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摘要　目的：考察商陆皂苷甲ＥｓｃｕｌｅｎｔｏｓｉｄｅＡ（ＥｓＡ）对人肾小管上皮细胞（ＨＫ－２细胞）的毒性。方法：１）ＭＴＴ法测细胞活力；
２）检测细胞上清液ＬＤＨ、细胞内ＳＯＤ及ＭＤＡ；３）采用倒置显微镜及电镜观察细胞形态学；４）采用Ｈｏｅｃｈｓｔ－ＰＩ染色及流式细胞
仪观察细胞凋亡的情况。结果：１）ＥｓＡ对肾细胞的活力有显著的抑制作用，其ＩＣ５０为１４９１１μｇ·ｍＬ

－１，且存在一定的时效和量

效关系；２）ＥｓＡ能升高肾细胞培养上清中的ＬＤＨ，使肾细胞内ＳＯＤ／ＭＤＡ比值有所下降；３）ＥｓＡ能使肾细胞及其超微结构发生
变化，出现凋亡或坏死，有一定的量效关系。结论：大于１００μｇ·ｍＬ－１浓度的商陆皂苷甲对ＨＫ－２细胞有一定的毒性，其毒性
机制与细胞氧化应激、凋亡等相关。
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　　商陆始载于《神农本草经》，为商陆属植物商陆
（ＰｈｙｔｏｌａｃｃａａｃｉｎｏｓａＲｏｘｂ）和垂序商陆（Ｐｈｙｔｏｌａｃｃａａ
ｍｅｒｉｃａｎａＬ）的干燥根，为泻下逐水药，其性寒，味苦
辛，有毒，归肺、肾、大肠经［１］。现代研究显示，商陆具

有免疫调节及抗肿瘤、消炎抗菌、利尿等多种药理作

用，过量服用商陆的不良反应有神经系统和消化系

统［２－５］，课题组研究曾指出，商陆能对大鼠的肾脏产生

一定的毒性［６］。本文选用主要成分之一商陆皂苷甲，

探讨其对肾细胞的直接毒性。

１　材料
１１　细胞株　ＨＫ－２细胞即人肾小管上皮细胞，由上
海中科院细胞库提供。

１２　试剂及材料　商陆皂苷甲（上海融禾医药科技发
展有限公司，纯度 ＞９８％，批号：１２０４１７）；ＤＭＥＭ／Ｆ１２

培养基（Ｇｉｂｃｏ公司）；胎牛血清（Ｈｙｃｌｏｎｅ公司）；青霉
素 －链霉素抗体（Ｇｉｂｃｏ公司）；胰蛋白酶（Ｓｉｇｍａ公
司）；ＭＴＴ、ＰＩ、Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２（Ｓｉｇｍａ公司）；ＬＤＨ（日本
世诺临床诊断制品株式会社）；ＳＯＤ、ＭＤＡ、超微量蛋白
（南京建成生物研究所）；二甲基亚砜（国药集团化学

试剂有限公司）。培养基配置：ＤＭＥＭ／Ｆ１２＋１０％胎牛
血清＋１％双抗。
１３　仪器　ＢｉｏＴｅｋ全自动酶标仪；欧林巴斯 ＢＸ５１正
置显微镜、ＩＸ７０倒置系统显微镜；日立７０８０全自动血
液生化仪。

２　方法
２１　ＥｓＡ对肾细胞活力的影响　将处于对数生长期
的ＨＫ－２细胞经０２５％胰酶消化后制备成细胞悬液
（细胞浓度为８×１０４个·ｍＬ－１），每孔加入１８０μＬ，培
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养２４ｈ后分别加入６个不同浓度的 ＥｓＡ，每个浓度６
孔，另设阴性平行对照组，置３７℃、５％ＣＯ２培养箱中
培养２０ｈ，避光加入５ｇ／ＬＭＴＴ溶液２０μＬ，继续培养
４ｈ。弃上清，加入二甲基亚砜（１５０μＬ／ｗｅｌｌ），振荡混
匀，另设一调零孔（ＤＭＳＯ），于酶标仪检测波长５７０ｎｍ
处测吸光度 Ａ，计算细胞活率。重复实验３次。细胞
活率＝（药物组平均 Ａ－调零孔 Ａ）÷（对照组平均 Ａ
－调零孔Ａ）×１００％。
细胞同上方法处理，培养２４ｈ后加入ＥｓＡ，使其终

