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肝纤维化（Liver fibrosis）系指肝脏组织中弥散性细胞外基

质（Extracellular matrix，ECM）过度表达和累积的结果，是慢性

肝病发展的共同病理过程 [1]。肝星状细胞群（Hepatic stellate

cells，HSCs）不受控制的激活与增殖是ECM沉积和肝纤维化

发生的重要因素之一[2]。因此，有效抑制HSCs的增殖或减少

ECM的生成是抗肝纤维化的重要策略之一。研究发现，转化

生长因子β 1（TGF-β 1）为最强的促纤维化细胞因子之一，而

TGF-β信号通路的关键传导分子为Smad蛋白[3]。Samd蛋白家

族在信号转导通路发挥不同的生理功能，其中Smad3主要介

导细胞内 TGF-β的信号传导 [4]。因此，调控肝细胞内 TGF-β1/

Smad3分子可有效缓解肝纤维化病情。

壮药红丝线系爵床科红丝线草属植物 Peristrophe rox-

burghiana（Schult）Brem.的干燥全草，具有行气止血、清热解毒

的功效[5]。国内已有文献报道，红丝线提取物对化学性肝纤维

化大鼠具有保肝作用[6]。然而到目前为止，尚未见有关红丝线

对HSCs作用的研究报道。在本试验中，笔者拟采用体外稳定

培养的鼠源肝星状 HSCs-T6细胞为受试细胞，以 TGF-β通路

为研究目标，探讨红丝线中主要活性成分红丝线多糖（PRP）
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摘 要 目的：研究红丝线多糖（PRP）对鼠源肝星状HSCs-T6细胞的增殖抑制作用及其机制。方法：用质量浓度为0（空白对照）、

50、100、200 μg/ml的PRP分别培养鼠源肝星状HSCs-T6细胞24、48 h后，采用MTT法测定细胞活力并计算细胞增殖抑制率，采用

免疫组化法测定细胞上清液中羟脯氨酸（Hyp）的含量；培养48 h后，采用免疫组化法测定细胞中α-平滑肌肌动蛋白（α-SMA）的表

达水平，采用 Western blot 法测定细胞转化生长因子β1（TGF-β1）和信号传导蛋白（Smad3）的蛋白表达水平。结果：与空白对照比

较，50、100、200 μg/ml PRP 均可抑制 HSCs-T6细胞增殖，培养 24、48 h 后细胞的增殖抑制率分别为 39.84％～69.31％、45.16％～

82.93％，且与培养时间和质量浓度呈正相关；各质量浓度PRP培养24 h后细胞上清液中Hyp含量为178.36～93.25 μg/ml，48 h后为

131.94～68.74 μg/ml，与培养时间和质量浓度呈负相关；PRP 培养 48 h 后 TGF-β1、Smad3的蛋白表达水平降低（P＜0.01）。结论：

PRP对大鼠肝星状HSCs-T6细胞的增殖有抑制作用，其机制可能与其使内源性TGF-β通路失活从而减少胶原蛋白的生成有关。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To study inhibitory effect of Lycianthes biflora polysaccharide on the proliferation of hepatic stellate

HSCs-T6 cells in rats and its mechanism. METHODS：After treated with 0（blank control），50，100，200 μg/ml L. biflora polysac-

charide for 24 and 48 h，the activity of hepatic stellate HSCs-T6 cells in rats was determined by MTT assay and inhibitory rate of

cell proliferation was calculated；the content of Hyp in supernatant was detected by immunohistochemical assay. After 48 h，the ex-

pression of cellular α-smooth muscle actin（α-SMA）was measured by immunohistochemical assay；both transforming growth fac-

tor β1（TGF-β1）and Smad3 were measured by Western blot assay. RESULTS：Compared to blank control，50，100 and 200 μg/ml

L. biflora polysaccharide could inhibit the proliferation of HSCs-T6 cells；cell inhibitory rates were 39.84％ -69.31％ and

45.16％-82.93％ respectively after treated for 24 and 48 h，which were positively associated with time and concentration. The con-

tents of Hyp in supernatant were 178.36-93.25 μg/ml and 131.94-68.74 μg/ml respectively after treated with different concentrations

of PRP for 24 and 48 h，which were negatively associated with time and concentration. The protein level of TGF-β1 and Smad3 de-

creased after treated with L. biflora polysaccharide for 48 h（P＜0.01）. CONCLUSIONS：L. biflora polysaccharide can inhibit the

proliferation of hepatic stellate HSCs-T6 cells in rats，and its mechanism is associated with the inactivation of endogenous TGF-β

pathway for reducing collagen production.

