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红景天甙对乙醛刺激的大鼠肝星状细胞中Wnt信号通路的影 

响及其意义探讨 

杨 斌，曾维政，蒋明德，刘巧凤，吴晓玲，荣 黎 

(中国人民解放军成都军区总医院消化内科，成都 610083) 

【摘 要】目的：通过观察经红景天甙、乙醛处理后的大鼠肝星状细胞(Hepatic stellate cells，HSCs)增殖速度的变化以及细胞内 

Wnt信号通路中主要下游分子及目的基因mRNA表达和蛋白水平的改变，探讨Wnt信号通路在HSCs中的作用，以及红景天甙 

对大鼠HSCs Wnt通路和细胞增殖的影响。方法：用红景天甙及乙醛处理体外培养传代的大鼠HSCsI”，M rr法绘制细胞生长曲 

线，采用 RT—PCR和 Western blot的方法分别观察 Wnt信号通路中 B—catenin和细胞周期蛋白D1(Cell cycle protein D1，Cyclin 

D1)及相关指标的变化。结果：从各组细胞生长曲线的对比发现：红景天甙处理组细胞的增殖速度相对于单用乙醛组明显降低。 

单用乙醛刺激的大鼠HSCs中，I型胶原(Collagen Ot 1 、B—eatenin和 CyclinD1的mRNA表达和蛋白合成均明显增强(P<0．05)， 

红景天组中Cyclin D1和 B—catenin的mRNA表达和蛋白合成均出现不同程度的下降(尸<0．05)。结论：Wnt信号通路参与了乙 

醛刺激的大鼠HSCs活化，红景天甙可能是通过降低大鼠HSCs中Wnt信号通路的活性，从而抑制乙醛刺激的大鼠HSCs的增殖。 
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The influence of slidroside to wnt signaling pathway in rat hepatic stellate cells 

stimulated by aCetaIdehVde 

YANGBin，etal 

(Department ofGastroenterology，General Hospital ofChinese PLA，Chengdu Military Command) 

【Abstract]Objective：To explore the role of wnt signaling pathway and the eft~ct of salidroside on writ pathway and cell proliferation in rat 

hepatic stellate cells，we detected the diversity of mRNA，protein expression of Wnt signaling pathway downstream molecules and the 

proliferation of rat hepatic stellate cells treated by acetaldehyde and salidroside．Methods：We treated the rat hepatic stellate cell with 

salidroside and acetaldehyde，drawn the cell growth CHIVe using the method MTT，B—catenin，Collagen Ot 1 and Cyclin D 1 were detected 

by reverse transcription PCR and Western blot．Results：By comparing the cell growth curve，we found clearly that proliferation rate of 

HSCs stimulated by acetaldehyde can be inhibited after salidroside treatment．We also f0und that mRNA and protein synthesis of 

Collagen 1，CyclinD1 and B—cateninwere enhancedin rathepatic stellatecell stimulatedbyacetaldehydd11,howeverthemRNA expression 

and protein synthesis of Cyclin D I，B—eatenin were declined in the cells treated by salidroside than cells stimulated by acetaldehyde only． 

Conclusion：The classical wnt signaling pathway may be involved in activation of hepatic stellate cells stimulated by acetaldehyde．The 

salidroside may reduce the proliferation of rat hepatic stellate cell stimulated by acetaldehyde through inhibiting the wnt signaling pathway． 

【Key words】Hepatic stellate cells；Wnt signaling pathway；salidmside 

肝星状细胞(Hepatic stellate cells，HSCs)的活化是肝纤 

维化的核心环节，对 HSCs的活化进行干预是临床治疗肝纤维 

化的发展方向。有研究表明Wnt信号通路与HSCs活化及肝纤 

维化发生相关[31。Wnt信号通路包括经典和非经典信号通路。 
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B—catenin蛋白为经典 Wnt通路的主要下游分子。当Wnt经 

典通路激活，Wnt与受体蛋白Frizzled结合并使未磷酸化的 

B—catenin在胞质中积累并转运到核中，从而激活转录因子， 

进一步激活 MYC基因、细胞周期蛋 白(Cell cycle protein D1， 

Cyclin D1)基因等，导致细胞增殖 、永生化 ，去分化和转化 

等_4I 5 J。本实验小组在前期的实验研究中发现红景天甙可通过 

影响TGF B—Smad和 Rho—ROCK信号通路的信号传导来抑 

制 HSCs的活化。然而由于各条信号通路及信号分子之问形 
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成了一个复杂的蛋白质分子作用冈络。因此对红景天甙影响 

