
中医杂志 ���� 年 �月第 �� 卷第 �期

实 验 研 究
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摘要 目的
�

研究抗纤软肝颗粒�����对肝星状细胞增殖
、

凋

亡及凋亡相关蛋白的影响
。

方法
�

传代培养的大鼠肝星状细胞

系 ���
一

�。
与 中药复方抗纤软肝颗粒 �终浓度 为 ������

、

�
�

������
、

�
�

��������及药物血清 ���
、

���
、

����共同培养

�� 小时后
，

应用 ��� 法测定细胞增殖
，
����� 法及流式细

胞仪测定细胞凋亡
、

免疫组化检测凋亡相关蛋白��
一
�����

。

结

果
�

抗纤软肝颗粒无论是药物还是含药血清
，

均能显著抑制

���
一
� 。
增殖

，

并使细胞周期阻滞于 �期
，

在安全浓度范围内
，

������ 组和 ���药物血清组作用最强�尸��
�

���� 并可诱导

���凋亡
，

且凋亡抑制分子 ��
一
�表达下调

，

促凋亡分子 ���

表达增强�尸� 。
�

���
。

结论
�

抗纤软肝颗粒抗肝纤维化的作用机

制可能在于抑制肝星状细胞增殖
，

并通过下调 ���
一
����� 比率

，

促进 ���凋亡
。

主题词 细胞分裂�药物作用 显形细胞�药物作用 � 抗纤

软肝颗粒

由于肝纤维化是肝脏细胞外基质�����异常生

成和积累的结果
，

肝细胞
、

�叩���
�
细胞

、

内皮细胞等均

参与肝纤维化形成
，

但以肝星状细胞 �����作用最主

要
，

后者在诸多因素�如细胞因子
、

生长因子
、

肝细胞
、

������� 细胞
、

内皮细胞等�的调控下
，
��� 持续激活

导致胶原生成细胞增多
，

并最终引起 ��� 的大量沉

积
，

同时在肝纤维化的逆转过程 中
，
��� 的减少主要

通过凋亡机制川
。

因此
，
��� 的激活增殖是各种原因

引起肝纤维化形成的中心环节
，

阻抑激活的肝星状细

胞增殖和诱导其凋亡是治疗慢性肝损伤和肝纤维化的

重要策略川
。

抗纤软肝颗粒�����是我们临床长期应

用于肝纤维化治疗的经验方
，

前期研究显示该方能降

低实验肝纤维化大 鼠血清透明质酸����
、

层粘蛋 白

����
、
皿型前胶原��� ��

、
�� 型胶原 �份

一

��及组织轻

脯氨酸�����含量
，

血清药理学实验显示该方能抑制

��� 的增殖及胶原合成和分泌
，

抑制 ��� ����
�
��

�

�� 的表达���
。

为进一步证实该方的抗纤维化作用和

基金项 目
�

湖北省 自然科学基金课题 ����叮。���
，

湖北省教育厅

科研基金课题������������

� 华中科技大学同济医学院附属协和医院
，

武汉市汉 口解放大

道 ����号��������

� 湖北中医学院附属医院

收稿 日期
�����一��一���修回 日期

�����一 ��一��

机制
，

本实验应用激活的肝星状细胞模型观察了 ���

对 ���增殖及凋亡的影响
。

� 材料与方法

�
�

� 材料

�
�

�
�

� 药物
�

抗纤软肝颗粒由鳖甲
、

海藻
、

生牡砺
、

丹

参
、

我术
、

山植等组成
，

经水提醇沉法制成颗粒剂�由湖

北中医学院附属医院药剂科制备�
，

每克含原生药 ��
。

质控标准
�

每 �馆 颗粒剂中有效成分原儿茶醛含量不

得少于 �
�

������
‘�

。

批号 ������
。

用 ���� 液溶解
，

约 �
�

��拼� 滤膜过滤除菌后
，

置 �℃冰箱备用
。

�
�

�
�

� 动物
�

雄性 ����
��
大鼠 �� 只

，

清洁级
，

购 自湖

北省医学科学院实验动物中心
。

证书号为 ��������
。

�
�

�
�

� 肝星状细胞系����
一

��
�
�
���

一

� 。
由上海中医

药 大学徐 列 明教授 惠赠
，

为 ���� 转染 的 �������
�

������大鼠星状细胞
，

其表现型为活化的 ���
，

表达

高水平的 �型胶原
、

����
一

����� 等 〔�〕 。

�
�

�
�

� 主要试剂
�

���
，

碘化丙陡购 自����
�
公司 �

原位末端标记试剂盒
、

���
一

�单抗
、

��� 单抗
，

购 自武汉

博士德生物技术公司
。

�
�

� 方法

�
�

�
�

� ��� 药物血清的制备
�
��� 配制成 �

�

��� 生

药���药液
，

按成人 ��倍剂量�即 ��������体重 �给

