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隐丹参酮对细胞色素 P450酶 CYP3A4
和 CYP2C9的影响鄢

王彧杰，王蓉，王媛媛，原永芳
（上海交通大学医学院附属第三人民医院 药剂科，上海 201999）

摘要：目的 研究丹参中脂溶性成分隐丹参酮对 Chang肝脏细胞细胞色素 P450酶（CYP450）CYP3A4、

CYP2C9表达的影响，明确丹参主要成分对 CYP450酶的作用，以阐明基于 CYP450酶隐丹参酮与其他药物间

相互作用的分子基础，为临床合理使用含隐丹参酮的丹参制剂提供依据。方法 采用 CCK-8法考察隐丹参酮

对 Chang肝脏细胞活力的影响，以确定药物的给药剂量范围；通过Western bloting法考察隐丹参酮在给药后

1、3和 7 d对 Chang肝脏细胞中 CYP3A4和 CYP2C9蛋白表达的影响；通过定量 RT-PCR法考察隐丹参酮对

Chang肝脏细胞中CYP3A4和CYP2C9 mRNA表达的影响。结果 给药 1 d，隐丹参酮对CYP3A4蛋白及mRNA

表达无显著影响。但随时间延长，给药 3 d和 7 d，隐丹参酮可抑制 CYP3A4蛋白及 mRNA的表达（ <0.05）。

给药 1、3和 7 d，隐丹参酮对 CYP2C9蛋白及 mRNA的表达均无显著影响。结论 连续给予隐丹参酮可抑制

CYP3A4 mRNA和蛋白的表达。提示临床在连续使用含隐丹参酮时，需要关注其与 CYP3A4底物药物之间可

能的相互作用。

关键词： 隐丹参酮；Chang肝脏细胞；CYP3A4；CYP2C9

中图分类号：R943 文献标识码：A

Effects of Cryptotanshinone on CYP3A4
and CYP2C9 expressions鄢

Yu-jie WANG, Rong WANG, Yuan-yuan WANG, Yong-fang YUAN
(Department of Pharmacy, the Third People's Hospital, School of Medicine,

Shanghai Jiao Tong University, Shanghai 201999, P.R. China)

Abstract：【Objective】 To investigate the effects of Cryptotanshinone on CYP3A4 and CYP2C9 expres原
sions in Chang liver cells, confirm its effect on cytochrome P450 enzyme and analyze the drug-drug interac原
tion so as to lay a foundation for rational medicine administration.【Methods】CCK-8 assay was performed to
determine the proliferation of Chang liver cells after treatment with Cryptotanshinone for 1 day, 3 and 7 days.
Quantificational reverse transcription polymerase chain reaction and Western blot were performed to determine
mRNA and protein expressions of CYP3A4 and CYP2C9 respectively.【Results】After 1-day treatment, Cryp原
totanshinone had no effect on protein or mRNA expression of CYP3A4. However, Cryptotanshinone significantly
inhibited the mRNA and protein expressions of CYP3A4 ( < 0.05) after 3- and 7-day treatment, and had
no significant effect on the mRNA and protein expressions of CYP2C9 after 1 - , 3 - or 7 -day treatment.
【Conclusions】 Continual administration of Cryptotanshinone could inhibit the protein and mRNA expressions
of CYP3A4, which suggests that the drug-drug interaction should be concerned about in clinic.
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隐丹参酮是丹参中主要脂溶性成分之一，属于

