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熊果酸对活化型肝星状细胞ＮＡＤＰＨ氧化酶亚基ｐ４７Ｐｈｏｘ表达及ＥＲＫ１／２
信号通路活化的影响
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　　［摘要］　目的　研究熊果酸（ｕｒｓｏｌｉｃａｃｉｄ，ＵＡ）对瘦素诱导的大鼠肝星状细胞（ＨＳＣＴ６）ＮＡＤＰＨ 氧化酶（ＮＯＸ）亚基

ｐ４７Ｐｈｏｘ表达及ＥＲＫ１／２信号通路活化的影响，并观察Ⅰ型胶原合成及细胞增殖情况。方法　将培养激活的 ＨＳＣＴ６细胞株
分为６组：正常对照组，不加任何药物；瘦素组，给予重组大鼠瘦素（１００ｎｇ／ｍｌ）刺激细胞；各干预组分别给予ＵＡ（５０μｍｏｌ／Ｌ）、

ＪＡＫ抑制剂ＡＧ４９０（５０μｍｏｌ／Ｌ）、ＮＯＸ抑制剂ＤＰＩ（２０μｍｏｌ／Ｌ）、ＥＲＫ抑制剂ＰＤ９８０５９（３０μｍｏｌ／Ｌ）预处理３０ｍｉｎ，再加入瘦

素刺激不同时间。采用蛋白质印迹分析检测细胞膜移位的ｐ４７Ｐｈｏｘ蛋白、细胞总ｐ４７Ｐｈｏｘ蛋白和磷酸化的ＥＲＫ１／２（ｐＥＲＫ１／２）蛋

白表达；采用ＲＴＰＣＲ法检测Ⅰ型胶原ｍＲＮＡ的表达；采用 ＭＴＴ法检测细胞增殖。结果　瘦素刺激 ＨＳＣＴ６细胞３０ｍｉｎ
后细胞膜ｐ４７Ｐｈｏｘ蛋白表达较正常对照组增高（Ｐ＜０．０１），细胞内ｐＥＲＫ１／２蛋白表达也随之增高（Ｐ＜０．０５）；ＵＡ、ＡＧ４９０、

ＤＰＩ、ＰＤ９８０５９干预后抑制了ｐ４７Ｐｈｏｘ蛋白向细胞膜移位以及细胞内ＥＲＫ１／２蛋白磷酸化。瘦素刺激 ＨＳＣＴ６细胞１２ｈ后Ⅰ型

胶原的ｍＲＮＡ表达较正常对照组升高（Ｐ＜０．０１），ＵＡ、ＡＧ４９０、ＤＰＩ及ＰＤ９８０５９干预组Ⅰ型胶原ｍＲＮＡ的表达均低于瘦素组

（Ｐ均＜０．０１）。瘦素刺激 ＨＳＣＴ６细胞１２、２４、４８ｈ后细胞增殖率高于正常对照组（Ｐ 均＜０．０１）；ＵＡ、ＡＧ４９０、ＤＰＩ及

ＰＤ９８０５９干预不同时间点的细胞增殖率均低于瘦素组（Ｐ 均＜０．０１），ＵＡ 的抑制细胞增殖作用弱于 ＤＰＩ（Ｐ＜０．０１）。

结论　ＵＡ能抑制瘦素诱导的 ＨＳＣＴ６细胞增殖及Ⅰ型胶原表达，机制可能与抑制 ＮＯＸ亚基ｐ４７Ｐｈｏｘ向细胞膜移位及下游信
号通路ＥＲＫ１／２的激活有关。

　　［关键词］　熊果酸；肝星状细胞；ＮＡＤＰＨ氧化酶；细胞外信号调节激酶类；细胞增殖
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第６期．张新华，等．熊果酸对活化型肝星状细胞ＮＡＤＰＨ氧化酶亚基ｐ４７Ｐｈｏｘ表达及ＥＲＫ１／２信号通路活化的影响 ·５９１　　 ·
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［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１２，３３（６）：５９０５９４］

