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■背景资料
在各种不同病因
导致的慢性肝病
中 ,  肝纤维化是
病情发展的必经
之路 ,  想要避免
肝病进展为肝硬
化甚至肝癌 ,  必
须在肝纤维化阶
段就采取有效的
治疗 ,  但是目前
对肝纤维化仍没
有十分有效的治
疗手段.  
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Abstract
AIM
T o i n v e s t i g a t e t h e i n f l u e n c e o f f e r r i c 
nitrilotriacetate (Fe-NTA)-induced oxidative 
stress on apoptosis in human hepatic stellate 
cells (HSCs) and hepatocytes and investigate the 
role for Bcl-2 family proteins and mitochondrial 
membrane potential in this process. 

METHODS
Human hepatic stellate cell line LX-2 and Chang 
liver cells were used. Fe-NTA of different 
concentrations was used to induce oxidative 
stress, and superodide dismutase (SOD) and 
methane dicarboxylic aldehyde (MDA) were 
then measured. After the two types of cells 
were treated with Fe-NTA, the apoptosis 
rates were determined by Annexin V-FITC + 
PI double staining. The change in the activity 
of intracellular Caspase-3 was detected by 
colorimetry and the change of mitochondrial 
membrane potential was detected by JC-1 
staining. Real-time PCR was applied to evaluate 
the mRNA expression of anti-apoptotic gene 
Bcl-2 and apoptosis gene Bax, and Western bolt 
was used to detect the protein expression of Bcl-2 
and Bax. 

RESULTS
For both human HSCs and hepatocytes, the 
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方法
采用人肝星状细胞株及人肝细胞株张氏
肝 ,  取不同浓度的次氮基三乙酸铁 ( F e -
N TA)处理产生氧应激 ,  测定超氧化物歧
化酶(superoxide dismutase, SOD)和丙二
醛(malondialdehyde, MDA); 用Annexin 
V-F I T C+P I双染色法测定F e-N TA作用后
两种细胞的凋亡率; 用比色法检测细胞内
Caspase 3活性的改变; 用阳离子荧光染料
JC-1染色, 检测细胞内线粒体膜电位的改变; 
用RT-PCR检测抗凋亡基因Bcl-2和凋亡基因
Bax 的mRNA表达情况; 用免疫印迹技术检
测Bcl-2和Bax的蛋白表达情况. 

结果
铁负载产生氧应激后, 两种细胞中SOD水平
均下降, MDA含量均升高, 与对照组比较有
显著差异; Fe-NTa诱导的氧应激不能使HSC
发生凋亡, 亦未能使HSC线粒体膜电位下降, 
反而使细胞内Caspase 3活性逐渐降低, 抗凋
亡基因Bcl-2 的mRNA与蛋白表达水平升高, 
Bax的mRNA与蛋白表达水平降低; Fe-NTa
诱导的氧应激使肝细胞发生凋亡增多, 肝细
胞内Caspase 3活性逐渐升高, 同时线粒体膜
电位下降, 抗凋亡基因Bcl-2的mRNA与蛋白
表达水平降低; Bax的mRNA与蛋白表达水
平升高. 

结论
Fe-NTA诱导的氧应激通过调节Bcl-2家族
蛋白及线粒体膜电位影响人肝星状细胞和
肝细胞的凋亡, 通过上调Bcl-2表达及下调
Bax表达、维持线粒体膜电位不致崩溃、

降低Caspase 3活性而抑制肝星状细胞的凋
亡, 而对人肝细胞起到相反的作用, 诱导肝
细胞凋亡. 

© The Author(s) 2016. Published by Baishideng 
Publishing Group Inc. All rights reserved.
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核心提要: 诱导肝星状细胞(hepatic stellate cell, 
HSC)发生凋亡是肝纤维化治疗的重要方法之

