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摘要

目的: 明确血管紧张素II (AngII)对大鼠肝星形细胞(HSC)细

胞外基质降解的影响以及一氧化氮(NO)对其的干预作用.

方法: 采用原位酶灌注法分离培养 HSC 发色底物法测定

纤溶酶原激活物抑制物-I (PAI-I)活性 硝酸还原酶法测定

NO浓度; 采用半定量RT-PCR法检测PAI-I mRNA的表达.

结果: AngII 能剂量依赖性地促进 HSC 合成和释放 PAI-I

NO 依那普利和氯沙坦均能减弱这种作用.

结论: AngII 能通过 I 型受体抑制细胞外基质降解 NO 可

以拮抗这种作用. 促进细胞外基质代谢是依那普利和氯沙坦

抑制肝纤维化的机制之一.
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0   引言

近年来研究证实 肝纤维化的关键细胞 - 肝星形细胞

(hepat ic  s te l la te  cel l HSC)能表达血管紧张素 II

(angiotensin II Ang II)的 I 型受体(AngII receptor type I

AT1R) 并且外源性 AngII 能促进其分裂增生和合成细

胞外基质(extracellular matrix ECM) [1]. 为进一步明确

AngII 与 ECM 代谢的关系 本实验对 Ang II 与纤溶酶

原激活物抑制物 -1 (plasminogen activator inhibitor-1

PAI-I 为肝纤维化过程中抑制 ECM 代谢的主要物质

之一)之间的关系进行了初步研究 并观察了依那普利

(enalapril Ena 为血管紧张素转换酶抑制剂)和氯沙

坦(losartan Los 为 AT1R 拮抗剂)及一氧化氮(nitric

oxide NO)对 AngII 功能的影响.

1   材料和方法

1.1 材料  从成年 SD大鼠肝脏中采用原位酶灌注法分离

HSC 以 2×105/cm2 接种于培养瓶中 于 5 % CO2 37 

恒温孵育箱中培养.

1.2 方法  将传代的 HSC 以 2 105/ml 接种于 24 孔培养

板 待细胞接近长满时 换用无血清培养基. 24 h 后

分别加入不同浓度的药物进行干预(详见结果部分)

孵育 24 h 后采集上清液冻存备用. 每个条件设 3 复孔

取平均值. 采用发色底物法测定 PAI-I 活性 采用硝酸

还原酶法测定 NO 含量. 采用 RT-PCR 法检测 PAI-I

mRNA 表达.

        统计学处理  采用 SAS 软件包进行统计学分析 多

组间均数比较采用方差分析.

2   结果

2.1 AngII 对 HSC 上清液中 PAI-I 活性影响及药物干预

的作用  AngII 以剂量依赖的方式促进 PAI-I 合成和分

泌 这种作用可被 Ena 减弱 也可被 10-6mol/L Los 完

全阻断 说明 AngII 通过 AT1R 影响 PAI-I 合成(图 1).

图 1 AngII 对 HSC 上清液中 PAI-I 活性影响及药物的干预作用. aP<0.05,
bP <0.01, vs 对照组; cP <0.01 vs 应用 Los 前.

图 2  AngII 对 HSC 表达 PAI-I mRNA 的影响及药物干预作用. aP<0.05,
bP <0.01, vs 对照组; cP <0.01 vs 应用 Los 前.

图 3  不同浓度 NO 对 AngII 促进 PAI-I 合成的影响. aP <0.01, vs 对照
组; bP <0.01, vs 应用 Los 前.
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2.2 AngII对HSC表达PAI-I mRNA的影响及药物干预

作用  在正常 HSC 中可检测到 PAI-I mRNA 表达.10-6mol/L

AngII 可显著增加 PAI-I mRNA 表达(P <0.01) Ena 和

Los 可减弱或阻断这种作用(图 2).

2.3 不同浓度 NO对 AngII 促进 PAI-I 合成的影响  对照

孔上清液中未检测到NO. SNAP能剂量依赖性地诱导上

清液中 NO 生成. NO 能剂量依赖性地减弱 AngII 促进

PAI-I 合成的作用(图 3).

3   讨论

由组织和细胞合成的肾素 - 血管紧张素 - 醛固酮系统

(renin- angiotensin-aldosterone system RAAS) 称为

局部 RAAS[2] 参与多种组织纤维化过程 应用 RAAS

抑制剂能延缓纤维化发生[3]. 已经证实 肝纤维化的关

键细胞 HSC 能表达 AT1R 外源性 AngII 能促进 HSC

分裂增生和合成 ECM[1]. 肝纤维化时肝内 AngII 升高[4].

多种 RAAS 抑制剂如依那普利 氯沙坦等具有预防或

逆转肝纤维化的作用[5] 说明肝纤维化与局部 RAAS 密

切相关.

        PAI-I 在 HSC 表达很强[6] 具有抑制 ECM 降解 促

进肝纤维化发生的作用. 本实验结果显示 HSC 可合

成 PAI-I 并释放至上清液中 AngII 能剂量依赖性地上

调 PAI-I 活性 10-6 mol/L AngII 使 PAI-I 活性上调 2.06

倍 PAI-I mRNA 上调 2.8 倍. 由于 PAI-I 具有抑制 ECM

降解的作用 肝纤维化时 AngII 升高势必增强这种作

用 从而使ECM沉积多于降解 加速纤维化发生. Ena能

够抑制血管紧张素转换酶活性 抑制HSC合成AngII; Los

阻断 AngII 与 AT1R 结合 从而促进 ECM 降解 起到抑

制肝纤维化的作用.

        NO是强烈的抗肝纤维化因子[7] 并且总是与AngII

作用相反.因此 我们观察了在 HSC 中 NO 对 AngII

作用的影响.由于诱生型 NO 合成酶在 HSC 表达极低

因此我们采用 NO 供体 -SNAP 诱导 NO 合成. 从图 3 可

以看出 10-6 mol/L AngII 能显著增加 PAI-I 活性(P <0.01)

NO 使这种促进作用被明显抑制 SNAP 浓度越高 NO

越多 则抑制作用越强. 这说明 在肝纤维化进展

中 AngII 与 NO 仍然是作用相反的一对 促进 NO 合

成有助于延缓 AngII 引起的肝纤维化 而抑制 NO 则促

进肝纤维化发展.这与在自发性高血压大鼠心肌的研究

结果相同[8].

      总之 本实验结果表明 AngII 能通过 I 型受体

以剂量依赖的方式促进 HSC 合成和分泌 PAI-I 抑制

ECM 降解 促进肝纤维化进展 NO 能剂量依赖地抑

制 AngII 对 PAI-I 合成和分泌的促进作用. 促进 ECM 降

解是 Ena 和 Los 抗肝纤维化的机制之一.
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