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TGF-β1 诱导大鼠肝星状细胞系 HSC-T6 活化及上皮间质转换
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摘要: 目的 探讨转化生长因子-β1( TGF-β1) 在大鼠肝星状细胞系 ( HSC-T6 ) 活化及上皮间质转换 ( EMT) 中

的作用。方法 体外培养 HSC-T6，用 MTT 法筛选 TGF-β1 对 HSC-T6 作用的最佳浓度 ; 用 10 μg /L TGF-β1 处

理 HSC-T6 24 h，相差倒置显微镜下观察细胞形态改变，免疫荧光染色法检测细胞骨架结构 F-actin 蛋白的表

达，ＲT-qPCＲ 法检测肌动蛋白 α-SMA 及代表上皮间质转换的神经黏附素 ( N-cadherin) 、波形蛋白 ( vimentin)

和上皮黏附素 ( E-cadherin) 基因表达 ; 用不同浓度( 0、5 和 10 μg /L) 的 TGF-β1 处理 HSC-T6 24 h，Western blot

检测 α-SMA、N-cadherin、vimentin 和 E-cadherin 蛋白表达。结果 10 μg /L TGF-β1 干预 HSC-T6 24 h 有最好的

细胞存活率 ; TGF-β1 刺激 HSC-T6 后，细胞拉伸，伪足增多呈星形，细胞间连接疏松，呈显著活化状态 ; F-actin

聚集形成应力纤维丝，沿细胞长轴分布 ; 实验组 α-SMA mＲNA 及 vimentin mＲNA 的 表 达 量 明 显 高 于 对 照 组

( P＜0. 05) ，而 E-cadherin mＲNA 的表达量明显降低 ( P＜0. 05) ; 在不同浓度的 TGF-β1 呈剂量依赖性致α-SMA

及 N-cadherin 和 vimentin 的蛋白表达量增多，而E-cadherin的蛋白表达量减少。结论 TGF-β1 可诱导 HSC-T6

活化及上皮间质转换。
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TGF-β1 induces activation of
HSC-T6 cells and epithelial-mesenchymal transition in rats
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Abstract: Objective To observe the effect of TGF-β1 on activation and epithelial mesenchymal transition
( EMT) in rat hepatic stellate cell-T6． Methods Adopt the MTT method to screen the optimum concentration of
TGF-β1 in vitro HSC-T6 cultured． After the HSC－T6 stimulation by TGF-β1 of 10 μg /L for 24 hours，the mor-
phology of the cells was observed under inverted phase contrast microscope，the expression of F-actin which on
behalf of cotoskeletal structure was detected by immunofluorescence staining; the expression of α-SMA and
N-cadherin，vimentin，E-cadherin was measured by ＲT-qPCＲ; The changes of α-SMA，N-cadherin，vimentin and
E-cadherin were assessed by Western blot after different concentrations ( 0，5 and 10 μg /L) of TGF-β1 intervent-
ing HSC-T6 for 24 h． Ｒesults The optimal cell survival rate was recorded when 10 μg /L TGF-β1 dealt with
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cells for 24 h． After HSC－T6 were treated with TGF-β1，cells stretched，pseudopodia increased and turn into stel-
late，cells connections were looser，so that represented a significantly activated state．F－actin filaments gathered to
form stress and distributed along the long axis of the cells; The expression of α-SMA mＲNA and vimentin mＲNA in
experimental group was significantly higher while E-cadherin mＲNA was obviously lower than the control group( P＜
0. 05) ． TGF－β1 made the protein expression of α-SMA and N-cadherin，vimentin in dose-dependent increased
while E-cadherin was decreased．Conclusions TGF-β1 may induce activation and epithelial-mesenchymal transition
of HSC-T6．
Key words: TGF-β1; hepatic stellate cells; activation; epithelial-mesenchymal transition