浓度为１５０μｇ·ｍＬ－１，分别于２、４、８、１２、１８、２４ｈ，避
光加入５ｇ／ＬＭＴＴ溶液２０μＬ，继续培养４ｈ。弃上清。
加入二甲基亚砜（１５０μＬ／ｗｅｌｌ），同上法测定吸光度Ａ，
重复实验３次。
２２　ＥｓＡ对肾细胞上清液 ＬＤＨ、细胞内 ＳＯＤ及 ＭＤＡ
的影响

２２１　上清液 ＬＤＨ的检测　同 ２１法将细胞悬液
（细胞浓度为１８×１０４个·ｍＬ－１）接种于２４孔板。置
３７℃、５％ＣＯ２培养箱中培养 ２４ｈ后，分别以含 ５０、
１００、１５０、２００μｇ·ｍＬ－１商陆皂苷甲的完全培养液处理
细胞，另设阴性平行对照组，每组３孔。继续培养２４ｈ
后，取细胞培养上清液，３０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，取上清
液立即用日立７０８０全自动血液生化仪测ＬＤＨ含量。
２２２　ＳＯＤ及 ＭＤＡ的检测　将处于对数生长期的
ＨＫ－２细胞经０２５％胰酶消化后制成细胞悬液，调整
细胞浓度为２５×１０４个·ｍＬ－１，接种于６孔板中。培
养２４ｈ后分别以含２５、５０、１００μｇ·ｍＬ－１商陆皂苷甲
的完全培养液处理细胞，另设阴性平行对照组。培养

２４ｈ后，胰酶消化收集各组细胞，用生理盐水洗涤２次
细胞后，用适量生理盐水超声裂解细胞，３０００ｒ／ｍｉｎ离
心５ｍｉｎ后取适量上清液，检测 ＳＯＤ及 ＭＤＡ，并对蛋
白定量。

２３　ＥｓＡ对肾细胞形态的影响
２３１　倒置显微镜观察细胞形态　同２２１法处理
细胞后，以倒置显微镜观察细胞形态。

２３２　电镜观察细胞形态　将 ＨＫ－２细胞接种于
１００ｍｍ培养皿中，置３７℃、５％ＣＯ２培养箱中培养２４
ｈ后分别以２５、５０、１００μｇ·ｍＬ－１商陆皂苷甲的完全培
养液处理细胞，另设阴性平行对照组。培养箱中培养

２４ｈ后，弃上清，用ＰＢＳ溶液洗涤２次，加入预冷电镜
液使细胞固定５ｍｉｎ，细胞刮刀刮下细胞于１５ｍＬ离
心管中，１２００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ后弃上清，加入适量预
冷的电镜液置４℃冰箱保存细胞，送基尔顿生物科技
有限公司进行电镜检测。

２４　ＥｓＡ对肾细胞凋亡的影响

２４１　Ｈｏｃｈｅｓｔ３３３４２－ＰＩ染色观察肾细胞的凋亡／坏
死　同２２１对细胞进行处理，给药２４ｈ后，于培养液
中加入终浓度为１０μｇ·ｍＬ－１的 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２，３７℃
反应１０ｍｉｎ后，继续加入终浓度为１０μｇ·ｍＬ－１的ＰＩ，
４℃反应２０ｍｉｎ后，立即用倒置荧光显微镜观察拍照。
２４２　流式细胞仪测肾细胞凋亡　将处于对数生长
期ＨＫ－２肾细胞分别经０２５％胰酶消化后，接种于６
孔板中，培养 ２４ｈ后分别以含 ２５、５０、１００、１５０μｇ·
ｍＬ－１商陆皂苷甲的完全培养液处理细胞，给药 ２４ｈ
后，用胰酶消化收集各组细胞，１２００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ
后，弃上清，加入新鲜培养液后收集细胞于１５ｍＬ离
心管中，交由上海中医药大学生化毒理室进行流式细

