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排钱草生物碱对乙醛刺激的人源肝星状细胞增殖及细胞外基质的影响 
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摘要：目的  研究排钱草生物碱对乙醛刺激的人源肝星状细胞(LX-2)的增殖抑制作用及其对细胞外基质生成的影响。方

法  采用 MTT 法检测排钱草生物碱对乙醛刺激下人源肝星状细胞的增殖的作用；LDH 比色法检测排钱草生物碱对 LX-2

的细胞毒性；运用 Real-time PCR 技术检测细胞中 α-SMA、Co1-Ⅰ、MMP-2 及 TIMP-1 mRNA 的表达情况。结果  排钱

草生物碱对乙醛刺激下的肝星状细胞的增殖具有明显抑制作用，呈剂量依赖性。排钱草生物碱各剂量组培养上清液中 LDH

活力差异无显著性。LX-2 细胞中的 α-SMA、Co1-Ⅰ、及 TIMP-1 mRNA 随药物浓度增加，其表达下降，MMP-2 mRNA

表达上升。结论  排钱草生物碱可能通过抑制 LX-2 细胞的增殖和减少细胞外基质的合成，从而发挥抗肝纤维化作用。 
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Effect of Phyllodium Pulchellum Alkaloid on the Proliferation and Extracellular Matrix in Human 
Hepatic Stellate Cell Stimulated by Acetaldehyde 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To investigate the effects of Phyllodium puchellum alkaloid on the proliferation and extracellular 
matrix in human hepatic stellate cell (HSC-LX2) stimulated by acetaldehyde. METHODS  MTT assay was used to evaluate the 
inhibitory effect of the drugs on HSC-LX2. The content of LDH was determined by using colorimetric method, Real-time PCR 

was applied to measure the expression of α-SMA, Co1-Ⅰ, MMP-2 and TIMP-1 mRNA. RESULTS  P. pulchellum alkaloid 

could inhibit proliferation of HSC-LX2 cells in concentration manners. The activity of LDH in supernatant had no statistical 
significance compared with control group. From the results of Real-time PCR, the expression of α-SMA, CoL-I and TIMP-1 
mRNA in drug groups were notably lower than those in model group stimulated by acetaldehyde, while the MMP-2 mRNA was 
increased. CONCLUSION  The P. pulchellum alkaloid can inhibit the expression of α-SMA, Col-I and TIMP-1 mRNA in 
HSC-T6, reduce the synthesis and deposition of extracellular matrix in liver, so as to interfere with course of the liver fibrosis.  
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排钱草为壮族民间常用草药，来源于豆科植

物(Phyllodium puchellum)的干燥根，别名钱排草、

叠钱草、钱串草，主要分布于广西、广东、福建

和江西等地。排钱草具有清热解毒、祛风行水、

活血消肿的功效，从排钱草中分离得到的化学成

分主要包括生物碱类、醇类、糖类、挥发油以及

酚类等[1]；常用来治疗急、慢性肝炎、肝脾肿大、

血吸虫病、跌打损伤等症[2]。  

酒精性肝纤维化(alcoholic liver fibrosis，ALF)

是过度摄入酒精而引起的肝脏组织受损，其发生

途径是通过刺激肝星状细胞(hepatic stellate cells，

HSC)，使其转化为成纤维细胞，同时，使细胞外

基质(extracellular matrix，ECM)合成明显增多而降

解相对减少的可逆动态病理过程[3]。酒精在生物体

内的代谢产物为乙醛，相关文献报道指出，乙醛

在肝纤维化的形成与发展过程当中所起的作用不

容忽视[4]。前期研究表明，排钱草总生物碱能改善

免疫性肝纤维化大鼠肝组织的病变程度，提高血

清 IFN-γ 的含量[5]。排钱草总生物碱对化学损伤性

肝纤维化具有较强的改善作用，降低血清 ALP、

ALT 的活性，降低肝脏羟脯氨酸的含量[6]。但排钱

草对 ALF 的作用尚未见报道，本实验采用乙醛刺
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激建立体外肝纤维化模型，通过观察排钱草提取

