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藏红花酸对 TGF-茁1刺激的人肝星状细胞 LX-2信号转导通路的影响 *
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摘要 目的：研究藏红花酸（crocetin）对转化生长因子 -茁1（TGF-茁1）刺激的人肝星状细胞 LX-2信号转导通路的影响。方法：体外培

养 LX-2细胞，随机设立空白对照组，模型组，藏红花酸低剂量组，藏红花酸中剂量组，藏红花酸高剂量组，用含 10%血清的 1640

培养液培养 48 h，MTT法测各组细胞增殖，蛋白免疫印迹测定各组细胞 琢-SMA蛋白的表达，实时荧光定量 PCR法测各组细胞

Smad2、Smad3、Smad7mRNA的表达。结果：与对照组比较，TGF-茁1刺激后人肝星状细胞 LX-2增殖作用明显，且上调 琢-SMA蛋

白、Smad2mRNA、Smad3mRNA表达，下调 Smad7mRNA表达（P<0.01）与模型组比较，藏红花酸组均能抑制 LX-2细胞增殖，并呈

剂量依赖性，高、中剂量组作用明显，能够明显下调 琢-SMA蛋白、Smad2mRNA、Smad3mRNA表达，上调 Smad7mRNA表达，差异

具有统计学意义（P<0.05）。结论：藏红花酸对 TGF-茁1刺激的 LX-2细胞中 Smad7mRNA具有上调作用，对 Smad2、Smad3mRNA具

有下调作用，其抗肝纤维化作用可能与抑制 TGF-茁1/Smads信号转导通路有关。
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Effects of Crocetin on Signal Transduction Pathway of Human Hepatic
Stellate Cells Stimulated by TGF-茁1*

To study the effects of crocetin on TGF-茁1 stimulated signal transduction pathway in human hepatic stel-
late cells (HSC-LX2). : HSC-LX2 cells were cultured in vitro and randomly divided into 5 groups: blank group, model group,

low-dose crocetin group, medium-dose group, high-dose crocetin group. Then cells proliferation were measured by MTT, the expression

of 琢-SMAwas measured byWestern blot, the gene expression of Smad2/Smad3/Smad7 mRNAwere measured by Real-time PCR.

Compared with control group, the model group promotes cells proliferation. It can upregulate the expression of 琢-SMA protein,

Smad2mRNA and Smad3mRNA and downregulate the expression of Smad7mRNA (P<0.01). Compared with model group, crocetin

group can inhibit the effect of TGF-茁1 in a dose-dependent manner(P<0.05). The high-dose and medium-dose crocetin groups can down-
regulate the expression of 琢-SMA protein, Smad2mRNA and Smad3mRNA and upregulate the expression of Smad7mRNA (P<0.05).

Crocetin can upregulate the expression of Smad7mRNA and downregulate the expression of Smad2mRNA and Smad3mR-

NA in LX-2 cells induced by TGF-茁1. Thus the anti-hepatic fibrosis mechanism of crocetin may be related to the inhibition of

TGF-茁1/Smads signal transduction pathway.
Hepatic stellate cell; Transforming growth factor-茁1;Crocetin;TGF- 茁1/Smads
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前言

肝纤维化是机体对各种慢性肝损伤的修复反应，表现为肝

内结缔组织的异常沉积[1]。它是一个动态过程，呈双向性发展，

经积极有效地治疗可逆转，如不及时治疗，肝纤维化亦可进展

为肝硬化甚至肝癌 [2,3]。目前认为静息状态的肝星状细胞(hep-

atic stellate cells, HSC)受到各种致病因子的刺激活化成肌成纤

维细胞是肝纤维化发展的中心环节[4]。其中，转化生长因子 -茁1

(transforming growth factor-茁1，TGF-茁1) 是刺激 HSC激活和分

泌细胞外基质（Extracellular matrix，ECM）作用最强的细胞因子
[5,6]，主要通过 TGF-茁1/Smads信号通路发挥作用[7,8]。

藏红花（Saffron）是一种传统中药，为我国重点发展的 39

种中药之首位[9]。藏红花酸（crocetin）是藏红花的有效成分之

一，属于类胡萝卜素类物质，具有多不饱和共轭烯酸结构。有研

究表明，藏红花酸在治疗神经系统疾病[10]、抗心血管疾病[11,12]、

抗氧化[13]、抗肿瘤等[14]方面具有明确的作用，在抗纤维化方面
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[15-17]亦表现出积极的作用。因对藏红花酸的抗肝纤维化的研究

