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Abstract
Objective: To explore the pathological process of hepatic �brosis and to clarify the proliferation, contraction and secretion of extracellular 
matrix (ECM) by activated hepatic stellate cells, at the same time, to further analyze the induction pathway, apoptosis and post-apoptotic 
ECM metabolism of H2O2 on hepatic stellate cells (HSC). Methods: HSC-T6 was cultured in fetal bovine serum DMEM with a concen-
tration of 10% in a research institute in April 2019, Fetal bovine serum was cultured in serum-free medium after passage. They were divid-
ed into two groups, the control group was divided into three groups, and the control group 1 was normal HSC-T6, which was harvested at 
8h after culture; control group 2 was normal HSC-T6 and harvested in culture for 24h; the control group 3 was normal HSC-T6, and was 
harvested after changing fresh medium for 24h; the model components were three groups, and the concentration of H2O2 added in the 
model group 1 was 100 nmol/L, and harvested in the culture for 8h; the concentration of H2O2 added in the model 2 group was 100 nmol/
L, and harvested in the culture for 24h; the concentration of H2O2 added in the model 3 group was 100 nmol/L, and harvested after replac-
ing the fresh medium for 24h in the culture for 8h. Results: In the control group, the early apoptotic cells harvested at 8 h were 1.96%, the 
late apoptosis and death cells were 3.6%, and the apoptotic rate was 5.56%. In the control group 2, the early apoptotic cells cultured for 24 
hours were 7.52%, the late apoptosis and dead cells were 6.23%, and the apoptotic rate was 13.75%. In the control group, the early apoptot-
ic cells harvested 6.29% after 24 hours of fresh medium exchange, the late apoptosis and dead cells were 6.29%, and the apoptotic rate was 
12.58%. Group B TIMP-1>A group TIMP-1>C group TIMP-1. Group A MMP-2≈B group MMP-2>C group MMP-2. Group B MMP-2≈C 
group MMP-2>A group MMP-2. Group B MMP9≈C group MMP9>A group MMP9. Group A COLIA> Group B COLIA> Group C CO-
LIA. Group A COLIII> Group B COLIII> Group C COLIII. The COLI variation gradient exceeds COLIII. Conclusion: During HSC-T6 
culture, the apoptotic rate is proportional to time, and the replacement of fresh medium has no effect on apoptosis. In the early stage of 
apoptosis: TIMP-1 increased signi�cantly, COLI and COLIII were highly expressed, MMP-2 and MMP-9 were less, HSC apoptosis in-
creased, TIMP-1 increased, and HSC had strong anti-apoptotic ability. In the late stage of apoptosis: TIMP-1, COLI, COLIII expression 
decreased, MMP-2, MMP-9 expression increased, and apoptosis ability increased. 
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摘　要

目的：探索肝纤维化的病理过程，明确活化的肝星状细胞对细胞外基质（ECM）的增殖、收缩和分泌作用，同时进一步分析
H2O2 对肝星状细胞（HSC）凋亡的诱导途径、凋亡情况、凋亡后 ECM 代谢的变化情况。方法：选取 2019 年 4 月某研究院
浓度为 10% 的胎牛血清 DMEM 培养 HSC-T6 作为研究对象。胎牛血清在传代后，换无血清培养基培养。将其分为两组，对
照组分为三组，对照 1 组为正常的 HSC-T6，于培养 8h 收获；对照 2 组为正常 HSC-T6，于培养 24h 收获；对照 3 组为正
常 HSC-T6，于培养 8h 更换新鲜培养基 24h 后收获。模型组分为三组，模型 1 组加入的 H2O2 浓度为 100nmol/L，于培养 8h
收获；模型 2 组加入的 H2O2 浓度为 100nmol/L，于培养 24h 收获；模型 3 组加入的 H2O2 浓度为 100nmol/L，于培养 8h 更
换新鲜培养基 24h 后收获。结果：对照组 1 组，培养 8h 收获的早期凋亡细胞 1.96%，晚期凋亡、死亡细胞 3.6%，凋亡率为 5.56%。
对照组 2 组，培养 24h 的早期凋亡细胞 7.52%，晚期凋亡、死亡细胞 6.23%，凋亡率为 13.75%。对照组 3 组，培养 8h 更换新
鲜培养基 24h 后收获的早期凋亡细胞 6.29%，晚期凋亡、死亡细胞 6.29%，凋亡率为 12.58%。B 组 TIMP-1 ＞ A 组 TIMP-1