物对人源肝星状细胞 HSC-LX2 的增殖抑制作用，

对 Collagen-Ⅰ、α-SMA、TIMP-1、MMP-2 的基因

转录水平，以此来评价排钱草生物碱在抗 ALF 方

面的防治作用。本实验有助于进一步了解 ALF 的

病理机制并以此为平台评价和筛选抗 ALF 药物。 

1  仪器与材料 

1.1  材料 

排钱草样品，于 2015 年 9 月采收自广西南宁，

样品编号：20150907，由广西壮族自治区民族医

院研究院戴斌主任药师鉴定为豆科植物排钱草

Phyllodium pulchellum (L) Desv 的根；乳酸脱氢酶

(LDH)试剂盒(南京建成生物制品研究所，批号：

20150410)；Real-time PCR 试剂盒(宝生物工程有

限公司，批号：20151012)。HSC-LX2 细胞株购自

美国模式培养物集存库 (American Type Culture 

Collection，ATCC)。 

1.2  仪器 

BSC-1300 超净工作台(上海博迅实业有限公

司医疗设备厂)；BB150 CO2 培养箱(美国 Thermo)；

FC 型酶标仪(美国 Thermo)；UV-2100 紫外可见分

光光度计(尤尼柯仪器有限公司)；TC-512 型 PCR

扩增仪(英国 TECHNE 公司)；Applied BiosystemTM

荧光定量 PCR 仪(美国 Invitrogen 公司)。 

2  方法 

2.1  排钱草生物碱的提取分离 

取排钱草干燥根部 10 kg，加入三蒸水并加盐

酸调节 pH，使 pH 维持在 2~3 左右。超声提取药

材 3 次，保持每次提取时药液的 pH 不变，频率为

100 Hz，提取时间为 1 h。超声提取后抽滤，合并

滤液，并将滤液经强酸型阳离子交换树脂柱吸附。

按照药材∶树脂=1.5∶1 过柱，并随时观察流出液

的 pH 变化以及超载情况。待所有滤液经过树脂柱

吸附后，复用三蒸水清洗树脂柱至流出液 pH 为中

性时停止。将树脂转移出来，加入浓氨水搅拌均

，静置 30 min，再加入 95%乙醇浸泡提取至提

取液无色时停止。将此提取液浓缩蒸干，得到乙

醇粗提物。复用氯仿萃取乙醇粗提物，得氯仿萃

取物，过硅胶柱层析，石油醚-丙酮梯度洗脱，然

后经制备 HPLC，得到排钱草生物碱(32.6 mg·g1)。 

2.2  细胞培养 

复苏后的细胞置于含 10%胎牛血清 DMEM 培

养液中，5% CO2，37 ℃培养箱中常规培养。待细

胞贴壁 80%后，用 0.25%胰酶消化，2 mL 细胞培

养液终止消化，按 1∶3 或 1∶4 进行细胞传代。 

2.3  对乙醛诱导的肝星状细胞增殖的抑制活性的

测定 

取对数生长的 HSC-LX2 细胞接种于 96 孔细

胞培养板中 (密度为 5×104 mL1)，每孔加入

100 μL 细胞悬液，每组 6 复孔；待细胞生长至 80%

以上融合度时，加入不含血清的培养基同步化处

理 24 h。实验分为正常细胞组、模型组、给药组。

给药组依次加入不同浓度的药物，分别为 6.25，

12.5，25，50，100 μmol·L1；模型组及给药组均

加入终浓度 200 μmol·L1 的乙醛(乙醛每 12 h 补加

一次)。给药处理 48 h 后，弃去每孔内所有液体，

加入 0.5 mg·mL1 的 MTT 10 μL，于培养箱中继续

孵育 4 h，每孔再加入 100 μL 三联液，放入 CO2

培养箱中继续孵育 12~15 h 后置于酶标仪下测定

每孔 OD 值(570 nm)。以细胞存活率计算排钱草生

物碱对细胞增殖的影响。细胞存活率=(实验组 OD

值/模型组 OD 值)×100%。 

2.4  细胞培养上清液中 LDH 活性的检测 

取对数期生长的 HSC-LX2，以 2×104 mL1

的密度接种于 96 孔培养板中，分别设空白对照组，

给药组(浓度分别为 25，50，100 μmol·L1)。培养

24 h 后，收集各孔上清液，按照 LDH 细胞毒性检

测试剂盒说明操作，490，630 nm 处双波长测定

吸光度(OD 值)，细胞培养上清中 LDH 活性=(样品

孔吸光度背景空白对照孔吸光度)/(标准管吸光

度样品对照孔吸光度)×标准空白管浓度(U·L1)。 

2.5  Real-Time PCR 法检测乙醛诱导的 HSC 中

Collagen-Ⅰ、α-SMA、TIMP-1、MMP-2 mRNA 的

表达 

将HSC-LX2细胞以每孔 8×105的密度接种于

6 孔板。待细胞生长至 80%以上融合度时，加入不

