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摘要# 目的!建立小鼠胚胎干细胞实验模型# 并以其评价川芎水煎液的胚胎毒性’ 方法!体外培养小鼠胚胎成纤维细
胞 $0$ 和胚胎干细胞 "43ZOE$ d$# M00法检测青霉素X& 苯妥英钠& ,+氟尿嘧啶对 $0$& d$ 细胞的毒性作用# 绘制
细胞存活率+浓度曲线# 计算 $ 种受试物对 # 种细胞的半数抑制浓度 "SO,&$0$ 和 SO,&d$$’ 利用悬滴+悬浮+贴壁方法#
体外培养d$ 细胞分化成心肌细胞’ 通过实时定量NOI "o+NOI$ 检测心肌细胞中肌球蛋白重链基因 "!+M[O$ 的表
达’ 再计算 $ 种受试物对d$ 细胞的半数分化抑制浓度 "Sd,&d$$# 判定其胚胎毒性等级’ 结果!青霉素 X& 苯妥英
钠& ,+氟尿嘧啶分别为无& 弱& 强胚胎毒性’ 川芎水煎液的 SO,& $0$& SO,& d$& Sd,& d$ 分别为 ’Q$’& "*Q-*&
"&Q#& 4?A4R’ 结论!川芎水煎液胚胎毒性较弱’
关键词! 川芎水煎液% 胚胎毒性% 胚胎干细胞实验模型
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!!妊娠期应用中药存在一定的普遍性(") # 但由
于历史条件的限制# 许多常用中药未经过严格的胚
胎毒性评价’ 近年来研究发现# 一些传统上认为无
毒& 在妊娠期常用的中药具有一定的生殖发育毒

性# 如青蒿素对 Zd大鼠有胚胎毒性及较弱的致畸
作用(#) # 补骨脂& 续断& 黄芩& 黄连等中药均具
有潜在的胚胎毒性($+,) ’ 因此# 对妊娠期常用中药
的胚胎毒性有必要进行系统研究’
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川芎为四物汤& 胶艾汤等妊娠期常用安胎方剂
的重要组成中药之一# 但有记载它也可配伍红花&
牛膝等中药用于堕胎# 表明在临床应用中存在安
胎& 堕胎界限不清的现象# 故其是否具有胚胎毒性
需要系统评价’

目前# 胚胎毒性的评价方法包括体内生殖发育
毒性试验和体外替代试验# 但前者需要使用大量动
物# 费用较高# 试验周期长’ 近年来# 已建立多种
胚胎毒性体外测试体系# 本实验采用欧洲动物实验
替代中心 "3OcLM$ 推荐的体外评价方法...胚
胎干细胞实验()) # 从细胞毒性和对心肌细胞的分
化抑制作用来评价川芎的胚胎毒性# 为其安全使用
提供科学依据’
JK材料
"Q"!细胞!小鼠胚胎干细胞 d$ "品系 "#’AZ‘j
;AjK# N’# 中国科学院干细胞库编号 ZOZN+#&##
批号 #&")&*"#$& 小鼠胚胎成纤维细胞 $0$ "品系
JS[AZ_6EE# N,# 中国科学院干细胞库编号 ZOZN+
,",# 批号 #&")&*&$$& 小鼠胚胎成纤维细胞 M3Y
"品系昆明白# N$# 中国科学院干细胞库编号 ZO+
ZN+"&"I# 批号 #&")&)&"$ 均购自中国科学院上海
生命科学研究院’
"Q#!试药!川芎 "购自佛山市南海北沙药材加工
厂# 批号 ",&,"(# 经广州中医药大学中药鉴定教
研室李薇教授鉴定为伞形科植物川芎 L+5I),+<IJ
<%I-3F+(35 [<DF%的干燥根茎$’ 青霉素X& 苯妥英
钠& ,+氟尿嘧啶& 白血病抑制因子& !+巯基乙醇&
M00粉末均购自美国 Z6?45公司% 高糖 dM3M培
养基& 胎牛血清& L+谷氨酰胺& 非必需氨基酸& 丙
酮酸钠均购自美国X6H;<公司% 新生牛血清 "杭州
四季青生物工程材料有限公司$’
"Q$!仪器!ZG+OV+"Yd单人单面净化工作台 "苏
州市金燕净化设备工程有限公司$% 3ORSNZ3+
0Z"&& 倒置相差显微镜 "日本 J6B<7 公司$% ","&
全波长酶标仪& ZF1K a71N29E荧光定量 NOI仪
"美国0C1D4<Y6EC1D公司$% 普通NOI仪 "杭州博
日科技有限公司$% J57<dD<K a71超微量紫外分光
光度计 "美国0C1D4<公司$’
LK方法
#Q"!川芎质量研究及受试物制备
#Q"Q"!质量研究!按照 #&", 版 1中国药典2 规
定# 对川芎进行定性鉴别& 阿魏酸含有量测定#
XO法测定部分有机氯& 有机磷& 拟除虫菊酯类农
药含有量# 原子吸收分光光度法测定铅& 镉& 砷&

