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紫花牡荆素诱导肝星状细胞凋亡的作用机制

田君湘

®

■背景资料
肝纤维化是肝硬
化的必经阶段, 而
肝纤维化取决于
肝星状细胞 ( h e -
patic stellate cell, 
HSC)的活化 .  同
时人们在研究紫
花牡荆素的药理
作用时发现其对
肝星状的增殖有
抑制作用和诱导
凋亡作用, 其抗肿
瘤方面的作用亦
是国内外学者研
究的热点和焦点. 
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Abstract
AIM: To investigate the effect of casticin on 
apoptosis of hepatic stellate cells (HSCs) in vitro 
and the possible mechanisms involved.

METHODS: Rat HSC-T6 cells were cultured in 
high-glucose DMEM and then treated with dif-
ferent concentrations of casticin (0, 0.5, 1.0, and 
2.0 μmol/L) for 12, 24 and 48 h. HSC-T6 apopto-
sis was identified by flow cytometry (FCM) and 
agarose gel electrophoresis. The mRNA expres-
sion of apoptosis-related genes Fas/FasL and 
Bcl-2 was examined by RT-PCR. The expression 
of Caspase3 was studied by immunocytochemi-
cal staining assay (SABC). 

RESULTS: Casticin treatment significantly in-
creased the apoptosis of HSC-T6 in a dose- and 
time-dependent manner compared with the con-
trol group (P < 0.01). The highest apoptosis rate 
was observed in HSC-T6 cells treated with 2.0 
μmol/L of casticin for 48 h (55.70% ± 5.56%). An 
oligonucleosomal DNA ladder was demonstrat-
ed by SABC, indicating DNA break in HSC-T6 

cells. The expression of Fas/FasL mRNA was 
increased, while expression of Bcl-2 mRNA was 
reduced. After HSC-T6 cells were treated with 
casticin at concentrations of 0.5, 1.0, and 2.0 
μmol/L for 48 h, the positive rates of Caspase3 
protein expression were 12.78% ± 0.74%, 41.00% 
± 1.51% and 71.33% ± 2.68%, respectively. Cas-
ticin treatment significantly increased Caspase3 
protein expression in a dose- and time-depen-
dent manner compared with the control group (P 
< 0.001).

CONCLUSION: Casticin induced apoptosis of 
HSC-T6 cells may involve mitochondrial path-
ways and Bcl-2 family proteins. Casticin might 
be a potential Chinese medical component for 
inhibiting liver fibrosis.

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 
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摘要
目的: 探讨紫花牡荆素(casticin)促进肝星状细
胞(hepatic stellate cell, HSC)-T6凋亡的作用机制.  

方法: 用终浓度为0、0.5、1.0、2.0 μmol/L的
Casticin作用于HSC-T6, 于12、24、48 h后采
用MTT法检测HSC-T6增殖抑制率; 24 h后收集
各组细胞, 流式细胞术检测细胞周期及凋亡率; 
DNA琼脂糖凝胶电泳法检测HSC-T6凋亡; RT-
PCR法检测促凋亡基因FAS/FASL mRNA及抑
凋亡基因Bcl-2  mRNA的表达; 免疫组织化学
法检测凋亡蛋白Caspase3的表达.  

结果: MTT法检测显示, Casticin对HSC-T6有
增殖抑制作用, 并存在浓度和时间依赖关系; 
流式细胞仪检测HSC-T6凋亡, 发现2.0 μmol/L
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■研发前沿
目前尚缺乏确切
有效的抗肝纤维
化 药 物 ,  但 中 药
抗肝纤维化展现
良好的发展前景, 
紫花牡荆素为马
鞭草科植物的干
燥 成 熟 果 实 - 蔓
荆子提取物黄酮
类化合物的一种, 
有着广泛的药理
作 用 ,  关 于 其 抗
肝纤维化的作用, 
国内外研究甚少.

