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柔软纤维蛋白水凝胶对活化态肝星状细胞转分化行为的影响
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摘 要：【目的】探讨活化态肝星状细胞（HSC）在柔软细胞外基质（ECM）中重新恢复为静息态的可能性。

【方法】稳定表达肌成纤维细胞（MFB）表型的HSC-T6培养于由 1 mg/mL纤维蛋白水凝胶构建的二维（2D）或三

维（3D）体外培养基质模型之中，利用细胞活力检测试剂盒（CCK8）测定各时间段（24 h、48 h、72 h、96 h）的细胞

增殖活力，免疫荧光及明胶酶谱法检测细胞α平滑肌肌动蛋白（α-SMA）、基质金属蛋白酶-2（MMP-2）及MMP-9
的表达，原子力显微镜（AFM）探测细胞表面形貌及其变形能力。【结果】经纤维蛋白水凝胶培养后，活化态HSC-
T6的细胞增殖活力、α-SMA、MMP-2和MMP-9的表达以及细胞变形能力均发生明显下调（P<0.05），而 2D组纤维

蛋白水凝胶对细胞增殖活力的抑制、α-SMA应力纤维的形成以及细胞变形能力的影响与 3D组对比亦存在不同

程度的差异（P<0.05）。【结论】柔软的纤维蛋白水凝胶可抑制活化态HSC转分化，但无法使其逆转为α-SMA阴性

的静息态表型。
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Effect of Soft Fibrin Gels onTransdifferentiation Behaviour in Activated Hepatic Stellate Cell
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Abstract：【Objective】To determine whether activated hepatic stellate cell（HSC）become quiescent phenotype
if cultured in a soft extracellular matrix（ECM）.【Methods】HSC-T6 cells which stably expressed myofibroblast（MFB）
phenotype，were cultured in the 2D and 3D in-vitro matrix culture models that were constructed by 1 mg/mL fibrin gel.
The proliferation activity of HSC-T6 was determined by cell counting kit-8（CCK8）assay at different time points（24 h，
48 h，72 h，96 h）. Immunofluorescence and gelatin zymography analysis were performed to detect the expression of
α-SMA，MMP-2，and MMP-9. Moreover，the cellular surface morphology and deformability was detected by AFM.
【Results】After cultured in the fibrin gel，the cellular proliferation activity，expression of α-SMA，MMP-2 and
MMP-9，and cellular deformability of activated HSC-T6 was obviously down-regulated in contrast to the control group
（P<0.05），and there were also differences in the inhibition of cellular proliferation activity，the assembly of α-SMA
stress fiber and the effect of cellular deformability between 2D and 3D fibrin gel cultured（P<0.05）.【Conclusions】Soft
fibrin gel inhibited the transdifferentiation of activated HSC-T6，but could not make it revert to α-SMA negative quies⁃
cent phenotype.
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肝星状细胞（hepatic stellate cell，HSC）的活

化是导致肝纤维化及肝硬化发生的诸多因素共同

的中心环节［1］。在正常的肝脏内的 HSC 呈静止

态，富含维生素A脂滴，分泌多种胶原酶和基质降

解蛋白酶，如基质金属蛋白（matrix metallo protein⁃
ase，MMP），以降解各种细胞外基质（extracellular
matrix，ECM）成分，同时亦分泌组织金属蛋白酶

