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罗布麻茶黄酮提取物对小鼠 CYP2E1的影响 
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 3. 中国药科大学, 药物代谢动力学重点实验室, 南京  210009) 

摘  要: 目的  CYP2E1是肝脏中主要的药物代谢酶, 在肝脏疾病发生及发展中发挥重要的作用。本实验分别

通过体内、体外实验, 研究罗布麻茶黄酮提取物对小鼠 CYP2E1活性和表达的影响, 为评价罗布麻茶对肝脏的

保护作用和药物的联合使用提供理论依据。方法  将 30只昆明小鼠随机分为空白对照组、黄酮提取物低剂量

组和高剂量组(50和 100 mg/kg), 连续灌胃给药 10天。采用探针药物法测定小鼠肝脏微粒体中 CYP2E1催化对

硝基苯酚代谢的活力。采用Western Blot法检测肝脏微粒体中 CYP2E1蛋白的表达情况。体外抑制实验中, 考

察不同浓度的黄酮提取物对 CYP2E1 的抑制作用, 计算半数抑制浓度(IC50)值。结果  灌服高剂量黄酮提取物

(100 mg/kg)后, 小鼠体内 CYP2E1 酶活性和表达量均显著降低, 黄酮提取物对 CYP2E1 的 IC50 值为 128.4 

µg/mL。结论  罗布麻茶黄酮提取物对小鼠 CYP2E1有抑制作用。 
关键词: 罗布麻茶; 黄酮提取物; 肝脏微粒体; CYP2E1; 半数抑制浓度(IC50) 
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ABSTRACT: Objective CYP2E1 is one of the major drug metabolic enzymes in the liver. The effect of fla-
vonoids extract from apocynum venetum tea (AVE) on CYP2E1 activity and expression in mice were investi-
gated by in vitro and in vivo experiments. Methods The mice were randomly separated to 3 groups, control 
group, low dose- and high dose AVE (50 and 100 mg/kg, respectively), and the AVE were administered using 
an intragastric tube once daily for 10 days. Catalytic activity of CYP2E1 in liver microsome was measured by 
using probe drugs method, and nitrophenol was used as the probe substrate. The expression of CYP2E1 protein 
in liver microsome was detected using Western blot method. In the in vitro inhibition experiments, liver micro-
some was incubated with different concentrations of flavonoids extract, and the 50% inhibitory concentration 
(IC50) value of AVE on CYP2E1 was calculated. Results After fed with high dose of AVE (100 mg/kg), 
CYP2E1 activity and expression in mice were significantly reduced comparing to the control group, and IC50 of 
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AVE on CYP2E1 was 128.4 μg/mL. Conclusion Flavonoids extract from apocynum tea effectively inhibits 
CYP2E1 in mice. 
KEY WORDS: apocynum venetum tea; flavonoids extract; liver microsome; CYP2E1; half maximal inhibito-
ry concentration (IC50) 
 
 

 
 

1  引  言 

罗布麻(apocynum venetum)是夹竹桃科多年生宿
根性草本植物, 自然分布在我国新疆、青海、甘肃、
内蒙、宁夏等地区, 主要成分为黄酮类物质、强心苷
类物质和有机酸等[1]。罗布麻有广泛的药理活性, 包
括降压、降脂、强心、保肝、解烟毒、抗抑郁和抗焦

虑等, 经炮制后可食用或作为茶叶饮用, 目前已有多
种罗布麻相关保健品上市[2,3]。罗布麻茶作为一种天

然保健茶, 具有降压、降脂、抗衰老等功效, 日益受
到人们的关注, 而在其主产地新疆地区, 不少人则长
期饮用罗布麻茶。研究表明该茶的饮用安全性较好[4], 
但长期饮用后潜在的药物间相互作用目前尚不清楚。

细胞色素 P450超家族(CYP450)主要存在于动物肝脏
微粒体中, 是体内主要的药物代谢酶, 参与内源性物
质和包括药物、环境化合物在内的外源性物质的代  
谢[5]。多种外源物质能够影响 P450 酶的活性或表  
达, 从而对服用的药物的代谢产生一定的影响[5], 因
此考察罗布麻茶对药物代谢酶 P450的影响具有重要
意义。 

