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赤芍总苷抗氧化活性及对大鼠肝星状细胞增殖的影响

高雪岩 王文全△ 孙建宁 刘思秦 郑巧云
（北京中医药大学中药学院 北京 100102）

摘要 目的：研究赤芍总苷体外抗氧化活性及对大鼠肝星状细胞 HSC-T6细胞增殖的影响。方法：采用 DPPH法测定赤芍总苷体外
清除 DPPH自由基及抗氧化活性，根据清除率曲线，确定 EC50值；采用MTT法考察赤芍总苷对大鼠肝星状细胞 HSC-T6细胞增

殖的影响，确定起效剂量，并考察其量效关系。结果：赤芍总苷对 DPPH自由基具有较强清除作用，其对 DPPH的清除率的回归方
程为 y=7.4432x+0.6111（r=0.9967），EC50值为 6.64 mg/L；赤芍总苷对 HSC-T6的增殖具有明显的抑制作用，给药浓度为 1.152
mg/mL时，其对 HSC-T6细胞增殖的抑制率可达 39.240 %。结论：赤芍总苷具有较强的抗氧化活性，对肝星状细胞的增殖有一定抑
制作用。
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ABSTRACT Objective: To ingvestigate the antioxygen activity of total paeony glucosides and its inhibition effect on the prolifera-

tion of HSC-T6. Methods: The in vitro antioxygen activity of total paeony glucosides was determined by DPPH method, and EC50 was
caltulated according to the clearance rate curve. And MTT method was employed to investigate the inhibition effect on proliferation of
HSC-T6, its effective dose was determined and dose-effect relationship was inspected. Results: Total paeony glucosides had great scav-
enging effect towards DPPH free radical. The regression equation was y=7.4432x+0.6111 (r=0.9967), and its EC50 was 6.64 mg/L. There
was inhibition effect on the proliferation of HSC-T6. The inhibiton ration reached was 39.240 %, when the concentration was 1.152
mg/mL. Conclusions: Total paeony glucosides had strong antioxidant activity and great inhibition effect on the proliferation of hepatic
stellate cells.
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前言

赤芍总苷（Total Paeony Glucosides）是赤芍中单萜苷类化
合物的总称，包括芍药苷、芍药花苷、芍药内酯苷、羟基芍药苷、
苯甲酰芍药苷等组分[1]，是赤芍的主要活性成分，研究表明该部

位具有明显抗凝血、抗血栓、抗内毒素、改善微循环、对心脑肾
缺血性损伤的保护作用、抗肿瘤、对肝损伤的保护、改善小鼠学
习记忆能力、抗抑郁等方面的药理作用[2-5]，近年来还发现赤芍

总苷具有良好的抗肝纤维化作用[6,7]。肝纤维化过程中，自由基
损伤是导致肝纤维化的重要诱因，而肝星状细胞的活化和增殖

激发了大量细胞外基质增生和沉积，是肝纤维化发生发展的重

要环节[8-11]。本研究针对肝纤维化发生发展的两个重要环节，考
察了赤芍总苷体外抗氧化及对肝星状细胞增殖的抑制作用，探

讨赤芍总苷抗肝纤维化的可能的作用环节和作用机制。

1 材料与方法

1.1 试验药物
赤芍饮片购自内蒙古赤峰荣兴堂药业公司，为道地野生优

质赤芍，10倍量 70 %乙醇回流提取 3次，得粗体液后，采用
AB-8型大孔吸附树脂柱富集干燥，得赤芍总苷，其中赤芍总苷
的含量为 57.72 %，芍药苷的含量为 41.43 %。
1.2 细胞株

HSC-T6，购自中国科学院上海细胞所，为 SV40转染的 SD
大鼠肝星状细胞，其表现型为活化的 HSC，表达高水平的Ⅰ型
胶原[12]。
1.3 试剂

DPPH（1,1-二苯基 -2-苦基苯肼），购自美国 Sigma，批号
为 257621；抗坏血酸，购自天津永大化学试剂有限公司，批号
20100525；秋水仙碱，购自昆明制药集团股份有限公司，批号
090818-01，临用前配制成所需浓度；DMEM 培养基、Peni-
cillin-Streptomycin 和胰蛋白酶，购自加拿大 Gibco 公司，批号
分别为 101019、837579和 833117；特级胎牛血清 FBS，购自杭
州四季青生物工程材料有限公司，批号 090706；MTT，购自美
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国 Sigma公司，批号为 3544B04；DMSO，购自美国 Amresco公
司，批号 100127。
1.4 仪器与设备
紫外可见分光光度计，尤尼克上海仪器有限公司；洁净工

