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　 　 ［摘要］ 　目的 　研究丙戊酸钠及 ３个代谢产物（２唱丙基唱４唱五烯酸 、３唱羟基丙戊酸 、５唱羟基丙戊酸）对体外人正常肝细胞 L０２
增殖活性及对肝细胞损伤相关指标的影响 。方法 　实验分为对照组和实验组 ，对照组细胞常规培养 ，实验组加入丙戊酸钠及

３个代谢产物 ，采用 CCK唱８法检测细胞增殖活性 ，PCR法检测 CYP１A１ 、CYP１A２ 、PCNA 、Bax 及 Bcl唱２的 mRNA 相对含量 ，

Western Blotting 法检测蛋白表达 ，同时检测细胞上清液中谷草转氨酶（AST ） 、谷丙转氨酶（ALT ） 、乳酸脱氢酶（LDH ）的含

量 。结果 　与对照组相比 ，随着丙戊酸钠及 ３ 个代谢产物浓度和时间的增加 ，对 L０２ 细胞增殖活性的抑制逐渐增强 ，

CYP１A１ 、CYP１A２及 Bax的 mRNA相对含量和蛋白表达量升高 ，PCNA 及 Bcl唱２的 mRNA 相对含量和蛋白表达量均有下
降 ，AST 、ALT 、LDH含量升高 。结论 　丙戊酸钠及 ３个代谢产物与肝毒性有关 。

　 　 ［关键词］ 　丙戊酸钠 ；２唱丙基唱４唱五烯酸 ；３唱羟基丙戊酸 ；５唱羟基丙戊酸 ；肝毒性
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An in vitro study of hepatotoxicity induced by valproic acid and its metabolites
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［Abstract］ 　 Objective 　 To confirm the hepatotoxicity of valproic acid （VPA ） and its metabolites （２唱propyl唱４唱pentenoic
acid ，３唱hydroxy valproic acid ，５唱hydroxy valproic acid） on human liver cells ．Methods 　 Cells were divided into control group
and VPA唱treated group ．The control group was conventionally cultured while the VPA唱treated group was treated with valproic
acid and its metabolites ． The rate of cell proliferation was assayed by CCK ８ protocol ． The mRNA levels of CYP１A１ ，

CYP１A２ ，PCNA ，Bax and Bcl唱２ were measured by real time PCR ．The correlated protein levels were measured by Western
Blotting ．The activity of LDH ，AST and ALT were also detected ．Results 　 Compared to the control group ，with the increases
of concentrations and reaction time of VPA and its metabolites ，the proliferation rate of L０２唱cell was reduced ，the mRNA and
protein levels of CYP１A１ ，CYP１A２ ，and Bax was increased ，the mRNA and protein level of PCNA and Bcl唱２ was decreased ，

AST ，ALT ，and LDH were also elevated in the treated group ．Conclusion 　 Valproic acid and its metabolites were positively re唱
lated to hepatotoxicity ．

　 　 ［Key words］ 　 valproic acid ；２唱propyl唱４唱pentenoic acid ；３唱hydroxy valproic acid ；５唱hydroxy valproic acid ；hepatotoxicity

　 　丙戊酸钠（valproic acid ，VPA）是一类具有支链
短链脂肪酸的钠盐 ，临床上常作为一线抗癫痫药物

使用 ，对各种类型的癫痫均有治疗作用 ，广泛应用于

其他神经系统性疾病［１］
。在长期的药物治疗过程中

有耐药现象产生［２］
，同时也有不良反应发生 ，其中最

严重的不良反应为肝毒性 ，甚至发生急性肝坏死（常

见于 ２岁以下儿童）
［３唱５］

。研究显示 ，癫痫患者中儿

童癫痫的发病率占 ５ ‰
［６］

，因此 ，深入研究 VPA 肝
毒性的发病机制 ，对于预防不良反应的发生以及促

进临床安全用药具有重要意义 。

　 　 VPA 体内代谢受多种因素影响 ，个体差异大 ，

治疗窗范围窄 ，血浆蛋白结合率为 ８７％ ～ ９５％ ，有

效治疗浓度为 ５０ ～ １００ μg／ml ，超过 １００ μg ／ml 易
发生不良反应 ，需进行血药浓度监测［７唱９］

。 VPA 的
毒性与血药浓度相关 ，及时监测血药浓度可控制癫

痫发作 ，减少不良反应发生［１０］
。 大量研究认为 ，

VPA 的肝毒性与其代谢过程紧密相关 ，VPA 的体
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内药动学过程复杂 ，主要有 ３条代谢途径 ：４０％ 经 I
相线粒体 β唱氧化代谢 ，产物有 ３唱羟基丙戊酸（３唱hy唱
droxy valproic acid ，３唱OH唱VPA ） ；１０％ ～ ２０％ 是

