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摘要 目的 探究 3 种丝裂原活化蛋白激酶( MAPK) 抑制

因子对转化生长因子-β ( TGF-β) 活化的大鼠肝星状细胞

( HSC) 中 Smad2 /3 磷酸化及 Smad4 核转位的影响。方法

采用Ⅳ型胶原酶和链酶蛋白酶原位肝灌流法分离正常大鼠

HSC 并传代培养，分别用细胞外信号调节激酶( EＲK) 、c-Jun
氨基末端激酶 ( JNK) 、p38 抑制因子 ( PD98059、SP600125、
SB203580) 与 HSC 共同培养，再加入 TGF-β1 活化细胞，采用

免疫 沉 淀 和 Western blot 法 检 测 pSmad2C、pSmad2L、pS-
mad3L 蛋白表达; 采用细胞免疫荧光法检测 Smad4 蛋白表

达及细胞内定位情况。结果 Western blot 显示静息状态下

HSC 几 乎 不 表 达 pSmad2C 而 低 表 达 pSmad2L、pSmad3L，

TGF-β1 刺激后显著上调上述磷酸化蛋白表达，p38 抑制因

子( 1、3 μmol /L ) 、EＲK 抑 制 因 子 ( 1 μmol /L ) 对 Smad2C、
Smad2L、Smad3L 磷 酸 化 无 显 著 影 响; p38 抑 制 因 子 ( 10
μmol /L) 降低了 pSmad3L 蛋白表达; EＲK 抑制因子 ( 3、10
μmol /L) 降低了 pSmad2C 蛋白表达; JNK 抑制因子( 1、3、10
μmol /L) 减 少 了 pSmad2C、pSmad2L、pSmad3L 蛋 白 表 达。
TGF-β1 刺激可明显诱导 Smad4 核转位，而 3 种 MAPK 抑制

因子不同程度地抑制 TGF-β1 诱导的 Smad4 转位入核。结

论 在 HSC 细胞中 TGF-β1 可能通过活化 JNK 通路促进

Smad2 /3 磷酸化，活化 EＲK、JNK、p38 通路促进 Smad4 核转

位。
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肝纤维化的发生主要是由于细胞外基质( extra-
cellular matrix，ECM) 的合成与降解失衡，导致窦周

间隙中 ECM 大 量 沉 积，引 起 正 常 肝 脏 结 构 被 破

坏［1 － 3］。肝星状细胞( hepatic stellate cell，HSC) 激

活和转化为肌成纤维细胞，进而合成大量的 ECM，

是导致肝纤维化发生的中心事件［4］。转化生长因

子-β( transforming grow factor beta，TGF-β) 能够促

进 ECM 产生和组织纤维化，是重要的促纤维化细胞

因子。TGF-β 一方面与受体结合后，通过 Smads 传

递信 号 入 核，调 节 靶 基 因 的 表 达［5］。另 一 方 面，

TGF-β 可通过激活丝裂原活化蛋白激酶 ( mitogen
activated protein kinase，MAPK) 通路，包括细胞外信

号 调 节 激 酶 ( extracellular signal-regulated kinase，

EＲK) 、c-Jun 氨 基 末 端 激 酶 ( c-Jun N-terminal ki-
nase，JNK) 和 p38 激酶，活化的 MAPK 可促进 Smad
蛋白的磷酸化［6］。MAPK 信号通路与 Smad 信号通

路相互作用可能在肝纤维化形成过程中发挥着重要

的作用。该实验主要探究 EＲK、JNK、p38 抑制因子

对 TGF-β1 活化的 HSC 细胞中 Smad2 /3 蛋白磷酸化

及 Smad4 核转位的影响。

1 材料与方法

1． 1 材料

1． 1． 1 细胞株 采用Ⅳ型胶原酶和链酶蛋白酶等

二次灌流、密度梯度离心等方法分离正常大鼠 HSC
并传代培养。大鼠购于安徽医科大学实验动物中

心，系成年 SPF 级 SD 雄性大鼠。
1． 1． 2 主要药品及试剂 台朌蓝染液、DMEM 培养

基购自美国 Gibco 公司; 新生胎牛血清购自杭州四

季青生物工程材料有限公司; Western 及 IP 细胞裂

解液购自江苏碧云天生物技术研究所; protein-G-
Sepherose beads 购自美国 GE Healthcare 公司; Ｒe-
combinant Human TGF-β1 购自美国 Ｒ＆D Systems 公

