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摘要：如何对中药的致癌性风险作出科学而合理的评价是毒理学研究的难点之一。因中药成分和配伍的

复杂性，现有的常规遗传毒性评价方法在评价中药方面有所局限。在原有试验原理基础上开发高通量筛

选方法，以及利用新型生物标志物和基于新原理的试验技术已在中药毒性预测和评价领域显露一定的应

用价值。本文聚焦适合大量成分毒性筛选及靶器官毒性评价的试验方法，包括改良的传统试验方法、自

动化检测手段、生物标志物、三维组织培养技术和计算机毒理学的引入等，为中药致癌性评价提供借鉴

思路。
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中药是我国文化的瑰宝和民族智慧实践的结

晶，我国中药产业近10年来持续高速发展，预计

2020年市场规模将达5806亿元[1]。中药、天然药物

经常作为保健品或药品用于调理机体状态或治疗慢

性疾病而长期服用，但其成分复杂，许多成分毒

性作用不明确，安全性尤其是长期使用引发的致癌

性风险日益受到重视。近年来，存在致癌风险的中

药及天然药物不乏报道并不断引发“余震”。如含

有马兜铃酸的马兜铃属植物作为中药材曾广泛用于

关节炎、痛风和炎症的治疗。含有马兜铃属植物的

中草药和马兜铃酸分别于2000年和2008年被世界卫

生组织国际癌症研究中心认为具有人类致癌性[2]。

两者均被列为Ⅰ类致癌物，且Ames试验、姊妹染

色体交换试验、染色体畸变试验及彗星试验等多项

遗传毒性研究结果均呈阳性。有研究证实马兜铃酸

的致癌机制主要与其活性代谢产物与腺嘌呤结合

后形成DNA加合物，后者可进一步导致碱基置换型

突变[3]。自2004年起，我国监管部门已加强对马兜

铃、寻骨风、天仙藤等含马兜铃酸的中药制剂的管

理[4]。2017年发表于《科学·转化医学》（Science 

Translational Medicine）杂志的题为《马兜铃酸及

其衍生物与中国台湾和整个亚洲的肝癌广泛相关》

（Aristolochic Acids and Their Derivatives are Widely 

Implicated in Liver Cancers in Taiwan and Throughout 

Asia）的文章再次引起社会热议，服用马兜铃酸是

否与我国肝癌发病率有关受到民众高度关注。随

后，2019年的一项研究中发现小鼠肝癌发生率与马

兜铃酸的剂量存在正相关[5]。

1   中药致癌性评价存在的问题
马兜铃酸事件凸显民众对中药致癌性风险的

高度重视。然而，这不过是众多品类有毒中药的冰

山一角，明确存在遗传毒性/致癌性的中药成分还

包括槟郎、羌活、汉防己甲素、细辛等。而大量既

是药物又是食品的中药，如决明子、何首乌、熟大

黄、夏枯草等，也含有存在遗传毒性风险的成分。

