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氧化苦参碱协同增加环磷酰胺诱导小鼠肝毒性的研究
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摘要: 环磷酰胺 (cyclophosphamide, CPA) 是治疗多种肿瘤的一线化疗药, 但过量应用可引起肝损伤。本文旨在

探讨氧化苦参碱 (oxymatrine, OMT) 与CPA的联合给药是否会加剧其肝毒性, 并初步阐明其机制。小鼠单独给药

OMT (100 mg·kg-1) 不同时间后, 检测肝组织Cyp2b10 mRNA和CYP2B10蛋白表达。小鼠灌胃 (intragastric adminis‐

tration, ig) 给药不同剂量OMT, 同时隔天腹腔注射 (intraperitoneal injection, ip) 给予CPA (200 mg·kg-1), 10天后, 检测

血清谷丙/谷草转氨酶 (alanine/aspartate aminotransferase, ALT/AST) 活力 , 记录小鼠死亡率 , 检测肝组织 Cyp2b10

mRNA水平, 并分析ALT/AST活力、死亡率和Cyp2b10 mRNA水平间的相关性。本文中动物福利和实验过程均遵

循上海中医药大学实验动物伦理委员会的规定。结果发现, OMT单独给药可以显著提高小鼠肝组织中Cyp2b10

mRNA和CYP2B10蛋白表达 (P<0.05), 并增强其酶活性 (P<0.05)。OMT与CPA联合给药后, 可明显提高CPA引起

的小鼠死亡率 (33.3%→→58.3%); 血清生化指标分析以及肝组织Cyp2b10 mRNA水平分析结果显示, OMT可进一步

提高CPA诱导的小鼠血清ALT和AST活力以及肝组织Cyp2b10 mRNA水平 (P<0.05)。血清ALT/AST活力与小鼠

死亡率和肝组织 Cyp2b10 mRNA 水平之间均有良好的相关性。以上结果说明 , OMT 可以通过诱导小鼠肝组织

Cyp2b10 mRNA表达, 提升CYP2B10酶活性, 促进CPA在肝脏代谢, 从而加剧其诱导的肝毒性。
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Abstract: Cyclophosphamide (CPA) is the first-line chemotherapy for many tumors, but its overdose will lead

to hepatotoxicity. This study aims to investigate whether the combined administration of oxymatrine (OMT) with

CPA will aggravate the hepatotoxicity induced by CPA and its engaged mechanism. The expression of hepatic

Cyp2b10 mRNA and CYP2B10 protein was detected by qPCR and Western blot in mice at different times after

OMT (100 mg·kg-1) administration. Mice were given with different doses of OMT (intragastric administration, ig)

every day. At the same time, CPA (200 mg·kg-1) was also intraperitoneally injected into mice every other day. After

10 days, serum alanine/aspartate aminotransferase (ALT/AST) activity, the mortality of mice and hepatic mRNA

expression of Cyp2b10 were detected. Furthermore, the correlation among ALT/AST activity, the mortality and

Cyp2b10 mRNA expression was analyzed. All animals were received humane care according to the institutional

animal care guidelines approved by the Experimental Animal Ethical Committee of Shanghai University of Tradi‐
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tional Chinese Medicine. The results showed that OMT itself enhanced hepatic mRNA and protein expression of

Cyp2b10 (P<0.05), and increased liver enzymatic activity of CYP2B10 in mice (P<0.05). In mice treated with

CPA plus OMT, OMT obviously enhanced the mortality of mice induced by CPA (from 33.3% to 58.3%). The

results of serum biochemical analysis and hepatic mRNA expression of Cyp2b10 showed that OMT further enhanced

the increased serum ALT/AST activity and hepatic Cyp2b10 mRNA expression in mice (P<0.05). There was a

good correlation between serum ALT/AST activity and mortality or hepatic Cyp2b10 mRNA expression. These

results showed that OMT could enhance hepatic Cyp2b10 mRNA expression and increase liver CYP2B10 enzymatic

activity, and then promoted the metabolism of CPA, and thus aggravated CPA-induced hepatotoxicity in mice.
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环磷酰胺 (cyclophosphamide, CPA) 是一种应用广

