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熊果酸对肝星状细胞ＮＡＤＰＨ氧化酶Ｈｅｄｇｅｈｏｇ信号通路的影响
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　　［摘要］　目的　探讨熊果酸（ｕｒｓｏｌｉｃａｃｉｄ，ＵＡ）对大鼠肝星状细胞（ＨＳＣＴ６）的ＮＡＤＰＨ氧化酶（ＮＯＸ）Ｈｅｄｇｅｈｏｇ（Ｈｈ）
信号通路的影响。方法　 将处于对数生长期的ＨＳＣＴ６细胞分为６组：正常对照组、瘦素组（１００ｎｇ／ｍＬ）、熊果酸自身对
照组（５０μｍｏｌ／Ｌ）、ＤＰＩ自身对照组（２０μｍｏｌ／Ｌ）、熊果酸干预组（瘦素＋熊果酸）、ＤＰＩ干预组（瘦素 ＋ＤＰＩ）。在药物作用
１２ｈ后，提取总ＲＮＡ，采用 ＲＴＰＣＲ法检测 Ｓｈｈ、Ｓｍｏ、Ｇｌｉ１／２的表达；药物作用 ＨＳＣＴ６细胞２４ｈ后，提取总蛋白，采用
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分别检测Ｒａｃ１和Ｇｌｉ２的表达；药物作用１２、２４、４８ｈ后，采用 ＭＴＴ法检测 ＨＳＣＴ６细胞的增殖情况。结果　
ＲＴＰＣＲ分析显示，瘦素刺激ＨＳＣＴ６细胞１２ｈ后ＳｍｏｍＲＮＡ表达较正常对照组升高（Ｐ＜０．０５）；Ｓｈｈ、Ｇｌｉ２ｍＲＮＡ表达稍
高于正常对照组，但差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；熊果酸干预后Ｓｈｈ、Ｓｍｏ和Ｇｌｉ２ｍＲＮＡ表达明显低于瘦素组及正常对
照组（均Ｐ＜０．０５）；瘦素对 ＨＳＣＴ６细胞 Ｇｌｉ１ｍＲＮＡ的表达无影响，而熊果酸及 ＤＰＩ干预也不影响 ＨＳＣＴ６细胞 Ｇｌｉ１
ｍＲＮＡ的表达。瘦素刺激ＨＳＣＴ６细胞２４ｈ后，Ｒａｃ１和 Ｇｌｉ２蛋白的表达较正常对照组升高（Ｐ＜０．０１）；熊果酸干预后
Ｒａｃ１和Ｇｌｉ２蛋白的表达明显低于瘦素组（Ｐ＜０．０１）。ＭＴＴ分析显示瘦素促进 ＨＳＣＴ６细胞增殖，熊果酸干预１２ｈ后
ＨＳＣＴ６细胞的生长抑制率均显著高于瘦素组（Ｐ＜０．０１），随着作用时间延长，熊果酸对细胞生长的抑制作用进一步增强。
结论　 熊果酸能抑制瘦素诱导的 ＨＳＣＴ６细胞 Ｈｈ信号通路 Ｓｈｈ、Ｓｍｏ、Ｇｌｉ２ｍＲＮＡ和 Ｇｌｉ２蛋白表达。熊果酸通过抑制
ＮＯＸ亚基Ｒａｃ１蛋白表达进而抑制Ｈｈ信号通路可能是它抑制肝星状细胞生长增殖的机制之一。
　　［关键词］　 熊果酸；肝星状细胞；Ｈｅｄｇｅｈｏｇ信号通路；ＮＡＤＰＨ氧化酶；Ｒａｃ１
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　　近年来研究表明，Ｈｅｄｇｅｈｏｇ（Ｈｈ）信号通路参与肝
纤维化的发生［１］。死亡的肝细胞能够释放 Ｈｈ配体，
从而激活 Ｈｈ信号通路［２］，导致静止的肝星状细胞

