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苦蘵睡茄内酯提取物下调YAP和TGF-β/Smad通路抑制肝星状细胞

激活改善小鼠肝纤维化

杨 挺, 陈馨霖, 祝小云, 项德娟, 罗建光*, 张 浩*

(中国药科大学中药学院, 天然药物活性组分与药效国家重点实验室, 江苏省天然活性物质发现与研究重点实验室,

江苏 南京 211198)

摘要: 肝纤维化是慢性肝损伤的常见瘢痕反应, 细胞外基质的过度积累是其主要特征, 其中肝星状细胞的过度

激活是肝纤维化发生的关键步骤。苦蘵睡茄内酯提取物 (the withanolide extract of Physalis angulata, WEP) 是从中

药苦蘵 (Physalis angulata L.) 中提取富集的部位, 主要含有酸浆苦素型的睡茄内酯类化合物。本实验通过建立四氯

化碳及胆总管结扎诱导的小鼠肝纤维化模型, 以及转化生长因子 β1 (transforming growth factor-β1, TGF-β1) 处理诱

导的人肝星状细胞LX-2活化模型, 结合不同浓度的WEP处理, 研究WEP对肝纤维化的治疗作用, 并探讨潜在的作

用机制。本文中所有动物实验都获得中国药科大学伦理学委员会批准。动物实验结果显示, 与模型组相比, WEP

可降低血清中谷草转氨酶 (aspartate transaminase, AST) 和谷丙转氨酶 (alanine transaminase, ALT) 水平, 减轻肝损

伤, 显著降低胶原沉积, 改善肝纤维化水平。WEP对LX-2细胞无明显细胞毒性, 但可显著降低肝纤维化标志物Ⅰ型

胶原 α1 (collagen type Ⅰ α 1 chain, COL1A1) 及 α-平滑肌肌动蛋白 (α-smooth muscle actin, α-SMA) 的mRNA和蛋白

表达, 抑制肝星状细胞活化。在体内外模型中, WEP 可抑制 yes 相关蛋白 (yes-associated protein, YAP) 的表达及

Smad家族蛋白 2 (Smad family member 2, Smad2) 的磷酸化水平。综上, WEP可通过下调YAP和TGF-β/Smad通路

抑制肝星状细胞活化, 在体内外表现出良好的抗肝纤维化活性。
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The withanolide extract of Physalis angulata alleviates the liver

fibrosis through regulation of YAP and TGF-β/Smad pathway
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Abstract: Liver fibrosis is a common scarring response to virtually all forms of chronic liver injury and is

characterized by excessive accumulation of extracellular matrix. Excessive activation of hepatic stellate cells

(HSCs) is a key step in liver fibrogenesis. The withanolide extract of Physalis angulata (WEP) is a physalin-type

withanolide enriched partition from Physalis angulata. In this study, liver fibrosis mice models were established by

CCl4 and bile duct ligation (BDL) in vivo. Transforming growth factor-β1 (TGF-β1) was given in vitro to induce

activation of human hepatic stellate cells LX-2 and treated with WEP at different concentrations. All animal

experiments in this paper have been approved by the Ethics Committee of China Pharmaceutical University. The

in vivo results showed that, compared with the CCl4 or BDL group, WEP could reduce collagen deposition and liver
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damage, and reduce the levels of aspartate transaminase (AST) and alanine transaminase (ALT) in serum. In vitro,

WEP had no significant cytotoxicity to LX-2 cells, but significantly reduced the mRNA and protein expressions of

fibrotic markers collagen type Ⅰ α 1 chain (COL1A1) and α-smooth muscle actin (α-SMA) and inhibited the activa‐

tion of hepatic stellate cells. In addition, WEP inhibited the expression of yes-associated protein (YAP) and the

phosphorylation level of Smad family member 2 (Smad2) in vivo and in vitro. In conclusion, WEP can inhibit hepatic

stellate cells activation via regulating the YAP and TGF-β-Smad pathways, and shows promising anti-fibrosis activity

in vitro and in vivo.