大鼠连续 �天灌胃
，

每天给药 �次
，

第 �天给药后 �小

时
，

无 菌 条件 下 颈 动脉 取 血
，

分 离 血 清
，

��℃灭 活

�����
，

分装冻存���
。

设生理盐水对照组给予生理盐水

灌胃
，
方法同前

，

每组 �只大鼠
。

�
�

�
�

� ��� 的培养及传代
�
���

一

��

培养于 ��
‘

�
、
��

���

的含 ���胎牛血清
、

�������青霉素
、

���������

链霉素
、

���
一

谷氨酞胺的 �����低糖与高糖比例为

� �
��培养液中

，

在倒置显微镜下观察细胞长到亚单层

或细胞密度约 ���一���时是 ���
一

��

传代的标志
，

�
�

���胰蛋 白酶 ��℃消化
，

完全培养基调整细胞浓

度
，

以 �火 ������传代
。

�
�

�
�

� 实验分组及药物处理
�

待细胞长满培养板底

后
，

换用 �����的 ���� 培养基
，

培养 ���后加人

不同浓度的 ����以含 �����的 ���� 培养基倍

比 稀 释 成 �������
、

�������
、
�������

、

������
、
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����
�

���
�

����
，
���

�

��
，
��

�

�

�
�

������
、
�

·

�������
、
�

�

��������
、
�

�

���������
，

�� ��拼� 滤膜过滤�
，

或不同浓度的 ��� 药物血清�实

验设 ��
、

��写
、

����个浓度�作用 ��小时
，
�孔重

复
，

另设空白对照组�予含 �����的 ���� 培养基�

及生理盐水对照血清组�设 �写
、

���
、

����个浓度�
。

�
�

�
�

� ��� 法测定细胞抑制率
�

将浓度为 �� �����

细胞接种于 �� 孔培养板中
，

待细胞贴壁后加人不同浓

度的药物
，

设复孔和对照孔
。

置 ��℃ 、

�线��
�

条件下

培养 ��小时后
，

每孔加人 ��拼����
，

继续培养 �小

时
，

去培养基
，

洗板 �次
，

加人二 甲基亚矾 ������

���川
，
振荡混匀

，
于酶标仪波长 ����� 处测定各孔吸

光度值�� 值�
。

细胞存活率一 �药物组 �� 值�对照组 �� 值��

����

细胞抑制率一 �� 一药物组 �� 值�对照组 ����

����

最后选择 ���以上的星状细胞存活的浓度作为

以下实验所用药物浓度
。

�
�

�
�

� 细胞计数法测定细胞增殖
�

取生长状态良好的

细胞
，

按 �
�

�� �护 个���的密度接种于 �� 孔培养板

中
，

每组设 �个复孔
，

每天换相应培养基 �次
，

于实验

次 日起
，

每天消化各组细胞
，

血细胞计数板计数
，

连续

观察 �天
，

结果以均值士标准差 ‘ 士��表示
。

� �� � ����� 法
�
以胞核呈棕褐色染色为 阳性细

胞
，

选择细胞分布均匀
、

染色背景清晰的区域
，

在高倍

镜下计数 ��� 个细胞
，

计算阳性细胞所占百分比
，

即为

凋亡指数
。

�
�

�
�

� 流式细胞术分析
�

经处理因素作用 �� 小时后
，

收集各组细胞
，

每组 �� ��‘
细胞用 ���冷 乙醇固定

，

经 ��风柠檬酸缓冲液冰上孵育 �����
，
���洗涤细胞

，

加人碘化丙吮染液���拌����碘化丙吮
，
�

�

���
������

�

���
，
�����������

，
�

�

����
���� �

，

室 温 下 进 行

��� 染色 �����
，

样品 �℃避光保存
，

经上述处理后的

细胞
，

荧光标记成功后
，
应用 �������流式细胞仪�美

国��
���� 压

����� 公司�进行检测
，
�����

����软件进行

分析 〔，〕 。

�
�

�
�

� ���
一

�
、
��� 免疫组化检测

�

按链霉菌抗生物素

蛋 白一过氧化物酶����免疫组织化学染色试剂盒说

明书操作
。

结果判定标准
�

阳性信号为棕黄色或棕褐

色
，

位于胞浆内
、

胞膜和核膜上
，
运用 �����

一

����高

清晰度彩色病理图文分析系统细胞测定程序对各组肝

星状细胞 ���
一

�及 ��
� 阳性细胞进行显微图像分析

，

每组随机检测 �个视野细胞的光密度
，

计算其平均光

密度
