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丹参素对肝星状细胞RhoA／Rock I信号通路的影响 

姜中华，戴立里，余冰冰，李 冬 

(江苏省盐城市第一人民医院消化内科 ，224001；重庆医科大学附属第二医院消化内科 ，重庆 400010) 

【摘 要】目的：观察丹参素对肝星状细胞(Hepatic stellate cells，HSC)RhoA／Roek 1信号通路的影响。方法：体外分离、培养大鼠肝 

HSC，以Rock I特异性抑制剂 Y一27632 30 p~mol／L、0．062 5 0．25 mmol／L丹参素分别与纤维连接蛋白(Fibronectin，FN)刺激的 

HSC共同孵育。四甲基偶氮唑盐法测定 HSC增殖，酶联免疫吸附试验测定 I型胶原分泌，Western blot测定 RhoA，P—Mlc 

(．rhr18／serl9)，p-FAK(Tyr397)蛋白表达。结果：FN作用24h能刺激 HSC增殖，I型胶原分泌，且上调了RhoA、P—Mlc(Thr18／Ser19) 

蛋白，p-FAK(Tyr397)蛋白的表达；丹参素和Rock I特异性抑制剂Y一27632均能明显抑制上述效应。结论：FN刺激活化了HSC 

的RhoA／Rock I信号通路、整合素信号通路；丹参素抑制 HSC增殖，胶原分泌的作用与阻断 RhoA／Rock I信号通路有关； 

RhoA／Rock I信号通路阻断后对整合素信号通路关键酶FAK下调效应为丹参素经 RhoA／Rock I信号通路抗纤维化的分子机制 

之一。 

【关键词】丹参素；肝星状细胞；黏附斑激酶；肌球蛋白轻链 
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The effect of Tanshinol on RhoA／Rock I signaling parthway in 

hepatic stellate cells 

】lANG Zhong-hua．et al 

(Department ofGastroenterology，the Second Hospital，ChongqingMedical University) 

【Abstract]Objective：To investigate the role of Tanshinol on RhoA／Rock I signaling pathway in Hepatic Stellate Cells．Methods：The 

mice ofHSCs were isolated．After stimulation ofFN，HCSs were cultured in vitro with Tanshinol(0．062 5～0．25 mmo1]L)or Y一27632(30 

~,mol／L)。a specific Rock I inibitor．The cell proliferation was assessed by MTF assay；the secretion of collagen 1 were examined by 

methods ofEnzyme Linked Immunosorbent Assay；the protein levels ofRhoA，p-Mlc(Thrl8／Serl9)，and p-FAK(Tyr397)were analyzed 

by Western Blot．Results：FN promoted the proliferation of HSC significantly and provoked the secretion of collagen I markedly， 

meanwhile the protein levels of RhoA，p-Mlc(Thrl8／Serl9)，and p-FAK (Tyr397)also increased．The interventions of Y-27632 and 

Tanshinol could inhibits the above effects in HSC distinctly．Conclusion：FN activates the RhoA／Rock I signal parthway and the intergin 

signal pathway in HSC：Interventing the RhoA／Rock I signal parthway might be involved with the effect of Tanshinol that inhibits the HSC 

proliferation and decreases the secretion of collagen I．The down regulation of FAK by Rock I is one of the anti—fibrosis mechanisms of 

Tanshino1． 

【Key words]tanshinol；hepatic stellate cells；myosin light chains；focal adhesion kinase 

RhoA是小 G蛋白 Rho家族(Rho，Rac，Cdc42)的成员 ， 

目前一种 Rho相关丝氨酸／苏氨酸激酶的同工酶 pl60Rock 

(Rock I)被认为是新一类RhoA效应底物，可调节肌球蛋白 

轻链(Myosin light chain，MLC)磷酸化与脱磷酸化反应 ，磷酸 

化肌球蛋白(p-Mlc)升高，促进肌动蛋白微丝骨架的聚合，启 

动应力纤维和粘附斑的组装，通过调节细胞骨架的结构影 

响细胞功能【lJ。近期研究发现 RhoA／Roek I信号通路与肝、 
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肾、肺的慢 胜纤维化有关，本研究旨在探讨丹参素对纤维连接 

蛋 (Fibronectin，FN)~glJ激的肝星状细胞(Hepatic stellate calls， 

HSC)~殖，I型胶原分泌等生物学活性的影响；同时以Rock 

I特异性抑制剂Y一27632作阳性对照，探讨丹参素经 RhoA／ 

Rock I信号通路抗纤维化的分子机制。 

1 材料与方法 

1．1 主要材料 

雄性 Wista大鼠(350～400 g)购自重庆腾鑫生物技术公 
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注：RhoA： 与A比较 P<0．05； 与B组比较 P>0．05；p-Mlc，p-FAK：‘与 A组比较P<0．05； 与 B组比较 P<O．05，。与 C组比较P<O．05； 与 D 

