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Abstract 
AIM: To elucidate the signal transduction mech-
anism by which angiotensin Ⅱ promotes the 
proliferation of hepatic stellate cells (HSCs).

METHODS: The influence of angiotensin Ⅱ on 
p38 MAPK expression in primarily cultured 
HSCs was detected by Western blot. The p38 
MAPK inhibitor SB203580 was incubated with 
HSCs to observe its effect on angiotensin Ⅱ
-induced transforming growth factor-β (TGF-β) 
secretion and collagen Ⅰ and Ⅳ expression.

RESULTS: Western blot analysis showed that, 
compared to the normal saline group, treatment 
with angiotensin Ⅱ (10-8, 10-7, 10-6 moL/L) for 

24 h significantly induced p38 MAPK expression 
(0.45 ± 0.052, 0.61 ± 0.026, 0.87 ± 0.032 vs 0.27 ± 
0.020, all P < 0.0005). Compared to the normal 
saline group, treatment with angiotensin Ⅱ 
(10-6 moL/L) for 24 h significantly induced HSC 
proliferation (0.1073 ± 0.0093 vs 0.5233 ± 0.0240, 
P < 0.0005), promoted incretion of TGF-β1 (10.6 
ng/mL ± 0.98 ng/mL vs 100.8 ng/mL ± 3.67 ng/
mL, P < 0.0005), and increased the expression of 
collagen α1(Ⅰ) and α1(Ⅳ) (1.13 ± 0.053 vs 3.74 ± 
0.047; 1.35 ± 0.035 vs 4.07 ± 0.072; both P < 0.0005). 
Pre-treatment with SB203580 significantly atten-
uated the effect of angiotensin Ⅱ on the above 
parameters in HSCs (0.2033 ± 0.0176 vs 0.5233 ± 
0.0240; 21.07 ng/mL ± 2.08 ng/mL vs 100.8 ng/
mL ± 3.67 ng/mL; 1.16 ± 0.024 vs 3.74 ± 0.047; 1.56 
± 0.075 vs 4.07 ± 0.072, all P < 0.0005).

CONCLUSION: Angiotensin Ⅱ induces HSC 
proliferation and increases expression of TGF-β1 
via the p38 MAPK pathway. 

© 2013 Baishideng. All rights reserved.
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摘要
目的: 探讨血管紧张素Ⅱ(angiotensin Ⅱ, Ang
Ⅱ)促进肝星状细胞(hepatic stellate cell, HSC)
增殖的相关信号机制.

方法: 原代培养HSC, 应用Western blot检测
血管紧张素Ⅱ对HSC p38丝裂原活化蛋白激
酶(p38 mitogen-activated protein kinases, p38 
MAPK)表达的影响. 并应用p38 MAPK抑制剂
SB203580与HSC共培养, 观察p38 MAPK抑制
剂对血管紧张素Ⅱ促进HSC分泌转化生长因
子-β1(transforming growth factor-β1, TGF-β1)以
及增加α1(Ⅰ)、α1(Ⅳ)型胶原(Col)表达的影响. 

■背景资料
肝星状细胞活化
(hepatic stellate 
cell, HSC)是肝纤
维化形成的中心
环节. 多种细胞因
子参与HSC活化
及增殖调节. 近年
研究证实血管紧
张素Ⅱ(angioten-
sin Ⅱ, AngⅡ)作
为一种强烈的促
有丝分裂原, 也能
够刺激HSC的活
化与增殖, 但是具
体的作用机制尚
不十分清楚.
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结果: Western blot结果显示不同浓度的AngⅡ
(10-8、10-7、10-6 moL/L)作用24 h后, HSC p38 
MAPK的相对含量明显增高(0.45±0.052, 0.61
±0.026, 0.87±0.032), 与正常对照组(0.27±
0.020)相比具有统计学差异(P<0.0005). 与正常
对照组相比, 10-6 moL/L AngⅡ作用24 h后能够
明显促进HSC增殖(0.1073±0.0093 vs  0.5233
±0.0240, P<0.0005); 促进TGF-β1分泌(10.6 ng/
mL±0.98 ng/mL vs  100.8 ng/mL±3.67 ng/mL, 
P <0.0005); 促进α1(Ⅰ)、α1(Ⅳ)Col mRNA表
达(1.13±0.053 vs  3.74±0.047; 1.35±0.035 vs  
4.07±0.072, P <0.0005). 但当加入SB203580
预先阻断p38 MAPK活性后, AngⅡ引起的上
述作用明显减弱(0.2033±0.0176 vs  0.5233±
0.0240; 21.07 ng/mL±2.08 ng/mL vs  100.8 ng/
mL±3.67 ng/mL; 1.16±0.024 vs  3.74±0.047; 
1.56±0.075 vs  4.07±0.072, P<0.0005). 

