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何首乌中顺式 (反式)-大黄素--大黄素二蒽酮肝保护活性研究
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摘要: 顺式-大黄素-大黄素二蒽酮 (化合物 1) 和反式-大黄素-大黄素二蒽酮 (化合物 2) 均从何首乌的干燥块根

中分离得到。在本研究中 , 首先评价了化合物 1 和 2 的混合样品 (大黄素-大黄素二蒽酮) 对刀豆蛋白 A 

(concanavalin A, ConA) 诱导 ICR小鼠急性肝损伤的保护作用及可能的作用机制。结果表明, 大黄素-大黄素二蒽酮

在 1 mg·kg-1 可显著降低肝损伤小鼠血清谷丙转氨酶 (alanine aminotransferase, ALT) 和谷草转氨酶 (aspartate 

aminotransferase, AST) 水平 (P < 0.05), 改善肝组织病理损伤。1 mg·kg-1大黄素-大黄素二蒽酮还能显著降低肝组织

Bcl-2相关X蛋白 (Bcl-2 assaciated X protein, Bax) mRNA水平, 同时升高B淋巴细胞瘤-2 (B-cell lymphoma-2, Bcl-2) 

mRNA表达水平 (P < 0.05)。进一步利用过氧化氢 (H2O2) 诱导的肝细胞损伤模型评价化合物 1和 2对肝细胞损伤的

保护活性。结果表明, 化合物 1和 2可显著抑制H2O2诱导的肝细胞损伤, 降低细胞培养上清转氨酶ALT、AST及碱

性磷酸酶 (alkaline phosphatase, ALP)、乳酸脱氢酶 (lactate dehydrogenase, LDH) 水平, 提高细胞存活率。化合物 1和

2 显著改善 H2O2 诱导的肝细胞氧化应激状态 , 0.5 µmol·L-1 化合物 1 可显著提高肝细胞内超氧化物歧化酶 

(superoxide dismutase, SOD) 的酶活力 (P < 0.01), 0.5 µmol·L-1化合物 2 可显著降低细胞内活性氧 (reactive oxygen 

species, ROS) 含量、提高SOD酶活力和还原型谷胱甘肽 (glutathione, GSH) 的含量 (P < 0.01)。同时, 0.5 µmol·L-1化

合物 1和 2可通过提高Bcl-2/Bax蛋白表达比例 (P < 0.05)、降低剪切体半胱天冬酶 3 (cleaved caspase-3) 和前体胱天

蛋白酶 3 (pro caspase-3) 的比例抑制肝细胞凋亡 (P < 0.05)。本研究表明, 何首乌中大黄素-大黄素二蒽酮成分具有

抗肝组织损伤活性, 其中化合物 1和 2可通过抑制细胞凋亡和氧化应激发挥肝保护作用。本研究为常用量何首乌肝

补益功效提供了重要的物质基础。本研究中所有动物实验在开展前经过中国医学科学院药物研究所实验动物管理

和使用委员会 (IACUC) 的审查批准。
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Abstract: The cis-emodin-emodin dianthrone (compound 1) and trans-emodin-emodin dianthrone (compound 2) 

were extracted from Polygonum multiflorum Thunb. The protective effect and mechanism of compound 1 and 

compound 2 (emodin-emodin dianthrones) on acute liver injury induced by concanavalin A (ConA) in ICR mice 
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was first investigated. The results indicated that emodin-emodin dianthrones at 1 mg·kg-1 significantly reduced 

serum alanine aminotransferase (ALT) and aspartate aminotransferase (AST) level (P < 0.05). Emodin-emodin 

dianthrones also improved liver histopathological damage in liver-injured mice. The level of Bcl-2-associated X 

protein (Bax) mRNA in liver was significantly reduced by 1 mg·kg-1 of emodin-emodin dianthrones, while the level 

of B-cell lymphoma-2 (Bcl-2) mRNA expression was significantly increased (P < 0.05). The protective activity of 

compounds 1 and 2 against hepatocyte injury was further evaluated by hydrogen peroxide (H2O2) -induced 

hepatocyte injury. Compounds 1 and 2 significantly inhibited H2O2-induced hepatocyte injury and reduced the 

levels of ALT, AST, alkaline phosphatase (ALP), and lactate dehydrogenase (LDH) in cell culture. Compounds 1 

and 2 also significantly improved the cell survival rate and decreased H2O2-induced oxidative stress in hepatocytes. 

