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蒿鳖养阴软坚方对 )*+$!! 诱导的肝纤维化的作用

!"#$% &$'()

（天津医科大学药理学系，天津 ,%%%-%）
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肝纤维化是细胞外基质过度沉积的动态进行

性过程，是由多种慢性肝病共同作用的结果，其发

病率在全世界范围内呈现不断上升的趋势`'a。肝星

状细胞ZJ75@9K? 897==@97 ?7==8，3BW8\活化并增殖，导致

细胞外基质Z7]9:@?7==L=@: P@9:K]，bW1\合成与降解失

衡 并 最 终 导 致 肝 纤 维 化 `0a。 转 化 生 长 因 子

（9:@;8Q>:PK;A A:>O9J Q@?9>:$!，)*+$!'）是介导肝纤

维化最重要的细胞因子，与细胞外基质的代谢和肝纤

维化的发生发展有着密切的关系 ,̀a。)*+$!'对 3BW8

的激活、增殖、转化具有极其重要的意义，是最强的

促纤维化细胞因子`(a。本实验采用的蒿鳖养阴软坚

方是由青蒿、鳖甲、知母、白花蛇舌草、虎杖、大黄等

九味中药组成，此中药复方配伍有良好的益气活

血、清热利湿、软坚散结功效，对治疗慢性肝病、肝

纤维化有良好的疗效`ca。本课题组前期工作已证明

蒿鳖养阴软坚方先水后醇（H%d）提取方案对 ./$e

细胞具有良好的抑制作用，本实验进一步优化复方

提取工艺。以 )*+$!' 刺激 ./$e 细胞，给予蒿鳖养

阴软坚方治疗，初步探讨进一步优化提取工艺后的

蒿鳖养阴软坚方对 ./$e 细胞的影响，旨在揭示蒿

鳖养阴软坚方抗纤维化的药物作用机制。

= VWX6G

'^' "#$%

'^'^' 细胞株 ./$e 细胞株由北京地坛医院提供。

'^'^e 主要试剂 F7?>P<K;@;9 3LP@; )*+$<79@'$

1@PP@=K@;购于美国 R75:>)7?J公司，产品编号 '%%$

e'$'%。C;9K$$$BP>>9J 1L8?=7 C?9K; @;9K<>T4 购于美

国 W7== BKA;@=K;A )7?J;>=>A4 公 司 ， 产 品 编 号

'Ge(c)。F@<<K9 C;9K$W>==@A7; D @;9K<>T4 购于北京博

奥森生物技术有限公司，产品编号：<8$%c-"F。NWC

蛋白浓度测定试剂盒（增强型）购于江苏碧云天生

物技术研究所，产品编号：R'%%'%。C;9K$!$@?9K; 、山

羊抗兔抗体、.23 试剂盒以及 bW. 化学发光试剂

盒购自碧云天生物技术有限公司。21b1 以及胎牛
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血清均购于美国 !"#$% 公司。

&'&'( 主要仪器 )*+ 酶标仪（美国 ,-./012 公

司），34
5

恒温培养箱 （美国 61734 89:"98;<++），

2=/3>/562- 洁净工作台（北京东联哈尔仪器制造

公司），?2/@<+;1 型脱色摇床（北京六一仪器厂），

湘仪=<5+ 低速自动平衡离心机（湖南湘仪离心机仪

器有限公司），垂直电泳槽（美国 ,-./012公司）。

&'5 !"#$

&'5'& 细胞培养及分组处理 从液氮中取出细胞

并复苏，将细胞置于含有 &+A胎牛血清和 &A双抗

的 2BCB 中，置于 (D !，;A3.

