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抗肝硬化不同中药组方大鼠含药血清对肝硬化

HSC-T6细胞相关基因表达的影响

崔爱玲, 孙晓慧, 刘中景, 于朝霞

(青岛市传染病医院 中西医结合科,山东 青岛 266033)

  摘要:[目的]观察抗肝硬化不同中药组方大鼠含药血清对肝硬化 HSC-T6细胞相关基因表达的影响及其效果

差异。[方法]将30只SD大鼠随机分为正常对照组、秋水仙碱对照组、抗肝硬化不同中药组(1号方组、2号方组、3
号方组)共5组,每组6只,HSC-T6细胞复苏后常规培养,采用半定量反转录聚合酶链反应(RT-PCR)和ELISA法

观察药物对肝硬化 HSC-T6细胞Ⅰ型胶原(Co1Ⅰ)、Ⅲ型胶原(Co1Ⅲ)和前凋亡蛋白(Bax)的 mRNA表达的影响。
[结果]与正常对照组比较,抗肝硬化不同中药1号方和2号方对Co1Ⅰ、Co1Ⅲ、BaxmRNA的表达差异均有统计

学意义(P<0.05,P<0.01),而3号方除对BaxmRNA的表达与正常对照组比较差异有统计学意义(P<0.05),而
其对Co1Ⅰ、Co1Ⅲ mRNA的表达与正常对照组比较,差异无统计学意义。[结论]抗肝硬化不同中药组方大鼠含

药血清对肝硬化 HSC-T6细胞相关基因表达均有不同程度的抑制作用。
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  Abstract:[Objective]Toinvestigateinfluencesandeffectsofdrug-containingserumofdifferentanti-he-
patic-cirrhosisprescriptiononrelatedgeneexpressionofHSC-T6cells.[Methods]ThirtySDratswereran-
domlydividedintofivegroups:controlgroup,colchicinegroupandthreedifferentprescriptiontrialgroups
(Group1,Group2andGroup3).AftertheresuscitationandcultureofHSC-T6cells,theinfluencesofdif-
ferentdrugsonmRNAexpressionofCollagenTypeI,CollagenTypeⅢandapoptosisproteinBaxinHSC-
T6cellsweredetectedbysemi-quantitativereverse-transcriptasepolymerasechainreaction(RT-PCR)and
ELISAanalysis.[Results]Ascomparedwiththecontrolgroup,mRNAexpressionofCollagenTypeI,Col-
lagenTypeⅢandapoptosisproteinBaxshowedsignificantdifferencesinGroup1andGroup2(P<0.05;

P<0.01).Ascomparedwiththenormalcontrol,Group3hadsignificanteffectonmRNAexpressionofap-
optosisproteinBaxwithnosignificanteffectonmRNAexpressionofCollagenTypeⅠ(P<0.05).[Con-
clusion]Drug-containingserumofdifferentanti-hepatic-cirrhosisprescriptionhadvaryinginhibitoryeffects
onrelatedgeneexpressionofHSC-T6cells.
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  肝纤维化的中医药防治研究是我国近年来中西