这些药食同源的物质的食用安全与百姓生活息息相

关，需高度关注。此外，不同炮制及配伍方法对中

药毒性有所影响，经不同方法炮制的中药成分和不

同配伍的中药混合物的遗传毒性/致癌性如何并不

明确。充分了解中药成分毒性，可有效避免药物在

上市后出现严重中毒事故，因此，当前亟需加强中

药的致癌性风险研究。

药物遗传毒性评价的主要目的是对受试物的

潜在致癌性风险进行预测。根据《药品注册管理办

法》（国家药品监督管理局令第28号）规定，处方

中含有无法定标准的药材或源于无法定标准药材的

有效部位，以及用于育龄人群可能对生殖系统产生

影响的中药和天然药在新药申报时必须递交遗传毒

性研究资料[6]。然而现有常规遗传毒性评价方法在

评价中药方面有所局限。除盐酸小檗碱外，几乎所

有中药成药均为混合物，成分复杂，对结果评判产

生严重影响。如待检样本中含有组氨酸成分，可造

成细菌回复性突变异常增加，对Ames试验结果产

生严重干扰。而大多数中药颜色较深，可造成菌落

计数困难。此外，中药通常溶解度较低，体内研究

时给药剂量难以达到指导原则要求；而部分中药经

肝脏代谢后产生明显毒性，以骨髓为靶组织的体内

微核和染色体畸变试验或难以充分评价其毒性[7]。

此外，中药成分复杂，相互干扰，毒性物质尚不明

确。如有研究提示大黄经清蒸和醋蒸处理后Ames

试验和彗星试验结果均降为阴性，而清炒和醋炒后

对大黄的减毒效果不明显[8]。因此，对中药组方的

具体成分进行确认以及对其配伍方式的筛选十分重

要。然而传统的遗传毒理学试验使用人工计数完

成、需要消耗大量试剂和细胞或菌株且耗时较久，

开展如此大量的筛选工作较为困难，并不适用于中

药遗传毒性的早期快速筛选。从中药研发和质量控

制的角度而言，中药毒性成分筛选工作浩繁，亟需

开发适合中药遗传毒性的高通量筛选评价方法。

当前的遗传毒性方法学优化主要通过结合微

孔法、分子生物学和荧光成像等技术，在实现成本

最低化的同时，保证结果的准确率并提高工作效

率。以高通量评价方法进行毒性筛选将成为中药成

分开发及预测的未来发展趋势。此外，通过化学基

团对单体结构毒性进行预测，从而确立毒理学相关

阈值（Threshold of Toxicological Concern，TTC）或

可成为复杂中药成分控制的新模式。本文将着重介

绍适用于中药遗传毒性/致癌性评价的研究方法，

也为其它复杂成分的药物毒性评价提供借鉴思路。

2   基因突变评价方法的高通量化
当前已有研究证实基因突变是肿瘤与癌症发生

的重要分子基础，在2018年国家食品药品监督管理

总局颁布的《药物遗传毒性研究技术指导原则》[9]

中，以基因为检测终点的细菌回复性突变（Ames 
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T e s t ） 和 小 鼠 淋 巴 瘤 t k 基 因 突 变 试 验 （ M o u s e 

