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人胰岛素样生长因子１的体外抗肝纤维化活性
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摘　要　探讨人胰岛素样生长因子１（ＩＧＦ１）的体外抗肝纤维化作用。检测 ＩＧＦ１对人正常肝细胞 Ｌ０２增殖及生长周期
的影响；建立ＣＣｌ４诱导的肝细胞损伤模型，探究ＩＧＦ１抗肝细胞损伤活性；以ＴＧＦβ１诱导的肝星状细胞ＨＳＣＴ６为体外肝
纤维化研究模型，检测ＩＧＦ１对ＨＳＣＴ６细胞中纤维化相关蛋白表达水平及对胞内ＴＧＦβ１／Ｓｍａｄ信号通路的影响。结果显
示，ＩＧＦ１可解除ＴＧＦβ１对Ｌ０２生长的抑制作用，提高ＣＣｌ４损伤Ｌ０２的细胞存活率，降低ＨＳＣＴ６细胞纤维化相关蛋白表
达水平，抑制ＴＧＦβ１／Ｓｍａｄ信号通路中Ｓｍａｄ３的磷酸化。结果表明，ＩＧＦ１能够促进肝细胞增殖，保护肝细胞免受损伤，干
预ＴＧＦβ１／Ｓｍａｄ信号通路，抑制胞外基质ＥＣＭ合成，从而发挥抗肝纤维化效果。
关键词　胰岛素样生长因子１；转化生长因子β１；肝细胞；肝星状细胞；肝纤维化
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　　肝纤维化是慢性肝病发展为肝硬化的一个病
理生理过程，是肝脏对多种慢性损伤因素所产生的

愈合反应［１］。致病因素（如病毒、酒精等）长期作

用于肝脏，引起慢性肝损伤，并伴随肝组织炎症反
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应，激活Ｋｕｐｆｆｅｒ细胞释放一系列细胞因子，导致肝
星状细胞（ｈｅｐａｔｉｃｓｔｅｌｌａｔｅｃｅｌｌｓ，ＨＳＣ）的活化，分泌
大量细胞外基质（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘ，ＥＣＭ），引起
肝脏内弥漫性细胞外基质过度沉积，从而形成肝纤

维化［２－３］。正常情况下，ＨＳＣ处于静息状态，是肝
脏维生素Ａ的主要来源，对内皮细胞有支撑作用。
当肝脏受损后，ＨＳＣ受多种因子刺激而激活，维生
素Ａ减少或消失，转变为具有增殖、收缩和趋化功
能的肌成纤维细胞（ｍｙｏｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ，ＭＦＢ），大量分泌
ＥＣＭ，并引起基质金属蛋白酶（ＭＭＰｓ）和金属蛋白
酶组织抑制剂（ＴＩＭＰｓ）的平衡失调，造成 ＥＣＭ沉
积、纤维组织增生，逐步形成肝纤维化，最终发展成

为肝硬化［４－５］。

肝星状细胞的活化是肝纤维化形成和发展的

关键环节，决定了肝纤维化的发展进程［６］。转化

生长因子β１（ＴＧＦβ１）是促进ＨＳＣ活化及ＥＣＭ合
成的主要细胞因子，促进ＨＳＣ细胞增殖及 ＥＣＭ产
生，其中ＴＧＦβ１／Ｓｍａｄ信号通路是调控 ＥＣＭ表达
的重要途径［７－８］。研究发现，应用 ＩＧＦ１过表达的
ＢＭＳＣ处理肝纤维化小鼠，明显减弱 ＨＳＣ的活化，
上调肝细胞生长因子（ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，
ＨＧＦ）下调ＴＧＦβ１，有效改善肝功能［９］。

胰岛素样生长因子１（ＩＧＦ１）是由７０个氨基
酸组成的碱性多肽，具有胰岛素代谢效应，对生长

发育及细胞代谢有极其重要的作用。血液中 ＩＧＦ
１主要由肝脏合成和分泌，并受生长激素（ｇｒｏｗｔｈ
ｈｏｒｍｏｎｅ，ＧＨ）的调控［１０］。ＩＧＦ１直接与肝功能损
伤程度相关，慢性肝病患者体内的 ＩＧＦ１水平明显
降低，且其降低水平与肝功能损伤程度呈正相关。

肝硬化患者伴有代谢功能紊乱，如胰岛素抵抗、营

养不良和骨质减少，都与 ＩＧＦ１缺乏有关［１１－１２］。

研究表明，ＣＣｌ４诱导的肝硬化大鼠，每日给予低剂
量ＩＧＦ１（２０μｇ／ｋｇ），能明显改善肝功能，缓解肝
纤维化［１３－１４］。因此，ＩＧＦ１的抗纤维化治疗成为热
点。本研究应用抗肝纤维化因子 ＩＧＦ１，探究其体
外抗肝纤维化活性并初步探索 ＩＧＦ１体外抗肝纤
维化机制。
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　材　料

１１　试　剂
人ＩＧＦ１和 ＴＧＦβ１（美国 Ｒ＆Ｄ公司）；ＲＰＭＩ

１６４０培养基、高糖 ＤＭＥＭ 培养基、胎牛血清

（ＦＢＳ）、胰酶（美国 Ｇｉｂｃｏ公司）；ＴＲＩｚｏｌＲＮＡ提取
试剂（美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）；逆转录试剂盒（加拿
大Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司）；引物由上海生工生物公司合
成；荧光定量染料 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ（日本 ＴａＫａＲａ公
司）；ＣｅｌｌＴｉｔｅｒＢｌｕｅ细胞活力检测系统（美国 Ｐｒｏ
ｍｅｇａ公司）；ＥＣＬ发光试剂盒、ＢＣＡ蛋白测定试
剂、ＲＡＰＡ裂解液和ＰＭＳＦ（上海碧云天生物技术有
限公司）；兔抗 α平滑肌肌动蛋白（αｓｍｏｏｔｈｍｕｓ
ｃｌｅａｃｔｉｎ，αＳＭＡ）抗体、小鼠抗 βａｃｔｉｎ抗体、ＨＲＰ
标记山羊抗小鼠二抗、ＨＲＰ标记山羊抗兔二抗（美
国ＰｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈＧｒｏｕｐ公司）；兔抗 ＣＯＬ１Ａ１抗体（美
国ＳａｎｔａＣｒｕｚＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司）。其他试剂均为
市售分析纯。

