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川芎嗪干预转化生长因子β1诱导肝星状细胞结缔组织生长因子表达中
p38丝裂酶原激活蛋白激酶的途径**★

杨建波，李孝生

Effect of tetramethylpyrazine on transforming growth factor beta 1-induced connective tissue
growth factor expression: Role of p38 mitogen-activated protein kinase pathways in hepatic
stellate cells

Yang Jian-bo, Li Xiao-sheng

Abstract
BACKGROUND: Previous studies demonstrated that Tetramethylpyrazine can anti-hepatic fibrosis via inhibiting hepatic stellate
cells proliferation, blocking the synthesis of type Ⅰ, Ⅲ collagen, as well as down-regulating the expression of connective tissue
growth factor (CTGF), however, the detail mechanisms remains unclear.
OBJECTIVE: To investigate the effects of Tetramethylpyrazine on expression of CTGF and the role of p38 mitogen-activated
protein kinase (p38MAPK) signal pathway in hepatic stellate cells (HSCs).
METHODS: HSCs were cultured in vitro, stimulated by transforming growth factor β1 (TGF-β1, 5 μg/L), and then, intervened by
Tetramethylpyrazine and P38MAPK specific blocker SB203580. The expressions of CTGF and typeⅠ collagen mRNA were
measured by reverse transcription polymerase chain reaction. The phosphorylation of p38 MAPK was assessed by Western
blotting.
RESULTS AND CONCLUSION: Compared with the control group, TGF-β1-induced CTGF and typeⅠ collagen gene
expressions were obviously increased (P < 0.01). CTGF and typeⅠ collagen expressions appeared decreased in varying
degrees after the intervened by Tetramethylpyrazine and SB203580. But the Tetramethylpyrazine and Tetramethylpyrazine +
SB203580 inhibited the expression of typeⅠ collagen and CTGF mRNA higher than that of SB203580. Tetramethylpyrazine and
SB203580 also significantly inhibited the phosphorylation p38MAPK protein expression (P < 0.01). The inhibitory effects were
more obviously in the SB203580 and Tetramethylpyrazine + SB203580 groups. However, the differences between the SB203580
group and Tetramethylpyrazine + SB203580 had no significance (P > 0.05). Accordingly, it is supposed that Tetramethylpyrazine
inhibits TGF-β1-induced CTGF gene expression, blocks type Ⅰ collagen mRNA synthesis, and its mechanism may be related to
inhibition p38 MAPK signaling pathways. The role of anti-fibrosis may be multi-target.

Yang JB, Li XS. Effect of tetramethylpyrazine on transforming growth factor beta 1-induced connective tissue growth factor
expression: Role of p38 mitogen-activated protein kinase pathways in hepatic stellate cells.Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu
yu Linchuang Kangfu. 2010;14(37): 6877-6881. [http://www.crter.cn http://en.zglckf.com]

摘要

背景：前期研究发现川芎嗪可通过抑制肝星状细胞的增殖和阻断Ⅰ，Ⅲ胶原的合成，下调结缔组织生长因子的表达等，发

挥抗肝纤维化的作用，但具体机制尚不清楚。

目的：观察川芎嗪对体外培养肝星状细胞表达结缔组织生长因子的影响，以及 p38丝裂酶原激活蛋白激酶(p38MAPK)信号

通路在其中的作用。

方法：用 5 μg/L转化生长因子β1诱导活化体外培养的肝星状细胞，用川芎嗪和 p38MAPK特异阻断剂 SB203580进行干预，

以 RT-PCR法检测结缔组织生长因子 mRNA和Ⅰ型胶原 mRNA的表达，Western blot法检测磷酸化 p38MAPK蛋白的表

达。

结果与结论：经转化生长因子β1诱导后，肝星状细胞中结缔组织生长因子和Ⅰ型胶原 mRNA表达显著增强(P < 0.01)，用

川芎嗪和 SB203580 干预后，结缔组织生长因子和Ⅰ型胶原 mRNA 的表达均出现不同程度的下降。但川芎嗪和川芎嗪

+SB203580混合干预对这两者的基因表达抑制作用比单独的SB203580干预更强。川芎嗪和SB203580对磷酸化p38MAPK
蛋白表达也都有明显的抑制作用(P < 0.01)，但 SB203580和川芎嗪+SB203580对其磷酸化蛋白表达抑制作用更明显，而

SB203580与川芎嗪+SB203580无明显差异(P > 0.05)。因此，推测川芎嗪可能通过抑制转化生长因子β1诱导的结缔组织

生长因子基因表达，阻断Ⅰ型胶原合成，其作用途径可能与抑制 p38mapk信号通路有关，同时认为川芎嗪抗纤维化可能是

多重作用靶点。

关键词：川芎嗪；肝星状细胞；p38丝裂酶原激活蛋白激酶；结缔组织生长因子；中药单体；组织工程
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0 引言

