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六神丸出自《中国医学大辞典》，主要由牛黄、麝香、蟾酥、 冰片、雄黄和珍珠 6味药材组成，是清热解毒、消肿止痛之名
方，主治单双乳蛾、喉痹失音、痈疽疮疖、无名肿毒等症状。近
年来，药理研究表明六神丸具有强心、抗惊厥和镇静等作用，

临床应用广泛[1]。

人体内主要药物代谢酶是细胞色素 P450（CYP）家族，对
CYP酶活性的抑制或诱导会改变合用药物的体内浓度、代谢
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摘 要 目的：研究六神丸对CYP活性的诱导作用。方法：体外传代培养人肝癌HepG2细胞。以3、1、0.5 μg/ml（以丸质量计，下

同）六神丸培养细胞48 h后，采用实时荧光聚合酶链反应（RT-PCR）法测定细胞CYP1A2、CYP2C9、CYP2C19、CYP2D6、CYP2E1、

CYP3A4 mRNA 的表达；采用Western blot法测定细胞CYP3A4、CYP1A2、CYP2C19、CYP2C9蛋白的表达，采用高效液相质谱法测

定咪达唑仑代谢产物1-羟基咪达唑仑的含量，以咪达唑仑生成速率代表CYP3A4活性。上述试验均设阴性对照（0.3％二甲基亚

砜）组、阳性对照（30 μmol/L 利福平、100 μmol/L 地塞米松）组。将 18只 Wistar 大鼠随机均分为空白对照[等容羧甲基纤维素钠

（CMC-Na）]组、六神丸（1.613 mg/kg）组、地塞米松（50 mg/kg）组，连续6 d ig 给药后测定大鼠肝微粒1-羟基咪达唑仑生成速率以判

定CYP3A1、CYP3A2活性；采用RT-PCR法测定CYP3A mRNA的表达。结果：3、1、0.5 μg/ml六神丸培养细胞48 h后，与阴性对照

比较，HepG2 细胞中CYP2C9、CYP2C19、CYP2E1、CYP3A4 mRNA表达增强，CYP3A4蛋白表达增强，CYP3A4活性增强，差异均

有统计学意义（P＜0.05）。与空白对照组比较，大鼠肝微粒体CYP3A1、CYP3A2活性增强，CYP3A1、CYP3A2 mRNA表达增强，差

异均有统计学意义（P＜0.05）。结论：六神丸对CYP具有一定的诱导作用，其机制可能与增强CYP mRNA的表达作用有关。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To study the induction effects of Liushen pill on the activity of CYP. METHODS：Human hepatoma

hepG2 cells were subcultured in vitro. After the cells were cultured in 3 μg/ml，1 μg/ml and 0.5 μg/ml Liushen pill solutions（take

pill quality plan，the same below）for 48 h，real-time quantitative fluorescent polymerase chain reaction（RT-PCR）technology was

used to determine the expression of CYP1A2，CYP2C9，CYP2C19，CYP2D6，CYP2E1 and CYP3A4 mRNA in cells；Western

blot method was respectively employed to determine the expression of CYP3A4 ，CYP1A2，CYP2C19，CYP2C9 protein in cells，

and HPLC-MS was adopted to determine the content of metabolite 1-hydroxy midazolam of midazolam，and the activity of

CYP3A4 was showed by formation rate of midazolam. There set a negative control group（isometric dimethyl sulfoxide）and posi-

tive control groups（30 μmol/L rifampicin and 100 μmol/L dexamethasone）. 18 Wistar rats were randomly divided into blank con-

trol group [isometric sodium carboxymethyl cellulose solution（CMC-Na）]，Liushen pill group（1.613 mg/kg）and dexamethasone

group（50 mg/kg）. After the drugs were administered to these rats for 6 days，ig，the production rates of 1-hydroxymidazolam in

rats’liver microsomes were determined to judge the activity level of CYP3A；RT-PCR method was adopted to determine the expres-

sion of CYP3A1，CYP3A2 mRNA. RESULTS：After the cells were cultured in 3 μg/ml，1 μg/ml and 0.5 μg/ml Liushen pill solu-

tions for 48 h，compared with negative control group，the expression level of CYP2C9，CYP2C19，CYP2E1 and CYP3A4 mRNA

were increased，CYP3A4 protein was increased and the activity of CYP3A4 was increased，with significant difference（P＜0.05）.

