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TGF一132作用于人晶状体上皮细胞后 Smad 4与 

p-Smad 2／3的动态表达 

王 于蓝 盛耀 华 

Dynamic expression of Smad 4 and P-Smad 2／3 in human lens epithelial 

cells cultured with TGF- 
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Abstract Objective Transforming growth factor p(TGF—p)is a potent inducer of pathological states of the lens 

epithelial cells after surgical trauma．TGF p signals are transduced from receptors through nuclei by Smad family members．This 

study was designed to observe the expression of signal proteins Smad 4 and p-Smad 2／3 in cultured human lens epithelial cells 

(LECs)stimulated with TGF—B． Methods Human lens epithelial ceils(HLEpiC strain)were cultured in DMEM containing 

10％ fetal bovine serum．The 3rd passage of cells were treated with 10 ng／mL hTGF—p2 as study group，and the ceils without 

hTGF一62 were as control group．The expression of Smad 4 mRNA in the cells was detected by semi—quantitative RT—PCR，and P— 

Smad 2／3 was analyzed by Western blot and immunohistoehemistry at 0．5 hours，1 hour，2，8，1 6 and 24 hours after addition of 

hTGF-p2． Results No Smad 4 mRNA was expressed in control group from 1 through 8 hours of culture．After 24 hours 

incubation，the expression level of Smad 4 mRNA in TGF-B2 group(0．18±0．02)was significantly higher than the control group 

(0．39 ±0．04)(P<0．05)．The peak level of the expression of Smad 4 mRNA was 0．72±0．07 at 16 hours after hTGF·p2 

treatment．At 0．5 hours through 2 hours after culture，p-Smad 2／3 was faintly expressed in cultured LECs both in TGF—B2 group 

and control group．However，the expression of p-Smad 2／3 protein was significantly increased from 8 hours through 24 hours in 

hTGF一132 group compared with control group(P<0．05)with the peak value at 16 hours．The immunochemistry showed the 

positive brown granulars for p-Smad 2／3 in the cytoplasm at 1 6 hours and in nuclear at 24 hours． Conclusion TGF—p2 

activates Smads through its receptor in LECs．The signal transinscription mediated by TGF—p2 affect in a time—dependent manner． 
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摘要 目的 观察转化生长 因子 B (TGF．p )作用于人 晶状体 上皮细胞 (LECs)后 2类 通路转导蛋 白 Smad 4和 P． 

Smad 2／3的动态表 达变化 。 方法 体外培 养 的人 LECs中添加 10 ng／mL人 TGF—B ，RT—PCR方法 测定 不 同时间点 

Smad 4 mRNA的表达 ，Western blot观察 p-Smad 2／3的表达 ，免疫组织化学法 观察 p-Smad 2／3在 LECs表达 的特点。 结 

果 人 LECs添加 了外源性人 TGF． 后 1 h，可 出现 Smad 4 mRNA表达增高 ，16 h时达峰值(0．72±0．07)，并持续至 24 h。 

与对照组比较差异无统计学意义(P<0．05)。p-Smad 2／3在 2 h后逐渐增强 ，与对照组 比较差异明显，16 h达到峰值 

(2．53 g／L)。16 h有 p-Smad 2／3颗粒胞浆表达，24 h向核内聚集。 结论 TGF．13 刺激 LECs后，可激活膜受体激活型 

Smad和通用型 Smad，TGF-p 对 Smad通路蛋白的激活存在时效关系。TGF—p。可通过特异性激活Smad通路，将信号转 

导至细胞核 内。 
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Smads是 转 化 生 长 因子 B(transforming growth 

factor p，TGF一口)与胞膜受体结合后，将信号传导到胞 

作者单位 ：200092上海交通大学医学院附属新华 医院眼科 

通讯作者：盛耀华(Email：xheyectr@ sh163．net) 

