
www.wjgnet.com

 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2009年2月28日; 17(6): 554-559
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 基础研究 BASIC RESEARCH

羟基喜树碱对大鼠肝星状细胞增殖抑制的最佳浓度

邓 群, 张 一, 胡国信, 袁 铿, 袁 芳, 黄艳琴

邓群, 张一, 胡国信, 南昌大学第一附属医院感染科 江西省
南昌市 330006
袁铿, 袁芳, 黄艳琴, 江西医学科学研究所 江西省南昌市 
330006
邓群, 2006级南昌大学第一附属医院在读硕士, 主要从事肝纤
维化的临床和实验研究. 
国家自然科学基金资助项目, No. 30760230
作者������贡献分布: 邓群, 张一及胡国信对此文所作贡献均等; 此课
题由邓群, 张一及胡国信设计; 研究过程由邓群, 袁铿, 袁芳及黄
艳琴操作完成; 数据分析由邓群完成; 本文写作由邓群与胡国信
完成.
通�����讯����作者��: 胡国信, 330006, 江西省南昌市永外正街17号, 南昌
大学第一附属医院感染科. huguoxin8228@sina.com
电话: 0791-8692570     传真: 0791-8692571
收稿日期���������������  ���������������� : ������������� ���������������� 2008-12-19   ���������������� 修回�������������� 日期������������ : ����������2009-01-13
接受������������������  ����������������� 日期����������������  ����������������� : �������������� ����������������� 2009-01-19   在线出版日期������������ : ����������2009-02-28

Optimum concentration 
of hydrocamptothecin for 
inhibiting proliferation of rat 
hepatic stellate cells 

Qun Deng, Yi Zhang, Guo-Xin Hu, Keng Yuan, 
Fang Yuan, Yan-Qin Huang

Qun Deng, Yi Zhang, Guo-xin Hu, Department of Infec-
tious Diseases, the First Affiliated Hospital of Nanchang 
University, Nanchang 330006, Jiangxi Province, China
Keng Yuan, Fang Yuan, Yan-Qing Huang, Jiangxi Insti-
tute of Medical Sciences, Nanchang 330006, Jiangxi Prov-
ince, China
Supported by: National Natural Science Foundation of 
China, No. 30760230
Correspondence to: Guo-Xin Hu, Department of Infec-
tious Diseases, the First Affiliated Hospital of Nanchang 
University, Nanchang 330006, Jiangxi Province, 
China. huguoxin8228@sina.com
Received: 2008-12-19    Revised: 2009-01-13 
Accepted: 2009-01-19    Published online: 2009-02-28

Abstract
AIM: To evaluate the effects of hydrocamptothecin 
(HCPT) on proliferation of rat hepatic stellate 
cells (HSC) in vitro, and meanwhile, to investigate 
the cytotoxicity of HCPT on rat hepatocytes, then 
to determine the optimum concentration of HCPT 
for inhibiting proliferation of rat HSC.

METHODS: Rat HSC line (HSC-T6) and rat 
hepatocyte line (BRL-3A) were incubated with 
different concentrations of HCPT (0.008, 0.016, 
0.031, 0.125, 0.25, 0.5, 1, 2, 4, 8, 16, 32 mg/L 
respectively) or without HCPT for 24, 48, 72 

hours, respectively. The proliferation rates of the 
HSC-T6 and BRL-3A were determined by MTT 
assay. The optimum concentration of HCPT 
with highest inhibitory action on proliferation 
of HSC-T6 was examined. The morphological 
changes of the HSC-T6 were observed with light 
microscopy.

RESULTS: MTT assay indicated that the pro-
liferation rates of HSC-T6 induced with differ-
ent concentrations of HCPT were significantly 
reduced compared with the control group in-
cubated in vitro for 24, 48, 72 h (t = 6.07-46.98, 
10.98-63.97, 20.76-107.68, all P < 0.01). HCPT sig-
nificantly inhibited the proliferation of HSC-T6 
in a dose-dependent and time-dependent man-
ner. On the other hand, HCPT also inhibited the 
proliferation of BRL-3A in a dose-dependent 
and time-dependent manner. When the concen-
tration was higher than 0.5 mg/L, the cytotox-
icity of HCPT on the BRL-3A had a significant 
raise (all P < 0.05). After stimulation of HSC-T6 
by HCPT with the concentrations of 0.25, 0.5, 1 
mg/L for 24 hours, light microscopy showed the 
morphological changes of HSC-T6, including 
cells shrinkage, karyorrhexis and karyopycnosis, 
and the changes were more significant as the 
concentration increased.

