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吡咯里西啶生物碱的细胞毒性及致毒机制研究进展
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摘要：吡咯里西啶生物碱广泛分布于６０００多种高等植物中，是一类肝毒性很强的天然产物。吡咯里
西啶生物碱在肝脏代谢成活性代谢物吡咯后产生肝毒性。利用体外细胞毒性研究方法评价吡咯里西

啶生物碱的毒性，对于阐明吡咯里西啶生物碱的致毒机制，研究开发拮抗其毒性的药物及保证临床用

药安全具有重要意义。本文对吡咯里西啶生物碱的细胞毒性及致毒机制的研究进展进行综述。
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　　吡咯里西啶生物碱（ｐｙｒｒｏｌｉｚｉｄｉｎｅａｌｋａｌｏｉｄｓ，ＰＡ） 是自然界广泛分布的一种天然生物碱；大约３％的
有花植物中都含有ＰＡ。主要分布在植物界四个科，
即紫草科（Ｂｏｒａｇｉｎａｃｅａｅ）、菊科（Ｃｏｍｐｏｓｉｔａｅ）、豆科
（Ｌｅｇｕｍｉｎｏｓａｅ）和兰科（Ｏｒｃｈｉｄａｃｅａｅ）中，其他如玄参
科（Ｓｃｒｏｐｈｕｌａｒｉａｃｅａｅ）、夹竹桃科（Ａｐｏｃｙｎａｃｅａｅ）、毛
茛科（Ｒａｎｕｎｃｕｌａｃｅａｅ）、百合科（Ｌｉｌｉａｃｅａｅ）等也有分
布。目前从６０００多种植物中分离发现了６６０多种
ＰＡ及其氮氧化衍生物，其中一半以上为有毒生物
碱［１］。ＰＡ作用的直接靶器官为肝脏，在体内通过代
谢活化而致毒，可引起肝细胞出血性坏死、肝巨红细
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胞症及静脉闭塞症等，所以又称为肝毒吡咯里西啶

生物碱（ｈｅｐａｔｏｔｏｘｉｃｐｙｒｒｏｌｉｚｉｄｉｎｅａｌｋａｌｏｉｄｓ，ＨＰＡ）。此
外，还会引起肺脏、肾脏、神经和胚胎毒性，致突变和

致癌等。调查表明，在俄罗斯、印度、阿富汗、牙买

加、南非、美国等地，许多肝病的发生与服用含 ＰＡ
的草药有关［２，３］。分布广泛的 ＰＡ可以通过间接的
食物污染如谷物、牛奶、蜂蜜或牧草的污染或者直接

通过含ＰＡ的传统草药、补剂、茶等对人类或牲畜生
命造成极大的毒害。

随着国际上对中草药研究的深入，对其潜在的

毒副作用的研究也越来越受到重视。在中国至少有

４０多种常用中药或民间药物含有 ＰＡ。其中一些种
类为中国药典所收载，如千里光（１９７７年版、２０００年
版附录）、款冬花、佩兰、紫草等，广泛应用于中成药

制剂中。据粗略统计，中国药典（２０００版）中有６个
复方制剂，而收入地方标准的制剂（大部分已转为

部颁标准）则达９０多种。ＰＡ的结构由千里光次碱
（ｎｅｃｉｎｅ）和千里光次酸（ｎｅｃｉｃａｃｉｄ）２个基本部分组
成，而具有１，２位不饱和双键形成烯丙醇酯结构的
ＰＡ对人类具有强烈的肝毒性。根据其结构特征可
分为 ｏｔｏｎｅｃｉｎｅ型或 ｒｅｔｒｏｎｅｃｉｎｅ型 ＰＡ两大类（图
１）。ＰＡ的毒性已经成为国际上关注的新热点，而
体外细胞毒性的研究已逐渐成为化合物代谢毒性研

