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生物检定·活性分析

SD 大鼠重复给予大黄素甲醚肝毒性与遗传毒性研究 *
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（1. 中山大学药学院，广州 510006；2. 中国食品药品检定研究院国家药物安全评价监测中心，药物非临床安全评价研究

北京市重点实验室，北京 100176；3. 中国食品药品检定研究院中药民族药检定所，北京 100050）

摘要　目的：综合重复给药毒性试验和遗传毒性试验，对大黄素甲醚研究潜在肝毒性及遗传毒性进行评

价。方法：雄性 Spargue-Dawley（SD）大鼠随机分为对照组（0.5% 羧甲基纤维素钠）及大黄素甲醚低

（6.5 mg·kg-1）、中（65 mg·kg-1）和高剂量组（650 mg·kg-1），连续 14 d 经口灌胃给药；平行设甲磺酸乙酯

（200 mg·kg-1）遗传毒性试验阳性对照组。观察动物临床症状，分析体质量、血清生化指标、肝脏质量及

病理学指标变化，并开展微核试验及彗星试验。结果：连续 14 d 给予 SD 大鼠大黄素甲醚，未见明确的与

大黄素甲醚有关的肝毒性表现，且未检出其存在诱导 SD 大鼠肝细胞染色体损伤 DNA 断裂的作用。结

论：当前试验条件下大黄素甲醚未见毒副反应剂量为 650 mg·kg-1。本研究为对大黄素甲醚潜在肝毒性

的初步探索，建议延长给药时间并增加动物数量，以进一步明确其体内毒性。
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Hepatotoxicity and genotoxicity study of physcion
 in SD rats with repeated doses*
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Abstract　Objective：To evaluate the potential hepatotoxicity and genotoxicity of physcion by performing jointed 
repeated-dose toxicity study and genotoxicity study．Methods：Male Sprague-Dawley （SD） rats were randomly
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蓼 科 何 首 乌（Polygonum multiflorum Thunb.）为

