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氧化苦参碱通过促进胰腺星状细胞株中 Gli2 表达发挥抗胰腺纤维化作用 

李 华，陈  凯，张  青，向晓辉，许  威*，夏时海* 

武警后勤学院附属医院 消化二科/肝胆胰脾中心，天津  300162 

摘  要：目的  研究氧化苦参碱（OM）对接受 TGF-β1 刺激的永生化的大鼠胰腺星状细胞（LTC-14）细胞和胰腺导管癌细胞

（PANC-1）中 Gli2 表达的影响。方法  取 LTC-14 细胞和 PANC-1 细胞，分别分为对照组、TGF-β1 处理组、TGF-β1＋OM 处

理组、OM 对照组，作用 12 h 后提取蛋白，通过 Western blotting 法检测相关蛋白表达。结果  与对照组相比，LTC-14 细胞

接受 TGF-β1 刺激后 Gli2 表达显著降低，但是 α-SMA、FN 和 CoL-I 的蛋白表达显著上升；与 TGF-β1 处理组比较，OM 预

处理后使接受 TGF-β1 刺激的 LTC-14 细胞 Gli2 表达显著升高。与对照组相比，PANC-1 细胞接受 TGF-β1 刺激后 Gli2 表达

显著升高，α-SMA、FN 和 CoL-I 的蛋白表达也显著上升；与 TGF-β1 处理组比较，OM 预处理后使接受 TGF-β1 刺激的 PANC-1

细胞 Gli2 表达显著下降。结论  OM 可能通过促进 LTC-14 细胞中 Gli2 表达而发挥抗胰腺纤维化作用。 
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Anti-pancreatic fibrosis of oxymatrine by promoting expression of transcription 

factors Gli2 in LTC-14 and PANC-1 pancreatic stellate cells 
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Department of Hepatopancreatobiliary and Splenic Medicine, Affiliated Hospital, Logistics College of Chinese People’s Armed 

Police Force, Tianjin 300162, China 

Abstract: Objective  To investigate the effect of oxymatrine (OM) on the expression of Gli2 in LTC-14 cells and PANC-1 cells induced 

by TGF-β1. Methods  LTC-14 cells and PANC-1 cells were divided into four groups：control group, TGF-β1 group, TGF-β1 + OM 

group, and OM group. The protein was extracted after 12 h, and the expressions of related proteins were detected by Western blot. 

Results  Compared with control group, the expression of Gli2 in LTC-14 cells was significantly decreased induced by TGF-β1, while 

the expressions of α-SMA, FN, and CoL-I were significantly increased. The expressions of Gli2, FN, CoL-I, and α-SMA were 

increased significantly induced by TGF-β1when compared with those of control group in PANC-1 cells, and the expression of Gli2 was 

inhibited by OM pretreatment in TGF-β1 + OM group compared with TGF-β1 group. OM pretreatment can increase the expression of 

Gli2 before stimulating with TGF-β1 in TGF-β1 + OM group in comparison with TGF-β1 group. Conclusion  OM plays an protected 

role in pancreatic fibrosis through promoting the expression of Gli2 in LTC-14 cells. 
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胰腺纤维化是包括慢性胰腺炎在内诸多胰腺疾

病的后期病理生理过程。有效地控制胰腺纤维化对

治疗慢性胰腺炎等胰腺疾病具有重要意义，但其分

子机制尚不清楚。转化生长因子 β1（TGF-β1）是目

前已知的最强效的致纤维化细胞因子。Gli 锌指蛋

白家族广泛参与到胚胎发育、肿瘤发生、器官纤维

化等生物过程，该家族由 3 种蛋白组成，分别为

Gli1、Gli2 和 Gli3，研究表明 Gli1 和 Gli2 广泛参与

肾脏、肺脏、肝脏等多个器官的纤维化[1-3]，本课题

组前期验证了 Gli1 促进胰腺纤维化的发生[4]，因此

推测 Gli2 在胰腺纤维化过程中可能同样起到重要作

用。本课题组前期实验证实氧化苦参碱（oxymatrine， 
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OM）对胰腺纤维化过程存在干预作用[5-6]。本实验

