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冬凌草甲素通过调控 ＵＢＣ９ 表达对肝星状细胞增殖、
凋亡的影响
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(１.新乡医学院第三附属医院临床药学办公室ꎬ河南 新乡　 ４５３００３ꎻ２.濮阳医学高等专科学校ꎬ河南 濮阳　 ４５７０００ꎻ
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　 　 【摘要】 　 目的　 探讨冬凌草甲素对肝星状细胞增殖、凋亡的影响和分子机制ꎮ 方法　 采用不同浓度的冬凌

草甲素干预肝星状细胞(ＨＳＣ￣Ｔ６)４８ ｈꎮ 分别采用噻唑蓝(ＭＴＴ)实验、流式细胞术检测 ＨＳＣ￣Ｔ６ 细胞增殖和凋亡变

化ꎮ 采用实时荧光定量 ＰＣＲ(ＲＴ￣ｑＰＣＲ)和蛋白质印记(Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ)检测泛素结合酶 ９(ＵＢＣ９)表达变化ꎮ 转染

ＵＢＣ９ 小干扰 ＲＮＡ(ｓｉ￣ＵＢＣ９)下调 ＨＳＣ￣Ｔ６ 细胞中 ＵＢＣ９ 表达水平ꎬ采用上述方法检测细胞增殖、凋亡变化ꎮ 结果

冬凌草甲素干预后ꎬＨＳＣ￣Ｔ６ 细胞增殖抑制率、凋亡率显著升高ꎬＵＢＣ９ 表达显著降低ꎬ并具有显著的剂量依赖关系

(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 干扰 ＵＢＣ９ 表达后 ＨＳＣ￣Ｔ６ 细胞增殖抑制率、凋亡率显著升高ꎬＵＢＣ９ 表达显著降低(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 过表达

ＵＢＣ９ 能够逆转冬凌草甲素对 ＨＳＣ￣Ｔ６ 细胞的增殖、凋亡的影响(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 结论　 冬凌草甲素能够抑制肝星状细

胞增殖ꎬ诱导细胞凋亡ꎬ其机制与下调 ＵＢＣ９ 表达有关ꎮ
【关键词】 　 冬凌草甲素ꎻ泛素结合酶 ９ꎻ肝星状细胞ꎻ增殖ꎻ凋亡
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　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｏｒｉｄｏｎｉｎ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｈｅｐａｔｉｃ ｓｔｅｌｌａｔｅ ｃｅｌｌｓ
ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ. Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｏｒｉｄｏｎｉｎ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｉｎｔｅｒｖｅｎｅ ｉｎ ｈｅｐａｔｉｃ ｓｔｅｌｌａｔｅ
ｃｅｌｌｓ ( ＨＳＣ￣Ｔ６) ｆｏｒ ４８ ｈ. Ｔｈｅ ｍｅｔｈｙｌ ｔｈｉａｚｏｌｙｌ ｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍ ( ＭＴＴ) ａｓｓａｙ ａｎｄ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ＨＳＣ￣Ｔ６ ｃｅｌｌｓ. Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ (ＲＴ￣ｑＰＣＲ) ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ￣ｃｏｎｊｕｇａｔｉｎｇ ｅｎｚｙｍｅ ９ (ＵＢＣ９). Ｔｈｅ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＵＢＣ９ ｓｍａｌｌ
ｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ ＲＮＡ (ｓｉ￣ＵＢＣ９) ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＵＢＣ９ ｉｎ ＨＳＣ￣Ｔ６ ｃｅｌｌｓ. Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｗｅｒｅ ａｌｓｏ ｅｖａｌｕａｔｅｄ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ａｆｏｒｅｍｅｎｔｉｏｎｅｄ ｍｅｔｈｏｄ. Ｒｅｓｕｌｔｓ 　 Ａｆｔｅｒ Ｏｒｉｄｏｎｉｎ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎꎬ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ
ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒａｔｅ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ｏｆ ＨＳＣ￣Ｔ６ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄꎬ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＵＢＣ９ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ａｎｄ ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ａ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｏｓｅ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ (Ｐ<０􀆰 ０５). Ａｆｔｅｒ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ＵＢＣ９ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎬ ｔｈｅ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒａｔｅ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ｏｆ ＨＳＣ￣Ｔ６ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ａｎｄ ＵＢＣ９ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ



ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ( Ｐ < ０􀆰 ０５). Ｔｈｅ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＵＢＣ９ ｗａｓ ａｂｌｅ ｔｏ ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｏｒｉｄｏｎｉｎ ｏｎ ｔｈｅ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ＨＳＣ￣Ｔ６ ｃｅｌｌｓ (Ｐ < ０􀆰 ０５). Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ 　 Ｏｒｉｄｏｎｉｎ ｃａｎ ｉｎｈｉｂｉｔ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｄｕｃｅ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｈｅｐａｔｉｃ ｓｔｅｌｌａｔｅ ｃｅｌｌｓ. Ｔｈｅ ｕｎｄｅｒｌｙｉｎｇ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｉｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＵＢＣ９ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ.