Key words: liver fibrosis; HSC activation; the withanolide extract of Physalis angulate; TGF-β/Smad; YAP

肝纤维化是慢性肝损伤的伤口愈合反应, 肝炎病

毒感染、胆汁淤积、自身免疫、药物、毒素、酒精和非酒

精性脂肪肝炎 (nonalcoholic steatohepatitis, NASH) 等

都可引起肝纤维化, 终末期可发展为肝硬化[1-4]。这种

伤口愈合反应会减轻炎症组织的破坏, 但也会导致疤

痕组织的形成 , 其特征是肝细胞外基质 (extracellular

matrix, ECM) 大量沉积[5,6]。目前, 肝纤维化的治疗手

段仍然有限[7]。

肝星状细胞 (hepatic stellate cell, HSC) 的活化是

肝纤维化发生的关键步骤[8]。在肝纤维化进程中, 转化

生长因子 β1 (transforming growth factor-β1, TGF-β1)

被认为是迄今已知的最重要的促纤维化细胞因子之

一[9,10]。TGF-β1 信号通路在启动并促进 HSC 活化过

程中发挥重要作用, 可促进胶原 (collagen) 的合成以及

α-平滑肌肌动蛋白 (α-smooth muscle actin, α-SMA) 组

成以及应力纤维形成[11,12]。当肝星状细胞被激活后 ,

TGF-β与 I型和 II型跨膜受体的异质复合体结合, 磷酸

化并激活受体调节的R-Smads[11,13], 磷酸化的 Smad2/3

进一步激活 TGF-β靶基因 [如 Ⅰ型胶原 α1 (collagen

type Ⅰ α 1 chain, COL1A1)] 的表达[14-16]。因此, TGF-β/

Smad通路对于维持肝星状细胞激活状态具有重要作

用[9,17,18]。此外, Hippo 信号通路被公认为是肝脏发育

的重要调节通路, 其下游主要的效应分子 yes相关蛋

白 (yes-associated protein, YAP) 在肝星状细胞活化早

期就会被激活[19]。最近的研究表明, YAP激活是HSC

活化以及肝纤维化进展中的关键驱动因素, 阻断YAP

可以阻止静息的 HSC 活化为肌成纤维细胞[20]。有研

究发现 , TGF- β 与 Hippo-YAP 的相互作用对调控

Smads 活性起着关键作用。在缺乏 YAP 的情况下 ,

Smads不能进一步促进TGF-β的表达[21]。

苦蘵 (Physalis angulata L.) 为茄科酸浆属植物, 其

功能主治清热、利尿、解毒, 治感冒、肺热咳嗽、咽喉肿

痛、龈肿、湿热黄疸、痢疾、水肿、热淋、天疱疮和疔

疮[22]。临床多用于治疗黄疸、慢性气管炎和细菌性痢

疾, 其中睡茄内酯类化合物为该植物主要活性成分。

近期的研究表明, 睡茄内酯类化合物在治疗肝脏疾病

方面有较大潜力, 其中单体化合物如 physalin A 具有

潜在的抗肝癌活性, physalin D有较好的抗肝纤维化活

性 , physalin B 则可有效缓解 NASH 和肝纤维化[23-27]。

本课题组从苦蘵中提取并富集得到了睡茄内酯部位

(the withanolide extract of Physalis angulata, WEP), 经

质谱和 HPLC-DAD (high performance liquid chroma‐

tography-diode array detector) 检测得到 16 个化合物

峰, 其中 10个峰显示睡茄内酯类化合物, 包括 physalin

B、D、F、I和 H 5个 physalin类睡茄内酯。随后测定各

个化合物的相对含量 , 分别为 physalin B: 16.50%、

physalin D: 10.95%、physalin F: 7.85%、physalin I:

8.08%和 physalin H: 8.20%。为了研究WEP对肝纤维

化的作用, 本研究构建了四氯化碳 (CCl4) 和胆总管结

扎 (bile duct ligation, BDL) 诱导的两种小鼠肝纤维化

动物模型, 研究WEP的体内外抗肝纤维化作用, 同时

探讨了WEP抑制肝星状细胞激活改善肝纤维化的机

制。结果表明, WEP可有效缓解肝星状细胞激活和肝

纤维化, 为中药苦蘵应用于肝纤维化的临床治疗提供

实验基础和理论依据。

材料与方法

动物 雄性C57 BL/6J小鼠 (5周, 体重 18～22 g),

购自杭州子源实验动物科技有限公司 [SPF级, 合格证号:

SCXK (浙) 2019-0004], 饲养于中国药科大学药学动物

实验中心。所有动物实验都获得中国药科大学伦理学

委员会批准。实验动物在明暗交替 (12 h∶12 h) 的SPF

级动物房中饲养, 自由进食饮水, 预适应环境7天。

药品与试剂 WEP来源于本实验室, 从苦蘵中分离

得到: 苦蘵药材粉碎后 95%乙醇超声提 3次, 过滤合并

滤液, 回收溶剂至干, 得到浸膏, 浸膏拌样上大孔, 梯度

冲洗 (40%、80%乙醇), 收集 80%梯度冲洗下来的馏分,

回收溶剂至干, 得到富集部位, 以 50 μg·mL-1储备浓度

溶于 DMSO 中。α-SMA 抗体、COL1A1 抗体 (Abcam

公司); Smad2/3、p-Smad2 (Ser465/467)、YAP抗体 (Cell

Signaling Technology 公司); 二抗 (上海翊圣生物技术

有限公司); β-actin、Smad7 抗体 (Proteintech 公司); 谷
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丙转氨酶 (alanine transaminase, ALT)、谷草转氨酶

