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摘要 目的
�
研究以肝星状细胞 � �� 一

�� 为靶细胞
,

建立体 外肝纤维化模型
。

方法 � 小 鼠腹腔 巨噬 细胞先

后用卡西霉素和脂 多糖刺激培养 �� � 制备 巨噬 细胞条件培养基
。

肝星状细胞增殖和胶原合成分别采用结晶

紫染色法和
� � 一 脯氨酸掺入法测定

。

结果
�
血清和 巨噬细胞条件培养基可显著促进 ���

一
�� 细胞增 殖与胶

原合成
。

�� 一 �
、

��  
、

� � �
、

�� � 和 ��  � 均可促进 � �� 一

�� 细胞增 殖
,

其中 �� � � 的促增 殖能力最强
。

� �  田 可剂童依赖地促进 ���
一
�� 细胞胶原的合成

。

结论
� 用血清

、

巨噬细胞条件培养基
、

��  ! 或 � � ��

刺激 � � 一

肠 细胞增殖和胶原合成作为体外肝纤维化模型是可行的
。
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肝纤维化的主要特征表现为肝星状细胞 (he
-

pati。 , t e l l
a t e C e

l l
s ,

H S C
) 的大量增殖和细胞外基质特

别是胶原的过度合成
。

肝星状细胞是细胞外基质的

主要产生细胞
。

在肝纤维化的早期
,

H S C 细胞 由
“

静止
”

转变为
“

活化
”

的肌成纤维细胞
,

后者过度增

殖并大量合成各种细胞外基质成分〔’
,

, 〕
。

鉴于肝星

状细胞的重要作用
,

以肝星状细胞为靶细胞
,

建立体

外肝纤维化模型对于筛选新的抗肝纤维化药物
,

研

究其作用机制具有重要意义
。

原代分离培养肝星状细胞是一项费时
、

费力
、

耗

资较大的工作
,

激活的大鼠肝星状细胞系 H SC
一
T6

细胞
,

具有稳定 的形态与细胞生物学特性[3:
,

用

H SC 一
T6 细胞替代分离培养激活的肝星状细胞则

可使实验简便易行
。

本文研究了血清
、

巨噬细胞上

清
、

各种细胞因子对 H SC
一
T6 细胞增殖与胶原合成

的影响
。
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1 材料和方法

1
.
1 药品和试剂 卡西霉素

、

脂多糖
、

内皮细胞生

长因子(EG F )
、

成纤维细胞生长因子(FG F )
、

血小板

源生长因子(PDG F) 和转化生长因子 TG F田 均购于

Si gm a公司
,

肿瘤坏死因子 试 TN Fa)
、

白细胞介素
-

lp (IL
一
l p ) 由 D

ainippon 制药公司赠送
, ’
H

一
脯氨

酸为中科院北京原子能研究所产品
,

结晶紫及其它

化学试剂均为分析纯国产试剂
。

1

.

2 动物和细胞培养 IC R 小鼠
,

雌性
,

体重 (28

土
3)

9
,

购于第二军医大学实验动物中心(清洁级
,

证书号 28
一
4 8 )

。

大鼠肝星状细胞 H SC
一
T6 细胞由Fried m an S L
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2
.
1
.
2 巨噬细胞条件培养基对 H SC

一

肠 细胞增殖

的影响 卡西霉素预刺激的巨噬细胞经 LPS loo 林岁

m L 刺激 sh 后
,

取其上清
,

作用于 H S C
一
肠 细胞

,

2 4 h 后测 A595 值
。

结果巨噬细胞条件培养基 (M CM )

可刺激 H SC
一
T6 细胞增殖

,

其中稀释比为 1 :4 时
,

促增殖能力最强
,

达 37
.
84 %

,

与未经卡西霉素/

LPS 处理的巨噬细胞培养上清液对照组相比
,

具有

显著性差异(图2 )
。

尸lesesesesesLFes‘i

�“�
00

,j,‘
l�承烹蕊眨�罗鉴

博士 (U
ver eenter labora to叮

,

S
a n

F ra
n e

i
s e o

) 提供
。

细胞用含有 10 % 新生牛血清(N CS
,

杭州四季青生

物工程材料研究所 )的 DM E M 培养液 (Gi bc
。
产品)

传代培养
。

L 3 巨噬细胞条件培养液的制备 参照文献川
,

IC R 小鼠腹腔巨噬细胞先后用卡西霉素 1 卜m
o F L

和脂多糖 100 林岁L 刺激培养
,

然后用 PBS 洗涤 3

次
,

再用 DM EM 培养液孵育 24 h
,

收集 细胞上清
一
3 0 ℃贮存备用

。

L 4 H S C
一
T6 细胞增殖试验 采用结晶紫染色

法[
’〕测定

。

9 6 孔细胞培养板每孔加人 1 X 104 个

H SC 一

T6 细胞
,

在 37 ℃C O : 孵箱中孵育24 h
。

然后

加人不同浓度血清
、

巨噬细胞培养上清液或各种细

胞因子
,

再孵育 48 h
,

最后用结晶紫染色法测定 595
nm 处吸收度 A 值 A

595。

1

.

