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类器官和立体细胞模型在中药心脏毒性评价中的应用前景
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摘要: 心脏毒性是导致药物研发失败和上市后撤市的原因之一。然而, 目前的药物心脏毒性评价方法存在临床

相关性低、重现性低、处理量小等缺点。建立准确可靠的方法评价药物的心脏毒性是当前药物安全性评价及毒理学

研究亟需解决的问题。心脏类器官作为新一代的药物心脏毒性评价模型, 极大程度保留了心脏细胞在体内的生物

特性和功能, 更加真实、准确地反映药物对心脏的影响。本文就心脏立体细胞模型和类器官体外培养技术的进展作

一综述, 并重点讨论心脏类器官在中药心脏毒性评价中的应用及其发展潜力。文章还讨论了细胞和类器官模型在

面对中药心脏毒性评价独特挑战方面的优势和前景。
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Abstract: Cardiotoxicity is one of the main causes of failure in new drug development or drug withdrawal

from the market. However, current methods for evaluation of drug cardiotoxicity suffer the shortcomings such as

low clinical relevance, low reproducibility and lack of high throughput screening capacity. Therefore, there is an

urgent need for establishing more accurate and reliable methods for cardiotoxicity evaluation of drugs. As a new

generation of drug cardiotoxicity evaluation, cardiac organs in culture retain the biological characteristics and

functions of heart cells in the body, and can realistically and accurately respond to the effects of drugs. This article

reviews recent progress of in vitro culture of cardiac organs and 3D-cell models, with focuses on application and

development potential of cardiac organs for evaluation of cardiotoxicity of traditional Chinese medicine. The

advantage and future prospective of such cell- and organ-based models for unique challenges in evaluation of

cardiotoxicity of traditional Chinese medicine have been discussed.
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心脏是药物毒性的重要靶器官之一[1]。传统心脏

毒性评价通常使用动物模型, 通过检测给药后动物血

清中乳酸脱氢酶、肌酸激酶同工酶等生化指标及心脏

组织病理学的改变, 评价药物对实验动物心脏功能及

组织形态的影响, 然而由于实验成本高[2]、周期长、效
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率低、存在物种间差异及受伦理限制等问题, 阻碍了动

