柴胡皂苷d对肝星状细胞ERα和ERβ 蛋白水平的调节
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摘要:目的  研究柴胡皂苷d对肝星状细胞ERα，ERβ 蛋白的调节作用。方法  体外培养肝星状细胞系HSC-T6，细胞铺板24 h后，用柴胡皂苷d或雌二醇处理HSC-T6细胞，或者先以雌激素受体拮抗剂（ICI-182.780）预处理细胞30min后，再用柴胡皂苷d或雌二醇处理细胞。用Western-Blot方法观察柴胡皂苷d对雌激素受体表达的影响。结果  柴胡皂苷d（5μmol·L-1）和雌二醇（1μmol·L-1）处理细胞后能显著提高HSC-T6细胞ERα和ERβ蛋白的表达水平，且作用24 h后的上调作用最显著（P<0.05）；其中，柴胡皂苷d和雌二醇上调ERβ表达的作用比上调ERα表达的作用强。结论  柴胡皂苷d能够上调HSC-T6细胞ERα和ERβ 蛋白表达，是一种雌激素受体调节剂。
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Effects of saikosaponin-d on ERα and ERβ protein expression in HSC-T6
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Abstract: Objective  To study the effect of saikosaponin d on ERα and ERβ protein expression in HSC-T6 cells. Methods  Hepatic stellate cell line HSC-T6 was used. After cells were seeded into 6-well plates for 24h, ICI-182780 were pretreated the cells for 30min if needed, indicated concentrations of SSd or E2 were treated the cells for different time points. Then, Western blot analysis was used to observe the expression of ERα and ERβ. Results  SSd can up-regulate ERα and ERβ protein expression of HSC-T6 cells associated with dose and time. The upregulative effect of SSd on ERβ was more significant than that of ERα. These effects could be blocked by the administration of ICI-182780. Conclusion  SSd can up-regulate ERα and ERβ protein expression of HSC-T6 cells, suggesting SSd may be an estrogen receptor modulator.
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柴胡是疏肝保肝的肝科良药，而且又是一些妇科疾病，如月经不调、痛经、绝经期前后诸症的常用中药。柴胡的疏肝保肝以及调节生殖功能的作用是否具有共同的物质基础以及共同的作用靶点呢？本课题组前期研究[1]证实柴胡皂苷d（Saikosaponin-d, SSd）能够刺激MCF-7细胞增殖，上调其雌激素受体的表达，具有类雌激素样作用，为柴胡在妇科疾病治疗中的应用提供了现代药理学的实验支持。已有研究[2]证实，SSd对实验性大鼠肝硬化有较强的抑制作用。本课题组前期研究[3]证实SSd对肝纤维化的关键细胞肝星状细胞（Hepatic Stellate Cell, HSC-T6）有抑制作用。因此，本实验拟通过观察SSd对HSC-T6细胞中雌激素受体（Estrogen receptor, ER）蛋白水平的调节作用，初步探讨其抗肝纤维化的雌激素受体机制。
1 材料与方法

1.1 细胞  大鼠肝星状细胞株（HSC-T6细胞）由上海第二军医大学长征医院消化科惠赠，其表型为活化的HSC。

1.2 药物  SSd，中国药品生物制品检定所，批号：110778-201409，纯度>99%；雌二醇（17Beta-Estradiol，E2），美国Sigma公司，批号：D0005215；雌激素受体拮抗剂（ICI-182780），英国Tocris公司，批号：S119108。

1.3试剂  Mouse monoclonal to Estrogen Receptor alpha (ERα，批号：SDF211201-493)、Mouse monoclonal to Estrogen Receptor beta (ERβ，批号：SDF211201-472)，英国abcam公司；ECL化学发光试剂盒，美国Millipore公司，批号：1115702；DMEM高糖培养基，美国Thermo Scientific公司，批号：NZH1209；胎牛血清（Fetal Bovine Serum, FBS，批号：A10106-0455）奥地利PAA公司；牛血清白蛋白（Bovine serum albumin, BSA，批号：201410），美国Amresco公司；蛋白质分子量预染 Marker，美国Thermo Scientific公司，批号：26616；山羊抗鼠 HRP 标记二抗，美国Cell Signaling 公司，批号：7074。
1.4 仪器  V-5060型二氧化碳细胞培养箱，德国Heraeus公司；BH-2型光学显微镜，日本Olympus公司；22R型低温高速离心机，德国Heraeus公司；TDL-5000B型低速冷冻离心机，上海世义精密仪器有限公司；XW-80A型旋涡混合器，上海医科大学仪器厂；SSC-24恒温摇床，美国Thermo Scientific公司；AF10制冰机，美国SCOTSMAN公司；垂直电泳仪(Bio-Rad Power/PAC 3000)，美国Bio-Rad公司；ChemiDocTM XRS+自动显影系统，美国Bio-Rad公司。

