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丹参素对肝星状细胞 ERK1／2信号转导通路的影响 

李 智，戴立里 

(重庆医科大学附属第二医院消化内科，重庆 400010) 

【摘 要】目的：观察丹参素对血小板衍生生长因子一BB(Platelet derived growth factor—BB，PDGF—BB)~IJ激大鼠肝星状细胞(Hepatic 

stellate cel1．HSC)增殖 、I型胶原合成 、磷酸化细胞外信号调节激酶 1／2(Phosphorylated extracellular signal—regulated kinase 1／2， 

P—ERK1／2)表达的影响，探讨丹参素抗肝纤维化的分子机制。方法：四甲基偶氮唑盐法检测大鼠 HSC增殖活性 ；免疫细胞化学 

染色法测定大鼠 HSC I型胶原合成的表达 ；Western blot测定大鼠肝星状细胞 P—ERK1／2的表达。结果：丹参素有抑制 PDGF—BB 

刺激大鼠HSC增殖，I型胶原表达，P—ERK1／2表达的作用。 结论：丹参素可抑制 PDGF—BB刺激的大鼠 HSC增殖，I型胶原 

合成，其机制可能与抑制 ERK1／2信号转导通路有关。 
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Effect of Danshengsu on ERK1／2 signal transduction pathway 

in hepatic stellate celI 

LI ZM ．et al 

(Department ofGastroenterology，the SecondAffiliatedHospital，ChongqingMedical University) 

【Abstract]Objective：To investigate the inhibitory effect of Danshengsu on proliferation，collagen type I synthesis and Phosphorylated 

extracellular signal—regulated kinase 1／2(P—ERK1／2)expression in rat hepatic stellate cell(HSC)stimulated by platelet derived growth 

factor-BB(PDGF—BB)，and to elucidate the molecular mechanism of Danshensu against hepatic fibrosis：Methods：Cell proliferation was 

evaluated by 3-(4，5一dimethylthiazol一2一y1)-2，5一Diphennyhetrazolium bromide(M3"T)colorimetric assay．Collagen type I synthesis was 

detected by Immunocytochemical stain．Phosphorylated extracellular signal-regulated kinase 1／2(P-ERK1／2)expression Was detected by 

Western blot．Results：Danshensu could inhibit proliferation，collagen type I synthesis and P-ERK1／2 expression of HSC stimulated by 

PDGF-BB．Conclusion：Danshensu can inhibit proliferation and Collagen type I synthesis of HSC stimulated by PDGF—BB．the 

mechanism of which may be Danshensu，S inhibitory effect on ERK1／2 signal transduction pathway． 

【Key words】Danshensu；Hepatic stellate cell(HSC)；Pdatelet derivde gnowth factor—BB(PDGF—BB)；Extracellular signal—regulated 

kinase 1／2(ERK1／2) 

丹参素是丹参水溶性成份的基本结构成份，现 

在 的研 究证 明丹 参 素能 够有 效抑 制肝 星状 细胞 

(Hepatic sellate cell，HSC)的活化增殖 、胶原的表达 ， 

改善试验动物的纤维化程度，同时对肝细胞有保护 

作用【l1 2]，但丹参素对 HSC抑制作用的分子机制鲜有 

报道。血小板衍生生长因子 (P1atelet derived growth 

factor—BB，PDGF—BB)是目前已知促 HSC增殖最强 

的丝裂原，可通过激活 HSC内的细胞外信号调节的 

酶 1／2(Extracellular signal—regulated kinase 1／2。ERK 

1／2)通路促进 HSC增殖 、胶原表达_3_，但除实验用的 
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特异性抑制剂外，能有效抑制 PDGF—BB激活 HSC 

内 ERK1／2通 路 的药物鲜 有报道 。探讨丹参 素对 

PDGF—BB刺激的原代大鼠肝星状细胞 ERK1／2信 

号转导通路的影响，可深入了解丹参素抗肝纤维化 

的分子机制，为药物的应用提供理论依据。 

1 材料与方法 

1．1 i妥 精聃 

Wistar大鼠350-450 g(重庆腾鑫生物技术公司)；链蛋 

白酶 E，Ⅳ型胶原酶，DMEM高糖型培养基(美国 Gibco公司)： 

DNA酶I(美国Sigma公司)；Nycodenze(挪威Axis—Shield公 

司)；抗磷酸化ERK1／2抗体(美国SantaCruz公司)；PDGF—BB 
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(美国 PeproTech公司)；抗 (3／-一平滑肌肌动蛋白( —smooth 

