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Abstract
AIM: To investigate the expression of galanin re-
ceptors in hepatic stellate cells (HSCs) and their 
role in HSC proliferation. 

METHODS: HSCs were isolated from rats by in 
situ liver perfusion with collagenase and pro-
nase E and cultured for 1 wk. Cells were then 
harvested and the mRNA expression of galanin 
and its three receptors (GalR1, GalR2 and GalR3) 
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活化大鼠肝星状细胞新表达甘丙肽2型受体拮抗甘丙肽增
殖抑制作用

丁永年, 李郑红, 徐雷鸣, 熊静平, 陈源文, 范建高
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■背景资料
肝星状细胞(hepat-
ic stellate cell, HSC)
活化是肝纤维化
的中心环节, 瘦素
促进HSC的促纤
化功能, 而甘丙肽
是瘦素的内源性
生理拮抗因子, 许
多能量代谢相关
生物学功能与瘦
素相互拮抗, 但是
甘丙肽是否也影
响HSC功能参与
肝纤维化的发病
目前未见报道. 

was determined by semi-quantitative RT-PCR. 
HSC-T6, an immortalized and activated rat liver 
stellate cell line, was cultured in vitro to confirm 
the presence of GalR2 protein by immunocyto-
fluorescence. Cultured HSC-T6 cells were then 
treated with galanin at concentrations from 0 to 
10000 nmol/L for 24 h, in the presence or absence 
of a GalR2 neutralization antibody (5 μg/mL). 
Cell proliferation was assessed by MTT assay.

RESULTS: Galanin mRNA and GalR3 mRNA 
were expressed by both quiescent and activated 
HSCs. GalR2 mRNA was undetectable in qui-
escent HSCs but was markedly expressed by 
activated HSCs. GalR1 mRNA was not detected 
in either quiescent or activated HSCs. The pres-
ence of GalR2 protein in activated HSC was fur-
ther confirmed by immunocytofluorescence in 
HSC-T6 cells. Treatment with galanin at a con-
centration of 1, 10, 100 or 1000 nmol/L resulted 
in a reduction of cell proliferation to 86.7% (t 
= 3.976, P = 0.028), 83.1% (t = 4.45, P = 0.012), 
78.1% (t = 5.75, P = 0.006) and 73.1% (t = 5.38, 
P = 0.008) of that of controls. Complete GalR2 
neutralization enhanced the inhibitory effect 
of galanin, and the proliferation of cells treated 
with 1 or 10 nmol/L of galanin was reduced to 
67.9% (t = 5.11, P = 0.015) and 73.1% (t = 6.56, P 
= 0.003) of that of controls. There was a further 
reduction of 21.7% (t = 3.35, P = 0.028) and 12.6% 
(t = 2.78, P = 0.049) compared with the corre-
sponding galanin-treated group. 

CONCLUSION: Newly expressed GalR2 coun-
teracts GalR1-mediated inhibitory effect of 
galanin on the proliferation of activated HSCs.

© 2013 Baishideng. All rights reserved.
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■研发前沿
HSC活化过程中
功能调控机制的
研究是肝纤维化
防治研究的热点.

http://www.wjgnet.com/1009-3079/21/1205.asp  DOI: 
http://dx.doi.org/10.11569/wcjd.v21.i13.1205

摘要
目的: 探讨甘丙肽受体在肝星状细胞(hepatic 
stellate cell, HSC)中表达和对细胞增殖的影响.

方法: 使用胶原酶原位灌注法分离大鼠原代
HSC体外培养, 半定量RT-PCR法检测静止期
(0 wk)和培养活化(1 wk)HSC中甘丙肽及其3
种受体(GalR1、GalR2和GalR3)表达变化. 大
鼠HSC-T6细胞株体外培养, 免疫荧光法检测
GalR2蛋白在HSC-T6细胞中表达; 给或不给
GalR2中和抗体(5 μg/mL), MTT法观察不同
浓度甘丙肽(0-10000 nmol/L)干预后甘丙肽对
HSC增殖和活力的影响.

