
■背景资料
原发性肝癌是一
发病率高、治疗
困难、死亡率高
的恶性肿瘤 .  瘦
素 (Lep t in )表达
与 肝 癌 呈 相 关
性 ,  而相关实验
证 实 在 乳 腺 癌
(MCF7)Leptin通
过信号系统Janus
激 酶 / 信 号 传 导
及转录激活因子
3(Janus kinase-
signal transducer 
and activator of 
transcription 3, 
JAK/STAT3)可
以调节人端粒酶
逆转录酶(human 
telomerase reverse 
t r a n s c r i p t a s e , 
hTERT)表达, 所
以我们试图采用
干扰STAT3的方
法 ,  探讨在肝癌
细胞中Leptin介
导JAK/STAT3对
hTERT表达的影
响机制.
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Abstract
AIM: To explore the influence of Leptin 
mediated JAK/STAT3 signaling on human 
telomerase reverse transcriptase (hTERT) in 
human liver cancer cells (HepG2) and elucidate 
the molecular mechanisms by which Leptin 
induces hTERT expression in hepatocellular 
carcinoma cells. 

METHODS: The expression of ob-R in HepG2 
cells was determined by Western blot. The 
expression of hTERT protein in cells after 
treatment with AG490 inhibitor was also 
detected by Western blot. Cell proliferation 
was detected by MTT method. The expression 
of hTERT mRNA was tested by RT-PCR, and 
the expression of hTERT protein was tested by 
Western blot. 

RESULTS: HepG2 cells expressed ob-R. 
Western blot analysis showed that the hTERT 
protein expression in AG490 treatment group 
and AG490 plus Leptin treatment group was 
lower than that of Leptin treatment group. 
HepG2 cell proliferation was reduced after 
STAT3-siRNA transfection. The expression 
of hTERT protein and hTERT mRNA was 
reduced in STAT3-siRNA transfected HepG2 
cells after treatment with STAT3 inhibitor. 

JAK/STAT3信号系统通过瘦素调控hTERT在肝癌细胞中
的作用

高培亮, 李海洋, 杨晓峰, 王方园, 曹 坤, 向 华, 徐 媛

在线投稿: http://www.baishideng.com/wcjd/ch/index.aspx
帮助平台: http://www.wjgnet.com/esps/helpdesk.aspx
DOI: 10.11569/wcjd.v23.i35.5613

世界华人消化杂志 2015年12月18日; 23(35): 5613-5619
ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)
© 2015年版权归百世登出版集团有限公司所有. 

基础研究 BASIC RESEARCH

®

■同行评议者
黄 成 ,  副 主 任 医
师, 复旦大学附属
中山医院肝外科

2015-12-18|Volume 23|Issue 35|WCJD|www.wjgnet.com 5613



高培亮, 等. JAK/STAT3信号系统通过瘦素调控hTERT在肝癌细胞中的作用

2015-12-18|Volume 23|Issue 35|WCJD|www.wjgnet.com 5614

■研发前沿
研 究 证 实 在 人
肝癌细胞HepG2
中存在Leptin受
体表达 ;  在肝癌
H e p G 2 细 胞 中 , 
应用Leptin诱导
J A K - S TAT S 信
号 通 路 是 上 调
hTERT表达的可
能机制 ,  亟待研
究 的 问 题 是 明
确Leptin还通过
哪 些 途 径 影 响
hTERT的表达及
对肝癌的影响.

CONCLUSION: HepG2 cells express ob-R. 
L e p t i n i n d u c e d J A K - S T A T 3 s i g n a l i n g 
downregulates the hTERT mRNA and protein 
expression in hepatocellular carcinoma cells.

© 2015 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目的: 探讨人肝癌细胞(HepG2)中瘦素(Leptin)
介导JAK/STAT3信号系统对人端粒酶逆转
录酶(human telomerase reverse transcriptase, 
hTERT)的影响, 解析在肝癌细胞中Leptin诱
导hTERT表达的分子机制. 

