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茜素型蒽醌基因突变风险评价
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摘 要：目的 使用毒性预测软件及细菌回复突变（Ames）试验评价茜素型蒽醌的基因突变风险。方法 通过毒性软件

Toxtree、Derek Nexus和 Sarah Nexus对茜素型蒽醌：茜草素、异茜草素、甲基异茜草素、甲基异茜草素-1-甲醚、茜素-1-甲

醚、羟基茜草素、光泽汀进行致突变风险预测；每个受试物设置 5个给药浓度，分别在有或无S9代谢活化条件下，使用 5种

鼠伤寒沙门氏菌TA97、TA100、TA102、TA1535和TA1537开展基于 6孔板培养的Ames试验，判断该类化合物苯环上不同取

代基对致突变性的影响。结果 软件基于蒽醌环的存在预测该类化合物均具有致突变风险。在非S9代谢活化下，异茜草素

和羟基茜草素可导致TA1537回复突变菌落数增加；光泽汀可诱导TA97、TA100和TA1537回复突变菌落数增加。在 S9代

谢活化下，异茜草素可导致TA97、TA100和TA1537回复突变菌落数增加；羟基茜草素可导致TA1537回复突变菌落数增

加；光泽汀可导致TA97、TA100和TA1537回复突变菌落数增加；甲基异茜草素可导致TA97、TA100、TA102和TA1537回

复突变菌落数大幅增加；甲基异茜草素-1-甲醚可导致TA100回复突变菌落数增加。结论 茜素型蒽醌受试物在有或无S9代

谢条件下表现出不同程度、不同菌株的回复突变，开展相关研究评价其毒性风险对该类化合物合理监管具有重要价值。
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Abstract: Objective Use genotoxicity prediction softwares and mini-Ames assay to evaluate the mutation risk of alizarin-type

anthraquinones. Methods The mutation risk of a series of alizarin-type anthraquinones (alizarin, xanthopurpurin, rubiadin, rubiadin-

1-methyl ether, alizarin-1-methyl ether, prupurin, and lucidin) was predicted by toxicity prediction softwares (Toxtree, Derek Nexus

and Sarah Nexus). The Ames test based on 6-well plate culture was carried out with five kinds of Salmonella typhimurium TA97,

TA100, TA102, TA1535 and TA1537 with or without S9 metabolic activation to determine the effects of different substituents of the

benzene ring on mutagenicity. Results Based on the presence of anthraquinone rings, the softwares predicted that all of these

compounds had mutagenicity risk. Under the condition of non-S9 metabolic activation in the Ames assay, xanthopurpurin and

purpurin could increase the number of mutant colonies of TA1537 compared with the control group. Lucidin could induce the

increase of mutant colonies of TA97, TA100, and TA1537. Under the activation of S9 metabolism, xanthopurpurin could increase the

number of reverse mutant colonies of TA97, TA100 and TA1537, and purpurin could increase the number of reverse mutant colonies

of TA1537. Lucidin could increase the number of reverse mutation colonies of TA97, TA100, and TA1537. Rubiadin could cause

TA97, TA100, TA102 and TA1537 reverse mutation colony numbers greatly increased, rubiadin-1-methyl ether can lead to TA100

reverse mutation colonies number increased. Conclusion Alizarin-type anthraquinones showed different degree of reverse mutation
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in different strains in the presence or absence of S9 metabolism. It is of great value to carry out further relevant studies to evaluate

the toxicity risk for rational regulation of these compounds.

Key words: alizarin-type anthraquinones; gene mutation; genotoxicity; structure-activity prediction; mini-Ames test; alizarin;

xanthopurpurin; rubiadin; rubiadin-1-methyl ether; alizarin-1-methyl ether; prupurin; lucidin

