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摘要：本研究从海藻/昆布药对临床应用的角度出发，以海藻/昆布药对的粗多糖组分为研究对象，探讨了药对粗多糖对大鼠的经口亚急性毒性以及对肝药酶活性的影响。通过试验设计，以雌雄各半SD大鼠连续经口给药2周不同剂量的药对粗多糖，记录给药期间大鼠生理状态和行为变化，末次给药后收集心、肝、脾、肺、肾等脏器做HE染色切片，光镜下观察组织病理学变化，并以探针底物体外温孵法测定给药后大鼠肝药酶活性变化。结果发现，给药后低剂量处理组[10.8 g/(kg•d)]和高剂量处理组[86.4 g/(kg•d)]大鼠的生理体征及脏器系数未见显著异常。在显微结构下，低剂量组各脏器形态基本正常，而高剂量组肝组织出现水肿、脂肪变及肝窦扩张，肺脏组织出现间质性炎症及气肿。低剂量组大鼠肝药酶活性未见异常，高剂量组肝药酶CYP3A4活性被显著诱导。由此推测，海藻/昆布粗多糖具有潜在细胞毒性，大剂量下可致肝、肺组织毒性损伤，并可能通过诱导肝药酶CYP3A4发生药物与药物的相互作用，最终影响药物的药效或产生不良反应等。摘要：
目的 研究不同剂量海藻/昆布粗多糖对大鼠的经口亚急性毒性以及对肝药酶活性的影响，评价口服海藻/昆布药对时的生物安全性。方法 雌雄各半SD大鼠18只，随机分为低剂量处理组(10.8 g•kg-1•d-1)、高剂量处理组(10.8 g•kg-1•d-1)和空白对照组，连续经口给药2周，给药期间定期观察大鼠生理状态和行为特征，末次给药48 h后麻醉处死，取主要脏器组织常规石蜡切片HE染色，光镜下检查组织病理学变化，制备肝微粒体，通过探针底物体外温孵法测定肝药酶活性。结果  给药后低剂量处理组和高剂量处理组大鼠的生理体征及脏器系数未见显著异常。在显微结构下，低剂量组各脏器形态基本正常，高剂量组肝组织出现水肿、脂肪变及肝窦扩张，肺脏组织出现间质性炎症及气肿。低剂量组大鼠肝药酶活性未见异常，高剂量组肝药酶CYP3A4活性被显著诱导。结论 海藻/昆布粗多糖具有潜在细胞毒性，大剂量下可致肝、肺组织毒性损伤，并诱导肝药酶CYP3A4产生不期望的药物-药物相互作用。
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研究亮点: 本研究通过设计大鼠经口亚急性毒性实验并结合肝微粒体体外温孵实验方法，首次评价了海藻/昆布药对中活性成分-粗多糖在高剂量下的经口安全性及对肝微粒体药物代谢酶系活性的影响，结果表明高剂量的海藻/昆布粗多糖具有潜在的肝、肺毒性并可诱导肝药酶CYP3A4，临床用药需予以重视。


