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五味子醇甲对千里光碱致小鼠肝损伤的改善作用
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摘要: 菊三七含千里光碱 (senecionine, SEN) 等大量吡咯里西啶生物碱 (pyrrolizidine alkaloids, PAs), 其所导致

的肝毒性问题成为最受关注的中药药源性肝损伤之一 , 但尚无有效的临床治疗药物。本课题组前期研究表明

CYP3A4抑制剂利托那韦可有效抑制SEN代谢活化并降低其肝毒性。保肝中药五味子含大量木脂素类活性成分, 可

通过影响药物代谢酶改善药源性肝损伤。因此, 本研究探讨了五味子主要木脂素类化合物五味子醇甲 (schisandrol A,

SoA) 对 SEN 致小鼠肝损伤的改善作用, 并初步探讨其对千里光碱代谢的影响。所有动物实验经上海中医药大学

实验动物伦理委员会审查 (PZSHUTCM210604002), 符合实验动物伦理相关规范。小鼠单次灌胃 SEN (150 μmol·

kg-1) 造成肝损伤模型, 并设SoA (116 μmol·kg-1) 干预组、溶剂对照组和SoA对照组。结果表明, SoA可明显降低SEN

致肝损伤小鼠血清转氨酶活性, 缓解肝细胞坏死、肝窦淤血等病理状态。进一步测定小鼠血清中 SEN代谢产物的

含量, 结合体外肝微粒体代谢研究, 发现SoA可抑制SEN代谢活化关键酶CYP3A4酶活性, 降低千里光碱代谢产物

的含量。本研究表明, SoA可明显改善 SEN致小鼠肝损伤, 与抑制 SEN代谢活化密切相关。研究结果为基于药物

代谢探讨SEN的减毒策略, 以及菊三七等含PAs中草药的临床合理应用提供理论依据。
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Abstract: Hepatotoxicity induced by herbal medicines such as Gynura japonica, which contains large amount

of pyrrolizidine alkaloids (PAs) such as senecionine (SEN), is among the most serious problems of herbal drug-

induced liver injury, yet there is no effective treatment in clinic. We have previously reported that ritonavir (the

well-known CYP3A4 inhibitor) protected rats against Gynura japonica-induced liver injury in rats, which was

closely related to the inhibition of the metabolic activation of PAs. A large number of lignans have been identified

in Schisandrae Chinensis Fructis and are reported to attenuate drug-induced liver injuries by modulating the drug

metabolism enzymes. Therefore, the present study investigated the protective effect and potential mechanism of
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schisandrol A (SoA, a representative lignan identified in Schisandrae Chinensis Fructis) against SEN-induced hepa‐

totoxicity in mice. All experiments were approved by the Animal Research Committee of Shanghai University of

Traditional Chinese Medicine (PZSHUTCM210604002). Animal welfare and the animal experimental protocols

were strictly consistent with related ethics regulations of Shanghai University of Traditional Chinese Medicine.

Liver injury was induced by a single gavage of SEN (150 μmol·kg-1); mice in the protection group were gavaged

with SoA (116 μmol·kg-1) 7 days before SEN treatment. The results show that SoA dramatically alleviated SEN-

induced liver injury in mice. Mice in the protection group showed decreased serum activities for alanine amino‐

transferase and aspartate aminotransferase; in addition, the hepatic necrosis and sinusoidal hemorrhage in SEN-

treated mice were markedly attenuated in the protection group. The serum contents of SEN metabolites in mice

were decreased. In vitro studies were performed by using human liver microsomes and proved that SoA inhibits

CYP3A4 to decrease the metabolism of SEN. These studies indicate that SoA attenuated SEN-induced liver injury

in mice, which was closely related to the inhibition of the metabolic activation of SEN. These results provide a

better understanding of the relationship between CYP3A4 and PA-induced toxicity. This work also will be helpful

in developing effective treatments for SEN-induced liver injury based on inhibition of its metabolic activation, and

in making reasonable evaluations of the safety of herbal medicines containing PAs such as G. japonica.
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吡咯里西啶生物碱 (pyrrolizidine alkaloids, PAs)

