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褪黑素调控自噬抑制肝星状细胞增殖的作用及机制研究
陈涤非１，揭　 磊１，黄启鸣１，徐德祥２，任晓非１，洪汝涛１

摘要　 目的 　 研究褪黑素（ＭＥＬ）对血小板源性生长因子

（ＰＤＧＦ⁃ＢＢ）诱导的肝星状细胞（ＨＳＣｓ）增殖的影响，并探索

其与自噬水平调控的相关性。 方法　 ＨＳＣ⁃Ｔ６ 共设置 ５ 组：
对照组、模型组、ＭＥＬ（低、中、高）处理组。 培养 ２４ ｈ 后细胞

贴壁，换用无血清的 ＤＭＥＭ 培养基，使细胞同步化于 Ｇ０ 期，
再培养 ２４ ｈ 后除对照组外各组加入 ＰＤＧＦ⁃ＢＢ（终浓度为 １０
ｎｇ ／ ｍｌ），ＭＥＬ 处理组加入 ＭＥＬ（低剂量组为 １ ｎｍｏｌ ／ Ｌ，中剂

量组 １ μｍｏｌ ／ Ｌ，高剂量组为 ０. １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ），孵育 ４８ ｈ。 细胞

计数试剂盒⁃８（ＣＣＫ⁃８）检测 ＭＥＬ 对 ＰＤＧＦ⁃ＢＢ 激活的 ＨＳＣｓ
增殖的影响。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 测定 ＨＳＣｓ 的微管相关蛋白 １ 轻

链 ３ｂ（ＬＣ３ｂ）、α⁃平滑肌肌动蛋白（α⁃ＳＭＡ）蛋白表达水平。
实时荧光定量逆转录聚合酶链式反应（ｑＲＴ⁃ＰＣＲ）测定 ＨＳＣｓ
ＬＣ３ｂ ｍＲＮＡ、α⁃ＳＭＡ ｍＲＮＡ 表达水平。 透射电镜观察 ＨＳＣｓ
的超微结构以了解自噬水平。 结果　 与对照组比较，ＰＤＧＦ⁃
ＢＢ 能诱导 ＨＳＣｓ 的增值（Ｐ ＜ ０. ０１）。 与模型组比较，ＭＥＬ 能

抑制 ＰＤＧＦ⁃ＢＢ 激活的 ＨＳＣｓ 增殖（Ｐ ＜ ０. ０１）；与对照组比

较，模型组 ＬＣ３ｂ、α⁃ＳＭＡ 蛋白表达明显增强（均 Ｐ ＜ ０. ０５），
ＬＣ３ｂ ｍＲＮＡ、α⁃ＳＭＡ ｍＲＮＡ 表达明显增强 （Ｐ ＜ ０. ０５，Ｐ ＜
０. ０１），与模型组比较，ＭＥＬ 能抑制这种作用 （ ＬＣ３ｂ：Ｐ ＜
０. ０５，Ｐ ＜ ０. ０１；α⁃ＳＭＡ：Ｐ ＜ ０. ０１）。 透射电镜显示，与对照组

比较，模型组自噬溶酶体显著增加（Ｐ ＜ ０. ０５）；与模型组比

较，ＭＥＬ 处理组自噬溶酶体显著减少（Ｐ ＜ ０. ０１）。 结论 　
ＨＳＣｓ 的增殖可能与自噬激活有关，ＭＥＬ 抑制 ＨＳＣｓ 增殖可
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能与其下调自噬水平相关。
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　 　 肝纤维化（ ｈｅｐａｔｉｃ ｆｉｂｒｏｓｉｓ，ＨＦ）是各类致病因

素引起肝脏损伤 － 修复反应的结果，其主要病理改

变为肝内弥漫性细胞外基质 （ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｍａｔｒｉｘ，
ＥＣＭ）的过度沉积，是多种慢性肝病向肝硬化进展

