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基于类器官 3D培养的何首乌易感物质肝毒性评价 
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摘要: 采用液滴重叠法构建类器官 3D 培养模型, 评价何首乌易感物质顺式二苯乙烯苷 (cis-SG) 的肝损伤
作用。结果表明, 相对于普通 2D培养肝细胞模型, 所构建的类器官 3D培养模型的 L02细胞和 HepG2细胞白蛋
白表达分别提高 2.5和 6.7倍; 在第 21天时, 尿素生成水平分别提高 8.3和 15.5倍, 且 HepG2细胞构建的类器官
模型显著优于 L02细胞; 相对于 2D培养肝细胞模型, HepG2细胞构建的类器官模型的药物 I相和 II相代谢酶表
达量显著上调, 如 CYP2C9、CYP3A4和 CYP2D6表达上调分别为 381.9、87.0和 312.6倍, 药物转运体相关基因
也明显上调, 提示所建立的类器官 3D培养模型的肝脏合成和代谢功能显著优于普通 2D培养肝细胞模型。肝毒
性评价结果表明, 相对于普通 2D 培养肝细胞模型, 类器官 3D 培养模型可以更灵敏地评价对乙酰氨基酚等肝毒
性阳性药物的毒性差异, 且在类器官 3D 培养模型上重复给药评价的半数抑制浓度 (IC50) 值显著低于单次给药
方式; 何首乌易感物质 cis-SG在普通 2D培养肝细胞模型未检测到 IC50, 在类器官 3D培养模型上单次给药方式
的 IC50是肝毒性阳性药环孢霉素的 1.9 倍, 而其光学异构体反式二苯乙烯苷 (trans-SG) 的 IC50比 cis-SG 高 4.1
倍, 与前期整体动物水平的毒性强弱基本一致; cis-SG在类器官 3D培养模型上多次给药方式的 IC50进一步降低, 
提示长期用药可能增大何首乌肝损伤风险。综上, 何首乌易感物质 cis-SG对类器官的肝毒性大于 trans-SG; 类器
官 3D培养模型可长期培养且保留更多的肝脏合成和代谢功能, 适用于中药成分低浓度、长时间暴露产生肝毒性
评价和机制研究。 
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Abstract: In this study, the three dimensional (3D) organoid culture system was established by liquid       
overlay method, and applied as an effective model to evaluate the hepatic injury of susceptible compounds in 
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Polygonum multiflorum Thunb.  Compared with the ordinary two dimensional (2D) culture of liver cells, the 
albumin expression of L02 cells and HepG2 cells were increased by 2.5 and 6.7 times in the 3D organoid culture 
system, respectively.  After the cultivation of 21 days, urea generation levels of 3D culture were increased by 
8.3 and 15.5 times.  More importantly, HepG2 cells were more suitable to development of organoids than       
L02 cells.  The gene expressions of phase I and II drug metabolism enzymes of HepG2 cells cultured as 3D      
organoids were significantly increased than that in 2D culture, such as the fold changes of CYP2C9 was up to 
381.9, CYP3A4 to 87.0, CYP2D6 to 312.6.  In addition, drug transporter relative genes were also up-regulated.  
The results demonstrated that the liver synthesis and metabolic function of the 3D model were better than that of 
the 2D cultured hepatocytes.  The results of hepatotoxicity evaluation showed this developed model can be used 
to assess the hepatotoxicity of acetaminophen and other positive control drugs, which were considered with      
defined hepatotoxicity.  On the 3D culture model, the IC 50 value of repeated drug dose administration was      
significantly lower than that of single dose administration.  However, the IC 50 of 2,3,5,4'-tetrahydroxy-cis-      
stilbene-2-O-β-glucoside (cis-SG), which is the susceptible compound in Polygonum multiflorum Thunb., could 
not be detected in 2D cultured model.  With the treatment of a single dose administration in organ 3D culture 
model, the IC50 of cis-SG was 1.9 times than that of cyclosporine A, and the IC 50 of 2,3,5,4'-tetrahydroxy-trans-      
stilbene-2-O-β-glucoside (trans-SG) was 4.1 times than cis-SG.  The hepatotoxicity results of cis-SG and 
trans-SG on the 3D cultures were similar to in vivo toxicity results obtained in previous work.  On organ 3D 
culture model, the IC50 of cis-SG with repeat of administration decreased compared with that with single dose 
administration, suggesting that long-term medication may increase the risk of liver injury.  In summary, the 3D 
organoid culture system can be used for a long period to preserve the capacity of liver synthesis and metabolism.  
The organoids were a model suitable for evaluation of mechanism of the drugs with low toxicity. 

