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肝纤维化是各类致病因素引起肝脏发生损伤-
修复反应的结果，其主要病理改变为肝内弥漫性细

胞外基质过度沉积，是多种慢性肝病向肝硬化进展
的共同基础[1]。 近年来，相关研究已经明确，肝纤维
化甚至早期肝硬化是可以逆转的[2]。 在肝纤维化发
生过程中，肝星状细胞（hepatic stellate cell，HSC）首
先激活并增殖，产生大量细胞外基质 [3]，如 α-平滑
肌肌动蛋白（α-smooth muscle actin，α-SMA）、Ⅰ型/Ⅱ
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【摘 要】目的：探讨褪黑素（melatonin，Mel）对血小板衍生生长因子（platelet-derived growth factor，PDGF）诱导的肝星状细胞-T6
（hepatic stellate cell-T6，HSC-T6）中 JAK2/STAT3信号通路的影响。 方法：将 HSC-T6细胞分为 6组：对照组、模型组、实验组
（Mel 1 nmol/L、Mel 1 滋mol/L、Mel 0.1 mmol/L）、抑制剂组（AG490为 JAK2/STAT3通路的抑制剂），实时荧光聚合酶链式反应检
测 HSC-T6中 α-平滑肌肌动蛋白（α-smooth muscle actin，α-SMA）、Ⅰ型胶原（collagen typeⅠ，collagen-Ⅰ） mRNA表达，免疫组
化检测 HSC-T6细胞中 JAK-2、P-JAK2、STAT3、P-STAT3蛋白表达。 结果：与对照组比较，PDGF能明显激活 HSC-T6增殖，明
显上调 HSC-T6中 α-SMA、collagen-Ⅰ mRNA及 JAK-2、P-JAK2、STAT3、P-STAT3表达；与模型组比较，褪黑素及 JAK2/STAT3
通路抑制剂可抑制 PDGF诱导的 HSC-T6增殖，明显下调 α-SMA、collagen-Ⅰ mRNA及 JAK-2、P-JAK2、STAT3、P-STAT3表达。
结论：褪黑素可抑制 PDGF诱导的 HSC-T6活化与增殖，其机制可能与抑制 JAK2/STAT3信号通路有关，这可能是褪黑素改善
肝纤维化的机制之一。
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【Abstract】Objective：To investigate the effect of melatonin（Mel） on the JAK2/STAT3 signaling pathway of hepatic stellate cell-T6
（HSC-T6） induced by platelet-derived growth factor（PDGF）. Methods：HSC-T6 cells were divided into 6 groups：control group，model
group，experimental groups（Mel 1 nmol/L，Mel 1 滋mol/L，Mel 0.1 mmol/L） and inhibitor group（AG490 JAK2/STAT3 pathway inhibitor）.
Real-time fluorescent polymerase chain reaction（RT-PCR） was used to detect the mRNA expression of α-smooth muscle actin（α-
SMA） and collagen type Ⅰ（collagen-Ⅰ） in HSC-T6，and the protein expression detection of JAK－２，P-JAK2 and STAT3，P-STAT3
proteins in HSC-T6 cells was made by immunohistochemistry. Results：Compared with the control group，PDGF significantly activated
the proliferation of HSC-T6，and significantly up-regulated the expression of α-SMA，collagen-Ⅰ mRNA and JAK-2，Ｐ-JAK2，
STAT3 and Ｐ-STAT3 in HSC-T6. Compared with model group，Mel and JAK2/STAT3 pathway inhibitor inhibited PDGF induced
HSC-T6 proliferation，and significantly down-regulated the expressions of α-SMA，collagen-Ⅰ mRNA and JAK-2，Ｐ-JAK2，STAT3
and Ｐ-STAT3. Conclusion：Mel can inhibit the activation and proliferation of HSC-T6 induced by PDGF，and the mechanism may be
related to the inhibition of JAK2/STAT3 signaling pathway，which may be one of the mechanisms of melatonin improving liver fibrosis.
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型胶原（collagen typeⅠ/Ⅱ，collagen-Ⅰ/Ⅱ）蛋白等[4]，
因此抑制 HSC的激活和增殖是治疗和预防肝纤维
化的重要方法。 HSC激活由大量炎性细胞因子和
生长因子介导，其中血小板衍生生长因子（platelet-
derived growth factor，PDGF）是 HSC中最有效的有丝
分裂增殖细胞因子之一[5]，PDGF通过与 HSC质膜上
的 PDGF 受体特异性结合，能够激活 JAK2/STAT3
信号通路，致使 HSC活化增殖。 本实验以体外培养
的肝星状细胞-T6（hepatic stellate cell-T6，HSC-T6）
为对象，通过观察褪黑素对 PDGF 诱导的 HSC 上
JAK2/STAT3 信号通路的影响，探讨其抗肝纤维化
分子机制。

