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摘 要 目的：评价大黄素-8-O-β-D-葡萄糖苷（EG）的体内外遗传毒性，并比较体外细胞试验及大鼠体内实验评价结果的差异。

方法：采用体外二维（2D）、三维（3D）细胞培养法分别构建2D、3D HepaRG细胞模型，造模成功后，分别将2D、3D HepaRG细胞分

为空白对照组[0.5％二甲基亚砜（DMSO）]、丝裂霉素C组（阳性对照，0.1 µg/mL）和EG低、中、高剂量组（10、50、200 µg/mL），然后

检测各组HepaRG细胞的微核形成率和尾DNA百分含量。将SD大鼠分为空白对照组（0.5％羧甲基纤维素钠）、甲磺酸乙酯组（阳

性对照，200 mg/kg）和EG低、中、高剂量组（100、300、1 000 mg/kg），每组6只，连续灌胃给药15 d，每天1次；15 d后检测各组大鼠

骨髓嗜多染红细胞、肝细胞的微核形成率及外周血淋巴细胞、肝细胞的尾DNA百分含量、尾距。结果：在体外2D HepaRG细胞模

型中，与空白对照组比较，丝裂霉素 C 组 HepaRG 细胞的微核形成率和尾 DNA 百分含量均显著升高（P＜0.01），EG 各剂量组

HepaRG细胞的微核形成率和尾DNA百分含量差异无统计学意义（P＞0.05）；在3D HepaRG细胞模型中，与空白对照组比较，丝

裂霉素 C 组 HepaRG 细胞的微核形成率和尾 DNA 百分含量均显著升高（P＜0.01或 P＜0.001），EG 高剂量组 HepaRG 细胞的尾

DNA百分含量显著升高（P＜0.01）。在大鼠体内实验中，与空白对照组比较，甲磺酸乙酯组大鼠骨髓嗜多染红细胞、肝细胞的微

核形成率和外周血淋巴细胞、肝细胞的尾DNA百分含量、尾距均显著升高（P＜0.01），EG高剂量组大鼠外周血淋巴细胞尾DNA

百分含量显著升高（P＜0.01），EG各剂量组大鼠骨髓嗜多染红细胞、肝细胞的微核形成率和肝细胞尾DNA百分含量、尾距差异无

统计学意义（P＞0.05），但随剂量增加有升高趋势。结论：本研究结果提示在2D细胞模型中，EG未导致染色体断裂及DNA损伤，

但3D细胞模型长期给药和体内重复给药结果均显示EG存在一定DNA损伤风险，故3D HepaRG细胞模型的评价结果更接近大

鼠体内实验结果。
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Study on in vitro and in vivo Genotoxicity of Emodin-8-O-β-D-glucoside
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Evaluation and Monitoring of Drugs，National Institutes for Food and Drug Control/Key Laboratory of Beijing
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ABSTRACT OBJECTIVE：To evaluate the in vitro and in vivo genotoxicity of emodin-8-O-β-D-glucoside（EG），and to compare

the difference of in vitro cell test and in vivo test of rats. METHODS：2D and 3D hepatocyte models were established by in vitro

two-dimensional（2D）and three-dimensional（3D）cell culture. After modeling，2D and 3D hepatocyte were divided into blank

control group（0.5％ DMSO），mitomycin C group（positive control，0.1 µg/mL），EG low-dose，medium-dose and high-dose

groups（10，50，200 µg/mL），respectively. The micronucleus ratio and tail DNA％ of HepaRG cells were detected. SD rats were

divided into blank control group（0.5％ sodium carboxymethyl cellulose），ethyl methanesulfonate group（positive control，200

mg/kg），EG low-dose，medium-dose and high-dose groups（100，300，1 000 mg/kg），with 6 rats in each group. They were given

medicine intragastrically for consecutive 15 d，once a day. 15 days later， the micronucleus formation rate of bone marrow

polychromatic erythrocytes and hepatocytes，the tail DNA％ and tail distance of peripheral blood lymphocytes and hepatocytes were

measured. RESULTS：In the in vitro 2D HepaRG hepatocyte model，compared with blank control group， the micronucleus

formation rate and tail DNA％ of HepaRG cell were increased significantly in mitomycin C group （P＜0.01）. There was no

statistical significance in micronucleus formation rate and tail

DNA％ of HepaRG cell among EG groups（P＞0.05）. In 3D

HepaRG cell model， compared with blank control group，

micronucleus formation rate and tail DNA％ of HepaRG cell

were increased significantly in mitomycin C group （P＜0.01

or P＜0.001）， while tail DNA％ of HepaRG cell was
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肝脏是人体最主要的代谢及解毒器官，药源性肝损

