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丹参含药血清调节大鼠肝星状细胞 TGF-13 1 

及细胞周期素CyclinD1的机制研究 

叶 凤，曹文富 

(重庆医科大学附属第一医院中西医结合科，重庆 400016) 

【摘 要】目的：研究丹参含药血清调节大鼠肝星状细胞内转化生长因子 131(transforming growth factor 131，TGF一131)及细胞周期 

素 CyclinD1的机制。方法：将 20只 Sprague—Dawley(SD)大鼠按照随机数字表法随机分为丹参低剂量组(1．04 gA g)、中剂量组 

(2．08 gAg)、高剂量组(4．17 g／ks)、空白组，并分别制备含药血清。体外传代培养肝星状细胞经 10 ng／ml血小板衍生生长因子一 

BB(platelet—derived growth factor-BB，PDGF—BB)诱导后，再给予相应的含药血清干预，37℃培养 24 h后收集细胞。经高效液相 

色j~ (HPLC)检测血清中丹参成分，qRT-PCR测定视黄酸受体一a(retinoic acid receptor a，RXR—d)及TGF一131 mRNA，用Western 

blot法检测 a一平滑肌肌动蛋白( —smooth muscle actin，a—SMA)、I型胶原蛋白(Collagen I)及细胞周期素 CyclinD1蛋白的表达 

情况。结果：丹参不同剂量处理组中，RXR—amRNA表达量逐渐增加，而 TGF一131 mRNA、a—SMA蛋白、CollgenI蛋白和CyclinD1 

蛋白表达逐渐降低。且与对照组比有统计学差异。结论：丹参含药血清可能通过促进 RXR一0【表达，抑制TGF一131及 CyclinD1表 

达 ．抑制肝星状细胞的增殖 ，进而抑制肝纤维化。 

【关键词】视黄酸受体；转化生长因子一131；细胞周期素 D1；丹参含药血清；肝星状细胞；肝纤维化；高效液相色谱法 
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Mechanism of Danshen drug—containing serum on TG F-131 

and CyclinD1 in hepatic stellate cells 

Ye Feng,Cao We~fu 

(Teaching and Research Section of Integration of Traditional Chinese Medicine and Western Medicine， 

The First Affiliated Hospital of Chongqing Medical University) 

【Abstract]Objective：To investigate the mechanism of Danshen drug—containing serum on transforming growth factor 131(TGF-131)and 

CyclinD1 in hepatic stellate cells．Methods：According to the random number table，20 Sprague-Dawley(SD)rats were randomly di- 

vided into the Danshen(1．04 ga g，2．08 gag，and 4．17 g／ks dosage)groups and normal control group．Blood was collected after gas— 

tric perfusion at 2 hours on 10th day．The method of high performance liquid chromatography(HPLC)was used to detect the compo- 

sition of Danshen in serum．HSCs were cultured in vitro and stimulated with platelet—derived growth f_act0卜BB(PDGF—BB)．then were 

treated separately with the serum of Danshen(high，middle，and low dosage)，normal saline for 24 hours．After cells being collected， 

the expressions of retinoic acid receptor and TGF-131 mRNA were measured by real-time PCR(qRT-PCR)，the content of a-smooth 

muscle actin(a—SMA)，type I collagen and CyclinD1 were detected by Western blot．Results：Compared wi山the normal control group， 

Danshen(1ow，middle，and high)groups could increase the expressions of retinoic acid receptor mRNA，and decrease the contents of 

TGF-131 mRNA，a-SMA，type I collagen and CyclinD1．Conclusion：Danshen may be achieved through increasing the expression 

of retinoic acid receptor and reducing TGF-131 and CyclinD1 to inhibit the proliferation of HSCs，thus play a role of inhibition in liver 

fibrosis． 
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肝纤维化(hepatic fibrosis，HF)的形成主要特点 

是细胞外基质(extracellular matrix，ECM)的异常增 

多和大量沉积 ，而 ECM主要来源于活化的肝星状 

细胞 (hepatic stellate cells，HSCs)，人 HSCs的活化 

与增殖是肝纤维化形成的中心环节[t-2]。事实上，肝 

纤维化在一定程度上是可逆的[31，因此，从 HSCs活 

化机制中寻找分子靶点的研究可能成为治疗肝纤 

维化的关键。实验表明，肝纤维化时肝内视黄酸受 

体一ot(retinoic acid receptor仅，RXR一仅)的水平下降， 

而过表达的 RXR一 抑制 HSCs细胞活化标志物 一 

平滑肌肌动蛋白(o【一smooth muscle actin。0【一SMA) 

