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补骨脂潜在肝毒性的修制减毒方法研究: 酒浸水漂法

宋 迪 1,2, 陈帅帅 1,2, 李朋彦 2, 张 乐 1,2, 柏兆方 2, 肖小河 2, 秦旭华 1*, 王伽伯 2*

(1. 成都中医药大学药学院, 四川 成都 611137; 2. 中国人民解放军总医院第五医学中心全军中医药研究所, 北京 100039)

摘要: 近年来, 补骨脂肝毒性问题引起高度重视, 探索建立补骨脂减毒方法具有重要意义。本文基于《雷公炮炙

论》对补骨脂修制前处理方法记载的酒浸水漂法, 以 3D培养的人源肝脏类器官为模型, 结合高内涵成像技术来评价

补骨脂不同修制品的减毒效果; 同时以U*12(108) 均匀设计法对补骨脂酒浸水漂法的修制工艺进行优化研究。结果

表明: 不同修制品对类器官模型的毒性表现出显著差异, 其中酒精浓度、酒浸次数、酒浸料液比、水浸时间和水浸次

数为独立显著因素 (均P<0.01)。进一步基于回归建模预测最优减毒工艺并得到验证, 最优减毒工艺为: 酒精浓度

80%、酒浸次数 3次、酒浸料液比 3倍、酒浸时间 30 h、水浸料液比 2倍、水浸次数 3次、水浸时间 12 h和蒸制时间 5 h。

本研究表明《雷公炮炙论》记载的酒浸水漂法可有效降低补骨脂的潜在肝毒性, 从药材前处理为降低补骨脂肝损伤

风险提供了参考依据。
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Abstract: Recently, the hepatotoxicity issue regarding to Psoraleae Fructus (PF) has attracted remarkable

concerns, which highlights the urgent need to explore the toxicity attenuation method for PF. In this study, we

proposed an alcohol soaking and water rinsing method for pre-processing PF based on the record in the classics -

"Lei Gong Pao Zhi Lun", aiming to attenuate the potential hepatotoxicity of PF. The optimal pre-processing

methods and parameters were investigated by U*12(108) uniform design coupled with 3D-cultured human-derived

liver organoids model and high-content imaging. The results showed that there were significant variations among

the hepatotoxicity intensities of different pre-processed PF products. Four factors, including the concentration of

alcohol, the ratio of material and alcohol in alcohol soaking, the time of alcohol soaking and the times of water

rinsing, were found as independent significant factors (all P<0.01). The optimal pre-process parameters were

further predicted and verified as follows: the alcohol concentration is 80%, the times of alcohol soaking is 3, the

ratio of alcohol and material of alcohol soaking is 3, the time for alcohol soaking is 30 h, the ratio of water and

material of water rinsing is 2, the times of water rinsing is 3, the time water rinsing is 12 h and the time of steaming

is 5 h. This research demonstrated that the alcohol soaking and water rinsing method can effectively reduce the
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potential hepatotoxicity of PF. This method provides a reference for reducing the risk of PF liver injury from the

perspective of Chinese medicinal materials pre-processing.

Key words: Psoraleae Fructus; hepatotoxicity; pre-processing; attenuation; alcohol soaking and water rinsing;

uniform design; liver organoid

补骨脂为豆科植物补骨脂 Psoralea corylifolia L.