以永生化的大鼠胰腺星状细胞株（LTC-14）和人胰

腺导管癌细胞株（PANC-1）为研究对象，探索在胰

腺纤维化过程中 OM 对 TGF-β1 诱导的 LTC-14 和

PANC-1 细胞中 Gli2 表达的影响，为阐明 OM 抗胰

腺纤维化的作用机制提供参考。 

1  材料 

LTC-14 细胞株由德国 Rostock 大学医院的

Robert Jaster 教授惠赠；PANC-1 购自中国科学院上

海生科院细胞资源中心；DMEM、IMDM 培养基购

自 HyClone 公司；胎牛血清购自 Gibco 公司；青链

霉素混合液购自 Solarbio 公司；TGF-β1 购自

Peprotech 公司；OM 购自 Sigma 公司；胰酶消化液、

二抗、BCA 蛋白定量试剂盒购自北京鼎国昌盛生物

技术有限责任公司；Gli2、α-平滑肌肌动蛋白

（α-SMA）、β-actin 单克隆抗体购自 Proteintech 公司；

纤维连接蛋白（FN）、I 型胶原蛋白（CoL-I）单克

隆抗体、ECL 显色试剂盒购自沈阳万类生物科技有

限公司。 

2  方法 

2.1  OM 对 TGF-β1 诱导的体外细胞模型的影响 

LTC-14 细胞、PANC-1 细胞分别由含 10%胎

牛血清的 IMDM、DMEM 高糖培养基、37 ℃、

相对湿度为 95%的 5% CO2 的孵育箱常规培养。

铺种到 6 孔板前，使用 0.25%胰酶将细胞消化，

十字摇匀，待细胞生长面积达 70%～80%，细胞

饥饿 4 h。将细胞分为对照组（细胞加培养基正常

培养）、TGF-β1 处理组（培养中加入 10 ng/mL 

TGF-β1）、TGF-β1＋OM 处理组（培养中加入 10 

μg/mL OM，0.5 h 后加入 10 ng/mL TGF-β1）、OM

对照组（培养基中加入 10 μg/mL OM），各组药物

作用 12 h。 

2.2  Western blotting 法测定 Gli2、FN、CoL-I 和

α-SMA 蛋白表达 

取 6 孔板 LTC-14 细胞和 PANC-1 细胞加适量

预冷的蛋白裂解液RIPA，4 ℃离心，12 000 r/min 离

心 15 min，上清转入新管，BCA 法测定蛋白的量，

用三蒸水调至等浓度，加 6×SDS 上样缓冲液，沸

水浴 5 min备用。以 β-actin为内参，8%的 SDS-PAGE

电泳分离后，电转至 PVDF 膜上。PVDF 膜经封闭

液封闭 3 h 后，分别加入 Gli2、FN、CoL-I 和 α-SMA

小鼠抗人单克隆抗体作为一抗，4 ℃过夜。用辣根

过氧化物酶标记的羊抗小鼠作为二抗，室温结合 3 

h。TBST 缓冲液洗涤后，加入化学发光剂，ECL 发

光法检测蛋白表达，采用 Image J 图像分析系统进

行灰度分析。 

2.3  统计学处理 

计量资料以 ±x s 表示，使用 GraphPad Prism 6

统计学软件分析处理数据结果，多组间比较采用单

因素方差分析。 

3  结果 

3.1  TGF-β1 对 LTC-14 细胞中 Gli2、FN、CoL-I

和 α-SMA 蛋白表达的影响 

与对照组相比，TGF-β1 处理组 LTC-14 细胞中

FN、CoL-I 和 α-SMA 蛋白表达水平显著升高（P＜

0.05），但 Gli2 的蛋白表达量显著下降（P＜0.05）。

结果提示，外源性 TGF-β1 诱导 LTC-14 细胞后，纤

维化发生，Gli2 表达明显下降。结果见图 1。
 

                  

             
 

