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摘要 目的：探讨凉血活血方(Liang Xue Huo Xue Fang)对肝星状细胞 LX-2增殖和凋亡的影响。方法：体外培养肝星状细胞 LX-2，
分别将凉血活血方(浓度为 1.125，2.228，3.31，4.37，5.41 mg·mL-1)，作用于 LX-2细胞后 24 h，48 h用 MTT比色法检测细胞的增殖

情况，选取合适的药物浓度（4，8，12，16 mg·mL-1)，用流式细胞术检测加药 24 h后细胞的凋亡率。结果：①MTT法显示不同浓度凉

血活血方作用 LX-2细胞 24 h，48 h后，除 24 h，1.125 mg·mL-1和 2.228 mg·mL-1外，其余组增殖抑制率均明显高于正常对照组

(P<0.05)。②流式细胞术检测显示，凉血活血方浓度为 4，8，12，16 mg·mL-1)时，可明显促进 LX-2细胞凋亡。结论：凉血活血方能抑
制 LX-2细胞的增殖，可能与其促进细胞凋亡有关。
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Effect of Liang Xue Huo Xue Fang on the Proliferation and Apoptosis
of LX-2 Cells*

To investigate the effect of Liang Xue Huo Xue Fang on the proliferation and apoptosis of LX-2 cells.
LX-2 cells were treated with different concentrations of Xue Huo Xue Fang (1.125, 2.228, 3.31, 4.37, 5.41 mg·mL-1). Cell

proliferation was measured by MTT after LX-2 cells were treated with Liang Xue Huo Xue Fang for 24 h, 48 h.Then, cell apoptosis was

detected at 24 h by flow cytometry in a appropriate drug concentration（4，8，12，16 mg·mL-1). ① Except 1.125 mg·mL-1 and
2.228 mg·mL-1 in 24 h, cell proliferation in other centration groups was dramatically inhibited by Liang Xue Huo Xue Fang (P<0.05),

and the inhibition rate was higher than control group. ②Liang Xue Huo Xue Fang could promote apoptosis of LX-2 cells at 4，8，12，16
mg·mL-1. Liang Xue Huo Xue Fang can inhibit the proliferation and apoptosis of LX-2 cells.
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前言

肝纤维化(Liver Fibrosis，LF)是各种慢性肝病向肝硬化发展

过程中引起细胞外基质 (Extracellular Matrix，ECM)过度沉积的

病理过程，是一种损伤修复反应[1, 2]。以往人们认为肝纤维化是

不可逆的，然而随着研究的深入和大量临床证据表明，肝纤维

化是一种可逆的损伤修复过程[3]。多种因素可导致肝纤维化的

发生，包括病毒性肝炎、慢性酒精中毒、自身免疫性肝病、机械

损伤等[2]。肝纤维化是一个非常复杂的损伤修复过程，其中心环

节是肝星状细胞(Hepatic Stellate Cells，HSCs)的激活 [4]，活化的

HSCs可分泌细胞外基质参与肝纤维化的形成并进一步导致肝

内结构的重建和假小叶的形成[5]。因此，抑制细胞外基质的过度

沉积是抗肝纤维化的重要环节[6]。在中医学里，并没有肝纤维化

这一病名，其病因复杂，因此各医家侧重点也不同，湿、热、疫、
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毒是其主要病因，大量的研究表明，中药对肝纤维化有较好的