The the subacute toxicity and influence on cytochrome P450 of Sargassum&Laminaria thallus by oral
SHEN Jingjing,ZHANG Chunhua,CHENG Shanqiao,WU Wenhui
(College of Food Science&Technology,Shanghai Ocean University,Shanghai,201306,China)
[Abstract:] 	Comment by DADI: 同修改后的中文摘要一一对应
Objective This study aimed to scheduling the problems about theTo investigate the subacute toxicity and influence on cytochrome P450(CYP) of Chinese medicine pair(CMP) of Sargassum&Laminaria thallus.Methods Through the test design,18 SD rats, half male and half female, were randomly divided into three groups: low dose, high dose and control. All groups were treated with crude polysaccharides(extracted from Sargassum&Laminaria thallus)or saline by gavage for 2 weeks. During the dosing  period,The the physiological characteristics of three anmial all group memberss were regularly observed regularly during the dosing. After Until last administration, the animals were sacrificed by anesthesia and were autopsied with the use of HE staining. Three specific probe drugs were utilized for co-incubating in rat liver microsomes to verify the activity of cytochromeP450 in liver.ResultAs the results showed, HE staining showed that there was severe chronic pulmonary inflammatoriesy were responsed in high dose group[86.4 g/(kg•d)] (86.4g•kg-1•d-1)and some adaptive changes occured in the rat liver as well(e.g.cellular swelling&dilation of hepatic sinusoid)from HE staining . Under low dose(10.8g•kg-1•d-1),On the other hand,there were as no significant changes on liver microsome CYP450 under low dose[10.8 g/(kg•d)] while the high dose one had a significant inducing effect on CYP3A4.So Conclusion Aas for clinic applying, the drug-drug interactions as well as hepatic and pulmonary toxicity might occur when the Chinese medicine pair of Sargassum&Laminaria thallus was taken in high dose orally. 
[Key words] : 
Sargassum&Laminaria thallus; subacute toxicity; HE stainingliver microsome; CYP450
引言
海藻（Ssargassum）和昆布（Laminaria thallus）是一对药食两用的传统中药药对，来源丰富，历史悠久，疗效明确。海藻性味苦、咸、寒，具有清热消痰，化溜利水之效，为治疗瘿瘤瘰疬常用之药。昆布性味咸、寒，其软坚散结清热化痰之力较海藻为强，常用于噎膈、水肿、带下等治疗。两药均归肝、胃、肾经，配伍合用，消痰散结、化瘤之力将增强，临床上主治瘰疬痰核，瘿瘤肿块等症[1]。
两药配伍具有消痰散结、化瘤利水的功效，为治疗瘿瘤瘰疬常用之药[[endnoteRef:1]]。近年的研究表明其多糖组分具有免疫增强活性，在抗肿瘤、抗病毒、抗血栓方面效果显著[[endnoteRef:2]-[endnoteRef:3]]。研究发现海藻/昆布的水溶性多糖能提高机体免疫力，具有抗肿瘤、抗病毒、抗血栓和降血脂等多种生理功效[2-3]。但大剂量给药海藻/昆布水溶性多糖的毒副作用以及肝微粒体药物代谢酶（简称肝药酶）关联的药物-药物相互作用研究相对较少。为此，本研究从海藻/昆布药对传统临床应用的角度出发，以海藻/昆布药对水溶性粗多糖（简称海藻/昆布粗多糖）为对象，在优化海藻/昆布药对配方下的粗多糖提取条件的基础上，评价了海藻/昆布粗多糖在大鼠体内的经口亚急性毒性，考察了海藻/昆布粗多糖对大鼠体内3种肝药酶活性的影响，为临床安全合理用药提供参考。然而，关于这类多糖在高剂量下的毒副作用研究鲜有报道。 [1: ]  [2: ]  [3: ] 

本研究从海藻/昆布药对临床应用的角度出发，观察并探讨了对海藻/昆布粗多糖在大鼠体内的经口亚急性毒性及对体内3种肝药酶活性的影响，为临床安全合理用药提供参考。
1 材料与方法
1.1 实验仪器
仪器主要有：高效液相色谱系统（Dionex U300，美国Dionex公司），）；生物组织包埋机（KD-BM，浙江省金华市科迪仪器设备有限公司），）；脱水机（JJ-12J，武汉俊杰电子有限公司），）；冻台（JB-L5，武汉俊杰电子有限公司），）；生物组织切片机（RM2016，上海徕卡仪器有限公司），）；摊片机（KD-P，浙江省金华市科迪仪器设备有限公司），）；烘箱（DGX-9003B，上海福玛实验设备有限公司），）；电热恒温水浴锅（DK-S22，上海精宏实验设备有限公司），）；台式高速冷冻离心机（JOUAN CR3i，美国Thermo Fisher公司），）；三目生物显微镜数码成像系统（CX31-TR-K10，日本奥林巴斯）。
1.2 试剂与药品
主要试剂与药品：海藻、昆布中药饮片（福建产地，批号：131001，执行标准：中国药典2010版）购自上海雷允上药房；甲醛（分析纯）、无水乙醇(分析纯)、磷酸二氢钠(分析纯) 、磷酸氢二钠(分析纯) 、二甲苯(分析纯) 、切片石蜡(熔点56~58 ℃) 、中性树胶购自国药集团化学试剂有限公司；Mayer's苏木素染液和伊红染液购自北京诺博莱德科技有限公司；标准品非娜西丁、对乙酰氨基酚、咪达唑仑、1-羟基咪达唑仑、氯唑沙宗、6-羟基氯唑沙宗购自西格玛奥德里奇（上海）贸易有限公司。
1.3 动物
SD 大鼠，清洁级，雌雄各半，5~6周龄，体质量160~180 g，购自上海斯莱克实验动物有限责任公司，合格证号2007000565992。
1.4 试验方法
1.4.1 海藻/昆布粗多糖制备
称取海藻和昆布中药饮片适量，按1:1比例粉碎混匀后加入12倍比重的去离子水浸泡过夜，待其充分溶胀后，于90℃水浴回流提取两次，每次提取1小时h，二次提取时加入10比重去离子水。提取后合并滤液经减压浓缩至原体积1/10，离心取上清后缓慢加入5倍体积95%乙醇，静置醇沉过夜，抽滤沉淀于50℃鼓风干燥得海藻/昆布粗多糖制品[4-5]品[[endnoteRef:4]-[endnoteRef:5]]，。 其质量如表1所示。	Comment by 中原油田: 本部分为实验结果，是否放到结果中更合适。如能加上多糖的回收率，结果将更具说服力。 [4: ]  [5: 
] 