抑制剂（tissue inhibitor of metallo proteinase，TIMP）
防止胶原过度降解，使肝脏ECM的合成和分解处

在一个动态平衡的状态［2］。一旦出现由于病毒性

感染或肝脏毒素引起的肝损伤，HSC即在受损的

肝细胞或免疫细胞所分泌的细胞因子的刺激下活

化，并转分化为肌成纤维细胞（myofibroblast，
MFB）样表型：丢失维生素A脂滴，并获得平滑肌

类细胞的特性，即高度表达 α-平滑肌肌动蛋白

（α-smooth muscle actin，α-SMA），收缩及增殖能

力增强［3-4］。此外，在这种表型转变的过程中，活

化态 HSC 分泌 MMP-2 和 MMP-9 的增加是破坏

MMP 与 TIMP 之间的动态平衡，导致肝损伤后

ECM的异常积累与重构的重要因素［5-6］。研究抑

制HSC转分化或逆转其活化态表型的机制是探

索肝纤维化新治疗模式过程中的重点、难点问

题［7］。在肝纤维化的病理进程中，HSC的持续活化

直接或间接导致Disse腔中由Ⅳ、Ⅵ型胶原蛋白组

成的低密度基膜样基质被Ⅰ、Ⅲ型胶原蛋白，纤连

蛋白等纤维化胶原蛋白异常取代，ECM不断积累和

重构［8-10］，利用 FibroScan®技术检出正常肝脏的刚

度值约 2~6 kPa，肝纤维化阶段的肝脏刚度值大于

8 kPa，肝硬化阶段的肝脏刚度值大于 12.5 kPa［11］。

有部分研究认为，HSC活化并向MFB样表型转分

化的行为很大程度上取决于ECM的刚度，因为柔

软的基质膜等培养基底有助于新鲜分离的HSC维

持其静息态表型，转化生长因子β1（transforming
growth factor beta 1，TGF-β1）等促纤维化细胞因

子的刺激均不能有效地促使柔软基底上的HSC活

化，而传统的塑料平板培养基底则有助于促进

HSC活化并向MFB表型转分化［12-14］，但目前尚不

清楚相对柔软的 ECM能否使活化态HSC重新恢

复为静息态表型，且上述研究均是以传统的 2D体

外培养模型为基础的，无论是由基质膜或是其他

ECM组分构成的 2D体外培养模型均由于其局限

性，不能体现生理 3D环境下复杂的、多细胞的生

物学进程，不能重建健康或纤维化肝脏的ECM架

构，更不可避免地导致细胞出现非生理性的生物

学行为。例如，当从组织中新鲜分离并置于塑料

平板培养基底上培养的时候，很多种类型的细胞

的形态均会变得越来越平坦，表现出异常的分裂

行为并丧失其特异性的分化表型［15］。相反，当置

于 3D培养环境中时，某些种类的细胞却可以恢复

其生理性的行为及功能：培养在 3D环境中的去分

化软骨细胞能够重新表达软骨标记物［16］，而培养

于 3D环境中的乳腺上皮细胞则会终止其失控的

分裂行为，并组装成腺泡样结构［17］。因此，研究

HSC转分化与 ECM刚度之间的相互关系尚需从

ECM维度的角度作进一步的探讨。为此，本研究

利用浓度为 1 mg/mL的纤维蛋白水凝胶分别构建

2D及 3D的体外培养基质模型，旨在通过观察活

化态HSC在柔软 ECM中转分化行为的改变以研

究活化态HSC在柔软 ECM中重新恢复为静息态

的可能性，以期为基于HSC的抗纤维化治疗提供

新的思路。

1 材料与方法

1.1 实验动物及细胞来源

健康雄性 Sprague-Dawley（SD）大鼠 5 只，清

洁级，体质量 400~500 g，出生 12~15 周，购自上

海斯莱克实验动物有限责任公司，动物许可证编

号：SCXK（泸）2017-0005。动物饲养于相对温度

（22±2）℃，相对湿度 60%±10 % 的环境中，普通大

鼠饲料喂养。原代HSC-T6采用胶原酶二步原位

灌注［18-19］由大鼠肝脏中分离提取，通过连续传代

7代以上使细胞自发获得永生性，并稳定表达MFB
表型。

1.2 主要试剂

三文鱼纤维蛋白原（Salmon fibrinogen）及三文

鱼血凝酶（Salmon thrombin）购自 Sea Run Holdings
公司；CCK8 检测试剂盒购自日本同仁；DMEM
（Dulbecco Modified Eagle Medium）培养基（高糖）

购自 Hyclone；胎牛血清购自 Gibco 公司；中性分

散酶（Dispase Ⅱ）购自 Sigma-Aldrich 公司；Alexa
Fluor 647 标记的兔抗鼠 α-SMA 抗体购自 Abcam
公司；SDS-PAGE 凝胶配制试剂盒、考马斯亮蓝