方法: 采用Western blot测定HepG2细胞中
Lept in受体的表达情况及检测Tyrphost in 
A G490(J A K抑制剂)处理H e p G2细胞后
hTERT蛋白的表达情况; 应用STAT3-siRNA
转染HepG2细胞, 用MTT法检测细胞增殖
情况、RT-PCR检测hTERT mRNA的表达、

Western blot测hTERT蛋白的表达变化. 

结果: 在HepG2细胞中存在Lept in受体的
表达; Western blot结果显示在AG490处理
组及AG490联合Lept in处理组的蛋白表达
较Lept in诱导hTERT蛋白表达量减少; 而
STAT3-siRNA转染HepG2细胞后, 细胞增殖
能力降低; 在HepG2细胞中干扰STAT3片段, 
Leptin诱导的hTERT mRNA和蛋白的表达量
减少. 

结论: 在人肝癌细胞HepG2中存在Leptin受
体表达; 在肝癌HepG2细胞中, 应用Leptin诱
导JAK-STATS信号通路是上调hTERT表达
的可能机制.  

© 2015年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 本文探讨人肝癌细胞(H e p G2)中

Leptin介导JAK/STAT3信号系统对人端粒酶逆

转录酶(human telomerase reverse transcriptase, 
hTERT)的影响, 采用Western blot测定HepG2细

胞中瘦素受体的表达情况、瘦素处理后检测细

胞增殖情况、hTERT mRNA及hTERT蛋白的表

达变化, 证实在HepG2细胞中存在瘦素受体的

表达; 在HepG2细胞中干扰STAT3片段, 瘦素诱

导的hTERT mRNA和蛋白的表达量减少, 在肝

癌HepG2细胞中, 应用瘦素诱导JAK-STATS信

号通路是上调hTERT表达的可能机制. 
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0  引言

原发性肝癌(hepatocellular carcinoma, HCC)是
一发病率高、治疗困难、死亡率高的恶性肿

瘤[1]. 在我国肝癌为常见恶性肿瘤之一, 占全

国肿瘤相关死亡的第3位[2]. 现已证实肥胖与

瘦素(Leptin)的过表达密切相关. 而且Leptin及
其受体也参与肿瘤的形成和发展[3]. 同样在人

正常肝细胞和肝癌细胞中都可检测到Lept in
受体(Leptin receptor, ob-R)表达, 且其表达差

异有统计学意义 [4]. 而L e p t i n的信号传导主

要依靠Janus激酶/信号传导及转录激活因子

3(Janus kinase-signal transducer and activator of 
transcription 3, JAK/STAT3)通路. 研究[5]证实

STAT3为人端粒酶逆转录酶(human telomerase 
reverse transcriptase, hTERT)的一个关键性调

节因子. 就肝病而言, 国内外相关研究[6,7]已表

明, Leptin与肝脏疾病关系密切. 对正常肝、

肝硬化、慢性病毒性肝炎及HCC患者的组织

进行Leptin与hTERT表达的相关性研究, 结果

证实Leptin与hTERT表达有明显差异性, 且这

种表达只存在于HCC组织中[8]. 本课题组之前

研究显示, Leptin可以促进HepG2细胞hTERT 
mRNA及蛋白水平的表达, 且与剂量呈相关性. 
本课题组拟采用干扰STAT3, 探讨在肝癌细胞

中Leptin介导JAK/STAT3信号系统对hTERT表
达的分子机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 重组人Lept in购自美国PeproTech
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公司, h T E RT引物、A G490(P-S TAT3抑制

剂)购自北京鼎国生物技术有限公司, A n t i-
T E RT A n t i b o d y购自美国A B Z O O M公司, 
STAT3-s iRNA购自广州仪涛科技有限公司, 
Lipofectamine 2000购自Life technologies. 人肝

