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RhoA/ROCK信号转导通路介导
高糖诱导的大鼠肝星状细胞的
增殖和胶原合成
李贵芝1, 刘莎1,2, 张艳1,3, 周红1（1.河北医科大学第二医院 内分泌科，石家庄 050000；2.河北医科大学第三

医院 超声科，石家庄 050000；3.衡水市哈励逊医院 内分泌科，河北 衡水 053000）

摘要：目的 探讨RhoA/ROCK信号转导通路在高糖诱导大鼠肝星状细胞（hepatic stellate 
cell，HSC）增殖和胶原合成中的作用。方法 将SD大鼠肝星状细胞株HSC-T6在1640
培养基中培养24 h，实验设置对照组（含5.5 mmol/L葡萄糖）、高糖组（含25 mmol/L
葡萄糖）、高渗透压组（5.5 mmol/L葡萄糖 + 19.5 mmol/L甘露醇）、高糖 + 法舒地

尔（12.5 μmol/L、25 μmol/L、50 μmol/L）组。采用MTS法检测细胞增殖率；采用羟

脯氨酸（hydroxyproline，Hyp）试剂盒测定细胞上清中Hyp水平；采用实时荧光定

量聚合酶链式反应（real-time fluorescence quantitative polymerase chain reaction，FQ- 
PCR）测定Ⅰ和Ⅲ型前胶原mRNA的相对表达量；采用Western blot检测肌球蛋白磷

酸酶靶亚基1（myosin phosphatase target subunit 1，MYPT1）、细胞外信号调节激酶

（extracellular signal-regulated kinase，ERK）、c-Jun氨基末端激酶（c-Jun N-terminal 
kinases，JNK）和p38MAPK的磷酸化和总体水平。结果 与对照组相比，高糖组MYPT1
（0.270 ± 0.007 vs 0.090 ± 0.008，P ＜ 0.001）、ERK（0.851 ± 0.027 vs 0.175 ± 0.038，
P ＜ 0.001）、JNK（0.869 ± 0.037 vs 0.488 ± 0.022，P ＜ 0.001）和p38MAPK（0.498 ± 
0.020 vs 0.144 ± 0.011，P ＜ 0.001）磷酸化水平显著增高，HSC增殖率（A值）（2.372 ± 
0.098 vs 1.588 ± 0.087，P ＜ 0.001）和Hyp水平（27.924 ± 1.069 vs 17.643 ± 0.112，P ＜ 
0.001）显著增高，Ⅰ型前胶原mRNA（2.783 ± 0.167 vs 1.004 ± 0.008，P ＜ 0.001）和

Ⅲ型前胶原mRNA（4.958 ± 0.143 vs 1.098 ± 0.014，P ＜ 0.001）表达显著上调。与高

糖组相比，高糖+法舒地尔（25 μmol/L、50 μmol/L）组MYPT1（0.110 ± 0.007，P ＜ 
0.001；0.101 ± 0.006，P ＜ 0.001）、ERK（0.473 ± 0.025，P ＜ 0.001；0.223 ± 0.031，
P ＜ 0.001）、JNK（0.688 ± 0.024，P = 0.019；0.576 ± 0.035，P ＜ 0.001）和p38MAPK
（0.350 ± 0.021，P = 0.012；0.305 ± 0.015，P = 0.019）磷酸化水平显著降低，HSC增
殖率（A值）（1.819 ± 0.104，P ＜ 0.001；1.613 ± 0.103，P ＜ 0.001）和Hyp水平（21.430 ± 
0.714，P ＜ 0.001；18.574 ± 0.825，P ＜ 0.001）显著降低，Ⅰ型前胶原mRNA（1.580 ± 
0.154，P ＜ 0.001；1.167 ± 0.157，P ＜ 0.001）和Ⅲ型前胶原mRNA（3.166 ± 0.073，
P ＜ 0.001；2.524 ± 0.085，P ＜ 0.001）表达显著下调。高糖+法舒地尔12.5 μmol/L
组MYPT1、ERK、JNK和p38MAPK磷酸化水平及Hcy水平均显著高于高糖+法舒地尔                                             
25 μmol/L组和高糖+法舒地尔50 μmol/L组（P均＜ 0.001），高糖+法舒地尔25 μmol/L
组显著高于高糖+法舒地尔50 μmol/L组（P均＜ 0.001）。结论 RhoA/ROCK信号转导通

