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丹参素对转化生长因子 13 1刺激肝星状细胞信号传导的影响 

郑 磊，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：探讨丹参素对转化生长因子 B 1(Transformation growth factor，TGFp 1)刺激大鼠肝星状细胞(Hepatic stellate cell， 

HSC)信号传导通路的影响。方法：体外分离、培养大鼠肝 HSC，检测丹参素(0．062 5～0．250 0 mmol／L)对 TGF13 1促进 HSC活 

化、HSC表达 Ot—SMA和 HSC表达 Smad2、Smad3、Smad7 mRNA的影响。结果：丹参素(0．062 5～0．250 0 mmol／L)对 TGF8 1引 

起的HSC增殖具有明显的抑制作用，并呈剂量依赖性(P<0．05)。0．25 mmol／L丹参素对HSC作用48小时能下调 仅一SMA的 

表达(P<0．05)，也能下调 TGFB 1诱导的 HSC —SMA表达(P<O．05)，从而抑制 HSC活化。TGFp 1促进 HSC中Smad2、3、7 

mRNA的表达；丹参素能下调TGFB 1诱导的HSC中 Smad2、Smad3 mRNA的表达并能上调 Smad7 mRNA表达(P<0．05 o结论： 

丹参素能上调 HSC中 Smad7 mRNA表达，并下调 Smad2、Smad3 mRNA表达，恢复正常的 TGFB 1跨膜信号转导 ，抑制 HSC 

活化和 TGFB 1促进 HSC活化的作用。 
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Effects of Danshensu on TG F 13 1 stimulated hepatic stellate cell signal 

transduction 

zHENG Lei．et al 

(Department ofGastroenterology，the SecondAffiliated Hospital，ChongqingMedical University) 

【Abstract】Objective：To investigate the role ofDanshensu on TGFB l stimulated signal transduction in rat hepatic stellate cells(HSCs)． 

Methods：The mice HSCs were isolated and cultured for the following study．HSC were treated with different concentration Danshensu 

(0．062 5—0．250 0 mmol／L)and TGF B 1 to detect the proliferation、理一SMA protein expression and the chang of Smad2，Smad3，Smad7 

mRNA．Results：(1)Danshensu in the concentration of 0．062 5～0．250 0 mmol／L could prevent the proliferation of HSC induced by 

TGF B 1 in a dose—dependent manner(P<0．05)．(2)The concentration ofO．250 0 mmol／L Danshensu could downregulate d—SMA protein 

expression at 48th hour in HSC，with or without stimulation of TGF B l(P<0．O1)，and the activation of HSC was inhibited also．(3)TGF 13 1 

increased the mRNA level of Smad2，3，7 in HSC；Danshensu could downregnlate the mRNA level of Smad2，3 and upregulate the mRNA 

level ofSmad7 in HSC induced by TGF p 1(P<0．01)．Conclusion：Danshensu could restore the normal transmemhrane signal ofTGF B 1 

through upregulation of Smad7 mRNA expression and downregulation of Smad2，Smad3 mRNA expression in HSC． 

【Key words】Danshensu；Transforming growth factor B 1；Signal transduction 

目前认为肝星状细胞(Hepatic stellate cell，HSC) 

的激活是肝纤维化形成的中心环节[11。HSC活化启 

动后发生一系列表型改变，其中HSC通过自分泌细 

胞因子包括转化生长因子B1(Transforminggrouthfac— 

tor131，TGF一131)、血小板衍生生长因子(Platelet—de— 

rived growth factor，PDGF)等对HSC活化的持久延 

续起重要作用。这些因子反馈作用 HSC，通过 HSC 

表面的受体引起细胞内信号传导，并不断刺激 自身 
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的分裂增殖并大量合成和分泌胶原等各种细胞外 

基质(Extracellular matrix，ECM)，结果使 ECM成分 

在肝内异常沉积 ，最终导致肝纤维化l】1。业已证实 

TGF—B1是刺激 HSC激活和分泌 ECM作用最强的 

细胞 因子，它在肝纤维化的发生发展 中起关键作用 

圈
。 目前研究发现，TGFI31主要通过细胞内Smads蛋 

白的信号转导，调控胶原基因表达llI。丹参素是中药 

丹参水溶性成分中的主要药效成分之一．能有效改 

善肝脏炎症 、减轻细胞外基质沉积和胶原蛋白表 

达，具有较好的抗肝纤维化作用【31。本研究旨在观察 

丹参素对 TGF131刺激的 HSC影响，以及此过程中 

TGF131下游Smads信号分子表达的变化。 
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1 材料与方法 

