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TGF鄄茁1 / Smad3 参与调节氧化型低密度脂蛋白刺激的
内皮细胞炎症蛋白表达
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[摘摇 要] 摇 目的摇 探讨转化生长因子 茁1 / Smad(TGF鄄茁1 / Smad)信号通路参与氧化型低密度脂蛋白(ox鄄LDL)刺激

的人脐静脉内皮细胞血管细胞黏附分子 1(VCAM鄄1)和细胞间黏附分子 1( ICAM鄄1)表达的分子机制。 方法摇 体外

培养人脐静脉内皮细胞,加入 ox鄄LDL(0郾 1 g / L)刺激细胞,用 Western blot 检测 TGF鄄茁1、Smad3 磷酸化、VCAM鄄1 和

ICAM鄄1 的表达。 结果摇 ox鄄LDL 明显增加人脐静脉内皮细胞 VCAM鄄1 和 ICAM鄄1 的表达(P < 0郾 05)。 ox鄄LDL 激活

人脐静脉内皮细胞 TGF鄄茁1 / Smad 信号通路,TGF鄄茁1 表达明显增加,Smad3 磷酸化明显增强。 细胞核提取物分析表

明,磷酸化的 Smad3 在细胞核表达增加。 特异性 Smad3 磷酸化抑制剂 SIS3 以浓度依赖方式抑制 ox鄄LDL 刺激的

Smad3 磷酸化(P < 0郾 05),且 VCAM鄄1 和 ICAM鄄1 的表达增加(P < 0郾 05)。 结论摇 TGF鄄茁1 / Smad 信号通路参与调节

氧化型低密度脂蛋白刺激的内皮细胞炎症蛋白表达,抑制 Smad3 磷酸化反而增加炎症蛋白表达,提示 TGF鄄茁1 /
Smad3 通道活化具有抑制 ox鄄LDL 刺激的内皮细胞炎症蛋白表达的影响。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To investigate the molecular mechanism of inflammatory protein expression via transforming
growth factor鄄茁1 (TGF鄄茁1) / Smad pathway in ox鄄LDL鄄stimulated human umbilical vein endothelial cells (HUVEC). 摇 摇
Methods摇 HUVEC were treated with 0郾 1 g / L of ox鄄LDL. 摇 TGF鄄茁1, Smad3, VCAM鄄1 and ICAM鄄1 protein expression,
and Smad3 phosphorylation were detemined by Western blot. 摇 摇 Results摇 ox鄄LDL obviously increased the expression of
VCAM鄄1 and ICAM鄄1 in HUVEC. 摇 TGF鄄茁1 expression and Smad3 phosphorylation were enhanced in ox鄄LDL鄄stimulated
HUVEC. 摇 Nuclear extract analysis showed that the phosphorylated Smad3 expression was increased in ox鄄LDL鄄treated
cells. 摇 SIS3 ( a specific inhibitor of Smad3) inhibited Smad3 phosphorylation in a dose鄄dependent manner, however,
VCAM鄄1 and ICAM鄄1 expression were increased in ox鄄LDL鄄treated cells. 摇 摇 Conclusions摇 TGF鄄茁1 / Smad signaling in鄄
volved in the regulation of inflammatory protein expression in HUVEC induced by ox鄄LDL, the inhibition of Smad3 phos鄄
phorylation increased the expression of inflammatory protein, suggesting that TGF鄄茁1 / Smad3 signaling repressed the inflam鄄
matory protein expression in ox鄄LDL鄄treated endothelial cells.

摇 摇 动脉粥样硬化是一种慢性炎症性疾病,氧化型低

密度脂蛋白(ox鄄LDL)在这一炎症过程中起十分重要

的作用[1,2]。 ox鄄LDL 刺激血管内皮细胞可促使其表

达炎症蛋白,并募集单核细胞参与炎症反应[3] 。ox鄄
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LDL 刺激血管内皮细胞活化,表达血管细胞黏附分

子 1(VCAM鄄1)和细胞间黏附分子 1( ICAM鄄1)已经

被先前的研究所证实[4]。 TGF鄄茁1 / Smad 信号通路

在调节血管细胞功能方面具有多种作用,如抑制血

管细胞活化、抗炎、抑制动脉粥样硬化的作用[5,6]。
转化生长因子 茁1(TGF鄄茁1)是一组在结构上相似的

转化生长因子,具有多种调节细胞功能的作用,能够

调节细胞增殖与分化、细胞凋亡、细胞迁移和细胞间

粘连[7,8]。 然而,在血管细胞中,ox鄄LDL 对 TGF鄄茁1 /
Smad 信号通路的影响,以及这一通道参与调节炎症

蛋白表达的分子机制尚未完全阐明[9]。 本研究观

察了 ox鄄LDL 对于 TGF鄄茁1 / Smad 信号通路,以及

Smad3 活化对 ox鄄LDL 刺激的血管内皮细胞炎症蛋

白表达的影响。

1摇 材料和方法

1郾 1摇 药品与试剂

摇 摇 I 型胶原酶、明胶和抑制剂 SIS3(Sigma 公司);
胰蛋白酶、低糖型 DMEM 培养基和胎牛血清(Hy鄄
clong 公司);内皮细胞生长因子(Roche 公司);兔抗