（ｈｅｐａｔｉｃｓｔｅｌｌａｔｅｃｅｌｌｓ，ＨＳＣ）转化为肌成纤维细胞
（ｍｕｓｃｌｅｉｎｔｏｆｉｂｒｏｕｓ，ＭＦＢ）［３－４］。ＭＦＢ自分泌或旁分
泌的 Ｈｈ配体使 Ｈｈ信号通路持续激活的状态，促进
ＨＳＣ增殖，抑制凋亡［５］。Ｃｈｏｉ等［６］发现瘦素与 ＯｂＲ
结合后通过ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ途径激活 Ｈｈ信号通路，促进静
止型 ＨＳＣ向 ＭＦＢ转化。而 ＮＡＤＰＨ氧化酶（ＮＡＤＰＨ
ｏｘｉｄａｓｅ，ＮＯＸ）在肝纤维化发病中参与许多信号通路
的调控，有研究发现 ＮＯＸ参与对 Ｈｈ信号通路的调
控，ＮＯＸ亚基 Ｒａｃ１能激活Ｈｈ信号通路，促进ＨＳＣ向
ＭＦＢ转化并抑制其凋亡［７］。本课题组前期研究发现，

中药单体熊果酸（ｕｒｓｏｌｉｃａｃｉｄ，ＵＡ）能下调 ＨＳＣＴ６中
ＮＯＸ亚基 Ｒａｃ１、ｐ２２ＰｈｏｘｍＲＮＡ表达及 ｐ４７Ｐｈｏｘ的膜移
位，抑制 ＮＯＸ活性而抑制 ＥＲＫ１／２信号通路、ＪＡＫ２
ＳＴＡＴ３信号通路活化，而减少Ⅰ型胶原的产生并抑制
ＨＳＣＴ６细胞的增殖［８－１０］。本研究拟进一步观察熊果

酸抑制ＮＯＸ亚基 Ｒａｃ１表达后，是否影响 Ｈｈ信号通
路的激活。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
　　ＤＭＥＭ（高糖）购自美国Ｇｉｂｃｏ公司，胎牛血清购自杭州四
季青公司，重组大鼠瘦素购自美国ＰｅｐｒｏＴｅｃｈ公司，熊果酸、ＤＰＩ
均购自ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司，ＬＹ２９４００２、ＳＢ２０３５８０购自碧云天生
物技术研究所，Ｔｒｉｚｏｌ、ｄＮＴＰ、Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）１５、ＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ、
ＤＮＡＭａｒｋｅｒⅠ、２×ＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ购自北京天根生化科技
有限公司，ＭＭＬＶＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ购自美国 Ｐｒｏｍｅｇａ公
司，ＮＯＸ亚基的引物均由上海捷瑞生物工程有限公司合成；四
唑盐（ＭＴＴ）购自普利来基因技术有限公司，ＭｏｕｓｅＡｎｔｉβａｃｔｉｎ
ＭｏｎｏｃｌｏｎａｌＡｎｔｉｂｏｄｙ、辣根酶标记山羊抗小鼠 ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）购自
北京中杉金桥公司，辣根酶标记山羊抗兔ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）购自美国
ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司，ＡｎｔｉＲａｃ１ａｎｔｉｂｏｄｙ、ＡｎｔｉＧｌｉ２
ａｎｔｉｂｏｄｙ、ＡｎｔｉＣｙｔｏｃｈｒｏｍｅｂ２４５ＬｉｇｈｔＣｈａｉｎａｎｔｉｂｏｄｙ购自英国
Ａｂｃａｍ公司。
１．２　细胞培养与分组
　　ＨＳＣＴ６细胞（大鼠肝星状细胞株）由上海中医药大学肝病
研究所提供。细胞用含１０％胎牛血清、青霉素（１２０μｇ／ｍＬ）和
链霉素 （１００μｇ／ｍＬ）的ＤＭＥＭ培养液，在３７℃、５％ ＣＯ２及饱

和湿度条件下培养，待细胞生长至８０％ ～９０％时，分组传代至
培养瓶继续培养。按加入药物不同，将细胞分为６组：正常对
照组（给予含０．１％二甲基亚砜的ＤＭＥＭ培养液）、瘦素刺激组
（１００ｎｇ／ｍＬ）、熊果酸对照组（５０μｍｏｌ／Ｌ）、ＤＰＩ对照组（ＤＰＩ
２０μｍｏｌ／Ｌ）、熊果酸干预组（熊果酸５０μｍｏｌ／Ｌ＋瘦素）、ＤＰＩ
干预组（ＤＰＩ２０μｍｏｌ／Ｌ＋瘦素）。当细胞铺满孔底面积７０％～
８０％时，吸去原培养液，干预组加入含不同药物的培养液预处理
３０ｍｉｎ，再加入瘦素孵育１２、２４ｈ或４８ｈ；瘦素刺激组、熊果酸对
照组和ＤＰＩ对照组不经预处理，直接加入相应药物孵育。
１．３　逆转录聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）检测 Ｓｈｈ、Ｓｍｏ、