及ECM主要成分Collagen I的表达，抑制HSCs的增 

殖，减轻肝纤维化的程度 。 

目前认为血瘀是肝纤维化基本病机之一 ，临床 

治疗慢性肝病时在辨证论治的基础上加强活血化 

瘀的应用多能取得更好的疗效．因此采用活血化瘀 

药成为抑制肝纤维化的有效方法[61。丹参作为活血 

化瘀类中药的代表，是临床治疗肝病和肝纤维化时 

使用最多的活血化瘀中药[71。其可能的机制在于通 

过促进 RXR一仅表达 ，抑制 HSCs活化，从而减轻甚 

至逆转肝纤维化。本实验采用丹参含药血清干预 

HSCs内 一SMA、Collagen I、RXR一 、转化生长因子 

B1(transforming growth factor B1，TGF-131)及 Cy- 

clinD1的表达，进一步探讨丹参含药血清作用于 

HSCs的机制，为丹参治疗肝纤维化的临床应用提 

供依据。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

1．1．1 实验动物 健康清洁级 sprague dawley(SD)大鼠20 

只，雌雄各半，购自重庆医科大学实验动物中心，饲养于SPF 

级动物房，动物许可证号：【SYXK(渝)2012—0001】，体质量为 

(200±20)g。实验前适应性饲养 1周。本研究符合作者所在 

单位实验动物伦理委员会所制定的伦理学标准。 

1．1．2 实验细胞 大鼠肝星状细胞 HSC—T6购自重庆医科大 

学附属第二医院消化科。 

1．13 实验药物 丹参饮片(购自重庆医科大学附属第一医 

院中药房)，符合2010年版《中国药典》规定标准。 

1．1．4 主要试剂与器材 PDGF-BB(PROSPEC公司，货号cvt一 

740，规格 2 g)；丹参素对照品(上海源叶，货号 B20254—20 

mg，规格20 rag)；丹参酮IIA对照品(上海源叶，货号B20257— 

20，规格20 mg)；兔抗 Collagen I多克隆抗体(BIOSS公司，货 

号bs一0578R，规格0．1 m1)；兔抗 0【一SMA多克隆抗体(BIOSS 

公司，货号bs一10196R，规格0．1 m1)；兔抗 cyclin D1多克隆 

抗体(BIOSS公司，货号 bs一0623R，规格 0．1 m1)；Rever Tre 

Ace—a一逆转录试剂盒(TOYOBO公司)：SDS—PAGE凝胶试剂 

盒(上海碧云天生物技术研究所)。岛津高效液相色谱仪(日本 

岛津LC-20A)；倒置相差显微镜(上海Olympics，型号CXX41)； 

离心机(德国Eppendorf公司，型号 5702)；CFX PCR仪(美国 

Bio—Rad公司)；高压灭菌锅(致微有限公司，型号G154DWS)； 

电子精密天平(ME'Iq'LER TOLEDO)。 

1．2 方法 

1．2．1 药物制备 根据“动物与人体的每公斤体质量计量折 

算系数表”，成人与大鼠的折算系数为6．25，按《中国药典》 

(2010版)丹参的用量 10 g作为人的临床剂量，成人体质量 

以60 计算，换算成sD大鼠的剂量，以此剂量为低剂量组， 

再以其2倍、4倍剂量作为中、高剂量组，制备丹参低剂量组 

(1．04 g／ks)、丹参中剂量组(2．08 g，kg)及丹参高剂量glEl(4．17 

g／kg)水煎剂。储存于一20℃冰箱中备用。 

1．2．2 含药血清制备 清洁级 SD大鼠20只，随机分为 4组， 

每组各 5只，SPF级动物房适应性饲养 1周后，空白组给予 

生理盐水每只 10．0 ml／(kg·d)，丹参低中高剂量组分别给予丹 

参低、中、高剂量水煎剂 10．0 ml／(kg·d)灌胃，每天 1次，连续 

给予 10 d。最后 1次灌胃2 h后，乙醚麻醉下由非抗凝真空 

采血管经心脏采血。将收集的血液于4℃冰箱中静置过夜后 

离心，取上层血清。将各组血清均置于 56℃恒温水浴锅中 

灭活 30 min，于超净台用 0．22 m微孔滤膜过滤除菌，分装至 

无菌 EP管中，储存于 一80℃冰箱中备用。 

1．2．3 给药血清中丹参素、丹参酮IIA定性 采用高效液相 

色谱"／~-(HPLC) 