汞& 铜等重金属含有量# 以排除农药& 重金属等有
毒有害物质对实验结果的干扰’
#Q"Q#!水煎液制备!取一定量川芎饮片置于容器
中# 加水 "超过药面$ 浸泡 $& 467 后煎煮 $ 次#
每次 )& 467# 合并水煎液# 过滤# 浓缩至含生药量
" ?A4R# 即得# [NRO法测定阿魏酸含有量#
i*& g下保存备用($) ’
#Q"Q$!受试物制备!取 " ?A4R水煎液 ,& 4R#
"# &&& DA467离心 "& 467# 上清液过 &Q## "4微孔
滤膜# 得无菌川芎水煎液# 将水煎液与完全培养基
混合# 配制成不同质量浓度 "&Q"& "Q#,& #Q,&
)Q#,& "&& "#Q,& $"Q#, 4?A4R$ 的受试物# 均为
均一稳定棕色澄清液体’
#Q#!胚胎干细胞实验模型建立
#Q#Q"!M3Y细胞铺制!从液氮中取出 " 支 M3Y
"$ h"&) A4R$# 置于 $- g水浴中迅速融化# 将细
胞悬液转移至含 M3Y完全培养液 "dM3M高糖培
养基& "&!胎牛血清& "!谷氨酰胺& "!非必需氨
基酸& "!青霉素+链霉素$ 的离心管中# 吹打混
匀# " &&& DA467离心 , 467# 吸除上清# 另加入新
鲜M3Y完全培养液# 重悬后平均加入到预先包被
&Q#!明胶的 0#, 培养瓶中# 轻轻摇匀# 置于
$- g& ,!Oa# 细胞培养箱中内培养’
#Q#Q#!d$ 细胞培养!M3Y铺制 #( C 后# 导入
d$’ 从液氮中取出 " 支 d$# 复苏至预先铺好饲养
层细胞的0#, 培养瓶中# 置于 $- g& ,!Oa# 细胞
培养箱中培养# 每天更换培养液 "dM3M高糖培
养基& ",!胎牛血清& "!谷氨酰胺& "!非必需氨
基酸& &Q#,!!+巯基乙醇& " &&& TA4R白血病抑
制因子& "!青霉素+链霉素$# d$ 增殖 # e$ @# 形
成大小均一的球形克隆团# 当细胞融合度达 )&!e
-&!时传代# 于倒置显微镜下观察 d$ 细胞的生长
行为及形态特征’
#Q#Q$!$0$ 细胞培养!从液氮中取出 " 支 $0$# 复
苏至0#, 培养瓶中# 置于 $- g& ,!Oa# 细胞培养
箱中培养# 每 # @更换 " 次培养液 "dM3M高糖培
养基& "&!新生牛血清& "!谷氨酰胺& "!非必需
氨基酸& "!丙酮酸钠& "!青霉素+链霉素$# 细胞
呈长梭形# 当细胞融合度达 )&! e-&!时传代#
于倒置显微镜下观察 d$ 细胞的生长行为及形态
特征’
#Q#Q(!受试物对 $0$& d$ 细胞毒性作用检测!在
’) 孔细胞培养板中# 每孔接种密度 #Q, h"&$ A4R
的 $0$& d$ 细胞# 青霉素 X质量浓度为 #&& e

""’"

#&"* 年 ’ 月
第 (& 卷!第 ’ 期

中 成 药
OC671E10D5@6F6<752N5F17FM1@6;671

Z1KF14H1D#&"*
c<2%(&!J<%’



