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川芎嗪对血管紧张素Ⅱ诱导的大鼠肝星状细胞转化
生长因子 -β1/Smads通路的影响

魏国微 1，李克跃 2

（贵州省人民医院 1.干部综合病房，2.肝胆外科，贵州 贵阳 550002）

摘要：目的 通过研究川芎嗪对体外培养的血管紧张素Ⅱ诱导的肝星状细胞（HSC）转化生长因子 -β1

（TGF-β1）/Smads通路的作用，探讨其治疗肝纤维化的机制。方法 对大鼠 HSC使用血管紧张素Ⅱ（1×10-5

mol/L）及血管紧张素Ⅱ（1×10-5 mol/L）联合不同浓度的川芎嗪（0.04、0.20和 1.00 mg/ml）干预 48 h，活细胞计

数法（CCK-8）检测各组细胞增殖水平的变化，实时荧光定量聚合酶链反应及Western blot检测各组细胞

TGF-β1、Smad2、Smad4的 mRNA及蛋白表达。结果 血管紧张素Ⅱ明显促进 HSC的增殖，同时上调该细胞

TGF-β1、Smad2、Smad4的 mRNA及蛋白表达（ <0.01），而血管紧张素Ⅱ对 HSC的诱导作用可被川芎嗪抑

制（ <0.01），并呈现浓度依耐性。结论 川芎嗪抗肝纤维化的机制之一可能是通过调控肝星状细胞 TGF-β1/

Smads通路实现的。
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Effects of Tetramethylpyrazine and angiotensin 域 on TGF-茁1/
Smads signaling pathway in rat hepatic stellate cells

Guo-wei Wei1, Ke-yue Li2

(1. General Ward for Cadre, 2. Department of Hepatobiliary Surgery, the People's
Hospital of Guizhou Province, Guiyang, Guizhou 550002, China)

Abstract: Objective To investigate the effects of Tetramethylpyrazine and angiotensin 域 on transforming
growth factor-茁1 (TGF-茁1) / Smads signaling pathway in rat hepatic stellate cells (HSCs). Methods HSCs were
cultured, and then treated by angiotensin 域 (1伊10-5 mol/L) or angiotensin 域 (1伊10-5 mol/L) combined with dif原
ferent concentrations of Tetramethylpyrazine (0.04, 0.20 and 2.00 mg/ml). The treated cells and control groups
were incubated for 48 hours. Cell proliferation was assayed by CCK-8. Relative mRNA expressions of ,

and were assayed by quantitative real-time polymerase chain reaction. Relative protein expres原
sions of TGF-茁1, Smad2 and Smad4 were investigated by Western blot. Results Angiotensin 域 significantly
promoted HSC proliferation, significantly up -regulated both the mRNA and protein expressions of ,

and in HSCs ( < 0.01). The effects of angiotensin 域 in HSCs were significantly inhibited by
Tetramethylpyrazine in a dose-dependent manner ( < 0.01). Conclusions This study suggested that the antiliver
fibrosis effects of Tetramethylpyrazine maybe connect with modulation of TGF-茁1/Smads signaling pathway.
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肝纤维化是指肝脏内弥漫性细胞外基质（特别

