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摘要　目的：研究吴茱萸及其主要成分吴茱萸碱、吴茱萸次碱和柠檬苦素的遗传毒性，为有毒中药吴茱萸的开发利用提供依据。
方法：选用了Ａｍｅｓ试验、体外 ＣＨＬ细胞染色体畸变试验和小鼠骨髓嗜多染红细胞微核试验。Ａｍｅｓ试验选用 ＴＡ９７、ＴＡ９８、
ＴＡ１００、ＴＡ１０２、ＴＡ１５３５组氨酸缺陷型菌株。吴茱萸碱、吴茱萸次碱和柠檬苦素分别设５个剂量组：００００５、０００５、００５、０５、５
ｍｇ／皿；体外ＣＨＬ细胞染色体畸变试验，吴茱萸碱、吴茱萸次碱和柠檬苦素的剂量分别为０００５ｍｇ／ｍＬ、００５／ｍＬ和０５ｍｇ／ｍＬ，
受试药物与ＣＨＬ细胞接触时间分别为４ｈ和２４ｈ；吴茱萸醇提物小鼠骨髓微核试验，设吴茱萸醇提物０８８、３５２、１０５５ｇ（生
药）／ｋｇ３个给药剂量组。连续给药４ｄ，每天给药１次。结果：吴茱萸碱、吴茱萸次碱和柠檬苦素各剂量组Ａｍｅｓ试验结果为阴
性。ＣＨＬ试验中，吴茱萸碱的试验结果为阴性；吴茱萸次碱 ２４ｈ组细胞染色体畸变率略有增加，差异有统计学意义（Ｐ＜
００５）；柠檬苦素４ｈ和２４ｈ组细胞染色体畸变率都略有增加，００５ｍｇ／ｍＬ、０５ｍｇ／ｍＬ组与阴性对照组比较，差异有统计学意
义（Ｐ＜００５），而０００５ｍｇ／ｍＬ组与阴性对照比较，差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。微核试验中，吴茱萸醇提物的小鼠骨髓细胞
微核试验结果为阴性。结论：综合以上３个试验结果，认为在本实验室条件下，吴茱萸醇提物无遗传毒性。但在体外试验中，吴
茱萸次碱和柠檬苦素有致突变性。为进一步确认吴茱萸及其主要成分的遗传毒性，可进一步研究和探讨。
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　　吴茱萸是芸香科植物吴茱萸（Ｅｖｏｄｉａｒｕｔａｅｃａｒｐａ
（Ｊｕｓｓ）Ｂｅｎｔｈ）、疏毛吴茱萸（Ｅｒｕｔａｅｃａｒｐａ（Ｊｕｓｓ）
ＢｅｎｔｈｖａｒＢｏｄｉｎｉｅｒｉ（Ｄｏｄｅ）Ｈｕａｎｇ）或 石 虎 （Ｅｖｏ
ｄｉａｒｕｔａｅｃａｒｐａ（Ｊｕｓｓ）Ｂｅｎｔｈｖａｒｏｆｆｉｃｉｎａｌｉｓ（Ｄｏｄｅ）

Ｈｕａｎｇ）的干燥近成熟果实。药典记载其有小毒，古今
均有广泛应用。《本草纲目》记载：“咽喉口舌生疮者，

以吴茱萸末醋调贴两足心，移夜便愈”［１］。吴茱萸外用

敷贴足心，能引火热下行，具有降火之功［２］。有研究表
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明可用吴茱萸贴敷涌泉穴治疗高血压病［３］。现代药理

学研究发现吴茱萸有明显的镇痛、抗炎、抗癌、抗胃溃

疡及强心等作用，其镇痛成分主要为吴茱萸碱、吴茱萸

次碱及吴茱萸内酯（即柠檬苦素）等［４－５］，抗炎作用的

物质基础有吴茱萸碱、吴茱萸次碱、柠檬苦素等［６－８］；

生物碱与柠檬苦素均具有抑制肿瘤作用，吴茱萸碱具

有治疗前列腺癌ＤＵ１４５和ＰＣ３［９］，白血病Ｕ９３７［１０］，结
肠癌ＣＯＬ０－２０５［１１］，耐药乳腺癌 ＮＣＩ／ＡＤＲ－ＲＥＳ［１２］

等的作用；吴茱萸次碱是一种选择性的细胞色素氧化

酶抑制剂［１３］，对人恶性黑色素瘤 Ａ３７５－Ｓ２、宫颈癌
Ｈｅｌａ细胞、乳腺癌ＭＣＦ７、人类急性白血病 ＴＨＰ－１、小
鼠纤维瘤Ｌ９２９等５种肿瘤细胞系有细胞毒性作用，但
作用强度不及吴茱萸碱［１４］。吴茱萸中分离出的柠檬