Key words: traditional Chinese medicine; Polygonum multiflorum Thunb.; 2,3,5,4-tetrahydroxyl dipheny-
lethylene-2-O-glucoside; evaluate hepatotoxicity; organoids model 

                                                                                                         

何首乌是蓼科植物何首乌 (Polygonum multiflorum 
Thunb.) 的干燥块根[1]。何首乌的炮制品具有补肝肾、

乌须发、益精血和强筋骨等功效, 广泛用于补益类中
药制剂和保健食品。目前研究认为何首乌的主要活性

成分是反式二苯乙烯苷  (2,3,5,4'-tetrahydroxy- trans-     
stilbene-2-O-β-glucoside, trans-SG), 在提高记忆力、清
除自由基抗氧化、降低胆固醇、抗肿瘤及抑制动脉粥

样硬化等方面均显现出良好效果[2]。然而, 近年来关
于何首乌及其制剂肝损伤的报道逐渐增多[3], 引起国
内外高度关注。本课题组前期实验研究发现何首乌引

起的肝损伤可能是一种特异质肝损伤, 并在整体动
物水平证实了顺式二苯乙烯苷 (2,3,5,4'-tetrahydroxy 
cis-stilbene-2-O-β-glucoside, cis-SG) 是其重要的易感
物质[4]。 

肝脏作为药物代谢的主要场所, 是药物性肝损
伤最主要的靶器官之一[5]。目前药物肝毒性评价常用

的肝细胞模型有 L02 细胞和 HepG2 细胞等。L02 细
胞是来源于人正常肝细胞的细胞株, 具有成熟肝细
胞的主要表型特征[6]; HepG2细胞则是来源于人肝癌
组织的细胞株, 是一种高度分化并显示许多正常肝
细胞基因型特征的细胞[7], 被广泛应用于肝癌治疗及
肝毒性预测等方面的研究[8]。然而, 由于普通细胞培

养为平面培养, 难以维持肝细胞立体结构形态和细
胞间联系, 故导致肝细胞在培养过程中较少表达肝
脏特有合成和代谢功能相关的蛋白质和代谢物, 与
体内肝脏真实情况相差较大。如前期在整体动物水     
平发现, trans-SG和 cis-SG的肝毒性差异在普通二维 
(two-dimension, 2D) 细胞培养模型无法评价。因此, 
寻找能够准确、快速、灵敏反映药物肝毒性的新评价

模型, 已成为当前中药肝毒性研究亟待解决的问题。 
近年来一些研究显示 , 三维  (three-dimension, 

3D) 培养条件下获得的具有类器官  (organoids) 特
点的细胞球在维持细胞形态与功能方面, 较常规 2D
培养具有显著优势[9]。类器官 3D 培养技术的发展为
再生医学和药物安全性评价等方面的研究开辟了新

的途径[10]。本研究将基于以上两种细胞, 采用液滴重
叠法构建类器官 3D 培养体系, 通过评测细胞生长状
态和肝脏功能等相关指标, 选择合适的细胞构建类
器官评价模型, 进一步用于何首乌易感物质的肝毒
性评价。 
 

