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Abstract
AIM: To investigate the effects of octreotide 
(OCT) on the contraction of endothelin-1(ET-
1)-stimulated hepatic stellate cell (HSC), and to 
explore the changes of intracellular free calcium 
concentration ([Ca2+]i).

METHODS: The changes of fluorescence degree, 
cellular area, and the [Ca2+]i that induced by 
OCT and ET-1 were observed by Fluo-3/AM 
method under confocal laser scanning micro-
scope.

RESULTS: Low concentration of OCT (2.5 mg/L) 
had no significant effect on the contraction or the 
[Ca2+]i in HSC. However, OCT at concentrations 
of 5.0 mg/L and 10.0 mg/L significantly reduced 
the [Ca2+]i immediately with the rate of 36.59% 
and 39.13% at 10 min (P < 0.05), respectively, 
but it had little effect on the contraction of HSC. 
ET-1 (10–8 mol/L) caused a transitory marked 
increase of [Ca2+]i in HSC, and a significant HSC 

contraction. OCT at concentrations of 5.0 mg/L 
and 10.0 mg/L inhibited the ET-1-induced [Ca2+]i 
increase and cell contraction in HSC (P < 0.05).

CONCLUSION: OCT can reduce the concentra-
tion of [Ca2+]i immediately, but have little effect 
on the contraction of HSC. OCT can inhibit the 
ET-1-induced [Ca2+]i increase and cell contrac-
tion in HSC.
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摘要
目的: 探讨奥曲肽(OCT)对内皮素-1(ET-1)刺
激的肝星状细胞(HSC)收缩的影响, 以及此过
程中胞质游离钙([Ca2+]i)的变化. 

方法: 应用体外HSC培养技术, 借助激光共
聚焦显微镜(LSCM), 采用第三代钙荧光探针
Fluo-3/AM观察OCT、ET-1介导的HSC [Ca2+]i
荧光强度、细胞面积及最大长径的变化. 

结果: 2.5 mg/L OCT对HSC内Ca2+浓度及收缩
无显著影响; 5.0 mg/L、10.0 mg/L组OCT能
够即刻引起HSC内Ca2+浓度显著下降, 10 min
时下降率分别为36.59%、39.13%(P <0.05), 但
对HSC收缩无显著影响. ET-1引起HSC内Ca2+

浓度短暂而明显的升高以及HSC显著的收缩. 
5.0 mg/L、10.0 mg/L组OCT能够抑制ET-1引
起的HSC内Ca2+浓度升高及收缩作用(P <0.05).

结论: OCT可即刻引起HSC内Ca2+浓度下降, 
但对HSC收缩影响不大. OCT能够抑制ET-1引
起的HSC收缩. 
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■背景资料
近 来 研 究 表 明 , 
HSCs同时参与肝
脏微循环和门脉
高 压 的 调 节 ,  活
化的HSCs对许多
血管活性物质具
有收缩或舒张的
功能 .  由于HSCs
在肝纤维化及门
脉高压中均发挥
重 要 作 用 ,  一 般
认为HSCs是防治
慢性肝病的重要
靶 细 胞 .  奥 曲 肽
(octreotide)虽已
应用于临床治疗
门脉高压食管静
脉曲张破裂出血
多年, 但其作用机
制尚不完全清楚. 

®



0  引言

近年研究表明, 肝星状细胞(hepatic stellate cells, 
HSCs)活化后收缩能力增强, 对许多血管活性物

质具有收缩或舒张功能, 参与了肝脏微循环的

调节及门脉高压(portal hypertention, PHT)的形

成[1]. 奥曲肽(octreotide, OCT)虽已应用于临床治

疗PTH食管静脉曲张破裂出血多年, 但其作用机

制尚不完全清楚. 我们应用激光共聚焦显微镜

(laser scanning confocal microscopy, LSCM)技术, 
研究奥曲肽对活化的HSCs收缩能力的影响, 旨
在探讨奥曲肽治疗PTH并发症的可能机制, 为奥

曲肽的临床应用提供新的理论依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 RMPI-1640培养基为美国Gibco公司产