Ｇｌｉ１／２ｍＲＮＡ的表达
　　培养瓶中的各组细胞进行不同的药物处理 １２ｈ后，按
Ｔｒｉｚｏｌ试剂说明书提取总 ＲＮＡ，并反转录成 ｃＤＮＡ。大鼠Ⅰ型
胶原和βａｃｔｉｎ引物序列采用 ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０软件设计（引
物序列见表１），由上海捷瑞生物工程有限公司合成。ＰＣＲ反
应参数：预变性，９５℃，５ｍｉｎ；变性，９４℃，３０ｓ；退火，Ｓｈｈ、Ｓｍｏ、
Ｇｌｉ１／２和 βａｃｔｉｎ的退火温度分别是：５５℃、５７℃、５６℃和
５５℃，３０ｓ；延伸，７２℃，１ｍｉｎ；终末延伸，７２℃，７ｍｉｎ；保存，
４℃，１０ｍｉｎ。将ＰＣＲ扩增产物进行琼脂糖凝胶电泳，用凝胶
图像分析系统进行摄像和灰度值扫描并作相对量分析，将每组

所测的Ⅰ型胶原ｍＲＮＡ灰度值，分别与相对应的βａｃｔｉｎｍＲＮＡ
的灰度值相比较，计算出两者的灰度值比，实验重复６次。

表１　Ｓｈｈ、Ｇｌｉ１／２和βａｃｔｉｎ引物序列

基因 序列 扩增长度 （ｂｐ）
Ｓｈｈ 正义链：５′ＣＴＧＧＣＣＡＧＡＴＧＴＴＴＴＣＴＧＧＴ３′ １１７

反义链：５′ＴＡＡＡＧＧＧＧＴＣＡＧＣＴＴＴＴＴＧＧ３′
Ｓｍｏ 正义链：５′ＧＣＣＴＧＧＴＧＣＴＴＡＴＴＧＴＧＧ３′ ７５

反义链：５′ＧＧＴＧＧＴＴＧＣＴＣＴＴＧＡＴＧＧ３′
Ｇｌｉ１ 正义链：５′ＡＡＣＴＣＣＡＣＡＧＧＣＡＣＡＣＡＧＧ３′ ７９

反义链：５′ＧＣＴＣＡＧＧＣＴＴＣＴＣＣＴＣＴＣＴＣ３′
Ｇｌｉ２ 正义链：５′ＣＣＡＴＴＣＡＴＡＡＧＣＧＧＡＧＣＡＡＧ３′ １０５

反义链：５′ＣＣＡＧＧＴＣＴＴＣＣＴＴＧＡＧＡＴＣＧ３′
βａｃｔｉｎ 正义链：５′ＴＣＡＧＧＴＣＡＴＣＡＣＴＡＴＣＧＧＣＡＡＴ３′ ４３２

反义链：５′ＡＡＡＧＡＡＡＧＧＧＴＧＴＡＡＡＡＣＧＣＡ３′

１．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｒａｃ１和 Ｇｌｉ２蛋白的表达
　　药物作用ＨＳＣＴ６细胞２４ｈ，加入含蛋白酶抑制剂的蛋白
提取液提取细胞总蛋白，ＢＣＡ法检测蛋白浓度。配制１０％的
分离胶和５％浓缩胶。蛋白样品加入 ＳＤＳ上样缓冲液，１００℃
变性５ｍｉｎ。聚丙烯酰胺凝胶电泳，转移至硝酸纤维素膜（ＮＣ
膜），５％的牛奶封闭２ｈ，将ＮＣ膜放入一抗溶液中，４℃孵育过
夜。Ｒａｃ１抗体浓度１∶１０００，Ｇｌｉ２抗体浓度１∶８００。洗膜后将
ＮＣ膜置入二抗溶液中，孵育４ｈ；再次洗膜后，采用化学发光液
显影，用ＭｏｌｅｃｕｌａｒＩｍａｇｅｒＣｈｅｍｉＤｏｃＴＭＸＲＳ分析系统进行曝光、
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摄像及灰度值扫描，将每组所测的Ｒａｃ１及Ｇｌｉ２的灰度值，分别
与相对应的βａｃｔｉｎ的灰度值相比较，计算出两者的灰度值比。
１．５　ＭＴＴ法检测大鼠肝星状细胞株（ＨＳＣＴ６）细胞增殖
　　待ＨＳＣＴ６细胞生长融合成单层后，用０．２５％胰蛋白酶消
化后，细胞计数并接种至９６孔板内，细胞密度约为每孔５０００个，
培养至细胞生长约占６０％；按分组加药，每组另设６个复孔，分
别培养１２、２４、４８ｈ；每孔加入无菌ＭＴＴ溶液（５ｍｇ／ｍＬ）２０μＬ，
继续放入培养箱中孵育４ｈ后终止培养，每孔加入１５０μＬ的二
甲基亚砜（ＤＭＳＯ）振荡１０ｍｉｎ；在酶标仪上选择波长４９０ｎｍ检
测各孔的光密度值［Ｄ（４９０）］。
　　细胞抑制率＝［正常对照组Ｄ（４９０）－实验组Ｄ（４９０）］／正
常对照组Ｄ（４９０）×１００％