材料与方法 
药物、试剂与仪器  对乙酰氨基酚 (acetaminophen, 

APAP)、阿司匹林 (aspirin, ASP)、丙戊酸 (valproic 
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acid, VPA)、环孢霉素 (cyclosporine, CSP) (Sigma 公
司); trans-SG、cis-SG (成都普菲德生物技术有限公司); 
DMEM 培养基 (Gibco 公司); 胎牛血清 (Bioligical 
Industries公司); DAPI (Santa公司); 白蛋白 (albumin, 
ALB) 抗体 (Abcam 公司); 尿素测试盒 (BioAssay 
Systems 公司); 引物合成 (北京奥科鼎盛生物科技有
限公司); RNA 提取试剂盒 (QIAGEN 公司); cDNA    
反转录试剂盒、RT-PCR 试剂盒 (TOYOBO 公司); 
Alamar Blue (Invitrogen 公司); 96孔板 (Costar公司); 
CO2培养箱 (Thermo Scientific 公司); Ensight微孔板
检测仪 (PerkinElmer 公司)。 

细胞培养  HepG2 和 L02 细胞培养于含 10%  胎

牛血清、100 u·mL−1青霉素、100 μg·mL−1链霉素的

DMEM培养基中, 隔天换液, 于 37 ℃、5% CO2饱和

湿度培养箱中培养, 待其汇合度达到 90%  左右传代。 
类器官 3D 模型构建  将 HepG2 和 L02 细胞分

别以 100、200、400、800和 1 600个/孔接种于低吸
附的 96孔 U型底板中, 静置 10 min左右, 于 37 ℃、

5% CO2饱和湿度培养箱中培养, 使细胞形成 3D 结
构。培养 28天, 期间测量其直径大小并记录 3D类器
官的变化。 

RNA提取及RT-PCR分析  为了比较细胞在 2D
及 3D 不同培养条件下, 相关基因表达的差异性, 分
别收集 2D及 3D培养 7、14、21和 28天的细胞提取
RNA。将细胞收集到 1.5 mL离心管, PBS洗 1次, 加
入裂解液, 待其在冰上充分裂解, 放于  −80 ℃备用。

根据 RNeasy® Mini Kit说明书提取 RNA。逆转录成
cDNA 的反应条件: 65 ℃、5 min, 冰上静置 2 min;     
加反转录试剂后 37 ℃ 15 min; 50  ℃ 5 min; 98  ℃      
7 min; 4  ℃ ∞。RT-PCR所用引物序列见表 1, 反应程

序: 95 ℃ 3 min; (95  ℃ 10 s; 60 ℃ 35 s) 40 cycles;     
65 ℃ 5 s; 95 ℃ ∞。以 GAPDH为内参, 采用 Livak 
(2 △△− Ct) 法进行相对基因表达分析, 并以 2D 细胞基
因表达结果为对照进行数据分析。 

白蛋白表达的检测  通过 RT-PCR 及免疫荧光
染色的方法分别比较两种细胞的白蛋白在基因水平

及蛋白水平的表达差异。ALB基因引物参照表 1。免
疫荧光染色步骤如下: 收集生长 7 天的细胞球于 4% 

多聚甲醛固定 30 min, 10% BSA封闭 1 h, 一抗 4 ℃

孵育过夜, 荧光二抗室温避光孵育 1 h; DAPI 染色    
10 min, PBS洗 3次。采用激光共聚焦显微镜进行拍
照分析。 

尿素检测  分别取 7、14、21和 28天类器官 3D
培养的 L02 和 HepG2 细胞模型及 2D 培养的细胞,     
弃去培养基并用 PBS 洗 2 次, 加入含 10 mmol·L−1      
氯化铵的无酚红无血清培养基, 24 h后收上清, 采用
BioAssay Systems试剂盒检测尿素生成的含量。具体
检测操作步骤按说明书进行, 尿素生成量用细胞数
与生成时间进行均一化处理分析。 

药物毒性实验  取对数生长期的 HepG2 细胞接
种, 2D培养的细胞以 1×104个/孔接种于 96孔中, 24 h
后进行细胞毒性测试。3D培养的细胞以 400个/孔接
种于低吸附的 96 孔板培养 7 天后, 进行细胞毒性测
试。二者在给药 24 h后, 加入 Alamar blue试剂检测
细胞活性。对 3D培养的 HepG2细胞进行重复给药 3
次, 隔天给药且半换液, 第 7 天使用 Alamar Blue 试
剂检测。具体检测分析步骤参照试剂使用说明。 

