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摘要: 本研究采用 HepaRG细胞建立类器官 (organoids) 3D培养模型, 并结合高内涵成像技术建立药物肝毒

性体外评价方法。通过氢化可的松和二甲基亚砜 (DMSO) 诱导, 使 HepaRG细胞分化为明显的肝细胞形态和胆

管样结构, 并诱导药物代谢酶、药物转运体、核受体及肝细胞特异标志性分子白蛋白 (ALB) 等相关基因的表达, 

形成稳定的模拟肝脏功能的类器官体外评价模型; 采用高内涵成像技术, 通过荧光染料进行特异性、多靶点染色, 

从类器官球体表型、活/死细胞数量、线粒体膜电位 (MMP) 和细胞内活性氧 (ROS) 评价药物肝毒性。结果表

明 , 采用 HepaRG 细胞建立的类器官体外评价模型可以准确地评价肝毒性阳性对照药胺碘酮  (amiodarone, 

AMD)、环孢霉素 (cyclosporin, CSP) 及阴性对照药阿司匹林 (aspirin, ASP) 的毒性差异: 其中 AMD和 CSP均

浓度依赖地导致类器官球体的总细胞数和活细胞数下降, 并且 AMD 浓度超过 50 μmol·L−1时, 还导致类器官球

体中死细胞数急剧增多, 而 ASP 对类器官无明显损伤作用; AMD 和 CSP 均浓度依赖地导致 MMP 下降和 ROS

水平增高, 且 AMD的作用强度大于 CSP, 而 ASP对类器官无明显损伤作用。综上, HepaRG细胞建立的类器官

高内涵成像评价方法可用于药物肝毒性的体外评价, 并且具有多靶标高通量、结果直观且可定量等优势。 
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Abstract: The drug hepatotoxicity assessment method in vitro was established by 3D organoid model of 

HepaRG cell line in combination with high content imaging analysis.  HepaRG cells were differentiated into 

hepatocyte-like morphology and bile canaliculus-like structures by treatment with hydrocortisone and dimethyl 

sulfoxide (DMSO), inducing the expressions of drug-metabolizing enzymes, transporters, nuclear receptors and 

hepatocyte-specific protein albumin (ALB) genes, finally forming the stable organoids with closely resembling 

liver function in vitro.  Through the high content imaging analysis and the specific, multi-targets fluorescent dye, 
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the number of live/dead cells, mitochondrial membrane potential (MMP), intracellular reactive oxygen species 

(ROS) were analyzed for the drug hepatotoxicity evaluation.  The results showed that the organoids evaluation 

model of HepaRG cells in vitro could be used to assess accurately the difference between hepatotoxicity positive 

control drugs of amiodarone (AMD), cyclosporin (CSP) and the negative control drug of aspirin (ASP): AMD 

and CSP concentration-dependently decreased the number of total and live organoid cells.  The number of dead      

organoid cells was increased sharply when the concentration of AMD was more than 50 μmol·L−1, while no      

significant changes was observed for ASP.  AMD and CSP concentration-dependently caused the MMP declined 

and the ROS increased, with AMD showing a greater degree than CSP and ASP presenting no markedly effect.  

In conclusion, the organoid evaluation method of HepaRG cells in combination with high content imaging       

analysis can be used for the drug hepatotoxicity assessment in vitro.  It displays the advantages of multi-target, 

high throughput, intuitive results as well as quantitatively. 