CONCLUSION: HCPT could significantly in-
hibit the proliferation of HSC-T6 in a dose-de-
pendent and time-dependent manner; 0.5 mg/L 
is the most appropriate concentration of HCPT 
for inhibiting the proliferation of HSC-T6.
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cell; Optimum concentration
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摘要
目的: 探讨羟基喜树碱(HCPT)对体外培养的
大鼠肝星状细胞(HSC)增殖的影响, 并观察其
对大鼠正常肝细胞的毒性作用, 确定HCPT对

®

■背景资料
肝纤维化是各种
慢性肝病发展至
肝硬化的必经阶
段, 但目前仍缺乏
有效的治疗手段. 
积极研究开发新
的抗肝纤维化药
物, 以阻断和逆转
肝纤维化的发生
和发展, 对慢性肝
病的治疗具有十
分重要的意义. 喜
树碱是从我国特
有的珙桐科植物
喜树中提取的一
种五环生物碱, 喜
树碱类药物对于
许多造成组织器
官纤维化的细胞, 
如表皮细胞、成
纤维细胞、角质
细胞等均具有抑
制其增殖、诱导
凋亡作用, 但目前
国内外尚未见喜
树碱对肝纤维化
肝星状细胞作用
的文献报道.

■同行评议者
于聪慧, 教授, 中
国人民解放军北
京军区总医院肝
胆外科
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大鼠肝星状细胞增殖抑制的最佳浓度. 

方法: 大鼠肝星状细胞株(HSC-T6)和大鼠正
常肝细胞株(BRL-3A)分别在实验组(分别以含
HCPT 浓度为0.008, 0.016, 0.031, 0.063, 0.125, 
0.25, 0.5, 1, 2, 4, 8, 16, 32 mg/L的培养液作用)
及对照组(单纯培养)中体外培养24, 48, 72 h. 
应用四甲基偶氮唑盐法(MTT法)检测细胞增
殖情况, 找出对HSC-T6细胞增殖抑制作用最
大的HCPT最佳浓度; 光镜下观察对照组和实
验组HSC-T6细胞的形态学变化.  

结果: 24, 48, 72 h实验组HSC-T6细胞的增
殖率均低于对照组 ,  差异具有显著性 (t  = 
6.07-46.98, 10.98-63.97, 20.76-107.68, 均
P <0.01); HCPT对HSC-T6细胞和BRL-3A细胞
的增殖抑制率均随着药物作用浓度的升高及
药物作用时间的延长而逐渐升高; 当HCPT浓
度>0.5 mg/L时, 对BRL-3A细胞的毒性作用显
著性增高(均P <0.05); 0.25, 0.5, 1 mg/L的HCPT
作用HSC-T6细胞24 h, 光镜下均可见细胞数
量减少、体积缩小、核浓缩等变化, 且随着作
用浓度的增加变化更加明显.

结论: HCPT在体外可以明显的抑制HSC-T6细
胞的增殖, 作用强度呈剂量-时间依赖性; 0.5 
mg/L为对HSC-T6细胞增殖抑制作用最大的
HCPT最佳浓度.

