
安全性评价是新药研发的重要组成部分，也是

各国药品监督管理机构批准侯选药物进入临床试

验及上市的重要依据。新药研发机构、制药工业界

和监管机构通过引入早期评价、早期淘汰机制，进

行早期毒性筛选和机理研究。然而，上市后因为药

物不良反应而撤市的事件仍不断发生。新药的肝

脏毒性评价是药物安全性评价不可或缺的部分，药

源性肝损伤（drug⁃induced liver injury，DILI）也是全

球范围内造成药物从市场撤回、被限用和拒批的重

要原因。目前发现能引起肝损伤的小分子化学药

物包括对乙酰氨基酚（acetaminophen，APAP）、奎尼

丁、他克林、溴芬酸、胺碘酮和氯丙嗪等。近年来，中

药引发的肝损伤问题也受到越来越多的关注［1-2］。临

床上报道的引发DILI的中药有五倍子、雷公藤、黄

药子和千里光等［3-4］。

目前，药物肝脏毒性的主要评价方法包括基于

计算机的虚拟模拟、离体组织器官评价、体外靶细

胞评价、动物体内评价，以及临床试验中和上市后
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的不良反应监测与评价。体外靶细胞评价模型较

其他模型具有试验个体差异小、毒性终点指标明

确、结果可重复性高、药物耗量有限、操作简便快速

可高通量化以及成本较低等优点，更适用于药物的

肝脏毒性早期研究，在药物安全性评价与筛选中具

有很好的应用前景［5-6］。乳酸脱氢酶（lactic dehydro⁃
genase，LDH）作为体外肝细胞毒性的传统指标，长

期应用于药物肝细胞毒性的早期评价中。但是该

检测指标存在一些缺陷。首先LDH广泛分布于肾

脏、肝脏、骨骼肌、心肌、肺、胰腺等多种组织，不同

组织中的活性普遍很高，临床上血清LDH增高对任

何单一组织或器官都是非特异的；其次，临床样本

保存条件不当或者保存时间过长会导致这些蛋白

质活性丧失，检测值也会产生误差［5-6］。随着对肝脏

高丰度表达的microRNA⁃122（miR⁃122)研究不断深

入，越来越多的报道证明miR⁃122可作为生物标志

物用于多种肝脏疾病的诊断，包括肝癌、肝炎、DILI
和酒精性肝病等［6-15］。相对于诸如LDH这类成分复

杂、易降解、易变性的蛋白分子，含量丰富且性质稳定

的miRNA更适宜作为生物标志物应用于临床［7-10，16］。

基于此，本研究开展了miR⁃122作为新药肝毒性早

期评价标志物的相关分析。

本研究以小鼠原代肝细胞作为细胞模型，研

究miR⁃122在包括小分子化合物、中草药和毒物在

内的多种潜在肝脏毒性物质所致肝细胞损伤中的

动态变化，并与传统肝细胞损伤指标 LDH比较分

析，探讨miR⁃122与DILI之间的关系，以期为新药

研发过程中的肝毒性早期评价生物标志物提供新

选择。

1 材料和方法

1.1 材料

1.1.1 药品、试剂与实验动物

肝脏毒性受试药相关信息请见表1，单味中药购

自安徽省亳州市药材总公司，中药饮片符合2010年
版《中华人民共和国药典》质量标准。作为肝毒性

阴性对照药品的甘草酸（glycyrrhizic acid，GA）购自

上海阿拉丁生化科技股份有限公司。

表1 肝脏毒性物质列表

Table 1 The list of liver hepatotoxic substances

序号

1
2
3
4
5
6

中文名称

对乙酰氨基酚

奎尼丁

他克林

五倍子

雷公藤

四氯化碳

英文或拉丁文名称

acetaminophen，APAP
quinidine
tacrine

calla Chinensis

Tripterygium wilfordii Hook. f.
carbon tetrachloride，CCl4

公司或产地

TCI
J&K

SIGMA
贵州

湖北

国药集团化学试剂公司

AMV逆转录酶、dNTP、Taq DNA聚合酶、MgCl2
溶液、逆转录缓冲液、PCR缓冲液和DEPC水（大连

TaKaRa 公司）；EVA Green 染料（Bio⁃Rad 公司，美

国）；胰岛素、地塞米松、T4 、Hank’s平衡盐溶液（上

海源培生物科技股份有限公司）；胶原和胶原酶

（Sigma公司，美国）；LDH检测试剂盒（南京建成生