Compound 1 (0.5 µmol·L-1) significantly increased the enzymatic activity of superoxide dismutase (SOD) in 

hepatocytes (P < 0.01), and 0.5 µmol·L-1 of compound 2 significantly decreased the intracellular reactive oxygen 

species (ROS), increased SOD enzyme activity, and glutathione (GSH) content (P < 0.01). Compounds 1 and 2 at 

0.5 µmol·L-1 also inhibited hepatocyte apoptosis by increasing the protein expression ratio of Bcl-2/Bax (P < 0.05) 

and decreasing the protein expression ratio of cleaved caspase-3 and pro caspase-3 (P < 0.05). This study indicates 

that the emodin-emodin dianthrones from Polygonum multiflorum Thunb. have liver-protective activity. 

Compounds 1 and 2 exerted hepatoprotective effects by inhibiting apoptosis and oxidative stress. The study 

provides an important material basis for the hepatoprotective effect of commonly used amounts of Polygonum 

multiflorum Thunb.
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肝脏是代谢毒素、合成营养素和促进造血的重要

器官[1]。近年来, 随着人们生活方式和饮食习惯的改

变, 肝脏负担不断增加。饮食、酒精、药物、肝炎病毒等

均会导致一系列肝脏疾病, 大大降低了人们的生活质

量并造成严重的社会经济负担[2]。药物治疗依然是应

对肝脏疾病的主要手段[3]。

何首乌是蓼科植物何首乌Polygonum multiflorum 

Thunb.的干燥块根, 为传统中草药, 也是许多药物和处

方中的成分。随着何首乌的大量应用, 其导致的肝脏

毒性近年来被广泛关注[4], 本研究团队前期也对何首

乌的肝毒性进行了大量研究, 报道了何首乌块根中的

大黄素-大黄素二蒽酮类成分在较高浓度下 (10 和

20 µmol·L-1) 对肝细胞[5]和斑马鱼模型[6]表现出显著肝

毒性, 为长期且大剂量服用何首乌的肝毒性物质基础

研究提供了进一步的证据。但何首乌作为应用数千年

的滋补中药, 其药理学功能更为突出且更应该得到重

视。传统中医认为, 何首乌具有补肝肾、益精血、乌髭

发的功效[7]。现代药理学研究显示, 何首乌具有抗衰

老、抗炎、调血脂和神经保护等多种药理作用[8]。有研

究亦表明, 何首乌提取物具有抗氧化[9]和抑制细胞凋

亡活性[10], 具有治疗高脂血症[11]、非酒精性脂肪性肝

病[12]和病毒性乙型肝炎[13]等肝脏系统疾病的作用。本

课题组在对大黄素-大黄素二蒽酮类成分开展毒性研

究的过程中也发现, 低剂量的顺式 (反式)-大黄素-大

黄素二蒽酮不仅没有肝毒性, 反而能够增强线粒体功

能, 提示顺式 (反式)-大黄素-大黄素二蒽酮可能具有

重要的药效学活性。深入挖掘何首乌的药效物质基础

和毒性物质基础研究, 并阐明药效和毒性之间的关系

是重要的研究课题。

本研究采用刀豆蛋白A (concanavalin A, ConA) 诱

导的小鼠急性肝损伤模型和 H2O2诱导的 HepG2细胞

损伤模型评价了顺式-大黄素-大黄素二蒽酮 (化合物

1) 和反式-大黄素-大黄素二蒽酮 (化合物 2) 的肝保护

活性 , 发现化合物 1 和 2 在低剂量下 (体外 0.2～

0.5 µmol·L-1, 体内 0.1～1 mg·kg-1) 可通过抑制凋亡和

氧化应激发挥肝保护作用。化合物 1和 2为何首乌中

的微量成分[14], 治疗剂量服用何首乌很难达到其产生

肝毒性的浓度, 本研究为治疗剂量何首乌补益肝肾的

功效提供了进一步的物质基础。同时结合本课题组前

期研究发现, 本研究也提出大黄素-大黄素二蒽酮既是

何首乌补肝肾、益精血的有效成分之一, 也是何首乌超

剂量长期用药产生肝毒性的主要毒性成分之一, 为何

首乌增效减毒和进一步研发提供实验依据。

材料与方法

药物及主要试剂 何首乌购于广东省肇庆市德庆

县, 经中国食品药品检定研究院杨建波副研究员鉴定

为何首乌 (Polygonum multiflorum Thunb.) 干燥块根 , 

样品标本编号 (No. 060104); 顺式-大黄素-大黄素二蒽

酮 (化合物 1, 纯度 ≥ 98%, 图 1A); 反式-大黄素-大黄

素二蒽酮 (化合物 2, 纯度 ≥ 98%, 图 1B); 大黄素-大黄

素二蒽酮经色谱鉴定为反式-大黄素-大黄素二蒽酮和
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顺式-大黄素-大黄素二蒽酮, 两者的质量分数分别为

