
■背景资料
瘦素是一种新型
的脂肪因子 ,  已
经被广泛认为参
与了肝纤维化的
进程 .  瘦素可以
促进肝星状细胞
(hepatic stellate 
cells,  HSC)有丝
分裂, 并抑制其凋
亡 .  交感神经递
质去甲肾上腺素
(norepinephrine, 
NE)也能增加HSC
数目, 促进纤维化
的形成 .  瘦素对
HSC的活化及促
进纤维化的形成
作用可能需要NE
参与调节.
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Abstract
AIM: To investigate the effect of sympathetic 

neurotransmitter norepinephrine (NE) on the 
expression of leptin and leptin receptor in 
hepatic stellate cells (HSCs) in vitro. 

METHODS: Different concentrations of NE 
were applied on HSCs for 24, 48 or 72 h. 
Immunohistochemical staining was used to 
detect the expression of α-smooth muscle actin 
(α-SMA) in activated HSCs. Western blot was 
used to detect the expression of leptin and 
soluble leptin receptor (sOB-R) proteins. Real-
time PCR was used to examine the effect of NE 
on mRNA expression of leptin and sOB-R in 
HSCs. 

RESULTS: Immunohistochemistry results 
showed that after 1, 10, or 100 μmol/L NE 
was used on HSCs, the expression of α-SMA 
increased significantly at 24 h (14.1 ± 4.4, 17.5 ± 
5.2, 19.8 ± 4.1 vs 11.3 ± 4.5; P < 0.05), suggesting 
that NE could activate HSCs and promote 
their proliferation. When 10 μmol/L NE was 
applied for 24, 48 or 72 h, α-SMA expression 
gradually increased (17.5 ± 5.2; 18.5 ± 5.4; 19.2 
± 6.2, P < 0.05), indicating that NE induced 
HSC proliferation in a time-dependent manner. 
Western blot analysis showed that leptin 
protein expression was significantly higher in 
HSCs after treatment with 1, 10 and 100 μmol/
L NE for 24 h compared with the control group 
(1.54 ± 0.08, 2.72 ± 0.09, 2.84 ± 0.18 vs 0.85 ± 
0.12, P < 0.05); the expression of leptin receptor 
protein was also significantly higher than that 
in the control group (1.57 ± 0.18, 2.51 ± 0.17, 2.89 
± 0.19 vs 0.98 ± 0.15, P < 0.05). Real-time PCR 
was used to detect mRNA expression of leptin 
and leptin receptor, and the results showed 
that leptin mRNA expression was significantly 
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■研发前沿
已经证实交感神
经系统参与了肝
纤维化的进展 , 
交 感 神 经 递 质
NE对于肝脏的主
要纤维生成细胞
HSC有促增殖作
用 ,  并抑制其凋
亡 ,  但具体机制
仍不清楚 ,  对于
瘦素以及瘦素受
体的表达情况仍
不明确.

higher than that in the control group (1.51 ± 0.08, 
2.58 ± 0.09, 3.63 ± 0.12 vs 1.00 ± 0.07, P < 0.05); 
the expression of leptin receptor mRNA was 
also significantly higher than that in the control 
group (1.71 ± 0.08, 2.87 ± 0.10, 4.01 ± 0.14 vs 1.00 
± 0.08, P < 0.05).

CONCLUSION: The sympathetic neurotransmitter 
NE plays a role in the process of liver fibrosis 
possibly by promoting leptin and sOB-R 
expression in activated HSCs.

© 2015 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目的:  探讨交感神经递质去甲肾上腺素
(norepinephrine, NE)对体外培养肝星状细胞
(hepatic stellate cells, HSC)系表达瘦素以及
瘦素受体的影响. 

方法: 用不同浓度的NE作用于HSC, 分别
于24、48及72 h收集细胞, 免疫组织化学方
法检测活化HSC表达α-肌动蛋白(α-smooth 
muscle actin, α-SMA)情况; Western blot法
检测其表达瘦素以及瘦素受体蛋白的影响; 
real-time PCR检测NE对HSC瘦素以及瘦素
受体mRNA的影响. 

