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药物进入体内后的生物转化主要在肝脏内进

行。 肝脏内含有丰富的代谢酶系， 包括Ⅰ相代谢

酶 （主要催化氧化、 还原和水解等反应） 和Ⅱ相

代谢酶 （主要催化葡萄糖醛酸化、 硫酸化、 甲基

化和乙酰化等反应）。 在这些代谢酶中， 尤以细胞

色素 （CYP） P450 酶超家族最为重要， 其参与各
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种 外 源 物 （如 药 物 、 化 学 致 癌 物 等 ） 和 内 源 物

（如类固醇激素、 脂肪酸等） 在体内的代谢转换，
以血红蛋白的形式存在于内质网和线粒体内。 CYP
超家族由多种类型的 P450 酶组成， 目前市场上超

过 80%的药物主要由 CYP1A2、 CYP2C8、 CYP2C9、
CYP2C19、 CYP2D6 及 CYP3A 代谢[1]。 某些外源性

化合物会对 P450 酶活性产生一定的诱导或抑制作

用， 进而引起临床上的药物相互作用， 使合用药

物药效降低或造成血药浓度升高而产生不良反应。
药 物 对 P450 酶 的 抑 制 通 常 分 为 可 逆 性 抑 制

（包 括 竞 争 性 抑 制、 非 竞 争 性 抑 制 和 反 竞 争 性 抑

制） 和不可逆性抑制。 可逆性抑制剂以非共价键

与酶 （或酶-底物复合物） 形成复合物， 阻碍酶与

底物之间酶促反应的正常进行， 在除去抑制剂后，
酶活性不受影响， 能与底物继续进行正常酶促反

应 [2]。 在不可逆性抑制中， 抑制剂对酶的抑制效应

在除去抑制剂后不会即刻消失， 而是呈现出时间

依赖的特性。 这种现象一般称之为时间依赖性抑

制 （time- dependent inhibition， TDI）。 近来， 发现

一些临床药物相互作用问题是由药物的 TDI 特性

引起的 [3， 4]， 本文将围绕 TDI 的研究价值， 新药候

选化合物 TDI 评价方法及临床预测等主旨进行全

面综述。
TDI 的意义及研究的重要性 药物对 P450 酶产生

TDI 有多种机制， 其中， 机理性抑制 （mechanism-
based inhibition， MBI） 是 TDI 最重要 的 机 制， 即

抑制剂可经 CYP 介导转化成亲电性的反应性代谢

物 （reactive metabolite）， 这 些 反 应 性 代 谢 物 可 与

酶发生作用 （主要以共价键结合形式） 导致酶结

构的变化而失活 [5]。 MBI 的产 生 需 要 先 经 过 P450
酶代谢的过程， 因此抑制剂对 P450 酶的抑制作用

需要一定时间， 而体内合成新的 P450 酶也需要一

定时间 （一般需要 4 ～ 7 d）[6]， 这样即使把抑制剂

除去， 其抑制作用还会存在一段时间。
与可逆性抑制相比， TDI 会带来更严重的用药

安全问题， 因为许多需联合用药的药物也需长期

用药， 这势必会造成被抑制的 CYP 亚型被长期抑

制， 即使停用产生 TDI 的药物， 其抑制作用仍会

持续一段时间； 同时， 由于产生 MBI 的抑制剂同