物模型在药物筛选及评价中的广泛应用[3]。近年来 ,

随着生命科学理论和技术的飞速发展, 心肌细胞体外

心脏毒性评价模型因兼具成本低、操作简便等特点, 广

泛应用于体外药物心脏毒性的评价和有毒成分的筛

选。其中 , 采用 hERG 稳定转染的 HEK293 细胞系评

价药物对心脏电生理特性的影响, 是体外研究药物心

脏毒性细胞模型的金标准[4]。而心脏立体细胞培养技

术是近年来新兴的一种用于体外药物心脏毒性评价的

细胞培养技术, 能够最大限度地在体外模拟体内的组

织结构和功能, 可以更加高效、准确评估药物引起的心

脏毒副作用。

中草药作为一种宝贵且天然的资源, 因其来源广、

价格低、多靶点、多调控、疗效好和不良反应小已被广

泛应用于各种疾病的治疗[5]。我国上市的中药大部分

疗效确切安全方便, 但仍有部分药物存在一定的毒副

作用和安全隐患[6]。近年中药引起的不良反应文献报

道日趋增加, 尤其是活血、强心类中药引起心脏方面的

毒性报道不在少数[7-9], 此外, 一些非心血管类药物如

常用于治疗风湿关节炎、痛风疾病的雷公藤、关木通和

汉防己等中药也被报道可影响心脏功能, 具有心脏毒

性[10-12]。如何在新药研发和临床前较为详细和全面地

评价药物心脏安全性, 降低中药心脏毒性风险, 是目前

必须正视和重视的问题。在Pubmed数据库、中国知网

数据库、万方和维普数据库中以关键词心脏毒性、类组

织、中药、三维 (3D) 细胞交叉搜索不足千篇。本文总

结了心脏类器官及心脏立体细胞培养技术的最新研究

进展, 进一步结合体外中药心脏毒性评价模型的研究

现状, 对类器官和立体细胞模型应用于中药心脏毒性

评价的前景进行展望。

1 心脏立体细胞模型

立体细胞模型是细胞在类似体内生长环境的支架

或基质中, 通过紧密连接或缝隙连接等连接方式建立

细胞间及细胞与胞外基质间的联系, 并形成一定的三

维结构。目前, 关于心脏立体细胞培养模型的研究已

取得了一定的进展。Correia等[13]采用诱导多能干细

胞分化产生的心肌细胞 (hiPSC-CM), 在搅拌条件下培

养形成高纯度的心肌细胞聚集体, 进一步研究发现, 与

平面培养的心肌细胞相比, 参与糖酵解和脂质生物合

成的基因显著下调, 而参与氧化磷酸化的基因表达明

显增加, 细胞间相互作用及胞外基质对基因的表达影

响明显, 提示立体模型的使用相较于平面模型考评指

标更有参考价值。Trac等[14]基于心脏祖细胞 (CPC), 将

其聚集成无支架球体 , 显著增加 Notch1的基因表达 ,

相比平面CPC培养, 心功能得到改善, CPC立体模型

移植可能作为一种潜在的小儿心力衰竭治疗方法, 但

仍需要进一步研究。Yue等[15]在体外诱导合成了包含

心肌细胞 (CMs) 和人类诱导多能干细胞 (hiPSC) 衍生

内皮细胞 (iECs) 的仿生合成心肌组织, 并在此基础上

建立心肌梗死模型, 与诱导二维 (2D) 细胞培养相比,

细胞存活率有所提高。更重要的是, 该基因表达谱在

共培养CMs中对氧化应激反应保持不变, 表明 iECs在

氧化应激条件下对CMs具有稳定作用。并得到 iECs

通过稳定线粒体复合物、抑制氧化磷酸化通路、激活心

肌细胞代谢-细胞色素 P450通路、Rap1信号通路和肾

上腺素能信号通路等途径, 对氧化应激下CMs具有保

护作用的结论。采用此模型对治疗心肌梗死的药物进

行毒性评价, 更贴近人体内环境, 实验结果将具有更高

的临床价值。Campbell等[16]开发了一种新型的体外人

体心脏三维模型, 称之为血管化心脏球体 (VCS)。主要

通过将诱导 hiPSC产生的心肌细胞、心脏成纤维细胞

和人类冠状动脉内皮细胞, 以类似于人体内心脏的比

例在悬滴培养模型中共同培养。可观察到三维细胞组

织、细胞外基质和微血管网络的形成, 极大程度模拟了

体内的心脏组织。

目前, 部分心脏立体细胞培养模型已应用于化疗

药物的心脏毒性评价研究中。Varzideh等[17]使用了人

体 3D心脏微组织 (InSphero, SWL) 模型即体外球体细

胞模型中包含约 4 000个人类心肌细胞和 1 000个心脏

成纤维细胞联合药代动力学模型, 模拟了特定剂量的

多柔比星 (DOX) 在人体中的吸收、分布、代谢和排泄,

成功检测DOX 3种主要毒性过程中的生物变化 (心肌

细胞功能障碍、线粒体功能障碍和细胞死亡)。心肌细

胞与心肌成纤维细胞共培养, 优化了组织结构, 增强了

心脏微组织的结构和功能特性。

2 心脏类器官

类器官最早是在 1946年被 Smith和Cochrae提出

并用于描述 1例囊性畸胎瘤[18]。而如今类器官用于在

体外重建人体组织, 并模拟生理结构和功能以及准确

地呈现病理生理状况。类器官虽提出较早, 却受条件

所限, 而近年生物材料和 3D 打印技术等方面取得的

重大突破, 推动了类器官研究的飞速发展, 尤其是在肿

瘤[19-26]、消化[27,28]、神经[29-32]、内分泌和心血管等医学

领域中的模型建立及应用的探索引起广泛关注。目前

在体外心脏模型中类器官的构建较为复杂, 除了尽可

能模仿体内生理状态, 空间上的排列也成为模型优化

的一个考虑因素。Lemme等[33]将 hiPSC产生的CM建

立右心房工程心脏组织 (RA-EHT) 作为人心房的 3D

模型, 与人的肌肉比较, RA-EHT表现出更高的mRNA

和蛋白质浓度的心房指标, 更快的收缩动力学, 更低的
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力生成、更短的动作电位持续时间和更高的复极化分