路可能通过激活下游的MAPKs介导了高糖诱导的肝HSC的增殖和胶原合成，ROCK可

能是防治糖尿病肝纤维化的新靶点。
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RhoA / ROCK signaling transduction pathway mediates high-glucose-induced 
proliferation of hepatic stellate cell and synthesis of collagen in rats
Li Guizhi1, Liu Sha1,2, Zhang Yan1,3, Zhou Hong1 (1.Department of Endocrinology, the Second Hospital 
of Hebei Medical University, Shijiazhuang 050000, China; 2.Department of Ultrasonography, 
the Third Hospital of Hebei Medical University, Shijiazhuang 050000, China; 3.Department of 
Endocrinology, Hengshui Harrison Hospital, Hengshui 053000, Hebei Province, China)
Abstract: Objective To investigate the role of RhoA/ROCK signaling transduction pathway 
on high-glucose-induced proliferation of hepatic stellate cell (HSC) and synthesis of collagen 
in rats. Methods HSC-T6 cells of SD rats were cultured in 1640 medium for 24 h and divided 
into control group (5.5 mmol/L D-glucose), high-glucose group (25 mmol/L D-glucose), high 
osmotic pressure group (5.5 mmol/L D-glucose + 19.5 mmol/L mannose) and high-glucose +
fasudil group (12.5 μmol/L, 25 μmol/L, 50 μmol/L). Proliferation of HSC was measured 
by MTS assay. Level of hydroxyproline (Hyp) in the cell supernatant was determined by 
Hyp kit. The expression of type Ⅰ and Ⅲ procollagen mRNA were determined by real-
time fluorescence quantitative polymerase chain reaction. Western blot was used to evaluate 
the phosphorylation of myosin phosphatase target subunit 1 (MYPT1), extracellular signal-
regulated kinase (ERK), c-Jun N-terminal kinases (JNK) and p38mitogen-activated protein 
kinase (p38MAPK). Results Compared with control group, phosphorylation level of MYPT1 
(0.270 ± 0.007 vs 0.090 ± 0.008, P ＜ 0.001), ERK (0.851 ± 0.027 vs 0.175 ± 0.038, P ＜ 0.001), 
JNK (0.869 ± 0.037 vs 0.488 ± 0.022, P ＜ 0.001) and p38MAPK (0.498 ± 0.020 vs 0.144 ± 0.011,          
P ＜ 0.001) in high-glucose group increased significantly, proliferation of HSC (A value) (2.372 ±
0.098 vs 1.588 ± 0.087, P ＜ 0.001) and Hyp level (27.924 ± 1.069 vs 17.643 ± 0.112, P ＜ 
0.001) increased significantly and expression of type Ⅰ(2.783 ± 0.167 vs 1.004 ± 0.008,                    
P ＜ 0.001) and type Ⅲ (4.958 ± 0.143 vs 1.098 ± 0.014, P ＜ 0.001) procollagen mRNA 
upregulated significantly. Compared with high-glucose group, phosphorylation level of 
MYPT1 (0.110 ± 0.007, P ＜ 0.001; 0.101 ± 0.006, P ＜ 0.001), ERK (0.473 ± 0.025, P ＜ 
0.001; 0.223 ± 0.031, P ＜ 0.001), JNK (0.688 ± 0.024, P = 0.019; 0.576 ± 0.035, P ＜ 0.001) 
and p38MAPK (0.350 ± 0.021, P = 0.012; 0.305 ± 0.015, P = 0.019) in high-glucose + fasudil 
group (25 μmol/L, 50 μmol/L) decreased significantly, proliferation of HSC (A value) (1.819 ±
0.104, P ＜ 0.001; 1.613 ± 0.103, P ＜ 0.001) and Hyp level (21.430 ± 0.714, P ＜ 0.001; 
18.574 ± 0.825, P ＜ 0.001) decreased significantly and expression of type Ⅰ(1.580 ± 0.154, 
P ＜ 0.001; 1.167 ± 0.157, P ＜ 0.001) and type Ⅲ (3.166 ± 0.073, P ＜ 0.001; 2.524 ± 0.085, 
P ＜ 0.001) procollagen mRNA downregulated significantly. Phosphorylation level of MYPT1 
ERK, JNK and p38MAPK and level of Hcy in high-glucose + fasudil group (12.5 μmol/L)                           
were significantly higher than those in high-glucose + fasudil 25 μmol/L group (all P ＜ 0.001), 
the above indexes in high-glucose + fasudil 25 μmol/L group were significantly higher than 
those in high-glucose + fasudil 50 μmol/L group (all P ＜ 0.001). Conclusions The RhoA/ 
ROCK signaling transduction pathway may mediate the high glucose-induced hepatic HSC 
proliferation and collagen synthesis through the activation of downstream MAPKs, and 
ROCK may be a novel target for the prevention of liver fibrosis in diabetes.
Key words: Hepatic stellate cell; RhoA/ROCK pathway; High glucose; Proliferation; 
Collagen synthesis

