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L一肉碱对幼鼠丙戊酸肝毒性的保护作用及其机理探讨 

傅大干，蔡方成 

(重庆医科大学附属儿童医院神经内科，重庆 400014) 

【摘 要】目的：研究I，-肉碱对丙戊酸(VPA)肝毒性的保护作用及相关机制。方法：采用VPA及苯巴比妥钠(PB)灌胃制作幼鼠 

VPA肝损伤的动物模型，同时以L_肉碱作为干预措施，观察其对实验动物肝脏，尤其肝线粒体功能的保护作用。化学比色法测 

定血氨、L_肉碱、肝脏凝血因子合成功能、线粒体呼吸酶系等；高效液相色谱、流式细胞仪分别检测VPA与PB血药浓度及肝线 

粒体跨膜电位(MMP)；采用 Off-Red一0染色观察肝细胞脂肪变性。结果：(1)VPA PA+PB组肝线粒体呼吸链关键酶琥珀酸脱 

氢酶(SDH)及细胞色素氧化酶(CCO)活性与对照组均存在非常显著性差异(P<0．01)，而补充 L_肉碱对SDH和CCO活性均有 

明显保护作用；(2)VPA+PB组 MMP下降 21．47％，与对照组差异显著(P<0．05 o L-肉碱能有效维护 MMP正常；(3)在 VPA+PB 

组，凝血因子Pr、1-r、APIT、Fbg，以及血氨和L_肉碱含量均有显著改变。补充 L_肉碱改善肝脏凝血因子合成、使血氨正常；(4) 

Off-Red一0染色显示，VP／VPA+PB组均出现门管区为主的肝细胞脂肪变性，脂肪细胞数分别高出对照组9．2倍和 l5．7倍，差异 

非常显著(P<0．01)。L-肉碱干预后脂肪变性肝细胞数均有非常显著减少(P<0．01)，表明L_肉碱能有效的阻止肝细胞脂肪变 

性。结论：I，_肉碱对VPA肝损伤有较好防治作用，这一作用主要是通过阻止肝脂肪沉积和保护线粒体功能而实现。另外，当 

VPA与肝酶诱导剂联合运用时，虽然 VPA血药浓度值可能不高，但由于肝酶诱导剂使具有非常强肝毒性的VPA中间代谢产物 

明显增加，所以仍应密切监测其肝毒副作用。 
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Protective function of L-carnitine against valproate．．．associated 

hepatotoxicity in infant rats and its mechanism 

FU Dagan，et al 

(Department of Neurology，the Children’s Hospital，Chongqing Medical University) 

【Abstract]Objective：To explore the protective function of L-carnitine against valproate—associated hepatotoxicity in infant rats 

and its mechanism．Methods：Rat models with VPA liver lesion were established by oral administration of VPA and PB． 

L-camitine was adopted as intervention measure：to observe its protection of experiment rat livers，especially the function of liver 

mitoehondrion．Levels of plasma ammonia，L-carnitine and coagulation factors in sera as well as the changes of respiratory 

enzymes in hepatic mitoehondria were measured by chemical colorimetry．Mitochondrial membrane potential (MMP)，and VPA 

and PB blood drug levels in liver were determined by flow cytometer and HPLC，respectively．and morphological changes of 

hepatoeytes were observed under microscope with Oil—Red-O staining．Results (1)In the groups affected by VPA or VPA added 

with PB，the activities of SDH and CCO significantly decreased compared with control group(P<0．01)；While activities of SDH 

and CCO were effectively protected by L-carnitine；(2)MMP Was reduced by 21．47％ in infant rats treated with VPA added 

with PB，Which Was significantly different from control group (P<0．05)． I11is reduction could be effectively reversod by 