是胶原物质）过度沉积，是机体对各种病因引起的慢

性肝损伤后的一种损伤修复反应[1]，是肝硬化的早期

可逆阶段，如不及时治疗则可能进展成为失代偿期

肝硬化并出现各种终末期肝病等并发症 [2]。我国是

肝硬化的高发地区，因此，肝纤维化的深入研究对缓

解肝纤维化病情具有重要的临床意义。研究发现肝

星状细胞（hepatic stellate cell，HSC）在肝纤维化发

病过程中发挥重要作用[3-5]。血管紧张素Ⅱ通过促进

HSC发生，影响转化生长因子β1（transforming growth

factor-β1，TGF-β1），参与肝纤维化形成[6-8]。TGF-

β1/Smads通路在 HSC激活、增殖及肝纤维化过程中

发挥重要作用[5，9]。报道显示，活血化瘀中药川芎嗪具

有一定的抗组织纤维化作用[10-15]，但其未彻底阐明抗

肝纤维化的机制，对血管紧张素Ⅱ干预后 HSC的

TGF-β1/Smads通路作用也不清楚。为探索川芎嗪对

血管紧张素Ⅱ干预后 HSC 的 TGF-β1/Smads通路

的作用，笔者使用血管紧张素Ⅱ及血管紧张素Ⅱ联

合不同浓度的川芎嗪对大鼠 HSC细胞进行干预，并

检测细胞增殖水平及细胞 TGF-β1、Smad2、Smad4

的 mRNA及蛋白表达。

1 材料与方法

1.1 实验动物与主要试剂、仪器

大鼠肝星状细胞 HSC-T6购自中国科学院细胞

库，达尔伯克必需基本培养基（dulbecco's minimum

essential medium，DMEM）（高糖型，美国 Hyclone 公

司），0.25%胰酶（美国 Hyclone公司），胎牛血清（美

国 Hyclone公司），SYBRR Premix Ex TaqTM实时荧

光定量聚合酶链反应（qRT-PCR）试剂盒（日本

TaKaRa公司），TGF-β1、Smad2、Smad4及β肌动蛋

白引物（美国 Introgen公司），TGF-β1正向引物：TGG

CGTTACCTTGGTAACC，反向引物：GGTGTTGAGCC

CTTTCCAG；Smad2正向引物：CCAGGTCTCTTGATG

GTCGT，反向引物：GGCGGCAGTTCTGTTAGAAT；

Smad4 正向引物：CTTTTGCTTGGGTCAACTCTC，反

向引物：TGGGCTCACGCATATATTTCC；β 肌动蛋

白正向引物：AGGCCATGTACGTAGCCATCCA，反向

引物序列：TCTCCGGAGTCCATCACAATG。抗 TGF-

β1抗体及抗 Smad4抗体（英国 Abcam公司），抗β

肌动蛋白抗体（北京全式金生物技术有限公司），活

细胞计数法（cell counting kit-8，CCK-8）试剂盒（上

海生工生物技术有限公司），血管紧张素Ⅱ（美国

Sigma公司），注射用盐酸川芎嗪（北京四环科宝有

限公司）。

1.2 细胞的培养

大鼠肝星状细胞 HSC-T6，调整细胞密度为 4×

104～5×104个 /ml，置于 37℃、5%二氧化碳 CO2培

养箱内用含 10%胎牛血清的 DMEM培养。每 3天换

培养液 1次。5～7 d细胞布满瓶底后使用 0.25%胰

蛋白酶消化传代，取 4～6代 HSC进行实验。

1.3 细胞的分组及其处理

将培养好的 4～6代细胞用于实验。总共分为 5

个组，即对照组、血管紧张素Ⅱ1×10-5 mol/L组（血

管紧张素Ⅱ组）、血管紧张素Ⅱ（1×10-5 mol/L）+ 川

芎嗪 0.04 mg/ml 组（血管紧张素Ⅱ+ 川芎嗪 0.04

组），血管紧张素Ⅱ（1×10-5 mol/L）+川芎嗪 0.20 mg/

ml组（血管紧张素Ⅱ+川芎嗪 0.20组），血管紧张素

Ⅱ（1×10-5 mol/L）+川芎嗪 1.00 mg/ml组（血管紧张

素Ⅱ+川芎嗪 1.00组）。待细胞长到 50%左右后，各

组细胞置入无血清的 DMEM培养饥饿过夜，次日各

组细胞加入上述含不同浓度的川芎嗪培养基培养

48 h。

1.4 观察指标及测定方法

1.4.1 CCK-8法测定细胞增殖水平 将成纤维细

胞接种于 96孔板，细胞浓度为 2×104个 /孔，每孔体