Key words: organoid; high content imaging; hepatotoxicity assessment; mitochondrial membrane potential; 

reactive oxygen species 

                                                                                                          

药物肝毒性是国内外多种药物撤市的主要原因, 

也是导致药物研发失败的重要影响因素[1,
 
2]。为了更

准确地评估药物的安全性, 开发新的临床前药物安

全评价模型至关重要[3−5]。目前药物肝毒性评价常用

的体外模型有 L02 细胞株和 HepG2 细胞株等, 主要

采用 2D 培养的方式, 难以维持肝细胞立体结构形态

和细胞间联系, 故导致肝细胞在培养过程中较少表

达肝脏特有合成和代谢功能相关的酶类, 与体内肝

脏真实情况相差较大; 并且由于上述细胞株均为肝

实质细胞来源, 难以评价药物对胆管细胞的损伤作

用。类器官 (organoids) 是采用 3D培养方式构建的、

能够模拟肝脏细胞形态与功能的体外评价模型, 近

年来研究显示该模型较常规 2D 培养具有显著优势, 

可以更准确地评价药物肝毒性[6]。 

为了更好地模拟肝脏的结构和功能, 本文采用

具有干性潜能的HepaRG细胞株, 由氢化可的松和二

甲基亚砜 (DMSO) 诱导分化为肝实质细胞和胆管细

胞, 通过 3D 培养获得在细胞构成、组织结构和特定

功能等方面与肝脏更为相似的体外评价模型, 提高

类器官模型评价药物肝毒性的可靠性和准确性[7−9]。

此外, 将类器官模型结合高内涵成像技术, 通过特异

性荧光标记抗体监测类器官中细胞及亚细胞形态与

数量、细胞膜完整性、细胞凋亡相关改变、氧化应激

及 DNA损伤等多种靶标[10−12], 实现多通道、多靶点

和高通量筛选, 且结果直观可定量, 显著提高药物肝

毒性体外评价的效率和准确性。 
 

材料与方法 

材料和仪器  胺碘酮 (amiodarone, AMD)、环孢

霉素 (cyclosporin, CSP)、阿司匹林 (aspirin, ASP)、

牛胰岛素、氢化可的松、Trizol购自美国 Sigma公司; 

胰蛋白酶、胎牛血清、William’s E培养基、GlutaMAX

购自美国 Life Technologies 公司; GravityPLUSTM悬    

滴板购自瑞士 InSphero公司; RevertAid First Strand 

cDNA Synthesis Kit、Power SYBR Green Master Mix、

Hoechst 33342、Calcein AM、EthD-1、MitoTracker® 

Red CMXRos、CellRox Green、ArrayScan High-Content 

Systems、7500 Real-Time PCR System、离心机、二

氧化碳培养箱购自美国 Thermo公司; CellTiter-GloTM 

3D 细胞活力检测试剂购自美国 Promega 公司; 引物

合成于上海 Invitrogen公司; SynergyTM H1全功能酶

标仪购自美国 BioTek 公司, 超净工作台购自中国冠

鹏公司。 

细胞培养  HepaRG 细胞由中国食品药品检定

研究院馈赠。将 HepaRG 细胞以每平方厘米 2.0×104

个接种于 25 cm2培养瓶中, 用含 10% 胎牛血清、100 

u·mL−1 青霉素、100 μg·mL−1 链霉素、2 mmol·L−1 

GlutaMAX、5 μg·mL−1牛胰岛素和 50 μmol·L−1氢化

可的松的William’s E培养基在 37 ℃、5% CO2培养箱

中培养 2周后, 培养基中加入 2% DMSO诱导 2周。 

Q-PCR 检测  Trizol 法提取总 RNA, 逆转录成

cDNA, 反应条件: 25 ℃ 5 min, 42 ℃ 60 min, 70 ℃       

5 min。RT-PCR 所用引物见表 1, 反应程序: 预变性

95 ℃ 10 min, 循环 40次 95 ℃ 15 s→60 ℃ 60 s, 溶解

曲线 75 ℃→95 ℃, 每 20 s升温 1 ℃。以 actin为内参, 

采用 2−ΔΔCt法进行相对基因表达分析。 

药品配制  无菌条件下配制。阳性药物 AMD、

CSP 及阴性对照品 ASP 以 200 μmol·L−1 为最高剂     

量[13], 在无菌 EP 管内用无血清 William’s E 培养基   

依次向下倍比稀释 7个浓度, 振荡混匀备用, 药物终

浓度分别为 100、50、25、12.5、6.25、3.13和 1.562 5 

μmol·L−1。阳性药物 AMD的最大血药浓度 (Cmax) 为 
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Table 1  Primer sequences used for qPCR  

