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Abstract
AIM: To observe the effects of the plumbago 
-containing serum on proliferation, apoptosis 
and cell cycle of the rat hepatic stellate cells 
(HSC-T6) so as to explore the plumbago’s anti-
hepatic fibrosis effects and its mechanism.

METHODS: Plumbago-containing serum was 
obtained by intragastric administration to the SD 
rats with plumbago decoction. HSC-T6 was incu-
bated at different concentrations of the plumbago 
-containing serum. The colchicine and Fufang 
compound biejia containing serum were used as 
positive control group. MTT were applied to mea-

sure the HSC-T6 proliferation and flow cytometry 
to measure the cell apoptosis, and the percentage 
of DNA content in different groups. 

RESULTS: Compared with blank group, all the 
plumbago-containing serum groups had a sig-
nificantly higher proliferation inhibition rate and 
apoptosis rate (P < 0.01). When the plumbago-
containing serum concentration was increased, 
proliferation inhibition rate and apoptosis rate to 
HSC-T6 reached the highest. Its action intensity 
was the same as compound biejia but stronger 
than that of Colchicine’s. Cell percentage in 
G2/M phase had no significant change in each 
group. Compared with blank control group, the 
cell percentage in G0/G1 phase was significantly 
increased and significantly decreased in S phase 
in all plumbago -containing serum groups, 
(55.23% ± 2.83%, 52.60% ± 2.26%, 48.75% ± 1.37% 
vs 44.08% ± 1.41%, all P < 0.01; 31.47% ± 1.26%, 
34.14% ± 1.17%, 40.28% ± 1.62% vs 47.36% ± 1.35%, 
all P < 0.01). When the plumbago-containing 
serum concentration was decreased, the cell 
percentage was significantly decreased in G0/G1 

phase and significantly decreased in S phase. 
Compared with colchicine group at the same se-
rum concentration, the cell percentage was signif-
icantly increased in G0/G1 phase and significantly 
decreased in S phase in all plumbago-containing 
serum groups, compared with compound biejia 
group, but there was no significant difference.

CONCLUSION: The plumbago-containing se-
rum can inhibit the proliferation and induce 
apoptosis to HSC-T6, in a dose-dependent man-
ner. Its action intensity is the same as compound 
biejia but stronger than that of Colchicine’s. The 
possible mechanism to inhibit the proliferation 
of HSC-T6 may be related with HSC-T6’s stag-
nation in G0/G1 phase due to plumbago’s action 
to prevent HSC-T6 to pass G1/S checkpoint. 
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■背景资料
白花丹为广西特
产 药 用 植 物 .  味
苦、性微温、有
毒. 其可祛风、散
瘀、解毒. 为广西
民族药材, 各民族
用于治疗肝炎、

肝硬化和肝区疼
痛、肝脾肿大, 疗
效肯定. 但对白花
丹进行细胞和分
子水平的研究, 探
讨其抗肝纤维化
的作用及其机制
报道甚少. 

■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



摘要
目的: 观察白花丹含药血清对大鼠肝星状细
胞(HSC-T6)增殖、凋亡细胞周期的影响, 探
讨白花丹抗肝纤维化的作用及其机制. 

方法: SD大鼠用白花丹水煎液灌胃(大、中、

小剂量), 取得含药血清. 含药血清按不同浓度
(50、100、200 mL/L)分组与大鼠HSC-T6孵
育. 设立空白对照组, 并以秋水仙碱和复方鳖
甲软肝片含药血清为阳性对照组. 孵育后各组
采用MTT比色法检测各组HSC-T6的增殖; 流
式细胞仪检测细胞凋亡及各细胞周期DNA含
量的百分比.  

