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目的
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探讨乳酸堆积对肝星状细胞"

=DF+

$增殖'分化'凋亡的影响%方法
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体外培养人
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在
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$法测定乳酸对
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增殖的影响#流式细胞仪检测乳酸对
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凋亡和细胞周期的影响#

O79:.3#87JF<

检测
!

.DER

和
8<SR

凋亡基因
T9+:8<SR

的表达#免疫荧光法检测
69+

4

9+7.'

的活性%结果
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$!之后

随着乳酸浓度的增加!乳酸对
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毒性增加!对
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时
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$#免疫荧光法检测结果显示与对照组比较!低浓度乳酸可降低
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活性%结论
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低浓度乳酸可促进
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增殖!抑制
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凋亡!促进细胞外基质合成!使
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向成纤维细胞分化!增加肝

纤维化风险%
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肝纤维化是慢性肝损伤所致的病理改变%表现为

肝内细胞外基质#
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%并影响肝脏的功能)肝星状细胞#
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$是肝内
QFE

主要来源的
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是肝纤维化形成的细胞学基础'
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(的增殖*分化是肝

纤维化的中心环节)肝硬化是各种慢性肝病所致肝

功能受损从而影响体内糖代谢的转化'
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%导致乳酸在

体内的异常堆积%使细胞生存的微环境发生改变%刺

激纤维结缔组织的大量增生所致)但乳酸堆积对
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的影响尚未见文献报道)本实验采用体外培养
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制作乳酸堆积模型%探讨乳酸堆积对
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增殖*分化和凋亡的影响)
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胎牛血清的高糖
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培

养液
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%置于
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*含
;_ F>

1

饱和湿度的培养

箱中培养%用
%&1;_

胰蛋白酶消化传代%当细胞生长

融合至
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$
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时进行实验)
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细胞分组
!

把传代好的
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分为
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乳酸组$%

分别培养
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%其中以含
%88":

"

@

乳酸的
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为

对照组)

D&E&F

!
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法检测细胞增殖
!

取生长状态良好的

=DF+

%用
%&1;_

胰酶消化%加入等量培养液中和胰酶

并离心%弃上清液后加入
JGD

%再离心后加入不同乳

酸浓度的培养液制成含细胞数为
;b$%

-

"

@

的细胞悬

液%接种于
()

孔板上%每孔
1%%

&

@

%每组设
)

个复孔%

同时设只加培养基而无细胞的空白对照孔)将各组

细胞放置于
'-`

*

;_ F>

1

饱和湿度培养箱内培养

-12

后%加人
1%

&

@E??

#

;
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"
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$后再培养
02

%离心

弃上清液后加入
1%%

&

@

二甲基亚砜#

BED>

$%振荡

$;8#,

%使用全自动酶标仪检测
0(%,8

处的吸光度

#

1

$值)

=DF+

增殖抑制率#

_

$
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#
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各实验组
1

值"对照组
1

值$

b$%%_
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流式细胞仪测定
=DF+

凋亡和细胞周期
!

=DF+

凋亡检测!把生长良好的各组细胞经消化*离心

后分别调整为含细胞数为
;b$%

)

"

8@

的细胞悬液%各

组分别取
$8@

于离心管中%经反复离心洗涤混匀后%

各组分别取
1;%

&

@

%加入
;

&
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和
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@R,,7A.

#,C.TK?F

%充分混合均匀后室温下避光孵育
$;8#,

%

流式细胞仪检测细胞凋亡率%实验每组重复
'

次)细

胞周期检测!各组细胞培养
-12

后用
%&1;_

胰酶消

化收集细胞%

JGD

洗
1

遍%弃上清液%加入
$8@-%_

预冷乙醇%吹打均匀%

0`

过夜固定#

$12

以上$)

JGD

洗涤去乙醇%

$%%%O

"

8#,

离心
;8#,

%

JGD

洗
1

遍)

%&;8@JGD

重悬细胞%加入
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和
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至终浓度
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&
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%

'-`

温浴
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)用流式细胞仪测定细

胞周期%实验每组重复
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法检测
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和
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D&E&H&D
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提取总
<SR

!

各组细胞培养
-12

后%弃培

养液%向
10

孔板中每孔加入
%&18@?<K[":

反复吹

打后刮取裂解液分别移至灭菌的
$&;8@QJ

管中%室

温下静置
;8#,

)每组
QJ

管中加
%&18@

氯仿%经震

荡#

$;+

$

.

静置#

1 8#,
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.

离心#

0 `

%

$';%%b

V
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$;
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$

.

上清液移管后%加入
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的异丙醇%再经震

荡
.
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.

