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木鳖子丝石竹皂苷元-3-O-β-D-葡萄糖

醛酸甲酯体外抗肝纤维化研究

袁喜东1,2,黄媛恒2,3,吴耀生1,2

(1.广西医科大学基础医学院生物化学与分子生物学教研室,广西 南宁 530021;

2.广西高校生物分子医学研究重点实验室,广西 南宁 530021;

3.广西医科大学基础医学院机能学实验教学中心,广西 南宁 530021)

摘 要:目的 研究木鳖子丝石竹皂苷元-3-O-β-D-葡萄糖醛酸甲酯(gypsogenin-3-O-β-D-glucuronide,GYP)对人肝星状

细胞株LX2细胞增殖、细胞外基质分泌情况及其潜在的作用通路机制。方法 在LX2细胞中分别加入400μmol/L乙

醛和不同浓度的GYP进行培养;用CCK-8检测试剂盒来测GYP作用于LX2细胞的IC50值及GYP对乙醛诱导的LX2
细胞增殖情况;划痕实验检测LX2细胞迁移情况;实时荧光定量(qPCR)检测COL1A1和 ACTA2基因的表达水平;

WesternBlot检测Col-Ⅰ、α-SMA、p-PI3K、PI3K、p-AKT、AKT、TGFβRⅡ、p-Smad3、Smad3、Bax和Bcl-2蛋白水平的情

况。结果 GYP对LX2细胞24h半数抑制率(IC50)为80.22μmol/L;GYP能浓度依赖性地抑制乙醛诱导的LX2细胞

存活状态(P<0.05);一定浓度的GYP能抑制LX2细胞的迁移(P<0.05)和下调乙醛诱导的LX2细胞COL1A1和

ACTA2基因的表达(P<0.05);GYP可浓度依赖性地下调Col-Ⅰ、α-SMA、p-PI3K、p-AKT、AKT、TGFβRⅡ、p-Smad3
和Bcl-2蛋白的表达(P<0.05),并且GYP可浓度依赖性地上调Bax的表达(P<0.05)。结论 GYP可能是通过调控

PI3K/AKT、TGF-β1/Smad和凋亡通路来抑制LX2细胞增殖活化,从而发挥抗肝纤维化作用。
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Studyonanti-hepaticfibrosisofgypsogenin-3-O-β-D-glucuronide
isolatedfromSemenMomordicaeinvitro

YuanXidong1,2,HuangYuanheng2,3,WuYaosheng1,2

(1.DepartmentofBiochemistryandMolecularBiology,SchoolofBasicMedicalSciences,Guangxi
MedicalUniversity,Nanning530021,Guangxi,China;2.GuangxiKeyLaboratoryofBiological

MolecularMedicineinCollegesandUniversities,Nanning530021,Guangxi,China;

3.ExperimentalTeachingCenterofFunctionalSciences,SchoolofBasicMedical
Sciences,GuangxiMedicalUniversity,Nanning530021,Guangxi,China)

  Abstract: Objective Toinvestigatetheeffectofgypsogenin-3-O-β-D-glucuronide(GYP)isolatedfrom
SemenMomordicaeontheproliferationandextracellularmatrixsecretionofhumanhepaticstellateLX2cells
anditsunderlyingsignalingpathways. Methods LX2cellswereculturedwith400μmol/Lacetaldehydeand
differentconcentrationsofGYPrespectively.TheCCK-8detectionkitwasusedtomeasuretheIC50valueof

—391—

第47卷 第2期          右江民族医学院学报           Vol.47No.2
2025年4月    JournalofYoujiangMedicalUniversityforNationalities    Apr.2025

基金项目:广西自然科学基金项目(2018GXNSFAA281209)

  第一作者:袁喜东,在读硕士研究生,研究方向:中草药有效成分药效研究,E-mail:1756211687@qq.com
  通讯作者:吴耀生,博士,教授,硕士研究生导师,研究方向:中草药有效成分药效研究,E-mail:2681138707@qq.com



