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摘要:[目的]:通过探讨奥曲肽干预人肝星状细胞株LX-2后的细胞增殖和凋亡情况以及STAT3、SOCS3的表

达水平,进一步研究奥曲肽对人肝纤维化进程可能的调控机制。[方法]体外培养 LX-2,使用不同浓度的奥曲肽

(10-3、10-4、10-5、10-6mmol/L)作用于LX-224h后,采用 MTT法和 TUNEL荧光法分别检测LX-2的增殖和凋

亡情况,采用免疫细胞化学法检测STAT3、SOCS3蛋白水平的表达,采用 RT-PCR法检测STAT3和SOCS3mR-
NA水平的表达。[结果]奥曲肽可以降低LX-2的增殖速度,并促进其凋亡;同时,奥曲肽能够下调STAT3、SOCS3
在蛋白及 mRNA水平的表达。[结论]奥曲肽可以通过抑制 LX-2增殖、促进其凋亡从而延缓肝纤维化进展,并且

该作用可能是通过抑制STAT3、SOCS3的表达实现的。
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Abstract:[Objective]Tostudytheeffectofoctreotideonproliferation,apoptosisandtheexpression
levelofSTAT3andSOCS3inhepaticstellatecellsLX-2,furthertodiscussthepossibleregulationmecha-
nismofoctreotideonhumanhepaticfibrosisprocess.[Methods]LX-2wereculturedinvitro,andwerein-
tervenedbydifferentconcentrationsofoctreotide(10-3,10-4,10-5,10-6mmol/L)for24h,proliferationand
apoptosisofLX-2weredetectedbyMTTandTUNEL,theexpressionofSTAT3andSOCS3proteinwere
measuredbyimmunocytochemistry,andtheexpressionofSTAT3andSOCS3mRNAlevelsweredetected
byRT-PCR.[Results]octreotidecanreducetheproliferationofLX-2,andpromoteapoptosis.Atthesame
time,octreotidecanenhancetheproliferationofSOCS3andSTAT3atmRNAandproteinlevel.[Conclu-
sion]OctreotidemayinhibitLX-2proliferation,andpromoteapoptosistodelaytheprogressofliverfibro-
sis,andtheeffectmaybethroughinhibitiontheexpressionofSTAT3andSOCS3.
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　　肝纤维化是继发于多种慢性肝损害后肝脏组织