多年生藤本植物，具有补益精血，乌须发，强筋骨，补

肝肾等功效，与人参、灵芝、冬虫夏草并称为“四大仙

草”，是常见的贵细中药材［1］。自 2004 年起，逐渐出

现关于何首乌的临床肝损伤的案例报道［2-3］，何首乌

的用药安全性问题受到社会高度关注。大黄蒽醌类

（anthraquinones，AQs），包括大黄素、大黄素甲醚、大

黄酚、芦荟大黄素、大黄素甲醚 -8-β-D-（6’-O- 乙

酰基）- 葡萄糖苷和大黄素 -3- 甲醚 -8-O-β-D- 葡

萄糖苷等［4-5］，是何首乌的主要成分，前期研究提示

游离蒽醌与何首乌肝毒性有关［6］并有学者提出“蒽

醌致毒”的概念。此外，大黄蒽醌类化合物结构中存

在的蒽醌环为遗传毒性可疑结构，体外遗传毒性研

究也提示其可能存在诱导 DNA 断裂和染色体损伤

作用［7］。

目前针对大黄素类单体的肝毒性研究多使用体

外培养细胞，而体内肝脏研究较少。大黄素甲醚是

何首乌的主要成分（何首乌药材中大黄素甲醚含量

范围约为 0.11~0.62 mg·g-1［8］），也是蒽醌类化合物主

要体内代谢产物之一［9-10］。本研究通过连续 14 d 经

口灌胃给予 SD 大鼠大黄素甲醚，观察动物临床症状

并分析体质量、血清生化指标、肝脏质量及病理学指

标，对大黄素甲醚的整体毒性和潜在肝毒性进行评

价。研究同时联合开展肝细胞和骨髓微核试验及肝

细胞和外周血彗星试验，从而综合体内整体毒性、肝

脏毒性和其潜在肝细胞染色体损伤和 DNA 断裂效

应 3 个不同层面，对大黄素甲醚的潜在体内毒性进行

评估。

1　仪器与材料

1.1　实验仪器

H500FR 台式高速冷冻离心机（Kokusan 公司）；

MINI AM4290 尿分析仪（京都 Aution 公司）；ADVIA120
血液分析仪和 Rapidchem744 电解质分析仪（拜耳公

司）；MICROX SPINNER 离心涂片机（Onron 公司）；CA-
1500 血凝分析仪（Sysmex 公司）；7180 型全自动生化分

析仪（日本日立公司）；樱花 TEC5EMJ-2 型自动包埋机

和 DRS-2000 自动染色机及封片机（Sakura 公司）；显微

镜（Olympus 公司）；DYCP-31F 型电泳仪和 DYY-6C 电

泳仪电源（北京市六一仪器厂）；NTS-1300 恒温振荡水

槽（东京理化器械株式会社）；Komet 6.0 图像分析系统

（英国安道尔科技有限公司）；Nikon eclipse 80i 荧光显微

镜（尼康公司）。

1.2　材料与试剂

大 黄 素 甲 醚 对 照 品（批 号 110758-201616，含

量 99.0%，中 国 食 品 药 品 检 定 研 究 院）。 阴 性 对 照

品：羧甲基纤维素钠（CMC-Na）溶液，由 MilliQ-A10
超纯水机生产的超纯水与羧甲基纤维素钠（Sigma）

配 制 而 成；遗 传 毒 性 阳 性 剂：甲 磺 酸 乙 酯（ethyl 
methanesulphonate，EMS，Sigma）；Trevigen Comet Assay® 
Kit 彗星检测试剂盒（Trevigen）；EDTA-2Na（Sigma）；

HBSS（Cellgro）；PBS（Cellgro）；无水乙酸、无水甲醇

（国药集团化学试剂有限公司）；胎牛血清（Gibco）；

SYBR Green I Nuclei Acid Gel Stain （Invitrogen）；Giemsa
染料（Sigma），染色前用 1/15 mol·L-1 磷酸盐缓冲液

 divided into control （0.5% sodium carboxymethyl cellulose），low dose （6.5 mg·kg-1 physcion），medium dose 
（65 mg·kg-1 physcion） and high dose （650 mg·kg-1 physcion） groups．Administration was through oral gavage for 
consecutive 14 days．A positive control group for genotoxicity study were used in parallel and administrated with 
ethyl methanesulfonate （200 mg·kg-1）．Clinical symptoms，body weight，serum biochemical examinations data，

liver weight and histopathological examination results were analyzed，and the micronucleus test and comet assay 
were performed．Results：No definite hepatotoxicity associated with physcion were found in SD rats with repeated 
doses for consecutively 14 days．No chromosome damage nor DNA breakage effect on the hepatocyte was detected．

Conclusion：Under the current condition，no observable adverse effect level for physcion is estimated at 650 mg·

kg-1．As a preliminary exploration of the potential hepatotoxicity of physcion，a study with extended administration 
period and increased animal number is recommended for identifying its in vivo toxicity．

Keywords：physcion；rhubarb anthraquinones compounds；Polygoni Multiflori Radix；SD rat；repeated-dose 
toxicity；hepatoxicity；drug safety；micronucleus test；comet assay
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（pH 6.8）配制成 5% Giemsa 应用液；吖啶橙（Fluka），