关键词: 羟基喜树碱; 肝星状细胞; 最佳浓度
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0  引言

喜树碱(camptothecin, CPT)是从我国特有的珙桐

科植物喜树中提取的一种五环生物碱. CPT及其

衍生物是目前临床上广泛使用的拓扑异构酶Ⅰ

(TopoⅠ)抑制剂[1-3], 不仅具有抗癌作用[4-8], 而且

对于许多造成相应组织器官纤维化的细胞, 如
表皮细胞、成纤维细胞、角质细胞、内皮细胞

等具有抑制增殖、诱导凋亡作用[9-15]. 但目前尚

未见CPT对肝纤维化肝星状细胞影响的报道. 本
实验通过观察CPT的一种衍生物-HCPT对体外

培养的大鼠肝星状细胞株(HSC-T6)增殖的影响, 
同时对照其对大鼠正常肝细胞株(BRL-3A)的毒

性作用, 找出HCPT抑制大鼠肝星状细胞增殖的

最佳浓度, 为临床肝纤维化的防治提供新方法, 

为拓宽喜树碱的临床应用范围提供理论基础和

实验依据.

1  材料和方法

1.1 材料 肝星状细胞HSC-T6由上海中医药大学

徐列明教授提供, 系SV40转染的大鼠HSC, 具
有活化HSC的表型[16]. 正常肝细胞BRL-3A购自

中科院上海细胞生物研究所. 羟基喜树碱购自

深圳万乐药业有限公司; 高糖DMEM培养基购

自美国Gibco公司; 胎牛血清购自杭州四季青公

司; 四甲基偶氮唑盐(MTT)及二甲基亚砜均购

自北京Solavbia公司. 二氧化碳培养箱(FORMA 
SCIENTIFIC, USA), XSD-D2倒置显微镜(重庆

光学仪器厂), 652-酶标仪(Labststems, 芬兰).
1.2 方法 
1.2.1 羟基喜树碱贮存液的配制: 用生理盐水溶

解羟基喜树碱晶体并稀释其浓度为1 g/L的贮存

液, 分装, -20℃保存, 使用时用含100 mL/L胎牛

血清的高糖DMEM培养液稀释至所需浓度.
1.2.2 细胞培养: 采用含有100 mL/L胎牛血清的

高糖DMEM培养液, 在37℃, 50 mL/L CO2培养

箱中培养.
1.2.3 分组: 对照组为单纯HSC-T6及BRL-3A细

胞培养, 实验组为分别以含HCPT浓度为0.008, 
0.016, 0.031, 0.063, 0.125, 0.25, 0.5, 1, 2, 4, 8, 16, 
32 mg/L的培养液作用的HSC-T6及BRL-3A细胞. 
1.2.4 绘制HSC-T6细胞生长曲线: 用含100 mL/L
胎牛血清的高糖DMEM培养液稀释HSC-T6细
胞悬液至1×105/L, 接种细胞于24孔培养板中, 
每孔1 mL, 放入培养箱中孵育, 24 h后取3孔进行

计数, 在48 h和72 h重复上述操作, 72 h后换液, 
每日观察计数, 连续观察5-7 d. 以时间(d)为横坐

标, 细胞数(×105/L)为纵坐标绘制生长曲线.
1.2.5 细胞毒性实验(MTT法): 取对数生长期细

胞, 调整细胞密度为5×104/L, 接种细胞于96孔
培养板中, 细胞同步化后孵育24、48、72 h, 分
别加MTT, 再孵育4 h, 加入二甲基亚砜, 酶标仪

492 nm波长处检测各孔的吸光度(A值), 每种浓

度3个复孔, 实验重复4次. 结果以mean±SD表

示, 并计算出生长抑制率. 生长抑制率 = [(对照

组A值-实验组A值)/对照组A值]×100%. 找出

HCPT的最佳作用浓度.
1.2.6 形态学观察: 将HSC-T6细胞接种至6孔板

内, 待细胞贴壁后吸弃原培养液, 再分别加入

0.25, 0.5, 1 mg/L浓度的HCPT培养液, 对照组加

入新鲜培养液, 继续培养24 h后, 光镜下观察细

■研发前沿
肝星状细胞的活
化、增殖在肝纤
维化的发生发展
中起核心作用, 以
肝星状细胞为靶
点来研发抗肝纤
维化药物成为目
前肝病治疗领域
的热点. 中医中药
是我国原创的优
势学科, 应用中医
药进行抗肝纤维
化的研究具有很
大的发展前景和
优势.
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胞形态.
统计学处理 对所得数据用SPSS13.0软件进

行相关分析, 计量资料数据以mean±SD表示; 多
个样本的比较采用单因素方差分析, 两样本均

数比较采用t检验, P <0.05为差异有显著性.