伤（Drug-induced liver injury，DILI）已成为药品监管机构

关注的重点[1]。随着近年来临床不断出现含蒽醌类成分

的中药致肝损伤的案例报道[2]，学界对蒽醌的肝损伤机

制展开广泛研究。目前已有体外研究数据提示，蒽醌类

化合物存在遗传毒性风险和致突变作用[3]。课题组前期

研究中也证实大黄素可诱导正常人源肝细胞HepaRG染

色体损伤和DNA断裂，在体外彗星及微核试验中呈阳

性结果[4]。蒽醌类的潜在遗传毒性，尤其是肝脏肿瘤发

生风险有待深入探索。

大黄素-8-O-β-D-葡萄糖苷（Emodin-8-O-β-D-gluco-

side，EG）是大黄素在体内的主要代谢产物及形式[5]，其

原型同样存在于大黄、何首乌、虎杖、决明子、冬凌草等

中药中且含量较高[6]。以何首乌为例，不同产地的何首

乌药材中EG的含量最高可达0.42％[7]。文献报道EG可

有效提高中枢神经系统中乙酰胆碱含量，保护神经元损

伤，对阿尔茨海默病有一定改善，临床应用较为广泛。

然而作为蒽醌类化合物，EG含有的羟基蒽醌结构属于

遗传毒性警示结构，该结构与DNA碱基类似，使其可嵌

入DNA链并导致沙门氏菌（尤其是TA1537菌株）回复

性突变 [8]。EG 的遗传毒性风险不容小觑，但目前关于

EG的毒性及致癌性风险缺乏充足的试验研究。

啮齿类动物在毒性研究中独具优势，但是大量开展

体内动物实验成本较高且不符合替代毒理学减少动物

使用的理念，因此，使用体外模型进行药物毒性初筛及

作用机制的初步研究十分必要。HepaRG细胞是从慢性

丙型肝炎病毒感染的肝癌患者体内非瘤组织分离而得

的细胞株，能表现人肝细胞的大多数功能，其体外二维

（Two-dimension，2D）培养模型是常用的体外肝毒性评

价工具[9]。本课题组前期研究证实HepaRG细胞可在不

额外添加代谢活化剂的情况下较好地代谢药物，在了解

以肝脏为靶器官遗传毒性方面独具优势[10]。但2D模型

缺乏细胞-细胞接触和细胞-胞外基质间的联系，长时间

培养会出现生长抑制现象[11]。利用悬滴技术构建的三

维（Three-dimension，3D）HepaRG 多细胞聚球体模型则

可长期培养，并能够保持较高的白蛋白分泌水平和肝药

酶活性[12]，从而更好地模拟药物体内代谢条件，提供更

有价值的评价数据。

本研究同时利用体外 2D、3D肝细胞培养模型和大

鼠体内重复给药试验评价EG的遗传毒性，并比较 3种

评价结果的差异，以期为EG的临床合理应用和毒性评

价方法的选择提供参考。

1 材料
1.1 仪器

悬滴 GravityPlusTM 和 GravityTRAPTM 板（瑞士 Ins-

phero 公司）；VICTOR X5多功能酶标仪（英国Perkin El-

mer 公司）；5180R 台式冷冻离心机（德国 Eppendorf 公

司）；NTS-1300恒温振荡水槽（东京理化器械株式会

社）；DYCP-31F电泳仪（北京市六一仪器厂）；CX41三目

生物显微镜（日本 Olympus 公司）；eclipse 80i 荧光显微

镜（日本Nikon公司）；Komet 6.0 图像分析系统（英国安

道尔科技有限公司）。

1.2 药品与试剂

EG（成 都 普 菲 德 生 物 技 术 有 限 公 司 ，批 号 ：

17110201，纯 度 ：98.0％）；甲 磺 酸 乙 酯（批 号 ：

141970611309162）、细胞松弛素B（批号：2989720）、二甲

基亚砜（DMSO，批号：RNBG7476）均购自美国 Sig-

ma-Aldrich 公司；磷酸盐缓冲液（批号：AD19942268）、

RPMI 1640培养基（批号：AE27856292）、Giemsa 染料