统计学方法 采用 Office Excel 2010 软件进行数
据统计, 数据以 x ± s表示, 使用 SPSS 19.0软件进行
单因素方差分析, P < 0.05表示具有显著性差异。 

 

Table 1  Primer sequences used for RT-PCR  

Gene Forward primer Reverse primer 

GAPDH CATGAGAAGTATGACAACAGCCT AGTCCTTCCACGATACCAAAGT 

ALB TTTATGCCCCGGAACTCCTTT ACAGGCAGGCAGCTTTATCAG 

CYP1A2 ATGGCATTGTCCCAGTCTGTT TGGCTCTGGTGGACTTTTCAG 

CYP2C9 GCCACATGCCCTACACAGATG TAATGTCACAGGTCACTGCATGG 

CYP2D6 GTGTCCAACAGGAGATCGACG CACCTCATGAATCACGGCAGT 

CYP2E1 CTGACCACCCTCCGGAACTA ATGTAGGCTATGACGTTGCA 

CYP3A4 AAGTCGCCTCGAAGATACACA AAGGAGAGAACACTGCTCGTG 

NAT2 TTCCTGGTTGCTGGCCAAAG AGGTTCTCAAAGGGAACAGCC 

UGT1A1 CCATCATGCCCAATATGGTT CCACAATTCCATGTTCTCCA 

UGT1A3 GCCAACAGGAAGCCACTATC CAGCAATTGCCATAGCTTTC 

UGT2B7 AACGTAATTGCATCAGCCCT GGTCATTCTGGGGTATCCAC 

MRP1 CCGTGTTGGTCTCTGTGTTCCT AGTCGGCGGCGTAATTCTTAGC 

MRP2 AGCGTCCTCTGACACTCG GGCATCTTGGCTTTGACT 

MRP3 GGAGGGCATCAGGCAGGGTGA GACACAAAGGCCTTCTCGGCGT 
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结果 
1  3D类器官培养的细胞结构与功能 

将 L02和 HepG2细胞接种于 96孔板并观察细胞
状态, 细胞成对数生长。L02与 HepG2细胞以不同密
度 (100、200、400、800和 1 600个/孔) 接种于低吸
附 96孔板中的, 在培养 3天后开始形成 3D微球结构, 
7 天结构更加紧密, 可持续培养 14 天以上。培养前
14天, L02与HepG2细胞均可以形成形貌较为规整的
细胞球体, 继续培养之后, 由于细胞自身的来源不同, 
L02细胞仍可维持细胞球的形态, HepG2细胞则呈近
球体状态, 相对于 L02细胞的 3D模型呈松散状态。
微球大小与初始细胞数及培养天数有关, 稳定培养
可达 28 天。3D培养的 L02 和 HepG2 细胞形态及直
径增长曲线, 见图 1。为保证后续研究的一致与稳定 
 

 
Figure 1  Morphology of L02 and HepG2 cells in two dimen-
sional (2D) culture (A) and in three dimensional (3D) culture (B); 
Diameter of 3D L02 and HepG2 spheroids.  L02 and HepG2 
cells were seeded at different densities (100, 200, 400, 800 and 
1600 per well) (C).  Spheroid formation was monitored at 1, 3, 
5, 7, 14, 21 and 28 day by light microscopy.  n = 5, x ± s 

性, 最终均选用两种细胞接种密度为 400个/孔, 形成
紧密结构的细胞球。 
2  ALB检测 

RT-PCR结果显示, 在 3D培养状态下, 无论 L02
细胞还是 HepG2细胞, 其 ALB的mRNA水平均高于
2D 培养的细胞, 分别提高 2.5 和 6.7 倍; 且 3D 培养
的 HepG2 细胞较 3D 培养的 L02 细胞升高倍数更明
显, 可达到约 4.5倍。免疫荧光染色检测 ALB表达水
平, 结果显示, L02几乎不表达, HepG2细胞 ALB表
达显著高于 L02细胞, 见图 2。 
 

