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　　摘　要：目的　研究ｐ３８ＭＡＰＫ对乙醛刺激的大鼠肝星状细胞（ＨＳＣ）活性及ｃｍｙｃ蛋白表达的影响，探讨影响酒精性肝纤维

化的相关机制。方法　用不同浓度的ｐ３８特异性阻断剂ＳＢ２０３５８０干预乙醛刺激的大鼠ＨＳＣ，显微镜下观察细胞形态变化，ＭＴＴ

法测定细胞增殖，流式细胞术检测细胞周期分布，ＳＡＢＣ法检测ｃｍｙｃ蛋白表达。结果　（１）乙醛刺激后的 ＨＳＣ体积增大，增殖

迅速，但随着加入ＳＢ２０３５８０的药物浓度增大，细胞增殖变缓，体积变小，变形的细胞增多。（２）ｐ３８阻断剂ＳＢ２０３５８０可抑制乙醛

刺激的 ＨＳＣ增殖，且高药物浓度组抑制效果更明显。（３）随着阻断剂浓度增高，Ｇ０ 及Ｇ１ 期细胞增加，Ｓ期细胞逐渐减少，同时ｃ

ｍｙｃ蛋白表达阳性率减少。结论　阻断ｐ３８ＭＡＰＫ通路活性能抑制乙醛刺激的大鼠 ＨＳＣ增殖，可能与下调ｃｍｙｃ蛋白表达，阻

止细胞由Ｇ０／Ｇ１ 期进入Ｓ期的ＤＮＡ合成有关。
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　　肝硬化是一种临床常见的消化系统疾病，通常由肝纤维化

（ｈｅｐａｔｉｃｆｉｂｒｏｓｉｓ，ＨＦ）发展而来。肝星状细胞（ｈｅｐａｔｉｃｓｔｅｌｌａｔｅ

ｃｅｌｌ，ＨＳＣ）的活化与增殖是 ＨＦ发生的关键环节，其中酒精性

肝纤维化发病的关键因素是乙醇在肝内的代谢物乙醛刺激

ＨＳＣ活化与增殖
［１］。促分裂素原活化蛋白激酶（ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉ

ｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅｓ，ＭＡＰＫ）信号传导通路是真核细胞内一

条重要的信号转导通路，ｐ３８ＭＡＰＫ是其４大亚族之一，其在

生理功能、病理过程及细胞增殖、分化、炎症及应激反应的调控

中起着至关重要的作用。ＳＢ２０３５８０是一种吡啶咪唑类抑制

剂，其可通过特异性抑制ｐ３８ＭＡＰＫ的活性而阻断ｐ３８ＭＡＰＫ

信号转导通路［２］。Ｃｍｙｃ是一种功能很多的可调节基因，对细

胞的增殖、凋亡、分化和周期调控［３］有关。本实验用ｐ３８ＭＡＰＫ

阻断剂ＳＢ２０３５８０处理乙醛刺激的大鼠ＨＳＣ，观察大鼠肝星状细

胞形态、增殖活性、细胞周期及ｃｍｙｃ蛋白的表达变化，进一步

探讨ｐ３８信号传导通路影响酒精性肝纤维化发生的相关机制。

１　材料与方法

１．１　主要材料和仪器　大鼠 ＨＳＣ细胞株（四川大学生物治疗

国家重点实验室）；ＳＡＢＣ免疫组化染色试剂盒（武汉博士德

生物工程有限公司），ｃｍｙｃ单克隆抗体（博士德公司进口分

装），浓缩型 ＤＡＢ试剂盒（北京中杉生物技术有限公司），

ＳＢ２０３５８０（ＮＥＢ公司），碘化丙啶（Ｓｉｇｍａ公司），Ｄｕｌｂｅｃｃｏ改良

的Ｅａｇｌｅ（ＤＭＥＭ）培养基（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司），胰蛋白酶

（Ａｍｒｅｓｃｏ公司），苏木素染料，中性树脂，乙醛和乙醇均为分析

纯。美国 ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌｔｅｒＸＬ４型流式细胞仪，ＣＯ２ 培养箱
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（Ｔｈｅｒｍｏ公司），高速离心机（Ｔｈｅｒｍｏ公司），ＭＫ３型酶标仪

