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摘要 目 的 探 究 褪 黑 素 对 血 小 板 源 性 生 长 因 子 BB
( PDGF-BB) 激活的肝星状细胞( HSCs) 自噬作用的影响。方

法 HSCs( HSC-T6 ) 被分为 5 组: 对照组、模型组和实验组

( 分为 3 组: 褪黑素 1 nmol /L、1 μmol /L 和 0. 1 mmol /L 组) ，

培养 24 h 贴壁后以无血清培养基培养，模型组及不同实验

组加入血小板源性生长因子( PDGF-BB) ，实验组加入不同

浓度的褪黑素，培养 48 h。MTT 检测褪黑素对 HSCs 增殖的

影响; Western blot 检测 PDGF 及褪黑素对 HSCs 自噬的作

用。结果 相对于实验组，褪黑素能抑制 HSCs 的增殖( P ＜
0. 05) 。PDGF-BB 能明显上调 HSCs α 平滑肌肌动蛋白( α-
SMA) 、Beclin1、微管相关蛋白 1 轻链 3Ⅱ型( LC3Ⅱ) 及血小

板衍生生长因子受体( PDGFＲ) 的表达，与模型组相比，褪黑

素能抑制 HSCs α-SMA、Beclin1、LC3Ⅱ及 PDGFＲ 的表达( P
＜ 0. 05 ) 。结论 褪黑素可抑制 HSCs 的活化，可能通过抑

制 HSCs 内自噬表达发挥作用。
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肝纤维化( hepatic fibrosis，HF) 是肝脏对多种慢

性损伤后的共同病理阶段，最终发展为肝硬化甚至

肝癌［1 － 2］。目前临床上尚无很有效治疗措施。研

究［3］表明，肝纤维化是可以逆转的。肝星状细胞

( hepatic stellate cell，HSCs) 在肝纤维化发展中起到

关键作用［4］。研究［5］表明，PDGF 是最强致炎因子

之一，PDGF-BB 及其受体在 HSCs 激活中起到关键

作用。自噬是一种代谢过程，可维持细胞正常功能。
研究［6］表明，自噬可激活 HSCs，导致肝纤维化。褪

黑素是松果体分泌的一种活性物质。课题组前期研

究［7 － 9］表明褪黑素对四氯化碳所致肝纤维化大鼠具

有保护作用，其机制可能与抑制 TGF-β1 /Smad 信号

通路及抑制 HSCs 的增殖有关。该课题通过研究

HSCs 自噬水平及褪黑素干预，进一步探究褪黑素抗

纤维化作用。

1 材料与方法

1． 1 实验细胞及试剂 HSCs 系( HSC-T6) ( 南京凯

基生物科技发展有限公司) ; 褪黑素( 美国 Sigma 公

司) ; PDGF-BB ( 美国 PeproTech 公司) ; DMEM 高糖

培养基( 南京 Wisent 生物公司) ; 胎牛血清( 杭州四

季青生物公司) ; MTT( 美国 Sigma 公司) ; 抗 α 平滑

肌肌动蛋白( α-smooth muscle actin，α － SMA) 抗体

( 北京博奥森生物技术有限公司) ; 抗 Beclin1 抗体、
抗微管相关蛋白 1 轻链 3 ( microtubule － associated
protein 1 light chain － 3，LC3 ) 抗体( 美国 Abcam 公

司) ; 抗 β-actin 抗 体 ( 武 汉 三 鹰 生 物 技 术 有 限 公

司) ; DMSO、PMSF、青 霉 素 /链 霉 素、胰 酶 消 化 酶、
BCA 试剂盒、PVDF 膜( 上海碧云天生物技术有限公

司) 。
1． 2 细胞培养 HSC-T6 细胞培养于含 10% 胎牛

血清、1% 青霉素 /链霉素的 DMEM 培养基中，置于

37 ℃、5% CO2 恒温培养箱内培养，每隔 24 h 换液，

待细胞融合至 70% ～80% 时传代，并取对数生长期

细胞进行相关实验。按实验需求，将细胞分为 5 组，

即: 模型组及实验组( 3 组) 加入 PDGF-BB ( 10 ng /
ml) ［10］，实 验 组 分 别 加 入 不 同 浓 度 的 褪 黑 素 ( 1
nmol /L、1 μmol /L、0. 1 mmol /L) 。对照组加入等量

