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Abstract
AIM: To investigate the activation of primarily 
cultured hepat ic s te l late cel ls (HSCs) at 
different differentiated stages after treatment 
of exogenous transforming growth factor-β1 
(TGF-β1) and the alterations of related factors 
during this process.

METHODS: HSCs were isolated from normal 
rats and primarily cultured in the uncoated 
plastics for 2, 3, 4, 5, 6, and 7 days. Then the cells 
were incubated with 5 mg/L exogenous TGF-β1 
for 24 hours. The morphological features of the 
cells were observed under inverted microscope. 
Western blot was used to detect the changes of 
a-smooth muscle actin (a-SMA) after TGF-β1 
treatment and the expression of transforming 
growth factor β1 recepter-Ⅱ (TβR-Ⅱ) during the 
activation of HSCs.

RESULTS: During the process of in vitro culti-
vation, HSCs at different differentiated stages 
showed different responses to exogenous TGF-β1 
treatment. TGF-β1 promoted the activation of 
HSCs after the cells had been cultured for 2, 
3, 4, and 5 days. The cells cultured for 3 days 
were the most sensitive to TGF-β1, and the level 
of a-SMA expression was increasd by 78.05%. 
The changes of HSC morphology and a-SMA 
expression were not significant in the cells cul-
tured for 6 and 7 days. TβR-Ⅱ expression was 
significantly higher in HSCs cultured for 7 days 
than that in ones cultured for 3 days (3.30 ± 0.83 
vs 1.55 ± 0.38, P < 0.05).

CONCLUSION: The activation of partially-
activated HSCs can be promoted by exogenous 
TGF-β1, while the fully-activated HSCs lose this 
response. The amount of TβR-Ⅱ expression is 
not involved in this difference.

Key Words: Transforming growth factor-β1; Liver fi-
brosis; Hepatic stellate cell; a-smooth muscle actin
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摘要
目的: 探讨大鼠原代肝星状细胞(HSC)体外
培养过程中, 不同时期外源性转化生长因子
β1(TGF-β1)对其活化的影响及相关因素的变化. 

方法: 分离大鼠原代HSC, 于无包被的塑料培
养板上分别培养2, 3, 4, 5, 6, 7 d时予TGF-β1 
5 mg/L处理24 h, 倒置显微镜下观察细胞的形
态变化, 应用Western blot法检测处理前后细
胞a-肌动蛋白(a-SMA)的变化, 及活化过程中
TGF-β1Ⅱ型受体(TβR-Ⅱ)的表达. 

结果: HSC在体外培养过程中, 不同培养时间
对TGF-β1的刺激活化作用反应不同. TGF-β1

处理后, 对培养2, 3, 4, 5 d HSC的活化有促进
作用, 以对培养第3天的细胞作用最明显, 其
a-SMA表达增加78.05%, 而培养6, 7 d的HSC

www.wjgnet.com

®

■背景资料
肝纤维化是指肝
脏 细 胞 外 基 质
(ECM)特别是胶
原的过度沉积, 是
继发于肝脏炎症
或损伤后组织修
复的代偿反应. 肝
星状细胞(HSC)的
激活是肝纤维化
形成的中心环节, 
细胞因子与激活
过程关系密切, 其
中TGF-β1起关键
作用.



的形态和a-SMA变化不明显. 培养第7天的
H S C比培养第3天的细胞T β R-Ⅱ表达增高
(3.30±0.83 vs  1.55±0.38, P <0.05).

结论: TGF-β1对处部分活化状态中某阶段细
胞的活化具有促进作用. 完全活化的细胞对
TGF-β1的刺激活化作用不敏感, 原因与TβR-
Ⅱ的表达量无关.