１．６　统计学分析
　　实验数据以 珋ｘ±ｓ表示，总体服从正态性分布，采用方差齐
性行单因素方差分析和ＳＮＫｑ检验；如果不服从正态性分布或
方差不齐，则采用秩和检验（包括 ＫｒｕｓｋａｌＷａｌｌｉｓＨ和 Ｎｅｍｅｎｙｉ
法），使用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行分析。

２　结果

２．１　熊果酸对肝星状细胞ＳｈｈｍＲＮＡ表达的影响
　　ＲＴＰＣＲ结果（图１）显示，瘦素刺激 ＨＳＣＴ６细胞１２ｈ后
ＳｈｈｍＲＮＡ表达与正常对照组相比，差异无统计学意义（Ｐ＞
００５）；熊果酸干预组 ＳｈｈｍＲＮＡ表达明显低于瘦素组及正常
对照组（Ｐ＜０．０５）；ＤＰＩ干预组 ＳｈｈｍＲＮＡ表达也显著低于瘦
素组及正常对照组（Ｐ＜０．０１）；熊果酸干预组、熊果酸对照组与
ＤＰＩ干预组相比，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。表明熊果酸
和ＮＯＸ抑制剂ＤＰＩ均能下调ＨＳＣＴ６细胞ＳｈｈｍＲＮＡ的表达。
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１：正常对照组；２：瘦素组；３：熊果酸对照组；４：ＤＰＩ对照组；５；熊果

酸干预组；６：ＤＰＩ干预组；Ａ：ＲＴＰＣＲ检测结果；Ｂ：半定量分析　

ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与正常对照组比较；ｃ：Ｐ＜０．０５，与瘦素组比较

图１　ＲＴＰＣＲ检测各组ＨＳＣＴ６细胞ＳｈｈｍＲＮＡ的表达

２．２　熊果酸对肝星状细胞ＳｍｏｍＲＮＡ表达的影响
　　ＲＴＰＣＲ结果（图２）显示，瘦素刺激ＨＳＣＴ６细胞１２ｈ后，
ＳｍｏｍＲＮＡ表达较正常对照组升高（Ｐ＜０．０５）；熊果酸干预组
和ＤＰＩ干预组ＳｍｏｍＲＮＡ表达均显著低于瘦素组及正常对照
组（Ｐ＜０．０１）；熊果酸干预组与ＤＰＩ干预组间相比，两者之间差

异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。熊果酸对照组、ＤＰＩ对照组 Ｓｍｏ
ｍＲＮＡ表达均显著低于正常对照组（Ｐ＜０．０５），与相应的干预
组之间相比差异无统计学意义（Ｐ＞００５）；表明熊果酸、ＤＰＩ均
能下调瘦素介导的ＨＳＣＴ６细胞ＳｍｏｍＲＮＡ的表达。
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１：正常对照组；２：瘦素组；３：熊果酸对照组；４：ＤＰＩ对照组；５；熊果
酸干预组；６：ＤＰＩ干预组；Ａ：ＲＴＰＣＲ检测结果；Ｂ：半定量分析　
ａ：Ｐ＜０．０５，与正常对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与瘦素组比较
图２　ＲＴＰＣＲ检测各组ＨＳＣＴ６细胞ＳｍｏｍＲＮＡ的表达

