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摘要：目的  分析比较 2 种不同方法提取的挥发油对 TGF-β1 诱导的 HSC-LX2 增殖和肝纤维化指标的影响。方法  分别

采用索氏提取法和水蒸气蒸馏法提取芹菜子挥发油，通过 GC-MS 对其挥发油成分进行分析，实验数据通过主成分分析法

进行综合评价。CCK-8 法检测 2 种方法提取的芹菜子挥发油对 TGF-β1 诱导的 HSC-LX2 增殖的影响；酶联免疫吸附法测

定 HSC-LX2 细胞上清液中肝纤维化指标人层黏连蛋白、人透明质酸、Ⅲ型前胶原肽含量。结果  索氏提取法提取的挥发

油成分共鉴定出 36 种，水蒸气蒸馏法为 26 种，其中共有成分 13 种。CCK-8 法结果显示索氏提取法提取的芹菜子挥发油

对 TGF-β1 诱导的 HSC-LX2 增殖抑制作用强于水蒸气蒸馏法。酶联免疫吸附法测得水蒸气蒸馏和索氏提取的芹菜子挥发

油高剂量组细胞上清液中肝纤维化指标，与模型组相比含量显著性降低(P<0.01)，而索氏提取法组肝纤维化指标更接近

于阴性对照组的正常细胞。主成分分析结果显示，选用第一个作为主成分，包含原指标 95.277%信息量，芹菜子挥发油

中 2-丁炔基-1,4-二醇基双醋酸酯、5-甲基-1-己醇、2,5-二氢-1-亚硝基吡咯、2-羟基-反式环己甲腈、2-甲基-1,6-庚二烯这

几个成分对抗肝纤维化作用贡献比较大。结论  2 种方法提取的芹菜子挥发油在类别和含量上存在较大差异，体外抗肝

纤维化作用强弱也有所不同，为后续深入研究芹菜子挥发油成分及其抗肝纤维化机制奠定基础。 
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GC-MS Analysis and Anti-hepatic Fibrosis Effect of Volatile Oil from Celery Seed by Different 
Extraction Methods  
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To analyze and compare volatile oils from celery seed by different extraction methods and their 
effects on proliferation of HSC-LX2 induced by TGF-β1. METHODS  The volatile oils were extracted by Soxhlet extraction 
method and steam distillation, their volatile oils were identified by gas chromatography-mass spectrometry(GC-MS), and 
experimental data were comprehesively evaluated by using principal component analysis(PCA). CCK-8 assay was used to detect 
the effect of volatile oil from celery seed by different extraction methods on proliferation of HSC-LX2 induced by TGF-β1. 

Determination of laminin, hyaluronic acid and type Ⅲ procollagen peptide in hepatic fibrosis indicators of HSC-LX2 cells by 

enzyme-linked immunosorbent assay. RESULTS  Thirty-six kinds of volatile oils extracted by Soxhlet extraction method were 
separated and identified, while there were twenty-six kinds of volatile oils extracted by stream distillation. There were thirteen 
volatile oils in common. CCK-8 method showed that the volatile oil of celery seed extracted by Soxhlet extraction method had a 

stronger inhibitory effect on proliferation of HSC-LX2 induced by TGF-1 than that by steam distillation. The hepatic fibrosis 
indicators in the cell supernatant of high-dose volatile oil from celery seed extracted by steam distillation and Soxhlet extraction 
method was significantly reduced compared with the model group (P<0.01), while the hepatic fibrosis index of Soxhlet 
extraction method group was closer to that of the negative control group. PCA results showed that the first one was selected as 
the main component, containing 95.277% information of the original index. 2-butyny-1,4-diol diacetate, 5-methyl-1-hexanol, 
2,5-dihydro-1-nitroso pyrrole, 2-hydroxy-trans-cyclohexanonitrile and 2-methyl-1,6-heptadiene were contributed to anti-hepatic 
fibrosis a lot. CONCLUSION  The volatile oil extracted from celery seed by the two methods has great differences in type and 
content, and the anti-hepatic fibrosis effect is also different in vitro, which lays a foundation for further study on the volatile oil 
                              

基金项目：国家自然科学基金项目(81560688) 

作者简介：谯明，女，博士生    Tel: 15099183961    E-mail: 1532527694@qq.com    *通信作者：胡君萍，女，博士，教授    Tel: 

13899853561    E-mail: 89229613@qq.com  



 

·2626·       Chin J Mod Appl Pharm, 2019 November, Vol.36 No.21                   中国现代应用药学 2019 年 11 月第 36 卷第 21 期 

of celery seed and its anti-hepatic fibrosis mechanism. 
KEYWORDS: celery seed; extraction methods; GC-MS; principal component analysis(PCA); hepatic fibrosi  

