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Abstract
AIM: To investigate changes in the expression of 
fibrosis-related genes and proteomic expression 
profile in rat hepatic stellate cells (HSCs) exposed 
to the cocktail to explore potential anti-hepatic 
fibrosis mechanisms of the cocktail therapy.

METHODS: After HSCs were cultured in vitro 

and exposed to the cocktail for 24 h, the expres-
sion of TGF-β1, MMP-2 and TIMP-2 mRNAs and 
proteomic expression profile were measured by 
RT-PCR and SELDI-TOF-MS, respectively.

RESULTS: Compared to control cells, the ex-
pression level of MMP-2 mRNA significantly 
increased (0.094 ± 0.051 vs 0.023 ± 0.056, P < 
0.05), and those of TGF-β1 and TIMP-2 mRNAs 
significantly decreased (0.301 ± 0.025 vs 0.503 ± 
0.042; 0.719 ± 0.03 vs 1.204 ± 0.418, both P < 0.05) 
in HSCs exposed to the cocktail. A total of 176 
differential proteins were identified between 
control cells and treated cells, of which 32 were 
up-regulated and 3 down-regulated.

CONCLUSION: The cocktail therapy exerts anti-
hepatic fibrosis activity possibly by regulating 
the expression of related genes and proteins.

Key Words: Hepatic stellate cells; Cocktail therapy; 
Gene expression; Protein expression
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摘要
目的��: 研究鸡尾酒疗法对大鼠肝星状细胞
(HSC)的纤维化相关基因表达及蛋白谱的变
化, 探讨鸡尾酒疗法抗肝纤维化作用的机制.

方法�: 鸡尾酒作用大鼠HSC-T6细胞株后, 采鸡尾酒作用大鼠HSC-T6细胞株后, 采
用半定量RT-P C R法检测细胞中T G F-β1、
MMP-2和TIMP-2的mRNA表达水平. 应用
SELDI-TOF-MS技术分析HSC-T6细胞蛋白图
谱的变化.

结果��: HSC-T6细胞经鸡尾酒作用后, 与对照组
相比MMP-2 mRNA表达水平明显增强(0.094
±0.051 vs  0.023±0.056, P <0.05); TGF-β1和
TIMP-2 mRNA表达水平明显降低(0.301±
0.025 vs  0.503±0.042; 0.719±0.03 vs  1.204±

®

■背景资料
迄今为止, 对肝纤
维化的治疗尚缺
乏理想的治疗方
案. 因为肝纤维化
是一系列复杂的
多因素过程, 许多
药物由于抗肝纤
维化作用靶位单
一导致疗效并不
理想, 而有些药物
不良反应大于治大于治
疗 作 用 ,  不 宜 用
于临床. 因此, 将
作用于肝纤维化
发生发展不同环
节、靶点的药物
联合应用即鸡尾
酒疗法以阻断肝
纤维化发展, 达到
保护肝脏的目的, 
可能是抗肝纤维
化药物研究的新
方向. 
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0.418, 均P <0.05); 鸡尾酒作用后, 表达差异2倍
以上的蛋白有35个, 包括32个表达上调的蛋
白, 3个表达下调的蛋白.

结论�: 鸡尾酒疗法的抗肝纤维化作用可能是鸡尾酒疗法的抗肝纤维化作用可能是
通过调节相关基因和蛋白的表达变化来实现.

关键词: 肝星状细胞; 鸡尾酒疗法; 基因表达; 蛋白表达
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0  ��引言

迄今为止, 对肝纤维化的治疗尚缺乏理想的治疗

方案. 多年来针对肝纤维化的药物治疗在众多离

体和动物模型实验中显示了一定的疗效, 主要包

括抑制肝星状细胞(hepatic stellate cell, HSC)的药

物如干扰素[1], 作用于细胞外基质(extracellular ma-
trix, ECM)和细胞因子的药物[2-6]、抗氧化剂抗氧化剂[7]、抗抗

炎制剂[8]等. 但令众多学者困惑的是几乎所有的

抗肝纤维化药物在动物模型有效而临床无效或

效果很差, 这严重限制了抗肝纤维化药物的临

床应用和治疗效果[9,10]. 肝纤维化是一系列复杂

的多因素过程, 许多药物由于抗肝纤维化作用

靶位单一导致疗效并不理想, 而有些药物不良

反应大于治疗作用, 不宜用于临床[11,12]. 因此, 将
作用于肝纤维化发生发展不同环节、靶点的药

物联合应用即鸡尾酒疗法(Cocktail), 以阻断肝

纤维化发展, 达到保护肝脏的目的, 可能是抗肝

纤维化药物研究的新方向. 
我们前期的研究结果表明 ,  牛磺酸( t a u-

rine)、表没食子儿茶素没食子酸酯(epigallocate-
chin-3-gallate, EGCG)和三羟基异黄酮(genistein)
三者联合应用的鸡尾酒疗法具有抗大鼠肝纤

