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Abstract 

BACKGROUND: Hepatocyte growth factors exhibit protective effects on many cells.   

OBJECTIVE: To investigate the protective effects of hepatocyte growth factors on H2O2-induced hepatocyte apoptosis of liver 

cells as well we the possible mechanism.  

METHODS: LO2 liver cell lines were randomly divided into three groups: normal control group: LO2 cells were conventionally 

cultured; model group: LO2 cells were treated with 100 mmol/L H2O2 for 4 hours; hepatocyte growth factor group: LO2 cells were 

pretreated with 50 mg/L hepatocyte growth factors for 24 hours and then further cultured with 100 mmol/L H2O2 for 4 hours.  

RESULTS AND CONCLUSION: After 4-hour treatment with 100 mmol/L H2O2, in vitro cultured LO2 cells showed obvious 

apoptosis, presenting with decreased cell survival rate (P < 0.01), increased caspase-3 protein expression (P < 0.01), and 

decreased Bcl-2 protein expression (P < 0.01). After 24-hour pretreatment with hepatocyte growth factors and subsequent 4-hour 

culture with 100 mmol/L H2O2, LO2 cell apoptosis was significantly inhibited (P < 0.01). These findings suggest that hepatocyte 

growth factors can inhibit H2O2-induced LO2 cell apoptosis by increasing Bcl-2 expression in LO2 cells. 
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摘要 

背景：肝细胞生长因子对多种细胞具有保护作用。 

目的：观察肝细胞生长因子对过氧化氢诱导肝细胞凋亡的保护作用及其机制。 

方法：采用人 LO2肝细胞系，随机分成 3组：正常对照组为正常培养的 LO2细胞；模型组加入 100 mmol/L过氧化氢作用

LO2细胞 4 h；肝细胞生长因子组加入 50 mg/L 肝细胞生长因子预处理 LO2细胞 24 h，再加入 100 mmol/L过氧化氢继续

培养 4 h后处理细胞。 

结果与结论：体外培养的 LO2细胞经 100 mmol/L过氧化氢作用 4 h后，LO2细胞可出现明显的凋亡现象，表现为细胞存

活率降低(P < 0.01)，Caspase-3蛋白表达增加(P < 0.01)，Bcl-2蛋白表达降低(P < 0.01)。给予质量浓度 50 mg/L 肝细胞

生长因子预处理 24 h后再加入 100 mmol/L过氧化氢继续培养 4 h，LO2细胞的凋亡被显著抑制(P < 0.01)，说明肝细胞生

长因子可通过增加 LO2细胞 Bcl-2的表达来抑制过氧化氢诱导的 LO2细胞凋亡。 

关键词：肝细胞生长因子；细胞凋亡；Bcl-2；Caspase-3；过氧化氢；组织工程 
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0  引言 

 

细胞凋亡，是由Kerr等
[1]
于1972年首次提

出。肝细胞凋亡是肝脏疾病中最重要的影响因

素之一，在正常肝脏发育及多种肝脏疾病的发

生过程中起着重要作用
[2-4]
。肝细胞生长因子

(hepatocyte growth factor, HGF)是间质细胞衍

生的多功能生长因子，具有促细胞增殖、迁移

和形态发生的作用，在组织形成和组织器官修

复中亦发挥重要作用
[5-6]
。研究证实，肝细胞生

长因子对肝细胞以及多种细胞具有保护作   

用
[7-8]
。 

实验应用HGF对人LO2细胞进行干预，旨

在观察HGF在过氧化氢(H2O2)诱导肝细胞凋亡

中的保护作用及其机制。 

 

1  材料和方法 

 

设计：细胞学体外实验。 

时间及地点：于2010-01/05在辽宁医学院

附属第一医院中心实验室完成。 

材料：人肝LO2细胞购自中科院上海细胞

库。 

试剂及仪器： 

 

 

 

 

 

 

 