二萜醌类化合物，可抑制细胞黏附分子的表达，具有

抗炎和抑制免疫黏附的作用[1]，可用于心血管疾病的

治疗。近期研究发现隐丹参酮具有抗肿瘤活性，可以

通过抑制 mTOR信号通路，抑制肿瘤细胞生长[2]；通

过抑制血管生成，促进肿瘤细胞凋亡[3]；通过抑制肿

瘤细胞黏附而减少肿瘤细胞的转移[4]。然而，已有研

究发现隐丹参酮可影响其他药物的代谢[5-6]。

近年来，随着合理用药认识的不断增强，发现许

多中草药存在药物相互作用[7]。而这些相互作用大

多与肝脏药物代谢酶有关。在肝脏药物代谢酶的研

究中，细胞色素 P450酶（cytochromes P450，CYP450）

是一类重要的氧化酶系统，与许多内源性和外源性物

质的生物转化有关[8]。约有 75%的药物通过 CYP450

酶系中 CYP3A4 [9]和 CYP2C9 [10]亚型代谢，是药物代

谢的主要途径。在含有隐丹参酮成分的丹参制剂研

究中已发现，丹参通过 CYP3A4和 CYP2C9与咪达唑

仑[11]、5-氟尿嘧啶[12]、氯沙坦[13]、环孢素 A [14]、华法林

等[15]药物间存在相互作用。隐丹参酮在肝微粒体中

可竞争性抑制 CYP2C9的活性[16]，然而隐丹参酮对

肝细胞中 CYP3A4、CYP2C9表达的影响尚未见报道。

故本研究将揭示隐丹参酮对 CYP3A4和 CYP2C9蛋

白及 mRNA的变化，进而阐明隐丹参酮的药物代谢

途径。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

Chang 肝脏细胞（上海中科院细胞研究所），

RPMI 1640培养基、10%胎牛血清（美国 Hyclone公

司），0.25%胰蛋白酶 -0.02%EDTA、青 - 链霉素（美

国 Gibco公司），隐丹参酮（批号：110852，纯度 >98%）

（中国食品药品检定所），CCK-8试剂盒（日本 Do-

jindo公司），BCA蛋白浓度测定试剂盒、苯甲基磺酰

氟（PMSF）、RIPA 裂解液、SDS-PAGE 上样缓冲液

（江苏碧云天生物有限公司），CYP3A4抗体（美国

Merk Millipore 公司），CYP2C9抗体（英国 Abcam公

司），辣根过氧化酶标记的甘油醛 -3- 磷酸脱氢酶

（HRP-GAPDH，上海康成生物工程有限公司），化学

发光试剂盒（美国 Thermo公司），Trizol试剂（美国

Invitrogen公司），逆转录试剂盒、SYBR Premix Ex

TaqTM Ⅱ（日本 TaKaRa公司）。

1.2 仪器与设备

恒温二氧化碳 CO2培养箱（美国 Thermal公司），

酶标仪、免疫印迹电泳转膜仪（美国 Bio-RAD 公

司），凝胶图像分析系统（法国 Vilber公司），PCR热

循环仪、7500 实时荧光定量 PCR 系统（美国 Life

Technologies公司），ND2000超微量分光光度计（美

国 nanodrop公司），低温高速离心机（美国 Beckman

Coulter公司）。

1.3 试验方法

1.3.1 细胞培养 Chang肝脏细胞培养于含有 10%

FBS、1%青 - 链霉素的 RPMI 1640 培养基，37℃、

5%二氧化碳 CO2饱和湿度培养箱内。当单层贴壁细

胞覆盖培养皿 70%～80%时，用 0.25%胰蛋白酶消

化 90 s、进行细胞传代。

1.3.2 细胞存活率检测 取对数生长期的 Chang肝

脏细胞，制成单细胞悬液，接种于 96 孔板，每孔接

种密度为 1×105个 /ml，在 37℃、5%二氧化碳 CO2的

培养箱内培养，至细胞单层铺满孔底，弃去培养基，

分别加入含不同浓度的隐丹参酮（10、100、1 000、

10 000μmol）的培养基 100μl，每个浓度设置 5 个

复孔，同时设置只含细胞培养液的空白组、未经药

物处理的细胞对照组。在 37℃、5%二氧化碳 CO2的

培养箱内分别培养 24、48 h后，加入 10μl CCK-8溶

液，继续培养 1 h，取上清液 50μl，用酶标仪检测每

孔在 450 nm处的吸光度值。其中细胞存活率（％）=

[（As-Ab）/（Ac-Ab）]×100%。As为实验孔（含有细胞

的培养基、CCK-8和隐丹参酮），Ac为对照孔（含有

细胞的培养基和CCK8，不含隐丹参酮），Ab为空白

孔（不含细胞和隐丹参酮的培养基、CCK-8）。

1.3.3 Western blot 法 细胞接种于培养皿中，隐

丹参酮高低剂量组每天分别给予 10和 100μmol隐

丹参酮，CYP3A4和 CYP2C9阳性对照组给予 100μ

mol利福平，CYP3A4阴性对照组给予 100μmol浓度

酮康唑。处理 1、3和 7 d后，用预冷的 PBS清洗细胞

3 次，加入含有 PMSF 的蛋白裂解液裂解细胞

200μl，收集各组细胞裂解产物，上述操作均在冰上

进行。裂解 30 min后，4℃，12 000 r/min离心 15 min，

取上清液，用 BCA蛋白定量试剂盒进行蛋白定量。

调整蛋白浓度一致后，加入 1/4体积的 5×上样缓冲

液，涡旋混匀，在 100℃水浴中煮沸 10 min使蛋白变

性。配制 5%浓缩胶、10%分离胶，根据蛋白浓度决定

加样量。浓缩胶用电压 100 V电泳，当样品移动到分

离胶后改用 120 V电压至结束。取下凝胶，在 100 V

电压下，将凝胶上蛋白转至 PVDF膜 100 min，5%脱

脂牛奶室温封闭 2 h。含有目的蛋白的 PVDF膜分别
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图 1 隐丹参酮对 Chang肝脏细胞生存率影响
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加入一抗，CYP3A4（1∶2 000）、CYP2C9（1∶2 000），