染色时将 0.1% 吖啶橙染液与 1/15 mol·L-1 磷酸盐缓

冲液（pH 6.8）按 1∶15 的比例配制成应用液；血清生

化检测试剂（北京中生生物工程公司）。

1.3　动物来源、饲养条件

20 只 SPF 级雄性 SD 大鼠（给药时约 6 周龄），

购自北京维通利华实验动物技术有限公司，实验动

物 许 可 证 号 SCXK（京）SCXK（京）2016-0006。 大

鼠在屏障系统内 PC 聚碳酸酯鼠盒饲养（北京科澳

协力饲料有限公司），提供 60 钴放射灭菌鼠全价颗

粒饲料，自由摄取。饲养环境保持温度 20~26 ℃，湿

度 40%~70%，每小时换气 15 次以上，照明时间每天

12 h。试验方案通过国家药物安全评价监测中心实

验动物福利伦理委员会的伦理审查。

2　实验方法

2.1　动物分组及给药

所有动物在检疫期结束后，根据体质量随机分

为 0.5% CMC-Na 溶媒对照组、6.5 mg·kg-1 剂量组、

65 mg·kg-1 剂量组、650 mg·kg-1 剂量组和 EMS 阳

性剂组。本研究为对大黄素甲醚体内毒性的初步

探索，考虑试验动物使用“减少、替代和优化”的 3R
原 则（Reduction，Replacement and Refinement），每

组设 4 只用于统计分析。分组时动物体质量约 200 
g，个体体质量差异小于平均体质量的 ±20%。溶

媒对照组和大黄素甲醚各剂量组连续 14 d 经口灌

胃给药，给药体积为 15 mL·kg-1；EMS 阳性对照组

（200 mg·kg-1）给药方式为连续 3 d 经口灌胃，给药

体积为 10 mL·kg-1。EMS 阳性对照组动物仅用作

遗传毒性试验对照。

2.2　口服给药剂量

何首乌人临床每日最大用量约为每人 100 g 生

药［11］，即 1.7 g·kg-1（以生药计）。其中大黄素甲醚

在生药中含量以 0.62 mg·kg-1 计，为 1.05 mg·kg-1。

根据大鼠与人体表面积系数（6.17）折算，相当于

6.5 mg·kg-1。以该剂量为最低剂量，分别设置 6.5、

65 和 650 mg·kg-1 剂量组，约为人最大拟用剂量的 1
倍、10 倍和 100 倍。

2.3　一般毒性及肝毒性检测

溶媒对照组和大黄素甲醚各剂量组动物在给药

期间每天观察动物临床症状，每周测定体质量 2 次。

末次给药后动物禁食过夜，给药结束时所有动物以

CO2 吸入法麻醉，从腹腔后大静脉取血用于血清生化

检测和彗星试验，采血量约 1 mL·只 -1。血清生化

检测指标包括丙氨酸氨基转换酶（ALT）、天门冬氨

酸氨基转换酶（AST）、碱性磷酸酶（ALP）、肌酸磷酸

激酶（CK）、乳酸脱氢酶（LDH）、总胆红素（TBIL），

采用 Hitachi 7180 型全自动生化仪检测。之后使用

60 mL 注射器缓慢推注 0.9% 氯化钠注射液进行肝脏

灌流至肝脏膨起且颜色呈土黄色为止。动物完全放

血处死后解剖，剖检时详细记录大体病理学的发现。

对动物肝脏分离后称量，并使用 10% 甲醛固定组织

标本。固定后的组织经修块取材，逐级酒精脱水，石

蜡包埋，滑动切片机切片（厚约 3 μm）。标本经苏木

精 - 伊红（HE）染色后，在光镜下进行组织病理学

检查。

2.4　遗传毒性试验

2.4.1　外周血及骨髓微核试验　动物处死后取单

侧 股 骨，剪 断 两 端 开 放 骨 髓 腔；吸 取 胎 牛 血 清 约

1~2 mL，使用注射器针头冲洗骨髓至试管中，并反

复抽吸针头数次吹打制成骨髓细胞悬液。样本经

1 000 r·min-1 离心 5 min 后，弃去大部分上清液，将

骨髓细胞沉淀吹打均匀。吸取适量骨髓悬液滴于

洁净玻片上推片，标本置于室温下干燥。玻片经甲

醇固定 15 min 后晾干待检。每只动物骨髓样本计

数 200 个 总 红 细 胞（erythrocyte，RBC）中 嗜 多 染 红

细胞（polychromatic erythrocyte，PCE）和正染红细胞

（normochromatic erythrocyte，NCE）的数目，以及 2 000
个嗜多染红细胞（PCE）中微核细胞（MN-PCE）的

数目，分别计算嗜多染红细胞占总红细胞的百分率以

及嗜多染红细胞的微核率。

取动物肝左叶约 5 mm3 大小组织，用刀片切成

2~3 mm3 小块，加入含 0.05% 胶原酶的 HBSS 溶液。

样本在 37 ℃水浴中震摇孵育 1 h，每 30 min 人工用

力震摇 1 次。使用移液器反复吹打消化后的细胞悬

液 50 次，再经 40 μm 细胞筛过滤后，加入 10% 甲醛

