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摘 要 目的：研究去甲斑蝥素（NCTD）在大鼠肝细胞中代谢的影响因素。方法：用MTT法检测NCTD对肝细胞的半数抑制浓度

（IC50），以细胞接种密度、给药浓度、培养时间为考察因素，以培养体系中NCTD相对含量的峰面积为评价指标，采用气相色谱法检

测NCTD的峰面积，正交设计试验筛选NCTD在肝细胞中代谢的影响因素。结果：NCTD对肝细胞的 IC50为5.98 μg/ml；在接种密

度为75 000 个/ml、给药质量浓度为6 g/ml、培养时间为48 h时，NCTD在肝细胞中代谢效率最高。结论：成功获得NCTD在肝细

胞中代谢的最优条件。
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Optimization of Influential Factors of the Metabolism of Norcantharidin in Rat Liver Cells by Orthogonal Test
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ABSTRACT OBJECTIVE：To study influential factors for the metabolism of norcantharidin（NCTD）in rat liver cells. METH-

ODS：MTT assay was used to detect the IC50 of NCTD to liver cells. With cell vaccination density，administration concentration

and incubation time as factors，using relative content of NCTD in culture system as index，GC was used to detect the peak area of

NCTD，orthogonal test was adopted to optimize the influential factors for metabolism of NCTD in liver cells. RESULTS：The IC50

of NCTD to liver cells was 5.98 μg/ml；when vaccination density was 75 000 piece/ml，administration concentration was 6 g/ml

and culture time was 48 h，metabolic efficiency of NCTD in liver was the highest. CONCLUSIONS：This study obtains optimal

metabolism conditions of NCTD in liver cells.
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去甲斑蝥素（Norcantharidin，NCTD）是斑蝥素的衍生物。

与斑蝥素相比，其对泌尿系统的刺激性显著降低，并具有独特

的升高白细胞总数的作用，也是我国首先合成的新型抗肿瘤药

物[1]。其衍生物众多而且很多衍生物都表现出抗肿瘤活性[2]，

其新型制剂研发工作也取得一些进展[3]。但由于NCTD自身

化学性质活泼、代谢快速以及代谢产物的复杂性，导致其代谢

机制和代谢物的深入研究非常困难，限制了NCTD开发应用。

利用细胞株对药物进行代谢的研究方法可以排除体内因

素的干扰，为整体药物研发提供可靠的试验数据。对体内代

谢率低、毒性大以及缺少灵敏检测方法的药物来说，细胞代谢

法更是首选的研究方法。由于细胞对药物的代谢受到细胞接

种密度、给药浓度等多种因素影响，所以本文设计正交设计试

验研究NCTD在大鼠肝细胞（Buffalo rat liver，BRL）中代谢的

相关影响因素，以提高代谢效率、获得最佳培养方案，为后续

及相关研究提供科学依据。

1 材料
1.1 仪器

GC-17A气相色谱仪[中国（上海）岛津有限公司]；Infinite

M200酶标仪[帝肯（上海）贸易有限公司]；Legend Micro17R高

速离心机（美国Therme Electron Corportion公司，离心半径：78

mm）；TMS-PH-3倒置显微镜[尼康仪器（上海）有限公司]。

1.2 药品与试剂
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NCTD 对照品（中国食品药品检定研究院 ，批号 ：