HSCs的信号通路的具体分子机制还需要更深入的探讨。本 

实验通过乙醛刺激体外培养的大鼠HSCs，并用红景天甙处 

理细胞。分别对经典 Wnt信号通路的代表分子 B—eatenin和 

其目的基 Cyclin D1进行检测和LLx,7。并通过 M．Tvr试验绘 

制细胞生长曲线，进一步探讨 Writ信号通路在大鼠HSCs活 

化巾的作用机制和红景天甙对大鼠HSCs活化的抑制机理 

1 材料和方法 

1 1 安验挂祷 

1．1．1 细胞 大鼠HSC—T6细胞株，系中科院成都分院蒲蔷 

研究员惠赠。 

1．1．2 实验药物 红景天甙粉剂 (纯度：95％以上，批号： 

001 102)购自昆明同持医药研究有限公司 4O％乙醛购自成 

都市科龙化丁试剂厂。 

1．1．3 试剂及耗材 DMEM／F一12 1：l培养基、小牛 清购自 

HvClone(Thermo)。 M Trr(3一(4，5一二甲基噻唑 一2)一2，5一二 

苯基四氮唑溴盐)、RT—PCR试剂盒购至Takara公司，trizol购 

自 introvigen公 司，PCR引物由上海生物 】 程公司合 成， 

B—atenin兔抗鼠单克隆抗体、Cyclin D1兔抗鼠多克隆抗体、 

B—actin兔抗鼠单克隆抗体均购自Santa Cruz公司。Bio—Rad 

蛋白定量试剂盒和蛋白印迹用的免疫印迹 一多聚亚乙烯基氟 

化物膜(hnnmn—blot PVDF menlbrame)购自Bio—Rad公司。辣 

根过氧化物酶(HRP)标记的二抗购自Santa Cmz公司。3-3—2 

氨基联苯胺(DAB)显色剂购自北京中杉金桥生物公司 

1．2 实验方法 

1．2．1 细胞的复苏和培养 将大鼠 HSC—T6细胞复苏。用 

DMEM／F一12 l：1完全培养基(20％／is牛血清)培养，待细胞覆 

盖 90％瓶底时，备实验使用。 

1．2．2 实验分组 大鼠HSC—T6细胞分为 3组 ，为正常组、 

红景天组、乙醛组。每组4瓶细胞。分别用75 ml的培养瓶 

(做 RT—PCR)和 250 ml的培养瓶(做 Western blot)培养细胞 

正常组用 DMEM，F一12 1：1完全培养基(20％eb牛血清)培养， 

红景天组用红景天甙(终浓度 1．0 mg／m1)和乙醛(终浓度为 

120 mol／m1)加入完全培养基培养，乙醛组单用乙醛(终浓 

度为 l20 mol／m1)加完全培养基培养。培养完成后，收集以 

上各组细胞供下一步实验。 

1．2．3 微镜观察各组细胞形态变化并绘制生长曲线 用 

96孑L板培养细胞，每孔加入 100 l细胞悬液，5％CO，，37℃ 

孵育，以30孔为 1组 ，共 3组，按分组方案加入药物(红景天 

甙终浓度 1．0 m m1乙醛终浓度为 120 LLmol／m1)。在5％CO，， 

37％条件下培养孵育，分别于第 1 d、第 2 d、第 3 d、第 4 d，每 

天5孔次加入 20 l M rr溶液、二甲基亚砜，以未接种细胞只 

加培养基孔为空白对照并调零，在酶联免疫检测仪 OD 490 nm 

(570 nm)处测量各孑L的吸光值 ，实验重复 3次，取各组平均 

质，以培养时间为横轴，吸光度为纵轴，绘制细胞生长曲线分 

为3组并按分组方案加入红景天甙和乙醛。分别在培养 1、 

2、3、4 d用 M1Tr法检测细胞并绘制生长曲线。 

1．2．4 RT—PCR检测各组细胞Collagen d 1、B—eatenin、Cyclin 

DI、8～actin的 mRNA表达，13一actin为内参照 将各组细胞 

用triz l裂解 、收集，提取总 RNA，两步法行 RT—PCR，以天根 

Taq酶系按 比例加入试剂，每反应体系20 l，放入 PCR仪， 

预实验确定各检测指标的最适反应条件如下表： 

表 1 各检测指标 PCR最佳反应条件 

指标 最佳反应条件 

退火65℃．45 s 30个循环，72℃反应5min 

退火 68 ，45 s，30个循环，72~C反应5 min 

退火58 ：．45 s，30个循环，72 反应5 rain 

退火57_2 ，45 s，30个循环，72 反应5rain 

各检测指标引物序列如下(从 GenBank查取基因序列， 

以Primer5软件设计．上海生物工程公司合成)：Collagen 1， 

E游 5’一cCTGCCGATGTcc(：TATcc一3’，下游 5’一CGTGCAG 

CCATCCACAAGC一3’；B—catenin，L游 5’～ATCCGAGGACT 

CAA FACCAT一3’．下游 5’一CGAAAGCCG．r几CTFGTAG一3’； 

