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偶氮鬼臼毒素衍生物SU056对四氯化碳诱导的肝纤维化小鼠
模型的影响及其作用机制
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摘要： 目的　探究偶氮鬼臼毒素衍生物 SU056治疗四氯化碳（CCl4）诱导的小鼠肝纤维化的效果，并解析相关作用机制。

方法　选取 12只小鼠随机分为 3组：对照组、模型组（CCl4+生理盐水组）和治疗组（CCl4+SU056），每组 4只。通过腹腔注射

CCl4构建小鼠肝纤维化模型，并在造模中期开始每日腹腔注射SU056进行治疗。通过苏木素-伊红染色、马松染色、天狼星红

染色评估肝组织病理损伤与胶原沉积，并通过检测肝组织羟脯氨酸含量及血清丙氨酸氨基转移酶、天冬氨酸氨基转移酶水平

评价肝功能。采用免疫荧光检测平滑肌肌动蛋白α（α-SMA）、Ⅰ型胶原和Y-框结合蛋白 1（YB1）的表达。以人肝星状细胞

（HSC）系LX-2以及小鼠原代HSC为研究对象，通过细胞计数试剂盒法检测细胞增殖；Transwell实验检测细胞迁移；实时荧光

定量逆转录聚合酶链式反应和免疫印迹检测Ⅰ型胶原、Ⅲ型胶原、YB1、磷酸化哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（mTOR）和磷酸化

S6K的表达，从而验证YB1/mTOR信号轴的功能。计量资料多组间比较采用单因素方差分析或双因素方差分析，进一步两两

比较采用LSD-t检验。结果　在CCl4诱导的肝纤维化小鼠模型中，与模型组相比，治疗组小鼠肝组织炎症细胞浸润、胶原沉积

及假小叶形成显著减轻，血清丙氨酸氨基转移酶、天冬氨酸氨基转移酶水平以及肝组织羟脯氨酸水平显著降低（P值均<
0.01）。免疫荧光显示，SU056显著抑制了肝组织中α-SMA、Ⅰ型胶原及YB1的异常高表达（P值均<0.01）。体外实验表明，

SU056以剂量依赖性方式抑制转化生长因子β1（TGF-β1）诱导的LX-2细胞增殖（P<0.01）、迁移（P<0.05）及Ⅰ型胶原、Ⅲ型胶原

转录上调（P值均<0.05）；且SU056还可抑制原代HSC的体外自发活化。机制研究表明，TGF-β1可同时上调LX-2细胞中YB1和
磷酸化mTOR、磷酸化S6K的表达；两种浓度SU056（10、20 µmol/L）处理均能下调Ⅰ型胶原、YB1、磷酸化mTOR及磷酸化S6K的

蛋白水平。特异性敲低YB1或使用mTOR抑制剂雷帕霉素，也能产生与SU056类似的效应。在CCl4模型小鼠肝组织中，SU056
同样能抑制α-SMA与磷酸化mTOR的共表达上调（P<0.01）。结论　SU056在体内外均能有效抑制HSC的活化、增殖、迁移及

细胞外基质生成，从而缓解肝纤维化进程，其作用机制是通过阻断YB1/mTOR信号轴的正反馈效应，实现对HSC活化的抑制。
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Abstract： Objective　To investigate the effect of SU056， an azo-podophyllotoxin derivative， on carbon tetrachloride （CCl4）-induced 
liver fibrosis in mice and related mechanisms of action.  Methods　A total of 12 mice were randomly divided into control group， 
model group （CCl4+normal saline）， and treatment group （CCl4+SU056）， with 4 mice in each group. Mice were given 
intraperitoneal injection of CCl4 to establish a model of liver fibrosis， and during the middle stage of modeling， the mice in the 
treatment group were given daily intraperitoneal injection of SU056. Liver histopathological injury， collagen deposition， and liver 