含血清的培养基同步化处理 24 h。实验分为正常

细胞组、模型组、给药组。给药组依次加入高、

中、低(100，50，25 μmol·L1)浓度的药物，每组 2

个复孔，重复 3 次。模型组及给药组均加入终浓

度 200 μmol·L1 的乙醛(乙醛每 12 h 补加一次)。给

药后的培养板置于 CO2 培养箱中继续孵育 48 h。

按 RNAiso Plus 试剂盒提取细胞的总 RNA。取总

RNA 1 μL(1 μg·μL1)，根据 RT-PCR 试剂盒使用说
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明书，逆转录为 cDNA，以适量的 cDNA 为模板，

以 GAPDH 为内参，扩增基因片段。引物序列如下：

GAPDH 上 游 5’-GACAGCACTGTGTTGGCAT 

AG-3’，下游 5’-GGGACCTGACAGACTACCTC- 

3’。CollagenⅠ上游 5’-GACATGTTCAGCTTTGT 

GGACCT-3’，下游 5’-AGGGACCCTTAGGCCAT 

TGTGTA-3’；α-SMA 上游 5’-AGCCAGTCGCCA 

TCAGGAAC-3’，下游 5’-GGGAGCATCATCACC 

AGCAA-3’，TIMP-1 上游 5’-GATTCGACGCTGT 

GGGAAA-3’，下游 5’-CGGTTCTGGGACTTGTG 

GA-3’，MMP-2 上游 5’-TCCCGAGATCTGCAAG 

CAAG-3’，下游 5-AGAATGTGGCCACCAGCA 

AG-3’。PCR 产物的分析使用比较阈值法进行相对

定量分析。 

2.6  统计学处理  

结果采用 sx  来表示。所有的统计分析由

SPSS 软件做 t 检验分析，P<0.05 表明具有显著性

差异。 

3  结果 

3.1  排钱草生物碱的提取分离 

排钱草中含量 高的生物碱经薄层层析，光

谱数据分析被鉴定为 5-甲氧基-N,N-二甲基色胺。
1H-NMR 谱和 13C-NMR 谱数据与文献报道的数据

基本一致[7]。 

3.2  对乙醛诱导的 HSC 增殖的抑制活性 

当给予终浓度 200 μmol·L1 的乙醛刺激后，

HSC-LX2 细胞增殖率显著增加，与对照组细胞相

比，差异具有统计学意义(P<0.05)；而加入排钱草

生物碱作用于细胞 48 h 后，排钱草生物碱表现出

对细胞增殖不同程度的抑制作用，此抑制作用呈

现明显的剂量依赖性，结果见表 1。 

3.3  细胞培养上清液中 LDH 活性的检测 

HSC-LX2 细胞在经过乙醛刺激和排钱草生物

碱作用后，各组细胞上清中 LDH 活性无明显变化，

与对照组比较，无显著性差异，结果见表 2。 

3.4  Real-Time PCR 法检测乙醛诱导的肝星状细

胞中 α-SMA、Collagen-Ⅰ、MMP-2、TIMP-1 mRNA

的表达 

HSC-LX2 细胞在乙醛刺激后，Collagen-Ⅰ、

α-SMA、TIMP-1 mRNA 表达水平与对照组相比均

显著升高；此时，加入排钱草生物碱作用于

HSC-LX2 细胞 48 h 后，表现出对 Collagen Ⅰ、

α-SMA、TIMP-1 mRNA 表达水平不同程度的抑制

作用，对 MMP-2 mRNA 表达的促进作用，这种改

善作用均呈现剂量依赖性。结果见图 1。 

表 1  排钱草生物碱对乙醛刺激的 LX-2 细胞增殖的影响

(n=6, sx  ) 

Tab. 1  Effect of Phyllodium pulchellum on LX-2 stimulated 
by acetaldehyde proliferation(n=6, sx  ) 

组 别 
剂量/ 

μmol·L1

乙醛/ 

μmol·L1 
OD 值 存活率/%

对照组  0 0.41±0.08 

模型组  200 0.87±0.071) 100.00 

给药组 6.25 200 0.76±0.072) 87.36 

 12.5 200 0.65±0.072) 74.71 

 25 200 0.55±0.062) 63.22 

 50 200 0.46±0.082) 52.87 

 100 200 0.39±0.072) 44.83 

注：与对照组比较，1)P<0.05，与模型组比较，2)P<0.05。  

Note: Compared with blank control group, 1)P<0.05; compared with 
model group, 2)P<0.05. 