品; 内皮素-1(endothelin-1, ET-1)、二甲基亚砜

(dimethyl sulfoxide, DMSO)购自美国Sigma公司; 
奥曲肽为瑞士诺华制药有限公司产品; Fluo-3/
AM购自美国B iot ium公司. 主要仪器有二氧化

碳培养箱、激光共聚焦显微镜(laser scann ing 
confocal microscopy, LSCM).
1.2 方法

1.2.1 细胞株的培养、细胞爬片 肝星状细胞株

CFSC由美国Greenwel教授建株并惠赠, 其表型

为活化的HSCs. 细胞置于含100 g/L胎牛血清的

RMPI-1640培养液中, 37℃ 50 mL/L CO2条件下

培养. 将2 cm×2 cm盖玻片预先放置在35 mm
培养皿内, 细胞消化后以1.0×104/mL的密度接

种2 mL制备爬片, 培养箱中孵育至细胞80%融合

时, 弃培养液, 换不含胎牛血清的细胞培养液继

续培养24 h, 使细胞基本同步化于G0期后再进

行实验.
1.2.2 钙荧光探针的负载 钙荧光探针Fluo-3/AM
用纯DMSO配成1 mmol/L的储备液, -20℃避

光保存备用. 实验前以37℃预温Hank's液1 mL
取代原培养液, 加入以DMSO溶解的Fluo-3/AM 
5 μL, 放回培养箱中避光孵育30 min. 
1.2.3 LSCM检测HSCs[Ca2+]i 将负载好的细胞爬

片吸去负载液, 再用Hank's液漂洗2次, 将其用镊

子裁剪成适宜大小, 放置于倒置显微镜上的浴

槽中, 加入500 μL或1 mL Hank's液, 放于LSCM
的载物台上, 调节焦距使图像清晰度达到最佳

状态, 选取生长良好的2-3个细胞处于最佳观察

视野, 激发波长488 nm, 发射波长530 nm, 40倍
物镜, xyt扫描方式, 计算机分析参数完全一致, 
对细胞进行连续动态扫描. 根据细胞对药物反
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应的预实验结果, 扫描时间间隔5 s, 用药后观察

10 m in, 测量细胞长度、面积变化时观察时间

延长至25 min, 每组实验重复10次, 每个被染细

胞只用1次. ET-1终浓度为10-8 mol/L; 奥曲肽终

浓度分别为2.5, 5, 10 mg/L. 
HSCs[Ca2+]i的计算方法: 利用LSCM所配

备的计算与图像软件(Leica confocal software, 
TCS SP2)计算荧光强度相对值, 荧光强度越大, 
[Ca2+]i越高. [Ca2+]i的变化用Fluo-3/AM与Ca2+结

合后荧光强度变化百分数表示. 
[Ca2+]i荧光强度变化百分数(%) = (F-F0)/F0 

×100%
其中F为LSCM测量时整个细胞的平均荧光

强度, F0为用药前的[Ca2+]i荧光强度.
1.2.4 HSCs收缩的测量 细胞收缩通过测量细胞

长度(细胞的最长轴线)与细胞面积的改变来评

估. 在测细胞内Ca2+浓度时, 利用激光共聚焦显

微镜微尺, 测量基础条件下和加入药物后单个细

胞影像的长度、面积变化. 测量结果用同一细胞

相对于基础状态下长度、面积的百分变化表示. 
细胞长度、面积减少≥8%可认为收缩[2]. 

面积(长度)变化的百分数(%) = [S0(L0)-
S(L)]/S0(L0)×100%

其中S0(L0)为给药前的细胞面积(长度), S(L)
为给药后的细胞面积(长度). 

统计学处理 数据均以均数±标准差(mean
±SD)表示, 利用SPSS 10.0软件进行统计分析. 
多组间均数差异性比较采用单因素方差分析

(one-way ANOVA)及q检验. P <0.05为有统计学

意义.

