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摘要 目的 观察转化生长因子 ( TGF-β) Ⅲ型受体( TβＲ

Ⅲ) 在二乙基亚硝胺( DEN) 诱导的肝细胞癌( HCC) 模型小

鼠中的表达及其信号通路的变化。方法 C57BL /6J 小鼠腹

腔注射 DEN 建立 HCC 小鼠模型; HE 染色法观察小鼠肝脏

病理变化; ELISA 法检测小鼠肝脏组织中 TGF-β1 的水平;

Western blot 法检测肝脏组织 TβＲⅢ、p-Smad2 及 Smad2 蛋白

的表达变化。结果 HE 染色结果显示，对照组小鼠肝细胞

大小形态正常，肝小叶结构完整，随着造模时间的延长，模型

组小鼠肝小叶逐渐被破坏，肝细胞异常增生，出现病理核分

裂，HCC 结节形成。在 DEN 诱导的 HCC 模型小鼠中，随着

造模时间的延长，肝脏 TGF-β1 的水平明显升高，TβＲⅢ蛋白

的表达降低，p-Smad2 蛋白的表达升高，而 Smad2 蛋白的表

达没有明显变化。结论 TβＲⅢ表达的降低可能与 HCC 的

发生发展有关。

关键词 TβＲⅢ; TGF-β1; 肝细胞癌; 二乙基亚硝胺

中图分类号 Ｒ 735． 7

文献标志码 A 文章编号 1000 － 1492( 2015) 07 － 0912 － 05

肝细胞癌( hepatocellular carcinoma，HCC) 是临

床上常见的恶性程度高、预后较差且死亡率高的肿

瘤之一［1］。外科 HCC 切除术、射频消融治疗和肝脏

移植术虽然提高了患者的生存率，但是由于 HCC 的

肝内播散和远处转移，导致其预后较其它恶性肿瘤

差［2 － 3］。转化生长因子 β( transforming growth factor
β，TGF-β) 是由结构相近、功能类似的多肽组成的细

胞因子，主要包括 TGF-β、激活素、抑制素等。目前

研究［4］表明，TGF-β /Smad 信号通路不仅在胚胎发

育、细胞增殖和分化等过程中发挥重要作用，也与肿

瘤的发生发展有密切关系。TGF-β Ⅲ型受体 ( type
Ⅲ TGF-β receptor，TβＲⅢ) 是 TGF-β 家族中的辅助

性受体，调控 TGF-β 与受体的结合以及信号通路的

激活。研究［5 － 8］显示，在乳腺癌、前列腺癌和非小细

胞肺癌等肿瘤的发展进程中，TβＲⅢ 表达降低甚至

缺失。在 HCC 发展过程中，TβＲⅢ 表达是否发生变

化，TGF-β 信号通路又是否受到影响尚不清楚。该

研究 通 过 建 立 二 乙 基 亚 硝 胺 ( diethylnitrosamine，

DEN) 诱导的 HCC 小鼠模型［9］，观察 TβＲⅢ 在 HCC
中的表达以及 TGF-β 信号的变化。

1 材料与方法

1． 1 材料

1． 1． 1 实验动物 C57BL /6J 小鼠，48 只，雄性，2
周龄，清洁级，购自安徽医科大学实验动物中心。在

恒温 22 ℃、光照周期 12 h 环境中饲养，造模过程中

死亡 4 只。
1． 1． 2 主要试剂 抗 TβＲⅢ抗体( 英国 Abcam 公

司) ; 抗 Smad2、p-Smad2 和 β-actin 抗体 ( 美国 Bio-
world 公司) ; ELISA 试剂盒( 深圳达科为生物技术有

限公司) ; DEN ( 美国 Sigma 公司) ; PVDF 微孔转移

膜( 美国 Millipore 公司) ; 5 × 电泳加样缓冲液、ＲIPA
蛋白裂解液、苯 甲 基 磺 酰 氯 ( phenylmethyl sulfonyl
fluoride，PMSF) ( 江苏碧云天公司) 。
1． 1． 3 主要仪器与设备 LAS400Mini 型化学发光

