
 药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2017, 52 (11): 1705 −1714 · 1705  · 
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摘要: 应用体外人肝微粒体及重组人源代谢酶孵育体系考察了瑞格非尼 (regorafenib, REG) 对 12种人尿苷

二磷酸葡糖醛酸转移酶 (UGTs) 的抑制作用, 通过体外−体内外推 (IV-IVE) 预测 REG 与经过 UGT1A1 代谢消

除药物共服引发药物−药物相互作用 (DDI) 的风险。以混合人肝微粒体 (HLM) 及重组人源 UGTs作为酶源, 4-

甲基伞形酮 (4-MU) 作为 UGTs 的非特异性探针底物, N-(3-羧丙基)-4-羟基-1,8-萘酰亚胺 (NCHN) 和 N-(正丁

基)-4-(4-羟苯基)-1,8-萘酰亚胺 (NPHN) 作为 UGT1A1 的特异性探针底物, 三氟拉嗪 (TFP) 作为 UGT1A4 的特

异性探针底物, 评估 REG 对 12 种人 UGTs 的抑制作用。通过非线性回归并拟合曲线求得半数最大抑制浓度 

(IC50), Lineweaver-Burk 和 Dixon 作图法确定抑制类型, 二次作图法求得抑制动力学常数 (Ki), 并基于体外抑制

动力学参数预测了REG抑制UGT1A1所引发DDI的潜在可能性。体外抑制实验表明, REG对UGT1A1、UGT1A7、

UGT1A9和 UGT2B7具有较强的抑制作用, IC50为 0.15～6.6 μmol·L−1, Ki为 0.027～14 μmol·L−1。REG可竞争性

的抑制UGT1A1催化的 4-MU-O-葡糖醛酸化反应及UGT1A1催化的NPHN-O-葡糖醛酸化反应, 而非竞争性的抑

制 UGT1A1催化的 NCHN-4-O-葡糖醛酸化反应, 对 UGT1A7、UGT1A9和 UGT2B7催化的 4-MU-O-葡糖醛酸化

反应呈现混合型的抑制类型。口服治疗剂量的 REG (160 mg·d−1) 可导致 UGT1A1代表性底物 NPHN和 NCHN

的 AUC分别增加 101%～302%  和 13%～109%。结果提示, REG与主要经 UGT1A1代谢的底物药物联合应用时, 

可通过强效抑制 UGT1A1进而影响其在机体内的代谢清除, 在临床使用过程中需要密切关注。 
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Abstract: This study was designed to investigate the inhibitory effects of regorafenib (REG) on the catalytic 

activities of 12 kinds of human UGT isoforms and human liver microsomes (HLM) in vitro.  The broader       
potential of REG to perpetrate drug-drug interactions (DDI) arising from UGT enzyme inhibition is predicted       
by in vitro-vivo extrapolation (IV−IVE).  Fifty mixed HLM and 12 kinds of recombinant UGTs were utilized        
as enzyme sources to evaluation the inhibitory effects of REG against UGTs.  4-Methylumbelliferone (4-MU)        
as a nonselective substrate of UGTs except for UGT1A4, N-(3-carboxypropyl)-4-hydroxy-1,8-napht-halimide 
(NCHN) and N-butyl-4-(4-hydroxyphenyl)-1,8-naphthalimide (NPHN) as the specific fluorescent substrate of 
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UGT1A1, and trifluoperazine (TFP) as the specific substrate of UGT1A4.  The half maximal inhibitory       
concentration (IC50) was calculated via the nonlinear regression analysis using Graphpad Prism 6.0, the inhibition 
kinetic types were selected and evaluated based on the intersection location of Lineweaver-Burk plot and Dixon 
plot, and Ki values were determined by the second plot of slopes.  The potential DDI risk based on UGT1A1       
inhibition was also evaluated through the in vitro parameters.  The results demonstrated that REG displayed 
strong inhibitory effects against UGT1A1, 1A7, 1A9, and 2B7.  The IC 50 values were from 0.15 to 6.6 μmol·L−1 
and Ki values from 0.027 to 14 μmol·L−1.  The REG exerted competitive inhibition against UGT1A1-mediated 
4-MU-O-glucuronidation and UGT1A1-mediated NPHN-O-glucuronidation, while the inhibition of NCHN-4-       
O-glucuronide by REG was suited to noncompetitive inhibition in both HLM and recombinant UGT1A1.        
Likewise, REG exhibited a mixed efficacy in inhibition of UGT1A7-, UGT1A9-, and UGT2B7-catalyzed 
4-MU-O-glucuronidation.  The AUC ratio of UGT1A1 specific substrates NPHN and NCHN can be increased 
by 101% to 302% and 13% to 109%, respectively.  These results suggest that much caution should be exercised 
when REG is co-administered with UGT1A1 substrates. 
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瑞格非尼 (regorafenib, REG, 图 1) 是一种新型
的口服小分子多靶点磷酸激酶抑制剂, 可有效阻断
促进肿瘤血管生成和肿瘤细胞增殖的多种酶系 [1, 2], 
包括血管内皮生长因子受体-1 (vascular endothelial 
growth factor receptor-1, VEGFR-1)、VEGFR-2、
VEGFR-3、酪氨酸蛋白激酶受体-2 (TIE-2)、血小板
衍生生长因子受体-β (platelet derived growth factor 
receptor-β, PDGFR-β)、原癌基因 c-Kit、酪氨酸蛋白
激酶受体 RET 等[3], 临床上对治疗转移性结直肠癌
和胃肠间质瘤中具有非常理想的疗效[4, 5]。 

