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Abstract
AIM: To observe the effects of Shugan Granule 
on hepatic stellate cell (HSC) proliferation and 
collagen production.

METHODS: Cultured HSC-T6 cells were di-
vided into three groups: blank control group, 
normal control group and Shugan Granule inter-
vention group. The blank control group and nor-
mal control group were cultured in serum-free 
RPMI 1640 medium, while the Shugan Granule 
intervention group was cultured in serum-free 
RPMI 1640 medium containing different con-
centrations of Shugan Granule (0.56, 0.28, 0.14, 
0.07, 0.035, 0.018 and 0.009 g/L, respectively). 

Cell proliferation was measured by methyl thia-
zolyl tetrazolium (MTT) colorimetric assay. The 
contents of type I, III and IV collagen were de-
tected by enzyme-linked immunosorbent assay 
(ELISA).

RESULTS: After 48 hours of incubation, Shugan 
Granule at concentrations of 0.56, 0.28, 0.14, 0.07, 
0.035, 0.018 and 0.009 g/L reduced the rates of 
cell growth by 48.59%, 38.24%, 28.12%, 21.55%, 
8.47%, 7.26% and 0.33%, respectively, showing 
concentration-dependent inhibitory effects. The 
reduced rate of cell growth was more signifi-
cant in the Shugan Granule intervention group 
than in the normal control group. The contents 
of type I, III and IV collagen in culture super-
natants were significantly lower in the Shugan 
Granule intervention group than in the normal 
control group (5.437 µg/L ± 0.043 µg/L vs 13.817 
µg/L ± 0.787 µg/L, 3.26 µg/L ± 0.217 µg/L vs 
8.629 µg/L ± 0.178 µg/L, and 2.187 µg/L ± 0.245 
µg/L vs 5.29 µg/L ± 0.315 µg/L, respectively; all 
P < 0.01).

CONCLUSION: Shugan Granule can inhibit 
HSC proliferation and collagen production. This 
may explain why Shugan Granule can prevent 
liver fibrosis.
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摘要
目的: 观察舒肝颗粒对肝星状细胞(hepa t i c 
stellate cell, HSC)增殖及胶原分泌的影响.

方法: 体外培养HSC-T6. 设空白对照组、正
常对照组和舒肝颗粒干预组, 其中, 舒肝颗粒
干预组设7个浓度梯度, 前两者加入无血清的
RPMI 1640细胞培养液, 后者加入含舒肝颗粒
的无血清RPMI 1640细胞培养液, 药物终浓
度分别为0.56、0.28、0.14、0.07、0.035、
0.018和0.009 g/L. 采用MTT法检测细胞增殖, 
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■背景资料
HSC的活化增殖
是肝纤维化形成
的中心环节, ECM
过量产生和沉积
是形成肝纤维化, 
并最终导致肝硬
化、肝功能衰竭
的主要原因.

■同行评议者
徐列明, 教授, 上
海中医药大学附
属 曙 光 医 院 ( 东
部)肝二科



ELISA法检测Ⅰ、Ⅲ及Ⅳ型胶原含量. 

结果: 经48 h, 舒肝颗粒干预组HSC抑制率分
别为48.59%、38.24%、28.12%、21.15%、

8.47%、7.26%和0.33%, 明显高于正常对照
组, 且呈剂量效应关系. 舒肝颗粒干预组细胞
上清液中Ⅰ、Ⅲ、Ⅳ型胶原含量较正常对照
组明显降低(5.437 µg/L±0.043 µg/L、3.26 
µg/L±0.217 µg/L、2.187 µg/L±0.245 µg/L vs  
13.817 µg/L±0.787 µg/L、8.629 µg/L±0.178 
µg/L、5.29 µg/L±0.315 µg/L, 均P <0.01).

结论: 舒肝颗粒可通过抑制HSC增殖和胶原蛋
白的分泌, 减少胶原纤维在肝脏内的沉积, 这
可能是其抗肝纤维化的作用机制之一.

