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Abstract
AIM
To investigate the effect of resveratrol (Res) on the 
activation of nod-like receptor protein 3 (NLRP3) 
inflammasome in hepatic stellate cell (HSC)-T6 cells 
and to explore the anti-fibrotic mechanism of Res.

METHODS
Rat hepatic stellate cell (HSC) line HSC-T6 was used. 
HSC-T6 cells were seeded into cell culture plates with 
high glucose DMEM medium containing 10% fetal 
bovine serum for 24 h. Then, the cells were incubated 
with Res (4, 8, and 16 µmol/L) or acetylcysteine (NAC; 5 
mmol/L) for 24 h. Oxidative stress (OS) was induced by 
exposure to hydrogen peroxide (H2O2; 0.2 mmol/L) for 
4 h. MTT method was used to observe the effect of Res 
on HSC-T6 cell proliferation. ELISA was used to detect 
the contents of type I collagen (COL-I), transforming 
growth factor β1 (TGF-β1), interleukin (IL)-1β, IL-18, 
malondialdehyde (MDA), and superoxide dismutase 
(SOD) in cell culture supernatant. Reactive oxygen 
species (ROS) production was measured with a 
fluorescence microplate reader following staining 
with DCFH-DA probe. Western blot analysis was 
used to detect the expression of alpha-smooth muscle 
actin (α-SMA), NLRP3, apoptosis-associated speck-
like protein (ASC), and cysteinyl aspartate specific 
proteinase 1 (caspase 1) in HSC-T6 cells. 
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RESULTS
Compared with control cells, Res at concentrations 
from 4 μmol/L to 64 μmol/L significantly suppressed 
the proliferation of HSC-T6 cells. Compared with 
control cells, OS induction significantly increased 
the proliferation of HSC-T6 cells, the contents of 
COL-1, TGF-β1, MDA, IL-1β, and IL-18 in cell culture 
supernatant, intracellular ROS production, and the 
protein expression of α-SMA, NLRP3, ASC, and 
caspase 1-p10 (P < 0.01), but decreased the content of 
SOD in cell culture supernatant (P < 0.01). Compared 
with the OS group, treatment with low-, medium-, or 
high-dose Res or positive control NAC significantly 
decreased the proliferation of HSC-T6 cells, the 
contents of COL-1, TGF-β1, MDA, IL-1β, and IL-18 in 
cell culture supernatant, intracellcular ROS production, 
and the protein expression of α-SMA, NLRP3, ASC, 
and caspase 1-p10 (P < 0.01), but increased the content 
of SOD in cell culture supernatant (P < 0.01).

CONCLUSION
Res could suppress the proliferation and activation 
of HSC-T6 cells via down-regulation of ROS-NLRP3 
inflammasome signaling. 

© The Author(s) 2018. Published by Baishideng Publishing 
Group Inc. All rights reserved.
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摘要
目的
研究白藜芦醇(resveratrol, Res)对肝星状细胞(hepatic 
stellate cell, HSC)-T6细胞内Nod样受体蛋白3(nod-
like receptor protein 3, NLRP3)炎性体活化的影响, 
探讨Res抗肝纤维化的作用机制, 为Res的临床应用
提供理论依据. 

方法
体外培养大鼠HSC系HSC-T6, 细胞用含10%胎牛血
清的DMEM高糖培养基培养种板, 细胞贴壁后加入
Res(4、8、16 μmol/L)或乙酰半胱氨酸(5 mmol/L)
孵育24 h. 随后加入过氧化氢(0.2 mmol/L)孵育4 h
制作氧化应激模型. 采用MTT法检测细胞增殖水平. 
ELISA法检测细胞培养上清液中的I型胶原(collagen 
type 1, COL-1)、转化生长因子(transforming growth 
factor β1, TGF-β1)、白介素-1β(interleukin-1β, IL-
1β)、IL-18、丙二醛(malondialdehyde, MDA)和超氧

化物歧化酶(superoxide dismutase, SOD)的含量. 荧
光酶标仪检测细胞内活性氧(reactive oxygen species, 
ROS)含量. Western blot法检测细胞α-平滑肌肌动蛋
白(alpha smooth muscle actin, α-SMA)、NLRP3、
凋亡相关斑点样蛋白(apoptosis-associated speck-like 
protein, ASC)、caspase1的表达. 