尿苷二磷酸葡糖醛酸转移酶 (UGTs) 是人体重
要的Ⅱ相代谢酶[6], 其中尿苷二磷酸葡糖醛酸转移酶
1A1 (UGT1A1) 在维系内源物代谢平衡和外源物代
谢清除中均扮演着非常重要的角色[7, 8], 是机体负责
代谢内源性毒物胆红素的唯一代谢酶, 同时还参与
众多外源物的代谢清除, 包括抗癌药物依托泊甙、抗
艾滋病药物雷特格韦等临床药物[9], 对UGT1A1的强
效抑制作用会导致上述药物药代动力学行为的改变, 
进而增大临床发生 DDI的风险。UGT1A1表达/功能
的异常偏低可导致胆红素代谢障碍进而引发高胆红

素血症, 严重者会致死[8]。药物对 UGT1A1的抑制作
用是引发胆红素代谢障碍和 DDI 的一个重要原因, 
在多药联合使用时需密切关注。 

目前已发现多种药物, 如 HIV 治疗药物阿扎那
韦等、抗真菌药酮康唑等, 可通过强效抑制 UGT1A1
进而影响 UGT1A1 底物药物的代谢清除, 同时还可
引发高胆红素血症及肝功能异常等症状[10−12]。众所

周知, UGT1A1抑制剂的筛选与评价需借助相应的探
针底物来实现。但由于 UGT1A1与其他 UGT1A酶的
底物谱高度交叉, 其特异性探针底物严重匮乏。新近

发表的文献仅初步考察了 REG对 UGTs的抑制作用, 
并采用传统的内源性底物胆红素和 β-雌二醇共同作
为UGT1A1的探针底物, 借助复杂繁琐的HPLC构建
了 UGT1A1 的酶活检测方法, 分别在单酶 (胆红素) 
和微粒体 (β-雌二醇) 的层面测定了 REG对 UGT1A1
的抑制动力学参数, 并根据体外孵育体系所获得的
抑制动力学参数 (Ki) 预测了 REG对人体中 UGT1A1
抑制所引发 DDI 的潜在可能性, 尝试从药代水平探
讨 REG在临床引发高胆红素血症的机制[13−15], 此外, 
REG对个别 UGT酶亚型的抑制动力学也未见报道。
本文应用体外人肝微粒体和重组人源代谢酶孵育体

系研究了 REG对 12种人 UGTs的抑制作用, 并通过
体外−体内外推 (IV-IVE) 预测其与经过 UGT1A1 代
谢消除药物共服引发 DDI 的风险, 为深入了解 REG
对 UGTs 的抑制特征及指导临床上科学合理高效用
药, 尤其是可有效避免肿瘤治疗中多药联用引发的
DDI等潜在安全隐患, 提高 REG使用的安全性。 
 

 
Figure 1  Chemical structure of regorafenib (REG) 
 

材料与方法 
药品与试剂  瑞格非尼 (批号 F1502104, 纯度

≥98%) 购于 Sigma-Aldrich 公司; N-(3-羧丙基)-4-羟
基-1,8-萘酰亚胺  (NCHN, 纯度≥98%) 和 N-(正丁
基)-4-(4-羟苯基)-1,8-萘酰亚胺 (NPHN, 纯度≥98%) 
是由大连理工大学冯磊博士合成; NCHN-4-O-葡糖醛
酸苷 (NCHNG, 纯度≥95%) 是由中国科学院大连化
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学物理研究所药用资源研发组吕侠博士使用混合人

