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虎杖苷抑制肝星状细胞增殖活化的作用和机制研究
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肝纤维化是慢性肝损伤引起的一种病理性伤

口愈合反应，主要表现为细胞外基质（BZ/F.UB++R+.F

:./F0ZL E5=）的过度沉积c8d。在肝纤维化发展过程

中肝星状细胞（TB?./0U V/B++./B UB++VL 345V）是 E5=

的主要来源细胞c!d。核因子 CD$E! 相关因子!（CD$

E!$FB+./B- G.U/*F !L CFG!）是重要的转录因子，CFG! 可

促进抗氧化基因如血红素加氧酶$8（TB:B *Z,AB$

1.VB$8L 3H$8）的转录，进而保护组织和细胞抵抗氧

化应激c%$#d。本研究采用的虎杖苷由于具有抗氧化及

保肝作用，可用于一些肝脏疾病的治疗c9$7d。但关于

虎杖苷对肝星状细胞活化的影响及作用机制尚未

深入研究。本研究通过体外培养 345$67 细胞，用
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不同浓度虎杖苷处理，探讨虎杖苷对肝星状细胞活

化的作用及相关机制。

! !"#$%

!"! !"#$

!"!"! 细胞 本实验所用细胞是大鼠肝星状细胞

#$%&'(，由北京地坛医院提供。

!"!") 主要试剂 虎杖苷（*+,-./012）购于大连美仑

生物公司，3405-, 051/6+,-, 0407/6+,189（3''）购于北

京鼎国昌盛生物技术公司，羟脯氨酸测定试剂盒

和 :;# 活力测定试剂盒购于南京建成生物工程

研究所，!&/<012 抗体、"&08=8,12 抗体和 >%? 蛋白

定量试剂盒购于碧云天生物技术研究所，%+,,/@42

#抗体购于北京博奥森生物技术公司，"&$3? 抗体

购于 %4,, $1@2/,12@ '4<52+,+@-（%$'），#A&!抗体购于

?=<+2/,，B7C) 抗体购于 *4D7+ '4<5 公司。

!"!"E 主要仪器 (FG酶标仪（美国 >HA&I?;公司），

%A

)

恒温培养箱（美国 B?*%A J4714JKLGG），;:&%M&

)B;H 洁净工作台（北京东联哈尔仪器制造公司），

N;&OLGK? 型脱色摇床（北京六一仪器厂），湘仪

:L)G 低速自动平衡离心机（湖南湘仪离心机仪器有

限公司），垂直电泳槽（美国 >HA&I?;公司）。

!") !"%&

!")"! 细胞培养及分组处理 细胞培养在含有 !GP

Q>$（R1=<+，S$?），KG ST9: 青霉素T链霉素的 ;3U3

（R1=<+，S$?）中，置于 EV!，KP%A

)

饱和湿度培养

箱中。实验分 L 组：（!）对照组。（)）不同浓度虎杖苷

（*+,-./012）给药组：!)K、)KG、KGG $9+,T:。给药时间

为 LF 5。

!")") 细胞活力测定 使用 3'' 法测定虎杖苷对

肝星状细胞增殖的影响。将 #$%&'( 细胞根据实验

分组以 K"!G

L 个T9: 的密度接种于 O( 孔板中。培养

)L 5 后用不含血清的 ;3U3 饥饿 !) 5，然后用不

同浓度的虎杖苷处理细胞。处理 LF5后每孔加入 )G$:

G"KP3''，继续孵育 L 5，吸出废液，每孔加入 )GG $:

;3$A溶解产生的蓝紫色结晶甲臢（C+79/6/2），震荡

!G 912，LOG 29 处测定每孔的吸光度值。细胞活力

计算公式：细胞活力（P）W（实验组吸光度值T对照组

吸光度值）"!GGP。

!")"E :;# 活力测定 根据实验分组处理细胞后

收集细胞培养上清液。比色法测定细胞培养液中 :;#

的活性，取 )G $: 细胞上清液，按照 :;# 活力测定

试剂盒说明书进行操作，波长 LKG 29 酶标仪测定

吸光度值。:;#活性（ST:）WX（测定A;值#对照A;值）

T（标准 A; 值#空白 A; 值）Y"! GGG"标准品浓度

（G") $9+,T9:）。

!")"L 羟脯氨酸（#-D）含量测定 根据实验分组处

理细胞后收集细胞培养上清液。酶消化法测定细胞

培养液中 #-D 的含量，取 KGG $: 细胞上清液，根据

#-D 测定试剂盒说明书进行操作，波长 KKG 29 处，

! <9 光径，双蒸水调零，测定各管吸光度。羟脯氨酸

含量（$@T9:）WX（测定 A; 值#空白 A; 值）T（标准

A; 值#空白 A; 值）Y"标准品浓度（K $@T9:）。

!")"K 蛋白免疫印迹法检测#型胶原（<+,,/@42#）、

"&平滑肌肌动蛋白（"&$3?）、B7C) 和 #A&! 蛋白的

表达 按照实验分组，将 #$%&'( 细胞以 K"!G

L

个T9: 密度接种于 ( 孔板中，培养 )L 5 后用不含

血清的 ;3U3 饥饿 !) 5，然后用不同浓度虎杖苷

处理细胞 LF 5。药物处理后，弃去培养液，每孔加

入适量含有 !P*3$Q 的 IH*? 裂解液来提取蛋白

并用 >%? 蛋白定量试剂盒测定蛋白浓度。蛋白变

性后，取等量蛋白 $;$&*?RU 电泳分离后转移到

*Z;Q 膜上，使用 KP脱脂牛奶阻断非特异性蛋白结

合，L!下孵育一抗（<+,,/@42#![KGG、"&$3? ![! GGG、

B7C) ![! GGG、#A&! ![! GGG）过夜。次日，'>$' 洗

膜 E 次，每次 V 912，#I* 结合二抗（![! GGG）室温

孵育 ) 5，'>$' 洗膜 E 次后，U%: 化学发光试剂盒

显色，采用 H9/@4 M 软件对蛋白条带的光密度值

进行分析。

!"E '()%* 采用 $*$$ !V"G 统计分析软件，

所有符合正态分布的计量资料以 !"# 表示。多组间

比较采用单因素方差分析，若方差齐则采用 !"# 检

验，若方差不齐采用 #$%%&'' () 检验。以 *\G"GK 认

为差异有统计学意义。

" &'

)"! +,-./012345 如图 !所示，与对照

组比较，不同浓度的虎杖苷（!)K、)KG、KGG $9+,T:）

作用于 #$%&'( 细胞LF 5后，对 #$%&'( 细胞增

殖有明显的抑制作用（+W)K)"G!，*\G"GG!）；与虎

杖苷 !)K $9+,T: 组比较，虎杖苷 )KG、KGG $9+,T:

组中细胞活力显著降低（+W)K)"G!，*\G"GG!）；与虎

杖苷 )KG $9+,T: 组比较，虎杖苷 KGG $9+,T: 组中

细胞活力显著降低（+W)K)"G!，*\G"GG!）。

)") 6,-. :;# 78345 与对照组（FG"EL$

!E"(!）ST: 比较，虎杖苷 !)K、)KG、KGG $9+,T: 组中

:;# 活性无明显变化X（FL"FE$F"V!）、（F)"O!$!)")(）、

（VO"O!$!G")F）ST:Y，如图 ) 所示，差异无统计学意

义（+WG")L(，*]G"GK）。

)"E +,-.#-D9:345 如图 E所示，与对照

组X（)"O!$G"!F）$@T9:Y比较，虎杖苷 !)K、)KG、KGG$9+,T:

组中 #-D 含量显著降低X（)"(!$G"!E）、（)")O$G"!E）、

第 )( 卷天津医科大学学报E!G



注：与对照组相比，!!"#$%&

! ! "#$% "#$&'()*+!"!"% #&',

()* + ,--./01 2- 3245670)8 28 09. 7/0):)05 2- ";$<!"!"= #&>?