结论: AngⅡ通过p38 MAPK通路促进HSC增
殖和TGF-β1分泌. 

© 2013年版权归Baishideng所有.
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核心提示: 血管紧张素Ⅱ(angiotensin Ⅱ, Ang
Ⅱ)能够促进肝星状细胞(hepatic stellate cell)增
殖, 增加转化生长因子-β1(transforming growth 
factor-β1)以及α1(Ⅰ)、α1(Ⅳ)型胶原表达. p38丝

裂原活化蛋白激酶(p38 mitogen-activated protein 
kinases, p38 MAPK)抑制剂SB203580能够拮抗

AngⅡ的上述作用, 提示p38 MAPK通路是AngⅡ

促进肝纤维化发生的重要信号传导通路. 
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0  引言

肝星状细胞(hepatic stellate cell, HSC)的活化和

增殖是肝纤维化形成的关键环节. 目前研究已

证实, 血管紧张素Ⅱ(angiotensin Ⅱ, AngⅡ)能
够刺激HSC活化、增殖, 促进胶原合成, 并且这

一作用与转化生长因子-β1(transforming growth 
factor-β1, TGF-β1)密切相关[1-3], 但是具体的作

用机制尚不十分清楚. AngⅡ若想发挥作用, 必
须首先与HSC膜上的相应受体结合. AngⅡ的受

体主要有AT1R、AT2R2种亚型, 现有研究表明

AT1R是介导AngⅡ调控HSC功能的主要受体[4]. 

近年来对AT1R介导的信号途径有了一些新的认

识, 丝裂原活化蛋白激酶(mitogen-activated protein 
kinase, MAPK)途径可能发挥重要作用[5]. 为了明

确AngⅡ调控HSC功能的受体后信号机制, 我们

检测了AngⅡ对HSC细胞内TGF-β1、p38 MAPK
表达的影响, 并应用p38 MAPK抑制剂进一步明

确该信号通路在AngⅡ调控HSC功能中的作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 AngⅡ购自美国Sigma公司; TGF-β1与
ELISA试剂盒购自上海轩昊科技发展有限公司; 
兔抗p38 MAPK多克隆抗体购自美国Promega公
司; SB203580购自美国Sigma公司; RT-PCR试剂

盒购自大连宝生物工程有限公司; T7体外转录

试剂盒购自大连宝生物工程有限公司; Real-time 
quantitive PCR试剂盒购自大连宝生物工程有限

公司; 辣根过氧化物酶标记的羊抗兔IgG抗体购

自美国Santa Cruz公司.
1.2 方法

1.2.1 HSC细胞分离、培养: 参照宋少刚等[6]报道

的方法分离HSC. 大鼠麻醉后行门静脉插管, 连
续灌流0.1%链霉蛋白酶(15 min)及0.015%Ⅳ型

胶原酶(40 min); 然后取下软化肝脏并剪碎, 用混

合酶消化液(含链霉蛋白酶、Ⅳ型胶原酶及DNA
酶Ⅰ)消化30 min, 过滤、离心、洗涤后的细胞悬

液经18%Nycodenz(按Nycodenz∶细胞悬液 = 2
∶1比例)密度梯度离心(1500 g , 20 min, 4 ℃), 吸
取界面处的细胞悬浮于200 mL胎牛血清DMEM
培养液中, 以1×106/mL的浓度接种在培养皿里, 
在37 ℃、50 mL/L CO2条件下进行培养, 10-14 d
形成细胞单层后传代, 在传代过程中弃去贴壁

