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Abstract
AIM: To investigate the effect of treatment with 
α-linolenic acid (ALA) on cell proliferation, secre-
tion of types Ⅰ and Ⅲ collagen, and α-smooth 
muscle actin (α-SMA) expression in transforming 
growth factor beta 1 (TGF-β1)-treated rat hepatic 
satellite cells (HSCs). 

METHODS: Cultured HSCs were divided into 
five groups: control group, TGF-β1 group (5 ng/
mL) and three TGF-β1 plus ALA groups (treated 
with TGF-β1 plus 50, 150 or 250 ng/mL of ALA). 
Cell proliferation was assessed by MTT assay. 
The levels of types Ⅰ and Ⅲ collagen were mea-
sured by ELISA. Western blot was used to detect 
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α-亚麻酸对转化生长因子β1诱导的肝星状细胞的影响

王莉娟, 吴金明, 方红龙, 刘 扬, 黄智铭

®

■背景资料
研究表明约1%-5%
的非酒精性脂肪
肝病(NAFLD)患
者最终可发展为
肝纤维化及肝硬
化, 其中肝星状细
胞 ( H S C )的活化
及增殖发挥了重
要作用, 若能干扰
HSC的活化及增
殖, 可能是阻止肝
硬化的途径之一. 
n-3族多不饱和脂
肪酸可明显降低
细胞中和转录因
子 (N F -κB)的含
量, 可能对已活化
的HSC的增殖有
一定抑制作用. 

the expression of α-smooth muscle actin.

RESULTS: TGF-β1 induced cell proliferation 
and increased the secretion of collagen in HSCs. 
Compared to the TGF-β1 group, treatment with 
different doses of ALA inhibited cell proliferation 
and decreased the secretion of types Ⅰ and Ⅲ 
collagen and expression of α-SMA (all P < 0.05).

CONCLUSION: Treatment with ALA inhibits 
TGF-β1-induced cell proliferation, secretion of 
types Ⅰ and Ⅲ collagen, and α-SMA expression 
in rat HSCs.

© 2013 Baishideng. All rights reserved.
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摘要
目的: 探讨α-亚麻酸(α-linolenic acid, ALA)对
转化生长因子β1(transforming growth factor-β, 
TGF-β1)诱导的肝星状细胞(hepatic satellite 
cell, HSC)增殖及分泌功能的影响.

方法: 采用活化的HSC作为研究模型, 将传代
的细胞分为5组, 以MTT比色法观察ALA对
HSC的增殖效应, 以ELASA检测细胞培养上
清液中Ⅰ型及Ⅲ型胶原的含量, 以Western blot
法检测α-平滑肌肌动蛋白(α-smooth muscle 
actin, α-SMA)的表达.

结果: TGF-β1能诱导HSC增殖并促进胶原的
分泌, ALA可不同程度抑制TGF-β1所诱导的
HSC增殖及Ⅰ、Ⅲ型胶原和α-SMA的表达
(P <0.01), 且呈剂量依赖性(P <0.05).

结论: A L A在高浓度时对T G F-β1能诱导的

■同行评议者
高泽立 ,  副教授 , 
周浦医院消化科,
上海交大医学院
九院周浦分院



王莉娟, 等. α-亚麻酸对转化生长因子β1诱导的肝星状细胞的影响					                 805

2013-03-28|Volume 21|Issue 9|WCJD|www.wjgnet.com

■研发前沿
据 研 究 n - 3 族 多
不饱和脂肪酸有
降低血脂、减少
炎性细胞因子、
减少肝脏丙二酰
CoA含量、增强
机体免疫功能等
生 理 作 用 ,  但 其
是否对脂肪性肝
纤维化及其引起
的肝硬化有治疗
作用尚不能明确.

HSC起抑制作用, 可能对脂肪性肝纤维化及其
引起的肝硬化有治疗作用.

© 2013年版权归Baishideng所有.
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0  前言

目前非酒精性脂肪性肝病(non-alcoholic fatty 
liver disease, NAFLD)越来越引起人们的重视, 研
究发现约1%-5%的NAFLD患者最终可发展为

肝纤维化及肝硬化[1]. 其中肝星状细胞(hepatic 
satellite cell, HSC)的活化及增殖发挥了重要作

用[1]. n-3多不饱和脂肪酸有降低血脂、减少炎

性细胞因子、减少肝脏丙二酰CoA的量、增强

机体免疫功能、对肿瘤的抑制的分泌等生理作 
用[2-4], 其中以α-亚麻酸(α-linolenic acid, ALA)
为代表, 但其对肝纤维化的影响研究较少. n-3
多不饱和脂肪酸也为游离脂肪酸的组成部分, 
可能对脂肪性肝纤维化产生一定影响. 另外转