注：与对照组相比，!!!!'%$%%() 与虎杖苷 (*& !+,-./ 组相比，
000

!'%$%%(；与虎杖苷 *&% !+,-./组相比，122

!'%$%%(

! @ "#$%-./0()*+!"!"= #A',

()* @ ,--./01 2- 3245670)8 28 09. BC24)-.C70)28 2- /.44<!"!"= #A'D

（*$%&!%$(3）!4.+/；"5(6$&%，!'%$%&7；与虎杖苷

(*& !+,-./ 组比较，虎杖苷 *&%、&%% !+,-./ 组

89: 含量显著减少（"5(6$&%，!'%$%&），且随着浓度

的增高，抑制作用越明显，呈一定的剂量依赖性。

*$; !"#$"<=>?%@,--A4BC#&'()*+, 如

图;所示，与对照组比较，虎杖苷 (*&、*&%、&%% !+,-D/

组中 "E=>? 和 @,--A4BC#蛋白表达水平显著降

低（"5(3$F3，!'%G%&；"5(F*$3(，!'%$%%(）；与虎杖苷

(*& !+,-./组比较，虎杖苷 *&%、&%% !+,-./ 组中 "E

=>?和 @,--A4BC#蛋白表达水平显著降低（"5(3$F3，

!'%$%&；"5(F*$3(，!#%$%%(），随着剂量增大，抑制作

用越明显，表现出一定的剂量依赖性。

*$& !"#$ HIJ*-8KE( &'.)*+, 如图

& 所示，与对照组比较，虎杖苷 (*&、*&%、&%% !+,-./

组中 HIJ* 蛋白表达水平显著升高 （"5*LGM%，!'

%G%&），虎杖苷 *&%、&%% !+,-./ 组中 8KE( 蛋白表达

水平显著增加（"5(*G;%，!'%G%(）；与虎杖苷 (*&

!+,-./ 组比较，虎杖苷 *&%、&%% !+,-./ 组中 HIJ*

和 8KE( 蛋白表达水平显著升高（"5*LGM%，!'%G%&；

"5(*G;%，!'%G%&），随着剂量增大，上调作用越明显，

表现出一定的剂量依赖性。

E 12

肝纤维化是慢性肝损伤引起的一种病理性伤

口愈合反应，随着病程的发展将导致肝硬化，最终

导致肝衰竭或肝癌NM7。在肝纤维化阶段逆转其进展

是治疗慢性肝病，避免肝功能衰竭的有效策略。
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!"#$ 的活化是导致肝纤维化的重要因素%&'。活

化的 !"#$ 表达 !(")*，合成成纤维细胞因子并促

进胶原（如"型胶原、#型胶原和$型胶原）的产生从

而加速肝纤维化的进程。当在体外培养时，!"#$ 会

发生自发激活 %+'。本研究发现虎杖苷处理 !"#(,-

细胞能抑制细胞增殖，降低细胞培养液中 !./的含

量并下调 !(")* 及 #0112345%蛋白的表达。其中

!./ 是一种几乎只存在于胶原蛋白中的氨基酸，被

作为衡量肝纤维化的指标%67'。由此可得，虎杖苷可以

抑制 !"#(,- 细胞的活化及胶原的产生，在体外具有

抑制肝纤维发生的作用。

89:;<!=(>可以减轻肝脏炎症、减缓肝纤维化的

发展%>>?>;'。诱导 !=(>的表达可以抑制 !"#$增殖，降

低 #0112345"的产生，减轻肝脏氧化应激水平，进而

抑制肝纤维化的发生、发展%>@'。本实验采用的虎杖苷

是从虎杖根中提取的有效成分，由于具有抗氧化作

用在一些肝脏疾病的防治中具有重要作用%>A(>B'。本

研究使用不同浓度的虎杖苷处理 !"#(,- 细胞，结

果表明，随着虎杖苷浓度增加，89:;、!=(> 蛋白表达

逐渐增加。

本研究发现，虎杖苷通过抑制肝星状细胞活化

及胶原的产生，发挥抑制肝纤维化发生的作用，其

作用机制可能与上调 89:;<!=(> 信号通路有关，这

为虎杖苷在肝纤维化治疗中应用提供了新的思路。
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注：与对照组相比，i'k7g7b，ii'k7g76，iii'k7g776；与虎杖苷6;b'X01lH

组相比，j

'k7g7b，jj
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