一. 本文研究作为肝纤维化的重要发病机制之

一的氧应激, 对肝纤维化发生发展的重要细胞- 
HSC凋亡的影响, 并明确其作用机制. 
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oxidative stress generated by iron load gave rise 
to a decrease in SOD level and an increase in 
MDA level, which, compared with the control 
group, were statistically significant. The oxidative 
stress induced by Fe-NTA could not initiate 
apoptosis of HSCs and also failed to decrease 
the mitochondrial membrane potential of HSCs. 
However, the activity of intracellular Caspase 3 
was reduced, the mRNA and protein expression 
of anti-apoptotic gene Bcl-2 elevated, and the 
mRNA and protein expression of apoptotic gene 
Bax declined. In contrast, the oxidative stress 
induced by Fe-NTA increased the apoptosis rate 
of hepatocytes, with Caspase 3 activity gradually 
rising and mitochondrial membrane potential 
decreasing. The mRNA and protein expression 
of anti-apoptotic gene Bcl-2 declined and the 
mRNA and protein expression of apoptotic gene 
Bax rose. 

CONCLUSION
Fe-NTA-induced oxidative stress can exert 
an impact on apoptosis in human HSCs and 
hepatocytes by regulating Bcl-2 family proteins 
and mitochondrial membrane potential. 
Specifically, to inhibit apoptosis of HSCs, Fe-
NTA-induced oxidative stress up-regulates Bcl-2 
expression, down-regulates Bax expression, 
maintains mitochondrial membrane potential 
and reduces the activity of Caspase 3. However, 
Fe-NTA-induced oxidative stress has an opposite 
effect on hepatocytes, which initiates apoptosis 
of hepatocytes.

© The Author(s) 2016. Published by Baishideng 
Publishing Group Inc. All rights reserved.
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摘要

目的
研究Fe-NTA诱导的氧应激对人肝星状细胞
(hepatic stellate cell, HSC)和人肝细胞凋亡的
影响, 并明确其机制与Bcl-2家族蛋白及细胞
线粒体膜电位变化的关系. 
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■研发前沿
肝 星 状 细 胞
(hepatic stellate 
cell, HSC)是肝纤
维化发病机制中
的重要细胞 ,  肝
纤维化的治疗有
以 下 3 个 研 究 方
面 :  抑制HSC的
增殖、抑制HSC
的激活、诱导活
化的HSC凋亡. 
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■相关报道
有相关研究表明, 
一 些 临 床 应 用
多年的老药 ,  如
黄连素、维生素
D、还原性谷胱
甘肽等可通过不
同的途径和机制
影响HSC, 产生
抑制肝纤维化的
作用. 

URL: http://www.wjgnet.com/1009-3079/full/v24/
i25/3705.htm DOI: http://dx.doi.org/10.11569/wcjd.v24.
i25.3705

0  引言

肝纤维化发病机制的研究中, 不同病因包括

病毒、酒精、肥胖、糖尿病、药物及其他代

谢异常等引起的肝纤维化都可以通过增加氧

应激作为发病的基础机制, 使反应性氧化物

(reactive oxygen species, ROS)形成增多和脂

肪酸氧化障碍, 导致肝细胞脂肪贮积及肝纤

维化的发生[1]. 肝星状细胞(hepatic stellate cell, 
HSC)的活化是形成肝纤维化的主要因素[2], 活
化的HSC转化为肌纤维母细胞样细胞表型, 产
生大量胶原蛋白等细胞外基质(extracellular 
matr ix, ECM)成分, 同时通过各种途径阻碍

ECM的降解, 加重肝纤维化的程度[3]. 氧应激

可引起HSC活化, 进而出现ECM的合成和分泌

增加、降解减少. 线粒体是氧应激和ROS产生

的最大来源, 也是ROS作用的首要靶点. 
目前肝纤维化尚无十分有效的治疗手段, 

通过诱导细胞凋亡使HSC减少是治疗的策略

之一[4]. 但是氧应激及脂质过氧化对HSC的凋

亡起到何种作用及其内在机制尚不清楚. 目前

在临床上保肝药物中, 抗氧化剂的使用较为普

遍, 但抗氧化剂对细胞凋亡方面是否有作用尚

未见相关报道. 本文在细胞水平研究Fe-NTa诱
导的氧应激对人HSC凋亡的影响, 同时以人肝

细胞为对照, 明确其作用机制是否与线粒体膜

电位的变化及调节Bcl-2家族有关, 为抗氧化剂

在治疗肝纤维化和保护肝细胞等方面有更广

泛的应用提供新的理论依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 人肝星状细胞株LX-2细胞, 由美国