Gene Forward Primer Reverse Primer 

CYP3A4 5'-CTTCATCCAATGGACTGCATAAAT-3' 5'-TCCCAAGTATAACACTCTACACAGACAA-3' 

CYP1A2 5'-TGGAGACCTTCCGACACTCCT-3' 5'-CGTTGTGTCCCTTGTTGTGC-3' 

CYP2B6 5'-TTCCTACTGCTTCCGTCTATCAAA-3' 5'-GTGCAGAATCCCACAGCTCA-3' 

CYP2E1 5'-TTGAAGCCTCTCGTTGACCC-3' 5'-CGTGGTGGGATACAGCCAA-3' 

CYP2C9 5'-TCTCTTTCCTCTGGGGCATT-3' 5'-CCGTAATGGAGGTCGAATGT-3' 

ALB 5'-AGACAAATTATGCACAGTTG-3' 5'-TTCCCTTCATCCCGAAGTTC-3' 

GSTA1/2 5'-TGCAACAATAAGTGCTTTACCTAAGTG-3' 5'-TTAACTAAGTGGGTGAATAGGAGTTGTATT-3' 

UGT1A1 5'-TGACGCCTCGTTGTACATCAG-3' 5'-CCTCCCTTTGGAATGGCAC-3' 

MDR1 5'-GCCAAAGCCAAAATATCAGC-3' 5'-TTCCAATGTGTTCGGCATTA-3' 

OCT1 5'-TAATGGACCACATCGCTCAA-3' 5'-AGCCCCTGATAGAGCACAGA-3' 

MRP2 5'-TGAGCAAGTTTGAAACGCACAT-3' 5'-AGCTCTTCTCCTGCCGTCTCT-3' 

CAR 5'-TGATCAGCTGCAAGAGGAGA-3' 5'-AGGCCTAGCAACTTCGCATA-3' 

PXR 5'-CCAGGACATACACCCTTTG-3' 5'-CTACCTGTGATGCCGAACAA-3' 

Catalase 5'-ACCAGGGCATCAAAAACCTTT-3' 5'-CCGGATGCCATAGTCAGGAT-3' 

Aldolase B 5'-GCATCTGTCAGCAGAATGGA-3' 5'-TAGACAGCAGCCAGGACCTT-3' 

Actin 5'-GACTACCTCATGAAGATCCT-3' 5'-TTGCTGATCCACATCTGCTG-3' 

 

0.85 μmol·L−1、CSP的 Cmax为 0.78 μmol·L−1, 阴性对

照药物 ASP的 Cmax为 0.995 μmol·L−1。 

类器官培养  将诱导完成的 HepaRG 细胞, 以     

1 000 个/孔接种于上端 GravityPLUSTM 板, 细胞散     

列在悬滴液中 (图 1A); 在重力的作用下, 细胞逐渐

聚集, 建立细胞与细胞之间的联系, 形成稳定类器    

官球体 (图 1B); 给予液体压力, 将类器官球体转移

至 GravityTRAPTM 板中 (图 1C), 类器官球体可在

GravityTRAPTM板培养数周[14], 进行后续的药物毒性

实验。 

 

 
Figure 1  Liver organoid production and culture.  A: HepaRG 
cells were produced in a 96-well hanging-drop culture platform 
(Gravity PLUSTM).  B, C: After organoid formation, they were 
transferred into a 96-well culture and assay platform (Gravity 
TRAPTM).  Further maintenance and compound treatments were 
performed in Gravity TRAPTM plates 

 