的干燥成熟果实, 具有温肾助阳, 纳气平喘, 温脾止泻

的功效[1], 临床上常用于腰膝骨痛、骨质疏松、骨折、骨

性关节炎等骨科疾病的治疗[2,3]。然而, 随着补骨脂及

其制剂的广泛使用 , 临床上相继出现肝损伤病例报

道[4-6], 国家食品药品监督管理总局已先后通报了含补

骨脂的制剂 (壮骨关节丸、仙灵骨葆、骨康胶囊) 导致

肝损伤的风险[7-9]。值得注意的是, 单方补骨脂注射剂

在临床上有导致肝损伤的病例, 单独服用补骨脂代茶

饮可导致急性肝损害[10], 提示补骨脂单独使用有引起

肝损伤的风险。此外, 国际权威药物肝损伤信息网站

Liver Tox也对补骨脂及其制剂进行了收录[11]。

不同实验室均在动物水平证实补骨脂药材和提取

物长期给药时可引起肝脏损伤[12-14]。本课题组前期对

含补骨脂的制剂壮骨关节丸进行拆方研究, 表明在免

疫应激大鼠模型上单独给药补骨脂可引起肝脏损

伤[15-18]。细胞实验表明, 补骨脂成分补骨脂二氢黄酮、

补骨脂二氢黄酮甲醚在HepaRG肝细胞模型上均可引

起肝细胞损伤[19,20]。上述体内外实验结果提示, 补骨

脂具有潜在的肝毒性作用, 临床应用补骨脂及其制剂

应注意诱发肝损伤的风险。因此, 寻找有效的减毒方

法, 是补骨脂临床应用及其相关制剂产业化发展亟待

解决的重要课题。

目前补骨脂炮制方法主要为盐炙法。实验研究表

明, 盐炙补骨脂仍具有一定的肝毒性[21], 提示盐炙法主

要目的是改变药性和归经以增强药效[22], 可能并不主

要是减毒。此外, 有相关企业对补骨脂采用水煮去毒

的前处理方法, 但临床上仍出现肝损伤病例, 提示水溶

性成分可能不是补骨脂主要的肝毒性物质基础。值得

注意的是, 南北朝炮制经典著作《雷公炮炙论》记载了

补骨脂药材的特殊修制 (前处理) 方法, 曰:“凡使, 性

本大燥, 毒, 用酒浸一宿后, 漉出, 却用东流水浸三日

夜, 却蒸从巳至申出, 日干用”, 可概括为酒浸水漂法。

古人以“毒”记述补骨脂, 说明古人意识到补骨脂的潜

在毒性, 并且指出在使用前应先以酒浸水漂法进行前

处理来减毒。针对这一重要线索, 本文拟通过实验研

究考察补骨脂酒浸水漂法减毒的客观真实性, 以及通

过均匀设计法对比考察不同操作步骤的因素和水平,

筛选最优的修制减毒工艺, 为建立补骨脂减毒新方法

的前处理工艺提供参考。相比于常规的 2D细胞培养,

文献研究表明, HepaRG细胞 3D培养获得的类器官模

型能更好地模拟肝脏的结构和功能, 可以更为准确地

评价药物肝毒性[23]。为此, 本文采用 3D培养人源化肝

脏类器官模型, 更加灵敏地检测和评价补骨脂修制前

后的减毒效果。

材料与方法

材料与仪器 补骨脂药材 (北京绿野药业有限公司,

批号: 18052104); 牛胰岛素、氢化可的松 (Sigma公司);

GlutaMAXTM、胎牛血清、William's E 培养基 (Gibco

公司); Trypsin-EDTA (Macgene 公司); Hoechst 33342、

Calcein AM、EthD-1 (Thermo Fisher 公司); Cell Titer-

GloTM 3D细胞活力检测试剂、GloMax® Discover (Pro‐

mega公司); TC10TM细胞自动计数器 (Bio-Rad公司);

高内涵筛选分析仪 (Thermo公司)。

修制品的制备 取同一批号补骨脂药材各约100 g,

采用 U*12(108) 均匀设计法 , 以腺嘌呤核苷三磷酸

(ATP) 为响应指标, 以酒精浓度 (A)、酒浸次数 (B)、酒

浸时间 (C)、酒浸料液比 (D)、水浸时间 (E)、水浸次数

(F)、水浸料液比 (G)、蒸制时间 (H) 为试验因素。均匀

设计因素水平表见表1。

不同修制品供试品溶液的制备 取修制品 20 g,

Table 1 The table of factors and levels of Uniform design. A:

Alcohol concentration; B: Times of alcohol soaking; C: Time of

alcohol soaking; D: Ratio of alcohol and material in alcohol soaking;

E: Time of water rinsing; F: Times of water rinsing; G: Ratio of

water and material in water rinsing; H: Time of steaming

Level

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

Factor

A

/%

13

20

27

34

41

48

55

62

69

76

83

90

B

/time

1

2

3

C

/h

6

12

18

24

30

36

42

48

54

60

66

72

D

/multiple

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

E

/h

6

12

18

24

30

36

42

48

54

60

66

72

F

/time

1

2

3

G

/multiple

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

H

/h

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12
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精密称定 , 置于锥形瓶 , 加 10 倍量 75% 酒精 , 超声处

