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Abstract
AIM: To investigate the inhibitory effect of Danshen-con-
taining serum on the proliferation of HSC-T6 cells and to
construct anti-hepatic-fibrosis in vitro system for screening
potential herbal drugs.

METHODS: The proliferation status of HSC-T6 cells was
evaluated by calculating its growth curve and cloning
efficiency. HSC-T6 cells were exposed to different volume
fractions of Danshen-containing serum, including 80%,
40%, 20%, 10%, and 5% of original serum, and its inhibi-
tory effect and dose-effect relationship were investigated.

RESULTS: The population doubling time of HSC-T6 was
10.57 hours and its cloning efficiency was 82.4%, which
showed that this cell line had good capacity of activity and
proliferation for tests. Ranging from 5% to 80% of original
concentration, Danshen-containing serum had the dose-
dependent inhibitory effect on HSC-T6 cell (analysis by
linear regression, coefficient of correlation=0.9 487).

CONCLUSION: The Danshen-containing serum has signifi-
cantly inhibitory effect on proliferation of HSC-T6 cells in a
dose-dependent manner.
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摘要

目的: 研究丹参含药血清对肝星状细胞(HSC)的增生抑制作

用 并探讨中药抗肝纤维化筛选平台的建立.

方法: 测定HSC-T6细胞的细胞生长曲线和克隆形成率 观

察其细胞增生状况. 取原始血清体积分数的80% 40%

20% 10% 5%的丹参含药血清作用于HSC-T6 细胞

观察其增生抑制效应及量效关系.

结果: HSC-T6细胞的细胞群体倍增时间为10.57 h 克隆

形成率为82.4% 说明该转化细胞系的活力较好 增生

能力较强. 在 5-80%浓度范围之内 丹参含药血清抑制

HSC细胞增生作用呈剂量依赖性(经直线回归分析 相关

系数r =0.9487).

结论: 丹参含药血清能明显抑制HSC-T6细胞增生 呈剂

量依赖性.
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0   引言

肝星状细胞的增生是肝纤维化病理发生发展过程中非

常重要的关键环节. 有体外实验表明[1-2] 活血化瘀中

药复方对于肝星状细胞增生有抑制作用 这部分说明

了其体内抗肝纤维化的作用机制. 但是 由于中药复方

组分繁多 不易分清到底是哪些药物起主导作用. 因

此 我们从丹参的单药入手[3-4] 借助现代血清药理

实验方法 探讨其对肝星状细胞增生的影响.

1   材料和方法

1.1 材料  DMEM培养基(高糖型) 新生小牛血清 胰

蛋白酶及HEPES皆购自美国Gibco公司; L-谷氨酰胺及

EDTA Amresco进口分装 上海生工生物工程公司; MTT

美国sigma公司. 含药血清制备 取SD大鼠 质量

275 15 g 合格证号: 医实动第26-2001A003号 由

广州中医药大学实验动物中心提供. 丹参1 000 g 购自

广州中医药大学第一附属医院 水煎浓缩成100%浓度

(即1 kg/L). 参照临床常用药量 以10 g/kg剂量给大鼠灌

药[5-6] 连续3 d 2次 /d; 于第3 d给药后1 h用100 mL/L

水合氯醛麻醉动物(剂量为3.5 mL/kg); 用750 mL/L酒精消

毒后仰卧位固定 无菌条件下分离一侧颈总动脉 注入

肝素50 U/kg 用 7号头皮针头插入颈总动脉进行采血

离心分离血清(3 000 r/min 20 4 )  经56 30 min
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灭活后 再以0.45 µm 及 0.2 µm 双层微孔滤膜过滤除
菌后-20 保存备用.

1.2 方法[7]  肝星状细胞HSC-T6细胞株由上海中医药大

学肝病研究所徐列明教授惠赠 以DMEM(高糖)培养液

(含100 mL/L胎牛血清)培养2-3 d可以传代 中间换液

1次. 传代时吸出旧培养液 用DMEM(高糖)培养液清洗

细胞一遍 加入2.5 g/L胰蛋白酶消化至细胞收缩 立即

加入含100 mL/L胎牛血清的DMEM培养液5 mL 终

止消化 吹打贴壁细胞 使成细胞悬液 然后按1 2

比例接种于培养瓶内 每瓶再加含100 mL/L胎牛血清

的DMEM培养液10 mL 置培养瓶于37 50 mL/L

CO2培养 8 h即可贴壁生长; 2-3 d后细胞60-70%铺

满瓶底即可再次传代 传至 3-4 代 细胞生长活跃

增生明显即可用于实验. 取待测生长状态良好细胞 增

长至接近汇合时 向培养瓶内加1 mL 2.5 g/L胰蛋白

酶 温箱37 消化 至细胞接近脱离瓶壁前吸出消化

液 加入新的培养液 轻轻吹打制备成细胞悬液 并计

数; 取 24 孔培养板 接种等量细胞悬液 21 孔 分 7

组 每组 3 孔; 从实验第 2 d 起 依次计数检测各组

的细胞总数 并计算各组的均值 直至第7组结束; 根

据记录绘制细胞生长曲线 并按下列公式计算细胞群

体倍增时间(DT)=t/log2 (logNt-logN0). t代表培养时间

N0及Nt分别代表接种后及培养 t小时后的细胞数.