糖尿病在我国发病率呈逐年上升趋势，目前已

成为全球性非传染性流行病之一。非酒精性脂肪性

肝病（non-alcoholic fatty liver disease，NAFLD）

影响全世界总人口的25%以上，在2型糖尿病（type 
2 diabetes mellitus，T2DM）患者中发病率较高[1]。

其特点是除外酒精性和其他明确的肝损伤因素所
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致，以肝细胞内的脂肪过度沉积为主要特征的综合

征，分为单纯性脂肪肝（non-alcoholic fatty liver，
NAFL）、非酒精性脂肪性肝炎（non-alcoholic 
steatohepatitis，NASH）以及相关肝纤维化，最终

可进展至肝硬化甚至肝细胞癌[2]。其发病与2型糖

尿病、肥胖、心血管疾病及慢性肾脏疾病有关[3,4]。

研究表明，T2DM是NAFLD进展的独立危险因素，

可导致不同程度的肝纤维化甚至肝硬化[5,6]。肝星

状细胞（hepatic stellate cell，HSC）的活化、转分

化是纤维化发生发展的核心环节[7]。持续的刺激因

素使HSC激活和增殖，使细胞外基质（extracellular 
matrix，ECM）合成增加，导致ECM合成与降解

不平衡，最终导致肝脏结构与功能的病理变化。

RhoA及其下游效应物Rho激酶（ROCK）调节细胞

的多种生物学功能，包括增殖、分化、凋亡和基因

表达。Fukushima等[8]发现ROCK抑制剂法舒地尔可

抑制肝星状细胞胶原蛋白的生成并增强胶原酶活

性。本研究拟探讨RhoA/ROCK信号转导通路在高

糖诱导的大鼠HSC增殖和胶原合成中的作用。

1 资料与方法

1.1 实验材料  大鼠肝星状细胞株（HSC-T6）购自

英润生物科技有限公司（中国湖南长沙），盐酸法

舒地尔注射液（天津红日药业有限公司），1640
培养基和新生胎牛血清（美国Corning公司），

Trizol和胶原酶（美国Invitrogen公司），MTS试剂

（北京普洛麦格生物技术有限公司），羟脯氨酸

（hydroxyproline，Hyp）试剂盒、BCA蛋白定量

试剂盒（南京建成生物有限公司），兔抗大鼠磷

酸化MYPT1（Thr853）（p-MYPT1）抗体、兔抗

大鼠磷酸化ERK（p-ERK）抗体和兔抗大鼠磷酸化

JNK（p-JNK）抗体及兔抗大鼠磷酸化p38/MAPK14
（T180）（p-p38MAPK）抗体（美国Cell Signaling
公司），兔抗大鼠MYPT1抗体、兔抗大鼠ERK
抗体、兔抗大鼠JNK1/2/3 （T178）抗体和兔抗大