维化的作用[13,14]. 本实验的目的是采用RT-PCR实验的目的是采用RT-PCR的目的是采用RT-PCR
法分析鸡尾酒疗法对肝星状细胞株HSC-T6肝
纤维化相关基因转化生长因子β1(transforming 
growth factor-beta 1, TGF-β1)、基质金属蛋白

酶2(matrix metalloproteinase-2, MMP-2)和组织

金属蛋白酶抑制因子2(tissue inhibitor of metal-
loproteinase-2, TIMP-2)表达的影响, 并利用

SELDI-TOF-MS技术分析HSC-T6蛋白谱的变化, 
以进一步探讨鸡尾酒疗法抗肝纤维化的机制. 

1  �����材料和方法

1.1 材料 肝星状细胞系为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.  EGCG(四川乐山禹伽茶业科技开发有

限公司); DMEM(Gibco); 胎牛血清(Hyclone);  
TRIzol(Invitrogen); 逆转录试剂盒(Fermentas); 
t aur ine、genis te in、二硫苏糖醇(DTT)、超

纯尿素(U r e a)、甘氨酸、三羟甲基氨基甲烷

(Tr i s)、3-[(3-胆酰胺丙基)-二乙胺]-1-丙磺酸

(CHAPS)、十二烷基磺酸钠(SDS)、硫脲、三

正丁基磷(TBP)、pH3-10两性电解质、抑肽酶

(Apotinin)、乙腈(Acetonitrile, ACN)、无水醋酸

钠(NaAc)、三氟乙酸(TFA)、羟乙基哌嗪乙磺

酸(HEPES)、pH7.4磷酸盐缓冲液(PBS)、HPLC
水、88%磷酸、950 mL/L乙醇均购于美国Sigma
公司. 2×PCR mix(TaKaRa). CO2培养箱(美国

Thermo); 高速冷冻离心机(美国Thermo); 相差倒

置显微镜(德国Zeiss); 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); 蛋白

芯片飞行时间质谱仪(Ciphergen公司), 蛋白质芯

片CM10(Bio-Rad公司) .
1.2 方法方法 
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, 2.5 g/L胰蛋白酶

消化后传代. 每次实验均在呈指数生长的细胞实验均在呈指数生长的细胞均在呈指数生长的细胞

种进行. 
1.2.2 分组: 分为对照组和鸡尾酒组(taurine 60 
mg/L+EGCG 70 mg/L+genistein 14 mg/L), 剂量

参见文献廖明等[9].  
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, 分为对照组和鸡尾酒组, 培养12 h
后, 鸡尾酒组换鸡尾酒培养液继续培养24 h. 采
用T R I z o l法抽提细胞中总R N A. 用核酸蛋白

测定仪测定RNA含量及纯度, 保证A 260/A 280 = 
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'-AACCCTAAGGCCAACCGTGAAAAG-3', 
RP': 5'-TCATGAGGTAGTCTGTCAGGT-3', 产
物长度: 240 bp; TGF-β1: FP: 5'-ATGGTGGACC-
GCAACAAC-3', RP: 5'-TGAGCACTGAAGC-
GAAAGC-3', 产物长度: 329 bp; MMP-2: FP: 
5'-TGGAAGCATCAAATCGGACTG-3', RP: 

■相关报道
戚合德等发现安等发现安发现安
络化纤丸联合恩
替卡韦用药更有
利于阻断或逆转
肝纤维化的形成
和发展; 曾佑祥等等
在采用阿米洛利
联合苦参素预防
大鼠肝纤维化的
研究发现, 两者联
用有一定的协同
作用. 
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5'-GCAAAGGGCAAACAAAGCA-3', 产物长度: 
527 bp; TIMP-2: FP: 5'-CCAAAGCAGTGAGC-
GAGAA-3', RP: 5'-TCCCAGGGCACAATAAAG 
TC-3', 产物长度: 262 bp; PCR扩增cDNA, 条件

为: 94 ℃预变性5 min, 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.
1.2.4 SELDI-TOF-MS分析: 收集培养的细胞, 经
超声波破碎, 加入加裂解液裂解, 用快速混匀

器混合5 s×2次, 冰上静置30 min, 12 000 r/min 
4 ℃离心60 min, 取少量上清用测定总蛋白浓度,
其余上清液分装冻存于-80 ℃备用. 