的Casticin作用48 h后, HSC-T6凋亡率达到最
大值55.70%±5.56%, 各药物组凋亡率与空白
对照组比较, 差异有统计学意义(P<0.05). DNA
琼脂糖凝胶电泳法检测HSC-T6凋亡, 显示有
特征性的DNA梯度带形成. RT-PCR法检测促
凋亡基因FAS/FASL mRNA表达明显上调, 而
抑凋亡基因Bcl-2  mRNA的表达下调. 免疫组
织化学法检测凋亡蛋白Caspase3的表达明显
增加, 当Casticin浓度2.0 μmol/L作用48 h, 其表
达率71.33%±2.68%, 与空白对照组比较, 差
异有统计学意义(P<0.05).  

结论: Casticin诱导HSC-T6细胞凋亡的机制可
能是通过上调Fas/FasL 基因表达, 下调Bcl-2 , 
促使线粒体通透性增加, 再激活Caspase3蛋白
诱发细胞凋亡.  

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 紫花牡荆素能过抑制肝星状细胞

(hepatic stellate cell, HSC)的活化, 通过上调Fas/FasL
基因表达, 下调Bcl-2 , 促使线粒体通透性增加, 再
激活Caspase3蛋白诱发细胞凋亡. 其抑制HSC活化

作用与抑制肝纤维化, 进一步抑制肝癌密切相关.
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0  引言

肝纤维化(hepatic fibrosis, HF)是指过多胶原纤

维在肝内沉积, 是各种慢性肝病向肝硬变发展

的必经阶段. HF的形成是多种细胞、细胞因子

及细胞外基质(extracellular matrix, ECM)相互

交错影响的动态变化网络. 肝星状细胞(hepatic 
stellate cell, HSC)被公认为是HF形成网络的核

心. HSC正常状态下能合成与分泌少量的ECM, 
各种引起肝脏慢性损伤的病因都可激活HSC. 活
化的HSC可以合成大量的胶原、非胶原性糖蛋

白、蛋白多糖等, 并参与胶原酶及其抑制物的

合成及调节, 是ECM的主要来源细胞. 因此以

HSC作为靶点治疗HF成为当前研究热点[1]. 大
量研究已经证实活化HSC数量减少主要通过凋

亡途径; 减少活化HSC数量有利于HF逆转; 诱导

活化HSC凋亡是抗HF的有效途径; 目前尚缺乏

确切有效的抗HF药物; 中药抗HF展现良好的发

展前景[2,3]. 紫花牡荆素(casticin)为马鞭草科植

物的干燥成熟果实-蔓荆子(vitex trifolia L1)提取

物黄酮类化合物的一种[4]. 本实验采用流式细胞

仪与DNA琼脂糖凝胶电泳分析, 证实Casticin对
HSC增殖抑制和凋亡诱导作用, 同时检测促凋亡

基因FAS、抑凋亡基因Bcl-2与凋亡蛋白酶Cas-
pase3, 揭示Casticin对HSC-T6促凋亡作用的可能

机制.  

1  材料和方法

1.1 材料 肝星状细胞株HSC-T6由上海中医药大

学提供, 系SV40转染的大鼠HSC, 具有活化HSC
的表型. Casticin购自成都普瑞法科技开发公司

(纯度>98%); 小牛血清为杭州四季青生物制品

有限公司生产; 甲氮甲唑篮(MTT)购自Sigma公
司; 二甲基亚砜(DMSO)为美国Amresco公司产

品; Fas、Bcl-2引物由上海生工合成; 逆转录-多
聚酶链反应试剂盒试剂盒购自Promega公司; 兔
抗大鼠Caspase3单克隆抗体及SABC免疫组织化