的代偿修复反应,是发展为肝硬化甚至肝癌的必经

阶段。肝星状细胞(hepaticstellatecell,hsc)被认

为是肝纤维化形成的关键细胞,是产生细胞外基质

的主要来源细胞。HSC的激活、增殖、并转化为肌

成纤维细胞(myofibroblast,MFB)是肝纤维化发生

的中心环节[1]。因此,抑制 HSC的活化、增殖、诱导

活化的 HSC凋亡、促进其已合成的细胞外基质降



解则成为阻止和逆转肝纤维化的主要途径之一。
研究表明,生长抑素及其衍生物奥曲肽具有抑

制多种激素的释放,抑制包括 HSC等多种细胞增

殖的作用[2]。然而其抑制 HSC增殖的分子机制尚

未完全阐明。也有研究证实,JAK/STAT3/SOCS3
信号通路能够调节细胞过度生长,与肝脏及血液系

统等恶性增生性疾病的发生关系密切[3-4]。本文旨

在研究在奥曲肽抑制人肝星状细胞活化增殖和凋亡

中STAT3和SOCS3的表达变化,为奥曲肽今后用

于临床治疗肝纤维化提供更多理论和实验依据。

1　材料与方法

1.1　材料

人肝星状细胞株LX-2购自上海汉博生物科技

有限公司,醋酸奥曲肽注射液由瑞士诺华制药有限

公司生产(NovartisPharmaAG),批准文号:国药

准字 H20090948;MTT 细胞增殖检测试剂盒购于

上海碧云天公司,Tunel荧光凋亡试剂盒购于美国

Roche公司。

1.2　方法

1.2.1　细胞实验及分组　用含10%胎牛血清的

DMEM 培 养 液 培 养 LX-2,按 加 入 奥 曲 肽 浓 度

(10-3、10-4、10-5、10-6mmol/L)不同进行分组。

1.2.2　MTT 法　用胰蛋白酶消化 LX-2细胞,离
心后制成5×104/ml的细胞悬液,将细胞悬液接种

到96孔板中(每孔100ul),培养24h待细胞贴壁

后分组,分为对照组、奥曲肽组(10-3、10-4、10-5、

10-6mmol/L浓度组),每组设6个复孔,其中对照

组每孔加入100ul普通培养液代替,各组继续培养

24h后弃旧培养基,加入无血清的 DMEM90ul/
孔,MTT液10ul/孔,混匀后继续培养4h,弃培养

基,加入Formazan溶解液100ul/孔,直至光学显微

镜下Formazan全部溶解,用酶标计数仪测定每孔

570nm 波长的吸光值(A 值)。按下列公式计算抑

制率:细胞抑制率=(1-实验组 OD 值/对照组 OD
值)×100%。

1.2.3　TUNEL荧光法　取细胞浓度为5×104/

ml的 LX-2接种至六孔板内爬片,待细胞生长至

80%左右融合时,换无血清的 DMEM 培养液同步

化24h,按照不同浓度分为对照组和奥曲肽组,每
组设6复孔,再予以药物干预24h。室温条件下,

4%多聚甲醛固定15min,PBS缓冲液洗5min×3
次;滴加0.2%TritonX-100,2℃~8℃冰浴上作用2
min,弃 TritonX-100,PBS缓冲液洗5min×3次。
按照说明书配制 Tunel混合液,每张盖玻片滴加60
ulTunel混合液,37℃、湿盒中避光孵育60 min,

PBS缓冲液洗5min×3次,晾干。滴加 DAPI染色

约5min,PBS缓冲液洗5min×3次。荧光抗淬灭

剂封片,倒置荧光显微镜观察拍照,其中红色为凋亡

细胞,蓝色为非凋亡细胞,并计算凋亡率。凋亡率

(%)=凋亡细胞/总细胞数目×100%。

1.2.4　免疫细胞化学　取六孔板接种 LX-2细胞

进行 爬 片,分 别 加 入 奥 曲 肽 浓 度 为 10-3、10-4、

10-5、10-6mmol/L培养基及空白对照培养基,继续

培养24h,采用PV 二步法检测STAT3和SOCS3
蛋白,一抗为兔抗人STAT3和SOCS3抗体,二抗

为鼠抗兔抗体,采用 DAB显色,显微镜观察,每张

片子随机选取5个视野拍照(×200),使用Image-
ProPlus6.0图像分析软件进行图片结果分析。

1.2.5　RT-PCR法　采用 TRIzol一步法提取各组

细胞总RNA,用核酸蛋白测定仪测定 RNA 含量及

纯度,OD260/OD280 均在 1.8~2.0 之间。采用

25μl反应体系,以 GAPDH 作为内参基因,RNA 逆

转录成cDNA,GAPDH 内参基因引物购自 Applied
Biosystem 公司,STAT3及 SOCS3引物由上海捷

瑞生物工程公司合成(引物序列见表1)。

PCR反应体系为:2×TaqMasterMix12.5μl、
上游引物 1.5μl、下游引物 1.5μl、ddH2O:6.5μl、

DNA模板(cDNA 溶液)3μl。反应条件为:94℃预

变性3min;循环周期:94℃30s,55℃30s,72℃60
s,共30个循环;72℃彻底延伸5min。电泳分析:取

5μlPCR反应产物经2%琼脂糖凝胶电泳,结果使

用凝胶成像系统成像,采用凝胶分析软件进行灰度

值分析,各组以 STAT3、SOCS3基因与内参基因

GADPH 进行灰度值比较,其前后两者的比值表示

目的基因相对表达量。

表1　STAT3及SOCS3引物序列

基因 序列 扩增长度(bp)

STAT3 上游引物序列 5’-CCTGAAGCTGACCCAGGTAG-3’ 133

下游引物序列 5’-TTCCAAACTGCATCAATGAATC-3’

SOCS3 上游引物序列 5’-TCGCCACCTACTGAACCCT-3’ 247

下游引物序列 5’-GGTCCAGGAACTCCCGAAT-3’
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1.3　统计学处理

