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柴胡含药血清通过 Smad3/Rheb 轴调节 HFL1 细胞凋亡和
肌成纤维细胞转化
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［摘要］ 目的：利用转化生长因子-β1（TGF-β1）刺激人胚肺成纤维细胞（HFL1）模拟特发性肺纤维化（IPF）的病理过程，探

讨柴胡含药血清对 IPF 的作用和机制。方法：采用 10 μg·L-1 TGF-β1 刺激 HFL1 细胞，给予不同体积分数柴胡含药血清（5%、

10%、15%、20%）干预 24 h 后，利用细胞增殖与活性检测试剂盒 -8（CCK-8）检测细胞增殖率。随后细胞分为空白血清组（20%

空白血清）、TGF-β1组（20% 空白血清和 10 μg·L-1 TGF-β1）、TGF-β1+柴胡含药血清组（5% 空白血清、15% 含药血清和 10 μg·L-1 

TGF-β1）、TGF-β1+SIS3 组（3 μmol·L-1 SIS3、20% 空白血清和 10 μg·L-1 TGF-β1）。采用原位末端标记法（TUNEL）检测细胞凋亡

率；通过实时荧光定量聚合酶链式反应（Real-time PCR）检测凋亡相关蛋白 B 细胞淋巴瘤-2（Bcl-2）、Bcl-2 相关 X 蛋白（Bax）和
肌成纤维细胞标志物 α-平滑肌肌动蛋白（α-SMA）mRNA 表达情况；通过免疫荧光法检测 α-SMA、脑 Ras 同源蛋白（Rheb）、磷
酸化（p）-Smad3 蛋白表达；蛋白免疫印迹法（Western blot）检测 Rheb、p-Smad3、Smad3 蛋白表达。结果：与空白血清组比较，

TGF-β1组细胞增殖率明显上升（P<0.05）。与 TGF-β1组比较，TGF-β1+15% 柴胡含药血清组和 TGF-β1+20% 柴胡含药血清组细

胞增殖率显著降低（P<0.01）。与空白血清组比较，TGF-β1组细胞凋亡率显著下降，Bcl-2、α-SMA mRNA 表达增加，Bax mRNA

表达减少，α-SMA、Rheb 蛋白表达增加，Smad3 磷酸化水平明显上升（P<0.05）；与 TGF-β1组比较，TGF-β1+柴胡含药血清组和

TGF-β1+SIS3 组细胞凋亡率显著上升，Bcl-2、α -SMA mRNA 表达减少，Bax mRNA 表达增加，α -SMA、Rheb 蛋白表达减少，

Smad3 磷酸化水平下降（P<0.05）。结论：柴胡能够抑制 TGF-β1诱导的 HFL1 细胞增殖和肌成纤维细胞转化，促进成纤维细胞

凋亡，该作用可能与 Smad3/Rheb 轴有关。
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［［Abstract］］  Objective：： Transforming growth factor-β1 （TGF-β1） was used to stimulate human fetal lung 

fibroblast 1 （HFL1） for simulating the pathological process of idiopathic pulmonary fibrosis （IPF） and thereby 

the effects and mechanism of medicated serum of Bupleuri Radix against IPF were investigated. Method：： TGF-
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β1 （10 μg·L-1） was employed to stimulate HFL1， and cells were treated with medicated serum of Bupleuri Radix 

（5%， 10%， 15%， 20%） for 24 h. Then cell proliferation rate was determined with cell counting kit-8 （CCK-8）. 

Subsequently， cells were classified into the control group （20% blank serum）， TGF-β1 group （20% blank serum 

and 10 μg·L-1 TGF-β1）， TGF-β1 + medicated serum of Bupleuri Radix group （5% blank serum， 15% medicated 

serum， and 10 μg·L-1 TGF- β1）， and TGF- β1 + SIS3 group （3 μmol·L-1 SIS3， 20% blank serum， 10 μg·L-1 

TGF- β1）. Based on in situ end labeling （TUNEL） staining， the apoptosis rate was examined， and mRNA 

expression of apoptosis-related proteins B-cell lymphoma 2 （Bcl-2）， Bcl-2 associated X protein （Bax） and 

myofibroblast marker α -smooth muscle actin （α -SMA） was detected by Real-time fluorescence quantitative 

polymerase chain reaction （Real-time PCR）. The protein expression of α -SMA， Ras homolog enriched in brain 

