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也摘要页 目的 探讨何首乌渊Polygonum Multiflorum, PM冤炮制后降低肝毒性的作用机制遥 方法 通过使用生何首乌渊raw Poly鄄
gonum Multiflorum, RPM冤与制何首乌渊processed Polygonum Multiflorum, PPM冤处理 L02 肝细胞袁采用 CCK-8 与 EdU 试剂检测

L02 肝细胞的细胞活力与增殖能力曰运用转录组学技术分析正常组尧RPM尧PPM 组之间的差异基因袁并对差异基因进行富集分析袁在

此基础上采用 Western blot 和免疫荧光验证相关通路上关键蛋白的表达水平遥 结果 CCK-8 和 EdU 实验中发现袁 与正常组相比袁

RPM 组能够显著抑制肝细胞的细胞活力与增殖能力渊P约0.01冤袁 与RPM组相比袁PPM组的肝细胞活力与增殖能力明显升高 渊P约0.01冤遥
RNA 测序结果发现袁 与正常组相比袁RPM 组有 3449个上调基因尧3793 个下调基因遥 与 RPM 组相比袁PPM 组有 3788 个基因上调尧

3515 个基因下调遥 将正常组与 RPM组的差异基因和 RPM组与 PPM组的差异基因进一步取交集袁得到 6854 个共同差异基因曰GO
分析类结果显示主要参与细胞杀伤尧细胞聚集尧新陈代谢尧生长等生物过程曰KEGG 富集分析结果显示袁这些差异基因主要富集

在内吞作用尧溶酶体尧自噬作用等细胞过程遥 Western blot与免疫荧光结果显示袁与正常组相比袁RPM组中自噬相关基因 LC3蛋白水平

显著上调渊P约0.01冤袁P62 蛋白水平显著降低渊P约0.01冤曰与 RPM 组相比袁PPM 组中 LC3 蛋白水平显著降低渊P约0.01冤袁P62 蛋白水平显

著升高渊P约0.01冤遥 结论 何首乌炮制后能够降低肝细胞毒性袁其机制可能与减少细胞自噬有关袁为降低何首乌毒性提供了新的干预

措施遥
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Hepatocytotoxic mechanism of different processing products of Heshouwu
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也粤遭泽贼则葬糟贼页 Objective To investigate the mechanism of action of the processed Heshouwu (Polygoni Multiflori) (PM) in
reducing hepatocytotoxicity. Methods By treating L02 hepatocytes with raw Heshouwu (Polygonum Multiflora) (RPM) and processed
Heshouwu (Polygoni Multiflori) (PPM), cell viability and proliferative capacity of L02 hepatocytes were detected using CCK-8 with
EdU reagent; the gene differences among the normal, RPM and PPM groups were analyzed and the gene set enrichment analysis
was performed by transcriptomics. Finally, Western blot and immunofluorescence were used to verify the expression levels of key
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proteins on the relevant pathways. Results CCK-8 and EdU experiments showed that RPM significantly inhibited cell viability and
proliferative capacity of hepatocyte compared to the normal group (P约0.01), hepatocyte viability and proliferative capacity in the PPM
group were significantly highercompared to the RPM group (P约0.01). The RNA sequencing revealed: 3449 up-regulated and 3793
down-regulated genes in RPM group compared with normal group; 3788 up-regulated and 3515 down-regulated genes in PPM
group compared with RPM group. GO classification showed that the genes were mainly involved in cell killing, cell aggregation,
metabolism, growth and other biological processes; KEGG classification suggested that these genes were mainly enriched in endocy鄄
tosis, lysosome, autophagy and other cellular processes. The Western blot and immunofluorescence analyses showed the significantly
higher protein level of LC3 (P约0.01) and lower protein level of P62 (P约0.01) in RPM group than in normal group; PPM group had the
significantly lower protein level of LC3 (P约0.01) and higher level of P62 (P约0.01) than RPM group. Conclusion PPM is able to alle鄄
viate hepatocytotoxicity, whose mechanism may be reducing autophagy. The study may provide a new intervention to alleviate the
toxicity of PM.

