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基于UDP-葡萄糖醛酸转移酶1A1抑制探讨二蒽酮的潜在肝毒性

汪 祺#，杨建波#，文海若*，马双成*

中国食品药品检定研究院，北京 100050

摘 要：目的 基于胆红素代谢酶UDP-葡萄糖醛酸转移酶 1A1（UGT1A1）靶点评价何首乌中二蒽酮类成分的潜在肝毒性。

方法 采用Discovery Studio 2.5软件的From Receptor Cavities模块对UGT1A1酶蛋白空腔进行自动识别，将反式-大黄素-大黄

素二蒽酮（trans-EMD）、顺式-大黄素-大黄素二蒽酮（cis-EMD）与UGT1A1酶蛋白进行对接，确定待测单体与酶蛋白的作用方

式以及连接的紧密程度；应用大鼠肝微粒体孵育体系，加入底物胆红素对照品溶液，评价 trans-EMD、cis-EMD（0.037、0.110、

0.330、0.990、2.970 μg·mL−1）对UGT1A1酶的作用，同时启动Ⅰ、Ⅱ相代谢，以表观抑制常数（Ki）为评价指标；CCK-8法检测 trans-EMD、

cis-EMD（0.04、0.10、0.30、1.00、3.00 μg·mL−1）作用 24 h对 HepaRG 细胞的毒性作用；实时荧光定量 PCR（qRT-PCR）实验检测

trans-EMD、cis-EMD（0.04、0.30、3.00 μg·mL−1）作用 24 h对HepaRG细胞UGT1A1 mRNA水平的影响。结果 分子对接实验显

示 trans-EMD、cis-EMD可与UGT1A1结合于 site F，2个化合物 10或 10'位不同氢键构型可引起化合物空间构型的改变，影

响其与UGT1A1的结合强弱；体外酶抑制实验表明 trans-EMD、cis-EMD对UGT1A1酶均表现出竞争型抑制作用，抑制作用

较强；细胞毒性实验表明 trans-EMD（IC50为 1.333 μg·mL−1）和 cis-EMD（IC50为 1.715 μg·mL−1）均表现出较明显的HepaRG细胞

毒性，IC50值较小；与对照组比较，trans-EMD和 cis-EMD 0.30、3.00 μg·mL−1 均可显著下调UGT1A1 mRNA表达水平（P＜0.05），

且作用存在浓度相关性。结论 具有大黄素（10→10'）大黄素或大黄素（10→10'）大黄素母核结构的二蒽酮化合物是一类

具有潜在肝毒性的化合物，其毒性作用可能与抑制胆红素代谢酶UGT1A1相关。
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Abstract: Objectives To evaluate the potential hepatotoxicity of dianthrones in Polygonum multiflorum based on the target of

bilirubin metabolizing enzyme UDP-glucuronyltransferase 1A1 (UGT1A1). Methods The Discovery Studio 2.5 software From

Receptor Cavities module to automatic identification of UGT1A1 enzyme protein cavity, Trans-emodin-emodin dianthrone (trans-

EMD) and Cis-emodin-emodin dianthrone (cis-EMD) were docked with UGT1A1 enzyme protein to determine the action mode and

the closeness of the monomer to be tested and the enzyme protein. To evaluate the effects of trans-EMD and cis-EMD (0.037, 0.110,

0.330, 0.990, 2.970 μg·mL−1) on UGT1A1 enzyme and initiate phase Ⅰ and phase Ⅱ metabolism in the incubation system of rat liver

microsomes with substrate bilirubin reference solution. The apparent inhibition constant (Ki) was used as the evaluation index.