苦素有助于降低胆固醇和抵抗癌症［１５］。另外吴茱萸

碱和吴茱萸次碱有强心作用［１６］；吴茱萸中分离到的柠

檬苦素具有抗衰老，抗应激，抗疲劳，阻断亚硝化反应，

增强免疫能力，抗菌、抑菌等作用［１７］。

吴茱萸内服均须经炮制后使用，炮制后吴茱萸较

生品降低了辛散之力和毒性［１８］。《中华人民共和国药

典》规定最大用量５ｇ［１９］，临床上常因服用了未制透的
吴茱萸或直接服用了生品吴茱萸而产生中毒现象，还

有因超剂量服用，患者出现中毒，并在该患者血清中检

查出了吴茱萸生物碱［２０－２１］。究其原因，吴茱萸功效的

发挥和毒性的产生都有必然相关的物质基础，即它的

化学成分：主要包括生物碱、苦味素、挥发油、黄酮等化

学成分［２２］，其中吴茱萸碱、吴茱萸次碱和柠檬苦素是

最主要的生物活性成分。

随着吴茱萸及其主要成分在临床上的广泛使用，

也暴露了其毒性作用。吴茱萸提取物有急性毒性，肝

脏为主要靶器官［２３－２４］。研究其提取物对小鼠急性毒

性，发现醇提物组毒性强度大于其水提物组［２５－２６］；课

题组前期研究得出相同的结论：醇提物的ＬＤ５０＝１７５８
ｇ（生药）／ｋｇ，而水提物ＭＴＤ＝６２００ｇ（生药）／ｋｇ，所以
选用吴茱萸醇提物进行体内遗传毒理学研究，并未首

选其主要成分的原因：吴茱萸和吴茱萸次碱单体口服

吸收差，生物利用度低［２７－２８］。有研究发现，以提取物

形式能提高吴茱萸碱和吴茱萸次碱在大鼠体内血药浓

度［２９］，由于提取物中有效成分溶解度可能在药材的炮

制过程中发生改变，多成分间均可能发挥协同效应，从

而增加吴茱萸碱和吴茱萸次碱溶解度，最终增加其在

体内的吸收；而且，吴茱萸次碱可经细胞色素 Ｐ４５０
（ＣＹＰ）３Ａ４、ＣＹＰ１Ａ２、ＣＹＰ２Ｃ９代谢，提取物中吴茱萸
次碱的浓度提高可能与提取物中其他成分对 ＣＹＰ４５０
系统酶活性具有抑制作用有关［３０］。所以选用单成分

会影响生物利用度，使得靶组织达不到足够的浓度，出

现微核试验假阴性。

有研究发现吴茱萸的毒性大小与产地关系密切，

可能与不同产地药材中主要成分含量不同有关［３１］；同

时也报道称不同产地的吴茱萸中主要成分吴茱萸碱、

吴茱萸次碱和柠檬苦素含量均有一定的差异［３２］。在

体外研究中发现吴茱萸的主要有效成分吴茱萸碱、吴

茱萸次碱和柠檬苦素均能产生肝肾细胞毒性［３３］。以

上研究均发现吴茱萸的有效成分与毒性成分相关，所

以完善吴茱萸主要成分的毒性研究非常必要。并且吴

茱萸醇提物为棕黑色浓稠药液，有成分复杂、不溶物多

和溶解度差等特点，使其难以进行体外试验，所以本次

研究，选用了单一的主要成分吴茱萸碱、吴茱萸次碱和

柠檬苦素完成体外遗传毒性研究，纯化了体外试验条

件控制可变因素，有利于结果的观察和数据分析［３４］。

吴茱萸的遗传毒性研究较为匮乏，仅有杨秀伟

等［３５］采用Ａｍｅｓ试验、小鼠精子畸变试验和小鼠骨髓
细胞微核试验对吴茱萸水提物和其７０％乙醇提取物
进行了研究，未发现明显的遗传毒性。吴茱萸及其主

要成分的遗传毒性亟待展开全面系统地研究。

根据新药非临床安全性评价原则的推荐，本文选

用了Ａｍｅｓ试验（体外细菌回复突变试验）、体外 ＣＨＬ
细胞染色体畸变试验和小鼠骨髓嗜多染红细胞微核试

验进行吴茱萸及其主要成分的遗传毒性研究。

１　试验材料
１１　受试药物　吴茱萸碱，ｐｕｒｉｔｙ≥９８％，批号：ＭＵＳＴ
－１２０３１０１０，购自成都曼思特生物科技有限公司；吴茱
萸次碱，ｐｕｒｉｔｙ≥９９５％，批号：ＭＵＳＴ－１１１２２８１６，购自
成都曼斯特生物科技有限公司；柠檬苦素，ｐｕｒｉｔｙ≥
９８％，批号：ＭＵＳＴ－１１０４２０１２，购自成都曼斯特生物科
技有限公司。分别用 ＤＭＳＯ溶解，配成５０ｍｇ／ｍＬ的
贮备液，临用时用灭菌生理盐水稀释至试验浓度。

