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上调Ｃ／ＥＢＰα对ＰＡＲ１激活的ＨＳＣＴ６细胞的影响
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　　摘　要：目的　探讨上调ＣＣＡＡＴ增强子结合蛋白α（Ｃ／ＥＢＰα）对蛋白酶活化受体１（ＰＡＲ１）激活的肝星状细胞（ＨＳＣ）活化、

增殖和分泌胶原蛋白的影响。方法　瞬时转染法转染经ＰＡＲ１激活的 ＨＳＣＴ６，根据转染质粒的加ＰＡＲ１活性肽的情况将细胞

分为正常组（未做任何处理）、ＳＦＬＬＲ组、ＳＦＬＬＲ＋Ｃ／ＥＢＰα质粒组、ＳＦＬＬＲ＋空载体组。蛋白质印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）检测转染

后２４、４８ｈＨＳＣ内α平滑肌动蛋白（αＳＭＡ）及Ⅰ型前胶原的表达，ＭＴＴ检测细胞增殖度。结果　ＳＦＬＬＲ＋Ｃ／ＥＢＰα质粒组细胞

内αＳＭＡ及Ⅰ型前胶原蛋白的表达较其余各组明显减少，细胞增殖度也明显下降，均以转染后４８ｈ明显改变（犘＜０．０１）。结论

　上调Ｃ／ＥＢＰα的表达在一定程度上可抑制ＰＡＲ１对 ＨＳＣＴ６的活化、增殖和胶原蛋白的合成。
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　　肝星状细胞（ｈｅｐａｔｉｃｓｔｅｌｌａｔｅｃｅｌｌｓ，ＨＳＣ）激活是肝纤维化

的关键，抑制 ＨＳＣ激活对肝纤维化防治有重要作用
［１］。蛋白

酶活化受体１（Ｐｒｏｔｅａｓｅａｃｔｉｖａｔｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒ１，ＰＡＲ１）是凝血酶介

导的肝纤维化自动放大循环过程中的主要炎性反应和纤维化

受体，在肝纤维化形成中起正性调控作用，拮抗ＰＡＲ１活性可

以抑制 ＨＳＣ激活
［２］，但至今在肝纤维化防治研究中尚未发现

有效的选择性ＰＡＲ１的抑制剂和方法。ＨＳＣ激活的显著变化

是细胞内脂滴的减少甚至消失，脂滴的消失意味着去脂肪细胞

分化，ＨＳＣ向脂肪细胞分化是维持其静止所必需的，去脂肪细

胞分化在 ＨＳＣ激活中起着关键作用
［１］。ＣＣＡＡＴ增强子结合

蛋白α（ＣＣＡＡＴｅｎｈａｎｃｅｒｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎｓα，Ｃ／ＥＢＰα）基因表

达是维持脂肪细胞分化的重要转录因子之一［３］。那么，与脂肪

细胞分化脂滴形成相关的Ｃ／ＥＢＰα能否维持 ＨＳＣ静止，引入

Ｃ／ＥＢＰα维持脂肪细胞分化防止 ＨＳＣ激活机制对ＰＡＲ１促肝

纤维化形成是否有负性调节作用？作者为此作了以下研究，现

报道如下。

１　材料与方法

１．１　细胞　ＨＳＣＴ６细胞株购于中美合资博汇斯生物医药科

技有限公司。

１．２　材料　质粒ｐｃＤＮＡ３．１（）Ｃ／ＥＢＰα购自Ｂｉｏｖｅｃｔｏｒｓｃｉ

ｅｎｃｅｌａｂ，Ｉｎｃ，空载体ｐｃＤＮＡ３．１（）由第三军医大学大坪医院

野战外科研究所一室提供。ＰＡＲ１活性肽（ＳＦＬＬＲ）由西安美

联生物科技有限公司合成；ＰｏｌｙＪｅｔＴＭ 体外ＤＮＡ转染试剂购

自美国ＳｉｇｎａＧｅｎＬａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ；兔抗ＧＡＰＤＨ多克隆抗体及鼠