·肝纤维化及肝硬化· DOI： 10.12449/JCH260612
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function were assessed based on HE staining， Masson staining， Sirius Red staining， the content of hydroxyproline in liver tissue， 
and the serum levels of alanine aminotransferase and aspartate aminotransferase， and immunofluorescence assay was used to 
measure the expression levels of smooth muscle actin α （α -SMA）， collagen type Ⅰ， and Y-box binding protein 1 （YB1）. The 
human hepatic stellate cell （HSC） line LX-2 and primary mouse HSC were used， and CCK-8 assay was used to measure cell 
proliferation； Transwell assay was used to observe cell migration； quantitative reverse transcription-polymerase chain reaction and 
Western Blot were used to measure the expression levels of collagen type Ⅰ， collagen type Ⅲ， YB1， phosphorylated mammalian target 
of rapamycin （mTOR）， and phosphorylated S6K， so as to validate the function of the YB1/mTOR signaling axis. The one-way or two-way 
analysis of variance was used for comparison of continuous data between multiple groups， and the least significant difference t-test was 
used for further comparison between two groups. Results　 In the mouse model of liver fibrosis induced by CCl4， compared with the 
model group， the treatment group had significant alleviation of inflammatory cell infiltration， collagen deposition， and pseudolobule 
formation in liver tissue and significant reductions in the serum levels of alanine aminotransferase and aspartate aminotransferase and the 
content of hydroxyproline in liver tissue （all P<0.01）. Immunofluorescence assay showed that SU056 significantly inhibited the abnormal 
high expression of α-SMA， collagen type I， and YB1 in liver tissue （all P<0.01）. In vitro experiments showed that SU056 inhibited the 
transforming growth factor- β1-induced proliferation of LX-2 cells （P<0.01）， the migration of LX-2 cells （P<0.05）， and the 
transcriptional up-regulation of collagen type Ⅰ and collagen type Ⅲ （all P<0.05） in a dose-dependent manner， and SU056 could 
inhibit the spontaneous activation of primary HSC in vitro. Mechanistic studies revealed that transforming growth factor-β1 simultaneously 
upregulated the expression levels of YB1， phosphorylated mTOR， and phosphorylated S6K in LX-2 cells， and treatment with SU056 （10 
and 20 µmol/L） could downregulate the protein expression levels of collagen type I， YB1， phosphorylated mTOR， and phosphorylated 
S6K. Specific knockdown of YB1 or administration of the mTOR inhibitor rapamycin exerted a similar effect as SU056. SU056 also 
inhibited the co-upregulation of α -SMA and phosphorylated mTOR in liver tissue of model mice （P<0.01）. Conclusion　SU056 can 
effectively inhibit HSC activation， proliferation， migration， and extracellular matrix production both in vivo and in vitro and thus delay 
the progression of liver fibrosis， by disrupting the YB1/mTOR positive feedback signaling axis. 
Key words： Hepatic Fibrosis； Hepatic Stellate Cells； Drug Therapy； Mice， Inbred C57BL
Research funding： General Project of National Natural Science Foundation of China（82170620）； Wang Bao-en Liver Fibrosis 
Foundation（CFHPC2024026）

肝纤维化是多种慢性肝病（包括病毒性肝炎、酒精

性肝病、代谢相关脂肪性肝病及自身免疫性肝病）向肝

硬化及肝衰竭进展的共同病理基础，其本质特征为细胞

外基质（extracellular matrix，ECM）的异常过度沉积。在

肝纤维化发生与进展中，肝星状细胞（hepatic stellate 
cell，HSC）由静息状态向肌成纤维样表型的持续转化，被

公认为肝纤维化发生与进展的核心事件［1-2］。尽管肝纤

维化的分子调控网络高度复杂，但围绕HSC活化关键节

点开展靶向干预，仍被视为阻断纤维化进程、延缓疾病

恶化的最具前景的治疗策略之一。

Y-框结合蛋白 1（Y-box binding protein 1，YB1）是一

种多功能冷休克蛋白，广泛参与转录调控、mRNA 稳定

性维持及翻译调节等多个层级的基因表达调控。Guo
等［3］研究发现，YB1可通过介导胆管反应增强HSC的活

化状态，从而加速肝纤维化的发生与发展。与此同时，

亦有研究报道，肝纤维化发生时YB1在HSC中的表达显

著上调，并可通过调控染色质可及性促进 HSC 活化［4］。

上述证据提示，YB1不仅是肝纤维化调控网络中的重要

组成部分，也可能处于驱动HSC持续活化的关键枢纽位

置，具有潜在的治疗靶点价值。

哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（mammalian target of 
rapamycin，mTOR）是调控细胞生长、增殖与代谢稳态的

核心丝氨酸/苏氨酸激酶，多项研究证实其在HSC活化及

肝纤维化进程中发挥显著的促进作用。例如，Zhang等［5］

证实磷脂酰肌醇3-激酶/mTOR信号轴可促进HSC的活化

与增殖。此外，抑制HSC中mTOR相关信号通路可显著

缓解实验性肝纤维化［6］。值得注意的是，近年来肿瘤领

域的研究进一步揭示了YB1与mTOR信号之间存在正反

馈调控关系：在胶质母细胞瘤中，YB1可异常激活mTOR
通路，而被激活的mTOR反过来维持YB1的高表达水平，

从而驱动细胞持续增殖与侵袭性进展［7］。这一发现提

示，在肝纤维化背景下，YB1可能同样通过增强mTOR信

号，形成“YB1-mTOR”正反馈环路，维持HSC的持续活化

状态并放大促纤维化信号。然而，该分子轴在肝纤维化
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中的具体功能及其病理学意义尚缺乏系统研究。