时也是 P450 酶的底物， 当酶活性被抑制后， 其自

身代谢也会受到阻碍， 造成在体内暴露量非平稳

的增加 [7]； 此外， 反应性代谢物对 P450 酶的共价

修饰可能会导致半抗原的产生， 可能会引起自体

免疫反应， 造成严重后果[8]。

TDI 所造成的影响不仅给患者带来严重的健康

威胁， 对制药企业也是巨大的挑战和威胁。 目前，
已有多种药物由于 TDI 而产生后果严重的药物相

互作用， 严重危害患者的健康， 被限制使用， 甚

至不得不从市场上退出 [9， 10]， 最著名的如抗高血压

药米贝拉地尔 （mibefradil）， 它是一种钙离子 T 和

L 通道 阻 滞 剂 [11]， 上 市 后， 出 现 了 严 重 的 不 良 反

应。 经研究发现， 米贝拉地尔是一种时间依赖性

的抑制剂， 对 CYP3A4 产生不可逆性抑制， 使合

用的其他药物血药浓度大幅升高， 以致产生毒性，
甚至导致患者死亡。 有些药物虽未被撤市， 但也

因 TDI 引起多种药物相互作用而被限制使用。 临

床发现吉非罗齐 （gemfibrozil） 会增强华法林的抗

凝效应， 导致严重的低凝血酶原血症及出血[12]， 也

有病例表明吉非罗齐与格列本脲合用， 会导致低

血糖症[13]。 研究表明， 吉非罗齐是 CYP2C9 的机理

性抑制剂 [14]， 而 S-华法林及格列本脲在体内均主

要由 CYP2C9 代谢 [9， 15]， 从而造成了不良的药物相

互作用。 此外， 吉非罗齐的葡萄糖醛酸结合物还

是 CYP2C8 的强效时间依赖性抑制剂[16]。
目前， 降低药物相互作用特别是由 TDI 引起

的药物相互作用的风险已得到有关监管部门的重

视。 在美国 FDA 2012 年最新发布的制药工业界指

导原则中， 已明确表示在标准的体外筛选实验中

应加入对药物 TDI 的研究， 并对 TDI 做了详细讨

论 [17]。 美国药物研究与制造商协会 （PhRMA） 于

2009 年针对药物代谢酶的 TDI 进行了专题讨论 [18]，
并发布了体外实验的工业白皮 书。 对 药 物 的 TDI
进行广泛而深入的研究是非常有必要的， 这不仅

是对患者负责， 也是对制药企业负责， 针对发现

的具有潜在 TDI 的药物及时进行调查研究， 补充

更新药品说明书， 促进合理用药， 是整个医疗体

系的责任和应有的态度。
评价 TDI 的研究方法 传统的 P450 酶体外抑制试

验通常采用直接抑制法， 即将底物、 P450 酶、 抑

制剂同时孵育反应， 测定抑制剂的 IC50 值， 这种

方法适合于研究可逆性抑制剂， 特别是竞争性抑

制剂。 然而， 对不可逆性抑制剂来说， 这种研究

方法并不适用。 以红霉素为例， 它是一种广泛使

用的大环内酯类抗生素， 其稳态血药浓度低于以

直接抑制法测得 的 其 对 CYP3A4 的 IC50 值， 起 初

研究者据此认为红霉素不会与 CYP3A 的底物产生

药物相互作用[19，20]， 然而在临床应用中却发现红霉

素可与 CYP3A 的底物发生广泛的药物相互作用，
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是 CYP3A 介导的生物转化的强效抑制剂。 经研究

