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京尼平所致肝细胞毒性的物质基础研究
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摘要: 本文通过探究京尼平闭环原型、开环异构体及其与氨基酸结合而成的栀子蓝的HepaRG肝细胞毒性, 阐

明京尼平所致肝细胞毒性的物质基础。考察不同温度、pH值及氨基酸对京尼平结构互变及栀子蓝形成的影响, 明

确可区分京尼平闭环和开环异构体的条件, 以及栀子蓝形成的条件并制备不同氨基酸类型的栀子蓝冷冻干燥粉末; 

CCK-8法测定京尼平原型、开环异构体以及不同类型栀子蓝的肝细胞毒性。结果显示, 酸性条件可抑制京尼平由闭

环向开环的转化; 伯氨基和京尼平开环结构是生成栀子蓝的必要条件, 且两者最可能形成二氢吡啶环型的栀子蓝; 

37与 80 ℃合成的栀子蓝存在明显差异; pH = 5的酸性条件与正常培养条件 (pH = 7.4) 相比, 京尼平原型浓度显著

升高, 但细胞存活率并未明显降低; 栀子蓝的细胞毒性显著低于京尼平开环结构, 甚至部分类型栀子蓝呈现促进细

胞生长的作用。研究结果表明, 京尼平开环结构可能是造成肝细胞毒性的重要物质基础, 为今后京尼平肝毒性机制

等相关研究奠定了基础并提供了线索。
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Abstract: The current study explored the hepatotoxicity among closed-ring genipin, open-ring tautomer of 

genipin and gardenia blue that generated from genipin and amino acid reaction using HepaRG cells to identify the 

material basis of genipin-induced hepatotoxicity in vitro. The effects of temperature, pH value and different kinds 

of amino acids on the chemical structure tautomerism between closed-ring and open-ring tautomer of genipin and 

the production of gardenia blue were investigated firstly, which aimed to explicit the conditions that could 

distinguish the closed-ring genipin and its open-ring tautomer, and the conditions generating gardenia blue, which 

were applied to prepare different kinds of gardenia blue; the CCK-8 kit was employed to analyze the hepatotoxicity 

of closed-ring genipin, open-ring tautomer of genipin and gardenia blue. From the results, it was found that, the 

structure transformation from close-ring to open-ring of genipin could be inhibited under the condition with acid 

environment; being essential groups to generate gardenia blue, the primary amino group and the open-ring 

tautomer of genipin reacting to generate the dihydropyridine ring was probably the key structure of gardenia blue; 

the structure characteristics existed apparent distinction at the reactive temperature of 37 ℃ and 80 ℃; compared 
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to the culture condition with pH = 7.4, the concentration of genipin with close-ring in culture medium was 

significantly increased at pH = 5, but the cell viability did not decreased; the cell toxicity of gardenia blue was 

apparently lower than open-ring tautomer of genipin, and even some kinds of gardenia blue showed growth 

promoting effect on HepaRG cells. Here, it was suggested potentially that open-ring tautomer of genipin be the 

important material basis to induce hepatotoxicity, which could provide a cue and lay a foundation for the 

elucidation of the underlying mechanism of genipin-induced hepatotoxicity.
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京尼平 (genipin, GP, 图 1), 天然产物, 具有丰富多

