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花旗松素对转化生长因子β1诱导
肝星状细胞的激活作用
及基因表达谱分析
李亚菊1, 郭闪2, 魏飞力2（1.首都医科大学附属北京友谊医院 医疗保健中心七区，北京 100050；2.首都医科

大学附属北京佑安医院 北京肝病研究所，北京 100069）

摘要：目的 探索花旗松素对肝星状细胞的激活作用，通过转录组测序表征基因表达

谱，分析潜在的作用机制。方法 在10 μg/L转化生长因子β1（transforming growth factor-
β1，TGF-β1）诱导下，体外培养大鼠肝星状细胞HSC-T6，分别给予62.5 μmol/L、125 μmol/L                                  
和250 μmol/L花旗松素处理，在24 h、48 h分别加入CCK8试剂，450 nm波长测定吸

光度，计算不同浓度和时间下的细胞增殖率。在24 h通过AnnexinV/7AAD染色，流

式细胞检测细胞凋亡。通过荧光定量聚合酶链式反应（polymerase chain reaction，
PCR）法检测α-平滑肌肌动蛋白（alpha smooth muscle actin，α-SMA）、Ⅰ型胶原α1链
（Collagen1A1）及Ⅲ型胶原α1链（Collagen3A1）基因mRNA相对表达量。通过Western 
blot检测α-SMA、Collagen1A1蛋白表达量。通过转录组测序，表征细胞基因表达谱并对

差异基因进行基因本体论（Gene Ontology，GO）和京都基因与基因组百科全书（Kyoto 
Encyclopedia of Genes and Genomes，KEGG）功能注释及功能富集分析。结果 花旗松素

可显著抑制肝星状细胞增殖，处理24 h，125 μmol/L组和250 μmol/L组细胞增殖率分别

为（66.7 ± 8.6）%和（45.6 ± 3.0）%。处理48 h，125 μmol/L组和250 μmol/L组的细胞增

殖率分别为（60.5 ± 2.9）%和（43.9 ± 1.9）%，均显著低于模型组（P均＜ 0.05）。花

旗松素可促进细胞凋亡，处理24 h，花旗松素62.5 μmol/L组、125 μmol/L组、250 μmol/L         
组细胞凋亡率分别为（8.537 ± 0.445）%、（8.85 ± 0.169）%及（14.453 ± 0.577）%，

均显著高于模型组（P均＜ 0.05）。处理24 h，花旗松素125 μmol/L组、250 μmol/L组
可抑制α-SMA、Collagen1A1、Collagen3A1基因和α-SMA、Collagen1A1蛋白表达（P均＜ 
0.05）。差异基因表达表现为促肝纤维化发生相关基因下调，如氧化型低密度脂蛋白

受体1（oxidized low-density lipoprotein receptor 1，Olr1）、人从状蛋白（Plexin A4，
Plxna4）、反应蛋白1（Spondin 1，Spon1）、聚集蛋白（Agrn）等，以及细胞抗氧化及