结果
与对照组比较 ,  R e s在浓度范围4-64 μ m o l/L对
HSC-T6细胞均有显著的抑制效应(P <0.01). 与对照
组比较, 氧化应激模型组细胞增殖率, 细胞上清液
中COL-1、TGF-β1、MDA、IL-1β、IL-18含量, 细
胞内ROS产量及α-SMA、NLRP3、caspase1-p10蛋
白表达均呈显著增高趋势(P <0.01); 细胞上清液中
SOD含量呈明显下降趋势(P <0.01). 与模型组比较, 
Res低、中、高剂量及阳性对照药NAC均可显著抑
制HSC-T6细胞增殖率, 减少细胞上清液中COL-1、
TGF-β1、MDA、IL-1β、IL-18含量, 细胞内ROS
产量及α-SMA、NLRP3、ASC、caspase1-p10蛋白
表达(P <0.01); 显著提高细胞上清液中SOD的含量
(P <0.01).

结论
R e s能够通过调节ROS-NLRP3炎性体通路抑制
HSC-T6细胞的增殖与活化. 

© The Author(s) 2018. Published by Baishideng Publishing 
Group Inc. All rights reserved.
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核心提要: 本文在既往研究证实白藜芦醇(resveratrol, 
R e s)抗氧化应激作用的基础上, 通过观察Res对活性

氧(reactive oxygen species, ROS)下游Nod样受体蛋白

3(nod-like receptor protein 3, NLRP3)炎性体激活的影响, 
在细胞水平初步发现其抑制肝星状细胞的作用的机制

与抑制ROS活化的NLRP3炎性体相关. 

朱毅, 阙任烨, 李勇. 白藜芦醇对HSC-T6细胞NLRP3炎性体活化的

影响. 世界华人消化杂志 2018; 26(8): 479-487  URL: http://www.
wjgnet.com/1009-3079/full/v26/i8/479.htm  DOI: http://dx.doi.
org/10.11569/wcjd.v26.i8.479

0  引言

肝纤维化(hepatic fibrosis, HF)是因各种致病因素所致

的慢性肝损伤经反复修复, 过度创伤愈合的应答过程, 
导致细胞外基质(extracellular matrix, ECM)在肝脏内

过度生成与异常沉积, 最终引起肝脏结构和功能异常

改变的一种病理变化. 肝星状细胞(hepatic stellate cell, 
HSC)是HF形成过程中起主要作用的细胞, 而氧化应激
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是HSC激活的重要因素之一. 目前认为HF仍是一个可

逆的病理过程, 因此早期诊断, 早期药物干预, 可有效

防止HF向肝硬化的发展. 
Nod样受体蛋白3(nod-like receptor protein 3, 

NLRP3)炎性体是由NLRP3、凋亡相关斑点样蛋白

(apoptosis-associated speck-like protein, ASC)和炎性半

胱天冬酶-1(caspase-1)组成, 在细胞质内发挥外源性微

生物或内源性危险信号感受器的作用. NLRP3炎性体通

过激活caspase-1, 促进白介素-1β(interleukin-1β, IL-1β)和 
IL-18促炎因子的加工和成熟而发挥生物学效应[1]. 目前已

有研究证实NLRP3炎性体参与了HF的发生发展过程[2]. 
白藜芦醇(resveratrol, Res)是提取自中药虎杖的一种

主要有效成分, 目前研究表明, 其具有抗炎、抗氧化、抗

纤维化、抗肿瘤、保肝利胆、保护心血管等多种药理作

用[3]. 但目前对其抗纤维化的相关分子机制仍未能完全

明确, 故本研究旨在深入研究Res对HSC-T6活化的影响

及其作用机制与NLRP3炎性体的关系. 

