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【 评价方法学 】 

人源 HepaRG 肝细胞毒性与遗传毒性高通量筛选方法的初步建立 
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摘  要：目的  利用正常人源肝细胞（HepaRG）和高内涵技术检测肝毒性标志物，并结合微核试验和单细胞凝胶电泳试

验建立体外细胞毒性和遗传毒性的快速筛选平台。方法  选取适当的荧光探针 Hoechst33342、DCFH-DA、Fluo4-AM、

MitoTracker® Red CMX Ros 联合高内涵技术研究不同大黄蒽醌类单体（AQs）对 HepaRG 细胞活性氧簇（ROS）、胞内

Ca2＋含量及线粒体膜完整性等肝毒性标志物的影响，并开展高内涵法胞质分裂阻断法微核试验和高通量彗星电泳试验，综合

评价 AQs 致肝细胞毒性及染色体、DNA 损伤情况。结果  与对照组比较，HepaRG 细胞经 25.0 μg/mL 大黄素、12.5 和 25.0 
μg/mL 芦荟大黄素、50 和 25.0 μg/mL 大黄酚处理 24 h 后，胞内 ROS 含量显著增多；12.5 和 25.0 µg/mL 芦荟大黄素和 50.0 μg/mL
大黄酸可引起胞内 Ca2+含量显著增多；大黄素 25.0 µg/mL、芦荟大黄素 25.0 µg/mL、大黄酚 50.0 和 25.0 µg/mL、大黄酸 50.0
和 25.0 µg/mL 组导致线粒体明显损伤（P＜0.05、0.01）。与对照组比较，25.0 μg/mL 大黄素诱导微核率、尾 DNA 含量和彗星尾距

（OTM）数值均显著升高（P＜0.05、0.01）；50.0 μg/mL 大黄酚给药 72 h 后微核率显著升高（P＜0.01）。结论  AQs 的研究结果与

现有文献报道基本相符。本研究成功建立肝细胞毒性和遗传毒性的联合快速筛选模型，有助于药物研发早期的毒性筛选。 
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Abstract: Objective  To detect the hepatotoxicity biomarkers using normal human hepatocyte (HepaRG) and high-content 
screening, and to combine the micronucleus test and single cell gel electrophoresis to estalish a rapid screening platform for in vitro 
cytotoxitity and genotoxicity. Methods  The effects of rhubarb anthraquinones (AQs) on the reactive oxygen species (ROS), 
intracellular Ca2+ concentration and mitochondrial membrane potential (MMP) in HepaRG cells were studied using appropriate 
fluorescent probes Hoechst33342､DCFH-DA､Fluo4-AM､Mito Tracker Red CMX Ros and high-content screening methods, and the 
potential genotoxiciy triggered by AQs were analyzed using the high-content based cytokinesis block micronucleus test and high 
throughput comet assay. Results  The intracellular ROS level of HepaRG cells was significantly elevated by a 24 h treatment with 
Emodin (25.0 μg/mL), aloe-emodin (25.0 μg/mL) or chrysophanol (50.0 μg/mL), which are dose-concentration dependent (P < 0.05  
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and 0.01); the intracellular Ca2+ increased and mitochondrial damage were observed with the treatment of aloe-emodin (25.0 μg/mL) and 
rhein (50.0 μg/mL, P < 0.05 and 0.01). Comparing to control group, Emodin (25.0 μg/mL) induced an increased micronucleus rate (1.59% ± 
0.68 %，P < 0.01) and significantly higher percentage tail DNA and Olive tail moment (respectively 10.155% ± 2.17% and 0.510 ± 0.06, P < 
0.05 and 0.01) after 24 h; while the chrysophanol increased the micronucleus rate to 1.29% ± 0.54% (P < 0.01) after 72 h. Conclusion  The 
results on the cytotoxicities and genotoxicities of AQs are consistent with the literatures. In this study, a rapid screening model for both 
hepatotoxicity and genotoxicity was successfully established, which will help with the early screening during the drug development stage. 
Key words: rhubarb anthraquinones; HepaRG cell; high throughput screening; hepatotoxicity; reactive oxygen species; 
mitochondrial damage; genotoxicity; DNA breakage; chromosome damage; micronucleus assay; single cell gel electrophoresis assay; 
emodin; aloe-emodin; chrysophanol; rhein 

