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马兜铃酸类物质的生物标记物与减毒策略研究进展
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摘要: 马兜铃酸类物质 (aristolochic acids, AAs) 广泛存在于马兜铃科植物, 是马兜铃科中药的重要毒性成分。

作为致癌数据库 (CPDB) 中最强的致癌物之一, AAs能够产生肝毒性、肾毒性、致癌和致突变等毒副作用, 在体内能

够产生AA-DNA加合物等一系列代谢物, 其特异的代谢物可作为生物标志物, 用于相关疾病的早期诊断与治疗。

因此, 寻找能够快速并准确检测生物标志物的技术手段具有重要的研究价值。AAs可通过炮制、配伍和育种等方法

减毒, 以提高含AAs中药的临床安全性。本文对AAs来源分布、减毒方法及其生物标记物检测进行了综述, 为含

AAs中药的质量控制及其引发的疾病防控工作提供参考。
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Research progress of aristolochic acids and their biomarkers
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Abstract:Aristolochic acids (AAs) are widely distributed inAristolochiaceae, and are important toxic components

in medicinal plants of Aristolochiaceae. As one of the most powerful carcinogens in the Carcinogenic Potency

Database (CPDB), AAs can induce hepatotoxicity, nephrotoxicity, carcinogenicity, mutagenicity, and other adverse

reaction. AAs also can produce a series of metabolites such as AA-DNA adducts in the body, and their specific

metabolites can be used as biomarkers for early diagnosis and treatment of related diseases. Thus, the current discovery

for technical means that can quickly and accurately detect biomarkers possesses significant research value. AAs

can be attenuated by processing, compatibility, molecular breeding, and other methods to improve the clinical safety

of Chinese medicine containing AAs. In this review, we report the distribution of AAs, attenuation strategies and

biomarker detection. We would like to provide a reference for the quality control of AAs-containing Chinese

medicines, as well as for the prevention and control of diseases caused by AAs.
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马兜铃酸类物质 (aristolochic acids, AAs) 是首个

从植物中发现的硝基菲类有机酸, 为 3,4-次甲二氧基-

10-硝基-1-菲酸的衍生物, 包括马兜铃酸 (AA) 和马兜

铃内酰胺 (AL) 两种结构类型 (图1)。马兜铃酸的毒性

与结构密切相关, 结构中硝基、甲氧基和羟基的取代不同

是决定其毒性强弱的关键因素; 通常马兜铃酸Ⅰ (AAⅠ)

的毒性最强, 马兜铃酸Ⅱ (AAⅡ) 次之, 而马兜铃酸Ⅲa、

马兜铃酸ⅠV等同类物质毒性相对较弱; 对AAⅠ结构的

化学修饰如加成、消除和置换等能够减小其毒性[1,2]。

AAs通常为黄色至棕色固体 (粉末或结晶), 味微苦, 可

溶于甲醇、氯仿、二甲基亚砜和丙酮等溶剂 , 熔点在

270～290 ℃。AAs虽具有抗菌、抗肿瘤、抗血小板聚集

和抑制血小板活化因子 (PAF) 等生物活性[3-5], 但因具
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有肾毒性、肝毒性、致癌和致突变等作用, 故已被国际

癌症研究机构列为Ⅰ级致癌物[6]。AAⅠ在 17种中成药

中均表现高溶解性和渗透性, 口服后能快速溶出, 进入

体内后会被迅速吸收和分布, 而渗透性为影响其吸收

的限速因素; AAI的体内分布具有器官特异性, 主要集

中在肝和肾组织中, 且蓄积程度高[7,8]。1993年, Vanher‐

weghem等[9]发现比利时妇女因服用含马兜铃酸类成

分的减肥药而出现肾间质纤维化甚至肾功能衰竭, 引

发了全世界对马兜铃酸类成分毒性机制和安全合理用药

的研究。2017年, 新加坡和台湾研究人员对亚洲各地

共 1 400例肝癌样本进行了基因检测, 认为马兜铃酸与

亚洲人的肝癌发生相关, 再次对含马兜铃酸类物质的

中药安全性提出了质疑[10]。研究发现, AAⅠ和AAⅡ的硝

基还原有利于脱氧核苷酸和脱氧鸟苷在DNA中形成

马兜铃酸加合物; 而肝脏和肾脏中的细胞色素P450黄

嘌呤氧化酶、NAD(P)H脱氢酶和磺基转移酶等 48种

不同的酶可硝化还原, 并形成DNA加合物类型的具有

遗传毒性的代谢物[11]。本文对含 AAs的药用资源及

其制剂和生物标志物的检测, 以及对AAs的减毒方法

进行了详细的综述, 为其用药安全性提供参考。

1 AAs的分布

AAs主要存在于马兜铃科 (Aristolochiaceae) 植物

中, 也是该科主要代表性成分。马兜铃科植物分为细

辛亚科 (Subfam. Asaroideae) 和马兜铃亚科 (Subfam.