学试剂盒购自武汉博士德公司.  
1.2 方法

1.2.1 细胞培养: 肝星状细胞株HSC-T6置37 ℃、

50 mL/L CO2的培养箱中, 用含100 mL/L小牛血清

以及青链霉素各100 kU/L的DMEM(高糖)培养液

培养, 倒置显微镜观察细胞生长情况, 2.5 g/L胰蛋

白酶消化传代, 取对数生长期细胞用于实验.  
1.2.2 MTT比色法: 将Casticin用DMSO助溶, 用基

础培养基依次对半稀释成3个梯度的母液, 调整

各浓度中DMSO助溶剂质量浓度相同. 取对数生

长期细胞, 以每孔0.2 mL(约0.3×104个/孔)接种

于96孔板, 培养24 h待细胞贴壁后, 分别加入不

同终浓度分别为0.5、1.0、2.0 μmol/L Casticin, 
对照组加100 µL完全培养基, 另设空白对照组

(只加培养基, 无细胞). 每个剂量组设5个复孔, 
其中DMSO终浓度为2.5 g/L, 将各组细胞继续

培养12、24、48 h. 在规定时间, 每孔加入20 μL 
MTT(5 g/L), 继续培养4 h后倾去培养液, 加入

DMSO 0.2 mL/孔, 平板震荡器振荡5 min, 充分

溶解蓝紫色颗粒, 空白孔调零, 用酶标仪以490 
nm波长测定各组细胞吸光度(A )值, 细胞增殖抑

制率 = (1-实验组平均A值/对照组平均A值)×
100%.  重复上述实验5次.    
1.2.3 流式细胞术分析细胞周期及检测凋亡率: 采
用PI荧光染色法. 将Casticin作用24 h后的各组培
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■相关报道
国内研究表明紫
花牡荆素可以促
进肺癌细胞的凋
亡, 而Caspase3的
抑制剂 z D E V D -
FMK抵消其促凋
亡作用, 并发现其
能下调Bcl-xl, 下
调Bax及清除Bid, 
从而促进肺癌细
胞的凋亡.

养瓶内HSC收集于离心管中, 贴壁的细胞消化后

与原瓶的悬浮细胞混合, 1000 r/min离心5 min, 弃
上清, 冷磷酸盐缓冲液(PBS, pH 7.2-7.4)洗涤2
次, 调整为1×106/mL, 预冷700 mL/L乙醇(注意

边加边振荡, 以免细胞成团), 4 ℃过夜, PBS洗涤

2次去除固定液, 加200 μL RNA酶, 37 ℃水浴30 
min, 300目尼龙网过滤, 再加800 μL PI染色液混

匀, 4 ℃避光染色30 min, 每组重复4次, 上机检

测. 采用流式细胞仪对样品进行检测, 每次计细

胞数6000个, 记录激发波长488 nm处红色荧光, 
流式细胞仪分析不同DNA含量的细胞分布, 用
分析软件CellQuest检测凋亡率, 低于G1期的细

胞(亚G1期)为凋亡细胞, 其占细胞总数的比例为

凋亡细胞比例. 用ModFilLT软件进行处理, 计算

各周期细胞比例.  
1.2.4 琼脂糖凝胶电泳法检测HSC-T6凋亡: 用
TBE(1 mmol/L EDTA, pH 8.0, 45 mmol/L Tris-硼
酸)缓冲液配制1.8%琼脂糖凝胶. 在微波炉内煮

沸至琼脂糖溶解, 待冷却至60 ℃时, 加入溴化乙

锭(10 mg/mL)使其终浓度为0.5 g/L, 混匀后灌胶, 
待胶凝因后放入含TBE电泳液的电泳槽内, 使
TBE液盖过凝胶, 取10-15 μL提取的各组DNA样

品液与上样缓冲液(含0.25%溴酚兰, 4%蔗糖)按
4∶1比例混匀后点样, 60 V电泳1 h, 用紫外线透

射仪观察梯形条带, 并摄影.  
1.2.5 RT-PCR测定Casticin对HSC-T6基因Fas  
mRNA和Bcl-2  mRNA表达: Fas上游引物为

5'-ATCACAAAGGACAGGCAC-3', 下游引物为

5'-TAGGGTTCAGGACTTTCA-3', 大小364 bp; 
Bcl-2上游引物为5'-CGGGAGGAGCACATTCA-
GA-3', 下游引物为5'-AGTAGAAGGCAGAC-
C A G A C-3', G A P D H上游引物为5'-A C C A-
CAGTCCATGCCATCAC-3', 下游引物为5'-TC-
CACCACCCTGTTGCTG-3', 大小450 bp, 均由上