结果:  成功分离大鼠原代H S C和体外培养 . 
静止期及活化的H S C均可检测到甘丙肽及
GalR3 mRNA表达, 但无GalR1 mRNA表达, 而
GalR2 mRNA在活化HSC中表达. 细胞免疫荧
光法进一步证实GalR2蛋白在HSC-T6中表达. 
甘丙肽处理时, HSC-T6增殖水平在1、10、
100和1000 nmol/L甘丙肽时分别下降至对照
组的86.7%(t  = 3.976, P = 0.028)、83.1%(t  = 
4.45, P = 0.012)、78.1% (t  = 5.75, P = 0.006)和
73.1%(t  = 5.38, P = 0.008); 给予GalR2中和抗
体联合干预时, HSC-T6增殖抑制在甘丙肽1和
10 nmol/L时即降至相应对照组67.9%(t  = 5.11, 
P = 0.015)和73.1%(t  = 6.56, P = 0.003), 与相应
浓度甘丙肽组相比, 分别下降21.7%(t  = 3.35, P 
= 0.028)和12.6%(t  = 2.78, P = 0.049). 

结论: HSC活化时新表达GalR2拮抗GalR1介
导的甘丙肽对HSC增殖抑制作用. 

© 2013年版权归Baishideng所有.
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核心提示: 通过研究甘丙肽及其3种受体在不同

活化状态下在肝星状细胞(hepatic stellate cell, 
HSC)中的表达情况以及比较不同受体对HSC增

殖活性的影响, 为甘丙肽在HSC生物学功能调控

中的作用提供了实验基础, 且为甘丙肽在肝纤维

化中的重要作用研究提供实验依据.
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0  引言

肝纤维化是慢性肝病发展至肝硬化的必由病理

阶段, 其基本特征为过量细胞外基质沉积于肝

脏[1]. 虽然肝纤维化时产纤维细胞来源目前存在

一些争议, 但大多数研究认为由肝窦内静止期

肝星状细胞(hepatic stellate cell, HSC)活化转化

而来的肌成纤维母细胞样(myofibroblast-like)细
胞, 是肝纤维化时细胞外基质的主要来源[2], 调
控HSC功能是治疗肝纤维化关键靶点[1,3]. HSC
功能受细胞因子调控, 其中瘦素起重要的促纤

维化作用. 瘦素作用于活化HSC, 促进HSC增殖

并抑制其凋亡[4]、促进肝内转化生长因子-β1表
达、减少基质金属蛋白酶1形成抑制细胞外基

质(extracellular matrix, ECM)降解和上调促炎症

因子等, 导致肝纤维化进展[4,5]. 

甘丙肽是瘦素的内源性生理拮抗因子. 甘丙

肽由29个氨基酸残基组成, 目前已经克隆出3种
甘丙肽受体(galanin receptor, GalR), 分别是GalR1, 
GalR2和GalR3[6]. 甘丙肽及其受体在哺乳动物组

织中分布广泛, 作用多样, 包括参与学习记忆、

能量代谢、摄食活动和抑制胰岛素释放[7]、炎

症反应调控[8]、细胞增殖与凋亡[9]等. 甘丙肽的

许多能量代谢相关生物学功能与瘦素相互拮 
抗[10,11], 其分泌水平还存在负反馈调控[12,13]. 

甘丙肽在肝纤维化发生发展过程中的作用迄

今未见报道, 也未见甘丙肽及其受体在HSC中的

表达情况和功能的研究报道. 为此, 本研究将通过

分离大鼠原代静止期HSC和大鼠HSC-T6细胞株, 
初步观察甘丙肽及其受体在HSC中的表达情况和

对其增殖作用的影响, 为甘丙肽与肝纤维化关系

研究提供细胞学基础. 

1  材料与方法

1.1 材料 ♂, SD大鼠6只, 购自中国科学院上海实

验动物中心, 体质量300-350 g, 饲养于新华医院

实验动物中心. 
链酶蛋白酶(pronase E)、DNA酶Ⅰ、Ⅳ

型胶原酶和Nycodenz为Sigma公司产品; 甘丙

肽(C141H211N43O41)(产品批号114547-31-8)
购自Sigma公司; TRIzol购自Invitrogen公司; 
PrimeScript RT reagent kit购自TaKaRa宝生物; 
山羊抗大鼠GalR2单克隆抗体购自Abcam公司; 
Dulbecco's Modified Eagle's Medium(DMEM)购
自Gibco公司; 胎牛血清购自Gibco公司; 四甲基