CCK-8 assay was used to detect the toxicity of trans-EMD and cis-EMD (0.04, 0.10, 0.30, 1.00, 3.00 μg·mL−1) for 24 h on HepaRG

cells. The effects of trans-EMD and cis-EMD (0.04, 0.30, 3.00 μg·mL−1) on UGT1A1 mRNA levels in HepaRG cells for 24 h

were detected by quantitative real-time PCR (qRT-PCR). Results Molecular docking experiments showed that trans-EMD and cis-

EMD could bind UGT1A1 to Site F. Different hydrogen bond configurations at 10 or 10' positions of the two compounds could

cause changes in the spatial configuration of the compounds and affect their binding strength to UGT1A1. In vitro enzyme inhibition
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experiments showed that both trans-EMD and cis-EMD exhibited competitive inhibitory effects on UGT1A1 enzyme, with strong

inhibitory effects. The cytotoxicity test showed that trans-EMD (IC50 = 1.333 μg·mL−1) and cis-EMD (IC50 = 1.715 μg·mL−1) showed

obvious HepaRG cytotoxicity, and the IC50 value was smaller. Compared with control group, trans-EMD and cis-EMD 0.30 and

3.00 μg·mL−1 could significantly down-regulate UGT1A1 mRNA expression level (P < 0.05), and the effect was concentration

dependent. Conclusion Dianthrone compounds with emodin (10→10') emodin or emodin (10→10') emodin nucleus structure are a

class of compounds with potential hepatotoxicity, and their targets are bilirubin metabolizing enzymes UGT1A enzyme.

Key words: molecular docking; bilirubin metabolizing enzyme; UDP-glucuronyltransferase 1A1 (UGT1A1); Polygonum