Aristolochioideae), 共 8个属 (马兜铃属Aristolochia L.、

细辛属Asarum L.、马蹄香属 Saruma Oliv.、线果兜铃属

Thottea Rottb.、星果兜铃属 Euglypha Chodat & Hassl.、

杜衡属 Heterotropa C. Morren & Decne.、番兜铃属

Hexastylis Raf.和闭果兜铃属 Pararistolochia Hutch. &

Dalziel), 有 600多种植物, 广布于热带和亚热带地区。

我国有马兜铃属、细辛属、马蹄香属和线果兜铃属 4个

属, 71种、6变种和4变型药用植物, 除华北和西北干旱

地区外, 全国各地均有分布[12,13]。马兜铃属在马兜铃

科植物中种类最多且分布最广, 约有 350种, 而AAs在

马兜铃属存在最为广泛且含量最高[14]。

美国食品药品监督管理局于 2000年公布了含有

AAs的植物名单, 包括马兜铃科、木通科和毛茛科等十

几种植物, 其中有马兜铃、关木通、广防己、青木香、天

仙藤、朱砂莲、寻骨风、细辛和杜衡共 9种马兜铃科植

物[15,16]。2003年, 我国取消了关木通的药物标准, 次年又

取消了广防己和青木香的药物标准并禁止使用。2007年,

国家食品药品监督管理局公布了24种含AAs的马兜铃

科中药及 47种含AAs中药的已上市中成药名单, 并要

求严格按照处方药管理。2015年版《中国药典》仅对细

辛的根及根茎和天仙藤的AAⅠ含量制定了限量标准,

但 2020年版《中国药典》只收录了细辛, 取消了天仙藤

的药物标准。然而, 部分含有AAs的中药仍收录于地

方中药材标准中, 却未规定马兜铃酸使用限量, 在市场

上流通存在安全隐患, 对此应予以高度重视。作者对

含AAs中药及其AAⅠ的含量进行了统计 (表 1)。通常

AAⅠ的含量高于AAⅡ, 如朱砂莲、背蛇生、木通马兜铃

和异叶马兜铃等药材中AAⅠ的含量较高, 而较为特殊

的是, 木通马兜铃叶中AAⅡ的含量高于AAⅠ[17,18]。

2 AAs生物标记物的检测

AAs在人体内具有可蓄积毒性, 长期或大量摄入

会导致肾间质纤维化、急慢性肾功能衰竭、肝癌和尿路

上皮癌等疾病, 因而早期发现是预防和治疗马兜铃酸

药源性疾病的关键[19]。随着生物医学领域的不断发

展, 发现AAs所致疾病的早期生物标志物并采用快速

有效的手段对其进行检测, 已成为研究热点。

2.1 AA-DNA加合物的检测

AAI在体内有代谢外排和活化产毒两种生物转化

路径。在服用AAⅠ的大鼠模型中, AAⅠ在肾脏组织中

可代谢为AAⅠa、AAⅠa-硫酸盐、ALⅠa、ALⅠ和ALⅠa-O-葡

萄糖醛酸等物质。其代谢途径是, AAⅠa先经 CYP1A

催化氧化脱甲基, 再由尿苷二磷酸葡萄糖醛酸基转移

酶或/和磷酸转移酶催化, 最后以游离或复合物的形式

被排出体外。在活化产毒过程中, AAⅠ在硝基还原酶的

催化作用下生成环状硝酰基氮正离子, 所生成的氮正离

子一部分转化为AL, 另一部分则在还原过程中与DNA

核苷酸的环外氨基结合生成AA-DNA加合物 (图2), 进

而诱导基因发生A:T到T:A的异位突变, 使肿瘤抑制基

因 P53突变失去正常功能, 最终导致肿瘤的发生[20,21]。

在马兜铃酸肾病 (aristolochic acid nephropathy, AAN)