5 H
SC

一
T6 胶原合成的测定 采用

3H 一
脯氨酸

同位素法 〔’〕测定
。

将细胞浓度调整为 2
.
5 x l护 个/

m L
,

在 96 孔板上每孔加 l(X) 林L
,

培养 24h 使之形成

单层
,

以消除细胞生长对胶原合成的影响
。

然后加

入含 50 卜岁m L 的维生素C 的药物与不同浓度血清
、

巨噬细胞培养上清液或细胞因子
,

同时加人每孔
,
H

一
脯氨酸 18

.
5 kBq

。

细胞孵育 48h 后用胰酶消化
,

收集于玻璃纤维滤纸上
,

用液闪仪测定细胞
3H 一

脯

氨酸掺人值(
epm )

。

1

.

6 统计学处理 采用 A N O vA 和 t检验判断差异

的显著性
。

1 0 0

一
01/321/161/81/41/2MCM(V阿)
圈 2 不同稀释比巨唾细胞条件培养基对

肝星状细胞 H SC 一肠 增殖的影晌
n 二

3
, 牙* :

,

与对照组比较
:. P < 0

.
05 ,

二 P < 0
.
0 1

2
.
1
.
3 细胞因子对肝星状细胞 HSC

一
肠 细胞增殖的

影响(表 l) 肿瘤坏死因子 a( TN Fa
,

l
一
1(X X) U /

mL
)

、

衰 1 不同细胞因子对肝星状细胞

H SC 一

肠 细胞增殖的影响

细胞因子

2 结果

2
.
1 不 同刺激因素对 H SC

一
T6 细胞增殖的影响

2
.
1
.
1 血清对 H SC

一

巧 细胞增殖的影响 不同浓

度血清(O%
一
2 0 % ) 培养 H SC

一
肠 细胞 72h

,

以结

晶紫染色法测 A 595 值
,

结果显示
:
与单独的培养液对

照组相比
,

血清呈浓度依赖地促进细胞增殖
,

具有显

著性差异(图 l)
。

对照组

肿瘤坏死因子 。 ( U / m L)

l

l0

1oo

l(洲洲〕

白细胞介素
一
l
p ( U /

m
L)

l

l0

!
oo

1(洲叉)

内皮细胞生长因子(
n
『m L)

6
.
25

12
.
5

25

50

成纤维细胞生长因子(
n
『m L)

6
.
25

12
.
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l

5
l0

20
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圈 l 不同血清浓度对肝星状细胞 H SC

n 二
3

,
x 士 , ,

与对照组比较
:. P < 0

.
05 ,

1 0 1 5 2 0

一
T6 增殖的影响

二 P < 0
.
0 1

0
.
65 土 0

.
0 3 , )

0
.
7 1

土
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.
0 5
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.
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白细胞介素
一
l p ( IL

一
l p

,

1
一
l《xX 〕U / m L )

、

内皮细

胞生长因子(EG F
,

6

.

25

一
50

n
岁m L )

、

成纤维细胞生

长因子(FG F
,

6

.

25

一
5 0

n
岁m L )

、

血小板源衍生生长

因子(PDG F
,

l
一
Z O

n
岁m L )均对 H SC

一
T6 细胞的增

殖具有剂量依赖的促进作用
。

其中以 P D G F ro
n
岁

m L 作用最强
。

2

.

2 不同刺激 因素对 H SC
一
T6 细胞胶原合成的影

响

2
.
2
.
1 血清对 H SC

一

T6 细胞胶原合成的影响

不同浓度血清(0%
一
2 0 % )与完全融合的 H SC

一
T6

细胞共同孵育48h
,

结果剂量依赖性地刺激 H SC
-

肠 细胞胶原合成
,

与对照组相比
,

2 % 以上血清均可

显著促进细胞胶原合成(图 3 )
。

对照组相比
,

具有显著性差异(图 5 )
。

200

。
匕

一

一
.
一
--
一

—
一

0 1 2 4 8
TG甲 l(n侧口L )

图 5 转化生长因子 bl 对 H SC 一肠 细胞胶原合成的影响
n 二

6
, 见士 s ,

与对照组比较
: ·

P < 0
.
0 5

,

一P
<0.0-

4000
3500
3000
2500
2000
1500
1000
500
0

二
二. 巾

才一一
月

0 1 2 5 10 15 20

血清 (%)

圈 3 血清对 H SC 一肠 细胞胶原合成的影响
n 二

6
,丘士 : ,

与对照组比较
:. P < 0

.
05

, * * 尸 < 0
.
01

2
.
2
.
2 巨噬细胞条件培养基对 H SC

一
肠 细胞胶原

合成的影响 巨噬细胞条件培养基稀释比(1 : 2
-

l : 32 )与 H SC
一
肠 细胞作用 48h

,

可促进 H SC
一
巧

细胞胶原合成
,

M C M 稀释比 1 : 4 时促进作用最明

显
。

与未经卡西霉素/LPS 处理的巨噬细胞培养上

清液对照组相比
,

具有显著性差异(图 4 )
。
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圈4 巨哇细胞条件培养基对H 剐二
一

肠细胞胶原合成的影响
n 二

6
, 无土 : ,

与对照组比较
: * P < 0

.
05 , * *

P < 0

.