50.7%和35.8%, 总含量为86.5%[14]。ConA (SLBX7517) 

购于Sigma公司; 双环醇由北京协和药厂提供; 还原型

谷胱甘肽 (glutathione, GSH) (G8180)、DMEM 高糖培

养基 (12100-500)、胰蛋白酶-EDTA消化液 (T1300)、活

性 氧 (reactive oxygen species, ROS) 检 测 试 剂 盒 

(CA1410) 购于 Solarbio 公司 ; 谷丙转氨酶 (alanine 

aminotransferase, ALT)、谷草转氨酶 (aspartate amino‐

transferase, AST)、乳酸脱氢酶 (lactate dehydrogenase, 

LDH)、碱性磷酸酶 (alkaline phosphatase, ALP) 检测试

剂盒购于Biosino公司; Annexin V-FITC/PI凋亡检测试

剂盒 (AP101)、线粒体膜电位检测试剂盒 (MJ101) 购

于 Multi Science 公司 ; RT-PCR 试剂盒 (AQ41) 购于

Trans Script 公 司 ; 超 氧 化 物 歧 化 酶 (superoxide 

dismutase, SOD) 检测试剂盒 (A001-3-2)、GSH 检测试

剂盒 (A006-2-1) 购于南京建成生物工程研究所; Bcl-2

相关X蛋白 (Bcl-2 assaciated X protein, Bax)、B淋巴细

胞瘤-2 (B-cell lymphoma-2, Bcl-2)、剪切体半胱天冬酶

3 (cleaved caspase-3)、前体胱天蛋白酶3 (pro caspase-3) 