胞检测，采用方法：ＡｎｎｅｘｉｎＶ－ＰＩ测细胞凋亡。
２５　统计学处理　ＳＰＳＳ１５０软件分析数据，实验统
计数据均用（珋ｘ±ｓ）表示，单因素方差分析（Ｏｎｅ－ｗａｙ
ＡＮＯＶＡ），方差齐时用ＬＳＤ法，方差不齐时用Ｄｕｎｎｅｔｔ’
ｓ法。Ｐ＜００１和 Ｐ＜００５为有统计学意义；ＩＣ５０用
Ｂｌｉｓｓ法计算。
３　结果
３１　ＥｓＡ对肾细胞活力的影响　与对照组相比，５０～
２００μｇ·ｍＬ－１ＥｓＡ组ＨＫ－２细胞活力明显下降，有统
计学意义（Ｐ＜００１），且呈一定的剂量依赖性，ＩＣ５０为
１４９１１μｇ·ｍＬ－１，见表１。

与对照组相比，１５０μｇ·ｍＬ－１ＥｓＡ作用２ｈ后，各
组ＨＫ－２细胞活力均明显下降，有统计学意义（Ｐ＜
００１），且呈一定的时间依赖性，见表２。

表１　ＥｓＡ对ＨＫ－２细胞活力的影响（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）

Ｇｒｏｕｐ Ｄｏｓｅ／（μｇ·ｍＬ－１） Ａ　　 ＣｅｌｌＶｉａｂｉｌｉｔｙ／％

Ｃｏｎｔｒｏｌ — ０３２２±０００６ １００００±１８６
ＥｓＡ ２００ ００５４±００１５ １６７７±４６６

１５０ ０１５７±００１１ ４８７６±３４２

１００ ０２７２±０００９ ８４４７±２８０

５０ ０２９１±０００２ ９０３７±０６２

２５ ０３１８±０００５ ９８７６±１５５
１２５ ０３１５±０００８ ９７８３±２４８

　　Ｎｏｔｅ：Ｐ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌ

表２　１５０μｇ·ｍＬ－１ＥｓＡ对ＨＫ－２细胞活力的影响（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）

　　Ｇｒｏｕｐ
Ｔｉｍｅ（ｈ）　　

Ｃｏｎｔｒｏｌ
Ａ ＣｅｌｌＶｉａｂｉｌｉｔｙ／％

１５０μｇ·ｍＬ－１ＥｓＡ
Ａ ＣｅｌｌＶｉａｂｉｌｉｔｙ／％

２ ０６２９±００１８ １００００±２８６０３８４±００１１ ６１０５±１７５

４ ０５８９±００３７ １００００±６２８０２８０±００２７ ４７５４±４５８

８ ０５８７±００１９ １００００±３２４０２７５±０００５ ４６８５±０８５

１２ ０５８７±００３９ １００００±６６４０２３６±０００７ ４０２０±１１９

１８ ０４９０±００１６ １００００±３２６０１９６±００２１ ４０００±４２８

２４ ０５２４±００２３ １００００±４３９０１８９±０００７ ３６０７±１３４

　　Ｎｏｔｅ：Ｐ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌ

３２　ＥｓＡ对肾细胞培养上清 ＬＤＨ、细胞内 ＳＯＤ及

·２５１· ＷＯＲＬＤＣＨＩＮＥＳＥＭＥＤＩＣＩＮＥ　Ｆｅｂｒｕａｒｙ．２０１４，Ｖｏｌ．９，Ｎｏ．２



ＭＤＡ的影响　与对照组相比，１５０和 ２００μｇ·ｍＬ－１

ＥｓＡ组的ＨＫ－２细胞上清液中ＬＤＨ含量明显升高，有
统计学意义（Ｐ＜００１），见表３。

与对照组相比，２５～１００μｇ·ｍＬ－１ＥｓＡ作用２４ｈ
后，各组的ＨＫ－２细胞中 ＳＯＤ、ＭＤＡ分别出现相应的
降低和升高现象，ＳＯＤ／ＭＤＡ明显降低，见表４。