疗效 [7-11]，副作用小。针对此，我们选择凉血活血方 (Liang Xue

Huo Xue Fang)，以人肝星状细胞 LX-2为靶细胞，用 MTT法观

察不同剂量药物对其增殖的影响，用流式细胞术观察药物对细

胞凋亡的影响，为进一步研究其导致 LX-2凋亡的机理提供参

考。

1 材料与方法

1.1 仪器与试剂
MTT试剂 (晶彩生物有限公司)、Bio-rad酶联免疫检测仪、

DMEM高糖培养基(Gibco)、四季青胎牛血清。LX-2细胞来自第

四军医大学细胞工程学研究中心，美国 Bection Dickinson公司

流式细胞仪，750 g多功能粉碎机、渗滤柱、旋转蒸发仪、循环水

式多用真空泵。

1.2 LX-2细胞的培养及传代
用含 10 %胎牛血清、100 μg·mL-1 青霉素、100 μg·mL-1

链霉素、1 % L-谷氨酰胺的高糖 DMEM 培养基将 LX-2 细胞

培养于 37℃、5 % CO2的细胞孵箱中，每天换液 1次。在倒置显

微镜下观察细胞密度为 80 %~90 %时，以胰酶 37℃消化 2～3

min传代。

1.3 实验药物的制备
精选当归 10 g、赤芍 10 g、生地 10 g、丹皮 10 g、桃仁 10 g、

川芎 10 g、黄芩 10 g、金银花 10 g、连翘 10 g、西洋参 10 g、麦冬

10 g、五味子 6 g、百合 10 g、贝母 6 g、紫苑 10 g、甘草 10 g(购自

西安市诚信药材行)。制备过程：1）提挥发油：①用 750 g多功能

粉碎机将凉血活血方中当归、川芎、连翘粉碎，过 1号筛，直至

全部粉碎完毕。②先将凉血活血方中当归、川芎、连翘按 1:1:1

的比例加入渗滤柱中，第 1次加入 1500 mL的石油醚，以 60滴

/min 的速度开始滴，直至滴完，然后再加入 2 次石油醚，每次

500 mL，以同样的滴速滴完；③将渗滤出的石油醚 + 药油装入

1000 mL的烧瓶中，每次 500 mL，用旋转蒸发仪进行蒸发，直至

石油醚全部回收完成，将留下的挥发油装入玻璃瓶中，密闭备

用。④将渗滤柱中的药粉倒出，使石油醚挥发完毕，干药粉保存

备用。2）熬药：每剂 250 g加水 500 mL，按传统煎药法文火煎煮

30 min取药液，以恒温水浴锅浓缩成含生药 1.25 g·mL-1的汤

剂，真空包装，4℃冰箱保存。以上工作由第四军医大学唐都医

院药剂科中药制作车间完成。

1.4 药物浓度的选择及稀释
一个 60 kg的病人，其体液量占总重量的 20 %，即 12 L，按

照每日一副，即药物总量为 152 g，因此假定病人将药物全部吸

收，即其体内浓度为：152 g/12 L=12.67 mg·mL-1，但是药物不可

能被全部吸收，所以在我们进行 MTT实验时，选择药物浓度

为：1.125，2.228，3.31，4.37，5.41 mg·mL-1。在用流式细胞术检测

细胞凋亡时，选择药物浓度为：4，8，12，16 mg·mL-1。

由于 1.25 g·mL-1的药物很粘稠，所以在加药时要进行稀

释，其稀释方法为：将 100 μL 的凉血活血药物溶于 1000 μL

的培养基中(含 10 % FBS 和双抗)，稀释后药物浓度为：113.63

mg·mL-1。药物稀释后，用 0.22μm孔径的滤器对其进行过滤除

菌。

1.5 MTT法检测 LX-2细胞的增殖情况
对数生长期的 LX-2细胞，1000 r·min-1离心 5 min，用高糖

DMEM(含 10 %胎牛血清)将细胞浓度调为 1×105 cell·mL-1细

胞悬液后，接种于 96孔培养板，每孔加细胞悬液 200μL，放在

37℃、5 % CO2的细胞培养箱中，待细胞贴壁长至底面积的 70

~80 %后，更换培养基，并且每孔分别加入过滤后的凉血活血药

物，使终浓度达到 1.125，2.228，3.31，4.37，5.41 mg·mL-1；每一浓

度设 4个复孔，另设空白对照组，此外，设立单加药物、培养基，

不加细胞的对照组 (观察药物是否会和 MTT反应)。单独作用

24，48 h后，去培养基，每孔加 20μL，5 mg·mL-1 MTT溶液，孵

育 4 h，每孔加入二甲基亚砜 180μL，在微型混合器上振荡 10

min后于全自动酶标仪上测定 490 nm OD值。实验重复 3次，

取均值计算增殖抑制率。增殖抑制率 =(1－药物组 OD值 /对照

组 OD值)×100 %。

1.6 流式细胞术检测细胞的凋亡情况
取对数生长期的 LX-2细胞，1000 r·min-1离心 5 min，用高

糖 DMEM(含 10 %胎牛血清)将细胞浓度调为 1×106 cell·mL-1

细胞悬液后，接种于 6孔板。每孔加细胞悬液 2 mL，放在 37

℃、5 %CO2的细胞培养箱中，待细胞贴壁长至底面积的 70 ~80

%后，更换培养基，并且每孔分别加入过滤后的凉血活血药物，

使终浓度达到 4，8，12，16 mg·mL-1。使用 Bection Dickinson公

司流式细胞仪，按照说明书收集加药后 24 h 的细胞上清和贴

壁细胞(悬浮细胞直接收集到离心管中，贴壁细胞用胰酶消化)，

细胞数不少于 5×105 个。常规离心(1000 r·min-1)，离心 5 min，

用 PBS 将细胞洗 3 遍，离心，倒掉上清后混匀。根据 Annexin

V-FITC/PI双标记试剂盒说明，取 195μL细胞悬液，加入 5

μL Annexin V-FITC混匀，室温反应 10 min，PBS洗细胞 1 次，

再以 190μL稀释的结合缓冲液重悬，加 10μL碘化丙啶染色

液(PI)，轻轻混匀，随即用流式细胞仪分析。

1.7 统计学分析
采用单因素方差分析 (one-factor ANOVA)比较各组均数之

间的差别有无统计学意义。采用 Dunnett-t检验实验组与对照

组均数差别的多重比较。流式细胞仪分析采集软件：BD

FACSDiva Software，以 P<0.05为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 凉血活血方对 LX-2细胞增殖的影响
凉血活血方对 LX-2 细胞有抑制作用(图 1)，在 24 h，MTT

