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天然植物药肝脏内DNA加合物的研究进展

夏 彤

中国中医科学院广安门医院，北京 100053

摘 要： 天然药物包括植物药、动物药和海洋药物，在我国天然植物药的使用有悠久的历史。但是随着现代科学技术的发

展，马兜铃酸肾病的发现，人们逐渐对天然植物药的安全性产生了怀疑。此后多年，陆续从天然植物药中分离了多种有肝

肾毒性的化合物。重点围绕已知的化合物代谢形成DNA加合物的过程阐述天然植物药致突变致癌分子机制的研究进展。
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Advances in research on DNA adducts in liver of natural botanicals

XIA Tong
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Abstract: Natural medicines include botanicals, animal medicines and marine medicines. In China, there is a long history of the use

of natural botanicals. However, with the development of modern science and technology, the discovery of aristolochic acid

nephropathy, people have gradually doubted the safety of natural botanical drugs. Since then, many compounds with liver and

kidney toxicity have been isolated from natural botanicals. This paper focuses on the research progress of molecular mechanisms of

mutagenic carcinogenesis of natural botanicals by the process of known compound metabolism in the form of DNA adducts.
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天然药物包括植物药、动物药和海洋药物，不

完全等同于中药或中草药。近年来，天然药物的研

究越来越热门，国家大力提倡发展中药、中成药以

及各民族药。天然植物药及中成药在我国属于基

本用药，过去数千年，天然植物药的毒性以中药学

中大毒、有毒、小毒、无毒等模糊的概念区分，但是

对于天然植物药的遗传毒性，少有记述。近几十

年，对天然植物药的不良反应不时见诸报章，例如

比较著名的“马兜铃肾病”。为此，国际医学界

有“中草药肾病（Chinese herbs nephropathy）”的说

法，提出一个值得临床关注的中药毒性问题。但是

由于国外缺少中医理论指导，似乎改名为“植物药

滥用性肾病”更恰当。2015年 8月 17日，FDA药物

评价和研究中心更新了《植物药研发工业指

南 》（Botanical Drug Development Guidance for

Industry）。该《指南》影响着世界各国对于天然药物

管理法规的制定，对中药以及其他天然药物进入美

国市场的重要指导文件。2018 年 6 月 26 日美国

FDA向美国中医药协会（ACMA）发警告信，要求协

会不得在美国销售未经证实安全的中药制品。

对天然植物药，传统思维认为“中药应用了几

千年没有发现毒副作用”，但 FDA客观慎重看待既

往人体用药历史的数据。因此，既要重视既往的天

然药物有效性数据，同时也要看到过去的局限性。

目前为止，FDA批准的植物药只有 2种，对于天然药

物首先需要考虑的是安全性。中国有多个天然植

物药品种在 FDA 申请 INDs（Investigational New

Drug Application），也有部分项目进入临床Ⅲ期研

究，但是距离NDA（New Drug Application）和上市尚

有很长的路要走。

2001年以来，CFDA不良反应监测系统通报了

多起天然植物药引起的肝损伤：包括壮骨关节丸、

白蚀丸、痔血胶囊、雷公藤制剂、仙灵骨葆制剂、何

首乌及其中成药制剂。同时发布了可能引起肝损
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害的常用中草药：麻黄、菊三七、鱼胆、雷公藤、关木

