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一种中药相关特异质肝损伤成分筛选的体外评价方法的建立: 以补

骨脂和淫羊藿为例
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摘要: 特异质药物性肝损伤 (IDILI) 一直是药物研究的难点和热点。囿于中药成分的复杂, 中药相关 IDILI物

质基础的阐明已成为目前研究的瓶颈问题。本研究以淫羊藿和补骨脂为例, 通过建立体外评价模型, 拟为初步筛选

中药相关 IDILI成分提供一种高通量的评价方法。本研究首先建立TNF-α介导的HepG2细胞易感模型, 以淫羊藿

和补骨脂所含指标成分为研究对象, 以细胞上清液中乳酸脱氢酶 (LDH) 释放量为检测指标, 构建浓度−毒性响应曲

线, 并结合协同毒性指数确定两种中药中所含成分的协同毒性作用及强弱关系。LDH测定结果表明, 补骨脂甲素、

补骨脂酚、补骨脂定、补骨脂乙素、异补骨脂二氢黄酮、新补骨脂异黄酮、淫羊藿次苷 I和淫羊藿次苷 II对正常细胞和

易感状态下的细胞均具有毒性作用, 即这些成分既是直接肝损伤成分, 又是特异质肝损伤成分; 其中补骨脂甲素和

新补骨脂异黄酮对正常细胞无毒性作用, 但是在易感状态下有明显的细胞毒性作用, 即二者为潜在特异质肝损伤易

感成分。随后, 本研究以补骨脂甲素为代表筛选免疫促进肝损伤成分。结果显示, 淫羊藿中 10种成分与补骨脂中

3种成分属于直接免疫促进肝损伤成分; 而特异质免疫促进肝损伤成分在淫羊藿中有 10种, 补骨脂中有 4种; 其中

新补骨脂异黄酮、补骨脂定和异补骨脂二氢黄酮属于潜在的特异质免疫促进肝损伤易感成分。协同毒性指数结果

显示, 13种特异质免疫促进肝损伤成分 (除脱水淫羊藿素外) 与补骨脂甲素联用具有协同增毒作用; 3种特异质免疫

促进肝损伤易感成分与补骨脂甲素联用具有协同增毒作用, 其中与新补骨脂异黄酮联用协同毒性指数最大, 而与补

骨脂定联用协同毒性指数最小。综上, 该方法可成功筛选淫羊藿和补骨脂中肝损伤成分及免疫促进肝损伤成分, 并

可以区分肝损伤成分类型、各成分的毒性强弱程度和协同作用关系, 符合 IDILI的特点, 以期为中药相关 IDILI物质

基础研究提供一种有效模型工具。
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pharmaceutical research. The complex composition of traditional Chinese medicine (TCM) has introduced a 

bottleneck in current research, hindering the elucidation of the component basis associated with IDILI in TCM. 

Using Epimedii Folium (EF) and Psoraleae Fructus (PF) as illustrative examples, this study endeavors to establish 

an in vitro evaluation model, providing a high-throughput and preliminary assessment method for screening 

components related to TCM-induced IDILI. A TNF-α-mediated HepG2 susceptible model was first established in 

this study, with the focus on the index components present in EF and PF. The release of lactate dehydrogenase 

(LDH) in the cell supernatant served as the detection index. A concentration-toxicity response curve was 

constructed, and the hepatotoxic components of EF and PF were identified utilizing the synergistic toxicity index. 

The LDH results unveiled the hepatotoxic effects of bavachin, backuchiol, isobavachin, neobavaisoflavone, 

psoralidin, isobavachalcone, icarisid I, and icarisid II on both normal and susceptible cells, categorizing these 8 

components as both direct hepatotoxicity components and idiosyncratic hepatotoxicity components. Bavachin and 

neobavaisoflavone exhibited no hepatotoxicity on normal cells but demonstrated significant effects on susceptible 

cells, designating them as potential idiosyncratic susceptible hepatotoxicity components. The study further 

delineated that 10 EF components and 3 PF components were direct immune-promoting hepatotoxicity components. 

Additionally, 14 idiosyncratic immune-promoting hepatotoxicity components were identified, encompassing 10 EF 

components and 4 PF components, with neobavaisoflavone, bavachinin, and isobavachin being potential 

idiosyncratic susceptible immune-promoting hepatotoxicity components. Synergistic toxicity index results 

indicated that 13 idiosyncratic immune-promoting hepatotoxicity components (except anhydroicaritin) combined 

with bavachin demonstrated synergistic hepatotoxicity on susceptible cells. Notably, 3 idiosyncratic susceptible 

immune-promoting hepatotoxicity components combined with bavachin exhibited synergistic hepatotoxicity, with 

neobavaisoflavone displaying the highest synergistic toxicity index and bavachinin the lowest. In summary, this 

methodology successfully screens hepatotoxic and immune-promoting hepatotoxic components in EF and PF, 

distinguishing the types of components inducing hepatotoxicity, evaluating the hepatotoxicity degree of each 

component, and elucidating the synergistic relationships among them. Importantly, these findings align with the 

characteristics of IDILI. The method provides an effective model tool for the fundamental research of TCM-related 

IDILI components.

Key words: Epimedii Folium; Psoraleae Fructus; idiosyncratic drug-induced liver injury; hepatotoxicity 