1．1 实验材料 

1．1．1 实验动物 Wistar雄性大鼠 350～450 g，购自重庆腾 

鑫生物技术公司。饲养于重庆医科大学实验动物中心的无特 

定病原体(SPF)环境中，所用饲料、饮水及垫料均经高压灭菌 

处理。 

1．1．2 主要试剂及仪器 链蛋白酶 E、Ⅳ型胶原酶、DMEM高 

糖型培养基购 自美国 Gibco公 司；Nycodenze购 自挪威 Ax— 

is—Shield公司；TGF B 1购自美国PeproTech公司；抗 Ot一平滑 

肌肌动蛋白(0【一smooth muscle actin，Ot—SMA)单克隆抗体、抗 

结蛋白(desmin)抗体、SABC免疫组化试剂盒、DAB显色试剂 

盒购自武汉博士德生物工程公司；丹参素单体购 自四川省药 

品检验所；RNA抽提试纯化试剂盒、二步法逆转录聚合酶链 

反应(RT_PCR)试剂盒购自大连宝生物公司。实验设备由重 

庆医科大学附属第二医院超声研究所提供。 

1．2 实验方法 

1．2．1 HSC分离和培养 参照王文兵等 改良大鼠 HSC分 

离法 。腹腔 内注射水合氯醛麻醉大 鼠，门静脉插 管 ，以 

D—HanK’s液、灌注液次序灌流。分离肝组织 ，分散液消化 、过 

滤 ，反复混悬离心清洗 ，弃上清 ，18％Nycodenz梯度离心，于 

梯度界面获取 HSC，以含 20％胎牛血清(Fetal bovine serum， 

FBS)的 DMEM培养基(FBS／DMEM)调整细胞浓度为 1×10 

个 ／ml，接种于塑料培养瓶中，置 37％、5％CO 培养箱培养 ， 

24 h后更换培养基为 IO％FBS／DMEM，2~3 d换液 1次，细胞 

将融合时，用胰蛋白酶消化传代。实验用细胞为第 3代 HSC。 

以台盼蓝染色法鉴定细胞活力。细胞性质采用 SABC免疫细 

胞化学染色法检测细胞 Or．一SMA。新分离 HSC活力达 96％ 

一 98％，传 1代培养 7 d的HSC抗 Or．一SMA单克隆抗体阳性染 

色均达 99％以上。 

1．2．2 MTY法测丹参素对 TGF8 1刺激的 HSC增殖影响 实 

验分正常对照组、TGFB 1组(加入 5 ng／ml TGFp 1)和联合 

处理组(加入 5 ng／ml TGF B 1和不同浓度丹参素)。将传代的 

HSC接种于无菌的 96孔培养板中，生长至 80％以上融合度 

时，全部换含0．4％FBS／DMEM同步化处理24 h后，TGF B 1组换 

含 5 ng／ml TGFB 1的培养液；联合处理组用 5 ng／ml TGFB 1 

预处理 30 min后 ，再加人丹参素至终浓度 0．062 5、0．125、 

0．25 mmo]／1(浓度筛选根据 预实验 中细胞半数抑制浓度 

1／3～2／3范围时的丹参素浓度得出)；正常对照组培养液为 2％ 

FBS／DMEM，每组 6复孑L(最终各组含 FBS的浓度为 2％)；作 

用44 h后 ，向每孔加人 MTF溶液 ，继续孵育 4 h，然后加入二 

甲基亚砜裂解细胞，酶标测试仪测定A值，测定波长为490 nm， 

参考波长为630 nm，酶标仪所示A值为A490减去A630，以消 

除非特异性光吸收效应。 

1．2．3 免疫细胞化学染色法检测 理一SMA的表达 实验分 

正常对照组 (1组 )；丹参素组(2组 )：加入丹参素(终浓度 

0．25 mmo1]L)；TGFD 1组(3组)：加入 5 ng／mLTGFp 1；联合 

处理组 (4组 )：在 3组基础上加入丹参素 (终浓度 0．25 

mmol／L)。最终各组含 FBS的浓度为 2％。取培养于 24孔板的 

细胞，待细胞培养至对数生长期接近 80％融合时，用无血清 

DMEM洗涤细胞 2次 ，再用含 0．4％FBS／DMEM同步化处理 