 

新疆维药芹菜 (乌拉盖 )系伞形科植物欧芹

Petroselinum crispum，以子和根入药，维医认为其

性干热，具有健脑安神、活血痛经、祛风除湿之

功能，常用于头晕头痛、四肢麻木、高血压、清

胃中浊液和风湿病症[1]，成为护肝布祖热颗粒、复

方木尼孜其颗粒、纳气祖帕蜜膏、玛吾力吾苏利

颗粒、复方祖帕糖浆和肝保康颗粒等多种维成药

制剂的主要药味。芹菜子的维吾尔语药物名为

Karapshe uruke，阿拉伯语为 Tuhumi，是伞形科植

物旱芹 Apium graveolens L.的干燥成熟果实[2]。我

国各地均有栽培，国外欧洲、亚洲其他区域、非

洲及美洲亦有分布。芹菜子除含有丰富的营养元

素外，还含有多种具生理活性的物质，主要包括

不饱和脂肪酸、类黄酮物质、丁基苯酞类、氨基

酸、膳食纤维、香豆素衍生物、挥发油化合物等

多种物质[3-4]。目前研究表明芹菜子具有多种药理

活性，芹菜子多肽和芹菜素具有抗氧化活性[5-6]；

芹菜子粗提物具有抑制植物病原真菌的作用[7]；黄

酮类化合物具有降压安神、保护血管和增强免疫

等功效[8]。芹菜子油系芹菜的种子经提取所得的挥

发油，具有降血压和中枢镇静作用。现代药理试

验证明，它能对抗小鼠多种因素所致的惊厥，有

抗癫痫作用。由于其良好的药用价值，对芹菜子

挥发油的成分进行了系统研究，从中分析和鉴定

了苯酞衍生物、香豆素类、黄酮及其苷类等 40 几

种化合物，并分离得到了芹菜甲素(3-正丁基苯酞)