数, 真实反映了心房心室肌差异, 提示RA-EHT可作为

人类心房的模型, 用于临床前药物筛选。Rogozhnikov

等[34]利用生物正交化学和细胞表面工程相结合的方

法, 采用心肌细胞、心肌成纤维细胞和人脐静脉内

皮细胞 (HUVECs) 3种不同类型的细胞快速自组装成

具有功能的 3D心脏组织, 通过酮或含氧胺的脂质体处

理 (脂质体融合过程在几秒到几分钟内完成), 并将生

物正交基团安装到细胞表面 (脂质体融合/生物正交传

递技术适用于许多哺乳动物细胞类型, 而且速度快、温

和, 在几秒钟内就能将生物正交基团安装到刚从大鼠

心脏中提取的心肌细胞表面), 评估了异丙肾上腺素和

DOX对不同心脏组织的心率影响。这些结果表明, 无

支架的 3D心脏组织在没有外界刺激的情况下自发搏

动, 并可对已知的心肌细胞药物刺激产生相应的反应。

Zhang等[35]通过 3D生物打印技术生成多层水凝胶微

纤维支架包裹内皮细胞, 形成管腔状结构和血管床并

接种上心肌细胞形成内皮化心肌, 将其嵌入到专门设

计的微流体灌注生物反应器, 通过证明细胞导电、肌节

存在产生心肌搏动基础, 可以完成内皮细胞-芯片心肌

平台的心血管毒性评估。Hoang等[36]基于生物材料的

细胞模式与干细胞类器官工程相结合, 将 2D人类诱导

多能干细胞集落产生 3D心脏微腔。这些微小的近似

于早期发展的心脏, 具有独特的空间组织和自我组装,

然后经过光刻微加工, 可以作为发现新药的体外模型,

以及调节胎儿发育的处方药经受胚胎毒性筛选实验时

的体外模型。Rogers等[37]设计了一种仿生心脏组织芯

片 (CTC) 模型, 其中在 3D纤维中包裹的H9c2细胞经

受血液动力影响, 模拟左心室中压力-体积变化, 可以

精确控制与心率相关的各种参数如心率、收缩期峰值

压力、舒张末期压力和体积、收缩末期压力和体积以及

收缩压和舒张压之间的持续时间比可用于相关疾病模

型研究。Lee 团队[38]提出了由人胚胎干细胞 (hESC)

衍生的CM间充质干细胞 (MSCs) 组成的收缩性心肌

微组织的 3D 心脏球体平台 , 通过转化生长因子 -β1

(TGF-β1) 诱导心肌纤维化, 建造体外心脏纤维化模型

模拟体内心脏复杂的病理环境, 表明 3D心脏微组织具

有显示和评估各种药物的促纤维化作用的潜力, 这对

在体外预测药物诱导的心脏纤维化和研究人类心肌纤

维化的病理变化提供了很好的研究方法。Yang等[39]

