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［摘要］ 目的 探讨双氢青蒿素体外抗肝纤维化作用及其可能机制。 方法 双氢青蒿素设 50、25、12. 5、
6. 25、3. 125、1. 5625、0. 78125、0. 390125μg /ml共 8 个浓度进行细胞毒性试验，选择最大无细胞毒作用的
双氢青蒿素浓度进行以下实验。体外培养肝星状细胞 ( HSC) ，分为正常对照组、铁沉积模型组 ［25μmol /L
柠檬酸铁胺 ( FAC) ］、去铁铵组 ( 50μmol /L去铁铵) 、双氢青蒿素组 ( 双氢青蒿素) 、铁沉积 +双氢青蒿素
组 ( 25μmol /L FAC +双氢青蒿素) 和去铁铵 + 双氢青蒿素组 ( 50μmol /L 去铁铵 + 双氢青蒿素) ，培养
24 h。免疫组化法检测各组细胞中 α 平滑肌肌动蛋白 ( α-SMA) 的表达，PCＲ 法检测 HSC 铁代谢及细胞活
化相关因子 ［包括铁调素、转铁蛋白受体 1 ( TfＲ1) 、Ⅰ型胶原及转化生长因子 β1 ( TGF-β1) ］mＲNA表达。
结果 筛选出 6. 25μg /ml浓度的双氢青蒿素进行试验。铁沉积模型组细胞中 α-SMA大量表达，各给药组细
胞中 α-SMA表达较正常对照组和铁沉积模型组明显减少。铁沉积模型组铁调素 mＲNA 表达明显降低，而经
去铁铵和 ( 或) 双氢青蒿素干预后，铁调素 mＲNA表达均显著升高 ( P ＜ 0. 05) 。双氢青蒿素组、铁沉积 +
双氢青蒿素组和去铁铵 +双氢青蒿素组能明显降低 TfＲ1、Ⅰ型胶原、TGF-β1 mＲNA 表达 ( P ＜ 0. 05) 。 结
论 双氢青蒿素具有一定的体外抗肝纤维化作用，其机制与调节细胞铁的代谢、抑制肝星状细胞活化有关。
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肝纤维化是各类慢性肝病发展为肝硬化的必经

病理阶段，肝星状细胞 ( hepatic stellate cells，
HSC) 活化是肝纤维化发生发展的中心环节［1］。相
关研究显示，各类导致肝纤维化的疾病往往与肝脏

铁元素代谢紊乱密切相关，铁沉积在肝纤维化发展

过程中作用明显［2 － 4］。铁元素是细胞生长的基本物
质，肝脏是铁储存的主要部位［5］。双氢青蒿素为
青蒿素的还原衍生物，大量研究表明，双氢青蒿素

抗疟作用的主要药理机制可能与亚铁离子密切相

关［6］。本课题组前期研究表明，铁沉积与 HSC 活
化关系密切［7 － 9］。本研究探讨双氢青蒿素作为一种
特异性肝纤维化的低毒性药物的可能性，明确以铁

元素为靶向的 HSC 活化作用机制与环节，现将研
究结果报告如下。

1 材料与方法

1. 1 细胞及药品
HSC-T6 细胞为 SV40 转染 SD 大鼠的肝星状细

胞系，其表型为活化的 HSC，由广州中医药大学
热带医学研究所惠赠; 柠檬酸铁胺 ( FAC，批号:
20060519，分子量 487. 84) ，国药集团化学试剂有
限公司; 去铁铵 ( 注射用甲磺酸去铁铵，批号:

S0695，分子量 656. 2) ，诺华制药厂生产; 双氢青
蒿素 ( 分子式为 C15H24O5，分子量为 284. 35) ，购
自广州中医药大学基础医学院青蒿中心。
1. 2 主要试剂及仪器

DMEM 培养基 ( 批号: 8116467 ) 购自美国
Gibco 公司，四亚基偶氮唑盐 ( MTT，批号:
20050412) 购自吉泰科技有限公司，二甲基亚砜
( DMSO，批号: 078k2344 ) 购自 Sigma 公司，鼠
抗 α平滑肌肌动蛋白 ( α-SMA，批号: BM0002 ) 、
Trizol ＲNA 提取试剂 ( 批号: 49164 ) 购自美国
MＲC公司，铁调素、转铁蛋白受体 1 ( TfＲ1 ) 、Ⅰ
型胶原和转化生长因子 β1 ( TGF-β1) 引物由加拿
大 Fermentas 公司合成。PT-3502G 型全自动酶标
仪，北京普天新桥技术有限公司; 7300 型定量
PCＲ仪，ABI公司; XDS-2 型显微镜，广州粤显光
学仪器厂。
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1. 3 双氢青蒿素的细胞毒性实验
MTT比色法: HSC细胞按 1 × 105 /ml密度接种