2  结果

2.1 HSC-T6细胞生长曲线 在接种的第1个24 h, 
细胞经历一个适应期, 为生长潜伏期, 24 h后细胞

进入对数生长期, 细胞数量迅速增加, 持续约5 d, 
此后细胞进入平台期, 细胞数量开始下降(图1).
2.2.1 HCPT对HSC-T6细胞增殖的影响: 各浓度

的HCPT作用HSC-T6细胞, 实验组HSC-T6细胞

的增殖率均低于对照组, 差异具有显著性(24 h, 
48 h, 72 h的t值分别为6.07-46.98 vs  10.98-63.97 
vs  20.76-107.68, 均P <0.01, 表1, 图2A). 随着药物

浓度的升高, HCPT对HSC-T6细胞的增殖抑制率

逐渐升高; 随着药物作用时间的延长, 各浓度的

HCPT对HSC-T6细胞的增殖抑制率逐渐增加. 当
HCPT作用24 h及48 h时, 随着药物浓度的增加

(0.125-1 mg/L), 细胞增殖抑制率显著性增高(F  
= 153.38, P <0.01 vs  F  = 171.37, P <0.01); 当药物

浓度达到2-8 mg/L时, 抑制率不再显著性增加(F  
= 1.80, P  = 0.244 vs  F  = 1.02, P  = 0.414); 而当药

物浓度≥16 mg/L时, 与8 mg/L组比较, 抑制率又

显著增高(均P <0.05); 当HCPT作用72 h时, 仅在

■相关报道
林熙然 et al 先后
用喜树碱作用于
人类角朊细胞、

人永生化表皮细
胞, 结果显示一定
浓度的喜树碱能
抑制上述细胞的
增殖、诱导分化
及 凋 亡 .  毕 燕 龙  
et  al 在研究喜树
碱对兔结膜成纤
维细胞(FB)的影
响时发现, 无论是
体内还是体外实
验, 喜树碱均具有
抑制FB增殖、诱
导凋亡的作用.

表  1  HCPT对大鼠肝星状细胞增殖的影响 (A 值, mean±SD)

     
HCPT(mg/L)	         24 h			            48 h			           72 h	         

对照组		  0.702±0.014		  0.894±0.013		  1.285±0.012

0.008		  0.635±0.013b		  0.786±0.011b		  1.064±0.014b

0.016		  0.613±0.016b		  0.754±0.014b		  1.037±0.011b

0.031		  0.601±0.015b		  0.725±0.013b		  1.012±0.014b

0.063		  0.586±0.010b		  0.696±0.013b		  0.847±0.012b

0.125		  0.526±0.012b		  0.609±0.011b		  0.683±0.013b

0.25		  0.469±0.012b		  0.520±0.013b		  0.549±0.014b

0.5		  0.338±0.012b		  0.439±0.014b		  0.489±0.014b

1		  0.345±0.010b		  0.388±0.016b		  0.465±0.012b

2		  0.336±0.007b		  0.381±0.012b		  0.444±0.014b

4		  0.327±0.013b		  0.377±0.013b		  0.404±0.011b

8		  0.319±0.012b		  0.367±0.012b		  0.294±0.012b

16		  0.264±0.014b		  0.266±0.012b		  0.230±0.012b

32		  0.219±0.011b		  0.215±0.013b		  0.154±0.014b

bP<0.01 vs  对照组.

图  1  HSC-T6细胞的生长曲线.
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图  2  HCPT对两种细胞生长抑制率的影响. A: HSC-T6; B: 
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药物浓度为1-2 mg/L时, 出现抑制率不再显著性

增加的平台期(P >0.05). HCPT分别作用HSC-T6
细胞24 h, 48 h, 72 h时的IC50约为: 0.791, 0.461, 
0.153 mg/L.
2.2.2 HCPT对BRL-3A细胞的毒性作用: 各浓度