吴茱萸醇提物（基源：吴茱萸，重庆荣昌红庙村）

用７０％乙醇提取得棕黑色浓稠药液（１ｇ提取物相当
于３０５５ｇ原生药材），由四川省中医药科学院制备提
供。

１２　主要试剂与药品　二甲基亚砜（ＤＭＳＯ），Ａｍｒｅｓｃｏ
０２３１－１００ｍＬ；Ｌ－组氨酸，Ｂｉｏｔｏｐｐｅｄ，批号：２０１２０５０７；
Ｄ－生物素，Ａｍｒｅｓｃｏ，批号：０５６０Ｃ２８６；叠氮钠，ｓｉｇｍａ，
批号：０４２０２ＤＪ；２－氨基芴，ｓｉｇｍａ，批号 Ｓ０９８２５－４２８；
三硝基芴酮，ＦＬＵＫＡ公司，批号：２５２５１８；１，８－二羟基
蒽醌，ｓｉｇｍａ，批号：Ｓ５２０２５－０４９；丝裂霉素，Ｗａｋｏ，批
号：ＤＣＫ２７５８；环磷酰胺，ｓｉｇｍａ，批号：１２０Ｍ１２５３Ｖ；
ＤＭＥＭ（ｈｉｇｈｇｌｕｃｏｓｅ）培养液，Ｈｙｃｌｏｎｅ公司，批号：

·６４１· ＷＯＲＬＤＣＨＩＮＥＳＥＭＥＤＩＣＩＮＥ　Ｆｅｂｒｕａｒｙ．２０１４，Ｖｏｌ．９，Ｎｏ．２



ＮＷＭ０５２４；小牛血清，ＧＩＢＣＯ，Ｌｏｔ：９９１３６６，Ｏｒｉｇｎ：Ｎｅｗ
ｚｅａｌａｎｄ；完全培养液（ＤＭＥＭ培养液＋１０％小牛血清）；
胰蛋白酶，ＧＩＢＣＯ分装，ｐｕｒｉｔｙ

#

９９％，Ｌｏｔ：Ｌ１０１０３１；
ＭＴＴ，２５０ｍｇ，ｍｉｎ＞９８％，Ａｍｒｅｓｃｏ０７９３；秋水仙碱，ｐｕｒｉ
ｔｙ≥９８％，批号：ＭＵＳＴ－１１０，６２２０６；Ｇｉｅｍｓａ，ＣＡＳ：
５１８１１－８２－６，Ｅｘｐｄａｔｅ：Ｄｅｃ２０１２，Ｇｒａｄｅ：Ｃｅｒｔｉｆｉａｂｌｅ；
其他试剂为国产分析纯试剂。

１３　主要仪器　ＳＰＸ－１５０Ｂ生化培养箱，上海浦东荣
丰科学仪器有限公司；超净工作台，上海浦东荣丰科学

仪器有限公司；ＨＨ－Ｓ２８Ｓ数显恒温水浴锅；ＳＡ－３５０Ａ
高压灭菌锅；１０１＝３型电热鼓风干燥箱，上海浦东荣
丰科学仪器有限公司；ＢＣＤ－１９８ＡＮ美菱冰箱；电子万
用炉，北京市承光明医疗仪器厂；ＩＧＯ１５０二氧化碳培
养箱；倒置式生物显微镜，型号：ＥＣＬＩＰＳＥＴＳ１００，Ｎｉｋｏｎ
公司；ＳＴ－３６０酶标仪，上海科华实验系统公司有限公
司；恒温水浴锅，型号：ＨＨ－１，国华电器有限公司；
ＴＤ２５－ＷＳ多管架自动平衡离心机；ＸＫ９６－３型微量
振荡器，姜堰市新康医疗器械有限公司；ＥＱＵ／０６－
ＥＶＣ超净工作台。
１４　菌株　选用 ＴＡ９７、ＴＡ９８、ＴＡ１００、ＴＡ１０２、ＴＡ１５３５
菌株进行试验，菌株由成都国家新药安全性评价中心

