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Abstract
AIM: To investigate the effect of Kangxian ruangan keli
(KXR) on the expression of MEK-1 and c-fos in hepatic
stellate cell (HSC) indused by PDGF.

METHODS: In a serum-free culture system, HSC was
treated with a KXR preparation for 24 hours, followed by
stimulation with PDGF-BB for 24 hours. Then the cells were
incubated again in the medium containing KXR for 3 hours
stimulated with PDGF-BB for 5 minutes, and collected. The
proliferation of HSC was examined using an MTT assay.
MEK-1 was detected with Western blotting and visualized by
the enhenced chemiluminescent (ECL) method. The expres-
sion of c-fos mRNA was analyzed with in situ hybridization.

RESULTS: The A values for the HSC growing in the media
without and with addition of PDGF were 0.170±0.060 and
0.820±0.050, respectively. The PDGF-induced increase was
hindered remarkably by KXR preparation in a dose-depen-
dent manner. Reaction values for the systems with 5 g/L
and 1.25 g/L of KXR were 0.280±0.030 and 0.430±0.040

respectively, lower significantly than that in the culture
free of KXR (0.820±0.050, P <0.01). In addition, values
for MEK-1 in HSC treated with 5 mg/mL and 1.25 mg/mL
of KXR were 0.143±0.013, and 0.170±0.007, respectively,
being lower than that in the cells treated only with PDGF-
BB (0.186±0.010, P <0.01). The expression level of c-fos
mRNA was 0.152±0.010 and 0.163±0.005, respectively, also
lower than that of the PDGF group (0.183±0.014, P <0.01).

CONCLUSION: Within the dose range used in the present
study, KXR preparation shows an inhibitory effect on HSC
proliferation induced by PDGF. The mechanism of this pro-
cess may involve interference with Ras-MEK-MAPK singal
transduction mediated by PDGF.

Yang L, Zhu QJ, Da BH, Zhang CZ. Chinese herbs Kangxian ruangan
keli inhibits expression of MEK-1 and c-fos in hepatic stellate cell indused
by PDGF. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(2):347-350

摘要

目的: 探讨抗纤软肝颗粒对PDGF诱导的肝星状细胞MEK-

1和c-fos表达的影响.

方法: 采用无血清培养 不同浓度的抗纤软肝颗粒温育肝星

状细胞24 h后 PDGF-BB(10 pg/L)刺激24 h 再加入上述

浓度的抗纤软肝颗粒 3 h后 又加入PDGF-BB(10 pg/L)作

用5 min 然后收集细胞. 采用MTT法测定细胞增生 免疫

印迹化学发光法检测MEK-1 原位杂交法检测c-fos mRNA.

结果: 无血清培养显示抗纤软肝颗粒对于PDGF诱导的细胞

增生具有抑制作用 并呈剂量依赖性 抗纤软肝颗粒5 g/L

1.25 g/L 各组的MTT测定值分别为0.28 0.03和0.43

0.04 与PDGF对照组(0.82 0.05)相比P <0.01; 对PDGF

诱导的MEK-1及c-fos mRNA表达均有显著的抑制作用:

抗纤软肝颗粒5 g/L 1.25 g/L各组细胞的MEK-1表达水平

分别为0.143 0.013 0.169 0.007 与PDGF组(0.186

0.010)比较有显著性差异(P <0.01); c-fos mRNA表达水平分

别为0.152 0.010 0.163 0.005 与PDGF组(0.183

0.014)比较也显著减弱(P  <0.01).

结论: 在所应用的剂量范围内 抗纤软肝颗粒可抑制PDGF

诱导的HSC增生 其机制与干扰Ras-MEK-MAPK信号通

路有关.

杨玲, 朱清静, 笪邦红, 张赤志. 中药抗纤软肝颗粒抑制PDGF诱导的肝星状

细胞MEK-1和 c-fos表达. 世界华人消化杂志  2004;12(2):347-350
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0   引言

肝纤维化是由各种致病因子(包括慢性病毒性肝炎 酒

精 药物等)导致的一种增生性疾病 以肝星状细胞

(hepatic stellate cells HSC)的过度增生及所分泌的细胞

外基质过度沉积为特征. 因此阻抑激活的肝星状细胞增

生是治疗慢性肝损伤和肝纤维化的重要策略[1-6]. 血小板

衍化生长因子(platelet-derived growth factor PDGF)是

HSC 最强的有丝分裂原 尤其是PDGF-BB[7-8]. Ras-

MEK-MAPK信号途径是PDGF诱导肝星状细胞增生的

重要胞内信号转导途径[9]. 因此阻断细胞因子的促增生

作用 则有望成为肝纤维化治疗的有效手段. 中药复方

抗纤软肝颗粒具有活血化痰 软坚散结的功效. 对于慢

性肝病有良好疗效 能防治CCl4所致的大鼠肝纤维化

形成 并能抑制HSC增生[10-15]. 我们探讨抗纤软肝颗粒

对Ras-MEK-MAPK信号途径的影响如下:

