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丹参素对肝星状细胞增殖、活化及 TGF B／BMP受体表达的 

影响 

武鹏宇，戴立里，唐 静，呙琳琳 

(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增殖、活化及TGF$，BMP受体表达的影响，进一步探索丹参素抗肝纤维化的机制。方 

法：用不同浓度(0．25、0．125、0．062 5mmol／L)的丹参素作用于经TGF13 (5 ngJm1)处理人肝星状细胞 LX一248 h，CCK8法检测其 

对细胞增殖的影响，免疫化学染色法观察 平滑肌动蛋白( 一SMA)的表达，RT—PCR检测TGFp I、Ⅱ型受体，BMPII型受体 

mRNA的表达。结果：TGFB。5 ng／ml处理 48 h后 ，LX一2细胞的增殖与细胞对照组无明显差异 ，高，中，低浓度丹参素处理组的 

细胞增殖受到浓度依赖性抑制(P<0．01)。TGF 13 诱导的细胞活化也可被丹参素浓度依赖性抑制。丹参素可浓度依赖性减少 

TBRI、Ⅱ和增加BMPRIImRNA表达(P<0．01)。结论：丹参素可通过抑制肝星状细胞增殖和TGFB，诱导的肝星状细胞活化， 

负性调控肝纤维化过程，其机制可能为抑制 TGFp受体表达并拮抗 TGFp引起的BMP受体表达下调，进而影响下游Smad分 

子。 
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Effects of salvianic acid A(danshensu)on proliferation。activation and 

TGF 13／BMP receptors jn hepatic stellate cells 
WUPeng-yu，et al 

(Department ofGastroenterology，the SecondAffiliated Hospital，ChongqingMedical University) 

【Abstract]Objective：To investigate the effects of salvianie acid A (Danshensu)on proliferation，activation，expressions of TGF B and 

BMP receptors in hepatic stellate ceils，and the possible mechanism．Methods：LX-2 cells were cultured in vitro，and devided into 5 

groups：normal control as group A，5 ng／ml TGF B 1 treatment as group B，and salvianic acid a groups with 0．25，0．125，O．0625 mmol／L of 

salvianic acid A and 5 ng／ml TGF B I as groups C1—3，After 48h treatment，cell proliferation was measured by Cell Coundng Kit一8．The 

expressions of 一smooth muscle aetin (0【一SMA)was detected by the immunocyt0chemical assay．Expressions of TGF B receptor I，Ⅱ 

(TIS R I，Ⅱ)and BMP receptorⅡ (BMPR II)mRNAs，were detected by RT-PCR．Results：The proliferation of LX-2 treated by 

1’GF—p l Was not significant different from the control group，salvianic acid A suppressed the proliferation of TGF-p 1 treating LX一2 in a 

dose-dependent manner(P<0．01)，and also the TGF-p l inducing activation．Expressions of TGF B receptors decreased and expressions 

of BMP receptors increased dose—dependently( P<O．O1)after treated by salvianic acid A for 48 h．Conclusion：salvianic acid A inhibits 

the proliferation and activation of HSCs possibly by down—regulating the T B R I， Ⅱ expressions and antagonizing TGF B induced 

down—regulating the BMPR 1I expressions． 
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肝纤维化是慢性肝病的共同病理表现，是肝损害病理过 

程中的一种损伤 一修复模式，是多种因素引起的细胞外基质 

过度沉积形成纤维瘢痕造成的肝脏结构改变『1】。转化生长因 

子 p(Transforming growth factor p，TGF B)对肝纤维化过程 

起重要的促进作用，可以通过促进肝星状细胞活化和分泌细 
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胞外基质等机制加重肝纤维化。TGF B 与其穿膜受体结合 

后影响细胞内Smad基因表达，引起组织纤维化，同属 TGF B 

超家族的骨形态发生蛋白一7(Bone morphogenetie protein一7， 

BMP一7)可以有效拮抗 TGFB的促纤维化效应f2j。BMP与 

TGFp有相似的信号转导通路及穿膜受体 ，TGFB可造成 

BMP受体表达下调 ，被认为是组织纤维化的促进因素之一同， 

HSC上存在 BMP受体[41。前期研究已证实，丹参素可抑制HSC 

增殖和活化 ，减少 TGF B诱导的 Smad2、3表达和肝纤维化 
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进程中的TGF 13自分泌 ～。本实验通过观察丹参素对TGF 13 