试剂及仪器 来源 

HGF 

结晶紫 

Caspase-3单克隆抗体 

Bcl-2多克隆抗体 

鼠抗兔 IgG抗体 

分光光度计  

Sigma公司 

北京华美公司 

Cell Signaling公司 

Santa Cruz公司 

北京中山金桥生物有限公司 

上海分析仪器总厂 
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实验方法 

体外肝细胞培养及分组：LO2细胞第4代于含

体积分数10%小牛血清的DMEM培养液在   

37 ℃，体积分数为5%的CO2培养箱培养。取对

数生长期细胞，按细胞生长密度为1×10
6
/孔接

种于24孔培养板中培养。随机分为正常对照组：

LO2细胞在37 ℃，体积分数5%的CO2培养箱中

培养。模型组： LO2细胞培养基中加入      

100 mmol/L H2O2，继续培养4 h，建立肝细胞

凋亡模型。HGF组：LO2细胞培养基中加入质

量浓度50 mg/L的HGF预处理24 h，再加入   

100 mmol/L H2O2继续培养4 h。各组进行相应

指标的测定。 

结晶紫法检测肝细胞活力：分组处理后，吸出

各组培养板各孔中的培养液，加入5%戊二醛液

0.5 mL固定细胞15 min，去离子水冲洗3遍后，

用新配制的0.1%结晶紫液染色20 min
[9]
。用去

离子水冲洗3遍后，每孔加入0.5 mL 体积分数

1%Triton X-100以提取被细胞核吸收的结晶紫

液。用分光光度计在波长570 nm处测量每个培

养孔的吸光度(A570nm)值。A570nm值与细胞数目

成正比。 

细胞DNA断裂百分率的测定：Burton法测定肝

细胞DNA断裂百分率。将制备好的肝细胞悬液

离心(1 000 g，5 min)，收集细胞。重悬细胞，

加等量的低张细胞裂解液(20 mmol/L Tris-HCl，

pH 7.5，20 mmol/L EDTA，0.5%Triton X-100)，

充分混匀致细胞膜破裂，离心15 000 g，20 min，

分离上清和沉淀，分别测定上清液和沉淀物中

的DNA的含量，计算肝细胞DNA断裂百分率。 

 

 

 

Western blot检测Caspase-3及Bcl-2蛋白表达：

收集各组LO2细胞，将细胞放置于-70 ℃冰箱

中，测定指标时，每份样品取样50 μg，变性的

10%SDS-聚丙烯酰胺凝胶恒压电泳，电压浓缩

胶80 V，分离胶100 V，半干法将蛋白转移至硝

酸纤维素膜，恒压电泳100 V，室温1 h，4 ℃

封闭过夜，加入的一抗 (1∶200稀释的兔抗

Caspase-3单克隆抗体，1∶500稀释的兔抗

Bcl-2多克隆抗体)杂交1 h，封闭液漂洗后加入

1∶5 000稀释的二抗(鼠抗兔IgG抗体，购自北

京中山金桥生物有限公司)，室温下摇床杂交  

1 h，漂洗后ECL化学发光，X射线片曝光显影，

利用凝胶成像仪灰度分析软件Quantity One进

行吸光度值分析目的条带和内参(β-actin)的吸

光度值(A)，结果以目的条带A值/内参A值表

示。 

主要观察指标：结晶紫法测定细胞存活率，

Burton法测定细胞DNA断裂百分率，Western 

blot分析Caspase-3及Bcl-2蛋白表达。 

统计学分析：计量资料用x
_

±s表示，采用

SPSS 11.0统计学软件进行数据处理，组间数

据差异比较采用方差分析及SNK-q 检验，    

P < 0.05为差异有显著性意义。 

   

2  结果 

 

2.1  HGF对LO2细胞存活率的影响  各组加

入H2O2及HGF+H2O2培养4 h后，结晶紫法测定

LO2细胞存活率。结果显示，与正常对照组相

比，模型组 LO2细胞的存活率明显降低       

(P < 0.01)。经HGF预处理24 h后，LO2细胞存

活率比模型组明显增高(P < 0.01)。说明HGF

对H2O2诱导的LO2细胞凋亡具有抑制作用。见

表1。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2  HGF对LO2细胞DNA断裂百分率的影响 

Burton法测定LO2细胞DNA断裂百分率结果显

示，与正常对照组相比，加入100 mmol/L H2O2

培养4 h后，模型组LO2细胞的DNA断裂百分率

明显升高(P < 0.01)。给予HGF预处理24 h后，

再用H2O2作用的LO2细胞的DNA断裂百分率

比模型组明显下降(P < 0.01)。见表1。 

2.3  HGF对H2O2诱导LO2细胞的Caspase-3

表达的影响  经Western blot分析结果显示，模

型组LO2细胞经100 mmol/L H2O2作用4 h后出

现了相对分子质量17 000的带谱，且表达量

(0.64±0.11)明显高于正常对照组(0.18±0.02，   

P < 0.01)。 

给 予质量浓度 50 mg/L HGF 作用后

Caspast-3表达量(0.43±0.04)明显低于模型组

(0.64±0.11, P < 0.01)，表明HGF可显著下调

Caspase-3的表达。见表2，图1。 

表 1  肝细胞生长因子对H2O2诱导 LO2细胞存活率
及 DNA断裂百分率的影响 

Table 1  Effect of hepatocyte growth factor (HGF) on 
cell viability induced by H2O2 and the 
percentage of DNA break       (x

