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抗纤复方对人!*（"）前胶原基因启动子活性的影响!

赵 钢" 张 斌 陈建杰 王灵台

内容提要 目的：探讨抗纤复方（+,-）对人!*（"）前胶原基因启动子活性的作用及其机制。方法：以含
人!*（"）前胶原基因上流).$/0，(.1/0，2’&03，*’$03启动子片段为研究靶序列，以氯霉素乙酰基转移酶
（-+4）为报告基因，构建基因重组质粒，转染成纤维细胞（!56$4$），建立稳定的!*（"）前胶原启动子转染
细胞体系，用抗纤复方和（或）转移生长因子（47,#*）处理!56$4$细胞，测定-+4活性。结果：（*）抗纤复
方能够抑制!*（"）前胶原启动子报导基因质粒38-+49-!*（"）).$，38-+49-!*（"）(.1，38-+49-!*（"）

(.2的活性，不能抑制!*（"）前胶原启动子报导基因质粒38-+49-!*（"）(.*的活性；（)）47,#*能促进389
-+49-!*（"）).$的活性，抗纤复方能拮抗47,#*这一促进作用。结论：抗纤复方能够作用于胶原!*（"）基
因调控片段，抑制胶原合成。
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有研究显示抗纤复方具有抑制肝星形细胞（8D39
<E@LGEDFF<EDLDFF，6Q-）和肌成纤维样细胞（NJ"K@0M"09
F<GE，T,?）生长，减少胶原蛋白沉积的抗肝纤维化作
用（*$$），但其机制尚不清。本研究从基因调控等分子

水平，研究抗纤复方对人!*（"）型前胶原基因启动子
的调控作用，并探讨其机制。

材料和方法

* 药物的制备 中药抗纤复方由黄芪*U> 丹
参*U> 紫河车*(> 郁金*U>等药物组成。其无菌

制剂原液由上海中医药大学附属曙光医院制剂中心按

既定工艺制备（*>／NF，36U.%），用VTAT培养液将
其稀释成(.(U、(.*、(.UN>／NF溶液，供实验用

（2）。

) UW9末端上流依次欠失的!*（"）前胶原启动子
报告基因重组质粒 含有!*（"）前胶原启动子).$/0
（X).$/0E"Y2)03）片段质粒。3LV!+98-;Z（"）

).$（括号内数字是从转录点起始碱基数）（U），由日本

VM#";S</@馈赠。重新构建的重组体所用载体为不
含启动子，但含有Q[2(增强子、氯霉素乙酰基转移酶
（-+4）报告基因的质粒3-+49A=8<=LDM（3M"ND><）。

UW9末端上流依次欠失长度不同!*（"）前胶原启动子
质粒38-+49-!*（"）).$（X).$/0$ Y2)03），389
-+49-!*（"）(.1（X(.1/0$ Y2)03），38-+49-!*
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（!）!"#（$#%&’(")#*’(），(+,-./,#0（!）!"0（$
0%1’(")#*’(）分别是以限制性内切酶 23456/
5789666、.+36/5789666、:(36/5789666、;<=6/5789666
（>?<4@A3公司）酶切*"1B’#0（!）前胶原启动子片段，
并与经相同酶切形成粘性末端的线性(,-./C8+38D@?
载体，经.#E;-连接酶（>?<4@A3公司）连接，连接混
和物转染至感受态大肠杆菌520!0，经氨苄青霉素抗
性筛选后扩增阳性克隆，纯化重组质粒（F73A@8(G3H/
4794787B7=），酶切，序列测定鉴定。

1 细胞培养及稳定的#0（!）前胶原启动子转染
细胞体系（H=3’@=?38HI@D=7<8）的建立 ;651.1细胞
由日本细胞银行（J,K2）提供。细胞在1%L，MNO空
气，NO,P*条件下；0!OQ,R，0!S／4G青霉素，0!!$A／

