
  Drug Evaluation Research  第 39 卷 第 3 期  2016 年 6 月 

            

• 349 •

【 研究论文 】 

• 安全性评价 • 

对乙酰氨基酚对大鼠原代肝细胞及 BRL-3A 细胞的毒性作用比较 
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摘  要：目的  建立大鼠原代肝细胞提取鉴定体系，比较对乙酰氨基酚（APAP）对大鼠原代肝细胞和永生化细胞 BRL-3A
的毒性作用。方法  采用胶原酶原位两步灌流法提取大鼠原代肝细胞，通过过碘酸雪夫染色（PAS）和肝细胞双核结构进行

鉴定；CCK 8 法测定 APAP 对大鼠原代肝细胞及 BRL-3A 细胞毒性作用的 IC50；光学显微镜透射电镜观察 APAP 对 2 种细胞

的损伤情况；全自动生化分析仪测定细胞上清 AST、ALT、LDH、ALP、ALB、BUN、TP、GLU 8 项生化指标的变化。结

果  PAS 糖原染色鉴定获取的大鼠原代肝细胞，双核结构，细胞存活率浮动在 80%～95%； 佳接种密度为 60 000/cm2，在

第 3～5 天为对数生长期；APAP 作用于大鼠原代肝细胞 24 h 的 IC50为 18.03 mmol/L，95%置信区间为（17.28～18.81）mmol/L，
作用于 BRL-3A 的 IC50 为 20.05 mmol/L，95%置信区间为（18.99～21.17）mmol/L；透射电镜结果显示，在 30 mmol/L APAP
作用下，2 种细胞细胞器肿胀，核膜破裂，细胞膜边界模糊不清；与对照组比较，大鼠原代肝细胞分泌的天冬氨酸氨基转移

酶（AST）、尿素氮（BUN）、葡萄糖（GLU）、碱性磷酸酶（ALP）、乳酸脱氢酶（LDH）随着 APAP 浓度增加产生显著变化，

而 BRL-3A 细胞几乎所有的酶学指标变化均差异不显著。结论  与永生化细胞 BRL-3A 比较，大鼠原代肝细胞更能体现药物

的肝脏毒性作用，但其体外培养存活时间较短；BRL-3A 细胞缺少肝脏重要酶类，增加细胞内肝脏酶类是提升其作为肝脏毒

性筛选模型的更好手段之一。 
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Abstract: Objective  To establish a rat primary hepatocytes isolation and identification system, and carry out studies in rat primary 
hepatocytes and BRL-3A cells for liver toxicity characteristic of early drug evaluation. Methods  Rat primary hepatocytes were 
isolated by two-step in situ collagenase perfusion method, and then were identified by PAS staining and its dual-nuclei structure; The 
IC50 values, which was hepatocelluar toxicity of APAP in rat primary hepatocytes, was evaluated by CCK8 assay; Damage to the two 
kinds of cells from the drug was observed using inverted phase contrast microscope, hematoxylin eosin (HE) staining, and transmission 
electron microscopy (SEM); Automatic biochemical analyzer was used to detect the contents of ALT, AST, ALP, LDH, TP, ALB, GLU, 
and BUN changes in cell supernatants after administration. Results  PAS staining shows positive involvement of two nuclei in some 
cells, cell viability was ranged between 80% and 95%. Rat primary hepatocytes grew best with a cell density of 60 000/cm2, 3—5 d was  
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ogarithmic growth phase; Primary rat hepatocytes BRL-3A were exposed to concentration of APAP showed that IC50 values were 18.03 
mmol/L, 95%CI = (17.28, 8.81) mmol/L and 20.05 mmol/L, 95% CI = (18.99, 21.17) mmol/L. In the high- dose groups, transmission 
electron microscopy revealed that cells were organelles swelling, nuclear membrane rupture and the nucleus were almost invisible. 
Meanwhile, compared with control group, with drug concentration increased, the values of aspartate aminotransferase (AST), urea 
nitrogen (BUN), glucose (GLU), alkaline phosphatase (ALP), and lactate dehydrogenase (LDH) were significantly changed, while 
other targets were no significantly changed in BRL-3A cells. Conclusion  Compared with immortalized BRL-3A cells, primary 
hepatocytes can be more reflective model with the liver toxicity. However, primary hepatocytes cannot live for a long time and lack of 
extensive metabolic enzymes. Thus, increasing the kinds of liver enzymes of immortalized cells is a better means to boost BRL-3A cells 
as liver toxicity screening model. 
Key words: rat primary hepatocytes; primary culture; BRL-3A cells; acetaminophen; hepatotoxicity 
 