泛的化疗药与免疫抑制剂, 可用于治疗淋巴癌、乳腺癌

以及白血病等多种癌症, 还可用于骨髓移植[1]。CPA

虽然药效显著, 但也有明显的副作用, 其中较为突出的

就是肝毒性[2,3]。CPA需要在体内经代谢才能发挥药效

活性。进入体内后, 肝脏将CPA代谢成为磷酰胺氮芥

(glyciphosphoramide, PM) 以及丙烯醛 (acrolein, Acr)。

磷酰胺氮芥可通过结合癌细胞DNA上特定的亲核基

团或者通过激活 caspase-9依赖的细胞凋亡途径而杀

灭肿瘤细胞[4,5]。同时, 磷酰胺氮芥也可与正常细胞的

DNA结合, 生成多种加合产物, 导致细胞死亡[6,7]。因此,

磷酰胺氮芥既是CPA的活性代谢产物, 也是其毒性代

谢产物。临床上, CPA的肝毒性存在很大的个体差异,

其主要原因就是不同病患对其的代谢能力不同[8]。药

物在体内的代谢活化依赖于肝脏中的细胞色素 P450

(cytochrome P450, CYP450)。CPA在体内代谢活化并

致毒的关键酶是人CYP家族中的CYP2B6[9,10], 即小鼠

CYP2B10[11,12]。

氧化苦参碱 (oxymatrine, OMT) 是从豆科槐属植

物苦参中提取分离出的一种生物碱, 具有清热利湿、利

尿解毒等作用[13]。现代药理学研究表明, OMT具有抗

炎、抗病毒以及抑制肿瘤血管新生的作用[14,15], 此外,

还可缓解化疗引起的白细胞减少症[16]。临床上, OMT

可能会与 CPA 联合给药用于肿瘤治疗[17]。同时已有

研究表明, OMT可增强CPA对小鼠Lewis肺癌生长的

抑制作用[18]。而 OMT 对 CPA 诱导肝毒性的影响 , 将

在本研究中予以探讨。

材料与方法

药物与试剂 环磷酰胺 (纯度≥97%, 美国 Sigma

公司); 氧化苦参碱 (纯度≥98.5%, 中国上海源叶生物

科技有限公司); 谷草转氨酶 (aspartate aminotransferase,

AST) 检测试剂盒和谷丙转氨酶 (alanine aminotrans‐

ferase, ALT) 检测试剂盒 (中国南京建成生物工程研究

所); BCA 试剂盒 (美国 Thermo 公司); RNAiso Plus、

PrimeScript Master Mix 和 SYBR Premix Ex Taq (日本

Takara 公司); β-Actin 和 CYP2B6 抗体 (美国 GeneTex

公司); 过氧化物酶结合的山羊兔抗 (美国 Jackson

ImmunoResearch 公司); 牛血清白蛋白 (bovine serum

albumin, BSA) (美国 VWR 公司); 脱脂奶粉、丙烯酰

胺、Tween-20和 qPCR引物 (中国上海生工生物工程股

份有限公司); 甲醇、异丙醇、氯仿和无水乙醇 (中国

国药集团化学试剂有限公司); 其他试剂均购自美国

Sigma公司。

主要仪器 Synergy H4 酶标仪 (美国 Bio-Tek 公

司); Applied Biosystems 实时荧光定量 PCR 仪 Quant‐

Studio 6 Flex Real-Time PCR (美国 Thermo Fisher Sci‐

entific公司); 蛋白垂直电泳仪和转膜仪 (美国Bio-Rad

公司); 三重四级杆质谱仪 (美国Waters公司); GL-802

微型台式真空泵 (中国其林贝尔仪器制造有限公司)。

实验动物 SPF级C57BL/6小鼠, 雄性, 18～22 g,

购自中国上海斯莱克实验动物有限责任公司, 合格证

号SCXK (沪) 2017-0005。饲养条件: (22 ± 1) ℃, 相对

湿度(65 ± 10)%, 7:00～19:00, 19:00～7:00, 明暗循环

照明。本文中动物福利和实验过程均遵循上海中医药

大学实验动物伦理委员会的规定。

动物处理 ① OMT 单独单次给药实验: 小鼠按

bliss法随机分为6组, control组3只、OMT (100 mg·kg-1)

