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摘　 要:　 探讨黄芩素是否通过 Smad 信号通路抑制 TGF-β1 诱导的肝星状细胞(HSC-T6)活化。 用不同浓度

黄芩素和 / 或 5 μg / L 的转化生长因子 β1(TGF-β1)刺激细胞,用免疫细胞化学法测定 α-平滑肌肌动蛋白(α-SMA)
表达,用 Western blot 法检测 p-Smad 2、p-Smad 3 表达。 结果显示,TGF-β1 可使 HSC-T6 细胞 α-SMA 表达增加,黄芩

素预处理后,可剂量依赖性地降低 α-SMA 表达;TGF-β1 可使 HSC-T6 细胞 p-Smad 2 和 p-Smad 3 的蛋白水平增加,
500 nmol / L 黄芩素预处理并未显著降低 p-Smad 2 和 p-Smad 3 的蛋白水平。 结果说明,黄芩素可抑制 TGF-β1 诱导

的 HSC-T6 细胞活化,其机制与 TGF-β1 / Smad 信号通路无关。
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Abstract:　 To investigate whether baicalin inhibits TGF-β1-induced activation of HSC-T6 cells via Smad signaling
pathway. Hepatic Stellate (HSC-T6) cells were treated with TGF-β1 (5 μg / L) and / or with different concentration of ba-
icalein. Expression of α-SMA was determined using immunocytochemistry, while protein levels of p-Smad 2 and p-Smad 3
by western blot. Results indicated that baicalein decreased α-SMA expression induced by TGF-β1. However, pretreatment
with 500 nmol / L baicalein did not significantly change protein levels of p-Smad 2 and p-Smad 3 induced by TGF-β1. In sum-
mary, baicalein could suppress TGF-β1-induced activation of HSC-T6 cells independent of TGF-β1 / Smad signaling pathway.
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　 　 转化生长因子 β( transforming growth factor-β,
TGF-β)是一种促纤维化细胞因子,在大部分器官系

统纤维化的发展中起着核心作用。 肝星状细胞

(Hepatic stellate cell,HSC)是各种原因导致肝纤维

化发生纤维化的最终共同途径。 研究表明,TGF-β
可诱导 HSC 增殖和分化[1]。 前期研究显示,黄芩素

可抑制 TGF-β1 诱导的 HSC-T6 细胞活化,其机制与

其抑制 NADPH 氧化酶(NADPH oxidase,NOX)介导

的活性氧( reactive oxygen specices,ROS)的产生有

关。 Smad 信号通路在 TGF-β 介导的纤维化过程中

起核心调控作用[2]。 本研究拟以 HSC-T6 细胞为研

究对象,阐明黄芩素是否通过 Smad 信号通路抑制

TGF-β1 介导的 HSC-T6 活化。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

　 　 大鼠肝星状细胞株(HSC-T6)购自上海复祥生
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物科技有限公司,具有活化 HSC 的表型;黄芩素购

自成都曼思特生物科技有限公司 (质量分数 >
98% );RPMI1640 培养基购自 Gibco 公司;胎牛血清

购自吉泰生物公司;鼠抗 α-SMA 单克隆抗体购自武

汉博士德生物工程有限公司;磷酸化 Smad 2 和

Smad 3 单克隆抗体购自美国 Cell Signaling 公司;总
Smad 2 和 Smad 3 单克隆抗体为美国 Bioworld 公司

产品。
1. 2　 方法

1. 2. 1 　 细胞的培养 　 HSC-T6 放在含有 10% 胎牛

血清的 DMEM 高糖培养基的培养瓶内,在 37 ℃,
50% CO2 及饱和湿度下培养,传代至 6 孔板或

15 cm2 培养瓶内。 除对照组和 TGF-β1(5 μg / L)刺
激组外,其他加药组分别加入各终浓度的黄芩素预

处理 HSC-T6 细胞 30 min 后,再加入含 TGF-β1
(5 μg / L)的 DMEM 培养液处理细胞 48 h。
1. 2. 2　 细胞的分组　 细胞分 6 组,A 组:空白对照

组;B 组:TGF-β1 刺激组;C 组:TGF-β1+125 nmol / L
黄芩素组;D 组:TGF-β1 +250 nmol / L 黄芩素组;E
组:TGF-β1+500 nmol / L 黄芩素组;F 组:TGF-β1 +
1 000 nmol / L 黄芩素组。 黄芩素剂量参照文献[3]。
1. 2. 3　 免疫细胞化学　 取出细胞爬片,4% 多聚甲