究的重要手段，本文就 ＰＡ体外细胞毒性及其致毒
机制的研究进展作一综述。

图１　吡咯里西啶生物碱的结构类型

１　吡咯里西啶生物碱体外毒性研究的细胞模型
１１　原代培养的肝细胞

原代肝细胞（ＨＰＣ）通常采用两步分离法从新
鲜肝组织中分离获得。原代肝细胞培养是体外毒性

筛选的常用模型，其中较为重要的就是结合细胞功

能和细胞毒性的研究方法来研究药物肝脏毒性的机

制，尤其适合于那些需要经过代谢转化才引起毒性

损伤的化合物。原代肝细胞培养作为一种体外毒性

筛选模型，有其突出的优点：较好保留和维持了肝脏

的代谢能力，具有与体内一致的细胞色素 Ｐ４５０酶
（ＣＹＰ４５０）的活性，最适于研究药物的代谢与毒性的

关系。

原代培养的大鼠肝细胞内含有的 ＣＹＰ４５０接近
于大鼠体内的 ＣＹＰ４５０的水平，常被用来作为评价
有毒化合物的代谢作用机制的细胞模型。千里光碱

（ｓｅｎｅｃｉｏｎｉｎｅ）、野百合碱（ｍｏｎｏｃｒｏｔａｌｉｎｅ）、倒千里光
碱（ｒｅｔｒｏｒｓｉｎｅ）、松蓝千里光碱（ｉｓａｔｉｄｉｎｅ）、山冈橐吾
碱（ｃｌｉｖｏｒｉｎｅ）、蜂斗菜碱（ｐｅｔａｓｉｔｅｎｉｎｅ）、克氏千里光
碱（ｓｅｎｋｉｒｋｉｎｅ）、毛果天芥菜碱（ｌａｓｉｏｃａｒｐｉｎｅ）等都对
大鼠肝原代细胞具有毒性。千里光碱与大鼠肝原代

细胞培养２４ｈ后，分别测定肝原代细胞释放的乳酸
脱氢酶（ＬＤＨ）含量和观察肝原代细胞的形态学变
化，测得的ＬＤＨ有明显的剂量线性关系，且形态学
观察实验也发现肝细胞的数目减少，表明千里光碱

有潜在的细胞毒性［４］。Ｍｕｌｌｅｒ等［５］用大鼠肝原代细

胞与 Ｖ７９细胞培养评价野百合碱、倒千里光碱、松
蓝千里光碱的细胞毒性，发现作用１８ｈ后都显示出
明显的细胞毒反应。Ｗｉｌｌｉａｍｓ等［６］在大鼠肝原代细

胞培养体系中评价野百合碱、山冈橐吾碱、蜂斗菜

碱、克氏千里光碱、毛果天芥菜碱的基因毒性，通过

ＨＰＣ／ＤＮＡ修复测试实验表明，上述５种 ＰＡ有明显
的致突变毒性。Ｇｒｉｆｆｉｎ等［７］在大鼠原代培养细胞中

评价千里光碱、倒千里光碱、１９羟基千里光碱和代
谢产物４羟基己烯醛的细胞毒性，通过检测ＬＤＨ的
释放表明，上述化合物都有细胞毒性，而且通过放射

自显影技术还检测到干预后的大鼠肝细胞有 ＤＮＡ
变异，表明ＰＡ具有基因毒性。
１２　肺动脉内皮细胞

肺动脉内皮细胞从新鲜的牛肺动脉内皮细胞分

离得到。肺动脉内皮细胞内含有 ＣＹＰ４５０和黄素单
氧化酶等，对化合物有代谢作用，是一种用于筛选需

经代谢活化而产生毒性的化合物毒性的体外模型。

Ｔａｙｌｏｒ等［８］研究了野百合碱、野百合碱代谢吡咯

（ｍｏｎｏｃｒｏｔａｌｉｎｅｐｙｒｒｏｌｅ，ＭＣＴＰ）、代谢吡咯的谷胱甘
肽结合物（ＧＳＨＤＨＰ）对牛肺动脉内皮细胞的毒性
作用。通过检测ＬＤＨ释放及细胞形态学变化，考察
野百合碱在动脉内皮细胞代谢作用后的毒性，只有

ＭＣＴＰ才对内皮细胞有毒性。培养４８ｈ后 ＬＤＨ释
放增多、细胞形状变大及细胞密度降低。而培养

９６ｈ后则ＰＧＩ２合成升高。Ｈｏｏｒｎ等
［９～１１］考察野百合

碱等对肺动脉内皮细胞的毒性作用，结果表明，代谢

产物ＭＣＴＰ有引起内皮细胞增大、抑制细胞增殖、引
起ＤＮＡ交联、同时伴随内皮细胞血管紧张素转化酶
的活性降低等细胞毒性。
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１３　肝Ｌ０２细胞
肝Ｌ０２细胞是一种正常人胎肝细胞系，能够传

代培养，常用作化合物肝脏毒性的体外研究模型。

季莉莉等［１２］运用ＭＴＴ法观察了从橐吾属药用植物
中分离得到的山冈橐吾碱、大黄橐吾碱（ｉｓｏｌｉｎｅ）、亚
玛太宁碱（ｙａｍａｔａｉｍｉｎｅ）、１２乙酰基亚玛太宁碱（１２
ａｃｅｔｙｌｙａｍａｔａｉｍｉｎｅ）、阔叶千里光碱（ｐｌａｔｙｐｈｙｌｌｉｎｅ）和
野百合碱等ＰＡ在体外对人正常肝Ｌ０２细胞的毒性
作用，结果表明，除山冈橐吾碱对 Ｌ０２细胞具有强
烈的毒性作用外，其他几个 ＰＡ对 Ｌ０２细胞无明显
毒性作用。进一步运用 ＭＴＴ法观察山冈橐吾碱对
肝Ｌ０２细胞毒性的浓度曲线，发现０１×１０－３ｍｏｌ·
Ｌ－１作用４８ｈ后对肝Ｌ０２细胞具有显著的毒性。
１４　人肝癌细胞ＨｅｐＧ２