component; immune-promoting hepatotoxicity component

药物性肝损伤是指由药物或其代谢产物导致的肝

脏损伤, 分为固有型和特异质型两类, 固有型肝损伤是

由药物或其代谢产物的直接毒性所致, 其具有可预测

性及药物剂量依赖性 ; 而特异质型药物性肝损伤 

(IDILI) 具有典型性和罕见性, 与药物剂量、时间等缺

乏明确的对应关系, 有些药物上市前的临床前研究因

无法预测 IDILI 的发生 , 是导致许多药物撤市的原

因[1]。目前 , 关于 IDILI 发生的机制尚不清楚 , 因此 , 

IDILI一直是药物研究的难点和热点。

传统“无毒”中药致 IDILI的问题屡见报道, 引起

人们对中药安全性的广泛关注并在业内引起争议。长

期以来, 中药肝损伤主要集中于固有型肝损伤研究, 很

少从机体易感性角度开展 IDILI相关研究[2]。课题组

前期采用“整合证据链法”对仙灵骨葆肝损伤病例进行

回顾性分析 , 结果提示仙灵骨葆肝损伤可能为

IDILI[3-5], 进一步课题组采用脂多糖 (LPS) 介导的免疫

应激动物模型证实了仙灵骨葆肝损伤的特异质属

性[3]。此外 , 课题组发现方中淫羊藿和补骨脂在 LPS

介导的免疫应激动物模型上均可诱导 IDILI, 且配伍较

单用情况更严重 [6]。同时 , 基于免疫应激动物模型

证实淫羊藿和补骨脂中的淫羊藿次苷 II 和补骨脂甲

素等成分能诱导 NOD 样受体热蛋白结构域蛋白 3 

(NLRP3) 炎症小体的激活进而诱导 IDILI的发生。虽

然LPS介导免疫应激的动物模型应用广泛, 但是该模

型使用的动物不仅涉及伦理问题, 且价格昂贵, 还具有

重复性较差、耗时长和无法满足高通量筛选等缺点。

迄今为止, 尚缺乏符合中药特点的 IDILI成分筛选的

评价方法。有研究借助网络药理学手段, 采用“药物−
活性成分−肝毒性靶点网络”发现在与肝毒性相关的

活性成分中, 度值排名靠前的为淫羊藿中淫羊藿素、淫

羊藿次苷 I, 及补骨脂中补骨脂二氢黄酮、补骨脂二氢

黄酮甲醚、补骨脂乙素和补骨脂酚, 并提示淫羊藿与补

骨脂配伍后可能通过EGFR、HSP90AA1、TNF、ERBB2、

PTGS2、EP300和PPARG等核心靶点加重肝损伤程度, 

但淫羊藿和补骨脂配伍导致 IDILI的成分基础与机制

尚有待进一步研究[7]。因此 , 为初步阐明中药相关
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IDILI的物质基础, 有必要建立一种可靠、高通量的中

药相关特异质肝损伤成分的筛选方法。

HepG2细胞系保留一部分肝功能, 具有无限的繁

殖能力, 同时也分泌一些血浆蛋白并同时表达肿瘤坏

死因子 α (TNF-α) 和 γ干扰素 (IFN-γ) 受体, 所以是药

物实验和肝病研究最常用的肝癌细胞系。此外, 在特

异质肝损伤药物和细胞因子的细胞毒相互作用方面, 

HepG2细胞与原代小鼠肝细胞和原代人肝细胞的反应

相似, 因此, 其也常用作特异质药物肝损伤评价模型的

工具细胞[8]。枯否细胞是肝脏中最主要的免疫细胞类

型之一, 其通过与肝细胞间的细胞间信息传递或者直

接接触内毒素, 分泌促炎细胞因子, 其中TNF-α是主要

成分, 研究表明它能显著增强外源性物质引起的肝损

伤, 如TNF-α与双氯芬酸钠协同作用, 激活TNF-α介导

丝裂原活化蛋白激酶/核因子-κB (MAPK/NF-κB) 信号

通路, 导致大量炎性细胞因子分泌, 造成肝脏免疫微环

境处于失衡状态 , 诱导肝细胞凋亡 , 产生肝损伤现

象[9,10]。此外, 磺胺酸和曲瓦沙星等药物也已被证明与

LPS和/或TNF-α协同作用杀死肝细胞, 这表明细胞因

子信号通路在这些化合物引起的肝损伤中起着重要作

用[11-13]。一项关于何首乌肝损伤风险因素分析的临床

研究表明, 与耐受组患者 (服用何首乌未出现肝损伤) 

血浆中细胞因子表达水平比较, 易感组患者 (服用何

首乌后出现肝损伤) 血浆中的TNF-α、表皮细胞生长因

子 (EGF) 和趋化因子配体1 (CXCL1) 等细胞因子的表

达水平显著升高 (P < 0.05); 且相关性分析结果表明, 

在所有表达显著的细胞因子中, TNF-α与丙氨酸氨基

转氨酶 (ALT) 或天冬氨酸氨基转氨酶 (AST) 的相关

性最强 , 受试者工作特征曲线 (ROC) 曲线下面积为

0.867, 敏感性和特异性分别为 66.7% 和 86.7%, 提示

TNF-α有望成为区分何首乌肝损伤易感性的潜在细胞

因子。同时 , 该研究在 C57BL/6J 小鼠模型上证实

TNF-α可诱导类似肝损伤, 表现为正常小鼠灌胃给予

何首乌后不会导致肝损伤, 但小鼠经TNF-α预刺激后

灌胃给予何首乌, 表现为血清中AST和ALT水平显著

增加 (P < 0.01), 出现明显肝损伤[14,15]。另有研究表明, 

给予TNF-α预处理的肝细胞和小鼠对雷公藤甲素敏感

性显著增加 , NF- κB 介导的胞内 FLICE 抑制蛋白 

(FLIP) 的失活可能是肝细胞对TNF-α敏感性增加的重

要机制[16]。因此, 上述研究表明TNF-α可能是重要的

药物性肝损伤易感细胞因子。另外, 在基于药物与先

天免疫系统相互作用的模型中, TNF-α对肝损伤的发

病机制至关重要, 因此其常被选择作为激活免疫系统

的介质[17,18]。但是TNF-α介导的HepG2细胞易感模型

是否能用来评价中药及其化学成分与 IDILI 的关系 , 

目前尚未见研究报道。

因此, 本研究拟建立一种初步预测中药特异质成

分的体外评价模型, 采用易于获得和培养的HepG2细

胞, 建立 TNF-α介导的 HepG2细胞易感模型, 筛选淫

羊藿和补骨脂中特异质肝细胞毒性成分, 结果初步阐

明了各成分肝细胞损伤的特点及相互关系, 同时提示

淫羊藿和补骨脂中肝损伤成分和免疫促进肝损伤成分

可协同导致 IDILI, 以期为淫羊藿和补骨脂配伍导致

IDILI的早期预警、诊断与治疗提供依据, 保障其临床

安全合理用药。

材料与方法

仪器与试剂 低温离心机、Countess II 全自动细

胞 计 数 仪 ( 美 国 Thermo Fisher Scientific 公 司); 

