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肝纤维化的发展是细胞外基质(ECM)合成增加且同时降解

减少的结果。肝星状细胞(HSC)的活化是肝纤维化发生的中心

环节，HSC 的分泌作用导致 ECM 大量合成。本实验观察苦杏

仁苷对 HSC- T6 细胞Ⅰ型胶原 mRNA、Ⅲ型胶原 mRNA 活

化，以及Ⅰ型胶原、透明质酸等分泌的影响。报道如下。
1 实验材料

1.1 实验细胞 HSC- T6 细胞株，由广州中医药大学热带医

学研究所病毒室冻存复苏。
1.2 实验药物 苦杏仁苷购自中国药品生物制品检定所，每

支约 20 mg，分子量 457.4，编号：110820- 200403。在实验

前对苦杏仁苷水溶物进行低温间歇灭菌，- 20℃保存备用。临

时配成所需的药物溶度，且用 5%血清的高糖 DMEM 培养液

稀释。即用 DMEM 培养基溶解药物为 20 mmol/L 母液浓度

后，以微孔滤膜过滤除菌，- 20℃保存备用。
1.3 主 要 试 剂 高 糖 DMEM 培 养 液 HEPEPS 购 自 美 国

GIBCO 公司；胎牛血清购自杭州四季清生物制品公司；L- 谷

氨酰胺、二甲基亚砜(DMSO)和胰蛋白酶均购自 Sigma 公司；

EDTA 购自上海生物工程公司，由 Amresco 进口分装；青霉

素、链霉素购自华北制药有限公司。TIANGEN RNA 提取试

剂盒、反转录试剂盒、dNTP、RNA 酶抑制剂、Oligo- dt 均为

TIANGEN 公司产品。DNA Marker、PCR 试剂盒、优化 PCR
试剂盒为天为时代生物技术公司产品。透明质酸放射免疫试剂

盒购自北京北方生物技术研究所(批号：20091020)。Ⅰ型胶原

ELISA 试剂盒购自 Bioscience Laboratories，R&D 公司分装

(批号：E0900951)。
1.4 主要仪器 YJ- 875 型净化工作台，苏州净化设备公司；

细胞培养瓶、细胞培养板，Corning 美国公司；细胞计数板、
微孔滤膜(0.45 μm、0.2 μm)，上海半岛实业有限公司；Leica
荧光生物显微镜，倒置显微镜(Olympus BX600)；－86℃超低

温冰箱，美国 Revco；美国 SHELDON2300- 2E 型电热恒温

二氧化碳培养箱；美国宝特 ELX800 型全自动酶标仪；美国

UNO 的 PCR 仪；上海原子核所日环仪器 TSN- 695B 型放射
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［摘要］ 目的：观察苦杏仁苷对肝星状细胞 （HSC） -T6 细胞Ⅰ型胶原 mRNA、Ⅲ型胶原 mRNA 活化，以及Ⅰ型胶原、透明质

酸等分泌的影响。方法：将 HSC-T6 细胞系分为以下 4 组，每组细胞均置于 6 孔板中。4 组分别为：正常组，苦杏仁苷高剂量

（10-3 mol/L） 组，苦杏仁苷中剂量 （10-4 mol/L） 组和苦杏仁苷低剂量 （10-5 mol/L） 组。RT-PCR 检测Ⅰ型胶原 mRNA、Ⅲ型胶原

mRNA，酶联免疫法检测 HSC-T6 Ⅰ型胶原的分泌，放射免疫法检测透明质酸的含量。结果：各苦杏仁苷组对Ⅰ型胶原基因表达

均有明显的抑制作用，与正常组比较，差异均有统计学意义 （P < 0.05）。以苦杏仁苷中剂量组最为明显，苦杏仁苷高剂量组次之，

苦杏仁苷低剂量组再次之。提示苦杏仁苷对 HSC-T6 细胞Ⅰ型胶原 mRNA 表达有明显的抑制作用，但这种抑制作用或并不与剂量

成正比。各苦杏仁苷组对Ⅲ型胶原基因表达均有明显的抑制作用，与正常组比较，差异均有统计学意义 （P < 0.05）。以苦杏仁苷

高、中剂量组明显，苦杏仁苷低剂量组次之。24 h 时，Ⅰ型胶原的 OD450 值苦杏仁苷各组与正常组比较，差异均无统计学意义 （P >
0.05）。72 h 时，苦杏仁苷各组与正常组比较，差异均有统计学意义 （P < 0.05），但苦杏仁苷各组组间比较，差异无统计学意义