（批号：SLBT6353）均购自美国Hyclone公司；胰蛋白酶

消化液（批号：1974026）、胎牛血清（批号：1908121）均购

自美国 Gibco 公司；丝裂霉素 C（日本东京化成株式会

社，批号：AKZ8O-EF）；羧甲基纤维素钠（国药集团化学

试剂有限公司，批号：20170830）；彗星分析试剂盒（美国

Trevigen公司，批号：P191587）；Hanks平衡盐溶液（美国

Corning公司，批号：28417007）；SYBR Gold 核酸凝胶染

液（美国 Invitrogen 公司，批号：1987319）；吖啶橙（美国

Fluka公司，批号：930226）。

1.3 细胞

HepaRG人源肝细胞系购自美国Thermo Fisher Sci-

entific公司，本试验所用细胞为第11～12代。

1.4 动物

increased significantly in EG high-dose group（P＜0.01）. In the in vivo test，compared with blank control group，the micronucleus

formation rate of bone marrow polychromatic erythrocytes and hepatocytes，the tail DNA％ and tail distance of peripheral blood

lymphocytes and hepatocytes were all increased significantly in ethyl methanesulfonate group（P＜0.01）. Tail DNA％ of peripheral

blood lymphocytes was increased significantly in EG high-dose group （P＜0.01）. There was no statistical significance in the

micronucleus formation rate of bone marrow polychromatic erythrocytes and hepatocytes，the tail DNA％ and tail distance of

hepatocytes among EG groups（P＞0.05）；with the increase of dose，there was an increasing trend. CONCLUSIONS：The results

of this study suggest that in 2D cell model，EG not lead to chromosome breakage and DNA damage，but the long-term

administration and repeated administration in vivo of 3D cell model show that EG has a certain risk of DNA damage，so the

evaluation results of 3D HepaRG cell model are more similar to those of rats in vivo.

KEYWORDS Emodin-8-O-β-D-glucoside；Genotoxicity；Two-dimensional culture；Three-dimensional culture；Rat；Micronucleus

test
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SPF级SD大鼠30只，5～6周龄，均为♂。购于北京