SynergyH1 全功能微孔板检测仪 (美国 BioTek 公司); 

Nikon 120c光学显微镜 (日本Nikon公司); CP214型万

分之一电子分析天平 [奥豪斯仪器 (上海) 有限公司]; 

KQ5200DE型数控超声波清洗器 (昆山市超声仪器有

限公司); UPT-I-5型超纯水制备系统 (四川优普超纯科

技有限公司)。

淫羊藿苷 (CAS No: 489-32-7)、淫羊藿素 (CAS 

No: 118525-40-9)、淫羊藿次苷 I (CAS No: 56725-99-6)、

淫羊藿次苷 II (CAS No: 113558-15-9)、朝藿定A (CAS 

No: 110623-72-8)、朝藿定 A1 (CAS No: 140147-77-9)、

朝藿定 B (CAS No: 110623-73-9)、朝藿定 C (CAS No: 

110642-44-9)、脱水淫羊藿素 (CAS No: 38226-86-7)、淫

羊藿苷 A (CAS No: 39012-04-9)、补骨脂甲素 (CAS 

No: 19879-32-4)、补骨脂酚 (CAS No: 10309-37-2)、补

骨脂苷 (CAS No: 905954-17-8)、异补骨脂苷 (CAS No: 

905954-18-9)、补骨脂素 (CAS No: 66-97-7)、异补骨脂

素 (CAS No: 523-50-2)、补骨脂定 (CAS No: 18642-23-4)、

补骨脂乙素 (CAS No: 20784-50-3)、异补骨脂二氢黄

酮 (CAS No: 31524-62-6)、新补骨脂异黄酮 (CAS No: 

41060-15-5) 和补骨脂二氢黄酮甲醚 (CAS No: 19879-30-2) 

均购自成都普菲德对照品科技有限公司, 纯度按 100%

计。DMEM (Lot: 8122582)、胎牛血清和细胞培养皿 

(CAT. No. 150466) 购自赛默飞世尔生物化学制品 (北

京) 有限公司; PBS (1×, Lot: AH30026713) 购自上海根

生生物科技有限公司 ; 青链霉素混合液 (100×, Lot: 

20230129) 和二甲基亚砜 (细胞培养级, CAS: 67-68-5) 

购自北京索莱宝科技有限公司 ; 胰酶 (Eallbio, Lot: 

F2210) 购自北京中生奥邦生物科技有限公司 ; 重组

人 TNF-α (300-01A-50UG) 购自美国 Peprotech 公司 ; 

乳酸脱氢酶 (LDH) 释放量测定试剂盒 (CytoTox 96 

Non-Radioactive Cytotoxicity Assay) 购自美国Promega
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公司。

细胞培养与给药 人肝癌 HepG2 细胞购自中国

科学院分子细胞科学卓越创新中心, 将HepG2细胞常

规复苏后, 用含 10% 胎牛血清和 1% 青链霉素的高糖

DMEM培养基于 37 ℃、5% CO2饱和湿度的细胞培养

箱中培养, 当细胞长至 80% 左右时, 使用胰酶消化成

单个细胞悬液进行传代, 取对数生长期细胞进行实验。

取对数生长期的HepG2细胞接种于无菌 96孔板

中, 细胞密度 9×104个/孔, 培养 24 h后给药。给药时, 

先用 TNF-α (10 ng·mL-1) 刺激细胞 2 h, 然后向各孔中

加入相应浓度的药物, 给药24 h后收集细胞上清, 测定

LDH释放量, 设置3个复孔, 且平行重复3次 (n = 3)。

细胞上清液收集及LDH含量测定 LDH是一种

稳定的蛋白质, 在正常状态只存在于细胞胞质中, 当细

胞受到刺激死亡时, 质膜发生破裂, LDH被迅速释放

至细胞外, 因此可通过检测细胞培养上清中LDH的活

性来判断细胞受损的程度, 进而检测细胞毒性。

收集细胞上清液, 按照 Promega LDH试剂盒说明

书 , 需设定空白孔 (blank)和最大 LDH 释放孔 (max), 

设置 3 个复孔, 酶标仪检测 490 nm 波长处吸光度 (A) 