遗传毒理试验室提供。按照试验要求，对试验拟用的

鼠伤寒沙门氏组氨酸缺陷型菌株进行了组氨酸需求试

验、结晶紫敏感试验、抗氨苄青霉素试验、抗四环素试

验、紫外线敏感试验和自发回变试验结果显示：各菌

株的特性正常，自发回复突变菌落数均在正常范围内，

菌株基因型均符合试验要求。

１５　细胞及培养条件　ＣＨＬ细胞，由国家成都中药安
全性评价中心遗传毒理室提供。完全培养液为含

１０％小牛血清的 ＤＭＥＭ，置３７℃、５％ ＣＯ２培养箱孵
育。

１６　动物　ＳＰＦ级昆明小鼠５０只，体重１８～２２ｇ，雌
雄各半。由上海斯莱克实验动物有限公司提供。实验

动物生产许可证号：ＳＣＸＫ（沪）２００３－０００３。小鼠饲养
于国家成都中药安全性评价中心 ＳＰＦ动物房，温度２０
～２５℃，相对湿度（５５±１５）％，换气次数１０～２０次／
ｈ。饲养条件符合国标ＧＢｌ４９２２２－２００１。
２　统计方法

采用ＳＰＳＳ１６０软件进行统计处理计量资料，多
组间比较采用单因素方差分析法（Ｏｎｅ－ｗａｙＡＮＯＶＡ）
和两两比较采用 Ｄｕｎｎｅｔｔ法和 ＬＳＤ法；计数资料采用
卡方检验，Ｐ＜００５差异有统计学意义。
３　试验方法
３１　Ａｍｅｓ试验　采用平板掺入法进行试验，根据预
试结果，吴茱萸碱、吴茱萸次碱和柠檬苦素分别设５个
受试物剂量组（００００５、０００５、００５、０５、５ｍｇ／皿），
同时设自发回变对照组和阳性对照组。每组３个平行
皿。３７℃培养４８ｈ，计数各平扳菌落数并算出均值。
平行做加和不加Ｓ９的试验，试验重复一次。阳性对照
药物使用情况见表１。

表１　Ａｍｅｓ试验阳性对照药物（μｇ／皿）

Ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ ＴＡ９７
Ｓ９（－） Ｓ９（＋）

ＴＡ９８
Ｓ９（－） Ｓ９（＋）

ＴＡ１００
Ｓ９（－） Ｓ９（＋）

ＴＡ１０１２
Ｓ９（－） Ｓ９（＋）

ＴＡ１５３５
Ｓ９（－） Ｓ９（＋）

Ｓｏｄｉｕｍａｚｉｄｅ １５ － １５ －
２－ａｍｉｎｏｆｌｕｏｒｅｎｅ － １０ － １０ － １０ － １０
３ｎｉｔｒｏｆｕｏｒｅｎｏｎｅ ０２ － ０２ －

１，８－ｄｉｈｙｄｒｏｘｙａｎｔｈｒａｑｕｉｎｏｎｅ － ５０
ＭｉｔｏｍｙｃｉｎＣ ０５ －

３２　染色体畸变试验　将指数生长的 ＣＨＬ细胞接种
在１００ｍＬ的培养瓶中，细胞浓度为８×１０４／ｍＬ，每瓶
接种５ｍＬ，共接种７２瓶，培养２４ｈ后，分别按吴茱萸
碱、吴茱萸次碱和柠檬苦素分别为０５ｍｇ／ｍＬ、００５／
ｍＬ和０００５ｍｇ／ｍＬ，阴性对照（生理盐水），溶剂对照
和阳性对照（＋Ｓ９：环磷酰胺２５μｇ／ｍＬ、－Ｓ９：丝裂霉
素１２５μｇ／ｍＬ）。加入药物，分别培养４ｈ和２４ｈ，４ｈ
组设 ＋Ｓ９组。分别取细胞培养液制作染色体玻片标
本，各组观察１００个中期分裂相细胞，计数其染色体畸
变率。试验重复一次。

３３　小鼠嗜多染红细胞微核试验　将５０只小鼠随机
分为５组，每组１０只，雌雄各半。根据前期试验数据，

吴茱萸醇提物对小鼠 ＬＤ５０＝１７５８ｇ（生药）／ｋｇ以及
预试验结果，吴茱萸醇提物的低、中、高剂量分别为

０８８、３５２和１０５５ｇ（原药材）／ｋｇ，同时设立阴
性对照组和阳性对照 （环磷酰胺５０ｍｇ／ｋｇ）［３６］。受
试药物组小鼠每天给药１次，连续４ｄ经口灌胃给
药。阳性对照组于处死前 １ｄ给药。于末次给药后
２４ｈ颈椎脱臼法处死小鼠，取出胸骨骨髓制片，计数
１０００个嗜多染红细胞，并记录微核发生率 （‰），同
时计数２００个红细胞求出多染红细胞／正染红细胞的
比值。