（P > 0.05）。正常组透明质酸分泌曲线与苦杏仁苷低剂量组稍有重叠，位置较苦杏仁苷高、中剂量组分泌曲线高。但 24 h、72 h
时，4 组透明质酸含量比较，差异均无统计学意义 （P > 0.05）。96 h 时，苦杏仁苷高、中剂量组比较，差异有统计学意义 （P <
0.05），其余组间比较，差异仍无统计学意义 （P > 0.05）。结论：苦杏仁苷对 HSC-T6 细胞活化后的细胞外基质 （ECM） 分泌功能

有明显的抑制作用，此可能是其抗肝纤维化的主要机制之一。
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免疫γ测量仪。
1.5 引物及序列 Ⅰ、Ⅲ型胶原引物由 INVITROGEN 公司合

成。引物序列如下：Ⅰ型胶原引物：上游：5’- CAT AAA
GGG TCA TCG TGG CTT C- 3’， 下 游 ： 5’- GTG ATA GGT
GAT GTT CTG GGA G- 3’；Ⅲ型胶原引物：上游：5’- CGA
GGT AAC AGA GGTGAA AGA- 3’， 下 游 ： 5’- AAC CCA
GTATTC TCC AGT CTT- 3’。β- actin 引物：上游：5’- TGG
TGG GTA TGG GTC AGA AGG ACT C- 3’，下游：5’- CAT
GGC TGG GGTGTTGAAGGTCTCA- 3’。
2 实验方法与统计学方法

2.1 细胞分组 HSC- T6 细胞系是由大鼠 HSC 经过 SV40 病

毒转染后形成的永生细胞系，具有无限传代的特性。本研究将

HSC- T6 细胞系分为以下 4 组，每组细胞均置于 6 孔板中。4
组分别为：正常组，苦杏仁苷高剂量(10- 3 mol/L)组，苦杏仁苷

中剂量(10- 4mol/L)组和苦杏仁苷低剂量(10- 5mol/L)组。
2.2 RNA 的提取 在 6 孔板中接种 1×106 HSC- T6 细胞，

用含有 5%胎牛血清的 DMEM 培养基，使细胞贴壁生长，至

铺满 50%面积后更换培养液。同时按前述分组剂量加入干预

药物。每个药物浓度做 6 个复孔，同时做不加药物的正常组。
细胞经药物作用 48 h 后，进行消化、收集，采用 TIANGEN
总 RNA提取试剂盒，参照试剂盒说明书提取细胞总 RNA。取

细胞加 1 mL裂解液，混匀后静置 5 min，加入 200 μL 三氯甲

烷 ， 剧 烈 震 荡 30 s ， 静 置 10 min， 4℃ 12000 rpm 离 心

10 min。取上清加 1/2 体积无水乙醇，静置 2 min，后转入离

心柱中，4℃ 12000 rpm 离心 30 s。然后加入 0.5 mL 去蛋白

液，静置 2 min 后 4℃离心 30 s，加入漂洗液 0.7 mL，静置

2 min，4℃离心 30 s，再加入 0.5 mL 的漂洗液，同上。转收

集管后空离心柱 4℃12000 rpm 离心 2 min 后，干燥 RNA
10 min。加入无 RNA 酶水 50 μL，静置 2 min，4℃ 12000
rpm 离心，收集离心液 - 70℃保存备用。
2.3 RT-PCR 检测 反应体系为 20 μL，内含 cDNA 4 μL，

10×buffer 2 μL，dNTP (10 mol/L) 0.4 μL，上、下游引物各

0.2 μL，Taq 酶 0.5 U， 用 水 补 至 20 μL。用 PCR 仪 扩 增。
PCR 反应的条件为： 94℃预变性 2 min，94℃变性 30 s，

