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基于 ＭＤＣＫⅡ细胞的中药成分体外肾毒性评价

刘　庆１，王　旗１，杨秀伟２，张宝旭１

（北京大学 １．公共卫生学院毒理学系，２．药学院天然药物及仿生药物国家重点实验室，北京　１０００８３）

摘要：目的　用狗肾近端小管上皮（ＭＤＣＫⅡ）细胞
系研究中药成分的肾毒性，探讨其作为评价中药成

分肾毒性体内动物实验替代方法的可能性。方法

以氯化汞（ＨｇＣｌ２）为阳性对照，研究已知有肾毒性
的马兜铃酸Ⅰ（ＡＡⅠ）和马兜铃酸Ⅱ （ＡＡⅡ），以及
未见肾毒性报道的苦参碱、氧化苦参碱和肉豆蔻醚

对ＭＤＣＫⅡ细胞的毒性作用。用 ＭＴＴ法检测细胞
存活；倒置显微镜观察细胞形态改变；乳酸脱氢酶

（ＬＤＨ）释放实验检测细胞膜损伤；流式细胞术分析
细胞周期及细胞凋亡，用Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８染色法观察
凋亡细胞形态变化。结果　ＡＡⅠ和 ＡＡⅡ分别与
ＭＤＣＫⅡ细胞作用２４，４８和７２ｈ细胞存活均被明
显抑制，ＡＡⅠ的ＩＣ５０值分别为（６３．４±６．６），（４４．８±
６．０）和（３７．３±４．６）μｍｏｌ·Ｌ－１，ＡＡⅡ的 ＩＣ５０值分别
为（１２５．７±６．２），（１０６．７±２０．４）和（９４．２±９．７）
μｍｏｌ·Ｌ－１；在５～３００μｍｏｌ·Ｌ－１时 ＡＡⅠ和 ＡＡⅡ分
别与ＭＤＣＫⅡ细胞作用２４ｈ，ＬＤＨ的释放率明显增
高；ＡＡⅠ（７５μｍｏｌ·Ｌ－１）和ＡＡⅡ（１５０μｍｏｌ·Ｌ－１）分
别与ＭＤＣＫⅡ细胞作用２４ｈ，倒置显微镜下可见细胞
收缩变圆，部分细胞破裂脱落；用流式细胞仪和 Ｈｏ
ｅｃｈｓｔ３３２５８染色法观察亦发现，ＡＡⅠ和 ＡＡⅡ均可
使细胞周期 Ｓ期阻滞，诱导 ＭＤＣＫⅡ细胞发生凋
亡。苦参碱、氧化苦参碱和肉豆蔻醚在２～１０ｍｍｏｌ·
Ｌ－１浓度范围内分别与ＭＤＣＫⅡ细胞作用２４ｈ，对上
述指标均无明显影响。结论　ＭＤＣＫⅡ细胞系对有
肾毒性的ＡＡⅠ和 ＡＡⅡ和未见肾毒性报道的苦参
碱、氧化苦参碱和肉豆蔻醚的反应不同，可用于中药

成分体外肾毒性评价。
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近来，中药所致肾脏损伤日益受到人们重视。

肾脏是体内药物的主要代谢和排泄器官，也是药物毒

副作用的主要靶器官。目前已报道有肾毒性的中药

达６０多种［１］，中药肾毒性已成为中药研究开发和临

床应用的障碍，进行中药肾毒性早期筛选至关重要。

　　研究药物肾毒性的传统方法多采用动物实验，
但动物实验所需样品和动物量大，提取、分离并纯化

大量中药成分比较困难，实验成本高。近年来，多种

体外细胞培养体系已成为药物肾毒性研究的有力工

具，用培养细胞进行体外毒性分析已发展为早期毒

性评价的重要替代方法，在中药新药开发早期建立

有效的体外评价体系更是高通量筛选的手段之一。

肾近端小管是药物肾毒性损伤最常见的部位。

用狗肾近端小管上皮（ＭａｄｉｎＤａｒｂｙｃａｎｉｎｅｋｉｄｎｅｙ
ｔｙｐｅⅡ，ＭＤＣＫⅡ ）细胞系可进行药物肾毒性研究，
如抗肿瘤药顺铂、ＮＰＣ１４６８６、环磷酰胺及其异构体
异环磷酰胺的肾毒性［２－４］。近年来应用 ＭＤＣＫ细
胞研究了氯化汞（ＨｇＣｌ２）的肾毒性及其机制，研究
表明 ＭＤＣＫ细胞对典型的肾毒物 ＨｇＣｌ２特别敏
感［５－８］，但用ＭＤＣＫⅡ细胞进行中药成分肾毒性的
研究尚未见报道。本研究以 ＨｇＣｌ２作为阳性对照，
用ＭＤＣＫⅡ细胞研究了已知有肾毒性的马兜铃酸Ⅰ
（ａｒｉｓｔｏｌｏｃｈｉｃａｃｉｄⅠ，ＡＡⅠ）和马兜铃酸Ⅱ （ＡＡⅡ）
及未发现有肾毒性的苦参碱（ｍａｔｒｉｎｅ）、氧化苦参碱
（ｏｘｙｍａｔｒｉｎｅ）和肉豆蔻醚（ｍｙｒｉｓｔｉｃｉｎ）５种中药成分
的体外肾毒性，以探讨 ＭＤＣＫⅡ细胞用于中药成分
肾毒性筛选的可能性。

