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柳氮磺胺吡啶对HSC—T6和L02细胞增殖和凋亡的初步观察 

朱慧利 -，沈 薇 ·，陈忠勇 

(1．重庆医科大学附属第二医院消化内科，重庆 400010；2．凉山州第二人民医院肝胆外科，西昌 615000) 

【摘 要】目的：探讨柳氮磺胺吡啶(Sulfasalazine，SASP)对正常肝细胞和肝星状细胞(Hepatic stellate cell，HSC)增殖和凋亡的影 

响。方法：以正常人肝细胞株(Lo2细胞)和大鼠肝星状细胞株(HSC—T6细胞)为研究靶细胞，用 CCK一8比色法检测细胞增殖；流 

式细胞术 Annexin V—FITC／PI双染检测 HSC—T6细胞凋亡率；AO／EB染色法观察细胞凋亡形态。结果：同对照组比较，一定浓度 

范围的SASP对 HSC的增殖具有显著的抑制作用，呈现时间和剂量效应。膜联蛋白(Annexin v)／碘化丙啶(PI)双染显示 SASP 

诱导 HSC—T6凋亡也呈现时间和剂量效应；AO／EB染色出现凋亡细胞的特征性改变。而 SASP干预 L02后，与对照组相比，增殖 

和凋亡率均无统计学意义，AO／EB染色后，未出现凋亡细胞。结论：同等干预浓度的SASP能够选择性的抑制 HSC增殖，诱导其 

凋亡。 
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PreIimina observation on proliferation and apoptosis of HSC-T6 and L02 

induced by sulfasalazine 

ZH M 一尻，e 

(Department of Gastroenterology，the Second Affiliated Hospital，Chongqing Medical University) 

【A bstract】Objective：To investigate the effect of sulfasalazine on proliferation and apoptosis of HSC-T6 and L02 in 

culture、Methods：HSC-T6 and L02 were incubated with different concentration of sulfasalazine．Cell proliferation was assessed 

by CCK一8 assay．cell apoptosis was analyzed by annexin V FITC／PI flow cytometry；and apoptotic morphology was examined by 

vital staining of acridine orange／ethidium bromide (AO／EB)．Results：Compared with the control group。the proliferation of 

HSC-T6 was significantly inhibited by sulfasalazine in a time and dose-dependant manner，when the eoneentration of 

sulfasalazine in the medium reached a certain level range．The HSC-T6 apoptotie induced by sulfasalazine was confirmed by 

AO／EB and annexin V FITC／PI．compared with the control group，the proliferation and apoptosis rate of L02 treated by group 

had no statistical significance，and AO／EB staining showed no apoptosis．Conclusion：Sulfasazinea at the same concentration can 

specifically inhibit the proliferation of HSC and induce HSC apoptosis． 
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HSC凋亡是肝纤维化逆转的重要机制，而肝细 

胞凋亡是肝纤维化形成的重要促进因素，因此寻找 

特异性诱导 HSC凋亡的治疗途径对于抗肝纤维化 

具有非常重要的意义。SASP从 20世纪40年代由5一 

氨基水杨酸和磺胺吡啶通过偶氮键合成了SASP， 

主要用于治疗溃痨陛结肠炎和克隆病。已有研究表明， 

SASP可选择性诱导多种细胞类型的凋亡 ，其机 

制尚不清楚。它对肝星状细胞和正常肝细胞的凋亡有 
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无影响报道甚少。我们以SASP为诱导剂， ASP在 

体外对正常人肝细胞株(L02)和大鼠肝星形细胞株 

(HSC—T6)增殖和凋亡的影响，试图探讨 SASP是否 

能成为抗肝纤维化的有效药物。 

1 材料与方法 

1．1 实验材料 

大鼠肝星状细胞株 HSC-T6购 自北京肿瘤研究所 ；正常 

人肝细胞株 L02购自中国科学院上海分院细胞所。SASP美国 

Sigma公司产品，!噻 二甲基亚砜(DMS0)溶解，配成0．1mo1]L的 
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贮存溶液，一20。c保存。临用时以培养液稀释，DMSO终浓度< 