multiflorum; dianthrone; hepatotoxicity

近年来补益良药何首乌及其制剂引发的不良

反应时有报道，尤其是何首乌致肝损伤的临床报道

较多［1-5］，因此在发挥其药效作用的同时，明确其毒

性成分，避免不良反应的发生成为目前的研究热

点。本课题组发现［6］，何首乌中的二蒽酮类成分具

有预防和治疗心肌缺血等病症的作用，为何首乌中

药效成分。截止目前，何首乌中已经鉴定出近 30个

蒽酮及蒽酮糖苷成分，其基本母核结构均为大黄

素（10→10'）大黄素或大黄素甲醚（10→10'）大黄素

甲醚，因此研究这类成分有效性的同时明确其是否

为潜在毒性成分具有重要意义［7］。

本课题组前期研究发现［8-12］，人体内源性物质

胆红素的唯一代谢酶 UDP-葡萄糖醛酸转移酶

1A1（UGT1A1）被抑制时，可导致胆红素代谢异常，

造成胆红素体内堆积引起肝损伤。本课题组［13-14］以

此为切入点分别针对何首乌中的二苯乙烯苷、蒽

醌、蒽醌糖苷类成分开展了研究，初步证实何首乌

引发的肝损伤与上述成分如大黄素甲醚、大黄素-8-

O-葡萄糖苷、大黄酸等对 UGT1A1 的抑制相关，

UGT1A1酶是何首乌致肝损伤的毒性靶点之一；此

外，本课题组还发现特定母核结构的一类成分均可

对UGT1A1产生抑制，表现出毒性作用［13-14］。

针对何首乌中的蒽酮类成分，本研究拟选取反

式 - 大 黄 素 - 大 黄 素 二 蒽 酮（trans-emodin

dianthrones，trans-EMD）及顺式-大黄素-大黄素二蒽

酮（cis-emodin dianthrones，cis-EMD）为研究对象，

以 UGT1A1为作用靶点，结合分子对接、体外酶动力学

实验及UGT1A1酶基因变化结果，探究其是否为潜在毒

性成分，并从构效关系的角度对这类成分进行初步评价。

1 材料

1.1 主要仪器

Waters AcquityTM Ultra Performance LC 超高效

液相色谱仪（美国Waters公司）；FQD-96A荧光定量

PCR仪（杭州博日 Line Gene 9620）；VICTOR X5多

功能酶标仪（PerkinElmer公司）；Nano-100分光光度

计（杭州奥盛仪器有限公司）；Thermo 17R型高速低

温离心机（日本 Thermo 公司）；节能型职能恒温槽

SDC-6（宁波新芝生物科技股份有限公司）；Vortex-

Genie 2涡旋振荡器（美国Scientific Industries公司）；悬

滴GravityPlusTM板、GravityTRAPTM板（Insphero公司）。

1.2 肝微粒体、细胞及主要试剂

大鼠肝微粒体（rat liver microsomes，RLM，美国

BD Gentest公司）；人源肝细胞HepaRG（美国ATCC

公司）。

trans-EMD、cis-EMD，均由中国食品药品检定

研究院杨建波博士分离，质量分数均大于 98%；磷

酸钾（质量分数≥98%）、氯化镁（质量分数≥98%）、

三羟甲基氨基甲烷（Tris，质量分数≥98%）、抗坏血

酸（质量分数≥98%）、葡萄糖-6-磷酸脱氢酶V（G-6-

PDH）（ 质 量 分 数 ≥98%）、氧 化 型 辅 酶

II（NADPNa2）（质量分数≥98%）及 D-葡萄糖-6-磷

酸二钠（G-6-P）（质量分数≥98%），均购自百灵威科

技；丙甲菌素（质量分数≥98%）、葡萄糖二酸单内

酯（质 量 分 数≥98%）、尿 苷 二 磷 酸 葡 萄 糖 醛

酸（UDPGA，质 量 分 数 ≥98%）、二 甲 基 亚

砜（DMSO，质量分数≥98%），均购自 Sigma Aldrich

公 司 ；胆 红 素（批 号 100077-201206，质 量 分 数

99.3%）购自中国食品药品检定研究院；乙腈、甲醇

均为色谱纯（德国默克公司）；其他试剂均为分析

纯（北京化学试剂厂）。

胎牛血清（FBS，货号 10099-141）及 0.25%胰蛋

白 酶 -EDTA 均 购 自 gibco 公 司 ；琼 脂 糖（货 号

111860）购自 Spain Biowest公司；10 000×DuRed核

酸染料（D009-500 μL）购自北京富百科生物技术有

限公司；总RNA提取试剂盒（货号HS0402）、cDNA

第一链合成试剂盒（货号 HS0611）、Real SYBR

Mixture（货号 HS0613）、D2000 DNA Marker（货号

HS0713）及 2×Taq PCR Mastermix（货号 HS0602）

均购自北京厚生博泰生物技术有限公司。

2 方法

2.1 分子对接

本课题组前期应用Discovery Studio 2.5软件的
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BLAST Search 功能通过同源模建的方法构建了