给药 4、8、12、18 和 24 h 组各 3 只。禁食 6 h 后 OMT

灌胃 (intragastric administration, ig) 给药 , 给药 4、8、

12、18 和 24 h 后处理取材 , 摘眼球取血 , 供测定血清

生化指标。肝组织保存在锡箔纸内, 液氮速冻, 转移

到-80 ℃冰箱保存 , 备用。② OMT 单独长期给药实

验 : 小鼠按 bliss 法随机分为 2 组 , control 组和 OMT

(100 mg·kg-1) 给药组, 各 3只。禁食 6 h后OMT灌胃给

药, 连续灌胃给药 10天后处理取材, 摘眼球取血, 供测

定血清生化指标。肝组织保存在锡箔纸内, 液氮速冻,

转移到-80 ℃冰箱保存, 备用。③ CPA + OMT联合给

药实验: 小鼠按 bliss法随机分为 3组, 每组 12只, 分别

为 control、CPA (200 mg·kg-1)、CPA (200 mg·kg-1) +
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OMT (100 mg·kg-1) 组。禁食 6 h后开始给药, OMT连

续灌胃给药 10 天 , CPA 隔天腹腔注射 (intraperitoneal

injection, ip) 给药, CPA给药时间为上次 OMT灌胃后

16 h。末次 CPA 给药结束后 4 h 处理取材 , 摘眼球取

血, 供测定血清生化指标。肝组织保存在锡箔纸内, 液

氮速冻, 转移到-80 ℃冰箱保存, 备用。

血清 ALT/AST 活力检测 血液于 4 ℃静置 2 h

后 , 常温离心 , 860 ×g 离心 15 min, 取上层血清于新

eppendorf (EP) 管中, 按试剂盒步骤操作检测血清ALT

和 AST 活性。其余血清液氮速冻后置于-80 ℃冰箱

保存。

RNA提取和Real-time PCR实验 剪取一定量肝

组织置于 1.5 mL EP 管中 , 加适量 Trizol 匀浆溶解后

置冰上, 加入氯仿振荡, 静置后于 4 ℃, 12 000 ×g离心

15 min, 取上清转移至新 EP管, 加入异丙醇摇匀静置

10 min, 于 4 ℃ , 12 000 ×g 离心 10 min, 得到 RNA 沉

淀, 抽弃上清, 加入预冷 75%乙醇, 于 4 ℃, 7 500 ×g离

心 5 min, 弃乙醇, 沉淀置超净工作台上晾干, 加入适量

DEPC (diethyl pyrocarbonate) 水充分溶解 , 即得到

RNA溶液, -80 ℃保存备用。将RNA用PrimerScriptTM

Mix试剂盒逆转录为 cDNA, 按照实时荧光定量试剂盒

说明书方法进行 real-time PCR扩增实验。目标基因的

相对表达量用 β-actin标准化, 采用 2−△△Ct法。所用引

物序列见表1。

Western blot实验 剪取一定量肝组织置于1.5 mL

EP管, 每管加肝组织质量 10倍的预冷裂解液 [含 1%

PMSF (phenylmethylsulfonyl fluoride) 和 1‰ cooktail

(leupeptin、pepstatin 和 aprotinin) 蛋白酶抑制剂混合

液]。使用高通量组织研磨机在 60 Hz, 60 s 条件下

研磨匀浆 2 次。冰浴超声制备匀浆液后 , 冰上静置

10 min充分裂解。4 ℃, 10 000 ×g离心 10 min, 分取上

清液至新 EP管, 即得到组织总蛋白。采用BCA试剂

盒测定蛋白浓度, 并用 loading buffer调齐蛋白浓度和

体积, 经 99 ℃, 10 min加热变性处理制得总蛋白样本,

储存于-20 ℃。将蛋白样本进行 SDS-PAGE电泳并转

至 PVDF 膜。用 5% BSA 封闭后加入 CYP2B10 和 β-

actin一抗, 4 ℃孵育过夜。TBST洗去一抗, 二抗室温孵

育1 h后, TBST清洗, 并置于全自动成像仪中显影。以

β-actin为参比, 条带用Alpha View SA软件处理并定量。

肝组织微粒体制备 剪取 300 mg 肝组织置于

10 mL EP管中, 加 3 mL 0.25 mol·L-1蔗糖溶液, 电动匀

浆。匀浆液4 ℃, 10 000 ×g离心20 min, 取上清转移至

新EP管。将等量上清转移至超高速离心机专用离心