CYP2E1 是 P450 超家族中的一员, 在细胞氧化
应激中占重要的地位, 很多肝脏疾病中CYP2E1过量
表达, 如酒精肝, 脂肪肝, 非酒精性脂肪性肝炎等, 
产生大量的活性氧 , 引起氧化应激 ; 另一方面
CYP2E1催化不饱和脂肪酸代谢, 后经系列反应生成
二羧基脂肪酸 , 具有细胞毒性 [6,7]。因此 , 抑制
CYP2E1 的活性以减少活性氧的产生对于相关肝脏
疾病的防治有重要意义。研究表明罗布麻茶具有良好

的保肝作用[8-9], 但是其作用机制尚不明确。罗布麻
的主要有效成分是黄酮类物质, 而黄酮及其衍生物
能够影响多种 P450 酶的活性及其表达[10], 罗布麻茶
中的黄酮类物质是否通过 CYP2E1 途径发挥肝保护
作用有待验证。 

本研究通过在体与离体的实验方法, 探讨罗布
麻茶的黄酮提取物对小鼠 CYP2E1 酶活性和表达的
影响, 为安全用茶和新药研发提供理论基础, 并为罗

布麻茶的保肝作用提供科学依据。 

2  材料与方法 

2.1  材料与试剂 

罗布麻茶叶(产地为新疆罗布泊地区, 由新疆塔
里木大学胡建军副教授提供和鉴定); 对硝基苯酚(标
准品 , >99.5%)和二乙基二硫代氨基甲酸钠 (标准
品, >99.5%)购于阿拉丁化学试剂; 对硝基儿茶酚(标
准品, >99.9%)购于美国 Alfa Aesar; 6-磷酸葡萄糖(标
准品 , >99.8%)和 6-磷酸葡萄糖脱氢酶 (标准
品 , >99.8%)购于美国 Sigma; NADP Na2(标准
品, >99.5%)购于瑞士 Roche; Anti-CYP2E1兔多克隆
抗体(武汉博士德); 生物素标记山羊抗兔 IgG 二抗
(天津三箭)。 

2.2  仪器与设备 

LGJ-12型冷冻干燥机(北京松源华兴科技发展
有限公司); RE-52AA 型旋转蒸发仪(上海亚荣生化
仪器厂); SHB-Ⅲ型循环水式多用真空泵(郑州长城
科工贸有限公司); SZ-97A 自动三重水蒸馏器(上
海亚荣生化仪器厂); HC-3018R 型高速冷冻离心机
(安徽中科中佳科学仪器有限公司); FJ 200-S 型数
显高速分散匀质机 (上海昂尼仪器有限公司 ); 
SPECORD 50 型紫外分光光度计(德国耶拿分析仪
器股份公司)。 

2.3  实验方法 

2.3.1  罗布麻茶黄酮提取物的制备[11-12] 
将罗布麻茶叶粉碎后, 称取粉末 50 g, 加入 300 

mL的 70%乙醇, 加热回流提取两次, 每次 1 h, 合并
提取液, 过滤后经大孔树脂D101纯化, 70%乙醇洗脱, 
将洗脱液浓缩后冷冻干燥, 即得罗布麻茶黄酮提取
物(经高效液相色谱法检测, 黄酮提取物中金丝桃苷
的质量分数约为 2.43%)。 
2.3.2  肝脏微粒体制备和蛋白含量测定 