（Ｔｈｅｒｍｏ公司），倒置光学荧光相差显微镜（Ｏｌｙｍｐｕｓ公司）。

１．２　方法

１．２．１　ＨＳＣ的培养　以１×１０
５／ｍＬ的细胞浓度接种于１２５

ｍＬ细胞瓶，添加适量的 ＨＥＰＥＳ、抗菌药物（１００Ｕ／ｍＬ青霉素

与１００μｇ／ｍＬ链霉素）于１０％小牛血清的ＤＭＥＭ高糖型培养

基中，温度３７℃、ＣＯ２ 浓度５％的细胞培养箱中培养，根据细

胞贴壁生长情况２～３ｄ换液１～２次，传代时间为４～５ｄ，传

代细胞前，用０．２５％胰酶加０．０２％乙二胺四乙酸（ＥＤＴＡ）进

行消化。

１．２．２　实验分组　空白对照组（Ａ组）：细胞接种后仅加入含

小牛血清１０％的ＤＭＥＭ 培养液；乙醛对照组（Ｂ组）：Ａ组基

础上加乙醛至２００μｍｏｌ／Ｌ（终浓度）；实验组：在Ｂ组基础上加

入ｐ３８特异性抑制剂ＳＢ２０３５８０，终浓度分别为５、１０、２０、３０

μｍｏｌ／Ｌ，分别为Ｃ、Ｄ、Ｅ、Ｆ组。

１．２．３　ＨＳＣ形态变化的光镜观察　培养 ＨＳＣ至对数生长

期，用０．２５％胰酶消化，低速离心，吹打后加ＤＭＥＭ培养基将

细胞浓度调整稀释为１×１０５／ｍＬ接种于６孔细胞培养板中，

每个实验组设３个平行孔，每孔中加入４ｍＬ培养液，２４ｈ换

液１次，显微镜下观察细胞长至７０％左右融合度时，将ＤＭＥＭ

培养基换成无血清培养液同步化处理２４ｈ。按以上实验分组

方法对Ａ～Ｆ组细胞分别进行干预处理并标记分组，继续放入

ＣＯ２ 培养箱中恒温培养２４ｈ，每１２小时补充乙醛１次。时间

点到达后取出６孔板，置倒置显微镜下观察。

１．２．４　噻唑蓝（ＭＴＴ）比色法测定 ＨＳＣ活性　取培养至对数

生长期的 ＨＳＣ细胞，用含１０％小牛血清的ＤＭＥＭ 培养基将

其稀释成５×１０７／Ｌ的细胞悬液，接种于９６孔细胞培养板中，

每孔细胞悬液量为２００μＬ，每个实验组设重复实验孔６个。

置于ＣＯ２ 培养箱中恒温培养，根据细胞贴壁生长情况更换培

养液，在光学显微镜下观察到细胞生长至７０％左右融合度时，

换为无血清培养基同步化处理后按上述分组方法对各实验组

进行干预处理并标记分组，放入３７℃的ＣＯ２ 培养箱中继续培

养，１２ｈ补充１次乙醛，培养２４ｈ后每孔均加入浓度为５ｇ／Ｌ

的 ＭＴＴ溶液２０μＬ，再置于ＣＯ２ 培养箱中４ｈ，用快速翻板法

小心弃去培养液，轻轻倒扣培养板于滤纸上吸去多余液体。每

孔加ＤＭＳＯ２００μＬ，放置在回旋振荡器上轻微振荡３０ｍｉｎ后

用酶标仪双波长测定其吸光度值（犗犇 值），测定波长５７０ｎｍ，

参考波长６３０ｎｍ，以消除非特异性光吸收效应，计算公式：犗犇

值＝犗犇５７０ｎｍ－犗犇６３０ｎｍ，犗犇 值大小反映细胞增殖水平高低。

细胞增殖抑制率（ＩＲ）的计算：ＩＲ＝（１－Ｔ／Ｃ）×１００％，其中Ｔ

为实验处理孔犗犇值，Ｃ为对照处理孔犗犇值。

１．２．５　流式细胞术（ＦＣＭ）分析 ＨＳＣ细胞周期　稀释 ＨＳＣ

浓度约为１×１０５／ｍＬ，接种于６孔培养板上，每组设４复孔，培

养细胞长至融合度约７０％，将培养基换成无血清ＤＭＥＭ培养

基同步化处理２４ｈ，按上述分组方法的浓度比例向实验组

（Ｃ～Ｆ组）加入含ＳＢ２０３５８０的无血清培养液预处理１ｈ，再向

Ｂ组和实验组均加入乙醛２００μｍｏｌ／Ｌ（终浓度），继续于ＣＯ２

培养箱中恒温培养，１２ｈ后补充乙醛１次，２４ｈ后取样（实验组

和Ａ组各４孔）。取样方法为：用０．２５％胰酶加０．０２％ＥＤＴＡ

消化细胞，收集至１０ｍＬ玻璃离心管，轻轻吹打使其分散成单个

细胞，用ＰＢＳ洗涤、离心２次，调节每个样品细胞数为１×１０６／

ｍＬ，用微量移液器通过３５０目尼龙网注入７０％冷乙醇中，４℃

过夜固定。测定前倒掉乙醇，用ＰＢＳ洗２次后加入５０ｍｇ／ｍＬ

ＲＮＡ酶，３７℃水浴１ｈ，冰浴终止消化，加碘化丙啶（ＰＩ）至终浓

度５００ｍｇ／ｍＬ，避光染色１ｈ后流式细胞仪分析检测。

１．２．６　链霉亲和素生物素过氧化物酶复合物技术（ＳＡＢＣ）

法测定ｃｍｙｃ蛋白的表达　按上述实验分组，将传１代的

ＨＳＣ细胞悬液稀释至浓度为１×１０６／Ｌ左右，接种于放有盖玻

片的６孔板中，制作 ＨＳＣ细胞爬片，每个实验组设３个重复

孔。２４ｈ后观察到细胞贴片生长，加培养基至每孔３ｍＬ，根据

细胞生产情况１～２ｄ换液１次，当显微镜下观察盖玻片上细

胞长至约７０％融合度时更换无血清ＤＭＥＭ 培养基同步化处

理２４ｈ，向实验组（Ｃ～Ｆ组）分别加入终浓度为５、１０、２０、３０

μｍｏｌ／ＬＳＢ２０３５８０的无血清培养液预处理１ｈ，Ｂ组和实验组

均加入２００μｍｏｌ／Ｌ的乙醛（终浓度），于ＣＯ２ 培养箱中继续培

养，１２ｈ后补充乙醛１次。２４ｈ后弃去培养基，用ＰＢＳ洗３

遍，每遍２ｍｉｎ，按ＳＡＢＣ试剂盒说明书进行操作：固定、ＰＢＳ冲

洗、孵育ｃｍｙｃ抗体、二抗孵育、ＤＡＢ显色、苏木素复染色、清

洗、脱水、透明。最后用中性树脂封片后置于显微镜下观察，有

棕黄色或棕褐色颗粒于细胞内者为蛋白表达阳性结果，每组随

机选择５个高倍视野（２００×）的细胞（细胞总数大于１０００个）

计算ｃｍｙｃ蛋白表达阳性率并取均值。

１．３　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１６．０软件采用单因素方差分析

进行统计学处理，计量资料用狓±狊表示，两组间比较采用独立

样本狋检验，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　各组 ＨＳＣ光镜下形态变化　Ａ组细胞大小生长较均匀，

