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千金子制霜前后提取物对人胚肾细胞HEK293的
体外毒性作用
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［摘要］ 目的：比较千金子制霜前后提取物对正常人胚肾细胞 HEK293的影响，探究千金子制霜减毒的作用机制。

方法：采用 HEK293细胞为体外模型，随机分为对照组，千金子生品低、中、高质量浓度（100、200、400 μg·mL–1）

组和千金子霜品低、中、高质量浓度（100、200、400 μg·mL–1）组。细胞体外培养后，分别给予等体积的无血清

培养液和千金子生品、霜品提取物溶液，各组均设置 3个复孔。采用 CCK-8法评价细胞存活率，利用倒置显微镜观

察细胞数量及形态变化；碘化丙啶（PI）染色法和 Annexin V-FITC/PI 双重染色法检测细胞周期和凋亡情况；试剂盒

法检测细胞上清液中乳酸脱氢酶（LDH）、谷胱甘肽（GSH）、肌酐（Cr）和细胞裂解液中尿素氮（BUN）水平。

结果：与对照组比较，千金子生品各质量浓度组 HEK293细胞存活率降低，细胞形态异常，细胞数量减少，G0/G1、

G1/G2期细胞比例明显降低，S 期细胞比例明显增加，细胞凋亡率升高（P<0. 01），LDH、BUN、Cr 水平升高（P<

0. 05，P<0. 01），GSH 水平降低（P<0. 01）；与千金子生品组比较，千金子霜品相应质量浓度可显著增加 HEK293
细胞存活率（P<0. 01），改善细胞形态，增加 G0/G1期、G1/G2期细胞比例，降低 S 期细胞比例，同时能明显降低

LDH、BUN、Cr 水平（P<0. 05，P<0. 01），提高 GSH 水平（P<0. 01）。结论：千金子制霜后可能通过减轻细胞周期

阻滞和细胞氧化损伤改善肾细胞功能、减少细胞凋亡，从而降低体外肾毒性。
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[Abstract] Objective: To explore the mechanism of Euphorbiae Semen (ES) after crystallization on attenuating

toxicity by comparing the effect of ES on human embryonic kidney 293 (HEK293) cells before and after crystallization.

Methods: HEK293 cells were cultivated as the in vitro model, and they were randomly divided into a control group, three

low, medium, and high-dose ES groups (100, 200, and 400 μg·mL–1), and three low, medium, and high-dose ES Pulveratum

(ESP) groups (100, 200, and 400 μg·mL–1). The cells after cultivation in each group were given equal volumes of serum-

free medium, ES extracts, and ESP extracts, respectively, and each group was set up with three duplicate wells. The cell

counting kit-8 (CCK-8) method was used to evaluate the survival rate of cells, and the inverted microscope was used to

observe the number and morphological changes of cells. The propidium iodide (PI) staining and Annexin V-FITC/PI double

staining were used to detect the cell cycle and apoptosis. The reagent kit method was used to detect the content of lactate

dehydrogenase (LDH), glutathione (GSH), and creatinine (Cr) in cell supernatant, and blood urea nitrogen (BUN) in cell

lysate. Results: Compared with the control group, the survival rate of HEK293 cells reduced, and the number of cells

decreased with abnormal cell morphology in all ES groups. The ratio of cells in G0/G1 and G1/G2 phase significantly reduced,

whereas that in S phase significantly increased as well as the cell apoptosis rate (P<0.01). In the ES groups, the levels of
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LDH, BUN, and Cr in SE groups were increased (P<0.05, P<0.01), and the content of GSH was decreased (P<0.01).

