
基金项目：国家自然科学基金资助课题（!"#$%&’(%(&）

作者单位：上海中医药大学附属曙光医院肝科（上海)((()*）

通讯作者：赵 钢，+,-：()*./$0)*&/(转’0)，12345-：674"8498:7

!;5<#*&$#="3

·实验研究·

抗纤复方药物血清对>?@2AB%(细胞"型、#型

前胶原和基质金属蛋白酶及其组织抑制

因子2*基因表达的影响

赵 钢 王灵台 陈建杰 张 斌

摘要 目的：探讨抗纤复方药物血清对肝星形细胞（>?@）AB%(细胞（>?@2AB%(）"型、#型前胶原和基

质金属蛋白酶（CCD:）及其组织抑制因子（+BCD2*）基因表达的影响。方法：以(E/、)E(、FE(8／G8等不同剂

量抗纤复方灌胃大鼠，制备药物血清，作用于>?@2AB%(细胞F07，应用!"HI7,H9印迹杂交的方法，检测"
型、#型前胶原、基质金属蛋白酶2)（CCD2)）及膜型基质金属蛋白酶（C+*2CCD）及其组织抑制因子

（+BCD2*）基因的表达，并用酶图法检测基质金属蛋白酶2)的活性。结果：（*）抗纤复方不同浓度药物血清能

抑制>?@2AB%(细胞"型、#型前胶原及其组织抑制因子+BCD2*的基因表达（!!(E(/或!!(E(*）；（)）

能增加膜型基质金属蛋白酶基因表达（!!(E(*）；（$）对基质金属蛋白酶2)基因表达及活性无影响（!"
(E(/）。结论：（*）抗纤复方具有抗肝纤维化作用；（)）抗纤复方抑制>?@2AB%(细胞+BCD2*基因表达水平，

促进胶原降解，可能是抗肝纤维化的作用机制之一。
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,H9印迹杂交 酶图法
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P5,，,I4-"#$%$&’%()*+,-&.，"#&’%#&,/012’,345*,-6，"#&’%#&,（788879）

A+B#$%)C#：+":IQRSI7,,TT,=I:"TK9I52T5UH":5:@"3<"Q9R="9I459,R:,HQ3（KV@?）"9<H"="--48,9IS<,"
49R#（DH"@2"49RDH"@2#），34IH5W3,I4--"<H"I,594:,（CCD）49R5I:I5::Q,5975U5I"H（+BCD2*）8,9,,W2
<H,::5"9597,<4I5=:I,--4I,=,---59,AB%(（>?@2AB%(）#:#%=&2-：KV@?X4:<H,<4H,RUS84:IH5=59TQ:598R5TT,H2
,9IR":48,（(#/8／G8，)#(8／G849RF#(8／G8）"TK9I52T5UH":5:@"3<"Q9RY,=5<,I"H4I:#KTI,H>?@2AB%(=,--:
X,H,,W<":,RI"KV@?T"HF07H:，-,;,-:"TDH"@2"，DH"@2#，8,9,,W<H,::5"9"TCCD2)，CCD3,3UH49,
IS<,*（C+*2CCD）49R+BCD2*59I7,=,--:X,H,R,I,=I,RUS!"HI7,H9U-"I，49R8,-4I594:,4=I5;5IS"TCCD2
)X4:3,4:QH,RUS6S3"8H4<7S#D#-16%-：KV@?"TR5TT,H,9I="9=,9IH4I5"9:="Q-R5975U5IDH"@2"49RDH"@2#
49R+BCD2*8,9,,W<H,::5"9（!!(E(/"H!!(E(*），59=H,4:,C+*2CCD8,9,,W<H,::5"9（!!(E(*），UQI5I
:7"X,R9",TT,=I"98,9,,W<H,::5"949R4=I5;5IS"TCCD2)（!"(E(/）#.&($61-)&(：K9I52T5UH":5:@"3<"Q9R
Y,=5<,74:49I52-5;,HT5UH":5:4=I5"9，5I:,TT,=I:595975U5I598+BCD2*8,9,,W<H,::5"9"T>?@2AB%(=,--:49R<H"2
3"I598R,8H4R4I5"9"T="--48,93587IU,"9,"TI7,3,=7495:3:"TI7,4=I5"9#

