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摘要：目的  探讨CCAT增强子结合蛋白α（C/EBP-α）在肝星状细胞（HSCs）自噬过程中是否发挥作用。

方法  构建携带 C/EBP-α 的慢病毒载体 Lenti-C/EBP-α，感染大鼠肝星状细胞株 HSC-T6，Western blot 检

测自噬相关蛋白 LC3 （微管相关蛋白 1 轻链 3）表达；采用自噬激活剂 Rapamycin 处理 HSC-T6，Western blot

检测 C/EBP-α 和 LC3 的表达 ；将 HSC-T6 经 Lenti-C/EBP-α 及自噬激活剂 Rapamycin 共处理，Western 

blot 检测 C/EBP-α 和 LC3 的改变。结果  HSC-T6 感染 Lenti-C/EBP-α 后，自噬活性降低，LC3 表达下降；

Rapamycin 处理 HSC-T6 后，自噬活性增高，C/EBP-α 表达下降，LC3 表达增多 ；HSC-T6 经 Lenti-C/ 

EBP-α 及自噬激活剂 Rapamycin 共处理，与单纯使用 Rapamycin 比较，C/EBP-α 表达升高，LC3 激活减少，

抑制 HSCs 激活。结论  C/EBP-α 可以抑制自噬激活，从而抑制 HSCs 激活，为 C/EBP-α 抗肝纤维化提出

了新思路。
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Abstract: Objective  To investigate the role of CCAT enhancer binding protein α (C/EBP-α) in  autophagy 
of hepatic stellate cells (HSCs).  Methods  C/EBP-α Lentiviral vector was constructed. HSC-T6 was treated with C/
EBP-α Lentiviral vector, autophagy activator Rapamycin or C/EBP-α Lentiviral vector plus Rapamycin. Autophagy-
related protein LC3 and C/EBP-α were detected with Western blotting.  Results  Treatment of Lenti-C/EBP-α induced 
decreased expression of LC3 in HSC-T6 while Rapamycin upregulated levels of LC3 and downregulated expression 
of C/EBP-α.Co-incubation of Lenti-C/EBP-α and Rapamycin suggested that C/EBP-α expression was increased 
and LC3 expression was decreased when compared with Rapamycin only group.  Conclusion  C/EBP-α inhibits 
activation of HSC-T6 inhibition of autophagy, which may be a novel approach for anti-hepatic fibrosis.
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肝纤维化是肝脏对各种慢性损伤的一种修复反

