
■背景资料
慢性胰腺炎(chro
nic pancreatitis, CP)
胰腺纤维化缺乏
有 效 的 治 疗 药
物 ,  氧化苦参碱
(oxymatrine, OM)
作 为 传 统 中 药 , 
具有广泛的抗器
官纤维化的作用. 
转 化 生 长 因 子
β1(transforming 
growth factor-β1, 
TGF-β1)/Smad通
路在疾病中的作
用越来越引起人
们关注, OM是否
可以通过该通路
来发挥抗纤维化
的作用亟待研究
证实. 
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Abstract
AIM: To investigate the effect of oxymatrine 
(OM) on the expression of molecules of the 
Smad signal pathway in pancreatic stellate 
cell l ine (LTC-14 cells) st imulated with 
transforming growth factor-β1 (TGF-β1).

METHODS: LTC-14 cells were divided into 
a normal control group, a TGF-β1 stimulated 
group and a TGF-β1 + OM (1 mg/mL) group. 
The mRNA and protein were extracted from 
LTC-14 cells 12 h after treatment. The mRNA 
and protein expression of Smad2/3/4/7 was 
detected by real-time PCR and Western blot, 
respectively. 

R E S U LT S :  C o m p a r e d  w i t h  t h e  T G F -
β1 stimulated group, the mRNA and protein
expression of Smad2/3/4 was dramatical-
ly reduced in the OM treated group (P < 
0.05). Compared with the TGF-β1 stimulated 
group, the mRNA expression of Smad7 was sig-
nificantly decreased in the OM treated group (P 
< 0.05), whereas the Smad7 protein expres-
sion was increased.  

CONCLUSION: OM might exert a therapeutic 
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■研发前沿
近年来许多研究
发现OM在各种
脏器中的抗纤维
化作用 ,  在肝、
肾、肺等器官对
TGF-Smad通路下
某些因子的研究
亦见发表, 但对胰
腺纤维化中对相
关通路的系统研
究仍有待进一步
研究. 

effect against pancreatic fibrosis in pancreatic 
stellate cells stimulated with TGF-β1 by 
interfering with the mRNA and protein 
expression of molecules of the TGF-β1/Smad 
pathway.

© 2015 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目的: 观察氧化苦参碱(oxymatrine, OM)对转
化生长因子β1(transforming growth factor-β1, 
TGF-β1)刺激的胰腺星状细胞株LTC-14细胞
株Smad通路信号分子Smad2/3/4/7的影响. 

方法: 取大鼠胰腺星状细胞株LTC-14细胞, 
分别分为对照组、TGF-β1刺激组、OM干预
组[TGF-β1+OM(1 mg/mL)]组. 12 h后提取细
胞RNA及蛋白, 应用实时定量PCR及Western 
blot检测基因及蛋白表达量的变化情况. 

结果: OM干预组与TGF-β1刺激组相比, OM
干预组均可降低Smad2 /3 /4基因及蛋白表达, 
结果有统计学意义(OM干预组 vs  TGF-β1刺
激组, P <0.05). OM干预组与TGF-β1刺激组
相比, OM干预组使Smad7基因表达降低(OM
干预组 vs  TGF-β1刺激组, P <0.05), Smad7蛋
白表达升高(OM干预组 vs  TGF-β1刺激组, 
P <0.05).  

结论:  体外实验中O M可以干预T G F-β1/
Smad通路相关信号因子的基因蛋白表达; 可
能对TGF-β1介导的胰腺星状细胞为核心的
胰腺纤维化过程存在治疗作用. 

© 2015年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 氧化苦参碱(oxymatrine, OM)通过影

响转化生长因子β(transforming growth factor-β)/
Smad通路下的Smad3、Smad7等信号因子的基

因、蛋白表达来影响胰腺星状细胞的功能, 从
而研究OM治疗慢性胰腺炎的可能机制.
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0  引言 

慢性胰腺炎(chronic pancreatitis, CP)的典型

病理表现为以胰腺实质纤维化为主. 胰纤维

化的形成主要由于以胶原为主的细胞外基质

(extracellular matrix, ECM)合成与沉积增加, 降
解减少, 两者失去动态平衡所致[1]. 

