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摘要: 环境污染日益严重,环境中的有害化学成分对人类的身体健康具有潜在的危害,而肝脏作为代谢的主要器官,无疑最易

受到损伤。 本研究旨在建立一种高效的、多参数的肝脏毒性体外筛选方法。 采用了 5 种肝毒性阳性化合物和 3 种阴性化合

物,3 种试验方法对 2 种肝细胞进行了比较。 采用四甲基偶氮唑盐微量酶反应比色法(MTT 法)考察了化合物对 2 种细胞体外

的生长抑制作用,采用高内涵检测法考察了化合物对肝损伤相关指标的影响,采用实时定量聚合酶链式反应(PCR 法)比较了 2
种细胞的肝药酶含量。 5 种明确能够导致肝损伤的阳性化学物质对 HepG2 和 L-02 细胞均有不同程度的体外生长抑制作用,而 3
种明确不能诱导肝损伤的化合物对 2 种细胞均无明显生长抑制作用,且 L-02 细胞对肝毒性阳性化学物相对敏感。 高内涵检测

结果表明,不同毒性机制的阳性化合物作用于 2 种细胞时,与肝损伤机制相关的参数呈现出不同程度的变化,且 L-02 细胞预测

肝损伤的精确度、灵敏度和特异度更高,表明其预测肝损伤的能力更强。 此外,L-02 细胞药物代谢酶的 mRNA 表达含量显著高

于 HepG2 细胞,表明其与体内肝脏代谢水平更加接近。 综上所述,L-02 细胞结合高内涵检测为合适的肝脏毒性体外筛选模型。
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Abstract: The environmental pollution pose a threat to human health when exposed to harmful chemicals. Liver,
mainly for metabolism, is undoubtedly the most sensitive organ to those harmful chemicals. In the present study, we
established an effective in vitro screening model with multiple parameters for evaluation of hepatotoxicity. Five

� hepatotoxic chemicals and a plurality of three non-hepatotoxic chemicals were selected as positive controls and
negative controls, respectively. Meanwhile, three kinds of assay were also applied in two hepatocytes for compari-
son. The growth inhibitions in these cell types induced by these chemicals were examined using MTT assay. Close
relevant indicators of liver injury were then checked using high-content detection method. Hepatic enzyme contents
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were finally tested by real-time quantitative PCR. Five hepatotoxic chemicals showed significant inhibition on the
growth of HepG2 and L-02 cells in different patterns. Furthermore, when those hepatotoxic chemicals were admin-
istrated in these cells, the liver injury-related parameters exhibited distinct degrees of changes. Our finding indicates
that L-02 cells showed obvious higher sensitivity and specificity than HepG2 cells in hepatotoxic evaluation. The
mRNA levels of metabolizing enzymes were also remarkably higher in L-02 cells than in HepG2 cells, indicating
that L-02 cell is suitable for in vitro model closely simulating liver metabolism levels in vivo for hepatotoxic

� screening.
Keywords: hepatocytes; hepatotoxic; toxicity screening; high-content detection

