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表没食子儿茶素没食子酸酯（EGCG）是一种绿茶
中的主要活性成分，具有明显的抗肝纤维化作用 [1]。
药理研究表明 EGCG主要通过抗氧化、抑制活化肝

星状细胞（hepatic stellate cells，HSC）的胶原产生、抑
制 HSC活化、增殖以及抑制基质金属蛋白酶 MMP-2
酶原活化等途径起到抑制肝纤维化的作用 [1-4]。转录

表没食子儿茶素没食子酸酯对肝星状细胞 LX- 2中 STAT1信号的影响
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摘要：目的 通过考察绿茶提取物中主要活性成分表没食子儿茶素没食子酸酯（（-）-epigallocatechin-3-gallate，
EGCG）对人源肝星状细胞株 LX-2中 STAT1信号的影响，探讨 EGCG抗肝纤维化的新作用机制。方法 用不同
浓度的 EGCG处理 LX-2细胞，利用蛋白印迹法检测磷酸化 STAT1、总 STAT1以及 procollagen-α1，α-SMA蛋
白表达；利用 RT-PCR检测干扰素-γ（IFN-γ）的 mRNA表达水平。进一步通过蛋白印迹法考察 JAK1/2抑制剂
AG490对 EGCG调控磷酸化 STAT1以及 procollagen-α1、α-SMA蛋白表达的影响。通过荧光素酶报告基因方
法检测 EGCG对 STAT1二聚化的影响。结果 EGCG剂量依赖性和时间依赖性地增加了 LX-2细胞中磷酸化
STAT1的表达，并增强了 IFN-γ mRNA表达水平。同时 EGCG剂量依赖性地降低了 LX-2细胞中 procollagen-
α1和 α-SMA蛋白表达。JAK1/2抑制剂 AG490阻断 EGCG诱导的磷酸化 STAT1上调，同时逆转了 EGCG对
procollagen-α和 α-SMA表达的抑制。此外，EGCG增加了 LX-2细胞核蛋白中 STAT1的二聚体化程度。结论
EGCG可以通过促进 LX-2细胞中 STAT1磷酸化以及二聚体形成，并增加 IFN-γ的表达抑制肝星状细胞功能。
关键词：表没食子儿茶素没食子酸酯；肝星状细胞；磷酸化 STAT1；干扰素-γ；肝纤维化
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Effects of Epigallocatechin-3-gallate on STAT1 in Hepatic Stellate Cells Line LX-2
LIU Yifei，HU Lingna，WU Xingxin，SUN Yang，SHEN Yan，XU Qiang（State Key Laboratory of Pharmaceutical
Biotechnology，School of Life Science，Nanjing University，Nanjing 210093，China）
Abstract：Objective To investigate the effects of（-）-epigallocatechin-3-gallate（EGCG）on STAT1 in hepatic
stellate cell line LX-2，and to explore its anti-hepatic fibrosis mechanism. Methods LX-2 cells were treated with
various concentrations of EGCG. Protein expression of phosphorylated STAT1，total STAT1，procollagen-α1 and α-
SMA were detected by Western blotting method. The expression level of interferon gamma（IFN-γ）mRNA was de－
tected by RT-PCR. The effect of AK1/2 inhibitor AG490 on the regulation of phosphorylated STAT1，procollagen-α1
and α-SMA by EGCG was also observed. The dimer of STAT1 was measured by luciferase complementation imaging
method. Results EGCG increased the expression levels of phosphorylated STAT1 protein and IFN-γ mRNA in dose-
and time-dependent manner. And EGCG inhibited the expression of procollagen -α1 and α-SMA in LX-2 cells.
JAK1/2 inhibitor AG490 reversed the effects of EGCG on LX-2 cells. The dimer formation of STAT1 in the nucleopro－
tein of LX-2 cells was increased by EGCG. Conclusion EGCG has an anti-fibrosis effect on hepatic stellate cells
through the up-regulation of STAT1 phosphorylation，STAT1 dimer formation and IFN-γ expression
Keywords: Epigallocatechin-3-gallate；Hepatic stellate cells；Phosphorylated STAT1；Interferon gamma；Hepatic
fibrosis
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因子 STAT1 分子在纤维化过程中发挥重要作用 [5-6]。
STAT1可以抑制基质金属蛋白酶 MMP-2及其前体的
表达 [7]。而且活化的 STAT1与 p300的结合能抑制活
化 HSC 中 I 型胶原 α2 链的表达、HSC 的增殖和
TGF-β信号，进而改善肝纤维化[8-9]。作为 STAT1的
上游分子，干扰素-γ（IFN-γ）被用于治疗乙型肝炎所
导致的肝纤维化[10-11]。IFN-γ主要通过 JAK-STAT信
号通路对 HSC起到调控作用。可见，STAT1信号的
抗肝纤维化作用可能主要通过抑制肝星状细胞的功