结 果 :  ( 1 )免疫组织化学结果显示 ,  1、
10、100 μmol/L浓度NE作用于HSC 24 h, 
α-SMA表达明显增加(14.1±4.4, 17.5±5.2, 
19.8±4.1 vs  11.3±4.5; P <0.05); 提示NE可
以活化HSC, 并促进HSC增殖. 10 μmol/L 
NE作用HSC 24、48、72 h后, α-SMA表
达逐渐增强(17.5±5.2; 18.5±5.4; 19.2±
6.2, P <0.05); 提示NE对HSC的促增殖作
用具有时间依赖性; (2)Western blot结果显
示, 1、10、100 μmol/L NE作用于HSC 24 h
后, 瘦素蛋白表达明显高于对照组(1.54±
0.08, 2.72±0.09, 2.84±0.18 vs  0.85±0.12, 
P <0.05); 瘦素受体蛋白表达亦明显高于对
照组(1.57±0.18, 2.51±0.17, 2.89±0.19 vs  
0.98±0.15, P <0.05); (3)Real-t ime PCR检

测HSC瘦素以及瘦素受体mRNA的表达增
加, 1、10、100 μmol/L NE作用于HSC 24 h
后, 瘦素mRNA表达明显高于对照组(1.51±
0.08, 2.58±0.09, 3.63±0.12 vs  1.00±0.07, 
P <0.05); 瘦素受体mRNA表达亦明显高于对
照组(1.71±0.08, 2.87±0.10, 4.01±0.14 vs  
1.00±0.08, P <0.05). 

结论: 交感神经递质NE对体外活化的HSC瘦
素以及瘦素受体的表达均有促进作用, 从而
参与了肝纤维化的进程. 

© 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: 本研究首次检测了交感神经递质去

甲肾上腺素(norepinephrine, NE)对肝星状细胞
(hepatic stellate cells, HSC)瘦素以及瘦素受体表
达的影响. 结果证实NE作用于HSC之后, 瘦素
以及可溶性瘦素受体蛋白以及mRNA表达均明
显增高, 提示NE确实介导了HSC瘦素以及瘦素
受体的表达, 从而参与了肝纤维化的过程.
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0  引言

瘦素(lept in)是一种新型的脂肪因子, 已经被

广泛认为参与了肝纤维化的进程[1]. 研究[2]发

现在非酒精性脂肪肝患者中血清瘦素水平增

高, 而瘦素是肝星状细胞(hepatic stellate cells, 
HSC)的强有力促有丝分裂因子, 并抑制HSC
的细胞凋亡 .  交感神经递质去甲肾上腺素

(norepinephrine, NE)也能增加HSC数目, 并使

其活化, 促进纤维化的形成. 瘦素对HSC的活

化及促进纤维化的形成作用可能需要NE参与

调节. 本文旨在探讨NE对活化HSC表达瘦素及

其受体表达的影响, 为肝纤维化的临床治疗提

供新的理论依据及治疗途径. 

1  材料和方法

1.1 材料 RPMI-1640培养基购自美国Gibco
公司; 胎牛血清购自杭州四季青公司; α-平滑

肌肌动蛋白(α-smooth muscle actin, α-SMA)
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兔抗人单抗购自美国Abcam公司; β-act in兔
抗人单抗购自北京博奥森公司; 兔抗人瘦素

抗体、兔抗人瘦素受体抗体购自武汉博士

德生物工程有限公司; ABC免疫组织化学试

剂盒为Zymed公司产品; 逆转录反应体系、

SYBR Green Real Master Mix、TRIzol试剂

盒购自中国北京天根公司; PCR扩增用引物

由上海生工生物工程技术服务有限公司合

成; NE购自美国Sigma公司; 其他试剂为分

析纯. 主要仪器有超净工作台、二氧化碳培

养箱(Precis ion Co, 美国), 倒置相差显微镜

(Olympus, 日本). 
1.2 方法
1.2.1 细胞系及细胞培养: 肝星状细胞系CFSC
由美国Greenwel教授建系并惠赠, 其表型为活

化的HSC, 从CCl4诱发的肝硬化大鼠中分离并

通过培养使细胞自发获得永生性, 冷冻保存于

液氮中. 将冷冻保存的肝星状细胞系复苏后

接种于含10%胎牛血清、100 IU/mL青霉素、

100 µg/mL链霉素和4 mmol/mL谷氨酰胺的

RPMI-1640培养液中, 于37 ℃、50 mL/L CO2的

培养箱内培养. 细胞随机分为4组: (1)空白对照

组, 为单纯HSC培养; (2)低浓度NE组(1 μmol/
L); (3)中浓度NE组(10 μmol/L); (4)高浓度NE组
(100 μmol/L). 
1.2.2 免疫组织化学法测定α-SMA表达情况: 
(1)细胞爬片: 取HSC细胞, 制成细胞悬液, 调
整细胞密度为(1-5)×105/mL. 吸取细胞悬液