管, 封口后于 4 ℃, 105 000 ×g离心 60 min, 弃上清, 沉

淀用 2 mL 0.25 mol·L-1 蔗糖溶液重悬 , 并转移至新

的专用离心管, 封口后于 4 ℃, 105 000 ×g离心 60 min,

弃上清。沉淀用 0.5 mL 0.25 mol·L-1蔗糖溶液重悬获

得微粒体, 以BCA法定量微粒体蛋白浓度, 并调定终

浓度为1 μg·μL-1备用。

CYP2B10酶活力检测实验 安非他酮 (bupropion,

底物) 能够特异地被 CYP2B10 (人 CYP2B6) 代谢。

通过测定底物的减少量来考察 CYP2B10 酶的活性。

配制孵育体系如下: 小鼠肝微粒体 (mice liver micro‐

some, MLM) (1 mg·mL-1)、G-6-P (glucose-6-phosphate,

10 mmol·L-1)、G-6-P-H (glucose-6-phosphate dehydroge‐

nase, 1 unit·mL-1)、NADPH (nicotinamide adenine di‐

nucleotide phosphate hydrogen, 1 mmol·L-1)、MgCl2 (4

mmol·L-1)、Tris-HCl buffer (20 mmol·L-1, pH 7.4)、安非

他酮 (10 μmol·L-1), 体系总体积为 200 μL。体系甲醇

含量不超过 1%, 反应温度 37 ℃ , 孵育时间为 30 min。

反应结束后 , 加入 500 μL 含柳胺酚 (osalmide, 内标)

的冰乙腈终止反应 , 震荡 1 min, 4 ℃ , 15 000 ×g 离心

10 min。取 550 μL 各探针反应液 , 混合后于 37 ℃氮

吹 , 加入 90 μL 初始流动相复溶 , 震荡 1 min, 于 4 ℃ ,

15 000 ×g离心 10 min后, 取上清液至液相小瓶中。应

用三重四级杆质谱仪 (美国Waters公司) 进行多反应监

测正离子模式质谱扫描 (multiple reaction monitoring,

MRM)。离子源参数如下:毛细管电压 (capillary voltage),

3.00 kV; 离子源温度 (source temperature), 120 ℃ ; 萃

取电压 (extractor), 1.0 V; 滤镜电压 (RF lens), 0.4 V; 脱

溶剂温度 (desolvation temperature), 350 ℃; 脱溶剂气

流速 (desolvation gas flow), 550 L·Hr-1; 锥孔气流速

(cone gas flow), 50 L·Hr-1。

统计分析 实验数据用
-
x ± standard error (SE) 表

示, 用统计软件SPSS 16.0中的单因素方差分析进行处

理, 组间两两比较采用LSD-t检验, 以P<0.05表示差异

具有显著性。

Table 1 List of primers for quantitative polymerase chain reac‐

tion (qPCR). FP: Forward primer; RP: Reverse primer

Target
β-Actin

Cyp2b10

Cyp2c55

Cyp1a2

Cyp2e1

Cyp3a11

Primer
FP
RP
FP
RP
FP
RP
FP
RP
FP
RP
FP
RP

Sequence
5'-TTCGTTGCCGGTCCACACCC-3'
5'-GCTTTGCACATGCCGGAGCC-3'
5'-TGTTGAGAAGGGCAGAAAAGC-3'
5'-CACAGAGTGACCAAAGATACCA-3'
5'-CACATTCGCTTTCCTATTGAGA-3'
5'-AACCCAGAAGTATTTGACCCT-3'
5'-ATTCCACCACCTGGCTGACTG-3'
5'-GCAAGGAGGCTAACCATCTCG-3'
5'-GCTACAAGGCTGTCAAGGAGGTG-3'
5'-CAGTCACGGAGGATACTTAGGGAA-3'
5'-AGAAGGCAAAGAAAGGCAAG-3'
5'-CTCTGGGTTGTTGAGGGAAT-3'
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结果

