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摘要 目的 探讨胰腺癌缺失基因(DPC4 /Smad4)对增生期

血管瘤内 皮 细 胞 ( HEC) 凋 亡 的 影 响。方 法 分 离 培 养

HEC，在细胞中转染 Smad4 真核表达载体，qＲT-PCＲ 和 West-
ern blot 法检测转染后的细胞中 Smad4 mＲNA 及蛋白表达。
MTT 法测定 Smad4 对 HEC 增殖的影响，流式细胞仪测定

Smad4 对 HEC 周期和凋亡的影响，Western blot 法检测细胞

中剪切的 含 半 胱 氨 酸 的 天 冬 氨 酸 蛋 白 水 解 酶 3 (Cleaved
Caspase-3)和细胞周期依赖性蛋白激酶 4(CDK4)、细胞周期

蛋白 D1(cyclin D1)蛋白水平，二氯二氢荧光素 － 乙酰乙酸

酯(DCFH-DA)法检测 Smad4 对 HEC 中活性氧(ＲOS) 水平

的影响。结 果 Smad4 真 核 表 达 载 体 能 够 促 进 HEC 中

Smad4 mＲNA 和蛋白表达。过表达 Smad4 后的 HEC 增殖活

性降低，G0 /G1 期 细 胞 增 多，细 胞 凋 亡 率 也 升 高，细 胞 中

Cleaved Caspase-3 水平升高，细胞中 CDK4、Cyclin D1 蛋白水

平下降，细胞中 ＲOS 水平升高，与正常培养的 HEC 比较，差

异有统计学意义(P ＜ 0. 05)。结论 Smad4 诱导 HEC 凋亡，

抑制 HEC 增殖，阻滞细胞周期，机制与促进 Caspase-3 活化

并减少 CDK4、Cyclin D1 蛋白表达，促进细胞合成 ＲOS 有关。
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血管瘤(hemangioma，HEM) 是一种良性肿瘤，

不仅影响患者的容貌，还能够影响相关组织器官正

常功能的发挥，HEM 有较为明显的消退期、平台期

和增生期，头颈部的发病率最高，血管瘤内皮细胞

(hemangioma endothelial cells，HEC) 是 HEM 发生主

要原因，诱 导 HEC 凋 亡 是 治 疗 HEM 的 重 要 途

径
［1 － 2］。胰 腺 癌 缺 失 基 因 ( deleted in pancreatic

cancer locus 4，DPC4 /Smad4)有诱导细胞凋亡，抑制

细胞生长的作用，在白血病细胞、前列腺癌细胞、脐
静脉内皮细胞等多种细胞中已经证实

［3 － 5］。Smad4
在增生期 HEM 组织中的表达水平低于退化期 HEM

组织，Smad4 可能参与 HEC 凋亡
［6］。该实验通过体

外分离培养增生期的 HEC，通过细胞转染的方法上

调 HEC 中 Smad4 的 表 达，探 讨 Smad4 在 增 生 期

HEC 凋亡中的作用，为明确 HEM 发生机制提供参

考。

1 材料与方法

1． 1 材料 二氯二氢荧光素 － 乙酰乙酸酯(2'，7'-
Dichlorofluorescin diacetate，DCFH-DA)法活性氧( re-
active oxygen species，ＲOS) 含量测定试剂盒购自上

海翊圣生物公司;pcDNA3. 1-Smad4 由郑州大学第

二附属医院中心实验室构建;Lipofectamine 2000 购

自美国 invitrogen 公司;荧光定量 PCＲ 试剂盒购自

大连 TaKaＲa 公司;ECL 显色试剂购自北京 Solarbio
公司;细胞周期测定试剂盒、细胞凋亡测定试剂盒购

自上海碧云天公司;剪切的含半胱氨酸的天冬氨酸

蛋白 水 解 酶 3 ( Cleaved cysteinyl aspartate specific
proteinase 3，Cleaved Caspase-3) 抗体购自美国 CTS
公司;细胞周期依赖性蛋白激酶 4(cyclin-dependent
kinase 4，CDK4)抗体购自美国 Santa Cruz 公司;细胞