２．３　熊果酸对肝星状细胞Ｇｌｉ１／２ｍＲＮＡ表达的影响
　　ＲＴＰＣＲ结果（图 ３、４）显示，各组 ＨＳＣＴ６细胞的 Ｇｌｉ１
ｍＲＮＡ表达差异无统计学意义（Ｆ＝０．４８７，Ｐ＞０．０５），但 Ｇｌｉ２
ｍＲＮＡ表达差异有统计学意义（Ｆ＝２．５８７，Ｐ＜０．０５）。瘦素刺
激ＨＳＣＴ６细胞１２ｈ后，Ｇｌｉ２ｍＲＮＡ表达稍高于正常对照组，但
差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；熊果酸干预组和 ＤＰＩ干预组的
Ｇｌｉ２ｍＲＮＡ表达均显著低于瘦素组（Ｐ＜０．０５），熊果酸干预组
与ＤＰＩ干预组相比差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。表明 Ｇｌｉ１
ｍＲＮＡ表达不受瘦素及药物干预的影响，但熊果酸和 ＤＰＩ可下
调ＨＳＣＴ６细胞Ｇｌｉ２ｍＲＮＡ的表达。
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１：正常对照组；２：瘦素组；３：熊果酸对照组；４：ＤＰＩ对照组；５；熊果
酸干预组；６：ＤＰＩ干预组；Ａ：ＲＴＰＣＲ检测结果；Ｂ：半定量分析　
ａ：Ｐ＜０．０１，与瘦素组比较
图３　ＲＴＰＣＲ检测各组ＨＳＣＴ６细胞Ｇｌｉ１ｍＲＮＡ的表达
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１：正常对照组；２：瘦素组；３：熊果酸对照组；４：ＤＰＩ对照组；５；熊果
酸干预组；６：ＤＰＩ干预组；Ａ：ＲＴＰＣＲ检测结果；Ｂ：半定量分析　
ａ：Ｐ＜０．０１，与瘦素组比较
图４　ＲＴＰＣＲ检测各组ＨＳＣＴ６细胞Ｇｌｉ２ｍＲＮＡ的表达

２．４　熊果酸干预对瘦素诱导的 ＮＯＸ亚基 Ｒａｃ１蛋白
的影响

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果（图５）显示，瘦素刺激 ＨＳＣＴ６细胞２４ｈ
后Ｒａｃ１蛋白的表达较正常对照组升高（Ｐ＜０．０１）；熊果酸干预
组Ｒａｃ１蛋白的表达显著低于瘦素组（Ｐ＜０．０１）；ＤＰＩ干预组
Ｒａｃ１蛋白的表达也低于瘦素组（Ｐ＜０．０１）；熊果酸干预组与
ＤＰＩ干预组组间比较，Ｒａｃ１蛋白表达无统计学意义（Ｐ＞
００５）。结果表明熊果酸、ＤＰＩ均能抑制瘦素诱导的 ＮＯＸ亚基
蛋白Ｒａｃ１的表达。
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１：正常对照组；２：瘦素组；３：熊果酸干预组；４：ＤＰＩ干预组；Ａ：Ｗｅｓｔ
ｅｒｎｂｌｏｔ检测；Ｂ：半定量分析　ａ：Ｐ＜０．０１，与正常对照组比较；
ｂ：Ｐ＜０．０１，与瘦素组比较
图５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组 ＨＳＣＴ６细胞ＮＯＸ亚基Ｒａｃ１

蛋白的表达

２．５　熊果酸对瘦素诱导的 ＨＳＣＴ６细胞 Ｇｌｉ２蛋白的
影响

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果（图６）显示，瘦素刺激 ＨＳＣＴ６细胞２４ｈ
后，细胞内 Ｇｌｉ２蛋白的表达较正常对照组升高（Ｐ＜０．０１）；熊
果酸干预后Ｇｌｉ２蛋白的表达明显低于瘦素组（Ｐ＜０．０１）；ＤＰＩ
干预组Ｇｌｉ２蛋白的表达低于瘦素组（Ｐ＜０．０１）；熊果酸干预组
与ＤＰＩ干预组组间相比，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。上述