0 1

3 讨论

肝星状细胞的大量增殖和细胞外基质特别是胶

原的过度合成是肝纤维化的主要特征表现
。

本文研

究了血清
、

巨噬细胞上清
、

各种细胞因子对 H SC -

T6 细胞增殖与胶原合成的影响
。

血清含有血液中

多种活性成分
,

研究其对 H SC
一

肠 细胞的作用 旨在

反映体内大环境中血液成分的影响
。

巨噬细胞释放

的多种细胞因子
,

如 IL
一
l

、

T N F

、

p D G F

、

TG

F
p 等对

肝星状细胞的激活
、

增殖和产生 EC M 起着重要的条

件作用
。

研究巨噬细胞条件培养基对 H SC
一

肠 细

胞的作用在于体现局部病变环境巨噬细胞释放的各

种细胞因子对肝星状细胞的影响
。

P D G F

、

T c F
p 等

细胞因子反映的是生物活性分子对肝星状细胞的影

响
,

以上 3 种模型是从 3 个不同层次研究对肝星状

细胞的影响
。

结果显示
,

血清
、

巨噬细胞条件培养基可显著促

进 H SC
一
T6 细胞增殖与胶原合成

。

在 IL
一
1

、

TN

F

、

E G F

、

F G F 和 PDG F 促增殖实验中
,

显示 PD GF 的促

增殖能力最强
。

T G F 田 可剂量依赖地促进 H SC
-

T6 细胞胶原的合成
。

这与分离培养的肝星状细胞

的作用基本一致困
。

本实验结果提示用 Hsc 一
肠

细胞替代分离培养激活的肝星状细胞进行研究是可

行的
,

同时也说明用血清
、

巨噬细胞条件培养基
、

P D G F 或 TG
F日刺激 H SC

一

T6 细胞作为体外肝纤维

化模型是可行的
。
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田基黄提取物保肝作用的实验研究
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摘要 目的
: 以 D 一半乳糖胺盐酸盐腹腔注射造成大鼠急性肝损伤模型

,

观察田基黄药材不 同提取部位的肝

保护作用
,

最终确定有效部位
。

方法
:
将 SD 大鼠给 D

一
半乳糖胺盐酸盐造成急性肝损伤模型

,

腹腔注射田基黄

不同溶剂的提取物
,

观察血清中的 ALT
、

AS

T 的变化
,

确定有效部位
。

结果
:
给予田基黄乙醉总提物和乙酸 乙醋

部位均可降低大鼠血清中的 A LT
、

A
ST

。

结论
:田基黄乙醉总提取物和乙酸乙醋部位具有明显的保肝作用

。

关健词 田墓黄;保肝作用;急性肝损伤 ;药理 学
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田基黄
,

又名地耳草
,

是藤黄科金丝桃属植物地

耳草(场恻成
“
m J al 刃n ic “m

Th im b

.

) 的全草
,

民间用

来治疗肝炎
、

阑尾炎等症
,

具有清热解毒
、

消肿止痛

等功效川
。

现代药理研究证实
,

田基黄可以保护肝

脏
、

提高免疫功能
,

还具有肿瘤细胞抑制作用I
’〕

。

笔者观察了田基黄总提物和各不同萃取部位对急性

肝损伤的保护作用
,

最终确定了其有效部位
,

现将实

验结果报告如下
。

鉴定为藤黄科植物田基黄的全草
。

田基黄药材以

95 % 乙醇提取浓缩制备成总提物
,

再依次以石油醚
、

氯仿
、

乙酸乙醋
、

正丁醇和水进行分部萃取
,

浓缩得

到各部位提取物
。

D
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1 材料

1
.
1 动物 SD 大鼠

,

清洁级
,

雌雄兼用
,

体重 180
一
24 0 9

,

由第二军医大学实验动物中心提供
。

1

.

2 药物及试剂 田基黄采集于江西九江
,

生药学

‘金项目
:上海市科技发展基金资助项 目(以Dz l9 815 )

.

作者简介
:
苏娟(1980

一

)

,

女
,

硕士
.
E 一

ma

i l
: 。u s

uoz

2 5 @ h ot m ‘1
. co m

.

2 方法与结果

2
.
1 田基黄不 同提取部位对 大鼠急性肝损伤的保

护作用 SD 大鼠90 只
,

雌雄各半
,

按体重随机分为

9 组
,

除正常对照组不造模不给药外
,

均腹腔注射药

物
。

田基黄不同提取部位的剂量均按照其得率折算

成相当于 田基黄药材的量
。

每 日 1 次
,

连续注射