周期蛋白 D1( cyclin D1) 抗体购自天津 saierbio 公

司;Smad4 抗体购自美国 ABACM 公司。
1． 2 HEC 分离培养及分组 新鲜增生期 HEM 组

织标本来自郑州大学第二附属医院，组织采集经患

者及家属同意。增生期 HEC 分离培养步骤同文

献
［7］，取增生期 HEM 组织，用 PBS 反复洗涤至溶液

清亮，把周围的皮肤和脂肪组织去除，剪成大小约为

1 ～ 2 cm3
的组织碎块，置于 0. 25% 的胰蛋白酶中，

在 37 ℃ 的水浴中消化 20 min。用含胎牛血清的

M199 终止消化，把消化后的组织块剪碎成≤1 mm
×1 mm ×1 mm 的小碎块，种植到培养瓶内，把培养

瓶倒置培养 10 min 后，加入培养液，使培养液完全

覆盖组织块，3 d 后换液，6 d 后把组织块清除掉，9 d
传代 培 养 (0. 25% 胰 蛋 白 酶 传 代)。HEC 中 转 染

pcDNA3. 1、pcDNA3. 1-Smad4 记 为 pcDNA3. 1 组、
pcDNA3. 1-Smad4 组，同时把未做转染处理的 HEC
记为 Control 组，具体转染方法同 Lipofectamine 2000
脂质体转染说明书。
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1． 3 qＲT-PCＲ 测定 HEC 中 Smad4 表达 Con-
trol、pcDNA3. 1、pcDNA3. 1-Smad4 组细胞培养 24 h，

以每 106
个细胞添加 1 ml 的 TＲIzol 将各组 HEC 裂

解以后，与 200 μl 的氯仿混合后，吸取上层水相溶

液，再与 500 μl 的异丙醇混合，低温，高速离心后，

用 75% 的乙醇洗涤 ＲNA，用 ＲNase-free 水溶解后，

测定吸光度 ( optical density，OD) 值 260 nm 和 OD
280 nm 的比值，比值介于 1. 8 ～ 2. 0 之间。逆转录

合成 cDNA，反 应 条 件 为:25 ℃、5 min;42 ℃、60
min;75 ℃、5 min。取 cDNA，进行荧光定量 PCＲ 扩

增，步骤同试剂盒说明书，用 2 － ΔΔCt法计算各组样品

中 Smad4 水平，GAPDH 为参照。
1． 4 Western blot 测 定 HEC 中 Smad4 表 达

Control、pcDNA3. 1、pcDNA3. 1-Smad4 组细胞培养 24
h，用预冷的 PBS 洗涤后，每个细胞瓶中添加含有

PMSF 的裂解液 500 μl，放在冰上裂解 30 min 后，低

温高速离心 10 min。把上清液转移至 EP 管中，用

BCA 法检测蛋白浓度，进行 SDS-PAGE 蛋白电泳，

电泳电压为 90 V，每孔上样量为 30 μg。用半干法

把凝胶上的蛋白转移到 PVDF 膜上，100 mA 电流转

膜 50 min。用 5% 牛血清白蛋白封闭后与抗体孵

育，Smad4 一抗 1 ∶ 600 稀释，GAPDH 一抗 1 ∶ 1 000
稀释，二抗 1 ∶ 2 000稀释，DAB 显色。对蛋白条带

进行半定量分析，目的蛋白同 GAPDH 内参蛋白灰

度值的比值表示目的蛋白水平。
1． 5 MTT 测 定 HEC 增 殖 活 性 Control、pcD-
NA3. 1、pcDNA3. 1-Smad4 组细胞种植到 96 孔板中，

在第 24、48、72、96 小时取出培养板，在细胞内加

MTT 溶液，培养 4 h，将上清液去掉，再添加 DMSO，

用酶标仪检测每孔在 490 nm 的 OD 值。
1． 6 流 式 细 胞 仪 检 测 细 胞 周 期 Control、pcD-
NA3. 1、pcDNA3. 1-Smad4 组细胞在转染以后 24 h，

用胰蛋白酶消化，转 移 到 流 式 管 内，低 速 离 心 10
min，把上清液去掉，添加 75% 甲醇，置于 4 ℃ 过夜

反应，低速离心 10 min，加入 PI，置于 4 ℃ 反应 30
min，流式细胞仪测定 HEC 周期。
1． 7 流 式 细 胞 仪 检 测 细 胞 凋 亡 Control、pcD-
NA3. 1、pcDNA3. 1-Smad4 组细胞在转染以后 24 h，

用胰蛋白酶消化，与 400 μl 的结合缓冲液混合后，

再与 PI 和 Annexin V-FITC 反应后，流式细胞仪检测

HEC 凋亡。
1． 8 Western blot 检测细胞中 Cleaved Caspase-3、
CDK4、Cyclin D1 蛋 白 水 平 Control、pcDNA3. 1、
pcDNA3. 1-Smad4 组细胞在转染以后 24 h，用胰蛋