Lymphoma Assay，MLA）仍是药物遗传毒性评价标

准试验组合的重要组成部分。然而，传统方法在中

药评价中存在不足之处。如，大部分中药受试物为

混合物，检测样本中可能含有色氨酸或组氨酸，对

Ames试验结果产生影响。又如，部分中药成分颜

色较深，可对琼脂及菌落染色，从而对计数结果的

准确性产生一定影响。随着近年来分子生物技术的

革新，新型基因突变检测方法也陆续步入评价领

域，使高通量基因突变评价成为可能。高通量筛

选（High Throughput Screening）技术即针对一种或

多种毒性作用终点同时评价多种化合物毒性风险的

试验方法，通常会引入新的试验体系或应用新兴生

物标志物。例如，使用微孔板开展的Ames试验，

如mini-Ames（6孔板）和micro-Ames（24孔板）的

试验在不改变原先试验体系的前提下尽可能减少受

试物的用量，前者与标准平皿Ames试验结果的一

致性可达95%[10]。此外，基于96孔板和384孔板液

态培养及显色的“Ames波动试验”和Ames II也有

一定应用。该方法利用菌落大量生长时改变培养基

pH值，从而可通过显色剂识别是否存在大量菌落

突变，省去了平板制作和菌落计数等步骤，可用

于药物早期筛选。Kamber等比较71种化合物研究

数据发现，Ames II与标准平皿Ames试验的评价结

果一致性高达84%[11]。课题组使用鼠伤寒沙门氏菌

TA98及TA100开展Ames波动试验发现大黄素及芫

花素均可诱导TA100的回复突变率升高[12]。

X染色体上的Pig-a基因完整情况与红细胞表面

多种锚链蛋白（CD48、CD55、CD59等）的表达密

不可分。故可以利用荧光抗体识别及流式细胞分类

的方式检测是否存在基因突变。使用正常动物外周

血开展的体内Pig-a基因突变试验，已应用于药物

安全性评价，因可与多种体内毒性评价研究结合开

展，获得更多的与致癌性及毒性有关的数据，在

今后具有较高的应用价值。实验室间联合验证就

41项化合物的大鼠体内Pig-a基因突变试验结果进

行比较，证明其灵敏性和特异性俱佳[13]。然而体内

Pig-a试验的时间成本及动物使用使其难以成为大

量药物筛选的优先选项。近年来，国内外多家实验

室纷纷使用哺乳动物细胞系开展的体外Pig-a基因

突变试验，作为Ames试验结果不明确时的后续选

择[14-16]。不同细胞系的选择与自发突变率有关。如，

TK6细胞本身存在Pig-l基因的缺失，其GPI（-）

自发突变率背景值远高于L5178Y细胞[15-16]。当前

体外Pig-a试验尚无标准化评价方法，在其正式纳

入常规遗传毒性试验组合之前，大量验证工作尚

待完成。

3   染色体及DNA损伤评价的优化
体内及体外微核试验是深受研究者喜爱的一类

评价方法，已在遗传毒性检测领域得到广泛应用[17]。

该研究利用细胞分裂过程中形成的独立于主核的染

色单体或染色体断片（即微核）来评估受试物的

潜在致染色体损伤能力，微核形成率可用于对受试

物的潜在致癌风险作预测。而如何从传统阅片中解

放出来，实现高通量自动化检测，是中药遗传毒性

筛选方法开发的关注点。当前，基于流式细胞术的

外周血微核试验已在我国完成实验室间联合验证并

列入新版《药物遗传毒性研究技术指导原则》[9]，

Litron实验室继而开发体外流式微核试验盒用于大

规模毒性筛查。上述自动化的检测技术与人工阅片

结果比对后认为相关性良好[18-19]。

因微核试验不受核型限制，可使用多种来源

的细胞系开展针对微核、核芽、核质桥等多种与染

色体损伤有关的生物标志物的体外微核细胞组研

究[20]。体内评价时更可就肝、肾等毒性作用靶点开

展微核试验，就代谢产物毒性进行深入分析[21]。

体内代谢对毒性的影响是中药毒性研究的关

注点之一。随着组织工程技术的迅猛发展，三维

（Three-dimension，3D）肝细胞多细胞聚球体模型

构建已较为成熟。3D组织模型可实现长期给药，

并在2周内保持较高的白蛋白分泌水平和肝药酶活

性，其毒性评价结果较二维培养体系与体内结果更

为接近。如使用3D HepaRG细胞培养模型开展彗星

试验评价何首乌醇提物的毒性，结果发现何首乌醇

提物的致DNA损伤风险经3D肝培养模型培养后有

所减弱，可能与细胞的二相代谢有关[22]。

4   遗传毒性评价生物标志物的应用
生物标志物一直以来是毒性早期预测及筛选

的开发重点。旨在开发高通量替代方法的美国联

邦政府主导的21世纪毒理学计划（Toxicology in the 

21st Century，Tox21），已利用多种与DNA损伤有

关的基因及报告基因建立多种新型遗传毒性评价方

法，并取得重大进展。作为第一个被发现的p53调

控的基因，GADD45a基因在调控细胞周期及DNA的
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修复损伤、细胞凋亡方面起着至关重要的作用[23]。