药物肝毒性是新药开发过程中临床实验阶段失

败的主要原因，也是药物上市后撤回的原因之一[1]。

据统计约有三分之二的进入临床实验的药物因其肝

毒性而不得不终止开发，其重要原因之一是临床前

药物肝毒性评价模型的局限性。目前较为认可的临

床前肝毒性评价模型包括动物模型和体外细胞模

型，动物模型存在实验周期较长以及伦理方面的问

题，还容易受到体内复杂的神经、激素调节等的影

响，存在较大的个体差异；体外评价模型多用正常/
肝癌细胞系，以药物作用之后细胞的存活率、形态

学变化及酶学变化等指标来指示药物的肝毒性[2-3]。 
体外评价模型较为常用的细胞系，如 BRL-3A

细胞（Big Rat Liver - 3A cells），是正常大鼠永生化

的肝细胞[4]，用于临床前早期肝毒性药物的筛选，

具有操作相对简单、实验周期短、重现性好等优点，

但是由于细胞长期传代生长，丧失了在体细胞的许

多关键酶，不能很准确地预测药物的肝毒性。大鼠

原代肝细胞用于药物肝毒性评价时能较好地避免动

物实验个体差异的影响，新鲜提取的大鼠原代肝细

胞含有丰富的肝脏代谢酶，具有与在体肝脏类似的

功能，然而体外培养的肝细胞存活时间较短，在用

于评价长期反复暴露的药物毒性时具有一定的局限

性。对乙酰氨基酚（APAP）是临床常用的解热镇痛

药，也是常见的引起肝毒性的药物[5]。本研究应用

APAP分别作用于大鼠原代肝细胞和BRL-3A细胞，

并以 2 种细胞的存活率、细胞形态、肝脏酶学分泌

为毒性评价指标，研究 2 种细胞暴露于肝毒性药物

的特点，为药物早期肝毒性筛选体外模型的选择提

供数据支持。 
1  材料 
1.1  动物 

SPF 级 SD 大鼠，体质量 150～180 g，雄性，4～
6 周龄，动物合格证号 SCXK（京）2012-0001，购

于北京维通利华实验动物技术有限公司，饲养于军

事医学科学院国家北京药物安全评价研究中心屏障

设施内。动物实验均按照国际实验室动物伦理行为

准则要求进行。 
1.2  药物及主要试剂 

APAP（德国 DR 公司，批号 C15846000）；
DMEM、WME 培养基、胎牛血清（FBS）、L-谷氨

酰胺，均购自美国 Gibco 公司；胰岛素（批号 I5500）、
地塞米松（批号 D4902）、乙二胺四乙酸、IV 型胶

原酶、percoll 分离液、D-Hanks’、Hanks’液，均购

自美国 Sigma 公司；表皮细胞生长因子（EGF，美

国 peprotech 公司）；台盼蓝试剂盒（上海碧云天生

物技术有限公司）；CCK 8 试剂盒（美国 Signalway
公司）。 
1.3  主要仪器 

NAPCO 5400 型细胞培养箱（美国 Napco 公

司）；奥林巴斯 CKX41 倒置相差显微镜（日本

Olympus 公司）；BT-100B 数显恒流泵（上海沪西分

析仪器厂有限公司）；7180 全自动生化分析仪（日

本日立公司）；VICTOR3 V 型多功能酶标仪（美国

Perkin Elmer 公司）；CM-120 透射电子显微镜（荷

兰 Philips 公司）。 
2  方法 
2.1  大鼠原代肝细胞的提取与鉴定 

采用改良的 Seglen 胶原酶原位 2 步灌流法[6]提

取大鼠原代肝细胞，灌流液 I 为含有 0.02% EDTA
的 D-Hanks’溶液，灌流液 II 为含有 0.05% IV 型胶

原酶的 Hanks’溶液。灌流结束分别以 50×g 离心 5 
min→percoll 分离液（1.06 g/mL）重悬、100×g 离

心 10 min→50×g 离心 5 min 的条件进行离心纯化，

后以台盼蓝拒染法检查细胞存活率[7]，取存活率

在 90%以上的细胞用于下一步实验。 
新鲜提取的大鼠原代肝细胞离心收集之后，进
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行过碘酸雪夫染色（Periodic Acid-Schiff stain，PAS，
糖原染色），于光学显微镜下观察并显微照相。 
2.2  大鼠原代肝细胞和 BRL-3A 细胞培养与生长