白酶消化，Western blot 法检测 Cleaved Caspase-3、
CDK4、Cyclin D1 蛋 白 水 平，Cleaved Caspase-3、
CDK4、Cyclin D1 一抗以 1 ∶ 600 稀释，其他步骤同

上。
1． 9 DCFH-DA 法检测细胞中 ＲOS 水平 Con-
trol、pcDNA3. 1、pcDNA3. 1-Smad4 组细胞在转染以

后 24 h，用 DCFH-DA 法检测细胞中 ＲOS 水平，步骤

同 ＲOS 含量测定试剂盒，以 Control 组为 1，分析各

组细胞 ＲOS 水平。
1． 10 统计学处理 采用 SPSS 21. 0 软件进行统计

分析，数据以 珋x ± s 表示，多组差异比较用单因素方

差分析，组间比较用 LSD-t 检验，P ＜ 0. 05 为差异有

统计学意义。

2 结果

2． 1 细胞转染后 HEC 中 Smad4 表达 HEC 中转

染 pcDNA3. 1-Smad4 后，细胞中 Smad4 mＲNA 和蛋

白水平均升高，而转染 pcDNA3. 1 对 HEC 中 Smad4
mＲNA 和蛋白水平没有影响，见图 1、表 1。

图 1 Western blot 测定转染后的 HEC 中 Smad4 蛋白表达情况

表 1 各组 HEC 中 Smad4 水平(珋x ± s)

组别 Smad4 mＲNA Smad4 蛋白

Control 1． 00 0． 15 ± 0． 06
pcDNA3． 1 1． 01 ± 0． 13 0． 17 ± 0． 05
pcDNA3． 1-Smad4 2． 78 ± 0． 25* 0． 76 ± 0． 09*

F 值 119． 044 76． 120
P 值 0． 000 0． 000

与 Control 组比较:* P ＜ 0. 05

2． 2 Smad4 对 HEC 增殖的影响 HEC 中转染

pcDNA3. 1-Smad4 后，细胞 OD 值降低，而转染 pcD-
NA3. 1 对 HEC OD 值 没 有 影 响，见 表 2。过 表 达

Smad4 可以降低 HEC 的增殖活性。
2． 3 Smad4 对 HEC 周期的影响 HEC 中转染

pcDNA3. 1-Smad4 后，细胞 G0 /G1 期比例升高，而转

染 pcDNA3. 1 对 HEC 周期没有影响，见表 3。过表

达 Smad4 可以将 HEC 周期阻滞在 G0 /G1 期。
2 ． 4 Smad4对HEC凋亡的影响 HEC中转染pcD-
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表 2 各组 HEC OD 值(珋x ± s)

组别 24 h 48 h 72 h 96 h
Control 0． 21 ± 0． 02 0． 43 ± 0． 08 0． 79 ± 0． 07 0． 93 ± 0． 08
pcDNA3． 1 0． 23 ± 0． 05 0． 43 ± 0． 07 0． 80 ± 0． 05 0． 90 ± 0． 12
pcDNA3． 1-Smad4 0． 16 ± 0． 02* 0． 23 ± 0． 04* 0． 28 ± 0． 03* 0． 29 ± 0． 04*

F 值 6． 091 9． 302 95． 892 52． 406
P 值 0． 036 0． 015 0． 000 0． 000

与 Control 比较:* P ＜ 0. 05

图 2 流式细胞仪测定 Smad4 诱导的 HEC 凋亡情况

NA3. 1-Smad4 后，细 胞 凋 亡 率 升 高，而 转 染 pcD-
NA3. 1 对 HEC 凋亡率没有影响，见图 2、表 4。过表

达 Smad4 诱导 HEC 凋亡。

表 3 各组 HEC 周期(珋x ± s)

组别
细胞周期

G0 /G1 期 S 期 G2 /M 期

Control 56． 63 ± 4． 17 25． 93 ± 3． 45 16． 44 ± 1． 04
pcDNA3． 1 55． 32 ± 6． 85 26． 49 ± 3． 67 17． 19 ± 1． 26
pcDNA3． 1-Smad4 72． 73 ± 5． 78* 18． 64 ± 1． 46 11． 63 ± 1． 28
F 值 8． 658 6． 276 19． 017
P 值 0． 017 0． 034 0． 003

与 Control 组比较:* P ＜ 0. 05

表 4 各组 HEC 凋亡率(珋x ± s)

组别 凋亡率(% )