肝纤维化是各种慢性肝病的共同病理基

础，是肝内过多或异常的胶原纤维沉积所导致

的病理状态及其相关改变[1-7]。该病理过程是可

以逆转的，阻断乃至逆转肝纤维化是慢性肝病

治疗的关键环节。肝纤维化患者细胞外间质合

成与降解的稳态平衡被慢性肝实质持续的炎症

与坏死所破坏，细胞外间质会成大于降解。过

度纤 维化使肝脏萎缩变硬，直到引起肝硬化失

代偿或肝衰竭。结缔组织生长因子是即刻早期

基因CCN家族成员之一，是一种多功能细胞因

子，目前认为在病理状态下，其过度表达与纤

维化程度密切相关。主要是通过促进细胞增殖、

刺激细胞外基质的合成、抑制其降解，使细胞

向成纤维细胞趋化等作用，与肝纤维化的发生

发展关系密切[8-12]。川芎嗪是从中药伞形科植物

川芎(Ligusticum Chuanxiong)的根茎中提取的

有效成分，具有活血化瘀、抗血小板凝集、扩

张血管等多种作用，临床上被广泛用于缺血性

脑血管病、慢性阻塞性肺病、肾小球疾病及抗

肿瘤转移等的治疗并取得较好疗效[13-17]。近年

来的研究发现川芎嗪可通过抗脂质过氧化、抑

制肝星状细胞的活化、下调结缔组织生长因子

表达、阻断胶原的合成、促进基质金属蛋白酶

13的表达等发挥抗肝纤维化作用[18-20]。但川芎

嗪抗纤维化的具体机制仍不很清楚。特别是在

肝星状细胞中川芎嗪对结缔组织生长因子的影

响 是 否 与 p38 丝 裂 酶 原 激 活 蛋 白 激 酶

(p38MAPK)信号通路之间存在关联，目前还未

见相关报道。本实验以转化生长因子 β1
(transforming growth factor β1，TGF-β1)诱导

的大鼠肝星状细胞，用p38MAPK特异性阻断剂

SB203580进行干预。观察川芎嗪对结缔组织生

长因子及Ⅰ型胶原mRNA表达的影响，探讨川

芎嗪抗纤维化是否与p38MAPK信号通路有关。

1 材料和方法

设计：细胞生物学体外观察性实验。

时间及地点：实验于2009-03/11在重庆医

科大学第二附属医院超声研究所实验室完成。

材料：

细胞：肝星状细胞株HSC-T6[19，21]，由SV40
转染SD大鼠肝星状细胞获得，其表型为活化的

肝星状细胞，由中科院肿瘤研究所提供。

药物：盐酸川芎嗪注射液(C8H12N2；2， 3，
5， 6-四甲基吡嗪；2， 3， 5， 6-tetramethy-
lpyrazine) (批号：0806031)购自河南辅仁怀庆

堂制药有限公司(规格：2 mL∶40 mg)，化学结

构式为：

试剂及仪器：

方法：

细胞培养：HSC-T6细胞用含体积分数10%的

小牛血清DMEM培养基置于37 ℃，体积分数5%
CO2培养箱培养。传代至三四代后，用于实验。

分组：参考本课题组前期的研究[22]，选取川

芎嗪的适宜抑制质量浓度为200 mg/L，取复苏

后处于生长期的HSC-T6细胞，0.1%胰酶消化，

均匀接种于含体积分数10%小牛血清的DMEM
培养液中，培养24 h后，将细胞按下表分组，

培养48 h，备用。

细胞分组：

RT-PCR法检测结缔组织生长因子 mRNA，Ⅰ

型胶原的表达：取培养好的细胞，吸去培养基。

用磷酸盐缓冲液冲洗二三次后，加入1 mL
RNAiso Plus，振荡室温静置5 min。加入0.2 mL
氯仿，用力颠倒离心管，室温下静置 5 min，

试剂及仪器 来源

DMEM培养基，小牛血清

DMSO
SB203580
SDS-PAGE凝胶配制试剂盒，

ECL显色试剂盒，WESTERN，
IP细胞裂解液

丝裂酶原蛋白激酶 p38抗体，

磷酸化-丝裂酶原化蛋白激酶

p38抗体

Quantity One图像分析系统

美国 Hyclone公司

美国 Sigma公司

美国 ALEX公司

南通碧云天生物技术

研究所

北京博奥森生物技术

有限公司

美国 Biorad公司

组别 处理方法

空白对照组

TGF-β1组

仅加入含体积分数为 10%小牛血清的

DMEM培养基

加入 TGF-β1 5 μg/L
川芎嗪组 先加入 5 μg/L的 TGF-β1作用 30 min后

再加入 200 mg/L的川芎嗪

阻断剂组 TGF-β1 5 μg/L +SB203580 15 μmol/L
川芎嗪+
阻断剂组

TGF-β1 5 μg/L+川芎嗪 200 mg/L+
SB203580 15 μmol/L
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Collagen Ⅰ(310 bp)：
上游序列：5’-GGT GGT TAT GAC TTC AGC TTC C-3’
下游序列：5’-GAC CTG TCT CCA TGT TGC AGT AG-3’
退火温度 52℃

