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连翘苷对脂多糖诱导肝脏星状细胞活化的抑制作用
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　　［摘要］　目的　探讨连翘苷对脂多糖诱导肝脏星状细胞活化的抑制作用及其机制。方法　体外
培养大鼠肝星状细胞ＨＳＣＴ６，实验分４组：空白对照组、脂多糖（１μｇ／ｍＬ）处理组、１μｍｏｌ／Ｌ连翘苷加
脂多糖处理组和１０μｍｏｌ／Ｌ连翘苷加脂多糖处理组。采用 ＭＴＴ法检测 ＨＳＣＴ６细胞的增殖；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ
实验分析细胞的迁移；流式细胞仪检测细胞内的 ＲＯＳ水平；ＥＬＩＳＡ法检测细胞上清中促炎细胞因子
ＴＮＦα、ＩＬ６、ＩＬ１β的浓度；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析细胞内 αＳＭＡ、ＮＦκＢｐ６５蛋白表达或蛋白磷酸化水平。
结果　浓度为１～１００μｍｏｌ／Ｌ连翘苷对ＨＳＣＴ６细胞的增殖无明显影响。脂多糖可明显促进ＨＳＣＴ６细
胞增殖及迁移，１μｍｏｌ／Ｌ和１０μｍｏｌ／Ｌ连翘苷均可显著抑制脂多糖诱导的细胞增殖及迁移，分别降低
１６．１３％、１７．１４％，４８．９９％、５８．８６％。脂多糖处理 ＨＳＣＴ６细胞能明显增加细胞内 αＳＭＡ蛋白的表达，
而１０μｍｏｌ／Ｌ连翘苷处理后，细胞内αＳＭＡ的表达量减少２７．３３％。１μｍｏｌ／Ｌ和１０μｍｏｌ／Ｌ连翘苷对
脂多糖诱导细胞内 ＲＯＳ含量（３０．０３％、５１．２６％）、促炎细胞因子 ＴＮＦα、ＩＬ６、ＩＬ１β（２５．１６％、３９．５１％，
３６．５７％、４３．７５％，５８．９９％、７３．０１％）的分泌和ＮＦκＢｐ６５蛋白的磷酸化水平（１３．９０％、２４．９６％）也具有
显著抑制作用。相关性分析表明：连翘苷处理肝星状细胞后，其降低 ＮＦκＢｐ６５磷酸化蛋白表达和对
ＲＯＳ、炎症因子（ＩＬ１β、ＴＮＦα）的作用与其抑制肝星状细胞活化标志物 αＳＭＡ蛋白表达的作用呈正相
关。结论　天然产物连翘苷能够显著抑制脂多糖诱导肝星状细胞的活化，其机制可能与其下调 ＮＦκＢ
信号途径介导的炎症反应有关。
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　　肝脏纤维化是一种继发于肝炎病毒或寄生虫感
染、脂肪肝、胆汁淤积、自身免疫等因素所致慢性肝脏