 
肝脏是代谢的主要器官，药源性肝损伤

（Drug-induced liver injury，DILI）引起的肝硬化或

坏死等严重不良反应是药物研发失败或上市后撤回

的主要原因[1-3]。对药物引起的肝毒性评价是新药安

全性评价的重要组合部分，目前肝细胞毒性仍主要

采用传统的评价技术和手段，在灵敏度和特异性等

方面均存在一定的缺陷。随着 3Rs（reduction、
replacement、refinement）原则的实施[4]，体外替代

研究逐渐成为热点。体外高通量研究与传统的试验

方法比较，具有相对客观性，能快速准确地对受试

物的毒性进行筛选，节省人力并保障实验动物的福

利。欧洲替代方法验证中心（European Centre for the 
Validation of Alternative Methods，ECVAM）等目前

已建立了一些关于体外肝毒性的快速检测方法，并

成功应用于 1 000 多种化合物的快速筛选，准确性

较高。金家金 [5]利用高内涵筛选分析技术（high 
content screening，HCS）针对 HepaG2 细胞的细胞

数目、DNA 含量、总谷胱甘肽（glutathione，GSH）

水平、ROS 活性氧簇（reactive oxidative species，
ROS ） 水 平 及 线 粒 体 膜 电 位 （ mitochondrial 
membrane potential，MMP）等指标进行定量或定性

检测，经比较与 MTT 比色法结果基本一致。 
遗传毒性是药物非临床安全性评价的重要组成

部分，与其他毒理学评价，如生殖毒性和致癌性研

究密切相关[6]，是药物进入临床试验和新药上市的

重要环节。肝脏是主要的代谢器官和药物毒性的主

要靶器官之一，也是遗传毒性评价首选的靶器官。

人用药品注册技术规定国际协调会议（ICH）在 2011
年颁布的药物遗传毒性研究技术指导原则的修订草

案 ICH S2（R1）中建议在体内遗传毒性研究中，除

针对染色体损伤的检测外，增加肝细胞彗星试验或

其他组织靶点的体内试验作为第二遗传学终点[7]。 
使用原代肝细胞进行肝毒性评价是肝毒性体外

评价的金标准，而原代细胞培养存在一定难度。

HepaRG 肝细胞来源于人肝祖细胞系，是终末分化

的肝细胞，保留了许多原代肝细胞的特征，如药物

转运蛋白和关键代谢酶等。本研究创新性选用增殖

分化能力高的 HepaRG 细胞作为研究模型，以细胞

内 ROS 水平、Ca2+含量以及线粒体损伤为肝细胞毒

性标志物，并结合高内涵法胞质分裂阻断法微核试

验（cytokinesis-block micronucleus cytome assay，
CBMN-cyt）和高通量碱性彗星电泳试验比较不同化

合物对肝细胞的毒性，初步探究高通量体外

HepaRG 肝细胞毒性快速筛测方法的可行性，有助

于药物研发早期肝毒性筛选。 
大黄蒽醌类单体（anthraquinones，AQs）是大

黄药理作用的主要成分，主要包括大黄素、芦荟大

黄素、大黄酚、大黄酸和大黄素甲醚等，具有潜在

肝毒性、肾毒性和致癌性。连续 2 年 F344/N 大鼠

经口给予大黄素致癌实验提示，食物中掺入（0.28～
2.5）×10−3 大黄素对 F344/N 雄性大鼠无致癌性，

却可诱导雌性大鼠外耳道腺癌（Zymbal’s gland 
carcinoma）发生率升高[8]。研究提示，大黄蒽醌类化

合物因结构中含有蒽醌环，可通过抑制 ATP 与拓扑异

构酶 II（Topoisomerase II，Topo II）结合诱导突变，

而吖啶环的结构可嵌入 DNA 链导致 DNA 断裂[9]。本

研究选用具有潜在遗传毒性的 AQs 进行研究，与文献

报道结果进行比较，从而验证筛选平台的可靠性。 
1  材料 
1.1  药物及主要试剂 

芦荟大黄素（批号 110795-201609）、大黄素（批

号 110756-200110）、大黄酸（批号 110757-200206）
和大黄酚（批号 11079-201520）标准品，均购自中

国食品药品检定研究院，纯度 98%；RPMI1640 培

养基、0.25%胰酶/1 mmol/L EDTA、DCFH-DA 染料、

Mito Tracker® Red CMXRos（Invitrogen）；胎牛血

清 、 I 型 鼠 尾 胶 原 （ Gibco ）； EDTA-2Na
（Sigma-Aldrich）；青霉素链霉素混合液、PBS 磷酸
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盐缓冲液（Hyclone）；无水乙酸、无水乙醇（北京

