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肝纤维化是一切慢性肝病共同的病理学基础，近年来，瘦

素作为一种新的致纤维化细胞因子逐渐受到重视[1]，其主要机

制是通过结合瘦素激活磷酸化 Janus 激酶 2- 磷酸化信号转导
和转录激活 3(JAK2- STAT3)引起肝星状细胞增殖、抑制其凋
亡，上调基质金属蛋白酶抑制因子 - 1(TIMP- 1)，抑制基质金
属蛋白酶 1(MMP- 1)的表达，能直接抑制活化的 HSC凋亡从
而引起肝纤维化[2~3]。加味升降散具有升清降浊、活血护肝之

功，本实验观察中药复方加味升降散对瘦素刺激肝星状细胞信

号通路的影响，探讨该方抗肝纤维化机制。
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1.1 材料 重组大鼠瘦素(Leptin)购自 Peprotech 公司；氯化
二亚苯基碘嗡(DPI)购自美国 Sigma- Aldrich 公司；N- 乙酰
- L半胱氨酸(NAC)购自北京索莱宝科技有限公司；α- 氰基 -
(3，4- 羟基 )N- 苄苯乙烯胺 (AG490)购自 Invitrogen 公司；
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加味升降散对瘦素诱导肝星状细胞信号通路的影响
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［摘要］目的：研究加味升降散对瘦素诱导肝星状细胞（hepatic stellate cells，HSC） 信号通路相关因子表达的影响。方法：以
重组大鼠瘦素作用于 HSC-T6细胞，各干预组在瘦素作用前分别加入加味升降散、N-乙酰-L半胱氨酸（NAC）、氯化二亚苯基碘
嗡（DPI） 及 JAK抑制剂 AG490干预，再加入瘦素。瘦素组直接加入瘦素，正常组不加任何药物。另设只加入加味升降散含药血
清的加味升降散自身对照组。各组处理不同时间后，检测细胞内基质金属蛋白酶抑制因子 - 1（TIMP-1） mRNA、磷酸化 Janus激
酶 2（JAK2） 及磷酸化信号转导和转录激活 3（STAT3） 蛋白表达水平。结果：加味升降散干预 12 h、24 h 后与瘦素组比较，
TIMP-1 mRNA表达明显下调（P < 0.05）。免疫细胞化学检测显示，瘦素刺激 HSC-T6细胞 2 h后细胞质 p-JAK2及细胞核内 p-
STAT蛋白表达与正常组明显增加（P < 0.01），加味升降散干预后 p-JAK2及 p-STAT3蛋白表达明显低于瘦素组（P < 0.01）。结论：
加味升降散能阻断瘦素在肝星状细胞信号内信号转导，抑制 TIMP-1的基因表达。
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RNA提取试剂盒等均为 TIANGEN公司产品。DNA Marker、
PCR 试剂盒、优化 PCR 试剂盒为天为时代生物技术公司产
品。p- JAK2 抗体、p- STAT3 抗体购自广州吉坤生物技术有
限公司。
1.2 细胞培养 肝星状细胞(HSC)- T6 细胞株，由广州中医药
大学热带医学研究所病毒室冻存复苏。
1.3 含药血清的制备 SD 大鼠 4 只，SPF级，体重(200±
30)g，由广东省实验动物中心提供(合格证：粤检验证字第
2008A04 号)。给予加味升降散溶液灌胃，早晚各 1 次，给药
量为 11g/kg。连续 3 天，最后一次给药后 1 h，下腔静脉取
血，离心，取上层血清，过滤除菌，- 40℃保存备用。
1.4 实验分组及药物处理 HSC- T6 随机分为 7 组进行处理：
按加入药物不同分为瘦素组 (100 ng/mL)，加味升降散 (50
μmol/L)组、NAC(10 mmol/L)组、DPI(20 μmol/L)组、AG490
(50 μmol/L)组、加味升降散(50 μmol/L)自身对照组和正常组。
加味升降散组、NAC组、DPI组、AG490 组先加入相应溶液
预处理 30 min 后，再加入瘦素。瘦素组直接加入瘦素，正常
组仅加入培养液、加味升降散自身对照组仅加入含药血清(50
μmol/L)的培养液，不加瘦素。
1.5 RT-PCR检测细胞内 TIMP-1 mRNA 的表达 细胞传代
至 6 孔板，按上述分组分别加入药物作用 6、12、24 h 后，
按 Trizol试剂说明书提取总 RNA，并反转录成 cDNA。PCR
扩增：TIMP- 1和β- actin引物序列见表 1 所示，TIMP- 1 和
β- actin 的退火温度分别是 54℃、55℃。扩增体系：95℃，
5 min，预变性 94℃，30 s，54/55℃，30 s，72℃，1 min，
35个循环，72℃，7 min，终末延伸，最后进行凝胶电泳。