规律的研究 
2.2.1  大鼠原代肝细胞的培养 

获得的肝细胞以 WME 完全培养基在 37 ℃、

5% CO2 条件下培养，培养基添加 10%的 FBS、40 
μg/L 地塞米松、600 U/L 胰岛素、10 μg/L 的 EGF、
100 μg/mL 链霉素、100 U/mL 青霉素、1% L-谷氨

酰胺，接种密度为 6×104/cm2，液面深度为 1.5 
mm[8]，每天更换培养液。 
2.2.2  BRL-3A 细胞的培养 

培养基为 DMEM 高糖培养基，添加 10%的

FBS、100 μg/mL 链霉素、100 U/mL 青霉素，隔天

换液，传代比例为 1∶6，待细胞融合至 80%时，用

0.25%胰酶消化后进行实验。 
2.2.3  大鼠原代肝细胞生长规律的研究 

将新鲜提取的大鼠原代肝细胞以每孔 50 μL、
6×105/mL 的密度接种于 96 孔板中，分别于接种 0、
4、8、12、24 h 和 2、3、4、5、6、7、8 d 之后进行

CCK 8 实验，加入含有 10% CCK 8 的培养基孵育 6 
h，测定 450 nm 处吸光度（A）值。接种 0 h 进行的

CCK 8 实验用来计算标准曲线，细胞在接种时是经

过计数的，数目为 y（万个），A 值为 x，计算标准曲

线方程。其他时间点的 A 值代入标准曲线方程求算

细胞数目，绘制生长曲线。 
2.2.4  BRL-3A 细胞生长规律的研究 

调整细胞密度为 32×104/mL，倍比稀释得 0.125×
104、0.25×104、0.5×104、1×104、2×104、4×104、

8×104、16×104、32×104/mL 9 个浓度的细胞悬液，

接种到 96 孔板中，接种 4 h 待细胞贴壁之后，取其

中 1 块板将原培养液吸出，换成含有 10% CCK 8
的培养液，每孔 100 μL，孵育 1 h 之后在 450 nm 处

测定 A 值。细胞在接种 4 h 之内处于潜伏期，并未增

殖，接种体积和密度已知，可计算出细胞数目 y，以

测得的 A 值为 x，求算标准曲线方程。其他的培养板

分别测定培养 0.5、1、2、3、4、5、6、7、8、9、
10 d 后的 A 值，以 A 值代入标准曲线方程求算细胞

数目，绘制生长曲线。 
2.2.5  大鼠原代肝细胞生物学功能检测 

取新鲜提取的大鼠原代肝细胞以 6×105/mL、每

孔 300 μL 的密度接种于 24 孔板中，分别于培养 0、8、
24、48、72 h 的时间点取细胞上清，3 000 r/min 离心

5 min 后，取上清置于无菌 EP 管中，−80 ℃冻存，

实验结束后将所有细胞上清于 4 ℃解冻，用全自动

生化分析仪测定上清中天冬氨酸氨基转移酶（AST）、
丙氨酸氨基转移酶（ALT）、乳酸脱氢酶（LDH）、碱

性磷酸酶（ALP）、白蛋白（ALB）、尿素氮（BUN）、

总蛋白（TP）、葡萄糖（GLU）的水平[9-10]。 
2.3  对 2 种细胞的毒性作用及半抑制浓度（IC50）

的测定 
以完全培养基溶解 APAP，分为空白组、对照

组和 APAP 组，空白组只含培养基，对照组为不加

药的细胞；APAP 组药物浓度分别为 5、10、15、20、
25、30 mmol/L。在 96 孔板中分别培养 2 种细胞：

新鲜提取的大鼠原代肝细胞，调整密度为 6×
105/mL、每孔 50 μL，每天换液，培养 3 d 后换含药

培养基进行给药实验；取对数生长期的 BRL-3A 细

胞，按照 2×104/mL、每孔 100 μL 接种，培养 48 h
后换含药培养基。每组 6 个复孔，分别在给药 4、8、
12、24、48 h 后进行 CCK 8 实验，测定 A 值，计算