作台，北京东联哈尔仪器制造有限公司；CO2培养箱，Thermo
Fisher Scientific Co. LTD；倒置显微镜，重庆市奥特光学仪器有
限责任公司；酶标仪，美国伯腾仪器有限公司；细胞培养瓶及

96孔细胞培养板，美国 Corning Co. LTD。
1.5 DPPH法测定赤芍总苷体外抗氧化活性
1.5.1 抗坏血酸标准溶液的配置 称取 7.5 mg抗坏血酸，置于
250 mL容量瓶中，用蒸馏水稀释成 30 mg/L的抗坏血酸标准
溶液。
1.5.2 DPPH标准溶液的配制 避光称取 15.0 mg DPPH，置于
500 mL容量瓶中，用甲醇稀释成 30 mg/L的 DPPH标准溶液，
用移液管量取抗坏血酸标准溶液 1.0、2.0、4.0、6.0、8.0 和 10.0
mL于 6个 10 mL容量瓶中，用蒸馏水稀释至刻度，摇匀备用。
1.5.3 抗坏血酸 DPPH清除率标准曲线的制备 分别将抗坏血
酸溶液 1.0 mL与 6个浓度 DPPH溶液 5.0 mL迅速混匀，反应
30 min，以空白溶剂 1.0 mL蒸馏水 +5.0 mL甲醇为参比液，以
样品空白溶液 1.0 mL蒸馏水 +5.0 mL DPPH 溶液为对照，在
517 nm处测定各溶液的吸光度 A，每个浓度平行测定三次，取
其平均值，并计算其清除率，清除率按下式计算：

清除率 E=(AControl-ASample)/AControl×100%
其中 AControl为未加抗坏血酸溶液的 DPPH溶液，即 1.0

mL 蒸馏水 +5.0 mL DPPH 溶液的吸光度，ASample 为 DPPH
溶液与样品溶液，即 1.0 mL样品溶液 +5.0 mL DPPH溶液反应
后的吸光度。
以抗坏血酸质量浓度（mg/L）为横坐标，DPPH清除率（%）
为纵坐标绘制标准曲线（图 1），建立线性回归方程，y=18.
74x-0.8219（r=0.9996），线性范围为 0.50-5.00 mg/L，根据回归方
程计算抗坏血酸的 EC50 值为 2.71 mg/L（注：EC50值为清除

50% DPPH自由基所需的样品浓度）。

1.5.4 赤芍总苷抗氧化活性测定 称取 2.5 g赤芍总苷，置于
250 mL容量瓶中，加入蒸馏水使其溶解，定容至刻度，摇匀，得

样品溶液，分别在 5.0 mLDPPH溶液中加入 0.1、0.2、0.3、0.4、
0.5、0.6、0.7、0.8、0.9 和 1.0 mL 样品溶液，用蒸馏水补足 6.0
mL，迅速混匀，反应 30 min，按照 1.5.3项下方法测定溶液的吸
光度 A，每个浓度平行测定三次，取平均值。以样品质量浓度
（mg/L）为横坐标，DPPH清除率(%)为纵坐标绘制样品的清除
率曲线，计算线性回归方程及其 EC50值。
1.6 MTT比色法测定赤芍总苷对 HSC-T6细胞增殖的影响
1.6.1 HSC-T6细胞的培养 采用含有 10 %胎牛血清的 DMEM
培养基，常规培养于 37℃、饱和湿度、5 % CO2培养箱中，当细

胞密度达到 70 %以上时，用 0.25 %胰酶消化传代。
1.6.2 MTT比色法测定赤芍总苷对 HSC-T6 细胞增殖的影响
取对数生长期细胞，加入含 10 % FBS的 DMEM培养基，调整
浓度至 1×105个 /mL，加入 96孔培养板中，每孔 200 μL，在 37
℃、饱和湿度、5 % CO2培养箱静置培养 24 h后，弃上清液，加
入含有终浓度分别为 0.036、0.072、0.144、0.288、0.576、1.152、
5.760 mg/mL赤芍总苷的 DMEM完全培养基，每孔 200 μl，并
设对照组，每组 8个复孔，培养 44 h后，加入 MTT（5 mg/mL，
PBS配制）20 μL/孔，继续培养 4 h，弃上清液，加入 DMSO 100
μL/孔，振荡使结晶紫完全溶解，自动酶标仪在 490 nm处测定
各孔吸光度 A值，并计算抑制率。抑制率按照下式计算：
抑制率 =（1-药物组 A值 /对照组 A值）×100%

2 结果

2.1 DPPH法测定赤芍总苷体外抗氧化活性
赤芍总苷对 DPPH具有较强清除作用，且 DPPH的清除率
与赤芍总苷的质量浓度，在一定浓度范围内，呈现良好的线性

关系，清除率随着样品质量浓度的增大而增大。赤芍总苷
DPPH清除曲线见图 2，其对 DPPH的清除率的回归方程为
y=7.4432x+0.6111（r=0.998），线性范围为 1.00-12.00 mg/L，其
EC50值为 6.64 mg/L。
2.2 MTT比色法测定赤芍总苷对 HSC-T6细胞增殖的影响