化工厂）；DMSO（国药集团）；钙离子指示探针

Fluo4-AM （南京凯基生物）；Trevigen Comet Assay 
Kit 彗星检测试剂盒（Trevigen）；Hoechst 33342 荧

光探针（Molecular Probes）；SYBR Green I nuclei 
acid gel stain（Life Technologies）；细胞松弛素 B

（Sigma-Aldrich）。 
1.2  细胞 

HepaRG 细胞（代数 10 次以内），来自中国医

学科学院细胞库，液氮保存。 
1.3  主要仪器 

SPECTRAmax-PLUS 型酶 标仪 （ Molecular 
Devices）；5810R 型离心机（Eppendorf）；DYCP31F 
型电泳仪（北京市六一仪器厂）；Eclipse 80i 荧光显

微镜（Nikon）；Komet 6.0 图像分析系统（Andor 
Technology）；IN Cell 2 000 高内涵分析仪（GE 
Healthcare）；Cell Insight CX5 高内涵成像系统

（Thermo Fisher Scientific）。 
2  方法 
2.1  高通量肝细胞毒性筛选 
2.1.1  细胞接种及给药处理  HepaRG 细胞使用

RPMI 1640 完全培养基（含 10% FBS）培养。经

CCK-8 法摸索发现，细胞以密度为 1×104/mL 接种

于 96 孔板时，给药处理后细胞密度较为适宜，可避

免因接触抑制导致的大量细胞死亡。故正式实验选

用 1×104/mL 为接种密度，每孔 100 µL。细胞接种

后在 37 ℃、5% CO2 条件下培养 18～24 h，待细胞

生长良好并达到对数生长期更换不同浓度对照品

（0.5% DMSO）及各浓度大黄素（25.0、12.5、6.3、
3.1、1.6、0.8、0.4、0.2、0.1 µg/mL）、芦荟大黄素

（25.0、12.5、6.3、3.1、1.6、0.8、0.4、0.2、0.1 µg/mL）、
大黄酚（50.0、25.0、12.5、6.3、3.1、1.6、0.8、0.4、
0.2 µg/mL）和大黄酸（50.0、25.0、12.5、6.3、3.1、
1.6、0.8、0.4、0.2 µg/mL）处理 24 h，阳性对照品

（H2O2，25 µmol/L）处理 4 h，每个浓度 8 个复孔。 
2.1.2  肝毒性指标测定  1）胞内 ROS 含量测定：

每孔加入 100 µL 含 Hoechst 33342（终质量浓度 2.5 
µg/mL）和 DCFH-DA（终质量浓度 2.5 µg/mL）的

培养基混合液；2）胞内钙离子（Ca2+）含量的测定：

每孔加入 100 µL 含 Hoechst 33342（终质量浓度 2.5 
µg/mL）和 Fluo4-AM（终浓度 0.75 µmol/L）的培

养基混合液；3）线粒体损伤水平的测定：每孔加入

100 µL 含 Hoechst 33342（终质量浓度 2.5 µg/mL）

和 MitoTracker® Red CMX Ros（终浓度 100 
nmol/L）的培养基混合液。移除含各受试物的培养

基，并使用 0.1 mL 新鲜培养基冲洗细胞 2 次，分别

加入上述染料与细胞在 37 ℃条件下培养 30 min。
移除含染料的培养基，使用 PBS 100 µL 清洗 2 次，

每孔加入 50 µL 含 5%甲醇的 PBS 溶液固定。染色

后的样本使用 IN Cell 2 000 型高内涵系统进行检

测，计算给药组与对照组平均荧光强度比值。 
2.2  高通量微核试验 
2.2.1  细胞接种及给药处理  微核实验接种前 96
孔板需每孔加 50 µL 鼠尾胶原，轻拍使鼠尾胶原平