１２　仪　器
蛋白质电泳及转印设备、酶标仪、流式细胞仪

（美国ＢｉｏＲａｄ公司）；实时荧光定量 ＰＣＲ系统（瑞
士Ｒｏｃｈｅ公司）。
１３　细胞株

人正常肝细胞株 Ｌ０２（上海博古生物科技有
限公司）；大鼠肝星状细胞 ＨＳＣＴ６（中国科学院昆
明细胞库）。

%

　方　法

２１　细胞培养
Ｌ０２细胞用含 １０％ＦＢＳ的 ＲＰＭＩ１６４０培养

基，ＨＳＣＴ６细胞用含１０％ＦＢＳ的高糖ＤＭＥＭ培养
基，于３７℃含５％ＣＯ２的培养箱中培养，当细胞汇
合度达８０％时，用０２５％胰酶消化传代或接种培
养板，细胞处于对数期。

２２　ＩＧＦ１和ＴＧＦβ１对Ｌ０２细胞增殖的影响
取对数生长期的Ｌ０２细胞，以每孔２×１０３个

细胞接种于９６孔板，培养２４ｈ，更换含０４％ＦＢＳ
的ＲＰＭＩ１６４０培养基培养１２ｈ。分别加入不同浓
度ＩＧＦ１（０，２５，５，１０，２０，４０，８０ｎｍｏｌ／Ｌ），ＴＧＦβ１
（０，０１，０２，０４，０８ｎｍｏｌ／Ｌ）或不同浓度ＩＧＦ１＋
０４ｎｍｏｌ／ＬＴＧＦβ１的 ＲＰＭＩ１６４０，每组 ４个复
孔。培养 ２４ｈ后，每孔加 ＣｅｌｌＴｉｔｅｒＢｌｕｅ试剂
１０μＬ，于３７℃孵育２ｈ，酶标仪检测荧光值（λＥｘ＝
５６０，λＥｍ＝５９０）。
２３　流式细胞仪检测 ＩＧＦ１对 Ｌ０２细胞周期的
影响

将Ｌ０２细胞以每孔２×１０５个细胞的浓度接种
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于６孔板，培养２４ｈ。血清饥饿处理１２ｈ后，实验分
组为：２０ｎｍｏｌ／ＬＩＧＦ１＋ＲＰＭＩ１６４０、０４ｎｍｏｌ／Ｌ
ＴＧＦβ１＋ＲＰＭＩ１６４０、２０ｎｍｏｌ／ＬＩＧＦ１＋０４ｎｍｏｌ／Ｌ
ＴＧＦβ１＋ＲＰＭＩ１６４０和 ＲＰＭＩ１６４０（空白对照），继
续培养２４ｈ。收集细胞，７０％乙醇固定过夜。离心
弃去乙醇，ＰＢＳ洗 ２次后，用 ５０μｇ／ｍＬＲＮａｓｅ于
３７℃孵育３０ｍｉｎ，离心弃上清液，５０μｇ／ｍＬＰＩ于
４℃避光染色３０ｍｉｎ。流式细胞仪检测细胞周期。
２４　ＩＧＦ１对ＣＣｌ４诱导肝细胞损伤的保护作用

取对数期Ｌ０２细胞，以每孔２×１０４个细胞接
种于９６孔板，培养２４ｈ后，更换培养液。加入不
同浓度的ＣＣｌ４（０，１２５，２５，５，１０，２０ｍｍｏｌ／Ｌ），作
用２ｈ后，ＣｅｌｌＴｉｔｅｒＢｌｕｅ细胞活力检测系统检测细
胞活率，确定最适损伤浓度。Ｌ０２细胞以每孔２×
１０４个细胞的浓度接种于９６孔板，实验设空白对
照组，ＣＣｌ４模型组（终浓度５ｍｍｏｌ／Ｌ），ＣＣｌ４＋ＩＧＦ
１（２５，５，１０，２０，４０ｎｍｏｌ／Ｌ）组，每组设４个复孔。
作用２ｈ后，每孔加 ＣｅｌｌＴｉｔｅｒＢｌｕｅ试剂 １０μＬ，于
３７℃孵育２ｈ，酶标仪检测荧光值。
２５　ＲｅａｌＴｉｍｅＲＴＰＣＲ检测 ＨＳＣＴ６细胞中 α
ＳＭＡ、ＣＯＬⅠ、ＭＭＰ２、ＴＩＭＰ１的ｍＲＮＡ表达