（Rheb）， and phosphorylated （p）-Smad3 was determined by immunofluorescence. Expression of Rheb， 

p-Smad3， and Smad3 was examined by Western blot. Result：： The cell proliferation rate of TGF- β1 group 

increased compared with that of the control group （P<0.05）. The cell proliferation rate of TGF+15% medicated 

serum of Bupleuri Radix group and TGF+20% medicated serum of Bupleuri Radix group decreased compared 

with that of the TGF-β1 group （P<0.01）. Compared with the control group， TGF-β1 group showed decrease in 

apoptosis rate， increase in mRNA expression of Bcl-2 and α-SMA， reduction in Bax mRNA expression， and rise 

of α -SMA and Rheb protein expression and p-Smad3 level （P<0.05）. Compared with TGF-β1 group， TGF-β1 + 

medicated serum of Bupleuri Radix group and TGF-β1 + SIS3 group demonstrated high apoptosis rate， low Bcl-2 

and α -SMA mRNA expression， high Bax mRNA expression， and low α -SMA and Rheb protein expression and 

p-Smad3 level （P<0.05）. Conclusion：： Medicated serum of Bupleuri Radix can inhibit TGF-β1-induced HFL1 

proliferation and fibroblast-myofibroblast transition and promote fibroblast apoptosis by regulating the Smad3/

Rheb axis.

［［Keywords］］ idiopathic pulmonary fibrosis； Bupleuri Radix； fibroblast； Smad3； RAS homolog enriched 

in brain； fibroblast-myofibroblast transition

特发性肺纤维化（IPF）是一种原因不明的以纤

维化为特征的间质性肺疾病［1］。目前研究认为 IPF

是由于肺泡上皮细胞反复损伤后异常修复所致。

上皮细胞损伤所释放的促纤维化因子诱导肌成纤

维细胞募集、增殖及成纤维细胞向肌成纤维细胞转

化（FMT）［2-3］。肌成纤维细胞并不存在于正常肺组

织，但肌成纤维细胞是胶原和其他基质蛋白的重要

产生者，促进肌成纤维细胞凋亡和抑制成纤维细胞

FMT 能够有效抑制肺纤维化［4］。

转化生长因子 -β1（TGF-β1）是促进肌成纤维细

胞分化和胶原表达的关键细胞因子。TGF-β1 可以

活化经典 Smad 通路和其他非经典通路，在肺纤维

化的发生、进展中起到了举足轻重的作用［5］。随着

研究不断深入，非经典通路在 TGF-β1信号转导中的

作用日益凸显。目前有研究已经证实哺乳动物雷

帕霉素靶蛋白复合物 1/4E 结合蛋白 1（mTORC1/

4E-BP1）轴的异常活化对 TGF-β1诱导 IPF 患者成纤

维 细 胞 Ⅰ 型 胶 原 表 达 来 说 至 关 重 要 。 敲 除

mTORC1 的支架蛋白 Raptor 能够显著抑制 TGF-β1

诱导的 4E-BP1 磷酸化和胶原表达［6］。值得注意的

是，TGF-β1/Smad 通路是与 mTORC1/4E-BP1 轴有着

重要的调控关系。TGF-β1 刺激后，Smad3 早于 4E-

BP1 发生磷酸化且 4E-BP1 磷酸化水平受到 Smad3

的调控［6］。目前 Smad3 调控 mTORC1 的中间蛋白

尚待阐明，可能与脑 Ras 同源蛋白（Rheb）有关。

Rheb 属于 Ras 蛋白家族，具有三磷酸鸟苷（GTP）酶
活性。Rheb 在 IPF 患者成纤维灶中高表达，TGF-β1

能促进成纤维细胞 Rheb 蛋白表达并导致 mTORC1

下游蛋白磷酸化水平升高［7-8］。因此，TGF-β1可能是

通过 Smad3/Rheb 轴活化 mTORC1，从而促进胶原

等蛋白表达。

柴胡是伞形科植物柴胡 Bupleurum chinense 或

狭叶柴胡 B. scorzonerifolium 的干燥根。《神农本草

经》云：“（柴胡）主心腹，去肠胃中结气，饮食积聚，

寒热邪气，推陈致新。久服，轻身明目益精。”认为

柴胡有调畅气机、推陈致新等作用。柴胡在临床上

是治疗肝纤维化的常用药物，但其应用并不局限于

肝纤维化。 IPF 归属于中医学“肺痹”“肺痿”等范

畴，中医病机关键为“虚、痰、瘀”。柴胡用于治疗

IPF 符合“异病同治”和“肝肺同治”的中医治疗思
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路，同时也有多位中医临床大家的临床经验作为支

