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基于胚胎干细胞实验模型评价黄芩苷的胚胎毒性

张　崴１，２，宋殿荣１，王雅楠１，朱　泽３

（１．天津中医药大学第二附属医院妇科，天津 ３００１５０；２．天津中医药大学，天津 ３００１９３；
３．天津医科大学微生物教研室，天津 ３０００７０）

　　摘要：目的　应用胚胎干细胞实验模型体系评价黄芩苷的胚胎毒性。方法　分别将胚胎干细胞 Ｄ３和
胚胎成纤维细胞（ＢＡＬＢ／ｃ３Ｔ３）与黄芩苷２０，４０，６０，８０和１００ｍｇ·Ｌ－１共培养，ＭＴＴ法检测细胞活性，分别
计算黄芩苷对胚胎干细胞Ｄ３和３Ｔ３细胞增殖半数抑制浓度ＩＣ５０（Ｄ３）和ＩＣ５０（３Ｔ３）。利用悬滴悬浮贴壁方
法，体外培养胚胎干细胞向心肌细胞分化，实时定量 ＰＣＲ方法检测心肌细胞特异表达肌球蛋白重链
（βＭＨＣ）基因的表达，计算胚胎干细胞Ｄ３定向分化半数抑制浓度，即 ＩＤ５０（Ｄ３）。利用胚胎毒性统计公式，
预测黄芩苷的胚胎毒性。结果　不同浓度黄芩苷作用１０ｄ后，胚胎干细胞Ｄ３和３Ｔ３细胞存活能力随着黄
芩苷浓度增加缓慢下降，黄芩苷对胚胎干细胞Ｄ３和３Ｔ３细胞增殖均有一定程度的抑制作用，其ＩＣ５０（Ｄ３）和
ＩＣ５０（３Ｔ３）分别为１３５．９和６３．３ｍｇ·Ｌ

－１。体外胚胎干细胞经悬滴悬浮贴壁培养可分化为能够表达βＭＨＣ
基因的心肌样细胞，黄芩苷２，５，１０，２０和４０ｍｇ·Ｌ－１对胚胎干细胞定向分化为心肌细胞的抑制率分别为
２９．５％，４６．８％，５９．６％，６１．７％和６９．０％，黄芩苷对胚胎干细胞分化有一定程度的抑制作用，其体外心肌
细胞定向分化的ＩＤ５０（Ｄ３）为７．２５ｍｇ·Ｌ

－１。根据胚胎毒性计算公式，计算得黄芩苷具有弱胚胎毒性。结论

黄芩苷具有弱胚胎毒性。
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　　黄芩苷（ｂａｉｃａｌｉｎ，Ｃ２１Ｈ１８Ｏ１１）是从唇形科植物
黄芩干燥根中提取的一种黄酮类化合物，相对分子

质量为４４６．３６，极性小，具有抑菌抗炎、抗病毒、抗肿
瘤、心血管保护作用、神经保护作用、抗过敏反应和

保护肝等药理作用［１］，但是对其胚胎毒性的研究未

见报道。宋殿荣等［２］发现，妊娠期应用双黄连冻干

粉透过胎盘屏障造成胎儿宫内暴露的主要药物成分

为黄芩苷，因此，研究黄芩苷的胚胎毒性对科学准确

评价妊娠期应用双黄连冻干粉的安全性有重要意义。

本研究应用胚胎干细胞（ｅｍｂｒｙｏｎｉｃｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＥＳＣ）
实验模型，同时采用ＥＳＤ３和ＢＡＬＢ／ｃ３Ｔ３细胞系对
黄芩苷的胚胎毒性进行初步预测，其中Ｄ３代表胚胎
组织，用于评价受试物作用后干细胞分化成为心肌细

胞的能力。３Ｔ３代表成体组织，用于比较分析受试物
作用后体细胞的存活能力。以进一步评价双黄连冻

干粉的胚胎毒性，为临床合理用药提供实验依据。
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１　材料与方法

１．１　细胞和动物
　　胚胎干细胞Ｄ３（ＥＳＤ３），购自中国科学院上海
生命科学研究院生物化学与细胞生物学研究所。胚

胎成纤维细胞（ＢＡＬＢ／ｃ３Ｔ３），由天津医科大学肿瘤
医院研究所惠赠。ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，ＳＰＦ级，由中国人
民解放军军事医学科学院实验动物中心提供，动物

生产许可证号：ＳＣＸＫ（军）２００７００４。
１．２　试剂和仪器

黄芩苷购自中国药品生物制品检定所，批号：

１１０７１５２００８１５。ｋｎｏｃｋｏｕｔＤＭＥＭ 培养基、ｋｎｏｃｋ
ｏｕｔ血清替代品、１％非必需氨基酸、β巯基乙醇、谷
氨酰胺和胰蛋白酶购自 Ｇｉｂｃｏ公司。胎牛血清购自
Ｈｙｃｌｏｎｅ公司。鼠白血病抑制因子１０００ｋＵ·Ｌ－１购自
Ｃｈｅｍｉｃｏｎ公司。二甲亚砜、明胶、５氟尿嘧啶、噻唑蓝
和丝裂霉素购自Ｓｉｇｍａ公司。ＩＸ５１型倒置显微镜为日
本Ｎｉｋｏｎ公司产品、Σ９６０酶联免疫检测仪和Ｃｈｒｏｍｏ４
四通道实时定量ＰＣＲ仪为美国ＢｉｏＲａｄ公司产品。
１．３　饲养层细胞（ｍｏｕｓｅｅｍｂｒｙｏｎｉｃｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ，
ＭＥＦ）制备

ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，孕期１２．５～１４．５ｄ，颈椎脱臼处
死，浸泡、洗刷，消毒，剖腹取出胚胎，去除头、肝和四
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肢，培养液冲洗，充分剪碎。加入 １０ｍｌ０．２５％胰
酶０．０４％ＥＤＴＡ，分阶段消化，吸取上层悬液并离心
收集细胞，接种于 Ｔ７５培养瓶培养。倒置显微镜下
观察胚胎成纤维细胞铺满培养瓶底，加入丝裂霉素

１０ｍｇ·Ｌ－１混匀，培养４ｈ，消化，接种于明胶化的培
养皿中备用。

１．４　小鼠胚胎干细胞Ｄ３培养
从液氮中取出１支 ＥＳＤ３复苏，接种于已铺好

胚胎成纤维细胞的６ｃｍ培养皿中培养，每天更换细
胞培养液（高糖 ＤＭＥＭ培养基，１５％胎牛血清，谷
氨酰胺２ｍｍｏｌ·Ｌ－１，１％非必需氨基酸，β巯基乙酸
０．１ｍｍｏｌ·Ｌ－１，青霉素５０ｋＵ·Ｌ－１，链霉素５０ｍｇ·Ｌ－１，
鼠白血病抑制因子１０００ｋＵ·Ｌ－１）。ＥＳ增殖３ｄ，形
成大小均一的克隆，细胞克隆铺占６０％ ～７０％时传
代。

１．５　ＭＴＴ法检测黄芩苷对胚胎干细胞 Ｄ３和３Ｔ３
细胞毒性

将ＥＳ细胞２．５×１０６Ｌ－１的接种于９６孔板上，
每孔分别加入含黄芩苷 ５０，７５，１００，１２５和
１５０ｍｇ·Ｌ－１的 ＥＳ细胞完全培养液。将 ３Ｔ３细胞
２．５×１０６Ｌ－１接种于９６孔板上，每孔分别加入含黄
芩苷２０，４０，６０，８０和１００ｍｇ·Ｌ－１的３Ｔ３细胞培养
液（高糖 ＤＭＥＭ培养基，１０％胎牛血清，谷氨酰胺
２ｍｍｏｌ·Ｌ－１，青霉素５０ｋＵ·Ｌ－１，链霉素５０ｍｇ·Ｌ－１）。
设立空白对照组。第３天，第５天更换培养液。第
１０天相差显微镜下观察细胞形态。于波长５７０ｎｍ
处检测吸光度（Ａ５７０ｎｍ），计算不同浓度黄芩苷对 ＥＳ
细胞和３Ｔ３细胞的生长抑制率（ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｒａｔｅ，ＩＲ），
ＩＲ＝〔（Ａ对照 －Ａ实验）／Ａ对照〕×１００％

［３］。分别以黄芩

苷浓度为横坐标，抑制率为纵坐标，绘制浓度反应
曲线，应用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５软件计算５０％的 ＥＳＤ３
细胞和３Ｔ３细胞增殖受抑制的黄芩苷浓度，即半数
抑制浓度（５０％ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ＩＣ５０），其中
对ＥＳＤ３细胞活性半数抑制浓度以 ＩＣ５０（Ｄ３）表示，
对３Ｔ３细胞活性的半数抑制浓度以 ＩＣ５０（３Ｔ３）
表示。

１．６　黄芩苷抑制胚胎干细胞定向分化为心肌细胞
能力的检测

１．６．１　胚胎干细胞体外分化培养
① 悬滴培养：ＥＳ细胞中加入含黄芩苷２，５，

１０，２０和４０ｍｇ·Ｌ－１的分化培养液（高糖 ＤＭＥＭ培
养基，１５％胎牛血清，谷氨酰胺２ｍｍｏｌ·Ｌ－１，１％非
必需氨基酸，β巯基乙酸 ０．１ｍｍｏｌ·Ｌ－１，青霉素
５０ｋＵ·Ｌ－１，链霉素５０ｍｇ·Ｌ－１），调整细胞密度至
３．７５×１０４Ｌ－１。设立空白对照组和 ５氟尿嘧啶为

阳性对照组。分别将单细胞悬液置于６ｃｍ细菌培
养皿中，从中取单细胞悬液以每滴２０μｌ，培养皿每
皿８０滴置于１０ｃｍ细胞培养皿内盖上。翻转培养
皿盖子至正常位置，盖在培养皿上，使之悬滴生长，

培养皿内加入５ｍｌＰＢＳ。置３７℃，５％ＣＯ２和饱和湿
度培养箱培养３ｄ。② 悬浮培养：第３天于倒置显
微镜下观察，每个悬滴内均含有１个拟胚体。吸弃
ＰＢＳ，分别加入上述不同浓度黄芩苷分化培养液。
将拟胚体冲入培养皿底，并移至６ｃｍ细菌培养皿悬
浮培养２ｄ。③ 贴壁培养：第５天时肉眼观察每个
培养皿中均可见数十个拟胚体。分别接种至事先用

明胶包被的２４孔板内，每孔中加入２ｍｌ上述不同
浓度黄芩苷分化培养液。３７℃，５％ＣＯ２和饱和湿度
培养箱培养５ｄ。
１．６．２　实时定量ＰＣＲ法检测分化心肌细胞特异基
因（βＭＨＣ）ｍＲＮＡ的表达