的HCPT对BRL-3A细胞亦有一定的增殖抑制

作用, 且随着药物作用浓度的升高及作用时间

的延长, 增殖抑制率逐渐升高(图2B). 低浓度的

HCPT(浓度≤0.5 mg/L)作用时毒性作用较低(24 
h, 48 h, 72 h的增殖抑制率均<30%). 当HCPT浓
度>0.5 mg/L时, 对BRL-3A细胞的增殖抑制作用

显著性增高. 取与0.5 mg/L浓度组相邻的两个浓

度组进行观察比较(表2), 结果显示0.5 mg/L浓度

组与1 mg/L浓度组比较差异有显著性(P <0.05),   
而与0.25 mg/L浓度组比较差异无显著性.
2.2.3 HCPT的最佳作用浓度: 通过参照HCPT对
BRL-3A细胞的影响, 0.5 mg/L为对HSC-T6细胞

增殖抑制作用最大的HCPT最佳浓度(图3).
2.3 形态学观察 对照组HSC-T6细胞散在分布,   
细胞均贴壁生长, 呈星形或梭形, 细胞质均匀而

透明, 胞体近中央处可见圆形或椭圆形的胞核

(图4A); 0.25 mg/L浓度组HSC-T6细胞数量较对

照组有所减少, 部分细胞聚集成团, 细胞缩小、

变圆(图4B); 0.5 mg/L浓度组HSC-T6细胞数量较

对照组明显减少, 细胞核浓缩, 多数细胞呈卵圆

形或圆形, 但仍有部分贴壁生长的成纤维样细

胞, 并可见漂浮的细胞碎片(图4C); 1 mg/L浓度

组HSC-T6细胞数量与0.5 mg/L浓度组相似, 大
部分细胞为卵圆形或圆形, 并聚集成团, 漂浮的

细胞碎片进一步增多(图4D).

3  讨论

肝纤维化是肝脏对各种原因所致肝损伤的“创

伤愈合”反应, 也是肝硬化发生的前奏和必经

的中间环节, 其主要病理改变是细胞外基质的

过度合成和异常沉积[17-21]. HSC是肝脏中兼有肌

细胞、成纤维细胞及脂肪细胞性质的一种间质

细胞, 是肝纤维化时细胞外基质的主要来源细

胞[18-19], HSC的活化、增殖在肝纤维化的发生发

展中起核心作用[22-24]. 近年来, 随着“肝纤维化

可逆转”理论得到公认, 以HSC为靶点来研发

抗肝纤维化药物成为目前肝病治疗领域的热点. 
喜树碱类药物作为TopoⅠ抑制剂, 主要通过诱

导细胞凋亡、影响细胞内信号通路和细胞周期

等机制发挥抗肿瘤、抑制细胞增殖的作用[27-30]. 
HCPT是CPT的众多衍生物中的一种, 是CPT的
A环第10位上-H被-OH取代而成, 具有水溶性好, 
毒副作用较小等优点. 

本实验结果显示各浓度的HCPT均可抑制

HSC-T6细胞的增殖, 且作用强度呈剂量-时间依

赖性, 与国内刘晓明、廖立新 et al采用相同浓度

的CPT、HCPT抑制人永生化表皮细胞(HaCaT)、
人脐静脉内皮细胞(ECV304)及病理性瘢痕成纤

维细胞等细胞增殖的实验结果相似[9-11]. 值得注

意的是, 单纯培养的HSC-T6细胞生长曲线中, 细
胞增殖呈S形曲线, 24 h始至72 h均为其生长旺

盛时期, 直至细胞生长至第6-7天时才出现细胞

数量下降, 表明细胞逐渐进入平台期至衰亡期, 
推测其原因可能是由于培养板提供的细胞生长

空间有限, 细胞不能在培养孔内无限增殖, 导致

细胞增殖受到抑制所致. 而在HCPT分别作用24 
h, 48 h, 72 h时, 均出现一段抑制率无显著性增加

的平台期, 可能由于药物对HSC-T6细胞的增殖

抑制作用与HSC-T6自身的生长增殖达到一个平

衡, 使平台期提前出现所致. 当HCPT浓度超过一

定范围(≥16 mg/L)时,   对HSC-T6细胞的抑制作

用显著性增加, 主要为非特异性细胞毒性作用. 

