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摘 要 对比分析盐补骨脂不同种提取物对3种细胞的毒性,本研究使用 HK-2细胞、Hep-G2细胞及LLC-PK1
细胞作为评价模型,采用CCK-8方法检测盐补骨脂水、醇提取物及其主要成分对3种细胞活力的影响。结果表明:

1)盐补骨脂乙醇提取物对 HK-2、Hep-G2及LLC-PK1细胞毒性均强于其水提取物。2)补骨脂甲素、补骨脂乙素、

补骨脂定、异补骨脂定、甲基补骨脂黄酮A对HK-2、Hep-G2细胞毒性较强,且补骨脂甲素对HK-2细胞和Hep-G2
细胞毒性要强于其他主要成分,而补骨脂素、异补骨脂素、补骨脂宁对 HK-2、Hep-G2细胞毒性相对较小。综上,盐

补骨脂水提取物、乙醇提取物对 HK-2细胞、Hep-G2细胞及LLC-PK1细胞均具有一定的细胞毒性,且盐补骨脂乙

醇提取物毒性更大;补骨脂甲素、补骨脂乙素、甲基补骨脂黄酮A、补骨脂素、异补骨脂素、异补骨脂定、补骨脂定对

HK-2细胞、Hep-G2细胞具有一定的细胞毒性,且补骨脂甲素的毒性要大于补骨脂其他主要成分。本研究可为后

续开展补骨脂或补骨脂有效成分的相关研究提供科学依据,在发挥其药理作用的同时,减少其毒性。
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Abstract TocompareandanalyzethetoxicityofvariousextractsofsaltPsoraleaeFructusonthreekindsofcells,

HK-2cells,Hep-G2cellsandLLC-PK1cellswereusedasevaluationmodelsinthisstudy,andCCK-8methodwas
usedtodetecttheeffectsofwaterextractofsaltPsoraleaeFructus,alcoholextractandtheirmaincomponentsonthe
viabilityofthreekindsofcells.Theresultsshowedthat:1)Theethanolextractsofsalt-processedPsoraleaeFructus
weremoretoxictoHK-2,Hep-G2andLLC-PK1cellsthanitsaqueousextract.2)Atthesametimepointand
concentration,bavachin,isobavachalcone,psoralidin,isopsoralidinandbavachininAweremoretoxictoHK-2and
Hep-G2cells,andbavachinwasmoretoxictoHK-2andHep-G2cellsthantheothermajorcomponents.Incontrast,

psoralen,isopsoralen,corylinwererelativelylesstoxictoHK-2andHep-G2cells.Inconclusion,thewaterand
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ethanolicextractsofsaltPsoraleaeFructushadcertaincytotoxicitytoHK-2cells,Hep-G2cellsandLLC-PK1cells,and
itsethanolicextractwasmoretoxic;bavachin,isobavachalcone,bavachininA,psoralen,isopsoralen,psoralidin,

corylinweremoretoxictoHK-2cells.Basedontheresultsofthisstudy,itcanprovidescientificbasisforsubsequent
researchonpsoraleaoritseffectivecomponents,andreduceitstoxiceffectswhileexertingitspharmacological
effects.
Keywords saltPsoraleaeFructus;cytotoxiceffect;toxiccomponents