蒽醌包括大黄素型蒽醌和茜素型蒽醌，在大

黄、何首乌、虎杖、巴戟天等中药中含量较高［1］，具有

治疗便秘［2］、抗炎［3］、抗菌［4］、抗肿瘤［5］等功效。此

外，蒽醌也是合成工业原料纤维素的重要原材料，

在多种食品包装中有一定残留［6］。当前大黄素型蒽

醌的遗传毒性研究较多，结果表明大黄素可导致碱

基突变与 DNA断裂，在细菌回复突变（Ames）试验

及彗星试验中呈阳性结果［7］。其作用机制与蒽醌环

的平面稠环结构可嵌入碱基序列及抑制 ATP 与拓

扑异构酶 II结合有关［8］。致癌试验结果提示，连续 2

年 ig 给予 F344/N 大鼠 110～1 100 mg·kg−1大黄素，

可导致雌性大鼠外耳道腺癌发生率升高［9］。国际职

业安全与健康研究所毒性数据显示蒽醌类化合物

具有致突变和致癌性风险［10］，德国联邦风险评估研

究 所（bundesinstitut für risikobewertung，BfR）于

2013 年将其从食品包装推荐使用材料清单中除

名［11］ 。 世 界 卫 生 组 织 国 际 癌 症 研 究 机

构（international agency for research on cancer，

IARC）将蒽醌列为 2B类致癌物，即对人体致癌性数

据不充分，上述研究为蒽醌母核类化合物毒性预测

的必要性和可行性提供重要数据支撑。

茜素型蒽醌，包括茜草素、异茜草素、羟基茜草

素等，为茜草科植物茜草、巴戟天的主要药效学成

分［12］，具有一定临床药用价值，应用范围较广。虽

然该类化合物同样含蒽醌母核，但与大黄素型蒽醌

羟基在苯环上的分布不同，母核结构见图 1，取代基

位置见表 1。当前尚无研究对系列茜素型蒽醌的致

突变风险进行充分梳理和评价，其致癌风险不明

确。本研究首次使用毒性构效分析软件及Ames试

验对一系列茜素型蒽醌的致突变风险进行评估，判

断不同修饰基团对突变风险的影响，为蒽醌类化合

物毒性预测及含茜素型蒽醌药物的质量控制提供

依据。

1 材料

1.1 菌株

鼠伤寒沙门氏菌组氨酸营养缺陷型（his−）菌株

TA97、TA100、TA102、TA1535 和 TA1537，引自日

本（株）生物科学中心（JBSINC），经分离筛选后对其

是否存在氨基酸及生物素合成缺陷、细胞壁脂多糖

缺失（rfa）、紫外线修复缺陷（uvrA或△uvrB）、抗氨

苄青霉素及抗四环素（含 pKM101或 pAQ1质粒）等

特性进行鉴定，鉴定结果符合要求后用于实验［13］。

1.2 主要试剂

受 试 物 ：异 茜 草 素（xanthopurpurin，批 号

wkq19120903，质量分数＞95%），购自上海扶生实

业有限公司；茜草素（alizarin，批号 T23J10T80571，

质量分数＞95%）、甲基异茜草素（rubiadin，批号

w27A10z96220，质量分数＞95%）、甲基异茜草素-1-

甲醚（rubiadin-1-methyl ether，批号W13J11Z108210，

质量分数＞95%）、茜草素-1-甲醚（alizarin-1-methyl

ether，批号 P16J11S108411，质量分数＞95%）、羟基

茜草素（prupurin，批号 Y24A8H42410，质量分数＞

95%）、光泽汀（lucidin，批号 S1ZD11D134341，质量

分数＞95%），购自上海源叶生物科技有限公司。

溶 媒 及 阳 性 对 照 ：二 甲 基 亚 砜（dimethyl

sulfoxide，DMSO）、2-2-（呋喃基）-3-（5-硝基-2-呋喃

基）丙烯酰胺（2-2-furyl-3-5-nitro-2-furylacrylamide，

AF-2）购自美国 Sigma 公司；叠氮钠（sodium azide，

NaN3）购 自 美 国 Merck 公 司 ；9- 氨 基 吖 啶（9-

表1 茜素型蒽醌化合物取代基信息

Table 1 Substituents of alizarin type anthraquinone

compounds

茜素型蒽醌

茜草素

异茜草素

甲基异茜草素

羟基茜草素
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茜草素-1-甲醚
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H
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图1 茜素型蒽醌化合物母核

Fig. 1 Parent nucleus of rubiacin-type anthraquinone
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aminoacridine，9-AA）购自美国Acros Organics公司。