muscle actind—SMA)抗体，抗 I型胶原抗体，SABC免疫组化 

试剂盒 ，DAB显色试剂盒(武汉博士德生物工程公司)；丹参 

素单体(四川省药品检验所)。 

1．2 方法 

1．2．1 大鼠HSC的分离、培养、鉴定 参照王文兵等的方法【”， 

大鼠麻醉、消毒，前腔静脉、门静脉插管，用D—Hanks液灌流 

肝脏至无肉眼可见血液后，改用酶消化液循环灌流 ，直至肝 

脏变软，取下肝脏用酶分散液消化 ，18％Nycodenze密度梯度 

离心取液面层细胞 ，DMEM洗 2次 ，台盼蓝鉴定 HSC活力； 

20％胎牛血清的 DEME培养基重悬培养 ，24 h后 10％胎牛 

血清的DEME培养基换液，以后每2～3 d换液 1次，每 5 

7d传代 1次。用抗 0【一SMA抗体 SABC法做免疫细胞化学染 

色进行鉴定。 

1．2．2 实验药物浓度的选择、分组及预处理 用传 3代的 

HSC进行实验，根据预实验丹参素作用于肝星状细胞 24 h， 

抑制肝星状细胞的 IC 为 0．39 mmo／L，实验选取不大于 2／3 

Ic 浓度的丹参素即0．062、0．125、0．250mmo1]L浓度，在此浓 

度下丹参素不具有细胞毒性。分为 1组 ，空白对照组(不施加 

任何药物干预 )；2组 ，PDGF—BB 10 ng／ml刺激组(仅加入 

PDGF—BB刺激 )；3组 ，PDGF—BB 10 ng／ml+丹参素 0．062 

mmo1]L组 ；4组 ，PDGF—BB 10 ng／ml+丹参素 0．125 mmo]]L 

组；5组 ，PDGF—BB 10 ng／ml+丹参素 0．25 mmol／L组。实验 

前各组细胞均通过血清饥饿 24 h进行 同步化 ，各组均选用 

同一大鼠的肝星状细胞。 

1．2．3 MIT比色法测定丹参素对 PDGF—BB刺激的大鼠肝星 

状细胞增殖的影响 HSC以5×10，个／孔密度接种于 96孔 

板 ，每组设 9复孔，培养 24 h后同步化处理各组细胞 ，同步 

化处理后丹参素干预组细胞先以不同浓度丹参素处理 30 

min，再用 PDGF—BB刺激，作用 24 h；空白对照组不施加任何 

药物处理；PDGF—BB组仅用 PDGF—BB刺激 ，作用 24 h后去 

上清，换无血清 DMEM 180 l及四甲基偶氮唑盐 20 l继续 

培养4 h，吸出培养液加人DMSO 150 l，全自动酶标仪490 

nm波长测定 OD值。 

1．2．4 免疫细胞化学染色法测定丹参素对 PDGF—BB刺激的 

大鼠肝星状细胞 I型胶原合成的影响 将 HSC接种于预置 

玻片的 24孔板爬片，每组 3复孔，同步化处理后丹参素干预 

组细胞先以不同浓度丹参素处理 30 min，再用 PDGF—BB刺 

激，作用 24 h；空白对照组不施加任何药物处理 ；~DGF—BB 

组仅用 PDGF—BB刺激，作用 24 h。固定 、灭活、穿透、封闭、一 

抗孵化、二抗孵化、试剂 SABC孵化、DAB显色、封片，具体步 

骤参照试剂盒说明书。每张染色片取 3个区域拍照，北航 

CMIAS2000一B型真彩色医学图像分析系统处理 ，棕色颗粒 

为阳性，以平均光密度值进行统计分析。 

1．2．5 Westem blot测定丹参素对PDGF—BB刺激的大鼠肝 

星状细胞 P—ERK1／2表达的影响 同步化后，各丹参处理组 

细胞分别先以不同浓度丹参素处理 30 min，再用 PDGF—BB 

刺激 ，作用 15 min；空白对照组不施加任何 药物处理 ； 

PDGF—BB组仅以 PDGF—BB刺激，作用 15 min，立刻提取细 

胞蛋白进行 Western blot检测。细胞总蛋白的提取采用 Satus 

Cruzs公司方案。细胞裂解液裂解细胞 ，BCA法检测蛋白浓 

度，一80％冻存。每泳道以60 g待测物上样，经SDS—PAGE 

电泳后，电转至硝酸纤维膜，抗 P—ERK1／2一抗(1：500稀释) 

4℃孵育过夜 ，再加入辣根过氧化物酶标记的二抗(1：1 000 

稀释)37℃1 h，采用 ECL显色剂显色 ，胶片曝光，显影，定影。 

1．2．6 统计学处理 所有数据均采用 SPSS11．5软件进行统 

计学分析，数据以平均数 ±标准差( ±s)形式表示，用方差分 

析和 SNK—q检验分析结果。P≤0．05表示差异具有统计学意 

义 

2 结 果 

2．1 细胞提取及鉴定 

提取的HSC经台盼蓝染色，细胞存活率在98％ 

左右。传代培养的HSC其 一SMA表达阳性率在 

99％以上 ，见图 l。 

2．2 M1Tr比色法测定丹参素对 PDGF—BB刺激的 

大鼠肝星状细胞增殖的影响 

PDGF—BB刺激组与空白组 比较 HSC的增殖明 

显增加；不同浓度的丹参素作用组与 PDGF—BB刺 

激组比较均能抑制 PDGF—BB诱导的 HSC增殖，随 

丹参素作用浓度增加抑制作用增强，见表 1。 

2．3 SABC免疫细胞化 学染 色法测定丹参素对 

PDGF—BB刺激的大鼠肝星状 细胞 I型胶原合成的 

影响 

与空白组比较PDGF—BB刺激后 HSC I型胶原 

合成明显增强，丹参素+PDGF—BB组与 PDGF—BB 

组比较 I型胶原合成受到抑制，随丹参素浓度的增 

加抑制作用增强，见表 2，图2。 

2．4 Westem bl0t测定丹参素对 PDGF—BB刺激的 

大鼠肝星状细胞磷酸化 ERK1／2表达的影响 

同步化处理后 空 白对照组 未见 P—ERK1／2表 

达。与空白组比较PDGF—BB刺激组P—ERK1／2明显 

表达，文献报道相符 。丹参素组可明显抑制PDGF- 

BB诱导的 P—ERK1／2表达，随丹参素浓度的增加抑 

制作用增强。 

3 讨 论 

在肝纤维化发生发展过程中以肝星状细胞的 

活化增殖．分泌细胞外基质为纤维化过程的中心环 






