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氯化两面针碱在大鼠心脏中的积聚及其机制研究
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摘要: 氯化两面针碱 (nitidine chloride, NC) 为抗肿瘤候选化合物。本研究考察其在大鼠心脏的分布及其机制,

为其潜在的心脏毒性提供依据。动物实验获得了浙江大学医学中心动物保护和使用委员会的批准 (2015-380-01),

符合中国动物福利标准。大鼠单次静脉注射 5 mg ·kg-1 NC后 0.25、0.5和 2 h, 心脏中NC浓度分别为 47.7、71.1和

63.2 μg·g-1, 与相同时间点血浆中的浓度比分别为 576、1 352和 1 212。大鼠连续静脉注射 5 mg·kg-1 NC 20天, 末次

给药后 2 h, 心脏中 NC浓度为 458.5 μg · g-1, 与血浆中的浓度比为 7 336。NC在 MDCK-hOCT1、MDCK-hOCT3中

的积聚分别为mock细胞的 16.1、4.99倍, 但在MDCK-hOCTN1、MDCK-hOCTN2、MDCK-hPMAT中的积聚与mock

细胞未显示明显差异。此外, OCTs的抑制剂奎尼丁、左旋延胡索乙素、Decynium 22可显著降低NC在原代培养的

乳大鼠心肌细胞和成纤维细胞中的积聚。MTT结果显示, NC在心肌细胞和成纤维细胞上的 LC50分别为 10.9和

10.4 μmol·L-1。此外, 不同浓度的NC可显著增加原代心肌细胞和成纤维细胞中LDH酶渗漏。上述结果表明, NC

在大鼠心脏积聚和蓄积, 对原代心肌细胞和成纤维细胞具有一定的毒性; OCT1和OCT3可介导NC的心脏积聚。
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Abstract: Nitidine chloride (NC) is a compound with prominent anti-tumor activity. To determine potential

cardiotoxicity of NC, this study was designed to investigate the distribution of NC in rat heart and the underlying

mechanism. The animal studies were approved by Institutional Animal Care and Use Committee of Zhejiang

University Medical Center (2015-380-01) and complied with the standards of animal welfare in China. At 0.25, 0.5

and 2 h after a single intravenous injection (iv) of 5 mg · kg-1 NC, the concentrations of NC in rat heart were 47.7,

71.1 and 63.2 μg·g-1 respectively, which were 576, 1 352 and 1 212 folds of that in plasma. This study also revealed

that the NC concentration in heart was 458.5 μg · g-1 (7 336 folds of that in plasma) at 2 h after the last dose in

rats, after daily iv administration of NC at 5 mg ·kg-1 · day-1 for successive 20 days. Further studies showed that the

accumulations of NC in MDCK-hOCT1 and MDCK-hOCT3 cells were 16.1 and 4.99 folds higher than that of

the mock cells, respectively. There is no significant difference between the accumulations of NC in MDCK cells
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transfected with hOCTN1, hOCTN2 or hPMAT and the mock cells. Additionally, quinidine, L-tetrahydropalmatine

and Decynium 22, the inhibitors of OCTs, clearly reduced the accumulations of NC in primary cardiomyocytes

and cardiac fibroblasts from neonatal rats. MTT assay showed that the LC50 of NC on cardiomyocytes and cardiac

fibroblasts were 10.9 and 10.4 μmol · L-1, respectively. Moreover, treatment of the primary cardiomyocytes and

cardiac fibroblasts with NC (1～15 μmol · L-1) for 48 h resulted in significantly increased LDH enzyme leakage.

These results indicated that NC can be highly accumulated in the heart, and accumulation is mediated by OCT1

and OCT3, but not by OCTN1, OCTN2 and PMAT. The accumulated NC has potential cytotoxicity as shown in the

results from primary cardiomyocytes and cardiac fibroblasts.

