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大黄素对大鼠肝脏 CYP450 酶的诱导研究 
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摘  要：目的  探讨大黄素对大鼠肝脏细胞色素 P450 酶（CYP450）及其主要亚型的影响。方法  20 只雄性 SD 大鼠，随机

分成 4 组，每组 5 只，分别为溶剂对照组，170、500 和 1 500 mg/kg 大黄素染毒组，大黄素蒸馏水混悬后连续经口给药 16 d，
结束后次日取大鼠肝脏组织制作微粒体，分别采用 CO 还原差示光谱法、分光光度法及化学发光法检测大鼠肝脏微粒体总

CYP450 水平，红霉素脱甲基酶（CYP3A）、氨基比啉-N-脱甲基酶，CYP1A、CYP2B 和 CYP2E1 酶活性变化。结果  大黄

素连续经口给药 16 d，能够引起大鼠肝脏微粒体总 CYP450 显著升高、可轻度诱导 CYP3A、CYP1A、CYP2E1 和 CYP2B 酶，

500 mg/kg 剂量组最明显。结论  大黄素对大鼠肝脏中 CYP3A、CYP1A、CYP2B 和 CYP2E1 酶均有诱导作用。 
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Abstract: Objective  To explore the effects of emodin on cytochrome P450 enzyme (CYP450) and elucidate the toxicity mechanism 
of emodin. Methods  Twenty male SD rats were randomly divided into four groups. The extracts of the liver tissues of rats treated with 
emodin at different doses (170, 500, 1 500 mg/kg for 16 d) were in preparation of microsomes, the activities of total CYP450, CYP3A, 
aminopyrine N-demethylase, CYP1A, CYP2B, and CYP2E1 were respectively determined by the reduction of CO difference 
spectroscopy, spectrophotometer, and chemiluminescence method. Results  Induction of the total cytochrome P450 enzyme, CYP3A, 
CYP1A, CYP2E1, and CYP2B were observed in the liver tissues of rats treated with emodin for 16 d, the induction effect was most 
obvious in the liver tissues of rats in 500 mg/kg group. Conclusion  Emodin could induce the cytochrome P450 enzyme including 
CYP3A, CYP1A, CYP2B, and CYP2E1 in the liver tissues of rats. 
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致癌性和肝肾毒性是大黄素等蒽醌类物质“最

可怕”的不良反应，但目前鲜有临床案例报道，没

有明确的定论。2001 年美国“国家毒理学规划”研

究报道，经口连续给药 14 周以上（大黄素：小鼠 
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29 mg/kg，大鼠 22 mg/kg；蒽醌：小鼠 250 mg/kg，
大鼠 135 mg/kg），可致肝脏肥大、肾小管透明小滴

