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芪丹方主成分抑制肝星状细胞增殖及最佳配伍剂量△
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［摘要］  目的：对芪丹方中的主成分丹酚酸 B （Sal B）、丹参酮ⅡA （TSN）、白藜芦醇 （Res）、黄芪甲苷

（AsA）和甘草次酸（GA）进行配伍研究，以确定芪丹方最佳有效成分之间的配伍比例。方法：采用甲基噻唑基二

苯基四唑溴化铵（MTT）法观察不同药物对肝星状细胞（HSC）增殖的抑制作用，单因素法筛选抗肝纤维化的最佳

浓度；在单因素试验的基础上，采用响应面法筛选抗肝纤维化的处方。结果：确定最佳配伍为 TSN∶Sal B∶AsA=

5. 57∶5. 96∶5. 55 （摩尔比），对 HSC 增殖的抑制率可达 97. 45%；各组分单独给药则显示 Sal B、TSN、AsA 和

GA 对 HSC 增殖的抑制能力较强，Res 的抑制能力较弱，且 TSN、Sal B 和 AsA 的浓度与抑制率有较大的联系；

TSN 的抑制效果最好，抑制率为 24. 19%。结论：Sal B、TSN、Res、AsA 和 GA 单独给药均可抑制 HSC 的增殖，

并呈浓度依赖性。联合用药时，TSN、Sal B 和 AsA 对 HSC 增殖的抑制作用明显增强。
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[Abstract]  Objective: Qidan Prescription is a prescription for the treatment of liver fibrosis. The compatibility of 

salvianolic acid B (Sal B), tanshinone ⅡA (TSN), resveratrol (Res), astragaloside Ⅳ (AsA) and glycyrrhetinic acid (GA) in 

Qidan Prescription was studied to determine the compatibility of the optimal effective components of Qidan Prescription. 

Methods: MTT method was used to observe the inhibitory effect of different drugs on the proliferation of hepatic stellate 

cells (HSCs), and the concentration of antihepatic fibrosis was screened by single factor method. On the basis of single factor 

experiment, the prescription of antihepatic fibrosis was screened by response surface methodology. Results: The optimal 

prescription was determined as TSN:Sal B:AsA=5.57:5.96:5.55 (mole ratio), with the inhibition rate of HSC proliferation up 

to 97.45%. The administration of each component alone unveiled potent inhibition of HSC proliferation by Sal B, TSN, AsA 

and GA and weak inhibition by Res. Moreover, the concentrations of TSN, Sal B and AsA were significantly correlated with 

the inhibition rates. TSN exhibited the best inhibitory effect with the inhibition rate of 24.19%. Conclusion: Administration 

of Sal B, TSN, Res, AsA and GA alone all inhibited the proliferation of HSCs in a concentration dependent manner. The 

inhibitory effect on the proliferation of HSC was significantly increased by combined drug administration, especially by 

TSN, Sal B and AsA.
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肝纤维化与肝脏的慢性炎症反应密切相关，是

