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　　细胞外基质（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘ，ＥＣＭ）的过量沉积是

形成肝纤维化的主要病理基础，ＥＣＭ成分复杂，主要含胶原

蛋白、结构糖蛋白、多糖类物质等。在胶原蛋白中，Ⅰ、Ⅲ型

胶原是纤维化肝脏的主要成分，蛋白多糖中透明质酸（ｈｙａｌｕ

ｒｏｎｉｃａｃｉｄ，ＨＡ）是肝纤维化中研究较多的大分子物质之一，

在肝纤维化致病过程中的作用已得到广泛认同［１］。促肝细

胞生长素（ｐＨＧＦ）是从乳猪肝中提取的活性物质，临床已用

于治疗肝病多年［２］。本实验拟以Ⅰ型胶原（ｃｏｌｌａｇｅｎⅠ，Ｃｏｌ

Ⅰ）和 ＨＡ为代表探讨ｐＨＧＦ对人皮肤成纤维细胞（ＨＳＦ）、

大鼠肝星状细胞 ＨＳＣＴ６产生ＥＣＭ的影响。

１　材料和方法

１．１　主要材料及试剂　大鼠肝星状细胞 ＨＣＳＴ６从德国亚

琛ＲＷＴＨ大学医院中心实验室引进。ｐＨＧＨ 购自广州阳

江制药厂，２０ｍｇ／支，批号２００５．６，ＤＭＥＭ培养基购自Ｇｉｂｃｏ
公司，小牛血清（ＦＣＳ）购自 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司，胰蛋白酶、ＤＭＳＯ
均购自Ａｍｅｒｓｃｏ公司。