1 材料与方法

1.1 细胞与试剂

DMEM购自美国 Hyclone公司；HSC购自南京凯基生物

科技发展公司；胎牛血清购自美国 GIBCO公司；褪黑素购自

美国 Sigma公司；PDGF购自美国 PeproTech公司；PCR试剂

盒购自美国 Thermo公司；DMSO、胰酶消化液、青霉素/链霉素

购自上海碧云天生物技术有限公司；Anti-JAK2 antibody、

Anti-P-JAK2 antibody、Anti-STAT3 antibody、Anti-P-STAT3

antibody、Anti-GAPDH antibody购自英国 Abcam公司。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养与分组 HSC-T6 细胞采用含 10％胎牛血

清，1%双抗（青-链霉素混合液）的 DMEM高糖培养基，置于

37℃，5% CO2的培养箱中进行培养，第 2天换液，2~3 d传代

1次，收集对数期细胞进行后续实验。 分组：对照组加入无菌

的 PBS，模型组加入浓度为 10 ng/mL 的 PDGF，Mel 低浓度

组加入适量 PDGF 和浓度为 1 nmol/L的 Mel；Mel中浓度组

加入适量 PDGF和浓度为 1 滋mol/L的 Mel；Mel高浓度组加

入适量 PDGF和浓度为 0.1 mmol/L的 Mel；抑制剂组加入适

量 PDGF和 AG490。 分组完成后，放入培养箱中 48 h备用。

1.2.2 实时荧光聚合酶链式反应检测 α-SMA、collagen-Ⅰ

mRNA的表达 各组作用 48 h后，通过 Trizol方法提取各组

细胞总 RNA，按照逆转录试剂盒说明书合成 cDNA进行扩增，

以 GAPDH 作为内参，扩增后以 2-驻驻Ct 方法计算 α-SMA 和

collagen-Ⅰ mRNA的表达。实时荧光聚合酶链式反应引物序

列为：collagen-Ⅰ上游引物：5’-TACAGCACGCTTGTGGATG－

3’，下游引物：5’-TTGGGATGGAGGGAGTTTA-3’；α-SMA上

游引物：5’-AACACGGCATCATCACCAAC- 3’，下游引物：5’-

CACAGCCTGAAT AGCCACATAC-3’；GAPDH上游引物：5’-

GGAGTCTACTGGCGTCTTCAC－3’，下游引物：5’-ATGAGC－

CCTTCCACGATGC-3’。

1.2.3 细胞免疫组化实验 将各组制成的细胞爬片用 PBS

洗去培养基，再用 4%甲醛固定 30 min，PBS洗 3 min×3次；

加 3%H2O2，湿盒孵育 10 min，以消除内源性过氧化物酶的活

性，PBS冲洗 3 min×3次，1%BSA封闭 1 h，PBS洗 3 min×3

次；滴加一抗后湿盒孵育于 4℃冰箱过夜；滴加 HRP标记广

谱二抗，湿盒孵育，室温下放置 20 min后 PBS冲洗 3 min×3

次；再滴加 DAB染色，观察有颜色改变时，立即用自来水洗

去染色液；苏木素复染 3 min，1%盐酸酒精分化，显微镜下观

察，控制染色程度。自来水冲洗 10 min，放入 65℃烘箱中烘干

水分；将细胞爬片置于二甲苯中透明 3 min×2次，中性树胶

封片，放入 65℃烘箱中 15 min，镜下观察，采集分析相关部

位，放大 200倍拍照，用 Image-Pro Plus软件分析结果。

1.3 统计学处理

采用 SPSS 22.0统计软件进行分析。 数据用均数±标准

差（x±s）表示，3组以上计量资料对比采用单因素方差分析，

2组间的比较采用 LSD-t检验。 检验水准 α=0.05。

2 结 果

2.1 Mel 对 PDGF 诱导的 HSC-T6 中 α-SMA、collagen-Ⅰ

mRNA表达的影响

各组 HSC-T6中 α-SMA mRNA表达量分别为 0.012 9±

0.002 5、0.038 0±0.003 6、0.022 7±0.001 8、0.022 2±0.002

0、0.018 3±0.001 1、0.015 7±0.003 1，方差分析 6组差异有统

计学意义（F=36.244，P=0.000）；各组 HSC-T6中 collagen-Ⅰ

mRNA 表达量分别为 0.002 6±0.000 3、0.201 0±0.001 8、

0.116 0±0.001 9、0.009 0±0.001 0、0.005 2±0.000 4、0.004 5±

0.000 6，方差分析 6 组差异有统计学意义（F=80.349，P=

0.000）。与对照组相比，模型组 α-SMA、collagen-Ⅰ mRNA表

达量明显升高，差异具有统计学意义（均 P=0.000）；与模型

组比较，褪黑素低、中、高剂量组以及抑制剂组 α-SMA、

collagen-Ⅰ mRNA表达量均回降，差异均具有统计学意义

（均 P=0.000）（图 1、图 2）。

注：a，与对照组比较，P<0.05；b：与模型组比较，P<0.05

图 1 Mel对 PDGF诱导的 HSC-T6中 α-SMA%mRNA
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2.2 细胞免疫组化检测 Mel对 PDGF诱导的 HSC-T6细胞