物工程研究所）；乙醇、苯酚等试剂均为分析纯（国

药集团化学试剂公司）。

1.1.2 实验动物

SPF级雄性 ICR小鼠，体重（20 ± 2）g，购自上海

西普尔⁃必凯（SIPPR⁃BK）实验动物有限公司。动物

饲养温度为（22 ± 2）℃，湿度 60%~80%，12 h明暗交

替光照，自由饮水，基础饲料为SPF级实验小鼠全价

颗粒饲料，购自江苏协同医药生物工程有限公司。

动物适应性饲养1周后用于实验。

1.2 方法

1.2.1 中草药水提取物制备

分别称取100 g中草药饮片，粉碎后于室温浸泡

于 1 L蒸馏水中 2 h（质量体积比为 1∶10），煎煮 1 h
后收集水提取液，连续 2次煎煮，合并 2次水提取

液，4 000 r/min离心 10 min取上清，（45 ± 5）℃旋转

蒸发至100 mL，计算其所含生药量即得。

1.2.2 小鼠原代肝细胞培养

ICR小鼠乌拉坦麻醉并固定后，采用两步灌流

法制备肝脏原代细胞，用加有激素（胰岛素、地塞米

松、T4）的培养基重悬细胞。细胞进行统一计数后，

随机铺入胶原包被的培养皿中，4 h后更换培养基，

用于后续试验。

1.2.3 miR⁃122的qRT⁃PCR检测

由于作为内参的U6和 5S rRNA在血清样本中

第38卷第3期
2018年3月

匡雨琼，刘 亮，许飞飞，等. microRNA⁃122作为新药肝毒性早期评价标志物的相关分析［J］
. 南京医科大学学报（自然科学版），2018，38（3）：322-327 ·· 323



南 京 医 科 大 学 学 报

第38卷第3期
2018年3月

存在降解，通过血清体积来标准化不同血清样本的

miRNA含量。取100 μL待检样本，采用苯酚氯仿法

抽提RNA，溶于 20 μL DEPC水后，冻存于-80 ℃备

用。置于ABI Prism 7500荧光定量PCR仪进行荧光

定量PCR反应（EVA Green染料法），其反应程序为

95 ℃ 5 min；95 ℃ 15 s，60 ℃ 1 min，40个循环。引物

序列见表2。对荧光定量PCR检测得到的miRNA的

CT值以相对定量的方法进行数据分析：miRNA的相

对表达量用 2-ΔCt 公式计算，其中ΔCt=CtToxicon-CtControl［18］。

1.2.4 LDH的检测

取待测细胞培养上清 20 μL加入测定孔，并分

别加入基质缓冲液 25 μL，辅酶Ⅰ5 μL。同时设立

表2 miR⁃122的qRT⁃PCR引物合成序列

Table 2 Primers used to perform qRT⁃PCR of miR⁃122
名称

mmu⁃miR⁃122⁃5p（Accession No. MIMAT0000246）
Stem⁃loop primer
Forward primer
Universal reverse primer（URP）

序列（5′➝3′）
uggagugugacaaugguguuug
CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGCAATTCAGTTGAGCAAACACC
ACACTCCAGCTGGGTGGAGTGTGACAATGG
TGGTGTCGTGGAGTCG

空白孔，加入双蒸水 25 μL，基质缓冲液 25 μL。每

孔加入 25 μL 2，4⁃二硝基苯肼。混匀，37 ℃温浴

15 min。每个孔均加入250 μL 0.4 mol/L NaOH。混

匀，室温放置5 min。采用酶标仪在450 nm波长测定

吸光度，培养上清中的 LDH含量以D（450 nm）读值

表示，样品吸光度值=测定吸光度值-空白吸光度值。

1.2.5 原代肝细胞损伤模型的建立

以APAP为工具药物，在小鼠原代肝细胞上建

立不同剂量诱导的肝细胞药物损伤模型。以传统

肝细胞毒性指标LDH来质控APAP肝细胞损伤模型

的建立。分别以6种不同的肝脏毒性物质处理细胞

作为试验组，GA处理作为阴性对照组，DMSO处理

作为溶剂对照组进行试验。取24孔板，随机接种4×
105个/mL的小鼠肝原代细胞，在培养箱中预培养24 h
后加入相应药物，分别在给药后的12 、24 、48 h测定