1 材料和方法

1.1 材料 大鼠HSC株HSC-T6细胞由上海第二军医大

学长征医院消化科惠赠, 其表型为活化的HSC. Res购
于中国药品生物制品检定所, 批号111535-201703, 纯
度≥99%; 乙酰半胱氨酸购自美国Sigma公司, 批号: 
D0005215; 大鼠I型胶原(collagen type 1, COL-1)、转

化生长因子(transforming growth factor β1, TGF-β1)、
超氧化物歧化酶(superoxide dismutase, SOD)、丙二醛

(malondialdehyde, MDA)、IL-1β、IL-18 ELISA试剂盒, 
上海西唐生物有限公司产品, 批号: 201707; NLRP3一抗

(兔抗大鼠IgG多克隆抗体), Santa Cruz公司, 批号: k1814; 
ASC一抗(兔抗大鼠IgG多克隆抗体), Santa Cruz公司, 
批号: k0515 ; caspase1一抗(兔抗大鼠IgG多克隆抗体), 
Santa Cruz公司, 批号: b2615; ECL化学发光试剂盒, 批
号: 1115702, 美国Millipore公司; DMEM高糖培养基, 批
号: NZH1209, 美国Thermo Scientific公司; 胎牛血清(fetal 
bovine serum, FBS), 批号: A10106-0455, 奥地利PAA公

司; 牛血清白蛋白(bovine serum albumin, BSA), 批号: 
201705, 美国Amresco公司; 蛋白质分子量预染Marker, 
Pierce公司产品产品, 批号: 27681; 山羊抗兔HRP标记二

抗, Cell Signaling公司产品, 批号: 8176; ROS检测试剂盒, 
南京建成生物科技有限公司产品, 批号: E004. 
1.2 方法

1.2.1 细胞培养: HSC-T6细胞用含有10%热灭活胎牛血清

的 DMEM完全培养基在37 ℃、体积分数为 50 ml/L CO2、

完全饱和湿度条件下常规培养, 每48 h更换培养基, 细胞

生长铺满培养瓶底80%后, 用0.25%胰蛋白酶联合0.02% 

EDTA消化传代, 实验选用对数生长期细胞[4]. 
1.2.2 MTT检测: 取对数生长期的大鼠HSC-T6, 常规

消化、制备单细胞悬液, 接种于96孔培养板中, 1×
104/100 μL/孔, 另设细胞空白对照组及单纯培养液本

底组; 细胞铺板24 h后, 每孔加入完全培养基配制的药

物, 每个浓度设6个复孔, 空白对照组加入等体积的三

联液; 分别继续培养24 h; 加入5 mg/mL的MTT试剂, 
10 μL/孔, 37 ℃孵育4 h; 弃孔内上清, 加入DMSO溶剂, 
150 μL/孔; 37 ℃恒温摇床中震荡10 min, 使沉淀充分

溶解后, 置于酶标仪上测定490 nm波长吸光度OD值, 
按以下公式计算增殖率: 增殖率 = (实验组OD值-本底

组OD值)/(对照组OD值-本底组OD值)×100%[5].
1.2.3 ELISA检测: 取对数生长期的HSC-T6细胞, 接
种于96孔培养板中, 1×104/200 µL/孔; 24 h后分别

采用Res、乙酰半胱氨酸预处理, 24 h后加入过氧化

氢(0.2 mmol/L)制作氧化应激模型[6], 4 h后收获上清, 
冻存于-20 ℃, 待测; 按照试剂盒说明检测[4]. 
1.2.4 ROS检测: 将按上述处理的细胞在氧化应激处理

结束后, 加入DCFH-DA探针(10 μmol/L)处理半小时后, 
弃去培养液, PBS洗涤细胞3次后用胰酶消化细胞, 离
心1000 r/min, 5 min, 取沉淀, 用PBS重悬细胞后使用荧

光酶标仪检测, 激发波长500 nm, 发射波长525 nm. 
1.2.5 Western blot检测: 将药物处理后的细胞弃去培养

液, PBS洗涤细胞3次后, 将6孔板置于冰上. 向培养板

中加入150 µL细胞裂解液(含蛋白酶抑制剂1∶100), 置
于摇床上30 min(冰上), 用细胞刮刀将细胞刮下后, 将
细胞悬液移入EP管内, 超声, 离心12000 r/min, 20 min, 
取上清. 按照1∶4体积比加入5×loading buffer, 100℃
水浴10 min, 使蛋白变性. 分装, -20℃保存备用. 配制