中 P-JAK2、P-STAT3蛋白表达

各组中 P-JAK2 蛋白表达量分别为 0.517 6±002 7、

0.333 6±0.040 8、0.240 6±0.013 0、0.216 3±0.009 5、0.165 3±

0.013 3、0.143 3±0.008 1，方差分析 6组差异有统计学意义

（F=31.164，P=0.000）；各组中 P-STAT3蛋白表达量分别为

0.157 0±0.013 8、0.452 3±0.046 9、0.327 3±0.010 7、0.259 3±

0.013 2、0.147 6±0.017 2、0.137 0±0.018 0，方差分析 6组差

异有统计学意义（F=85.836，P=0.000）。与对照组比较，模型组

中 P-JAK2、P-STAT3 蛋白表达差异有统计学意义（均 P=

0.000）；与模型组比较，褪黑素低、中、高实验组及抑制剂组

P-JAK2、P-STAT3蛋白表达差异有统计学意义（均 P=0.000），

并且随着褪黑素浓度增加 P-JAK2、P-STAT3表达的抑制作

用逐渐增强（图 3、图 4）。

3 讨 论

肝纤维化是不同病因慢性肝损伤引起的纤维
性瘢痕形成过程。正常情况下，处于静息状态或未激
活状态的 HSC位于肝脏窦周间隙，其主要功能是广
泛摄取和储存维生素 A[6]。 但在病理状态如慢性刺
激或肝脏损伤情况下，HSC中的视黄醇脂滴减少，
细胞被激活分化为肌成纤维细胞[7]，维生素 A合成
减少，并合成多种细胞外基质，如 α-SMA、collagen-
Ⅰ/Ⅱ等[8]。近年研究表明，HSC是细胞外基质形成的
主要来源，且 HSC的激活转化为肌成纤维细胞是肝
纤维化发生发展的中心环节[9]。 PDGF家族包括其配
体和受体，在组织修复和细胞外基质的形成中起关
键作用。国内外多项研究表明，PDGF-B和 PDGF-D
具有促进 HSC 迁移并向肌成纤维细胞转化作用，
从而分泌过多的细胞外基质 [10]。现已证实 HSC 上
PDGFR-β缺失降低 α-SMA和 collagen-Ⅰ表达，从
而缓解肝纤维化[11]。 此外，选择性阻断 PDGFR可降
低活化星状细胞的增殖、分化和迁移[12]。JAK2／STAT3
信号通路参与细胞增殖、分化、凋亡及免疫调节等
过程[13]。 该通路被激活后，STAT3 发生磷酸化，诱导
相应基因表达，使 HSC活化，最终导致肝纤维化。

Mel主要由松果体分泌，是一种神经内分泌激
素。 近年研究显示，在急性肝损伤模型中，Mel有细

注：a，与对照组比较，P<0.05；b：与模型组比较，P<0.05

图 2 Mel对 PDGF诱导的 HSC-T6中 collagen-Ⅰ mRNA