处理的 HSC增殖和活化 ，以及对 HSCTGF8受体及 BMP受 

体表达的影响，进一步阐明丹参素拮抗肝纤维化的机制。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

LX一2细胞购于上海博惠斯生物公司 ；DMEM于粉购 自 

美国 Hyclone公司，胎牛血清购 自杭州四季青公司；重组人 

TGFB l购 自美国Peprotech公司，丹参素购自成都曼斯特生 

物公司；CCK一8购 自江苏碧云天公司；兔抗人 0l—SMA单克 

隆抗体购 自北京博奥森公司，sP免疫组化试剂盒及 DAB显 

色试剂盒购 自北京 中杉金桥公 司 ；RNA提取试剂 ，RT及 

PCR试剂盒，Marker购 自大连宝生物公司。PCR引物由大连 

宝生物公司设计合成。 

1．2 LX一2细胞培养 

LX一2为人肝星状细胞转染 SV40后经低浓度血清筛选 

得到的永生化细胞株181。用含 IO％FBS的 DMEM在 370(：，5％ 

c()2，饱和湿度的培养箱内贴壁培养。待细胞生长至融合状态， 

铺满瓶壁 70％～80％以上时，用 0．05％胰蛋白酶溶液消化细胞 ， 

按 1：3—1：6密度传代接种。取对数生长期细胞用于实验。 

1．3 丹参素工作液配制 

丹参素，分子式 ：C。H 。0 ，分子量 198，为白色粉末。准确 

称取 0．8mg丹参素粉末溶于 2mlDMEM液中，配成 2mmoVL 

的丹参素原液，经 0．22IX113滤膜抽滤除菌 ，4 保存可于 1周 

内使用。使用时按比例稀释为工作液。 

1．4 实验 分组 

A组(细胞对照组 )：仅加入 DMEM培养基；B组(TGFB 

处理组)：DMEM中加人终浓度为 5 ng／ml的人重组 TGF一13 ； 

C组(TGFB+丹参素联合处理组)：参照郑磊等 采用的丹参 

素抑制 HSC增殖有效作用浓度 ，在 DMEM中加入终浓度为 5 

ng／ml的人重组 TGF～B。，并按终浓度 0．25、0．125、0．062 5 

mlnol／L分别加入丹参素工作液)分别记为 C1～3组。 

1．5 丹参素对肝星状细胞增殖的影响 

将细胞按 1 X 10s个／ml接种于 96孔板 ，每孔 100 l。 

待细胞生长至 60％～70％融合度时同步化处理 24 h，换用无 

血清培养基并分组加入处理因素分别作用 48 h，每组设 6个 

复孔。用 CCK一8法检测丹参素对 LX一2增殖的影响。 

1．6 丹参素对 TGF13刺激的肝星状细胞活化的影响 

细胞接种于 24孔板中爬片生长至 70％融合度时同步化 

处理 24 h，换用无血清培养基并分组加入处理因素作用 24 h， 

每组设 3个复孔。用细胞免疫化学染色法检测各组 ～SMA 

的表达。 

1．7 丹参素对肝星状细胞 TGF13／BMP受体表达的影响 

将细胞接种于 25 m1培养瓶，分组处理后用 TAKARA 

RNAiso提取细胞总 RNA，RT—PCR法检测各组中 TB R I， 

TB RⅡ，BMPRⅡmRNA的表达。按表 1条件进行反应。 

表 1 PCR反应体系及条件 

循环条件 ：95℃变性 30 S，退火 30 S，72~C延伸 1 rain，共 

35个循环。产物 1．5％琼脂糖凝胶电泳，Gel Doc XR系统检测 

吸光度，Quantity One软件进行分析，以待测物与内参GAPDH 

的吸光度比值做半定量分析。 

1．8 统计 学处理 

数据以( ±s)表示。SPSS13．0软件分析。组间数据比较 

运用成组设计的单因素方差分析，LSD—t检验 ，P<0．O5为有 

