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Abstract
AIM: To assess the effects of different concentra-
tions of Shenzhang granules on cell proliferation 
and the expression of alpha smooth muscle actin 
(α-SMA) in hepatic stellate cells (HSCs).

METHODS: After HSCs were cultured with 
different concentrations of serum containing 
Shenzhang granules, α-SMA mRNA and protein 
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参杖颗粒含药血清对HSC增殖及α-SMA表达的抑制效应

段妍君, 殷妮娜, 高清华, 万 莹, 马维平, 张昌文, 吕文亮

®

■背景资料
肝星状细胞 ( h e -
patic stellate cell, 
H S C ) 是 肝 纤 维
化时细胞外基质
合成的主要细胞, 
HSC持续激活是
肝纤维化发生发
展过程中的关键
环节 .  研究报道 , 
活血化瘀类中药
复方具有较好的
抗肝纤维化作用, 
机制与抑制HSC
的活化增殖有关. 

expression was detected by RT-PCR and West-
ern blot, respectively, cell cycle progression was 
assessed using flow cytometry, and cell migra-
tion was assessed using cell scratch assay.

RESULTS: After treatment with serum con-
taining Shenzhang granules, the expression of 
α-SMA mRNA and protein was significantly re-
duced, cell cycle was arrested in G2 phase,  and 
cell proliferation and migration were inhibited.

CONCLUSION: Treatment with Shenzhang 
granules can reduce α-SMA expression and in-
hibit cell proliferation in HSCs.

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 
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摘要
目的:  研究参杖颗粒对α-平滑肌肌动蛋白
(alpha smooth muscle actin, α-SMA)表达的影
响, 探讨该方影响肝星状细胞(hepatic stellate 
cell, HSC)迁移和增殖的调节机制.

方法: 将HSC分别培养于不同浓度的参杖颗
粒含药血清中, 采用Western blot测定α-SMA
的表达量; RT-PCR检测α-SMA mRNA表达量; 
流式细胞仪检测不同浓度的含药血清对HSC
周期的影响; 细胞划痕实验检测不同浓度的
含药血清对HSC迁移的影响.

结果: Western blot实验结果显示10倍浓度的
参杖颗粒含药血清对HSC的α-SMA的表达
有明显减少; 同时RT-PCR结果显示α-SMA的
mRNA水平在10倍浓度血清处理的HSC中最
低; 细胞周期检测结果显示细胞明显被阻滞
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■研发前沿
参杖颗粒是导师
课题组治疗慢性
肝病、肝纤维化
的科研协定处方, 
在前期研究中发
现 ,  参 杖 颗 粒 不
但能防治实验性
大 鼠 肝 纤 维 化 , 
还能改善肝脏微
循环, 抑制HSC活
化增殖, 促进HSC
凋 亡 ,  其 具 体 作
用机制尚待深入
研究.

于G2期, 以10倍浓度组抑制增殖效果最明显; 
划痕实验显示10倍浓度血清处理的HSC迁移
能力明显被抑制.

结论: 参杖颗粒对HSC的α-SMA的表达有明
显抑制作用, 并明显阻止HSC的迁移和增殖.

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 

关键词: 肝星状细胞; α-平滑肌肌动蛋白; 参杖颗

粒; 增殖; 迁移

核心提示: 参杖颗粒含药血清中剂量组对肝星状

细胞(hepatic stellate cell, HSC)活化具有最好的抑

制效应, 对HSC增殖、迁移及α-平滑肌肌动蛋白

(alpha smooth muscle actin)表达的抑制是其抗纤

维化作用的作用机制之一. 
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0  引言

肝纤维化是肝脏细胞外基质(extracellular matrix, 
ECM)异常生成和积累的结果[1]. 当肝脏受到各

种损伤时, 肝星状细胞(hepatic stellate cell, HSC)
被活化并向肌纤维母细胞转化, 主要表现为细胞

增殖、游动、收缩能力增强及细胞因子和ECM
的大量合成, 并导致肝窦毛细血管化, HSC的活

化增殖和收缩功能在此过程中起中心作用[2,3]. 当
HSC转化为肌成纤维细胞时, 能特征性地表达

α-平滑肌肌动蛋白(alpha smooth muscle actin, 
α-SMA), 使得肝脏内α-SMA含量增加[4]. 中药复

方抗肝纤维化实验研究表明: 中药复方能抑制

和减少HSC中α-SMA的表达, 从而抑制HSC的
激活和肝纤维化[5]. 因此α-SMA的变化被看成

HSC活化与否的标志, 成为肝纤维化的一个重要

的评价指标[6].