于 96 孔培养板中，至细胞长满单层后，弃培养液。
双氢 青 蒿 素 设 50、 25、 12. 5、 6. 25、 3. 125、
1. 5625、0. 78125、0. 390125μg /ml 共 8 个浓度，
每个浓度每孔 100μl，重复 4 孔。并设立细胞对照
组和空白对照组，细胞对照组为正常培养的 HSC，
空白对照组为不含细胞的培养基。继续培养 24 h
后，加 MTT 溶液 ( 5mg /ml ) 20μl /孔，37℃孵育
3 h。吸去上清，加入 DMSO 150μl /孔，震荡 20min，
全自动酶标仪测定各孔 OD值，测定波长为 490 nm。
细胞破坏率 ( % ) = ( 细胞对照组平均 OD 值 －
加药组平均 OD 值) / ( 细胞对照组平均 OD 值 －
空白对照组平均 OD 值) × 100%。选择最大无细
胞毒作用的双氢青蒿素浓度进行以下实验。
1. 4 不同铁负载条件下双氢青蒿素对 HSC 活化的
影响

细胞培养于 6 孔板，将细胞分为正常对照组、
铁沉积模型组、去铁铵组、双氢青蒿素组、铁沉
积 +双氢青蒿素组、去铁铵 +双氢青蒿素组，每组
重复 2 孔。正常对照组为正常培养的 HSC，铁沉积
模型组为在正常培养的 HSC中加入 25μmol /L FAC
建立铁沉积模型［7］，去铁铵组为正常培养的 HSC
中加入 50μmol /L去铁铵［8］，双氢青蒿素组为正常
培养的 HSC中加入上述实验筛选出的浓度的双氢
青蒿素，铁沉积 +双氢青蒿素组为在铁沉积模型组
基础上加入上述实验筛选出的浓度双氢青蒿素，去

铁铵 +双氢青蒿素组为在去铁铵组基础上加入上述
实验筛选出的浓度双氢青蒿素。继续培养 24 h。
各组 HSC中 α-SMA表达: 采用免疫组化法检

测，细胞培养 24 h 后弃上清，无菌 PBS 洗 2 次，
用 4%多聚甲醛固定 30 min，蒸馏水漂洗晾干。以
30% H2O2 1 份 + 纯甲醇 50 份混合，室温浸泡
30 min，以灭活内源性过氧化物酶，蒸馏水洗 1 或
2 次。滴加 5% BSA 封闭液，室温 20 min，甩去多
余液体。滴加适量一抗 37℃、1h，PBS ( pH7. 2 ～
7. 6) 洗 2 min × 3 次。滴加生物素化山羊抗小鼠
IgG，20 ～ 37℃、20 min。PBS洗 2 min × 3 次。滴加
试剂 SABC，20 ～ 37℃、20 min。PBS 洗 5 min × 4
次。DAB 显色，蒸馏水洗。苏木素复染，脱水、
透明、封片，显微镜下观察。
1. 5 不同铁负载条件下双氢青蒿素对 HSC 铁代谢
及细胞活化相关因子 mＲNA表达的影响
铁代谢及细胞活化相关因子包括铁调素、

TfＲ1、Ⅰ型胶原和 TGF-β1。细胞培养于 24 孔板，
分组及给药方法同上，每组重复 4 孔。细胞总
ＲNA提取: 双氢青蒿素作用 48 h 后，弃去上清液，
每孔加入 Trizol试剂 0. 5 ml，吹打混匀后每孔吸入
无 ＲNA 酶的1. 5 ml离心管中冻存待检。ＲNA 提取
方法为: 将冻存于 1. 5 ml 离心管中的细胞于室温
下充分融化，加入氯仿 0. 1 ml，混匀后静置
10 min，然后于 4℃下 12000 r /min 离心 15 min; 将
上层水相移入另一个新的无 ＲNA 酶的 1. 5 ml 离心
管中，加入异丙醇 0. 5 ml，混匀后静置 10 min，然
后 12000 r /min 离心 10 min，弃去上清，再加入
75%乙醇 1 ml，8500 r /min离心 5 min，弃去上清并
用滤纸吸干管底液体，用无 ＲNA酶的水 30μl溶解
沉淀，然后立刻进入逆转录。