应，是各种慢性肝病进展至肝硬化的必经阶段，目前

尚缺少有效的治疗方法。其中肝星状细胞（hepatic 

stellate cells, HSCs）的激活在肝纤维化过程中起关键

作用 [1-2]。CCAT 增强子结合蛋白 α（CCAT/enhancer 

binding protein, C/EBP-α）是一种核转录因子，本课题

组前期研究发现其可促进激活的HSCs转向静止状态，

恢复其贮存脂滴和维生素 A 功能，并诱导其凋亡 [3-5]。

近来有报道发现自噬可通过调节 HSCs 脂滴促进 HSCs

激活 [6-7]。由于 C/EBP-α 与自噬均参与 HSCs 脂滴的

调控，因此它们之间可能有相关性。本研究拟从两者

之间的关系着手，探讨诱导 HSCs 自噬激活的可能机

制，为肝纤维化早期干预提供新的理论线索。

1    材料与方法

1.1    实验材料

1.1.1    细胞来源    大鼠肝星状细胞株 HSC-T6 由上海

中医药大学徐列明教授馈赠。

1.1.2    药物与试剂    兔抗大鼠多克隆抗体 C/EBP-α

购于美国 Santa Cruz Biotechnology 公司，兔单克隆抗

体 LC3 抗体美国 Cell Signal Technology 公司，α-SMA

抗体、Collagen（胶原）抗体、HRP 标记的羊抗鼠 / 兔

二抗购于北京鼎国生物技术有限责任公司。

1.2    实验方法

1.2.1    细胞培养    HSC-T6 使用含 10% 新生牛血清的

DMEM 培养基中培养，取呈指数生长的细胞进行实验。

1.2.2       携 带 C/EBP-α 的 慢 病 毒 载 体 Lenti-C/

EBP-α 的构建    质粒 PDC316-C/EBP-α 由本实验

室前期构建，携带 C/EBP-α 的慢病毒载体 Lenti-C/

EBP-α 由北京本元正阳生物公司构建。

1.2.3      Western blot 检测各目标蛋白表达      以未感

染 Lenti-C/EBP-α 的 HSC-T6 为 对 照 组，Lenti-C/

EBP-α 感染大鼠肝星状细胞株 HSC-T6 为感染组 ；

Western blot 检测自噬相关蛋白微管相关蛋白 1 轻链 3

（microtubule-associated protein 1 light chain 3, LC3）表

达 ；采用自噬激活剂 Rapamycin 处理 HSC-T6（处理

组），Western blot 检测 C/EBP-α 和 LC3 的表达 ；将

HSC-T6 经 Lenti-C/EBP-α 及自噬激活剂 Rapamycin

共处理（共处理组），Western blot 检测 C/EBP-α 和

LC3 的改变。细胞经过不同处理因素后，搜集细胞，裂

解组织，抽提蛋白 ；进行变性电泳、转膜封闭、洗膜

后分别加入鼠抗 GAPDH 单克隆抗体（1 ∶ 1 000 TBST

稀释）或兔抗 C/EBP-α 抗体（1 ∶ 2 000 TBST 稀

释）、鼠抗 α-SMA 及胶原蛋白单克隆抗体（1 ∶ 1 000 

TBST 稀释）；37℃孵育 1 h 后 4℃过夜 ；加入二抗

（1 ∶ 2 000 TBST 稀释）；用 ECL 发光液显示蛋白条带，

以 GAPDH 为内对照，用 GEL PRO 蛋白条带分析软件

测定 Western blot 条带灰度值，并与内参照结果相比

较，计算其比值，比较各组差异。

1.3    统计学方法

数据分析采用 SPSS 11.0 统计软件，计量资料以

均数 ± 标准差（x±s）表示，比较做t 检验，P <0.05

为差异有统计学意义。

2    结果

2.1    HSC-T6 感染 Lenti-C/EBP-α 后胶原蛋白、
C/EBP-α、LC3 的表达

与正常对照组比较，HSC-T6 感染 Lenti-C/EBP- 

α 后，Western blot 结果显示，C/EBP-α 表达量增高，

而 LC3 激活减少，提示自噬活性下降 ；胶原蛋白表达

量减少，提示 HSCs 激活受到抑制 ；两组比较，采用t

检验分析，差异有统计学意义，Lenti-C/EBP-α 组 C/

EBP-α 表达高于对照组，而 LC3 和胶原蛋白表达低

于对照组（P <0.05）。见表 1 和图 1。

表 1    HSC-T6 感染 Lenti-C/EBP-α 后 

胶原蛋白、C/EBP-α、LC3 的表达

组别 胶原蛋白 C/EBP-α LC3

感染组 0.283±0.044 3.482±1.203 0.014±0.007

对照组 2.432±1.202 0.241±0.056 1.725±0.063

t 值 3.094 4.664 2.463

P 值 0.00 0.000 0.003

图 1    HSC-T6 感染 Lenti-C/EBP-α 后 

胶原蛋白、C/EBP-α、LC3 的表达

感染组 对照组
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2.2    Rapamycin 处 理 HSC-T6 后 C/EBP-α 及
LC3 的表达