１　材料与方法

１．１　药品与试剂
ＡＡⅠ、ＡＡⅡ、苦参碱、氧化苦参碱和肉豆蔻醚
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由北京大学药学院天然药物及仿生药物国家重点实

验室杨秀伟教授惠赠，经高效液相色谱分析纯度均

大于 ９９％。ＡＡⅠ和 ＡＡⅡ用 ＤＭＳＯ（终浓度为
０．５％）溶解，配成１００ｇ·Ｌ－１储备液，用ＤＭＥＭ培养
液（Ｄｕｌｂｅｃｏｏ′ｓｍｏｄｉｆｉｅｄＥａｇｌｅｍｅｄｉｕｍ，高糖，碳酸氢
钠３．７ｇ·Ｌ－１）稀释至实验浓度；苦参碱、氧化苦参
碱和肉豆蔻醚直接用ＤＭＥＭ培养液配成相应浓度。
ＤＭＥＭ培养基和 ＨＥＰＥＳ，美国 ＧｉｂｃｏＩｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公
司；优等级胎牛血清（ｆｅｔａｌｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍ，ＦＢＳ）和非
必需氨基酸，美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司；氯化汞（ＨｇＣｌ２）、
ＭＴＴ、碘化丙啶（ｐｒｏｐｉｄｉｕｍｉｏｄｉｄｅ，ＰＩ）、ＲＮＡ酶和
Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８，美国 Ｓｉｇｍａ公司；胰蛋白酶，美国
Ａｍｒｅｓｃｏ公司；乳酸脱氢酶（ｌａｃｔａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，
ＬＤＨ）试剂盒，南京建成生物工程研究所；其他试剂
为国产分析纯试剂。

１．２　主要仪器
ＣＯ２培养箱，ＨＥＲＡｃｅｌｌ２５０，德国 Ｈｅｒａｅｕｓ公司；

倒置显微镜，ＴＥ２０００Ｓ，日本 Ｎｉｋｏｎ公司；数字摄像
机，ＤＸＭ１２００Ｆ，日本 Ｎｉｋｏｎ公司；酶标仪，Ｍｏｄ
ｅｌ５５０，美国ＢｉｏＲａｄ公司；流式细胞仪，ＦＡＳＣＡＮ，美
国ＢｅｃｔｏｎＤｉｃｋｉｎｓｉｎ公司；激光诱导扫描共聚焦显微
镜，ＴＣＳＳＰ２，德国Ｌｅｉｃａ公司。
１．３　细胞培养

ＭＤＣＫⅡ细胞由北京大学药学院化学生物学系
杨晓达教授惠赠，采用 ＤＭＥＭ培养基培养，内含
１０％胎牛血清，１％非必需氨基酸，１００ｋＵ·Ｌ－１青霉
素和１００ｍｇ·Ｌ－１链霉素，于５％ ＣＯ２、恒湿和３７℃条
件下培养，８０％融合后用胰酶／ＥＤＴＡ消化液消化，
２～３ｄ传代１次。
１．４　ＭＴＴ法检测细胞存活

参考文献［９］方法，取对数生长期细胞消化成
单细胞悬液，调节细胞密度为 １×１０８Ｌ－１，以每孔
１００μＬ接种于９６孔细胞培养板。２４ｈ后弃去培养
液，加入稀释于ＤＭＥＭ（无ＦＢＳ）的ＨｇＣｌ２（根据预实
验结果，选用１０μｍｏｌ·Ｌ－１）和５种中药成分（ＡＡⅠ
和ＡＡⅡ的浓度分别为５，２５，７５，１５０和３００μｍｏｌ·
Ｌ－１；苦参碱、氧化苦参碱和肉豆蔻醚的浓度分别为
２，６和１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１）各１００μＬ，每个浓度设４个复
孔，同时设空白对照和溶剂对照（０．５％ ＤＭＳＯ），置
５％ＣＯ２，３７℃培养箱中培养２４ｈ。每孔加入１００μＬ
ＭＴＴ（终浓度为０．５ｇ·Ｌ－１），置５％ＣＯ２，３７℃培养箱
中温育４ｈ后弃去上清，加入１００μＬ酸性异丙醇溶
解。１５ｍｉｎ后，在酶标仪上于５７０ｎｍ测定吸光度值

（Ａ５７０ｎｍ）。细胞存活抑制率（％）＝（对照组Ａ５７０ｎｍ－实
验组Ａ５７０ｎｍ）／对照组 Ａ５７０ｎｍ ×１００％。实验数据用
ＭｉｃｒｏｃａｌＯｒｉｇｉｎＴＭ计算程序处理，药物对细胞的浓
度效应曲线用Ｈｉｌｌ数学模型进行拟合，计算药物的
ＩＣ５０值。
１．５　ＬＤＨ释放实验

按上述方法分组处理细胞，置５％ＣＯ２，３７℃培
养箱中培养２４ｈ。参考文献［１０］所述方法，收集各
组上清液，用２％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００裂解贴壁生长的细
胞，按ＬＤＨ试剂盒说明书的方法分别测定细胞培养
上清液及细胞裂解液中的 ＬＤＨ含量。ＬＤＨ释放率
（％）＝上清液ＬＤＨ含量／（上清液ＬＤＨ含量＋裂解
液ＬＤＨ含量）×１００％。
１．６　倒置显微镜下观察细胞形态

