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灯盏花乙素对肝星状细胞及 TGF鄄茁1 / Smad
信号通路的作用评价

闫瑢玓摇 方慧摇 迟莉

揖摘要铱 摇 目的摇 观察灯盏花乙素(scutellarin)对肝星状细胞(hepatic stellate cell,HSC)及转化

生长因子 茁1(TGF鄄茁1) / Smad 信号通路的影响,探讨 scutellarin 抗肝纤维化的机制。 方法 摇 建立

TGF鄄茁1 诱导的 HSC LX鄄2 模型,CCK鄄8 法检测 scutellarin 对细胞增殖的作用,化学发光法检测

scutellarin 对 Caspase3 / 7 活性的影响,酶联免疫吸附测定 ( enzyme linked immunosorbent assay,
ELISA)法检测细胞上清液玉型前胶原的含量,ELISA 法检测细胞 Smad2 和 Smad3 磷酸化水平。 结果

摇 scutellarin 能抑制 HSC 增殖,增强细胞 Caspase3 / 7 活力,抑制玉型前胶原分泌,降低 LX鄄2 细胞

Smad2 和 Smad3 磷酸化水平。 结论摇 抑制 TGF鄄茁1 / Smad 信号通路可能是 scutellarin 抗肝纤维化的作

用机制。
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揖Abstract铱摇 Objective摇 To observe the effect of scutellarin on signaling pathway in hepatic stellate
cells (HSC) and transforming growth factor beta 1 ( TGF鄄 beta 1), to explore the mechanisms of anti鄄
hepatic fibrosis. Methods摇 Experiments were conducted by human HSC cells line. Transforming growth
factor鄄茁1(TGF鄄茁1)was used to induce HSC model. The inhibitory effect of scutellarin on LX鄄2 cells was
observed. Chemiluminescence measurement was used to measure the activity of caspase3 / 7 in LX鄄2 cells.
ELISA was used to detect the content of pro鄄collagen玉in LX鄄2 supernatant. The expressions of Phospho鄄
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Smad2 and Phospho鄄Smad3 were measured by ELISA. Results摇 Scutellarin could Inhibit LX鄄2 cells prolif鄄
eration, pro鄄collagen, 玉secretion, and phosphorylation of Smad2, Smad3 expressions. Scutellarin could
improve the activities of caspase3 / 7. Conclusion 摇 The mechanism of scutellarin to anti hepatic fibrosis
may be the inhibition of TGF鄄 beta 1 / Smad signaling pathway

揖Key words铱摇 Scutellarin;摇 Hepatic stellate cell ;摇 TGF鄄茁1 / Smad signaling pathway

摇 摇 肝纤维化是指在各种致病因子作用下,肝星

形细胞(hepatic Stellate cell,HSC)被活化并增殖,
分泌出大量的胶原纤维,过度沉积于肝脏的病理

过程,它不是一个独立的疾病,而是许多慢性肝脏

疾病的共同阶段。 肝纤维化属于可逆的阶段,肝
纤维化阶段的治疗非常重要[1] 。 灯盏花乙素

(scutellarin,scu)又名野黄芩苷,是从灯盏花中提

取的一种黄酮类成分,具有广泛的生物学活性。
近年来发现灯盏花乙素对多种器官纤维化[2鄄3] 有

治疗作用,可以减轻 CCl4 和猪血清诱导的肝纤维

化大鼠模型的纤维化程度[4鄄5] ,但其抗肝纤维化的

作 用 机 制 研 究 较 少。 转 化 生 长 因 子 茁1
( transforming growth factor鄄茁1, TGF鄄茁1 ) 是 促 进

HSC 增殖和胶原纤维分泌作用最强的细胞因子之

一[6] 。 本研究拟在人肝星形细胞系 LX鄄2 细胞上

观察灯盏花乙素对肝星形细胞生物学活性及 TGF鄄
茁1 信号通路的影响,初步探讨灯盏花乙素治疗肝

纤维化的作用机制。

1摇 材料和方法

1. 1摇 药品、试剂和器材

灯盏花乙素,成都贝斯特试剂有限公司,纯度

逸 98% , 批 号: 150615; LX鄄2 细 胞, Scott L.
Friedman 教授赠送[7] ;胎牛血清( fetal bovin serum,
FBS),GIBCO 公司,批号:1616496;DMEM 高糖培

养基,Hyclone,批号:NAC1363;Cell Counting Kit鄄8
(CCK鄄8) 试剂盒,日本同仁化学研究所,批号:
GX612;Caspase鄄Glo襆 3 / 7 检测试剂盒,普洛麦格

(北京)生物技术有限公司,批号:0000116968;转
化生长因子 茁1,Peprotech Inc,批号:100鄄21;Pro鄄
collagen Type I C鄄peptide (PIP) EIA 试剂盒,Takara
Bio Inc,批号: AK1801; PathScan襆 Phospho鄄Smad2
(Ser465 / 467 ) Sandwich ELISA Kit, Cell Signaling
Technology, Inc, 批 号: 0015; PathScan襆 Phospho鄄
Smad3 ( Ser423 / 425 ) Sandwich ELISA Kit, Cell
Signaling Technology,Inc,批号:0028。