采用SPSS17.0软件进行统计学分析,结果用

■x±s表示,计量资料采用单因素方差分析,组间两

两比较采用LSD检验方法,P<0.05为有统计学意

义。

2　结果

2.1　奥曲肽对肝星状细胞增殖的影响

MTT结果显示,与对照组比较,奥曲肽在10-3

~10-6mmol/L浓度范围内呈浓度依赖性及时间依

赖性抑制LX-2增殖,奥曲肽浓度越高,干预时间越

长,其发挥抑制LX-2细胞增殖的作用最强,各组间

差异有统计学意义(P<0.05),见表2。

2.2　奥曲肽对人肝星状细胞凋亡的影响

TUNEL荧光法结果显示:奥曲肽可以促进

LX-2凋亡,随奥曲肽浓度的增加干预时间的延长,

LX-2凋亡率逐渐增加,各组间差异具有统计学意义

(P<0.05),结果见表2,图1。

2.3　RT-PCR 法检测 STAT3、SOCS3 mRNA 的

表达

RT-PCR法结果显示,各 OCT组STAT3mR-
NA、SOCS3 mRNA 表达量均 明 显 低 于 对 照 组,

STAT3mRNA表达量与OCT浓度成正比,SOCS3
mRNA表达量与 OCT浓度无关,结果见图2。

表2　奥曲肽对LX-2细胞 MTT值及抑制率和调亡率的影响

组别 A值 抑制率/% 24h凋亡率

对照组 0.939±0.040 - 4.998±0.780

10-6 mmol/L 0.814±0.037 10.500±3.97 9.132±0.808

10-5mmol/L 0.715±0.029 23.834±3.04 11.836±1.052

10-4mmol/L 0.653±0.032 30.415±3.42 14.714±1.185

10-3mmol/L 0.551±0.044 41.363±4.68 16.346±0.643

A:对照组;B:10-6mmol/L;C:10-5mmol/L;D:10-4mmol/L;E:10-3mmol/L。

图1　Tunel荧光法测不同浓度奥曲肽对LX-2细胞凋亡的影响

条带从左至右依次为对照组、10-3mmol/L、10-4mmol/L、10-5mmol/L、10-6mmol/L。

图2　RT-PCR检测奥曲肽对STAT3mRNA、SOCS3mRNA表达的影响
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2.4　免疫细胞化学法检测STAT3、SOCS3蛋白的

表达

免疫细胞化学结果显示:LX-2细胞的胞质中可

表达 STAT3蛋白、SOCS3蛋白。OCT 可以降低

STAT3、SOCS3蛋白的表达。STAT3蛋白表达量

随奥曲肽浓度增加而增加,SOCS3mRNA 表达量

与 OCT浓度无关,结果见图3。

A:24h对照组;B:48h对照组;C:72h对照组;D:24h10-4mmol/L;E:48h10-4mmol/L;F:72h10-4mmol/L;G:

24h10-6mmol/L;H:48h10-6mmol/L;I:72h10-6mmol/L。

图3　不同浓度奥曲肽干预LX-2Stat3、Socs3蛋白表达情况(×200)

3　讨论

JAK/STAT(Januskinase/signaltransducer
andactivatoroftranscription-3)信号通路及其负调

控细胞因子SOCS3能够抑制细胞过度生长、诱导细

胞凋亡[5],具有维持细胞稳定的作用[6],被广泛认为

可能是治疗肝纤维化的潜在靶点[7-8]。STAT3分子

过高表达可以通过上调凋亡抑制基因(如 Bcl-XL、

Bcl-2、c-Myc、Mcl-1、c-Jun、Fas、VEGF、周期素 D1)
的表达,达到抑制细胞凋亡的目的,广泛参与人类多

种恶性肿瘤的发 生、演 进[9]。近 期 研 究 亦 表 明,

STAT3具有加重肝纤维化的作用[10-12]。

1997年 SOCS 家 族 的 发 现 并 补 充 了 JAK/

STAT信号通路的负调控机制。目前已知的SOCS
家族由SOCS1-7、CIS组成,其中对STAT3抑制作

用最明显的是SOCS3。有研究表明,在正常生理条

件下、肝纤维化早期及进展期,SOCS3的表达量均

不同。SOCS3低表达与炎症、肿瘤和自身免疫疾病

相关,而高表达与糖尿病和病原免疫逃脱相关[13]。

JAK/STAT信通路诱导SOCS3表达增加,产生的

SOCS3以两种不同的方式抑制JAK/STAT信号转

导。SOCS3 除 了 能 够 直 接 抑 制 JAK1、JAK2 和

TYK2的催化活性,SOCS3还可以通过泛素化途径

使JAK和相关细胞因子受体降解,最终抑制抑制

JAK/STAT信号转导[14]。研究表明,在正常肝脏

中,SOCS3表达较少[15],Wang等[16]采用 CCl4致

大鼠肝纤维化模型时发现,在造模初期肝组织表达

SOCS3明显高于正常组,但是在造模后期,SOCS3
表达水平反而低于正常组。由此可见,在肝纤维化

发展阶段,SOCS3表达量明显降低。多项研究报

道[17-18]指出,SOCS3过表达可以抑制STAT3的磷

酸化和下调cyclinD1和 Bcl-x1,从而抑制 HSC增

殖。
本研究结果表明:OCT 具有抑制 HSC细胞增

殖并 促 进 其 凋 亡 的 作 用。各 OCT 组 STAT3、

SOCS3在 mRNA及蛋白水平均明显低于对照组,

STAT3的表达量与 OCT浓度呈正相关,而SOCS3
随干预 时 间 延 长 而 逐 渐 减 少。综 上 所 述,JAK/

STAT信号通路及负调控因子SOCS3可能是 OCT
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作用于 HSC细胞的分子机制之一,预示着这可能

成为奥曲肽治疗肝纤维化的新靶点,也为奥曲肽治

疗肝纤维化新的实验和理论依据。但与此同时,奥
曲肽是否通过其他信号通路及细胞因子作用于

HSC尚有待进一步研究。
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