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摘要

目的: 研究血管紧张素 (Ang )对肝星状细胞组织基质金

属蛋白酶抑制因子-1(TIMP-1)表达的作用.

方法: 体外培养大鼠肝星状细胞株HSC-T6 分别加入不同

浓度的Ang (10-6-10-9mol/L)和 Ang 10  -6 moL/L+

Losartan10 -6 mol/L 作用48 h后收集细胞 RT-PCR检

测各组TIMP-1 mRNA表达水平.

结果: 10-6moL/L Ang 和10-7moL/L Ang 作用的HSC-

T6细胞TIMP-1 mRNA的表达分别为0.79 0.04和0.83

0.06 显著高于空白对照组0.62 0.08 (P <0.05) 10-6

Ang +10-6 Losartan 组 TIMP-1 mRNA的表达为0.64

0.06 显著抑制10-6 moL/L Ang 的作用(P <0.05).

结论: Ang 可通过AT1受体促进HSC-T6细胞TIMP-1的

表达.
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0   引言

最近的研究发现 血管紧张素 (Ang )是一种重要的

促肝纤维化因子  Ang 可通过1型受体(AT1受体)介

导促进肝星状细胞(HSC)增生 Ca2+内流和胶原合成[1].

但在肝纤维化形成过程中Ang 对细胞外基质(ECM)的

代谢是否发挥作用尚不十分清楚. 组织基质金属蛋白酶

抑制因子-1(TIMP-1)通过抑制ECM降解在肝纤维化过

程中发挥重要作用. 本研究观察了不同浓度Ang 和

AT1受体拮抗剂对肝星状细胞株HSC-T6的TIMP-1表

达的作用.

1   材料和方法

1.1 材料  大鼠肝星状细胞株(HSC-T6) 为美国加利福

尼亚旧金山总医院肝病中心实验室Friedman 教授建

立 上海中医药大学肝病研究所徐列明教授惠赠; Ang

购自Calbiochem公司; AT1受体拮抗剂Losartan为默

沙东公司产品; DMEM培养基 胎牛血清购自Gibco公

司;  Trizol试剂盒 购自Sigma公司; Takara RT-PCR试

剂盒为Takara公司产品; TIMP-1 β-actin引物由上海
生工公司合成.

1.2 方法  HSC-T6 细胞用含 100 mL/L 胎牛血清的

DMEM培养液制备为1 106/mL的单细胞悬液 接种

于培养皿中 置含50 mL/L CO2 37 培养箱中培养

24 h 细胞贴壁后换含4 mL/L胎牛血清的DMEM培养

液 继续培养24 h 后 换含终浓度为10-6-10-9moL/L

Ang 及Ang 10-6 moL/L+Losartan10-6 moL/L的培养

液 并设空白对照组 每组 3 盘细胞. 作用 48 h 后

每盘细胞加1 mL Trizol 将细胞收集至经DEPC水处

理的Eppendorf 管中 -80 保存. 按 Trizol 试剂盒说

明书提取总RNA 溶于20 µL 0.1 g/L DEPC水中 取
溶解的RNA 1 µL 用DEPC水稀释100倍 用紫外分
光光度仪检测RNA纯度及浓度. 逆转录反应体系: RNA 标

本 2 µg 逆转录酶1 µL dNTP 混合物(10 mmoL/L)
2 µL 10 PCR缓冲液2 µL MgCl2 (25 mmoL/L) 4 µL
RNA酶抑制剂0.5 µL oligo dt-Adaptor 引物1 µL 其
余为无RNA酶水 反应总体积共20 µL. cDNA合成反
应条件: 30 10 min; 42 60 min; 99 5 min;

5 5 min. PCR反应体系: 逆转录 cDNA产物2 µL
TIMP-1 或 β-actin 上下游引物(表 1)各 1 µL Taq酶
(5 U/ µL) 0.25 µL dNTP混合物(10 mmoL/L) 0.5 µL
10 PCR缓冲液2 µL MgCl2 (25 mmoL/L)1.2 µL 其
余为无RNA酶水 反应总体积共20 µL. PCR反应条
件: 94 预变性 2 min; 之后 94 30 s; 56 30 s;

72 1.5 min; 共 35个循环; 最后72  10 min 终止

反应. PCR扩增产物加2 µL DNA上样液混匀 经15 g/L
琼脂糖凝胶(含1 g/L溴化乙啶)电泳后 经GIS-2800凝胶

图像处理系统拍照 分析各产物条带平均灰度值 以

β-actin产物条带灰度值为内参照计算mRNA相对表达量.
        统计学处理  SAS统计软件包进行配对 t检验.