理 1 h, 提取 3 次 , 过滤 , 合并滤液 , 减压回收乙醇 , 得

补骨脂修制品稠浸膏, 冻干备用。取冻干粉适量, 配制

质量浓度分数分别为 0.5、1、2、4 mg·mL-1的药液 , 以

0.22 μm的微孔滤膜滤过, 备用。

类器官3D模型构建 HepaRG细胞由本实验室冻

存。HepaRG细胞培养于含10%胎牛血清、100 μg·mL-1

青链霉素的 William's E 培养基中 , 放置于 37 ℃ , 5%

CO2的培养箱中培养。以氢化可的松和二甲基亚砜

(DMSO) 诱导 HepaRG 细胞[24], 将诱导的 HepaRG 细

胞以 800 个/孔接种于低吸附的 96 孔 U 型底板中 , 静

置 10 min后置于培养箱中培养, 使细胞形成类器官 3D

结构。

不同修制品毒性检测 取培养 4 天的类器官球

体, 将不同浓度的样品依次加入培养板内, 设置溶媒对

照组, 置于培养箱中。24 h后将孔板中球体吸至 384

孔板中, 每孔加入CellTiter-GloTM试剂 25 μL, 震荡混匀

5 min, 室温孵育 20 min, 采用酶标仪读取荧光值, 检测

ATP合成量, 用于评价补骨脂修制品毒性大小。

高内涵成像分析 取荧光染料 Hoechst 33342、

Calcein AM、EthD-1按说明书配制待用。吸弃培养板

内的液体, 磷酸盐缓冲液 (PBS) 冲洗 3次, 每孔加入染

液100 μL, 置于培养箱中孵育30 min。吸弃培养板孔内

染液, 再加入 PBS 100 μL, 待测。采用高内涵细胞成

像对类器官的细胞进行定位和定量分析, 选用细胞毒

性模块, 10倍物镜, 设定通道 l检测波长为 386 nm, 检

测被Hoechst核酸染料染为蓝色的细胞核; 通道 2检测

波长为 490 nm, 检测被 Calcein AM 染成绿色的活细

胞; 通道 3检测波长为 528 nm, 检测被 EthD-1染成红

色的死细胞。采集荧光图像并对图像进行荧光强度的

量化分析。

细胞ATP合成量测定 按均匀设计用表安排实验,

得12批不同修制条件的补骨脂, 修制品1到修制品12以

X1～X12表示, 生品以 S表示。采用 CellTiter-GloTM3D

试剂定量检测不同修制品处理后细胞中ATP合成量。

统计学方法 数据采用
-
x ± s表示, 使用SPSS21.0

软件进行统计分析 , 组间比较采用单因素方差分析 ,

P<0.05表示差异具有显著性。

结果

1 不同修制品对肝脏类器官细胞的影响

从宽场细胞核可以看出, 随补骨脂不同修制品给

药浓度增加, 细胞核体积变小且细胞球体呈松散, 无规

则状; X2修制品则无明显变化, 表明补骨脂不同修制

品呈现出不同的减毒效果, X2修制品减毒效果较好。

Hoechst 33342标记细胞核的染色结果显示, 给药 24 h

后X2修制品 4个浓度 (0.5、1、2、4 mg·mL-1) 下细胞都

出现均匀的蓝色荧光, 而生品和其他修制品随着给

药浓度的增加 , 细胞荧光强度出现不同程度的减弱,

提示不同修制品呈现出不同程度的减毒效果; Calcein

AM标记活细胞的染色结果表明, 给药 24 h后 X2修制

品 4 个浓度下细胞都出现较均匀的绿色荧光, 而生品

随浓度的增加, 细胞的绿色荧光显著降低, 其余修制品

随着浓度增加, 细胞荧光强度出现不同程度的减弱, 提

示毒性均强于X2修制品; EthD-1标记的死细胞染色结

果显示, 给药 24 h后, 与生品相比X2修制品 4个浓度下

细胞出现较均匀的红色荧光, 生品和其他修制品随浓

度增加, 细胞红色荧光逐渐增强, 提示毒性均强于X2

修制品。结果如图1和图2。

2 基于ATP释放量的不同修制品对肝细胞毒性的比

较

实验结果表明, 与生品相比, X2修制品在 4个浓度

下 (0.5、1、2、4 mg·mL-1) 细胞ATP释放量无显著差异,

提示补骨脂X2修制品有较好的减毒效果。均匀设计

实验安排表和实验结果见表2。

采用DPS7.05软件进行线性相关分析和逐步回归

分析, 拟合的线性回归方程和逐步回归方程经方差分

析和检验均无统计学意义 (P>0.05), 因此线性拟合不

合理。为此, 本实验通过二次多项式逐步回归分析方

法, 对实验中的因素与响应数据进行分析, 建立二次多

项式回归方程, 结合实验具体情况优化补骨脂修制工

艺参数。二次多项式逐步回归非线性结果如下:

Y= -1.36 - 0.546 A + 3.004 B + 0.082 D + 0.71 A2 +

0.762 E2 - 0.015 5 F2 - 0.008 4 B × D -

2.071 B × E + 0.551C × G - 0.203 C × H

(P < 0.01, R2 = 1)

由方程可知 , A (P = 0.000 1)、B (P = 0.000 1)、D

(P = 0.006)、E (P = 0.000 1) 和F (P = 0.000 8) 为独立显

著因素。最终确定补骨脂最优修制工艺为: 酒精浓度

80%、酒浸次数 3次、酒浸料液比 3倍、酒浸时间 30 h、

水浸料液比 2倍、水浸次数 3次、水浸时间 12 h和蒸制

时间5 h。

3 均匀设计结果验证

取补骨脂药材 100 g, 以上述最优工艺制得补骨脂

最优修制品 (Yoptimal) 并制备冻干粉备用, 以肝脏类器官

ATP释放量来评价修制品毒性。由图 3可知, 补骨脂

生品给药浓度在 4、2和 1 mg·mL-1时细胞表现出明显

毒性, 0.5 mg·mL-1时细胞毒性有所下降。补骨脂最优

修制品在 4个浓度下细胞未表现出明显肝毒性。结果

表明, 补骨脂经酒浸水漂法处理后可以降低补骨脂的
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肝毒性, 提示酒浸水漂法修制减毒工艺科学合理。最