成像分析仪( 美国 GE 公司) ; IX-70 荧光倒置显微

镜( 日本 Olympus 公司) ; ELx50 型洗板机、ELx808
型酶标仪( 美国 BioTek 公司) ; 3-30K 低温高速离心

机( 美国 Sigma 公司) 。
1． 2 方法

1． 2． 1 DEN 诱导的 C57BL /6J 小鼠 HCC 模型的制

备、分组及处理 出生后 14 d 的 C57BL /6J 小鼠，随

机分为对照组和模型组，每组 8 只，腹腔注射 DEN
20 μg /g 体重，以诱导小鼠肝脏肿瘤的发生。分别

于注射 DEN 后 8、16、24、32、40 周处死小鼠，摘取部

分肝脏组织放入 EP 管中，－ 80 ℃保存待测，另取一

小块肝脏组织经 10%甲醛溶液固定，做病理检测。
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1． 2． 2 肝脏组织病理学检查 取出肝脏，用冷生理

盐水洗去浮血，取肝组织小块，厚度不超过 0. 5 cm，

立即用 10%甲醛溶液固定 24 h。70%、80%、90%、
100%乙醇溶液脱水，二甲苯透明，石蜡包埋，Lecia
石蜡切片机切片，常规脱蜡，HE 染色，中性树脂封

片后，OLYMPUS 显微镜下观察。
1． 2． 3 ELISA 法检测小鼠肝脏组织中 TGF-β1 的表

达 每 50 mg 肝脏组织加入 500 μl 生理盐水，匀浆

器中充分研磨，离心提取上清液。加样前将待测样

品活化，待测样品孔及各浓度标准品孔中，每孔加入

100 μl，空白对照孔中加入 100 μl 稀释缓冲液 ( 1
× ) ，37 ℃孵育 1． 5 h，充分洗涤，加入 100 μl 生物素

标记一抗，37 ℃孵育 1． 5 h，充分洗涤，加入亲和素

一辣根过氧化物酶标记二抗 100 μl，37 ℃ 孵育 30
min，充分洗涤后，加入四甲基联苯胺显色液 100 μl，
37 ℃避光孵育 15 min 后，每孔加入终止液 100 μl，
终止反应，使用酶标仪检测各孔 450 nm 处吸光度。
1． 2． 4 肝组织蛋白的提取 裂解液配制: ＲIPA 和