结果: HSC-T6白花丹含药血清各组与空白组
比较, 增殖抑制率和细胞凋亡率明显增高, 有
显著性差异(P <0.01); 并且含药血清浓度增高
时, HSC-T6的抑制率、凋亡率也逐渐增强; 血
清高浓度组的增殖抑制率和细胞凋亡率明显
高于秋水仙碱组(P <0.01), 与复方鳖甲软肝片
组相当; 各组的G2/M期细胞百分比无明显变
化. HSC-T6白花丹含药血清各组与空白组比
较, G0/G1期的细胞百分比明显增高(55.23%
±2.83%, 52.60%±2.26%, 48.75%±1.37% 
vs  44.08%±1.41%, 均P <0.01)、S期细胞百
分比明显降低(31.47%±1.26%, 34.14%±

1.17%, 40.28%±1.62% vs  47.36%±1.35%, 均
P <0.01). 并且含药血清浓度下降时, G0/G1期的
细胞百分比逐渐下降, S期细胞百分比逐渐增
高. 同一血清浓度下, 与秋水仙碱组比较, 白花
丹组的G0/G1期细胞百分比明显较高(P <0.01), 
S期细胞百分比明显较低; 而与复方鳖甲软肝
片组无显著性差异. 

结论: 白花丹含药血清可以抑制HSC-T6增殖, 
诱导其凋亡, 且作用具有剂量依赖性. 白花丹
含药血清抑制HSC-T6增殖的机制可能是使
HSC-T6细胞周期停滞于G0/G1期, 阻止其通过
G1/S关卡. 

关键词: 白花丹; 肝星状细胞; 细胞增殖; 凋亡; 细胞
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0  引言

肝纤维化(hepatic fibrosis, HF)是多种慢性肝病病

情发展的共同病理基础, 其进一步发展可形成
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肝硬化, 严重影响患者健康及生命[1]. HF是各种

致病因素导致肝内结缔组织异常增生的肝内弥

散性细胞外基质(extracellular matrix, ECM)过度

沉积的病理过程, 是机体对慢性损伤的主动性

修复反应[2]. 以肝脏ECM增生与沉积为特征[3]. 目
前, 学者们普遍认为, 肝星状细胞(hepatic stellate 
cell, HSC)的增生和激活, 是HF发生的中心环节, 
是HF形成的细胞学基础[4]. 激活后的HSC进一步

转化为肌成纤维细胞, 后者可大量合成ECM蛋

白, 而ECM的大量沉积, 最终导致了HF形成[5]. 
鉴于HSC的重要作用, 以HSC作为靶细胞, 

建立体外HF模型对于筛选新的抗HF药物, 研
究其作用机制就具有重要意义. 本实验采用具

有稳定形态与细胞生物学特性的大鼠H S C系

HSC-T6作为研究靶标, 研究广西特产药用植物

白花丹的抗HF作用. 
已有多方面研究显示, 白花丹显示出有效

的治疗和逆转HF的药理作用[6-9]. 他的抗HF作
用是通过抑制H S C的活性实现的吗? 如果是, 
那HSC的增殖和凋亡的具体情况又如何? 故本

研究采用M T T比色法观察白花丹药物血清对

HSC-T6增殖的影响, 流式细胞术测细胞凋亡及

细胞周期. 从而为白花丹的临床应用奠定实验

基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 清洁级Sprague Dawley(简称SD)大鼠24
只, 雌雄各半, 体质量200-230 g, 湖南省实验动

物中心提供[scxk(湘)2006-0001]. HSC-T6细胞由

上海中医药大学肝病研究所徐列明教授提供. 白
花丹购自广西中医学院国医药店. 四甲基噻唑蓝

(MTT)及碘化丙锭(PI)为美国Sigma公司产品. 
1.2 方法 
1.2.1 分组与各组工作液配制: (1)制备含药血清

的动物的分组: 将SD大鼠随机分为正常血清对

照组(A组)、白花丹大、中、小剂量灌胃组(B、
C、D组)、秋水仙碱灌胃组(E组)、复方鳖甲软

肝片灌胃组(F组), 共6组. 每组4只. 每组样本量

的确定参照文献[10]方法. (2)细胞分组: 将对数

分裂期的HSC-T6细胞接种入培养板后, 以孔为

单位, 先按以上大鼠血清种类分为A、B、C、

D、E、F共6大组, 每大组又按工作液中的含药

血清浓度(50、100、200 mL/L的含药血清)分为

3个小组. 每小组设5个复孔. (3)各组细胞工作液

的配制: A组: 低浓度小组(含50 mL/L正常大鼠

血清): 10 μL正常大鼠血清+190 μL DMEM; 中

www.wjgnet.com

■研发前沿
随着HF发生机制
的 逐 渐 阐 明 ,  使
HF的预防, 治疗, 
甚至逆转成为可
能 .  但迄今为止 , 
现代医学尚无良
好的治疗方法, 而
中医中药以其对
HF的良好预防和
治疗效果及低毒
性反应等特点已
引起国内外学者
的广泛关注.
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浓度小组(含100 mL/L正常大鼠血清): 20 μL正
常大鼠血清+180 μL DMEM; 高浓度小组(含200 
mL/L大鼠血清): 40 μL正常大鼠血清+160 μL 
DMEM. B、C、D、E、F组的各浓度梯度小组