能实现。本研究发现 EGCG可以通过增强 STAT1的
磷酸化、上调 IFN-γ表达而发挥抑制肝星状细胞功
能的作用。

1 材料与方法
1.1 药品与试剂 EGCG（Sigma，美国），纯度大于
95%；anti-pY-STAT1（Tyr 701）和 anti-STAT1（9H2）
（Cell Signaling Technology，美国）；anti-procollagen-
α1和 anti-α-SMA和 GAPDH（Santa Cruz biotechnolo－
gy，美国）；辣根过氧化物酶标记 anti -mouse IgG
（H+L）和 anti-rabbit IgG（H+L）购自 KPL；STAT1-
NLuc 和 CLuc-STAT1 质粒由 Luker K.E.惠赠；Lu－
ciferase Assay Buffer（Promega），Luciferase底物购自
PIERCE公司；BCATM Protein Assay Kit（Thermo公司，
美国）；核蛋白提取试剂盒（PIERCE）；CCl4、橄榄
油、异丙醇（上海凌峰化学试剂有限公司）；氯仿（广
东汕头市西陇化工厂）；无水乙醇（国药集团化学试

剂有限公司）；DEPC—H2O（Beyotime）；TRlzol（Invit－
rogen，美国）；ReverTra Ace-α-（TOYOBO），Easy－
Taq DNA Polymerase、10×EasyTaq DNA Poly-merase
buffer（+Mg2+）、dNTP、10×Loading Buffer（TransGen
Biotech）；所有试剂均为分析纯，实验用水为 Milli－
pore纯水机所产纯水。
1.2 仪器 X 光胶片洗片机（虎丘影象科技有限公
司）；MiniCyclerTM PCR 扩增仪（MJResearch，美国）；
UVP凝胶成像系统（江苏省捷达科技发展有限公司）；
TY-80R脱色摇床（江苏省金坛市医疗仪器厂）；核酸
检测仪（Effendorf，德国）；酶标仪（Sunrise，TECAN公
司）；KQ-250DE型医用数控超声波清洗器（昆山市
超声仪器有限公司）；数显恒温水浴锅 HH-2（国华
电器有限公司）。
1.3 动物及细胞 清洁级 BALB / C小鼠，雌性，体重
（20±2）g，扬州大学比较医学中心提供，合格证号：
2014328；人源肝星状细胞株 LX-2，购自中南大学
湘雅中心实验室，以含 2 % NBS 的 DMEM培养液 37

℃，5 % CO2培养。
1.4 方法
1.4.1 蛋白印迹分析 LX-2细胞，用 150 μL细胞裂
解液（10 mmol / L HEPES，2 mmol / L EDTA，0.1 %
CHAPS，5 mmol / L DTT 和 1 mmol / L PMSF）裂解。
用BCATM Protein Assay Kit 进行蛋白定量。制备12 %
SDS-PAGE 胶，每样品 40 μg 蛋白上样。4 ℃电泳
（堆积胶恒压 80 V，20 min，分离胶恒压 110 V，1 h）
结束后，用湿法转至 PVDF膜（Millipore，美国）。膜
用封闭液（2 % free fat milk，10 mmol / L Tris-Cl，50
mmol / L NaCl，0.1 % Tween 20，PH 7.4）4 ℃封闭过
夜，然后用洗涤液（10 mmol / L Tris-Cl，50 mmol / L
NaCl，0.1 % Tween 20，PH 7.4）洗涤 5 min两次，10
min一次。膜与一抗共孵，4 ℃过夜，洗涤三次后与
二抗共孵 2 h，洗涤后与辣根过氧化物酶底物共孵，
X胶片感光适当时间后洗片机洗片。
1.4.2 总 RNA提取，RT-PCR及 PCR LX-2细胞离
心后用 1 mL TRlzol重悬，提取总 RNA，用逆转录试
剂盒合成 cDNA。分别取 cDNA 模板 1 μL，PCR 扩
增 IFN-γ，GAPDH。基因扩增设定反应程序如下：
94 ℃，5 min→[94 ℃，30 s→56 ℃，30 s→72 ℃，30
s]（循环 30次）→ 72 ℃，10 min；PCR反应结束后取
20 μL反应液于 1.5 %琼脂糖凝胶电泳检测扩增产物，
EB染色，紫外拍摄观察电泳条带。
引物合成：根据 GenBank 登录的小鼠基因的全

