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荔枝核总黄酮通过JAK2/STAT3信号通路抗大鼠
肝纤维化的实验研究*
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  摘 要:目的 探讨荔枝核总黄酮(TFL)通过酪氨酸蛋白激酶2(JAK2)/信号转导及转录激活因子3
(STAT3)信号通路对二甲基亚硝胺(DMN)诱导的大鼠肝纤维化的作用机制。方法 将30只大鼠近照随机数

字表法分为空白对照组、模型组、TFL组,各10只。除空白对照组外,其余各组大鼠采用DMN腹腔注射4周

建立大鼠肝纤维化模型。造模后,TFL组给予TFL灌胃,空白对照组和模型组给予等体积生理盐水灌胃,6周

后处死大鼠。检测大鼠血清天门冬氨酸氨基转移酶(AST
 

)、丙氨酸氨基转移酶(ALT)水平及肝组织羟脯氨酸

(HYP)水平。取固定部位肝组织进行病理组织学检查,并采用 Western
 

blot检测JAK2、磷酸化JAK2(p-
JAK2)、STAT3、磷酸化STAT3(p-STAT3)、α-平滑肌肌动蛋白(α-SMA)、胶原-Ⅰ(Collagen-Ⅰ)蛋白表达情

况。结果 与模型组比较,TFL组大鼠DMN诱导的肝损伤病理表现改善,血清AST、ALT及肝组织 HYP水

平降低(P<0.05)。Western
 

blot检 测 结 果 显 示,TFL组α-SMA、Collagen-Ⅰ、p-JAK2、JAK2、p-STAT3、
STAT3蛋白表达较模型组降低(P<0.05

 

)。结论 TFL对DMN诱导的肝纤维化大鼠具有保护作用,其机制

可能与JAK2/STAT3信号通路有关。
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Abstract:Objective To

 

observe
 

the
 

effects
 

of
 

total
 

flavone
 

from
 

Litchi
 

chinensis
 

sonn
 

(TFL)
 

on
 

dimeth-
ylnitrosamine

 

(DMN)-induced
 

hepatic
 

fibrosis
 

in
 

rats
 

through
 

janus
 

kinase
 

2
 

(JAK2)/signal
 

transducer
 

and
 

activator
 

of
 

transcription
 

3
 

(STAT3)
 

signaling
 

pathway.Methods Thirty
 

rats
 

were
 

divided
 

into
 

blank
 

control
 

group,model
 

group
 

and
 

TFL
 

group
 

according
 

to
 

the
 

random
 

number
 

table
 

method,with
 

10
 

rats
 

in
 

each
 

group.
Except

 

for
 

the
 

blank
 

control
 

group,the
 

rats
 

in
 

other
 

groups
 

were
 

intraperitoneally
 

injected
 

with
 

DMN
 

for
 

4
 

weeks
 

to
 

establish
 

the
 

hepatic
 

fibrosis
 

model.After
 

establishment
 

of
 

the
 

model,TFL
 

group
 

was
 

given
 

TFL
 

by
 

gavage,while
 

blank
 

control
 

group
 

and
 

model
 

group
 

were
 

given
 

the
 

same
 

volume
 

of
 

normal
 

saline
 

by
 

gavage
 

for
 

6
 

weeks.The
 

serum
 

levels
 

of
 

aspartate
 

aminotransferase
 

(AST),alanine
 

aminotransferase
 

(ALT)
 

and
 

hydroxyproline
 

(HYP)
 

of
 

liver
 

tissues
 

were
 

detected.Meanwhile,the
 

liver
 

tissue
 

were
 

collected
 

for
 

his-
topathological

 

examination.The
 

protein
 

expressions
 

levels
 

of
 

JAK2,phosphorylated
 

JAK2
 

(p-JAK2),
STAT3,phosphorylated

 

