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·论  著· 
 

肝宁方含药血清对人肝星状细胞增殖及凋亡的影响 
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摘要：目的  研究肝宁方含药血清对人肝星状细胞(HSC-LX2)增殖及凋亡的影响。方法  40 只 SD 大鼠随机分为 4 组，

每组 10 只，空白对照组与 TGF-β1 组 SD 大鼠给予生理盐水灌胃，TGF-β1+肝宁方组及肝宁方组 SD 大鼠给予肝宁方灌胃

给药(7 mL·kg1·d1)，连续灌胃 10 d 后取血离心，制备干燥血清粉末备用。将 HSC-LX2 分为空白对照组、TGF-β1 组、

TGF-β1+肝宁方组及肝宁方组。根据分组加入相应的 20%大鼠血清对 HSC-LX2 进行培养造模。CCK8 检测各组 HSC-LX2
细胞增殖率；流式细胞术检测各组 HSC-LX2 细胞的周期和细胞凋亡；qRT-PCR 以及 Western blotting 分别检测各组 α-SMA、

Samd2、Samd3、Samd4、Samd7 mRNA 及蛋白的表达。结果  CCK8 结果显示，TGF-β1+肝宁方组及肝宁方组 HSC-LX2
增殖受到抑制；流式细胞术结果显示，TGF-β1+肝宁方组及肝宁方组 HSC-LX2 周期停滞在 G0/G1 期并能促进细胞凋亡；

qRT-PCR 及 Western blotting 结果显示，TGF-β1+肝宁方组及肝宁方组 α-SMA、Samd2、Samd3、Samd4 mRNA 及蛋白的

表达受到抑制，Samd7 mRNA 及蛋白的表达增强。结论  肝宁方具有抑制 HSC-LX2 增殖、促进 HSC-LX2 凋亡的作用，

其作用与调控 TGF-β1/Samd 信号通路相关。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To study the effect of Ganning formula on proliferation and apoptosis of human hepatic stellate 
cells(HSC-LX2). METHODS  Forty SD rats were randomly divided into 4 groups, 10 in each group. The blank control group 
and the TGF-β1 group were given normal saline gavage, and the TGF-β1+Ganning formula group and Ganning formula group 
were given gavage(7 mL·kg1·d1). HSC-LX2 was divided into blank control group, TGF-β1 group, TGF-β1+Ganning formula 
group and Ganning formula group. The corresponding rat serum was added to the corresponding groups according to the data for 
the culture and modeling of HSC-LX2. The proliferation of HSC-LX2 cells in each group was detected by CCK8. Flow 
cytometry was used to detect the cell cycle and apoptosis of HSC-LX2 cells in each group. The mRNA and protein expressions 
of α-SMA, Samd2, Samd3, Samd4 and Samd7 were detected by qRT-PCR and Western blotting. RESULTS  The results of 
CCK8 showed that the proliferation of HSC-LX2 was inhibited in the serum group containing Ganning formula. The results of 
flow cytometry showed that the cycle of HSC-LX2 in the G0/G1 phase of the serum group containing Ganning formula was 
stagnated and cell apoptosis was promoted. qRT-PCR and Western blotting results showed that the mRNA and protein 
expressions of α-SMA, Samd2, Samd3 and Samd4 were inhibited and the mRNA and protein expressions of Samd7 were 
enhanced. CONCLUSION  Ganning formula can inhibit the proliferation of HSC-LX2 and promote the apoptosis of HSC-LX2, 
which may be related to the regulation of TGF- β1/Samd signaling pathway. 
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肝纤维化(hepatic fibrosis，HF)属于慢性肝细