(aspartate transaminase, AST) 试剂盒 (南京建成生物工

程研究所有限公司); RIPA裂解液 (上海翊圣生物技术

有限公司); ECL超敏发光液 (南京诺唯赞生物技术有

限公司)。

动物模型

CCl4模型的建立 采用 CCl4诱导小鼠肝纤维化,

将小鼠随机分为 5组, 分别为橄榄油对照组、CCl4模型

组及CCl4模型给药 (WEP) 组, 每组 7只。采用腹腔注

射溶于橄榄油的 CCl4 (0.25 mL·kg-1) 溶液 , 每周 3 次 ,

持续 4周造成肝纤维化。CCl4模型给药 (WEP) 组给药

剂量分别为 2.5、5和 10 mg·kg-1, 在注射CCl4造模的同

时伴随每隔一天给药一次[25,26], 对照组仅注射相同体

积的橄榄油。最后一次CCl4注射 48 h后麻醉小鼠, 眼

眶取血, 采集血样后脱臼处死并收集肝小叶, 部分肝组

织样品用 4%多聚甲醛固定, 以备随后的组织学检查,

另一部分保存在-80 ℃中, 待进一步分析。

BDL模型的建立 小鼠首先被随机分为两组, 其

中一组 7只为假手术组, 另一组 21只为BDL组。在异

氟烷吸入麻醉期间, 通过2 mm中线切口剖腹术打开腹

膜腔, 分离胆总管, 外科缝合线结扎胆总管, 术后 24 h,

BDL组随机分为 3组, 其中两组作为BDL-WEP组, 每

隔一天分别腹腔注射 5和 10 mg·kg-1 WEP。术后 14天

结束实验, 禁食一夜, 使用异氟醚将小鼠麻醉, 从眼眶

后静脉丛中采集血样, 采集血样后脱臼处死, 取肝小叶。

取部分肝组织样本用4%多聚甲醛固定, 用于随后的组

织学检查, 其他的保存在-80 ℃, 用于随后的分析。

体内急性毒性实验 小鼠被随机分为两组, 分别

为橄榄油对照组和给药 (WEP) 组 , 每组 5 只。给药

(WEP) 组腹腔注射 100 mg·kg-1 WEP, 对照组仅注射

相同体积的橄榄油 , 一次给药后观察 10 天。实验结

束时, 禁食一夜, 在异氟醚麻醉后脱臼处死, 取心、肝、

脾、肺和肾, 固定于 4% 的多聚甲醛中, 用于随后的组

织学分析。

细胞培养与处理 LX-2细胞来自于Scott Friedman

(Mount Sinai School of Medicine, New York, USA) 馈

赠。细胞系常规检测支原体。LX-2细胞用DMEM培养

基 (含 10%胎牛血清和 1%双抗) 培养于 37 ℃、5% CO2

的培养箱中。LX-2细胞在无血清培养基中孵育4 h, 分

别给予或不给予2 ng·mL-1 TGF-β1刺激6 h, 再给予WEP

治疗24 h。

血清生化指标检测 将全血室温静置 2 h后进行

离心, 常规分离血清, 血清ALT和AST根据说明书按照

标准操作程序测定。

肝脏病理切片 取小鼠肝脏固定于 4%多聚甲醛

24 h以上, 石蜡切片脱蜡水化, 进行苏木素-伊红染色

(苏木素染细胞核, 伊红染细胞质), 脱水封片, 显微镜

镜检, 图像采集分析。

Sirius red染色 石蜡切片脱蜡水化, 将切片放入

饱和苦味酸天狼猩红染色液内染色 8 min。切片放入

无水酒精漂洗数分钟, 显微镜下观察满意为止。切片

于 60 ℃烤箱烤干后于二甲苯透明 5 min, 中性树胶封

片, 显微镜镜检, 图像采集分析。

Masson染色 石蜡切片脱蜡水化, 苏木素染细胞

核, 丽春红染色, 磷钼酸处理, 苯胺蓝染色, 分化, 脱水,

中性树胶封片, 显微镜镜检, 图像采集分析。

Western blot 小鼠安乐处死, 分离并取出肝脏, 总

蛋白提取: 液氮速冻后加入含有蛋白酶抑制剂的RIPA

裂解液超声破碎, 离心取上清液, BCA法蛋白定量, 加

入上样缓冲液, 沸水煮15 min, -20 ℃保存。蛋白上样量

为 40 μg, 具体步骤: 配制聚丙烯酰胺凝胶, 电泳, 将蛋

白转印至 PVDF 膜 , 用封闭液 3% BSA 封闭 2 h, 一抗

(α-SMA、COL1A1、YAP、Smad2/3、p-Smad2、Smad7、β-

actin) 4 ℃孵育过夜, TBST漂洗 10 min×3次, 二抗室温

孵育2 h, TBST漂洗10 min×3次, 加入ECL超敏发光液

显影。使用Bio-Rad ChemiDoc XRS+成像系统进行分析。

Real-time PCR分析 小鼠安乐处死, 分离并取出

肝脏, 采用RNA提取试剂盒提取肝脏组织中总RNA,

总 RNA经纯度分析及含量计算后逆转录得到 cDNA,

获得的 cDNA保存于-20 ℃。实时荧光定量PCR检测,

检测指标ACTA2 (actin alpha 2, smooth muscle, 表达 α-

SMA 的基因)、COL1A1 以及组织金属蛋白酶抑制剂 1

(tissue inhibitor of metalloproteinase 1, TIMP1)。引物

序列见表1。

统计学分析 实验数据采用
-
x ± s表示, 实验结果

用GraphPad Prism 8软件进行统计分析。数据多组间

比较采用方差分析 (one-way ANOVA) 进行统计分析;