的共同基础［１］。 研究［２］ 表明，活化的肝星状细胞

（ｈｅｐａｔｉｃ ｓｔｅｌｌａｔｅ ｃｅｌｌｓ，ＨＳＣｓ）在 ＨＦ 发展的进程中起

到举足轻重的作用。 研究［３］ 表明，血小板源性生长

因子⁃ＢＢ （ ｐｌａｔｅｌｅｔ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ⁃ＢＢ， ＰＤＧＦ⁃
ＢＢ）是较强致炎因子之一，在 ＨＳＣｓ 激活中起重要作

用。 在这一过程中，溶酶体发挥积极作用［４］。 有文

献［５］提示，自噬在 ＨＦ 进展中发挥重要作用，但其具

体机制还不清楚。 ＨＦ 作为肝病发展的共同通路，逆
转 ＨＦ 是至关重要的，如果通过调节细胞自噬，减少

ＨＳＣｓ 活化，增强对肝细胞的保护和再生，就可以减

缓病程甚至逆转 ＨＦ。 该课题组前期研究表明，在肝

组织中，褪黑素（ｍｅｌａｔｏｎｉｎ，ＭＥＬ）可以抑制自噬从而

减轻 ＨＦ［６］。 目前自噬与 ＨＳＣｓ 增殖关系及 ＭＥＬ 对

其抑制作用除该课题组外尚未见报道，该研究将进

一步研究 ＭＥＬ 抑制 ＨＳＣｓ 增殖与抑制自噬水平的

相关性。

１　 材料与方法

１． １ 　 细胞与试剂 　 ＨＳＣ Ｔ⁃６（永生系细胞，武汉普

诺赛公司）；ＤＭＥＭ 高糖培养基、胎牛血清（杭州四
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季青生物有限公司）；ＰＤＧＦ⁃ＢＢ（美国 ＰｅｐｒｏＴｅｃｈ 公

司）；抗微管相关蛋白 １ 轻链 ３ｂ（ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅ⁃ａｓｓｏｃｉ⁃
ａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ １ ｌｉｇｈｔ ｃｈａｉｎ⁃３ｂ，ＬＣ３ｂ）抗体、α⁃平滑肌肌

动蛋白（ａｌｐｈａ⁃ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ａｃｔｉｎ，α⁃ＳＭＡ）兔抗鼠单

克隆抗体、抗 β⁃ａｃｔｉｎ 抗体（美国 Ａｂｃａｍ 公司）；二甲

基亚砜（ ｄｉｍｅｔｈｙｌ ｓｕｌｆｏｘｉｄｅ，ＤＭＳＯ）、苯甲基磺酰氟

（ｐｈｅｎｙｌｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｎｙｌ ｆｌｕｏｒｉｄｅ，ＰＭＳＦ）、青霉素、链霉

素、胰酶消化酶、双重缩氨酸法（ ｂｉｃｉｎｃｈｏｎｉｎｉｃ ａｃｉｄ
ａｓｓａｙ，ＢＣＡ）试剂盒、聚偏氟乙烯（ｐｏｌｙｖｉｎｙｌｉｄｅｎｅ ｆｌｕ⁃
ｏｒｉｄｅ，ＰＶＤＦ）膜（上海碧云天生物技术有限公司）；
ＭＥＬ（美国 Ｓｉｇｍａ 公司）；细胞计数试剂盒⁃８ （ ｃｅｌｌ
ｃｏｕｎｔｉｎｇ Ｋｉｔ⁃８，ＣＣＫ⁃８）、山羊抗小鼠辣根酶标记 ＩｇＧ
（Ｈ ＋ Ｌ）、４％多聚甲醛、１％四氧化锇（合肥 Ｂｉｏｓｈａｒｐ
生物科技公司）。
１． ２　 细胞培养 　 细胞培养 ＨＳＣ⁃Ｔ６ 细胞株复苏后

培养于含 １０％ 胎牛血清、１％ 青 － 链霉素的 ＤＭＥＭ
培养基中，置 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 的培养箱中培养至

７０％ ～８０％融合后传代，取对数生长期细胞用于实

验。
１． ３　 ＣＣＫ⁃８ 实验　 用 ３ ～ ４ 代细胞，共设置 ５ 组：
对照组、模型组、 ＭＥＬ （低、中、高剂量） 处理组。
ＨＳＣｓ 接种于 ９６ 孔培养板（浓度 ５ × １０４ ／ Ｌ），每孔设