肝纤维化 ( hepatic fibrosis) 是在许多致病因子

作用下，细胞外基质合成大于降解，肝内纤维组织过

度增生而引发肝脏自我保护性修复的可逆性病理过

程，该过程不被及时阻抑，可逐渐发展成肝硬化甚至

肝衰竭等不可逆的终末期肝脏疾病。肝星状细胞

( hepatic stellate cells，HSCs) 的活化是肝纤维化发

生与发展的关键环节，通过抑制 HSCs 的活化可以

促进肝纤维化的逆转，有报道［1-3］表明 TGF-β 是重

要的致肝纤维化的细胞因子之一，参与促进细胞

外基质的合成及抑制其降解，但 TGF-β1 作为肝星

状细胞活化的主要致病因子机制目前尚不十分明

确。上 皮 间 质 转 换 ( epithelial-mesenchymal transi-
tion，EMT) 是指分化成熟的细胞由外界因素刺激引

起部分上皮特性和细胞极性消失，细胞骨架结构改

变，并获得迁移游走能力的间质细胞特征的过程，近

年来被认为［3-5］是纤维化发展的新机制，但在肝脏

疾病 中 是 否 存 在 EMT 鲜 见 报 道，本 文 旨 在 研 究

TGF-β1 在肝星状细胞( hepatic stellate cell-T6，HSC-
T6) 活化及上皮间质转换中的作用，为临床上 HSCs
的靶向抗纤维化治疗提供一定理论依据。

1 材料与方法

1. 1 材料

1. 1. 1 试剂: DMEM 高糖培养基 ( Hyclon 公司) ;

胎牛 血 清 ( Biological Industries 公 司 ) ; 胰 蛋 白 酶

( Gibco 公司 ) ; TGF-β1 ( PeproTech 公 司 ) ; 四 甲 基

偶氮唑盐 ( Sigma 公司) ; Trizol ( Vazyme 公司 ) ; 引

物由上海博尚生物技术有限公司合成并测序; 多

克 隆 兔 抗 人 α-SMA ( ab5694 ) 、单 克 隆 兔 抗 人

N-cadherin ( ab76011 ) 、单 克 隆 鼠 抗 人 vimentin
( ab8978) 、单克隆鼠抗人 E-cadherin ( ab76055 ) 和

多克隆兔抗人F-actin( Bioss 公司) ; HＲP 标记羊抗

小鼠或抗兔 IgG、FITC 标志的羊 抗 兔 IgG ( EMAＲ
公司) 。
1. 1. 2 细胞培养: 大鼠 HSC-T6 系( 购自广州吉尼欧

公司) 用 含 10%胎 牛 血 清 及 1 × 105 U /L 青 霉 素、
100 mg /L庆大霉素的DMEM 高糖培养基，置于37 ℃、
5% CO2、饱和湿度培养箱中培养，隔 48 h 更换培养

液，细胞贴壁增殖至 70%～80%汇合时传代 1 次。
1. 2 方法

1. 2. 1 筛选 TGF-β1 的最适浓度: 取对数期增殖的

HSC-T6，用 0. 25%胰蛋白酶消化，计数后以 104 个

细胞 /孔接种于 96 孔板中，培养 12 h 弃去培养液，

加入终浓度为 0、5、10 和 20 μg /L TGF-β1，同时设

置空白组，每个浓度均做 5 个复孔，培养 24 h 后每

孔加入20 μL的 5 g /L MTT 溶液，4 h 后弃去培养

液，每孔加入 150 μL 二甲基亚砜，震荡 10 min 后，

用酶标仪检测 490 nm 处每孔的吸光度( A) 值。以

对照组 的 细 胞 存 活 率 为 100%，其 余 各 组 与 之 相

比，细胞存活率( % ) = ( 实验组 A－空白组 A) / ( 对

照组 A－空白组 A) ×100。
1. 2. 2 细胞形态观察: 以每孔 30×105 个细胞接种

于 6 孔板，细胞贴壁生长 12 h 后弃培养液，实验组

加入终浓度为 10 μg /L 的 TGF-β1 培养液，对照组

加入等量基础培养液，均置于培养箱中培养 24 h，在

倒置相差显微镜下观察细胞形状、伪足和细胞间连

接的改变并拍照。
1. 2. 3 免疫荧光染色法鉴定 F-actin 的表达: 以每

孔 2×104 个细胞接种于预置有细胞载玻片的 6 孔板

中，细胞贴壁爬片，实验组和对照组的处理如前，培

养 24 h 取出载玻片，4%多聚甲醛固定，PBS 洗涤 3
次，每次 5 min; 0. 1% Triton X-100 穿透作用20 min，

PBS 洗涤 3 次，每次 5 min; 用 7. 5% BSA 室温封闭

60 min 后，加入 F-actin 一抗( 1 ∶ 100) ，并用 PBS 代
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替一抗做阴性组，4 ℃孵育过夜后用 FITC 标记的荧

光二抗( 1 ∶ 50) 作用 1 h; DAPI 复染核15 min，PBS
洗涤后，荧光显微镜观察摄片。
1. 2. 4 ＲT-qPCＲ 法检测 α-SMA 和 N-cadherin、vim-
entin 和 E-cadherin mＲNA 表达量: 实验组和对照组