Freidman教授提供, 其表型为活化的HSC; 人
肝细胞株张氏肝由中科院上海生命科学研究

所细胞资源中心提供; 高糖DMEM培养液购自

美国GIBCOL公司; BRL PRMI 1640培养基购

自美国Gibco公司; 胎牛血清购自美国Hyclone
公司; 小牛血清购自北京鼎国生物技术有限

公司; 胰蛋白酶购自美国SIGMA公司; 细胞上

清液丙二醛检测试剂盒购自南京建成生物工

程研究所; 细胞裂解液超氧化物歧化酶检测

试剂盒-WST购自日本株式会社同仁化学研究

所; MitoCaptureTM线粒体凋亡检测试剂盒购

自美国BioVision公司; Annexin V-FITC+PI凋
亡检测试剂盒购自北京宝赛生物技术有限公

司; Caspase 3/CPP32比色测定试剂盒购自美

国BioVision公司; TRIzol总RNA抽提液购自

Invitrogen公司; Oligo dT 18、10 mmol/L dNTP
购自Takara公司; M-MLV逆转录酶、RNasin购
自美国Promega公司; SYBR Green Realtime PCR
试剂盒购自日本东洋纺生物科技有限公司; Bcl-2
小鼠抗人、Bax兔抗人单克隆抗体购自Santa 
Cruz公司; Fe-NTa溶液用0.1 mol/L的FeNO3(Sigma
公司)和Na2NAC(Fluka公司)两种母液混合配制而

成, NaHCO3调节pH至7.4, 0.22 μmol/L的微孔滤器

过滤, 现配现用. 
1.2 方法

1.2.1 药物干预: 取处于对数生长期的肝星状细

胞株LX-2细胞和肝细胞株张氏肝细胞, 经胰蛋

白酶消化后, 用含10%胎牛血清的高糖DMEM
培养液和含10%小牛血清的1640培养液调至

调终浓度为2.5×105/mL的单细胞悬液接种于

25 cm2的细胞培养瓶中(检测MDA含量用24孔
细胞培养板), 置于37 ℃、50 mL/L CO2培养箱

中培养过夜. 24 h后细胞贴壁良好, 换用含0.2%
胎牛血清和小牛血清的高糖DMEM培养, 使其

生长同步化. 再培养24 h后更换培养液并加入

不同浓度的Fe-NTa产生氧应激, 取低、中、高

3个浓度, 分别为0.5、1.0、1.5 mmol/L, 同时设

空白对照组, 培养24 h后进行以下实验. 
1.2.2 氧应激指标的测定: (1)检测细胞裂解液

中SOD活性: 用刮刀刮下细胞, 冻溶法破碎细

胞膜, 制成样品溶液, 用试剂盒检测细胞裂解

液中的SOD活性. 本实验重复3次; (2)检测细胞

上清液中MDA含量: 细胞接种于24孔细胞培

养板, 药物干预24 h后检测细胞上清液中MDA
含量. 本实验重复3次. 
1.2.3 细胞凋亡的检测: 消化细胞移入试管中, 在
4 ℃ 500 g离心10 min沉淀细胞, 弃上清后用冷

的PBS洗涤2次. 将收集的细胞重悬于200 μL结
合缓冲液中, 加入10 μL Annexin V-FITC和5 μL 
PI, 轻轻混匀后避光室温反应15 min. 反应结束

后再加入200 μL结合缓冲液, 流式细胞仪上样

检测. 本实验重复3次. 
1.2.4 Caspase 3活性的检测: 制成单细胞悬液, 
取适量细胞500 g离心10 min, 弃掉上清液. 用
50 μL冷的细胞裂解缓冲液重悬细胞, 并置于
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■创新盘点
氧应激是肝纤维
化的重要发病机
制之一 ,  可激活
HSC, 促进纤维
化的发生 ,  但氧
应激对HSC凋亡
的影响和机制却
鲜有报道 .  本研
究建立氧应激模
型 ,  着重研究氧
应激与人HSC凋
亡 之 间 的 关 系 , 
并旨在阐明其内
在机制. 