PBS。
1． 3 MTT 实验 取对数生长期 HSC-T6 细胞，经

胰酶消化后，置于 DMEM 重悬，调整细胞浓度为 5 ×
103 个 /孔，接种于 96 孔板内，每孔 200 μl。分为 5
组: 对照 组、模 型 组、实 验 组 ( 褪 黑 素 1 nmol /L、1
μmol /L、0. 1 mmol /L 组) ，于 37 ℃、5% CO2 恒温培

养箱内培养 24 h 后，更换为无血清培养基培养，除

对照组外，其余各组均加入 PDGF-BB( 10 ng /ml) 作

用 30 min，后在实验组分别加入相应浓度的褪黑素，

对照组加入等体积的 PBS。药物作用 48 h 后弃去

上清液，加入 MTT( 5 mg /ml) 作用 4 h。后弃去上清

液，每孔加入 150 μl DMSO，将 96 孔培养板置于摇
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床上震荡 10 min，用酶标仪检测 490 nm 波长处各孔

吸光度( optical density，OD) 值。
1． 4 Western blot 实验 取对数生长期 HSC-T6 细

胞消化后接种于培养瓶，恒温培养箱内培养 24 h
后，除对照组外，其余各组均加入 PDGF-BB( 10 ng /
ml) 作用 30 min，在实验组加对应浓度的褪黑素，对

照组加等体积 PBS。作用 48 h 后提取总蛋白，利用

BCA 法予以蛋白定量，取 10 μl 样品上样电泳，10%
SDS 聚丙烯酰胺凝胶电泳( SDS-PAGE) 分离后，转

移到 PVDF 膜，5% 脱脂牛奶室温封闭 2 h ，用 PBS
洗 5 min × 3 次，加抗 α-SMA、Beclin1、LC3、血小板衍

生生长因子受体-β ( platelet derived growth factor re-
ceptor-β，PDGFＲ-β) 一抗( 1 ∶ 2 000 ) ，抗 β-actin 一

抗( 1 ∶ 3 000 ) ，置于 4 ℃ 冰箱过夜，次日室温孵育

30 min 后用 PBST 洗涤 10 min × 3 次，加二抗( 1 ∶
80 000) ，室温孵育 1. 5 h 后，用 PBST 洗涤 10 min
× 3 次，加 ECL 显色液显影。β-actin 作为内参，用

IPWIN 6. 0 软件分析结果，蛋白表达水平以目的蛋

白 /β-actin 的平均灰度比值表示。
1． 5 统计学处理 采用 SPSS 16. 0 软件进行分析，

各组实验重复 3 次以上，计量资料以 珋x ± s 表示，多

组之间比较采用单因素方差分析( One-way analysis
of variances，ANOVA) 。P ＜ 0. 05 为差异有统计学意

义。

2 结果

2． 1 褪黑素对 PDGF-BB 激活的 HSC-T6 细胞增

殖的影响 MTT 结果显示，与对照组相比，PDGF-
BB 激活了 HSCs，促进其增殖，差异有统计学意义

( P ＜ 0. 01) 。与对照组相比，褪黑素可抑制 HSCs 的

增殖。见表 1。

表 1 褪黑素对 PDGF-BB 激活的 HSC-T6 细胞

增殖的影响( n = 9，珋x ± s)

组别 OD490
抑制率

( % )
F 值 P 值

对照组 0． 696 ± 0． 047 － － －
模型组( 10 ng /ml) 0． 869 ± 0． 056＊＊ － － ＜ 0． 001
治疗组

1． 0 nmol /L 0． 788 ± 0． 026## 9． 278 － ＜ 0． 001
1． 0 mmol /L 0． 710 ± 0． 026## 18． 287 － ＜ 0． 001
0． 1 mmol /L 0． 645 ± 0． 045## 25． 803 39． 017 ＜ 0． 001