58℃退火 30 s，72℃延伸 45 s，30 个循环后，72℃延伸

10 min，4℃保温。PCR 产物在 3%琼脂糖凝胶上电泳后，采

用凝胶成像分析仪进行扫描，观察条带的灰度强弱。
2.4 酶联免疫 （ELISA） 法检测 细胞按 1×105 接种于 48 孔

板中，每孔 0.3 mL，代细胞汇合达 60%后弃上清，加入经过

2%DMEM 稀释的含药培养基 0.3 mL。每个浓度接种 8 个复

孔。加药 24 h 后吸取上清(每个浓度吸 4 个复孔)，72 h 后吸

取另 4 个复孔。按试剂盒说明书操作检测 HSC- T6 细胞Ⅰ型

胶原的分泌。
2.5 放射免疫法检测 细胞培养上清液每 24 h 收集 1 次，

以放射免疫法检测上清液中透明质酸的含量。

2.6 统计学方法 计量资料以(x±s)表示，利用 SPSS13.0 软

件进行统计分析，采用单因素方差分析。
3 实验结果

3.1 4 组 RT-PCR 检测Ⅰ型胶原 mRNA 表达比较 见图 1、
表 1。各苦杏仁苷组对Ⅰ型胶原基因表达均有明显的抑制作

用，与正常组比较，差异均有统计学意义(P < 0.05)。以苦杏

仁苷中剂量组最为明显，苦杏仁苷高剂量组次之，苦杏仁苷低

剂 量 组 再 次 之。提 示 苦 杏 仁 苷 对 HSC- T6 细 胞 Ⅰ 型 胶 原

mRNA 表达有明显的抑制作用，但这种抑制作用或并不与剂

量成正比。

Marker 由上至下为 600、500、400、300 bp，目的产物为

626 bp
图 1 各组Ⅰ型胶原 mRNA 电泳结果图

表1 4 组 RT-PCR 检测Ⅰ型胶原 mRNA 表达比较(x±s)

与正常组比较，①P < 0.05

3.2 4 组 RT-PCR 检测Ⅲ型胶原 mRNA 表达比较 见图 2、
表 2。各苦杏仁苷组对Ⅲ型胶原基因表达均有明显的抑制作

用，与正常组比较，差异均有统计学意义(P < 0.05)。以苦杏

仁苷高、中剂量组明显，苦杏仁苷低剂量组次之。提示苦杏仁

苷对 HSC- T6 细胞Ⅲ型胶原 mRNA 表达有明显的抑制作用，

但这种抑制作用也不与剂量明显成正比。

Marker 由上至下为 600、500、400、300、200、100 bp，

目的产物为 320 bp
图 2 各组Ⅲ型胶原 mRNA 电泳结果图

M 10-5 10-4 10-3 正常 M

组 别

苦杏仁苷高剂量组

苦杏仁苷中剂量组

苦杏仁苷低剂量组

正常组

Ⅰ型胶原 mRNA
19541±899①

13658±143①

29269±1314①

45312±391

β- act in
60331
32171
51797
46933

比值

0.32
0.42
0.57
0.97

M 10-5 10-4 10-3 正常 M
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表 2 4 组 RT-PCR 检测Ⅲ型胶原 mRNA 表达比较(x±s)

与正常组比较，①P < 0.05

3.3 4 组 ELISA 法检测Ⅰ型胶原比较 见表 3。24 h 时，Ⅰ

型胶原的 OD450 值苦杏仁苷各组与正常组比较，差异均无统计

学意义(P > 0.05)。72 h 时，苦杏仁苷各组与正常组比较，差

异均有统计学意义(P < 0.05)，但苦杏仁苷各组组间比较，差

异无统计学意义(P > 0.05)。提示苦杏仁苷作用 72 h 后对Ⅰ型

胶原的分泌有明显抑制作用，这一作用不呈现剂量依赖。

表3 4 组 ELISA 法检测Ⅰ型胶原比较(x±s)