表1  引物序列

引物 序列    扩增长度(bp) 位点

TIMP-1  顺义  5 -GACCTGGTCATAAGGGCTAAA-3     219   118-138

反义   5 -GCCCGTGATGAGAAACTCTTCACT-3     313-336

β-actin  顺义  5 -GTGGGCCGCTCTAGGCACCAA-3   540     25-45

反义   5 -CTCTTTGATGTCACGCACGATTTC-3    541-564

2   结果

10-6 moL/L Ang 组和10-7moL/L Ang 组作用的HSC-

T6 细胞 TIMP-1 mRNA的表达分别为 0.79 0.04 和

0.83 0.06 显著高于空白对照组0.62 0.08 (P <0.05)
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10-6 Ang +10-6Losartan 组 TIMP-1 mRNA的表达为

0.64 0.06 显著抑制10-6mol/L Ang 的作用(P <0.05)

(表 2 图 1) .

表2  不同浓度Ang 和Losartan对HSC-T6细胞TIMP-1 mRNA表

达的作用 (mean±SD, n =3)

分组(mol/L)        TIMP-1 mRNA

10-6 Ang 0.79 0.04a P =3.29

10-7 Ang 0.83 0.06a P =3.64

10-8 Ang 0.59 0.05 P =0.55

10-9 Ang 0.61 0.06 P =0.17

空白对照组 0.62 0.08

10-6 Ang +10-6Losartan 0.64 0.06b P =3.60

aP <0.05 vs 空白对照组, bP <0.05 vs 10-6 Ang 组.

图1  1: Ang 10-6moL/L; 2: Ang 10-7moL/L; 3: Ang 10-8 moL/L;
4: Ang 10-9 moL/L; 5: 空白对照; 6: Ang 10-6moL/L+ Losartan
10-6 moL/L; M:标准DNA标记. Ang 对HSC-T6细胞TIMP-1 mRNA
表达的PCR电泳.

3   讨论

近来研究报道 肝脏中也存在组织肾素-血管紧张素-

醛固酮系统(RAAS) [2] 作为RAAS 的重要活性成分

Ang 在肝纤维化形成中的作用正逐渐引起广泛关注.

动物实验表明大鼠分离培养的活化HSC和肝星状细胞

株HSC-T6均可表达AT1受体 AT1受体拮抗剂和ACEI

对实验性大鼠肝纤维化具有一定的治疗作用[3-4]. 人活化

的HSC同样存在AT1受体表达 Ang 可以通过与其

受体结合 促进HSC 增生 胶原合成和Ca2+内流[1].

TIMP-1是TIMP家族的重要成员 在肝纤维化过程中

主要来源于活化的HSC 其通过抑制间质金属蛋白酶

(MMP)的活性减少细胞外基质的降解 在肝纤维化的

形成和发展中发挥十分重要的作用[5]. 而目前关于Ang

是否可以影响HSC的TIMP-1表达尚鲜有报道.

        HSC-T6是通过转导SV40 基因建立的SD大鼠HSC

细胞株 具有稳定的活化HSC的生物学特性[6]. 我们在

体外观察了不同浓度(10-6-10-9moL/L)的Ang 对HSC-

T6 细胞的作用. 结果提示高浓度的Ang 可以促进

HSC-T6细胞的TIMP-1 mRNA的表达 而且该作用可

以被AT1受体拮抗剂抑制 提示Ang 可以通过AT1

受体的介导直接上调TIMP-1 mRNA表达 从而通过

抑制ECM降解促进肝纤维化的形成. 同期国外亦有研究

证明 不同浓度Ang 作用于培养的大鼠HSC 后

TIMP-1的表达呈浓度和时间依赖性增加. 而且此作用可

被蛋白激酶C抑制剂所阻断 提示Ang 刺激TIMP-

1生成的机制可能与蛋白激酶C介导的RNA从头合成

途径有关[7].

        因此 Ang 可通过上调HSC的TIMP-1参与抑制

细胞外基质的降解 促进肝纤维化的形成 Ang 对

其他肝纤维化相关MMP/TIMP的调节作用如何尚需要

深入研究.
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