死亡相关的基因上调，如血红素加氧酶1（heme oxygenase 1，Hmox1）等。结论 花旗

松素对肝星状细胞具有抑制增殖、促进凋亡、抑制激活的作用，推测其可能通过调控

多项基因表达，主要调控因子之间相互作用信号通路、卟啉与叶绿素代谢信号通路、

Hedgehog信号通路和PPARγ信号通路发挥作用。
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Abstract: Objective To investigate the effect of taxifolin on inhibiting the activation 
of hepatic stellate cells, characterize the gene expression profile through transcriptome 
sequencing and elucidate the potential mechanisms. Methods In presence of transforming 
growth factor-β1 (TGF-β1), HSC-T6 were cultured in vitro and treated with 62.5 μmol/L, 125 μmol/L and 
250 μmol/L of taxifolin, CCK 8 reagent was added at 24 h and 48 h, the absorbance was 
measured at 450 nm, and cell proliferation rate was calculated at different concentrations 
and times. Cell apoptosis was detected by flow cytometry with AnnexinV/7AAD staining at 24 h. 
Relative mRNA expression levels of alpha smooth muscle actin (α-SMA), Collagen1A1 
and Collagen3A1 were detected by quantitative fluorescence quantitative polymerase 
chain reaction (PCR). Relative protein expression levels of α-SMA and Collagen1A1 were 
detected by Western blot. The gene expression profile was characterized by transcriptome 
sequencing. The functional annotation and enrichment of differential genes were analyzed 
by Gene Ontology (GO) and Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG). Results 
Taxifolin can inhibit the proliferation of hepatic stellate cells. At 24 h, the cell proliferation rates 
of taxifolin 125 μmol/L group and taxifolin 250 μmol/L group were (66.7 ± 8.6)% and (45.6 ±                                  
3.0)%, respectively; at 48 h, the cell proliferation rates of taxifolin 125 μmol/L group and 
taxifolin 250 μmol/L group were (60.5 ± 2.9)% and (43.9 ± 1.9)%, respectively, which were 
significantly lower than those of model group (all P ＜ 0.05). Taxifolin can promote the 
apoptosis rates of hepatic stellate cell. At 24 h, the apoptosis rates of taxifolin 62.5 μmol/L, 
taxifolin 125 μmol/L group and taxifolin 250 μmol/L group were (8.537 ± 0.445)%, (8.85 ± 
0.169)% and (14.453 ± 0.577)%, respectively, which were significantly higher than those of 
model group (all P ＜ 0.05). At 24 h, the expression of α-SMA, Collagen1A1, Collagen3A1 
gene and α-SMA and Collagen1A1 protein were inhibited by 125 μmol/L and 250 μ mol/L 
taxifolin (all P ＜ 0.05). Differential gene expression were characterized by downregulation 
of genes related to liver fibrosis, such as oxidized low-density lipoprotein receptor1 (Olr1), 
Plexin A4 (Plxna4), Spondin 1 (Spon1), Agrn and upregulation of genes related to antioxidant 
activity and cell death, such as heme oxygenase 1 (Hmox1) etc. Conclusions Taxifolin could 
inhibit HSC-T6 proliferation, promote apoptosis and inhibit cell activation through the 
interaction signal pathway between influencing factors, porphyrin and chlorophyll metabolism 
signal pathway, Hedgehog signal pathway and PPARγ signal pathway.
Key words: Taxifolin; Transforming growth factor-β1; Hepatic stellate cells; Transcriptome sequencing

肝纤维化是病毒性肝炎、非酒精性脂肪性肝炎

（non-alcoholic steatohepatitis，NASH）、胆道疾

病、自身免疫性肝病、代谢疾病及毒物曝露接触等

多种原因引起的慢性肝损伤的共同病理学过程，最

终导致肝硬化失代偿及肝癌的发生，因此有效逆转

肝纤维化至关重要
[1,2]。肝星状细胞（hepatic stellate 

cell，HSC）的活化和增殖是肝纤维化发生发展的

中心环节，是肝纤维化时细胞外基质（extracellular 
matrixc，ECM）的主要来源[3-5]。一旦HSC激活，便

进入纤维化的延续阶段，通过炎性介质、生长因子

以及细胞因子持续作用维持细胞的活化表型，如细

胞增殖性、趋化性、纤维化样改变，ECM的沉积增

加、收缩力改变、疤痕形成、基质降解改变等[6-8]。

因此，抑制HSC增殖、活化，诱导纤维蛋白溶解酶

的产生可作为有效的抗肝纤维化策略[9-11]。花旗松

素在很多疾病中具有药物治疗的潜在开发价值，

目前主要应用于癌症、心血管疾病和肝脏疾病方

面[12-14]。本研究在转化生长因子-β1（transforming 
growth factor-β1，TGF-β1）诱导下，通过体外培养

大鼠肝星状细胞HSC-T6，并给予不同浓度花旗松

素处理，探索花旗松素对HSC激活的作用，同时通

过转录组测序，表征基因表达谱改变，分析其中潜

在的作用机制。

1 材料和方法

1.1 材料与试剂  大鼠肝星状细胞HSC-T6由首都医

科大学附属北京友谊医院肝病中心惠赠。花旗松
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素（中国食品药品检定研究院），TGF-β1因子