　　近年来研究发现，ＮＡＤＰＨ 氧化酶（ＮＡＤＰＨ
ｏｘｉｄａｓｅ，ＮＯＸ）在肝纤维化发病中起着重要作
用［１２］，它通过产生活性氧（ＲＯＳ）介导肝星状细胞
（ｈｅｐａｔｉｃｓｔｅｌｌａｔｅｃｅｌｌ，ＨＳＣ）内的信号转导，成为抗肝
纤维化的新靶点［３４］。熊果酸（ｕｒｓｏｌｉｃａｃｉｄ，ＵＡ）是
一种中药植物中提取的单体成分，具有抗肿瘤、抗氧
化、护肝等药理学作用［５］。本课题组前期研究发现

ＵＡ能选择性诱导活化型 ＨＳＣ凋亡、抑制其增殖，
同时不会诱导肝细胞凋亡［６］。体内实验显示 ＵＡ能
阻断氧化应激和脂质过氧化、抑制 ＨＳＣ的激活、减
轻肝细胞坏死和纤维组织增生，抗肝纤维化效果优
于秋水仙碱［７８］。进一步研究发现 ＵＡ能抑制瘦素
诱导 ＨＳＣ的ＮＯＸ活性及ＲＯＳ产生，推测ＮＯＸ可
能是ＵＡ抗肝纤维化的作用靶点［９］。本实验在前期
研究的基础上，探索ＵＡ对ＮＯＸ亚基ｐ４７Ｐｈｏｘ蛋白膜
移位及下游信号通路ＥＲＫ１／２激活的影响，以进一
步阐明ＵＡ抗肝纤维化的作用靶点及分子机制。

１　材料和方法

１．１　 实验动物与试剂 　 大鼠肝星状细胞株
（ＨＳＣＴ６）由上海中医药大学肝病研究所提供。重
组大鼠瘦素购自美国ＰｅｐｒｏＴｅｃｈ公司，ＵＡ、ＪＡＫ抑
制剂ＡＧ４９０、ＮＯＸ抑制剂ＤＰＩ及蛋白酶抑制剂均
购自ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司，ＥＲＫ抑制剂ＰＤ９８０５９购
自美国Ｐｒｏｍｅｇａ公司，ＤＭＥＭ 培养液 （高糖）购自
美国Ｇｉｂｃｏ公司，胎牛血清购自杭州四季青生物工
程材料有限公司，ｐＥＲＫ１／２购自美国 ＣｅｌｌＳｉｇｎａ
ｌｉｎｇ公司，ｐ４７Ｐｈｏｘ购自美国Ｂｉｏｗｏｒｌｄ公司，βａｃｔｉｎ抗
体及辣根过氧化物酶标记山羊抗小鼠ＩｇＧ均购自北
京中杉金桥生物技术有限公司，膜蛋白提取试剂盒
及ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒购自碧云天生物技术
研究所，超敏发光液购自Ｔｈｅｒｍｏ公司，ＭＭＬＶ反
转录酶购自美国 Ｐｒｏｍｅｇａ公司，ＴＲＩｚｏｌ、ｄＮＴＰ、

Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）１５、ＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ等试剂购自北京
天根生化科技有限公司。Ⅰ型胶原引物及βａｃｔｉｎ
引物由上海捷瑞生物工程有限公司合成。

１．２　溶液配制　瘦素用超纯水溶解，ＵＡ、ＡＧ４９０、

ＤＰＩ及 ＰＤ９８０５９ 用 二 甲 亚 砜 溶 解，贮 存 液 均

于－２０℃保存，使用前加入含 ２％ 胎 牛 血 清 的

ＤＭＥＭ培养液稀释，其浓度分别为瘦素１００ｎｇ／ｍｌ、

ＵＡ５０μｍｏｌ／Ｌ、ＡＧ４９０５０μｍｏｌ／Ｌ、ＤＰＩ２０μｍｏｌ／

Ｌ、ＰＤ９８０５９３０μｍｏｌ／Ｌ，用０．２２μｍ滤膜过滤除菌，
临用前配制并于４℃保存，１周内使用。

１．３　细胞培养与分组　ＨＳＣＴ６细胞用含１０％胎
牛血清的ＤＭＥＭ 培养液在３７℃、５％ＣＯ２及饱和湿
度条件下的培养箱中进行培养，待细胞铺满培养瓶
底部７０％，吸弃原培养液，分别加入含不同浓度的药
物溶液孵育细胞。实验分６组：正常对照组，仅加入
含２％胎牛血清的ＤＭＥＭ；瘦素组，给予重组大鼠瘦
素刺激；ＵＡ干预组、ＡＧ４９０干预组、ＤＰＩ干预组和