将小鼠脱颈椎致死, 摘除肝脏, 用冰冷生理盐
水冲洗、剪碎, 洗 4~5遍直至无血液, 用滤纸将肝脏
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吸干后称重, 加入 4 倍的 TMS 缓冲液(20 mmol/L 
Tris-HCl, 5 mmol/L MgCl2, 0.25 mol/L蔗糖)。用组织
匀浆机冰浴匀浆, 9,000 g条件下 4 ℃离心 20 min, 取
上清, 加入 88 mmol/L CaCl2 (10:1, v/v), 冰浴振摇 5 
min, 27,000 g条件下 4 ℃离心 20 min, 弃上清, 所得
沉淀即为肝脏微粒体, 加入 400 μL含 20%甘油的 0.1 
mol/L Tris 缓冲液重悬, 得微粒体悬液, 考马斯亮蓝
法测微粒体中总蛋白含量[13]。 
2.3.3  肝脏微粒体活性检测 

由于还原态的 P450 酶可以与一氧化碳结合，
并在波长 450 nm 处有吸收峰, 因此采用紫外分光光
度法测定微粒体 P450酶的总体活性。用 0.1 mol/L Tris
缓冲液将微粒体蛋白稀释至浓度为 1 mg/mL, 加入
数毫克连二亚硫酸钠, 立即混匀。等量分装到两个
比色杯中, 分别作为对照和样本, 于样本池中充一
氧化碳 30 s, 紫外分光光度计在 400~560 nm波段
扫描。 
2.3.4  CYP2E1 酶活性的测定[14]  

采用探针药物法测定 CYP2E1 的羟基化反应活
性, 选用对硝基苯酚作为CYP2E1的特异性探针底物, 
其代谢产物为对硝基儿茶酚。孵育体系(500 µL)包括: 
440 µL磷酸钾缓冲液、10 µL对硝基苯酚(5 mmol/L)、
25 µL NADPH 生成系统 (26 mmol/L NADP+、66 
mmol/L 6-磷酸葡萄糖, 66 mmol/L MgCl2)、5 µL 6-磷
酸葡萄糖脱氢酶(40 U/mL), 将该体系 37 ℃温浴 5 
min, 加入 20 µL微粒体蛋白(5 mg/mL, 空白对照加
等量失活微粒体蛋白)启动反应。37 ℃孵育 40 min, 
反应结束后加入 100 µL 20% 三氯乙酸(TCA)终止反
应, 将样品置于冰上, 10000 g离心 5 min, 取 500 µL
上清液加入 250 µL 2 mol/L NaOH混匀显色, 于 535 
nm测样品吸光度。 

对硝基儿茶酚标准曲线的建立: 将孵育体系中
的 10 µL对硝基苯酚(5 mmol/L)替换为不同浓度的对
硝基儿茶酚(0、0.1、0.2、0.5、1和 2 mmol/L), 所加
微粒体蛋白为失活蛋白, 其余步骤如上所述。 

CYP2E1的酶活性定义为在 37 ℃, 每 100 g微
粒体蛋白在 15 min内氧化 1 mmol/L对硝基苯酚为
对硝基儿茶酚的速率 , 以对硝基儿茶酚的生成量
表示[15]。 
2.3.5  黄酮提取物对 CYP2E1 的体外抑制实验 

将 10 µL 不同浓度的罗布麻茶黄酮提取物(0、
0.0001、0.001、0.01、0.1、1、10 mg/mL)与 20 µL微

粒体蛋白在 430 µL 磷酸钾缓冲液中预孵育 10 min, 
加入 10 µL对硝基苯酚(5 mmol/L)、5 µL 6-磷酸葡萄
糖脱氢酶, 然后加入 25 µL NADPH生成系统启动反
应, 37 ℃孵育 40 min。代谢产物对硝基儿茶酚的检测
方法如 2.3.3所述, 吸光度分别记为 A0~A6。为了除去

黄酮提取物中黄酮类物质的吸光度, 另设一对照组, 
该体系中加入不同浓度提取物但不含对硝基苯酚 , 
其余方法如上所述 , 吸光度分别记为 A1’~A6’。 
CYP2E1相对酶活性按以下公式计算:  