１．２　细胞培养　ＨＳＦ细胞取自一３岁幼儿因烧伤后瘢痕形

成而手术切除的皮肤组织。按常规组织贴块法，在５％ＣＯ２、

９０％湿度培养箱中培养。培养液ＲＰＭＩ１６４０中含１０％ＦＣＳ、

１００Ｕ／ｍｌ青霉素、１００μｇ／ｍｌ链霉素。培养细胞均贴壁生

长，细胞密度为（０．１～１）×１０５／ｍｌ，每２～３ｄ传代１次。取

第３～８代细胞用于实验。

　　ＨＣＳＴ６细胞采用含胰岛素及谷氨酰胺的ＤＭＥＭ 培养

基，加１０％ＦＣＳ、１００Ｕ／ｍｌ青霉素、１００μｇ／ｍｌ链霉素。取生

长状态良好的细胞用于实验。

１．３　药物处理　接种培养细胞２４ｈ后，加药处理。ｐＨＧＦ
浓度分别为２００、４００μｇ／ｍｌ，继续培养２４ｈ，并取细胞上清

液，－２０℃保存，待检。每组浓度设３个复孔，实验重复２
次，设未加药组为对照。

１．４　ＣｏｌⅠ、ＨＡ水平检测　分别采用芬兰Ｏｒｉｏｎ公司提供

的１２５Ｉ标记ＰＩＣＰ放免分析试剂盒、上海海军医学研究所提

供的１２５Ｉ标记 ＨＡ放免分析试剂盒检测细胞上清液中ＣｏｌⅠ
和 ＨＡ 水平，严格按操作说明进行，结果均以 ｎｇ／ｍｌ表

示。　　　　　　
１．５　统计学处理　数据以珚ｘ±ｓ表示，采用ＳＰＳＳ１０．０统计

软件进行方差分析和ｔ检验。

２　结　果

２．１　ｐＨＧＦ对 ＨＳＦ细胞产生ＥＣＭ 的影响　ｐＨＧＦ在２００

μｇ／ｍｌ、４００μｇ／ｍｌ浓度下，对ＨＳＦ细胞产生ＨＡ均具有明显

的抑制作用，ＨＡ浓度分别为（６０７．８０±９２．３３）、（３４９．８０±

３３．４９）ｎｇ／ｍｌ，与对照组的（７５８．５０±４９．３２）ｎｇ／ｍｌ相比，差

异非常显著（Ｐ＜０．０１）；ｐＨＧＦ在２００μｇ／ｍｌ浓度下对 ＨＳＦ
细胞产生ＣｏｌⅠ的抑制作用不明显，ＣｏｌⅠ浓度为（７０．９７±

７．５２）ｎｇ／ｍｌ，当浓度增加至４００μｇ／ｍｌ时，抑制ＣｏｌⅠ产生的

作用明显，ＣｏｌⅠ浓度为（３５．５０±２．６０）ｎｇ／ｍｌ，与对照组的

（９０．５６±５６．８４）ｎｇ／ｍｌ比较差异显著（Ｐ＜０．０５）。

２．２　ｐＨＧＦ对大鼠 ＨＳＣＴ６细胞产生ＥＣＭ的影响　ｐＨＧＦ
在２００μｇ／ｍｌ浓度下对 ＨＳＣＴ６细胞产生 ＨＡ的抑制作用

不明显，ＨＡ浓度为（１７７．００±２１．６５）ｎｇ／ｍｌ，与对照组的

（２０６．３３±４２．０９）ｎｇ／ｍｌ比较，无明显差异，当增加浓度至

４００μｇ／ｍｌ时对 ＨＡ产生的抑制作用明显增加，ＨＡ浓度为

（１４８．１７±２７．７６）ｎｇ／ｍｌ，与对照组比较差异显著（Ｐ＜
０．０５）。因检测试剂的种属特异性，ＨＳＣＴ６细胞上清未检出

ＣｏｌⅠ。

３　讨　论

　　ＥＣＭ的过量沉积是肝纤维化形成的前提和基础。血清

学检测纤维化指标仍是较为常用的，其中有 ＨＡ、ＰＣⅢ、Ｃｏｌ

Ⅰ、ＣｏｌⅣ、ＬＮ、ＴＧＦβ１等
［３］。ｐＨＧＦ是从乳猪肝中提取的混

合多肽类活性物质，相对分子质量为１００００～７００００不等，

国内已经应用于肝病治疗。其制取源自ＬａＢｒｅｃｑｕｅ［４］从乳鼠

和再生肝中提取“肝细胞刺激因子（ｈｅｐａｔｉｃｓｔｉｍｕｌａｔｏｒｓｕｂ

ｓｔａｎｃｅ，ＨＳＳ）”的方法。已有报道其对体外培养的成纤维细

胞及大鼠肝星状细胞 ＨＳＣＴ６有增殖抑制作用，对ＣｏｌⅠ基

因启动子活性也具有负性调控作用。

　　肝纤维化形成过程中ＥＣＭ在Ｄｉｓｓｅ间隙内的沉积是一

个复杂的动态过程，最终引起肝脏结构及肝细胞功能的改

变。胶原蛋白、结构糖蛋白、糖胺多糖、弹性蛋白是ＥＣＭ 的

主要成分。胶原蛋白存在于人体的各种组织结构中，Ⅰ、Ⅲ
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型胶原在正常肝脏中含量相近，各占约３３％，当发生肝纤维

化或肝硬化时，Ⅰ型胶原明显增多，约占硬化肝的６０％。在

纤维化大鼠肝脏中，Ⅰ、Ⅲ型胶原除分布于血管壁，胆管壁

外，还分布于从汇管区向肝实质内伸展的纤维隔，参与假小

叶形成。ＨＡ是ＥＣＭ中最重要的糖胺多糖，ＨＡ广泛分布

于细胞外间隙，主要由间质细胞合成，肝纤维化时，肝星状细

胞合成 ＨＡ水平大大升高，ＨＡ是目前肝纤维化诊断中较为

常用的实验指标［５］。

　　本实验以 ＨＳＦ细胞及大鼠肝星状细胞为体外细胞模

型，分析ｐＨＧＦ对其产生ＥＣＭ（ＣｏｌⅠ、ＨＡ）的影响。实验观

察到ｐＨＧＦ在不同浓度下对 ＨＳＦ、ＨＳＣＴ６两种体外细胞株

产生ＥＣＭ（ＣｏｌⅠ、ＨＡ）均具有不同程度的抑制作用（因检测

试剂的种属特异性，ＨＳＣＴ６细胞上清液中未检出ＣｏｌⅠ）。

从以往报道［６］及本实验中了解到ｐＨＧＦ不仅可以抑制 ＨＳＦ
和 ＨＳＣＴ６的细胞增殖，而且对细胞产生ＥＣＭ 也存在抑制

作用。这种抑制调控的机制与已有报道ｐＨＧＦ在启动转录

水平上对人α１（Ⅰ）前胶原基因具有负性调控作用是一致的。

推测ｐＨＧＦ可以通过降低胶原基因启动子的活性，减少ｍＲ

ＮＡ的转录、从而降低胶原蛋白的合成。
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