医结合防治慢性肝病的一大热点。部分研究已逐步

深入到从细胞、分子水平来探讨中医药抗肝纤维化

的机制和复方机理。本研究主要观察抗肝硬化不同

中药组方的含药血清对大鼠肝星状细胞的影响,包
括对Co1Ⅰ、Co1Ⅲ、Bax等相关基因的表达,来探讨

抗肝硬化不同中药组方抗肝纤维化的药效环节与作

用机制。

1 材料与方法

1.1 实验药品

中药:购置于广州中医药大学第一附属医院中

药房,经广州中医药大学中药学院鉴定教研室鉴定。
中药以“桃红活血汤”为基本方(赤芍、丹参、桃仁、红
花各15g),并结合2006年中国中西医结合学会肝

病专业委员会《肝纤维化中西结合诊疗指南》临床肝

硬化常见辨证分型,以肝郁脾虚、肝肾阴虚、脾肾阳

虚3种分型为“扶正”组方,组成扶正活血共3个不

同方剂(简称1号方、2号方、3号方)。1号方(活血

化瘀健脾益气):桃红活血汤加黄芪15g、党参15g、
白术12g、炙甘草12g;2号方(活血化瘀滋养肝

肾):桃红活血汤加熟地30g、白芍30g、麦冬30g、
枸杞子15g;3号方(活血化瘀温补脾肾):桃红活血

汤加附子9g、干姜12g、炙甘草12g、肉苁蓉15g、
菟丝子15g。药物制备:将扶正活血方原药浸泡

20min(水浸过药面2cm)。武火煮沸后改用文火

煎30min,冷却30min后滤渣取汁。将滤渣如上法

再煎煮2次取汁。将2次药汁混合,用文火适度,浓
缩至120ml,浓度为0.75kg/L,制成扶正活血方大

剂量水煎剂,置冰箱4℃备用。
西药:秋水仙碱,成人(60kg)的日用量为1mg,

大鼠的剂量为成人用量的30倍(即0.25mg/kg)。
使用时以蒸馏水调制药液成0.025g/L。

1.2 实验动物及试剂

SD大鼠购于广州中医药大学实验动物中心,

HSC-T6细胞由广州中医药大学热带病研究所提

供,RPMI1640培养基(美国GIBCO公司),注射用

青霉素钠、注射用硫酸链霉素(哈药集团制药总厂),
小牛血清(杭州四季青生物工程有限公司),Try-
sin1:250(胰蛋白酶)(美国Difco公司),EDTA(美
国GIBCO公司),PI(美国SIGMA 公司),RNase
(美国SIGMA公司),MTT(美国SIGMA公司)。

1.3 实验动物分组及含药血清标本采集

将SD大鼠随机分为正常血清对照组(简称正

常组)、秋水仙碱对照组(简称阳性组)、扶正活血组

(1号方组、2号方组、3号方组)共5组,每组6只;
以上各组均以相应的药物灌胃(正常血清对照组以

生理盐水灌胃)。灌胃量均为1ml/100g体质量。
每天灌胃2次,间隔12h,连续给药3d。

末次 给 药 后1h采 血(灌 药 前 禁 食 不 禁 水

12h),10g/L戊巴比妥钠(0.35ml/100g)腹腔麻

醉,腹主动脉采血,室温下静置4h,3000r/min离

心15min,分离血清,同组血清相混,将各组血清用

56℃水浴灭活30min,以除去可能存在的生物活性

物质,再用0.22pm的微孔滤膜过滤除菌,置于-
20℃冰箱保存备用。

1.4 细胞总RNA的提取

按照《分子克隆实验指南》[1]取RNA样品稀释

100倍,在260nm和280nm测 OD260/OD280比

值以判断RNA浓度及纯度。

1.5 (RT-PCR)引物设计

利用Primer5.0引物设计软件设计合成引物,
用于合成所需的4个相关基因片段及内参18S(表

1),引物由美国Invitrogen(上海)英骏生物技术有

限公司司合成。然后根据这4个基因序列的不同特

点,进行RT-PCR扩增。

1.6 cDNA的合成

按照德国 QZAGEN子公司(北京天根生化科

技有限公司)TIANScriptM-MLV试剂盒提供的实

验方法,在冰上添加试剂,并加入上述提取的RNA
模板,合成First-strandcDNA。

表1 半定量反转录聚合酶链反应(RT-PCR)

基因名称       序列 产品尺寸/bp

Ⅰ型胶原
F:5'-AGAGCCTGCCGTAATCG-3'
R:5'-CGGTGCTTCCCTTTGG-3'

405

Ⅲ型胶原
F:5'-GTGTATTCGTTCCCAGAG-3'
R:5'-AACAGTGACAGCCCTTG-3'

275

前凋亡蛋白
F:5'-TGGCAACTTCAACTGGG-3'
R:5'-AGATGGTGAGCGAGGC-3'

257

18S
F:5'-TGCGGAAGGATCATTAACGGA-3'
R:5'-AGTAGGAGAGGAGCGAGCGACC-3'