以ＴＧＦβ１诱导的ＨＳＣＴ６细胞为体外肝纤维
化模型［１５－１６］。取对数生长期的 ＨＳＣＴ６细胞，以
每孔２×１０５个细胞的浓度接种于 ６孔板，培养
２４ｈ后血清饥饿处理。实验分为空白对照组
（ＤＭＥＭ培养基）、ＴＧＦβ１组（含０４ｎｍｏｌ／ＬＴＧＦ
β１的 ＤＭＥＭ）、ＴＧＦβ１＋ＩＧＦ１组（含０４ｎｍｏｌ／Ｌ
ＴＧＦβ１和２０ｎｍｏｌ／ＬＩＧＦ１的 ＤＭＥＭ），每组设 ３
个复孔，培养２４ｈ后，收集细胞。根据ＴＲＩｚｏｌ试剂
盒说明提取总ＲＮＡ，仪器中无测定 ＲＮＡ含量及纯
度，Ａ２６０／Ａ２８０均在１８～２０之间。应用逆转录试剂
盒将总ＲＮＡ逆转录为 ｃＤＮＡ。在 ＧｅｎＢａｎｋ查找基
因序列并设计引物，引物序列如表２所示，βａｃｔｉｎ
作为内参。ｑＰＣＲ在荧光定量ＰＣＲ仪上进行。
２６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＨＳＣＴ６细胞中 αＳＭＡ、
ＣＯＬⅠ蛋白的表达

ＨＳＣＴ６细胞按“２５”项下方法分组，培养
２４ｈ后，用ＲＩＰＡ裂解液（含１ｍｍｏｌ／ＬＰＭＳＦ）裂解
细胞，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ收集上清液，ＢＣＡ
试剂盒测定蛋白浓度。取蛋白 １００μｇ，经 １０％
ＳＤＳＰＡＧＥ分离后电转移至硝酸纤维素膜上，用
５％脱脂奶粉室温封闭 ２ｈ，分别加入抗αＳＭＡ、

抗ＣＯＬ１Ａ１、抗βａｃｔｉｎ一抗，４℃孵育过夜。ＴＢＳＴ
缓冲液清洗３次后，分别加入对应的 ＨＲＰ标记的
二抗，室温孵育２ｈ。同样清洗３次，ＥＣＬ化学发光
法显色并分析结果。

２７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＨＳＣＴ６细胞中Ｓｍａｄ３的蛋
白表达

ＨＳＣＴ６细胞按“２５”项下方法分组，孵育
３０ｍｉｎ后，按“２６”项下方法裂解细胞，收集蛋白。
经１０％ＳＤＳＰＡＧＥ分离后，电转至 ＮＣ膜，５％脱脂
牛奶室温封闭 ２ｈ，分别加入抗ｐＳｍａｄ３、抗
Ｓｍａｄ３、抗βａｃｔｉｎ一抗，４℃孵育过夜。加入相应
ＨＲＰ标记二抗，ＥＣＬ化学发光显色。
２８　统计学处理

实验数据以 珋ｘ±ｓ表示，两组间差异采用 ｔ
检验。

&

　结　果

３１　ＩＧＦ１降低ＴＧＦβ１对 Ｌ０２细胞增殖的抑制
作用

ＩＧＦ１和 ＴＧＦβ１对 Ｌ０２细胞生长有不同的
影响。ＩＧＦ１在一定浓度范围内明显促进 Ｌ０２细
胞增殖（图 １Ａ），最高增殖率达到（１９４６８±
１３１）％，而ＴＧＦβ１一定浓度范围内明显抑制 Ｌ
０２细胞生长（图１Ｂ），以０４ｎｍｏｌ／Ｌ时抑制作用
最为明显。选用０４ｎｍｏｌ／ＬＴＧＦβ１作为作用浓
度，加入不同浓度的 ＩＧＦ１，作用 ２４ｈ后，结果显
示，ＩＧＦ１明显解除 ＴＧＦβ１对 Ｌ０２增殖的抑制作
用，且在０～２０ｎｍｏｌ／Ｌ浓度范围内呈剂量依赖关
系（图１Ｃ），当浓度达到２０ｎｍｏｌ／Ｌ，ＩＧＦ１的作用
趋于饱和。

３２　ＩＧＦ１和ＴＧＦβ１对Ｌ０２细胞周期的影响
ＩＧＦ１和 ＴＧＦβ１对 Ｌ０２细胞周期同样具有

不同的影响。结果显示，ＩＧＦ１处理 Ｌ０２细胞（图
２Ｂ）后，与空白对照组（图２Ａ）相比，Ｇ０／Ｇ１期的
细胞百分率明显减少，增殖指数［ＰＩ＝（Ｓ＋Ｇ２／
Ｍ）／（Ｇ０／Ｇ１＋Ｓ＋Ｇ２／Ｍ）］由（４２７８±１９２）％增
加至（５３５６±２３４）％（表１），表明 ＩＧＦ１能明显
促进Ｌ０２细胞周期进展。ＴＧＦβ１作用 Ｌ０２细胞
（图２Ｃ）后，对细胞周期具有明显的阻滞作用。与
空白对照组相比，ＴＧＦβ１处理组 Ｇ０／Ｇ１期的细胞
百分率增加，增殖指数由（４２７８±１９２）％降低为
（３０９５±３２４）％。ＩＧＦ１能明显降低 ＴＧＦβ１对
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Ｌ０２细胞周期的阻滞作用，与 ＴＧＦβ１处理组相
比，ＩＧＦ１＋ＴＧＦβ１处理组（图２Ｄ）Ｇ０／Ｇ１期的细

胞百分率明显降低，增殖指数由（３０９５±３２４）％
增加至（４６５１±４１１）％（表１）。

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｉｎｓｕｌｉｎｌｉｋｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ１（ＩＧＦ１）ｏｒ／ａｎｄｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ１（ＴＧＦβ１）ｏｎＬ０２ｃｅｌｌｓｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝４）
Ａ：ＰｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＩＧＦ１ｏｎＬ０２ｃｅｌｌｓ；Ｂ：ＧｒｏｗｔｈｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＴＧＦβ１ｏｎＬ０２ｃｅｌｌｓ；Ｃ：ＩｎｈｉｂｉｔｉｏｎｅｆｆｅｃｔｏｆＩＧＦ１ｏｎＴＧＦβ１ｉｎｄｕｃｅｄ
Ｌ０２ｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓＰ＜００１，Ｐ＜０００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１，＃＃＃Ｐ＜０００１ｖｓ０４ｎｍｏｌ／ＬＴＧＦβ１ｇｒｏｕｐ