值 , 并按下述公式进行计算细胞毒性。LDH 释放

量/% = [(A 测得−Ablank)/(Amax−Ablank)]×100%。

协同毒性指数计算 为考察在TNF-α介导HepG2

细胞易感条件下, 两个成分是否具有协同作用, 采用金

正均公式 (q 值) 进行计算。q = E(AB)/[E(A)+E(B)−
E(A)×E(B)], E(AB) 为成分 A 和成分 B 联用时的细胞

抑制率, E(A) 和E(B) 分别为成分A和成分B的细胞抑

制率 , q > 1.15, 表明两成分联用具有协同毒性作用。

本实验平行重复3次。

数据处理和统计学分析 采用 GraphPad Prism 8

进行统计分析, 计量资料采用均数 ± 标准差 (mean ± 

SD) 表示, 多组间比较采用单因素方差分析 (one-way 

ANOVA), 两组间比较采用 t检验, P < 0.05表示具有显

著性差异, P < 0.01表示具有极显著差异。

结果

1　肝损伤成分的筛选

首先考察 11种补骨脂成分和 10种淫羊藿成分对

HepG2细胞的毒性作用。参考文献[16]确定无毒但能介

导细胞易感的TNF-α给药浓度为 10 ng·mL-1。药物设

置 4个浓度, 补骨脂甲素给药浓度为 50、33.33、16.67和

8.33 μmol·L-1, 其余 20 种成分的给药浓度为 66.67、

33.33、16.67和8.33 μmol·L-1。

如图 1所示, 11种补骨脂成分对细胞的毒性与给

药剂量具有良好的线性关系。补骨脂苷、异补骨脂苷、

补骨脂素、异补骨脂素和补骨脂二氢黄酮甲醚在

8.33～66.67 μmol·L-1浓度范围内对正常细胞和易感

状态细胞均没有明显的毒性作用。补骨脂酚 (66.67和

33.33 μmol·L-1)、补骨脂定 (66.67 和 33.33 μmol·L-1)、

补 骨脂乙素 (66.67 μmol·L-1) 和新补骨脂异黄酮 

(66.67 μmol·L-1) 对正常细胞和易感状态细胞均具有毒

性作用 (P < 0.01), 但对两种状态细胞的毒性没有显著

性差异。补骨脂甲素 (50 μmol·L-1) 和异补骨脂二氢黄

酮 (66.67 μmol·L-1) 对正常细胞也具有直接毒性作用 

(P < 0.01), 且在TNF-α提前介导细胞易感状态下毒性

进一步增加 (P < 0.01); 此外, 补骨脂甲素和新补骨脂

异黄酮在 33.33 μmol·L-1给药条件下对正常细胞无毒

性作用, 但对TNF-α介导易感状态细胞的毒性显著增

加 (P < 0.05)。

如图 2所示, 10种淫羊藿成分对细胞的毒性与给

药剂量也具有良好的线性关系。在 10种淫羊藿成分

中, 淫羊藿苷、淫羊藿素、朝藿定A、朝藿定A1、朝藿定

B、朝藿定 C、脱水淫羊藿素和淫羊藿苷 A 在 8.33～

66.67 μmol·L-1浓度范围内对正常细胞和易感状态细

胞均没有明显的毒性作用。淫羊藿次苷 I和淫羊藿次

苷 II (66.67和 33.33 μmol·L-1) 对正常细胞和易感状态

细胞均具有毒性作用 (P < 0.01), 但对两种状态的细胞

毒性没有显著性差异 ; 低剂量给药条件下 (16.67 和

8.33 μmol·L-1) 对正常细胞和易感状态细胞均没有明

显的毒性作用。

2　免疫促进肝损伤成分的筛选

参考上述结果, 选择 33.33 μmol·L-1补骨脂甲素作

为肝损伤易感成分进行后续研究, 其余 10种淫羊藿成

分和 10种补骨脂成分在无毒剂量 (对正常细胞无毒) 

下均可考虑是潜在的免疫促进成分。因此设定淫羊藿

次苷 I、淫羊藿次苷 II、补骨脂酚和补骨脂定的给药浓

度为 25、16.67、8.33和 4.17 μmol·L-1, 异补骨脂二氢黄

酮、新补骨脂异黄酮和补骨脂乙素的给药浓度为

33.33、25、16.67和 8.33 μmol·L-1, 其余成分的给药浓度

为66.67、33.33、16.67和8.33 μmol·L-1。

如图 3A 所示 , 在 8.33～66.67 μmol·L-1 给药范围

内, 淫羊藿苷单独给药对正常细胞和易感状态细胞均

无毒性作用。与补骨脂甲素或淫羊藿苷组比较 , 

16.67～66.67 μmol·L-1淫羊藿苷联合补骨脂甲素对正

常细胞的毒性明显增加 (P < 0.01), 呈明显剂量依赖关

系 ; 在细胞易感状态下 , 与淫羊藿苷组比较 , 8.33～

66.67 μmol·L-1淫羊藿苷联合补骨脂甲素给药时细胞

的毒性显著增加 (P < 0.01), 且呈明显剂量依赖关系; 

然而, 若与补骨脂甲素组比较, 其中仅 66.67 μmol·L-1

淫羊藿苷联用时对易感状态细胞的毒性显著增强 
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Figure 2　Effects of 10 components of Epimedii Folium on LDH release in HepG2 cells. A: Icariin; B: Icaritin; C: Icarisid I; D: Icarisid II; 

E: Epimedin A; F: Epimedin A1; G: Epimedin B; H: Epimedin C; I: Anhydroicaritin; J: Epimedoside A. n = 3, x ± s. ▽▽P < 0.01 vs control 

group; ◇◇P < 0.01 vs TNF-α group

Figure 1　 Effects of 11 components of Psoraleae Fructus on LDH release in HepG2 cells. A: Bavachin (Bav); B: Backuchiol; C: 

Psoralenoside; D: Isopsoralenoside; E: Psoralen; F: Isopsoralen; G: Isobavachin; H: Neobavaisoflavone; I: Bavachinin; J: Psoralidin; K: 

Isobavachalcone. n = 3, x ± s. ▽▽P < 0.01 vs control group; ◇P < 0.05, ◇◇P < 0.01 vs TNF-α group; *P < 0.05, **P < 0.01 vs Psoraleae 

Fructus corresponding component group. LDH: Lactate dehydrogenase
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(P < 0.01)。

如图 3B 所示 , 在 8.33～66.67 μmol·L-1 给药范围

内, 淫羊藿素单独给药对正常细胞和易感状态细胞均

无毒性作用。与补骨脂甲素组比较, 66.67 μmol·L-1淫

羊藿素与补骨脂甲素联用时对正常细胞的毒性明显增

加 (P < 0.01); 与淫羊藿素组比较, 8.33～66.67 μmol·L-1

淫羊藿素与补骨脂甲素联用时对正常细胞的毒性无显

著变化, 但对易感状态细胞的毒性作用显著增加 (P < 

0.01); 与TNF-α+补骨脂甲素组比较, 仅有66.67 μmol·L-1

的淫羊藿素联合补骨脂甲素时对易感状态细胞的毒性

显著增强 (P < 0.01)。

如图 3C 所示 , 与对照组比较 , 淫羊藿次苷 I 在

16.67和 25 μmol·L-1给药剂量下对正常细胞毒性明显

增加 (P < 0.01), 且与补骨脂甲素联用对正常细胞的毒

性也显著增加 (P < 0.01), 且呈明显剂量依赖关系; 在

4.17和 8.33 μmol·L-1给药剂量下对正常细胞无毒性作

用; 在 4.17～25 μmol·L-1给药范围内, 淫羊藿次苷 I对

易感状态细胞无毒性作用, 但与补骨脂甲素联用时对

易感状态细胞的毒性显著增加 (P < 0.01); 有趣的是, 

若与 TNF- α + 补骨脂甲素组比较 , 仅与 16.67 和

25 μmol·L-1 淫羊藿次苷 I 联用时对易感状态细胞的

毒性作用才会显著增强 (P < 0.01), 且补骨脂甲素与

Figure 3　Effect of Bav combined with 10 different components of Epimedii Folium on LDH release in HepG2 cells. n = 3, x ± s. ▽▽P < 