溶液 3 mL 固定，并以 800 r·min-1 离心 1 min。弃上

清，再次加入 10% 甲醛 3 mL 并重悬，样本于 4 ℃条

件保存待检。镜检前取细胞悬液 10~20 μL，加入等

体 积 的 吖 啶 橙 -DAPI 溶 液（吖 啶 橙：0.5 mg·mL-1；

DAPI：10 μg·mL-1）进行荧光染色；取 10~20 μL 混

合液滴片后加盖玻片，并在荧光显微镜下进行观察。

每只动物的肝细胞样本中计数 1 000 个肝细胞中微

核细胞率。

2.4.2　外周血与肝脏彗星试验　采集大鼠外周血约
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50 μL 备用。肝组织样本是采集肝左叶约 2~3 mm3

的 组 织，置 于 3 mL 切 碎 液（含 20 mmol·L-1 EDTA-
2Na 和 10%DMSO 的 HBSS 溶 液）中，使 用 剪 刀 剪 碎

组织以释放细胞，并经 40 μm 滤膜过滤后置冰上备

用。样本经制片、裂解、解旋、电泳、中和、脱水等步骤

后制备成单细胞凝胶标本［12］。所有标本使用 SYBR 
Green I（1∶10 000）染 色，并 在 放 大 倍 数 为 200 至

400 倍的荧光显微镜下拍照。使用 Komet 6.0（Andor 
Technology）彗星图像分析软件进行分析，每只动物至

少分析 100 个彗星细胞的细胞核彗星拖尾情况。计算

每组动物尾 DNA 百分含量和 Olive 尾距的中位数平

均值。

2.5　统计及数据分析

各组动物体质量、脏器质量、血清生化指标、微

核和彗星试验结果以平均值 ± 标准差（SD）的形

式列出。动物数表示为“n”。动物质重、肝脏质量、

血清生化和彗星试验结果采用单因素方差分析对

组间数据进行检验；微核试验结果采用卡方检验分

析；P<0.05 时认为差异有统计学意义。病理学观察

结果仅列出，不进行统计分析。数据图与统计结果

经 GraphPad Prism 7（Graphpad Software） 软 件 处 理

生成。

3　实验结果

3.1　整体毒性分析 
试验期间，各组动物临床症状未见与给予受试

物大黄素甲醚相关的明显异常改变。体质量变化是

反映受试物毒性的一个重要指标。与对照组比较，

大黄素甲醚各剂量组动物在不同时期的平均体质量

（图 1）及脏器质量（表 1）未见显著性差异，结果提

示在当前给药剂量和给药条件下，所有受试物均未对

动物整体产生严重的毒性作用。

图 1　大黄素甲醚对 SD 大鼠体质量的影响

Fig. 1　Effects of physcion on the body mass of SD rats

表 1　连续给予大黄素甲醚后 SD 大鼠肝脏平均绝对质量及相对系数（平均值 ±SD，n=4）

Tab. 1　Averaged absolute and relative liver mass of SD rats with repeated doses of physcion （mean±SD，n=4）

给予物质（treatment）
给药剂量

（dosage）

体质量

（body weight）/g
肝脏质量

（liver mass）/g

脏体重比

（relative liver mass
 vs. body mass）/

（g·kg-1）

脏脑重比

（relative liver mass vs. 
brain mass）/

（g·g-1）

羧甲基纤维素钠（CMC-Na） 0.5% 253.8±15.5 11.178±1.022 0.044±0.002 6.015±0.530

大黄素甲醚（physcion） 6.5 mg·kg-1 250.9±10.2 11.279±1.778 0.045±0.006 5.747±0.730

65 mg·kg-1 251.7±23.0 11.305±1.773 0.045±0.004 5.907±0.727

650 mg·kg-1 260.7±32.9 13.821±0.555 0.054±0.005 6.891±0.340

　注（note）：单因素方差分析（one-way analysis of variance），n=4

3.2　大黄素甲醚的潜在肝毒性

给药结束后受试物大黄素甲醚对动物肝脏血

清生化指标的影响见表 2，各给药组动物平均 ALT、

AST、ALP 和 TBIL 浓 度 数 值 与 对 照 组 动 物 相 应 指

标 的 均 值 比 较 均 未 见 显 著 性 改 变；6.5、65 和 650 
mg·kg-1 剂 量 组 动 物 平 均 CK 浓 度 数 值 以 及 65 和