４　结果
４１　Ａｍｅｓ试验结果　计算同一菌株同一剂量组的３
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个平行培养皿上的平均菌落数和标准差，表２、表３和
表４结果显示：在加与不加Ｓ９的条件下，ＴＡ９７、ＴＡ９８、
ＴＡ１００、ＴＡ１０２、ＴＡ１５３５的自发回变菌落数均在正常范
围内，５个菌株的阳性对照均高于相应的自发回变菌

落数两倍以上，证明试验系统可靠；吴茱萸碱、吴茱萸

次碱和柠檬苦素各剂量组回变菌落数均未高于相应菌

株自发回变菌落数的两倍，且无剂量 －反应关系。试
验重复一次，所得结论相同。

表２　吴茱萸碱Ａｍｅｓ实验结果

Ｄｏｓｅ
ｍｇ／ｄｉｓｈ

ＴＡ９７
Ｓ９（－） Ｓ９（＋）

ＴＡ９８
Ｓ９（－） Ｓ９（＋）

ＴＡ１００
Ｓ９（－） Ｓ９（＋）

ＴＡ１０２
Ｓ９（－） Ｓ９（＋）

ＴＡ１５３５
Ｓ９（－） Ｓ９（＋）

５ １５０３±２１２ １４２３±４３７ １７７±２５ １８７±２５ １２０７±２７２ １８５７±２０５ １６９０±１８４ １９３３±５００ １３７±２１ １１３±２１
０５ １８４０±２８１ １５８７±４０１ １６０±３６ １６３±３５ １４２０±１５９ １６９３±２５３ １７９０±２６４ ２１１０±２６５ １４７±３５ １６０±２０
００５ １５５０±４０９ １７３３±２１９ １６０±３０ １５３±２５ １３９７±２１４ ２１６７±２７１ １８２７±１７８ １９８７±３８９ １６７±２１ １３７±５０
０００５ １４６３±２３８ １５８７±３５２ １８０±４０ １５０±４０ １５６０±３１７ １８９０±２２５ １５１０±２７２ １８４３±１９４ １４７±２１ １４０±２６
００００５ １３８０±２０４ １３４３±２９６ １３７±１５ １６０±１７ １６３０±３３９ １８２３±１８１ １６３７±４３６ １８０７±１６２ １５０±１０ １１３±１５
Ｓｐｏｎ １１１７±３５ １３３３±５００ １６７±２１ １７３±６０ １５６３±４０１ １９１３±３３２ １６８３±３７９ １７９７±１８２ １６０±１０ １５７±２５
Ｐｏｓｉ ３６６３±５４０ ４９７０±８３７ ４０３０±２６０ ７９１７±１２８０７９３３±１６８１ ８９４０±７７３ ５８１３±１５６７７６２７±１７３１５８４３±２００９ １５４７±２９１

　　Ｎｏｔｅ：ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｒｅｖｅｒｔａｎｔｃｏｌｏｎｙｗｅｒｅｍｏｒｅｔｈａｎｔｈｅｔｗｉｃｅｏｆｔｈｅｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓｒｅｖｅｒｔａｎｔｃｏｌｏｎｙ．

表３　吴茱萸次碱Ａｍｅｓ实验结果

Ｄｏｓｅ
ｍｇ／ｄｉｓｈ

ＴＡ９７
Ｓ９（－） Ｓ９（＋）

ＴＡ９８
Ｓ９（－） Ｓ９（＋）

ＴＡ１００
Ｓ９（－） Ｓ９（＋）

ＴＡ１０２
Ｓ９（－） Ｓ９（＋）

Ａ１５３５
Ｓ９（－） Ｓ９（＋）

５ １４４０±１４４ １２９０±３３４ １４６±３５ １２７±３１ １５０３±１８０ １８５３±２５５ １６９０±３７６ １８９３±１６０ １５０±３６ １４０±３６
０５ １３７３±４１２ １６９０±２７９ １５３±４５ １４７±３８ １７８３±３３０ １９１７±３０６ １５９３±３８８ ２０８０±４０８ １４７±３２ １４０±３５
００５ １５６３±３００ １１７７±２１５ １５７±２５ １７７±２５ １６７７±４５８ １７９３±２４０ １８７０±１９７ １９７７±５５ １４３±１２ １２３±１５
０００５ １２７３±３７６ １４５７±２０６ １５０±３６ １２３±２３ １５００±４３９ １６５０±２５２ ２０８０±１８５ ２０３３±１７６ １４７±３２ １６３±４２
００００５ １３２０±２００ １５００±４９６ １３３±２３ １４７±１５ １５７０±３８７ １９０３±８４ ２０８３±４８７ １６６３±１８８ １３７±４０ １４０±２６
自发 １１１７±３５ １３３３±５００ １６７±２１ １７３±６０ １５６３±４０１ １９１３±３３２ １６８３±３７９ １７９７±１８２ １６０±１０ １５７±２５
阳性 ３６６３±５４０ ４９７０±８３７ ４０３０±２６０ ７９１７±１２８０７９３３±１６８１ ８９４０±７７３ ５８１３±１５６７７６２７±１７３１５８４３±２００９ １５４７±２９１