抑制率和 24 h 的 IC50，绘制时间-抑制率曲线。 
细胞抑制率＝（A 对照－AAPAP）/（A 对照－A 空白） 

A 空白、A 对照、AAPAP分别为空白组、对照组、APAP 组 A 值 

2.4  对 2 种细胞形态的影响 
2.4.1  对大鼠原代肝细胞形态的影响 

取新鲜提取的大鼠原代肝细胞，接种条件同

“2.2.5”项，培养 3 d 后换含 APAP 的培养基，药物

浓度设置同“2.3”项，刺激 24 h 后，在倒置相差显

微镜下观察原代肝细胞形态并拍照，取 30 mmol/L
组的细胞进行透射电子显微镜超微结构观察[7]。 
2.4.2  对 BRL-3A 细胞形态的影响 

将 BRL-3A 细胞以 2×104/mL、每孔 600 μL 接

种于提前放好爬片的 24 孔板中，待细胞融合至 70%
时，分别给予不同浓度的 APAP 刺激 24 h，收集细

胞进行苏木素-伊红（hematoxylin eosin，HE）染色、

封片[7]，于光学显微镜下观察并照相，取 30 mmol/L
组的细胞进行透射电子显微镜超微结构观察。 
2.5  对 2 种细胞上清生化指标的影响 

分别取新鲜提取的大鼠原代肝细胞（接种条件

同“2.4.1”）和对数生长期的 BRL-3A 细胞（接种条

件同“2.4.2”）接种于 24 孔板中，培养 3 d 后换含

药培养基，给药 24 h 之后取细胞上清，按照“2.2.5”
项方法测定 AST、ALT、LDH、ALP、ALB、BUN、

TP、GLU[11]的水平。 
2.6  统计学处理 
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数据均以 ±x s 表示，IC50 由 Graphpad Prism 6.0
软件计算，标准曲线用 Excel 计算，其他数据应用

SPSS 19.0 软件进行单因素方差分析（one-way- 
ANOVA），Dunnett 法对数据进行统计学分析。 
3  结果 
3.1  大鼠原代肝细胞的提取鉴定 

每只 SD 大鼠可获得（100～300）×106 个细

胞，台盼蓝拒染法计算存活率，其存活率在 80%
以上。原代大鼠肝细胞爬片经 PAS 糖原染色，胞

浆呈紫红色，为 PAS 阳性，纯度达 100%。新鲜提

取的肝细胞经石蜡包埋切片、HE 染色，在光学显

微镜下观察，发现细胞有单核和双核，呈现肝细胞

的典型特征，因此鉴定为大鼠肝实质细胞。结果见

图 1。
 

       
接种 24 h                       接种 48 h                         接种 4 d                        接种 5 d 

图 1  原代大鼠肝细胞不同时期的形态 
Fig. 1  Morphology of rat primary hepatocytes in different periods 

3.2  大鼠原代肝细胞培养与生长规律的研究 
3.2.1  培养及生长规律的研究  大鼠原代肝细胞

佳接种密度为6×104/cm2， 佳液面深度为1.5 mm，

接种 12 h之后部分开始贴壁，24 h之后大部分贴壁，

48 h 完全贴壁，细胞连成岛状结构，第 3 天开始大

量生长，肝细胞自动排列成肝索样结构，肝细胞表

现为多角形，呈典型的肝细胞形态。第 6 天细胞开

始收缩、聚成团并脱落。生长曲线结果显示，接种

8 h 细胞数目急剧下降，10 h 之后趋于稳定并渐渐开

始上升，3～5 d 为对数期，生长迅速，第 6 天开始

下降，进入衰退期。结果见图 2。标准曲线方程为 y＝
2.068 2 x2＋5.655 8 x－0.671 7，R²＝0.999 3。根据生

长曲线，选择接种第 3～5 天的细胞进行给药实验。 
3.2.2  大鼠原代肝细胞泌酶功能  与刚提取的细胞

相比，原代细胞培养 8 h 之后，分泌的 LDH、ALT、
AST 大幅度下降（P＜0.05、0.01），表明提取过程 

 
 
 