鼠p38MAPK（v318）抗体（美国Bioworld生物公

司），兔抗大鼠GAPDH抗体（美国Santa Cruz公
司）；抗兔IgG Antibody IRDye800二抗和抗鼠IgG 
Antibody IRDye700二抗（美国Rockland公司）；Ⅰ

型和Ⅲ型前胶原引物（上海生工生物工程技术服务

公司合成）。

1.2 实验方法

1.2.1 细胞培养  将HSC-T6细胞以5 × 104/cm2接种

至培养瓶，加入含10%胎牛血清、100 U/ml双抗的

1640培养液4 ml，置于37 ℃、5% CO2培养箱培养

2～3 d。待细胞生长至融合状态时，细胞以1∶4进
行传代，实验应用3～5代细胞。细胞培养传代期间

以1640培养基重悬细胞并进行细胞计数。

1.2.2 MTS法测定HSC增殖  取对数期生长的细胞接

种于96孔板中（每孔细胞数1 × 104）。培养板放置

于5% CO2、37 ℃及饱和湿度下培养过夜，细胞贴壁

后，更换为无血清1640培养基，细胞同步化2 h。后

吸弃各孔培养基，设置为对照组（含5.5 mmol/L葡
萄糖）、高糖组（含25 mmol/L葡萄糖）、高渗透

压组（5.5 mmol/L葡萄糖+ 19.5 mmol/L甘露醇）、

高糖+法舒地尔组（法舒地尔12.5 μmol/L、25 μmol/L、              
50 μmol/L、100 μmol/L），每组设6个复孔。用含

10 %胎牛血清的1640培养基继续培养24 h，培养

结束前的4 h，每孔加入20 μl MTS试剂，置于5% 
CO2、37 ℃培养箱继续培养4 h后终止，在酶联免疫

检测仪上490 nm处测定吸光度（A）值。A值越大，

细胞增殖率越高。

1.2.3 培养基中Hyp含量测定  根据Hyp试剂盒（南京

建成生物有限公司）说明书测定细胞上清中Hyp水
平，用来表示胶原含量。

1.2.4 Real-time PCR测定Ⅰ型和Ⅲ型前胶原基因表达  
取对数期生长的细胞接种于6孔板中，每孔细胞数

1.5 × 105个。分组后培养24 h，收集细胞。使用Trizol
试剂盒提取总RNA。取3 μg RNA逆转录获得单链的

cDNA，应用50 μl反应体系在荧光定量PCR仪上进行

扩增反应，反应条件为：95 ℃预变性10 min；95 ℃
变性15 s，60 ℃退火1 min，共进行30～40个循环。

以GAPDH为内参，引物序列见表1。
1.2.5 Western blot测定蛋白表达  取对数期生长的细

胞接种于6孔板中，每孔细胞数1.5 × 105个。分组

后培养24 h，收集细胞。用冷D-Hanks缓冲液冲洗

细胞后，加入1 ml蛋白裂解液，于预冷离心机中                           

表 1    PCR 引物序列

名称 引物序列 产物大小

Ⅰ型前胶原 上游引物：5’-CATAAAGGGTCATCGTGGCTTC-3’
下游引物：5’-GTGATAGGTGATGTTCTGGGAG-3’

176 bp

Ⅲ型前胶原 上游引物：5’-GTGACAGAGGTGAAAGAGGATC-3’
下游引物：5’-CTGTCTTGCTCCATTCACCAGT-3’