和芹菜乙素(3-正丁基-4,5-二氢苯酞)，挥发油中主

要成分正丁基苯酞作为芹菜子中药理活性成分，

除了能够治疗局部缺血的脑血管疾病，还能够改

善微循环，抑制细胞凋亡和降低氧化性应激，目前

己经被开发成脑血管疾病领域的国家一类新药[9-10]。 

不同的提取方法对提取物化学成分有很大影

响。水蒸气蒸馏法[11-14]为常用的挥发油提取方法，

操作简便；索氏提取法[15-16]利用溶剂回流和虹吸

原理，使固体物质每一次都能为纯的溶剂所萃取，

所以萃取效率较高。故本研究将采用水蒸气蒸馏

法和索氏提取法提取芹菜子挥发油，通过 GC-MS

分析比较不同方法提取的芹菜子挥发油种类和含

量的差异，实验数据通过主成分分析进行综合评

价；CCK-8 法检测不同方法提取的芹菜子挥发油

对转化生长因子 β1(transforming growth factor-β1，

TGF-β1)诱导的 HSC-LX2 增殖的影响；酶联免疫

吸附法检测 HSC-LX2细胞上清液中肝纤维化指标

人层黏连蛋白、人透明质酸、III 型前胶原肽含量，

为芹菜子后续的研究开发奠定基础。 

1  仪器与试剂 

Quattro microTM GC-MS 联用仪(美国 Waters

公司)，色谱柱为 DB-5MS 毛细石英管柱(30 m× 

250 mm，0.25 μm)；Galaxy 170R 型 CO2 细胞培养

箱、HERA SAFE KS 超净工作台、Motic AE31 倒

置荧光显微镜(美国 Thermo Scientific)；3-18K 型

离心机(美国 Sigma)；Multiskan Go 全波长酶标仪

(美国 Thermo Fisher)；挥发油提取器、索氏提取器

均来自上海市实验仪器总厂。 

芹菜子(新疆麦迪森维药有限公司饮片厂，批

号：Z30142203)；复方鳖甲软肝片(内蒙古福瑞医

疗科技股份有限公司，批号：20171006)；HSC-LX2

细胞株由新疆医科大学第一附属医院科技楼细胞

实验中心提供；TGF-β1(美国 Novoprotein，批号：

0506S354)；CCK-8 试剂盒(北京 Solarbio，批号：

CA1210)；人透明质酸试剂盒(批号：H141)、人层

粘连蛋白试剂盒(批号：H148)、人Ⅲ型前胶原肽试

剂盒(批号：H212)均购自上海江莱生物有限公司；

牛胎血清(美国Gibco，批号：41F3013K)；DMEM(高

糖)培养基(批号：JI30022)、PBS 缓冲液(1×)(批号：

SH30256)、0.25%胰酶(批号：SH30042)、双抗(青

霉素、链霉素，批号： JI30023)和二甲基亚砜

(DMSO，批号：JI30231)均购自美国 Hyclone；无

水乙醇、石油醚均为分析纯，购自天津市光复精

细化工研究所。 

2  方法与结果 

2.1  索氏提取法   

准确称取干燥芹菜子 25 g，用滤纸包好，置

于索氏提取器的提取管中，以 130 mL 石油醚

(60~90 ℃)为提取溶剂，提取温度 60 ℃条件下回

流提取 8 h，直至索式提取器中浸出液呈无色为止，

得淡黄色具有特殊香味的油状物，得油率为

4.81%，并将其密封和避光保存。 

2.2  水蒸气蒸馏法   

准确称取干燥芹菜子 50.00 g 置于圆底烧瓶
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中，加入蒸馏水 300 mL，按中国药典 2015 年版四

部“挥发油测定法”(通则 2204)甲法[17]提取芹菜

子挥发油。连续提取 6 h，得无色透明具有特殊香

味的油状物，经无水硫酸钠干燥过夜后读取挥发

油量，得油率为 0.58%，将收集得到的挥发油密封、

避光、低温保存。 

2.3  GC-MS 分析 

色谱柱为 DB-5MS 毛细石英管柱 (30 m× 

250 mm，0.25 μm)；载气为高纯氦气；进样口温

度 270 ℃；程序升温：初始温度 50 ℃，以

5 ℃·min1 升温到 280 ℃，保持 10 min；进样量

1 μL，分流比 200∶1。离子源为电子轰击离子源

(EI)，质谱电离能量 70 eV；离子源温度 180 ℃，

接口温度 250 ℃，质量扫描范围为 40~400 m/z。2

种方法提取的芹菜子挥发油总离子流图见图 1。 

 
图 1  不同方法提取芹菜子挥发油的总离子流图 
A索氏提取法；B水蒸气蒸馏法。 

Fig. 1  GC-MS total ion chromatograms of volatile oil 
components from celery seed by different extraction methods 
ASoxhlet extraction method; Bsteam distillation. 