图 2  大鼠原代肝细胞生长曲线 
Fig. 2  Growth curve of rat primary hepatocytes 

中受损的细胞在渐渐恢复；从接种 24 h 开始，与刚

提取时相比，GLU 开始下降，TP 和 BUN 升高，此

3 指标变化均差异显著（P＜0.05、0.01），而 BUN
早在接种 8 h 即有小幅度上升，提示肝细胞受损之

后的恢复期内， 先恢复 BUN 的分泌功能，到 24 h
渐渐恢复其他酶的分泌功能。结果见表 1。

表 1  大鼠原代肝细胞培养上清液中酶分泌功能检测 ( x ±s, n = 4) 
Table 1  Enzyme secretion of primary hepatocytes in supernatant ( x ±s, n = 4) 

接种时间/h 
ALT/ 

(U·L−1) 
AST/ 

(U·L−1) 
LDH/ 

(U·L−1) 
ALP/ 

(U·L−1) 
TP/ 

(g·L−1) 
ALB/ 
(g·L−1) 

BUN/ 
(mmol·L−1)

GLU/ 
(mmol·L−1)

0 43.00±1.15 153.25±7.93 598.50±151.14 28.25±0.96 3.40±0.08 2.93±0.46 3.95±0.06 10.96±0.09

8 3.25±0.96** 63.50±6.56** 126.00± 10.23* 33.75±0.96** 3.40±0.14 2.85±0.19 4.06±0.04 10.96±0.08

24 7.00±0.82** 120.50±9.75** 152.75±  7.41* 30.25±1.50 3.73±0.15** 2.98±0.33 4.26±0.10** 9.50±0.34*

48 3.50±1.00** 75.00±5.00** 77.25±  1.90* 35.00±0.00** 3.63±0.05** 3.25±0.17 4.17±0.06** 9.68±0.26**

72 3.00±0.82** 88.25±5.00** 73.50±  1.00* 34.50±0.58** 3.63±0.13* 3.28±0.17 4.20±0.06** 9.48±0.22**

与 0 h 组比较：*P＜0.05  **P＜0.01 
*P < 0.05  **P < 0.01 vs 0 h group 
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3.3  BRL-3A 细胞的生长规律的研究 
BRL-3A 细胞标准曲线方程为 y＝34.259 x＋

0.626 3，R²＝0.997 6。细胞传代后 4 h 即全部贴壁

伸展，呈梭形或多边形，细胞形态饱满，折光性好，

根据接种密度的不同，潜伏期和对数期持续长短各

不相同， 佳接种密度为 2×104/mL，接种 48 h 后

进入对数生长期，持续 3 d。结果见图 3。 
 

 

图 3  不同接种密度的BRL-3A细胞生长曲线 ( x ±s, n = 12) 
Fig. 3  Growth curves of BRL-3A cells with different 

inoculation concentration ( x ±s, n = 12) 

3.4  作用于2种细胞的 IC50的测定及毒性作用研究 
APAP 对 2 种细胞有毒性作用，随着浓度和作

用时间增加，抑制作用逐渐增强。作用 4 h，对大鼠

原代肝细胞没有抑制作用，对 BRL-3A 细胞的抑制

作用随着浓度升高而增大。作用 24 h，当 APAP 浓

度高于 15 mmol/L 时，对 2 种细胞的抑制率较为一

致，20 mmol/L 的 APAP 对 2 种细胞的抑制率都达

到 50%以上；5 mmol/L 的 APAP 对大鼠原代肝细胞

抑制率达到 18.88%，而对 BRL-3A 细胞具有促进生

长的作用。作用 24 h 对大鼠原代肝细胞和 BRL-3A
细胞的 IC50分别为 18.03 mmol/L（95%置信区间为

17.28～18.81 mmol/L）和 20.05 mmol/L（95%置信

区间为 18.99～21.17 mmol/L）。结果见表 2。 
3.5  对 2 种细胞形态的影响 
3.5.1  对大鼠原代肝细胞形态的影响  对照组细胞

贴壁牢固，呈上皮样连成岛状，折光性好，高倍镜

下可观察到丰富的细胞器和细胞核，5 mmol/L 组细

胞形态变化不明显，10～20 mmol/L 组随着染毒浓

度增加贴壁细胞明显减少，皱缩，悬浮细胞增多，

30 mmol/L 组细胞折光性差，明显变形，贴壁不牢。

结果见图 4。 
3.5.2  对 BRL-3A 细胞形态的影响  对照组细胞胞

核呈圆形、卵圆形，核浆比例均匀，可见分裂核，

生长状态良好。5 mmol/L 组爬片与对照组比较，稍

微淡染，但状态相对较好。20 mmol/L 组细胞散在，

相对稀疏，可见弥漫分布，胞核圆形、卵圆形或不

规则性，胞浆宽窄不一，核浆比例多少不一，核分

裂不多见，结构不清，与对照组比较，明显淡染。

30 mmol/L 组可见细胞弥散分布，较其它爬片明显 

表 2  APAP 对大鼠原代肝细胞和 BRL-3A 细胞的抑制率 ( x ±s, n = 8) 
Table 2  Inhibition of APAP on growth of primary hepatocytes and BRL-3A cells ( x ±s, n = 8) 