离心#
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%
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V
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$

.

弃

上清液后%加入
$8@-;_

乙醇%最后轻洗沉淀
.

离心

#
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%

$%)%%b

V
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.

弃上清
.

室温晾干后%加入
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水溶解并保存于冰上%待检)
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逆转录合成
6BSR

!

先测定总
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浓度)

按试剂盒操作说明书操作%将
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的样本
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*
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引物*
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双蒸水配成
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反转录体

系%上机)
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分析
!

首先在
O79:.3#87

JF<

仪中进行
0%

个循环#

(; $̀;+

%

)%`$8#,

$%紧

接着在
(;`

条件下用
DeG<fO77,JF<E9+37OE#A

进行变性
$%8#,

&利用
RGKJO#+8

,快速
-;%%

型荧光

定量
JF<

仪对
6BSR

进行扩增)结果用实验组目的

基因相对于对照组基因变化的
1

.

''

F3表示)各基因
O7.

9:.3#87JF<
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活性检测
!

各组细胞培养经胰蛋白

酶消化*

JGD

洗涤后制备成细胞数为
$b$%

)

"

8@

的

单细胞悬液%取
$ 8@

于离心管中经离心#

$%%%

O

"

8#,

*

;8#,

$后弃上清液%加入
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预冷的细胞裂

解液%冰浴
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%再以
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$混合液%
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温水浴
$2

%上机待检)
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相对活性
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实验组

荧光强度"对照组荧光强度)

表
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$ 产物大小#

P

4

$

fRJB=

正向
FR?fRFFRFRf?FFR?fFFR?F 0;%

反向
FRFFF?f??fF?f?RfFFR?R??F

!

.DER

正向
RRfRffRRfRFRfFRFRfF?F $%$

反向
fR?ffR?fffRRRRFRfFF

T9+:

正向
FFRfFFF??FRR??RFFFR?R?FF )/

反向
R?F??FFFF?FFR?FR?FRFFRf

D&F

!

统计学处理
!

实验数据采用
DJDD$(&%

软件进

行处理%计量资料用
PdL

表示%组间两两比较采用

@DB.A

检验%多组间比较采用单因素方差分析法%以

O

$

%&%;

为差异有统计学意义)

E

!

结
!!

果

E&D

!

乳酸对
=DF+

增殖的影响
!

不同浓度乳酸培养

=DF+-12

后用
E??

法检测
=DF+

的增殖能力发

现%低浓度#

&

188":

"

@

$乳酸对
=DF+

增殖具有明显

促进作用#

O

$

%&%;

$%之后随着乳酸浓度的增加%乳

酸对
=DF+

毒性增加%对
=DF+

生长有明显的抑制作

用#

O

$

%&%;

$%见表
1

)

E&E

!

乳酸对
=DF+

的凋亡和细胞周期的影响
!

不同

浓度乳酸培养
=DF+-12

后采用流式细胞仪检测

=DF+

凋亡和细胞周期发现%在乳酸浓度为
%

*

%&;

*

$&%

*

1&%88":

"

@

时
=DF+

的凋亡率与对照组比较%

逐渐减少%差异有统计学意义#

O

$

%&%;

$&低浓度乳酸

作用
-12

可调节细胞周期%

f

%

"

f

$

期细胞减少%

D

期

细胞增加%与对照组比较差异均有统计学意义#

O

$

%&%;

$%见表
'

)

E&F

!

乳酸对
=DF+

的凋亡基因
T9+@8<SR

的表达

和
69+

4

9+7.'

活性的影响
!

各低浓度乳酸组与对照组

比较%凋亡基因
T9+@8<SR

的表达明显减少#

O

$

%&%;

$%

69+

4

9+7.'

活性明显降低#

O

$

%&%;

$%并且其变

化趋势与乳酸浓度呈剂量效应%见图
$R

*

G

)

E&G

!

乳酸对
=DF+QFE

中
!

.DER 8<SR

的影

响
!

O79:.3#87JF<

检测结果显示%与对照组比较%低

浓度乳酸可明显刺激细胞外基质
!

.DER 8<SR

的

表达#

O

$

%&%;

$%见图
$F

)

表
1

!!

乳酸对
=DF+

的抑制率%

PdL

(

%i)

&

乳酸浓度#

88":

"

@

$

1

值 增殖抑制率#

_

$

%

#对照组$

%&(%d%&1$ I

%&; %&('d%&$0

9

I1&$

$&% %&(;d%&$-

9

I0&0

1&% %&()d%&'$

9

I;&;

0&% %&/0d%&1-

9

-&-

/&% %&-$d%&';

9

1$&(

$1&% %&)1d%&1/

9

'$&(

$)&% %&0(d%&;$

9

0)&1

1%&% %&0%d%&0'

9

;)&$

!!