结缔组织生长因子(286 bp)：
上游序列：5’-CAA C TA TGA TGC GAG CCAACT G-3’
下游序列：5’-CAC ACC CCA CAG AAC TTA GCC-3’
退火温度 55 ℃

GAPDH(610 bp)：
上游序列：5’-GTG CTG AGT ATG TCG TGG AGT CT-3’
下游序列：5’-GTG GAA GAA TGG GAG TTG CTG T-3’
退火温度 57 ℃

12 000 g离心15 min。向上清液中加入等体积的异丙醇，

上下颠倒离心静置10 min。12 000 g 4 ℃离心10 min。
去上清，缓慢加入体积分数75%乙醇1 mL，12 000 g 4 ℃

离心5 min，弃乙醇。室温干燥2~5 min，加入250 μL
RNase-free水。待RNA沉淀完全溶解后于-80 ℃保

存。根据260 nm的吸光度值对样品的总RNA初步定

量。取0.5 μL RNA作为反转录模板行RT反应[23]。

目的基因与内参引物序列：

随后进行 PCR扩增，GAPDH为内参，于 94 ℃预

变性 4 min 后紧随 30个循环，循环参数：94 ℃变性

30 s，55 ℃退火 30 s(结缔组织生长因子)及 52℃退火

40 s(CollagenⅠ)，74℃延伸 30 s(结缔组织生长因子)，
74℃延伸 40 s (CollagenⅠ)，最后 74℃延伸 5 min补

齐末端。

PCR产物经 2%琼脂糖凝胶电泳鉴定，约 310 bp
(Collagen Ⅰ)，286 bp(结缔组织生长因子)处为目的基

因片段。电泳结果以 Quantity One图像分析系统进行

条带吸光度分析，以与内参 GAPDH mRNA的比值作为

目的基因 mRNA的相对水平。

Western blot检测磷酸化p38MAPK蛋白表达水平：按蛋

白提取试剂盒裂解细胞，提取细胞蛋白定量，按每孔

10 μg/L蛋白量上样，电泳2 h后电转至PVDF膜上，以

50 g/L脱脂牛奶/TBST封闭1 h。
兔抗鼠磷酸化p38mapk多克隆抗体(1∶1 000)4℃

过夜，辣根过氧化物酶标记的羊抗兔IgG(1∶5 000)室温

孵育1 h。ECL-plus发光试剂盒显影。应用p38mapk作
内参照。

结果以Quantity One图像分析系统进行条带吸光

度分析，磷酸化p38mapk蛋白与非磷酸化p38mapk蛋
白条带灰度的比值作为磷酸化蛋白表达的相对含

量[24]。

主要观察指标：川芎嗪对体外培养肝星状细胞表达

Ⅰ型胶原、结缔组织生长因子mRNA与磷酸化

p38MAPK蛋白表达的影响。

设计、实施、评估者：实验设计、实施、评估为全

体作者，参加人员均受过专门培训。

统计学分析：采用SPSS 13.0软件(美国SPSS公司)
完成统计处理，实验数据以

_

x±s表示，进行单因素方差

分析，采用LSD-t 检验，按检验水准α=0.05，以P < 0.05
为差异有显著性意义。

2 结果

2.1 川芎嗪对Ⅰ型胶原、结缔组织生长因子基因表达

的影响 见图1，2，表1。

大鼠肝星状细胞经TGF-β1诱导后，Ⅰ型胶原和结

缔组织生长因子 mRNA表达均显著增强(P < 0.01)。
使用阻断剂SB203580后，细胞Ⅰ型胶原和结缔组

织生长因子 mRNA表达明显下降(P < 0.01)，而川芎嗪

1 000 bp

Figure 1 The effect of tetramethylpyrazine on the
transforming growth factor β1(TGF-β1) induced
typeⅠcollagen mRNAexpression

图 1 川芎嗪对转化生长因子β1诱导的肝星状细胞细胞Ⅰ
型胶原 mRNA表达的影响

750 bp

500 bp

250 bp

100 bp

GAPDH

TypeⅠcollagen

Marker A B C D E

A: blank control group; B: TGF-β1 group; C: SB203580 group; D
Tetramethylpyrazine group; E: Tetramethylpyrazine + SB203580 group