650 mg·kg-1 剂量组动物平均 LDH 浓度数值与对照

组动物相应指标比较，有所降低，但不提示为毒性反

应。因此考虑连续 14 d 给予 SD 大鼠大黄素甲醚对

与肝脏功能有关的主要血清生化指标无明显毒理学

影响。组织病理学检查结果可见各剂量组动物散在

存在肝脏极轻度小肉芽肿和极轻度汇管区单核细胞
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浸润，但未见剂量相关性，不提示上述病理学变化与

大黄素甲醚作用有关。650 mg·kg-1 剂量组 1/4 只动

物肝脏见肝细胞大片中度弥散性变性坏死，因该病变

发生率低，暂时无法确定与给予大黄素甲醚有关。

3.3　大黄素甲醚的潜在肝细胞遗传毒性

大黄素甲醚的潜在致断裂性分别通过彗星试

验和微核试验进行评价。分别以尾 DNA 百分含量

和 Olive 尾距为指标，评价大黄素甲醚是否可诱导

肝 细 胞 DNA 断 裂，结 果 显 示（表 3 和 图 2），与 溶

媒 对 照 组 比 较［尾 DNA 百 分 含 量 为（2.23±0.55）

%］，连续给予大黄素甲醚 14 d，大鼠肝细胞未产生

表 2　连续给予大黄素甲醚后大鼠与肝脏功能有关的血清生化指标数值（平均值 ±SD，n=4）

Tab. 2　Serum biochemical data related to liver function in rats with repeated doses of physcion （mean±SD，n=4）.

给予物质　（treatment）
给药剂量

（dosage）

CALT/ CAST/ CALP/ CCK/ CLDH/ CTBIL/

（U·L-1） （U·L-1） （U·L-1） （U·L-1） （U·L-1） （μmol·L-1）

羧甲基纤维素钠（CMC-Na） 0.5% 42±6 166±25 200±62 1 066±297 1 482±528 1.55±0.05

大黄素甲醚（physcion） 6.5 mg·kg-1 35±5 161±26 155±45 732±214* 1 362±433 1.41±0.29

65 mg·kg-1 34±5 151±10 159±15 624±243** 1 062±335** 1.14±0.18

650 mg·kg-1 40±7 134±19 160±23 657±121** 1 054±189** 1.36±0.43

　注（note）：单因素方差分析（one-way analysis of variance ），*P<0.05，**P<0.01，n=4

DNA 断 裂［6.5、65 和 650 mg·kg-1 剂 量 组 尾 DNA
百分含量分别为（2.56±1.91）%、（3.12±1.36）%
和（3.05±1.59）%， P>0.05）。 此 外，外 周 血 淋 巴

细胞的彗星试验结果也为阴性，大黄素甲醚未对

细胞核的完整性产生影响，与肝细胞结果基本一

致。肝细胞微核试验结果（表 4）提示，当前试验条

件下，大黄素甲醚未诱导肝细胞出现显著染色体损

伤（P>0.05），对 照 组 和 6.5、65 和 650 mg·kg-1 剂 量

组微核率分别为（0.13±0.13）%、（0.30±0.08）%、

（0.23±0.15）% 和（0.28±0.17）%。 该 结 果 与 动 物

骨髓微核试验结果相符。

表 3　大鼠肝细胞和淋巴细胞彗星试验结果比较（平均值 ±SD，n=4）

Tab. 3　Comparison of hepatocyte and lymphocyte comet assay data in rats （mean±SD，n=4）