癌细胞株(HepG2)由贵阳医学院禹文峰教授课

题组提供, 人乳腺癌细胞株(MCF7)由贵阳医学

院生理教研室提供. 
1.2 方法

1.2.1 细胞分组及培养: 对照组: HepG2细胞

组; 实验组: 加Leptin孵育的HepG2细胞组和加

Leptin孵育后再将STAT3-siRNA转染到HepG2
细胞组; 采用10%胎牛血清, 置于37 ℃, 50 mL/L 
CO2恒温孵育箱中培养. 取对数生长细胞用于

试验. 
1.2.2 瞬时转染: 将STAT3-siRNA转染到HepG2
细胞内, 加Leptin(120 ng/mL)孵育2 h, 然后采

用MTT法检测细胞的增殖能力. 
1.2.3 Western blot检测: 用MCF7细胞作为阳性

对照组, 然后孵育ob-R和β-actin抗体, 用辣根

过氧化物酶的二抗标记, 洗脱后加电化学发光

荧光增强剂在暗室曝光显影. HepG2细胞分别

经AG490(100 µmol/L)和STAT3-siRNA转染后, 
加Leptin(120 ng/mL)孵育2 h, 提取蛋白, 按每

孔25 µg加样, 电泳后转至PVDF膜上, 然后孵

育hTERT和β-actin抗体, 用辣根过氧化物酶的

二抗标记, 洗脱后加电化学发光荧光增强剂在

暗室曝光显影. 
1.2.4 用逆转录聚合酶链反应(PCR)检测hTERT 
mRNA的表达: HepG2细胞经STAT3-siRNA和

Leptin处理后, 提取细胞总RNA, 然后将其逆转

录成cDNA用于PCR扩增, hTERT的上游引物

为5'-CGGAAGAGTGTCTGGAGCAA-3', 下游

引物为5'-GGATGAAGCGGAGTCTGGA-3', β-
肌动蛋白(β-actin)为内参引物[9], 其上游引物为

5'-ACCCCCACTGAAAAAGATGA-3', 下游引

物为5'-ATCTTCAAACCTCCATGATG-3'. 
统计学处理 用SPSS17.0统计软件进行分

析, 采用One-way ANOVA进行方差分析, 方差

齐采用LDS分析进行两两比较, 方差不齐采用

Dunnett's T3进行两两比较分析, 计量资料采用

mean±SD表示, P <0.05为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 HepG2细胞中ob-R的表达情况 我们以乳腺

癌细胞(MCF7)为阳性对照, 试验结果显示肝癌

HepG2细胞中存在ob-R的表达(图1). 
2.2 检测经STAT3-siRNA转染后的HepG2细胞

增殖情况 结果显示经Leptin孵育的HepG2细
胞增殖率为0.71±0.08, 而经STAT3-siRNA转

染后的HepG2细胞增殖为0.28±0.04(P <0.05)
(图2). 
2.3 验证AG490(P-STAT3抑制剂)及STAT3 
siRNA在HepG2细胞中对hTERT蛋白表达水平

的影响 AG490处理组、Leptin和AG490共同

处理组中与阴性对照组和Leptin处理组对比, 
hTERT蛋白的表达量减少; 经STAT3-siRNA转

染HepG2细胞48 h后再用Leptin处理结果与对

照组比较显示hTERT蛋白表达量下降(图3, 4). 
2.4 干扰STAT3后对Leptin诱导HepG2细胞中

hTERT mRNA活性的影响 Leptin处理组较对

照组发现hTERT mRNA活性明显增加, 而转染

STAT3-siRNA后Leptin诱导的hTERT mRNA转

录活性有所降低, 差异具有统计学意义(图5).   

3  讨论

目前研究发现, 肥胖已成为某些恶性肿瘤的独

■创新盘点
在HepG2细胞中
通过干扰STAT3
片段, Leptin诱导
的hTERT mRNA
和蛋白的表达量
减少 ,  初步验证
在肝癌HepG2细
胞中, 应用Leptin
诱导JAK-STATS
信号通路是上调
hTERT表达的可
能机制.

ob-R

β-actin

1                             2              kDa 

120
  

43 

图  1  HepG2、MCF7细胞中ob-R蛋白的表达. 1: HepG2

细胞; 2: MCF7细胞. ob-R: 瘦素受体.