肝微粒和猴肝微粒体生物合成获得; NPHN-O-葡糖
醛酸苷 (NPHNG, 纯度≥95%) 是由中国科学院大连
化学物理研究所药用资源研发组吕侠博士使用混合

豚鼠肝微粒生物合成方法获得; 4-甲基伞形酮 (4-MU, 
批号 90-33-5) 和 4-甲基伞形酮-β-D-葡糖醛酸苷 (4-     
MUG, 批号 6160-80-1) 购于东京化成工业株式会社, 
纯度均为 98%; 三氟拉嗪 (TFP, 纯度为 98%)、尿苷-    
5'-二磷酸三钠盐 (UDPGA)、三羟甲基氨基甲烷 (Tris)、
聚氧乙烯十六烷基醚 (Brij 58), 氯化镁 (MgCl2)、尼
罗替尼、厚朴酚和雄酮均购于 Sigma-Aldrich公司; 混
合人肝微粒体 (HLM, n = 50) 购于上海瑞德肝脏疾
病研究有限公司 (批号 YAO); 12 种商业化的重组人
源 UGTs 包括 UGT1A1 (批号 456411)、1A3 (批号
456413)、1A4 (批号 456414)、1A6 (批号 456416)、
1A7 (批号 456407)、1A8 (批号 456418)、1A9 (批号
456419)、1A10 (批号 456410)、2B4 (批号 456424)、
2B7 (批号 456427)、2B15 (批号 456435) 和 2B17 (批
号 456437) 均购于美国 BD 生物科学有限公司; 甲
醇、乙腈、二甲基亚砜 (DMSO, 纯度大于 99.5%)、
甲酸购自 Sigma-Aldrich 且均为色谱纯, 实验用水为
Millipore纯化水, 其余试剂为分析纯。 

仪器  多功能微孔板检测酶标仪 (Synergy H1) 
购于美国伯腾仪器有限公司; LC-30AT超快速液相色
谱仪 (UFLC) 购自日本岛津公司, 配备有一个系统
控制器 CBM-20A、两个 LC-30AD泵、一个 DGU-20A
真空脱气机、一个 SIL-30AC自动进样器、一个 CTO-    
30A柱温箱、一个 SPD-M 30A DAD检测器, 一个 RF-    
20A 荧光检测器和岛津色谱工作站; 振荡恒温金属
浴和低温高速离心机购于美国热电; KH-250SP 超声
清洗器购于昆山禾创超声仪器有限公司; 精密分析
天平和 pH 计购于北京赛多利斯科学仪器有限公司; 
XW-80A 涡旋混合器购于上海精科实业有限公司 ; 
Milli-Q 超纯水机购于美国 Millipore 公司; XB70 制
冰机购于宁波格兰特制冷设备制造有限公司 ; 
XR-ODS C18色谱柱 (2.1 mm × 150.0 mm, 2.0 μm) 
购于日本岛津公司。 

检测条件  在参考已发表文献的基础上稍作调
整[16, 17], 4-MUG的色谱检测条件: 色谱柱为 XR-ODS 
C18色谱柱 (2.1 mm × 150.0 mm, 2.0 μm); 流动相为
乙腈  (A)～0.2%  甲酸水  (B), 梯度洗脱条件 : 0～2 
min, 90% B; 2～9 min, 90%～25% B; 9～9.01 min, 
25%～5% B; 9.01～12 min, 5% B; 12.01～15 min, 
5%～90% B; 流速为 0.4 mL·min−1; 柱温 40 ℃; 检测

波长 317 nm; 进样量 6 μL; TFPG 的色谱检测条件: 
色谱柱为 XR-ODS C18色谱柱 (2.1 mm × 150.0 mm, 
2.0 μm); 流动相为乙腈 (A)～0.1%  三氟乙酸水溶液 
(B), 梯度洗脱条件: 0～9 min, 70%～50% B; 9～9.01 
min, 50%～25% B; 9.01～10 min, 25%～5% B; 10～
13 min, 5% B; 13.01～16 min, 5%～70% B; 流速为
0.3 mL·min−1; 柱温 40 ℃; 检测波长 254 nm; 进样量
6 μL; NCHNG检测条件: 多功能微孔板检测酶标仪测
定 NCHN及其代谢产物 NCHNG的荧光强度, NCHN
的激发波长 450 nm, 发射波长 564 nm; NCHNG的激
发波长为 362 nm, 发射波长 450 nm, 能量均设置为
80; NPHNG 检测条件: 多功能微孔板检测酶标仪测
定 NPHN及其代谢产物 NPHNG的荧光强度, NPHN
的激发波长 450 nm, 发射波长 564 nm; NPHNG 的激
发波长为 370 nm, 发射波长 520 nm, 能量均设置为
100。 