损伤及炎症的共同反应，是肝硬化发生的关键病理环

节［１］。据世界卫生组织估计，２０１９年全球约有３．２８亿
病毒性肝炎患者（仅指乙肝和丙肝患者），而中国约占

三分之一［２］。中商情报大健康数据显示：随着国民生

活水平的不断提高，我国脂肪性肝病的发病人数于

２０１５年超过３亿。预计２０２０年，我国乙肝、丙肝和脂
肪性慢性肝病患者将达到４．４７亿。有效防治慢性肝
病患者的肝脏纤维化，是阻止病情由慢性肝炎进一步

发展为肝硬化和肝癌的重要途径。然而，目前世界各

国尚无有效药物上市用于肝脏纤维化的防治。因此，

寻找有效防治肝纤维化的药物，日益紧迫。

　　肝脏星状细胞（ｈｅｐａｔｉｃｓｔｅｌｌａｔｅｃｅｌｌｓ，ＨＳＣｓ）是肝
脏非实质细胞之一，位于肝细胞和肝血窦内皮细胞之

间的狄氏腔内。肝星状细胞的活化是慢性肝炎发生肝

脏纤维化的主要原因。正常状态下，ＨＳＣｓ处于静息状
态，即非活化状态，具有储存维生素 Ａ和脂滴的功能；
在肝脏炎症微环境的因素刺激下，肝星状细胞增殖加

快，迁移至肝细胞受损伤处，被激活、分化为肌成纤维

细胞，细胞内 α平滑肌肌动蛋白（αｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅ
ａｃｔｉｎ，αＳＭＡ）等基因表达显著升高，其细胞外基质
（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘ，ＥＣＭ）分泌也明显增加［３］。研究

发现：脂多糖 （ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）通过激活
ＮＦκＢ信号通路能够强化 ＨＳＣｓ的增殖、迁移能力，并
使其活化；而阻断 ＨＳＣｓ内 ＮＦκＢ信号可以实现抑制
细胞的活化［４－５］。表明通过调控炎症信号途径的激活

以抑制肝星状细胞的活化，可能是防治肝纤维化的一

个有效策略。

　　连翘苷（ｐｈｉｌｌｙｒｉｎ，ＰＨＩ）是木犀科植物连翘干燥果
实的有效成分之一，具有抗炎、抗氧化等［６－９］广泛的药

理学作用。据报道，连翘在中医上被广泛应用于清热、

解毒、散结和消肿等，有较好的安全性与药物疗效［１０］。

连翘的提取物能够明显改善四氯化碳（ＣＣｌ４）诱导小
鼠的肝脏损伤、减轻肝脏纤维化［１１］。研究表明：ＰＨＩ
通过抑制ＬＰＳ诱导的炎症反应能够显著性缓解小鼠的
急性肺损伤［８］；在体外，通过抑制ＬＰＳ诱导巨噬细胞内
氧自由基（ＲＯＳ）的产生，ＰＨＩ也可明显抑制细胞的氧化
应激和炎症反应［９］。然而，迄今ＰＨＩ对ＨＳＣｓ活化的调
节作用尚不清楚。因此，本研究以大鼠肝星状细胞

ＨＳＣＴ６为研究对象，观察ＰＨＩ对ＬＰＳ诱导肝星状细胞
活化的影响，并探讨其作用机制，旨在为寻找有效抑制

肝星状细胞活化的药物提供实验依据和有益线索。

１　材料与方法

１．１　材料
　　ＰＨＩ（纯度大于９８％）购自成都瑞芬思科技有限公
司；ＨＳＣＴ６细胞来源于北京北纳生物科技有限公司；
ＤＭＥＭ细胞培养基、胰酶购自美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司；胎牛
血清购自以色列ＢＩ公司；ＬＰＳ、ＭＴＴ购自美国Ｓｉｇｍａ公
司；ＥＬＩＳＡ试剂盒购自武汉博士德公司；磷酸化ＮＦκＢ
ｐ６５（Ｓｅｒ５３６）（９３Ｈ１）兔单克隆抗体、ＮＦκＢｐ６５
（Ｄ１４Ｅ１２）ＸＰ兔单克隆抗体、αＳＭＡ（Ｄ４Ｋ９Ｎ）ＸＰ

兔单克隆抗体均购自美国ＣＳＴ公司；βａｃｔｉｎ小鼠单克
隆抗体购自南京金斯瑞生物科技公司；ＲＯＳ检测试剂
盒、辣根过氧化物酶标记山羊抗兔 ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）和山羊
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抗小鼠ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）均购自上海碧云天生物技术有限公
司；细胞培养瓶、培养板和 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室购自美国康
宁公司。