（美国peproTech公司），Annexin V/7-AAD细胞

凋亡检测试剂盒（北京索莱宝科技有限公司），

PrimeScriptTM1st Strand cDNA Synthesis Kit（宝生物

工程（大连）有限公司），RIPA蛋白裂解液（北

京博迈德生物科技有限公司），α-平滑肌肌动蛋白

（alpha smooth muscle actin，α-SMA）抗体、Ⅰ型

胶原α1链（Collagen1A1）抗体（美国CST公司），

zymoBIOMICS RNA Miniprep Kit [简石生物技术

（浙江）有限公司]，VAHTS® Universal V6 RNA-
seq Library Prep Kit for Illumina（南京诺唯赞科技有

限公司），流式细胞仪（美国BD公司），ViiA7TM

型荧光定量PCR仪（美国Life-Tech公司），垂直电

泳槽（美国Bio-Rad公司），荧光定量PCR检测引物

由上海生工生物工程有限公司合成，序列见表1。
1.2 方法

1.2.1 细胞培养  以DMEM培养基培养HSC-T6细胞，

细胞置于5% CO2的孵育箱内37 ℃培养，待细胞生

长至80%～90%密度时，按1∶3传代，根据不同实

验需要准备不同规格细胞培养板。

1.2.2 CCK8检测细胞增殖  模型组培养基为含0.1% 
DMSO的DMEM，以含0.1% DMSO的DMEM培养基

稀释花旗松素，浓度分别为62.5 μmol/L、125 μmol/L
和250 μmol/L，上述组每孔加入10 μg/L的TGF-β1因
子，对照组为仅含0.1% DMSO的DMEM培养基。   
37 ℃培养箱中培养，每孔分别在24 h、48 h加入

CCK8试剂，450 nm测定吸光度，计算细胞增殖率。

1.2.3 AnnexinV/7AAD染色流式细胞检测细胞凋亡  按
照1.2.2方式处理细胞，37 ℃培养箱中培养。在24 h
时利用流式细胞分析法检测细胞凋亡。收集细胞

后，500 × g、4 ℃离心5 min后弃上清；冰PBS洗细

胞1次，重悬。400目筛网过滤计数，再次离心弃上

清，将细胞调为1 × 106/ml取100 μl细胞悬液加入5 μl 
Annexin 和2.5 μl 7AAD染液，轻轻振荡混匀，避

光10 min。加入400 μl 1 × binding buffer轻轻振荡，           
30 min内进行流式细胞定量分析。

1.2.4  荧光定量PCR检测HSC-T6细胞α-SMA、

Collagen1A1、Collagen3A1基因表达  按照1.2.2
方式处理细胞，在24 h时使用trizol法提取细胞总

RNA，根据试剂盒说明书进行反转录制备cDNA。

使用荧光定量P C R仪检测G A P D H、α - S M A、

Collagen1A1、Collagen3A1 mRNA的表达，扩增条

件为94 ℃预变性5 min，进入循环，94 ℃变性20 s，
55 ℃退火30 s，72 ℃延伸45 s，共40个循环，4 ℃ 
2 min，以GAPDH为内参基因，用2-△△ct法计算目的

基因表达量，引物序列见表1。。

1.2.5 Western blot检测细胞α-SMA、Collagen1A1蛋
白表达  按照1.2.2方式处理细胞，培养24 h，参考

说明书提取对应孔细胞蛋白。采用Western blot检测

肝组织GAPDH、α-SMA、Collagen1A1蛋白表达量

变化。

1.2.6 RNAseq转录组测序  测序由北京贝瑞和康

生物技术有限公司完成。简要过程如下：利用

zymoBIOMICS RNA Miniprep Kit从细胞样品中提

取总RNA，质检合格后，通过VAHTS® Universal 
V6 RNA-seq Library Prep Kit for Illumina进行建库，

最后基于Illumina Novaseq 6000（Illumina，美国）

测序平台进行测序，每个样品数据量为6 G。利用

DESeq2软件对两组样本进行样本间基因的表达差

异分析，鉴定出样本间差异表达的基因。对获得的

差异表达基因进行GO和KEGG功能注释及功能富集

研究，获得该基因集中的基因主要具有哪些功能或

主要参与哪些代谢通路。

1.3 统计学处理  采用SPSS 16.0软件进行统计学分

析，细胞增值率、细胞凋亡率、肝纤维化相关基因

及蛋白的相对表达均为正态分布的计量资料，以 x ± 
s表示，组间比较采用单因素方差分析，两两比较采

用LSD-t检验，以P ＜ 0.05为差异有统计学意义。

表 1    荧光定量 PCR 检测引物序列

名称 引物序列（5’-3’） GenBank登录号

GAPDH
上游：GGCACAGTCAAGGCTGAGAATG

NM_017008.3
下游：ATGGTGGTGAAGACGGTA

α-SMA
上游：CCGAGATCTCACCGACTACC

NM_031004
下游：TCCAGAGCGACATAGCACAG

Collagen1A1
上游：CATGTTCAGCTTTGTGGACCT

NM_053304
下游：GCAGCTGACTTCAGGGATGT

Collagen3A1
上游：CTTGCCCTCTACAACCAACA

NM_032085
下游：CTTGCGACCCACGTAGTAGA
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2 结果