24 h，按以上分组作用 48 h，采用 SABC免疫细胞化学染色法 

进行 —SMA染色，DAB显色。北航 CMIAS2000一B型病理真 

彩色图像分析系统对阳性染色程度进行定量分析，以灰度强 

弱表示蛋白表达情况，灰度值愈大表达愈强。 

1．2．4 RT—PCR检测 Smad2、3、7 mRNA表达 按“免疫细胞 

化学染色法检测 —SMA表达”中进行分组并培养细胞 48 h。 

用 RNA抽提纯化试剂盒提取细胞总 RNA进行 RT-PCR扩 

增。RT—PCR引物如下：p一肌动蛋白(B—actin)上游：GAC— 

CCAGATCATG AGACC，下游：GCAGTAATCTCCTYC TG— 

CATCC，退火条件：57℃，1 min，共循环 30次，扩增片段大小 

600 bp；Smad2上游：AAGCCATCAC CACTCAGAATrG，下游： 

CACTGATCTACCGTATrrGCTGT，退火条件：53℃，1 min，共循 

环 30次，扩增片段大小 100 bp；Smad3：上游：GGTGTGCG— 

GCTCTACTACATI"，下游：CTGGTCACTGTCTGTCTCCTGT，退火 

条件：55℃，1 min，共循环 30次，扩增片段大小 296 bp；Smad7 

上游：GGTGCTCAAGAAACTCAAGGAG，下游：AGTAAGGAG— 

GAGGGGGAGACT，退火条件：57℃，1 min，共循环 30次 ，扩 

增片段大小 338 bp。产物经 1．5％琼脂糖凝胶电泳，Quantity 

One4．5．0软件进行分析，以各目的基因与 B—actin的吸光度 

比值表不 mRNA水平。 

1．2．5 统计学处理 数据以互±s表示，数据处理用 SPSS 13．0 

软件包，采用t检验，以P<0．05为差异有显著性。 

2 结 果 

2．1 丹参素对 HSC增殖的影响 

5 ng／ml的TGFI31对 HSC的增殖具有明显的促 

进作用(P<0．01，表 1)；而丹参素则对5n lTGF~I引 

起 HSC的增殖具有明显的抑制作用。且随着丹参素 

浓度的增加细胞增殖下降，并呈剂量依赖性(P<0．01， 

表 1)；据此选择 0．25 mmol／L丹参素作为后续实验 

最佳作用浓度。 

2．2 丹参素对 TGF[31刺激的大鼠 HSCot—SMA表 

达的影响 

免疫细胞化学染色显示，培养 48 h的 HSC经过 

O．25 mmol／L的丹参素作用 48 h后 ， 一SMA表达与 

正常对照相比，该组细胞浆染色程度变浅，平均光 

密度值降低(P<O。05，表 2)，TGF[31组与正常对照相 

比．该组细胞胞浆呈明显棕色，平均光密度值明显 

增加(P<O．01，表 2)，经过TGFI31刺激后的HSC，予 

以 0．25 mmol／L的丹参素作用 48 h后 ，与单纯 

TGF~I刺激组相比细胞胞浆的染色程度变浅，平均 

光密度值降低(P<0．01，表 2)。 

2．2 RT—PCR法检测 Smad2、3、7mRNA表达 

由表3和图l可见：与正常对照组相比，在TGF[31 

刺激组可明显促进 HSC中 Smad2、Smad3、Smad7 

mRNA表达(P<0．01)，而丹参素组则可下调 HSC中 
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注 ：
‘ ! -5 对 照 组 相 比 P < O． 0 5 ，

。

与 T G F l3 1 组 相 比 P < O ． 0 5 ，

’
与 T G F l3 1 组 相 比 P < O ． 0 5

表 2 丹 参素对 T G F [3 1 刺 激 的 H S C 中 d — S M A 表 达 的

影 响 (；± s )