关键词: 转化生长因子β1; 肝纤维化; 肝星状细胞; a
肌动蛋白 

陈达凡, 李建英, 郑伟达, 陈治新, 王小众. 外源性转化生长因

子β1对大鼠原代肝星状细胞活化的影响.  世界华人消化杂志  

2007;15(3):211-215

http://www.wjgnet.com/1009-3079/15/211.asp

0  引言

肝纤维化是指肝脏细胞外基质(ECM)特别是胶

原的过度沉积, 是继发于肝脏炎症或损伤后组

织修复的代偿反应[1]. 肝星状细胞(HSC)的激活

是肝纤维化形成的中心环节[2-4], 细胞因子与激

活过程关系密切[5], 其中TGF-β1起关键作用[3,6]. 
但HSC从静止状态转化为活化状态的动态变化

过程中, 细胞对外源性TGF-β1的刺激反应如何, 
鲜见系统报道. 本文拟分离大鼠HSC, 观察在原

代培养的不同时期外源性TGF-β1刺激对细胞的

形态、a-SMA表达的影响, 及HSC活化过程中

TβR-Ⅱ的变化, 以探讨原代HSC体外培养活化

过程中对TGF-β1刺激的反应及相关因素的变化. 

1  材料和方法

1.1 材料 ♂S p r a g u e-D a w l e y大鼠 ,  体质量

450-500 g, 中国科学院上海实验动物中心提供, 
普通饲料喂养, 自由进食; Ⅳ型胶原酶(209 kU/g)
购自Invitrogen公司; Nycodenz购自Sigma公司; 
PronaseE(4000 nU/g)购自Merck公司; DNA酶

Ⅰ(DnaseⅠ, 106 kU/g)购自北京华美生物公司; 
DMEM培养基干粉购自Gibco公司; 胎牛血清购

自奥地利PAA公司; 鼠抗人结蛋白(desmin) mAb
购自DAKO公司; 免疫细胞化学SP染色试剂盒

购自北京中杉金桥生物技术有限公司; 人重组

TGF-β1购自R&D公司; 小鼠抗大鼠a-肌动蛋白

(a-SMA) mAb购自Sigma公司; 兔抗大鼠TβR-
Ⅱ多克隆抗体及兔抗β-tubulin多克隆抗体购自

Santa Cruz公司; 二抗均购自北京中杉金桥生物

技术有限公司.
1.2 方法 大鼠HSC的分离方法参考文献[7]. 细胞
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分离后, 应用台盼蓝染色排斥法鉴定细胞活率, 
desm in免疫细胞化学染色法鉴定HSC纯度. 以
200 mL/L胎牛血清/DMEM培养液调整细胞浓度

为2×108/L, 接种于无包被的6孔塑料培养板上. 
实验所用细胞来自同一大鼠, 每项实验重复5次. 
细胞分6组, 每组再分别设立干预组和对照组. 6
组干预组细胞分别相对应于培养2, 3, 4, 5, 6, 7 d
后加用TGF-β1处理.

TGF-β1用含1 g/L牛血清白蛋白的4 mmol/L
的HCl溶液激活. TGF-β1加用前24 h, 细胞用无

血清的DMEM溶液洗涤2次后, 改用20 mL/L的
胎牛血清/DMEM培养液继续培养, 继而按预定

时间换用含5 μg/L TGF-β1的 20 mL/L胎牛血清

/DMEM培养液培养、处理24 h后进行下游实验.
1.2.1 应用相差倒置显微镜观察细胞的形态变化  
细胞分离后, 每隔24 h观察其形态变化, 同时进

行干预组和对照组之间的比较.
1.2.2 Western blot法分析细胞a-SMA, TβR-Ⅱ
及β-tubulin的表达 按预定时间, 用预冷的PBS
洗涤细胞2次, 直接加用适当量的细胞裂解液

(50 mmol/L的Tris-HCl, pH值6.8, 100 mmol/L
二硫苏糖醇, 20 g/L十二烷基硫酸纳, 100 mL/L
甘油), 所得溶液在沸水中煮10 m in, 而后离心

(15 000 g )10 min, 取上清即为细胞总蛋白溶液. 
同时测定蛋白浓度. 取含8 mg总蛋白的细胞裂

解液进行100 g/L SDS-PAGE电泳, 经硝酸纤维

素膜转移, 用含50 g/L脱脂奶粉的TBS-T溶液

(TBS+1 mL/L Tween-20)封闭后, 分别与a-SMA 
mAb(1∶400)、TβR-Ⅱ多克隆抗体(1∶200)、
β-tubulin多克隆抗体(1∶300)室温下孵育2 h, 洗
涤后再分别与山羊抗小鼠二抗(1∶2500)和山羊

抗兔二抗(1∶3000)作用, 经ECL底物化学发光

显影, 测量胶片中条带灰度值.
统计学处理 采用SPSS11.0统计分析软件进

行成组t检验或单因素方差分析. 当P <0.05时, 认
为差异有统计学意义.