抗体购于ABclonal公司。

实验动物及饲养条件 无特定病原体级 (specific 

pathogen free, SPF) 雄性 ICR 小鼠 (20～22 g), 由北京

华阜康生物科技股份有限公司提供 [合格证号: SYXK 

(京) 2019-0008]。动物饲养于中国医学科学院药物研

究所 GLP 动物实验中心。室温 22～24 ℃ , 相对湿度

40%～60%。最小换气次数为每小时 20次, 间隔 12 h

开灯光照。动物饲养于聚丙烯小鼠群养笼中 , 每笼

4～5只。所有动物均由培训合格的人员进行饲养管

理, 整个饲养过程中保持动物饮食和活动自由。本实

验所用动物及相关处置符合动物福利的要求, 实验开

展前经过中国医学科学院药物研究所实验动物管理和

使用委员会 (IACUC) 的审查批准。

动物适应环境后根据体重随机分为5组, 分别为空

白对照组、ConA模型组、阳性对照组双环醇200 mg·kg-1

组、大黄素-大黄素二蒽酮 0.1 mg·kg-1组、大黄素-大黄

素二蒽酮 1 mg·kg-1 组 , 每组 8 只。药物均采用 0.5% 

CMC-Na配制成混悬液, 各组动物每天一次灌胃给予

相应药物, 共给药 5次。在末次给药 2 h后, 除空白对

照组给予溶剂对照外 , 其余各组尾静脉注射给予

20 mg·kg-1 ConA生理盐水溶液。随后, 小鼠禁食不禁

水16 h后, 收集动物血清和肝脏。

细胞系 人肝癌 HepG2 细胞为本实验室传代保

存, 用含 100 u·mL-1青霉素 (penicillin)、100 µg·mL-1链

霉素 (streptomycin) 及 10%灭活新生牛血清的DMEM

高糖培养基, 在 37 ℃、含 5% CO2细胞培养箱中培养。

细胞约每隔 2～3天传代。取对数生长期的细胞开始

实验。

肝组织 HE 染色 取肝大叶 , 4% 多聚甲醛固定 , 

石蜡进行包埋。将石蜡组织块切成 4 µm切片。进行

苏木精-伊红 (HE) 染色, 并评估肝脏损伤程度。

血清转氨酶检测 收集小鼠血清 , 采用日本

TOSHIBA 全自动生化分析仪 (TBA-40FR) 检测血清

中ALT、AST含量。

RT-PCR检测 收集小鼠新鲜肝组织, 按试剂盒说

明书提取RNA, 然后逆转录合成 cDNA。RT-PCR引物

序列见表 1, 严格按照TransStart Tip Green qPCR Super 

Mix试剂盒说明书进行操作, 检测组织细胞间黏附分

子 -1 (intercellular cell adhesion molecule-1, ICAM-1)、

Bcl-2、Bax、肿瘤坏死因子-α (tumor necrosis factor-alpha, 

TNF- α) 和核因子激活的 B 细胞的 κ - 轻链增强 

(NF-κB) 的表达情况, 以 β-actin转录水平作为内参校

正。mRNA相对表达量用 2-ΔΔCt法计算[15], 以 3次独立

重复实验平均结果作为实验结果。

细胞毒性分析 采用MTT法检测化合物 1和 2的

细胞毒性。取对数生长期HepG2细胞以 8 000个/孔接

种于 96孔板中, 培养 24 h后, 加入不同浓度的化合物 1

Table 1　Primer sequence used for real-time quantitative PCR. Bax: Bcl-2 assaciated X protein; NF-κB: Nuclear factor kappa-B; Bcl-2: 

B-cell lymphoma-2; ICAM-1: Intercellular cell adhesion molecule-1; TNF-α: Tumor necrosis factor-alpha

Gene
Bax
NF-κB
Bcl-2
ICAM-1
TNF-α
β-Actin

Forward primer
AGACAGGGGCCTTTTTGCTAC
ATGGCAGACGATGATCCCTAC
GCTACCGTCGTGACTTCGC
TCCGCTACCATCACCGTGTAT
CAGGCGGTGCCTATGTCTC
GTGACGTTGACATCCGTAAAGA

Reverse primer
AATTCGCCGGAGACACTCG
CGGAATCGAAATCCCCTCTGTT
CCCCACCGAACTCAAAGAAGG
TAGCCAGCACCGTGAATGTG
CGATCACCCCGAAGTTCAGTAG
GCCGGACTCATCGTACTCC

Figure 1　Chemical structures of compound 1 (A) and 2 (B)
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和 2 作用细胞 24 h, 弃去培养液 , 每孔加入 100 µL 