积为 100μl，每孔做 5个复孔。各组细胞在 37℃、

5%CO2培养箱培养 24 h，加入不含或含有不同浓度

的川芎嗪分别培养 48 h，每孔加入 10μl CCK-8试

剂培养 2.5 h，按细胞计数说明书在酶标仪上 450 nm

波长处测定其光密度值，采用目前普遍使用的扣除

本底策略来消除误差。

1.4.2 qRT-PCR 检测 TGF-β1、Smad2 及 Smad4

mRNA的表达 各组细胞提取 RNA，将纯度好、完

整性高的 RNA 合成 cDNA。按 2×SYBRR Premix

10μl，正向引物 0.4μl，反向引物 0.4μl，cDNA 2μl，

ddH2O 7.2μl配成总量 20μl体系进行 qRT-PCR。

反应条件：95℃预变性 30 s，95℃变性 5 s，60℃退火

30 s，共计 40个循环。目的基因的表达使用相对定量

法，以 β 肌动蛋白作为内参计算△Ct，以 2-△△ct 计

算目的基因的相对表达量。

1.4.3 Western blot法检测 TGF-β1及 Smad4的蛋

白表达 提取各组细胞总蛋白，采用二喹啉甲酸法定

量蛋白浓度，所得蛋白于聚丙烯酰胺凝胶中电泳，电

转至聚偏二氟乙烯膜后以足量的封闭液封闭，用一抗

稀释液按 1∶5 000比例稀释检测蛋白的一抗，4℃
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1：对照组；2：血管紧张素Ⅱ组；3：血管紧张素Ⅱ+川芎嗪 0.04组；

4：血管紧张素Ⅱ+川芎嗪 0.20组；5：血管紧张素Ⅱ+川芎嗪 1.00组。

覮与血管紧张素Ⅱ组比较， <0.01

图 2 各组细胞各基因 mRNA相对表达量 （ =3，x±s）
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表 2 各组细胞各基因 mRNA相对表达量方差分析

组间处理 25.415 4 6.354 1 467.000 0.000

误差 19.991 3 6.664 1 538.000 0.000

合计 25.480 19

Smad2

组间处理 10.812 4 2.703 638.536 0.000

误差 9.809 3 3.270 772.361 0.000

合计 10.876 19

Smad4

组间处理 18.020 4 4.505 2 328.000 0.000

误差 16.313 3 5.438 2 809.000 0.000

合计 18.050 19

组别

TGF-β1

变异来源 SS df MS 值 值

1：对照组；2：血管紧张素Ⅱ组；3：血管紧张素Ⅱ+川芎嗪 0.04组；

4：血管紧张素Ⅱ+川芎嗪 0.20组；5：血管紧张素Ⅱ+川芎嗪 1.00组

覮与血管紧张素Ⅱ组比较， <0.01

图 1 各组细胞增殖水平 （ =5，x±s）
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表 1 各组细胞增殖水平方差分析

组间处理 0.008 4 0.002 126.514 0.000

误差 0.008 3 0.003 168.535 0.000

合计 0.008 24

变异来源 SS df MS 值 值

冰箱内孵育过夜。去掉一抗孵育液后以足量三羟甲

基氨基甲烷缓冲盐溶液（tris buffered saline and

tween 20，TBST）摇床洗涤 3次，每次 10 min，用二抗

稀释液按 1∶5 000比例稀释辣根过氧化物标记的

二抗后室温振荡孵育 2 h，倒掉二抗孵育液后以足量

TBST洗涤 3 次，每次 10 min，以电化学发光，显影

和定影方法对胶片进行拍照和扫描，以β肌动蛋白

为内参照，Quantity one系统分析目标条带的相对灰

度值。

1.5 统计学方法

采用 SPSS 16.0统计软件进行数据分析，计量资

料用均数±标准差（x±s）表示，多组的比较用单因

素方差分析， <0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 血管紧张素Ⅱ对 HSC-T6增殖水平的影响