Compared with the ES group, the corresponding concentration in the ESP groups significantly increased the survival rate of

HEK293 cells (P<0.01) and improved cell morphology, thus increasing the ratio of cells in G0/G1 and G1/G2 phase and

decreasing that in S phase. At the same time, it can significantly reduce the levels of LDH, BUN, and Cr were reduced (P<

0.05, P<0.01), and activity of GSH was increased (P<0.01). Conclusion: The possible mechanism of ES after crystallization

on attenuating nephrotoxicity in vitro is improving renal cell function and reducing cell apoptosis by alleviating cell cycle

arrest and cell oxidative damage.

[Keywords] Euphorbiae Semen; crystallization to attenuate toxicity; HEK293 cells; nephrotoxicity

千金子系大戟科大戟属植物续随子 Euphorbia

lathyris L. 的干燥成熟种子，味辛，性温，归肝、

肾、大肠经，具有泻下逐水、破血消癥之功[1]，可用

于水肿、痰饮、二便不通、积滞腹胀、瘀血经阻，

外治疣赘、顽癣[2-3]。千金子作为泻下逐水药中的有

毒中药，常制霜减毒后使用，但毒性一直制约着千

金子的临床应用。目前初步研究认为，千金子炮制

减毒的机制主要与制霜后二萜醇酯类化合物含量降

低有关，有研究表明千金子制霜后千金子素 L1、千

金子素 L2、千金子素 L3、千金子素 L8的含量明显

降低[4-6]。

近年来文献报道大戟科中药多具有肾毒性[7-10]，

但未见对千金子肾毒性作用的研究。人胚肾细胞

HEK293是源于胚胎肾脏组织的永生化细胞，常用

于中药的体外肾毒性研究[11-12]，因此本研究以

HEK293细胞为研究对象，通过比较千金子制霜前

后提取物对 HEK293细胞的毒性差异，为探讨千金

子制霜减毒的作用机制提供新思路，为千金子的临

床安全应用提供参考。

1 材料

千金子饮片 （安徽沪谯中药饮片厂，批号：

1203070692）经北京中医药大学的刘春生教授鉴定

为大戟属续随子 Euphorbia lathyris L. 的干燥成熟种

子。千金子生品及霜品提取物均为实验室自制。

DMEM 培养基 （批号：10569044）、胎牛血清

（批号：10091-418）、胰酶 （批号：15050057）、青

霉素-链霉素双抗（批号：15140122）、磷酸盐缓冲

液（PBS，批号：C10010500BT）均购于美国Thermo

公司；细胞增殖检测试剂盒 （批号：C35006）、细

胞凋亡检测试剂盒 （批号：C1062S）、细胞周期检

测试剂盒（批号：C1052S）均购于上海碧云天生物

技术有限公司；乳酸脱氢酶 （LDH） 检测试剂盒

（批号：A020-2）、谷胱甘肽 （GSH） 检测试剂盒

（批号：A006-2-1）、尿素氮 （BUN） 检测试剂盒

（批号：C013-2-1）、肌酐（Cr）检测试剂盒（批号：

C011-2-1） 均购于南京建成科技有限公司；实验用

水由密理博纯水仪制备。

IX51型倒置相差显微镜（日本 Olympus公司）；

311 型 CO2 恒温培养箱、 1550 型酶标仪 （美国

Thermo公司）；HR1500-IIA2型生物安全柜（海尔集

团）；5424型离心机（德国 Eppendorf 公司）；Milli-

Q Biocel型纯水机（美国 Millipore公司）；AUW120
D220D型分析天平（日本岛津公司）；BD-C6型流式

细胞仪（美国BD公司）。

HEK293 细 胞 来 自 美 国 模 式 菌 种 收 集 中 心

（ATCC）细胞库。

2 方法

2. 1 千金子生品、霜品提取物及供试品溶液的制备

千金子霜品由本实验室采用压制法对千金子去

油制霜而成，参考《中华人民共和国药典》 2020年
版千金子霜项下方法[1]，取适量千金子，去皮取净

仁，碾碎如泥，经微热，压榨除去大部分油脂，含

油量符合要求后，取残渣研制成符合规定的松散粉

末。制备的千金子霜含油量为19. 2%。

分别称取千金子生品、霜品 250 g置于量瓶中，

加 95% 乙醇加热回流提取 3次。将提取液放冷后滤

过，合并滤液，减压回收至无醇味，加适量水分散，

以等体积石油醚为溶剂萃取 3次，回收溶剂得千金

子生品、霜品石油醚提取物。

取相当于生药量 0. 32 g 的千金子生品、霜品提

取物，加入二甲基亚砜（DMSO） 50 mL，制成生药

质量浓度为 6. 4 mg·mL–1的母液，以 DMEM 培养基

等比例稀释，得质量浓度分别为 12. 5、25. 0、50. 0、
100. 0、200. 0、400. 0、800. 0、1 600. 0、3 200. 0、
6 400. 0 μg·mL–1的供试品溶液，各供试品溶液以

0. 22 µm的滤膜滤过后，备用。
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2. 2 细胞培养

HEK293常规培养于含 10%胎牛血清和 1%双抗

的DMEM培养基中，置于 37℃、CO2体积分数 5%、

相对湿度 70%~80%的培养箱中培养。当细胞密度达

80%~90% 时，用胰蛋白酶消化，按照 1∶4进行传

代，取状态良好的细胞进行实验。

2. 3 CCK-8法检测HEK293细胞存活率

将处于对数生长期的 HEK293细胞接种于 96孔
板中，每孔 5000个细胞，培养过夜。待细胞生长到

汇合状态，加入质量浓度分别为 12. 5、25. 0、50. 0、
100. 0、200. 0、400. 0、800. 0、1 600. 0、3 200. 0、
6 400. 0 μg·mL–1的各千金子供试品溶液，同时设置