处理方法同细胞形态学观察，培养 24 h 后，Trizol 试

剂提取两组细胞的总 ＲNA，用 1%琼脂糖电泳检测

ＲNA 的完整性，计算 A260 nm /A280 nm比值检验 ＲNA 纯

度在 1. 8～2. 2 间再反转录成 cDNA，按说明书操作

进行 ＲT-qPCＲ 反应。采用引物序列为: α-SMA 上

游: 5'-CCACTGCTGCTTCCTCTTC-3'，下 游: 5'-CGC
CGACTCCATTCCAAT-3'; N-cadherin 上 游: 5'-TATG
GTGGTGGTGATGACTGA-3'，下 游: 5'-CGGTGCTAG
TGGACTACAGA-3'; vimentin 上 游: 5'-CGCCACCTT
CGTGAATACC-3'，下 游: 5'-ACCGTCTTAATCAGGA
GTGTTCT-3'; E-cadherin 上 游: 5'-GCTCGCTGAACT
CCTCTGA-3'，下 游: 5'-TCGCCGCCACCATACATA-
3'; GAPDH 上游: 5'-ACGGCAAGTTCAACGGCACAG-
3'，下 游: 5'-GAAGACGCCAGTAGACTCCACGAC-3';
以 GAPDH 为内参，ＲQ= 2－ΔΔCt来计算基因的相对表

达量。
1. 2. 5 Western blot 法检测 α-SMA 和 N-cadherin、
vimentin 和 E-cadherin 的蛋白表达: 以每孔 3×105 个

细胞接种于 6 孔板，细胞贴壁生长 12 h 后换液，分

别加入不同浓度的 TGF-β1，使其终浓度为 0、5 和

10 μg /L，每个浓度设定平行的 3 个孔，培养 24 h，预

冷的 PBS 洗涤 3 次，加适量裂解液( ＲIPA ∶ PMSF =
100 ∶ 1 ) ，冰上裂解 30 min，转移至 EP 管，4 ℃、
12 000 r /min离心 15 min 后取上清; 用 50 μg /泳道的

蛋白上样，10% SDS-PAGE 电泳分离蛋白质，转膜，

5%脱脂牛奶封闭 60 min，加入 α-SMA ( 1 ∶ 1 000) 、
N-cadherin( 1 ∶ 1 000) 、vimentin( 1 ∶ 500) 、E-cadher-
in( 1 ∶ 1 000) 、GAPDH( 1 ∶ 2 000) ，4 ℃摇床孵育过

夜，TBST 洗膜 10 min×3 次，加 HＲP 标记的羊抗小

鼠或抗兔 IgG( 1 ∶ 2 000) 于室温孵育 1 h，TBST 洗膜

10 min×3 次，ECL 发光并显影; 重复 4 次，结果以目

的蛋白 /GAPDH 吸光度比值表示。
1. 3 统计学分析

采用 SPSS 21. 0 软件对所有数据进行统计学分

析，计量资料以均数±标准差( x±s) 表示，两样本间

均数比较选用独立样本 t 检验。

2 结果

2. 1 不同浓度 TGF-β1 对肝星状细胞存活率的影

响

5 ～ 20 μg /L TGF-β1 浓度组的 A 值均高于对照

组( P＜0. 05) ，10 μg /L 组比 20 μg /L 组的细胞增

殖率 高，故 选 择 10 μg /L TGF-β1 作 为 最 适 浓 度

( 表 1) 。

表 1 不同浓度 TGF-β1 对细胞存活率的影响

Table 1 Effect of different concentration of TGF-β1
on the cell survival rate( x±s，n=5)

group concentration / ( μg /L) A value survival rate /%

control 0 0. 615±0. 020 100

5 0. 692±0. 021* 112. 52

TGF-β1 10 0. 714±0. 022＊＊ 116. 15

20 0. 668±0. 002* 108. 56

*P＜0. 05，＊＊P＜0. 01 compared with control group．

2. 2 TGF-β1 对细胞形态的影响

用 10 μg /L 的 TGF-β1 处理 HSC-T6 24 h 后，细

胞拉伸，伪足增多呈星形，细胞间也变得连接疏松，

呈明显的活化状态( 图 1) 。

A. control group; B. 10 μg /L TGF-β1 group
图 1 HSC-T6 经 TGF-β1 处理 24 h 后的形态学变化

Fig 1 Morphologic changes of HSC-T6 induced TGF-β1
for 24 h( ×100)