是一类天然的毒性生物碱, 是导致临床肝窦阻塞综合

征 (hepatic sinusoidal obstruction syndrome, HSOS) 的

主要原因之一[1]。PAs是一大类结构相似的化合物, 由

双稠吡咯环 (次碱) 和植物中的有机酸 (次酸) 酯化形

成; 其中次碱结构上 C1 和 C2 位的不饱和双键为 PAs

致毒的关键结构。已发现 600多种 PAs (含氮氧化物)

存在于菊科、紫草科、豆科等 6 000多种植物中[2,3], 我

国有 50多种中草药含有 PAs。大量研究表明, PAs致

毒与其代谢过程密切相关。PAs 经细胞色素 P450 酶

(cytochrome P450 enzyme, CYP450) 代谢活化生成脱

氢吡咯酯, 其不稳定、亲电性强, 与体内多种物质结合

进一步诱发毒性[4-6]: 与蛋白结合生成吡咯-蛋白加合

物 (pyrrole-protein adducts, PPAs), 进一步诱发 HSOS;

与DNA结合生成吡咯-DNA加合物, 可导致基因毒性

并致癌。近年来, 因误服误用菊科植物菊三七Gynura

japonica 等含 PAs的中草药导致 HSOS 的报道在我国

逐年增多[7,8]; 2017年, 中华医学会消化病学分会肝胆

疾病协作组发布了针对 PAs致临床HSOS的诊断和治

疗指南[8], 进一步明确了该疾病的发病特征, 然而目前

临床上尚无有效的预防和治疗药物。

中药五味子始载于《神农本草经》, 具有敛肺滋肾、

生津敛汗、涩精止泻、宁心安神的功效, 是传统的保肝

中药。药典收录的五味子药材为木兰科植物五味子

Schisandra chinensis (Turcz.) Baill.的干燥成熟果实, 主

产于黑龙江、吉林、辽宁、内蒙古等地, 故又称北五味

子。五味子临床应用极为广泛, 五味子单味或与其他

中药配伍用于急、慢性肝损伤的治疗[9-11], 在保肝经典

方剂扶正化瘀方以及中成药护肝片中均含有五味子。

木脂素类化合物是五味子的主要活性成分 (约占 8%),

这类成分多具有抑制神经中枢、抵抗药源性肝损伤、促

进肝再生等多方面的药理作用[12-14], 引起研究者的广

泛关注。《中华人民共和国药典》2020版以五味子醇甲

(schisandrol A, SoA) 作为中药五味子的指标成分 , 并

规定五味子中含 SoA不得少于 0.40%[15]。现代药理研

究证实 SoA可改善四氯化碳[16]、对乙酰氨基酚[17]所致

药源性肝损伤。

本课题组前期研究已表明CYP3A4抑制剂可明显

改善菊三七中 PAs诱导的大鼠肝毒性[18]。近年来, 国

内外学者从诸多中草药中发现了多种代谢酶的强效抑

制剂[19], 极大地丰富了中药肝毒性、配伍禁忌及解毒研

究的内涵。因此, 本研究以菊三七中最主要的、毒性最

强的 PAs千里光碱 (senecionine, SEN)[20-22]诱导小鼠肝

损伤, 探讨SoA对千里光碱致肝毒性的影响, 并探讨其

可能的作用机制, 为 PAs减毒策略的开发及含 PAs中

药及制剂的临床应用提供理论依据。

材料与方法

药品与试剂 千里光碱 (批号: PRF8101624) 购自

成都普瑞法科技开发有限公司, 纯度大于98%。五味子

醇甲 (批号: RFS-W00211812007) 购自成都瑞思芬生

物科技有限公司, 纯度大于98%。称取千里光碱粉末适

量, 用 5% 盐酸水溶液溶解, 加入 1 mol·L-1 氢氧化钠水

溶液调节pH至6～7, 以生理盐水稀释至15.0 mmol·L-1。

称取五味子醇甲粉末适量, 加入0.5%羧甲基纤维素钠水

溶液制得浓度为11.6 mmol·L-1的混悬液。色谱级乙腈、

甲酸以及分析级丙酮均购自国药控股化学试剂有限公

司; 睾酮 (testosterone, 纯度大于 98%, 批号: J0805AS)
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购自大连美仑生物技术有限公司; 6β-羟基睾酮 (6β-OH-