UGT1A1酶蛋白结构［14］。具体步骤为：从Uniprot数

据库（http：//www.rcsb.org）中下载 UGT1A1 蛋白序

列，采用同源模建方法构建 UGT1A1 的蛋白结构，

包括对蛋白结构进行预处理、结构优化、质子化等

操作。并应用拉氏图和Verify-3D方法对所建立的

UGT1A1 酶蛋白进行结构评价。前期共识别出

UGT1A1上的 9个活性口袋区（site A～I）。在此基

础上开展本研究内容，采用该软件的From Receptor

Cavities模块对UGT1A1酶蛋白空腔进行自动识别，

将 trans-EMD和 cis-EMD与UGT1A1酶蛋白进行对

接，并以活性值与打分值的相关性系数对活性口袋

对接结果进行评价，确定待测单体与酶蛋白的作用

方式以及连接的紧密程度［13］。

2.2 UGT1A1酶体外抑制实验

应用已建立的RLM孵育体系［15-16］，评价二蒽酮

单体对UGT1A1酶的作用，同时启动Ⅰ、Ⅱ相代谢，以

表观抑制常数（Ki）为评价指标。取 30 μL蛋白浓度

为 0.5 mg·L−1的 RLM，加入系列质量浓度的底物胆

红素对照品溶液（0.21、0.84、1.26、1.68、2.10 μg·mL−1）及

trans-EMD 或 cis-EMD 溶 液（0.037、0.110、0.330、

0.990、2.970 μg·mL−1），体系置 37 ℃恒温水浴预孵

育 3 min 后，同时加入 UDPGA 和 NADPH 再生系

统（使含 UDPGA 终浓度为 5 mmol·L−1）。于反应

15 min后加入 600 μL含 200 μmol·L−1维生素C的冰

乙腈-甲醇（2∶1）终止反应，沉淀蛋白，涡旋 1 min后，

13 000 r·min-1（r＝5 cm）离心 25 min，取上清液 1 μL

测定，测定方法见文献报道［15-16］。每个样本重复3次。

以胆红素代谢产物生成量对应其底物浓度作

图，横坐标为胆红素浓度的倒数（1/S），纵坐标为加

入二蒽酮后胆红素代谢速率的倒数（1/V），采用米氏

方程双倒数法作图；加入不同浓度二蒽酮对应不同

曲线，以不同曲线斜率对胆红素底物浓度绘制 Slop

图，求得Ki。

2.3 HepaRG细胞毒性考察

取对数生长期的 HepaRG细胞，消化后调整为

5×104 ·mL−1 ，每孔 100 μL 接种于 96 孔板，24 h后

给予二蒽酮单体。分别设置空白对照组（不含HepaRG

细胞）、对照组（0.5% DMSO）、trans-EMD（0.04、0.10、

0.30、1.00、3.00 μg·mL−1）组 和 cis-EMD（0.04、

0.10、0.30、1.00、3.00 μg·mL−1）组。

细胞体系置于 37 ℃、5% CO2条件下孵育 24 h，

每孔加入 CCK-8 细胞活力检测试剂 10 μL 后于

37 ℃避光孵育 2 h，采用酶标仪于 450 nm处检测各

孔吸光度（A）值，按如下公式计算细胞存活率［17］，及

二蒽酮的半数抑制浓度（IC50）。

细胞存活率＝（A 给药－A 空白对照）/（A 对照－A 空白对照）

2.4 实时荧光定量PCR（qRT-PCR）实验

细胞培养及给药条件同上述“2.3”项下操作，分

别设置对照组（0.5%DMSO）、trans-EMD（0.04、0.30、

3.00 μg·mL−1）和cis-EMD（0.04、0.30、3.00 μg·mL−1）组。

药物处理 24 h后，PBS缓冲液洗涤 2次，加入 0.25%

胰蛋白酶-EDTA消化，离心收集细胞。

引物序列见表 1，由生工生物工程（上海）股份

有限公司合成。采用通用型总RNA提取试剂盒提

取RNA，经Nano-100测定RNA浓度和纯度（测量前

先用溶解RNA的DEPC水调零）。采用 cDNA第一

链合成试剂盒反转录 cDNA，然后进行 qRT-PCR检

测［18］。反应步骤见表2。

2.5 统计学分析

数据采用 SPSS 13.0 软件处理，实验数据均以

x
—

±s表示，多组间比较采用单因素方差分析。

3 结果

3.1 UGT1A1酶蛋白分子对接

采用Discovery Studio 2.5软件中的CDOCKER

打分功能，在确定 trans-EMD 和 cis-EMD 的对接位

点后，对其与UGT1A1酶蛋白的结合位点进行结合

自由能（IE）分析，IE 绝对值大代表体系能量稳定，

与 UGT1A1 酶的结合力强。由于 UGT1A1 酶为胆

红素唯一代谢酶，因此本研究采用胆红素为阳性对