其他试剂：营养肉汤（CM0067 nutrient broth

No.2）购自英国OXOID公司；琼脂粉（agar powder）、

氨苄青霉素、葡萄糖、组氨酸、色氨酸、生物素、

MgSO4·7H2O、柠 檬 酸 钠 ·2H2O、K2HPO4·3H2O、

KH2PO4、（NH4）2SO4、NADP、G-6-P、KCl、MgCl2均购

自美国 Sigma公司；大鼠肝 S9混合液（由苯巴比妥

钠和 β-萘黄酮联合诱导大鼠肝脏制成）购自北京康

瑞杰科技有限公司。

1.3 主要仪器

二氧化碳培养箱（HERA cell VIOS 160i，赛默

飞世尔科技公司）；生物安全柜（NU-543-400S，美国

Nuair 公司）；恒温培养箱（MIR-253，日本三洋公

司）；倒置显微镜（CKX31，日本 Nikon 公司）；NTS-

1300水浴摇床（东京理化器械株式会社）；IS600细

菌培养箱（日本YAMATO公司）。

2 方法

2.1 构效软件预测

分别将受试物结构导入欧盟开发的基于决策

树 的 毒 性 预 测 平 台 Toxtree（version 3.1.01851、

Istituto Superiore di Sanita，Italy）、基于专业知识的

化合物毒性预测软件Derek Nexus和基于统计的化

合 物 毒 性 预 测 软 件 Sarah Nexus（version 6.0.1、

Lhasa Limited，UK），以致突变性为毒性终点预测其

导致细菌突变的风险及可能的警示结构。

2.2 Ames试验

琼脂及溶液制备方法参考文献报道［ 14］。

细菌冻融液与营养肉汤混合后置于水浴摇床在

37 ℃、120 r·min−1条件下扩增 10 h，扩增后使用酶

标仪对吸光度值进行检测，估算活菌浓度达到 1×

109 cfu·mL−1后用于试验。根据受试物溶解度，并根

据抑菌情况调整后，每个受试物设置 5个给药浓度，

分别在有或无 S9代谢活化条件下，使用 5种不同鼠

伤寒沙门氏菌开展基于 6孔板培养的Ames试验［15］。

设置溶媒对照（DMSO）组，每组平行 3孔，所有样本

置于 37 ℃恒温培养约 48 h后进行菌落计数，试验重

复3次。

2.3 菌落计数及结果判定

计数每孔中的回复菌落数量，每个浓度组均以

x
—
±s表示。TA1535和TA1537给药组平均每皿（孔）

中的回复菌落数大于溶媒对照组的 3倍、其他菌株

给药组平均每皿（孔）中的回复菌落数大于溶媒对

照组的 2倍且存在量效关系时判断结果为阳性；反

之为阴性。

3 结果

3.1 基因突变风险预测

遗传毒性警示结构（alert structure）指化合物中

某些具有DNA反应活性的基团或亚单位，可导致基

因突变或染色体重排/断裂［16］。特征基因突变是导

致大多数癌症发生的原因［17］，因此含警示结构的化

合物具有一定致癌风险。警示结构的概念已广泛

应用于毒性预测数据库的构建。Toxtree预测结果

提示本研究涉及的全部蒽醌类化合物均可导致沙

门氏菌回复突变菌落显著增加；Derek Nexus作为另

一个基于文献回顾的数据库，则根据本研究受试物

均存在羟基蒽醌结构及蒽-9，10-二醇前体结构认为

所有化合物有致突变风险。而上述结论的试验均

基于羟基蒽醌，如 1-胺-4-羟基蒽醌和 2-羟基蒽醌，

