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摘要　　以分离和培养的人肝星状细胞(H-HSC)为研究对象 , 观察 H-HSC 是否表达肌细胞增强

因子 2(MEF2)且与转化生长因子 β1(TGF-β1)之间的关系 , 进一步探讨丹参酚酸 B盐(SA-B)抗肝

纤维化的作用机制 , 分离 H-HSC后 , 用 TGF-β1刺激培养的 H-HSC , 通过免疫印迹分析及分别

转染含有 MEF2启动子和 I型胶原启动子的 luciferase 报道基因质粒入 H-HSC , 检测荧光素酶活

性 , 观察经 SA-B 干预后 MEF2 , α-平滑肌肌动蛋白(α-SMA)及 I 型胶原表达的变化.结果显示

H-HSC能够表达 MEF2 , 且随 H-HSC 的活化而增加;经 TGF-β1刺激的 H-HSC 内α-SMA 的表

达 、 I型胶原启动子的活性和 I 型胶原蛋白的生成均明显增强 , 同时 MEF2 启动子的活性和

MEF2A和 MEF2C 的蛋白表达也明显增强;SA-B对以上这些物质的表达均有明显的抑制作用.

上述结果说明 MEF2参与了肝纤维化的形成 , SA-B抑制 H-HSC 活化的作用与其抑制 TGF-B1在

H-HSC内的信号传导与抑制转录因子 MEF2A 和 MEF2C 的表达有关.
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　　肝星状细胞(HSC)在肝纤维化形成中具有关键

性作用.HSC 由正常静止状态被激活 , 转变成肌成

纤维细胞样细胞(MFB), 是肝纤维化发生 、发展的

中心环节.当肝脏受到各种病因刺激时 , HSC 的表

型和功能均可发生变化 , 如细胞增殖
[ 1]
, 胞内 Vit.

A 脂滴 丢失
[ 2]
, 表达 α-平滑 肌肌动 蛋白 (α-

SMA)[ 3] , 细胞形态向 MFB转化并收缩[ 4 , 5] , 大量

合成细胞外基质(ECM), 尤其是 Ⅰ和 Ⅲ型胶原

等[ 6—8] .转化生长因子-β1(TGF-β1)是最强的促

HSC 活化的细胞因子 , 在肝纤维化中起着核心作

用
[ 9]
, 它不但参与 HSC转化为 MFB的调节 , 而且

刺激活化的 HSC 合成 、 分泌大量的 ECM 及 ECM

降解蛋白酶抑制剂 , 抑制 ECM 降解蛋白酶的表达 ,

增加 ECM 的沉积.因此 , 研究阻断 TGF-β1 对于

HSC的激活和抗肝纤维化具有重要意义.肌细胞增

强因子 2(MEF2)是一种来源于骨骼的肌管核蛋白 ,

属于 MADS 家族 , 在脊椎动物中有 4 种类型:

MEF2A , MEF2B , MEF2C 和 MEF2D.其主要功

能是对多种细胞的存活与分化进行调节.早期对

MEF2的研究多局限于肌肉及神经系统 , 1995 年 ,

Bedossa等报道了大鼠肝脏中 MEF2D的表达
[ 10]
.后

又有实验证实 , MEF2可调节大鼠 HSC的活化 , 促
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进 HSC的增殖和周期进程
[ 11]
并促进α-平滑肌肌动蛋

白(α-SMA)的表达.MEF2有可能是肝纤维化过程中

的重要转录因子.活血化瘀药丹参的有效成分丹参酚

酸B(SA-B)在临床治疗中有明显的抗肝纤维化作用.

为探讨其作用机理 , 观察了人 HSC (H-HSC)中

MEF2的表达及其与 TGF-β1活化刺激的相关性 , 并

观察了由此产生的靶效应 , 即H-HSC合成 I型胶原的

变化 , 以及 H-HSC内平滑肌肌动蛋白的表达.