长 cDNA 序列，通过 Primer Premier 5.0 软件设计，
并经 GenBank BLAST进行同源性检索后，由上海英
骏生物技术有限公司上海合成部合成。序列如下：
GAPDH：5’-AACGACCCCTTCATTGAC-3’，3’-CAC
GACTCATACAGCACCT-5’； IFN-γ：5’-CTTCTTCA
GCAACAGCAAGGCGAAAA-3’，3’-ACTAACGCCC－
CCAACATAGACCCCC-5’。
1.4.3 LX-2细胞转染及荧光素酶互补实验[12] 首先将

LX-2细胞接种于 6孔板，使用 Lipofectamine 2000按
照说明在 LX-2细胞中共转入 STAT1-NLuc和 CLuc-
STAT1两种质粒，转染报告基因质粒约 24 h后，转
染培养基由 2 % FBS DMEM或含有 EGCG的 DMEM
取代。24 h后离心去上清，加入 30 μL 细胞裂解液，
冰上裂解 30 min，12000 g离心 5 min，将上清蛋白
分为两部分：取 12 μL 上清蛋白 +8 μL 裂解液
（PIERCE）+20 μL 分析液（PIERCE），37 ℃放置 30
min，加入 60 μL 终止液，于 430 nm 读取 OD 值。
在转染过程中，以转入无启动子的空载体作为阴性
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对照，最终的荧光强度经扣除阴性对照得出。最后
将所用蛋白通过 BCA蛋白定量，所有吸光度按照蛋
白含量标准化。在 430 nm处读取 OD值，所有组扣
除空载体组修正后，以 OD值/蛋白含量作为标准化
后的荧光强度（RLU）代表了 STAT1二聚化的程度。
以标准化后的荧光强度为 Y轴作图。
1.5 统计学方法 数据以“x± s”表示。先用单因素
方差进行分析，再用 Dunnett’s test检验组间差异。

2 结果
2.1 EGCG对 LX-2细胞中 STAT1和 IFN-γ表达水
平的影响 将 LX-2细胞接种于 6孔板内，细胞贴壁
后分别加入不同浓度的 EGCG继续培养 24 h。结果
表明 EGCG 剂量依赖性地增强磷酸化 STAT1（pY-
STAT1）表达，但是对 STAT1的总蛋白表达无明显影
响（图 1A）。并且 EGCG 剂量依赖性地增加 IFN-γ
mRNA的表达水平（图 1B）。以 50 μmol / L EGCG处
理 LX-2细胞不同时间，发现 EGCG时间依赖性地增
加 pY-STAT1 蛋白和 IFN-γ mRNA 的表达水平 （图
1C和 1D）。

EGCG（50 μmol/L）

EGCG（50 μmol/L）
图 1 EGCG剂量依赖性和时间依赖性地增加 LX-2细胞中

STAT1磷酸化和 IFN-γ mRNA表达水平
Figure 1 The expression levels of phosphorylated STAT1 and
IFN-γ mRNA was increased by EGCG in dose-and time-dependent
manner in LX-2 cells

2 .2 EGCG对 LX-2 细胞中 procollagen-α1 和 α-

SMA蛋白表达的影响 将 LX-2细胞接种于 6孔板
内，细胞贴壁后分别加入不同浓度的 EGCG 继续培
养 24 h后。结果表明 EGCG剂量依赖性地下调 pro－
collagen-α1和 α-SMA蛋白表达（图 2）。