　 　 环境中的各种化学物质可通过不同途径进入

人体。 肝脏作为主要的代谢器官无疑最易受到损

害。 如何快速、准确和多维度地进行化学物质肝

脏毒性筛选,对于化学品环境风险防控具有重要

意义。
化学物质可通过多种作用机制诱导肝损伤[1-2],

主要包括:破坏钙离子平衡和细胞膜损伤、胆汁淤积

和胆小管损伤、激活经肝药酶代谢、激活自身免疫、
激活细胞凋亡和线粒体损伤等[3]。 事实上,这些机

制不是完全孤立存在的,细胞内钙离子稳态对细胞

的生存极为重要,钙离子跨膜内流会聚集在线粒体,
引起线粒体膜电位降低,进而产生大量氧自由基,最
后导致线粒体和肝细胞的脂质过氧化损伤[4-5]。

高内涵筛选系统是指在保持细胞结构和功能完

整性的前提下,同时检测被筛化合物对细胞形态、生
长、分化、迁移、凋亡、代谢途径及信号转导各个环节

的影响,在单一实验中获取大量与基因、蛋白及其他

细胞成分相关的信息,确定其生物活性和潜在毒性

的过程。 高内涵筛选系统弥补了毒理学筛选系统在

通量、毒性机制检测和潜在毒性揭示等方面的不足,
为化学物质的毒理学研究提供了新的有效的技术。
近年来,高内涵能够实时、动态监测体外肝细胞毒性

的多个参数、毒理学相关机制,是评估候选化学物质

肝细胞毒性和预测化学物质肝脏毒性的有效手

段[6-7]。 根据肝损伤的发生机制,高内涵检测的荧光

探针主要包括: Hoechst 33342、 DCFH-DA、 Mito-
TrackerDeep Red FM、mBBr 和 DIOC6(3)等,它们分

别用来检测细胞核的损伤、细胞内活性氧的水平、线
粒体膜电位的情况、谷胱甘肽含量和内质网的损伤

程度等[8-9]。
人源肝癌细胞系 HepG2 具有正常肝细胞的很

多功能和特点,保留了较完整的生物转化酶体系,敏
感性高,与原代肝细胞及 HepRG 细胞相比更为稳

定、成熟,被认为是体外肝细胞筛选的理想模型之

一。 而 L-02 细胞是人正常肝细胞系,没有癌变细胞

的特征,功能表达完整,可以传代培养,已经大量应

用在体外肝毒性筛选过程中[10]。 因此,本研究通过

以 HepG2 细胞和 L-02 细胞为对象,建立 2 种肝损

伤体外筛选模型,并比较 2 种细胞预测肝损伤的能

力,选出更有优势的体外筛选模型。
环境中存在的化学物质导致的肝损伤是不容忽

视的问题,且其筛选模型仍然是目前研究的热点。
大多数筛选模型只以单一参数为判断标准,缺乏准

确性。 而目前还没有合适的体外筛选模型和筛选方

法能够有效地筛选出具有肝损伤风险的化学物质,
所以建立适宜的肝损伤筛选模型尤为重要。 本研究

选取 2 种肝细胞、5 种阳性药及 3 种阴性药,首先用

四甲基偶氮唑盐微量酶反应比色法(MTT 法)考察不

同药物对 2 种细胞体外的生长抑制作用,并且采用

高内涵检测法考察 2 种细胞预测肝损伤的能力,并
采用实时定量 PCR 法比较了 2 种细胞的药物代谢

酶含量。 理论上,可以通过比较 2 种细胞对阳性

药的敏感性、预测肝损伤机制的准确性以及人体

肝药酶水平的含量选出最适宜的细胞模型。 希望

通过这些研究,可以为环境中能够导致肝毒性化

学成分的发现和筛选以及其肝损伤机制的确定奠

定基础。

1　 材料与方法(Materials and methods)
1. 1　 细胞株

本实验所使用的细胞系为 HepG2 人源肝癌细

胞系和 L-02 人源正常肝细胞系,均购自中国科学院

上海生命科学研究院细胞资源中心。
1. 2　 主要仪器与试剂

盐酸胺碘酮(99.9% )、盐酸四环素(97.5% )、利福

平(99.9% )和地塞米松(99.7% )购自中国食品药品检

定研究院;双氯芬酸钠(99.0% )、他莫昔芬(99.0% )和
DIOC6(3)(98.0% )荧光探针购自 aladdin 公司;柠檬

酸三钠(99.0% )购自西陇化工股份有限公司;抗坏血
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酸(99.0% )、二甲基亚砜(99.7% )、噻唑蓝(98.0% )和
mBBr(99.0% )荧光探针购自 Sigma 公司;Hoechst
33342、DCFH-DA 荧光探针和 SYBR Green qPCR
Mix(2×)购自碧云天生物技术有限公司;MitoTrack-
erDeep Red FM 荧光探针购自 Yeasen 公司。

多功能酶标仪 (Synergy HT,美国 Bio-Tek 公

司),高内涵成像系统 (CELLINSIGHT CX7,美国

Thermo 公司),实时定量 PCR 仪(C 1000TM Thermal
Cycler,美国 BIO-RAD 公司),超微量核酸蛋白测定

仪(NANO DROP 2000C,美国 Thermo 公司)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 MTT 法检测不同肝毒性化学物质对 2 种细