按上述方法分组处理细胞，每隔 ４ｈ于倒置
显微镜下观察细胞形态的改变，２４ｈ后观察并照
相。

１．７　Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８染色法观察凋亡细胞形态
按上述方法分组处理细胞，培养２４ｈ后洗涤细

胞，加入 ４％多聚甲醛固定 ３０ｍｉｎ，加入 Ｈｏｅｃｈｓｔ
３３２５８（２．５ｍｇ·Ｌ－１）避光染色３０ｍｉｎ，洗涤细胞，用激
光共聚焦显微镜观察凋亡细胞形态的变化。激发光

波长为３６４ｎｍ，发射光滤片带通（ＢＰ）４２０～４６０ｎｍ。
１．８　流式细胞仪检测细胞周期和细胞凋亡率

按上述方法分组处理细胞２４ｈ，参考文献［１１］
的方法，制备成单细胞悬液，７０％乙醇固定过夜，洗
涤细胞后加入 ＲＮＡ酶（１００ｍｇ·Ｌ－１）３７℃消化
３０ｍｉｎ，加入 ＰＩ（１００ｍｇ·Ｌ－１）避光染色３０ｍｉｎ，用
流式细胞仪分析细胞周期和亚二倍体凋亡峰，每个

样品计数１００００个细胞。激发波长为４８８ｎｍ，发射
波长为６３０ｎｍ。
１．９　统计学分析

数据以 珋ｘ±ｓ表示，用 ＳＰＳＳ１０．０统计软件进行
单因素方差分析及ｔ检验进行组间比较。

２　结果

２．１　五种中药成分对ＭＤＣＫⅡ细胞存活的影响
与正常对照组比较，阳性对照组 ＨｇＣｌ２（１０

μｍｏｌ·Ｌ－１）与 ＭＤＣＫⅡ细胞作用２４ｈ，细胞存活被
明显抑制。ＡＡⅠ对 ＭＤＣＫⅡ细胞存活具有明显的
抑制作用（表１），并呈时间依赖性（ｒ＝０．６２２，Ｐ＜
０．０５）和浓度依赖性（ｒ＝０．８５０，Ｐ＜０．０１），ＡＡⅠ作

·２２５· ＣｈｉｎＪＰｈａｒｍａｃｏｌＴｏｘｉｃｏｌ　２００７　Ｄｅｃ；２１（６）



用于ＭＤＣＫⅡ细胞２４，４８和７２ｈ时，ＩＣ５０值分别为

（６３．４±６．６），（４４．８±６．０）和（３７．３±４．６）μｍｏｌ·
Ｌ－１。ＡＡⅡ对ＭＤＣＫⅡ细胞存活的抑制作用与ＡＡⅠ
相似（表 ２），亦具有时间依赖性（ｒ＝０．８３６，Ｐ＜
０．０５）和浓度依赖性（ｒ＝０．９４６，Ｐ＜０．０１），ＡＡⅡ作
用于ＭＤＣＫⅡ细胞２４，４８和７２ｈ时，ＩＣ５０值分别为

（１２５．７±６．２），（１０６．７±２０．４）和（９４．２±９．７）
μｍｏｌ·Ｌ－１。苦参碱、氧化苦参碱和肉豆蔻醚浓度高

达１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１时，与ＭＤＣＫⅡ细胞作用２４ｈ，对细
胞存活无明显影响（表３）。
２．２　五种中药成分对ＭＤＣＫⅡ细胞膜的影响

由表４可见，与ＭＤＣＫⅡ细胞作用２４ｈ，与对照
组相比，ＨｇＣｌ２组 ＬＤＨ的释放率明显增高，ＡＡⅠ

（５～３００μｍｏｌ·Ｌ－１）和 ＡＡⅡ（２５～３００μｍｏｌ·Ｌ－１）
ＬＤＨ释放率亦明显增高，表明 ＡＡⅠ和 ＡＡⅡ对
ＭＤＣＫⅡ细胞膜有直接损伤作用，但量效关系不明

Ｔａｂ１．　ＥｆｆｅｃｔｏｆａｒｉｓｔｏｌｏｃｈｉｃａｃｉｄⅠ（ＡＡⅠ）ｏｎＭａｄｉｎＤａｒｂｙｃａｎｉｎｅｋｉｄｎｅｙｔｙｐｅⅡ（ＭＤＣＫⅡ）ｃｅｌｌｓｕｒｖｉｖａｌ

