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Abstract
AIM: To investigate the effects of genistein 
on cell proliferation and the expression of 
transforming growth factor-β1 (TGF-β1), 
matrix metalloproteinase-2 (MMP-2) and tissue 
inhibitors of metalloproteinase-2 (TIMP-2) in 
rat hepatic stellate cell (HSC) and explore its 
possible anti-fibrogenic mechanism.

METHODS: After cultured HSC-T6 cells were 
exposed to different concentrations of genistein 
for 24 h, cell proliferation was determined by 
methyl thiazolyl tetrazolium (MTT) assay, and 
the expression of TGF-β1, MMP-2 and TIMP-2 

mRNAs was measured by semi-quantitative 
reverse transcription-polymerase chain reaction 
(RT-PCR). 

RESULTS: Genistein at concentrations of 12.5, 
25 and 50 mg/L significantly inhibited cell pro-
liferation (0.306 ± 0.0067, 0.256 ± 0.0085, and 
0.1316 ± 0.0049 vs 0.4468 ± 0.0299, respectively; 
all P < 0.05). Compared with untreated cells, 
the expression of MMP-2 mRNA was markedly 
upregulated (all P < 0.05), and the expression 
of TGF-β1 and TIMP-2 mRNAs was markedly 
dowregulated (all P < 0.05) in HSCs treated with 
different concentrations of genistein. 

CONCLUSION: Genistein exerts anti-fibrogenic 
effects perhaps by inhibiting the expression of 
TGF-β1 and TIMP-2 mRNAs and increasing the 
expression of MMP-2 mRNA in HSCs in rats. 
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摘要
目的: 观察4, 5, 7-三羟基异黄酮(Genis tein)
对大鼠肝星状细胞(H S C)增殖及TG F-β1、
MMP-2及TIMP-2基因表达的影响, 探讨其抗
肝纤维化的可能机制.

方法: 将体外培养的大鼠HSC-T6分别给予
不同浓度的Genis tein作用24 h后, 用噻唑兰
比色法(MTT)检测测定活细胞数, 采用半定
量RT-PCR法检测细胞中TGF-β1、MMP-2及
TIMP-2的mRNA水平. 

结果: Genistein作用于大鼠HSC-T6后, 活细胞
数目减少, 12.5、25及50 mg/L 3个作用浓度
组与对照组的A值比较有显著性差异(0.306
±0.0067, 0.256±0.0085, 0.1316±0.0049 
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■背景资料
HSC是肝纤维化
时 E C M过多产
生和沉积的主要
细胞来源 ,  H S C
的 激 活 、 增 殖
及 E C M的过量
沉积在肝纤维化
过程中起核心作
用 .  Genis te in是
来源于豆类植物
的异黄酮类化合
物 ,  体内、外的
研究表明其对多
种肿瘤细胞具有
较好的抑制作用. 
本研究旨在观察
Genistein对HSC
增殖和肝纤维化
相关基因表达的
影响, 探讨其抗肝
纤维化机制. 

■同行评议者
王炳元, 教授, 中国
医科大学附属第
一医院消化内科



vs  0.4468±0.0299, 均P <0.05). 不同浓度的
Genistein干预HSC-T6, MMP-2 mRNA表达
水平与对照组比较均明显增强(均P <0.05); 
TGF-β1和TIMP-2 mRNA表达水平与对照组
比较均明显降低(均P <0.05).

结论:  G e n i s t e i n可能通过增强大鼠H S C 
MMP-2 mRNA的表达, 同时抑制TGF-β与
TIMP-2 mRNA的表达发挥抗纤维化的作用.

