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SHP2过表达抑制人肝星状细胞LX-2凋亡*
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摘要 ： 目的　探讨含SH2结构域的蛋白酪氨酸磷酸酶2（SHP2）过表达对人肝星状细胞LX-2凋亡的影响。

方法　将表达绿色荧光蛋白（GFP）的空病毒Ad-GFP、表达野生型SHP2及GFP的腺病毒Ad-SHP2转染LX-2细

胞。实验分为3组：①Control组，以DMEM代替腺病毒转染LX-2细胞；②Ad-GFP组，转染空病毒Ad-GFP；

③Ad-SHP2组，转染重组腺病毒Ad-SHP2。Western blotting检测3组LX-2细胞的SHP2、Bax、Bcl-2蛋白表

达；实时荧光定量聚合酶链反应（qRT-PCR）检测3组LX-2细胞的SHP2 mRNA表达；TUNEL及膜联蛋白-V/

碘化丙啶双标记流式细胞术检测3组LX-2细胞凋亡情况。结果　Ad-SHP2组LX-2细胞的SHP2蛋白及mRNA

相对表达量高于Control组及Ad-GFP组（P <0.05）；Ad-GFP组与Control组比较，差异无统计学意义（P >0.05）。

TUNEL 及膜联蛋白-V/碘化丙啶双标记流式细胞术检测结果显示，与 Control 组 LX-2 细胞凋亡率（3.08±

0.73）%、（9.44±0.80）%及 Ad-GFP 组（3.25±0.85）%、（8.89±1.98）%比较，Ad-SHP2 组（1.52±0.26）%、（2.44±

0.93）%降低（P <0.05）；Ad-GFP组与Control组比较，差异无统计学意义（P >0.05）。3组LX-2细胞的Bax及Bcl-2

蛋白相对表达量比较，差异有统计学意义（P <0.05）；Ad-SHP2组LX-2细胞的Bax蛋白相对表达量（1.55±0.21）

低于 Control 组（1.99±0.15）及 Ad-GFP 组（2.00±0.16）（P <0.05）；而 Bcl-2 蛋白相对表达量（2.13±0.25）则高于

Control组（1.71±0.15）及Ad-GFP组（1.52±0.14）（P <0.05）；但Ad-GFP组与Control组Bax及Bcl-2蛋白相对表达

量比较，差异无统计学意义（P >0.05）。结论　SHP2过表达通过升高Bcl-2/Bax抑制体外人肝星状细胞LX-2凋亡。

关键词 ：  肝纤维化 ；肝星状细胞 ；SHP2 ；细胞凋亡

中图分类号 ：  R575 文献标识码 ：  A

Overexpression of SHP2 inhibits apoptosis of 
human hepatic stellate cells LX-2*
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Abstract:  Objective To investigate the effect of overexpression of Src homology 2 domain-containing 

protein tyrosine phosphatase 2 (SHP2) on apoptosis in human hepatic stellate cells (LX-2).  Methods LX-2 cells 

were transfected with adenoviruses expressing green fluorescent protein (GFP) alone (Ad-GFP), wild-type SHP2 and 

GFP (Ad-SHP2). The experiment was divided into three groups: Control group, in which LX-2 cells were transfected 

with DMEM instead of adenovirus; Ad-GFP group, transfected with empty adenovirus Ad-GFP; Ad-SHP2 group, 

transfected with recombinant adenovirus Ad-SHP2. Western blotting was used to detect the expression of SHP2, 

Bax, and Bcl-2 proteins in the three groups of LX-2 cells. Real-time quantitative polymerase chain reaction (qRT-

PCR) was performed to measure SHP2 mRNA expression in LX-2 cells. Apoptosis of LX-2 cells in the three groups 

was detected by TUNEL assay and annexin V/propidium iodide double staining flow cytometry.  Results The 

relative expression levels of SHP2 protein and mRNA in LX-2 cells in the Ad-SHP2 group were higher than those in 
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the Control group and Ad-GFP group (P < 0.05). There was no significant difference in SHP2 expression between 

the Control group and Ad-GFP group (P > 0.05). TUNEL assay and annexin V/propidium iodide double staining 

flow cytometry showed that the apoptosis rate of LX-2 cells in the Ad-SHP2 group (1.52 ± 0.26)% and (2.44 ± 