0．1％ Ce11 Counting Kit一8 Assay(CCK一8试剂盒 )为碧云天 

产品；Annexin V—FITC~I凋亡试剂盒为南京凯基产品。其余 

试剂为国产(分析纯)。 

1．2 方法 

1．2．1 Ce11 Counting Kit一8 Assay(CCK一8试剂盒)检测 SASP 

对 HSC—T6增殖的影响 基本操作步骤 ：(1)将制备好的 

HSC—T6的单细胞悬液，用 RPMI1640培养基(含 10％胎牛血 

清)调整细胞浓度到 2×10 个 ／ml，每孑L 100 l，接种于 6个 

96孑L培养板内，分别培养 24h。(2)设 8个浓度梯度(0．125、 

0．25、0．5、1、2、4、8、16mmo~ )和 1个对照组 和 0．1％DMSO对 

照组。设立严格的药物对照孔，设 12个平行孔，弃掉原培养 

基，向每孑L加入含药培养基 100 l，置 37℃、5％CO 培养箱 

内分别培养 12、24、48h。(3)作用不同时间后 ，加入 10 l的 

CCK一8，在培养箱内培养 1h后，在酶标仪45Ohm波长处测定 

吸光度(OD)值。抑制率 =(1一药物组 OD值 ／对照组 OD值) 

