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摘要：目的　 探究何首乌醇提物对 ３Ｄ 肝细胞球的毒性。 方法　 设置不同的条件

以及细胞比例，测量细胞球直径、致密度、圆度，探索最佳培养条件。 ３Ｄ 肝细胞

球分为对照组和低、中、高剂量实验组，低、中、高剂量实验组给予 ０. ２５、１. ００ 和

２. ５０ ｍｇ·ｍＬ － １何首乌醇提物，对照组给予等量的培养基。 用 ＣｅｌｌＴｉｔｅｒ － Ｇｌｏ 试

剂检测细胞球活性，用荧光定量聚合酶链反应（ＲＴ － ｑＲＣＲ）检测肝功能相关基

因表达水平，用活死细胞双荧光染色试剂检测细胞球的毒性作用。 结果　 细胞

球理想接种条件为每微孔 ５００ 个细胞，细胞比例为ＨｅｐＧ２ －Ｈｕｖｅｃ －ＬＸ －２ ＝８∶ １∶ １，
圆度为 ０. ９１ ± ０. ０７，坚实度为 ０. ９１ ± ０. ０２，长径比为 １. １２ ± ０. １４，直径为

（１７０. ９７ ± １４. ７９） μｍ；第 ３、７、１０ 和 １４ 天细胞球白蛋白（ＡＬＢ）ｍＲＮＡ 相对表达

水平分别为 １. ００ ± ０. ０２、０. ９６ ± ０. ０２、０. ５４ ± ０. ０７ 和０. ５２ ± ０. ０７，细胞色素 Ｐ４５０
１Ａ２ （ＣＹＰ１Ａ２）ｍＲＮＡ 相对表达水平分别为１. ００ ± ０. １０、２. １５ ± ０. １６、２. ４５ ± ０. ３３
和 １. ３０ ± ０. ０３。 对照组和低、中、高剂量实验组多药耐药蛋白 ２（ＭＲＰ２）ｍＲＮＡ
相对表达水平分别为 １. ００ ± ０. ３１、１. ３８ ± ０. ２４、１. ４８ ± ０. ０６ 和 １. ９０ ± ０. ０８，细胞

球存活率分别为 （９８. １９ ± ０. ４９）％ 、（８８. ５３ ± ０. ９０）％ 、（７１. ６０ ± ２. ９１）％ 和

（５６. ６５ ± ５. ４１）％ 。 低、中、高剂量实验组上述指标与对照组比较，在统计学上

差异均有统计学意义（均 Ｐ ＜ ０. ０５）。 结论 　 建立的肝细胞球共培养模型中

Ⅰ／Ⅱ相药物代谢酶、转运体、及肝细胞特异标志性分子白蛋白均有不同程度的

表达，可用于中药何首乌的毒性评价，为何首乌的临床应用提供了参考。
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Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ 　 Ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｔｏｘｉｃｉｔｙ ｏｆ Ｐｏｌｙｇｏｎｕｍ ｍｕｌｔｉｆｌｏｒｕｍ
ａｌｃｏｈｏｌ ｅｘｔｒａｃｔ ｏｎ ３Ｄ ｈｅｐａｔｏｓｐｈｅｒｅｓ. Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 Ｖａｒｉａｔｉｏｎｓ ｉｎ ｃｕｌｔｕｒｅ
ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｃｅｌｌ ｒａｔｉｏｓ ｗｅｒｅ ｉｍｐｌｅｍｅｎｔｅｄ， ｆｏｌｌｏｗｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ
ｏｆ ｃｅｌｌ ｓｐｈｅｒｅ ｄｉａｍｅｔｅｒ， ｄｅｎｓｉｔｙ， ａｎｄ ｒｏｕｎｄｎｅｓｓ， ａｉｍｉｎｇ ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ
ｏｐｔｉｍａｌ ｃｕｌｔｕｒｅ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ. Ｔｈｅ ３Ｄ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅ ｓｐｈｅｒｅｓ ｗｅｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ
ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ － Ｌ， － Ｍ， － Ｈ ｇｒｏｕｐｓ. Ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ
－ Ｌ， －Ｍ， －Ｈ ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ０. ２５， １. ００ ａｎｄ ２. ５０ ｍｇ·ｍＬ －１

Ｐｏｌｙｇｏｕｎｍ ｍｕｌｔｉｆｏｒｕｍ ａｌｃｏｈｏｌ ｅｘｔｒａｃｔ， ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｇｉｖｅｎ
ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ｃｕｌｔｕｒｅ ｍｅｄｉｕｍ. Ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｃｅｌｌ
ｓｐｈｅｒｏｉｄｓ ｗａｓ ｔｅｓｔｅｄ ｂｙ ＣｅｌｌＴｉｔｅｒ － Ｇｌｏ ｒｅａｇｅｎｔ， ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ
ｌｉｖｅｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ
ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ （ＲＴ － ｑＲＣＲ） . Ｔｈｅ ｔｏｘｉｃｉｔｙ ｏｆ ｃｅｌｌ ｓｐｈｅｒｅｓ
ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｄｏｕｂｌｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｌｉｖｉｎｇ ａｎｄ ｄｅａｄ ｃｅｌｌｓ.



Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｌｉｎ Ｐｈａｒｍａｃｏｌ 　 １２７３　
Ｖｏｌ. ４０ Ｎｏ. ９ Ｍａｙ ２０２４（Ｓｅｒｉａｌ Ｎｏ. ４０７）

　 　 　Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｔｈｅ ｉｄｅａｌ ｃｕｌｔｕｒｅ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ ｏｆ ｃｅｌｌ ｓｐｈｅｒｅ ｗａｓ ５００ ｃｅｌｌｓ ｐｅｒ ｍｉｃｒｏｐｏｒｅ， ａｎｄ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｒａｔｉｏ ｗａｓ ＨｅｐＧ２ － Ｈｕｖｅｃ
－ ＬＸ －２ ＝ ８∶ １∶ １. Ｉｔ ｄｉｓｐｌａｙｅｄ ｔｈｅ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ０. ９１ ± ０. ０７ ｆｏｒ ｃｉｒｃｕｌａｒｉｔｙ， ０. ９１ ± ０. ０２ ｆｏｒ ｆｉｒｍｎｅｓｓ， １. １２ ± ０. １４ ｆｏｒ
ａｓｐｅｃｔ ｒａｔｉｏ， ａｎｄ （１７０. ９７ ± １４. ７９） μｍ ｆｏｒ ｄｉａｍｅｔｅｒ. Ｏｎ ｔｈｅ ３ｒｄ， ７ｔｈ， １０ｔｈ ａｎｄ １４ｔｈ ｄａｙｓ， ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ
ａｌｂｕｍｉｎ （ＡＬＢ） ｍＲＮＡ ｗｅｒｅ １. ００ ± ０. ０２， ０. ９６ ± ０. ０２， ０. ５４ ± ０. ０７， ０. ５２ ± ０. ０７， ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ
ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ Ｐ４５０ １Ａ２（ＣＹＰ１Ａ２） ｍＲＮＡ ｗｅｒｅ １. ００ ± ０. １０， ２. １５ ± ０. １６， ２. ４５ ± ０. ３３， １. ３０ ± ０. ０３， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.
Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｍｕｌｔｉｄｒｕｇ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ２（ＭＰＲ２） ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ － Ｌ， － Ｍ，
－ Ｈ ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ １. ００ ± ０. ３１， １. ３８ ± ０. ２４， １. ４８ ± ０. ０６ ａｎｄ １. ９０ ± ０. ０８， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ； ｓｐｈｅｒｏｉｄ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｗｅｒｅ
（９８. １９ ± ０. ４９）％ ， （８８. ５３ ± ０. ９０ ）％ ， （ ７１. ６０ ± ２. ９１ ）％ ａｎｄ （ ５６. ６５ ± ５. ４１ ）％ . Ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ａｂｏｖｅ ｉｎｄｅｘｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ － Ｌ， － Ｍ， － Ｈ ｇｒｏｕｐｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ （ａｌｌ
Ｐ ＜ ０. ０５）. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｔｈｅ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅ ｓｐｈｅｒｅ ｃｏ － ｃｕｌｔｕｒｅ ｍｏｄｅｌ ｓｈｏｗｅｄ ｖａｒｙｉｎｇ ｄｅｇｒｅｅｓ ｏｆ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ｐｈａｓｅ Ⅰ ／ Ⅱ ｄｒｕｇ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｅｎｚｙｍｅｓ， ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒｓ， ａｎｄ ｌｉｖｅｒ ｃｅｌｌ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｍａｒｋｅｒ ｍｏｌｅｃｕｌｅ ａｌｂｕｍｉｎ ａｎｄ ｃａｎ ｂｅ ｕｓｅｄ
ｔｏ ｅｖａｌｕａｔｅ ｔｈｅ ｔｏｘｉｃｉｔｙ ｏｆ ｍｕｌｔｉｆｌｏｒｕｍ ｍｕｌｔｉｆｌｏｒｕｍ， ｗｈｉｃｈ ｐｒｏｖｉｄｅｓ ｆｕｒｔｈｅｒ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｃｌｉｎｉｃａｌ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ
ｍｕｌｔｉｆｌｏｒｕｍ ｍｕｌｔｉｆｌｏｒｕｍ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： Ｐｏｌｙｇｏｎｕｍ ｍｕｌｔｉｆｌｏｒｕｍ； ｈｅｐａｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ ｍｏｄｅｌ； ｃｏ － ｃｕｌｔｕｒｅ； ３Ｄ ｃｅｌｌ ｓｐｈｅｒｅｓ