瑞格非尼对 UGTs 抑制作用的筛选  REG 作为
UGT 各亚型的抑制剂, 4-MU 作为 UGT1A1、1A3、
1A6、1A7、1A8、1A9、1A10、2B4、2B7、2B15和
2B17 的广谱探针底物, TFP 作为 UGT1A4 的特异性
探针底物, 通过三点法初筛实验 (即 REG 终浓度设
置为 1、10和 100 µmol·L−1), 考察 REG对 UGTs活
性的抑制作用, 阴性对照组抑制剂用等量的 DMSO
替代, 孵育体系总体积 200 μL, 包括 REG、Tris-HCl 
缓冲液 (pH 7.4, 50 mmol·L−1)、MgCl2 (5 mmol·L−1)、
不同浓度的 4-MU、重组单酶和 UDPGA (2 mmol·L−1), 
DMSO终浓度 1%。各样品涡旋混匀并置于恒温金属
浴, 37 ℃预孵 3 min, 反应体系中每间隔 10 s加入 10 
μL UDPGA起始反应, 孵育条件参考文献[18], 详见表
1, 孵育结束后, 各加 200 μL乙腈 (含 20 μmol·L−1的

7-羟基香豆素作为内参) 终止反应, 在 4 ℃、20 000×g
的条件下离心 20 min, 吸取 6 μL用于 UFLC分析。 

瑞格非尼对 UGT1A1、UGT1A7、UGT1A9 和
UGT2B7 催化的 4-MU-O-葡糖醛酸化反应的抑制作
用  基于上述初筛实验结果, 选取 REG 浓度为 10 
µmol·L−1 时、酶的残余活性小于 50%  的重组单酶 
(UGT1A1、UGT1A7、UGT1A9和 UGT2B7) 为酶源, 
进一步评价 REG分别对 4种单酶催化的 4-MU-O-葡
糖醛酸化反应的抑制动力学行为。整个孵育体系包括

系列不同浓度的 REG, 其余操作同上, 阳性对照组选
择各亚型相应的抑制剂作为对比。本实验参考已报    
道的文献, 选择尼罗替尼作为 UGT1A1 的阳性抑制
剂, 厚朴酚作为 UGT1A7 和 UGT1A9 的特异性抑制
剂, 雄酮作为 UGT2B7 的特异性抑制剂[19−22]。结果 
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Table 1  The incubation conditions of twelve recombinant UGT 
isoforms  

No. Enzyme 
Protein  

concentrations 
/mg·mL−1 

4-Methylumbelli
ferone/μmol·L−1 

Incubation 
time/min 

 1 UGT1A1 0.125 110 120 

 2 UGT1A3 0.05 1 200 120 

 3 UGT1A4 0.1 40  30 

 4 UGT1A6 0.025 110  30 

 5 UGT1A7 0.05 30  30 

 6 UGT1A8 0.025 750  30 

 7 UGT1A9 0.05 30  30 

 8 UGT1A10 0.05 30 120 

 9 UGT2B4 0.25 1 000 120 

10 UGT2B7 0.05 350 120 

11 UGT2B15 0.2 250 120 

12 UGT2B17 0.5 2 000 120 

 
采用 GraphPad Prism 6.0 进行非线性回归并拟合曲    
线, 绘制 REG在 4种重组单酶条件下的剂量−依赖性
抑制曲线, 酶的残余活性为 50%  时所对应的横坐标 
(即抑制剂的浓度) 为 IC50值。通过测定的 IC50值, 选
择使酶的残余活性为 20%～80%  之间所对应的抑制

剂浓度作为测定抑制作用常数 (Ki) 时所用抑制剂浓
度的参考, 通过前期的动力学实验及参考已发表文
献所得的 Km

[16, 17], 底物浓度的选择范围为 1/3～3 Km

之间。采用多个底物浓度和不同的抑制剂浓度测定

Ki, 由 Lineweaver-Burk 图和 Dixon 图判断其抑制作
用类型。 

瑞格非尼对 NCHN-4-O-葡糖醛酸化反应的抑制
作用  鉴于目前缺乏 UGT1A7 和 UGT2B7 的特异性
探针底物, 且 UGT1A9 的特异性底物异丙酚[23]需要

借助复杂的质谱检测, 考虑到UGT1A1的重要性, 本
实验旨在评估 REG在 HLM和 UGT1A1 两种酶源条
件下对 UGT1A1 的抑制作用, 测定其对 UGT1A1 的
IC50和 Ki, 并确定了抑制类型。选择比率型荧光探针
NCHN 作为 UGT1A1 的特异性荧光探针底物[24], 该
探针具有特异性高、代谢产物单一、检测灵敏、可高

通量筛选等优势, 孵育体系中 NCHN的浓度参考前期
的动力学条件, 设置在自身Km附近 (40 μmol·L−1), 以
确保反应中代谢产物 NCHNG 的形成在所选择的孵
育时间和蛋白浓度范围中处于线性。HLM 孵育体系
中, 加入等体积 Brij 58 (0.1 mg·mg−1 protein) 作为酶
打孔剂, 并置于冰上打孔 20 min, HLM 和 UGT1A1
的蛋白浓度分别为 0.2和 0.05 mg·mL−1, 孵育时间分
别为 30和 60 min, 最后加入等体积乙腈终止反应, 样
品在 4 ℃, 20 000×g的条件下离心 20 min, 吸取 200 μL