司; 小鼠抗 Smad2 /3 抗体购自美国 BD Transduction
LaboratoriesTM公 司; 兔 抗 pSmad2C 抗 体 购 自 美 国

Cell Signaling technology 公司; 兔抗 Smad2 /3 抗体、
小鼠抗 Smad4 抗体均购自美国 Santa Cruz Biotech-
nology 公司; 兔抗 pSmad2L 抗体、兔抗 pSmad3L 抗

体由日本关西医科大学冈崎教授惠赠; 小鼠抗 GAP-
DH、山羊抗小鼠、山羊抗兔二抗购自北京中杉金桥

生物技 术 有 限 公 司; EＲK、JNK 及 p38 ( PD98059、
SP600125、SB203580) 抑制因子均购自美国 Calbio-
chem 公司; PVDF 膜购自美国 Bio-Ｒad 公司，ECL 化

学发光显影液购自美国 Thermo 公司; 电泳、转移相

关试剂、DAPI 染料购自美国 Sigma 公司。
1． 1． 3 主要仪器 GL-20A 全自动冷冻高速离心机
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( 湖南仪器仪表总厂离心机厂) ; YJ-1450 型医用净

化工作台( 北京冠鹏净化设备有限责任公司) ; Nap-
co-6100 型 CO2 培养箱( 美国杜邦公司) ; 超纯水机

( 美国 Millipore 公司) 、静音混悬器( 太仓市科教器

材厂) ; Western blot 检测全套设备( 美国 Bio-Ｒad 公

司) ; 倒置荧光显微镜( 日本 Olympus 公司) 。
1． 2 方法

1． 2． 1 大鼠 HSC 细胞分离、鉴定和传代培养 用

Ⅳ型胶原酶和链酶蛋白酶 E 酶原位肝灌注法消化

细胞，密度梯度离心分离 HSC 细胞，反复培养纯化

细胞，台朌蓝染色鉴定细胞活力。详细操作可参考

文献［7 － 8］。
1． 2． 2 3 种抑制因子对 TGF-β1 诱导的 HSC 细胞

内磷酸化 Smad2 /3 蛋白表达的影响 实验分组: 对

照组、模型组( 9 pmol /L TGF-β1 刺激; 1 h) 、p38 抑

制因子 3 个剂量组( SB203580: 1、3、10 μmol /L; 5
h) 、EＲK 抑制因子 3 个剂量组( PD98059: 1、3、10
μmol /L; 5 h ) 、JNK 抑 制 因 子 3 个 剂 量 组

( SP600125: 1、3、10 μmol /L; 5 h) ，3 种 MAPK 抑制

因 子、TGF-β1 浓 度 及 作 用 时 间 设 定，参 考 研

究［9 － 10］。取对数生长期 HSC 细胞，以 1 × 106 个 /ml
接种至 100 ml 培养皿中，37 ℃、5%CO2 培养箱培养

24 h 后，更换无血清培养基培养过夜，分别于相应

组别加 3 种抑制因子，继续培养 4 h 后，加入 TGF-
β1( 终浓度为 9 pmol /L) 进行刺激 1 h，对照组加等

体积溶媒。
1． 2． 3 免疫沉淀( IP) 和 Western blot 法检测各组

HSC 细胞内磷酸化 Smad2 /3 蛋白含量 结束后，采

用 Western 及 IP 细胞裂解液抽提细胞总蛋白。各组

蛋白样本中加小鼠抗 Smad2 /3 抗体 4． 5 μl 及 pro-
tein-G-Sepherose beads 50 μl，颠倒混匀后，置于静音

混悬器上，4 ℃混悬过夜。次日，4 ℃ 3 000 r /min 离

心 5 min，弃上清液; 加 TNE Buffer 1 ml /样，4 ℃，3
000 r /min 离心 5 min，重复洗涤 1 次; 弃上清液，加 2
× SDS-PAGE 上 样 Buffer，50 μl /样 本，混 匀，变 性