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＣｅｌｌｃｙｃｌｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆＬ０２ｃｅｌｌｓ
Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌ；Ｂ：２０ｎｍｏｌ／ＬＩＧＦ１；Ｃ：０４ｎｍｏｌ／ＬＴＧＦβ１；Ｄ：２０ｎｍｏｌ／ＬＩＧＦ１＋０４ｎｍｏｌ／ＬＴＧＦβ１

Ｔａｂｌｅ１　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＩＧＦ１ａｎｄＴＧＦβ１ｏｎｃｅｌｌｃｙｃｌｅｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎｏｆＬ０２ｃｅｌｌｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
Ｇｒｏｕｐ Ｇ０／Ｇ１／％ Ｓ／％ Ｇ２／Ｍ／％ ＰＩ／％

Ｃｏｎｔｒｏｌ ５７２２±１９２ ３５４５±１４２ ７３４±１３０ ４２７８±１９２
ＩＧＦ１ ４６４４±２３４ ４７９０±３９３ ５６７±３００ ５３５６±２３４

ＴＧＦβ１ ６９０５±３２４ ２５０７±２７９ ５８９±１０４ ３０９５±３２４

ＩＧＦ１＋ＴＧＦβ１ ５３４９±４１１＃＃ ４１５６±２０４＃＃ ４９５±２０７ ４６５１±４１１＃＃
Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＃＃Ｐ＜００１ｖｓＴＧＦβ１ｇｒｏｕｐ

３３　ＩＧＦ１对ＣＣｌ４诱导肝损伤模型的保护作用
不同浓度的ＣＣｌ４处理 Ｌ０２细胞后，与空白对

照组相比，Ｌ０２细胞的存活率随 ＣＣｌ４浓度增大而
降低，且呈剂量依赖关系（图３Ａ）。为避免细胞的
不可逆损伤、更好地显示ＩＧＦ１对肝细胞损伤的作
用，本研究选用５ｍｍｏｌ／ＬＣＣｌ４作为制备肝细胞损
伤模型浓度。结果显示，ＩＧＦ１明显提高ＣＣｌ４损伤
的Ｌ０２细胞活率，且随ＩＧＦ１浓度提高，保护作用
逐渐增强（图３Ｂ）。
３４　ＩＧＦ１对ＨＳＣＴ６细胞活化标志物的影响

ＴＧＦβ１处理 ＨＳＣＴ６细胞２４ｈ后，与对照组
相比，ＨＳＣＴ６细胞活化标志物 αＳＭＡ、ＣＯＬＩ、
ＴＩＭＰ１的ｍＲＮＡ水平明显提高，ＭＭＰ２的 ｍＲＮＡ

水平明显降低。而ＩＧＦ１处理组与ＴＧＦβ１处理组
相比，αＳＭＡ、ＣＯＬＩ、ＴＩＭＰ１的 ｍＲＮＡ水平明显降
低，ＭＭＰ２的 ｍＲＮＡ水平明显升高（图 ４Ａ）。
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ的结果显示，ＴＧＦβ１处理 ＨＳＣＴ６细
胞后，细胞内的 αＳＭＡ、ＣＯＬＩ的蛋白表达水平明
显升高。而 ＩＧＦ１可以明显抑制 ＴＧＦβ１诱导的
αＳＭＡ、ＣＯＬＩ的蛋白表达水平（图４Ｂ）。

Ｔａｂｌｅ２　ＰｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓｆｏｒｒｅａｌｔｉｍｅＲＴＰＣＲ

Ｇｅｎｅ Ｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ５′３′ Ｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ５′３′
αＳＭＡ ｔｇｇｇａｃｇａｃａｔｇｇａａａａｇａｔｃｔｇｇｃ ａｔａｃａｔｇｇｃａｇｇｇａｃａｔｔｇａａｇｇ
ＣＯＬＩ ｔｇｃｃａｔｃａａｇｇｔｃｔａｃｔｇｃａａｃａｔ ｇｇａａｔｃｃａｔｃｇｇｔｃａｔｇｃｔｃｔｃｔｃｃ
ＭＭＰ２ ｃｃｔｇａｇｃｔｃｃｃｇｇａａａａｇａｔｔｇａｔ ｃａｇｇｃｔｇｇｔｃａｇｔｇｇｃｔｔｇｇｇｇｔａ
ＴＩＭＰ１ ｔｃａｔｃｇａｇａｃｃａｃｃｔｔａｔａｃｃａｇｃｇ ｔｇａｇａａａｃｔｃｃｔｃｇｃｔｇｃｇｇｔｔｃｔｇ
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Ｆｉｇｕｒｅ３　ＰｒｏｔｅｃｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆＩＧＦ１ｏｎＬ０２ｃｅｌｌｓｖｉａｂｉｌｉｔｙ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝４）
Ａ：ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＣＣｌ４ｏｎＬ０２ｃｅｌｌｓｖｉａｂｉｌｉｔｙ；Ｂ：ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＩＧＦ１ｏｎＣＣｌ４ｉｎｄｕｃｅｄＬ０２ｃｅｌｌｉｎｊｕｒｙ
Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１，＃＃＃Ｐ＜０００１ｖｓＣＣｌ４ｇｒｏｕｐ

Ｆｉｇｕｒｅ４　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＩＧＦ１ｏｎｔｈｅａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆＨＳＣＴ６ｃｅｌｌｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙＴＧＦβ１