Compared with blank control group，the activity of CYP3A1，CYP3A2 in rats’liver microsomes was increased and the experssion

levels of CYP3A1，CYP3A2 mRNA were increased，with significant difference（P＜0.05）. CONCLUSIONS：Liushen pill has cer-

tain inductive effects on CYP by a mechanism that may be related to the increase in the expression of CYP mRNA.

KEYWORDS Liushen pill；Induction；Human hepatoma HepG2 cells；Cytochrome P450；Rats
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过程[2]，从而对药物的有效性和安全性产生影响[3]。中、西药在

临床上经常联用，而中药所含成分复杂，多种成分已被确认为

CYP的底物、诱导剂或抑制剂[4]，很大程度上会引发代谢性药

物的相互作用 [5]。CYP 参与人体中约 300余种药物的代谢，

CYP3A4 参 与 约 占 全 部 药 物 50％ 的 代 谢 ，而 CYP2D6、

CYP2C9、CYP1A2、CYP2A6 和 CYP2C19 分 别 约 占 30％ 、

10％、4％、2％和2％[6]。目前临床上研究较多的是基于对CYP

抑制的药物相互作用[7]，而对CYP诱导的药物相互作用研究较

少[8]，但后者却非常重要。CYP3A4的诱导可增加生物转化率，

导致合用药物的药理作用减弱或者毒性增强[6]。本课题组前

期建立了一种可靠的无限传代人肝癌HepG2细胞体外筛选模

型，可用于系统考察药物对HepG2细胞CYP3A4 mRNA与蛋

白表达和酶活性的诱导作用 [9]。本研究基于上述体外模型，

开展六神丸对CYP的诱导作用研究，并通过体内实验进一步

验证。

1 材料
1.1 仪器

1200型高效液相色谱仪，包括 6410A型三重四级杆串联

质谱仪（美国 Agilent 公司）；Odyssey 红外荧光成像仪（美国

Li-Cor 公司）；UV-2550型紫外分光光度计（日本岛津公司）；

BP211D 型十万分之一电子分析天平（德国 Sartorius 公司）；

UNIVERSAL 32R 型台式冷冻离心机（德国 Hettich 公司）；

VX200型涡旋振荡器（美国 Labnet 公司）；ULT1786-3-V37型

超低温冰箱（美国Revco 公司）。

1.2 药品与试剂

六神丸（上海雷允上药业有限公司，批号：110503，规格：

3.125 mg/粒）；DMEM高糖培养基、胎牛血清（FBS）、胰酶和青

霉素/链霉素双抗溶液均购自美国Gibco公司；焦碳酸二乙酯

（DEPC，上海生工生物工程有限公司）；小鼠一抗、羊抗小鼠二

抗和内参抗体均购自美国Abcam公司；探针药物咪达唑仑（批

号：171250-200401）、替硝唑（批号：100336-200703），阳性药物

利福平（RIF，批号：130496-200702）、地塞米松（DEX，批号：

100129-201105）均购自中国食品药品检定研究院，纯度均大于

98％；GAPDH、MTT、烟酰胺腺嘌呤二核苷酸（NADPH）、6-磷

酸葡萄糖、6-磷酸葡萄糖脱氢酶和二氯化镁均购自美国Sigma

公司；RNAisoTM Plus 试剂、PrimeScriptTM RT reagent kit试剂盒、

SYBR Premix Ex TaqTM reagent kit 试剂盒和Thermal Cycler Di-

ceTM实时荧光聚合酶链反应（RT-PCR）仪均购自大连宝生物工

程有限公司；乙腈、二甲基亚砜（DMSO）均购自德国Merck公

司，均为色谱纯；其余试剂均为分析纯。

1.3 动物与细胞

Wistar大鼠，♂，体质量180～200 g，由上海斯莱克实验动

物有限责任公司提供[实验动物使用许可证号：SCXK（沪）

2007-0005]。HepG2细胞购于中国科学院细胞库。

2 方法
2.1 HepG2细胞离体试验

2.1.1 细胞及样品处理 HepG2细胞培养在 100 mm 培养皿

中，培养液为含10％ FBS的DMEM培养基（含1％双抗溶液），