６ 个复孔，培养 ２４ ｈ 后细胞贴壁，约 ７０％ ～ ８０％ 细

胞融合，换用无血清的 ＤＭＥＭ 培养基，以使细胞同

步化于 Ｇ０ 期，再培养 ２４ ｈ 后除对照组外各组加入

ＰＤＧＦ⁃ＢＢ（终浓度 １０ ｎｇ ／ ｍｌ）、ＭＥＬ 处理组加入 ＭＥＬ
（低剂量组为 １ ｎｍｏｌ ／ Ｌ，中剂量组为 １ μｍｏｌ ／ Ｌ，高剂

量组为 ０. １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ），孵育 ４８ ｈ 后加入 ＣＣＫ⁃８（１０
ｇ ／ Ｌ）２０ μｌ，继续 ３７ ℃ 培养 ２ ｈ，小心吸弃培养液。
酶标仪测波长为 ５７０ ｎｍ 处的吸光度（Ａ）值。
１． ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验　 同上述 ＣＣＫ⁃８ 分组，将细

胞接种于培养瓶中，于恒温培养箱中培养，待细胞长

至单层 ８０％左右时，同步化处理，各分组加入处理

因素（ＰＤＧＦ⁃ＢＢ 和 ＭＥＬ，浓度同 ＣＣＫ⁃８），培养 ４８ ｈ，
小心吸弃培养液，加入 ＰＢＳ 反复吹打细胞至细胞基

本脱落，离心（６５０ ｒ ／ ｍｉｎ，５ ｍｉｎ），弃去上清液，加入

细胞裂解液并反复吹打细胞使细胞与裂解液充分混

匀，静置 ３０ ｍｉｎ 离心，提取总蛋白。 蛋白定量后每

组上样 １０ μｇ，进行 １２. ５％聚丙烯酰胺凝胶电泳，转
膜封闭。 将一抗稀释至所需浓度 （兔抗鼠 ＬＣ３ｂ
１ ∶ ２ ０００、 兔 抗 鼠 α⁃ＳＭＡ １ ∶ １ ０００、 β⁃ａｃｔｉｎ
１ ∶ ３ ０００），４ ℃孵育过夜。 洗膜 ３ 次后，加入二抗，
将其浓度稀释至 １ ∶ ８ ０００，洗脱二抗，ＥＣＬ 发光显

色。 同时检测 β⁃ａｃｔｉｎ 表达作为内参。 拍照扫描后

Ｉｍａｇｅ Ｊ 图像分析软件进行灰度值分析，计量以平均

吸光度值 ×面积来表示，以 ＬＣ３ ｂ ／内参 β⁃ａｃｔｉｎ 的灰

度值比值作为相对表达量。
１． ５　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 实验　 同上述 ＣＣＫ⁃８ 分组，将细胞

接种于培养瓶中，融合度为 ８０％左右时同步化处理

２４ ｈ 后分别加入各处理因素（ＰＤＧＦ⁃ＢＢ 和 ＭＥＬ，浓
度同 ＣＣＫ⁃８） 培养 ４８ ｈ 后使用 ＴＲＩｚｏｌ 试剂提取

ＨＳＣｓ 总 ＲＮＡ，用紫外分光光度法测定 ＲＮＡ 水平，
Ａ２６０ ／ Ａ２８０鉴定 ＲＮＡ 纯度。 分别提取 １ μｇ 总 ＲＮＡ，
经 ＲＮＡ 反转录酶催化合成 ｃＤＮＡ 第一链反转录体