Ｇｒｏｕｐ
Ｃｅｌｌｓｕｒｖｉｒａｌ（Ａ５７０ｎｍ）

２４ ４８ ７２（ｈ）

Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｅ／％

２４ ４８ ７２（ｈ）　

Ｃｏｎｔｒｏｌ ０．４１±０．０２ ０．６７±０．０２ ０．８６±０．０６ ０．００±３．９０ ０．００±２．７９ ０．００±７．１４

ＤＭＳＯ ０．３８±０．０２ ０．６７±０．０３ ０．８２±０．０５ ５．８４±３．８７ ０．４５±３．６５ ０．５２±５．５０

ＨｇＣｌ２ ０．３３±０．０２ ０．５１±０．０３ ０．６３±０．０１ １９．８０±４．９０ ２１．２０±５．０４ ２３．８２±１．４１

ＡＡⅠ　　５ ０．３９±０．０１ ０．６９±０．０２ ０．７３±０．０２ ４．８０±１．０６ －４．２９±２．９７ １１．４１±２．９８＃＃

　　　 ２５ ０．３１±０．０１＃＃ ０．５４±０．０５＃＃ ０．５４±０．１５＃＃ ２２．７６±３．２９＃＃ １９．８６±７．７５＃＃ ３３．８９±１７．８０＃＃

　　　 ７５ ０．２０±０．０１＃＃ ０．２１±０．０５＃＃ ０．０９±０．０１＃＃ ５１．６６±２．０７＃＃ ６９．１７±８．０６＃＃ ７６．８６±２４．０８＃＃

　　　１５０ ０．１３±０．０２＃＃ ０．０９±０．０４＃＃ ０．０５±０．０１＃＃ ６７．２２±４．２２＃＃ ８６．５６±６．２２＃＃ ９３．６６±０．１２＃＃

　　　３００ ０．１２±０．０１＃＃ ０．０７±０．０１＃＃ ０．０５±０．０１＃＃ ７１．３４±２．２８＃＃ ８９．１０±０．９８＃＃ ９３．４８±０．４０＃＃

ＭＤＣＫⅡ ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｓｅｅｄｅｄａｔａｄｅｎｓｉｔｙｏｆ１０８Ｌ－１ｉｎ９６ｗｅｌｌｐｌａｔｅｓ．ＤＭＳＯ（０．５％），ＨｇＣｌ２（１０μｍｏｌ·Ｌ
－１）ａｎｄＡＡⅠ（５，２５，７５，

１５０ａｎｄ３００μｍｏｌ·Ｌ－１）ｗｅｒｅａｄｄｅｄｔｏＭＤＣＫⅡ ｃｅｌｌｓ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，２４ｈａｆｔｅｒｔｈｅｐｌａｔｉｎｇ，ｅｘｃｅｐｔｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（ｍｅｄｉｕｍａｌｏｎｅ）．
Ｔｈｅｃｅｌｌｓｕｒｖｉｖａｌｗａｓｍｅａｓｕｒｅｄａｆｔｅｒ２４，４８ｏｒ７２ｈｏｆｃｕｌｔｕｒｅｂｙＭＴＴａｓｓａｙ．Ｔｈｅｃｅｌｌｓｕｒｖｉｖａｌｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｅ（％）＝（Ａ５７０ｎｍｏｆｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ－Ａ５７０ｎｍｏｆｔｅｓｔｇｒｏｕｐ）／Ａ５７０ｎｍｏｆｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ×１００％．ＩＣ５０ｏｆＡＡⅠｗａｓ（６３．４±６．６），（４４．８±６．０）ａｎｄ（３７．３±４．６）μｍｏｌ·
Ｌ－１ｆｏｒ２４，４８ａｎｄ７２ｈ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．珋ｘ±ｓ，ｎ＝４．Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＃＃Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＤＭＳＯ
ｇｒｏｕｐ．

Ｔａｂ２．　ＥｆｆｅｃｔｏｆａｒｉｓｔｏｌｏｃｈｉｃａｃｉｄⅡ（ＡＡⅡ）ｏｎＭＤＣＫⅡｃｅｌｌｓｕｒｖｉｖａｌ

Ｇｒｏｕｐ
Ｃｅｌｌｓｕｒｖｉｒａｌ（Ａ５７０ｎｍ）

２４ ４８ ２７（ｈ）

Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｅ／％

２４ ４８ ７２（ｈ）

Ｃｏｎｔｒｏｌ ０．４１±０．０２ ０．６７±０．０２ ０．７４±０．０２ ０．００±３．９０ ０．００±２．７９ ０．００±０．０３

ＤＭＳＯ ０．３８±０．０２ ０．６７±０．０３ ０．７３±０．０３ ５．８４±３．８７ ０．４５±３．６５ ２．３５±０．０４

ＨｇＣｌ２ ０．３３±０．０２ ０．５１±０．０３ ０．５９±０．０６ １９．８０±４．９０ ２１．２０±５．０４ ２０．６７±０．０９

ＡＡⅡ　　５ ０．４６±０．０２ ０．６９±０．０３ ０．７０±０．０３ －１２．２４±４．１４ －４．０７±５．１４ ６．０３±３．６３

　　　 ２５ ０．３８±０．０３ ０．６６±０．０３ ０．７７±０．０７ ７．２６±６．６８ －１．７２±７．６４ －４．７４±１０．００

　　　 ７５ ０．３０±０．０１＃＃ ０．４１±０．０６＃＃ ０．３７±０．０７＃＃ ２５．２２±１．５７＃＃ ３８．９３±８．９３＃＃ ４９．８９±９．６７＃＃

　　　１５０ ０．２２±０．０１＃＃ ０．３５±０．０４＃＃ ０．３５±０．０８＃＃ ４７．０５±２．９０＃＃ ４１．０９±１４．８２＃＃ ５５．７７±９．２０＃＃

　　　３００ ０．１３±０．０２＃＃ ０．１０±０．０３＃＃ ０．０９±０．０７＃＃ ６８．２０±４．７０＃＃ ８６．１４±４．０５＃＃ ９０．１３±８．５８＃＃

ＳｅｅＴａｂ１ｆｏｒｃｅｌｌｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ．ＡＡⅡ ５，２５，７５，１５０ａｎｄ３００μｍｏｌ·Ｌ－１ｗｅｒｅａｄｄｅｄｔｏＭＤＣＫⅡ ｃｅｌｌｓ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．ＩＣ５０ｏｆＡＡⅡ ｗａｓ
（１２５．７±６．２），（１０６．７±２０．４）ａｎｄ（９４．２±９．７）μｍｏｌ·Ｌ－１ｆｏｒ２４，４８ａｎｄ７２ｈ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．珋ｘ±ｓ，ｎ＝４．Ｐ＜０．０１，ｃｏｍ
ｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＃＃Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＤＭＳＯｇｒｏｕｐ．