×100％，实验重复3次。NOSA 2．30软件 Bliss法计算 Ic 。结 

果判定：取合适的干预时问的接近 1／3～2／3的Ic 浓度用于 

后继实验。 

1．2．2 CCK一8法检测 SASP对 l』】2增殖的影响 根据筛选 

后的浓度分组，设立对照和 DMSO对照组。方法同上。 

1．2．3 Annexin—V／PI双标记流式细胞术 收集细胞，PBS漂 

洗 2次，用 10 l Annexin—V和 5 l PI进行染色，避光作用 

10 rain后，将细胞置激发光为488 nm波长的FACS Calibur型 

流式细胞仪检测 ，上机测定时获取 2×10s个以上细胞，重复 2 

次。用 ModFit LT软件分析结果。染色后将细胞分为 3个亚群： 

活细胞胞膜完整，磷酯酰丝氨酸(Phosphatidvlserine，Ps)无外 

化，为Annexin—V I一亚群；早期凋亡细胞胞膜完整，PS外化， 

为 Annexin—V I一亚群；晚期凋亡或坏死细胞胞膜不完整，Ps 

外化，为 Annexin—V I+亚群。 

1．2．4 细胞核荧光染色观察 取对数生长期细胞，加入不同 

浓度的药物，设立对照组和 0．1％DMSO对照组，作用 12、24、 

48h，分别收集各组细胞。各取 1ml浓度为 1O0 g，ml的AO、 

EB等量混合，将各组细胞调整为 1×10m个 几细胞悬液，吸 

取 95 l细胞悬液，加 5 l的 A0，EB混合液，吸 1滴点于洁 

净的玻片上，直接用盖玻片封片，3rain内荧光显微镜下观察拍 

照，蓝光，510nm激发波长。 

1．3 统计学处理 

数据用；± 表示，采用 S~SIO．0软件包进行方差分析。 

2 结 果 

2．1 SASP对 HSC—T6增殖和凋亡的影响 

2．1．1 SASP对 HSC—T6的体外增殖的影响 CCK一8 

法检测结果显示，SASP在较低浓度时(O．125、0．25m 

mo儿)，对HSC—T6细胞的增殖无明显影响，与对照组 

相比无统计学差异，SASP 05、1、2,4、8、16mmo~6个浓 

度组均抑制 HSC—T6的增殖，培养时间越长、药物浓 

度越大，抑制作用越明显，呈时间、浓度依赖性。培养 

12、24和 48h，SASP抑制 HSC—T6细胞增殖的50％ 

抑制浓度(IC )分别为 6．53、2．84、1．5mmo~。结合文 

献，我们取接近 24h的 1／3～2／3的IC∞浓度(0．5、1、 

2retool／L)进行后继实验(见图 1)。 

2～1 2 SASP对 HSC—T6凋亡的影响 不同浓度SASP 

(终浓度 0．5、1、2mmo~ )分别处理 HSC—T6细胞12、 

24、48h后，其凋亡率见表 1。其诱导凋亡作用随药物 

浓度增加和作用时间的延长而增强。且随浓度和作用 

时间的延长，晚期凋亡细胞增多(Annexin—V ，PI )。 

2．1-3 A0／EB染色细胞凋亡形态学观察 高倍镜 

下(4OO倍)，正常的细胞饱满，胞膜光滑，发光均匀， 

具有完整、同形绿染的细胞核(图2)。早期凋亡的细 

胞形状不规则，为固缩状或囊泡状绿色，也有完整 

的细胞核，晚期凋亡细胞呈完整或不完整的橙红色 

的细胞。如图3所示，2mmo~L的SASP作用于HSC—T6 

24h后，细胞即发生凋亡的形态学改变，以早期凋亡 

o．7 

o．6 

o．5 

型 o．4 

o．3 

o．2 

o．1 

O 

N D Sl S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 

注：N．对照组 ；D．0．1DMSO对照组 ；S1、S2、S3、s4、S5、S6、S7、 

S8分别为 SASP0．125、0．25、0．5、1、2、4、8、16mmo~ 

图 1 SASP对 HSC—T6增殖的影响 

表 1 SASP对 HSC—T6凋亡的影响 

注：N为对照组 ；D为 0．1％DMSO对照组 ，S3、s4、S5分别为 

SASPO．5、1、2mmo~ 。 

一 褐一 l++± 
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为 主 。 作用 4 8 h 后 ， 晚 期凋 亡 细胞增 多 ( 图 4 )

2 ． 2 S A S P 对 L 0 2 增 殖 和 凋 亡 的 影 响

2 � 2 � 1 S A S P 对 I J0 2 体 外增 殖 的 影 响 C C K 一 8 法

图 2 正 常对 照 组 2 4 h H S c — rr 6 ( A 0 厄 B ×4 0 0 )

图 3 2 m m 。l ／15 A s P 干 预 2 4 h H s c — T 6 ( A 0 ／E B x 4 0 0 )

注 ：一 为晚期 凋亡 ， 箭头为 早期凋 亡

图 4 2 m m 。l，LS A s P 干预 4 8 h H s c ～ T 6 ( A O厄 B ×4 0 0 )

图 5 正 常对 照 组 2 4 h L 0 2 f A 0 ／E B x 4 0 0 )

检 测 结果 显 示 ， s A s P 对 L 0 2 的增 殖 无 明显 影 响 ， 药
物作用 1 2 、 2 4 、 4 8 h 后 ， 无 明显 的时 间 和 剂量依赖性 ，

处 理 组 与对 照 组 相 比 (P > 0 ． 0 5 )差 异 无 统计 学 意 义
(表 2 ) 。

表 2 S A S P 对 I J0 2 增 殖 的 影 响 ( i ± s 。 n ： 6 )

注 ：N 为 对 照 组 ；D 为 0 ． 1 ％ D M s 0 对 照 组 ， s 3 、 S 4 、 s 5 分 别 为
S A S P 0 ． 5 、 1 、 2 m m o l 几

2 - 2 � 2 s A S P 对 L 0 2 凋 亡 的 影 响 S A S P 不 能 诱 导
L 0 2 凋 亡 。 不 同浓度 S A S P (终浓度 0 ． 5 、 I 、 2 m m o I几 )分
别处 理 H S c — T 6 细胞 1 2 、 2 4 、 4 8 h 后 ， 其凋 亡 率 见 表 3 。

