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［摘　要］　目的：筛查中药材木香中潜在的肝毒性组分。方法：对木香２５个化学组分，采用二乙
酸荧光素荧光标记法在ＨｅｐＧ２细胞模型上筛查肝毒性组分，并使用气相色谱质谱联用仪分析其
化学组成。结果：从木香中筛查出１０个肝毒性组分，经气相色谱质谱联用定性分析，Ｃ０９组分的
主要成分为去氢木香内酯、ｓａｎｔａｍａｒｉｎｅ（或ｍａｇｎｏｌｉａｌｉｄｅ）和ｒｅｙｎｏｓｉｎ，而Ｃ１１组分的主要成分是α木
香醇和榄香醇。结论：木香所含的去氢木香内酯、ｓａｎｔａｍａｒｉｎｅ（或 ｍａｇｎｏｌｉａｌｉｄｅ）、ｒｅｙｎｏｓｉｎ、α木香醇
和榄香醇可能具有肝毒性。
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　　木香是菊科植物木香（Ａｕｃｋｌａｎｄｉａｌａｐｐａ
Ｄｅｃｎｅ．）的干燥根，具有调节胃肠运动、抗消化
性溃疡、抗炎、扩张血管及抗肿瘤等诸多药理活

性［１２］。中医认为，木香的功效是行气止痛、健

脾消食等。有报道称，长期使用木香包合物可

引起动物肝和肾毒性［３］。为此，有必要对中药

材木香中潜在的毒性组分进行筛查，研究其可

能含有的肝和肾毒性物质。本研究采用二乙酸

荧光素荧光标记的细胞模型，对木香提取物中

２５个化学组分进行了肝毒性快速筛查，发现其
中１０个组分对人肝癌细胞（ＨｅｐＧ２）具有明显
的毒性；经气相色谱质谱联用定性分析，Ｃ０９
组分的主要成分为去氢木香内酯、ｓａｎｔａｍａｒｉｎｅ
（或ｍａｇｎｏｌｉａｌｉｄｅ）和 ｒｅｙｎｏｓｉｎ，而 Ｃ１１组分的主
要成分是α木香醇和榄香醇。

１　材料与方法

１．１　仪器及材料　细胞荧光显微成像平台
（浙江大学药物信息学研究所开发）；酶标仪

（ＢｉｏＴｅｋＥＬＸ８００，美国宝特）；Ａｇｉｌｅｎｔ６８９０Ｎ／
５９７３Ｎ气相色谱质谱联用仪（美国 Ａｇｉｌｅｎｔ公
司），另配有 Ａｇｉｌｅｎｔ７６８３自动进样器、ＮＩＳＴ
２００２质谱数据库和Ａｇｉｌｅｎｔ色谱工作站。

ＨｅｐＧ２（上海细胞库）；ＤＭＥＭ培养基、胎牛
血清（Ｇｉｂｃｏ公司）；二甲基亚砜、胰蛋白酶
（Ｓｉｇｍａ公司）；二乙酸荧光素 （Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ
ｄｉａｃｅｔａｔｅ，ＦＤＡ，碧云天生物技术研究所）；９６孔
细胞培养板（Ｃｏｒｎｉｎｇ公司）；甲醇、无水乙醇、乙
酸乙酯为分析醇（国药集团）；甲醇为色谱纯

（德国默克公司）；高纯水来自ＭｉｌｌｉＱ超纯水系
统（美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）；去氢木香内酯（上海
融禾医药科技发展有限公司）。

木香化学组分样品共２５个（采用标准组
分制备法提取分离获得）［４］。

１．２　方法
１．２．１　肝毒性组分的筛查　待测组分溶于
ＤＭＳＯ中，得５０ｍｇ／ｍｌ储备液，与细胞孵育的
终质量浓度为 ５０μｇ／ｍｌ。取对数生长期的
ＨｅｐＧ２细胞，以３０００个／孔接种于９６孔板中，
贴壁生长２４ｈ后加入待筛查组分，共孵育４８ｈ
后采用ＦＤＡ荧光标记法检测细胞活力［４］，计算

细胞的存活率并判定待筛查组分的毒性［５］，当

细胞存活率低于２０％时，表明该组分具有明显
毒性。另设溶剂对照组（０．１％ＤＭＳＯ），各试验
组平行３份。
１．２．２　ＧＣＭＳ分析　ＡｇｉｌｅｎｔＤＢ５ＭＳ毛细管
柱（０．２５ｍｍ×３０ｍ×０．２５μｍ）；载气：高纯氦
气，流速０．８ｍｌ／ｍｉｎ；升温程序：柱始温５０℃，
以１０℃／ｍｉｎ程序升温至１５０℃保持１０ｍｉｎ，以
５℃／ｍｉｎ程序升温至 ２００℃保持 １０ｍｉｎ，以
１０℃／ｍｉｎ程序升温至３００℃保持５ｍｉｎ；进样口
温度３００℃，不分流进样，进样量为２μｌ。质谱
为ＥＩ（ｅｌｅｃｔｒｏｎｉｏｎｉｚａｔｉｏｎ）离子源，离子源温度为
２３０℃；电离电压：７０ｅＶ；四级杆温度：１５０℃；扫
描模式：全扫描，４０～６００ｍ／ｚ。