胞损伤的伤口愈合反应，包括肝内结缔组织非典

型增生和肝窦周围细胞外基质蛋白(extracellular 
matrixc，ECM)过度沉淀的病理过程。导致 HF 形

成的因素很多，例如病毒、药物、酒精、毒素、

胆汁淤积、代谢紊乱及脂肪变性等[1]。这些因素的

持续存在，是维持不同肝细胞群之间发生相互作

用释放炎症因子、生长因子、趋化因子以及血管

活性剂等介质并激活肝星状细胞的关键[2]。肝星状

细胞(hepatic stellate cells，HSC)活化后 ECM 和 α-
平滑肌肌动蛋白(α-smooth muscle actin，α-SMA)
合成增加，并向肌成纤维细胞样细胞转化，导致

HF 发生[3]。如果抑制 HSC 增殖、诱导 HSC 凋亡，

可以延缓甚至逆转 HF[4]。 
转 化 生 长 因 子 -β1(transforming growth 

factor-β1，TGF-β1)是作用极强的促纤维化因子，

主要通过 Smad 信号通路调控 HSC 的活化增殖，

影响纤维化的进展[5]。Smad 蛋白作为 TGF-β1 的

胞内信号转导分子，主要分为受体型 (Smad1、
Smad2、Smad3、Smad5、Smad8)、通用型(Smad4)
和抑制型(Smad6、Smad7) 3 类蛋白[6]。肝宁方是

广西中医药大学附属瑞康医院全国名老中医蓝青

强教授的经验方，由黄芪、白术、白芍、柴胡、

葫芦茶、猛老虎等组成。前期研究证明该方具有

调控肝细胞内质网葡萄糖-6-磷酸酶、细胞色素

P450 酶、N-乙酰氨基葡萄糖基转移酶 V 等作用，

并具有减少甘油三酯、胆固醇的脂肪沉积，修正

内质网蛋白折叠功能，减轻内质网应激损伤，保

护肝细胞抗 HF 的作用[7-9]。本研究旨在观察肝宁

方对 HSC-LX2 的增殖、凋亡的影响，探讨

TGF-β1/Samd 信号通路在肝宁方的作用下对 HSC
生物活性的调控。 
1  材料与方法 
1.1  材料  
1.1.1  动物及细胞  8 周龄 SPF 级 SD 大鼠 40 只，

♂，体质量 180~240 g，购自卡文斯实验动物有限

公司，生产许可证号：SCXK(苏)2016-0010；动物

合格证号：201806127。人肝星状细胞 HSC-LX2(无
锡菩禾)。 
1.1.2  药品及试剂  肝宁方组成：黄芪 15 g、白

术 20 g、白芍 15 g、柴胡 10 g、葫芦茶 10 g、猛

老虎 10 g、鳖甲 10 g、泽兰 10 g、当归 10 g、茵

陈 15 g 以及赤芍 15 g。DMEM 高糖培养基(广州展

晨生物有限公司，批号：17112)；青霉素-链霉素

溶液(批号：BL505A)、BCA 蛋白定量试剂盒(批号：

BL521A)均购自广州赛国生物有限公司； 10%FBS 
(批号：16000-044)、Trizol(批号：16000-047)、蛋

白预染 Marker(批号：1600-053)、SYBRGreen PCR
试剂盒(批号：F-415XL)、逆转录试剂盒(批号：

K1622) 均购自美国 Thermo 公司；PI(批号：

C1052)、0.25%胰蛋白酶(批号：C0077)均购自碧云

天；α-SMA(批号：ab5612)、TGF-β1(批号：ab5613)、
Samd2(批号：ab5614)、Samd3(批号：ab5615)、
Samd4(批号：ab5616)、Samd7(批号：ab5617)抗体