样的药理活性, 主要来源于栀子、杜仲、管花肉苁蓉等

常用中药, 是其主要药效成分京尼平苷 (geniposide, 图

1) 经肠道 β-葡萄糖苷酶的水解产物, 为京尼平苷的苷

元部分。研究表明, 京尼平具有抗炎、抗氧化、降糖、降

脂、抗抑郁、抗肿瘤和抗菌等多种药理活性, 对胆汁淤

积、脂肪肝、胃肠疾病等肝胆消化系统疾病、糖尿病、心

血管疾病、抑郁症和阿尔茨海默病等精神系统疾病、类

风湿关节炎等骨骼系统疾病以及肿瘤和感染等均有治

疗作用[1-4]。此外, 其也常作为天然交联剂, 用于制剂、

生物材料等多种生物工程领域[5]。可见, 京尼平应用

领域之广泛, 是非常具有研发价值和潜力的天然产物。

然而, 近年来研究发现, 京尼平具有明确的肝毒性[6-10], 

限制了京尼平甚至相关中药的开发和应用。

京尼平主要是由环戊烷并半缩醛结构的二氢吡喃

环构成的环烯醚萜类化合物 (结构见图1), 研究显示半

缩醛结构的二氢吡喃环并不稳定, 易开环而形成双醛

结构, 是京尼平的互变异构体 (图 1)[11]。重要的是, 开

环异构体并不稳定, 易被亲核基团攻击而反应, 其中最

常见的就是与氨基酸或其残基反应生成蓝色物质, 即

栀子蓝 (图1)。栀子蓝是常用的色素和染料, 除工业生

产条件外, 生理条件下京尼平进入富含氨基酸或蛋白

的生命体时, 栀子蓝随即产生, 是京尼平染蓝肝脏和细

胞的主要原因。基于此, 京尼平导致肝毒性的物质基

础包括: ① 京尼平原型 (闭环结构); ② 京尼平开环异

构体; ③ 栀子蓝。然而截至目前, 京尼平原型与其开

环异构体的肝毒性并未被区分; 再者, 虽有研究表明栀

子蓝存在较低的肝细胞毒性, 但相关研究所用栀子蓝

为工业条件制备 (80 ℃) 或购买的色素级混合体系 (栀

子蓝色素), 而非于生理条件下生成的栀子蓝[9]。可见, 

京尼平原型、开环异构体以及生理条件下产生的不同

类型栀子蓝引起的肝毒性尚未清晰, 即京尼平所致肝

毒性的物质基础不清, 这不利于京尼平肝毒性机制的

阐明以及进一步的开发和应用。

综上所述, 本研究在明确区分京尼平及其开环结

构的条件以及制备生理型不同类型栀子蓝粉末的基础

上, 以人源性HepaRG肝细胞为研究对象, 阐明京尼平

诱导肝细胞毒性的物质基础, 为京尼平肝毒性机制的

阐明及其防治对策的发现奠定基础, 对于京尼平及栀

子等相关中药的合理使用、研究和开发有重要意义。

材料与方法

细胞株 人源肝细胞 HepaRG 细胞株购于北京北

纳创联生物技术研究院。

主要仪器与设备 Agilent 1260高效液相色谱仪 

(G1322A在线脱气机、G1312C二元高压泵、G1329B自

动进样器、G1316A 柱温箱)、Agilent 6460 三重四级杆

质 谱 仪 、Agilent MassHunter Workstation Qualitative 

Analysis B.04.00 分析软件 (美国 Agilent 公司); TBA-

2000FR全自动生化分析仪 (东芝医疗系统有限公司); 

SmartWLI光学显微镜 (德国GBS公司); Multiskan FC

型酶标仪、311 恒温细胞培养箱 (美国 Thermo 公司); 

LT-224S分析天平 (北京赛多利斯公司)。

主要试剂 京尼平 (纯度 > 98%, 批号: 22031801, 

成都康邦生物科技有限公司); 分化的 HepaRG 细胞 

Figure 1　The chemical structures of geniposide, genipin and its 

open-ring tautomer, and the probable reaction between genipin and 

amino acids to generate gardenia blue. ① ② ③ ④ exhibit the 

possible binding sites between amino acids or protein and genipin, 

which are the possible molecular structure of gardenia blue; NH2-

R represents amino acid or protein
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(美国 Merck Millipore 公司); RPMI-1640 培养基 (货