PAGE胶, 分离胶的浓度为8%, 积层胶为5%. 上样10 µL
预染的SDS-GAGE蛋白分子量marker, 以确定所检测

蛋白带的位置. 初始电压为80 V, 溴酚蓝电泳至积层胶

和分离胶分界面后加大至120 V, 至凝胶底部时停止电

泳. 将蛋白从SDS-PAGE胶上转移至相同大小的NC膜
(Millipore公司)上, 转膜条件为电压100 V, 90 min. 使用

5%的脱脂奶粉封闭1-2 h后, 加入按比例稀释的一抗, 
4℃过夜, 使用TBST洗膜以后, 加入二抗, 即1∶1000稀
释的山羊抗小鼠或兔抗体(Cell Signaling, 室温慢摇

1 h, TBST洗膜后, 在条带上滴加100 µL的荧光液, 使
用ChemiDocTMXRS+凝胶成像分析系统进行半定量

分析, 以积分光密度值(integral optical density, IOD)表
示, 以目的蛋白/内参蛋白表示蛋白表达的相对水平[4]. 

统计学处理  数据均用m e a n±S D表示 ,  采用

SPSS23.0软件用one way-ANOVA进行处理, P <0.05表
示差异有统计学意义. 
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与模型组比较, 均具有统计学差异(P<0.01). 阳性对照组

(NAC)与模型组比较亦具有显著的抑制作用(P<0.01)(增
殖率: NAC 1.06±0.09 vs  OS 1.78±0.23)(COL-1: NAC 
134.49±9.67 vs OS 212.45±20.09)(TGF-β1: NAC 287.88
±24.58 vs OS 1012.49±67.16)(α-SMA: NAC 1.19±0.06 vs 
OS 2.53±0.23). 
2.3 Res对活化的HSC-T6细胞中ROS、MDA及SOD的影

响 结果显示, 经氧化应激诱导后, HSC-T6细胞内ROS含
量明显提高(OS 44.98±4.21 vs  Ctr 16.86±2.17)(图3A), 
细胞上清液中脂质过氧化终产物MDA含量(OS 0.272±
0.014 vs  Ctr 0.141±0.021)(图3B)明显提高, 抗氧化指标

SOD活性(OS 0.042±0.006 vs Ctr 0.123±0.015)(图3C)明显

下降, 与对照组比较具有统计学差异(P<0.01). Res呈剂量

依赖性抑制过氧化氢诱导的HSC-T6细胞氧化应激状态

(ROS: Res 4 μmol/L 35.56±2.05, Res 8 μmol/L 23.82±2.66, 
Res 16 μmol/L 18.74±1.46 vs OS 44.98±4.21)(MDA: Res 
4 μmol/L 0.228±0.016, Res 8 μmol/L 0.174±0.012, Res 16 
μmol/L 0.146±0.008 vs OS 0.272±0.014)(SOD: Res 4 μmol/
L 0.068±0.006, Res 8 μmol/L 0.095±0.004, Res 16 μmol/L 
0.122±0.010 vs OS 0.042±0.006), 与模型组比较, 均具有

统计学差异(P<0.01). NAC与模型组比较亦具有显著的

抑制作用(P<0.01)(ROS: NAC 16.90±1.22 vs OS 44.98±
4.21)(MDA: NAC 0.150±0.010 vs OS 0.272±0.014)(SOD: 
0.117±0.008 vs OS 0.042±0.006). 
2.4 Res对活化的HSC-T6细胞中NLRP3炎性体的影响   
结果(图4A)显示, 经氧化应激诱导后, HSC-T6细胞内

NLRP3(OS 1.97±0.25 vs Ctr 1.00±0.14)(图4B)、ASC(OS 
2.36±0.19 vs Ctr 1.00±0.06)(图4C)、caspase-p10(OS 3.62
±0.28 vs Ctr 1.00±0.09)(图4D)蛋白表达明显提高, 细胞

上清液中IL-1β(OS 126.77±9.75 vs  Ctr 48.69±3.16)(图
4E)和IL-18(OS 299.84±34.18 vs Ctr 164.32±10.66)(图4F)
含量明显增多, 与对照组比较具有统计学差异(P<0.01). 
Res呈剂量依赖性抑制活化HSC-T6细胞内NLRP3炎性