2.1 花旗松素对HSC-T6增殖的抑制作用  花旗松素处

理24 h和48 h，模型组与对照组相比细胞增殖率升

高，但差异无统计学意义（t = -0.402、P = 0.708；       
t = -1.034、P = 0.359）。不同浓度花旗松素能够抑制

细胞增殖，在24 h，62.5 μmol/L组、125 μmol/L组和                      
2 5 0  μ m o l / L组的细胞增殖率分别为（9 3 . 1  ± 
4.2）%、（66.7 ± 8.6）%和（45.6 ± 3.0）%。在

48 h，62.5 μmol/L组、125 μmol/L组和250 μmol/L
组的细胞增殖率分别为（89.6 ± 8.5）%、（60.5 ± 
2.9）%和（43.9 ± 1.9）%。与模型组比较，在24 h
和48 h，62.5 μmol/L浓度下细胞增殖抑制率差异

无统计学意义（t = 1.357、P = 0.250；t = 1.764、
P = 0.162）；处理24 h，125 μmol/L和250 μmol/L
浓度下，细胞增殖均受到显著抑制，差异具有统

计学意义（t = 6.802、P = 0.002；t = 30.779、P ＜ 
0.001）。处理48 h，125 μmol/L和250 μmol/L浓
度下，细胞增殖均受到显著抑制，差异具有统计

学意义（t = 19.066、P ＜ 0.001；t = 32.685、P ＜ 
0.001），见表2、图1。
2.2 花旗松素对HSC-T6凋亡的影响  花旗松素处理

24 h，对照组、模型组、花旗松素62.5 μmol/L组、

花旗松素125 μmol/L组、花旗松素250 μmol/L组
细胞凋亡率分别为（5.637 ± 0.685）%、（2.463 ± 
0.378）%、（8.537 ± 0.445）%、（8.85 ± 0.169）%
及（14.453 ± 0.577）%。与对照组比较，模型组

细胞凋亡显著降低（t = 7.002、P = 0.002）。随

花旗松素浓度增加，细胞增殖下降，62.5 μmol/L、              
125 μmol/L和250 μmol/L浓度下与对照组的差异均具

有统计学意义（t = -18.010、P ＜ 0.001；t = -23.839、
P ＜ 0.001；t = -30.095、P ＜ 0.001），见图2。
2.3 花旗松素对HSC-T6 α-SMA、Collagen1A1及
Collagen3A1基因激活的抑制作用  与对照组比较，

模型组α-SMA、Collagen1A1及Collagen3A1 mRNA
相对表达量升高，差异有统计学意义（P均  ＜ 
0.05）；花旗松素处理24 h，α-SMA、Collagen1A1

TGF-β1（10 μg/L）

花旗松素（μmol/L）

24 h

48 h

细
胞

增
殖
率

（
%
）

图 1    花旗松素对 HSC-T6 增殖的抑制作用
注：* 表示与模型组比较，处理 24 h 和 48 h，62.5 μmol/L 浓度下细胞增殖抑制率差异无统计学意义（t = 1.357、P = 0.250；t = 1.764、P = 