维通利华实验动物技术有限公司，动物生产许可证号：

SCXK（京）2016-0006。 在 恒 温（20～26 ℃）、恒 湿

（40％～70％）、各12 h明暗周期的条件下饲养。饲养密

度为2～3只/笼。提供经钴60放射灭菌的鼠全价颗粒饲

料，自由摄食及饮水，取材前不禁食禁水。本研究方案

通过国家药物安全评价监测中心实验动物福利伦理委

员 会（Institutional animal care and use committee，IA-

CUC）审查。

2 方法与结果

2.1 给药浓度确定

在96孔培养板中，每孔接种5 000个HepaRG细胞，

孵育 18～24 h 后给药。分别设置空白对照组（0.5％

DMSO）和EG给药组（给药浓度分别为324、162、81、27、

9、3 µg/mL），于 37 ℃，5％CO2的条件下孵育 24 h后，即

得2D HepaRG细胞模型，然后每孔加入等体积的三磷酸

腺苷检测试剂，轻轻晃动，室温平衡10 min后，采用酶标

仪检测各孔的三磷酸腺苷发光强度，并计算细胞存活率

（％）＝（EG各给药组发光强度/空白对照组发光强度）×

100％，再根据浓度与存活率关系曲线计算 EG 的 IC50。

结果，2D HepaRG细胞模型中EG的 IC50为205.4 µg/mL，

因此，将后续体外 2D HepaRG 细胞模型评价试验中的

EG高浓度设置为200 µg/mL，由于体外3D HepaRG细胞

模型评价试验中的给药时间长，给药浓度不应高于体外

2D HepaRG细胞模型评价试验，为保证EG在不同体外

细胞模型中的可比性，本研究EG在 2D、3D HepaRG细

胞模型中给药浓度保持一致。

2.2 统计学方法

微核试验、碱性彗星试验结果以平均值±标准差

（x±s）的形式列出。彗星试验结果采用单因素方差分

析对组间数据进行检验；微核试验结果采用 Poisson分

布法检验；P＜0.05表示差异有统计学意义。数据图与

统计结果经GraphPad Prism 7软件处理生成。

2.3 体外细胞试验评价EG遗传毒性

2.3.1 体外2D HepaRG细胞模型评价EG遗传毒性

（1）微核试验。调整 HepaRG 细胞浓度为 5×105

mL－1，取6孔细胞培养板，每孔添加2 mL培养液/细胞混

合液，置37 ℃、5％CO2孵箱培养18～24 h。细胞达对数

生长期时，将其分为空白对照组（0.5％DMSO）、丝裂霉

素 C 组（阳性对照，0.1 µg/mL）及 EG 低、中、高剂量组

（10、50、200 µg/mL），处理 24 h 后更换含细胞松弛素 B

（2 µg/mL）的培养基，继续培养 40 h。收获细胞并加入

0.075 mol/L的氯化钾溶液2 mL，室温低渗处理5 min；加

入固定液（无水甲醇 ∶无水乙酸＝3 ∶ 1，V/V）5 mL固定，

1 000 r/min离心5 min，弃上清液，重复固定2次，每个样

品滴片制备 2张标本并编号。固定后的玻片标本浸入

5％ Giemsa应用液中，染色25～30 min之后置于超纯水

中冲洗干净，室温下自然干燥。显微镜下观察并计数每

张玻片标本中每 500个双核细胞中含微核的细胞数，计

算微核形成率，微核形成率＝（含微核双核细胞数/观察

双核细胞总数）×100％[13]。

（2）碱性彗星试验。HepaRG细胞处理及给药方法

同“2.3.1（1）”项下微核试验，收获细胞后调整细胞浓度

为 2×105 mL－1，将收获的细胞进行制片、裂解、解旋、电

泳、中和、脱水等处理后制成单细胞凝胶标本，每组制备

3张标本。所有标本使用 SYBR Green I（1 ∶ 10 000）染

色，并在荧光显微镜下拍照（放大倍数200～400）。再使

用Komet 6.0彗星图像分析软件进行分析，每个标本至

少分析 100个彗星细胞的尾 DNA 百分含量并计算中

位数。

结果，与空白对照组比较，丝裂霉素C组HepaRG细

胞的微核形成率和尾 DNA 百分含量均显著升高（P＜

0.01），且其微核形成率和尾DNA百分含量在文献报道

的范围内 [13]，也表明体外 2D HepaRG 细胞模型构建成

功；EG各剂量组HepaRG细胞的微核形成率和尾DNA

百分含量差异无统计学意义（P＞0.05）。体外2D Hepa-

RG细胞模型的微核形成率及尾DNA百分含量测定结

果见图1。

注：与空白对照组比较，＊＊P＜0.01

Note：vs. blank control group，＊＊P＜0.01

图 1 体外 2D HepaRG 细胞试验中微核形成率及尾

DNA百分含量测定结果（n＝3）

Fig 1 Micronucleus formation rate and tail DNA％％ of

in vitro 2D HepaRG cell test（n＝3）
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2.3.2 体外3D细胞模型评价EG遗传毒性