KEYWORDS Lycianthes biflora polysaccharide；Hepatic stellate HSCs-T6 cells；Inhibitory rate of proliferation；Collagen；

TGF-β pathway
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对HSCs-T6细胞增殖的影响，为 PRP用于抗肝硬化提供试验

依据。

1 材料
1.1 仪器

H1650-W台式高速离心机（湖南湘仪离心机仪器有限公

司）；1860R双光束紫外-可见分光光度计（上海谱元仪器有限

公司）；ESCO垂直流超净工作台（北京五洲东方科技发展有限

公司）；BBD6220 CO2 培养箱（美国 Thermo Fisher 公司）；

IX71-A21PH倒置显微镜（日本Olympus公司）；DHP-9402电热

恒温培养箱[德创科仪（北京）科技有限公司]；DMR+550病理

图像分析仪（德国 Leica 公司）；Fluoroskan Ascent FL 酶标仪

（美国Thermo Forma公司）；GelDoc XR+凝胶成像系统（美国

Bio-Rad公司）。

1.2 药品与试剂

胰蛋白酶（北京索莱宝科技有限公司，批号：90090620）；

MTT（南京建成生物工程研究所，批号：G020-500）；羟脯氨酸

（Hyp）酶联免疫试剂盒（南京建成生物工程研究所，批号：

A030-2）；α-平滑肌肌动蛋白（α-SMA）抗体、生物素标记二抗

（武汉博士德公司，批号：BM0005、BA1025）；二氨基联苯胺

（DAB）显色试剂盒（北京中杉金桥生物技术有限公司，批号：

ZLI-9018）；TGF-β1、信号传导蛋白Smad3、磷酸甘油醛脱氢酶

（GAPDH）抗体（南京建成生物工程研究所，批号：BA0294、

BA4559、PB0141）；蛋白裂解液（北京赛驰生物科技有限公

司）。

1.3 细胞与药材

鼠源肝星状HSCs-T6细胞由广西医科大学科学实验中心

馈赠，其表型为SV40转HSC的嵌合型；红丝线中药材购自玉

林药材市场，经右江民族医学院生药学教研室刘春荣副教授

鉴定为爵床科红丝线草属植物 Peristrophe roxburghiana

（Schult）Brem.的全草。

2 方法
2.1 PRP的制备及纯度检定

称取干燥的红丝线全草粗粉1 kg，分别加80％乙醇（10 L）

回流提取 3次，每次 2 h，过滤，将滤液减压至无醇味。将药渣

分别加入8 000 ml蒸馏水煮3次，每次2 h，经纱布过滤，合并滤

液，以离心半径为 8 cm、5 000 r/min离心 15 min，收集上清液，

用微波真空干燥器浓缩，得浓缩液 500 ml，再以氯仿-正丁醇

（4 ∶ 1）多次萃取（即Sevag法），除去蛋白质。提取液置于 4 ℃

冰箱中过夜，以离心半径为 8 cm、5 000 r/min 离心 15 min，过

滤，收集滤液并加入 4倍量 95％乙醇，使乙醇终浓度为 70％，

醇沉24 h，抽滤，收集药渣，药渣依次用乙醚、无水乙醇、丙酮洗

涤 5次，所得固体产物为粗多糖。将粗多糖溶于水，加样到经

磷酸盐缓冲液（PBS，pH＝8.0）处理的CM52型树脂层析柱中，

静置12 h，用蒸馏水以流速3 ml/min洗脱，合并洗脱液，真空干

燥后即得白色粉末状PRP。用葡萄糖作对照品，采用苯酚-硫

酸法显色，经紫外-可见分光计测得PRP纯度达90.16％。

2.2 细胞培养

HSCs-T6细胞复苏后，以含20％胎牛血清（FBS）的 DMEM

高糖培养液培养细胞 3 d进行传代，当传至 5代时可将细胞用

于试验。取对数生长期细胞，消化，离心，稀释细胞至密度为

2×106 ml－1，分装于冻存管中，置于－80 ℃环境中保存，备用。

2.3 测试液的制备