关键词: 4, 5, 7-三羟基异黄酮; 肝星状细胞; 基因

表达
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0  引言

肝星状细胞(hepatic stellate cell, HSC)是肝纤维

化时细胞外基质(extracellular matrix, ECM)过
多产生和沉积的主要细胞来源, HSC的激活、

增殖及ECM的过量沉积在肝纤维化过程中起

核心作用. 转化生长因子β1(transforming growth 
factor β1, TGF-β1)是强有力的致纤维化的细胞

因子, 在肝纤维化时表达明显增多, 促进HSC增
殖活化, 合成大量ECM, 在纤维化进程中起重要

作用[1]. 基质金属蛋白酶(matrix metal proteases, 
MMPs)及其组织抑制因子(tissue inhibitors of 
metal proteases, TIMPs)是肝脏内调节ECM降解

与合成平衡的主要因子, 其中MMPs负责降解

ECM, 而TIMPs则通过与MMPs形成1∶1的复

合物抑制MMPs的活化及酶解活性[2]. MMP-2
是MMPs中的重要成员, 主要降解Ⅰ, Ⅳ, Ⅴ, Ⅶ, 
Ⅹ型胶原和弹性蛋白、纤维连接蛋白以及变性

的Ⅰ型胶原等, 而其组织抑制因子-TIMP-2通过

抑制MMP-2, 阻止ECM的降解, 从而形成或促

进肝纤维化[3,4]. Iimuro等[5]提出, 如能增强MMPs
活性和(或)抑制TIMPs活性, 有可能对肝纤维化

的发生、发展进行调节, 从而减缓和阻断肝纤

维化的过程. 4, 5, 7-三羟基异黄酮(Genistein)是
来源于豆类植物的异黄酮类化合物, 体内、外

的研究表明其对乳腺癌、前列腺癌、肝癌、胃

癌和鼻咽癌等多种肿瘤细胞具有较好的抑制作

用[6-12]. 另外, Genistein能抑制肝纤维化大鼠肝窦

内皮细胞的增殖[13], 但其对肝星状细胞的影响

尚未见有报道. 我们用Genistein的不同浓度干预

体外培养的大鼠肝星状细胞系HSC-T6, 利用噻
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唑兰比色法(MTT)测定活细胞数, 以检测其对细

胞增殖的影响; 而后采用半定量RT-PCR法检测

TGF-β1、MMP-2和TIMP-2的mRNA表达水平, 
探讨Genistein抗肝纤维化的作用机制.

1  材料和方法

1.1 材料 HSC-T6, 为SV40转染SD大鼠HSC, 
为永生化细胞, 表型为活化的HSC, 具纤维化

特性 .  细胞由广西医科大学姜海行教授馈赠 . 
Genistein(Sigma); DMEM(Gibco); 胎牛血清

(Hyclone); TRIzol(Invitrogen); 逆转录试剂盒

(Fermentas); 2×PCR mix(TaKaRa). CO2培养箱

(美国Thermo); 高速冷冻离心机(美国Thermo); 倒
置相差显微镜(德国Zeiss); 酶标仪(美国Thermo); 
PCR仪(美国Bio-Rad); 核酸蛋白测定仪(日本岛

津); 凝胶成像分析系统(美国Bio-Rad); 低压电泳

仪(美国Bio-Rad).
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: 将冷冻保存于超低温冰箱中的

HSC-T6复苏后接种于含100 mL/L胎牛血清的高

糖DMEM培养液中, 37 ℃、50 mL/L CO2条件下

培养. 当细胞呈单层致密状时,  采用2.5 g/L胰蛋

白酶消化后传代. 每次试验均在呈指数生长的

细胞中进行.
1.2.2 MTT法测定药物对细胞增殖的影响: 将
H S C以5×107/L接种于96孔板, 培养12 h后, 
换含3.125、6.25、12.5、25、50、100 mg/L 
Genistein的培养液, 每个浓度设5个复孔. 继续培

养20 h后, 每孔加入MTT 20 µL, 继续培养4 h, 吸
出全部液体, 加入100 µL DMSO, 微量振荡器上

振荡5 min, 酶标仪双波长(570/630 nm)比色.
1.2.3 RT-PCR法检测TGF-β1、MMP-2及TIMP-2 
mRNA的表达: 将细胞以5×107/L接种于50 mL
培养瓶中, 分为空白对照组, 处理组为Genistein
的6.25、12.5、25、50 mg/L组. 培养12 h后, 处
理组换Genis tein的培养液继续培养24 h. 采用