与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01，图 2 同 

*P < 0.05  **P < 0.01 vs control group, same as Fig. 2 

图 1  TGF-β1 对 LTC-14 细胞中 Gli2、FN、CoL-I 和 α-SMA 蛋白表达水平的影响 ( x±s, n = 6) 

Fig. 1  Effects of TGF-β1 on protein expression of Gli2, FN, CoL-I, and α-SMA in LTC-14 cells ( x±s, n = 6) 
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3.2  TGF-β1 对 PANC-1 细胞中 Gli2、FN、CoL-I

和 α-SMA 蛋白表达的影响 

与对照组相比，TGF-β1 处理组 PANC-1 细胞

中 FN、CoL-I 和 α-SMA 蛋白表达水平显著升高

（P＜0.01），Gli2 的蛋白表达量也显著升高（P＜

0.05）。以上结果提示，外源性 TGF-β1 诱导

PANC-1 细胞后，纤维化发生，Gli2 表达明显上

升。结果见图 2。 

3.3  OM 对 TGF-β1 诱导的 LTC-14 细胞中 Gli2 蛋

白表达的影响 

与对照组相比，TGF-β1 诱导后 LTC-14 细胞中

Gli2 蛋白表达水平显著下降（P＜0.01）；与 TGF-β1

组相比，TGF-β1＋OM 处理组 LTC-14 细胞中 Gli2

蛋白表达量显著上升（P＜0.01）。OM 对接受

TGF-β1刺激的LTC-14细胞中Gli2蛋白表达起到促

进作用。结果见图 3。 

3.4  OM 对 TGF-β1 诱导的 PANC-1 细胞中 Gli2

蛋白表达的影响 

与对照组相比，TGF-β1 诱导 PANC-1 细胞中

Gli2 蛋白表达水平显著上升（P＜0.01）；与 TGF-β1

组相比，TGF-β1＋OM 处理组 PANC-1 细胞中 Gli2

蛋白表达量显著下降（P＜0.05）。OM 对接受

TGF-β1刺激的LTC-14细胞中Gli2蛋白表达起到抑

制作用。结果见图 3。 
 

 

图 2  TGF-β1 对 PANC-1 细胞中 Gli2、FN、CoL-I 和 α-SMA 蛋白表达的影响 ( x±s, n = 6) 

Fig. 2  Effects of TGF-β1 on protein expression of Gli2, FN, CoL-I, and α-SMA in PANC-1 cells ( x±s, n = 6) 

 
与对照组比较：**P＜0.01；与 TGF-β1 组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01 

**P < 0.01 vs control group; #P < 0.05  ##P < 0.01 vs TGF-β1 group 

图 3  OM 对 TGF-β1 刺激的 LTC-14 和 PANC-1 细胞中 Gli2 蛋白表达的影响 ( x±s, n = 6) 

Fig. 3  Effects of OM on protein expression of Gli2 in LTC-14 and PANC-1 cells induced by TGF-β1 ( x±s, n = 6) 
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4  讨论 