撑［9-10］。本研究采用 TGF-β1刺激人胚肺成纤维细胞

（HFL1）构建特发性肺纤维化的细胞模型，探讨

Smad3/Rheb 轴介导的凋亡和 FMT 在 IPF 中的作用

及柴胡治疗 IPF 的作用和机制。

1 材料

1.1　动物与细胞     SPF 级雄性 SD 大鼠 20 只，体质

量 180~200 g，由湖南省斯莱克景达实验动物有限公

司提供，动物合格证号 SCXK（湘）2019-0004。动物

在湖南中医药大学 SPF 级动物实验中心饲养，实验

单位使用许可证号 SYXK（湘）2019-0009，常规照

明，自由饮食饮水。实验方案经湖南中医药大学实

验 动 物 伦 理 委 员 会 认 证（伦 理 审 查 批 准 编 号

LL2021051903）。HFL1 细胞购自武汉普诺赛生命

科技有限公司，货号 CL-0106。

1.2　药品与试剂     柴胡配方颗粒（湖南春光九汇现

代中药有限公司，批号 210839）；细胞增殖活性检测

（CCK-8）试剂盒（合肥白鲨生物科技有限公司，批号

BS350B）；RNA 提取液（武汉赛维尔生物科技有限

公司，批号 G3013）；TGF-β1（美国 Peprotech 公司，批

号 100-21-10UG）；RevertAid™第一链 cDNA 合成试

剂盒、Pierce™ Rapid Gold BCA 蛋白测定试剂盒、

PageRuler™ Plus 预染蛋白分子量标准（美国 Thermo 

Fisher 公司，批号分别为 K1622、A53225、26619）；原
位末端标记法（TUNEL）试剂盒、聚合酶链式反应

（PCR）试 剂 盒（ 瑞 士 Roche 公 司 ，批 号 分 别 为

11684817910、04913914001）；甘油醛 -3-磷酸脱氢酶

（GAPDH）兔单克隆抗体、辣根过氧化物酶（HRP）标
记山羊抗兔二抗（美国 Abcam 公司，批号分别为

ab181602、ab6721）；p-Smad3、Smad3、Rheb 兔多克

隆抗体（美国 Affinity 公司，批号分别为 AF3362、

AF6362、DF6299）；α -平滑肌肌动蛋白（α -SMA）小
鼠单克隆抗体（中国博士德生物工程有限公司，批

号 BM0002）；Alexa Fluor 488 山羊抗鼠免疫球蛋白

（Ig）G、Cy3 山羊抗兔 IgG（美国 Jackson 公司，批号分

别 为 115-545-003、111-165-003）；SIS3（ 美 国

Medchemexpress公司，批号 HY-13013）。

1.3　仪器     XDS-3 型倒置显微镜（中国奥显公司），
Enspire 型多功能酶标仪（美国 Perkinelmer 公司），
L530R 型台式低速冷冻离心机（中国湘仪公司），
Mini-PROTEAN Tetra 型 小 型 垂 直 电 泳 槽 、