空白组（只加入等体积的DMEM培养基）和对照组

（只加入细胞和等体积的DMEM培养基），每组设置

5个复孔，处理 48 h 后每孔加入 CCK-8溶液 10 µL。

在 37℃孵育 1 h后，利用酶标仪测定 450 nm处的吸

光度（A），按照公式（1）计算细胞存活率。

细胞存活率 = A给药组–A空白组

A对照组–A空白组

× 100% （1）
2. 4 细胞数目及形态观察

选择对数生长的HEK293细胞，以 1×105个/孔均

匀接种于 6孔板，分为对照组，千金子生品低、中、

高质量浓度（100、200、400 μg·mL–1）组和千金子霜

品低、中、高质量浓度 （100、200、400 μg·mL–1）

组。细胞置于 CO2恒温培养箱中培养 24 h，各给药

组分别加入相应质量浓度的千金子生品和霜品提取

物溶液 1 mL。对照组给予等体积无血清细胞培养

液，每组分别设 3个复孔。于CO2恒温培养箱中培养

48 h 后，置于倒置相差显微镜下观察 HEK293细胞

数目及细胞形态，并拍照。

2. 5 碘化丙啶（PI）染色法检测细胞周期

选择对数生长的 HEK293细胞，细胞分组及处

理同 2. 4 项下。培养 48 h 后，各给药组分别加入相

应质量浓度的千金子生品和霜品提取物溶液 1 mL。

对照组加入等体积无血清细胞培养液，每组分别设

置 3个复孔。在培养箱中培养 48 h 后，收集细胞，

并用 PBS 重复洗涤，弃去上清液后，加入预冷的

70%乙醇 1 mL固定，轻轻吹打混匀，在 4℃放置过

夜。染色前用 PBS洗去固定液，1000×g离心 5 min。

加入PI/RNase staining buffer 0. 5 mL混匀，避光条件

染色 30 min后，使用流式细胞仪在激发波长 488 nm

红色荧光下检测。

2. 6 Annexin V-FITC/PI双染法检测细胞凋亡

选择对数生长的HEK293细胞，细胞分组及处理

同2. 4项下。在细胞培养箱中培养48 h后，用0. 25%

胰酶消化处理贴壁细胞，用预冷的 PBS溶液重复洗

涤，1000×g离心5 min，弃上清。加入Binding Buffer

300 μL 于样品管中使细胞悬浮，再加入 Annexin V-

FITC 5 μL及 PI 10 μL，避光条件孵育 15 min，最后

用流式细胞仪进行检测。

2. 7 试剂盒检测生化指标

选择对数生长的HEK293细胞，细胞分组及处理

同2. 4项下。培养48 h后收集细胞上清液，按试剂盒

说明书检测上清液中BUN、Cr、LDH水平。每孔细

胞用 PBS 溶液重复洗涤后，加入 RIPA 细胞裂解液

裂解 30 min，收集细胞，4 ℃、12 000 r·min–1离心

10 min （离心半径为 8. 4 cm），取上清液，按照试剂

盒的说明书测定细胞裂解液中GSH水平。

2. 8 统计学处理

采用 SAS 9. 4软件对实验数据进行统计分析，

各组数据以（x̄±s）表示，多组间比较采用单因素方

差分析 （ANOVA），两组间比较采用 t 检验。以 P<

0. 05为差异有统计学意义。

3 结果

3. 1 千金子制霜前后对HEK293细胞存活率的影响

CCK-8结果表明，作用于HEK293细胞 48 h后，

与对照组比较，千金子生品组质量浓度为 50. 0~

6 400. 0 μg·mL–1时，细胞存活率呈剂量依赖性降低

（P<0. 01）；与千金子生品相应质量浓度组比较，千

金子霜品组质量浓度为 50. 0~1 600. 0 μg·mL–1时，

细胞存活率显著升高 （P<0. 01），且呈量-效关系，

见表1。
3. 2 千金子制霜前后对HEK293细胞数目及形态的

影响

结果显示，对照组 HEK293细胞数目多且形态

呈梭形，细胞间隙较小，生长情况良好。与对照组

比较，千金子生品组细胞数目减少、形态皱缩、体

积变小、细胞间隙变大、凋亡小体增加。随着千金

子生品剂量增加，死亡细胞数目增加。与千金子生
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品组比较，千金子霜品相应质量浓度组细胞数目增

加、形态皱缩的情况得以改善、细胞间隙缩小、凋

亡小体减少、死亡细胞数目减少，且呈剂量依赖性，

见图1。
3. 3 千金子制霜前后对HEK293细胞周期的影响

流式细胞仪检测结果发现，与对照组比较，千

金子生品各质量浓度组HEK293细胞G0/G1、G2/M期

比例显著降低（P<0. 05，P<0. 01），S期细胞比例显

著升高 （P<0. 01）。与千金子生品组比较，千金子

霜品相应质量浓度组 S 期细胞比例显著降低 （P<

0. 01），G2/M 期细胞比例升高（P<0. 05，P<0. 01），

提示千金子生品可导致 HEK293细胞周期阻滞，而

制霜后可明显降低 S期细胞比例，升高G2/M期细胞

比例，结果见表2。
3. 4 千金子制霜前后对HEK293细胞凋亡的影响

与对照组比较，千金子生品各质量浓度组

HEK293细胞的早期凋亡率、晚期凋亡率、总凋亡

率显著升高 （P<0. 05，P<0. 01），呈剂量依赖性；

与千金子生品组比较，千金子霜品相应质量浓度组可

显著降低细胞早期凋亡率、晚期凋亡率及总凋亡率

（P<0. 01），且呈剂量依赖性，结果见表3。

表1 千金子生品和霜品对HEK293细胞存活率的影响

（x̄±s, n=5）
组别

空白组

对照组

千金子生品组

千金子霜品组

质量浓度/μg·mL–1

12.5
25.0
50.0
100.0
200.0
400.0
800.0
1 600.0
3 200.0
6 400.0
12.5
25.0
50.0
100.0
200.0
400.0
800.0
1 600.0
3 200.0
6 400.0