300
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1.7 RT-PCR扩增反应

以上述合成好的cDNA为模板,加入表1中的

特异引物对,在PCR仪上进行PCR反应,PCR反

应结束后取出-20℃保存,用于电泳检测。

1.8 结果判定

用凝胶图像分析仪进行分析,根据 Marker确

认目标基因扩增片断的条带,测定各个目的基因产

物的条带的平均光密度(AveoD),与同时测定的内

参对照物(GAPDH)的条带光密度比较,以其比值

表示目的基因mRNA的量,分析各目的基因的表达

情况。

1.9 统计学处理

实验数据以x±s表示,采用SPSS13.0软件,
利用ANOVA检验和Dunnett’s检验进行统计学

处理,P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

不同组别对 HSC-T6细胞ColⅠ、ColⅢ和Bax
mRNA表达的影响,见表2。各组肝组织Bax、Col
Ⅲ、ColⅠRNART-PCR凝胶电泳结果,见图1。

表2 不同组别对HSC-T6细胞ColⅠ、ColⅢ和BaxmRNA表达的影响 x±s

组别 例数 ColⅠ/GAPDH ColⅢ/GAPDH Bax/GAPDH

正常对照组 6 0.89±0.11 1.44±0.13 0.83±0.04

秋水仙碱组 6 0.49±0.092) 1.06±0.132) 1.27±0.052)

1号方组 6 0.69±0.111) 1.18±0.091) 1.13±0.051)

2号方组 6 0.64±0.111) 1.09±0.122) 1.12±0.061)

3号方组 6 0.72±0.12 1.31±0.15 1.04±0.061)

  与正常对照组比较,1)P<0.05、2)P<0.01。

1:正常组;2:秋水仙碱组;3:3号方组;4:2号方组;5:1号

方组;M:Marker。

图1 各组肝组织Bax、ColⅢ、ColⅠRNART-PCR凝胶

电泳结果

3 讨论

肝纤维化的防治是世界性难题,现代医药也缺

乏针对性较强的治疗药物,而中医药防治研究是近

年来国内防治肝纤维化的一大热点,基于“正虚血

瘀”是肝纤维化的基本病机,所以本研究拟从“扶正

活血”立法,观察扶正活血不同组方对肝纤维化大鼠

作用机理及其疗效差异[2]。
目前认为,HSC细胞的活化、增殖、过度分泌是

肝纤维化形成的中心环节,HSC细胞激活后,转化

为肌纤维母细胞样细胞表型,合成大量细胞外基质

(ECM)沉积于肝脏,最终导致肝纤维化的发生[3-4]。
而近年来的研究证实[5],中药复方的抗肝纤维化租

用是通过多途径药理作用实现的:①拮抗 HSC的

活化。a.抑制肝活化 HSC的细胞增殖与胶原生

成;b.抑制枯否细胞(KC)的旁分泌而减轻 HSC的

活化;c.抑制活化HSC的自分泌,阻断活化的级联

反应,从而阻止肝纤维化的持续发展。②抗肝细胞

脂质通过氧化损伤以减轻过氧化产物对 HSC的刺

激。③调节肝组织基质金属蛋白酶火星,逆转肝窦

毛细血管化,从而改善肝细胞周围细胞外基质的微

环境。中医扶正活血治疗均有抑制 HSC增殖的作

用,HSC是肝维化病理形成的细胞学基础[6],各种

慢性肝损伤均可致肝星状细胞的活化增殖、从而产

生大量的胶原等细胞外基质,沉积于肝脏而形成肝

纤维化[7]。

Bax是细胞凋亡的重要调控基因,Bax蛋白的

超表达则使细胞凋亡,其表达状态与细胞凋亡指数

是呈正相关[8]。
本研究以 HSC-T6细胞中ColⅠ、ColⅢ和Bax

等相关基因表达进行了定量分析,探讨扶正活血含

药血清影响其基因表达的分子机制。研究显示,对

HSC-T6相关基因的表达,其中扶正活血1号方和

2号方对ColⅠ、ColⅢ和BaxmRNA的表达与阴性

对照组比较,差异均有统计学意义(P<0.05、P<
0.01)。而3号方组除对BaxmRNA的表达与阴性
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对照组比较差异有统计学意义(P<0.05),而其对

ColⅠ、ColⅢ mRNA的表达与阴性对照组差异无统

计学意义,效果不明显。
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尚需深入研究,今后在鼻胆管中药溶石治疗上尚有

继续探讨研究的必要。
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