系：ＭｇＣｌ２ ２５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ２. ２ μｌ，１０ × ＰＣＲ Ｂｕｆｆｅｒ ＩＩ １. ０
μｌ，ｄＮＴＰ １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ２. ０ μｌ，Ｏｌｉｇｏ（ｄｔ）１８ ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ
０. ５ μｌ， ＲＮａｓｅ Ｉｎｈｉｂｉｔｅｒ ２０ Ｕ ／ μｌ ０. ２５ μｌ，ＲＮａｓｅ⁃ｆｒｅｅ
Ｈ２Ｏ １. ８５ μｌ，５０ ｎｇ ／ μｌ ＲＮＡ ２. ０ μｌ，总体积 １０ μｌ。
反转录条件：２５ ℃ １０ ｍｉｎ， ４８ ℃ ６０ ｍｉｎ， ９５ ℃ ５
ｍｉｎ，以此为模板进行实时荧光定量 ＰＣＲ 扩增，ＰＣＲ
反应系统采用 ＳＹＢＲＧ，按操作程序进行，反应总体

系为 ２０ μｌ，反应条件为 ５０ ℃ １２０ ｓ，１ 个循环；９５ ℃
６００ ｓ，１ 个循环；５５ ℃ １５ ｓ，４０ 个循环。 ６０ ℃ ６０ ｓ，
标记荧光，得出各样本的初始拷贝数。 所用引物序

列为：ＬＣ３ｂ，上游 ＣＣＣＡＧＡＣＡＴＣＡＧＧＧＡＧＴＡＡＴＧＧ，
下游 ＴＣＴＡＴＣＧＧＡＴＡＣＴＴＣＡＧＣＧＴＣＡ；ＧＡＰＤＨ，上游

ＣＧＧＡＧＴＣＡＡＣＧＧＡＴＴＴＧＧＴＣＧＴＡＴ，下游 ＡＧＣＣＴＴＣ⁃
ＴＣＣＡＴＧＧＴＧＧＴＧＡＡＧＡＣ；α⁃ＳＭＡ，上游 ＣＣＣＡＧＡＣＡ⁃
ＴＣＡＧＧＧＡＧＴＡＡＴＧＧ，下游 ＴＣＴＡＴＣＧＧＡＴＡＣＴＴＣＡ⁃
ＧＣＧＴＣＡ。 实验过程中以 ＧＡＰＤＨ 内参基因作为实

时荧光 ＲＴ⁃ＰＣＲ 的质控。 每组样本一式 ２ 份，在指

数期内设定参数值，得到每个 ＰＣＲ 反应的循环域

（ｃｙｃｌｅｔｈｒｅｓｈｏｌｄ， Ｃｔ）值，即模板 ｃＤＮＡ 经 ＰＣＲ 扩增

后达到某一荧光强度的循环次数。 以每例细胞的目

的片段与含内参抗体片段的 Ｃｔ 值作为该标本基因

表达的相对数值，以对照组的表达量为 １００％ 计算

其余各组的表达量。
１． ６　 透射电镜观察 ＨＳＣｓ 的超微结构 　 同上述

ＣＣＫ⁃８ 分组，将生长状态良好的 ＨＳＣｓ 均匀接种于 ６
孔板中。 融合度为 ８０％ 左右时同步化处理 ２４ ｈ 后

分别加入各处理因素 （ ＰＤＧＦ⁃ＢＢ 和 ＭＥＬ，浓度同

ＣＣＫ⁃８）培养 ４８ ｈ。 干预完成后，各组细胞分别按细

胞传代培养的方法将细胞制成细胞悬液。 １ ０００ ｒ ／
ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，使细胞沉淀到离心管底部。 弃掉上

清液 ＰＢＳ，洗涤后加入 ４％ 多聚甲醛固定液固定

２ ｈ。１ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ 沉淀细胞，弃掉多聚甲

醛固定液，留取细胞沉淀。 沿着离心管的壁用勾针

轻轻的把离心沉淀的细胞团勾离管壁，加入 １％ 四
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氧化锇进行处理。 勾针轻轻取出细胞团，小心切成

约 １ ｍｍ３ 的小块。 脱水包埋浸透 ４ ｈ。 对固化的细

胞小块进行超薄切片，厚度 ７０ ｎｍ。 枸橼酸铅染色。
通过透射电镜（Ｔａｌｏｓ Ｌ１２０Ｃ Ｇ２ 美国赛默飞公司）观
察 ＨＳＣｓ 超微结构，每组内每个样本挑选 ３ 个视野