血管紧张素Ⅱ干预后的 HSC增殖水平较正常值

上升（ =-18.703， =0.000），使用不同浓度的川芎嗪

干预后，血管紧张素Ⅱ对 HSC增殖的刺激作用受到

抑制（川芎嗪浓度为 0.04 mg/ml时，=5.630， =0.000；

川芎嗪浓度为 0.20 mg/ml时，=8.628， =0.000；川芎

嗪浓度为 1.00 mg/ml时，=17.508， =0.000），且呈

现浓度依耐性。见图 1及表 1。

2.2 血管紧张素Ⅱ及 TMP 对 HSC-T6 细胞

TGF-β1、Smad2、Smad4 mRNA表达的影响

使用血管紧张素Ⅱ（1×10-5 mol/L）干预后，HSC-

T6 的 TGF-β1、Smad2、Smad4 mRNA 表达均上调

（TGF-β1： =-58.751， =0.000；Smad2： =-36.644，

=0.000；Smad4：=-80.719， =0.000），但血管紧张

素Ⅱ对 HSC的调控作用被川芎嗪不同程度地抑制：

①川芎嗪浓度为 0.04 mg/ml 时，TGF-β1：=1.905，

=0.105；Smad2：=1.180， =0.283；Smad4：=2.417，

=0.052。②川芎嗪浓度为 0.20 mg/ml时，TGF-β1：=

10.870， =0.000；Smad2：=9.092， =0.000；Smad4：

=22.739， =0.000。③TMP 浓度为 1.0 mg/ml 时，

TGF-β1：=15.187， =0.000；Smad2：=14.011， =

0.000；Smad4：=27.299， =0.000。表现为浓度依耐

性。见图 2及表 2。

2.3 血管紧张素Ⅱ及 TMP对 TGF-β1、Smad4蛋

白表达的影响

使用血管紧张素Ⅱ（1×10-5 mol/L）干预后，

HSC-T6 的 TGF-β1 及 Smad4 蛋白表达均上调

（TGF-β1： =-49.025， =0.000；Smad4： =-32.745，

=0.000），但血管紧张素Ⅱ对 HSC的调控作用被川

芎嗪不同程度地抑制：①川芎嗪浓度为 0.04 mg/ml
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1：对照组；2：血管紧张素Ⅱ组；3：血管紧张素Ⅱ+川芎嗪 0.04组；

4：血管紧张素Ⅱ+川芎嗪 0.20组；5：血管紧张素Ⅱ+川芎嗪 1.00组

覮与血管紧张素Ⅱ组比较， <0.01

图 3 各组细胞各蛋白相对表达量 （ =3，x±s）
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1：对照组；2：血管紧张素Ⅱ组；3：血管紧张素Ⅱ+川芎嗪 0.04组；