照。trans-EMD和 cis-EMD为消旋体异构体（图 1），

4个不同构型的化合物与UGT1A1酶的对接位点同

胆红素一致，均为 site F。IE结果见表3。

分析对接模式发现（图 2），trans-EMD 和 cis-

表1 引物序列

Table 1 Primer sequence

基因

UGT1A1

β-actin

序列（5’-3’）

正向 CTCCCCTGGATTCTCAGACC

反向 CCGTGCCACCCACAAAAC

正向 AGCCATGTACGTAGCCATCC

反向 ACCCTCATAGATGGGCACAG

表2 qRT-PCR反应步骤

Table 2 Reaction steps of qRT-PCR

步骤

PCR预变性

变性

退火

延伸

温度/℃

95

95

55

72

时间

10 min

20 s

20 s

30 s

循环

1

40
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EMD分子体积较大，刚性强，由于共轭体系的存在，

4个不同构型的化合物分别与UGT1A1中的氨基酸

残基 PHE283、VAL345、ILE343形成了多个 Pi-Alkyl

键和更为稳定的 Pi-Pi T shape键，增大了化合物与

UGT1A1酶的疏水结合作用。由于这 2个化合物分

别为消旋体的混合物，因此 10和 10'位的构型使得

分子空间构型不同，对其在F区的停靠产生了影响。

trans-EMD（βα）进 入 F 区 后 ，分 别 与 GLY332、

THR333、LYS346、VAL345 形成了 6 个氢键作用，

cis-EMD（αα）分别与 GLY332、LYS346、VAL345 形

成了 5 个氢键作用，使得这 2 个构型的化合物与

UGT1A1 结合更加紧密。相反，cis-EMD（ββ）和

trans-EMD（βα）仅与GLY332形成了 1个氢键作用，

因此获得了绝对值较低的 IE。

由于 trans-EMD和 cis-EMD与胆红素结合位点

为同一位点，存在竞争结合的可能，因此提示

trans-EMD和 cis-EMD对于UGT1A1酶结合胆红素

均可产生影响，使胆红素代谢受阻，存在引发毒性风险。

3.2 UGT1A1酶体外抑制实验

由于 trans-EMD 和 cis-EMD 为消旋体的混合

物，因此所得结果为 2 个消旋体的综合作用。

trans-EMD 和 cis-EMD 在 RLM 中对 UGT1A1 酶的

抑制情况见表 4、图 3。二者对UGT1A1酶均表现出

竞争型抑制作用，通过Ki可知［19］，trans-EMD和 cis-

EMD对UGT1A1酶具有较强抑制作用，与分子对接

所得结果相一致。

3.3 HepaRG 细胞毒性结果

如图 4 所示，trans-EMD（IC50为 1.333 μg·mL−1）

和 cis-EMD（IC50为 1.715 μg·mL−1）均表现出较明显

的HepaRG细胞毒性，IC50值较小。体外毒性实验数

据与对接筛选结果相一致。

3.4 UGT1A1酶mRNA表达变化

与对照组比较，trans-EMD 和 cis-EMD 0.30、

3.00 μg·mL−1 均可显著下调 UGT1A1的 mRNA表达

水平（P＜0.05），且作用存在浓度相关性。结合体外

UGT1A1 酶抑制实验和细胞毒性数据，初步推测

trans-EMD和 cis-EMD产生的肝毒性作用可能与其

对 UGT1A1 酶 的 抑 制 相 关 ，由 于 trans-EMD 和

cis-EMD对UGT1A1酶的抑制作用可不同程度地影

响胆红素代谢循环，继而存在引发肝毒性的可能。

结果见图5。

4 讨论

本研究在前期实验的基础上，以UGT1A1酶靶

点为切入点，针对何首乌中的二蒽酮类成分开展了

毒性研究。通过分子对接手段，首先证明具有消旋

结构的 trans-EMD和 cis-EMD均与UGT1A1酶结合

于位点 site F，该位点同时也为胆红素结合位点。此

外本研究发现，在 4 个结构中，trans-EMD（βαH）和

 

 

 

化合物 C10 C10’ R1 

trans-EMD αH/βH βH/αH H 

cis-EMD αH/βH αH/βH H 

 图1 trans-EMD和 cis-EMD结构

Fig. 1 Stucture of trans-EMD and cis-EMD

 

 

 

