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摘要 : 采用染色法观察了给予阿莫西林后大鼠粪便样品中肠道菌群的变化。通过体外孵育实验结合

LC-MS/MS 检测法研究肠道菌群是否参与硝苯地平的代谢, 以及给予阿莫西林后肠道菌群的改变对硝苯地平代

谢的影响。结果发现给予阿莫西林后肠道菌群数量和种类减少。当孵育 12 h后, 硝苯地平组 (N1) 和阿莫西林+

硝苯地平组 (N2) 中硝苯地平的剩余量分别为 0.057 6和 0.064  8 μmol·L−1, 而当孵育 24 h后硝苯地平的剩余量分

别为 0.039  6和 0.050  4 μmol·L−1, 结果表明肠道菌群参与了硝苯地平的代谢。此外, 当给予阿莫西林后, 硝苯地

平的代谢减慢, AUC0−t增加了 39.10%, tmax提前了 0.45 h, CL降低了 34.71%, 说明二者合用可能会增强硝苯地平

的治疗效果。因此, 抗生素与硝苯地平合用时, 由肠道菌群介导的药物−药物相互作用不容忽视, 是影响药物疗

效的重要因素之一。 
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Abstract: In this study, the change of intestinal microflora in rat fecal samples after amoxicillin administration 

was observed.  In vitro incubation experiments combined with LC-MS/MS assay were used to test the role of 
intestinal flora in the metabolism of nifedipine.  The effect of changes of intestinal flora was determined after 
amoxicillin administration on the metabolism of nifedipine. We found that the number and types of intestinal 
flora decreased after taking amoxicillin.  After incubation for 12 h, the results showed that the remaining 
amounts of nifedipine in the N1 group (nifedipine) and N2 group (amoxicillin + nifedipine) were 0.057  6 and 
0.064  8 μmol·L−1, respectively, while the remaining amounts of nifedipine after 24 h of incubation were 0.039  6 
and 0.050  4 μmol·L−1, respectively.  These results show that the intestinal flora is involved in the metabolism of 
nifedipine.  After administration of amoxicillin, the metabolism of nifedipine was slowed down, the AUC 0−t was 
increased by 39.10%, tmax was advanced by 0.45 h, and the CL was reduced 34.71%.  The data suggest that the 
combination may enhance the therapeutic effect of nifedipine.  Therefore, drug-drug interactions mediated by 
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gut microbiota cannot be ignored when combined with antibiotics and nifedipine, one of the important factors 
affecting drug efficacy. 
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人体肠道微生物是一个数量庞大、种类繁多的微

生态系统, 正常状态下, 机体与肠道微生物保持动态
平衡, 共同维持人体健康[1]。然而, 外界环境、机体
病理状态、异生物、抗生素等会引起菌群失调, 触发
各种疾病, 甚至会对药物的代谢及吸收产生影响, 进
而影响临床治疗效果[2]。已有多种药物被鉴定为肠道

菌群的底物[3], 抗生素对肠道菌群的影响极有可能产
生潜在的药物−药物相互作用 (DDI)。 

硝苯地平作为二氢吡啶钙通道阻滞剂, 临床主
要用于心绞痛、高血压等心血管疾病的治疗[4]。经胃

肠道吸收[5], 吸收前可能受胃肠道微生物群的影响。
假设肠道微生物参与硝苯地平的代谢, 那么抗生素
极有可能通过改变肠道微生物群来改变硝苯地平的

生物利用度及治疗效果。阿莫西林是使用比较广泛的

口服抗生素, 大大增加了与其他药物联合使用的几
率。高血压患者使用硝苯地平的过程中若发生感染, 
极有可能使用阿莫西林, 而关于二者的 DDI 未见文
献报道, 因此本实验对阿莫西林和硝苯地平 DDI 进
行研究。 
 

材料与方法 
仪器与试药  UFLC-20A高效液相色谱仪 (日本

岛津公司); API3200三重四极杆串联质谱仪 (美国应
用生物系统公司)。硝苯地平片 (批号 F160504)、硝
苯地平对照品 (批号 100338-201103)、尼莫地平对照
品 (批号 Y17A6C246g) 分别购自山西汾河制药有限
公司、中国食品药品检定研究院、上海源叶生物技术

有限公司。色谱纯乙腈购自德国 Merck 公司。磷酸
盐缓冲液 (pH 7.2～7.4) 购自北京索莱宝生物科技
有限公司。 
动物实验  健康雄性Wistar大鼠 12只, 体重 200 g

