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肾阳虚抑郁症模型大鼠的肝脏药物代谢酶活性变化研究 
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摘要: 采用鸡尾酒法 (cocktail) 探究糖皮质激素诱导的肾阳虚抑郁症状态大鼠体内 6 种 CYP450 亚型酶活    

性变化。连续 21 天肌注氢化可的松, 建立肾阳虚抑郁症大鼠模型; 分别选用甲苯磺丁脲、氯唑沙宗、茶碱、咪

达唑仑、奥美拉唑和右美沙芬作为 CYP2C6、CYP2E1、CYP1A2、CYP3A2、CYP2D1、CYP2D2探针底物。采

用液质联用法 (LC-MS/MS) 测定空白组和模型组大鼠体内 6种混合探针的血药浓度, 计算药动学参数。与空白

组相比, 模型组大鼠体内茶碱、氯唑沙宗和甲苯磺丁脲的代谢显著加快 (P < 0.01), 右美沙芬、奥美拉唑、咪达

唑仑的代谢无显著差异。结果表明氢化可的松诱导的肾阳虚抑郁模型 CYP2E1、CYP1A2和 CYP2C6均被诱导。 
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Abstract: This study was designed to explore the impact of depression on kidney-yang deficiency in rats.  

Rats were repeatedly injected with hydrocortisone for 21 days to establish the depression model with kidney-      
yang deficiency.  Tolbutamide, chlorzoxazone, theophylline, midazolam, omeprazole and dextromethorphan 
were used as substrates of CYP2C6, CYP2E1, CYP1A2, CYP3A2, CYP2D1, and CYP2D2 to test the depression 
impact on drug metabolism.  Plasma concentrations of six CYP450 were determined by LC-MS/MS and used as 
pharmacokinetic parameters.  Consequently, metabolism of theophylline, chlorzoxazone and tolbutamide were 
accelerated significantly in the model relative to the control (P < 0.01), but dextromethorphan, omeprazole and 
midazolam did not exhibit a significant difference.  The present study suggests that depression with kidney-     
yang deficiency had a strong induction of CYP2E1 and moderate induction of CYP1A2, CYP2C6 in the rat 
model. 
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 抑郁症是一种常见的精神疾病, 约有 30% 的抑郁
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症患者使用抗抑郁化学药物治疗无效或疗效不佳[1], 
CYP450酶活性的个体差异是导致药物治疗失败的重
要因素[2]。因此研究抑郁状态下 CYP450酶活性变化, 
对于探索抑郁症的发病机制及临床合理用药有重要

价值。 
研究表明, 抑郁症和肾阳虚模型动物体内 CYP450
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酶的活性或蛋白表达异常。通过慢性不可预见性温    
和刺激 (CUMS) 诱导抑郁模型可引起机体 CYP450
酶活性及蛋白表达上调或下调[3−5], 如小鼠抑郁模型
CYP2A4表达下调, SD抑郁大鼠 CYP450酶活性增加, 
GK抑郁大鼠CYP3A4和CYP2D6活性增加, CYP1A2
活性降低。贯叶连翘治疗抑郁症的机制可能是其中某

些成分通过抑制人 CYP450酶活性, 尤其是 CYP1A2、
CYP2C9、CYP2C19、CYP2D6 及 CYP3A4, 达到抗
抑郁效果[6]。辛热药仙茅治疗肾阳虚的作用机制可能

涉及纠正异常的 CYP3A4酶活性和蛋白表达[7]。 
糖皮质激素诱导的动物模型在行为学和代谢    

组学方面均成功地模拟了肾阳虚抑郁症的生理状     
态[8−10], 尚未见肾阳虚抑郁症 CYP450 酶活性变化的
报道。本实验采用“cocktail”法探究氢化可的松诱
导的大鼠肾阳虚抑郁状态下 CYP450酶活性变化, 并
结合前期实验结果 [11], 比较不同抑郁症模型动物
CYP450 酶活性变化的异同, 为临床分型论治抑郁症
合理用药提供理论指导和实验依据。 
 