2  结果

2.1 HSCs的Ca2+成像 LSCM下Ca2+成像的HSCs
仍可见普通倒置显微镜下的形态特征, [Ca2+]i浓
度的高低由细胞被激发的荧光强弱表示, 荧光

强度越强表示[Ca2+]i浓度越高, 反之则越低. 本
实验HSCs与Fluo-3/AM孵育后, 所有细胞均被染

色, 且各细胞间的荧光强度基本一致(图A1, A2).
2.2 奥曲肽对H S C s内C a2+浓度及收缩的影响 
2.5 mg/L组奥曲肽对HSCs内Ca2+浓度、细胞面

积及最大长度无显著影响. 5.0, 10.0 mg/L组能

够即刻引起HSCs内Ca2+浓度显著下降, 10 min
时分别下降36.59%和39.13%(P <0.05); 对HSCs
面积、长度则无显著影响(表1).
2.3 ET-1对HSCs内Ca2+浓度及收缩的影响 ET-1
能引起HSCs内[Ca2+]i短暂而明显的升高, 使得
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HSCs面积及最大直径显著减小(表2, 图B1, B2).
2.4 奥曲肽对ET-1刺激的HSCs收缩的影响 奥曲

肽预先作用一段时间后, 再加入ET-1, 使得HSCs
内[Ca2+]i浓度峰值减低, 面积及最大长度变化减

小(表2). 奥曲肽能够抑制ET-1对HSCs的收缩作用.

3  讨论

肝硬化PHT的主要并发症——食管、胃底静脉

曲张破裂出血严重威胁着患者的生命. PHT由肝

内血管阻力增加及门脉血流量增多引起, 其病

理生理的始动因素是肝内血管阻力增加, 主要

由压迫门静脉和中央静脉的纤维化瘢块、再生

结节组织结构变化引起. 过去几年的研究表明, 
不仅组织结构变化等固定因素, 而且一些可变

因素对肝内血管阻力增加也起一定作用: 肝内

血管阻力可被某些药物降低20-30%, 说明肝内

血管阻力是可调节的, 肝内血管阻力增加部分

由肝内血管壁张力增加引起. 
HSCs的特殊解剖部位及其具有的收缩和舒

张特性, 决定了其对肝脏微循环的调节作用. 首
先, HSCs位于窦内皮细胞形成的窦壁下Disse间
隙, 多分支的细胞突起包绕着窦内皮细胞, 形成

第二层窦壁, HSCs的立体分布和伸展足以覆盖

整个肝窦微循环, 这种解剖位置使其有可能调

节肝脏微循环. 其次, 活化的HSCs在超微结构

上出现大量的收缩结构, 内质网增多增大, 微丝

丰富, 出现黏着斑; 并且, 活化的HSCs表达a-平
滑肌肌动蛋白(a-smooth muscle action, a-SMA)
和结蛋白丝, 二者也存在于分支突起中, 三维
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结构和超显微结构特性类似于其他器官中调

节血流量的外膜细胞, H S C s被认为在肝窦中

发挥外膜细胞样作用. 再次, 研究证明, 活化的

HSCs对多种血管活性物质, 如ET-1、血管紧张

素Ⅱ(angiotensinⅡ, AngⅡ)、心房利钠肽(atrial 
natriuretic peptide, ANP)、一氧化氮(nitric oxide, 
NO)等产生收缩或舒张反应, 其中ET-1是最有效

的, 也是研究最多的血管收缩因素[1]. 肝硬化时, 
肝窦内皮细胞(sinusoidal endothelial cell, SEC)合
成NO、ET-1减少, 而活化的HSCs使NO、ET-1
代偿性合成分泌不均衡, ET-1增加更为明显, 导
致HSCs收缩性增强. 此种NO、ET-1生理平衡被

破坏, 在肝硬化微循环障碍发生发展中具有重

要作用[3]. 由于ET-1特殊的病理作用及对HSCs显
著的收缩效果, 所以, 我们仍选用其作为刺激因素. 