小分子抑制剂偶氮鬼臼毒素衍生物 SU056 作为一

种特异性 YB1 抑制剂，已在三阴性乳腺癌、卵巢癌及胰

腺癌等多种肿瘤模型中显示出明确的抑制肿瘤生长和

侵袭的作用［8-10］。然而，迄今尚无研究评估 SU056在肝

纤维化中的治疗潜力，亦未知其是否能够通过干预YB1
相关信号通路影响HSC的活化命运。这一研究空白不仅

限制了 YB1 靶向策略在肝病领域的转化应用，也提示

SU056可能作为一种“药物再定位”候选分子，在抗肝纤维

化治疗中具有尚未被发掘的潜在价值。基于上述背景，本

研究以HSC为核心研究对象，结合体内外肝纤维化模型，

系统探讨SU056是否能够通过阻断YB1-mTOR正反馈信

号轴抑制HSC的活化及其促纤维化表型转化。本研究首

次将 YB1 特异性小分子抑制剂应用于肝纤维化研究领

域，旨在阐明其分子机制并评估其抗纤维化潜能，为肝纤

维化的靶向干预提供新的理论依据和潜在治疗策略。

1　材料与方法

1.1　细胞株　人HSC系LX-2细胞购自武汉普诺赛生命

科技有限公司。

1.2　实验动物　 6 周龄的雄性 C57BL/6J 小鼠，体重

20～25 g，购自苏州领致生物公司［实验动物生产许可证

编号：SCXK（苏）2024-0005］，饲养于上海市第一人民医

院无特定病原体级实验动物中心［实验动物使用许可证

编号：SYXK（沪）2024-0030］。饲养期间，小鼠自由进食

和饮水，饲养温度 26 ℃，相对湿度控制在 60%±10%，光

照周期为12 h明暗交替。

1.3　造模方案　实验开始前，采用随机数字表法将

12只小鼠分为3组：对照组、模型组［四氯化碳（CCl4）+生

理盐水］和治疗组（CCl4+SU056），每组4只。模型组小鼠

于8周龄时开始造模，通过腹腔注射15% CCl4的玉米油溶

液，剂量为5 µL/g体重，每周2次，持续6周，以诱导肝纤维

化模型。对照组小鼠同期腹腔注射等量玉米油溶液。治

疗组小鼠于CCl4诱导的第4周起，每日腹腔注射SU056溶

液，剂量为20 µg/g体重，溶剂为聚乙二醇和生理盐水等比

例混合溶液。对照组和模型组则每日腹腔注射等量溶剂。

给药3周后取材，小鼠在实验终点采用戊巴比妥钠腹腔注

射麻醉，确认麻醉充分后行颈椎脱臼处死。肝组织迅速取

材，部分固定于 4% 多聚甲醛用于组织学及免疫荧光分

析，其余组织经液氮速冻后置于−80 ℃保存，用于分子生

物学检测。所有样本采集及处理过程严格按照统一操作

流程执行，以确保实验质量和结果的可靠性。

1.4　肝组织苏木素-伊红（hematoxylin-eosin，HE）染色、

马松染色和天狼星红染色　对肝组织进行固定、脱水和

包埋，切片后脱蜡处理。HE 染色用于评估肝组织结构

及炎症损伤情况，马松染色和天狼星红染色用于评估胶

原沉积程度。肝纤维化程度参照既往文献报道的方法

进行半定量评分：根据HE染色观察肝组织结构改变，并

结合马松染色和天狼星红染色评估胶原沉积程度，将肝

纤维化程度分为 0～3 级。每张切片随机选取 5 个高倍

视野，由 2名不知分组信息的研究人员在盲法条件下独

立评分，取平均值用于统计分析。同时采用 Image J软件

对胶原阳性面积进行定量分析。

1.5　试剂耗材　杜尔贝科改良伊格尔高糖培养基、胎牛

血清和胰蛋白酶购自美国Gibco公司；转化生长因子β1
（transforming growth factor-β1，TGF-β1）、SU056和雷帕霉

素购自美国MCE公司；Trizol试剂购自日本Takara公司；

链霉蛋白酶、Ⅳ型胶原酶和DNA酶Ⅰ购自德国Merck公

司；离心管、培养皿和细胞培养板等购自中国NEST公司；

抗 YB1、抗 mTOR、抗磷酸化 mTOR、抗 S6K、抗磷酸化

S6K、抗Ⅰ型胶原、抗平滑肌肌动蛋白 α（smooth muscle 
