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"摘要#
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目的
!

探讨中药提取物槲皮素对培养肝星状细胞的细胞周期与
#

&

%

型胶原蛋白表达的影响!分析槲皮素对肝纤维

化&肝硬化的作用机制%方法
!

体外培养人肝星状细胞!分为对照组"无干扰$和实验组"槲皮素干扰$!观察细胞生长特征!并用免

疫组织化学&免疫荧光技术检测
#
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%

胶原蛋白的表达!流式细胞仪检测的细胞周期%结果
!

"

$

$细胞核按大中小
'

类半定量计

数!结果显示实验组与对照组之间比较差异有统计学意义"

"

#

%&%3

$'"

1

$免疫组织化学与免疫荧光结果显示!吸光度&阳性面积

比值"
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$和荧光强度实验组
#

型胶原蛋白表达与对照组之间差异有统计学意义"

"

#

%&%3
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%

型胶原蛋白表达实验组与对

照组之间差异无统计学意义"

"

%

%&%3
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$流式细胞仪检测细胞周期结果显示!对照组和实验组
V

$

期细胞比例比较差异有统计

学意义"
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$%结论
!

槲皮素对肝星状细胞胶原蛋白表达&细胞周期具有调控作用%
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肝星状细胞$

D@

B

;:#E+:@CC;:@E@CC

#

YL2

%#也称肝贮脂细胞

$

H;:.+:"<#,

K

E@CC

#

7L2

%#主要分布于肝窦周隙)目前认为#

7L2

可以合成和分泌胶原蛋白及产生细胞外基质#在肝纤维化*肝

硬化发展过程中起着主要作用&

$.'
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)槲皮素$

b

G@<E@:#,

%属黄酮

类化合物#存在于许多植物的花*叶*果实中#如洋葱*苹果*绿

茶*芦丁*连翘及抗肝病植物药赶黄草等植物中含量较高)目

前认为#槲皮素具有较好的祛痰*止咳*平喘*抗肿瘤等作

用&

0.3

'

)本研究通过用体外培养人
YL2

的方法为基础#用槲皮

素进行干扰#检测槲皮素对
YL2

细胞周期的影响#以及对其

#

*

%

型胶原蛋白表达的影响#分析
YL2

参与肝纤维化的机制

及槲皮素的意义#为星状细胞的功能调控*调控机制的研究#及

肝纤维化*肝硬化的防治研究奠定基础)
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材料与方法
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!

细胞来源及主要试剂
!

人
YL2

株!广州市十环医药科技

有限公司(槲皮素!美国
L#

K

J;

公司#批号
RY?$0//

#相对分子

质量
'%1&10

(量子点标记试剂盒!武汉珈源量子点技术开发有

限责任公司(免疫组织化学试剂盒!北京博奥森生物技术有限

公司(

Zd3$

荧光显微镜!日本奥林巴斯$

XC

I

J

B

G+

%公司(

U@#E;.

4S)%%%

光学显微镜
U@#E;.4721(3

系统!徕卡$

U@#E;

%仪器$德

国%有限公司(

Z4782L2;C#NG<

流式细胞仪!美国
Z4

公司)
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方法
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细胞培养及分组干扰
!

将购买的细胞株$广州市十环

医药科技有限公司%复苏#制成细胞悬液#细胞浓度约
$&%T

$%
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#接种于
10

孔培养板$铺垫圆形盖玻片%)培养条件为!

'-j

*

$%Q

小牛血清*

4SWS

培养基*

3Q 2X

1

)取培养第
0

天作后续实验)培养细胞分为对照组和实验组)槲皮素以二

甲基亚砜为溶剂溶解稀释#分别给予
%
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$对照组%*

3%
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J"C
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3%.

实验组%*

$%%
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$

$%%.

实验组%*

3%%

"
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"

U

$

3%%.

实验组%干扰#

0/D

后终止干扰)取出盖玻片#

0Q

甲醛固

定
'%J#,

#进入后续实验)
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!

染色及检测
!