体及其下游效应因子的表达(NLRP3: Res 4 μmol/L 1.74
±0.16, Res 8 μmol/L 1.42±0.08, Res 16 μmol/L 1.21±0.17 
vs OS 1.97±0.25)(ASC: Res 4 μmol/L 1.88±0.22, Res 8 
μmol/L 1.60±0.06, Res 16 μmol/L 1.25±0.08 vs OS 2.36±
0.19)(caspase1-p10: Res 4 μmol/L 2.77±0.32, Res 8 μmol/L 
2.29±0.24, Res 16 μmol/L 1.64±0.12 vs OS 3.62±0.28)(IL-
1β: Res 4 μmol/L 97.45±6.38, Res 8 μmol/L 76.63±7.52, 
Res 16 μmol/L 46.31±3.19 vs OS 126.77±9.75)(IL-18: Res 
4 μmol/L 253.59±24.47, Res 8 μmol/L 219.73±23.81, Res 
16 μmol/L 178.25±12.39 vs  OS 299.84±34.18), 与模型

组比较, 均具有统计学差异(P <0.01). NAC与模型组比

较亦具有显著的抑制作用(P<0.01)(NLRP3: NAC 1.29±
0.11 vs OS 1.97±0.25)(ASC: NAC 1.21±0.14 vs OS 2.36±

图  1  白藜芦醇对HSC-T6细胞增殖的影响. bP<0.01与对照组相比.
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2  结果

2.1 Res对HSC-T6细胞增殖的影响 本次实验中, 我们

首先采用MTT法观察Res从浓度1-64 μmol/L范围内, 
药物对HSC-T6细胞增殖的抑制效应, 以筛选合适的

药物浓度进行下一步实验. 结果表明, Res在浓度范围

4-64 μmol/L(4 μmol/L Res 0.78±0.12, 8 μmol/L Res 0.63
±0.05, 16 μmol/L Res 0.56±0.10, 32 μmol/L Res 0.58
±0.03, 64 μmol/L Res 0.51±0.08 vs  Ctr 1.00±0.09)对
HSC-T6细胞均有显著的抑制效应, 与对照组比较具有

统计学差异(P<0.01, 图1). 且Res浓度从16 μmol/L起, 药
物对细胞增殖的抑制效果并不随浓度的增加而提高. 因
此, 在后续实验中, 我们选取4、 8、 16 μmol/L三个浓度

观察Res对HSC-T6抑制作用的机制. 
2.2 Res对氧化应激诱导HSC-T6增殖与活化的影响 结果

显示, 经氧化应激诱导后, HSC-T6细胞增殖率明显提高

(OS 1.78±0.23 vs Ctr 1.00±0.07)(图2A), 细胞活化相关指

标COL-1(OS 212.45±20.09 vs Ctr 130.78±8.76)(图2B)、
TGF-β1(OS 1012.49±67.16 vs Ctr 296.38±22.07)(图2C)及
α-SMA蛋白(OS 2.53±0.23 vs Ctr 1.00±0.05)(图2D, E)表
达明显增多, 与对照组比较具有统计学差异(P<0.01). Res
呈剂量依赖性抑制氧化应激诱导的HSC-T6细胞增殖与

活化(增殖率: Res 4 μmol/L 1.49±0.13, Res 8 μmol/L 1.22
±0.14, Res 16 μmol/L 1.09±0.18 vs OS 1.78±0.23)(COL-1: 
Res 4 μmol/L 177.37±20.84, Res 8 μmol/L 161.93±
25.71, Res 16 μmol/L 129.28±12.04 vs  OS 212.45±
20.09)(TGF-β1: Res 4 μmol/L 749.82±59.95, Res 8 μmol/L 
575.93±48.34, Res 16 μmol/L 306.74±21.18 vsOS 1012.49
±67.16)(α-SMA: Res 4 μmol/L 1.86±0.18, Res 8 μmol/L 
1.47±0.16, Res 16 μmol/L 1.08±0.13 vs OS 2.53±0.23), 
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0.19)(caspase1-p10: NAC 1.48±0.08 vs OS 3.62±0.28)(IL-
1β: NAC 55.14±4.46 vs  OS 126.77±9.75)(IL-18: NAC 
173.98±15.92 vs OS 299.84±34.18). Pro-caspase-1蛋白表

达各组间均无显著差异(P>0.05). 