　　Ｎｏｔｅ：ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｒｅｖｅｒｔａｎｔｃｏｌｏｎｙｗｅｒｅｍｏｒｅｔｈａｎｔｈｅｔｗｉｃｅｏｆｔｈｅｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓｒｅｖｅｒｔａｎｔｃｏｌｏｎｙ．

表４　柠檬苦素Ａｍｅｓ实验结果

Ｄｏｓｅ
ｍｇ／ｄｉｓｈ

ＴＡ９７
Ｓ９（－） Ｓ９（＋）

ＴＡ９８
Ｓ９（－） Ｓ９（＋）

ＴＡ１００
Ｓ９（－） Ｓ９（＋）

ＴＡ１０２
Ｓ９（－） Ｓ９（＋）

Ａ１５３５
Ｓ９（－） Ｓ９（＋）

５ １５７７±３５１ １４３３±４５６ １１７±２１ １３０±２６ １０８７±２０８ １６１７±５２７ １４７３±３７８ ２１７３±３２８ １２３±１５ １５７±０６
０５ ２０１３±１２１ １６００±３９２ ２００±２６ １１３±２１ １４６７±９２ １８２７±３９０ １８９３±１８２ ２３２７±３３０ １５０±１０ １５０±４０
００５ ２０３０±７０ １５５７±４９３ １５３±７５ １４３±１５ １５３０±３００ ２０３０±５１５ ２０１０±４９５ ２００３±２９３ １３０±２０ １６０±３６
０００５ １２９３±２５１ １４８７±４６０ １１３±３５ １２７±２９ １８７３±３８２ １５９３±３８１ １７５３±２３５ ２１１０±４１６ １３７±３１ １３７±２１
００００５ １２３７±４１７ １６８０±２７５ １６７±７０ １３０±１７ １６０７±３９２ ２００７±２２５ １６４７±１５１ ２３２７±３９５ １５７±２１ １６３±３５
自发 １１１７±３５ １３３３±５００ １６７±２１ １７３±６０ １５６３±４０１ １９１３±３３２ １６８３±３７９ １７９７±１８２ １６０±１０ １５７±２５
阳性 ３６６３±５４０ ４９７０±８３７ ４０３０±２６０ ７９１７±１２８０７９３３±１６８１ ８９４０±７７３ ５８１３±１５６７７６２７±１７３１５８４３±２００９ １５４７±２９１

　　Ｎｏｔｅ：ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｒｅｖｅｒｔａｎｔｃｏｌｏｎｙｗｅｒｅｍｏｒｅｔｈａｎｔｈｅｔｗｉｃｅｏｆｔｈｅｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓｒｅｖｅｒｔａｎｔｃｏｌｏｎｙ．

４２　染色体畸变试验结果　阴性对照组染色体畸变
率

$

５％，阳性对照中直接诱变剂丝裂霉素（１２５μｇ／
ｍＬ）组细胞染色体畸变率增高（５６％），与阴性对照比
较差异有统计学意义（χ２＝４９０８# χ２００５，１＝３８４，Ｐ
＜００５）。间接诱变剂环磷酰胺（ＣＰ，２５μｇ／ｍＬ），在
Ｓ９活化条件下染色体畸变率增高（６３％），与阴性对照
比较差异有统计学意义（χ２＝３９０２# χ２００５，１＝３８４，
Ｐ＜００５），表明本试验系统可靠。

计数吴茱萸碱、吴茱萸次碱、柠檬苦素各剂量组对

ＣＨＬ细胞的染色体畸变率，通过卡方检验进行比较分
析发现：吴茱萸碱在加Ｓ９和不加Ｓ９的情况下，各剂量
组的细胞染色体畸变率与阴性对照组比较，差异无统

计学意义（χ２$χ２００５，１＝３８４，Ｐ＞００５），试验重复１

次，结论相同；吴茱萸次碱２４ｈ组细胞染色体畸变率
略有增加，且与阴性对照组比较，差异有统计学意义

（χ２#χ２００５，１＝３８４，Ｐ＜００５），试验重复１次，结论相
同；柠檬苦素在加Ｓ９和不加 Ｓ９的情况下，４ｈ和２４ｈ
高、中剂量组的细胞染色体畸变率略有增加，且与阴性