偶氮唑蓝[3-(3,5-dimethylthazol-2-y)-2,5-diphenyl 
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■相关报道
甘丙肽及其受体
在脂肪性肝病中
的表达动态变化, 
但其与肝损伤修
复的关系目前尚
不明确. 除能量代
谢平衡调控外, 也
发现瘦素与甘丙
肽在脂肪细胞中
与细胞增殖密切
相关, 因此肝星状
细胞是否与瘦素
一样, 表达甘丙肽
受体并产生生物
学功能值得探讨.tetrazolium bromide, MTT]为Sigma公司产品. 

1.2 方法

1.2.1 细胞培养: 原代HSC分离与培养HSC分离

方式、纯度及活力鉴定参见先前报道[14]. 新分离

HSC纯度和细胞活力均>90%. 新分离HSC冻存

于液氮或培养于6孔板细胞1 wk后用于抽提总

RNA. 
1.2.2 RT-PCR检测甘丙肽及其受体表达: 采用

TRIzol抽提细胞总RNA, 用Takara公司RT-PCR
试剂盒, 参照说明书对总RNA进行扩增. Galanin
引物序列: 上游5'-TACCCCTGCCTGAGAG-
CAAT-3'; 下游5'-TCTTCTGAGGAGGTGGC-
CAA-3', 扩增片段长度为118 bp. GalR1引物序

列: 上游5'-TGCTTTTGCTATGCCAAGGTTC-3'; 
下游5'-TCGGTTCTTTTCTTTAGCATCGC-3', 
扩增片段长度为359 bp. Ga lR2引物序列: 上
游5'-TTCTGCCTCTGTTGGATGCC-3'; 下游

5'-TCTACTCGAGGCTGTGCAGTTG-3', 扩
增片段长度为362 bp. Ga lR3引物序列: 上游

5'-AGCCAAGCAGTACCACAGAT-3'; 下游

5'-GGTGAGGTAGATGAGCAGAT-3', 扩增片

段长度为161 bp. 内参GAPDH引物序列: 上游 
5'-CATGGTCTACACGTIECAGT-3'; 下游 5'- 
GGCAAGCAGTI'GGTGGTGC-3', 扩增片段长

度为366 bp. 退火温度分别为: 61 ℃、61 ℃、

58 ℃、62 ℃、58 ℃, 扩增40循环后用1.2%琼脂

糖凝胶电泳, 并以Bio-rad成像系统成像. 
1.2.3 细胞免疫荧光法检测GalR2表达: 取培养皿

中HSC-T6细胞爬片, 4%多聚甲醛固定, 山羊血

清封闭后, GalR2一抗(1∶50)4 ℃过夜, 以FITC
标记二抗37 ℃孵育2 h, 荧光显微镜成像, 阳性细

胞为绿色荧光. 另设不加一抗的平行阴性对照. 
1.2.4 MTT法检测甘丙肽及GalR2对HSC-T6细

胞增殖的影响: HSC-T6细胞株培养于96孔板细

胞(2000个/孔)24 h. 甘丙肽处理组每孔加入甘丙

肽工作液至终浓度为0、1、10、100、1000和

10000 nmol/L; 甘丙肽抗体组除加入上述浓度甘

丙肽外, 另加5 μg/mL的GalR2抗体, 并确保为先

加入抗体, 再加入甘丙肽; 对照组加入甘丙肽溶

媒PBS. 培养基为10%胎牛血清DMEM, 各组3复
孔. 作用24 h后, 向每孔加入MTT原液(质量浓度

5g/L)20 μL, 继续孵育4 h后, 小心去除培养基, 然
后每空加入二甲基亚砜200 μL, 震荡裂解10 min, 
二甲基亚砜空白对照调零, 酶标测试仪测定A
值, 测定波长为492 nm, 参考波长为620 nm, A  = 
A 492-A 620. 实验重复3次. 

统计学处理 采用SAS6.0统计学软件进行分

析, 计量资料用mean±SD表示, 组间比较采用t
检验, P <0.05为差别有统计学意义. 