CYP2E1相对酶活性(%)=
0

An An
A

′−  

使用GraphPad Prism 5.0软件作图并计算 IC50值。 
2.3.6  黄酮提取物对 CYP2E1 的体内抑制实验 

健康清洁级雄性昆明小鼠 30 只(体重 25~30 g, 
由第四军医大学实验动物中心提供), 随机分为 3 组: 
空白组(生理盐水), 黄酮提取物低剂量组(50 mg/kg), 
黄酮提取物高剂量组(100 mg/kg)。每天灌胃一次, 连
续 10天。末次给药 12 h后禁食, 自由进水, 禁食 12 h
后脱颈致死, 取新鲜肝脏制备微粒体, 测定 CYP2E1
酶活性。 

将定量的微粒体蛋白与等体积的上样缓冲液混

合, 100 ℃水浴 10 min, 置冰上冷却。蛋白样品(10 µL)
采用 12% SDS-PAGE 垂直电泳进行分离, 然后转至
硝酸纤维素膜上进行免疫反应。5%脱脂奶粉 37 ℃封
闭 2 h, 然后依次加入兔抗 CYP2E1抗体(1: 500)4 ℃
孵育过夜 , TBST 洗涤 , 生物素标记的二抗 (1: 
3000)37 ℃孵育 1 h, TBST洗涤, ECL液显色后用成像
系统进行照相。使用 Image J2x软件分析所显示的条
带灰度。 

2.4  统计学方法 

采用 GraphPad Prism 5.0软件单因素方分析进行
组间差异的显著性检验, 组间比较 P<0.05 表示差异
有统计学意义。 

3  结果与分析 

3.1  微粒体蛋白含量测定 

以考马斯亮蓝法测定微粒体蛋白含量, 所得牛
血 清 白 蛋 白 标 准 曲 线 为 : Y=0.0331X+0.0841 
(R2=0.9984), 如图 1 所示, 该标准曲线测定范围为
2~20 µg/mL。计算得所制备的微粒体蛋白含量约为
5 mg/mL。 
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图 1  牛血清白蛋白标准曲线 
Fig. 1  Standard curve of bovine serum albumin. 
 

3.2  肝脏微粒体活性测定 

如图 2所示, 多数 P450酶在约为 450 nm处有吸
收峰, 只有小部分在 420 nm 处吸收峰, 说明所制备
的微粒体活性满足实验要求。 

 

图 2  肝脏微粒体的活性测定 
Fig. 2  Activity detection of liver microsomes. 

 

3.3  CYP2E1 酶活性的测定 

采用探针药物法测定 CYP2E1 酶活性, 所得代
谢 产 物 对 硝 基 儿 茶 酚 (NC) 的 标 准 曲 线 为
Y=0.1938X+0.0773 (R2=0.9997), 如图 3所示, 该标准
曲线测定范围为 0.1~2 mmol/L。将所得到的样品的吸
光度代入该方程得到代谢产物的浓度, 代表 CYP2E1
酶的催化活性。 

3.4  罗布麻茶黄酮提取物对小鼠 CYP2E1 的体

外抑制作用 

与正常对照组相比, 加入不同浓度的黄酮提取
物进行干预后, CYP2E1 酶活性有不同程度的降低, 
如图 4 所示, 经计算得为 IC50为 128.4 µg/mL, 表明
有轻度抑制作用。为考查实验方法的合理性, 在测定 

 

图 3  对硝基儿茶酚标准曲线 
Fig. 3  Standard curve of p-nitrocatechol. 

 
药物对 CYP2E1 酶的抑制作用的同时 , 也测定了
CYP2E1 酶的阳性抑制剂二乙基二硫代氨基甲酸钠
的抑制作用, 结果表明该抑制剂表现出明显的抑制
作用, 其 IC50为 66.4 µmol/L。 

3.5  罗布麻茶黄酮提取物对小鼠 CYP2E1 酶的

体内抑制作用 

与空白对照组相比, 黄酮提取物高剂量组(100 
mg/kg)的 CYP2E1 酶活性降低了约 11%(P=0.0028, 
P<0.05), 如图 5所示, 而低剂量(50 mg/kg)没有显著
性差异, 表明高剂量黄酮提取物能够抑制小鼠体内
CYP2E1酶活性。 