1．2．3．1 流动相考察 考察了以下流动相对给药后血清样 

品测定的影响，流动相 A：乙腈一0．1％甲酸水 ；流动相 B：乙腈一 

1％醋酸水。结果表明，只有流动相 B使丹参素、丹参酮 IIA 

和内标达到了基线分离 ，且极性较小的酚酸类成分基本不干 

扰样品中丹参素和丹参酮IIA的测定。 

1．2．3．2 梯度洗脱程序确定 经上述实验选定的色谱条件 

为 4．6 mmx250 mm(Hypersil ODS25 m，型号：E2117074，批 

号：10643，大连伊利特)；流动相：乙腈一1％醋酸水溶液，进行 

梯度洗脱 ；检测波长 ：270 nm；流速 ：1．0 ml／min；柱温 ：25℃。 

见表 1。 

表 1 梯度洗脱程序 

Tab．1 The elution gradient 

时间(min) 乙 腈(％) 

O～ 

10～ 

27- 

30- 

50- 

55-60 

10~ 

20～ 

33- 

70— 

85- 

10 
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1．2．3．3线性关系考察 分别将不同浓度的对照品溶液进样 

分析，以各成分的峰面积为纵坐标(Y)，浓度(X)为横坐标， 

分别计算各成分的线性回归方程及相关系数。 

1．2．3．4 样品中丹参素和丹参酮的含量测定 取丹参高、 

中、低含药血清，按“2．3．2”项下色谱条件分析，测定峰面积， 

重复3次，以外标法计算样品中丹参素和丹参酮IIA的含量。 

1．2．4 细胞干预 将生长状态 良好 ．处于指数生长期的肝星 

状细胞分为 4组 ：模型组、丹参低剂量组、丹参中剂量组 

和丹参高剂量组。各实验组均先加 PDGF—BB处理 0．5 h 

(PDGF—BB终浓度为 10 nEm1)，再分别加含 10％空白血清的 

RPMI1640培养基、含 10％丹参低剂量血清的RPMI1640培养 

基、含 1O％丹参中剂量血清的RPMI1640培养基、含 10％丹 

参高剂量血清的 RPMI1640培养基培养于 37 oC、5％ CO：孵 

箱中，24 h后收集细胞。 

1．2．5仪一SMA、Collagen I及细胞周期素 CyclinD1蛋白含量检 

测 采用Western blot将细胞加入预冷裂解液收集裂解物得 

到细胞总蛋白。细胞蛋白行 SDS—PAGE并转印至 PVDF膜； 

加入 5％脱脂奶粉室温下封闭2 h，加入一抗；TBST洗膜后， 

加入二抗 ，室温下孵育 2 h；增强化学发光法(ECL)发光试剂 

显色，再经显影、定影后行灰度分析。 

1．2．6 视黄酸受体及TGF一13 1 mRNA的表达 采用qRT-PCR 

TRIzol法提取 RNA并纯化，紫外分光光度计测定A 。 棚。 值 

在 1．8 2．0之间。制备第 l条 c—DNA：逆转录(20 体系)， 

加人PCR仪中反应：PCR反应体系为cDNA 2 txl、上下游引物 

各 0-3 I~I(PCR引物如下：RXR一仅上游：5’一GAGGCAAACAT— 

GGGGCTGAAC一3’；下游 ：5’-CCAGGGGCAGCTCAGAAAAG一 

3’：TGF--~1上游：5’--CCGACCC ITccTGcTccTcATG_3’；一F游： 

5’一CCGGGTrG—TGTYGGTYGTAGAGG一3’；B—actin上访}：5’一 

ACCCCGTGC-TGCTGACCGAG一3’：下游 ：5’-TCCCGGCCAG— 

CCAGGTCCA一3’)、2 X SYBR Green 10 Ixl、H2O 7．4 l，总共 

2O Ixl。PCR反应条件：预变性(94 oC 5 min)；35个循环；94℃ 

30 S；59℃30 8；72 oC 30 s；最后 72℃延伸 10 min，4℃冰箱 

保存备用。 

1-3 统计学处理 

所有实验数据采用 SPSS 17．0统计软件进行统计分析 ， 