十万分之一电子天平,OHAUS,型号:AP2500;

酶标仪,美国 BIO鄄RAD 公司,型号:MODEL 6800;倒
置荧光显微镜,西安测维光电技术有限公司,型号:
LWD300鄄38LT1; Ensipire襆 多 功 能 酶 标 仪,
PerkinElmer,型号:2300;二氧化碳培养箱,赛默飞世

尔科技(中国)有限公司,型号:371。
1. 2摇 CCK鄄8 法检测灯盏花乙素对 LX鄄2 细胞增殖的

影响[8]

分别在正常状态和 TGF鄄茁1 刺激下观察灯盏花

乙素对 LX鄄2 细胞增殖的影响。 将 LX鄄2 细胞消化成

单细胞悬液,按 1伊104个 /孔接种于 96 孔板中,培养

24 小时后,加入灯盏花乙素,TGF鄄茁1 刺激的组别同

时加入 2 pg / L 的 TGF鄄茁1,培养 24 小时,加入 CCK鄄8
20 滋L,培养 0. 5 小时,采用酶标仪在 450 nm 波长处

测定其光吸收值。
1. 3 摇 化学发光法检测灯盏花乙素对 LX鄄2 细胞

Caspase3 / 7 活力的影响

将 LX鄄2 细胞消化成单细胞悬液,按 1伊104个 /孔
接种于 96 孔板中,接种于 96 孔板中,培养 24 小时

后,加入灯盏花乙素,再分别培养 10 小时和 22 小

时,加入检测试剂,每孔 100 滋L,继续培养 2 小时,
用化学发光仪检测其化学发光值。
1. 4摇 ELISA 法检测灯盏花乙素对 LX鄄2 细胞玉型前

胶原分泌的影响[9]

将 LX鄄2 细胞消化成单细胞悬液,按 1伊104个 /孔
接种于 96 孔板中,培养 24 小时,加入 2 pg / L 的

TGF鄄茁1 和灯盏花乙素,再培养 48 小时,采用 ELISA
法检测上清中 Pro鄄collagen玉的影响。
1. 5摇 ELISA 法检测灯盏花乙素对 LX鄄2 细胞 TGF鄄
茁1 信号通路 Smad2、Smad3 磷酸化水平的影响

将 1. 5伊105 个 LX鄄2 细胞接种于 12 孔板中,培
养 24 小时后,换为无血清培养基,培养 24 小时,加
入灯盏花乙素培养 2 小时,加入 2 ng / mL TGF鄄茁1,
30 分钟后,将上清吸出,用 PBS 冲洗细胞 1 次,加入

细胞裂解液,在冰上孵育 5 分钟,将细胞刮下来,超
声 2 次,3000 rpm,离心 10 分钟,将上清取出,每孔

加 100 滋L 稀释后的细胞裂解液到酶标板中,之后按

试剂盒说明书进行操作。
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1. 6摇 统计学处理

实验数据采用 SPSS 14. 0 进行数据分析,计量

资料以均数依标准差(x依s)表示,对各组数据先进行

方差齐性检验。 如方差齐,用 GraphPad Prism 软件

进行单因素方差分析,Dunnet鄄t 检验;如果方差不

齐,进行对数转化后,再进行方差分析。 P<0. 05 表

示差异有统计学意义。

2摇 结果

2. 1摇 灯盏花乙素对 LX鄄2 细胞增殖的影响

1、10、100 滋mol / L 3 个浓度的灯盏花乙素作用

24 小时对正常 LX鄄2 细胞活力无明显影响;2 pg / L
TGF鄄茁1 作用 24 小时可明显诱导 HSC 的增殖,10
滋mol / L 和 100 滋mol / L 灯盏花乙素对 TGF鄄茁1 诱导

的 LX鄄2 细胞增殖有抑制作用,提示灯盏花素有抑制

TGF鄄茁1 诱导的 HSC 增殖的作用。 见表 1。
2. 2摇 灯盏花乙素对 LX鄄2 细胞 Caspase3 / 7 活力的

影响

灯盏花乙素作用 12 小时和 24 小时, 只有

100 滋mol / L 的 灯 盏 乙 素 能 提 高 LX鄄2 细 胞 的

Caspase3 / 7 活力,表明只有高浓度的灯盏花素可在

一定程度上诱导 HSC 的凋亡,灯盏花乙素对 HSC
增殖的抑制作用并非全部通过诱导凋亡而实现。
见表 1。

表 1摇 灯盏花乙素对 LX鄄2 细胞增殖、
Caspase3 / 7 水平的影响(n=3,x依s)

组别
灯盏花乙素

浓度(滋mol / L)

细胞活力

(OD450)