精确称取10 mg PRP，加入10 ml DMEM高糖培养液制备

成 1 mg/ml 的母液，然后分别稀释成质量浓度为 200、100、50

μg/ml的溶液（剂量设置基于前期预试验），于4 ℃环境下保存，

备用。

2.4 指标检测

2.4.1 MTT法测定细胞增殖抑制率 HSCs-T6细胞孵化贴壁

后，接种于96孔培养板中，每孔120 μl，每个质量浓度设3个复

孔，置于37 ℃、5％ CO2培养箱内培育。待细胞生长良好后，分

别加入质量浓度为 200、100、50 μg/ml的PRP测试液 30 μl，分

别培养细胞24、48 h后，每孔加入MTT 40 μl，继续培养4 h；同

时设置空白对照（不含PRP的测试液）。显微镜观察孔板底部

出现紫色结晶时终止试验，加二甲基亚砜（DMSO）120 μl每孔

调零，用酶标仪于580 nm波长处测定各孔光密度（OD）值。按

以下公式计算 PRP对HSCs-T6细胞的增殖抑制率：增殖抑制

率（％）＝（OD 空白对照－OD 药物干预）/OD 空白对照×100％。

2.4.2 免疫组化法测定细胞上清液中Hyp含量 待接种细胞

贴壁且生长状态良好时，以0（空白对照）、200、100、50 μg/ml的

PRP培养细胞24、48 h后，移液器收集上清液，按试剂盒说明书

操作测定细胞上清液中Hyp含量，每个质量浓度重复3次。

2.4.3 免疫组化法测定细胞中α-SMA的表达 按“2.4.2”项下

分组培养细胞 48 h后，制备各组细胞的爬片，4％多聚甲醛固

定后经 90％乙醇脱水，3％双氧水灭活；再经抗原修复后，5％

牛血清白蛋白（BSA）封闭1 h。 细胞经α-SMA一抗（1 ∶ 400）在

37 ℃下孵育 1 h，再加入二抗在 37 ℃下孵育 1 h，DAB常规显

色以及苏木素细胞核复染，其中棕黄色细胞为阳性细胞。光

镜下选取 5个视野，计算非重叠的平均阳性细胞数（即代表

α-SMA蛋白水平），每组试验重复3次。

2.4.4 Western blot法测定细胞中TGF-β1、Smad3蛋白表达

按“2.4.2”项下方法培养细胞48 h后，RIPA裂解液提取各组细

胞总蛋白，采用二辛可酸（BCA）法进行蛋白定量。以每组 40

μg蛋白上样量进行电泳分离。蛋白经过聚偏氟乙烯（PVDF）

膜湿法转移后，5％脱脂奶粉溶液封闭 1 h，进行 TGF-β 1、

Smad3蛋白水平测定。一、二抗稀释倍数及孵化时间分别为

1 ∶ 200（过夜）、1 ∶ 1 000（2 h）；化学发光法检测目标泳道蛋白。

以GAPDH为内参，以目标蛋白与内参蛋白灰度值的比值表示

目标蛋白的相对表达量。

2.5 统计学方法

采用SPSS 13.0进行统计分析。数据以x±s表示，采用单

因素方差分析法，经Tukey post-hoc检验进行组间比较。P＜

0.05为差异有统计学意义。

3 结果
3.1 PRP对HSCs-T6细胞的增殖抑制作用测定结果

与空白对照比较，50、100、200 μg/ml PRP培养细胞 24、48

h 后，细胞的增殖抑制率升高（P＜0.05或 P＜0.01），且与 PRP

的质量浓度和培养时间呈正相关。不同质量浓度PRP培养细

胞24 h后细胞的增殖抑制率为39.84％～69.31％，48 h后增殖

抑制率为45.16％～82.93％，详见表1。

3.2 Hyp含量测定结果

与空白对照比较，50、100、200 μg/ml PRP培养细胞 24、48

h后，细胞中Hyp含量减少（P＜0.01），且与PRP质量浓度和培

养时间呈正相关，结果详见表2。

3.3 α-SMA蛋白表达水平测定结果
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表 1 不同质量浓度PRP培养HSCs-T6细胞 24、48 h后的增