_

±s, n=6)

a
P < 0.01, vs. normal control group; 

b
P < 0.01, vs. model 

group. HGF: hepatocyte growth factor 

Group A570nm Percentage of DNA break (%)

 

Normal control 

 

0.73±0.03 

 

 5.81±0.48 

Model  0.36±0.02
a
 17.16±0.28

a
 

HGF  0.63±0.02
b
   8.97±0.15

b
 

DNA断裂百分率=上清液 DNA含量/(上清液 DNA含量

+沉淀 DNA含量)×100% 
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2.4  HGF对H2O2诱导LO2细胞的Bcl-2表达的影响 

Western blot分析结果显示，经100mmol/L H2O2作用

LO2细胞4 h后，LO2细胞的Bcl-2表达(0.41±0.08)较正

常对照组(0.63±0.05)降低(P < 0.05)。与模型组相比，

给予质量浓度50 mg/L HGF后Bcl-2蛋白(0.68±0.15)表

达升高(P < 0.05)。说明HGF可能通过上调Bcl-2发挥其

抗凋亡的作用。见表2，图2。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3  讨论 

 

既往研究认为，肝细胞坏死是肝脏疾病的主要病理

改变，随着分子生物学及细胞生物学的研究进展，近年

来国内外大量的研究证明，肝细胞凋亡在这一病理过程

中发挥了主要的作用
[2, 10-12]

。肝细胞凋亡是肝脏手术及

肝脏疾病中不可避免的病理过程，最终可导致肝脏损伤

甚至肝脏功能衰竭
[13]
。如何减轻肝细胞凋亡的发生已经

成为临床上肝脏外科研究的重要课题之一。 

肝细胞生长因子是一种具有多种生物学活性的细

胞因子，是由间质细胞分泌的异二聚体多糖蛋白。其主

要功能有促细胞有丝分裂、扩散运动及细胞营养作用

等。可促进损伤组织修复和器官再生。对急性损伤的修

复、防止纤维化及预防某些慢性疾病所致器官功能不全

有潜在的治疗作用
[14-15]

。近年来，HGF的抗凋亡作用逐

渐受到重视，研究表明，HGF能阻滞肝功能衰竭
[16]
，在

肝脏肿瘤中亦发挥着重要的作用
[17-18]

。进一步的研究显

示，它还能通过提高DNA修复能力起到细胞保护作用。

但HGF如何发挥抗凋亡作用的机制仍不太清楚。原癌基

因Bcl-2是目前公认的促进细胞生存抑制细胞凋亡的基

因
[19]
，正常情况下，Bcl-2在肝细胞中不表达，当肝细胞

受到损伤时，Bcl-2立即启动，其基因产物的表达可抑制

或逆转细胞凋亡的发生
[20]
。实验发现，给予HGF后能够

显著增加肝细胞原癌基因Bcl-2的表达，说明HGF是通

过促进Bcl-2的表达来减少LO2细胞凋亡的。 

本实验结果证明，体外培养的 LO2细胞加入    

100 mmol/L H2O2作用4h后，可见明显的细胞凋亡现象

的发生，表现为细胞存活率降低、Caspase-3蛋白表达

显著升高而Bcl-2蛋白表达明显降低。给予质量浓度   

50 mg/L HGF预处理24 h后，再加入100 mmol/L H2O2

继续培养4 h，可明显逆转上述细胞凋亡现象的发生，

增加细胞存活率，提示HGF对H2O2诱导的LO2细胞凋亡

具有抑制作用。同时，给予HGF后，LO2细胞的Bcl-2

蛋白表达显著升高。以上说明，HGF抑制H2O2诱导的细

胞凋亡作用是通过增高Bcl-2表达实现的，其作用机制与

Bcl-2途径相关，从而促进肝细胞再生。 

总之，肝细胞生长因子对H2O2诱导的LO2细胞凋亡

有着重要保护的意义，其调控机制是通过提高LO2细胞

内的Bcl-2的表达实现的。但是肝细胞生长因子作用于

Bcl-2调控途径是否与下游的其他途径相关，还需要进一

步研究探讨。 
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Figure 1  Analysis of Caspase-3 expression in LO2 cells by 
Western blot method 

图 1  Western blot分析 LO2细胞 Caspase-3表达结果
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表 2  肝细胞生长因子对 LO2细胞 Caspase-3及 Bcl-2蛋白表
达的影响 

Table 2  Effect of hepatocyte growth factor on the protein 
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Figure 2  Analysis of Bcl-2 expression in LO2 cells by 
Western blot method 

图 2  Western blot分析 LO2细胞 Bcl-2表达结果 
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