加样处理  取培养 7天的类器官球体, 在无菌条

件下, 依次将不同浓度的阳性药物和阴性对照药物

加入培养板内, 设置溶媒对照组。将加样后的培养板

置于 37 ℃、5% CO2培养箱中培养 24 h。 

细胞增殖活力检测  取培养 24 h 的细胞, 室温

平衡 30 min, 每孔加入 CellTiter-GloTM试剂 100 μL, 

振荡混匀 5 min, 室温孵育 20～60 min。采用酶标仪

读取样品荧光值, 检测ATP合成量用于评价细胞增殖

活力。 

类器官荧光染料标记  取培养 24 h 的细胞, 按

各荧光染料说明书配制 Hoechst 33342、Calcein AM、

EthD-1、活性氧 (ROS) 及 Mito染色液。小心吸去培

养板内的液体, PBS 冲洗 3 次, 加入配制好的染液, 

每孔 100 μL, 培养板置于 37 ℃、5% CO2培养箱中孵

育 30 min。将培养板孔内液体小心吸去, PBS冲洗 1

次, 每孔加入 PBS 100 μL, 待测。 

高内涵成像分析  采用高内涵活细胞成像对类器

官的细胞数量、ROS和线粒体膜电位 (MMP) 进行定

位和定量分析[13]。将荧光染料 Hoechst 33342、Calcein 

AM、EthD-1、Mito Dye和 ROS Dye标记类器官细胞; 

选用细胞毒性模块, 设置不同波长通道, 采集荧光图

像并对图像进行荧光强度的量化分析, 如表 2所示[10]。 
 

Table 2  The high-content screening assay based on HepaRG 
cells  

Fluorescent 
dye 

Wavelength  
channel 

Mark  
position 

Detection  
index 

Hoechst 33342 360 nm/460 nm Nuclear Cell count 

Calcein AM 490 nm/515 nm Cytoplasm Live cell 

EthD-1 528 nm/617 nm DNA Dead cell 

Mito Dye 
 

579 nm/599 nm 
 

Mitochondria 
 

Mitochondrial 
potential 

ROS Dye 485 nm/520 nm ROS Oxidative stress

 

统计学方法  数据采用 x ± s 表示, 使用 SPSS 

23.0 软件进行统计分析, 组间比较采用单因素方差

分析, P < 0.05为具有统计学显著性差异。 
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结果 

1  HepaRG细胞的诱导分化 

以每平方厘米细胞数 2.0×104个接种于 25 cm2培

养瓶中培养, 起初HepaRG细胞表现为狭长的未分化

形态, 待细胞慢慢融合后, 形成肝细胞样的粒状上皮

细胞和扁平的胞质透明的细胞。加入 2% DMSO诱导

2周后, 进一步分化为肝细胞形态和胆管样结构 (图2)。 

2  HepaRG细胞药物代谢相关基因的诱导表达 

当培养的 HepaRG 细胞开始融合 ,  加入 2% 

DMSO诱导 2周, Q-PCR检测 DMSO诱导前后Ⅰ相

药物代谢酶 (CYP450) CYP3A4、CYP1A2、CYP2B6、

CYP2E1、CYP2C9, Ⅱ相代谢酶 UGT1A1、GSTA1/2, 核

受体因子 PXR、CAR, 肝脏特异性蛋白 ALB、aldolase 

B, 膜转运体 MDR1、MRP2、OCT1、BSEP及过氧化

氢酶 catalase 的基因表达, 发现各基因的表达均有不

同程度的上调, 其中 CYP2E1、CYP3A4、CYP2B6、

UGT1A1、GSTA1/2和 CAR的基因表达显著升高, 而

CYP1A2、PXR 和 ALB 的基因表达轻微上调, 其中 

Ⅰ相药物代谢酶 CYP3A4 基因表达水平上升最为明

显, 约为诱导前培养的 35 倍, 说明经 DMSO 诱导后

HepaRG 细胞高表达药物代谢相关的酶类, 与体内肝

脏代谢酶水平更加接近 (图 3)。 
 

 
Figure 2  Phase-contrast micrographs of control and DMSO-     
treated differentiated HepaRG cells.  HepaRG cells were cultured 
for 5 days without DMSO (A), 10 days without DMSO (B), or 15 
days without DMSO (C), then exposed to 2% DMSO for 15 days 
(D, E, F) 