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 Ｏｒｉｄｏｎｉｎꎻ ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ￣ｃｏｎｊｕｇａｔｉｎｇ ｅｎｚｙｍｅ ９ꎻ ｈｅｐａｔｉｃ ｓｔｅｌｌａｔｅ ｃｅｌｌｓꎻ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎꎻ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ

　 　 肝纤维化(ｈｅｐａｔｉｃ ｆｉｂｒｏｓｉｓꎬ ＨＦ)是一种常见的

慢性肝损伤的伤口愈合反应ꎬ是慢性肝病最终发展

为肝硬化或肝细胞癌的重要病理过程ꎮ 肝星状细

胞(ｈｅｐａｔｉｃ ｓｔｅｌｌａｔｅ ｃｅｌｌｓꎬＨＳＣ)是肝纤维化的关键细

胞ꎬ正常肝中 ＨＳＣ 处于静止状态ꎬ当肝受到异常刺

激时ꎬ ＨＳＣ 活化、 增殖并分泌大量细胞外基质

(ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｍａｔｒｉｘꎬ ＥＣＭ)ꎬ导致肝 ＥＣＭ 合成和降

解失衡ꎬ促进 ＨＦ 形成[１]ꎮ 因此ꎬ如何有效的抑制

ＨＳＣ 增殖ꎬ诱导其凋亡是防治 ＨＦ 的重要措施ꎮ 冬

凌草甲素是从冬凌草中分离得到的二萜类化合物ꎬ
具有抗炎、抗癌、神经保护等多种生物学功能[２－３]ꎮ
有文献报道冬凌草甲素可诱导 ＨＳＣ 凋亡和周期阻

滞ꎬ抑制内源性和转化生长因子 β１ ( ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ
ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ β１ꎬ ＴＧＦ￣β１)诱导的 ＥＣＭ 合成ꎬ是一种

潜在的预防 ＨＦ 药物[４]ꎮ 然而ꎬ冬凌草甲素抗 ＨＦ 的

潜在分子机制并 未 完 全 阐 明ꎮ 泛 素 结 合 酶 ９
(ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ Ｃｏｎｊｕｇａｔｉｎｇ Ｅｎｚｙｍｅ ９ꎬ ＵＢＣ９)是小泛素样

分子 相 关 修 饰 物 ( ｓｍａｌｌ ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ￣ｌｉｋｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｒｅｌａｔｅｄ ｍｏｄｉｆｉｅｒｓꎬ ＳＵＭＯ) 泛素化过程的唯一接合

酶ꎬ研究显示 ＵＢＣ９ 参与 ＨＳＣ 凋亡过程ꎬ下调 ＵＢＣ９
可抑制 ＨＦ 进程[５]ꎮ 但冬凌草甲素能否调控 ＵＢＣ９
影响 ＨＦ 进程尚未可知ꎮ 本研究以 ＵＢＣ９ 为切入

点ꎬ探讨冬凌草甲素对大鼠肝星状细胞 ＨＳＣ￣Ｔ６ 增

殖、凋亡的影响和分子机制ꎬ以期为冬凌草甲素用

于临床防治 ＨＦ 提供理论依据ꎮ

１　 材料和方法

１􀆰 １　 细胞

　 　 大鼠肝星状细胞 ＨＳＣ￣Ｔ６ 购于美国模式生物保

藏中心ꎮ
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

　 　 杜尔伯格伊戈尔培养基( ｄｕｌｂｅｃｃｏ’ ｓ ｍｏｄｉｆｉｅｄ
ｅａｇｌｅ ｍｅｄｉｕｍꎬ ＤＭＥＭ)、胎牛血清购于美国 Ｇｉｂｃｏ 公

司ꎻ冬 凌 草 甲 素 ( 批 号 １１１７２１￣２０１７０４ꎬ 纯 度 ≥
９９􀆰 ７％)购于中国食品药品检定研究院ꎻＵＢＣ９ 小干

扰 ＲＮＡ(ＵＢＣ９ ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ ＲＮＡꎬ ｓｉ￣ＵＢＣ９)及其

阴性对照 ( ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ ＲＮＡ ｎａｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌꎬ
ｓｉ￣ＮＣ)、 ＵＢＣ９ 过表达 载 体 ( ＵＢＣ９ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｖｅｃｔｏｒꎬ ｐｃＤＮＡ￣ＵＢＣ９ )、 空 载 体 ( Ｅｍｐｔｙ ｖｅｃｔｏｒ

ｐｌａｓｍｉｄꎬ ｐｃＤＮＡ)由上海吉玛制药公司提供ꎻ凋亡试

剂盒、噻唑蓝(ｍｅｔｈｙｌ ｔｈｉａｚｏｌｙｌ ｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍꎬ ＭＴＴ)试

剂盒购于上海碧云天公司ꎻ山羊抗兔二抗、兔源

ＵＢＣ９ 抗体、细胞周期素 Ｄ１(ＣｙｃｌｉｎＤ１)、ｐ２１、Ｂ 细胞

淋巴瘤￣２(Ｂ ｃｅｌｌ ｌｙｍｐｈｏｍａ￣２ꎬ Ｂｃｌ￣２)和 Ｂｃｌ 相关 Ｘ
蛋白(Ｂｃｌ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｘ ｐｒｏｔｅｉｎꎬ Ｂａｘ)抗体购于上海赛

信通生物技术公司ꎻ逆转录试剂盒、荧光定量 ＰＣＲ
试剂盒购于大连 ＴａＫａＲａ 生化科技公司ꎻＴＲＩｚｏｌ 试
剂、ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ２０００ 购于美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司ꎮ
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 细胞培养和实验分组

　 　 复苏 ＨＳＣ￣Ｔ６ 细胞后ꎬ用含 １％青链霉素双抗、
１０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ 培养液ꎬ置于 ３７℃、ＣＯ２ 体

积分数 ５％、湿度为 ７０％~８０％的培养箱中培养ꎮ 每

隔 １ ｄ 换液 １ 次ꎬ当细胞密度到 ８０％时ꎬ即可进行传

代培养ꎮ 分别采用冬凌草甲素浓度为 １０、 ２０、
４０ μｍｏｌ / Ｌ的细胞培养液培养 ＨＳＣ￣Ｔ６ 细胞 ４８ ｈꎬ依
次记为冬凌草甲素￣低组、冬凌草甲素￣中组、冬凌草

