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表 1  静脉致敏法第 8 天不同组别豚鼠血清中的 IL-4 和总

IgE 值(n=8， sx  ) 

Tab 1  Contents of serum IL-4 and total IgE after sensitized 

by injection of different drugs on the 8th day(n=8， sx  ) 

组 别 IL-4/ng·L1 总 IgE/IU·mL1 

生理盐水组 94.1±13.3 44.5±6.3 

马血清组 142.5±19.21) 109.9±15.21) 

绿原酸组 135.6±17.41) 93.4±13.01) 

喘可治 A 组 95.2±11.3 45.7±7.0 

喘可治 A+绿原酸组 147.6±19.51) 95.8±11.61) 

喘可治 B 组 93.6±13.0 45.0±7.2 

喘可治 B+绿原酸组 143.9±14.01) 88.8±14.61) 

喘可治 C 组 94.4±11.7 45.0±5.6 

喘可治 C+绿原酸组 144.9±15.11) 94.3±16.31) 

注：与生理盐水组比较，1)P<0.01 

Note: Compared with NS group, 1)P<0.01 

法定判断药物引起过敏反应的方法主要为豚

鼠主动过敏反应检查法，存在检验周期偏长(2~3

周)、观察指标不够客观等缺陷，不利于迅速得出

结论。 

3 批喘可治注射液验证实验结果表明：单纯隔

日腹腔或连续静脉注射喘可治注射液均不引起过

敏反应，但在添加 1.5 g·L1 的绿原酸后，可诱发

豚鼠出现过敏反应，过敏反应症状与相应组别豚

鼠连续静脉致敏第 8 天的血清 IL-4 和总 IgE 升高

的时效相平行，证实绿原酸可能在药物引起的过

敏反应中起到一定的作用，且所建立的连续静脉

注射致敏检测方法比传统的隔日腹腔注射致敏法

引起过敏反应的检测时间可提早 1~2 周，且二者

结果一致。 
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摘要：目的  研究 FGF21 对 TGF-/Smads 信号通路中相关蛋白和 mRNA 表达的影响。方法  采用 Western blot 法检测

HepG2 cells 的 TGF-1，TGF- RⅡ，Smad 2，3，4，7 的蛋白表达水平和采用 Q-PCR 方法检测 HepG2 cells 的 TGF-1，

TGF- RⅡ，Smad 2，3，4，7 的 mRNA 表达水平。结果  在不同 FGF21 浓度下，TGF-1，TGF- RⅡ，Smad 2，3，4，

7 蛋白和 mRNA 表达水平不同(P<0.05)。结论  FGF21 通过促进 TGF-β信号通路中的信号分子或受体的表达，或者通过

下调此信号通路的阻断分子而抑制肿瘤发生。 
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TGF-/Smads signaling pathway. METHODS  Detect the protein expressions of TGF-β1, TGF-β RⅡ, Smad 2,3,4,7 of HepG2 

cells with Western blot and detect the mRNA expression of TGF-β1, TGF-β RⅡ, Smad 2, 3, 4, 7 of HepG2 cells with Q-PCR. 

RESULTS  The expressions of the protein and mRNA of TGF-β1, TGF-β RⅡ, Smad 2, 3, 4, 7 varied with the different 

concentrations of FGF21(P<0.05). CONCLUSION  FGF21 might inhibit tumor by promoting TGF-β signaling pathway in the 
expression of signaling molecules or receptors, or by decreasing the blocking molecules of this signaling pathway. 
KEY WPRDS: FGF21; HepG2 cells; Smad 

 