2. 3 TGF-β1 对细胞内 F-actin 的影响

对照组细胞内荧光物质为弥漫状态，可见少量

方向不规则的肌动蛋白纤维丝( 图 2A～ C) ; TGF-β1
组 F-actin 大部分聚集形成较粗大纤长并沿细胞长

轴呈细束状平行排列纤维丝( 图 2D～F) 。
2. 4 TGF-β1 对 HSC-T6 α-SMA、vimentin 和

E-cadherin mＲNA 表达的影响

10 μg /L TGF-β1 组 α-SMA mＲNA 及 N-cadherin
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A，B，C. control group; D，E，F. 10 μg /L TGF-β1 group; A，D. F-actin skeleton structure; B. EDAPI redyeing nuclei;

C. combination of A and B; F. combination of D and E

图 2 免疫荧光染色观察 TGF-β1 处理后细胞内 F-actin 的改变

Fig 2 Cytoskeletal structure changes of F-actin induced by TGF-β1 observed by immunofluorescence( ×100)

mＲNA、vimentin mＲNA 的表达量明显高于对照组，

而 E-cadherin mＲNA 的表达量明显降低 ( P＜0. 05)

( 图 3) 。
2. 5 TGF-β1 对 HSC-T6 内 α-SMA 及 N-cadher-
in、vimentin 蛋白及 E-cadherin 蛋白的影响

不同浓度( 0、5 和 10 μg /L) 的 TGF-β1 处理

* P＜0. 05 compared with control group

图 3 ＲT-qPCＲ 法检测 α-SMA、vimentin 和 E-cadherin

mＲNA 表达

Fig 3 mＲNA expression of α-SMA，vimentin and

E-cadherin in HSC was assessed by ＲT-qPCＲ

( x±s，n=3)

HSC-T6 24 h 后，细胞活化标志蛋白 α-SMA、间质标

志蛋白 N-cadherin、vimentin 的表达呈剂量依赖性上

调; 上皮标志蛋白 E-cadherin 的表达呈剂量依赖性

下调( 图 4，表 2) 。

3 讨论

肝纤维化是临床上常见的各种慢性肝病发展

图 4 Western blot 法检测不同浓度 TGF-β1 对 HSC 的

α-SMA 及 N-cadherin、vimentin 和 E-cadherin
蛋白表达

Fig 4 Protein expression of α-SMA and N-cadherin，

vimentin，E-cadherin in HSC was detected
by Western blot
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表 2 α-SMA、N-cadherin、vimentin 和 E-cadherin
蛋白表达

Table 2 Protein expression of α-SMA，N-cadherin，

vimentin and E-cadherin( x±s，n=4)

group α-SMA N-cadherin vimentin E-cadherin

0 μg /L 0. 57±0. 11 0. 49±0. 08 0. 78±0. 02 1. 43±0. 04

5 μg /L 0. 86±0. 25* 0. 77±0. 13* 1. 29±0. 14# 1. 08±0. 16*

10 μg /L 1. 35±0. 03# 1. 02±0. 16# 1. 41±0. 26# 0. 81±0. 07*

＊P＜0. 05，#P＜0. 01 compared with control ( 0 μg /L) ．

成肝硬化和肝癌的共同病理过程，有效治疗肝纤

维化对于改善慢性肝病预后，降低慢性肝病病死

率至关重要，尽管国内外对肝纤维化发生发展机

制及防治策略做了大量研究，但至今仍无早期特

异的诊断方法和有效逆转的治疗策略; HSCs 被激

活后可表达 α-SMA、vimentin 及合成并分泌细胞外

基质( extracellular matrix，ECM) 成分参与肝纤维化

的形成［6-7］。
HSCs 的活化是由多种细胞因子和多条信号通

路相互协调作用的复杂过程，TGF-β、内皮素和肿

瘤坏死因子等细胞因子已被证实可参与调控 HSCs
的激活［8-9］; 本研究发现 TGF-β1 刺激 HSC-T6 后，

伪足增多呈星形，细胞间连接呈疏松状态，符合其

活化的生物学特性; F-actin 聚合呈成纤维细胞样，

提示 TGF-β1 可诱导 HSC-T6 活化; α-SMA 是标志

细胞活化的蛋白，TGF-β1 可明显上调 α-SMA 的表

达量，进一步证实了 TGF-β1 可诱导 HSC-T6 的活

化。
大量研究表明 EMT 在各种纤维化疾病发生过

程中起重要作用［10-12］，TGF-β1 是 TGF-β 超家族里

的一种亚型，可利用 TGF-β1 促使体外培养的肝细

胞发生 EMT 而创建肝纤维化模型; 肾小管间质纤维

化中，肾小管上皮细胞的 EMT 可使 α-SMA 出现高

表达现象，而此过程中 TGF-β1 起重要的诱导作用;