化生长因子β1(transforming growth factor-β1, 
TGF-β1)可通过HSC内的TGF-β/Smads信号通路

促进纤维化的发生发展, 被认为是调控肝纤维

化的核心物质, 用TGF-β1促进增殖可使n-3多不

饱和脂肪酸对HSC的作用结果更容易显现. 探讨

ALA对TGF-β1所诱导的HSC增殖和活化的影响

不仅有助于了解n-3多不饱和脂肪酸在脂肪性肝

纤维化及肝硬化中所起的作用, 还对已进展为

肝硬化患者的营养能量的补充具有指导意义.

1  材料和方法

1.1 材料 DMEM培养基及胎牛血清(美国GIBCO
公司), α-亚麻酸(美国Sigma产品), MTT(北京索

来宝生物公司), 重组人TGF-β1(美国Pedro Tech
公司), 肝星状细胞系HSC2-T6细胞(温州医学院

附属第一医院感染内科陈永平教授惠赠), 大鼠

Ⅰ型及Ⅲ型胶原ELISA试剂盒(美国ADL公司), 
大鼠α-肌动蛋白抗体及内参β-tubulin(美国Santa 
Cruz公司).
1.2 方法

1.2.1 HSC培养: 肝星状细胞系HSC2-T6细胞用

含10%胎牛血清的D M E M培养瓶, 在37 ℃、

5%CO2条件下培养, 计数及观察细胞活性, 以1
×105/mL的浓度接种于培养瓶中, 以后每2-3 d
换液1次.
1 .2 .2 自身配对设计 :  实验分组 :  A组 :  对照

组、B组: TGF-β1 5 ng/mL组、C组: TGF-β1 
5 ng/mL+ALA 50 mmol/L组、D组: TGF-β1 5 
ng/mL+ALA 150 mmol/L组: E组: TGF-β1 5 ng/
mL+ALA 250 mmol/L组.
1.2.3 MTT法检测细胞增殖: HSC-T6细胞融合

成单层后, 取对数生长期细胞, 分别以0.25%胰

蛋白酶消化, 并接种至无菌96孔板内, 每次每组

4个复孔, 调整细胞接种密度为1×106/mL, 每孔

均加入细胞悬液200 μL, 置37 ℃, 5%CO2培养箱

中, 24 h 96孔板内细胞贴壁后, 吸去原培养液, 按
分组加入试剂, 每孔再加入无菌MTT溶液(5 mg/
mL), 继续在原条件下孵育4 h, 然后终止培养, 吸
去孔内培养液, 每孔加入150 μL的DMSA, 微型

振荡器振荡10 min, 选择490 nm波长, 在酶标仪

上检测各孔的吸光(A )值, 实验重复4次.
1.2.4 ELISA法检测型Ⅰ及Ⅲ型胶原的表达: 收
集做MTT时药物处理后的上清液. 按Ⅰ型及Ⅲ

型胶原ELISA试剂盒操作说明书操作.
1.2.5 Western blot法检测α-SMA的表达: 各组蛋

白标本经聚丙烯酰胺凝胶电泳分离后转移至

PVDF膜, 封闭1 h后, 加入α-肌动蛋白抗体(1∶
400)和内参β-tubulin抗体(1∶500), 一抗过夜后

加入辣根过氧化物酶标记的二抗(1∶2 500)作
用1 h, 电化学发光法检测, 在暗室中X光胶片曝

光并冲洗显影, 测定各条带的灰度值, 经内参照

β-tubulin校正后得到蛋白的相对表达量.
统计学处理 数据用mean±SD表示, 采用

SPSS17.0作One-way ANOVA分析, 两两比较用

LSD检验, P <0.05为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 以MTT法检测HSC细胞增殖 组间比较F  = 
25.07, P<0.01, 差异有统计学意义. LSD法多重比

较可以发现ALA对HSC的增殖有抑制作用(B、
C、D、E 4组各组间差异有统计学意义, P <0.05, 
A组与E组间差异无统计学意义, P >0.05), 并呈

剂量依赖性, A组与E组间无统计学差异可能为

ALA对HSC的抑制作用与TGF-β1对HSC的增殖

作用相互抵消所致. TGF-β1对HSC的增殖有促进

作用(A组与B、C、D组比较, P<0.05, 表1, 图1).

