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摘 要 目的：研究木犀草素对肝星状细胞迁移的影响。方法：体外培养肝星状T6（HSC-T6）细胞，细胞计数Kit8（CCK-8）法检测

0、10、20、40 μmol/L 木犀草素对 HSC-T6细胞增殖的影响；通过划痕实验、Transwell 实验观察 0、10、20、40 μmol/L 木犀草素对

HSC-T6细胞迁移能力的影响；蛋白印迹法检测木犀草素对细胞外信号调节激酶（ERK）5蛋白磷酸化水平的影响。结果：

20、40 μmol/L木犀草素能明显抑制HSC-T6 细胞的增殖（P＜0.05）；10、20、40 μmol/L木犀草素能明显抑制HSC-T6 细胞划痕的修

复（P＜0.05）；10、20、40 μmol/L木犀草素能明显抑制HSC-T6细胞穿膜（P＜0.05）；10、20、40 μmol/L木犀草素能明显抑制细胞中

由血清诱导的去磷酸化（p）-ERK5表达（P＜0.05）。结论：木犀草素呈浓度依赖性抑制HSC-T6 细胞的增殖和迁移，其机制可能与

抑制ERK5蛋白磷酸化水平有关。

关键词 木犀草素；肝星状细胞；迁移；细胞外信号调节激酶5
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ABSTRACT OBJECTIVE：To study the effects of luteolin on the migration of hepatic stellate cells cell line（HSC-T6 cells）.

METHODS：HSC-T6 cells were cultured in vitro. CCK-8 assay was used to measure the effects of 0，10，20，40 μmol/L luteolin

on the proliferation of HSC-T6 cells；Scratch test and Transwell metastasis experiment were applied to observe the effects of 0，

10，20，40 μmol/L luteolin on the migration ability of HSC-T6 cells；phosphorylation level of ERK5 was detected by Western blot.

RESULTS：20，40 μmol/L luteolin could significantly inhibit the proliferation of HSC-T6 cells（P＜0.05）；10，20，40 μmol/L lute-

olin inhibited scratch repair of HSC-T6 cells significantly and decreased the number of HSC-T6 cells passing through cell membrane

（P＜0.05）；the expression of p-ERK5 in HSC-T6 cells was inhibited by 10，20，40μmol/L luteolin significantly（P＜0.05）. CON-

CLUSIONS：Luteolin inhibit the proliferation and migration of HSC-T6 cells in dose-dependent manner，which may be associated

with the inhibition of ERK5 phosphorylation in HSC-T6 cells.

KEYWORDS Luteolin；Hepatic stellate cells；Migration；ERK5
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肝纤维化治疗效果差，重则演变为肝硬化、门脉高压症和