参考卢贤欢等[8]的 3D悬滴细胞模型培养方法构建

体外 3D HepaRG 细胞模型，将 HepaRG 经 2％DMSO 高

密度诱导培养 14 d后，接种于GravityPlusTM板以悬滴法

培养 4 d；待形成肝细胞微球后加入培养液并将其转移

至 Gravity TRAPTM 板中；隔天换液，连续培养 10 d，即

得 3D HepaRG 细胞模型；然后分为空白对照组（0.5％

DMSO）、丝裂霉素 C 组（阳性对照，6 µg/mL）和 EG 低、

中、高剂量组（10、50、200 µg/mL），连续给药 3次，每次

48 h，最后 1次给药时加入含细胞松弛素B（6 µg/mL）的

培养基。然后收集各组细胞，按“2.3.1”项下方法进行微

核试验与碱性彗星试验。

结果，与空白对照组比较，丝裂霉素C组HepaRG细

胞的微核形成率和尾 DNA 百分含量均显著升高（P＜

0.01或P＜0.001），EG高剂量组HepaRG细胞的尾DNA

百分含量显著升高（P＜0.01），且随着EG剂量的增加，

3D HepaRG细胞的尾DNA百分含量升高，存在剂量效

应相关性；EG各剂量在 3D HepaRG细胞模型微核试验

结果虽为阴性，但微核形成率随给药剂量增加有升高趋

势。体外3D HepaRG细胞模型的微核形成率及尾DNA

百分含量测定结果见图2。

2.4 大鼠体内实验评价EG遗传毒性

2.4.1 大鼠分组及给药

30只大鼠分为空白对照组（0.5％羧甲基纤维素钠

溶液）、甲磺酸乙酯组（阳性对照，200 mg/kg，给药剂量参

考文献[14]，给药时用0.5％羧甲基纤维素钠溶液制备灌胃

溶液，甲磺酸乙酯为检测体内DNA断裂或染色体损伤

时最常用阳性对照，故体内研究选择甲磺酸乙酯作为阳

性对照）和EG低、中、高剂量组（100、300、1 000 mg/kg，

给药剂量参考文献[15]，给药时用0.5％羧甲基纤维素钠溶

液制备灌胃溶液），每组6只。连续灌胃给药15 d，每天1

次，给药体积为 15 mL/kg，末次给药 3 h 后所有大鼠以

CO2吸入法麻醉，从腹腔后大静脉取血用于彗星试验，采

血量约0.5 mL/只。

2.4.2 微核试验

（1）骨髓微核试验。将大鼠处死后，取其单侧股骨，

剪断两端开放骨髓腔；吸取胎牛血清约1～2 mL，使用注

射器针头冲洗骨髓至试管中，并反复抽吸针头数次吹打

制成骨髓细胞悬液，经1 000 r/min离心5 min后，弃去大

部分上清液，将骨髓细胞沉淀吹打均匀；吸取适量骨髓

细胞悬液滴于洁净玻片上推片，标本置于室温下干燥，

再经甲醇固定 15 min后晾干待检[14]。每只大鼠骨髓细

胞样本计数 200个总红细胞中的嗜多染红细胞的数目，

以及 2 000个嗜多染红细胞中含微核细胞的数目，分别

计算嗜多染红细胞占总红细胞的百分率以及嗜多染红

细胞的微核形成率。

（2）肝脏微核试验。取大鼠肝左叶约 5 mm3大小组

织，用刀片切成 2～3 mm3小块，加入含 0.05％胶原酶的

HBSS溶液，于37 ℃水浴中振摇孵育1 h，每30 min人工

用力振摇1次，再用移液器反复吹打消化后的细胞悬液

50次，再经 40 μm细胞筛过滤后，加入 3 mL固定液（无

水甲醇 ∶冰醋酸＝3 ∶ 1，V/V）固定，并以 800 r/min离心 1

min；弃上清，再次加入3 mL固定液并重悬，样本于4 ℃

条件保存待检。镜检前，取10～20 μL细胞悬液，加入等

体积的吖啶橙 -DAPI 溶液进行荧光染色；染色后，取

10～20 μL混合液滴片后加盖玻片，于荧光显微镜下观

察。每只大鼠的样本计数 1 000个含微核的肝细胞，计

算肝细胞微核率。

结果，与空白对照组比较，甲磺酸乙酯组大鼠骨髓

嗜多染红细胞、肝细胞的微核形成率均显著升高（P＜

0.01），EG各剂量组大鼠骨髓嗜多染红细胞/总红细胞比

例和嗜多染红细胞、肝细胞的微核形成率差异无统计学

意义（P＞0.05），但随着EG剂量的增加，嗜多染红细胞

微核形成率及肝细胞微核形成率均有所增加，存在剂量

效应相关性。各组大鼠骨髓嗜多染红细胞/总红细胞比

例和嗜多染红细胞、肝细胞微核形成率的测定结果见

表1。

注：与空白对照组比较，＊＊P＜0.01，＊＊＊P＜0.001

Note：vs. blank control group，＊＊P＜0.01，＊＊＊P＜0.001

图 2 体外 3D HepaRG 细胞试验中微核形成率及尾

DNA百分含量测定结果（n＝3）

Fig 2 Micronucleus formation rate and tail DNA％％ of

in vitro 3D HepaRG cell test（n＝3）
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表 1 各组大鼠骨髓嗜多染红细胞/总红细胞比例和嗜