使用美国 NIST MS Search 2.0 质谱标准库计

算机检索确定各成分，采用面积归一化法计算各

组分的相对含量。2 种方法提取的芹菜子挥发油共

分离鉴定出 49 种成分，索氏提取法为 36 种，占

总相对含量的 83.11%，主要成分为 3-硝基-N-(2-

吩噻甲基)苯胺(6.70%)、4-甲基哌啶(7.26%)、5-甲

基-2-己炔(6.31%)、2-丁炔基-1,4-二醇基双醋酸酯

(5.28%)；水蒸气蒸馏法为 26 种，占总相对含量的

87.26%，主要成分为 7-双环[4.1.0]胸腺嘧啶-7-亚

基-双环[4.1.0]庚烷(9.19%)、4,6-癸二炔(9.52%)、

4-戊炔醇(6.82%)、2,5-二氢-1-亚硝基吡咯(6.32%)。

索氏提取法和水蒸气蒸馏法共有成分 13 种，结果

见表 1。 

2.4  体外抗肝纤维化作用 

2.4.1  细胞培养  HSC-LX2 细胞置于含 10%胎牛

血清的高糖 DMEM 培养基、5% CO2、37 ℃饱和

湿度的条件下培养，复苏及传代后次日换液，1~2 d

换液，并密切观察培养液颜色及细胞状态，当细

胞呈单层覆盖瓶底时，用 0.25%的胰酶消化，按照

1∶2 的比例传代。 

2.4.2  体外 TGF-β1 诱导 HSC-LX2 肝纤维化模型

的建立及细胞上清液中肝纤维化指标含量的测定  

取对数生长期的 HSC-LX2 细胞，2×104 ·mL1 接种

于 96 孔板，24 h 后吸去培养液，分别加入含 5，

10，20，40，80，100 ng·mL1 TGF-β1 的培养液，

并设空白对照组(不含细胞)和阴性对照组(不含药

物)，4 个复孔。分别培养 24，48，72 h 后，每孔

加入 10 μL CCK-8 试剂，培养箱中孵育 1 h，用酶

标仪于 450 nm 下测定各孔 A 值，取其平均值计算

细胞活力。实验平行重复 3 次。筛选出 TGF-β1 诱

导 HSC-LX2 佳作用时间和浓度，并用试剂盒测

定透明质酸、层粘连蛋白、Ⅲ型前胶原肽的含量。

细胞活力=[A450(加药 )A450(空白 )]/[A450(阴性 )A450(空白 )]× 

100%。 

TGF-β1 干预 HSC-LX2 细胞后，分别于 24，

48，72 h 采用 CCK-8 法检测 TGF-β1 对 HSC-LX2

增殖的影响。结果显示，在前 2 个作用时间点(24，

48 h)，随着 TGF-β1 浓度增大，增殖的细胞数越多，

100 ng·mL1 TGF-β1 在 24，48 h 对 HSC-LX2 细胞

增 殖 活力分 别 达到 (292.45±0.26)% 和 (318.39± 

6.26)%。72 h 时，细胞增殖活力明显低于前 2 个作

用时间点，故将 100 ng·mL1 TGF-β1、48 h 作为体

外 TGF-β1 诱导 HSC-LX2 活化，建立肝纤维化模

型的 佳剂量和作用时间，结果见表 2。 
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表 1  不同方法提取的芹菜子挥发油的成分分析 

Tab. 1  Analysis of the components of volatile oil extracted from celery seed by different methods 

序号 
保留时 
间/min 

化合物名称 分子式 
相对百分含量/%

索氏 
提取法

水蒸气

蒸馏法

1 1.727 3-甲基-3-[(3-甲基-2-丁烯基)含氧]-1-丁烯 3-methyl-3-[(3-methyl-2-butenyl)oxy]-1-butene C10H10O 3.03 － 

2 1.774 4-戊炔醇 4-pentyn-1-ol C5H8O 2.52 6.82

3 1.821 2-丁炔基-1,4-二醇基双醋酸酯 2-butyne-1,4-diol, diacetate C8H10O4 5.28 － 

4 2.068 5-甲基-1-己醇 5-methyl-1-hexanol C7H16O 1.92 3.12

5 2.115 4-甲基哌啶 4-methyl-piperidine C6H13N 7.26 － 

6 2.127 3-硝基-N-(2-吩噻甲基)苯胺 3-nitro-N-(2-thienylmethyl)-benzenamine C11H10N2O2S 6.70 － 

7 2.197 环庚烷 cycloheptane C7H14 4.76 0.53

8 2.291 5-甲基-2-己炔 5-methyl-2-hexyne C7H12 6.31 5.19

9 2.338 2,5-二氢-1-亚硝基吡咯 2,5-dihydro-1-nitroso- 1H-pyrrole C4H6N2O 2.95 － 

10 2.562 2-羟基-反式环己甲腈 2-hydroxy- trans-cyclohexanecarbonitrile C7H11NO 4.77 － 

11 2.656 s(+)-1-氰基-2-甲基-氮杂环丁烷 s(+)-1-cyano-2-methyl-azetidine C5H8N2 1.30 － 

12 2.703 2-甲基-1,6-庚二烯 2-methyl-1,6-heptadiene C8H14 0.23 3.05

13 2.938 瓜氨酸 citrulline C6H13N3O3 1.26 5.30

14 3.020 4-氯-赖氨酸 4-chlorolysine C6H13ClN2O2 0.41 － 

15 3.361 硝基-L-精氨酸 nitro-L-arginine C6H13N5O4 0.70 － 

16 5.065 1-甲基-2 戊烷基-环丙烷 1-methyl-2-pentyl-cyclopropane C9H18 0.54 － 

17 7.286 3-甲基-3-苯基杂氮环丁烷 3-methyl-3-phenyl-azetidine C10H13N 0.58 － 

18 7.404 十二烷醇(月桂醇) 1-dodecanol C12H26O 1.24 － 

19 8.003 精氨酸 arginine C6H14N4O2 0.45 － 

20 8.203 丁基苯 n-butylbenzene C10H14 2.56 － 

21 10.095 
N-甲基-N-[4-(3-羟基吡咯烷基)-2-丁酰基]-
乙酰胺 

N-methyl-N-[4-(3-hydroxypyrrolidinyl)-2-butynyl]- 
acetamid 

C11H18N2O2 2.34 
 

－ 

22 20.530 7-双环[4.1.0]胸腺嘧啶-7-亚基-双环[4.1.0]庚烷 7-bicyclo[4.1.0]hept-7-ylidene-Bicylo[4.1.0]heptane C14H20 0.23 9.19

23 25.384 4-(4-甲基-哌嗪)-1,5-咪唑 
4-(4-methyl-piperazin-1-yl)-1,5-dihydro-imidazol-2- 
one 