testosterone, 纯度大于97%, 批号: 0536084-5) 购自加拿

大Cayman Chemical公司; 混合人肝微粒体 (human liver

microsomes, HLM) 购自上海瑞德肝脏疾病有限公司。

实验动物 SPF 级雄性 C57 BL/6J 小鼠 (8 周龄 ,

体重20 ± 2 g) 购自北京维通利华实验动物技术有限公

司 (合格证号 : 20210824Ab220619000223), 饲养于上

海中医药大学实验动物中心 (饲养条件 : 温度 20 ±

2 ℃, 相对湿度 55% ± 5%, 室内空气交换每小时 12～

18次, 12 h昼/夜循环, 自由摄取食物和水)。动物实验

方案经上海中医药大学实验动物伦理委员会批准

(PZSHUTCM210604002)。

实验动物适应性喂养 7天, 将小鼠随机分为 4组,

每组 8只, 分别为溶剂对照组 (VEH组)、模型组 (SEN

组)、五味子醇甲干预组 (SoA+SEN组)、五味子醇甲对

照组 (SoA 组)。SEN 组单次灌胃 SEN 150 μmol·kg-1;

SoA+SEN组每日给药SoA 116 μmol·kg-1, 连续 7天, 于

末次给药后灌胃千里光碱 (150 μmol·kg-1) 造模; VEH和

SoA组分别灌胃空白溶剂和五味子醇甲 (116 μmol·kg-1)。

各组小鼠分别于千里光碱造模 1 h 后异氟烷麻醉眼

眶静脉丛取血 , 千里光碱造模 24 h 后异氟烷麻醉摘

眼球取血 , 收集肝脏。全血于室温下静置 2 h, 4 ℃、

4 000 r·min-1离心 10 min, 分离血清; 取小鼠肝脏最大

叶中 1 cm × 1 cm置 4%多聚甲醛中, 其余肝脏以液氮

速冻后保存于−80 ℃。

肝损伤评价 血清肝功能指标, 包括谷丙转氨酶

(alanine aminotransferase, ALT) 活 力 、谷 草 转 氨 酶

(aspartate aminotransferase, AST) 活力, 根据试剂盒 (江

苏南京建成生物工程研究所) 说明书进行测定, 多功

能酶标仪 (Thermo Scientific, 型号: Varioskan Flash) 于

波长 510 nm处读取各吸光度 (A) 值, 根据标准曲线计

算ALT、AST活力。

肝脏组织以 4% 多聚甲醛固定 24 h 后, 依次进行

脱水、包埋、切片、苏木素-伊红 (HE) 染色、乙醇脱水、

二甲苯透明、树胶封固, 于光学显微镜下观察组织病理

变化并采集图片。

千里光碱及代谢物含量测定 利用液相色谱-质

谱联用系统 (配备日本 Shimadzu CBM-30 A高效液相

色谱系统, 连接美国ABSCIEX QTRAP6500质谱系统)

进行 , 采用多反应监测 (multiple reaction monitoring,

MRM) 模式进行检测。色谱柱为 ACQUITY UPLC

HSS T3柱 (2.1 mm × 100 mm, 1.8 μm); 流动相为 0.1%

甲酸水-乙腈。取各组小鼠血清适量, 加 5倍体积 4 ℃

预冷的丙酮沉淀蛋白。取上清液, 根据本课题组前期

报道方法 [23,24], 利用 LC-MS/MS 测定上清液中千里光

碱代谢物千里光碱氮氧化物 (SEN N-oxide, SENNO)、

羟化产物 (hydroxylated SEN, SENOH) 的含量 ; 梯度

洗脱: 0～0.5 min, 2% 乙腈 ; 0.5～3 min, 2%～20% 乙

腈 ; 3～5 min, 20%乙腈; 5～5.5 min, 20%～95%乙腈;