上清液于至 96孔板中, 并放置多功能酶标仪中检测。 
瑞格非尼对 NPHN-O-葡糖醛酸化反应的抑制作用  

UGT1A1 具有多个配体结合位点[16, 17], 且 UGT1A1
的抑制呈现底物依赖性, 以 4-MU 为底物难以准确    
反映 REG 对胆红素 (或其他 UGT1A1 底物) 代谢     
的抑制能力。为避免假阳性结果, 选用 off-on型荧光
探针 NPHN 作为 UGT1A1 的另一个特异性荧光探针
底物[25], 该底物与 NCHN可分别结合在 UGT1A1 的
两个主要配体结合位点, 且 NPHN 与胆红素的结合
位点一致, 故 NPHN 与 NCHN 可作为位点特异性的
探针底物, 表征 REG与 UGT1A1 的结合位点及相互
作用机制, 进而实现对 REG 的高内涵表征。孵育体
系中 NPHN 的浓度参考前期的动力学条件, 设置在
自身 Km附近 (5 μmol·L−1), 以确保反应中代谢产物
NPHNG的形成在线性范围内。孵育体系中, HLM和
UGT1A1 的蛋白浓度分别为 0.2 和 0.1 mg·mL−1, 孵     
育时间均为 60 min, 其余操作同上, 并按上述 NPHN
的检测条件进行检测。 

体内药物相互作用风险预测  为了进一步评估
REG对人体中 UGT1A1抑制所引发 DDI的潜在可能
性。本实验采用人肝微粒体体外孵育体系所获得的抑

制动力学参数 (Ki), 最大血浆浓度 (Cmax) 用于模拟
抑制剂在体内的浓度, 参考文献报道的 DDI 预测方
法[26], 预测结果以有无 REG的条件下, 药物在体内的
暴露量即药−时曲线下面积 (AUC) 的比值来表示: 

h
hep hep

h i

1AUC ratio
1/ (1 )

(1/ 1) (1 / ) 1
Ef f

E I K

=
 

⋅ + − − ⋅ + + 

 

     (1) 
公式 (1) 中, AUC ratio 表示代谢酶经抑制后, 

药物暴露量的增加; fhep是肝脏清除率; Eh是肝提取率; 
I是人血浆中抑制剂的最大浓度; Ki (μmol·L−1) 是抑
制动力学常数。 

数据处理  所有样品平行制备两份, 结果以均
值  ±  标准差表示。REG对 UGTs的抑制作用通过酶的
残余活性表示, 即加与不加抑制剂至孵育体系中所产
生的 4-MUG、NCHNG、NPHNG或 TFPG代谢产物
的峰面积/荧光强度比值。对反应速率 V 和底物浓度
进行双倒数作图, 线性回归拟合, 最终得到以底物浓
度倒数 1/[S]为横坐标, 1/[V]为纵坐标的 Lineweaver-    
Burk 图。以系列不同的抑制剂浓度为横坐标 , 
Lineweaver-Burk 图中回归直线的斜率为纵坐标, 进
行二次线性回归, 得到直线的横截距即为  −Ki。使用

GraphPad Prism 6.0 软件中的非线性回归中的酶动力
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学−抑制模块获得 IC50和 Ki。 
 

结果 
1  瑞格非尼对 UGTs抑制作用的筛选 

单酶筛选实验如图 2所示。结果表明, REG的浓度
为 10 μmol·L−1时, 仅对 UGT1A1、UGT1A7、UGT1A9
和 UGT2B7 呈现较强的抑制作用, 酶的残余活性百
分比分别为阴性对照的 16.2% ± 2.01% (UGT1A1)、
36.8% ± 4.03% (UGT1A7)、12.3% ± 0.89% (UGT1A9) 
和 36.1% ± 4.55% (UGT2B7), 均小于 50%, 同等条件
下, 对其他酶亚型几乎无抑制或抑制能力小于 50%。 

此外, REG的浓度为 1 μmol·L−1时, 仅对肝、肠
中存在的 UGT1A1 呈现出非常强烈的抑制作用, 对
肝中存在的 UGT1A9 呈现出较强的抑制作用, 而对
其余酶亚型包括仅存于肠道中的 3 个主要酶亚型 
(UGT1A7、UGT1A8 和 UGT1A10) 均呈现微弱或可
以忽略的抑制作用, 以上结果表明, REG在一定的浓
度条件下, 对 UGT1A1 的抑制作用具有较好的选择
性, 抑制谱较窄。 
 

 
Figure 2  The inhibitory effects of REG (0, 1, 10, and 100 
µmol·L−1) on the catalytic activities of 4-methylumbelliferone 
(4-MU)-O-glucuronidation by UGT1A1, 1A3, 1A6, 1A7, 1A8, 
1A9, 1A10, 2B4, 2B7, 2B15, 2B17, and trifluoperazine (TFP)- N-    
glucuronidation by UGT1A4.  Ctrl: Negative control 