２　结　果

２．１　肝毒性组分的筛查　将木香药材中分离
所得的２５个组分分别加入 ＨｅｐＧ２细胞中孵
育，采用ＦＤＡ荧光标记法筛查其中的肝毒性组
分。图１示 Ａ组分中有４个组分具有明显毒
性，分别为 Ａ０１、Ａ０５、Ａ０８及 Ａ０９，细胞存活率
依次为 ０２８％ ±０１１％、０３７％ ±０３７％、
１３５０％±２１１％及０２９％±００８％；Ｂ组分中
Ｂ１２组分具有明显毒性，细胞存活率为８９５％
±１６１％；Ｃ组分中有５个组分具有明显毒性，
分别为Ｃ０５、Ｃ０６、Ｃ０８、Ｃ０９及 Ｃ１１，细胞存活率
依次为 ７６５％ ±１２７％、０２６％ ±００４％、
０２２％±０１４％、０５１％ ±００９％及００２％ ±
００１％。其中溶剂对照、Ｃ０９及 Ｃ１１组分的细
胞荧光显微图像见图２。
２．２　ＧＣＭＳ分析　对木香肝毒性组分中低极
性组分 Ｃ０９、Ｃ１１进行 ＧＣＭＳ分析，其中 Ｃ０９
组分的总离子流图见图３。化合物Ⅰ的保留时
间为３５．３９ｍｉｎ，经质谱数据库检索并与标准品
对照，鉴定为去氢木香内酯（ｄｅｈｙｄｒｏｃｏｓｔｕｓｌａｃ
ｔｏｎｅ）。化合物Ⅱ、Ⅲ各主要碎片及相对丰度与
文献［６］报道基本一致，推测化合物 Ⅱ 为
ｓａｎｔａｍａｒｉｎｅ（或 ｍａｇｎｏｌｉａｌｉｄｅ），化合物 Ⅲ 为
ｒｅｙｎｏｓｉｎ。化合物Ⅳ经质谱数据库检索，匹配度
较低，有待进一步分析。采用面积归一化法确

定化合物Ⅰ、Ⅱ和Ⅲ的相对百分含量分别为
３９．０１％、１１．７６％和９．０４％。Ｃ１１组分的总离
子流图见图４，根据化合物Ⅴ、Ⅵ质谱图、质谱
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数据库检索结合文献推测化合物Ⅴ和Ⅵ分别为
α木香醇（αｃｏｓｔｏｌ）和榄香醇（ｅｌｅｍｏｌ）［６７］，采

用面积归一化法确定其相对百分含量分别为

４２．３９％和１０．４０％。

图１　木香中肝毒性组分筛查结果
Ｆｉｇ．１　ＳｃｒｅｅｎｉｎｇｈｅｐａｔｏｔｏｘｉｃｆｒａｃｔｉｏｎｓｆｒｏｍＡｕｃｋｌａｎｄｉａｅＲａｄｉｘ

图２　溶剂对照（Ａ）、Ｃ０９组分（Ｂ）和 Ｃ１１
组分（Ｃ）的细胞荧光显微成像图

Ｆｉｇ．２　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｍａｇｅｓｏｆｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｂｙ
ｖｅｈｉｃｌｅｃｏｎｔｒｏｌ（Ａ），Ｃ０９ｆｒａｃｔｉｏｎ（Ｂ）
ａｎｄＣ１１ｆｒａｃｔｉｏｎ（Ｃ）

３　讨　论

对筛查出的２个具有明显肝毒性的低极性
组分作ＧＣＭＳ分析，结果表明Ｃ０９组分的主要
成 分 为 去 氢 木 香 内 酯、ｓａｎｔａｍａｒｉｎｅ（或
ｍａｇｎｏｌｉａｌｉｄｅ）和 ｒｅｙｎｏｓｉｎ，而 Ｃ１１组分的主要成
分是α木香醇和榄香醇。这提示上述５个化
学成分可能引起肝毒性。

去氢木香内酯、ｓａｎｔａｍａｒｉｎｅ和 ｒｅｙｎｏｓｉｎ都
属于倍半萜类化合物，木香中的此类成分对肿

瘤细胞有较强的细胞毒作用，具有抗肿瘤的活

性［８９］，Ｓｕｎ等证实去氢木香内酯、ｓａｎｔａｍａｒｉｎｅ
和ｒｅｙｎｏｓｉｎ对ＨｅｐＧ２细胞有杀伤作用，半数致

图３　Ｃ０９组分和去氢木香内酯的总离子流图
Ｆｉｇ．３　Ｔｈｅｔｏｔａｌｉｏｎｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆＣ０９

ｆｒａｃｔｉｏｎａｎｄｄｅｈｙｄｒｏｃｏｓｔｕｓｌａｃｔｏｎｅ

死量分别为３．５μｇ／ｍｌ、７．５μｇ／ｍｌ和１１．０μｇ／
ｍｌ［９］。构效关系研究认为，该类成分结构中存
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图４　Ｃ１１组分的总离子流图
Ｆｉｇ．４　Ｔｈｅｔｏｔａｌｉｏｎｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆＣ１１

ｆｒａｃｔｉｏｎ

在α、β不饱和的γ内酯环，能与巯基发生快速
迈克尔加成反应，降低细胞内 ＧＳＨ含量，并对
细胞内含巯基的蛋白产生氧化损伤作用［１０１１］。

这可以解释 Ｃ０９组分产生明显毒性的原因。
而Ｃ１１组分中的 α木香醇和榄香醇也是倍半
萜类化合物，但不含有α、β不饱和的γ内酯环
样结构，其可能引起肝毒性的作用机制还有待

进一步研究。
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