甲素￣高组[６]ꎮ 同时设置对照组即正常培养的 ＨＳＣ￣
Ｔ６ 细胞ꎮ 按照下述方法检测 ＨＳＣ￣Ｔ６ 细胞增殖、凋
亡、增殖凋亡相关蛋白、ＵＢＣ９ 的表达水平ꎮ

为证实冬凌草甲素对肝星状细胞增殖、凋亡的

影响与调控 ＵＢＣ９ 表达有关ꎬ将 ＨＳＣ￣Ｔ６ 细胞分为

ｓｉ￣ＮＣ 组(转染 ｓｉ￣ＮＣ)、ｓｉ￣ＵＢＣ９ 组(转染 ｓｉ￣ＵＢＣ９)、
冬凌草甲素 ＋ ｐｃＤＮＡ 组 (转染 ｐｃＤＮＡ 后用含 ４０
μｍｏｌ / Ｌ 冬凌草甲素的细胞培养液孵育 ４８ ｈ)、冬凌

草甲素＋ｐｃＤＮＡ￣ＵＢＣ９ 组(转染 ｐｃＤＮＡ￣ＵＢＣ９ 后用

含 ４０ μｍｏｌ / Ｌ 冬凌草甲素的细胞培养液孵育 ４８ ｈ)ꎮ
细胞转染参照 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ２０００ 说明书进行ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ２　 ＭＴＴ 实验检测细胞增殖

　 　 取 ５×１０３ 个对数期 ＨＳＣ￣Ｔ６ 细胞接种 ９６ 孔板ꎬ
当细胞贴壁后ꎬ按照上述实验分组进行干预处理

后ꎬ加入 ２０ μＬ ＭＴＴ 试剂ꎬ反应 ４ ｈꎬ吸取孔内培养

液ꎬ再加入 １５０ μＬ 二甲基亚砜ꎬ低速振荡 １０ ｍｉｎꎬ当
结晶溶解后用酶标仪测定各孔在４５０ ｎｍ处的吸光

度(ａｂｓｏｒｂａｎｃｅꎬ Ａ)值ꎮ 细胞增殖抑制率 ＝ [(Ａ对照孔

－Ａ实验孔) / (Ａ对照孔－Ａ空白孔)]×１００％
１􀆰 ３􀆰 ３　 流式细胞术检测细胞凋亡

　 　 用适量结合缓冲液重悬各组 ＨＳＣ￣７６ 细胞ꎬ向

９９中国比较医学杂志 ２０２１ 年 ９ 月第 ３１ 卷第 ９ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ ２０２１ꎬＶｏｌ. ３１ꎬＮｏ. ９



５００ μＬ细胞悬液中添加 ５ μＬ 的 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ￣ＦＩＴＣ、５
μＬ 的 ＰＩ 溶液ꎬ混合均匀后ꎬ室温避光条件下反应

１５ ｍｉｎꎬ上机检测细胞凋亡率ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ４　 蛋白质印记(Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ) 检测蛋白表达

水平

　 　 使用 ＲＩＰＡ 裂解液对各组 ＨＳＣ￣Ｔ６ 细胞进行裂

解ꎮ 制备十二烷基磺酸钠￣聚丙烯酰胺凝胶电泳凝

胶ꎮ 将蛋白样品与适量上样缓冲液混匀ꎬ沸水浴加

热 ３ ｍｉｎ 变性蛋白ꎮ 取 ３０ μｇ 蛋白样品上样后 １００
Ｖ 电泳 ９０ ｍｉｎ 分离蛋白样品ꎬ湿法转膜至硝酸纤维

素膜后ꎬ置于 ５％脱脂牛奶中 ４℃封闭过夜ꎮ 置于稀

释的一抗溶液中室温反应 ２ ｈꎻ置于二抗稀释液中孵

育 １ ｈꎮ 显影后用凝胶成像系统分析目的蛋白(内
参为 ＧＡＰＤＨ)的相对表达水平ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ５　 实时荧光定量 ＰＣＲ(Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ
ＰＣＲꎬ ＲＴ￣ｑＰＣＲ)检测 ＵＢＣ９ ｍＲＮＡ 表达水平

　 　 ＴＲＩｚｏｌ 试剂提取各组 ＨＳＣ￣７６ 细胞总 ＲＮＡꎬ以
逆转合成的 ｃＤＮＡ 为模板进行 ｑＰＣＲ 扩增ꎮ ９５℃预

变性 １０ ｍｉｎꎻ９５℃变性 １０ ｓꎬ６０℃退火 ３０ ｓꎬ７２℃延

伸 ３０ ｓꎬ共 ４０ 个循环ꎮ ２－ΔΔＣｔ法分析 ＵＢＣ９ ｍＲＮＡ 相

对表 达 水 平ꎮ 引 物 序 列 ( ５ ’￣３ ’): ＵＢＣ９ 上 游

ＧＧＡＡＧＴＣＣＣＧＡＧＡＣＡＡＡＧＧＧꎬ下游 ＣＡＧＣＣＡＣＧＡＡ
ＡＣＣＡＡＡＴＧＧＧꎬ ＧＡＰＤＨ 上游 ＴＧＧＡＣＣＡＡＧＴＡＣＡＴ
ＧＡＡＣＣＡＣＣꎬ下游 ＣＴＧＧＴＧＡＴＴＧＧＡＣＡＣＧＧＴＧＡꎮ
１􀆰 ４　 统计学分析

　 　 采用 ＳＰＳＳ ２０􀆰 ０ 进行统计学分析ꎮ 实验独立重

复 ３ 次ꎬ计量资料符合正态分布以平均数±标准差

(􀭰ｘ±ｓ)表示ꎮ 两组间统计分析采用独立样本 ｔ 检验ꎬ
多组间统计分析采用单因素方差分析和 ＳＮＫ￣ｑ 检

验ꎮ Ｐ<０􀆰 ０５ 为差异有统计学意义ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 冬凌草甲素对大鼠肝星状细胞 ＨＳＣ￣Ｔ６ 增殖

