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摘要 目的 探讨脂多糖(LPS)对正常人肝内胆管上皮细
胞(HiBECs)白介素( IL)-6/STAT3 信号通路的影响。方法
HiBECs细胞常规体外培养，使用不同浓度的 LPS(0、0. 1、

1、2、4、8 μg /ml)，分别作用该细胞 24、48、72 h 后，ELISA 法
检测 IL-6的表达水平，确定 LPS 的最适刺激浓度及最佳刺
激时间，再以其进行后续实验;RT-qPCR 法测定 c-Myc mR-
NA、Mcl-1 mRNA的表达情况;Western blot法测定 p-STAT3 /
STAT3蛋白比例及 c-Myc、Mcl-1 蛋白的表达情况。结果
LPS能够促进 HiBECs 细胞 IL-6分泌，并且在 4 μg /ml、24 h
时 IL-6的分泌量达最大(F = 16. 492、17. 763，P＜0. 001、P＜
0. 01);LPS刺激 HiBECs 细胞后，c-Myc mRNA、Mcl-1 mRNA
表达上调 (P＜ 0. 01);p-STAT3 /STAT3 蛋白比例增高(P＜
0. 05)，c-Myc(P＜0. 001)、Mcl-1(P＜0. 05)蛋白表达增多。结
论 LPS能够激活 HiBECs细胞 IL-6/STAT3信号通路，并且
可能通过该信号通路促进 Mcl-1、c-Myc的表达。
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肝内胆管细胞癌( intrahepatic cholangiocarcino-
ma，ICC)是指起源于二级以上肝内胆管上皮细胞的
恶性肿瘤，是继肝细胞性肝癌(hepatocellular carci-
noma，HCC)后第二大常见的原发性肝脏恶性肿瘤，
约占所有类型胆管癌的 8%［1］，并可能与革兰阴性
菌导致的胆道感染有关。脂多糖( lipopolysaccha-
ride，LPS)是该类细菌胞壁中特有的化学成分，能够
促进人肝内胆管上皮细胞 (human intrahepatic bili-
ary epithelial cells，HiBECs) 分泌白介素( interleu-
kin，IL)-6［2］。目前的研究［3］证实，IL-6 /信号转导与
转录激活因子 3 ( signal transducer and activator of

transcription 3，STAT3)信号通路与包括 ICC 在内的
多种恶性肿瘤的发病机制有关。关于该信号通路的
研究，既往已有相关动物模型及肿瘤细胞株中的实

验［4－5］，但未见在正常细胞株中的实验。该研究拟
在体外培养条件下，使用 LPS刺激 HiBECs，检测 IL-
6 /STAT3信号通路中相关基因及蛋白质的表达情
况，以期进一步明确正常胆管细胞的感染与 ICC 之
间可能存在的相关机制，为其防治提供新思路。

1 材料与方法

1．1 主要试剂 HiBECs购自上海拜力生物科技有
限公司;RPMI 1640 培养基、胎牛血清购自美国 Gib-
co公司;人 IL-6 ELISA试剂盒购自上海源叶生物科
技有限公司;LPS 购自美国 Sigma 公司; RIPA 裂解
液、鼠抗 β－actin 购自上海碧云天生物技术有限公
司;兔抗 Mcl-1 单克隆抗体、兔抗 c-Myc 单克隆抗
体、兔抗磷酸化的 STAT3(phosphorylation－STAT3，p-
STAT3)单克隆抗体、兔抗 STAT3单克隆抗体购自美
国 Abcam公司;山羊抗鼠二抗、山羊抗兔二抗购自
北京中杉金桥生物有限公司;MiniBEST Viral RNA /
DNA Extraction 试剂盒、PrimeScriptTM II 1st Strand
cDNA合成试剂盒、SYBR Fast qPCR Mix 购自日本
TaKaRa公司。
1．2 细胞培养 在 RPMI 1640 培养基中加入 10%
胎牛血清、青霉素( 100 U /ml)、链霉素( 100 μg /
ml)，形成完全培养基。用该完全培养基在 37 ℃、
5%CO2 环境下对 HiBECs 细胞进行培养，当细胞汇
合度达 70%～80%时进行传代。
1．3 ELISA 为测定 LPS刺激对 HiBECs细胞 IL-6
表达的影响，并进一步明确 LPS 的时效量效关系，
采用 ELISA法检测 IL-6 的表达水平。将细胞以每
孔 1×105 /ml接种于 24 孔板，每孔 1 ml，过夜贴壁，
弃上清液。换成含有不同浓度 LPS(0、0. 1、1、2、4、8
μg /ml)的培养基，分别培养 24、48、72 h 后收上清
液，按 ELISA试剂盒说明书检测 IL-6的表达水平。
1．4 RT-qPCR 取处理后的 HiBECs细胞，用 RNA
提取试剂盒提取细胞的总 RNA，逆转录成 cDNA
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后，采用荧光定量 PCR 方法检测 c-Myc、Mcl-1 mR-
NA表达情况。特异性引物序列由上海生工生物工
程公司合成，引物序列见表 1。PCR 反应条件:94
℃预变性 30 s，1 个循环，随后 94 ℃变性 5 s，60 ℃
退火延伸 20 s，共 50个循环。