铺，37 ℃、5% CO2恒温培养箱中放置过夜，每孔

各加 100 µL PBS 冲洗，重复 2 次。细胞以 1×104/mL
的密度接种于 96 孔板，每孔 100 µL。细胞接种后

在 37 ℃、5% CO2条件下培养 18～24 h，待细胞生

长良好并达到对数生长期更换不同浓度对照品

（0.5% DMSO）及各浓度大黄素（25.0、12.5、6.3、
3.1、1.6、0.8、0.4、0.2、0.1 µg/mL）、芦荟大黄素

（25.0、12.5、6.3、3.1、1.6、0.8、0.4、0.2、0.1 µg/mL）、
大黄酚（50.0、25.0、12.5、6.3、3.1、1.6、0.8、0.4、
0.2 µg/mL）和大黄酸（50.0、25.0、12.5、6.3、3.1、
1.6、0.8、0.4、0.2 µg/mL）处理 24 h，每个浓度 3
个复孔。移除含各受试物的培养基，使用 0.1 mL 新

鲜培养基冲洗细胞，之后更换含有细胞松弛素 B（3 
µg/mL）的培养液（100 µL/孔），继续培养约 1.5 个

细胞倍增时间（36 h）。 
2.2.2  染色、拍照及分析   培养结束后移除含细

胞松弛素 C 的培养基，使用 100 µL 新鲜培养基冲

洗细胞并移除液体。每孔加入 100 µL 含 Hoechst 
33342（终质量浓度 5 µg/mL）的培养基混合液，在

37 ℃、5% CO2条件下培养 30 min。之后移除含染

料的培养基，使用 PBS 100 µL 清洗 2 次，每孔加入

50 µL含5%甲醇的PBS溶液固定，并使用Cell Insight 
CX5 高内涵成像系统型高内涵系统进行检测。 
2.3  高通量彗星试验 
2.3.1  单细胞悬液制备   调整细胞密度为 1×
105/mL，取 6 孔细胞培养板（设 3 个复孔），每孔添

加 4 mL 培养液/细胞液混合液。轻轻敲打混匀，置

37 ℃、5% CO2 孵箱培养 18～24 h。细胞达对数生

长期时，更换不同浓度对照品（0.5% DMSO）、阳

性对照品[分别为丝裂霉素 C（Mitomycin C，MMC）
1 µg/mL、甲磺酸乙酯（Ethyl Methanesulfonate，
EMS）200 µg/mL、H2O2 25 µmol/L 和环磷酰胺
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（Cyclophosphamide，CP）100 µg/mL]及各质量浓度

大黄素（6.25、12.5、25.0 µg/mL）、芦荟大黄素（6.25、
12.5、25.0 µg/mL）、大黄酚（12.5、25.0、50.0 µg/mL）
和大黄酸（12.5、25.0、50.0 µg/mL）分别处理 24 h，
收获细胞并将密度调整为 2×105/mL。 
2.3.2  制片、裂解、解旋及电泳  根据 Trevigen 
Comet Assay Kit 彗星检测试剂盒说明准备裂解液、