0.5 mg·mL-1 MTT, 继续培养 4 h, 弃去MTT液, 每孔加

入 150 µL 二甲基亚砜 (DMSO), 于酶标仪 (Multiskan 

FC) 570 nm波长处测定吸光度值。细胞存活率 (%) ＝ 

(给药细胞OD平均值/溶剂对照细胞OD平均值) ×100%。

细胞存活率检测 HepG2细胞以 8 000个/孔接种

于 96孔细胞培养板, 培养 24 h后, 加入无毒浓度的待

测受试物, 同时设阳性对照组、溶剂对照组及模型组, 

药物预孵育 12 h。随后除溶剂对照组外, 其余各组均

加入终浓度为 100 µmol·L-1 H2O2继续作用细胞 12 h。

弃去培养液, 采用MTT法检测细胞存活率。

细胞培养上清生化指标检测 细胞处理同“细胞

存活率检测”, 收集细胞培养上清, 采用日本TOSHIBA

全自动生化分析仪 (TBA-40FR) 检测细胞培养上清中

ALT、AST、ALP、LDH含量。

ROS 检测 HepG2 细胞以 8 000 个/孔接种于

96孔细胞培养板, 培养 24 h后, 加入待测受试物, 同时

设阳性对照组、溶剂对照组及模型组 , 药物预孵育

24 h。除溶剂对照组 , 其余各组均加入终浓度为

100 µmol·L-1 H2O2继续作用细胞 1 h。弃去培养液, 每

孔加入10 μmol·L-1 ROS检测探针溶液100 μL, 37 ℃孵育

30 min, 用荧光酶标仪 (Enspire公司) 检测荧光强度。

JC-1线粒体染色 细胞处理方法同“ROS检测”。

药物预孵育 24 h。除溶剂对照组, 其余各组均加入终

浓度为 100 µmol·L-1 H2O2继续作用细胞 1 h。随后每

孔加入 2 µmol·L-1 JC-1染色液, 放入培养箱中继续孵

育 30 min。弃去 JC-1染色液, 用 PBS洗 3次。随后采

用 PerkinElmer高内涵细胞成像系统进行荧光拍摄和

分析, 激发光波长488 nm, 发射光波长530 nm。

Annexin V-FITC/PI凋亡检测 HepG2细胞以每

毫升 1.2×105个接种于 6 孔细胞培养板中, 每孔 2 mL, 

培养 24 h后, 加入待测受试物, 同时设阳性对照组、溶

剂对照组及模型组, 药物预孵育 24 h。除溶剂对照组

外, 其余各组均加入终浓度为 400 µmol·L-1 H2O2继续

作用细胞 12 h。1 000 r·min-1离心 3 min 后收集细胞 , 

加入 500 µL结合缓冲液重悬细胞, 随后加入 Annexin 

V-FITC 和 PI 染料进行染色 , 流式细胞仪 (BD FASC‐

VERSE公司) 进行凋亡分析。

SOD和GSH含量检测 细胞处理方法同“Annexin 

V-FITC/PI凋亡检测”。收集细胞, 采用微量GSH检测

试剂盒检测细胞内GSH含量, 采用SOD检测试剂盒检

测 SOD 酶活力, 同时应用 BCA 蛋白定量试剂盒测定

各样品蛋白含量对结果进行校正。

Western blot检测 细胞处理方法同“Annexin V-

FITC/PI凋亡检测”。收集细胞, 然后将细胞在补充有

蛋白酶和磷酸酶抑制剂混合物的RIPA裂解缓冲液中

裂解。通过BCA蛋白质定量试剂盒测量蛋白质浓度

并用上样缓冲液煮沸变性。通过在十二烷基硫酸钠聚

丙烯酰胺 (SDS-PAGE) 凝胶电泳分离变性的蛋白质样

品。然后将这些蛋白质转移到 0.45 μm聚偏二氟乙烯 

(PVDF) 膜上并用 5%脱脂奶粉封闭膜。随后, 膜与特

定的一抗和二抗反应 , 用 LAS 4000 化学发光系统 

(Fujifilm 公司) 显现印迹。使用 Gel-Pro Analyzer 4.0

分析条带的密度。

统计学分析 使用GraphPad Prism 8进行单因素

方差分析 (one way ANOVA) 以确定组间差异显著性。

数据显示为平均值 ± 标准误 (SEM), 并且在 P < 0.05

时被认为具有统计学意义。

结果

1　大黄素--大黄素二蒽酮可显著改善ConA诱导的小

鼠急性肝损伤

1.1　大黄素--大黄素二蒽酮灌胃给药对小鼠一般状态

无显著影响 　大黄素-大黄素二蒽酮灌胃给药 5天, 各

组小鼠状态正常, 体重无显著变化 (图 2A), 提示动物

耐受性良好。同时, 与模型组比较, 大黄素-大黄素二

蒽酮给药组小鼠肝脏指数和脾脏指数均较模型组无显

著变化 (图 2B、C), 双环醇有显著增加肝指数的作用 

(P < 0.001)。

1.2　大黄素--大黄素二蒽酮可显著降低肝损伤小鼠血

清转氨酶水平 　ALT和AST主要存在于肝细胞中, 当

肝细胞发生损伤时可被释放入血, 血清中酶的活性即

明显升高, 是检测肝细胞损伤的灵敏指标[16]。ConA引

起小鼠显著的急性肝损伤, 模型组小鼠血清ALT、AST

水平较空白对照组显著升高 (P < 0.05)。与模型组比

较, 大黄素-大黄素二蒽酮在 0.1和 1 mg·kg-1剂量下均

可显著降低血清ALT水平 (P < 0.05); 在 1 mg·kg-1剂量

下可显著性地降低血清AST水平 (P < 0.05)。并且大

黄素-大黄素二蒽酮在 1 mg·kg-1给药时降低转氨酶活

性优于阳性对照药双环醇200 mg·kg-1 (图3)。

1.3　大黄素--大黄素二蒽酮可显著改善肝脏病理损

伤 　对肝组织进行 HE 染色病理分析, 与空白对照组

比较, 模型组小鼠肝组织可见大量肝细胞坏死, 并有炎

症细胞弥散性浸润。与模型组相比, 大黄素-大黄素二

蒽酮在 1 mg·kg-1剂量下可减少肝细胞坏死面积, 并降

低肝组织炎症 (图4)。

1.4　大黄素--大黄素二蒽酮可显著抑制肝脏炎症和肝

细胞凋亡 　使用RT-PCR对小鼠肝组织与凋亡和炎症

相关的部分基因表达进行分析。与空白对照组比较, 

模型组小鼠肝组织NF-κB基因的转录水平有所升高, 
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TNF-α和 ICAM-1 的转录水平显著升高 (P < 0.001)。