细胞培养上清中的LDH和miR⁃122的含量，并对二者

进行平行比对和相关性分析，探讨miR⁃122作为肝毒

性早期评价生物标志物的潜在应用价值。

1.3 统计学方法

使用R软件（version 3.4.2）及multcomp package
（version 1.4⁃8）进行数据统计分析。数据以均值±标
准差（x ± s）表示，各组间的差异先进行方差分析，再

进行试验组和阴性对照组之间的Dunnett⁃t检验，

P ≤ 0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 APAP肝细胞损伤模型的建立

给予小鼠原代肝细胞APAP 0、1、5、20 mmol/L，
并分别在12、24、48 h测定细胞培养上清中LDH 的含

量（图1）。给药后12 h，20 mmol/L APAP处理可引起

细胞内的LDH大量释放至培养上清，其含量与对照

组相比差异有统计学意义。给药后 24 h，1 mmol/L
APAP可引起 LDH含量升高 2倍左右，5、20 mmol/L
APAP处理可引起LDH 含量显著升高。给药后48 h，
1 mmol/L APAP处理，LDH含量为溶剂对照组的约

2.5倍，5、20 mmol/L APAP可引起 LDH 含量显著升

高（图1）。
2.2 miR⁃122在APAP肝细胞损伤中的变化

给药后12 h，5 mmol/L APAP处理组与溶剂对照

组相比，培养上清中miR⁃122含量就已经升高 2倍

以上（P < 0.01）；20 mmol/L APAP处理组miR⁃122含
量与溶剂对照组相比升高5倍多（P < 0.001）。给药

后 24 h 和 48 h，5、20 mmol/L APAP 处理均可引起

miR⁃122含量升高，差异有统计学意义（图2）。对比

图1，发现在相同剂量和相同时间下，相比LDH，miR
⁃122含量均变化更大，表现出更高的灵敏度。与此

同时，将 3个时间点下 3个剂量组的数据以不同检

测指标分为LDH和miR⁃122两组，进行相关性分析，

结果显示 miR ⁃ 122 和 LDH 存在良好相关性（r=
0.917），初步表明miR⁃122可以作为肝脏细胞毒性

评价的生物标志物（图3）。
2.3 miR⁃122与药物肝细胞损伤的关联性分析

肝保护药GA 20 mmol/L给药作为阴性对照组，

其中，LDH和miR⁃122两个指标间的相关性也较低

（r=0.533，图 4A、B）。图 4C~N 分别为 20 mmol/L
APAP、20 mmol/L奎尼丁、20 mmol/L他克林、2 mg/mL
五倍子、2 mg/mL雷公藤和 20 mmol/L四氯化碳，各

组研究结果均表明，与LDH相比，miR⁃122呈现出更

好的敏感性，且LDH和miR⁃122两个指标间的相关

性均较高，分别为 0.901、0.963、0.931、0.897、0.916
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图1 不同剂量APAP肝损伤模型在处理12、24、48 h的LDH含量

Figure 1 Concentrations of LDH in APAP liver injury cellular models treated with different doses of APAP affer 12 h，24 h
and 48 h treatment
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和 0.927。进一步将以上多种药物诱发肝细胞损伤