表３　ＥｓＡ对ＨＫ－２细胞上清ＬＤＨ的影响（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

Ｇｒｏｕｐ Ｄｏｓｅ／（μｇ·ｍＬ－１） ＬＤＨ／（ＩＵ·Ｌ－１）

Ｃｏｎｔｒｏｌ — ６５６７±１５３
ＥｓＡ ２００ １７２３３±２５２

１５０ １４７００±３６１

１００ ６７３３±４９３
５０ ６４００±１００

　　Ｎｏｔｅ：Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌ

表４　ＥｓＡ对ＨＫ－２细胞ＳＯＤ、ＭＤＡ的影响

Ｇｒｏｕｐ
Ｄｏｓｅ

／（μｇ·ｍＬ－１）
ＳＯＤ

／（Ｕ／ｍｇｐｒｏｔ）
ＭＤＡ

／（ｎｍｏｌ／ｍｇｐｒｏｔ）
ＳＯＤ
／ＭＤＡ

Ｃｏｎｔｒｏｌ ３８９８ １５８ ２４６７
ＥｓＡ １００ ３３５６ ２３４ １４３４

５０ ３３７８ １７８ １８９８
２５ ３４７５ １５６ ２２２８

３３　ＥｓＡ对肾细胞形态的影响
３３１　显微镜观察细胞形态　正常 ＨＫ－２细胞间连
接紧密，贴壁生长，形态呈鹅卵石样，２００μｇ·ｍＬ－１

ＥｓＡ组的肾细胞基本死亡漂浮于培养液中，１５０μｇ·
ｍＬ－１ＥｓＡ组的肾细胞数量大量减少、细胞皱缩变圆、部
分死亡细胞漂浮于培养液中，１００μｇ·ｍＬ－１ＥｓＡ组的
肾细胞数量明显减少、少量细胞脱壁死亡，５０μｇ·
ｍＬ－１ＥｓＡ组的肾细胞形态未发生明显的改变，附图１。

图１　商陆皂苷甲（ＥｓＡ）对ＨＫ－２细胞形态的影响（×２００）

３３２　超微结构细胞形态　正常对照组 ＨＫ－２细胞
结构较完整、核形态不规则，１００μｇ·ｍＬ－１ＥｓＡ组大部
分线粒体被破坏、细胞核中有明显较大的圆形致密物，

５０μｇ·ｍＬ－１ＥｓＡ组细胞核大、细胞膜和核膜扭曲内
陷、大部分线粒体破坏及肿大，２５μｇ·ｍＬ－１ＥｓＡ组细

胞核大小不等且不规则、线粒体肿大破坏，见图２。
３４　ＥｓＡ对肾细胞凋亡／坏死的影响　Ｈｏｅｃｈｓｔ－ＰＩ
染色显示：正常细胞呈淡蓝色，早期凋亡细胞呈亮蓝

色，晚期凋亡／坏死细胞呈橘红色。正常对照组与５０
μｇ·ｍＬ－１ＥｓＡ组ＨＫ－２细胞基本正常，随着药物浓度
增加，凋亡／坏死细胞不断增加，２００μｇ·ｍＬ－１ＥｓＡ组
的肾细胞基本均处于晚期凋亡或坏死状态，呈现一定

的量效关系，见图３。
流式细胞仪检测显示：ＨＫ－２肾细胞在２５～１５０

μｇ·ｍＬ－１ＥｓＡ作用２４ｈ后，细胞凋亡发生的比率由
５３２％上升到１８４６％，存在一定的量效关系，见表５。

图２　商陆皂苷甲（ＥｓＡ）对ＨＫ－２细胞亚显微结构的影响

图３　商陆皂苷甲（ＥｓＡ）对ＨＫ－２细胞凋亡的影响（×２００）

表５　商陆皂苷甲（ＥｓＡ）对ＨＫ－２细胞凋亡的影响

Ｇｒｏｕｐ
Ｅａｒｌｙａｐｏｐｔｏｓｉｓ
ｃｅｌｌｓ／％

Ｍｉｄａｎｄｌａｔｅａｐｏｐｔｏｓｉｓ
ｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｃｅｌｌｓ／％