ＰＤ９８０５９ 干 预 组 分 别 给 予 ＵＡ、ＡＧ４９０、ＤＰＩ、

ＰＤ９８０５９预处理３０ｍｉｎ，再分别加入瘦素刺激不同
时间。

１．４　 蛋白质印迹分析检测细胞膜ｐ４７Ｐｈｏｘ蛋白、细

胞总ｐ４７Ｐｈｏｘ蛋白及ｐＥＲＫ１／２蛋白的表达　药物作
用 ＨＳＣＴ６细胞３０ｍｉｎ后按膜蛋白提取试剂盒说
明书提取ｐ４７Ｐｈｏｘ蛋白，细胞总ｐ４７Ｐｈｏｘ蛋白使用ＲＩＰＡ
裂解液（含蛋白酶抑制剂、磷酸酶抑制剂）提取，ＢＣＡ
法进行蛋白含量测定。配制１０％的分离胶和５％积
层胶。蛋白样品加入ＳＤＳ上样缓冲液，１００℃变性５
ｍｉｎ。聚丙烯酰胺凝胶电泳分离蛋白后将蛋白转移
至硝酸纤维素膜（ＮＣ膜）上，用５％的脱脂牛奶封闭

１ｈ，ＮＣ 膜与稀释成１１０００的一抗（ｐ４７Ｐｈｏｘ、

ｐＥＲＫ１／２或βａｃｔｉｎ）４℃孵育过夜；洗膜后将ＮＣ膜
置入１１００００的二抗中孵育４～５ｈ；洗膜后，采用
化学发光液显影，使用凝胶图像成像系统和Ｑｕａｌｉｔｙ
Ｏｎｅ软 件 进 行 扫 描 分 析，以 目 的 蛋 白 ｐ４７Ｐｈｏｘ、

ｐＥＲＫ１／２与相应的βａｃｔｉｎ蛋白灰度值比作为蛋白
的相对表达量。实验重复６次取均值。

１．５　ＲＴＰＣＲ检测Ⅰ型胶原 ｍＲＮＡ的表达　培养
瓶中的各组细胞进行不同的药物处理１２ｈ后，按

ＴＲＩｚｏｌ试 剂 说 明 书 提 取 总 ＲＮＡ，并 反 转 录 成

ｃＤＮＡ。大鼠 Ⅰ 型胶原和 βａｃｔｉｎ 引物序列采用

ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０软件设计，并由上海捷瑞生物工
程有限公司合成。Ⅰ型胶原引物序列：正义５′ＧＧＧ
ＧＣＡＡＧＡＣＡＧ ＴＣＡ ＴＣＧ ＡＡ３′，反义５′ＧＧＡ
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ＴＧＧＡＧＧＧＡＧＴＴＴＡＣＡＣＧＡＡ３′；目的基因长
度１４４ｂｐ。βａｃｔｉｎ引物序列：正义５′ＴＣＡ ＧＧＴ
ＣＡＴＣＡＣ ＴＡＴ ＣＧＧ ＣＡＡ Ｔ３′，反义 ５′ＡＡＡ
ＧＡＡＡＧＧＧＴＧＴＡＡＡＡＣＧＣＡ３′；目的基因长
度４３２ｂｐ。ＰＣＲ反应条件：９５℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变
性３０ｓ；Ⅰ型胶原５５℃和βａｃｔｉｎ５４℃ 各退火３０ｓ；

