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基于CAR/CYP450探讨钩吻配伍玉叶金花的减毒机制※

高汉云 1，2 张 程 1 王英豪 1 苑述刚 1▲

摘 要 目的目的：：探讨钩吻配伍玉叶金花是否通过调控组成型雄甾烷受体（CAR）/细胞色素 P450
（CYP450）通路发挥减毒作用。方法方法：：体内实验将 C57BL/6 小鼠随机分为空白对照组、钩吻组、钩吻+
玉叶金花组、CAR 激动剂 TCPOBOP（TCP）组、钩吻+TCP 组及钩吻+玉叶金花+TCP 组（n=10），连续给

药 9 天，记录小鼠生存率；采用 RT-qPCR 和 Western blot 检测肝组织 Bcl-2/Bax 比值及 CAR、Cyp3a11、

Cyp2b10 的 mRNA 与蛋白表达水平。体外实验选用人结直肠腺癌细胞 LS174T，通过 MTT 法检测细胞

活力，免疫荧光法检测CAR 蛋白亚细胞定位。实验分为空白对照组、钩吻组、钩吻+玉叶金花组、CAR
抑制剂（Androstenol，And）组，采用 RT-qPCR 和 Western blot 检测 CAR、CYP3A4、CYP2B6 的表达水平。

结果结果：：与钩吻组比较，钩吻+玉叶金花组小鼠生存率显著提高，肝组织 Bcl-2/Bax 比值升高（P<0.05），

CAR、Cyp3a11、Cyp2b10 的 mRNA 及蛋白表达均显著上调（P<0.05 或 P<0.01）；CAR 激动剂 TCP 与玉叶

金花呈现协同作用。在 LS174T 细胞中，配伍玉叶金花显著提高细胞存活率，促进 CAR 核转位，并上

调 CAR、CYP3A4、CYP2B6 的表达（P<0.05 或 P<0.01）；其中，玉叶金花的作用与 CAR 抑制剂 Andro⁃
stenol 相反。结论结论：：钩吻配伍玉叶金花通过激活关键受体 CAR 及其下游 CYP450 酶，促进毒性成分的

代谢清除，从而发挥减毒作用。本研究为中药“相畏相杀”配伍理论提供了分子机制层面的解释，并

为钩吻此类毒性中药的临床安全应用提供了新思路。     
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钩吻（Gelsemium elegans Benth.）具有消肿、祛风、

杀虫止痒等功效。现代药理学研究显示，其具有显著

的镇痛抗炎活性[1]，但其强烈的肝毒性严重制约了临

床应用[2]。鉴于此，探寻钩吻减毒存效的合理应用方

法，对拓展其临床价值具有重要意义。据《广东中草

药》《福建中草药》《福建药物志》记载，玉叶金花（Mus⁃
saenda pubescens Ait.f.）可解钩吻之毒[3-5]。笔者前期研

究已证实，两者配伍可具有减毒存效作用[6]，但其具体

分子机制尚待进一步阐明。

肝脏作为机体主要的解毒器官，其药物代谢酶系

统是抵御外源性物质毒性的核心屏障。其中，细胞色

素 P450（CYP450）酶家族作为Ⅰ相代谢的关键成员，

在外源性物质转化与清除过程中发挥核心作用[7]。组

成 型 雄 甾 烷 受 体（constitutive androstane receptor，

CAR）作为调控CYP450酶系统的关键核受体，可通过

激活CYP3A、CYP2B等亚型的转录表达，促进外源性

物质的代谢清除，在解毒反应中具有重要作用[8-9]。前

期研究表明，钩吻可诱导多器官损伤，而配伍玉叶金

花后其损伤程度显著减轻[6，10]，但其具体分子机制尚

不明确。鉴于肝脏是钩吻毒性的主要靶器官之一，笔

者推测钩吻可能通过抑制 CAR/CYP450 介导的代谢

功能，进而加剧肝损伤的发生。

因此，本研究旨在探讨钩吻与玉叶金花配伍在体

内外的减毒作用，并基于CAR/CYP450阐明该配伍的

分子机制，以期为钩吻的临床安全用药及含毒性成分

中药的合理配伍提供实验依据。

1 材料与方法

1. 1　实验动物与分组　SPF级C57BL/6 雄性小鼠，6
～8周龄，体重（22±2）  g，由福建中医药大学实验动物

中心提供，购自浙江省杭州医学院[实验动物生产许

可证号：SCXK（浙）2019-0002]；饲养于实验动物中心 
SPF 级实验室 [实验动物使用许可证号：SCXK（闽）
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2019-0007]，动物饲养环境温度（24±0.5）  ℃，昼夜明