肝癌是最常见且恶性程度最高的肿瘤之一，其

发生、发展是多因素、多阶段、多基因相互作用的

结果。由于肝癌恶性程度高，发展迅速，治疗困难，

病死率高，而传统的外科手术加化疗或放疗的方法

有其局限性，肝癌根治性切除后的复发率很高。因

此，生物学治疗加常规疗法是肝癌治疗的未来趋势。 

成纤维细胞生长因子最早由 Gospodarowicz 等

从牛垂体中分离纯化而得。目前，成纤维细胞生长

因子家族(FGFs)有 23 个成员 FGF1~23[1]，主要由成

纤维细胞、内皮细胞、骨细胞、多形细胞等分泌，

相对分子质量一般在 17~34 kD。FGF21 是 FGFs 家

族成员之一，主要在肝脏表达。FGF21 可能通过与

抑癌信号通路的相互作用而延缓肝癌发生。 

大量研究发现，细胞内外信号传导的紊乱在

各种肿瘤发生中普遍存在。而在肝癌组织、癌旁

肝组织、正常肝组织之间，同样发现存在多种信

号分子的差异表达，如 TGF、EGF、TNF 等[2]。同

时这些信号分子构成了相关的信号通路。其中，

酪氨酸激酶受体行使其信号传导作用的转化生长

因子通路(TGF-通路)在肿瘤的发生中具有肿瘤

抑制和致瘤活性两方面不同且相反的作用。Smad

蛋白[3]是 TGF-1 与其细胞表面丝/苏氨酸激酶受

体结合后，将其信号从细胞膜传递到细胞核过程

中极其重要的细胞内信号介导分子[4-5]。 

因此，笔者推测，FGF21 有可能通过促进 TGF-

信号通路中的信号或受体表达，或下调此信号通路

的阻断分子而抑制肿瘤发生。而本实验目的是检测

在不同FGF21浓度下人肝癌细胞HepG2的TGF-1，

TGF- RⅡ，Smad 2，3，4，7 蛋白和 mRNA 表达。 

1  材料和方法  

1.1 材料 

人肝癌细胞株 HepG2 购自中国典型培养物

保藏中心；RPMI 1640 培养基购自美国 Gibco 公

司；胰酶(含 0.25%EDTA)购自美国 Gibco 公司；

FBS 购自杭州四季青公司；人 TGF-1，TGF-RⅡ，

Smad 2，3，4，7 抗体均购自美国 Santa Cruz 生物

公司；蛋白检测试剂盒(BCA试剂)以及兔抗人 actin

单抗均购自武汉博士德生物公司。 

1.2  方法 

1.2.1  HepG2 细胞的制备  将 HepG2 细胞接种于

35，100 mm 培养皿，培养液为 RPMI 1640(含 10% 

FBS 及 100 U·mL1 青霉素、100 g·mL1 链霉素、

4 mmol·L1 谷氨酰胺及 1 mol·L1 HEPES)，置于

37 ℃、5%恒温 CO2 培养箱中，细胞贴壁生长，每

3~4ｄ用胰酶(含 0.25% EDTA)进行消化传代。 

1.2.2  细胞培养   培养肝癌细胞株到对数生长

期，胰酶消化，将细胞传代于无血清培养基中，

血清饥饿 24 h 后，更换新的含有 FGF21 的无血清

培养基，使 FGF21 终浓度分别为 0，1，5，10，

20 ng·mL1，继续培养 24 h 后，再进行相关实验。 

1.2.3  免疫印迹分析   经过处理的细胞先用冷

PBS 洗 2 遍，再用蛋白裂解液裂解细胞，冰上放

置 40 min 后，离心，收集上清，取一部分用 BCA

法测定蛋白含量；其余样品做 SDS-PAGE 电泳，

之后转膜，和相应的一抗、二抗反应，显色液显

色，凝胶成像分析。 

1.2.4  Q-PCR  从培养的肝癌细胞株中，用

TRIZOL RNA 提取试剂盒提取总 RNA，将提取的

总 RNA 样品经稀释后，用 DNA/RNA 微量定量仪

进行定量，A260/280 判断其纯度。同时取适量总

RNA，加入逆转录反应缓冲液，适当条件下进行

逆转录反应，反应产物中加入待测目的引物，

Q-PCR 仪扩增，扩增产物作定量分析。 

1.3  统计学处理 

采用 Graph Pad prime 5 软件，计量资料均以

sx  表示，组间比较采用单因素方差分析。 

2  结果 

2.1  不同 FGF21 浓度下，Western blot 方法检测各

组细胞的 TGF-1，TGF- RⅡ，Smad 2，3，4，7

的蛋白表达水平 

在 HepG2 细胞蛋白表达中，TGF-1 随 FGF21

浓度增加而降低(P<0.05)，TGF- RⅡ随 FGF21

浓度增加而增加(P<0.05)，Smad 2/3 随 FGF21 浓

度增加而增加(P<0.05)，Smad 4 在 0 ng·mL1 时比



 