冰上孵育30 min, 每5 min振荡1次. 10000 g离心

1 min, 将上清液转移至新试管中并置于冰上. 加
50 μL细胞裂解缓冲液稀释蛋白, 再加50 μL 2X
反应缓冲液, 最后加底物DEVD-pNA, 使其终

浓度为200 mol/L, 置于37 ℃反应2 h. 用酶联免

疫检测仪测量样品在405 nm的吸光度. 各测定

A值减去背景的A值, 再除以空白对照的A值, 
即得到各加药组相对于空白对照组Caspase 3
活性升高或降低的倍数. 
1.2.5 线粒体膜电位检测: 制成单细胞悬液, 取
适量细胞500 g离心10 min, 弃掉上清液. 用1 mL
稀释为1‰的MitoCapture溶液使细胞重悬, 在
37 ℃、50 mL/L CO2的孵育箱中孵育15-20 min. 
500 g离心10 min沉淀细胞并弃上清, 用1 mL预
热的孵育液重悬细胞, 立即用流式细胞仪检测

细胞线粒体膜电位. 本实验重复3次. 
1.2.6 实时荧光定量PCR检测Bcl-2和Bax mRNA
表达: 抽提细胞总RNA并用紫外分光光度仪

检测RNA纯度和浓度, RNA A 260/280>1.8. 根据

GenBank中的基因序列, 采用Primer 5.0引物设

计软件设计Bcl-2和Bax的PCR扩增引物(表1), 
由上海生工生物工程技术服务有限公司合成. 
将得到的RNA逆转录为cDNA, 再以cDNA为

模板进行PCR扩增. 根据SYBR Green Realtime 
P C R试剂盒说明书, 扩增条件为95 ℃ 60 s, 
95 ℃ 15 s, 60 ℃ 60 s, 共40个循环. 结果处理采

用相对定量法即以β-actin作为内参照, 同时以

对照组作为基准, 用药物干预组目的基因表达

量与对照组的比值来表示. 
1.2.7 Western bolt检测蛋白水平表达: 抽提细

胞总蛋白, 并取少量在分光光度计上测定蛋

白浓度, 其余准备Western bolt分析. 取蛋白质

等量样品与等体积2×加样缓冲液混合, 煮沸

变性5 min, 10%浓度的SDS-PAGE 120 V电泳

45 min及160 V电泳80 min, 0.65 mA/cm2膜面

积的电流强度转移至硝酸纤维素滤膜上. 加
封闭液4 ℃过夜封闭, 弃去封闭液后加一抗

(各抗体应用浓度: Bc l-2为1∶3000, Bax为

1∶3000, GAPDH为1∶10000, 一抗稀释液为

TTBS+5%BSA)室温下孵育2 h. TTBS振荡洗

膜3次, 每次15 min. 与辣根过氧化物酶标记的

二抗(二抗稀释浓度为1∶5000, 二抗稀释液为

TTBS+50 mL/L BSA)室温孵育1 h. TTBS振荡

洗膜3次, 每次15 min, 再用TBS漂洗1次. 硝酸

纤维素膜与配好的ECL试剂反应5 min, 胶片曝

光, 显影[5]. 
统计学处理 所有数据用SAS6.12统计软

件进行统计, 数据以mean±SD表示, 采用单因

素方差分析, 以P <0.05为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 氧应激指标SOD和MDA检测 Fe-NTa干预

后使LX-2和张氏肝的SOD活力均较其对照组

明显降低, LX-2对照组为0.616 U/mL±0.024 
U/mL, Fe-NTa干预组浓度由低到高SOD活力

依次为0.487 U/mL±0.016 U/mL, 0.401 U/mL
±0.012 U/mL, 0.343 U/mL±0.008 U/mL(与对

照组比较P <0.05); 张氏肝对照组为0.525 U/mL
±0.012 U/mL, Fe-NTa干预组浓度由低到高

SOD活力依次为0.346 U/mL±0.015 U/mL, 
0.273 U/mL±0.013 U/mL, 0.198 U/mL±0.006 
U/mL(与对照组比较P <0.05). MDA含量均较对