暗交替时间为 12  h/12  h，相对湿度 45%～50%，标准

饲料和水供动物自由饮食。

将 60只 6～8周龄雄性C57BL/6 小鼠随机分为 6
组（n=10）：空白对照组、钩吻组（0.25  g/kg）、钩吻+玉
叶金花组（0.25  g/kg+10  g/kg）、CAR激动剂TCPOBOP

（TCP）组（0.50  mg/kg，腹腔注射）、钩吻+TCP 组、钩

吻+玉叶金花+TCP 组。钩吻、钩吻+玉叶金花均按      
10  mL/kg体积灌胃给药，TCP提前1  h腹腔注射给药。

连续给药 9天，观察小鼠中毒表现，并记录各组小鼠

的存活率。末次给药 1  h 后处死小鼠，迅速摘取肝

脏，生理盐水漂洗后用滤纸吸干。剪取肝脏的同一部

位小块组织，用4%多聚甲醛溶液固定，剩余组织迅速

置于液氮冷冻后转移至-80  ℃冰箱保存备用。

1. 2　主要试剂、药材与仪器　钩吻采自云南文山，经

福建中医药大学药学院范世明高级实验师鉴定为马

钱科植物钩吻 Gelsemium elegans Benth. 的干燥根；玉

叶金花采自福州市郊，经福建中医药大学药学院王河

山实验师鉴定为茜草科玉叶金花属植物玉叶金花 
Mussaenda pubescens Ait.f.的干燥茎叶。

主要试剂包括：Bcl-2 抗体 （12789-1-AP，Pro⁃
teintech)、Bax 抗体 （50599-2-Ig，Proteintech)、β-actin
抗体 （66009-1-Ig，Proteintech)、CAR抗体 （ab186869，
Abcam)、CYP3A4抗体 （ab3572，Abcam)、CYP2B6抗体 
（ab223511，Abcam)。主要仪器包括：实时荧光定量

PCR仪（7900HT fast，美国应用系统公司)、PCR扩增仪

（C1000 Touch，美国Bio-rad公司)、台式大容量离心机

（5804 R，德国 Eppendorf 公司)、酶标仪（Infinite M200 
Pro，瑞士 Tecan 公司)、凝胶成像分析仪（ChemiDoc 
XRS+，美国Bio-rad公司)、电泳仪（PowerPac Basic，美
国 Bio-rad 公司)、光学显微镜（DM4000 B，德国 Leica
公司)、紫外可见分光光度计（ND2000C，美国Thermo⁃
Scientific 公司)、二氧化碳培养箱（3111，美国 Thermo 
Electron 公司)。主要试剂盒包括：RevertAid First⁃
Strand cDNA Synthesis Kit（00906776，ThermoScientif⁃
ic)、ChamQ SYBR qPCR MasterMix（7E421H0，南京诺

唯赞公司)、超敏化学发光检测试剂盒（HS0906，USE⁃
verbright)，MTT（137051，南京诺唯赞公司)、DMEM 培

养基（8118118，Gibico 公司)、胎牛血清（42G8286K，

Gibico 公司)、Androstenol（127M4081V，Sigma-Aldrich)
公司。

1. 3　RT-qPCR 检测　总 mRNA 提取与定量：采用

TRIzol法提取。取肝组织或细胞样本，经匀浆处理后

室温静置5  min，离心取上清。加入氯仿振荡混匀，离

心后取上层水相，加异丙醇沉淀RNA，75%乙醇洗涤

沉淀，溶于DEPC水。使用NanoDrop 2000C检测RNA
浓度与纯度。逆转录反应：按 RevertAid First Strand 
cDNA Synthesis Kit说明书，在冰上配制20  μL反应体