表 1 引物序列

基因 引物序列(5'－3')
片段长度

(bp)
Mcl-1 F:AGAGGAGGAGGAGGACGAGTTGTA 101

R:TGCCCATTGGCTTTGTGTC
c-Myc F:GTCAGTTCGGGAAGGCTGTA 161

R:AATCGGAGTTGGAATCAGTCAC
β-actin F:CCTCGCCTTTGCCGATCC 120

R:GGATCTTCATGAGGTAGTCAGTC

1．5 Western blot 细胞接种于 6 孔板，孵育过夜，
将细胞分为对照组和药物处理组。药物处理组加入
含 LPS (4 μg /ml)的 RPMI 1640 培养基，对照组加
入 RPMI 1640 培养基，刺激 24 h。待处理结束后，
使用冰 PBS 洗涤 2 遍，RIPA 裂解液(含 PMSF 1
μmol /L)冰上裂解 30 min。12 000 r /min、4 ℃、离
心 10 min，上清液即总蛋白。采用 Lowry 法测定蛋
白浓度。加入 4×上样 Buffer 混合，沸水浴中煮沸 5
min。经 SDS－PAGE分离后转印至 PVDF膜上，5 %
脱脂奶粉封闭 2 h 后，孵育 STAT3(1 ∶ 1 000)、p-
STAT3(1 ∶100 000)、c-Myc(1 ∶ 10 000)、Mcl-1(1
∶1 500)、β-actin(1 ∶1 000)一抗，4 ℃过夜。TBST
洗涤 3遍，然后在 37 ℃条件下，再分别孵育 HRP 标
记的抗兔、抗鼠二抗 1 h，TBST 洗涤 3 遍，使用化学
发光法进行曝光。
1．6 统计学处理 采用 SPSS 16. 0 软件进行数据
分析，数据以 珋x±s 表示。两组数据间比较采用 t 检
验，多组数据间比较采用随机区组方差分析。

2 结果

2．1 LPS 对 IL-6 表达的影响 ELISA 结果显示:
LPS刺激能够促进 IL-6分泌，并呈一定的时效量效
关系，见表 2。同时观察到当 LPS 浓度为 4 μg /ml
(F= 16. 492，P＜0. 001)，刺激 24 h 时(F = 17. 763，P
＜0. 01)，IL-6的浓度达高峰，并且随着浓度的升高，
时间的延长，IL-6 的浓度逐渐降低，见图 1。因此，
后续实验均采用 LPS 4 μg /ml、刺激 24 h 的实验结
果。
2．2 LPS刺激对 c-Myc mRNA、Mcl-1 mRNA表达
的影响 RT-qPCR结果显示，与对照组相比，LPS(4

μg /ml、24 h)作用于 HiBECs 细胞后，c-Myc mRNA、
Mcl-1 mRNA表达明显上调，差异有统计学意义(P＜
0. 01)。见图 2。

表 2 LPS刺激对 HiBECs细胞 IL-6分泌的

影响(pg /ml，n= 3，珋x±s)

