
具有良好的应用前景。
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三七总苷对体外培养细胞胶原合成模型的影响
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［摘　要］　目的　建立体外培养细胞胶原合成模型并研究三七总苷对胶原合成的影响。方法　用不同浓度和比
例的新生牛血清和大鼠血清混合，筛选刺激ＨＳＣＴ６细胞胶原合成的最佳条件，继而用３ＨＰｒｏｌｉｎｅ掺入法研究三七总苷
对其胶原合成的影响。结果　１０％新生牛血清加３％大鼠血清为刺激ＨＳＣＴ６细胞胶原合成最佳培养条件。培养４８和
７２ｈ后，０．０１，０．０５，０．２５，１．００和１．２５ｍｇ·ｍＬ１浓度的三七总苷对 ＨＳＣＴ６细胞胶原合成有明显的抑制作用（Ｐ＜
０．０５）；并呈剂量效应关系和时间效应关系，方差分析，Ｆ分别为４．５１７和５．８３２（均Ｐ＜０．０５）。结论　成功建立了体外
培养细胞胶原合成模型，三七总苷对细胞胶原合成有明显抑制作用 。
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　　肝纤维化是一切慢性肝病的共同病理学基础，是
形成肝硬化的必经病理阶段。目前肝纤维化发生机制
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的研究已深入到细胞生物学和分子生物学水平。大量

资料表明，肝星状细胞（ＨＳＣ）的活化是肝纤维化发生
的细胞学基础，是各种病因肝纤维化发生的共同中心

环节，活化的ＨＳＣ也是合成细胞外间质（ＥＣＭ）的主要
细胞［１，２］。

近年来，中药抗肝纤维化的研究取得了较大进

展［３］，文献表明，三七总苷（ＰＮＳ）具有明显减轻肝细
胞坏死、促进肝细胞修复再生、抑制肝组织中成纤维细
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胞及胶原纤维增生，抑制肝脏胶原纤维合成及沉积作

用，具有抗肝纤维化作用［４，５］。

以往的研究大都在实验肝纤维化动物模型进

行［３，５］。由于体外培养细胞在药物研究中有许多优

点，近期开始有用体外培养正常大鼠肝星状细胞进行

研究的个别报道［４］。传代细胞在经济性、方便性、易

标准化、可控性和重复性等方面有原代细胞无可比拟

的优点，因此，笔者在本实验中建立体外传代肝星状细

胞胶原合成模型，研究ＰＮＳ对模型细胞胶原合成的影
响，从细胞水平上探讨三七抗纤维化的作用及其机制，

同时为研究其他抗肝纤维化药物建立了一个简便、客

观、经济、实用的体外研究方法。

１　材料与方法　
１．１　细胞株　永生化大鼠肝星状细胞株 ＨＳＣＴ６为
本室冻存。

１．２　药物与试剂　三七总苷购自黑龙江珍宝岛公司
（批号：０５０５０５）。超级新生牛血清（ＮＢＳ）购于杭州四
季青生物工程材料有限公司（批号：０６０９１２），经５６℃
灭活、分装，保存于－２０℃备用；大鼠血清为健康大鼠
股动脉放血、凝血、离心获得，经０．２２μｍ滤膜过滤除
菌、分装，保存于 －２０℃备用。３ＨＰｒｏｌｉｎｅ购自中国原
子能研究院同位素研究所（批号：２００４１），比活性为
３７ＭＢｑ·ｍＬ１。ＲＰＭＩ１６４０、胰蛋白酶、ＤＭＳＯ和 ＭＴＴ
等均为进口试剂。

１．３　传代肝星状细胞胶原合成模型的建立　
１．３．１　细胞接种及其同步化　将 ＨＳＣＴ６用５％ＮＢＳ
的ＲＰＭＩ１６４０培养基稀释成５×１０４·ｍＬ１的浓度，接
种于９６孔板，每孔１００μＬ，５％二氧化碳条件，３７℃培
养过夜。用不完全 ＲＰＭＩ１６４０培养基同步化培养
２４ｈ，分别按下述“１．３．２”“１．３．３”和“１．３．４”分组换
液。

１．３．２　不同ＮＢＳ浓度的胶原合成组　培养基为含终
浓度分别为 １０．００％，１１．６０％，１３．１０％，１６．３０％和
２２．５０％的ＲＰＭＩ１６４０。
１．３．３　混合血清胶原合成组　培养基为含１０％ＮＢＳ
加终浓度分别为 ０．００％，１．６０％，３．１０％，６．３０％和
１２．３５％的ＲＳ的ＲＰＭＩ１６４０。
１．３．４　对照组　培养基为无血清ＲＰＭＩ１６４０。
１．３．５　胶原合成试验　上述３组换液２４ｈ后每孔加
７．４ｋＢｑ的３Ｈ脯氨酸，继续培养４８ｈ，用０．２５％胰蛋
白酶消化，收集细胞于用１０％三氯醋酸预湿的４９型
玻璃纤维滤膜上。滤膜用０．９％氯化钠溶液洗数次，
置于 ８０℃干烤 ６ｈ，置于闪烁杯中，加入闪烁液
（０．５％ ＰＰＯ和 ０．０５％ ＰＯＰＯＰ的二甲苯溶液），