将Western blot检测结果样品条带进行灰度分析, 
与空白组相比, 高剂量组 CYP2E1 蛋白量显著降低, 
如图 6 所示, 表明高剂量黄酮提取物能够抑制小鼠
CYP2E1表达。 

4  讨 论 

罗布麻茶作为一种多功能保健茶, 鉴于其良好
的保健功能, 研究者对其化学成分与药理的关联方
面已经作了相关研究。目前, 罗布麻的肝保护作用已
成为研究罗布麻的热点之一。2000 年日本富山大学
天然药物研究所进报道了罗布麻叶水提取物对 CCl4

或D-半乳糖胺/脂多糖诱导并由 α-TNF所介导的小鼠
肝损伤有保护效果。自此, 罗布麻的肝保护作用引起
了功能性食品界的关注。酒精性肝病是世界性难题, 
约 4%的死亡是由酒精性肝病引起的[16]。罗布麻茶被

日渐广泛的应用于酒精性肝损伤保护, 据报道其主
要活性成分为黄酮类物质[17]。酒精进入体内后, 主要
由乙醇脱氢酶和 CYP450酶代谢, 其中 CYP2E1在酒 
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图 4  CYP2E1阳性抑制剂 DDC(A)和罗布麻茶黄酮提取物 AVE(B)对 CYP2E1酶活性的体外抑制作用 
Fig. 4  Inhibitory effects of DDC (A) and AVE (B) on the CYP2E1 activity in vitro 

 

 

图 5  罗布麻茶黄酮提取物对 CYP2E1酶活性的体内抑制
作用 

Fig. 5  Inhibitory effect of AVE on the CYP2E1 activity in 
vivo 

 

图 6  罗布麻茶黄酮提取物对 CYP2E1酶表达的影响 
Fig. 6  Effect of AVE on the CYP2E1 expression. 

 
精代谢中发挥重要作用[18]。酒精经 CYP2E1 代谢为
活性氧簇, 引起肝细胞氧化应激, 从而导致肝实质细
胞的损伤诱发肝脏疾病[6]。因此, 本实验研究了罗布

麻对CYP2E1的作用, 以期为罗布麻的肝保护作用机
制奠定研究基础。 

文中采用探针药物法来测定小鼠细胞色素

CYP2E1酶活性, 并考查了已知特异性抑制剂二乙基
二硫代氨基甲酸钠对CYP2E1的抑制作用, 计算得到
的 IC50为 66.4 µmol/L, 与文献报道[19]基本相符, 表
明实验中建立的探针药物法适合于研究药物对小鼠

CYP2E1 酶活性的评价。虽然不同物种和个体间的
P450 酶差异较大 , 但大鼠、小鼠、家兔和人的
CYP2E1 活性非常相似, 底物均相同, 因而研究动物
的 CYP2E1对人具有重要的参考价值[20]。 

外源性物质进入体内后诱导 CYP2E1, 提高
CYP2E1的活性及蛋白表达水平。CYP2E1的高表达
可引起肝损伤, 体内和体外实验结果证明罗布麻茶
黄酮提取物对 CYP2E1 酶活性及蛋白水平均有一定
的抑制作用。推断罗布麻黄酮类提取物可能通过抑制

CYP2E1的活性和蛋白表达减缓肝脏损伤。此外, 研
究表明罗布麻茶有较好的降脂作用[21], 并能抗动脉
粥样硬化[22], 高血脂症发生过程中, 肝脏中 CYP2E1
酶大量表达导致疾病的恶化 [23-24], 而罗布麻茶对
CYP2E1酶活性的抑制很可能与其降脂功效相关, 进
一步研究仍需进行。 

罗布麻茶作为一种多功能保健茶, 长期饮用者
在服用其他一些通过CYP2E1代谢的药物(如磺胺嘧
啶, 对乙酰氨基酚, 氯唑沙宗等[25])时也要注意潜在
的药物相互作用。此外, 罗布麻作为中药在临床上
联合用药时, 尤其是中-西药联合使用时, 需要注意
可能会产生代谢性药物相互作用而导致药物不良  
反应。 
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