号 : SH30809.01)、0.25% 胰酶 (货号 : SH30042.01)、青

霉素 −链霉素双抗混合液 (货号 : SV30010) (美国

Hyclone 公司); 胎牛血清 (美国 Serana 公司 , 货号 : 

S-FEBS-EU-015); SuperKineTM超敏型细胞增殖检测试

剂 (CCK-8) (武汉 Abbkine 公司 , 批号 : ATVE16031); 

L- 精 氨 酸 ( 批 号 : 1228W023)、L- 组 氨 酸 ( 批 号 : 

510M022)、L-脯氨酸 (批号: 829B021)、L-甲硫氨酸 (批

号: 910J028)、甘氨酸 (批号: 420S061)、L-苯丙氨酸 (批

号 : 621M025) 和 L-赖氨酸 (批号 : 1213M023) 均购自

北京索莱宝科技有限公司。

细胞培养 HepaRG 细胞复苏后 , 接种于细胞培

养瓶中, 以含 10%胎牛血清、1%青霉素和链霉素双抗

的 RPMI-1640 培养基 , 即完全培养基 , 置于 5% CO2、

37 ℃细胞培养箱中贴壁培养, 每 2天更换完全培养基

1次, 待细胞贴壁生长至培养瓶底表面积的 85%～90%

时, 胰酶消化后传代及接种。

HPLC/MS/MS测定京尼平含量 色谱条件: 色谱

柱: Waters CORTECS-C18 (4.6 mm × 150 mm, 2.7 μm); 