ＲNA逆转录及定量 PCＲ: 逆转录反应体系采
用 10μl 反应体系，组成为: 5 × Buffer: 2μl;
ＲNAse inhibitor: 0. 5μl; 10mMdNTP: 1μl;
OligodT引物: 0. 5μl; 逆转录酶: 0. 5μl; ＲNA 标
本: 5. 5μl。逆转录条件为: 42℃，60 min; 70℃，
10 min。然后冻存于 － 20℃待测。定量 PCＲ采用染
料法，以 25μl体系，引物浓度为 250 nM，用 7300
型定量 PCＲ仪进行扩增，扩增条件为: 95℃变性 1
min; 然后 95℃，15s; 60℃，1 min，40 个循环。
然后进行定量分析，引物序列如下，铁调素: 上游

GTTCCCGCTTATCTCTCCCG，下 游 AGTCGCTTT-
TATGGGGCCTG，产物大小 115bp; TfＲ1: 上游
AAATGCCCTCTCTGGTGACG，下 游 AGCACGAT-
CAGCACAAGTCT，产物大小 114bp; Ⅰ型胶原:
上 游 CCATAACCCCACTCCCCTTTC， 下 游 TG-
CAGGGGAGAAGAGGATTTG，产 物 大 小 118bp;
TGF-β1: 上游 TGTATGTCAGCTTCCGAGACC，下游
GGTGGCGTTCATGTAGGAGTT，产物大小 119bp。
1. 6 统计学方法
采用 SPSS 17. 0 统计软件进行统计分析，计量

资料以均数 ±标准差 ( 珋x ± s) 表示，多个样本均数
比较采用方差分析 ( LSD-t检验) 。

2 结果

2. 1 不同浓度双氢青蒿素对 HSC增殖的影响
表 1 示，50μg /ml双氢青蒿素的细胞破坏率最

高，随着浓度的降低双氢青蒿素的细胞破坏率则下

降，至 6. 25μg /ml 以下浓度时已经没有明显的细
胞破坏，故选择 6. 25μg /ml 双氢青蒿素进行后续
实验。
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表 1 不同浓度双氢青蒿素对 HSC增殖的影响

组别 样本数
浓度
( μg /ml)

平均 OD值
( 珋x ± s)

细胞破坏
率 ( % )

双氢青蒿素组 4 50 0. 443 ± 0. 028 81. 87
4 25 1. 493 ± 0. 048 32. 69
4 12. 5 2. 006 ± 0. 098 8. 67
4 6. 25 2. 196 ± 0. 058 － 0. 2
4 3. 125 2. 098 ± 0. 031 4. 3
4 1. 5625 2. 213 ± 0. 069 － 1. 03
4 0. 78125 2. 274 ± 0. 057 － 0. 04
4 0. 390125 2. 196 ± 0. 049 － 0. 2

细胞对照组 4 0 2. 191 ± 0. 056
空白对照组 4 0 0. 056 ± 0. 001

2. 2 各组细胞中 α-SMA表达比较
经免疫组化染色，镜下可见正常对照组 HSC

明显活化，α-SMA 大量表达。铁沉积模型组 HSC
中 α-SMA亦大量表达。而去铁铵组、双氢青蒿素
组、铁沉积 +双氢青蒿素组和去铁铵 +双氢青蒿素
组 HSC中 α-SMA表达较正常对照组和铁沉积模型
组明显减少，说明经去铁铵和双氢青蒿素干预，细

胞活化受到不同程度抑制。
2. 3 各组 HSC铁代谢及细胞活化相关因子 mＲNA
表达比较

表 2 示，与正常对照组比较，铁沉积模型组铁
调素 mＲNA 表达明显下调，而去铁铵组、双氢青
蒿素组、去铁铵 +双氢青蒿素组则显著上调，差异
有统计学意义 ( P ＜ 0. 05) ; 与铁沉积模型组比较，
各给药组铁调素 mＲNA 表达显著升高，并且铁沉
积 +双氢青蒿素组铁调素 mＲNA 表达低于去铁胺
组，而去铁铵 +双氢青蒿素组则高于去铁胺组，差
异有统计学意义 ( P ＜ 0. 05 ) 。正常对照组、铁沉
积模型组和去铁铵组 TfＲ1 mＲNA 表达差异均无统
计学意义( P ＞ 0. 05) ，而双氢青蒿素组、铁沉积 +
双氢青蒿素组以及去铁铵 + 双氢青蒿素组 TfＲ1
mＲNA表达均明显低于以上 3 组，差异有统计学意
义 ( P ＜ 0. 05 ) 。与正常对照组比较，铁沉积模型
组Ⅰ型胶原、TGF-β1 mＲNA 表达差异无统计学意
义 ( P ＞ 0. 05 ) ; 去铁铵组、双氢青蒿素组、铁沉