ＢＥＣＫＭＡＮＬＳ６５００型液体闪烁计数仪检测，以３个复
孔ｄｐｍ均值表示结果。
１．４　ＰＮＳ对 ＨＳＣＴ６细胞胶原合成模型的影响　将
ＨＳＣＴ６细胞按方法“１．３．１”接种并同步化培养２４ｈ
后，分组换液，培养基为含１０％ＮＢＳ和３％ＲＳ的ＲＰＭＩ
１６４０，继续培养。分别于终止培养前２４，４８，７２ｈ每孔
分别加终浓度为 ０．０１，０．０５，０．２５，１．００，１．２５
ｍｇ·ｍＬ１ＰＮＳ。终止培养前４８ｈ，每孔加７．４ｋＢｑ的３

Ｈ脯氨酸，继续培养细胞，按方法“１．３．５”消化和收集
细胞、检测。设１０％ＮＢＳ和３％ＲＳ的ＲＰＭＩ１６４０对照
孔，实验重复 ３次，按下式计算抑制率：抑制率（ＩＲ）
（％）＝［１（ｄｐｍＰＮＳ／ｄｐｍＭｅｄｉｕｍ）］×１００％。ＨＳＣＴ６细
胞胶原合成模型筛选条件见表１。
　　表１　ＨＳＣＴ６细胞胶原合成模型培养条件的筛选　

ｘ±ｓ，ｎ＝３

混合血清

ＮＢＳ浓
度／％

ＲＳ浓
度／％

３ＨＰｒｏｌｉｎｅ
ｄｐｍ值

新生牛血清

浓度／
％

３ＨＰｒｏｌｉｎｅ
ｄｐｍ值

无血清 ０ ５６２３．８±１７０３．７ 无血清 ６８３２．５±４７２．５
１０ ０ ９８０９．５±８０７．０１ １０．０ ９５７１．５±１５４５．３１２

１０ １．６１１６０６．７±１７２２．５２ １１．６ １２４２７．８±２３２２．０１２

１０ ３．１１３５２８．３±８０７．３３ １３．１ １１３９６．５±４８０．２１３

１０ ６．３１５１３１．２±３６３．８３ １６．３ １０９３１．０±１０９７．３１３

１０ １２．５１７３０５．７±５３２．６３ ２２．５ ９２７１．８±２０１６．７４

　　与无血清培养基比较，１Ｐ＜０．０５，４Ｐ＜０．０１；与含１０％
ＮＢＳ培养基比较，２Ｐ＜０．０５，３Ｐ＜０．０１

２　结果　
２．１　含ＮＢＳ和ＲＳ混合血清的培养基对ＨＳＣＴ６细胞
胶原合成的刺激作用明显优于等血清的 ＮＢＳ组　 ＲＳ
在１２．５％～３．１％范围内呈浓度依赖性，故实验选择
用１０％ＮＢＳ加３％ＲＳ的 ＲＰＭＩ１６４０培养基培养ＨＳＣ
Ｔ６细胞，作为细胞胶原合成模型。
２．２　ＰＮＳ对ＨＳＣＴ６细胞胶原合成模型的影响　ＰＮＳ
对ＨＳＣＴ６细胞胶原合成模型有抑制作用，与对照组
相比，培养２４ｈ，不同浓度ＰＮＳ组均差异无显著性；培
养４８和７２ｈ后，各浓度 ＰＮＳ组均差异有显著性或极
显著性（均Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）。从ｄｐｍ值看，随着
作用时间的延长，胶原合成抑制作用相应增强，经单因

素方差分析，Ｆ＝５．８３２，Ｐ＜０．０５；随着 ＰＮＳ浓度的增
加，胶原合成抑制作用也相应增强，经单因素方差分

析，Ｆ＝４．５１７，Ｐ＜０．０５。从抑制率也可以看出，随着
作用时间和ＰＮＳ浓度的增加，抑制率呈逐渐增加的趋
势，见表２。
３　讨论　

胶原是一类结构和组成都特殊的蛋白，虽然胶原
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　　　　　　　　　表２　３ＨＰｒｏｌｉｎｅ掺入法检测 ＰＮＳ对ＨＳＣ细胞胶原合成的抑制作用　 ｘ±ｓ，ｎ＝３