大黄素-大黄素二蒽酮 (1 mg·kg-1) 对 NF-κB和 TNF-α

转录水平有降低的趋势, 但无统计学差异, 同时可显著

降低 ICAM-1的转录水平 (P < 0.01) (图 5A～C)。与空

白对照组比较 , 模型组小鼠肝组织 Bcl-2 显著下调 

(P < 0.001), Bax mRNA 表达显著上调 (P < 0.05), 

Bcl-2/Bax比例失衡。大黄素-大黄素二蒽酮在1 mg·kg-1

剂量下可显著逆转Bcl-2/Bax的比例失衡 (P < 0.001), 

从而抑制肝细胞的凋亡途径的活化 (图5D～F)。

2　化合物 1和 2通过抗氧化和抑制凋亡改善H2O2诱

导的HepG2肝细胞损伤

2.1　化合物 1和 2改善H2O2诱导的HepG2肝细胞损

伤 　为进一步确定化合物 1和 2的肝保护活性, 开展了

体外活性评价和机制研究。细胞毒性研究结果显示, 

低浓度 (< 0.5 μmol·L-1) 的化合物 1和 2对HepG2细胞

存活率无显著影响 (图 6A、B)。采用小于 0.5 μmol·L-1

无毒浓度开展后续体外研究。在本研究中 , 使用

400 μmol·L-1 H2O2刺激HepG2细胞 12 h建立肝细胞氧

化应激损伤模型。与溶剂对照组比较 , 400 μmol·L-1 

H2O2显著降低HepG2细胞存活率 (P < 0.001), 阳性对

照 GSH 可显著提高细胞存活率 (P < 0.001), 并降低

细胞培养上清中肝细胞损伤生物标记物水平。化合物

1 (0.5 μmol·L-1, P < 0.01) 和 2 (0.2 和 0.5 μmol·L-1, 

P < 0.01) 均能显著提高 H2O2诱导的人肝细胞的存活

率 (图 6C、D)。检测细胞培养上清中肝细胞损伤生物

标记物水平, 结果表明, 化合物 2 (0.5 μmol·L-1) 能显著

降低细胞培养上清中 ALT 和 AST 水平 (P < 0.05), 化

合物 1和 2亦能显著降低细胞培养上清中ALP和LDH

水平 (P < 0.05) (图 6E～H)。以上结果表明, 化合物 1

和2具有改善H2O2诱导的HepG2细胞损伤的活性。

2.2　化合物 1和 2改善H2O2诱导的HepG2细胞氧化

应激 　H2O2可刺激HepG2细胞产生显著的氧化应激, 

导致肝细胞损伤。与空白对照组比较, 模型组肝细胞

GSH 含量和 SOD 酶活力均显著降低 (P < 0.001)。与

模型组比较, 化合物 2 (0.5 μmol·L-1) 可显著升高细胞

内 GSH 含量 (P < 0.05, 图 7A), 化合物 1 (0.5 μmol·L-1, 

Figure 2　Effect of emodin-emodin dianthrones on the status of mice. A: Animal body weight after drug administration; B: Liver index of 

mice; C: Spleen index of mice. n = 8, mean ± SEM. *P < 0.05 vs the control group; ###P < 0.001 vs the ConA model group. ConA: Concanavalin A

Figure 3　Serum transaminase levels. A: Alanine aminotransferase 

(ALT) in serum; B: Aspartate aminotransferase (AST) in serum. 

n = 8, mean ± SEM. *P < 0.05 vs the control group; #P < 0.05 vs 

the ConA model group

Figure 4　Representative images HE staining of liver. A: Control; 

B: ConA model; C: Bicyclol 200 mg·kg-1; D: Emodin-emodin dian‐

thrones 0.1 mg·kg-1; E: Emodin-emodin dianthrones 1 mg·kg-1
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P < 0.01) 和化合物 2 (0.2 和 0.5 μmol·L-1, P < 0.001 和