两两比较采用 t检验, 当P < 0.05时, 则有显著性差异。

Table 1 PCR primers. ACTA2: Actin alpha 2, smooth muscle; COL1A1: Collagen type Ⅰ α 1 chain; TIMP1: Tissue inhibitor of metallopro‐

teinase 1; GAPDH: Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase

Species
Human

Gene
ACTA2
COL1A1
TIMP1
GAPDH

Forward primer
CCTTGTTTGGGAAGCAAGTGG
GTGCGATGACGTGATCTGTGA
CTTCTGCAATTCCGACCTCGT
GACCTGCCGTCTAGAAAAAC

Reverse primer
TGGAGCTGCTTCACAGGATT
CGGTGGTTTCTTGGTCGGT
ACGCTGGTATAAGGTGGTCTG
TTGAAGTCAGAGGAGACCAC
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结果

1 WEP抑制肝星状细胞激活

本研究在 TGF-β1 诱导的 LX-2 细胞中考察 WEP

对肝星状细胞活化的影响。在无血清条件下饥饿LX-2

细胞后用 TGF-β1刺激, 使LX-2细胞在体外显示其激

活表型。如图 1A所示, WEP显著抑制了LX-2细胞中

肝纤维化标志基因 ACTA2 和 COL1A1 的表达 , 但是

TIMP1 的 mRNA 表达量没有显著变化。WEP 处理

LX-2细胞后, COL1A1和α-SMA的蛋白表达水平也相

应下降了 (图1B)。进一步采用CCK8法检测了WEP对

LX-2细胞的影响。结果表明, 5和 10 μg·mL-1 WEP对

LX-2细胞无明显的细胞毒性 (图 1C)。以上结果表明,

WEP 能够显著抑制 TGF-β1 诱导的肝星状细胞激活 ,

而无明显的细胞毒性作用。

2 WEP对小鼠无明显的毒副作用

在进行正式的动物实验之前, 出于药物安全性的

考虑, 本研究首先在小鼠体内验证了WEP的毒性。小

鼠一次给药后连续观察 10天, 观察期间给药组与对照

组小鼠无明显行为差异 , 随后经 H&E 染色法考察了

WEP给药后对小鼠心、肝、脾、肺和肾的组织结构的影

响, 如图 2所示, 给药组相较于对照组, 各器官的组织

结构均无明显变化, 由此可说明WEP对小鼠无明显的

毒副作用。

Figure 1 The withanolide extract of Physalis angulata (WEP) inhibits the activation of hepatic stellate cells (HSCs). LX-2 cells were treated

with 2 ng·mL-1 transforming growth factor-β1 (TGF-β1) with or without different concentrations of WEP for 24 h after no fetal bovine serum

(FBS) starvation. A: WEP repressed the mRNA expressions of COL1A1 and ACTA2 in a dose-dependent manner in LX-2 cells. GAPDH

served as a loading control; B: WEP inhibited the protein levels of COL1A1 and α -smooth muscle actin (α-SMA) in LX-2 cells; C: Cell

proliferation was determined by CCK8 assay. n = 3,
-
x ± s. #P < 0.05, ##P < 0.01, ###P < 0.001 vs control group; *P < 0.05, ***P < 0.001 vs

TGF-β1 group

Figure 2 WEP has no obvious toxicity in vivo. The histopathology of heart, liver, spleen, lung and kidney was observed by hematoxylin-

eosin staining (scale bars: 250 μm)
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3 WEP 可改善 CCl4诱导的小鼠慢性肝损伤和肝纤