研究表明, H S C s的活化过程伴随着细胞

膜上L型电压依赖性Ca2+通道(L-type voltage-
operated calcium channels, L-VOCC)的上调[4], 
Ca2+信号途径与HSCs收缩密切相关[2,5,6], 在HSCs
的收缩调节中, Ca2+信号转导通路可能比rho信
号通路发挥更大作用[7]. 本次实验中, ET-1引起

HSCs显著的收缩以及HSCs内的Ca2+浓度短暂而

显著的升高, 与先前实验结果一致[3]. 

www.wjgnet.com

图  1  HSCs的Ca2+浓度变化和收缩. A: 负载Fluo-3的HSCs

形态. A1: 1  zoom; A2: 4  zoom; B: HSCs的收缩. B1: 对照组; 

B2: ET-1刺激后2  min.

    

表  1  奥曲肽对HSCs内Ca2+浓度的影响 (mean±SD)

                                               细胞面积变     细胞长度变

                                                    化百分数 (%)  化百分数 (%)

对照组	      63.41±8.09		

奥曲肽组	  

  2.5	      56.19±5.23       2.20±1.23      4.32±2.21

  5.0	      42.62±6.54a      5.96±1.31      6.42±1.30

10.0	      40.21±5.35a      4.43±1.52      7.25±2.14

分组 (µg/mL)     Ca2+浓度

aP<0.05 vs  对照组.

    

表  2  奥曲肽对ET-1刺激的HSCs Ca2+浓度和收缩的影响 
(mean±SD)

                                              细胞面积变     细胞长度变

                                                  化百分数 (%)   化百分数 (%)

对照组	       63.41±8.09		

ET-1组

(10-8  mol/L)

奥曲肽

组 (µg/mL)	  

  2.5	     130.34±5.03    18.28±6.12   18.40±2.36

  5.0	       90.24±5.63b   12.08±2.64b  12.38±5.20b

10.0	       85.72±3.65b   10.45±1.72b  12.45±1.71b

分组               Ca2+浓度峰值

bP<0.05 vs  ET组.

135.97±6.12    20.30±5.21   20.52±5.17

A1 A2

B1 B2



奥曲肽为八肽生长抑素(somatostatin, SST)
类似物, Corley et al [8]进行的Meta分析表明, 在
治疗食管静脉曲张出血方面, 无论是疗效还是

安全性奥曲肽均优于加压素/特利加压素; 而且

支持奥曲肽作为硬化剂/结扎疗法的辅助治疗. 
但奥曲肽降低PHT的作用机制尚不完全清楚. 
Escorsell et al [9]就奥曲肽对血液动力学的影响进

行了系列研究, 静脉注射奥曲肽可引起肝静脉

压力梯度、奇静脉血流量快速降低, 但有关奥

曲肽对HSCs收缩影响的细胞水平上的研究较少. 
Ding et al [10]发现奥曲肽能够降低HSCs内

Ca2+浓度, 但不能阻断氯化钾、ET-1刺激的Ca2+

浓度增加, 提示奥曲肽既不能阻断H S C s膜上

L-VOCC, 也不能阻断HSCs膜上特异性ET-1受体. 
本次研究同样发现奥曲肽能够即刻降低

HSCs内Ca2+浓度, 5.0, 10.0 mg/L组分别降低了

32.78%, 36.59%. 但奥曲肽对HSCs面积及长度

影响不大; 预先加入奥曲肽作用一定时间后, 抑
制了ET-1对HSCs的收缩作用, 使得HSCs的Ca2+

浓度、收缩面积、最大长度变化减小. 
研究表明, 鼠HSCs活化后表达生长抑素受

体(somatostatin receptors, SSTRS)1, 2, 3或2, 3, 
5[11,12]. 而人类肝损伤后, HSCs膜上SSTRS亦上

调, 来自人硬化肝脏的HSCs膜上1-5型SSTRS均
有表达[13]. 并且SST能够通过SSTR1抑制ET-1刺
激HSCs的收缩[11]. 奥曲肽对SSTR2, 3, 5均有亲

和力[14,15], 有可能通过HSCs膜上的SSTRS降低

HSCs内Ca2+浓度, 从而抑制ET-1刺激的HSCs的
收缩, 降低肝内阻力及门脉压力. 

总之, 本次研究证实奥曲肽能够抑制ET-1引
起的HSCs收缩作用, 这将为奥曲肽的临床应用

提供新的理论依据.
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