500 μL, 分别接种于盖玻片上. 培养箱孵育

4 h, 移去培养液, 对照组加1 mL培养液, 实验

组分别加入1 mL含1、10、100 μmol/L NE的
培养液, 培养箱内继续孵育; (2)免疫细胞化

学染色: 40 g/L多聚甲醛固定30 min, PBS洗3
遍, H2O2封闭10 min, PBS洗3遍, 山羊血清封

闭(室温下1 h), 加入α-SMA一抗, 4 ℃冰箱过

夜. 加ABC复合物, 室温下30 min, DAB显色, 
苏木素复染, 中性树胶封固. 显微镜下观察

α-SMA表达情况, 并于400倍镜下选取6个视

野进行计分. 按照阳性细胞占所有细胞的比

例计分, 0、<25%、25%-49%、50%-74%、

≥75%分别为0、1、2、3、4 分. 着色强度计

分: 细胞无着色, 0分; 浅黄色, 1分; 棕黄色, 2
分; 棕褐色, 3分. 2项评分结果相加, 各组分别

设置4个复孔. 
1.2.3 Western blot检测瘦素以及瘦素受体蛋

白的变化: 取对数生长期细胞, 加1、10、100 
μmol/L NE继续培养24、48及72 h后收集细胞, 
提取细胞总蛋白, 考马斯亮蓝比色法测定蛋白

含量. 以8%的SDS-PAGE凝胶作为分离胶电泳, 
转膜, 封闭, 分别以兔抗人痩素抗体、兔抗人

痩素受体抗体(1∶200)和兔抗人β-actin多克隆

抗体(1∶200)作为第一抗体反应; 辣根过氧化

物酶标记的山羊抗兔IgG(1∶5000)作为第二抗

体反应. 采用ECL发光剂, 进一步显影、定影, 
结果以目的蛋白与β-act in的积分光密度值的

比值表示. 密度扫描分析采用美国Kodak公司

ID数码成像分析系统软件对Western印迹结果

进行定量分析, 灰度值以积分光密度值(IOD)
表示. 
1.2.4 Real-time Q-PCR检测NE对HSC表达
瘦素以及瘦素受体的影响: (1)采用TRIzoL
试剂盒 ,  提取H S C总R N A ,  逆转录合成

c D N A; l e p t i n、可溶性瘦素受体(s o l u b l e 
leptin receptor, sOB-R)及内参照甘油醛-3-
磷酸脱氢酶(g l y c e r a l d e h y d e p h o s p h a t e 
dehydrogenase, GAPDH)引物参照Genbank
基因序列自行设计, 由北京赛百盛基因有限

公司合成. 引物设计与合成如下: l e p t i n(正
义: 5'-CAATGACATTTCACACACGCAG-3', 
反义: 5'-AGATGGAGGAGGTCTCGCAG-3', 
扩增产物大小为2 0 4  b p ) .  s O B - R (正义 : 
5'-GTGTCCTTCCTGACTCCGTAG-3', 反
义: 5'-GTTATTCTCTGGAAAGACTGGCT-3', 
扩增产物大小为119 b p) .  G A P D H(正义 : 
5'-TCCCTCAAGATTGTCAGCAA-3', 反义: 
5'-AGATCCACAACGGATACATT-3', 扩增产物

大小为259 bp); (2)在PE5700实时荧光定量PCR
仪(美国ABI公司)上进行实时定量扩增. SYBR
反应体系25 μL. 反应条件: 93 ℃ 5 min, 1个循

环; 93 ℃ 45 s, 55 ℃ 1 min, 10个循环; 93 ℃ 30 s, 
55 ℃ 45 s, 30个循环. 利用实时荧光定量PCR仪
自带软件进行分析, 获得产物的Ct值. 采用相对

定量2-△△Ct法比较leptin、sOB-R基因在各组中

的表达差异, 即以对照组leptin、sOB-R mRNA
表达量为标准, 各实验组leptin、sOB-R的表达

量相对于对照组的变化用以下公式计算: △
Ct实验组 = Ct目的基因-CtGAPDH, △Ct对照组 = Ct对照基因

-CtGAPDH, △△Ct = △Ct实验组-△Ct对照组, 目的基因

的相对表达量folds = 2-△△Ct计算瘦素、瘦素受

体mRNA相对表达量. 