左右, 由中国农业科学院兰州兽医研究所提供 (许可
证号: SCXK (甘) 2015-0001)。在 20～25 ℃、(50 ± 10) % 

相对湿度下标准饲养, 经兰州总医院伦理委员会批
准且实验均按照相关指导原则和规定进行。将大鼠      
随机分为硝苯地平组 (N1) 和阿莫西林+硝苯地平组 
(N2), N1组收集空白粪便, 迅速置于液氮罐保存。禁
食 12 h后分别灌胃给予硝苯地平 (1.05 mg·kg−1), 于
给药前 (0 h) 及给药后 0.167、0.33、0.5、0.75、1、

1.5、2、4、6、8、12 和 24 h 由眼眶后静脉丛取血             
0.3 mL, 4  000 r·min−1离心 5 min, 取血浆于−20 ℃保

存。N2 组在进行药代动力学实验前, 灌胃给予阿莫
西林 (157.5 mg·kg−1) 每天一次, 持续 3 天。阿莫西
林给药结束后第二天晚上禁食, 于第 3天早上先收集
空白粪便, 迅速置于液氮罐保存。然后灌胃给予硝苯
地平 (1.05 mg·kg−1), 采血时间点同 N1组。空白粪便
用于菌群观察及体外孵育实验, 血样用于药代动力
学实验。 

排泄物菌群观察  为了观察阿莫西林对肠道微生
物群的影响, 分别取 N1 和 N2 组大鼠空白粪便样品
0.1 g, 10倍体积稀释后, 将稀释液均匀涂抹于载玻片, 
革兰染色后镜检, 观察菌群数量和种类的变化[6]。 

粪便孵育液的制备  分别称取空白大鼠粪便标
本约 0.5 g, 然后悬浮在 4.5 mL冷盐水中。将粪便悬
浮液以 5 000 r·min−1离心 5 min。将所得上清液超声
处理 10 min, 然后以 100 000 r·min−1离心 20 min, 取
上层提取液为粪便孵育液[7]。 

体外孵育实验  为了确定硝苯地平是否经肠道
菌群代谢, 本实验进行了体外孵育实验。孵育体系: 
粪便液 0.1 mL, 硝苯地平对照溶液 (0.72 mmol·L−1) 
0.1 mL和磷酸缓冲液 (0.1 mol·L−1, pH 7.0) 0.3 mL, 
在 37 ℃分别孵育 12和 24 h[8]。孵育结束后, 加入冰
冷乙腈 9.5 mL以终止反应。 

质谱色谱条件  使用 Shim-pack XR-ODS柱, 以
乙腈−水 (90∶10) 为流动相, 流速为 0.4 mL·min−1, 
分析单个样品用时 3.0 min。质谱喷雾电压为−4 500 V, 
雾化温度为 300 ℃, 硝苯地平及内标尼莫地平检测离
子对分别为 m/z 345.0→122.0, m/z 417.0→122.0, 碰
撞诱导解离电压分别为−21 psi (1 psi  ≈ 6.9 kPa) 和
−57 psi, 碰撞能量分别为−19 eV和−30 eV。 

血浆及粪便样品处理  准确吸取血浆 30 μL 或
孵育终止后溶液于 0.5 mL 离心管, 加入乙腈 (含内
标尼莫地平 25 ng·mL−1) 75 µL, 涡旋振荡 1 min,      
13 000 r·min−1高速离心 5 min后取上清于进样瓶, LC- 
MS/MS法测定硝苯地平。 

数据统计分析  将所得血药浓度−时间数据用
DAS 2.0软件计算两组硝苯地平药代动力学参数。实
验结果均采用 SPSS 13.0 软件进行单因素方差分析,     
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P < 0.05具有显著性差异。 
 

结果 
1  方法学考察 

分析空白血浆样品、配置的含硝苯地平的血浆样

品、大鼠血浆样品以及空白粪便提取液、配置的含硝

苯地平的粪便提取液样品、粪便孵育体系样品中硝苯

地平的含量。结果表明, 血浆及粪便提取液中杂质不
干扰样品的测定, 血浆样品中硝苯地平的保留时间
为 1.30 min (图 1), 粪便液色谱图与血浆样品色谱图
基本一致。定量限为 5 ng·mL−1, 灵敏度高, 专属性强, 
未见内源性物质干扰, 可用于生物样品分析。 
 