1　材料与方法

SA-B由中国科学院上海药物研究所从上海市

崇明县人工栽培的丹参中分离 、 提取 、 鉴定 , 纯度

为 80%
[ 12]
, 水溶性较好 , 分子量为 718 , 分子式为

C36H30O16 .人肝脏组织从肝移植手术弃肝中相对正

常部分(重约 50—100 g)获得.由上海市第一人民

医院 、仁济医院(东部)、 中山医院消化外科 、 瑞金

医院肝脏移植中心提供.肝组织用器官保存液保

存 , 放置于 0℃冰水中.

1.1　人肝星状细胞的培养和鉴定

以链霉蛋白酶(德国 Roche 公司产品)溶液和胶

原酶(德国 Serva 公司产品)溶液灌注消化肝脏组织 ,

通过 Nycodenz(挪威 AXIS-SHIELD公司产品)密度

梯度离心的方法[ 13] 进行分离.具体方法是以含

20%胎牛血清(FCS)的 M199 培养液悬浮细胞 , 并

将细胞以适宜的浓度接种于直径为 100或 60 mm 培

养皿中 , 置于 37℃, 5%CO2 , 95%潮湿空气的

CO 2 培养箱中培养.24 h后培养液更换为含有 10%

FCS的 M199 培养液 , 培养7 d , 中间换液一次.

7 d 后用胰酶消化 , 传代细胞.以含 10% FCS

M199培养液悬浮并接种细胞 , 每 3—5 d更换一次.

通常从每 50 g 的肝脏组织中分离得到的 H-HSC 得

率约为 1×10
7
个 , 80—100 g 的肝脏组织中 H-HSC

得率约为 2×107 个.以 0.4%台盼蓝染色 , 细胞存

活率在98%以上 , 细胞纯度约 80%.在相差倒置显

微镜下对分离出的 H-HSC 进行形态学观察 , 并采

用细胞免疫荧光染色法 , 检测 H-HSC 内骨骼蛋白

(desm in), 胶质原纤维酸性蛋白(GFAP)及α-SMA

的表达 , 对 H-HSC进行鉴定[ 13] .

1.2　TGF-β1刺激 H-HSC表达MEF2

吸弃培养 6 d的 H-HSC 培养液 , 以无血清

M199洗涤两次 , 分空白对照组 、 TGF-β1(15 min)

组 、 TGF-β1(30min)组 、 TGF-β1(1 h)组 、 TGF-β1

(2h)组和 TGF-β1(24h)组.TGF-β1分别于 15min ,

30min , 1 h , 2h 和24 h各不同时间点加入培养细胞

中.

1.3　SA-B对MEF2的作用

吸弃培养 5 d 的 H-HSC 培养液 , 以无血清

M199洗涤两次 , 分为对照组 、 SA-B(10-5 mol/L)

组 、 (10-6 mol/ L)组和(10-7 mol/L)组.分别加入

不同浓度的 SA-B , CO 2 培养箱中温育 48h.

1.4　SA-B 对 TGF-β1 刺激的 H-HSC 内 MEF2 和

ColⅠ启动子的影响

用无血清 、 无抗生素的 M199 原代培养第 5天

的 HSC.分为空白对照组 、 TGF-β1(美国 R&D

systems公司产品)组 、 SA-B+TGF-β1(SA-B+T)

组和 SA-B组.转染 24 h 后 , SA-B+T 组和 SA-B

组分别加入 10
-6
mol/ L 的 SA-B , 培养箱中温育

24 h.TGF-β1于最后 8 h加入.

1.5　SA-B 对 TGF-β1 刺激的 H-HSC 内 MEF2 ,

α-SMA和 ColⅠ蛋白的影响

吸弃培养 5 d的 H-HSC 培养液 , 以无血清

M199 洗涤两次 , 分为空白对照组 、 TGF-β1 组 、

SA-B+T 组 、 SA-B 组.对照组和 TGF-β1 组分别

加入无血清 M199培养液 , SA-B组和 SA +T 组分

别加入 10-6 mo l/L 的 SA-B , 培养箱中温育 48 h ,

TGF-β1于最后 15min加入.