■相关报道
交感神经递质NE
能增加HSC数目,
并使其活化 ,  促
进纤维化的形成. 
而表达低儿茶酚
胺水平或低交感
活性的瘦素缺陷
性ob/ob小鼠可以
产生肝纤维化抵
抗 ,  认为NE可以
直接作用于HSC, 
以调节并削弱瘦
素对HSC的活化
作用.
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统计学处理 受试样品数据以mean±SD
表示. 用SPSS12.0软件进行统计分析, 多组间

比较采用单因素方差分析(One-way ANOVA), 
组间比较采用q检验. P <0.05为差异有统计学

意义. 

2  结果

2.1 NE对HSC作用后的α-SMA表达情况 1、
10、100 μmol/L浓度NE作用于HSC 24 h, 
α-SMA表达明显增加(14.1±4.4, 17.5±5.2, 
19.8±4.1 vs  11.3±4.5; P <0.05); 提示NE可以

活化HSC, 并促进HSC增殖. 10 μmol/L NE作
用HSC 24、48、72 h后, α-SMA表达逐渐增强

(17.5±5.2, 18.5±5.4, 19.2±6.2, P <0.05)(表1, 
图1). 
2.2 NE对HSC作用后的瘦素以及瘦素受体蛋
白表达的影响 Western blot分析显示, 分别在

大约16.0、5.1 kDa位置出现leptin、sOB-R特

异性条带, 在43 kDa位置可见β-actin条带. 结
果证实, 1、10、100 μmol/L NE作用于HSC 
24 h后, 瘦素蛋白表达明显高于对照组(1.54±
0.08, 2.72±0.09, 2.84±0.18 vs  0.85±0.12, F
值为499.733, P <0.05); 瘦素受体蛋白表达亦

明显高于对照组(1.57±0.18, 2.51±0.17, 2.89
±0.19 vs  0.98±0.15, F值为196.334, P <0.05) 
(图2). 
2.3 N E对H S C作用后的瘦素以及瘦素受体
mRNA表达的影响 在实时荧光定量PCR过程

中, 以荧光值和循环数作图, 自动得到mRNA水

平扩增曲线, 可见各样品的重复性较好, 扩增效

率基本一致. 应用相对定量2-△△Ct法比较leptin、
sOB-R基因在各组HSC中的表达. 结果证实, 1、
10、100 μmol/L NE作用于HSC 24 h后, 瘦素

mRNA表达明显高于对照组(1.51±0.08, 2.58±
0.09, 3.63±0.12 vs  1.00±0.07, F值为1394.213, 
P <0.05); 瘦素受体mRNA表达亦明显高于对照

■创新盘点
本研究首次检测
了交感神经递质
NE对HSC瘦素以
及瘦素受体表达
的影响 .  从而证
实交感神经系统
参与了肝纤维化
的进程 ,  可以作
为治疗肝纤维化
的新靶点.
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图  1  NE作用HSC 24 
h后细胞α-SMA表达
情况(SABC×100). A: 
对照组; B: 1 μmol/L
组; C: 10 μmol/L组; 
D: 100 μmol/L组. NE: 
去甲肾上腺素; HSC: 

肝星状细胞; α-SMA: 
α-肌动蛋白.

表  1  各组HSC 24 h表达α-SMA情况 (n  = 24, mean±SD)

     
分组 24 h 48 h 72 h

对照组 11.3±4.5 13.5±4.8 14.2±5.6

1 μmol/L NE组 14.1±4.4 15.2±3.6 12.2±5.1

10 μmol/L NE组  17.5±5.2a  18.5±5.4b  19.2±6.2a

100 μmol/L NE组  19.8±4.1b  17.8±4.2a 15.1±4.9

aP<0.05, bP<0.01 vs  对照组. HSC: 肝星状细胞; α-SMA: α-肌动蛋白.
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组(1.71±0.08, 2.87±0.10, 4.01±0.14 vs  1.00±
0.08, F值为904.241, P<0.05)(表2, 图3). 