很少见，本研究通过建立 TGF-茁1诱导的人肝星状细胞（LX-2）
纤维化增殖模型，观察不同剂量藏红花酸对活化的肝星状细胞

的作用及 TGF-茁1下游 Smad2、Smad3、Smad7信号分子表达的

影响，试图探讨藏红花酸的抗肝纤维化作用及可能的作用机制。

1 材料与方法

1.1 实验材料

1.1.1 药品与试剂 藏红花酸，上海同田生物科技有限公司；

Recombinant Human TGF茁1，美国 PEPROTECH 公司；人肝星

状细胞株 LX-2，上海中科院细胞所；PRMI-1640 MEDIUM培

养基，美国 Hyclone 公司；血清，进口 "LONSERA" 胎牛血清；

0.25%胰酶，北京索莱宝科技有限公司；四甲基偶氮唑蓝

（MTT）、二甲基亚砜（DMSO），美国 sigma公司；Trizol Reagent

试剂、Reverse Transcription System逆转录试剂盒，Thermo Fish-

er赛默飞世尔科技有限公司；PCR 试剂盒，瑞士罗氏公司；

Smad2、Smad3、Smad7引物，上海生工生物工程技术服务有限

公司合成；兔抗 琢-SMA多克隆抗体，北京博奥森生物技术有限

公司；茁-actin、辣根过氧化物酶标记二抗，北京中杉金桥生物技
术有限公司；ECL显影液，碧云天生物技术公司。

1.1.2 主要仪器 医用超净工作台、CO2细胞培养箱，上海博

迅实业有限公司；倒置显微镜及成像系统，舜宇光学科技有限

公司；Millipore实验室纯水系统，美国 Pall公司；全自动酶标

仪、BIO-RAD凝胶成像仪 XRS+、电泳仪，美国 BIO-RAD公

司；PCR扩增仪，德国 Eppendorf公司。

1.2 实验方法

1.2.1 细胞培养 LX-2细胞在含 100 U/mL青霉素，100 U/mL

链霉素、10%血清的 1640培养液中培养，置于 37℃ 5%CO2的

环境中培养，隔天换液一次。待细胞生长达到 80%-90%密度

时，传代培养。

1.2.2 实验分组 细胞贴壁后换含无血清培养液过夜后加药，

实验分组：空白对照组，TGF-茁1（5 ng/mL）刺激的模型组，
TGF-茁1（5 ng/mL）+藏红花酸 10-7 mol/L低剂量组，TGF-茁1（5

ng/mL）+藏红花酸 10-6 mol/L中剂量组，TGF-茁1（5 ng/mL）+藏
红花酸 10-5 mol/L高剂量组。

1.2.3 MTT测细胞增殖 取对数生长期细胞用于实验，0.25%

胰蛋白酶消化细胞，离心及台酚蓝染色计数后，用含 10%FBS

的 1640培养液调整细胞数以 1× 105/mL的细胞悬液，按每孔

100 滋L加入 96孔培养板，每组设 3个复孔，在 37℃ 5% CO2

恒温培养箱中培养，细胞培养 12 h贴壁后换含无血清 1640培

养液同步化培养过夜，按照以上分组换药，培养 48 h。终止前 4

h 各孔分别加入 20 滋L MTT（5 mg/mL）继续培养 4 h，吸弃上

清，每孔加入 150 滋L DMSO，震荡混匀，酶标仪 490 nm处测定

吸光度 A值。实验重复三次。

1.2.4 蛋白免疫印迹（western blot）测定 琢-SMA蛋白水平 对

数生长期的 LX-2细胞接种于培养瓶中，用含有 10%FBS的

1640培养液，在 37℃ 5%CO2恒温培养箱中培养，待细胞贴壁

后换无血清培养液培养过夜，按照以上分组培养 48 h。干预结

束后，提取细胞总蛋白；用 BCA法测蛋白浓度，并调平蛋白浓

度；加入 5× loading，100℃沸水煮 10 min；配制 SDS-PAGE凝