海生工合成. 提取细胞总RNA, 采用Promega试
剂盒逆转录为cDNA. 逆转录条件: 42 ℃ 10 min, 
95 ℃ 5 min, 4 ℃ 5 min, 瞬时离心后4 ℃保存. 
-20 ℃保存. 取逆转录产物进行PCR, 检测Fas 
mRNA和Bcl-2 mRNA表达, β-actin为内参照. 
PCR复合扩增条件: 95 ℃预变性4.5 min, 94 ℃变

性60 s, 54 ℃退火60 s, 72 ℃延伸60 s, 共35个循

环, 最后72 ℃延伸10 min. 用Gel-Doc1000型紫

外凝胶图像分析仪自带软件分析Fas、Bcl-2和
β-actin的扩增条带, 计算Fas、Bcl-2 mRNA表达

的抑制率(survivin mRNA/β-actin mRNA)为1.  
1.2.6 用免疫细胞化学法检测Caspase3蛋白的表

达: 蒸馏水洗细胞爬片3 min×3次, 0.3%H2O2甲

醇液室温浸泡30 min, 以灭活内源性过氧化物

酶, PBS洗2 min×3次, 滴加正常小牛血清, 室温

下20 min, 以封闭非特异性抗原. 弃去多余血清, 
滴加兔抗大鼠Caspase3单克隆抗体, 湿盒内4 ℃
夜, PBS洗2 min×3次, 滴加生物素化二抗, 湿盒

内37 ℃温箱30 min, PBS洗5 min×3次, 滴加链

霉新合素一过氧化物酶复合物, 湿盒内室温苏

木素复染, 二甲苯透明, 中性树脂封片, 光镜下

观察, 阳性细胞为胞膜呈棕黄色. 以PBS代替抗

大鼠Caspase3抗体作为阴性对照. 其结果判断: 
以16D目镜测微网在400倍放大下计数网格中的

阳性细胞数, 每例计数10个网格, 计算阳性细胞

的百分率, 并根据每张盖玻片阳性细胞着色深

浅计分, 无着色为0分(阴性), 浅黄色为1分(弱阳

性), 棕黄色为2分(阳性), 棕褐色为3分(强阳性). 
然后根据两者积分的乘积进行统计分析.  

统计学处理 各组实验数据用mean±SD表

示, 采用SPSS统计软件进行单因素方差分析, 
P <0.05为差异有统计学意义.  

2  结果

2.1 MTT 对照组细胞体外生长活跃, 经0.5、
1.0、2.0 μmol/L Casticin作用12、24、48 h后, 
HepG2细胞生长均有不同程度地减慢, 与阴性对

照组比较, 不同浓度的Casticin对HSC的增殖抑

制率显著升高(P <0.01)(表1).  
2.2 流式细胞仪检测细胞凋亡 用0.5、1.0、2.0 
μmol/L共3种浓度的Casticin处理生长良好的肝