R-250、抗荧光衰减封片剂（含DAPI）及封闭山羊

血清购自北京索莱宝；预染蛋白质Marker（PageR⁃
uler® Plus Prestained Protein Ladder）及BCA蛋白浓
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度测定试剂盒（Micro BCATM Protein Assay Kit）均购

自 Thermo Fisher公司；其余生化试剂均为进口分

装或国产分析纯。

1.3 实验方法

1.3.1 细胞培养 HSC-T6 用含 10%FBS 的高糖

DMEM培养液，在 37 ℃，5% CO2饱和湿度的培养

箱中培养，待细胞生长至约70%~80%汇合状态时，

用 2.5 g/L胰酶进行消化，显微镜下观察细胞质回

缩，细胞间隙增大后，即加入含 10%FBS的DMEM
培养液终止消化，并按 2×105~3×105 个细胞的接

种比例接种于 25 cm2一次性塑料培养瓶，使用第 7
代的细胞进行实验。

1.3.2 2D 及 3D 体外培养基质模型的构建及降

解 三文鱼纤维蛋白原以 T7 Buffer于 4 ℃下匀速

震荡溶解，配制成浓度为 2 mg/mL并以 1∶1的比例

分别与无血清DMEM培养基或HSC-T6细胞悬液

混匀制得 2D或 3D工作液并加至 24孔板或 96孔

板中，采用三文鱼血凝酶（0.1 U/μL）在 37 ℃下分

别与 2D或 3D工作液反应 30 min使其聚合为纤维

蛋白水凝胶。聚合完毕后于 2D孔及对照组的孔

中加入HSC-T6的细胞悬液后继续将孔板放置于

37 ℃培养箱中培养使细胞贴壁，30 min后取出孔

板，往各孔中加入等量的含 10% FBS的DMEM培

养基，37 ℃培养箱中培养。当需要取出水凝胶中

的HSC-T6细胞进行实验时，则吸弃培养液，采用

Dispase Ⅱ溶液充分降解纤维蛋白水凝胶后收集细

胞悬液，离心后弃去上清，以含 10% FBS的DMEM
培养基重悬备用。

1.3.3 CCK8 法测定细胞相对增殖活力 取对数

生长期的同代HSC-T6接种于 96孔板的 2D及 3D
纤维蛋白水凝胶（1×104个细胞/孔）中，37 ℃，5%
CO2饱和湿度的培养箱中分别培养 24、48、72、96 h
后，光镜下观察各组细胞形态并拍照，每组每孔加