1.6　细胞总蛋白和核蛋白的提取 、 测定

用预冷的 PBS 洗涤 H-HSC 两次 , 将细胞收集

至 1.5 mL 离心管 , 4℃静置 , 30 min后离心 , 其上

清为细胞总蛋白.细胞核蛋白提取按照 Sigma 公司

nuclei EZ prep nuclei i solat ion kit说明书进行操作.

取上清 5μL 与 225μL DC Protein Assay Reagent

(BIO-RAD公司产品)混合 , 在酶标仪上以 690 nm

波长测定细胞总蛋白和核蛋白含量.

1.7　Western blot分析细胞MEF2蛋白 、 α-SMA和

ColⅠ蛋白的表达

取 10 —20 μg 细胞蛋白经 10% SDS-PAGE 电

泳 , 转移至硝酸纤维素膜上 , 分别与兔抗大鼠
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MEF2(C-21)抗体(1∶200 , 对 MEF2A 敏感 , 美国

S anta C ruz Bio technolog y 公司产品)、 兔抗大鼠

MEF2C抗体(1∶1500 , 美国 Cell Signaling Tech-

nolo gy 公司产品)、 小鼠抗大鼠 MEF2D 抗体

(1∶1000 ,美国 BD Biosciences 公司产品)、 小鼠抗

大鼠α-SMA 抗体(美国 Sigma 公司产品)和 ColⅠ抗

体(美国 Sigma 公司产品)孵育 , 4℃过夜 , 洗涤后

再加入二抗 , 经 ECL 底物化学发光自显影.

1.8　荧光素酶报道基因测定法检测 MEF2 报道基

因和 ColⅠ启动子的活性

MEF2 Luciferase报道基因质粒 [w t MEF2结合位

点(划 线 处) TCGACGGGCTATTTTTAG GGCC),

(mt:5-TCGACG-GGCGATTTTTCG GGCCG-3), (质

粒:2Xluc)] , collagen I(Col I)启动子 , 由美国布朗大

学肝脏研究中心赠送.

用 MEF2和Ⅰ型胶原 Luciferase 报道基因质粒

转染 H-HSC , 转染48 h后 , 按照 lipofectamine 2000

(美国 Invit rogen公司产品)说明书进行光反应定量

检测.

1.9　统计方法

采用 SPSS 11.0软件 , 单因素方差分析 , q 检

验.以上每项实验均重复 3次.

2　结果

2.1　H-HSC培养过程中MEF2的表达

贴壁培养的 H-HSC 随培养时间的增加逐渐活

化 , MEF2 蛋白表达也逐渐增强.刚分离出的

H-HSC(0 d , 未贴壁细胞)内 MEF2表达较弱 , 经

原代培养 4 d后 , MEF2的表达明显上调 , 到 7 d时

达到高峰.传代后3 d和 7 d , 仍维持高水平表达

(图 1).原代培养 7d的 H-HSC 为 MEF2 表达的最

高峰时间.

2.2　不同浓度 SA-B对MEF2表达的影响

不同浓度的 SA-B(10-5 mo l/L , 10-6 mol/ L ,

10
-7
mo l/L)对原代培养7 d的 H-HSC内 MEF2A 和

MEF2C蛋白表达均有明显的抑制作用(图 2).参照

以往实验结果 , 选择 10-6mo l/L 的 SA-B作为抑制

MEF2表达的最佳作用浓度.