0.01 vs control group; △P < 0.05, △△P < 0.01 vs Bav group; *P < 0.05, **P < 0.01 vs Epimedii Folium corresponding component group; ○P < 

0.05, ○○P < 0.01 vs Bav+Epimedii Folium corresponding component group; ☆P < 0.05, ☆☆P < 0.01 vs TNF-α+Bav group; ##P < 0.01 vs 

TNF-α+Epimedii Folium corresponding component group
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16.67 μmol·L-1 淫 羊 藿 次 苷 I 的 细 胞 毒 性 要 强 于

25 μmol·L-1的细胞毒性, 没有明确剂量依赖关系。

如图 3D 所示 , 与对照组比较 , 淫羊藿次苷 II 在

25 μmol·L-1给药剂量下对正常细胞毒性明显增加 (P < 

0.01), 在 4.17～16.67 μmol·L-1给药范围内对正常细胞

无毒性作用; 在 4.17～25 μmol·L-1给药范围内, 淫羊藿

次苷 II对易感状态细胞也无毒性作用, 但该给药范围

内, 与补骨脂甲素联用时对两种状态细胞的毒性作用

都显著增加 (P < 0.01), 呈明显剂量依赖关系, 但当给

药剂量为 25 μmol·L-1时, 联用后对两种状态细胞之间

无显著性差异, 而 4.17～16.67 μmol·L-1给药范围内两

个成分联用后对易感状态细胞的毒性显著高于对正常

细胞的毒性作用 (P < 0.01)。

如图 3E、F所示, 在 8.33～66.67 μmol·L-1给药范围

内, 朝藿定A或朝藿定B单独给药对正常细胞和易感

状态细胞均无毒性作用。在 8.33～66.67 μmol·L-1给药

范围内, 朝藿定A或朝藿定B与补骨脂甲素联用对正

常细胞和易感状态细胞的毒性均显著增加, 且对易感

状态细胞的毒性作用显著高于对正常细胞的毒性作

用 (P < 0.01)。唯一不同的是, 与朝藿定A联用时, 细

胞毒性呈明显剂量依赖关系。

如图 3G、H 所示 , 在 8.33～66.67 μmol·L-1给药范

围内, 朝藿定A1或朝藿定C单独给药对正常细胞和易

感状态细胞均无毒性作用。在 8.33～66.67 μmol·L-1给

药范围内, 朝藿定A1或朝藿定C与补骨脂甲素联用对

正常细胞和易感状态细胞的毒性均显著增加, 且对易

感状态细胞的毒性作用显著高于对正常细胞的毒性

作用 (P < 0.01); 与 TNF-α+补骨脂甲素组比较 , 仅有

高浓度给药剂量的朝藿定 A1 或朝藿定 C (33.33 和

66.67 μmol·L-1) 与补骨脂甲素联用时对易感状态细胞

的毒性才明显增强 (P < 0.01)。

如图 3I所示, 在 8.33～66.67 μmol·L-1给药范围内, 

脱水淫羊藿素单独给药对正常细胞和易感状态细胞均

无毒性作用。在 8.33～66.67 μmol·L-1给药范围内, 仅

有当 33.33 和 8.33 μmol·L-1脱水淫羊藿素和补骨脂甲

素联用时才对正常细胞具有明显毒性作用 (P < 0.05), 

有趣的是 , 8.33 μmol·L-1剂量下其对正常细胞毒性反

而最大。与TNF-α+脱水淫羊藿素组比较, 脱水淫羊藿

素和补骨脂甲素联用时对易感状态细胞的毒性作用均

显著增加, 且 8.33 μmol·L-1的细胞毒性最大 (P < 0.01); 

与TNF-α+补骨脂甲素组比较, 仅 8.33 μmol·L-1脱水淫

羊藿素联用时, 对易感状态细胞的毒性作用才会增加 

(P < 0.05); 与补骨脂甲素+脱水淫羊藿素组比较, 仅有

16.67 或 66.67 μmol·L-1脱水淫羊藿素联用时 , 对易感

状态细胞的毒性作用增强 (P < 0.05)。

如图 3J所示, 在 8.33～66.67 μmol·L-1给药范围内, 

淫羊藿苷A单独给药对正常细胞和易感状态细胞均无

毒性作用, 淫羊藿苷A和补骨脂甲素联用时对易感状

态细胞的毒性作用显著增加 (P < 0.01), 但仅当 33.33

和 8.33 μmol·L-1淫羊藿苷A和补骨脂甲素联用时才对

正常细胞具有明显毒性作用 (P < 0.05), 且在这两个剂

量下, 与TNF-α+补骨脂甲素组比较, 联用时对易感状

态细胞的毒性显著增加 (P < 0.01)。

如图 4A～F所示, 在设定浓度范围内, 补骨脂酚、

补骨脂苷、异补骨脂苷、补骨脂素、异补骨脂素或补骨

脂乙素单独使用对正常细胞和易感状态细胞均无毒性

作用。与补骨脂甲素联用时对正常细胞也没有毒性作

用, 对易感状态细胞的毒性显著增加 (P < 0.05), 且呈

明显剂量依赖关系, 但与TNF-α+补骨脂甲素组比较无

显著差异 (P > 0.05)。

如图 4G所示, 与对照组比较, 新补骨脂异黄酮在

给药剂量为 33.33 μmol·L-1时对正常细胞毒性明显增

加 (P < 0.01), 其余给药剂量对正常细胞无毒性作用; 