患者和服用AAs的啮齿动物体内, 常见的AA-DNA加

合物有AAⅠ-dA、AAⅠ-dG、AAⅡ-dA、AAⅡ-dG、AAⅠ-dC和

AAⅡ-dC等, 其中AAⅠ-dA因难以被代谢而在肾脏持久

蓄积, 在接触AAs几十年后的AAN患者体中仍可检测

到[22-26]。因此, AA-DNA加合物在肿瘤发生过程中起着

关键的作用, 是检测AAs的生物标志物, 对于深入研究

AAs的致癌和致突变性具有重要意义[27-31]。目前可分

Figure 1 Structures of aristolochic acid Ⅰ (left) and aristololactam

Ⅰ (right)

·· 973



药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2021, 56(4): 972 −982

析检测AA-DNA加合物的技术主要有液-质联用法、高

效液相色谱法、32P后标记法、免疫技术和荧光技术等。

2.1.1 高效液相色谱法 (HPLC) 和液-质联用技术

(LC-MS) 高效液相色谱的紫外检测 (HPLC-UV) 和

荧光检测 (HPLC-FLD) 等技术均可用于AA-DNA加合

物的分析, 通过HPLC方法可对AA-DNA加合物进行

分析定量。Chan等[32]建立的HPLC-FLD法灵敏度高,

可用于单次口服AAs后大鼠肾组织中AA-DNA加合物

的检测, 检测结果为给予 5和 30 mg·kg-1 AAs大鼠的肾

脏中, AAⅡ-dA加合物的含量分别为每109个正常dA中

含6.2 ± 1.1和41.3 ± 8.0个AAⅡ-dA加合物。AL是AAs

的主要解毒代谢物, 可被细胞色素P450和过氧化物酶

激活而形成AA-DNA加合物, 在动物和人的尿液和粪便

中均可检测到。Pfau等[33]采用HPLC-UV对AA-DNA

加合物进行了分析, 发现AAⅡ-dA、AAⅠ-dA和AAⅠ-dG

的紫外吸收光谱与AL的紫外吸收光谱相似。

LC-MS 是目前最佳的加合物检测手段 , 可用于

AAs生物标志物的筛选、定性、定量和结构解析等工

作[34,35]。Guo等[36]发现, 加合物dA-ALⅠ可以高产率地从

小鼠的福尔马林固定石蜡包埋 (FFPE) 保存组织中提

取 , 利用 UPLC-ESI-IT-MS3对其定量检测发现 , FFPE

组织中 dA-ALⅠ的含量高于新鲜冰冻组织 , 平均含量

差异可达 1.5倍。Yun等[37]采用相同的UPLC-ESI-MS3

技术, 分别从用致癌物处理的小鼠冷冻组织和人FFPE

肾脏组织中定量比较 dA-ALⅠ等多种加合物的含量, 这

种快速定量方法可缩短处理DNA所需的时间。采用

液质定量技术, Guo等[38]以利血平为内标物测定给予

AAⅠ大鼠尿脱落细胞中AAⅠ-dA加合物的含量, 并通过

多反应监测模式对加合物进行定量分析。AAⅠ给药

(10 mg·kg-1·d-1) 1个月后, 从大鼠尿脱落细胞每 109个

正常 dA中可检测到 2.1 ± 0.3个AAⅠ-dA加合物。Chan

等[39,40]利用化学方法合成了AA-DNA加合物并制备纯

化 , 采用 UPLC-ESI-MS 检测到 6 种 AA-DNA 加合物 ,

首次鉴定了AA-dC加合物。对服用AAI和AAII的大

鼠肾脏和肝脏的 3 种 DNA 加合物进行定量分析 , 检

测到给予 5 mg·kg-1 马兜铃酸大鼠肾组织中 AAⅠ-dA

和 AAⅡ-dA 的含量分别为 0.9个/109个正常核苷酸和

1.6个/109个正常核苷酸, 而AAⅠ-dC因含量过低而无法

定量, 另外肝组织也未检测到这 3种DNA加合物; 在

给予 30 mg·kg-1马兜铃酸大鼠肾组织中AAⅠ-dA、AAⅡ-

dA和AAⅠ-dC的含量分别为 4.0个/109个正常核苷酸、

6.2个/109个正常核苷酸和 1.2个/109个正常核苷酸; 肝

组织中AAⅠ-dA和AAⅡ-dA的含量分别为 2.0个/109个

正常核苷酸和1.6个/109个正常核苷酸; 另外, 服用马兜

铃酸 5 mg·kg-1的大鼠肝脏中未发现AA-DNA加合物,

而服用马兜铃酸 30 mg·kg-1的大鼠肝脏中AA-DNA加

合物的总含量为 3.6个/109个正常核苷酸。Yun等[41]利

用分化良好的膀胱移行上皮细胞系RT4细胞作为体外