	表1 海藻/昆布药对粗多糖的质量标准

	Table 1 Quality standard of crude polysaccharides extracted from Sargassum&Laminaria thallus

	指标
	标准
	理化反应
	结果说明

	外观
	浅褐色疏松状
	蒽酮硫酸反应-阳性
	有糖类化合物存在

	水溶性
	≥0.3 g/mL
	费林试剂反应-阴性
	无还原糖

	总糖含量
	17%～21%
	碘-碘化钾反应-阴性
	无淀粉

	粗蛋白含量
	12%～15%(BCA试剂盒法[[endnoteRef:6]]) [6: []李海玲,彭书明,李凛,等. 4种常用蛋白浓度测定方法的比较[J]. 中国生化药物杂志, 2008, 29(4):277-282.
 ] 

	硫酸咔唑反应-阳性
	有糖醛酸存在酸性多糖

	水分含量
	9%～12%
	双缩脲反应-阳性
	有蛋白质存在



1.4.2 实验设计
选取清洁级SD大鼠18只，雌雄兼顾，适应饲养环境1周后，随机分为3组，即粗多糖低剂量组、高剂量组和空白对照组。低剂量组经口灌胃染毒[10.8 g/(kg•d)]10.8 g•kg-1•d-1的粗多糖制品；高剂量组经口灌胃染毒[86.4 g/(kg•d)]86.4 g•kg-1•d-1的粗多糖制品；空白对照组经口灌胃染毒同等剂量的生理盐水。	Comment by 中原油田: 鉴于实验组多糖含量也就20%，而蛋白含量超过10%，建议说明或讨论蛋白对动物的影响，或者用去糖的蛋白对照组说明，毒性确实是多糖的效应。	Comment by Clancy Shen: 本研究未对多糖的准确含量进行测定，仅以葡糖糖为标准品测定了总糖含量，粗多糖的提取工艺模拟了传统中药汤剂的提取过程，并以水煎中的粗多糖组分为研究对象，旨在考查粗多糖的毒性和药效，为保证严谨性，后期的研究可考虑对精制后多糖的毒副作用进行考察。
受试动物连续经口染毒2周，染毒期间定期观察动物的体重、饮食、行为、外观、排泄物等情况是否有异常，末次染毒48小时后测定凝血时间并麻醉处死，之后迅速剪开腹腔，采集主要脏器心、肝、脾、肺、肾浸没于4%多聚甲醛中，固定24 h后常规石蜡包埋切片，切片经二甲苯、梯度酒精脱腊、HE染色封片[6]片[[endnoteRef:7]]，光镜下观察组织显微结构的病理变化。	Comment by 中原油田: 灌胃？还是作为饲料？明确给药方式！	Comment by Clancy Shen: 是灌胃给药。文中已明确。 [7: ] 

1.4.3 肝药酶活性测定
给药结束后麻醉处死动物，收集部分肝脏以钙离子沉淀法制备肝微粒体[7]体[[endnoteRef:8]]。建立肝微粒体体外温孵体系：在200 µL的孵化体系中分别加入肝微粒体蛋白0.5 mg/mL，NADPH 1.0 mmol/L，MgCl2 10.0 mmol/L，KCl 10.0 mmol/L，探针底物（非那西丁10.0 µg/mL或氯唑沙宗5 µg/mL或咪达唑仑5 µg/mL）。反应体系于37 ℃水浴5 min，加入NADPH启动反应，继续温孵30 min后加入200 µL冰甲醇终止反应，确加入20 µL内标溶液和1.8 mL乙酸乙酯进行液液萃取，萃取液于30 ℃水浴下氮气流吹干， 200 µL流动相复溶，13000 rpmr/min离心10 min，取上清液20 µL进样HPLC-UV分析，峰面积内标法定量[8]量[[endnoteRef:9]]。 [8: ]  [9: ] 