与新补骨脂异黄酮组比较 , 给药剂量为 33.33 和

25 μmol·L-1时对易感状态细胞的毒性显著增加 (P < 

0.01), 且呈明显剂量依赖关系。当 33.33 μmol·L-1新补

骨脂异黄酮和补骨脂甲素联用时对正常细胞和易感

状态细胞的毒性显著增加 (P < 0.01), 但两种状态细胞

之间的毒性没有显著性差异; 当 25 μmol·L-1新补骨脂

异黄酮和补骨脂甲素联用时对正常细胞显著增加 

(P < 0.01), 且对TNF-α提前介导的易感状态细胞毒性

进一步显著增加 (P < 0.01); 当 16.67 和 8.33 μmol·L-1

新补骨脂异黄酮与补骨脂甲素联用时对正常细胞无毒

性作用 , 但对易感状态细胞却有很强的毒性作用 

(P < 0.01)。

如图 4H所示, 当补骨脂二氢黄酮甲醚给药剂量为

66.67 μmol·L-1 时 , 对正常细胞有较弱毒性作用 (P < 

0.01), 对易感状态细胞的毒性作用明显增加 (P < 

0.05); 其余给药剂量对正常细胞和易感状态的细胞均

无明显毒性作用。当 66.67 μmol·L-1补骨脂二氢黄酮

甲醚和补骨脂甲素联用时, 对正常细胞和易感状态细

胞均具有显著毒性作用 (P < 0.01), 但两种状态细胞之

间毒性无显著性差异; 当补骨脂二氢黄酮甲醚给药剂

量为 8.33～33.33 μmol·L-1时, 与补骨脂甲素联用对正

常细胞无毒性作用 , 但对易感状态细胞有毒性作用 

(P < 0.01), 呈明显剂量依赖关系, 但与TNF-α+补骨脂

甲素组比较无显著差异 (P > 0.05)。

如图 4I所示, 与对照组比较, 补骨脂定在给药剂

量为 16.67和 25 μmol·L-1时对正常细胞和易感状态细

胞均具有毒性作用 (P < 0.01), 但两种状态细胞之间毒
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性无显著性差异, 其余给药剂量对正常细胞和易感状

态细胞无毒性作用。当补骨脂定 (25 μmol·L-1) 和补骨

脂甲素联用时对正常细胞具有一定毒性作用 (P < 

0.01), 其余剂量和补骨脂甲素联用对正常细胞无毒; 

在 4.17～25 μmol·L-1给药范围内, 补骨脂定和补骨脂

甲素联用时对易感状态细胞的毒性显著增加 (P < 

0.01), 呈明显剂量依赖关系。

如图 4J所示, 在 8.33～33.33 μmol·L-1给药范围内, 

异补骨脂二氢黄酮单独使用时对正常细胞和易感状态

细胞均无毒性作用。与异补骨脂二氢黄酮组比较 , 

33.33和 25 μmol·L-1异补骨脂二氢黄酮和补骨脂甲素

联用时对正常细胞毒性明显增加 (P < 0.01), 其余剂量

无细胞毒性; 在 8.33～33.33 μmol·L-1给药范围内, 补骨

脂甲素和异补骨脂二氢黄酮联用时对易感状态细胞的

毒性显著增加 (P < 0.01), 呈明显剂量依赖关系; 但与

TNF-α+补骨脂甲素比较, 当8.33和16.67 μmol·L-1异补

骨脂二氢黄酮与补骨脂甲素联用时对易感状态细胞的

毒性作用无显著差异 (P > 0.05)。

Figure 4　Effect of Bav combined with 10 different components of Psoraleae Fructus on LDH release in HepG2 cells. n = 3, x ± s. ▽▽P < 

0.01 vs control group; △△P < 0.01 vs Bav group; **P < 0.01 vs Psoraleae Fructus corresponding component group; ○P < 0.05, ○○P < 0.01 vs 

Bav+Psoraleae Fructus corresponding component group; ☆P < 0.05, ☆☆P < 0.01 vs TNF-α+Bav group; #P < 0.05, ##P < 0.01 vs TNF-α

+Psoraleae Fructus corresponding component group
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3　协同毒性指数研究

如图 5所示, 在TNF-α预先刺激细胞易感条件下, 

固定补骨脂甲素给药剂量为 33.33 μmol·L-1, 采用协同

毒性指数考察不同剂量的淫羊藿各成分对补骨脂甲素

的协同增毒作用。当淫羊藿各成分给药剂量为

66.67 μmol·L-1时, 补骨脂甲素与淫羊藿苷、淫羊藿素、

朝藿定A、朝藿定A1、朝藿定B或朝藿定C联合时具有

协同毒性作用; 当给药剂量为 33.33 μmol·L-1时, 补骨

脂甲素与朝藿定 B、朝藿定 C或淫羊藿苷 A联合时具

有协同毒性作用; 当给药剂量为 16.67 μmol·L-1时, 补

骨脂甲素与朝藿定B、淫羊藿次苷 I或淫羊藿次苷 II联

合时具有协同毒性作用; 当给药剂量为 8.33 μmol·L-1

时, 补骨脂甲素与淫羊藿次苷 II联合时具有协同毒性

作用。

如图 6 所示 , 固定补骨脂甲素给药剂量为

33.33 μmol·L-1, 采用协同毒性指数考察不同剂量的补

骨脂各成分对补骨脂甲素的协同增毒作用。当补骨脂

各成分给药剂量为 66.67 μmol·L-1时, 补骨脂甲素与补

骨脂二氢黄酮甲醚联合时具有协同毒性作用; 当给药

剂量为 33.33 μmol·L-1时, 补骨脂甲素与补骨脂乙素、

异补骨脂二氢黄酮、新补骨脂异黄酮或补骨脂二氢黄

酮甲醚联合时具有协同毒性作用 ; 当给药剂量为

25 μmol·L-1时, 补骨脂甲素与异补骨脂二氢黄酮或新

补骨脂异黄酮联合时具有协同毒性作用; 当给药剂量

为 16.67 μmol·L-1时, 补骨脂甲素与补骨脂定、异补骨

脂二氢黄酮或新补骨脂异黄酮联合时具有协同毒性作

Figure 6　Synergistic toxicity index (q value) of Bav combined with 10 different components of Psoraleae Fructus. A: 66.67 μmol·L-1; B: 