系，依次加入模板RNA、Oligo（dT)18引物、dNTP Mix、
反应缓冲液、RNase抑制剂及逆转录酶，轻轻混匀。反

应条件：25  ℃ 5  min，42  ℃ 60  min，70  ℃ 5  min，随
后置于 4  ℃保存。所得 cDNA 于⁃20  ℃冻存备用。

qPCR反应：采用ChamQ SYBR qPCR Master Mix，在冰

上配制 20  μL反应体系，包括 SYBR Master Mix、正反

向引物、ROX 参比染料及 cDNA 模板。反应程序：    
95  ℃预变性 30  s；95  ℃变性 10  s，60  ℃退火/延伸

30  s，共 40 个循环；最后进行熔解曲线分析。以

β⁃actin 为内参，采用 2⁃ΔΔCt 法计算目的基因 mRNA
相对表达量。每个样本设3个复孔。

1. 4　Western blot 检测　总 蛋 白 提 取 ：使 用 含

PMSF 裂解液（每 1  mL 裂解液加 10  μL PMSF）研磨

组织，4  ℃、14000×g 离心 20  min，取上清。蛋白浓

度测定（BCA 法）：取蛋白标准品液（0、1、2、4、8、
12、16、20  μL）及 2  μL 样品于 96 孔板，每孔用

dH2O 补足至 20  μL。加 200  μL BCA 工作液（A∶B=
50∶1），37  ℃孵育 40  min。用酶标仪在 570  nm 测

OD 值，根据标准曲线计算蛋白浓度。蛋白含量测

定：蛋白样品加 5×上样缓冲液（4∶1 比例）混匀，调

浓度一致，100  ℃加热 10  min。进行电泳（预染

Maker 4  μL），转膜至 PVDF，5% BSA 封闭 2  h。加

入相应一抗和内参抗体溶液中，4  ℃过夜。TBST 洗

4 次（每次 5  min），对应二抗室温孵育 1  h，TBST 洗

3 次（每次 10  min）。ECL 显色、成像，以 β-actin 为

内参计算指标相对表达量。

1. 5　免疫荧光检测小鼠肝组织CAR蛋白表达　（1）
切片经脱蜡及水化处理。（2）柠檬酸钠抗原修复液煮

沸，随后将切片浸入烧杯，加热 15  min。（3）自然冷却

后，采用磷酸盐缓冲液（PBS）漂洗3次（每次10  min）。

于小鼠肝组织切片外围以疏水笔绘制封闭区域，滴加

5%牛血清白蛋白（BSA）溶液完全覆盖组织，室温条件

下封闭2  h。加入CAR抗体（稀释比例1∶100）于4  ℃
孵育过夜。次日经PBS漂洗3次（每次10  min）后，加

入二抗（稀释比例 1∶200）室温避光孵育 1  h。PBS漂

洗后，避光条件下滴加DAPI染核15  min，再次经PBS
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漂洗，最终使用抗荧光淬灭封片剂封片。（4）于荧光倒