正常对照组 铁沉积模型组 去铁铵组

双氢青蒿素组 铁沉积 +双氢青蒿素组 去铁铵 +双氢青蒿素组

图 1 各组肝星状细胞中 α平滑肌肌动蛋白 ( α-SMA) 免疫组化染色图 ( × 200)

表 2 各组 HSC铁代谢及细胞活化相关因子 mＲNA表达比较 ( 珋x ± s)

组别 样本数 铁调素 TfＲ1 Ⅰ型胶原 TGF-β1

正常对照组 4 5. 20 ± 1. 07 4. 71 ± 1. 33 1. 197 ± 0. 104 1. 477 ± 0. 126
铁沉积模型组 4 1. 62 ± 1. 29* 3. 92 ± 1. 42 1. 354 ± 0. 076 1. 594 ± 0. 168
去铁铵组 4 8. 37 ± 1. 25＊△ 3. 48 ± 1. 09 0. 391 ± 0. 076＊△ 0. 421 ± 0. 068*

双氢青蒿素组 4 8. 21 ± 1. 15＊△ 1. 93 ± 1. 82＊△▲ 0. 688 ± 0. 060＊△▲ 0. 331 ± 0. 090＊△

铁沉积 +双氢青蒿素组 4 5. 09 ± 1. 06△▲ 2. 26 ± 1. 25＊△▲ 0. 779 ± 0. 087＊△▲ 0. 225 ± 0. 027＊△▲

去铁铵 +双氢青蒿素组 4 10. 52 ± 1. 33＊△▲ 1. 75 ± 1. 01＊△▲ 0. 583 ± 0. 026＊△▲ 0. 525 ± 0. 035＊△

注: HSC，肝星状细胞; TfＲ1，转铁蛋白受体 1; TGF-β1，转化生长因子 β1; 与正常对照组比较，* P ＜ 0. 05; 与铁沉积模型组比较，

△P ＜ 0. 05; 与去铁铵组比较，▲P ＜ 0. 05
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积 +双氢青蒿素组和去铁铵 +双氢青蒿素组Ⅰ型胶
原 mＲNA表达明显低于铁沉积模型组和正常对照
组，去铁胺组亦明显低于双氢青蒿素组、铁沉积 +
双氢青蒿素组和去铁铵 + 双氢青蒿素组 ( P ＜
0. 05) ; 双氢青蒿素组、铁沉积 +双氢青蒿素组和
去铁铵 +双氢青蒿素组 TGF-β1 mＲNA 表达明显低
于铁沉积模型组，并且铁沉积 + 双氢青蒿素组
TGF-β1 mＲNA表达低于去铁胺组 ( P ＜ 0. 05) 。

3 讨论

青蒿素是我国科学家于 20 世纪 70 年代首次从
中药黄花蒿中提取的具有独特过氧化桥结构的倍半

萜内酯，双氢青蒿素是青蒿素的重要衍生物之一，

临床主要用于治疗疟疾，近年来双氢青蒿素在人类

肝癌［10］、卵巢癌［11］、前列腺癌［12］细胞中显示出潜
在的抗癌活性，认为青蒿素及其衍生物是通过氧化

损伤发挥其抗疟和抗癌活性的。然而有研究显示双
氢青蒿素能够不依赖于活性氧 ( ＲOS ) 激活 p38
MAPK途径诱导白血病细胞凋亡［13］。另有研究显
示，在包括 MCF7 的一些细胞系中，铁元素的增加
反而减少了细胞毒性［14］。BA Q 等［15］研究发现，
双氢青蒿素能造成肿瘤细胞铁元素的缺乏、降低铁
元素的吸收、干扰细胞内铁元素既有的平衡状态，
且这种改变与氧化损伤无关，双氢青蒿素可以降低

细胞膜上的 TfＲ1 水平，减弱了细胞对铁的吸收，
从而杀伤肿瘤细胞。
双氢青蒿素能否在抗疟和抗癌作用的基础上，

展现出其抗肝纤维化的前景? 前期研究结果［8］表

明，细胞内适量的铁能够诱导 HSC 活化并促进肝
纤维化的持续进展，去铁铵能使 HSC 活化受到不
同程度的抑制，甚至诱导其转为静止或发生细胞凋

亡，提示不同铁负载水平能够诱导 HSC 发生不同
的转归。本研究首先通过细胞毒性实验，发现双氢
青蒿素在 6. 25μg /ml 以上浓度时对 HSC 细胞增殖
有明显的抑制作用。其次，α-SMA 作为 HSC 表达
活化的标志之一［16 － 17］，在不同铁负载条件及双氢