７２℃延伸１ｍｉｎ；７２℃终末延伸７ｍｉｎ；４℃保存１０
ｍｉｎ。将ＰＣＲ扩增产物进行琼脂糖凝胶电泳，用凝胶
图像分析系统进行摄像和灰度值扫描并作相对量分

析，以每组所测的Ⅰ型胶原ｍＲＮＡ灰度值与相对应的

βａｃｔｉｎｍＲＮＡ灰度值的比值作为 ｍＲＮＡ相对表达
量。实验重复６次。

１．６　ＭＴＴ法检测细胞增殖　待 ＨＳＣＴ６细胞生长
融合成单层后，用０．２５％胰蛋白酶消化。计数细胞并
接种至９６孔板内，细胞密度约为每孔５０００个，培养
至细胞生长约占６０％左右。按分组加药，每组另设６
个复孔，分别培养１２、２４、４８ｈ；每孔加入无菌 ＭＴＴ
（５ｍｇ／ｍｌ）溶液２０μｌ，继续放入培养箱中孵育４ｈ后
终止培养，每孔加入１５０μｌ的二甲亚砜振荡１０ｍｉｎ；
在美国Ｂｉｏｒａｄ５５０型酶标仪上选择４９０ｎｍ波长检测
各孔的光密度（Ｄ）值，计算细胞增殖率。细胞增殖
率（％）＝实验组Ｄ值／正常对照组Ｄ值×１００％。

１．７　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计
学分析，数据以珚ｘ±ｓ表示，总体若服从正态性分布，
采用方差齐性行单因素方差分析和ＳＮＫｑ检验；总
体若不服从正态性分布或方差不齐，采用秩和检验
（包括 ＫｒｕｓｋａｌＷａｌｌｉｓＨ 和 Ｎｅｍｅｎｙｉ法）。检验水
平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　ＵＡ对瘦素诱导的 ＨＳＣＴ６细胞 ＮＯＸ亚基

ｐ４７Ｐｈｏｘ蛋白膜移位的影响　蛋白质印迹分析检测结

果（图１）显示，瘦素刺激 ＨＳＣＴ６细胞３０ｍｉｎ，细胞

膜ｐ４７Ｐｈｏｘ蛋白表达较正常对照组升高（Ｐ＜０．０１）；

ＵＡ干预后的细胞膜ｐ４７Ｐｈｏｘ蛋白表达低于瘦素组

（Ｐ＜０．０１），而与正常对照组相比差异无统计学意

义；ＡＧ４９０干预组、ＤＰＩ干预组、ＰＤ９８０５９干预组的

细胞膜ｐ４７Ｐｈｏｘ蛋白表达均低于瘦素组（Ｐ＜０．０５，

Ｐ＜０．０１）。各组细胞总ｐ４７Ｐｈｏｘ蛋白表达差异无统计

学意义。结果表明，瘦素可能通过ＪＡＫ信号通路使

ＮＯＸ亚基ｐ４７Ｐｈｏｘ蛋白活化并向细胞膜移位，ＵＡ干

预能抑制瘦素诱导的ｐ４７Ｐｈｏｘ膜移位，从而抑制ＮＯＸ
激活。

２．２　ＵＡ对瘦素诱导的 ＨＳＣＴ６细胞ＥＲＫ１／２蛋白
磷酸化的影响　蛋白质印迹分析结果（图２）显示，瘦

素刺激ＨＳＣＴ６细胞３０ｍｉｎ后，细胞内ｐＥＲＫ１／２的
表达较正常对照组升高（Ｐ＜０．０５）；ＵＡ 干预后

ｐＥＲＫ１／２的表达低于瘦素组（Ｐ＜０．０１），与正常对照
组相比差异无统计学意义；ＡＧ４９０、ＤＰＩ及ＰＤ９８０５９干
预组ｐＥＲＫ１／２的表达均低于瘦素组（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜
０．０１），ＵＡ与其他干预组间比较差异无统计学意义。
结果表明，瘦素可能通过ＪＡＫＮＯＸ促进ＥＲＫ的磷酸
化，ＵＡ能抑制瘦素介导的ＥＲＫ１／２的磷酸化。