E#9F&,2- K9I52V5UH":5:@"3<"Q9RY,=5<,，-5;,H:I,--4I,=,--，<H"="--48,9IS<,"，<H"="--48,9IS<,#，

34IH5W3,I4--"<H"I,594:,，I5::Q,5975U5I"H，!"HI7,H9U-"I7SUH5R564I5"9，6S3"8H4<7S

抗纤复方是临床治疗肝纤维化的有效药物，实验 研究表明，该药不仅能够抑制细胞外基质的合成，而且

能够抑制肝纤维化大鼠肝星形细胞$*型转化生长因

子（+MV$*）的表达，减少胶原产生〔*.$〕。本实验采用整

体动物给药，分离药物血清，作用于体外培养细胞的血

清药理学研究方法，用!"HI7,H9印迹杂交方法和酶图
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法研究抗纤复方药物血清作用于肝星形细胞（!"#$%&’
(%"))$%’’"))，*+,）对!、"型前胶原、基质金属蛋白

酶-.（/$%0&1/"%$))2#02%"&3$("(-.，445-.）及其组织抑

制 因 子-6（%&((7"&3!&8&%2029 /"%$))2#02%"&3$("-6，

:;45-6）和膜型基质金属蛋 白 酶（/"/80$3"%<#"6
/$%0&1/"%$))2#02%"&3$("，4:6-445）基因及445-.
活性的影响，探讨抗纤复方影响肝纤维化发生发展的

作用机制。

材料与方法

6 药物的制备 中药抗纤复方由黄芪6=> 丹

参6=> 紫河车6?> 郁金6=>等药物组成。其无菌

制剂原液由上海中医药大学附属曙光医院制剂中心按

既定的工艺制备（6>／/)，#*=@A）。

. 细胞系 肝星状细胞系B;-A?细胞由日本佐

贺医科大学肝病中心;CD$E教授惠赠，系表型为活化

的人肝星状细胞（*+,），表达高水平的!型前胶原

（,2)-!）、445-#、:;456、:FG$6/HIJ等〔K〕。

L 动物 M&(%$0大鼠，清洁级，雌雄各半，体重

L??%L=?>，制备药物血清用，购自上海中医药大学实

验动物中心。

K 抗纤复方药物血清的制备 大鼠随机分为=
组，每组=只，其中K组按体重给予抗纤复方水溶液灌

胃，剂量依次为?@=>／E>体重、.@?>／E>体重、K@?>／E>
体重，于给药后A?/&3分别以6@=N的苯巴比妥钠腹

腔注射麻醉，无菌条件下，行腹主动脉取血约6?/)，置

KO冰箱中保存过夜，待凝血坚实，血清析出后，于高速

离心机中以L???0／/&3离心6?/&3，取血清。另外一

组根据体重给予蒸馏水6@?/)／6??>体重灌胃，A?/&3
后，同上法取血分离血清，为空白对照血清。所有血清

均经=PO、L?/&3灭活后，置Q.?O冰箱中保存备用。

= 细胞培养 细胞是在LRO，A=NC.，=N,C.
条件下；=NG,+，6?7／/)#"3&’&))&3，6??&>／/)(%0"#%2-
/<’&3（F;S,C-SHB）。*+,-B;A?细胞以6T6?P 细