流动相: 甲醇∶水=80∶20; 流速: 0.5 mL·min-1; 柱温: 室

温; 进样量: 2 μL。质谱条件: 采用电喷雾离子源 (ESI), 

负离子模式。毛细管电压为 4 kV, 干燥器流速为

9 L·min-1, 干燥气温为 350 ℃, 雾化气压 40 psi, 多反应

监测模式 (MRM)。京尼平的离子通道为 m/z 225.2→
123.1, 碰撞能 (CE) 为33 eV, 碎裂电压为96 V。

京尼平与氨基酸反应生成栀子蓝的影响因素考察

选择精氨酸 (arginine, Arg)、组氨酸 (histidine, 

His)、脯 氨 酸 (proline, Pro)、甲 硫 氨 酸 (methionine, 

Met)、甘氨酸 (glycine, Gly)、苯丙氨酸 (phenylalanine, 

Phe) 和赖氨酸 (lysine, Lys) 7 种结构类型不同的氨基

酸 (图 2) 与京尼平反应, 考察不同氨基酸于不同温度 

(37和 80 ℃)、不同 pH条件 (2、7.4和 12) 以及不同京尼

平 (1 mmol·L-1) 与氨基酸摩尔比 (1∶1、1∶2、1∶4) 对京

尼平闭环原型−开环−栀子蓝形成的影响, 揭示生理条

件下京尼平与氨基酸的反应模式, 以及区分京尼平闭

环原型、开环结构和栀子蓝的具体条件。

不同温度对栀子蓝形成的影响 37 ℃为机体正

常生理温度, 80 ℃为工业合成栀子蓝色素的温度, 分

别于 5 mL含 2 mmol·L-1不同氨基酸的PBS溶液 (pH = 

7.4) 中加入 10 μL 500 mmol·L-1京尼平甲醇溶液, 使体

系中京尼平的浓度为 1 mmol·L-1且与不同氨基酸摩尔

浓度比成 1∶2, 以仅含 1 mmol·L-1京尼平PBS溶液为对

照 (n = 2), 于 37和 80 ℃下分别反应 12 h。于反应前及

后分别取样, 京尼平单用组样本用甲醇稀释 50倍, 其

他样本稀释 20倍, 12 000 r·min-1离心 10 min, 取上清于

HPLC/MS/MS测定京尼平含量, 考察温度对京尼平和

氨基酸反应的影响。

不同 pH的影响 酸性条件下京尼平结构可稳定

保持在闭环状态[11], 为此考察 pH为 2 (酸性)、7.4 (生理

中性条件) 及 12 (碱性) 条件下, 对京尼平和氨基酸反

应生成栀子蓝的影响。将PBS溶液用HCl和NaOH分

别调节 pH 为 2、7.4和 12后, 按 5 mL 反应体系中京尼

平 (1 mmol·L-1) 和氨基酸 (2 mmol·L-1) 的摩尔比为 1∶2

于 37 ℃反应, 1 mmol·L-1京尼平为对照组。12 h后取

样, 甲醇稀释, 其中 pH = 2对照组稀释 400倍, 其余组

稀释 200倍; pH = 7.4对照组稀释 200倍, 其余组稀释

20 倍; pH = 12 所有组稀释 20 倍。12 000 r·min-1离心

10 min, 取上清HPLC/MS/MS测定京尼平浓度。

各氨基酸不同比例的影响 5 mL的反应体系中

以京尼平 (1 mmol·L-1) 与各氨基酸的摩尔比分别为

1∶1、1∶2和 1∶4于 37 ℃反应 12 h (n = 2), 取样甲醇稀

释20倍, 测定京尼平含量。

不同类型栀子蓝冷冻干燥粉末的制备 分别于含

Arg、His、Pro、Met、Gly、Phe和Lys 12 mmol·L-1 PBS溶液 

(pH = 7.4) 20 mL中加入京尼平使其浓度为3 mmol·L-1, 

再分别于 37和 80 ℃反应 24 h制备不同类型栀子蓝溶

液后, 于−80 ℃冷冻过夜后, 置于冷冻干燥机中制备栀

子蓝粉末。对比所获得的栀子蓝粉末的性状, 并用紫

外−可见分光光度法 (UV-VIS) 测定 200～800 nm的吸

收光谱特征。

CCK-8 法检测细胞存活率 调整对数生长期的

每毫升 HepaRG 细胞数为 2×104个 , 以每孔 100 μL 即

2×103个/孔的密度接种于 96孔板中, 贴壁培养 24 h后, 

设不含细胞的空白对照组和含有细胞的空白溶剂对照

Figure 2　The chemical construction of 7 different amino acids
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组, 其余各组按给药方案干预一定时间后, 用不含血清