通、黄药子、苦楝（川楝子）、青黛、苍耳子、柴胡等。

对于天然植物药的急性毒性和慢性毒性现已

有很多著述，但是对于上述易于引起药物性肝损伤

的天然植物药及中成药完整的遗传毒理学研究较

少，相关的遗传毒理评价较为简单，因此对于天然

植物药中能够引起 DNA 加合物的文章并不多见。

本文综述了现有对天然植物药在体内代谢过程中

与DNA产生DNA加合物的研究进展，以期为将来

天然植物药的安全性评价提供参考。

1 天然植物药的遗传毒性

药物的遗传毒性是在代谢过程中能够直接或

间接引起遗传物质DNA或RNA的损害，从而引起

细胞突变。遗传毒性可以导致癌症、畸形、代谢疾

病或者生殖障碍等各种类型的疾病。

一方面，遗传毒性的损伤发生在遗传物质上，

这类毒性效应在临床无法被准确识别与防治；另一

方面，药物的遗传毒性包括了致畸性和致癌性，可

能引起后代的健康问题，可能产生隔代效应。遗传

毒性试验能有效预测化合物的致癌能力，超过 90%

的致癌物，其遗传毒性试验结果为阳性。尽管天然

植物药经过数千年应用，相对安全，但是由于缺乏

科学的研究和统计，仅凭各个医家各自记录医案中

的不良反应，使得现代社会对天然植物药遗传毒性

缺少认识［1］。

在遗传毒性领域，对天然植物药这一类研究较

少。在 21世纪后才有研究人员对单味天然植物药

和中成药复方、植物药单体化合物进行遗传毒性的

研究。目前已有的实验证实苍术苷在肝微粒体酶

的作用下，可代谢产生具有遗传毒性的物质［2］；雄黄

会导致体内外细胞染色体畸变，且突变型呈剂量相

关性［3-4］；汉防己甲素具有潜在的遗传毒性，可导致

DNA链发生断裂［5］；大黄等多种植物药的提取物可

导致人淋巴细胞突变，并抑制其分裂增殖［6］；马兜铃

能够诱导DNA损伤，并导致 tk基因突变［7］。

以上这些研究表明，天然植物药是具有潜在遗

传毒性的，并且不是根据数千年传承下来的实践和

感性的判断。理性的研究结论更能够为天然植物

药的发展提供安全可靠的指导。近几十年随着检

测手段的发展，对DNA加合物的检测方法更多样、

更灵敏。研究人员通过这一方向，能够更快速、更

方便的预测和揭示天然植物药遗传毒性的来源。

2 天然植物药DNA加合物的研究

DNA 加合物是药物遗传毒性最常见的机制。

当外源化合物在体内代谢过程中与DNA发生结合

时，这种加合物一旦躲过DNA的损伤修复，有可能

在存在DNA加合物的基因位点发生突变错误配对，

而这种错误的配对易引起细胞突变甚至癌变。

天然药物的DNA加合物最早被发现源于“中草

药 肾 病”事 件 。 上 世 纪 90 年 代 比 利 时 学 者

Vanherweghem等研究，一些年轻妇女为了减肥，服

用了含有广防己、厚朴等中药成分的茶饮后出现慢

性肾功能衰竭，并将此称之为“中草药肾病”。之后

对于中草药肾病的研究越来越多，相关人员通过研

究提出中草药肾病主要与服用中药中的马兜铃

酸（AA）成 分 有 关 ，有 了“ 马 兜 铃 酸 肾

病”（aristolochic acid nephropathy，AAN）一说。目

前在 Web of Science文献检索可以找到 7篇高被引

论文，最早一篇为 Vanherweghem 等［8］于 1993 年发

表在Lancet的论文，引用率高达近 1 300次（Google

学术）；中国知网上以“马兜铃酸肾病”为关键词搜

索的中文文献有 574篇，最早一篇为 1995年孙阳发

表的“中药马兜铃酸肾病与巴尔干肾病”［9］。之后又

有更多的人员发现马兜铃酸肾病患者多伴有泌尿

系统肿瘤，阐明马兜铃酸致突变和致癌的分子学基

础成为其毒性研究的重中之重。在研究马兜铃酸

致突变和致癌的机制中，马兜铃酸与DNA形成的加

合物出现在了研究学者的视野中。早在 1988年，李

英等［10］用P32后标记法在中草药肾病患者的肾组织

中检测到马兜铃酸-DNA（AA -DNA）加合物，同时

在口服马兜铃酸的大鼠胃、肾、肝等以及用马兜铃

酸体外培养的组织检测到类似的DNA加合物。

由于国内外对马兜铃酸毒性的作用机制、早期

诊断及治疗方法等开展了较多深入研究，AA-DNA

加合物在体内代谢合成的过程最先被发现。在马

兜铃属和细辛属植物中，含量相对较多且导致基因