Cyclin D1上游 5’一GCCACATACGGATGAGGACC一3’，下游 

5’一CACTI'GACGAAGCAGCACCA一3’：13一aetin L-游 5’一CT— 

GC(X；CATCCTCTFCCTC一3’，下游 5’一CTCCTGCTFGCTGATC 

CACAT 一3’ 

反应完成后，将 PCR产物进行 0．1％的琼脂糖电泳，凝胶 

成像仪成像。条带灰度分析Hj Gel—Pro—Analyzer专业分析软 

件读取电泳条带 OD值，以 13一aetin作为内参指标。以目的 

基因的OD值／13一aetin OD值为各检测指标 mRNA的表达水 

平，以 RI值表示。 

I．2．5 western blot检测各组细胞中 t3一eatenin、Cyclin D1、 

B—aetin蛋白的表达 各组细咆用蛋白裂解液提取总蛋白， 

用 Bio～Rad蛋白定量试剂盒测定蛋白浓度，进行 SDS—PAGE 

电泳(恒压 80 V)，电泳后转移到 PVDF上，』1：1 5％脱脂奶粉 

(TBST配制)封闭于 37℃ 1 h，分别加入 13一actin(1：1 000)、 

Cyclin DI(1：200)、8一eatenin(1：200)一抗孵育4℃过夜，清洗 

后加入辣根过氧化酶标记的二抗，DAB显色。进行半定量分 

析： 

1．2．6 统计学处理 各检测指标的 RI值干u A值，以均数 ± 

标准差( ±s)表示，SPSS 13．0软件分析，多组问比较用方差 

分析，均为方差齐_ ，两组问比较用 t检验，P<0．05为差异有 

统汁学意义。 

2 结 果 

2．1 细胞生长情况及 M Irr曲线 

正常组细胞形态为星形贴壁生长，中央可见细胞核，细 

胞内脂滴少，红景天甙组未见细胞形态有明显变化，乙醛组 

细胞数量增多，增殖快，细胞内脂滴增多，细胞问联系紧密。 

(见图 1、2)。 

MTT法每天检测细胞吸光度列表如下：(细胞吸光度 OD 

值，平均值，n=lO)(见表 2)： 

根据平均值绘制细胞生长曲线(见罔 3)。从细胞生长曲 

线发现：经单用乙醛刺激后的大鼠 HSCs生长速度相对于正 

常组和红景天组明显加快，红景天处理组的细胞生长速度相 

l三 ⋯ 一 ～ 川 B 
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对于乙醛组有明显降低。 

2．2 RT_PCR和 Western blot检测结果 

RT-PCR实验结果经琼脂糖凝胶电泳电泳后，各检测指 

标条带清晰，各组 目的基因 PCR扩展后的片段长度和预想 

长度一致。见图 4～7。 

结果用凝胶成像仪成像后。条带灰度分析用Get—Pro— 

Analyzer专业分析软件读取电泳条带 OD值，以 B—actin作 

为内参指标。以目的基因的 0D值，13一acfinOD值为各检测 

指标 mRNA的表达水平，以RI值表示。 

Western blot检测各组细胞 p—catenin、Cycfin D1的蛋白 

表达。3个细胞组蛋白标本电泳均显示清晰的条带(见图 8～ 

10) 

图1 正常 HSC细胞24h(~JI' 图2 乙醛组 HSC细胞 24 h(倒 

显微镜 X200倍 J 置显微镜 X 200倍) 

HSCs生长曲线 

撼 
O．15 

0．10 

值 0．05 
O 

l 2 3 4 

生长时间(d) 

图3 MTT各组细胞生长曲线 

2000bp 

1 0OObp 

750bp 

500bp 

250bp 

100bp 

乙醛组 

红景天组 

正常组 

Marker正常组 乙醛组 红景天组 

图5 各组细胞中Collagen a 1 mRNA表达情况 

2000bp 

1 000bp 

750bp 

500bp 

250bp 

100bp 

Marker正常组 乙醛组 红景天组 

图7 各组细胞中 13-catenin mRNA表达情况 

红景天组 乙醛组 正常组 

图 9 各组 CyclinD1蛋白表达情况 

应用Quantity one软件对条带进行吸光度分析，以 13一acfin 

为内参照，将各检测指标蛋白条带 OD值 13一actin蛋白条带 

OI)值对比，比值为各检测指标的表达相对值，以 A值表示， 

计算出检测指标相对 A值，列表 2。 

Cyclin DI、13一catenin蛋白表达统计直方图(见图 l 1、12)。 

3 讨 论 

Wnt通路的目的基因包含 Cyclin D1，与细胞的生长周期 

密切相关，通路主要成分包括 wnt蛋白家族 、Firzzled／低密度 

脂蛋白受体相关蛋白(Fz／LRP)、胞质内的 Dsh(Disherelied) 