图  2  瘦素浓度为120 ng/mL STAT3-siRNA处理后对HepG2
细胞增殖的影响. 1: 空白对照组; 2: 瘦素处理组; 3: STAT3-

siRNA处理组. aP<0.05 vs 空白对照组. STAT3: 信号传导及

转录激活因子3.
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立危险因素[10], 如结肠癌、乳腺癌、肾细胞癌

等. 正常情况下, 肝脏并不产生Leptin, 只有在

肝纤维化时, 活化的肝星状细胞(hepatic stellate 
cell, HSC)可产生Leptin. 由于HSC存在大量的

ob-R, Leptin通过ob-R直接作用于HSC, 进一

步激活和促进肝纤维化的发生[11]. 临床研究显

示肝脏纤维化损伤过程中, Bolukbas等[12]检测

了乙型肝炎和丙型肝炎后肝硬化与正常对照

组的血清Leptin水平, 发现肝硬化患者Leptin
水平明显升高. 石国辉等[13]研究发现, 肝炎后

肝硬化患者血清Lept in水平及肝纤维化指标

HA、PⅢP较健康对照组显著升高, 肝炎后肝

硬化患者的血清Leptin水平与血HA、PⅢP呈
正相关, 说明Leptin是肝纤维化形成的重要促

进因子. Campillo等[14]研究发现酒精性肝硬化

患者血清Leptin水平高于正常组. Floreani等[15]

研究发现原发性胆汁性肝硬化与血清Lept in
水平的升高有关. 

近期研究[16]发现, 肥胖还可能与原发性肝

癌的发病率和病死率关系密切. 肥胖(ob )基因

中的蛋白产物Lept in是一种脂肪组织源性激

素, 在张宪真等[17]研究报告中发现, Leptin与
肿瘤的发生密切相关, 同时肿瘤的发生、发展

和转归在肿瘤疾病患者的血清中Lept in与脂

肪百分比、体质量指数呈显著正相关性. 因此

可根据Lept in的表达情况来调整肿瘤性疾病

患者的营养状况, 对预防肿瘤性恶病质的发生

■同行评价
本文分析了肝癌
细胞(HepG2)中
Leptin介导JAK/
STAT3信号系统
对hTERT的影响, 
存在一定的实验
基础 ,  具有研究
价值.

图  3  AG490在HepG2细胞中对hTERT蛋白表达水平影响. 
A: Western blot结果; B: hTERT蛋白相对表达量. 1: 瘦素

处理组; 2: 空白对照组; 3: AG490处理组; 4: 瘦素和AG490

共同处理组. aP<0.05 vs 空白对照组. hTERT: 人端粒酶逆

转录酶.
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图  4  STAT3-siRNA在HepG2细胞中对hTERT蛋白表达水
平的影响. A: Western blot结果; B: hTERT蛋白相对表达

量. 1: 空白对照组; 2: 瘦素处理组; 3: 经STAT3-siRNA转

染HepG2细胞组. aP<0.05 vs 空白对照组. STAT3: 信号传

导及转录激活因子3; hTERT: 人端粒酶逆转录酶.

图  5  干扰STAT3后对瘦素诱导HepG2细胞中hTERT mRNA
活性的影响. A: 逆转录PCR结果; B: hTERT mRNA表达

量. M: DNA marker; 1: 空白对照组; 2: 瘦素处理组; 3: 经

STAT3-siRNA转染HepG2细胞组. aP<0.05 vs 空白对照组. 