维化

本研究进一步在 CCl4诱导的小鼠肝纤维化模型

中验证WEP的抗肝纤维化作用。采用H&E染色法考

察了WEP给药治疗后肝组织病理结构的变化。同时,

采用 ALT和 AST试剂盒检测血清中谷丙转氨酶和谷

草转氨酶的含量, 考察WEP给药治疗后对CCl4诱导的

肝损伤的影响。H&E染色结果显示, 相比于CCl4模型

组, WEP处理组可明显减轻炎症和小叶中心坏死, 可

保护肝细胞组织结构 (图 3A)。生化指标检测结果显

示, 相较于正常组, 模型组小鼠血清中肝损伤指标ALT

和AST显著升高, WEP治疗可降低小鼠血清中ALT和

AST水平 (图3B)。接下来, 对肝组织切片进行了Masson

染色和 Sirius red染色。结果显示, 对照组小鼠肝组织

中几乎没有胶原纤维沉积, 而CCl4诱导的模型组小鼠

肝中出现大量胶原沉积, 主要分布在汇管区和坏死区

域。WEP治疗组中胶原染色面积明显下降, 且高剂量

WEP组的改善情况更为显著 (图 3C、D)。活化的HSC

细胞是 ECM主要的来源, 而 α-SMA是HSC细胞活化

的标记物。如图 3E所示, 与CCl4组相比, WEP治疗组

Figure 3 WEP ameliorated CCl4-induced liver injury and liver fibrosis. A: Liver histopathology was observed by H&E staining (scale

bars: 250 μm); B: Serum aspartate transaminase (AST) and alanine transaminase (ALT) assays demonstrated that WEP reduced liver injury

in CCl4-induced mice; C: The obtained liver sections were subjected to Sirius red staining (scale bars: 100 μm, up panel), and Masson

trichrome staining (scale bars: 100 μm, down panel); D: The positive areas of Sirius red staining and Masson trichrome staining were

normalized against the control group; E: Western blot analysis of α-SMA expression. n = 7,
-
x ± s. #P < 0.05, ###P < 0.001 vs control group;

*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs CCl4-oil group
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可显著降低肝脏中α-SMA蛋白的表达水平, 证明WEP

处理可抑制HSC细胞的活化。以上结果表明WEP治

疗后对 CCl4 诱导的肝损伤以及肝纤维化具有保护

作用。

4 WEP可改善BDL诱导的小鼠肝损伤以及肝纤维化

本研究构建了BDL诱导的小鼠肝纤维化模型, 进

一步考察 WEP 在 BDL 诱导的肝纤维化进展中的作

用。小鼠肝组织H&E染色结果显示, 正常小鼠肝小叶

结构清晰, 肝细胞形态完整; BDL诱导的模型组小鼠

肝组织可见大量炎性细胞浸润、空泡样病变和肝细胞

坏死; WEP治疗可保护肝细胞组织结构, 缓解BDL导

致的小鼠肝组织肿胀、点状坏死、融合性坏死和大量炎

性细胞浸润的现象 (图 4A)。AST和ALT测定结果表

明, 模型组小鼠的肝功能明显受到损伤, WEP治疗可

降低血清中 AST 和 ALT 水平 (图 4B)。进一步采用

Masson染色和 Sirius red染色评价肝组织中胶原沉积

情况。结果显示, BDL组胶原纤维不仅延伸到门静脉

区, 也延伸到肝实质, 而WEP治疗组可显著减少肝脏

胶原沉积 (图 4C、D)。同时, WEP治疗也能降低肝脏

组织中 α-SMA 蛋白的表达水平 , 抑制 HSC 细胞的活

化 (图 4E)。综上, WEP 能够改善 BDL 诱导的小鼠肝

损伤, 减轻肝纤维化水平。

Figure 4 WEP ameliorated bile duct ligation (BDL)-induced liver injury and liver fibrosis. A: Liver histopathology was observed by H&E

staining (scale bars: 250 μm); B: Serum AST and ALT assays demonstrated that WEP reduced liver injury in BDL-induced mice; C: The

obtained liver sections were subjected to Sirius red staining (scale bars: 100 μm, up panel), and Masson trichrome staining (scale bars: 100 μm,

down panel); D: The positive areas of Sirius red staining and Masson trichrome staining were normalized against the sham group; E: Western

blot analysis of α-SMA expression. n = 7,
-
x ± s. ##P < 0.01, ###P < 0.001 vs sham group; *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs BDL-group
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5 WEP下调YAP和TGF-β/Smad通路发挥抗肝纤维