置显微镜下观察并采集图像。

1. 6　细胞培养　人结直肠腺癌细胞 LS174T 来源于

上海细胞库，购自上海富衡生物科技有限公司。用

含 10% 胎牛血清、1% 青链霉素的 DMEM 培养基，于

37  ℃ 、 5% CO2恒温培养箱中培养。

预先设定空白组、钩吻组、钩吻+玉叶金花组、

CAR 抑制剂（Androstenol，And）组，每组均设 3 个复

孔。 
1. 7　MTT法测定钩吻及其配伍对LS174T细胞毒作

用　细胞以 1×105 个/mL 密度接种于 96 孔细胞培养

板中，置于恒温培养箱中培养。24  h 后吸弃原培养

基，按实验分组每孔加入 180  μL 相应溶液，继续培

养 24  h、36  h 或 48  h。随后吸弃旧培养基，于避光

条件下每孔加入 0.5  mg/mL MTT 溶液 200  μL，继续

培 养 4  h。 吸 弃 MTT 溶 液 后 ，每 孔 加 入 DMSO       
150  μL。使用酶标仪测定吸光度值（OD 值），设置

振荡时间为 1  min，检测波长为 492  nm，并按公式

计算细胞存活率：细胞存活率=[（OD 实验组-OD 空

白组)/（OD 对照组-OD 空白组)]×100%。选择细胞

存活率为 90% 时的药物浓度作为安全给药浓度，用

于后续实验。 
1. 8　统计学方法　采用 SPSS22.0 软件进行统计分

析。实验数据以均数±标准差（x̄ ± s）表示，多组间比

较时，若数据服从正态分布且方差齐，采用单因素方

差分析；若不符合正态分布或方差齐性条件，采用独

立样本非参数检验法。P<0.05表示差异具有统计学

意义，P<0.01表示差异具有极显著性。

2 结果

2. 1　钩吻配伍玉叶金花对小鼠体内毒性的影响　

2. 1. 1　对小鼠中毒症状及存活率的影响　为评估钩

吻配伍玉叶金花的减毒作用，对各组小鼠连续给药 9
天，每次给药后连续观察 1  h并记录。结果显示：钩

吻组小鼠在给药后出现肢体颤抖、运动失调等典型中

毒表现，30  min内部分小鼠症状缓解，但仍有部分发

展为强直性抽搐并死亡，9天存活率为 40%；钩吻+玉
叶金花组小鼠仅表现为短暂活动减少，20  min内即恢

复正常，且死亡发生时间延迟至给药后 60  min，9 天

存活率为80%，提示玉叶金花可有效缓解钩吻急性毒

性并提高生存率；CAR激动剂TCP各实验组小鼠活动

正常，均无死亡。见表1。

2. 1. 2　对肝细胞凋亡相关蛋白表达的影响　肝组织

中凋亡相关蛋白Bcl-2/Bax 的检测结果显示，与空白

对照组比较，钩吻组小鼠肝组织Bcl-2/Bax 比值显著

降低（P<0.05或P<0.01），提示肝细胞凋亡加剧；而钩

吻+玉叶金花组的Bcl-2/Bax比值较钩吻组显著回升

（P<0.05），表明玉叶金花可通过调控凋亡相关蛋白的

表达减轻肝细胞损伤。基于上述结果，本研究进一步

聚焦于 CAR/CYP450 代谢通路在这一过程中的调控

作用。结果详见图1。
2. 2　玉叶金花通过激活CAR通路调控下游CYP450
代谢酶表达　为探究减毒机制是否与CAR通路相关，

本研究检测了小鼠肝组织中 CAR 及其下游 CYP450

酶（Cyp3a11、Cyp2b10）的mRNA和蛋白表达水平。

2. 2. 1　玉叶金花对钩吻抑制 CAR 表达的逆转作用　

RT-qPCR 与 Western blot 结果显示，与空白对照组比

较，钩吻组小鼠肝组织CAR mRNA及蛋白表达均显著

下调（P<0.01）；而钩吻+玉叶金花组可显著逆转该抑

制作用（P<0.01）。结果见图2。免疫荧光染色进一步

证实，钩吻组肝细胞CAR蛋白荧光强度明显减弱（P<
0.05），而钩吻+玉叶金花组荧光强度显著增强（P<
0.01）。结果见图3。
2. 2. 2　CAR 通路激活介导下游 CYP450 酶表达的恢

复　鉴于CAR是调控CYP450酶的关键转录因子，本

研究进一步检测了其下游 Cyp3a11 与 Cyp2b10 的表

表1　各组小鼠 9 天内存活率统计

组别

空白对照组

钩吻组

钩吻+玉叶金花组

TCP组

钩吻+TCP组

钩吻+玉叶金花+TCP组

小鼠9天内存活数（只）

1
10
10
10
10
10
10

2
10
10
10
10
10
10

3
10
10
9
10
10
10

4
10
9
9
10
10
10

5
10
6
9
10
10
10

6
10
5
9
10
10
10

7
10
5
8
10
10
10

8
10
4
8
10
10
10

9
10
4
8
10
10
10

存活率（%）

100
40
80

100
100
100
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Con：空白对照组；GE：钩吻组；GE+MP：钩吻+玉叶金花组；（A） Bcl-2/Bax mRNA相对表达量；（B-C） Bcl-2/Bax 蛋白免疫印迹条带及其相对