的尿液细胞模型, RT4细胞经AAⅠ预处理后, 细胞存活

率超过 80%, 经 LC-MS测定后发现, 其主要加合物在

24 h内稳定。

2.1.2 荧光技术 AA 硝基还原产物 AL 具有较强的

荧光特性, 因此含有AL结构片段的AA-DNA加合物

也具有高特异性荧光[33]。Romanov等[42]开发出一种非

同位素的以荧光为基础的快速分析方法, 可同时检测大

Table 1 Herbs containing aristolochic acids (AAs). " - " means

there is no relevant literature. AAⅠ: Aristolochic acid Ⅰ

Original plant

Ar. austrozechuanica
Ar. kwangsiensis
Ar. cinnabarina
Ar. tuberosa
Ar.debilis

Ar. fangchi

Ar. manshuriensis

Ar. heterophylla

Ar. moupinensis

Ar. ovatifolia
Ar. mollissima

As.maximum
As. caulescens
As. forbesii
As. ichangense
As. longerhizomatosum
As. Wulingense
As. debile

As.heterotropoides var.

mandshuricum

As. sieboldii var. seoulense
As. sieboldii

As. himalaicum

As. insigne
As. sagittarioides

Medicinal part

Root or root tuber
Root
Root
Root
Stem
Fruit
Root
Herb
Fruit
Root
Stem
Leaf
Stems and roots
Root or root tuber
Leaf
Root or root tuber
Stem
Leaf
Herb
Aerial part
Stem and root
Leaf
Root
Herb
Herb
Herb
Herb
Herb
Aerial part
Underground part
Herb

Root and rhizome
Root and rhizome
Herb
Root and rhizome
Aerial part
Herb
Root and rhizome
Aerial part
Herb
Herb

Content of

AAⅠ/mg·g-1

1.050
0.174-2.064
0.887-12.098
2.945-4.562
0.012-0.035
0.299-1.532
0.078-2.610
0.175
0.945
1.273
0.310-10.850
0.938-1.019
1.640-3.260
1.320-4.450
1.164
0.540-2.780
0.540-2.150
0.419
0.106-2.650
0.050
0.465
1.234
2.151-2.467

-

0.004-0.04
-

-

-

0.001 95-0.004 34
0.073 2
0.040-0.110

0.008
0.001 63-0.012 5
0.074 1
0.016
0.027 4
0.440
0.003 62-0.004 28
0.020

-

0.070-0.180
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量样本中的AA-DNA加合物, 与 32P后标记法和液-质

联用技术相比价格低廉、简便快速 , 但灵敏度欠佳。

AAs能够淬灭人血清白蛋白 (HAS) 的天然荧光, 利用

这一特性, Li等[43]研究了AAs对牛血清白蛋白和溶菌

酶的蛋白结合特性 , 光谱荧光分析和质谱分析表明 ,

AAⅡ的蛋白质结合特性明显强于AAⅠ。这说明AAⅡ

更具有高致突变性。

2.1.3 32P-后标记法 32P-后标记法主要依赖各种色谱

Figure 2 Synthesis pathway of AA-DNA adducts. AA: Aristolochic acid
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法 (如薄层色谱) 进行分离, 起初被广泛用于检测AA-