表 1 TIMP-1和β-actin引物及序列

1.6 免疫细胞化学方法测定细胞中磷酸化 Janus 激酶 2（p-
JAK2）、磷酸化信号转导和转录激活 3（p-STAT3） 的活性
按照实验分组，对 7 组细胞进行常规细胞爬片。随后采用
PV6002 二步法免疫细胞化学法检测 p- JAK2，p- STAT3 蛋白
的活性。结果判断：每张细胞爬片于显微镜放大倍数×200 下
观察，先观察整张细胞爬片，后每片随机选取 5 个视野，测
阳性细胞所占比率。p- JAK2 蛋白表达以胞浆染呈黄色至棕褐
色为阳性细胞，无着色为阴性，计算阳性细胞百分数进行统计

分析。p- STAT3 蛋白表达以细胞核染呈黄色至棕褐色为阳性
细胞，无着色为阴性。核移位阳性率(% )= 核移位阳性细胞 /
视野下细胞总数×100%，以此为计量指标，然后进行统计分

析。
1.7 统计学方法 本实验计量资料以(x±s)表示，总体服从正
态性分布和方差齐性行单因素方差分析(0ne way ANOVA)和
SNK- q检验；SPSS18.0软件。
2 结果
2.1 A~G组 TIMP-1mRNA表达比较 见图 1、图 2、图 3。6
h 瘦素组 TIMP- 1mRNA的表达与正常组比较，差异无统计学
意义(P＞0.05)；12 h、24 h 的 TIMP- 1mRNA 表达较正常组
升高 (P＜0.05)； 6 h 加味升降散组、 NAC 组及 DPI 组
TIMP- 1mRNA的表达与同时间段瘦素组比较，差异无统计学
意义(P＞0.05)，12 h、24 h加味升降散组的 TIMP- 1mRNA表
达明显低于同时间段瘦素组(P＜0.05)，与同时间段正常组比
较，差异无统计学意义(P＞0.05)。
2.2 各组 p-JAK2、p-STAT3 的活性比较 见表 2。各组

Gene

TIMP- 1

β- act in

Sequence

Sense：5'
Ant i - sense
Sense：5'
Ant i - sense

5' CCACAGATATCCGGTTCGCCTACA3'
5' GCACACCCCACAGCCAGCACTAT 3'
5' GGCTACAGCTTCACCACCAC3'
5' TACTCCTGCTTGCTGATCCAC3'

Amplicon
Lengt h(bp)

214

500

图 3 A～G组 24 h TIMP-1mRNA和 β-actin mRNA的表达
A（瘦素组），B（加味升降散组），C（NAC 组），D（DPI
组），E（AG490组），F（加味升降散自身对照组），G（正常
组）。

图 1 A～G组 6 h TIMP-1mRNA和 β-actin mRNA的表达

图 2 A～G组 12 h TIMP-1mRNA和 β-actin mRNA的表达
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HSC- T6细胞浆内 p- JAK2 蛋白的表达差异有统计学意义(P＜
0.05)。经瘦素处理过后胞浆表达 p- JAK2 蛋白的阳性细胞数
明显增多，与正常组比较，差异有统计学意义(P＜0.05)；加味
升降散组、NAC组和 DPI组蛋白表达低于瘦素组(P＜0.05)，
但高于正常组(P＜0.05)；加味升降散自身对照组表达低于正常
组(P＜0.05)。各组 HSC- T6 细胞核内 p- STAT3 蛋白的表达差
异有统计学意义 (P＜0.05)。经瘦素处理过后细胞核内表达
p- STAT3 蛋白的阳性细胞数明显增多，与正常组比较，差异
有统计学意义(P＜0.05)；AG490 干预组的 p- STAT3 蛋白表达
显著低于瘦素组(P＜0.05)，与正常组比较差异无统计学意义
(P＞0.05)；加味升降散组蛋白表达低于 NAC组和 DPI组(P＜
0.05)，与 AG490 组比较，差异无统计学意义(P＞0.05)；加味
升降散自身对照组与正常组比较，差异无统计学意义 (P＞
0.05)。