殖抑制率测定结果（x±±s，n＝3，％％）

Tab 1 Inhibitory rate of HSCs-T6 cells after treated with

different concentrations of PRP for 24 and 48 h（x±±

s，n＝3，％％）

药物质量浓度，μg/ml

0（空白对照）

50

100

200

24 h

0.12±0.04

39.84±7.26＊

52.75±8.47＊＊

69.31±9.13＊＊

48 h

0.19±0.08

45.16±8.36＊

63.29±8.97＊＊

82.93±10.14＊＊

注：与空白对照比较，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01

Note：vs. blank control，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01

表 2 不同质量浓度PRP培养HSCs-T6细胞 24、48 h后细胞

中Hyp的含量测定结果（x±±s，n＝3，μg/ml）

Tab 2 Content determination of Hyp in HSCs-T6 cells after

treated with different concentrations of PRP for 24

and 48 h（x±±s，n＝3，μg/ml）

药物质量浓度，μg/ml

0（空白对照）

50

100

200

24 h

219.74±43.12

178.36±27.09＊

130.57±24.15＊

93.25±20.31＊

48 h

328.52±69.75

131.94±26.42＊

105.67±22.67＊

68.74±18.21＊

注：与空白对照比较，＊P＜0.01

Note：vs. blank control，＊P＜0.01

空白对照中棕黄色的α-SMA阳性细胞数量较多。 与空白

对照比较，50、100、200 μg/ml PRP培养细胞 48 h后，棕黄色的

α-SMA 阳性细胞数逐渐减少（P＜0.05或 P＜0.01），结果详见

表3、图1。

表 3 不同质量浓度 PRP培养HSCs-T6细胞 48 h后细胞中

α-SMA蛋白表达测定结果（x±±s，n＝3）

Tab 3 The expression of α-SMA protein in HSCs-T6 cells af-

ter treated with different concentrations of PRP for

48 h（x±±s，n＝3）

药物质量浓度，μg/ml

0（空白对照）

50

100

200

免疫阳性细胞，个/mm2

89.26±18.52

65.74±13.94＊

42.59±11.24＊＊

30.18±9.23＊＊

注：与空白对照比较，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01

Note：vs. blank control，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01

3.4 TGF-β1、Smad3蛋白表达水平测定结果

空白对照细胞中TGF-β1、Smad3蛋白表达水平较高，表现

为活跃表达的生理状态。与空白对照比较，50、100、200 μg/ml

PRP 培养细胞 48 h 后，细胞中 TGF-β 1、Smad3蛋白水平降低

（P＜0.01），且呈一定的量-效关系，结果详见表4、图2。

4 讨论
HSCs 过度激活增殖的是肝纤维化发生发展过程中的关

键病因 [7]。研究表明，各种致纤维化因素均与 HSCs 密切相

关。因此，抑制HSCs的增殖有助于抗肝纤维化的防治[8]。本研

究MTT试验结果显示，空白对照的HSCs-T6细胞增殖速度快、

分化能力强；PRP作用后能明显抑制HSCs-T6细胞的增殖，表

现出有效的抑制作用。此结果提示，抑制HSCs增殖是PRP减

轻肝纤维化的潜在活性。Hyp是胶原蛋白以及纤维组织的主

要成分之一，当其大量生成沉积在肝细胞时，将加重并诱导纤

维化的形成[9]；α-SMA的聚合导致蛋白纤维的形成，并作为活

化标志蛋白在肝组织HSCs激活与增殖过程中发挥着正向调

节作用，可加速肝纤维化的发展[10]。本试验结果显示，PRP作

用后，HSCs-T6细胞中Hyp含量减少、α-SMA表达下调。此结

果提示，减少HSCs胶原蛋白的合成释放，能抑制纤维化进程，

这可能是PRP抗肝纤维化的作用机制之一。TGF-β1执行多种

细胞的增殖、分化、凋亡及免疫调节等生理效应 [11]；而 Smad3

承担着TGF-β通路信号向胞内传递的作用，是激活HSCs的活

化因子，进而促使肝纤维化发展[12]。因此，调控HSCs中TGF-β

通路是防治肝纤维化的有效途径。本研究Western blot试验结

果显示，空白对照的HSCs-T6细胞中TGF-β1、Smad3蛋白水平

异常增加，处于过度表达生理状态。PRP 作用后，TGF-β 1、

Smad3蛋白表达下调，提示PRP抑制TGF-β信号通路也是其抗

HSCs-T6细胞增殖的作用机制之一。

图1 不同质量浓度PRP培养48 h后α-SMA蛋白表达显微镜图

Fig 1 Micrography of α-SMA protein expression in HSCs-

T6 cells after treated with different concentrations of

PRP for 48 h
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100 μmol/L 200 μmol/L