Ｎｏｒｍａｌｃｅｌｌｓ
／％

Ｃｏｎｔｒｏｌ １４７ ２８４ ９５７０
２５μｇ·ｍＬ－１ＥｓＡ １５７ ５３２ ９３２１
５０μｇ·ｍＬ－１ＥｓＡ １４８ ７０６ ９１４６
１００μｇ·ｍＬ－１ＥｓＡ １３９ １１１７ ８７４４
１５０μｇ·ｍＬ－１ＥｓＡ １０４ １８４６ ８０５０

４　讨论
商陆皂苷甲（ＥｓＡ）在商陆中的含量约为０４％［７］，

其既是商陆的主要及活性成分，又是其毒性成分之一。
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体内研究，给予大鼠商陆水煎液３５ｄ可致肾脏损伤，
其病理损伤主要表现为肾小管上皮细胞变性、蛋白管

型，且恢复期部分损伤可逆［６］。文献报道，商陆皂苷甲

能够引起ＢＸＳＢ小鼠肾小球和肾小管细胞的凋亡，其
作用机理可能与下调 ＢＸＳＢ小鼠肾组织中 Ｂｃｌ－２（凋
亡调节蛋白）的表达和Ｂｃｌ－２／Ｂａｘ的比值从而加速细
胞凋亡有关［８］。人肾小管上皮细胞（ＨＫ－２细胞系）
是成人肾细胞，其功能接近原代培养的肾小管上皮细

胞，已经成为研究各种药物肾毒性及肾小管损伤机制

的重要细胞模型［９－１１］。

本研究表明，大于 １００μｇ·ｍＬ－１商陆皂苷甲对
ＨＫ－２细胞（人肾小管上皮细胞）有明显的毒性作用，
提示商陆皂苷甲可能是中药商陆致肾毒性的物质基础

之一，其对肾细胞毒性机制与致细胞氧化应激、凋亡相

关。
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［３３］周倩，金若敏，姚广涛．吴茱萸中４种单体成分致肾细胞毒性的初步
研究［Ｊ］．中国药物警戒，２０１３，１０（１）：１－５．

［３４］李慧颖，王秀坤，王玉刚，等．不同孔径透析袋对吴茱萸汤提取物入
血成分透过的影响—体外药理实验中中药提取物样品前处理的可

行性［Ｊ］．世界科学技术：中医药现代化，２０１０，１２（４）：５１５－５２０．
［３５］杨秀伟．吴茱萸水和７０％乙醇提取物的急性毒性和遗传毒性试验

［Ｊ］．中国中药杂志，２００８，３３（１１）：１３１７－１３２１．
［３６］肖凯，李宏霞．环磷酰胺剂量、取样时间对小鼠骨髓微核率的影响

［Ｊ］．癌变畸变突变，２００５，１７（６）：３６７－３６９．
［３７］ＭｉｌｌｅｒＢ，Ｐｏｔｔｅｒ－ＬｏｃｈｅｒＦ，ＳｅｅｌｂａｃｈＡ，ｅｔａｌ．Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｉｎｖｉｔｒｏ

ｍｉｃｒｏｎｕｃｌｅｕｓｔｅｓｔａｓａｎａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅｔｏｔｈｅｉｎｖｉｔｒｏｃｈｒｏｍｏｓｏｍａｌａｂｅｒｒａｔｉｏｎ
ａｓｓａｙ：ｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆｔｈｅＧＵＭｗｏｒｋｉｎｇｇｒｏｕｐｏｎｔｈｅｉｎｖｉｔｒｏｍｉｃｒｏｎｕｃｌｅｕｓｔｅｓｔ
［Ｊ］．ＭｕｔａｔＲｅｓ，１９９８，４１０：８１－１１６．

［３８］尤育初，糜静娟，廖青，等．６１５系小鼠血容量及红细胞比积的测定
［Ｊ］．上海畜牧兽医通讯－实验动物科学专辑，１９８２，２（３）：１２５－１２７．

（２０１４－０１－０６收稿　责任编辑：洪志强）
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