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瘦素诱导 ＨＳＣ增殖的信号转导通路及
保肝宁调控作用的实验研究※
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　　摘　要　目的：观察中药复方保肝宁对外源性瘦素（ｌｅｐｔｉｎ）诱导的肝星状细胞（Ｈｅｐａｔｉｃｓｔｅｌｌａｔｅｃｅｌｌ，
ＨＳＣ）增殖功能的影响及其对 ＪＡＫＳＴＡＴ信号转导通路中相关信号因子磷酸化 ＪＡＫ２、ＳＴＡＴ３蛋白（Ｐ
ＪＡＫ２、ＰＳＴＡＴ３）的影响，试图进一步阐明保肝宁抗肝纤维化的可能机制。方法：用甲基噻唑基四唑
（ｍｅｔｈｙｌｔｈｉａｚｏｌｙｌｉｕｍ，ＭＴＴ）检测保肝宁对ｌｅｐｔｉｎ刺激的ＨＳＣＬＸ２增殖的影响；应用蛋白印迹实验（Ｗｅｓｔ
ｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓ）检测ＰＪＡＫ２，ＰＳＴＡＴ３的表达水平。结果：与秋水仙碱组比较，保肝宁组能明显降低
ＰＪＡＫ２、ＰＳＴＡＴ３表达水平。结论：中药复方保肝宁有阻断ｌｅｐｔｉｎ诱导ＨＳＣｓＬＸ２增殖的作用，而降低磷
酸化ＪＡＫ２、ＳＴＡＴ３蛋白的表达，阻断ＪＡＫ２ＳＴＡＴ３通路，可能是其主要的机制之一。
　　关键词　保肝宁　瘦素　肝星状细胞　ＪＡＫ２ＳＴＡＴ３信号转导通路

　　ｌｅｐｔｉｎ是新发现的促肝纤维化的细胞因子［１］，是

由肥胖基因（Ｏｂｅｓｅｇｅｎｅ，ｏｂ）（位于人类染色体
７ｑ３１３）编码的一种１６７个氨基酸组成的分泌型蛋
白质。最近研究显示，ｌｅｐｔｉｎ具有诱导 ＨＳＣ活化和
增殖作用，对脂肪肝、肝炎、肝纤维化、肝硬化等慢性

肝病的发生、发展有一定作用。并且研究发现 ｌｅｐｔｉｎ
需要与特异的瘦素受体结合，激活信号转导途径之

一：ＪＡＫＳＴＡＴ，才能发挥其生物学效应。目前，国内
外对此鲜有研究，因此探明保肝宁与 ｌｅｐｔｉｎ及肝纤
维化的关系，可能有望成为揭示保肝宁抗肝纤维化

机制新的切入点，对肝纤维化防治具有重要的临床

和理论价值。

１　材料与方法
１１　材料和仪器　ｌｅｐｔｉｎ购自 ｐｒｏｔｅｃｈ公司；ＲＰ
ＭＩ１６４０培养基购自美国Ｇｉｂｃｏ公司；胎牛血清购自杭
州四季青生物工程有限公司；ＭＴＴ购自广州普博公

司；ＰＪＡＫ２、ＰＳＴＡＴ３多克隆抗体、ＨＲＰ标记的山羊抗
兔抗体、ａｃｔｉｎ及化学发光试剂购自北京中山公司，酶
联免疫检测仪为ｓｉｇｍａ公司生产。
１２　细胞培养　ＨＳＣＬＸ２由美国纽约西奈山医学中
心ＳｃｏｔｔＦｒｉｅｄｍａｎ教授馈赠。ＨＳＣＬＸ２以含１０％胎牛
血清的 ＲＰＭＩ１６４０培养于含 ５％ＣＯ２、饱和湿度的
３７℃环境中。
１３　药物血清的制备　雌雄各半 ｗｉｓｔａｒ大鼠２４只，
体重：２００～２３０ｇ，清洁级，购自南方医科大学实验中
心。随机分为４组如下：正常血清组、保肝宁等剂量
组（含保肝宁生药１７７ｇ／ｍｌ）、保肝宁二倍剂量组（含
保肝宁生药３５４ｇ／ｍｌ）、秋水仙碱含药血清组（００５ｇ／
ｍｌ）。除正常血清组给予相应剂量的生理盐水，其余
各组每日按１ｍｌ／１００ｇ经胃灌药１次，连续７天。最后
一次灌药（灌药前禁食不禁水１２ｈ）１ｈ后，腹主动脉采
血，离心分离血清，灭活、过滤，－２０℃冷藏备用。
１４　ＭＴＴ比色法　将复苏后处于对数生长期的
ＨＳＣＬＸ２，经胰酶消化，以１０％胎牛血清的ＲＰＩＭ１６４０
培养液均匀接种于９６孔培养板中，每孔０５×１０４个
细胞，３７℃、５％ＣＯ２温箱中培养２４ｈ后，弃去培养液，
分别加入含１００ｎｇ／ｍｌｌｅｐｔｉｎ的培养液，每孔２００ｕｌ，６
孔重复。继续培养２４ｈ后弃培养液，各孔加入２０ｕｌ的
ＭＴＴ溶液（１０ｎｇ／ｍｌｌｅｐｔｉｎ）混匀，３７℃培养４ｈ后，小心
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吸去上清，于每孔加入２００ｕｌＤＭＳＯ混匀室温下，将平
板置于微孔板振荡器上振荡 １０ｍｉｎ，用酶标仪测定
６００ｎｍ处光吸收值（ＯＤ）。
１５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓ　按常规方法提取各组
细胞蛋白，８％ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，用Ｂｉｏｒａｄ微型电转移
系统于４℃、６０Ｖ电转移３ｈ至 ＰＶＤＦ膜上，室温封闭
１ｈ，ＰＪＡＫ２、ＰＳＴＡＴ３蛋白多克隆抗体（１∶１０００稀释）
室温孵育１ｈ，ＨＲＰ标记的山羊抗兔抗体（１∶２５００稀
释）在室温孵育１ｈ。应用化学发光试剂显色，曝光，Ｘ
胶片经显影、拍照记录。