33.33 μmol·L-1; C: 25 μmol·L-1; D: 16.67 μmol·L-1; E: 8.33 μmol·L-1. n = 3, x ± s

Figure 5　Synergistic toxicity index (q value) of Bav combined with 10 different components of Epimedii Folium. A: 66.67 μmol·L-1; B: 

33.33 μmol·L-1; C: 16.67 μmol·L-1; D: 8.33 μmol·L-1. n = 3, x ± s
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用; 当给药剂量为 8.33 μmol·L-1时, 补骨脂甲素与补骨

脂定或新补骨脂异黄酮联合时具有协同毒性作用。

为进一步考察在TNF-α预先刺激的细胞易感条件

下, 具有协同增毒作用的特异质免疫促进肝损伤成分 

(图 7A, 13种, 因脱水淫羊藿素的 q值均小于 1.15, 故排

除) 和特异质免疫促进肝损伤易感成分 (图 7B, 3 种) 

与补骨脂甲素的协同增毒作用强弱关系, 本研究将各

成分及对应给药剂量做热图进行相关分析。

固定补骨脂甲素给药剂量为 33.33 μmol·L-1, 如图

7A 所示 , 当特异质免疫促进肝损伤成分给药剂量为

66.67 μmol·L-1时, 补骨脂甲素与补骨脂二氢黄酮甲醚

联合时协同毒性指数最大 (q = 2.53), 与朝藿定 A1或

朝藿定B联合时协同毒性指数最小 (q = 1.54); 当给药

剂量为 33.33 μmol·L-1时, 补骨脂甲素与异补骨脂二氢

黄酮联合时协同毒性指数最大 (q = 3.14), 与朝藿定A

或新补骨脂异黄酮联合时协同毒性指数最小 (q = 

1.17); 当给药剂量为 25 μmol·L-1时 , 补骨脂甲素与异

补骨脂二氢黄酮联合时协同毒性指数最大 (q = 3.02), 

与补骨脂定联合时协同毒性指数最小 (q = 1.15); 当给

药剂量为 16.67 μmol·L-1时, 补骨脂甲素与新补骨脂异

黄酮联合时协同毒性指数最大 (q = 3.23), 与异补骨脂

二氢黄酮联合时协同毒性指数最小 (q = 1.38); 当给药

剂量为 8.33 μmol·L-1时, 补骨脂甲素与新补骨脂异黄

酮联合时协同毒性指数最大 (q = 2.72), 与淫羊藿次苷

II联合时协同毒性指数最小 (q = 1.71)。新补骨脂异黄

酮 (16.67 μmol·L-1) 与补骨脂甲素联用时, 对易感状态

细胞的协同增毒作用最大 (q = 3.23), 补骨脂定 

(25 μmol·L-1) 与补骨脂甲素联用时, 对易感状态细胞

的协同增毒作用最小 (q = 1.15)。

同理, 如图7B所示, 补骨脂甲素和新补骨脂异黄酮 

(16.67 μmol·L-1) 联用时对易感状态细胞协同毒性指数

最大, 为 3.23; 补骨脂甲素和补骨脂定 (16.67 μmol·L-1) 

联用时对易感状态细胞协同毒性指数最小, 为1.95。

综上, 新补骨脂异黄酮和补骨脂定在特定浓度范

围内, 既是特异质免疫促进肝损伤成分, 又是特异质免

疫促进肝损伤易感成分, 且发现和补骨脂甲素联用时

对易感状态细胞协同毒性指数最大的成分均是新补骨

脂异黄酮, 协同毒性指数最小的成分均是补骨脂定, 提

示新补骨脂异黄酮免疫促进作用最强, 补骨脂定免疫

促进作用最弱。

讨论

黄酮苷类是淫羊藿地上部分的主要化学成分, 含

量相对较高, 比如淫羊藿苷和淫羊藿次苷 I等; 黄酮类

和香豆素类是补骨脂的主要化学成分, 如补骨脂甲素

和补骨脂素等。本研究选择广泛且易得的 10种淫羊

藿代表性成分和 11种补骨脂代表性成分作为研究对

象。从肝损伤成分考察结果可以看出, 补骨脂甲素、补

骨脂酚、补骨脂定、补骨脂乙素、异补骨脂二氢黄酮、新

补骨脂异黄酮、淫羊藿次苷 I和淫羊藿次苷 II对正常细

胞具有毒性, 属于直接肝损伤成分, 对易感状态细胞也

具有毒性, 因此也属于特异质肝损伤成分; 其中补骨脂

甲素和新补骨脂异黄酮对正常细胞无毒, 但对易感状

态细胞毒性显著增加, 提示其二者为潜在特异质肝损

伤易感成分。因为补骨脂甲素是补骨脂最具代表性的

化学成分, 前期也有研究报道补骨脂甲素的 IDILI属

性, 且在设定浓度范围内细胞毒性与药物浓度呈现良

好的线性关系, 最符合肝损伤易感成分的各项特征, 因

此本研究选择补骨脂甲素作为特异质肝损伤易感成分

进行后续研究。

从免疫促进肝损伤成分考察结果可以看出, 淫羊

藿中的淫羊藿苷、淫羊藿素、淫羊藿次苷 I、淫羊藿次苷

II、朝藿定A、朝藿定B、朝藿定A1、朝藿定C、脱水淫羊

Figure 7　Under HepG2 cell susceptible state, the correspondence relationship heatmap of idiosyncratic immune-promoting hepatotoxicity 

components or idiosyncratic susceptible immune-promoting hepatotoxicity components and dose, with synergistic toxicity index (q value) 

more than 1.15 when combined with Bav. A: Idiosyncratic immune-promoting hepatotoxicity components; B: Idiosyncratic susceptible 

immune-promoting hepatotoxicity components. n = 3, x ± s
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藿素和淫羊藿苷A既能增强补骨脂甲素对正常细胞的