胞突伸展，但细胞增殖较为缓慢、不易生长成团；Ｂ组细胞生长

大小较为一致、细胞饱满，胞体增大，胞突较多伸展较长，生长

迅速，细胞成簇成团；ＳＢ２０３５８０实验组细胞随着阻断剂浓度的

增大，细胞生长缓慢、不易成团、胞突伸展较少，胞体缩小、死细

胞增多，见图１。

２．２　 ＭＴＴ 测定 ＨＳＣ 活性变化情况 　 ＭＴＴ 实验检测

ＳＢ２０３５８０阻断Ｐ３８ＭＡＰＫ通路影响乙醛刺激的 ＨＳＣ增殖结

果见表１。乙醛刺激可刺激 ＨＳＣ细胞增殖，反映 ＨＳＣ增殖活

性的犗犇值显著增高；分别用ｐ３８阻断剂ＳＢ２０３５８０５、１０、２０

μｍｏｌ／Ｌ（终浓度）后，能明显抑制 ＨＳＣ增殖（犘＜０．０５），且随浓

度增高抑制作用越明显，当加大至可几乎完全抑制ｐ３８活性的

ＳＢ２０３５８０浓 度 （３０μｍｏｌ／Ｌ）时，抑 制 作 用 最 明 显，ＩＲ 为

４０．３％，差异有统计学意义（犘＜０．０１）。

表１　　阻断Ｐ３８信号通路对乙醛刺激的 ＨＳＣ增殖

　　　　　活性的影响（狀＝６）

组别
乙醛终浓度

（μｍｏｌ／Ｌ）

ＳＢ２０３５８终浓度

（μｍｏｌ／Ｌ）

犗犇值

（狓±狊）
ＩＲ（％）

Ａ组 ０ ０ ０．１６±０．０１ －

Ｂ组 ２００ ０ ０．５７±０．０２ ０

Ｃ组 ２００ ５ ０．４６±０．０１ａ １９．３

Ｄ组 ２００ １０ ０．４３±０．０１ａ ２４．６

Ｅ组 ２００ ２０ ０．３９±０．０１ａ ３１．６

Ｆ组 ２００ ３０ ０．３４±０．０１ｂ ４０．３

　　ａ：犘＜０．０５，与 Ａ组比较；ｂ：犘＜０．０１，与Ｂ组比较，－：表示无

数据。

２．３　ＳＢ２０３５８０对 ＨＳＣ周期分布的影响　如表２所示，乙醛

刺激ＨＳＣ后，Ｇ０／Ｇ１ 期细胞所占比例减少，Ｓ期、Ｇ２／Ｍ期细胞

比例明显增加（犘＜０．０５），细胞活性明显增加，增殖率提高（增

殖率５７．６％，犘＜０．０５）；采用不同浓度的阻断剂ＳＢ２０３５８０干
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预处理后，随着阻断剂浓度的增加，Ｇ０／Ｇ１ 期细胞所占比例逐