的影响

　 　 与对照组比较ꎬ冬凌草甲素￣低、￣中、￣高剂量组

ＨＳＣ￣Ｔ６ 细胞 ＣｙｃｌｉｎＤ１ 蛋白表达显著降低ꎬ细胞抑

制率、ｐ２１ 蛋白表达显著升高(Ｐ<０.０５)ꎬ且冬凌草甲

素对 ＨＳＣ￣Ｔ６ 细胞增殖和相关蛋白表达的影响具有

剂量依赖性ꎮ 见表 １ 和图 １ꎮ
２􀆰 ２　 冬凌草甲素对大鼠肝星状细胞 ＨＳＣ￣Ｔ６ 凋亡

的影响

　 　 与对照组比较ꎬ冬凌草甲素￣低、￣中、￣高剂量组

ＨＳＣ￣Ｔ６ 细胞 Ｂｃｌ￣２ 蛋白表达显著降低ꎬＢａｘ 蛋白表

达、凋亡率显著升高(Ｐ < ０. ０５)ꎬ且冬凌草甲素对

ＨＳＣ－Ｔ６ 细胞凋亡和相关蛋白表达的影响具有剂量

依赖性ꎮ 见表 ２ 和图 ２ꎮ

图 １　 增殖相关蛋白表达

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

表 １　 冬凌草甲素对大鼠肝星状细胞 ＨＳＣ￣Ｔ６
增殖的影响(􀭰ｘ±ｓꎬｎ＝ ３)

Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｏｒｉｄｏｎｉｎ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｒａｔ
ｈｅｐａｔｉｃ ｓｔｅｌｌａｔｅ ｃｅｌｌｓ ＨＳＣ￣Ｔ６

分组
Ｇｒｏｕｐｓ

抑制率(％)
Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒａｔｉｏ

ＣｙｃｌｉｎＤ１ 蛋白
ＣｙｃｌｉｎＤ１ ｐｒｏｔｅｉｎ

ｐ２１ 蛋白
ｐ２１ ｐｒｏｔｅｉｎ

对照组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ００±０􀆰 ０３ ０􀆰 ６４±０􀆰 ０６ ０􀆰 ２０±０􀆰 ０２

冬凌草甲素￣低组
Ｏｒｉｄｏｎｉｎ￣ｌｏｗ ｇｒｏｕｐ １１􀆰 ２５±１􀆰 １７∗ ０􀆰 ５２±０􀆰 ０５∗ ０􀆰 ３３±０􀆰 ０３∗

冬凌草甲素￣中组
Ｏｒｉｄｏｎｉｎ￣ｍｅｄｉｕｍ ｇｒｏｕｐ ２８􀆰 ３６±２􀆰 ７４∗＃ ０􀆰 ３９±０􀆰 ０４∗＃ ０􀆰 ４６±０􀆰 ０４∗＃

冬凌草甲素￣高组
Ｏｒｉｄｏｎｉｎ￣ｈｉｇｈ ｇｒｏｕｐ ４９􀆰 ６８±４􀆰 ３３∗＃＆ ０􀆰 ２４±０􀆰 ０３∗＃＆ ０􀆰 ５９±０􀆰 ０５∗＃＆

Ｆ ２０３􀆰 ５４２ ４１􀆰 ２４４ ６２􀆰 ５９３
Ｐ ０􀆰 ０００ ０􀆰 ０００ ０􀆰 ０００

注:与对照组相比ꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎻ与冬凌草甲素￣低组相比ꎬ＃Ｐ<０􀆰 ０５ꎻ与
冬凌草甲素￣中组相比ꎬ＆Ｐ<０􀆰 ０５ꎮ
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ∗Ｐ < ０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
Ｏｒｉｄｏｎｉｎ￣ｌｏｗ ｇｒｏｕｐꎬ ＃Ｐ<０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｏｒｉｄｏｎｉｎ￣ｍｅｄｉｕｍ ｇｒｏｕｐꎬ
＆Ｐ<０􀆰 ０５.

２􀆰 ３　 冬凌草甲素对大鼠肝星状细胞 ＨＳＣ￣Ｔ６ 中

ＵＢＣ９ 表达的影响

　 　 与对照组比较ꎬ冬凌草甲素￣低、￣中、￣高剂量组

ＨＳＣ￣Ｔ６ 细胞 ＵＢＣ９ ｍＲＮＡ 和 ＵＢＣ９ 蛋白表达显著

降低 ( Ｐ < ０. ０５)ꎬ冬凌草甲素对 ＵＢＣ９ ｍＲＮＡ 和

ＵＢＣ９ 蛋白表达的影响具有依赖性ꎮ 见表 ３ 和图 ３ꎮ
２􀆰 ４　 干扰 ＵＢＣ９ 表达对大鼠肝星状细胞 ＨＳＣ￣Ｔ６
增殖的影响

　 　 与 ｓｉ￣ＮＣ 组比较ꎬ ｓｉ￣ＵＢＣ９ 组 ＨＳＣ￣Ｔ６ 细胞

ＵＢＣ９ 蛋白表达显著降低ꎬ表明 ＨＳＣ￣Ｔ６ 细胞中

ＵＢＣ９ 表达受到抑制ꎮ 抑制 ＵＢＣ９ 表达后ꎬＨＳＣ￣Ｔ６
细胞 ＣｙｃｌｉｎＤ１ 蛋白表达显著降低ꎬ增殖抑制率、ｐ２１
蛋白表达显著升高(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 见表 ４ 和图 ４ꎮ
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表 ２　 冬凌草甲素对大鼠肝星状细胞
ＨＳＣ￣Ｔ６ 凋亡的影响(􀭰ｘ±ｓꎬｎ＝ ３)