A

0.05±0.00
0.96±0.01
0.94±0.02
0.91±0.02
0.88±0.01**

0.66±0.03**

0.54±0.02**

0.49±0.02**

0.46±0.04**

0.39±0.01**

0.37±0.02**

0.34±0.02**

0.96±0.01
0.96±0.02
0.95±0.04##

0.83±0.03##

0.70±0.03##

0.65±0.03##

0.56±0.03##

0.46±0.03##

0.40±0.03
0.34±0.03

细胞存活率/%

100.00
98.63±2.37
95.17±2.13
91.55±0.85
67.65±3.70
54.33±2.58
48.89±2.68
45.16±3.88
37.74±1.08
35.61±2.73
32.61±2.50
100.00±1.34
99.05±2.33
99.29±4.25
86.50±1.69
72.19±3.26
66.15±2.92
56.67±2.85
45.95±3.87
39.25±2.97
32.59±3.19

注：与对照组比较，**P<0.01；与千金子生品相应质量浓度组比
较，##P<0.01。

注：A. 对照组；B~D. 千金子生品低、中、高质量浓度组；E~G. 千金子霜品低、中、高质量浓度组。

图1 倒置显微镜下观察千金子生品和霜品对HEK293细胞形态的影响（×200）
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3. 5 千金子制霜前后对HEK293细胞肾功能指标的

