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FGF-21抑制 HSC-T6细胞活化的抗肝纤维化作用及其机制的研究 *
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摘要 目的：探索成纤维细胞生长因子 21（FGF-21）对肝星形细胞 T6（HSC-T6）活化的作用及其作用机制。方法：1640+10 %胎牛血

清的培养基培养 HSC-T6细胞，实验分为 5组：正常对照组（Control）、模型组（Model 20 mM乙醇处理细胞 12 h）、低剂量 FGF-21

组（LFGF-21，0.5 滋mol/L）、中剂量 FGF-21组（MFGF-21，1.0 滋mol/L）和高剂量 FGF-21组（HFGF-21，2.0 滋mol/L）。Real-time PCR

检测 琢-平滑肌肌动蛋白（琢-SMA）、胶原蛋白Ⅰ（CollagenⅠ）、基质金属蛋白酶 -2（MMP2）、基质金属蛋白酶 -9（MMP9）和 Notch2

的 mRNA水平，Western blot检测 CollagenⅠ、琢-SMA、MMP2、MMP9和 Notch2的蛋白水平，ELISA检测 IL-1茁、TNF-琢的蛋白水
平。结果：模型组 琢-SMA、CollagenⅠ、MMP2、MMP9、IL-1茁、TNF-琢、Notch2的水平高于对照组（P＜0.05），HFGF-21组 琢-SMA、

CollagenⅠ、MMP2、MMP9、IL-1茁、TNF-琢、Notch2的水平均低于模型组（P＜0.05）。结论：FGF-21可抑制 Notch2的表达，抑制炎症

反应，从而抑制 HSC的活化，发挥抗肝纤维化作用。
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Effect of Fibroblast Growth Factor 21 on Hepatic Stellate Cell-T6
and Its Mechanism*

To investigate the effect of fibroblast growth factor 21 (FGF-21) on hepatic stellate cell-T6 (HSC-T6) and

the mechanism of its action. Culturing HSC-T6 with 1640 medium supplemented with 10% fetal bovine serum and 1%antibi-

otics (penicillin-streptomycin). HSC-T6 were randomly divided into five groups: control group, model group (20 mM, ethanol), low dose

FGF-21(LFGF-21, 0.5 滋mol/L), middle dose FGF-21(MFGF-21, 1.0 滋mol/L) and high dose FGF-21(HFGF-21, 2.0 滋mol/L). The mRNA
contents of 琢-SMA, CollagenⅠ, MMP2, MMP9 and Notch2 were determined by Real-time PCR. The protein levels of 琢-SMA, Colla-

genⅠ, MMP2, MMP9 and Notch2 were determined by Western blot. The protein levels of IL-1茁 and TNF-琢 were measured by ELISA

kit. The levels of 琢-SMA, CollagenⅠ , MMP2, MMP9, IL-1茁, TNF-琢 and Notch2 in the model group were significantly higher

than those in the control group (P＜0.05), and those in the treatment group decreased significantly comparedwith themodel group (P＜0.05).

FGF-21 can inhibit the expression of Notch2 and inflammation, and then inhibit HSC activation to attenuate hepatic fibroge-

nesis.
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前言

肝硬化是全球性疾病，严重威胁人们的身体健康，肝纤维

化是多种慢性肝病发展至肝硬化的必经阶段，如病毒性肝炎、

非酒精性脂肪性肝炎、自身免疫性肝病等均可导致肝纤维化，

最终进展为肝硬化、甚至肝癌[1,2]。目前观点认为肝硬化不可逆

转，而肝纤维化尚可逆，亦是治疗的关键阶段[3]。现阶段肝纤维

化的临床治疗方法及药物均十分有限，故研发新型有效的治疗

药物迫在眉睫。

成纤维细胞生长因子 -21 （fibroblast growth factor-21,

FGF-21）是成纤维细胞生长因子家族的成员之一，主要由肝脏

分泌，并具有多种生物学功能。FGF-21作为一种分泌性蛋白，

可通过内分泌途径作用于全身靶器官，其中肝脏是其作用的主

要靶器官[4]。研究表明，FGF-21可以减轻长期酒精刺激引起的

肝损伤[5]，能够抑制肝脏炎症反应[6]，可改善肝脏功能，减轻肝纤

维化[7]，但其改善肝纤维化的具体作用机制尚未完全阐明。本实
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验以 HSC-T6为研究对象，初步探索 FGF-21对 HSC-T6的作