  补骨脂又称为破骨脂,是补骨脂干燥的成熟果

实。通常用作驱虫药、壮阳药和止泻药,临床一般用

于治疗皮肤疾病,如牛皮癣、白皮病、麻风和皮肤炎

症性疾病等[1]。近年来,随着对补骨脂不断的深入

研究,补骨脂的一些活性成分具有抗炎、增强机体免

疫力、抗肿瘤等功效也逐渐被发现[2]。在2015版的

《中国药典》中,有41种含有补骨脂的成方制剂被收

录[3-4],目前,补骨脂被开发形成的中成药制剂达上

百种,在皖西白鹅等动物以及人医临床中现已成为

常用的补益类中药,如补肾益脑胶囊、益肾灵颗粒

等[5],但是,中国食品药品监督管理局已发布公告

称,以补骨脂为主要原料生产的如壮骨关节丸、白蚀

丸等中成药可能产生与补骨脂相关的肝损伤等副作

用,现已引起国内外研究者和医生对补骨脂的用药

问题高度关注[6]。目前,利用各种提取方法对补骨

脂的活性成分进行提取,共发现了117种活性成分,
其中甲基补骨脂黄酮A、补骨脂素、异补骨脂素、异
补骨脂定、补骨脂定、补骨脂宁、补骨脂乙素、补骨脂

甲素含量较多[7]。研究表明,使用盐炙对补骨脂进

行炮制的方法,有利于有效成分的煎出[8]。然而在

一些研究中显示,补骨脂的主要成分中也具有产

生肝肾毒性的物质[7],但是其毒性物质基础往往

是多种有毒成分的集合,其组成成分的化学特性

各异,具体的毒性成分不明确,在相关研究中也缺

乏主要成分对肝、肾毒性作用差异的比较,不能为

后续的药物开发或临床应用提供直观性的参考和

建议。
本研究以人肾小管上皮细胞(HK-2)、人肝癌细

胞(Hep-G2)以及猪肾细胞(LLC-PK1)为评价模

型,对比研究盐补骨脂水醇提取物及其主要成分甲

基补骨脂黄酮A、补骨脂定、异补骨脂定、异补骨脂

素、补骨脂素、异补骨脂定、补骨脂宁、补骨脂乙素、
补骨脂甲素对 HK-2细胞、Hep-G2细胞、LLC-PK1
细胞的毒性差异,为后续开展补骨脂或补骨脂有效

成分的相关研究提供科学依据,在最大程度发挥其

药理作用的同时,减少其毒性的影响。

1 材料与方法

1.1 细胞与细胞培养

HK-2、LLC-PK1细胞系购于美国 ATCC细胞

库、Hep-G2细胞系,购自国家生物医学实验细胞资

源库。HK-2细胞在含有体积分数100U/mL青霉

素(PG)、100mL/L胎牛血清(FBS)、0.1mg/mL
链霉素(SM)的DMEM-F12完全培养液中常规培

养、LLC-PK1细胞在含有体积分数100U/mLPG、

0.1mg/mLSM、100ml/LFBS的 DMEM-High
Glucose完全培养液中常规培养。Hep-G2细胞在

含有体积分数100U/mLPG、0.1mg/mLSM 和

100ml/LFBS的 MEM 完全培养液中常规培养。
将培养的细胞置于体积分数5%、37℃的CO2 培养

箱中进行培养和传代培养。

1.2 药品、试剂与仪器

盐补骨脂购自中国北京同仁堂有限责任公司。
盐补骨脂醇提取物:使用体积分数为70%的乙

醇对打粉后的盐补骨脂进行回流提取,加10倍量溶

剂,回流提取时间为2h,使用8层纱布收集滤液,共

3次。合并3次醇提取液,经旋转蒸发仪减压浓缩,
备用。

盐补骨脂水提物:盐补骨脂以蒸馏水回流提取,
加10倍量水后,浸泡1h,回流提取3次(间隔时间

均为2h),间隔期间使用8层纱布收集滤液,合并

3次水提取液,经旋转蒸发仪减压浓缩,备用。
甲基补骨脂黄酮A、补骨脂素、异补骨脂定、异

补骨脂素、补骨脂宁、补骨脂定、补骨脂乙素、补骨脂

甲素,均购自成都德瑞克生物科技有限公司,HPLC
纯度均为≥98%;磷酸缓冲液(PBS),购自北京启研生

物科技有限公司;CCK-8,购自美国 MedChemexpress
生物科技有限公司。

1.3 检测指标

1.3.1 补骨脂提取物细胞活力测定

取盐补骨脂水提取物、盐补骨脂醇提取物样品

适量,经0.22μm滤膜过滤后,每种成分使用培养
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基配制成0.5、1、2、3、4、5、6、7和8mg/mL的药液。
调整细胞密度,HK-2细胞密度为10000/孔、Hep-2
细胞 密 度 为 25000/孔、LLC-PK1 细 胞 密 度 为

10000/孔,将其接种在96孔板中,37℃,5% CO2
培养,贴壁生长12h后使用不含血清的对应培养

基,饥饿12h后,弃掉培养液,给药组加入含补骨脂

提取物质量分数为0.5、1、2、3、4、5、6、7和8mg/mL
的培养基培养24h。药物处理24h后,弃掉药液,
随后加入100μL浓度为10%的CCK-8试剂,HK-2
细胞和LLC-PK1细胞37℃孵育4h,Hep-G2细胞