5

饱和湿度培养箱中

进行细胞培养。细胞密度长至培养瓶底 @+A时，弃去

培养液，7,E 冲洗 ( 次，加入 & F= +'5;A胰酶，消化

& F"G，离心后按照 &H( 的比例进行传代，取对数期细

胞进行后续实验。本实验分成 ;组，分别为（&）$%GI:%J

组：细胞对照组；（5）KLM/!& 刺激组（5 GNOFP），作用

5< Q；（(）不同浓度蒿鳖养阴软坚方处理组（+';、&、

5 FNOF=），作用 5< Q。

&'5'5 复方提取 将鳖甲、青蒿、地黄等九味中药

按照特定比例称取，复方总重 &<&') N。先将鳖甲用

*<+ F= 三蒸水在微沸状态下回流提取 5 Q，加入其

它剩余药材浸泡 5 Q，然后在微沸状态下再回流提

取 & Q，收集水提取液。*<+ F= 的 @;A乙醇继续回流

提取 5 次，每次 +'; Q，收集醇提取液，并与水提取液

混合后旋蒸浓缩，浓缩液冷冻干燥至恒重，备用。

&'5'( RKK 比色法检测 =S/5 细胞增殖情况 取处

于对数期的 =S/5 细胞接种于 @) 孔板中，根据细胞

实验设计分别对每组细胞进行处理，每组设 ; 个副

孔。5< Q 后，每孔加入 5+ "= BKK，混匀后放回培养

箱中继续孵育 < Q，弃去培养液，每孔加入 5+ "=

2BE4，振荡 &+ F"G，在 <@+ GF 处测定各孔吸光度

值（1 值），计算细胞抑制率（"GQ"T"I"%G :UI9V -0）。抑

制率计算公式：抑制率（A）W［（对照组吸光度值/实

验组吸光度值）O对照组吸光度值］"&++A。

&'5'< 细胞培养液中 XYZ 含量测定 根据实验设

计处理后，收集 @) 孔板中细胞培养液。空白管中加

入 +'; F= 双蒸水，标准管中加入 +'; F= 标准液，每

个测定管中加入 +'; F= 的待测样本，所有管中加入

+'+; F= 的消化液，混匀，(D!水浴 ( Q。所有管加入试

剂盒中试剂一 +'; F=室温静置 &+ F"G，试剂二+'; F=

室温静置 ; F"G，试剂三 & F= )+ !水浴 &; F"G，流

水冷却后 ( ;++ :OF"G，离心 &+ F"G，取上清在 ;;+ GF

处测定各管吸光度。羟脯氨酸含量（"NOF=）W（测定

42 值/空白 42 值O标准 42 值/空白 42 值）"标准

品浓度（; "NOF=）"样品测试前稀释倍数。

&'5'; 细胞培养液中 =2X 活性测定 根据实验设

计处理后，收集细胞培养液备用。按照碧云天生物

研究所乳酸脱氢酶细胞毒性检测试剂盒说明书进

行操作。=2X 活性W（样品孔吸光度#背景空白对照

孔吸光度）O（标准管吸光度#标准空白管吸光度）"标

准品浓度（F[OF=）。

&'5') ?98I9:G TJ%I 法检测 $%JJUN9G #、$/EB1 蛋白

的表达 取对数期细胞以 ;"&+

< 个OF= 单个细胞悬

液接种于 )孔板中，每孔 5 F=。根据实验设计处理

后，弃去培养液，7,E冲洗 (遍，每孔加入 *+"= 0-71

蛋白裂解液，冰浴条件下使其充分裂解提取细胞总

蛋白并用 ,31 试剂盒测定蛋白浓度。蛋白变性后取

5+ "N 蛋白上样，*AE2E/71LC 电泳分离蛋白，将蛋

白转移至 7\2M 上，室温条件下 ;A的脱脂奶粉封闭

5 Q。< !下摇床孵育一抗（$%JJUN9G % &$;++、&/EB1

&$& +++）过夜。次日，K,EK洗膜 (次，每次 ;F"G，室温

下孵育二抗 5 Q。C3= 化学发光试剂盒显色，采用

-FUN9 > 软件对蛋白条带的光密度值进行分析。

&'( %&'#$ 本实验所有数据用 !"# 表示，组

间均数间比较采用单因素方差分析 （%G9 /]UY

16.\1）检验，所用统计软件为 E7EE&D'+。!^+'+; 为

差异具有统计学意义。

! !"