TRIzol法抽提细胞中总RNA. 用核酸蛋白测定仪

测定RNA含量及纯度, 保证A 260/A 280均为1.8-2.0. 
取RNA 5 µg, 采用M-MuLV逆转录酶将其逆转

录成cDNA. 根据NCBI的GenBank基因序列自行

设计引物, 引物序列为: β-actin: FP: 5'-AACCC
TAAGGCCAACCGTGAAAAG-3', RP': 5'-TCA
TGAGGTAGTCTGTCAGGT-3', 产物长度: 240 
bp; TGF-β1: FP: 5'-ATGGTGGACCGCAACAA
C-3', RP: 5'-TGAG CACTGAAGCGAAAGC-3', 
产物长度: 329 b p; M M P2: F P: 5 '-T G G A A 
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■相关报道
刘 小 菁 等 的 体
外 实 验 表 明 , 
Genistein可以抑
制肝纤维化Ⅰ级
大鼠肝窦内皮细
胞增殖, 促进肝窦
内皮细胞细胞NO
合成, 对肝纤维化
的肝窦内皮细胞
功能有一定调节
作用.
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GCATCAAATCGGACTG-3', RP: 5'-GCAAA
GGGCAAACAAAGCA-3', 产物长度: 527 bp; 
TIMP-2: FP: 5'-CCAAAGCAGTGAGCGAGAA-
3', RP: 5'-TCCCAGGGCACAATAAAGTC-3', 产
物长度: 262 bp; PCR扩增cDNA, 条件为: 94 ℃
预变性5 m i n, 94 ℃变性30 s, 各自退火温度

(MMP-2为55 ℃; TIMP-2、TGF-β1为52 ℃)30 s, 
72 ℃延伸30 s, 72 ℃延伸10 min, 总共30个循环; 
所有PCR产物在20 g/L琼脂糖凝胶上电泳后, 用
凝胶成像系统拍照, Quantity One软件测定灰度

值, 灰度值以各产物与β-actin的积分吸光度(A )
的比值表示.
统计学处理 应用SPSS13.0软件进行统计分

析. 数据均以mean±SD表示, 组间比较采用t检
验, P <0.05表示存在统计学意义.

2  结果

2.1 Genistein对细胞增殖的影响 分别用浓度为

3.125、6.25、12.5、25、50、100 mg/L的Ge-
nistein作用于活化的大鼠HSC-T6, 应用MTT方
法检测细胞增殖, 随着Genistein浓度的增加A值

逐渐降低, 在100 mg/L时药物对细胞有杀伤作

用. 统计学分析结果表明, 50、25及12.5 mg/L三
个浓度组与对照组的A值比较(0.3060±0.0067, 
0.2560±0.0085, 0.1316±0.0049 vs  0.4468±
0.0299, 均均P <0.05)有显著性差异, 3.125和6.25 

mg/L浓度组与对照组的A值比较, 无显著性差, 无显著性差无显著性差

异(0.4118±0.0155, 0.4292±0.0146 vs  0.4468±
0.0299, P >0.05). 
2.2 Gen i s t e in对HSC的TGF-β1、MMP-2及
TIMP-2 mRNA表达的影响 灰度分析结果表明, 
与空白对照组比较, Genistein 6.25、12.5、25、
50 mg/L组的MMP-2 mRNA表达明显升高, 差别

有统计学意义(P <0.05), 且呈现一定的浓度依赖

性; 而TGF-β1和TIMP-2 mRNA表达明显降低, 
差别有统计学意义(均均P <0.05), 也呈现一定的剂

量依赖效应(图1, 表1).