CYP４５０酶介导的代谢 ，代谢产物主要为 ２唱丙基唱４唱

五烯酸（２唱propyl唱４唱pentenoic acid ，４唱ene唱VPA ） 、３唱
OH唱VPA 、５唱羟基丙戊酸（５唱hydroxy valproic acid ，

５唱OH唱VPA） ；５０％ 由 II 相尿甘酸二磷酸葡萄糖醛
酸酶（UGT ）的羧化作用代谢为无活性的产物［１１ ，１２］

。

有研究证实 VPA 肝毒性与其自身代谢物有关 ，其

中 ４唱ene唱VPA 能通过抑制线粒体脂肪酸的 β唱氧化 ，

还能通过各种代谢途径与谷胱甘肽反应使其大量消

耗降低机体的抗氧化能力进而产生肝毒性［１３］
，但

是 ，未见有 ３唱OH唱VPA 及 ５唱OH唱VPA 与肝毒性的
相关文献 ，因此本实验主要考察 VPA 及 ３ 个代谢

产物（４唱ene唱VPA 、３唱OH唱VPA 和 ５唱OH唱VPA ）对体
外人正常肝细胞 L０２ 增殖活性及对肝细胞损伤相
关指标的影响 。

1 　材料

1 ．1 　仪器 　冷冻离心机（５８１０R ，德国 eppendrof 公
司） ，紫外分光光度计（美国 Thermo 公司） ，微量加

样器 （德国 eppendrof 公司 ） ，Real time PCR 仪
（TP８００ ，日本 TaKaRa 公司） ，摇床 （TS唱２ ，其林贝

尔） ，电泳仪 （EPS唱３００ ，上海天能） ，梯度 PCR 仪
（TP６００ ，日本 TaKaRa 公司 ） ，微型垂直电泳槽

（VE唱１８０ ，上海天能） ，扫描仪（LIDE９０ ，佳能）等 。

1 ．2 　 药品与试剂 　 VPA （批号 ：FIA３C ，纯度 ：

９８％ ）购自东京化工有限公司 ，３唱OH唱VPA （批号 ：

１唱TVPA唱９２唱１３ ，纯度 ：９８％ ） 、５唱OH唱VPA （批号 ：１唱

TVPA唱１４９唱５ ，纯度 ：９８％ ） 、４唱ene唱VPA （批号 ：３唱

XAL唱９１唱４ ，纯度 ：９８％ ）均购自多伦多研究化学品公

司 ，人正常肝细胞 L０２ （中国科学院上海细胞生物
所） ，胎牛血清（FBS） 、细胞培养基及 Trizol试剂（批

号 ：１５５９６唱０１８）均购自美国 Invitrogen 公司 ，CCK唱８
溶液 （批号 ：CK０４ ，日本同仁化学） ，逆转录酶 Re唱
verse T ranscriptase M唱MLV （批号 ：D２６４０） 、Oligo
１８ Primer（批号 ：D５１１） 、dNTP （批号 ：D４０３０RA） 、
Ribonuclease Inhibitor （ 批号 ：D２３１０A ） 、Takara
SYBR Premix Ex Taq（批号 ：DRR０４１A） 、谷草转氨
酶（AST ） 、谷丙转氨酶（ALT ） 、乳酸脱氢酶（LDH ）

试剂盒（Abcam 公司） ，细胞总蛋白提取试剂盒（批

号 ：７８５０１） 、蛋白定量试剂盒（批号 ：２３２２７）和 ECL
发光试剂盒（批号 ３２１０６）均购自美国 Pierce 公司 ，

预染蛋白 Marker （批号 ：P７７００８ ，美国 Biolabs 公
司） ，PVDF 膜 （批号 ：IPVH０００１０ ，美国 MILLI唱

PORE公司） ，盐酸 、冰乙酸等试剂均为分析纯 ，甲醇

为色谱纯（德国 Merck公司） 。

2 　方法

2 ．1 　 L０２细胞培养及实验分组 　用甲醇将 VPA 及
３ 个代谢产物 （４唱ene唱VPA 、３唱OH唱VPA 和 ５唱OH唱
VPA ） 分 别 配 成 浓 度 为 ５０ 、 １００ 、 ２００ 、 ５００ 、