。

�
�

�
�

� 统计学处理
�

用 ���� ��
�

�统计软件进行 �检

验
。

� 结果

�
�

� 不同浓度的 ��� 对 ���
一

�
。
增殖的抑制作用

�

表 �示
，

不同浓度的 ���与 ���
一

�
。
共培养 ��� 后

，

其 ��� ��值均低于空白对照组
，
经统计学处理

，

��
、

��
、

��
、

�
、
�

�

������组均能显著抑制 ���
一

�。
增殖

，

剂量越大
，
抑制作用越明显�尸��

�

��
，
���

�

���
，

而

随着剂量的减小
，

抑制作用显著减弱
，

在 �
�

�������

以 下
，

抑制作用不 明显 �尸� �
�

���
，

表明该方能抑制

��� 增殖
，
且随着 ��� 作用浓度的增加

，

抑制率增

高
，

显示抗纤软肝颗粒对 ���增殖的抑制作用存在一

定的剂量依赖性
。

�
�

� 不同浓度的 ���对 ���
一

��

细胞周期及凋亡的

影响
�

表 �示
，

将 ������
、

�
·

������
、

�
·

�������浓度

的 ��� 加人培养细胞中
，

作用 ���
、
���

、

���后
，

每个

浓度取 �孔细胞
，

经胰蛋白酶消化后
，

台盼蓝拒染法计

数活细胞数
，

实验结果表明
，

上述浓度的 ��� 均能抑

制 ��� 的增殖
，
随作用时间的延长

，

抑制作用有加强

的趋势
。

应用流式细胞仪测得各组细胞在不同细胞周

期的 ��� 含量
，

表 �结果显示
，
��� 能阻止细胞由

�。
��

�

期进人 �期
，

但对于 ��
�� 期无影响

，

表明

表 � 不同浓度 ��� 对 ���增殖的影响 ‘ 士 ��

组别 剂量������� 标本数

空白对照组

���组

��，自�勺��连冉����曰，︺几�
��

…
��口
�匕月了��

︺�甘�甘�口�口

������������������������么��

��

��

��

�

�
�

�

�
�

��

�
�

���

�
�

����

与空 白对照组比较
， ， 尸��

�

��
， ， � 尸��

�

��

������值�

�
�

���士�
�

���

�
�

���士�
�

���
� 恤

�
�

���土�
�

���
“ 甘

�
�

���士 �
�

���
� 苦

�
�

���士 �
�

���
�

�
�

���士�
�

���二

�
�

���士 �
，

���

�
�

���士�
�

���

�
�

���士�
�

���

抑制率��� 存活率���

��
�

��

���
�

��

��
�

��

��
�

��

��
�

��

�

任
咨

住洼
占

连
�任
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裹 � 不同浓度的 ��� 对 ���
一

��
细胞周期及凋亡的影响�妥士

��

细胞数�� ��
��

组 别 标本数
各周期 ��� 含量���

凋亡率���
��小时 ��小时 ��小时 �。��，

﹄料口����自口�︺空 白对照组

�
�

�������� ���

�
�

���������

���������

� ��
，

��士 �
�

��

� �
�

��士 �
。

��
圣

� �
�

��士�
�

��
赞 苍

� �
�

��士 �
�

��
� 香

��
�

��士 �
�

��

��
�

��士�
�

��
份 �

��
�

��士 �
�

��
� 母

��
�

��士�
�

��
“ 圣

��
�

��士 �
�

��

��
�

��士 �
�

��二

��
�

��土 �
�

��二

��
�

��士 �
�

��
甘 �

��
�

��士�
�

��

��
�

��士 � ��
� ，

��
�

��士 �
、

��
� 奋

��
�

��士 �
、

��
怪

��
�

��士 �
�

��

��
�

��士 �
�

��
� 苍

��
�

��士 �
�

��
，

��
�

��士�
�

��

��
��

��
�

��土�
�

�
�

��士�
�

��
�

��士 �
�

�
�

��士�
�

��

� ��士�
�

��

��
�

��士�
�

��二

��
�

��士 �
�

��
苍 �

�
�

��士 �
�

��二