2.3　SA-B对 TGF-β1 刺激的 H-HSC内MEF2 表达

的影响

用 w t MEF2报道基因质粒转染原代培养5 d 的

H-HSC , 48 h 后检测荧 光素酶 活性.观察 到:

TGF-β1能明显诱导 MEF2荧光素酶的表达 , 与未经

刺激的野生对照组相比 , MEF2荧光素酶的表达显著

增加;SA-B对 H-HSC经 TGF-β1刺激后的 MEF2荧

光素酶的表达有明显抑制作用(图 3).与正常培养的

H-HSC 相比 , TGF-β1 能 明显 刺 激 H-HSC 中

MEF2A和 MEF2C的表达 , SA-B对原代培养 7 d 的

H-HSC和经 TGF-β1刺激后的 H-HSC 内 MEF2A 和

MEF2C 的蛋白表达均有明显的抑制作用(图 4).

575　第 18卷　第 5期　2008年 5月



2.4　SA-B对TGF-β1刺激的 H-HSC内α-SMA蛋白

表达的影响

与正常培养的 H-HSC 相比 , TGF-β1能明显刺

激 H-HSC 表达 α-SMA , SA-B 对正常 培养的

H-HSC 表达α-SMA无明显影响 , 但能明显抑制经

TGF-β1刺激后的 H-HSC 内α-SMA 的表达(图 5).

图 5　各组 H-HSC中α-SMA的表达

2.5　SA-B对 TGF-β1刺激的 H-HSC内 Col Ⅰ表达

的影响

用 Co l Ⅰ报道基因质粒转染原代培养5 d 的

H-HSC , 48 h后检测荧光素酶活性.结果显示:

TGF-β1能明显诱导 ColⅠ荧光素酶的表达.与正常

组相比 , Co l Ⅰ荧光素酶的表达增加 3 倍以上;

SA-B显著抑制了经 TGF-β1刺激后 ColⅠ荧光素酶

的表达 , 使之恢复到正常水平(图 6).经 TGF-β1刺

激后 , H-HSC合成 ColⅠ的能力增强 , 蛋白表达上

调.SA-B对正常培养的 H-HSC和经 TGF-β1刺激

的 H-HSC 内 Co lⅠ蛋白的合成都有明显抑制作用

(图 7).

3　讨论

研究发现 MEF2的蛋白表达随着 H-HSC 的活

化而逐步升高.在肝硬化患者的肝脏中存在着大量

已活化和正在活化的 HSC , 这些细胞较多表达

MEF2 , 提示 MEF2很可能参与了人肝纤维化的形
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成 , 并且与 H-HSC的活化有关.TGF-β1是促肝纤

维化形成关键细胞———HSC 活化的最强刺激因子.

实验证实 , TGF-β1 可增强胞核内 MEF2A 和

MEF2C 的蛋白 表达 , TGF-β1 刺 激 15 min 时 ,

MEF2A 表达最强.结合文献报道 MEF2 有调节大

鼠 HSC 的活化 , 促进增殖等作用[ 11] , 由此认为 ,

MEF2参与了 TGF-β1 的信号传导 , 是 TGF-β1 经

胞内信号传导后在细胞核内的终端因子.