牢固的未消化下来的细胞(多为枯否细胞), 由此

纯化HSC. 本次实验采用传2-4代HSC, 待细胞生

长融合至70%左右, 加入不同浓度的AngⅡ(0、
10-8、10-7、10-6 moL/L)孵育24 h, 然后进行后续

实验. 每种实验均选取3组非同代细胞进行. 
1.2.2 上清液T G F-β1测定:  采用双抗体夹心

ELISA方法进行检测. 细胞接种于96孔培养板

内, 待细胞生长融合至70%左右, 换含50 mL/L血
清培养液继续培养24 h, 加入含预定浓度的Ang
Ⅱ孵育24 h, 收集上清液-20 ℃冰冻保存待检. 
TGF-β1检测严格按照说明书进行: 简言之于相

应反应板孔中加入100 μL标准品或100 μL标本, 
37 ℃温育60 min; 洗涤5次; 然后每孔加入100 μL 
1×Biotin, 37 ℃温育60 min; 洗涤5次; 再每孔加

入100 μL 1×HRP, 37 ℃温育30 min; 洗涤5次; 

■研发前沿
关于A n gⅡ调控
HSC增殖的热点
主要集中在相应
的 信 号 通 路 研
究 ,  尤 其 是 近 年
来 提 出 了 A C E -
A n gⅡ - AT 1 R受
体 轴 与 A C E 2 -
Ang(1-7)-Mas受
体轴相互拮抗学
说. 有哪些信号途
径参与了A n gⅡ
的促纤维化作用, 
临床应用A n gⅡ
及其相关信号分
子拮抗剂是否能
够阻断肝纤维化
的发生, 是目前亟
待解决的问题. 
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■相关报道
杨玲等应用体外
培养HSC, 在不同
浓度的ANGⅡ作
用下, 观察HSC的
生长增殖情况以
及对细胞迁移的
影 响 .  结 果 发 现
ANGⅡ能够促进
HSC增殖, 并且诱
导HSC迁移, 认为
这是ANGⅡ促进
肝纤维化发生的
主要原因.
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最后每孔加入100 μL TMB显色液, 37 ℃暗处温

育20 min, 加入终止液, 30 min内在全自动酶标

仪上450 nm处读取A值. 
1.2.3 p38 MAPK Western blot: (1)蛋白定量: 将已加

入含预定浓度的AngⅡ孵育24 h后的细胞用冰PBS
洗3遍, 加入Western蛋白裂解液(0.5 mL/5×106细

胞)冰上裂解细胞20 min, 4 ℃离心12000 g  15 min, 
取上清移入Eppendorf管内, 采用BCA法对蛋白

样品进行定量; (2)免疫沉淀: 用PBS将定量后样

品调成相同蛋白浓度(2 mg/mL); 取0.5 mL细胞

裂解产物, 加入100 mL 50%Sepharose-4B protein 
G, 4 ℃轻摇30 min; 12000 g  4 ℃离心10 min, 取
上清加入抗p38 MAPK抗体(1 mg/200 μg蛋白), 
4 ℃轻摇孵育过夜; 再加入100 μL 50%Sepha-
rose-4B protein G, 4 ℃轻摇120 min, 12 000 g  
4 ℃离心5 s收集琼脂糖珠; 向琼脂糖珠中加入洗

涤缓冲液800 μL, 4 ℃轻摇20 min; 反复洗涤3次, 
离心收集琼脂糖珠, 加入2×SDS蛋白上样缓冲

液60 μL, 沸水煮5 min, 离心收集上清; (3)Western 
blot: 取免疫沉淀后的上清20 μL进行8%SDS-
PAGE凝胶电泳, 电压100 V, 150 min; 电泳后将蛋