生成和肾矿化、膀胱细胞胞浆改变等[1]，此后针对

大黄素的毒性毒理研究在不断深入。田由等[2]研究

发现，8 g/(kg·d)染毒对小鼠具有肝脏毒性，主要表

现为丙氨酸氨基转移酶（ALT）、谷氨酰基转移酶

（γ-GT）升高，肝细胞脂肪变性；肿瘤坏死因子-α
参与过量大黄诱导的肝脏损害过程。张陆勇等[3]研

究发现大黄总蒽醌经口暴露，对大鼠的潜在靶器官

主要包括肾脏（特别是肾近曲小管）和肝脏。Yan
等[4]利用 DNA 微阵列技术研究发现大黄总蒽醌导

致的肾小管上皮细胞损伤与促分裂素原活化蛋白激

酶-6（MAPK-6）和 CYP1A1 有关。本课题组前期

的体内外研究表明肾脏是大黄的主要毒性靶器官，

大黄素可通过线粒体途径诱导 HK-2 细胞凋亡，还

可诱导细胞周期的 S 期阻滞[5-6]。然而大黄素的不良

反应有待进一步科学客观地评价，对其具体的毒性

作用机制仍有待进一步深入研究阐明。 
细胞色素 P450（CYP450）是一类参与内源性

和外源性化合物代谢的酶，主要存在于生物体的内

质网内，属于混合功能氧化酶系统中的一种，由

CYP450 酶系作用的生物转化是生物体代谢的重要

环节，多种内、外源性化学物对 CYP450 有诱导或

抑制作用，导致酶的数量和活性改变，并引起自身

或其他药动学的改变，使药物活性代谢成分积累导

致毒性增强，或降低其血药浓度和治疗效果。Yan
等[4]研究提示大黄素诱导的肾小管上皮细胞损害可

能与 CYP1A1 有关；体外研究表明大黄素能够诱导

多种 CYPP450 的活性表达，如 CYP1A1、CYP1B1
等[7]。但目前还未见有大黄素体内诱导 CYP450 活

性的报道，其对 CYP450 的诱导作用还有待进一步

探讨。本研究拟以 SD 大鼠为实验模型，大黄素不

同剂量处理后，取肝脏制作微粒体，分别检测大鼠

肝脏微粒体总 CYP450 含量，红霉素脱甲基酶

（CYP3A）和氨基比啉-N-脱甲基酶活性，CYP1A、

CYP2B、CYP2E1 等酶活性，以观察大黄素对大鼠

肝脏微粒体总 CYP450 及其亚型的效应。 
1  材料与方法 
1.1  动物、药物与试剂 

SD 大鼠 20 只，雄性，SPF 级，购自北京维通

利华实验动物技术有限公司，动物合格证号为

SCXK（京）2002-0003，饲养于军事医学科学院国

家北京药物安全评价研究中心屏障设施内，饲养 1

周后使用。实验设施合格证号为 SCXK-（军）

2007-008。本中心是国际实验动物评估和认可管理

委员会（AAALAC）认可单位，也完全遵守中华人

民共和国的相关实验动物福利的管理规定。动物试

验方案将提交本中心的动物福利委员会（IACUC）
审查。经动物福利委员会批准后方可开始试验。 

大黄素购自江苏淮安市久泰生物技术有限公

司，质量分数≥98%。试卤灵（resorufin，批号

A008272501）购于 Acros 公司，7-苯氧基试卤灵

（7-benzyloxyresorufin，批号 405924/1）购于 Fluka
公司，7-苄氧基试卤灵（7-pentoxyresorufin，批号

61K4104）购于 Sigma 公司，红霉素（批号 3552B39）
购于 Amresco 公司。其他试剂均为市售分析纯。 
1.2  实验设计 

20 只雄性大鼠随机分成溶剂对照组和大黄素

低、中、高剂量诱导处理组，每组 5 只动物。大黄

素蒸馏水混悬后，ig 给予 0、170、500、1 500 mg/kg
大黄素，连续给药 16 d，末次给药 24 h 后乙醚麻醉

后处死动物，处死前 12 h 禁食。 
1.3  肝脏微粒体制备 

肝脏微粒体制备采取差速离心法[8]。肝脏取出