材料与方法 
药品和试剂  注射用氢化可的松琥珀酸钠粉针剂 

(021509017, 天津生物化学制药有限公司), 奥美拉
唑肠溶胶囊 (2015112, 常州四药), 咪达唑仑注射液 
(20151104, 江苏恩华药业股份有限公司), 甲苯磺丁脲 
(tolbutamide, 017K1025), 氯唑沙宗  (chlorzoxazone, 
017K1385), 茶碱 (theophylline, T1633) 和右美沙芬 
(dextromethorphan, 097K11348), 均购自 Sigma 公      
司 ; 咪达唑仑  (midazolam, 171250-200401), 奥美     
拉唑  (omeprazole, 100367-201104), 内标吡罗昔康 
(piroxicam, 100336-200402), 内标替硝唑 (tinisazole, 
100336-200402), 均购自中国食品药品检定研究院。 

仪器  Waters Quattro Micro 液质联用仪, Mass-
lynx4.1色谱工作站, Labconco梅特勒−托利多 AE240
型电子天平, Biofuge PrinmoR 型冷冻高速离心机, 
Labconco 离心浓缩仪, 游泳缸, 自制敞箱和−20 ℃海

尔冰箱。 
给药方法  雄性SD大鼠 16只, 体重 (150 ± 20) g, 

由南通大学提供, 合格证号: (苏) 2014-0001SPF 级。
采用体重区间分组法, 将大鼠分为空白组 (8 只) 和
模型组 (8只), 4只/笼饲养, 正常饮食、饮水。适养 1
周后, 开始实验。模型组大鼠每天臀部肌肉注射氢化
可的松 25 mg·kg−1 [12], 对照组大鼠给予等体积的生
理盐水, 连续 21 天并确认造模成功后, 两组大鼠均

灌胃给予混合探针药物 10 mL·kg−1, 于 5、10、20、
40 min和 1、1.5、2、2.5、3、5、8、12和 24 h从眼
底静脉丛采血约 250 μL, 置于肝素钠浸泡过的 EP管
中。全血 4 000 r·min−1离心 10 min后, 吸取上层血浆
于−20 ℃保存待用。整个实验过程尽量避光。 

体重变化  分别于造模前、造模 21 天后测定其
体重。 

糖水偏好 [12]  实验前一天 , 将大鼠单笼适应     
24 h。d1: 给予每只大鼠两瓶 1%  蔗糖水; d2: 给予每
只大鼠一瓶 1%  蔗糖水, 一瓶纯净水; d3: 所有大鼠
均禁食禁水 23 h; d4: 给予每只大鼠事先定量的 2瓶
水: 一瓶 1%  蔗糖水, 一瓶纯净水, 1 h后交换两瓶位
置, 计算大鼠在 2 h内的糖水消耗量, 糖水偏好 (%) = 

糖水消耗量 / (糖水消耗量 + 纯净水消耗量) × 100。 
旷敞实验[12]  将大鼠放入高 40 cm, 长、宽均为

80 cm, 内壁涂黑, 底面平均分为 25个 16 cm × 16 cm
的小方格的箱内底面中心, 同时进行摄像和计时, 以
5 min内大鼠穿越箱底面的方格数为水平得分 (三爪
以上跨入), 穿越一格得 1 分; 以双前肢抬起次数为垂
直得分 (两前肢离地 1 cm以上), 双前肢离地一次得
1分。 

强迫游泳实验[12]  将大鼠放入直径 40 cm、水深
35 cm 的水桶内, 水温 25 ℃, 适应 2 min, 累计后 4 
min内大鼠的不动时间。 

混合探针的配制  称取甲苯磺丁脲 75 mg、氯唑
沙宗 100 mg、茶碱 100 mg、右美沙芬 50 mg, 固体
用 0.5% CMC-Na研磨混匀后, 全部转移至 50 mL棕
色量瓶中, 加入咪达唑仑注射液 15 mL (含咪达唑仑
75 mg), 奥美拉唑肠溶胶囊 883 mg (含奥美拉唑 75 
mg), 生理盐水定容, 临用前配制。 