人肝癌细胞株ＨｅｐＧ２是从肝母细胞瘤分离出
来的，具有肝细胞的代谢功能。ＨｅｐＧ２细胞保留了
外源物质在体内代谢的Ⅰ和Ⅱ相酶的活性。Ｕｈｌ
等［１３］运用 ＨｅｐＧ２细胞作模型，研究松蓝千里光碱
的基因毒性，单细胞凝胶电泳结果表明，其可引起

ＤＮＡ迁移的变化，有潜在的基因毒性。
１５　人肝癌细胞ＨｕＨ７

人肝癌细胞 ＨｕＨ７是一种体外建立的肝癌细
胞系。Ｚｕｃｋｅｒｍａｎ等［１４］运用 ＨｕＨ７考察 Ｓｅｎｅｃｉｏｌａ
ｔｉｆｏｌｉｕｓ中ＰＡ的细胞毒性，结果提示，ＰＡ在体外可引
起ＨｕＨ７细胞坏死、凋亡增多、细胞分裂、破坏细胞
β微管蛋白等细胞毒性。

２　吡咯里西啶生物碱体外细胞毒性机制的研究
２１　山冈橐吾碱（ｏｔｏｎｅｃｉｎｅ型）的细胞毒性

山冈橐吾碱抑制细胞生长的作用，可能是由于

其引起了细胞凋亡，细胞周期阻滞或直接导致细胞

坏死。季莉莉等［１５，１６］研究了山冈橐吾碱抑制肝细

胞增殖的机制，证明其不需要经过代谢可直接产生

细胞毒作用。运用流式细胞分析方法检测到０１×
１０－３ｍｏｌ·Ｌ－１山冈橐吾碱可以诱导肝 Ｌ０２细胞凋
亡，同时发现其可以诱导肝 Ｌ０２细胞核 ＤＮＡ荧光
碎片颗粒的产生。运用 Ｗｅｓｔｅｒｎ杂交技术分析发
现，山冈橐吾碱可以激活丝裂原活化蛋白激酶

（ＭＡＰＫ）中的Ｐ３８蛋白激酶。Ｐ３８蛋白激酶抑制剂
ＳＫＦ８６００２可以抑制山冈橐吾碱对Ｐ３８蛋白的激活，
并且从ＭＴＴ法可见该抑制剂能部分地阻断山冈橐
吾碱诱导的细胞生长抑制。山冈橐吾碱可减少 Ｐ５３
蛋白的表达，且对 Ｂｃｌ２蛋白的表达无影响，但可诱

导细胞内半胱天冬酶（ｃａｓｐａｓｅ）底物多聚 ＡＤＰ核糖
聚合酶的裂解。上述研究表明，山冈橐吾碱抑制肝

Ｌ０２细胞生长的作用可能是因为诱导了细胞的凋
亡，而Ｐ３８蛋白激酶与ｃａｓｐａｓｅ的活化可能参与了山
冈橐吾碱诱导的细胞凋亡。

２２　野百合碱（ｒｅｔｒｏｎｅｃｉｎｅ型）的细胞毒性
野百合碱须经过代谢生成吡咯代谢产物 ＭＣＴＰ

后才 能 对 内 皮 细 胞 产 生 细 胞 毒 性。Ｗａｇｎｅｒ
等［１１，１７～１９］研究了野百合碱的代谢产物 ＭＣＴＰ诱导
肺内皮细胞引起 ＤＮＡ交联的作用机制。ＭＣＴＰ是
一种亲电性烷化剂，当 ＭＣＴＰ在５ｍｇ·Ｌ－１浓度时，
培养１ｈ就能引起内皮细胞的ＤＮＡ交联，在０５ｍｇ·
Ｌ－１浓度时，培养 ２４ｈ即引起内皮细胞的 ＤＮＡ交
联，说明 ＭＣＴＰ引起的 ＤＮＡ交联与剂量有关。
ＭＣＴＰ不但可引起内皮细胞 ＤＮＡ交联，同时还引起
ＤＮＡ与蛋白质发生交联；且作用４８ｈ后内皮细胞生
成的 ＤＮＡ与蛋白质的交联明显多于 ＤＮＡ交联。
ＭＣＴＰ引起的内皮细胞 ＤＮＡ交联，以及 ＤＮＡ与蛋
白质交联可能是产生细胞毒性的原因。