Ａ：ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＩＧＦ１ｏｎｍＲＮＡｌｅｖｅｌｓｏｆαＳＭＡ，ＣＯＬＩ，ＭＭＰ２ａｎｄＴＩＭＰ１ｉｎＨＳＣＴ６ｃｅｌｌｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）；Ｂ：ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＩＧＦ１ｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆα

ＳＭＡａｎｄＣＯＬＩｉｎＨＳＣＴ６ｃｅｌｌｓ
Ｐ＜０００１，Ｐ＜０００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＃＃Ｐ＜００１，＃＃＃Ｐ＜０００１ｖｓＴＧＦβ１ｇｒｏｕｐ

３５　ＩＧＦ１对 ＨＳＣＴ６细胞中 ＴＧＦβ１／Ｓｍａｄ信号
通路的影响

为探究ＩＧＦ１对 ＴＧＦβ１信号传导的作用，应
用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＩＧＦ１对 ＴＧＦβ１信号通路下
游Ｓｍａｄ３磷酸化的影响。结果显示，ＴＧＦβ１刺激
ＨＳＣＴ６细胞内 Ｓｍａｄ３的磷酸化，而 ＩＧＦ１处理
ＨＳＣＴ６细胞后，与 ＴＧＦβ１处理组比较，Ｓｍａｄ３的
磷酸化程度降低，恢复正常水平（图５），说明ＩＧＦ１
能抑制ＴＧＦβ１／Ｓｍａｄ信号通路，调控ＴＧＦβ１引起
的一系列生物学功能。

Ｆｉｇｕｒｅ５　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＩＧＦ１ｏｎｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｏｆＳｍａｄ３ｉｎＨＳＣＴ６
ｃｅｌｌｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙＴＧＦβ１

０８４
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)

　讨　论

肝纤维化是一个非常复杂的病理过程，主要

是慢性肝损伤因素导致肝细胞变性坏死及炎症

反应，表现为肝细胞外基质过度沉积，纤维组织

增生，严重威胁人类健康［１７］。随着对肝纤维化的

广泛深入研究，很多研究证实肝纤维化处于动态

平衡，在一定程度上可逆［１８］。因此，积极预防、阻

断甚至逆转肝纤维化是治疗慢性肝脏疾病的重

要环节［１９］。

Ｌ０２细胞是人正常肝细胞株，相对于其他细胞
株，更接近人体正常肝细胞生活状态，是一种理想的

肝细胞损伤的材料。ＣＣｌ４具有强烈肝毒性，通过脂
质过氧化反应引起急、慢性肝损伤，ＣＣｌ４诱导的急性
肝损伤是一种经典的实验肝损伤模型［２０－２２］。ＣＣｌ４
经肝微粒体内的混合功能酶而激活，产生三氯甲基

游离基（ＣＣｌ３·）和羟自由基（ＯＨ·）等。这些自由基
可攻击肝细胞膜上的磷脂分子，引起脂质过氧化反

应，损伤肝细胞膜结构，导致肝细胞变性、坏

死［２３－２５］。本研究表明，ＩＧＦ１对 ＣＣｌ４诱导的肝损
伤模型有明显的保护作用，且呈剂量依赖关系。

ＩＧＦ１的肝细胞保护作用可能与ＩＧＦ１的抗氧化活
性相关，通过清除自由基，修复抗氧化酶系统，从而

减轻肝细胞的氧化损伤，稳定细胞膜结构［２６］。

ＨＳＣ的活化及 ＥＣＭ的沉积是肝纤维化形成
的关键环节。肝纤维化发生过程中，多种细胞因子

通过自分泌或旁分泌的形式作用于 ＨＳＣ，调控
ＨＳＣ的激活、增殖、凋亡及 ＥＣＭ分泌［２７］。ＴＧＦβ１
是目前已知最强的促肝纤维化因子，具有促进肝细

胞凋亡、激活 ＨＳＣ并促使其产生大量 ＥＣＭ的作
用［２８］。ＴＧＦβ１／Ｓｍａｄ信号通路是调节 ＥＣＭ的基
因表达的重要途径。ＴＧＦβ１与Ⅱ型受体（ＴβＲⅡ）
结合后，募集并结合Ⅰ型受体（ＴβＲⅠ），激活的
ＴβＲⅠ磷酸化 ＲＳｍａｄｓ（Ｓｍａｄ２和 Ｓｍａｄ３），随后与
ＣｏＳｍａｄ（Ｓｍａｄ４）结合，将信号转导至细胞核，通过
调控靶基因转录，发挥生物学效应［２９－３０］。Ｓｍａｄ３
是最关键的因子，直接介导 ＨＳＣ的基质产生及基
质相互作用，提高 Ｃｏｌｌａｇｅｎ的表达［３１］。本研究发

现ＩＧＦ１对 ＴＧＦβ１诱导的 Ｓｍａｄ３的磷酸化有明
显的抑制作用，进而影响 ＴＧＦβ１诱导的一系列反
应，阻断肝纤维化进程。综上所述，ＩＧＦ１具有促
进肝细胞增殖与保护肝损伤细胞的作用，通过影响

纤维化过程中的以下环节：抑制 ＴＧＦβ１／Ｓｍａｄ信
号传导，抑制胞外基质的分泌，促进胞外基质的降

解，胞外基质的合成和降解处于动态平衡，最终达

到缓解肝纤维化的作用。

参 考 文 献

［１］　ＨｅｒｎａｎｄｅｚＧｅａＶ，ＦｒｉｅｄｍａｎＳＬ．Ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓｏｆｌｉｖｅｒｆｉｂｒｏｓｉｓ