可导致 TA1537 和 TA98 菌株回复性突变菌落显著

增加［18］。Sarah Nexus则对受试物结构进行分解，检

索数据库中所有与受试物结构类似的化合物及其

细菌突变数据，估算其导致碱基突变的化合物结构

及该结构导致碱基突变的可能性，尽管所有受试物

经 Sarah Nexus 预测均为阳性结果，但甲基异茜草

素-1-甲醚和茜草素-1-甲醚的致突变风险与其他化

合物相比较低。结果见表2。

3.2 Ames试验结果

在非 S9代谢活化条件下，茜草素、甲基异茜草

素、甲基异茜草素-1-甲醚和茜素-1-甲醚均为阴性。

与对照组相比，异茜草素和羟基茜草素可导致

TA1537 的回复突变菌落数增加；光泽汀可诱导

TA97、TA100和TA1527的回复突变菌落数增加，且

存在一定剂量效应相关性，与文献报道一致［19］。结

果见表3。

在S9代谢活化条件下，异茜草素可导致TA97、

TA100（但未见明显剂量效应关系）和 TA1537的回

复突变菌落数增加；羟基茜草素可导致 TA1537 的

回复突变菌落数增加；光泽汀可导致 TA97、TA100

和 TA1537 的回复突变菌落数增加，且存在剂量效

应关系。甲基异茜草素可导致TA97、TA100、TA102

和TA1537的回复突变菌落数大幅增加且存在剂量

效应关系；甲基异茜草素 -1-甲醚可导致 TA100

的回复突变菌落数增加。而茜草素和茜素 -1-

甲醚仍为阴性结果。上述结果提示代谢活化可

增加异茜草素、甲基异茜草素、甲基异茜草素 -

1-甲醚和羟基茜草素的致突变风险，其中甲基

异茜草素在 S9 代谢条件下具有较强致突变性。

结果见表4。
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表2 化合物诱导细菌突变风险预测结果及警示结构

Table 2 Risk prediction results and warning structure of bacterial mutation induced by compounds

茜素型蒽醌

茜草素

异茜草素

甲基异茜草素

羟基茜草素

甲基异茜草

素-1-甲醚

茜草素-1-甲醚

光泽汀

CAS号

72-48-0

518-83-2

117-02-2

81-54-9

7460-43-7

6170/6/5

478-08-0

Toxtree

沙门

氏菌

阳性

Derek Nexus

存在阳性致突变

警示结构：羟基蒽

醌及蒽-9，10-二

醇前体

Sarah Nexus可信度/%

可疑结构1

100

100

100

100

25

25

100

可疑结构2

100

100

100

100

14

14

100

可疑

结构3

100

100

100

100

/

/

/

可疑结构4

/

/

/

/

/

18

/

可疑结构5

/

/

/

/

/

/

100

Sarah

Nexus结

论

阳性

阳性

阳性

阳性

阳性

阳性

阳性

表3 非代谢活化条件下Ames试验结果（x
—

±s，n=9）

Table 3 Results of Ames test under non metabolic activation (x
—

±s，n=9)