1.3 克隆形成率(cloning efficiency)的检测[8]  取80-90%

汇合的细胞 用2.5 g/L胰蛋白酶 温箱37 消化 制

备成单细胞悬液 并计数; 根据细胞计数稀释成2个细

胞 /cm2(24 孔板的底面积为2 cm2)的极低浓度 接种到

24孔塑料培养板 置于培养箱培养(37 50 mL/L CO2);

细胞贴壁后 记录每孔内实际接种的细胞数; 隔 24 h观

察细胞克隆是否形成; 待细胞克隆形成 终止培养 镜

下计算克隆数. 计算克隆形成率: 细胞克隆形成率=形成

克隆数 接种细胞数 100%.

1.4 MTT比色法测定HSC-T6细胞增生[9]  实验分为正

常血清对照组 80%给药血清组 40%给药血清组

20%给药血清组 10%给药血清组和5%给药血清组.

将细胞以DMEM培养液(含100 mL/L小牛血清)调成5

109/L 的细胞悬液 接种于96孔培养板100 µL/ 孔. 在
37 50 mL/L CO2条件下培养48 h 更换无血清的

DMEM培养液 孵育12 h后 加入100 µL含药血清
每组设6个平行孔 每孔的总体积为200 µL. 置 37 
50 mL/L CO2 饱湿条件下培养24 h 每孔加入400 mg/L

的MTT溶液100 µL 继续培养4 h进行显色反应 可

见紫色甲臜颗粒. 弃去MTT液 加1kg/L DMSO100 µL
37 静置 10min 待孔内甲臜颗粒完全溶解后置酶标

仪上测570nm波长处吸光度(A值). 并根据A值计算药

物对细胞增生的抑制率(IE )=1-A i  /A 0 .   其中 IE

(inhibitory effect )表示药物对细胞增生抑制率 Ai表示

某浓度下的吸光度值 A0表示对照组细胞的吸光度值.

2   结果

2.1 HSC-T6的细胞生长曲线  HSC-T6细胞经台盼蓝

染色计数 95% 以上的细胞不着色 说明培养中的

HSC-T6细胞成活率较高. 细胞生长曲线有明显的增生

迟滞期(0-48 h); 在指数增生期(48-72 h)计算细胞群体倍

增时间为10.57 h; 而且在72 h之后出现平台期 而且由

于细胞的老化 甚至细胞数略有减少(84-96 h). (图 1).

图1  HSC-T6细胞生长曲线.

2.2 克隆形成率  通过综合并计算4个复孔的接种细胞

数和形成克隆的细胞数 得到HSC-T6细胞的克隆形成

率为14/17=82.4%. 说明该转化细胞系的活力较好 增

生能力较强.

2.3 丹参含药血清对HSC-T6细胞增生的作用  在5-80%

浓度范围之内 经直线回归分析得相关系数 r =0.9 487

说明两个变量之间呈显著性正相关关系. 丹参含药血清

抑制HSC细胞增生作用呈剂量依赖性. 经 SSPS 10.0软

件进行ANOVA分析 各剂量组的A570值与对照组相比

均具有显著性差异(P <0.05 表 1). 在 5-80%这个浓度

范围之内随着 丹参含药血清浓度的提高 细胞数有降

低的趋势 即丹参含药血清抑制细胞增生的作用逐渐

加强. 若以抑制率(IE)作为纵座标 以含药血清的对数浓

度作为横座标 作出量效曲线 可以更加清楚地看到其

中的规律: 丹参含药血清抑制HSC细胞增生活性呈明显

剂量依赖性(图2).

表1  丹参含药血清对HSC-T6细胞增生的影响

   培养液中丹参含药血清的体积分数

          对照组

      80%       40%       20%      10%       5%

A570 0.76 0.01 0.88 0.07 0.93 0.09 1.03 0.02 1.13 0.03        1.34 0.05

抑制率      45.5%      34.3%      30.6%     23.1%      15.7%                  -
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图2  丹参含药血清抑制HSC-T6细胞增生的量效曲线.

3   讨论

胶原代谢的异常和细胞外基质(ECM)构成变化是肝纤维

化形成的主要特征 而有充足证据证明肝星状细胞是

主要的ECM生成细胞 其激活和分泌活动增加是肝纤

维化病理发生机制的重要环节[10-11]. 肝星状细胞的激活

表现为复杂多样的表型 包括组织中显著的功能与病

理改变 如细胞增生 纤维形成 细胞因子分泌紊乱及

ECM降解等. 尽管该领域的研究手段与方法已深入到分

子生物学层次 但是抗肝纤维化药物对肝星状细胞增

生的作用仍然是重点考察靶点之一[12-13].