近来发现胰腺星状细胞(pancreatic stellate 
cells, PSC)的活化是CP胰腺纤维化的中心环

节, PSC是ECM的主要来源细胞, 激活的PSC
可以产生Ⅰ型、Ⅲ型胶原及纤连蛋白等主要

的ECM成分[2]. 目前认为, 在正常胰腺组织中, 
PSC处于静止状态, 他能表达细胞骨架蛋白如

结蛋白、波形蛋白、胶质原纤维酸性蛋白. 当
PSC激活时, 其形态和功能都发生变化, 胞内储

维生素A的脂滴减少, PSC大量增殖, 转化为成肌

纤维细胞样细胞, 合成和分泌多种ECM成分[3]. 
转化生长因子β1(transforming growth 

factor-1, TGF-β1)是最强效的致纤维化细胞因

子, 在PSC激活活化中扮演重要角色, TGF-β1
下游的S m a d通路是其经典通路 [4].  在信号

转导过程中 ,  磷酸化的转化生长因子受体

(transforming growth factor receptor, TβR)激
活Smad2和Smad3羧基端4个氨基酸的保守序

列(S-S-X-S), 磷酸化的Smad2和Smad3结合

Smad4形成异聚体, 并移位至细胞核. 在细胞核

中Smad复合物利用Smad同家族序列CAGAC
直接识别目的基因, 调节基因的转录. Smad7
是TGF-β1信号转导抑制分子, 可与Smad2或
Smad3竞争结合TGF-β1型受体或Smad4, 阻断

Smad2或Smad3被磷酸化并转位至细胞核内, 
抑制信号的转导[5]. 

苦参系药用豆科槐属植物苦参(sophora 
flavescens ait )的干燥根, 性寒味苦, 始载于我国

最早的药学文献《神农本草经》. 随着分离提

取技术的进步, 发现在苦参、苦豆子、广豆根

中存在同一类以氧化苦参碱(oxymatrine, OM)
为代表的生物碱. 近年大量的实验和临床研
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■相关报道
Z i o n 等 对 体 外
培 养 胰 腺 星 状
细胞(pancreatic 
s t e l l a t e  c e l l s , 
P S C ) 和 在 体 实
验通过腹腔注射
雨蛙肽制备的胰
腺纤维化模型小
鼠 ,  经药物干预
Smad3信号分子
表达 ,  降低其磷
酸化激活 ,  降低
了 胰 腺 纤 维 化 , 
提示Smad3信号
的激活与胰腺纤
维化密切相关.

究[6-8]结果表明OM具有明显的抗器官纤维化

作用, 其在抗肝脏纤维化中的作用被广泛研究

和证实, 但在胰腺中其是否通过影响TGF-β1/
Smad通路干预PSC活化、胰腺组织纤维化进

程尚未见文献报道.

1  材料和方法 

1.1 材料 胎牛血清购自Gibco公司; 青链霉素

混合液购自Sola rb io公司; IMDM培养基购

自HyClone公司; TGF-β1购自Peprotech公司; 
OM购自Sigma公司; 胰酶消化液购自北京鼎

国昌盛生物技术有限责任公司; TR Izol购自

Invitrogen公司; 750 mL/L乙醇(分析纯)、氯仿

(分析纯)、异丙醇(分析纯)、DEPC水购自北

京鼎国昌盛生物技术有限责任公司; MTT试剂

购自Invitrogen公司; 实时荧光定量PCR扩增试

剂盒和逆转录试剂盒购自北京全式金生物技

术有限公司. Smad2、3、4、7多克隆抗体、

β-actin单克隆抗体购自Proteintech公司; DMSO
购自Sigma公司; BCA蛋白定量试剂盒购自北

京鼎国昌盛生物技术有限责任公司. 
1.2 方法

1.2 .1  细胞培养 :  LT C-14细胞株是由德国

Rostock大学医院的Robert Jaster教授惠赠[9]. 
细胞在含10%胎牛血清的IMDM培养基中, 置
于37 ℃、50 mL/L CO2的孵育箱(相对湿度为

95%)中培养. 将细胞培养于含10%胎牛血清

的IMDM培养基中, 待细胞生长到培养瓶约

70%-80%密度时, 用0.25%胰酶消化液将细胞

消化后传代. 取对数生长期细胞用于试验研究. 
1.2.2 细胞增殖试验(MTT法): 参考Ling等[10]

PANC-1细胞试验中OM浓度, 按照倍比稀释原

则将OM分为0、0.1、1.0、5.0 mg/mL浓度分

为4组, 每组按照培养时间分为6、12、24 h 3
组, 每组设3个重复孔. 将传代培养的LTC-14细
胞株用胰酶消化液消化之后, 稀释成1×103个/L
的细胞悬液, 并接种于96孔细胞板, 每孔加入