多染红细胞、肝细胞微核形成率的测定结果（x±±

s，n＝6）

Tab 1 Proportion and micronucleus formation rate of

bone marrow polychromatic erythrocytes and

hepatocytes in rats of each group（x±±s，n＝6）

组别

空白对照组
EG低剂量组
EG中剂量组
EG高剂量组
甲磺酸乙酯组

剂量

0.5％羧甲基纤维素钠
100 mg/kg

300 mg/kg

1 000 mg/kg

200 mg/kg

嗜多染红细胞/
总红细胞

0.54±0.02

0.59±0.06

0.57±0.03

0.53±0.04

0.47±0.04

嗜多染红细胞微
核形成率，％

0.20±0.10

0.36±0.27

0.58±0.19

0.78±0.30

2.10±0.38＊＊

肝细胞微核
形成率，％

0.16±0.13

0.20±0.12

0.38±0.10

0.54±0.09

1.32±0.38＊＊

注：与空白对照组比较，＊＊P＜0.01

Note：vs. blank control group，＊＊P＜0.01

2.4.3 碱性彗星试验

采集大鼠外周血约50 μL备用。肝组织样本采集肝

左叶约 2～3 mm3 大小组织置于 3 mL 切碎液（含 20

mmol/L EDTA-2Na 和 10％ DMSO 的 Hanks 平衡溶液）

中并使用剪刀剪碎组织以释放细胞，经40 μm细胞筛过

滤后置于冰上备用。取外周血淋巴细胞和肝细胞参考

“2.3.1（2）”和“2.3.2”项下方法，分别进行体外 2D、3D细

胞模型的碱性彗星试验，测尾DNA百分含量和尾距（尾

距＝尾DNA百分含量×头部中心至尾部中心的距离）。

结果，与空白对照组比较，甲磺酸乙酯组大鼠外周血淋

巴细胞、肝细胞的尾 DNA 百分含量、尾距均显著升高

（P＜0.01），EG高剂量组大鼠外周血淋巴细胞尾DNA百

分含量显著升高（P＜0.01），EG各剂量组大鼠肝细胞的

微核形成率和肝细胞尾DNA百分含量、尾距差异无统

计学意义（P＞0.05），由此可知，EG 对外周血淋巴细胞

的染色体或DNA损伤效应强于肝细胞。各组大鼠外周

血淋巴细胞、肝细胞尾DNA 百分含量及尾距的测定结

果见表2。

表2 各组大鼠外周血淋巴细胞、肝细胞尾DNA 百分含

量及尾距的测定结果（x±±s，n＝6）

Tab 2 Tail DNA％％ and tail distance of peripheral

blood lymphocytes and hepatocytes in rats of

each group（x±±s，n＝6）

组别

空白对照组
EG低剂量组
EG中剂量组
EG高剂量组
甲磺酸乙酯组

剂量

0.5％羧甲基纤维素钠
100 mg/kg

300 mg/kg

1 000 mg/kg

200 mg/kg

外周血淋巴细胞

尾DNA百分
含量，％

1.19±0.30

0.96±0.27

2.50±0.37

4.71±1.27＊＊

20.00±3.36＊＊＊

尾距

0.14±0.03

0.11±0.03

0.29±0.17

0.54±0.20

4.19±1.25＊＊＊

肝细胞

尾DNA百分
含量，％

2.23±0.48

5.05±1.85

5.77±0.88

6.82±1.62

16.13±5.52＊＊＊

尾距

0.21±0.03

0.57±0.29

0.60±0.10

0.78±0.15

3.90±1.85＊＊＊

注：与空白对照组比较，＊＊P＜0.01，＊＊＊P＜0.001

Note：vs. blank control group，＊＊P＜0.01，＊＊＊P＜0.001

3 讨论
遗传毒性试验通常平行设置阳性对照，确保试验体