1 OMT对小鼠血清ALT和AST活力的影响

OMT (100 mg·kg-1) 单独单次给药或单独给药小

鼠 10天后的血清ALT和AST活力检测显示, 给药后不

同时间点的小鼠血清中转氨酶活力均与给药零时刻相

比无显著变化 (图1、2)。

2 OMT对小鼠肝脏中代谢相关基因表达的影响

OMT (100 mg·kg-1) 灌胃给药小鼠, 于 4、8、12、18

和 24 h后处理取材, 提取肝组织RNA进行常见 I相药

物代谢酶基因的 qPCR分析。结果显示 OMT在给药

后不同时间点均可显著升高小鼠肝脏 Cyp2b10 和

Cyp2c55 的 mRNA 水平 , 并且 Cyp2b10 升高的水平显

著高于 Cyp2c55, 而对 Cyp1a2、Cyp2e1 和 Cyp3a11 的

mRNA水平没有明显的提高 (图3)。

3 OMT给药不同时间对小鼠肝脏CYP2B10蛋白表

达的影响

OMT (100 mg·kg-1) 灌胃给药小鼠 , 于 4、8、12 和

18 h后处理取材, 提取肝组织蛋白, 以Western blot法

检测 CYP2B10 的蛋白表达 , 结果显示 OMT 给药后

18 h小鼠肝脏CYP2B10的蛋白表达显著增加, 4～12 h

无显著变化 (图4)。

4 OMT对小鼠肝脏CYP2B10酶活性的影响

OMT (100 mg·kg-1) 灌胃给药小鼠, 18 h后处理取

材, 制备肝微粒体, 质谱检测CYP2B10的酶活性。底

物安非他酮能够特异地被CYP2B10酶代谢, 通过测定

安非他酮的减少量来反应CYP2B10酶的活性。根据

Figure 2 Effects of OMT on serum ALT and AST activity at 10

days after mice were given with OMT. A: Serum ALT activity; B:

Serum AST activity. n = 3,
-
x ± SE

Figure 3 Effects of OMT on hepatic mRNA expression of some CYP450 genes in mice. A: Hepatic mRNA expression of Cyp1a2,

Cyp2e1, and Cyp3a11; B: Hepatic mRNA expression of Cyp2b10; C: Hepatic mRNA expression of Cyp2c55. n = 3-4,
-
x ± SE. *P<0.05, ***P<

0.001 vs control group. CYP450: Cytochrome P450

Figure 1 Effects of OMT on serum ALT and AST activity in mice. A: Serum ALT activity; B: Serum AST activity. n = 3-5,
-
x ± SE. OMT:

Oxymatrine; ALT: Alanine aminotransferase; AST: Aspartate aminotransferase; SE: Standard error
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底物安非他酮减少量的差异来表征CYP2B10酶活性

的差异。数据显示, 与 control组相比, OMT组安非他

酮/内标峰面积比值明显下降 (图 5), 提示 OMT 给药

18 h后, 小鼠肝脏CYP2B10酶活性增加。

5 OMT与CPA联合给药对小鼠的影响

OMT (100 mg·kg-1) 与 CPA (200 mg·kg-1) 联合给

药, OMT每日定时灌胃给药 10天, CPA隔天腹腔注射

给药, 给药时间为上一次OMT灌胃后16 h。

5.1 对小鼠死亡率的影响 给药过程中跟踪记录小

鼠死亡情况。结果发现 , 单用 CPA 会导致小鼠死亡 ,

死亡率为33.3%。与OMT联合给药提高了小鼠死亡率,

达到 58.3%, 提示OMT与CPA联合给药增加了CPA的

毒性 (表2)。

5.2 对小鼠血清 ALT 和 AST 活力及肝脏病理切片

H&E (hematoxylin-eosin) 染色的影响 分析小鼠血

清ALT和AST活力结果发现, 联合给药组转氨酶活性

Figure 4 Effects of OMT on hepatic CYP2B10 protein expression in mice. A: Hepatic CYP2B10 protein expression; B: The quantitative

densitometric analysis of CYP2B10 protein. n = 3-4,
-
x ± SE. *P<0.05 vs control group