Control 10． 32 ± 1． 25
pcDNA3． 1 10． 05 ± 0． 83
pcDNA3． 1-Smad4 32． 64 ± 2． 87*

F 值 144． 241
P 值 0． 000

与 Control 组比较:* P ＜ 0. 05

2． 5 Smad4 对 HEC 中 Caspase-3、CDK4、Cyclin
D1 表达的影响 HEC 中转染 pcDNA3. 1-Smad4 后，

细胞中 Cleaved Caspase-3 水 平 升 高，CDK4、Cyclin
D1 蛋 白 水 平 下 降，而 转 染 pcDNA3. 1 对 HEC 中

Cleaved Caspase-3、CDK4、Cyclin D1 蛋白水平没有

影响，见 图 3、表 5。过 表 达 Smad4 诱 导 HEC 中

Caspase-3 活化，减少细胞中 CDK4、Cyclin D1 蛋白

表达。

图 3 Western blot 检测 HEC 中

Cleaved Caspase-3、CDK4、Cyclin D1 蛋白水平

2． 6 Smad4 对 HEC 中 ＲOS 水平的影响 Con-
trol、pcDNA3. 1、pcDNA3. 1-Smad4 组细胞中 ＲOS 水

平依次为:1. 00、(1. 01 ± 0. 07)、(1. 76 ± 0. 18)，3 组

比较差异有统计学意义(F = 45. 853，P = 0. 000)。
HEC 中转染 pcDNA3. 1-Smad4 后，细胞中 ＲOS 水平

升高，而转染 pcDNA3. 1 对 HEC 中 ＲOS 水平没有影

响，见图 4。过表达 Smad4 诱导 HEC 中 ＲOS 合成。
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表 5 各组 HEC 中 Cleaved Caspase-3、

CDK4、Cyclin D1 蛋白水平(珋x ± s)

组别
Cleaved

Caspase-3
CDK4 Cyclin D1

Control 0． 34 ± 0． 06 0． 25 ± 0． 04 0． 51 ± 0． 06
pcDNA3． 1 0． 32 ± 0． 05 0． 23 ± 0． 08 0． 52 ± 0． 04
pcDNA3． 1-Smad4 0． 91 ± 0． 08* 0． 11 ± 0． 02* 0． 20 ± 0． 03*