核内启动相关基因的重要蛋白。TGF-B与受体结合 

后，通过磷酸化的膜受体激活型 Smad 2／3(p-Smad 

2／3)和通用型 Smad 4形成复合物，转移到核内与特异 

启动区域结合。晶状体上皮细胞 (1ens epithelial cells， 

LECs)表达 TGF·B受体 。正常情 况 下，眼 内房 水 中 



眼科研究 2009年 8月第 27卷第 8期 

TGF 活性很低。白内障手术 中发现房水 中 TGF—p质 

量浓度 为 2．3～8．1 ng／mL，其 中 6l％ 为有 活 性 的 

TGF—B 。本研究在 体外 培养 的人 LECs中添加 人 

TGF—p：，测定不同时间点 Smad 4和 P-Smad-2／3的表 

达，动态观察这些指标 的变化 ，比对分析在人 LECs中 

TGF一8，对 2类 Smad激活的特点。 

1 材料与方法 

1．1 主要试剂及仪器 

HLEpiC人 LECs株 、人 TGF—B (美 国 Scien Cell公 

司)；胰 蛋 白酶、DMEM 细胞 培 养 液 (美 国 Sigma公 

司)；胎牛血清 (美国 Gibco公司 )；Trizol、RNAsin(美 国 

Invitrogen公司)；Taq聚合酶(5 u／ L)(上海博彩生物 

技术公司)；引物合成(上海生工生物工程技术服务有 

限公司)；山羊抗人多克隆 P—Smad 2／3(美 国 Santa 

Cruz公司)；小 鼠抗人多克 隆 GAPDH(北京博 奥森公 

司)；HRP标记兔抗山羊单克隆抗体 、HRP标记 山羊抗 

小鼠单克隆抗体(北京中山公司)；Envision即用型试 

剂(丹麦 Dako公司)；PCR基因扩增仪 (9600型，PE公 

司)；计算机图像分析系统(FR一2000型 ，上海复 日科技 

有限公司)。 

1．2 RT—PCR检测 Smad 4基因 mRNA的表达 

1．2．1 细胞分组 10％胎 牛血清的 DMEM培养细胞 

至近 90％融合时进行传代。取第 3代近融合的 LECs， 

分为实验组和对照组。当细胞生长近融合时转入无血 

清的 DMEM培养基培养 24 h，使细胞同步化。实验组 

培养基 中添加 10 ng／mL TGF-B ，对照组不添加。继续 

培养30 min，1、2、8、16、24 h。在各个 时间点应用 RT— 

PCR方法测定 Smad 4基因的 mRNA表达。 

1．2．2 总 RNA的抽提及定量 收集各组各时间点细 

胞 ，Trizol法提取总 RNA，电泳检测 RNA完整性，紫外 

分光光度法测定 RNA浓度 ，根据 A。 。／A。 。检测纯度。 

1．2．3 PCR反应及扩增 软件设计 目标基 因的检测 

引物，各基因的检测引物序列和扩增片段大小：Smad 4 

(产物长度 243 bp)：上游 ：5’一ATe，I’GATCTATGCCCGTCTC一 

3’，下游 ：3’．ACAACGATGGCTGTCCCT一5’；p—aetin(产 

物长度 285 bp)：上游：5’一AGCGAGCATCCCCCAAA rr一 

3’，下 游 ：5’．GGGCACGAAGGCTCATCATT一3’。反 应 

体系 2O L。扩增 电泳后用 Quantity One 4．3．1软件对 

图像进行光密度扫描分析。以目的基因光密度值与对 

应样品 8一actin内参基 因光密度值的 比值作 为该样 品 

中 目的基因的相对转录量。以 目的基因的相对转 录量 

为参数进行统计学分析。 

1．2．4 Western blot法检测 p-Smad 2／3蛋 白的表达 

细胞分组方法同前。将细胞消化离心后，用 RIPA缓冲液 

溶解细胞沉淀，置于冰上孵育 30 min后以10 000 r／min、 

4℃离心 10 min，提取上清。利用考马斯亮蓝法测定样 

品的蛋 白质浓度。用样品缓冲液调整样品质量浓度为 

1 g／L，沸水 浴 3 min后 ，每孔 20 L样 品进行 SDS— 

PAGE电泳 。电泳分 离后采用 半干转 印技术进 行转 

印。用 50 g／L脱脂牛奶封 闭过夜后 ，加入一抗 ，室温 

孵育 2 h，PBST洗膜后加入稀释后 的二 抗，室温孵育 

1 h，洗膜后进行 ECL显色。Quantity One 4．3．1软件对 

照片进行分析。 

1．2．5 免疫组织化学法检测 p-Smad 2／3蛋 白的表达 

制作细胞爬 片，纯丙酮 固定。10％ 的正常山羊血清 

室温下封 闭 20 min，加适 当稀 释一抗 4。C过 夜。加 

Envision试剂置于 37 cC，30 min。DAB显色。水洗复 

染 ，树脂封片。 

1．3 统计学方法 

采用 SPSS 13．0统计学软件进行统计学处理。所 

有测试指标 的数据 资料均 以 ±s表示 ，各时间点人 

TGF—B，处理组和对照组间的 Smad 4 mRNA和 p-Smad 

2／3在培养 的 LECs中的表达 比较采用独立样本 的 t 

检验。P<0．05为差异有统计学意义。 

2 结果 

2．1 RT。PCR检’坝0结果 

RT．PCR检测不 同时 间点 TGF-p 作用于体外培 

养的人 LECs后 Smad 4 mRNA结果显示 ，实验组添加 

了外源性人 TGF—p：后 1 h可见与 243 bp(Smad 4)相 

一 致 的扩增片段 ，并在此后 的 2、8、l6、24 h均 出现表 

达 ，16 h时达高峰。对照组在 16 h时出现 243 bp(Smad 

4)条带。1、2、8 h时 2组平均 Smad 4 mRNA转录强度 

的比较 ，差异均有统计学意义 (表 1)。 

表 1 实验 组和对 照组 Smad 4 mRNA半定量转录强度( ± ) 