的工作液配制同A组.  
1.2.2 各用药组灌胃药液的制备: (1)白花丹水

煎液的制备: 将白花丹原药90 g浸泡20 min(水
浸过药面2 cm). 武火煮沸后改用文火煎30 min, 
冷却30 min后滤渣取汁. 将滤渣如上法再煎煮

2次取汁. 将3次药汁混合, 用文火适度, 浓缩至

120 mL, 浓度为0.75 kg/L, 制成大剂量白花丹

水煎剂, 置冰箱4℃备用. 使用前按要求稀释成

中剂量(白花丹中剂量为成人用量的30倍, 即7.5  
g/kg). (2)秋水仙碱灌胃药液的制备: 秋水仙碱

治疗肝纤维化, 成人(60 kg)的日用量为1 mg, 大
鼠的中剂量为成人用量的30倍(即0.25 mg/kg). 
使用时以蒸馏水调制药液成0.025 g/L. (3)复方

鳖甲软肝片灌胃药液的制备: 复方鳖甲软肝片

的成人(60 kg)日用量为6 g, 0.1 g/kg, 大鼠用量

为成人用量的15倍(即1.5 g/kg). 用时以蒸馏水

调制, 使1 mL药液中含复方鳖甲软肝片0.15 g. 
各组剂量选择, 按参考文献[11]方法, 以临床常

用量按体表面积换算.  
1.2.3 灌胃给药: 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

1 mL/100 g体质量. 每天灌胃2次, 间隔12 h, 连续

给药3 d[12]. 
1.2.4 标本采集及处理: 末次给药后1 h采血(灌
药前禁食不禁水12 h), 10 g/L戊巴比妥钠(0.35 
mL/100 g)腹腔麻醉, 腹主动脉采血, 室温下静置

4 h, 3000 r/min离心15 min, 分离血清, 同组血清

相混, 将各组血清用56℃水浴灭活30 min, 以除

去可能存在的生物活性物质, 再用0.22 μm的微

孔滤膜过滤除菌, 置-20℃冰箱保存备用[13].  
1.2.5 用MTT比色法检测HSC-T6的增殖: 相关方

法参考章静波 et al [14]论著, 具体步骤如下: (1)待
HSC-T6细胞生长融合成单层后, 用2.5 g/L胰蛋

白酶消化, 并接种至无菌96孔板内, 细胞接种密

度约为5×106个/L, 每孔加入细胞悬液200 μL, 
继续培养; (2)在37℃、50 mL/L CO2培养箱中培

养24 h后, 加入无血清DMEM培养液(每孔200 
μL)培养24 h, 使细胞同步化于静止期. (3)弃上

清. 各孔按实验分组要求加入相应的工作液. 移
入细胞培养箱继续培养48 h. (4)48 h后取出培养

板, 每孔加入MTT 溶液20 μL. 37℃继续培养4 h
后, 小心吸去上清, 每孔加入DMSO 200 μL, 室

温下, 用微型超声振荡器混匀; (5)用酶标仪(波
长为570 nm, 参比波长为450 nm)测定每组细胞

的A值, 重复3次. (6)按以下公式计算细胞抑制率

(inhibition rate, IR): 抑制率 = (1-实验组平均A值

/对照组平均A值)×100%[15].  
1.2.6 流式细胞术检测细胞凋亡及各周期DNA
含量: 相关方法参考文献[16-17], 具体步骤如

下: (1)取对数生长期的HSC-T6细胞, 胰酶消化

后制备成细胞悬液. 离心收集细胞(2000 r/min, 
5 min), 用含50 mL/L胎牛血清的DMEM培养液

配成1×108个/L浓度的细胞悬液, 以每孔2 mL的
量接种于6孔培养板内. (2)将6孔培养板移入细

胞培养箱, 在37℃、50 mL/L CO2培养箱中培养

24 h. (3)弃旧培养液. 各孔按实验分组要求加入

相应的工作液. 移入细胞培养箱继续培养48 h. 
(4)培养结束后, 再用胰酶消化, 制备成细胞悬液. 
离心收集细胞(2000 r/min, 5min)后, 用PBS液洗