GYPactingonLX2cellsandtheproliferationofLX2cellsinducedbyacetaldehydetreatedwithGYP.The
scratchwoundhealingassaywasusedtodetectthemigrationofLX2cells.Real-timefluorescencequantitative
(qPCR)wasusedtodetecttheexpressionlevelsofCOL1A1andACTA2genes.WesternBlotwasperformedto
detecttheproteinlevelsofCol-Ⅰ,α-SMA,p-PI3K,PI3K,p-AKT,AKT,TGFβRⅡ,p-Smad3,Smad3,Bax
andBcl-2. Results The24-hourmedianinhibitoryconcentration(IC50)ofGYPonLX2cellswas80.22

μmol/L;GYPcouldinhibitthesurvivalstateofLX2cellsinducedbyacetaldehydeinaconcentration-dependent
manner(P<0.05);AcertainconcentrationofGYPcouldinhibitthemigrationofLX2cells(P<0.05)and
downregulatedtheexpressionofCOL1A1andACTA2genesinLX2cellsinducedbyacetaldehyde(P<0.05).
GYPdownregulatedtheexpressionofCol-Ⅰ,α-SMA,p-PI3K,p-AKT,AKT,TGFβRⅡ,p-Smad3andBcl-2
proteins(P<0.05)andGYPupregulatedtheexpressionofBax(P <0.05)inaconcentration-dependent
manner. Conclusion GYPmayinhibittheproliferationandactivationofLX2cellsbyregulatingPI3K/AKT,

TGF-β1/Smadandapoptoticpathways,therebyexertinganti-hepaticfibrosiseffect.
  Keywords: SemenMomordicae;gypsogenin-3-O-β-D-glucuronide;hepaticfibrosis;PI3K/AKTpath-