 
Figure 1  The chromatograms of nifedipine of blank plasma (A), 
blank plasma spiked with standard nifedipine (B) and sample (C).  
1: Nifedipine, 2: Nimodipine 

 
以硝苯地平峰面积对浓度作线性回归, 得血样

标准曲线为 Y = 0.002 27 X + 0.000 28, r = 0.999 1, 在质
量浓度为 5～2 000 ng·mL−1内线性良好。粪便样品标

准曲线为 Y = 0.002 7 X − 0.003 92, r = 0.999 2, 在质量
浓度为 5～2 000 ng·mL−1内线性良好。分别配制低、

中、高 3种浓度 (6.25、100和 1 850 ng·mL−1) 的标准
血浆及粪便溶液, 处理后分析, 血浆中低、中、高 3
个浓度的提取回收率分别为 93.53%、94.63%  和

96.55%, RSD分别为 4.96%、4.77%  和 3.83%。粪便样
品中 3 个浓度的提取回收率分别为 92.88%、94.65%  

和 96.42%, RSD分别为 5.16%、4.98%  和 3.96%。 
同上配制低、中、高浓度的硝苯地平血浆及粪便

样品, 于日内分别测定 5 次, 考察方法日内精密度, 
连续测定 3 天, 考察方法日间精密度。结果表明, 日
内和日间 RSD 均小于 8.68%, 符合生物样品分析要
求。同上配制 100 ng·mL−1的硝苯地平血浆及粪便样

品, 分别于配制后 24 h、3次反复冻融、−20 ℃下保

存一个月后测定。血样 RSD% 分别为 6.72%、5.18%  和

7.14%, 粪便样品 RSD% 分别为 7.52%、6.14%  和

5.88%, 说明血样及粪便样品在上述条件下稳定。 
2  阿莫西林处理后肠道菌群的改变 

革兰染色法不仅能观察到细菌的形态而且还可

将细菌分为两大类, 染色反应呈蓝紫色的称为革兰
阳性细菌, 染色反应呈红色复染颜色的称为革兰阴
性细菌, 通过镜检法可以估计细菌总数、革兰阳性菌
与革兰阴性菌的比例。革兰染色法观察阿莫西林对肠

道微生物群的影响, 如图 2所示。革兰染色实验结果
可以看出, N1 组革兰阳性球菌与革兰阴性杆菌的比
值为 1∶10。而 N2 组革兰阳性球菌的数量减少, 总
菌群数量也相应的减少, 说明阿莫西林会改变肠道
菌群的组成。 
 

 
Figure 2  The microscopic examination of intestinal flora ( ×200) 
of (A) nifedipine (N1); (B) amoxicillin + nifedipine group (N2) 

 
3  肠道菌群代谢硝苯地平 

本实验中以未做任何处理的空白大鼠粪便提取

液作为阴性对照, 孵育 0、12和 24 h后均未检测到硝
苯地平, 说明粪便提取液中其他物质不干扰硝苯地
平的测定, 且空白粪便提取液中无硝苯地平。以空白
大鼠粪便提取液、阿莫西林处理组粪便提取液为基质, 
分别加入相同量的硝苯地平, 混匀后避光孵育。于 0、
12和 24 h后取孵育样品, 通过 LC-MS/MS法测定不
同时间点剩余硝苯地平量的变化, 如图 3 所示, 孵育
12和 24 h后, N1和 N2组硝苯地平的剩余量减少, 表
明粪便微生物会代谢硝苯地平。与 N1 组相比, 随着
孵育时间的延长, 阿莫西林处理组硝苯地平的量下
降缓慢 (孵育 12 h, N1和 N2组硝苯地平剩余量分别
为 0.057 6、0.064  8 μmol·L−1, 24 h后, 硝苯地平剩余
量分别为 0.039 6、0.050 4 μmol·L−1), 说明阿莫西林
处理后, 肠道菌群对硝苯地平代谢减慢。结果表明, 
肠道微生物群参与了硝苯地平的代谢, 且在给予阿
莫西林后, 肠道微生物群对其代谢减慢。 
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Figure 3  The remaining amount of nifedipine after incubation 
12 h and 24 h.  *P < 0.05, **P < 0.01 
 