" (&& 4?AR# 共 - 个梯度% 苯妥英钠质量浓度为
#& e")& 4?AR# 共 * 个梯度% ,+氟尿嘧啶质量浓度
为 &Q&" e&Q"# 4?AR# 共 "" 个梯度# 每个质量浓
度设 , 个复孔# 并设阴性对照组’ 第 $& , 天更换
培养基# 第 "& 天用 M00法检测细胞活性# 于
,-& 74波长处测定吸光度# 计算受试物 SO,&$0$ 和
SO,&d$’
#Q#Q,!受试物对 d$ 细胞分化抑制作用检测!差
速贴壁法除去 M3Y滋养层细胞# 培养液撤除白血
病抑制因子# 将细胞调整密度至 $Q-, h"&( AR# 悬
滴培养于 "& ;4细菌培养皿盖上# 每滴加 #& "R时
加入适量N.Z# 悬滴 $ @后# 倒置显微镜下可见每
个悬滴中有 " 个拟胚体# 将其小心转移至 )& ;4悬
浮培养皿中# 加入 "& 4R无白血病抑制因子完全培
养液# 置于 $- g& ,!Oa# 细胞培养箱中悬浮培养
# @后# 将拟胚体接种至 "!明胶包被的 ) 孔板中#
每孔内 " 个# 分别加入含青霉素 X& 苯妥英钠& ,+
氟尿嘧啶的分化培养基# 继续置于 $- g& ,!Oa#
细胞培养箱中培养 , @’ 于分化第 "& 天# 检测分化
心肌细胞中所含 !+M[O的表达水平# 然后在 ) 孔
板中加入 N.Z " i$ 洗涤 # 次# 0D6b<2提取 IJL#
测定其浓度和纯度后于i*& g下保存’ 取 " "?进
行去?dJL反应和逆转录反应# ;dJL量是原始浓
度稀释 "&& 倍# 具体操作步骤按照 ZU.I& ND146]
d641D3D5E1D0M试剂盒说明进行# 反应体系为
ZU.IXD117 I152F641NOIM5EF1DM6]"#Q, "R# 样
品溶液 #Q, "R# 引物各 "Q& "R# 加双蒸水至总体
积 #, "R# 所有NOI引物 "ND641DND1461D,Q& 软件
设计$ 均由上海生工生物工程技术服务有限公司
合成# 需要扩增的目的基因引物序列 !+肌球蛋白
重链 "!+M[O$ 正向 ,r+XOOOO0OO0OLOL0O0+
0O0OO+$r# 反向 ,r+OLXXX00XXO00XXL0XL000+
$r% 内参XLNd[引 物 序 列 正 向 ,r+OO00OOX0+
X00OO0LOOO+$r# 反向 ,r+OLLOO0XX0OO0OLX0+
X0LX+$r# 扩增条件为 ’, g# , E# " 个循环%
’, g# , E% ,, g# $& E% -# g# $& E% (& 个循
环’ 每个样品设 $ 个平行孔’ 目的基因 "!+M[O$
和内参基因 "!+5;F67$ 均采用相对定量# 其相对
表达水平以 # i’’OF表示 "’OFqOF目的基因+OF内参基因#
’’OFq’OF处理组 i’OF对照组$# 计算 ,&!d$ 细胞分
化受抑制的浓度# 即 Sd,&d$’
#Q#Q)!发育毒性判定(-) !(! ,Q’", -2?"SO,&
$0$$ j$Q,&&2?"SO,& d$ $ +,Q$&- "SO,& $0$+Sd,&
d$$ ASO,&$0$+",Q-#