331 bp

GAPDH 上游引物：5’-TTCTAGAGACAGCCGCATCT-3’
下游引物：5’-CGGCCATCACGCCACAGTTT-3’

374 bp



《中国肝脏病杂志（电子版）》2023年 第15卷 第2期                                  ·论著· 31

16000 r/min，离心10 min，离心半径为10 cm。取上

清液应用BCA法测定总蛋白含量。取约50 μg蛋白

加样至10% SDS-PAGE凝胶电泳，之后转移到PVDF
膜上。在室温下用5%脱脂奶粉封闭液封闭1 h，随

后用抗MYPT1、抗p-MYPT1、抗JNK、抗p-JNK、

抗ERK、抗p-ERK、抗p38MAPK及抗p-p38MAPK
兔抗体在4 ℃下孵育过夜，冲洗。然后在室温加

入抗兔IgG Antibody IRDye800和抗鼠IgG Antibody 
IRDye700二抗孵育1 h。TBST洗膜后用ECL液显

影。使用双色红外激光扫描仪对膜进行吸光度扫

描。MYPT1、JNK、p38MAPK和ERK通路的活化

水平分别以磷酸化的MYPT1、JNK、p38MAPK和

ERK与各自总水平的比值表示。

1.3 统计学处理  采用SPSS 13.0软件进行统计学分

析，A值、Hyp水平、Ⅰ型和Ⅲ型前胶原mRNA相

对表达量及MYPT1、JNK、p38MAPK和ERK磷酸

化水平等均为正态分布的计量资料，以 x ± s表示，

多组间比较采用方差分析，两两比较采用SNK-q检
验，以P ＜ 0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 各组HSC增殖情况  对照组、高糖组、高糖+法
舒地尔12.5 μmol/L组、高糖+法舒地尔25 μmol/L
组、高糖+法舒地尔50 μmol/L组、高糖+法舒地尔                                                           
100 μmol/L组、高渗透压组A值分别为（1.588 ±                                                              
0.087、2.372 ± 0.098、2.151 ± 0.053、1.819 ± 
0.104、1.613 ± 0.103、1.607 ± 0.092、1.590 ± 
0.082），差异有统计学意义（F = 75.350，P ＜ 
0.001）。与对照组相比，高糖组A值显著升高，

即HSC增殖率显著增加（P ＜ 0.001），高糖+法
舒地尔组（12.5 μmol/L、25 μmol/L）均显著降低

（P ＜ 0.001、P = 0.0015），高糖+法舒地尔组

（50 μmol/L、100 μmol/L）HSC增殖率无显著变化

（P = 0.9989、0.9998）。因此，后续实验仅选择法

舒地尔12.5 μmol/L、25 μmol/L和50 μmol/L三个浓

度。高渗组与对照组的HSC增殖无显著差异（P = 
0.986）。

2.2 各组胶原合成情况  与对照组比较，高糖组Hyp
水平显著升高（P ＜ 0.001），Ⅰ型和Ⅲ型前胶原

mRNA表达显著上调（P均＜ 0.001）。与高糖组

相比，高糖+法舒地尔组（25 μmol/L、50 μmol/L）
Hyp水平、Ⅰ型前胶原mRNA及Ⅲ型前胶原mRNA表

达均显著降低（P均＜ 0.001）。高糖+法舒地尔组

（12.5 μmol/L）Hyp水平、Ⅰ型前胶原mRNA及Ⅲ型

前胶原mRNA均显著高于高糖+法舒地尔25 μmol/L组
（P均＜ 0.001）和高糖+法舒地尔50 μmol/L组（P
均＜ 0.001），高糖+法舒地尔25 μmol/L组上述指