37℃孵育2h后,使用酶标仪检测吸光度(波长为

450nm),计 算 细 胞 存 活 率 后,计 算 半 数 抑 制 率

(IC50)。

1.3.2 补骨脂主要活性成分细胞活力测定

取甲基补骨脂黄酮 A、补骨脂甲素、补骨脂乙

素、补骨脂素、补骨脂宁、异补骨脂素、补骨脂定、异
补骨脂定,每种成分以 DMSO配制成50mmol/L
浓度的储备液。试验时将其以培养基分别配制成

25、50、75、100、125、150、175和200μmol/L药液,

对照组为含体积分数0.4%的DMSO。细胞铺板同

1.3.1.1。给药组加入含不同补骨脂的主要成分

(25、50、75、100、125、150、175和200μmol/L)的培

养基培养24h,药物处理24h后,弃掉药液。随后

同1.3.1中使用CCK-8法测定细胞存活率,并计算

IC50值。

1.4 统计学方法

采用GraphPadPrism9分析软件处理。采用

Excel2021软件进行作图,与对照组相比,*P<
0.05表示差异显著,**P<0.01表示差异极显著。

2 结果与分析

2.1 补骨脂提取物对HK-2细胞活力的影响

给药培养24h后检测,发现盐补骨脂醇提取

物、水提取物能够抑制 HK-2细胞的活力。24h的

IC50值显示,在相同给药条件下,盐补骨脂水提取物

的IC50值为1.736mg/mL,盐补骨脂醇提取物的

IC50值为0.558mg/mL。由此可见,盐补骨脂水提

取物的毒性小于盐补骨脂醇提取物(图1)。

(a)盐补骨脂水提取物;(b)盐补骨脂乙醇提取物。
(a)WaterextractofsaltPsoraleaeFructus;(b)EthanolicextractofsaltPsoraleaeFructus.

图1 不同盐补骨脂提取物对HK-2细胞活力的影响

Fig.1 EffectofdifferentsaltPsoraleaeFructusextractsontheviabilityofHK-2cells

2.2 补骨脂主要成分对HK-2细胞活力的影响

给药培养24h后检测,发现甲基补骨脂黄酮

A、补骨脂素、异补骨脂素、补骨脂甲素、补骨脂乙

素、补骨脂定、异补骨脂定能够抑制HK-2细胞的活

力,而补骨脂宁在本试验剂量下没有显著毒性(P>
0.05)。24h的IC50值排序为(补骨脂宁>补骨脂

素>异补骨脂素>异补骨脂定>补骨脂定>甲基补

骨脂黄酮A>补骨脂乙素>补骨脂甲素)。24h的

IC50值显示,在相同给 药 条 件 下,补 骨 脂 甲 素 对

HK-2细胞毒性较其他成分对 HK-2细胞的毒性

强。此外,还比较了补骨脂主要成分与马兜铃酸A
对于HK-2细胞的毒性,结果发现甲基补骨脂黄酮

A、补骨脂乙素、补骨脂甲素、补骨脂定的毒性强于

马兜铃酸A(图2)。

2.3 补骨脂提取物对Hep-G2细胞活力的影响

给药培养24h后检测,发现盐补骨脂醇提取

物、水提取物能够抑制 Hep-G2细胞的活力。24h
的IC50值显示,在相同给药的条件下,盐补骨脂水提
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  (a)补骨脂素;(b)甲基补骨脂黄酮A;(c)异补骨脂定;(d)异补骨脂素;(e)补骨脂宁;
(f)补骨脂定;(g)补骨脂乙素;(h)补骨脂甲素;(i)马兜铃酸A。

(a)Psoralen;(b)BavachininA;(c)Isopsoralidin;(d)Isopsoralen;(e)Corylin;
(f)Psoralidin;(g)Isobavachalcone;(h)Bavachin;(i)AristolochicacidA.