于 37 ℃、5％ CO2细胞培养箱中培养。用 0.25％胰蛋白酶将

90％融合的HepG2细胞消化下来，以1×105 ml－1接种到6孔板，

于 37 ℃、5％ CO2细胞培养箱放置 24 h后，用六神丸（3、1、0.5

μg/ml，以丸质量计，下同）或阳性药物（RIF 30 μmol/L、DEX

100 μmol/L）的无血清DMEM细胞培养液培养细胞。试验设

阴性对照（0.3％ DMSO）。每一浓度设6复孔。培养细胞48 h

后倒去培养基，用磷酸盐缓冲液（PBS）清洗，以上细胞分别用

于总RNA/总蛋白的提取和酶活性的测定。

2.1.2 细胞 CYP mRNA 表达的测定 取“2.1.1”项下待测细

胞，用 RNAisoTM Plus 试剂提取 HepG2细胞的总 RNA，经 DN-

ase Ⅰ处理后溶于DEPC溶液。取 10 μl总RNA进行 1％琼脂

糖凝胶电泳，检测 28 S和 18 S条带的完整性和RNA的质量。

以 PrimeScriptTM RT reagent kit 试剂盒进行 RT-PCR，以逆转录

获得的 cDNA 为模板进行RT-PCR（参考文献[10]设计引物序

列见表1）。逆转录反应条件：37 ℃ 15 min，85 ℃ 10 s（逆转录

反应）。RT-PCR 采用两步法扩增程序：95 ℃ 10 s；95 ℃ 5 s，

60 ℃ 30 s，40个循环。约2 h后反应结束，确认RT-PCR的扩增

曲线和溶解曲线，并进行数据分析。扩增体系和扩增标准程

序按试剂盒说明书采用两步法扩增，数据采用 2－ΔΔct法处理。

Δct＝ct（目的基因）－ct（内参基因），ΔΔct＝ct（加药组）/ct（对照

组），其中2－ΔΔct表示的是试验组目的基因的表达相对于对照组

的变化倍数；ct表示扩增曲线达到阈值时的循环圈数。每一浓

度设6复孔。

表1 引物序列（CYP）

Tab 1 Primer sequence（CYP）

基因
CYP3A4

CYP1A2

CYP2C9

CYP2C19

CYP2D6

CYP2E1

GAPDH

引物序列（5′→3′）
ATTCAGCAAGAAGAACAAGGACA

TGGTGTTCTCAGGCACAGAT

TCGTAAACCAGTGGCAGGT

GGTCAGGTCGACTTTCACG

CTGGATGAAGGTGGCAATTT

AGATGGATAATGCCCCAGAG

GAGGAGTTTTCTGGAAGAGGCC

CATTGCTGAAAACGATTCCAAA

CTTTCTGCGCGAGGTGCT

TGGGTCAGGAAAGCCTTTTG

GACTGTGGCCGACCTGTT

ACTACGACTGTGCCCTTGG

ACCACAGTCCATGCCATCAC

TCCACCACCCTGTTGCTGTA

退火温度，℃
57

57

55

62

60

60

60

2.1.3 细胞CYP蛋白表达的测定 取“2.1.1”项下待测细胞，

蛋白经 5％、10％不连续聚丙烯酰胺凝胶电泳后，湿法转至聚

偏二氟乙烯膜上，以小鼠抗人CYP3A4、CYP1A2、CYP2C9和

CYP2C19为一抗，远红外标记的羊抗小鼠免疫球蛋白（Ig）G为

二抗，人GAPDH单克隆抗体为内参抗体，Odyssey红外荧光成

像仪扫描。采用 Quantity One 4.6软件对条带进行光密度分

析，以代表CYP蛋白表达水平。每一浓度设6复孔。

2.1.4 细胞CYP3A4活性的测定 取“2.1.1”项下待测细胞，加

入含有探针药物咪达唑仑（10 μmol/L）的培养液与启动液（0.5

mg/ml NADPH、10 mmol/L 6-磷酸葡萄糖、0.8 U/ml 6-磷酸葡

萄糖脱氢酶和 5 mmol/L二氯化镁）共孵育 6 h后，加入 2倍的

含有内标替硝唑（150 ng/ml）的冰乙腈溶液沉淀蛋白，14 000×g

离心10 min，取上清液制备样品进高效液相质谱检测。以咪达

唑仑生成速率代表CYP3A4活性。每一浓度设6复孔。

2.2 大鼠载体研究

2.2.1 大鼠 CYP3A mRNA 表达的测定 18只 Wistar 大鼠随

机均分为空白对照[等容羧甲基纤维素钠（CMC-Na）]组、六神

丸（1.613 mg/kg）组、DEX（50 mg/kg）组，ig给药，每天 1次，连
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续 6 d。末次给药 12 h 后脱颈椎处死大鼠，取出肝脏制备总