Table 1 The relative value of Smad 4 mRNA expression in 

different time after culture in two groups( ±s) 

2．2 Western blot法检测结果 

加人 TGF—p：后 30 min，即可检 测到 p-Smad 2／3 
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量浓度为 10 ng／mL，高于术后房水 中测得的 TGF．B质 

量浓度。本研究结果显示添加了外源性人 TGF—B 后 

1 h，即可出现 Smad 4的表达转录水平增高 ，并至少持 

续 24 h。对照组则在 16 h后才出现 Smad 4的部分表 

达。24 h Smad 4的 mRNA表达 出现下降，可能与抑制 

型 Smad 7受体随时间推移 ，也被激活参与调控有关。 

TGF—B 对体外培养的人 LECs的 Smad 4 mRNA的表 

达具有显著 的增强效应。在细胞转导过程 中，信号转 

导蛋 白接受上游信号后可迅速被活化 ，在活化状态下 

完成信号向下游的传递 ，蛋 白本身被灭活，恢复非活化 

状态 ，以接受 新一次 的上 游信号 。Smad蛋 白的这 种 

“分子开关”特性是磷酸化 一去磷 酸化 型的。在激酶 

作用下磷酸化活化，完成转导后 ，在蛋 白磷酸酶的作用 

下去磷酸化降解。因此 ，p-Smad 2／3是通路 中信号从 

胞膜导人胞 内的重 要 活化 功 能性 传 递蛋 白 。在 

TGF-B 添加 后 ，p-Smad 2／3的活 性 形 式 蛋 白在 人 

LECs中表达的动态变化以往未见报道 。本研究结果 

表明在正常体外 培养 的人 LECs中，Western blot蛋 白 

质印迹法可检测出有低水平的磷酸化 Smad 2／3表达。 

TGF．B 添加 2 h之后，检测 出的蛋 白表达含量逐渐增 

高 ，16 h时表达量达到峰值。免疫组织化学染色也显 

示在 16 h时，有胞浆表达 ，而此时也是检测到 Smad 4 

mRNA转 录强度最高的时间点。24 h时，P—Smad 2／3 

细 胞 内定 位 发 生 变 化 ，从 胞 浆 转 移 到 核 内 聚 集 ， 

Western blot测得的蛋 白表达 量也开始 回落。表 明受 

到 TGF—B，刺激活化后 ，Smad 2／3发生磷酸化，介导了 

晶状体上皮胞内信号转移 ，与 Smad 4的转录活性存在 

关联 ，具有 时间依赖性。Smads信号的表达根据种属 

的不同、组织和细胞的不同可能存在不同的转导特点 ， 

这一点可能与内源性 TGF-p 的活化过程以及受体亲 

和力差异有关 。同时，膜受体激活型 Smad与通用 

型 Smad在其末端具有高度相似 的氨基酸 序列，分别 

称为 MH1和 MH2结构域。不 同种属组织细胞 Smad 

的 MH1结构域差异很大 ，这也可能决定了其信号传导 

的特异性。 

本研究对添加 TGF—B，后 0．5、1、2、8、16、24 h的 2 

类 Smad受 体 通 路 ，Smad 4 mRNA 转 录 水 平 以 及 

p-Smad 2／3蛋白表达进 行平行观察 ，其意义在 于，研 

究2类 Smad受体在人 LECs中受到激活后的动态表 

达特点，通过相互参照，印证两者在不 同时相的表达具 

有可 比性 ，两者存在协同作用。同时，对通路蛋 白转录 

表达的出现、高峰、消退 的观察 ，反应了特定细胞的受 

体反应灵敏性和强度 。对干预和调节的时机等相关研 

究提供重要信息 。目前对 TGF-B通路 的干预方式有 

选择 TGF—B特异性抑 制剂、构建转染抑 制型 Smad 7 

片段等 。针对术后 以 TGF-p 为 主介 导的转导反应 ， 

抑制 Smad 4的转录和蛋 白活性是否更简洁有效 ；对 已 

暴露于 TGF—I3环境中的 LECs，介入 的最迟有效时间? 

均需深入研究 。 
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