肝癌，预后极其不良。因此，早期防治肝纤维化，避免慢性肝

病发展为肝硬化或终末期肝病，具有重要的临床意义[1-2]。肝

星状细胞（Hepatic stellate cells，HSCs）是产生细胞外基质

（ECM）的中心细胞，在肝纤维化过程中发挥着关键的作用[3]。

HSCs已经成为肝纤维化研究和防治的重点[4]。木犀草素是一

种天然四羟基黄酮化合物，化学名为3’，4’，5，7-四羟基黄酮（

3’，4’，5，7-Tetralydroxyflanone），其具有多种药理活性，如抗

炎、抗肿瘤、抗过敏、抗菌、抗病毒等[5-7]。近年来，有研究报道

木犀草素对四氯化碳（CCl4）所致的小鼠肝毒性具有保护作

用[8]，但具体的机制并未阐明。本研究旨在观察木犀草素对大

鼠肝星状T6（HSC-T6）细胞体外迁移及黏附能力的影响，并探

讨其可能的机制。

1 材料
1.1 仪器

超净工作台（苏州艾可林净化设备有限公司）；CO2培养箱

（美国 Thermo Fisher 公司）；硝酸纤维素膜电转系统（美国

BioRad 公司）；IX71 型倒置相差显微镜（日本 Olympus 公

司）；Odyssey 红外荧光扫描成像系统（美国LI-COR 公司）。

1.2 药品与试剂

木犀草素对照品（中国食品药品检定研究院，批号：

111520-200201）；DMEM完全培养基、胎牛血清（美国Hyclone

公司，批号分别为SH30243.01B、SV300087.02）；细胞外信号调

节激酶 5（ERK5，批号：3371）、磷酸化（p-）ERK5抗体（批号：

3372）均购自美国CST公司；甘油醛-3-磷酸脱氢酶（GAPDH）

抗体（美国Santa Cruz 公司，批号：sc-25778）；IRDyeTM 800荧

光二抗（美国LI-COR公司）；硝酸纤维素膜（美国Pall 公司）；

Transwell小室（美国BD公司）。

1.3 细胞

大鼠HSC-T6细胞由Mount sinai school of medicine Fried-

man教授赠送。

2 方法
2.1 细胞培养

将HSC-T6细胞接种于含10％胎牛血清的DMEM培养基

中，37 ℃、5％CO2恒温培养箱中培养，每3天换液，当细胞融合

度到80％～90％时传代，细胞进入对数生长期后开始实验。

2.2 细胞增殖检测

将HSC-T6细胞接种于 96 孔板，每孔 4 000 个，细胞贴壁

后分别加入0、10、20、40 μmol/L木犀草素处理，培养48 h 后每

孔加入 10 μl 的 2-（2-甲氧基-4-硝基苯基）-3-（4-硝基苯基）-5-

（2，4-二磺酸苯）-2H-四唑单钠盐（CCK-8）试剂，继续培养 1 h

后用酶标仪于440 nm 波长处测定各孔的光密度（OD）值。OD

值越高，说明活细胞数越多。

2.3 细胞划痕实验

将 HSC-T6细胞接种于 12孔培养板，待细胞长至 90％密

度时更换为不含血清的DMEM培养基，饥饿过夜后划痕，PBS

洗2遍，分别加入含0、10、20、40 μmol/L木犀草素的DMEM完

全培养基，不同时间显微镜下观察划痕的修复情况。结果以

培养 30 h后HSC-T6细胞覆盖区域占起始划痕面积的百分比

（划痕修复率）表示。

2.4 Transwell实验

滤膜孔径为8 μm的Transwell小室下室中分别加入0.5 ml

含0、10、20、40 μmol/L木犀草素的DMEM完全培养基，取对数

生长期的HSC-T6细胞消化，用DMEM 培养基调整成细胞浓

度为1×105 ml－1的单细胞悬液，加入0.2 ml于上室，培养24 h后

取出滤膜，棉签拭去上室滤膜内表面残存细胞，PBS洗涤，结晶

紫染色，显微镜下计数，每张滤膜随机取 5个视野计穿膜细

胞数并取均值。结果以穿膜的细胞占总细胞数的百分比表

示。

2.5 木犀草素对p-ERK5蛋白表达的影响

将HSC-T6细胞接种于 6 孔板，细胞饥饿过夜，分别加入

0、10、20、40 μmol/L木犀草素处理2 h后加入10％胎牛血清刺

激30 min，再加入适量的蛋白裂解液，于冰上裂解细胞提取总

蛋白，用BCA蛋白定量试剂盒进行蛋白定量。依次进行聚丙

烯酰氨凝胶电泳、转膜、封闭，加入 p-ERK5、ERK5和GAPDH

一抗，4 ℃孵育过夜，加入 IRDyeTM 800荧光二抗孵育 1 h，

Odyssey 红外荧光扫描成像系统扫描印迹。

2.6 统计学方法

各组数据采用 SPSS 17.0软件分析，各组数据用x±s 表

示。多组间单因素比较先用单因素分析其正态分布，后以

LSD法进行统计。P＜0.05为差异有统计学意义。

3 结果
3.1 木犀草素对HSC-T6细胞增殖的影响

与 0 μmol/L木犀草素组比较，20、40 μmol/L木犀草素组

OD值降低，差异有统计学意义（P＜0.05），表明 20、40 μmol/L

木犀草素能明显抑制 HSC-T6 细胞的增殖。木犀草素对

HSC-T6细胞增殖的影响见表1。

表1 木犀草素对HSC-T6细胞增殖的影响（x±±s，n＝3）

Tab 1 Effect of luteolin on the proliferation of HSC-T6 cells

（x±±s，n＝3）

浓度，μmol/L

0

10

OD

1.151±0.082

0.990±0.030

浓度，μmol/L

20

40

OD

0.866±0.061＊

0.720±0.039＊