1.4.4 色谱条件
色谱柱为Diamonsil TMC18柱（150 mm×4.6 mm，5 μm）；非娜西丁&对乙酰氨基酚样品色谱条件：流动相为甲醇（0.1%甲酸）（A）-水（0.1%甲酸）（C），梯度洗脱（0～5 min：18% A，5～10 min：18%～60%A，10～15 min：60% A）；流速1.0 mL/min；检测波长247 nm，柱温30 ℃；氯唑沙宗&6羟基氯唑沙宗样品色谱条件：流动相为甲醇（A）-水（B），梯度洗脱（0～10 min：37%～75% A），流速1.0 mL/min；检测波长287 nm，柱温25 ℃；咪达唑仑&1羟基咪达唑仑样品色谱条件：流动相为甲醇（A）-水（0.05%甲酸）（B）梯度洗脱（0～11 min：40%～60% A），流速1.0 mL/min；检测波长223 nm，柱温30 ℃。在该条件下，各探针底物及其代谢产物分离度＞1.5，样品内源性基质不干扰出峰。
1.5统计学分析
所有数据以均数±标准差(±s)表示，通过SPSS 19.0 软件进行独立样本t检验统计学分析，pP<0.05表示具有统计学意义的显著差异，pP<0.01表示具有统计学意义的极显著差异。
2 结果 
2.1粗多糖的质量标准	Comment by 中原油田: 本部分为实验结果，是否放到结果中更合适。如能加上多糖的回收率，结果将更具说服力。	Comment by Clancy Shen: 已归入实验结果部分。
通过初步理化性质检查，将本实验条件下提取的海藻/昆布粗多糖的质量情况录入表1。

表1 海藻/昆布药对粗多糖的质量标准
Table 1 Quality standard of crude polysaccharides extracted from Sargassum&Laminaria thallus
	指标
index
	标准
standard
	理化反应
physical and chemical reactions
	结果说
description

	外观
facade
	浅褐色疏松状brown&loosen
	蒽酮硫酸反应-阳性sulfuric acid anthrone reaction-positive
	有糖类化合物存在carbohydrate exist

	水溶性
water solubility
	≥0.3 g/mL
	费林试剂反应-阴性Fehling reaction-negative
	无还原糖
no reducing sugar

	总糖含量
total sugar content
	17%～21%(蒽酮硫酸法[9]sulfuric acid anthrone reaction method)
	碘-碘化钾反应-阴性potassium iodide reaction-negative
	无淀粉
no starch

	粗蛋白含量protein content
	12%～15%(BCA试剂盒法[10]the BCA kit method)
	硫酸咔唑反应-阳性sulfuric acid carbazole reaction-positive
	有糖醛酸存在uronic acid exist

	水分含量moisture
	9%～12%
	双缩脲反应-阳性
biuret reaction-positive
	有蛋白质存在protein exist



由上表可知，按1.4.1项下的制备工艺所得的海藻/昆布粗多糖质地疏松，水溶性较好，以葡萄糖为标准品标定的总糖含量在20%左右，并混有糖醛酸和少量蛋白杂质。

2.12 经口亚急性毒性特征
通过对大鼠连续染毒期间的行为学特征及生理指标的观察和检测，我们发现多糖在经口条件下并未对大鼠的行为、外观、饮食、排泄及体重变化产生具有统计学意义的显著差异，尸检观察也未发现异常组织病变现象，各组脏器系数比较现实无显著差异（见表2）。

表2各组大鼠脏器系数比较(n=6)
Table Tab. 2 Comparison on organ coefficient between all groups(n = 6)
	组别	Comment by DADI: 表内的中文全部添加英文对照
group
	脏器系数(g/100g体重)
organ coefficients(g/100g weight)