组别与浓度／

（ｍｇ·ｍＬ１）
２４ｈ

ｄｐｍ值 ＩＲ／％
４８ｈ

ｄｐｍ值 ＩＲ／％
７２ｈ

ｄｐｍ值 ＩＲ／％
０．０１ １６１９６．５±９９６．２ ９．８８ １２２１０．７±４８３．８１ ２５．３１ １２０６４．０±５９１．７１ ２３．３４
０．０５ １５９５３．２±７９６．３ １１．２３ １２６０９．５±４７６．１１ ２２．８８ １２３９９．１±７８３．１１ ２１．２１
０．２５ １５９３４．１±２３３．５ １１．３４ １２１３１．１±４７３．８１ ２５．８０ ９９６０．０±５２９．１２ ３５．２１
１．００ １５８９６．５±７４６．７ １１．５５ １２０７４．１±２８５．６１ ２６．１５ ９１２３．２±８６３．５１ ４２．０３
１．２５ １５４４２．４±６８８．３ １４．０８ １１７３３．９±４００．１１ ２８．２３ ９１０３．１±４６０．２２ ４２．１６
对照组 １７９７２．２±１４３９．８ － １６３４９．６±１４３３．０ － １５７３７．３±７０．７ －

　　与对照组比较，１Ｐ＜０．０５，２Ｐ＜０．０１

蛋白有多种，但各种胶原分子的氨基酸组成有一个共

同的特征，即甘氨酸占胶原氨基酸残基的３０％，脯氨
酸占２５％，还存在胶原特有的、占相当比例的羟脯氨
酸和羟赖氨酸［６］。检测细胞增殖也可以用氨基酸掺入

法，但一般用３Ｈ亮氨酸掺入法。因为胶原分子组成的
特殊性，用３Ｈ脯氨酸掺入法检测胶原合成是可行的，
结果客观可信。因细胞增殖而影响其结果的可能微乎

其微，完全可以忽略不计。所以所建立的细胞体外胶

原合成模型及其研究方法可以作为抗肝纤维化，尤其

是作用于肝星状细胞或其他相关细胞的胶原合成这个

环节的药物的通用研究方法。

本实验结果显示，通过新生牛血清和大鼠血清不

同比例和浓度的组合，筛选出最佳培养条件，建立了混

合血清体外培养细胞胶原合成模型。

用所建立的混合血清体外培养细胞胶原合成模

型，研究了ＰＮＳ对 ＨＳＣ细胞胶原合成的抑制作用，结
果显示，ＰＮＳ对 ＨＳＣ细胞胶原合成有明显的抑制作
用，而且在实验浓度和时间范围内呈剂量效应关系和

时间效应关系。笔者曾经建立了 ＨＳＣ细胞增殖模型
并研究了ＰＮＳ对ＨＳＣ细胞增殖模型的影响，实验证明
ＰＮＳ明显抑制 ＨＳＣ细胞增殖，综合本实验结果，ＰＮＳ
不仅抑制ＨＳＣ细胞增殖，而且抑制 ＨＳＣ细胞胶原合
成。

肝纤维化是各种慢性肝病发展为肝硬化的必经途

径，其实质是肝内 ＥＣＭ的合成和降解失去平衡，导致
ＥＣＭ尤其是胶原的过度沉积和分布异常。尽管几种
肝脏细胞均能合成 ＥＣＭ，但目前一致认为，激活的
ＨＳＣ为肝纤维化时产生各种ＥＣＭ成分的主要细胞群。
肝损伤过程中，ＨＳＣ发生表型转变，获得肌成纤维细胞
特性，增加胶原合成和细胞收缩性。这些活化的 ＨＳＣ
在肝损伤部位移行、增殖，使肝脏炎症永久化并在纤维

性瘢痕形成中发挥关键作用，它是肝纤维化形成过程

中的中心环节。

以往的临床应用，以及动物试验和原代肝星状细

胞试验都报道三七和 ＰＮＳ有抗肝纤维化和肝硬化效
果，本实验通过建立的传代细胞胶原合成模型也证实

了这点，而且至少是通过抑制星状细胞增殖和胶原合

成这两种途径抗肝纤维化。

在药效和药物敏感试验中，与动物试验相比，细胞

模型具有很多优势。所以如果条件许可、实验可行，此

类试验一般首先在细胞上进行。而与原代细胞相比，

传代细胞因为可以随时随地冻存、转运、复苏，不受动

物来源、时间等限制，不需要经过复杂繁琐的制备过

程，具有经济、方便、快捷、易于标准化、重复性好等优

点，所以一般此类试验尽可能选用传代细胞进行。本

实验所建立的传代体外培养细胞胶原合成模型及其

ＰＮＳ抑制胶原合成试验，不仅从细胞水平证实了 ＰＮＳ
抗肝纤维化和肝硬化的效果及其机制，而且对其他抗

肝纤维化和肝硬化药物研究及其类似的实验都有重要

的参考意义和实用价值。
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