Ｔｒｉｚｏｌ试剂一步法提取细胞总 ＲＮＡ，检测总
ＲＮＡ浓度，鉴定其纯度及完整性，以２μｇＲＮＡ为模
板逆转录合成ｃＤＮＡ。心肌分化特异基因肌球蛋白
重链（βＭＨＣ）引物序列正向：５′ＧＣＣＣＣＴＣＣＴＣＡ
ＣＡＴＣＴＴＣＴＣＣ３′和 反 向： ５′ＣＡＧＧＧＴＴＧＧＣＴＴＧ
ＧＡＴＧＡＴＴＴ３′；内参照 ＧＡＰＤＨ引物序列正向：
５′ＣＣＴＴＣＣＧＴＧＴＴＣＣＴＡＣＣＣ３′和反向：５′ＣＡＡＣＣＴ
ＧＧＴＣＣＴＣＡＧＴＧＴＡＧ３′。ＰＣＲ扩增的反应体系为：
ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ１２．５μｌ，样品
溶液 ２．５μｌ，引物各 １．０μｌ，加双蒸水至总体积
２５μｌ。反应条件：９５℃预变性６０ｓ；９５℃变性１５ｓ，
６０℃退火１５ｓ，７２℃延伸３０ｓ，４０个循环，熔解曲线
７２℃ ｔｏ９５℃，每０．４℃读数１次，持续１ｓ。用 ＡＢＩ
７５００Ｓｏｆｔｗａｒｅｖ２．０系统对扩增后的 ＰＣＲ产物进行
荧光定量检测，生成定量标准曲线图，计算机分析

Ｃｔ值。按照 ２－△△Ｃｔ法对数据进行分析处理。
βＭＨＣ表达量 ＝２－△△Ｃｔ，其中△△Ｃｔ＝△Ｃｔ实验 －
△Ｃｔ对照，△Ｃｔ＝ＣｔβＭＨＣ－ＣｔＧＡＰＤＨ。利用心肌细胞特异
基因βＭＨＣ的表达量，计算黄芩苷对ＥＳ细胞分化的
抑制率，抑制率（％）＝〔（βＭＨＣ对照βＭＨＣ实验）／
βＭＨＣ对照〕×１００％。以黄芩苷浓度为横轴，抑制率
为纵轴，绘制浓度反应曲线。计算５０％的ＥＳ细胞分
化受抑制的黄芩苷浓度，即ＩＤ５０（Ｄ３）。
１．７　黄芩苷胚胎毒性分析

根据Ｓｃｈｏｌｚ等［４］的报道，评价胚胎毒性计算公

式Ⅰ：５．９１６ｌｇ〔ＩＣ５０（３Ｔ３）〕＋３．５００×ｌｇ〔ＩＣ５０（Ｄ３）〕－
５．３０７〔ＩＣ５０（３Ｔ３）－ＩＤ５０（Ｄ３）〕／ＩＣ５０（３Ｔ３）－１５．７２。
公式 Ⅱ：３．６５１ｌｇ〔ＩＣ５０ （３Ｔ３）〕 ＋２．３９４ ×
ｌｇ〔ＩＣ５０（Ｄ３）〕－２．０３３〔（ＩＣ５０（３Ｔ３）－ＩＤ５０（Ｄ３）／
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ＩＣ５０（３Ｔ３）〕－６．８５。公式Ⅲ：－０．１２５ｌｇ〔ＩＣ５０（３Ｔ３）〕＋
１．９１７×ｌｇ〔ＩＣ５０（Ｄ３）〕＋１．５００×〔ＩＣ５０（３Ｔ３）－
ＩＤ５０（Ｄ３）〕／ＩＣ５０（３Ｔ３）－２．６７。公式中均以ｍｇ·Ｌ

－１

为单位，其中ＩＣ５０（Ｄ３）和 ＩＣ５０（３Ｔ３）分别为 ＥＳＤ３
细胞和３Ｔ３细胞增殖半数浓度，ＩＤ５０（Ｄ３）为 ＥＳ细
胞体外定向分化为心肌细胞半数抑制浓度。

　　评价胚胎毒性判定标准为：若上述结果中，公式
Ⅰ值＞公式Ⅱ值且公式Ⅰ值 ＞公式Ⅲ值，则受试物
胚胎毒性为一级，即判定黄芩苷无胚胎毒性；若公式

Ⅱ值＞公式Ⅰ值且公式Ⅱ值 ＞公式Ⅲ值，则判定黄
芩苷胚胎毒性为二级，即弱胚胎毒性；若公式Ⅲ值＞
公式Ⅰ值且公式Ⅲ值 ＞公式Ⅱ值，则判定黄芩苷胚
胎毒性为三级，即强胚胎毒性。