RNA，进行 RT-PCR（参考文献[11]设计引物序列见表 2）测定

CYP3A1、CYP3A2 mRNA 的表达，反应条件同“2.1.2”项下。

六神丸每 1 000粒质量为 3.125 g，按照每人每天 5粒的剂量换

算成大鼠的剂量。

表2 引物序列（CYP3A）

Tab 2 Primer sequence（CYP3A）

基因
CYP3A2

CYP3A1

β-actin

引物序列（5′→3′）
GCTCTTGATGCATGGTTAAAGATTTG

ATCACAGACCTTGCCAACTCCTT

ATGTTCCCTGTCATCGAACAGTATG

TTCACAGGGACAGGTTTGCCT

CTGGCCCGGACCTGACAGA

GCGGCAGTGGCCATCTCTC

退火温度，℃
59

60

64

2.2.2 大鼠CYP3A活性的测定 分组与给药同“2.2.1”项下方

法。末次给药12 h后制备大鼠肝微粒体，将蛋白稀释为1 mg/ml，

加入探针药物咪达唑仑与启动液共孵育，用含内标替硝唑

（150 ng/ml）的乙腈冰溶液沉淀蛋白，14 000×g离心10 min，取

上清液制备样品进高效液相质谱检测。

2.3 统计学方法

采用SPSS 13.0软件处理数据。数据以x±s表示，各组数

据均为计量资料，采用 t检验进行分析。P＜0.05为差异有统

计学意义。

3 结果
3.1 HepG2细胞6种主要CYP mRNA表达的测定结果

3、1、0.5 μg/ml 六神丸与 100 μmol/L DEX、30 μmol/L RIF

培养细胞 48 h 后，与阴性对照比较，HepG2 细胞中 CYP2C9、

CYP2C19、CYP2E1（RIF对此无统计学意义）、CYP3A4 mRNA

表达增强，差异有统计学意义（P＜0.05）。HepG2细胞 6种主

要CYP mRNA表达的测定结果见表3。

表3 HepG2细胞6种主要CYP mRNA表达的测定结果（x±±

s，n＝6）

Tab 3 Determination results of the expression of 6 kinds of

main CYP mRNA of HepG2 cells（x±±s，n＝6）

药物

阴性对照
DEX

RIF

六神丸

浓度

100 μmol/L

30 μmol/L

3 μg/ml

1 μg/ml

0.5 μg/ml

mRNA相对表达量
CYP1A2

1.00±0.03

0.92±0.06

0.71±0.05

0.87±0.06

0.81±0.11

0.82±0.05

CYP2C9

1.00±0.08

3.15±0.21＊

1.71±0.12＊

1.99±0.13＊

2.65±0.18＊

1.60±0.11＊

CYP2C19

1.00±0.09

1.76±0.12＊

1.66±0.11＊

2.04±0.14＊

1.63±0.11＊

1.34±0.09＊

CYP2D6

1.00±0.11

1.08±0.07

0.90±0.06

1.04±0.07

1.01±0.07

1.11±0.07

CYP2E1

1.00±0.06

1.26±0.08＊

1.11±0.07

1.49±0.10＊

1.34±0.09＊

0.82±0.06

CYP3A4

1.00±0.09

1.87±0.13＊

1.78±0.12＊

6.00±0.40＊

3.81±0.26＊

1.21±0.08＊

注：与阴性对照比较，＊P＜0.05

Note：vs. negative control，＊P＜0.05

3.2 HepG2细胞6种主要CYP蛋白表达的测定结果

3、1、0.5 μg/ml 六神丸与 100 μmol/L DEX、30 μmol/L RIF

培养细胞 48 h后，与阴性对照比较，CYP3A4蛋白表达明显增

强，其他CYP变化则不明显。HepG2细胞 6种主要CYP蛋白

表达的测定结果见图 1（其中CYP2D6、CYP2E1图片太浅，故