　 　 药物性肝损伤（ｄｒｕｇ － ｉｎｄｕｃｅｄ ｌｉｖｅｒ ｉｎｊｕｒｙ， ＤＩＬＩ）
是由药物或其代谢产物乃至辅料所引起的肝损伤，是
临床上常见的药物不良反应之一［１］，其严重程度可从

轻度肝转氨酶升高到肝衰竭或死亡，发病率为每１０ 万

人中 １４ ～ １９ 人［２］。 与传统 ２Ｄ 细胞培养相比，３Ｄ 共

培养模型具有满足长期培养且保持增强代谢活性的

优点［３］。 何 首 乌 为 蓼 科 植 物 何 首 乌 （ Ｐｏｌｙｇｏｎｕｍ
ｍｕｌｔｉｆｌｏｒｕｍ Ｔｈｕｎｂ. ）的干燥块根，被广泛应用于乌发

及治疗脱发、补肝肾和降血脂等方面。 近年来，有
因服用何首乌及其相关制剂引起肝损伤的药物不

良反应报告 ［４］ 。 本研究旨在构建由 ＨｅｐＧ２、Ｈｕｖｅｃ
和 ＬＸ － ２ 组成的细胞球，建立更切实可行的临床

前 ＤＩＬＩ 检测模型，供有潜在肝毒性的何首乌毒性

研究。

材料与方法

１　 材料

细胞株　 人肝癌 ＨｅｐＧ２ 细胞和人肝星状 ＬＸ － ２
细胞，均由南方医科大学南方医院放疗科惠赠；人肝

癌 Ｈｕｖｅｃ 细胞，由南方医科大学南方医院心内科

惠赠。
药品与试剂　 何首乌醇提物，湘雅医学院临床药

物研究所惠赠，由药物研究所曾祥昌博士鉴定。 制备

方法：制何首乌饮片 １７. ５ ｋｇ，加 ８ 倍量的 ７０％ 乙醇，
浸泡 ３０ ｍｉｎ，常压煮沸 １. ５ ｈ，２００ 目筛过滤，得到滤

液。 药渣再加 ８ 倍量 ７０％ 乙醇常压煮沸 １. ５ ｈ，和前

述滤液合并，６０ ℃减压浓缩，６０ ℃真空干燥，得到何

首乌醇提物 ２. ９ ｋｇ。 高通量 ３Ｄ 细胞球制备培养微阵

列试剂盒，深圳市犀锐生物科技有限公司生产；ＣｅｌｌＴｉ⁃
ｔｅｒ － Ｇｌｏ Ｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｔ Ｃｅｌｌ Ｖｉａｂｉｌｉｔｙ Ａｓｓａｙ， 美国 Ｐｒｏ⁃
ｍｅｇａ 公司生产；微量细胞核酸提取试剂盒，常州百代

生物；Ｅｖｏ Ｍ － ＭＬＶ 反转录试剂预混液，湖南艾科瑞生

物工程有限公司生产；ＣｈａｍＱ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ＳＹＢＲ ｑＰＣＲ
Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ， 南京诺唯赞生物科技股份有限公司生产；
活死细胞双荧光染色试剂盒，美国 ＵＳ ＥＶＥＲＢＲＩＧＨＴ
公司生产。

仪器　 ＩＸ７３ 光学倒置显微镜，日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司

产品；多功能酶标仪 Ｓｐｅｃｔｒａｍａｘ ｉ３，美国 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｄｅ⁃
ｖｉｃｅｓ 公司产品；ＮＤ１０００ 微量分光光度计，美国 Ｔｈｅｒ⁃
ｍｏ 公司产品；ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ４８０ 实时荧光定量 ＰＣＲ 仪，
瑞士 Ｒｏｃｈｅ 公司产品。
２　 实验方法