利用胚胎毒性计算公式和判定标准，分析黄芩

苷的胚胎毒性。

１．８　统计学分析
实验结果数据以 珋ｘ±ｓ表示。所有统计分析

均使用ＳＰＳＳ１１．５统计软件。两组间比较采用
ｔ检验。

２　结果

２．１　黄芩苷对细胞存活的影响
如图１浓度反应曲线所示，黄芩苷不同浓度作

用１０ｄ后，胚胎干细胞Ｄ３和ＢＡＬＢ／ｃ３Ｔ３细胞存活
能力，随着黄芩苷浓度增加缓慢下降，并呈现一定的

浓度依赖性，经计算 ＩＣ５０（Ｄ３）为 １３５．９ｍｇ·Ｌ
－１，

ＩＣ５０（３Ｔ３）为６３．３４ｍｇ·Ｌ
－１。表明黄芩苷对 ＥＳ细

胞和３Ｔ３细胞增殖均有一定程度的抑制作用，但是
抑制程度较弱。

Ｆｉｇ．１　ＥｆｆｅｃｔｏｆｂａｉｃａｌｉｎｏｎＥＳｃｅｌｌｓ（Ａ）ａｎｄ３Ｔ３ｃｅｌｌｓ（Ｂ）
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ．ＴｈｅｅｍｂｒｙｏｎｉｃｓｔｅｍｏｒＢａｌｂ／ｃ３Ｔ３ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｓｅｅｄｅｄｉｎ
ｔｈｅ９６ｈｏｌｅｏｎｔｈｅｂｏａｒｄ．Ｅａｃｈｈｏｌｅｗａｓｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙａｄｄｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆＢａｉｃａｌｉｎｉｎＥＳｃｅｌｌｓｃｏｍｐｌｅｔｅｃｕｌｔｕｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ．Ｍｅｄｉｕｍ
ｒｅｐｌａｃｅｏｎｔｈｅｔｈｉｒｄａｎｄｆｉｆｔｈｄａｙｓ，ａｎｄＭＴＴａｓｓａｙｕｓｅｄｆｏｒｔｈｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎ
ｏｆｃｅｌｌａｃｔｉｖｉｔｙｉｎｔｈｅ５７０ｎｍｗａｖｅｌｅｎｇｔｈｏｎｔｈｅｔｅｎｔｈｄａｙ（Ａ５７０ｎｍ）．珋ｘ±ｓ，
ｎ＝５．Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｒａｔｅ（％）＝〔Ａ５７０ｎｍ（ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ）－Ａ５７０ｎｍ（ｅｘｐｅｒｉ
ｍｅｎｔａｌ）〕／Ａ５７０ｎｍ（ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ）×１００％

２．２　黄芩苷对ＥＳ细胞向心肌分化的影响
体外ＥＳ细胞经悬滴培养３ｄ、悬浮培养２ｄ和

贴壁培养５ｄ后可分化为能够表达 βＭＨＣ基因的
心肌样细胞（图２），第３天可见形成的拟胚体周边
缘光滑，形态正圆、匀一（图２Ａ）；第５天可见拟胚
体开始分化，细胞分成叶状，体积逐渐增大（图

２Ｂ）；第１０天可见拟胚胎分化成心肌细胞（图２Ｃ）。
由实时定量ＰＣＲ检测心肌βＭＨＣ表达的扩增曲线和
熔解曲线见（图３）可见，随着黄芩苷作用浓度的增加，
ＥＳ细胞定向分化为心肌细胞的能力逐渐下降（表１），
可见黄芩苷对ＥＳ细胞分化有一定程度的抑制作用。
根据浓度反应曲线，计算ＩＤ５０（Ｄ３）为７．２５ｍｇ·Ｌ

－１。

Ｆｉｇ．２　ＥｆｆｅｃｔｏｆｂａｉｃａｌｉｎｏｎＥＳｃｅｌｌｓｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｔｏｗａｒｄ
ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓ．（Ａ，Ｂ：×２００，Ｃ：×１００）．Ｂａｉｃａｌｉｎｗａｓａｄｄ
ｅｄｉｎｔｏｃｕｌｔｕｒｅｄｅｍｂｒｙｏｎｉｃｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ａｆｔｅｒｈａｎｇｉｎｇｄｒｏｐｃｕｌｔｕｒｅｄｆｏｒ
３ｄ，ｔｏｆｏｒｍｅｍｂｒｙｏｉｄｂｏｄｉｅｓ，ｔｈｅｅｍｂｒｙｏｉｄｂｏｄｉｅｓｗｅｒｅｐｌａｃｅｄｉｎＰｅｔｒｉ
ｄｉｓｈｅｓ，ｃｕｌｔｕｒｅｄ２ｄ，ａｎｄｔｈｅｎｉｎｏｃｕｌａｔｅｄｔｏｇｅｌａｔｉｎｃｏａｔｅｄ２４ｈｏｌｅｐｌａｔｅ，
ａｄｈｅｒｅｎｔｃｕｌｔｕｒｅｄ５ｄ．Ａ：ｏｎｔｈｅ３ｒｄｄａｙ；Ｂ：ｏｎｔｈｅ５ｔｈｄａｙ；Ｃ：ｏｎｔｈｅ
１０ｔｈｄａｙ．
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Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｂａｉｃａｌｉｎｏｎｅｍｂｒｙｏｎｉｃｓｔｅｍｃｅｌｌｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａ
ｔｉｏｎｉｎｔｏｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｃｅｌｌｓｗｉｔｈｍｙｏｓｉｎｈｅａｖｙｃｈａｉｎｅｘ
ｐｒｅｓｓｉｏｎ．Ｅｍｂｒｙｏｎｉｃｓｔｅｍｃｅｌｌｓｗｅｒｅｃｕｌｔｕｒｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａ
ｔｉｏｎｓｏｆｂａｉｃａｌｉｎｂｙｈａｎｇｉｎｇｄｒｏｐｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎａｄｈｅｒｅｎｔｆｏｒ１０ｄ，ａｎｄｔｈｅｎ
ｔｈｅｒｅａｌｔｉｍｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲａｓｓａｙｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｈｅａｒｔ
ｍｕｓｃｌｅｍｙｏｓｉｎｈｅａｖｙｃｈａｉｎ（βＭＨＣ）ｇｅｎｅａｎｄｈｏｕｓｅｋｅｅｐｉｎｇｇｅｎｅｓｇｌｙｃ
ｅｒａｌｄｅｈｙｄｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ（ＧＡＰＤＨ）．Ａ：ｍｅｌｔｉｎｇｃｕｒｖｅｏｆβＭＨＣ
ｇｅｎｅ；Ｂ：ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｃｕｒｖｅｏｆβＭＨＣｇｅｎｅ．