3  讨论

HF是严重威胁人类健康疾病之一肝硬化的发病重要环

节. 多种致病因素诸如病毒、细菌、寄生虫、化学毒

物、药物、酒精、自身免疫等都能引起肝脏炎症的发生

致肝细胞的受损, 在多因素参与下导致HF的发生, 甚至

进展为肝硬化. HF是一个动态的病理过程, 及早干预炎

症-肝细胞损伤-HF-肝硬化的进程, 打破肝硬化发生发展

的这条“死亡链”成为肝病研究领域的难点与热点. 
NLRP3炎性体是一类相对分子质量约为700000的

大分子蛋白复合体, 由NLRP3、ASC和caspase-1组成, 在
细胞质内发挥外源性微生物或内源性危险信号感受器

的作用. NLRP3炎性体通过激活caspase-1, 促进IL-1β和
IL-18促炎因子的加工和成熟而发挥生物学效应, 参与机

体的固有免疫反应, 并且介导宿主细胞形成细胞膜微孔

导致细胞肿胀和渗透性溶解, 形成一种介于坏死和凋亡

(apoptosis)之间的细胞死亡形式, 称为“pyroptosis”[1]. 与
凋亡不同, pyroptosis依赖于caspase1的激活, 其特征为细

胞膜上形成微孔和囊泡, 细胞肿胀、破裂, 分泌促炎症

反应细胞因子和释放细胞质成分至细胞外而引起炎症

图  2  白藜芦醇对氧化应激诱导HSC-T6增殖与活化的影响. A: 细胞增殖率; B: 细胞上清液中COL-1蛋白含量; C: 细胞上清液中TGF-β1蛋

白含量; D: HSC-T6细胞中α-SMA蛋白表达水平; E: Western bolt结果. bP<0.01与对照组相比; dP<0.01与模型组相比. Ctr: 对照组; OS: 模型组; 

Res1: 白藜芦醇(4 μmol/L); Res2: 白藜芦醇(8 μmol/L); Res3: 白藜芦醇(16 μmol/L); NAC: 乙酰半胱氨酸(5 mmol/L).
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反应, 是促炎症反应的细胞程序性死亡方式. 目前有研

究发现, 在非酒精性脂肪性肝炎、酒精性脂肪性肝炎、

肝脏缺血再灌注损伤、药物性肝损伤及HF[7-12]等急慢性

肝脏疾病的发生发展过程中都存在有NLRP3炎性体的

激活. 这是否意味着在肝炎-肝细胞损伤-HF的演变过程

中, NLRP3炎性体活化持续存在? 近期发表在Hepatology
上的文献[2]报道, NLRP3转基因小鼠肝脏中存在着炎

症-损伤-纤维化的演变过程. NLRP3炎性体活化似乎是

肝脏炎症、损伤、纤维化的共同致病机制. 
HF的进展过程是肝脏中多种细胞综合作用的结果. 

传统的观点认为, HSC的激活是纤维化发生、发展的中

心环节. 正常情况下HSC处于静止状态, 他在肝脏中的

生理功能主要有参与维生素A的代谢, 储存脂肪的功能, 
HSC的胞浆中含有类视黄醇物质的脂滴, 是维生素A的

主要储存处, HSC还有调节血管和肝窦血流的作用. 在病

理条件下如肝脏受到物理、化学及病毒感染生物因素的

刺激时, HSC增殖并激活, 转变为“肌成纤维细胞”, 表
达α-SMA、合成ECM, 导致纤维化的发生发展. 而肝细

胞的受损及库普弗细胞的激活所释放的生长因子、炎

症因子、活性氧自由基等是激活HSC的关键因素[13,14]. 研
究发现[2,13], NLRP3炎性体在肝脏多种细胞中都有表达, 
在库普弗细胞和窦内皮细胞中表达最多, 其次是门脉周

围的肌成纤维细胞和HSC, 而在原代肝细胞中几乎不表

达. 然而从胆总管结扎诱导的HF大鼠肝细胞中, 却发现

NLRP3的表达明显增加; 另外, 使用LPS及H2O2激活HSC
后NLRP3的表达亦会显著增加. 这也充分说明在炎症加

重肝损伤和HF的同时, 在细胞水平不仅仅有巨噬细胞

NLRP3的活化, 肝细胞及HSC中NLRP3的活化也参与了

这一过程. 然而, NLRP3的活化是如何加重HF进程的, 是
否与促进HSC的活化相关, 至今并未有相关文献报道. 