L-camitine；(3)In all rats treated with VPA added with PB，there were significant abnormalities in function of blood coagulation 

and seⅢm fibrinogen，especially reflected on the content chan ge of clotting factors PT、Tr、AP IT and Fbg。an d the levels of 

plasma annmonia and L-carnitine also changed significantly． Furthermore，compared with controls，no alteration of coagulation 

function and ammonia Icyels in blood had been found since L,-carnifine supplementation；(4)Oil—Red-O staining showed that 

significant lip'id vacuoles primarily occurred in periportal areas of liver lobule in rats treated with VPA or VPA added wi th PB
． 

作者介绍：傅~．-T-(]97o- )，男，博士，主治医师， 

主要研究方向：小儿神经疾病。 
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The number of hepatocyte containing lipid droplets in infant rats was 9．2 times higher than that in control，and 15．7 times 

higher than that in VPA added with PB group．The difference was significant(P<0．01)．These indicated that lipid droplets in 

liver cells induced by VPA could effectively prevented  with coadministration of L-camitine．Conclusion：Protective effects of 

L-camifine against VPA-associated hepatotoxicity were well demonstrated in the study，which might be achieved by preventing 

the formation of lipid droplets in hepatocyte and protecting the function of mitochondria．In addition，VPA serum levels may not 

be high because of the coadministration with liver enzyme inducers，but we still should pay more attention to its hepatotoxicity 

