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Abstract
AIM: To investigate whether nitric oxide (NO) 
donor sodium nitroprusside (SNP) can induce 
the apoptosis of hepatic stellate cells (HSC-T6) 
and to explore potential mechanisms involved.

METHODS: The apoptosis of HSC-T6 cells was 
determined by flow cytometry and Hoechst 
staining. The nuclear translocation of nuclear 
factor-κB (NF-κB) p65 was detected by laser 

scanning confocal microscopy. The expression 
of tissue inhibitor of matrix metalloproteinase-1 
(TIMP-1), type I procollagen (procollagen I), 
and growth arrest and DNA damage-inducible 
protein (GADD45β) mRNAs was detected by 
real-time reverse transcription-polymerase chain 
reaction (RT-PCR).

RESULTS: The apoptosis rate was significant-
ly higher in HSC-T6 cells treated with SNP 
than in control cells (20.78% ± 5.91% vs 3.25% 
± 1.26%, P = 0.031). Apoptotic HSC-T6 cells 
showed dense nuclear staining or granular 
fluorescence after Hoechst staining. Tumor 
necrosis factor-α (TNF-α)-mediated nuclear 
translocation of NF-κB p65 was inhibited 
by SNP treatment. With the increase in SNP 
dose, the expression levels of TIMP-1, procol-
lagen I and GADD45β mRNAs were reduced 
(all P < 0.05).

CONCLUSION: SNP can induce the apopto-
sis of HSC-T6 cells and reduce the expression 
of TIMP-1 and procollagen I mRNAs perhaps 
by inhibiting NF-κB activity and reducing 
GADD45β mRNA expression.
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摘要
目的: 探讨一氧化氮(nitric oxide, NO)供体硝
普钠(sodium nitroprusside, SNP)在诱导肝星状
细胞(hepatic stellate cell, HSC-T6)凋亡中的作
用及其机制. 

方法: 应用流式细胞仪和Hoechst 33258染色
法检测HSC凋亡; 激光扫描共聚焦显微镜检测
荧光标记NF-κB p65的核转位; Real -time PCR
方法检测基质金属蛋白酶抑制因子-1(t issue 
inhibitors of matrix metalloproteinase-1, 
TIMP-1)、Ⅰ型前胶原(ProcollagenⅠ)、抗凋
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■背景资料
HSC的活化、增
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纤维化的有效策
略, 而核因子-κB
参与细胞凋亡的
调控, 能抑制多种
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抑制NF-κB活性
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亡, 近年来, NO对
NF-κB活性的调
控作用是该研究
领域中的热点. 本
实验通过NF-κB
通路研究NO供体
SNP诱导HSC凋
亡作用的机制, 从
而为临床应用该
药物抗肝纤维化
治疗提供了新的
理论基础.
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亡蛋白基因(growth arrest and DNA damage-
inducible protein, GADD45β) mRNA表达. 

结果: SNP组HSC凋亡率较对照组显著增加
(20.78%±5.91% vs  3.25%±1.26%, P  = 0.031), 
Hoechst 33258染色法显示SNP组HSC细胞核
呈致密浓染块状或颗粒状的荧光, 提示细胞
出现凋亡; SNP抑制TNF介导活化的HSC NF-
κB p65核转位; 随着其剂量不断增加, TIMP-1, 
ProcollagenⅠ, GADD45β mRNA表达随之减
少(P <0.05).

结论: SNP能诱导HSC凋亡, 减少TIMP-1, 
Procol lagenⅠ mRNA表达, 其机制可能与
通过抑制NF-κB活性, 减少抗凋亡蛋白基因
GADD45β mRNA表达有关.

关键词: 硝普钠; 核因子-κB; 肝纤维化
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0  引言

近年来研究认为核因子-κB(nuclear factor-κB, 
NF-κB)通路在诱导肝星状细胞(hepatic stellate 
cell, HSC)凋亡, 逆转肝纤维化(hepatic fibrosis)
中有重要作用[1]. 文献报道一氧化氮(nitric oxide, 
NO)可调控NF-κB活性[2], 并可通过线粒体膜通

路诱导HSC凋亡[3], 而NO通过NF-κB通路诱导

HSC凋亡作用的机制尚未见人报道. 本实验研究

NO供体硝普钠(sodium nitroprusside, SNP)通过

NF-κB通路诱导HSC凋亡的作用, 从而为临床应

用该药物抗肝纤维化治疗提供了新的希望和理

论基础.