$

$

%

YW

染色!取出细胞爬片#苏木精染

色#盐酸乙醇分色#氨水返蓝#伊红染色#梯度乙醇脱水#二甲苯
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重庆医学
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年
'

月第
0-

卷第
(
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透明#树脂封片)采用盲法将细胞核体积由大至小分为
'

类进

行半定量计数)$

1

%免疫组织化学染色$

L8Z2

法%!细胞爬后

片
RZL

冲洗#

%&$Q 5<#:",.d$%%

处理#

'QY

1

X

1

灭活内源性

过氧化物酶#滴加
$f$%%

稀释的一抗孵育过夜#

RZL

洗涤#二

抗孵育#

RZL

洗涤#

L8Z2

酶标#

48Z

$棕色%显色#梯度乙醇脱

水#二甲苯透明#树脂封片)$

'

%量子点标记&

)./

'

!细胞爬片后

%&$Q 5<#:",.d$%%

通透处理#

'Q Y

1

X

1

灭活内源性过氧化物

酶#正常山羊血清封闭#滴加
$f$%%

稀释的
#

胶原蛋白一抗

$鼠抗鼠%

'-j0D

#滴加
$f$%%

稀释的
%

胶原蛋白一抗$兔抗

鼠%

'-j0D

#

RZL

洗涤#量子点标记二抗$抗鼠*抗兔%复合物

'-j

孵育
1%J#,

#

RZL

洗涤#甘油封片)荧光显微镜下观察成

像并照相#记录观察结果)

=&>&?
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流式细胞仪检测细胞周期
!

%&13Q

胰蛋白酶消化细胞

成细胞悬液#离心#冰乙醇固定)离心#调整细胞浓度为
3T

$%

3

"

JU

#加入碘化丙啶$

R6

%染液#孵育)以
0//,J

氩离子激

光激发#应用
Z42L2;C#NG<

$美国
Z4

公司%流式细胞仪
782.

L:;:#",

*

2@CCh[WL5R<"

数据处理软件进行细胞周期检测和

分析)

=&?

!

统计学处理
!

采用统计软件
LRLL$-&%

分析#计量资料

用
K=E

表示#组间比较采用
!

检验(计数资料采用率表示#用

$

1 检验#检验水准
)

>%&%3

#以
"

#

%&%3

为差异有统计学意义)

>

!

结
!!

果

>&=

!

细胞形态学
!

普通光学显微镜观察培养
YL2

#各样本均

表现为细胞密度及细胞形态无明显的差异)细胞贴壁生长#有

突起#细胞直径约
13

!

'3

"

J

)核位于中央#体积大#嗜碱性(

细胞质呈弱嗜碱性#细胞质内可见大量细小嗜碱性细小颗粒

$图
$

%)槲皮素干扰
0/D

#细胞核大小不均匀#细胞核越小#嗜

碱性越强)

YL2

经
YW

染色细胞核计数
0

组之间差异有统计

学意义$

"

#

%&%3

%#见表
$

)

表
$

!!

肝星状细胞
YW

染色细胞核计数%

(>$%%

(

组别 小体积细胞 中体积细胞 大体积细胞

对照组
$- 1/ 33

3%.

实验组
$/ '/ 00

$%%.

实验组
0( '$ 1%

3%%.

实验组
33 '% $3

>&>

!

免疫组织化学结果
!

各组均可见大量
YL2

#细胞内均有

#

*

%

型胶原蛋白阳性产物#分布在细胞质内#呈棕黄色颗粒

$图
$

%)图像分析吸光度值和阳性面积比值$

Ra.;<@;

%结果所

示#与对照组比较#实验组
#

型胶原蛋白表达明显降低#差异有

统计学意义$

"

#

%&%3

%#

%

型胶原蛋白表达无明显变化#差异

无统计学意义$

"

%

%&%3

%#见表
1

)

图
$

!!

YW

染色)免疫组织化学染色
YL2

%

T1%%

(

表
1

!!

各组
#

)

%

型胶原蛋白免疫组织化学染色吸光度与
Ra.;<@;

比较%

K=E

(

组别
(

#

型胶原

吸光度
Ra.;<@;

%

型胶原

吸光度
Ra.;<@;

对照组
10 %&$'3=%&%%0 1-&')=)&0- %&1$)=%&$$/ 11&$3=0&1-

3%.

实验组
10

%&$$-=%&%%'

;

$/&1(=1&'0

;

%&1%(=%&%(/ 1$&)(=1&0/

$%%.