１ ０００ μmol／L的溶液［１４］
，置 ４ ℃冰箱保存备用 。取

对数生长期的 L０２ 细胞 ，调整细胞密度至 ５ ×

１０
５ 个／ml ，接种到 ９６ 孔细胞培养板中 ，每孔加入

１００ μl细胞悬液培养 ２４ h ，后用含 １０％ FBS的 RP唱
MI唱１６４０培养基在 ３７ ℃ ，５％ CO２条件下培养 ，对照

组细胞常规培养 ，实验组加入不同浓度的 VPA 及 ３

个代谢产物进行干预 ，每组平行做 ３孔 。培养 ２４ h
后加入 １０ μl的 CCK唱８溶液 ，继续孵育 ４ h后处理 ，

用酶标仪于 ４５０ nm 波长下测定每孔的吸光度值
（A）［１５］

。 选择 VPA 及 ３ 个代谢产物 ５００ μmol／L
干预 L０２细胞 ，按不同给药时间点（１２ 、２４ 、４８ 、７２ h）
加入 １０ μl的 CCK唱８溶液 ，孵育 ４ h后处理 ，测定每

孔的 A 值 。

2 ．2 　 Real time PCR检测 L０２细胞内 mRNA 含量
2 ．2 ．1 　 L０２ 细胞总 mRNA 的提取 、RNA 浓度 、纯

度及质量的检测 　实验组加入 ５００ μmol／L 的 VPA
及 ３个代谢产物 ，对照组常规培养 ，２４ h后除去培
养液 ，用 ４ ℃ 预冷的 ２ ml PBS 洗涤两次 ，各加入

１ ml ４ ℃预冷的 Trizol试剂 ，再转移至无菌离心管

冷冻保存 ，参照试剂盒的方法提取总 mRNA 。通过

紫外分光光度计在 ２６０ nm 和 ２８０ nm 波长下测定
其 A 值 ，再取 ２ μl RNA 溶液稀释 １００倍后测定 ，计

算所测 RNA 浓度 ，采用琼脂糖凝胶电泳法通过分

析条带的完整性鉴定 RNA 的质量 。

2 ．2 ．2 　 PCR 检测 　 用逆转录酶 Reverse T ran唱
scriptase M唱MLV（D２６４０A ，Takara）进行逆转录合
成 cDNA （反应条件 ：７０ ℃下反应 １０ min ，迅速在冰
上急冷 ２ min） ，继续配制逆转录反应液（反应条件 ：

４２ ℃保温反应 １ h ，７０ ℃保温反应 １５ min后冰上冷
却） ，终产物置于 － ２０ ℃冰箱冻存 。利用 Real time
PCR 检测 L０２ 细胞中的 Beta actin 、CYP１A１ 、
CPY１A２ 、PCNA 、Bax 及 Bcl唱２ 的 RNA 含量变化 ，

实时定量 PCR双向引物序列分别为 beta actin（NM
＿００１１０１ ．３） 、CYP１A１ （NM ＿０００４９９ ．３ ） 、CYP１A２
（NM＿０００７６１ ．４） 、PCNA（NM＿００２５９２ ．２） 、Bax （NM
＿１３８７６１ ．３）和 Bcl唱２ （NM ＿０００６３３ ．２） ，在相对定量

（relative quatification）检测实验中 ，以 β唱actin mR唱
NA 作为对照 ，通过循环阀值 （Ct 值）进行数据分

４４
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析 。 Ct值通过交点法计算获得 ，目的基因相对于内