众所周知, ROS的产生是机体或细胞内氧自由基的

产生与清除失衡所导致的, 他在肝炎-肝损伤-HF过程中

图  3  白藜芦醇对活化的HSC-T6细胞中ROS、MDA及SOD的影响. A: 细胞内ROS荧光强度; B: 细胞上清液中MDA含量; C: 细胞上清液中

CuZn-SOD含量. bP<0.01与对照组相比; dP<0.01与模型组相比. Ctr: 对照组; OS: 模型组; Res1: 白藜芦醇(4 μmol/L); Res2: 白藜芦醇(8 μmol/L); 

Res3: 白藜芦醇(16 μmol/L); NAC: 乙酰半胱氨酸(5 mmol/L).

细
胞

上
清

液
中

C
uZ

n-
SO

D
含

量
(p

g/
L
, n

 =
 4

)

 Ctr     OS     Res1   Res2   Res3   NAC 

b

d

d

d
d

C

 60

 50

 40

 30

 20

 10

   0

R
O

S产
生

量
(荧

光
强

度
相

对
值

, n
 =

 4
)

 Ctr     OS     Res1   Res2   Res3   NAC 

b

d

d

d d

A
0.35

0.30

0.25

0.20

0.15

0.10

0.05

0.00

细
胞

上
清

液
中

M
D

A
含

量
(p

m
ol

/L
, n

 =
 4

)

 Ctr     OS     Res1   Res2   Res3   NAC 

b

d

d

d d

B



朱毅, 等. 白藜芦醇对HSC-T6细胞NLRP3炎性体活化的影响

2018-03-18|Volume 26|Issue 8|WCJD|www.wjgnet.com 485

始终存在并且扮演了十分重要的角色. 目前实验证实[15], 
ROS作为细胞的第二信使参与了对NLRP3炎性体活化

过程的调节, 并且抑制ROS的产生能够有效的减少活化

的NLRP3. 因此, ROS被认为是NLRP3炎性体活化的关键

上游效应因子. 然而, 机体内ROS的来源途径很多, 主要

有线粒体途径与NADPH氧化酶途径. 研究证实线粒体
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图  4  白藜芦醇对活化的HSC-T6细胞中NLRP3炎性体通路的影响. A: Western blot结果; B: NLRP3蛋白表达; C: ASC蛋白表达; D: Casp1-p10

蛋白表达; E: 细胞上清液中IL-1β含量; F: 细胞上清液中IL-18含量. bP<0.01与对照组相比; dP<0.01与模型组相比. Ctr: 对照组; OS: 模型组; 

Res1: 白藜芦醇(4 μmol/L); Res2: 白藜芦醇(8 μmol/L); Res3: 白藜芦醇(16 μmol/L); NAC: 乙酰半胱氨酸(5 mmol/L).
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来源的ROS对NLRP3的激活具有诱导作用, 而非NADPH
氧化酶途径来源[16]. 目前线粒体ROS激活NLRP3炎性体

的过程已被许多动物模型(结肠炎、间质性肾炎)[17,18], 及
细胞模型(巨噬细胞、支气管上皮细胞)[19,20]等所证实. 然
而, 在HF模型中是否也能够复制出相同的线粒体ROS-
NLRP3通路, 肝细胞、HSC中是否也存在同样的线粒体

ROS-NLRP3途径, 目前并见报道. 本次研究采用过氧化

氢诱导HSC-T6细胞氧化应激模型, 再次证实ROS能够活

化HSC-T6细胞中NLRP3炎性体及其下游效应分子, 初步

证实HSC-T6细胞中NLRP3炎性体活化对HF进展具有促

进作用. 但肝脏中激活NLRP3的ROS是否为线粒体来源

仍需实验进一步证实. 
中医药在抗HF方面具有独特优势. 大量的临床实

践和实验研究表明, 一些中药复方、单味中药及中药单

体已经被证实抗HF疗效肯定, 不良反应少. Res是提取自

中药虎杖的主要活性成分, 具有显著的抗氧化应激作用
[21]. 现代研究表明, 在整体水平, Res对四氯化碳、DMN、
TAA等药物诱导的大鼠慢性HF均具有显著的改善作用, 
可以明显降低血清中ALT、AST活性, 以及肝组织中羟脯