1.5细胞培养  HSC-T6细胞用含10 %热灭活胎牛血清的 DMEM 完全培养基在37 ℃、体积分数为 5 % CO2、完全饱和湿度条件下常规培养，每48 h更换培养基，细胞生长铺满培养瓶底80 %后，用0.25 %胰蛋白酶联合0.02 % EDTA 消化传代，实验选用对数生长期细胞。

1.6 Western blot法检测雌激素受体的表达  细胞铺板24h后，（1）使用SSd（1，5 μmol·L-1）或E2（0.5，1 μmol·L-1）处理细胞24 h；（2）使用SSd（5 μmol·L-1）或E2（1 μmol·L-1）分别处理细胞0 h（对照），12，24，36，48 h；（3）用ICI-182.780（1 μmol·L-1）预处理细胞30 min后，使用SSd（5 μmol·L-1）或E2（1 μmol·L-1 mol·L-1）处理细胞24 h。将药物处理后的细胞弃去培养液，PBS洗涤细胞3次后，将6孔板置于冰上。向培养板中加入150 μL细胞裂解液（含蛋白酶抑制剂1∶100），置于摇床上30 min（冰上），用细胞刮刀将细胞刮下后，将细胞悬液移入EP管内，超声，离心12000 ×g，20 min，取上清。按照 1∶4 体积比加入 4×loading buffer，100 ℃水浴10 min，使蛋白变性。分装，－20 ℃保存备用。配制 PAGE 胶，分离胶浓度为 8 %，积层胶浓度为 5 %。上样10 μL预染的SDS-PAGE 蛋白分子量marker，以确定所检测蛋白带的位置。初始电压为 60 V，溴酚蓝电泳至积层胶和分离胶分界面后加大至 100 V，至凝胶底部时停止电泳。将蛋白从SDS-PAGE胶上转移至相同大小的NC膜（Millipore公司）上，转膜条件为电压100 V，90 min。使用5%的脱脂奶粉封闭1~2 h后，加入一抗，即1∶1000稀释的ERα、ERβ，4 ℃过夜，使用TBST洗膜以后，加入二抗，即1∶1000稀释的山羊抗小鼠抗体，室温慢摇1h，TBS洗膜后，在条带上滴加100 μL的荧光液，使用ChemiDocTMXRS+凝胶成像分析系统进行半定量分析，以积分光密度值 (integral optical density，IOD) 表示，以目的蛋白/内参蛋白表示蛋白表达的相对水平。
1.7 统计方法  数据均用
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±s表示，应用SPSS16.0统计软件，采用One way-ANOVA进行统计分析，组间的两两比较用LSD法，P<0.05表示差异有统计学意义。
2 结果

2.1 SSd对HSC-T6细胞ER蛋白表达的调节作用  与空白对照组比较，SSd（0.5 μmol·L-1）或E2（1 μmol·L-1）处理细胞24 h后，对细胞ERα和ERβ蛋白的表达作用不明显（P＞0.05）；SSd（5 μmol·L-1）或E2（1 μmol·L-1）作用12~36 h，细胞ERα和ERβ蛋白的表达的明显上调（P<0.01），其中作用24 h后对细胞ERα和ERβ蛋白表达的上调作用最强，见图1和图2。
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注：与空白对照组比较，**P<0.01。
图1  不同浓度SSd对雌激素受体α/β蛋白表达的影响（
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±s，n=3）
Figure1  Effects of different concentrations of SSd and E2 on the protein expression of ERα/β.
[image: image1.wmf]x

注：与空白对照组比较，**P<0.01。
图2  SSd在不同时间点对雌激素受体α/β蛋白表达的影响（
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±s，n=3）
Figure 2  Effects of SSd and E2 on the protein expression of ERα/β at indicated time point
2.2 ICI-182.780对SSd、E2诱导HSC-T6细胞ER蛋白表达的影响  SSd（5 μmol·L-1）、E2（1μmol·L-1）作用细胞24 h后能够上调HSC-T6细胞ER蛋白表达，与空白对照组比较，差异有统计学意义（P<0.01）；SSd、E2联合雌激素受体完全拮抗剂ICI-182.780的情况下，能明显拮抗SSd、E2上调ER蛋白表达（P<0.01），提示SSd、E2的作用被雌激素受体拮抗剂所阻断，见图3和表1。
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图3  SSd联合ICI-182780对雌激素受体α/β蛋白表达的影响（
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±s，n=3）
Figure 3  Effects of SSd and E2 in the presence or absence of ICI-182780 on the protein expression of ERα/β.
表1  SSd联合ICI-182780对雌激素受体α/β蛋白表达的影响