actin α，α-SMA）、抗 β-肌动蛋白等抗体购自美国 CST 公

司；SYBR-Green 荧光定量聚合酶链式反应（polymerase 
chain reaction，PCR）试剂盒（RR820）购自日本 Takara 公

司；小鼠血清丙氨酸氨基转移酶和天冬氨酸氨基转移酶

水平测定试剂购自中国南京建成生物工程研究所。

1.6　 小 鼠 原 代 HSC 分 离 及 培 养　 10～12 周龄雄性

C57BL/6J小鼠经气体麻醉后，采用混合酶原位灌注法分

离HSC，具体操作方法参照文献［11］。采用杜尔贝科改

良伊格尔完全培养基（含 10% 胎牛血清、1% 青霉素-链

霉素）在 37 ℃、5% CO2环境中培养原代HSC。体外培养

7 d后，HSC出现体外自发活化表型。

1.7　药物干预　LX-2 接种于细胞培养板中，汇合度达

40%～50%时加入10 ng/mL 转化生长因子β1（transforming 
growth factor-β1，TGF-β1）以及相应浓度的 SU056 进行

干预。干预 24 h 后收集细胞，提取总 RNA 进行实时

荧光定量逆转录聚合酶链式反应（quantitative reverse 
transcription polymerase chain reaction，qRT-PCR）实验；

干预 24 h 后收集细胞，提取总蛋白进行免疫印迹实验；

原代细胞在体外培养第 5 d 时加入药物干预，干预 48 h
后收集细胞进行后续实验。

1.8　增殖实验　采用细胞计数试剂盒（cell counting kit-8，
CCK-8）检测细胞增殖情况，在 96 孔板中加入 100 µL 
LX-2细胞悬液（5×104/mL），每组 6个复孔，在 37 ℃、5% 
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CO2环境中培养 48 h；每孔加入 10 µL CCK-8试剂，孵育

2 h后应用酶标仪测定450 nm处的吸光度值。

1.9　慢病毒转染和质粒过表达　携带有特异性干

扰 YB1 表达的慢病毒载体系统由汉恒生物技术有限

公司构建制备。对照组和实验组干扰序列如下：

对照组：5'-UUCUCCGAACGUGUCACGUTT-3'；shYB1：
5'-CGGCAAUGAAGAAGAUAAATT-3'。人源 YB1 过表

达质粒采用 pcDNA 3.1载体构建，由汉恒生物技术有限

公司构建制备。转染前，用完全培养基重悬 LX-2细胞，

调整密度至 5×104/mL，取 1 mL接种于 24孔板，共 3孔，

培养过夜；待细胞汇合至 50%，更换培养基，分别加入

20 µL 病毒液，继续培养 24 h，收集细胞进行后续实验。

过表达质粒转染采用 Lipofectamine 3000（Invitrogen，
L3000150）进行，细胞铺板密度同慢病毒转染，转染后

48 h可收集细胞进行后续实验。

1.10　实时荧光定量聚合酶链式反应（quantitative PCR，

qPCR）　使用 Trizol试剂提取总RNA，采用Nanodrop测定

RNA浓度。按照Takara公司第一链 cDNA反转录试剂盒

（RR036A）说明书提供的操作步骤将总 RNA 反转录成

cDNA。按照STBR-Green荧光定量PCR试剂盒（RR820）说
明书进行操作。PCR条件为：95 ℃变性30 s，55 ℃退火30 s，
72 ℃延伸30 s，循环35次。各靶基因引物序列见表１。

1.11　免疫印迹　采用RIPA裂解液提取胞质蛋白，二喹

啉甲酸蛋白浓度测定试剂盒确定蛋白浓度。取 30 µg细
胞总蛋白与上样缓冲液按比例混匀，煮沸变性 5 min，经
10%十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳后，转移至聚