 
如图 3 所示, UGT1A1 的残余活性仅为阴性对      

照的 (18.5 ± 0.53) %, UGT1A7、UGT1A9、UGT1A10
和 UGT2B7 的残余活性分别为阴性对照的 (72.3 ± 

3.10) %、(43.2 ± 8.12) %、(93.2 ± 5.15) % 和 (97.6 ±       

3.50) %。结果表明, 2 μmol·L−1的 REG对仅在肠道或
肝外组织中表达的UGT1A7和UGT1A10也呈现出可
以忽略的抑制作用, 且对肝脏中含量最高的UGT2B7
呈现微弱的抑制作用。 

综上所述, 图 2 和图 3 的结果表明, REG 对
UGT1A1 的抑制作用选择性最好, 抑制谱窄, 对仅在

肠中存在的 3 种 UGTs (UGT1A7、UGT1A8 和
UGT1A10) 无抑制作用, 其余 8 种在肝中存在的主
要酶亚型抑制较弱或可忽略 (UGT1A9除外)。 
 

 
Figure 3  The inhibitory effects of REG (2 μmol·L−1) on the 
catalytic activities of 4-MU- O-glucuronidation by UGT1A1, 1A7, 
1A9, and 2B7 

 
2  瑞格非尼对 UGT1A1、UGT1A7、UGT1A9 和
UGT2B7 催化的 4-MU-O-葡糖醛酸化反应的抑制作
用 

通过非线性拟合得到 REG对 4-MU-O-葡糖醛酸
化反应的 IC50值分别为 0.15 ± 0.01 (UGT1A1)、3.55 ± 

0.49 (UGT1A7)、1.03 ± 0.15 (UGT1A9) 和 6.6 ± 3.07 
(UGT2B7) μmol·L−1; 4种特异性抑制剂对 4-MU-O-葡
糖醛酸化反应的 IC50值分别为 0.26 ± 0.02 (尼罗替尼, 
UG1TA1)、0.73 ± 0.04 (厚朴酚, UGT1A7)、0.057 ± 0.01 
(厚朴酚, UGT1A9) 和 14.83  ± 2.95 (雄酮, UGT2B7) 
μmol·L−1。结果显示, REG 对 UGT1A1、UGT1A7、
UGT1A9 和 UGT2B7 催化的 4-MU-O-葡糖醛酸化呈
现较强的抑制作用, 对 UGT1A1 和 UGT1A9 的抑制
作用非常强烈, IC50值小于 1 μmol·L−1; 对 UGT1A1
的抑制作用大于 UGT1A1阳性抑制剂尼罗替尼。 

由 Lineweaver-Burk 图和 Dixon 图 (图 4) 可知, 
REG对 UGT1A1催化的 4-MU-O-葡糖醛酸化反应呈
现竞争性的抑制, 其 Ki值为 0.48 ± 0.06 μmol·L−1, 对
UGT1A7、UGT1A9 和 UGT2B7 所催化的 4-MU-O-
葡糖醛酸化反应呈现混合型的抑制类型, 其 Ki 值分

别为 2.13 ± 0.11、0.34 ± 0.18和 14.0 ± 1.25 μmol·L−1。 
3  瑞格非尼对 NCHN-4-O-葡糖醛酸化反应的抑制
作用 

结果表明, REG 对 HLM 和 UGT1A1 所催化的
NCHN-4-O-葡糖醛酸化反应的抑制作用很强 (IC50

和 Ki值均小于 1 μmol·L−1), IC50值如表 2 所示。由
Lineweaver-Burk图和Dixon图 (图 5) 可知抑制类型, 
Ki值见表 2。此外, REG对 HLM和 UGT1A1催化的
NCHN-4-O-葡糖醛酸化的 Ki值小于 2倍的差异, REG
对 UGT1A1中 NCHN-4-O-葡糖醛酸化和 4-MU-O-葡 
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Figure 4  Lineweaver-Burk plots and Dixon plots of REG against 4-MU-O-glucuronidation  in recombinant UGT1A1 (a), UGT1A7 (b), 
UGT1A9 (c) and UGT2B7 (d).  Left: Lineweaver-Burk plots; Right: Dixon plots 
 
Table 2  The inhibitory effects of REG on UGT1A1 activities determined by three representative probe substrates  