STAT3
 

(p-STAT3),α
 

-smooth
 

muscle
 

actin
 

(α-SMA)
 

and
 

Collagen-Ⅰ
  

were
 

detected
 

by
 

Western
 

blot.Results Compared
 

with
 

the
 

model
 

group,the
 

pathological
 

manifestations
 

of
 

DMN-induced
 

liver
 

injury
 

of
 

rats
 

in
 

TFL
 

group
 

were
 

improved,and
 

the
 

levels
 

of
 

serum
 

AST,ALT
 

and
 

HYP
 

of
 

liver
 

tissue
 

were
 

decreased
 

(P<0.05).The
 

results
 

of
 

Western
 

blot
 

showed
 

that
 

p-JAK2,JAK2,p-STAT3
 

and
 

STAT3,α-
SMA,Collagen-Ⅰ

  

expression
 

levels
 

in
 

TFL
 

group
 

were
 

decreased
 

compared
 

with
 

those
 

in
 

model
 

group
 

(P<
0.05).Conclusion TFL

 

has
 

a
 

protective
 

effect
 

on
 

DMN-induced
 

hepatic
 

fibrosis
 

in
 

rats,and
 

its
 

mechanism
 

may
 

be
 

related
 

to
 

JAK2/STAT3
 

signaling
 

pathway.
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  肝纤维化是各种慢性肝病进一步向肝硬化发展

的必经阶段,是肝脏细胞外基质(ECM)合成与降解平

衡紊乱,导致ECM 过度沉积的病理过程[1]。目前研

究认为,肝纤维化乃至早期肝硬化是可以逆转的[2-3]。
荔枝核总黄酮(TFL)是从荔枝核中提取的有效药理

成分,研究表明TFL具有抗肝纤维化作用,其机制与

TFL可抑制核因子κB
 

p65(NF-κB
 

p65)蛋白表达有

关[4]。酪氨酸蛋白激酶2(JAK2)/信号转导及转录激

活因子3(STAT3)信号通路的激活与促肝纤维化作

用密切相关[5-6]。目前,TFL对JAK2/STAT3信号

通路是否有干预作用尚鲜见报道,TFL是否通过该信

号通路发挥抗肝纤维作用尚未明确。本研究旨在观

察TFL对JAK2/STAT3信号通路的影响,进一步探

讨TFL抗肝纤维化的机制。
1 材料与方法

1.1 实验动物 SD大鼠30只,雄性,SPF级,体重

(200±20)g,由中山大学实验动物中心提供(合格证

号:SCXK粤2021-0029)。
1.2 仪器与试剂 仪器:酶标仪及凝胶成像系统(美
国赛默飞世尔科技公司);电泳仪、电泳槽(美国Bio-
Rad公司);光学显微镜(日本奥林巴斯公司)。试剂:
TFL(南京泽朗医药科技有限公司,纯度80%);二甲

基亚硝胺(DMN,美国Sigma-Aldrich公司);天门冬

氨酸氨基转移酶(AST)、丙氨酸氨基转移酶(ALT)、
羟脯氨酸(HYP)试剂盒(武汉华美生物工程有限公

司);BCA蛋白定量试剂盒、RIPA裂解液、蛋白酶抑

制、磷酸酶抑制剂(碧云天生物科技有限公司);磷酸

化JAK2(p-JAK2)抗体、JAK2抗体、磷酸化STAT3
(p-STAT3)抗体、STAT3抗体(CST公司);α-平滑肌

肌动蛋白(α-SMA)抗体、胶原-Ⅰ(Collagen-Ⅰ)抗体

(Proteintech公司),甘油醛-3-磷酸脱氢酶(GAPDH)
单克隆抗体、过氧化物酶标记的山羊抗鼠二抗(北京

中杉金桥生物科技公司)。
1.3 方法

1.3.1 模型制备及给药 采用随机数字表法将30
只大鼠分为空白对照组、模型组、TFL组,各10只。
模型组、TFL组大鼠按 Ala-Kokko方法[7]腹腔注射

DMN(0.5%,2
 

mL/kg)建立肝纤维化模型,共4周,
空白对照组不造模。造模同时,TFL组大鼠分别灌胃

相应受试药物(TFL,200
 

mg/kg),空白对照组及模型

组灌服等体积生理盐水,共6周,每天1次。6周后处

死大鼠,取血标本和肝组织标本备用。
1.3.2 酶 联 免 疫 吸 附 试 验(ELISA)检 测 ALT、
AST、HYP水平 将收集到的血标本静置后,3

 

000
 

r/min
 

离心5
 

min,取血清;取50
 

mg肝组织标本,匀
浆后3

 

000
 

r/min
 

离心15
 

min,取上清。按照试剂盒

说明书 检 测 血 清 AST、ALT 水 平 和 肝 组 织 HYP
水平。
1.3.3 肝组织病理学检查 常规10%甲醛固定,乙

醇脱水,二甲苯透明,石蜡包埋后制备切片,经 HE染

色、Masson染色后,于光镜下观察病理改变。
1.3.4 Western

 

blot检测p-JAK2、JAK2、p-STAT3、
STAT3、α-SMA、Collagen-Ⅰ

 