图１　各组ＨＳＣＴ６细胞膜ｐ４７Ｐｈｏｘ蛋白和

细胞总ｐ４７Ｐｈｏｘ蛋白的表达

Ｆｉｇ１　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐ４７Ｐｈｏｘｍｅｍｂｒａｎｅｐｒｏｔｅｉｎａｎｄｔｏｔａｌ

ｃｅｌｌｕｌａｒｐ４７ＰｈｏｘｐｒｏｔｅｉｎｉｎＨＳＣＴ６ｃｅｌｌｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ
Ｌ：Ｌｅｐｔｉｎ；ＵＡ：Ｕｒｓｏｌｉｃａｃｉｄ；ＰＤ：ＰＤ９８０５９．Ｐ＜０．０１ｖｓｎｏｒｍａｌ

ｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５，△△Ｐ＜０．０１ｖｓｌｅｐｔｉｎｇｒｏｕｐ；ｎ＝６，珚ｘ±ｓ

２．３　ＵＡ 对瘦素诱导的 ＨＳＣＴ６细胞Ⅰ型胶原

ｍＲＮＡ表达的影响　ＲＴＰＣＲ结果（图３）显示，瘦

素刺激 ＨＳＣＴ６细胞１２ｈ后Ⅰ型胶原 ｍＲＮＡ表达

较正常对照组升高（Ｐ＜０．０１）；ＵＡ干预后Ⅰ型胶原

ｍＲＮＡ表达低于瘦素组（Ｐ＜０．０１），与正常对照组

相比差异无统计学意义。ＡＧ４９０、ＤＰＩ及ＰＤ９８０５９
干预后Ⅰ型胶原 ｍＲＮＡ 表达均低于瘦素组（Ｐ＜
０．０１）。结果表明，瘦素诱导 ＨＳＣＴ６细胞Ⅰ型胶原

ｍＲＮＡ表达，ＵＡ能抑制瘦素诱导的 ＨＳＣＴ６细胞

Ⅰ型胶原ｍＲＮＡ的表达。

２．４　ＵＡ 对瘦素诱导的 ＨＳＣＴ６细胞增殖的影
响　ＭＴＴ实验结果（图４）显示，瘦素刺激 ＨＳＣＴ６
细胞１２、２４、４８ｈ后细胞增殖率较正常对照组升高
（Ｐ均＜０．０１），ＵＡ干预后相应时间点的细胞增殖率
均低于瘦素组 （Ｐ 均 ＜０．０１）；ＡＧ４９０、ＤＰＩ及
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ＰＤ９８０５９干预组相应时间点的细胞增殖率也低于瘦
素组（Ｐ均＜０．０１），其中ＤＰＩ抑制细胞增殖的作用
强于ＵＡ（Ｐ＜０．０１）。

图２　各组ＨＳＣＴ６细胞ｐＥＲＫ１／２蛋白的表达

Ｆｉｇ２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐＥＲＫ１／２ｐｒｏｔｅｉｎ

ｉｎＨＳＣＴ６ｃｅｌｌｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ
Ｌ：Ｌｅｐｔｉｎ；ＵＡ：Ｕｒｓｏｌｉｃａｃｉｄ；ＰＤ：ＰＤ９８０５９．Ｐ＜０．０５ｖｓｎｏｒｍａｌ

ｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５，△△Ｐ＜０．０１ｖｓｌｅｐｔｉｎｇｒｏｕｐ；ｎ＝６，珚ｘ±ｓ

图３　各组ＨＳＣＴ６细胞Ⅰ型胶原ｍＲＮＡ的表达

Ｆｉｇ３　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｃｏｌｌａｇｅｎⅠｉｎＨＳＣＴ６ｃｅｌｌｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ
Ｌ：Ｌｅｐｔｉｎ；ＵＡ：Ｕｒｓｏｌｉｃａｃｉｄ；ＰＤ：ＰＤ９８０５９．Ｐ＜０．０１ｖｓｎｏｒｍａｌ