PowerPac HC 型高电流电泳仪、CheemiDoc XRS+

Imager 型 化 学 发 光 系 统（美 国 Bio-Rad 公 司），

Z32HK 型 高 速 冷 冻 离 心 机（德 国 贺 黙 公 司），

Realplex2 型实时荧光定量 PCR（Real-time PCR）仪
（德国艾本德公司），Eclipse CI 型正置荧光显微镜、

DS-U3 型成像系统（日本尼康公司），1290UPLC-

6540 Q-TOF 色谱-质谱联用仪（美国 Agilent公司）。
2 方法

2.1　柴胡水溶液制备     柴胡配方颗粒经超高效液

相色谱 -四级杆 -时间飞行质谱仪分析（UPLC-Q-

TOF-MS）检测柴胡皂苷 A 质量分数为 0.097%，柴胡

皂苷 D 质量分数为 0.019%。将柴胡配方颗粒加入

离心管中，加入适量蒸馏水，置于 100 ℃水浴震荡至

完全溶解，配置成 1.05 g·mL-1 柴胡水溶液，4 ℃

保存。

2.2　细胞培养     HFL1 细胞用含有 1% 双抗、10% 胎

牛血清的 Ham's F-12K 培养基在 37 ℃、5% CO2的条

件下培养，待细胞融合度达到 80% 时进行传代。

2.3　制备柴胡含药血清     大鼠随机分为对照组和

给药组，每组各 10 只。成人按 60 kg 体质量，根据人

与大鼠换算系数，大鼠每日等效剂量为 1.05 g·kg-1，

实验以 3 倍剂量灌胃［11］。柴胡含药血清组给予柴胡

水溶液灌胃，正常血清组给予等体积蒸馏水灌胃，

1 次/d，连续 5 d。最后 1 次灌胃结束 1 h 后，麻醉大

鼠，腹主动脉采血，室温静置 1 h，3 000 r·min-1 离心

15 min（离心半径 20 cm），56 ℃水浴 30 min 灭活，用

0.22 μm 滤器过滤除菌，分装储存于−80 ℃冰箱。

2.4　细胞分组与干预     HFL1 细胞分为空白血清

组、TGF-β1、TGF-β1+柴胡含药血清组、TGF-β1+SIS3

组。空白血清组予以含 20% 空白血清的培养基，

TGF-β1 组予以含 20% 空白血清和 10 μg·L-1 TGF-β1

的培养基，TGF-β1+柴胡含药血清组予以含空白血

清、柴胡含药血清和 10 μg·L-1 TGF-β1 的培养基，

TGF-β1+SIS3 组予以含 3 μmol·L-1 SIS3、20% 空白血

清和 10 μg·L-1 TGF-β1的培养基。

2.5　指标检测     

2.5.1　 CCK-8 法检测细胞增殖率     96 孔板按照

8 000 个/孔接种 HFL1 细胞，培养过夜后，每孔加入

基础培养基 100 μL 同步化 24 h。细胞随机分为

6 组，每组 4 个复孔。空白血清组予以 20% 空白血

清，其余 5 组予以 0、5%、10%、15%、20% 柴胡含药血

清（分别含有 20%、15%、10%、5%、0 空白血清和

10 μg·L-1 TGF-β1的培养基），放入培养箱孵育 24 h。

加入稀释后的 CCK-8 试剂，避光孵育 1.5 h 后用酶标

仪测定 450 nm 处的吸光度 A，计算细胞增殖率。细

胞增殖率=［（A 实验孔-A 空白孔）/（A 对照孔-A 空白孔）］×100%。

2.5.2　TUNEL 染色法检测细胞凋亡率     将 HFL1
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细胞接种于放有爬片的 6 孔板，按照 2.4 项下方法分

组给药 24 h，爬片用 4% 多聚甲醛固定 30 min。加入

破膜工作液 100 μL，孵育 20 min。将 TUNEL 试剂

盒中的试剂 1（TdT）和试剂 2（dUTP）按 1∶10 混合，

滴加到爬片上覆盖细胞，37 ℃孵育 2 h。加 DAPI 染

液孵育 10 min，用荧光淬灭封片剂封片，荧光显微镜

下观察并采集图像，使用 Image J软件进行分析。

2.5.3　Real-time PCR 检测 B 细胞淋巴瘤-2（Bcl-2）、