星状细胞株12、24、48 h, 设空白对照组, 流式

细胞仪检测细胞凋亡率. 结果显示, 随Casticin作
用浓度和时间的增加, 凋亡率逐渐升高, 呈现量

效与时效关系, 实验组与空白对照组比较, 差异

均有统计学意义(P <0.01), 实验组之间不同浓度

和不同时间比较差异均有统计学意义(P <0.05); 
空白对照组HSC经培养后也出现凋亡, 说明活化

细胞可发生自发性凋亡. 流式细胞仪检测凋亡

图表明在G0/G1期前出现亚二倍体峰即细胞凋亡

率, 随着药物浓度的增加及作用时间的延长, 该
峰呈上升趋势(表2, 图1, 2).  
2.3 琼脂糖凝胶电泳检测细胞凋亡 琼脂糖凝胶

电泳结果显示, 在118 bp外均可见到均匀一致

的β-actin基因的条带; 各组在364 bp处均可见到

Fas/FasL mRNA表达, 空白组HSC弱表达, 即不

同浓度Casticin处理后, 其表达呈剂量依赖性增

强(图3A), 其中空白组与Casticin组0.5、1.0、2.0 
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■创新盘点
本文使用MTT法
检测紫花牡荆素
对HSC-T6增殖的
抑制作用, 流式细
胞仪及DNA琼脂
糖凝胶电泳法检
测HSC-T6凋亡 . 
同时使用RT-PCR
法检测Fas/FasL 
m R N A 和 B c l - 2 
mRNA的表达情
况. 进一步使用免
疫组织化学法检
测凋亡蛋白Cas-
pase3表达, 从而证
实紫花牡荆素能
促进HSC-T6的凋
亡, 抑制其活化.

μmol/L比较均有统计学意义(P <0.05); 各药物组

之间比较均有差异(P <0.05).  
2.4 Casticin对HSC促凋亡基因Fas/FasL的影响

2.4.1 不同浓度Casticin对HSC Fas/FasL mRNA表

达的影响: 琼脂糖凝胶电泳结果显示, 在118 bp
外均可见到均匀一致的β-actin基因的条带; 各组

在364 bp处均可见到Fas/FasL mRNA表达, 空白

组HSC弱表达, 即不同浓度Casticin处理后, 其表

达呈剂量依赖性增强(图3B), 其中空白组与Cas-
ticin 0.5、1.0、2.0 μmol/L比较均有统计学意义

(P <0.05); 各药物组之间比较均有差异(P <0.05).  
2.4.2 Casticin处理不同时间对HSC Fas/FasL 
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表  1  不同浓度Casticin作用于肝星状细胞 12、24、48 h后各组凋亡率(n = 3, mean±SD, %)

     

aP<0.05 vs  24 h; cP<0.05 vs  48 h; bP<0.01 vs  1.0 μmol/L组; dP<0.01 vs  2.0 μmol/L组.

分组 12 h 24 h 48 h

对照组  2.43±0.40   4.38±0.51    5.89±0.39

0.5 μmol/L    11.43±3.91abcd   20.88±2.07bd    35.43±5.04bd 

1 μmol/L 22.71±3.56ac 33.39±3.56  41.95±3.92 
2 μmol/L 32.28±2.44ac 44.32±3.55  55.70±5.56 

图  1  不同浓度的Casticin作用于肝星状细胞各组凋亡情况. 
A: 0.5 μmol/L; B: 1.0 μmol/L; C: 2.0 μmol/L.
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图  2  1.0 μmol/L Casticin作用12、24、48 h后肝星状细胞
凋亡情况. A: 12 h; B: 24 h; C: 48 h.
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mRNA的表达的影响: 实验选定1.0 μmol/L Cas-
ticin作为最佳处理浓度, 观察莪术油处理HSC不
同的时间(12、24、48 h)后, 其对细胞Fas/FasL 
mRNA水平的影响. 实验结果表明细胞Fas/FasL 
mRNA的表达随时间延长而增强, 呈时间依赖

性(图3C). 空白组与不同时间组比较有显著差异

(P<0.05). 不同时间组内进行比较有差异(P<0.05).

2.5 Casticin对HSC促凋亡基因Bcl-2的影响

2.5.1 不同浓度Casticin对HSC Bcl-2 mRNA表

达的影响: 琼脂糖胶电泳结果显示, 在118 bp处
均可见到均匀一致的β-actin基因的条带; 各组

在376 bp处均可见到Bcl-2 mRNA表达, 空白组

HSC强表态, 不同浓度Casticin处理后, 空白组及

Casticin 0.5、1.0、2.0 μmol/L之间比较均有统

计学意义(均P <0.05), 药物组两两比较均有统计

学意义(P <0.05)(图4A).  
2.5.2 Casticin处理不同时间对HSC Bcl-2 mRNA
的影响: 实验选定1.0 μmol/L Casticin作为最佳

处理浓度, 观察Casticin处理HSC不同时间(12、
24、48 h)后Bcl-2 mRNA表达水平的影响. 结
果显示, 即随Casticin作用时间延长, 细胞Bcl-2 
mRNA表达呈时间依赖性减弱(图4B). 与空白组

比较有显著差异(P <0.05), 不同时间比较均有差

异(P <0.05).  