F 值 80． 808 6． 143 48． 836
P 值 0． 000 0． 035 0． 000

与 Control 组比较:* P ＜ 0. 05

图 4 各组 HEC 中 ＲOS 水平

与 Control 组比较:* P ＜ 0. 05

3 讨论

本实验的结果显示，Smad4 过表达后的 HEC 中

CDK4 和 Cyclin D1 蛋白表达水平降低，细胞周期被

阻滞在 G0 /G1 期，提示 Smad4 通过减少 CDK4 和

Cyclin D1 表达阻滞 HEC 周期，抑制 HEC 增殖;同时

结果还表明，Smad4 过表达后的 HEC 中 Caspase-3
活化增多，细胞凋亡率升高，提示 Smad4 可以通过

激活 Caspase-3 的活化诱导 HEC 凋亡;Smad4 诱导

HEC 中 ＲOS 水平升高，这可能是 Smad4 诱导 HEC
凋亡的机制之一。

Smad 名字来源于果蝇 Mad 蛋白和线虫 Sma 蛋

白，Smad 蛋白家族在信号转导中发挥重要作用，是

与转 化 生 长 因 子 β ( transforming growth factor-β，

TGF-β)有关的效应因子，参与细胞内信号转导过

程，在哺乳动物体内发现了至少 9 种 Smad 蛋白成

员，Smad4 是目前确认的共同通道型 Smad，是一种

抑癌基因，可以与几乎所有的活化途径 Smad 蛋白

相结合，形成低聚体的复合物，在 TGF-β 信号调节

中发挥关键作用
［8］。Smad4 含有一个 MH2 结构域，

MH2 由 β 片层夹心、三环 α 螺旋和三螺旋束构成，

这个区域的氨基酸序列高度保守，在分子识别中具

有重要作用，而这个区域内蛋白与蛋白之间作用界

面是突变发生的重要区域，多数肿瘤在该区域内均

有不同程度的突变
［9］。Smad4 的异常表达与胰腺癌

等肿瘤的发生有关，并且可以诱导细胞的凋亡，降低

细胞的增殖能力
［10］。TGF-β 与 HEC 的生长和凋亡

有关，而 Smad4 在增生期的 HEM 组织表达水平低

于退化期的 HEM 组织，提示 Smad4 可能参与 HEC
的凋亡

［6］。本实验结果证实了 Smad4 在 HEM 内皮

细胞凋中的作用，这与上述研究结果一致。
细胞周期可以分为细胞间期和分裂期，而间期

又可以分为 G1 期(DNA 合成前期)、S 期(DNA 合成

期)和 G2 期(DNA 合成后期)，M 期是细胞分裂期，

G0 期是细胞停止分裂，处于发挥其生物学功能阶段

的细胞，细胞周期的调控与细胞内周期蛋白有关，其

中 CDK4 和 Cyclin D1 表达减少可以诱导细胞周期

阻滞在 G0 /G1 期，Cyclin D1 能够与 CDK4 形成复合

物，诱导细胞进入 S 期
［11］。研究

［12］
显示，Smad4 可

以抑制子宫内膜癌细胞生长，把细胞周期阻滞在

G0 /G1 期，发挥抗肿瘤作用。Caspase 参与细胞凋亡

调控，是一个半胱氨酸蛋白酶家族，几乎参与所有的

细胞凋亡信号转导，其蛋白家族的成员组成一个类

似瀑布的反应，诱导细胞凋亡的发生。Caspase-3 是

该蛋白家族的重要成员之一，在正常细胞和肿瘤细

胞中其以没有活性的酶原存在，而当诱导细胞凋亡

的信号转导至 Caspase 反应后，Caspase-3 被激活，诱

导细胞凋亡发生
［13］。Smad4 可以激活 Caspase-3 最

终诱导乳腺癌、胶质瘤等细胞凋亡
［14］。ＲOS 广泛存

在于细胞内，其既可以作用一种信号转导分子调控

细胞生物学行为，又可以维持细胞内的氧化平衡，而

当细胞内的 ＲOS 水平过度升高后，会打破细胞内的

氧化平衡状态，对细胞造成损伤，引起细胞凋亡发

生
［15］。本实验结果证实 Smad4 可以通过提高 HEC

中 ＲOS 水平激活 Caspase 凋亡反应，通过影响细胞

周期 调 控 蛋 白 的 表 达 抑 制 HEC 增 殖，这 可 能 是

Smad4 抗 HEC 生长的机制。
综上，Smad4 在 HEM 生长中发挥抑制作用，

Smad4 可能通过阻滞细胞周期抑制 HEC 增殖，通过

促进细胞中 ＲOS 积累激活 Caspase 凋亡反应诱导

HEC 凋亡发生，这对于研究 Smad4 在 HEM 发生中

的作用机制奠定了基础，为研究 HEM 发生的作用

机制提 供 了 参 考。本 实 验 存 在 一 定 的 局 限 性，

Smad4 具体的靶向作用机制尚未研究，Smad4 的作

用机制没有在体内进行验证，后续实验将对上述部

分进行探讨。
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Effect of Smad4 on apoptosis of HEC and its mechanism
Li Fei，Zhou Zhiqiang，Wu Chengwen，et al

(Dept of Vascular Surgery，The Second Affiliated Hospital of Zhengzhou University，Zhengzhou 450000)

Abstract Objective To investigation the effect of Smad4 on the apoptosis of endothelial cells in hyperplastic he-
mangioma． Methods Endothelial cells of hemangioma was isolated and cultured in hyperplastic hemangioma，

transfection of Smad4 eukaryotic expression vector in cells，the expression of Smad4 mＲNA and protein in the
transfected cells was detected by qＲT-PCＲ and Western blot; MTT assay was used to determine the effect of Smad4
on the proliferation of endothelial cells in hemangioma; Flow cytometry was used to determine the endothelial cell
cycle and apoptosis of hemangioma by Smad4; The level of Cleaved Caspase-3 and CDK4，Cyclin D1 protein in
cells were detected by Western blot; The effect of Smad4 on the ＲOS level in endothelial cells of hemangioma was
detected by DCFH-DA method． Ｒesults Smad4 eukaryotic expression vector could promote the expression of
Smad4 mＲNA and protein in endothelial cells of hemangioma，the proliferation activity of endothelial cells in he-
mangioma after overexpression of Smad4 reduced，cell proliferation in G0 /G1 phase and the rate of apoptosis also
increased，the level of Cleaved Caspase-3 in the cells elevated，the level of CDK4 and Cyclin D1 protein in the
cells decreased，the level of ＲOS in the cells elevated，compared with the endothelial cells of normal cultured he-
mangioma，the difference was statistically significant(P ＜ 0. 05) ． Conclusion Smad4 induces apoptosis，inhibi-
tion cell proliferation and block cell cycle of endothelial cells in hemangioma，mechanism related to promotion of
Caspase-3 activation，reduction of CDK4，Cyclin D1 protein expression and promotion of cell synthesis of ＲOS．
Key words hyperplastic hemangioma endothelial cells; apoptosis; Smad4; cycle
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