给予物质

（treatment）
给药剂量

（dosage）

肝细胞（hepatocyte） 淋巴细胞（lymphocyte）

彗尾 DNA 含量 （content 
of tail DNA）/%

Olive 尾矩

（Olive tail moment）
彗尾 DNA 含量

（content of tail DNA）/%
Olive 尾矩

（Olive tail moment）

羧 甲 基 纤 维 素 钠

（CMC-Na）

0.50% 2.23±0.55 0.20±0.03 1.13±0.32 0.13±0.03

大黄素甲醚

（physcion）

6.5 mg·kg-1 2.56±1.91 0.26±0.20 1.11±0.30 0.21±0.21

65 mg·kg-1 3.12±1.36 0.33±0.13 1.40±0.51 0.18±0.05

650 mg·kg-1 3.05±1.59 0.25±0.18 2.49±0.97 0.29±0.12

甲磺酸乙酯 （EMS） 200 mg·kg-1 17.12±5.85** 4.30±1.89* 18.62±2.60** 2.63±0.39**

　注（note）：单因素方差分析（one-way analysis of variance），*P<0.05，**P<0.01，n=4
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图 2　大鼠彗星试验肝细胞和淋巴细胞示意图

Fig. 2　Representative images of hepatocyte and lymphocyte in comet 
assay in rats