Bcl-2 相 关 X 蛋 白（Bax）、α -SMA mRNA 的 表 达     　

　细胞按 2.5 项下方法分组给药后，用 RNA 提取液

提取总 RNA，采用第一链 cDNA 合成试剂盒将 RNA

转录为 cDNA，反应条件：42 ℃ 60 min，70 ℃ 5 min。

引物由北京擎科生物科技有限公司，见表 1。以反

转录后的 cDNA 为模板，GAPDH 为内参，对各基因

进行 PCR 扩增，扩增采用 95 ℃变性 15 s，60 ℃退火

60 s，40 个循环，65 ℃延伸 1 min。使用 2-ΔΔCt法计算

mRNA 的相对表达量。

2.5.4　免疫荧光法检测 α -SMA、Rheb、p-Smad3 蛋

白表达     细胞分组给药后，用 4% 多聚甲醛固定

15 min。加破膜工作液孵育 10 min，3% 牛血清白蛋

白（BSA）封闭 30 min。分别加入 α -SMA（1∶100）、
Rheb（1∶200）、p-Smad3（1∶200）一抗 4 ℃孵育过夜。

磷酸盐缓冲液（PBS）洗 3 次，加二抗稀释液室温避

光孵育 1 h，PBS 洗 3 次。加 DAPI 染液室温避光染

色 10 min，PBS 洗 3 次，封片，荧光显微镜下观察并

采集图像，用 Image J软件分析平均荧光强度。

2.5.5　蛋白免疫印迹法（Western blot）检测 Rheb、

p-Smad3、Smad3 蛋白表达     细胞分组给药后，使用

RIPA 裂解液（加入蛋白酶、磷酸酶抑制剂）提取总蛋

白，用 BCA 法测定蛋白浓度。在 SDS-PAGE 凝胶上

分离蛋白，然后将凝胶上的蛋白转移到 PVDF 膜上，

5% BSA 室温封闭 2 h，加入 Rheb（1∶400）、Smad3

（1∶400）和 p-Smad3（1∶400）一抗 4 ℃孵育过夜。膜

用 TBST 洗 3 次，加入二抗（1∶10 000）室温孵育 2 h，

TBST 洗 3 次后显影成像，用 Image J软件进行分析。

2.6　统计学分析     本实验数据由 GraphPad Prism 

9.0.0 软件进行统计分析。实验数据符合正态分布

用 x̄ ± s 表示，否则采用中位数表示。多组间比较使

用单因素方差分析，多重比较使用 Holm-Sidak 检

验。数据不符合正态性和（或）方差齐性用 Kruskal-

Wallis检验。以 P<0.05 为差异具有统计学意义。

3 结果

3.1　对 TGF-β1 诱导下 HFL1 细胞增殖的作用     与

空白血清组比较，TGF-β1 组细胞增殖率明显上升

（P<0.05）；与 TGF-β1组比较，TGF-β1+15% 柴胡含药

血清组和 TGF-β1+20% 柴胡含药血清组细胞增殖率

显著降低（P<0.01）。因此后续实验柴胡含药血清体

积分数选择为 15%。见表 2。

3.2　对 TGF-β1 诱导下 HFL1 细胞凋亡的影响     与

空白血清组比较，TGF-β1 组细胞凋亡率明显下降

（P<0.05）；与 TGF-β1组比较，TGF-β1+柴胡含药血清

组 和 TGF- β1+SIS3 组 细 胞 凋 亡 率 明 显 上 升（P<

0.05）。见图 1、表 3。

3.3　 对 TGF- β1 诱 导 下 HFL1 细 胞 Bax、Bcl-2、

α -SMA mRNA 表达的影响     与空白血清组比较，

TGF-β1 组 α -SMA、Bcl-2 mRNA 表达量明显增加，

Bax 表达量明显降低（P<0.05）；与 TGF-β1 组比较，

TGF-β1+柴胡含药血清组和 TGF-β1+SIS3 组 α-SMA

和 Bcl-2 mRNA 表达减少，Bax mRNA 表达明显增

加（P<0.05）。见表 4。

3.4　 对 TGF- β1 诱 导 下 HFL1 细 胞 α -SMA、Rheb、

p-Smad3 的影响     与空白血清组比较，TGF-β1 组

Rheb、α-SMA 蛋白表达量明显增加，Smad3 的磷酸

表  1　引物序列

Table 1　Sequence primers

引物

GAPDH

Bcl-2

Bax

α-SMA