)! $Q)," "2?"SO,& $0$$ j#Q$’( "2?"SO,&
d$$ +#Q&$$ "SO,&$0$+Sd,&d$$ ASO,&$0$+)Q*,

$! +&Q"#,2?"SO,&$0$$ j"Q’"-2?"SO,&d$$ j
"Q,&& "SO,&$0$+Sd,&d$$ ASO,&$0$+#Q)-

发育毒性的判定标准!(l)#(l$# 则受试物
发育毒性为 " 级# 无胚胎毒性%)l(#)l$# 则受
试物发育毒性为 # 级# 弱胚胎毒性% $l(# $l)#
则受试物发育毒性为 $级# 强胚胎毒性’
#Q$!胚胎毒性评价!以 &Q"& "Q#,& #Q,& )Q#,&
"&& "#Q,& $"Q#, 4?A4R水煎液作用于 $0$& d$
细胞($) # M00法检测受试物细胞毒性’ 再以含川
芎 "Q#,& )Q#,& "&& "#Q,& $"Q#, 4?A4R的分化培
养基处理 d$ 细胞# 检测对其分化能力的抑制作
用# 并按 *#Q#Q)+ 项下方法评价其发育毒性’
#Q(!统计学分析!采用 ZNZZ ##Q& 软件进行处理#
数据均以 "Ff)$ 表示# 多组间比较采用单因素方
差分析’ !P&Q&, 表示差异具有统计学意义’
MK结果
$Q"!质量研究!经广州中医药大学中药鉴定教研
室李薇教授鉴定# 川芎外观性状及显微鉴别均符合
#&", 版 1中国药典2 要求’ 生川芎中阿魏酸含有
量为 "&Q"(’ f&Q&$"$!# 符合药典要求 "按干燥
品计算# 阿魏酸不得少于 &Q"!$% 未检出农药#
并且铅& 镉& 砷& 汞& 铜等重金属含有量均符合相
关标准# 可排除它们对实验结果的干扰% 川芎水煎
液中阿魏酸含有量为 " &Q&’" - f&Q&&’ $!#
i*& g下保存# $ 个月后测定其含有量# 发现所
得结果稳定’
$Q#!胚胎干细胞培养!在倒置显微镜下# 小鼠胚胎
干细胞排列紧密# 呈集落状生长# 克隆团似鸟巢状#
形态均一# 细胞表面有折光较强的脂状小滴# 细胞
克隆与滋养层界限清晰# 无分化迹象’ 见图 "’

图 JK小鼠胚胎干细胞
N#OPJK?"4.**65-+"%#0.&*60*QQ.
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$Q$!胚胎干细胞实验模型验证!表 "& 图 # e( 显
示# 青霉素 X无胚胎毒性# 苯妥英钠为弱胚胎毒

性# ,+氟尿嘧啶为强胚胎毒性’

表 JK受试物终点浓度
;(5PJK@%!,"#%&0"%0*%&-(&#"%."/&*.&.45.&(%0*.

受试物 SO,&$0$A""?04Ri"$ SO,&d$A""?04Ri"$ Sd,&d$A""?04Ri"$ 函数( 函数) 函数$ 判定结果 等级
青霉素X " "",Q-( " &,-Q-$ " $’&Q&$ "#Q)# "#Q&# #Q$* (l)# (l$ "
苯妥英钠 -,Q’( ,#Q$* $*Q&, i&Q#$ $Q"# "Q"( )l(# )l$ #
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图 LK青霉素U对 M;M 细胞$ CM 细胞$ 心肌细胞的影响
N#OPLK@//*0&."/,*%#0#QQ#%U"%M;M 0*QQ.’ CM 0*QQ.(%!6+"0(-!#(Q0*QQ.

图 MK苯妥英钠对 M;M 细胞$ CM 细胞$ 心肌细胞的影响
N#OPMK@//*0&."/,8*%+&"#%."!#46"%M;M 0*QQ.’ CM 0*QQ.(%!6+"0(-!#(Q0*QQ.

图 RKV’氟尿嘧啶对 M;M 细胞$ CM 细胞$ 心肌细胞的影响
N#OPRK@//*0&."/V’/Q4"-"4-(0#Q"%M;M 0*QQ.’ CM 0*QQ.(%!6+"0(-!#(Q0*QQ.

$Q(!胚胎毒性评价!图 , 显示# 川芎水煎液的
SO,& $0$& SO,& d$& Sd,& d$ 分别为 ’Q$’& "*Q-*&
"&Q#& 4?A4R’ 将上述结果代入线性判别公式# 得
出函 数 (& )& $ 分 别 为 i&Q#&& i&Q&-&
i&Q(*# 即函数) l函数(# 函数) l函数$#
表明川芎水煎液呈弱胚胎毒性’
RK讨论

目前# 胚胎毒性检测的体内实验大多采用胚
胎+胎仔毒性和致畸性试验 "Z1?417F)试验$# 但
需要使用大量动物# 费用较高# 试验周期长# 难以
迅速对大量物质进行毒性评价’ 近年来# 已建立多
种胚胎毒性体外测试体系# 其中胚胎干细胞实验是
国际上公认的发育毒性评价体外替代方法之一(*) ’
小鼠胚胎干细胞是从着床前胚胎的内细胞团中分离
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图 VK川芎水煎液对 M;M 细胞$ CM 细胞$ 心肌细胞的影响
N#OPVK@//*0&."/#$%&’!()’* +$(,)-& !*0"0&#"%"%M;M 0*QQ.’ CM 0*QQ.(%!6+"0(-!#(Q0*QQ.