原代肝细胞 
剂量/(mmol·L−1) 

4 h 抑制率/% 8 h 抑制率/% 12 h 抑制率/% 24 h 抑制率/% 48 h 抑制率/% 

5  −4.07±6.41  5.53±5.00 25.19±2.77 18.88±5.26 33.17±13.47 
10  −2.74±8.33 −1.18±3.51 17.64±2.16 34.01±4.05 42.96± 8.14 
15  −9.43±1.81 −0.77±4.31 22.34±2.93 44.39±2.19 70.19±11.99 
20  −7.66±2.56  3.47±3.15 21.80±2.49 55.60±2.52 78.14± 2.73 
25 −11.54±3.80  8.03±1.66 26.87±0.87 56.13±3.15 78.78± 7.84 
30   4.14±4.24 19.63±4.57 35.00±1.89 64.76±2.31 81.53± 6.06 

BRL-3A 
剂量/(mmol·L−1) 

4 h 抑制率/% 8 h 抑制率/% 12 h 抑制率/% 24 h 抑制率/% 48 h 抑制率/% 

5 −2.22±20.11 0.42± 9.54 −1.73± 9.69 −8.45±4.88 66.32±10.15 
10 −0.57± 5.29 5.67± 5.48 13.50± 8.44 18.44±4.20 81.74± 8.05 
15 5.11±11.33 12.29± 5.46 24.28±10.22 37.01±2.45 90.33± 2.46 
20 11.10± 7.43 19.18±10.99 28.86± 8.16 51.21±8.20 96.70± 1.38 
25 16.29± 9.24 29.17±12.24 44.56± 8.73 52.91±3.29 97.83± 1.21 
30 27.16± 5.48 42.61±11.99 61.50± 9.00 79.82±8.61 99.04± 1.16 

 

60 

50 

40 

30 

20 

10 

0 

细
胞
数
×

10
4
个

 

1     2     3     4     5     6     7    8     9    10
t/d 

0.125×104·mL−1

0.25×104·mL−1 

0.5×104·mL−1 
1×104·mL−1 
2×104·mL−1 
4×104·mL−1 
8×104·mL−1 

16×104·mL−1 
32×104·mL−1



  Drug Evaluation Research  第 39 卷 第 3 期  2016 年 6 月 

            

• 354 • 

稀疏，部分区域可见多量细胞缩成团，结构不清，

细胞核几乎不可见。结果见图 5。 
3.5.3  对 BRL-3A 细胞、大鼠原代肝细胞超微结构

的影响  在 30 mmol/L APAP 的作用下，BRL-3A 细

胞在透射电子显微镜下观察，出现严重的结构损伤，

核膜破裂，细胞边界模糊不清。原代大鼠肝细胞线

粒体等细胞器几乎完全破损，依稀可以看到部分糖

原和双核结构。结果见图 6。 
 

       

对照                   APAP 5 mmol·L−1                APAP 20 mmol·L−1               APAP 30 mmol·L−1 

图 4  APAP 对细胞形态学的影响 
Fig. 4  Toxic effect of APAP on cell morphology 

 

      

         对照                     APAP 5 mmol·L−1               APAP 20 mmol·L−1                APAP 30 mmol·L−1 

图 5  APAP 对 BRL-3A 细胞形态学的影响 
Fig. 5  Toxic effect of APAP on BRL-3A cell morphology 

 

                          

图 6  APAP 对 BRL-3A 细胞、大鼠原代肝细胞超微结构的影响 
Fig. 6  Toxic effect of APAP on ultrastructure of BRL-3A cells and primary hepatocytes 

3.6  对 2 种细胞上清生化指标的影响 
3.6.1  对大鼠原代肝细胞上清生化指标的影响  
作用 24 h 之后，随着 APAP 浓度的升高，10、25、
30 mmol/L 组的 AST 和所有给药组的 BUN、GLU
显著升高（P＜0.01）；ALP、LDH 给药组与对照组