１６　统计学处理　用 ＳＰＳＳ１００统计学软件分析及
作表，ＯＤ值以ｘ±ｓ表示，采用单因素方差分析。

２　结果
２１　中药复方保肝宁对ＨＳＣＬＸ２细胞生长的影响　

采用 ＭＴＴ法，与正常血清组比较，保肝宁等剂量组、
保肝宁二倍剂量组均能明显抑制 ＨＳＣＬＸ２的增殖（Ｐ
＜００１），秋水仙碱组亦能抑制 ＨＳＣＬＸ２细胞的增殖
（Ｐ＜００１）；与秋水仙碱组比较，保肝宁等剂量组、保
肝宁二倍剂量组明显抑制 ＨＳＣＬＸ２的增殖（Ｐ＜
００１），但保肝宁等剂量组与保肝宁二倍剂量组间未
见显著性差异（Ｐ＞０５）。见表１。
表１　保肝宁对有ｌｅｐｔｉｎ刺激的ＨＳＣＬＸ２生长的影响（ｘ±ｓ）

组　别 ｎ ＯＤ值（６００ｎｍ）

正常血清组 ５ ０６１８±０００４

保肝宁等剂量组 ５ ０１１５±０００３★▲

保肝宁二倍剂量组 ５ ０１０９±０００５★▲▲

秋水仙碱组 ５ ０３８８±０００４★

　　注：Ｆ＝２２０１６４４，Ｐ＝００００，与正常血清组比较，★Ｐ＜
００１；与秋水仙碱组比较，▲▲Ｐ＜００１，▲Ｐ＜００１。

２２　中药复方保肝宁对ＰＪＡＫ２、ＰＳＴＡＴ３表达的调控
２２１　保肝宁作用 ＨＳＣＬＸ２６ｈ后 ＰＪＡＫ２表达水平
已开始降低，１２ｈ后达到最低水平，至１８、２４ｈ，ＰＪＡＫ２
表达水平逐渐上升，但未恢复至原来正常血清组水平

（见图１）；与正常血清组比较，保肝宁组与秋水仙碱
组均能降低ＰＪＡＫ２表达水平；与秋水仙碱组比较，保
肝宁组更能明显降低ＰＪＡＫ２表达水平（见图２）。
２２２　保肝宁作用 ＨＳＣＬＸ２６ｈ后，ＰＳＴＡＴ３表达水
平开始降低，至 １２ｈ，ＰＳＴＡＴ３表达水平达到最低水
平，与正常血清组水平比较有明显差异，１８、２４ｈＰ
ＳＴＡＴ３表达水平有所上升，但仍未恢复至原来水平
（见图３）；与正常血清组比较，保肝宁组能明显降低