后，先用预冷的 0.15 mol/L KCl-0.2 mol/L 蔗糖（pH 
7.5）缓冲液冲洗血污，滤纸吸干称质量。然后将肝

脏剪碎，缓冲液冲洗数次。按照 1∶3 的比例加入

0.15 mol/L KCl-0.2 mol/L 蔗糖缓冲液，冰浴中匀浆

5 min 左右，然后 4 ℃ 10 000 ×g 离心 20 min。上

清液经 105 000 ×g 4 ℃离心 60 min，弃上清，沉淀

即为微粒体。将微粒体用预冷的 0.05 mol/L Tris-0.25 
mol/L 蔗糖（pH 7.5）混悬，冰浴中短暂超声粉碎，干

冰速冻后，−70 ℃低温保存。 
1.4  微粒体蛋白测定 

微粒体蛋白测定采用 Lowry 法[9]。取 1 mL 适

当稀释后的微粒体悬液，加入 5 mL Folin 酚试剂甲

（A 液：Na2CO3 20 g/L，NaOH 4.0 g/L，酒石酸钾

0.5 g/L；B 液：CuSO4•5H2O 5.0 g/L， A∶B＝50∶
1，临用前配制），室温下放置 10 min，然后再加入

0.5 mL 1 N Folin 酚试剂乙，立即混匀，30 min 后于

760 nm 测吸光度（A）值。以牛血清白蛋白制作标

准曲线，根据标准曲线及稀释倍数计算蛋白浓度。 
1.5  肝微粒体总 CYP450 测定 

肝微粒体总 CYP450 测定采用 CO 还原差示光

谱法[10]。取 1 mL 适当稀释的微粒体悬液，依次加

入 5 mL 0.15 mol/L KCl-0.2 mol/L 蔗糖溶液，40 μL 
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10% Na2S2O4，立即混匀，倒入两个光径 1 cm 的比

色杯中，向比色杯中轻轻吹 CO 气体 1 min，450 nm
和 490 nm 波长测定 A 值。 

CYP450（nmol/mg）=（A450−A490）×1000/91×C×r 

91 为 CYP450 的毫摩尔消光系数，单位为 cm2/mmol；r

为比色杯光径长度，单位为 cm；C 为稀释后微粒体悬液蛋

白质量浓度，单位为 mg/mL。 

1.6  CYP3A 和氨基比啉-N-脱甲基酶活性测定 
CYP3A 和氨基比啉-N-脱甲基酶活性测定采用

分光光度法[11-12]。将微粒体稀释至 1 mg/mL，加入

0.4 mL 缓冲液（0.05 mol/L Hepes，0.15 mol/L KCl，
0.01 mol/L MgCl2，pH 7.5）及终浓度为 400 mmol/L
的红霉素（或氨基比啉），37 ℃孵育 3 min。再加

入终浓度为 1 mmol/L 的还原型辅酶 II（NADPH），

37 ℃孵育 30 min，加 1.5 mL 12.5%的三氯乙酸沉降

蛋白，7 000 r/min 离心 10 min。上清移入另一试管

并加入 1 mL Nash 试剂（450 g/L 乙酸铵，6 mL/L
乙酰丙酮，10 mL/L 乙酸，pH6.5），60 ℃反应 10 
min，412 nm 测定 A 值。以甲醛制作标准曲线，活

性以 nmol HCHO /(min·mg prot)表示。 
1.7  总 CYP450、CYP2B、CYP1A 和 CYP2E1 活

性测定

总 CYP450 和 CYP2B 酶活性测定采用荧光分

光光度法[13-14]。CYP1A 活性用化学发光法测定，按

P450-GloTM 试剂盒说明进行操作。CYP2E1 活性用

分光光度法测定[11-12]。先将微粒体稀释至 300～900 
μg 蛋白/mL。取 0.1 mL 微粒体悬液加入 10 μL 1 
mmol/L 7-苄氧基试卤灵（或 7-苯氧基试卤灵）储存