多数慢性肝病发展为肝硬化共同的必经病理阶段。

现代研究表明，肝纤维化是由于肝胶原和其他细胞

外基质（ECM）的增殖和降解处于失衡状态，导致

肝脏纤维结缔组织异常沉积的可逆病理过程。ECM

的分子来源包括肝星状细胞（HSC）、骨髓前体细胞

和门脉肌成纤维细胞。HSC是肝纤维化过程中产生

ECM的主要细胞，多种细胞因子可激活HSC，促进

ECM 的合成、分泌和沉积，导致肝纤维化的形

成[1-4]。因此，抗肝纤维化的中心环节是抑制HSC的

活化及抑制活化HSC的增殖。

芪丹方由丹参、黄芪、甘草、虎杖组成，是临

床治疗肝纤维化的有效药物。其主要有效成分为丹

酚酸 B （Sal B）、丹参酮 ⅡA （TSN）、黄芪甲苷

（AsA）、甘草次酸（GA）和白藜芦醇（Res），据文

献报道，这些有效成分均能抑制 HSC的增殖。TSN

是丹参中的脂溶性活性成分，覃筱燕等[5]研究了TSN

对抗CCl4诱导大鼠肝纤维化，结果表明TSN可降低

大鼠血清中透明质酸（HA）、层粘连蛋白（LN）和

羟脯氨酸 （Hyp） 的含量，减轻肝纤维化的病理损

伤，降低肝脏转化生长因子（TGF） -β1和 α-平滑肌

肌动蛋白（SMA）的表达；Sal B是丹参的水溶性活

性成分，体外实验表明，其能抑制HSC的增殖和胶

原生成，抑制TGF-β1的自分泌，抑制丝裂原活化蛋

白激酶（MARK）活性及细胞外调节蛋白激酶（ERK）

信号，减少HSC中Ⅰ型胶原的合成和分泌[6-7]；张其

胜等[8]使用 GA 治疗肝纤维化，结果显示，患者服

用 GA 后，肝脏中的胶原沉积显著减少，Ⅰ型胶原

和 α-SMA mRNA 的表达显著降低；Res是一种直接

抑制炎症反应的炎症抑制因子，在肝损伤过程中，

其可以逆转由肿瘤坏死因子 （TNF） -α、纤溶酶原

激活物抑制剂（PAL） -1和动脉粥样硬化因子诱导的

白细胞介素（IL） -6的分泌，抑制炎症反应，改善损

伤程度[9-10]。此外，Res可抑制核转录因子（NF） -κB

的表达，发挥抗炎作用[11]；AsA可抑制纤维组织增生

和肝组织纤维化，并降低肝组织中TGF-β和 Smad-3
蛋白的表达，提示 AsA 可能通过调节 TGF- β和

Smad-3蛋白来改善肝损伤[12]。

本研究比较 Sal B、TSN、Res、AsA和GA在不

同配伍比例下对肝纤维化的治疗作用，从处方中筛

选出各有效成分的最佳配伍比例，以期简化处方、

提高药效，为开发新药提供参考。

1　材料

1. 1　仪器

MCO-18AIC型（UV） CO2细胞培养箱、高压灭

菌器 （日本 SANYO 公司）；3-18K Sartorius 型离心

机（德国 Sigma-Aldrich 公司）；ECLIPSE TS10 型显

微镜 （日本尼康公司）；KS4000ic 型控温摇床 （德

国 IKA 公司）； SpectraMax M2 型酶标仪 （美国

Molecular Devices 公司）；KQ5200 型超声波仪 （昆

山超声波仪器有限公司）；Barnstead GenPure Pro 型

超纯水系统（美国Thermo Fisher公司）。

1. 2　试药

HSC （北京望京医院病理科）；DMEM （含

4. 5 g·L–1葡萄糖、L-谷氨酰胺和丙酮酸钠，美国康

宁生命科学公司，批号：10013649R）；胎牛血清

（FBS， 批 号 ： 41Q470K）、 胰 蛋 白 酶 （批 号 ：

25200056） 均购自美国 Gibco 公司；磷酸盐缓冲液

（PBS，美国Lyclone公司，批号：NAB1338）；甲基

噻唑基二苯基四唑溴化铵（MTT，碧云天生物科技

有限公司，批号：ST315）；二甲基亚砜 （DMSO，

德国Sigma-Aldrich公司，批号：037K07662）；乙二

胺四乙酸 （EDTA，北京经科宏达生物技术有限公

司）；CuSO4 （批号：F20110301）、Na2HPO4·12H2O、

KH2PO4 （批号：D0060421）均购自北京化学试剂有

限公司；氯化钠 （批号：20110418）、氯化钾 （批

号：20110126）均购自中国国药集团化学试剂有限

公司；GA （批号：111215，纯度>98%）、TSN （批

号：120428，纯度>98%）、Sal B（批号：12020104，
纯度>98%）、AsA （批号：130126，纯度>98%）、

Res （批号：130213，纯度>98%） 均购自中国宝鸡

市国康生物科技有限公司。

2　方法

2. 1　细胞培养

将 HSC 细胞系置于含 10% FBS 的高糖 DMEM

完全培养基中，在 37 ℃，5% CO2的湿空气中培养。

细胞贴壁生长后 24 h内传代，待细胞稳定生长融合

达到 80% 时，用胰蛋白酶消化后按浓度接种至培

养板。

2. 2　MTT测定

取处于对数生长期的HSC细胞制成单细胞悬液，
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按 5×103个/mL的密度接种于 96孔板中，并在 37 ℃，