发现， 红霉素在体内由 CYP3A 介导产生的代谢物

会 与 P450 酶 的 亚 铁 血 红 素 结 合 从 而 抑 制 酶 的 活

性[21]。 由此可见， 对具有潜在 TDI 的化合物建立稳

定可靠的体外筛选评价方法是很有必要的。
目前， 针对新药开发的不同阶段， 已有多种

方法用来评价化合物的 TDI 潜力[22-24]。 在药物早期

筛选阶段， 研究者倾向采用高通量、 低成本的研

究方法， 如单点抑制法、 IC50 Shift 筛选法等； 在后

期阶段， 可进行系统的酶动力学实验， 获得化合

物的 KI、 kinact 等动力学参数， 以便进行临床推测。
1 单点抑制法 单点抑制法 [25] 通常采用人肝微粒

体作为孵育系统， 加入一定浓度的抑制剂， 在加

或 不 加 还 原 型 烟 酰 胺 腺 嘌 呤 二 核 苷 酸 磷 酸

（NADPH） 的情况下于 37 ℃进行预孵育， 通常预

孵育时间为 30 ～ 60 min， 同时设不含抑制剂的空

白对照组， 预孵育后， 从中移取一部分至探针底

物溶液中 （含有 NADPH） 进行孵育反应， 此孵育

反应时间根据 P450 亚型及所用探针底物而不同。
终止反应后， 测定孵育液中底物代谢产物的生成

量， 通过式 （1） 比较加和不加 NADPH 情况下酶

活性的变化， 评价是否具有 TDI。

% activity loss = 100 × Aactivator

Avehicle
! "

- NADPH
-

Aactivator

Avehicle
! "

+ NADPH
（1）

式 （ 1） 中 % activity loss 表 示 酶 活 性 损 失 率 ，
（Aactivator/Avehical）-NADPH 表示预孵不加 NADPH 时含抑制

剂 组 与 空 白 对 照 组 的 剩 余 酶 活 性 之 比 ， （Aactivator/
Avehical）+NADPH 表示预孵加 NADPH 时含抑制剂组与空

白对照组的剩余酶活性之比。 由于单点抑制法具

有操作简单、 计算简便、 与实际结果相关性较好、
通量高等优点， 特别适合于新药研究早期大量化

合物的筛选。
2 IC50 Shift 筛 选 法 与 单 点 抑 制 法 类 似 ， IC50

Shift 筛 选 法 通 常 采 用 人 肝 微 粒 体 作 为 孵 育 系 统，
但 设 置 了 系 列 抑 制 剂 浓 度 [ 26 -28] ， 在 加 或 不 加

NADPH 的情况下于 37 ℃进行预孵育， 预孵育 时

间一般为 30 min， 同时设不含抑制剂的空白对照

组； 预 孵 育 后， 加 入 含 有 NADPH 的 探 针 底 物 溶

液， 终止反应后， 测定孵育液中底物代谢物的生

成量， 计算在加或不加 NADPH 情况下 IC50 值， 比

较 IC50 偏移倍数， 从而评价抑制剂是否为 TDI。 图

1 是 IC50 Shift 筛选法得到的理想曲线， 从中可看出

加 NADPH 条件下的 IC50 值与不加 NADPH 条件下

相比， 大大减小。

BERRY 等 [29] 通过用目前已知的 TDI 化合物对

IC50 Shift 方法进行验证， 结果显示该方法能筛选出

绝 大 多 数 具 有 TDI 的 化 合 物 ， 如 地 拉 韦 啶

（delavirdine） 对 CYP3A4 有 不 可 逆 抑 制， 在 不 加

NADPH 情况下， 测得的 IC50 值为 53 μmol·L-1， 在

加 NADPH 的情况下， 测得的 IC50 值为 1.1 μmol·
L -1， 偏 移 了 48 倍 ； 帕 罗 西 汀 （ paroxetine） 对

CYP2D6 的 IC50 偏移 约 为 21 倍。 IC50 Shift 筛 选 法

准确性较单点抑制法高， 同时可得出化合物作为

可逆性抑制剂的 IC50 值， 是更常用的化合物筛选

方法。
3 酶动力学实验 当药物开发到一定阶段， 需要

进行较为深入的抑制研究时， 研究者常通过系统

的酶动力学试验获得化合物的 KI、 kinact 等动力学参

数， 从而进行临床推测。 抑制剂对 P450 酶的抑制

速率与抑制剂浓度的关系可用式 （2） 表示：

kobs = kinact × [I]
KI + [I]