Ｔａｂ．１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｂａｉｃａｌｉｎｏｎｅｍｂｒｙｏｎｉｃｃｅｌｌｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄ
ｉｎｔｏｍｙｏｃａｒｄｉａｌｃｅｌｌｓｉｎｆｌｕｅｎｃｅ

Ｂａｉｃａｌｉｎ／
ｍｇ·Ｌ－１

βＭＨＣｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
（２－△△Ｃｔ）

Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｒａｔｅ／
％

２ ０．７０４６±０．０６ ２９．５

５ ０．５３２１±０．０８ ４６．８

１０ ０．４０３３±０．０９ ５９．６

２０ ０．３８２６±０．０９ ６１．７

４０ ０．３０９９±０．０８ ６９．０

ＴｈｅｒｅａｌｔｉｍｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲｄａｔａｗｅｒｅａｎａｌｙｚｅｄａｃｃｏｒｄｉｎｇｔｏ２－△△Ｃｔ

ｍｅｔｈｏｄ．βＭＨＣｒｅｌａｔｉｖｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｖａｌｕｅｓｗａｓ２－△△Ｃｔ．ＴｈｅβＭＨＣ
ｒｅｌａｔｉｖｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｖａｌｕｅｓｗｅｒｅｓｅｔｔｅｄｔｏｂｅ１ｗｈｅｎｂａｉｃａｌｉｎｃｏｎｃｅｎｔｒａ
ｔｉｏｎｗａｓ０ｍｇ·Ｌ－１．Ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｒａｔｅｗａｓ
ｃａｌｃｕｌａｔｅｄａｃｃｏｒｄｉｎｇｔｏｔｈｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｒａｔｅ＝〔βＭＨＣ（ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ）－
βＭＨＣ（ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ）〕／βＭＨＣ（ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ）×１００％，珋ｘ±ｓ，
ｎ＝３．

２．３　黄芩苷胚胎毒性预测
分别将ＩＣ５０（Ｄ３），ＩＣ５０（３Ｔ３）和 ＩＤ５０（Ｄ３）结果，

按照胚胎毒性评价公式计算，公式Ⅰ结果为 －２．２９５，
公式Ⅱ结果为３．０３５，公式Ⅲ结果为２．５２２，公式Ⅱ＞公
式Ⅰ，而且公式Ⅱ＞公式Ⅲ。根据胚胎毒性判定标准，
预测黄芩苷具有弱胚胎毒性。

３　讨论

胚胎毒性研究方法包括体内生殖发育毒性实验

和体外替代实验。体内生殖发育毒性实验即三阶段

实验：① 生育力与早期胚胎发育毒性实验；② 胚胎
胎仔发育毒性实验（致畸敏感期生殖毒性实验）；

③ 围生期毒性实验。这一实验需要使用大量实验
动物、费用较高、实验周期长、难以迅速对大量物质

进行毒性评价。因此，发育毒性实验的体外可替代

模型日益受到关注。体外替代实验主要有体外全胚

胎培养实验、胚胎细胞微团培养实验和胚胎干细胞

实验（ｅｍｂｒｙｏｎｉｃｓｔｅｍｃｅｌｌｔｅｓｔ，ＥＳＴ）［５］。其中 ＥＳＴ
是目前唯一一个利用细胞系、而非怀孕动物的体外

替代实验。胚胎干细胞来源于早期胚胎，它在体外既

可维持不分化而无限增殖，又能参与胚胎发育，它可

以在不同的诱导条件下向特定的组织器官分化。根

据ＥＳＣ的特性发展起来的ＥＳＴ可以从细胞毒性、分
化抑制以及分子生物学水平反映发育毒性，具有简

便、经济、实验周期短、实验条件可控、剂量反应关系
易测、排除母体干扰等优点，于２００６年被欧洲替代方
法认证中心接受，成为体外药物和化合物胚胎毒性筛

选的标准实验方法。Ｓｃｈｏｌｚ等［６］研究ＥＳＴ能对大多
数化学物质的胚胎毒性进行正确分类预测，且与体内

实验结果有较好的一致性，其准确性可达７８％。在
本研究中，同时应用了ＥＳＤ３和ＢＡＬＢ／ｃ３Ｔ３两种细
胞系来检测黄芩苷的毒性。其中 Ｄ３代表胚胎组
织，用于评价受试物作用后干细胞分化成为心肌细