5% CO2下培养 24 h。去除上清液后，加入不含 FBS

的 DMEM 培养 24 h。每孔加入液体 （Sal B、TSN、

Res、AsA 和 GA） 200 μL 后，在 37 ℃下培养 48 h。

用 PBS 洗涤细胞 2 次，每个孔中添加 MTT 200 μL

（MTT∶DMEM=1∶10），在 37 ℃下培养。培养 4 h

后，去除上清液，加入DMSO 150 μL，在 560 nm处

检测吸光度值 （A）。按公式 （1） 计算增殖抑制率

（PI）。

PI=1–（A2–A0）/（A1–A0） （1）

式中 A0为空白组吸光度值，A1为对照组吸光度

值，A2为药物组吸光度值。

2. 3　响应面法设计

采用响应面法研究 4个变量对增殖抑制的影响，

对 TSN 浓度（A）、Sal B 浓度（B）、GA 浓度（C）、

AsA浓度（D）进行了优化（表1）。

2. 4　统计分析

采用Design-Expert 8. 0. 6对实验结果进行分析。

除另说明外，所有实验均重复3次。

3　结果

3. 1　MTT法测定给药浓度

采用 MTT 法研究了 TSN、Sal B、Res、AsA 和

GA 在不同浓度下对 HSC 增殖的抑制作用。结果见

表3~表6、图1。

从表 2~ 表 6、图 1 可以看出， TSN、 Sal B、

Res、AsA和GA均能抑制HSC的增殖，且浓度和抑

制率存在相关性。

半抑制浓度为药物对细胞增殖的抑制效果达到

细胞正常增殖水平 50%时的给药浓度，该值可反映

药物对HSC增殖的抑制作用，半抑制浓度越低药物

抑制细胞增殖的作用就越强。使用GraphPad Prism 5
软件绘制对数浓度与GI之间的关系（图2）。

表1　Box-Behnken响应面法优化芪丹方中4个主成分

抑制HSC增殖试验设计因素与水平

μmol·L–1

水平

–1
0
1

A

0
5

10

B

0
5

10

C

0
5

10

D

0
5

10

表2　TSN不同给药浓度抑制HSC增殖的结果（n=3）

组别

对照组

5 μmol·L–1 TSN组

10 μmol·L–1 TSN组

15 μmol·L–1 TSN组

20 μmol·L–1 TSN组

25 μmol·L–1 TSN组

空白组

测量A

0.703 8
0.646 9
0.566 6
0.427 7
0.421 0
0.348 5
0.136 5

实际A

0.567 3
0.510 4
0.430 1
0.291 2
0.284 5
0.212 0

PI/%

10.04
24.19
48.68
49.85
62.64

表3　Sal B不同给药浓度抑制HSC增殖的结果（n=3）

组别

对照组

10 μmol·L–1 Sal B组

20 μmol·L–1 Sal B组

30 μmol·L–1 Sal B组

40 μmol·L–1 Sal B组

50 μmol·L–1 Sal B组

空白组

测量A

0.666 5
0.551 9
0.399 4
0.202 8
0.127 2
0.121 2
0.123 3

实际A

0.543 2
0.470 6
0.394 5
0.104 7
0.004 1
0.000 9

PI/%

21.10
49.16
85.36
99.29

100.38

表4　GA不同给药浓度抑制HSC增殖的结果（n=3）

组别

对照组

5 μmol·L–1 GA组

10 μmol·L–1 GA组

15 μmol·L–1 GA组

20 μmol·L–1 GA组

40 μmol·L–1 GA组

空白组