２. １　 细胞培养［５］

人肝癌 ＨｅｐＧ２ 细胞和人 ＬＸ －２ 细胞，Ｈｕｖｅｃ 细胞

培养于 ５％ ＣＯ２、３７ ℃恒温细胞培养箱中，培养基为

含有 １０％的胎牛血清的 ＤＭＥＭ 高糖培养基。
２. ２　 共培养细胞球的建立及培养条件优化［６］

在微阵列中培养，分为 Ａ、Ｂ 和 Ｃ 组，Ａ 组细胞比

例为 ＨｅｐＧ２ － Ｈｕｖｅｃ － ＬＸ －２ ＝ ８∶ １∶ １，Ｂ 组细胞比例

为 ＨｅｐＧ２ － Ｈｕｖｅｃ － ＬＸ －２ ＝ ７∶ ２∶ １，Ｃ 组细胞比例为

ＨｅｐＧ２ － Ｈｕｖｅｃ － ＬＸ － ２ ＝ ６∶ ３∶ １，每微孔 ５００ 个细

胞。 每个微阵列加入含有 ５％ 的胎牛血清的高糖

培养基，于 ５％ ＣＯ２、３７ ℃ 恒温细胞培养箱中培

养，每隔 ２４ ｈ 更换 １ 次培养基。 培养 ３ ｄ 后，将微

阵列中形成的细胞球转移至 ２４ 孔板中，用显微镜

观察拍照，Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析细胞球的直径、圆度和

致密度。
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２. ３　 细胞球的长期培养

细胞球形成后，于 ５％ ＣＯ２、３７ ℃ 恒温细胞培养

箱中培养，每隔 ２４ ｈ 换液，培养基为含有 ５％ 胎牛血

清的高糖培养基，并在显微镜下观察生长情况，一直

培养至 １４ ｄ。
２. ４　 细胞分组与给药方法［７］

用 ２４ 孔板培养细胞球 ４８ ｈ，分为空白对照组

和低、中、高剂量实验组，低、中、高剂量实验组分

别给予 ０. ２５、１. ００ 和 ２. ５０ ｍｇ·ｍＬ － １ 何首乌醇

提物，每孔１ ｍＬ，对照组给予等量的培养基，２４ ｈ
后弃去药物培养基，再次按上述给药方法继续给

药 ２４ ｈ。
２. ５　 实时定量逆转录聚合酶链反应 （ ｒｅａｌ － ｔｉｍｅ
ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ － ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ
ｒｅａｃｔｉｏｎ，ＲＴ － ｑＰＣＲ）检测细胞球相关肝功能基因表

达水平［８］

给药分组同“２. ４”，用微量核酸提取试剂盒提取

细胞球总 ＲＮＡ，反转录为 ｃＤＮＡ 后进行 ｑＰＣＲ 反应，
检测细胞球形成后第 １、３、５ 和 １０ 天以及各组给药后

白蛋白 （ ａｌｂｕｍｉｎ，ＡＬＢ）、Ⅰ相药物代谢酶细胞色素

Ｐ４５０ 酶 １Ａ２ （ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ Ｐ４５０ １Ａ２， ＣＹＰ１Ａ２）、细胞

色素 Ｐ４５０ 酶 ２Ｃ９（ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ Ｐ４５０ ２Ｃ９， ＣＹＰ２Ｃ９）、细
胞色素 Ｐ４５０ 酶 ２Ｅ１（ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ Ｐ４５０ ２Ｅ１， ＣＹＰ２Ｅ１）、
细 胞 色 素 Ｐ４５０ 酶 ３Ａ４ （ ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ Ｐ４５０ ３Ａ４，
ＣＹＰ３Ａ４）、Ⅱ相药物代谢酶二磷酸尿苷葡萄糖醛酸基

转移酶（ＵＤＰ － ｇｌｕｃｕｒｏｎｏｓｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ， ＵＧＴ１Ａ１），转运

体多药耐药蛋白 ２ （ ｍｕｌｔｉｄｒｕｇ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ２，
ＭＲＰ２）、胆酸盐外排泵（ｂｉｌｅ ｓａｌｔ ｅｘｐｏｒｔ ｐｕｍｐ， ＢＳＥＰ）
ｍＲＮＡ 的表达水平，以甘油醛 － ３ － 磷酸脱氢酶（ ｇｌｙ⁃
ｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ － ３ － ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＧＡＰＤＨ）为