3  讨论

HSC的活化被认为是肝纤维化形成的中心环节. 
近来研究表明, 逆转肝纤维化关键在于减少活

化的HSC数量. 活化HSC数目减少, 不仅可以使

ECM分泌减少, 而且还可影响ECM的降解, 因
此抑制活化的HSC成为抗肝纤维化的研究热点. 
HSC的数量是由HSC增殖和凋亡共同决定的, 从
理论上讲, 减少活化HSC数量有这些途径: (1)抑
制HSC增殖; (2)诱导HSC凋亡, 直接减少HSC数
量; (3)逆转HSC的激活, 让HSC由活化型变回静

止型等. 但研究表明抑制细胞增殖和诱导凋亡

是减少活化型HSC数量的主要途径, 因此, 抑制

HSC增殖是抗肝纤维化有效途径. Genistein是
大豆异黄酮(soybean isoflavones)的成分之一, 是

表  1  不同浓度Genistein对HSC-T6的TGF-β1、MMP-2及TIMP-2 mRNA表达的影响 (n = 5, mean±SD)

     
分组          	          TGF-β1		       MMP-2	                    TIMP-2

对照组	                     0.481±0.137                       0.017±0.065                       1.053±0.345

Genistein组(mg/L)

    6.25                         0.371±0.054a                      0.036±0.011a                      0.813±0.014a

    12.5                         0.258±0.070a                      0.060±0.083a                      0.615±0.087a

    25                            0.227±0.068a                      0.101±0.087a                      0.604±0.019a

    50                            0.423±0.095a                      0.088±0.031a                      0.728±0.106a

aP<0.05 vs  对照组.

图  1  各组MMP-2、TGF-β1
及TIMP-2 mRNA的表达. A: 
MMP-2;  B:  TGF-β1;  C: 
TIMP-2; 1: 50 mg/L; 2: 25 

mg/L; 3: 12.5 mg/L; 4: 6.25 

mg/L; 5: Marker; 6: 对照组.

1   2   3   4   5   6

MMP-2
(527 bp)

β-actin
(240 bp)

1   2   3   4   5   6

TGF-β1
(329 bp)
β-actin
(240 bp)

1   2   3   4   5   6

TIMP-2
(262 bp)
β-actin
(240 bp)

A B C ■创新盘点
本研究将Genistein
作用于HSC, 观察
其对HSC增殖的
影响 ,  并首次以
TGF-β1、MMP-2
和TIMP-2为靶点
探讨其抗肝纤维
化的机制. 
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大豆中一类重要的非营养素成分, 近年来的研

究显示其具有明显的抗肿瘤作用. 有研究表明

Genistein能抑制肝纤维化大鼠肝窦内皮细胞的

增殖[13], 但其对HSC的影响尚未见有报道. 我们

检测了Genistein对大鼠肝纤维化细胞株HSC-T6
的影响. MMT检测结果发现Genis te in能抑制

HSC-T6的增殖, 并且随着浓度的增加而增加, 初
步证实Genistein具有抗肝纤维化作用. 

目前认为ECM的过度增多和异常沉积是肝

纤维化发生的主要机制[14-16]. 在正常肝脏组织中

存在着ECM的合成与降解的动态平衡. 肝纤维

化时纤维结缔组织的形成, 是由于各种不同致

病因子导致ECM合成与降解的失衡所致. 多项

研究表明, TGF-β1是强有力的致纤维化细胞因

子, 在肝纤维化中表达明显增多, 可促进HSC的
增殖和活化, 使ECM合成增多, 降解减少, 并存

在正反馈放大效应, 促进肝纤维化的进程[17-20]. 
在我们的研究当中, Genis tein干预HSC-T6后, 
与对照组比较, TGF-β1的mRNA表达量明显降