入 10 μL的CCK-8溶液，37 ℃孵育 3 h后，用酶联

免疫检测仪于 450 nm 波长处测出各孔吸光度

（OD），并以实验组 OD值/对照组 OD值的计算方

式计算出各组细胞的相对增值比（%）。

1.3.4 免疫荧光化学检测 以 1.3.2的方法于直

径 10 mm无菌圆盖玻片上构建 2D及 3D纤维蛋白

水凝胶培养模型，盖玻片置于 6孔板中，在 37 ℃，

5% CO2饱和湿度的培养箱中培养 72 h后，吸弃各

组培养液，40 g/L多聚甲醛溶液室温固定20 min，体
积分数 0.5%的Triton X-100透膜处理 20 min，透膜

完毕后加入10%山羊血清封闭液37 ℃下封闭1.5 h。
封闭完毕后，吸弃封闭液，加入 1/3000稀释比的

Alexa Fluor 647标记的抗α-SMA抗体 100 μL，室
温避光孵育 2 h，回收抗体，用 10%山羊血清封闭

液冲洗一次，20 min，直接滴入含 DAPI抗淬灭封

片剂封片，置于激光共聚焦扫描显微镜（LSM 700
SYSTEM，ZEISS）下观察拍照。利用 Image J图像

分析软件分析各组的荧光图片的细胞平均光密度

值，进行统计学分析。

1.3.5 明胶酶谱实验 取对数生长期的同代

HSC-T6接种于 24孔板的 2D及 3D纤维蛋白水凝

胶（1×105个细胞/孔）中，37 ℃，体积分数 5% CO2

饱和湿度的培养箱中培养 72 h后，收集各组细胞

上清液，BCA蛋白浓度测定试剂盒测定各样品蛋白

浓度后在 150 V条件下进行 SDS-PAGE电泳（10%
分离胶中明胶终浓度为 0.1%）。电泳结束后将凝

胶移至洗脱液（2.5% Triton X-100，50 mmol/L Tris-
HCL PH 7.5，5 mmol/L CaCl2，1 μmol/L ZnCl2）中振

荡洗脱。洗脱完毕后，将凝胶移至孵育液（1 %
Triton X-100，50 mmol/L Tris-HCL PH 7.5，5 mmol/L
CaCl2，1 μmol/L ZnCl2）中，37 ℃水浴锅中孵育48 h，
弃去孵育液，加入考马斯亮蓝R-250染色液震荡

染色 8 h，吸弃染色液，加入脱色液（40%甲醇，10%
乙酸）脱色1~2 h直至凝胶出现明显清晰的负染条

带。凝胶用化学发光成像仪（Image Quant Las4000，
GE Healthcare）观察并拍照，图片用 Image J图像分

析软件分析各组条带的平均光密度值，进行统计

学分析。

1.3.6 原子力显微镜（Atomic Force Microscopy，
AFM）实验 取对数生长期的同代 HSC-T6接种

于 24孔板的 2D及 3D纤维蛋白水凝胶（1×105个细

胞/孔）中，37 ℃，体积分数 5% CO2饱和湿度的培

养箱中培养 72 h后，按 1.3.2的方法取出水凝胶中

的HSC-T6并接种于多聚赖氨酸预包被的 35 mm
培养皿，37 ℃培养箱中孵育贴壁6 h。贴壁完毕后样

品置于原子力显微镜（Dimension FastScan，Bruker）
载物台上，镜下确定合适的细胞后在操作界面选

择接触模式（contact mode）进行样品逼近，当针尖

接触细胞表面后开始 30 μm×30 μm范围的细胞扫

描，所有样品的扫描均是在液态室温条件下应用

AFM进行扫描。本实验采用的氮化硅微悬臂的

弹性系数为 0.01 N/m，硅探针（Scanasyst-Fluid+，
Bruker Probes）针尖曲率半径 20 nm，用接触模式

陈 烨，等. 柔软纤维蛋白水凝胶对活化态肝星状细胞转分化行为的影响 11
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成像得出细胞表面力曲线，通过NanoScope Analy⁃
sis 1.40基于 DMT（Derjaguin-Muler-Toporov）模型

分析力曲线计算出其杨氏模量以衡量细胞表面不

同位置（细胞核、质、边缘）的变形能力。

1.4 统计学处理

用 GraphPad Prism 5统计软件进行分析。数

据均采用均数±标准差（x ± s）表示，细胞增殖活力

实验数据采用两因素方差分析（Two-Way ANO⁃
VA），其余实验数据采用单因素方差分析（One-
Way ANOVA），实 验 数 据 的 组 间 比 较 均 采 用

Tukey′s检验。检验水准α=0.05。

2 结 果

2.1 2D及 3D纤维蛋白水凝胶中HSC-T6细胞

形态差异

HSC-T6置于 2D及 3D纤维蛋白水凝胶上培

养 72 h后，置于光镜下观察细胞形态，对比普通培

养皿（对照组）上培养的细胞，对照组的细胞扁平，

完全伸展，形态不规则且面积较大（图 1 A）；2D组

的细胞形态伸长呈不规则放射型，并有更为修长

的 2~3支分支发出（图 1 B）；3D组的细胞于纤维

蛋白水凝胶中形成一种 3D细胞群落球状体，球状

体形态较规则，球状体大小随培养天数的增加而

增加，光镜下观察培养 24 h、48 h、72 h后的细胞球

状体无伸展的趋势，但 96 h后水凝胶开始失去维

持细胞球状体的能力，球状体形态变得不规则，表

现出向外伸展的趋势（图 2）。

A：HSC- T6 cells were cultured for 72 h on plastic（control
group）；B：HSC-T6 cells were cultured for 72 h on 1 mg/mL fibrin
gel（2D group）. Scale bar：50 μm.