GAPDH（1∶5 000），4℃摇床孵育过夜。次日，用

TBST溶液洗膜 3次，后加入 1∶2 000稀释的二抗，

室温孵育 1 h，TBST洗膜 3次；化学发光试剂显色发

光，通过凝胶图像分析系统成像。

1.3.4 定量 RT-PCR法 Chang肝脏细胞接种于

细胞培养皿中，接种密度 1×106个 /ml，在 37℃、5%

二氧化碳 CO2培养箱中培养。待细胞单层贴壁生长

至 70%时，每天隐丹参酮高低剂量组分别给予

100μmol和 10μmol隐丹参酮，CYP3A4和 CYP2C9

阳性对照组给予 100μmol利福平，CYP3A4阴性对

照组给予 100μmol浓度酮康唑，空白对照组给予仅

含有 10% FBS、1%青 -链霉素的 RPMI 1640培养基

溶液。处理 1、3和 7 d。培养结束后，弃去培养液，用

磷酸盐缓冲液（PBS）洗涤 2 次后，依次加入 Trizol、

氯仿、异丙醇、75%酒精等试剂提取细胞总 RNA，超

微量分光光度计测定 RNA浓度。根据 TaKaRa逆转

录试剂盒说明书，将 RNA反转录为 cDNA。再根据

TaKaRa定量 PCR试剂盒说明书，用 cDNA作为模

板，通过 SYBR法进行实时定量 PCR反应。反应条件

如下：95℃预变性 30 s，PCR反应 95℃、5 s，60℃、34

s，循环数为40次，测定融解曲线，通过 Ct值计算相对

表达量 2-△△Ct[17]。以 GAPDH为内参，引物由上海生

工生物工程有限公司合成，引物序列见表 1。

1.4 统计学方法

细胞活力测定和蛋白表达量测定采用 Graph

Pad Prism 5统计软件进行数据分析，用 SPSS 19.0统

计软件进行定量 PCR测定。计量资料用均数±标准

差（x±s）表示，组间差异比较用方差分析，两两比较

用 LSD- 检验，分析前进行方差齐性检验， <0.05为

差异有统计学意义。

2 结果

2.1 隐丹参酮对 Chang肝脏细胞存活率的影响

隐丹参酮在 10、100和 1 000和 10 000μmol浓

度下干预细胞 24 h对细胞影响小，细胞生存率分别

为（114.36±4.13）%、（76.43±3.32）%、（104.98±

7.50）%和（135.97±3.81）%，细胞存活率均高于50%。

作用 48 h后，细胞存活率略有下降，分别为（82.43±

8.01）%、（102.28±6.91）%、（99.49±8.26）%和（105.18±

0.67）%，但细胞存活率仍均高于 50%。见图 1。

2.2 隐丹参酮对 CYP3A4、CYP2C9 蛋白表达的

影响

2.2.1 隐丹参酮对 CYP3A4 蛋白表达的影响 10

μmol、100μmol隐丹参酮干预 Chang肝脏细胞 1 d

后，CYP3A4蛋白的表达相比于空白对照组略有下

降，结果分别为（0.84±0.05）和（0.91±0.03）。随着隐

丹参酮干预时间的延长，即 3 d后，Chang肝脏细胞

CYP3A4蛋白的表达较空白对照组比较有下降，结

果分别为（0.68±0.83）和（0.78±0.13）。隐丹参酮