	
	心
heart
	肝
liver
	脾
spleen
	肺
lung
	肾
kidney

	低剂量处理组
low dose group
	0.34±0.02
	5.17±0.70
	0.34±0.21
	0.61±0.14
	0.85±0.08

	高剂量处理组
high dose group
	0.37±0.03
	5.77±0.86
	0.27±0.03
	0.63±0.13
	0.94±0.11

	空白对照组
control group
	0.34±0.02
	5.09±0.27
	0.23±0.02
	0.53±0.09
	0.77±0.05



由表2可知，连续经口给药2周后，低剂量处理组及高剂量处理组大鼠心脏系数与空白对照组相比无显著差异(pP>0.05)， 低剂量处理组及高剂量处理组大鼠肝脏系数与空白对照组相比无显著差异(pP>0.05)，低剂量处理组及高剂量处理组大鼠脾脏系数与空白对照组相比无显著差异(pP>0.05)，低剂量处理组及高剂量处理组大鼠肺脏系数与空白对照组相比无显著差异(pP>0.05)，低剂量处理组及高剂量处理组大鼠肾脏系数与空白对照组相比无显著差异(pP>0.05)，可知海藻/昆布粗多糖在大剂量连续经口给药条件下对大鼠脏器系数不造成显著影响。	Comment by DADI: 文中其他地方全部改为大写
[bookmark: OLE_LINK13][bookmark: OLE_LINK14]进一步镜下观察发现，染毒组大鼠的肝脏和肺脏出现了明显的形态学变化，其他脏器未见异常。低剂量处理组大鼠均出现了肝窦轻微扩张、偶见轻度水肿。高剂量处理组大鼠均出现了严重的肝脏水肿严重、且肝窦扩张明显，并伴随有脂肪变(如图1所示图版Ⅰ)。低剂量处理组大鼠均有肺泡轻度气肿，偶见间质性炎细胞浸润。高剂处理组大鼠均出现了肺泡过度膨胀(肺气肿)、支气管扩张、肺泡隔增宽、肺间质有炎细胞浸润(以淋巴细胞及中性粒细胞为主)、气管血管周围肺小叶有间质性炎症 ，低剂量粗多糖染毒组间质性炎症相对较轻(图版Ⅱ如图2所示)。	Comment by 中原油田: 建议补充发生率，各组的6只大鼠都观察到的普遍现象，还是个别的？	Comment by Clancy Shen: 已补充发生率。


图1图版Ⅰ 肝脏组织病变光镜图(HE×200)	Comment by DADI: 图与图之间的空隙去掉，使各个图之间互相紧靠，使其拼接一个整体，图版的形式；2.每个图的编号改为1、2、3、4表示，放于图的右下角；
[bookmark: OLE_LINK15][bookmark: OLE_LINK16]Fig. 1Plate Ⅰ Lesions diagram of liver sections (HE staining)
1.注：图中A为空白对照组大鼠肝脏组织切片，肝实质细胞呈多边形，体积较大，界限清晰。;B为2.高剂量处理组大鼠肝脏组织切片，左侧大片水肿。C为;3.高剂量处理组大鼠肝脏组织切片，汇管区有炎细胞浸润。D;4.高剂量处理组大鼠肝脏组织切片，肝窦扩张并伴随脂肪变。	Comment by DADI: 添加英文对照
1. Liver section from control group,normal volume and clear boundaries.2. Liver section from High dose group, obvious cellular edema in the left side.3. Liver section from High dose group, portal area with inflammatory cells infiltration.4. Liver section from High dose group, obvious fatty changes.



图2图版Ⅱ 肺脏组织病变光镜图(HE×100)	Comment by DADI: 修改同上
Fig. 2PlateⅡ Lesions diagram of lung sections (HE staining)
注：图中A1.为空白对照组大鼠肺脏组织切片，可见肺实质内大量呈空泡状的肺泡，其间散布小支气管并有血管伴行。B2.为低剂量处理组大鼠肺脏组织切片，可见肺泡隔有轻微增宽。C3.为高剂量处理组大鼠肺组织切片，可见肺泡急剧膨胀(肺气肿)。D为4.高剂量处理组大鼠肺组织切片，可见肺泡隔增宽，间质有大量炎细胞浸润(以淋巴细胞及中性粒细胞为主)。	Comment by DADI: 修改同上
1. Lung section form control group.2. Lung section form low dose group,the alveolar septa was in width 3. Lung section form high dose group, obvious pulmonary emphysema.4. Lung section form high dose group, inflammatory cell infiltration and interstitial pneumonia.
[bookmark: _GoBack]2.23 肝药酶活性
  通过建立肝微粒体体外温孵体系，对所制备得的大鼠肝微粒CYP450酶在该体系下对CYP1A2、CYP2E1和CYP3A4三种特异性探针底物的代谢情况进行考察 3种特异性探针底物的代谢情况进行考察，具体液体分析结果录入表3。