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｏｒｉｄｏｎｉｎ ｏｎ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ
ｒａｔ ｈｅｐａｔｉｃ ｓｔｅｌｌａｔｅ ｃｅｌｌｓ ＨＳＣ￣Ｔ６

分组
Ｇｒｏｕｐｓ

凋亡率(％)
Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ

Ｂｃｌ￣２ 蛋白
Ｂｃｌ￣２ ｐｒｏｔｅｉｎ

Ｂａｘ 蛋白
Ｂａｘ ｐｒｏｔｅｉｎ

对照组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ７􀆰 ３２±０􀆰 ７１ ０􀆰 ７７±０􀆰 ０７ ０􀆰 ２９±０􀆰 ０３

冬凌草甲素￣低组
Ｏｒｉｄｏｎｉｎ￣ｌｏｗ ｇｒｏｕｐ １１􀆰 ６５±１􀆰 ２３∗ ０􀆰 ６４±０􀆰 ０６∗ ０􀆰 ４４±０􀆰 ０４∗

冬凌草甲素￣中组
Ｏｒｉｄｏｎｉｎ￣ｍｅｄｉｕｍ ｇｒｏｕｐ １７􀆰 ３２±１􀆰 ６５∗＃ ０􀆰 ５２±０􀆰 ０４∗＃ ０􀆰 ５６±０􀆰 ０５∗＃

冬凌草甲素￣高组
Ｏｒｉｄｏｎｉｎ￣ｈｉｇｈ ｇｒｏｕｐ ２２􀆰 １４±２􀆰 １９∗＃＆ ０􀆰 ３６±０􀆰 ０３∗＃＆ ０􀆰 ６８±０􀆰 ０６∗＃＆

Ｆ ５２􀆰 ８３４ ３３􀆰 ２６４ ３８􀆰 ８２６
Ｐ ０􀆰 ０００ ０􀆰 ０００ ０􀆰 ０００

注:与对照组相比ꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎻ与冬凌草甲素￣低组组相比ꎬ＃Ｐ<０􀆰 ０５ꎻ
与冬凌草甲素￣中组组相比ꎬ＆Ｐ<０􀆰 ０５ꎮ
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ∗Ｐ < ０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
Ｏｒｉｄｏｎｉｎ￣ｌｏｗ ｇｒｏｕｐꎬ ＃Ｐ < ０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｏｒｉｄｏｎｉｎ￣ｍｅｄｉｕｍ
ｇｒｏｕｐꎬ ＆Ｐ<０􀆰 ０５.

注:Ａ:凋亡相关蛋白表达ꎻＢ:细胞凋亡流式图ꎮ

图 ２　 冬凌草甲素对大鼠肝星状细胞 ＨＳＣ￣Ｔ６ 凋亡的影响

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ. Ｂꎬ Ｆｌｏｗ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ.

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｏｒｉｄｏｎｉｎ ｏｎ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｒａｔ ｈｅｐａｔｉｃ
ｓｔｅｌｌａｔｅ ｃｅｌｌｓ ＨＳＣ￣Ｔ６

表 ３　 冬凌草甲素对大鼠肝星状细胞 ＨＳＣ￣Ｔ６ 中
ＵＢＣ９ 表达的影响(􀭰ｘ±ｓꎬｎ＝ ３)

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｏｒｉｄｏｎｉｎ ｏｎ ＵＢＣ９ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ
ｒａｔ ｈｅｐａｔｉｃ ｓｔｅｌｌａｔｅ ｃｅｌｌｓ ＨＳＣ￣Ｔ６

分组
Ｇｒｏｕｐｓ ＵＢＣ９ ｍＲＮＡ ＵＢＣ９ 蛋白

ＵＢＣ９ ｐｒｏｔｅｉｎ
对照组

Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ １􀆰 ００±０􀆰 ０５ ０􀆰 ８４±０􀆰 ０８

冬凌草甲素￣低组
Ｏｒｉｄｏｎｉｎ￣ｌｏｗ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ７５±０􀆰 ０７∗ ０􀆰 ７１±０􀆰 ０６∗

冬凌草甲素￣中组
Ｏｒｉｄｏｎｉｎ￣ｍｅｄｉｕｍ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ６３±０􀆰 ０６∗＃ ０􀆰 ５６±０􀆰 ０４∗＃

冬凌草甲素￣高组
Ｏｒｉｄｏｎｉｎ￣ｈｉｇｈ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ４９±０􀆰 ０４∗＃＆ ０􀆰 ４１±０􀆰 ０３∗＃＆

Ｆ ４４􀆰 ５３２ ３３􀆰 ２１６
Ｐ ０􀆰 ０００ ０􀆰 ０００

注:与对照组相比ꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎻ与冬凌草甲素￣低组组相比ꎬ＃Ｐ<０􀆰 ０５ꎻ
与冬凌草甲素￣中组组相比ꎬ＆Ｐ<０􀆰 ０５ꎮ
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ∗Ｐ < ０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
Ｏｒｉｄｏｎｉｎ￣ｌｏｗ ｇｒｏｕｐꎬ ＃Ｐ < ０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｏｒｉｄｏｎｉｎ￣ｍｅｄｉｕｍ
ｇｒｏｕｐꎬ ＆Ｐ<０􀆰 ０５.