组别

溶媒对照

阳性对照*

茜草素

异茜草素

甲基异茜

草素

甲基异茜草

素-1-甲醚

浓度/

（μg·孔−1）

—

*

0.84

1.69

3.37

6.75

13.50

31.3

62.5

125.0

250.0

5 000.0

31.3

62.5

125.0

250.0

500.0

21.9

43.8

回复突变菌落数

TA97

60±2

173±17

40±4

38±3

39±4

41±8

16±9

75±3

76±6

79±6

81±6

63±11

58±11

68±2

61±10

57±12

63±1

54±3

56±12

TA100

18±4

62±11

16±6

21±6

13±6

21±3

10±10

27±3

26±3

23±9

22±6

19±4

20±5

26±3

22±8

28±4

28±7

25±4

24±5

TA102

40±12

197±21

5±2

3±2

7±2

9±3

5±3

40±5

38±7

41±7

42±10

33±8

36±4

41±2

35±5

32±0

39±5

36±2

40±11

TA1535

8±2

406±13

2±3

1±1

2±1

1±0

1±1

3±2

1±2

4±0

3±2

2±1

2±2

3±1

4±2

3±2

2±1

1±2

2±0

TA1537

3±2

1 287±215

2±1

2±1

5±3

3±3

4±1

6±2

4±2

11±3

18±5

26±4

3±1

5±1

4±2

3±1

4±2

4±1

3±1

组别

茜素-1-

甲醚

羟基茜

草素

光泽汀

浓度/

（μg·孔−1）

87.5

175.0

350.0

40.7

81.4

162.5

325.0

650.0

31.3

62.5

125.0

250.0

500.0

0.062 5

0.125 0

0.250 0

0.500 0

1.000 0

回复突变菌落数

TA97

60±7

58±2

55±3

60±11

59±7

60±7

50±4

44±8

63±1

71±6

71±15

57±4

40±4

79±19

130±12

167±9

299±36

353±13

TA100

25±4

25±6

22±4

20±7

22±4

27±8

19±1

15±4

19±5

19±4

19±5

16±6

1±1

30±17

94±32

98±35

187±28

292±30

TA102

33±4

38±3

34±1

42±1

36±2

41±1

34±6

41±9

42±1

40±3

24±3

9±2

0±1

6±3

7±4

8±1

8±4

24±10

TA1535

5±1

2±2

3±2

2±1

3±1

4±1

2±3

3±1

3±1

2±1

1±1

3±1

0±0

2±1

3±3

2±2

2±2

4±2

TA1537

4±2

1±1

3±2

2±2

4±3

3±1

3±2

3±1

11±3

13±1

18±4

37±33

23±1

5±2

11±7

21±6

39±5

50±9

*TA97、TA100 和 TA102 的阳性对照为 AF-2（0.006 μg·孔−1）；TA1535 的阳性对照为 NaN3（0.1 μg·孔−1）；TA1537 的阳性对照为 9-

AA（12 μg·孔−1）

*Positive controls of TA97, TA100 and TA102 were AF-2 (0.006 μg·hole−1); Positive control of TA1535 was NaN3 (0.1 μg·hole−1); Positive

control of TA1537 was 9-AA (12 μg·hole−1)
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4 讨论

本研究首次对一系列茜素型蒽醌的致突变性

从结构和细菌突变风险角度进行致突变性评价。

当前茜素型蒽醌的致突变数据匮乏，仅有零星茜草

根提取物和个别单体致突变性研究报道。国内学

者使用林茜草根醇提物开展TA97、TA98、TA100及

TA102 4个菌株Ames试验结果为阴性［20］；国外研究

从 茜 草 植 物 中 提 取 得 到 茜 草 素

苷 （alizarinprimeveroside， AIP） 和 光 泽 汀

苷（lucidinprimeveroside，LUP）［12］，AIP 经大鼠 ig 给

药代谢得到茜草素和 1-羟基蒽醌，后者已被证实为

一种哺乳动物致癌物［21］，LUP经大鼠 ig代谢产生光

泽汀和甲基异茜草素，光泽汀已被证实具有致突变

作用，文献报道其可诱导多种菌株回复突变率增

加［19］，并在大鼠肝脏及肾脏中形成特异性 DNA 加

合物，导致DNA损伤［22］，而甲基异茜草素一方面有

文献报道其具有抗病毒［23］、肝保护［24］以及抗氧化［25］

等多种药理作用，另有文献报道其在大鼠长期多器

官实验中可导致肾脏发生癌变［26］。茜素型蒽醌具

有相同母环结构，毒理学数据库根据与其结构类似

的蒽醌类化合物判断所有茜素型蒽醌均存在致突

变风险。从化学药物科学监管的角度看，存在致突

变风险的化合物应排除于药物主要活性成分，如作

为杂质其含量应有严格限定。如仅以计算机毒理

学的评价结果，则严重限制了该类化合物的使用，

开展相关试验研究评价其毒性风险对该类化合物

合理监管具有重要价值。

Ames 试验结果提示在非代谢活化条件下，异

茜草素、羟基茜草素和光泽汀可导致 TA1537 菌株

回复突变数增加，该菌株对茜素型蒽醌化合物较为

敏感；在试验体系中添加 S9及 I相代谢反应启动剂

后，异茜草素除导致TA1537回复突变数增加外，也

可导致 TA97、TA100呈阳性结果。药物在肝脏的 I

相代谢反应主要包括氧化、还原及水解反应，代谢

产物多包含亲电子基团使其与DNA的相互作用增

强。值得注意的是甲基异茜草素经 I相代谢后可导

致 TA97、TA100、TA102和 TA1537的回复突变数显

著增加，考虑其代谢产物有较强DNA亲和力，可诱

导多类型碱基突变。甲基异茜草素与光泽汀在结

构上的差异为前者 R2 位点为甲基，而后者为羟甲

基，鉴于光泽汀在有无代谢活化条件下可诱导多菌

株突变数增加，推断甲基异茜草素与光泽汀有相同

表4 代谢活化条件下Ames试验结果（x
—

±s，n=9）

Table 4 Ames test results under metabolic activation conditions (x
—

±s，n=9)