Table 1 
	组别
	组量（n）
	剂量/μmol·L-1
	 ERα/β-action
	  ERβ/β-action

	空白常对照组
	3
	
	1.00±0.03
	   1.00±0.05

	E2组
	3
	1
	1.82±0.21**
	   2.61±0.24 **

	E2加ICI-182.780组
	3
	1 + 1
	1.02±0.11△△
	0.95±0.04△△

	SSd组
	3
	5
	1.92±0.09**
	2.73±0.19**

	SSd加ICI-182.780组
	3
	5 + 1
	1.37±0.12△△
	1.42±0.22△△


注：与对照组比较，**P<0.01；与相应的单药组比较，△△P<0.01。
3 讨论

慢性肝脏疾病在慢性发展过程中均可出现肝纤维化，25%~40％肝纤维化患者可进展为肝硬化，有的最终形成肝癌，是主要的疾病死亡因素之一[4]。阻断肝纤维化的发生和发展对防治肝硬化和肝癌具有重要意义。肝纤维化是各种慢性肝病向肝硬化发展的必经病理过程，病理表现主要为细胞外基质（Extracelluar Matrix, ECM）过度沉积，并伴有肝细胞再生。肝硬化发病中男性发病率明显高于女性，且男性患者肝纤维化进展速度快、生存时间短。因此，性别（男性）作为独立的危险因子可加快慢性肝病向肝硬化发展的过程[5]。现多认为这与女性体内含有较高水平的雌激素相关。雌二醇（estradiol，E2）及其衍生物是内源性抗氧化剂，可有效地降低血液和肝中的脂质过氧化水平，抑制肝星状细胞的活化。但是，雌激素替代疗法有较多副作用，限制其临床推广使用。

柴胡始载于《神农本草经》，具有抗炎、保肝、解热、镇痛等功效，临床上多用于治疗少阳症、肝郁气结所致头痛，以及月经不调、感冒、消化道溃疡、胆结石、胆汁反流性胃炎等[6]。柴胡中主要提取成分是柴胡皂苷，文献报道[7]分离鉴定出的皂苷有43个，柴胡皂苷d（Saikosaponin-d, SSd）是其活性最强的成分之一。研究表明[8-9]，SSd显著降低血清中丙氨酸氨基转移酶的水平，减轻氧化应激所致的肝细胞损伤。此外，在肝脏组织中，SSd显著降低转化生长因子-β（TGF-β1）的含量，减少I型胶原沉积。本课题组前期实验[1,10]已经证实，SSd在体内外具有类雌激素作用，是一种植物雌激素。那么，SSd是否是通过其雌激素样作用发挥抗肝纤维化作用的呢？目前未见相关文献报道。因此，本实验首先通过Western blot法观察SSd对肝星状细胞雌激素受体的调节作用。实验结果发现SSd能明显提高HSC-T6细胞ERα、β 蛋白表达，与剂量与作用时间具有相关性，并且SSd上调ERβ的作用较上调ERα要强。这种作用可被ER完全拮抗剂ICI-182.780抑制。推测SSd具有雌激素受体调节剂的作用。既然SSd通过抗脂质过氧化抑制肝纤维化作用已明确，而SSd又是通过何种途径来调节ROS呢？目前，有研究表明，ROS的产生与细胞ERα/ERβ的比例有关，当这一比值较高时，能够促进ROS的产生，比值较低时，ROS的生成较少[11-12]。在这一研究成果的基础上，联系本次实验结果提示上调ERβ可能是SSd抗脂质过氧化的机制之一。另外，有研究报道在乳腺癌细胞、结肠癌细胞、精原细胞瘤细胞中ERβ的表达升高可以上调自噬相关蛋白的表达，从而抑制细胞的增殖存活，发挥抗癌的效应[13-16]。这一结果也提示了SSd抑制氧化应激的效应很有可能与其上调ERβ的表达后刺激细胞自噬有关，这也为本课题组下一步的研究指出了方向。
综上所述，SSd具有调节HSC-T6细胞雌激素受体表达的功能，它可能是柴胡的调经、改善绝经前后诸症，又能保肝、治疗肝纤维化等多种药理作用的物质基础。SSd具有多途径防治肝病药理作用，但许多研究工作要进一步深化。比如其他方面的药理活性，有无长期的毒性作用，及其吸收、分布、代谢及排泄等各个环节进行深入细致的研究，寻找活性代谢物，更好的揭示其发挥药效的作用机制及物质基础，从而为其在临床上的推广应用提供可靠的依据。
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