Key words: nitidine chloride; cardiac accumulation; organic cation transporter 1 and 3 (OCT1, OCT3); car‐

diotoxicity

氯化两面针碱 (nitidine chloride, NC, 图 1) 是从芸

香科花椒属藤本植物两面针 Radix Zanthoxyli的干燥

根中提取分离得到的一种苯骈菲啶类生物碱, 是传统

中药两面针的主要活性成分之一, 且是两面针镇痛片、

三九胃泰颗粒等中药制剂的有效成分[1]。研究表明 ,

NC具有抗肿瘤、抗炎、抗疟及镇痛等多种生物活性[2],

近年来在卵巢癌、肝癌等抗肿瘤[3,4]方面显示出较强的

作用 , 是良好的抗肿瘤候选化合物。但有文献报道 ,

NC可致斑马鱼心率降低并诱发心脏毒性[5], 而心脏毒

性是早期成药性评价的重要指标之一, NC是否会在哺

乳动物心脏蓄积及其相关机制尚不清楚。

NC为季铵类生物碱, 被动透过性差, 需细胞膜转

运体介导其跨细胞转运。人、鼠心脏上表达多种跨膜

转运蛋白, 如有机阳离子转运体 1和 3 (OCT1、OCT3)、

新型有机阳离子转运体 1和 2 (OCTN1、OCTN2) 以及

质膜单胺转运体 (PMAT) 等摄取型转运体[6,7], 它们共

同参与内源性和外源性物质由细胞外进入细胞内。

本研究首先考察 NC在大鼠心脏的分布, 进一步

应用多种稳定表达转运体的转基因细胞模型、原代心

肌细胞和成纤维细胞, 研究NC的心脏积聚机制及毒

性, 为NC的心脏毒性及成药性评价提供参考。

材料与方法

药品和试剂 氯化两面针碱 (NC, 纯度>98%, 批

号: GR-134-170706)、左旋延胡索乙素 (L-tetrahydropal‐

matine, L-THP, 纯度: 98%, 批号: ZL1612200426-LTD)

(南京广润生物制品有限公司); 奎尼丁 (quinidine, 纯

度 : 98%, 批号 : G1705030)、左旋肉碱 (L-carnitine, 纯

度 : 98%, 批号 : J1423007)、氯雷他定 (loratadine, 纯度

≥98%, 批号 : H1527108) (阿拉丁公司); Decynium 22

(纯>97%, 批号 : 323764)、5-溴脱氧尿嘧啶 (5-bromo-

2'-deoxyuridine, 纯度≥99%, 批号: HMBF8725V)、胶原

酶Ⅰ (批号 : SLBW6959)、DMSO (纯度≥99.5%, 批号 :

SHBJ7919) (美国 Sigma公司); 胰酶 (批号: 1910485)、

青-链霉素溶液 (双抗 , 批号: 2018052503)、胎牛血清

(批号: 1908121) (美国Gibco公司); DMEM培养基 (批

号: 0024518)、DMEM/F-12培养基 (批号: 0011518) (以

色列 Biological Industries 公司); MTT (纯度≥98%, 批

号 : EZ2411A401, 德国 Biofroxx 公司); 乳酸脱氢酶试

剂盒 (批号: 07672403, 瑞士Roche公司); BCA蛋白浓

度测定试剂盒 (批号: P0011, 碧云天生物技术研究所);