混合对照品系列溶液  精密称取茶碱、氯唑沙
宗、甲苯磺丁脲、右美沙芬、奥美拉唑、咪达唑仑各

对照品适量, 分别溶于 10 mL 棕色量瓶中, 加甲醇    
定溶, 摇匀, 得各对照品储备液。精密移取各储备液
适量, 加甲醇逐级稀释成 8个不同浓度的单一系列溶
液 HB1～8, 将对应标号的 6 个探针药物等体积混    
合, 得混合对照品系列溶液, 浓度见表 1。于 4 ℃冷

藏备用。 
混合内标溶液配制  精密称取替硝唑和吡罗昔

康适量, 分别溶于 10 mL 量瓶中, 甲醇定容、摇匀, 
得各内标储备液。另精密吸取各储备液适量于同一

10 mL量瓶中, 甲醇定容、摇匀, 得质量浓度分别为
3.213 μg·mL−1替硝唑、42.87 μg·mL−1吡罗昔康的混

合内标溶液, 于 4 ℃冷藏备用。 
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Table 1  Concentration of six probe drugs in mixed standard solutions ( μg·mL−1). HB1-8: Eight different concentrations of reference 
substances  

Probe drug HB1 HB2 HB3 HB4 HB5 HB6 HB7 HB8 

Theophylline 236.8 118.4  47.36 11.84  4.736 1.894 0.758 0.152 

Chlorzoxazone 204.93  81.972  32.789  8.197  3.279 0.656 0.131 0.026 

Tolbutamide 729.75 291.9 145.95 36.488 14.595 5.838 2.335 0.467 

Dextromethorphan   4.272   1.709   0.854  0.427  0.214 0.085 0.043 0.017 

Omeprazole   4.221   1.688   0.675  0.169  0.068 0.034 0.014 0.005 

Midazolam  20   8   3.2  0.8  0.32 0.064 0.026 0.005 

 
血样处理  取血浆 100 μL, 加入混合内标 10 μL,

涡旋 30 s, 加入乙酸乙酯 800 μL, 涡旋 5 min, 12  000 
r·min−1离心 5 min, 取上清液 700 μL, 40 ℃氮气吹干, 
75%  乙腈 100 μL复溶, 涡旋 5 min, 12 000 r·min−1离

心 5 min, 进样 5 μL分析。 
液相色谱−串联质谱方法[13]    
标准曲线及LLOQ  取空白血浆 100 μL, 加入配

制好的混合对照品系列溶液 10 μL, 混合内标溶液 20 
μL, 按“血样处理”项方法处理, 分别计算各化合
物的峰面积 (Ai) 与相应内标的峰面积 (As) 的比值
为 Y, 以比值 Y对各探针药物的浓度 X进行线性回归, 
得回归方程。 

基质效应与提取回收率  取 EP 管数支, 分别加
入 10 μL低、中、高 3个浓度质控溶液 (茶碱、氯唑
沙宗、甲苯磺丁脲、右美沙芬、奥美拉唑、咪达唑仑

的质控溶液: 0.038、0.003、0.093、0.003、0.001、0.001 
mg·L−1; 0.987、0.332、3.406、0.018、0.022、0.08 mg·L−1; 
19.733、6.636、68.11、0.356、0.375、1.6 mg·L−1), 加
入混合内标溶液 10 μL, 复溶液 80 μL, 涡旋 3 min, 
于 12 000 r·min−1离心 5 min, 取上清液进样分析, 记
录峰面积 (A1); 按“血样处理”项方法处理空白血
浆数管, 40 ℃氮气吹干后 , 同上操作 , 记录峰面积 
(A2)。按标准曲线制备方法制备含药血浆质控样品, 
记录峰面积 A3。基质效应 ME (%) = A2/A1×100%, 提
取回收率 R% = 8/7×A3/A2×100%。 

精密度及准确度  考察日内、日间精密度及准   
确度 (3 天)。按血浆标准曲线配制方法制备含 6 种     
探针药物的含药血浆质控样品, 按“血样处理”项
下操作, 根据随行标线求得实测浓度。实测浓度的
RSD 即为精密度, 加入浓度和实测浓度的比值即为
准确度。 