的新鲜培养基清洗细胞表层 2次, 加入含 10% CCK-8

试剂的培养基继续于细胞培养箱中反应 1～1.5 h, 酶

标仪测定 450 nm处测定每孔吸光度 (A), 计算细胞存

活率 = [(A 实验组−A 空白)/(A 对照组−A 空白)] × 100%, 考察京尼

平闭环原型、开环异构体以及不同类型栀子蓝对

HepaRG 细胞存活率的影响, 以明确京尼平肝细胞毒

性的物质基础。

京尼平闭环原型对肝细胞存活率的影响 由实验

结果可知, 酸性条件下京尼平可保持在闭环的原型状

态且不易与氨基酸结合生成栀子蓝, 同时前期实验确

定 pH为 5的培养条件可明显使京尼平保持在闭环状

态且细胞可耐受。因此, 考察 pH为 5的酸性条件下细

胞培养液中京尼平原型含量的变化及其与HepaRG细

胞存活率之间的关系, 以明确京尼平开环和闭环异构

体的肝细胞毒性。

接种有 HepaRG 细胞的 96 孔板分为无细胞空白

组、有细胞对照组、pH分别为 5的酸性及 7.4的正常条

件培养基对照组以及分别含 200和 400 μg‧mL-1京尼平

的 2种 pH培养基组 (n = 8)。96孔板于实验前吸去原

有培养基, 于每孔中分别加入 100 μL相应 pH 值的完

全培养基, 其中所有对照组加入空白溶剂甲醇 0.2 μL, 

京尼平组分别加入 100 和 200 mg‧mL-1京尼平甲醇溶

液 0.2 μL, 使培养体系中京尼平的浓度分别为 200 和

400 μg‧mL-1, 于培养箱中分别培养 6 h后 (依据细胞对

pH = 5的条件的耐受程度, 选择培养 6 h), 首先, 每组

取 3孔培养基 50 μL, 甲醇稀释 20倍, HPLC/MS/MS测

定培养基中京尼平含量; 其次, 弃去所有培养基, CCK-8

法检测细胞存活率。

不同类型栀子蓝对肝细胞存活率的影响 工业生

产栀子蓝的分子质量在 3 kDa以上[12], 约为京尼平分

子质量 (226.23 Da) 的 10 倍 , 因此分别用 100 μg‧mL-1

京尼平、1 mg‧mL-1京尼平单反应组粉末以及不同类型

栀子蓝粉末干预HepaRG细胞 12 h, 弃去所有培养基, 

CCK-8法检测细胞存活率; 同时HPLC-MS/MS测定不

同类型栀子蓝中京尼平的残余浓度。

统计学分析 GraphPad Prism 8.2.1软件绘图, 组

间比较采用 student′s t-text 进行检验分析。数据以平

均值 ± 标准差 (mean ± SD) 表示, P < 0.05表示结果在

统计学上具有显著差异。

结果

1　生理温度 (37 ℃) 与工业温度 (80 ℃) 合成的栀子

蓝存在差异

37 ℃条件, 在无氨基酸的情况下, 京尼平单反应

组浓度下降了 13.9% (图 3A), 随着不同类型氨基酸的

加入, 除无伯氨基的 Pro组溶液颜色未变蓝且京尼平

含量仅下降 20%与京尼平单反应组相近外, 其他组京

尼平浓度下降显著 (图 3A), 且溶液呈不同程度地变

蓝 (图 3B), 说明不同氨基酸与京尼平反应生成栀子

蓝的程度存在差异, 且伯氨基是与京尼平反应生成栀

子蓝的必要条件; 京尼平含量下降程度与溶液变蓝程

度成正比 , 可直接反映不同氨基酸与京尼平的反应

生成栀子蓝的程度 (图 3): Lys > Arg > His > Gly > 

Met > Phe > Pro, 其中具有 2 个伯氨基的 Arg 与 Lys, 

尤其是Lys生成栀子蓝的颜色最深, 反应 12 h后, 京尼

平均已无法测定, 说明伯氨基越多越有助于栀子蓝的

生成。

80 ℃条件与 37 ℃时相比, 包括京尼平单反应及

其与Pro反应组在内, 所有组均未测到京尼平 (结果未

显示)。其中, 单反应组和Pro组较 37 ℃时溶液颜色发

黄 (图 3B), 研究表明京尼平存在自聚合反应, 而高温

下京尼平自聚合更易发生且聚合程度更高, 这可能是

即使在无氨基酸或无伯氨基存在的条件下, 京尼平含

量仍显著降低至无法测定的主要原因 , 初步说明了

37和 80 ℃下反应生成的栀子蓝存在差异。与此同时, 

除 Pro组外, 其他氨基酸与京尼平于 80 ℃反应生成的

栀子蓝溶液和粉末均较 37 ℃时蓝色更深 (图 3B), 再

次说明两个温度下生成的栀子蓝存有差异。最重要的

是, 两个温度下所得 0.5 mg‧mL-1栀子蓝粉末水溶液的

UV-VIS 吸收曲线特征存在差异 (图 3C), 明确两个温