渐上升，Ｓ期细胞所占比例逐渐减少（犘＜０．０５），Ｇ２／Ｍ期细胞

变化不明显，细胞增殖率逐渐降低（犘＜０．０５）。提示ＳＢ２０３５８０

可抑制乙醛刺激的 ＨＳＣ增殖，阻滞细胞由 Ｇ０／Ｇ１ 期进入Ｓ

期，而对Ｇ２／Ｍ 期细胞的影响比较差异无统计学意义（犘＞

０．０５）。

　　Ａ：Ａ组；Ｂ：Ｂ组；Ｃ：Ｃ组；Ｄ：Ｄ组；Ｅ：Ｅ组；Ｆ：Ｆ组。

图１　　各组 ＨＳＣ细胞光镜下形态（×１００）

表２　　ＳＢ２０３５８０对乙醛刺激的 ＨＳＣ周期的影响（狓±狊，狀＝４）

组别
ＳＢ２０３５８０＋乙醛

（μｍｏｌ／Ｌ）

细胞周期分布率（％）

Ｇ０／Ｇ１ Ｓ Ｇ２／Ｍ
增殖率（％）

Ａ组 ０＋０ ６９．８±２．５ ２１．６±１．５ ７．９±１．７ ３０．１±２．１

Ｂ组 ０＋２００ ４２．３±１．３ａ ４５．１±２．２ａ １３．３±１．１ａ ５７．６±１．９ａ

Ｃ组 ５＋２００ ４９．８±２．６ａｂ ３９．２±１．８ａｂ １１．５±１．５ａ ５０．３±２．５ａｂ

Ｄ组 １０＋２００ ５８．３±３．４ａｂ ３６．１±１．２ａｂ ９．８±０．９ ４５．８±２．８ａｂ

Ｅ组 ２０＋２００ ６２．２±２．９ａｂ ３０．９±２．０ａｂ ６．７±１．１ ３７．８±３．２ａｂ

Ｆ组 ３０＋２００ ６７．３±２．７ａｂ ２７．４±３．１ａｂ ６．２±１．５ ３３．７±３．９ｂ

　　ａ：犘＜０．０５，与Ａ组比较；ｂ：犘＜０．０５，与Ｂ组比较。

２．４　ＨＳＣ中ｃｍｙｃ蛋白阳性表达率　如表３所示，Ｂ组的

ＨＳＣｓ中ｃｍｙｃ蛋白阳性表达率较 Ａ组显著增加（犘＜０．０５），

当分别加入不同浓度ＳＢ２０３５８０后，随着ＳＢ２０３５８０浓度增加，

ｃｍｙｃ阳性表达率逐渐降低，与Ｂ组比较，差异有统计学意义

（犘＜０．０５）。

表３　　阻断Ｐ３８信号通路影响乙醛刺激的 ＨＳＣ中

　　　　　ｃｍｙｃ表达（狀＝３）

组别
乙醛终浓度

（μｍｏｌ／Ｌ）

ＳＢ２０３５８终浓度

（μｍｏｌ／Ｌ）

ｃｍｙｃ阳性表达率

（狓±狊，％）

Ａ组 ０ ０ ７．４±０．５

Ｂ组 ２００ ０ １９．６±１．２ａ

Ｃ组 ２００ ５ １４．３±１．２ａｂ

Ｄ组 ２００ １０ ９．７±１．１ｂ

Ｅ组 ２００ ２０ ６．１±０．６ａｂ

Ｆ组 ２００ ３０ ４．３±０．５ａｂ

　　ａ：犘＜０．０５，与Ａ组比较；ｂ：犘＜０．０５，与Ｂ组比较。

３　讨　　论

在各种致纤维化的损伤下，ＨＳＣｓ从富含维生素Ａ的静息

细胞表型转变为具有增殖、分化性的肌成纤维表型［４］。伴随着

ＨＳＣｓ的激活，大量信号通路被激活，这可以维持 ＨＳＣｓ的活

化表型及其细胞的增殖、分泌活性［５］。近年来细胞因子及其信

号传导通路在 ＨＦ形成中的作用受到关注。ＭＡＰＫ（包括

ＥＲＫ、ＪＮＫ、Ｐ３８）是真核细胞内一条重要的信号转导系统，该

转导通路介导了细胞内的多种生物学反应，作为 ＭＡＰＫ信号

通路重要的亚族，ｐ３８ＭＡＰＫ在炎症发生、应激反应、细胞周期