序列（5'-3'）
上游 GGAGCGAGATCCCTCCAAAAT

下游 GGCTGTTGTCATACTTCTCATGG

上游 GGTGGGGTCATGTGTGTGG

下游 CGGTTCAGGTACTCAGTCATCC

上游 CCCGAGAGGTCTTTTTCCGAG

下游 CCAGCCCATGATGGTTCTGAT

上游 AGGAGCAAAATCTGTCCGATCT

下游 GTGGGGGAATTATCTTTCCTGG

长度/bp

197

85

155

240

表  2　不同浓度柴胡含药血清对 TGF-β1 诱导 HFL1 细胞增殖的干

预作用  （x̄± s，n=4）

Table 2　 Effect of medicated serum of Bupleuri Radix inhibits 

TGF-β1-induced proliferation （x̄± s，n=4）

组别

空白血清组

TGF-β1组

TGF-β1+柴胡含药血清组

体积分数/%

103）

103）+5

103）+10

103）+15

103）+20

细胞增殖率/%

98.47±8.64

127.80±7.601）

113.30±13.58

105.40±10.97

91.33±14.252）

90.04±15.892）

注：与空白血清组比较 1）P<0.05；与 TGF-β1组比较 2）P<0.01；3）表

示质量浓度单位为 μg·L-1
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化 水 平 明 显 升 高（P<0.05）；与 TGF- β1 组 比 较 ，

TGF-β1+柴胡含药血清组和 TGF-β1+柴胡含药血

清+SIS3 组 Rheb、α-SMA 蛋白表达明显减少，Smad3

磷酸化水平明显下降（P<0.05）。见图 2、图 3和表 5。

3.5　对 TGF-β1 诱导下 HFL1 细胞 Rheb 蛋白表达和

Smad3 蛋白磷酸化的影响     与空白血清组比较，

TGF-β1组 Rheb 蛋白表达明显增加，Smad3 磷酸化水

平升高（P<0.05）；与 TGF-β1组比较，TGF-β1+柴胡含

药血清组和 TGF-β1+SIS3 组 Rheb 蛋白表达下降，

Smad3 磷酸化水平降低（P<0.05）。见图 4、表 6。

4 讨论

IPF 归属于中医学“肺痹”“肺痿”等范畴，中医

病机关键为“虚、痰、瘀”。柴胡是中医治疗肝纤维

化的常用药物，但其也广泛应用于其他类型的纤维

化疾病［9］。《本草思辨录》云：“少阳之火……不寒不

热，脾得之气升，肺得之而降”“柴胡升少阳而使适

于中，则少阳自遂其生生之性而脾肺悉受其荫”。

《本经疏证》云：“柴胡之通上焦……实系升之之力，

盖肺不得肝胆之阳上畅，则无以使阴下归，复其升

降之常。”表明柴胡能够升肝阳，使得肝肺气机升降

协调而不至肺气上逆。由此可知，柴胡用于治疗肺

系疾病有着充分的中医理论支持［10，12-13］。此外，柴

胡复方、柴胡单药及柴胡有效成分抗纤维化的作用

在多种纤维化性疾病中已得到充分证实［14-19］，柴胡

及其有效成分在肺纤维化中的作用也逐步得到了

阐明。郑金旭等［18］发现柴胡皂苷 D（SSD）能够显著

缓解博来霉素所致的小鼠肺纤维化，作用机制可能

与抗脂质过氧化作用有关。孙金玲等［19］发现 SSD

可能通过调控 TGF-β1/Smads 信号通路从而抑制肺

成纤维细胞增殖和胶原表达。此外，柴胡皂苷对于

脂多糖诱导的急性肺损伤和香烟烟雾引起的肺部

注：A.空白血清组；B.TGF-β1组；C.TGF-β1+柴胡含药血清组；D.TGF-β1+SIS3 组（图 2-图 4 同）
图  1　柴胡含药血清对 HFL1 细胞凋亡的影响  （TUNEL，×100）
Fig.  1　Effect of medicated serum of Bupleuri Radix promotes apoptosis of HFL1 cells （TUNEL，×100）
表  3　柴胡含药血清对 HFL1 细胞凋亡的影响  （x̄± s，n=3）