对照组比较，差异有统计学意义（χ２#χ２００５，１＝３８４，Ｐ
＜００５），而低剂量组与阴性对照比较，差异无统计学
意义（χ２$χ２００５，１＝３８４，Ｐ＞００５））。阳性组与阴性
对照组比较，细胞染色体畸变率差异有统计学意义

（χ２# χ２００５，１＝３８４，Ｐ＜００５）。检测到的主要染色
体畸变类型：双着丝粒 （ｄｉｃ）。吴茱萸碱、吴茱萸次
碱、柠檬苦素对 ＣＨＬ细胞染色体畸变试验结果见
表５。
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表５　吴茱萸碱、吴茱萸次碱、柠檬苦素对ＣＨＬ细胞染色体畸变率的影响

Ｔｅｓｔ
ｍａｔｅｒｉａｌｓ

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
ｍｇ／ｍＬ

Ｓ９
Ｅｘｐｏｓｕｒｅ
ｄｕｒａｔｉｏｎ（ｈ）

Ｃｅｌｌｎｕｍｂｅｒｏｆ
ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ（个）

Ｔｙｐｅｏｆａｂｅｒｒａｔｉｏｎ
ｃｔｂ ｃｔｅ ｄｉｃ ｆ ｒ ｐｖｚ ｐｏｌ ｇ

ｒａｔｅ
％

Ｒｅｓｕｌｔ
ｃｒｉｔｅｒｉｏｎ

ｅｖｏｄｉａｍｉｎｅ ０５ － ４ １００ １ ０ ２ ０ ０ ０ １ ０ ３ －
＋ ４ １００ ０ １ ２ ０ １ ０ ２ ０ ４ －

００５ － ４ １００ ２ １ １ ０ ０ ０ ０ ０ ４ －
＋ ４ １００ １ １ ２ ０ ０ ０ ０ ０ ４ －

０００５ － ４ １００ ０ １ ２ ０ ０ １ ０ １ ４ －
＋ ４ １００ ０ １ ２ ０ ０ ０ ０ ０ ３ －

ｒｕｔａｅｃａｒｐｉｎ ０５ － ４ １００ ０ ０ ２ ０ ０ ０ ２ ０ ２ －
＋ ４ １００ ０ ０ ４ ０ ０ ０ ２ ０ ４ －

００５ － ４ １００ １ １ ２ ０ ０ ０ １ １ ４ －
＋ ４ １００ １ ０ ３ ０ ０ ０ ０ ０ ４ －

０００５ － ４ １００ １ ０ ３ ０ ０ ０ ０ ０ ４ －
＋ ４ １００ ２ １ ０ ０ ０ ０ １ ０ ３ －

ｌｉｍｏｎｉｎ ０５ － ４ １００ １ ０ １２ ０ ０ ０ ０ ０ １３ ＋
＋ ４ １００ ２ １ ８ ０ ０ １ １ ０ １１ ＋

００５ － ４ １００ １ ０ １０ ０ ０ １ ０ ０ １１ ＋
＋ ４ １００ ０ １ ９ ０ ０ ０ ２ ０ １０ ＋

０００５ － ４ １００ ０ ２ ５ １ １ ０ ０ ０ ９ ±
＋ ４ １００ １ １ ６ ０ ０ ０ １ ０ ８ ±

Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ ０ － ４ １００ １ ０ １ ０ ０ ０ ０ ０ ２ －
＋ ４ １００ ０ １ ０ ０ １ ０ ０ ０ ２ －

ＭＭＣ １２５μｇ／ｍＬ － ４ １００ １３ １０ １５ ２ １ １５ ０ １ ５６ ＋＋＋
ＣＰ ２５μｇ／ｍＬ ＋ ４ １００ １１ １２ ２９ １ ０ １０ １ １ ６３ ＋＋＋

ｅｖｏｄｉａｍｉｎｅ ０５ － ２４ １００ １ １ ２ ０ ０ ０ ０ ０ ４ －
００５ － ２４ １００ ０ ０ ３ ０ ０ ０ ０ ０ ３ －
０００５ － ２４ １００ ２ ０ ２ ０ ０ ０ ０ ０ ４ －

ｒｕｔａｅｃａｒｐｉｎ ０５ － ２４ １００ ０ １ １１ ０ ０ ２ ０ １ １４ ＋
００５ － ２４ １００ ５ ２ ５ ０ １ ０ ０ ０ １３ ＋
０００５ － ２４ １００ １ １ １０ ０ ０ １ ０ １ １３ ＋