way;TGF-β1/Smadpathway

  肝纤维化(hepaticfibrosis,HF)是因慢性肝损伤

而导致的渐进性病理过程,可由肝炎(尤其是乙型肝炎

和丙型肝炎)、寄生虫、酒精及药物、化学毒物等因素诱

发。多数的慢性肝脏疾病几乎最终都会导致 HF。如

果在HF可逆阶段不及时进行治疗,最后会逐渐发展

成肝硬化甚至肝癌[1]。每年因慢性肝病而死亡的人数

在全球约有200万人,在全球死亡原因的排行上肝硬

化并发症位于第11位,肝癌位于全球死亡原因第16
位[2]。肝星状细胞(hepaticstellatecells,HSC)的过

度增殖与活化已被诸多学者证实是导致 HF主要原

因[3]。当HSC受到各种损伤因素刺激时,HSC由静

止期活化增殖为肌成纤维细胞,进而分泌大量细胞外

基质(extracellularmatrix,ECM),伴随纤维降解相对

或绝对不足,导致ECM 过度沉积,造成 HF [4]。然

而,由于HF病理机制的复杂性,临床上仍缺乏有效的

治疗药物。因此,研发有效的抗 HF的药物就成了迫

在眉睫的研究课题。研究表明,中药木鳖子可以显著

降低慢性肝病患者血清 HF指标即透明质酸(hyalu-
ronicacid,HA)、Ⅲ型前胶原(TypeⅢ procollagen,

PC-Ⅲ)和Ⅳ型胶原(CollagentypeⅣ,Ⅳ-C)的水平,
有一定的抗 HF作用[5]。另有研究表明,木鳖子总皂

苷明显减轻四氯化碳(CCl4)所致的大鼠肝细胞坏死、
肝组织纤维化和肝硬化的程度,表明木鳖子总皂苷有

一定的抗HF作用[6]。丝石竹皂苷元3-O-β-D-葡糖醛

酸 甲 酯 (gypsogenin-3-O-β-D-glucuronide,GYP)是

2020年版《中华人民共和国药典》(一部)规定的中药

木鳖子质量检测的主要指标,是木鳖子皂苷降解后的

次级苷[7]。但GYP是否是木鳖子抗 HF的有效成分

有待进一步探究。因本课题前期通过网络药理学对木

鳖子GYP抗肝纤维化靶点及通路富集分析发现,其
主要靶点富集在 TGF-β1/Smad通路及 PI3K/AKT

通路、细胞凋亡通路上,故主要针对这些通路中的关键

蛋白及基因进行检测分析。乙醛(AcCHO)作为机体

内乙醇氧化的主要活性代谢产物,是导致酒精相关性

肝纤维化的主要介质之一,能够激活肝星状细胞,导致

分泌ECM增加,最终促进肝纤维化的形成。已有较

多的实验研究采用乙醛作为激活剂,在体外用于激活

LX-2细胞模型进行一些药物抗肝纤维化机制的研

究[8-11]。LX-2是正常人肝星状细胞株,具有较稳定的

肝星状细胞表型特征,可增殖并合成胶原等肝纤维化

功能,常用作抗肝纤维研究细胞模型。本研究旨在通

过乙醛激活LX2,在细胞水平上经体外实验探讨GYP
对HF的作用机制,为HF治疗提供新的思路。

1 材料与方法

1.1 实验材料 GYP购于美仑生物科技有限公司,
从木鳖子提取(HPLC≥98%,标准品);人肝星状细胞

株LX-2购于武汉赛维尔生物科技有限公司;GYP、胎
牛血清、DMEM(高糖)基础培养基、青链霉素(双抗)、
细胞计数试剂盒(CCK-8试剂盒)购于美仑生物科技

有限公司;40%乙醛溶液购于上海麦克林化学试剂有

限公司;RNA 提取试剂盒购于苏州优逸兰迪生物技

术有限公司;逆转录试剂盒、qPCR试剂盒购于TaKa-
Ra公司;兔抗Ⅰ型胶原(CollagenⅠ,Col-Ⅰ)抗体、兔
抗磷酸化母亲抗DPP同源物3(mothersagainstdeca-
pentaplegichomolog3,Smad3)抗体购于英国Cohe-
sionbiosciences公 司;兔 抗α-平 滑 肌 肌 动 蛋 白(α-
smoothmuscleactin,α-SMA)抗体购于美国CellSig-
naling公司;兔抗磷酸化磷脂酰肌醇3-激酶(phos-
phatidylinositol3-kinase,PI3K)抗体、兔抗转化生长

因子-β受体Ⅱ(transforminggrowthfactor-βreceptor
Ⅱ,TGFβRⅡ)、辣根过氧化物酶(horseradishperoxi-
dase,HRP)标记的山羊抗兔IgG购于北京博奥森生
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物技术有限公司;小鼠抗磷酸化蛋白激酶B(Protein
kinaseB,AKT)、小鼠抗 AKT、小鼠抗BCL2-相关 X
(BCL2-AssociatedX,Bax)、小鼠抗B细胞淋巴瘤/白

血病-2(B-celllymphoma/Leukemia-2,Bcl-2)抗体购

于美国Santa公司;小鼠抗PI3K、小鼠抗Smad3、兔抗

甘 油 醛-3-磷 酸 脱 氢 酶 (glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase,GAPDH)抗体、HRP标记的山羊抗小

鼠IgG购于武汉三鹰生物技术有限公司。

1.2 实验方法

1.2.1 LX-2细胞培养 LX-2细胞在含10%胎牛血

清和1%青链霉素的DMEM(高糖)中培养,保持37
℃、5%CO2。细胞每天传代培养1次,每次实验取对

数生长期细胞进行。

1.2.2 CCK-8法测半数抑制率(IC50) LX-2细胞接

种在96孔板(5×103 个细胞/孔)中,培养24h后加入

不同浓度(0μmol/L、2μmol/L、4μmol/L、8μmol/L、

16μmol/L、32μmol/L、64μmol/L、128μmol/L)的

GYP继续培养24h,CCK-8法测定细胞活力并计算

IC50值。后续选择<IC50的浓度进行实验。

1.2.3 CCK-8法测GYP对乙醛诱导的LX-2细胞活

力 根据GYP对LX-2半数抑制率实验的结果,选择

小于半数抑制率的GYP安全浓度,再按等比依次递

减设置高、中、低3个浓度;参照袁亚平等[12]研究,乙
醛诱导LX-2细胞活化的最佳浓度是400μmol/L,设
置空白对照组(不加试剂)、模型组(400μmol/L乙