5'& ()*+,-#. =S/5 /012345 与

对照组相比，5 GNOF= 的 KLM/!& 作用于细胞 5< Q，

细胞明显增殖（!^+'+;）。与 KLM/!& 刺激组相比，不

同浓度的蒿鳖养阴软坚方（药物终浓度为 +';、&、

5 FNOF=）作用 5< Q 后，对 =S/5 细胞增殖有明显的

抑制作用（!^+'+;），且随着浓度增大，抑制作用越明

显，表现出一定程度的剂量依赖性（表 &）。

5'5 ()*+,-#./06*7 =2X 8934

5 不同浓度的蒿鳖养阴软坚方作用于 =S/5 细胞

5< Q 后，与对照组相比，上清中 =2X 活性无明显改

变，差异无统计学意义（!_+'+;，表 5、图 &）。

# " $%&'()*+ #$%!,-./012&!"#3!' ()

*+, " -../012 3. 4566789 3: 1;/ <=3>?./=+1?3: 3. #$%! 0/>>2 &!"$3

!' (@

抑制率OA

/

/&;';@%+'@D

`

5&'&&%+'*)

ab

(('&;%&';<

b'

<@')&&%&'*)

b'!

组别OcFNOF=d

对照组

KLM/!& 刺激组

X,ee0> +';

X,ee0>&

X,ee0> 5

与对照组比较，a

! ^+'+&；与 KLM /!& 处理组比较，b

! ^+'+;；与

X,ee0>（+'; FNOF=）组比较，'

!^+'+;；与 X,ee0>（& FNOF=）组比较，
!

!^+'+;
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!"# !"#$%&'()*+,- $%& ./01

2 不同浓度蒿鳖养阴软坚方作用于 '()! 细胞

!* + 后，与模型组相比，各剂量组细胞上清液中羟

脯氨酸含量明显降低，且剂量越大，羟脯氨酸含量

越低，差异具有统计学意义（!,-"-.，表 #、图 !）。

!"* !3,$4&'5 /0112345 ! 6 ")678 78

9:;12 见图 #、*。

! !"

肝纤维化大多发生在各种慢性肝损伤后，是肝

脏对于各种慢性刺激损伤进行自我修复的病理过

程。肝纤维化的过程是可逆的，但如果不控制肝纤

维化任其发展，将会形成肝纤维结节及肝脏结构和
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与对照组比较，?

!,-"->；与 KLM)$> 刺激组比较，I

!,-"-.
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功能异常，最终导致肝硬化甚至肝癌!F#。肝纤维化发

生最为关键的一步是 KO= 的活化和增殖!W#。5eM7!>

是目前已知最强的促肝纤维化细胞因子!H#。KO=& 在

5eM7!> 的作用下活化增殖，并且促进细胞外基质

"型胶原和#型胶原的产生进而使得肝纤维化进

一步发生发展!d#。本实验应用蒿鳖养阴软坚方能显

著抑制 Cg7D 细胞的增殖，表明蒿鳖养阴软坚方可

通过抑制 Cg7D 细胞增殖发挥抗纤维化的作用。羟

脯氨酸是胶原蛋白中特有的有效成分，肝纤维化

时，活化的 KO=& 合成大量以胶原纤维为主的细胞

外基质，测定培养液上清中羟脯氨酸含量可换算成

KO=& 产生胶原蛋白的含量，以反映肝纤维化的程

度!>V#。蒿鳖养阴软坚方能显著降低羟脯氨酸含量。

$7OYR 是 KO=& 活化的标志，在肝纤维化研究中被

广泛应用，$7OYR 的表达随着肝纤维化的加重而增

加!>>#。本实验通过测定 Cg7D 细胞中 $7OYR 的表达

来反映肝纤维化的程度。实验结果显示，蒿鳖养阴软

坚方降低 $7OYR 蛋白水平，表明蒿鳖养阴软坚方能

抑制 Cg7D 细胞活化，从而发挥抗肝纤维化的作用。

中药在治疗肝纤维化方面有其独特的优势，中

药复方多成分、多靶点的特点正好应对肝纤维化复

杂的发病机制。蒿鳖养阴软坚方主要是由鳖甲、青

蒿、地黄等九味中药构成，具有多种药理作用。本实

验探究蒿鳖养阴软坚方对 Cg7D 细胞增殖，细胞产

生羟脯氨酸含量以及相关蛋白表达的影响，发现蒿

鳖养阴软坚方具有良好的抗肝纤维化作用。

本研究结果显示，蒿鳖养阴软坚方通过抑制

KO=& 的激活增殖和细胞外基质的沉积减轻 5eM7

!> 诱导的肝纤维化，为临床治疗肝纤维化提供了新

的理论依据。
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