 
Figure 2  RT-PCR analysis of albumin (ALB) expression in 2D 
and 3D of L02 and HepG2 (A); Immunofluorescence detection of 
ALB in 3D culture of L02 and HepG2 (B).  n = 5, x ± s 
 
3  尿素检测 

尿素检测结果显示, 两种细胞在 3D 培养条件    
下, 较 2D 培养尿素生成能力升高, 且在 3D 培养下, 
HepG2 细胞尿素生成能力显著高于 L02 细胞, 见图
3。在第 21天时, 较 2D培养尿素生成, 3D培养的 L02
细胞球升高 8.3倍, HepG2细胞球升高 15.5倍。基于
以上结果, HepG2在白蛋白表达及尿素生成能力均优
于 L02, 因此 HepG2是更加优选的细胞模型, 后续研
究采用 HepG2细胞。 
 

 
Figure 3  Urea production of the 2D and 3D L02 and HepG2 
cultures.  n = 5, x ± s 
 
4  2D与 3D HepG2细胞肝功能相关基因表达比较 

RT-PCR检测结果显示, HepG2细胞在 3D培养条
件下, 肝功能相关基因表达在第 7 天开始较 2D 有不
同程度上调, 且大多数药物代谢酶及药物转运体的
基因表达在第 21天表达最高, 见图 4。在第 21天, 相 
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Figure 4  RT-PCR analysis of drug metabolic enzymes and transporters in 2D and 3D culture.  n = 5, x ± s.  *P < 0.05, **P < 0.01 vs 2D 
culture cells  
 
比较 2D培养的细胞, 3D培养条件下, Ⅰ相药物代谢
CYP1A2上调 794.6倍, CYP3A4上调 87.0倍, CYP2E1
上调 404.4倍, CYP2D6上调 312.6倍, CYP2C9上调
381.9倍, Ⅱ相药物代谢UGT1A3上调 445.7倍, 药物
转运体 MRP2 上调 236.8 倍。本研究观察到涵盖了
80%临床药物代谢的 CYP450酶 (3A4、2D6和 2C9) 
的功能活性增加。3D 培养的模型在肝功能相关基因
表达方面显著优于 2D培养的细胞。 
5  2D与 3D HepG2细胞毒性研究 

通过比较 2D与 3D HepG2细胞单剂量给药测试
细胞毒性的结果, 可发现在 3D 培养条件下的细胞对
药物毒性反应较为敏感, 同时 3D 培养可以实现重复
给药, 反映出更强的细胞毒性。采用已知有肝毒性的
APAP 为阳性对照, 在 2D 和 3D 培养的 HepG2 细胞
加入 APAP, 单剂量给药结果显示, 3D培养的类器官
较 2D 培养的细胞对药物毒性更为敏感; 重复给药后
3D 细胞对药物毒性的敏感性明显增强。通过半数抑
制浓度 (IC50) 值比较可以看出, 在 3D 培养条件下, 
APAP重复给药的 IC50显著小于单剂量给药, 2D培养
的 HepG2 无法测出 IC50。采用 ASP 为阴性对照, 在
2D和 3D培养的条件下, 单剂量及重复给药均没有明
显的细胞毒性。进一步检测VPA及CSP的肝毒性, 结
果显示, 3D 培养的 HepG2 细胞重复给药时, 细胞对
药物毒性的敏感性明显增强, 说明 3D 培养的类器官
模型及重复给药能更好地预测药物产生的肝毒性。因

此, 可使用该模型探索 trans-SG和 cis-SG的肝毒性。 

细胞毒性结果显示, 3D重复给药与 2D、3D单剂量给
药相比较, 3D 重复给药细胞对药物毒性更为敏感, 
见图 5。cis-SG 在普通 2D 培养肝细胞模型未检测到
IC50, 在类器官 3D 培养模型上单次给药方式的 IC50  
 