突变的主要成分是马兜铃酸 I（AA I）和马兜铃酸

Ⅱ（AAⅡ）［11］。马兜铃酸在体内经过相关代谢酶活

化后，与脱氧腺苷和脱氧鸟苷反应生成马兜铃酸内

酰胺（aristolactam，AL）DNA 加合物（图 1 展示了

AA-DNA 加合物途径——Ⅰ相代谢：硝基还原反

应），蓄积在细胞内，当蓄积的 DNA 加合物躲过

DNA自身的损伤修复后，将导致 TP53基因发生异

位突变［12］。

目前研究发现，除 AA 能与 DNA 形成加合物

外，还有其他天然植物药中的成分也在代谢过程中

和 DNA 形成加合物，并产生与 AA-DNA 类似的影

响，如现在已知的天然植物药就有菊科植物千里光
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Senecio scandens Buch.-Ham. ex D. Don、茜草科植

物茜草Rubia cordifolia L.。这些天然植物药成分在

体内代谢的过程中皆有可能和DNA形成加合物，主

要包括DHP-DNA、Luc-N6-DNA［13-14］，其在体内相关

的合成代谢的过程也被逐一发现。但具体的影响

暂不明确，有待继续深入研究发现。

千里光为菊科千里光属植物，其主要成分为生

物碱、挥发油和萜类物质，引起肝毒性的主要成分

为吡咯里西啶类生物碱（pyrrolizidine alkaloids，

PAs），包括野百合碱、克氏千里光碱等。通过小鼠

精子畸形试验，于增杰等［15］发现千里光提取物在高

剂量下能够引起雄性小鼠精子畸形。夏启松等发

现千里光乙醇提取物导致小鼠肝脏基因表达谱显

著变。图 2展示的是野百合碱导致DHP衍生DNA

加合物生成和肝癌形成的代谢途径。据调查，欧美

一些国家的蜂蜜中也含有 PAs，主要由于蜜源植物

本身含有 PAs。茜草是茜草科茜草属植物，另一类

常用中草药，国外有研究证实茜草中Lucidin能够与

DNA产生加合物。在代谢研究过程中发现，茜草的

提取物在体内的代谢过程中，Lucidin 有增长趋

势［16］。国内对于茜草及其成方制剂研究发现，茜草

具有轻微毒性［17］。图 3 展示的则是茜草中 Lucidin

与DNA产生Luc-N6-DNA加合物的过程［18］。

通过对上述具有遗传毒性的物质代谢路径分

析，在有肝微粒体酶参与的情况下，I 相代谢过程

中，天然植物药的某些化学成分可能会产生能够与

DNA 加合的物质，这些化合物具有潜在的遗传毒

性。研究人员需要有针对性的对已证实具有遗传

毒性的天然植物药进行研究，进一步确认天然植物

药遗传毒性的分子基础。

3 天然植物药DNA加合物研究中的方法

现有的天然植物药DNA加合物的发现历程：临

床不良反应的监测报告→肝损害发生→遗传毒理

学研究→天然植物药DNA加合物的发现。这过程

中已经发生众多肝损害事件，严重者甚至引起 2.9%

患者死亡［19］。随着检测技术的发展，研究者可以通

过高通量筛选的方法，寻找可能导致DNA加合物的

天然植物药单体化合物，用以作为临床指导。

现有天然植物药遗传毒性的评价方法主要推

荐两组：（1）细菌回复突变试验（AMES试验）、染色

体损伤的体外细胞遗传学试验（体外中期相染色体

畸变试验或体外微核试验）或体外小鼠淋巴瘤细胞

Tk基因突变试验、体内遗传毒性试验；（2）AMES试

验、两种不同组织进行的体内遗传毒性试验。

上述两种方法主要用于验证天然植物药的遗

传毒性安全性。而现有的DNA加合物的研究方法

可以应用于寻找具有遗传毒性物质的分子基础包

括了 32P后标记法、ELISA法、HPLC-EC/UV法、LC-

MS法、GC-MS法，详见表1。

近年来检测分析技术的快速迭代发展，质谱仪

发展出了三重四级杆质谱（QqQ）、飞行时间质

谱（TOF）、傅里叶变换质量分析器（Qrbitrap），质谱

仪的定性定量能力有了质的飞越。合适的质谱检

测器可以实现极低检出限，非常适合用于DNA加合

图1 马兜铃酸体内 I相代谢途径

Fig.1 Phase I metabolic pathway in aristolochic acid
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图2 野百合碱的代谢激活和解毒途径