终研究结果显示, 优化得到的修制工艺稳定可行, 为补

骨脂最优修制减毒工艺。

讨论

南北朝《雷公炮炙论》中详细记载补骨脂“凡使, 性

本大燥, 毒, 用酒浸一宿后, 漉出, 却用东流水浸三日夜,

却蒸从巳至申出, 日干用”, 提示《雷公炮炙论》所记载

的补骨脂酒浸水漂法可能与补骨脂减毒相关, 但并未

明确其为减毒方法, 且尚未有实验研究证明该方法减

毒的客观真实性; 本文首次以实验证实古人所讲的酒

浸水漂法可以降低补骨脂的肝细胞毒性。以U*12(108)

的均匀设计法对补骨脂酒浸水漂法工艺进行优化研

究, 最优修制减毒条件为: 酒精浓度 80%、酒浸次数 3

次、酒浸料液比 3倍、酒浸时间 30 h、水浸料液比 2倍、

水浸次数 3次、水浸时间 12 h和蒸制时间 5 h。对最优

实验结果进行验证, 结果证实最优实验条件在 4个浓

度下均无肝细胞毒性, 表明酒浸水漂法可降低补骨脂

的潜在肝毒性。

补骨脂主要含有香豆素类、单萜酚类和黄酮类化合

物[25,26]。针对香豆素类成分补骨脂素和异补骨脂素, Wang

等[27]发现小鼠连续灌胃 28 天补骨脂素 (320 mg·kg-1)

Figure 1 Effects of different pre-processing products of Psoraleae Fructus on high content imaging of 3D organoid cells. X1-X12: Pre-

processing products 1 to 12; S: Raw product
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和异补骨脂素 (160 mg·kg-1), 小鼠均未发生肝损伤; 而

Zhou等[28]在小鼠单次灌胃给予补骨脂素 800 mg·kg-1

24 h即引起小鼠肝脏损伤。针对黄酮类成分如补骨脂

二氢黄酮和补骨脂二氢黄酮甲醚, 研究发现, 两个成分

在 HepaRG 肝细胞模型上均可引起肝细胞损伤[19,20]。

单萜酚类成分如补骨脂酚, Li等[29]在大鼠模型上连续

口服给药 6周, 发现补骨脂酚可引起胆汁淤积性肝损

伤。然而, 值得注意的是, 上述这些与补骨脂潜在肝毒

性相关的成分大多为醇溶性。此外, 相关研究发现, 补

骨脂的醇提物具有肝毒性[30]; 另有研究表明, 补骨脂醇

提物的肝毒性强于水提物[31]。均匀设计实验结果发

现, 酒精浓度对减毒效果影响较大, 酒精浓度越高减毒

效果越好, 这或许提示高酒精浓度可溶出更多的潜在

毒性成分, 这与文献报道补骨脂醇提物的肝毒性强于

水提物的结果基本一致。下一步将重点研究补骨脂修

制减毒的化学成分变化规律和毒性物质基础。

《雷公炮炙论》对补骨脂的记载强调了“凡使”, 提

示该方法是作为药材的前处理方法。该方法从南北朝

一直沿用至清代。然而, 目前药典在补骨脂前处理仅

为除去杂质, 并未采用酒浸水漂法的前处理工艺。本

文研究结果表明, 历代沿用的酒浸水漂法前处理工艺

可以有效降低补骨脂的潜在肝毒性, 深入研究该方法

Figure 2 The toxicity evaluation of different pre-processing products of Psoraleae Fructus on 3D organoid cells
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对肝毒性的降低作用及保留药效的作用, 将有利于降

低补骨脂临床应用的肝损伤风险, 为提高患者用药安

全提供参考。此外, 考虑到酒浸水漂法为药材前处理

方法, 对于药监局已通报肝损伤风险的含补骨脂中成

药的生产企业来说, 可在投料前处理补骨脂药材而不

需要改变当前中成药生产工艺, 因此不涉及药品上市

的再评价与注册, 故具有潜在的应用前景。作者还留

意到, 本草文献有类似酒浸水漂法的传统修制减毒处

理方法的记载, 如《伤寒论》中记载半夏使用之前要“水

洗”除去半夏的毒性[32]。目前对传统修制方法的现代

研究尚不多, 未来值得深入挖掘。
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