干预 Chang肝脏细胞 7 d 后，对 CYP3A4 蛋白的抑

制作用更为明显，结果分别为（0.60±0.13）和

（0.70±0.02），与 CYP3A4抑制剂酮康唑组对蛋白

的抑制作用相近。见图 2。

2.2.2 隐丹参酮对 CYP2C9 蛋白表达的影响 10

μmol隐丹参酮干预 Chang肝脏细胞 1、3和 7 d后，

CYP2C9蛋白的表达与空白对照组相比 CYP2C9蛋

白的表达差异无统计学意义，结果分别为（0.94±

0.14）、（0.96±0.20）和（0.83±0.19）。100μmol隐丹

参酮干预 Chang肝脏细胞 1、3和 7 d后，与空白对照

组比较 CYP2C9蛋白的表达差异无统计学意义，结

果分别为（1.19±0.24）、（1.05±0.09）和（1.10±0.15），

见图 3。

2.3 隐丹参酮对 CYP3A4 mRNA、CYP2C9 mR-

NA表达的影响

2.3.1 隐丹参酮对 CYP3A4 mRNA 表达的影响

10μmol 隐丹参酮干预 Chang 肝脏细胞 1 d 后对

表 1 RT-PCR引物序列

引物名称 序列 扩增产物
长度 /bp

CYP3A4 正向引物：5'-CCCCTGAAATTAAGCTTAGGAG-3' 162

反向引物：5'-TAATTTGAGGTCTCTGGTGTTCTCA-3'

CYP2C9 正向引物：5'- AACGGATTTGTGTGGGAGAA -3' 121

反向引物：5'- GGCCATCTGCTCTTCTTCAG-3'

GAPDH 正向引物：5'-CCTTCATTGACCTCAACTA-3' 594

反向引物：5'- GGAAGGCCATGCCAGTGAGC-3'
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1：Cry 10μmol：隐丹参酮低剂量组；2：Cry 100μmol：隐丹参酮高

剂量组；3：Contorl：空白对照组；4：KET 100μmol：阴性对照组；5：RIF

100μmol：阳性对照组

图 2 隐丹参酮对 CYP3A4蛋白表达的影响
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1：Cry 10μmol：隐丹参酮低剂量组；2：Cry 100μmol：隐丹参酮高

剂量组；3：Contorl：空白对照组；4：RIF 100μmol：阳性对照组

图 3 隐丹参酮对 CYP2C9蛋白表达的影响

1：CRY 10μmol：隐丹参酮低剂量组；2：CRY 100μmol：隐丹参

酮高剂量组；3：Contorl：空白对照组；4：KET 100μmol：阴性对照组；

5：RIF 100μmol：阳性对照组；覮与 Contorl组比较， <0.05

图 4 隐丹参酮对 CYP3A4 mRNA表达的影响
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1：CRY 10μmol：隐丹参酮低剂量组；2：CRY 100μmol：隐丹参