进行计数，以图片下方 ２ μｍ 标尺为标准，统计每张

图片内自噬溶酶体个数。
１． ７　 统计学处理　 采用 ＳＰＳＳ ２２. ０ 软件进行分析。
计量资料以 �ｘ ± ｓ 表示，多组之间比较采用单因素方

差分析（Ｏｎｅ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡ）。 以 Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有

统计学意义。

２　 结果

２． １　 ＭＥＬ 对 ＰＤＧＦ⁃ＢＢ 激活的 ＨＳＣｓ 细胞增殖的

影响　 结果显示：与对照组比较，ＰＤＧＦ⁃ＢＢ 促进模

型组 ＨＳＣｓ 活化、增殖（Ｐ ＜ ０. ０１）；与模型组比较，
ＭＥＬ 可以抑制 ＨＳＣｓ 增殖（Ｐ ＜ ０. ０１）。 见表 １。

表 １　 ＭＥＬ 对激活的 ＨＳＣｓ增殖的影响（ｎ ＝ ９，�ｘ ± ｓ）

组别 ＯＤ４５０ 抑制率（％ ） Ｆ 值 Ｐ 值

对照 １． ７２７ ± ０． ０７８ －
模型 １． ８７８ ± ０． ０６５∗∗ －
ＭＥＬ
　 １． ０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ １． ６７４ ± ０． ０４０＃＃ １１． ９８５
　 １． ０ μｍｏｌ ／ Ｌ １． ４０７ ± ０． ０５９＃＃ ３１． ７８７
　 ０． １ ｍｍｍｏｌ ／ Ｌ １． ３０７ ± ０． ００９＃＃ ３９． １９６ １４３． ４ ＜ ０． ０１

　 　 与对照组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；与模型组比较：＃＃Ｐ ＜ ０. ０１

２． ２　 ＭＥＬ 对 ＰＤＧＦ⁃ＢＢ 激活的 ＨＳＣｓ ＬＣ３ｂ 蛋白

的影响 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示模型组 ＨＳＣｓ 中

ＬＣ３ｂ 蛋白表达水平相对于对照组明显增加（Ｐ ＜
０. ０５）；相对于模型组，在 ＭＥＬ 干预的处理组中，
ＬＣ３ｂ 蛋白表达水平显著降低（Ｐ ＜ ０. ０５）。 见图 １。
２． ３ 　 ＭＥＬ 对 ＰＤＧＦ⁃ＢＢ 激活的 ＨＳＣｓ α⁃ＳＭＡ 蛋

白的影响 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示模型组 ＨＳＣｓ 中

α⁃ＳＭＡ 蛋白表达水平相对于对照组明显增加（Ｐ ＜
０. ０５）；相对于模型组，在 ＭＥＬ 干预的处理组中，α⁃
ＳＭＡ 蛋白表达水平显著降低（Ｐ ＜ ０. ０５；Ｐ ＜ ０. ０１）。
见图 ２。
２． ４　 ＭＥＬ 对 ＰＤＧＦ⁃ＢＢ 激活的 ＨＳＣｓ ＬＣ３ｂ ｍＲ⁃
ＮＡ 表达水平的影响 　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 结果显示模型组

ＨＳＣｓ 中 ＬＣ３ｂ ｍＲＮＡ 表达水平相对于对照组显著

增加（Ｐ ＜ ０. ０１）；相对于模型组，在 ＭＥＬ 干预的处

理组中， ＬＣ３ｂ ｍＲＮＡ 表达水平显著降低 （ Ｐ ＜
０. ０１）。 见图 ３。
２． ５　 ＭＥＬ对 ＰＤＧＦ⁃ＢＢ激活的ＨＳＣｓ α⁃ＳＭＡ ｍＲＮＡ

图 １　 ＭＥＬ 对 ＬＣ３ｂ 蛋白表达的影响

　 　 Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＨＳＣｓ 中 ＬＣ３ｂ 蛋白水平表达；Ｂ：各组 ＨＳＣｓ
中 ＬＣ３ｂ 蛋白的表达；１：对照组；２：模型组；３：ＭＥＬ 低剂量组；４：ＭＥＬ