胞的生长抑制作用

将处于对数生长期的细胞以密度为 6 000 个·
孔-1接种于 96 孔板中,培养 24 h。 次日,每孔加入

不同浓度的受试物溶液,每个浓度设置 3 个复孔,使
其最大浓度均为 1 000 μmol·L-1(即盐酸胺碘酮 682
mg·L-1,盐酸四环素 444 mg·L-1,双氯芬酸钠 296
mg·L-1,利福平 823 mg·L-1,他莫昔芬 372 mg·L-1,
柠檬酸钠 294 mg·L-1,抗坏血酸 176 mg·L-1,地塞

米松 392 mg·L-1),并依次 3 倍向下稀释 4 个浓度。
然后,放入培养箱中继续培养 24 h。 采用MTT 法检

测各孔吸光度,并计算各浓度受试物对细胞生长的

抑制作用,用 SPSS 20.0 软件计算半数抑制浓度

(IC50)。
1. 3. 2　 高内涵检测肝毒性机制相关参数的变化

以 3 种荧光探针的组合方式进行高内涵试验。
分别为 Hoechst 33342(蓝色)/DCFH-DA(绿色)/Mito-
TrackerDeep Red FM(红色);Hoechst 33342 (蓝色)/
DIOC6(3)(绿色);mBBR(绿色)3 种。

将处于对数生长期的细胞以 5 000 个·孔-1接种

于 96 孔板中,培养 24 h,次日,每孔加入不同浓度的

受试物,每个浓度设置 3 个复孔。 肝毒性阳性化学

物质(简称阳性物)盐酸胺碘酮、双氯芬酸钠、利福

平、盐酸四环素和他莫昔芬作用的最大浓度均约为

IC50 值,依次以 2 倍浓度梯度向下再稀释 4 个浓度。
肝毒性阴性化学物质(简称阴性物)柠檬酸三钠、抗
坏血酸和地塞米松的给药浓度与 MTT 法相同。 然

后,继续放入培养箱中培养 24 h 用于检测。 检测

时,弃去培养板内的液体,用磷酸盐缓冲液(PBS)清
洗一次,弃去 PBS 后,在 96 孔板中每孔加入 50 μL
不同荧光探针混合液,37 ℃避光孵育 20 min。 孵育

结束后弃去 96 孔板内液体,用 PBS 清洗一次后每

孔再加入 50 μL PBS,将 96 孔板置于高内涵仪器中

扫板检测,得到每个孔不同参数的平均荧光强度值,
并根据各个参数阴性物与空白对照组平均荧光强度

的比值计算出阴性阈。
其中,对于呈剂量依赖性增加的指标,忽略阴性

阈的下限,按式(1)计算阴性阈:
阴性阈=荧光强度比值的平均值+荧光强度

比值的标准差 (1)
对于呈剂量依赖性减少的指标,忽略阴性阈的

上限,按式(2)计算阴性阈:
阴性阈=荧光强度比值的平均值-荧光强度

比值的标准差 (2)
各机制参数的精确度、灵敏度和准确度计算方

法为:
精确度 = (TP + TN)/(TP + TN + FP + FN) (3)

灵敏度 = TP/(TP + FN) (4)
特异度 = TN/(TN + FP) (5)