蛋白、13一链蛋白 (13一catenin)、糖原合成激酶 3 13(Glycogen 

synthase kinase一313，GSK～313)、支架蛋白 axirdconductin、结 

肠腺瘤性息肉病基因蛋白(Adenomatous polyposis coli，APC) 

和T细胞因子／淋巴增 强 因子 LEF／TCF(T cell factor／lymphoid 

表2 MTT细胞吸光度平均值 

2 000bp 

1 000bp 

750bp 

500bp 

250bp 

100bp 

RT—PCR电泳图 

Marker正常组 红景天组 乙醛组 

图4 各组细胞中 13一actin mRNA表达情况 

2000 bp 

1 000bp 

750 bp 

500 bp 

250bp 

100 bp 

Marker正常组 乙醛组 红景天组 

图6 各组细胞中Cyclin—D1 mRNA表达情况 

Western blot电泳图 

___— 一  '———， ’—■■——， 

红景天组 乙醛组 正常组 

细胞中 p—actin蛋白的表达情况 

乙醛组 红景天组 正常组 

图1O 各组 p—catenin蛋白表达情况 

jIl一曩- 

◆暑 
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·P<0．05：与正常组比较，乙醛组和红景天组各指标 mRNA表达均增加；·P<0．05：红景天组与乙醛组比较，各检测指标表达均减少 

表 4 各实验组与对照组指标 A值变化情况 ±s，n=4) 

P<O．05：与正常组比较，乙醛组和红景天组各指标蛋白表达均增加； 

‘P<0，05：红景天组与乙醛组比较 CyclinD1、B—catenin蛋白表达均 

减少 

enhancerfactor)转录因子家族 。经典Wnt通路(Canonicalwnt 

pathway)的核心分子是胞内的 B—cateninm。 

Zeng等【s嗵 过基因芯片发现活化的 HSC中有 Wnt信号 

通路的下游分子基因表达。但由于细胞信号通路的相互交流 

的复杂性，关于经典 Wnt信号通路在 HSCs活化中的具体意 

义仍有待进一步的探索。前期的实验初步证实，红景天甙能 

够抑制TGF B—Smad和Rho--ROCK信号通路中各种关键传 

导分子基因表达水平Io．tOl。由于Wnt信号通路与细胞增殖的 

密切相关，因此研究 Wnt通路在活化的 HSC中的作用及红 

景天甙对 Wnt通路的影响可以深入了解红景天甙抗肝纤维 

化的分子机制。 

乙醛激活 HSCs是酒精性肝病的主要原因，乙醛作用后 

的 HSCs主要表现为细胞增殖速度加快，细胞外基质的表达 

增加。因此乙醛作为 HSCs的激活剂已广泛运用于实验中⋯1。 

本实验通过乙醛刺激大鼠HSCs，细胞中 Collagen ot 1的 

mRNA表达相对于正常组明显增强(P<O．05)，表明 HSCs被 

乙醛激活。通过在显微镜下观测并分析细胞生长曲线，乙醛 

组细胞增殖速度加快明显，红景天组细胞增殖速度与正常细 

胞增殖速度相比变化不大，说明红景天甙能抑制乙醛导致的 

大鼠 HSCs的分裂增殖 。用 RT—PCR和 Western blot检测 

B—catenin、Cyclin D1的 mRNA和蛋 白水平 的变 化 31， 

B—catenin、Cyclin D1在乙醛组和红景天组的mRNA和蛋白 

表达水平较正常组明显增强(P<0．05)，而红景天组细胞中 

B—catenin、Cyclin D1的 mRNA和蛋白表达水平较乙醛组明 

显降低(P<0．05)，表明红景天甙可能通过干预 8一catenin的 

表达，抑制 Wnt通路，使 Wnt通路的目的基因 Cyclin D1的转 

录和蛋白表达减少，从而减缓细胞增殖。 

综上所述，本实验认为红景天甙可通过抑制 Wnt信号通 

路，减少Cychn D1的mRNA和蛋白表达，使大鼠HSCs在乙 

醛刺激后的增殖和活化程度下降。 
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