涤细胞1次, 离心弃PBS, 再次用PBS充分混匀细

胞. 加入冰冷的700 mL/L乙醇进行细胞固定, 混
匀, 用封口膜封口, 4℃过夜. (5)弃去700 mL/L乙
醇后, 以PBS洗涤细胞2次. 用剩余的约0.5 mL的
PBS液将固定了的细胞混匀. 加入流式细胞试剂

RnaseA(终浓度为50 mg/L). 在37℃消化1 h后, 加
入试剂PI(终浓度为50 mg/L), 于4℃染色1 h后, 上
流式细胞仪检测. (6)在Epicsxl流式细胞仪上进

行测定, 分析细胞的凋亡情况及细胞的周期情 
况[18]. 计算细胞周期的各个时相时DNA的百分

含量. 包括DNA静止期/DNA合成前期(G0/G1

期)、DNA合成期(S期)、DNA合成后期(G2期)
及分裂期(M期)DNA的百分含量. 以氩离子激光

器488或514 nm波长光激发; 阻断滤片为620 nm
长波通滤片. 每份标本约测定10 000个细胞. 测
定速率为每秒50-60个细胞. 

统计学处理 各组数据均以mean±SD表示. 
数据处理采用PEMS3.1统计软件, 多个样本比较

用q检验. 以P <0.05为有统计学差异. 

2  结果

2.1 倒置显微镜下各实验组细胞生长状态的观

察 倒置显微镜下HSC-T6细胞正常血清对照组

的细胞成集落, 细胞较丰富, 形态多样且较大, 
呈星型、梭型、多边形, 折光性好(图1A). 白花

丹各药物血清组与正常血清对照组相比, 细胞

集落现象减少, 可见较多散在细胞, 且细胞体积

变小, 胞体皱缩, 可见弥散的较小细胞组织, 折
光性减弱; 且随着白花丹灌胃剂量增加及药物

■相关报道
本课题组的前期
研究已证明: 白花
丹提取物具有抑
制CCl4诱导的急
性肝损害和肝组
织脂质过氧化作
用; 并能减轻肝纤
维化组织内纤维
增生. 白花丹含药
血清对HSC增殖
有明显抑制作用
并降低Ⅰ型和Ⅲ
型胶原表达和沉
积面积. 
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血清浓度增大, 细胞的集落现象更少甚至消失, 
细胞的形态也更小, 细胞呈散在状态, 总数减少, 
且胞体皱缩更加明显, 弥散的较小细胞组织增

多, 折光性进一步减弱(图1B-D). 
2.2 各组药物血清对HSC-T6增殖的影响 与A
组相比, B、C、D、E、F各药物血清均可抑制

HSC-T6的增殖, 差异有显著的统计学意义(均
P <0.01); 在50-200 mL/L的血清浓度范围内, B、
C、D、E、F各药物血清对HSC-T6的抑制作用

逐渐增强; 同血清浓度B、C组增殖的抑制率均

显著高于E组(均P <0.01), C组增殖的抑制率与F
组相当; 同血清浓度B、C、D组随着白花丹灌

胃剂量的减少, 抑制作用逐渐减弱(表1, 图2A). 
2.3 各组含药血清对HSC-T6凋亡的影响 与A组

相比, B、C、D、E、F各药物血清组HSC-T6细
胞凋亡率均明显增高, 差异有显著的统计学意

义(22.64%±3.12%, 19.76%±2.41%, 15.86%±

2.04%, 17.15%±2.14%, 20.09%±2.66% vs  5.87%
±1.06%, 均P<0.01, 图2B); B、C组的凋亡率显著

高于E组, 差异有显著的统计学意义(均P <0.01), 
C组的凋亡率与F组相当;  B、C、D组随着白花

丹灌胃剂量的减少, 凋亡率也逐渐降低(图3). 
2.4 各组药物血清对HSC-T6细胞周期的影响 与
A组相比, B、C、D、E、F各组HSC-T6 G0/G1期