醛)、GYP低剂量组(400μmol/L乙醛+16.25μmol/

LGYP)、GYP中剂量组(400μmol/L乙醛+32.5

μmol/LGYP)、GYP高剂量组(400μmol/L乙醛+65

μmol/LGYP)进行实验。LX-2细胞接种在96孔板

(5×103 个细胞/孔)中,培养24h后按上述分组加入

试剂后继续培养24h,CCK-8法测定细胞活力。

1.2.4 划痕实验 分组设置同1.2.3。于6孔板背

面用marker笔平行画5条横线。培养LX-2细胞,接
种原则为过夜后融合率达到100%。接着按照上述分

组处理细胞24h。所有培养孔在培养0h和24h时

置于倒置显微镜(10倍镜)下观察结果并拍照,使用

ImageJ软件测量分析。

1.2.5 实时荧光定量PCR(qPCR) 分组设置同

1.2.3。用60mm 细胞培养皿培养LX-2细胞,每皿

接种4×105 个细胞,培养24h。接着按照分组处理细

胞24h,用 RNA 试剂盒提取总RNA;再用逆转录试

剂盒逆转录RNA,获得cDNA。逆转录程序为:去除

基因组DNA:42℃,2min;逆转录:37℃15min,85
℃5s;根据 NCBI设计COL1A1、ACTA2、GAPDH
的引物,由宝生物工程(大连)有限公司设计,见表1。
反应程序:95℃30s,1个循环;95℃5s,60℃34s,

40个循环。用2-△△Ct计算基因的相对表达量。

表1 qPCR检测COL1A1、ACTA2所需引物

序号 基因 引物序列(5′→3′)

1 COL1A1 CCCCGAGGCTCTGAAGGT COL1A1-F
GCAATACCAGGAGCACCATTG COL1A1-R

2 ACTA2 GTTCCGCTCCTCTCTCCAAC ACTA2-F
GTGCGGACAGGAATTGAAGC ACTA2-R

3 GAPDH GAAAGCCTGCCGGTGACTAA GAPDH-F
GCCCAATACGACCAAATCAGAG GAPDH-R

1.2.6 WesternBlot 分组设计同1.2.3。细胞培养

和处理同1.2.5。用含有蛋白酶抑制剂、磷酸酶抑制

剂的 RIPA缓冲液裂解细胞,裂解液在离心机中12
000r/min4℃离心30min,收集上清液用于进一步分

析,使用BCA测定试剂盒测量蛋白浓度,100℃变性

10min,总蛋白经10%凝胶电泳分离后转移到PVDF
膜上,5%脱脂牛奶室温摇床封闭1h,1×TBST摇床

洗涤3次,每次5min。与下列一抗孵育:Col-Ⅰ、α-
SMA、p-PI3K、PI3K、p-AKT、AKT、TGFβRⅡ、p-
Smad3、Smad3、Bcl-2、Bax和 GAPDH。4℃孵育过

夜。1×TBST摇床洗涤3次,每次10min。将膜与辣

根过氧化物酶标记的二抗孵育2h。TBST洗涤3次

后使用化学发光成像系统 (上海勤翔科学仪器有限公

司)采集图像,并通过ImageJ分析软件进行量化,测定

蛋白条带灰度值,以GAPDH为内参对目的蛋白进行

半定量分析。

1.3 统计学方法 采用GraphPadPrism9.5.0统计

软件对数据进行分析和作图,计量资料以(췍x±s)表示,
进行方差分析,以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 GYP对LX-2细胞增殖的影响 GYP对LX-2
的IC50为80.22μmol/L,即细胞存活率降到50%时的

GYP浓度。后续实验选择相对安全的浓度,即≤65

μmol/L的 GYP 进 行 后 续 实 验。细 胞 存 活 率 =
(OD实验孔-OD空白孔)/(OD对照组-OD空白孔)×100%,见
图1。

图1 GYP对LX-2细胞增殖的影响
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2.2 GYP对乙醛诱导的LX-2细胞增殖的影响 选