（2）

kobs 表示表观抑制速率常数， kinact 表示理论最大抑

制速率， KI 表示最大抑制速率一半时的抑制剂浓

度， [I] 表示抑制剂的浓度。 通常的实验设计是设

置一系列抑制剂浓度及预孵育时间点， 在每个时

间点从预孵育液中移取一部分至含有探针底物的

溶液中反应一定时间， 同时设不含抑制剂的空白

对照， 测定底物代谢物的生成量。 图 2 是将酶剩

余活性百分比的自然对数与预温孵时间线性回归，
可得到 kobs 值 （斜 率 的 负 数）， 从 图 中 可 知， TDI
是一种时间、 浓度依赖性的过程， 随抑制剂浓度

增大， 酶活性被抑制的速率也增大。 图 3 反映了

抑 制 速 率 常 数 与 抑 制 剂 浓 度 的 关 系 ， 之 后 按

[
]

图 1 IC50 Shift 法特征性曲线
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图 2 预孵育时间-酶活性-抑制剂浓度的关系

图 3 表观抑制速率常数 （kobs） -抑制剂浓度 （[I]） 曲线

Lineweaver-Burk 作图法， 即可求得 kinact 及 KI 值。

酶动力学实验获得的结果最可靠， 但其实验

设计较复杂， 需要分析测定的样本数量较多， 要

处理大量数据， 通量不足。 因此， 在化合物筛选

阶段， 选用单点抑制法或 IC50 Shift 筛选法较为合

适， 而酶动力学实验适合在化合物开发后期进行。
在 TDI 评价试验中， 研究者们选用了不同的

孵 育 系 统 ， 包 括 肝 微 粒 体 、 肝 细 胞 、 基 因 重 组

P450 酶系以及肝切片等[30-32]。 其中， 肝微粒体和肝

细胞是最为常用的孵育系统。 肝微粒体含有丰富

的 P450 酶系， 且制备简单、 便于储存和使用， 所

得数据稳定、 可靠， 但在评价体内药物相互作用

时， 可能会高估药物相互作用发生的可能性 [33]。 近

年来， 随着细胞分离、 培养技术的提高， 肝细胞

也逐渐应用于药物相互作用的评价， 由于肝细胞

具有非 CYP 介导的代谢途径且含有转运体， 其所

得结果与临床实际情况吻合度较高， 但肝细胞制

备技术较复杂， 且体外肝细胞活性维持时间较短，
不利于储存和反复使用。

在对具有 TDI 特性化合物的研究过程中， 有

学者发现这些化合物具有某些结构上的相似处 [7]，
许多具有 TDI 的化合物结构中会含有呋喃、 噻吩、
炔及胺等官能团， 如呋拉茶碱、 炔雌醇、 米非司

酮等， 但并不是拥有这些官能团的化合物一定会

对 P450 酶产生时间依赖性抑制， 只能提供一定的

参考价值， 其构效关系 （structure- activity relation-
ship， SAR） 需要进一步的研究， 见表 1。
TDI 数据的临床预测 通过体内试验研究人体内