影响

与对照组比较，千金子生品各质量浓度组HEK293
细胞中 GSH 水平显著降低（P<0. 01），LDH 活性显

著升高 （P<0. 01），BUN、Cr 水平显著升高 （P<

0. 05，P<0. 01）。与千金子生品组比较，千金子霜品

相应质量浓度能显著提高 HEK293细胞中 GSH 水平

（P<0. 01），降低LDH活性和BUN、Cr水平（P<0. 05，
P<0. 01），且具有一定的剂量相关性，见表4。
4 讨论

中药体外肾损伤可降低肾细胞存活率，导致细

胞形态变差，BUN、Cr溢出而进入血浆。BUN、Cr

是机体的蛋白质代谢产物，反映氮的分解和肾的排

泄功能，常用于肾脏疾病和药物性肾组织损伤的监

测和诊断[13-14]，其含量变化与肾细胞损伤程度直接相

关。LDH是广泛分布于肾细胞内中的生化酶，正常

时不能透过细胞膜，当细胞受损或缺氧时外泄到培

养液中，故LDH细胞外活力增高程度与肾损伤程度

密切相关[15-17]。氧化损伤是导致肾损伤发生的机制之

一，GSH是一种细胞质中普遍存在的抗氧化物，在

细胞内能清除过氧化物代谢产物，保护细胞免受氧

化性伤，当GSH水平下降，机体氧自由基的清除能

力降低，可导致机体出现严重的脂质过氧化反应[18]，

造成组织细胞损伤。综上，当肾细胞受到损伤时，

机体内氧化指标和肾功能指标异常，抑制细胞增殖，

促进细胞凋亡。

细胞周期是细胞生命活动的动态过程，从功能

角度分成G0/G1期、S期和G2/M期[19]。当细胞受到一定

的刺激后，细胞周期运转过程会出现障碍，不能使

细胞平稳正常进入下一个时期，造成细胞周期阻滞

直接导致细胞凋亡，抑制细胞增殖。细胞凋亡是细

胞程序化死亡，经一系列基因活化及调控细胞有序

的、自主的主动死亡过程，在细胞内稳态、细胞衰

老和机体生长发育等方面发挥着重要作用[20]。当肾

细胞受到损伤时，能够引起其细胞周期明显阻滞，

从而抑制细胞增殖与分化，促进细胞凋亡。

表2 千金子生品和霜品对HEK293细胞周期的影响（x̄±s, n=3）
组别

对照组

千金子生品组

千金子霜品组

质量浓度/µg·mL–1

100
200
400
100
200
400

周期占比/%

G0/G1
45.33±1.19
34.80±3.59**

30.90±0.87**

29.07±1.16**

41.27±2.15
34.60±1.63
33.23±3.59

S

23.30±1.47
37.67±1.07**

40.07±2.17**

43.80±2.01**

27.43±2.00##

32.33±3.11##

39.00±2.09##

G2/M
24.23±1.27
18.93±0.06*

17.03±1.93**

13.97±0.91**

21.80±0.70#

20.80±0.95#

18.50±0.52##

注：与对照组比较，*P<0.05，**P<0.01；与千金子生品相应质量浓度组比较，#P<0.05，##P<0.01；表3~4同。

表3 千金子生品和霜品对HEK293细胞凋亡的影响（x̄±s, n=3）
组别

对照组

千金子生品组

千金子霜品组

质量浓度/µg·mL–1

100
200
400
100
200
400

早期凋亡率/%

3.47±0.40
12.13±0.06*

17.80±0.20**