参基因的表达量为 ２
ΔCt

＝ ２
Ctm － Ctn

。

2 ．3 　蛋 白 表 达 的 检 测 　实 验 组 分 别 加 入

５００ μmol／L的 VPA 及 ３ 个代谢产物进行干预 ，对

照组常规培养 ，２４ h后 ，按细胞总蛋白提取试剂盒

所述方法提取总蛋白 ，收集上清液 ，按照蛋白定量试

剂盒说明书进行总蛋白含量测定 。通过制胶 、上样 、

电泳 、转膜后 ，用立春红染色 ，观察膜上的目的条带

是否存在 。再分别用一抗和二抗先后处理 ，抗体稀

释比分别为 Beta actin （１ ∶ １ ０００ ） 、CYP１A１ （１ ∶

３００） 、CYP１A２（１ ∶ ５００） 、PCNA （１ ∶ ６００） 、Bax（１ ∶

２００） 、Bcl唱２（１ ∶ ５００） ，其中分离胶浓度依次为 １１％ 、

１１％ 、１１％ 、１１％ 、１２％ 、１２％ ，最后用化学发光试剂

检测 ，曝光显影后分析条带的灰度值 。

2 ．4 　 L０２ 细胞上清液中 AST 、ALT 、LDH 的活性
检测 　 实验组分别加入 ５００ μmol／L 的 VPA 及 ３

个代谢产物干预 ，对照组常规培养 ，２４ h后 ，按照试

剂盒所述方法测定 AST 、ALT 、LDH 的活性 。

2 ．5 　数据分析处理 　采用 SPSS １８ ．０ 统计软件分

析数据 ，细胞活性数据用均数 ±标准差（珚x ± s）表示 ，

先进行单因素方差分析 ，若有显著性差异再进行组

间 Dunnett唱t检验 ，P ＜ ０ ．０５ 为有统计学意义 ，mR唱
NA 相对含量表达中两组间比较用 t 检验 ， P ＜

０畅０５为有统计学意义 。

3 　结果

3 ．1 　 VPA 及 ３个代谢产物对 L０２细胞增殖活性的
影响 　不同浓度下实验组与对照组相比 ，L０２细胞
的增殖活性都受到不同程度的抑制作用 ，其中 ５唱

OH唱VPA 的 ５００ μmol／L 组与对照组的 A 值比较
有显著性差异 （P ＜ ０ ．０５） ，１ ０００ μmol／L 的 VPA
及 ３ 个代谢产物各组与对照组的 A 值比较有显著
性差异（P ＜ ０ ．０５） ；不同时间下对照组与对照组相

比 L０２细胞的增殖活性也受到不同程度的抑制作
用 ，４８ h时 ５唱OH唱VPA 的 ５００ μmol／L 组与对照组
的 A 值比较有显著性差异（P＜ ０ ．０５） ，７２ h时 VPA
及 ３ 个代谢产物各组与对照组的 A 值比较有显著
差异 。结果见表 １和表 ２ 。

表 1 　 CCK唱8 法检测药物浓度对 L02 细胞活性的影响（A 值 ，珚x ± s）

组别
药物组浓度（ μmol／l）

５０ 帋１００ 种２００  ５００ >１ ０００ 敂
实验组

　 VPA １ 槝．３５０ ± ０ ．０９３ １ 烫．３３２ ± ０ ．１２０ １ ．２２７ ± ０ ．１６１ １ 4．２０４ ± ０ ．１６３ ０ H．９７０ ± ０ ．１１８ 倡

　 ４唱ene唱VPA １ 槝．４５６ ± ０ ．０５９ １ 烫．３８８ ± ０ ．１１５ １ ．３５３ ± ０ ．０７１ １ 4．２６５ ± ０ ．０８９ ０ H．９９７ ± ０ ．１２７ 倡

　 ３唱OH唱VPA １ 槝．４６９ ± ０ ．０５５ １ 烫．３５３ ± ０ ．０６９ １ ．２４３ ± ０ ．１３６ １ 4．１１８ ± ０ ．０８８ ０ H．９８２ ± ０ ．１２７ 倡

　 ５唱OH唱VPA １ 槝．１８３ ± ０ ．１７５ １ 烫．１３３ ± ０ ．０９７ ０ ．９７５ ± ０ ．１４３ ０ 4．８６６ ± ０ ．１０５ 倡 ０ H．６３１ ± ０ ．０８７ 倡 倡

对照组 １ 槝．３８３ ± ０ ．２１４ １ 烫．３８３ ± ０ ．２１４ １ ．３８３ ± ０ ．２１４ １ 4．３８３ ± ０ ．２１４ １ H．３８３ ± ０ ．２１４