液（终浓度 5 μmol/L）和 1.9 mL 0.1 mol/L Tris-HCl
（pH 7.6），37 ℃孵育 2 min，室温下测基线。在搅

拌状态下加入10 μL 50 mmol/L NADPH（终浓度250 
μmol/L），室温下 Ex＝535 nm、Em＝595 nm 扫描

测定 10 min，数据计算以每分 1 次，计算增长斜率，

以试卤灵为标准绘制标准曲线，活性以 pmol 
resorufin/（min·mg prot）表示。 
1.8  统计方法 

利用 SAS 8.2 软件先经方差齐性检验，若方差

齐，再进行单因素多水平方差分析，各组间比较采

用 Dunett’t 检验。 
2  结果 
2.1  大黄素对大鼠肝脏脏器系数的影响 

从表 1 可以看出，大黄素能够引起大鼠体质量

明显下降，而并有一定的剂量效应关系，肝脏脏器

系数增加。

2.2  大黄素对大鼠肝脏微粒体 CYP450 的影响 
由图 1 可以看出，大黄素 500 mg/kg 能够引起

大鼠肝脏微粒体总 CYP450 含量（对照组为 0.46±
0.064 nmol/mg prot，升高到 0.681±0.107 nmol/mg 
prot）和CYP3A酶活性（对照组为0.066±0.022 nmol 
HCHO/mg prot，升高到 0.104±0.007 nmol HCHO/ 
mg prot）显著升高（P＜0.05），氨基比啉-N-脱甲基

酶活性没有明显的变化，此外，大黄素连续经口给

药 16 d，可诱导 CYP1A、CYP2E1 和 CYP2B 酶活

性明显的升高，在 500 mg/kg 组最为明显（表 2）。 

表 1  大黄素对大鼠肝脏脏器系数的影响 ( ±x s ，n=5) 
Table 1  Effect of emodin on liver coefficient of  

SD rats ( ±x s , n=5) 

组别 剂量/(mg·kg−1) 体质量/g 肝脏脏器系数

对照 — 267.24±5.97 0.030 8±0.001 3

大黄素 170  254.60±14.44 0.031 8±0.001 0

500  241.64±22.54 0.034 0±0.002 8

1 500 242.36±7.15* 0.035 6±0.003 8

与对照组比较：*P < 0.05 
*P < 0.05 vs control group 

与对照组相比：*P＜0.05，**P＜0.01 
*P < 0.05, **P < 0.01 vs control group 

图 1  大黄素对总 CYP450（A），CYP3A 和氨基比啉-N-脱甲基酶（B）及 CYP2E1、CYP1A 和 CYP2B（C）的影响 
Fig. 1  Effects of emodin on total CYP450 (A), CYP3A and aminopyrine N-demethylase (B), CYP2E1, CYP1A, and CYP2B (C) 
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3  讨论 
本研究表明大黄素对肝脏多种 CYP450 酶具有

诱导作用，在大鼠重复给药 16 d 试验中发现大黄素

引起肝脏脏器系数呈剂量依赖性增高。大黄素可诱

导大鼠肝脏微粒体总 CYP450 的含量及 CYP3A、

CYP1A、CYP2B 和 CYP2E1 酶活性，该诱导效应

在 500 mg/kg 组最为显著，但大黄素作用后氨基比

啉-N-脱甲基酶未见明显变化。既往研究表明大黄素

100 μmol/L 作用 24 h 可诱导 CL5 细胞（人肺腺癌

细胞系）内 CYP1A1、CYP1B1 mRNA 和蛋白表达

升高[15]。CYP1A1 参与氧化应激过程中还原型辅酶

II 依赖的电子转移通路，参与氧化一系列结构无关

的化合物，如类固醇、脂肪酸和外源化合物，因此

被视为致癌物代谢酶[15]。Yan 等[4]利用 DNA 微阵列

技术研究发现大黄总蒽醌经口染毒 13 周，可致 SD
大鼠肾组织中 CYP1A1 的基因表达上调 3 倍，据此

推测大黄素的肾毒性与其对 CYP1A1 的诱导有关。

CYPs 的表达和活性可通过关键转录因子活化产生

诱导效应，其中 CYP3A4、2B6 和 1A1 的诱导可分

别通过孕烷受体，组成性雄烷受体（CAR），芳香

烃受体（AhR）介导实现[16]。诱导 CYP2E1 酶活性

可通过生物转化将许多底物活性，进一步诱导氧化

应激和肝脏毒性[16]。在本研究中 CYP1A、CYP2E1
明显上调可能与大黄素诱导的肾毒性和遗传毒性有

关。大黄素对大鼠肝脏中 CYP3A、CYP1A、CYP2B
和 CYP2E1 酶均有诱导作用。 
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