胶，加样电泳；转膜；6%牛奶室温封闭 2 h；加入兔抗 琢-SMA一

抗 4℃孵育过夜；TBST洗膜 3次；辣根过氧化物酶标记的二抗

室温孵育 2 h；TBST洗膜 3次。采用凝胶成像系统，用 ECL发

光试剂盒，在膜上均匀滴上显影液，置于 Bio-rad自动显影仪器

中进行目的蛋白显影，凝胶成像分析系统进行灰度扫描分析，

结果以目的蛋白条带灰度值与内参蛋白灰度值比值表示目标

蛋白相对表达水平。

1.2.5 Real-timePCR 法测 Smad2、Smad3、Smad7mRNA 表达

按照上述分组处理，干预结束后，用 Trizol 法提取细胞总

RNA，用逆转录试剂盒进行逆转录合成 cDNA，采用 actin为内

参对照，对转录产物进行 PCR扩增。引物序列见表 1，扩增体系

均为 20 滋L：SYB 10 滋L，水 7 滋L，模板 1 滋L（100 ng/滋L），上游
引物 1 滋L（10 mol），下游引物 1 滋L（10 mol）。扩增条件：预变性
95℃，10 min；变性 95℃，15 s；退火 60℃，1 min；40个循环。

用 PCR仪随机软件计算循环阈值（Ct），相对基因表达分析采

用 2-△ △ Ct法进行，计算目的基因的相对表达量。

表 1 RT-PCR引物序列

Table 1 Sequence of Primers used for RT-PCR

Genes Primer Sequences Product Length（bp）

Smad2 Forward：5'ACCGAAGGCAGACGGTAACA3' 118

Reverse: 5'CTTGAGCAACGCACTGAAGG3'

Smad3 Forward：5'TGACTGTGGATGGCTTCACC3' 118

Reverse：5'ACGCCTCTTCCGATGTGTCT3'

Smad7 Forward：5'CTAGTGGCCGAACCAGAACC3' 108

Reverse：5'GGAGATCCAGGAGCAGATGG3'

茁-actin Forward: 5'CAGAAGGATTCTATGTGG3' 224

Reverse: 5'CATGATCTGGGTCATCTTC3'

1.3 统计学分析

数据采用 SPSS19.0 统计软件进行分析，各组数据以均

数± 标准差表示（x± s），两组间比较采用 t检验，多组间比较采

用单因素方差分析，P<0.05表示差异有统计学意义。作图采用

Graphpad Prism5.0软件。

3231· ·



现代生物医学进展 biomed. cnjournals .com Progress inModern Biomedicine Vol.18 NO.17 SEP.2018

2 结果

2.1 藏红花酸对 TGF-茁1刺激的 LX-2增殖影响

与正常组细胞相比，外源性刺激因子 TGF-茁1（5 ng/mL）刺

激的模型组，LX-2 增殖明显（P＜0.01），而藏红花酸（10-7

mol/L、10-6 mol/L、10-5 mol/L）干预后，与模型组比较 OD值明显

减小，抑制 LX-2的增殖（P＜0.05）。结果见表 2。

Note:Compared with control group, #P<0.01.compared with model group, *P<0.05.

表 2 藏红花酸对 TGF-茁1（5 ng/mL）刺激的 LX-2增殖的影响（n=3, x± s）

Table 2 Effects of Crocetin on the proliferation of LX-2 stimulated with TGF-茁1（n=3, x± s）