·３２５·中国药理学与毒理学杂志　　２００７年１２月；２１（６）



Ｔａｂ３．　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｍａｔｒｉｎｅ，ｏｘｙｍａｔｒｉｎｅａｎｄｍｙｒｉｓ
ｔｉｃｉｎｏｎＭＤＣＫⅡ ｃｅｌｌｓｕｒｖｉｖａｌ

Ｇｒｏｕｐ
Ｃｅｌｌｓｕｒｖｉｖａｌ　
（Ａ５７０ｎｍ）　

Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｅ／％　

Ｃｏｎｔｒｏｌ ０．５８±０．０３ ０．００±５．４１

ＨｇＣｌ２ ０．４７±０．０３ １９．７１±４．７２

Ｍａｔｒｉｎｅ　　２ ０．６３±０．０１ －７．６７±１．８８

　　　　　６ ０．６３±０．０４ －７．１３±７．０７

　　　　 １０ ０．６１±０．０３ －２．９７±５．７１

Ｏｘｙｍａｔｒｉｎｅ　２ ０．５９±０．０３ －２．３７±５．７３

　　　　　６ ０．５８±０．０２ －０．６５±３．０３

　　　　 １０ ０．５８±０．０２ －０．８６±２．７８

Ｍｙｒｉｓｔｉｃｉｎ　２ ０．５７±０．０４ ０．９５±６．１２

　　　　　６ ０．６５±０．０１ －１２．８４±２．５８

　　　　 １０ ０．６３±０．０３ －７．９１±５．２６

ＳｅｅＴａｂ１ｆｏｒｃｅｌｌｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ．Ｍａｔｒｉｎｅ，ｏｘｙｍａｔｒｉｎｅａｎｄｍｙｒｉｓｔｉ
ｃｉｎ（２，６ａｎｄ１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１）ｗｅｒｅａｄｄｅｄｔｏＭＤＣＫⅡ ｃｅｌｌｓ，ｒｅ
ｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．珋ｘ±ｓ，ｎ＝４．Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ．

显。苦参碱、氧化苦参碱和肉豆蔻醚浓度高达 １０
ｍｍｏｌ·Ｌ－１时，与ＭＤＣＫⅡ细胞作用２４ｈ，对 ＬＤＨ释
放率无明显影响。

２．３　五种中药成分对细胞形态的影响
倒置显微镜下观察细胞形态，空白对照及

ＤＭＳＯ对照组ＭＤＣＫⅡ细胞为卵圆形或短梭形，贴壁
生长；阳性对照ＨｇＣｌ２组ＭＤＣＫⅡ细胞收缩变圆，部
分破裂脱落；ＡＡⅠ（７５μｍｏｌ·Ｌ－１）和 ＡＡⅡ（１５０
μｍｏｌ·Ｌ－１）分别与ＭＤＣＫⅡ细胞作用２４ｈ内亦可看
到与阳性对照组相似的形态变化（图１），且随着时
间的增加越加明显，其表现为细胞轮廓逐渐清晰，

细胞折光度增强，细胞逐渐变小变圆，失去突起，

皱缩成球形，部分细胞破裂，随后细胞脱落或悬浮。

浓度越高，细胞形态变化出现时间越早，且越明显。

苦参碱、氧化苦参碱和肉豆蔻醚浓度高达１０ｍｍｏｌ·
Ｌ－１与ＭＤＣＫⅡ细胞作用２４ｈ，未见细胞形态发生明
显变化。

２．４　五种中药成分对凋亡细胞形态的影响
Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８染色结果（图２）表明，空白对照

及ＤＭＳＯ对照组细胞核区染色质荧光分布均匀，核
形状比较规则；阳性对照 ＨｇＣｌ２组作用２４ｈ细胞出
现明显凋亡特征，可以看到凋亡小体；ＡＡⅠ（７５
μｍｏｌ·Ｌ－１）和ＡＡⅡ（１５０μｍｏｌ·Ｌ－１）分别作用２４ｈ

Ｔａｂ４．　 ＥｆｆｅｃｔｏｆＡＡⅠ，ＡＡⅡ，ｍａｔｒｉｎｅ，
ｏｘｙｍａｔｒｉｎｅａｎｄｍｙｒｉｓｔｉｃｉｎｏｎｌａｃｔａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎ
ａｓｅ（ＬＤＨ）ｒｅｌｅａｓｅｉｎＭＤＣＫⅡ ｃｅｌｌｓ