也运藻赠憎燥则凿泽页 Heshouwu (Polygonum Multiflorum); processing; autophagy; hepatotoxicity; transcriptomics
何首乌作为临床常用中药袁具有抗衰老尧增强免

疫尧抗高血脂等多种生物学效应 [1]遥 根据其是否炮

制袁分为生品与炮制品遥近年来国内外关于何首乌肝

毒性的报道屡见不鲜[1-2]遥 临床资料显示患者使用何

首乌后易出现肝炎尧肝功能异常尧药物性肝损伤等损

害性疾病[3-4]遥 何首乌药用安全问题极大地限制了其

在临床上的使用袁为了使何首乌在临床上发挥其功

效的同时避免其可能造成的肝损害袁寻找特异性干

预手段降低其肝毒性已成为当前科研工作者研究的

热点遥 研究显示袁与生何首乌相比袁制何首乌肝毒性

显著降低[5-6]遥 刘梦娇等[7]用 L02 肝细胞评估何首乌

炮制前后肝毒性袁结果发现袁制首乌组的肝细胞抑

制率低于生首乌组遥 尽管已有部分学者对何首乌的

肝毒性进行深入研究袁但其具体分子机制仍不清

楚遥 因此袁进一步阐明何首乌炮制后降低肝毒性的

作用机制袁有望为寻找降低何首乌肝毒性提供特异

性干预靶点遥
自噬是细胞降解有害成分并通过将其降解后的

产物回收以实现细胞代谢和某些细胞器更新的生理

过程[8-9]遥 在对乙酰氨基酚诱导的小鼠肝损伤中袁人
参皂苷 Rk3 通过激活自噬产生肝脏保护作用[10]遥 此

外袁自噬也可能促进肝细胞死亡而诱导肝损伤[11-12]遥
研究显示袁马兜铃酸通过促进 P53 蛋白表达袁诱导

自噬袁从而导致大鼠肝脏细胞损伤[13]遥刀豆蛋白 A 通

过增强自噬诱导树突状细胞活化袁从而加剧自身免疫

性肝炎[14]遥 综上所述袁自噬在肝脏中起着双重作用院
一方面袁 激活自噬可以保护肝脏免受损伤曰 另一方

面袁过度自噬又会导致肝脏功能受损遥
本文通过实验评价生何首乌和制何首乌的肝毒

性作用袁采用何首乌提取物处理 L02 细胞袁观察其

对 L02 肝细胞活力尧增殖的影响曰利用转录组学技

术分析生何首乌与制何首乌处理的 L02 肝细胞的表

达谱差异袁探讨其可能的分子机制袁并进一步采用

Western blot尧免疫荧光分子实验技术对筛选的差异

基因及通路进行验证袁以期从分子水平为生何首乌

与制何首乌肝毒性差异提供实验依据遥
1 材料

1.1 药物与试剂

何首乌购自湖南中医药大学第一附属医院袁经
湖南中医药大学第一附属医院张志国教授鉴定为正

品遥生何首乌院何首乌未经加工处理遥制何首乌院将黑

豆汁浸泡的何首乌蒸制 4 h袁晒制 4 h袁蒸晒 9 次袁即
得曰CCK-8 试剂盒渊C0037冤袁购自中国碧云天公司曰
EdU 增殖试剂渊CX002冤袁购自中国雅酶生物医药科

技公司曰LC3 抗体(ab128025)尧P62 抗体渊ab91526冤袁
均购自英国 Abcam 公司遥
1.2 仪器

高速离心机渊型号院Sorvall ST 8冤尧酶标仪渊型
号院Multiskan FC冤均购自美国 Thermo Fisher 公司曰
恒温水浴锅渊北京长风仪器仪表公司冤曰荧光显微