度下生成的栀子蓝的差别。此外, Pro组在 80 ℃的高

温下溶液和粉末仍未变蓝, 而是与京尼平单反应组溶

液和粉末颜色相似, 均呈淡黄色 (图 3B), 再次说明Pro

与京尼平不发生反应, 伯氨基是反应生成栀子蓝的必

要基团。

2　酸性条件可抑制京尼平由闭环向开环的转换

pH = 2时, 与京尼平单反应对照组相比, 所有氨基

酸组京尼平含量均未明显改变, 且溶液颜色均未变蓝 

(图 4), 说明酸性条件下京尼平结构保持为闭环原型状

态, 不可与氨基酸结合生成栀子蓝, 同时说明京尼平的

开环异构体是其与氨基酸或蛋白发生反应而生成栀子

蓝的关键, 因此图 1所示第③种反应模式可能并不发

生或为次要反应, 而京尼平开环结构与伯氨基形成二

氢吡啶环是形成栀子蓝的主要反应模式 (图 1 所示

④)。pH = 7.4时, 与对照组相比, 除 Pro组外, 其他氨

基酸均使京尼平的浓度显著降低, 且溶液颜色显著变

蓝 (图 4)。pH = 12时, 包括对照组在内所有组均未测

到京尼平, 除Lys组溶液颜色有所变蓝外, 其余组溶液

颜色为黄色至棕色, 未变蓝 (图 4), 可能是因为 pH 为
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12的碱性条件下, 京尼平并未与氨基酸反应生成栀子

蓝, 而以自聚合为主。

3　氨基酸比例升高有助于栀子蓝的形成

结果如表 1所示, 除Pro组京尼平浓度无明显改变

外, 其余氨基酸组京尼平的含量随氨基酸浓度的升高

而显著降低, 即氨基酸比例越高, 与京尼平反应生成栀

子蓝越完全。

4　京尼平闭环原型未呈现明显肝细胞毒性

结果如图 5所示, pH为 7.4的正常培养条件下, 京

尼平使HepaRG细胞的存活率与对照组 (无京尼平) 相

比具有非常显著性的降低 (P < 0.01), 其中京尼平浓度

为 200 μg·mL-1 时降低至 68.84%, 400 μg·mL-1 降低至

62.48%。然而, 在 pH为 5的酸性培养条件, 加入京尼

平细胞存活率有所降低 , 但与相应对照组相比并未

Table 1　The concentration of genipin after genipin reacted with amino acids with different molar ratios. n = 2, x ± s

Molar ratio

1∶1

1∶2

1∶4

Genipin concentration/μg·mL-1

Arg

14.15 ± 1.35

N.F.

N.F.

His

11.09 ± 0.90

0.92 ± 0.50

N.F.

Pro

45.12 ± 1.31

46.92 ± 0.021

39.48 ± 12.08

Met

22.71 ± 1.76

13.38 ± 3.23

2.86 ± 0.96

Gly

9.87 ± 0.62

N.F.

N.F.

Phe

21.97 ± 2.72

14.27 ± 0.40

N.F.

Lys

N.F.

N.F.

N.F.

Figure 3　The effect of temperature on the genipin concentration (A), the solution and powder color (B) and the UV-VIS absorption spectra 

after genipin reacted with different amino acids at 37 ℃ and 80 ℃ (C). n = 2, x ± s. GP: Genipin; N.F.: Not found, the genipin concentration 

under the LLOQ of HPLC/MS/MS

Figure 4　The alterations of genipin concentration (A) and solution color (B) after genipin reacted with different amino acids at different 

pH value for 12 h. n = 2, x ± s
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呈现明显差异 (P > 0.05) (200 μg·mL-1 时为 90.58%, 