抗兔二抗购自美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司；αＳＭＡ及Ⅰ型前胶原购

自北京中杉金桥生物公司；蛋白分子标记物购自Ｇｉｂｃｏ公司。

１．３　方法

１．３．１　Ｃ／ＥＢＰα质粒转染经ＳＦＬＬＲ处理的 ＨＳＣＴ６细胞　

４２４４ 重庆医学２０１３年１２月第４２卷第３６期
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收集培养的 ＨＳＣＴ６细胞，选取状态佳、存活率高的细胞进行

试验。０．２５％的胰蛋白酶进行消化，将获得的细胞调整密度为

１×１０５／孔接种于１２孔板，完全培养基培养至细胞融合后，换

用无血清的培养基继续培养２４ｈ。转染相关质粒，根据转染情

况进行细胞分组：ＳＦＬＬＲ组，ＳＦＬＬＲ＋Ｃ／ＥＢＰα组，ＳＦＬＬＲ＋

空载体组，正常组（细胞未做任何处理）；向不同处理组细胞内

分别加入５０μｍｏｌ／Ｌ的ＳＦＬＬＲ继续培养２４ｈ，参照ＰｏｌｙＪｅｔ质

粒转染试剂的高级转染法进行细胞转染，２４、４８ｈ后收集细胞

进行相关指标的检测。

１．３．２　ＭＴＴ检测转染后２４、４８ｈ各组 ＨＳＣＴ６细胞增殖

度　收集转染后２４、４８ｈ细胞，每孔加入０．５ｇ／Ｌ的 ＭＴＴ４０

μＬ二甲基亚砜反应４ｈ，吸出培养液，加入２００μＬＤＭＳＯ振荡

１０ｍｉｎ。酶标仪测定各孔光吸收值，波长选择４９０ｎｍ，空白孔

调零。

１．３．３　蛋白质印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）检测转染后２４、４８ｈ各

组αＳＭＡ及Ⅰ型前胶原的表达　分别收集转染后２４、４８ｈ的

细胞，ＲＩＰＡ细胞裂解液（ＲＩＰＡｌｙｓｉｓｂｕｆｆｅｒ）裂解细胞提取总蛋

白，每条泳道上样４５μｇ蛋白样品进行１０％ＳＤＳ聚丙烯酰胺

凝胶电泳，抗体稀释度为αＳＭＡ１∶３００，Ⅰ型前胶原１∶４００，

甘油醛３磷酸脱氢酶（ＧＡＰＤＨ）作为内参。同一样品重复５

次，取５次测定结果的平均值进行统计分析。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件对数据进行统计分