	表3  SD大鼠肝微粒体各代谢酶亚型活性数据比较(n=6)
Table Tab. 3 Subtype activity of hepatic microsomal drug-metabolizing enzymes in SD rats (n = 6)

	组别/酶亚型
group/enzyme
	CYP1A2
	CYP2E1
	CYP3A4

		Comment by DADI: 此行和第一列全部添加英文对照
	非娜西丁penacetin
/(μg/mL)
	对乙酰氨基酚acetaminophen
/(μg/mL)
	氯唑沙宗
chlorzoxazone
/(μg/mL)
	6-羟基氯唑沙宗
6-hydroxychlorzoxazone
/(μg/mL)
	咪达唑仑
midazolam
/(μg/mL)
	1-羟基咪达唑仑
1-hydroxymidazolam
/(μg/mL)

	低剂量组
low group
	8.3654±0.154
	0.4366±0.0384
	3.6088±0.2425
	1.0018±0.1722
	3.3284±0.1928
	0.6301±0.0837

	高剂量组
high group
	8.3816±0.0916
	0.4385±0.0293
	3.6569±0.1738
	1.0017±0.1775
	2.6894±0.1419**
	1.0206±0.0484**

	对照组
control group
	8.3766±0.128
	0.4499±0.0284
	3.6767±0.2884
	0.9532±0.1292
	3.4364±0.0706
	0.583±0.0666


注：与对照组比较，:*代表p<0.05，** Pp<0.01	Comment by DADI: 添加英文对照
*P<0.01,vs control group

由表3可知，在低剂量经口给药条件下，肝微粒体代谢酶亚型CYP1A2、CYP2E1 和CYP3A4 各探针药物降解剩余量和生成的代谢产物量与对照组相比差异无统计学意义；在高剂量经口给药条件下，肝微粒体代谢酶亚型CYP1A2 和CYP2E1 各探针药物降解剩余量和生成的代谢产物量与对照组相比无显著差异，但CYP3A4 探针药物降解剩余量和生成的代谢产物量与对照组相比差异有极显著（PP＜0.01），提示高剂量下大鼠肝微粒体代谢酶CYP3A4活性被显著提升，推测海藻/昆布粗多糖对肝药酶CYP3A4具有潜在诱导性。
3 讨论
本研究结合海藻/昆布药对的古方用量及中国药典中一般人体的推荐剂量，最终选择海藻/昆布药对的最大古方剂量为低剂量，其8倍剂量为高剂量(分别约合中国药典剂量的7倍和56倍)，按体表面积换算法[11]法[[endnoteRef:10]]折算，得到大鼠的等效剂量[10.8 g/(kg•d)]10.8 g•kg-1•d-1和[86.4 g/(kg•d)]86.4  g•kg-1•d-1(相对原生药材量)。该给药方案较好的模拟了临床上可能的高剂量使用情况，符合亚急性毒性考察的标准。 [10: ] 

试验结果表明，各组大鼠在给药后2周内未见死亡病例或明显的中毒症状，各受试组动物的体重和摄食变化不显著，各受试组动物的外观、行为和生理体征正常，但是肝脏组织和肺脏组织的显微结构形态均发生了改变。
肝脏是机体内最大的腺体，肝细胞富含线粒体、溶酶体和过氧化物酶体、以及糖原、脂滴、色素等内含物，其对不同化学物质损伤的敏感性往往各不相同[12]同[[endnoteRef:11]]。研究结果表明随着给药剂量的增大，高剂量处理组肝组织有严重的水肿和脂肪变，这可能与药物引起细胞液体和离子内稳态变化的损伤以及改变肝细胞质内脂肪酸含量的分布有关。于此同时，随着给药剂量的增大，高剂量多糖的摄入还引发了大鼠肺组织的气肿和间质性炎症，这可能与肺脏组织疏松、纤薄、血流丰富、物质交换频繁有关。多糖吸收代谢过程中产生的氧自由基，以及大分子片段诱发的肺部变态反应均可能是诱发肺部慢性炎症的原因。若此类慢性炎症反复长期发作可进一步诱发肺组织胶原蛋白的合成而引起纤维化。因此，临床用药时需密切关注由于过量使用多糖而产生的肝脏、肺脏蓄积毒性。 [11: ] 