１．２　方法
１．２．１　细胞复苏及培养　　从液氮中取出冻存的
ＨＳＣＴ６细胞悬液后，迅速放置于３７℃水浴中，待细胞
悬液完全融化，转移至有 ５ｍＬＤＭＥＭ培养基的离心
管中，１２００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ。弃上清培养基，用含有
１０％ＦＢＳ、１００Ｕ／ｍＬ青霉素和 １００μｇ／ｍＬ链霉素的
ＤＭＥＭ培养基重悬细胞，并转移至培养瓶中。于３７℃、
５％ＣＯ２的细胞孵箱中培养。
１．２．２　ＭＴＴ检测　　利用胰酶消化处于对数生长期的
ＨＳＣＴ６细胞，制成细胞悬液，调整细胞数为４×１０４／ｍＬ。
将细胞悬液接种于９６孔培养板，每孔１００μＬ。培养箱
中放置过夜后，弃上清，用 ＤＭＥＭ完全培养基配制不
同浓度的 ＰＨＩ溶液，加入有细胞的９６孔培养板中，每
孔１００μＬ。培养箱中孵育２ｈ后，每孔再加入１００μＬ
不含或含有２μｇ／ｍＬＬＰＳ的培养基稀释液，使ＬＰＳ的
终浓度为１μｇ／ｍＬ。设空白对照组、ＬＰＳ（１μｇ／ｍＬ）处
理组、１μｍｏｌ／ＬＰＨＩ＋ＬＰＳ处理组和１０μｍｏｌ／ＬＰＨＩ＋
ＬＰＳ处理组，每组６个复孔。培养箱中继续培养２４ｈ
后，每孔加入５ｍｇ／ｍＬ的ＭＴＴ溶液２０μＬ，３７℃孵育
４ｈ。弃上清，每孔加入１００μＬＤＭＳＯ使紫色结晶完全
溶解，振板混匀１５ｍｉｎ，采用酶标仪检测波长５７０ｎｍ处
的光密度值Ｄ（５７０）。
１．２．３　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ迁移试验　　取对数生长期的
ＨＳＣＴ６细胞，胰酶消化，用无血清培养基制成细胞
悬液并调整细胞数为 ４×１０５／ｍＬ。实验分 ４组：空白
对照组、ＬＰＳ处理组、１μｍｏｌ／ＬＰＨＩ＋ＬＰＳ处理组、
１０μｍｏｌ／ＬＰＨＩ＋ＬＰＳ处理组。下室均先加入 ５００μＬ
无血清培养基，空白对照组和ＬＰＳ处理组加１００μＬ无
血清培养基于上室，２个 ＰＨＩ＋ＬＰＳ处理组分别加入
１００μＬ含有２、２０μｍｏｌ／ＬＰＨＩ的培养基，各组再加入
１００μＬ细胞悬液，３７℃孵育２ｈ。将上室分别轻轻转
移至另一下室中，空白对照组下室为 ５００μＬ无血清
ＤＭＥＭ培养基，ＬＰＳ处理组的下室为５００μＬ含１μｇ／ｍＬ
ＬＰＳ的ＤＭＥＭ培养基，２个 ＰＨＩ＋ＬＰＳ处理组分别为含
有５００μＬ１μｍｏｌ／Ｌ和１０μｍｏｌ／ＬＰＨＩ以及 １μｇ／ｍＬ
ＬＰＳ的ＤＭＥＭ培养基。继续培养６ｈ后，４％中性多聚
甲醛室温固定３０ｍｉｎ，用棉签轻轻擦去上室膜上侧的
细胞，０．１％结晶紫室温染色３０ｍｉｎ，常温ＰＢＳ洗３次，
显微镜下随机选取６个视野，拍照，采用 ＩｍａｇｅＪ软件
统计每个视野中的细胞数。