蛋白酶抑制剂 PMSF 的比例为 100 ∶ 1。肝组织放入

匀浆器中按 500 μl /50 mg 组织加入裂解液研磨，转

入离心管中 4 ℃离心，14 000 r /min 离心 20 min 后

吸取上清液，得到总蛋白。
1． 2． 5 Western blot 法检测肝脏组织中 TβＲⅢ、p-
Smad2 以及 Smad2 的表达 肝脏组织裂解液处理后

提取总蛋白，经 BCA 蛋白定量试剂盒定量后，每泳

道上等量蛋白进行 SDS-PAGE 电泳，在转移液中，以

200 mA 电流转移至 PVDF 膜上。封闭 2 h 后，加入

抗 TβＲⅢ、p-Smad2 及 Smad2 抗体，4 ℃ 孵育过夜。
洗涤后，继以辣根过氧化物酶结合的二抗室温孵育

2 h，ECL 试剂盒显色。用 ImageJ 图像处理软件分析

计算蛋白印迹值，将 β-actin 作为内参，用目的条带

与 β-actin 条带灰度值的比值作为目的蛋白的相对

表达量。
1． 3 统计学处理 采用 SPSS 19． 0 软件进行分析，

数据以 珋x ± s 表示。采用单因素方差分析比较各组

间差异。

2 结果

2． 1 DEN 诱导的 HCC 小鼠肝脏病理变化 HE
染色显示，对照组小鼠肝脏组织无明显变化，肝细胞

大小形态正常，肝小叶结构完整; 随着造模时间的延

长，肝小叶结构逐渐被破坏，肝细胞异常增生，细胞

形态、大小不一，并且细胞的分化程度不均一，出现

病理核分裂，HCC 结节形成，40 周后出现坏死。以

上结果提示本实验中小鼠 HCC 模型造模成功。见

图 1。
2． 2 DEN 诱导的 HCC 小鼠肝脏组织中 TGF-β1
水平的变化 ELISA 结果显示，与对照组比较，随着

造模时间的延长，模型组小鼠肝脏组织中 TGF-β1
水平不断升高，差异有统计学意义 ( F = 6. 65，P ＜
0. 01) 。见图 2。
2． 3 DEN 诱导的 HCC 小鼠肝脏组织中 TβＲⅢ蛋

白表达变化 半定量分析以对照组为基数 1，计算

各组比值的 相 对 比 例。Western blot法 检 测 造 模 不

图 1 DEN 诱导的小鼠 HCC 模型中不同时间点肝脏组织病理学观察 HE ×100

A: 对照组; B: 8 周组; C: 16 周组; D: 24 周组; E: 32 周组; F: 40 周组
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图 2 不同造模时间点小鼠肝脏组织中 TGF-β1 的水平