DNA加合物和各种形式的DNA损伤, 但由于其特异

性较差和稳定性不足等问题, 近年来逐渐被色谱-质谱

联用技术所取代。Schmeiser等[44]采用 32P-后标记法从

AAN患者的肾组织中发现了 1个主要加合物AAI-dA,

证明了 AAs 与人类泌尿系统恶性肿瘤具有相关性。
32P-后标记法也常与多种技术相结合来检测AA-DNA

加合物。Grollman等[45]采用 32P-后标记/聚丙烯酰胺凝

胶电泳技术, 对AAN患者的肾皮质进行检测, 检测到

了dA-AL和dG-AL DNA的加合物。

2.2 其他生物标志物的检测

除 AA-DNA 加合物外 , 微量白蛋白尿[46]、血小板

反应蛋白 1 和 G 偶联蛋白受体 87[47]、AA-RNA 加合

物[48]、N6-甲酰赖氨酸[49]等都可以作为马兜铃酸暴露

的生物标志物, 而且核磁共振技术 (NMR) 和气质联用

技术 (GC-MS) 等也是生物标志物的常用检测技术。

Mantle等[50]将肾病患者分为罗马尼亚AAN患者

组、保加利亚AAN患者组和对照组, 用核磁共振波谱

法比较患有AAN并接受血液透析治疗者与没有明显

肾脏疾病者的尿液代谢组学差异。数据显示, 与罗马

尼亚AAN患者相比, 在保加利亚AAN患者尿液样本

中可观察到更高水平的柠檬酸盐、三甲胺-N-氧化物和

丙酮酸盐等代谢物。α-2-微球蛋白被认为是肾小管的

标志物 , 而血清白蛋白则是肾小球蛋白尿的标志物 ,

Huang等[51]给小鼠灌胃AAⅠ和AAⅡ建立了AAN模型,

用十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳技术和表面增

强激光解析电离飞行时间质谱技术在小鼠尿中检测到

这两种标志物的存在。

Ni等[52]采用 GC-MS和 LC-MS技术, 结合主成分

分析模式, 对雄性Wistar大鼠在不同时间点的尿液样

本进行分析发现, 与健康对照组相比, 马兜铃酸肾毒性

组大鼠尿液中的胱氨酸、半胱氨酸、同型半胱氨酸、蛋

氨酸和丝氨酸等氨基酸含量紊乱, 反映了肾小管受损

和细胞间质纤维化, 可作为肾病诊断的一个标准。

3 马兜铃酸的减毒方法

3.1 炮制

中药炮制是我国特有的、具有传统特色的制药技

术, 对药性和中医临床疗效有直接的影响, 其根本目的

是“取利去害”, 即保证用药的安全有效[53,54]。炒法和

炙法等多种炮制方法自古便应用于马兜铃、细辛等

毒性药材, 沿用至今并不断改良完善, 目前仍是含AAs

中药最常用的减毒增效方法, 其关键工艺在于高温处

理可使AAs发生降解、含量降低。因AAs的结构中含

有羧基, 可与碱或强碱盐等反应而溶于水, 残余的碱液

和马兜铃酸盐用水洗即可除去; 醋炙可使炮制品中残

留而易于煎出的痕量马兜铃酸盐还原为难以被煎出的

AAs, 以除去AAs或使AAs难以煎出[55]。这里列举5种

常用马兜铃科中药的炮制减毒方法 (表2)。

3.1.1 马兜铃 马兜铃炮制古以焙制、炒制和炙制运

用较多, 辅料炮制仅见酥炙一种, 现代多用蜜炙法, 以

增强清肺降气, 止咳平喘, 清肠消痔之功效, 减少毒副作

用[56]。例如, 对马兜铃果实的外果皮、内果皮、隔膜和种

子 4个部位的AAs研究, 并对其中的AAⅠ和AAⅡ进行

了定量分析, 结果发现, 在种子中检测到的AAⅠ和AAⅡ

Table 2 Common processing methods of medicinal materials containing AAs

Common variety of traditional

Chinese medicine
Ar. debilis

As. heterotropoides var.

mandshuricum

Aristolochia contorta Bunge
Ar. manshuriensis Kom

Ar. cinnabarina

Method of processing

crude drug
Bake over a slow fire
Stir-heating drugs without dressing
Stir-heating with adjuvant

Bake over a slow fire
Stir-heating drugs without dressing
Process of roasting
Stir-heating with adjuvant

Stir-heating with adjuvant
Stir-heating drugs without dressing
Simple steaming
Boiling
Stir-heating with adjuvant