２３　千里光碱（ｒｅｔｒｏｎｅｃｉｎｅ型）的细胞毒性
Ｂｅｌｌｏｍｏ等［２０］发现肝原代细胞溶质的Ｃａ２＋浓度

超过１×１０－４ｍｏｌ·Ｌ－１时就会引起细胞膜的破裂和
脂质过氧化反应等细胞毒性。Ｇｒｉｆｆｉｎ等［２１～２３］用大

鼠肝原代细胞研究千里光碱和代谢产物反式４ＯＨ
２己烯醛（ｔ４ＨＨ）的细胞毒性，结果发现肝原代细
胞经千里光碱和ｔ４ＨＨ处理后，细胞溶质中的 Ｃａ２＋

浓度伴随肝原代细胞毒性增加而增加，而且当细胞

外没有Ｃａ２＋存在时，千里光碱和ｔ４ＨＨ能明显增加
肝细胞释放 ＬＤＨ，显示出更强的细胞毒性。这表明
细胞外Ｃａ２＋内流并不是千里光碱和 ｔ４ＨＨ产生细
胞毒性的机制。进一步研究发现，千里光碱和 ｔ
４ＨＨ能抑制肝细胞对线粒体内、外的 Ｃａ２＋吞噬机
制，导致细胞溶质 Ｃａ２＋浓度增大，进而产生细胞毒
性；同时千里光碱和 ｔ４ＨＨ还可以消耗肝原代细胞
内ＡＴＰ和ＮＡＤＰＨ，增加细胞内ＮＡＤＰ＋。

Ｋｉｍ等［２４，２５］利用化学反应制备了脱氢ＰＡ，如脱
氢千里光碱（ｄｅｈｙｄｒｏｓｅｎｅｃｉｏｎｉｎｅ，ＤＨＳＮ）、ｄｅｈｙｄｒｏｒｉｄ
ｄｅｌｌｉｎｅ（ＤＨＲＤ）、脱氢野百合碱（ｄｅｈｙｄｒｏｍｏｎｏｃｒｏｔａｌ
ｉｎｅ，ＤＨＭＯ）。发现上述化合物也能引起正常牛胚
肾ＭＤＢＫ细胞和乳腺癌ＭＣＦ７细胞的ＤＮＡ交联以
及ＤＮＡ蛋白质交联。

现有的研究普遍认为，ＨＰＡ须在肝脏经
ＣＹＰ４５０代谢活化后形成吡咯代谢物而产生毒性。

·８４２· ＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＪｏｕｒｎａｌｏｆＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＲｅｓｅａｒｃｈ　２００７Ａｕｇｕｓｔ；３４（４）



吡咯代谢物具有很强的亲电能力，可与体内很多重

要的细胞亲核体如 ＤＮＡ，ＲＮＡ，酶和蛋白质等发生
烷基化作用形成结合吡咯或与ＤＮＡ交联；还可能与
其他细胞成分，如还原型谷胱甘肽、半胱氨酸以及核

苷形成加合物；或与细胞骨架蛋白加合，导致细胞的

凋亡或死亡，而引起肝细胞出血性坏死、肝巨红细胞

症及静脉闭塞症等肝损伤。

３　结语
目前的研究已建立了对 ＰＡ（包括２种类型，如

ｒｅｔｒｏｎｅｃｉｎｅ和ｏｔｏｎｅｃｉｎｅ）肝代谢途径及其与肝脏毒
性关系的共识，即毒性机制是与 ＮＡＤＰＨ依赖性的
ＣＹＰ４５０的代谢活化有关，而其解毒是与分子中酯
键的水解和氮氧化作用有关。２种机制是由不同的
酶以及亚系酶或同工酶参与的，具有不同的底物特

异性，且在不同动物种属之间均有不同的表达和分

布、甚至变异，因此产生不同的毒性反应。不同结构

的ＰＡ其毒性也有很大的不同。由于 ｒｅｔｒｏｎｅｃｉｎｅ型
和ｏｔｏｎｅｃｉｎｅ型２种类型的生物碱在代谢致毒的机
制上没有明显的差异，而显然在结构上的多样性与

千里光酸部分（ｎｅｃｉｃａｃｉｄ）有着直接关系，因而推测
其毒性的差异与其千里光酸部分的结构也存在很大

的关系。ＨＰＡ存在于多种药用植物中，但目前关于
其毒性、安全性的研究还很少，关于其致毒机制的研

究也不够深入，目前更无解毒药物。因此，要充分利

用细胞生物学、分子生物学、代谢组学等手段深入研

究植物药中存在的ＰＡ类型及其构毒关系，阐明ＰＡ
的毒性机制，预测含ＰＡ植物药的毒性，进一步研究
开发出拮抗ＨＰＡ毒性的药物，以保证植物药的临床
安全使用。
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