稳定性  考察各对照品的甲醇溶液于 4 ℃保存   
2 个月以上稳定性 ; 血浆样品在室温  (避光保存)    
12 h、−20 ℃冷冻保存 10天、反复冻融 3次稳定性;     
血浆样品经预处理后在 4 ℃进样器放置 24 h稳定性。 

统计学分析  实验结果均以 x ± s 表示, 药动学
参数采用 DAS1.0 软件计算, 应用 SPSS16.0 统计软    
件进行独立样本 t 检验, P < 0.05 认为差异有统计学   
意义。 
 

结果 
1  模型确认 

实验前后正常组大鼠生活状态无明显变化; 与
正常组相比, 模型组大鼠毛发枯燥, 精神萎靡, 对外
来刺激反应迟钝, 喜扎堆, 表现出明显的肾阳虚抑郁
状态, 体重显著低于正常组 (P < 0.01); 行为学测试
结果显示, 与正常组相比, 模型组大鼠旷敞实验的自
主活动能力显著下降, 水平得分、垂直得分均显著降
低 (P < 0.01), 糖水偏好程度显著降低 (P < 0.01), 强
迫游泳的不动时间显著延长 (P < 0.01), 提示造模成
功 (图 1)。 
 

 
Figure 1  Effect of hydrocortisone on behavioral data from 
behavioral evaluation.  n = 8, x ± s  Data shows body weight, 
level score and vertical score in open field test, percentage of 
sucrose solution from the total liquid in 2 h in sucrose preference 
test, immobile time in forced swimming test.  **P < 0.01 vs control 
group 
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2  方法学考察 

2.1 色谱行为  茶碱、氯唑沙宗、甲苯磺丁脲、咪达
唑仑、右美沙芬、奥美拉唑和内标替硝唑、吡罗昔康

的保留时间分别为 1.99、2.35、2.46、3.33、3.22、2.25、
2.08和 2.63 min。6种探针药物与 2种内标分离良好,
互不干扰, 且血浆中内源性杂质不影响分析物的测
定, 基线平稳 (图 2)。本方法具有良好的特异性和分
离度, 能准确测定血浆中 6个探针药物的浓度, 重现
性好。 
 

 
Figure 2   Representative MRM chromatograms of each     
analyte and IS in sample plasma.  1: Midazolam; 2: Omeprazole; 
3: Dextromethorphan; 4: Tinisazole (IS); 5: Piroxicam (IS);       
6: Tolbutamide; 7: Chlorzoxazone; 8: Theophylline 
 
2.2  标准曲线及 LLOQ  6 种探针药物的回归方程
及 LLOQ见表 2。 
2.3  基质效应与提取回收率  茶碱、氯唑沙宗、甲苯
磺丁脲、咪达唑仑、右美沙芬、奥美拉唑和内标替硝

唑、吡罗昔康的基质效应分别为 99.91%～105.15%、
93.31%～ 98.62%、 90.58%～ 100.90%、 91.51%～
93.94%、 95.75%～ 102.76%、 94.63%～ 96.43%  和

92.47%、 92.71%; 提取回收率分别为 89.65%～
96.23%、 97.31%～ 103.58%、 99.13%～ 104.05%、
91.51%～ 93.95%、 95.75%～ 102.76%、 94.63%～
96.43%、88.47%、88.33%。 

2.4  精密度及准确度  茶碱、氯唑沙宗、甲苯磺丁
脲、咪达唑仑、右美沙芬、奥美拉唑的日内精密度

RSD分别小于等于 4.23%、8.43%、7.42%、9.19%、
11.16%、6.72%; 日间精密度的 RSD 分别小于等于
4.55%、9.34%、8.04%、8.77%、10.67%、6.23%。准
确度均在 85%～115%  之间, 符合生物样品分析的要
求, 提示该方法准确、可靠、重现性好。 
2.5  稳定性  各对照品的甲醇溶液在 4 ℃冰箱保存