中剂量组；５：ＭＥＬ 高剂量组；与对照组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５；与模型组比

较：＃Ｐ ＜ ０. ０５

图 ２　 ＭＥＬ 对 α⁃ＳＭＡ 蛋白表达的影响

　 　 Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＨＳＣｓ 中 α⁃ＳＭＡ 蛋白水平表达；Ｂ：各组

ＨＳＣｓ 中 α⁃ＳＭＡ 蛋白的表达；１：对照组；２：模型组；３：ＭＥＬ 低剂量组；
４：ＭＥＬ 中剂量组；５：ＭＥＬ 高剂量组；与对照组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５；与模

型组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５，＃＃Ｐ ＜ ０. ０１

表达水平的影响　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 结果显示模型组 ＨＳＣｓ
中 α⁃ＳＭＡ ｍＲＮＡ 表达水平相对于对照组明显增加
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（Ｐ ＜ ０. ０５）；相对于模型组，在 ＭＥＬ 干预的处理组

中 α⁃ＳＭＡ ｍＲＮＡ 表达水平显著降低（Ｐ ＜ ０. ０１）。
见图 ４。

图 ３　 ＭＥＬ 对 ＬＣ３ｂ ｍＲＮＡ 表达的影响

　 　 １：对照组；２：模型组；３：ＭＥＬ 低剂量组；４：ＭＥＬ 中剂量组；５：
ＭＥＬ 高剂量组；与对照组比较：∗∗ Ｐ ＜ ０. ０１；与模型组比较：＃＃ Ｐ ＜
０. ０１

图 ４　 ＭＥＬ 对 α⁃ＳＭＡ ｍＲＮＡ 表达的影响

　 　 １：对照组；２：模型组；３：ＭＥＬ 低剂量组；４：ＭＥＬ 中剂量组；５：
ＭＥＬ 高剂量组；与对照组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５；与模型组比较：＃＃Ｐ ＜ ０. ０１

２． ６　 ＭＥＬ 对 ＰＤＧＦ⁃ＢＢ 激活的 ＨＳＣｓ 自噬溶酶体

的影响　 图 ５Ａ 双核膜结构清晰，核周隙正常，核内

染色质未见明显凝集。 胞质内可见少量自噬溶酶

体。 图 ５Ｂ 双核膜结构清晰，核周隙正常，核内染色

质未见凝集，胞质内可见大量自噬溶酶体。 图 ５Ｃ
双核膜结构清晰，核周隙正常，核内染色质可见轻度

边集化。 胞质内可见少量自噬溶酶体。 图 ５Ｄ 双核

膜结构清晰，核周隙正常，核内染色质未见明显凝

集，胞质内自噬溶酶体数量显著降低。

图 ５　 各组 ＨＳＣｓ超微结构 × ５０ ０００
Ａ：对照组；Ｂ：模型组；Ｃ：ＭＥＬ 中剂量组；Ｄ：ＭＥＬ 高剂量组

　 　 透射电镜结果显示模型组 ＨＳＣｓ 中自噬溶酶体

相对于对照组明显增加（Ｐ ＜ ０. ０５）；相对于模型组，
在 ＭＥＬ（１ μｍｏｌ ／ Ｌ； ０. １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）干预的处理组中自

噬溶酶体显著减少（Ｐ ＜ ０. ０１），与模型组比较，ＭＥＬ
（１ ｎｍｏｌ ／ Ｌ）差异无统计学意义。 见图 ６。

图 ６　 ＭＥＬ 对自噬溶酶体数量表达的影响

　 　 １：对照组；２：模型组；３：ＭＥＬ 中剂量组；４：ＭＥＬ 高剂量组；与对

照组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５；与模型组比较：＃＃Ｐ ＜ ０. ０１

３　 讨论

　 　 肝纤维化是多种慢性肝病引起的病理过程，肝
硬化是 ＨＦ 的最终结局，并伴随多种并发症及肝功

能紊乱，具有很高的病死率［６］。 近年来，相关研
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究［７］ 表明，ＨＦ 甚至是早期肝硬化是可以逆转的。
相关研究［８］表明，ＨＳＣｓ 是 ＥＣＭ 形成的主要来源，且
ＨＳＣｓ 激活转化为肌成纤维细胞是 ＨＦ 发生发展的