0.93)% was lower compared to the Control group (3.08 ± 0.73)% and (9.44 ± 0.80)% and the Ad-GFP group (3.25 ± 

0.85)% and (8.89 ± 1.98)% (P < 0.05). There was no significant difference in apoptosis between the Control group 

and Ad-GFP group (P > 0.05). The relative expression levels of Bax and Bcl-2 proteins in LX-2 cells in the three 

groups were significantly different (P < 0.05). The relative expression level of Bax protein in the Ad-SHP2 group 

(1.55±0.21) was lower than that in the Control group (1.99 ± 0.15) and the Ad-GFP group (2.00 ± 0.16) (P < 0.05), 

while the relative expression level of Bcl-2 protein (2.13 ± 0.25) was higher than that in the Control group (1.71 ± 

0.15) and the Ad-GFP group (1.52 ± 0.14) (P < 0.05). There was no significant difference in the expression of Bax 

and Bcl-2 proteins between the Control group and Ad-GFP group (P > 0.05).  Conclusion Overexpression of SHP2 

inhibits apoptosis of human hepatic stellate cells LX-2 in vitro by increasing the Bcl-2/Bax ratio．

Keywords:  Liver fibrosis; hepatic stellate cells; SHP2; apoptosis

含 SH2 结 构 域 的 蛋 白 酪 氨 酸 磷 酸 酶 2（SH2 

domain-containing tyrosine phosphatase 2, SHP2）是 由

蛋白酪氨酸磷酸酶非受体型 11 基因编码的具有促

癌作用的蛋白酪氨酸磷酸酶，其在某些肿瘤中表达

异常，不仅参与了肿瘤发生、发展，也在某些非肿瘤

性疾病的病理过程中起重要作用[1-3]。在肝纤维化

方面，有研究发现体外活化大鼠肝星状细胞的 SHP2

低表达可抑制其增殖[4]，大鼠肝纤维化病程中其肝

组织的 SHP2 表达逐渐升高[5]。而肝星状细胞是参

与肝纤维化的主要细胞，这提示在肝纤维化病理过

程中肝组织的 SHP2 表达升高，并可能通过影响肝星

状细胞参与肝纤维化。本研究拟探讨 SHP2 过表达

对体外培养的人肝星状细胞 LX-2 的影响。

1 材料与方法

1.1　细胞与试剂

LX-2 细胞由上海美轩生物科技公司提供。表