24.77±0.06**

8.20±0.10##

11.17±0.21##

17.60±0.20##

晚期凋亡率/%

0.27±0.06
0.47±0.06*

0.93±0.06**

1.60±0.00**

0.30±0.00##

0.47±0.06##

0.93±0.06##

总凋亡率/%

3.87±0.12
12.60±0.12**

18.73±0.26**

26.37±0.06**

8.50±0.10##

11.63±0.27##

18.53±0.26##

表4 各组HEK293细胞上清液中LDH、BUN、Cr水平及细胞内GSH水平（x̄±s, n=3）
组别

对照组

千金子生品组

千金子霜品组

质量浓度/µg·mL–1

100
200
400
100
200
400

GSH/mg·g–1

18.425±0.322
10.607±0.199**

8.450±0.199**

4.933±0.193**

16.555±0.513##

12.981±0.366##

11.542±0.336##

LDH/mIU·mL–1

45.072±6.028
369.001±26.540**

704.977±22.919**

946.451±12.925**

107.983±22.773##

208.107±5.698##

398.984±30.942##

BUN/μmol·L–1

0.018±0.034
0.062±0.013*

0.111±0.020*

0.163±0.021**

0.036±0.002#

0.042±0.007##

0.069±0.012##

Cr/μmol·L–1

6.038±2.095
12.765±2.740*

16.591±3.020**

18.965±1.140**

6.301±0.457#

8.543±1.648##

9.467±2.285##
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本研究从细胞增殖与凋亡、氧化损伤及肾细胞

功能角度初步探讨了千金子制霜前后提取物对

HEK293细胞的毒性损伤及作用机制，实验结果表

明，千金子生品对 HEK293细胞增殖有明显的抑制

作用，呈一定的量-效关系，并使细胞形态变差；千

金子霜品对HEK293细胞增殖的抑制作用明显降低，

可提高其存活率，并改善细胞形态。结合文献[21-25]及

本实验结果分析，千金子生品造成肾细胞损伤可能

有以下几种途径：1）降低HEK293细胞在G0/G1期、

G2/M 期的比例，升高 S 期的比例，明显抑制 S 期向

G2/M期的转化，导致细胞复制受阻，减慢细胞分裂

速度，降低细胞存活率，促进细胞凋亡。2）造成肾

细胞氧化损伤，机体内积聚过多氧自由基，引发过

氧化脂质反应，从而降低LDH和GSH水平，导致肾

细胞膜损伤及细胞代谢异常，从而促进细胞凋亡。

3）使肾细胞膜受损，BUN、Cr等通过细胞膜溢出细

胞进入血浆，肾功能异常，造成HEK293细胞过度凋

亡。千金子制霜后可通过减轻细胞氧化损伤，改善肾

细胞功能损伤，减少细胞凋亡从而降低肾毒性，这为

进一步阐明千金子制霜减毒的机制提供了参考。
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