Fig.1A showed typical MFB- like morphology with fully ex⁃
tended，and flat，irregular shape；Fig.1B showed that cells on fibrin
gel tended to be more slender with more branchesin contrast to the
control group.
图 1 HSC-T6于塑料培养皿及 2D纤维蛋白水凝胶培养

72 h后的细胞图

Fig.1 Photomicrograph of HSC-T6 cells cultured for
72 h on plastic and 2D fibrin gel

A BA B

Fig.2 showed that cells grew into amulticellular spheroidin 1 mg/mL fibrin gel（3D group）and were maintained a regular form
during the culture course from 24-72 h，but exhibited extensional trend after cultured for 96 h. The colony size of the multicellular
spheroid increased over time. Scale bar：50 μm.

图 2 HSC-T6于 3D纤维蛋白水凝胶培养 96 h的细胞图

Fig.2 Photomicrograph of HSC-T6 cultured in 3D fibrin gel during 96 h

2424 hh 4848 hh 7272 hh 9696 hh

2.2 1 mg/mL纤维蛋白水凝胶对HSC-T6细胞

增殖活力的影响

通过 CCK8试剂盒检测出的 OD值以实验组

OD值/对照组OD值的计算方式得出不同时间段

2D及 3D纤维蛋白水凝胶培养条件下HSC-T6的

相对增殖比（%），1×104个细胞/孔的HSC-T6培养

于 2D及 3D纤维蛋白水凝胶中 24 h后的相对增殖

率分别为（28.3±19.8）%、（74.0±13.7）%；48 h后的

相对增殖率分别为（42.3±7.6）%、（55.7±10.3）%；

72 h后的相对增殖率分别为（86.2±10.2）%、（62.8±
3.1）%；96 h后的相对增殖率分别为（102.7±5.6）%、

（83.9±5.5）%。以HSC-T6的细胞相对增殖比（%）

作为应变量，将细胞培养条件（普通培养皿及 2D、

3D纤维蛋白水凝胶）与培养时间作为两个因素，

12
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经 Two-Way ANOVA分析结果见表 1。细胞培养

条件分组与培养时间分组的效应差异均有统计学

意义（P<0.05），且两分组之间存在交互（P<0.05），

提示细胞培养条件及细胞培养时间两个因素协同

作用于细胞增殖。进一步采用Tukey′s检验分析，

如图 3所示，在培养 24~72 h的时间段里，2D纤维

蛋白水凝胶明显抑制HSC-T6的增殖，其相对增

殖率与对照组之间差异均具有统计学意义（P<
0.05），96 h后两组相对增殖率差异无统计学意义

（P>0.05）；而 3D纤维蛋白水凝胶在 24~96 h的任

何时间段里均表现出对HSC-T6增殖的有效抑制

能力，其相对增殖率与对照组之间差异具有统计

学意义（P<0.05）。

2.3 1 mg/mL纤维蛋白水凝胶对HSC-T6细胞

α-SMA应力纤维及表达的影响

如图4所示，培养72 h后，对照组的HSC-T6高
度表达 α-SMA，平均荧光强度为 4.9±0.4，α-SMA
应力纤维紧密；2D及 3D组HSC-T6的 α-SMA表