1  材料和方法

1.1 材料 250-350 g ♂Wistar大鼠, 购自湖北中

医药大学实验动物中心. 实验所用细胞及生物

试剂均购自武汉科瑞生物技术有限公司, 包括: 
大鼠HSC-T6, 编号: zxl006; α-SMA抗体(Santa 
Cruz, sc-324317); 高糖DMEM培养基(Hyclone); 
胰蛋白酶(Sigma, 批号: HY27250); 胎牛血清

(Gibco). 参杖颗粒由江阴天江药业有限公司生

产, 处方: 丹参2 g(生产批号: 1207025)、虎杖

1 g(生产批号: 1207073)、黄芪1.5 g(生产批号: 
1209111)、鳖甲0.5 g(生产批号: 1206058)、苦参

1 g(生产批号: 1207011). 
1.2 方法

1.2.1 制备含药血清: 取体质量250-350 g的♂

Wistar大鼠40只(清洁级), 分为4组(正常对照组A
组、5倍浓度组B组、10倍浓度组C组、20倍浓

度组D组). 正常饲养, 给药组连续7 d, 每日7:00 
am定时灌胃一次(颗粒药物浓度为5.25 g/mL, 依
据: 根据公式换算给予大鼠与人的等效剂量为

0.525 g/100 g, 10倍浓度为5.25 g/100 g, 而大鼠

灌胃剂量通常在1-2 mL/100 g), 剂量分别相当于

65 kg体质量的成人每日每公斤用药量的5倍、

10倍及20倍, 对照组按1 mL/100 g灌以生理盐水. 
末次给药后2 h, 每只大鼠断头取血5-10 mL于无

菌试管(不加抗凝剂), 室温静置2 h后, 1500 r/min
离心10 min, 取上清液即为各浓度含药血清和对

照血清, 微孔滤膜除菌后分装于1 mL冻存管, 标
记后置于-80 ℃冰箱备用. 
1.2.2 细胞培养: 将HSC-T6置于10%胎牛血清的

高糖DMEM培养基中, 37 ℃, 5%CO2条件下培养, 
隔天换液, 当细胞融合度达80%时, 用0.25%胰蛋

白酶消化, 以1∶3比例传代, 24 h后换液, 72 h再
次传代, 所有实验用细胞均处于对数增长期.
1.2.3 细胞分组及处理: 将处于生长对数期的

HSC细胞以5×105/mL密度接种于6孔板中, 将
细胞进行相应分组及处理, 正常对照组(control): 
正常培养基培养; 5倍含药血清组(5×group): 用
5%胎牛血清稀释含药血清处理HSC 24 h后进

行相应实验; 10倍含药血清组(10×group): 处理

步骤同5倍含药血清组; 20倍含药血清组(20×
group): 处理步骤同5倍含药血清组. 
1.2.4 免疫荧光检测各组细胞: 各组细胞用预热

的4%的多聚甲醛固定细胞30 min; 固定后, 用预

热D-PBS清洗; 用0.1%Triton破膜3 min; 用预热

D-PBS清洗; 10%山羊血清封闭30 min; 用预热

D-PBS清洗细胞; 孵育一抗(α-SMA 1∶50), 室
温2 h; 用预热D-PBS清洗细胞; 孵育二抗(anti-
rabbit FITC, 1∶50), 室温1 h; 用预热D-PBS清洗

细胞, 90%甘油封片; 观察摄片. 
1.2.5 Western blot检测α-SMA的表达: 收集各组细

胞, 加适量预冷150 mmol/L Lysis buffer(Cocktail)
裂解液, 提取总蛋白. 按照30 μL体系、2×leamn-
li buffer制样, 按实验设计顺序加样, 电泳(95 V), 
95 V转膜75 min. 取出PVDF膜, 做标记后, 用5%
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■相关报道
Lin等的研究认为: 
大黄提取物能抑
制HSC的迁移, 同
时抑制转化生长
因子β1、α-平滑
肌肌动蛋白(alpha 
smooth muscle-actin, 
α-SMA)以及胶原
的表达, 抑制效应
与提取物的浓度呈
浓度依耐性.

脱脂牛奶封闭液封闭30 min. 倒掉封闭液后, 加
入一抗兔抗小鼠多克隆抗体(α-SMA, 1∶1000), 
摇床上4 ℃过夜, 用1×TBST洗膜, 加入用1×
TBST稀释的二抗室温孵育1 h, ECL显影并用蛋

白灰度值用Image J软件进行分析. 
1.2.6 RT-PCR检测α-SMA mRNA的表达: 细胞培

养达到80%-90%融合后, 弃去陈旧培养液, 用适

量灭菌的预热PBS洗两次去除残余培养液, 按
TRIzol试剂盒步骤说明进行操作提取总RNA并用

核酸测仪测定总RNA含量和纯度; 取cDNA 5 μg, 
利用逆转录试剂盒合成cDNA. 根据Genbank查找

基因序列并设计引物, 以GAPDH为内参, α-SMA
引物序列: F: 5'-TGGTATTGTGCTGGACTCTG-3'; 
R: 5'-CCATCAGGCAGTTCGTAG-3', 产物长度