ｇｒｏｕｐ；△△Ｐ＜０．０１ｖｓｌｅｐｔｉｎｇｒｏｕｐ；ｎ＝６，珚ｘ±ｓ

图４　各组瘦素诱导的ＨＳＣＴ６细胞增殖率的变化

Ｆｉｇ４　Ｃｈａｎｇｅｏｆｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｒａｔｅｏｆ

ｌｅｐｔｉｎｉｎｄｕｃｅｄＨＳＣＴ６ｃｅｌｌｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ
Ｌ：Ｌｅｐｔｉｎ；ＵＡ：Ｕｒｓｏｌｉｃａｃｉｄ；ＰＤ：ＰＤ９８０５９．Ｐ＜０．０１ｖｓｎｏｒｍａｌ

ｇｒｏｕｐ；△△Ｐ＜０．０１ｖｓｌｅｐｔｉｎｇｒｏｕｐ；▲▲Ｐ＜０．０１ｖｓＵＡ （Ｌ＋ＵＡ）

ｇｒｏｕｐ；ｎ＝６，珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　ＮＯＸ是由６个亚基构成的多蛋白复合体，经典
的ＮＯＸ由细胞膜上的 ＮＯＸ２（又称为ｇｐ９１Ｐｈｏｘ）、

ｐ２２Ｐｈｏｘ和位于细胞质的ｐ４７Ｐｈｏｘ、ｐ４０Ｐｈｏｘ、ｐ６７Ｐｈｏｘ、小Ｇ
蛋白Ｒａｃ组成，在受到刺激活化时，ｐ４７Ｐｈｏｘ和其他胞
质的亚基向细胞膜移位，与催化亚基 ＮＯＸ２和调节
亚基ｐ２２ｐｈｏｘ相互作用，结果将 ＮＡＤＰＨ的两个电子
连续传递给氧分子而产生超氧化物［１０］。近年来研究
表明，ＮＯＸ以“信号通路放大器”的角色参与细胞增
殖、血管生成和纤维化［１１］，在各种组织器官纤维化发
病中起关键作用，被认为是防治纤维化疾病的重要
新靶点［４］。ＮＯＸ在肝纤维化发病中也起关键作用，

ＤｅＭｉｎｉｃｉｓ等［１２］研究发现瘦素通过ＪＡＫ激活ＮＯＸ
产生ＲＯＳ，以氧化还原方式活化 ＡＫＴ、ＥＲＫ１／２等
下游信号通路，引起 ＨＳＣ增殖、纤维生成及炎症反
应。本课题组前期研究发现，ＵＡ能抑制瘦素诱导

ＨＳＣＴ６细胞的 ＮＯＸ活性上调和ＲＯＳ的产生，推
测ＵＡ下调ＮＯＸ亚基Ｒａｃ１、ｐ２２Ｐｈｏｘ的表达可能是它
抑制 ＨＳＣ的 ＮＯＸ活性机制之一［９］。ＮＯＸ活性除
受ＮＯＸ亚基表达影响外，还受蛋白磷酸化、ＮＯＸ亚
基聚集及膜移位的调节［１３］。ＵＡ 是否直接抑制

ＮＯＸ亚基的活化及膜移位仍不清楚。

　　本实验发现，瘦素刺激 ＨＳＣＴ６细胞后细胞膜
上ｐ４７Ｐｈｏｘ蛋白的表达增加，提示瘦素诱导了 ＨＳＣ
Ｔ６细胞ＮＯＸ的激活。ＪＡＫ的抑制剂ＡＧ４９０完全
抑制了瘦素引起的细胞膜ｐ４７Ｐｈｏｘ蛋白表达，说明瘦
素通过ＪＡＫ 信号通路引起ｐ４７Ｐｈｏｘ蛋白膜移位及

ＮＯＸ激活。我们发现 ＵＡ干预后细胞膜ｐ４７Ｐｈｏｘ蛋
白的表达降低，与ＮＯＸ抑制剂ＤＰＩ作用差异无统计
学意义。ＤＰＩ抑制 ＮＯＸ活化的作用机制是抑制细
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胞内ＮＯＸ亚基的移位，提示 ＵＡ抑制ＮＯＸ激活的
机制与减少ｐ４７Ｐｈｏｘ蛋白向细胞膜移位有关。结合前