2  结果

成功分离大鼠HSC, 细胞活力大于90%, 细胞纯

度达90%-95%.
2.1 体外培养过程中HSC表型改变及TGF-β1对

其的影响 初分离的HSC呈折光性很强的圆球形, 
约为肝细胞的1/3到1/4, 24 h后细胞基本贴壁, 胞
质内含有大量高折光性的颗粒. 此后细胞逐渐

伸展, 第3天时细胞体较大, 胞质内仍含有较多

高折光性的颗粒, 伸出较多伪足, 处部分活化状
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■研发前沿
肝纤维化的发生
与细胞因子的关
系是研究热点, 在
肝纤维化治疗实
验中, 有不少针对
TGF-β1或其通路
蛋白的研究.
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态. 第5-6天, 胞质内颗粒逐渐减少, 细胞继续伸

展, 开始融合成小片状. 第7天时, 折光性的颗粒

明显减少, 绝大多数的细胞呈星形、梭形, 融合

成片, 呈完全活化状态. 加入TGF-β1后, 与对照

组相比, 明显促进培养第2-5天的细胞活化, 以培

养第3天的最显著, 细胞更为伸展, 折光性颗粒

减少(图1).
2.2 TGF-β1对HSC a-SMA表达的影响 随细胞

培养时间的延长, HSC的a-SMA表达逐渐升高. 
与对照组相比, TGF-β1促进体外培养2-5 d HSC
的a-SMA合成, 以第3天最为显著, 干预组的表

达量是对照组的1.7805倍. 培养6, 7 d的HSC, 对

照组和干预组a-SMA表达无明显差异. 内参照

β-tubulin的表达基本一致(图2, 表1).
2.4 TβR-Ⅱ的变化及TGF-β1的影响 在培养过程

中, 第5, 6, 7, 8天HSC的TβR-Ⅱ表达比第3, 4天
高(F  = 14.02, P <0.05), 但第5, 6, 7, 8天间的表达

无明显差异(图3).

3  讨论

HSC的激活是肝纤维化形成的中心环节, 是指

肝脏损伤时, HSC受到各种致病因子的刺激, 从
静息状态转化为具有增生性、纤维原性和可收

图   1   体 外 培 养 过
程中HSC表型改变
及 T G F - β 1 的 影 响
(×100). A: 第3天对

照组; B :  第3天加

TGF-β1处理; C: 第5

天对照组; D: 第5天

加TGF-β 1处理; E: 

第7天对照组; F: 第7

天加TGF-β1处理.

A B

C D

FE

图  2  Western blot检测α-SMA和相应b-tubulin的表达. 
T2-T7: 培养第2-7天时加TGF-b1处理; C2-C7: 相应的对

照组.

C2    T2  C3   T3    C4   T4   C5   T5   C6   T6    C7   T7
a-SMA
42 kDa

b-tubulin
55 kDa

1          2          3         4         5          6

TβR-Ⅱ
70 kDa

β-tubulin
55 kDa

图  3  Western blot检测TβR-Ⅱ和相应β-tubulin的表达. 
1-6: 第3-8天的TβR-Ⅱ和相应β-tubulin的表达.

■应用要点
在目前的抗肝纤
维化实验中, 有不
少针对TGF-β1或
其通路蛋白的研
究, 本实验可为实
验药物干预时机
的选择提供参考.
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缩性的肌成纤维细胞[8]. 静止状态的HSC在无包