( 100 ℃ 水浴 10 min) 。SDS-PAGE 电泳( 10% 分离

胶，5%浓缩胶) 分离蛋白、湿转( 100 mA，2 h) 、5%
脱脂奶粉封闭、洗膜、一抗 4 ℃孵育过夜、洗膜、相应

二抗室温孵育 2 h、洗膜、ECL 化学发光显影。磷酸

化 Smad2 /3 蛋白半定量内参为 Smad2 /3 蛋白，lgH
蛋白系免疫沉淀实验中所用抗体分解产物之一( 免

疫球蛋白重链分子) ，在此实验中，各样本含量一

致，可作为内参。
1． 2． 4 3 种抑制因子对 TGF-β1 诱导的 HSC 细胞

内 Smad4 蛋白定位表达的影响 实验分组: 对照

组、模型组( 9 pmol /L TGF-β1 刺激; 1 h) 、EＲK 抑制

因子组( P9D9805: 10 μmol /L; 5 h) 、JNK 抑制因子

组( SP600125: 10 μmol /L; 5 h) 、p38 抑制因子组

( SB203580: 10 μmol /L; 5 h) 。取对数生长期 HSC
接种于 24 孔板中，相应组别处理同上( 1． 2． 1 ) ，培

养结束后，弃培养液，4% 多聚甲醛固定 15 min，4
℃、0． 1%皂素和 0. 5% BSA 打孔、封闭 30 min，一抗

( 1 ∶ 50 ) 4 ℃ 孵育过夜，异硫氰酸荧光素( FITC) 耦

联二抗( 1 ∶ 100) 37 ℃孵育 1 h，DAPI ( 1 ∶ 100) 室温

孵育 10 min。80% 甘油封片，荧光显微镜观察、摄

片。

2 结果

2． 1 p38、EＲK 及 JNK 抑制因子对 HSC 细胞内

Smad2 /3 磷 酸 化 的 影 响 Western blot 显 示 各 组

Smad2 /3 的含量基本一致。在对照组中，pSmad2C
几乎不表达，pSmad2L、pSmad3L 呈现低表达。TGF-
β1 刺激后，显著上调 pSmad2C、pSmad2L、pSmad3L
的表达。p38 抑制因子( 1、3 μmol /L) 略增加这 3 种

蛋白磷酸化，10 μmol /L p38 抑制因子显著降低了

pSmad3L 蛋白表达; 1 μmol /L EＲK 抑制因子略增加

这 3 种蛋白磷酸化，EＲK 抑制因子( 3、10 μmol /L)

降低了 pSmad2C 蛋白表达; JNK 抑制因子( 1、3、10
μmol /L) 减少了 pSmad2C、pSmad2L、pSmad3L 蛋白

磷酸化。整个实验过程中 pSmad3C 均不产生表达。
见图 1。

图 1 p38、EＲK 及 JNK 抑制因子对 HSC 细胞内

Smad2 /3 磷酸化的影响

2． 2 EＲK、JNK、p38 抑 制 因 子 对 HSC 细 胞 内

Smad4 蛋白定位表达的影响 免疫荧光染色显示

各组细胞总蛋白中 Smad4 蛋白水平无显著性差异，

模 型组细胞质中Smad4含量明显减少，细胞核中
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图 2 EＲK、JNK 及 p38 抑制因子对 HSC 细胞内 Smad4 核转位的影响

Smad4 水平显著上调; 而 EＲK、JNK、p38 抑制因子作

用后，不同程度地抑制了 TGF-β1 诱导的 Smad4 的

核转位，尤其 p38 抑制因子。见图 2。

3 讨论

TGF-β 是一类多功能细胞因子，参与调节多种

细胞生长、增殖、分化和凋亡等生命活动，被认为是

最强致纤维化因子，参与多种器官纤维化病变过

程［11］。目前研究［3］表明，TGF-β1 是活化 HSC 的主

要细胞因子，可以促进胶原纤维和 ECM 的大量合

成，加速纤维化的形成，是肝纤维化形成的主要促进

因子。在慢性肝损伤中，TGF-β1 主要通过与 HSC
细胞的膜受体相结合，激活 Smad 信号通路，促使以

胶原为主的 ECM 表达增加［12］。经典的 TGF-β 信号

传导途径，即 TGF-β /Smad 信号通路，包括 4 个阶

段: TGF-β 配体结合靶细胞膜上Ⅱ型 TGF-β 受体

( TβＲⅡ) ，随即募集并活化Ⅰ型 TGF-β 受体( TβＲ
Ⅰ) ; 活化的 TβＲΙ 促使 Smad2 /3 C-末端区磷酸化;