Simple steaming
Stir-heating with adjuvant

Adjuvant

-

-

Water diluted honey (WDH), salt solution (SS), rice vinegar (RV), alkaline

solution (AS), alkaline solution and rice vinegar (AS&RV), Ginger juice (GJ)
-

-

-

WDH, rice wine (RW), SS, RV, AS, salt solution and rice vinegar (SS&RV),

GJ, decoction of Radix Glycyrrhizae (RG), rice-washed water (RWW)
SS, SS&RV
-

-

-

Soil, river sand, bran, rice, hot pulverized-talcum (HPT), pulverized-clamshell

(PC), vitriol solution (VS), WDH, RW, SS, RV, SS&RV, AS&RV, GJ, RG,

decoction of black soybean (BS), alkali solution and water diluted honey

(AS&WDH), alkali solution and rice wine (AS&RW), alkali solution and

ginger juice (AS&GJ)
-

WDH, BS, RG
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的含量分别为840.17～2 293.44和14.44～131.68 μg·g−1,

在整个马兜铃果实中AAⅠ和AAⅡ的含量分别为253.92～

1 206.04和 28.52～50.35 μg·g−1, 而从外果皮、内果皮、

隔膜中则未检测到AAⅠ和AAⅡ[57]。Li等[58]发现, 经蜜

炙后, 马兜铃中AAⅠ、AAⅡ、马兜铃酸C、马兜铃酸D和

7-羟基-马兜铃酸Ⅰ (7-OH AAⅠ) 5种马兜铃酸的含量下

降了16.9%～50.6%。Yuan等[59]评估了马兜铃生品和蜜

炙品的毒性作用, 生品和蜜炙品的半数致死量 (LD50)

分别为 34.1 ± 7.2和 62.6 ± 8.0 g·kg-1·d-1, 蜜炙品的LD50

约为生品的 1.84倍。Yang等[60]对马兜铃的不同炮制

方法进行了比较, 各炮制品中AAs含量下降比例按降

序排列依次为: 碱制-醋制、碱制、蜜炙、盐炙、姜炙、炒

焦和醋制, 其中碱制-醋制法可使马兜铃中的 6种马兜

铃酸的含量下降50.54%。

3.1.2 细辛 《中国药典》自 2005年版起将细辛的药

用部位由原来的全草改为根和根茎入药, 这也得到了

一些基础研究的论证。Xue等[61]对 7批次细辛进行检

测后发现 , 细辛地下部分含有的 AAⅠ含量为 0.476～

5.003 μg·g-1, 属于痕量; 而细辛地上部分的AAⅠ含量为

5.953～71.187 1 g·g-1, 约为地下部分的40倍。Chen等[62]

比较了清肺排毒汤、细辛水煎液及细辛 70%甲醇提取

液中AAⅠ的含量, 发现当细辛用量为6 g时, 3种样品中

AAⅠ的含量分别为 1.5、3.2 和 9.0 μg, 均低于《中国药

典》中规定的每日最大30 μg的限量标准。细辛的传统

炮制方法可分为两大类: 一类为炒、焙、炮等加热炮制;