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

2． 2 褪黑素对 HSC-T6 细胞 α-SMA 表达的影响

Western blot 结果显示，相对于对照组，PDGF-BB

激活的 HSC-T6 细胞 α-SMA 表达水平增高，差异有

统计学意义( F = 13. 954，P ＜ 0. 05 ) ; 而相对于模型

组，褪黑素可降低 HSC-T6 细胞 α-SMA 的表达( F =
13. 954，P ＜ 0. 05) 。见图 1。

图 1 褪黑素对 α-SMA 表达的影响

A: 对照组; B: 模型组; C: 褪黑素 1 nmol /L 组; D: 褪黑素 1 μmol /

L 组; E: 褪黑素 0. 1 mmol /L 组; 与对照组比较: * P ＜ 0. 05; 与模型组

比较: #P ＜ 0. 05，##P ＜ 0. 01

2． 3 褪黑素对 HSC-T6 细胞 Beclin1、LC3Ⅱ蛋白

表达的影响 Western blot 结果显示，在 PDGF-BB
激活的 HSC-T6 细胞中，Beclin1 蛋白和 LC3Ⅱ蛋白

表达 水 平 相 对 于 对 照 组 明 显 增 加 ( F = 6. 205、
48. 283，P ＜ 0. 05) ; 相对于模型组，在褪黑素干预的

各治疗组中，Beclin1 蛋白和 LC3Ⅱ蛋白表达显著减

低( F = 6. 205、48. 283，P ＜ 0. 05) 。见图 2。
2． 4 褪黑素对 HSC-T6 细胞 PDGFＲ 表达的影响

Western blot 结果显示，在 PDGF-BB 激活的 HSC-
T6 细胞中，PDGFＲ 表达相对于对照组显著增高( F
= 18. 848，P ＜ 0. 01) ; 相对于模型组，褪黑素干预的

HSC-T6 细胞中，PDGFＲ 表达明显降低( F = 18. 848，

P ＜ 0. 05) 。见图 3。

3 讨论

肝纤维化是肝脏受到慢性损伤时产生多种炎症

介质，激活 HSCs，产生大量细胞外基质的病理过程。
该过程中，肝实质细胞被纤维组织所替代，最终发展

为肝硬化，甚至肝癌，严重威胁人类健康。相关研

究［3］表明，肝纤维化发生发展过程中，经适当的干

预 ，其病理过程可被阻止，甚至逆转。因此，积极开
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图 2 褪黑素对 Beclin1 蛋白及 LC3Ⅱ蛋白表达的影响

A: 对照组; B: 模型组; C: 褪黑素 1 nmol /L 组; D: 褪黑素 1 μmol /
L 组; E: 褪黑素 0. 1 mmol /L 组; 与对照组比较: * P ＜ 0. 05，＊＊ P ＜
0. 01; 与模型组比较: #P ＜ 0. 05，##P ＜ 0. 01