表 4　大鼠肝细胞和骨髓细胞微核

试验结果比较（平均值 ±SD，n=4）

Tab. 4　Comparison of hepatocyte and lymphocyte

micronucleus test data in rats （mean±SD，n=4）

给予物质　

（treatment）
给药剂量

（dosage）

微核率（micronucleus rate）/%

肝细胞

（hepatocyte）

骨髓嗜多染红细胞

 （polychromatic 
erythrocyte）

羧甲基纤维素

钠（CMC-Na）

0.50% 0.13±0.13 0.23±0.10

大黄素甲醚

（physcion）

6.5 mg·kg-1 0.30±0.08 0.20±0.08

65 mg·kg-1 0.23±0.15 0.25±0.13

650 mg·kg-1 0.28±0.17 0.18±0.10

甲磺酸乙酯 
（EMS）

200 mg·kg-1 1.43±0.34** 2.10±0.44**

　注（note）：卡方检验分析（Chi-square test analysis），*P<0.05，**P<0.01，

n=4。

4　小结与讨论

根 据 前 期 研 究 数 据，当 单 次 给 药 剂 量 范 围 为

26.4~105.6 mg·kg-1 时，大鼠血浆中大黄素甲醚 Cmax 约为

0.29~0.49μg·mL-1，Tmax 约为 1 h，AUC 为 1.9~3.3 μg·mL-1［13］。

肝脏是大黄素甲醚体内主要靶器官，大鼠单次经口给

予大黄素甲醚后肝脏中含量最高，其次为肾脏、脑、肺

脏和心脏［14］。大黄素、大黄酚、3- 羟甲基 -1，6，8-
三羟基蒽醌、3- 甲酰基 -1，6，8- 三羟基蒽醌、3- 羧

基 -1，6，8- 三羟基蒽醌、3- 羧基 -6- 甲氧基 -1，8-
二羟基蒽醌等游离蒽醌是其在尿液中的主要代谢产

物［15］。当前针对何首乌不同提取部位及大黄素、大

黄素甲醚等游离单体的体外毒理和药理作用研究较

多，关于其潜在体内毒性的研究寥寥。而有关何首乌

和大黄蒽醌类化合物体内研究的给药剂量设置往往

较低，未能充分暴露其毒性。本研究以文献报道［11］

的人体每日何首乌最大服用量 100 g 折算大黄素甲

醚的给药量，给予大鼠的最大给药剂量约为人最大拟

用剂量的 100 倍，动物连续给药 14 d，可基本满足毒

性暴露需要。

何首乌长期给药的肝毒性主要表现为肝细胞急

性凋亡、坏死、变性、谷丙转氨酶及谷草转氨酶的升

高［16］，且前者升高幅度远高于后者，其病理学改变

可包括炎细胞浸润、肝血窦充血、枯否氏细胞增生活

跃等［17］。文献报道大黄素甲醚等蒽醌类化合物是

何首乌主要毒性成分［18］，Yu 等［19］研究发现大黄素

甲醚可通过诱导 LDH 漏出和转氨酶升高等肝细胞

损伤。何首乌的毒性可能是大黄素甲醚等多种大黄

蒽醌类单体协同作用的结果［20］，且蒽醌类化合物的

类肾上腺皮质激素样作用是何首乌主要毒性机制之

一［21］。上述研究研究数据大多基于如正常人肝细

胞 L02 或大鼠原代肝细胞等细胞毒性和转氨酶等功

能检测。然而体外条件下培养的肝细胞的关键代谢

酶和药物转运蛋白的表达有限，无法充分反映药物体

内肝脏代谢过程。对于体外研究中发现的潜在毒性

成分，有必要开展体内研究对其毒性进行验证。虽然

大鼠的肝脏代谢过程与人体有差异，但体内研究的优

势是可更为全面地反映药物的毒性效应。本研究连

续 14 d 经口灌胃给予大鼠 6.5、65 和 650 mg·kg-1 的

大黄素甲醚，未见动物出现异常临床症状，且未见给

药对动物体重产生影响，提示当前给药条件对动物

无明显整体毒性作用。试验期间动物肝脏功能相关

的血清生化指标、肝脏质量未见显著性改变，未发现

明确的与给予大黄素甲醚有关的组织病理学变化。

当前剂量设计条件下，大黄素甲醚未见毒副反应剂

量（no observable adverse effect level，NOAEL）为 650 
mg·kg-1。本研究针对大黄素甲醚潜在肝毒性进行了

初期的探索，建议今后延长给药时间并增加动物数

量，以进一步明确其体内毒性及作用机制。

大黄蒽醌类化合物存在遗传毒性可疑结构，该结

构或可与 DNA 链作用并诱导 DNA 链发生断裂［22］，

其潜在遗传毒性也是研究关注点之一。然而其体

外和体内研究结果存在一定差异，大黄蒽醌类化合

物是否存在遗传毒性和潜在致癌性尚不明确。如

研究提示大黄素可诱导 DNA 断裂和细菌回复性突
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变［23］，但大鼠 2 年致癌试验结果显示大黄素并不诱

导肝癌的产生［24］。大黄素甲醚在代谢活化条件下可

诱导伤寒沙门氏菌 TA1537 和 TA102 的回复性突变

率显著性升高［25］，且与其代谢产物有关。本研究条

件下，未见大黄素甲醚存在诱导 SD 大鼠肝细胞染色

体损伤 DNA 断裂的作用。今后可通过开展 Pig-a 基

因突变试验［26］或利用 BigBlue® 等啮齿类转基因动

物模型对其体内致突变潜力作进一步评价和验证。

重复给药毒性试验与多终点遗传毒性评价方

法相结合，可综合动物的一般毒性、脏器毒性和多器

官的遗传毒性进行综合评价［27］。遗传毒性指导原

则［28］指出，低毒性化合物给药时间不超过 14 d 时的

推荐最高给药剂量为 2 000 mg·kg-1·d-1，给药时间超

过 14 d 时为 1 000 mg·kg-1·d-1。本研究中最高给药

剂量为 650 mg·kg-1，却已达到大黄素甲醚可溶解条

件下（高剂量配制浓度为 43.3 mg·kg-1）及动物可耐

受给药体积条件下（15 mL·kg-1，连续 14 d）的最高

给药剂量，即药物实际可给予的最高剂量。肝脏为药

物主要的代谢器官，在传统的外周血和骨髓之外，以

肝脏为检测对象进行遗传毒性评价可与重复给药毒

性研究相结合，更为直接地观察到药物对靶器官的影

响，并兼顾肝脏代谢对毒性的影响［29］，尤其适合对中

药等有蓄积性肝毒性或肝脏代谢可能对毒性产生影

响的药物进行评价。该领域已逐渐引起重视，当前国

际上已完成肝细胞彗星试验和肝细胞微核试验实验

室间联合验证工作［30-31］。本研究遵照国际联合验证

的试验方法开展相应彗星试验和微核试验，为在我国

推广上述方法积累经验。
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