表达量统计图；与空白组比较，*P<0. 05，**P<0. 01；与钩吻组比较，#P<0. 05
图1　小鼠肝脏组织Bcl-2/Bax mRNA和蛋白表达（x̄ ± s，n=3）

Con：空白对照组；GE：钩吻组；GE+MP：钩吻+玉叶金花组；（A） CAR mRNA相对表达量；（B-C） CAR 蛋白免疫印迹条带及其相对表达量统计

图；与空白组比较，**P<0. 01；与钩吻组比较，##P<0. 01
图2　小鼠肝脏组织CAR mRNA 和蛋白表达（x̄ ± s，n=3）

Con：空白对照组；GE：钩吻组；GE+MP：钩吻+玉叶金花组；（A）IF 法检测小鼠肝组织 CAR 蛋白的表达（×400）；（B） Area% （CAR 阳性染色面

积/统计场总面积）；与空白组比较，*P<0. 05；与钩吻组比较，##P<0. 01
图3 免疫荧光检测小鼠肝脏组织CAR表达（x̄ ± s，n=3）
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达。结果显示，与空白对照组比较，钩吻显著抑制了

Cyp3a11与Cyp2b10的mRNA及蛋白表达（P<0.05或P
<0.01）；而配伍玉叶金花后，二者表达均显著上调（P<
0.05或P<0.01）。为验证该效应是否由CAR介导，采

用TCP进行干预[11]。结果显示，TCP单独处理可显著

上调 Cyp3a11 与 Cyp2b10 的表达（P<0.05 或 P<0.01）；

但 与 TCP 组 比 较 ，钩 吻 +TCP 组 中 的 Cyp3a11 与

Cyp2b10 表达显著降低（P<0.05），提示钩吻可拮抗

TCP对CAR的激活；而钩吻+玉叶金花+TCP联合处理

组中，二者表达显著回升（P<0.01），表明玉叶金花可

协同甚至增强TCP对CAR通路的激活作用，有效逆转

钩吻对CAR/CYP450的抑制。见图4。

2. 3　LS174T细胞实验验证CAR/CYP450通路的激

活　为验证上述体内结果的适用性，本研究选用人源

结直肠腺癌细胞 LS174T进行体外实验，并采用CAR
抑制剂 Androstenol（And）进一步验证 CAR 在该通路

中的关键作用[12]。

2. 3. 1　细胞活力及形态学变化　MTT 检测结果显

示，钩吻处理能以浓度依赖性的方式显著降低LS174T
细胞的存活率（P<0.01）。而与钩吻单独处理组比较，

配伍玉叶金花后，各浓度下细胞存活率均显著提高（P
<0.01），表明玉叶金花在细胞水平同样具有拮抗钩吻

毒性的作用。见图5。
2. 3. 2　CAR、CYP3A4 及 CYP2B6 表达的上调　为明

确 CAR 的关键作用，本部分采用 CAR 抑制剂 Andro⁃
stenol（And）进一步验证。RT-qPCR与Western blot结
果显示，钩吻组CAR、CYP3A4与CYP2B6的mRNA及

蛋白表达较空白对照组均显著降低（P<0.05 或 P<
0.01）；而配伍玉叶金花后，三者表达较钩吻组显著回

升（P<0.05 或 P<0.01）。与钩吻组趋势一致，抑制剂

And组中CAR、CYP3A4与CYP2B6的mRNA及蛋白表

达均显著降低（P<0.01），表明CAR活性被有效抑制。

以上结果与小鼠肝组织实验结果相符，进一步支持玉

叶金花通过激活CAR/CYP450通路发挥减毒作用，且

该机制在不同物种间具有保守性。见图6。

Con（A）：空白对照组；GE（B）：钩吻组；GE+MP（C）：钩吻+玉叶金花组；GE+TCP（D）：钩吻+TCP组；GE+MP+TCP（E）：钩吻+玉叶金花+TCP组；

TCP（F）：TCP组；（A-B） CYP3A11、CYP2B10 mRNA相对表达量；（C-D） CYP3A11、CYP2B10 蛋白免疫印迹条带及其相对表达量统计图；与空白组