前期研究已表明 , SA-B 具有良好的抑制大鼠

HSC 增殖活化和抗肝纤维化的作用.SA-B 能够抑

制大鼠 HSC 中周期蛋白的表达及其增殖活化 , 减

少大鼠 HSC 胶原蛋白的生成
[ 14]
;抑制活化的大鼠

HSC 自分泌 TGF-β1[ 15] ;抑制大鼠 HSC 中 Smads

通路信号传导
[ 16]
;抑制正常原代培养活化的大鼠

HSC 和经 TGFβ1刺激的大鼠 HSC 内 ERK 信号传

导通路;抑制大鼠 HSC 上 PDGF 受体的表达而抑

制 PDGF 在大鼠 HSC 内的信号传导[ 17] .以上述实

验结果为基础 , 对 SA-B 与 MEF2 之间的相关性进

行了研究.选择原代培养7 d的H-HSC 为 MEF2最

佳表达时点 , 10-6 mol/ L 为SA-B的最佳工作浓度 ,

15 min为 TGF-β1的最佳作用时间 , 观察 SA-B 对

TGF-β1诱导的 H-HSC 内 MEF2 表达的影响.结

果显示 , SA-B不但能明显抑制正常原代培养7 d的

H-HSC 表达 MEF2A 和 MEF2C核蛋白 , 也能抑制

经 TGF-β1刺激的 H-HSC内 MEF2A 和 MEF2C 核

蛋白的表达.在正常培养的 H-HSC内 , SA-B抑制

MEF2A 和 MEF2C 的蛋白表达 , 但对 MEF2 启动

子依赖的荧光素酶报道基因表达的抑制作用并不显

著 , 提示 SA-B抑制正常培养的H-HSC表达 MEF2

不是在基因转录水平.与对正常 H-HSC 的抑制作

用不同的是 , SA-B 对 TGF-β1 刺激的 H-HSC 内

MEF2表达的抑制不仅作用于蛋白水平 , 还作用于

基因转录水平 , 其能明显下调经 TGF-β1刺激的 H-

HSC 内 MEF2报道基因的表达(图 3 , 4).

HSC 经 TGF-β1刺激活化后最明显的靶效应之

一是诱导 HSC大量合成 Ⅰ型胶原蛋白.TGF-β1能

激活 Smads和 p38 MA PK 信号传导通路 , 影响 Ⅰ

型胶原在神经 、 骨骼肌和心肌中的表达 , p38

MAPK 信号传导通路可对 MEF2 的转录进行调

控
[ 18—20]

.当 p38发生磷酸化时 , 可增强 MEF2 的

转录活性.实验结果表明 , 培养7 d的 H-HSC 已经

活化 , 在基因表达和蛋白表达 2个水平上都显示能

合成Ⅰ型胶原.TGF-β1可促进 H-HSC进一步合成

Ⅰ型胶原.与正常培养的 H-HSC 相比 , Ⅰ型胶原

报道基因的表达和合成的蛋白量均明显增加 2至 3

倍.SA-B 能明显抑制正常培养的 H-HSC 和经

TGF-β1刺激的 H-HSC 内Ⅰ型胶原蛋白的表达 , 并

能够明显抑制 TGF-β1诱导的 H-HSC 内 Ⅰ型胶原

报道基因的表达.虽然我们不能证明这些结果都是

因为 MEF2被抑制后才出现的 , 但是从 SA-B 能明

显抑制 MEF2的实验结果推断 , 实验中Ⅰ型胶原合

成的被抑制与 MEF2的表达受抑制相关.

SA-B抑制 TGF-β1 刺激 H-HSC 产生的细胞效

应与 SA-B抑制 MEF2信号转录有关的另一支持证

据是 , SA-B 抑制了 H-HSC 的 α-SMA 的表达.

α-SMA是 HSC 活化的标志之一.实验结果显示 ,

培养 7 d 的 H-HSC 细胞蛋白中含有 α-SMA , 经

TGF-β1刺激后 , H-HSC 中α-SMA 蛋白量明显增

加.SA-B 虽不能抑制正常培养的 H-HSC 表达

α-SMA , 但是其抑制 TGF-β1 刺激 H-HSC 大量产

生 α-SMA 的作用比较显著.已有报道 MEF2 可显

著促进 α-SMA 在大鼠 HSC 的表达 , 阻断内源性

MEF2的表达 , α-SMA 的含量可随之显著下降[ 11] .

因此 SA-B抑制 TGF-β1刺激的 H-HSC 表达α-SMA

很可能与 SA-B 抑制 TGF-β1刺激的 H-HSC 表达

MEF2有关.MEF2参与了肝纤维化的形成 , SA-B

抑制 H-HSC 活化的作用与其抑制 TGF-B1 在

H-HSC内的信号传导与抑制转录因子 MEF2A 和

MEF2C 的表达有关.
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