图2 补骨脂主要成分对HK-2细胞活力的影响

Fig.2 EffectofthemaincomponentsofPsoraleaeFructusontheviabilityofHK-2cells

取物的IC50值为3.891mg/mL,盐补骨脂醇提取物

的IC50值为1.049mg/mL,由此可见,盐补骨脂水

提取物的毒性要小于盐补骨脂醇提取物。研究显

示,美国每年因对乙酰氨基酚引起的急性肝功能衰

竭(AHF)的发生率呈逐年上升趋势(1998年21%,

2003年51%)[9],所以对比分析盐补骨脂醇提取物、
水提取物和对乙酰氨基酚对于Hep-G2细胞毒性的

影响,发现盐补骨脂水提取物的毒性要小于对乙酰

氨基酚,但是盐补骨脂乙醇提取物的毒性大于对乙

酰氨基酚(图3)。

2.4 补骨脂主要成分对Hep-G2细胞活力的影响

给药培养24h后检测,发现甲基补骨脂黄酮

A、补骨脂素、异补骨脂素、补骨脂甲素、补骨脂乙

素、补骨脂定、异补骨脂定能够抑制Hep-G2细胞的

活力,而补骨脂宁在本试验剂量下基本没有毒性

(P>0.05)。24h的IC50值排序为(补骨脂宁>补

骨脂素>异补骨脂定>异补骨脂素>补骨脂定>补

骨脂乙素>甲基补骨脂黄酮 A>补骨脂甲素)。

IC50值显示,在相同给 药 条 件 下,补 骨 脂 甲 素 对

Hep-G2细胞毒性较其他成分对 Hep-G2细胞的毒

性强(图4)。

2.5 补骨脂提取物对LLC-PK1细胞活力的影响

在给药培养24h后检测,发现盐补骨脂醇提取

物、水提取物能够抑制LLC-PK1细胞的活力。24h
的IC50值显示,在相同给药质量分数条件下,盐补骨

脂水提取物的IC50值为1.759mg/mL,盐补骨脂醇提

取物的IC50值为0.737mg/mL。由此可见,盐补骨脂

水提取物的毒性要小于盐补骨脂醇提取物(图5)。
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(a)盐补骨脂水提取物;(b)盐补骨脂乙醇提取物;(c)对乙酰氨基酚。
(a)WaterextractsaltPsoraleaeFructus;(b)EthanolicextractofsaltPsoraleaeFructus;(c)Acetaminophen.

图3 不同盐补骨脂提取物对Hep-G2细胞活力的影响

Fig.3 EffectsofdifferentsaltPsoraleaeFructusextractsandacetaminophenontheviabilityofHep-G2cells

(a)补骨脂素;(b)甲基补骨脂黄酮A;(c)异补骨脂定;(d)异补骨脂素;(e)补骨脂宁;(f)补骨脂定;(g)补骨脂甲素;(h)补骨脂乙素。
(a)Psoralen;(b)BavachininA;(c)Isopsoralidin;(d)Isopsoralen;(e)Corylin;(f)Psoralidin;(g)Bavachin;(h)Isobavachalcone.

图4 补骨脂主要成分对Hep-G2细胞活力的影响

Fig.4 EffectofthemaincomponentsofPsoraleaeFructusontheviabilityofHep-G2cells

3 讨论与结论

由于中药具有多成分、多途径、多靶点综合作用

的整体性特点,其毒性物质基础往往是多种有毒成

分的集合,且组成成分的化学特性各异,有些成分

毒-效关系不明确,这也增加了中药毒性物质基础研

究的难度,需借助有效的方法明确中药毒性物质。
补骨脂最早记载于《雷公炮炙论》,未言明其毒
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(a)盐补骨脂水提取物;(b)盐补骨脂乙醇提取物。
(a)WaterextractofsaltPsoraleaeFructus;(b)EthanolicextractofsaltPsoraleaeFructus.