Table 3　 Effect of medicated serum of Bupleuri Radix promotes 

apoptosis of HFL1 cells （x̄± s，n=3）

组别

空白血清组

TGF-β1组

TGF-β1+柴胡含药血清组

TGF-β1+SIS3 组

体积分数/%

103）

103）+15

103）+34）

细胞凋亡率/%

39.40±1.21

6.11±5.771）

70.62±19.332）

50.66±3.472）

注：与空白血清组比较 1）P<0.05；与 TGF-β1组比较 2）P<0.05；3）表

示质量浓度单位为 μg·L-1；4）表示浓度单位为 μmol·L-1（表 4-表 6 同）

表  4　柴胡含药血清对 TGF-β1 诱导 HFL1 细胞 Bax、Bcl-2、α-SMA 

mRNA 表达的作用  （x̄± s，n=3）

Table 4　Effect of medicated serum of Bupleuri Radix on TGF-β1-

induced mRNA expressions of Bax， Bcl-2 and α-SMA （x̄± s，n=3）

组别

空白血清组

TGF-β1组

    TGF-β1+柴胡

含药血清组

TGF-β1+SIS3 组

体积分数/%

103）

103）+15

103）+34）

α-SMA

1.13±0.15

2.02±0.291）

1.38±0.172）

1.29±0.052）

Bax

0.93±0.06

0.54±0.041）

1.36±0.082）

2.34±0.092）

Bcl-2

1.01±0.05

1.94±0.231）

1.16±0.102）

1.21±0.042）
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炎症均有一定的治疗作用［20-21］。研究柴胡在肺纤维

化中的作用能够更好地帮助临床用药，也能为日后

分离有效成分提供药理学依据。

肌成纤维细胞是 IPF 患者肺组织胶原和各种基

图  2　柴胡含药血清对 TGF-β1 诱导下 HFL1 细胞 α-SMA 的影响  （免疫荧光，×200）
Fig.  2　Effect of medicated serum of Bupleuri Radix on protein expression of α-SMA in HFL1 cells （IF，×200）

图  3　柴胡含药血清对 TGF-β1 诱导下 HFL1 细胞 Rheb 和 p-Smad3 的影响  （免疫荧光，×200）
Fig.  3　Effect of medicated serum of Bupleuri Radix on protein expression of Rheb and p-Smad3 in HFL1 cells （IF，×200）
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质蛋白的主要生产者，其在 IPF 的发病机制中起到