■创新盘点
本文在国内外首
次观察了羟基喜
树碱对体外培养
的大鼠肝星状细
胞和大鼠正常肝
细胞的抑制作用
及毒性反应, 探讨
了羟基喜树碱对
大鼠肝星状细胞
增殖抑制的最佳
浓度.
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图  3  HCPT作用24 h时两种细胞的生长抑制率的比较.

HSC-T6细胞

BRL-3A细胞
表  2  不同浓度的HCPT对大鼠正常肝细胞的毒性作用的
比较 (A 值, mean±SD)

     
HCPT

(mg/L)        
24 h	               48 h	          72 h

0.5      0.798±0.020      0.718±0.021      0.664±0.010

1         0.712±0.020      0.650±0.025      0.607±0.026

0.25    0.818±0.019      0.746±0.018      0.679±0.018

t 1值
M   5.267                   3.607                   3.544

P 1        0.006                   0.023                   0.024

t 2值
N   1.256                   1.753                   1.262

P 2        0.278                   0.154                   0.276

M: 0.5 mg/L vs  1 mg/L; N: 0.5 mg/L vs  0.25 mg/L.
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HCPT作为临床上广泛使用的抗肿瘤药物, 
在抑制肿瘤细胞及成纤维细胞增殖的同时, 也
可能对正常组织器官尤其是对肝脏产生一定的

毒性作用. 因此, 用HCPT干预HSC-T6细胞的同

时, 也必须考虑到其可能存在的肝细胞毒性, 但
纵观国内外有关中草药治疗肝纤维化、作用于

肝星状细胞的文献, 尚未检索到通过体外实验

直接比较相同条件下药物对两种细胞(肝星状细

胞和正常肝细胞)的毒性作用, 从而确定药物最

佳浓度(对肝星状细胞增殖抑制作用最大, 同时

对正常肝细胞毒性作用最小的浓度)的报道. 本
实验选取相同条件下HCPT对体外培养的大鼠

正常肝细胞株BRL-3A细胞的毒性作用作为参

照, 结果显示, 当HCPT作用24 h, 浓度为0.5 mg/L
时, 对HSC-T6细胞的增殖抑制率约为50%, 而对

BRL-3A细胞的增殖抑制率<15%; 当HCPT浓度

>0.5 mg/L时, BRL-3A细胞的抑制率曲线陡峭上

升, 提示抑制率显著性升高, 而HSC-T6细胞的抑

制率曲线较平缓, 提示增殖抑制率无显著性升

高. 综合HCPT对两种细胞的作用, 确定0.5 mg/L
为对HSC-T6细胞增殖抑制作用最大的HCPT最
佳浓度. 同时, 通过光镜下观察HSC-T6细胞的

形态学变化, 实验组细胞出现细胞数量明显减

少, 细胞体积缩小、核浓缩等变化, 且随着作用

浓度的增加, 上述改变愈加显著. 因此我们推测

HCPT抑制HSC-T6细胞增殖的同时, 可能诱导了

其凋亡, 但需要进一步的研究. 
总之, 本实验确定HCPT对HSC-T6细胞增殖

抑制的最佳浓度, 为下一步研究HCPT对大鼠肝

星状细胞生物学特性的调控奠定了实验基础. 
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中国科技期刊引证报告 ( 核心版 ) 发布世界华人消化杂志
2007 年影响因子 0.568   

本刊讯 2007年世界华人消化杂志的总被引频次为2353, 位居全部1723种中国科技论文统计源期刊的第86位, 

内科医学类28种期刊的第5位. 2007年世界华人消化杂志的影响因子为0.568, 内科医学类28种期刊的第15位. 

即年指标0.082, 他引率0.69, 引用刊数372种, 扩散因子15.81, 学科影响指标0.54. (编辑: 程剑侠 2009-02-28)

■同行评价
本研究通过羟基
喜树碱对体外培
养的大鼠肝星状
细胞增殖的影响
找出HCPT抑制大
鼠肝星状细胞增
殖的最佳浓度和
毒性作用, 为喜树
碱的临床应用范
围提供理论基础
和实验依据.