用及其改善肝纤维化的可能作用机制。

1 材料与方法

1.1 材料

FGF-21成熟蛋白和 HSC-T6细胞：由东北农业大学生命

科学学院实验室馈赠，FGF-21成熟蛋白制备及提纯的方法同

参考文献[8]；RPMI-1640培养基、胎牛血清购自 GIBICO公司；

a-SMA单克隆抗体购于 Abcam公司；Collagen I多克隆抗体购

于 Santa Cruz公司；Western细胞蛋白裂解液购自碧云天公司；

TNF-琢、IL-1茁EIISA试剂盒购自 R&D公司。

1.2 方法

1.2.1 细胞的培养与处理 HSC-T6细胞于 1640+10 %胎牛血

清培养基、37℃、5% CO2的培养箱中培养。分为正常对照组

（Control）、模型组（Model 20 mM乙醇处理细胞 12 h）、低剂量

FGF-21 组 （LFGF-21，0.5 滋mol/L）、 中 剂 量 FGF-21 组

（MFGF-21，1.0 滋mol/L）和高剂量 FGF-21 组（HFGF-21，2.0

滋mol/L）。当细胞融合达到 50 %-70 %，正常组换用新鲜

1640+10 % FBS培养液，而模型组改为含有 20 mM乙醇的培

养基诱导培养 12 h，诱导 HSC-T6活化。低、中、高剂量 FGF-21

治疗组给予 20 mM乙醇的同时给予 FGF-21（浓度分别为 0.5

滋mol/L，1.0 滋mol/L，2.0 滋mol/L）。实验重复 3次。

1.2.2 Real-time PCR检测细胞内 CollagenⅠ、琢-SMA、MMP2、

MMP9、Notch2的 mRNA水平 应用 Trizol提取总 RNA，Re-

al-time PCR系统进行扩增，以 茁-actin为内参照，通过 2-△ △ Ct方

法计算目的基因的相对表达量。相关引物序列：

CollagenⅠ：F5'-GACTGGAAGAGCGGAGAGTACTG-3'，

R5'-CCTTGATGGCGTCCAGGTT-3'；

琢-SMA：F5'-CCGAGATCTCACCGAC-3'，R5'-TCCAGAG-

CTACATGACACAG-3'；

MMP2：F5'-CCACGTGACAAGCCCATGGGGCCCC-3'，R5'-

GCAGCCTAGCCAGTCGGATTTGATG-3'；

MMP9：F5'-AGGTCCCCCCACTGCTGGCCCTTC TACG-

GC-3'，R5'-GTCCTCAGGGCACTGCAGGATGTCATAGGT-3'；

Notch2：F5'-GATCACCCGAATGGCTATGAATG-3'，R5'-

CCGGGTCACAGTTGTCGATG-3'；

茁-actin：F5'-ACATCTGCTGGAAGGTGGAC-3'，R5'-GGT-
ACCACCATGTACCCAGG-3'。

1.2.3 ELISA检测 IL-1茁、TNF-琢 蛋白水平 细胞裂解后，用

ELISA试剂盒分别检测 IL-1茁、TNF-琢蛋白水平。
1.2.4 Western blot 检测 CollagenⅠ、琢-SMA、MMP2、MMP9、

Notch2的蛋白水平 细胞裂解后，蛋白定量；调节电压为 110

V，SDS-PAGE电泳约 2 h；调节恒流为 350 mA湿转膜约 1 h；

BSA封闭 1 h；一抗人抗鼠抗体 4℃摇床过夜孵育，二抗山羊抗

兔抗体，常温孵育 1 h；曝光、显影后，软件分析光密度值，以目

的基因 /茁-actin带的密度比值表示目的基因蛋白表达水平。
1.3 统计学方法

以 SPSS17.0统计软件录入数据及进行统计学分析，计量

资料采用均数± 标准差（x± s）表示，以 Graphpad prism 5制图

软件进行作图。组间差异比较采用单因素方差分析（ANOVA），

两两比较采用 LSD-t检验，以 P＜0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 FGF-21 对各组 HSC-T6细胞琢-SMA、CollagenⅠ表达的影