关键词: 舒肝颗粒; 肝星状细胞; 肝纤维化
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0  引言

舒肝颗粒具有补虚逐瘀, 清热解毒, 软坚散结的

功效, 对酒精性肝病(alcoholic liver disease, ALD)
尤其是酒精性肝纤维化具有良好效果, 已为动

物实验和临床试验所证实[1]. 为进一步阐明其

抗肝纤维化的作用机制, 本研究将观察其对体

外培养的大鼠肝星状细胞(hepatic stellatae cell, 
HSC)增殖及胶原分泌的影响, 为临床治疗提供

新的实验依据, 同时也为下一步制剂开发奠定

坚实的理论基础.

1  材料和方法

1.1  材料  H S C-T6购自上海中医药大学肝病

研究所 ,  其表型为活化的H S C .  特级胎牛血

清购自北京元亨圣马生物技术研究所 ,  批号: 
05110816. RPMI 1640培养基购自Gibco公司, 批
号: 1272921. 噻唑蓝(MTT)购自Sigma公司, 批
号: W2128. ELISA试剂盒胶原Ⅰ、Ⅲ、Ⅳ购自

Sigma公司, 批号: 0602015. 舒肝颗粒由泸州医

学院附属医院药物研究所提供, 处方为: 黄芪、

丹参、党参、白术、三棱、莪术、川芎、鳖

甲、茵陈、虎杖、甘草, 每包10 g.
1.2 方法 
1.2.1 药物处理: 参照杨玲等方法[2,3], 由于直接加

药法和含药血清法所得结果一致, 故采用无血

清RPMI 1640细胞培养液溶解舒肝颗粒, 37 ℃
恒温水浴箱中加热30 min, 离心观察颗粒完全溶
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解, 调节pH值和渗透压, 制成144 g/L提取液, 经
0.45 µm滤器过滤除菌后, 4 ℃贮存备用.
1.2.2 HSC-T6的培养与传代: 采用含100 kU/L青
霉素、100 kU/L链霉素、100 mL/L胎牛血清的

RPMI 1640培养液, 在37 ℃、50 mL/L CO2及饱

和湿度条件下培养, 隔天换液, 待细胞将近长满

培养瓶底时, 用2.5 g/L胰蛋白酶消化, 按1∶3传
代. 所有实验均取对数生长期细胞.
1.2.3 MTT法观察舒肝颗粒对HSC增殖的影响: 
采用96孔板, 每孔植入1×104个细胞, 设空白对

照组、正常对照组和舒肝颗粒干预组, 其中, 舒
肝颗粒干预组设7个浓度梯度, 并分别设4个复

孔. 24 h后吸出培养液, 正常对照组和空白对照

组每孔各加入200 µL无血清的RPMI 1640细胞

培养液, 舒肝颗粒干预组根据预实验确定的药

物浓度每孔各加入200 µL含舒肝颗粒的无血清

的RPMI 1640细胞培养液, 药物终浓度分别为

0.56、0.28、0.14、0.07、0.035、0.018和0.009 
g/L. 48 h后吸出培养液, 各孔加入200 µL浓度为

0.05%的MTT, 37 ℃孵育4 h, 去上清液, 各孔加

入200 µL二甲基亚砜(DMSO), 震荡10 min, 混匀

以溶解被还原的MTT结晶, 在酶标仪上检测波

长为490 nm吸光度值(A 490nm), 计算不同浓度药

物作用下细胞的抑制率. 存活率 = (药物组A值

/对照组A值)×100%, 抑制率 = [1-(药物组A值

/对照组A值)]×100%. 选择48 h HSC抑制率小于

10%的任意浓度作为以下实验所用药物浓度(该
浓度药物对HSC-T6细胞生长无明显影响).
1.2.4 ELISA法检测细胞上清液中Ⅰ、Ⅲ、Ⅳ型

胶原含量: HSC-T6细胞均匀接种到8个100 mL培
养瓶中, 放置在37 ℃、50 mL/L CO2及饱和湿度

条件下培养箱中进行培养, 同时设正常对照组

和舒肝颗粒干预组. 待细胞将近长满培养瓶底

时, 吸出培养液, 正常对照组换用无血清的RPMI 
1640细胞培养液, 舒肝颗粒干预组换用含舒肝

颗粒的无血清的RPMI 1640细胞培养液. 继续培

养48 h后收集上清液, ELISA法检测Ⅰ、Ⅲ、Ⅳ

型胶原含量, 分别按试剂盒使用说明书处理.
统计学处理 采用SPSS11.5统计软件进行数

据的分析处理, 实验数据用mean±SD表示, 两组

均数的比较采用t检验.