组比较P<O．05； 与E组比较，P>O．05 

游信号分子，因而被认为在整合素信号通路中起关键作用， 合，它们对促进细胞增殖起着重要的作用 。值得一提的是， 

它对多种细胞的生物学行为具有重要影响，如促进增殖，调 Y一27632 30 Ixmol／L阳性对照组与丹参素0．25 mmol／L处理 

控凋亡，增强黏附、迁移等[61。纤维化肝脏中，ECM FN合成增 组比较对 p-Mlc、p-FAK蛋白表达抑制效应无明显差异，但 

加，FN也为整合素受体 0l 5 B 1的特异性配基[71，本研究以FN 0．25 mmol／L丹参素组对 HSC增殖、I型胶原的分泌抑制强 

刺激培养HSC，结果显示 FN刺激后的HSC，其RhoA／Rock I 度均强于Y一27632 30 i~mol／L组，提示丹参素抗纤维化的作 

信号通路关键信号分子RhoA，P—Mlc、整合素信号通路关键效 用除RhoA／Rock I信号通路参与外还有其它分子机制。 

应分子p-FAK蛋白的表达均增加，同时FN也能刺激HSCJc~ 综上所述，丹参素可抑制受FN刺激的HSC的RhoA／Rock 

殖和 I型胶原分泌，提示 FN刺激后，HSC的 RhoMRock I信 I信号通路活化 ；RhoA／Rock I信号通路阻断对整合素通路 

号通路、整合素信号通路的活化增强，且可能为HSC生物学 信号蛋白FAK下调效应为丹参素抑制 HSC增殖、胶原分泌 

活性改变的机制之一。 等生物活性的机制之一，但中药有着多靶点作用，其它分子 

本研究应用 Rock I激酶特异性抑制剂 Y一27632、丹参素 机制需进一步的研究。 

分别与FN刺激的HSC共同孵育，二者均能使 p-Mlc蛋白表 

达下降，能对HSC的增殖、I型胶原的分泌等生物学活性产 参 考 文 献 

生抑制作用，且丹参素呈剂量依赖性的抑制p-Mlc蛋白表达 

与拮抗 HSC生物学活性的效应相平行。提示 y-27632、丹参 『1] Kimura K
，
I【0 n,Amano M,et a1．RegLl1ati。n 0f myosin phosphatase 

素均可阻断RhoA／Rock I信号通路下游传导，同时进一步证 by Rh。and Rh。一 。 。 iat。d ki 。(Rh。一kinase)IJ1．Sci。 。 
，
1996，273 

明RhoA／Rock I信号通路对 HSC的增殖，I型胶原分泌等生 (5272)：245—248． 

活学活性有调节作用。 f21 Maher J J，Lozier J s，Scott M K．Rat hepatic stellate ce11s p r【)duce 

本研究还发现 Y一27632、丹参素都能下调 p-FAK蛋 白 cytokine—induced neutrophil chemoattractantin cultureandin vivo[J]．Am 

表达。此结果与 AdrianaS．Torsoni等相似，他们发现在小鼠心 JPhysiol，1998，275(4pt 1)：G847-853． 

室肌细胞中，RhoA反义核苷酸、Y一27632均能明显的减低机 [31 [wamoto H，Nakamuta M，Tada s，et al-A pl60ROCK—specific in一 

械应力刺激的p—FAK蛋白的表达18]。Heidkamp MC等研究发 hibitor，Y-27632，attenuates rat hepatic stellate cell growth[J]·J Hepatol， 

现在内皮素刺激培养的新生小 鼠心室肌细胞 ，肌丝聚合抑制 00o， ( )： 一 0· 

剂 一细胞松弛素 D能抑制 内皮素所致的 FAK的磷酸化 ， 【4】Le i“ D，R。 y D C,Milner T A,et a1．Exp i of the i “ 

推测 FAK磷酸化激活可能依赖由 Rh。A／R。ck I信号通路调 P 。 d ri“g P“1 ary “ p i。 i [JlJ．A J Palh。 ' 00。， 

控的应力纤维的组装和重排。很多研究证实 FAK在细胞增 156( ：1927-1
．

9

．

35． 

， ． ， ． 

殖周期起着重要调节作用 ，FAK活化推进 G1／S细胞周期的 ～(
543o)：1028—1032． 

。  。  ⋯  

进展，Oktay等发现 FAK抗体、显性负相 FAK突变体均能阻 [6] c i
g B，Bershadsky A，P k。 R，。t a1．Tra 。 b crosstalk 