GADD45a基因的表达与绿色荧光蛋白（Green 

Fluorescent Protein, GFP）的表达密切相关。该方

法通过检测GFP的荧光强度反映GADD45a基因的表

达从而评价受试物的细胞毒性和遗传毒性。Louise 

Birrell等采用GreenScreen HC检测方法评价62种化

合物的潜在致癌性，其结果与文献报道符合率超九

成[24]。课题组前期开展GreenScreen HC试验发现芫

花素浓度为62.5 μM时细胞表达的GADD45a-GFP

荧光强度超过阈值，存在遗传毒性风险[12]。近年

来，跃入人们眼帘的高通量遗传毒性检测体系层

出不穷。如表达量受DNA损伤调控的ATAD5蛋白

已成为热门的遗传毒性生物标志物，已有研究构

建ATAD5荧光酶报告基因对4000余种化合物的细

胞毒性及DNA损伤风险进行评估[25]。又如，构建

缺乏DNA修复蛋白REV3或Ku70/RAD54的鸡淋巴

瘤DT40细胞DNA损伤修复高通量评价平台[26]。该

方法利用其细胞周期短且无G1/S期的特点，提高

检测结果的敏感性，现已通过Tox21项目对上万种

化合物完成筛选。此外，DNA双链断裂的生物标

志物γ-H2AX，可通过免疫荧光技术标记后在荧

光显微镜下或流式细胞术评价DNA损伤程度[27]。

Litron 实验室已制备结合γ-H2AX、p53基因及多

聚ADP-核糖聚合酶（Poly ADP-ribose Polymerase, 

PARP）等多种与细胞增殖、凋亡相关的生物标志

物的试剂盒，并使用84种化合物初步验证其灵敏性

和一致性超过90%[28]。课题组首次将标记γ-H2AX

应用于DNA交联效应亦获成功[29]。

5   非遗传毒性致癌性高通量筛选
非遗传毒性致癌性的检测长期以来是致癌性

预测的盲点。相当多的非遗传毒性化学物质在长期

动物试验中显示出致癌，却在致突变和DNA损伤试

验中呈阴性结果，从而无法通过常规的遗传毒性

试验检出其致癌性。而体内致癌试验周期长且需

消耗大量人力物力，开展体外细胞转化试验（Cell 

Transformation Assay，CTA）是目前最佳的体外致

癌模型替代方案。该方法已用于农药、兽药、环境

污染物、化妆品等的检测[30-31]，在区分遗传毒性或

非遗传毒性致癌物、解释体外遗传毒性结果、研

究受试物在肿瘤的启动阶段和促进阶段的作用机

制等方面独具优势。Berwald和Sachs[32]于1963年首

次使用叙利亚地鼠胚胎细胞（Syria Hamster Embryo 

Cell，SHE）建立CTA试验模型，随后Aaronson和

Todaro[33]于1968年在此基础上使用小鼠胚胎细胞建

立体外的小鼠细胞转化试验，后者以转化灶的形成

数量作为细胞转化检测终点。人源CTA被认为是检

测人类致癌物的最优选择，但因受细胞来源问题未

能广泛开展。

自1974年Lasne等首次将肿瘤的多阶段理论应

用于体外细胞转化试验后，Sasaki等在BALB/c 3T3

细胞转化试验的基础上进一步提出了两阶段转化

试验模型，实现同一试验体系内同时检出遗传毒

性致癌物和非遗传毒性致癌物[34]。欧洲替代方法验

证中心（ECVAM）在2012年推荐了以BALB/c 3T3

（clone A31-1-1）为基础的两阶段细胞转化试验

方法的标准化方法[35]。基于Bhas 42细胞的两阶段

细胞转化试验作为新兴的一种致癌物体外检测手

段，可高度模拟动物体内肿瘤发生发展的过程，具

有灵敏度高、试验周期短、转化率高等优点[36-37]。

CTA对于尚未实施致癌试验的化合物或常规遗传毒

性试验方法不适用的化合物的早期致癌性预测方

面有重大意义。如我中心已使用双氧水法优化Bhas 

42 CTA实现高通量法读孔，并用于评价木黄酮的

非遗传毒性致癌性风险[37]。其最重大的价值是对非

遗传毒性致癌物进行鉴别，并提供低剂量条件下

化合物的遗传毒性作用机制，以验证阈值下遗传毒

性化合物的特征。目前Bhas 42细胞转化试验作为

最有前景的体内致癌试验替代方法，尚未在国内普

及。该试验方法对细胞状态、操作时间点均有严格

限定，非常有必要在推广的同时进行试验方法的标

准化，并利用多种已知阳性剂和无致癌性物质（盲

法）对试验方法进行规范化，积累试验背景数

据，验证试验体系的可靠性。此外，因体外模型

缺乏体内代谢活化系统，易于产生假阳性或假阴

性结果。为更好模拟体内药物代谢及作用条件，

可在标准化高通量试验方法的基础上对给药及培

养方式进行优化。

6   计算机毒理学在中药遗传毒性预测中的
应用

计算机毒理学已成为海量化合物毒性预测的

首选方法，并应用于杂质的遗传毒性评价。中药同

样存在单体化合物众多，而毒性研究资料匮乏的情

况。当前已提出中草药单体成分可参照杂质的评价

模式，通过母核及基团结构关系，利用已知毒性数
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据库预测其毒性风险的评价思路[38]。国内已有中药