图 ３　 ＵＢＣ９ 蛋白表达

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＵＢＣ９ ｐｒｏｔｅｉｎ

图 ４　 ＵＢＣ９ 和增殖相关蛋白表达

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＵＢＣ９ ｐｒｏｔｅｉｎ

２􀆰 ５　 干扰 ＵＢＣ９ 表达对大鼠肝星状细胞 ＨＳＣ￣Ｔ６
凋亡的影响

　 　 抑制 ＵＢＣ９ 表达后ꎬＨＳＣ￣Ｔ６ 细胞 Ｂｃｌ￣２ 蛋白表

达降低ꎬ凋亡率、Ｂａｘ 蛋白表达显著升高(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
见表 ５ 和图 ５ꎮ
２􀆰 ６　 过表达 ＵＢＣ９ 逆转冬凌草甲素(４０ μｍｏｌ / Ｌ)
对大鼠肝星状细胞 ＨＳＣ￣Ｔ６ 增殖和凋亡的作用

　 　 与对照组比较ꎬ冬凌草甲素组 ＨＳＣ￣Ｔ６ 细胞

１０１中国比较医学杂志 ２０２１ 年 ９ 月第 ３１ 卷第 ９ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ ２０２１ꎬＶｏｌ. ３１ꎬＮｏ. ９



ＣｙｃｌｉｎＤ１、Ｂｃｌ￣２ 和 ＵＢＣ９ 蛋白表达显著降低ꎬｐ２１ 和

Ｂａｘ 蛋白表达、增殖抑制率、凋亡率显著升高ꎻ与冬

凌草甲素 ＋ ｐｃＤＮＡ 组比较ꎬ冬凌草甲素 ＋ ｐｃＤＮＡ￣
ＵＢＣ９ 组 ＨＳＣ￣Ｔ６ 细胞 ＣｙｃｌｉｎＤ１、Ｂｃｌ￣２ 和 ＵＢＣ９ 蛋白

表达显著升高ꎬｐ２１ 和 Ｂａｘ 蛋白表达、增殖抑制率、
凋亡率显著降低(Ｐ<０.０５)ꎮ 见表 ６ 和图 ６ꎮ

表 ４　 干扰 ＵＢＣ９ 表达对大鼠肝星状细胞 ＨＳＣ￣Ｔ６ 增殖的影响(􀭰ｘ±ｓꎬｎ＝ ３)
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｉｎｆｅｒｅｎｃｅ ｗｉｔｈ ＵＢＣ９ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｎ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｒａｔ ｈｅｐａｔｉｃ ｓｔｅｌｌａｔｅ ｃｅｌｌｓ ＨＳＣ￣Ｔ６

分组
Ｇｒｏｕｐｓ

ＵＢＣ９ 蛋白
ＵＢＣ９ ｐｒｏｔｅｉｎ

抑制率(％)
Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒａｔｉｏ

ＣｙｃｌｉｎＤ１ 蛋白
ＣｙｃｌｉｎＤ１ ｐｒｏｔｅｉｎ

ｐ２１ 蛋白
ｐ２１ ｐｒｏｔｅｉｎ

阴性对照 ｓｉ￣ＮＣ ０􀆰 ８３±０􀆰 ０７ ６􀆰 ３３±０􀆰 ６１ ０􀆰 ６２±０􀆰 ０６ ０􀆰 ２２±０􀆰 ０２
干扰 ＵＢＣ９ 表达组 ｓｉ￣ＵＢＣ９ ０􀆰 ３９±０􀆰 ０４∗ ４１􀆰 ５８±４􀆰 ２２∗ ０􀆰 ２８±０􀆰 ０３∗ ０􀆰 ５５±０􀆰 ０５∗

ｔ ９􀆰 ４５３ １４􀆰 ３１９ ８􀆰 ７７９ １０􀆰 ６１４
Ｐ ０􀆰 ００１ ０􀆰 ０００ ０􀆰 ００１ ０􀆰 ０００

注:与 ｓｉ￣ＮＣ 组相比ꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎮ
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｉ￣ＮＣ ｇｒｏｕｐꎬ ∗Ｐ<０􀆰 ０５.

注:Ａ:凋亡相关蛋白表达ꎻＢ:细胞凋亡流式图ꎮ

图 ５　 干扰 ＵＢＣ９ 表达对大鼠肝星状细胞 ＨＳＣ￣Ｔ６ 凋亡的影响

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ. Ｂꎬ Ｆｌｏｗ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ.

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ ｗｉｔｈ ＵＢＣ９ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｒａｔ ｈｅｐａｔｉｃ ｓｔｅｌｌａｔｅ ｃｅｌｌｓ ＨＳＣ￣Ｔ６

表 ５　 干扰 ＵＢＣ９ 表达对大鼠肝星状细胞 ＨＳＣ￣Ｔ６ 凋亡的影响(􀭰ｘ±ｓꎬｎ＝ ３)
Ｔａｂｌｅ ５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ ｗｉｔｈ ＵＢＣ９ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｒａｔ ｈｅｐａｔｉｃ ｓｔｅｌｌａｔｅ ｃｅｌｌｓ ＨＳＣ￣Ｔ６
分组 Ｇｒｏｕｐｓ 凋亡率(％)Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ Ｂｃｌ￣２ 蛋白 Ｂｃｌ￣２ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｂａｘ 蛋白 Ｂａｘ ｐｒｏｔｅｉｎ

阴性对照组 ｓｉ￣ＮＣ ７􀆰 １２±０􀆰 ７１ ０􀆰 ７９±０􀆰 ０７ ０􀆰 ２８±０􀆰 ０３

干扰 ＵＢＣ９ 表达组 ｓｉ￣ＵＢＣ９ １８􀆰 ６３±１􀆰 ５４∗ ０􀆰 ３９±０􀆰 ０４∗ ０􀆰 ６３±０􀆰 ０６∗

ｔ １１􀆰 ７５６ ８􀆰 ５９３ ９􀆰 ０３７
Ｐ ０􀆰 ０００ ０􀆰 ００１ ０􀆰 ００１

注:与 ｓｉ￣ＮＣ 组相比ꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎮ
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｉ￣ＮＣ ｇｒｏｕｐꎬ ∗Ｐ<０􀆰 ０５.