择对LX-2细胞增殖没有影响也就是安全的GYP浓

度进行实验。结果虽然显示乙醛并没有进一步促进

LX-2细胞增殖,但所采用的GYP剂量依赖性地抑制

了乙醛作用后LX-2细胞增殖,细胞存活率下降。其

中,32.5μmol/L、65μmol/L的GYP对LX-2细胞增

殖的抑制有统计学意义(P<0.05或P<0.001),见
图2。

2.3 GYP对乙醛诱导的LX-2细胞迁移的影响 与

对照组相比,乙醛具有一定的促进LX2细胞迁移能力

的趋势,但差异无统计学意义。而 GYP对这种促进

有一定的抑制作用,32.5μmol/L的GYP对LX2细

胞迁移能力的抑制具有统计学意义(P<0.05),见图

3。而无血清下 LX2细胞无法耐受65μmol/L 的

GYP。

注:与乙醛对照组相比,*P<0.05,***P<0.001。

图2 GYP对乙醛诱导的LX-2细胞存活率的影响

注:A为GYP对乙醛诱导的LX-2细胞迁移能力的影响;B为相对迁移率;与乙醛对照组相比,*P<0.05。

图3 GYP对乙醛诱导的LX-2细胞迁移的影响(×10)

2.4 GYP对乙醛诱导的LX-2细胞COL1A1和AC-
TA2的mRNA水平的影响 与对照组相比,乙醛上

调了LX2细胞COL1A1和ACTA2mRNA水平,具有

统计学意义(P <0.05或 P <0.001)。而 GYP对

COL1A1和ACTA2mRNA水平的上调有抑制作用,

其中16.25μmol/L、65μmol/L的 GYP对COL1A1
mRNA水平的上调抑制具有统计学意义(P <0.05
或P<0.01),16.25μmol/L、32.5μmol/L的GYP对

ACTA2mRNA水平的上调抑制具有统计学意义(P
<0.01或P<0.001),见图4。

注:A为COL1A1mRNA水平;B为ACTA2mRNA水平;
*P<0.05,**P<0.01,***P<0.001。

图4 GYP对乙醛诱导的LX-2细胞COL1A1和ACTA2mRNA水平的影响
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2.5 GYP对乙醛诱导的LX-2细胞Col-Ⅰ和α-SMA
蛋白水平的影响 与对照组相比,乙醛上调了LX2细

胞Col-Ⅰ和α-SMA蛋白水平,具有统计学意义(P<
0.05或P<0.01)。而GYP呈剂量依赖性地抑制了

蛋白上调,其中32.5μmol/L、65μmol/L的 GYP对

Col-Ⅰ蛋白的上调抑制有统计学意义(P<0.01或P
<0.001),65μmol/L的GYP对α-SMA蛋白的上调

抑制有统计学意义(P<0.01),见图5。

注:A为Col-Ⅰ和α-SMA的 WB条带图;B为Col-Ⅰ蛋白相对水平;

C为α-SMA蛋白相对水平;*P<0.05,**P<0.01,***P<0.001。

图5 GYP对乙醛诱导的LX-2细胞Col-Ⅰ和α-SMA蛋白水平的影响

2.6 GYP对乙醛诱导的LX2细胞PI3K/AKT通路

的影响 与对照组相比,乙醛有上调LX2细胞p-PI3K
和p-AKT蛋白水平的趋势。而GYP对这种上调有一

定的抑制作用,其中65μmol/L的GYP对p-PI3K和

p-AKT蛋白的上调抑制有统计学意义(P <0.05或

P<0.01)。此外,乙醛没有诱导AKT蛋白的表达,但

GYP抑制了乙醛作用后的LX2细胞 AKT蛋白的表

达,其中65μmol/L的GYP对AKT蛋白表达的抑制

有统计学意义(P<0.05),见图6。

注:A为p-PI3K,PI3K,p-AKT和AKT的 WB条带图;B为p-PI3K蛋白相对水平;