偏二氟乙烯膜。聚偏二氟乙烯膜以 5%脱脂牛奶室温封

闭 1 h，分别与抗 YB1（1∶1 000）、抗Ⅰ型胶原（1∶1 000）、

抗磷酸化mTOR（1∶1 000）、抗磷酸化S6K（1∶1 000）、抗β
肌动蛋白（1∶2 000）一抗 4 ℃孵育过夜。TBST缓冲液洗

涤 3次，每次 5 min，加入辣根过氧化物酶标记的二抗，室

温孵育 1 h，TBST缓冲液洗涤 3次，每次 5 min。使用ECL
发光液显影成像。

1.12　Transwell 迁移实验　将细胞密度调整至 1.5×105

个/孔，上室加入含药无血清培养基 100 µL，下室加入

500 µL 含 20% 胎牛血清培养基，孵育 24 h；小室取出后

用 4% 多聚甲醛溶液固定细胞 30 min；加入结晶紫染色

20 min；显微镜下计数膜下层细胞。

1.13　免疫荧光染色　对 4%多聚甲醛固定的细胞和肝

组织石蜡切片进行免疫荧光检测。样本用 5%牛血清白

蛋白和 0.3% Triton X-100进行封闭和通透处理。随后分

别与抗YB1（1∶50）、抗Ⅰ型胶原（1∶50）、抗磷酸化mTOR
（1∶50）、抗 α-SMA（1∶200）一抗 4 ℃孵育过夜，然后在室

温下与荧光标记的二抗孵育 1 h，并用 4'-6-二脒基-2-苯

基吲哚染色。免疫荧光实验中设置阴性对照和单染对

照以验证染色特异性：阴性对照组以磷酸盐缓冲盐水替

代一抗，其余步骤与实验组一致，用于排除非特异性结

合及背景荧光干扰；单染对照分别仅加入 1种一抗和相

应荧光标记二抗，用于排除多通道成像过程中荧光串色

的影响。所有切片均在相同显微镜参数条件下采集图

像。使用 STELLARIS 8 DIVE（徕卡）进行荧光成像，并

采用 Image J软件进行图像分析。

1.14　统计学方法　实验数据采用 SPSS 27.0和GraphPad 
Prism 10.0软件进行统计分析。计量资料多组间比较采

用单因素方差分析或双因素方差分析，进一步两两比较

采用LSD-t检验。P<0.05为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　SU056 治疗 CCl4 诱导的肝纤维化及肝损伤　肝组

织HE染色显示，与对照组相比，模型组小鼠肝细胞变性

坏死明显增加，伴大量炎症细胞浸润。马松染色和天狼

星红染色显示，模型组小鼠肝组织胶原沉积与纤维化明

显增加；天狼星红定量检测结果也显示，模型组的肝组

织胶原沉积显著增加（P<0.001）。模型组小鼠血清中丙

氨酸氨基转移酶（P<0.01）和天冬氨酸氨基转移酶水平

（P<0.001）均显著升高，提示肝损伤程度明显加重。与

模型组相比，治疗组小鼠肝细胞变性坏死、炎症细胞浸

润、胶原沉积程度以及肝组织的异常结构均有所改善。

天狼星红定量检测结果显示，肝组织胶原沉积显著减少

（P<0.001），并且小鼠血清中丙氨酸氨基转移酶（P<
0.01）和天冬氨酸氨基转移酶（P<0.01）水平均显著降低

（图 1）。以上结果提示，SU056可有效改善肝功能、减少

炎症反应并抑制纤维沉积。

表1　qPCR引物序列
Table 1　Primers used for qPCR

基因

Actin

Col1a1

Col3a1

YB1

引物序列

5'-CACCATTGGCAATGAGCGGTTC-3'
3'-AGGTCTTTGCGGATGTCCACGT-5'

5'-CCGCTTCACCTACAGCGTCA-3'
3'-TTGTATTCAATCACTGTCTTGCCC-5'
5'-TGGTCTGCAAGGAATGCCTGGA-3'
3'-TCTTTCCCTGGGACACCATCAG-5'

5'-GCAGGAGAACAAGGTAGACCAG-3'
3'-CTTCATTGCCGTCCTCTCTAGG-5'

注：qPCR，实时荧光定量聚合酶链式反应。
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2.2　SU056 对 CCl4 诱导的小鼠模型肝脏胶原沉积及

HSC 活化的影响　免疫荧光实验表明，与对照组相比，

模型组小鼠α-SMA（P<0.000 1）和Ⅰ型胶原（P<0.000 1）表
达显著增加，胶原将肝实质分割成大小不等的假小叶，

α-SMA主要分布在沉积的胶原周围。与模型组相比，治

疗组小鼠肝组织中 α-SMA（P<0.000 1）和Ⅰ型胶原（P<
0.000 1）表达显著减少，且肝组织羟脯氨酸（P<0.000 1）
含量显著下降。以上结果提示，SU056可有效缓解 CCl4
引起的肝脏胶原沉积及HSC活化（图2）。