胰腺纤维化是由多种原因引起的多种细胞因子

和炎症因子参与的慢性胰腺炎的共同病理进展，其

具有进行性和不可逆性的特点。胰腺纤维化出现胰

腺内、外分泌功能障碍，进而引起一系列临床症状

和疾病的发生。胰腺纤维化具有成纤维细胞增生和

细胞外基质（ECM）沉积的特征。 

胰腺形状细胞（PSCs）在胰腺纤维化中起到关

键作用，其胰腺正常实质细胞中约占 4%～7%，分

布于胰腺小叶和相邻的胰腺腺泡周围，主要功能是

表达细胞骨架蛋白以维持胰腺组织的正常结构[7-8]。

PSCs分为静止期和激活期 2种状态。静止期的PSCs

胞质内含脂滴，α-SMA 染色阴性，不具备促纤维化

作用。PSCs 活化作为胰腺纤维化的关键步骤，在炎

症反应等刺激因素的作用下，PSCs 激活后发生一系

列表现：细胞增生活跃，胞质内脂滴消失；细胞转

化为成纤维细胞样形态，此时 α-SMA 表达阳性；

包括 FN、CoL 在内的 ECM 分泌增多[9]。本实验中，

使用外源性TGF-β1诱导LTC-14细胞慢性胰腺炎模

型，α-SMA、FN、CoL-I 表达水平升高，说明 LTC-14

细胞激活并且发生纤维化。Gli2 作为 Hedgehog/Gli

信号通路中转录因子参与到胚胎发育、毛发周期和

多种肿瘤发生的过程中。Liang 等[10]通过外源性

TGF-β1 诱导小鼠纤维化模型后将系统性硬化症小

鼠皮肤与健康小鼠皮肤对比发现，Gli2 表达显著升

高；研究者进一步将培养的人皮肤成纤维细胞给予

TGF-β1 和（或）Gli2 特异性抑制剂 GANT-61 处理，

检测发现 TGF-β1＋GANT-61 组与 TGF-β1 组比较

α-SMA、CoL-I 表达显著下降。但是，本实验中，

使用外源性 TGF-β1 诱导 LTC-14 细胞后，Gli2 表达

显著下降，提示 Gli2 可能通过 LTC-14 细胞对胰腺

纤维化起到保护作用。PANC-1 细胞具有胰腺纤维

化标志物：FN 和 Col-I。在本实验中，使用外源性

TGF-β1 诱导 LTC-14 细胞发生纤维化后，Gli2 表达

下降；使用外源性 TGF-β1 诱导 PANC-1 细胞发生

纤维化后，Gli2 表达显著升高。PSCs 是胰腺纤维化

的中心环节，由其形成复杂的信号通路介导纤维化

的发生，其激活后由细胞旁分泌和自分泌产生瀑布

样细胞连锁反应，进而促进纤维化的发生[11]。本实

验中，TGF-β1 诱导 LTC-14 细胞与 PANC-1 细胞对

Gli2 表达影响完全相反，由于 LTC-14 细胞在胰腺

纤维化中发挥关键作用[8,11-13]，因此 Gli2 可能通过

LTC-14 细胞影响到胰腺整体进而在胰腺纤维化中

起到重要保护作用。 

近年大量的实验和临床研究结果表明OM具有

明显的抗器官纤维化作用，如抗肝纤维化、抗皮肤

纤维化和抗肾间质纤维化等，其中以抗肝纤维化研

究得较为深入[14]。本课题组前期也发现 OM 在胰腺

纤维化中发挥重要作用[5-6,15]。OM 有明确的抗肝纤

维化作用，且在治疗慢性肝炎和肝纤维化等方面得

到了广泛应用。动物实验显示 OM 能预防半乳糖及

二甲基亚硝胺诱发的大鼠肝纤维化，减轻小鼠肝脏

炎症及抗小鼠免疫性肝纤维化[14,16]；临床应用也发

现 OM 有抗肝纤维化的作用，明显降低肝纤维化指

标透明质酸（HA）、层黏连蛋白等[17-18]。OM 抗肝

纤维的作用机制可能有以下几方面：（1）抑制或下

调 TGF-β1 的表达；（2）抑制肝星状细胞、贮脂细

胞、成纤维细胞的增殖和 ECM 的合成；（3）抑制

乙肝病毒复制、促进肝细胞生长、阻断肝细胞凋亡

等；肝脏纤维化是多种慢性肝病发展为肝硬化的必

然环节。肝星状细胞在肝脏纤维化过程中起到重要

作用。胰腺纤维化与肝脏纤维化有诸多相似之处，

同样的，PSCs 与肝脏星状细胞也有诸多相似之处。

本实验中，OM 抑制 TGF-β1 刺激的 PANC-1 细胞

Gli2 表达；但是 OM 能够逆转 TGF-β1 对 LTC-14

细胞中 Gli2 的抑制作用。 

综上，OM 可能通过 Gli2 由 PSCs 影响到胰腺

整体进而在胰腺纤维化中起到重要作用。 
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