1  材料和方法

1.1 材料 肝星状细胞系HSC-T6系上海中医药大

学徐列明教授惠赠, 其表型为活化的HSC. 小鼠

抗NF-κB p65抗体(美国Santa Cruz公司); SYBR 
Green Real-time PCR Master Mix(北京天根生

化科技有限公司); TRIzol(北京赛百盛基因技术

有限公司); PI染色剂、人型TNF-α(上海Sigma
公司); NO供体硝普钠(SNP)、免疫荧光染色试

剂盒-抗小鼠CY3、Hoechst染色试剂盒(江苏省

海门市碧云天生物技术研究所). 应用Real-time 
PCR测定mRNA表达: 引物由北京赛百盛基因技

术有限公司合成, 引物序列为: GAPDH上游5'-
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TCCCTCAAGATTGTCAGCAA-3', 下游5'-AGA
TCCACAACGGATACATT-3. 扩增产物: 286 bp. 
GADD45β上游5'-GCTCTAGACCCTCATCCCC
CAGAACAATC-3', 下游5'-CGGAATTCGCCCT
CCGCTGACTTATG-3', 扩增产物: 332 bp. Ⅰ型

前胶原上游5'-TTCACCTACAGCACGCTTGTG
-3', 下游5'-GATGACTGTCTTGCCCCAAGTT-3', 
扩增产物: 67 bp. TIMP-1上游5'-GTGTTTCCCT
GTTCAGCCAT-3'. 下游5'-TATTGCCAGGTGCA
CAAATC-3', 扩增产物: 375 bp.
1.2 方法 
1.2.1 HSCs的培养及分组: 复苏HSC-T6后, 接
种于含80 mL/L胎牛血清、100 IU/mL青霉素、

100 mg/L链霉素及1 mol/L HEPES的DMEM培

养液中, 37 ℃、50 mL/L CO2条件下培养至对数

生长期, 用2.5 g/L胰蛋白酶消化终止反应, 吹打

制成单细胞悬液, 细胞计数板准确计数. 实验分

组: 分别设立对照组: 仅以含80 mL/L胎牛血清

的DMEM细胞培养液培养细胞; SNP处理组: 加
入浓度分别为1、5、10 mmol/L SNP; TNF-α刺
激组: 浓度为100 μg/L; SNP+TNF-α组: 先加10 
mmol/L SNP 1 h后再加100 μg/L的TNF-α刺激1 h.
1.2.2 应用Real-time PCR测定mRNA表达: 采用

TRIzol试剂盒, 按说明一步法提取细胞总RNA, 
测定R N A纯度及定量并完整性鉴定 ,  逆转录

cDNA第一链合成后行PCR; 利用基因设计软件

Primer 5.0进行引物对设计. 在PE5700实时荧光

定量PCR仪上进行实时定量扩增. SYBR反应体

系: 25 μL. 反应条件为: 93 ℃ 5 min, 1个循环; 
93 ℃ 45 s, 55 ℃ 1 min, 10个循环; 93 ℃ 30 s, 55 
℃ 45 s, 30个循环. 设空白对照, PCR反应前3-15
个循环的荧光信号作为荧光本底信号, 调节基

线至适宜处, 各荧光曲线与基线交叉点的循环

数即为Ct值. 扩增产物经20 g/L琼脂糖凝胶电

泳证实, 照相. Real-time PCR方法结果使用比较

阈值法进行定量分析: 目的基因定量拷贝数 = 
2-ΔΔCt公式比较[4,5], Ct值是热循环仪中荧光达

到荧光阈值(Threshold)的循环数, ΔCt值 = 目的

基因Ct值-内参照基因Ct值, ΔΔCt = 实验组ΔCt
值-对照组ΔCt. 对每一标本计算目的基因的拷贝

数. 以对照组基因表达量为1, 2-ΔΔCt值即为实

验组较对照组基因表达的倍数.
1.2.3 免疫荧光染色法-抗小鼠Cy3检测NF-κB的

活性: 将计数5×104/mL细胞接种于六孔板内, 
设立TNF-α组、SNP+TNF-α组作用HSC 2 h后, 
吸尽培养液, 加入固定液固定, 固定10 min或更

www.wjgnet.com
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长时间(可4 ℃固定过夜); 用封闭液封闭60 min; 
用稀释的特定一抗(1∶300)作用60 min, 为增强

与一抗的结合, 可以4 ℃作用过夜; 加入1 mL稀
释好的荧光标记的二抗(1∶500)作用60 min, 回
收荧光标记的二抗(注避光); 以上每步间均用洗

涤液洗3次, 每次5 min, 也可以在摇床上轻轻摇

动; 滴一滴本试剂盒提供的抗荧光淬灭封片液

于载玻片上, 使细胞接触封片液切勿弄反; 如果

一抗选用适当, 在荧光显微镜下可以观察到红

色的荧光.
1.2.4 流式细胞仪-碘化丙啶(PI)染色法检测HSC
凋亡: 设立对照组、SNP组(10 mmol/L SNP), 每
组设立3份标本重复培养24 h后, 收集各组细胞