2  结果

2.1 原代分离培养HSC形态学变化 新分离获得的

HSC, 台盼蓝染色显示活细胞约95%, 细胞小而

圆(图1A). 培养24 h后, 细胞开始贴壁. 培养7 d时
细胞膜状伸展, 活化为肌成纤维母细胞样细胞

(图1B). 
2.2 甘丙肽及其受体在静止期及活化期HSC中

差异表达 RT-PCR结果显示, 在静止期及培养

7 d(活化期)HSC中均可检测到甘丙肽及GalR3 
mRNA表达, 但均无GalR1表达. 活化HSC中有显

著GalR2 mRNA表达, 但并不见于静止期HSC中
(图2). 
2.3 大鼠HSC-T6细胞株表达GalR2蛋白 免疫荧

光细胞化学法结果显示, GalR2在HSC-T6细胞株

胞膜及胞浆中呈高表达, 荧光显微镜下可见明

显特异性绿色荧光, 而阴性对照组无特异性荧

光(图3). 
2.4 甘丙肽及GalR2对HSC-T6活力的影响 不同

浓度甘丙肽干预HSC-T6 24 h后, 当甘丙肽终浓

度为10、100和1000 nmol/L时, A值与空白对照

组相比有统计学差异(P <0.05), 且甘丙肽终浓度

为100 nmol/L时, A值降到最低, 其余浓度甘丙肽

2013-05-08|Volume 21|Issue 13|WCJD|www.wjgnet.com

图  1  原代肝星状细胞光镜下形态学
变化(×100). A: 新鲜分离原代肝星状

细胞形态; B: 培养7 d后肝星状细胞.

A B
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对HSC-T6增殖无明显影响. 与单纯甘丙肽处理

组相比, GalR2抗体中和组A值明显降低, 在1-10 
mmol/L时差别有统计学意义(P <0.05, 图4). 

3  讨论

本实验利用原代HSC分离培养和大鼠HSC-T6细
胞系, 证实静止期和活化HSC均表达甘丙肽及

GalR3受体. 更重要的是, 活化HSC新表达GalR2. 
新表达GalR2可能拮抗甘丙肽通过GalR1受体介

导的HSC增殖抑制作用. 因此, HSC活化过程中, 
可通过改变甘丙肽受体表达类型, 改变甘丙肽

对其生物学效应. 
虽然在能量代谢上甘丙肽生物学功能与瘦

素关系密切, 但是目前甘丙肽与瘦素在肝内生

物学功能认识水平差距巨大. 瘦素在肝纤维化

进展中起重要作用. 瘦素作用于活化HSC, 可促

进HSC增殖并抑制其凋亡[4,5,15]; 瘦素还促进肝内

转化生长因子-β1、血小板衍生因生长因子等细

胞因子的表达; 减少基质金属蛋白酶1形成和促

细胞外基质沉积; 并能上调促炎症因子和促血

管因子, 促进肝纤维化进展[4,5,15]. 然而, 甘丙肽在

肝内作用的认识目前仅限于其参与糖原等能量

代谢调控的交感神经肽功能, 甘丙肽在肝脏多

种疾病(脂肪肝、肝纤维化、急性肝损伤等)发
生发展过程中作用迄今鲜有报道[16]. 

为明确甘丙肽及其受体是否直接参与调

控肝纤维化发生发展, 首先需要了解甘丙肽受

体是否在HSC中表达, 因为HSC活化增殖是肝

纤维化发生的中心环节, 而受体表达是甘丙肽

作用的物理基础. 本实验利用原代分离的静止

2013-05-08|Volume 21|Issue 13|WCJD|www.wjgnet.com

100 bp Marker 活化HSC 静止期HSC 阳性对照(下丘脑)

400

100

bp

Neg

+      -       +      +       + +      -      -       +      +
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图  2  甘丙肽及其受体在静止期及活动期HSC中表达. Neg: 无核酸水阴性对照; Gal: 甘丙肽; GalR1、2和3: 甘丙肽受体1、2

和3型. +: 阳性表达; -: 无表达. HSC: 肝星状细胞.