标均显著高于高糖+法舒地尔50 μmol/L组（P均＜ 
0.001）。对照组与高渗透压组Hyp水平以及Ⅰ型

和Ⅲ型前胶原mRNA表达无显著差异（P = 0.271、
0.484、0.087）。见表2。
2.3 高糖和法舒地尔对RhoA/ROCK信号转导通

路通道的影响  MYPT1是ROCK最主要的底物，

p-MYPT1被认为是ROCK通路激活的标志。对照

组、高糖组、高糖+法舒地尔12.5 μmol/L组、高糖+法
舒地尔25 μmol/L组、高糖+法舒地尔50 μmol/L组、

高糖+法舒地尔100 μmol/L组、高渗透压组p-MYPT1
相对表达量分别为0.090 ± 0.008、0.270 ± 0.007、
0.163 ± 0.005、0.110 ± 0.007、0.101 ± 0.006、
0.083 ± 0.005，差异有统计学意义（F = 370.318，       
P ＜ 0.001）。与对照组比较，高糖组p-MYPT1水
平显著升高（P ＜ 0.001）。与高糖组相比，高糖+
法舒地尔组（25 μmol/L、50 μmol/L）p-MYPT1水
平均显著降低（P均＜ 0.001）。高糖+法舒地尔组

（12.5 μmol/L）p-MYPT1水平显著高于高糖+法舒地

尔25 μmol/L组和高糖+法舒地尔50 μmol/L组（P均＜ 
0.001），高糖+法舒地尔25 μmol/L组显著高于高糖+

表 2    各组细胞 Hyp 水平及Ⅰ型和Ⅲ型前胶原 mRNA 相对表达量（ x ± s）

组别 Hyp（μg/ml） Ⅰ型前胶原mRNA Ⅲ型前胶原mRNA

对照组 17.643 ± 0.112 1.004 ± 0.008 1.098 ± 0.014

高糖组  27.924 ± 1.069a  2.783 ± 0.167a  4.958 ± 0.143a

高糖+法舒地尔12.5 μmol/L组  25.714 ± 1.317b  2.287 ± 0.333b  4.527 ± 0.292b

高糖+法舒地尔25 μmol/L组   21.430 ± 0.714bc   1.580 ± 0.154bc   3.166 ± 0.073bc

高糖+法舒地尔50 μmol/L组    18.574 ± 0.825bcd    1.167 ± 0.157bcd    2.524 ± 0.085bcd

高渗透压组 17.298 ± 0.716 1.006 ± 0.083 1.029 ± 0.071

F值  156.916  102.338  806.891

P值 ＜ 0.001 ＜ 0.001 ＜ 0.001

注：与对照组相比，aP ＜ 0.05；与高糖组相比，bP ＜ 0.05；与高糖 + 法舒地尔 12.5 μmol/L 组相比，cP ＜ 0.05；与高糖 + 法舒地尔
25 μmol/L 组相比，dP ＜ 0.05。
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法舒地尔50 μmol/L组（P ＜ 0.001）。高渗组和对照

组p-MYPT1水平无显著差异（P = 0.292）。见图1。
2.4 高糖和法舒地尔对MAPKs通路的影响  与对照组

相比，高糖组p-ERK1/2、p-p38MAPK和p-JNK水平

显著升高（P均＜ 0.001）。与高糖组相比，高糖+
法舒地尔组（25 μmol/L、50 μmol/L）p-ERK1/2、
p-p38MAPK和p-JNK水平均显著降低（P ＜ 0.001、
P = 0.012、P = 0.019；P均＜ 0.001）。高糖+法舒