　 　 倡 P ＜ ０ ．０５ ，倡 倡 P＜ ０ ．０１ ，与对照组比较（Dunnet t唱t检验）

表 2 　 CCK唱8 法检测用药时间对 L02 细胞活性的影响（A 值 ，珚x ± s）

组别
药物（５００ μmol／L ）

１２ h ２４ h ４８ h ７２ h
实验组

　 VPA ０ 帋．３３９ ± ０ ．０６６ ０ f．５７９ ± ０ ．０７５ １ >．２０４ ± ０ ．１６３ １ 鲻．４０４ ± ０ ．１４９ 倡

　 ４唱ene唱VPA ０ 帋．３４３ ± ０ ．０３５ ０ f．６１６ ± ０ ．１０３ １ >．２６５ ± ０ ．０８９ １ 鲻．５９５ ± ０ ．１５９ 倡

　 ３唱OH唱VPA ０ 帋．３３１ ± ０ ．０６０ ０ f．６１４ ± ０ ．１００ １ >．１１８ ± ０ ．０８８ １ 鲻．３３９ ± ０ ．１８５ 倡

　 ５唱OH唱VPA ０ 帋．３０９ ± ０ ．０５４ ０ f．５８３ ± ０ ．０６８ ０ >．８６６ ± ０ ．１０５ 倡 １ 鲻．０５５ ± ０ ．１８３ 倡 倡

对照组 ０ 帋．３４６ ± ０ ．０５３ ０ f．６２６ ± ０ ．０６３ １ >．２５７ ± ０ ．２０６ １ 鲻．７０７ ± ０ ．１０９

　 　 倡 P＜ ０ ．０５ ，倡 倡 P ＜ ０ ．０１ ，与对照组比较（Dunnet t唱t检验）

3 ．2 　 VPA 及 ３ 个代谢产物对 mRNA 含量表达的
影响 　 采用实时 PCR 技术检测 L０２ 细胞中
CYP１A１ 、CPY１A２ 、Bax 、PCNA 及 Bcl唱２的 mRNA
含量变化 ，以 β唱actin mRNA 作为内参 ，通过 Ct 值
进行数据分析 。 实验组中 ４唱ene唱VPA 组与 ５唱OH唱

VPA 组的 CYP１A１ 的 mRNA 相对含量 、３唱OH唱
VPA 组与 ５唱OH唱VPA 组的 CYP１A２的 mRNA 相
对含量及 ５唱OH唱VPA 组的 Bax 的 mRNA 相对含量
与对照组相比均有显著性差异（P ＜ ０ ．０５） ，其余实

验组的 mRNA 相对含量与对照组相比虽有所升高 ，
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但差异无统计学意义（P ＞ ０ ．０５） ；实验组中 ５唱OH唱
VPA 组的 PCNA 和 Bcl唱２的 mRNA 相对含量与对
照组相比都有显著性差异（P ＜ ０ ．０５） ，其余实验组

的 mRNA 相对含量与对照组相比虽有所降低 ，但差

异无统计学意义（P＞ ０ ．０５） ，结果见图 １ 。

3 ．3 　 VPA 及 ３个代谢产物对 L０２细胞蛋白表达的

影响 　采用 Western Blotting 法检测 L０２细胞中的
CYP１A１ 、CPY１A２ 、PCNA 、Bax 及 Bcl唱２ 蛋白含量
变化情况 ，胶片扫描结果见图 ２ 。灰度值分析见表

３ ，与对照组相比 ，实验组的 CYP１A１ 、CPY１A２ 及
Bax 蛋白含量明显上升 ，PCNA 及 Bcl唱２ 蛋白含量
有所下降 。

图 1 　 CYP1A1 、CPY1A2 、PCNA 、Bax及 Bcl唱2的 mRNA相对含量图
倡 P ＜ ０ ．０５ ，倡 倡 P ＜ ０ ．０１ ，与对照组比较

图 2 　蛋白胶片扫描结果
A ．VPA ；B ．４唱ene唱VPA ；C ．３唱OH唱VPA ；

D ．５唱OH唱VPA ；E ．对照组

3 ．4 　 L０２ 细胞上清液中 AST 、ALT 、LDH 的活性
检测结果 　 通过相应的试剂盒分别测定实验组

（VPA 及 ３个代谢产物）的 AST 、ALT 及 LDH ，并

与对照组比较 ，三者的漏出率均有所增加 ，其中 ３唱

OH唱VPA 及 ５唱OH唱VPA 与对照组相比有显著性差
异（P＜ ０ ．０５） ，结果表明在 ５００ μmol／L 时 ，VPA 及

３个代谢产物对 L０２细胞有损害作用 ，结果见表 ４ 。

4 　讨论

　 　 CCK唱８ 法是通过测定生成甲瓒物的数量来间
接反映活细胞数量 ，酶标仪测定的 A 值与细胞活性
成正比 ，可以反映 VPA 及 ３ 个代谢产物对 L０２ 细
胞的损伤程度 ，采用 Dunnett唱t 检验实验组与对照
组的差异性 ，本实验采用 CCK唱８ 法测定 VPA 及 ３