■应用要点
通过研究紫花牡
荆素对HSC中Fas/
FasL、Bcl-2及凋
亡蛋白Caspase3
表达的影响, 探讨
紫花牡荆素抗肝
纤维化的作用机
制, 为中药在临床
上用于肝纤维化
治疗提供理论指
导和实验依据.
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图  3  不同浓度Casticin或1.0 μmol/L Casticin处理HSC后Fas/
FasL mRNA的表达. A: 不同浓度的Casticin处理HSC后Fas/FasL 

mRNA的表达. M: 500 bp  DNA marker; 1: 空白组; 2: 0.5 μmol/

L组; 3: 1.0 μmol/L; B: 不同浓度Casticin处理HSC后Fas/FasL 

mRNA的表达. M: 500 bp DNA marker; 1: 空白组; 2: 0.5 μmol/

L组; 3: 1.0 μmol/L组; C: 1.0 μmol/L Casticin处理HSC 12、24、

48 h后Fas/FasL mRNA的表达. 1: 空白对照组; 2: 12 h组; 3: 24 h

组; 4: 48 h组. M: 500 bp DNA marker. HSC: 肝星状细胞.
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表  2  不同浓度的Casticin作用肝星状细胞12、24、48 h后各组凋亡率 (n = 3, mean±SD, %)

aP<0.05 vs  空白对照组; cP<0.05 vs  24, 48 h; eP<0.05 vs  1.0, 2.0 μmol/L组.

     分组 12 h 24 h 48 h

空白对照  2.47±0.40  4.38±0.51  5.89±0.39
0.5 μmol/L  11.43±3.91ae  20.88±2.07ae  35.43±5.04ae

1 μmol/L  22.71±3.56ac  33.39±3.56ac  41.95±3.92ac

2 μmol/L  32.28±2.44ac 44.32±3.55a 55.70±5.56a 

图  4  不同浓度Casticin或1.0 μmol/L Casticin不同时间作
用于HSC后Bcl-2 mRNA/Bcl-2 mRNA的表达. A: 不同浓度

Casticin作用于HSC后Bcl-2 mRNA的表达. M: 500 bp DNA 

Marker; 1: 空白组; 2: 0.5 μmol/L组; 3: 1.0 μmol/L组; B: 1.0 

μmol/L Casticin作用HSC12、24、48 h后Bcl-2 mRNA的表

达水平. 1: 空白对照组; 2: 12 h组; 3: 24 h组; 4: 48 h组; M: 

marker. HSC: 肝星状细胞.
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2.6 Casticin对HSC凋亡蛋白酶Caspase3的影响 
采用免疫细胞化学法检测凋亡蛋白酶Caspase3, 
0.5、1.0、2.0 μmol/L Casticin处理HSC-T6细胞

12、24、48 h后, 细胞爬片的Caspase3蛋白免疫

组化染色结果显示: 正常对照片中仅有少量细

胞在细胞核中表Caspase3蛋白, 表现为细胞核

有棕黄色颗粒沉积, 细胞浆及无阳性染色; 而
0.5、1.0、2.0 μmol/L Casticin处理的细胞核中

着色逐渐增多(图5); 各组Caspase3阳性率如表3, 
Caspase3阳性率随Casticin浓度增加及时间的延

长逐渐升高, 呈现量效关系. 与空白对照组比较, 
均有统计学差异(P <0.05). 组间比较P <0.01.  