■相关报道
n-3族多不饱和脂
肪酸对脂肪肝及
其产生的病理危
害可能有一定的
治 疗 的 作 用 ,  可
能与其在肝病早
期即对脂质沉积
有一定的抑制作
用 有 关 ,  推 测 可
能与n-3类脂肪酸
能抑制NF-κB及
使花生四烯类产
物减少有关.
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■创新盘点
本文利用体外刺
激活化的肝星状
细胞, 结果表明其
可抑制活化细胞
的增殖及减少胶
原分泌等作用, 多
方面说明其可能
用于肝纤维化的
治疗.

2.2 Ⅰ型及Ⅲ型胶原蛋白的表达 Ⅰ型胶原纤维

蛋白组间比较, F  = 19.41, P <0.01, 差异有统计

学意义; Ⅲ型胶原纤维蛋白组间比较, F  = 16.66, 
P <0.01, 差异有统计学意义. 抑制作用呈剂量依

赖性(P <0.05). LSD法多重比较可以发现TGF-β1
可促进HSC分泌Ⅰ型及Ⅲ型(P <0.01), 而ALA对

Ⅰ型及Ⅲ型胶原蛋白的分泌均有一定的抑制作

用(B、C、D、E 4组各组间差异有统计学意义, 
P <0.05, A组与E组间差异无统计学意义, P >0.05, 
A组与E组间无统计学差异可能为ALA对HSC的
抑制作用与TGF-β1对HSC的增殖作用相互抵消

所致), 并呈剂量依赖性(P <0.05, 表2, 图2, 3).

2.3 Western blot检测α-SMA的表达 α-SMA组

间比较F  = 226.31, P <0.01, 差异有统计学意义. 
LSD法检验可以看出TGF-β1能明显促进HSC
表达α-SMA(P <0.01), 经ALA作用后, TGF-β1
诱导的α-SMA表达受到抑制并呈剂量依赖性

(P <0.05, 表3, 图4). 

3  讨论

我们的研究结果可证实A L A对在高浓度时对

表  2  ALA对I型、III型胶原蛋白表达的影响

     分组           I型胶原    III型胶原

A组   76.94±11.89gik 3.17±0.50gik

B组 159.13±20.30beikm 6.51±0.79beikm

C组 137.29±17.12degkm 5.38±0.57degkm

D组 115.69±16.16degim 4.28±0.4degim

E组   95.86±23.11dgik 4.39±1.00dgik

bP <0.01 vs  A组; dP <0.01 vs  B组; eP <0.05 vs  A组; gP <0.05 

vs  B组; iP <0.05 vs  C组; D组与A、B、C、E组比较kP <0.05; 
mP<0.05 vs  E组. ALA: α-亚麻酸.
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图  2  ELISA法检测型I型胶原的表达. 
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图  1  MTT法检测肝星状细胞增殖. 
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图  3  ELISA法检测型III型胶原的表达. 

表  3  Western blot检测α-SMA的表达

     分组  α-SMA灰度值   F 值   P值

A组   34.33±13.65 226.31 <0.01

B组 450.00±18.08

C组 226.33±23.01

D组 136.05±15.02

E组   84.67±15.50

a-SMA: a-平滑肌肌动蛋白.

表  1  ALA对HSC增殖的影响 (mean±SD)

     分组          A值   F 值   P值

A组 0.52±0.62egi 25.07 <0.01

B组 1.14±0.16agik               

C组 0.98±0.12aeik

D组 0.80±0.75aegk

E组 0.64±0.11cegi

aP <0.05, cP >0.05 vs  A组; eP <0.05 vs  B组; gP <0.05 vs  C组; 
iP<0.05 vs  D组; kP<0.05 vs  E组. ALA: α-亚麻酸; HSC: 肝星状

细胞.
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TGF-β1所诱导的HSC可能起抑制作用, 对脂肪

性肝纤维化及脂肪性肝硬化可能具有一定治疗

作用. TGF-β1所介导的信号通道被认为在HSC
的活化及ECM的产生起重要作用[5], 本实验也证

实TGF-β1可促进HSC的增殖, HSC2-T6肝星状

细胞系本身是活化的肝星状细胞系, 为使效果

更明显, 予TGF-β1再激活.
有研究表明多不饱和脂肪酸(n-3及n-3+n-6)

可能不能纠正肝纤维化及脂质沉积[6]. 还有研究

发现: n-3族多不饱和脂肪酸对脂肪肝及其产生

的病理危害可能有一定的治疗的作用[7,8], 可能

与其在肝病早期即对脂质沉积有一定的抑制作

用有关[8], 究其机制, 推测可能与n-3类脂肪酸能

抑制核转录κB(nuclear transcription factor, NF-
κB)及使花生四烯类产物减少有关[2,3]. 这提示

n-3族多不饱和脂肪酸对脂肪性肝纤维化可能有

治疗作用, 但对体外HSC的增殖及分泌功能等尚

无其他研究成果. 因此本实验用MTT法、WB及
ELISA法检测ALA对HSC的增值、活化、分泌

功能的影响, 讨论n-3族多不饱和脂肪酸对脂肪

性肝纤维化的作用.
细胞增殖是H S C活化的重要特征之一 . 