1: 对照组; 2: 8 周组; 3: 16 周组; 4: 24 周组; 5: 32 周组; 6: 40 周

组; 与对照组比较: * P ＜ 0． 05，＊＊P ＜ 0． 01

同时间点小鼠肝脏中 TβＲⅢ蛋白的表达情况，结果

显示，DEN 注射 8 周后，肝脏 TβＲⅢ的表达明显低

于对照组，随着造模时间的延长，TβＲⅢ表达明显降

低，40 周时 TβＲⅢ表达最低，差异有统计学意义( F
= 148. 87，P ＜ 0. 01) 。见图 3。

图 3 Western blot 法检测不同造模时间点小鼠肝脏

组织中 TβＲⅢ蛋白表达量的变化

1: 对照组; 2: 8 周组; 3: 16 周组; 4: 24 周组; 5: 32 周组; 6: 40 周

组; 与对照组比较: * P ＜ 0． 05，＊＊P ＜ 0． 01

2． 4 DEN 诱导的 HCC 小鼠肝脏组织中 p-Smad2、
Smad2 蛋白表达变化 半定量分析以对照组为基

数 1，计算各组比值的相对比例。Western blot 法检

测造模不同时间点小鼠肝脏中 p-Smad2、Smad2 蛋

白的表达情况，结果显示，随着造模时间的延长，p-
Smad2 蛋白的表达升高，而 Smad2 蛋白的表达无明

显变化，差异有统计学意义( F = 118. 09，P ＜ 0. 01) 。

见图 4。

图 4 Western blot 法检测不同造模时间点小鼠肝脏组织

p-Smad2 及 Smad2 蛋白表达量的变化

1: 对照组; 2: 8 周组; 3: 16 周组; 4: 24 周组; 5: 32 周组; 6: 40 周

组; 与对照组比较: * P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01

3 讨论

HCC 是一类发病机制较为复杂的常见肿瘤，目

前 HCC 已成为全世界第 5 大恶性肿瘤，致死率高居

第 3 位［1-2］。近年来，HCC 发病率持续上升，可能与

感染肝炎病毒而导致肝硬化，以及慢性酒精性肝病

增多有关。肝脏中相关分子的异常表达以及信号通

路的过度激活在 HCC 发生发展中可能扮演着重要

角色。本研究进一步探讨 HCC 进程中的分子机制，

明确相关分子的作用，对 HCC 的诊断和预后判断提

供帮助。
TGF-β 能诱导上皮细胞和内皮细胞发生上皮间

质转化，促进细胞的迁移和侵袭能力，从而促进肿瘤

的发展［10］。对非小细胞肺癌患者的研究［11］显示，

HCC 组织中 TGF-β1 的表达明显升高，且与患者的

不良预后有关。此外，TGF-β1 在卵巢上皮癌患者细

胞外基质中的表达升高，与肿瘤的侵袭转移密切相

关［12］。本研究显示，在 DEN 诱导的小鼠 HCC 模型

中，与对照组比较，模型组肝脏组织中 TGF-β1 的表

达水平明显升高。提示 HCC 的不断恶化可能与

TGF-β1 的高水平表达有关。
TβＲⅢ是 TGF-β 家族的辅助性受体。研究［13］

表 明，在 乳 腺 癌 MDA-MB-231 细 胞 和 卵 巢 癌
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Ovca420 细胞中，TGF-β1 能够降低 TβＲⅢmＲNA 和

蛋白的表达，而对 TβＲI 和 TβＲⅡ的表达没有明显

影响。研究［6］显示，TβＲⅢ在乳腺癌中表达缺失，恢

复 TβＲⅢ的表达能够抑制乳腺癌细胞的迁移、侵袭

以及血管生成。在胰腺癌和卵巢癌中，TβＲⅢ的表

达也出现降低甚至缺失的现象［14 － 15］。但 TβＲⅢ在

HCC 中表达情况尚不清楚。本研究结果显示，随着

造模时间的延长，模型组中 TβＲⅢ的表达逐渐降

低。以上结果提示，低表达的 TβＲⅢ与肝脏病理恶

性程度有关，而自分泌型 TGF-β1 的高表达可能是

TβＲⅢ表达降低的原因。
Smad 蛋白作为细胞内的 TGF-β 受体激酶的底

物，在胞外信号经由膜受体转导进入细胞核内的过

程中发挥重要作用。其中，Smad2 是 TGF-β 受体激

活后传递信号的下游分子。在对乳腺癌的体内外研

究［6］中均显示，TβＲⅢ的表达能够抑制 Smad2 的磷

酸化水平。本研究结果显示，在 HCC 的发展过程

中，p-Smad2 蛋白表达逐渐升高，而 Smad2 蛋白表达

无明显变化，提示 TGF-β 信号通路过度激活，可能

与肝脏组织中 TGF-β1 的表达升高有关，也可能是

由于高表达的 TGF-β1 抑制了 TβＲⅢ的表达，导致

Smad2 的磷酸化水平升高。
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The expression of type Ⅲ TGF-β receptor in
diethylnitrosamine-induced liver cancer model

Zhang Sen，Sun Wuyi，Gu Yuanjing，et al
( Institute of Clinical Pharmacology，Anhui Medical University; Key Laboratory of Anti-inflammatory

and Immune Medicine，Ministry of Education，Hefei 230032)

Abstract Objective To detect the expression of type Ⅲ TGF-β receptor( TβＲⅢ) in diethylnitrosamine ( DEN) -
induced liver cancer model． Methods C57BL /6J mice were intraperitoneally injected with DEN in a 20 μg /g dos-
age to establish liver cancer model． The pathological change of mice liver was observed by HE staining． The TGF-
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β1 level in liver tissue was measured by ELISA assay． The expressions of TβＲⅢ，p-Smad2 and Smad2 were detec-
ted by Western blot． Ｒesults The mice liver cell of the control group formed normal size with the complete hepatic
lobule structure． With the time passing，hepatic lobule in model group mice was destroyed gradually with liver cell
dysplasia，pathology of fission，tumor nodule formation． In DEN-induced liver cancer model，the TGF-β1 level was
elevated compared with the control group and the TβＲⅢ protein expression was significantly decreased． The ex-
pression of p-Smad2 protein was elevated，while Smad2 protein expression showed no obvious change． Conclusion
The low expression of TβＲⅢ may play an essential role in the progression of hepatocellular carcinoma．
Key words TβＲⅢ; TGF-β1; hepatocellular carcinoma; DEN