3  讨论

HSC作为胶原纤维和其他非胶原纤维基质蛋白

的主要来源, 其活化、增殖是肝纤维化发生、

发展的中心环节[5]. 当肝脏损伤使HSC活化后, 
活化HSC大量增殖, 合成分泌大量ECM, 并且使

组织金属蛋白酶抑制物表达增高, 胶原酶的活

性降低, 造成胶原酶讲解障碍, ECM大量沉积导

致肝纤维化的发生、发展[6].  肝纤维化的损伤因

素去除后常能自发逆转, HSC凋亡是此过程的

关键HSC由于在肝纤维化发生、发展中的重要

作用, 已成为研究肝纤维化治疗的主要靶细胞[7], 
抑制HSC的活化, 促进HSC凋亡是治疗HF的理

想途径[8].  
大量研究已经证实, 活化HSC数量减少主要

通过凋亡途径, 减少活化HSC数量有利于HF逆
转, 诱导活化HSC凋亡是抗HF的有效途径, 目前

尚缺乏确切有效的抗HF药物, 中药抗HF展现良

好的发展前景. 迄今为止, 紫花牡荆素促进HSC
株凋亡的作用机制仍不清楚. Casticin为马鞭草

科植物的干燥成熟果实-蔓荆子. 提取物黄酮类

化合物的一种. 各种黄酮类化合物具有广泛的

抗肿瘤作用.  其相对分子质量为374.34 kDa分
子式C19H18O8. Casticin具有抗急性炎症[9], 抗菌

作用, 雌激素活性[10], 止痛及抑制高催乳素血症, 
并且对心血管疾病、呼吸系统也显示出一定的

疗效. 目前Casticin抗肿瘤方面的作用是国内外

学者研究的热点和焦点[11,12]. Casticin诱导HSC
凋亡的分子机制不明确, 国内外也无相关的文

献报道. 本实验用不同浓度Casticin作用于体外

培养的大鼠HSC-T6, 观察HSC凋亡情况. 使用

流式细胞分析法结果Casticin诱导HSC凋亡呈时

间剂量依赖性, 各药物组凋亡率与空白对照组

比较, 均存在统计学差异(P <0.05). 当Casticin 2.0 
μmol/L作用HSC-T6 48 h, HSC-T6凋亡达到最大

值55.70%±5.56%. 琼脂糖凝胶电泳中检测到有

特征性DNA梯度带形成, 说明Casticin能引起细

胞基因组DNA断裂, 更进一步证明Casticin能诱

导体外HSC发生凋亡. 流式细胞术与琼脂糖凝胶

电泳法结果表明Casticin可明显促进HSC凋亡, 
作用强度呈剂量－时间依赖趋势.  

HSC凋亡是一个受基因调控的主动过程, 可
能由若干相关基因共同完成. FasL与靶细胞膜上

特异的受体Fas结合, 启动凋亡程序, 导致细胞凋

亡, 是促细胞凋亡的主要途径. Bcl-2是Bcl家族

中的重要成员, Bcl-2基因是重要的凋亡抑制基

因, 可影响细胞的生存, 对肿瘤细胞的增生有促

进作用[13]. Bcl-2基因及其表达蛋白可以抑制多

■同行评价
肝纤维化是肝硬
化的必经阶段, 而
肝纤维化取决于
HSC的活化, 目前
尚缺乏确切有效
的抗肝纤维化药
物, 中药抗肝纤维
化展现良好的发
展 前 景 ,  本 文 通
过研究紫花牡荆
素对HSC中Fas /
FasL、Bcl-2及凋
亡蛋白Caspase3
表达的影响, 探讨
紫花牡荆素抗肝
纤维化的作用机
制, 为紫花牡荆素
在临床上用于肝
纤维化治疗提供
理论指导和实验
依据.
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A表  3  Casticin作用肝星状细胞-T6后各组凋亡蛋白酶Caspase3的阳性细胞表达率 (mean士SD, %)

     
分组 12 h 24 h 48 h 

空白对照组 2.19±0.51  4.75±0.26  5.75±0.34 
20 μmol/L    8.53±0.46ace   9.98±0.55a 12.78±0.73a

40 μmol/L   14.51±0.45acegi   27.43±1.84agi   41.00±1.54agi

60 μmol/L  28.93±2.37ace 39.12±1.19a 71.34±2.68a

aP<0.05 vs  空白对照组; cP<0.05 vs  24 h; eP<0.05 vs  48 h; gP<0.05 vs  20 μmol/L组; iP<0.05 vs  60 μmol/L组.