中心环节。 ＨＳＣｓ 的激活伴有 ＮＦ⁃ｋｂ 转录因子的激

活及 ｃｙｍｂ 基因表达增强，而 ｃｙｍｂ 蛋白可结合 α⁃
ＳＭＡ 基因调控区，表达 α⁃ＳＭＡ。 所以 α⁃ＳＭＡ 作为

ＨＳＣｓ 活化的主要标志物，与 ＨＳＣｓ 活化的程度及数

量呈正相关［９］。 ＣＣＫ⁃８ 实验目前是一种方便、快速

和准确的细胞代谢活性评估工具，可以用于定量评

估细胞增殖和存活率。 该实验采用 ＨＳＣ⁃Ｔ６ 进行体

外培养，用 ＰＤＧＦ⁃ＢＢ 激活 ＨＳＣｓ，通过 ＣＣＫ⁃８ 和有关

分子生物学实验，从细胞和分子水平表明，ＨＳＣｓ 数

量和活性明显增强，ＨＳＣｓ α⁃ＳＭＡ 蛋白质、ｍＲＮＡ 表

达水平明显增高，说明 ＰＤＧＦ⁃ＢＢ 已活化 ＨＳＣｓ，为后

续实验提供了基础。
　 　 自噬是真核细胞中广泛存在的一种代谢过程。
正常细胞中，胞内衰老的细胞器及其他结构被自噬

体吞噬并转运至线粒体进行 β 氧化，提供能量。 微

管相关蛋白 １ 轻链 ３（ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ １
ｌｉｇｈｔ ｃｈａｉｎ ３，ＬＣ３） ／ Ａｔｇ８ 是目前研究中被最广泛使

用的分子标志物。 它参与了自噬体膜的形成，包括

可相互转化的两种形式 ＬＣ３ Ⅰ和 ＬＣ３ Ⅱ。 新合成

的 ＬＣ３ 经过加工形成可溶形式的 ＬＣ３ Ｉ，后者经过

泛素化加工修饰，与自噬体膜结合，成为膜结合形式

的 ＬＣ３ Ⅱ［１０］。 因而 ＬＣ３ Ⅱ的含量或者 ＬＣ３ Ⅱ ／ ＬＣ３
Ⅰ的比例与自噬体的数量呈正相关，在某种程度上

反映了细胞的自噬活性。 自噬的关键是自噬小体的

形成，在透射电镜观察到自噬小体结构是检测自噬

的金标准。
　 　 研究［１］表明，自噬与 ＨＦ 发生发展有关，但其与

ＨＳＣｓ 关系不甚清楚。 正常情况下，ＨＳＣｓ 处于静息

或者未激活状态，胞质中聚集着包含视黄醇和三酰

甘油的脂滴［９］。 当存在损伤因子的刺激时，ＨＳＣｓ 中
的脂滴会被自噬过程所识别，随之被溶酶体降解，释
放游离脂肪酸［１１］，后者为 ＨＳＣｓ 转化为肌成纤维细

胞提供能量来源，进而释放促纤维化因子，如 α⁃
ＳＭＡ 和胶原蛋白［４］。 上述研究表明脂滴的降解与

ＨＳＣｓ 的激活有密切的关系。 有体内研究［１２］ 表明，
抑制自噬可以引起脂滴在 ＨＳＣｓ 胞质内聚集，ＨＳＣｓ
处于沉默状态，并且能减弱 ＨＦ。 该实验结果显示，
ＰＤＧＦ⁃ＢＢ 处理后活化的 ＨＳＣｓ ＬＣ３ｂ 蛋白质、ｍＲＮＡ
表达水平明显增高，初步说明 ＨＳＣｓ 自噬水平上调。
进一步采用透射电镜对 ＰＤＧＦ⁃ＢＢ 激活的 ＨＳＣｓ 进