288 bp; GAPDH: F: 5'-TATCGGACGCCTGGT-
TAC-3', R: 5'-CTCGCTCCTGGAAGATGG-3', 产
物长度203 bp. 反应条件: 95 ℃预变性, 5 min; 
95 ℃变性, 30 s; 58 ℃退火, 30 s; 68 ℃延伸, 10 
min; 4 ℃, 终止. PCR产物经浓度为2%的琼脂糖凝

胶电泳, 用凝胶成像分析系统进行扫描拍照, 灰
度值用Image J软件进行分析.
1.2.7 流式细胞术检测细胞周期: 根据细胞周期

检测试剂盒说明的步骤, 同时设立阴性对照组, 
并收集细胞106个; 用1 mL PBS重新悬浮细胞, 
2000 r/min, 离心5 min, 小心移去上清液; 加入0.5 

mL  Solution Buffer轻轻悬浮细胞(自此步骤起, 
操作中均不能剧烈振荡), 2000 r/min, 离心5 min, 
小心移去上清液; 再加入0.5 mL  Solution  Buffer
轻轻悬浮细胞, 2000 r/min, 离心5 min, 小心移去

上清液; 加入250 μL Solution  A, 轻轻悬浮细胞, 
25 ℃孵育10 min; 溶液中加入200 μL Solution  B, 
轻轻悬浮细胞 ,  25 ℃孵育10 m i n; 最后加入

200 μL Solution  C, 轻轻悬浮细胞, 4 ℃避光10 
min;  应用莱卡流式细胞仪检测并分析. 
1.2.8 细胞划痕实验: 先用marker笔在6孔板背后, 
用直尺比着, 均匀得划横线, 大约每隔0.5 cm一

道, 横穿过孔, 每孔至少穿过5条线. 在孔中加入

约5×105个细胞. 第2天用10 μL枪头比着直尺, 
尽量垂至于背后的横线划痕, 枪头要垂直, 不能

倾斜. 用预热的PBS洗细胞3次, 去处划下的细

胞, 加入无血清培养基, 放入培养箱培养, 24 h后
取样, 拍照. 

统计学处理 实验数据以mean±SD表示, 采
用SPSS13.0统计分析软件, 对组间数据进行单因

素方差分析, 并进行两两比较, 若组间方差不齐则

用非参数秩和检验, P<0.05为差异有统计学意义. 
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图  1  不同浓度的参杖颗粒含药血清对HSC中α-SMA的表
达的影响差异. A: Western blot结果; B: 灰度值分析结果. 1: 

正常对照组; 2: 5倍含药血清组; 3: 10倍含药血清组; 4: 20倍

含药血清组. aP<0.05, bP<0.01 vs  1组. α-SMA: α-平滑肌肌

动蛋白.
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图  2  不同浓度的参杖颗粒含药血清对HSC中α-SMA 
mRNA表达的差异. A: RT-PCR检测结果; B: 各组α-SMA 

mRNA表达水平的分析结果. 1: 正常对照组; 2: 5倍含药

血清组; 3: 10倍含药血清组; 4: 20倍含药血清组. aP <0.05, 
bP<0.01 vs  1组. α-SMA: α-平滑肌肌动蛋白.
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■创新盘点
参杖颗粒可以抑
制HSC活化增殖
的具体机制未见
报道, 本实验运用
参杖颗粒含药血
清培养HSC, 观察
HSC的增殖、迁
移及α-SMA表达, 
探索该方抗肝纤
维化的机制.

2  结果

2.1 不同浓度参杖颗粒含药血清处理的H S C 
α-SMA的表达 如图1A所示, Western blot在43 
kDa的位置上出现的阳性杂交带为α-SMA蛋白

表达, 与正常对照组相比, 参杖颗粒血清处理各

组对α-SMA蛋白表达均具有抑制效应; 其中20
倍组具有明显差异(P <0.05), 10倍组具有非常明

显差异(P <0.01)(图1B). 
2.2 不同浓度参杖颗粒含药血清处理的H S C 
α-SMA mRNA的表达 如图2A所示, 各组在288 
bp处出现了α-SMA基因的特异性条带, 203 bp处
出现了内参照GAPDH的条带. 如图2B所示, 通
过对电泳条带光密度扫描分析, 正常对照组有