400 μg·mL-1 降低至 89.55%), 且活性明显高于 pH 为

7.4 时的细胞存活率 (pH 为 5 时含京尼平完全培养基

所呈现的蓝色均明显浅于 7.4时)。与此同时, 干预 6 h

后 , pH 为 5 的培养基中京尼平原型的浓度显著高于

pH = 7.4 条件下的浓度 , 京尼平干预浓度为 200 和

400 μg·mL-1, pH = 5时, 培养基中京尼平原型的浓度为

92.18 ± 1.41和 137.13 ± 1.89 μg·mL-1, 分别为 pH = 7.4

时的 37 倍 (2.47 ± 1.41 μg·mL-1) 和 10 倍 (14.09 ± 

1.89 μg·mL-1) 。以上实验结果表明, pH为 5的酸性条

件可显著抑制京尼平由闭环原型结构向开环结构的转

变, 且京尼平原型浓度的升高并未造成 HepaRG细胞

存活率的下降, 说明京尼平原型并不是造成肝细胞毒

性的物质基础。

5　生理温度 (37 ℃) 获得不同类型栀子蓝的肝细胞

毒性

考察 1 mg·mL-1生理温度 (37 ℃) 下获得的栀子蓝

粉末溶液干预HepaRG细胞 12 h后的细胞存活率发现 

(图 6): 与 100 μg·mL-1京尼平及 1 mg·mL-1京尼平单反

应粉末干预组相比, 不同栀子蓝粉末干预组肝细胞存

活率显著升高甚至部分栀子蓝 (Arg、His、Met 和 Gly

型) 还呈现出促进肝细胞生长的作用 (图 6), 具体为: 

Arg > Met ≈ Gly ≈ His > Pro > Phe > Lys。Lys型栀子

蓝细胞存活率有所降低的原因可能与Lys更易与京尼

平开环结构生成栀子蓝 , 虽均为 1 mg·mL-1的干预浓

度, 但纯度和实际浓度可能高于其他类型栀子蓝, 而并

非其自身的毒性所致。京尼平单反应和 Pro型栀子蓝

造成肝细胞毒性低于 100 μg·mL-1京尼平组, 与京尼平

自聚合造成京尼平含量显著低于 100 μg·mL-1京尼平

纯品干预时的浓度有关。可见, 正常生理条件下生成

的栀子蓝不是导致HepaRG细胞毒性的主要成分。

讨论

京尼平药理活性多样, 药效作用明确, 应用领域广

泛, 但肝毒性限制了其应用和开发[2,3,13]。京尼平存在

闭环和开环互变异构体, 且进入体内易与氨基酸或蛋

白上的氨基酸残基反应生成栀子蓝 (图1), 这使得京尼

平所致肝毒性的物质基础尚不明确。为此, 本研究以

保有原代肝细胞特征的人源性HepaRG细胞为研究对

象, 明确京尼平致肝毒性的物质基础, 为今后京尼平的

开发和应用提供依据。

本研究在考察京尼平与氨基酸生成栀子蓝的影响

因素及其条件时, 首先明确了京尼平与氨基酸反应的

Figure 5　The cell viability of HepaRG cell (A) and the genipin 

concentration in culture medium detected by HPLC/MS/MS (B) 

under the conditions of pH = 5 and 7.4 with the culture concentra‐

tions of genipin at 200 and 400 μg·mL-1. n = 8, x ± s. **P < 0.01 vs 

control group

Figure 6　The cell viability of HepaRG cell (A) and the genipin 

concentration in gardenia blue (B). n = 8, x ± s. **P < 0.01 vs 100 

μg·mL-1 genipin culture group
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具体模式。实验结果表明, 京尼平闭环原型结构并不