赤芍总苷对 HSC-T6的增殖具有明显的抑制作用，且随着
浓度的上升，抑制率逐渐增大。赤芍总苷对肝星状细胞的生长
有一定的量效关系，具体结果详见表 1。

3 讨论

图 1 抗坏血酸浓度 -DPPH清除率标准曲线
Fig. 1 Standard curve of ascorbic acid between its concentration and

clearance rate towards DPPH

图 2 赤芍总苷浓度 -DPPH清除率曲线
Fig. 2 Curve of of total paeony glucosides between its concentration and

clearence rate towards DPPH
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肝损伤是导致肝纤维化的直接原因，其中自由基损伤是肝

纤维化的常见方式，多种化学性肝损伤、脂肪肝、酒精肝及肝炎
向肝纤维化的发生发展，均与自由基损伤有直接或间接的联

系，去除病因，保护肝细胞是治疗肝纤维化的首要措施。多种具
有抗氧化活性的药物，如谷胱甘肽、维生素 E、水飞蓟素等均具
有一定的抗肝纤维化的作用[13]。本研究结果表明，赤芍总苷体
外具有较强的抗氧化和清除自由基的作用，推测其抗氧化活性

可能与其抗肝纤维化活性相关。研究表明[14,15]，赤芍总苷具有良

好的治疗肝损伤和肝纤维化的作用，并认为其作用机制可能与

其抗脂质过氧化有关，与本试验的推测一致。赤芍总苷抗氧化
活性和清除自由基的能力，可能是其抗肝纤维化的作用机制之

一。
肝纤维化发生的基本机制是细胞外基质的合成与沉积，在

此过程中，肝星状细胞的活化和增殖起到了关键作用，因此，抑

制肝星状细胞的活化和增殖，减少由其导致的细胞外机制的积

累，是治疗肝纤维化的关键步骤[16]。本研究结果表明，赤芍总苷
体外对 HSC-T6细胞增殖具有一定的抑制作用，这与王华等在

体内试验中检测到了较少的胶原表达量相一致[6]。赤芍总苷抑
制活化的肝星状细胞增殖，进而抑制细胞外机制的积累和沉

积，可能是其抗肝纤维化的另一作用机制。
肝纤维化涉及多种炎症因子、细胞因子的释放及级联反

应，包括组织损伤、炎症发生、细胞增殖、细胞趋化、纤维形成、
基质降解等环节，是一个复杂的病理发生和发展过程。肝纤维
化的防治就是以上述病理过程为靶点，进行逆向调控，目前，肝

纤维化的治则包括：去除病因、保护肝细胞、抑制肝脏炎症、抑
制肝星状细胞活化、促进肝星状细胞凋亡和促进细胞外基质降
解等方面。中药对肝纤维化的治疗一般是多靶点、多通路的综
合逆向调节。本研究结果表明，赤芍总苷具有良好的抗氧化活
性和一定的抑制肝星状细胞增殖作用，推测赤芍总苷抗肝纤维

化作用，至少涉及保护肝细胞和抑制肝星状细胞增殖两个作用

靶点。此外，韩海啸等[17,18]结果表明，赤芍含药血清对肝星状细

胞有显著的促凋亡作用，且能显著增加肝星状细胞在 G0/G1期

的比例，并能显著降低 S期的比例，表明促进肝星状细胞凋亡
可能也参与赤芍总苷抗肝纤维化的作用。前人和本论文的研究
结果表明，赤芍总苷抗肝纤维化是一个多靶点、多通路的综合
调节过程，涉及保护肝细胞、抑制肝星状细胞增殖、促进肝星状
细胞凋亡等环节，其详细的作用机制和信号通路有待进一步研

究。
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表 1 不同浓度的赤芍总苷对 HSC-T6细胞增殖的抑制作用（X±SD）
Table 1 Inhibition effect on the proliferation of HSC-T6 cells of total paeony glucosides with different concentration（X±SD）
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突切迹后缘与翼钩的连线上由后向前依次经过茎乳孔、棘孔和
卵圆孔，乳突切迹后缘可做为血管神经三角内重要结构的定位

参考点。
侧颅底结构错综复杂，外科手术常常涉及到多个学科，明

确各个结构的解剖关系对于临床应用有重要指导意义。本研究
提供了新的侧颅底分区方法，将侧颅底血管神经集中的区域明

确划分为血管神经三角，为临床手术入路和定位提供解剖学参

考。
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