2.3　SU056 对 CCl4 诱导的小鼠模型以及体外自活化

HSC 中的 YB1 表达的影响　与对照组相比，模型组小鼠

肝组织中的α-SMA（P<0.001）和YB1（P<0.000 1）阳性表

达显著增多，两者主要分布在肝门管区且高度重合。与

模型组相比，治疗组小鼠中的α-SMA（P<0.01）和YB1（P<

0.01）阳性表达显著减少（图 3a）。提取正常小鼠的原代

HSC 并在体外培养 7 d，分别用二甲基亚砜（dimethyl 
sulfoxide，DMSO）、SU056（10 µmol/L、20 µmol/L）和 YB1
敲低处理，免疫荧光染色结果显示，不同浓度的 SU056
对体外自活化HSC中的α-SMA表达上调均有抑制作用，

并且敲低YB1也可以显著减少α-SMA表达（图3b）。

2.4　SU056 对 HSC 增殖、迁移以及 ECM 生成的影响　

使用TGF-β1（10 ng/mL）处理LX-2细胞24 h，同时予以不

同浓度的 SU056（0、5、10、20、25 µmol/L）分组处理。

CCK-8 检测结果提示，TGF-β1+DMSO 组的 HSC 相对细

胞活性相较对照组显著升高（P<0.001）。而与 TGF-β1+

DMSO组相比，SU056处理的 LX-2细胞的相对细胞活性

均显著降低（P 值均<0.01）；且随着 SU056 浓度升高，其

降低相对细胞活性的作用越强（图4a）。同样使用TGF-β1 
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注：a，肝纤维化组织染色（×200）；b，天狼星红染色相对阳性面积及肝功能指标。CCl4，四氯化碳；HE，苏木素-伊红；ALT，丙氨酸氨基转移酶；
AST，天冬氨酸氨基转移酶。***P<0.001；**P<0.01。

图1　SU056对CCl4诱导的肝纤维化及肝损伤的影响
Figure 1　Effect of SU056 on CCl4-induced liver fibrosis and liver function injury
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（10 ng/mL）处理 LX-2 细胞 24 h，予 10 和 20 µmol/L 的

SU056分组处理。qRT-PCR检测显示，SU056处理可显著

抑制TGF-β1诱导的Ⅰ型胶原和Ⅲ型胶原转录上调（P值

均<0.05）（图4b）。免疫荧光染色结果显示，SU056可显著

减少LX-2中TGF-β1诱导的Ⅰ型胶原蛋白生成，且呈剂量

梯度效应（图 4c、e）。Transwell迁移实验提示，TGF-β1显

著增强了 HSC的迁移能力（P<0.001），而 10 µmol/L SU056
（P<0.05）和20 µmol/L SU056（P<0.01）则显著抑制了TGF-β1
对HSC迁移能力的增强效应（图4d、e）。
2.5　YB1调控 HSC的增殖、迁移以及 ECM 生成　CCK-8
结果提示，在TGF-β1刺激后的LX-2细胞中敲低YB1，与
TGF- β1 组相比可以显著降低细胞活力（P<0.01）（图

5a）。qPCR 检测显示，Ⅰ型胶原（P<0.01）和Ⅲ型胶原

（P<0.05）的mRNA表达在敲低YB1之后均显著降低（图

5b）。免疫荧光染色结果提示，敲低 YB1 后Ⅰ型胶原蛋

白生成显著减少（P<0.01）（图 5c）。Transwell 迁移实验

提示，敲低 YB1 后 HSC 迁移数量显著降低（P<0.01）（图

5d）。上述结果证实，YB1可以调控HSC的增殖、迁移以

及胶原生成。

2.6　SU056 通过 YB1/mTOR 信号轴调控 HSC 活化　将

TGF-β1处理的 LX-2细胞分为对照组、10 µmol/L SU056
组、20 µmol/L SU056 组。免疫印迹实验结果显示，

SU056 抑制了Ⅰ型胶原、YB1、磷酸化 mTOR 和磷酸化

S6K 的蛋白表达，且高剂量 SU056 的抑制作用更强（图

6a、d）。同样的，敲低YB1可抑制Ⅰ型胶原、YB1、磷酸化

mTOR和磷酸化 S6K等蛋白的表达（图 6b、d）。随后，应

用mTOR抑制剂雷帕霉素处理TGF-β1刺激后的LX-2细

胞，相较于对照组，雷帕霉素也可显著抑制Ⅰ型胶原、

YB1、磷酸化 mTOR 和磷酸化 S6K 等蛋白的表达（图 6c、
d）。免疫荧光显示，CCl4组的小鼠肝组织中 α-SMA（P<
0.001）和磷酸化 mTOR（P<0.01）的表达显著上调，而