磷酸化的 Smad2 /3 与 Smad4 结合，即形成 Smad2 /3 /
4 复合物; Smad2 /3 /4 复合物转位入细胞核内，调节

靶基因的表达［2］。本实验中，来源于正常大鼠的

HSC，几乎不表达 pSmad2C、pSmad3C，而外源性细

胞因子 TGF-β1 刺激可显著诱导 Smad2 C-末端区磷

酸化，促进 Smad4 核转位，正向传递 TGF-β 信号向

胞内传递。

MAPK，是一类信号蛋白，参与 TGF-β 信号在

胞内的传递［13］。研究［14］证实在肺间质成纤维细胞

中 TGF-β1 活化 JNK、P38 通路而促进细胞增殖; 研

究［4］显示在大鼠肌成纤维细胞中 TGF-β1 激活 p38
通路，可诱导 Smad3 连接区磷酸化( pSmad3L) ，导致

ECM 产生，从而促进肝纤维化发生; 研究［15］显示在

人类肾小球膜细胞中 EＲK 抑制因子可抑制 Smad2 /
3 连接区磷酸化，从而促进Ⅰ型胶原蛋白的合成; 研

究［10］表明在人类瘢痕疙瘩成纤维细胞中抑制 EＲK、
JNK 通路可明显抑制 Smad4 的核转位，抑制 p38 通

路可显著抑制 Smad2 /3 的磷酸化。以上研究表明

在不同类型细胞中 TGF-β1 可能通过不同方式调控

MAPK 通路从而干预 TGF-β /Smad 信号转导。本实

验采用 MAPK 所介导的 3 条经典通路 EＲK、JNK、
p38 通路特异性阻断剂，观察其对 TGF-β1 活化的

HSC 细胞内 Smad2 /3 的磷酸化及 Smad4 蛋白表达

和转位入核的影响。
在本研究中，EＲK 抑制因子( 3、10 μmol) 明显

降低外源性 TGF-β1 刺激后升高的 pSmad2C 蛋白水

平，而对 Smad2 /3 连接区磷酸化无显著影响，且显

著降低了核内 Smad4 蛋白水平( 可直接反映核内

Smad2 /3 /4 复合物水平) ，这可能是由于 EＲK 抑制

因子阻断 EＲK 通路所介导调控的 HSC 自分泌 TGF-
β1 过程而影响 Smad2 C-末端磷酸化和 Smad2 /3 /4
复合 物 形 成 所 致。JNK 抑 制 因 子 能 够 显 著 降 低
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Smad2 /3 磷酸化蛋白水平和 Smad4 蛋白转位入核，

表明 JNK 通路即可直接干预 Smad2 /3 连接区的磷

酸化，又可影响 HSC 自分泌 TGF-β1 过程，是参与调

控 HSC 激活的重要方式。10 μmol p38 抑制因子可

抑制 pSmad3L 蛋白表达而显著降低核内 Smad4 蛋

白水平，表明 p38 通路可能通过干预 Smad3 连接区

的磷酸化和 Smad2 /3 /4 复合物的形成和转位而调

控 TGF-β /Smad 信号转导。本实验结果表明，TGF-
β1 可能通过调控 MAPK 通路而干预 HSC 细胞内

Smad2 /3 磷酸化和 Smad2 /3 /4 复合物形成和转位，

为人们对肝纤维化的研究提供新的思路。
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Effects of MAPK inhibitors on phosphorylation of Smad2 /3
and nuclear translocation of Smad4 in HSCs

Jiang Yufeng，Wu Chao，Wu Jiajun，et al
( Dept of Pharmacology，The First Affiliated Hospital Anhui Medical University，Hefei 230032)

Abstract Objective To investigate the effects of three MAPK inhibitors on phosphorylation of Smad2 /3 and nu-
clear translocation of Smad4 in TGF-β1-activated hepatic stellate cell ( HSC) ． Methods HSC was isolated from
normal rat liver by using collagenase IV and pronase-E digestion in situ and continuously cultured in vitro． The cells
in log phase were pretreated with EＲK inhibitor ( PD98059 ) ，JNK inhibitor ( SP600125 ) and p38 inhibitor
( SB203580) in corresponding group respectively，then activated by TGF-β1． The protein expressions of phospho-
rylated ( p) Smad2C，pSmad2L and pSmad3L were measured by immunoprecipitation( IP) and western blot assay．
The protein expression and intracellular localization of Smad4 were assessed by cell immunofluorescence assay．
Ｒesults The protein expressions of phosphorylated Smad2C，Smad2L and Smad3L were feeble in quiescent
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HSC，while markedly increased by TGF-β1 stimulation． The two concentrations of p38-specific inhibitor ( 1，3
μmol / L) and low concentration EＲK-specific inhibitor ( 1 μmol /L) had no significant effect on the phosphorylation
of Smad2 /3; the high concentration of p38-specific inhibitor ( 10 μmol /L) significantly down-regulated elevated
pSmad2C by TGF-β1; the two concentrations of EＲK-specific inhibitor ( 3，10 μmol /L) could remarkably de-
crease elevated pSmad2C by TGF-β1; the three concentrations of JNK-specific inhibitor ( 1，3，10 μmol /L) inhib-
ited the phosphorylation of Smad2C，Smad2L and Smad3L stimulated by TGF-β1． All three MAPK-specific inhibi-
tors suppressed increased nuclear translocation of Smad4 protein in TGF-β1-stimulated HSCs． Conclusion The
phosphorylation of Smad2 /3 and nuclear translocation of Smad4 might be induced by TGF-β1 via activating EＲK，