Substrate Enzyme IC50/μmol·L−1 Ki /μmol·L−1 Inhibition type R2 

NCHN HLM 0.26 ± 0.008  0.48 ± 0.01 Noncompetitive 0.98 

NCHN UGT1A1 0.25 ± 0.028  0.33 ± 0.05 Noncompetitive 0.98 

NPHN HLM 0.40 ± 0.017 0.048 ± 0.07 Competitive 0.99 

NPHN UGT1A1 0.17 ± 0.007 0.027 ± 0.12 Competitive 0.99 

4-MU UGT1A1 0.15 ± 0.009  0.48 ± 0.06 Competitive 0.99 

 
糖醛酸化的Ki值也小于 2倍的差异。由表 2可知, REG
对 UGT1A1两个代表性底物 (NCHN与 4-MU) 展现
出相似的抑制作用强度和不同的抑制作用类型。 

4  瑞格非尼对 NPHN-O-葡糖醛酸化反应的抑制作用 

结果表明, REG 对 HLM 和 UGT1A1 所催化的
NPHN-O-葡糖醛酸化反应的抑制作用很强 (IC50 值 
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Figure 5  Lineweaver-Burk plots and Dixon plots of REG against N-(3-carboxy propyl)-4-hydroxy-1,8-naphthalimide  (NCHN)-4-O-     
glucuronidation in both HLM (a and b) and recombinant UGT1A1 (c and d).  Left: Lineweaver-Burk plots; Right: Dixon plots 

 
小于 1 μmol·L−1, Ki值小于 0.1 μmol·L−1), IC50值见表

2。且由 Lineweaver-Burk 图和 Dixon图 (图 6) 可知
抑制类型, Ki值见表 2。此外, REG对HLM和UGT1A1
催化的 NPHN-O-葡糖醛酸化的 Ki值小于 2倍的差异, 
REG对 UGT1A1中 NPHN-O-葡糖醛酸化和 4-MU-O-
葡糖醛酸化的 Ki值大于 2倍的差异。综上所述, 由表
2可知, REG对 UGT1A1的 3个代表性底物 (NCHN、

NPHN 和 4-MU) 展现出不同的抑制作用强度和不同
的抑制作用类型。 
5  体内药物相互作用风险预测 

由表 3 可知, 参考文献报道的口服治疗剂量的
REG (160 mg·d−1) 后[15, 27], 其在人血浆中的 Cmax高

达 3.9 μg·mL−1 (8.08 μmol·L−1), 由于 I = Cmax×fu, fu = 

0.1[15, 17], I为 0.81 μmol·L−1。以 NPHN (高亲和力底       
 

 
Figure 6  Lineweaver-Burk plots and Dixon plots of REG against N-butyl-4-(4-hydroxyphenyl)-1,8-naphthalimide  (NPHN)-O-      
glucuronidation in both HLM (a and b) and recombinant UGT1A1 (c and d).  Left: Lineweaver-Burk plots; Right: Dixon plots 
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Table 3  Prediction of the potential DDI risks  in vivo based on the AUC ratios.  a: Eh is the hepatic extraction ratio ranging from 0.1 to 
0.9.  b: fhep is the percentage of hepatic clearance mediated by UGT1A1; The fhep was set to the mean value of each UGT substrates.  c: 
The maximum concentration of inhibitor ( I) in human plasma was calculated as fu×Cmax; The Cmax of REG in humans was obtained from 
literature; fu was 0.1.  d: AUC ratios were calculated using Eq.(1) in materials and methods  

Substrate Eh
a fhep

b Ki /μmol·L−1 I c /μmol·L−1 AUC ratiod AUC increased/% 

NPHN 0.1−0.9 0.8  0.048 0.81 2.01−4.02 101−302 

NCHN 0.1−0.9 0.8 0.48 0.81 1.13−2.09 13−109 

 
物) 作为 UGT1A1的特异性探针底物, REG对 HLM
中 NPHN-O-葡糖醛酸化的抑制作用非常强烈, 0.1 < 

[I]/Ki < 1, AUC增加了 101%～302%; 同时, 以 NCHN 
(低亲和力底物) 作为 UGT1A1的另一个特异性底物, 
REG 对 HLM 中 NCHN-4-O-葡糖醛酸化也呈现较强
的抑制作用, 0.1 < [I]/Ki < 1, AUC增加了 13%～109%。 

综上所述, DDI预测结果表明, 当 REG与一些主
要经 UGT1A1 代谢的底物联合应用时, 其在机体内
的清除很可能会被抑制 , 且前期实验基础已证明
NPHN和胆红素的结合位点相同, 进一步提示当服用
高剂量的 REG后, 可通过强效抑制 UGT1A1 进而影
响机体内胆红素的代谢清除, 同时还可引发急性肝
损伤及肝功能异常等症状, 在临床使用过程中需要
密切关注。 
 

讨论 
本研究证明了 REG 对 UGT1A1、UGT1A7、

UGT1A9 和 UGT2B7 催化的 4-MU-O-葡糖醛酸化反
应呈现出较强的抑制作用 (IC50 < 10 μmol·L−1), 且对
UGT1A1的抑制作用最强 (IC50 < 1 μmol·L−1); 通过对
比 REG对 UGT1A1催化的 3种代表性底物葡糖醛酸
化反应的抑制动力学参数可知, UGT1A1至少具有两
个配体结合位点, 与之前文献报道的结果相吻合[16, 17]; 
对于 UGT1A1、UGT1A7 和 UGT1A9, 其  [I]/Ki值大