比较，*P<0. 05，**P<0. 01；与钩吻组比较，#P<0. 05，##P<0. 01；与 TCP 组比较，&P<0. 05，&&P<0. 01；与钩吻+TCP 组比较，̂̂P<0. 01
图4 小鼠肝脏组织CYP3A11、CYP2B10 mRNA和蛋白表达（x̄ ± s，n=3）
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3 讨论

本研究通过体内外实验证实，钩吻配伍玉叶金花

的减毒效应与 CAR/CYP450 代谢通路的激活密切相

关。钩吻可能通过抑制CAR及其下游关键代谢酶的

表达，导致解毒功能障碍及肝细胞凋亡；而配伍玉叶

金花可有效逆转该抑制作用，恢复 CAR 介导的解毒

反应。

中医“相畏相杀”配伍理论源于“七情配伍”理论

体系，本研究从现代药理学角度阐释了这一传统理

论，并首次揭示钩吻-玉叶金花药对的减毒机制与宿

主肝脏CAR/CYP450药物代谢通路的功能性关联。

CAR作为调控肝脏外源性物质代谢的核心转录

因子，其表达水平与转录活性直接影响毒性物质的代

谢清除效率[13]。在未激活状态下，CAR主要定位于细

胞质；被外源性配体激活后，CAR发生核转位，在核内

与视黄醇X受体形成异源二聚体，识别并结合下游靶

基因启动子区的特定反应元件，进而启动 CYP3A4、
CYP2B6等药物代谢酶及转运体的转录表达[14]。本研

究发现，钩吻的肝毒性机制与其抑制剂 Androgra⁃
pholide（And）作用相似，均通过抑制CAR蛋白的核转

Con：空白对照组；And： Androstenol组；GE：钩吻组；GE+MP：钩吻+玉叶金花组；（A-C） CAR，CYP3A4，CYP2B10 mRNA相对表达量；（D-F） 
CAR，CYP3A4，CYP2B6 蛋白免疫印迹条带及其相对表达量统计图

图6 LS174T 细胞 CAR，CYP3A4，CYP2B6 mRNA 和蛋白表达（x̄ ± s，n=3）

（A） 钩吻24、36、48  h不同时间给药存活率；（B） 钩吻+玉叶金花24、36、48  h不同时间给药存活率

图5　LS174T 细胞在不同时间、不同给药浓度下的存活率（x̄ ± s，n=3）
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位及其转录激活功能，导致CAR无法有效启动下游基

因转录，从而显著下调代谢酶 CYP3A4/CYP2B6 的表

达。该抑制过程可能削弱肝脏对钩吻毒性成分的生

物转化能力，致使毒性成分蓄积，进而加剧肝损伤[10]。

值得注意的是，配伍玉叶金花并未通过成分间的

直接互作发挥减毒效应，而是通过激活宿主内源性防

御系统实现。其中，玉叶金花可能与TCP诱导的CAR
构象激活产生协同或互补作用，加速钩吻毒性成分的

Ⅰ相代谢清除。这提示玉叶金花中可能含有能够模

拟或增强CAR配体作用的活性成分。

不同于既往研究多关注毒性成分与减毒成分的

直接相互作用[15-16]，本研究从宿主防御系统激活的视

角阐释了中药配伍的减毒机制。这不仅从理论上拓

展了传统配伍理论的生物学内涵，亦在实践中为毒性

中药的安全应用提供了实验依据。此外，本研究证实

该调控机制具有跨物种保守性，提示靶向调控宿主代

谢通路可能是实现毒性中药安全应用的有效策略。

尽管本研究取得了一系列发现，但仍存在一定局

限性：首先，玉叶金花激活CAR的活性成分尚未明确，

需通过多学科方法筛选并鉴定其关键效应化合物；其

次，CAR 通路激活的具体分子调控机制仍需深入解

析，以期为钩吻等毒效并存中药的安全应用提供理论

依据。

4 结论

本研究阐明，钩吻配伍玉叶金花可通过调控

CAR/CYP450通路发挥减毒作用，证实玉叶金花可有

效减轻钩吻的毒性。该发现为钩吻的临床安全应用

及其中毒救治提供了理论依据。
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