略去）。

3.3 HepG2细胞CYP3A4活性的测定结果

3、1、0.5 μg/ml 六神丸与 100 μmol/L DEX、30 μmol/L RIF

培养细胞48 h后，与阴性对照比较，探针药物咪达唑仑的代谢

产物 1-羟基咪达唑仑的生成速率明显升高，差异有统计学意

义（P＜0.05），表明六神丸对 CYP3A4 mRNA 的诱导作用明

显。HepG2细胞CYP3A4活性的测定结果见表4。

表4 HepG2细胞CYP3A4活性的测定结果（x±±s，n＝6）

Tab 4 Determination results of the activity of CYP3A4 of

HepG2 cells（x±±s，n＝6）

药物
阴性对照
RIF

DEX

六神丸

质量浓度

100 μmol/L

30 μmol/L

3 μg/ml

1 μg/ml

0.5 μg/ml

1-羟基咪达唑仑生成速率，pmol/（min·million cells）

2.88±0.22

3.50±0.10＊

5.77±0.09＊

7.41±0.55＊

6.68±0.17＊

5.25±0.08＊

注：与阴性对照比较，＊P＜0.05

Note：vs. negative control，＊P＜0.05

3.4 各组大鼠肝脏CYP3A mRNA表达的测定结果

与空白对照组比较 ，六神丸组大鼠肝脏 CYP3A1、

CYP3A2 mRNA表达增强，DEX组CYP3A1 mRNA表达增强，

差异有统计学意义（P＜0.05）。各组大鼠肝脏 CYP3A1、

CYP3A2 mRNA表达的测定结果见表5。

表 5 各组大鼠肝脏CYP3A mRNA表达的测定结果（x±±s，

n＝6）

Tab 5 Determination results of the expression of CYP3A

mRNA in the livers in all groups（x±±s，n＝6）

组别

空白对照组
DEX组
六神丸组

剂量，mg/kg

50

1.613

mRNA相对表达量
CYP3A1

1.00±0.21

3.95±0.44＊

1.35±0.18＊

CYP3A2

1.00±0.15

0.91±0.30

2.54±0.39＊

注：与空白对照组比较，＊P＜0.05

Note：vs. blank control group，＊P＜0.05

3.5 各组大鼠肝脏CYP3A活性的测定结果

与空白对照组比较，DEX 组与六神丸组大鼠肝微粒体

CYP3A的1-羟基咪达唑仑生成速率升高，即CYP3A活性增强

（P＜0.05）。各组大鼠肝脏CYP3A 活性的测定结果见表6。

4 讨论
多数诱导剂是通过增强CYP的DNA转录水平、增加CYP

mRNA或/和蛋白质翻译效率、增加酶蛋白稳定性和双向诱导

等机制对 CYP 产生诱导作用。因此，本课题组从六神丸对

HepG2细胞的CYP mRNA、蛋白表达和整体酶生物活性3个方

图1 HepG2细胞6种主要CYP蛋白表达的测定结果

Fig 1 Determination results of the expression of 6 kinds of

main CYP proteins of HepG2 cells
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GAPDH
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CYP2C9
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六神丸
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六神丸
0.5 μg/ml
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面入手，研究结果表明六神丸对CYP3A4的诱导作用明显。阳