３　 讨论

　 　 冬凌草甲素是东亚地区常用中草药冬凌草的天

然活性成分ꎬ近年来因其广泛的生物活性和治疗多种

疾病的潜力而受到越来越多的关注ꎮ 研究显示ꎬ冬凌

草甲素通过调节相关信号通路抑制细胞增殖、触发自

噬、诱导凋亡、阻滞细胞周期进展等机制对肝癌[７]、胆
管癌[８]、神经母细胞瘤[９]等多种类型恶性肿瘤表现出

抗肿瘤作用ꎬ是潜在的癌症候选治疗药物ꎮ 冬凌草

甲素还可抑制博莱霉素诱导的小鼠肺组织中平滑

肌肌动蛋白和 Ｉ 型胶原蛋白表达ꎬ减轻肺泡空间塌

陷、肺气肿和炎症细胞浸润ꎬ防治肺纤维化病变[１０]ꎮ
此外ꎬ冬凌草甲素还可通过促进 Ｐ２１ 相关的自噬来

预防心肌肥大[１１]ꎮ 本研究探讨冬凌草甲素的抗 ＨＦ
作用发现ꎬ冬凌草甲素可显著抑制 ＨＳＣ￣Ｔ６ 细胞增

殖ꎬ诱导细胞凋亡ꎬ并呈显著的量效依赖关系ꎬ与
Ｂｏｈａｎｏｎ 等[４]研究结果相吻合ꎮ ＣｙｃｌｉｎＤ１ 和 Ｐ２１ 细

胞增殖过程中的关键调控蛋白ꎬＰ２１ 通过抑制周期

２０１ 中国比较医学杂志 ２０２１ 年 ９ 月第 ３１ 卷第 ９ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ ２０２１ꎬＶｏｌ. ３１ꎬＮｏ. ９



　 　 　

注:Ａ:ＵＢＣ９ 和凋亡相关蛋白表达ꎻＢ:细胞凋亡流式图ꎮ

图 ６　 ＵＢＣ９ 过表达逆转了冬凌草甲素对大鼠肝星状细胞 ＨＳＣ￣Ｔ６ 增殖和凋亡的作用

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＵＢＣ９ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ. Ｂꎬ Ｆｌｏｗ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ.

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 ＵＢＣ９ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｒｅｖｅｒｓｅｄ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｒｕｂｅｓｃｅｎｓｉｎｅ Ａ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｒａｔ ｈｅｐａｔｉｃ ｓｔｅｌｌａｔｅ
ｃｅｌｌｓ ＨＳＣ￣Ｔ６

表 ６　 ＵＢＣ９ 过表达逆转了冬凌草甲素对大鼠肝星状细胞 ＨＳＣ￣Ｔ６ 增殖和凋亡的作用(􀭰ｘ±ｓꎬｎ＝ ３)
Ｔａｂｌｅ ６　 ＵＢＣ９ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｒｅｖｅｒｓｅｄ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｒｕｂｅｓｃｅｎｓｉｎｅ Ａ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｒａｔ ｈｅｐａｔｉｃ ｓｔｅｌｌａｔｅ

ｃｅｌｌｓ ＨＳＣ￣Ｔ６

分组
Ｇｒｏｕｐｓ

ＵＢＣ９ 蛋白
ＵＢＣ９ ｐｒｏｔｅｉｎ

抑制率(％)
Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒａｔｉｏ

凋亡率(％)
Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ

ＣｙｃｌｉｎＤ１ 蛋白
ＣｙｃｌｉｎＤ１
ｐｒｏｔｅｉｎ

ｐ２１ 蛋白
ｐ２１ ｐｒｏｔｅｉｎ

Ｂｃｌ￣２ 蛋白
Ｂｃｌ￣２ ｐｒｏｔｅｉｎ

Ｂａｘ 蛋白
Ｂａｘ ｐｒｏｔｅｉｎ

对照组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ８２±０􀆰 ０７ ０􀆰 ００±０􀆰 ０２ ６􀆰 ３２±０􀆰 ６３ ０􀆰 ６３±０􀆰 ０６ ０􀆰 ２１±０􀆰 ０２ ０􀆰 ７８±０􀆰 ０７ ０􀆰 ２７±０􀆰 ０３

冬凌草甲素
Ｏｒｉｄｏｎｉｎ ０􀆰 ４１±０􀆰 ０４∗ ４７􀆰 ２１±４􀆰 ３３∗ ２１􀆰 ６２±２􀆰 １３∗ ０􀆰 ２３±０􀆰 ０３∗ ０􀆰 ５７±０􀆰 ０５∗ ０􀆰 ３５±０􀆰 ０３∗ ０􀆰 ６７±０􀆰 ０６∗

冬凌草甲素＋ｐｃＤＮＡ
Ｏｒｉｄｏｎｉｎ＋ｐｃＤＮＡ ０􀆰 ３８±０􀆰 ０３ ４８􀆰 ６５±４􀆰 ７２ ２３􀆰 ５８±２􀆰 ３６ ０􀆰 ２２±０􀆰 ０２ ０􀆰 ５８±０􀆰 ０６ ０􀆰 ３４±０􀆰 ０３ ０􀆰 ６９±０􀆰 ０７