实验组
10 %&$$1=%&%%0

;

$3&0/=1&3$

;

%&11$=%&$10 1%&0)='&31

3%%.

实验组
10

%&%(-=%&%%'

;

$0&)(=$&11

;

%&110=%&%0$ 11&')=0&01
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#与对照组比较
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图
1

!!

免疫荧光染色结果%

T1%%

(

>&?

!

免疫荧光结果
!

干扰
0/D

后#

#

*

%

型胶原蛋白经双标

显示#对照组和各实验组
#

胶原蛋白阳性产物显示为绿色荧

光#

%

胶原蛋白阳性产物显示为红色荧光$图
1

%)显微镜荧光

强度定量分析结果显示#实验组
#

型胶原蛋白表达明显降低#

与对照组之间差异有统计学意义$

"

#

%&%3

%(

%

型胶原蛋白表

达无明显变化#与对照组之间差异无统计学意义$

"

%

%&%3

%#

见表
'

)

表
'

!!

各组
#

)

%

型胶原蛋白免疫染色荧光强度%

K=E

(

组别
(

#

型胶原蛋白
%

型胶原蛋白

对照组
10 1/&-1='&$) ')&0/=1&'/

3%.

实验组
10

13&-'=1&-(

;

'0&-3='&31

$%%.

实验组
10

11&1'=1&-3

;

'-&0-='&10

3%%.

实验组
10

$(&$3=1&$0

;

'0&3$=1&/)

!!

;

!

"

#

%&%3

#与对照组比较

>&B

!

肝星状细胞流式细胞仪细胞周期检测结果
!

干扰
0/D

后#对照组和实验组
V

$

期细胞比例比较#差异有统计学意义

$

"

#

%&%3

%(

L

期细胞比例#

V

1

期细胞比例各组之间比较#无明

显变化规律$图
'

#表
0

%)

!!

8

!对照组(

Z

!

3%.

实验组(

2

!

$%%.

实验组(

4

!

3%%.

实验组

图
'

!!

肝星状细胞流式细胞仪细胞周期检测结果

表
0

!!

流式细胞仪细胞周期检测结果%

Q

(

组别
( V

$

L V

1

对照组
/ $0&)-='&$3 )-&03=-&1$ $-&//=0&1/

3%.

实验组
/

$/&13=0&$3

;

)'&01=3&31 $/&''='&3/

$%%.

实验组
/

1$&31='&/$

;

)1&/0=3&01 $3&)0=0&33

3%%.

实验组
/

1'&0)='&13

;

)$&0/=0&0) $3&%)=0&'0

!!

;

!

"

#

%&%3

#与对照组比较

?

!

讨
!!

论

!!

肝脏疾病是目前威胁人类健康的一个巨大问题)临床上

在各种慢性病致病因子的作用下#肝内纤维成分异常增生#胶

原纤维过度沉淀#引起肝纤维化#继续发展则成为肝硬化)文

献报道表明#

YL2

具有产生细胞外基质及纤维的能力#因此认

为#

YL2

与肝纤维化及肝硬化直接相关&

(.$$

'

)本研究采用现有

的
YL2

株培养技术#用临床上使用极为广泛的赶黄草等中药

的提纯品槲皮素对细胞进行干扰#在体外实验对
YL2

的形态

结构及
#

*

%

型胶原蛋白的合成功能进行初步研究)由于

YL2

固有的生物特性#其
#

*

%

型胶原蛋白基因会表达而产生

胶原纤维的主要构成成分!

#

*

%

型胶原蛋白)通过检测培养

YL2

形态结构*细胞周期及
#

*

%

型胶原蛋白#反应
YL2

的功

能状态和产生胶原纤维的能力#为肝纤维化*肝硬化的基础研

究奠定实验基础)

实验结果显示#体外肝星状细胞呈贴壁生长#有多个突起#

细胞质内可见大量嗜碱性细小颗粒)细胞核体积统计结果显

示#槲皮素干扰后#大细胞核的细胞比例减少#小细胞核的细胞

比例增高)细胞核大小及嗜碱性可以一定程度反应细胞的功

能状态#一般细胞核体积越小#嗜碱性越强#说明细胞的活性程

度越低#功能相对静止#反之亦然)结果说明#槲皮素对肝星状

细胞的活性有抑制作用)