组别 24 h 48 h 72 h
对照 28．25±1．22 27．33±1．97 26．06±1．59
药物处理(μg /ml)
0．1 35．54±1．48 34．76±2．29 28．91±1．87
1 41．88±2．51＊＊ 37．32±3．09＊＊ 31．13±3．61＊＊

2 43．17±2．68＊＊＊ 40．65±2．93＊＊＊ 35．89±2．64＊＊＊

4 51．48±2．44＊＊＊ 43．16±4．34＊＊＊ 37．80±3．36＊＊＊

8 44．35±3．40＊＊ 34．42±2．33＊＊ 33．76±2．55＊＊

与对照组比较:＊＊P＜0. 01，＊＊＊P＜0. 001

图 1 ELISA检测 LPS分别作用不同时间后对

HiBECs细胞分泌 IL-6的影响

与对照组比较:＊＊P＜0. 01，＊＊＊P＜0. 001

图 2 RT-qPCR检测 LPS刺激对 c-Myc mRNA、

Mcl-1 mRNA表达的影响

A:c-Myc;B:Mcl-1;1:对照组;2:药物处理组(4 μg /ml);与对照

组比较:＊＊P＜0. 01

2．3 LPS 刺激对 p-STAT3 /STAT3 蛋白比例及 c-
Myc、Mcl-1蛋白表达的影响 Western blot 结果显
示，应用 LPS(4 μg /ml、24 h)处理细胞后，与对照组
相比，p-STAT3 /STAT3 蛋白比例及 c-Myc、Mcl-1 蛋
白相对表达量均显著增高，差异有统计学意义(P＜
0. 05、P＜0. 001、P＜0. 05)，见图 3。
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图 3 Western blot法检测 p-STAT3 /STAT3蛋白比例及 c-Myc、Mcl-1蛋白表达情况

A:p-STAT3 /STAT3;B:c-Myc;C:Mcl-1;1:对照组;2:药物处理组(4 μg /ml);与对照组比较:* P＜0. 05，＊＊＊P＜0. 001

3 讨论

在我国，肝内胆管结石是 ICC 发生的重要危险
因素。据报道，有 5. 2%的肝内胆管结石的患者可
能最终发展成 ICC［6］。这可能与结石引起的胆汁淤
积及反复胆道感染有关;长期的慢性炎症使肝内胆

管上皮细胞暴露于多种炎症介质中，如 LPS、IL-6、
IL-1β和肿瘤坏死因子 α;这些细胞因子是胆管细胞
损伤和增殖的基础。LPS作为革兰阴性菌细胞壁的
重要组成部分，主要依赖 TLR4 /NF－κB 信号通路的
介导，促进多种炎症因子的释放，包括 IL-6、IL-1 和
肿瘤坏死因子 α［7］。IL-6是衔接炎症和肿瘤最为重
要的炎症因子，通过结合细胞表面 IL-6 R 受体，转
而与细胞质膜蛋白 gp 130 结合形成二聚体，激活
JAK，进而使 STAT3 蛋白发生磷酸化，激活 STAT3
信号通路，启动下游相关靶基因转录，如细胞抗凋亡

基因( Bcl － 2、Mcl-1、Bcl － xl)，细胞增殖基因( c-
Myc)，促血管生成的血管内皮生长因子等，从而发
挥其对细胞增殖、凋亡、分化等的调控作用［3，8］。

IL-6同时也是一种强效的胆管细胞促分裂

素［9］，当胆管细胞受到炎症刺激时，可通过自分泌

或旁分泌的方式产生。相关研究［10］表明，在胆管癌
患者的血清和肿瘤基质中，IL-6 的表达显著增高。
同时，在其他多种胆道系统疾病患者的血清和胆管

中，也存在 LPS、IL-6 表达增高现象，包括胆道感染
和胆汁淤积，且随着 LPS的降低也将导致 IL-6表达
减少［4］。本研究中，与对照组相比，LPS 处理组 IL-6
水平明显增高，LPS 能够促进 IL-6 的分泌，这与相
关报道［2］的结果一致。同时，本研究还确定了 LPS
的时效量效关系，为后续实验奠定了基础。但和既
往研究［4］结果存在差异，这可能是实验方法及实验