行超微结构分析，显示其自噬溶酶体数量显著增加，

提示 ＰＤＧＦ⁃ＢＢ 激活的 ＨＳＣｓ 自噬水平明显上调。
　 　 ＭＥＬ 是一种具有多种生理功能的内源性激素，
特别是其抗氧化作用，已被证明能够通过调节多条

信号通路来抑制 ＨＦ 的发展，包括影响 ＥＣＭ 的合成

和降解［１３］。 该课题组前期体内实验［６］表明 ＭＥＬ 能

抑制肝纤维化，同时下调自噬水平。 在此基础上，该
研究进一步探讨在 ＰＤＧＦ⁃ＢＢ 激活的 ＨＳＣｓ 中，ＭＥＬ
抑制 ＨＳＣｓ 增殖与抑制自噬水平是否相关。 该研究

结果显示，ＰＤＧＦ⁃ＢＢ 处理的 ＨＳＣｓ 中，细胞增殖和活

性明显增强， α⁃ＳＭＡ、ＬＣ３ｂ 蛋白质、ｍＲＮＡ 表达明

显增强，细胞内自噬溶酶体数量明显增加，说明

ＰＤＧＦ⁃ＢＢ 能活化 ＨＳＣｓ，同时上调自噬水平，而经

ＭＥＬ 处理后，ＨＳＣｓ 增殖被抑制，其内 α⁃ＳＭＡ、ＬＣ３ｂ
蛋白质、ｍＲＮＡ 表达水平明显下降，ＨＳＣｓ 内自噬溶

酶体数量显著减少，说明 ＭＥＬ 能抑制 ＨＳＣｓ 活化且

下调其自噬水平。 因此，ＭＥＬ 可以抑制 ＨＳＣｓ 的活

化，其机制可能与 ＭＥＬ 下调 ＨＳＣｓ 的自噬水平相

关，这为治疗 ＨＦ 提供了新的临床思路。 但该实验

仅为初步研究，有待于进一步深入研究。 研究［１４］ 表

明自噬参与 ＨＦ 的通路主要有 ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄｓ 通路，
Ｐ１３Ｋ ／ ＡＫＴ ／ ｍＴＯＲ 信号通路，ＲＡＦ ／ ＭＥＫ ／ ＥＲＫ 信号

通路，但其确切的作用和功能机制有待进一步研究。
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ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ＬＣ３ｂ ａｎｄ α⁃ＳＭＡ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ （ａｌｌ Ｐ ＜
０. ０５）， ａｎｄ ＬＣ３ｂ ｍＲＮＡ ａｎｄ α⁃ＳＭＡ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０. ０５， Ｐ
＜ ０. ０１）． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ＭＥＬ ｃｏｕｌｄ ｉｎｈｉｂｉｔ ｓｕｃｈ ｅｆｆｅｃｔｓ （ＬＣ３ｂ： Ｐ ＜ ０. ０５，Ｐ ＜ ０. ０１； α⁃ＳＭＡ：
Ｐ ＜ ０. ０１）． Ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ （ＴＥＭ） ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ａｕｔｏｐｏｌｙｓｏ⁃
ｓｏｍｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０. ０５）． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ａｕｔｏｐｏｌｙｓｏｓｏｍｅ ｓｉｇｎｉｆｉ⁃
ｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ＭＥＬ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０. ０１）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｔｈｅ ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｌｅｖｅｌ ｃａｎ ｐｒｏ⁃
ｍｏｔｅ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｅｐａｔｉｃ ｓｔｅｌｌａｔｅ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ｈｅｐａｔｉｃ ｓｔｅｌｌａｔｅ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｂｙ ＭＥＬ ｍａｙ ｂｅ
ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｌｅｖｅｌ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ　 ｍｅｌａｔｏｎｉｎ； ｌｉｖｅｒ ｃｉｒｒｈｏｓｉｓ； ｈｅｐａｔｉｃ ｓｔｅｌｌａｔｅ ｃｅｌｌｓ； ａｕｔｏｐｈａｇｙ； ＰＤＧＦ⁃ＢＢ
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