图 2 EGCG剂量依赖性地降低 LX-2细胞中 procollagen-α1
和 α-SMA蛋白表达水平

Figure 2 The expression of procollagen-α1 and α-SMA was
decreased by EGCG in dose-dependent manner in LX-2 cells

2.3 AG490 逆转 EGCG 对 LX-2细胞的作用 由于
IFN-γ主要通过 JAK-STAT1信号通路对 HSC起到调
控作用，我们尝试使用用 JAK1 / 2抑制剂 AG490来逆
转 EGCG的作用。结果表明 5 μmol / L的 AG490能阻
断 EGCG诱导的 pY-STAT1上调，同时逆转了 EGCG
对 LX-2 细胞表达 procollagen-α1 和 α-SMA 的抑制
（图 3）。

图 3 JAK1/2抑制剂 AG490阻断 EGCG对 STAT1磷酸化的
促进作用以及对 procollagen-α1和 α-SMA表达的抑制作用
Figure 3 JAK1/2 inhibitor AG490 reversed these effects of EGCG
on LX-2 cells

2.4 EGCG对 LX-2 细胞中 STAT1 二聚化的影响
在 LX-2细胞中共转入 STAT1-NLuc和 CLuc-STAT1
两种质粒，转染后 LX-2细胞培养于 6孔板内，贴壁
后分别设置 25 ng /mL IFN-γ 处理组，50 μmol / L
EGCG处理组，25 ng /mL IFN-γ和 50 μmol / L EGCG
共同作用组，刺激 1 h 后，提取核蛋白进行 STAT1
荧光素酶互补实验。标准化后的荧光强度（RLU）代表
了 STAT1二聚化的程度。结果显示 EGCG可以提高
细胞核蛋白中 STAT1二聚化的水平，并且可以增强
IFN-γ诱导的 STAT1二聚化（图 4）。

procollagen-α1

α-SMA

GAPDH

EGCG（μmol·L-1）
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注：与空白对照组相比，*P < 0.05，**P < 0.01。

图 4 EGCG增加 LX-2细胞核蛋白中 STAT1二聚化水平
Figure 4 The dimer formation of STAT1 was increased by EGCG
in LX-2 cells

3 讨论
肝纤维化以大量的胞外基质沉积为显著特点，

其中以 I型胶原为主[13]。由于 I型胶原主要由活化的
肝星状细胞分泌，过度活化的肝星状细胞在肝纤维

化进程中发挥了关键作用，因此消除肝星状细胞的

作用被认为是逆转肝纤维化的理想策略。消除肝星
状细胞的促纤维化作用可通过诱导肝星状细胞的凋

亡，抑制肝星状细胞的活化及抑制 I型胶原的分泌等
实现。然而在生理状态下肝星状细胞在调节类维生
素 A的平衡和胞外基质更新发挥了重要的作用，所
以诱导肝星状细胞的凋亡可能会导致肝结构的损坏

和阻碍肝纤维化的恢复[14]。肝纤维化的治疗一般需要
很长时间，抗肝纤维化的药物必须具备低毒，副作

用较少等特点。EGCG是一种从绿茶中提取的小分子
化合物，毒副作用低，明显抑制人源肝星状细胞

LX-2产生胶原前体 procollagen-α1和表达活化标记
分子 α-SMA。

IFN-γ目前被用于肝纤维化的临床治疗，其下游
信号主要通过 STAT1，活化的 STAT1形成二聚体入
核又进一步促进 IFN-γ基因的表达。研究表明活化
的 STAT1能抑制肝星状细胞的增殖和 TGF-β信号，
进而改善肝纤维化。因此靶向 STAT1信号通路可能
实现选择性调控 HSC功能而不影响其正常功能的效
果。我们的研究表明，EGCG可以剂量依赖性和时间
依赖性地增加 LX-2细胞中 pY-STAT1的表达，并增
强 IFN-γ mRNA水平表达，但是对 STAT1的总蛋白
水平表达无影响。这些结果表明 EGCG 的抗肝纤维
化效果可能和增强 STAT1磷酸化有关。为了进一步
确定 EGCG 抑制 LX-2 细胞功能和促进 STAT1 磷酸
化这两者之间的关系，我们使用 AG490 阻断 JAK/
STAT1信号通路以观察对 EGCG 作用的影响，结果