青蒿素处理下受到不同程度抑制，提示双氢青蒿素

能对 HSC 活化发挥一定程度的抑制作用。再次，
在不同铁负载条件下，观察双氢青蒿素可能对

HSC铁代谢及细胞活化相关因子发挥重要影响。
研究结果显示，HSC 铁沉积后，铁调素 mＲNA 表
达明显降低，而经去铁铵和 ( 或) 双氢青蒿素干

预后，铁调素 mＲNA 表达均显著升高。铁负载或
去铁胺干预虽不能对 HSC 中 TfＲ1 mＲNA 表达产生

影响，但单用或加用双氢青蒿素却能明显降低

TfＲ1 mＲNA表达。去铁铵组、双氢青蒿素组、铁
沉积 +双氢青蒿素组和去铁铵 +双氢青蒿素组均能
下调Ⅰ型胶原 mＲNA 的表达，但去铁铵组明显优
于其他 3 组 ( P ＜ 0. 05 ) 。同时，去铁铵组、双氢
青蒿素组、铁沉积 +双氢青蒿素组和去铁铵 +双氢
青蒿素组亦能下调 TGF-β1 mＲNA 表达，但铁沉
积 +双氢青蒿素组明显优于另外 3 组 ( P ＜ 0. 05) 。
上述结果表明，双氢青蒿素具有一定的体外抗肝纤

维化作用，其机制与调节细胞铁的代谢，抑制

HSC活化有关。然而，双氢青蒿素如何干扰细胞
内铁代谢的平衡，是否会诱导 HSC 细胞自噬或凋
亡的发生还需深入研究。
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Impact of Dihydroartemisinin on Hepatic Stellate Cell Activation under Different Iron loading Conditions
JIANG Yuan1，ZHANG Ling1，HE Jinyang2

( 1． Shenzhen Shajing Hospital Affiliated to Guangzhou Medical University，Shenzhen，518104; 2． Institute of Tropical Medicine，
Guangzhou University of Chinese Medicine)

ABSTＲACT Objective To explore the anti hepatic fibrosis effect of dihydroartemisinin in vitro and the possible
mechanism． Methods Eight concentration of dihydroartemisinin ( 50，25，12. 5，6. 25，3. 125，1. 5625，0. 78125
and 0. 390125μg /ml) were designed to make cytotoxicity test． The largest concentration of dihydroartemisinin without
cytotoxicity was chosen for the following tests． Hepatic stellate cells were cultured in vitro，which were divided into
the normal control group，the iron deposition model group［25μmol /L ferric ammonium citrate ( FAC) ］，the deferox-
amine group ( 50μmol /L deferoxamine) ，the dihydroartemisinin group ( dihydroartemisinin) ，the iron deposition +
dihydroartemisinin group ( 25μmol /L FAC + dihydroartemisinin) and the deferoxamine + dihydroartemisinin group
( 50μmol /L deferoxamine + dihydroartemisinin) ． All cells were cultured for 24 h． The expressions of cells'αsmooth
muscle actin ( α-SMA) in all groups were detected with immunohistochemical method． The iron metabolism and the
mＲNA expressions of cell activation correlation factors［including hepcidin，transferrin receptor 1 ( TfＲ1) ，and colla-
gen I and Transforming Growth Factor β1 ( TGF-β1) ］were detected with polymerase chain reaction ( PCＲ) method．
Ｒesults Dihydroartemisinin with the concentration of 6. 25μg /ml was chosen to be tested． There were a lot of cells'
α-SMA expressions in the iron deposition model group． Cells'α-SMA expressions in the medicine groups were less
than those in the normal control group and the iron deposition model group． Hepcidin mＲNA expressions in the iron
deposition model group decreased，while after being intervented with deferoxamine and /or dihydroartemisinin，hepci-
din mＲNA expressions increased ( P ＜ 0． 05) ． The mＲNA expressions of TfＲ 1，as well as collagen I and TGF-β1
decreased in the dihydroartemisinin group，the FAC + dihydroartemisinin group and the deferoxamine + dihydroarte-
misinin group． Conclusion Dihydroartemisinin might have anti hepatic fibrosis effect in vitro． The mechanism
might relate to regulating iron metabolism in cell and inhibiting hepatic stellate cell activation．
Keywords dihydroartemisinin; hepatic fibrosis; iron metabolism; hepatic stellate cell; cell activation
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