与正常组比较，①P < 0.05

3.4 4 组放射免疫法检测透明质酸含量比较 见表 4、图 3。
24 h 的苦杏仁苷高剂量组、苦杏仁苷中剂量组各有 1 孔因处

理不当干竭，其值被剔除。正常组分泌曲线与苦杏仁苷低剂量

组稍有重叠，位置较苦杏仁苷高、中剂量组分泌曲线高，提

示苦杏仁苷高、中剂量组均有抑制透明质酸分泌的趋势。但

24 h、72 h 时，4 组透明质酸含量比较，差异均无统计学意义

(P > 0.05)。96 h 时，苦杏仁苷高、中剂量组比较，差异有统

计学意义(P < 0.05)，其余组间比较，差异仍无统计学意义(P >
0.05)。提示苦杏仁苷对透明质酸分泌可能有一定的抑制作用，

但效果并不显著，也不呈现明显的剂量依赖。

表 4 4 组放射免疫法检测透明质酸含量比较(x±s) ng/mL

与苦杏仁苷中剂量组同期比较，①P < 0.05

4 讨论

肝纤维化是肝脏在损伤愈合过程中的一种反应，其特征是

ECM 的过度沉积，其中Ⅰ型胶原、Ⅲ型胶原是 ECM 的主要

成分。HSC 致肝纤维化作用的最直接途径是大量 ECM 的产

生。Ⅰ型胶原分子是由 2 个α1(Ⅰ)链和 1 个α2(Ⅰ)链组成的

异质三联体。在所有类型的肝纤维化中都有Ⅰ型胶原的增生。
体外实验结果表明，活化的 HSC 的Ⅰ型胶原 mRNA 表达较静

止状态时增加 60～70 倍[1]。免疫组织化学研究也证明，肝硬

化大鼠肝脏Ⅰ型胶原蛋白表达明显增加[2]。故目前抗肝纤维化

治疗中针对 HSC 的治疗主要集中于抑制 HSC 激活、增殖及胶

原合成，促进胶原降解。本实验发现，苦杏仁苷对 HSC- T6
细胞Ⅰ型胶原 mRNA 表达有明显的抑制作用，对 HSC- T6 细

胞Ⅲ型胶原 mRNA 表达也有明显的抑制作用，但这种抑制作

用不与剂量成正比；同时，HSC- T6 细胞分泌Ⅰ型胶原作用的

研究也印证了上述结果，在作用 72 h 后 HSC 对Ⅰ型胶原分泌

有明 显 抑 制 作 用 ， 且 不 呈 现 剂 量 依 赖。提 示 苦 杏 仁 苷 对

HSC- T6 细胞活化后的 ECM 分泌功能有明显的抑制作用，此

可能是其抗肝纤维化的主要机制之一。
而透明质酸则是反映肝纤维化发生发展动态最灵敏的

ECM 成分。本实验发现，在 24 h、72 h、96 h 各不同时间

段，苦杏仁苷高、中剂量组均有抑制透明质酸分泌的趋势，提

示苦杏仁苷对透明质酸分泌可能有一定的抑制作用，且极为敏

感，在 48～72 h 就已有表现，但效果并不显著，也难以判断

是否存在剂量依赖性。另外，本实验过程中，由于 24 h 的苦

杏仁苷高、中剂量组各有 1 孔处理不当干竭，其值被剔除，

也可能导致实验结果的部分偏差。
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组 别

苦杏仁苷高剂量组

苦杏仁苷中剂量组

苦杏仁苷低剂量组

正常组

Ⅲ型胶原 mRNA
18432±677①

17067±391①

28416±1116①

40704±256

β- act in
60331
32171
51797
46933

比值

0.31
0.53
0.55
0.87

组 别

苦杏仁苷高剂量组

苦杏仁苷中剂量组

苦杏仁苷低剂量组

正常组

24 h
0.089±0.002
0.090±0.010
0.093±0.010
0.104±0.010

72 h
0.078±0.005①

0.078±0.002①

0.079±0.010①

0.091±0.005

组 别

苦杏仁苷高剂量组

苦杏仁苷中剂量组

苦杏仁苷低剂量组

正常组

24 h
298.72±11 .84
277.05±100.67
345.25±65.58
337.31±58.10

72 h
455.71±133.83
698.85±61 .92
784.70±120.47
778.14±96.08

96 h
1 207.45±69.05①

796.27±138.81
1 634.50±376.87
1 434.26±315.58

图 3 不同浓度苦杏仁苷透明质酸分泌曲线比较

时间(h)

10- 3 组
10- 4 组
10- 5 组
细胞对照

透
明

质
酸

（
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