LMAgarose 等试剂，放置适宜温度保存，1.5 mL 试

管 37 ℃水浴预热，每管预先加入 300 μL Comet 
LMAgarose（Trevigen Comet Assay Kit 彗星检测试

剂盒中琼脂糖凝胶制备试剂）。每孔取单细胞悬液

30 μL，用移液头与预热的 Comet LMAgarose 迅速

混合均匀 1～2 次后铺片，保证细胞均匀分布于每

孔，每个样本平行 2 孔。铺片结束后迅速将玻片置

于 4 ℃、避光冷却 30 min。将玻片置于 4 ℃预冷

的裂解液中避光，4 ℃过夜，裂解液平面刚好没过

玻片表面。裂解后使用预冷的超纯水清洗 3 次，每

次 5 min。预先将电泳槽置于密闭冰盒内冷却备用。

将玻片平行码放在电泳槽内，缓缓添加预冷的碱性

解旋液（pH＞13）没过玻片。室温、避光解旋 20 min。
电泳时设置电压为 0.7 V/cm，此时电流约为 300 

mA，电泳时间 20 min。电泳结束后，取出玻片，

轻轻擦拭，去除多余液体。在中和液中漂洗 2 次，

每次 5 min。之后取出玻片，浸于无水乙醇溶液脱

水至少 10 min。将玻片放置通风处，室温自然干燥。 
2.3.3  染色、拍照及分析   染色时将稀释过的

SYBR Green I（1∶10 000）加在每孔表面，4 ℃冰

箱放置 5 min，去除多余液体，室温、避光晾干。

拍照前加盖玻片，选择靠近孔中间位置且细胞密度

适 中 的 视 野 拍 照 。 使用 Komet 6.0 （ Andor 
Technology）彗星图像分析软件进行分析，每个样

品至少计数 100 个彗星细胞的尾 DNA 含量和 Olive
尾距（Olive tail moment，OTM）的中位数，计算每

个剂量组的中位数的平均值及标准差。 
2.4  数据处理 

所有数据均以  sx ± 表示，采用 GraphPad Prism 
5 软件，对 3 组及以上数据采用单因素方差分析。 
3  结果 
3.1  对 HepaRG 细胞毒性筛查 

细胞总体 ROS 水平检测结果显示（图 1），与

对照（100.00±9.57）%比较，阳性对照 H2O2 组的

ROS 含量（167.93±21.83）%显著增加（P＜0.01）， 
 

         

 

         
 

 

与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01 
*P < 0.05  **P < 0.01 vs control group 

图 1  AQs 对 HepaRG 细胞 ROS 水平的影响（ x ±s, n = 8） 
Fig. 1  Effects of AQs on ROS level of HepaRG cells ( x ±s, n = 8) 
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提示该研究体系成立；经给药处理 24 h 后，大黄素

25.0 μg/mL 组 ROS 水平为（160.85±20.99）%、芦

荟大黄素 12.5 和 25.0 μg/mL 组分别为（136.55±
13.85）%和（143.25±11.45）%、大黄酚 50 和 25.0 
μg/mL 组分别为（149.08±10.74）%和（141.5±
25.00）%，与对照组比较，显著升高（P＜0.05、0.01），
且与剂量正相关。大黄酸给药剂量范围内未见对

HepaRG 细胞的 ROS 水平产生影响。 
胞质中 Ca2+浓度检测结果显示（图 2），与对照

组（100.00±8.10）%比较，阳性对照组 H2O2的 Ca2+

含量（140.71±16.48）%显著增加（P＜0.01），提

示该实验系统成立；经给药处理 24 h 后，芦荟大黄

素 12.5 和 25.0 µg/mL 组 Ca2+含量为（125.10±
7.28）%和（130.00±3.13）%、大黄酸 50.0 µg/mL 组

为（146.40±6.48）%，与对照组比较显著升高（P＜
0.05、0.01）。大黄素和大黄酚在给药剂量范围内未

见 Ca2+含量改变。此外，所有受试的 AQs 组的胞质

中 Ca2+含量均与给药浓度呈正相关。 
 

         
 
 

          

 

与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01 
*P < 0.05  **P < 0.01 vs control group 

图 2  AQs 物胞内钙离子含量检测结果（ x ±s, n = 8） 
Fig. 2  Effects of AQs on the intracellula Ca2+ content of HepaRG cells ( x ±s, n = 8) 

线粒体功能正常时，经 MitoTracker® Red CMX 
Ros 活体染色后进入线粒体的染料的量较多；反之当

线粒体出现损伤时，进入线粒体的荧光染料量降低，

检测的荧光强度也相应降低。线粒体损伤水平检测结

果（图 3）显示，与对照组荧光强度（100.00±6.35）%
比较，阳性对照 H2O2 组为（78.13±9.45）%，细胞

中的染料含量显著减少（P＜0.01），提示损伤模型的

建立；大黄素 25.0 µg/mL 组染料含量为（84.33±
5.03）%、芦荟大黄素 25.0 µg/mL 组为（85.35±
2.34）%、大黄酚 50.0 和 25.0 µg/mL 组为（85.33±
4.38）%和（89.45±1.30）%、大黄酸50.0和25.0 µg/mL
组为（88.03±4.14）%和（89.03±2.45）%，与对照