0.162）；125 μmol/L 和 250 μmol/L 浓度下，细胞增殖均受到显著抑制，差异具有统计学意义（P 均＜ 0.05）。

表 2    各组 HSC-T6 细胞增殖率（ x ± s，%）

组别 24 h 48 h

对照组     99.7 ± 2.90 100.3 ± 0.5

模型组 100.4 ± 0.6 101.7 ± 2.4

花旗松素62.5 μmol/L组   93.1 ± 4.2   89.6 ± 8.5

花旗松素125 μmol/L组   66.7 ± 8.6   60.5 ± 2.9

花旗松素250 μmol/L组   45.6 ± 3.0   43.9 ± 1.9

F值    74.395  106.694

P值 ＜ 0.001 ＜ 0.001

注：24 h 时，与对照组相比，模型组 t = -0.402，P = 0.708，花旗松素 62.5 μmol/L 组 t = 8.901，P = 0.001，花旗松素 125 μmol/L 组          
t = 6.313，P = 0.003，花旗松素 250 μmol/L 组 t = 22.191，P ＜ 0.001；与模型组相比，花旗松素 62.5 μmol/L 组 t = 1.357，P = 0.250，花
旗松素 125 μmol/L 组 t = 6.802，P = 0.002，花旗松素 250 μmol/L 组 t = 30.779，P ＜ 0.001；与花旗松素 62.5 μmol/L 组相比，花旗松素           
125 μmol/L 组 t = 1.161，P = 0.310，花旗松素 250 μmol/L 组 t = 9.155，P ＜ 0.001；与花旗松素 125 μmol/L 组相比，花旗松素 250 μmol/L
组 t = 4.037，P = 0.016；48 h 时，与对照组相比，模型组 t = -1.034，P = 0.359，花旗松素 62.5 μmol/L 组 t = 6.244，P = 0.003，花旗松素
125 μmol/L 组 t = 23.562，P ＜ 0.001，花旗松素 250 μmol/L 组 t = 49.403，P ＜ 0.001；与模型组相比，花旗松素 62.5 μmol/L 组 t = 1.764，
P = 0.162，花旗松素 125 μmol/L 组 t = 19.066，P = ＜ 0.001，花旗松素 250 μmol/L 组 t = 32.685，P ＜ 0.001；与花旗松素 62.5 μmol/L 组相
比，花旗松素 125 μmol/L 组 t = 1.764，P = 0.152，花旗松素 250 μmol/L 组 t = 5.121，P = 0.007；与花旗松素 125 μmol/L 组相比，花旗松素
250 μmol/L 组 t = 8.324，P = 0.001。
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对照组

模型组

花旗松素 62.5 μmol/L组

花旗松素 125 μmol/L组

花旗松素 250 μmol/L组

分组

细
胞

凋
亡
率
（
%
）

A B C

D E F

图 2    AnnexinV/7AAD 染色流式细胞检测细胞凋亡
注：A 为对照组；B 为模型组；C 为花旗松素 62.5 μmol/L 组；D 为花旗松素 125 μmol/L 组；E 为花旗松素 250 μmol/L 组；F 为各组

细胞凋亡率，整体比较，F = 243.197，P ＜ 0.001，与对照组相比，模型组 t = 7.002，P = 0.002，花旗松素 62.5 μmol/L 组 t = -6.146，P = 
0.004，花旗松素 125 μmol/L 组 t = -7.559，P = 0.002，花旗松素 250 μmol/L 组 t = -17.042，P ＜ 0.001；与模型组相比，花旗松素 62.5 μmol/L
组 t = -18.010，P ＜ 0.001，花旗松素 125 μmol/L 组 t = -23.839，P ＜ 0.001，花旗松素 250 μmol/L 组 t = -30.095，P ＜ 0.001；与花旗松素
62.5 μmol/L 组相比，花旗松素 125 μmol/L 组 t = -1.043，P = 0.356，花旗松素 250 μmol/L 组 t = -14.057，P ＜ 0.001；与花旗松素 125 μmol/L 组
相比，花旗松素 250 μmol/L 组 t = -15.238，P ＜ 0.001；# 表示模型组与对照组比较，凋亡比例降低（P ＜ 0.05）；* 表示花旗松素处理组
与模型组比较，凋亡比例升高（P 均＜ 0.05）。

及Collagen3A1 mRNA表达均随花旗松素浓度增加

而下降，其中α-SMA、Collagen1A1及Collagen3A1 
mRNA相对表达量在125 μmol/L和250 μmol/L时差

异均有统计学意义（P均＜ 0.05），见表3、图3。
2.4 花旗松素对肝纤维化相关蛋白表达的影响  与对照

组比较，模型组α-SMA及Collagen1A1蛋白表达升

高，但差异无统计学意义（t = -0.452、P = 0.675；
t = -0.263、P = 0.806）。花旗松素处理组α-SMA及

Collagen1A1表达量随药物浓度增加而下降，与模

型组比较，α-SMA蛋白和Collagen1A1蛋白相对表

达量在125 μmol/L组和250 μmol/L组差异均有统计

学意义（P均＜ 0.05），见表4、图4。
2.5 基因表达谱及差异基因分析  在125 μmol/L花旗

松素处理24 h，与模型组相比，130个GO_terms被
富集，其中包括GO_BP 99个，GO_CC 13个，GO_
MF 18个。GO_BP主要影响细胞转录、死亡、对过