2×106/mL, 500-1 000 r/min离心5 min, 弃去上

清, 3 mL PBS洗涤2次, 离心后弃去, 700 mL/L乙
醇4 ℃固定过夜, 用1 g/L的RNA酶37 ℃处理30 
min, 加0.5 g/L碘化丙啶染色, 避光30 min, 用流

式细胞仪进行测定作凋亡分析.
1.2.5 Hoechst 33258染色法观察凋亡细胞的形态

学改变: 将计数5×104/mL细胞接种于六孔板内, 
设立对照组、SNP组(10 mmol/L SNP)作用HSC 
24 h后, 吸尽培养液, 加入0.5 mL固定液, 固定10 
min或更长时间(可4 ℃过夜); 去固定液, 用PBS
或0.9% NaCl洗2遍, 每次3 min, 吸尽液体, 加入

0.5 mL Hoechst 33258染色液, 染色5 min; 去染色

液, 用PBS或0.9% NaCl洗2遍, 每次3 min, 吸尽

液体, 滴一滴抗荧光淬灭封片液于载玻片上, 盖
上贴有细胞的盖玻片, 让细胞接触封片液, 荧光

显微镜可检测到呈蓝色的细胞核.
统计学处理 数据均用mean±SD表示, 用

SPSS15.0软件进行统计分析. 两组间应用两样

本均数比较的t检验, 多组间均数差异性比较采

用单因素方差分析及SNK-q检验进行两两比较, 
P <0.05即认为有统计学意义.

2  结果

2.1 SNP对HSCs凋亡的影响 流式细胞仪-碘化丙

啶(PI)染色法显示SNP组HSC凋亡率较对照组

显著增加(20.78%±5.91% vs  3.25%±1.26%, P  
= 0.031<0.05, 图1). Hoechst 33258荧光染色显示 
对照组HSC细胞核呈弥散均匀的荧光; SNP组部

分HSC的细胞核出现浓染致密的块状或颗粒状

荧光, 提示细胞核浓缩、染色质凝集、DNA片

段化, 细胞出现凋亡(图2).
2.2 SNP对NF-κB p65的活性的影响 静息状态下

NF-κB存在于细胞质, 激活后转移到细胞核内, 

结果显示TNF-α组激活HSC-T6 p65, SNP组抑制

TNF-α介导活化的HSC-T6 p65从细胞质转移到

细胞核(图3).
2.3 SNP对TIMP-1, ProcollagenⅠ, GADD45β 
mRNA的表达影响 应用Real-t ime PCR测定

TIMP-1, ProcollagenⅠ, GADD45β mRNA表达, 
结果表明SNP组较对照组明显减少(P  = 0.003, P  
= 0.004, P  = 0.001)并呈剂量相关性, 提示SNP抑
制TIMP-1, ProcollagenⅠ, GADD45β mRNA表

达见表1.

3  讨论

H S C的活化、增殖是肝纤维化形成的中心环

节, 在肝纤维化过程中扮演重要角色[6-8], 活化的

HSC分泌大量Ⅰ型前胶原(ProcollagenⅠ)、基质

金属蛋白酶抑制因子-1(tissue inhibitors of matrix 
metalloproteinase-1, TIMP-1)[9], 抑制其活性或诱

导其凋亡是抗肝纤维化研究的热点[10,11]. 文献报

道NF-κB能抑制多种类型的细胞凋亡[12], 故抑制

NF-κB活性可以诱导HSC凋亡.
NO对基因表达的调节作用是近年来发现的

NO的一种新的生物学效应[2], 其中NO对NF-κB
活性的调控作用是该研究领域中的热点. 近年

来, NO发展趋势已从单纯的基础研究逐渐向应

用方面转化, NO供体型药物研究取得了重大进

展[13-17].
NF-κB是1986年由Sen和Bal t imore在小

鼠B淋巴细胞中发现的一种能与免疫球蛋白κ

轻链基因增强子B位点特异结合的核蛋白因

子 [18],  具有代表性的是由p65和p50组成的异

源二聚体. 在非激活条件下, 与其NF-κB抑制

蛋白(inhibitor of κB, IκB)组合成无活性的三

聚体形式, 存在于细胞质中. 作为可诱发的转

录调节因子 ,  N F-κ B结合位点可接受免疫刺

激如肿瘤坏死因子-α(tumor necrosis factor-α, 

■相关报道
文献报道NO可通
过线粒体膜通路
诱导HSC凋亡, 这
为临床应用NO供
体型药物治疗慢
性肝病提供新的
理 论 依 据 ;  张 宁
等研究发现中高
浓度SNP抑制NF-
κB活性的机制与
其 通 过 N O 减 少
IκBα降解、促进
IκBα再合成有关; 
李异玲等证明NO
不但参与了化学
性肝纤维化过程, 
并在此过程中起
到抑制纤维化发
展的作用.