将30 μL上述样品加入90 μL CM10 Buffer, 
取100 μL加入芯片的每个孔中; 置于振荡器上振荡器上上

以200 r/min室温孵育60 min后甩出溶液, 每孔加

200 μL CM10缓冲液, 振荡孵育5 min 2次, 最后

芯片用20 mmol/L HEPES(pH7.4)淋洗, 晾干芯

片. 芯片每孔分2次加SPA 0.5 μL, 2次之间自然

晾干. 
质谱仪参数设定为激光强度220, 灵敏度8, 

优化范围800-20 000质荷比(m/z). 每条芯片取

1点用同一正常人血清作内参照, 芯片间CV≤

10%. 检测前用ALLINONE多肽标准芯片校正, 
系统质量偏差≤0.1%. 原始数据以Proteinchip 
3.0软件校正.

统计学处理  基因表达的统计分析 :  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. 蛋白表达的统计分析: 采用Cipher-
gen Protein Chip软件和Biomarker Wizard软件对

芯片检测得到的蛋白质相对含量及蛋白质质荷

比数据按数据挖掘要求进行处理, 用Biomarker 
Wizard Software3.1软件和Biomarker Patterns 
Software 4.0.1软件对数据进行相关性分析, 比
较两组之间蛋白质峰强度时, P <0.05具有统计

学意义.

2  ��结果

2.1 鸡尾酒对HSC的TGF-β1、MMP-2及TIMP-2 
mRNA表达的影响 与对照组比较, 鸡尾酒组的

MMP-2 mRNA表达明显升高, 差别有统计学

意义(0.094±0.051 vs  0.023±0.056, P <0.05); 而
TGF-β1和TIMP-2 mRNA表达明显降低, 差别有

统计学意义(0.301±0.025 vs  0.503±0.042; 0.719
±0.03 vs  1.204±0.418, P<0.05, 图1).
2.2 SELDI-TOF-MS分析蛋白谱的变化 共检测

到176种荷质比不同的蛋白峰, 与对照组相比, 
鸡尾酒作用后, 有32个蛋白上调两倍以上, 有3
个蛋白下调2倍以上, 相对分子质量为5 798.33,相对分子质量为5 798.33,分子质量为5 798.33,质量为5 798.33,为5 798.33, 
6 499.74, 6 896.73的蛋白分别上调调了3.96、
4.22、4.28倍(图2, 3).

3  ��讨论

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[15-17]. 在正常肝脏组织中存在
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图� �� �����������������������  1 鸡尾酒作用后HSC-T6的MMP- 2、TGF-β1及TIMP-2 mRNA表达的变化. 1: Marker; 2: 对照组; 3: 鸡尾酒组.

图� �� ���������������������  2 细胞全蛋白SELD I-TOF-MS图谱. A: 对照组; B: 鸡尾酒组.
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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[18-20], 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[21-25]. 在我们的

研究当中, 鸡尾酒干预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, 我们推断鸡尾酒可能是通过抑制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TIMPs
通过抑制MMPs, 阻止ECM的降解, 从而形成或

促进肝纤维化[26-28]. 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[29-31]. 朱跃科等[32]

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. 卢明芹等研究发现, 丹酚酸B盐可通过抑

制TGF-β1和TIMP-2表达而促进肝纤维化的逆

转[33]. 张亚飞等[34]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[35]. 而且, 在肝硬化及原发性肝癌未转

移患者血清中TIMP-2的水平也明显升高[36]. 在
用鸡尾酒干扰HSC-T6后, 我们采用RT-PCR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. 因此我们推测鸡尾酒可能是通过抑

制调节MMP-2/TIMP-2的表达, 而发挥抗纤维化

的作用.
肝脏是主要的蛋白质合成器官, 对肝脏组

织蛋白的SELDI-TOF-MS研究可获悉鸡尾酒作

用的作用靶点, 发现用于诊断的标志蛋白, 进而

探索其作用机制. 本实验采用SELDI-TOF-MS技
术研究鸡尾酒作用后HSC-T6后蛋白谱的变化, 
发现HSC-T6的蛋白谱发生了明显的改变, 有32
个蛋白上调2倍以上, 有3个蛋白下调2倍以上. 
推测鸡尾酒疗法可能通过这些蛋白表达的变化, 
从而达到抗肝纤维化的作用.
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■应用要点
本 研 究 探 讨 了
鸡 尾 酒 疗 法 对
HSC的TGF-β1、
MMP-2和TIMP-2
的mRNA表达的
影响和全蛋白图
谱的变化, 为下一
步的鸡尾酒疗法
的临床前研究奠
定基础. 
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■同行评价
本文科学性和可
读 性 较 好 ,  为 研
究三者联合应用
对肝星状细胞介
导肝纤维化的抑
制作用奠定实验
基础.