组比较显著降低（P＜0.05、0.01）。进入线粒体的染

料含量与给药浓度呈反比。 
3.2  对 HepaRG 细胞微核率的影响 

双核细胞微核图例见图 4。所有组别的细胞在给

药 24 h 后，细胞及细胞核形态均正常；而给药 72 h
后，除大黄酚组外，其余最高浓度组均因细胞大量死

亡而无法获得足够细胞用于分析。与对照组[24 和 72 
h 处理组微核率分别为（0.21±0.07）%和（0.15±
0.11）%]比较，给药 24 h 后大黄素（25.0 µg/mL）可

诱导微核率显著性升高[（1.59±0.68）%，P＜0.01]；
给药 72 h 后大黄酚（50.0 µg/mL）可诱导微核率显

著性升高[（1.29±0.54）%，P＜0.01）]。见图 5。 

150% 

100% 

50% 

0.0 

150% 

100% 

50% 

0.0 

** 
* 

** 

** 
150% 

100% 

50% 

0.0 

150% 

100% 

50% 

0.0 

** ** 

对照 0.1  0.2  0.4  0.8  1.6  3.1  6.3 12.5  25.0 H2O2 

芦荟大黄素/(µg·mL−1) 

对照 0.1  0.2  0.4  0.8  1.6  3.1  6.3 12.5  25.0 H2O2 

大黄素/(µg·mL−1) 

C
a2+

含
量

/%
 

C
a2+

含
量

/%
 

C
a2+

含
量

/%
 

C
a2+

含
量

/%
 

** 

对照 0.2  0.4  0.8  1.6  3.1  6.3 12.5  25.0 50.0 H2O2 

大黄酚/(µg·mL−1) 

对照 0.2  0.4  0.8  1.6  3.1  6.3 12.5  25.0 50.0 H2O2 

大黄酸/(µg·mL−1) 



  Drug Evaluation Research  第 40 卷 第 11 期  2017 年 11 月 

     

• 1555 • 

         
 
 

         
 

与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01 
*P < 0.05  **P < 0.01 vs control group 

图 3  AQs 细胞线粒体损伤水平检测结果（ x ±s, n = 8） 
Fig. 3  Effects of anthraquinones on the mitochondrial injury of HepaRG cells ( x ±s, n = 8) 

  
“△”为双核细胞微核 

"△" for binucleated cells micronucleus 

图 4  HepaRG 细胞微核图例 
Fig. 4  Representative image of micronucleus observed in 
HepaRG cells 

3.3  对 HepaRG 细胞 DNA 断裂的影响 
碱性彗星试验通过对电泳后的细胞图像进行分

析，判断化合物是否诱导细胞发生 DNA 断裂，其

中尾 DNA 含量和 OTM 是最常用的评价指标。如表 1
显示，经过受试物处理 24 h 后，与对照组比较，染色

体断裂剂甲磺酸乙酯的尾 DNA 含量达（15.73±
1.33）%、OTM 为 1.93±0.57，显著升高（P＜0.01）；
非整倍体诱导剂丝裂霉素 C 的尾 DNA 含量为

（12.45±2.01）%、OTM 为 0.70±0.0，显著升高 

           
 

与对照组比较：**P＜0.01 
**P < 0.01 vs control group 

图 5  大黄蒽醌类单体 HepaRG 细胞给药 24、72 h 的微核率（ x ±s, n = 5） 
Fig. 5  Micronucleus frequencies induced by a 24 and 72 h treatment with AQs ( x ±s, n = 5) 
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（P＜0.05、0.01），提示该实验系统成立。大黄素（25.0 
µg/mL）给药 24 h 后，尾 DNA 含量百分率达（10.16
±2.17）%、OTM 为 0.51±0.06，与对照组比较显

著升高（P＜0.05、0.01），且彗星拖尾明显（图 6）。
其余受试物的分析结果与对照组比较无统计学差

异。 
4  讨论 

研究药物的肝毒性的备选细胞系包括 HepaG2 
细胞系、L02 细胞系、HepaRG 细胞系等。HepaG2
细胞系最初源于一个高加索男性的肝癌组织[10]，常