C8H14N4O 0.41 － 

24 26.042 8,11-十八二炔酸甲酯 8,11-octadecadiynoic acid, methyl ester C19H30O2 2.09 － 

25 26.160 N'-(3,4-二羟基苄基)-3-吡啶并酰肼 N'-(3,4-dihydroxybenzylidene)-3-pyridinohydrazide C13H11N3O3 1.31 － 

26 27.500 辛基-环癸烷 octyl-cyclodecane C18H36 5.37 － 

27 27.664 2-甲基-1-棕榈醇 2-methyl-1-hexadecanol C17H36O 1.38 － 

28 29.404 1,1-bis(氧化十二烷基) - 鲸蜡烷 1,1-bis(dodecyloxy)-hexadecane C40H82O2 2.77 － 

29 29.533 1-(乙烯氧基)-十八烷 1-(ethenyloxy)-octadecane C20H40O 3.54 － 

30 31.496 2-十四烷基-泛酰硫氢乙胺 2-myristynoyl pantetheine C25H44N2O5S 1.17 － 

31 2.174 2,5-二氢-1-亚硝基吡咯 2,5-dihydro-1-nitroso-1H-pyrrole C4H6N2O － 6.32

32 1.669 2-丁烯-1,4-二醇 2-butene-1,4-diol C4H8O2 1.04 0.48

33 1.833 1-氨基-3-甲基-2-丁烯 1-amino-3-methyl-2-butene C5H11N － 0.41

34 2.174 1-壬醇 1-nonanol C9H20O － 0.64

35 2.209 2,5-二氢-1-亚硝基-1H-吡咯 1H-pyrrole, 2,5-dihydro-1-nitroso- C4H6N2O 1.22 0.21

36 2.315 N-氰基-2-甲基杂氮环丁烷 N-cyano-2-methylazetidine C5H8N2 － 1.02

37 2.374 4-氯-庚烷 4-chloro-heptane C7H15Cl 1.98 4.12

38 2.597 s(+)-1-氰基-2-甲基-氮杂环丁烷 s(+)-1-cyano-2-methyl-azetidine C5H8N2 0.19 5.22

39 2.644 2-乙基-1-己醇 2-ethyl-1-hexanol C8H18O － 2.64

40 2.726 3,5-二甲基-1-己烯 3,5-dimethyl-1-hexene C8H16 － 2.78

41 3.032 1,1-二甲基乙基)-环己烷 (1,1-dimethylethyl)-cyclohexane C10H2O 2.01 1.76

42 3.173 2,6,6-三甲基-双环[3.1.1] -3-氨基-胸腺嘧啶 2,6,6-trimethyl-bicyclo[3.1.1]hept-3-ylamine C10H19N － 2.69

43 5.899 4,6-癸二炔 4,6-decadiyne C10H14 － 9.52

44 8.755 1,2,3,5,8,8a-六氢化萘 1,2,3,5,8,8a-hexahydro-naphthalene C10H14 － 3.75

45 11.775 羟亚甲基-2-硝基-苯乙醛 hydroxymethylene-2-nitro-benzeneacetaldehyde C9H7NO4 1.29 1.45

46 12.986 N,N'-bis(2-羟乙基)-尿素 N,N'-bis(2-hydroxyethyl)-urea C5H12N2O3 － 1.97

47 21.424 3-甲苯基-异恶唑-4,5-肟 3-tolyl-isoxazole-4,5-dione dioxime C10H9N3O3 － 1.09

48 21.553 (Z)-5,8,11,14- 花生四烯酸甲酯 (Z)-5,8,11,14-eicosatetraenoic acid, methyl ester C21H34O2 － 2.97

49 22.881 8,11-十八二炔酸甲酯 8,11-octadecadiynoic acid, methyl ester C19H30O2 － 5.02

注：“－”表示未检测到。 

Note: “－”means not detected. 
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表 2  TGF-β1 不同浓度和作用时间对 HSC-LX2 细胞增殖率的影响( sx  , n=4) 

Tab. 2  Effect of different concentration and time of TGF-β1 on proliferation rate of HSC-LX2 cells( sx  , n=4) 

组别 
剂量/ 

ng·mL1 

24 h 48 h 72 h 

A 值 细胞活力/% A 值 细胞活力/% A 值 细胞活力/% 

空白对照组  0.183±0.004  0.175±0.004  0.210±0.001 

阴性对照组  0.395±0.102  0.671±0.023  1.739±0.197 

TGF-β1 5 0.347±0.054 77.35±0.75 0.711±0.072 108.11±3.26 0.573±0.1091) 23.76±2.65 

 10 0.501±0.028 150.72±0.62 0.775±0.042 121.10±2.61 0.596±0.0351) 25.24±2.41 

 20 0.511±0.067 154.71±0.86 0.820±0.103 130.12±4.51 1.316±0.136 47.63±1.04 

 40 0.695±0.1051) 215.52±1.96 0.894±0.110 145.21±5.62 1.311±0.185 72.13±3.65 

 80 0.640±0.1081) 241.49±0.21 1.093±0.0791) 177.59±2.54 2.472±0.1451) 148.51±2.54 

 100 0.803±0.1011) 292.45±0.26 1.755±0.0812) 318.39±6.26 2.728±0.1771) 164.54±3.22 