100 μL培养基, 培养24 h后, 换入100 μL无血清

无双抗的IMDM培养基饥饿4 h, 然后每孔分别

加入含相应浓度OM, 30 min后加入预实验摸

出的最佳刺激浓度的TGF-β1继续培养. 分别

于相应时间点取出96孔板, 加入含0.5%浓度的

MTT(5 mg/mL)的培养基100 μL, 4 h后终止培养, 
弃去培养基, 每个孔中加入150 μL DMSO, 置于

摇床上低速振荡10 min, 用酶联免疫检测仪570 
nm测定各孔吸光度值(A 570). 
1.2.3 Real-time PCR检测细胞基因表达: 于6
孔板培养细胞, 分对照组、TGF-β1组、TGF-
β1+O M组3组使用预实验及上述实验最佳

TGF-β1刺激浓度以及最佳OM干预浓度、时

间培养细胞. 终止培养后, TRIzol法提取细胞

RNA, 逆转录cDNA后使用SYBR green染料法

进行Real-time PCR检测Smad2、3、4、7基因

表达量的变化. 引物设计经由PubMed下引物

合成程序Primer-BLAST设计, 如表1. 
1.2.4 Western blot检测细胞蛋白表达: 于100 mm
培养皿中培养细胞, 分对照组、TGF-β1组、

TGF-β1+OM组3组使用预实验及MTT实验最

佳TGF-β1刺激浓度以及最佳OM干预浓度、

时间培养细胞. 终止培养后, RIPA裂解提取细

胞总蛋白, 经BSA蛋白定量法蛋白定量, 经变

性蛋白电泳、转膜, 一抗4 ℃孵育过夜, TBST
摇床洗膜15 min×4次, 二抗室温摇床孵育2 h, 
TBST摇床洗膜15 min×4次, ECL法化学发光, 
暗室底物显影压片, ImageJ软件灰度比较分析. 

统计学处理 使用GraphPad Prism 6统计学

     引物名称                       DNA序列

β-actin 上游引物 5'-AGATCCTGACCGAGCGTGGC-3'

下游引物 5'-CCAGGGAGGAAGAGGATGCG-3'

Smad2 上游引物 5'-CTGCCGCCTCTGGATGACT-3'

下游引物 5'-TGGTGGTGTTTCTGGGATGTAA-3'

Smad3 上游引物 5'-GGCAGGAGGAGAAGTGGT-3'

下游引物 5'-AGTGACCTGGGGATGGTA-3'

Smad4 上游引物 5'-CAGGTGCCTCAGTGACCAGC-3'

下游引物 5'-CCAGGACCAGGGATGTTTCC-3'

Smad7 上游引物 5'-AACTGCAGACTGTCCAGACG-3'

下游引物 5'-TCCCCACTCGAGTCTTCTCC-3'

表  1  引物序列
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■创新盘点
本 文 探 讨 了 体
外 星 状 细 胞 在
TGF-β /Smad经
典通路下途径限
制、抑制及共同
介质型Smad分子
在外源性TGF-β1
激活、OM干预
下 的 变 化 情 况 , 
已阐述OM在治
疗CP胰腺纤维化
的可能机制. 

软件分析处理数据, 数据用mean±SD表示, 组
间比较用单因素方差分析. P <0.05为差异具有

统计学意义. 

2  结果

2.1 OM不同浓度抑制星状细胞活力及增殖 不
同浓度OM于不同时间点MTT法检测LTC-14细胞

增殖活性, OM浓度1.0、5.0 mg/mL在12、24 h时
较低浓度(0、0.1 mg/mL)时A 570 nm结果差异有

统计学意义(P<0.01)(图1). 
2.2 OM作用下Smad2/3/4/7的mRNA表达 与对

照组相比, 加入预实验得出最佳TGF-β1浓度

8 ng/mL处理12 h后, Smad2表达量上调1.72倍, 
Smad3上调116.1倍, Smad4上调1.31倍, Smad7
上调8.97倍(均P <0.05). 

加入TGF-β1前30 min预加入1.0 mg/mL OM, 
处理12 h后与对照组相比Smad2下降至0.41倍, 
Smad3下降至12.9倍, Smad4下降至0.49倍, Smad7
下降至5.32倍, 较TGF-β1组, 差异有统计学意义

(均P<0.05)(表2). 
2.3 OM作用下Smad2/3/4/7的蛋白表达 与对照

组相比, 加入8 ng/mL TGF-β1处理12 h后, Smad2
蛋白表达量上调2.96倍, Smad3上调3.19倍, 
Smad4上调1.65倍, Smad7下调0.19倍(均P<0.05). 