细胞百分比明显增高(均P <0.01), B组、C组明显

高于E组(均P <0.01), C组与F组相当; B、C、D组

随着白花丹灌胃剂量减少, G0/G1期细胞百分比

也逐渐降低(表2, 图3). 与A组相比, B、C、D、

E、F各组HSC-T6 S期细胞百分比明显降低(均
P <0.01), B组、C组明显低于E组(均P <0.01), C组
与F组相当; B、C、D组随着白花丹灌胃剂量减

少, S期细胞百分比逐渐增高. 各组药物血清干
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图  1  倒置显微镜
下各实验组细胞生
长状态观. A: A组; 

B: B组; C: C组; D: 

D组.

A B

C D

表  1  各组药物血清对HSC-T6增殖的影响 (A , mean±SD)

     
分组

                                                                             血清浓度 (mL/L) 

		              50                                         100                                             200

A组		  0.8110±0.0056	           0.7740±0.0026	        0.7660±0.0036     

B组		  0.5620±0.0026bcgj             0.5393±0.0202bcgj	        0.4910±0.0036bcgj

C组		  0.6103±0.0031bfg              0.5570±0.0026bfg	        0.5287±0.0021bfg

D组		  0.6477±0.0042b                0.5960±0.0050b	        0.5643±0.0031b

E组		  0.6577±0.0031b                0.5907±0.0032b	        0.5590±0.0020b

F组		  0.6137±0.0032b                0.5610±0.0040b	        0.5337±0.0025b 

bP<0.01 vs A组; cP<0.05 vs C组; fP<0.01 vs D组; gP<0.01 vs E组; jP<0.05 vs F组.

■创新盘点
本研究采用药物
血清培养细胞可
以模拟药物成分
经过代谢转化后
作用于靶细胞的
直接作用模式, 便
于应用细胞学和
分子生物学手段, 
从基因、基因产
物、药物受体和
酶活性等诸方面
准确地阐述药理
机制.
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预后, G2/M期细胞百分比无明显变化(图4). 

3  讨论

HF是肝脏受到慢性损伤时, 针对损伤因子所产

生的一个自我愈合过程, 同时又是所有慢性肝

病进展成肝硬化的共同病理基础与必经阶段, 
是影响慢性肝病预后的重要环节. 我国是肝病

高发国家, 以慢性乙型、丙型病毒性肝炎最为

常见, 严重影响着我国人民的生命质量和劳动

力水平, 在当前尚无良好抗病毒方法的情况下, 
阻止或逆转HF进程已成为慢性肝病相当重要的

治疗对策. 
HF的病理学基础为ECM的合成增加, 降解

减少, 导致胶原过度沉积[19]. 随着对HF发病机
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图  3  流式细胞术PI染色法
凋亡图. A: A组; B: B组; C: C

组; D: D组.
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表  2  各组药物血清对HSC-T6细胞周期的影响 (mean±SD)

     
分组

                                                                           各周期DNA含量(%) 

		      G0/G1                                                    S                                              G2/M

A组	               44.08±1.41         	                 47.36±1.35                            11.57±1.43

B组	               55.23±2.83bcgj  	                 31.47±1.26bcgj                        13.45±1.79

C组	               52.60±2.26bfg     	                 34.14±1.17bfg                         12.13±1.64

D组	               48.75±1.37b                      	 40.28±1.62b                           11.78±1.20b

E组	               49.89±1.52                       	 37.03±1.34                            12.31±1.49

F组	               53.17±2.21                      	 35.12±1.06                            11.90±1.24

bP<0.01 vs A组; cP<0.05 vs C组; fP<0.01 vs D组; gP<0.01 vs E组; jP<0.05 vs F组.