正态分布的计量资料采用均数±标准差(x±s)表示。3组及 

3组以上的比较采用单因素方差分析，组间两两比较采用 

Student—Newman—Keuls检验进行统计学分析。检验水准 O／= 

0．05。 

2 结 果 

2．1 丹参含药血清中丹参素、丹参酮IIA测定 

2．1．1 丹参含药血清中丹参素、丹参酮 IIA的定性 高效液 

相色谱图显示对照品丹参素、丹参酮IIA色谱峰保留时间分 

别为4．7、43 min。丹参含药血清组色谱图在与对照品相应保 

留时间处出现丹参素、丹参酮IIA的色谱峰，空白血清组的 

色谱图在相同的保留时间处没有出现上述色谱峰(见图 1)。 

A 

B 
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A：丹参素、丹参酮 IIA混合对照品；B：丹参含药血清；C：空白 

血清；1：丹参素；2：丹参酮 IIA 

图 1 丹参素、丹参酮 IIA混合对照品、丹参含药血清及空白血清的 

HPLC色谱图 

Fig．1 HPLC chromatograms of hybrid reference substance， 

Danshen drug—containing serum and normal saline serum 

2．1．2 丹参含药血清中丹参素、丹参酮IIA的定量 以峰面 

积积分值(A)为纵坐标，对照品进样量(m)为横坐标，绘制标 

准曲线，得丹参素、丹参酮IIA的回归方程。结果表明，丹参 

素、丹参酮 IIA分别在 0．020 8-0．666 0,0．003 1~0．100 0 g范 

围内与峰面积积分值呈 良好线性关系。经 3次峰面积的平均 

值，以外标法求得丹参高剂量组中丹参素和丹参酮IIA含量 

明显高于丹参低、中剂量组(见表 2、3)。 

表 2 2种活性成分对照品标准曲线 

Tab．2 Calibration curve of two active ingredients 

表 3 样品测定结果(i± 。n=3) 

Tab．3 Analytical results of samples(i±S。n=3) 

2．2 丹参舍药血清对PDGF—BB刺激的肝星状细胞Or．一SMA、 

CoHagen I、CyclinD1蛋白含量的影响 

Western blot显示与模型组相比，丹参含药血清低、中、 

高剂量组 0【一SMA、Collagen I、CyclinD1含量均降低(P<0．05)， 

且丹参中、高剂量组降低更明显(P<0．01)(图2、表4)。 

2．3 丹参含药血清对肝星状细胞RXR—oL、TGF—Bl mRNA 

表达量的影响 

qRT—PCR显示与模型组相比，丹参含药血清低、中、高 

剂量组 TGF一13]mRNA表达量下调 。而 RXR一0【mRNA表达 

量上调(P<0．05)，且丹参中、高剂量组降低更明显(P<0．01) 

(表 5)。 
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表4 丹参含药血清对 PDGF—BB刺激的肝星状细胞 a—SMA、Collagen l、CyclinD1蛋白含量的影响(i-*-s。n=3) 

Tab．4 Effects of Danshen drug-containing serum on a—SMA，Collagen I and CyclinD1 in HSCs(i 4-$。n=3) 

注：a，与模型组比较 P<0．05；b：与模型组比较 P<O．01 

表 5 丹参含药血清对肝星状细胞 RXR—a、TGF—B1 mRNA表达量的影响(i±s。n=3) 

Tab．5 Effects of Danshen drug-containing serum on the expression of RXR-a，TGF—B 1 mRNA in HSCs(x±s。n=3) 