＞ C 组 TIMP-1。A 组 MMP-2 ≈ B 组 MMP-2 ＞ C 组 MMP-2。B 组 MMP-2 ≈ C 组 MMP-2 ＞ A 组 MMP-2。B 组
MMP9 ≈ C 组 MMP9 ＞ A 组 MMP9。A 组 COL Ⅰ A ＞ B 组 COL Ⅰ A ＞ C 组 COL Ⅰ A。A 组 COL Ⅲ＞ B 组 COL Ⅲ＞
C 组 COL Ⅲ。COL Ⅰ变化梯度超过 COL Ⅲ。结论：HSC-T6 培养期间，凋亡率与时间成正比，更换新鲜培养基对凋亡无影响。
在凋亡早期：TIMP-1 上升明显，COL Ⅰ、COL Ⅲ高表达，MMP-2、MMP-9 较少，HSC 凋亡数量增加、TIMP-1 升高，
HSC 抗凋亡能力强。在凋亡晚期：TIMP-1、COL Ⅰ、COL Ⅲ表达减少，MMP-2、MMP-9 表达增高，凋亡能力增加。　
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1 引言

肝纤维化是临床常见病与多发病 [1]。近年来，随着肝纤

维化患者数量的增多，临床开始加强对肝纤维化的研究。研

究指出，肝纤维化属于 HSC 的一部分，肝损伤后会增加患者

体内 HSC 的含量 [2]。为了进一步明确 H2O2 诱导的 HSC 凋亡

及其 ECM 代谢情况，本研究展开探析。

2 资料与方法

2.1 一般资料

选 取 2019 年 4 月 某 研 究 院 浓 度 为 10% 的 胎 牛 血 清

DMEM 培养 HSC-T6 作为研究对象。胎牛血清在传代后，

换无血清培养基培养。将其分为两组，对照组分为三组，对

照 1 组为正常的 HSC-T6，于培养 8h 收获；对照 2 组为正常

HSC-T6，于培养 24h 收获；对照 3 组为正常 HSC-T6，于

培养 8h 更换新鲜培养基 24h 后收获。模型组分为三组，模型

1 组加入的 H2O2 浓度为 100nmol/L，于培养 8h 收获；模型 2

组加入的 H2O2 浓度为 100nmol/L，于培养 24h 收获；模型 3

组加入的 H2O2 浓度为 100nmol/L，于培养 8h 更换新鲜培养

基 24h 后收获。

2.2 方法

2.2.1 仪器设备选择方法

仪器设备：台式高速冷冻离心机（北京四环科学仪器厂）、

电热恒温水浴箱（北京医疗设备长 HW1 型）、电子精密天平

（上海天平仪器厂）、细胞培养箱（德国 Heraeus 公司）、紫

外 - 可见光分光光度计（德国 Heraeus 公司）、流式细胞仪（美

国 BD 公司）。

2.2.2 材料选择方法

肝星状细胞的选择，由纽约西奈山医院肝病科 Friedman

教授所赠，为 HSC-T6。该细胞是由 SV40 转染 SD 大鼠星状

细胞形成的，Anexin V-FITC（晶美生物工程有限公司）；

DMEM 培养基（Gibco 公司）。RNA 提取试剂（Gibco 公司）。

TIMP-1 抗体（Santa Cruz 公司产品）、羊抗大鼠 IgG（Santa 

Cruz 公司产品）。PVDF 膜（Hyclone 公司）。

2.2.3 细胞培养与分析方法

细胞培养方法：在复苏 HSC-T6 后，将其放置于塑料细

胞培养瓶中进行接种，采用浓度为 10% 的胎牛血清 DMEM 培

养基，放置于浓度为 5% 的 CO2 中进行培养。传代后继续放

置于无血清培养基，持续培养。流式细胞仪凋亡分析方法：

依据 Anexin V-FITC 试剂盒中关于凋亡检测的相关说明与指

示，当胰酶消化完成后，将细胞放置于浓度 10% 的 FBS 培养

基进行中和，保持适宜的室温和 800rpm，离心处理 5min。

放弃对原液的提取，取新培养基重悬，对体积进行调整，

至 4ml。取 1ml 细胞进行重新离心处理，其余 3ml 细胞提取

RNA、蛋白。将准备好的预冷 PBS 细胞冲洗 2 次，选取浓度

250ul 的结合缓冲液，对悬浮细胞重新提取，浓度为 1×106/

ml，在 5ml 的流式管中，加入浓度为 100ul 的细胞悬液、碘

化丙锭溶液，混合后孵育至少 15min。在此基础上，于反应管

中加入浓度为 400ul 的 PBS，进行流式细胞仪分析。设置不同

HSC 凋亡水平组，将凋亡 5% 的 HSC 设为 A 组；将凋亡 58%

的 HSC 设为 B 组；将凋亡 7% 的 HSC 设为 C 组。提取 A、B、

C 组细胞的 RNA，采用紫外分光光度计对上述细胞中的浓度