和生长、凋亡等多种生理和病理过程中发挥了重要作用［６７］。

ｐ３８ＭＡＰＫ广泛分布在细胞胞质中，它的生化结构是具有丝氨

酸和酪氨酸双重磷酸化能力的蛋白激酶，由其介导的信号转导

途径可以被多种因子和环境应激反应激活，是细胞外生物信号

引起 细 胞 内 生 物 化 学 反 应 的 通 道 之 一［８］。激 活 后 的

ｐ３８ＭＡＰＫ可以通过磷酸化来激活下游分子，包括核转录因子

和胞 浆 蛋 白，从 而 调 节 细 胞 的 基 因 转 录 和 细 胞 生 长。

ＳＢ２０３５８０是一种吡啶异咪哒唑化合物，能够特异性抑制

ｐ３８ＭＡＰＫ通路，其机理为作用于ｐ３８与 ＡＴＰ结合活性位点

Ｔｈｒ１０６，使两者不能结合，从而失去激酶的活性
［９］。本实验结

果显示，用ＳＢ２０３５８０阻断ｐ３８通路活性后，ＨＳＣ增殖活性被

抑制，生长变缓，体积变小，且高浓度ＳＢ２０３５８０组较低浓度组

抑制率增加明显。
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Ｃｍｙｃ作为重要的转录调节因子，其表达产物是调控细胞

增殖过程中基因转录的反式作用因子，参与细胞内多种信号传

递和基因表达的启动，是细胞增殖中信号传导的必须调节因

子，其基因内含多个转录因子的结合位点，同时细胞内多种信

号通路也对其进行调控［１０１１］。影响细胞增殖是ｃｍｙｃ的主要

生物学功能，同时它也与细胞生长、分化、增殖、凋亡、周期调控

关联密切，其调节方向取决于外界信号对细胞的刺激以及细胞

所处的周围生理环境［１２１３］。ｃｍｙｃ可影响细胞周期，减少 Ｇ０／

Ｇ１ 期细胞数量，促进更多细胞进入Ｓ期，使静息细胞进入分裂

周期，因此，降低ｃｍｙｃ基因的表达可引起细胞周期阻滞
［３］。

猜测阻断ｐ３８ＭＡＰＫ信号通路引起的 ＨＳＣＳ增殖受抑制与ｃ

ｍｙｃ因子作用于 ＨＳＣ周期调控有关。为证实以上猜测，我们

进一步检测了 ＨＳＣＳ周期分布以及ｃｍｙｃ基因的表达阳性率。

结果表明，ＳＢ２０３５８０阻断ｐ３８信号通路能使 ＨＳＣ细胞的增殖

活性受到抑制，同时处于周期Ｇ０／Ｇ１ 期的细胞所占比例上升，

Ｓ期的细胞所占比例下降，而且ｃｍｙｃ基因表达阳性的细胞减

少。提示阻断ｐ３８ＭＡＰＫ信号通路能使大鼠 ＨＳＣ的增殖活性

降低，其作用机制可能与引起 ＨＳＣ中ｃｍｙｃ基因表达的下调

以及减少细胞由Ｇ０／Ｇ１ 期进入Ｓ期的ＤＮＡ合成有关。

通过抑制 ＨＳＣ的活性，能减少其细胞外基质分泌，阻止以

及逆转肝纤维化的发生。本实验初步研究了ｐ３８ＭＡＰＫ信号

通路影响 ＨＳＣ活性的相关机制，证实了ｃｍｙｃ因子在其中发

挥的调控作用。结果对进一步阐明肝纤维化发生的信号机制，

寻找防治肝纤维化的可能途径以及抗肝纤维化新药的开发均

有重要意义。
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