另一类为加入酒或醋等辅料炮制[63]。Yan等[64]对细辛

的 10种炮制方法进行了考察, 发现所有炮制方法均可

降低AAⅠ的含量, 并以炒焦炮制最优, 其中炒焦法对细

辛中AAⅠ的去除率达到了60%以上。

3.1.3 青木香 研究发现碳酸氢钠 (NaHCO3)-醋酸法

可除去青木香生品中85%以上的AAs, 用小鼠和大鼠进

行毒理学实验, 测得生品饮片的LD50为 146.45 g·kg-1 ,

青木香炮制品的LD50是青木香生品的 5.78倍, 表明青

木香经碱醋炮制工艺处理后, 毒性明显降低[65]。

3.1.4 关木通 据文献记载, 清炒法、加辅料炒法、炙

法、蒸法和煮法等多种炮制方法均可降低关木通中

AAⅠ的含量, 并显著减轻对动物肾功能的损害, 在多种

炮制方式中以醋炙法和碱炙法的研究最为深入。Pan

等[66]用HPLC测定关木通生品及 29种炮制品中AAⅠ的

含量, 发现石灰水煮、石灰水蒸、甘草汁煮、黑豆汁煮、

小苏打水煮及滑石粉炒 6种方法制得的样品中AAⅠ的

含量降低最明显, 可降低 30%以上, 煮法较其他方法

更好, 原因可能为煎煮法加热时间更长, 辅料中以分子

或离子状态存在的成分可充分渗入到药材组织中并与

AA发生反应, 以降低其含量。Li等[67]采用HPLC法测定

不同关木通炮制品中AAⅠ的含量, 发现其中醋炙品中

AAⅠ的含量约为 1.01 mg·g-1, 其水浸出物与醇浸出物的

含量相当, 是最佳炮制方法。另对关木通醋炙和碱炙技

术进行了改进, 得到最佳实验条件是采用 0.05 mol·L-1

NaHCO3溶液浸泡药材 3次, 浸泡时间为 24 h, 优化后

的工艺可使马兜铃总酸去除率达83.74%[68]。

3.1.5 朱砂莲 Ren等[69,70]用蒸制、蜜炙、碱水炙和甘

草汁炙 4种方法对朱砂莲饮片进行炮制后, 采用HPLC

法对生品和炮制品中AAⅠ的含量进行测定, 除蒸制组

外, 其余 3种炮制法均可起到降低AAI含量的作用, 其

中以碱水炙法最佳, 生品中AAⅠ含量为2.439 4‰, 而碱

水炙品含量则为 0.160 8‰, 变化率可达 93.41%。采用

热板法和醋酸扭体法测试朱砂莲生品、蜜炙品、碱水炙

品和甘草汁炙品水提物给药的小鼠, 发现 3种炮制品

的提取物均有明显的镇痛作用, 且以甘草汁炙品效果

最佳。

3.2 配伍

研究证实, 补益药中的黄芪、冬虫夏草、当归、甘草

和啤酒花, 活血药中的丹参, 清热药中的牡丹皮、竹叶

和黄连, 泻下药中的大黄, 温里药中的干姜和附子, 滋

阴药中的生地黄、玄参和麦冬等, 均可与关木通、广防

己和朱砂莲等配伍, 在煎煮过程中发生氧化、还原和分

解等化学反应而降低马兜铃酸的含量; 配伍药材中的

生物碱和金属离子可抑制毒性成分的溶出, 减轻其肾

毒性和肝毒性等不良反应, 起到增强药效的作用[71-75]。

针对 AAs的毒性机制, 可以配伍活血化瘀中药, 同时

配合补肾益气健脾药以补肾活血, 以达到扩张肾血管、

增加肾血流量、促进纤维组织吸收和防治肾纤维化的

目的[76]。Fang等[77]研究发现益肾软坚散可通过下调

马兜铃酸钠盐所致的转化生长因子 β (TGF-β1)、结缔

组织生长因子和金属蛋白酶组织抑制物 1的高表达,

拮抗AAs的致肾纤维化效应。其次, 使用具有钙拮抗

作用的中药[78], 抑制肾小管上皮细胞的外钙内流, 对

抗 AAs升高细胞内游离钙离子浓度的作用, 防止肾小

管上皮细胞凋亡。Ruan等[79]采用RP-HPLC比较当归

四逆汤各拆方组与关木通中AAⅠ的含量, 测得当归四

逆汤全方中AAⅠ含量最低, 含量约为关木通单方组的

31.97%。

3.3 培育

3.3.1 传统育种 在马兜铃科植物的人工栽培中, 药

材中有效成分和有毒成分的积累会受到环境和气候等

多种因素的影响。与其他减毒方法相比, 育种所需时

间长、过程更加繁琐, 投入成本高, 但只要选育成功就

有可能从源头上解决马兜铃酸的毒性问题。采用水超

声处理辽细辛种子后, 种植出的细辛中的AAⅠ含量降
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低, 地下部分中的AAⅠ含量随月份的增长而不断降低,