Ｇｒｏｕｐ ＬＤＨｒｅｌｅａｓｅｒａｔｅ／％

Ｃｏｎｔｒｏｌ ６．２４±０．４５

ＤＭＳＯ ７．０５±０．７７

ＨｇＣｌ２ １５．４３±２．３３

ＡＡⅠ　　 ５ ９．２７±０．２４＃＃

　　　　 ２５ １２．１１±１．９８＃＃

　　　　 ７５ １２．４６±０．８５＃＃

　　　　１５０ １４．４６±０．３７＃＃

　　　　３００ １７．５４±１．７５＃＃

ＡＡⅡ　　 ５ ９．２０±０．８８

　　　　 ２５ ８．８４±０．４２＃＃

　　　　 ７５ １２．６５±０．８６＃＃

　　　　１５０ １４．９９±１．７４＃＃

　　　　３００ １５．３０±０．９３＃＃

Ｍａｔｒｉｎｅ　　２ ６．５８±１．０９

　　　　　６ ６．８３±２．０５

　　　　　１０ ６．３５±１．３８

Ｏｘｙｍａｔｒｉｎｅ　２ ７．７４±２．６７

　　　　　 ６ ６．２３±０．２７

　　　　　１０ ６．９８±１．３５

Ｍｙｒｉｓｔｉｃｉｎ　 ２ ６．２０±０．３３

　　　　 　６ ６．５４±０．７０

　　　　　１０ ７．４４±１．３０

ＳｅｅＴａｂ１ｆｏｒｃｅｌｌｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ．Ｔｈｅｄｒｕｇｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｗｅｒｅｔｈｅ
ｓａｍｅａｓｔｈａｔｉｎＴａｂ１，Ｔａｂ２ｏｒＴａｂ３．Ａｆｔｅｒ２４ｈｏｆｅｘｐｏｓｕｒｅ，
ｔｈｅｒｅｌｅａｓｅｏｆＬＤＨｗａｓｍｅａｓｕｒｅｄｂｙｕｓｉｎｇＬＤＨａｓｓａｙｋｉｔ．ＬＤＨ
ｒｅｌｅａｓｅｒａｔｅ（％）＝ＬＤＨｃｏｎｔｅｎｔｉｎｔｈｅｍｅｄｉｕｍ／（ＬＤＨｃｏｎｔｅｎｔ
ｉｎｔｈｅｍｅｄｉｕｍ＋ＬＤＨｃｏｎｔｅｎｔｉｎｃｅｌｌｌｙｓｉｓｓｏｌｕｔｉｏｎ）×１００％．
珋ｘ±ｓ，ｎ＝４．Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＃＃Ｐ＜
０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＤＭＳＯｇｒｏｕｐ．

后细胞均出现明显凋亡特征，细胞核染色质发生了

一系列形态学的改变：细胞核的染色质高度凝聚、边

缘化，有些细胞核裂解为碎片，形成凋亡小体。苦参

碱、氧化苦参碱和肉豆蔻醚浓度高达１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１，
未见细胞核区发生明显变化。

２．５　五种中药成分对细胞周期和细胞凋亡的影响
与正常对照组相比，阳性对照ＨｇＣｌ２与ＭＤＣＫⅡ

细胞作用２４ｈ可出现Ｓ期阻滞，细胞凋亡率明显增

·４２５· ＣｈｉｎＪＰｈａｒｍａｃｏｌＴｏｘｉｃｏｌ　２００７　Ｄｅｃ；２１（６）



Ｆｉｇ１．　ＥｆｆｅｃｔｏｆＡＡⅠ，ＡＡⅡ，ｍａｔｒｉｎｅ，ｏｘｙｍａｔｒｉｎｅａｎｄｍｙｒｉｓｔｉｃｉｎｏｎｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｏｆＭＤＣＫ
Ⅱ ｃｅｌｌｓ（×１３０）．ＳｅｅＴａｂ１ｆｏｒｃｅｌｌｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ．Ａｆｔｅｒ２４ｈｏｆｅｘｐｏｓｕｒｅ，ＭＤＣＫⅡ ｃｅｌｌｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｗｅｒｅａｎａｌｙｚｅｄｂｙ
ｃｏｎｔｒａｓｔｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ．Ａ：ｃｏｎｔｒｏｌ；Ｂ：０．５％ ＤＭＳＯ；Ｃ：ＨｇＣｌ２１０μｍｏｌ·Ｌ

－１；Ｄ：ＡＡⅠ７５μｍｏｌ·Ｌ－１；Ｅ：ＡＡⅡ１５０μｍｏｌ·Ｌ－１；Ｆ：
ｍａｔｒｉｎｅ１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１；Ｇ：ｏｘｙｍａｔｒｉｎｅ１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１；Ｈ：ｍｙｒｉｓｔｉｃｉｎ１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１．Ｓｃａｌｅｂａｒ＝１０μｍ．

Ｆｉｇ２．　ＥｆｆｅｃｔｏｆＡＡⅠ，ＡＡⅡ，ｍａｔｒｉｎｅ，ｏｘｙｍａｔｒｉｎｅａｎｄｍｙｒｉｓｔｉｃｉｎｏｎａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆＭＤＣＫⅡｃｅｌｌｓ．ＳｅｅＴａｂ１ｆｏｒ
ｃｅｌｌｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ．Ａｆｔｅｒ２４ｈｏｆｅｘｐｏｓｕｒｅ，ＭＤＣＫⅡｃｅｌｌｓｗｅｒｅｆｉｘｅｄｗｉｔｈ４％ｐａｒａｆｏｒｍａｌｄｅｈｙｄｅｆｏｒ３０ｍｉｎ，ｔｈｅｎｓｔａｉｎｅｄｗｉｔｈＨｏｅｃｈｓｔ３３２５８
ｆｏｒ３０ｍｉｎ，ｅｘａｍｉｎｅｄｂｙｃｏｎｆｏｃａｌｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ．Ａ：ｃｏｎｔｒｏｌ；Ｂ：０．５％ ＤＭＳＯ；Ｃ：ＨｇＣｌ２１０μｍｏｌ·Ｌ