统计学意义。 

2 结 果 

2．1 丹参素对TGF13刺激的肝星状细胞增殖的影响 

细胞按分组条件培养 48 h后 ，应用 CCK8法检测吸光度 

A值如表 1所示。5 ng／mlTGFB。处理 48 h后 ，LX一2细胞的 

增殖与细胞对照组 比较无明显差别 ，丹参素(0．25、0．125、 

0．062 5 mmol／L)处理后，LX一2的增殖受到抑制，计算其抑制 

率分别为 30．4％、23．4％、16．3％。 

2-2 丹参素对TGF13刺激的肝星状细胞活化的影响 

贴壁生长的活化 LX一2可表达较多的 —SMA，胞浆染 

色呈棕黄色。经 TGFB。处理后， —SMA表达明显增强 ，胞 

浆染色加深，呈深棕黄色。丹参素可显著抑制 TGFB。诱导的 

— SMA表达，图中可见随丹参素浓度增加，胞浆染色程度逐 

渐降低。同时，利用 ImagePro软件进行平均光密度值分析，各 

组 IOD值分别为：A组 ：0．025±0．009；B组 ：0．146．4-0．021；D1 

组 ：0．062 4-0．004；D2组 ：0．076 4-0．003；D3组 ：0．085 4-0．004。 

经 TGFB．处理后 ，IOD值增加 ，而随着丹参素浓度的增加 ， 

IOD值逐渐减小(P<0．01)(图 1)。 
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2．3 丹参素对 TGF[~刺激的肝星状细胞 TGFD受体及 BMP 

受体表达的影响 

以目的基因与内参 GAPDH基因的吸光度比值作半定量 

比较。经 TGF13处理后，LX一2细胞的T13 R I、IImRNA表达 

增强，BMPR lI mRNA表达减弱 ，丹参素呈剂量依赖性减少 

1’B R f、ITmRNA表达及增强 BMPR1／mRNA(表 2，图2 o 

表 2 丹参素对 HSC增殖的影响( ±S．n=6) 

注：表中各组吸光度均为实测值减去凋零值后的差值。A组：细胞对照组；B组：Tcf 

noYL，0．125 mmo~L，0．062 5 mmol／L处理组。各组两两间比较采用 LSD—t检验。a 

较，P>0．05：d：与 B组比较，P>O．05：e：与C1组比较．P<0．Ol；f：与 C2组比较，P<0．05 

■ 、 

．
● 

●  

鼍 

t · 

B 5 ng／ml处理组；CI一3组：TGF—pI 5 ng／ml+丹参素0．25 

与A组比较 ，P<0．01；b：与A组比较，P(O．05；c：与A组比 

’ 

A组．细胞对照组；B组．TGF一13l 5 n#ml处理组；CI一3组．TGF一13l 5 ng／ml+丹参素O．25 

mmoYL．0．1 25 illIiloJJL。0．0625 mmol／L处理组 

图 1 LX一2细胞 a—SMA免疫化学染色(SP法。400X) 

表 3 丹参素对 TGF一13，诱导的 HSCTD R及 BMPRmRNA表达的影响( ±s，n=3) 

注：表中各组数值为实测值与内参 GAPDH吸光度的比值。A组：细胞对照组；B组：TGF—B 5 ng／mi处理组；CI一3组：TGF—B1 5 ng／ml+丹参素 

0．25 mmol／L，0．125、O．062 5 mmol／L处理组。各组两两间比较采用 LSD—t检验，a：与 A组比较 ，P<O．O1；b：与 B组比较，P<O．O1；c：与 c1组比较， 

P<O．Ol：d：与C2组比较．P<0．Ol 
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3 讨 论 