化学成分数据库包括中科院上海有机化学研究所的

物质毒性数据库、中科院过程工程研究所的中药

化学数据库及中国中医科学院的中国中药化学成

分数据库。然而上述数据库多为化学性质信息，

毒理学数据寥寥。国外数据库，如以研究数据为

基础的毒性预测软件Derek Nexus（Version 6.0.1，

Lhasa Limited，UK）则主要收录国外文献报道数

据，而二萜类等有明确肝肾毒性的中药单体无相

关文献支持。

高雅等[39]将近千种中草药根据化学结构分为

糖苷类、醌类、苯丙素类、黄酮类、萜类、甾体

类、生物碱类等，并以欧洲化学品管理局联合研究

中心（ Joint Research Centre of European Chemicals 

Bureau）开发的毒性预测平台Toxtree就其遗传毒

性和致癌风险进行预测，发现共有255种具有遗传

毒性致癌性警示结构，141种含有非遗传毒性致

癌性警示结构，四分之一含Ames试验阳性警示结

构，四分之三含啮齿类动物微核试验警示结构（表

1）。其中，苯丙素类、黄酮类、萜类、生物碱类

及醌类多为Ames试验阳性警示结构；苯丙素类、

黄酮类、生物碱和萜类则多有啮齿类动物微核试验

阳性警示结构[39]。可见，大量中药单体结构存在遗

传毒性风险，但因研究数据匮乏导致某一类含有类

似结构的化合物通常得到相同的预测结果，对细致

结构差异的毒性差异缺乏区分，难以获得准确的预

测结果。研究者应就某类含相同警示结构的单体开

展系统的毒性研究，从而更为准确地推断结构与毒

性之间的关联，为计算机毒性预测提供更准确且更

有价值的信息。

表 1   药物遗传毒性评价常用方法及高通量化情况

遗传毒性                     

试验方法 
分类 高通量 使用器材 

OECD    

指导原则 
我国应用情况 

Ames 试验

标准平皿 Ames 试验 否 10 cm 平皿 TG471 GLP 安评

微孔板 Ames 试验 否 6 孔板 /24 孔板 无　 药物初筛

波动 Ames 或 AmesII 是 96 孔板 /384 孔板 无　 科研

MLA / 是 96 孔板 TG490 GLP 安评

染色体畸变试验
哺乳动物细胞 否  玻片 TG473 GLP 安评

骨髓细胞 否  玻片 TG475 GLP 安评

微核试验 

骨髓 否 玻片 TG474 GLP 安评

外周血 是 流式 TG474 GLP 安评

永生化细胞 可以 玻片 / 流式 / 高内涵 TG487 GLP 安评

肝细胞 否 玻片 无 科研

彗星试验

啮齿类动物 否 玻片 TG489 完成 III 阶段

联合验证 

永生化细胞 否 玻片 TG489 科研

Pig-a 基因突变试验
外周血 是 流式 无 科研

体外 是 流式 无 科研
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7   小结
中药及天然药物致癌性/遗传毒性评价的难点

主要在于其成分及配伍的复杂性, 除有必要开展海

量筛选外，部分成分对试验体系也存在一定干扰。

在原有试验原理基础上开发高通量评价方法，以及

利用新型生物标志物和基于新兴理论的试验技术对

中药毒性进行预测和评价将成为可行的解决办法。

如表1所示，当前大多常见药物遗传毒性评价方法

可通过结合流式细胞术、免疫荧光技术或改变培养

体系以及评价指标的方法实现高通量化，部分已初

步应用于中药毒性的检测与研究。大量新兴的，尤

其是以生物标志物检测为主的遗传毒性试验方法将

成为未来中药遗传毒性评价主要应用趋势。这些方

法均处于前期研究及推广阶段，有待大量验证，新

方法与致癌试验之间的关联度亦有待长期考察。计

算机毒理学本应在中药毒性评价中发挥重要作用，

但苦于数据短缺，预测效力不佳。故针对某类药

物，进行系统而高通量的遗传毒性评价是今后中药

遗传毒性研究工作的突破口，可为中药的评价方法

及毒性数据库夯实基础。深入研究中药遗传毒性及

其机制无疑将为中药宝库的开发、合理用药及质量

控制做出重要贡献。本文聚焦梳理更适合大量成分

毒性筛选及靶器官毒性评价的试验模型，为中药致

癌性评价提供借鉴思路。
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