 10.4

43.9± 4.7a

52.9± 5.3a

71.9± 3.8a

17.7± 2.7

-0.69± 0.4

-2.26

-4.16

-2.50

-4.26

-2.03

2.29

-4.53

0.08

-0.82

-2.66

--

--

--

注：a与阴性对照组（NC）存在极显著性差异（P<0.01）, b与阴性对照组（NC）存在显著性差异（P<0.05）。

Note: a significantly different from the negative control (NC) (P<0.01). b significantly different from the negative control (NC) (P<0.050).

表 4 药物刺激 MDR1 ATP酶活的 Km、Vmax值

Table 4 Km, Vmax values of drug-stimulated ATPase activity of MDR1

Drugs Km/ 滋M Vmax/ nmol Pi·min-1·mg-1 protein

Alisol B 23-acetate

Alisol A 24-acetate

0.79± 0.28

2.01± 0.67

50.51± 3.72

56.28± 4.6

3 讨论

多药耐药（MDR）是指细胞可耐受结构、功能及杀伤机制

不同的多种药物的致死量，一旦细胞对某种药物产生耐药性，

即可以同时对多种药物产生耐药性，MDR分子机制复杂，P-糖

蛋白的外排泵机制是其主要机制[13]。P-糖蛋白是 ATP结合盒

（ATP-binding cassette, ABC）转运体蛋白超家族成员之一。体外
ABC转运体研究主要包括两类：1）基于表达转运体的完整细

胞；2）利用含有转运体的膜产品。其中运用膜产品进行体外转

运体评价操作周期短，便于我们深入了解药物与 ABC转运体
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的作用性质，目前此类体外评价方法主要包括三类：1）ATP酶

分析法[4]；2）囊泡转运分析法[14]；3）核苷酸捕获法[15]。ATP酶分
析法操作简单、重现性高，用于考察药物是否被 P-gp转运，可

用于高通量筛选 P-gp底物。

许多药物已经被确定为 P-gp的底物，如长春新碱、紫杉

醇、环孢素 A、地高辛等，近来已有文献表明许多天然产物及其

衍生物也是 P-gp底物，运用 MDR1转染 MDCK细胞Ⅱ、Caco-

2细胞单层模型等转运体研究方法已证实槲皮素、葛根素等黄

酮类化合物和生物碱类化合物是 P-gp的底物[16]，与 P-gp有着

较强的相互作用。本文首次通过 ATP酶分析法研究中药复方

与 P-gp的作用，发现该中药复方中存在 P-gp的作用化合物。

继而通过拆方研究复方中各六味单方与 P-gp的作用，发现泽
泻、厚朴、夏枯草饮片的 P-gpATP酶活较高，其中泽泻的 ATP

酶活最高，进一步显示泽泻中存在 P-gp的强亲和底物。最后通

过泽泻的主要成分 23-乙酰泽泻醇 B 和活性成分 24-乙酰泽

泻醇 A的 P-gp ATP酶活动力学研究，表明 23-乙酰泽泻醇 B、
24-乙酰泽泻醇 A很有可能是 P-gp的底物。

P-gp是一种广泛分布于体内组织的外排转运体，联合用药
时，P-gp是许多药物之间相互作用的重要原因，而由于中药成

分较复杂，中西药转运性相互作用的研究鲜少，近来，随着临床

上中药和西药联用或序贯应用的情况越来越多，考察 MDR1

体外转运情况越来越重要。而本研究所用 ATP酶分析法操作

简单、重复性好，可以检测大多数转运体 -药物相互作用，尤其

对于复杂中药复方的研究具有非常重要的意义。ATP酶分析法

将会是临床相关药物 -转运体相互作用研究的重要筛选工具，

用以预测中西药转运性相互作用，对临床指导合理用药具有重

要意义。但是，要完整了解药物与转运体作用情况还需要结合

更多其他方法，如上述囊泡转运分析法或 Caco-2单层细胞分
析[17]等，如何结合不同方法系统说明药物相互作用尤其是中西

药相互作用情况有待进一步研究。
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