地尔组（12.5 μmol/L）p-ERK1/2、p-p38MAPK和

p-JNK水平均显著高于高糖+法舒地尔25 μmol/L组
和高糖+法舒地尔50 μmol/L组（P均＜ 0.001），

高糖+法舒地尔25 μmol/L组显著高于高糖+法舒地

尔50 μmol/L组（P均＜ 0.001）。高渗组与对照组

p-ERK1/2、p-p38MAPK和p-JNK水平无显著差异

（P值分别为0.406、0.186、0.157）。见表3、图2、
图3、图4。

表 3    各组细胞 p-ERK1/2、p-p38MAPK、p-JNK 相对表达水平（ x ± s）
组别 p-ERK1/2 p-p38MAPK p-JNK

对照组 0.175 ± 0.038 0.144 ± 0.011 0.488 ± 0.022

高糖组  0.851 ± 0.027a  0.498 ± 0.020a  0.869 ± 0.037a

高糖+法舒地尔12.5 μmol/L组  0.785 ± 0.029b  0.461 ± 0.019b  0.811 ± 0.033b

高糖+法舒地尔25 μmol/L组   0.473 ± 0.025bc   0.350 ± 0.021bc   0.688 ± 0.024bc

高糖+法舒地尔50 μmol/L组    0.223 ± 0.031bcd     0.305 ± 0.015bcd    0.576 ± 0.035bcd

高渗透压组 0.168 ± 0.029 0.159 ± 0.012 0.523 ± 0.027

F值  317.674  233.161    80.704

P值 ＜ 0.001 ＜ 0.001 ＜ 0.001

注：与对照组相比，aP ＜ 0.05；与高糖组相比，bP ＜ 0.05；与高糖 + 法舒地尔 12.5 μmol/L 组相比，cP ＜ 0.05；与高糖 + 法舒地尔
25 μmol/L 组相比，dP ＜ 0.05。

图 2    Western blot 检测 p-ERK 水平
注：A 为 Western blot 电泳图，B 为 p-ERK 相对表达量；NG 为对照组，HG 为高糖组，HG + 12.5 为高糖 + 法舒地尔 12.5 μmol/L 组，

HG + 25 为高糖 + 法舒地尔 25 μmol/L 组，HG + 50 为高糖 + 法舒地尔 50 μmol/L 组，OSM 为高渗透压组；与 NG 组比较，**P ＜ 0.05，与
HG 组比较，##P ＜ 0.05。

A

B

图 1    Western blot 检测 p-MYPT1 水平
注：A 为 Western blot 电泳图，B 为 p-MYPT1 相对表达量；NG 为对照组，HG 为高糖组，HG + 12.5 为高糖 + 法舒地尔 12.5 μmol/L 组，

HG + 25 为高糖 + 法舒地尔 25 μmol/L 组，HG + 50 为高糖 + 法舒地尔 50 μmol/L 组，OSM 为高渗透压组；与 NG 组比较，**P ＜ 0.05，与
HG 组比较，##P ＜ 0.05。
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3 讨论