表  1  SNP对TIMP-1, ProcollagenⅠ, GADD45β mRNA的表
达影响 (n  = 3, mean±SD)

分组	            TIMP-1         ProcollagenⅠ      GADD45β 

对照组	       1.00	               1.00	     1.00

SNP(mmol/L)

    1	       0.67±0.35a     0.80±0.17a     0.43±0.20a   

    5	       0.50±0.28a     0.56±0.16a     0.36±0.18a   

    10	       0.37±0.27a     0.43±0.15a     0.26±0.07a

aP  = 0.003, P  = 0.004, P  = 0.001 vs  对照组.
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TNF-α)、白介素-1(interleukin-1, IL-1)、脂多糖

(lipopolysaccharide, LPS)或T细胞激活剂, 此外

紫外线照射、电离辐射、炎症性细胞因子生长

因子, 以及细菌或病毒感染等均可激活NF-κB.
活化的NF-κB被释放出来, 并移位入核中, 与特

异性的κB位点结合, 通过启动炎症因子的基因

转录而使炎症反应放大, 从而参与了肝脏的炎

症损伤过程[19-22]. 张宁等[23]研究发现中高浓度

SNP抑制NF-κB活性的机制与其通过NO减少

IκBα降解、促进IκBα再合成有关, 本实验研

究与上述报道的结果一致, 通过激光扫描共聚

焦显微镜形态学的观察证实了TNF-α激活HSC
的NF-κB p65活性, SNP阻断了TNF-α介导活化

HSC的核转位, 抑制了NF-κB p65活性, 进而诱导

HSC的凋亡. 本实验也通过流式细胞仪和 Hoechst
染色法结果证实SNP可诱导HSC-T6凋亡.

肝纤维化特征是以胶原为主的细胞外间

质(extracellular matrix, ECM)在肝内过多沉 
积[24,25], 其中Ⅰ型胶原是ECM的主要成分. 基质

金属蛋白酶抑制因子(TIMPS)通过阻止ECM降

解, 从而形成或促进肝纤维化, 邹海峰等[26]研究

表明TIMP-1参与肝纤维化的形成过程, 并与肝

纤维化的程度成正相关. 本实验通过Real-time 
PCR方法检测TIMP-1, ProcollagenⅠ mRNA表

达, 结果显示随着SNP浓度不断增加, TIMP-1, 
ProcollagenⅠ mRNA表达随之减少(P  = 0.003, 
0.004), 提示SNP可以减少TIMP-1, ProcollagenⅠ
mRNA表达, 故我们认为SNP可以减少TIMP-1, 
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图  1  流式细胞仪检测SNP对HSC-T6凋亡的作用. A: 对照组; B: SNP组.

图  2  Hoechst 33258荧光染色法检测SNP对HSC-T6凋亡的作用. A: 对照组; B: SNP组.
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图  3  激光扫描共聚焦显微镜检测荧光标记NF-kB p65的核转位(×400). A: TNF-α组; B: SNP+TNF-α组.
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ProcollagenⅠ从而抑制肝纤维化, 李异玲等[27]证

明NO不但参与了化学性肝纤维化过程, 并在此

过程中起到抑制纤维化发展的作用. 我们的研

究与其报道的结果一致.
GADD45(growth arrest and DNA damage-

inducible protein, GADD45)是抑制细胞生长及

DNA损伤诱导表达的蛋白, 其基因家族参与细

胞周期进程及细胞凋亡的调控[28], GADD45β是

GADD45家族中的一员, 属于核内蛋白, 是个抑

制细胞凋亡的基因, 受NF-κB调控, GADD45β
的表达需要NF-κB的诱导, 细胞核因子NF-κB
是GADD45β的上游调节因子[29-31]. 本实验通过

Real-time PCR方法检测GADD45β mRNA表达, 
结果显示随着SNP浓度不断增加, GADD45β 
mRNA表达随之减少(P  = 0.001), 提示SNP可以

下调抗凋亡蛋白基因GADD45β表达. 因此, 我们

认为SNP诱导HSC凋亡的可能机制为SNP通过

抑制NF-κB活性, 阻断下游靶基因GADD45β表

达, 从而诱导HSC凋亡.
总之, 我们认为SNP能诱导HSC凋亡, 减少

TIMP-1, ProcollagenⅠ mRNA表达, 其机制可能

与通过抑制NF-κB活性, 减少抗凋亡蛋白基因

GADD45β mRNA表达有关. 本实验通过NF-κB
通路研究SNP诱导HSC凋亡作用的机制, 从而为

肝纤维化形成的分子机制研究提供新的理论依

据, 也为肝纤维化治疗揭示新的可能靶点.
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