的药物相互作用风险大、 成本高， 因此通过体外

数据对体内情况进行预测是最为理想的途径。 成

功的预测可以提高化合物筛选效率， 减少因临床

试验失败造成的人力、 物力和时间成本的浪费。
外源性化合物若对肝 P450 酶产生抑制作用，

则会造成由该 P450 酶亚型代谢的药物体内暴露量

增加， 表现为 AUC 增大。 这种抑制潜能可根据式

（3） 进行估算[37]：

AUCi

AUC = 1
fm P45! "0

1 + kinact × [I] in vivo

KI × kdeg

+ 1 - fm P45! "0# $
（3）

其中 AUCi/AUC表示由某一 P450 酶亚型代谢的药

物与抑制剂同服时的体内暴露量与非同服对照之

比， fm （P450） 表示被抑制的 P450 酶代谢途径对整体

系统清除率的贡献率， kdeg 为被抑制的 P450 酶在

体内的一级降解速率常数， [I] in vivo 为与被抑制的

P450 酶接触的抑制剂浓度。
需要注意的是， 由于 CYP3A 在小肠内含量丰

富， 约占肠总 P450 酶的 70% [38]， 因此， 将抑制剂

对肝脏和小肠部位 CYP3A 的影响合并考虑， 得到

式 （4）[25]：
AUCi

AUC = 1
Fg+ （1-Fg） × 1

1+ kinact × [I] g

kdeg， CYP3A， gut × （[I] g +KI）

×

1
fm CYP3! "A

1 + kinact × [I] in vivo

KI × kdeg， CYP3A， hep

+ [1 - fm （CYP3A） ]
（4）

其 中 Fg 表 示 抑 制 剂 不 存 在 时 药 物 在 小 肠 部 位 的

口 服 生 物 利 用 度 ， [ I] g 为 小 肠 内 抑 制 剂 浓 度 ，
fm （CYP3A） 为肝 CYP3A 对药物整体清除率的贡献比

率 ， kdeg， CYP3A， gut 和 kdeg， CYP3A， hep 分 别 表 示 CYP3A
在小肠内和肝脏内的降解速率常数。 从式 （3） 和

（4） 可 以 看 出 ， 预 测 时 的 决 定 因 子 包 括 抑 制 剂

体 外的抑制能力 （KI， kinact）、 抑 制 剂 的 体 内 浓 度

（[I] in vivo）、 P450 酶 的 降 解 /再 生 速 率 常 数 （kdeg）、
受抑制 P450 酶对药物清除的贡献 （fm （P450）） 及肠道

代谢分数 （Fg， 对于通过 CYP3A 代谢的药物）， 其

中 fm （P450） 值及 kdeg 值均可从文献资料中获得 [39， 40]，

（ ）
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而 [I] in vivo 值不能直接测得， 但可用稳态血药浓度

（cmax）， 稳态游离血药浓度 （fu × cmax） 或肝门静脉

游离血药浓度 （cmax， u， inlet） 进行估算， 肝门静脉游

离血药浓度可根据式（5）[41]进行估算：

表 1 几种典型 TDI 药物的结构及特性

序号 药品名 结构 抑制的 P450 亚型 KI/μmol·L-1 kinact/min-1

1 克拉霉素 （clarithromycin） CYP3A4 15.7[34] 0.063[34]

2 地拉韦啶 （delavirdine） CYP3A4 5.2[29] 0.056[29]

3 呋拉茶碱 （furafylline） CYP1A2 4.0[27] 0.60[27]

4 吉非罗齐 （gemfibrozil） CYP2C8 29[35] 0.072[35]

5 甲氧氯普胺 （metoclopramide） CYP2D6 21[29] 0.028[29]

6 米贝拉地尔 （mibefradil） CYP3A4 0.13[29] 0.042[29]

7 米非司酮 （mifepristone） CYP3A4 3.6 [22] 0.110[22]

8 帕罗西汀 （paroxetine） CYP2D6 0.94[29] 0.074[29]

9 替尼酸 （tienilic acid） CYP2C9 1.1[27] 0.46[27]

10 齐留通 （zileuton） CYP1A2 117[36] 0.035[36]
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cmax， u， inlet = fu × cmax + D × ka × Fa

Qh
! " （5）

其中 cmax， u， inlet 表示抑制剂肝门静脉游离血药浓度，
fu 表示抑制剂在血浆 中 的 游 离 比 率， D 表 示 抑 制

剂 口服给药剂量， ka 表示抑制剂口服吸收速率常

数， Fa 表示口服生物利用度， Qh 表示肝血流速率

（1 450 mL·min-1）， 对 CYP3A 来说， 通过吸收进入

小 肠 上 皮 细 胞 的 抑 制 剂 浓 度 [I] g 也 要 考 虑 在 内，
定义如式 （6）[42]：

[I] g =
D × ka × Fa

Qg
（6）

其中 Qg 表示小肠总血流速率 （248 mL·min-1）， 其

他参数如前述。
此外， 在未得到 KI 及 kinact 数值的情况下， 也

可通过 IC50 shift 筛选方法进行经验预测， 可参考

式 （7） 及 （8）[25]：
AUCi

AUC = 1

1 + [I] in vivo

0.5 × IC50
+ [1 - fm （P450） ]