比较显著降低（P＜0.05、0.01）；ALB 和 TP 变化

差异不显著（P＞0.05）。结果见表 4。 
3.6.2  对 BRL-3A 细胞上清生化指标的影响  作用

24 h 之后，随着 APAP 浓度的升高，BRL-3A 细胞

分泌的 AST 有所升高，差异不显著；与对照组比较，

ALP、LDH 显著降低（P＜0.05、0.01）；25、30 mmol/L
组的 ALT 显著升高（P＜0.05）。结果见表 5。 

100 μm

50 μm

   BRL-3A 细胞                                           原代肝细胞 
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表 4  APAP 对大鼠原代肝细胞的酶学变化的影响( x±s, n = 4) 
Table 4  Acetaminophen influence on enzyme secretion of primary hepatocytes ( x ±s, n = 4) 

组别 
剂量/ 

(mmol·L−1) 
AST/ 

(U·L−1) 
ALT/ 

(U·L−1) 
GLU/ 

 (mmol·L−1)
BUN/ 

(mmol·L−1)
ALB/ 
(g·L−1) 

TP/ 
(g·L−1) 

ALP/ 
(mmol·L−1) 

LDH/ 
(U·L−1) 

空白 — 3.25±0.96 0.25±0.50 11.57±0.20 3.73±0.08 3.05±0.31 3.55±0.13 34.50±0.58 56.75± 1.71 
对照 — 92.75±5.68 4.25±1.71 9.43±0.19 4.13±0.04 3.13±0.26 3.63±0.05 34.25±0.98 81.25±13.89 
APAP  5 108.00±3.56* 4.75±0.96 10.54±0.24** 4.34±0.13** 3.10±0.12 3.63±0.05 30.75±0.98** 22.75± 3.59*

 10 123.75±5.97** 5.75±1.71 10.93±0.30** 4.43±0.02** 3.30±0.08 3.63±0.05 29.25±0.50** 3.00± 1.41**

 15 95.75±3.77 5.75±0.76 11.16±0.28** 4.47±0.09** 3.01±0.16 3.68±0.10 28.00±0.82** 3.25± 0.96**

 20 82.50±8.66 5.25±0.36 11.60±0.14** 4.39±0.03** 3.28±0.17 3.68±0.13 27.25±0.50** 2.50± 0.58**

 25 64.00±5.42** 4.00±0.82 11.86±0.29** 4.40±0.13** 3.33±0.22 3.68±0.10 26.25±0.96** 3.00± 1.63**

 30 72.00±9.83** 4.50±0.58 11.72±0.33** 4.37±0.06** 3.33±0.17 3.78±0.21 24.50±0.58** 3.75± 0.96**

与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01，下同 
*P < 0.05  **P < 0.01 vs control group, same as below 

表 5  APAP 对 BRL-3A 细胞的酶学变化的影响 ( x±s, n = 4) 
Table 5  Acetaminophen influence on enzyme secretion of BRL-3A cells ( x ±s, n = 4) 

组别 剂量/(mmol·L−1) LDH/(U·L−1) ALP/(U·L−1) AST/(U·L−1) ALT/(U·L−1) TP/(g·L−1) ALB/(g·L−1)
空白 — 62.75±1.71 36.25±0.50 6.00±0.00 4.00±0.00 10.50±0.41 2.43±0.05 
对照 — 77.25±1.89 34.25±0.50 7.25±0.96 2.75±0.50 10.20±0.22 2.33±0.05 
APAP  5 39.00±2.16** 34.00±1.41 7.50±1.29 3.50±0.58 10.18±0.26 2.33±0.05 

 10 18.00±2.16** 32.25±0.50* 7.00±1.41 3.50±0.58 10.18±0.10 2.28±0.05 
 15 13.25±2.22** 31.50±1.29** 8.25±1.26 3.25±0.96 10.35±0.13 2.30±0.00 
 20 8.50±1.29** 30.75±0.50** 7.75±0.96 3.25±0.50 10.20±0.26 2.35±0.06 
 25 5.50±1.00** 30.25±0.96** 8.00±0.00 3.75±0.50* 10.55±0.13 2.35±0.06 
 30 4.50±0.58** 29.75±0.50** 8.50±0.58 4.00±0.00*  10.73±0.26* 2.35±0.06 