氧化氢反应、对药物反应、淋巴细胞黏附、肝脏发

育、JNK信号分子负调控、细胞内信号传导、器官

再生等；GO_CC主要影响细胞质、细胞核、细胞

外区域、细胞外空间、核小体等；GO_MF主要影

响DNA结合、RNA结合、酶结合、ATP结合、受

体活性等，分别选取了不同模块中排在前10位的进

行展示，见图5。差异基因KEGG通路富集分析显

示其主要通路富集在酮的合成与降解、Hedgehog
信号通路、PPARγ信号转导通路、卟啉与叶绿素代

谢等方面，见图6。前10项差异基因中，5条基因通

过GO分析以及KEGG注释，与HSC-T6激活有较强

关系，包括氧化型低密度脂蛋白受体1（Oxidized 
low-density lipoprotein receptor 1，Olr1）、人从状

蛋白（Plexin A4，Plxna4）、反应蛋白1（Spondin 
1，Spon1）、聚集蛋白（Agrn）及血红素加氧酶

1（heme oxygenase 1，Hmox1）。Olr1、Plxna4、
Spon1、Agrn等4个基因发生下调，这些基因功能主

要与炎症反应、对过氧化氢的反应、ECM、细胞

黏附、蛋白质结合等有关，Hmox1基本表达上调，

其功能主要与血管生成、血红素加氧酶、血红素氧

化、细胞死亡、DNA损伤反应、信号转导导致的细

胞凋亡、对过氧化氢的反应、DNA结合负调控、序

列特异性DNA结合转录因子活性的负调控、RNA
聚合酶Ⅱ启动子转录、对氧化反应的调节作用、血

管生成的正调节、平滑肌细胞增殖的负性调控等有

关，见表5。
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表 3    各组 HSC-T6 α-SMA、Collagen1A1 及 Collagen3A1 mRNA 相对表达量（ x ± s）