达均较对照组下降，其中 2D组 α-SMA平均荧光

强度为 3.3±0.4（P<0.05），3D组α-SMA平均荧光强

度为 3.8±0.4（P<0.05），2D及 3D组两组间差异无

统计学意义（P>0.05）。与对照组比较，2D组细胞

的α-SMA应力纤维较松散，而 3D组中“细胞群落

球状体”则仅在球状体外围一层的细胞形成较紧

密的α-SMA应力纤维，而其内部的α-SMA应力纤

维较松散。

2.4 1 mg/mL纤维蛋白水凝胶对HSC-T6细胞

变形能力的影响

AFM三维成像显示：对照组HSC-T6呈星形

伸展，胞体扁平，表面粗糙并分布多处大小不等凸

起及凹陷；2D组HSC-T6呈纺锤形，胞体较对照组

饱满，表面仍可见多处凸起及凹陷，但整体较对照

组表面平整；3D组HSC-T6细胞则较 2D组胞体更

为饱满，表面更为平整，胞核高度远远高于胞质

（图 5A）。进一步利用细胞成像得出每组 3~5个细

胞不同部位（核、质、边缘）各 40条力-距离曲线并

计算其杨氏模量以表征细胞变形能力，结果显示：

对照组HSC-T6杨氏模量分别为：（12.8±2.8）kPa
（胞核）、（285.9±67.7）kPa（胞质）、（556.1±101.3）
kPa（边缘）；2D组HSC-T6杨氏模量分别为（9.2±
3.0）kPa（胞核）、（81.1±20.5）kPa（胞质）、（443.7±
137.7）kPa（边缘）；3D组HSC-T6杨氏模量分别为

（8.3±2.6）kPa（胞核）、（184.8±76.6）kPa（胞质）、

（471.7±135.2）kPa（边缘）。经柔软纤维蛋白水凝

胶培养后，HSC-T6各部位的变形能力均较对照组

下降，差异具有统计学意义（P<0.05），3D组HSC-
T6胞质明显较 2D组变形能力更强（P<0.05），而在

胞核及细胞边缘部位，两者变形能力差异无统计

学意义（P>0.05；图 5B）。

表 1 1 mg/mL纤维蛋白水凝胶对HSC-T6增殖活力影响

的Two-Way ANOVA分析（应变量：细胞相对增殖比）

Table 1 Two-Way ANOVA analysis of the effect of 1mg/
mL fibrin gel on the proliferation in HSC-T6（Dependent

variable: cell viability）

Source of variations
Treatment 1）

Time 2）

Interaction 3）

Residual

SS
28 445
16 342
22 832
7 507

DF
2
3
6

99

MS
14 222
5 447
3 805

75.83
Treatment：Plastic，2D or 3D fibrin gel cultured；Time：Cul⁃

tured for 24 h，48 h，72 h or 96 h；Interaction：Treatment×Time；
SS：Sum of Square；DF：Degrees of Freedom；MS：Mean square. 1）
Treatment factor accounts for approximately 37.08 % of the total vari⁃
ance. F = 187.55，P < 0.0001；2）Time factor accounts for approxi⁃
mately 21.30 % of the total variance. F = 71.84，P < 0.0001；3）In⁃
teraction accounts for approximately 29.77 % of the total variance.
F = 50.18，P < 0.0001；n = 9.

Fig.3 showed that soft fibrin inhibited the proliferation of HSC-
T6 cells. CCK-8 was carried out to identify the cell viability of HSC-
T6 treated with 1 mg/mL 2D and 3D fibrin gel and plastic（control）at
different time points（24 h，48 h，72 h，96 h）. The data was ex⁃
pressed as the x ± s（n=9）. 1）P<0.05 vs control（Tukey′ s multiple
comparisons test after Two-Way ANOVA）. Pcontrol vs 2D：24~48 h <0.001，
Pcontrol vs 2D：72 h <0.05，Pcontrol vs 2D：96 h >0.05，Pcontrol vs 3D：24~96 h <0.001.
图 3 1 mg/mL纤维蛋白水凝胶抑制HSC-T6增殖活力

Fig.3 1 mg/mL fibrin gel inhibited the proliferation of
HSC-T6
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2.5 1 mg/mL纤维蛋白水凝胶对HSC-T6细胞