5.5～7 min, 95%乙腈。蛋白以无水乙醇洗涤, 参考前期课

题组建立方法以Ehrlich试剂和 2%硝酸银溶液进行衍

生化[25,26], 所得上清液利用LC-MS/MS测定PPAs含量,

梯度洗脱: 0～0.5 min, 2%乙腈; 0.5～3 min, 2%～20%

乙腈; 3～5 min, 20%乙腈; 5～5.5 min, 20%～95%乙腈;

5.5～7 min, 95%乙腈。各化合物的检测离子通道分别

为 : 千里光碱 , 336.2 > 120.2 (定量离子对), 336.2 >

138.2 (定性离子对); 千里光碱氮氧化物或羟化产物 ,

352.2 > 120.2 (定量离子对), 352.2 > 138.2 (定性离子

对); 野百合碱 ( 内标), 326.2 > 120.2 ( 定量分析),

326.2 > 138.2 (定性离子对); PPAs, 341.2 > 252.2 (定量

离子对), 341.2 > 296.2 (定性离子对)。

人肝微粒I相代谢反应 肝微粒体反应总体系包含:

混合人肝微粒体 (0.5 g·L-1)、NADPH (G-6-P, 10 mmol·L-1;

G-6-PDH, 1 unit·mL-1; NADPNa2, 1 mmol·L-1)、MgCl2

(4 mmol·L-1)、Tris-HCl (50 mmol·L-1, pH 7.4); 总体积

100 μL。

以上肝微粒体反应体系加入除启动子NADPH以

外的各试剂 , 加入不同浓度的千里光碱溶液 (母液 :

100 mmol·L-1, 甲醇溶解 ; 工作液终浓度为 0、1、10、

20、50、100、200、500、1 000 μmol·L-1), 于 37 ℃预孵育

5 min; 加入启动子 NADPH, 37 ℃孵育 30 min, 加入

5%冰丙酮终止反应, 取上清液利用LC-MS/MS测定千

里光碱含量, 根据千里光碱剩余量计算不同底物浓度

下千里光碱在人肝微粒体发生 I相代谢反应速率。

以上肝微粒体反应体系加入除启动子NADPH以外

的各试剂, 加入千里光碱溶液 (200 μmol·L-1) 和不同浓

度的五味子醇甲溶液 (母液: 100 mmol·L-1, 甲醇溶解; 工

作液终浓度为 0、1、10、20、50、100、200、500 μmol·L-1),

于 37 ℃预孵育 5 min; 加入启动子NADPH, 37 ℃孵育

30 min, 加入冰丙酮终止反应并沉淀蛋白 , 蛋白用于

PPAs含量测定, 上清液用于千里光碱代谢物SENNO、

SENOH含量测定, 测定五味子醇甲对千里光碱在人肝

微粒中 I相代谢的影响。

CYP3A4酶活性测定 参考文献[27]报道, 采用底物

探针法以睾酮为CYP3A4特异性底物, 测定产物 6β-羟

基睾酮含量, 以此表征CYP3A4酶活性。肝微粒体反

应总体系包含 : 混合人肝微粒体 (0.5 g·L-1)、NADPH

(G-6-P, 10 mmol·L-1; G-6-PDH, 1 unit·mL-1; NADPNa2,

1 mmol·L-1)、MgCl2 (4 mmol·L-1)、Tris-HCl (50 mmol·L-1,

pH 7.4)、反应底物睾酮 (50 μmol·L-1); 总体积 100 μL。
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以上肝微粒体反应体系加入除启动子NADPH以外的

各试剂, 加入不同浓度的五味子醇甲溶液 (终浓度0、1、

10、20、50、100、200、500 μmol·L-1), 于37 ℃预孵育5 min;

加入启动子 NADPH, 37 ℃孵育 30 min, 加入冰甲醇

100 mL (含内标伪麻黄碱 30 nmol·L-1) 终止反应并沉

淀蛋白, 4 ℃、4 000 r·min-1离心 10 min, 取上清液用于

LC-MS/MS 分析 , 色谱柱为 Acquity UPLC HSS T3 柱

(2.1 mm × 100 mm, 1.8 μm), 流动相为 0.1%甲酸水-乙

腈; 梯度洗脱方式如下: 0～1 min, 8%乙腈; 1～2 min,

8%～40%乙腈; 2～4 min, 40%～95%乙腈; 4～4.5 min,

95%乙腈。采用MRM模式测定产物 6β-OH睾酮的含

量 (离子通道分别为: 6β-OH睾酮, 305.2 > 269.2; 内标伪

麻黄碱, 166.1 > 148.1), 测定五味子醇甲对CYP3A4酶

活性的影响。

RT-PCR分析 称取小鼠肝脏约10 mg, 以总RNA

极速抽提试剂盒 (上海飞捷生物技术有限公司, 货号:

220011) 提取总RNA, 取 1 μg总RNA以逆转录试剂盒

(日本Takara公司, 货号: RF420A) 逆转录为 cDNA, 以

美国ABI ViiA7实时荧光定量基因扩增荧光检测系统

(RT-PCR) 测定肝脏中相关基因的 mRNA 表达水平。

以Gapdh为内参, 采用 2-∆∆Ct法计算相关基因的相对表

达量, VEH组设为 1, 引物 (上海捷瑞生物工程有限公

司合成) 序列见表1。

统计学分析 实验数据采用均数 ± 标准差 (x̄ ± s)

表示, GraphPad Prism 8.0 (GraphPad Software, San Di‐

ego, CA) 软件用于统计分析, 两组间比较满足正态分

布采用参数检验进行差异分析, 若 P < 0.05则表示差

异有统计学意义。

结果

1 五味子醇甲降低千里光碱致小鼠肝损伤

如图 1 所示 , 与 VEH 组比较 , SEN 模型组肝脏组

织切片可见明显肝细胞坏死和肝窦瘀血, 血清转氨酶

ALT、AST活力明显升高 (P < 0.001), 与本课题组前期

报道[23,28]一致; 116 μmol·kg-1五味子醇甲干预组 (SoA+

SEN) 小鼠肝脏损伤情况较模型组显著改善, 未见明显

损伤 , 血清 ALT、AST 活力也明显降低 (分别降低约

57.8%、34.7%), 以上结果均表明五味子醇甲对千里光

碱致小鼠肝毒性具有明显的保护作用。此外, 与VEH

组比较, SoA对照组小鼠行为、肝脏病理及血清转氨酶

均未表现出明显异常。

2 五味子醇甲降低千里光碱在小鼠体内的代谢活化

本课题组前期研究[23,24]表明, 千里光碱在血清中

的主要代谢物为SENNO和SENOH。本研究测定千里

光碱造模1 h后血清中千里光碱主要代谢物的含量, 结

果表明, SoA干预组血清SENNO、SENOH含量均明显

Figure 1 Schisandrol A (SoA) treatment attenuates senecionine (SEN)-induced hepatotoxicity in mice. Mice were orally treated with SoA

(116 μmol·kg-1) 7 days before SEN treatment (150 μmol·kg-1), and sacrificed 24 h after SEN administration. A: Chemical structures of SEN

and SoA; B: Hematoxylin and eosin (HE) staining of the liver; C: Serum activities of alanine aminotransferase (ALT) and aspartate amino‐

transferase (AST). VEH: Vehicle group. n = 8,
-
x ± s. **P < 0.01, ***P < 0.001

Table 1 The primer sequences for RT-PCR. Gapdh: Glyceralde‐

hyde-3-phosphate dehydrogenase; Cyp3a11: Cytochrome P450,

family 3, subfamily a, polypeptide 11; Pxr: Pregnane X receptor;

Car: Constitutive androstane receptor

Gene name
Gapdh

Cyp3a11

Pxr

Car

Primer
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse

Sequence (5′ to 3′)
GGCCGAGAATGGGAAGCTTGT
ACATACTCAGCACCGGCCTCA
GAAGCATTGAGGAGGATCACAC
TTACGAGTCCCATATCGGTAGAG
GATCATGTCCGATGCCGCT
TGGGAGAAAGTTGTGTCAAAGGT
TTGGTCCCATCTGTCCGTTT
TGCTTTCTCTGCCCGCC
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低于模型SEN组 (图 2A)。此外, PPAs为PAs致肝毒性