个代谢产物对 L０２ 细胞增殖的影响 ，结果显示 ，随

着 VPA 及 ３ 个代谢产物浓度增加 ，其抑制 L０２ 细
胞增殖活性逐渐增强 ，其中 ５００ μmol／L 浓度下 ５唱

OH唱VPA 组与１ ０００ μmol／L浓度下各实验组与对
照组的 A 值比较有显著性差异（P ＜ ０ ．０５） ；在不同

时间下 ，VPA 及 ３个代谢产物干预时间越久 ，其抑

制 L０２细胞增殖活性越强 ，结果表明 VPA 及 ３ 个

代谢产物具有一定的抑制 L０２细胞增殖作用 ，并表

现为时间依赖性和浓度依赖性 。

　 　 mRNA 相对含量及蛋白表达实验中 ，实验组与

对照组相比 ，CYP１A１ 、CYP１A２及 Bax 的 mRNA
相对含量和蛋白表达均有升高 ，PCNA 及 Bcl唱２ 的
mRNA 相对含量和蛋白表达量均有下降 ，PCNA 、
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表 3 　灰度值测定结果

组别 胶孔 beta actin CYP１A１ PCYP１A２ 帋PCNA Bax Bcl唱２  
实验组

　 VPA １ '１２５８４３１  ４２７０６０ 3３３２４８０ q７９９１９０ �３１５１１６ 眄６１８００４ +
　 ４唱ene唱VPA ２ '１２４８１３０  ５３９９３２ 3３６７５４９ q５５９６２６ �４０６７３９ 眄５１５８９７ +
　 ３唱OH唱VPA ３ '１３４９２３６  ５３５５９６ 3５８８５４３ q５１８０２３ �５０１４９５ 眄４７３００１ +
　 ５唱OH唱VPA ４ '１３３０２５７  ９９３４１３ 3９２８４７７ q３０７１０６ �９３００８１ 眄２７８１５７ +
对照组 ５ '１１９２０６４  ２５３２０７ 3１０７８７８ q１１５１４０３ 妹１２１４６１ 眄６３５７１０

表 4 　 VPA及 3个代谢产物对 L02细胞
AST 、ALT及 LDH的影响

组别
AST

（mU ／ml）
ALT

（mU ／ml）
LDH

（mU ／ml）
实验组

　 VPA ５９  ．０９ ± １４ ．８７ ５２ t．４８ ± １７ ．０１ ２４ 痧．４５ ± ４ ．９８

　 ４唱eneVPA ５１  ．８５ ± １３ ．９１ ６４ t．８０ ± １９ ．０９ １２ 痧．６１ ± ５ ．３３

　 ３唱OH唱VPA ８３  ．２１ ± ３７ ．６３ 倡 ８８ t．２７ ± ２１ ．３９ 倡 ３０ 痧．４０ ± ８ ．４６ 倡

　 ５唱OH唱VPA ９７  ．３１ ± １２ ．２８ 倡 ２４８ t．２４ ± ４２ ．５５ 倡 ５９ 痧．８２ ± １３ ．３０ 倡

对照组 ４１  ．１２ ± ７ ．１８ ３７ t．４５ ± １１ ．０１ １３ 痧．４３ ± ５ ．４１

　 　 倡 P＜ ０ ．０５ ，与对照组比较

Bcl唱２及 Bax 的 mRNA 相对含量变化表明 VPA 及
３个代谢产物对 L０２ 细胞有损害作用 ，CYP１A１及
CYP１A２的 mRNA 相对含量增加 ，加剧体内氧化