期研究结果［９］，推测ＵＡ抑制ＨＳＣＴ６细胞ＮＯＸ活
性及ＲＯＳ产生的机制一方面与下调ＮＯＸ亚基表达
有关，另一方面还与抑制ｐ４７Ｐｈｏｘ蛋白向细胞膜移位
从而阻止ＮＯＸ活化有关。

　　ＮＯＸ激活后以氧化还原方式活化ＥＲＫ１／２等
下游信号通路，本实验观察到瘦素作为促肝纤维化
因子刺激 ＨＳＣＴ６细胞后ｐＥＲＫ１／２蛋白表达增
加，说明ＮＯＸ参与调控ＥＲＫ１／２的激活，与ＤｅＭｉ
ｎｉｃｉｓ等［１２］研究结果一致。在给予 ＵＡ干预后细胞
内ｐＥＲＫ１／２表达下调，与ＥＲＫ抑制剂ＰＤ９８０５９的
作用差异无统计学意义，说明 ＵＡ抑制了ＥＲＫ１／２
信号通路的激活。

　　ＥＲＫ１／２信号通路是 ＭＡＰＫ家族成员，它与细
胞增殖、分化密切相关。Ｓａｘｅｎａ等［１４］报道瘦素与

Ｏｂ受体结合后通过 ＥＲＫ和 ＡＫＴ信号通路促进

ＨＳＣ增殖并抑制其凋亡。Ｃａｏ等［１５］研究发现，瘦素
能通过ＪＡＫ介导产生ＲＯＳ来激活 ＭＡＰＫ信号通
路，从而促进Ⅰ型胶原的基因表达。本课题组前期
等研究显示ＵＡ能抑制体外培养的 ＨＳＣＴ６细胞增
殖［６］，但 ＵＡ对促进肝纤维化因子作用引起 ＨＳＣ
Ｔ６细胞增殖是否有抑制作用尚不清楚。本实验结
果显示，ＵＡ干预能抑制瘦素诱导的 ＨＳＣＴ６细胞
增殖及Ⅰ型胶原ｍＲＮＡ的表达，进一步在体外证明

ＵＡ具有抗肝纤维化作用。ＤＰＩ和ＰＤ９８０５９均能抑
制 ＨＳＣＴ６细胞增殖和Ⅰ型胶原合成，提示 ＵＡ抑
制ＨＳＣＴ６细胞增殖、Ⅰ型胶原ｍＲＮＡ表达的机制
可能与它阻断ＮＯＸＥＲＫ１／２信号通路的激活有关。

　　综上所述，瘦素通过ＪＡＫ信号通路使 ＨＳＣＴ６
细胞的ＮＯＸ亚基ｐ４７Ｐｈｏｘ蛋白向细胞膜移位而激活

ＮＯＸ，从而引起ＥＲＫ１／２的磷酸化；ＵＡ一方面通过
下调ＮＯＸ亚基表达［９］，另一方面通过抑制ｐ４７Ｐｈｏｘ蛋
白膜移位而阻止 ＮＯＸ 活化产生 ＲＯＳ，从而抑制

ＮＯＸ调控的下游信号通路ＥＲＫ１／２的磷酸化，抑制
细胞增殖和Ⅰ型胶原的合成。我们前期体外研究发
现ＵＡ能诱导 ＨＳＣ凋亡，体内能抑制 ＨＳＣ激活、减
轻肝细胞坏死和纤维组织增生［６８］，最近日本学者也

证实ＵＡ能诱导 ＨＳＣ凋亡和改善肝纤维化［１６］，这
充分说明ＵＡ有潜力成为抗肝纤维化药物。但它对

ＮＯＸ调控的其他信号网络的作用，以及体内 ＨＳＣ
的ＮＯＸ和肝细胞ＮＯＸ的影响尚待进一步的研究。
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