中国现代应用药学 2012 年 8 月第 29 卷第 8 期                                  Chin JMAP, 2012 August, Vol.29 No.8         ·677· 

1 ng·mL1 蛋白表达略高，但随 FGF21 浓度(1，5，

10，20 ng·mL1)增加而增加(P<0.05)，Smad 7 随

FGF21 浓度增加而降低(P<0.05)。结果见图 1 和表 1。 

 
图 1  不同 FGF21 浓度下，各组细胞的 TGF-1, TGF-RⅡ, 

Smad 2, 3, 4, 7 的蛋白表达 

Fig 1  The protein expression of TGF-β1, TGF- RⅡ, Smad 

2,3,4,7 with different concentrations in HepG2 cells 

2.2  不同 FGF21 浓度下，Q-PCR 方法检测各组细

胞的 TGF-1，TGF-RⅡ，Smad 2，3，4，7 的 mRNA

表达水平 

在人 HepG2 细胞 mRNA 表达中，TGF-1 随

FGF21 浓度增加而降低(P<0.05)，TGF-RⅡ随

FGF21 浓度增加而增加(P<0.05)，Smad 2/3，随

FGF21 浓度增加而增加(P<0.05)，Smad 4 在 0 

ng·mL1 与 1 ng·mL1 相比，mRNA 表达略高，但

随 FGF21 浓度(1，5，10，20 ng·mL1)增加而增加

(P<0.05)，Smad 7 随 FGF21 浓度增加而降低

(P<0.05)。结果见图 2 和表 2。 

 
图 2  不同 FGF21 浓度下，各组细胞的 TGF-1，TGF-RⅡ，

Smad 2，3，4，7 的 mRNA 表达 

Fig 2  The mRNA expression of TGF-1, TGF-RⅡ, Smad 

2, 3, 4, 7 with different concentrations in HepG2 cells 

表 1  不同 FGF21 浓度下，各组细胞的 TGF-1, TGF-RⅡ, Smad 2, 3, 4, 7 的蛋白表达 

Tab 1  The protein expression of TGF-β1, TGF- RⅡ, Smad 2,3,4,7 with different concentrations in HepG2 cells 

浓度/ng·mL1 TGF-1/actin TGF-RⅡ/actin Smad 2/actin Smad 3/actin Smad 4/actin Smad 7/actin 

0 2.31±0.04 0.26±0.02 0.38±0.02 0.32±0.03 0.33±0.02 2.41±0.04 

1 1.42±0.04 0.52±0.02 0.73±0.03 0.61±0.03 0.31±0.02 1.35±0.07 

5 0.78±0.03 0.79±0.04 0.92±0.04 0.88±0.03 0.37±0.01 0.95±0.03 

10 0.44±0.02 2.13±0.04 2.21±0.03 2.29±0.04 0.42±0.02 0.69±0.03 

20 0.30±0.03 3.30±0.04 3.22±0.04 3.3±0.04 0.67±0.03 0.51±0.03 

表 2  不同 FGF21 浓度下，各组细胞的 TGF-1, TGF-RⅡ, Smad 2, 3, 4, 7 的 mRNA 表达 

Tab 2  The mRNA expression of TGF-1, TGF-RⅡ, Smad 2, 3, 4, 7 with different contrations in HepG2 cells 

浓度/ng·mL1 TGF-1/actin TGF-RⅡ/actin Smad 2/actin Smad 3/actin Smad 4/actin Smad 7/actin 