 
Figure 5  Comparison of cytotoxicity of 2D and 3D HepG2 
cells in single and repeated dose administration.  APAP, Aceta-
minophen; ASP, Aspirin; VPA, Valproic acid; CSP, Cyclosporine; 
trans-SG, 2,3,5,4'-Tetrahydroxy trans-stilbene-2-O-β-glucoside; 
cis-SG, 2,3,5,4'-Tetrahydroxy cis-stilbene-2-O-β-glucoside 
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是肝毒性阳性药 CSP 的 1.9 倍, 而 trans-SG 的 IC50

比 cis-SG高 4.1倍, 与前期整体动物水平的毒性强弱
基本一致[4]; cis-SG 在类器官 3D 培养模型上多次给
药方式的 IC50 进一步降低, 提示长期用药可能增大
何首乌肝损伤风险, 见表 2。 
 
Table 2  IC50 (mmol·L−1) value of drugs in 2D and 3D culture 
model 

Drug 2D single 3D single 3D repeat 

APAP >100 21.08 3.65 

ASP >10 >10 >10 

VPA >10 >10 1.05 

CSP >1 0.46 0.02 

trans-SG >4 3.69 0.39 

cis-SG >4 0.89 0.14 

 

讨论 
传统 2D 培养的细胞呈平面生长, 虽操作简单、

费用低, 但是其自身细胞与细胞之间联系缺失, 使细
胞极化现象消失, 药物代谢酶和转运体低表达, 导致
与正常生理环境存在较大差异[11], 且 2D细胞增殖较
快, 在一定程度上掩盖了药物毒性所造成的损伤[12], 
从而限制了其在药物安全评价的应用, 难以用于特
异质肝损伤的评价。3D 培养的细胞球 (类器官) 可
模拟体内生长模式, 更接近人体的组织微结构, 模拟
肝脏的功能[13], 在评价药物毒性时可重复给药激活
多种生物活性, 克服 2D 细胞模型掩盖药物毒性的缺
陷[12], 从而在药物特异质毒性评价方面更具优势。而
且, 类器官 3D 培养模型具有构建周期短、成本低、
易于操作和作用机制较易探明等特点[14]。在细胞选

择方面, L02 来源于正常人肝细胞系, HepG2 来源于
肿瘤细胞系, 可能是导致在 3D模型建立时 L02细胞
仍可维持细胞球的形态, HepG2细胞则呈近球体状态, 
相对于 L02细胞的 3D模型呈松散状态的原因。但通
过 L02 和 HepG2 两种细胞白蛋白检测及尿素代谢方
面的比较, HepG2优于 L02细胞, 因此选用 HepG2细
胞作为药物肝毒性筛选的模型。 

与 2D培养细胞相比, 类器官 3D培养模型表达的
药物代谢酶、转运体及白蛋白显著升高, 与文献[8, 15, 16]

报道的 3D细胞模型特性一致。此外, 3D细胞培养可
进行长期培养, 适用于重复给药的研究。通过 IC50值

的比较, 结果显示 3D 类器官在重复给药后对肝损伤
药物毒性更为敏感, 说明类器官 3D 培养模型符合中
药肝损伤的特点, 与中药肝毒性的慢性损伤的生理
发生过程类似。3D 培养的类器官可用于模拟长期低

剂量药物对人体肝细胞损害的影响, 比 2D 细胞模型
更符合中药临床使用情况。 

前期研究发现, cis-SG是何首乌肝损伤的重要易
感物质, 在对 cis-SG及 trans-SG在 3D类器官代谢毒
性进行检测后, 3次给药结果显示, cis-SG毒性显著高
于 trans-SG, 与前期整体动物结果一致。在进一步的
工作中, 利用该模型对 cis-SG 可能引起肝损伤的机
制进行探讨, 从药物代谢方面深入研究 cis-SG 代谢
过程对肝细胞引起损伤的机制, 从而找出何首乌引
起肝损伤的相关原因, 为中药的肝毒性预测与解决
提供思路。 
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