1   材料和方法

1.1 材料  肝星状细胞系(HSC-T6)由上海中医药大学徐

列明教授惠赠 其表现型为活化的HSC. 抗纤软肝颗粒

由丹参 莪术 海藻 鳖甲等组成 由湖北中医学院附

属医院制备 含生药2 g/g 用DMEM溶解 经0.45 um

滤器过滤除菌备用. DMEM培养基 小牛血清(fetal calf

serum  FCS)美国GIBCO公司产品 PDGF-BB购自Sigma

公司产品 MEK-1 单抗购自Santa Cruz 公司 c-fos

原位杂交试剂盒购自武汉博士德生物工程有限公司

ECL试剂购自Pierce 公司.

1.2 方法  细胞培养及药物处理  HSC-T6复苏后 接种

于含100 ml/L 小牛血清 1 10-5U/L 青霉素 100 mg/L

链霉素  10 g/L 谷氨酰胺和0.1 mmol/  L HEPES 的

DMEM培养基中. 在含50 ml/L CO2培养箱中于37 培

养. 亚单层HSC无血清培养24 h后 加入无血清培养

基稀释的抗纤软肝颗粒(设5 g/L 1.25 g/L 2个组)作用

24 h 后 加入PDGF(10 pg/L) 经 24 h 培养后 再加

入上述浓度的抗纤软肝颗粒 作用3 h后再加入PDGF

10 pg/L 5 min 后将细胞消化离心. 并设空白对照组和

PDGF 组 每组设 4 复孔 结果取均值.

        HSC-T6细胞增生的检测采用MTT比色法. 细胞按

1 108 cells/.L接种于96孔培养板 按上述药物处理

后 加入1 g/L 的MTT液 20 ul 37 孵育 4 h 加入

二甲基亚砜溶解结晶 2 min后 用全自动酶标仪测定

波长570 nm处各组细胞的吸光度A值.

        Western blot分析MEK-1的表达上述药物处理的细

胞用冰冷的PBS洗涤2次 加入样品裂解液[50 mmol/L

Tris. CL pH8.0 150 mmol/.L NaCl 0.2 g/L叠氮钠

1 g/L SDS 100 mg/L苯甲基磺酰氟 1 mg/L Aprotinin

10 g/L Nonidet P-40 5 g/L去氧胆酸钠] 置冰上孵育20 min

4 12 000 g 离心2 min 用70 g/L SDS-PAG 每

孔上样 6 µg 蛋白进行电泳 电转移至硝酸纤维素膜
上 MEK-1mAb 1 400 稀释 二抗1 2 000 稀释

应用ECL增强化学发光法显迹 X光片显影 HPIAS-

1 000图像分析仪进行半定量分析.

        原位杂交分析c-fos mRNA的表达  以地高辛标记c-

fos寡核苷酸探针进行原位杂交. 细胞爬片经40 g/L多聚

甲醛固定 5 ml/L H2O2/ 甲醛室温处理 蛋白酶K消

化; 每张爬片加20 ul 含寡核苷酸探针的原位杂交液

37 杂交过夜; 采用过氧化物酶标记地高辛抗体 -

DAB显色系统显色 阳性杂交信号呈棕黄色; 以不加含

探针的原位杂交液作阴性对照 结果为阴性; 阳性结果

用HPIAS-1000高清晰度彩色病理图文分析系统进行显

微图像分析 (结果以平均光密度A值表示).

       统计学处理  结果用mean±SD表示 采用 t 检验
P <0.05则具有统计学差异.

2   结果

2.1 抗纤软肝颗粒对PDGF诱导的HSC-T6细胞增生的

影响  抗纤软肝颗粒呈剂量依赖性抑制PDGF诱导的细胞

分裂增生 以5 g/L浓度时最为显著 与PDGF对照组比

较差异显著(P <0.01 表 1).

表1  抗纤软肝颗粒对PDGF诱导的HSC-T6增生的影响(mean±SD)

组别            药物浓度 (g/L)             A 抑制率(%)

对照组             0.170 0.060b         -

PDGF组             0.820 0.050     0.000

抗纤软肝颗粒+PDGF组    5.00             0.280 0.030b   65.900

    1.25             0.430 0.040b   47.600

bP <0.01 vs PDGF.

2.2 抗纤软肝颗粒对PDGF诱导的HSC-T6 表达MEK-1

的影响  无血清培养的HSC经PDGF诱导后引起MEK-1

表达增强 PDGF 组为 0.186 0.010 (图 l) 而空白

组为0.122 0.008 P <0.01; 经抗纤软肝颗粒作用后引

起MEK-1表达呈剂量依赖性减弱 5 g/L与1.25 g/L组

MEK-1表达水平分别为0.143 0.013 0.169 0.007

其中以抗纤软肝颗粒5 g/L组作用最显著.