胞的能力。选择心肌细胞作为分化发育后的衡量指

标，一方面是先天性心脏缺陷往往伴有其他组织器

官的发育缺陷，因而心肌细胞损害可以作为胚胎损

伤的早期预警指示，另一方面是心肌细胞的作用与

窦房结、心房、心室的完整功能相似，能够反映整个

组织的发育特点［７－８］。３Ｔ３代表成体组织，用于比
较分析受试物作用后体细胞的存活能力。尽管 ＥＳ
细胞在体外的分化途径和机制与体内胚胎细胞的分

化途径和机制不完全相同，但在分子水平上有许多

相似之处，而且不同哺乳动物种属着床前胚胎发育

形态学及某些生化参数极其相似，这些均为 ＥＳＴ预
测药物胚胎毒性提供了理论基础。

中药具有作用整体性、组成成分多样性和可变

性、作用靶点和机制复杂性、以及成分间相互作用难

以预测性的特点［９］，应用中药后只有被吸收入血或

是在体内代谢最终存在于血液中含量较高的成分，

才是发挥药效或毒性作用的成分。妊娠期应用中

药，母体内药物成分只有透过胎盘屏障，进入胎儿体

内才可能对胎儿的生长发育造成影响。胎盘作为母

·７６８·中国药理学与毒理学杂志２０１２年１２月第２６卷第６期　ＣｈｉｎＪＰｈａｒｍａｃｏｌＴｏｘｉｃｏｌ，Ｖｏｌ２６，Ｎｏ６，Ｄｅｃ２０１２



体与胎儿之间的重要器官，具有物质交换、代谢、防

御以及合成功能。胎盘内存在母体和胎儿两个血液

循环系统，母体动脉血从子宫螺旋动脉流入绒毛间

隙，胎儿的静脉血经脐动脉流入绒毛毛细血管，与绒

毛间隙内的母体血进行物质交换后，成为动脉血，经

脐静脉回流到胎儿，两者的血液在各自封闭管道内

循环，互不相混，形成胎盘屏障，具有保护胎儿的作

用。药物能否通过胎盘屏障除了胎盘因素外，药物

因素也十分重要，与药物的相对分子质量、极性、脂

溶性和血浆蛋白结合率有关。分子质量小于５００、
极性小、脂溶性高、血浆蛋白结合率低的药物较容易

透过胎盘屏障。本研究应用 ＥＳＴ预测了黄芩苷的
胚胎毒性，结果显示其具有弱胚胎毒性，为进一步评

价妊娠期应用双黄连冻干粉的安全性提供了毒理学

研究资料，为临床合理用药提供参考，但是体外实验

的发展并不能排斥体内实验本身的重要性，两者的

相关性还有待进一步研究探索。

参考文献：

［１］　ＷａｎｇＬＷ，ＹａｎｇＪ．ＣｌｉｎｉｃａｌａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｏｆＳｈｕａｎｇｈｕａｎ
ｇｌｉａｎｉｎｐｒｅｇｎａｎｃｙｃｏｍｐｌｉｃａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＪＣｈｅｎｇｄｅＭｅｄ
Ｃｏｌｌ（承德医学院学报），２００７，２４（２）：１５７１５８．

［２］　ＳｏｎｇＤＲ，ＧｕｏＪ，ＷａｎｇＹＦ，ＰａｎＧＸ，ＬｉＰＬ，ＺｈａｎｇＷ，
ｅｔａｌ．ＩｎｇｒｅｄｉｅｎｔｓｏｆＳｈｕａｎｇｈｕａｎｇｌｉａｎｉｎｊｅｃｔｉｏｎｐｏｗｄｅｒ
ｐｅｒｍｅａｔｉｏｎｔｈｒｏｕｇｈｐｌａｃｅｎｔａｌｂａｒｒｉｅｒｏｆｒａｔｉｎｐｒｅｇｎａｎｃｙ
［Ｊ］．ＣｈｉｎａＪＣｈｉｎＭａｔｅｒＭｅｄ（中国中药杂志），２０１０，

３５（１２）：１６２６１６２９．
［３］　ＫｕａｎｇＮＺ，ＦｕＹＹ，ＨｕａｎｇＢＨ，ＺｈｏｕＺＸ，ＺｅｎｇＸＰ．

Ａｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｓｔｕｄｙｏｎｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｏｆｂａｉｃａｌｉｎｏｎ
ｈｕｍａｎｈｅｐａｔｉｃｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｌｉｎｅＳＭＭＣ７７２１ｉｎｖｉｔｒｏ．
ＬｉｓｈｉｚｈｅｎＭｅｄＭａｔｅｒＭｅｄＲｅｓ（时珍国医国药），２００８，
１９（６）：１４２２１４２４．

［４］　ＳｃｈｏｌｚＧ，ＧｅｎｓｃｈｏｗＥ，ＰｏｈｌＩ，ＢｒｅｍｅｒＳ，ＰａｐａｒｅｌｌａＭ，
ＲａａｂｅＨ，ｅｔａｌ．Ｐｒｅｖａｌｉｄａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｅｍｂｒｙｏｎｉｃｓｔｅｍｃｅｌｌ
ｔｅｓｔ（ＥＳＴ）－ａｎｅｗｉｎｖｉｔｒｏｅｍｂｒｙｏｔｏｘｉｃｉｔｙｔｅｓｔ［Ｊ］．Ｔｏｘｉｃｏｌ
ＩｎＶｉｔｒｏ，１９９９，１３（４５）：６７５６８１．