的代谢标志物, 与肝损伤程度相关[25,26]。由图 2B可见,

千里光碱造模 24 h后, SoA干预组血清中PPAs含量较

模型组明显降低 (P < 0.01)。以上结果提示, 五味子醇

甲可抑制千里光碱代谢活化 , 降低千里光碱代谢物

含量。

3 五味子醇甲抑制千里光碱在肝微粒体的 I相代谢

利用人肝微粒体进行体外孵育, 根据千里光碱剩余

量计算不同底物浓度下千里光碱在人肝微粒体的 I相代

谢反应速率。将底物浓度和反应速度作图 (图3A、B) 可

知, 千里光碱在人肝微粒体中发生 I相代谢符合典型酶

促反应动力学 Michaelis-Menten 方程 (米氏方程: V =

Vmax × [S] / Km ± [S], Vmax为酶反应最大速度, Km为米氏常

数 , [S]为底物浓度), 相关系数为 0.999, Km 为 714.6 ±

157.2 μmol·L-1, Vmax为1.21 ± 0.17 nmol·mg-1 pro·min-1, 内

在清除率 (CLint) 为 1.7 μL·mg-1 pro·min-1。进一步研究

五味子醇甲对千里光碱在人肝微粒体种 I相代谢的影

响, 以不同浓度五味子醇甲 (0～500 μmol·L-1) 与千里

光碱共孵育, 千里光碱 I相代谢物 SENNO、SENOH及

PPAs的生成量均呈剂量依赖性降低 (图3C)。以上结果

提示, 五味子醇甲对千里光碱 I相代谢具有明显的抑

制作用。

4 五味子醇甲抑制人肝微粒CYP3A4酶活性

千里光碱主要经CYP3A4酶代谢发生 I相代谢, 生

成SENNO、SENOH以及脱氢吡咯, 脱氢吡咯进一步与

蛋白结合生成 PPAs[6]。因此, CYP3A4 是催化千里光

碱代谢物SENNO、SENOH及PPAs生成的主要酶。本

研究进一步利用人肝微粒体测定了五味子醇甲对

CYP3A4酶活性的影响。结果表明, 五味子醇甲可抑

Figure 2 SoA treatment decreases the serum concentration of

SEN metabolites in mice. Mice were orally treated with SoA

(116 μmol·kg-1) 7 days before SEN treatment (150 μmol·kg-1), and

blood samples were collected at 1 h and 24 h, respectively. A:

Serum concentration of SEN N-oxide (SENNO) and hydroxylated

SEN (SENOH) at 1 h after SEN exposure; B: Serum concentration

of pyrrole-protein adducts (PPAs) at 24 h after SEN exposure. n =

8,
-
x ± s. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001

Figure 3 SoA treatment inhibits phase I metabolism of SEN in human liver microsomes. Michaelis-Menten (A) and Eadie-Hofstee (B)

plots of SEN metabolism in human liver microsomes. SEN (0-1 000 μmol·L-1) was incubated with human liver microsomes (0.5 g·L-1) at

37 ℃ for 30 min with NADPH. C: SoA decreases the velocity of formation of SEN phase I metabolites dose-dependently. SoA (0-500 μmol·L-1)

was incubated with SEN (200 μmol·L-1) in human liver microsomes (0.5 g·L-1) at 37 ℃ for 30 min with NADPH. n = 6,
-
x ± s. *P < 0.05,

**P < 0.01, ***P < 0.001 vs SEN
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制CYP3A4酶活性, 半数抑制率 (IC50) 为 52.3 μmol·L-1