SU056可显著抑制二者上调（P值均<0.01）（图 6e），并且

抑制 α-SMA 和磷酸化 mTOR 在纤维化肝组织中的共表

达。上述结果提示，SU056 可通过 YB1/mTOR信号轴调

控HSC的活化。
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图2　SU056对CCl4引起的肝脏胶原沉积及HSC活化的影响（免疫荧光染色，×200）

Figure 2　Effect of SU056 on CCl4-induced liver collagen deposition and HSC activation （IF staining，×200）
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3　讨论

肝纤维化是慢性肝损伤向肝硬化乃至肝癌发展的

关键病理过程［12］，其核心机制在于 HSC 的持续活化及

向分泌胶原蛋白的肌成纤维样表型转分化，导致ECM的

过度沉积。尽管已有大量临床前和临床研究探索抗纤

维化干预［13-15］，目前仍缺乏美国食品药品监督管理局批

准的有效药物，晚期肝硬化患者的唯一潜在治愈手段仍

为肝移植［16］。因此，靶向抑制纤维化进程中的 HSC 活

化，仍是亟需突破的研究方向。

YB1在肝纤维化组织中高表达，其在HSC活化及纤

维化进展中的作用已逐渐被揭示。Li等［17］研究发现，在
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图3　SU056对CCl4模型以及体外自活化HSC中的YB1表达的影响

Figure 3　Effect of SU056 on YB1 expression in the CCl4 model and in vitro activated HSC
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肝祖细胞中特异性敲低YB1可显著抑制细胞增殖并缓解

肝纤维化。而此前另一项研究也表明，纤维化发生时

YB1在HSC中表达上调，且对HSC中YB1表达进行干预

可以有效缓解纤维化发生［4］。SU056 作为一种小分子

YB1特异性抑制剂，在多种肿瘤模型中表现出抑制细胞

增殖、促进凋亡及增强化疗敏感性的良好疗效［8-10，18］。鉴
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注：a，CCK-8检测不同浓度SU056抑制活化LX-2细胞增殖的效果；b，qRT-PCR检测不同浓度SU056抑制活化LX-2细胞中Ⅰ型胶原和Ⅲ型胶原
基因转录；c，免疫荧光检测SU056抑制活化LX-2细胞表达Ⅰ型胶原蛋白（×200）；d，SU056抑制活化LX-2细胞的迁移能力（结晶紫染色，×200）；
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图4　SU056对HSC的增殖、迁移以及ECM生成的影响
Figure 4　Effect of SU056 on HSC proliferation， migration， and ECM production
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于YB1在不同肝脏细胞类型中的作用可能存在差异，本

研究重点探讨SU056是否能够通过靶向YB1抑制HSC活

化，从而发挥抗肝纤维化作用。在小鼠 CCl4 模型中，

SU056治疗显著改善了肝功能，减轻了肝组织病理损伤，

并有效降低了胶原沉积及活化 HSC 标志物 α-SMA 的表

达。上述结果明确表明，SU056能够干预肝纤维化的核心

病理环节——通过抑制HSC活化及其ECM生成，延缓肝

纤维化进程。体外实验显示，SU056能够以剂量依赖的方

式抑制 TGF-β1 诱导的 HSC 增殖和迁移，并下调Ⅰ型胶

原、Ⅲ型胶原等ECM关键组分的蛋白表达。进一步研究

表明，SU056在抑制HSC活化的同时，可显著下调YB1表

达。在CCl4诱导的纤维化肝组织中，YB1与HSC活化标

志物α-SMA同步上调且高度共定位，提示YB1在活化的

肌成纤维样细胞中富集，这一现象与 Kamalov等［19］在心

脏纤维化模型中的研究结果一致。体外实验中，敲低

YB1同样可显著抑制HSC的增殖、迁移及ECM生成，提示

YB1不仅是HSC活化的伴随标志，更可能是驱动其活化

的重要调控因子，为抗纤维化治疗提供了新的潜在靶点。

mTOR 作为调控细胞生长和代谢的核心激酶，其异

常激活与包括肝纤维化在内的多种纤维增生性疾病密

切相关［20-25］。本研究结果显示，SU056能够同时下调活

化 HSC 中的 YB1 及磷酸化 mTOR 及其下游效应分子磷

酸化 S6K的表达，且抑制作用呈剂量依赖性。值得注意

的是，无论是特异性敲低YB1，还是使用经典mTOR抑制

剂雷帕霉素，均能产生与 SU056类似的效应——同时抑

制Ⅰ型胶原蛋白、YB1蛋白及磷酸化 mTOR/磷酸化 S6K
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图5　YB1调控HSC的增殖、迁移以及ECM生成