乙腈 (色谱纯, 批号: 18095192, 美国 Tedia公司); 其他

试剂均为分析纯或更高级别。

实验所用 mock 细胞及 MDCK-hOCT1、MDCK-

hOCT3、MDCK -hOCTN1、MDCK-hOCTN2、MDCK-

hPMAT为本课题组构建[8-11]。

实验动物 新生 P0 代 SD 乳鼠 ; 8 周龄 SD 大鼠

(n = 30), 雌雄各半, 体重220 ± 20 g, 均由浙江省医学科

学院动物中心提供 (许可证号: SCXK (浙) 2015-0001,

清洁二级), 饲养于温度 (22 ± 2) ℃和湿度 (55 ± 5) %,

自由饮水进食。所有实验过程均获得了浙江大学医学

中心动物保护和使用委员会的批准 (2015-380-01), 符

合中国动物福利标准。

动物给药与样品收集 将 30只 SD大鼠, 雌雄各

半, 随机分成 4组, 其中单次给药组每组 6只, 连续给

药组每组12只。大鼠单次静脉注射 (iv) 5 mg·kg-1 NC,

其中 3组分别于给药后 0.25、0.5及 2 h取全血 (肝素抗

凝)、麻醉后处死取心脏组织; 另 1组连续 iv 20天, 末次

给药后 2 h取全血、心脏组织。4 ℃、3 000 r·min-1离心

10 min分离血浆; 心脏组织以溶剂 (水-乙腈=1∶1) 制

成 125 mg · mL-1组织匀浆液 , -80 ℃保存 , 以 LC-MS/

MS测定NC浓度。

细胞培养 MDCK-hOCT1、MDCK-hOCT3、MDCK-

Figure 1 Chemical structure of nitidine chloride (NC)
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hOCTN1、MDCK-hOCTN2、MDCK-hPMAT及mock细

胞于含 1%双抗、10%胎牛血清的DMEM培养基中生

长, 于 37 ℃、5% CO2饱和湿度的培养箱中培养。待细

胞生长至 80%～90% 融合度时, 用 0.25% 胰酶消化传

代, 并采用经典底物和抑制剂验证细胞功能。

细胞积聚 将各转基因细胞及mock细胞按密度

2×105 个/孔接种于 24 孔板 , 生长 3 天后 , 进行 NC 在

细胞上的积聚实验。吸弃细胞培养液, 用 37 ℃ HBSS

(MDCK-hOCT1、MDCK-hOCT3细胞) 或KRH (MDCK-

hOCTN1、MDCK - hOCTN2、MDCK-hPMAT 细 胞 )

洗两遍 , 预孵育 10 min 后 , 加 NC, 使终浓度为 0.5～

2 μmol·L-1, 或NC及各种转运体的经典抑制剂 (OCT1、

OCT3、OCTN1: 奎尼丁 , OCTN2: 左旋肉碱 , PMAT:

Decynium 22; 各抑制剂的浓度为 4～100 μmol ·L-1) 共

孵育, 孵育一定时间后迅速弃去孵育液, 用冰冷的PBS

洗3遍终止积聚, 加100 µL 0.1% SDS裂解细胞, -80 ℃

冻存, 以LC-MS/MS测定裂解液中NC浓度, 并以BCA

法测定蛋白浓度进行校正。

乳鼠原代心肌细胞和成纤维细胞的分离 根据文

献[12]进行改良: 取乳鼠心脏, 清洗剪碎, 加入含 0.05%

胶原酶Ⅰ和 0.03%胰酶进行消化, 所得细胞培养于含

1% 双抗、10% 胎牛血清的 DMEM/F12 培养基中 , 置

37 ℃、5% CO2培养箱培养 1.5 h后, 将未贴壁的心肌细

胞转移至新的培养皿中, 加入终浓度为 0.1 mmol · L-1

的 5-溴脱氧尿嘧啶抑制成纤维细胞的增殖, 48 h后换

液, 成纤维细胞因生长迅速, 2天即呈融合状态可用于

传代, 其细胞排列紧密、平坦, 胞质薄而透明; 心肌细胞

则逐渐伸出伪足, 变为三角形、多边形等不规则形态,

并交织成网。

OCT1、、OCT3 抑制剂对 NC 在原代心肌细胞和

成纤维细胞中积聚的影响 将心肌细胞按密度 5×105

个/孔接种于 12孔板, 成纤维细胞按密度 2×105个/孔接

种于 24孔板, 48 h后, 进行NC的细胞积聚研究。吸弃

细胞培养液, 用 37 ℃ HBSS洗两遍, 预孵育 10 min后,

心肌细胞、成纤维细胞对照组加入含 NC 的 HBSS 溶

液, 使NC终浓度分别为 4、2 μmol ·L-1, 抑制剂组加入

含 OCT1、OCT3 阳性抑制剂 (250 μmol · L-1 奎尼丁 ,

250 μmol·L-1 左旋肉碱, 5 μmol·L-1 Decynium 22) 的同

等浓度NC溶液。37 ℃孵育 10 min, 迅速弃去孵育液,

按“细胞积聚”项下操作。

样品处理与LC-MS/MS分析 取血浆、组织匀浆

液各 100、50 μL, 分别加入 200、400 μL 乙腈 (含内标

氯雷他定 30 ng · mL-1) 沉淀蛋白; 细胞样品解冻后吹

打收集裂解液 80 μL, 加入乙腈 160 μL (含内标氯雷

他定 20 ng · mL-1) 沉淀蛋白 , 旋涡振荡 5 min, 4 ℃、

13 000 r ·min-1离心 15 min, 取上清进行LC-MS/MS分

析, 样品检测参考文献方法[13]。

MTT法细胞存活率和培养液中LDH检测 将原

代心肌细胞和成纤维细胞分别以 1×105个/孔和 1×104

个/孔的密度接种于 96孔板, 贴壁后, 进行NC对细胞

的毒性实验。细胞以含 0.1～50 μmol · L-1 NC 的培养

液培养 24 h后, 以同等NC浓度换液继续培养 24 h, 同

时设置DMSO空白对照组。以MTT法检测细胞存活

率。同法选择 2.5～10 μmol ·L-1 NC给药刺激 48 h后,

收集细胞培养液, 以LDH试剂盒测定LDH活力。

数据分析 以 GraphPad Prism 5.0对实验数据进

行作图分析, 结果均以
-
x ± s表示, 体外实验均至少重

复 2次, 每次至少平行 3份。两组间差异采用Unpaired

Two-tailed Student's t-test; 多组间差异采用 One-way

ANOVA (Dunnett 或 Tukey) 分析 , P<0.05 为有统计学

差异。

结果

1 NC在大鼠心脏中的积聚

图 2 显示 , 大鼠单次 iv 5 mg · kg-1 NC 后 0.25、0.5

和 2 h, 心脏中 NC 的平均浓度分别为 47.7、71.1 和

63.2 μg · g-1, 与相同时间点血浆中的浓度比分别为

576、1 352和 1 212。大鼠连续 iv 5 mg · kg-1 NC 20天,

末次给药后 2 h, 心脏中 NC 平均浓度为 458.5 μg · g-1,

为血浆中NC浓度的 7 336倍, 单次给药后 2 h浓度的

7.3 倍。上述结果提示 , NC 可在心脏组织中浓集和

蓄积。

2 不同阳离子转运体在NC细胞积聚中的作用

为探讨 NC 在心脏中的积聚机制 , 本研究应用

转基因细胞模型 , 考察心脏上可能与 NC 积聚有关

的转运体对NC的摄取作用。结果显示 (图 3): NC在

MDCK-hOCT1和MDCK-hOCT3细胞中的积聚分别是

mock 细胞的 16.1 和 4.99 倍 , 提示 NC 为 OCT1、OCT3

Figure 2 The concentration of NC in rat plasma (A) and heart (B)

after single (n = 6) and successive intravenous administration of

5 mg·kg-1 NC for 20-days. n = 12,
-
x ± s. ***P<0.001 vs 2 h group
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的底物; 而 NC 在 MDCK-hOCTN1、MDCK-hOCTN2、