内参基因，每组设置 ３ 个复孔。 用 ２ － ΔΔＣｔ法计算ｍＲＮＡ
相对表达水平。
２. ６　 ＣｅｌｌＴｉｔｅｒ －Ｇｌｏ试剂法检测长期培养细胞球活性［９］

在形成细胞球的第 ３、７、１０ 和 １４ 天，取含有 ４ ～ ５
个细胞球的培养基 １００ μＬ 于 ９６ 孔板中，每组设置

４ 个复孔，按照试剂盒方法加入 ＣｅｌｌＴｉｔｅｒ － Ｇｌｏ 试剂，
　 　

避光，震荡混匀，于室温下放置 １０ ｍｉｎ 后，用多功能酶

标仪检测化学发光值。 细胞球存活率 ＝ （实验孔发

光值 ／对照孔发光值） × １００％ 。
２. ７　 活死染色检测何首乌醇提物对细胞球的毒性［９］

用 ２４ 孔板培养细胞球 ４８ ｈ，按照“２. ４”方法处理

细胞，按照试剂盒方法加入 Ｃａｌｃｅｉｎ ＡＭ 和 ＰＩ，对活细

胞和死细胞分别染色，用荧光显微镜观察并拍照，使
用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件进行半定量分析。
３　 统计学处理

用 Ｇｒａｐｈ Ｐａｄ Ｐｒｉｓｍ ８ 软件进行数据分析，数据均

以 �ｘ ± ｓ 表示，多组间比较用单因素方差分析。

结　 　 果

１　 细胞球中 ＨｅｐＧ２ 细胞、Ｈｕｖｅｃ 细胞和 ＬＸ －２ 细胞

的最佳接种比例的确定

各组圆度、坚实度，长径比和直径之间比较，在
统计学上差异均无统计学意义（均 Ｐ ＞ ０. ０５ ） ，见
表 １。 由于本研究旨在体外建立肝毒性评价体系，
模拟体内细胞比例，应包含更多的肝实质细胞，最
终确立 Ｃ 组（ＨｅｐＧ２ － Ｌｘ － ２ － Ｈｕｖｅｃ ＝ ８ ∶ １ ∶ １ ） 为

接种比例。
２　 长期培养细胞球相关肝功能基因表达

ＲＴ － ｑＰＣＲ 实验结果显示，与培养 ３ ｄ 的细胞球

比较，ＣＹＰ１Ａ２ 和 ＣＹＰ２Ｃ９ ｍＲＮＡ 在第 ７ 和 １０ 天表达

均升高（均 Ｐ ＜ ０. ０１），ＣＹＰ２Ｅ１ ｍＲＮＡ 相对表达水平

在第 １４ ｄ 表达显著增高（Ｐ ＜ ０. ０１），ＡＬＢ ｍＲＮＡ相对

表达水平在第 １０ 和 １４ 天均显著降低（均Ｐ ＜ ０. ００１）。
ＣＹＰ３Ａ４、ＵＴＧ１Ａ１ 及 ＭＲＰ２ ｍＲＮＡ 表达水平在 １４ ｄ 内

表达无明显变化（Ｐ ＞ ０. ０５）；ＢＥＳＰ ｍＲＮＡ 在第 １４ 天

相对表达水平显著升高（Ｐ ＜ ０. ０５），见表 ２。
３　 长期培养细胞球活性的变化

培养 ３、７、１０ 和 １４ ｄ 细胞球存活率分别为 １００％ 、
９０. ０８％ 、６１. １９％和 ２５. ５５％ ，培养 ３ ｄ 和培养 ７ ｄ 细

胞存活率比较，在统计学意义上差异无统计学意义

（Ｐ ＞ ０. ０５），培养 ３ ｄ 细胞球存活率和培养 １０ 和 １４ ｄ
　 　

表 １　 不同细胞比例的细胞球圆度、坚实度、长径比和直径的比较（�ｘ ± ｓ）
Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｒｏｕｎｄｎｅｓｓ， ｆｉｒｍｎｅｓｓ， ｌｅｎｇｔｈ － ｄｉａｍｅｔｅｒ ｒａｔｉｏ ａｎｄ ｄｉａｍｅｔｅｒ ｏｆ ｃｅｌｌ ｓｐｈｅｒｅｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｅｌｌ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｓ（�ｘ ± ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ Ｃｉｒｃｕｌａｒｉｔｙ Ｓｏｌｉｄｉｔｙ Ｒａｔｉｏ Ｄｉａｍｅｔｅｒ（μｍ）

Ａ ３６ ０. ９１ ± ０. ０７ ０. ９１ ± ０. ０２ １. １２ ± ０. １４ １７０. ９７ ± １４. ７９

Ｂ ３３ ０. ９３ ± ０. ０４ ０. ９２ ± ０. ０２ １. ０８ ± ０. ０５ １６７. ５５ ± １９. ０７

Ｃ ３８ ０. ９３ ± ０. ０４ ０. ９０ ± ０. ０３ １. ０７ ± ０. ０５ １５７. ７９ ± １６. ４５

Ｇｒｏｕｐ Ａ： ＨｅｐＧ２ － Ｌｘ － ２ － Ｈｕｖｅｃ ＝ ８∶ １∶ １； Ｇｒｏｕｐ Ｂ： ＨｅｐＧ２ － Ｌｘ － ２ － Ｈｕｖｅｃ ＝ ７∶ ２∶ １； Ｇｒｏｕｐ Ｃ： ＨｅｐＧ２ － Ｌｘ － ２ － Ｈｕｖｅｃ ＝ ６∶ ３∶ １.



Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｌｉｎ Ｐｈａｒｍａｃｏｌ 　 １２７５　
Ｖｏｌ. ４０ Ｎｏ. ９ Ｍａｙ ２０２４（Ｓｅｒｉａｌ Ｎｏ. ４０７）

比较， 在 统 计 学 上 差 异 均 有 统 计 学 意 义 （ 均

Ｐ ＜ ０. ０１） ，见图 １，可知细胞球在培养 ７ ｄ 内存活

率保持稳定。
４　 何首乌醇提物作用于细胞球后相关肝功能基因表

达水平

低、中、高剂量实验组分别给予 ０. ２５、１. ００ 和

２. ５０ ｍｇ·ｍＬ － １何首乌醇提物处理，空白对照给予等

量的培养基处理。
ＲＴ － ｑＰＣＲ 结 果 显 示， 与 对 照 组 比 较， ＡＬＢ

ｍＲＮＡ 表达水平在低剂量实验组显著升高，在高

剂量实验组显著下降，在统计学上差异均有统计

学意 义 （ 均 Ｐ ＜ ０. ０１ ） ；与 对 照 组 比 较， ＣＹＰ１Ａ２
ｍＲＮＡ 表达水平在中剂量实验组显著下降，高剂

量实验组显著升高，在统计学上差异均有统计学

意 义 （ Ｐ ＜ ０. ０５， Ｐ ＜ ０. ０１ ） ； 与 对 照 组 比 较，
ＣＹＰ２Ｃ９ ｍＲＮＡ 在高剂量实验组表达 显 著 升 高

（ Ｐ ＜ ０. ０１） ；与对照组比较，ＭＲＰ２ ｍＲＮＡ 表达水

平在中、高剂量实验组中均显著升高 （ Ｐ ＜ ０. ０５，
Ｐ ＜ ０. ０１） ，见表 ３。
５　 何首乌醇提物在细胞球模型中的毒性评价

对照组和低、中、高剂量实验组细胞球活性分别

为（９８. １９ ±０. ４９）％、（８８. ５３ ±０. ９０）％、（７１. ６０ ±２. ９１）％
和（５６. ６５ ± ５. ４１）％ ，对照组和低剂量实验组比较，在
统计学上差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０. ０１），对照组和中、
高剂量实验组比较，在统计学上差异有统计学意义

（Ｐ ＜ ０. ０１）。

表 ２　 长期培养过程中白蛋白（ＡＬＢ）、Ⅰ相酶、Ⅱ相酶以及转运蛋白 ｍＲＮＡ 表达水平（�ｘ ± ｓ）
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ａｌｂｕｍｉｎ（ＡＬＢ），ｐｈａｓｅ Ⅰ ｅｎｚｙｍｅ，ｐｈａｓｅ Ⅱ ｅｎｚｙｍｅ，ａｎｄ ｔｒａｎｓｐｏｒｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｄｕｒｉｎｇ ｌｏｎｇ － ｔｅｒｍ ｃｕｌ⁃
ｔｉｖａｔｉｏｎ（�ｘ ± ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ＡＬＢ ＣＹＰ１Ａ２ ＣＹＰ２Ｃ９ ＣＹＰ２Ｅ１ ＣＹＰ３Ａ４ ＭＲＰ２ ＢＥＳＰ ＵＴＧ１Ａ１

３ ｄａｙｓ １. ００ ± ０. ０２ １. ００ ± ０. １０ １. ００ ± ０. ０５ １. ００ ± ０. １１ １. ００ ± ０. ６９ １. ００ ± ０. ２３ １. ００ ± ０. ４４ １. ００ ± ０. １１

７ ｄａｙｓ ０. ９６ ± ０. ０２ ２. １５ ± ０. １６∗∗ １. ６０ ± ０. ２８∗∗ １. ８２ ± ０. ５６ ０. ７１ ± ０. ４４ １. ３０ ± ０. ３８ ０. ８４ ± ０. １１ １. ３０ ± ０. ２６