镜渊日本 Olympus 公司袁型号院X51冤曰化学发光成像

系统渊美国 Beckman 公司袁型号院UniCel DxI 800冤遥
2 方法

2.1 何首乌供试液制备

取适量的生何首乌和制何首乌袁粉碎后用 70%
乙醇提取遥 第 1 次加 10 倍量 70%乙醇加热回流提取

2 h袁第 2次加 8倍量 70%乙醇加热回流提取1.5 h袁共
提取 2 次袁合并提取液袁减压浓缩回收乙醇袁得到相

应的生药浓度遥
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2.2 细胞培养

L02 人肝细胞株袁在含 10%胎牛血清渊FBS冤尧1%
双抗的 1640 完全培养基尧37 益尧5% CO2 及饱和湿

度条件下进行常规培养袁所有实验均在细胞对数生

长期进行遥
2.3 细胞活力检测

采用 CCK-8 试剂测定生何首乌尧制何首乌对L02
肝细胞的细胞毒性遥 将细胞接种渊5伊103 个/孔冤在96
孔板中袁并在 37 益尧5% CO2 培养箱中培养 24 h 至对

数生长期遥 分为正常组尧生何首乌渊raw Polygonum Mul鄄
tiflorum, RPM冤组尧制何首乌渊processed Polygonum
Multiflorum, PPM冤组遥 正常组不作任何处理袁RPM组

和 PPM 组分别加入不同浓度的生何首乌尧制何首乌

渊0尧1.25尧2.5尧5尧10尧20 mg/mL冤处理 L02 肝细胞袁继续

在培养箱中培养 24 h袁随后在每孔中加入 10 滋L
CCK-8 试剂袁孵育 1.5 h袁通过酶标仪测量 450 nm
处 OD 值遥

细胞活力=渊给药组 OD 值-空白对照组 OD 值冤/
渊正常组 OD 值-空白对照组 OD 值冤伊100%遥
2.4 EdU 增殖实验

将 L02 肝细胞接种在12 孔板中袁 分为正常组尧
RPM 组尧PPM 组袁其中 RPM 组和 PPM 组分别用

5 mg/mL 的生何首乌尧制何首乌处理 24 h袁并根据

制造商的说明用 EdU-488 细胞增殖检测试剂盒染

色遥 首先将细胞用 EdU 标记袁然后进行 EdU 检测

及细胞核染色袁最后通过荧光显微镜在 40 倍镜下

拍摄图像并保存袁计算细胞增殖率遥 细胞增殖率=
EdU 细胞数/DAPI 细胞数伊100%遥
2.5 转录组测序

6 孔板中接种 5伊105 个/孔袁在培养箱中培养 24 h
分为正常组尧RPM 组尧PPM 组袁各组细胞处理方式同

野2.4冶项袁除去所有培养基袁并用冷的 PBS 洗涤细

胞 2 次遥TRIzol 用于分离总 RNA袁检测 RNA 样品的

纯度尧浓度和完整性袁以保障使用合格的样品进行

转录组测序遥 样品检测合格后袁进行文库构建袁最后

用 Illumina 平台进行测序遥 使用 DESeq2 软件分析

正常组尧生何首乌组尧制何首乌组三者之间的差异

表达基因遥 将 FC逸2 且 FDR<0.01 的基因认为是差

异表达基因渊differential expressed genes, DEGs冤遥 对

DEGs进行 GO和 KEGG 分析遥
2.6 免疫荧光检测 L02 肝细胞中 LC3 和 P62 的荧

光信号

将细胞爬片分为正常组尧RPM组尧PPM 组遥 各组

细胞漂洗一次袁4%多聚甲醛固定 30 min袁0.1%Tri鄄
ton-X100 室温下破膜 15 min袁PBS 洗 2 次 袁10%
FBS 室温封闭 30 min袁加入一抗渊LC3 和 P62 抗体