A B

DC

图  3  HSC-T6中GalR2免疫荧光
细胞化学染色(×100). A: 抗GalR2

抗体组倒置显微镜下HSC-T6形

态; B: 抗体组, 荧光显微镜下显示

蛋白在HSC-T6中阳性表达(绿色); 

C: 无一抗阴性对照组, 倒置显微

镜下HSC-T6形态; D: 阴性, 无明

显阳性表达.

■应用要点
抑制甘丙肽2型受
体, 将有效提高甘
丙肽对活化HSC
的增殖抑制效应, 
恢复活化HSC对
甘丙肽的正常生
物学功能. 甘丙肽
2型受体抑制剂可
能有重要抗肝纤
维化作用.
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期HSC、体外培养活化HSC和永生化大鼠活化

HSC细胞系HSC-T6, 发现甘丙肽及GalR3在静止

期和活化HSC中均持续表达, 而GalR2在HSC活
化后全新表达. GalR2的表达变化在mRNA和蛋

白水平均得到了证实. 我们的发现与Waters等[17]

的研究结果相似, 他们在正常肝组织及静止期

HSC中检测到GalR3 mRNA的表达; 而我们曾经

报道在肝组织中检测到GalR3和甘丙肽表达, 且
在脂肪性肝炎阶段才出现GalR2表达[16]. 目前研

究未能明确HSC新表达GalR2的分子机制, 我们

推测这可能是HSC活化时一系列基因表达改变

的一部分, 其意义与功能, 值得深入研究. 
甘丙肽不同受体存在生物学功能差异在

其他研究中已有报道. 不同甘丙肽受体序列上

的差异对于其偶联不同的G蛋白和下游信号系

统至关重要. 在神经元细胞中, GalR2不仅可与

Gq/11蛋白偶联, 引起细胞内Ca2+浓度升高, 及Cl-
依赖的Ca2+通道开放, 也可以与Gi/o蛋白偶联, 
抑制腺苷酸环化酶活性[18]; 而GalR3可与Gi/o蛋
白偶联, 抑制腺苷酸环化酶而激活与其共表达

的内向整流钾通道, 从而对情绪、摄食、代谢

和垂体激素释放等生理过程起调节作用[19]. 颈肿

瘤细胞中GalR2介导细胞增殖抑制而非GalR1[6]. 
Tofighi等[9]在嗜铬细胞瘤PC12细胞株中发现, 甘
丙肽通过GalR2抑制细胞增殖、介导细胞凋亡, 
该机制与Gq/11 G-蛋白转导通路有关. 因此, 在
HSC活化增殖过程中, 甘丙肽与其受体结合后可

能正是通过Gq/11或Gi/o蛋白信号转导通路, 激
活和/或抑制肌醇磷脂转化率, 对某些关键基因

进行磷酸化/去磷酸化调控, 发挥其调控HSC增

殖的作用. 
甘丙肽、GalR2和GalR3在HSC中表达, 为甘

丙肽对HSC功能研究提供了坚实的结构基础. 本
研究发现实验浓度(10-1000 nmol/L)甘丙肽不同

程度抑制HSC-T6增殖, 其中以100和1000 nmol/L
作用最为明显. 这种作用是增殖抑制而非甘丙

肽细胞毒作用, 因为实验中未发现细胞出现明

显的核固缩和悬浮, 且MTT法也证实甘丙肽在

100 nmol/L抑制作用达到最大, 而后随着浓度

的升高, 抑制作用不但没有加强反而有所降低. 
GalR2中和抗体抑制GalR2时, 活化HSC中GalR3
的被甘丙肽单独激活表现为更加显著的增殖抑

制, 即使在低浓度甘丙肽(1 nmol/L)中亦如此. 这
提示在HSC活化后, 新表达的GalR2使甘丙肽通

过GalR3介导的对HSC的增殖抑制作用显著减

弱. 这是活化HSC功能转化的又一重要特征, 其
生物学意义尚待更深入研究. 

总之, 本实验初步证实甘丙肽及其GalR3存
在于HSC中, 且在HSC活化过程中新表达GalR2, 
影响HSC对甘丙肽的生物学反应. 新表达GalR2
的重要生物学意义需要更深入研究, 特别是其

与HSC活化、增殖、抗凋亡和分泌等的关系, 使
甘丙肽可能成为预防及治疗肝纤维化的新靶点. 
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