组别 α-SMA Collagen1A1 Collagen3A1

对照组 1.030 ± 0.095 1.020 ± 0.095 0.983 ± 0.100

模型组 4.727 ± 0.329 1.440 ± 0.066 3.107 ± 0.100

花旗松素62.5 μmol/L组 4.447 ± 0.290 1.340 ± 0.072 2.947 ± 0.068

花旗松素125 μmol/L组 4.030 ± 0.151 1.073 ± 0.083 2.357 ± 0.100

花旗松素250 μmol/L组 3.257 ± 0.136 0.943 ± 0.047 1.803 ± 0.099

F值 136.505 24.958 154.719

P值 ＜ 0.001 ＜ 0.001 ＜ 0.001

对照组vs模型组 -18.676、＜ 0.001 -6.284、0.003 -25.834、＜ 0.001

对照组vs花旗松素62.5 μmol/L组（t值、P值） -19.391、＜ 0.001 -4.635、0.010 -27.984、＜ 0.001

对照组vs花旗松素125 μmol/L组（t值、P值） -29.093、＜ 0.001 -7.30、0.506 -16.750、＜ 0.001

对照组vs花旗松素250 μmol/L组（t值、P值） -23.201、＜ 0.001 1.247、0.280 -10.077、0.001

模型组vs花旗松素62.5 μmol/L组（t值、P值） 1.105、0.331 1.777、0.150 2.281、0.085

模型组vs花旗松素125 μmol/L组（t值、P值） 3.331、0.029 5.992、0.004 9.148、0.001

模型组vs花旗松素250 μmol/L组（t值、P值） 7.146、0.002 10.643、＜ 0.001 16.016、＜ 0.001

花旗松素62.5 μmol/L组vs花旗松素125 μmol/L组（t值、P值） 2.208、0.092 4.191、0.014 8.438、0.001

花旗松素62.5 μmol/L组vs花旗松素250 μmol/L组（t值、P值） 6.436、0.003 7.969、0.001 16.522、＜ 0.001

花旗松素125 μmol/L组vs花旗松素250 μmol/L组（t值、P值） 6.588、0.003 2.352、0.078 6.817、0.002

对照组

模型组

花旗松素 62.5 μmol/L组

花旗松素 125 μmol/L组

花旗松素 250 μmol/L组

α-SMA collagen1A1 collagen3A1

m
R
N
A
相

对
表

达
量

图 3    TGFβ1（10 μg/L）刺激下花旗松素抑制 HSC-T6 mRNA 表达
注：## 表示模型组与对照组比较，mRNA 表达升高（P 均＜ 0.01）；* 表示花旗松素处理组与模型组比较，mRNA 表达降低（P 均＜ 

0.05）；** 表示花旗松素处理组与模型组比较，mRNA 表达降低（P 均＜ 0.01）。

表 4    各组 HSC-T6 α-SMA 和 Collagen1A1 蛋白相对表达量（ x ± s）

组别 α-SMA Collagen1A1

对照组 0.656 ± 0.075 0.616 ± 0.095

模型组 0.676 ± 0.012 0.633 ± 0.055

花旗松素62.5 μmol/L组 0.447 ± 0.040 0.540 ± 0.050

花旗松素125 μmol/L组 0.413 ± 0.025 0.427 ± 0.050

花旗松素250 μmol/L组 0.420 ± 0.087 0.397 ± 0.032

F值    14.954 4.384

P值 ＜ 0.001 0.044

注：对于 α-SMA，与对照组相比，模型组 t = -0.452，P = 0.675，花旗松素 62.5 μmol/L 组 t = 2.220，P = 0.091，花旗松素 125 μmol/L
组 t = 5.282，P = 0.006，花旗松素 250 μmol/L 组 t = 3.550，P = 0.024；与模型组相比，花旗松素 62.5 μmol/L 组 t = 1.957，P = 0.098，花
旗松素 125 μmol/L 组 t = 16.473，P ＜ 0.001，花旗松素 250 μmol/L 组 t =5.055 ，P = 0.034；与花旗松素 62.5 μmol/L 组相比，花旗松素                     
125 μmol/L 组 t = 4.851，P = 0.008，花旗松素 250 μmol/L 组 t = 2.283，P = 0.084；与花旗松素 125 μmol/L 组相比，花旗松素 250 μmol/L
组 t = -0.127，P = 0.905；对于 Collagen1A1，与对照组相比，模型组 t = -0.263，P = 0.806，花旗松素 62.5 μmol/L 组 t = 1.236，P = 0.284，
花旗松素 125 μmol/L 组 t = 0.442，P = 0.183，花旗松素 250 μmol/L 组 t = 2.257，P = 0.087；与模型组相比，花旗松素 62.5 μmol/L 组 t = 
2.173，P = 0.095，花旗松素 125 μmol/L组 t = 2.708，P = 0.044，花旗松素 250 μmol/L组 t = 3.887，P = 0.018；与花旗松素 62.5 μmol/L组相比，
花旗松素 125 μmol/L 组 t = 1.437，P = 0.056，花旗松素 250 μmol/L 组 t = 3.578，P = 0.023；与花旗松素 125 μmol/L 组相比，花旗松素 250 μmol/L 组 
t = 0.917，P = 0.411。
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图 4    花旗松素抑制 HSC-T6 肝纤维化相关蛋白 α-SMA 及 Collagen1A1 表达
注：A 为 α-SMA 蛋白表达情况，B 为 Collagen1A1 蛋白表达情况，* 表示花旗松素处理组 α-SMA 及 Collagen1A1 蛋白表达降低，与

模型组比较，在 125 μmol/L 组和 250 μmol/L 组差异均有统计学意义（P 均＜ 0.05）。

图 5    与模型组比较，花旗松素处理细胞 24 h 差异基因 GO 富集性分析

表 5    前 5 项差异基因列表及功能注释

基因识别符 基因名称 表达状态 GO_条目注释 KEGG
XLOC_024179 Olr1 下调 胞外区域、炎症反应、细胞死亡、脂蛋白代谢过程、对过氧化氢的反应 PPARγ信号转导通