2  结果

2.1 舒肝颗粒对HSC-T6细胞增殖的影响 舒肝颗

粒干预组HSC的抑制率48 h时明显高于正常对

照组, 且呈明显的剂量效应关系(表1).

www.wjgnet.com

■研发前沿
舒肝颗粒采用现
代工艺精制而成, 
具有补虚逐瘀, 清
热解毒, 软坚散结
的功效, 对酒精性
肝病尤其是酒精
性肝纤维化具有
良好效果, 但其抗
肝纤维化的作用
机制有待进一步
研究.
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2.2 镜下细胞生长状况的同步观察 0.28-0.56 g/L
浓度时, 可见细胞轻度破坏, 细胞生长缓慢, 但
胞膜完整, 胞质、胞核颜色有所加深, 胞质减少, 
胞核缩小, 透亮度下降, 细胞形态欠佳, 多数聚

集成岛状, 亦有散在细胞贴壁生长, 培养液基本

清澈. 0.07-0.14 g/L浓度时, 细胞较上损伤较轻, 
多数细胞生长较好, 细胞形态基本正常, 细胞连

接成片状, 密度较正常略低. 0.009-0.035 g/L浓度

时, 细胞无明显破坏, 生长致密, 形态正常.
2.3 细胞上清液中Ⅰ、Ⅲ、Ⅳ型胶原含量 选择

对HSC-T6细胞生长无明显影响的浓度(细胞抑

制率小于10%)0.018 g/L作为实验用药浓度. 与
正常对照组相比, 舒肝颗粒干预组48 h时细胞上

清液中Ⅰ、Ⅲ、Ⅳ型胶原含量明显降低(P <0.01, 
表2).

3  讨论

肝纤维化是各种原因引起的慢性肝损伤所共

有的病理改变, HSC的活化增殖是肝纤维化形

成的中心环节, 细胞外基质(extracellular matrix, 
ECM)过量产生和沉积是形成肝纤维化, 最终导

致肝硬化、肝功能衰竭的主要原因. 因此, 可从

抑制HSC活化增殖、促进HSC凋亡、抑制胶原

合成分泌、促进胶原降解进行抗肝纤维化治疗.
舒肝颗粒的研制主要针对ALD尤其是酒精

性肝纤维化的防治, 其组方思路为: 结合传统中

医中药理论和乙醇及其代谢产物乙醛等物质对

肝脏的影响, 我们认为ALD及其酒精性肝纤维

化属于中医的胁痛、积聚、肝癖等范畴, 病因

为酒, 而酒为醇酿之品, 易生湿热, 久则成毒, 损
伤血络, 因此病机为湿、热、毒、瘀互结入络, 
邪毒较甚, 肝木横逆克脾土, 久则伤肾, 气血亏

损. 依据上述理论我们采用补虚逐瘀, 清热解毒, 
软坚散结方法, 并结合现代中药药理学, 选用黄

芪补脾益气, 丹参活血化瘀, 共为君药; 党参, 白
术补中益气, 燥湿健脾, 三棱、莪术, 川芎破血

逐瘀、理气止痛, 助丹参活血化瘀为臣; 鳖甲滋

阴潜阳、软坚散结, 茵陈、虎杖清热利湿解毒, 
又能活血, 共为佐使. 全方采用现代工艺精制而

成. 其中主药丹参及其提取物具有一系列重要

的药理作用如抗炎、抗氧化、抑制HSC活化增

殖、诱导HSC凋亡等作用[4-9]; 黄芪可抑制大鼠

HSC增殖及Ⅰ型、Ⅲ型、Ⅳ型胶原的分泌, 能抑

制肌成纤维细胞的生长和增殖, 尤其对核分裂

有明显抑制作用, 促进已形成的肝纤维化组织

重新吸收, 减轻肝内胶原纤维的沉积, 有效地促

进受损的免疫功能复常[10]. 全方经动物实验和

临床研究发现其对ALD尤其是酒精性肝纤维化

确有很好疗效[1]. 本研究从细胞分子水平证实其

能抑制HSC的增殖, 且抑制程度与药物剂量呈一

定依赖关系; 能抑制胶原蛋白的分泌, 可能与直

接抑制HSC活化增殖从而间接减少胶原合成和

表  1  不同浓度舒肝颗粒对大鼠HSC增殖的影响 (mean±SD)