Figure 5 Effects of OMT on hepatic CYP2B10 enzymatic activity in mice. A: Mass spectrum of bupropion catalyzed by liver microsomes

from control mice; B: Mass spectrum of bupropion catalyzed by liver microsomes from OMT-treated mice; C: Mass spectrum of solvents;

D: Peak area ratio of substrate/internal standard. The decrease of substrate reflects CYP2B10 enzymatic activity. n = 3,
-
x ± SE. *P<0.05 vs

control group

Table 2 Mortality of mice administered with OMT and CPA.

CPA: Cyclophosphamide

Group

Control
CPA
CPA + OMT

Total number

12
12
12

Amount of death

0
4
7

Mortality rate/%

0
33.3
58.3
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平均水平有所升高, 但由于组间差异大, 无统计学差

异。分析所有小鼠ALT、AST水平发现, CPA组和联合

给药组中, 死亡小鼠的血清转氨酶水平普遍更高。观

察小鼠肝脏病理切片H&E染色结果发现, 联合给药组

小鼠肝脏病理损伤较CPA组明显加重, 联合给药加剧

了中央静脉内皮脱落、肝实质细胞坏死、以及炎性细胞

浸润等病变 (图6)。

5.3 对小鼠肝组织 Cyp2b10 mRNA表达的影响 分

析小鼠肝组织的Cyp2b10 mRNA表达结果发现, 联合

给药组肝组织 Cyp2b10 的 mRNA 表达水平均明显升

高, 但与ALT和AST相似, 同样由于组间差异大, 并无

统计学差异。分析所有小鼠的Cyp2b10 mRNA表达水

平发现 , CPA 组和联合给药组中 , 死亡小鼠肝组织

Cyp2b10 mRNA表达水平普遍更高 (图7)。

5.4 小 鼠 死 亡 情 况 与 血 清 ALT/AST 及 肝 组 织

Cyp2b10 mRNA表达相关性分析 以上实验发现联合

给药组转氨酶活性水平明显升高, 但由于组间差异大,

并无统计学差异。分析所有动物发现, CPA组和联合

给药组中, 死亡小鼠的血清转氨酶ALT、AST水平普遍

更高。对这一现象进行相关性分析发现, 小鼠的死亡

情况与血清转氨酶 ALT、AST 活力具有一定相关性。

联合给药实验中分析小鼠肝组织Cyp2b10 mRNA表达

水平 , 发现联合给药组小鼠肝组织中 Cyp2b10 的

mRNA水平显著升高, 而死亡小鼠肝组织Cyp2b10的

mRNA水平普遍更高。对这一现象进行 Spearman相

关性分析发现 , 小鼠的死亡情况与小鼠肝组织

Cyp2b10 mRNA 水平的升高两者之间具有显著相关

性, 呈中度正相关 (图8)。

5.5 小鼠血清ALT和AST与肝组织Cyp2b10 mRNA

水平的相关性分析 以上结果表明小鼠死亡情况分别

与血清ALT、AST和肝组织Cyp2b10 mRNA表达都具

有一定的相关性。进一步分析发现, 小鼠血清转氨酶

Figure 7 Effects of combined administration of OMT and CPA

on hepatic Cyp2b10 mRNA expression in mice. n = 9-12,
-
x ± SE.

Red is for dead mice, black is for undead mice

Figure 6 Serum ALT and AST activity, and liver pathological observation. A: Serum ALT activity; B: Serum AST activity. n = 9-12,
-
x ± SE.

Red is for dead mice, black is for undead mice. C: Liver H&E staining. Typical images were chosen from each experimental group. n = 3.