MDCK-hPMAT 细胞中的积聚与 mock 细胞无明显差

异 (P>0.05), 提示 NC 不是 OCTN1、OCTN2、PMAT 的

底物。上述结果提示, NC可能通过OCT1和OCT3摄

取进入心脏。

3 OCT1和OCT3抑制剂减少NC在原代心肌细胞和

成纤维细胞中的积聚

为进一步阐明OCT1、OCT3在NC大鼠心脏摄取

中的作用, 本研究考察了OCT1、OCT3抑制剂奎尼丁、

左旋延胡索乙素、Decynium 22 对 NC 在乳大鼠原代

心肌细胞和成纤维细胞中积聚的抑制。结果显示 ,

OCT1、OCT3抑制剂均能明显降低 NC在细胞中的积

聚 (图 4), 提示OCT1、OCT3参与NC在大鼠心脏的浓

集和蓄积。

4 NC对心脏原代心肌细胞和成纤维细胞毒性研究

鉴于 NC在大鼠心脏积聚现象, 以及乳大鼠心脏

原代细胞可通过OCT1和OCT3介导NC的摄取, 本研

究对NC是否引起原代心肌细胞和成纤维细胞的毒性

进行了考察。

4.1 NC对细胞生长的影响 乳大鼠心肌细胞和成纤

维细胞以不同浓度NC处理 48 h后, 置显微镜下观察

形态变化, 典型图片见图 5A和 5B。由图可见, 经 1、5

和 10 μmol ·L-1 NC处理后, 心肌细胞和成纤维细胞形

态逐渐萎缩、脱落、死亡, 细胞密度随NC浓度的增加

逐渐降低。

4.2 NC对细胞存活率和细胞 LDH渗漏的影响 为

进一步考察NC潜在的心脏毒性, 本研究考察了NC对

心肌细胞和成纤维细胞存活率及细胞培养液中 LDH

活力的影响, 结果显示: 0.01～50 μmol ·L-1 NC能降低

心肌细胞和成纤维细胞的存活率, 且细胞毒性呈明显

的浓度依赖性, LC50值分别为 10.9和 10.4 μmol·L-1 (图

6A, B)。此外, 2.5～10 μmol · L-1 NC 显著增加细胞培

养液中LDH的活性 (图 6C, D), 提示NC处理增加细胞

释放 LDH。上述结果提示, NC对大鼠原代心肌细胞

和成纤维细胞具有潜在的毒性。

Figure 3 The cellular accumulation of NC in MDCK-hOCT1 (A), MDCK-hOCT3 (B), MDCK-hOCTN1 (C), MDCK-hOCTN2 (D),

MDCK-hPMAT (E) and mock cells. Cells were incubated with 0.5-2 μmol · L-1 NC in the absence or presence of 100 μmol · L-1 quinidine,

100 μmol · L-1 L-carnitine or 4 μmol · L-1 Decynium-22 in uptake buffer for 2 min. n = 3,
-
x ± s. ***P<0.001 vs mock group, ###P<0.001 vs

incubated without inhibitor group

Figure 4 The accumulation of NC in primary cultured rat cardio‐

myocytes (A) and cardiac fibroblasts (B). Cells were incubated

with 4 or 2 μmol · L-1 NC in the absence or presence of OCT

inhibitors, 250 μmol · L-1 quinidine, 250 μmol · L-1 L-tetrahydropal‐

matine (L-THP) and 5 μmol · L-1 Decynium 22 for 10 min. n > 3,
-
x ± s. ***P<0.001 vs NC group
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讨论