［Ｊ］．ＡｎｎｕＲｅｖＰａｔｈｏｌ，２０１１，６（１）：４２５－４５６

［２］　ＢａｔａｌｌｅｒＲ，ＢｒｅｎｎｅｒＤＡ．Ｌｉｖｅｒｆｉｂｒｏｓｉｓ［Ｊ］．ＪＣｌｉｎＩｎｖｅｓｔ，２００５，

１１５（２）：２０９－２１８

［３］　ＦｒｉｅｄｍａｎＳＬ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｈｅｐａｔｉｃｆｉｂｒｏｓｉｓ，ａｎｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ

ｃｅｌｌｕｌａｒｒｅｓｐｏｎｓｅｔｏｔｉｓｓｕｅｉｎｊｕｒｙ［Ｊ］．ＪＢｉｏｌＣｈｅｍ，２０００，２７５

（４）：２２４７－２２５０

［４］　ＢｒａｎｄａｏＤＦ，ＲａｍａｌｈｏＬＮ，ＲａｍａｌｈｏＦＳ，ｅｔａｌ．Ｌｉｖｅｒｃｉｒｒｈｏｓｉｓａｎｄ

ｈｅｐａｔｉｃｓｔｅｌｌａｔｅｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＡｃｔａＣｉｒＢｒａｓ，２００６，２１（Ｓｕｐｐｌ１）：５４

－５７

［５］　ＬｅｅＵＥ，ＦｒｉｅｄｍａｎＳＬ．Ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓｏｆｈｅｐａｔｉｃｆｉｂｒｏｇｅｎｅｓｉｓ［Ｊ］．

ＢｅｓｔＰｒａｃｔＲｅｓ：ＣｌｉｎＧａｓｔｒｏｅｎｙｅｒｏｌ，２０１１，２５（２）：１９５－２０６

［６］　ＷｅｌｌｓＲＧ．Ｃｅｌｌｕｌａｒｓｏｕｒｃｅｓｏｆｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘｉｎｈｅｐａｔｉｃ

ｆｉｂｒｏｓｉｓ［Ｊ］．ＣｌｉｎＬｉｖｅｒＤｉｓ，２００８，１２（４）：７５９－７６８

［７］　ＧｒｅｓｓｎｅｒＡＭ，ＷｅｉｓｋｉｒｃｈｅｎＲ．Ｍｏｄｅｒｎｐａｔｈｏｇｅｎｅｔｉｃｃｏｎｃｅｐｔｓｏｆ

ｌｉｖｅｒｆｉｂｒｏｓｉｓｓｕｇｇｅｓｔｓｔｅｌｌａｔｅｃｅｌｌｓａｎｄＴＧＦｂｅｔａａｓｍａｊｏｒｐｌａｙｅｒｓ

ａｎｄｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｔａｒｇｅｔｓ［Ｊ］．ＪＣｅｌｌＭｏｌＭｅｄ，２００６，１０（１）：７６

－９９

［８］　ＧｒｅｓｓｎｅｒＡＭ，ＷｅｉｓｋｉｒｃｈｅｎＲ，ＢｒｅｉｔｋｏｐｆＫ，ｅｔａｌ．ＲｏｌｅｓｏｆＴＧＦ

ｂｅｔａｉｎｈｅｐａｔｉｃｆｉｂｒｏｓｉｓ［Ｊ］．ＦｒｏｎｔＢｉｏｓｃｉ，２００２，７（１／２／３）：ｄ７９３

－ｄ８０７

［９］　ＦｏｏＮＰ，ＬｉｎＳＨ，ＬｅｅＹＨ，ｅｔａｌ．Ａｌｐｈａｌｉｐｏｉｃａｃｉｄｉｎｈｉｂｉｔｓｌｉｖｅｒ

ｆｉｂｒｏｓｉｓｔｈｒｏｕｇｈｔｈｅａｔｔｅｎｕａｔｉｏｎｏｆＲＯＳｔｒｉｇｇｅｒｅｄｓｉｇｎａｌｉｎｇｉｎ

ｈｅｐａｔｉｃｓｔｅｌｌａｔｅｃｅｌｌｓａｃｔｉｖａｔｅｄｂｙＰＤＧＦａｎｄＴＧＦｂｅｔａ［Ｊ］．Ｔｏｘｉ

ｃｏｌ，２０１１，２８２（１／２）：３９－４６

［１０］ＬａｒｏｎＺ．Ｉｎｓｕｌｉｎｌｉｋｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ１（ＩＧＦ１）：ａｇｒｏｗｔｈｈｏｒｍｏｎｅ

［Ｊ］．ＭｏｌＰａｔｈｏｌ，２００１，５４（５）：３１１－３１６．

［１１］ＫａｒｅｎＢ，ＳｒｅｎＭ．ＩｎｓｕｌｉｎｌｉｋｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒＩａｎｄｔｈｅｌｉｖｅｒ［Ｊ］．

ＬｉｖｅｒＩｎｔ，２０１１，３１（７）：９１１－９１９

［１２］ＢｌｏｍｓｍａＭＣ，ｄｅＫｎｅｇｔＲＪ，ＤｕｌｌａａｒｔＲＰ，ｅｔａｌ．Ｉｎｓｕｌｉｎｌｉｋｅｇｒｏｗｔｈ

ｆａｃｔｏｒ１ｉｎｌｉｖｅｒｃｉｒｒｈｏｓｉｓ［Ｊ］．ＪＨｅｐａｔｏｌ，１９９７，２７（６）：１１３３

－１１３８

［１３］ＣａｓｔｉｌｌａＣｏｒｔａｚａｒＩ，ＧａｒｃｉａＭ，ＭｕｇｕｅｒｚａＢ，ｅｔａｌ．Ｈｅｐａｔｏｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ

ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｉｎｓｕｌｉｎｌｉｋｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒＩｉｎｒａｔｓｗｉｔｈｃａｒｂｏｎｔｅｔｒａｃｈｌｏ

ｒｉｄｅｉｎｄｕｃｅｄｃｉｒｒｈｏｓｉｓ［Ｊ］．Ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌ，１９９７，１１３（５）：１６８２

－１６９１

［１４］ＭｕｇｕｅｒｚａＢ，ＣａｓｔｉｌｌａＣｏｒｔａｚａｒＩ，ＧａｒｃｉａＭ，ｅｔａｌ．Ａｎｔｉｆｉｂｒｏｇｅｎｉｃ

ｅｆｆｅｃｔｉｎｖｉｖｏｏｆｌｏｗｄｏｓｅｓｏｆｉｎｓｕｌｉｎｌｉｋｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒＩｉｎｃｉｒ

ｒｈｏｔｉｃｒａｔｓ［Ｊ］．ＡｃｔａＢｉｏｃｈｉｍＢｉｏｐｈｙｓ，２００１，１５３６（２／３）：１８５

－１９５

［１５］ＣｈｅｎＸＸ，ＸｉｅＪ，ＣｈｅｎＨ，ｅｔａｌ．ＥＺＨ２ｐｌａｙｓａｒｏｌｅｉｎＨＳＣＴ６ｃｅｌｌ

ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄａｃｔｉｖａｔｉｏｎａｆｆｅｃｔｉｎｇＭＡＰＫ／ＥＲＫａｎｄＰＩ３Ｋ／

ＡＫＴｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］．ＣｈｉｎＰｈａｒｍＢｕｌｌ（中国药理学通报），２０１５，

１８４



学 报　ＪｏｕｒｎａｌｏｆＣｈｉｎａＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　２０１７，４８（４）：４７６－４８２ 第４８卷

３１（８）：１０６１－１０６５

［１６］ＸｕＴ，ＮｉＭＭ，ＬｉＸ，ｅｔａｌ．ＮＬＲＣ５ｒｅｇｕｌａｔｅｓＴＧＦβ１ｉｎｄｕｃｅｄｐｒｏ

ｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆｈｅｐａｔｉｃｓｔｅｌｌａｔｅｃｅｌｌｓｄｕｒｉｎｇｈｅｐａｔｉｃ

ｆｉｂｒｏｓｉｓ［Ｊ］．ＩｎｔｅｒＪＢｉｏｃｈｅｍＣｅｌｌＢ，２０１６，７０：９２－１０４

［１７］ＦｒｉｅｄｍａｎＳＬ．Ｌｉｖｅｒｆｉｂｒｏｓｉｓｆｒｏｍｂｅｎｃｈｔｏｂｅｄｓｉｄｅ［Ｊ］．ＪＨｅｐａ

ｔｏｌ，２００３，３８（Ｓｕｐｐｌ１）：Ｓ３８－Ｓ５３

［１８］ＲｅｅｖｅｓＨＬ，ＦｒｉｅｄｍａｎＳＬ．Ａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆｈｅｐａｔｉｃｓｔｅｌｌａｔｅｃｅｌｌｓ ａ

ｋｅｙｉｓｓｕｅｉｎｌｉｖｅｒｆｉｂｒｏｓｉｓ［Ｊ］．ＦｒｏｎｔＢｉｏｓｃｉ，２００２，７（１３）：ｄ８０８

－ｄ８２６

［１９］ＷａｔａｎａｂｅＴ，ＮｉｉｏｋａＭ，ＨｏｚａｗａＳ，ｅｔａｌ．Ｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｉｎｔｅｒ

ｓｔｉｔｉａｌｃｏｌｌａｇｅｎａｓｅｉｎｂｏｔｈｐｒｏｇｒｅｓｓｉｖｅａｎｄｒｅｃｏｖｅｒｙｐｈａｓｅｏｆｒａｔ

ｌｉｖｅｒｆｉｂｒｏｓｉｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙｃａｒｂｏｎｔｅｔｒａｃｈｌｏｒｉｄｅ［Ｊ］．ＪＨｅｐａｔｏｌ，

２０００，３３（２）：２２４－２３５

［２０］ＷａｎｇＬ，ＰｏｔｔｅｒＪＪ，ＲｅｎｎｉｅＴａｎｋｅｒｓｌｅｙＬ，ｅｔａｌ．Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｒｅｔｉｎｏｉｃ

ａｃｉｄｏｎｔｈｅｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆｌｉｖｅｒｆｉｂｒｏｓｉｓｐｒｏｄｕｃｅｄｂｙｃａｒｂｏｎ

ｔｅｔｒａｃｈｌｏｒｉｄｅｉｎｍｉｃｅ［Ｊ］．ＢｉｏｃｈｉｍＢｉｏｐｈｙｓＡｃｔａ，２００７，１７７２（１）：

６６－７１

［２１］ＹｉｎＧ，ＰｉｎｇＬ，ＸｕＰ．Ｈｅｐａｔｏｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅａｎｄａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｅｆｆｅｃｔｓｏｆ

Ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚａｇｌａｂｒａｅｘｔｒａｃｔａｇａｉｎｓｔｃａｒｂｏｎｔｅｔｒａｃｈｌｏｒｉｄｅ（ＣＣｌ

（４））ｉｎｄｕｃｅｄｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｄａｍａｇｅｉｎｃｏｍｍｏｎｃａｒｐ（Ｃｙｐｒｉｎｕｓ