especially in infant because of its incompleted substrata． 

【Key words]Valpmic acid(VPA)；L-earnitine；Liver dysfunction； 

丙戊酸(Valproic acid，VPA)具有致肝功损伤， 

甚至肝衰竭的不良反应。尤以2岁以下婴儿多见， 

多药联合时发生率可高达 1／500。且致死率高 ，是 

VPA肝毒性的高危人群I”。近年，有报道大剂量 L_ 

肉碱(L-camitine，LC)静脉注射抢救 VPA肝功衰竭 

有效，但其作用机理尚不完全清楚闭。本文拟以幼鼠 

为实验对象，观察 LC对VPA肝毒性的保护作用并 

探讨其机理，为临床更有效防治VPA肝毒性提供理 

论依据。 

1 材料与方法 

I．I 药品与试剂 

~ fine、Rhodamine123、Oil-Red一0、Cytochrome C均 

购于Sigma公司；血氨试剂盒购于北京北化康泰临床试剂有 

限公司；琥珀酸脱氢酶(SDH)及考马斯亮兰蛋白测定等试剂 

盒均购于南京建成生物工程研究所。 

1．2实验动物与分组 

健康21日龄Wistar大鼠(体重20～50g)25只(重庆医科 

大学实验动物中心提供)，雌雄各半，随机分为 5组：(1)正常 

对照组(蒸馏水。5只)；(2)VPA组(5只)；(3)vPA+肝酶诱 

导剂苯巴比妥(Phenobarbitone，PB)组(5只 )；(4)vPA+LC 

组(5只)；(5)VPA+PB+LC组(5只)。参照相关 VPA毒副 

作用的研究 及预试验，选取合适VPA剂量观察其肝毒副作 

用。给药剂 ：VPA 500 ms／ks、PB 20 ms／ks、LC 200 mg／kg。 

药物经蒸馏水稀释后溶液终体积为5ml／kg，连续灌胃30天， 

以制作VPA长期口服的动物模型，于最后一次灌胃后4～6h 

剪断股静脉采血后处死。 

1．3 相关血生化参数 

高效液相色谱(m'I )检测 VPA及PB血浓度闱；血氨测 

定采用谷氨酸脱氢酶法(终点法)；血清 LC浓度以Dimension 

RXL全自动生化分析仪测定嘲；凝血因子【纤维蛋白原(Fbg)、 

活化部分凝血活酶时间(APrI-I')、凝血酶凝固时间(，rI')、凝血 

酶原时间(PI')1由CA一1500全自动血凝仪检测。 

I．4 肝线粒体呼吸酶系测定 

参照Graham等t~-h-法，取质量约5g待测肝脏组织，修剪 

去除血管和韧带等结缔组织，稍剪碎，以缓冲液反复冲洗并 

差速离心制备肝线粒体。整个过程在0 ℃条件下进行。以 

考马斯亮蓝法测定肝线粒体悬液蛋白含量。以化学比色法分 

别测定肝线粒体细胞色素氧化酶(ccO) 及琥珀酸脱氢酶活 

力。 

1．5肝 线粒 体膜 电位 (Mitochondrial membrane potential， 

~uvw)检测 

取0．5cm3大小新鲜肝组织，4℃下剪碎，分别以200目及 

4OO目筛网过滤两次制备肝单细胞悬液，加入Rhodamine123 

孵育30min，流式细胞仪测定其荧光强度。 

1．6 肝组织切片Oil-R．ed-O染色 

标本以 10％甲醛一钙固定至少24h后，参照龚志锦等朋 

方法染色。肝细胞内脂肪变性呈红色为阳性细胞，胞核呈蓝 

色。光学显微镜下以门管区为中心随机选取 10个高倍视野 

(10X20)，每只大鼠肝组织取 3张切片，每张切片计数300 

个肝细胞 ，计算各视野内阳性细胞数。 

I．7 统计学处理 

采用SPSS 10．0统计软件。计量资料以( ±s)表示，两均 

数间用 t检验，单因素多均数间采用，检验。 

2 结 果 

2．1 血生化指标 

2．1．1 血清VPA及PB浓度 VPA连续灌胃30天 

后，动物血 VPA浓度在 151．2—160．1m舄门L间。与 PB 

联合用药组 VPA浓度为80．1 83．OmgCL间。平均下 

降47．02％(P<0．01)，显示PB作为肝酶诱导剂加速 

VPA在体内代谢。各 PB联合用药组间血清PB浓 

度在 14．87-16．19mg／L间，且无组间差异。 

2．1．2 血氨 VPA或 VPA+PB连续灌胃30天后， 

实验鼠血氨值分别为 (94．33±11．02) mol／L及 

(106．31 4-7．53) mol／L。超过对照(33．00±6．68) 

mol／L 2．5—3倍，表明VPA诱发高氨血症。当予以 

I，-肉碱干预后，各组血氨值均明显下降，分别为 
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(38．66±5．85) mol／L及 (42．38±6．45) mol／L，与 

对照组不再有显著差异，表明 L_肉碱能有效阻止 

VPA导致的血氨升高。 

2．1．3血清肉碱含量 表 1显示 ，无论 VPA组或 

VPA+PB组 ，均可见血游离肉碱 Free L-camitine， 

FC)、总 肉碱 (Total camitine，TC)水 平 降低 ， 

Acyl—LC／free—LC比值明显升高。联合 PB后，这种改 

变更为显著(P<0．01)。补充 L_肉碱后却能明显增 

加 Fc、TC含量，降低 Acyl—LC／free—LC比值。 

2．1．4 肝凝血因子合成功能 表2显示，以VPA尤 

其 VPA+PB灌胃时，能明显影响 PT、APTF、TI"和 

Fbg等值，说明肝凝血因子合成功能受损，I，-肉碱 

对它们均有较好的保护作用。 

2．2 细胞色素氧化酶及琥珀酸脱氢酶活力 

表 3显示 ，无论 VPA组还是 VPA+PB组 ，肝线 

粒体细胞色素氧化酶及琥珀酸脱氢酶活力均明显 

降低，且与对照组差异非常显著 (P<0．01)，说明 

VPA明显影响肝线粒体关键性呼吸酶系活力。同 

时，补充 I，-肉碱能有效保障其二者活力正常。 

2．3 肝线粒体膜 电位测试 

表 1 各组血清 L-肉碱及酰基 一LC，游离 一LC比值变化( mol／L，互±s) 

与对照组比较： -05， ．0l；与 VPA组比较： ．05，※ O．0l；与 VPA+PB组比较：·· ：o-0l 

表 2 各组肝凝血因子表达( ±s) 

与对照组比较：◆尸}(o．05， 尸}(o．01 

表 3 各组肝线粒体CCO、SDH活性表达(二 ) 表4 各组肝线粒体膜电位变化(二 ) 