与空 白对照组相应时相比较
， ， 尸��

�

��
， 二 ， 尸��

�

��

表 � 不同浓度的 ��� 药物血清对 ��� 增殖及凋亡的影响�牙士
��

组 别

生理盐水组

对照血清组

血清浓度��� 细胞数�火 ��
��

�
�

��土�
�

�����

��� ��值 抑制率�写� 凋亡率���

��
���

药物血清组

��

��
�

��士 �
�

�����

��
�

��士 �
�

�����

�
�

��士 �
�

�����

��
�

��士 �
�

�����
�

��
�

��士�
�

�����
�

�
�

���士 �
�

������

�
�

���士�
�

������

�
�

���士�
�

������

�
�

���士 �
�

������
普

�
�

���士�
�

������
任

�
�

���士 �
�

������
�

��
�

�����

��
�

�����

��
�

�����

�
�

��士�
�

�����

�
�

��士 �
�

�����

�
�

��士�
�

�����
�

�
�

��士 �
�

�����
苍

��
�

��士 �
�

�����
� “

�
�

��士�
�

�����
�

与生理盐水相应浓度组比较
， 二 尸��

�

��
， ， � 尸��

�

�� �括号内为标本数

表 � ��� 对 ��� 表达 ���
一
�

、

��
� 的影响 ‘ 士��

组 别

空白对照组

�
�

����������

�
�

���������

���������

���生理盐水血清

�。 ����含药血清

与凋亡的相关性

与空白对照组比较
， ， 尸��

�

��
， ‘

标本数 ��
� 光密度值 ���

一
�光密度值 ���

一

���泊�

�
�

����士�
�

����

�
�

����士 �
�

����
件

�
�

����士 �
�

����
�

�
�

����士�
�

����
份 �

�
�

����士 �
�

����

�
�

����土�
�

����‘

���
�

���
，
尸��

�

���

�
，

����士�
�

����

�
�

����士 �
�

����
赞

�
�

����土�
�

����
“ �

�
�

����士 �
�

����
普 �

�
�

����士 �
�

����

�
�

����士 �
�

����▲
�� 一 �

�

���
，
�二 �

�

���

�
�

��

�
�

��

�
�

���

�
�

��

�
�

��

�
�

��

， 尸��
�

�� ，与 ���生理盐水血清比较
，▲尸� 。

�

��

��� 对于细胞增殖的抑制主要作用于 �，
��关卡

，

即

细胞周期限制点
，

而对于 � 期的限制点无作用
，

且

���作用各组
，

在 ��� 直方图均可见明显的亚二倍

体峰����
‘
��

峰�
，

各组 的凋亡率明显高于对照组 �尸

��
·

��
，
���

�

���
，

且随着 ��� 的增加
，
���凋亡率

也呈升高趋势
，

存在剂量依赖关系
。

上述结果显示
，

��� 对 ���
一

�。
增殖的抑制与其抑制细胞周期及诱

导细胞凋亡密切相关
。

�
�

� 不同浓度的 ��� 药物血清对 ���
一

��

增殖及凋

亡的影响
�

表 �示
，
��� 药物血清系列浓度与对照血

清相 比均可抑制 ���增殖
，

但以 ��肠药物血清抑制

作用最强 �抑制率为 ��
�

���
，

随药物浓度的进一步

增加
，

抑制作用无进一步加强趋势
，

说明含药血清并非

浓度越高效应越好
。

流式细胞仪测定细胞凋亡率结果

显示 ��
、

���
、

��写的 ��� 含药血清均可促进 ���

凋亡
，
以 ���组作用最强

，

凋亡率达 ��
�

���士 �
�

���

����
�

���
。

�
�

� ����� 法对 ��� 凋亡 的检测
�

经 ����� 标

记后
，

凋亡细胞的核呈棕色或棕褐色着染
，

核形态呈碎

点状
，

不规则
，

大小不一致
，
非凋亡细胞的核不着染

，

核

相对较大
，

形态大小比较一致
。

空白对照组凋亡细胞

少
，

在不 同视野下进行细胞计数
，

测得其凋亡率为

�
�

���士 �
�

���
，
而 ���������

、
�

�

������
、

�
�

����

���组 的 ��� 凋 亡 率 明 显 增 多
，

凋 亡 率 分 别 为

��
�

���士 �
�

���
、

��
�

���士 �
�

���
、
�

�

���士

�
�

���
，

各组间 比较差异有显著性 �尸��
�

���
。

��
、

���
、

���含 药 血 清 组 的凋 亡 率分别 为 �
�

���士

�
�

���
、
��

�

���士 �
�

���
、

�
�

���士�
�

���
，

与相应浓

度的对照血清���
、

���
、

���生理盐水对照血清组的

凋 亡 率 分 别 为 �
�

���士 �
�

���
、

�
�

���士 �
�

���
、

�
�

���士 �
�

����相 比
，

差异有显著性�尸��
�

���
。

�
�

� ��� 对 ��� 表达 ���
一

�
、

��
� 的影响

�

表 �示
，

��� 可引起 ��卜�表达下降
，

��
� 表达上升

，

导致 ���
�

����� 比值显著下降
，

显示 ��卜�表达水平与凋亡呈负

相关
，
��� 则与凋亡呈正相关

，

提示 ��� 可能通过调

控凋亡相关蛋白的表达诱导 ���
一

��

凋亡
。

� 讨论

增殖与凋亡是细胞生命活动中不可缺少的两个过



����
�

���
�

����
，
���

�

��
，
��

�

�

程
。

肝星状细胞的激活增殖在肝纤维化的发生发展过

程中处于中心环节
，

抑制或阻断这一环节是有助于肝

纤维化治疗的关键
。

而在肝纤维化恢复期
，

激活状态的

���减少是凋亡的结果
。

因此
，

对于 ���增殖与凋亡

的调控是未来抗肝纤维化治疗的方向
。

肝纤维化属中医
“
症积痞块

”
的范畴

，

我们认为
，

肝

纤维化的基本病机是血痕痰结
，

治疗上主张化痰化痕
，

双管齐下
，
以软坚消痰

、

活血化痕为基本大法
，

并结合

肝脏体阴用阳
，

用药忌刚宜柔
，

纯用活血化癖之品易损

伤藏血之脏的生理病理特点
，

多选用作用和缓的活血

化癖药和软坚消痰药
，

并兼有养阴行气功能的药物配

伍
，

经长期临床实践筛选出 ��� 为抗肝纤维化的基

本方
。

方中鳌甲能抑制炎症反应
，

促进肝细胞修复和再

生
，

改善肝内微循环
，

抑制纤维增生
，

促进胶原溶解和

再吸收
，

并能提高血浆蛋白含量 �羲术能抗炎
、

抗病毒
、

改善肝脏微循环
，

调节免疫
，

并能抑制成纤维细胞增

殖川 �海藻
、

牡砺属海洋类药物
，

富含人体必需的氨基

酸
、

微量元索和维生素等
，

对实验小鼠免疫功能有正向

调节作用
，

海藻提取物褐藻胶对 四氯化碳所致肝纤维

化具有防治作用川 �丹参及其提取物能减轻炎症
，

有效

地促进胶原降解和吸收
，

被广泛用于抗肝纤维化
。

诸药

合用
，

经多途径
、

多环节
、

多靶点发挥抗肝纤维化作用
。

本实验同时采用直接加药法和含药血清法进行实

验
，
以便排除中药杂质等因素的影响

，

保证实验结果的

可靠性
。

两种方法所得结果一致
，

说明 ��� 确实具有

抑制肝星状细胞增殖和促进凋亡的作用
。

细胞周期的

调控主要受周期素��������和周期依赖性激酶�����

对其下游作用底物的磷酸化的制约
，

其 中 ��蛋 白磷

酸化是 ��
��关卡调控的中心 �而凋亡则是受基 因高

度调控的细胞主动死亡过程
。

实验表明
，
��� 能明显

阻止肝星状细胞由 �
。
��

，
期进人 �期�尸��

�

���
，

而

对 ��
�� 期无影响 �能诱导凋亡蛋白��

� 的表达
，

下

调凋亡抑制蛋白���
一

�的表达
。

提示 ��� 可能通过阻

止 ������ 与相应 ��� 结合为激酶复合物对 ��蛋 白

磷酸化
，

从而抑制下游增殖信号的生成
，

使细胞不能通

过 ��

�� 关卡而阻止于 � 。
��

�

期 �同时通过下调 ��卜

����� 的比率
，

增加细胞对凋亡的敏感性���〕 ，

促进凋亡

因子 的释放等途径诱导 ��� 凋亡
，

共 同达 到减少

���数量
，

抑制 ���增殖的作用
。

我们前期动物实验

研究发现
，
��� 能显著改善肝纤维化大鼠肝脏胶原纤

维增生�� ’ · ’�〕 ，

结合体外实验
，

我们推测该方通过抑制

���增殖
，

促进 ���凋亡
，

从而减少胶原纤维在肝脏

内的沉积
，

可能是其抗纤维化的机理之一
。
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