对象的不同所造成。
STAT3是 STAT 家族中最重要的成员，在多种

恶性肿瘤及细胞株中存在 STAT3 的组成性激活，持
续活化的 STAT3 在肿瘤的发生发展过程中发挥关
键作用。既往研究［5］证实，在胆管癌细胞中，STAT3
的激活主要依赖 IL-6信号的介导，使用抗 IL-6抗体
能够完全抑制 STAT3 的磷酸化。相关动物模型［4］

证实，LPS也能通过诱导 IL-6 /STAT3 信号通路的激
活，促进胆管上皮细胞增殖。本研究中，LPS 处理组
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较对照组 p-STAT3蛋白比例显著增高，充分说明存
在 STAT3的激活，LPS刺激能够激活 IL-6 /STAT3信
号通路，与既往研究［4］结果一致。可见，不管在细
胞水平还是动物水平，LPS 诱导均能激活 IL-6 /
STAT3信号通路，从而对下游相关基因进行调控，发
挥相应的生理作用。

c-Myc和 Mcl-1均属于癌基因，既往对其研究主
要集中于恶性肿瘤。c-Myc是 Myc 基因家族中的一
员。在胆管癌中，IL-6 诱导 c-Myc 基因的快速激活
主要依赖 STAT3 信号的介导［11］。同时体外实验证
实，下调 c-Myc的表达有助于降低胆管癌细胞的侵
袭性［12］。表明 c-Myc 在胆管癌的发生发展过程中
发挥着重要的作用。而 Mcl-1是 Bcl－2 家族中的一
员，主要通过抗凋亡发挥相应的生理作用。相关研
究［1，5，13］表明，在胆管癌中，IL-6 能够通过 AKT、
MAPK、STAT3信号通路提高 Mcl-1的表达，可见 IL-
6能够通过多种信号通路调节Mcl-1的表达，不同信
号通路之间可能存在一定的联系。而本研究则在正
常肝内胆管上皮细胞中探讨了 LPS 对 IL-6 /STAT3
信号通路活性及其相关下游因子表达的影响。本研
究显示，LPS 诱导不仅能激活 IL-6 /STAT3 信号通
路，而且在 mRNA 和蛋白水平上同时提高了 c-Myc
和 Mcl-1的表达。结果表明炎症刺激在促使正常胆
管上皮细胞向肿瘤细胞转化的过程中，可能扮演了

重要的角色。后续研究中，将采用通路阻断实验进
一步明确阻断 IL-6 /STAT3 信号通路激活对其相关
下游基因表达的影响，为肝内胆管结石相关 ICC 的
预防及治疗提供实验依据。
综上所述，本研究对 HiBECs 细胞中 IL-6 /

STAT3信号通路进行了初步探讨，证实了 LPS 能够
诱导该信号通路激活，并可能通过该信号通路上调

c-Myc和 Mcl-1的表达。提示了 IL-6 /STAT3信号通
路可能是介导炎症和 ICC的重要枢纽。
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Effect of lipopolysaccharide on IL-6 /STAT3 signal pathway
in human intrahepatic biliary epithelial cells

Zhu Mingyuan，Yu Hongzhu
(Dept of Hepatobiliary Surgery，The First Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230022)

Abstract Objective To investigate the expression of IL-6 /STAT3 signal pathway induced by lipopolysaccharide
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(LPS) on human intrahepatic biliary epithelial cells ( HiBECs) in vitro． Methods The HiBECs were cultured in
vitro． The cells were stimulated by LPS at different concentrations (0，0. 1，1，2，4，8 μg /ml) and different time
(24，48，72 h) ． The expression of IL-6 was measured by ELISA to determine the best concentration and time of
LPS． Then we chose the best concentration and time of LPS to intervene the cells in the further experiments． The
levels of mRNA expression of c-Myc and Mcl-1 were detected by fluorescence quantitative reverse transcrption PCR
(RT－qRCR) ． The proportion of p-STAT3 /STAT3 protein and the expression of c-Myc and Mcl-1 protein in Hi-
BECs were analyzed by Western blot． Results LPS upregulated the expression of IL-6，and reached its peak at 4
μg /ml and 24 h(F = 16. 492，17. 763，P＜0. 001，P＜0. 01) ． LPS increased the mRNA expression of c-Myc and
Mcl-1(P＜0. 01) ． Meanwhile，The ratio of p-STAT3 /STAT3 (P＜0. 05) protein and the expression of c-Myc (P＜
0. 001) and Mcl-1 (P＜0. 05) protein were upregulated after stimulating with LPS． Conclusion The IL-6 /STAT3
signal pathway can be activated by LPS in HiBECs，and LPS may promote the expression of c-Myc and Mcl-1
through this signal pathway．
Key words lipopolysaccharide;IL-6;STAT3;Mcl-1;c-Myc
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Src激酶和 p38激酶在乙酰肝素酶促进人胃癌
细胞迁移和侵袭中的作用及相互关系