■同行评价
本研究选题尚可, 
有一定的创新性, 
对开发抗肝纤维
化药物有一定的
启发意义.
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图  2  各组药物血清对HSC-T6增殖及凋亡的影响. A: 增殖; B:凋亡; 1: A组; 2: B组; 3: C组; 4: D组; 5: E组; 6: F组.
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制的深入研究和认识, 目前普遍认为HSC是肝

脏合成ECM的主要细胞. HSC的激活和增殖在

HF发生、发展过程中起核心作用, 所以, 如何

通过抑制HSC的活化和增殖, 诱导其凋亡而达

到抗HF目的, 是一个较为关键的问题. 
随着HF发生机制的逐渐阐明, 使HF的预防, 

治疗, 甚至逆转成为可能. 但迄今为止, 现代医

学尚无良好的治疗方法, 而中医中药以其对HF
的良好预防和治疗效果及低毒性反应等特点目

前已引起国内外学者的广泛关注. 植物白花丹

是一种具有治疗肝炎肝硬化的广西特色中草药, 
其味苦、性微温、有毒. 该药有祛风止痛、散

瘀消肿的作用, 可治疗风湿骨痛、腰腿痛、心

胃气痛、肝脾肿大等, 为多民族的常用药材, 在
民间应用较广泛. 经总结, 从各民族的民间应用

记载[20], 中医理论对肝纤维化的辩证施治的认

识, 临床应用的疗效[6]以及现代医学对其干预HF
疾病的研究[21]等方面来看, 白花丹所显示的药理

作用对治疗和逆转HF都是有效的, 具有较大的

研究开发价值. 
血清药理学是指动物或人服用一定剂量的

药物后, 经过一定时间后采血分离血清, 用此含

药物的血清进行体外药理实验的一种实验方法. 
体外药理研究具有快捷迅速、敏感特异、条件

易控等优点[22]. 该方法可以在一定程度上克服传

统的中药在体外研究方法中的某些弊病. 传统

体外研究方法中, 将药物的提取物直接加到细

胞的培养液中, 不能反映出中药在体内代谢后

有效成分发生的变化, 影响了实验的可靠性. 采
用药物血清培养细胞可以模拟药物成分经过代

谢转化后作用于靶细胞的直接作用模式, 便于

应用细胞学和分子生物学手段, 从基因、基因

产物、药物受体和酶活性等诸方面准确地阐述

药理机制. 
本实验以白花丹含药血清作为施加因素, 

以公认具有较稳定细胞形态与生物学特性的

HSC-T6细胞株作为受试对象, 以HSC-T6细胞的

1176                    ISSN 1009-3079     CN 14-1260/R            世界华人消化杂志      2009年4月28日     第17卷     第12期

增殖抑制率、细胞的凋亡和周期变化作为效应

指标. 实验结果表明白花丹药物血清可以明显

地抑制HSC-T6增殖, 并诱导其凋亡; 细胞周期分

析, 白花丹含药物血清抑制HSC-T6细胞增殖的

机制可能是使其周期停滞于G0/G1期, 阻止其通

过G1/S关卡; 在抑制HSC-T6增殖、诱导其凋亡

作用上, 白花丹药物血清作用强于秋水仙碱对

照组, 与复方鳖甲软肝片对照组相当. 
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G150	 中华老年医学杂志				    1010	 14	   0.02 	 0.510 	 20            -0.06 

G155	 中华内分泌代谢杂志				    1548	   9	   0.56 	 1.032 	   5	 0.91 

G156	 中华内科杂志				    3238	   3	   2.26 	 0.847 	   8	 0.57 

G161	 中华肾脏病杂志				    1477	 10	   0.49 	 1.018 	   6	 0.88 

G285	 中华消化内镜杂志				    1271	 12	   0.28 	 0.607 	 12	 0.12 

G168	 中华消化杂志				    2249	   6	   1.26 	 1.123 	   2	 1.08 

G892	 中华心率失常学杂志				      384	 32	 -0.61 	 0.568 	 15	 0.05 

G170	 中华心血管病杂志				    3705	   2	   2.73 	 1.217 	   1	 1.25 

G172	 中华血液学杂志				    1632	   8	   0.64 	 0.633 	 11	 0.17 

	 平均值					       994			   0.541 		

以上数据摘自《中国科技期刊引证报告》(2008年版). 科学技术文献出版社, 160-161.
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