化作用

肝纤维化发生过程中, TGF-β1被认为是肝纤维化

过程中的关键介质。慢性肝损伤诱导高水平TGF-β1,

从而导致星状细胞活化, 最终促进肝纤维化和肝硬化

的发生发展。有研究表明, Hippo通路的关键转录调

控因子 YAP水平升高与星状细胞活化和肝细胞癌发

生密切相关。YAP还可与TGF-β诱导的Smad2/3相互

作用, 这表明 YAP与 Smad2/3复合物协同调节 TGF-β

信号通路, 从而抑制下游 Smad复合物的活性[20,28]。在

LX-2细胞中, WEP处理能够显著抑制TGF-β1诱导的

YAP及 p-Smad2蛋白表达水平, 但 Smad7没有显著变

化 (图 5A)。此外, 在两种动物模型肝组织中, WEP治

疗也能够抑制 YAP和 p-Smad2的表达 (图 5B、C)。以

上结果表明, WEP 可以通过下调 YAP 和 TGF-β/Smad

通路抑制肝星状细胞激活。

讨论

HSC持续激活是导致ECM过度积累和肝纤维化

的主要驱动力, 因此抑制HSC的激活是逆转肝纤维化

的核心[29,30]。近年来, 已有较多的天然药物活性提取

物和单体活性成分被报道具有良好的抗肝纤维化作

用。苦蘵为茄科酸浆属植物, 具有清热、利尿、解毒功

效。睡茄内酯是其主要活性成分, 它是一类变型甾体

化合物, 具有抗肿瘤、抗炎和免疫调节等活性[31-33]。值

得注意的是, 目前胆汁淤积性肝病临床用药奥贝胆酸

也是一个甾体类化合物, 具有显著的抗炎和抗肝纤维

化作用。这启发作者从天然甾体化合物中发现具有抗

肝纤维化的活性成分是研发抗肝纤维化药物的有效途

径。本研究在体内肝纤维化动物模型和体外肝星状细

胞中阐明了苦蘵睡茄内酯提取物 (WEP) 缓解肝纤维

化的作用和潜在机制。本研究发现: ① WEP治疗可

显著改善 BDL 和 CCl4诱导的小鼠肝损伤和纤维化 ;