式中:TP 表示与阳性物已知肝毒性机制相关的参数

变化为阳性的个数;FP 表示与阳性物已知肝毒性机

制相关的参数变化为阴性的个数;TN 表示与阴性

物已知肝毒性机制相关的参数变化为阴性的个数;
FN 表示与阴性物已知肝毒性机制相关的参数变化

为阳性的个数。
1. 3. 3　 实时定量 PCR 法检测细胞肝毒性化学成分

的代谢酶 mRNA 的相对表达含量

将处于对数生长期的细胞以 20 万个·孔-1接种

于 6 孔板中,24 h 后从 CO2 培养箱中取出,胰酶消

化后离心收集细胞于离心筒中,用 1 mL PBS 重悬

后转移至无酶的 1.5 mL EP 管中,3 000 r·min-1离心

10 min 后弃去上清。 参照说明书操作步骤提取总

RNA,核酸测定仪在波长 260 nm 和 280 nm 测定吸

光度 A260 和 A280,以上述总 RNA 为模板,参照说明

� 书操作步骤进行逆转录反应,获得的 cDNA 于-20
℃保存。

参照说明书设定 PCR 程序,每个样本设 3 个重

复管。 根据 2-ΔΔCT 法计算出每个目的基因的相对表

� 达含量。 本研究所用到的引物序列如表 1 所示。
1. 3. 4　 统计分析与数据处理

所有实验结果来源于至少 3 次独立重复试验,
并表示为 mean ± SD,精确度、灵敏度和特异度实验

结果采用 SPSS 22.0 统计学软件进行秩和检验,其
他实验结果采用 SPSS 22.0 统计学软件进行单因素

方差分析(One-way ANOVA)。
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2　 结果(Results)
2. 1　 不同肝毒性化学成分对 2 种细胞的生长抑制

作用

通过 MTT 法评价了 8 种化合物对 2 种细胞的

生长抑制作用(表 2)。 结果表明,5 种阳性物对 2 种

细胞均呈现出不同程度的体外生长抑制作用,且
L-02 细胞的 IC50 值均不同程度地小于 HepG2 细

胞。 而阴性物并无抑制作用或者仅有轻度的抑制

作用。
2. 2　 高内涵检测不同肝毒性的化学成分对 2 种细

胞肝损伤机制相关参数的影响

各阳性物以 IC50 近似值为最大给药浓度作用

于 2 种细胞时,6 种与肝毒性机制相关的参数均出

现不同程度的变化。 高内涵检测结果显示,双氯芬

酸钠、盐酸四环素和他莫昔芬作用于 HepG2 细胞

时,均可引起活性氧的大量产生、线粒体膜电位的降

低和谷胱甘肽含量的减少。 同时,内质网出现一定

程度的损伤,细胞核 DNA 含量增加,细胞核染色质

凝集、固缩,细胞可能发生凋亡。 而盐酸胺碘酮作用

于 HepG2 细胞时线粒体膜电位没有明显降低,利福

平作用于 HepG2 细胞时谷胱甘肽含量没有明显变

化。 与此同时,双氯芬酸钠、利福平和他莫昔芬作用

于 L-02 细胞时,也可引起活性氧的大量产生、线粒

体膜电位的降低和谷胱甘肽的减少。 同时,内质网

出现一定程度的损伤,细胞核染色质凝集、固缩,细
胞可能发生凋亡。 而盐酸胺碘酮作用于 L-02 细胞

时除线粒体膜电位没有明显降低外,细胞核也没有

发生变化,盐酸四环素作用于 L-02 细胞时内质网没

有出现明显损伤(图 1)。
此外,我们根据各机制参数的阴性阈,得到了阳

性物每个机制参数的最小中毒浓度(minimum toxic
concentration, MTC),即最初设置的 5 个浓度中超过

阴性域的最小浓度(表 3 和表 4)。 实验结果表明,各
阳性物作用于 2 种细胞时,MTC 结果与高内涵图片

反映出的结果基本一致。 而阴性物作用于 2 种细胞

时,各机制参数均无明显变化。

表 1　 PCR 试验所用的引物序列

Table 1　 Primers used in real-time PCR

基因名称

Target gene

引物序列

Primer sequence

F R

引物长度/bp

Amplicon size/bp

CYP3A4 CTTCATCCAATGGACTGCATAAAT TCCCAAGTATAACACTCTACACAGACAA 52

CYP1A2 TGGAGACCTTCCGACACTCCT CGTTGTGTCCCTTGTTGTGC 41

CYP2B6 TTCCTACTGCTTCCGTCTATCAAA GTGCAGAATCCCACAGCTCA 44

CYP2E1 TTGAAGCCTCTCGTTGACCC CGTGGTGGGATACAGCCAA 39

GSTA1/2 TGCAACAATAAGTGCTTTACCTAAGTG TTAACTAAGTGGGTGAATAGGAGTTGTATT 57

UGT1A1 TGACGCCTCGTTGTACATCAG CCTCCCTTTGGAATGGCAC 40

GAPDH AGGTCCACCACTGACACGTT GCCTCAAGATCATCAGCAAT 40

表 2　 化合物对 2 种肝细胞的半数抑制浓度(IC50)(均值±标准差,n=3)
Table 2　 The 50% inhibiting concentration (IC50) of different chemicals in two cell lines (mean ± SD, n=3)