酮高剂量组；3：Contorl：空白对照组；4：RIF 100μmol：阳性对照组；覮
与 Contorl组比较， <0.05

图 5 隐丹参酮对 CYP2C9 mRNA表达的影响
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CYP3A4 mRNA 表达无显著影响，结果为（0.86±

0.19），而持续给予 10μmol隐丹参酮 3 d和 7 d后

CYP3A4 mRNA表达下降，结果分别为（0.31±0.09）

和（0.56±0.04）。100μmol隐丹参酮干预 Chang肝脏

细胞 1 d 后对 CYP3A4 mRNA 的表达也无显著影

响，结果为（1.11±0.03），而持续给予 100μmol隐丹

参酮 3 d和 7 d后，逐步抑制 CYP3A4 mRNA的表达，

结果分别为（0.80±0.05）和（0.74±0.04），见图 4。

2.3.2 隐丹参酮对 CYP2C9 mRNA 表达的影响

10μmol 隐丹参酮干预 Chang 肝脏细胞 1、3 和 7 d

后对 CYP2C9 mRNA的表达无显著影响，结果分别

为（1.14±0.17）、（0.81±0.08）和（0.97±0.07）。100μmol

隐丹参酮干预 Chang肝脏细胞 1、3 和7 d 后，也对

CYP2C9 mRNA 的表达无显著影响，结果分别为

（1.10±0.16）、（1.05±0.05）和（0.93±0.10）。见图 5。

3 讨论

在 Chang肝脏细胞的体外研究中，隐丹参酮对

细胞毒性的影响较小，在 10~10 000μmol浓度下培
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养 48 h内细胞生存率均大于 50%。但隐丹参酮是

丹参中的脂溶性成分，1 000μmol 和 10 000μmol

的隐丹参酮不能完全溶解于 PRMI 1640培养液中，

而在前期研究中笔者发现常用的助溶剂———二

甲亚砜会影响 P450酶的表达[18]。此外已有文献报

道，1 000μmol、10 000μmol 隐丹参酮干预结肠癌

细胞以及 HepG2细胞，细胞生存率低于 50%[19-20]。因

此，在研究隐丹参酮对 CYP450 酶的影响中，选用

10μmol和 100μmol两个浓度。

研究结果表明 10μmol 和 100μmol 隐丹参酮

可影响 CYP3A4 蛋白和 mRNA 的表达，而对

CYP2C9蛋白及 mRNA的表达无显著影响。已有学

者研究发现，隐丹参酮可以抑制 LS174T 细胞中

PXR的表达[21]。PXR是 CYP3A4基因转录的启动子，

隐丹参酮可以通过 PXR通路抑制 Chang肝脏细胞

中 CYP3A4基因的转录，从而减少 CYP3A4 mRNA

和蛋白的表达。然而，本实验发现隐丹参酮干预 1 d

没有对 CYP3A4 mRNA 及蛋白的表达产生显著的

影响，但随着干预时间的延长隐丹参酮可抑制

CYP3A4蛋白和 mRNA的表达。已有报道其他中草

药对 P450酶系也存在相似的情况[22]，但机制尚不明

确。由此提示在长期使用隐丹参酮时应关注其与经

CYP3A4酶代谢的药物间的相互作用。在慢性疾病或

其他需要长期服药的疾病中，许多药物是 CYP3A4代

谢酶为底物，包括硝苯地平、氨氯地平、阿普唑仑、环

孢素、他克莫司、辛伐他汀等。若在临床上需长期联

合使用含隐丹参酮制剂与 CYP3A4代谢酶为底物的

药物时，应注意可能由于药物代谢减慢而出现的不

良反应。

本研究发现 10μmol 和 100μmol 隐丹参酮对

CYP2C9蛋白及 mRNA的表达无显著影响。这可能

是因为尽管隐丹参酮可抑制 PXR 的表达，但

CYP2C9 的转录还会受到 HNF4 [23]、GATA-4 [24]、CAR

等转录因子的调控，所以综合因素下未受到影响。因

此，隐丹参酮对细胞色素 P450酶的影响应主要关注

其对 CYP3A4的影响，而对 CYP2C9无显著影响。
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