Fig.2 Proposed metabolic activation and detoxification pathways of monocrotaline

图3 Lucidin与DNA产生的加合物的途径

Fig. 3 Pathway of adducts produced by Lucidin and DNA

··222



Drug Evaluation Research 第42卷第1期 2019年XX月

物的检测，并快速鉴定DNA加合物的结构。甚至通

过MALDI-TOF-MS可以鉴定出DNA加合物在基因

中的结合位点［20］。

同时液相色谱技术发展出了多种技术：高效液

相色谱、超高效液相、微流液相色谱和二维液相色

谱。通过新型液相与适当质谱仪的联用，通过色谱

更高效地将干扰物与DNA加合物分离，进入质谱检

测器后，质谱仪本身的分辨率和灵敏度，对于DNA

加合物的鉴定更加准确。合理 LC/MS检测方法对

于加合物材料的要求少至2.5 μg DNA［21］。

4 天然植物药DNA加合物检测方法进展

4.1 富集DNA加合物

DNA加合物作为一种体内的生物标志物，其在

组织中的含量是及其微量的，文献报道的检出在 1×

10-4～1×10-10。这种情况下，如何富集 DNA 加合物

对于检出能力是一个极大的考验。现有的主要手

段就是通过加大前处理的检测材料或者通过固相

微萃取 SPE 快速富集［22］。其中，在线固相微萃取，

对于现有的检测方法而言是一个相对高效的富集

方法，其对样品损耗少，同时能够有效去除生物样

品中基质对于目标检测物质的干扰［23］。

4.2 LC-MS检测寻找DNA加合物

天然植物药具有成分复杂的特点，在体内及体

外代谢过程中会产生各种不同的代谢产物，天然植

物药的单体成分特别是可能对DNA产生影响的成

分都是极其微量的，所以普通的HPLC很难达到对

这些成分的有效分离和检出。就此需要用到UPLC

甚至Nano-LC，只有更高效的分离，才能对于产物进

行有效鉴定，Feng等［24］通过 UPLC-MS分离鉴定了

32种人参皂苷的代谢产物。

现有报道中提到利用LC-ESI-QqQ质谱仪通过

惰性气体向DNA加合物准分子离子施加CID电压

后，稳定的 DNA 加合物可能会产生一个 116 Da 的

中性丢失［25］。通过中性丢失扫描的方法，能够在 104

个 DNA 中发现 1 个 DNA 加合物［26］，通过固相萃取

等高效的富集方法，能够进一步提高LC-MS方法对

于 DNA 的检出限。同时应用 MALDI - MS 确定

DNA加合物在DNA序列中的位点［27］，鉴别DNA序

列的损伤修复。

4.3 天然植物药DNA加合物的体外与体内孵育

体外孵育DNA加合物具有很成熟的方法，Saha

等［28］采用氧化苯乙烯与脱氧鸟苷体外共孵育，采用

GC/MS方法检测到了氧化苯乙烯DNA加合物。不

仅可以采用单独A、G、C、T苷元与目标天然植物药

提取物或者天然植物药单体化合物孵育，还可以参

考 Deforce 等［29］的方法，将目标天然植物药提取物

或天然植物药单体化合物与小牛胸腺DNA孵育，并

通过消化剪切等手段检测。

除了以上两种体外孵育的方法，还可以参考

Chan等［30］的方法，对大鼠采用灌胃等方法，摄入定

量的天然植物药提取物或天然植物药单体化合物，

提取天然植物药主要代谢组织肝脏及肾脏组织中

的DNA，并通过LC-MS检测分析天然植物药DNA

加合物。

4.4 天然植物药DNA加合物体内外孵育中的不足

天然植物药DNA加合物体内外孵育有很大的

优势，可以快速鉴定发现DNA加合物，能够准确阐

述天然植物药肝损伤的分子学基础，为天然植物药

表1 可用于寻找具有遗传毒性物质的DNA加合物研究方法

Table 1 Methods can be used to search for DNA adducts with genotoxic substances

方法名称

“32P”后标记方

法

ELISA法

HPLC-EC分

析法

GC-MS法

HPLC-ESI-

MS分析法

灵敏度

能够在平均每1010DNA中

发现1个DNA加合物 .