1 000 bp

Figure 2 The effect of tetramethylpyrazine on the
transforming growth factor β1(TGF-β1) induced
connective tissue growth factor mRNA expression

图 2 川芎嗪对转化生长因子β1诱导的肝星状细胞细胞
结缔组织生长因子 mRNA表达的影响

750 bp

500 bp

250 bp

100 bp

GAPDH

CTGF-mRNA

Marker A B C D E

A: blank control group; B: TGF-β1 group; C: SB203580 group;
D: Tetramethylpyrazine group; E: Tetramethylpyrazine + SB203580 group
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和川芎嗪+阻断剂对细胞Ⅰ型胶原和结缔组织生长因子

mRNA表达的抑制作用比单独的阻断剂(SB203580)更
强(P < 0.01)。

川芎嗪组与川芎嗪+阻断剂组间Ⅰ型胶原和结缔组

织生长因子 mRNA的表达差异无显著性意义 (P >
0.05)。

2.2 川芎嗪对磷酸化p38MAPK蛋白表达的影响 经

TGF-β1诱导后，大鼠肝星状细胞磷酸化p38MAPK蛋白

表达显著增强 (P < 0.01)，而经过川芎嗪，川芎嗪+
SB203580或SB203580干预，磷酸化p38MAPK蛋白表

达均明显受到抑制(P < 0.01)，且SB203580和川芎嗪+
SB203580对磷酸化p38MAPK蛋白的作用更强烈(P <
0.01)，但SB203580与川芎嗪+SB203580间差异无显著

性意义(P > 0.05)，见图3。

3 讨论

肝纤维化是一个复杂的过程，影响因素很多，现公

认为是肝脏内以胶原成分为主的细胞外基质合成与降解

失衡而过度沉积的结果，活化的肝星状细胞则是肝内细

胞外基质的主要来源[25]。结缔组织生长因子是近年来发

现的一种重要致纤维化因子，能促进Ⅰ，Ⅲ型胶原，纤

维连接蛋白等细胞外基质的增加，在创伤愈合及肾脏、

肝脏、心脏、肺纤维化发生中结缔组织生长因子明显过

度表达，在各类器官纤维化发生中起重要作用[26-31]。

川芎嗪是从活血化瘀的中药川芎中分离提纯的一

种生物碱单体，被广泛用于心脑血管病等的防治[32-33]。

本课题前期研究表明川芎嗪能阻断Ⅰ型胶原的合成抑

制转化生长因子TGF-β诱导下的肝星状细胞结缔组织

生长因子蛋白的表达，能促进基质金属蛋白酶13的表

达[22，34]，本次实验也发现川芎嗪可以抑制TGF-β1诱导

的大鼠肝星状细胞结缔组织生长因子和Ⅰ型胶原

mRNA的表达，同时也对磷酸化P38MAPK蛋白的表达

有明显的抑制作用。又因p38MAPK参与了结缔组织生

长因子及Ⅰ型胶原基因表达的调节，从而表明川芎嗪对

P38MAPK通路的抑制作用可能是川芎嗪下调结缔组织

生长因子表达的机制之一。

川芎嗪对结缔组织生长因子和胶原的基因表达的

抑制作用比单用阻断剂更明显，而与川芎嗪+阻断剂混

合组的抑制作用其表达无明显差异性，提示川芎嗪抗纤

维化可能是通过多作用靶点来完成的，值得作进一步研

究证实。

综上所述，川芎嗪可能通过p38mapk途径抑制

TGF-β1诱导肝星状细胞结缔组织生长因子的基因表

达，阻断Ⅰ型胶原合成，从而发挥其抗纤维化的作用。

其抗纤维化也可能是多作用靶点。这将为川芎嗪用于肝

纤维化的临床治疗提供细胞分子水平依据。
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细胞的刺激，用川芎嗪和 p38MAPK 的特异性阻断剂

SB203580 干预，从而来分析川芎嗪对 CTGF基因表达的

影响与 p38MAPK途径是否有关系，进一步说明川芎嗪抗纤

维化的作用机制。这也将为川芎嗪用于临床抗纤维化提供分
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设计或课题的偏倚与不足：p38丝裂酶原激活蛋白激酶

(p38MAPK)信号转导通路由多个上游激酶对其活性的调

控，具体通过哪一条途径与Ⅰ型胶原和结缔组织生长因子基

因变化有关仍需要进一步的研究和证明。

提供临床借鉴的价值：对川芎嗪用于临床抗纤维化提供

了分子水平的依据，但要应用于临床治疗仍需要作进一步的

研究和验证。
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