MTT法检测结果显示ALA能一定程度的抑制

由TGF-β1诱导的HSC的增殖, 并呈浓度依赖性: 
ALA低浓度时无明显作用; 当ALA浓度逐渐升

高时可部分抑制HSC的活化, 并随着浓度的增高

抑制作用增强.
各种原因导致的肝纤维化最后均表现为

ECM的增加, 星状细胞分泌胶原纤维增加. 实
验结果提示ALA对HSC分泌胶原纤维有抑制作

用, 作用随ALA浓度的增加而加强. α-SMA是

HSC活化的标志, 活化的HSC表达α-SMA, 表达

α-SMA的多少可一定程度反映HSC的活化程度. 
高浓度的ALA可使HSC的α-SMA表达减少, 低
浓度时作用不明显, 说明高浓度时可抑制HSC的
活化.

HSC的活化和增殖在脂肪性肝纤维化和肝

硬化的发生发展起重要作用. 近年来非酒精性

脂肪性肝病发病机制逐渐明确, 其中二次打击

学说已被普遍认可, 以胰岛素抵抗为主的代谢

综合征起重要作用[9]. 肿瘤坏死因子-a(tumor ne-
crosis factor-α, TNF-α)、TGF-β、IGF-1等细胞

因子刺激并激活HSC, 表达α-SMA活化后以分

泌以Ⅰ型及Ⅲ型胶原为主的细胞外基质[10]. 已有

研究表明: n-3多不饱和脂肪酸的可改善肝脂代

谢, 能提高肝脏代谢关键酶脂蛋白酶的LDL受体

的活性, 减少肝内甘油三酯的合成, 有直接降脂

作用.
NF-κB是由作为转录因子的Rel家族组成的

同二聚体或异二聚体. NF-κB可阻止TNF-α所诱

导的HSC的凋亡[11]. NF-κB的缺失可对活化的

HSC凋亡起一定的作用[12], 而n-3族多不饱和脂

肪酸可明显降低细胞中NF-κB的含量[3], 可能与

其抑制已活化的HSC的增殖有关.
n-3族多不饱和脂肪酸还能降低细胞膜n-6

族不饱和脂肪酸的含量, 从而降低n-6族不饱和

脂肪酸代谢产物花生四烯类产物等炎性物质的

产生[2], 减少对HSC的刺激也可能是n-3族多不饱

和脂肪酸对HSC起作用的途径之一. 综上所述, 
n-3族多不饱和脂肪酸可能通过多种途径对HSC
的增殖起抑制作用, 可能对脂肪性肝纤维化及

其引起的肝硬化有治疗作用.
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《世界华人消化杂志》 再次入选 《中文核心期刊要目总览》  
(  2011 年版 )

本刊讯 依据文献计量学的原理和方法, 经研究人员对相关文献的检索、计算和分析, 以及学科专家评审, 《世

界华人消化杂志》再次入选《中文核心期刊要目总览》2011年版(即第六版)核心期刊. 

对于核心期刊的评价仍采用定量评价和定性评审相结合的方法. 定量评价指标体系采用了被索量、被摘

量、被引量、他引量、被摘率、影响因子、被国内外重要检索工具收录、基金论文比、Web下载量等9个评

价指标, 选作评价指标统计源的数据库及文摘刊物达到60余种, 统计到的文献数量共计221177余万篇次, 涉及

期刊14400余种. 参加核心期刊评审的学科专家达8200多位. 经过定量筛选和专家定性评审, 从我国正在出版的

中文期刊中评选出1982种核心期刊. 

《世界华人消化杂志》在编委、作者和读者的支持下, 期刊学术水平稳步提升, 编校质量稳定, 再次被

北京大学图书馆《中文核心期刊要目总览》(2011年版)收录. 在此, 向关心、支持《世界华人消化杂志》的编

委、作者和读者, 表示衷心地感谢! 