C为p-AKT蛋白相对水平;D为AKT蛋白相对水平;*P<0.05,**P<0.01。

图6 GYP对乙醛诱导的LX2细胞PI3K/AKT通路的影响

2.7 GYP对乙醛诱导的LX2细胞 TGF-β1/SMAD
通路的影响 与对照组相比,尽管乙醛上调LX2细胞

TGFβRⅡ和p-Smad3蛋白水平趋势不明显,但 GYP
呈剂量依赖性地抑制蛋白上调趋势;其中65μmol/L
的GYP对TGFβRⅡ和p-Smad3蛋白的上调抑制有统

计学意义(P<0.01或P<0.05),见图7。

2.8 GYP对乙醛诱导的LX2细胞凋亡通路的影响 
与对照组相比,乙醛有一定的上调LX2细胞Bcl-2蛋

白水平的作用。而GYP呈剂量依赖性地抑制了这种

上调,其中32.5μmol/L、65μmol/L的GYP对Bcl-2
蛋白的上调抑制有统计学意义(P <0.05或 P <
0.001)。同时,乙醛还有下调LX2细胞Bax蛋白水平

的趋势,而GYP呈剂量依赖性地促进了Bax蛋白的表

达,其中32.5μmol/L、65μmol/L的GYP对Bax蛋

白的促进表达有统计学意义(P<0.05或P<0.01)。
见图8。

—791—

2025年             右江民族医学院学报              第2期



注:A为TGFβRⅡ,p-Smad3和Smad3的 WB条带图;B为TGFβRⅡ蛋白相对水平;

C为p-Smad3蛋白相对水平;*P<0.05,**P<0.01。

图7 GYP对乙醛诱导的LX2细胞TGF-β1/SMAD通路的影响

注:A为Bcl-2和Bax的 WB条带图;B:Bcl-2蛋白相对水平;C:Bax蛋白相对水平;
*P<0.05,**P<0.01,***P<0.001。

图8 GYP对乙醛诱导的LX2细胞凋亡通路的影响

3 讨论

木鳖子[5]及木鳖子总皂苷[6]可以发挥抗 HF作

用,但木鳖子皂苷单体GYP的抗 HF研究鲜少报道。
有报道木鳖子总皂苷对小鼠具有一定毒性[13]。本研

究采用木鳖子总皂苷的降解产物GYP(纯度 HPLC≥
98%),探讨了 GYP在体外抗 HF作用的潜在机制。
实验中所使用的GYP浓度,是经细胞毒性实验后选择

对LX-2未呈现毒性的安全剂量。结果表明,GYP抑

制HF和抑制 HSC增殖、活化、迁移有关,其可能机制

是通过调节 PI3K/AKT、TGF-β1/Smad和凋亡信号

通路来实现的。

HSC的增殖与活化为 HF发生的中心环节[14]。
各种致病因子导致肝损伤,诱发HSC增殖分化为肌成

纤维细胞后大量分泌ECM在肝内蓄积,诱发HF的发

生[15]。α-SMA被认为是 HSC 激活的标志[16]。Col-
Ⅰ和 纤维连接蛋白是ECM 的主要成分,其过度蓄积

是HF的特征性病理改变[17]。在本研究中,用乙醛诱

导LX-2细胞建立了体外 HF模型,乙醛诱导LX-2细

胞后,ECMCol-Ⅰ和 HSC激活的标志成分α-SMA不

论从转录水平还是蛋白水平,均明显表达增加。说明

采用乙醛作用后的LX-2细胞的确是被活化的,可用作

GYP抗肝纤维化的细胞模型。GYP处理显著下调了

乙醛诱导的Col-Ⅰ、α-SMA的蛋白和 mRNA 的表达。
这表明GYP在体外能抑制LX-2的活化而减弱HF进

程。TGF-β1/Smad通路是HF的经典通路之一,当转

化生长因子β1(transforminggrowthfactor-β1,TGF-

β1)与细胞膜表面TGFβRⅡ形成复合物,使TGFβRⅠ
被TGFβRⅡ磷酸化,从而激活TGFβRⅠ的激酶活性,
激活的TGFβRⅠ通过其丝氨酸/苏氨酸激酶活性磷酸