了重要的作用，因此肌成纤维细胞的来源一直是基

础研究的热点所在［4］。当肺泡上皮细胞损伤后，其

释放的炎症因子、促纤维化因子会不断募集成纤维

细胞并诱导成纤维细胞增殖、分化为肌成纤维细

胞。本研究发现 TGF-β1能促进 HFL1 细胞表达肌成

纤维细胞标志物 α-SMA，即促进 FMT，而柴胡含药

血清能够显著抑制 α-SMA，从而逆转这一过程。通

常情况下，肌成纤维细胞在完成其修复功能后会自

行凋亡，但在肺纤维化患者的肺组织中肌成纤维细

胞存在异常激活和凋亡抵抗。其可通过不断产生

细胞外基质、细胞因子等成分刺激微环境中的细胞

并最终导致肺组织重构和纤维化［3，22］。本研究通过

CCK-8 检测发现，10 μg·L-1 TGF-β1能够显著提高细

胞增殖率，15% 柴胡含药血清能够显著降低细胞增

殖率。 TUNEL 结果显示，TGF- β1 处理能够降低

HFL1 凋亡率，Real-time PCR 结果显示，TGF-β1处理

能够上调抗凋亡蛋白 Bcl-2 的表达和下调促凋亡蛋

白 Bax 的表达，而柴胡含药血清能够提高细胞凋亡

率，下调抗凋亡蛋白 Bcl-2 表达和上调促凋亡蛋白

Bax 表达。结果证明柴胡含药血清能够抑制 TGF-β1

所诱导的细胞增殖，促进成纤维细胞凋亡和 FMT。

mTORC1/4E-BP1 轴在肺纤维化中有着重要的

作 用［6］，其 上 游 可 能 与 TSC2/Rheb 轴 活 化 有 关 。

TGF-β1/Smad 信号通路是 IPF 病理机制中极为重要

的 一 环 ，研 究 显 示 TGF- β1/Smad 通 路 能 够 调 控

mTORC1/4E-BP1 轴介导的胶原表达［6］。TGF-β1 刺

激能够促使 Smad3 磷酸化，磷酸化的 Smad2、Smad3

与 Smad4 形成复合物转位入核，促进早期Ⅰ型胶原

的表达［23］。与此同时，Smad3 还能够激活 mTORC1/

4E-BP1 轴并通过这一机制实现后续的胶原表达，

siRNA 敲减 Smad3 能够降低 4E-BP1 的磷酸化水平

并减少胶原表达［6］。目前尚不明确 Smad3 是通过何

种蛋白调控 mTORC1 活性及 4E-BP1 磷酸化水平

的，故本研究拟初步验证 Smad3 对于 mTORC1 经典

上游 Rheb 蛋白的调控作用。Rheb 属于 Ras 蛋白家

族 ，具 有 GTP 酶 活 性 。 Rheb 对 mTORC1 下 游

P70S6K 和 4E-BP1 磷酸化及胶原的表达有重要的作

用 。 GUILLOTIN 等［7］研 究 通 过 生 信 分 析 发 现

TSC2/Rheb 轴在 IPF 患者成纤维灶中高表达。通过

CRISPR-Cas9 敲除 IPF 患者肺成纤维细胞的 Rheb

基因能够显著抑制 TGF-β1 诱导的 P70S6K 和 4E-

BP1 的磷酸化及Ⅰ型胶原的表达。LIU 等［8］研究发

现 TGF-β1 刺激能够增加大鼠原代肺成纤维细胞

Rheb 蛋白的表达并导致 mTORC1 下游蛋白磷酸化

水平升高。前人研究结果分别证明了 TGF-β1 刺激

表  5　柴胡含药血清对 TGF-β1 诱导 HFL1 细胞 α-SMA、Rheb 和 p-Smad3 蛋白的影响  （x̄± s，n=3）

Table 5　Effect of medicated serum of Bupleuri Radix on TGF-β1-induced protein expressions of α-SMA， Rheb， and p-Smad3 （x̄± s，n=3）

组别

空白血清组

TGF-β1组

TGF-β1+柴胡含药血清组

TGF-β1+SIS3 组

含药血清体积分数/%

103）

103）+15

103）+34）

平均荧光强度

α-SMA

9.73±0.96

58.31±5.591）

19.42±1.942）

6.71±1.492）

p-Smad3

5.43±0.77

34.53±3.511）

15.77±1.332）

26.87±0.332）

Rheb

7.78±0.20

22.91±0.571）

13.36±1.222）

10.96±0.162）

图  4　TGF-β1 诱导下 HFL1 细胞 Rheb、Smad3、p-Smad3 蛋白表达

电泳

Fig. 4　Electrophoresis of TGF-β1-induced Rheb，Smad3，p-Smad3 

protein expression in HFL1 cells

表  6　柴胡含药血清对 TGF-β1 诱导下 HFL1 细胞 Rheb 蛋白表达和

Smad3 蛋白磷酸的影响  （x̄± s，n=3）

Table 6　Effect of medicated serum of Bupleuri Radix on TGF-β1-

induced Rheb protein expression and Smad3 protein 

phosphorylation in HFL1 cells （x̄± s，n=3）

组别

空白血清组

TGF-β1组

TGF-β1+柴胡含药血清组

TGF-β1+SIS3 组

含药血清

体积分数/%

103）

103）+15

103）+34）

Rheb

/GAPDH

0.52±0.05

0.63±0.021）

0.52±0.062）

0.29±0.002）

p-Smad3

/Smad3

1.17±0.34

2.00±0.261）

0.91±0.342）

0.82±0.442）
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能够促使 Smad3 磷酸化、增加 Rheb 蛋白表达，但

Smad3 磷酸化与 Rheb 之间的关系尚未有研究证实。

本研究发现 TGF-β1能促进 Smad3 蛋白磷酸化、Rheb

蛋白表达，选择性 Smad3 抑制剂 SIS3 能抑制 Smad3

蛋白磷酸化和 Rheb 蛋白表达。由此可知，Smad3 能

够调控 Rheb 蛋白表达，但两者之间的直接调控机制

有待进一步研究证实。此外，柴胡含药血清能够抑

制 Rheb 表达及 Smad3 磷酸化，以上结果证明柴胡含

药血清可能对于 Smad3/Rheb 轴有调控作用。

综上，本研究发现柴胡能够抑制 TGF-β1诱导的

HFL1 细胞增殖和 FMT，促进成纤维细胞凋亡，该作

用可能与 Smad3/Rheb 轴有关，为柴胡治疗 IPF 的临

床应用提供了理论依据。
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