2个月以上稳定; 血浆样品在室温 (避光保存) 12 h、
−20 ℃冷冻保存 10天、反复冻融 3次稳定; 血浆样品
经预处理后在 4 ℃进样器放置 24 h稳定, RSD均小于
11.12%。 
3  探针药物的药代动力学 
3.1  6种探针药物的血药浓度−时间曲线  茶碱、氯
唑沙宗、甲苯磺丁脲、右美沙芬、奥美拉唑、咪达唑

仑的药时曲线见图 3。 
3.2  6 种探针药物的药动学参数  将正常组及模型 
 

 
Figure 3  C−t curves of six kinds of probe drugs.  n = 8, x ± s 

 
Table 2  Standard curves and LLOQ of six probe drugs  

Probe drug Linear regression Linear range /mg·L−1 r2 LLOQ/mg·L−1 

Theophylline Y = 0.558 X + 0.486 2 0.015−23.68 0.997 7 0.015 

Chlorzoxazone Y = 8.457 X + 6.465 1 0.003−20.493 0.994 4 0.003 

Tolbutamide Y = 0.808 X + 4.677 7 0.047−72.975 0.993 4 0.047 

Dextromethorphan Y = 2.844 X + 0.006 8 0.002−0.427 0.998 7 0.002 

Omeprazole Y = 6.767 X + 0.042 7 0.001−0.422 0.998 4 0.001 

Midazolam Y = 4.490 X + 0.262 9 0.001−2 0.999 3 0.001 
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Table 3  Pharmacokinetic parameters of six probe drugs in control-group and model-group rats.  n = 8, x ± s.  *P < 0.05, **P < 0.01 vs 
control group  

Compound Group t1/2 /h tmax /h Cmax /mg·L−1 AUC0−t /mg·L−1·h AUC0−∞ 
/mg·L−1·h MRT0−t /h MRT0−∞ /h 

Theophylline Control 2.17 ± 0.32 1.01 ± 0.58 19.85 ± 3.51 96.30 ± 11.45 96.36 ± 11.45 4.27 ± 0.39 4.29 ± 0.39 

 Model 2.30 ± 0.60 0.89 ± 0.17  8.80 ± 0.66** 43.00 ± 7.65** 42.90 ± 7.66** 4.04 ± 0.74 4.10 ± 0.82 

Chlorzoxazone Control 7.23 ± 3.02 0.51 ± 0.20  6.79 ± 0.98 11.09 ± 6.35 11.10 ± 6.37 1.45 ± 0.54 1.49 ± 0.53 

 Model 6.08 ± 4.87 0.42 ± 0.15  2.22 ± 0.51**  2.84 ± 0.93**  2.86 ± 0.93** 1.32 ± 0.58 1.52 ± 0.93 

Tolbutamide Control 3.13 ± 0.94 1.83 ± 0.68 57.61 ± 11.25 494.18 ± 188.84 498.45 ± 189.82 5.58 ± 1.74 6.41 ± 0.69 

 Model 3.80 ± 0.87 1.94 ± 1.32 26.20 ± 8.24** 168.72 ± 59.81** 172.59 ± 60.43** 5.64 ± 0.43 6.27 ± 1.31 

Midazolam Control 1.07 ± 0.73 0.23 ± 0.25  0.56 ± 0.19   0.49 ± 0.20   0.54 ± 0.30 1.20 ± 0.70 1.53 ± 1.10 

 Model 0.75 ± 0.41 0.54 ± 0.61  0.40 ± 0.20   0.56 ± 0.34   0.71 ± 0.69 1.12 ± 0.32 0.67 ± 0.32 

Omeprazole Control 0.48 ± 0.33 0.11 ± 0.07  0.27 ± 0.13   0.11 ± 0.05   0.13 ± 0.05 1.55 ± 0.77 2.27 ± 1.00 

 Model 1.13 ± 1.12 0.56 ± 0.75  0.25 ± 0.11   0.13 ± 0.07   0.13 ± 0.07  1.23 ± 0.50*  1.31 ± 0.55* 

Dextromethorphan Control 3.47 ± 2.08 0.69 ± 0.43  0.07 ± 0.02   0.25 ± 0.12   0.28 ± 0.16 3.30 ± 1.55 4.29 ± 2.86 