P < 0.05) 均显著升高细胞内SOD酶活力, 并且化合物

2 (0.5 μmol·L-1) 升高SOD酶活力的作用与阳性对照药

GSH相当 (图 7B)。此外, 本研究使用活性氧荧光探针 

(DCFH-DA) 检测了肝细胞内ROS水平, DCFH-DA进

入细胞内被 ROS快速氧化生成强荧光产物 2',7'-二氯

荧光素 (DCF), 细胞内荧光强度和细胞内ROS水平呈

正相关。与模型组相比, 化合物 2 (0.2和 0.5 μmol·L-1) 

可显著降低肝细胞内的ROS水平 (P < 0.01, P < 0.001), 

与阳性对照药GSH活性相当 (图 7C)。以上结果提示, 

化合物 1和 2具有改善H2O2诱导的HepG2细胞氧化应

激的活性。

Figure 5　Expression level of mRNA in mouse liver tissue. A: NF-κB; B: TNF-α; C: ICAM-1; D: Bcl-2; E: Bax; F: The mRNA ratio of Bcl-2 

and Bax. n = 3, mean ± SEM. *P < 0.05, ***P < 0.001 vs the control group; #P < 0.05, ##P < 0.01, ###P < 0.001 vs the ConA model group

Figure 6　Compounds 1 and 2 alleviated H2O2-induced hepatotoxicity. A, B: Effect of compounds 1 and 2 on the viability of HepG2 cells; 

C, D: Effect of compounds 1 and 2 on the viability of H2O2-induced damage in HepG2 cells; E-H: Levels of ALT, AST, alkaline phosphatase 

(ALP) and lactate dehydrogenase (LDH) in cell culture medium. GSH: Glutathione. n = 5, mean ± SEM. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 

vs the control group; #P < 0.05, ##P < 0.01, ###P < 0.001 vs the H2O2 model
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2.3　化合物 1 和 2 抑制 H2O2 诱导的 HepG2 细胞凋

亡 　Annexin V-FITC/PI 双染是检测细胞凋亡的经典

方法。Annexin V-FITC可与凋亡早期的细胞膜结合呈

绿色荧光, PI可以透过凋亡晚期和坏死细胞的细胞膜

而使细胞核呈红色荧光。与空白对照组比较 , 

400 μmol·L-1 H2O2作用细胞 12 h可导致显著的细胞凋

亡。与模型组比较, 化合物 2 (0.5 μmol·L-1) 可显著降

低H2O2诱导的肝细胞凋亡细胞占比 (P < 0.05, 图8A、B)。

进一步使用 JC-1荧光探针对线粒体膜电位进行分析。

JC-1聚集在正常线粒体基质中形成橙色荧光聚合物, 

当线粒体受损时, JC-1则以单体的形式存在于胞浆中, 

产生绿色荧光。与模型组相比, 0.5 μmol·L-1化合物 1 

Figure 8　Compounds 1 and 2 alleviated H2O2-induced apoptosis. A: Representative images of flow cytometry Annexin V-FITC/PI apoptosis 

assay; B: Proportion of apoptotic cells detected by flow cytometry; C: Representative captures of JC-1 staining; D: FI of JC-1. n = 3, mean ± 

SEM. ***P < 0.001 vs the control group; #P < 0.05, ##P < 0.01 vs the H2O2 model

Figure 7　Compounds 1 and 2 alleviated H2O2-induced oxidative stress. A: Level of GSH in HepG2 cells; B: Superoxide dismutase (SOD) 

enzyme activity in HepG2 cells; C: 2',7'-Dichlorofluorescein (DCF) fluorescence intensity (FI). n = 6, mean ± SEM. ***P < 0.001 vs the con‐

trol group; #P < 0.05, ##P < 0.01, ###P < 0.001 vs the H2O2 model
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(P < 0.05) 和 2 (P < 0.01) 可显著改善H2O2诱导的肝细

胞线粒体膜电位改变 (图 8C、D)。Western blot的研究

结果显示 , 与模型组比较 , 化合物 1 和 2 可显著升高

Bcl-2 (P < 0.05), 降低 Bax (P < 0.05) 的蛋白表达水平 

(图 9A、B), 提高Bcl-2/Bax蛋白表达比例 (P < 0.05, 图

9C)。化合物 1 和 2 还有升高 pro caspase-3 的趋势 

(图 9D), 同时可显著降低 cleaved caspase-3 (P < 0.05) 