目前NAFLD发病率呈逐年上升趋势，普通成

人NAFLD患病率为6.3%～45%，其中10%～30%
为NASH [9]。研究表明，NAFLD患者中约50%同

时伴有T2DM[10]，而T2DM患者中高达70%伴有

NAFLD [11]。NAFLD发病机制包括胰岛素抵抗

（insulin resistance IR）、氧化应激、炎性细胞因子

释放及脂质积累等，而IR是NAFLD发生发展的关

键因素[12,13]。NAFLD与T2DM可能通过交互的信号

转导通路或相同的病理机制，在IR的前提下，两者

能够相互影响和发展[14]。

NAFLD发病机制复杂，目前对于糖尿病患者发

生NAFLD尚无有效防治措施[15]。NAFLD相关指南提

出的治疗方法主要是生活方式的改变，减轻胰岛素

抵抗，减重，改善糖耐量异常、血脂异常等高危因

素[16]。有研究表明T2DM大鼠可发生肝纤维化[17]。

HSC是主要参与肝纤维化形成的细胞，肝纤维化发

生的核心环节是HSC的激活、增殖和转分化[18]，其

活化机制包括多种细胞因子和细胞信号转导通路的

相互作用。当肝功能受损时，激活静息状态HSC，
使其增殖、收缩及迁移能力增加，同时也可增加

ECM的分泌能力[19]。活化型HSC可表达α-平滑肌肌

动蛋白（α-smooth muscle actin，α-SMA），并且分泌

Ⅰ、Ⅲ型胶原等ECM成分；活化型HSC的收缩能力

增强可增加肝窦血流阻力，从而使门脉压力增加，

肝内的结构重建，进而导致肝纤维化的发生 [20]。

与HSC活化相关的信号转导通路主要有核因子κB
（nuclearfactor κB，NF-κB）、丝裂原活化蛋白激酶

（mitogenactivated protein kinase，MAPK）、TGF-β1/
Smad等[21,22]。

本研究表明，高糖刺激了HSC的增殖，并可诱

导Ⅰ型和Ⅲ型胶原合成增加，高渗透压本身对HSC
的增殖和胶原合成无影响。这些发现与其他研究结

果相一致[23,24]。RhoA是小G蛋白超家族成员之一，起

着“分子开关”的作用，能接受上游介导的分子信

号并将其活化后传递给下游效应器。ROCK被认为是

图 3    Western blot 检测 p-JNK 水平
注：A 为 Western blot 电泳图，B 为 p-JNK 相对表达量；NG 为对照组，HG 为高糖组，HG + 12.5 为高糖 + 法舒地尔 12.5 μmol/L 组，

HG + 25 为高糖 + 法舒地尔 25 μmol/L 组，HG + 50 为高糖 + 法舒地尔 50 μmol/L 组，OSM 为高渗透压组；与 NG 组比较，**P ＜ 0.05，与
HG 组比较，##P ＜ 0.05。

图 4    Western blot 检测 p-p38MAPK 水平
注：A 为 Western blot 电泳图，B 为 p-p38MAPK 相对表达量；NG 为对照组，HG 为高糖组，HG + 12.5 为高糖 + 法舒地尔 12.5 μmol/L 组，

HG + 25 为高糖 + 法舒地尔 25 μmol/L 组，HG + 50 为高糖 + 法舒地尔 50 μmol/L 组，OSM 为高渗透压组；与 NG 组比较，**P ＜ 0.05，与
HG 组比较，##P ＜ 0.05。
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最早发现的RhoA下游效应器。ROCK包含两亚型：

ROCK1和ROCK2。ROCK特异性抑制剂法舒地尔以

氨基末端的ROCK激酶结构域为靶点，对ROCK1和
ROCK2均有抑制作用。动物研究表明，ROCK是许

多纤维化疾病的重要介质[25-28]。RhoA/ROCK信号转

导通路参与T2DM大鼠肝纤维化的形成，而法舒地尔

通过抑制TGFβ1/CTGF的活化和α-SMA的表达有效抑

制了糖尿病大鼠的肝纤维化[17]。本研究表明，高糖

激活了RhoA/ROCK通路，介导了HSC的增殖和胶原

合成。

MAPKs信号转导通路在维持HSC活化状态中也

发挥重要作用。Peng等[29]研究表明，血小板源生长

因子-bb（platelet-derived growth factor-BB，PDGF-
BB）在体外通过磷酸化ERK、JNK和p38 MAPK
诱导HSC的增殖和胶原合成。Sugimoto等[23]研究表

明，高糖通过ROS激活的MAPK途径诱导HSC的活

化和Ⅰ型胶原的产生。本研究表明，在高糖条件

下，HSC上ERK、JNK和p38 MAPK通路被激活，

法舒地尔不仅抑制了ROCK活性，还抑制了ERK、

JNK和p38  MAPK的磷酸化。这些结果提示，

ERK、JNK和p38 MAPK是ROCK的下游信号分子，

ROCK可能是通过MAPKs信号转导通路在转录水平

上调控胶原蛋白的表达。同样，FUKUSHIMA等也

发现法舒地尔可抑制HSC上MAPKs的磷酸化，推测

法舒地尔可能是通过抑制MAPKs通路的激活从而

抑制了胶原的沉积[8]。

综上，RhoA/ROCK信号转导通路可能通过其

下游的MAPKs通路的激活介导了高糖诱导的大鼠

HSC的增殖和胶原合成，ROCK可能是防治糖尿病

肝纤维化的新靶点。
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