组别 MMP 

对照组 

VPA 

VPA+PB 

VPA+LC 

VPA+PB+LC 

与对照组 比较 ： ．Ol；与 VPA组比较： 尸}(o．01； 与对照组比较：◆：P<O
．
05 

与 VPA+PB组比较：·· ∞．01 

如表4所示，仅VPA+PB组实验鼠的MMP下 

降明显(21．47％)，与对照比较差异显著(P<0．05)， 

且 L_肉碱干预能有效维护实验鼠MMP正常。 

2．4 肝细胞 Oil—Red-O 染色 

VPA组实验动物均发生明显肝细胞脂肪变性 ， 

以小叶门管区最明显。与 PB联合用药时，脂肪变性 

加重，甚至小叶周边区也被波及。VPA组肝细胞脂 

肪变性数(149．80-I-6．10个)高于对照组(16．30-I- 

4．61个)9．2倍。当与PB联合用药时，肝细胞变性数 

(255．20±27．16个)更高出 l5．7倍，均具有非常显 

著性差异(P均<0．O1)，显示较高剂量的VPA，能使 

婴儿鼠肝细胞发生明显脂肪变性。另外，补充 I，-肉 

◆ 

∞ 8 o J l 4 l 5 2 ± ± ± ± ± 3 4 l 7 O 8 4 5 6 3 3 9 6 2 l 7 6 3 5 5 
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^¨·̂+P【l 【：肝,J,nl备 弥漫 严弧帅脂阱 ， 

1j vI A+l’B+I C翊：弃肝小n均瓦 脂,qh 

图 1 验鼠肝 组 【l-H J__染 c x】on 

喊时 细胞8 舫变性i 有J 豆保护作用．舱其脂肪 

变性数《、PA+PB+I C组肝细胞脂肪变性数” 40± 

8181、)与对~V-'It无瞳著差异{P>005) 见图 l 

3 讨 论 

萸田药物安全委员会曾对 1964～2000年间英 

同儿童致北陛药物丽lj作用进 彳统汁分忻，发埘其最 

伟见死固足Ji千功衰竭．I 部病死情例的 I5 I％ 

(50／331例)其 吲 起 功赶喝的t要药物星 戊 

酸甜 类药物．占相关药物的9 4％(3I／33】例 I l1 

vm 肝功能衰竭多发生 ¨) 岁婴儿I我fr J的戎 

验研究亦丧【 ．即使在相同范I 的VpA血浓度作 

．幼鼠较成年鼠宵更明 的肝细胞线粒体功能损 

伤 ⋯ 甚于 VI'A川 毒 常f牛血清肉碱禽 降低现 

象 近年 ．有少数试阡l L- 碱抢救vPA肝衰竭的 

撤遭 Bohan等I 曾刮 ⋯例急性严重VPA肝毒性损 

害患者．起病 5兀内静脉给以I广肉喊抢救后仓部 

存活 然而．有关其确切疗效及作用机制尚不完全 

清 楚 

勾较 T解 1 向碱防治vP̂ l{上毒性·I'i"／竹 

虬 本文【 JL 为时钍 成功t 啦 Ⅵ’̂ 心 1 

眦}}j响动物 型．即 骑鼠的 Vl’A 肌浓崖存 

J5I 2～I60 ltl1 L{ PB 片I l n 80 I～83 Omg／1) 

池同，前暂悄高于 VPA的l 箍】 崎参考血俄悭 

而 点观察讣析【 肉I诫千持lI r彻1：线牡傩{=̈是功能 

的变化 

肉憾(Ca1--i i--- )星巾赖氯酸转化生成 自左髓 

{L j雨f 旋体(D型 )两种J=勾型．fH@2L动物f书 

殴有左髓悼(I,C 总_矧喊lTt、包捅瓣离 碱{FC) 