系的可靠性。本研究根据文献及经验在体内及体外研

究中选择不同阳性对照，证实试验体系成立、评价结果

可信。丝裂霉素C为体外微核试验常用阳性对照药，可

在非代谢活化条件下诱导微核试验呈阳性结果[13]。鉴

于当前针对体外彗星试验，尤其是 3D模型彗星试验的

文献报道较少，且微核试验所用阳性对照药及浓度范围

通常可兼顾彗星试验，故使用丝裂霉素C同时作为体外

微核和彗星试验的阳性对照药[16]。甲磺酸乙酯是以体

内染色体和 DNA 损伤为检测终点时常用的阳性对照

药，同时也是体内彗星试验联合验证的指定阳性对照[17]，

故本研究将其作为体内微核和彗星试验的阳性对照。

研究EG的致癌性风险对于临床安全用药具有重要

指导意义。本研究首次同时利用体外 2D、3D细胞模型

及大鼠连续15 d体内重复给药试验评价EG的遗传毒性

风险。体内研究在传统骨髓微核试验的基础上增加肝

微核试验，并平行取外周血及肝组织开展彗星试验。肝

微核试验可同时考察毒性靶组织及药物代谢产物的遗

传毒性，尤其在代谢产物体内遗传毒性评价方面具有独

特优势[18]。

本研究发现，在体外3D HepaRG细胞模型中，EG高

剂量组HepaRG细胞的尾DNA百分含量与空白对照组

相比显著升高，且尾DNA百分含量与EG浓度存在明显

的剂量效应相关性；微核试验结果虽为阴性，但可见类

似趋势。体内研究中，尽管EG在传统骨髓嗜多染红细

胞微核试验中呈阴性，但各剂量组微核形成率随剂量升

高有一定升高趋势，且与肝微核试验结果基本相符；此

外，EG 高剂量组可导致外周血淋巴细胞 DNA 明显损

伤，各剂量组之间呈剂量效应相关性，肝细胞彗星试验

结果为阴性但可见类似趋势。2项研究中外周血淋巴细

胞均较肝细胞更为敏感，可见EG可与外周血淋巴细胞

DNA相互作用，存在一定遗传毒性风险。相关体外和体

内研究报道，含蒽醌环的化合物可导致遗传物质断裂、

并导致微核试验和彗星试验结果呈阳性，如大黄素可诱

导小鼠骨髓嗜多染红细胞微核形成率升高[19]，可导致体

外培养人淋巴母细胞和肝细胞DNA断裂[4，20]。大黄素和

大黄酸可诱导哺乳动物细胞 tk基因突变率增加[20]，芦荟

大黄素在排泄过程中可导致肾细胞和结肠细胞的DNA

断裂等 [21]。分析原因认为与蒽醌结构可与 Topo Ⅱ

（Topoisomerase Ⅱ，Topo Ⅱ）的三磷酸腺苷结构域竞争

结合并抑制Topo Ⅱ的活性，从而导致该复合物不易解

离及DNA链断裂 [19]。此外，也有研究显示，蒽醌类化合

物经Ⅰ相代谢后其遗传毒性更强，如在体外试验中添

加大鼠肝微粒体酶S9后（S9混合物配方中仅含启动Ⅰ

相代谢反应的底物），其中芦荟大黄素可诱导更多回复

性菌落形成[15]。有研究根据大鼠灌胃EG后，在血浆、尿

和粪便样本中均可检测到大黄素，推测EG在体内先水
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解为大黄素后再以游离蒽醌形式进一步在体内代谢[22]。

因此，EG体内遗传毒性物质基础可能与分子量较小的

含蒽醌母核的化合物有关，该结论有待经体内代谢及组

织分布研究证实。

此外，本研究也发现，EG对体外2D HepaRG细胞模

型无明显致染色体断裂及DNA损伤风险，而3D细胞模

型对其具有明显损伤，提示体外 3D肝细胞模型的评价

结果更接近于体内试验。体外3D肝细胞模型现已被应

用于药物研发过程中的药物评估[23-24]。体外 3D肝细胞

模型可长期培养，且能保持肝状类似结构和组织代谢

活动 [25-26]，在重复给药的体外肝毒性评价方面具有一定

的优势。本研究的结果也表明，体外 3D肝细胞模型是

良好的体外毒性评价方法，其评价结果与体内实验相

似，可以更准确地进行肝毒性药物的早期筛选。
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