达绿色荧光蛋白（green fluorescent protein, GFP）的空

病 毒 Ad-GFP、表 达 野 生 型 SHP2 及 GFP 的 腺 病 毒

Ad-SHP2 由上海汉恒生物科技公司协助构建，兔抗

Bax 单克隆抗体及兔抗 Bcl-2 多克隆抗体购自台湾

arigo Biolaboratories 公司，兔抗 SHP2 多克隆抗体购自

武 汉 爱 博 泰 克（ABclonal）生 物 科 技 有 限 公 司 ，

TUNEL 荧光试剂盒购自大连美仑生物科技公司，膜

联 蛋 白 -V（annexin-V）/碘 化 丙 啶（propidium iodide, 

PI）细 胞 凋 亡 检 测 试 剂 盒 购 自 江 苏 凯 基 生 物 科 技

公司。

1.2　方法

1.2.1 　 腺病毒转染 LX-2 细胞 　体外培养 LX-2 细

胞，细胞生长至 80% 左右时进行腺病毒转染。转染

前先计算病毒载量（细胞数×感染倍数=病毒载量，

感染倍数：Ad-GFP 为 100、Ad-SHP2 为 300），将病毒

液稀释后加入培养的 LX-2 细胞，在 5% 二氧化碳、

37 ℃的孵育箱中孵育 2 h 后加入 DMEM 培养。将培

养 LX-2 细胞的培养皿放于倒置荧光显微镜下计数

细胞的 GFP 表达，并计算转染效率。LX-2 细胞的

GFP 表达随着感染时间的推移逐渐增强，感染 48 及

72 h 腺病毒转染效率均达 80% 以上，但 72 h 的 LX-2

细 胞 出 现 明 显 脱 落 ，故 本 研 究 均 采 用 腺 病 毒 感 染

48 h 的 LX-2 细胞进行实验。实验分为①Control 组：

以 DMEM 代替病毒液转染 LX-2 细胞；②Ad-GFP 组：

转染空病毒 Ad-GFP；③Ad-SHP2 组：转染重组腺病

毒 Ad-SHP2。

1.2.2 　 实时荧光定量聚合酶链反应（quantitative real-

time polymerase chain reaction, qRT-PCR）检测 SHP2 

mRNA 表达 　应用 TRIzol 试剂盒，按说明提取 LX-2

细胞的总 RNA，逆转录合成 cDNA；引物由上海生工

生物公司协助设计合成。SHP2 正向引物 5'-GCCGC

TCATGACTATACGCT-3'，反向引物 5'-GACCGTTCTC

TCCGTATTCCC-3'，长度 84 bp；GAPDH 正向引物 5'-

GCACCGTCA AGGCTGAGAAC-3'，反向引物 5'-TGGT

GAAGACGCCAGTGGA-3'，长 度 138 bp。 在 实 时 荧

光 定 量 PCR 仪 上 进 行 实 时 定 量 扩 增 。 扩 增 体 系

20 μL，扩增条件：95 ℃预变性 30 s，95 ℃变性 5 s，

60 ℃扩增 34 s，共 40 个循环。采用 2-ΔΔCt 法计算各组

LX-2 细胞的 SHP2 mRNA 相对表达量[6]。

1.2.3 　 Western blotting 检测 SHP2、Bcl-2、Bax 蛋白

表达 　提取各组 LX-2 细胞蛋白，BCA 法测定蛋白

含 量 ，SDS-PAGE 电 泳 后 于 冰 上 湿 转 ，在 含 5% 的
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BSA 的 TBST 中封闭 2 h，加入一抗 1∶500 稀释的兔抗