１．２．４　ＥＬＩＳＡ检测 　 取对数生长期的细胞，按照每
孔４×１０４／５００μＬ接种于 １２孔培养板中，培养过夜。

弃上清，分别加入不含或含有化合物的培养基４００μＬ，
于３７℃处理２ｈ，实验分４组：空白对照组、ＬＰＳ处理
组、１μｍｏｌ／ＬＰＨＩ＋ＬＰＳ处理组、１０μｍｏｌ／ＬＰＨＩ＋ＬＰＳ
处理组，每组４个复孔。除空白对照组正常培养外，其
余３组再加入２μｇ／ｍＬ的ＬＰＳ４００μＬ，继续培养２４ｈ
后收集上清５００μＬ，按照ＥＬＩＳＡ试剂盒说明书操作。
１．２．５　ＲＯＳ检测　　 按照１．２．４步骤处理细胞后，
用ＰＢＳ洗涤细胞 ２次，用无血清 ＤＭＥＭ培养基配制
ＤＣＦＨＤＡ探针（１０μｍｏｌ／Ｌ），加入细胞后 ３７℃孵育
３０ｍｉｎ。弃掉培养基，再用ＰＢＳ洗涤细胞２次，胰酶消
化细胞，１２００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ。弃上清，使用２００μＬ
的ＰＢＳ重悬细胞，采用流式细胞仪检测荧光强度（激
发波长５００ｎｍ，发射波长５２５ｎｍ）。
１．２．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　　取对数生长期的 ＨＳＣ
Ｔ６细胞，按照１×１０５／ｍＬ接种于６孔培养板中，培养箱
中培养过夜。弃上清，分别加入含 ＰＨＩ的培养基（每
孔５００μＬ），３７℃孵育２ｈ后，加入ＬＰＳ，每孔５００μＬ，
使ＰＨＩ最终浓度为１μｍｏｌ／Ｌ和１０μｍｏｌ／Ｌ，ＬＰＳ终浓
度为１μｇ／ｍＬ。继续孵育２４ｈ后，弃上清，用预冷ＰＢＳ
洗３次，每孔加入 １００μＬＲＩＰＡ裂解液（含有 ＰＭＳＦ、
蛋白酶抑制剂、磷酸化蛋白酶抑制），置于冰上边刮边

裂解，裂解２０ｍｉｎ，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ。取上清
溶液，采用ＢＣＡ法测定蛋白质浓度。然后，加上样缓
冲液，９５℃煮１０ｍｉｎ使蛋白变性。用１０％ＳＤＳＰＡＧＥ
电泳分离；２００ｍＡ转膜２ｈ；３７℃，５％ＢＳＡ封闭２ｈ；一
抗４℃处理过夜，ＴＢＳＴ洗３次，二抗孵育２ｈ，ＴＢＳＴ洗
３次，加ＥＣＬ发光液进行曝光。
１．３　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ２４．０统计软件，数据以 珋ｘ±ｓ表示，多组
间比较采用单因素方差分析，两组间比较采用独立样

本ｔ检验，相关性分析采用斯伯尔曼检验法。Ｐ＜０．０５
表示差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　ＰＨＩ对肝星状细胞及 ＬＰＳ刺激肝星状细胞增殖
的影响

　　采用ＭＴＴ法检测肝脏星状细胞的增殖情况。结
果显示：２４ｈ内 １～１００μｍｏｌ／ＬＰＨＩ对 ＨＳＣＴ６细胞
增殖无影响（图 １Ａ）。浓度为 １μｇ／ｍＬ的 ＬＰＳ刺激
ＨＳＣＴ６细胞 ２４ｈ，与空白对照组比较，ＬＰＳ处理组
Ｄ（５７０）值增加３７．７３％，细胞增殖明显（Ｐ＜０．０５）；与
ＬＰＳ刺激细胞相比，１μｍｏｌ／Ｌ和１０μｍｏｌ／ＬＰＨＩ处理
能显著抑制 ＬＰＳ刺激所引起的细胞增殖，其 Ｄ（５７０）
值分别降低１６．１３％和１７．１４％（图１Ｂ）。结果表明：
ＰＨＩ能够抑制ＬＰＳ刺激肝星状细胞的增殖。
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Ａ：ＰＨＩ对ＨＳＣＴ６细胞增殖的影响　１：空白对照组；２：０．１％ＤＭＳＯ对照组；３～７：分别为１、３、１０、３０、１００μｍｏｌ／ＬＰＨＩ组；Ｂ：ＰＨＩ
对ＬＰＳ诱导ＨＳＣＴ６细胞增殖的影响　 １～４：分别为空白对照组、ＬＰＳ处理组、１μｍｏｌ／ＬＰＨＩ＋ＬＰＳ处理组、１０μｍｏｌ／ＬＰＨＩ＋
ＬＰＳ处理组；ａ：Ｐ＜０．０５，与空白对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＬＰＳ处理组比较