 

 
Figure 3  Comparative expression of drug metabolic enzymes, transporters, nuclear receptors and liver-specific protein mRNA in     

control and DMSO-treated differentiated HepaRG cells.  n = 3, x ± s.  **P < 0.01 vs group 
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3  HepaRG细胞培养的类器官形态 

接种于悬滴培养板的 HepaRG细胞, 3天后形成

稳定的类器官球体结构, 球体直径约为 270 μm, 可

持续培养 3 周以上, 且前 3 周球体细胞增殖较稳定, 

可用于药物的评价 (图 4)。 

4  基于类器官和高内涵成像的肝毒性评价 

4.1  测试药物对类器官 ATP 合成的影响  采用

CellTiter-Glo® 3D定量检测培养物中 ATP含量, 进而

评价类器官模型中的细胞活力, 结果表明不同浓度 

(200、100、50、25、12.5、6.25、3.125和 1.562 5 μmol·L−1) 

的 3种药物对 HepaRG细胞孵育 24 h后, 与 ASP阴

性对照组相比, AMD和 CSP对 HepaRG细胞活力有

明显的抑制作用 , 呈剂量依赖性 , 且 AMD 对

HepaRG 细胞活力的抑制作用比 CSP 更显著 (图 5), 

提示 AMD具有更强的毒性风险。 

4.2  测试药物对类器官活细胞的影响   Hoechst 

33342染色结果表明, ASP阴性对照组细胞核呈现均

匀的蓝色荧光, 而 AMD 与 CSP 分别作用 24 h 后,     

随药物浓度的增加, 荧光强度出现不同程度的减弱, 

细胞数量减少。Calcein AM 标记的活细胞染色结     

果显示, 与 ASP阴性对照组比较, AMD组与 CSP组

HepaRG 细胞绿色荧光强度随着药物浓度的增强而

减弱, 且相同浓度条件下, AMD组HepaRG细胞绿色

荧光强度显著降低, 提示 AMD组 HepaRG细胞的活

细胞数量少。而 EthD-1标记的死细胞染色结果显示, 

与 ASP阴性对照组比, AMD组与 CSP组 HepaRG细

胞红色荧光强度随着药物浓度的增强而增强, AMD  

 
Figure 5  Luminescence curves of HepaRG cell organoid 
treated with drugs.  The cell viability of HepaRG treated with 
drugs for the indicated concentration point respectively.  AMD: 
Amiodarone; ASP: Aspirin; CSP: Cyclosporin 

 
组 HepaRG 细胞红色荧光强度显著增强, 提示 AMD

组HepaRG细胞的死细胞数量多, 具有更强的毒性风

险 (图 6)。 

4.3  测试药物对类器官 ROS的影响  荧光染料 ROS 

Dye标记的 ROS染色结果显示, 与阴性对照 ASP组

比较, AMD组和 CSP组 HepaRG细胞绿色荧光增强, 

且呈剂量依赖性。与 CSP组相比, AMD组 ROS的水

平显著增加 (图 7), 提示 AMD导致的肝细胞氧化应

激损伤更严重。 

4.4  测试药物对类器官线粒体膜电位的影响  Mito 

Dye标的MMP染色结果显示, 阴性对照 ASP组的细

胞膜电位最高, 呈现亮红色荧光, 荧光强度较强。

AMD组和 CSP组的细胞红色荧光逐渐减弱。随浓度

的增加, 对应的红色荧光强度降低。与 CSP 组相比, 

AMD 组的线粒体膜电位水平显著降低 (图 7), 对肝

细胞的线粒体损伤作用更严重。 

 

 
Figure 4  Bright field microscopy of HepaRG cell organoid 
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Figure 6  Effects of drugs on HepaRG cell organoid.  The cell count was observed by Hoechst 33342, Calcein AM and EthD-1 staining 

 