的 蛋白表达水平 ( 图 9E), 降低 cleaved caspase-3/

pro caspase-3 的比例 (P < 0.05, 图 9F), 与体内研究结

果一致。该结果进一步提示, 化合物1和2可能通过调

控线粒体介导的内源性凋亡通路对氧化应激诱导的肝

细胞凋亡具有抑制活性。

讨论

ConA是从刀豆种子中分离获得的植物凝集素, 是

一种 T淋巴细胞激活剂[17], 其可导致包括 TNF-α和干

扰素 γ (interferon-γ, IFN-γ) 在内的多种细胞因子的释

放, 进而引发特异性的肝脏损伤, 导致肝脏炎症、肝细

胞凋亡和坏死[18]。ConA诱导的急性肝损伤模型已被

广泛应用[19]。H2O2为一种常用刺激剂, 可诱导细胞产

生氧化应激和凋亡[20]。本研究采用ConA作为损伤剂

评价了大黄素-大黄素二蒽酮类对映体混合物在体内

的肝保护活性, 并使用H2O2作为损伤剂从体外评价何

首乌干燥块根中的大黄素-大黄素二蒽酮类单体成分

顺式-大黄素-大黄素二蒽酮 (化合物 1) 和反式-大黄

素-大黄素二蒽酮 (化合物2) 的肝保护活性。

氧化应激被认为是造成肝损伤的重要因素。越来

越多的证据表明, 过量的ROS积累是导致线粒体功能

障碍、肝细胞损伤、炎症反应和纤维化的主要原因[21]。

抑制肝脏氧化应激亦是预防和治疗肝脏疾病的基本策

略之一。本研究发现化合物 1 和 2 具有降低细胞内

ROS和增加抗氧化物质 (GSH和SOD) 的作用。

Bax是线粒体调节细胞死亡的关键执行者, 编码

的 Bax蛋白可与 Bcl-2形成异二聚体, 对 Bcl-2产生阻

抑作用, Bcl-2/Bax的比值关系对细胞凋亡具有重要意

义[22]。Caspase-3是一种蛋白酶, 在细胞凋亡过程中同

样发挥着关键作用[23]。当发生细胞凋亡时, Bcl-2/Bax

的比值将会降低 , 前体 caspase-3 会被分解为剪切体

caspase-3, 进 一 步 降 解 多 聚 (ADP- 核 糖) 聚 合 酶 

(PARP) 引发细胞凋亡[24]。而线粒体膜电位改变是细

Figure 9　The effect of compounds 1 and 2 on cellular protein expression. A, B: Representative Western blot brands and density analysis of 

Bcl-2 and Bax; C: The density analysis of Bcl-2/Bax; D, E: Representative Western blot brands and density analysis of pro caspase-3 and 

cleaved caspase-3; F: The density analysis of cleaved caspase-3/pro caspase-3. n = 3, mean ± SEM. *P < 0.01, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs the 

control group; #P < 0.05, ##P < 0.01 vs the H2O2 model
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胞凋亡早期发生的重要标志性事件[25]。本研究证实化

合物 1和 2具有通过提高Bcl-2/Bax比值、降低剪切体

caspase-3及改善线粒体膜电位进而抑制肝细胞凋亡的

作用。

本研究明确了对肝细胞无毒浓度的低剂量顺式-

大黄素-大黄素二蒽酮 (化合物 1) 和反式-大黄素-大

黄素二蒽酮 (化合物 2) 具有良好的肝细胞损伤保护活

性 (0.5 μmol·L-1), 体内亦表现良好的保肝作用, 作用机

制与抗氧化和抗肝细胞凋亡有关。结合本团队前期的

研究发现和本研究中肝细胞毒作用结果表明: 化合物

1和 2在浓度大于 1 μmol·L-1, 特别是 10和 20 μmol·L-1

显示显著的肝细胞毒性[12], 提示化合物 1和化合物 2可

能既是何首乌“补益肝肾”的重要药效学物质基础之

一, 亦是何首乌超剂量服用产生肝毒性的毒性物质基

础之一, 安全范围较窄。使用炮制等方法使化合物 1

和 2处于安全有效的剂量范围是可以探索的何首乌增

效减毒方式。将化合物 1和 2及其结构改造物作为肝

病治疗药物的进一步研发亦需注意其治疗窗问题。
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