用于体外药源性肝损伤的药物筛选过程；HepaRG
细胞增殖能力较强，具有类似肝脏祖细胞的双向分

化能力，可以分化为肝细胞和胆管细胞[11]，它与表

达功能蛋白能力较弱的人肝癌细胞系如 HepG2 细

胞系不同，HepaRG 细胞表达各种 I 相代谢酶

（CYP1A2、2B6、2C9、2E1、3A4）；核受体，如组

成性雄甾烷受体（constitutive androstane receptor，
CAR）和孕烷 X 受体（pregnane X receptor，PXR）； 

表 1  大黄蒽醌类单体 HepaRG 细胞彗星试验结果（ x ±s, 
n = 3） 
Table 1  Results of AQs in HepaRG cell comet assay ( x ±

s, n = 3) 

组别 浓度/(µg·mL−1) 尾 DNA 含量/% OTM 
空白 — 0.403±0.03 0.023±0.03 
对照 — 1.408±0.17 0.068±0.01 
甲磺酸乙酯 200 15.725±1.33** 1.933±0.57** 
丝裂霉素 C 1 12.453±2.01** 0.698±0.09* 
大黄素 6.25 2.275±0.39 0.125±0.16 

25.0 10.155±2.17** 0.510±0.06* 
芦荟大黄素 6.25 0.373±0.03 0.015±0.03 

25.0 1.633±0.26 0.123±0.34 
大黄酚 12.5 1.100±0.06 0.075±0.01 

50.0  1.710±0.58 0.118±0.06 
大黄酸 12.5 0.690±0.01 0.045±0.01 

50.0 1.545±0.22 0.113±0.17 
与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01 
*P < 0.05  **P < 0.01 vs control group 

 

      
0.5%二甲基亚砜       25.0 µg/mL 大黄素   25.0 µg/mL 芦荟大黄素 200 µg/mL 甲磺酸乙酯    50 µg/mL 大黄酚       50 µg/mL 大黄酸 

图 6  彗星电泳试验结果示意图 
Fig. 6  Representative images of comet assay 

II 相代谢酶如尿苷二磷酸葡萄糖醛酸转移酶

（UDP-glucuronosyltransferase，UGT）以及 III 相转

运体 MRP 、有机阴离子转运多肽（ organic 
anion-transporting polypeptide，OATP）、有机阳离子

转运体（organic cation transporter，OCT）等，在功

能蛋白表达上类似于人原代肝细胞，其特性满足了

体外药物代谢学研究和有毒代谢产物筛选实验的要

求。而且 HepaRG 细胞可维持功能蛋白表达和细胞

活力达 1 个月，因此 HepaRG 细胞系能较好地用于

药物性肝损伤的体外筛选过程[12-13]。一项使用不同

的细胞系对 14 种具有明确肝损伤作用药物的预测

能力的研究提示[14]，HepaRG 具有较高灵敏度（相

对于 L02、HepG2 和 hiHeps 细胞系）检测肝毒性（约

登指数达到 71.4%，而 HepG2 和 hiHeps 细胞系均

只有 50%）的优势。此外，传统的体外哺乳动物细

胞遗传毒性研究中，需要添加微粒体 S9 对某些代

谢活化后产生具有遗传毒性的的物质进行体外研

究，S9 本身有一定细胞毒性，因此在传统的需添加

S9 进行活化的实验系统中，给药处理时间通常不超

过 6 h，而用肝细胞则可打破了这一局限性。因此本

研究采用 HepaRG 细胞系来评价肝细胞毒性与遗传

毒性，为药物的体外肝毒性筛选提供一定参考。 
在本研究中，肝细胞毒性筛查结果提示，AQs

可不同程度地对肝细胞 HepaRG 产生毒性，氧化应

激损伤可能是 AQs 致潜在肝细胞毒性的重要分子

机制之一。有文献报道[15]，芦荟大黄素（60 μmol/L）
可通过激活caspase8的线粒体旁通路诱导鼻咽癌细胞

的凋亡，同时引起 ROS 含量升高以及胞质内 Ca2+的

释放增多；大黄素（30 μmol/L）给药 72 h 后能引起

正常人肝细胞系 L02 凋亡，细胞形态皱缩成圆形[16]，
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而空白组则呈现高分裂指数；大黄酚对 HepaRG 细