I

!此项无数据&

9

!

O

$

%&%;

%与对照组比较

表
'

!!

乳酸对
=DF+

凋亡和细胞周期的

!!!

影响%

PdL

(

_

(

%i'

&

乳酸浓度#

88":

"

@

$ 凋亡率
f

%

"

f

$

D

%

#对照组$

$$&1d%&;- );&'d$&; ''&$d%&;

%&; /&$d%&'$

9

)%&)d%&(

9

'-&)d$&$

9

$&% ;&/d%&1(

9

;'&'d$&1

9

00&'d%&/

9

1&% 0&'d%&'$

9

0;&'d%&/

9

;%&(d$&;

9

!!

9

!

O

$

%&%;

%与对照组比较

!!

R

!

T9+@

&

G

!

69+

4

9+7.'

&

F

!

!

.DER

&

9

!

O

$

%&%;

%与对照组比较

图
$

!!

乳酸对
=DF+T9+@

$

69+

4

9+7.'

$

!

.DER8<SR

表达的影响
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F

!

讨
!!

论

!!

各种致病因子可导致肝内基质异常地沉积*结缔

组织异常增生%肝损伤在修复愈合的过程中伴有肝纤

维化发生%长期的纤维化过程则会发展成肝硬化)目

前对肝纤维化的研究主要集中在
=DF+

的激活*肝内

基质合成和降解失衡*有关的细胞因子#如
?ST.

!

*

JBfT

*

?fT.

%

等$*天然免疫和获得性免疫系统'

).-

(等

方面)而
=DF+

的激活则是肝纤维化形成的中心环

节'

/.(

(

%损伤的肝细胞释放细胞因子如
JBfT

*

?fT.

%

等%导致
=DF+

被激活%活化的
=DF+

分泌合成
QFE

增多%并转化为成纤维细胞)

!

.DER

是
QFE

的成分

之一%是
=DF+

活化的标志物'

$%

(

%若肝脏中出现
!

.

DER

阳性细胞表示
=DF+

开始向肌成纤维细胞转

化%促进肝纤维化的发生)

目前的研究认为激活的
=DF+

有两个去向!发生

细胞凋亡'

$$

(和由激活态转变回静止态'

$1

(

)活化的

=DF+

通过发生细胞凋亡而消除%是纤维化逆转的主

要机制)

=DF+

凋亡主要通过死亡受体信号传导通

路%当死亡因子
T9+

及其配体
T9+@

结合时%启动凋亡

通路%引起下游的
69+

4

9+7.'

等表达%导致细胞凋亡)

本研究通过体外培养人
=DF+

%加入不同浓度的

乳酸培养基来模拟慢性肝病时体内乳酸堆积的情况%

观察乳酸堆积对
=DF+

的影响)结果发现%低浓度

#

&

188":

"

@

$乳酸能激活
=DF+

%促进其增殖%但是

当乳酸浓度持续增高后%乳酸对
=DF+

的毒性增强%

引起细胞凋亡)在低浓度乳酸刺激下%

=DF+

由
f

%

"

f

$

期进入
D

期的过程增加%导致
f

%

"

f

$

期细胞减少%

处于
D

期的细胞则相应增加%同时细胞的凋亡率明显

减少)目前认为细胞周期有
1

个突发性的转折点!

f

$

至
D

期及
f

1

至
E

期'

$'

(

)因此认为%低浓度乳酸对

=DF+

的细胞周期具有重要的调控作用%使
D

期的细

胞明显增加而处于增殖状态%提示低浓度乳酸对肝纤

维化的作用可能是通过影响
=DF+

的增殖周期实现

的)在低浓度乳酸刺激下%

=DF+

分泌
!

.DER

增加%

促进
=DF+

向成纤维细胞分化%进一步加重肝纤维

化)在低浓度乳酸刺激下%

T9+@8<SR

的表达减少

和
69+

4

9+7.'

活性降低%故推测低浓度乳酸对
=DF+

凋亡的影响可能是通过抑制死亡受体通路的激活和

降低凋亡执行蛋白
69+

4

9+7.'

的活性)

总之%本研究从分子水平证实了低浓度乳酸可促

进
=DF+

增殖%使细胞从静止期#

f

%

$进入分裂间期&

促进
QFE

合成%减少细胞凋亡的死亡受体通路激活%

抑制
=DF+

凋亡%使
=DF+

向成纤维细胞分化%增加

肝纤维化风险)
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