（7）

AUCi

AUC = 1

Fg +
（1 - Fg ） × 1

1 + [I] g

0.5 × IC50

#
$
$
$
$
$
$$
%

&
’
’
’
’
’
’’
(

×

1
fm （CYP3A）

1 + [I] in vivo

0.5 × IC50

#
$
$
$
$
$
$
$$
%

&
’
’
’
’
’
’
’’
(

+ 1 - fm CYP3! "A) * （8）

对 于 CYP3A， 式 （7）、 （8） 中 的 IC50 是 IC50

shift 筛 选 法 得 到 的 预 孵 加NADPH 情 况 下 测 得 的

IC50 值， 即 shifted IC50， 其 余 变 量 与 式 （3）、 （4）
中的定义相同。

以上预测方法皆是基于式 （3）， 属于静态模

型法 （static model）， 是非常经典的预测方法， 但

也有其局限性。 如静态模型法是假定抑制剂到达

稳态， 而抑制剂浓度的短暂变化以及 CYP3A 酶活

性、 含量和降解速率的个体间差异均未能考虑在

内， 此外静态模型法难以评价不同的给药方案对

药 物 相 互 作 用 的 影 响。 鉴 于 静 态 模 型 法 的 不 足，
科学家们建立了 PBPK 模型法， 目前， 已有一些基

于 PBPK 模型的成熟的商业软件可用于体外数据对

体 内 情 况 的 推 测 （ in vitro - in vivo extrapolation，
IVIVE）。 如 SimCyp polulation-based ADME simulator
是一种对化合物口服吸收、 组织分布、 代谢、 排

泄过程进行机械模拟得到的平台和数据库， 将临

床前研发阶段体外实验获得的实验数据、 化合物

的理化性质、 人口统计学、 生理学及遗传学信息

整合起来， 可对体内较为复杂的吸收、 分布、 代

谢、 排泄过程， 特别是涉及药物相互作用、 时间/
剂量依赖性现象进行模拟预测[43]。 用户可根据要求

输入所需数据， 软件会自动得出相应结果。
结语 一个新药的上市需经历漫长而严谨的研发

过程， 临床药物相互作用是重要的评价标准， 若

一种化合物临床上会与其他药物产生药物相互作

用， 对于该化合物是非常不利的。 因此， 越早了

解一个新化合物可能的临床药物相互作用， 越能

提高筛选效率， 使研究者及早进行结构改造或是

终止研究， 节约成本。 TDI 是引起药物相互作用的

一个重要原因， 会导致严重的后果， 特别是对于

某些需要长期给药， 联合用药的药物。 体外实验

因其通量高、 成本低， 常用于新药开发阶段的早

期筛选， 但传统的筛选方案中并未包括对化合物

TDI 特性的评价。 因此， 对 TDI 机理进行更加深入

的研究， 建立更高效、 更可靠的评价方法是相关

科研人员的重要任务。
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缺血性脑损伤治疗新策略： 促进血管新生和神经再生

丁利静， 石京山， 李 菲， 黄 彬， 杨丹莉， 龚其海
（遵义医学院 药理学教研室暨贵州省基础药理重点实验室， 贵州 遵义 563000）

［关键词］ 脑缺血； 血管生成调节剂； 神经再生

［摘要］ 缺血性脑损伤病因及发病机制仍不完全清楚。 目前促进血管新生和神经再生在其发生和发展中

的作用日益受到关注。 本文综述了近年来关于促进血管新生和神经再生的研究进展， 旨在为将来研发缺

血性脑损伤治疗药物提供新策略。
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