结果表明熊果酸和 ＮＯＸ抑制剂 ＤＰＩ均可以抑制瘦素诱导的
Ｇｌｉ２蛋白的表达。
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１：正常对照组；２：瘦素组；３：熊果酸干预组；４：ＤＰＩ干预组；Ａ：Ｗｅｓｔ
ｅｒｎｂｌｏｔ检测；Ｂ：半定量分析　ａ：Ｐ＜０．０１，与正常对照组比较；
ｂ：Ｐ＜０．０１，与瘦素组比较
图６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组ＨＳＣＴ６细胞Ｇｌｉ２蛋白的表达

２．６　熊果酸对瘦素诱导的ＨＳＣＴ６细胞增殖的影响
　　ＭＴＴ分析结果（图 ７）显示，瘦素刺激 ＨＳＣＴ６细胞 １２ｈ
后，细胞生长抑制率显著低于正常对照组（Ｐ＜０．０１），并随时间
延长细胞生长抑制率进一步降低；熊果酸干预组、ＤＰＩ干预组
１２ｈ后细胞生长抑制率均显著高于瘦素组（Ｐ＜０．０１）。熊果
酸干预组、ＤＰＩ干预组和正常对照组相比差异无统计学意义
（Ｐ＞０．０５），熊果酸干预组各时间点之间没有统计学差异（Ｐ＞
０．０５）。结果表明瘦素可以促进ＨＳＣＴ６细胞的增殖，并随着处
理时间延长，其促增殖用增强。熊果酸及ＤＰＩ可以完全抑制瘦
素诱导的细胞增殖作用。
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ａ：Ｐ＜０．０１，与瘦素组比较
图７　ＭＴＴ法检测熊果酸对瘦素诱导的ＨＳＣＴ６细胞增殖的影响

３　讨论

　　ＨＳＣｓ是位于肝窦周 Ｄｉｓｓｅ腔内肝细胞与内皮细
胞之间的导致肝脏纤维化的主要效应细胞，当病毒、药

物等造成肝脏急慢性损伤时，静止型 ＨＳＣｓ被激活，转
化为活化的肝星状细胞（即ＭＢ）。过去大量的研究表
明，瘦素、ＴＧＦβ、ＰＤＧＦ、ＡｇⅡ等各种促肝纤维化因子
均可调控ＭＡＰＫｓ、ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ、ＮＦκＢ、ＡＰ１、Ｈｈ等信号
通路的激活，引起 ＨＳＣ活化、增殖及纤维形成［１］。近
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年来研究发现Ｈｈ信号通路也与肝脏损伤修复及肝纤
维化的发生有密切关系［１］。当肝脏受损后，Ｈｈ配体
Ｓｈｈ结合于跨膜受体 Ｐｔｃｈ，诱导它从原始纤毛上解
离［１１］，并解除对跨膜蛋白 Ｓｍｏ的抑制，而 Ｓｍｏ激活至
细胞核内的 Ｇｌｉ转录因子家族，从而调控基因的表
达［１２］。因此Ｈｈ信号通路的激活与否，最终取决于锌
指转录因子Ｇｌｉ表达情况。在脊椎动物中存在３种Ｇｌｉ
的同源基因，分别是 Ｇｌｉ１、Ｇｌｉ２及 Ｇｌｉ３［１３－１４］。本研究
证明活化的肝星状细胞（ＨＳＣＴ６）有 Ｓｈｈ、Ｓｍｏ、Ｇｌｉ１／２
基因的表达。Ｃｈｏｉ等［６］发现瘦素与 ＯｂＲ结合后通过
ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ途径激活 Ｈｈ信号通路，促进 ＨＳＣ向 ＭＦＢ
转化。本研究中也以瘦素作为促进肝纤维化的因子，

发现它可以上调 Ｈｈ信号通路中 Ｓｈｈ、Ｓｍｏ及 Ｇｌｉ２的
ｍＲＮＡ表达，但 Ｇｌｉ１ｍＲＮＡ表达却没有明显变化，推
测瘦素激活Ｈｈ信号通路后Ｇｌｉ２是参与肝星状细胞增
殖、参与肝纤维化的重要转录因子。

　　ＮＯＸ是由６个亚基构成的多蛋白复合体，包括细
胞膜上的催化亚基 ｇｐ９１Ｐｈｏｘ和调节亚基 ｐ２２Ｐｈｏｘ以及位
于细胞质的亚基 ｐ４７Ｐｈｏｘ、ｐ４０Ｐｈｏｘ、ｐ６７Ｐｈｏｘ和小 Ｇ蛋白
Ｒａｃ，它的生理功能是专职产生活性氧簇（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙ
ｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ），参与信号转导、天然免疫和激素合
成等许多生物学功能［１５］。ＤｅＭｉｎｉｃｉｓ等［１５］研究发现，