Scale length of the upper images: 200 μm; Scale length of the partial enlarged images: 100 μm. H&E: Hematoxylin-eosin
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ALT、AST与肝组织 Cyp2b10 mRNA水平两者也呈正

相关 (图9)。

讨论

CPA 是一线化疗药 , 对多种肿瘤具有良好治疗

作用, 但是其毒副作用在临床应用时是一个不容忽视

的问题。肝脏是CPA代谢活化的场所, 同时也是CPA

毒性的靶器官。CPA进入肝脏后, 首先形成中间代谢

产物 4-OH CPA (4-hydroxycyclophosphamide), 可转化

成为其互变异构体醛磷酰胺 (aldophosphamide), 醛

磷酰胺自发发生 β消除, 生成 PM 以及 Acr, 从而发挥

药效或毒性[5]。4 碳位羟基化是 CPA 活化的限速步

骤[1,19], 这个代谢过程主要由细胞色素 CYP2B6 完成 ,

部分由 CYP3A4 和 CYP2C9 完成[9,10]。除环磷酰胺以

外, 另一种乳腺癌治疗药物他莫昔芬, 也是由CYP2B6

代谢活化。CYP2B6 可将他莫昔芬代谢成 4-羟基他

莫昔芬、α-羟基他莫昔芬以及 α, 4-二羟基他莫昔芬等

产物[20]。以上产物可与DNA生成加合物, 从而发挥抗

癌药效与毒性。由此可见 , CYP2B6 是人体内非常

重要的药物代谢酶。人肝脏中的CYP2B6, 即小鼠的

CYP2B10[11,12]。有研究发现 , 小鼠敲除生物节律钟

(circadian locomotor output cycles kaput, Clock) 基因

后, 其CYP2B10表达显著上升; 对该基因敲除小鼠给

药CPA, 能够造成相对野生型小鼠更严重的肝损伤[21]。

上述结果提示, CYP2B10表达上升, 可通过增强 CPA

代谢而加剧其肝毒性。

OMT是具有抗肿瘤活性的中药单体, 对化疗引起

的白细胞减少症也有一定缓解作用。本研究发现

OMT 单独给药小鼠可显著提高肝脏中 CYP2B10 的

mRNA 和蛋白表达 , 并提高其酶活性 , 提示 OMT 与

CPA联合给药有可能会通过增强其代谢而加剧其肝毒

性。OMT与CPA联合给药小鼠与CPA单独给药小鼠

相比, 小鼠死亡率明显上升, 死亡小鼠较存活小鼠的肝

损伤程度更为严重, 死亡小鼠肝脏中Cyp2b10 mRNA

水平也明显高于存活小鼠。小鼠死亡率与肝损伤程度

有良好的相关性 (ALT, r = 0.653 2, P<0.001; AST, r =

0.522 6, P<0.01), 其中 P<0.05 说明两者具有相关性 ,

0.40<r<0.69[22] 说明两者呈中度正相关。 Cyp2b10

mRNA表达水平分别与小鼠死亡率之间 (r = 0.513 8,

P<0.01) 和肝损伤程度之间 (ALT, r = 0.527 0, P<0.01;

AST, r = 0.400 0, P<0.05) 均有良好相关性, 呈中度正

相关。以上结果说明, OMT可通过促进 CYP2B10表

达, 增强CPA代谢, 加剧其肝毒性。

中药活性单体与化疗药联合用药以达到减毒增效

的目的一直是肿瘤领域研究的热点[23-25]。然而, 中药

单体具有多种药理活性, 通过药物-药物相互作用也可

能产生毒性[26], 应当引起重视。本研究将有助于提醒

Figure 9 Correlation between serum ALT/AST activity and

hepatic Cyp2b10 mRNA expression. A: Correlation between serum

ALT activity with hepatic Cyp2b10 mRNA expression, r = 0.527 0,

P<0.01; B: Correlation between serum AST activity with hepatic

Cyp2b10 mRNA expression. r = 0.400 0, P<0.05. n = 30,
-
x ± SE

Figure 8 Correlation between the death of mice and serum ALT/AST activity or hepatic Cyp2b10 mRNA expression. A: Correlation be‐

tween the death of mice with serum ALT activity, r = 0.653 2, P<0.001; B: Correlation between the death of mice with serum AST activity,

r = 0.522 6, P<0.01; C: Correlation between the death of mice with hepatic Cyp2b10 mRNA expression, r = 0.513 8, P<0.01. n = 30,
-
x ± SE
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在临床上的 OMT与 CPA 联合使用问题, 注意潜在的

肝脏毒副作用。
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