化受体调节的Smad蛋白如Smad2和Smad3,磷酸化

的Smad2/3与Smad4形成三聚体复合物,进入细胞核

调节特异性促纤维化的基因转录,从而导致 HF的发

生[18]。周林华等[19]研究表明栀子苷显著改善了CCl4
诱导的小鼠 HF,其可能机制是通过抑制 TGF-β1/

Smad信号通路TGF-β1、p-Smad2和p-Smad3蛋白的

表达来实现。本研究中,GYP显著下调了乙醛诱导

LX-2细 胞 的 TGFβRⅡ 和 p-Smad3 蛋 白 的 表 达,

TGFβRⅡ和p-Smad3蛋白是TGF-β1/Smad通路上的

关键蛋白。提示GYP在体外抑制HSC活化和HF可

能是通过抑制TGF-β1/Smad信号通路实现的。

PI3K/AKT是 HF一个重要的信号通路,其中

PI3K是一种磷脂酰肌醇3激酶,可因磷酸化修饰激
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活,能够将细胞膜上的磷脂酰肌醇4,5-二磷酸转化为

磷脂酰肌醇3,4,5-三磷酸,从而引发磷酸化 AKT而

激活。AKT被激活后调节多个 HSC细胞代谢、生存

和增殖相关的通路。LIHG等[20]研究表明郁肝龙通

过抑制PI3K/AKT通路p-PI3K、p-AKT蛋白的表达,
显著改善CCl4 诱导的HF。本研究中,GYP显著下调

了乙醛作用 LX-2细胞后p-PI3K、p-AKT蛋白的表

达,提示GYP在体外抑制 HF和 HSC活化也可能与

抑制PI3K/AKT信号通路有关。
本课题前期做了GYP抗肝纤维化作用靶点及通

路的网络药理学分析,发现GYP的抗肝纤维化靶点及

通路主要富集在PI3K-Akt信号通路、Ras信号通路、

MAPK信号通路、TGF-β信号通路、细胞凋亡等(数据

待发表)。因TGF-β1/Smad通路是HF的经典通路之

一,且PI3K/AKT也是 HF一个重要的信号通路,故
本研究主要选择TGF-β1/Smad通路、PI3K-Akt信号

通路进行实验验证,结果也说明GYP抗肝纤维化与上

述两条通路有关。由上述研究可知,GYP抗 HF是一

个多通路、多靶点的复杂过程,GYP调控的TGF-β1/

Smad信号通路和PI3K/AKT信号通路可能互为上下

游,也可能是单独同时作用的两条通路,需要做进一步

深入探究。但其GYP调控的最终效应都是抑制 HSC
活化增殖,从而减少ECM 的分泌和蓄积,进而减轻

HF。

Bcl-2家族主要由抗凋亡蛋白Bcl-2和促凋亡蛋白

Bax组成,其主要作用是通过促进线粒体蛋白的释放

对HSC的凋亡进行控制[21]。活化的 HSC中,Bcl-2/

Bax比值升高,即Bcl-2过表达,Bax的表达基本消失,
从而抑制HSC的凋亡,使HSC持续处于活化状态,不
断分泌ECM,最终导致ECM 过度沉积,形成 HF[22]。
本研究中,GYP显著下调了乙醛诱导的 LX-2细胞

Bcl-2蛋白的表达并且显著上调了Bax蛋白的表达。
本研究中GPY也显著抑制乙醛作用LX-2细胞后p-
PI3K、p-AKT蛋白的表达,而抑制PI3K/Akt信号通

路传导可降低Bcl-2/Bax比率来调节线粒体功能,诱
导成纤维细胞凋亡,并激活Caspase-9和Caspase-3及

PARP-2,诱导凋亡逆转纤维化[23]。提示GYP可能是

通过PI3K-Akt信号通路进一步促进LX-2细胞凋亡,
从而发挥体外抗HF作用的。

综上所述,GYP在体外能抑制 HF和 HSC增殖、
活化、迁移,其机制可能是通过抑制PI3K/AKT、TGF-

β1/Smad和凋亡通路来实现的。本研究结果表明,木
鳖子GYP可能是一种有前途的抗HF治疗药物,但其

抗HF的分子机制尚需进一步研究。
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