［５］　ＡｈｕｊａＹＲ，ＶｉｊａｙａｌａｋｓｈｍｉＶ，ＰｏｌａｓａＫ．Ｓｔｅｍｃｅｌｌｔｅｓｔ：
ａｐｒａｃｔｉｃａｌｔｏｏｌｉｎｔｏｘｉｃｏｇｅｎｏｍｉｃｓ［Ｊ］．Ｔｏｘｉｃｏｌｏｇｙ，
２００７，２３１（１）：１１０．

［６］　ＳｃｈｏｌｚＧ，ＰｏｈｌＩ，ＧｅｎｓｃｈｏｗＥ，ＫｌｅｍｍＭ，ＳｐｉｅｌｍａｎｎＨ．
Ｅｍｂｒｙｏｔｏｘｉｃｉｔｙｓｃｒｅｅｎｉｎｇｕｓｉｎｇｅｍｂｒｙｏｎｉｃｓｔｅｍｃｅｌｌｓｉｎ
ｖｉｔｒｏ：ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｔｏｉｎｖｉｖｏｔｅｒａｔｏｇｅｎｉｃｉｔｙ［Ｊ］．ＣｅｌｌｓＴｉｓｓｕｅｓ
Ｏｒｇａｎｓ，１９９９，１６５（３４）：２０３２１１．

［７］　ＲｏｌｌｅｔｓｃｈｅｋＡ， ＢｌｙｓｚｃｚｕｋＰ， ＷｏｂｕｓＡＭ． Ｅｍｂｒｙｏｎ
ｉｃｓｔｅｍｃｅｌｌｄｅｒｉｖｅｄｃａｒｄｉａｃ，ｎｅｕｒｏｎａｌａｎｄｐａｎｃｒｅａｔｉｃ
ｃｅｌｌｓａｓｍｏｄｅｌｓｙｓｔｅｍｓｔｏｓｔｕｄｙｔｏｘｉｃｏｌｏｇｉｃａｌｅｆｆｅｃｔｓ［Ｊ］．
ＴｏｘｉｃｏｌＬｅｔｔ，２００４，１４９（１３）：３６１３６９．

［８］　ＢｒｅｍｅｒＳ，ＷｏｒｔｈＡＰ，ＰａｐａｒｅｌｌａＭ，ＢｉｇｏｔＫ，ＫｏｌｏｓｓｏｖＥ，
ＦｌｅｉｓｃｈｍａｎｎＢＫ，ｅｔａｌ．Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔｏｆａｎｉｎｖｉｔｒｏｒｅｐｏｒｔ
ｅｒｇｅｎｅａｓｓａｙｆｏｒｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌｃａｒｄｉａｃｔｏｘｉｃｉｔｙ［Ｊ］．Ｔｏｘｉ
ｃｏｌＩｎＶｉｔｒｏ，２００１，１５（３）：２１５２２３．

［９］　ＱｉＬＷ，ＺｈｏｕＪＬ，ＨａｏＨＰ，ＬｉＨＪ，ＷｅｎＸＤ，ＣｈｅｎＪ，
ｅｔａｌ．Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｃｈｅｍｉｃａｌｐｒｏｆｉｌｉｎｇｏｆｉｎｖｉｔｒｏａｎｄｉｎｖｉｖｏ
ｂｉｏａｃｔｉｖｅｃｏｍｐｏｕｎｄｓｆｒｏｍｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌＣｈｉｎｅｓｅｍｅｄｉｃｉｎｅｓ
ｗｉｔｈｈｏｌｉｓｔｉｃｖｉｅｗｓ［Ｊ］．ＪＣｈｉｎａＰｈａｒｍＵｎｉｖ（中国药科
大学学报），２０１０，４１（３）：１９５２０２．

Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎｏｆｅｍｂｒｙｏｔｏｘｉｃｉｔｙｏｆｂａｉｃａｌｉｎｂａｓｅｄｏｎｅｍｂｒｙｏｎｉｃ
ｓｔｅｍｃｅｌｌｔｅｓｔｓｙｓｔｅｍ

ＺＨＡＮＧＷｅｉ１，２，ＳＯＮＧＤｉａｎｒｏｎｇ１，ＷＡＮＧＹａｎａｎ１，ＺＨＵＺｅ３
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·８６８· 中国药理学与毒理学杂志２０１２年１２月第２６卷第６期　ＣｈｉｎＪＰｈａｒｍａｃｏｌＴｏｘｉｃｏｌ，Ｖｏｌ２６，Ｎｏ６，Ｄｅｃ２０１２



ＲＥＳＵＬＴＳ　ＥＳＤ３ｃｅｌｌｓａｎｄＢＡＬＢ／ｃ３Ｔ３ｃｅｌｌｓｖｉａｂｉｌｉｔｙｄｅｃｒｅａｓｅｄｓｌｏｗｌｙｗｉｔｈｔｈｅｉｎｃｒｅａｓｅｉｎ
ｂａｉｃａｌｉｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎａｆｔｅｒｔｈｅｙｗｅｒｅｃｕｌｔｕｒｅｄｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｂａｉｃａｌｉｎｆｏｒｔｅｎｄａｙｓ，
ｗｈｉｃｈｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｂａｉｃａｌｉｎｈａｄａｃｅｒｔａｉｎｄｅｇｒｅｅｏｆｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｎＥＳＤ３ｃｅｌｌａｎｄＢＡＬＢ／ｃ３Ｔ３ｃｅｌｌ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ．Ｔｈｅｈａｌｆｍａｘｉｍａｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ（ＩＣ５０）ｏｆｂａｉｃａｌｉｎｏｎＥＳｃｅｌｌ
ｌｉｎｅＤ３〔ＩＣ５０（Ｄ３）〕ａｎｄ３Ｔ３ｃｅｌｌｓ〔ＩＣ５０（３Ｔ３）〕ｗａｓ１３５．９ｍｇ·Ｌ