被的塑料培养皿上培养, 可自发激活, 7 d呈完

全活化状态, 与体内肝纤维化过程相似[2], 其中

α-SMA的表达为其激活的标志, 表达量的大小

可用来衡量HSC的激活程度[4]. TGF-b1在肝纤维

化的大鼠中表达明显增高[9], 他可激活HSC, 有
促进HSC合成、分泌细胞外基质, 减少细胞外基

质的降解, 抑制细胞增殖等作用, 以自分泌与旁

分泌两种方式促进HSC活化[10].
实验发现, 在HSC的活化过程中, 不同阶段

加入外源性TGF-b1刺激, 反应不同, 对处部分活

化状态中某阶段的细胞促活化作用较明显, 以
分离培养第3天的HSC a-SMA增殖最大, 而完

全活化的细胞其活化状态变化不明显, 同时测

得在体外培养中, 完全活化的HSC TbR-Ⅱ的表

达比部分活化的细胞(培养第3, 4天)升高. TbR-
Ⅱ是TGF-b1在HSC内信号传导过程的起始结合

物, 有研究表明[11], 刚分离的HSC TbR-Ⅱ的表

达很低, 而后渐升高, 这可能引起处静止及部分

活化状态的细胞在某阶段对TGF-b1的反应渐升

高. 但完全活化的细胞TbR-Ⅱ表达仍较高, 而对

TGF-b1的刺激活化作用反应却下降, 因此我们

考虑完全活化的HSC的反应能力下降与TbR-Ⅱ
的表达量无关, 其反应能力下降的可能原因如

下: (1)有研究发现[12], 应用125I标志TGF-b1受体, 
发现完全活化的HSC表面的TGF-b1Ⅰ, Ⅱ, Ⅲ型

受体均明显下降, 认为可能与细胞的内摄作用

有关. (2)smads通路是TGF-b1刺激HSC后的主

要信号传导通路[13-14], 有学者认为完全活化的

HSC smads通路的活性明显下降, 他们分别提

取正常大鼠及用胆管结扎造模的肝硬化大鼠的

HSC, 发现smads蛋白的表达量无明显差异, 但应

用TGF-b1处理后, 造模组细胞smad2/3的磷酸化

不明显, 而正常组却显著升高[14]. 另有学者应用

TGF-b1体外刺激HSC后, 部分活化(培养第3天)
的HSC smad4与DNA中的CAGA盒的结合明显

增高, 但完全活化的HSC及其用TGF-b1刺激后, 
均未发现smad4与CAGA盒的结合. 而目前认为

smad2/3磷酸化后与smad4结合, 转位入核内, 与
CAGA盒的结合在TGF-b1的信号传导中起重要

作用[12]. (3)完全活化的HSC内源性的TGF-b1表

达较高, 可能致细胞表面与外源性TGF-b1的结

合位点减少. 以上几点可能引起完全活化的HSC
对外界刺激的生物学应答能力下降. 但TGF-b1

亦可通过MAPK等通路影响胶原的表达[15], 且各

种细胞信号转导途径并非各自独立、互不相干, 
而是纵横交错、相互影响, 构成一个复杂的细

胞信号通路网络[16], 因此在活化过程中, 是否有

其他通路蛋白的表达量、活性或受体空间结构

的变化和通路间的相互作用, 及不依赖于受体

的调节机制, 有待进一步的研究.
目前, 在肝纤维化治疗实验中, 有不少针对

抗TGF-b1或其通路蛋白的研究. 有发现, 在肝纤

维化的大鼠模型中, 抑制TGF-b1的合成和通路

传导可明显改善肝纤维化[17], 另外阻断TGF-b1

的受体对肝纤维化也有逆转作用 [18].  但由于

TGF-b1在体内的作用广泛, 包括有促进HSC活

化、抑制HSC的增殖等, 对肝纤维化的进程作用

不一致, 且HSC活化过程中不同阶段对TGF-b1

刺激的应答有差异, 及活化过程和细胞外基质

合成的机制亦可能有不同[19], 因此在适当的时

候减少或扩大TGF-b1的作用显得尤为重要, 本
实验可为实验药物干预时机的选择提供参考. 
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表  1  Western blot结果灰度值分析(mean±SD, n  = 5)

     
                          第2天                  第3天                  第4天                   第5天                  第6天                  第7天
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■同行评价
HSC的激活是肝
纤维化形成的中
心环节, 细胞因子
与其激活过程关
系 密 切 ,  其 中 内
源性TGF-β1起关
键作用. 但HSC从
静止状态转化为
活化状态过程中, 
对外源性TGF-β1

的刺激反应如何, 
鲜 见 系 统 报 道 . 
本实验结果表明
TGF-β1对部分活
化状态中的HSC
的活化具有促进
作用, 对完全活化
HSC的刺激活化
作用不敏感, 原因
与TβR-Ⅱ的表达
量无关. 文章结构
清晰, 统计分析合
理.
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