随药物 浓度增 加 和 作用 时 间的延 长 ， 凋 亡 率 无 明 显
变 化 。

2 � 2 - 3 A 0 ／E B 染 色细胞 凋 亡 形 态 学 观 察 2 m m 0 觇

的 s A S P 分别作用于 L 0 2 2 4 、 4 8 h 后 ， 未见 明显 的S A S P

分另0作用 于 L 0 2 2 4 、 4 8 h 后 ， 未见 明显 的凋亡 细胞 ( 图

3 讨 论

s A s P 作为治疗炎症 性肠病 的药物 ， 口 服 吸 收后 ．

大 约有 3 0 ％ 的药物 以 原 形 被 吸 收入 血 ， 7 0 ％ 在结 肠
中被 细菌分解为 5 一 氨基 水杨酸 和 磺胺 吡 啶 。 具 有抗

表 3 s A s P 对 L 0 2 的凋 亡 的影 响

注 ：N 为 对 照 组 ；D 为 0 ． 1 ％ D M s 0 对 照 组 ， s 3 、 S 4 、 s 5 分 别 为
S A S P 0 ． 5 、 l 、 2 m m 0 I／L
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图 6 2 m m 0 № A S P 干 预 2 4 h L 0 2 ( A 0 ，E B x 4 0 0 )

图 7 2 m m o l ，L s A S P 干 预 4 8 h L 0 2 ( A 0 ／E B ×4 0 0 )

菌 、 抗炎 、 免疫抑制等作用 。 近 来 国外研 究表 明 ， S A S P

可 诱 导 结 肠 上 皮 细胞 、 T 淋 巴 细胞 以 及 神 经 胶 质 细

胞 、 大 鼠巨 噬 细 胞 等多种 细胞类 型 的凋 亡 ¨ 4 I
。 但 它

并 不 能 诱 导 S w 6 2 0 结 肠 癌 细胞 株 以 及 人 滑 膜 细 胞

株 凋 亡 ⋯
， 而 对 精原 细胞 以 及 胆 汁 酸 诱 导 的肝 细 胞

的凋 亡 具 有 拮 抗 ／抑 制 作 用 【5 ．6 l
。 因 此 S A S P 对 细 胞

凋 亡 的影 响 似 乎 存在 细 胞 选 择 性 。 肝 细 胞 和 H S c 在

肝 脏损伤 与修 复 中具 有 重 要 作用 ， H S C 凋 亡 是 肝 纤

维 化 逆 转 的重 要 机 制 ， 而 肝 细胞 凋 亡 是 肝 纤 维 化形

成 的重 要 促 进 因 素 ， S A S P 对 肝 细 胞 和 H S C 的诱 导

凋亡 作 用 有 无 选 择 性 呢 ?

本 研 究 C C K 一 8 实 验 证 实 ， S A S P 可 抑 制 H S C — T 6

细胞 的增 殖 ， 且 随着浓 度 的增 高 ， 时 间 的延 长 ， 其抑

制作用 增 强 ， 呈 明显 的剂 量 一 效应 及 时 间 一 效应关

系 。 A n n e x i n — V ／P I 双 标记 流式 细胞术进 一 步检 测 细胞

凋 亡 发 生 的程 度 ， 低 浓 度 s A s P 仅 能 抑 制 H S C 增 殖 ，

随着 s A s P 作用 浓 度 的增 加 ， s A s P 不 仅抑制 H s c 增

殖 ， 同时诱导其凋亡 ；A O 厄 B 染色结果 也 提示 ，s A s 旰

预 H S c — T 6 后 ， 细胞发生 了典型 的凋亡 形态改变 ： 研 究

结果 表 明 s A s P 能抑制 H s c — T 6 增 殖并诱导其 凋 亡 ，

与 国外有关研 究结果 相 一 致邮 】
。 而 同等干 预 浓度 的

s A s P 在 抑制 H s c 增 殖 ， 诱导 凋 亡 的 同时 ， 对 正 常肝

细胞 无 影 响 。

综 上 ， 我们认 为 ， s A s P 通 过 选 择 性 诱 导 H S C 的

凋亡 可 能 成为逆 转肝 纤维化 的有效药物 。 在我们下 一

步 实验 中 ， 将对 其 可 能 的作 用 机 制 进 行 探 讨 ， 并进

一 步从体 内观 察它 对 肝 纤维化 的逆 转作用 。
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