均购自北京博奥森生物有限公司。75%乙醇(无锡

展望，批号：1119227)；DEPC 处理水 (批号：

3035562)、PBS 磷酸盐缓冲液(批号：4000130)均
购自无锡菩禾；氯仿 /异丙醇 /无水乙醇(批号：

180708，180962，180215)、30%丙烯酰胺(批号：

180601)、1.5 mol·L1 Tris-HCl 电泳缓冲液(批号：

180375)、1.0 mol·L1 Tris-HCl 电泳缓冲液(批号：

180524)、4×蛋白上样缓冲液(批号：180116)均购

自上海国药；PVDF 膜(上海根生生物有限公司，

批号：H0010)。 
1.1.3  仪器  MK3 酶标检测仪、细胞培养箱(美国

Thermo 公司)；TD5M-WS 低速离心机(上海卢湘仪

器)；BD-C6 流式细胞仪(BD Bioscience)；3K30 低

温冷冻离心机(美国 Sigma 公司)；7500 Real-time
检测仪(罗氏诊断产品有限公司)；1658001 电泳仪、

5300 一体式化学发光成像仪(美国 Bio-Rad 公司)；
IX53 倒置拍照显微镜(美国 Leica 公司)；PS-9 电转

仪(大连竞迈科技公司)。 
1.2  方法 
1.2.1  含药血清制备  40 只 SD 大鼠置于环境温

度 20~24 ℃、湿度 40%~50%、白昼/黑暗交替 12 h
适应性饲养 1 周后进行后续实验。TGF-β1+肝宁方

组及肝宁方组大鼠给予肝宁方灌胃，按成人体质

量 60 kg 每天服用 400 mL 汤药计算，大鼠给药量

为 7 mL·kg1·d1；空白对照组、TGF-β1 组大鼠给

予等量生理盐水灌胃；连续灌胃 10 d 后经腹主动

脉取血，离心血液并取上清液过滤除菌，50 ℃真

空条件制备干燥血清粉末，将血清粉末置于80 ℃
冰箱冷冻保存备用。 
1.2.2  CCK8 摸索肝宁方含药血清浓度   将
HSC-LX2 分为 HSC-LX2 组、HSC-LX2+10%肝宁

方含药血清组、HSC-LX2+20%肝宁方含药血清
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组 、 HSC-LX2+30% 肝 宁 方 含 药 血 清 组 、

HSC-LX2+40%肝宁方含药血清组。按照分组给药

不同浓度的血清处理 24 h 后，显微镜拍照观察细

胞状态。MTT 检测试验结果发现，10%的肝宁方

含药血清对 HSC-LX2 的抑制率为 9.32%，20%的

肝宁方含药血清对 HSC-LX2 的抑制率为 28.26%，

30%的肝宁方含药血清对 HSC-LX2 的抑制率为

36.05%，40%的肝宁方含药血清对 HSC-LX2 的抑

制率为 42.61%。肝宁方含药血清浓度越高，对细

胞的损伤越大，本实验选取 20%的肝宁方含药血

清作为后续实验的血清浓度。 
1.2.3  细胞培养及分组造模   取对数生长期的

HSC-LX2，调整细胞浓度为 3×104 ·mL1，接种于

96 孔培养板，每孔 100 μL，用 DMEM 高糖培养

基培养，37 ℃，5% CO2 培养箱内无血清饥饿培养

24 h。将培养后的 HSC-LX2 分为：空白对照组，

加入 20%无药大鼠血清；TGF-β1 组，加入终浓度

10 ng·mL1 TGF-β1 处理 2 h 后，加入 20%无药大

鼠 血 清 ； TGF-β1+ 肝 宁 方 组 ， 加 入 终 浓 度

10 ng·mL1 TGF-β1 处理 2 h 后，加入 20%肝宁方

含药血清；肝宁方组，加入 20%肝宁方含药血清。

以上各组 HSC-LX2 在加入相应血清后，继续培养

24 h[10]。 
1.2.4  CCK8 检测 HSC-LX2 增殖  取“1.2.3”项

下的各组细胞，每孔加入 15 μL 的 CCK8，避光孵

育 4 h；酶标仪 450 nm 波长测出同一时间点 OD
值，根据 OD 值分析细胞增殖变化。 

1.2.5  流式细胞术检测 HSC-LX2 周期及凋亡   

细胞处理及分组同“1.2.3”项下。用胰酶消化处理

后的各组细胞，离心取细胞沉淀，用 PBS 洗涤后离

心去 PBS、固定液，加入含有 RNase A 的 PBS 孵

育，加入 PI 调整浓度后孵育并离心，取单细胞悬

液，进行流式检测。 
1.2.6  qRT-PCR 检测 α-SMA、Samd2、Samd3、
Samd4 及 Samd7 mRNA 的表达  TRIZOL 法提取