毒性作用, 也能增强补骨脂甲素对易感状态细胞的毒

性作用, 因此, 这 10种淫羊藿成分既是直接免疫促进

肝损伤成分, 又是特异质免疫促进肝损伤成分; 但这

10种成分中不具有特异质免疫促进肝损伤易感成分。

同理, 补骨脂中新补骨脂异黄酮、补骨脂二氢黄酮甲醚

和补骨脂定能增强补骨脂甲素对正常细胞的毒性作

用, 是直接免疫促进肝损伤成分; 新补骨脂异黄酮、补

骨脂二氢黄酮甲醚、补骨脂定和异补骨脂二氢黄酮

能增强补骨脂甲素对易感状态细胞的毒性作用, 是特

异质免疫促进肝损伤成分; 因此, 新补骨脂异黄酮、补

骨脂二氢黄酮甲醚和补骨脂定既是直接免疫促进肝

损伤成分, 又是特异质免疫促进肝损伤成分。此外, 与

补骨脂甲素单独给药比较 , 新补骨脂异黄酮 (8.33 和

16.67 μmol·L-1)、补骨脂定 (4.17～16.67 μmol·L-1) 和异

补骨脂二氢黄酮 (25和 33.33 μmol·L-1) 和补骨脂甲素

联用对正常细胞不具有毒性作用, 但对易感状态细胞

毒性显著增加, 因此三者是特异质免疫促进肝损伤易

感成分。

综上, 如表 1和图 8所示, 淫羊藿和补骨脂肝损伤

成分, 可以分为 3类: 直接肝损伤成分 (补骨脂甲素、补

骨脂酚、补骨脂定、补骨脂乙素、异补骨脂二氢黄酮、新

补骨脂异黄酮、淫羊藿次苷 I和淫羊藿次苷 II)、特异质

肝损伤成分 (同肝损伤成分) 和特异质肝损伤易感成

分 (补骨脂甲素和新补骨脂异黄酮); 免疫促进肝损伤

成分也分为 3 类: 直接免疫促进肝损伤成分 (10 种淫

羊藿成分和新补骨脂异黄酮、补骨脂二氢黄酮甲醚、补

骨脂定)、特异质免疫促进肝损伤成分 (10 种淫羊藿

成分和新补骨脂异黄酮、补骨脂二氢黄酮甲醚、补骨脂

定、异补骨脂二氢黄酮) 和特异质免疫促进肝损伤易

感成分 (新补骨脂异黄酮、补骨脂定和异补骨脂二氢

黄酮)。

通过协同毒性指数研究可以看出, 在TNF-α介导

HepG2细胞易感作用下, 免疫促进肝损伤成分可增强

细胞易感状态, 进一步协同肝损伤成分发挥肝细胞毒

性作用。需要注意的是, 本研究需要重点关注在淫羊

藿/补骨脂成分和补骨脂甲素联合使用时, 对正常细胞

无毒性作用, 但对易感状态细胞毒性显著的免疫促进

肝损伤成分, 因为对于整个患者人群来说这些成分风

险因素更大, 患者在用药的阶段更难以察觉, 个体异质

性更为明显。

本研究通过直接测定药物浓度−毒性响应曲线评

Figure 8　The summary plot of hepatotoxicity components and immune-promoting hepatotoxicity components

Table 1　Classification and significance of hepatotoxicity components and immune-promoting hepatotoxicity components

Component classification
Direct hepatotoxicity 

components
Idiosyncratic hepatotoxicity 

components
Idiosyncratic susceptible 

hepatotoxicity components

Direct immune-promoting 

hepatotoxicity components

Idiosyncratic immune-

promoting hepatotoxicity 

components
Idiosyncratic susceptible 

immune-promoting 

hepatotoxicity components

Number
8

8

2

13

14

3

Significance
Compared with the control group, the hepatotoxicity to normal cells of these components were 

significantly increased (the significant difference was marked ▽ in Figure 1 and 2)
Compared with the TNF-α group, the hepatotoxicity to susceptible cells of these components were 

significantly increased (the significant difference was marked ◇ in Figure 1 and 2)
These components had no toxic effect to normal cells, but significantly increased hepatotoxicity to 

susceptible cells (at the corresponding dose, the significant difference was marked * in Figure 1 and 2, but 

no ▽ label)
Compared with the hepatotoxicity of bavachin to normal cells alone, the combination of these components 

and bavachin significantly increased the hepatotoxicity to normal cells (the significant difference was 

marked △ in Figure 3 and 4)
Compared with the hepatotoxicity of bavachin to susceptible cells alone, the combination of these 

components and bavachin significantly increased the hepatotoxicity to susceptible cells (the significant 

difference was marked ☆ in Figure 3 and 4)
The combination of these components and bavachin had no toxic effect to normal cells, but significantly 

increased hepatotoxicity to susceptible cells (at the corresponding dose, the significant difference was 

marked ○☆# in Figure 3 and 4, but no △ label)

·· 631



药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2024, 59(3): 621−632

估化学成分与TNF-α相互作用的程度, 可在体外初步

辨别具有 IDILI特征的成分, 且对不同类型肝损伤成

分进行区分。因为该方法使用一种易于获得和培养的

细胞, 测试成分用量少, 采用单一且易于测定的表型终

点, 具有重复性和稳定性好的特点, 且可达到高通量筛

选的目的, 以期缩小进入动物实验的药物范围, 降低

IDILI评价难度, 降低研究成本。因此, 该方法可用于

淫羊藿和补骨脂相关特异质肝损伤成分筛选的研究, 

同时也为中药安全性研究提供了模型工具。然而, 由

于中药成分较复杂, 本研究仅选择淫羊藿和补骨脂中

一些可及的代表性成分作为研究对象, 还有很多未知

成分尚需研究, 同时也需要后续体内实验和机制阐释

来支持该研究结果。相信随着现代科学技术的发展, 

中药相关特异质肝损伤基础的研究会越来越清晰, 从

而保障中药临床的合理用药。
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