SHP2 多克隆抗体及兔抗 Bcl-2 多克隆抗体、1∶1 000

稀释的兔抗 Bax 单克隆抗体、1∶5 000 稀 释 的 小 鼠

抗 GAPDH 单 克 隆 抗 体 ，4 ℃ 过 夜 后 TBST 洗 4 次 ，

10 min/次，分别加入 HPR 标记的山羊抗兔及山羊抗

小鼠 IgG（1∶5 000）孵育 2 h，TBST 洗 4 次，10 min/次，

加入 ECL 显色液（1∶1）后于生物分子显像仪显色。

GAPDH 为 内 参 蛋 白 。 采 用 Image J 1.47 软 件 分 析

SHP2、Bcl-2、Bax 蛋白的吸光度值。各检测蛋白的

相对表达量以该检测蛋白的吸光度值与 GAPDH 蛋

白的吸光度值比值表示。

1.2.4 　 TUNEL 法检测 LX-2 细胞凋亡率 　在 24 孔

培养板上接种 LX-2 细胞，加入 DMEM 完全培养基

培养，按上述实验分组转染腺病毒，转染 48 h 收集

LX-2 细胞并用多聚甲醛固定 30 min，磷酸盐缓冲液

（phosphate buffer solution, PBS）洗 1 次；各组细胞滴加

蛋白酶 K（1∶100 稀释），孵 育 15 min ，PBS 洗 3 次 ，

5 min/次；滴加配制好的 TUNEL 检测液（红色 TRITC

标记），避光于 37 ℃孵育 1 h，PBS 洗 3 次，5 min/次；

滴加 DAPI 复染细胞核 5 min，在激光共聚焦显微镜

下观察，凋亡细胞核为红色荧光，正常细胞核为蓝

色荧光，随机选取 6 个视野进行拍照；用 Image-pro 

plus 6.0 软件分析图像，计算细胞凋亡率（凋亡率=凋

亡细胞核/蓝色细胞核×%）。

1.2.5 　 Annexin-V/PI 双标记流式细胞术检测 LX-2

细胞凋亡 　用 6 孔板培养 LX-2 细胞，按实验分组转

染腺病毒，转染 48 h 弃除培养基并用 PBS 清洗细胞

后加入 0.25% 胰酶消化细胞，终止消化后将细胞悬

液移入离心管离心；倒掉培养基、PBS 再次洗涤 2 次

后 800 r/min 离心 10 min，滴加 500 μL Binding Buffer

重悬细胞，先后滴加 5 μL Annexin-V 及 5 μL PI 液，

室温下避光反应 10 min。采用流式细胞仪检测细胞

凋亡。

1.3　统计学方法

数据分析采用 SPSS 17.0 统计软件。计量资料

以均数±标准差（x±s）表示，比较采用方差分析，

两两比较采用 LSD- t 检验。P <0.05 为差异有统计

学意义。

2 结果

2.1　野生型SHP2基因在LX-2细胞内大量表达

Control 组 LX-2 细胞的 SHP2 mRNA 相对表达量

为（1.00±0.00），Ad-GFP 组 为（1.10±0.10），Ad-

SHP2 组为（7.55±0.72），3 组比较，经方差分析，差异

有统计学意义（F =482.678, P =0.000）。进一步两两

比 较 ，Ad-SHP2 组 高 于 Ad-GFP 组 及 Control 组（P <

0.05）；Ad-GFP 组与 Control 组比较，差异无统计学意

义（P >0.05）。

Control 组 LX-2 细 胞 SHP2 蛋 白 相 对 表 达 量 为

（1.27±0.21）、Ad-GFP 组为（1.34±0.20）、Ad-SHP2 组

为（1.85±0.14），3 组比较，经方差分析，差异有统计

学意义（F =18.225，P =0.000）。进一步两两比较，Ad-

SHP2 组高于 Control 组及 Ad-GFP 组（P <0.05）；Ad-

GFP 组 与 Control 组 比 较 ，差 异 无 统 计 学 意 义（P >

0.05）。上述结果显示野生型 SHP2 基因成功转染入

LX-2 细胞并上调 LX-2 细胞的 SHP2 表达。见图 1。

2.2　SHP2过表达抑制LX-2细胞凋亡

TUNEL 检测结果显示，Control 组 LX-2 细胞凋亡

率 为（3.08±0.73）% 、Ad-GFP 组 为（3.25±0.85）% 、

Ad-SHP2 组 为（1.52±0.26）% ，3 组 比 较 ，经 方 差 分

析，差异有统计学意义（F =12.317，P =0.000）。进一

步 两 两 比 较 ，Ad-SHP2 组 较 Control 组 及 Ad-GFP 组

降低（P <0.05）；Ad-GFP 组与 Control 组比较，差异无

统计学意义（P >0.05）。见图 2。

Annexin-V/PI 双 标 记 流 式 细 胞 术 检 测 结 果 显

示 ，Control 组 LX-2 细 胞 凋 亡 率 为（9.44±0.80）% 、

Ad-GFP 组 为（8.89±1.98）% 、Ad-SHP2 组 为（2.44±

0.93）%，3 组比较，经方差分析，差异有统计学意义

（F =50.101，P =0.000）。进一步两两比较，Ad-SHP2

组较 Control 组及 Ad-GFP 组降低（P <0.05）；Ad-GFP

组与 Control 组比较，差异无统计学意义（P >0.05）。

见图 3。

72 kD

36 kD

SHP2
GAPDH

Control 组           Ad-GFP 组      Ad-SHP2 组

图 1　3组LX-2细胞的SHP2蛋白表达
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2.3　SHP2 过表达对 LX-2 细胞 Bax 及 Bcl-2 蛋白