 

cis-EMD αα构型                 cis-EMD ββ构型 

trans-EMD αβ构型              trans-EMD βα构型 

图2 对接模式图

Fig. 2 Docking mode diagram

表4 UGT1A1酶Ki

Table 4 Ki of UGT1A1 enzyme

单体

trans-EMD

cis-EMD

抑制类型

竞争型

竞争型

Ki/（μmol·L−1）

1.95

11.48

Ki＜1 μmol·L−1，强抑制；Ki＞50 μmol·L−1，弱抑制

Ki< 1 μmol·L−1, strong inhibition; Ki > 50 μmol·L−1, weak inhibition

表3 IE结果

Table 3 IE results

化合物

胆红素

trans-EMD（βαH）

trans-EMD（αβH）

cis-EMD（ααH）

cis-EMD（ββ）

结合口袋区

Site F

Site F

Site F

Site F

Site F

IE/（kJ·mol−1）

−205.806 5

−177.338 2

−106.553 2

−166.402 0

−117.971 3
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cis-EMD（ααH）与 UGT1A1 酶的 IE 绝对值较大，体

系稳定，而 trans-EMD（αβH）和 cis-EMD（ββ）次之。

分析对接模式发现二蒽酮类化合物共轭体系较大，

与氨基酸残基的疏水结合作用强，但分子结构增大

的同时刚性增强，当分子直径与活性口袋直径相当

或大于口袋直径时，化合物的空间构型，特别是 10

或 10'引起空间构型改变，影响其在活性口袋区的停

靠位置，继而可影响其与酶蛋白间的疏水结合。

体外 UGT1A1 酶抑制实验发现 trans-EMD 和

cis-EMD的消旋混合物均对UGT1A1酶有较强的抑

制作用，且均表现为竞争型抑制。分子对接部分显

示单体与 UGT1A1 酶的底物胆红素同时对接进入

相同位点 sit F，因此体外实验部分验证了酶蛋白的

受体配体间的锁钥理论，与分子对接部分的研究结

果相一致。通过测定UGT1A1酶蛋白基因表达，进

一步证明 0.30、3.00 μg·mL−1 trans-EMD和 cis-EMD

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

图5 UGT1A1酶mRNA变化（x
—

±s，n=3）

Fig. 5 expression level of UGT1A1 mRNA (x
—

±s, n=3)

图3 trans-EMD和 cis-EMD对UGT1A1酶的影响

Fig. 3 Effects of trans-EMD and cis-EMD on UGT1A1 enzyme

图 4 trans-EMD和 cis-EMD对HepaRG细胞活性的影

响（x
—

±s，n=3）

Fig. 4 Effects of trans-EMD and cis-EMD on HepaRG cell

activity (x
—

±s, n=3)
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均可对UGT1A1酶产生显著抑制作用，并且存在明

显的剂量相关关系。

通过体外细胞毒性实验证实 trans-EMD（IC50：

1.333 μg·mL−1）和 cis-EMD（IC50：1.715 μg·mL−1）均

表现出明显的HepaRG细胞毒性。前期针对何首乌

中另一重要成分大黄素-8-O-葡萄糖苷（EG）开展了

体内、外毒性研究［18，20-22］，研究发现 EG 可显著抑制

UGT1A1 酶，同时表现出明显的细胞毒作用，在

HepaRG 细胞系中，给药 24 h IC50为 205.4 μg·mL−1，

48 h IC50为 139.3 μg·mL−1，而在 3D培养的人源肝细

胞模型中 24、72、168 h时 IC50分别为 165.28、149.24、

51.87 μg·mL−1，与 2D细胞给药相比随给药时间延长

可见毒性作用叠加，同时 EG体内毒性实验也表现

出明显的肝毒性及遗传毒性。本研究中体外细胞

毒性结果显示 trans-EMD 和 cis-EMD 具有远低于

EG的 IC50值，提示 trans-EMD和 cis-EMD存在潜在

的肝毒性风险，应进一步关注并开展体内研究。

本研究初步证实了何首乌中的二蒽酮成分可

作用于胆红素代谢酶UGT1A1，同时产生肝毒性作

用，推测肝毒性作用可能与抑制UGT1A酶相关，此

外提出这类成分的母核结构具有一定的结构选择

性，实验结果将为探讨二蒽酮类成分的临床肝毒性

提供数据支持。
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