－１ａｎｄ６３．３４ｍｇ·Ｌ－１．ＥＳｃｅｌｌｓ
ｉｎｖｉｔｒｏｂｙｈａｎｇｉｎｇｄｒｏｐｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎａｄｈｅｒｅｎｔｃｕｌｔｕｒｅｃｏｕｌｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｔｏｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆβＭＨＣｇｅｎｅ
ｉｎｍｙｏｃａｒｄｉａｌｃｅｌｌｓ．Ｗｉｔｈｂａｉｃａｌｉｎ２，５，１０，２０ａｎｄ４０ｍｇ·Ｌ－１，ｔｈｅａｂｉｌｉｔｙｏｆＥＳｃｅｌｌｓｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅ
ｉｎｔｏｍｙｏｃａｒｄｉａｌｃｅｌｌｓｇｒａｄｕａｌｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄ，ｔｈｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｒａｔｅｗａｓ２９．５％，４６．８％，５９．６％，
６１．７％ ａｎｄ６９．０％，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，ａｎｄｔｈｉｓｉｎｄｉｃａｔｅｄｔｈａｔｂａｉｃａｌｉｎｈａｄａｃｅｒｔａｉｎｄｅｇｒｅｅｏｆｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ
ｅｆｆｅｃｔｏｎＥＳｃｅｌｌｓｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ．Ｔｈｅｈａｌｆｍａｘｉｍａｌｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ（ＩＤ５０）ｏｆ
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　　Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎｉｔｅｍ：ＴｈｅｐｒｏｊｅｃｔｓｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙＳｔａｔｅＡｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎｏｆＴｒａｄｉｔｉｏｎａｌＣｈｉｎｅｓｅＭｅｄｉｃｉｎｅＴＣＭ ＩｎｄｕｓｔｒｙＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ
ＲｅｓｅａｒｃｈＳｐｅｃｉａｌｐｒｏｊｅｃｔ（２００７０７０１１）
　　Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＳＯＮＧＤｉａｎｒｏｎｇ，Ｅｍａｉｌ：ｓｏｎｇｄｒ５８＠１２６．ｃｏｍ

（收稿日期：２０１１１０２７　接受日期：２０１２０３１２）
（本文编辑：付良青）

向２０１２年为本刊审稿的编委和专家表示衷心的感谢！

（以汉语拼音为序）

敖　英
白贵荣

曹济民

曹亦菲

曹志然

柴振海

陈　汇
陈建国

陈　龙
陈枢青

陈　霆
程桂芳

程　宁
程肖蕊

单俊杰

丁日高

丁文军

董德利

杜力军

范文红

冯林音

冯义柏

高　月
宫泽辉

关永源

郭莲军

郭　宁
郭秀丽

郭振泉

韩淑燕

郝卫东

何俏军

何晓阳

侯　琦
胡长平

胡国渊

胡建安

胡良平

黄君健

黄　显
贾　光
姜岳明

蒋利和

金　肆
金泰訥

金　英
乐　江
黎　燕

李国君

李　桦
李　锦
李　静
李　林
李　杨
李元建

李云峰

连晓媛

梁建辉

梁中琴

林　晨
林忠宁

刘广贤

刘红军

刘惠芬

刘俊田

刘晓东

刘新光

刘兆华

龙超良

娄建石

楼丽广

楼宜嘉

罗焕敏

马越鸣

毛天球

倪连松

彭　军
彭仁

彭瑞云

彭双清

蒲小平

乔善义

秦晓群

让蔚清

任　进
任雷鸣

阮迪云

邵荣光

申竹芳

时京珍

宋　伦
孙建宁

孙晓波

孙祖越

汤慧芳

唐朝克

唐　萌
唐修文

唐亚雄

唐泽耀

滕脉坤

屠曾宏

汪　渊
王爱平

王　芳
王宏林

王洪新

王　华
王嘉陵

王建春

王莉莉

王立辉

王立生

王　林
王全军

王　蓉
王守林

王迎伟

王永利

王永祥

王宇光

王玉霞

王字玲

魏尔清

魏晓丽

吴纯启

吴道澄

伍一军

袭著革

肖军花

肖小河

肖智勇

谢克勤

熊冬生

熊　燕
徐海滨

徐江平

徐　明
徐群渊

徐新云

许建华

许云禄

薛智谋

颜　慧

杨纪峰

杨　静
杨静玉

杨　军
叶春玲

叶　菲
叶　红
殷　明
尹大强

游雪甫

于晓
!

余应年

俞炜源

张宝旭

张　博
张丹参

张天宝

张伟丽

张晓东

张晓玲

张　雄
张岫美

张英鸽

张有志

张　云
招明高

赵　广
赵艳玲

郑建全

钟大放

钟赣生

钟　辉
仲来福

周刚桥

周慧君

周家国

周建平

周平坤

周　园
周宗灿

朱邦豪

朱东亚

朱心强

祝庆余

庄志雄

邹　伟
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