白转至PVDF膜上, 200 mA, 2 h; TBS洗5 min, 脱
脂奶粉封闭2 h, TTBS洗5 min×2, 加入多克隆兔

抗p38 MAPK抗体(1∶1000)4 ℃过夜, TTBS洗5 
min×3, 加入辣根过氧化物酶标记的羊抗兔-IgG
抗体(1∶10000)室温2 h, TTBS洗5 min×3, ECL
显色. 结果应用天能图像分析系统进行分析, 以
对照组p38 MAPK含量为1, 其他组与之比较. 
1.2.4 p38 MAPK抑制剂SB203580对HSC增殖、

TGF-β1、α1(Ⅰ)、α1(Ⅳ)型胶原表达的影响: 生
长良好的HSC细胞分为3组, 一组加入不含Ang
Ⅱ的DMEM培养液; 一组加入含10-6 mol/L Ang
Ⅱ的DMEM培养液; 最后一组应用含5 μmol/L 
SB203580的DMEM培养液孵育30 min后, 再加

入10-6 mol/L AngⅡ, 细胞继续培养24 h后, 检测

上清液TGF-β1含量, 并应用MTT法检测HSC增
殖, 实时定量PCR方法检测HSC细胞内α1(Ⅰ)、
α1(Ⅳ)型胶原mRNA的表达情况. 

统计学处理 应用SPSS13.0软件进行统计学分

析. 所有数据均以mean±SD表示, 采用单因素方差

分析(AVONA)的LSD方法对各组间数据进行比较. 

2  结果

2.1 AngⅡ促进HSC分泌TGF-β1 正常情况下, 
HSC细胞能够分泌较低浓度的TGF-β1(10.6 ng/
mL±0.98 ng/mL), 加入10-8、10-7、10-6 moL/L 

AngⅡ刺激后, TGF-β1浓度明显升高, 分别达

(39.8 ng/mL±5.12 ng/mL, 77.4 ng/mL±1.88 ng/
mL,100.8 ng/mL±3.67 ng/mL), 与对照组相比差

异具有统计学意义(P <0.0005)(图1). 
2.2 AngⅡ促进HSC表达p38 MAPK Western blot
结果显示p38丝裂原活化蛋白激酶(p38 MAPK)
在38 kDa处存在特异性蛋白条带. 对各条带进行

半定量分析发现, 10-8、10-7、10-6 moL/L AngⅡ
作用24 h后, p38 MAPK蛋白的相对含量分别为

(0.45±0.052, 0.61±0.026, 0.87±0.032), 与正常

对照组(0.27±0.020)相比具有明显的统计学差

异(P <0.0005)(图2). 
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图  1  不同浓度AngⅡ对TGF-β1的影响. 随着AngⅡ浓度

的升高, 肝星状细胞上清液中TGF-β1的含量也逐渐增加, 
aP<0.0005 vs  0 moL/L. AngⅡ: 血管紧张素Ⅱ; TGF-β: 转化

生长因子-β.

■创新盘点
目 前 国 内 关 于
A n gⅡ促进肝纤
维 化 的 研 究 多
缺 乏 分 子 水 平
的 深 入 研 究 ,  国
外对A n gⅡ促进
肝纤维化的受体
后 信 号 通 路 有
所 涉 猎 .  本 文 重
点研究了途径在
AngⅡ促进HSC
活化增殖以及促
进 转 化 生 长 因
子-β1(transforming
growth factor-β1, 
TGF-β1)、α1(I)、
α1(Ⅳ)型胶原表达
中的作用, 为临床
抗纤维化治疗提
供更多的靶点.
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2.3 p38 MAPK抑制剂SB203580可以阻断Ang
Ⅱ引起的TGF-β1表达上调 与正常对照组(10.6 
ng/mL±0.98 ng/mL)相比, 10-6 moL/L AngⅡ作用

24 h后能够明显促进HSC细胞分泌TGF-β1(100.8 
ng/mL±3.67 ng/mL), 两者相比差异具有统计

学意义(P <0.0005); 加入SB203580预先阻断p38 
MAPK活性后, AngⅡ引起的HSC分泌TGF-β1
浓度明显下降(21.07 ng/mL±2.08 ng/mL), 与
未加入S B203580相比差异具有统计学意义