       基于中医辨证论治的精神 发挥中医药的传统优

势 当前中医药抗肝纤维化的实验研究多采用临床验

证有效的复方药物作为考察对象. 其中多数复方具有活

血化瘀功效: 如中药复方丹参的长期治疗能使部分患者

降低P P和LN的水平至正常范围[14 ]; 扶正化瘀方能

抑制胶原合成 促进胶原降解 恢复肝脏结构及功能

且抑制大鼠贮脂细胞和肝细胞增生和胶原生成率[1, 2, 15]; 血

府逐瘀汤能抑制 型胶原[16] 抗纤方还可抑制HSC-

LI90细胞TIMP-1的基因表达 从而促进胶原降解[17-18].

另外 也有部分复方从清热利湿[19]和疏肝软坚[20-21]等多

治则结合研究抗肝纤维化中药 如中药抗纤软肝颗粒

可抑制PDGF诱导的HSC增生 并可能通过干扰Ras-

MEK-MAPK信号通路发挥作用[22-23]. 但是 复方成分

比较复杂 不易分清其针对某一特定模型的有效成分.

因此 从中药单味药入手研究仍然有其积极意义.

        在中药的体外研究引入血清药理学的研究方法 这

使得能一定程度上克服了传统的中药体外研究方法中

的某些弊病[24-25]. 传统体外研究方法中 将药物提取物

直接加入细胞培养液中 并不能反映药物在体内代谢

中药物有效成分发生的变化; 另外 在体外细胞药理实

验中 往往需要使用比色法检测有关药效和毒理学指

标 而许多中药制剂中所含色素或多或少地干扰了实

验结果 影响了实验的可靠性. 由于中药的有效成分可

能是中药本身的化学成分 也可能是他在炮制或提取

过程中产生的中间产物 还可能是进入体内后的代谢

产物 甚至可能是内源性物质的激活物 通过采集药

物代谢后的含药血清 血清药理学方法就能够模拟药

物成分经代谢转化后再作用于靶细胞的作用模式. 同

时 药物血清保持了一般血清的物理性状 适宜细胞

培养的环境 能较好地满足比色分析法的实验要求[26].

        本研究中的丹参具有一系列重要药理作用 如其

有效成分丹酚酸B在体外有抗炎 抗氧化和抑制HSC增

生与胶原合成的作用[27-28] 从丹参提取的单体IH764-3

可诱导HSC凋亡[29-30].

        我们以丹参含药血清作为施加因素 以HSC-T6细

胞株为受试对象 并以HSC细胞增生作为效应指标. 实

验表明丹参含药血清能明显抑制HSC的细胞增生; 而且

这种效应呈剂量依赖性 即随着浓度的增加 其抑制增

生的效应也越大. 我们认为 以HSC-T6细胞增生作为

效应指标和以中药含药血清作为样品所构建的中药抗

肝纤维化体外细胞模型(药物筛选平台)具有所需样品量

少 实验周期短 并且药物作用靶点(HSC-T6细胞增生)

明确等特点.
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鼻咽癌中染色体 3 p 2 1 区域一个表达下调的 E S T 的鉴定

贺修胜, 陈主初, 田芳, 肖志强, 贺智敏, 关勇军, 李峰, 何春梅, 袁建辉.

湖南  长沙中南大学肿瘤研究所 410078

国家自然科学基金项目 (39970287,30000188)

背景与目的:研究显示鼻咽癌细胞 3p14-25存在高频率杂合性丢失位点 本研究拟寻找与筛选染色体 3p21区域

与鼻咽癌相关的表达序列标签(express ed sequence tag,EST),为定位候选克隆鼻咽癌相关新基因奠定基础 方

法:充分利用网上的生物信息资源,采用定位查找 ESTs,对 ESTs进行同源性比较分析 筛选;运用逆转录 PCR

(reverse transcription-PCR,RT-PCR)方法,检测ESTs在鼻咽癌和正常鼻咽组织中的表达;并用Northern blot杂交

方法,检测EST在人其他正常组织及肿瘤细胞系的表达状况 结果:在 3p21区域筛选到一个在鼻咽癌中表达下调

的EST(N31985),在 60.00%(3/5)的鼻咽癌细胞株及 47.06% (16/34)的鼻咽癌活检组织检测到有EST(N31985)表

达下调,与正常鼻咽上皮组织相比较,差异有统计学意义(P<0.05) 结论:染色体 3p21区域EST(N31985)在鼻咽癌

中表达下调,提示其可能参与鼻咽癌癌变过程  世界胃肠病学杂志 2004-06-15