组别

溶媒对照

2-AA

茜草素

异茜草素

甲基异茜

草素

甲基异茜草

素-1-甲醚

浓度/

（μg·孔−1）

20

0.2

5

10

15

20

25

313

625

1 250

2 500

5 000

78

156

313

625

1 250

78

156

回复突变菌落数

TA97

43±3

317±40

33±5

41±4

38±13

22±3

10±5

67±2

66±7

74±11

89±5

78±4

423±51

505±35

549±70

604±52

575±35

51±3

53±5

TA100

20±5

109±26

11±1

6±2

2±1

9±1

3±0

26±2

46±9

35±3

40±7

35±5

775±137

696±57

691±57

740±80

688±50

41±8

45±2

TA102

21±6

89±11

13±3

15±3

11±2

13±3

9±2

20±2

21±6

23±5

26±4

30±6

44±13

74±21

78±19

82±27

82±24

18±2

15±3

TA1535

3±2

137±7

1±1

2±2

2±1

3±2

2±2

4±2

5±3

5±2

4±3

2±2

8±3

6±1

7±2

3±2

4±2

2±1

4±2

TA1537

4±3

34±14

3±1

2±1

3±0

3±1

5±1

27±8

26±6

43±5

34±13

53±8

31±18

68±6

48±19

66±32

49±17

8±0

8±4

组别

茜素-1-

甲醚

羟基茜

草素

光泽汀

浓度/

（μg·孔−1）

313

625

1 250

78

156

313

625

1 250

78

156

313

625

1 250

0.06

0.25

0.50

1.00

2.00

回复突变菌落数

TA97

51±9

49±8

44±5

40±7

40±1

46±3

47±4

38±8

52±12

68±5

77±4

79±6

76±15

56±4

139±21

283±13

290±14

207±16

TA100

42±10

35±8

34±3

25±3

26±1

22±2

30±6

24±6

20±5

32±2

29±5

35±5

28±8

37±1

122±14

249±10

238±42

274±17

TA102

17±2

15±2

15±4

20±6

17±3

25±3

16±2

17±8

23±8

20±3

18±4

18±2

2±1

6±4

9±5

12±2

11±2

13±8

TA1535

4±1

7±2

5±2

2±3

4±0

3±2

4±2

1±2

3±2

3±1

5±2

4±3

5±2

2±2

3±2

1±1

7±4

5±2

TA1537

6±1

5±3

7±1

8±2

4±2

9±5

8±5

2±2

17±3

17±1

24±8

27±5

28±8

3±1

2±2

12±1

11±3

6±2
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或近似的 I相代谢产物，或甲基异茜草素可代谢产

生光泽汀。

同样为蒽醌类化合物，大黄素型蒽醌的羟基分

布于两侧苯环，而茜素型蒽醌的羟基均位于同侧。

本研究结果表明羟基和甲基数量是权衡突变风险

的重要因素。当茜素型蒽醌结构侧链中仅含 1个羟

基时（如甲基异茜草素-1-甲醚和茜草素-1甲醚）未

诱导细菌回复突变；含有 2个及以上羟基时可诱导

突变；当甲基变为羟甲基后（如甲基异茜草素经Ⅰ相

代谢和光泽汀R2取代位点），致突变风险明显升高。

大黄素型蒽醌主要诱导TA98和TA1537发生突变，

两者突变类型分别为G∶C置换和G∶C移码［15］。茜

素型蒽醌结果与大黄素型蒽醌类似，以诱导针对G∶

C碱基突变的TA1537、TA97和TA100突变为主，然

而甲基异茜草素可诱导检测 A∶T 碱基置换的

TA102回复突变数增加，其诱导突变的作用机制及

特点需进一步通过哺乳动物体内外致突变实验研

究证实。

本研究通过评价一系列茜素型蒽醌的致突变

风险，为含茜素型蒽醌药物的致癌性风险界定及在

药材中的定量和有效监管提供重要借鉴，为毒理学

构效预测数据库提供重要数据支持。
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