加入TGF-β1前30 min预加入1.0 mg/mL 
OM, 处理12 h后与对照组相比Smad2下降至

1.19倍, Smad3下降至1.58倍, Smad4下降至0.73
倍, Smad7回复至0.72倍, 较TGF-β1组, 差异有

统计学意义(均P <0.05)(表3). 

3  讨论

CP的主要病理机制是胰腺组织纤维化. 研究[11,12]

表明, PSC活化、增殖在CP胰腺纤维化中处

于核心地位. PSC活化后通过自分泌、旁分泌

途径分泌多种细胞因子, 使ECM合成增多, 而
降解相对减少, 过多的ECM沉积导致胰腺纤

维化的发生发展. 在胰腺纤维化发生、发展

过程中, 有多种转录因子和信号转导通路参

与, 其中TGF-β是胰腺纤维化中的最强刺激因

子[13,14], 而TGF-β又是主要通过TGF-β/Smad通
路发挥他的生物学作用的. 信号传导中, TβR
先与TGF-β结合. 其中, TβR为必需的信号传

     分组     Smad2      Smad3     Smad4     Smad7

Normal组 1.00±0.00   1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00

TGF-β1组 1.72±0.41a 116.1±27.61b 1.31±0.12a 8.97±0.88b

TGF-β1+OM组 0.41±0.11d   12.9±7.15d 0.49±0.18d 5.32±1.54c

数据以目的基因与管家基因β-actin吸光度比的百分数表示. aP<0.05, bP<0.01 vs  Normal组; cP<0.05, dP<0.01 

vs  TGF-β1组. TGF-β1: 转化生长因子β1; OM: 氧化苦参碱. 

表  2  PCR产物表达量分析 (mean±SD, %)

     分组     Smad2    Smad3    Smad4     Smad7

Normal组 0.26±0.13 0.31±0.10 0.63±0.09 0.85±0.31

TGF-β1组 0.77±0.11b 0.99±0.11b 1.04±0.13a 0.16±0.05b

TGF-β1+OM组 0.31±0.10d 0.49±0.14d 0.46±0.14d 0.62±0.05d

数据以目的蛋白与β-actin条带灰度值表示. aP<0.05, bP<0.01 vs  Normal组; dP<0.01 vs  TGF-β1组. TGF-β1: 

转化生长因子β1; OM: 氧化苦参碱.

表  3  Western blot蛋白表达量分析 (mean±SD, %)

a a

0.0 mg/mL
0.1 mg/mL

1.0 mg/mL
5.0 mg/mL

1.6

1.4

1.2

1.0

0.8

A
57

0

t/h
0          6          12        18         24        30

图  1  不同OM浓度时间对LTC-14活性影响. aP <0.05 vs  

0.0 mg/mL OM组. OM: 氧化苦参碱. 
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■应用要点
通 过 对 O M 对
P S C 中 T G F - β /
Smad经典通路的
影响, 对OM治疗
胰腺纤维化的可
能机制进行研究, 
为治疗胰腺纤维
化提供可能的作
用靶点.  

导介质[15]. TGF-β信号传导的过程是: TGF-β先
后与TβRⅠ/Ⅱ分子结合形成复合物; 从而使

TGF-β信号向下游传导激活Smad通路. 根据

Smad蛋白在TGF-β家族中信号传导中的作用

可以分为3类: (1)途径限制型Smad(pathway-
restricted Smad); (2)共同介质型Smad; (3)抑
制型S m a d[16,17].  本实验中研究的信号分子

Smad2、Smad3为途径限制性, Smad4为共同

介质型, Smad7为抑制型. 他们的表达量及激活

情况可以反映该条通路的激活与否, 信号是否

经由该条通路下传. 
有研究[18,19]指出, 经过转基因技术体内过

度表达TGF-β的小鼠胰腺有相当程度的纤维

化, 表现出类似CP的病理特征. 当胰腺组织受

到理化刺激时, 胰腺腺泡细胞分泌TGF-β使
PSC活化, 细胞内脂滴消失, 向间质细胞转化, 
分泌多种ECM[20,21]. 而活化后的PSC细胞又能

自分泌包括TGF-β在内的多种细胞因子, 而自

激活, 持续性的自激活导致了纤维化的进展[22]. 
从这点出发, 本实验设计了外源性的TGF-β1作
为体外培养PSC模拟纤维化的刺激物来进行试

验, 在8 ng/mL时可见明显的Smad2、Smad3基
因高表达, 提示TGF-β1/Smad通路的启动, 而
Smad7基因也出现了升高, 提示负反馈调控机