组 别 平 均 光 密度 值

0 ． 0 2 l ± 0 ． 0 0 3 5

0 ． 0 1 2 ± 0 ． 0 0 3 0 ‘

0 ． 1 0 2 ± 0 ． 0 0 2 5
。

0 ． 0 7 6 ± 0 ． 0 0 2 1
0

注 ：
‘

与 对 照 组 相 比 P < O ． 0 5 ，

。

与 T G F l3 I 组 相 比 P < O． 0 5 ，

’ 与

T G F l3 1 组 相 比 P < O ． 0 5

S m a d 2 、 S m a d 3 m R N A 表 达 并 上 调 S m a d 7 m R N A 表

达 ( P < 0 ． 0 1 ) ；与 T G F [3 1 刺 激 组 相 比 ， 联 合 处 理 组 可

抑 制 T G F [3 1 刺 激 所 致 H S C 中 S m a d 2
、 S m a d 3 m R N A

表 达 的 上 调 (P < 0 ． 0 5 ) 并 可 进 一 步 上 调 S m a d 7 m R N A

表 达 (P < O ． 0 5 ) 。

3 讨 论

目前 认 为 H S C 的 激 活 是 肝 纤 维 化 形 成 的 中 心

环 节 l I】
。 H S C 活 化 后 ， 增 殖 旺 盛 ， 合 成 胶 原 等 E C M 的

能 力 增 强 ， 降 解 基 质 蛋 白 的 能 力 减 弱 ， 结 果 使 E C M

成 分 在 肝 内异 常 沉 积 ， 最 终 导 致 肝 纤 维 化 l l l
。

业 已 证 实 T G F 一 13 1 是 刺 激 H S C 激 活 和 分 泌

E C M 作 用 最 强 的 细 胞 因 子 ， 它 在 肝 纤 维 化 的发 生 发

展 中 起 关 键 作 用 t 2 ]
。 T G F [3 1 主 要 通 过 H S C 内 的

T G F [3 1／T l~R ／S m a d s 信 号 途 径 ． 发 挥 其 促 进 H S C 合 成

仅 一 S M A 和 E C M 的 生 物 学 效 应 嘲
。 S M A D 蛋 白 是 唯 一

的 T G F [5 1 受 体 后 信 使 分 子 ， 介 导 T G F l3 1 信 号 从 细 胞

膜 传 人 细 胞 核 嘲
， 根 据 其 在 T G F [3 1 信 号 转 导 中作 用 ，

S M A D 蛋 白 可 分 为 三 类 ：受 体 调 控 型 S m a d ． 可 被 活

化 的 T 13 R — I 识 别 ， 是 T G F [3 1 受 体 复 合 物 下 游 作 用 的

靶 分 子 ． 参 与 T G F [3 1 信号 传 导 的是 S m a d 2 和 S m a d 3 ：

通 用 性 S m a d s ， 主 要 同 受 体 调 控 型 S m a d 结 合 ， 是

T G F l3 1 信 号 转 导 必 需 的 中转 分 子 ， 主 要 包 括 S m a d 4 ；

抑 制 性 S m a d s ， 如 S m a d 7 ， 通 过 干 扰 受 体 调 控 型 S m a d

的 活 化 来 阻 断 T G F J3 1 的 生 物 效 应 。

德 国 学 者 B r e i t k o p f K 等【7 l认 为 ． 通 过 阻 断 T G F l3

信 号 转 导 ( 如 阻 断 T G F l3 受 体 后 作 用 ， 即 通 过 干 预

表 3 各 组 肝 星 状 细 胞 中 S m a ({ 2 、 3 、 7 m R N A 的表 达 ( x + S )

7 5 0

5 0 0

2 5 0

l OO

注 ：
‘

与正 常对 照 组 相 比 P < 0 ． 0 1 ，

’
与 T G F B 1 组 相 比 P < O． 0 5

注 ： 图标 中所用 字数 代表分组 数 ， 第 1 组 ： 正 常 对 照 组 ；第 2 组 ： 丹 参素组 ；第 3 组 ： T G F 8 1 组 ；第 4 组 ：联 合处 理 组