4：血管紧张素Ⅱ+川芎嗪 0.20组；5：血管紧张素Ⅱ+川芎嗪 1.00组。

与血管紧张素Ⅱ组比较， <0.01

图 4 各组细胞各蛋白相对表达电泳图

1 2 3 4 5

Smad4（65 kD）

TGF-β1（44 kD）

β-actin（43 kD）

组间处理 10.807 4 2.702 882.002 0.000

误差 9.683 3 3.228 1 054.000 0.000

合计 10.853 19

Smad4

组间处理 8.193 4 2.048 515.723 0.000

误差 7.926 3 2.642 665.188 0.000

合计 8.253 19

组别

TGF-β1

变异来源 SS df MS 值 值

表 3 各组细胞各蛋白相对表达量的方差分析

时，TGF-β1：=2.380， =0.055；Smad4：=2.130， =

0.077。②川芎嗪浓度为 0.20mg/ml时，TGF-β1：=

12.983， =0.000；Smad4：=11.202， =0.000。③川芎

嗪浓度为 1.00 mg/ml时，TGF-β1：=17.259， =0.000；

Smad4：=16.362， =0.000。表现为浓度依耐性，与各

基因 mRNA的变化趋势一致。见图 3、4和表 3。

3 讨论

肝纤维化是各种慢性肝病共有的病理改变，其

特点是以胶原为主的细胞外基质在肝内过度沉积。

肝星形细胞又称 Ito细胞、维生素 A储存细胞、窦周

细胞等，其约占肝内细胞总数的 5%～8%，正常情况

下具有贮存脂肪和维生素 A、维持肝窦细胞外基质

平衡、肝窦胶原及微生态平衡等功能[16]。当肝脏受到

物理、化学及生物因素刺激时，通常静止的 HSC被

“激活”或“活化”。而活化的 HSC是肝纤维化时细胞

外基质的主要来源细胞，与细胞外基质相互作用，在

肝纤维化中起关键作用[5，9，17]。

TGF-β1作为一种细胞因子，在活化的 HSC中

的表达明显增强，TGF-β1反过来又能激活 HSC，使

其增殖旺盛。如果作用过度或持续表达，将会导致

肝纤维化形成，是目前已知的与肝纤维化形成最密

切的细胞因子[2，5，9]。一般情况下，TGF-β1是通过与其

相应受体 TβRⅠ、TβRⅡ、内皮蛋白结合形成复合

物后调控 Smad2/Smad3、Smad4、Smad6/Smad7 等蛋

白形成 TGF-β1/Smads 信号传导通路发挥作用 [18]。

在肝纤维化过程中，HSC 中的 TGF-β1、Smad2、

Smad4 等的表达均明显增强 [19-20]，干预 HSC 中

TGF-β1/Smads信号传导通路中的 TGF-β1、Smad2、

Smad4等的表达已经成为治疗肝纤维化的主要策略

之一[19-23]。

研究发现，在肝纤维化的 HSC中，血管紧张素

Ⅱ的表达明显增强[24]。血管紧张素Ⅱ通过促进 HSC

发生，影响 TGF-β，参与肝纤维化形成，在肝纤维

化过程中发挥主要作用[9]。也有报道显示，血管紧张

素Ⅱ对 HSC的调控作用与 JAK2及 Rho-Rock通路

有关[25-26]。血管紧张素Ⅱ引起的的肝纤维化可能与

诱导 NADPH氧化酶依赖的氧化应激作用有关，而

血管紧张素（1-7）能够抑制血管紧张素Ⅱ引起的肝

纤维化[27]。在机体肝纤维化过程中血管紧张素Ⅱ主

要是通过肾素 -血管紧张素 -醛固酮系统发挥作

用[24]。干预 HSC中肾素 -血管紧张素 -醛固酮系统

的表达已经成为治疗肝纤维化的策略之一[28]。笔者

的体外实验研究提示血管紧张素Ⅱ能够上调 HSC

中 TGF-β1、Smad2及 Smad4 的 mRNA 及蛋白表达

（ <0.01），从而促进 HSC的增殖（ <0.01）。

中药川芎嗪具有抗组织纤维化、抗氧自由基、改

变血液流变学、免疫抗肿瘤等功效，尤其是它的抗组

织纤维化作用越来越引起人们的重视[10-14]。报道显

示，川芎嗪抑制 HSC的激活与其干扰血小板源生长

因子β受体调控 ERK及 P38通路有关[29]。也有报

道显示，川芎嗪抑制 HSC的激活与其抑制胰岛素受
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体调控 PI3K/AKT及 ERK通路有关[30]。还有报道显

示，川芎嗪抑制 HSC的激活与其对 Hedgehog信号转

导通路的调控有关[31]。体内研究提示，川芎嗪的抗肝

纤维化作用与其对 HSC 细胞内 PDGF-betaR/NL-

RP3/Caspase1 通路进行调控从而抑制炎症细胞因

子的表达有关[32]。笔者的体外实验研究提示，盐酸川

芎嗪能够明显抑制由血管紧张素Ⅱ诱导的 HSC中

TGF-β1、Smad4、Smad2 的 mRNA 及蛋白上调（ <

0.01，川芎嗪 0.20～1.00 mg/ml），从而抑制 HSC的增

殖（ <0.01，TMP0.04～1.00 mg/ml），且存在浓度依

耐性。

综上所述，血管紧张素Ⅱ上调 HSC中 TGF-β1、

Smad2、Smad4的 mRNA及蛋白表达，从而促进 HSC

的增殖；而川芎嗪对血管紧张素Ⅱ诱导的 HSC具有

抑制作用，在一定范围内表现为浓度依赖性（0.2～

1.0 mg/ml），提示川芎嗪的抗肝纤维化作用可能是通

过其对 HSC中 TGF-β1/Smads通路的调控产生的。
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