(图 4)。该部分结果与五味子醇甲降低千里光碱在人

肝微粒的 I相代谢产物生成的结果相符, 由此推测: 五

味子醇甲通过抑制CYP3A4酶活性, 从而抑制千里光

碱的 I相代谢。

5 五味子醇甲影响小鼠体内千里光碱代谢关键基因

的mRNA表达水平

进一步测定小鼠肝脏中千里光碱代谢关键基因

Cyp3a11 及相关核受体 Pxr、Car 的 mRNA 表达水平

(图 5)。造模 24 h后, SEN组肝脏Cyp3a11、Pxr、Car的

mRNA表达均较溶剂对照组显著降低, 与文献[28]报道

一致; 而SoA干预组中此基因的mRNA表达均较模型

组显著升高, 与溶剂对照组趋近一致, 表明五味子醇甲

可通过调节代谢酶缓解千里光碱造成的小鼠肝损伤。

讨论

含千里光碱等PAs的中草药及膳食补充剂导致肝

毒性的问题引起国际社会的广泛关注[29,30], 成为最严

重的中药药源性肝损伤问题之一。PAs 本身无毒性,

主要由细胞色素 P450酶 (主要是 CYP3A4) 代谢生成

活化吡咯并与蛋白等生命大分子物质结合从而诱导毒

性[4-6]。本研究以菊三七中最具代表性的肝毒性PAs千

里光碱构建肝损伤模型, 探讨保肝中药五味子木脂素

类活性成分五味子醇甲对其毒性的改善作用。结果表

明, 五味子醇甲对千里光碱致小鼠肝损伤具有显著的

保护作用, 减轻肝脏细胞坏死及瘀血, 降低血清转氨酶

活性。

药物代谢酶在药物发挥作用过程起到重要的作

用, 药物-药物相互作用可能会影响药物代谢酶促使药

物产生药效或增加毒性[31-33]。中药配伍是我国传统中

医药的核心理论之一, 也是中药减毒增/存效的有效方

式, 对于中药临床合理用药尤其重要。PAs致肝毒性

与代谢密切相关, 对 PAs代谢的调节将严重影响其毒

性。五味子中含有的木脂素类成分是一类由两分子苯

丙素衍生物聚合而成的天然化合物, 五味子醇乙、五味

子酯乙、五味子酯甲、五味子乙素等木脂素类化合物均

对 CYP3A4 酶活性具有不同程度的抑制作用[34-36], 并

且已有研究证实此类成分对药物代谢酶的调控是其发

挥保肝药效的重要机制[17,36,37]。本研究进一步利用人

肝微粒体测定五味子醇甲对 CYP3A4酶活性的影响,

结果表明五味子醇甲可抑制CYP3A4的酶活性从而改

善肝损伤, 并在体内外抑制千里光碱经CYP3A4催化

的代谢产物的含量。以上研究均证实五味子醇甲发挥

药效与其抑制CYP3A4酶活性进而抑制千里光碱代谢

活化密切相关。CYP3A4是催化千里光碱代谢活化致

毒的关键代谢酶, 而上游核受体孕烷X受体 (pregnane

X receptor, PXR) 和组成型雄甾烷受体 (constitutive

androstane receptor, CAR) 对其具有显著的调节作

用[38]。已有报道证明核受体对PAs致肝毒性的调控作

用[39]。本研究发现五味子醇甲可以回调千里光碱致肝

损伤小鼠肝脏中Cyp3a11及核受体Pxr、Car的mRNA

表达水平, 使其趋于溶剂对照组 , 进一步证实五味子

醇甲可通过调节药物代谢酶发挥其对千里光碱致肝损

伤的保护作用。以本研究为基础, 后续将进一步深入

探讨五味子醇甲对千里光碱体内吸收、分布、代谢及排

泄的动力学特征及相关代谢机制, 为菊三七等含千里

Figure 5 SoA treatment modulates hepatic mRNA expression of genes involved in the metabolism of SEN. Mice were orally treated with

SoA (116 μmol·kg-1) 7 days before SEN treatment (150 μmol·kg-1), and sacrificed at 24 h after SEN administration. n = 6,
-
x ± s. *P < 0.05,

**P < 0.01, ***P < 0.001

Figure 4 SoA inhibits CYP3A4 enzyme activity in human liver

microsomes. SoA (0-500 μmol·L-1) was incubated with testosterone

(50 μmol·L-1) in human liver microsomes (0.5 g·L-1) at 37 ℃ for

30 min with NADPH. Enzyme activity of CYP3A4 was measured

by the LC-MS/MS cocktail assay by using testosterone as the

specific CYP3A4 probe substrate. n = 3,
-
x ± s
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光碱的中草药及其制剂的减毒策略的开发及临床合理

应用提供参考。
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