ｌｉｍｏｎｉｎ ０５ － ２４ １００ １ ０ １０ ０ ０ ０ ０ ０ １３ ＋
００５ － ２４ １００ １ １ ９ ０ ０ １ ０ ０ １１ ＋
０００５ － ２４ １００ １ ０ ７ ０ １ ０ ０ ０ ９ ±

Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ ０ － ２４ １００ １ ０ １ ０ ０ ０ ０ ０ ２ －
ＭＭＣ １２５μｇ／ｍＬ － ２４ １００ １５ ９ ２０ ３ ０ ９ １ ０ ５６ ＋＋＋

　　Ｎｏｔｅ：Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ，ｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｗａｓｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ（Ｐ＜００５）ｅｔｂ：ｃｈｒｏｍａｔｉｄｂｒｅａｋ；ｃｔｅ：ｃｈｒｏｍａｔｉｄｅｘｃｈａｎｇｅ；ｆ：ｆｒａｇｍｅｎｔ；ｄｉｃ：

ｄｉｃｅｎｔｒｉｃｓ；ｒ：ｃｉｒｃｕｌａｒｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ；ｐｏｌ：ｍｕｌｔｉｐｌｏｉｄ；ｐｖｚ：ｃｒｕｓｈ；ｇ：ｇａｐ．

表６　吴茱萸醇提物的小鼠骨髓嗜多染红细胞微核试验结果

Ｓｅｘ Ｇｒｏｕｐ
Ｄｏｓｅ

（ｇｒａｗｄｒｕｇ／ｋｇ）
Ａｎｉｍａｌ
ｎｕｍｂｅｒ

Ｃｅｌｌｎｕｍｂｅｒｏｆ
ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ（个）

ＰＣＥ／ＮＣＥ
Ｃｅｌｌｎｕｍｂｅｒｏｆ
ｍｉｃｒｏｎｕｃｌｅｕｓ

Ｍｉｃｒｏｎｕｃｌｅｕｓ
ｒａｔｅ（‰）

Ｆ Ｅｘｔｒａｃｔ １０５５ ５ ５０００ ０６７±００５ ８ １６±１８
３５２ ５ ５０００ ０７９±００９ ６ １２±１３
０８８ ５ ５０００ ０８１±０１０ ６ １２±１３

Ｃｏｎｔｒｏｌ ０ ５ ５０００ ０９３±００３ ９ １８±１５
ＣＰ ５ ５０００ ０８０±００８ １２９ ２５８±８０８

Ｍ Ｅｘｔｒａｃｔ １０５５ ５ ５０００ ０７０±００４ ９ １８±０５
３５２ ５ ５０００ ０７７±００９ ８ １６±１１
０８８ ５ ５０００ ０７３±００８ ４ ０８±０８

Ｃｏｎｔｒｏｌ ０ ５ ５０００ ０７２±００７ ８ １６±１５
ＣＰ ５ ５０００ ０６９±００９ １１６ ２３２±８６

　　Ｎｏｔｅ：Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ，ｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｗａｓｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ（Ｐ＜００５）

４３　微核试验结果　阳性对照组小鼠骨髓细胞微核
发生率明显高于阴性对照组，且差异有统计学意义（Ｐ

＜００５），证明试验系统可靠。吴茱萸醇提物各剂量
组小鼠骨髓细胞微核发生率与阴性对照组比较无明显
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体内研究，给予大鼠商陆水煎液３５ｄ可致肾脏损伤，
其病理损伤主要表现为肾小管上皮细胞变性、蛋白管

型，且恢复期部分损伤可逆［６］。文献报道，商陆皂苷甲

能够引起ＢＸＳＢ小鼠肾小球和肾小管细胞的凋亡，其
作用机理可能与下调 ＢＸＳＢ小鼠肾组织中 Ｂｃｌ－２（凋
亡调节蛋白）的表达和Ｂｃｌ－２／Ｂａｘ的比值从而加速细
胞凋亡有关［８］。人肾小管上皮细胞（ＨＫ－２细胞系）
是成人肾细胞，其功能接近原代培养的肾小管上皮细

胞，已经成为研究各种药物肾毒性及肾小管损伤机制

的重要细胞模型［９－１１］。

本研究表明，大于 １００μｇ·ｍＬ－１商陆皂苷甲对
ＨＫ－２细胞（人肾小管上皮细胞）有明显的毒性作用，
提示商陆皂苷甲可能是中药商陆致肾毒性的物质基础

之一，其对肾细胞毒性机制与致细胞氧化应激、凋亡相

关。
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［１０］魏佳莉，王畅，彭佑铭，等．黄芪对人肾小管上皮细胞细胞外基质分
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［１１］闫长会，吴纯启，廖明阳．肾近端小管细胞系在药物肾毒性评价中
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