化合物

Compound

IC50 /(μmol·L-1 )

HepG L-02

盐酸胺碘酮 Amiodarone 51.53 ± 4.88 19.38 ± 3.05

双氯芬酸钠 Diclofenac sodium 164.49 ± 21.62 154.90 ± 9.41

利福平 Rifampicin 215.47 ± 14.64 158.52 ± 14.64

盐酸四环素 Tetracycline 147.18 ± 14.42 136.70 ± 3.74

他莫昔芬 Tamoxifen 43.18 ± 5.31 18.01 ± 3.25

柠檬酸钠 Sodium citrate >1 000 >1 000

抗坏血酸 Ascorbic acid >1 000 >1 000

地塞米松 Dexamethasone >1 000 >1 000
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图 1　 化合物处理肝细胞系后的高内涵(HCS)分析图像

注:ROS 表示活性氧,MMP 表示线粒体膜电位,ER 表示内质网损伤,GSH 表示谷胱甘肽;nuclei-蓝/ROS-绿/MMP-红,nuclei-蓝/ER-绿,

GSH-绿;对于 HepG2 细胞,胺碘酮 50 μmol·L-1 (34 mg·L-1 ),双氯芬酸钠 150 μmol·L-1 (44 mg·L-1 ),

利福平 200 μmol·L-1 (165 mg·L-1 ),四环素 150 μmol·L-1 (67 mg·L-1 ),他莫昔芬 50 μmol·L-1 (19 mg·L-1 );对于 L-02 细胞,

胺碘酮 20 μmol·L-1 (14 mg·L-1 ),双氯芬酸钠 150 μmol·L-1 (44 mg·L-1 ),利福平 150 μmol·L-1 (123 mg·L-1 ),

四环素 150 μmol·L-1 (67 mg·L-1 ),他莫昔芬 20 μmol·L-1 (7 mg·L-1 );比例尺为 50 μm。

Fig. 1　 The high content screening (HCS) images were obtained from the same well of cell line treated
with five chemicals by using different filters to detect

Note: ROS stands for reactive oxygen species; MMP stands for mitochondrial membrane potential; ER stands for endoplasmic reticulum; GSH stands

for glutathione; nuclei-blue/ROS-green/MMP-red, nuclei-blue/ER-green, GSH-green; HepG2 cells treated with amiodarone 50 μmol·L-1(34 mg·L-1 ),

diciofenac sodium 150 μmol·L-1 (44 mg·L-1 ), rifampicin 200 μmol·L-1 (165 mg·L-1 ), tetracycline 150 μmol·L-1 (67 mg·L-1 ),

tomoxifen 50 μmol·L-1 (19 mg·L-1 ); L-02 cells treated with amiodarone 20 μmol·L-1 (14 mg·L-1 ), diciofenac sodium 150 μmol·L-1 (44 mg·L-1 ),

rifampicin 150 μmol·L-1 (123 mg·L-1 ), tetracycline 150 μmol·L-1 (67 mg·L-1 ), tomoxifen 20 μmol·L-1 (7 mg·L-1 ); Scale bar = 50 μm.

2. 3　 不同肝细胞模型预测肝毒性化学成分性肝损

伤能力的比较

实验结果表明,2 种细胞预测肝毒性化学成分

性肝损伤的精确度、灵敏度和特异度均存在显著性

差异,且 L-02 细胞预测肝毒性化学成分性肝损伤的

精确度、灵敏度和特异度均显著高于 HepG2 细胞

(表 5)。 这表明 L-02 细胞预测肝毒性化学成分性肝

损伤的能力更强。
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表 3　 高内涵检测中受试化合物对 HepG2 细胞的最小毒性浓度(MTC)

Table 3　 Minimum toxic concentration (MTC) of tested chemicals in HepG2 cells in HCS test

化合物

Compound

MTC/(μmol·L-1 )