4G庆大霉素（T62,P/2KU）。

;651.1细胞，0V0!N细胞／0!!4G的浓度接种于
培养皿，培养*#+后，交换培养液，运用E;-/磷酸钙
共沉淀基因转染法（&），将质粒(+,-./,#0（!）*"1、(+/
,-./,#0（!）!"W、(+,-./,#0（!）!"#、(+,-./,#0
（!）!"0分别导入;651.1细胞。利用质粒中含有药
剂耐性基因;@<，在质粒导入;6;1.1细胞0*+后，加
入N!!$A／4G的T#0W（A@8@=7D78）处理细胞，克隆出含
有#0（!）前胶原启动子稳定转染细胞株，建立稳定的
转染细胞体系。

# 细胞增殖分析 采用X..分析法（%）。0!!$G
;651.1细胞悬浮液（0V0!#／4G）接种于M&孔培养板
中，培养*#+后，换用含有各种浓度的抗纤复方和空白
对照组的培养液，1%L培养，培养后第0、1、N天时，分
别行X..分析，在分析中加入*!$GN4A／4G的X..
（R7A43公司），1%L培养*#+，然后再加入0N!$G0Y0二
甲亚砜（974@=+ZGHSGI<[79@，EXRP）酒清混合停止反应
液，摇动0!478后，用,R/M1N!(\（H+7439]S.P:̂ P，

J->-;）分光光度计在波长NNN84测定PE。

N ,-.活性测定 含有#0（!）前胶原启动子重
组报导基因质粒;651.1细胞。NV0!N细胞数接种
于0!D4培养器中，培养&+后；换上分别含有!、!"!N、

!"0、!"N4A／4G的抗纤复方及!"N4A／4G的抗纤复方
和（或）*8A／4G.TQ%0的EXCX培养液。处理培养

#W+后，用>2R（$）洗涤细胞*次，!"M4G的,-.分解
缓冲液（>?<4@A3）分解细胞，0N!!!?／478，离心

0N478，取上清，测定蛋白含量，一定的蛋白量，用分解
缓冲液调制成*!!$G溶液，然后加入0!$GW44<G／U的
乙酰辅酶-，0$G的0#,标记的氯霉素（!"0$D7／$G），

1%L温育0+，加入!"M4G乙酸乙酯，振荡1!H，0*!!!?／

478离心0!478，吸取上清；在真空下，使乙酸乙酯挥

发；然后，将反应物用*N$G的乙酸乙酯复溶，在*N44
薄层分析（.U,）硅胶板起点上加入复溶反应物，电吹
风吹干样品；将.U,板放入含有*!!4G氯仿Y甲酸MN
YN的.U,缸中*#478，将.U,板爆光_片。,-.的
活性定量用2-R*!!!（Q‘J6R‘J->-;）测定分析。
实验至少重复1次，数据用!!a"表示，用#检验

作统计学分析。实验中用无启动(,-.1/C8+38D@?质
粒作为阳性对照，质粒(DE;-／,-.（日本E?b6P]3B7
馈赠）作内对照。

结 果

0 基因重组质粒的鉴定 见图0。基因重组质
粒(+,-./,#0（!）*"1经酶切鉴定正确。经测序，插
入片段与TC;2-;:（‘!&&&M）报道的序列完全一致。

* 抗纤复方对;651.1细胞增殖的影响 见图

*。不同浓度的抗纤复方处理;651.1细胞#W+以后，
在显微镜下未看到抗纤复方对细胞毒性样作用，处理

细胞N天后，X..分析也表明抗纤复方处理对细胞增
殖没有影响。

1 抗纤复方对人前胶原#0（!）启动子区域调控
的影响 见图1-、图12。抗纤复方能够浓度依存地
抑制(+,-./,#0（!）*"1、(+,-./,#0（!）!"W、(+/
,-./,#0（!）!"#启动子的活性，而在(+,-./,#0
（!）!"0中则未看到这种抑制效果。

# 抗纤复方对.TQ%0诱导的(+,-./,#0（!）

*"1活性的影响 见图#-、图#2。预试验显示.TQ%0
诱导(+,-./,#0（!）*"1的活性在*8A／4G达最大值，
选择该浓度。在已转染该重组报导基因质粒的细胞

中，加入.TQ%0同时加入!"N4A／4G的抗纤复方，显

-：(+,-./,#0（!）*"1578D66酶切结果

2：E;-标准分子量

图! (+,-./,#0（!）*"1578D66酶切鉴定结果
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示!"#!$诱导%&’(!)’"$（#）*+,活性的作用受到明
显抑制。