表 2  排钱草生物碱对 LX-2 细胞 LDH 活性的影响(n=6, 

sx  ) 

Tab. 2  Effect of P. pulchellum on activity of LDH in LX-2 
(n=6, sx  ) 

组 别 
乙醛浓度/ 

μmol·L-1 

药物浓度/ 

μmol·L1 
LDH/U·L1 

对照组 0 0 217±15.3 

模型组 200 0 225±17.2 

给药组 200 25 213±19.6 

 200 50 229±16.8 

 200 100 234±18.4 

4  讨论 

肝纤维化是对多种原因，包括病毒、自身免

疫、药物、酒精、胆汁 积以及代谢疾病在内的

各种病因引起的慢性肝损害所致的病理改变，表

现为 ECM 分泌和降解失衡，ECM 的合成大量增

加，远远超过了基质的降解。多数慢性肝病患者

都有不同程度的肝纤维化，早期肝纤维化尚存在

可逆性，所以早期干预、阻止肝纤维化的进展是

预防肝硬化发生、发展的关键。中药应用于肝脏

疾病的预防和治疗已有数千年的历史，具有提高

免疫力，调节肝脏功能，改善肝脏血液循环，有

效修复肝细胞损伤的作用[8]。 
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图 1  排钱草对乙醛诱导 LX-2 细胞 α-SMA、CollagenⅠ、MMP-2、TIMP-1 mRNA 表达的影响(n=6, sx  ) 

与模型组相比，1)P<0.05，2)P<0.01。 

Fig. 1  Effect of P. pulchellum on the mRNA levels of α-SMA, CollagenⅠ, MMP-2, TIMP-1 mRNA in LX-2(n=6, sx  ) 
Note: Compared with model group, 1)P<0.05, 2)P<0.01. 

HSC 是一种分布于肝脏肝索与肝窦内皮细胞

之间间隙内的细胞，它的激活和增殖是肝纤维化

发病的中心环节。肝脏受损时，静息的 HSCs 发生

转录活化，产生对损伤的应答能力，被激活成肌

成纤维细胞，发生表型及功能的改变，通过自分

泌刺激自身的增殖，并有大量的胶原产生和分泌

α-平滑肌肌动蛋白 (alpha-smooth muscle actin，

α-SMA)过度表达等[9]。酒精在生物体内经乙醇脱氢

酶的作用下转化成乙醛，乙醛作为 ALF 的关键分

子，参与肝星状细胞的激活与增殖[10]。因此，抑

制 HSC 活化或诱导其凋亡可以作为抗肝纤维化治

疗的理想途径。 

肝纤维化病变的主要机制是ECM的过度增多

和异常沉积。肝脏 ECM 的降解主要通过基质金属

蛋白酶(matrix metalloproteinases，MMPs)及其组织

抑制物 (tissue inhibitors of metalloproteinases，

TIMPs)的平衡来调节[11]。其中，MMP-2 属于间质

胶原酶，它可参与沉积间质胶原的降解，是Ⅰ型、

Ⅲ型胶原以及 α-SMA 的主要降解酶，其酶活性主

要受 TIMP-1 抑制[12]。本实验中，在乙醛诱导下，

MMP-2 和 TIMP-1 的表达均有增加，可能的解释

是 TIMP-1 的表达增加是对 MMP-2 增多的适应性

反应，进而 TIMP-1 的明显增加抑制了 MMP-2 的

活性，相对而言，MMP-2 的增加是相对不足的，

因此，可以通过调节 MMP-2/TIMP-1 的表达，起

到抗肝纤维化的作用。 

本研究发现，乙醛能显著地促进 HSC 的增殖

和胶原的合成，具有诱导肝纤维化的作用，排钱

草生物碱能抑制乙醛的这些作用。排钱草生物碱

可能通过以下机制发挥抗肝纤维化的作用：①排

钱草生物碱可明显抑制 HSC 细胞的增殖，且这种

抑制作用不是特异性细胞毒性所致；②排钱草生

物碱可显著抑制以 α-SMA表达增加为特征的 HSC

细胞的激活；③排钱草生物碱可降低Ⅰ型胶原的

表达，调节胶原降解过程中 MMP-2/TIMP-1 的平

衡，加强对 ECM 的降解作用。  
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