 Model 2.63 ± 2.60 0.79 ± 0.17  0.08 ± 0.03   0.22 ± 0.13   0.23 ± 0.13 2.24 ± 0.42 2.46 ± 0.37 

 
组大鼠的药时数据分别经 DAS1.0 软件处理, 分别按
一室、二室、三室模型以最小二乘法拟合, 结果表明: 
茶碱、甲苯磺丁脲符合一室模型 (W = 1/CC), 氯唑沙
宗、咪达唑仑符合二室模型 (W = 1/CC), 奥美拉唑、
右美沙芬符合二室模型 (W = 1), 药动学参数见表 3。
与正常组相比, 模型组大鼠的主要药动学参数差异
如下: 茶碱 Cmax、AUC0−t、AUC0−∞均极显著降低 (P < 

0.01), Cmax降低 55.68%, AUC0−t降低 55.35%; 氯唑沙
宗 Cmax、AUC0−t、AUC0−∞均极显著降低 (P < 0.01), 
Cmax降低 67.34%, AUC0−t降低 74.40%; 甲苯磺丁脲    
的 Cmax、AUC0−t、AUC0−∞均极显著降低 (P < 0.01), 
Cmax降低 55.39%, AUC0−t降低 65.86%; 奥美拉唑的
MRT0−t、MRT0−∞ 显著降低 (P < 0.05); 右美沙芬、咪
达唑仑代谢变化无显著差异。根据美国 FDA 对抑制
剂和诱导剂的评价分类 [14], 判断肾阳虚抑郁大鼠
CYP2E1、CYP1A2和 CYP2C6被诱导, 而 CYP3A2、
CYP2D1、CYP2D2活性无明显变化。 
 

讨论 
抑郁症是以持续心境低落为主要症状的情感障

碍疾病, 抑郁症按西医分为迟滞型和激越型, 分别对
应于中医的肝郁证和虚证[15]。CUMS 抑郁模型属于
迟滞型肝郁证[16], 而糖皮质激素诱导的抑郁模型为
激越型肾阳虚证, 本课题组从 CYP450酶活性变化角
度分别对两种症型抑郁症进行研究。 

本研究采用“cocktail”法考察肾阳虚抑郁状态
下大鼠体内 6 种 CYP450 酶活性变化, 研究中排除 6
种探针药物在体内存在代谢相互作用的可能性, 研
究设计基本符合 cocktail探针药物法条件[17−19]。 

结合课题组对 CUMS抑郁大鼠模型研究结果[12], 

发现两种抑郁模型 CYP1A2 和 CYP2E1 活性均增强, 
而 CYP2C6活性仅在肾阳虚抑郁模型中表现为增强。
研究[20, 21]发现 CUMS 抑郁模型上调或下调 CYP450
酶活性的作用机制是通过改变内源性物质或激素水

平实现, 例如肾上腺素、糖皮质激素等, 增强肝细胞
CYP1A 转录活性、CYP2E1 活性及蛋白表达。Iber
等[22]发现, 当小鼠体内皮质酮浓度低于正常范围时, 
CYP2C11 (对应大鼠 CYP2C6) 活性增强, 遭遇外界
物理刺激或给予高浓度糖皮质激素后, CYP2C11 活
性降低, 并且该过程可能是由糖皮质激素受体介导
的。肾阳虚抑郁模型大鼠血中皮质酮含量显著低于正

常范围[9, 23], 故 CYP2C6 活性增强, 与本研究结果一
致; 而慢性不可预见性温和刺激一定程度上会降低
大鼠体内 CYP2C6 活性, 因此 CUMS 模型大鼠体内
CYP2C6活性未见明显变化。 

综合研究结果 , 认为抑郁症不同症型 , 推测
CYP1A2、CYP2E1 可能是抑郁症 CYP450 酶活性改
变的共同亚型酶, CYP2C6可能是抑郁症肾阳虚型的
特征亚型酶。临床治疗抑郁症应特别关注 CYP1A2、
CYP2E1 参与代谢的药物疗效及不良反应。此外, 肾
阳虚型抑郁症患者治疗时还应关注 CYP2C6 参与代
谢的药物的应用。 
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