200 μm200 μm

200 μm200 μm

表 4 不同质量浓度 PRP培养HSCs-T6细胞 48 h后细胞中

TGF-β1、Smad3蛋白表达测定结果（x±±s，n＝3）

Tab 4 The expression of TGF-β 1，Smad3 protein in HSCs-

T6 cells after treated with different concentrations of

PRP for 48 h（x±±s，n＝3）

药物质量浓度，μg/ml

0（空白对照）

50

100

200

TGF-β1/GAPDH

1.2±0.07

0.36±0.04＊

0.25±0.05＊

0.21±0.03＊

Smad3/GAPDH

1.4±0.11

0.58±0.07＊

0.32±0.08＊

0.29±0.04＊

注：与空白对照比较，＊P＜0.01

Note：vs. blank control，＊P＜0.01

图 2 不同质量浓度PRP培养 48 h后HSCs-T6细胞中TGF-

β1、Smad3蛋白表达电泳图

Fig 2 Electrophoretogram of the expression of TGF-β 1，

Smad3 protein in HSCs-T6 cells after treated with

different concentrations of PRP for 48 h

TGF-β1

Smad3
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黄芩苷对人骨肉瘤MG63细胞凋亡及MMPs表达的影响
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摘 要 目的：研究黄芩苷对人骨肉瘤MG63细胞凋亡及基质金属蛋白酶（MMPs）表达的影响。方法：以0（空白对照）、5、10、20、

40、80、160、320 µg/ml 黄芩苷处理 MG63细胞 24 h 后，检测细胞存活率和细胞中 MMP-2、MMP-9的表达量，计算半数抑制浓度

（IC50），观察细胞凋亡情况。结果：与空白对照比较，黄芩苷处理 MG63细胞后细胞存活率降低，凋亡细胞数量增加，细胞中

MMP-2和MMP-9表达量降低，并以320 µg/ml黄芩苷处理时细胞中MMP-2和MMP-9表达量下降具有统计学意义（P＜0.05）；IC50

为（40.21±9.20）μg/ml，各作用效应均呈浓度依赖性。结论：黄芩苷可抑制MG63细胞增殖，诱导其凋亡，较高质量浓度时可抑制

细胞中MMP-2、MMP-9的表达。

关键词 黄芩苷；人骨肉瘤MG63细胞；基质金属蛋白酶；细胞凋亡

Effects of Baicalin on Human Osteosarcoma MG63 Cells Apoptosis and the Expression of MMPs
SHEN Zhihua，GUO Jingjing（Dept. of Pharmacy，Shaoxing Municipal Central Hospital，Zhejiang Shaoxing
312030，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To study the effects of baicalin on human osteosarcoma MG63 cells apoptosis and the expression of

MMPs. METHODS：Treated with 0（blank control），5，10，20，40，80，160，320 µg/ml baicalin for 24 h，the survival rate，the

expression amount of MMP-2 and MMP-9 were detected，and IC50 was calculated. Cell apoptosis was observed. RESULTS：Com-

pared with blank control group，after treated with baicalin，survival rate of MG63 cells decreased，while apoptotic amount in-

creased，the expression amount of MMP-2 and MMP-9 decreased；there was statistical significance in the expression amount de-

crease of MMP-2 and MMP-9 in MG63 cells after treated with 320 µg/ml baicalin（P＜0.05）；IC50 was（40.21±9.20）μg/ml，all

responses were in concentration-dependent manner. CONCLUSIONS：Baicalin can inhibit the proliferation of MG63 cells，induce

cell apoptosis，and inhibit the expression of MMP-2 and MMP-9 in cells under high concentration.

KEYWORDS Baicalin；Human osteosarcoma MG63 cells；Matrix metalloproteinase；Cell apoptosis

综上，PRP对HSCs-T6细胞的增殖有一定的抑制作用，其

机制可能与其使内源性TGF-β通路失活从而减少胶原蛋白的

生成有关。
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