检测较低剂量的凉血活血方(1.125，2.228 mg·mL-1)可以使细胞

活性增加，这可能是因为细胞对低剂量短时间的药物产生应

激，细胞的代谢增加，因此其光密度值高于空白对照组。但是当

药物作用时间延长到 48 h 后其表现出抑制作用。其余各组在

一定程度上，随药物浓度和作用时间的增加，抑制率也增加

(P<0.05)。

2.2 凉血活血方对 LX-2细胞凋亡的影响
用 Annexin V/PI双染色法检测细胞凋亡。细胞凋亡早期，

细胞膜内侧的磷脂腺丝氨酸(Phosphatidylserine, PS)从细胞膜内

侧翻转到细胞膜的表面，暴露在细胞外环境中。Annexin V是一

种 Ca2+依赖性磷脂结合蛋白，能与 PS高亲和力特异性结合，将

AnnexinV标记荧光，利用流式细胞仪可检测细胞凋亡的发生。

碘化丙啶(Propidine iodide，PI)是一种核酸染料，它不能通过完

整的细胞膜，但在细胞凋亡的中晚期和死细胞，PI能透过细胞

膜而使细胞核红染。因此，联合使用 Annexin V与 PI，可以将早

晚期凋亡细胞和死细胞区分开。结果显示(图 2)，细胞凋亡率

(B2+B4)随药物浓度增加逐渐增加，其中 B4为早期凋亡，B2为
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晚期凋亡，即，凉血活血方可促进细胞凋亡，并且与药物剂量有

关。

3 讨论

肝纤维化是一个非常复杂的过程，肝星状细胞 (HSC)的激

活、增殖在其中发挥着重要作用。目前认为 HSC是产生 ECM

的重要细胞[4]。多种因素与 HSC的活化有关，包括转化生长因

子 β(TGFβ1)[12, 13]，血小板衍生因子(PDGF)[12, 14]、胰岛素样生长

因子(IGF-1)[15]、表皮生长因子(EGF)[16, 17]、成纤维细胞生长因子

(FGF)[18] 等。激活的 HSC 改变为成肌纤维细胞(myofibroblast，

MFB)[4]。在活化状态下，HSC可以大量合成 ECM，ECM的大量

沉积导致肝纤维化。HSC的激活是肝纤维化的中心环节，因此，

大多数抗肝纤维化的药物都以 HSC为靶细胞。祖国医学中并

无本病的具体病名，而是依据其临床表现将其归入“胁痛、积

聚”等范畴，认为本病的发生多由“气滞血瘀”导致，在治疗上强

调“活血化瘀”[19]。中医学认为，肝体阴用阳，性喜调达，恶抑郁，

主藏血，各种原因导致的肝气调达不畅，日久则必生淤血。目

前，已经有大量的实验和临床研究证实中药对肝纤维化有着较

好的疗效，且已有益气活血方在临床使用，取得较好的抗肝纤

维化效果。在本文中，我们使用凉血活血方(当归、赤芍、生地、

丹皮、桃仁、川芎、黄芩、金银花、连翘、西洋参、麦冬、五味子、百

合、贝母、紫苑、甘草)以人肝星状细胞 LX-2为靶细胞，来观察

该方剂对细胞凋亡和增殖的影响。当归，归肝经，重在引药至肝

所。赤芍、丹皮、桃仁、川芎均有活血化瘀的作用，余药皆具凉血

养阴之用，众药合用，共奏活肝之淤血，养肝之阴之功。

在药物制备方面，我们没有选择含药血清制备法，而是将

熬好的药材稀释后经 0.22μm孔径的滤器对其进行过滤除菌

直接作用于细胞，这样做主要是出于以下考虑：①我们的最终

目的希望能够从中制备出可以用于注射的复方药物。②传统的

含药血清制备法中，老鼠的肝脏会对药物进行代谢，制备出的

含药血清实际上是老鼠代谢后的产物，而并不完全是药物本

身，尽管鼠和人很相似，但我们无法明确药物在体内究竟发生

了哪些变化。

我们研究发现，不同浓度的凉血活血方可明显促进肝星状

细胞 LX-2细胞凋亡，且细胞凋亡率与药物剂量相关。而从

MTT的结果中可以看到(图 1)，药物作用 24 h后，较低剂量的凉

血活血方(1.125，2.228 mg·mL-1)可以使细胞活性增加，但是当

药物作用时间延长到 48 h后其表现出抑制作用。这可能是因

为，当低剂量药物作用时，细胞因受到刺激产生某种方式的代

偿，细胞代谢增强，线粒体活性增加，产生较多的琥珀酸脱氢酶

使外源性的 MTT还原生成较多的蓝紫色结晶甲瓒，但随着药

物作用时间的延长，细胞活性最终受到抑制。我们的研究表明，

凉血活血方可以有效地抑制 LX-2细胞增殖，促进 LX-2细胞

凋亡，为将来更进一步的研究提供实验参考。
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图 1 凉血活血方对 LX-2细胞增殖的影响
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