得到的具有分化潜能的细胞系# 具有体外可增殖
性& 全能性& 多能性& 可操作性# 从受试物对其细
胞毒性及心肌细胞的分化抑制作用来评价其发育毒
性’ 由于胚胎干细胞较成体组织对受试物更敏
感(’) # 故可通过 M00法测定受试物对 d$ 细胞
"d$$& 纤维母细胞 "$0$$ 毒性作用# 得到 SO,&
$0$& SO,&d$% 它还具有体外分化潜能# 在特定条
件下可自发分化为心肌细胞# 采用 pNOI检测心肌
细胞中所含的特异性 !+M[O基因# 可得到对 d$
细胞半数分化抑制浓度 "Sd,&$# 将 $ 个毒性浓度
作为检测终点来判断受试物发育毒性’ 经 3OcLM
验证# 该方法下发育毒性测定结果与体内动物实验
结果的符合率高达 *#!# 能正确划分大多数化学
物质的胚胎毒性等级# 而且对强胚胎毒性物质可达
到 "&&!的正确率("&) # 并且还可应用于单味中药
及中药复方的胚胎毒性评价(""+"$) ’

本实验发现# 川芎水煎液具有弱胚胎毒性# 但
同时也观察到低质量浓度下对胚胎干细胞的增殖和
心肌细胞的分化反而有一定促进作用# 并且随着质
量浓度增大逐渐转变为抑制作用’ 前期动物实验发
现# 低剂量 "# ?AB?# 相当于临床正常剂量$ 川芎
水煎液未表现出明显胚胎毒性# 但高剂量"$# ?AB?#
相当与临床正常剂量的 ") 倍$ 下可导致小鼠胎鼠
死胎和吸收胎增加# 胸骨及四肢骨骼发育畸形# 显
示出一定胚胎毒性# 表明川芎在临床应用中安胎&
堕胎界限不明的现象可能与使用剂量有关’ YdL
根据妊娠期用药的安全性情况将药物分为 , 级# 有
些药物有 # 个不同的危险度等级# " 个是常用剂量
等级# 另 " 个是超常剂量等级# 该方法被很多国家
借鉴’ 目前# 我国对妊娠期用药尚无如此分类评
定# 故有必要通过生殖毒性评价对妊娠期中药进行
安全性分级# 对一些药物标示危险度等级# 从而给
临床用药提供科学依据’

另外# 川芎水煎液中主要含有水溶性成分# 包
括酚类& 有机酸类等("(+",) # 但具体是何种成分引

发的胚胎毒性及其毒理机制尚不明确# 需要进一步
研究’
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摘要# 目的!研究肝清宁合剂对四氯化碳致大鼠肝硬化的影响’ 方法!造模大鼠灌胃给予肝清宁合剂 ",Q(& "&Q*&
#"Q, ?AB?$ 或复方鳖甲软肝片 "&Q* ?AB?$ 连续 ( 周后# [3& M5EE<7染色检查肝组织病理变化# 全自动生化分析仪
检测血清谷丙转氨酶 "LR0$& 谷草转氨酶 "LZ0$& 白蛋白 "LR.$& 总蛋白 "0N$& 总胆红素 "0.SR$ 水平# 3RSZL

法测定血清透明质酸 "[L$& 层粘连蛋白 "RJ$& $型前胶原肽 "N$JN$& %型胶原 "O%$ 水平# 酶标法和紫外分
光光度法测定肝组织超氧化物歧化酶 "Zad$& 丙二醛 "MdL$& 羟脯氨酸 "[UN$ 水平’ 结果!与模型组比较# 肝
清宁合剂组LR0& LZ0& 0.SR& [L& RJ& N$JN& O%水平显著降低 "!P&Q&,# !P&Q&"$# LR.& 0N水平显著升高
"!P&Q&,# !P&Q&"$# [UN& MdL水平显著降低 "!P&Q&"$# Zad水平显著升高 "!P&Q&,$’ 同时# 肝组织病理损
伤减轻# 肝纤维化间隔变薄或减少’ 结论!肝清宁合剂对四氯化碳致肝硬化大鼠具有良好的治疗作用# 可能与改善肝
脏功能和纤维化指标& 促进肝组织自愈& 增强机体抗氧化能力有关’
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