     
分组	                 孔数          剂量(g/L)           抑制率(%)        存活率(%)                      A 值

正常对照组	 4               -	            -	               100.00               0.668±0.005

舒肝颗粒组(g/L)

    0.009		  4               0.009                 0.30               99.70               0.666±0.003

    0.018		  4               0.018                 7.19               92.81               0.620±0.007

    0.035		  4               0.035                 8.53               91.47               0.611±0.004

    0.07		  4               0.070               21.11               78.89               0.527±0.005

    0.14		  4               0.140               28.14               71.86               0.480±0.009

    0.28		  4               0.280               38.17               61.83               0.413±0.005

    0.56		  4               0.560               48.65               51.35               0.343±0.006

表  2  舒肝颗粒对大鼠HSC胶原分泌的影响 (n  = 4, mean±SD, µg/L)

     
分组	 	               Ⅰ型胶原                           Ⅲ型胶原                              Ⅳ型胶原

正常对照组	        13.817±0.787                  8.629±0.178                   5.290±0.315

舒肝颗粒组	          5.437±0.043                  3.260±0.217                   2.187±0.245

t值		         21.269	               38.333	                       15.533

P值		           0.000		  0.000		          0.000

■应用要点
本研究显示, 舒肝
颗粒可抑制HSC
的增殖以及胶原
Ⅰ、Ⅲ、Ⅳ的分
泌, 进一步提示其
具有抗肝纤维化
的作用, 为本方的
临床应用奠定了
良好基础.
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直接抑制HSC合成胶原两种机制有关, 进一步提

示其具有抗肝纤维化作用, 与我们的动物实验

和临床研究结果一致. 但肝纤维化形成是一个

多因素的复杂的过程, 舒肝颗粒作为多成分、

多环节、多途径、多靶点的中药, 除上述作用

外, 可能还有促进HSC凋亡和胶原降解、调节相

关细胞活性因子、调控细胞内信号传导等作用, 
因此尚需进一步深入研究.
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汤姆森 - 路透公布 2008 年WJG 影响因子 2.081

本刊讯 据汤姆森-路透科技信息集团2009-06-19发布《期刊引证报告》(Journal Citation Reports )的统计结果: 

World Journal of Gastroenterology (WJG )的总被引次数(TC): 10 822; 影响因子(IF): 2.081; 即年指数: 0.274; 论文

数量: 1112; 半衰期: 3.1; 特征因子(EF): 0.05006. 特征因子这个指标是今年期刊引证报告里新加的一个指标. 与

影响因子不同的是, 这个指标不仅考察了引文的数量, 而且考虑了施引期刊的影响力, 即: 某期刊如果越多地

被高影响力的期刊引用, 则该期刊的影响力也越高. 正如Google考虑超链接的来源, 特征因子也充分考虑引文

的来源, 并在计算中赋予不同施引期刊的引文以不同的权重. 特征因子分值的计算基于过去5年中期刊发表的

论文在期刊引证报告统计当年的被引用情况. 与影响因子比较, 期刊特征因子分值的优点主要有: (1)特征因子

考虑了期刊论文发表后5年的引用时段, 而影响因子只统计了2年的引文时段, 后者不能客观地反映期刊论文的

引用高峰年份; (2)特征因子对期刊引证的统计包括自然科学和社会科学, 更为全面、完整; (3)特征因子的计算

扣除了期刊的自引; (4)特征因子的计算基于随机的引文链接, 通过特征因子分值可以较为合理地测度科研人

员用于阅读不同期刊的时间. 在55种国际胃肠病学和肝病学期刊中, WJG的EF, TC和IF分别名列第6, 9, 32位. 

(WJG编辑部主任: 程剑侠 2009-06-19)

■同行评价
本文探讨了舒肝
颗粒对大鼠HSC
增殖及胶原分泌
的影响, 有一定的
可读性.