醛固定 30 分钟,灭活内源性过氧化物酶,滴加适当

稀释的一抗,4℃过夜后在 37℃复温 45 分钟,滴加

生物素化二抗,DAB 显色,加试剂盒中 A、B、C 试剂

各 1 滴,混匀加至爬片,苏木素轻度复染。 脱水、透
明、封 片。 每 组 图 片 取 6 个 视 野, 采 取 日 本

OLYMPUS 摄像系统和日本 MetaMorph / BX41 图像

数据分析系统测定平均光密度值,光密度值越大,
代表样本中目的蛋白含量越多。
1. 2. 4　 Western blot 法　 细胞用 RIPA 裂解缓冲液

加 PMSF 冰上裂解 30 min,收集裂解物,于 4 ℃、
12 000 r / min 离心 30 min,BCA 法测定蛋白浓度。
蛋白上样量为 50 μg,进行 10% 聚丙烯酰胺凝胶电

泳 2 h,再转移到 PVDF 膜上,封闭 3 h,加入一抗,
4 ℃过夜。 次日辣根过氧化物酶标记的二抗孵育

1 h,后洗膜 4 次,最后用发光剂进行检测,曝光、显
影,以 β-actin 作为内参,分别以目的蛋白与 β-actin
光密度比值作为该目的蛋白的相对表达量。
1. 3　 统计方法

应用 SPSS 17. 0 统计软件进行分析,计量数据

使用均数±标准差表示,组间均数比较采用方差分

析后,进行双侧 t 检验。 取 α = 0. 05 为检验水准,以
P<0. 05 为差异具有显著性。

2　 结　 　 果

2. 1　 黄芩素对 TGF-β1 诱导活化的 HSC-T6 细胞 α-
SMA 表达的影响

免疫细胞化学结果如图 1 所示,各组相对密度分

析如图 2 所示,与对照组比较,TGF-β1 处理后,HSC-
T6 细胞 α-SMA 表达明显增加;与 TGF-β1 处理组比

较,黄芩素预处理后,随着黄芩素浓度的增加 ɑ-SMA
表达显著下降(F=72. 40,P<0. 05),并呈现剂量依赖

效应,其中 500 nmol / L 黄芩素预处理组作用最强,因
此选择 500 nmol / L 黄芩素预处理做后续试验。

图 1　 免疫组织化学分析 HSC-T6 细胞 α-SMA 表达(HE 200×)
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图 2　 HSC-T6 细胞 α-SMA 表达的相对密度分析

A 组:对照组;B 组:TGF-β1 刺激组;C 组:TGF-β1+125 nmol / L 黄芩

素组;D 组:TGF-β1+250 nmol / L 黄芩素组;E 组:TGF-β1+500 nmol /
L 黄芩素组;F 组:TGF-β1 + 1 000 nmol / L 黄芩素组. 与对照组比

较,#P<0. 01;与 TGF-β1 刺激组比较,∗P<0. 05

2. 2　 黄芩素对 TGF-β1 诱导活化的 HSC-T6 细胞

Smad 表达的影响

Western blot 法实验结果表明,HSC-T6 细胞经

TGF-β1 作用后,与对照组相比,Smad 磷酸化水平 p-
Smad 2、p-Smad 3 明显上调 ( t = 5. 841、7. 453,P <
0. 01)。 经 500 nmol / L 黄芩素预处理后,p-Smad 2、
p-Smad 3 表达与 TGF-β1 处理组比较 p-Smad 2、p-
Smad 3 表达差异无统计学意义( t = 1. 886、1. 638,P
>0. 05)。

图 3　 黄芩素对 TGF-β1 诱导活化的 HSC-T6 细胞

Smad 表达的影响

A:蛋白电泳图;B:蛋白表达的相对密度图

1:对照组;2:TGF-β1 刺激组;3:TGF-β1+500 nmol / L 黄芩素组.