Group concentration（mol/L） A value

control - 0.5387± 0.0066

model - 1.061± 0.0236#

crocetin 10-7 0.9103± 0.0505*

10-6 0.8453± 0.00957*

10-5 0.668± 0.0113*

2.2 藏红花酸对 TGF-茁1刺激的 LX-细胞 a-SMA蛋白表达的

影响

Western Blot结果显示，模型组 TGF茁1能够刺激 LX-2细

胞活化，即 a-SMA的表达增加，与正常组比较差异有统计学意

义（P＜0.01）；与模型组相比较，在藏红花酸高、中剂量组作用

48 h后，LX-2细胞中 琢-SMA蛋白表达明显减低（P＜0.05），说

明藏红花酸对 TGF-茁1刺激的 LX-2细胞活化具有抑制作用。

结果见图 1。

2.3 藏红花酸对 TGF-茁1 刺激的 LX-2细胞的 Smad2、Smad3、

Smad7mRNA表达的影响

RT-PCR结果显示，与正常组比较，经过 TGF茁1刺激，模型
组 LX-2 细胞中 Smad2、Smad3mRNA 表达上调（P＜0.01），

Smad7mRNA表达下调（P＜0.01），与模型组比较，藏红花酸高、

中剂量组使 Smad2、Smad3mRNA 表达下调，Smad7mRNA 表

达上调（P＜0.05）。结果见图 2。

3 讨论

肝纤维化是一个缓慢进展的病理过程，由多种慢性肝病发

展而来。病因包括感染性疾病和非感染性疾病，前者主要是以

乙肝和丙肝为首的病毒性肝炎，后者包括酒精性肝病、脂肪肝、

自身免疫性肝病等。经积极有效的治疗可逆转，如错过治疗的

图 1 藏红花酸对 LX-2细胞琢-SMA蛋白表达的影响

Fig1 Effect of crocetin on 琢-SMA protein expression in LX-2 cell

Note: Compared with control group, #P<0.01. compared with model group,

*P<0.05.

图 2 藏红花酸对 LX-2细胞 Smad2(A)/Smad3(B)Smad7mRNA(C)表达的影响

Fig.2 Effect of crocetin on Smad2(A)/Smad3(B)Smad7mRNA(C) expression in LX-2 cell

Note: Compared with control group, #P<0.01. compared with model group, *P<0.05.
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有效时机则不可逆地发展成肝硬化、甚至肝癌。当进展到肝硬