平均每107个DNA中发现1

个DNA加合物。

平均每105-106DNA中发现

1个DNA加合物。

平均每107个DNA中发现

1.6~240个DNA加合物。

平均每108DNA中发现7个

DNA加合物。

简要评价

对DNA结构变化具有高灵敏度只要10ugDNA片段就能进行试验。，不仅适用

于未知结构的DNA加合物检测，还适用于混合物质引起的DNA加合物检

测，适用于天然植物药及中成药制剂这种混合成分的检测，同时保留有高灵

适用于高通量地筛选会跟DNA产生加合物的化学成分，对于单一化学物质的

快速筛选具有很高的经济性。

局限性较大，灵敏度不足，需要跟其他技术联用才能更快速的分离鉴定DNA加

合物。

选择性好，能够快速根据离子碎片推断结构，但操作需要经过多步操作，富集过

程复杂，要的较多的检测材料，1.6g脱氧鸟苷。

对DNA加合物具有极高灵敏度。
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炮制过程中增效减毒提供指导，明确天然植物药的

安全使用剂量。

然而在天然植物药加合物的体内外孵育中，如

何确定天然植物药或者天然植物药单体化合物的

剂量是一个很重要的问题。比如，在已知的能够产

生肝毒性的天然植物药中马兜铃酸有多个种类，毒

性各不相同，但是不同种类马兜铃酸在马兜铃属植

物中含量差异极大［31］，在孵育过程中需要避免这个

问题。

5 天然植物药的DNA加合物研究意义

乌 日 汗 等［32］将 暴 露 相 关 的 剂 量 估 算 模

型（Exposure Related Dose Estimating Model，

ERDEM）应用在能够与DNA产生加合物的苯并（a）

芘代谢中，构建PBPK/PD模型，反应苯并（a）芘的暴

露风险。在天然产物中可以应用 ERDEM，通过输

入暴露DNA加合物的化学参数，在人体中的产生路

径、代谢方式等，天然植物药的暴露时间等多项数

据，模型计算输出后，用以估算DNA加合物产生后

在人体内形成加合物的可能性［33］。采用ERDEM的

估算，能够对天然药物中的微量成分进行模拟，灵

敏度高［34］。Stiborová等［35］认为特定DNA加合物在

肾组织中的持久性非常长（长达 20年），不仅可以用

作评估AA暴露和AA诱导的UUC的生物标志物，

还可以用于其酶促活化和解毒的机制评价。

6 展望

近年来天然植物药的肝毒性问题引起了公众

的极大关注。2014年 7月，原国家食品药品监督管

理总局 1个月内连续发布 3条对于何首乌应用的风

险提示。但是由于天然植物药经常与化学药联用，

导致肝损伤成因复杂。目前国家食品药品监督管

理局发布的《药物遗传毒性研究技术指导原则》也

是主要针对化学药品，化学药品没有天然植物药的

复杂性，该原则对天然植物药与药物遗传毒性的关

联性较难判断，导致学界和群众对于天然植物药的

安全性认识分化严重，常有过度夸大或者轻视的情

况发生。事实上，持续进行的相关研究已经指导了

临床用药。用于治疗肺寒痰饮的细辛中马兜铃酸

主要集中在其地上部分［36］，在 2005版以后的《中国

药典》，细辛入药部位已经修订为地下部分（根及根

茎），马兜铃酸含量极低。龙胆泻肝丸中马兜铃科

的关木通早已修改成毛茛科的川木通。含有马兜

铃科广防己的方剂或中成药，很多已经改为不含马

兜铃酸的防己科植物粉防己。

通过对天然植物药DNA加合物的检测，分析确

定天然植物药中有可能产生 DNA 加合物并引起

DNA损伤的成分，并结合计算毒理学、临床数据监

测，有效地预测天然植物药的肝毒性，减少中成药

及天然植物药在临床应用中的风险，明确肝毒性的

分子学基础及其机制，能够更好的促进中医药的走

向世界。
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