胞的毒性主要表现在诱导 ROS 的生成，一定程度地

致线粒体损伤。本研究结果与文献报道基本相符。

虽然现有文献尚无明确证据提示大黄素对人体有直

接的致癌性，但诸多研究表明，大黄素在遗传毒性

试验中显示阳性结果。如 Ames 试验提示[17]，大黄

素在 3株鼠伤寒沙门氏菌中（TA97、TA98和TA100）
均显示阳性结果并与剂量成正相关，可能诱导基因

突变，彗星试验研究结果表示大黄素能引起 DNA
损伤。Wamer 等[18]通过彗星试验发现，光活化的大

黄素能加重 Fe2+引起的 DNA 断裂及更明显的 DNA
的损伤。Chen 等 [19]研究显示芦荟大黄素（100 
µmol/L）、大黄酸（50 µmol/L）、大黄素（40 µmol/L）
均可诱发 SCC-4 人舌癌细胞 DNA 损伤，彗星电泳

拖尾明显，且存在剂量相关性。Nesslany 等[20]研究

发现添加 S9 活化情况下，芦荟大黄素在 Ames 试验

（TA1537、TA98 和 TA100）中可诱导回复性突变菌

落数显著增加，在体外 TK6 人淋巴母细胞法微核试

验（芦荟大黄素浓度 3.12～25 µg/mL）中也呈阳性

结果；体内彗星试验结果则提示，芦荟大黄素可诱

导肾脏和结肠细胞的彗星尾距数值显著升高，对肝

脏细胞无明显影响，提示芦荟大黄素或者其代谢产

物可能在代谢或者排泄过程中引起遗传毒性。本研

究的肝细胞遗传毒性试验结果发现，大黄素及大黄

酚可诱发 HepaRG 微核率升高，而大黄素有升高

HepaRG 细胞尾 DNA 含量及 OTM 的作用。上述结

果提示，利用体外培养的肝细胞系对化合物的细胞

毒性及遗传毒性进行早期综合筛选是可行的，实验

体系的可靠性及大黄蒽醌类化合物的毒性机制有待

进一步深入验证及探索。 
早期快速高通量筛选是遗传毒性研究的发展新

趋势。建立新型体外毒性检测方法可通过多项生物

标志物和毒性指标，来确定某类药物（化学品）的

毒性预警信号（如氧化应激效应、线粒体损伤、染

色体损伤或者 DNA 断裂），从而对药物（化学品）

的毒性机制进行综合分析。除高内涵法外，流式细

胞计数也是毒理学试验中常用的高通量优化方法。

如，Bryce 等[21]利用流式细胞仪区分含微核细胞与

坏死凋亡的细胞，从而对细胞毒性和遗传毒性进行

评价，其结果与人工镜检结果一致性较好。然而，

尽管叠氮溴乙锭（Ethidium Monoazide，EMA)可将

凋亡、坏死的细胞与含微核的细胞区分，但 EMA
并不能很好地排除来自早凋细胞的染色质[22]，也无

法区分含微核的双核、三核和多核细胞，或者是含

多个微核的细胞[23]，从而导致流式细胞仪检测结果

阳性率偏高。本研究兼顾肝细胞毒性和遗传毒性，

综合不依赖核型的微核试验和彗星试验两项遗传毒

性检测方法，并借助当前毒理学热门的高内涵检测

方法建立快速筛选平台。该平台通过对多个肝细胞

毒性指标和遗传毒性生物标志物进行荧光标定，从

而实现高通量快速分析。其结果也为体内实验中毒

性反应结果溯源和推断药物毒理作用机制，提供了

有力的理论支持。除结构类似的化学药物筛选外，

本筛选平台在中药有效/毒性成分的快速筛选（中药

肝毒性久居中药不良反应之首）也将发挥用武之地，

也可应用于食品添加剂（如某些食用色素、膨化剂、

甜味剂等可导致肝毒性和遗传毒性）以及化妆品（蓄

积性肝毒性为化妆品的一项重要毒性终点）等诸多

安全性检测领域中。除肝毒性外，肾毒性、神经毒

性、生殖细胞毒性也是当前研究的热门领域，与之

相关的体外筛选模型的探索正在国内兴起，可以肝

细胞毒性与遗传毒性高通量筛选方法的建立为基

础，拓展应用到其他体外细胞毒性模型的建立。 

志谢：赛默飞公司（Thermo Fisher Scientific，
北京）刘育林和鲁扬对高内涵微核分析方法的技术

支持。 
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