与氨基酸结合生成栀子蓝, 京尼平开环异构体与伯氨

基是生成栀子蓝的必要条件, 且伯氨基越多反应越易

进行, 也更完全。与此同时, 研究结果显示 9位羰基并

不是反应结合位点, 再结合目前相关研究结果[12,14], 确

定京尼平与氨基酸或蛋白的反应主要以形成更为稳定

的二氢吡啶环类结构为主 , 即图 1④所示结合模式。

在此基础上, 实验结果亦显示京尼平存在自聚合的反

应, 这与其他相关研究结果表明京尼平与氨基酸形成

栀子蓝时, 京尼平分子戊环上5位烷基和7位羟甲基可

发生自聚合一致, 进一步完善了京尼平与氨基酸或蛋

白发生反应生成栀子蓝及交联的模式和机制 (图 7)。

另外, 此研究结果提示, 在酸性条件下, 京尼平可维持

在其闭环原型结构 (图 4), 且 HepaRG 细胞可耐受 pH

为 5的培养条件, 这为区分京尼平闭环和开环异构体

的肝细胞毒性、明确毒性物质基础提供了可能。

本研究进一步考察了 pH为 5的酸性条件下京尼

平不同干预浓度对HepaRG细胞存活率的影响及其与

正常pH条件 (7.4) 的差别, 结果显示: pH为5时京尼平

原型浓度显著高于 7.4时, 但HepaRG的细胞存活率并

未如 7.4时显著降低, 说明京尼平的闭环原型结构并不

是造成肝细胞毒性的主要物质基础。同时, 实验考察

了生理条件下生成的不同类型栀子蓝粉末的肝细胞毒

性。现有关栀子蓝肝细胞毒性的研究, 主要采用工业

条件下生产的栀子蓝色素 , 即为高温条件下 (60～

80 ℃) 以京尼平和谷氨酸钠 (味精) 等氨基酸制备而得

的栀子蓝色素[9,15,16], 而研究发现, 因京尼平自身为天

然的交联剂, 在反应形成栀子蓝时, 反应条件和程度的

不同造成交联聚合程度存在明显差异, 从而导致生成

的栀子蓝组成和纯度存在显著差异[12]。本研究确实发

现, 37 ℃的生理温度下与 80 ℃工业温度下产生的栀

子蓝从颜色、京尼平的残余量、反应程度及UV-VIS吸

收光谱吸收特征上均呈现明显差异 (图3)。为此, 本实

验选择考察 37 ℃温度下获得的栀子蓝粉末的肝细胞

毒性, 以更贴近京尼平进入体内产生毒性的实际条件。

实验结果显示, 生理温度所获得的栀子蓝并未呈现肝

细胞毒性 , 甚至部分类型栀子蓝还呈现出促进

HepaRG细胞生长的作用 (图 6), 说明栀子蓝亦不是京

尼平造成肝细胞毒性的原因。综上可见, 京尼平开环

异构体可能是导致肝细胞毒性的重要物质基础。然

而, 由于京尼平开环异构体的不稳定性, 难获得纯品, 

有关开环结构的肝毒性确证实验存在一定难度, 也是

本研究存在的局限性 , 有待后续设计方案进一步

验证。

临床上患者长期服用栀子后, 会看到非常明显的

蓝色染色, 尤其在皮肤厚度很薄的眼周, 表现为栀子蓝

眼圈[17], 提示京尼平开环结构在体内与氨基酸或蛋白

上氨基酸残基结合广泛, 并推测其造成肝毒性的可能

机制包括 (图 7): ① 耗竭肝脏游离氨基酸或栀子蓝蓄

积; ② 造成蛋白翻译过程异常或功能蛋白结构受损;  

③ 对乙酰氨基酚型的肝损伤机制, 因对乙酰氨基酚造

成肝损伤的主要物质基础是其形成的酮式中间体结

构[18,19], 与京尼平中间开环体相似; ④ 损伤线粒体膜或

功能蛋白 , 因研究发现京尼平可造成氧化应激损

伤[6,20-22]等。具体毒性机制有待进一步研究。

综上所示, 本研究在明确生理温度下京尼平与氨

Figure 7　The schematic diagram about the potential mechanisms of genipin open-ring tautomer-induced hepatotoxicity
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基酸反应模式的基础上, 在 HepaRG人源性细胞水平

阐明了京尼平导致的肝毒性与其原型及与氨基酸结合

形成的栀子蓝无关, 其开环中间体可能是造成肝毒性

的重要物质基础, 并分析了可能的毒性机制, 为今后京

尼平肝毒性机制等研究奠定了基础并提供了线索。
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