1颐100冤袁4 益孵育过夜曰TBST 洗 3 次袁加入二抗室温

孵育 1 h曰室温避光孵育核染色 15 min袁荧光显微镜

下观察遥
2.7 Western blot 检测 L02 肝细胞中 LC3 和 P62 的

蛋白表达

用 RIPA 裂解液处理样品获得蛋白提取物袁通
过 SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳分离样品并转移到聚

偏二氟乙烯膜袁在室温下用 5%的脱脂牛奶封闭 1.5 h袁
然后将膜与一抗 LC3尧P62 在 4 益孵育过夜袁然后与

二抗抗兔 IgG 37 益孵育 1 h遥 使用 ImageJ 通过荧

光读数进行检测袁并通过 ImageJ 进行定量遥
2.8 统计学分析

实验数据显示为野曾依s冶袁采用 GraphPad Prism 8
进行统计学分析袁两组间比较采用 t 检验遥 使用单

因素方差分析(ANOVA )和最小显著性差异(LSD)检
验进行多组之间的比较遥以 P约0.05 表示差异有统计

学意义遥
3 结果

3.1 何首乌炮制前后对 L02 肝细胞活力的影响

与正常组相比袁RPM 组各个浓度组的细胞活力

显著降低渊P约0.01冤袁PPM 组中除 1.25 mg/mL 浓度组

外袁其余各个浓度组细胞活力显著降低渊P约0.01冤曰与
RPM 组相比袁PPM 组各个浓度渊除 1.25 mg/mL冤组的

细胞活力明显升高渊P约0.01冤遥 详见图 1遥

图 1 何首乌对各组 L02 肝细胞活力的影响渊曾依s袁n=6)
注院与正常组比较袁**P约0.01曰与 RPM 组比较袁##P约0.01遥
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3.2 何首乌炮制前后对 L02 肝细胞增殖能力的

影响

与正常组相比袁RPM 组及 PPM 组的肝细胞增

殖能力显著降低渊P约0.01冤曰与 RPM 组相比袁PPM 组

中肝细胞增殖能力显著升高渊P约0.01冤遥 详见图 2遥
3.3 何首乌炮制前后对 L02 肝细胞转录组基因的

影响

与正常组相比袁RPM 组有 3449 个上调基因尧
3793 个下调基因遥 与 RPM 相比袁PPM 组有 3788 个

基因上调尧3515 个基因下调遥将正常组尧RPM 组的差

异基因与 RPM 组尧PPM 组的差异基因进一步取交

集袁得到 6854 个共同差异基因渊图 3冤遥 对 6854 个差

异基因中表达量大于 1 的 4216 个基因进行 GO 分

析和 KEGG 分析遥 GO 分析结果显示主要参与细胞

杀伤尧细胞聚集尧新陈代谢尧生长等生物过程曰KEGG
分析结果显示袁这些差异基因主要富集在内吞作

用尧溶酶体尧自噬作用等细胞过程遥 详见图 4遥
3.4 何首乌炮制前后对 L02 肝细胞中 LC3尧P62 荧

光信号的影响

与正常组相比袁RPM 组中的 LC3 荧光信号增强

渊P约0.01冤袁P62 荧光信号减弱渊P约0.01冤曰与 RPM 组相

比袁PPM 组中 LC3 荧光信号减弱渊P约0.01冤袁P62 荧光

信号增强渊P约0.01冤遥 详见图 5遥

图 2 何首乌对各组 L02 肝细胞增殖能力的影响渊伊40冤渊曾依s袁n=3)
注院与正常组比较袁**P约0.01曰与 RPM 组比较袁##P约0.01遥

图 3 何首乌炮制前后差异基因筛选结果

注院A.与正常组相比袁RPM 组差异表达的火山图曰B.与 RPM 组相比袁PPM 组差异表达的火山

图曰C.RPM 组与正常组差异基因和 PPM 组与 RPM 组差异基因的交集遥
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图 4 差异基因的 GO分析和 KEGG分析