图5 不同盐补骨脂提取物对LLC-PK1细胞活力的影响

Fig.5 EffectofdifferentsaltPsoraleaeFructusextractsontheviabilityofLLC-PK1cells

性。但近年来,国内外学者对补骨脂及其制剂肝肾

毒性的关注度越来越高[10]。如王宇等[11]发现对鼠

使用灌胃的给药方式给予补骨脂乙醇提取物后,相
关胆汁合成和转运酶受到破坏,发生胆汁淤积型的

肝脏损伤,且补骨脂的毒性呈性别依赖性,对雌性大

鼠更易造成肝脏损伤,又如 Wang等[12]发现补骨脂

甲素等黄酮类成分可通过抑制肝脏微粒体中的葡萄

糖醛酸转移酶1A1,从而使胆红素水平升高,造成肝

脏毒性。本研究依据补骨脂致肝、肾损害的药理学

特点,以 HK-2细胞、Hep-G2细胞及LLC-PK1作

为研究对象,以细胞活力作为检测指标,对盐补骨脂

水、醇提取物及其主要成分对于各细胞的毒性进行

评估。结果表明盐补骨脂醇提取物及水提取物可能

对肝、肾损伤产生影响,且盐补骨脂醇提取物对于

肝、肾细胞的毒性要大于补骨脂水提取物。尤力都

孜等[13]和阿卜杜米吉提等[14]研究表明,使用补骨脂

乙醇提取物给小鼠灌胃后发现,其肝脏呈现明显的

损伤,且郭兆娟[15]在使用水和乙醇对盐补骨脂进行

提取后,其盐补骨脂水提取物中补骨脂素、异补骨脂

素、补骨脂甲素、补骨脂定等毒性成分明显少于乙醇

提取物,含量差异较大,在使用肝细胞对比研究后发

现,补骨脂醇提取物对于肝细胞的毒性要大于补骨

脂水提取物,其结果与本试验的结果相一致。由此

可知,不同的提取方式可能会影响补骨脂的毒性,其
原因可能是盐补骨脂在使用乙醇提取后,其毒性成

分发生了改变。一些相关研究表明在补骨脂醇提取

物中有效成分的含量要高于水提取物[15],在未来的

应用中,怎样平衡两者之间的关系,是以后需要进行

探讨的问题。
毒性成分方面,甲基补骨脂黄酮 A、补骨脂甲

素、补骨脂乙素、异补骨脂定、补骨脂定、补骨脂素、
异补骨脂素可能是补骨脂致肝、肾细胞损伤的潜在

成分,在HK-2细胞和 Hep-G2细胞中,补骨脂甲素

的毒性均大于补骨脂其他主要成分。在本研究中,
虽然使用了2种不同物种细胞进行比较,但是在有

毒成分作用的细胞中,都呈现出了剂量依赖性的毒

性。研究表明,在使用异补骨脂素灌胃后发现,大鼠

的肾脏系数升高,体重减轻,血清中尿素氮含量显

著升高,经病理组织学检查后发现,肾脏远曲小管

皮质层出现了明显的空泡变性,说明异补骨脂素

可引起大鼠肾毒性[16-18],而吴娅丽等[19]使用网络

药理学方法筛选补骨脂毒性成分的推测与本研究

结果相符。
对乙酰氨基酚是解热镇痛药的一种,过量使用

是造成药物性肝损伤主要原因之一[20],而马兜铃酸

A是马兜铃酸中主要的组成物质,其靶器官为肾脏,
长期使用含马兜铃酸 A的药物会导致马兜铃酸肾

病,严重时会发展成终末期肾病[21]。本研究对盐补

骨脂的提取物与对乙酰氨基酚、补骨脂的毒性成分

与马兜铃酸A的毒性分别进行比较后发现其毒性

成分中的甲基补骨脂黄酮A、补骨脂乙素、补骨脂甲

素、补骨脂定的毒性要大于马兜铃酸A,盐补骨脂乙

醇提取物的毒性要大于对乙酰氨基酚,从侧面说明

了盐补骨脂及其毒性成分对肝、肾毒性的程度。
因此根据本研究结果,可在后续深入研究其体

内外肝、肾损伤及机制和临床应用时,选择合适的有
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效成分或提取方式,为后续的研究提供科学依据。
本研究存在一些局限性,使用 HK-2肾小管上皮细

胞、LLC-PK1猪肾细胞以及 Hep-G2人肝癌细胞进

行体外试验并不能完全反映药物对于机体的毒副作

用。因此,后续试验将基于以上结果,开展补骨脂

水、醇提取物及其主要成分体内毒性的比较及相关

的体内外机制方面的研究。此外,一些研究表明,不
同动物种属及性别存在药物毒性的差异,后续我们

将根据试验结果,开展不同种属、性别方面的研究,
为后续深入研究补骨脂毒性及其机制提供试验依

据,也为含补骨脂中成药的减毒研究提供思路。
综上所述,盐补骨脂水提取物、醇提取物对

HK-2细胞、Hep-G2细胞及LLC-PK1细胞均具有

一定的细胞毒性,且盐补骨脂醇提取物毒性更大;补
骨脂甲素、补骨脂乙素、甲基补骨脂黄酮A、补骨脂

素、异补骨脂素、异补骨脂定、补骨脂定对 HK-2细

胞、Hep-G2细胞具有一定的细胞毒性,且补骨脂甲

素的毒性要大于补骨脂其他主要成分。
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