图1  抗纤软肝颗粒对PDGF诱导的MEK-1的影响. A: 空白对照; B:
5 g/L抗纤软肝颗粒; C: 1.25 g/L抗纤软肝颗粒; D:  PDGF 10 pg/L.

2.3 抗纤软肝颗粒对PDGF诱导的HSC-T6表达 c-fos基

因的影响  为观察抗纤软肝颗粒对PDGF信号的影响 我

们进一步研究了其对MEK-1激活后的下游信号分子 c-

fos基因表达的影响 结果表明与空白组(0.130 0.010

图2A)比较 PDGF能显著增强c-fos mRNA的表达(0.183

0.014 图 2B P <0.01) 而抗纤软肝颗粒则能显著抑

        A                   B                  C               D
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制 c-fos mRNA的表达 5 g/L与1.25 g/L组 c-fos mRNA

的表达水平分别为0.152 0.010 图2D 0.163 0.005

图 2C 与PDGF组比较有显著性差异 P <0.01.

图2  抗纤软肝颗粒对 c-fos mRNA的影响原位杂交 400. A: 空白对
照组表达呈弱阳性; B: PDGF组表达呈强阳性; C:PDGF+KXR 1.25 mg/mL
组表达减弱; D: PDGF+KXR 5 mg/mL组表达显著减弱.

3   讨论

抗纤软肝颗粒中丹参具有一系列重要药理作用如抗

炎 抗氧化 抑制HSC 增生等[16-17] 其提取物还能

诱导HSC凋亡[18-19] ; 莪术油能抑制成纤维细胞增生及肝

癌增生细胞核抗原(PCNA)的表达[20-21] ; 海藻能提高机体

清除具有重要致纤维化作用的活性氧的能力[22]. 该方能

改善慢性肝病和肝硬化患者的肝功能 降低血清肝纤

维化指标 并能防治CCl4诱导的肝纤维化大鼠细胞外

基质的产生和沉积 抑制体外HSC增生 分泌胶原及

PDGF诱导的酪氨酸磷酸化蛋白的表达[23]. HSC被激活后

获得了成纤维样细胞的表型特征: 表达 α-SMA 增生
活跃 细胞外基质合成增加[4, 24, 35]. 在这一过程中 细

胞因子及其胞内信号转导途径发挥了重要作用[9, 24-29]. 近

年来 已有不少研究揭示了在肝纤维化形成过程中肝

星状细胞激活的胞内信号途径 其中PDGF诱导HSC增

生的胞内机制研究得相对清楚. 因此以抑制PDGF及其

信号传递为目标的治疗策略备受重视.

       细胞因子与其相应受体结合后 可启动胞质中信

号转导 通过多种途径将信号传递到胞核内 促进或抑

制特定靶基因的表达[26, 28]. MEK-1是MAP Kinases的上游

激酶  MAPK被激活后 可催化 c-jun c-fos c-myc

以及核糖体S6蛋白激酶(RSK)的磷酸化 以调节基因转

录和mRNA的翻译 使细胞由G0期进入到G1期[30-35].

在HSC中 MAPK通路是PDGF激活 c-fos表达和丝裂

原作用的重要信号通路之一. PDGF 受体和接头蛋白

arb2的联接导致交换因子mSos的聚集 同时激活Ras

进一步促使Raf-1 MEK 和 ERK 的级联激活 而药

物在MAPK活化通路中的干扰作用 可以减低PDGF对

HSC的潜在丝裂原作用[28, 33].

        我们采用Westernblotting方法 分析了抗纤软肝颗

粒对PDGF诱导的HSC Ras-MEK-1-MAPK信号通路的

影响 结果表明HSC中MEK-1的表达 PDGF组明显

高于空白对照组及抗纤软肝颗粒各剂量组 其中5 mg组

显著低于1.25 mg组 各组间有显著性差异. 本实验所采

用的抗纤软肝颗粒的浓度是经预实验获得的 并在安

全范围内 细胞成活率在95%以上. 因此所观察到的以

上结果具有一定的特异性 而与药物的细胞毒作用无

关. 进一步研究了抗纤软肝颗粒对MEK-1激活后的下

游信号分子 c-fos基因表达的影响 表明PDGF能显著

增强 c-fos mRNA的表达 而抗纤软肝颗粒则能显著抑

制 c-fos基因的表达. c-fos基因是PDGF丝裂原信号经

胞质传递至核内引起细胞增生的转录因子. 结合前期研

究表明抗纤软肝颗粒可能通过抑制酪氨酸磷酸化蛋白

的表达 进而使HSC内酪氨酸激酶活性水平降低 导

致下游的蛋白激酶水平(如MEK-1)下调 核内增生信号

减弱 从而使细胞的生长状态受到抑制 这可能是该方

抑制肝星状细胞增生的作用机制之一.
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