化失代偿期时，会出现以肝功能损害和门脉高压症为特点的临

床表现，晚期出现上消化道出血、肝性脑病、继发性感染等合并

症，严重者甚至引发原发性肝癌。因此，肝纤维化早发现，并采

用行之有效的治疗手段治疗，是阻止疾病进一步恶化的关键措

施。阻断肝纤维化，最有效的方法是去除病因，包括核苷类似

物、干扰素抗病毒治疗、禁止饮酒、停用损害肝脏的药物等。但

事实上很多肝病如：自身免疫性肝病、原发性胆汁性肝硬化等

无法从根本上去除病因。因此，积极寻找有效的抗肝纤维化药

物成为研究的热点和难点。

近年来，很多学者开始关注中药的抗肝纤维化作用，因其

具有多靶点、多途径的作用特点，疗效确切。我们实验所研究的

藏红花酸是藏红花的重要活性成分之一，因藏红花价格昂贵，

限制其开发和利用，因此着重其有效成分的研究。藏红花酸具

有广泛的药理作用，在我们前期的体内研究中发现藏红花酸能

够改善四氯化碳诱导的小鼠肝脏的炎症浸润、胶原沉积，并且

抑制 P38、CTGF等细胞因子的表达。本研究在前期实验基础

上，建立 TGF-茁1诱导的体外肝纤维化模型，进一步明确藏红
花酸的抗肝纤维化作用及相关的分子机制。

在各种慢性损伤因子刺激下，肝脏内大量 ECM聚集是肝

纤维化的特点，其中 HSC细胞是 ECM的主要来源细胞[4]。HSC

位于窦周 Disse间隙，主要功能是储存和代谢 VitA，合成与分

泌少量的 ECM，并有产生一定胶原酶的能力。正常情况下 HSC

处于静止状态，当致肝病因子造成肝细胞损伤时，多种细胞因

子和某些化学介质共同作用于 HSC，使 HSC激活并转化为具

有表达 琢-SMA能力的肌成纤维细胞，激活的 HSC通过自分泌

和旁分泌，促进 HSC增殖，合成大量细胞外基质并在肝内沉

积，导致肝纤维化[18]。因此，HSC的增殖、活化是肝纤维化进程

的标志，抑制 HSC的增殖和活化则阻碍肝纤维化的进一步发

展。在本实验中，模型组促进 LX-2细胞大量增殖，并且 琢-SMA

蛋白表达增加，而藏红花酸组 LX-2增殖受到抑制，活化标志物

琢-SMA表达减少，尤以高、中剂量组效果明显，差异具有统计

学意义。这说明藏红花酸可以抑制 LX-2细胞的活化和增殖，进

而抑制肝纤维化的发展。

在众多的致纤维化因子中，TGF茁1是最关键的细胞因子
[5,6]，当肝脏损伤时，TGF茁1促进 HSC激活、增殖、分化成肌成纤

维细胞，促进胶原沉积，抑制 HSC凋亡。作为 TGF茁1唯一的受
体后蛋白，Smad在肝纤维化过程中发挥重要作用[19]。

Smads 蛋白家族根据结构和功能不同，可分为三类：

Smad2、3 称受体调控性 Smad（R-Smad），可通过与活化的

T茁R1 结合将信号传递至细胞内；结合共介导型 Smad

（Co-Smad）Smad4可与 R-Smad结合协助其进入细胞核；抑制

型 Smad（I-Smad）Smad6、7是 TGF-茁1信号转导抑制分子，能
与 R-Smad竞争干扰其活化，在 TGF-茁1信号转导中形成负反
馈环路，从而发挥抗 HF作用[20]。在信号转导时，TGF-茁1先与
T茁RII结合，形成复合物，再与 T茁RI结合，使胞质内下游分子
Smad2/3磷酸化，Smad2/Smad3再与 Smad4结合形成异源寡聚

体，将信号从胞浆转移至胞核内[21]，调节 I型胶原、III型胶原及

琢-SMA的转录。R-Smad与 I-Smad表达失衡是肝纤维化发生

的分子机制之一，上调 Smad7或下调 Smad2/Smad3均为理论

上可行的基因治疗策略 [22]。近年来，越来越多的研究提出以

TGF茁1 为靶目标抗纤维化 [23,24]，Xu 等 [25]通过 TGF-茁1 小 RNA

干扰（siRNA）技术研究刀豆蛋白 A诱导的肝纤维化小鼠，结果

表明 TGF-茁1、Smad3、琢-SMA表达下调，Smad7表达上调，明显

抑制了肝纤维化的发展；有研究表明[26]，敲除 Smad3，MMPs表

达增多，肝纤维化程度减轻，当 Smad3过表达时，MMPs表达降

低，肝纤维化程度加重；有学者[27]应用转染了 Smad7的鼠骨髓

间充质干细胞与肝星状细胞共培养，结果表明星状细胞早期凋

亡率增高，I型胶原、III型胶原、Smad2、Smad3等表达均下降，

TGF-茁1信号通路受阻。此外，也有很多中药针对 TGF-茁1/Smad
信号通路探讨抗肝纤维化作用，如吴茱萸碱[28]、人参皂苷[29]等均

可通过抑制 TGF-茁1/Smad这一信号通路发挥抗纤维化作用。
在本研究中，TGF-茁1 刺激可明显促进 LX-2 细胞内 Smad2、

Smad3mRNA表达，抑制 Smad7mRNA的表达，高中剂量组藏

红花酸则抑制 TGF-茁1的这种作用，使 Smad2、Smad3mRNA表

达下调，Smad7mRNA表达上调，抑制这一信号通路，这与上述

研究结果一致，进一步证实了藏红花酸可能的抗肝纤维化机制。

综上所述，在一定浓度范围内，藏红花酸可能通过促进

TGF-茁1诱导的 LX-2细胞中 Smad7表达，抑制 Smad2、Smad3

表达，恢复正常的 TGF-茁1跨膜信号转导，从而抑制星状细胞
活化及 琢-SMA表达，发挥抗纤维化作用，但确切的分子作用机

制及是否也作用于其他的信号通路尚有待进一步研究。藏红花

酸有望成为抗肝纤维化的有效药物，但肝纤维化的治疗是一大

难题，尚需有待进一步开发新药。
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