MMP-2及MMP-9表达的影响

如图 6所示，对照、2D及 3D组HSC-T6的细胞

培养上清用明胶酶谱法均能检测出 MMP-2 和

MMP-9的活性条带，其中MMP-2（72kDa）的平均

光密度值分别为 48.2±1.2（对照组）、43.8±2.0（2D
组）、35.1±1.0（3D组）；MMP-9（92 ku）的平均光密

度值分别为 66.6±1.2（对照组）、61.4±1.1（2D组）、

57.1±1.8（3D组）。对比对照组，1 mg/mL纤维蛋白

水凝胶明显抑制HSC-T6细胞MMP-2及MMP-9
的表达，其中 3D纤维蛋白水凝胶对HSC-T6细胞

MMP-2及MMP-9表达的抑制能力较 2D组更高，

各组间差异均有统计学意义（P<0.05）。

3 讨 论

纤维蛋白具备优秀的生物相容性，被广泛用

于生物组织工程的研究中［20］，本研究利用三文鱼

纤维蛋白原聚合成浓度为 1 mg/mL的纤维蛋白水

凝胶，其对应刚度约为 90 Pa［21］，为活化态HSC-T6
构建一个相对柔软的 ECM 环境以研究活化态

HSC-T6在纤维化逆转过程中重新恢复为静息态

的可能性。本研究发现，柔软的纤维蛋白水凝胶

能在一定程度上抑制活化态HSC-T6的转分化行

为，这主要体现在几个方面：①HSC向MFB表型

转分化的重要标记物α-SMA的表达在 2D及 3D纤

维蛋白水凝胶构建的细胞外环境下均有明显的下

降。有研究认为HSC的转分化更多依赖基底刚度

并需要HSC黏附基质蛋白产生机械张力［13］，而根

据免疫荧光结果显示，培养在柔软纤维蛋白水凝

胶上的 2D组细胞α-SMA应力纤维明显较于僵硬

塑料培养皿上培养的对照组细胞松散，从而不能

产生强而有力的机械张力促进 HSC-T6 的转分

化。另外，虽然 2D及 3D组细胞α-SMA的表达无

明显差异，但 3D组细胞球状体外围α-SMA应力

纤维明显亦较 2D组细胞紧密，3D组球状体内部

A：Immunofluorescense staining of α-SMA（red）in HSC-T6 treated by plastic and 1 mg/mL 2D and 3D fibrin gel for 72 h. Scale bar：50 μm；

B：Fluorescence intensity of α-SMA in HSC-T6. Fig.4A showed that the HSC-T6 cells in the control group and the periphery of multicellular spher⁃
oid in the 3D group had a denser α-SMA stress fiber than the 2D group；Fig.4B showed that the fluorescence intensity signals of α-SMA were re⁃
duced when treated with 1 mg/mL fibrin gel. The data was expressed as the x ± s（n=9）. 1)P<0.05 vs control（One-Way ANOVA）. F=23.61，Pcontrol vs 2D<
0.001，Pcontrol vs 3D<0.05，P2D vs 3D>0.05.

图 4 1 mg/mL纤维蛋白水凝胶对HSC-T6的α-SMA应力纤维形成及表达的影响

Fig.4 The effect of 1 mg/mL fibrin gel on the assembly of α-SMA stress fiber and expression in HSC-T6
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则仅仅可见松散的α-SMA应力纤维形成，我们推