表 2 各组 p-JAK2、p-STAT3的活性比较(x±s)

与正常组比较，①P ＜ 0.05；与瘦素组比较，②P ＜ 0.05；
与加味升降散组比较，③P ＜ 0.05

3 讨论
加味升降散的组方是在清·杨璇《伤寒温疫条辨》中升降

散(僵蚕、蝉蜕、姜黄、大黄)的基础上加用三七、丹参、桃
仁、白花蛇舌草等药物组成，具有升清降浊、调补气血、活血
化瘀、清热解毒、驱秽祛邪、疏肝解郁及补气健脾功效。此方
体现了“升清降浊”的治法。姜黄、大黄二药主沉降，降阴中
之浊阴，僵蚕、蝉蜕二药轻浮，升阳中之清阳，升清降浊法通
过两味君药的“降浊”之功，直接排除机体内病理产物，而其
“升清”则能够促进精微物质的进一步转化和利用。并且，升
降运动两者互根互用，升降相因，升清和降浊可以相互促进，

相互制约。升清降浊中的“降浊”，可将化痰利湿、活血化瘀、
泻热祛湿、解毒辟疫、清络祛热、疏肝利胆、消滞通腑等治
法融于一体，多途径、多环节地清除体内堆积的浊毒产物，
其“升清”法开通内外、平调升降，能增强人体转化的能
力，减少代谢产物“浊阴”的堆积。这种双向调节体内物质
代谢的方法，较传统的化痰除湿，活血化瘀等单纯降浊法具

有更多的治疗优势。
近来的研究表明，TIMP 既可抑制金属蛋白酶活性，也可

保持金属蛋白酶原的稳定性，及防止其酶原活化[4]。TIMP- 1
和 TIMP- 2 可与金属蛋白酶原的非催化位点结合，抑制酶原
的活化。此现象首见 TIMP- 2 与明胶酶 A酶原的结合上：
TIMP- 2 可与明胶酶 A酶原的羧基端结合，常以一种酶原 -
抑制物复合物的形式分泌。当以此种方式结合时，TIMP- 2 可
抑制明胶酶 A的活化。金属蛋白酶细胞外活性的调节非常复
杂，包括各种不同形式和相互作用的机制。TIMPs 作用的最
新概念包括对酶原活化的选择性和催化位点的抑制。不同的
TIMPs 可以不同的方式结合并影响不同的金属蛋白酶[5]。实验
发现，瘦素刺激 HSC后，TIMP- 1mRNA较正常组表达水平
明显增高。在给予 JAK抑制剂 AG490 能抑制 TIMP- 1mRNA
表达，上调 MMP- 1mRNA表达，说明瘦素通过 JAK- STAT
信号转导通路对 TIMP- 1mRNA 进行调控的。而抗氧化剂
NAC和 NOX抑制剂 DPI也能抑制 TIMP- 1mRNA表达，本实
验首次发现加味升降散干预后能抑制瘦素诱导的 TIMP- 1
mRNA表达，上调MMP- 1mRNA表达。

HSC- T6细胞经加味升降散处理后，凋亡率升高，表明加
味升降散可诱导 HSC凋亡。在瘦素作用 HSC- T6 细胞前给予
加味升降散处理后，p- JAK2、p- STAT3 的表达下降，表明加
味升降散能够抑制 JAK2、STAT3 信号转导通路的激活。加味
升降散抑制 STAT3 磷酸化蛋白的表达后，有效的阻止了磷酸
化 STAT3 形成二聚体移位到细胞核内，从而影响了基因的转
录，如抑制 TIMP- 1mRNA表达，上调 MMP- 1mRNA表达。
结果表明通过抑制 JAK2、STAT3 信号转导通路也是加味升降
散抑制 HSC- T6细胞的增殖并诱导其凋亡的机制之一。
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组 别

瘦素组

加味升降散组

NAC组
DPI 组
AG490组
加味升降散自身对照组

正常组

p- JAK2
95.97±3.21①

84.50±2.1 8①②

89.22±3.26①②

83.41±3.53①②

47.33±4.21①②

41.52±4.1 9①

57.17±4.82

p- STAT3
86.65±10.76①

25.52±2.77②

38.25±6.68②③

41.33±5.1 7②③

21.49±3.28②

20.16±5.04②

26.67±3.63

阳性率
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