照组明显升高, LX-2对照组为3.648 nmol/mL
±0.196 nmol/mL, Fe-NTa干预组浓度由低到

高MDA含量依次为5.409 nmol/mL±0.196 
nmol/mL, 9.277 nmol/mL±0.303 nmol/mL, 
11.406 nmol/mL±0.766 nmol/mL(与对照组

比较P <0.05); 张氏肝对照组为1.864 nmol/mL
±0.197 nmol/mL, Fe-NTa干预组浓度由低到

高MDA含量依次为3.374 nmol/mL±0.142 
nmol/mL, 6.271 nmol/mL±0.239 nmol/mL, 
9.624 nmol/mL±0.197 nmol/mL(与对照组比较

P <0.05). 
2.2 氧应激对两种细胞凋亡的影响 Fe-NTa干
预肝细胞后可诱导其凋亡明显增多, 凋亡细

胞占全部细胞的百分比在对照组为8.333%±

基因 正向引物 (5'->3') 反向引物 (3'->5') GenBank Number

Bcl-2 GGGAGAACAGGGTACGATAA GCTGGGAGGAGAAGATGC NM_000657

Bax CGCTCACCATCTGGAAGAA TGTCCCGAAGGAGGTTTATT NM_138764

β-actin CTGGCACCCAGCACAATG GGACAGCGAGGCCAGGAT BC016045

表  1  定量PCR引物序列
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1.050%, Fe-NTa干预组浓度由低到高凋亡细

胞百分数依次20.600%±0.800%, 47.400%±

0.702%, 65.400%±0.900%, 各干预组与对照

组比较均有统计学意义(P <0.05). Fe-NTa干预

LX-2后不能诱导其发生早晚期凋亡及死亡. 正
常细胞占全部细胞的百分比在各干预组与对

照组比较无统计学意义(P >0.05). 
2.3 氧应激对两种细胞Caspase 3活性的影响 
结果发现Fe-NTa诱导的氧应激使LX-2细胞内

Caspase 3活性与对照组比较明显下降, 且随

Fe-NTa剂量的增加而下降的越明显, 呈现一定

的剂量依赖性. 1.5 mmol/L的Fe-NTa使Caspase 
3活性降到最低, 为对照组的0.588倍(与对照

组比较P <0.05). 对比而言, 肝细胞内Caspase 3
活性与对照组比较明显升高, 且随Fe-NTa剂量

的增加而升高的越明显, 呈现一定的剂量依赖

性. 在所选的加样量中, 1.5 mmol/L的Fe-NTa使
Caspase 3活性升到最高, 为对照组的3.28倍(与
对照组比较P <0.05). 
2.4 氧应激对线粒体膜电位的影响 正常电位

的线粒体会吸收荧光染料JC-1, 使其聚集在线

粒体内部呈现红色点状荧光, 如线粒体膜电位

下降, 则JC-1染料分散在电位较低的细胞质和

被破坏的线粒体中, 呈绿色荧光. 用流式细胞

仪的FITC通道和PI通道分别可区分发出绿色

荧光和红色荧光的细胞. 本研究发现, Fe-NTa
干预肝细胞后可引起肝细胞线粒体膜电位下

降, 并随着Fe-NTa浓度的增加, 发生线粒体膜

电位下降的肝细胞数也增加, 呈现一定的量

效关系. 发出绿色荧光的细胞数(即发生线粒

体膜电位下降的细胞)占细胞总数的比例分

别为10.100%±1.808%、11.430%±1.222%、

40.030%±3.233%、73.33%±3.073%, 中、

高加药组与对照组比较有显著差异(P <0.05). 
Fe-NTa干预后未能引起LX-2的线粒体膜电位

下降, 各干预组与对照组比较无统计学意义

(P >0.05). 
2.5 氧应激影响抗凋亡基因Bcl-2 和凋亡基因

Bax的表达 实时荧光定量PCR结果发现Fe-NTa
诱导的氧应激可升高LX-2抗凋亡基因Bcl-2  
mRNA表达的水平, 降低凋亡基因Bax  mRNA
表达的水平; Wes te rn b lo t检测蛋白表达水

平, 发现Bcl-2蛋白表达升高, Bcl-2与GAPDH
灰度值的比值分别为0.350±0.014、0.529±
0.010、0.660±0.011、0.826±0.007, Bax蛋白