Figure 5　YB1 regulates HSC proliferation， migration， and ECM production
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的表达。这一系列结果提示，YB1与 mTOR信号通路之

间并非简单的上下游关系，而是构成了一个正反馈调控

环路。近期研究亦为这一观点提供了支持：Tang等［4］研
究发现，YB1通过调控染色质开放状态促进 mTOR下游

促纤维化基因的转录，同时 YB1 自身也是下游转录产

物，这种双向调控为正反馈环路的形成提供了分子基

础。Wang等［7］在胶质母细胞瘤模型中进一步证实，YB1
可维持mTOR信号的持续活化。因此，无论是直接抑制

对
照

组
SU056 10 μmol/L

SU056 20 μmol/L

对照组
YB1敲低组

对
照

组
雷帕霉素组

Ⅰ型胶原 220 kDa

磷酸化mTOR 289 kDa

Ⅰ型胶原 220 kDa

磷酸化mTOR 289 kDa

磷酸化S6K 65 kDa

磷酸化mTOR 289 kDa

磷酸化S6K 65 kDa

Ⅰ型胶原 220 kDa

磷酸化S6K 65 kDa

YB1 49 kDa YB1 49 kDa YB1 49 kDa

β肌动蛋白 42 kDa β肌动蛋白 42 kDa β肌动蛋白 42 kDa

对照组

组别

组别

组分 组分 组分

模型组 治疗组

*** **6

对照组
模型组
治疗组

对照组
模型组
治疗组

4

2

细
胞

核
α-

SM
A α-

SM
A相

对
阳

性
区

域
(%

)
磷

酸
化

m
TO

R相
对

阳
性

区
域

(%
)

磷
酸

化
m

TO
R

通
道

合
并

0

15 ** **

10

5

0

****
*1.5 * ** * *** ** * ***** *** *** 1.5 1.5

对照组
SU056 10 μmol/L 对照组1.0 1.0 对照组
SU056 20 μmol/L 1.0YB1敲低组 雷帕霉素组

0.5 0.5 0.5

0.0

相
对

蛋
白

表
达

相
对

蛋
白

表
达

相
对

蛋
白

表
达

0.0 0.0
YB1

磷酸化S6K

磷酸化mTOR

Ⅰ型胶原

磷酸化mTOR

磷酸化S6KYB1

Ⅰ型胶原

磷酸化S6KYB1

磷酸化mTOR

Ⅰ型胶原

50 μM 50 μm 50 μm

50 μm50 μm 50 μm

50 μm50 μm 50 μm

50 μm50 μm 50 μm

注：a，免疫印迹检测SU056抑制活化LX-2细胞中mTOR通路活化；b，免疫印迹检测YB1敲减抑制活化LX-2细胞中mTOR通路活化；c，免疫印迹
显示抑制LX-2细胞的mTOR通路可以减少YB1蛋白表达；d，小鼠肝组织免疫荧光染色（×200）以及α-SMA、磷酸化mTOR相对阳性区域统计；e，免
疫印迹实验各目的蛋白条带灰度值统计。mTOR，哺乳动物雷帕霉素靶蛋白；YB1，Y-框结合蛋白1；HSC，肝星状细胞；α-SMA，平滑肌肌动蛋白α。

****P<0.000 1；***P<0.001；**P<0.01；*P<0.05。
图6　SU056通过YB1/mTOR信号轴调控HSC活化

Figure 6　SU056 regulates HSC activation through the YB1/mTOR signaling axis
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YB1，还是阻断mTOR信号通路，都能够有效切断这一正

反馈环路，从而协同抑制HSC活化。

综上所述，本研究首次将 YB1与 mTOR信号在 HSC
活化中的协同作用相联系，为理解肝纤维化持续进展提

供了新的机制线索。SU056作为能够阻断该信号轴的小

分子化合物，展示了明确的临床转化潜力。然而 SU056
的长期疗效、药代动力学特征及潜在毒性仍需系统评

估，相关研究有待进一步开展。
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