通过结合 3D氧化铁支架 (IOS) 与固定比例的人多能

干细胞 (hPSC) 来源的心室特异性心肌细胞和人类脐

带间充质干细胞, 构建了一种新型的人类心室特异性

心脏组织 (EhVHT), EhVHT促进心脏特异性基因的表

达, 离子交换, 并在体外表现出更好的钙离子行为和正

常的电生理活性, EhVHT有效地促进了体内心脏组织

的修复, 并促进了急性心肌梗死 (MI) 大鼠受损心脏功

能的恢复, 可以满足大多数MI病例心室损伤模型的要

求, 以及可用于筛查特异性靶向心室心肌的药物。

从单细胞球体模型发展到两种细胞共培养的 3D

球体模型再到多种细胞互作的 3D微组织模型以及有

支架的多种细胞共培养的类心脏器官模型, 技术上更

新迅速, 模型更为复杂, 研究人员对心脏这一组成复杂

的器官研究更为细致和具体, 已经有意识地构造心脏

相关的腔室模型、细化分区及努力构造相应疾病模型,

类器官相比立体细胞模型, 借助了生物工程技术, 在细

胞间相互作用和分泌的物质以及微环境更贴近心脏的

生理状态, 也表现出比单细胞培养更成熟表型, 对药物

作用评价更准确 (表1)。

Table 1 Advantages and disadvantages of various cell models

Characteristics

Advantages

Disadvantages

Monolayer cell model

1. Simple training

2. Model establishment time is short

3. Get results quickly

4. The model is easy to replicate

1. Sensitive

2. High requirements for growth environ‐

ment

3. Easy to be affected by many factors

4. Lack of cell and extracellular matrix

interactions

5. Cell function cannot be fully expressed

Stereo cell model

1. Maintain the material structure

basis of the cellular

microenvironment in the body

2. Some resistance to the growing

environment

3. Cell-to-extracellular matrix

interaction

4. The function of the cell can

be expressed

1. Cultivation is more complicated

2. Model establishment time is

longer

3. The result is slow

4. The model success rate is not

high

Organoid model

1. Achieve similar natural organizational

structure and function

2. Effectively reconstruct human tissue and

have close physiology and pathophysiological

status in vitro

3. Have some resistance to the growing

environment

4. Has cell and extracellular matrix interactions

5. The function of the cell can be fully expressed

1. Cultivate difficulties

2. Long incubation period

3. Model establishment success criteria are not

established

4. The cultured model has an immature

phenotype
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3 体外中药心脏毒性筛选的相关应用

随着中药在临床上使用量的日益增加, 准确、合理

和高通量的有毒中药筛选需求也日益增强, 虽然目前

体外中药心脏毒性的评价主要采用的仍是单层心肌细

胞培养, 但膜片钳技术[40-42]、高内涵影像分析技术、核

磁和气质联用的代谢组学等实验技术的相继提升, 大

大缩减了基于单层细胞培养模型的体外中药心脏毒性

评价的时间和成本, 推动了中药体外心脏毒性评价方

法的发展。

3.1 全自动膜片钳技术 膜片钳是一种以记录通过

离子通道的离子电流来反映细胞膜上单一或多数的离

子通道分子活动的技术。该技术可应用于许多细胞系

的研究, 也是目前唯一可记录 1个蛋白分子电活动的

方法。在过去的 10年, 全自动膜片钳技术逐渐发展起

来, 除了能够记录异源表达的电流, 还能够记录内源性

的电流 , 如胚胎干细胞 (ESC) 或 iPSC-CM 中的电

流[43,44]。心肌电生理功能变化如动作电位离子通道电

流异常经常与心律失常、心衰和心肌缺血等心血管疾

病联系密切。因此, 心脏电生理功能指标是体外中药

心脏毒性评价需考察的首要指标。如Chen[45]记录了

雷公藤红素对原代心肌细胞动作电位的影响, 通过电

生理揭示了雷公藤红素抑制原代心肌细胞的离子通道

和破坏正常电信号的潜在机制。Wang等[46]建立基于

全自动膜片钳平台的中药体外心脏毒性评价方法, 并

对1 036个中草药提取物进行心脏毒性筛选和评价, 进

一步证明集成的高通量 hERG膜片钳和高含量多参数

成像心脏毒性筛选方法可用于复杂中草药的大规模临

床前评估。Becker 等[43]将记录 iPSC-CM 电流的实验

方法进行优化, 证明膜片钳技术可用于 iPSC-CM细胞

检测。Scheel 等[47]也验证了 hiPSC-CM 电生理特性。

说明用全自动膜片钳通过检测离子电流而开展心脏毒

性评价逐步成熟。

手动膜片钳本身对于细胞膜电信号的检测在世界

范围内得到广泛认可, 可通过对离子通道的抑制和电

信号的破坏作为指标检测药物对细胞影响, 可以考虑

作为心脏毒性评价的一个指标; 然而, 手动膜片钳受技

术手法限制, 要求专业素养高的技术人员操作, 成功率

低且耗时长、效率低, 可能更适用于化学药单体的研

究, 在中药这种多成分的复杂组合中一个一个去实验

是不切合实际的。全自动膜片钳基于手动膜片钳的工

作原理, 在对人员技术要求降低的同时, 使操作更简

便、高通量, 提高效率和稳定性, 可同时对 384个组分

或单体进行检测。Wu等[48]展示了一种新的、用于急性

脑切片的体外全细胞膜片钳实验的图像引导自动膜片

钳系统, 可以应用于解离神经元、器官型切片培养和其

他非神经元细胞类型, 扩大了研究对象和样本类型, 为

中药研究拓宽了研究方向。

3.2 高内涵细胞影像分析技术 高内涵细胞影像技

术是以细胞为单位, 通过荧光标记物在高分辨率的荧

光显微镜下高速、灵敏地获得细胞生长过程中受外因

作用改变或未改变的相关图像及量化后的参数。Zhu

等[49]采用H9c2大鼠心肌细胞系, 建立并优化了基于细

胞影像的高内涵多指标评价中药心脏毒性的方法。

Zhang[50]采用类似方法检测了丹参 6个馏分对DOX诱

导的H9c2心肌细胞损伤过程中的保护作用时, 发现丹

参 6个馏分中编号 06馏分有显著性细胞毒性。Ren[51]