－１；Ｄ：ＡＡⅠ７５μｍｏｌ·Ｌ－１；Ｅ：ＡＡⅡ
１５０μｍｏｌ·Ｌ－１；Ｆ：ｍａｔｒｉｎｅ１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１；Ｇ：ｏｘｙｍａｔｒｉｎｅ１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１；Ｈ：ｍｙｒｉｓｔｉｃｉｎ１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１．Ｓｃａｌｅｂａｒ＝２０μｍ．

加。ＡＡⅠ在 ７５μｍｏｌ·Ｌ－１时即出现 Ｓ期阻滞，２５
μｍｏｌ·Ｌ－１时即出现较明显的亚二倍体凋亡峰，细胞
凋亡率升高。ＡＡⅡ在１５０μｍｏｌ·Ｌ－１时出现 Ｓ期阻
滞，２５μｍｏｌ·Ｌ－１时细胞凋亡率亦明显升高。苦参
碱、氧化苦参碱和肉豆蔻醚浓度高达１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１

未见Ｓ期阻滞，对细胞凋亡率无明显影响（表５）。

３　讨论

含ＡＡ类中药是比较有代表性的肾毒性中药。
已有研究表明 ＡＡ是这类中药中的主要毒性成分。
近年体内研究表明，ＡＡ对家兔、大鼠、小鼠和人体

均有肾毒性作用［１２］；ＡＡ和含 ＡＡ中药引起的急性
肾损伤的病变部位主要在肾小管，而肾小球病变不

明显。Ｗｉｓｔａｒ雌性成年大鼠给予 ＡＡ１０，５０和１００
ｍｇ·ｋｇ－１有肾脏损害［１３］，ＳＤ大鼠灌胃 ＡＡⅠ ３０ｍｇ·
ｋｇ－１亦可见肾脏毒性反应 ［１４］。国内外已有不少关

于ＡＡ对体外肾小管细胞毒性研究的报道，多集中
在ＡＡ对人肾小管上皮细胞ＨＫ２、猪肾小管上皮细
胞系ＬＬＣＰＫ１等的毒性研究，尚未见其对 ＭＤＣＫⅡ
细胞的毒性研究。已有研究表明，ＡＡⅠ和 ＡＡⅡ是
ＡＡ的主要成分，也是其主要的毒性成分［１５］，ＡＡⅠ
和ＡＡⅡ可引起 ＨＫ２和 ＬＬＣＰＫ１细胞凋亡［９，１１］，

ＡＡ具有“胞浆毒”特性，可直接对肾小管上皮细胞
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Ｔａｂ５．　ＥｆｆｅｃｔｏｆＡＡⅠ，ＡＡⅡ，ｍａｔｒｉｎｅ，ｏｘｙｍａｔｒｉｎｅａｎｄｍｙｒｉｓｔｉｃｉｎｏｎｃｅｌｌｃｙｃｌｅｓａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆＭＤＣＫⅡｃｅｌｌｓ