免疫组织化学及免疫荧光检测显示#肝星状细胞在常规培

养下细胞内均有
#

*

%

型胶原蛋白阳性产物#阳性产物分布在

细胞胞质内#免疫组织化学切片中表现出呈棕黄色颗粒)荧光

显微镜下#免疫产物呈现荧光#通过采用不同种属一抗分别标

记#在同样的细胞内
#

*

%

型胶原蛋白呈现出不同的绿色荧光

和红色荧光)用中药有效成分提纯品槲皮素进行培养干扰后#

细胞内仍然有
#

*

%

型胶原蛋白的表达#但
#

型胶原蛋白表达

强度明显降低#

%

型胶原表达强度未见明显改变)说明槲皮素

对体外培养
YL2

#

*

%

型胶原蛋白具有调节作用)

有研究也证实#血清
%

型胶原蛋白浓度与肝炎症*坏死和
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肝纤维化有关#但以肝纤维化相关为主#肝硬化患者明显升高#

但肝硬化晚期#

%

型胶原蛋白反而低于早期&

$1.$'

'

)胶原纤维

中以
#

*

%

型胶原蛋白为主#在炎症及损伤修复过程中#伴随着

旧胶原的降解和新胶原的产生*重新排列沉积)在胚胎皮肤损

伤修复中有无瘢痕愈合现象&

$0

'

#无瘢痕愈合以
%

型胶原蛋白

为主#无瘢痕愈合可能与细胞外基质的
#

*

%

型胶原蛋白比例

有直接关系#即!

%

型胶原蛋白浓度高相对
#

型胶原蛋白浓度

高更容易降解#相对更不容易形成瘢痕组织及胶原纤维沉积)

在肝纤维化及肝硬化的发展中#其实本质就是炎症导致肝细胞

损伤#

YL2

受刺激产生胶原纤维#胶原纤维不能充分降解#从

而导致胶原纤维沉积的过程)本实验结果显示#槲皮素可以降

低
#

型胶原蛋白的产生#说明其可以抑制星状细胞产生胶原纤

维沉积(另外#槲皮素对
%

型胶原蛋白表达强度未见明显影响#

说明槲皮素可以降低
#

型胶原蛋白与
%

型胶原蛋白的比例#可

以使其产生的胶原更容易降解#可能是赶黄草等中药可以抑制

肝纤维化*肝硬化的发展速度*甚至缓解肝纤维化及肝硬化的

主要机制)

流式细胞仪是检测细胞周期的经典方法)实验中#肝星状

细胞保持不断增殖状态#细胞总是处于从
V

$

*

L

*

V

1

和
S

期的连

续的细胞周期中)在细胞周期的各阶段#细胞分别进行着
4a8

复制*蛋白质合成及细胞分裂等重要的生理活动&

$1

#

$3

'

)实验结

果显示#槲皮素有明显升高
V

$

期星状细胞比例的作用#对照组

和实验组
V

$

期细胞比例比较有明显差异#而
L

期*

V

1

期细胞比

例无明显影响)其结果说明#槲皮素对星状细胞的增殖具有抑

制作用#在细胞周期中#其抑制作用的时间点
V

$

期)其
V

$

比

例增高#则说明细胞在
V

$

停留时间延长*细胞向
V

%

发展的可

能性增大*细胞出现功能相对停滞的可能性增大#则出现而不

被活化的可能性增大#这可能是赶黄草等含槲皮素的中药可以

抑制肝纤维化*肝硬化的发展的作用机制之一&

$)

'

)

综上所述槲皮素对体外培养
YL2

有明显调控作用#可以

抑制
#

型胶原蛋白的合成#改变
#

*

%

型胶原蛋白的比例)同

时#槲皮素可以延长肝星状细胞
V

$

期#从而影响细胞的增殖

及活性#可能是赶黄草等富含槲皮素的中药可以达到临床控制

肝纤维化*肝硬化的发展的作用机制之一)但中药的作用机制

研究极为复杂#关于槲皮素对肝脏疾病的作用机制研究需大量

的基础实验和临床研究进行进一步深入的研究和探讨)
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