0 10.16±0.10 1.04±0.02 2.84±0.02 2.09±0.03 1.99±0.03 11.93±0.09 

1 6.8±0.06 3.98±0.04 4.01±0.03 4.20±0.03 1.96±0.02 6.41±0.03 

5 3.26±0.04 6.18±0.06 5.98±0.03 5.52±0.06 2.21±0.03 3.08±0.03 

10 2.12±0.03 9.84±0.08 8.27±0.04 8.93±0.06 4.05±0.03 2.7±0.03 

20 1.12±0.03 12.06±0.09 12.56±0.08 13.84±0.06 6.02±0.04 1.22±0.03 
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3  讨论 

在肿瘤的发生发展中，TGF-信号通路的作用

尚没有完全明确。此信号通路在肿瘤的发生中具有肿

瘤抑制和致瘤活性两方面不同且相反的作用[6-7]。

TGF-1 首先被细胞表面的受体 TGF-RⅡ识别并

结合，使其构象发生改变，然后被另一受体

TGF-RⅠ识别形成三者的复合物。此时，TGF-RⅡ

的胞内丝氨酸 / 苏氨酸蛋白激酶结构域可将

TGF-RⅠ的胞内丝氨酸/苏氨酸磷酸化，TGF-RⅠ

被激活，磷酸化的 Smad 2 或 Smad 3 进入细胞核，

与 Smad 4 结合，形成复合物,然后再与核内的各类

转录因子结合，调控靶基因的转录。 

Smad 蛋白是 TGF-1 与其细胞表面丝/苏氨酸

激酶受体结合后，将其信号从细胞膜传递到细胞

核过程中极其重要的细胞内信号介导分子。在哺

乳动物细胞中，其家族可分为 3 大类：①受体激

活型 Smad(R-Smads)，包括 Smad 1、Smad 2、Smad 

3、Smad 5 和可能的 Smad 8 和 Smda 9；②共同通

路型 Smad(Co-Smda)即 Smad 4；③抑制 Smad 

(I-Smad)，包括Smad 6和Smad 7。其中参与TGF-1

信号传导的 Smad 蛋白主要包括 Smad 2、Smda 3、

Smad 4 和 Smad 7。 

在这条信号传导途径中癌细胞通过突变失活

或下调信号传导通路因子的表达而逃避 TGF-β的

抗增殖作用。在许多肿瘤细胞中 TGF-的肿瘤抑

制作用和致瘤作用通过降低受体的功能和改变

TGF-Ⅰ型受体/Ⅱ型受体的比率来相互协调[8]。该

通路中任一元件的异常都可导致信号传导的紊

乱，影响 TGF-的生物效应，与肿瘤的发生发展

关系密切。 

TGF-信号通路对于肿瘤的影响开始表现为

抑制效应，随着肿瘤的发展而成为促进其发展的

正性介质。这与 FGF21 延缓二乙基亚硝胺(DEN)

诱导的肝癌发生现象相似。大量研究表明：在 DEN

诱导 8 个月时，相比较野生型鼠有 50%发展成肝

肿瘤，FGF21 鼠只有 10%发展成肿瘤[9]；但在 DEN

诱导 10 个月后，两组的肝癌发病率相同。前期

FGF21 表现为延缓肝癌发生的抑制现象，可能与

FGFR4 的结合有关；而在后期，推测其因与促进

肝癌发生的 FGFR1 结合而加速了肝癌发展。 

本实验以 HepG2 细胞为研究对象，利用 Western 

blot 和 Q-PCR 方法检测 TGF-1，TGF- RⅡ，

Smad 2，3，4，7 的蛋白和 mRNA 表达来探讨 FGF21

通过 TGF-/Smads 信号通路延缓肝癌发生发展的

可能分子机制。结果表明：在人 HepG2 细胞中，

TGF-1 随 FGF21 浓度增加而降低，TGF- RⅡ随

FGF21 浓度增加而增加，Smad 2/3，随 FGF21 浓度

增加而增加，Smad 4 在 0 ng·mL1 时比 1 ng·mL1

表达略高，但随 FGF21 浓度(1，5，10，20 ng·mL1)

增加而增加，Smad 7 随 FGF21 浓度增加而降低。 

综上所述，这些结果说明了 FGF21 可能通过

促进 TGF-信号通路中的信号分子或受体的表达，

或者通过下调此信号通路的阻断分子而抑制肿瘤

发生。 
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