胡灵丹，那日苏* ，马秀梅，李时荣

摘要 目的 探讨 Src 激酶和 p38 激酶在乙酰肝素酶促进
人胃癌细胞迁移和侵袭中的作用及相互关系。方法 实验
设正常对照组(细胞未作其他处理)、人乙酰肝素酶重组蛋
白处理组(5、10 μg /ml)以及提前 3 h加入 Src激酶特异性抑
制剂 pp2(5 μmol /L)或 p38激酶特异性抑制剂 SB 203580(1

μmol /L)再加入人乙酰肝素酶重组蛋白(10 μg /ml)作用 24
h组。利用划痕损伤实验和 Transwell 小室基质侵袭实验分
别检测各处理组对人胃癌 MGC-803细胞迁移和侵袭能力的
影响;Western blot法检测各处理组对人胃癌 MGC-803细胞、
高表达乙酰肝素酶的人胃癌 SGC-7901细胞和乙酰肝素酶表
达被下调的 SGC-7901-Heparanasel(－)细胞中 Src 激酶、p38
激酶、磷酸化 Src激酶(p-Src)和磷酸化 p38 激酶(p-p38)蛋
白表达的影响。结果 与正常对照组比较，5和 10 μg /ml人
乙酰肝素酶重组蛋白均能明显增强人胃癌 MGC-803细胞迁
移和侵袭能力(P＜0. 05);与未加抑制剂的人乙酰肝素酶重
组蛋白比较，抑制剂 pp2和 SB 203580均能削弱人乙酰肝素
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酶重组蛋白增强的人胃癌 MGC-803细胞的迁移和基质侵袭
能力(P＜0. 05)。10 μg /ml人乙酰肝素酶重组蛋白促进人胃
癌 MGC-803 细胞 Src 激酶和 p38 激酶的磷酸化，而 SGC-
7901-Heparanasel(－)细胞中磷酸化的 Src激酶和 p38激酶表
达水平较 SGC-7901细胞明显下调(P＜0. 01);抑制剂 pp2 和
SB 203580对人胃癌 SGC-7901 细胞中乙酰肝素酶蛋白表达
无明显影响;在人胃癌 SGC-7901 细胞和 MGC-803 细胞中，
Src激酶的抑制剂 pp2 抑制磷酸化 p38 蛋白的表达，而 p38
激酶的抑制剂 SB 203580 对磷酸化 Src 蛋白表达无明显影
响。结论 乙酰肝素酶可能通过促进 Src激酶磷酸化或 p38
激酶的磷酸化或先促进 Src 激酶磷酸化再促进 p38 激酶的
磷酸化，从而促进人胃癌细胞迁移和侵袭能力。乙酰肝素酶
－Src激酶磷酸化－p38激酶磷酸化可能是人胃癌细胞内存在
的与细胞迁移和侵袭有关的信号转导通路。
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乙酰肝素酶(heparanase)是目前发现的哺乳动
物细胞中唯一能切割细胞外基质中硫酸乙酰肝素蛋

白多糖(heparan sulfate protoglycans，HSPGs)侧链硫
酸乙酰肝素(heparan sulfate，HS)的内源性糖苷内切
酶。前期研究［1］显示，乙酰肝素酶的高表达与胃癌

·549·安徽医科大学学报 Acta Universitatis Medicinalis Anhui 2017 Jul; 52( 7)