胞／6??//的浓度接种于培养皿，.K!后，分别加入

6?N抗纤复方药物血清6?/)，并设空白对照组。培养

KU!后，弃上清，收集细胞，提出总HIJ，观察*+,-
B;A?细 胞!型、"型 前 胶 原、4:6-445、445-.、

:;45-6/HIJ的表达。

P !型、" 型 前 胶 原、4:6-445、445-.、

:;45-6/HIJ的I20%!"03印迹杂交 运用JF5,
法，从 *+,-B;A?细 胞 中 提 取 总 HIJ（;(2>"3V&%，

W$#$3）。.?&>总HIJ加入6N琼脂糖凝胶中，电泳

后，将变性的HIJ转移至硝酸纤维素滤膜（J/"0(!$/

XV），然后用L.5-Y,:5标记的’ZIJ探针与之杂交

6P!，杂交浓度P=O（杂交液为J/"0(!$/XV）?@6T
++,，?@6N+Z+，洗膜.次以后，放射自显影。定量用

SJ+.???（GXW;+X，W$#$3）测定分析。用!型、"型前

胶原、4:6-445、445-.与FJ5Z*的比值表示!
型、"型前胶原、4:6-445、445-.、:;45-6表达水

平。实验至少重复L次，数据用均数[标准差表示，应

用单因素方差分析进行统计学处理。

含有! 型、" 型 前 胶 原、4:-445、445-.、

:;45-6、FJ5Z*’ZIJ 质 粒 由 日 本;CD$E&教 授

馈赠〔K〕。

R 445-.活性检测采用酶图法 *+,-B;A?细

胞以6T6?P细胞／6??//.的浓度接种于培养皿，.K!
后，分别加入6?N抗纤复方药物血清6?/)，并设空白

对 照 组。 培 养 KU! 后，取 上 清，用 +7#0"’-=??
（:JVJHJ，W$#$3）浓缩为6??&)，QR?O冰箱保存，供

实验用。

6=&)上清与酶谱上样缓冲液〔?@=/2)／B:0&(-*,)
（#*P@U），+Z+，R?N甘油，=N（M／\）S5S〕预混，点样

于最 终 浓 度6/>／/)明 胶 的6?N聚 丙 烯 酰 胺 凝 胶

（+Z+-5JF]）点样孔中，在冰水循环条件下电泳，电泳

结束后，取出凝胶，洗脱后，将凝胶置于再生缓冲液

〔?@?=4 :0&(-*,)（#*R@=），?@6/2)／BI$,)，.@=N
（M／\）:0&%23-6??〕中，室温，缓慢振荡6@=!，以除去

+Z+。再生后的凝胶，纯水漂洗6次，浸入孵育反应液

〔?@?=/2)／B:0&(-*,)（#*R@=），6?//2)／B,$,).〕中，

LRO，静置6=%6U!，以考马斯亮蓝染色6=/&3，脱色，

洗净，拍照。条带作积分光密度分析（同济大学:W-
:̂-L??图像分析软件），!检验分析。

结 果

6 !型、" 型 前 胶 原，4:6-445、445-.、

:;45-6/HIJ的表达 见图6，表6。抗纤复方药物

血清作用*+,-B;A?细胞KU!后?@=、.@?、K@?>／E>药

物血清有降低!型、"型前胶原、:;45-6表达水平；

增加4:6-445/HIJ表达水平的作用（"!?@?=或

"!?@?6）。而445-./HIJ的表达在抗纤复方药物

血清作用前后无明显变化。

. 445-.活 性 见 图.，表.。培 养 上 清 经

6?N+Z+-5JF]（含?@6N的明胶）电泳等处理后，酶活

性表现为蓝色背景中的凝胶透亮带。*+,-B;A?细胞

分泌有活性的 445-.、具活性成分主要在P@.T6?K

的位置上，抗纤复方对*+,-B;A?分泌的445-.活性

无影响。

·UK· 中国中西医结合杂志.??K年6月第.K卷第6期,W;:M4，W$37$0<.??K，\2)_.K，I2_6

万方数据



表! 抗纤复方药物血清对!"#$%&’(细胞!型、"型前胶原、)&*+$,、

*),$**+、**+$-./01水平的影响 （!!2"）

抗纤复方
（3／43） !型前胶原 "型前胶原 *),$**+ **+$- )&*+$,
( ,5-62(5-6 (5762(5,7 (5862(5,6 ,5(’2(5-, ,5692(59-
(58 (5:-2(5,-" (5992(5,-"" (5:72(5,7 (5’:2(5-( (5;72(5,;"
-5( (5-,2(5(’" (59;2(5,6" ,58’2(5-’" (5’72(5-, (59-2(5,-"
65( (5,82(5(;" (5-;2(5,," ,59-2(5-8" ,5(92(5-8 (5-’2(5,8"

注：与对照组比较，"##(5(,

表" **+$-的酶谱法定量分析 （!!2"）

抗纤复方（3／43） :84< :-4<
( 9-58285- 9:5:2:5,
(58 975-2658 6(5:285;
-5( 96582:59 6,5;265:
65( 9,5’285; 6(592:5,