表达降低, Bax与GAPDH灰度值的比值分别为

1.145±0.027、0.892±0.025、0.967±0.017、
0.729±0.017(与对照组比较P <0.05). 相对而

言, Fe-NTa诱导的氧应激可降低肝细胞抗凋

亡基因Bcl-2  mRNA表达的水平, 升高凋亡基

因Bax  mRNA表达的水平; Western blot检测蛋

白表达水平, 发现Bcl-2蛋白表达降低, Bcl-2与
GAPDH灰度值的比值分别为0.547±0.024、
0.325±0.007、0.094±0.002、0.025±0.003, 
Bax蛋白表达升高, Bax与GAPDH灰度值的比

值分别为1.222±0.017、1.467±0.007、2.090
±0.064、1.634±0.012(与对照组比较P <0.05). 

3  讨论

最近的研究表明肝纤维化和肝硬化是一个可

逆的过程[6]. 减少炎症因子和诱导活化的HSC
发生凋亡可减轻肝纤维化[4]. 在肝损伤修复的

动物模型中也发现了HSC的凋亡, 由激活的

HSC分泌的金属蛋白酶组织抑制剂的表达减

少, 解除了对胶原酶活性的抑制使胶原降解增

加, 再加上HSC的减少使细胞外基质的分泌减

少, 两个原因使细胞外基质降解[7,8]. 因此, 抑制

HSC活化和增殖、诱导激活的HSC发生凋亡对

治疗和预防肝纤维化是重要的[9]. 最近有研究

证明fas配体[10]、内质网应激[11]、肿瘤坏死因

子相关性凋亡配体[12]、激活的库普弗细胞[13]等

都可引起大鼠HSC发生凋亡. 由慢性肝病引起

的人类肝纤维化发生逆转也有少数报道[14]. 但
是作为脂肪肝和肝纤维化最重要的发病机制

之一, 氧应激对HSC凋亡的影响及作用机制尚

不甚清楚. 同时, 在正常情况下肝细胞增殖与

凋亡维持在动态平衡, 而在病理情况下, 细胞

增殖凋亡平衡破坏, 过度凋亡使肝细胞数量减

少, 肝脏缩小. 在急性、慢性、病毒性肝炎及

肝硬化的研究中也提示肝细胞凋亡导致肝细

胞的数目减少是肝脏体积缩小的原因之一[15]. 
因此我们建立Fe-NTa诱导的氧应激模型, 着重

研究氧应激与人肝星状细胞和肝细胞凋亡之

间的关系, 并旨在阐明其内在机制. 
我们采用铁负载的方法建立氧应激模型, 

用Fe-NTa干预细胞[16], 检测SOD和MDA. 通
过研究发现所选浓度的Fe-NTa干预细胞后使

两种细胞的SOD活力较对照组明显降低, 而
MDA含量较对照组明显升高, 并且随药物浓

度的增加其变化愈加显著, 呈现出明显的剂量

■应用要点
氧应激对人HSC
存 在 抗 凋 亡 作
用 ,  机制是通过
调节线粒体凋亡
途 径 的 B c l - 2 家
族蛋白、维持线
粒 体 膜 电 位 和
降低Caspase 3活
性. 由此, 本文作
者推测具有抗氧
化作用的药物可
能通过调节这一
通路来达到诱导
HSC凋亡 ,  从而
达到治疗肝纤维
化的目的. 
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依赖性. 这表明我们采用Fe-NTa与两种细胞