人 TGF鄄茁1 多克隆抗体(中杉金桥公司);小鼠抗人

ICAM鄄1 单克隆抗体、兔抗人 VCAM鄄1 多克隆抗体、
小鼠抗人 Smad3 单克隆抗体(Santa Cruz 公司),兔
抗人 p鄄Smad3 单克隆抗体(Cell Signaling Technology
公司);细胞核和细胞质蛋白提取试剂盒(Pierce 公

司);辣根过氧化物酶标记的兔抗山羊、辣根过氧化

物酶标记的山羊抗兔和辣根过氧化物酶标记山羊抗

鼠(中杉金桥公司)。
1郾 2摇 ox鄄LDL 的制备

取新鲜人血清,用梯度超速离心法分离低密度

脂蛋白,使用 BCA 法测定蛋白浓度。 用 5 滋mol / L
硫酸铜氧化低密度脂蛋白,37益、16 h,将低密度脂

蛋白在 PBS(pH 7郾 4)中 4益透析 24 h,除菌后备用。
用硫代巴比妥法确认低密度脂蛋白的氧化程度。
1郾 3摇 人脐静脉内皮细胞的分离与培养

用 I 型胶原酶灌注消化法分离新鲜脐静脉血管

内皮细胞,将分离的内皮细胞置于培养皿中,用含

20%胎牛血清的 DMEM 培养基、1 伊 105 U / L 青霉素

及链霉素在 5% CO2 孵箱中培养细胞。 细胞传代至

第 3 代供实验使用。
1郾 4摇 Western blot 检测人脐静脉内皮细胞 TGF鄄茁1、
Smad3、磷酸化 Smad3、VCAM鄄1 及 ICAM鄄1 的蛋白表达

人脐静脉内皮细胞(HUVEC)接种于培养皿中,
当培养至亚融合状态,实验前 12 h 去除牛血清,饥

饿细胞。 加入 ox鄄LDL 刺激细胞,收集全细胞裂解

液,采用 BCA 法进行蛋白定量。 取 20 滋g 蛋白样品

经 SDS鄄PAGE 后,转膜,5% PBS鄄T 缓冲液封闭 1 h,
1颐 1000一抗室温孵育 2 h,PBS鄄T 缓冲液洗 3 次,每
次 5 min,用二抗室温孵育 1 h,PBS鄄T 缓冲液洗 3
次,每次 5 min,用化学发光剂显色,X 线片曝光。
1郾 5摇 统计学方法

数据以x 依 s 表示,采用单因素方差分析及 t 检
验,P < 0郾 05 为差异有统计学意义。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 ox鄄LDL 刺激内皮细胞 VCAM鄄1 和 ICAM鄄1 表达

ox鄄LDL 刺激内皮细胞 VCAM鄄1 和 ICAM鄄1 蛋白

表达明显增加(P < 0郾 05), 4 ~ 6 h 达到高峰,12 h
后 VCAM鄄1 和 ICAM鄄1 蛋白表达渐下降,在 24 h 与

空白对照组无明显差别(图 1)。

图 1. ox鄄LDL 刺激人脐静脉内皮细胞 VCAM鄄1 和 ICAM鄄1 表

达(n = 4)
Figure 1. ox鄄LDL induces the expression of VCAM鄄1 and
ICAM鄄1 in HUVEC

2郾 2摇 ox鄄LDL 刺激 TGF鄄茁1 / Smad 通道活化

与空白对照相比,ox鄄LDL 刺激 HUVEC 明显增加

TGF鄄茁1 蛋白表达 (P < 0郾 05)。 ox鄄LDL 显著增加了

Smad3 的磷酸化 (P <0郾 05),在 24 h 达到峰值,呈时间

依赖性,而非磷酸化的 Smad3 表达逐渐减少(图 2)。

图 2. ox鄄LDL 刺激人脐静脉内皮细胞 TGF鄄茁1 表达和 Smad3
磷酸化(n = 4)
Figure 2. ox鄄LDL increases TGF鄄茁1 expression and Smad3
phosphorylationin HUVEC
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2郾 3摇 ox鄄LDL 刺激磷酸化的 Smad3 向细胞核转移