由5月份的0.62×10-3%～1.68×10-3%降低至约9月份的

0.09×10-3%～1.55×10-3%, 但不能被完全去除[80]。Cheng

等[81]用田间试验研究了不同遮阴度对 3年生北细辛中

AA Ⅰ含量的影响 , 结果发现在采收季节 , 北细辛在

50%、70% 和 90% 遮阴度下 AA Ⅰ的平均含量分别为

0.256 28、0.259 88 和 0.261 08 mg·g-1, 含量差异不显

著, 但 50%遮阴度成本投入最低, 且可最大程度地降

低细辛中AAⅠ的含量。

3.3.2 分子育种 Schutte等[82]对马兜铃属 4种植物进

行研究, 发现AAⅠ起源于酪氨酸, 并转化成多巴胺和 4-

羟基苯乙醛, 缩合成为 S-去甲乌药碱, 但其具体转化途

径未知。Yang等[83]从马兜铃中扩增得到酪氨酸脱羧

酶 (tyrosine decarboxylase, TyrDC) 基因全长 cDNA 序

列, 发现不同植物的酪氨酸脱羧酶之间普遍存在序列

相似性, TyrDC是AAs生物合成途径中第 1个酶的编

码基因, 以TyrDC为靶基因进行基因敲除可能会阻断

AAs的合成, 提高含AAs中药的安全性。

3.4 药物介入减毒

研究发现, 通过药物介入来减弱AAs导致的肾毒

性, 特别是天然药物在AAs减毒方面也发挥了不错的

作用。Yu等[84]通过动物实验发现, 服用AAs大鼠的肾

皮质与人的肾近端小管上皮细胞中TGF-β1、α-平滑肌

肌动蛋白 (α-sma) 和 Snail mRNA蛋白表达明显上调,

而冬虫夏草能够有效地拮抗AAs诱导的组织纤维化,

其作用可能与抑制 TGF-β1 和 Snail 的表达有关。再

如, 双香豆素和苯茚二酮均能抑制小鼠肾小管上皮细

胞中高表达的醌氧化还原酶 1 (NQO1) 的活性 , 并使

AAⅠ硝化还原而减弱了AAs导致的肾毒性; 当服用较

高剂量的AAⅠ时, 用双香豆素预处理的小鼠存活率会

显著增加[85]。Ding等[86]通过记录斑马鱼模型肾脏和

红细胞循环的细微变化评价白藜芦醇 (Resv) 和熊果

酸 (UA) 对肾脏的保护作用 , 结果发现 Resv和 UA 的

治疗都可以减轻 AA 诱导的肾脏畸形并改善血液循

环, 并有助于肾功能的恢复。另外, Wang等[87]发现白

细胞介素-22可通过抑制细胞质核苷酸结合寡聚化域

样受体蛋白 3 (NOD-like receptor protein 3, NLRP3) 炎

症小体的激活而显著减轻AAN对肾小管的损伤和AA

诱导的肾纤维化和肾功能障碍。Hamano 等[88]在 AA

肾病小鼠模型上进行了肾小管间质损伤的研究, 结果

显示, 虽然早期应用小剂量达贝泊松 α对红细胞压积

影响不大, 但通过提高肾小管细胞存活率明显改善急

性肾小管损伤和间质炎症, 有助于保存肾小管周围毛

细血管和减少间质纤维化。

此外 , 通过药物介入治疗的办法 , 能够抑制 AAs

诱导的正常肾细胞凋亡和减小毒性[89-92]。例如, H2松

弛素可通过激活磷脂酰肌醇-3-激酶/蛋白激酶B信号

通路传导途径减少AAⅠ诱导的细胞凋亡; 硼替佐米能

够显著减轻AAs诱导的肾功能不全和蛋白尿, 降低肾

纤维化相关蛋白和肾损伤标志物等表达, 并在组织病

理学水平上阻止肾纤维化的发生; 维生素C和维生素

D可降低 AAs诱导的 H2O2水平升高和半胱氨酸天冬

氨酸蛋白酶-3活性, 从而减轻AAs诱导的细胞毒性等。

3.5 其他

此外, 结构改造法[93]、微生物转化[94]、分子印迹技

术 (MIT)[95]和使用抗氧化剂[96]等多种技术也用于AAs

的减毒, 并取得了一定的成效和进展, 但由于这些方法

的研究不深入, 故尚未得到广泛应用。

4 结语

在我国, 含 AAs的中药品种较多, 有的中药药用

历史悠久, 是不少复方的重要组成, 用途涉及抗菌、抗

肿瘤和保健等多方面。自“马兜铃酸事件”以来, 我国

加强了对含AAs药物的风险管理措施, 但部分含AAs

的中药仍缺乏明确的马兜铃酸限量使用标准和安全使

用期限。并且, 对许多中药及其制剂中AAs的定性和

定量、限量使用和毒理学等内容的研究尚不够深入而

无法充分评估其风险, 这严重影响了含AAs中药的临床

用药安全, 也引发了公众对含AAs中药的疑虑心理。

我国药用植物资源丰富, 寻找AAs含量高的中药

替代品可作为一种可行的解决方法。同时, 应在中医

药理论的指导下, 结合现代技术手段, 加强对含 AAs

中药的风险评估及质量评价, 制定合理的AAs限量标

准, 并探索安全有效的AAs减毒方式, 以保障此类中

药的临床用药安全。
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