１０ ｄａｙｓ ０. ５４ ± ０. ０７∗∗ ２. ４５ ± ０. ３３∗∗ １. ８５ ± ０. １２∗∗ １. １９ ± ０. ３７ ０. ５４ ± ０. ０５ １. ５１ ± ０. ２９ ２. ８６ ± １. ０８ １. ０８ ± ０. １４

１４ ｄａｙｓ ０. ５２ ± ０. ０７∗∗ １. ３０ ± ０. ０３ １. ２９ ± ０. １０ ２. ４６ ± ０. ２７∗∗ ０. ２２ ± ０. １１ １. １１ ± ０. ２３ ５. １８ ± ２. ３４∗ １. ３１ ± ０. １０

ＣＹＰ１Ａ２： Ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ Ｐ４５０ １Ａ２； ＣＹＰ２Ｃ９： Ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ Ｐ４５０ ２Ｃ９； ＣＹＰ２Ｅ１： Ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ Ｐ４５０ ２Ｅ１； ＣＹＰ３Ａ４： Ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ Ｐ４５０ ３Ａ４； ＭＲＰ２： Ｍｕｌｔｉｄｒｕｇ

ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ２； ＢＥＳＰ：Ｂｉｌｅ ｓａｌｔ ｅｘｐｏｒｔ ｐｕｍｐ； ＵＴＧ１Ａ１： ＵＤＰ － ｇｌｕｃｕｒｏｎｏｓｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ； Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ３ ｄａｙｓ， ∗Ｐ ＜ ０. ０５， ∗∗Ｐ ＜ ０. ０１.

图 １　 细胞球在长期培养过程中的活性水平（ × １００）
Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｃｅｌｌ ｓｐｈｅｒｅｓ ｄｕｒｉｎｇ ｌｏｎｇ － ｔｅｒｍ ｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎ（ × １００）

表 ３　 何首乌醇提物给药后各浓度组细胞球的白蛋白（ＡＬＢ）、Ⅰ相酶、Ⅱ相酶以及转运蛋白 ｍＲＮＡ 表达水平（�ｘ ± ｓ， ｎ ＝ ９）
Ｔａｂｌｅ ３　 Ａｌｂｕｍｉｎ （ＡＬＢ）， ｐｈａｓｅ Ⅰ ｅｎｚｙｍｅ， ｐｈａｓｅ Ⅱ ｅｎｚｙｍｅ ａｎｄ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｃｅｌｌ ｓｐｈｅｒｅｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｃｏｎｃｅｎｔｒａ⁃
ｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ａｆｔｅｒ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ｐｏｌｙｇｏｎｕｍ ｍｕｌｔｉｆｌｏｒａ ｅｔｈａｎｏｌ ｅｘｔｒａｃｔ （�ｘ ± ｓ， ｎ ＝ ９）

Ｇｒｏｕｐ ＡＬＢ ＣＹＰ１Ａ２ ＣＹＰ２Ｃ９ ＣＹＰ２Ｅ１ ＣＹＰ３Ａ４ ＭＲＰ２ ＢＥＳＰ ＵＴＧ１Ａ１

Ｃｏｎｔｒｏｌ １. ００ ±０. ０５ １. ００ ±０. １５ １. ００ ±０. ２３ １. ００ ±０. ２３ １. ００ ±０. ３０ １. ００ ±０. ３１ １. ００ ±０. １８ １. ００ ±０. ２３

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ － Ｌ １. ３８ ±０. ０８∗∗ ０. ８０ ±０. １７ ０. ５５ ±０. ２３∗ ０. ９９ ±０. ０３ １. ３４ ±０. ４０ １. ３８ ±０. ２４ ２. ７４ ±０ ０. ９７ ±０. ０９

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ －Ｍ ０. ９７ ±０. ０４ ０. ５８ ±０. １３∗ ０. ６８ ±０. ０３ ０. ６４ ±０. １０ ０. ４３ ±０. １３ １. ４８ ±０. ０６∗ ０. ５３ ±０ １. ７４ ±０. ４０∗∗

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ －Ｈ ０. １２ ±０. ０１∗∗ １. ８３ ±０. １９∗∗ ２. ０８ ±０. ５０∗∗ ０. ７５ ±０. １５ １. ２８ ±０. ７４ １. ９０ ±０. ０８∗∗ ２３. ９５ ±７. ３２∗∗ ０. ４７ ±０. １９

Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ：Ｅｑｕａｌ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ｍｅｄｉｕｍ； Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ － Ｌ， － Ｍ， － Ｈ ｇｒｏｕｐｓ： ０. ２５， １. ００ ａｎｄ ２. ５０ ｍｇ·ｍＬ － １ ａｌｃｏｈｏｌｉｃ ｅｘｔｒａｃｔｓ ｏｆ Ｐｏｌｙｇｏｎｕｍ ｍｕｌｔｉｆｌｏｒｕｍ；

Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ ＜ ０. ０５， ∗∗Ｐ ＜ ０. ０１.
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讨　 　 论

ＤＩＬＩ 在我国发病率为 ２３. ８ ／ １０ 万人，其中中药或

草药 和 膳 食 补 充 剂 （ ２６. ８１％ ） 以 及 抗 结 核 药

（２１. ９９％ ）是导致 ＤＩＬＩ 发生的主要药物［１０］。 几十年

来，肝细胞或肝癌细胞系的 ２Ｄ 培养已被广泛用于药

物肝毒性的体外预测［１１］，但是单层细胞培养模型存

在去分化现象严重，肝药酶代谢能力变弱或消失，功
能蛋白表达不完全等缺点［１２］。 在临床前药物筛选

中，体内模型是最常用的临床前评价模型，常用小鼠

或者大鼠作为动物模型，能有效地反映实际的肝环

境［１３］。 但是动物和人体在药物代谢、机体结构等方

面存在巨大的物种差异，特别是近交系、封闭群大小

鼠难以模拟人类肝损伤的异质性［１４］。
本研究旨在通过构建 ３Ｄ 细胞共培养模型用于何

首乌醇提物毒性评价。 研究结果表明，在用肝癌细胞

系 ＨｅｐＧ２ 与其他非实质细胞 Ｈｕｖｅｃ、ＬＸ － ２ 共培养组

成 ３Ｄ 细胞球培养条件下，细胞球高表达对参与药物

代谢的主要酶类（ＣＹＰ４５０）、转运蛋白（ＭＲＰ２）及其他

肝特异性功能蛋白（ＡＬＢ）。 与文献［１５］报道的 ３Ｄ 肝

细胞模型的特性相类似，在长时间培养中能保持活力

和功能，因此该细胞球模型适用于肝毒性测试的研

究。 在不同实验组何首乌醇提物给药时，主要酶类

（ＣＹＰ４５０）、转运蛋白（ＭＲＰ２）及其他肝特异性功能

（ＡＬＢ）仍然有着高表达，但表达水平各异，可能是细

胞球中酶参与了何首乌的代谢导致酶表达不同。 有

研究表明，何首乌 ７０％醇提物的 Ｈ２Ｏ 洗脱物，２５％ 乙

醇洗脱物，４０％乙醇洗脱组分在 １０ ～ １００ μｇ·ｍＬ － １浓

度作用 ＨｅｐＧ２ 细胞 ４８ ｈ 未表现显著毒性，而何首乌

７０％ 醇提物的 ９５％ 乙醇洗脱物 （ １０、 ２５、 ５０、 １００
μｇ·ｍ Ｌ － １） 对 ＨｅｐＧ２ 细胞表现显著细胞毒性作

用［１６］。 本研究成功建立了体外肝细胞共培养模型，
并用于何首乌 ７０％ 醇提物的体外毒性评价。 本研究

发现，使用何首乌 ７０％ 醇提物 ０. ２５ ～ ２. ５ ｍｇ·ｍＬ － １

的浓度作用细胞球 ４８ ｈ，各剂量实验组均有抑制细胞

球增殖的趋势。
本研究利用 ＨｅｐＧ２ 细胞、ＬＸ －２ 细胞和 Ｈｕｖｅｃ 细

胞构建了体外 ３Ｄ 肝细胞球共培养模型，评价了何首

乌 ７０％醇提物肝毒性作用，结合既往研究成果，本研

究结果进一步表明何首乌中极性高的物质是其毒性

物质基础，为后续研究何首乌毒性提供了必要的实验

支持。
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ｐｒｏｖｅｄ ｌｉｖｅｒ － ｌｉｋｅ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｆｏｒ ｒｅｐｅａｔｅｄ ｄｏｓｅ ｈｉｇｈ － ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ
ｔｏｘｉｃｉｔｙ ｓｔｕｄｉｅｓ［Ｊ］. Ａｒｃｈ Ｔｏｘｉｃｏｌ，２０１４，８８（５）：１０８３—１０９５.

［１６］ 　 陈子涵， 杨建波， 陈智伟， 等 . 何首乌醇提物及单体体外肝细

胞毒性研究［Ｊ］. 中国药物警戒， ２０２２， １９（７）： ７２８—７３２.
（收稿日期 ２０２４ － ０１ － １６； 本文编辑　 吴焕贤）