白芍总苷对糖尿病大鼠
肾组织 Txnip、Trx 与 ASK1 表达的调节作用

王 喆，吴永贵，章超群，武晓旭，徐兴欣，王 坤

摘要 目的 了解白芍总苷( TGP) 对糖尿病大鼠肾组织硫

氧还蛋白相互作用蛋白( Txnip) 、硫氧还蛋白( Trx) 与凋亡信

号激酶 1( ASK1) 表达的影响，探讨 TGP 对糖尿病肾组织 Trx

系统调节作用。方法 将链脲佐菌素( STZ) 诱导的糖尿病

大鼠随机分为模型组、TGP ［50、100、200 mg / ( kg·d) ］给药

组，另取正常大鼠为对照组，8 周后测定大鼠尿白蛋白排泄

率( UAEＲ) 。应用免疫组化、Western blot 法及实时定量 PCＲ

法检测大鼠肾组织 Txnip、Trx 与 ASK1 表达。结果 实验 8

周后 TGP［50、100、200 mg / ( kg·d) ］给药组及对照组大鼠

UAEＲ 水平均低于模型组( P ＜ 0. 01) ; 免疫组化和( 或) West-
ern blot 法显示 TGP［50、100、200 mg / ( kg·d) ］给药组及对

照组大鼠肾组织 Txnip、ASK1 表达低于模型组 ( P ＜ 0. 05，P
＜ 0. 01) ，而 Trx 高于模型组( P ＜ 0. 05，P ＜ 0. 01) ; 实时定量

PCＲ 显示 TGP ［50、100、200 mg / ( kg·d) ］ 给药组及对照组

Txnip mＲNA 低于模型组( P ＜ 0. 01，P ＜ 0. 05) ，Trx mＲNA 高

于模型组( P ＜ 0. 01，P ＜ 0. 05) 。结论 糖尿病肾病大鼠肾

组织存在 Trx 系统异常，TGP 对糖尿病大鼠肾组织保护作用

可能与抑制 Txnip 表达、提高 Trx 表达有关。

关键词 糖尿病肾病; 硫氧还蛋白; ASK1; 白芍总苷
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研究［1］表明氧化应激参与糖尿病肾病的发生

及发展。硫氧还蛋白( thioredoxin ，Trx) 系统是机体

一种对抗氧化应激、维持氧化还原反应的平衡系统。
Trx 是细胞内主要的抗氧化剂，其作用在于减少活

性氧生成，另外其还原形式可抑制凋亡信号激酶 1
( apoptosis signal-regulating kinase 1，ASK1 ) 的活性，

从而抑制 ASK1 依赖性的凋亡。Trx 相互作用蛋白

( thioredoxin-interacting protein，Txnip) 作为 Trx 功能

和表达的负性调节因子，下调 Trx 表达，其平衡紊乱

可导 致 氧 化 还 原 体 系 的 失 调，进 而 加 剧 氧 化 应

激［2］。白芍总苷( total glucosides of paeony，TGP) 是

一种从白芍干燥根中提取的有效物质，主要作用有

抗氧化、免疫调节与抗炎［3］。研究［4］表明 TGP 对糖

尿病肾病有明显保护作用，其机制部分与抗氧化应

激有关，但其对于 Trx 系统的作用尚不明确，该研究

进一步观察 TGP 对糖尿病大鼠肾组织 Trx、Txnip 及

ASK1 表达的影响，旨在探讨 TGP 对糖尿病肾组织

Trx 系统的调节作用。

1 材料与方法

1． 1 材料

1． 1． 1 动物 Munich-Wistar 大鼠 50 只，由安徽医科

大学实验动物中心提供，昆明种，体重 180 ～200 g。
1． 1． 2 药品与试剂 TGP 由安徽医科大学临床药

理研究所魏教授赠予，使用前先将 TGP 溶于 1% 的

羧甲基纤维素钠溶液中; 链脲佐菌素( streptozotocin，

STZ) ( 美国 Sigma 公司) ; 尿白蛋白测定试剂盒 ( 法
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