肝药酶的诱导或抑制是临床用药时产生药物-药物相互作用的主要因素之一[13]一[[endnoteRef:12]]。本研究结果表明海藻/昆布粗多糖可能是CYP3A4酶的潜在诱导剂，在高剂量经口给药下可能会引起有临床意义的CYP3A4酶的诱导现象的发生并阻碍经由该亚型酶特异性代谢的药物的治疗效果。由于CYP3A4亚型酶参与介导了50%~60%临床常用治疗药物的代谢，这就意味着在与中药海藻和昆布联合用药时（特别是高剂量下）需密切关注其潜在的药物相互作用影响。	Comment by 中原油田: 鉴于多糖含量仅为20%，而蛋白含量超过10%的情况下，下结论就是多糖的作用是否应更谨慎。	Comment by Clancy Shen: 此处指的是海藻/昆布药对的粗制多糖可能具有潜在诱导性而非精致多糖。 [12: ] 



参考文献:	Comment by DADI: 参考文献的格式均不符合本刊要求，请按照附件模板文章里面的要求进行修改,文献编号不要用上标；中文期刊必须添加相对应的英文对照；英文期刊作者的姓所有字母全部大写，放于前，名缩写为首字母即可
[] ZHA X Q, LU C Q, CUI S H,et al. Structural identification and immunostimulating activity of a Laminaria japonica polysaccharide[J].International Journal of Biological Macromolecules,2015,78: 429-438.
[2] KALIMUTHU S. Advances in Food and Nutrition Research[M]. Elsevier ,2014, 73:195-213.
[3] ALEKSEYENKO T V, ZHANAYEVA S Y, VENEDIKTOVA A A,et al. Antitumor and antimetastatic activity of fucoidan, a sulfated polysaccharide isolated from the Okhotsk Sea Fucus evanescens brown alga[J].Bull Exp Biol Med.2007,143(6):730-732.
[4] 张喆迩,刘雪莲,许剑锋等.羊栖菜硫酸多糖的提取工艺与最佳提取条件[J].食品工业科技,2008,29(11):192-194.
[bookmark: OLE_LINK2][bookmark: OLE_LINK3]ZHANG J R,LIU X L,XUE J F,et al.Optmizing extraction conditions for sulfated polysaccharides from Hizikia fusifome[J].Science and Technology of Food Industry, 2008,29(11):192-194.
[5] DSISY F,MAYYADA E S, DALIA R, Evaluation of the antioxidant activity of enzymatically-hydrolyzed sulfated polysaccharides extracted from red algae Pterocladia capillacea[J].Food Science and Technology,2015,63(2):1236-1244.
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摘要：


本研究从海藻


/


昆布药对临床应用的角度出发，以海藻


/


昆布药对的粗多糖组分为


研究对象，探讨了药对粗多糖对大鼠的经口亚急性毒性以及对肝药酶活性的影响。通过试验


设计，以雌雄各半


SD


大鼠连续经口给药


2


周不同剂量的药对粗多糖，记录给药期间大鼠生


理状态和行为变化，末次给药后收集心、肝、脾、肺、肾等脏器做


HE


染色切片，光镜下观


察组织病理学变化，并以探针底物体外温孵法测定给药后大鼠肝药酶活性变化。结果发现，
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Abstract


:


 


This study 


aimed to scheduling the p


roblems about the


 


subacute toxicity


 


and influence 


on cytochrome


 


P450(CYP) of Chinese medicine pair(CMP) of 


Sargassum&Laminaria 


thallus


.


Through the test design,


18 SD rats,


 


half male and half 


female,


 


were randomly divided into 


three groups:


 


low dose,


 


high dose and control.


 


All groups were treated with crude 


polysaccharides(extracted from 


Sargassum&Laminaria thallus


)or saline by gavage for 2 weeks.


 


During the dosing 


period,


the 


physiological


 


characteristics of 


all 


group


 


members


 


were 


observed


 


regularly


.


Until 


last 


administration


,


 


the animals were sacrificed by anesthesia and were autopsied 


with the use of HE staining. Three specific probe drugs w


ere utilized for co


-


incubating in rat liver 


microsomes to 


verify


 


the activity of cytochromeP450


 


in liver


.


As the results showed,


severe chronic 


pulmonary inflammator


ies


 


we


re


 


re


sponse


d


 


in high dose group


[86.4 


g/(kg•d)]


 


and some a


daptive 


changes occured in the rat liver 


as well


(e.g.cellular swelling&dilation of hepatic sinusoid)


from HE 


staining 


. 