讨 论

肝纤维化的发生与胶原合成、降解的动态平衡失

调有关，任何干预胶原合成及（或）胶原降解代谢的手

段，都是阻断和逆转肝纤维化和肝硬化的有效方法〔8〕。

!"#是肝脏间质细胞之一，是肝纤维化时细胞外基质

（=#*）过多产生的主要细胞来源〔:〕。针对!"#活化

的不同环节进行抗肝纤维化治疗已形成了共识。如果

能够抑制胶原等细胞外基质的合成和（或）促进=#*
的降解，则有可能缓解、阻止甚至逆转早期肝硬化。

在=#*降解过程中起主导作用的是基质金属蛋

白酶（**+>），此外，还有它的组织抑制因子)&*+>。

肝星状细胞（!"#）是肝脏间质细胞之一，是肝纤维化

时**+>、)&*+>主要细胞来源〔:〕。

星状细胞!"#$%&’(系表型为活化的人肝星状细

胞，表达高水平的!型前胶原、**+$-、)&*+$,./$
01等，!"#$%&’(是体外研究肝纤维化发生机理、观

察抗肝纤维化药物作用的较为理想的模型〔6〕。我们应

用中药血清学药理研究方法观察了抗纤复方对!"#$
%&’(细胞./01表达的影响。

胶原是=#*的重要组成部分，在实验性肝纤维

化模型中，!型、"型前胶原./01表达增强，导致其

产物过度沉积，!型、"型胶原./01在一定程度上

可以反映=#*的沉积。我们实验结果表明，抗纤复

方可明显降低!"#$%&’(细胞!型、"型胶原./01
表达水平，从而减少胶原的沉积，表明抗纤复方具有抗

肝纤维化作用。

基质金属蛋白酶是一组多功能因子家族的主要成

员之一，它可以特异地降解各种胶原。**+$-（"型

胶原酶）是特异性"型胶原降解酶，除了对"型胶原

外，对层粘蛋白（%0）、纤维结合蛋白（?0）也有一定作

用〔;〕，国内外越来越多的学者已经把它看作是肝纤维

化发生过程中的一个非常重要的因素。1@ABC@等〔7〕发

现，!"#表达;5-D,(9"型胶原酶（**+$-）基因，随

培养时间的延长而表达增加，导致正常肝窦内皮下基

质破坏，基底膜样基质降解使!"#活化，这在肝损伤

和肝纤维化的发生发展中起重要作用。我们的研究发
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现抗纤复方药物血清处理!"#$%&后，’’()*+,)
-.水平无明显变化。膜型基质金属蛋白酶是由"/01
等克隆鉴定的一种新的基质金属蛋白酶基因。激活的

’2)’’(·23’()*复合物作为 ’’()*的一种受体

结合在 ’’()*的受羧基端位点，导致 ’’()*的激

活〔4，56〕。我们的-170&879印迹杂交结果显示抗纤复方

明显 增 强 ’25)’’(基 因 的 表 达，理 论 上 应 该 使

’’()*活性增加，但实际上抗纤复方对’’()*的转

录及活性均无影响，我们推测 ’’()*可能存在不依

赖于’25)’’(的激活途径，值得进一步探讨。

23’()5是抑制基质金属蛋白酶活性的一组多功

能因子家族的主要成员之一，能结合除 ’’()5$、54
以外的所有’’(:，而使其活性减弱，国内外越来越多

的学者已经把它看作是肝纤维化发生过程中的一个非

常重要的促发因素。许多实验研究表明，肝损伤激活

!"#，表达’’(:和23’(:，在肝损伤早期阶段，体外

培养的!"#一过性表达 ’’();、’’()5;等之后，

!"#表 型 发 生 变 化，前 ’’(*和 ’2)’’(表 达，

’’(*活化，降解局部正常的肝脏基质；并且23’()5
表达明显，抑制间质胶原酶（’’(5／’’(5;）对胶原

的降解。而在肝损伤停止后，23’()5迅速减少，胶原

酶活性增加，降解<#’，纤维逆转〔55〕。因此，23’()5
在调节胶原的降解代谢中发挥着重要的作用。我们的

研究结果表明，抗纤复方药物血清作用!"#)=346细

胞$%&后6>?、*>6、$>6@／A@药物血清有降低23’()5
+,-.水平的作用，提示抗纤复方抑制!"#)=346细

胞23’()5基因表达水平，促进胶原降解，可能是抗肝

纤维化的作用机制之一。

抗纤复方可明显降低!"#)=346细胞!、"型前

胶原、23’()5+,-.表达水平，从而干预肝纤维化及

肝硬化时的胶原合成、降解代谢，发挥其抗肝纤维化的

作用。

参 考 文 献

5 B/9@=2，C&/9@D，#&89EEF<GG8H01G/90I)GIJ71:I:H1+)
K1L9MK78:H7IK0I1919H1NN/@898OK78::I191G&8K/0IHH8NN:1G8O)
K87I+890/NNIP87GIJ71:I:1G7/0FB17NMEQ/:07189071N*666；5*
R%SS—%%6F