于 1, 提示有可能发生严重的 DDI, REG 与上述提到
的几种酶的底物药物联合用药时, 临床使用过程中
应密切监测患者的肝肾功能。 

新近文献报道将胆红素和 β-雌二醇共同作为
UGT1A1 的特异性底物 [15], 预测体内因 REG 对

UGT1A1 的抑制而引发 DDI 的潜在可能性。而胆红
素作为 UGT1A1 探针底物并不是十分理想, 它不仅
化学稳定性差 (见光易分解), 而且与表达UGTs的肝
微粒体、细胞、细胞浆广泛结合, 其代谢动力学参数
Km 值会随着孵育体系中微粒体含量的改变而改变, 
导致其检测误差大、准确度难以保证。其次, 单酶筛
选体系无法真实的模拟复杂生物体系中的传质过程

以及生物基质/非靶蛋白与配体间的相互作用, 为避

免胆红素的非特异性结合, 用单酶体系获得的抑制
动力学参数去预测引发体内DDI的可能性尚不充分。
再者, β-雌二醇还存在特异性不足、检测灵敏度低及
无法实现高通量筛选等缺陷。综上所述, 迫切需要构
建 UGT1A1 快速、高效、实用的抑制作用评价和风
险预测体系, 其对多药联用的风险评控、揭示药物/
草药的安全隐患和致毒物质基础以及减少 DDI 的发
生率等具有重要意义。 

本研究借助前期的实验基础, 采用兼具高选择
性、高灵敏度的 NCHN和 NPHN作为 UGT1A1的特
异性荧光探针, 与传统的非特异性探针 4-MU共同作
为 UGT1A1 的特异性底物, 对 REG的抑制作用进行
综合评价。因 4-MU与胆红素的结合位点并不吻合[16], 
若仅以 4-MU 为底物将难以准确反映 REG 对胆红
素 (或其他 UGT1A1底物) 代谢的抑制能力。更重要
的是, 本方法克服了 UGT1A1 非荧光探针底物代谢
产物多、选择性、测试通量低及灵敏性不佳等缺陷, 
最终实现对 REG的高内涵表征。在 DDI预测中, 以
NPHN (高亲和力底物) 作为 UGT1A1的特异性探针
底物, REG对 HLM中 NPHN-O-葡糖醛酸化具有强烈
抑制作用, 提示该药物存在潜在的抑制胆红素解毒
的途径, 与文献所报道的 REG 会引起胆红素水平升
高的现象正好吻合[1−5], 以上结果再次证实了本实验
选用与胆红素结合位点一致的特异性荧光探针底物

NPHN, 实现快速定量定性检测, 更具有实用性及推
广性。 

上述结果用于解释临床 DDI 及指导临床合理用
药时, 将 DDI 的决定因素确定为药代属性中机体体
系因素时, 应注意使用正确的药物与酶的比例量, 才
能模拟真实体内情形。其次, UGT1A1具有高度的基
因多态性 (如 UGT1A1*28, 通常诊断为吉尔伯特综
合征), 其会导致 UGT1A1 的低表达或者降低该酶的
活性, 且活性具有明显的个体差异[28, 29]。换言之, 上
述携带UGT1A1*28的个体会显现出受损的胆红素结
合能力, 而高胆红素血症在肝脏胆红素结合能力降
低的情况下更加显著, 因此, REG对体内 UGT1A1介
导的胆红素代谢通路的抑制, 对于携带 UGT1A1*28
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的个体可能会更容易呈现出高胆红素血症的易感性

以及肝损伤等不良反应。同理, UGT1A7、UGT1A9
存在基因多态性, 特别是 UGT1A7*3 和 UGT1A9*3
也会向上述情况一样, 以上情形均使 REG 在体内形
成抑制的可能性变得复杂。 

综上所述, 本文系统研究了 REG 对人尿苷二磷
酸葡糖醛酸转移酶体外活性抑制作用, 从药代的因
素揭示了服用 REG 相关制剂后, 血中胆红素浓度急
剧上升并引发急性肝损伤现象的机制。所采用的

UGT1A1 特异性荧光探针 NCHN 的相关检测方法已
被推广至国内及欧美多个实验室, 使得 UGT1A1-小
分子相互作用的研究进入到了高通量时代。上述研究

中发现的 UGT1A1 强抑制剂等信息还可用于指导
REG 的临床科学合理用药, 尤其可有效避免肿瘤治
疗中多药联用引发的 DDI等潜在安全隐患。 
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