性药物DEX增加了CYP3A1 mRNA的表达量，为空白对照组

的3.95倍，而对CYP3A2 mRNA的表达量影响较小，这与文献

报道的结果[12]相一致。

综上，本课题用HepG2细胞体外和大鼠体内相结合的模

型，研究CYP诱导活性，研究结果表明六神丸对CYP3A4有较

强的诱导作用，且存在一定量效关系。本研究提示长期、反复

使用六神丸应引起临床医师的足够重视，应合理选用联用药

物，确保药物治疗作用和减少药品不良反应。
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表6 各组大鼠肝脏CYP3A活性的测定结果（x±±s，n＝6）

Tab 6 Determination results of the activity of CYP3A in the

livers in all groups（x±±s，n＝6）

组别
空白对照组
DEX组
六神丸组

剂量，mg/kg

50

1.613

1-羟基咪达唑仑生成速率，pmol/（min·mg）

24.57±1.61

45.33±6.79＊

39.10±3.58＊

注：与空白对照组比较，＊P＜0.05

Note：vs. blank control group，＊P＜0.05

本刊讯 丙硫氧嘧啶是一种硫代酰胺类药物，能抑制甲

状腺过氧化物酶，从而阻断甲状腺激素生成，主要用于治疗成

人甲状腺功能亢进。目前，我国批准的丙硫氧嘧啶均为片剂。

2013年国家药品不良反应监测数据库共收到丙硫氧嘧啶

不良反应报告 432例，其中严重不良反应报告 99例。严重不

良反应按系统分类排名前 2位的依次是肝胆系统损害以及白

细胞和网状内皮系统异常，合计占总例次数的71.5％。此外，

还收到5例抗中性粒细胞抗体（ANCA）相关性血管炎的报告。

1 丙硫氧嘧啶的严重不良反应

1.1 肝胆系统损害以及白细胞和网状内皮系统异常：在严重

不良反应中，肝胆系统损害以及白细胞和网状内皮系统异常

所占比例最高，主要表现为肝功能异常、肝细胞损害、肝炎、胆

红素升高、白细胞减少以及粒细胞缺乏等，大部分出现在用药

的前3个月内，通过血常规及肝生化检查可以诊断这类不良反

应。

1.2 ANCA相关性血管炎：ANCA相关性血管炎是一种以中

小血管炎症和坏死为标志的疾病，起病隐匿，可以累及全身多

个器官和系统，如肾脏、肺脏和关节等。累及肾脏常表现为血

尿、蛋白尿、肾功能不全甚至肾衰竭等；累及肺脏常表现为咳

嗽、咯血及肺内阴影等；累及关节可以表现为关节疼痛、肿胀

等。丙硫氧嘧啶引起的ANCA相关性小血管炎主要出现在长

期服药的患者中。

2 相关建议

2.1 医务人员应及时告知患者可能出现的不良反应，患者服

用丙硫氧嘧啶时需定期检查血常规、尿常规、肝生化指标及肾

功能，若出现不良反应应及时就医。

2.2 药品生产企业应当加强药品不良反应监测，及时修订丙

硫氧嘧啶的药品说明书，更新相关的用药风险信息如不良反

应、注意事项等，以有效的方式将丙硫氧嘧啶的风险告知医务

人员和患者，加大合理用药宣传，最大程度保障患者的用药

安全。

药品不良反应信息通报提示警惕丙硫氧嘧啶的严重不良反应
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