表达的影响（x±s，n=3）

注：a，与对照组比较，P<0.05；b：与模型组比较，P<0.05

图 3 Mel%对 PDGF诱导的 HSC-T6中 P-JAK2蛋白表达的影响

（ICC，200×，x±s，n=3）
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图 4 免疫组化检测 Mel对 P-STAT3蛋白表达的影响

（ICC，200×，x±s，n=3）
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胞保护作用；在慢性肝损伤模型中，Mel发挥抗纤维
化作用[14-15]。 虽然褪黑素在肝纤维化中的作用及内
在机制已取得一些进展，但是，目前对其参与肝纤
维化进程的具体机制还不完全清楚。 肝纤维化作为
肝病发展的共同通路和关键时期，逆转肝纤维化至
关重要，如果通过使用褪黑素调节肝纤维化，减少
HSC活化，增强对肝细胞的保护和再生，就可以减
缓病程甚至逆转肝纤维化。 查阅国内外文献发现，
此类研究除本课题组外，国内外未见报道。 本课题
组前期初步研究证实，Mel对急性酒精性肝损伤、四
氯化碳所致的大鼠肝纤维化具有保护作用[16]。 在前
期研究的基础上，进一步阐明褪黑素抑制肝纤维化
作用是否与抑制 HSC中 JAK2-STAT3信号通路有
关，为开发 Mel 作为防治肝纤维化药物提供实验
基础。

课题组前期实验已经证实 Mel 浓度增加至1
mmol/L，HSC增殖明显被抑制 [16]，故采用 1 nmol/L、
1 滋mol/L 和 0.1 mmol/L 作为实验组 Mel的药物浓
度。 该实验研究结果显示采用 PDGF浓度为 10 ng/mL
可激活 HSC-T6 细胞，与 Wang Y 等 [17]用该浓度
PDGF激活 HSC相一致。 实验结果显示与对照组比
较，PDGF能明显激活 HSC-T6增殖，明显上调HSC-
T6中 α-SMA、collagen-Ⅰ mRNA及 JAK-2、P-JAK2、
STAT3、P-STAT3 的表达；与模型组比较，Mel 及
JAK2/STAT3通路抑制剂可抑制 PDGF诱导的HSC-
T6增殖，明显下调 α-SMA、collagen-Ⅰ mRNA及P-
JAK2、P-STAT3表达。 这一结果提示肝纤维化过程
中 JAK2/STAT3信号通路被激活，并且褪黑素能够
抑制该通路。

综上所述，Mel可抑制 PDGF诱导的 HSC活化
增殖，其机制可能与抑制 JAK2/STAT3信号通路有
关，这可能是褪黑素改善肝纤维化机制之一。
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