STAT3: 信号传导及转录激活因子3; hTERT: 人端粒酶逆

转录酶.
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和发展有一定价值, 同时可通过降低血清中

Leptin的浓度来阻止HCC的发生、发展, 为改

善肿瘤性疾病患者的生活质量和预后开辟新

途径[18]. 
在临床工作中, 早期对肝癌的诊断缺少

明显的依据, 而甲胎蛋白(α-fetoprotein, AFP)
是目前临床上诊断HCC最常用的肿瘤标志物

之一, 但敏感性较低(70%左右), 特异性也较

低(64%)[19], 因此单独应用AFP诊断HCC容易

造成漏诊和误诊. 有研究[20]证实, Leptin可对

肿瘤细胞发生发展有一定相关性, 根据Wang
等[21,22]分别对68例和66例肝癌患者的研究发

现, 60.3%和53%的患者肝癌细胞内出现ob-R
高表达. 据Wang等[23]对36例肝癌样本的研究

发现, Leptin及其受体在邻近非肿瘤肝组织中

呈高表达, 而在肝癌细胞中呈低表达. Ribatti
等[24]通过免疫组织化学法检测Lept in及其受

体的表达与肝癌的血管生成程度高度相关 , 
进而得出Lept in有一定的促肝癌血管生成作

用. 所以, 在今后的研究工作中, ob-R的表达

情况能否成为肝癌早期的诊断依据仍需要我

们进一步研究. 
研究证实Lept in存在多条信号转导途径

如Ras途径、JAK/STAT3信号通路、MAPK
途径等还有其他脂类代谢的信号途径 ,  而
JAK/STAT3信号通路是Leptin的主要信号传

导途径. 而Elinav等[25]研究发现Leptin有抗肿

瘤作用, 考虑与其诱导肝癌细胞株中抗增殖的

STAT2与细胞因子信号抑制物1的过度表达有

关. Thompsom等[26]研究发现Leptin可能依靠丝

裂原激活的蛋白激酶系统通路转导信号对肝

癌产生作用. Chen等[27]的研究显示, Leptin对
肝癌生长的直接作用主要是通过AK2-PI3K/
Akt-MEK/ERKl/2之间的串扰联系实现的. 根
据Gonza lez等[28]在对乳腺癌的研究中显示, 
Leptin可以通过JAK2/STAT3、ERKl/2及PI3K
等信号传导途径增加VEGF及其受体VEGF-R2
和cyclin D1的表达, 从而促进肿瘤细胞增殖及

转移. 
Saxena等[29]的研究发现Leptin可以促进

肝癌细胞的生长、侵袭以及转移 ,  而J A K/
S TAT3信号通路是L e p t i n活动的重要介质. 
由此我们推测Lept in在肝癌细胞中也可通过

J A K/S TAT3通路来调节肝癌细胞的生成过

程 ,  影响肝癌细胞的增殖、侵袭及转移 .  因

此, 对Lep t in信号通路的研究有助于为肝癌

治疗靶点的选择提供新的参考. 同时相关实

验室通过对正常肝脏、肝硬化、慢性病毒

性肝炎及HCC患者的肝组织中进行Leptin与
hTERT表达相关性检测, 其结果证实Lept in
表达与hTERT表达有差异性存在, 且具有统计

学意义, 而这种相关性只存在于HCC组织中[9]. 
研究证实S TAT3为h T E RT的一个关键性调

节因子[5]. 在相关肿瘤细胞中激活TA的活性, 
hTERT基因的表达起了非常关键性的作用[30]. 
Stefanou等[31]证实Leptin与hTERT的表达存

在相关性. 
总之, 我们实验研究发现干扰STAT3信号

通路后Leptin诱导HepG2细胞的增殖活性降低, 
hTERT mRNA活性及蛋白表达情况受到抑制; 
由此我们推断Leptin可能通过JAK/STAT3信号

通路调控hTERT来影响肝癌细胞的生物学活

性. 这一结果可能为临床上有效地预防和治疗

肥胖带来相关肿瘤疾病提供新的思路. 但因 肿
瘤的发生、发展是多基因、多因素调控的结

果, 所以我们相信随着人们Leptin、端粒酶与

肿瘤关系的多方面的深入研究, 不久的将来会

产生一系列针对肥胖治疗肿瘤的药物,  从而为

肿瘤的治疗提供一种新的途径. 
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