② WEP治疗后肝纤维化标志物mRNA和蛋白水平在

体内外均显著下调; ③ WEP阻断了TGF-β1和YAP信

号通路, 从而抑制HSC激活和肝纤维化。

TGF-β超家族含有众多成员, 如TGF-β、骨形态发

生蛋白 (bone morphogenetic proteins, BMPs)、激活素、

抑制素、生长分化因子 (growth differentiation factors,

GDFs) 和胶质细胞源性神经营养因子 (glial cell line-

derived neurotrophic factors, GDNFs) 等, 它们在细胞生

命活动中有着不可或缺的作用。多种细胞因子参与了

慢性肝损伤进展为肝纤维化的过程, 而TGF-β1是HSC

激活的主要调节因子, 在肝损伤、炎症, 到肝纤维化、肝

硬化直至最后的肝癌进程中发挥重要作用[10]。肝脏受

到损伤后, 坏死的肝细胞分泌TGF-β1将HSC激活, 使

其向肌成纤维细胞分化, HSC在激活后会分泌大量的

TGF-β1, 又会继续促进HSC活化, TGF-β1在将HSC激活

的同时还会通过血小板衍生生长因子受体 β (platelet-

derived growth factor receptor β, PDGFRβ)、氧化应激和

鸟苷三磷酸 (Rho GTPase) 等介导 HSC的增殖和迁移

并维持肌成纤维细胞的表型。在TGF-β1的经典通路

中, TGF-β1与 TGF-βRⅡ结合, 将 TGF-βRⅠ磷酸化并激

活 , 激活的 TGF-βRⅠ进而磷酸化 Smad2/3, p-Smad2/3

与 Smad4结合后进入细胞核发挥作用。TGF-β1还可

以通过 NADPH 氧化酶 4 (NADPH oxidase 4, NOX4)、

YAP 以及丝裂原活化蛋白激酶 (mitogen-activated

protein kinase, MAPK) 等信号通路发挥促纤维化作

用。此外, TGF-β1干扰基质降解蛋白酶的产生, 上调

蛋白酶抑制剂, 如组织金属蛋白酶抑制剂 (TIMP) 和

纤溶酶原激活物抑制剂, 促进ECM的产生并抑制其分

解[11,34-38]。因此, 开发基于TGF-β信号通路的抑制剂有

广泛的应用前景, TGF-β靶向化合物包括反义寡核苷

酸 (AONs)、抑制配体-受体相互作用的中和抗体、配体

陷阱以及受体激酶抑制剂。目前 , trabedersen (一种

AON 药物)、fresolimumab (一种泛 TGF-β抗体) 以及

galunisertib (一种TGF-βRI激酶抑制剂) 等已经进入临

床试验[39-41]。本研究表明, 苦蘵睡茄内酯提取物WEP

可抑制TGF-β1诱导的Smad2磷酸化, 从而抑制肝星状

细胞中纤维生成基因的表达。因此, 作者认为WEP对

肝纤维化的抑制作用可能部分依赖于抑制 TGF-β/

Smad信号。

有研究表明, Hippo通路及其下游效应 YAP是星

状细胞活化的关键调控因子[42,43]。HSC/肌成纤维细胞

中 YAP 的上调延长了它们的活化, 促进了 ECM 的合

成, 从而导致更严重的纤维化。此外, 有研究显示YAP

靶基因结缔组织因子 (connective tissue growth factor,

CTGF) 在肝纤维化组织和活化的肝星状细胞中过表

达。CTGF可诱导ECM蛋白的合成和分泌, 特别是纤

维性胶原 , 而纤维性胶原是纤维沉积的主要成分[44]。

本研究的另一个重要发现是, WEP 显著下调 LX-2细

胞中YAP的表达。WEP治疗显著降低了CCl4及BDL

诱导的肝纤维化组织中YAP的表达。这些结果表明,

WEP处理导致的YAP下调可抑制星状细胞活化和肝

纤维化。YAP/Smad转录复合物与转录增强相关结构

蛋白 (transcriptional enhanced associate domain, TEAD)

联合有助于致瘤表型, 这表明YAP可促进并维持TGF-β1

通路的致瘤活性。YAP/TEAD与Smad转录因子结合,

促进肾纤维化[45,46]。在肝纤维化进展过程中, 肝星状细

胞激活会导致 ECM沉积和 TGF-β1增多, 进一步向肝
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Figure 5 WEP inhibits liver fibrosis through regulation of yes-associated protein (YAP) and TGF-β1/Smad pathway. A: LX-2 cells were

treated with 2 ng·mL-1 TGF-β1 with or without different concentrations of WEP for 24 h after no FBS starvation. WEP down-regulated the

protein expressions of YAP and p-Smad2 in LX-2 cells; B, C: WEP down-regulated the protein expressions of YAP and p-Smad2 in CCl4-

treated and BDL-treated livers. n = 3 (A), n = 7 (B, C),
-
x ± s. #P < 0.05, ##P < 0.01, ###P < 0.001 vs control group; *P < 0.05, **P < 0.01, ***P <

0.001 vs model group
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星状细胞发出信号, 以正反馈回路进一步激活YAP[42]。

因此, 同时干预YAP和TGF-β/Smad信号通路可能是一

种有前途的抗纤维化治疗策略。本研究发现, WEP可

以抑制TGF-β/Smad信号, 降低YAP表达, 从而发挥抗

纤维化作用。

综上所述, WEP在体内外可抑制肝星状细胞激活和

肝纤维化, WEP可下调YAP和TGF-β/Smad信号通路,

从而改善CCl4和BDL诱导的小鼠肝纤维化。本研究为

中药苦蘵在临床中治疗肝纤维化提供了实验依据。
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