各组 HSC-LX2 总 RNA，合成 cDNA 并进行 PCR
扩增。扩增体系：SYBRGreen Mix 12.5 µL，上下

游引物各0.5 µL，双蒸水14.5 µL，cDNA模板 2 µL；
扩增条件：95 ℃预变性 5 min，95 ℃变性 20 s，
60 ℃退火 20 s，40 个循环。实验数据采用 2∆∆Ct

法进行分析。GAPDH 作为内控基因，大鼠相关引

物序列见表 1。 

表 1  PCR 引物序列 
Tab. 1  Sequence of PCR primers 

基因 
引物序列(5’，3’) 

上游 下游 

α-SMA 
 

TCCTGACCCTGAAGTA
TCCG 

ATCTCCAGAGTCCAGC
ACAAT 

Samd2 
 

CCACTACCAGAGGGTG
GAGA 

CCTGCTGGGAAATTTG
TGTT 

Samd3 
 

TTCGCAACAAGGGCAG
TCGT 

GCCAGGGTGAAGATGA
CAGGT 

Samd4 
 

GTGGCTGGTCGGAAAG
GATT 

CCGTGGGTAAGGATGG
CTGT 

Samd7 
 

GGTGCTCAAGAAACTC
AAGGAG 

AGTAAGGAGGAGGGG
GAGACT 

GAPDH 
 

ACAGCAACAGGGTGGT
GGAC 

TTTGAGGGTGCAGCGA
ACTT 

1.2.7  Western blotting 检测 α-SMA、Samd2、
Samd3、Samd4 及 Samd7 蛋白的表达  收集各组

HSC-LX2 蛋白，按照配方制备 PAGE 胶，进行上

样、电泳及转膜。一抗：抗体加入封闭液中稀释

到所需浓度(1∶2 000)，与膜孵育过夜。二抗：孵

育一抗的膜用 TBST 洗涤。随后根据用量，按 1∶
2 000 稀释与一抗相对应的二抗，与膜孵育，随后

用 TBST 洗涤。使用一体式化学发光仪拍摄照片进

行显色。 
1.2.8  数据分析  采用 SPSS 25.0 软件进行数据

分析。实验数据资料采用 sx  表示。组间比较采

用独立样本 t 检验，以 P<0.05 认为差异有统计学

意义。 
2  结果 
2.1  肝宁方对 HSC-LX2 增殖的影响 

与空白对照组、TGF-β1 组比较，TGF-β1+肝
宁方组、肝宁方组 HSC-LX2 的增殖受到抑制

(P<0.05)。结果见表 2。 

表 2  肝宁方对 HSC-LX2 增殖的影响( sx  ，n=3) 
Tab. 2  Effect of Ganning formula on the proliferation of 
HSC-LX2( sx  , n=3) 

组别 OD 值 抑制率/% 

空白对照组 0.619±0.021 

TGF-β1 组 0.702±0.030 

TGF-β1+肝宁方组   0.559±0.0251)2)  9.64 

肝宁方组   0.446±0.0201)2) 27.95 

注：与空白对照组比较，1)P<0.05；与 TGF-β1 组比较，2)P<0.05。 
Note: Compared with the blank control group, 1)P<0.05; compared with 
TGF-β1 group, 2)P<0.05. 