3  讨论

瘦素是新发现的重要脂肪因子[3-5]. 近年来瘦素

在非酒精性脂肪肝、丙型肝炎及肝硬化等慢

性肝病中的作用已引起众多学者的关注[6-9]. 而
HSC作为肝脏主要的纤维生成细胞, 在肝损

伤时活化转变为肌纤维母细胞并导致多种胶

原的表达和细胞外基质的过度堆积是肝纤维

化的重要机制[10-12]. 研究[13-16]发现在非酒精性

脂肪肝患者中血清瘦素水平增高, 而瘦素是

HSC的强有力促有丝分裂因子, 并抑制HSC
的细胞凋亡, 从而在肝病的进展中扮演了重

要角色. Oben等[17]通过动物实验发现痩素缺

■应用要点
本研究发现 ,  NE
作用于H S C后 , 
瘦素以及可溶性
瘦素受体表达均
明显增高 ,  提示
N E确实介导了
HSC瘦素以及瘦
素受体的表达 , 
参与了肝纤维化
的过程 .  从而为
临床上肝纤维化
的治疗提供新策
略和新途径.
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图  2  Western blot检测NE作用24 h后HSC表达瘦素以及瘦素受体情况. 1: 对照组; 2: 1 μmol/L组; 3: 10 μmol/L组; 4: 100 
μmol/L组. aP<0.05 vs  对照组. NE: 去甲肾上腺素; HSC: 肝星状细胞; leptin: 瘦素; sOB-R: 可溶性瘦素受体.

     

表  2  NE对肝星状细胞表达瘦素以及瘦素受体mRNA
的影响 (n = 4)

分组 瘦素 瘦素受体

对照组 1.00±0.07 1.00±0.08

NE(1 μmol/L)组 1.51±0.08 1.71±0.08

NE(10 μmol/L)组  2.58±0.09a  2.87±0.10a

NE(100 μmol/L)组  3.63±0.12b  4.01±0.14b

aP<0.05, bP<0.01 vs  对照组. NE: 去甲肾上腺素.
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图  3  NE对HSC
表 达 瘦 素 以 及
瘦素受体mRNA
的 影 响 .  A:  瘦
素; B: 瘦素受体. 

NE:  去甲肾上

腺素; HSC: 肝

星状细胞.
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陷性ob/ob大鼠形成肝损伤, 但HSC数目却减

少, 如补充瘦素可增加HSC数目, 肝纤维化加

重; 但对于对照大鼠注射同样剂量的瘦素却

不能增加HSC数量, 说明依赖瘦素且与损伤

关联的因素可使HSC增加[18]. 近年来, 交感神

经系统与肝脏疾病的关系受到越来越多的关

注[19]. 交感神经系统过度活化参与了肝脏损

伤后修复和纤维化的调节[20,21]. 交感神经递质

NE能增加HSC数目, 并使其活化, 从而促进

纤维化的形成 [22,23]. 表达低儿茶酚胺水平或

低交感活性的痩素缺陷性o b/o b小鼠经研究

显示可以产生肝纤维化抵抗, 当给予动物肝

细胞毒性饮食, NE缺乏的大鼠不能出现活化

HSC的积累, 纤维化形成过程减慢, 当给予补

充促肾上腺素释放物质时, 这种现象消失, 认
为NE直接作用于HSC, 以调节并削弱瘦素对

HSC的活化作用[24]. 由此可见, 瘦素对HSC的

活化及促进纤维化的形成作用可能需要N E
参与调节[25]. 在我们的前期研究中发现, HSC
可以合成和释放NE, 还表达α1、β1、β2等肾

上腺素受体, HSC表达肾上腺素受体各亚型

随着肝纤维化的进展而增加[26]. NE还可以抑

制活化HSC的凋亡, 并促进其增殖[27,28]. 而瘦

素对于H S C的作用是否需要N E的介导仍不

明确. 本研究首次检测了交感神经递质NE对
HSC瘦素以及瘦素受体表达的影响. 研究发

现, NE作用于HSC之后, 瘦素以及可溶性瘦

素受体蛋白以及mRNA表达均明显增高, 提
示NE确实介导了HSC瘦素的表达, 从而参与

了肝纤维化的过程. 
但是NE调节肝纤维化的具体机制仍需要

进一步的探讨, 以期为临床上肝纤维化的治疗

提供新策略和新途径[29,30]. 
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■同行评价
本研究结果可信, 
具有一定的科学
价值.
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