NC为抗肿瘤候选化合物, 具有抗癌谱广、作用强

等特点, 但也发现其具有肝脏、肾脏及心脏毒性[2,5,13]。

本研究在 NC 的组织分布中发现 , NC 在大鼠心脏中

高度浓集。为探讨NC在心脏中的积聚机制, 根据NC

的结构特征及心脏转运体分布[14,15], 首先应用稳定表

达有机阳离子类转运体的细胞模型, 考察了NC的细

胞积聚 , 发现 NC 是 OCT1 和 OCT3 的底物 , 但不是

OCTN1、OCTN2以及PMAT的底物。基于心肌细胞是

心脏的基本功能单位, 成纤维细胞占非心肌细胞 90%,

是构成心脏的主要细胞, 为更好地阐明NC的心脏积

聚机制, 本研究进一步考察了在有或无OCT1和OCT3

抑制剂存在下, NC在大鼠原代心肌细胞和成纤维细胞

中的积聚情况。结果发现, 多种OCT1、OCT3抑制剂

均能显著降低 NC 在心肌细胞和成纤维细胞中的积

聚[13,16,17], 进一步提示 OCT1、OCT3参与了 NC在心脏

中的积聚。此外, 心脏上也表达MDR1、MRP5、MATE1

等外排转运体[6,18,19], 但本研究发现NC并不是MDR1、

MRP5的底物, 而NC虽为MATE1的底物, 但其对NC的

转运能力 (Clint: 20.6 μL·mg−1 pro·min−1) 远低于OCT1

(Clint: 311 μL·mg−1 pro·min−1)[13]。同时, 也不能排除心

脏上其他外排转运体参与NC的转运, 但其对NC的外

排可能弱于OCT1或OCT3对NC的摄取。

本研究发现 10 μmol·L-1的NC可导致大鼠原代心

肌细胞和成纤维细胞存活率显著降低及 LDH显著升

高, 且大鼠单次 iv 5 mg·kg-1 NC 后0.25～2 h, 心脏中NC

浓度为 47.7～71.1 μg · g-1 (约 124.3～185.2 μmol · L-1),

连续 iv 5 mg · kg-1 NC 20 天 , 末次给药后 2 h, 心脏中

NC 浓度为 458.5 μg · g-1 (约 1 194.6 μmol · L-1)。因此 ,

NC在心脏中的高浓度积聚对心脏具有潜在的毒性。

实验室前期相关研究也表明[13], NC是OCT2高亲和力

的底物, 而OCT2介导NC进入肾脏产生蓄积。大鼠连

续 20天 iv 5 mg·kg-1 NC, 末次给药后 2 h, NC在肾脏中

的浓度为 145.1 μmol ·L-1, 同时也观察到NC引起的肾

脏损伤。但值得说明的是, 尽管本研究发现了NC在

大鼠心脏蓄积, 却未发现心脏组织相关生化指标和组

织病理上的显著变化。这一现象可能与心脏自身的抗

氧化酶防御系统有关[20,21], 研究表明[22], 成纤维生长因

子 21以自分泌方式调节抗氧化基因参与心脏的保护

作用。此外, 已有文献表明, 心肌细胞上OCT1和OCT3

的表达, 且其功能可被奎尼丁显著抑制[23], 但尚未有文

Figure 5 The morphology change of primary cardiomyocytes (A) and cardiac fibroblasts (B) after treatment with vehicle control (0.2%

DMSO), 1, 5 and 10 μmol·L-1 NC for 48 h (×100)

Figure 6 Cell viability of primary cardiomyocytes (A) and

cardiac fibroblasts (B) treated with 0.01-50 μmol·L-1 NC for 48 h.

Values were calculated as percentage of the control group (0.2%

DMSO). n = 6,
-
x ± s. LDH released in the culture medium of

primary cardiomyocytes (C) and cardiac fibroblasts (D) treated

with 2.5-10 μmol · L-1 NC for 48 h. n = 3,
-
x ± s. ***P<0.001 vs

control group (0.2% DMSO)
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献报道成纤维细胞上OCT1、OCT3的表达。在原代细

胞的NC积聚实验中, 本研究发现OCT1、OCT3的抑制

剂既能显著抑制NC在心肌细胞中的积聚, 同时也能

抑制其在成纤维细胞中的积聚, 推测成纤维细胞上可

能也有OCT1和OCT3表达并参与NC的心脏积聚。

综上, 本研究结果提示, NC可在大鼠心脏高度浓

集, 且OCT1、OCT3可介导NC在心脏积聚, 同时本研

究还显示, NC对原代心肌细胞和成纤维细胞具有一定

的毒性。因此, 本研究为NC在心脏中的积聚及潜在

毒性提供了依据。
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