图１　ＭＴＴ检测２４ｈ内ＰＨＩ对ＨＳＣＴ６细胞增殖的影响　（ｎ＝６）
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Ａ：Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ检测细胞迁移；Ｂ：各组迁移细胞数分析（ｎ＝６）　１：空白对照组；２：ＬＰＳ处理组；３：１μｍｏｌ／ＬＰＨＩ＋ＬＰＳ处理组；
４：１０μｍｏｌ／ＬＰＨＩ＋ＬＰＳ处理组；ａ：Ｐ＜０．０５，与空白对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＬＰＳ处理组比较

图２　ＰＨＩ对ＬＰＳ诱导ＨＳＣＴ６细胞迁移的抑制作用

２．２　ＰＨＩ对ＬＰＳ诱导肝星状细胞迁移的抑制作用
　　采用Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验分析肝星状细胞的迁移能力。

结果显示：１μｇ／ｍＬＬＰＳ明显诱导ＨＳＣＴ６细胞跨膜迁

移，与空白对照组比较，ＬＰＳ处理组的细胞迁移数增加

６．５７倍（Ｐ＜０．０５）；与ＬＰＳ处理组比较，加用１μｍｏｌ／Ｌ

和１０μｍｏｌ／ＬＰＨＩ后能明显减少跨膜迁移的细胞数，

分别减少４８．９９％和５８．８６％（图２）。结果表明：ＰＨＩ

可以显著抑制肝星状细胞的迁移。

２．３　ＰＨＩ对ＬＰＳ诱导肝星状细胞表达αＳＭＡ蛋白的
抑制作用

　　为了分析肝星状细胞的活化程度，采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ检测细胞内αＳＭＡ蛋白的表达。结果显示：１μｇ／ｍＬ
ＬＰＳ处理ＨＳＣＴ６细胞２４ｈ，细胞内αＳＭＡ蛋白表达
较空白对照组升高１倍（Ｐ＜０．０５），加用１μｍｏｌ／Ｌ和
１０μｍｏｌ／ＬＰＨＩ处理细胞后降低 ＨＳＣＴ６细胞内
αＳＭＡ蛋白的表达（分别降低 １１．８２％和 ２７．３３％），
１０μｍｏｌ／ＬＰＨＩ处理组较 ＬＰＳ组明显降低 （Ｐ＜０．０５，
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图３）。结果表明：ＰＨＩ能够明显抑制肝星状细胞的活化。
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１：空白对照组；２：ＬＰＳ处理组；３：１μｍｏｌ／ＬＰＨＩ＋ＬＰＳ处理
组；４：１０μｍｏｌ／ＬＰＨＩ＋ＬＰＳ处理组
Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测；Ｂ：半定量分析（ｎ＝５）　ａ：Ｐ＜０．０５，与
空白对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＬＰＳ处理组比较

图３　ＰＨＩ对ＬＰＳ诱导ＨＳＣＴ６细胞内αＳＭＡ蛋白表达
的抑制作用

２．４　ＰＨＩ对ＬＰＳ诱导肝星状细胞内ＲＯＳ水平的作用
　　为了探索ＰＨＩ抑制肝星状细胞活化的机制，采用
流式细胞仪分析 ＰＨＩ对细胞内 ＲＯＳ含量的影响。与
空白对照组相比，１μｇ／ｍＬＬＰＳ处理 ＨＳＣＴ６细胞
２４ｈ，使细胞内ＲＯＳ含量显著升高１．２５倍（Ｐ＜０．０５），
而加用１μｍｏｌ／Ｌ和 １０μｍｏｌ／ＬＰＨＩ处理后细胞内的
ＲＯＳ含量明显降低，分别降低 ３０．０３％和 ５１．２６％
（图４）。结果表明：ＰＨＩ可明显降低 ＬＰＳ诱导肝星状
细胞内产生的ＲＯＳ含量。
２．５　ＰＨＩ对 ＬＰＳ诱导 ＨＳＣＴ６细胞分泌炎症因子的