存活率

Survival rate

活性氧

Reactive

oxygen species

线粒体膜电位

Mitochondrial

membrane potential

内质网损伤

Endoplasmic

reticulum

谷胱甘肽

Glutathione
DNA

盐酸胺碘酮 Amiodarone 25 25 - 50 12.5 25

双氯芬酸钠 Diclofenac sodium 18.75 18.75 37.5 75 37.5 75

利福平 Rifampicin 50 200 100 200 - 100

盐酸四环素 Tetracycline 37.5 150 75 37.5 75 75

他莫昔芬 Tamoxifen 25 25 50 25 12.5 25

柠檬酸钠 Sodium citrate - - - - - -

抗坏血酸 Ascorbic acid - - - - - -

地塞米松 Dexamethasone - - - - - -

表 4　 高内涵检测中受试化合物对 L-02 细胞的 MIC

Table 4　 MIC of tested chemicals in L-02 cells in HCS test

化合物

Compound

MTC/(μmol·L-1 )

存活率

Survival rate

活性氧

Reactive

oxygen species

线粒体膜电位

Mitochondrial

membrane potential

内质网损伤

Endoplasmic

reticulum

谷胱甘肽

Glutathione
DNA

盐酸胺碘酮 Amiodarone 5 5 - 5 20 -

双氯芬酸钠 Diclofenac sodium 37.5 37.5 18.75 37.5 18.75 37.5

利福平 Rifampicin 37.5 75 150 18.75 75 37.5

盐酸四环素 Tetracycline 37.5 37.5 37.5 - 37.5 37.5

他莫昔芬 Tamoxifen 5 5 10 2.5 5 20

柠檬酸钠 Sodium citrate - - - - - -

抗坏血酸 Ascorbic acid - - - - - -

地塞米松 Dexamethasone - - - - - -

表 5　 2 种肝细胞系在高内涵检测中的预测能力

Table 5　 Predictive ability of two liver cell lines detected with HCS

参数

Parameter

HepG2 L-02

精确度/%

Accuracy/%

敏感度/%

Sensitivity/%

特异度/%

Specificity/%

精确度/%

Accuracy/%

敏感度/%

Sensitivity/%

特异度/%

Specificity/%

存活率 Survival rate 100 100 100 100 100 100

活性氧 Reactive oxygen species 100 100 100 100 100 100

线粒体膜电位 Mitochondrial membrane potential 85.7 80.0 100 85.7 80.0 100

内质网损伤 Endoplasmic reticulum 57.1 100 40.0 71.4 100 50.0

谷胱甘肽 Glutathione 85.7 80.0 100 100 100 100

DNA 42.9 100 33.3 57.1 100 50.0

显著性 Significance - - - * * *

注:* P<0.05,与 HepG2 相比。
Note:* P<0.05, compared with HepG2 cell.
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2. 4　 2 种肝细胞的药物代谢酶 mRNA 表达含量

比较

实验结果显示,与 HepG2 细胞相比,L-02 细胞

各个肝毒性化学成分代谢酶的 mRNA 表达水平均

显著增加。 其中,L-02 细胞Ⅱ相肝毒性化学成分代

谢酶 UGT1A1 和 GSTA1/2 的 mRNA 表达含量增加

最为显著,分别约为 HepG2 细胞的 12 倍和 9 倍。
这表明,L-02 细胞相对于 HepG2 细胞高表达肝毒性

化学成分代谢相关的酶类,可能与体内肝脏代谢水

平更加接近(图 2)。

图 2　 L-02 与 HepG2 细胞中代谢酶 mRNA 的相对表达量

(均值±标准差,n=3)
注:* P<0.05、* * P<0.01 表示与 HepG2 相比差异显著。

Fig. 2　 The relative mRNA expression of metabolizing enzyme
in L-02 cells and HepG2 cells (mean ± SD, n=3)
Note: * , * * indicate significance at P<0.05 and P<0.01

compared with HepG2 cells.