测量A

0.527 8
0.501 8
0.470 8
0.404 8
0.364 5
0.218 7
0.140 4

实际A

0.387 4
0.361 4
0.330 4
0.264 4
0.224 1
0.078 3

PI/%

6.70
14.70
31.75
42.16
79.80

表5　AsA不同给药浓度抑制HSC增殖的结果（n=3）

组别

对照组

3.75 μmol·L–1 AsA组

7.50 μmol·L–1 AsA组

15.00 μmol·L–1 AsA组

30.00 μmol·L–1 AsA组

60.00 μmol·L–1AsA组

空白组

测量A

0.544 0
0.513 4
0.480 7
0.399 2
0.298 2
0.198 9
0.135 1

实际A

0.408 9
0.378 2
0.345 5
0.264 1
0.163 1
0.063 8

PI/%

7.50
15.50
35.42
60.12
84.40

表6　Res不同给药浓度抑制HSC增殖的结果（n=3）

组别

对照组

20 μmol·L–1 Res组

40 μmol·L–1 Res组

60 μmol·L–1 Res组

80 μmol·L–1 Res组

100 μmol·L–1 Res组

空白组

测量A

0.576 2
0.573 0
0.494 2
0.428 3
0.347 9
0.218 8
0.112 6

实际A

0.463 6
0.460 4
0.381 6
0.315 7
0.235 3
0.106 2

PI/%

0.69
17.68
31.90
49.26
77.09
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从图 2 中可以看出， TSN 的半抑制浓度为

12. 30 μmol·L–1，Sal B的半抑制浓度为22. 68 μmol·L–1，

其浓度>TSN，表明 Sal B 的抑制作用弱于 TSN。

GA 的 半 抑 制 浓 度 为 25. 56 μmol·L–1， AsA 为

26. 20 μmol·L–1，Res为86. 50 μmol·L–1。

从以上结果可以看出，TSN 的抑制作用最强，

其次是 Sal B、GA、AsA，Res抑制作用最弱，且半

抑制浓度过高，不具备实际应用的价值。因此，对

Sal B、TSN、AsA和GA进行了响应面试验。

3. 2　Box-Behnken响应面试验结果

根据 Box-Behnken 法设计方案进行试验，测定

A、B、C、D 这 4 个变量对 HSC 增殖抑制的影响，

计算综合评分，响应试验结果见表7。
3. 3　拟合响应面模型

根据表 7 的结果，进行回归分析。回归方程为

Y=16. 278 67A+10. 663 46B+0. 871 47C+8. 096 21D–

0. 184 68AC – 0. 290 24CD – 1. 108 45A2 – 0. 522 

63B2+0. 332 91C2 – 0. 376 40D2 – 36. 535 77 （r=

注：A~E分别为TSN、Sal B、GA、AsA、Res。

图1　不同给药浓度芪丹方主成分与HSC的PI柱状关系图（x̄±s, n=6）

注：GI为HSC的生长抑制率；A~E分别为Sal B、TSN、AsA、GA、Res。

图2　芪丹方5种主成分给药浓度对数和HSC生长抑制率的曲线关系图
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0. 957 2）。回归方程具有显著性和代表性。