Caspase3 / 7

活力

TGF鄄茁1(-) 0 0. 40依0. 01 0. 47依0. 06

1 0. 44依0. 07 0. 56依0. 12

10 0. 35依0. 07 0. 72依0. 07

100 0. 32依0. 03 0. 91依0. 04

TGF鄄茁1(+) 0 0. 88依0. 10 4. 29依0. 50

1 0. 79依0. 04 4. 78依0. 68

10 0. 54依0. 05a 5. 04依0. 80

100 0. 45依0. 02a 7. 49依1. 02a

注: 与 0 滋mol / L 比较,aP<0. 05。

2. 3摇 灯盏花乙素对 LX鄄2 细胞玉型前胶原分泌的

影响

灯盏花乙素对正常 HSC 分泌玉型前胶原没有

影响;TGF鄄茁1 刺激 LX鄄2 细胞后,细胞分泌玉型前

胶原显著增多,1、10、100 滋mol / L 3 个浓度的灯盏

花乙素都抑制了玉型前胶原的分泌,提示灯盏花

乙素具有抑制星形细胞分泌胶原的能力。 见表 2。

表 2摇 灯盏花乙素对 LX鄄2 细胞上清

Pro鄄collagen Type玉C鄄peptide 的影响(n=3,x依s)

组别
灯盏花乙素

浓度(滋mol / L)
玉型前胶原

(pg / L)

TGF鄄茁1(-) 0 345. 00依111. 00

1 369. 70依154. 80

10 251. 00依44. 31

100 166. 30依22. 03

TGF鄄茁1(+) 0 1460. 00依118. 00

1 1052. 00依138. 50a

10 702. 00依90. 74a

100 474. 30依102. 00a

注: 与 0 滋mol / L 比较,aP<0. 05。

2. 4摇 灯盏花乙素对 LX鄄2 细胞 TGF鄄茁1 下游信号通

路分子 p鄄Smad2 和 p鄄Smad3 水平的影响

TGF鄄茁1 刺激 LX鄄2 细胞后,TGF鄄茁1 信号通路

Smad2 和 Smad3 磷酸化水平显著提高,灯盏花乙素

10 和 100 滋mol / L 不同程度上抑制了 2 个分子磷酸

化的程度,提示灯盏花乙素可以抑制 TGF鄄茁1 信号

通路相关分子,灯盏花乙素对星形细胞增殖和胶原

分泌的抑制作用可能是通过抑制 TGF鄄茁1 信号通路

而实现的。 见表 3。

表 3摇 灯盏花乙素对 TGF鄄茁1 诱导的 LX鄄2 细胞 p鄄Smad2、
p鄄Smad3 的影响(n=3,x依s)

组别
浓度

(滋mol / L)
p鄄Smad2
(OD450)

p鄄Smad3
(OD450)

Control / 0. 42依0. 03 0. 11依0. 02

TGF鄄茁1 / 1. 20依0. 20a 1. 37依0. 32a

灯盏花乙素 1 1. 09依0. 26 1. 04依0. 19

10 0. 67依0. 16a 0. 70依0. 08

100 0. 54依0. 10b 0. 42依0. 02b

注: 与 Control 比较,aP<0. 05;与 TGF鄄茁1 比较,bP<0. 05。

3摇 讨论

灯盏花又名灯盏细辛,为云南地方性中草药,
具有散寒解表、活血舒筋、止痛消积等功效,以灯盏

花乙素为主要成分的灯盏花注射液在临床治疗脑

血管疾病取得了很好的效果[10鄄12]。 近年来发现灯

盏花乙素在抗器官纤维化方面有一定作用。 灯盏

花乙素抗心肌间质纤维化的机制之一是能够抑制

TGF鄄茁1 信号通路[13],笔者推测灯盏花乙素可能也

是通过作用于 TGF鄄茁1 信号通路而发挥抗肝纤维化

作用。
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肝脏 TGF鄄茁1 由肝细胞、Kupffer 细胞和内皮细

胞分泌[14鄄15],被认为是在肝纤维化过程中发挥关键

作用的细胞因子[16鄄17],它不但能促使肝星形细胞转

化为成纤维细胞,而且是促进成纤维细胞分泌胶原

纤维作用最强的细胞因子[18],能刺激细胞外基质的

合成并抑制基质的降解[19]。 正常情况下,TGF鄄茁1
是失活的状态,一旦激活,TGF鄄茁1 就会和细胞膜表

面的 TGF鄄茁 受体结合,形成二聚体,转入膜内,引起

Smads 家族转导子主要是 Smad2 和 Smad3 的磷酸

化,之后和 Smad4 结合,转入细胞核,调节靶基因的

表达[20鄄21]。 Smads 被认为是 TGF鄄茁1 介导胶原合

成、促进纤维化的关键通路。
笔者检测了灯盏花乙素对肝星形细胞的作用

及对 TGF鄄茁 / Smad 信号通路相关因子的影响。 实验

结果表明灯盏花乙素能抑制肝星状细胞的增殖,降
低细胞活力,抑制 Smad 2 和 Smad3 的磷酸化,从而

抑制 TGF鄄茁 / Smad 信号通路,这可能是灯盏花乙素

抗肝纤维化的作用机制之一。
总之,灯盏花乙素能抑制 TGF鄄茁1 诱导的肝星

形细胞增殖,呈剂量依赖性的抑制 Smad2 / 3 磷酸

化,从而逆转肝纤维化的进程。 笔者的研究探讨了

灯盏花乙素抗肝纤维化可能的作用机制。
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