低, 具有统计学意义, 且以25及12.5 mg/L抑制作

用最明显. 我们推断Genistein可能是通过抑制

TGF-β1的表达而发挥抗肝纤维化的作用. 
MMPs是ECM降解的主要酶系, 而其组织

抑制因子(TIMPs)通过抑制MMPs, 阻止ECM的

降解, 从而形成或促进肝纤维化. MMP-2初次发

现于小鼠转移性肿瘤细胞和兔骨细胞的培养过

程中. 较多的研究认为MMP-2在纤维化阶段升

高, 而在肝硬化和肝纤维化恢复期逐渐降低. 朱
跃科等[21]研究发现, 在肝纤维化的形成过程中

MMP-2的基因表达、蛋白表达及酶活性均增高. 
MMP-2的表达与酶活性在肝纤维化逆转过程逐

渐降低, 说明MMP-2与肝纤维化的发生发展密

切相关, 而TIMP-2在肝纤维化发展过程中表达

增强, MMP-2/TIMP-2的比值下降. 在原代培养

的HSC早期, TIMP-2不表达, HSC激活后TIMP-2
表达增加 .  张亚飞等 [22]的研究发现通过抑制

TIMP-2的表达, 可间接增强MMP-2的活性, 降低

Ⅳ胶原在肝纤维化中的沉积, 减缓肝纤维化的

发展. 临床研究发现, 未经干扰素治疗的慢性丙

型肝炎患者血清中的TIMP-2水平在6 mo后显著

升高, 而经干扰素治疗6 mo后血清中的TIMP-2
水平无明显变化[23]. 而且, 在肝硬化及原发性

肝癌未转移患者血清中T IMP-2的水平也明显

升高[24]. 在用不同浓度的Genistein干扰HSC-T6
后, 我们采用RT-PC R法检测MMP-2和TIMP-2
的mRNA表达, 结果发现, 与对照相比MMP-2的

表达量明显增多, 而TIMP-2表达下降. 因此我

们认为Genis tein可能是通过抑制调节MMP-2/
TIMP-2的表达, 而发挥抗纤维化的作用.

总之, 我们在采用Genistein干预大鼠肝星状

细胞系HSC-T6的研究中, 发现Genistein具有明

显的抗肝纤维化作用, 这种抗肝纤维化作用可

能是通过抑制活化的HSC的增殖, 降低TGF-β1
和TIMP-2的表达, 上调MMP-2的表达来实现.
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■同行评价
本 研 究 探 讨 了
Genistein对大鼠
H S C的增殖及
TGF-β1、MMP-2
和TIMP-2表达的
影响, 有一定的创
新性和实用性.
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汤姆森 - 路透公布 2008 年WJG 影响因子 2.081

本刊讯 据汤姆森-路透科技信息集团2009-06-19发布《期刊引证报告》(Journal Citation Reports )的统计结果: 

World Journal of Gastroenterology (WJG )的总被引次数(TC): 10 822; 影响因子(IF): 2.081; 即年指数: 0.274; 论文

数量: 1112; 半衰期: 3.1; 特征因子(EF): 0.05006. 特征因子这个指标是今年期刊引证报告里新加的一个指标. 与

影响因子不同的是, 这个指标不仅考察了引文的数量, 而且考虑了施引期刊的影响力, 即: 某期刊如果越多地

被高影响力的期刊引用, 则该期刊的影响力也越高. 正如Google考虑超链接的来源, 特征因子也充分考虑引文

的来源, 并在计算中赋予不同施引期刊的引文以不同的权重. 特征因子分值的计算基于过去5年中期刊发表的

论文在期刊引证报告统计当年的被引用情况. 与影响因子比较, 期刊特征因子分值的优点主要有: (1)特征因子

考虑了期刊论文发表后5年的引用时段, 而影响因子只统计了2年的引文时段, 后者不能客观地反映期刊论文的

引用高峰年份; (2)特征因子对期刊引证的统计包括自然科学和社会科学, 更为全面、完整; (3)特征因子的计算

扣除了期刊的自引; (4)特征因子的计算基于随机的引文链接, 通过特征因子分值可以较为合理地测度科研人

员用于阅读不同期刊的时间. 在55种国际胃肠病学和肝病学期刊中, WJG的EF, TC和IF分别名列第6, 9, 32位. 

(WJG编辑部主任: 程剑侠 2009-06-19)