ox鄄LDL 刺激内皮细胞 6 h 后,与空白对照组相

比,磷酸化的 Smad3 在全细胞以及细胞核中表达均

明显增加。 二者相比,磷酸化的 Smad3 在细胞核中

增加更为显著,提示 ox鄄LDL 刺激磷酸化的 Smad3
向细胞核转移(图 3)。

图 3. ox鄄LDL 刺激磷酸化的 Smad3 在细胞核内表达(n = 4) 摇 摇 a 为 P < 0郾 01,与空白对照组相比。

Figure 3. ox鄄LDL induces phosphorylated Smad 3 expression in nucleus

2郾 4摇 抑制 Smad3 的磷酸化 VCAM鄄1 和 ICAM鄄1 表

达增加

SIS3 呈浓度依赖性抑制 ox鄄LDL 刺激的 Smad3
磷酸化(P < 0郾 05)。 SIS3 预孵育的细胞 VCAM鄄1 和

ICAM鄄1 表达增加(P < 0郾 05;图 4),提示 Smad3 参与

调节炎症蛋白的表达。

图 4. SIS3 对 ox鄄LDL 刺激 Smad3 磷酸化和 VCAM鄄1 和

ICAM鄄1 蛋白表达的影响(n = 6) 摇 摇 A 为 SIS3 对 ox鄄LDL 刺激

Smad3 磷酸化的影响,B 为 SIS3 对 ox鄄LDL 刺激 VCAM鄄1 和 ICAM鄄1
蛋白表达的影响。

Figure 4. Effect of SIS3 on Smad3 phosphorylation and
VCAM鄄1, ICAM鄄1 expression in ox鄄LDL鄄treated cells

3摇 讨摇 论

越来越多的研究证实 ox鄄LDL 在动脉粥样硬化

的发生发展过程中发挥着关键的作用[2]。 ox鄄LDL
引起血管内皮活化,VCAM鄄1、ICAM鄄1 等黏附分子的

表达水平上调,使单核细胞细胞黏附于血管内皮,是
动脉粥样硬化的早期发生中极为重要的一步[10]。
TGF鄄茁1 / Smad 信号通路早已被证实具有抗炎、抗动

脉粥样硬化的作用[5,6,11]。 但是在血管细胞中,ox鄄
LDL 对 TGF鄄茁1 / Smad 信号通路的作用及具体分子

机制并未被阐明[9]。 同时,TGF鄄茁1 / Smad 信号通路

影响血管内皮活化的具体机制也未见报道。
本研究中,ox鄄LDL 可激活 TGF鄄茁1 / Smad 信号

通路,引起 TGF鄄茁1 表达增加, Smad3 磷酸化并进入

细胞核。 同时,ox鄄LDL 也可使 HUVEC 中 VCAM鄄1
和 ICAM鄄1 的表达增高。 随着 TGF鄄茁1 表达不断增

加,VCAM鄄1、ICAM鄄1 表达呈减弱趋势。 为了进一步

验证 TGF鄄茁1 是否抑制血管内皮活化,我们用特异

性 Smad3 磷酸化抑制剂 SIS3[12] 抑制 Smad3 磷酸

化,发现血管内皮细胞 VCAM鄄1 和 ICAM鄄1 表达明

显上调,表明 TGF鄄茁1 / Smad 信号通路通过 Smad3 磷

酸化抑制内皮活化。 该结果与先前报道的 TGF鄄茁1
可以抑制 VCAM鄄1 和 ICAM鄄1 相一致[13,14],与 TGF鄄
茁1 可以通过 Smad3 抑制单核细胞趋化蛋白 1 也相

一致,其机制可能是通过磷酸化的 Smad3 入核和转

录调节因子 c鄄Jun 结合,从而抑制转录激活蛋白 1
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(AP鄄1)与 DNA 结合来实现的[15]。
ox鄄LDL 激 活 TGF鄄茁1 / Smad 信 号 通 路, 早 在

1997 年 Ding 等[16]就报道 ox鄄LDL 可以引起 TGF鄄茁1
的增高,其时间梯度与本实验相符。 有研究表明在

大鼠肾小球系膜细胞中,ox鄄LDL 通过 PKC 信号转导

途径激活 AP鄄1 中的 c鄄Jun 蛋白,再由 c鄄Jun / AP鄄1 从

转录水平上调 TGF鄄茁1 的表达[17]。 同时也有研究证

实血管紧张素域可通过 JNK鄄c鄄Jun / AP鄄1 信号通路

上调系膜细胞 TGF鄄茁1 的表达[18]。 这些研究都显示

了 ox鄄LDL 可通过 PKC 信号通路激活 AP鄄1,继而激

活 TGF鄄茁1 / Smad 信号通路。 根据这些研究,我们推

测 TGF鄄茁1 / Smad 信号通路与 AP鄄1 信号通路可能是

负反馈机制:AP鄄1 激活 TGF鄄茁1 / Smad 信号通路,而
TGF鄄茁1 / Smad 信号通路通过磷酸化的 Smad3 与转

录调节因子 c鄄Jun 结合,抑制 AP鄄1 的进一步激活,
从而抑制炎症蛋白表达。

综上所述,本研究主要发现,在人脐静脉血管内

皮细胞中,ox鄄LDL 可激活 TGF鄄茁1 / Smad 信号通路,
引起 TGF鄄茁1 表达以及 Smad3 磷酸化增强,并可见

到磷酸化的 Smad3 向细胞核转移。 伴随 Smad3 磷

酸化增强,ox鄄LDL 刺激的 VCAM鄄1 和 ICAM鄄1 的表

达减少。 使用 Smad3 抑制剂,这些炎症蛋白表达增

加。 由于 TGF鄄茁1 / Smad 信号通路具有抗炎、抗动脉

粥样硬化作用,其机制的阐明有助于找到新的药物

干预靶点,为临床动脉粥样硬化治疗提供新的研究

视野。
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