蛋白的表达 取适量肝

组织剪碎后冰上裂解,低温离心后取上清获得组织总

蛋白,BCA法检测蛋白浓度,上样、电泳、转膜、封闭、
洗膜,加入相应的稀释的抗体,4

 

℃孵育过夜,加入二

抗,室温孵育1
 

h。增强型化学发光(ECL)显影,凝胶

成像系统曝光,Image-J软件分析目的蛋白的相对表

达量。以GAPDH 为内参,至少进行3次独立重复

实验。
1.4 统计学处理 采用SPSS18.0统计软件进行数

据处理,计量资料以x±s表示,多组比较采用单因素

方差分析及SNK-q检验。以P<0.05为差异有统计

学意义。
2 结  果

2.1 TFL对肝纤维化大鼠AST、ALT、HYP水平的

影响 与空白对照组比较,模型组 AST、ALT、HYP
水平明显升高,差异均有统计学意义(P<0.05);与模

型组比较,TFL组
 

ALT、AST、HYP水平明显降低,
差异均有统计学意义(P<0.05)。见表1。

表1  各组AST、ALT及 HYP水平比较(x±s)

组别 n ALT(U/L) AST(U/L) HYP(μg/g)

空白对照组 10 47.75±8.89 50.40±13.73 61.28±9.28

模型组 10 146.51±16.55a 161.55±15.32a 151.45±36.88a

TFL组 10 83.39±20.64ab 98.33±22.93ab 94.94±21.55ab

F 94.042 98.268 32.595

P <0.001 <0.001 <0.001

  注:与空白对照组比较,aP<0.05
 

;与模型组比较,bP<0.05。

2.2 TFL对肝纤维化大鼠肝组织病理学改变的影

响 空白对照组大鼠肝脏组织肝细胞索排列整齐,肝
细胞形态正常,无水肿,无脂肪变性,小叶结构正常,
未见纤维间隔,汇管区未见胶原沉积。与空白对照组

比较,模型组肝细胞索排列紊乱,肝细胞水肿,脂肪变

性,多数正常小叶结构破坏或消失,形成假小叶。与

模型组相比,TFL组肝细胞坏死明显减少,假小叶消

失。见图1、2。
2.3 各组肝纤维化大鼠肝组织JAK2/STAT3信号

通路的变化 Western
 

blot检测结果显示,模型组肝

组织p-JAK2/JAK2、p-STAT3/STAT3的表达较空

白对照组明显升高,差异均有统计学意义(P<0.05)。
与模 型 组 比 较,TFL 组 p-JAK2/JAK2、p-STAT3/
STAT3的表达不同程度降低,差异均有统计学意义

(P<0.05)。见表2。
2.4 各组肝纤维化大鼠肝组织α-SMA、Collagen-Ⅰ
蛋白表达 Western

 

blot检测结果显示,肝纤维化模

型组肝组织α-SMA、Collagen-Ⅰ蛋白的表达较空白对

照组明显升高,差异有统计学意义(P<0.05)。与模
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型组比较,TFL组α-SMA、Collagen-Ⅰ的表达不同程 度降低,差异有统计学意义(P<0.05)。见表3。

  注:A为空白对照组;B为模型组;C为TFL组。

图1  大鼠肝组织 HE染色病理切片(×200)

  注:A为空白对照组;B为模型组;C为TFL组。

图2  大鼠肝组织 Masson染色病理切片(×200)

表2  各组大鼠肝组织JAK2/STAT3信号通路的

   表达情况(x±s)

组别
 

n p-JAK2/JAK2 p-STAT3/STAT3

空白对照组 10 0.11±0.01 0.17±0.02

模型组 10 1.13±0.10a 0.90±0.15a

TFL组 10 0.55±0.11ab 0.41±0.06ab

F 105.76 45.27

P <0.001 <0.001

  注:与空白对照组比较,aP<0.05;与模型组比较,bP<0.05。

表3  各组大鼠肝组织α-SMA、Collagen-Ⅰ表达的

   变化(x±s,n=10)