讨论 

传统 2D 培养的细胞呈平面生长, 缺乏细胞与细

胞、细胞与基质间的相互作用, 无法模拟肝脏组织    

复杂的细胞生长环境。最近由干 (祖) 细胞分化并通

过 3D 培养得到的类器官模型, 可复制出已分化组织

的复杂空间形态, 维持细胞的生理功能, 提高细胞    

的存活率, 与体内来源的组织或器官高度相似[14−16]。

HepaRG 细胞具有干性潜能, 可诱导分化为不同的肝

组织细胞类型, 如本研究经过氢化可的松和 DMSO

诱导获得了向肝实质细胞和胆管细胞分化的细胞形

态, 诱导后肝细胞相关的药物代谢酶、药物转运体、 

核受体及肝细胞特异标志性分子白蛋白 (ALB) 等

相关基因的表达较高, 接近于体内正常肝脏代谢水

平, 对一些无毒或低毒的物质通过生物转化后反而

有毒的药物的代谢发挥重要作用, 而普通 2D 培养的

肝细胞系较少表达药物代谢相关酶基因[17], 对一定

肝毒性的化合物不敏感, 在药物毒性评价中受到限

制。因此, HepaRG细胞 3D培养获得的类器官模型可

以更好地模拟肝脏的结构和功能, 满足药物代谢与

毒副作用筛选需求。此外, 由于 HepaRG细胞来源于

人肝祖细胞, 避免人与动物间存在的种属差异[18−23]。 

高内涵成像技术是基于高效新药筛选需求发展

起来的新技术, 具有结果直观且可定量分析的优势, 

通过标记不同的靶标, 可以同时评价多个药物的损

伤机制。本研究采用悬滴法建立 HepaRG细胞肝脏类

器官, 该类器官高表达正常肝细胞相关的药物代谢

酶、药物转运体、核受体及肝细胞特异标志性分子 

(ALB) 等, 并且可以稳定维持 3周以上, 具有类似于

在体细胞的药物代谢能力, 更好地模拟药物在肝脏

中的代谢和毒性作用; 通过高内涵活细胞成像技术

分析发现: 类器官模型可以准确地区分肝毒性阳性

对照药和阴性对照药的毒性差异, 其中 ASP 作为阴

性对照药在实验浓度 (1.562 5～200 μmo·L−1) 下未检

测到肝毒性作用; 而 AMD和 CSP作为阳性药在实验

浓度 (12.5～200 μmol·L−1) 表现出浓度依赖的肝毒

性作用, 表现在对类器官球体的总细胞数和活细胞

数、MMP和细胞内 ROS水平均有不同程度改变, 特

别是高浓度 (≥50 μmol·L−1) AMD 显著抑制了类器

官球体的细胞增殖、并导致大量细胞死亡, 实验结果

与文献[17]报道的结果一致, 可用于药物肝毒性的高 
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Figure 7  Effects of drugs on HepaRG cell organoid.  Oxidative stress injury was observed by ROS Dye and Mito Dye staining 

 

通量评价。 

HepaRG 细胞获得的类器官模型还具有胆管样

结构, 标记胆管细胞可以检测胆管细胞损伤型药物

的作用[17]。最新的研究表明, 免疫细胞在药物肝毒性

发生中起到重要作用[24], 甚至一些药物的肝损伤作

用主要依赖于免疫系统的参与而发生[25], 常规的细

胞 2D 培养模型很难模拟这种特殊的损伤过程, 因此, 

可以采用免疫细胞与肝细胞共培养形成多细胞类型

的类器官模型, 研究具有免疫损伤作用的药物毒性作

用。此外, 考虑到药物临床发生的肝毒性往往是特异

质的、个体差异较大, 可以采用患者来源的体细胞, 利

用本课题组前期建立的小分子化合物诱导谱系重编程

技术[26], 获得具有同胚层来源的功能性肝细胞, 建立

患者特异的类器官的肝毒性评价模型, 可以更好地

模拟和研究特异质肝毒性的发生机制和易感因素。 
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