冬凌草甲素＋ｐｃＤＮＡ￣ＵＢＣ９
Ｏｒｉｄｏｎｉｎ＋ｐｃＤＮＡ￣ＵＢＣ９ ０􀆰 ７１±０􀆰 ０７＃ ２０􀆰 １１±２􀆰 ０３＃ １１􀆰 ２８±１􀆰 １４＃ ０􀆰 ５２±０􀆰 ０５＃ ０􀆰 ３３±０􀆰 ０３＃ ０􀆰 ６７±０􀆰 ０６＃ ０􀆰 ３９±０􀆰 ０４＃

Ｆ ４６􀆰 ６３４ １４５􀆰 ０９９ ６９􀆰 ３５９ ６９􀆰 ５１４ ５４􀆰 ２０３ ５８􀆰 ４４７ ４７􀆰 ２３６
Ｐ ０􀆰 ０００ ０􀆰 ０００ ０􀆰 ０００ ０􀆰 ０００ ０􀆰 ０００ ０􀆰 ０００ ０􀆰 ０００

注:与对照组相比ꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎻ与冬凌草甲素＋ｐｃＤＮＡ 组相比ꎬ＃Ｐ<０􀆰 ０５ꎮ
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ∗Ｐ<０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｏｒｉｄｏｎｉｎ＋ｐｃＤＮＡ ｇｒｏｕｐꎬ ＃Ｐ<０􀆰 ０５.

素依 赖 激 酶 ( ｃｙｃｌｉｎ ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｋｉｎａｓｅｓꎬ ＣＤＫｓ ) /
ＣｙｃｌｉｎＤ１ 复合物活性ꎬ抑制 Ｇ１￣Ｓ 期相变发挥抗增殖

作用[１２]ꎮ Ｂｃｌ￣２ 和 Ｂａｘ 是细胞凋亡调控中重要的蛋

白ꎬＢａｘ 表达增加、Ｂｃｌ￣２ 表达降低可促进线粒体膜

通透性改变ꎬ抑制孔道开放以及抑制细胞色素 Ｃ 从

线粒体释放ꎬ抑制 Ｃａｓｐａｓｅｓ 活化进而抑制细胞凋亡

发生[１３]ꎮ 本研究显示ꎬ冬凌草甲素呈剂量依赖性抑

制 ＣｙｃｌｉｎＤ１、Ｂｃｌ￣２ 表达ꎬ促进 Ｐ２１、Ｂａｘ 表达ꎬ这提示

冬凌草甲素可能通过调控 ＣｙｃｌｉｎＤ１、Ｐ２１、Ｂａｘ、Ｂｃｌ￣２
蛋白抑制 ＨＳＣ￣Ｔ６ 增殖并诱导其凋亡ꎮ

ＵＢＣ９ 是 ＵＢＣ 家族的重要成员ꎬ其通过促使活

化的 ＳＵＭＯ 与目标蛋白接合ꎬ进而介导 ＳＵＭＯ 发挥

蛋白调节作用ꎬ是纤维化的关键调节因子[１４]ꎮ 研究

显示ꎬ在肾脏纤维化过程中 ＵＢＣ９ 表达上调[１５]ꎮ 沉

默 ＵＢＣ９ 通过抑制早幼粒细胞白血病蛋白类泛素化

可降低主动脉缩窄小鼠心肌纤维化的发展ꎬ并部分

改善其心功能[１６]ꎮ 在活化的人 ＨＳＣ 细胞 ＬＸ￣２ 中

ＵＢＣ９ 表达显著上调ꎬ沉默 ＵＢＣ９ 可明显抑制 ＨＳＣ
增殖ꎬ降低平滑肌肌动蛋白和Ⅰ型胶原的表达水

平ꎬ进而阻止 ＨＦ[１７]ꎮ 此外ꎬ多种肝癌细胞中 ＵＢＣ９
亦呈高表达ꎬ干扰 ＵＢＣ９ 表达可明显降低肝癌细胞

的增殖、迁移能力ꎬ提高其凋亡水平[１８－１９]ꎮ 为探讨
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ＵＢＣ９ 在冬凌草甲素抗 ＨＦ 中的作用ꎬ本研究检测冬

凌草甲素干预后 ＨＳＣ￣Ｔ６ 细胞中 ＵＢＣ９ 表达水平ꎬ结
果显示冬凌草甲素呈剂量依赖性抑制 ＵＢＣ９ 表达水

平ꎬ提示 ＵＢＣ９ 表达下调可能与冬凌草甲素的抗 ＨＦ
作用有关ꎮ 进一步研究显示ꎬ转染 ｓｉ￣ＵＢＣ９ 干扰

ＵＢＣ９ 表达对 ＨＳＣ￣Ｔ６ 细胞亦具有显著的增殖抑制

和凋亡作用ꎮ 此外ꎬ本研究显示过表达还能够逆转

冬凌草甲素对 ＨＳＣ￣Ｔ６ 细胞的增殖、凋亡以及其相

关蛋白表达的影响ꎬ提示冬凌草甲素对 ＨＳＣ￣Ｔ６ 细

胞的增殖抑制和凋亡促进作用抑制 ＵＢＣ９ 表达

有关ꎮ
综上所述ꎬ冬凌草甲素可抑制 ＨＳＣ￣Ｔ６ 细胞增

殖ꎬ促进细胞凋亡ꎬ进而具有预防 ＨＦ 的潜在价值ꎬ
其机制与抑制 ＵＢＣ９ 表达有关ꎬ这为开发冬凌草甲

素用于临床防治 ＨＦ 奠定了理论基础ꎮ
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