在体外共同培养引起铁超载, 是较为理想的

细胞氧应激模型. 氧应激在细胞凋亡中的作

用是复杂的, 可通过不同的途径与凋亡的发

生有关. 另外, 在某些环境下氧应激有抗凋亡

的作用, 可能与ROS抑制Caspase的活性或抑

制核因子-κB(nuclear factor-κB, NF-κB)激活以

及Bcl-2的表达增多有关. 可见, 氧应激在细胞

凋亡中的作用是有两面性的[17,18]. 我们的研究

发现所选浓度的Fe-NTa不能诱导HSC发生早

晚期凋亡及死亡, 但却可以诱导肝细胞发生凋

亡. Novo等[19]的研究也发现氧应激不能使完全

活化的人星状细胞发生凋亡, 得出与本研究相

类似的结果. 至于氧应激对细胞凋亡的影响为

何会得出互相矛盾的结果, 是否与细胞种类的

不同或氧应激的程度轻重存在某种关联有待

于更深入的研究[20]. 
线粒体是氧应激作用的主要靶点. 线粒体

不但是真核细胞生存不可缺少的细胞器, 他
在细胞死亡途径中也起到重要作用[21]. 在依赖

线粒体的凋亡途径中线粒体的膜电位在凋亡

早期就会发生明显下降, 释放出线粒体内的

细胞色素c, 与Caspase 9共同作用后进一步激

活Caspase 3, 导致凋亡的发生. 线粒体的膜电

位一旦崩溃则细胞的凋亡将不可逆转[22]. 我们

发现各浓度组Fe-NTa干预LX-2后均未能引起

HSC的线粒体膜电位下降, 包括对照组在内的

各组发生线粒体膜电位下降的细胞数都很少, 
不到细胞总数的2%. 这表明氧应激抑制了HSC
线粒体膜电位下降这一凋亡早期事件. 同时发

现氧应激使HSC细胞内Caspase 3活性与对照

组比较明显下降, 且随Fe-NTa剂量的增加而下

降的越明显, 呈现一定的剂量依赖性. 这表明

氧应激抑制了HSC中凋亡效应酶Caspase 3的
活性. 氧应激使HSC并未发生线粒体膜电位的

下降, 也没有发生Caspase 3活性的增加, 反而

氧应激使Caspase 3的活性呈下降趋势, 由此我

们认为氧应激对于HSC有抗凋亡作用, 并且推

测此抗凋亡作用是通过维持HSC的线粒体膜

电位产生的. 相反, Fe-NTa诱导产生的氧应激

可使人肝细胞线粒体膜电位下降、Caspase 3
活性增加, 从而凋亡增多. 

为了解氧应激对细胞凋亡影响的上游事

件, 我们进一步检测Bcl-2家族蛋白表达情况的

变化. Bcl-2家族的凋亡蛋白由抑制凋亡蛋白和

促进凋亡蛋白两类蛋白质所组成, 其中Bcl-2主
要分布在线粒体膜与细胞质中, 阻止细胞凋亡

一切早期征象的发生, 包括ΔΨm下降, Caspase
蛋白激活等; 而Bax则分布于细胞质中, 具有促

进细胞凋亡的作用[23]. 有人发现Bcl-2基因沉默

的细胞对TNF诱导的凋亡敏感性增加, 在丙肝

导致的肝硬化患者的肝星状细胞中发现Bcl-2
显著表达[19], 这表明Bcl-2是调节线粒体途径凋

亡的主要抗凋亡蛋白. 本研究发现Fe-NTa诱导

的氧应激可升高HSC中Bcl-2 mRNA表达和蛋

白表达水平, 同时降低凋亡基因Bax的mRNA
表达和蛋白表达, 而对人肝细胞起到相反的影

响. 因此认为, 氧应激维持HSC正常的线粒体

膜电位但却使肝细胞线粒体膜电位下降是通

过调节线粒体凋亡途径的Bcl-2家族蛋白起作

用的. 
由此我们证明了Fe-NTa诱导的氧应激对

人HSC存在抗凋亡作用的同时可促使人肝细

胞凋亡增加, 并且其内在机制是通过调节线粒

体凋亡途径的Bcl-2家族蛋白来阻止人肝星状

细胞凋亡征象的发生, 包括维持HSC线粒体膜

电位和降低Caspase 3活性, 同时通过下调Bcl-2
表达上调Bax表达、诱使线粒体膜电位下降、

升高Caspase 3活性来促使人肝细胞凋亡增加. 
由此, 我们推测抗氧化剂类药物可能具有通过

调节Bcl-2家族蛋白和影响细胞的线粒体膜电

位的途径来达到诱导肝星状细胞凋亡增加, 保
护肝细胞凋亡减少的作用, 从而达到治疗肝纤

维化的目的, 为我们下一步的研究奠定了理论

基础, 并为临床上更好的治疗肝纤维化提供了

理论依据. 
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