图 1 逆 转 录 聚 聚 合酶 链 反 应 法检测 S m a d 2 、 3 、 7 m R N A 的表达

,
B -

a c t i n

S r n a d 3

组
劲 勘 组

煳绷 蛐 蛳一一～一
班鲫瓤舔
嘲瑚姐嘲

?
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SMAD来抑制 TGF[3作用)，可以阻止并逆转肝纤维 

化。目前许多中药研究也开始关注对 TGF[3一Smad 

信号传导通路的干预作用，试图从分子水平探索中 

药抗肝纤维化的机制，如周朝晖等嗍研究发现，中药 

甘草酸能抑制四氯化碳诱导的肝纤维化大鼠肝组 

织 smad2的表达，从而使 TGF[3的信号转导受到抑制。 

宋仕玲等 则观察到复方金三莪能促进肝纤维化大 

鼠肝组织Smad 7表达、抑制 Smad 3表达的作用。这 

些研究表明，调节关键的 Smad分子表达水平是行 

之有效的抗纤维化措施，也是有用的疗效判定指标。 

丹参素是丹参水溶性成分中的主要药效成分 

之一，本课题组的前期研究发现，丹参素能下调肝 

组织中TGFIS1表达、显著抑制 HSC的 I、Ⅲ型胶原 

蛋白表达，明显改善实验动物肝纤维化的程度『3]。本 

研究发现，丹参素能抑制 HSC增殖及其活化标志物 

o【一SMA表达 ，也能抑制 TGF[31诱导 的 HSC增殖及 

仅一SMA表达 ，提示 HSC的增殖 、活化被抑制。由于 

肝损伤因子清除后肝纤维化继续进展。其中 1个重 

要原因是活化的HSC分泌 TGFI31．作用于周边静止 

期 HSC，诱导和加速其活化 、增殖【 0l；本研究发现 ，丹 

参素能抑制 HSC活化和 TGFI31促其活化的作用， 

而丹参素可能通过 TGF[31／Smads信号通路干扰 

TGF[31的生物效应发挥这一作用。Smads蛋白是 

HSC内TGF[5跨膜信号转导的主要信号分子，HSC 

活化时，这一信号通路发生质与量的变化，顺应 HSC 

活化与功能变化的要求[10,11]。张国等【 捌研究发现在基 

因转录水平，Smad3 mRNA的表达升高伴随肝纤维 

化发生 、发展的全过程 ，而 Smad7这一 HSC内唯一 

的负反馈调节因子其 mRNA水平在肝纤维化的早 

期阶段升高，到肝纤维化发展阶段 ，呈下降趋势。 

Dooley等 ]研究发现，当HSC转化为肌成纤维样细 

胞后则出现Smad2持续磷酸化，抑制性 Smad7表达 

低下 。不能阻断Smad2介导的肝纤维化信号，这也 

许是肝纤维化持续进展的分子生物学基础之一。本 

研究发现，培养 48 h的 HSC对 TGF[31刺激信号仍 

是敏感的，给予 TGF[31作用后 Smad7和 Smad2、3 

mRNA水平均明显上升 ，尽管 Smad7的负反馈调节 

仍存在，但是不足以抑制TGFI31对 HSC的活化导致 

的Smad2、3 mRNA增加；丹参素则通过某种机制进 
一 步上调 Smad7 mRNA表达并抑制 Smad2、3 mR 

NA的表达，抑制HSC活化，这一作用也可以从 Doo． 

1ev等l13]所见使 Smad7基因和蛋白过度表达可以阻 

断 HSC的激活、o【一SMA的表达和肝纤维化的进展 

中得到支持。 

体内TGF~I往往以潜活形式存在，其完整信号 

传导过程包括细胞外活化、跨膜与胞内传导过程等 

方面。本实验虽已了解丹参素干预 HSC内TGFI31 

信号传导的部分重要作用，但对于药物是否影响 

TGF~I的胞外激活与HSC信号跨膜，是否影响 HSC 

内其他信号分子的作用等，尚需进一步研究，以期明 

确丹参素干预 HSC中TGF~I信号转导，达到抗纤维 

化作用的关键机制。 
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