A B

C D

图  5  Cast ic in作用肝星状细胞-T6后各组凋亡蛋白酶
Caspase3的表达(×400). A: 空白对照组; B: 0.5 μmol/L; C: 

1.0 μmol/L; D: 2.0 μmol/L.
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种组织细胞凋亡, 延长细胞寿命, 被人称为“存

活基因”[14]. 他主要通过自身二聚或与Bax等蛋

白形成异二聚体来发挥其调控细胞凋亡的功能. 
Bcl-2确切抗凋亡机制尚未完全明了, 其可能机

制: (1)抑制线粒体释放促凋亡蛋白; (2)抑制促凋

亡蛋白bax的细胞毒性; (3)直接的抗氧化作用; 
(4)影响细胞的跨膜转运, 改变钙离子分布, 调
节钙离子激活内切酶和谷氨酰转移酶; (5)Bcl-2
阻止p53诱导的细胞凋亡[11,15-17]. 在多数HCC中

Bcl-2高表达, 其阳性率明显高于癌前组织, 且
HCC分化越低, Bcl-2表达越高[18,19]. Chang等[20]用

pcDNA3-Bcl-2转染Fas表达阳性的BCL-7404肝
癌细胞, 过度表达的Bcl-2抑制了Fas介导的细胞

凋亡, 同时发现, 高表达的bax并不能对抗Bcl-2
对Fas介导的细胞凋亡的抑制, 而bax是Bcl-2与
Fas凋亡途径的一个重要调节物[9,21]. 同时人们研

究紫花牡荆素的抗肿瘤作用过程中显示Bcl-2的
下调是诱导肿瘤细胞的凋亡的关键, 若肿瘤细

胞内过度表达Bcl-2, 则无法诱导其凋亡[10].  
Fas是细胞凋亡信号受体, 当Fas与其特异性

配体FasL相结合后, 进一步转导凋亡信号兵诱

导细胞凋亡, 其与免疫逃逸机制密切相关, 因此

Fas/FasL信号通路可能成为下一个肿瘤治疗目

标[22-24]. 本实验采用RT-PCR检测了促凋亡基因

Fas/FasL及抑凋亡基因Bcl-2 mRNA的表达.  结
果显示药物作用组的HSC-T6细胞Fas/Fas基因表

达上调, Bcl-2表达下调, 呈浓度与时间依赖性, 
与对照组相比有显著的差异(P <0.05). Casticin诱
导HSC发生凋亡可能是通过作用凋亡基因实现

的. Caspase家族在介导细胞凋亡的过程中起着

非常重要的作用, 其中Caspase3为关键的执行分

子, 是细胞凋亡过程中最主要的终末剪切酶, 他
在凋亡信号传导的许多途径中发挥功能[25,26]. 免
疫细胞化学检测表明各药物作用组的HSC-T6细
胞对Caspase3蛋白表达增加, 呈时间剂量依赖性, 
与空白对照组比较, 均存在统计学差异(P <0.05), 
各药物组间两两比较存在统计学差异(P <0.05). 
说明Casticin诱导HSC发生凋亡最终可能是通过

Caspase3执行的. 本研究结果进一步证实Casticin
有诱导HSC-T6细胞凋亡作用, 其机理可能是通

过上调促凋亡基因Fas/FasL表达, 下调抑凋亡基

因Bcl-2 , 促使线粒体通透性增加, 链锁激活Cas-
pase3蛋白诱发细胞凋亡. 然而, HSC激活及凋亡

机制复杂, 是否存在别的凋亡途径、凋亡基因与

凋亡因子参与, 有待进一步研究阐明.
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