表达的影响

3 组 LX-2 细胞的 Bax、Bcl-2 蛋白相对表达量比

较，经方差分析，差异有统计学意义（P <0.05）。进

一步两两比较，Ad-SHP2 组 Bax 蛋白相对表达量较

Control 组及 Ad-GFP 组降低（P <0.05）；Ad-GFP 组与

Control 组比较，差异无统计学意义（P >0.05）。Ad-

SHP2 组 Bcl-2 蛋 白 相 对 表 达 量 较 Control 组 及 Ad-

GFP 组升高（P <0.05）；Ad-GFP 组与 Control 组比较，

差异无统计学意义（P >0.05）。见表 1 和图 4。

3 讨论

SHP2 是具有促癌作用的蛋白酪氨酸磷酸酶，在

乳腺癌、口腔鳞状细胞癌、黑色素瘤、白血病多种肿

瘤中过表达或异常激活，通过抑制这些肿瘤细胞的

凋亡发挥促肿瘤作用[7-11]。本研究发现，SHP2 过表

达可显著抑制体外培养的人肝星状细胞 LX-2 凋亡，

这与 SHP2 过表达对肿瘤细胞凋亡的影响一致。而

肝星状细胞是参与肝纤维化的主要细胞，在进展期

肝纤维化，活化肝星状细胞增殖、产生过多的细胞

外间质，促进肝纤维化发展；在恢复期肝纤维化，肝

星状细胞凋亡明显增多，导致活化肝星状细胞数量

明显减少，促进肝纤维化逆转[12-14]。结合本课题组

的前期动物实验发现，在四氯化碳诱导的大鼠肝纤

维化病程中，肝组织的 SHP2 表达随着肝纤维化加重

逐渐升高[5] ，并且与在体肝星状细胞凋亡呈显著负

     Control 组        Ad-GFP 组 Ad-SHP2 组

图2　3组LX-2细胞凋亡图　 （TUNEL 法×200）
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图3　3组LX-2细胞凋亡Annexin-V/PI双标记流式细胞图

表 1　3组LX-2细胞的Bax、Bcl-2蛋白相对表达量比较 

（x±s）

组别

Control 组

Ad-GFP 组

Ad -SHP2 组

F 值

P 值

Bax 蛋白

1.99±0.15

2.00±0.16

1.55±0.21①②

13.241

0.000

Bcl-2 蛋白

1.71±0.15

1.52±0.14

2.13±0.25①②

17.343

0.000

注 ： ①与 Control 组比较，P <0.05； ②与 Ad-GFP 组比较，P <

0.05。

21 kD

26 kD

36 kD

Bax

Bcl-2

GAPDH

Control 组     Ad-GFP 组   Ad-SHP2 组

图 4　3组LX-2细胞的Bax及Bcl-2蛋白表达 
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相关[15]。本研究结果提示在肝纤维化病理过程中

SHP2 过表达可能通过抑制活化肝星状细胞凋亡参

与肝纤维化，如果下调 SHP2 表达则可能通过诱导活

化肝星状细胞凋亡促进肝纤维化逆转。

众所周知，细胞凋亡是细胞的程序性死亡，是

机体为了维持内环境稳态细胞遵循的一种自我结

束 生 命 的 方 式 。 在 众 多 调 控 细 胞 凋 亡 的 蛋 白 中 ，

Bcl-2 和 Bax 蛋白发挥着至关重要的作用，Bcl-2 为

抗 凋 亡 因 子 ，可 抑 制 细 胞 凋 亡 ，而 Bax 则 可 抑 制

Bcl-2 的抗凋亡功能促进细胞凋亡，二者比例升高则

抑制细胞凋亡[16-18]。本研究显示 LX-2 细胞的 SHP2

过表上调了抗凋亡的 Bcl-2 表达、下调了促凋亡的

Bax 表达，从而导致 Bcl-2/Bax 升高。这表明在 SHP2

过表达抑制 LX-2 细胞凋亡的作用中 Bcl-2/Bax 机制

发挥了作用。

综上所述，本研究发现蛋白酪氨酸磷酸酶 SHP2

过表达可抑制体外培养的 LX-2 细胞凋亡，并且发现

Bcl-2/Bax 机制发挥了作用，即 SHP2 过表达可升高

LX-2 细胞的 Bcl-2/Bax 比值。但参与细胞凋亡调控

的机制复杂，有关 SHP2 对 LX-2 细胞凋亡影响的机

制还有待进一步研究。
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