检测麦冬中各成分对H9c2细胞的毒性作用时, 发现麦

冬皂苷D'可致心肌细胞损伤。Cui等[52]采用高内涵筛

选和流式细胞术结合溴脱氧尿苷 (Brd U) 标记方法对

心肌成纤维细胞 (CFs) 增殖和周期进行分析。Zhang

等[53]采用实时细胞分析系统和高内涵分析技术, 监测

黄连 (RC) 中 9种生物碱在CMs治疗中的作用; 采用荧

光酶偶联三磷酸腺苷 (ATP) 检测细胞活力, 首次对 9

种生物碱的心脏毒性进行了评价, 阐明 RC中的心脏

毒性成分。

高内涵细胞影像分析技术的出现, 大大提高了“有

毒”中药的筛选效率。Chen等[54]通过高通量虚拟筛选

1 000万个化合物及基于细胞的验证, 发现了一种新的

非脂肽样化合物, 并评估该物质对Toll样受体的先天

免疫反应。Halaidych等[55]对于不同起源的血管平滑

肌细胞采用高通量细胞成像技术跟踪单个细胞分析

Ca2+释放动力学和收缩, 可同时对数百个细胞进行分

析, 而手动低通量检测或标记物可能会忽略对血管收

缩剂反应的异质性表达。

基于中药多组分、多靶点和多通路的特点, 目前人

们已将更多目光集中在如何快速、高通量和多指标地

综合性评价中药心脏毒性, 联合高通量技术及其他分

子技术, 全面而又系统的中药药物心脏毒性评价方法

必将成为研究主流手段。高通量技术的出现, 大大缩

减了基于 2D细胞培养模型的体外中药心脏毒性评价

的时间和成本, 推动了中药体外心脏毒性评价方法的

发展, 低效、低通量的筛选技术注定会被取代 (表2)。

4 总结与展望

目前单层细胞培养模型在中药毒性的评价上应用

比较广泛, 但对环境要求较高, 容易受外界因素影响。

此外, 心肌细胞在 2D的培养环境中缺乏细胞和细胞外

基质相互作用, 不具有心脏的生理功能, 会影响剂量有

效性和剂量毒性的预测, 并阻碍细胞的功能完整表达,

在药物安全性评价中具有一定的局限性, 对于中药的

多组分多靶点的作用机制难以展示整体作用, 投入的
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时间和精力往往是化学药研究的百倍至千倍, 大大增

加了中药研究工作者的研究难度, 也成为中药新药开

发的一大难题。三维立体细胞培养既能保留体内细胞

微环境的物质结构基础, 又能体现细胞培养的直观性

及条件可控制性, 把体外无细胞及单层细胞培养体系

与组织器官及整体研究联系起来, 是目前研究的新兴

热点。三维细胞培养模型也广泛用于治疗心血管疾病

的西药的心脏毒性评价研究中[56-58]。类器官研究已经

成为各热门医疗领域研究的热点, 通过改进细胞的体

外培养条件, 在体外再现体内细胞微环境, 最终诱导生

成具有类似生理功能的类组织, 模拟在体环境或组织

环境来评价药物, 使得药物作用引起的变化更贴近机

体反应。尽管目前培养技术还未大量应用于中药心脏

毒性评价的研究, 但是其真实高效的特点是 2D细胞培

养和动物模型所不具备的。类器官的研究取得了一定

的进展, 可从空间和生理功能方面模拟体内器官, 但仍

处于起步阶段, 在药物毒性评价方面尚未出现过多报

道, 然而需要注意的是, 三维组织培养向类器官进化过

程艰难且具有挑战性, 体外立体细胞培养虽然大体上

接近于活体水平组织的特征, 但仍存在一些问题: ① 技

术层面上, 类器官及立体细胞培养是否成功, 评价标准

需要建立; ② 培养的微环境需要进一步优化, 营造类

似体内微环境; ③ 新培养的类器官或立体细胞模型在

功能上可能与成人心脏有所差异, 可能其状态如同新

生儿一样功能发育不完全, 心肌细胞的不成熟表型是

其在转化医学、体外药物毒性和药理分析中的重要障

碍。如何诱导发育成熟也是完善模型另一个考虑的因

素。随着多种新模型出现, 培养的时间和投入的精力

较之以前更多, 这使得研究过程速度更为缓慢, 若能与

高通量新技术相互结合应用于中药心脏毒性研究, 将

带动该领域的快速发展, 技术服务于研究鉴于类心脏

组织在化学药中毒性评价应用, 利用该体外模型评价

中药的心脏毒性结合高通量技术是可行的。
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