发安全有效的抗肝纤维化药物有重要的临床意义。
褪黑素具有抗炎抗氧化作用，同时也有抗纤维

化作用。Lebda et al［11］结果显示，褪黑素可抑制炎

症介质的分泌、对抗氧化应激、抑制纤维化进程等，

从而起到抗肝纤维化作用。González-Fernández et
al［12］研究表明，褪黑素具有抗纤维化作用，可能与

抑制鞘氨醇激酶 1-1-磷酸鞘氨醇( SphK1-S1P) 信号

通路有关。此外，本课题组前期研究［7 － 9］表明，褪黑

素具有抗纤维化作用，可能与其抗氧化、抑制 TGF-
β /Smad 信 号 通 路 有 关。本 实 验 通 过 体 外 培 养

HSCs，以 PDGF-BB 激活及褪黑素干预，通过 MTT 法

及 Western blot 法检测 HSCs 增殖、激活及其自噬表

达水平，结果表明，褪黑素可抑制 HSCs 增殖及激

活，可能是通过抑制 HSCs 内自噬水平发挥作用。
HSCs 是一种间质细胞，存在于肝脏狄氏间隙。

正常情况下，HSCs 处于静止状态; 但当肝脏受到损

伤产生炎症介质时，如 TGF-β、PDGF 等，HSCs 被激

活，转 化 为 肌 成 纤 维 样 细 胞 ( myofibroblast cells，
MFC) ，分泌大量细胞外基质，进而促使肝纤维化的

发展。其中，α-SMA 是 HSCs 激活的标志。目前，一

些研究将抑制 HSCs 的激活作为抑制肝纤维化的靶

点。本实验结果表明褪黑素可能通过抑制 HSCs 的

激活和增殖发挥抗肝纤维化作用。

图 3 褪黑素对 PDGFＲ 蛋白表达的影响

A: 对照组; B: 模型组; C: 褪黑素 1 nmol /L 组; D: 褪黑素 1 μmol /

L 组; E: 褪黑素 0. 1 mmol /L 组; 与对照组比较: ＊＊P ＜ 0. 01; 与模型

组比较: #P ＜ 0. 05，##P ＜ 0. 01

自噬是广泛存在于人体的一种代谢过程。人体

的衰老细胞器、内膜等被自噬体吞噬，转运至线粒

体，维持细胞新陈代谢。有研究［13］表明，自噬可促

进 HSCs 的激活，导致肝纤维化。静息状态下，HSCs
中含有大量脂滴及维生素 A，为 HSCs 未被激活的

标志。而在 HSCs 被激活时，细胞内的自噬体可吞

噬脂滴，转运至线粒体进行 β 氧化，为 HSCs 的活化

及其分泌大量胶原蛋白等提供能量。Shen et al［14］

试验结果表明，虾青素可抑制 HSCs 的活化，其作用

机制可能与虾青素抑制 HSCs 内自噬的水平有关。
本实验结果表明，褪黑素可能通过抑制 HSCs 内自

噬水平从而抑制其激活及增殖。
在 HSCs 激活过程中，PDGF-BB /PDGFＲ-β 信号

通路扮演重要角色。PDGF-BB 与其受体 PDGFＲ-β
结合，启动该信号通路，诱导肝纤维化的发展。且在

慢性肝损伤中，PDGF-BB 和 PDGFＲ-β 的表达相对

于正常肝组织明显增加［15］。有研究［10］表明，PDGF-
BB 能激活 HSCs 并促进其增殖。本实验结果表明，
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褪黑素干预可能通过抑制 PDGF-BB /PDGFＲ-β 信号

通路而抑制 HSCs 激活及增殖。
综上所述，本实验利用 PDGF-BB 激活 HSCs，结

果显示，PDGF-BB 能激活 HSCs、促进其增殖，该作

用可能与 PDGF-BB 启动 PDGF-BB /PDGFＲ-β 信号

通路，上调 HSCs 的自噬水平有关; 而褪黑素可抑制

HSCs 的 激 活 及 增 殖，其 机 制 可 能 与 褪 黑 素 抑 制

PDGF-BB /PDGFＲ-β 信号通路，进而抑制 HSCs 内自

噬水平有关。这为肝纤维化的治疗提供新的思路。
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Effect of melatonin on autophagy in PDGF-BB induced
activated hepatic stellate cells

Jie Lei，Hong Ｒutao，Zhang Yujie
( Dept of Gastroenterology，The First Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230022)

Abstract Objective To investigate the effect of melatonin on autophagy induced by platelet derived growth factor-
BB( PDGF-BB) in hepatic stellate cells． Methods The HSC-T6 cells were divided into five groups: control group，

model group and experimental groups ( three groups，concentration of melatonin of 1 nmol /L，1 μmol /L and 0. 1
mmol /L) ． After being cultured for 24 h，they were replaced with FBS-free medium and treated with PDGF-BB ( 10
ng /ml) excepted the control group，and different concentrations( 1 nmol /L，1 μmol /L and 0. 1 mmol /L) were add-
ed immediately in three expremental groups． After incubation for 48 h，MTT assay was performed to assess the pro-
liferation of hepatic stellate cells，Western blot were performed to assess the levels of autophagy． Ｒesults Compa-
ring with the model group，melatonin could inhibit the proliferation of hepatic stellate cells( P ＜ 0. 05) ． Additional-
ly，in PDGF-BB treated group，the levels of α-smooth muscle actin ( α-SMA) ，Beclin1，microtubule － associated
protein 1 light chain-3Ⅱ( LC3Ⅱ) ，platelet derived growth factor receptor( PDGFＲ) were up-regulated，which were
down-regulated after administration of melatonin ( P ＜ 0. 05 ) ． Conclusion Melatonin can alleviate the activation
of hepatic stellate cells，which may relate to the level of autophagy．
Key words hepatic fibrosis; hepatic stellate cells; melatonin; autophagy; platelet derived growth factor

·0861· 安徽医科大学学报 Acta Universitatis Medicinalis Anhui 2018 Nov; 53( 11)