Ｇｒｏｕｐ
Ｇ０＋Ｇ１
／％

Ｇ２＋Ｍ
／％

Ｓ
／％

Ａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅ　
／％　

Ｃｏｎｔｒｏｌ ７５．４６±３．１３ ８．２９±０．７９ １６．２６±２．３４ １．９６±０．６５

ＤＭＳＯ ８０．５１±２．８２ ５．２０±２．７５ １４．２９±２．２４ ２．９７±１．２７

ＨｇＣｌ２ ５９．５７±５．３６ １２．７４±１．２２ ２７．７０±４．９４ １１．７１±１．４７

ＡＡⅠ　　　５ ７９．２２±６．３１ ５．１１±２．２９ １６．９７±８．９２ ６．６２±３．８８

　　　　　２５ ７４．３４±６．６５ ６．３５±４．０３ １９．３１±９．５３ １２．５１±２．０１＃＃

　　　　　７５ ７０．４５±２．６６ ４．０２±０．２０ ２５．５３±３．７１＃＃ ２８．９８±１０．６０＃＃

　　　 　１５０ ６９．７３±６．１９ ８．５６±２．１４ ２７．０１±２．７９＃＃ ５２．０９±２５．２２＃＃

　　　 　３００ ６８．８６±１．６３ ２．９７±１．９９ ２７．６５±０．０７＃＃ ５４．３８±２４．７１＃＃

ＡＡⅡ　　　５ ７４．６５±６．８９ １０．６１±２．３９ １４．７９±４．０５ ３．７３±２．５０

　　　　　２５ ８０．０５±２．７７ ３．９４±２．６５ １６．０４±１．０３ ８．６５±２．１６＃＃

　　　　　７５ ７７．２５±５．６８ ２．６３±１．８５ ２０．１３±６．５９ ２９．６９±３．７０＃＃

　　　 　１５０ ７０．４７±７．１７＃＃ ７．０８±４．７８ ２２．４５±２．３９＃＃ ３５．４９±１２．０８＃＃

　　　 　３００ ６２．８８±５．７１＃＃ ５．９７±０．４４ ３１．１６±２．７３＃＃ ５３．８３±６．８０＃＃

Ｍａｔｒｉｎｅ　　　２ ７４．９４±３．８３ １２．５８±０．９５ １２．４８±４．０６ １．３１±１．０２

　　　　 　６ ７４．１７±７．７３ １０．２３±２．６４ １５．６０±９．２０ ３．１８±０．７０

　　　　　１０ ７９．２６±１１．４８ １１．００±７．７５ ９．６２±３．５６ ３．４７±０．９４

Ｏｘｙｍａｔｒｉｎｅ　２ ８２．０２±１１．４８ ６．６７±１．１１ １１．３２±０．９２ １．５２±１．０３

　　　　 　６ ８２．７９±８．３２ １２．３８±５．６８ ４．８３±１．２０ ７．６６±４．８０

　　　　　１０ ７３．６６±１０．７４ １３．０１±２．４２ １３．３２±８．３６ ２．３０±０．１５

Ｍｙｒｉｓｔｉｃｉｎ　２ ７９．２９±５．３４ １４．５９±５．６３ ６．１２±１．８７ ６．３１±１．０８

　　　　 　６ ８１．６９±１．６２ １０．２３±１．２４ ８．０９±１．５１ ２．４７±０．３４

　　　　　１０ ７６．６９±７．７５ １３．６７±７．１１ ９．６４±１．３７ ４．７５±０．６２

ＳｅｅＴａｂ１ｆｏｒｃｅｌｌｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ．ＴｈｅｄｒｕｇｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｗｅｒｅｔｈｅｓｏｍｅａｓｔｈａｔｉｎＴａｂ１，Ｔａｂ２ｏｒＴａｂ３．Ａｆｔｅｒ２４ｈｏｆｅｘｐｏｓｕｒｅ，ｔｈｅ
ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｆｉｘｅｄｗｉｔｈ７０％ ｅｔｈａｎｏｌ，ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＲＮａｓｅ，ｓｔａｉｎｅｄｗｉｔｈｐｒｏｐｉｄｉｕｍｉｏｄｉｄｅａｎｄｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ．珋ｘ±ｓ，ｎ＝３．
Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＃＃Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＤＭＳＯｇｒｏｕｐ．

产生坏死作用［１６］。本研究结果表明，ＡＡⅠ和 ＡＡⅡ
对ＭＤＣＫⅡ细胞存活具有明显的抑制作用，并呈剂
量和时间依赖性；细胞形态学的改变亦表明，ＡＡⅠ
和 ＡＡⅡ具有细胞毒作用。ＬＤＨ释放实验结果表
明，ＡＡⅠ和ＡＡⅡ均可损伤ＭＤＣＫⅡ细胞膜，且两者
致膜损伤的作用相似。对 ＬＤＨ的释放率的影响量
效关系不明显，可能由于在高剂量时（７５μｍｏｌ·Ｌ－１

以上）细胞大量破裂脱落或悬浮，造成细胞数量减

少所致。Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８染色和流式细胞术分析结
果相互验证，表明 ＡＡⅠ和ＡＡⅡ均可使细胞发生凋
亡并且在Ｓ期阻滞，提示 ＡＡ类化合物所致的细胞

损伤与细胞凋亡有关。这与上述报道结果一致。

苦参碱和氧化苦参碱是苦豆子、苦参和广豆根

等豆科槐属植物中生物碱的主要成分。大量的药理

和临床研究发现，苦参碱和氧化苦参碱具有抗病毒、

抗炎和抗肿瘤等作用，且不良反应较少［１７］。苦参

碱对肠癌ＨＴ２９细胞和人骨肉瘤 ＭＧ６３细胞增殖
具有抑制作用，且能诱导 ＭＧ６３细胞凋亡和影响细
胞周期 ［１８－１９］。中药肉豆蔻中的肉豆蔻醚具有明显

的抗炎、镇痛和抗癌作用，同时又具神经毒性，有致

幻作用［２０］。目前尚未见对苦参碱、氧化苦参碱和肉

豆蔻醚进行肾毒性的研究报道。本研究结果表明，
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高浓度（１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１）苦参碱、氧化苦参碱和肉豆
蔻醚对 ＭＤＣＫⅡ细胞存活无明显影响，对 ＭＤＣＫⅡ
细胞膜未见损伤作用；流式细胞分析和 Ｈｏｅｃｈｓｔ
３３２５８染色结果表明，苦参碱、氧化苦参碱和肉豆蔻
醚（１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１）对细胞周期和细胞凋亡率均无明
显影响。

综合上述实验结果表明，ＭＤＣＫⅡ细胞对有肾毒
性的ＡＡⅠ和ＡＡⅡ、及未见肾毒性报道的苦参碱、氧化
苦参碱和肉豆蔻醚的反应不同，提示ＭＤＣＫⅡ细胞培
养体系可用于中药成分体外肾毒性评价，在中药新药

研发早期进行体外肾毒性快速筛选，及时发现和淘汰

毒性大的化合物，为中药新药研发提供毒性预测信

息。
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ｄｒｕｇｓ，Ｃｈｉｎｅｓｅｈｅｒｂａｌ
　
　　Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎｉｔｅｍ：ＴｈｅｐｒｏｊｅｃｔｓｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙＢｅｉｊｉｎｇＳｃｉ
ｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙＦｏｕｎｄａｔｉｏｎ（Ｚ０００４１０５０４０３１１）
　　Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ．

（本文编辑　齐春会）
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