响

模型组琢-SMA、CollagenⅠ的水平高于对照组（P＜0.05），

低、中、高剂量 FGF-21治疗组 琢-SMA、CollagenⅠ的水平均低

于模型组（P＜0.01），见图 1。

2.2 FGF-21对各组 HSC-T6细胞MMP2、MMP9表达的影响

模型组 MMP2、MMP9 的水平高于对照组（P＜0.05），低、

中、高剂量 FGF-21治疗组 MMP2、MMP9水平均低于模型组

（P＜0.01），见图 2。

2.3 IL-1茁、TNF-琢的蛋白水平
模型组 IL-1茁、TNF-琢 的蛋白水平均高于对照组（P＜

0.05），低、中、高剂量 FGF-21治疗组 IL-1茁的蛋白水平均低于
模型组（P＜0.05），高剂量 FGF-21治疗组 TNF-琢的蛋白水平低
于模型组（P＜0.05），低、中剂量 FGF-21治疗组 TNF-琢蛋白的
平均水平虽低于模型组，但无统计学意义，见图 3。

2.4 FGF-21 对各组 HSC-T6 细胞 Notch2 的 mRNA 和蛋白水

平的影响

模型组 Notch2的水平高于对照组（P＜0.05），低、中、高剂

量 FGF-21治疗组 Notch2的水平均低于模型组（P＜0.01），分

别见图 4。

3 讨论

肝纤维化是肝脏对不同病因导致的慢性损伤的修复反应，

主要表现为肝脏纤维增生和降解不平衡、细胞外基质（extracel-

lular matrix, ECM）过度产生和异常沉积[9]。肝纤维化 ECM主要

成分为Ⅰ型和Ⅲ型胶原，其主要被基质金属蛋白酶类(matrix

metalloproteinase , MMPs)降解，MMPs主要由肝星形细胞（hep-

atic stellate cell, HSC）和肝脏 Kuppfer细胞分泌[10,11]。MMPs是

一个大家族，目前已有 26 个成员（MMP1~26），不同的 MMPs

可降解相同或不同的 ECM成分。MMP-1主要降解Ⅰ、Ⅲ型胶

原，可减少 ECM的异常沉积，对肝纤维化有保护作用。MMP2、

MMP9主要降解Ⅳ型胶原，可降解正常肝脏的内皮下基质,使

肝脏结构发生紊乱，并能促进 HSC激活，增加Ⅰ型胶原的分

泌，诱发或加剧肝纤维化[12]。

肝纤维化的发病机制十分复杂，至今仍未完全阐明。目前

认为 HSC 的增殖与活化是肝纤维化形成的中心环节 [13]，

IL-1茁、TNF-琢等炎症因子的促炎症反应是肝纤维化发生和发
展的关键环节，这些炎症因子不仅能直接损伤肝细胞，而且能

够激活 HSC合成胶原[14,15]。同时，活化的 HSC可分泌大量炎症

因子和MMP2、MMP9等，进一步加重肝纤维化[14]。研究表明，

Notch信号通路在肝纤维化发生发展中起重要作用[16,17]。Notch

基因广泛存在于生物体内，在进化过程中高度保守，主要调控

细胞的增殖、分化和凋亡，介导细胞间的相互作用[18]。人类的

Notch信号有 4个受体( Notch1~4)，在成人肝脏中，这 4种受体

均有表达。研究发现，Notch信号通路的激活可以促进 NASH

进展为肝纤维化 [19]，Notch信号通路与 HSC的活化关系密切，

Notch 活化可刺激 HSC 的活化，而当 HSC 活化时，Notch2、
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图 1 各组 HSC-T6细胞 琢-SMA、CollagenⅠ的水平

Fig.1 The levels of 琢-SMA and CollagenⅠin five groups

A.The transcription level of 琢-SMA in five groups. B.The transcription level of CollagenⅠin five groups.