影响

　　采用ＥＬＩＳＡ试剂盒检测细胞培养基上清中ＴＮＦα、
白介素６（ＩＬ６）和白介素１β（ＩＬ１β）的含量。与空白
对照组比较，１μｇ／ｍＬＬＰＳ刺激 ＨＳＣＴ６细胞２４ｈ，细
胞培养基上清中３种炎症因子的浓度均显著升高，分别
升高１９．６６、３４．５４、３１．２９倍。与ＬＰＳ处理组比较，加用
１μｍｏｌ／Ｌ和１０μｍｏｌ／ＬＰＨＩ处理后，细胞上清中炎症因
子的浓度分别降低 ２５．１６％和 ３９．５１％、３６．５７％和
４３．７５％、５８．９９％和 ７３．０１％ （图 ５）。结果表明：ＰＨＩ
能够有效抑制ＬＰＳ诱导肝星状细胞分泌炎症因子。
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１：空白对照组；２：ＬＰＳ处理组；３：１μｍｏｌ／ＬＰＨＩ＋ＬＰＳ处理组；４：１０μｍｏｌ／ＬＰＨＩ＋ＬＰＳ处理组
Ａ：流式细胞仪检测结果；Ｂ：ＲＯＳ含量分析（ｎ＝３）　ａ：Ｐ＜０．０５，与空白对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＬＰＳ处理组比较

图４　ＰＨＩ对ＬＰＳ诱导ＨＳＣＴ６细胞内ＲＯＳ的抑制作用
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１：空白对照组；２：ＬＰＳ处理组；３：１μｍｏｌ／ＬＰＨＩ＋ＬＰＳ处理组；４：１０μｍｏｌ／ＬＰＨＩ＋ＬＰＳ处理组；ａ：Ｐ＜０．０５，与空白对照组比较；
ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＬＰＳ处理组比较

Ａ：细胞上清中ＴＮＦα的浓度；Ｂ：细胞上清中ＩＬ６的浓度；Ｃ：细胞上清中ＩＬ１β的浓度

图５　ＰＨＩ对ＬＰＳ诱导ＨＳＣＴ６细胞分泌炎症因子的影响 （ｎ＝４）
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２．６　ＰＨＩ降低 ＬＰＳ诱导 ＨＳＣＴ６细胞内 ＮＦκＢｐ６５
蛋白磷酸化

　　为了探索ＰＨＩ抑制肝星状细胞活化的机制，采用
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析细胞内ＮＦκＢｐ６５蛋白磷酸化水平。
结果显示：与空白对照组相比，１μｇ／ｍＬＬＰＳ刺激ＨＳＣ
Ｔ６细胞２４ｈ，细胞内ＮＦκＢｐ６５蛋白磷酸化水平增加
３１．３８％（Ｐ＜０．０５），而加用１μｍｏｌ／Ｌ和１０μｍｏｌ／ＬＰＨＩ
处理后，ＨＳＣＴ６细胞内ＮＦκＢｐ６５蛋白磷酸化水平分
别降低１３．９０％和 ２４．９６％，１０μｍｏｌ／ＬＰＨＩ处理组较
ＬＰＳ处理组显著降低 （Ｐ＜０．０５，图６）。表明ＰＨＩ可以
抑制ＬＰＳ诱导肝星状细胞内ＮＦκＢｐ６５蛋白的磷酸化。
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１：空白对照组；２：ＬＰＳ处理组；３：１μｍｏｌ／ＬＰＨＩ＋ＬＰＳ处理
组；４：１０μｍｏｌ／ＬＰＨＩ＋ＬＰＳ处理组
Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＨＳＣＴ６细胞内 ＮＦκＢｐ６５的表达及
磷酸化水平；Ｂ：ＮＦκＢｐ６５磷酸化统计分析（ｎ＝５）　ａ：Ｐ＜
０．０５，与空白对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＬＰＳ处理组比较