路

XLOC_023554 Plxna4 下调 受体活性、蛋白质结合 轴突导向

XLOC_001301 Spon1 下调 蛋白质的ECM、细胞黏附 黏附斑

XLOC_026437 Agrn 下调 细胞板、细胞外空间、神经元凋亡的正调控、RNA聚合酶Ⅱ启动子转录的

正调控

ECM-受体互作

XLOC_015314 Hmox1 上调 血管生成、血红素加氧酶、血红素氧化;细胞死亡、DNA损伤反应、信号

转导导致细胞凋亡、对过氧化氢的反应、DNA结合的负调控、序列特异性

DNA结合转录因子活性的负调控、RNA聚合酶Ⅱ启动子转录、对氧化反应

的调节作用、血管生成的正调节、平滑肌细胞增殖的负性调控
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3 讨论

肝纤维化是肝损伤持续存在、ECM在组织修复

时分泌失衡而引起的病理改变，HSC激活和增殖是

其中的核心环节[15]。因此，抑制HSC增殖、活化，

诱导凋亡的产生可作为有效抗肝纤维化策略[16,17]。

花旗松素具有良好的药物开发价值，近年来在心脏

病、肿瘤和肝脏疾病方面也得到了广泛研究[18-20]。

本研究通过体外培养大鼠肝星状细胞HSC-T6，
并给予不同浓度花旗松素处理，结果显示花旗松

素对HSC的增殖活化都具有抑制作用。与模型组

比较，在24 h，CCK8实验显示可显著抑制细胞增

殖。AnnexinV/7AAD染色流式检测结果显示，花

旗松素可诱导HSC凋亡。而抑制HSC细胞增殖、

促进凋亡是治疗肝纤维化的一个重要途径。肝纤

维化相关分子基因及蛋白表达均受到显著抑制，                                
125 μmol/L花旗松素在作用24 h即可显著抑制

α-SMA、Collagen1A1及Collagen3A1 mRNA以及蛋

白的表达，α-SMA、Collagen1A1及Collagen3A1是
HSC活化的经典产物[21,22]。结果证明花旗松素能够

在体外抑制HSC增殖，促进凋亡，抑制其激活。

随着研究人员对花旗松素结构及药效学认识的

深入，对其作用机制的研究逐渐展开[23,24]。本研究

通过转录组测序结果显示125 μmol/L花旗松素处理

HSC细胞24 h，基因表达以下调为主。通过将差异

表达的mRNA进行定位和功能分类，发现这些功能

相关的基因调节细胞代谢、抗氧化、抑制增殖、促

进死亡等生物学功能，多个基因共同参与了花旗松

素的作用过程。

通过KEGG富集，差异基因显著富集于细胞

间相互作用信号通路、卟啉与叶绿素代谢通路，

Hedgehog信号通路和PPARγ信号通路。前10项差异

基因中4项基因与炎症、纤维化、ECM、细胞黏附、

蛋白质结合等发生相关的基因表现为表达下调，如

Olr1、Plxna4、Spon1、Agrn。文献报道Olr1可被氧化

应激、促炎性因子、血管紧张素等多种因素诱导，

在HSC激活过程中Olr1下调，有利于抑制其反应
[25]。

在既往研究中Spon1基因被认为是高血压相关基因，

且在盐和水代谢中发挥作用，其编码的R-脊椎蛋白

是一种多功能蛋白，在小鼠肝纤维化模型及活化的

HSC中，R-脊椎蛋白显著升高[26]。而Hmox1发生上

调，其功能主要与血管生成、血红素加氧酶、血红

素氧化、对过氧化氢的反应、对氧化反应的调节作

用、滑肌细胞增殖的负性调控等有关[27,28]。文献报

道，Hmox1发生上调，可调控细胞的抗氧化系统表

达，进而抑制对细胞的氧化损伤[29,30]。

总之，花旗松素对HSC具有抑制增殖、促进

图 6    与模型组比较，花旗松素处理细胞 24 h 后 KEGG 信号通路分析
注：图中气泡的大小代表富集到这个信号通路的基因数量有多少；气泡颜色代表显著性，颜色越红，P 值越小，统计学差异越显著。
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凋亡、抑制活化的作用。花旗松素可能通过下调

Olr1、Plxna4、Spon1、Agrn等多个促肝纤维发生

基因表达及上调Hmox1等抗氧化基因表达，影响因

子间相互作用信号通路、卟啉与叶绿素代谢信号通

路、Hedgehog信号通路和PPARγ信号通路发挥抑制

HSC激活的功能。
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