2.2  肝宁方对 HSC-LX2 周期的影响 
与空白对照组比较，TGF-β1 组 G0/G1 期百分

比降低，S 期、G2/GM 期百分比升高(P<0.05)；
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TGF-β1+肝宁方组和肝宁方组 G0/G1 期百分比升

高，S 期、G2/GM 期百分比降低(P<0.05)。与 TGF-β1
组比较，TGF-β1+肝宁方组和肝宁方组 G0/G1 期百

分比升高，S 期、G2/GM 期百分比降低(P<0.05)。
结果见表 3。 

表 3  肝宁方对 HSC-LX2 周期的影响( sx  ，n=3) 
Tab. 3  Effect of Ganning formula on the cycle of HSC-LX2 
( sx  , n=3)                                   % 

组别 G0/G1 期 S 期 G2/GM 期 

空白对照组 43.05±1.12 47.39±1.33  8.38±0.42 

TGF-β1 组 38.53±1.251) 49.62±1.101) 11.35±0.591) 

TGF-β1+肝宁方组 47.39±1.331)2) 44.71±1.051)2)  8.23±1.411)2) 

肝宁方组 57.03±1.291)2) 38.36±1.351)2)  5.45±0.961)2) 

注：与空白对照组比较，1)P<0.05；与 TGF-β1 组比较，2)P<0.05。 
Note: Compared with the blank control group, 1)P<0.05; compared with 
TGF-β1 group, 2)P<0.05. 

2.3  肝宁方对 HSC-LX2 凋亡的影响 
空白对照组、TGF-β1 组、TGF-β1+肝宁方组、

肝宁方组的HSC-LX2凋亡率分别为(6.02±0.71)%，

(4.02±0.55)%，(16.97±2.48)%，(41.83±6.12)%。与

空白对照组比较，TGF-β1 组、TGF-β1+肝宁方组

和肝宁方组差异具有显著性(P<0.05)；与 TGF-β1
组比较，TGF-β1+肝宁方组和肝宁方组差异具有显

著性(P<0.05)。结果见图 1。 

 
图 1  肝宁方对 HSC-LX2 凋亡的影响 
Fig. 1  Effect of Ganning formula on the regulation of 
apoptosis of HSC-LX2  

2.4  肝宁方对 HSC-LX2 的 α-SMA、Samd2、
Samd3、Samd4 及 Samd7 mRNA 表达影响 

与空白对照组比较，TGF-β1 组 α-SMA、

Samd2、Samd3 及 Samd4 mRNA 表达水平显著升

高，Samd7 mRNA 表达水平显著降低(P<0.01)；
TGF-β1+肝宁方组和肝宁方组 α-SMA、Samd2、
Samd3及 Samd4 mRNA 表达水平显著降低，Samd7 
mRNA 表达水平显著升高(P<0.01)。与 TGF-β1 组

比较，TGF-β1+肝宁方组和肝宁方组 α-SMA、

Samd2、Samd3 及 Samd4 mRNA 表达水平显著降

低，Samd7 mRNA 表达水平显著升高(P<0.01)。结

果见图 2。 

 
图 2  肝宁方对 HSC-LX2 的 α-SMA、Samd2、Samd3、
Samd4 及 Samd7 mRNA 表达的影响( sx  ，n=4) 
与空白对照组比较，1)P<0.01；与 TGF-β1 组比较，2)P<0.01。 
Fig. 2  Effect of Ganning formula on mRNA expression of 
α-SMA, Samd2, Samd3, Samd4 and Samd7 in HSC-LX2 
( sx  , n=4) 
Compared with the blank control group, 1)P<0.01; compared with 
TGF-β1 group, 2)P<0.01. 