图６　ＰＨＩ对ＬＰＳ诱导ＨＳＣＴ６细胞内ＮＦκＢｐ６５蛋白磷
酸化的影响

２．７　相关性分析
　　应用斯伯尔曼等级相关性分析进行统计推断，肝
星状细胞 αＳＭＡ的表达与 ＲＯＳ的含量、炎症因子
（ＩＬ１β、ＴＮＦα）的浓度、ＮＦκＢｐ６５蛋白磷酸化水平
成正相关（相关系数分别为 ０．８６５、０．８６３、０．７０９、
０．６９７，Ｐ＜０．０５）；ＰＨＩ处理肝星状细胞后，ＰＨＩ降低
Ｐ６５磷酸化蛋白、ＲＯＳ、炎症因子（ＩＬ１β、ＴＮＦα）的能
力与其抑制αＳＭＡ（肝星状细胞活化标志物）的表达
能力显著正相关（相关系数分别为 ０．８５３、０．６８５、
０．７０９、０．６６１，Ｐ＜０．０５）。表明ＮＦκＢ介导的炎症反应
是ＬＰＳ诱导肝星状细胞的活化的重要原因，而 ＰＨＩ抑
制ＬＰＳ诱导肝星状细胞活化的机制与其抑制 ＮＦκＢ
介导的炎症反应有关。

３　讨论

　　肝星状细胞的活化是肝脏纤维化发生的关键步
骤，抑制肝星状细胞活化被认为是防治肝脏纤维化的

有效途径［１２］。本研究建立体外炎症刺激物诱导肝星

状细胞活化的细胞模型，发现天然产物 ＰＨＩ能够有效
抑制ＬＰＳ诱导的肝星状细胞增殖和迁移、显著性地抑
制细胞内αＳＭＡ蛋白的表达。进一步研究发现：ＰＨＩ
明显降低肝星状细胞内 ＲＯＳ水平、减少炎症因子分
泌，可以有效抑制 ＮＦκＢｐ６５的磷酸化。上述结果表
明：ＰＨＩ可以通过降低 ＬＰＳ诱导肝星状细胞的炎症反
应而抑制细胞的活化。

　　异常增殖、迁移及高表达αＳＭＡ蛋白是肝星状细
胞活化的重要特征和细胞表型［１３］。研究显示：采用

ＬＰＳ刺激可以促进细胞增殖［４］和迁移［１４］。αＳＭＡ的
表达是肝星状细胞活化、分化的早期标志［１５］，且随着

肝脏纤维化程度的不断加重，其表达量也不断增

加［１６］。本研究发现：ＰＨＩ不仅可以抑制ＬＰＳ刺激肝星
状细胞的增殖和迁移，还能明显抑制 ＬＰＳ诱导肝星状
细胞表达αＳＭＡ蛋白。研究结果表明：ＰＨＩ对ＬＰＳ诱
导的肝星状细胞活化具有很明确的抑制作用。

　　氧化自由基的产生在 ＨＳＣｓ活化及肝纤维化的发
生过程中扮演着重要的角色。ＲＯＳ不仅可以通过刺
激免疫细胞，释放促纤维化因子，还能够直接活化

ＨＳＣｓ细胞，引发或加重肝脏纤维化［１７］。据报道，通过

腹腔注射ＬＰＳ可使小鼠发生氧化应激型肝脏损伤［１８］。

本研究发现体外利用 ＬＰＳ直接处理 ＨＳＣＴ６细胞，能
引起细胞内ＲＯＳ含量升高；而ＰＨＩ可明显降低细胞内
ＬＰＳ诱导产生的 ＲＯＳ。此结果说明 ＰＨＩ对 ＬＰＳ诱导
肝星状细胞内的 ＲＯＳ含量也具有明显的降低作用。
这与研究报道的ＰＨＩ抗氧化作用一致［９］。