过程 ，而过多氧化可攻击肝细胞膜上的不饱和脂肪

酸 ，引起过氧化反应 ，消耗超氧化歧化酶和谷胱甘

肽 ，导致细胞膜结构发生变化 ，细胞膜通透性增强 ，

细胞增殖抑制甚至死亡［１６］
。因此 VPA 及 ３个代谢

产物对正常肝细胞有一定的损害作用 。

　 　有研究表明 ，VPA 的毒副作用与其血药浓度呈
一定的正相关［１２］

，ALT 、AST 是临床上常用的评价
肝毒性的生化指标 ，ALT 和 AST 的比值大小在判
断肝损伤发展程度时有重要意义［１７］

，当 L０２细胞受
损时 ，细胞质内标志物 AST 、ALT 及 LDH 会外泄 ，

引起体外培养细胞死亡 ，故可以通过测定 L０２细胞
上清液中的 AST 、ALT 及 LDH 来反映细胞的完整
性［１８］

。 VPA 的肝毒性与其代谢产物 ４唱ene唱VPA 有
关［１７ ，１９］

，Chen 等［２０］研究显示肝功能指标 AST 和
ALT 与 ４唱ene唱VPA 浓度存在显著正相关 ，４唱ene唱
VPA 浓度可以用于预警 VPA 肝毒性发生 ，在本实

验中 ，实验组中的 AST 、ALT 及 LDH 与对照组相
比均有所升高 ，且 ３唱OH唱VPA 组和 ５唱OH唱VPA 组
有显著性差异 ，结果说明 VPA 的肝毒性与 VPA 及
３个代谢产物浓度相关 。

　 　综上 ，VPA 及 ３个代谢产物对体外人正常肝细

胞 L０２的增殖具有一定抑制作用 ，表现为时间依赖

性和浓度依赖性 ，且能够在核酸和蛋白水平上影响

CYP１A１ 、CPY１A２ 、PCNA 、Bax 及 Bcl唱２ 的表达 。

VPA 及 ３个代谢产物可升高细胞中 AST 、ALT 及
LDH 的活力 ，提示 VPA 肝毒性发生与 VPA 自身
及其代谢产物的浓度有关 ，因此及时监测 VPA 及
其代谢产物的血药浓度对预防肝毒性发生具有重要

意义 。在此基础上本课题组已成功建立 LC唱MS／
MS法监测癫痫患者血浆 VPA 及 ３个代谢产物的

血药浓度 ，该法快速 、简便 、准确［２１］
，通过监测 VPA

及 ３个代谢产物的血药浓度能更好地预警肝毒性不

良反应的发生 ，及时调整癫痫患者 VPA 的剂量 ，为

临床合理化用药提供帮助 。
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表 2 　 PTX与 3种不同取代度载 PTX
纳米粒的 IC50值（４８ h ，n＝ ６）

PTX SD
６ V̀畅 ５５％

SD
７ �．３０％

SD
８ 敂．９５％

IC５０ （μg ／ml） ８ ６５７ :．４４ ２５ 潩．８１ ７ #．７７ ０ 浇．８８

4 　结论

　 　 本实验合成了 ３ 种取代度分别为 ６畅５５％ 、

７畅３０％ 、８畅９５％ 的 CHSB ，并利用透析法制备载

PTX唱CHSB 纳米颗粒 。 纳米颗粒在透射电镜

（TEM ）下观察到近似球形 ，置激光粒度分析仪

（DLS）中检测到颗粒粒径分布较窄 。载药量及包封

率与白及多糖上胆甾醇琥珀酰基的取代度有一定的

关系 ，在取代度为 ７ ．３０％ 时载药量与包封率最大 ，

分别为 １７畅７２％ 和 ７２畅０６％ 。在 DSC下可以看出药
物包载于载体材料中 ，并非是简单的物理混合 。在

体外释放实验中载药纳米粒均表现出了一定的缓释

能力 ，无突释现象 ；在体外细胞摄取试验中显示罗丹

明 B 标记的纳米粒子被内吞进了细胞内 。体外药

效学结果显示 ：所选用载体材料具有较好的生物安

全性 ，所制备的载药纳米粒对肿瘤细胞有一定的杀

伤能力 ，且与同浓度的药物溶液相比 ，杀伤性更大 ，

间接表明了载药纳米粒子更容易被细胞摄取 。

　 　本实验从制剂学及体外药效学角度考察了疏水

改性后的白及多糖作为载药纳米粒的载体材料的可

行性 ，为难溶性药物的新剂型研究提供了一定的

基础 。 　 　
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