制也在发挥作用 .
在人体多数器官中S m a d信号通路作为

TGF-β信号转导的经典通路也参与到了TGF-β
诱导的纤维化中来. Liang等[23]研究发现熊去氧

胆酸可通过抑制Smad3的表达、增加Smad7的
表达来作用于TGF-β/Smad通路从而发挥其抑

制组织纤维化的作用. Latella等[24]采用腹腔注

射二甲基亚硝胺的方法诱导Smad3基因敲除小

鼠和野生型小鼠发生肝纤维化结果发现野生

型小鼠肝纤维化程度高于Smad3敲除小鼠, 表
明Smad3信号因子缺失能够对组织纤维化起

到抵抗作用. 徐新保等[25]发现反义Smad4基因

能有效减少Smad4基因的表达部分阻断TGF-β
信号传导系统, 以阻止HSC的活化, 减少ECM
的产生, 从而减缓组织纤维化的发展. 在胰腺

中Ohnishi等[26]发现, TGF-β通过Smad2依赖途

径促进PSCs的活化, 使用病毒转染抑制Smad2
信号分子表达后PSC的活化被抑制了. Zion等[27]

对体外培养PSC和在体实验通过腹腔注射雨

蛙肽制备的胰腺纤维化模型小鼠, 经药物干预

Smad3信号分子表达, 降低其磷酸化激活, 降低

了胰腺纤维化, 提示Smad3信号的激活与胰腺

纤维化密切相关. 马松林等[28]通过对34例胰腺

纤维化患者组织标本免疫组织化学染色发现

TGF-β1、Smad3表达升高, Smad7表达降低, 提
示TGF-β1和Smad3的高表达以及Smad7的低

表达可能促进胰腺纤维化的发生发展, 提示通

过靶向性阻断TGF-β/Smad信号通路的传导可

能会阻断胰腺纤维化的进展, 从而达到治疗胰

腺纤维化、CP的目的.
在OM的研究中, 学者们也发现其能通过

干预TGF-β/Smad通路各信号分子抑制组织

纤维化. 曾维政等[29]研究发现, 对于CCl4诱导

的大鼠肝纤维化模型中加入OM干预能降低

Smad4分子的蛋白表达, 提高Smad7分子的蛋

白表达, Masson染色显示组织纤维化程度相

应的降低. 我们前期研究也发现OM能降低由

DDC诱导的大鼠胰腺纤维化程度, 但其的主要

图  2  不同细胞因子蛋白表达量. 1: Normal组; 2: TGF-β1

组; 3: TGF-β1+OM组. TGF-β1: 转化生长因子β1; OM: 

氧化苦参碱.
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■名词解释
LTC-14细胞株 : 
由德国Rostock大
学医院的Robert 
Jaster教授杂交成
功的永生化大鼠
PSC株. 

作用机制还不明确[30]. 
本实验发现加入一定浓度O M可以降低

星状细胞活性, 抑制P S C增殖, M T T试验发

现1.0 m g/m L的OM浓度可以很明显的抑制

LTC-14细胞的细胞活性, 减少其增殖. 对于

该现象机制研究发现加入外源性T G F-β1后
Smad2、3、4均有不同程度的表达升高, 这种

升高说明整条通路的激活, 而加入OM后表达

降低, 说明OM在一定程度上抑制了该条通路

上信号的传导; Smad7在加入TGF-β1后基因

表达也出现了升高, 而蛋白表达降低, 这可能

与负反馈调控和蛋白水平上的消耗有关, 加入

OM后Smad7蛋白表达明显增多, 这种现象提

示OM可能是通过增加Smad7信号分子的蛋白

表达来抑制TGF-β/Smad信号通路的. 
OM通过降低Smad2、3、4的表达, 升高

Smad7蛋白表达, 多方面抑制TGF-β/Smad信号

通路的转导, 从而抑制PSC细胞的增殖活化. 而
信号分子之间具体的相互作用机制以及OM明

确的结合位点还需要后续实验深入讨论. 深入

研究TGF-β/Smad信号通路在PSC活化中的作

用以及OM在其中处于何种角色, 不仅有助于

进一步阐明胰腺纤维化的发病机制, 也可为临

床治疗CP提供关键靶标和有效的治疗药物. 
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