断细胞周期于 G1／S阶段㈣，Zhao等研究提示活化FAK对细 betweenthe extmcellu1arma|rix
— cv【0ske1e【0n cmsstalk[J]．NatRevM。1Ce11 

胞周期的调控与其能上调细胞周期 D1蛋白，下调细胞周期 Bi。1
．2001．2(11)：793—805． 

抑制因子p27有关⋯】。另据报道 FAK、ERK等激酶还可通过 『71 M0sher D F．Organizati0n 0f the pr0visi0nal fibmnectin matrix：c0ntrol 

调节细胞增殖对HSC胶原分泌起着重要的影响_引。以上提示 by prod t 。f bl。。d。。 gulati。 Thromb Haemost，1995，74(1)：529一 

在HSC中，丹参素阻断RhoA／Rock I信号通路从而下调整合 533． 

索信号通路关键酶P—FAK可能为丹参素抗纤维化的机制之 [8]Torsoni A s，Marin T M，Velloso L A，et a1．RhoMRock signaling is 

一

。 此外Rock I还可直接调节包括c—fos、c-jun等AP1家族 critical to FAK activation by cyclic stretch in cardic myocytes[J]·Am J 

的转录因子的表达，而不依赖 R0ck I介导的肌丝蛋白的聚 PhysiolHeartCircPhysio1，2005，289(4)：H1488—1496· 
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普罗布考对D一半乳糖致衰老大鼠肾脏的保护作用研究 

李 矗 ，冯 欣 ，王雪鹰 

(1．辽宁医学院基础学院生理学教研室，锦州 121000；2．辽宁医学院附属第一医院肾内科，锦州 121000； 

3．锦州市中心医院内分泌内科，锦州 121000) 

【摘 要】目的：本实验主要研究抗氧化剂普罗布考对D一半乳糖致衰老大鼠’肾脏的保护作用及可能机制。方法：将36只大鼠随机 

分为3组，正常对照组12只；衰老模型组12只；普罗布考治疗组12只。大鼠每日腹腔注射D一半乳糖，按每只小鼠100 mg／kg的剂 

量给药 ，连续42 d，形成亚急性衰老模型。做组织学检查 ，观察肾组织病理改变 ，测定肾组织超氧化物歧化酶(Superoxide 

dismutase，SOD)、谷胱甘肽过氧化物酶(Glutathione peroxidase，GSH—Px)的活性及丙二醛(Malondialdehyde，MDA)含量。结果：组 

织学检查发现模型组出现了。肾小球体积增大，分布稀疏，不同程度的局灶节段性’肾小球硬化，。肾小管的管腔扩大，灶状小管萎 

缩，间质纤维化，而给药组肾组织改变与模型组相比有所减轻。模型组肾组织SOD和GSH—Px的活性明显降低，给药组比模型组 

有所增高。模型组MDA的含量明显增高，给药组 比模型组降低(P<0．05 o结论：普罗布考能有效地抑制脂质过氧化产物MDA的 

产生，并提高抗氧化酶SOD、GSH—Px的活性 ，抑制氧化损伤过程，从而起到延缓肾脏衰老的作用。 

【关键词】普罗布考；衰老；超氧化歧化酶；谷胱甘肽过氧化物酶；丙二醛 
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Protective effect of probucol on the kidney of aging rats induced by 

D—galactose 

LIYao．et 

(Department ofPhysiology，Basic College，LiaoningMedical University) 

【Abstract]Objective：To evaluate protective effects and possible mechanism of probucol on the kidney of aging rats induced by 

D—galactose．Methods：36 rats were divided randomly into 3 groups：negative control group(12 rats)，aging group(12 rats)，and probucol 

treatment group(12 rats)．The sub—acute aging model rats were nlade by injecting D—gal into abdomen continuously(100 mg／kg，42 d)． 

The morphological changes were observed．The activities of superoxide dismutase (SOD)and GSH—Px and the concentration of 

malondialdehyde (MDA)in the kidney were examined．Results：There were obvious glomerular dilatation，focal glomeru—lonephritis， 

tubular dilatation，part of the tubular atrophy and tubulointerstitial fibrosis in model groups．These changes were remarkably relieved in 

probucol treatment group．The activities of SOD and GSH-Px in model group were decreased，and the concentration of MDA was 

increased．In comparison，the activities of SOD and GSH—Px in treatment group were significantly increased，and the concentration of 

MDA was decreased(P<0．05)．Conclusion：Probueol can decrease the level of MDA and increase the activities of SOD and GSH—Px． 

and suppress oxidative stress injury，so it has anti—aging effects． 

【Key words】pmhuc0l；aging；super0xide dismutase；g1utathione peroxidase；ma10ndialdehyde 
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