进行测定，其中 A 组浓度为 1266ng/ul，B 组浓度为 1198ng/

ul，C 组浓度为 162ng/ul。

2.3 统计学处理

使用 SPSS19.0 统计软件对统计数据进行处理，计数资料

使用（x2）检验，计量资料使用配对 t 对检验，P ＜ 0.05 表示

差异具有统计学意义。

3 结果

3.1 ECM、TIMPs、MMPs 与 HSC 凋亡的关系

对照组 1 组，培养 8h 收获的早期凋亡细胞 1.96%，晚期

凋亡、死亡细胞 3.6%，凋亡率为 5.56%。对照组 2 组，培养

24h 的早期凋亡细胞 7.52%，晚期凋亡、死亡细胞 6.23%，凋

亡率为 13.75%。对照组 3 组，培养 8h 更换新鲜培养基 24h 后

收获的早期凋亡细胞 6.29%，晚期凋亡、死亡细胞 6.29%，凋

亡率为 12.58%。

3.2 不 同 HSC 凋 亡 水 平 下 COL Ⅰ、COL Ⅲ、

TIMP-1、TIMP-2、MMP-2、MMP-9 变化

结合分组，对不同 HSC 凋亡组别进行分析时，TIMPs、

MMPs、及胶原改变的研究表明：B 组 TIMP-1 含量＞ A 组

TIMP-1 含量＞ C 组 TIMP-1 含量。A 组 MMP-2 含量≈ B

组 MMP-2 含 量 ＞ C 组 MMP-2 含 量。B 组 MMP-2 含 量

≈ C 组 MMP-2 含量＞ A 组 MMP-2 含量。B 组 MMP9 含量
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≈ C 组 MMP9 含量＞ A 组 MMP9 含量。A 组 COL Ⅰ A 含量

＞ B 组 COL Ⅰ A 含量＞ C 组 COL Ⅰ A 含量。A 组 COL Ⅲ

含量＞ B 组 COL Ⅲ含量＞ C 组 COL Ⅲ含量。COL Ⅰ变化梯

度超过 COL Ⅲ。

4 讨论

肝纤维化，是肝硬化形成的必经病阶段，也是慢性肝病

的病理基础 [3]。根据对肝纤维化形成机理的分析，普遍认为

肝细胞损伤是致病因子，激活干细胞，分泌出能够促进血小

板分泌的细胞因子，作用于 HSC，促使 HSC 被激活，转化成

肝纤维细胞，合成 ECM。大量 ECM 在肝内沉积，长时间将

形成肝纤维化 [4]。与其他组织纤维化的差异，HSC 的玻璃样

瘢痕较少，肝纤维化逆转的可能性要明显高于其他组织纤维

化。曾有研究指出，肝纤维化细胞学的基础是 HSC 活化，其

活化也是 ECM 细胞合成基地 [5]。因而，从理论学角度来说，

肝纤维化与 HSC 的活化有十分密切的关系。为了进一步明确

H2O2 诱导的 HSC 凋亡、凋亡后 ECM 代谢变化情况，本次研

究展开重点分析。

本 次 研 究 结 果 显 示： 培 养 8h 收 获 的 早 期 凋 亡 细 胞

1.96%，晚期凋亡、死亡细胞 3.6%，凋亡率为 5.56%。对照组

2 组，培养 24h 的早期凋亡细胞 7.52%，晚期凋亡、死亡细胞

6.23%，凋亡率为 13.75%。对照组 3 组，培养 8h 更换新鲜培

养基 24h 后收获的早期凋亡细胞 6.29%，晚期凋亡、死亡细胞

6.29%，凋亡率为 12.58%。通过对该研究结果的分析，可明确

TIMPs、MMPs 与 ECM 含量降低，能够在一定程度上实现对

H2O2 对 HSC 凋亡诱导的抑制。此外，分析 SC 不同凋亡水平

下的 ECM 代谢变化时，认为在肝纤维化发生后，HSC 在细

胞因子激活与活化的影响下，形成了肌纤维细胞，分泌了大

量的 ECM。其中，在 ECM 中最为丰富的结构成分，就是胶

原。通过实验研究与分析，在培养 HSC 过程中，胶原的不同

类型占比明显不同，其中变化最为明显的是Ⅰ型。说明在最

初活化时，胶原的增多以Ⅲ型为主，活化后期的胶原则以Ⅰ

型为主。最终研究结果表明，在凋亡早期：TIMP-1 上升明显，

COL Ⅰ、COL Ⅲ 高 表 达，MMP-2、MMP-9 较 少，HSC 凋

亡数量增加、TIMP-1 升高，HSC 抗凋亡能力强。在凋亡晚期：

TIMP-1、COL Ⅰ、COL Ⅲ表达减少，MMP-2、MMP-9 表

达增高，凋亡能力增加。

综上所述，能够从上述研究中明确，HSC-T6 培养期间，

凋亡率与时间成正比，更换新鲜培养基对凋亡无影响，且

HSC 的活化与凋亡有密切关系。
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