100414-200501，纯度：100％）；NCTD原料药（南京景竹生物科

技有限公司，批号：JZ130421A，纯度：99％）；达尔伯克改良伊

格尔（DMEM）培养基（美国Gibco公司，批号：12800-027）。

1.3 细胞

大鼠BRL细胞（国家科学院典型培养保藏委员会细胞库）。

2 方法与结果
2.1 检测NCTD对BRL细胞的半数抑制浓度（IC50）

参考相关资料[4]，将BRL细胞按照 25 000、50 000、75 000

个/ml 3种密度进行接种，用培养液将 NCTD 配成 10.0、7.14、

5.10、3.64、2.60、1.86、1.33、0.949、0.678、0.484 μg/ml 10个质量

浓度，培养48 h，用MTT法检测细胞抑制率，重复3次。结果3

种细胞接种密度下的 IC50分别为（6.04±0.22）、（5.82±0.31）、

（6.07±0.18）μg/ml，其平均值5.98 μg/ml即为NCTD对BRL细

胞的 IC50。

2.2 检测NCTD相对含量的方法

2.2.1 色谱条件。色谱柱：DM-1毛细管色谱柱（30 m×0.25

mm，0.25 μm）；流动相：氮气，流速：1 ml/min；检测器：氢离子

火焰检测器（FID）；柱温：200 ℃；进样口温度：250 ℃；检测器

温度：280 ℃；无分流；进样量：1 μl。

2.2.2 样品的处理。收集各组培养液，加入 10％三氯乙酸

[10％三氯乙酸：培养液（0.6 ∶ 1）]除蛋白，以10 000 r/min离心5

min，取上清液浓缩干燥，将固体干燥物用200 μl水定容，静置

30 min充分溶解，取上清液滤过作为待测样品。

2.2.3 方法专属性考察。分别将NCTD对照品、空白培养液、

培养液+NCTD对照品，经“2.2.2”项下处理后，按“2.2.1”项下色

谱条件检测，记录色谱。结果空白培养液对NCTD色谱峰几

乎无干扰，色谱图见图1。

2.2.4 精密度试验。配制质量浓度分别为 0.200 0、0.800 0、

3.200 μg/ml 的 NCTD 培养液样品，按“2.2.2”项下方法处理后

进样。同日内测定5次，得日内RSD为（2.58±0.37）％；每日测

定1次，连续测定5 d，得日间RSD为（5.10±0.55）％。

2.2.5 检测限考察。以信噪比为 3时，NCTD 的检测限为 10

ng/ml。

2.3 正交设计试验优选最优培养条件

根据“2.1”项下方法与结果，参考相关文献[5-6]，选取细胞接

种密度（A）、给药浓度（B）、培养时间（C）为考察因素。因素A、

C 的考察水平参考文献选取 3个水平；因素 B 考察水平以

NCTD对BRL细胞的 IC50为参考，选取 3个水平，具体数值见

表1。

表1 正交设计试验因素与水平

Tab 1 Factors and levels of orthogonal test

水平

1

2

3

因素
A，个/ml

25 000

50 000

75 000

B，μg/ml

3

6

12

C，h

24

48

72

按照4因素3水平L9（34）正交试验表进行试验，培养体系

置于37 ℃、5％二氧化碳及饱和湿度条件下培养相应时间，以

培养体系中NCTD的相对含量的峰面积为评价指标。正交设

计试验结果及极差分析见表2，方差分析结果见表3。

表2 正交设计试验结果与极差分析（n＝3）

Tab 2 Results of orthogonal test and analysis of range（n＝

3）

试验号
1

2

3

4

5

6

7

8

9

Ⅰ
Ⅱ
Ⅲ
SSj

A

1

1

1

2

2

2

3

3

3

189 990.000

94 794.000

39 633.333

150 356.667

B

1

2

3

1

2

3

1

2

3

108 152.000

72 732.000

143 533.333

70 801.333

C

1

2

3

2

3

1

3

1

2

99 800.000

96 685.333

127 932.000

31 246.667

D

1

2

3

3

1

2

2

3

1

107 575.333

92 410.000

124 432.000

32 022.000

平均峰面积
181 100

127 400

261 470

99 646

78 616

106 120

43 710

12 180

63 010

表3 正交设计试验的方差分析

Tab 3 Results of orthogonal test and analysis of variance

方差来源
A

B

C

D

偏差平方和
34 712 104 774.222

7 519 243 950.222

1 777 464 750.222

1 539 543 030.22

自由度
2

2

2

2

均方
17 356 052 387.111

3 759 621 975.111

888 732 375.111

F

22.547

4.884

1.155

P

＜0.05

注：F0.05（2，2）＝19.000

Note：F0.05（2，2）＝19.000

由表2、表3可知，各因素对培养体系中NCTD相对含量的

影响顺序为 A＞B＞C。其中，因素 A 有显著性影响（P＜

0.05），选择水平 3；而因素B、因素C各水平间差异不大，从培

养效率方面考虑，均选择水平 2。故最优培养条件为A3B2C2，

即接种密度为75 000个/ml，给药浓度为6 g/ml，培养时间为48

h。根据最优条件培养，试验重复3次，检测其体系中NCTD的

相对含量的峰面积为10 567±664。

3 讨论
有资料报道 NCTD 对人肝癌细胞 Bel-7402、HL-7702的

IC50分别为 18.84、22.66 μg/ml[7]，对海拉癌细胞 Hela 的 IC50为

261 μg/ml[8]，对人胃癌细胞BGC-823的 IC50为7.85 μg/ml[9]。本

研究中 NCTD 对 BRL 细胞的 IC50 为 5.98 μ g/ml，由此表明

NCTD对不同细胞株的抑制率是不一样的，所以在对不同细胞

图1 气相色谱图
A.对照品；B.空白培养液；C. 培养液+NCTD对照品；1.NCTD

Fig 1 GC chromatograms
A. substance control；B. blank culture medium；C. culture medium sam-

ple+NCTD control；1. NCTD
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株试验研究时，应该对其抑制率进行研究。通过预试验，笔者