3　 讨论(Discussion)
Livertox Database 数据库详细介绍了能够导致

肝毒性药物的药理活性,其在使用时与肝损伤发生

的因果关系、导致肝损伤发生的频率和肝损伤的机

制及类型等。 而本研究所选的阳性药(盐酸胺碘酮、
双氯芬酸钠、利福平、盐酸四环素和他莫昔芬)均为

Livertox Database 里药物列表中明确会导致药物性

肝损伤的药物,阴性药(柠檬酸三钠、抗坏血酸和地

塞米松)均为临床上没有与肝损伤相关的任何报道

的药物,上述 8 种药物分别作为工具化合物用于评

价筛选体系[11-12]。 实验结果显示,当阴性物作用于

2 种细胞时,2 种细胞均呈现出较低程度的生长抑

制。 而当阳性物作用于 2 种细胞时,2 种细胞均受

到不同程度较强的生长抑制作用。 L-02 细胞对阳

性物的敏感程度均大于 HepG2 细胞,且盐酸胺碘酮

和他莫昔芬这 2 种阳性物作用时更加明显,L-02 细

胞的敏感性约为 HepG2 细胞的 2 倍以上。 本研究

的 MTT 实验中,3 种阴性药的实验结果与已有文献

报道的结果一致,IC50 均>1 000 μmol·L-1,而 5 种

阳性药作用于 2 种细胞时的 IC50 值与已有文献报

道虽不完全一致,但均相差不大且在同一数量级,此
外本研究中的MTT 法实验均设有 3 个复孔,标准差

较小,因此,本研究的 MTT 法实验结果是准确

的[10]。 根据 MTT 法实验结果,可以初步判断 L-02
细胞可能比 HepG2 细胞对能够导致肝毒性化学成

分性肝损伤的化学成分更敏感。
为了进一步比较 2 种细胞的预测能力,采用了

高内涵检测的方法。 大量研究表明,在高内涵实验

中,当参数变化超过阴性域时的给药浓度小于该肝

毒性化合物最大血药浓度(Cmax)的 100 倍时,可以认

� 为其具有肝毒性[13]。 根据 MTT 法实验结果,测得

的各个阳性物的 IC50 值均在其 Cmax 的 100 倍以内,
� 因此,在此浓度范围内能够正确筛出阳性物的机制

参数变化情况。 实验结果显示,当阴性物作用于 2
种细胞时,各参数的变化情况均小于空白组的

20% ,根据阴性物的实验结果,计算出了各个机制相

关参数的阴性域,即在阴性域范围内变化为阴性,而
在阴性域范围外变化为阳性。 根据实验结果可知,
当 5 种阳性物作用于 2 种细胞时,除个别参数外,各
机制参数变化时,整体来看 L-02 细胞的最小中毒浓

度较小,说明 L-02 细胞对肝毒性机制的变化更加敏

感[14]。 为了能更准确和更直观地比较 2 种细胞模型

对肝毒性化学成分性肝损伤的预测能力,根据高内

涵的实验结果计算并比较了 2 种细胞预测肝毒性化

学成分性肝损伤的精确度、灵敏度和特异度。 实验

结果表明,L-02 细胞的精确度、敏感度和特异度均

显著高于 HepG2 细胞,这表明 L-02 细胞预测肝毒

性化学成分性肝损伤的能力更强。 高内涵试验可以

多端点且准确地检测出肝损伤的机制。 在今后的研

究中,笔者会通过阳性药和阴性药的高内涵实验结

果制定肝损伤的评分和判定标准,以用来大规模筛

选出环境中能够导致肝损伤的化学物质。
肝药酶的含量也是比较 2 种细胞与生理水平接

近程度的有效方法,采用实时定量 PCR 的方法评价

了 2 种细胞的肝毒性化学成分代谢酶在 mRNA 水

平的含量。 实验结果表明,L-02 细胞肝毒性化学成

分代谢酶的 mRNA 表达水平均不同程度地显著高
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于 HepG2 细胞。
以上实验结果表明,2 种细胞均能正确区分出

能够导致肝损伤的化学物质,且 L-02 细胞对能够导

致肝损伤化学物质的敏感性优于 HepG2 细胞。 与

HepG2 细胞相比,L-02 细胞预测药物性肝损伤的准

确度、敏感度和特异度更高,且 L-02 细胞的肝药酶

含量高于 HepG2 细胞。 高内涵实验与 MTT 法实验

结果均表明 L-02 细胞更适合作为肝损伤筛选模型,
因其能够实现多端点、快速和高通量筛选,所以可以

使用单一的高内涵实验作为肝损伤的筛选方法。 因

此,L-02 细胞结合高内涵可作为预测药物性肝损伤

的最佳模型。

通讯作者简介:任利翔(1980—),男,博士,高级工程师,硕士生

导师,主要研究方向为安全性评价及替代毒理学相关方法。
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