　　促炎性细胞因子，主要包括ＴＮＦα、ＩＬ６、ＩＬ１β，在
慢性肝脏炎症的发生和ＨＳＣｓ细胞活化的过程中也起
着重要作用［１９］。ＬＰＳ可以直接通过与ＨＳＣｓ细胞上的
ＴＬＲ４等受体结合，诱导细胞分泌促炎细胞因子，激活
ＨＳＣｓ细胞［２０］。本研究数据显示：ＰＨＩ可显著性地降
低ＬＰＳ诱导所致ＨＳＣｓ细胞分泌的促炎细胞因子。这
说明 ＰＨＩ对 ＬＰＳ诱导肝星状细胞炎症反应具有抑制
作用。

　　ＮＦκＢ是 ＬＰＳ诱导炎症发生信号途径中一个重
要的转录因子。ＬＰＳ通过调节 ＮＦκＢｐ６５的磷酸化，
激活 ＮＦκＢ信号通路，促进 ＨＳＣｓ细胞的活化［２１－２２］。

本研究发现ＰＨＩ可以明显抑制ＬＰＳ诱导ＨＳＣＴ６细胞
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内ＮＦκＢｐ６５蛋白磷酸化。表明 ＰＨＩ对 ＬＰＳ诱导肝
星状细胞内 ＮＦκＢ信号途径激活也具有明显的抑制
作用。

　　采用斯伯尔曼等级相关性分析法对ＰＨＩ抑制ＬＰＳ
诱导肝星状细胞活化和炎症的指标进行相关性分析，

发现肝星状细胞内 αＳＭＡ表达的增加与 ＬＰＳ诱导细
胞内ＲＯＳ含量、细胞上清中炎症因子（ＩＬ１β、ＴＮＦα）
和细胞内ＮＦκＢｐ６５蛋白磷酸化水平的增加呈正相
关，而ＰＨＩ处理后αＳＭＡ的表达水平与ＲＯＳ含量、炎
症因子浓度和ＮＦκＢｐ６５蛋白磷酸化水平降低的趋势
一致。据文献报道，ＲＯＳ可以通过抑制 ＩκＢα蛋白磷
酸化，或抑制 ＩＫＫ蛋白磷酸化，或干扰 ＩκＢ蛋白的泛
素化而活化 ＮＦκＢ信号途径；同时，ＮＦκＢ信号的活
化又可以通过上调抗氧化蛋白酶的表达，抑制ＲＯＳ的
含量［２３］。此外，细胞 ＮＦκＢ信号的活化，促进 ＩＬ１β、
ＴＮＦα等因子的表达上调；ＴＮＦα等又可以通过与其
受体结合，激活受体下游的 ＮＦκＢ信号途径［２４］。然

而，ＮＦκＢ信号途径活化又促进 ＴＧＦβ１的表达，促使
肝星状细胞活化，继而表现出增殖、迁移、αＳＭＡ蛋白
表达增加的特性［２５－２７］。本研究的相关性分析与文献

报道一致。表明 ＰＨＩ抑制 ＬＰＳ诱导肝星状细胞的活
化的作用机制与其抑制 ＮＦκＢ信号通路及细胞炎症
反应密切相关。但仍有待需要通过定量蛋白组学等技

术手段，进一步明确鉴定与 ＰＨＩ相互作用的蛋白质，
以期发现可以调控炎症、抑制肝星状细胞活化的新药

靶点。

　　综上所述，ＬＰＳ直接通过激活细胞内在的炎症反
应，促进肝星状细胞增殖、迁移和活化。天然产物ＰＨＩ
能够显著性地抑制ＬＰＳ诱导的炎症反应，从而降低肝
星状细胞增殖和迁移的能力，抑制细胞活化。尽管

ＰＨＩ抑制肝星状细胞活化的机制有待深入研究，但
ＰＨＩ通过直接抑制炎症刺激物诱导的信号途径，达到
抑制肝星状细胞活化的作用，为开发防治肝脏纤维化

有效药物提供了有益思路。
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