(P <0.0005). 说明p38 MAPK是TGF-β1的上游信

号分子(图3). 
2.4 p38 MAPK抑制剂SB203580可以阻断AngⅡ

引起的HSC增殖 与正常对照组(0.1073±0.0093)
相比, 10-6 moL/L AngⅡ作用24 h后能够明显促

进HSC增殖(0.5233±0.0240, P <0.0005); 加入

SB203580预先阻断p38 MAPK通路后, AngⅡ引

起的促HSC增殖作用明显下降(0.2033±0.0176), 
与未加入SB203580相比有明显的统计学差异

(P <0.0005). 说明AngⅡ的促HSC增殖作用是通

过p38 MAPK通路介导的(图4). 
2.5 p38 MAPK抑制剂SB203580可以阻断Ang
Ⅱ引起的HSCα1(Ⅰ)、α1(Ⅳ)型胶原mRNA表

达增加 以GAPDH基因为参照物, 对α1(Ⅰ)、
α1(Ⅳ)C o l基因进行定量分析结果发现:  10-6 

moL/L AngⅡ作用24 h后, α1(Ⅰ)、α1(Ⅳ)Col 
mRNA为(3.74±0.047, 4.07±0.072), 明显高于

正常对照组(1.13±0.053,1.35±0.035), 两者比较

差异具有统计学意义(P <0.0005); 加入SB203580
预先抑制p38 MAPK活性后, α1(Ⅰ)、α1(Ⅳ)Col 
mRNA为(1.16±0.024, 1.56±0.075), 明显低于

未加入SB203580组(P <0.0005). 这些结果提示

AngⅡ上调HSCα1(Ⅰ)、α1(Ⅳ)Col mRNA表达

需要p38 MAPK的作用(图5). 

3  讨论

肝纤维化的形成机制中, HSC活化是公认的中心

环节. 其活化后向肌成纤维细胞转变, 可分泌大

量细胞外基质成分, 包括Ⅰ、Ⅲ型胶原、透明

质酸和层黏连蛋白, 同时使胶原酶活性下降, 胶
原降解减少, 造成细胞外基质产生与降解失平

衡, 纤维化形成[7]. HSC活化和增殖与多种细胞

因子有关, 比较重要的有TGF-β和血小板源性生

长因子[8]. 近年来研究表明肝纤维化时血清和肝

组织局部的AngⅡ水平明显升高, 与肝纤维化程

度密切相关[9], 而且HSC细胞表面表达AngⅡ受

体AT1R[10], 这些证据提示AngⅡ具有促进HSC
活化和增殖的作用. 

我们前期在酒精性肝纤维化的动物实验

中亦发现 [9], 肝内存在局部肾素-血管紧张素-
醛固酮系统, 肝纤维化进程中肝内AngⅡ明显
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■应用要点
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据此可开发相应
信号分子拮抗制
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用于临床, 抑制肝
纤维化的形成和
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图  3  p38 MAPK抑制剂SB203580对AngⅡ增加TGF-β1浓度
的影响. aP<0.0005 vs  正常对照组, bP<0.0005 vs  10-6 moL/L 

AngⅡ组. AngⅡ: 血管紧张素Ⅱ; p38 MAPK: p38丝裂原活化

蛋白激酶; TGF-β: 转化生长因子-β. 
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moL/L AngⅡ组. AngⅡ: 血管紧张素Ⅱ; p38 MAPK: p38丝
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图  5  p38 MAPK抑制剂SB203580对AngⅡ促进肝星状细
胞α1(Ⅰ)、α1(Ⅳ)Col mRNA表达的影响. p38 MAPK抑制剂

SB203580能够阻断AngⅡ引起的α1(Ⅰ)和α1(Ⅳ)Col mRNA

表达增加, aP<0.0005 vs  正常对照组, bP<0.0005 vs  10-6 moL/L 

AngⅡ组. AngⅡ: 血管紧张素Ⅱ; p38 MAPK: p38丝裂原活化
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升高, 并且血管紧张素转换酶抑制剂类药物可