组别 α-SMA
 

Collagen-Ⅰ

空白对照组 0.17±0.02 0.06±0.01

模型组 1.52±0.21a 1.14±0.06a

TFL组 0.98±0.10ab 0.68±0.10ab

F 79.68 194.08

P <0.001 <0.001

  注:与空白对照组比较,aP<0.05
 

;与模型组比较,bP<0.05。

3 讨  论

肝纤维化是各种原因的慢性肝病向肝硬化发生、
发展过程中的一个重要阶段,多种病因如炎症、乙醇、
化学毒物、寄生虫、乙型肝炎病毒、胆汁淤积及胆道梗

阻等,均可以使肝脏发生纤维化,如果这些因素持续

存在,可使肝纤维化发展至肝硬化,甚至肝癌[1]。但

是,如果在肝纤维化早期阶段去除或抑制这些病因,
肝纤维是可以缓解甚至逆转的[2]。中医药在抗肝纤

维化领域具有很大优势,TFL具有抗肝纤维化及保肝

作用,但其具体机制尚不完全清楚。
本研究建立大鼠肝纤维化动物模型,进一步研究

TFL抗肝纤维化作用及其机制。DMN是一种化学

毒物,具有肝毒性,可以在肝细胞线粒体中代谢为乙

醛,进而与蛋白质交联;也可代谢产生活性甲基化基

因,引起核酸、蛋白质的甲基化,使肝细胞坏死凋亡,
DMN还可通过氧化应激使肝脏脂质过氧化,刺激肝

星状细胞(HSC)活化,使细胞外基质胶原蛋白产物增

多或降解减少,胶原过度沉积,导致肝纤维化发生、发
展。DMN诱导的肝纤维化动物模型胶原沉积与人类

肝硬化早期改变的病理特点非常相似,是目前进行肝

纤维研究的常用动物模型[7-8]。
本研究中肝模型组肝组织病理切片提示肝索排

列紊乱,有较多的成纤维细胞出现,纤维结缔组织增

生,纤维间隔形成,提示大鼠肝纤维化模型复制是成

功的。本研究结果显示,与模型组比较,TFL治疗干

预6周 后,TFL 组 大 鼠 血 清 ALT、AST、HYP 及

α-SMA、Collagen-Ⅰ蛋白表达均降低(P<0.05),且
病理结果提示,TFL能改善肝组织损伤及纤维化程

度,提示TFL有较好的治疗肝纤维化及保肝作用,与
相关报道一致[9]。
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有研究认为,JAK2/STAT3信号通路与肝纤维

化密切相关,HSC的活化是肝纤维进程关键的关键因

素[2,5-6],HSC膜上特异性受体亚单位与血小板源生长

因子、瘦素、转化生长因子β等促肝纤维化细胞因子

发生同源或异源寡聚化后,从而使与受体偶联的

JAKs被激活,继而使受体细胞质段的酪氨酸磷酸化

为含SH2的蛋白停泊位点,下游信号蛋白分子被激

活使靶基因发挥作用,STAT蛋白末端的酪氨酸残基

(Tyr705)、丝氨酸残基(Ser727)同时可被JAKs诱导

而发生磷酸化,进而激活STATs蛋白,形成同源或异

源STATs蛋白二聚体进入细胞核结合相应靶基因的

启动子,从而使靶基因转录活化 HSC,参与肝纤维化

发生、发展[5,10-11]。本研究结果显示,肝纤维化模型组

肝组织p-JAK2/JAK2、p-STAT3/STAT3蛋白较空

白对照组明显升高,提示DMN所诱导大鼠肝纤维化

过程中大鼠肝组织JAK2/STAT3
 

信号通路活化,参
与了肝纤维化的发生、发展过程;TFL组p-JAK2/
JAK2、p-STAT3/STAT3较空白对照组降低,提示

TFL可抑制JAK2/STAT3信号通路。因此,笔者认

为JAK2/STAT3至少部分参与了肝纤维化的形成,
TFL可能通过抑制转录因子JAK2/STAT3而发挥

抗肝纤维化作用。
TFL对DMN诱导的肝纤维化具有较好的治疗

作用,有 可 能 逆 转 肝 纤 维 化,其 机 制 可 能 与 抑 制

JAK2/STAT3蛋白的表达,阻断JAK2/STAT3信号

通路的信号传导有关,但肝纤维化的形成机制极其复

杂,TFL抗肝纤维化的作用机制仍需进一步深入

研究。
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