瘦素与 ＨＳＣ上的 Ｏｂ受体结合后，在激活 ＪＡＫ１／２
ＳＴＡＴ３信号通路的同时，ＪＡＫ还通过激活 ＮＯＸ产生
ＲＯＳ，进而激活ＡＫＴ、ＥＲＫ１／２，使信号级联放大。新近
研究报道ＮＯＸ亚基 Ｒａｃ１可激活 Ｈｈ信号通路，促进
ＨＳＣ由静止型向活化型转变［７］。这些研究表明，ＮＯＸ
通过产生 ＲＯＳ参与 ＨＳＣ内信号转导的调控，扮演信
号枢纽角色。本课题组前期研究发现熊果酸能下调

ＨＳＣＴ６中 ＮＯＸ亚基 Ｒａｃ１、ｐ２２ＰｈｏｘｍＲＮＡ表达及
ｐ４７Ｐｈｏｘ的膜移位，抑制 ＮＯＸ活性而抑制 ＥＲＫ１／２信号
通路、减少Ⅰ型胶原的产生并抑制 ＨＳＣＴ６细胞的增
殖［８－１０］。但熊果酸是否通过抑制 ＮＯＸ的表达而影响
Ｈｈ信号通路尚不清楚。
　　本研究显示，瘦素可上调 ＮＯＸ亚基 Ｒａｃ１蛋白和
Ｈｈ信号通路Ｇｌｉ２蛋白的表达，瘦素通过ＮＯＸ激活Ｈｈ
信号通路后，促进了 ＨＳＣＴ６细胞增殖。给予熊果酸
干预后下调了 Ｈｈ信号通路的 Ｓｈｈ、Ｓｍｏ和 Ｇｌｉ２的
ｍＲＮＡ表达，说明熊果酸能抑制 Ｈｈ信号通路分子的
基因表达。进一步行Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测显示，熊果酸显
著抑制了瘦素诱导的 Ｒａｃ１蛋白表达，并且下调 Ｇｌｉ２
蛋白表达，说明熊果酸能阻断瘦素诱导的 ＮＯＸＨｈ信
号通路的激活。Ｈｈ信号通路激活会促进 ＨＳＣ的增
殖［４，１６］，我们前期研究结果也显示熊果酸能够抑制

ＨＳＣＴ６细胞增殖，促进其凋亡［１７］。本研究的 ＭＴＴ检
测结果也进一步证实熊果酸能抑制 ＨＳＣＴ６细胞增
殖。结合本研究和前期研究结果，我们认为熊果酸在

抑制ＮＯＸ的表达和活性后，能抑制 ＮＯＸ调控的各种

促细胞增殖、促肝纤维化信号通路（如 Ｈｈ信号通路、
ＥＲＫ１／２信号通路和 ＪＡＫ２ＳＴＡＴ３信号通路），提示熊
果酸可以成为有效的抗肝纤维化药物。
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ｍａｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｓｏｆｌｅｐｔｉｎｏｎｈｅｐａｔｉｃｓｔｅｌｌａｔｅｃｅｌｌｓ［Ｊ］．Ｈｅｐａｔｏｌｏｇｙ，
２００８，４８（６）：２０１６－２０２６．

［１６］ＳｉｃｋｌｉｃｋＪＫ，ＬｉＹＸ，ＣｈｏｉＳＳ，ｅｔａｌ．Ｒｏｌｅｆｏｒｈｅｄｇｅｈｏｇｓｉｇｎａｌｉｎｇｉｎ
ｈｅｐａｔｉｃｓｔｅｌｌａｔｅｃｅｌｌａｃｔｉｖａｔｉｏｎａｎｄｖｉａｂｉｌｉｔｙ［Ｊ］．ＬａｂＩｎｖｅｓｔ，２００５，８５
（１１）：１３６８－１３８０．

［１７］申月明，朱萱，张昆和，等．熊果酸对肝星状细胞增殖与凋亡的
影响［Ｊ］．中华肝脏病杂志，２００８，１６（４）：２９８－３０１．

（收稿：２０１３１００３；修回：２０１３１１２４）

（编辑　王　红）
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