JNK，p38 pathways in HSCs．
Key words HSCs; MAPK inhibitors; Smad2; Smad3; Smad4

IGF- 1 及 IGF-1Ｒ 在 SD 大鼠前列腺组织中的表达
熊 宇1，黄 涛1，吴 奎1，刘 治1，周杭城2

摘要 目的 研究不同饮食和丙酸睾酮对 SD 大鼠前列腺

组织的改变及胰岛素生长因子 ( IGF) -1、IGF-1Ｒ 的表达强

度。方法 采用高脂高糖饲料饮食及去势后皮下注射丙酸

睾酮建造前列腺增生模型，40 d 后处死大鼠; 取出前列腺组

织，称重并 HE 染色观察前列腺增生情况; 用免疫组化法检

测前列腺组织中 IGF-1、IGF-1Ｒ 的表达强度。结果 高脂高

糖饮食组前列腺组织增生，IGF-1、IGF-1Ｒ 的表达强度均高

于普通饮食组( P ＜ 0. 05) ; 去势 + 低剂量丙酸睾酮皮下注射

组前列腺组织明显增生，IGF-1、IGF-1Ｒ 的表达强度明显增

加( P ＜ 0. 05) 。结论 高脂高糖饮食及低剂量丙酸睾酮均

可促进大鼠前列腺组织的增生，IGF-1、IGF-1Ｒ 与前列腺增

生的发展呈正相关性。
关键词 高脂高糖; 丙酸睾酮; 前列腺指数; 前列腺增生; 胰

岛素生长因子 1; 胰岛素生长因子 1 受体
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前列腺增生是一种缓慢的渐进的老年男性常见

疾病［1］，约 2 /3 患者有尿频、尿急、夜尿增多症状，进

而出现进行性排尿困难，严重影响老年男性的生活

质量和睡眠模式［2］。近年来中国人口老龄化加剧，
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饮食结构改变明显，前列腺增生发病率显著升高。
该研究通过高糖高脂饮食喂养 SD 大鼠并对去势大

鼠皮下注射不同剂量的丙酸睾酮建立大鼠前列腺增

生模型，并对前列腺组织进行免疫组织化学染色，探

讨高脂高糖饮食及外源性睾酮对 SD 大鼠前列腺的

影响及 IGF-1、IGF-1Ｒ 与大鼠前列腺增生发生发展

的关系。

1 材料与方法

1． 1 实验动物分组及饲养条件

1． 1． 1 SD 大鼠选择及分组 健康清洁级 SD 雄性

大鼠 40 只，120 ～ 200 g，由安徽医科大学实验动物

中心提供，以上 SD 大鼠先给予普通饲料适应性喂

养 3 d，第 4 天所有大鼠随机分为普通饮食组 ( A
组) 和高脂高糖饮食组( B 组) ，两组大鼠再随机各

分 4 组，每组各 5 只。A1 组: 普食饮食未处理; A2
组: 普通饮食 + 手术去势 + 生理盐水 5 mg / ( kg·d)

皮下注射; A3 组: 普通饮食 + 手术去势 + 睾酮 2
mg / ( kg·d) 皮下注射; A4 组: 普通饮食 + 手术去

势 + 睾酮 5 mg / ( kg·d) 皮下注射; B1 组: 高糖高

脂饮食未处理; B2 组: 高糖高脂饮食 + 手术去势 +
生理盐水 5 mg / ( kg·d) 皮下注射; B3 组: 高糖高脂

饮食 + 手术去势 + 睾酮 2 mg / ( kg·d) 皮下注射;

B4 组: 高糖高脂饮食 + 手术去势 + 睾酮 5 mg / ( kg
·d) 皮下注射。
1． 1． 2 饲养条件和饲料配方 室温 ( 22 ± 2 ) ℃，
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