TGF 6是最重要的促肝纤维化因子，可以通过促进 HSC 

活化，增加 ECM的合成和分泌，抑制降解等途径加速肝纤维 

化过程。TGFp与其穿膜受体 Tp RⅡ结合后 ，再与其膜受体 

TB R I结合 ，引起下游 Smad分子磷酸化 ，增加 ECM的合成 

和分泌。如何阻断 TGF B诱导的 HSC活化，成为抗肝纤维化 

治疗的重要研究方向之一。 

本课题组前期研究发现，丹参素能有效的抑制 HSC的 

增殖。刘成海等[91的研究表明TGF 6对活化的 HSC增殖无明 

显影响。本研究证实了此结论，单用 TGFB组中 LX一2细胞 

的增殖较之细胞对照组无明显改变 ，加人丹参素处理后 ， 

LX一2细胞的增殖受到了明显的抑制，Knittel等 I发现，TGF B 

可能通过增加血小板源性生长因子(Platelet—derived growth 

factor，PDGF)的受体表达，增强 HSC对外源性强有丝分裂原 

PDGF的反应性，促进细胞分裂增殖。在本实验中由于缺乏外 

源性 PDGF诱导，这种促增殖效应表现不明显。TGFB的促 

肝纤维化作用主要表现在启动 HSC的活化并维持和增加活 

化 HSC的数量。HSC活化后特征性表达 —SMA。通过观察 

各处理组的LX一2表达 or_一SMA水平，发现丹参素可以浓度 

依赖性抑制由TGFp诱导的 HSC活化。TGFp与 HSC上的 

T B R结合引起下游 Smad分子磷酸化发挥促 HSC活化的生 

物学效应 ，有研究表明在活化的 HSC中，TBR I和 TpRⅡ 

的表达都明显增强_II}'从而促进了下游 Smad分子的磷酸化 

和转位。因此在 T 8 R水平进行调控可影响肝纤维化进程。林 

寿宁等『12J的研究提示 ，抑制 TGFB 受体的表达能够减 少 

TGF B通过 Smad造成的促纤维化作用。本实验结果在前期 

基础上进一步表明，丹参素在受体水平影响TGF B／Smad通 

路，通过抑制 TGF B受体表达减少 Smad2、3磷酸化从而负 

性调节 HSC的活化。 

有研究发现，组织中BMP受体表达与纤维化进展有关。 

糖尿病肾病所致的肾间质纤维化中，BMP受体表达的下调程 

度随着纤维化加重而逐渐加重 1。Wang等f，J发现 TGF B可以 

造成 BMP受体的表达下调。周剑锋等【‘41发现 BMP受体的下 

调可能是肾纤维化的促进因素之一 ，药物治疗后 BMP受体 

上调与抑制 TGF B的促纤维化作用相关。与 TGF p受体的 

信号转导相似，BMP受体分为两型。BMP首先与BMPⅡ型受 

体结合，再与 I型受体结合影响下游分子表达。本实验通过 

比较各处理组细胞的 BMPⅡ型受体表达，了解丹参素对 BMP 

受体转导第一步的影响。实验结果表明各处理因素对 BMP 

受体的影响与对 TGFp受体的影响完全不同，TGFp 处理 

组细胞 BMPR II表达较之细胞对照组有较大幅度的下降，提 

示 BMP受体的下调可能与肝纤维化有关。丹参素可拮抗这 

种由TGFp。引起的BMPRⅡ表达下调。在肝纤维化过程中， 

外源性 BMP一7可减少 HSC中的 Smad2、3表达，抑制胶原分 

泌ll5】。推测丹参素抑制 BMP受体表达下调可能通过增加 

BMP信号转导抑制肝纤维化。 

HSC的活化是肝纤维化的关键过程，如何抑制 HSC的 

活化是肝纤维化治疗的重要研究方向。本研究表明丹参素可 

以有效拈抗肝纤维化过程中最重要的促进因子 TGF B ，其 

机制为减少 TGF B受体表达和增加 BMP受体表达进而影响 

TGF B／Smad信号通路中的Smad分子表达和磷酸化。肝纤维 

化的机制相当复杂，TGF p在其主要信号转导通路TGF p／Smad 

通路之外 ，还与 ERK，p38MAPK激酶通路存在关联 ，并可通 

过活化 NF—K B等影响肝纤维化进程【l61。对丹参素抑$~TGF B 

作用的机理尚需进一步研究，以明确其抗肝纤维化的真正机 

制。 
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