与对照组比较，经 Rapamycin 处理后，HSC-T6

细胞 C/EBP-α 表达量下降，而 LC3 激活增多，自噬活

性增高，两组比较，采用t 检验分析，差异有统计学意

义（P <0.05）。见图 2 和表 2。

2.3    HSC-T6 经 Lenti-C/EBP-α 和 Rapamycin
共处理后 C/EBP-α 及 LC3 的表达

HSC-T6 经 Lenti-C/EBP-α 和 Rapamycin 共处理

后，Western blot 结果显示与单纯使用 Rapamycin（处

理组）比较，C/EBP-α 表达升高，LC3 激活减少，自

噬活性下降，α-SMA 表达减少，提示 HSCs 激活受到

抑制。两组比较，采用t 检验分析，差异有统计学意

义（P <0.05），见图 3 和表 3。

表 2    自噬激活剂 Rapamycin 处理 HSC-T6 后 

C/EBP-α、LC3 的表达

组别 C/EBP-α LC3

处理组 0.363±0.158 1.558±0.785

对照组 1.872±0.840 0.402±0.184

t 值 3.057 2.341

P 值 0.009 0.037

图 2    Rapamycin 处理 HSC-T6 后 C/EBP-α、 

LC3 的表达
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表 3    HSC-T6 经 Lenti-C/EBP-α 和 Rapamycin 

共处理后 α-SMA、C/EBP-α 及 LC3 的表达

组别 α-SMA C/EBP-α LC3

共处理组 1.251±0.201 0.804±0.328 0.144±0.071

处理组 1.924±0.275 0.160±0.089 0.832±0.333

t 值 3.423 3.276 3.500

P 值 0.005 0.006 0.000

图 3    HSC-T6 经 Lenti-C/EBP-α 和 Rapamycin 

共处理后 α-SMA、C/EBP-α 及 LC3 的表达
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3    讨论

肝纤维化是各种慢性肝病进展至肝硬化的必经

阶段，临床治疗的疗效不甚理想，迄今仍是消化内科

的难治之症及研究热点。近年发现肝纤维化的过程可

以逆转，其中心环节是活化的 HSC 发生凋亡 [1-2]。激

活的 HSCs 表达 α-SMA 和胶原蛋白，而静止 HSCs

不表达，因此检测这两个指标侧面反映 HSCs 激活状

态的改变 ；此外静息的 HSCs 贮存脂滴，激活的 HSCs

失去贮存脂滴的功能。因此一些特异性调控脂肪细胞

的基因很可能参与了 HSCs 的调控。C/EBP-α 基因可

以调控脂肪细胞成熟分化过程中细胞增殖状态 [8]。笔

者课题组前期发现 C/EBP-α 在体内和体外都可以诱

导 HSCs 发生凋亡，而对肝细胞的凋亡作用影响很小，

对肝脏功能亦无明显损伤 [3-5]。

自噬是普遍存在于大部分真核细胞中的一种现

象，从酵母到人类具有高度的保守性且非常复杂的分

子调控机制。自噬是膜结构的溶酶体依赖性的降解

途径，此过程中一些自噬相关基因（Autophagy related 

gene, Atg） 如 Atg5、Atg7、Atg8（LC3）、Atg12 等 的

表达对自噬的形成至关重要 [9-10]。LC3 是自噬标志物，

自噬形成时，胞浆型 LC3（即 LC3- Ⅰ）会酶解掉一

小段多肽，转变为膜型（即 LC3- Ⅱ），LC3- Ⅱ / Ⅰ比

值的大小可估计自噬水平的高低，因此笔者选用 LC3

反映自噬激活的状况。

自噬在脂类代谢中的作用早有相关报道 [11-12]。但

研究 HSCs 激活及脂滴代谢中的作用的文献较少，

VAN GRUNSVEN等发现HSCs激活过程中，自噬增加，

而使用自噬抑制剂后，可以部分抑制 HSCs 的激活 [6]。

2012 年 FRIEDMAN SCOTT 等发现 [7] 自噬通过调节

HSCs 脂滴促进 HSCs 激活。近年有一些相关研究认

为一些药物可以通过调控自噬来治疗肝纤维化 [13-14]。

结合文献和笔者前期研究结果，并通过初步研究，
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发现C/EBP-α 基因参与 HSCs 的自噬过程 [15-17]，在本

研究中，笔者构建携带 C/EBP-α 的慢病毒载体，并

采用一直以来研究的大鼠 HSCs 株（HSC-T6），用自

噬激动剂 Rapamycin 和（或）C/EBP-α 共处理，研究

结果表明，在 HSCs 中 C/EBP-α 表达与自噬有关，C/

EBP-α 可以抑制自噬激活，从而抑制 HSCs 激活，其

机制有待于进一步深入研究，为以后开发高选择性抗

纤维化药物提供新的潜在的作用靶点。
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