 
4  讨论 

本研究将大鼠原代肝细胞和大鼠正常肝细胞系

BRL-3A 细胞暴露于同样浓度范围（5～30 mmol/L）
的肝毒性药物 APAP，测定不同浓度药物对细胞的

毒性。细胞存活率是反映细胞受损的重要指标，

APAP 作用于大鼠原代肝细胞和 BRL-3A 细胞 24 h
后，10～30 mmol/L 给药组细胞存活率均低于对照

组，抑制率随着药物浓度增大而增大，呈现剂量-
效应关系，APAP 对大鼠原代肝细胞的 IC50为 18.03 
mmol/L，对大鼠 BRL-3A 细胞的 IC50 为 20.05 
mmol/L，2 种细胞的 95%置信区间没有交叉部分，

完全独立，即 2 个 IC50 之间有显著性差异，提示

BRL-3A 细胞对 APAP 肝毒性的敏感性较原代大鼠

肝细胞差。APAP 在较低浓度（5 mmol/L）时，对

原代大鼠肝细胞的抑制率大于 BRL-3A 细胞，而在

较高浓度（30 mmol/L）时，对 BRL-3A 细胞的毒性

大于大鼠原代肝细胞。在暴露于肝毒性药物 APAP
时，传代肝细胞系 BRL-3A 细胞的酶学指标的变化

几乎没有显著性，而原代大鼠肝细胞的 AST、ALT

显著升高，GLU 水平升高，即其消耗量下降，提示

原代大鼠肝细胞能够以酶学指标变化来指示肝毒

性。王雁等[12]进行了 APAP 的在体动物实验，发现

大鼠血清中 AST、ALT 显著升高，与本研究结果吻

合，表明大鼠原代肝细胞具有与在体动物实验模型

相似的肝毒性评价能力。同样源自大鼠肝脏，

BRL-3A 细胞在药物的敏感性和肝脏特有的代谢酶

表达水平方面均低于大鼠原肝细胞，可能是由于其

长期传代生长，慢慢去分化成为上皮样细胞，逐渐

丧失了肝细胞原有的特性。 
本实验发现，24 孔板每孔 300 μL，细胞密度为

6×105/mL 时为 佳原代细胞培养条件，随着单位

培养面积细胞数量的增加，细胞存活率降低，甚至

完全不贴壁，这与常规的 24 孔板每孔 600 μL[13-14]

差别较大，推测原因可能与培养液深度有关。BUCK 
L D 报道，原代肝细胞对氧气比较敏感，当培养液

深度大于 2 mm 时，即有缺氧的危险[8]，经计算本

实验培养液深度为 1.5 mm，与文献报道一致。文献

报道[15]，多用 I 型胶原包被培养板以促进细胞贴壁，
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但由于其是天然来源，含有很多不确定成分，用于

给药实验时会造成一定的干扰，在原代大鼠肝细胞

培养液 WME 培养基中除了添加常规的 FBS 和双抗

之外，额外添加地塞米松、胰岛素和 EGF，为肝细

胞提供必要的生长因子，以促进其贴壁和 DNA 合

成，在用于评价药物早期肝毒性时具有更大的优势。 
本实验发现，一方面，大鼠原代肝细胞达到半

数抑制量所需要的 APAP 浓度低于 BRL-3A 细胞，

即暴露在较低浓度的药物下即可检测出肝毒性，提

示其敏感性较好；同时其分泌的 AST、ALT、GLU
随着药物暴露量增加而产生相应的变化，与在体动

物实验结果一致，而 BRL-3A 细胞几乎所有的酶学

指标变化都没有统计差异，具有一定的局限性；另

一方面，原代大鼠肝细胞体外培养存活时间较短，

而 BRL-3A 细胞是永生化细胞，可以无限传代，在

进行长期反复给药实验中，BRL-3A 细胞则是较为

合适的细胞模型。BRL-3A 细胞和大鼠原代肝细胞

作为 2 种临床前早期药物肝毒性评价模型，各自有

不同的优势。在临床前早期肝毒性药物筛选中，需

要根据不同的实验要求选择合适的评价模型，才能

更好地开展临床前药物安全性评价工作。另外，与

永生化细胞相比，大鼠原代肝细胞更能体现药物的

肝脏毒性作用，BRL-3A 细胞缺少肝脏重要酶类，

增加永生化细胞肝脏酶类是提升永生化细胞作为肝

脏毒性筛选模型的更好手段之一。 
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