2.5  肝宁方对 HSC-LX2 的 α-SMA、Samd2、
Samd3、Samd4 及 Samd7 蛋白表达影响 

与空白对照组比较，TGF-β1组 α-SMA、Samd2、
Samd3 及 Samd4 表达水平显著升高，Samd7 表达

水平显著降低(P<0.01)；TGF-β1+肝宁方组和肝宁

方组 α-SMA、Samd2、Samd3 及 Samd4 表达水平

显著降低，Samd7 表达水平显著升高(P<0.01)。与

TGF-β1 组比较，TGF-β1+肝宁方组和肝宁方组
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α-SMA、Samd2、Samd3 及 Samd4 表达水平显著降

低，Samd7 表达水平显著升高(P<0.01)。结果见图 3。 

 
图 3  肝宁方对 HSC-LX2 的 α-SMA、Samd2、Samd3、
Samd4 及 Samd7 表达的影响( sx  ，n=4) 
与空白对照组比较，1)P<0.01；与 TGF-β1 组比较，2)P<0.01。 
Fig. 3  Effect of Ganning formula on expression of α-SMA, 
Samd2, Samd3, Samd4 and Samd7 in HSC-LX2( sx  , n=4) 
Compared with the blank control group, 1)P<0.01; compared with 
TGF-β1 group, 2)P<0.01. 

3  讨论 
HSC 是由 Carl-von Kupffer 在 1876 年发现，

它是肝脏中胶原合成的主要细胞，其活化、增殖

是肝脏纤维化改变的核心环节[11]。在健康人的肝

脏中，每 100 个肝实质细胞约有 10 个 HSC，且均 
处于静止状态[12]。静止的 HSC 具有维持维生素 A
稳态、维持正常肝细胞外基质合成与降解平衡、

调控配体转录、调节肝窦微血管血流以及分泌旁

分泌素等作用[13]。当肝脏受到持续性损伤时，HSC
活化并促进 α-SMA、ECM、弹性蛋白以及多种纤

维胶原分泌，从而发生 HF[3,14]。其中，α-SMA 过

度表达是 HSC 活化 显著的特征之一。本研究发

现，肝宁方含药血清作用于 HSC-LX2 后，能明显

抑制增殖、促使细胞周期停滞在 G0/G1 期并促进

凋亡。肝宁方对 HSC-LX2 生物活性的调控，可以

进一步从 α-SMA 的表达体现出来，在经肝宁方含

药血清处理后，α-SMA 的表达显著降低。 
TGF-β1 是促进纤维化进展的重要信号因

子 [5,15]。在活化的 HSC 中，TGF-β1Ⅰ型受体易与

Samd2、Samd3 结合并促进活化，活化后的 Samd2、
Samd3 与 Samd4 结合并迁移至核内，调控相关靶

基因转录，影响 ECM 等基因表达[6]。Samd7 作为

主要的抑制型转导分子，具有抑制 TGF-β1/Samd
相关信号通路转导的作用[16]。本研究发现，经肝

宁方含药血清处理后 Samd2、Samd3 与 Samd4 
mRNA及其蛋白表达水平显著降低，Samd7 mRNA
及其蛋白表达水平显著升高。因此，肝宁方可能

通过上调 Samd7 的表达，负性调节 TGF-β1/Samd
相关通路的转导，抑制 ECM 等基因的表达。 

肝宁方由黄芪、白术、白芍、柴胡、葫芦茶及

猛老虎等组成，具有疏肝健脾，清热利湿等功效。

现代研究证明，方中黄芪、柴胡的有效成分黄芪甲

苷、柴胡皂苷 d 均具有抑制 HSC 氧化应激，保护

肝细胞的作用[17-19]；白术、白芍的有效成分白术多

糖、白芍总苷均具有减轻肝细胞损伤作用[20-21]；葫

芦茶、猛老虎作为广西壮瑶族民间特色药材，有清

湿热、杀虫毒功效，有保护肝细胞、抗 HF 作用[22-23]。

前期临床研究亦证明，肝宁方有减轻肝硬化患者

临床症状、降低 HF 指标的作用[24]。 
综上所述，肝宁方通过调节 TGF-β1/Samd 信

号通路，发挥抑制 HSC-LX2 增殖、促进 HSC-LX2
凋亡的作用，从而阻碍 HF 进展。另外，肝宁方如

何调控 TGF-β1/Samd 信号分子的转录机制仍需进

一步研究。 
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