析，计量资料以狓±狊表示，多个样本均数比较采用单因素方差

分析，各组间比较采用ＬＳＤ检验，以犘＜０．０５为差异有统计学

意义。

２　结　　果

２．１　ＭＴＴ检测各组细胞增殖度结果　Ｃ／ＥＢＰα基因转染经

ＳＦＬＬＲ刺激 ＨＳＣＴ６细胞２４ｈ后，ＳＦＬＬＲ＋空载体组及

ＳＦＬＬＲ组细胞增殖度较正常组明显增加，而 ＳＦＬＬＲ＋Ｃ／

ＥＢＰα质粒组细胞增殖度与ＳＦＬＬＲ＋空载体组及ＳＦＬＬＲ组相

比明显下降，４８ｈ后ＳＦＬＬＲ＋Ｃ／ＥＢＰα转染组细胞增殖度较

正常组亦明显下降（犘＜０．０１），见表１。

２．２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测转染后２４、４８ｈ各组αＳＭＡ及Ⅰ型前

胶原蛋白表达　转染２４ｈ后ＳＦＬＬＲ＋Ｃ／ＥＢＰα组与ＳＦＬＬＲ

＋空载体组及ＳＦＬＬＲ组比较，Ⅰ型前胶原及αＳＭＡ蛋白表达

明显减少（犘＜０．０５）；ＳＦＬＬＲ＋空载体组及ＳＦＬＬＲ组与正常

组比较，Ⅰ型前胶原及αＳＭＡ表达明显升高（犘＜０．０５）；４８ｈ

后ＳＦＬＬＲ＋Ｃ／ＥＢＰα组Ⅰ型前胶原及αＳＭＡ蛋白表达较正常

组亦明显减少（犘＜０．０１）；而ＳＦＬＬＲ＋空载体组与ＳＦＬＬＲ组

比较，Ⅰ型前胶原及αＳＭＡ蛋白表达差异无统计学意义，见图

１，表２。

表１　　ＭＴＴ检测不同时间点各组 ＨＳＣＴ６增值（狓±狊）

组别 ２４ｈ ４８ｈ

正常组 ０．３１６±０．０４８ ０．８００±０．０４５

ＳＦＬＬＲ＋空载体组 ０．６５４±０．０５７ａ １．１１４±０．０５８ａ

ＳＦＬＬＲ组 ０．６９２±０．０３５ａ １．２５０±０．０５０ａ

ＳＦＬＬＲ＋Ｃ／ＥＢＰα组 ０．３５２±０．０５５ｂｃ ０．５０６±０．０３６ａｂｃ

　　ａ：犘＜０．０１，与同时间点正常组比较１；ｂ：犘＜０．０１，与同时间点

ＳＦＬＬＲ＋空载体组比较；ｃ：犘＜０．０１，与同时间点ＳＦＬＬＲ组比较。

　　Ａ：ＳＦＬＬＲ＋Ｃ／ＥＢＰα组；Ｂ：正常组；Ｃ：ＳＦＬＬＲ组；Ｄ：ＳＦＬＬＲ＋空

载体组。

图１　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＰＡＲ１各因素处理组αＳＭＡ及

Ⅰ型前胶原蛋白表达

表２　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＰＡＲ１各处理组Ⅰ型前胶原及αＳＭＡ相对表达情况（狓±狊）

组别
Ⅰ型前胶原

２４ｈ ４８ｈ

αＳＭＡ

２４ｈ ４８ｈ

正常组 ０．２７２±０．０７１ ０．５２０±０．０４７ ０．３９６±０．０７３ ０．５８６±０．０３８

ＳＦＬＬＲ＋空载体组 ０．３２６±０．０５７ａ ０．７１４±０．０３６ａ ０．５３２±０．０３５ａ ０．８０４±０．０６２ａ

ＳＦＬＬＲ组 ０．３４４±０．０４６ａ ０．６５８±０．０４２ａ ０．４９２±０．０６７ａ ０．７４６±０．０３７ａ

ＳＦＬＬＲ＋Ｃ／ＥＢＰα组 ０．２４８±０．０４４ｂｃ ０．１９８±０．０４９ａｂｃ ０．４１０±０．０４５ｂｃ ０．２０４±０．０３８ａｂｃ

　　ａ：犘＜０．０５，与同时间点正常组比较；ｂ：犘＜０．０５，与同时间点ＳＦＬＬＲ＋空载体组比较；ｃ：犘＜０．０５，与同时间点ＳＦＬＬＲ组比较。

３　讨　　论

近年来随着分子生物学技术的进展，对肝纤维化发生发展

的分子机制有了深入理解，研究发现多种因子可参与肝纤维化

的形成，包括致肝纤维化细胞因子，如转化生长因子（ＴＧＦ）β、

ＴＧＦα、肿瘤坏死因子（ＴＮＦ）、蛋白酶活化受体家族（ＰＡＲｓ）

等；逆转肝纤维化调节因子，如Ｃ／ＥＢＰα、过氧化物酶增殖物激

活受体（ＰＰＡＲγ）等，均可作用于 ＨＳＣ进而影响肝纤维化发

生、发展［４５］。ＰＡＲｓ属于７次跨膜 Ｇ蛋白偶联受体大家族成

员之一，人体内绝大多数细胞均有不同类型的ＰＡＲｓ存在与表

达。与其他Ｇ蛋白偶联受体激活机制不同，ＰＡＲｓ氨基末端被

细胞外蛋白酶裂解后形成新的氨基末端，暴露的新氨基末端又

能够结合自身受体并导致自身受体激活，诱导细胞内信号转

导，从而参与机体各种病理及生理过程，如炎性反应、止血、疼

痛等［６］。

研究表明ＰＡＲｓ也可以通过促进细胞增殖及胶原蛋白产

生来参与各种组织器官的纤维化，尤其是肾脏和肝脏［７］。

Ｌｕｙｅｎｄｙｋ等
［８］最先通过研究证实，受损肝脏 ＨＳＣ中ＰＡＲ１表

达含量增加，ＰＡＲ１激动剂可以促进 ＨＳＣ细胞增殖。Ｒｕｌｌｉｅｒ

等［９］通过敲除肝纤维化大鼠ＰＡＲ１基因证明ＰＡＲ１基因的缺

失可以抑制 ＨＳＣ激活及胶原蛋白的产生。本研究前期体外实
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验也证实，ＰＡＲ１不仅可促进肝纤维化的形成，还可诱导炎性