显示 EGCG增强 STAT1磷酸化的作用可以被 AG490
逆转，同时其抑制 procollagen-α1和 α-SMA 的表达
也被逆转，这说明 EGCG 抑制胶原分泌的效果可能
是通过增强 pY-STAT1的表达实现的。另外，我们利
用荧光素酶互补技术来检测了 EGCG对于 STAT1二
聚化的影响，发现 EGCG可以增强 STAT1的二聚化。
综上所述，EGCG可以通过促进 STAT1磷酸化，

增强 STAT1二聚化，并增加 IFN-γ表达抑制肝星状
细胞的功能，揭示了一种新的 EGCG 抗纤维化作用
机制。
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水通道蛋白 1表达的影响

张 良 1，2，李 霁 2，江振洲 2，卞 勇 1，袁冬平 1，龙 军 1，张陆勇 2（1. 南京中医药大学药理教研室，南京
210046；2. 中国药科大学新药筛选中心，南京 210009）

摘要：目的 研究马兜铃酸 I（AA-I）和马兜铃内酰胺 I（AL-I）在亚急性毒性条件下对大鼠肾小管损伤的毒性机
制及其对肾脏水通道蛋白 1（AQP1）表达的影响。方法 AA-I及 AL-I以高、中、低剂量（9.0，4.5，2.25 mg/kg）
连续腹腔注射给药 7 d，在给药第 5天后，收集 24 h尿液，对各组总尿量进行比较，并用 ELISA方法检测尿液
中 β2-微球蛋白（β2-MG）含量。给药 7 d后，取全血检测血生化，并用 HE法染色观察肾脏病理组织学变化；
用 ELISA 和免疫组织化学方法分析 AA-I 及 AL-I 在高、中、低剂量时肾脏组织 AQP1 的表达变化。结果
AA-I及 AL-I在给药第 5 天即出现 β2-MG排泄量增加，血生化中血浆离子浓度出现异常。 AA-I及 AL-I在
9.0、4.5、2.25 mg/kg的剂量下均能明显抑制 AQP1的表达，且存在一定的剂量依赖关系。结论 AA-I及 AL-I
均能导致肾脏毒性，且 AL-I的肾毒性作用强于 AA-I。AA-I及 AL-I在肾小管损伤早期均可抑制 AQP1表达，
这与其早期导致大鼠尿量增加的利尿作用有关。
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Tubular Injury Mechanism of Aristolochic Acid I and Aristololactam I in Rats and Their Effect on Renal
Aquaporin 1 Expression
ZHANG Liang1，2，LI Ji2，JIANG Zhenzhou2，BIAN Yong1，YUAN Dongping1，LONG Jun1，ZHANG Luyong2（1. De－
partment of Pharmacology，Nanjing University of Chinese Medicine，Nanjing 210046，China；2.New Drug Screen－
ing Center，China Pharmaceutical University，Nanjing 210009，China）
Abstract：Objective To investigate the role of aquaporin 1（AQP1）in toxicity of aristolochic acid I（AA-I）and aris－
tololactam I（AL- I）on renal tubules. Methods Rats were intraperitoneally injected with AA-I and AL- I at the dose
of 2.25，4.5 and 9.0 mg/kg once daily for 7 days. On day 5，total urine volume in all of the groups was counted，and
the content of β2-microglobulin in the urine was detected with enzyme-linked immunosorbent assay（ELISA）. On day
7，blood biochemical parameters were analyzed，renal pathological changes were examined，and AQP1 expression was
detected by ELISA and immunohistochemical assay. Results From day 5 of the medication，β2-microglobulin was in－
creased dose-dependently，plasma K+，Na+ and Cl- became abnormal，and the expression of AQP1 was inhibited in
dose-dependent manner. Conclusion It is indicated that both AA-I and AL-I could induce the injury of kidney，and
the nephrotoxicity of AL-I is stronger than that of AA-I. The nephrotoxicity mechanism of AA-I and AL-I may be re－
lated with the inhibition of expression of AQP1，which results in the early increase of urine volume in rats.
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