和眦基肉融 巾m滴( FC FC)／FC f 直硅渗断肉 

臧缺乏 的 指韧 LC帅主 功能是舟线粒体 

Ihi 外膜肉碱脂肪 转移膊 T、lJ硬移位酶的作用 

r 将K链脂肪畦转运人线粒f水内．髓其 B一氧化 

水宴螗 蛮 口服 w A I缸 500mc／k~时恤能导 

致血 硬 l、( 台最显著降低 遗胜由J。肉械 促进 

累积的丙JE酰 t 转̂化为毗 肉喊计随屎排 1． 

而导敦体 肉碱过废消耗．继发忡减少 此外 YP 

迁r J能抑制 触的牛物 台成I、I．敞少肾小恃甜龇婆 

肉破的重峨收 ．进 步加重体内 碱的缺乏 乖州 

究特意设立补克外源性 i ( 的实验 ．旧绕 V1'4计 

耵细眦线粒体功能的多种影响．刘比 观祭 I(的 

治疗债缸嗣̈ 1：m帆理 突验站牡揭示． 埘 Ⅵ，̂诱 

发的盯功栅伪防治作J_rj士噩显 ：(1)改善H{：部l 

心内脂J疗酸 B一辑化代谢．减少胞内月 胁 积 I乇 

时间服州Vl ̂ 唇， 骑动物均出现程度不等的肝细 

胞脂肪蛮性．与PB联台用药f 删 加童成桶理过 

群 然 ，补充外源性 『 c后痫变明 减轻． ]术】川 

背5I 非伟显苫 謦惮；【2】保持线粒怵州个关 

键酶 SDH驶CC(J活 】．维护线粒体耐系IL常功能： 

l 3)维护线牲侔lF常膜电位和 诬适 ，阻止 _̈=细 

胞嗣亡 书研究证寓．vPA+PB吖引起实翰鼠肝 

MMP F降 2l 4％，但 LC能他演l扎位l⋯堑止常 从而 

目1止 MMP喊峨和膜通 匿性的增 ． l 绑眦乜岽 

C从线粒0q；'l恂浆内释放，抑制 城联活性激 

洒|EIJ细胞师亡篮牛；{4)维持订三常 馥．防荷 、PA瞬 

蹙的高氯血 小研究证实．v 能导敛曩验阻 

氯m症．ff1 I,C q- ．血 部维持 常水平 

掘 J、 ．陶碱治疗商氧血痱．主篝 1 碱能骨救维 

护昧采循环 n々州个关健酶．H』】氧 p醚磷酸台成酶和 

精氧酸琥珀艘合成醋的活 ： 关 f5)舫活 、 诱 

发的肝脏凝血 子等蛋白合成功能障碍 
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综上所述，LC防治 VPA肝毒性主要是通过阻 

止肝脂肪沉积和保护线粒体功能而实现。我们建议 

对 VPA相关的高氨血症、具有多种 VPA肝毒性危 

险因素者、服用VPA。的婴幼儿、使用酮膳但伴有低 

肉碱血症的癫痫患者等人群，应同时口服补充 LC， 

以避免 VPA所致的肝功能衰竭等毒副作用。 

另外，在VPA与PB联合用药时，VPA血药浓度 

(8(11～830mg／L)明显较单用VPA组(151．2～160．1mg／L) 

低，平均下降47．6％，充分显示 PB的体内肝酶诱导 

作用。联合用药动物的肝细胞脂肪变性程度、凝血因 

子合成功能、血氨水平、LC含量及线粒体膜电位、线 

粒体呼吸酶系等各项指标，均较未用 PB明显严重， 

说明 PB在 VPA肝毒性中起着较强的负面作用。有 

报道认为 lm]，PB能抑制 VPA的 B一氧化过程，使 

VPA的 ‘o一氧化产物显著增加，尤其致血浆中最具 

肝毒性的活性代谢产物4-ene—VPA含量明显增加， 

从而加剧了对肝细胞的损伤。因此，临床工作中当 

VPA与肝酶诱导剂联合运用时，虽然此时测定的 

VPA血药浓度值可能不高，亦应密切监测其肝毒副 

作用，以确保临床用药安全。 

(傅大干，现在成都军区昆明总医院儿科工作) 
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