注：与阴性对照组比较，1)P<0.05，2)P<0.01。 

Note: Compared with the negative control group, 1)P<0.05, 2)P<0.01. 

2.4.3  CCK-8 法检测不同方法提取的芹菜子挥发

油对 TGF-β1 诱导的 HSC-LX2 增殖的影响及细胞

上清液中肝纤维化指标含量的测定  取对数生长

期的 HSC-LX2 细胞，以 5×104 ·mL1 接种于 96 孔

板，每孔 100 μL，24 h 后待铺板细胞完全贴壁并

形态展开，设模型组、鳖甲软肝片组(阳性对照组)、

药物组和阴性对照组(不含药物)，4 个复孔。模型

组加入含有 100 ng·mL1 TGF-β1 的培养液，阳性

对照组加入含有 0.5 g·mL1 鳖甲软肝片药物的培

养液，各药物组含 100 ng·mL1 TGF-β1 和不同方

法提取的芹菜子挥发油，培养 48 h 后，用酶标仪

于 450 nm 波长下测定各孔 A 值，测得的各复孔的

A 值取其平均值，按公式计算不同方法提取的芹菜

子挥发油对细胞的生长抑制率。实验平行重复 3 次。

用酶联免疫吸附法(ELISA)测定细胞上清液中透

明质酸、层粘连蛋白和Ⅲ型前胶原肽的含量，严格

按照试剂盒说明书操作。细胞抑制率=[1(A450(加药)

A450(空白))/(A450(阴性)A450(空白))]×100%。 

2 种方法提取的芹菜子挥发油均能有效抑制

TGF-β1 诱导的 HSC-LX2 增殖(P<0.05)，且抑制率

随提取物剂量的增大而增大，其中索氏提取法提取

的芹菜子挥发油对 HSC-LX2 增殖的抑制率高于水

蒸气蒸馏法，其高浓度的抑制率可达 89.2%。与阴

性对照组相比，模型组细胞上清液中肝纤维化指标

含量显著性升高(P<0.01)；与模型组相比，水蒸气

蒸馏和索氏提取高剂量组细胞上清液中肝纤维化

指标含量显著性降低(P<0.05)，而索氏提取高剂量

组中肝纤维化指标透明质酸更接近于阴性对照组，

具有抗肝纤维化作用。结果见表 3~4。 

表 3  不同方法提取的芹菜子挥发油对 TGF-β1 诱导的

HSC-LX2 增殖的影响( sx  , n=4) 

Tab. 3  Effects of the volatile oil extracted from celery seed 
by different methods on the proliferation of HSC-LX2 
induced by TGF-β1( sx  , n=4) 

组别 提取方法 
剂量/ 

μg·mL1 
OD 值 

抑制率/ 

% 

空白对照组   0.197±0.004 

阴性对照组   0.996±0.081 

鳖甲软肝片组  0.5 0.326±0.0123) 83.6±0.071

模型组(TGF-β1)  0.000 1 1.622±0.1741) 

药物组 索氏提取法 0.05 0.902±0.1462) 11.7±0.27

  1 0.666±0.0822) 41.3±0.63

  2 0.283±0.0813) 89.2±0.56

 水蒸气蒸馏法 0.05 0.758±0.1062) 29.9±0.87

  1 0.505±0.1032) 61.4±0.36

  2 0.345±0.0523) 81.5±1.42

注：与阴性对照组比较，1)P<0.05；与模型组比较，2)P<0.05，3)P<0.01。 

Note: Compared with the negative control group, 1)P<0.05; compared 
with the model group, 2)P<0.05, 3)P<0.01. 