图! 抗纤复方对-./,!,细胞增殖的影响

图"# 抗纤复方对"$（#）前胶原启动子的活性的影响

图"$ 抗纤复方对"$（#）前胶原启动子活性的影响
注：与正常对照组比较，!!"0+0$；浓度分别为0+01、0+$、0+123／

24的抗纤复方处理含有不同长度的"$（#）前胶原启动子质粒，抗纤复

方能够抑制"$（#）前胶原启动子质粒%&’(!)’"$（#）*+,，%&’(!)’"$
（#）0+5，%&’(!)’"$（#）0+6的活性，不能抑制%&’(!)’"$（#）0+$的

活性

图%# 抗纤复方对!"#!$激活%&’(!)’"$（#）*+,活性
的抑制

图%$ 抗纤复方对!"#!$激活%&’(!)’"$（#）*+,活性
的抑制

注：与!"#!$组比较，!!"0+0$；与正常对照组比较，#!"0+0$

讨 论

/7’是肝纤维化形成过程中合成胶原等细胞外
基质（8’9）的主要细胞。#型胶原是纤维化时病变
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部位沉积的主要胶原蛋白，其由两条!!（"）链与一条

!"（"）链组成。这两种多肽链由不同基因编码。纤维
化时"型胶原在病变部位的合成与沉积受多种因素影
响。

研究表明抗纤复方能明显减少实验性肝纤维化大

鼠总胶原和"、#型胶原的含量，对已形成的胶原亦有
一定的溶解和吸收作用（!$#）。

抗纤复方抗肝纤维化作用的机制，张斌等（$，%）报道

其能抑制&’(产生)*+%!，阻断肝纤维化形成过程中
肝星状细胞自分泌放大过程，减少胶原的产生。王皓

等（!,）则认为抗纤复方在翻译前水平影响胶原的产生。

笔者在启动子水平研究了抗纤复方对前胶原!!
（"）启动子活性的作用。结果抗纤复方明显抑制该启
动子的活性，提示抗纤复方在转录水平抑制!!（"）胶
原的合成，这一结果支持王皓等抗纤复方在翻译前水

平影响胶原产生的观点。

)*+%!具有促进&’(增殖，并刺激"型胶原的合
成，是肝纤维化发生时起重要作用的一个细胞因子，已

被作为评价治疗肝纤维化疗效的指标之一（!!）。

在笔者的研究中，运用稳定的!!（"）前胶原启动
子转染细胞体系，发现)*+%!在转录水平上调!!（"）
前胶原启动子的活性。进一步的实验显示抗纤复方能

拮抗)*+%!对!!（"）前胶原启动子活性的上调。提
示抗纤复方对!!（"）前胶原启动子活性的抑制可能
与这一拮抗作用有关。

!!（"）前胶原表达调节机制已被广泛研究，许多
因子参与了!!（"）前胶原启动子表达的调节。核酸
因子如-./!（0）、’./!（!"）与)*+%!启动子相作用，增加
或抑制!!（"）前胶原启动子活性。细胞因子如白细
胞介素（!#）、)*+%!

（!1）自身亦可调节!!（"）前胶原的表
达。研究表明，上述诸多因子对!!（"）前胶原调节，
都是通过影响启动子上流区域的应答部位而实现调节

的。我们的研究表明，抗纤复方能抑制23(-)/(!!
（"）"4#、23(-)/(!!（"）,4$、23(-)/(!!（"）,41的
活性，但是不能抑制23(-)/(!!（"）,4!（5!6#72$
81"72）的活性，在516972到5!6#72之间可能存有
抗纤复方调控元件，抗纤复方是通过尚未知的机制，通

过516972到5!6#72区域调节!!（"）前胶原启动子
活性，还需进一步研究抗纤复方的抑制机制。总之，抗

纤复方抑制!!（"）前胶原的表达是通过抑制!!（"）
前胶原!!启动子活性实现的，其调控区域可能是在!!
（"）前胶原启动子上流516972到5!6#72之间。
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