将NCTD对BRL细胞 IC50的0.5、1、2倍作为正交设计试验的给

药浓度，即3、6、12 μg/ml。

由于NCTD分子结构中不含共轭结构，无强生色团，导致

NCTD 无紫外特征吸收峰，所以使用紫外检测法进行体内药

动学研究和体外代谢产物研究时会受较多干扰，达不到检测

要求。本试验建立气相色谱法测定培养基中 NCTD 药物浓

度，并对该方法进行方法学考察研究。结果表明，该方法符合

生物样品的分析要求，可为NCTD的体内外药动学研究、临床

给药监测以及开发高效低毒的NCTD衍生物和新剂型等提供

简单快捷的检测方法。体外代谢是利用各种体外代谢模型对

候选化合物进行高通量筛选，可以对代谢过快或生成毒性代

谢物的候选化合物进行结构改良，也可以通过模拟或合成活

性代谢物的结构得到新的候选化合物。与体内代谢研究相

比，体外代谢研究可在新药研发早期利用候选化合物的体外

代谢参数合理预测候选化合物的体内药动学行为，指导后期

药效学、药动学以及安全性评价的模型选择，缩小体内研究的

筛选范围，具有广阔的应用前景[10]。

通过正交设计试验研究发现，接种密度对以代谢快慢具

有显著的影响且影响最大；而给药浓度和培养时间没有显著

性，通过直观分析看到给药浓度的影响次之，培养时间影响最

小。当接种密度为75 000个/ml、给药浓度为6 g/ml、培养时间

为48 h时，在培养液中剩余NCTD含量是最低的，说明在此条

件下，NCTD在BRL细胞中代谢效率最高。NCTD在BRL细

胞中代谢最优培养条件的研究结果可为NCTD体外代谢产物

的相关研究提供可靠的科学数据和必要的前提条件。
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本刊讯 2014年 9月 29日，国家食品药品监督管理总局

食品安全风险交流专家组第 1次全体会议在京召开。国家食

品药品监督管理总局党组成员、食品安全总监郭文奇出席并

讲话。

郭文奇强调，食品安全风险交流工作是总局成立后承担

的全新职责，组建总局食品安全风险交流专家组是其中的一

项重要内容。针对当前食品安全存在的涉及面广、燃点低、传

播快和负面影响大的特点，做好食品安全风险交流工作具有

重要意义，有利于科学理解风险信息，能够促进法律法规、政

策措施的有效施行，提高监管部门公信力和消费者信心，推动

食品产业健康发展。总局高度重视食品安全风险交流工作，

组建以来主要从“打基础、建机制、强能力”等方面开展工作，

搭建了风险交流工作体系，组建了食品安全风险交流专家组，

发挥第三方平台作用，创新风险交流载体，强化人员培训和队

伍建设，拓展国际合作交流。他指出，与国外相比，我国引入

食品安全风险交流概念时间不长，相关工作正在探索，尽管前

期工作取得了一定成效，但面临很多挑战，工作难度大，体系

不健全，专业人员匮乏，制度机制亟待建立。他要求，要科学

把握风险交流的基本原则和重点内容。风险交流工作要以科

学为准绳，以维护公众饮食安全为根本出发点，服务于食品安

全工作大局；要紧紧围绕履行职责，突出抓好体系建设、制度

建设和重点工作。

食品安全风险交流专家组作为总局层面提供相关咨询建

议和技术指导的高层次智囊机构，郭文奇要求，专家组成员应

该积极参与各项工作，严格遵守有关规定。一是要协助开展

食品安全风险研判，为食品安全风险交流工作提供咨询建议；

二是要参与食品安全风险交流相关政策法规、重大项目、重点

规划计划的咨询论证；三是要参与食品安全风险交流技术指

导及相关工作。秘书处要做好专家组组织协调和日常服务

工作。

会上，国家食品安全风险交流评估中心风险交流部作为

专家组秘书处介绍了专家组管理办法和 2014年工作计划，专

家组成员进行了专题讨论。会议从技术层面和新闻传播层面

安排了主题讲座。

总局食品安全风险交流专家组全体成员和总局食监三司

主要负责同志、各相关司局、有关直属单位负责人员参会。

国家食品药品监督管理总局食品安全总监郭文奇出席总局食品安全风险交流专家组第1次全体会议

··3871