C.The western blot of CollagenⅠand 琢-SMA in five groups.

Note: **P<0.05, compared with control group; ##P<0.01, compared with model group.

Notch3的表达量亦显著上升，并可调节肝纤维化过程中的炎症

反应，抑制 Notch可抑制巨噬细胞分泌 IL-1茁 和 IL-6[20,21]。因

此，抑制 Notch、抑制炎症反应、降低 MMP2、MMP9 的水平将

有助于抑制 HSC的活化，减少 I型胶原纤维的合成、减轻 ECM

的异常沉积，从而改善肝纤维化。

当肝脏受到损伤，发生脂肪变、肝纤维化、肝硬化、肝癌时，

肝细胞表达 FGF-21的水平明显升高[22,23]。研究发现，FGF-21可

以通过抑制 TGF-茁、NF-资B等信号通路显著改善肝纤维化[7]，保

护肝脏功能，并能有效的预防肝癌的发生[24]。但 FGF-21是否通

过 Notch2在肝纤维化中发挥作用仍不明确，关于 FGF-21对

HSC Notch2信号通路表达的影响尚无相关报道。本实验通过

乙醇诱导 HSC-T6活化，探索 FGF-21对 HSC-T6的作用及其

抗肝纤维化的可能作用机制。

本实验通过检测 CollagenⅠ的水平反应 ECM 沉积的程

度，琢-SMA的水平反应 HSC的活化程度。本实验结果显示，与

对照组相比，模型组 CollagenⅠ、琢-SMA 的水平明显升高，

MMP2、MMP9、IL-1茁、TNF-琢的水平亦明显升高，这说明乙醇
诱导了 HSC的活化，并促进促炎因子和 MMP2、MMP9的表

达。FGF-21治疗组 CollagenⅠ、琢-SMA的水平较模型组明显降

低，MMP2、MMP9、IL-1茁、TNF-琢的水平也明显降低。该结果说
明 FGF-21能够抑制 HSC的活化，降低MMP2、MMP9的表达，

减轻炎症反应，减少 CollagenⅠ的合成。这与 Xu[7]和 Lee KJ[25]

等的实验结果相一致。为进一步探索 FGF-21抑制 HSC活化的

机制，我们检测了各组细胞的 Notch2水平。结果显示，与对照

组相比，模型组 Notch2的水平明显升高，而 FGF-21治疗组较

模型组明显降低。这说明 FGF-21可抑制 Notch2的表达，从而

抑制 HSC的活化，改善肝纤维化。Notch可与 TGF-茁、NF-资B以
及Wnt/茁-catenin等信号通路协同作用于 HSC，调节肝纤维化

的发展[26,27]。研究发现，抑制 Notch3的表达亦可抑制 HSC的活

化、减轻肝纤维化[28]，但本实验仅检测了 Notch2，对于 FGF-21

能否作用于 HSC的 Notch信号通路的其他类型受体仍需要进

一步研究。

本实验初步探索了 FGF-21 改善肝纤维化的可能作用机

制，由于实验时间较短，仅进行了细胞实验，尚有许多不足之

处。但本实验为治疗肝纤维化提供了新的方向，FGF-21 及

Notch2可能成为治疗肝纤维化的新型药物及靶点。
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图 3 各组细胞 IL-1茁、TNF-琢的蛋白水平
Fig.3 The protein levels of IL-1茁、TNF-琢 in five groups

Note: **P<0.05, compared with control group; ##P<0.01, compared with model group; #P<0.05, compared with model group.

图 2 各组 HSC-T6细胞MMP2、MMP9的水平

Fig.2 The levels of MMP2 and MMP9 in five groups

A.The transcription level of MMP2 in five groups. B.The transcription level of MMP9 in five groups.

C.The western blot of MMP2 and MMP9 in five groups.

Note: **P<0.05, compared with control group; ##P<0.01, compared with model group.
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图 4 各组 HSC-T6细胞 Notch2的水平

Fig.4 The levels of Notch2 in five groups

A.The transcription level of Notch2 in five groups. B.The western blot of Notch2 in five groups.

Note: **P<0.05, compared with control group; ##P<0.01, compared with model group.
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