与0 μmol/L组比较：＊P＜0.05

vs. 0 μmol/L group：＊P＜0.05

3.2 木犀草素对HSC-T6细胞划痕修复的影响

划痕 30 h 后，0 μmol/L 木犀草素组划痕已完全修复，而

10、20、40 μmol/L木犀草素组明显抑制了可见划痕，表明木犀

草素可抑制细胞划痕的修复。木犀草素对HSC-T6细胞划痕

修复的影响见表2。

表2 木犀草素对HSC-T6细胞划痕修复的影响（x±±s，n＝3）

Tab 2 Effect of luteolin on the scratch repair of HSC-T6

cells（x±±s，n＝3）

浓度，μmol/L

0

10

划痕修复率，％
100.00±0.21

85.92±0.73＊

浓度，μmol/L

20

40

划痕修复率，％
68.10±2.59＊

30.44±3.99＊

与0 μmol/L组比较：＊P＜0.05

vs. 0 μmol/L group：＊P＜0.05

3.3 木犀草素对Transwell实验的影响

10、20、40μmol/L 木犀草素组细胞穿膜百分比分别为

（67.96±8.15）％、（43.24±6.40）％、（17.91±7.06）％，与0 μmol/L
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木犀草素组比较，差异有统计学意义（P＜0.05）。木犀草素对

HSC-T6细胞穿膜的影响见表3。

表3 木犀草素对HSC-T6细胞穿膜的影响（x±±s，n＝3）

Tab 3 Effect of luteolin on HSC-T6 cells passing through

cell membrane（x±±s，n＝3）

浓度，μmol/L

0

10

细胞穿膜百分比，％
100.00±6.23

67.96±8.15＊

浓度，μmol/L

20

40

细胞穿膜百分比，％
43.24±6.40＊

17.91±7.06＊

与0 μmol/L组比较：＊P＜0.05

vs. 0 μmol/L group：＊P＜0.05

3.4 木犀草素对p-ERK5蛋白表达的影响

10％胎牛血清刺激 30 min 后，p-ERK5的表达量明显增

加，与胎牛血清对照组比较，10、20、40 μmol/L木犀草素组细胞

中 p-ERK5的表达明显降低，差异有统计学意义（P＜0.05）；而

ERK5蛋白表达无明显变化。p-ERK5蛋白的表达见图1。

4 讨论
近年的研究表明，HSCs从Disse间隙移行至肝损伤部位是

肝纤维化发生、发展的关键事件。在促肝纤维化因子等刺激
下活化的HSCs移行至肝损伤部位，大量聚积，导致损伤部位
活化的 HSCs 数量增加，产生大量的 ECM，并最终形成肝纤
维化 [9]。因此，本研究探讨了木犀草素对HSCs迁移能力的影
响，结果发现木犀草素能抑制HSCs的增殖和迁移，并随剂量
的增加，抑制作用增强，提示木犀草素可通过抑制HSCs而抗
肝纤维化。

ERK5是丝裂原活化蛋白激酶（MAPK）家族中最晚发现
的信号转导通路[10]。其可被高糖、低氧、血流切应力、活性氧簇
（ROS）、渗透压以及各种丝裂原，如内皮生长因子、神经生长因
子等激活[11]。与其他MAPK通路一样，刺激因子首先激活上
游的 MAPKKK（MEKK3/MEKK2），然后依次激活 MAPKK

（MEK5）、ERK5。p-ERK5进入核内，作用于下游底物 Myo-

cyte enhancing factor-2C（MEF2C）、转录激活因子（AP-1）、环磷
酸腺苷（cAMP）应答元件结合蛋白（Camp responds element

binding protein，CREB）、核糖体蛋白 S6（Ribosomal protein

S6，rpS6）等而调控相关基因的转录。ERK5/MAPK通路对于
细胞生存、增殖、分化起着极其重要的作用[12-13]。Rovida E等[14]

报道ERK5可正向调节血小板衍生因子（PDGF）诱导的人HSC

细胞的增殖和迁移；Marchetti A等[15]报道ERK5有助于转化生
长因子（TGF-β）诱导肝细胞Snail的稳定表达，可能参与TGF-β

诱导肝细胞 Epithelial-mesenchymal transition（EMT）的过程。

本实验研究结果显示，在血清的刺激下，HSC-T6细胞中ERK5

被激活，磷酸化水平增加，而木犀草素能够抑制由血清诱导的
ERK5的激活，提示木犀草素可能通过抑制ERK5的磷酸化来

发挥功能，从而抑制HSC-T6细胞的增殖和迁移。

综上所述，本实验首次通过体外细胞模型观察到木犀草
素能够抑制HSCs的迁移，抑制ERK5的激活是其可能的作用
机制之一，为进一步明确其作用机制提供了理论基础，为抗肝
纤维化新药的研发提供了有益的探索。
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图1 p-ERK5蛋白的表达
1.空白对照；2.胎牛血清对照；3. 10 μmol/L；4.20 μmol/L；5.40 μmol/L

Fig 1 Expression of p-ERK5 protein
1.blank control；2.FBS control；3. 10 μmol/L；4.20 μmol/L；5.40 μmol/L
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