由此可见，TGF-β1 可通过诱导 EMT 发生而参与纤

维化的形成。vimentin 和 N-cadherin 表达量的改变

可反映细胞的间质成分变化，而 E-cadherin 是一种

介导细胞间相互聚集的上皮黏附分子，其表达量的

多少代表上皮成分的增多或减少; 本研究中 TGF-β1
可明显上调 vimentin mＲNA 的表达，下调 E-cadherin
mＲNA 的表达，但对 N-cadherin mＲNA 表达没有影

响，有研究［15］证实细胞可通过不完全的 EMT 机制

而获 得 迁 移 和 游 走 能 力 的 间 质 细 胞 特 性; 此 外，

TGF-β1 呈剂量依赖性致 vimentin 和 N-cadherin 蛋

白表达上调，E-cadherin 蛋白表达下调。因此，TGF-
β1 可诱导 HSC-T6 发生上皮间质的转换。

TGFβ1-Smads 信号通路在肝纤维化发生及发展

中的研究中已经取得了一定进展，但 TGF-β1 在激

活 HSCs 发生上皮间质转换所致的肝纤维化过程中

还存在复杂的调控机制，仍需进一步研究，这也将为

临床上针对 HSCs 的靶向抗纤维化治疗提供必要的

理论依据。
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科普沙龙

抗抑郁药可促使药物进入大脑

NIH 一项新研究发现，将抗抑郁药物阿米替林与治疗中枢神经系统疾病药物配伍，通过抑制大鼠的血脑屏障，可加强药物

在大脑的释放。这项研究结果 4 月 27 日在线发表于《脑血流和代谢杂志》( Journal of Cerebral Blood Flow and Metabolism) 。

尽管研究人员提醒说，要确定人们是否从这一发现中获益，还需要做更多的研究，然而新发现很有可能彻底改变对脑部

一系列疾病的治疗，包括癫痫、卒中、肌萎缩侧索硬化( ALS) 、抑郁等。实验结果令科学家们兴奋不已，他们已将中枢神经系统

药物与阿米替林的联合给药方法申请了临时专利。

NIH 国家环境卫生研究院的科学家 Ｒonald Cannon 博士称，药物被有效释放到大脑的最大障碍是被称为 P 糖蛋白( P-gly-

coprotein) 的蛋白质泵。P 糖蛋白沿脑血管内层分布，“命令”毒素和药物在未获准进入大脑的情况下回到体循环中。

为了了解 P 糖蛋白的工作原理，Cannon 博士将这一蛋白想象为宾馆大门的保安，站在大厅入口的旋转门前。未经授权者

被禁止入内，保安将它们引导到旋转门周边通向外面的地方，由此进入街区。打个比方，这如同我们吃的蔬菜，其中的分子若

溜进大脑，对大脑是有毒的。它们没能进入大脑，是因为 P 糖蛋白在把守，但是这个保护神把有益的治疗药物也拒之门外了。

Cannon 博士和他的同事最初发现，阿米替林非常明显地降低了野生型大鼠大脑毛细血管内 P 糖蛋白泵的活性。后来他

们发现，阿米替林在模拟人类 ALS 的基因修饰大鼠大脑毛细血管有相同的效果。在两个大鼠模型中，阿米替林在 10～ 15 min

内关闭了 P 糖蛋白。把阿米替林除掉，P 糖蛋白泵的活力又恢复到全能状态。文章第一作者 David Banks 称，阿米替林对 P 糖

蛋白的作用快速而且可逆。这些优势使治疗充满了诱人的魅力。

大多数实验室的发明不能应用于临床，但是科学家们对他们的发现转化为医生和病人更好的治疗选择满怀希望。

Cannon 博士预期，将阿米替林与小剂量阿片类药物配伍，可减轻疼痛，并减小副作用，如便秘和上瘾。这些副作用在使用

大剂量阿片类的病人中很常见。

目前美国正面临阿尔茨海默病、自杀、阿片类药物滥用病人的不断增多，这一发明将有助于应对这些严重的健康挑战，科

学家对此充满信心。

韩桂芬 编译

章静波 审校

2621

DOI:10.16352/j.issn.1001-6325.2017.09.032