通过拟合方程可得，TSN、Sal B和AsA的浓度

对 HSC 的 PI有很大影响，而 GA 的浓度在联合配伍

中几乎无影响，可忽略。从结果可知，给药浓度为

10 μmol ·L–1时，对 HSC 增殖抑制作用最强的 TSN

的抑制率仅为 24. 19%，而联合用药后对 HSC 增殖

的抑制作用显著增强。

3. 4　响应面法优化的配伍结果

如图 3、图 4 所示，同时给予 TSN 和 Sal B 时对

HSC增殖的抑制率最高。

根据上述分析，采用软件优化得到的最佳处方

为TSN∶Sal B∶AsA=5. 57∶5. 96∶5. 55（摩尔比），

细胞PI为97. 45%。

4　讨论

4. 1　助溶剂的选择

在MTT法中，研究了 5种药物的溶出性。Sal B

具有水溶性，可被培养基溶解。TSN、Res、GA 和

AsA 是亲脂性成分，DMEM 在细胞培养中难以溶

解。因此，有必要添加助溶剂来帮助溶解。脂溶性

溶剂有很多种，常用的有乙醇、聚山梨酯 -80 和

DMSO[13]。乙醇可以在较高浓度下溶解药物，但细

胞毒性很强、易挥发、容易导致药物沉淀；聚山梨

酯-80是一种非离子表面活性剂，可与细胞膜相互作

用并协助药物扩散，但在低浓度下可损伤细胞。有

研究者还使用羧甲基纤维素、乙酸乙酯，但效果不

佳[14]。DMSO 能溶解多种药物，具有双极性、低细

胞毒性、与细胞膜亲和力高的特点，并能协助药物

穿透细胞膜，在细胞内迅速均匀分布[15]。在本研究

中，DMSO 对 TSN 和 AsA 的溶解度明显优于其他 2
组溶剂，且对 GA 和 Res 的溶解度良好，因此选择

DMSO作为助溶剂。

研究表明，体积分数>0. 5%的DMSO会引起细胞

毒性，而低浓度的DMSO作为脂溶性药物的溶剂是安

全可行的[16]。因此，笔者研究了DMSO在4种药物中

的溶解度。结果表明DMSO对GA和Res的溶解较好，

DMSO 20 μL可完全溶解GA1 mg，DMSO 40 μL可完

全溶解 1 mg Res；TSN 和 AsA 不易溶解，可采用超

声波法溶解。

4. 2　复方中药配伍应用的优势

联合治疗是指同时使用 2种或 2种以上的药物，

协同作用是指联合用药后，治疗效果提高，不良反

应减弱或消除。联合治疗可以降低耐药的可能性，

提高药物的抗菌活性，降低毒性，扩大治疗范围。

中药配伍可以充分发挥药物的相互作用，最大限度

地发挥疗效。例如，六神丸中麝香、牛黄和蟾蜍单

独抗炎的作用很小，很难治愈患者，但若将 3 种中

药制成六神丸，可最大化发挥抗炎作用[17]。在张仲

景的五苓散中，苍术、茯苓、泽泻的利尿作用较差，

三药合用效果不显著。但加入桂枝后，利尿效果明

显改善，说明中药配伍的重要性[18]。

中药复方体系的疗效是天然药物中单体化合物

协同多靶点作用的结果，这不仅仅是药物单靶点作

用的叠加，更是药物组合形成的交互正负反馈信号

放大和减弱的协同效应。中医认为，有效药物的合

理配伍可达到最佳的疗效，并可减小不良反应。许

多严重疾病，如癌症，其病因复杂，属于多靶点疾

病。多靶点联合用药比单靶点用药更容易达到治疗

目的，药物组合可以产生多层次的相互作用，最终

表7　Box-Behnken响应面法优化芪丹方中4个主成分抑制

HSC增殖试验设计与结果

序号

1
2
3
4
5
6
7
8
9

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25

A/
μmol·L–1

0
10

0
0
0
5

10
10

5
0
0

10
5
5
0
5
5
0
5
5

10
10

0
5

10

B/
μmol·L–1

0
5

10
0
5
5
5
0
5
0
5

10
5

10
10

0
5

10
10

0
0
0

10
5

10

C/
μmol·L–1

10
5

10
10

5
0

10
0
0
0
5
0
5
5
0
5

10
10

5
5

10
0
0
5

10

D/
μmol·L–1

10
10

5
0
5
5
0
0
5
5
5
5
5
0

10
5

10
5
0
5
5

10
0
5

10

PI/%

23.63
99.89
82.01

8.34
28.42
58.49
73.76
18.89
83.69

4.42
30.42
99.74
79.56
80.00
64.38
40.68
99.62
72.26
79.62
41.87
60.80
48.83
12.61
78.69

100.00
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表现出协同、相加或拮抗作用。多药联合的动机，

如疾病的治疗需要针对多个环节或目标，患者常患

多种疾病，除病因治疗外，还需对症治疗；药物的

适应证和治疗窗口有限，具有不同性质和不同程度

的不良反应。因此，联合用药的目的是获得最大的

治疗效果，并尽量减少不良反应。对于恶性肿瘤、

传染病、心脑血管疾病等严重疾病的治疗，联合用

药的疗效非常显著。从解决问题的可行性和实际效

果来看，联合用药或复方新药的开发可为疾病治疗

和新药开发开辟更广阔的道路。

5　结论

综上，本研究证实芪丹方中的主要有效成分Sal B、

TSN、AsA、GA 和Res均可抑制肝HSC的增殖，并

呈浓度依赖性。联合配伍用药时，特别是TSN、Sal B

和 AsA 的联用可明显增强对 HSC 增殖的抑制作用。

同时，只有选择合适的配伍剂量，才能达到抑制

HSC增殖的最优药效作用。最终筛选出的芪丹方主

要有效成分的最佳配伍比例可为芪丹方中成分的配

伍、提取及药效的应用等提供参考。

图3　AB、AC、AD对HSC的GI影响响应面和等高线图
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