注院A.GO 富集分析曰B.KEGG 通路分析遥

图 5 各组 L02 肝细胞中 LC3尧P62免疫荧光染色图渊伊50袁曾依s袁n=3)
注院LC3 为绿色荧光袁P62 为红色荧光袁DAPI 为细胞核染蓝色荧光袁Merge 为荧光重叠形

态遥 与正常组比较袁**P约0.01曰与 RPM 组比较袁##P约0.01遥
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图 6 各组 L02 肝细胞中 LC3尧P62 蛋白表达图渊曾依s袁n=3)
注院与正常组比较袁**P约0.01曰与 RPM 组比较袁##P约0.01遥

3.5 何首乌炮制前后对 L02 肝细胞中 LC3尧P62 蛋

白表达的影响

与正常组相比袁RPM 组中 LC3域/玉蛋白水平上

调袁P62 蛋白水平下调渊P约0.01冤曰与 RPM 组相比袁
PPM 组中 LC3域/玉蛋白水平下调袁P62 蛋白水平上

升渊P约0.01冤遥 详见图 6遥
4 讨论

何首乌是一种我国常用的传统中药袁在临床中

广泛使用袁但随着其临床肝毒性报道的增加袁人们对

何首乌的肝毒性研究也越来越多[2袁15-16]遥 本研究采用

CCK-8 与 EdU 评估了何首乌炮制前后对肝细胞活

力和增殖能力的影响袁发现何首乌炮制后能够降低

对肝细胞的毒性遥 然而袁在大多数情况下何首乌致

肝损伤的作用机制仍然不太明确遥 因此袁阐明何首

乌肝毒性的相关分子机制尧寻找特异性干预靶点尧
降低其毒副作用是推广其临床应用的关键手段遥

自噬在维持肝脏稳态和消除细胞内有害物质中

起主要作用[17-18]遥 然而在某些情况下袁肝细胞中的过

度自噬也是导致肝损伤的重要因素遥 LC3尧P62 为自

噬过程中的关键蛋白遥 LC3 具有 2 种形式院LC3-玉
和 LC3-域袁在各种细胞中翻译后产生遥且 LC3-域的

量与自噬水平相关[19]遥 P62 是一种选择性自噬受体袁
可通过自噬溶酶体途径招募和递送细胞内底物以

进行大量清除袁当自噬被激活时袁聚泛素结合蛋白

P62 通过自噬降解[20]遥 杨李旺等[21]研究显示袁黄连解

毒汤通过上调 Beclin1 及 LC3-域/玉的表达袁从而诱

导脓毒症小鼠发生自噬袁降低肝损伤遥吴欣妍等[22]在

研究中发现袁 同型半胱氨酸通过促进 PSMD10 表

达增加袁诱导肝细胞过度自噬从而导致肝损伤遥 LIU
等[23]发现高浓度的斑蝥素激活自噬袁上调 LC3袁增加

肝细胞毒性遥 有研究[24]发现芦荟大黄素能够诱导自

噬袁促进 ABBC2 蛋白降解袁从而导致小鼠肝损伤遥然
而袁 何首乌肝毒性与自噬之间是否存在联系尚不清

楚遥本实验通过转录组技术对 4216 个共同差异表达

基因进行 GO 分析和 KEGG 分析袁提示内吞作用尧
溶酶体尧 自噬作用与何首乌引起的肝损伤机制有

关遥研究结果显示袁生何首乌能够上调 LC3域/玉的比

值袁下调 P62 表达曰何首乌炮制后能够降低对肝

细胞中 LC3尧P62 蛋白表达的影响遥
综上所述袁在我们的研究中发现何首乌炮制后

能够降低肝细胞毒性袁且何首乌能够通过影响 LC3尧
P62蛋白的表达来增加肝细胞自噬袁从而导致肝损伤遥
尽管我们发现何首乌通过自噬诱导肝损伤袁但其具

体影响机制尚不明确袁特别是自噬与其他因素相互

作用导致何首乌肝损伤有待更多深入探讨袁为寻找

和发现调节自噬干预何首乌肝损伤提供新的思路遥
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