与对照组比较,#P<0. 01

3　 讨　 　 论

TGF-β 能够促进肝纤维化,其机理与其能显著

促进肝星状细胞的增殖与活化有关。 前期研究表

明,给予 TGF-β1 处理 HSC-T6 细胞后,HSC-T6 细胞

的增殖活性明显增强,本实验中亦观察到 TGF-β1
刺激 HSC-T6 细胞后,后者 α-SMA 表达升高,给予黄

芩素预处理细胞可抑制 TGF-β1 诱导 HSC-T6 细胞

的 α-SMA 表达升高,说明黄芩素抑制 TGF-β1 诱导

HSC-T6 细胞的活化。
NOX 是一组含血红素的跨膜蛋白,是吞噬细胞

和非吞噬细胞的重要 ROS 产生因子[4]。 已鉴定出

NOX 家族中的 7 个成员:Nox 1,NOX 2,NOX 3,NOX
4,NOX 5,双氧化酶 1(Duox1)和双氧化酶 2(DUOX
2)。 转化生长因子-β 可诱导不同类型细胞中 NOX
1、NOX 2 和 NOX 4 等 NOX 酶的表达[5]。 我们在前

期实验中,观察到不同浓度 (125、250、500、1 000
nmol / L)黄芩素预处理 HSC-T6 后细胞内 NOX 的活

性显著低 TGF-β1 处理组,而 500、1 000 nmol / L 黄

芩素组 NOX 的活性比较无明显差异;黄芩素预处理

后 HSC-T6 后细胞内 ROS 表达较 TGF-β1 刺激组明

显下降,说明黄芩素可通过抑制 HSC-T6 细胞内

NOX 活性,降低 ROS 的产生,从而抑制由 TGF-β1
诱导的 HSC-T6 细胞活化。

TGF-β1 与细胞膜上的Ⅱ型受体( TGF-βR-II)
结合,激活 I 型受体( TGF-βR-I),导致 Smad 2 和

Smad 3 磷酸化。 磷酸化的 Smad 2 和 Smad 3 与共同

介质 Smad 4 形成复合物转位到细胞核,通过与靶基

因启动子中存在的 Smad 结合元件结合而调控基因

转录[6]。 研究发现,TGF-β1 通过 smad 2 / 3 途径在

多种病理条件下的肝纤维化的发展中起着核心作

用[7]。 因此,我们以 TGF-β1 / Smad 信号通路为靶

标,进一步研究黄芩素通过降低 NOX 活性下调的

ROS,是否通过 Smad 途径达到抑制 HSC-T6 活化的

目的。 实验发现,HSC-T6 经 500 nmol / L 黄芩素预

处理后,p-Smad 2、p-Smad 3 表达与 TGF-β1 处理组

比较 p-Smad 2、p-Smad 3 表达差异无统计学意义。
本研究表明 TGF-β1 可以通过 smad 2 / 3 途径诱导

HSC-T6 细胞活化。 黄芩素虽然可以通过其抗氧化

特性抑制 TGF-β1 诱导的 HSC-T6 细胞活化,但将其

作用于 HSC-T6 后未能影响 p-Smad 2、p-Smad 3 的

表达。 研究表明,通过其他非经典途径,包括丝裂

原活化蛋白激酶(MAPK)途径、磷脂酰肌醇-3-激酶

(PI3k)途径和 Rho-类似 GTP 酶途径等途径的信号

传递 对 TGF-β 的 促 纤 维 化 活 性 也 是 至 关 重

要的[8-9]。
(下转第 256 页)
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肿瘤生长和转移的蛋白,研究表明胃癌组织中的

SRF 表达水平显著高于癌旁组织,并且 SRF 可以调

节 E-cadherin 以及 β-catenin 等的水平调节胃癌细

胞的迁移和侵袭过程。 本次的研究结果还显示治

疗前两组组织 SRF 蛋白相对表达量无显著差异,治
疗后均显著降低,治疗后观察组的组织 SRF 蛋白相

对表达量显著低于对照组。 这说明 DC-CIK 可能通

过抑制 SRF 蛋白水平,降低胃癌细胞的迁移和侵袭

能力,从而减少胃癌的术后复发率,提高预后。
综上所述,腹腔镜辅助 D2 根治性全胃切除术

联合 DC-CIK 对胃癌具有更好的临床效果,可抑制

CA19-9、SRF 水平。
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　 　 综上所述,本研究结果表明,黄芩素可能不是

通过 Smad 信号途径影响 HSC-T6 的活化。 黄芩素

是否通过非经典途径如 MAPK 等途径抑制 TGF-β
表达,达到其抗肝纤维化的作用是我们下一步研究

的目标。
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