2.5  主成分分析 

以各共有峰的相对峰面积为指标，将索氏提

取法和水蒸气蒸馏法测得的 13 个共有峰的相对峰

面积进行标准化处理后，采用 SPSS 19.0 软件进行

主成分分析，结果见表 5~6 和图 2。以特征值>1

为标准，选取第一个作为主成分，成分 1 的特征

值为 12.386，方差贡献率为 95.277%。对应的特征

向量依次以峰 3(2-丁炔基-1,4-二醇基双醋酸酯)、

4(5-甲基-1-己醇)、9(2,5-二氢-1-亚硝基吡咯)、10(2-

羟基-反式环己甲腈)、12(2-甲基-1,6-庚二烯)较大，

第一主成分受这些成分的影响比较大，说明芹菜子

挥发油中这几个成分对肝纤维化作用贡献比较大。 
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表 4  不同方法提取的芹菜子挥发油对 HSC-LX2 细胞肝纤维化指标的影响( sx  , n=4) 

Tab. 4  Effects of the volatile oil extracted from celery seed by different methods on hepatic fibrosis indexes in HSC-LX2 
cells( sx  , n=4) 

组别 提取方法 剂量/g·mL1 层粘连蛋白/μg·L1 透明质酸/ng·L1 Ⅲ型前胶原肽/μg·L1

阴性对照组   51.8±0.78 26.9±5.67 18.8±4.53 

模型组(TGF-β1)  0.0001 833.4±9.941) 302.3±7.441) 115.3±3.381) 

鳖甲软肝片组  0.5 211.0±5.083) 104.5±3.192) 59.2±2.532) 

药物组 索氏提取法 0.05 683.2±7.34 286.3±8.32 93.8±7.33 

  1 573.3±19.22) 229.7±7.33 79.3±4.292) 

  2 384.0±5.353) 133.3±3.263) 75.2±8.542) 

 水蒸气蒸馏法 0.05 718.1±5.72 250.3±8.29 101.2±7.21 

  1 523.9±10.222) 234.8±6.21 82.8±9.44 

  2 362.2±5.153) 163.8±9.232) 70.6±5.222) 

注：与阴性对照组比较，1)P<0.01；与模型组比较，2)P<0.05，3)P<0.01。 

Note: Compared with the negative control group, 1)P<0.01; compared with the model group, 2)P<0.05, 3)P<0.01. 

表 5  相关矩阵的特征值 

Tab. 5  Characteristics values of correlation matrix  

因子 
初始特征值 

特征值(λ) 方差/% 累积/% 

1 12.386 95.277 95.277 

2  0.582  4.478 99.754 

3  0.029  0.224 99.979 

4  0.003  0.021 100.000 

5  4.299×1016  3.307×1015 100.000 

6  2.446×1016  1.882×1015 100.000 

7  1.641×1016  1.262×1015 100.000 

8  1.232×1016  9.478×1016 100.000 

9  2.942×1017  2.263×1016 100.000 

10 6.135×1017 4.720×1016 100.000 

11 2.537×1016 1.952×1015 100.000 

12 3.349×1016 2.576×1015 100.000 

13 5.198×1016 3.999×1015 100.000 

表 6  主成分的负荷量 

Tab. 6  Loading doses of principal component  

因子 成分 1 因子 成分 1 因子 成分 1 

1 0.542 7 6 0.635 4 11 0.099 6

2  0.114 5 7 1.920 9 12  0.646 4

3  1.741 3 8 1.920 9 13  0.000 0

4  1.197 6 9  0.421 9   

5 0.473 7 10  0.549 9   

2.6  统计学方法   

应用 SPSS 19.0 软件进行统计学处理，计量资

料均用 sx  表示，并进行资料正态性、方差齐性

检验，组间各检测指标的比较用单因素方差分析，

两两比较用两样本 t 检验法，P<0.05 为差异具有

统计学意义。 

 
图 2  碎石图 

Fig. 2  Scree plot 

3  讨论 

肝纤维化是多种病因导致慢性肝损害的共同

结局，HSC 的激活、增殖是肝纤维化发生的中心环

节[18]。HSC 大量激活、增殖，合成以Ⅲ型前胶原肽、

透明质酸、层粘连蛋白为主的多种细胞外基质，使

细胞外基质的合成与降解失衡，在肝脏内过度沉

积，改变肝脏结构，导致肝纤维化[19-20]。目前研

究认为肝纤维化逆转并不是使肝星状细胞由活化

状态转为静息状态，而是通过促进其凋亡减少其

数量来实现的。TGF-β1 被学者公认为是致肝纤维

化 强有力的细胞因子之一，它参与细胞的生长、

分化及凋亡，激活 HSC，刺激细胞外基质的合成和

沉积[21]。因此本研究用 TGF-β1 诱导 HSC 建立体外

肝纤维化模型，分别给予不同方法提取的芹菜子提

取物后，检测肝纤维化指标含量，研究 3 种不同方

法提取的芹菜子挥发油是否具有抗纤维化作用。反

映肝纤维化活动程度的重要指标包括血清透明质

酸、层粘连蛋白、Ⅲ型前胶原肽。大量的临床实践
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阐明，透明质酸、层粘连蛋白和Ⅲ型前胶原肽水平