以阻止酒精性肝纤维化的进展 ,  这些结果说

明AngⅡ是重要的促纤维化因子. 进一步我们

发现A n gⅡ可以促进离体的H S C活化、增殖, 
合成和分泌胶原增加, 提示HSC是AngⅡ作用

的靶细胞. 本文中我们进一步明确AngⅡ调控

HSC功能的信号通路, 以期为基因治疗提供靶

位点. 
目前关于AngⅡ调节HSC功能的机制已经

有了一定的认识, 认为AngⅡ的促HSC增殖作

用依赖于TGF-β1[11-14]. 这一观点有下列证据: 
(1)AngⅡ可以直接刺激体外培养的血管平滑肌

细胞、心肌细胞表达TGF-β1, 给离体肾脏灌注

AngⅡ也可以明显增强TGF-β1的产生和活性, 
其后发现AngⅡ可以上调TGF-β1的mRNA在

HSC内的表达[15]; (2)AngⅡ可以通过PA/PAI系统

切掉潜活相关肽, 使潜活TGF-β1变成具有生物

活性的TGF-β1; (3)AngⅡ可上调体外培养的血

管平滑肌细胞TGF-β1受体的表达; (4)AngⅡ与

TGF-β1可互相调节彼此的表达, TGF-β1能引起

近肾小球细胞释放肾素, 进一步转化为AngⅡ又

可促进TGF-β1的合成, 这是一种正反馈效应. 本
实验中我们亦检测了AngⅡ对培养HSC细胞上

清液中TGF-β1浓度的影响. 结果表明: 10-8 moL/L 
AngⅡ即可促进HSC分泌TGF-β1, 10-6 moL/L 
AngⅡ的这种作用更加明显, 提示TGF-β1是Ang
Ⅱ调控HSC细胞功能的下游效应分子. 

AngⅡ发挥作用必须首先与HSC细胞膜上

的受体结合, 现已证实AT1R为HSC细胞膜上表

达的AngⅡ受体. 那么AngⅡ与HSC细胞膜上的

AT1R结合后, 是通过哪种信号分子促进HSC合
成TGF-β1的尚不清楚. AT1R的受体后信号通路

涉及MAPK, 因此我们检测了AngⅡ对体外培养

的HSC细胞内p38 MAPK蛋白表达的影响, 并应

用p38 MAPK特异性阻断剂SB203580验证p38 
MAPK在AngⅡ调节HSC细胞功能中的作用. 

结果表明: 10-8 moL/L AngⅡ即可促进HSC
细胞表达p38 MAPK蛋白, 10-6 moL/L AngⅡ的

这种作用更加明显, 提示p38 MAPK可能在Ang
Ⅱ调节HSC细胞功能方面发挥作用. 进一步应

用p38 MAPK抑制剂SB203580预先阻断p38 
MAPK活性, 结果表明: SB203580能够明显抑

制AngⅡ引起的促HSC增殖作用, 降低α1(Ⅰ)、
α1(Ⅳ)型胶原mRNA的表达, 并且由AngⅡ引起

的促HSC分泌TGF-β1作用亦可被SB203580阻
断. 这些结果说明AngⅡ通过p38 MAPK通路促

进HSC分泌TGF-β1, 进而增加HSC活化以及细

胞外基质合成. 
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物细胞中已发现
和克隆了ERK、
J N K / S A P K 、
p38/RK、ERK5/
BMK1 4个MAPK
亚族. p38 MAPK
是MAPK家族的
重要组成部分.
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■同行评价
本 文 通 过 检 测
AngⅡ对HSC细
胞 内 T G F - β 1、
p38 MAPK表达的
影响, 并应用p38 
MAPK抑制剂进
一步明确该信号
通路在 A n g Ⅱ调
控HSC功能中的
作用, 具有一定的
新颖性, 具有一定
指导意义.
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