注：a，与模型组比较 P<0．05；b：与模型组比较 P<0．01 

A：模型组；B：丹参低剂量组；c：丹参中剂量组；D：丹参高剂量组 

图 2 丹参含药血清对肝星状细胞 a—SMA、Collagen l、CyclinD1 

蛋白含■的影响 

Fig．2 Effects of Danshen drug-containing serum on a—SMA。 

Collagen l and CyclinD1 in HSCs 

3 讨 论 

肝纤维化是由HSCs被激活，转化成肌成纤维 

细胞(myofibroblast，MFB)，大量分泌以Collagen I 

为主要胶原成分的ECM，合成大于降解而沉积于肝 

组织间隙。血小板衍生生长因子(platelet—derived 

growth factor，PDGF)是目前已知的多肽生长因子中 

对HSC作用最强的有丝分裂原[81。MFB的特点之一 

是表达 仅一SMA， 一SMA常作为 HSC激活的重要标 

志物[91。故有效抑制HSCs的活化是抗纤维化的关 

键点。 

中医学 中将“肝纤维化”归属于“胁痛”、“黄 

疽”、“积聚”、“鼓胀”等范畴。中医辨证其病机特点 

多与气滞血瘀有关。目前普遍认为瘀血内阻是肝纤 

维化的病理基础。近年来许多中医药治疗肝纤维化 

临床研究证实，长期使用活血化瘀类药物或方药， 

可有效抑制肝纤维化的发展。有研究证实，在治疗 

肝纤维化中就单药而言，丹参的用药频次和频率高 

于其他药，在所有中药中排第一名17l。现代药理研究 

证实，丹参能保护肝细胞，改善异常血液循环，加速 

肝细胞修复与再生，促进胶原降解，特别对实验性 

肝硬化有较好的防治及抗肝纤维化作用 。RXR—d 

可能是上述研究的通路。由于肝纤维化生理病理的 

复杂性，目前国内外临床上仍无理想的抗纤维化药 

物，因此研究丹参抗纤维化可能的机制意义重大。临 

床上中药口服后其有效成分经血液到达靶器官发 

挥治疗作用，即血清中所含有效成分才是中药的体 

内直接作用物质[11】。因此作者通过丹参含药血清来 

研究丹参治疗肝纤维化的机制。并且采用高效液相 

色谱法确定所制血清中是否含有丹参有效成分。 

RXRs在核受体家族中作为“Master Regulator'’1121， 

参与了很多不同核受体的信号传导过程，在生物体 

的整个生长发育过程中都起着至关重要的作用。研 

究表明，视黄酸受体配体的使用，可明显抑制肝纤 
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维化进展 。有研究证明RXR—ot可通过转录水平的 

蛋白质一蛋白质作用模式与活性蛋白(activator pro 

tein一1，AP_1)作用【 5】。肝星状细胞活化时AP一1蛋 

白表达增加及视黄酸含量减少 ．增加视黄酸及其受 

体的含量可抑制肝星状细胞的活化 ，减少 AP一1驱 

动的 TGF一131的产生『l61。此外 ，Ap一1作为 ERKs下 

游重要的效应分子，直接调控细胞周期素(CyclinD1) 

的表达，调节细胞增殖水平 。由此可见，通过上调 

视黄酸受体表达，可能抑制TGF—B1及 CyclinD1的 

表达，从而抑制肝纤维化。 

根据上述肝纤维化发生发展过程中的相关因 

素。本实验通过观察丹参含药血清对经 PDGF—BB预 

处理后的体外传代培养HSCs内RXR—oL、TGF一131、 

细胞周期素 CyclinD1的影响及生物标志物 0【一 

SMA、Collagen I的调节作用．从分子水平来探讨丹参 

含药血清抗肝纤维化的作用机制。经实验结果分 

析，给药血清中含有丹参的主要水溶性成分丹参素 

和脂溶性成分丹参酮IIA，表明所制备的丹参含药血 

清能够较真实地反映丹参的药效。丹参含药血清干 

预后，HSCs中RXR—ot mRNA表达上调，而TGF一[31 

mRNA表达下调，同时细胞周期素CyclinD 1、ot-SMA、 

Collagen I蛋白含量均降低．表明丹参含药血清可抑 

制 PDGF—BB刺激 HSCs的活化，且其中丹参中、高 

剂量组上述变化趋势更明显。说明丹参含药血清对 

上述各因子的作用存在一定的剂量依赖关系。由此， 

作者推测：丹参含药血清可能通过增加视黄酸受体， 

使其与AP一1相互作用减少TGF一131及CyclinD1表 

达 ，进而抑制肝星状细胞的活化和增殖 ，发挥抗纤 

维化的作用。 
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