O


n the other hand,


there w


ere 


no


 


significant 


changes 


on liver 


microsome CYP450


 


u


nder 


low dose


[10.8 g/(kg•d)]


 


while


 


t


he high dose one


 


had a significant inducing effect on CYP3A4


.


So 


a


s for clinic applying,


 


the drug


-


drug intera


ctions as well as hepatic and pulmonary


 


toxicity 


might 


occur when the Chinese medicine pair of 


Sargassum&Laminaria thallus


 


was 


taken in high dose 
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  1     海藻 / 昆布 粗 多糖 的 经口亚急性毒性及影响肝药酶特 性 的 研究

1

  沈晶晶，张春华，陈山乔，吴文惠   （ 上海海洋大学   食品学院，上海   201306 ）   摘要： 本研究从海藻 / 昆布药对临床应用的角度出发，以海藻 / 昆布药对的粗多糖组分为 研究对象，探讨了药对粗多糖对大鼠的经口亚急性毒性以及对肝药酶活性的影响。通过试验 设计，以雌雄各半 SD 大鼠连续经口给药 2 周不同剂量的药对粗多糖，记录给药期间大鼠生 理状态和行为变化，末次给药后收集心、肝、脾、肺、肾等脏器做 HE 染色切片，光镜下观 察组织病理学变化，并以探针底物体外温孵法测定给药后大鼠肝药酶活性变化。结果发现， 给药后低剂量处理组 [10.8 g/(kg • d)] 和高剂量处理组 [86.4 g/(kg • d)] 大鼠的生理体征及脏器系 数未见显著异常。在显微结构下，低剂量组各脏器形态基本正常 ，而高剂量组肝组织出现水 肿、脂肪变及肝窦扩张，肺脏组织出现间质性炎症及气肿。低剂量组大鼠肝药酶活性未见异 常，高剂量组肝药酶 CYP3A4 活性被显著诱导。由此推测，海藻 / 昆布粗多糖具有潜在细胞 毒性，大剂量下可致肝、肺组织毒性损伤，并可能通过诱导肝药酶 CYP3A4 发生药物与药 物的相互作用，最终影响药物的药效或产生不良反应等。   关键词： 海藻 / 昆布 ； 亚急性毒性 ； HE 染色 ； 肝药酶       研究亮点 :   本研究通过设计大鼠经口亚急性毒性实验并结合肝微粒体体外温孵实验方 法，首次评价了海藻 / 昆布药对中活性成分 - 粗多糖在高剂量下 的 经口安全性 及 对肝微粒体药 物代谢酶系活性的影响， 结果表明高剂量的海藻 / 昆布粗多糖具有潜在的肝、肺毒性并可诱 导肝药酶 CYP3A4 ， 临床用药需予以重视 。     The  subacute  toxicity   and influence on cytochrome   P450  of  Sargassum&Laminaria  thallus by oral   SHEN Jingjing,ZHANG Chunhua,CHENG Shanqiao , WU Wenhui   ( College of Food Science&Technology,Shanghai Ocean University,Shanghai , 201306,China )   Abstract :   This study  aimed to scheduling the p roblems about the   subacute toxicity   and influence  on cytochrome   P450(CYP) of Chinese medicine pair(CMP) of  Sargassum&Laminaria  thallus . Through the test design, 18 SD rats,   half male and half  female,   were randomly divided into  three groups:   low dose,   high dose and control.   All groups were treated with crude  polysaccharides(extracted from  Sargassum&Laminaria thallus )or saline by gavage for 2 weeks.   During the dosing  period, the  physiological   characteristics of  all  group   members   were  observed   regularly . Until  last  administration ,   the animals were sacrificed by anesthesia and were autopsied  with the use of HE staining. Three specific probe drugs w ere utilized for co - incubating in rat liver  microsomes to  verify   the activity of cytochromeP450   in liver . As the results showed, severe chronic  pulmonary inflammator ies   we re   re sponse d   in high dose group [86.4  g/(kg•d)]   and some a daptive  changes occured in the rat liver  as well (e.g.cellular swelling&dilation of hepatic sinusoid) from HE  staining  .  O n the other hand, there w ere  no   significant  changes  on liver  microsome CYP450   u nder  low dose [10.8 g/(kg•d)]   while   t he high dose one   had a significant inducing effect on CYP3A4 . So  a s for clinic applying,   the drug - drug intera ctions as well as hepatic and pulmonary   toxicity  might  occur when the Chinese medicine pair of  Sargassum&Laminaria thallus   was  taken in high dose 
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