ＰＳＴＡＴ３表达水平，而秋水仙碱组差异未见显著性，可
见保肝宁较秋水仙碱更有效抑制ＰＳＴＡＴ３的表达（见
图４）。

图１　保肝宁组对ＨＳＣ中ＰＪＡＫ２表达的影响
注：１～５分别表示：保肝宁组作用 ＨＳＣＬＸ２０，６，１２，１８，

２４ｈ后ＰＪＡＫ２的表达

图２　各组在１２ｈ对ＨＳＣ中ＰＪＡＫ２的影响
注：１～３分别表示：保肝宁二倍剂量组，正常血清组，秋水

仙碱组

图３　保肝宁组对ＨＳＣ中ＰＳＴＡＴ３表达的影响
注：１～５分别表示：保肝宁组作用 ＨＳＣＬＸ２０，６，１２，１８，

２４ｈ后ＰＳＴＡＴ３的表达

图４　各组在２４ｈ对ＰＳＴＡＴ３的影响
注：１～３分别表示：保肝宁二倍剂量组，正常血清组，秋水

仙碱组

３　讨论
肝纤维化是指不同病因引起的慢性肝病的共同

病理过程。肝纤维化形成过程中的中心环节是活化

的ＨＳＣ在肝损伤部位移行、增殖，使肝脏炎症永久
化，在纤维性疤痕的形成中发挥关键作用［２］。故越

来越多的抗纤维化药物研究选择 ＨＳＣ作为研究观
察重点。

１９９８年Ｐｏｔｔｅｒ在活化的ＨＳＣ中发现ｌｅｐｔｉｎ的
（下转第４０页）
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伤，在后世的本草书中可以找到类

似的方法。

从马王堆医书可以看出，战

国时期的中国医学处在一种相对

质朴的状态，但已经开始了跟阴

阳学说的结合，其中也可发现五

行学说浸渍的痕迹。此前的中国

医学应该更加质朴，而今人对其

的了解几乎还是空白。但是，今

人眼中的空白并不等于历史上真

实的空白。当时的医学尽管一定

是更加质朴的，却是绝对存在的，

阴阳五行学说的影响是可能淡薄

的，甚至是阙如的。那时的中国

医学可能经历了一个相当漫长的

积累过程，更多的时候是在朦胧、

迷惘、困惑与无奈中摸索前行，其

发展的缓慢可能会超过我们今天

的想象。经过人体实验乃至付出

生命代价的治疗方法在长期积累

中越来越丰富，来自直觉和感悟

的医学知识在叠经传承后越来越

深厚，这些点状出现的知识需要

一种纽带将它们贯串起来而成为

一个系统的结构，尽管一些怎么

治疗也不见效果的疾病仍然会逼

迫人们向神灵去求助，但中国的

医学终于走到了应该总结归纳和

整理提高的阶段。有关阴阳和五

行的思想经过邹衍的整理发挥，

成为一种影响广泛的哲学学说，

并向医学整体和加速渗透。中国

医学在将阴阳五行学说作为哲学

指导和说理方法之后，取得了日

新月异的发展，出现了《黄帝内

经》这样的著作。因此，战国是阴

阳五行学说介入中国医学并使之

步入快速发展轨道的关键时期。

参考文献（略
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ｍＲＮＡ和蛋白质后，人们开始关注 ｌｅｐｔｉｎ与肝脏疾病
的关系［３］。目前国内外研究主要集中于 ｌｅｐｔｉｎ与活
化ＨＳＣ间的关系、ｌｅｐｔｉｎ对细胞因子分泌的调控机制
等方面。Ｌｅｐｔｉｎ在肝脏中的主要信号传递途径为
ＪＡＫ２ＳＴＡＴ３途径。ＪＡＫ（ｊａｎｕｓｋｉｎａｓｅ）是一类酪氨酸
激酶，当 ｌｅｐｔｉｎ与其受体结合后，激活 ＪＡＫ激酶，ＪＡＫ
酪氨酸磷酸化后与磷酸化受体结合，进一步使下游胞

浆蛋白ＳＴＡＴ磷酸化。ＳＴＡＴ磷酸化后转入核内，识别
并结合到启动子区 ｌｅｐｔｉｎ的活化序列或相关序列，调
控ｌｅｐｔｉｎ的基因转录，促进肝纤维化的形成［４］。

因此，阻断 ＨＳＣ中 ｌｅｐｔｉｎ诱导的 ＪＡＫ２ＳＴＡＴ３信
号通路，可能有望成为肝纤维化新的切入点，而中药

复方制剂具有无可厚非的综合药效学作用。保肝

宁［５－７］是由黄芪、桃仁、丹参、黄芩等组成的临床常用

经验方，具有益气健脾、疏肝活血、清热利湿的功效，

其用药结合肝脏体阴用阳、忌刚喜柔、纯用活血化瘀

易伤藏血之脏的特点，并且用于临床治疗以肝郁脾虚

血瘀为主要病机的慢性肝炎患者，疗效显著。然而通

过本实验研究，结果发现保肝宁正有抑制 ｌｅｐｔｉｎ诱导
的ＨＳＣ的增殖，并对其引起的 ＪＡＫ２ＳＴＡＴ３信号转导
通路有阻断的功能，这就为进一步阐明保肝宁抗肝纤

维化的可能机制提供了实验依据，亦说明保肝宁可能

具有多靶点、多途径而又相互关联的多功能网络效

应，同时，也为临床治疗肝纤维化提供了新的思路。
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