反应，加重肝脏损伤过程，是肝纤维化自动放大循环过程中的

主要炎性反应和纤维化受体，拮抗ＰＡＲ１的作用，可以抑制

ＨＳＣ激活，限制肝脏炎性反应，中断肝纤维化过程中 ＨＳＣ激

活后的自动放大循环作用［１０１１］，但至今为止尚未发现有效的

选择性ＰＡＲｓ抑制剂和方法。

ＨＳＣ激活的显著变化是细胞内脂滴的消失，Ｃ／ＥＢＰα与维

持 ＨＳＣ静止密切相关，在肝纤维化形成中起着负性调控作用。

ＣＣＬ４诱导小鼠肝纤维化模型显示，干预的最初１～４周和最

后９～１２周均可测得Ｃ／ＥＢＰα表达，其表达可明显降低胶原蛋

白合成［１２］。体外研究发现上调Ｃ／ＥＢＰα在 ＨＳＣ中表达可抑

制 ＨＳＣ增殖及αＳＭＡ的表达，诱导脂滴的重新形成，进而维

持 ＨＳＣ静止
［１３］，提示Ｃ／ＥＢＰα与抑制 ＨＳＣ活化维持其静止

相关。

鉴于ＰＡＲ１在肝纤维化形成和发展中的正性促进作用，受

到Ｃ／ＥＢＰα与维持脂肪细胞分化进而维持 ＨＳＣ静止的启发，

本研究将上调Ｃ／ＥＢＰα基因表达引入到ＰＡＲ１激活的 ＨＳＣ

中，探讨二者在 ＨＳＣ激活中的关系。ＳＦＬＬＲ是人工合成的

ＰＡＲ１及ＰＡＲ２的特异性多肽，可直接与ＰＡＲｓ细胞外氨基末

端结合诱导其激活，本研究选用外源性ＳＦＬＬＲ刺激 ＨＳＣＴ６

细胞来模拟ＰＡＲ１对ＨＳＣ的作用，结果显示，随着转染时间的

延长，ＳＦＬＬＲ＋Ｃ／ＥＢＰ２组内αＳＡＭ 较其余各组明显下降。

αＳＭＡ是 ＨＳＣ激活的标志
［１４］，提示随着Ｃ／ＥＢＰα基因表达增

多，ＰＡＲ１激活的 ＨＳＣ活化数目减少。转染后２４ｈＳＦＬＬＲ＋

Ｃ／ＥＢＰα组内细胞增殖度较其余各组明显下降（犘＜０．０５），４８

ｈ后此现象更加明显（犘＜０．０１），与文献报道的Ｃ／ＥＢＰα抑制

细胞增殖作用一致。Ⅰ型胶原是纤维化肝脏中含量最大的胶

原蛋白，肝硬化时Ⅰ型胶原占胶原含量的９０％以上，Ⅰ型胶原

可作为反映胶原代谢的主要参考指标，而Ⅰ型前胶原是合成Ⅰ

型胶原的重要前体，其浓度反映Ⅰ型胶原合成速率
［１５］，故本研

究选用Ⅰ型前胶原作为胶原蛋白合成的检测指标；结果显示

ＳＦＬＬＲ＋Ｃ／ＥＢＰα组内Ⅰ型前胶原 ｍＲＮＡ及蛋白的表达含量

较其余各组明显下降，尤以转染后４８ｈ明显，提示：上调Ｃ／

ＥＢＰα表达可在一定程度上抑制ＰＡＲ１激活的 ＨＳＣ胶原蛋白

的产生，进而减少了细胞外基质（ＥＣＭ）在肝脏的沉积，在一定

程度上减轻了纤维化程度。

本实验表明，上调 Ｃ／ＥＢＰα表达可降低 ＰＡＲ１激活的

ＨＳＣＴ６细胞增殖，并能抑制 ＨＳＣＴ６活化及胶原蛋白的合

成，提示Ｃ／ＥＢＰα可以抑制ＰＡＲ１对 ＨＳＣ活化、增殖及分泌胶

原的促进作用。
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