模型中的LDH和miR⁃122变化的数据进行相关性分

析，结果显示miR⁃122 和 LDH存在良好的相关性

（r=0.904，图5）。
3 讨 论

药物的肝细胞毒性是药物研发失败或上市后

引起DILI而导致撤市的主要原因之一。如果能够

利用敏感而特异的生物标志物在早期对新药的肝

脏毒性进行评价，将有望缩短药物研发周期，节约

动物用量，降低药物研发成本，还将为上市药物的

合理使用与药物警戒提供参考依据和研究思路。

原代肝细胞是进行新药早期毒性评价的经典

细胞载体［17-19］。人源肝脏组织来源有限且成本很

高，用其制备获得的原代肝细胞虽然是最佳研究对

象，但在实际应用中，难以满足高通量化合物筛选

的基本需求［18］；虽然人多能性干细胞诱导分化肝细

胞的技术不断发展进步，但所获得的肝样细胞未能

完全模拟原代肝细胞的正常功能，比如细胞色素

P450酶亚型的表达水平和比例方面的重要问题尚

待进一步解决［19］。因此在临床前的新药早期毒性

评价中，鼠源原代肝细胞备受青睐，虽然与人源细

胞存在种属上的差异，但其相对容易获得，而且几乎

包含了肝脏所有的药物代谢酶及相应辅助因子，代

谢功能与体内肝细胞相似，具有高活性与高代谢能

力，能较好反映药物在体内代谢的情况［17-18］。本研究

采用小鼠原代肝细胞作为载体，稳定建立了多种药

物的肝细胞损伤模型，用于分析miR⁃122作为标志

图3 LDH含量和miR⁃122含量的相关性分析

Figure 3 Correlation analysis between the concentrations
of miR⁃122 and LDH
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图2 不同剂量APAP肝损伤模型在处理12、24、48 h的miR⁃122含量

Figure 2 Concentrations of miR⁃122 in APAP liver injury cellular models treated with different doses of APAP affer 12 h，
24 h and 48 h treatment
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A、B：GA溶剂对照组和试验组细胞培养上清中LDH和miR⁃122含量及其相关性分析；C、D：APAP溶剂对照组和试验组细胞培养上清中

LDH和miR⁃122含量及其相关性分析；E、F：Qunidine溶剂对照组和试验组细胞培养上清中LDH和miR⁃122含量及其相关性分析；G、H：Tacrine
溶剂对照组和试验组细胞培养上清中LDH和miR⁃122含量及其相关性分析；I、J：五倍子溶剂对照组和试验组细胞培养上清中LDH和miR⁃122含
量及其相关性分析；K、L：雷公藤溶剂对照组和试验组细胞培养上清中LDH和miR⁃122含量及其相关性分析；M、N：CCl4溶剂对照组和试验组细胞

培养上清中LDH和miR⁃122含量及其相关性分析。LDH和miR⁃122含量分别与相应的溶剂对照组相比，*P < 0.001，n=12。
图4 给药后24 h时各组LDH和miR⁃122含量及其相关性分析

Figure 4 Concentrations of miR⁃122 and LDH and their correlation analysis
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物在新药肝毒性早期评价中的应用价值。

本研究通过制备培养小鼠原代肝细胞，参考传

统肝毒性标志物LDH，以肝毒性工具药APAP建立

小鼠原代肝细胞损伤模型，测定细胞培养上清中的

miR⁃122含量。通过分析miR⁃122和LDH的变化程

度及关联性，发现两个指标的相关性良好（r > 0.9），

此外，与LDH比较，miR⁃122在肝损伤模型中的升高

程度更大，出现统计学差异的时间点更早，体现出

了更高的灵敏性。在此基础上，分别给予小鼠原代

肝细胞不同的肝毒性药物和毒物，包括奎尼丁、他

克林、五倍子、雷公藤、四氯化碳，以建立多种药物

损伤模型。测定并分析每种损伤模型下 LDH 和

miR⁃122在培养上清中的含量，发现在更广泛的潜

在毒性物质诱导的小鼠原代肝脏细胞损伤模型中，

LDH和miR⁃122仍表现出良好相关性。与培养上清

中的LDH相比，miR⁃122含量在不同药物所致肝细

胞损伤模型中的变化幅度都更大，进一步证实了

miR⁃122对于肝细胞毒性的评价具有更高灵敏性。

本研究结果提示，肝脏特异性miR⁃122较LDH
具有更高的灵敏性，作为新药肝毒性的早期评价潜

图5 各组药物的LDH含量和miR⁃122含量的总相关性分析

Figure 5 Total correlation analysis between miR⁃122 and
LDH
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在生物标志物，具有一定应用前景。然而，新药安

全性评价对试验通量往往也有较高要求，将miR⁃
122标志物广泛应用于新药早期肝脏毒性筛选，基

于细胞模型的高通量筛选体系还有待进一步探索

和建立。
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