* 张 斌，王灵台，陈建杰F抗纤复方影响大鼠肝贮脂细胞生

成!、#型胶原的比较研究F中国实验方剂学杂志 *666；T
（5）R;;—;?F
C&/9@D，B/9@=2，#&89EEF#1+K/7/0IP8:0LMU198GG8H01G
V/9@OI/9,8HIK8197/0:’NIP87NIK1HU08:I9K71MLHI9@H1NN/@89
!/9M#F#&I9E<OK,8HIK8*666；T（5）R;;W;?F

;王灵台，张 斌，陈建杰F抗纤复方药物血清对肝纤维化大鼠

肝细胞生成胶原的影响F中华消化杂志 5444；54（T）R;45—

;4;F
B/9@=2，C&/9@D，#&89EEF<GG8H01GV/9@OI/9,8HIK8H19)
0/I98M:87L+19H1NN/@89K71MLHI9@GL9H0I191G&8K/01HU08:I9
7/0:XI0&NIP87GIJ71:I:F#&I9EYI@YI:5444；54（T）R;45W;4;F
$3X/0/Z[/AI，Q/9@C&/1，’I[L0/3，80/NF!8K/01HU08@71X0&
G/H017I9MLH8:H1NN/@89/:8PI/0&807/9:H7IK0I19G/H017<0:)5I9
&L+/9&8K/0IH:08NN/08H8NNNI98FE!8K/01N*66*；;TR5T4—

5S%F
? 王宝恩F肝星形细胞与肝纤维化F中华肝脏病杂志 *666；%

（$）R5S4F
B/9@D<F=IP87:08NN/08H8NN:/9MNIP87GIJ71:I:F#&I9E!8K/)
01N*666；%（$）R5S4F

T 王宝恩F肝纤维化时细胞外基质的合成与降解F中华肝脏病

杂志544S；?（*）RT?F
B/9@D<F"U90&8:I:/9MM8@7/M/0I191G8O07/H8NNLN/7+/07IO
ML7I9@NIP87GIJ71:I:F#&I9E!8K/01N544S；?（*）RT?F

SE1:8’(，YI8[)30[/3，D/IJI9’，80/NF’1N8HLN/7HN19I9@/9M
8OK78::I191GH1NN/@89/:8);，/91P8N&L+/9+/07IO+80/NN1K71)
08I9/:8K71MLH8MJU&78:0H/7HI91+/:FEDI1N#&8+ 544$；

*T4R5TSTT—5TSS;F
% .70&87’E，"0/9N8U.，378M/N8E(F"8H780I191GS*AY0UK8"
H1NN/@89/:8／@8N/0I9/:8JUHLN0L78M&L+/9NIK1HU08:FDI1H&8+E
544*；*%SRS65—S6SF

4 "/01!，2/AI92，AI91:&I0/2，80/NF#8NN:L7G/H8JI9MI9@/9M
/H0IP/0I191G@8N/0I9/:8.I9MLH8MJU8OK78::I191G+8+J7/98)
0UK85+/07IO+80/NN1K7108I9/:8F\<D"=<22544T；;%?R
*;%—*$6F

56 "0719@I9.]，#1NNI873，D/99IA1PQ，80/NF’8H&/9I:+1GH8NN
:L7G/H8/H0IP/0I191GS*)AY/0UK8 " H1NN/@89/:8FEDI1N
#&8+ 544?；*S6R?;;5—?;;%F

55 D89U19,#，.70&L7’EF<O07/H8NNLN/7+/07IOM8@7/M/0I19/9M
0&871N81G&8K/0IH:08NN/08H8NNF"8+I9=IP87YI:*665；*5
（;）R;S;F

（收稿：*66*W5*W5* 修回：*66;W56W6%）

·6?· 中国中西医结合杂志*66$年5月第*$卷第5期#E32B’，E/9L/7U*66$，̂ 1NF*$，-1F5

万方数据