4  平均血药浓度−时间曲线 

单剂量给予大鼠硝苯地平片后, LC-MS/MS法测
定血药浓度, 根据每组血药浓度均值做药−时曲线图 
(图 4)。 
 

 
Figure 4  The plasma concentration-time curve of nifedipine 
 
5  药代动力学参数 

采用 DAS 2.0 软件对两组血药浓度值进行分析, 
发现给予阿莫西林后, 0～24 h 内硝苯地平药时曲线
下面积 (AUC0−t) 增加了 39.10%, 达峰时间 (tmax) 提
前了 0.45 h, 清除率 (CL) 降低了 34.71%, 其变化均
具有统计学意义 (表 1)。 
 
Table 1  The pharmacokinetic parameters of nifedipine at N1 
and N2.  n = 6, x ± s.  *P < 0.05 vs N1 

Parameter N1 N2 

AUC0−t /µg·L−1·h−1 1 935.48 ± 588.66 2 692.25 ± 797.18* 

AUC0−∞ /µg·L−1·h−1 2 000.09 ± 586.97 3 042.98 ± 831.97* 

tmax /h 0.92 ± 0.20 0.47 ± 0.24* 

CL /L·h−1 1.70 ± 0.54 1.11 ± 0.35* 

Cmax /µg·L−1 719.33 ± 231.75 910.75 ± 179.01 

 

讨论 
肠道菌群是人体内正常微生物群, 被认为是机

体重要的微生态系统, 其在外源性物质包括药物代

谢中作用显著, 被称为机体“隐形器官”[9, 10]。目前

肠道菌群与中药相互作用的研究在国内逐渐兴起[11]。

口服药物在进入血液循环前, 先在胃肠道内与菌群
接触, 极有可能被菌群转化, 以致产生活性或毒性代
谢产物, 影响原形药物及代谢物的入血量, 从而引起
药物生物利用度及疗效的改变[12]。本实验中, 将目标
药物与粪便提取液共同孵育 12和 24 h后, 体系内硝
苯地平的量减少, 说明肠道微生物群可能参与硝苯
地平进入血液循环前的生物转化, 以致检测到的硝
苯地平的剩余量减少, 且随着孵育时间的延长, 硝苯
地平剩余量越来越少, 这可能会影响其生物利用度, 
最终影响该药物的疗效。 

有文献[13]报道, 抗生素可以改变大鼠肠道菌群
的数量和种类, 以致给予阿司匹林、氨氯地平、洛伐
他汀后, 其药代动力学参数发生显著变化, 影响药物
疗效的发挥。β-内酰胺类抗生素胃肠道内药物浓度较
高, 对肠道菌群影响可能比较明显, 本实验中阿莫西
林同样会引起肠道菌群的改变, 减少菌群数量, 进而
使硝苯地平在肠道吸收前代谢减慢, 从而影响硝苯
地平的药代动力学参数, 使吸收前肠道内硝苯地平
的量相对增加, 吸收加快, 吸收相同一时间点吸收入
血的量更多, 吸收相更早地达到平衡; 且 AUC 增加
明显, 提高了母体药物的血浆水平, 生物利用度增
加。比较两组孵育实验结果得出, 随着孵育时间的延
长, 阿莫西林处理组硝苯地平剩余量较多, 代谢减慢, 
从而增加其入血量。 

大多数研究 DDI 的文献多集中于代谢酶和转运
体[14], 而对由肠道菌群引起的 DDI 研究较少, 但是
肠道菌群对口服药物的代谢及抗生素对其他药物的

影响非常重要, 是值得去深入探讨的科学问题。本课
题组前期研究发现高原缺氧会减弱肠道菌群的代谢

活性, 从而提高硝苯地平的生物利用度[15]。本实验为

了消除由代谢酶或转运体的变化引起 DDI 的发生, 
N2 组在药代动力学实验前 3 天灌胃给予阿莫西林, 
每天 1次, 连续给药 3天, 让其达到稳态并且作用于
肠道菌群, 给药结束 3天后, 阿莫西林基本排泄完全, 
然后给予硝苯地平, 进行药代动力学实验, 以避免可
能由阿莫西林引起的肠道转运体或肝脏代谢酶对硝

苯地平药代动力学的影响, 从而进一步研究由肠道
菌群介导的阿莫西林和硝苯地平的 DDI。 

实验结果证明, 给予阿莫西林后, 大鼠血浆中硝
苯地平浓度的升高可能是胃肠道中微生物被抑制的

结果, 其药代动力学的改变与肠道菌群的变化相关
联。提示给予阿莫西林后硝苯地平的生物利用度会增
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加, 可能会增加其疗效。总之, 抗生素与其他药物合
用时, 由肠道菌群介导的DDI不容忽视, 这可能是影
响药物疗效的重要因素之一。 
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