氨酸及胶原化程度, 在一定程度上阻止或逆转HF的进程
[22-25]. 在细胞水平, Res可以显著抑制HSC的增殖与活化, 
阻止HSC转化为活化的肌成纤维细胞, 抑制其分泌胶原, 
减少细胞外基质的生成, 从而改善纤维化[26]. 有研究认为, 
其抗HSC的机制与其抗氧化应激的作用相关[27]. 亦有

学者认为, Res是通过抑制Notch信号通路来调节HSC的
活化[28]. 另外, 通过调节细胞内NF-κB及PI3K/Akt信号通

路亦已被初步证实与Res的抗HF药理作用有关[29]. 本此

研究中我们发现Res能够通过其抗氧化应激作用抑制其

下游NLRP3炎性体活化, 从而达到抑制HSC-T6细胞增殖

及活化的作用, 推测该作用可能是Res抗HF的机制之一, 
但尚需动物实验证实. 白藜芦醇具有多途径对靶点防治

HF的药理作用, 但仍需要进一步深入研究, 从而为其在

临床上的应用推广提供可靠的实验依据. 

文章亮点

实验背景

白藜芦醇(resveratrol, Res)是提取自中药虎杖的主要活性

成分, 其在体内外均具有显著的抗肝纤维化作用. 有研究

表明, 活性氧(reactive oxygen species, ROS)所致的Nod样
受体蛋白3(nod-like receptor protein 3, NLRP3)炎性体活化

可能参与肝纤维化(hepatic fibrosis, HF)的整个形成过程. 
然而, 目前有关Res是否能通过抑制NLRP3炎性体调节肝

星状细胞(hepatic stellate cell, HSC)-T6细胞的增殖与活化

暂未见相关报道. 故本研究旨在深入研究Res对HSC-T6
活化的影响及其作用机制与NLRP3炎性体的关系. 

实验动机

目前对Res抗HF的机制研究较少, 而Res已被证实为疗

效明确的抗HF药物, 故而, 本次是实验通过研究Res对
HSC-T6增殖与活化的影响及其作用机制与NLRP3炎
性体的关系. 初步探讨其分子机制及药物靶点, 为其在

临床上的应用推广提供可靠的实验依据. 

实验目标

本次实验拟初步证实Res对HSC-T6细胞的增殖与活化的

抑制作用与其调节ROS-NLRP3炎性体活化有关. 本研究

初步明确了Res抗HSC的分子机制, 为进一步深化研究Res
的药理学机制, 为中医药现代化研究作出了一定的贡献. 

实验方法

本次实验通过体外培养大鼠HSC系HSC-T6, 采用过氧

化氢制作氧化应激模型, Res低、中、高浓度进行药物

干预, 乙酰半胱氨酸作为阳性对照药物. 实验中涉及

MTT、ELISA、荧光酶标仪、Western blot等检测技

术, 实现对HSC-T6细胞增殖活化、氧化应激及NLRP3
炎性体等相关指标的检测. 

实验结果

本次实验基本完成预期目标. 结果发现, Res能够呈剂量

依赖性抑制过氧化氢诱导的HSC-T6细胞增殖及活化过

程, 并且能够抑制细胞氧化应激及其下游NLRP3炎性体

活化. 研究结果完善了Res抗HSC的药理学作用机制. 

实验结论

本次研究发现Res对HSC-T6细胞的增殖活化的抑制作

用可能与其抑制ROS活化的NLRP3炎性体有关. 通过

总结既往Res抗氧化应激作用的研究, 进一步对其下

游NLRP3炎性体展开研究, 不仅对ROS活化NLRP3炎
性体这一理论重新在HSC中得以证实, 而且发现抑制

ROS-NLRP3可能是Res的重要分子机制, 为Res作为临

床抗HF药物的应用推广提供可靠的实验依据. 

展望前景

本次研究由于受经费及实验条件限制, 仅初步完成细

胞水平有关实验, 对于动物水平的相关研究仍需进一

步完善. 目前已有研究表明, 细胞自噬能够负调控ROS-
NLRP3炎性体活化, 因此, 采用自噬检测相关技术, 进一

步研究自噬在HSC中是否可以调节ROS-NLRP3炎性体

将会是未来本课题组的重点研究方向. 
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