较强的α-SMA基因表达(86.34%±3.31%); 与正

常对照组比较, 不同浓度参杖颗粒血清处理的

HSC细胞中, α-SMA基因表达均有下调; 5倍、

10倍、20倍血清处理组α-SMA基因表达分别为

80.74%±2.76%、57.26%±3.21%、70.36%±

2.32%, 其中20倍组具有明显差异(P <0.05), 10倍
组具有非常明显差异(P <0.01). 
2.3 不同浓度参杖颗粒含药血清处理的HSC周

期的变化 如图3所示, 流式细胞仪检测细胞周

期结果显示, 正常对照组HSC G1期细胞比例为

58.35%±1.28%, G2期为10.16%±1.11%, S期为

31.49%±1.25%; 参杖颗粒血清处理组24 h后, 
G1期细胞数量增加, 而G2期细胞显著减少, 细胞

明显被阻滞于G2期. 且以10倍组抑制效果最佳

(P <0.01); 20倍组作用次之(P <0.05); 5倍组基本

无抑制作用(图3E). 
2.4 不同浓度参杖颗粒含药血清处理的HSC迁移

情况 细胞划痕实验结果表明: 参杖颗粒血清处

理的HSC细胞与正常对照细胞相比, 细胞的迁移

面积均有减少, 其中10倍组迁移面积减少最显

著(P <0.01), 提示参杖颗粒血清处理后HSC细胞

的迁移能力明显下降(图4). 

3  讨论

参杖颗粒是导师课题组治疗慢性肝病、肝纤维

化的科研协定处方. 依据温病“伏气学说”之
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图  4  不同浓度的参杖颗粒含药血清对HSC的迁移面积的
影响差异. 1: 正常对照组; 2: 5倍含药血清组; 3: 10倍含药血

清组; 4: 20倍含药血清组. aP<0.05, bP<0.01 vs  1组.
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图  3  流式细胞术检测不同浓度的参杖颗粒含药血清对HSC细胞周期的影响差异. A: 正常对照组; B: 5倍含药血清组; C: 10

倍含药血清组; D: 20倍含药血清组; E: 检测分析结果. aP<0.05, bP<0.01 vs  1组.
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“毒伏肝络”理论, 肝纤维化是“毒邪内伏肝络

日久”之结果[7]. 参杖颗粒即以此而立法组方, 包
括丹参、虎杖、黄芪、鳖甲、苦参, 功效健脾补

肾, 清热化湿解毒、活血通络[8,9]. 黄芪的主要有

效成分为皂苷、多糖、黄酮等, 而黄芪皂苷是黄

芪中具有代表性的活性成分, 在临床以及实验研

究中都证实有较明确的抗纤维化作用[10,11]. 丹参

辛、苦、温, 具活血化淤、清热宁神作用, 其有

效成分包括丹参酮、丹参素等, 现代药理研究

显示丹参具有调节机体免疫功能、抗肿瘤、诱

导肿瘤细胞凋亡、促进微循环、抑制微动脉收

缩等作用[12]. 虎杖苦寒, 清热化湿解毒, 其有效成

分为白藜芦醇、大黄素, 广泛用于抗病毒, 抗肿

瘤及慢性肝病的治疗中[13]. 鳖甲辛咸, 滋阴软坚

散结, 多家报道其在抑制肝纤维增生, 改善肝功

能方面有治疗作用[14]. 本课题组在前期研究中

发现, 参杖颗粒不但能防治实验性大鼠肝纤维

化, 还能改善肝脏微循环, 抑制HSC活化增殖, 促
进HSC凋亡, 抑制HSC细胞内外的胶原生成率及

TGF-β1 mRNA的表达[15]. 
HSC在肝纤维化过程中发挥了关键性作用, 

在致病因子刺激下, HSC被激活, 转化为肌纤维

样细胞, 并高表达α-SMA, 继而使肝脏ECM生成

增加而降解减少, 最终导致肝脏胶原沉积与纤

维化[16]. 随着肝纤维化细胞分子生物学机制的进

一步明确, 以HSC为靶标的治疗措施逐渐成为抗

肝纤维化的重要途径, 如抑制HSC活化和增殖, 
调节基质合成和降解等[17]. 因此α-SMA的表达

已被认为是HSC激活的显著特征之一, 成为肝纤

维化的一个重要的评价指标.
本实验结果表明, 在参杖颗粒中剂量组作用

24 h后, HSC细胞中α-SMA mRNA水平明显降低

(P <0.01). 这说明该药可明显抑制HSC α-SMA基

因和α-SMA蛋白的表达, 提示参杖颗粒抗肝纤

维化的机制可能与其抑制HSC的活化有关: 一方

面, 直接抑制HSC的增殖, 减少HSC细胞数量, 进
而减少细胞外基质的形成; 另一方面, 通过抑制

HSC的活化, 包括降低α-SMA的分泌量及表达

水平、抑制活化HSC收缩迁移, 从而降低肝脏的

纤维化程度. 因此, 根据以上结果, 说明α-SMA
抗肝纤维化作用机制之一是从mRNA水平和蛋

白水平抑制α-SMA表达, 抑制HSC增殖和迁移, 
从而发挥抗肝纤维化作用. 
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