测这是由于 3D ECM有限的生长空间对细胞产生

“束缚力”所致，细胞球状体随着细胞的增殖不断

增大，而球状体外围的细胞被球状体内部的细胞

不断推挤，以致外围的细胞所能感受到的基质作

用力明显高于内部的细胞，因此形成相对球状体

内部较紧密的α-SMA应力纤维形成。本研究通

过AFM测量各组HSC-T6细胞的不同部位的杨氏

模量，结果显示对照组细胞各部位的变形能力均

高于 2D及 3D组，而 3D组的细胞质部位的变形能

力高于 2D组，这从一定程度上验证了我们对免疫

荧光结果的推测。②通过CCK-8实验，柔软的纤

维蛋白水凝胶能明显抑制活化态HSC-T6细胞的

增殖活力，但 3D基质比 2D基质对HSC-T6细胞增

殖活力的抑制更持久，这可能是由于 3D基质对细

胞生长的限制性所致。③活化的HSC是可降解基

膜样基质成分Ⅰ、Ⅳ型胶原蛋白的 MMP-2 和

MMP-9的主要来源［22-23］。在早期肝损伤进程中及

活动性纤维发生的瘢痕区域均可发现MMP-2和

MMP-9表达的增加，亦有越来越多研究认为这两

A：The morphological image of HSC-T6 after treated with plastic and 1 mg/mL 2D and 3D fibrin gel for 72 h；B：Young′s modulus of HSC-T6
after treated with plastic and 1 mg/mL 2D and 3D fibrin gel for 72 h determined by AFM and live cell imaging measurements.

Fig.5A showed that the morphological changes of HSC-T6 after treated with plastic and 1 mg/mL 2D and 3D fibrin gel for 72 h；Fig.5B showed
that 2D and 3D fibrin gel had a different effect on the cellular deformability of different cellular regions. The data was expressed as the（n= 40）. 1）P<
0.05 vs control；2）P<0.05，2D vs 3D（One-Way ANOVA）. Fnucleus = 29.97，Pcontrol vs 2D <0.001，Pcontrol vs 3D <0.001，P2D vs 3D >0.05；Fcytoplasm = 115.8，Pcon⁃
trol vs 2D <0.001，Pcontrol vs 3D <0.001，P2D vs 3D <0.001；Fmargin = 8.727，Pcontrol vs 2D <0.001，Pcontrol vs 3D <0.05，P2D vs 3D >0.05.

图 5 1 mg/mL纤维蛋白水凝胶对HSC-T6的细胞形态及变形能力的影响

Fig.5 The effect of 1 mg/mL fibrin gel on the cellular morphology and deformability in HSC-T6 cells
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者是肝纤维化进程中导致正常基膜样基质降解，

ECM重构，促进HSC活化的重要角色［24-25］。本研

究明胶酶谱实验显示，柔软的纤维蛋白水凝胶能

够抑制HSC-T6 细胞MMP-2和MMP-9的表达，但

2D和 3D基质对MMP-2和MMP-9表达的抑制程

度存在差异性。

本研究通过观察HSC-T6细胞α-SMA、MMP-
2和MMP-9的表达、细胞变形能力及增殖活力等

几个方面证明柔软的ECM能够抑制活化态HSC-
T6的转分化，但尚不能使其恢复至α-SMA阴性的

静息态表型，同时发现HSC-T6细胞在 2D及 3D细

胞外环境中的细胞行为存在较大的差异。其中

3D ECM的拓扑学结构如何改变细胞形状和细胞

骨架，进而影响细胞信号通路和功能，3D ECM中

被动和主动的机械力转导与普通组织培养皿或

2D ECM的刚性或线性弹性力学，以及 ECM的化

学和物理结构如何影响可溶性因子的转运和利用

率。对于这些问题的研究对深入探索抑制HSC转

分化或逆转其活化态表型的机制有着深远的意

义，为基于HSC的抗纤维化及肝硬化治疗提供新

的思路和治疗靶点。

Fig.6 showed that the expression of MMP-2 and MMP-9 inhibited by 1 mg/mL 2D and 3D fibrin gel. SDS-PAGE gelatin zymography was per⁃
formed to determine the expression of MMP-2 and MMP-9 by using the conditioned media which was harvested after 72 h fibrin gel treatment. The
data was expressed as the x ± s（n=6）. 1）P<0.05 vs control；2）P<0.05，2D vs 3D（One-Way ANOVA）. FMMP-2=94.22，Pcontrol vs 2D<0.05，Pcontrol vs 3D <
0.001，P2D vs 3D <0.001；FMMP-9=58.51，Pcontrol vs 2D<0.001，Pcontrol vs 3D <0.001，P2D vs 3D <0.001.

图 6 1 mg/mL纤维蛋白水凝胶抑制HSC-T6细胞MMP-2及MMP-9的表达

Fig.6 Inhibition of MMP-2 and MMP-9 expression by 1 mg/mL fibrin gel treatment in HSC-T6
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