与肝组织的炎症活动及肝纤维化的进展程度均呈

正相关[22]。 

血清透明质酸水平被作为反映肝脏损伤的严

重程度、判别有无活动性肝炎、肝纤维化以及肝硬

化的量化指标。当肝纤维化发生时，HSC 生成透明

质酸的能力会迅速提高，同时，内皮细胞对透明质

酸的排除能力会有所降低，这 2 个方面的因素都会

引起肝纤维化中透明质酸的水平增多[23]。研究报

道，透明质酸水平能够较好地反映肝脏纤维化的形

成、发生发展程度、肝脏细胞的功能、肝脏炎症的

改变进程等。目前的临床研究表明，透明质酸可作

为目前众多肝纤维化检测的生化指标中 为特异

和敏感的指标(>80%)，当与其他指标联合使用时，

可更进一步提高病情的诊断特异性和敏感度。还有

报道显示，对于慢性肝病肝纤维化和肝脏炎症性改

变的病人进行组织学-血清学对照研究试验，透明质

酸的诊断准确率为 82.9%，特异性为 93%，敏感性

为 56%，成为透明质酸、层粘连蛋白和Ⅲ型前胶原

肽 3 项细胞外间质成分中 为准确和特异的指标，

证实透明质酸对与检测肝脏炎症、肝纤维化发生发

展进程以及判断治疗药物的效果均有很高诊断价

值[24]。 

Ⅲ型胶原的前体成分是Ⅲ型前胶原肽，当 HSC

激活和活化时会合成并释放Ⅲ型前胶原肽，其表达

水平的高低可用于反映Ⅲ型胶原代谢含量及直接

预测肝纤维化早期病变程度，也是慢性肝组织炎症

坏死、纤维化程度和肝纤维化、肝硬化诊断的重要

指标[25]。肝脏炎症及肝脏纤维化的病人，其病情严

重程度和肝脏纤维化的活动程度与血清生化中Ⅲ

型前胶原肽水平呈正相关，因此，Ⅲ型前胶原肽含

量的测定可用于有效地鉴别轻型、中型、重型慢性

肝纤维化，是检测慢性肝纤维化的活动程度的重要

指标，其临床判断预后的价值已被公认[26]。 

当肝细胞损伤时，层粘连蛋白的生成可被各种

细胞因子及细胞外基质本身的破坏所激活，大量生

成的层粘连蛋白会引起肝窦毛细血管化，故层粘连

蛋白的血清生化指标含量一般被作为反映基底膜

的更新率，还可反映汇管区肝纤维化和肝窦毛细血

管化的大致范围[27]。血清层粘连蛋白水平与肝纤维

化程度和炎性反应水平密切相关，在正常的健康人

血清中层粘连蛋白的含量非常少，当肝脏纤维化发

生时，随着纤维化程度会迅速升高，立即出现在病

人的血清中，有助于对早期肝纤维化的诊断。 

本研究采用索氏提取法和水蒸气蒸馏法提取

芹菜子挥发油，得率分别为 4.81%和 0.58%。通过

GC-MS 分析，2 种方法提取的芹菜子挥发油成分在

类别和含量上差异较大，有 13 种共有成分。通过

总离子流图可看出，对于水蒸气蒸馏法和索氏提取

法，挥发油成分主要集中在保留时间 20~40 min，

保留时间靠前的成分相对较少，可能是长时间回流

使低沸点不稳定成分损失所致。索氏提取法提取得

到的挥发油成分主要为烷烃和醇类化合物，水蒸气

蒸馏法提取得到的化学成分主要为酯类和烷烃化

合物。研究结果显示，索氏提取法提取的芹菜子挥

发油对TGF-β1诱导的HSC-LX2增殖抑制作用强于

水蒸气蒸馏法；水蒸气蒸馏和索氏提取的芹菜子挥

发油高剂量组细胞上清液中肝纤维化指标与模型

组相比含量显著性降低(P<0.01)，而索氏提取组肝

纤维化指标更接近于阴性对照组细胞，可有效逆转

肝纤维化；经主成分分析，芹菜子挥发油抗肝纤维

化作用可能与 2-丁炔基-1,4-二醇基双醋酸酯、5-甲

基-1-己醇、2,5-二氢-1-亚硝基吡咯、2-羟基-反式环

己甲腈、2-甲基-1,6-庚二烯这几个成分有关。本研

究为后续探究芹菜子抗肝纤维化药效成分及其作

用机制奠定理论基础。 
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