ｃａｒｐｉｏ）［Ｊ］．ＦｉｓｈＰｈｙｓｉｏｌＢｉｏｃｈｅｍ，２０１１，３７（１）：２０９－２１６

［２２］ＬｉｕＳＱ，ＹｕＪＰ，ＲａｎＺＸ．ＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｓｔｕｄｙｏｎＧｉｎｋｇｏＢｉｌｏｂａ

ｅｘｔｒａｃｔａｇａｉｎｓｔｃａｒｂｏｎｔｅｔｒａｃｈｌｏｒｉｄｅｉｎｄｕｃｅｄｃｈｒｏｎｉｃｌｉｖｅｒｄａｍａｇｅ

ｉｎｒａｔｓ［Ｊ］．ＪＣｈｉｎａＰｈａｒｍＵｎｉｖ（中国药科大学学报），２００３，

３４（１）：６１－６４

［２３］ＺｈｏｎｇＬＦ，ＺｈａｎｇＪＧ，ＺｈａｎｇＦＱ，ｅｔａｌ．Ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓｏｆｃａｒｂｏｎｔｅｔ

ｒａｃｈｌｏｒｉｄｅｉｎｄｕｃｅｄｌｉｖｅｒｉｎｊｕｒｙｉｎｒａｔｓ［Ｊ］．ＣｈｉｎＪＰｈａｒｍＴｏｘｉｃｏｌ

（中国药理学与毒理学），１９８９，３（４）：２９８－３０３

［２４］ＲｅｃｋｎａｇｅｌＲＯ，ＧｌｅｎｄｅＥＡ，ＤｏｌａｋＪＡ，ｅｔａｌ．Ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓｏｆｃａｒ

ｂｏｎｔｅｔｒａｃｈｌｏｒｉｄｅｔｏｘｉｃｉｔｙ［Ｊ］．ＰｈａｒｍａｃｏｌＴｈｅｒ，１９８９，４３（１）：１３９

－１５４

［２５］ ＢａｓｕＳ．Ｃａｒｂｏｎｔｅｔｒａｃｈｌｏｒｉｄｅｉｎｄｕｃｅｄｌｉｐｉｄｐｅｒｏｘｉｄａｔｉｏｎ：ｅｉｃｏ

ｓａｎｏｉｄｆｏｒｍａｔｉｏｎａｎｄｔｈｅｉｒｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｂｙａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｎｕｔｒｉｅｎｔｓ

［Ｊ］．Ｔｏｘｉｃｏｌ，２００３，１８９（１／２）：１１３－１２７

［２６］ＣａｓｔｉｌｌａＣｏｒｔａｚａｒＩ，ＧａｒｃｉａＭ，ＭｕｇｕｅｒｚａＢ，ｅｔａｌ．Ｈｅｐａｔｏｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ

ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｉｎｓｕｌｉｎｌｉｋｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒＩｉｎｒａｔｓｗｉｔｈｃａｒｂｏｎｔｅｔｒａｃｈｌｏ

ｒｉｄｅｉｎｄｕｃｅｄｃｉｒｒｈｏｓｉｓ［Ｊ］．Ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｌｏｇｙ，１９９７，１１３（５）：１６８２

－１６９１．

［２７］ＮａｋａｍｕｒａＩ，ＺａｋｈａｒｉａＫ，ＢａｎｉｎｉＢＡ，ｅｔａｌ．Ｂｒｉｖａｎｉｂａｔｔｅｎｕａｔｅｓ

ｈｅｐａｔｉｃｆｉｂｒｏｓｉｓｉｎｖｉｖｏａｎｄｓｔｅｌｌａｔｅｃｅｌｌａｃｔｉｖａｔｉｏｎｉｎｖｉｔｒｏｂｙｉｎｈｉ

ｂｉｔｉｏｎｏｆＦＧＦ，ＶＥＧＦａｎｄＰＤＧＦｓｉｇｎａｌｉｎｇ［Ｊ］．ＰＬｏＳＯＮＥ，２０１４，

９（４）：ｅ９２２７３

［２８］ＳｐｒｅｎｇｅｒＨ，ＫａｕｆｍａｎｎＡ，ＧａｒｎＨ，ｅｔａｌ．Ｉｎｄｕｃｔｉｏｎｏｆｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌ

ａｔｔｒａｃｔｉｎｇｃｈｅｍｏｋｉｎｅｓｉｎｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｒａｔｈｅｐａｔｉｃｓｔｅｌｌａｔｅｃｅｌｌｓ

［Ｊ］．Ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌ，１９９７，１１３（１）：２７７－２８５

［２９］ＫｉｔａｍｕｒａＹ，ＮｉｎｏｍｉｙａＨ．Ｓｍａｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｈｅｐａｔｉｃｓｔｅｌｌａｔｅ

ｃｅｌｌｓｉｎｌｉｖｅｒｃｉｒｒｈｏｓｉｓｉｎｖｉｖｏａｎｄｈｅｐａｔｉｃｓｔｅｌｌａｔｅｃｅｌｌｌｉｎｅｉｎｖｉｔｒｏ

［Ｊ］．ＰａｔｈｏｌＩｎｔ，２００３，５３（１）：１８－２６

［３０］ＺｈｅｎｇＹ，ＺｈａｏＣ，ＷａｎｇＦ，ｅｔａｌ．Ｅｆｆｅｃｔｓａｎｄｍｅｃｈａｎｉｓｍｓｏｆｓｔｉｌ

ｂｅｎｅｇｌｕｃｏｓｉｄｅｏｎｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｃｏｌｌａｇｅｎｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆ

ｃａｒｄｉａｃｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓｓｔｉｍｕｌａｔｅｄｂｙＴＧＦβ１［Ｊ］．ＪＣｈｉｎａＰｈａｒｍ

Ｕｎｉｖ（中国药科大学学报），２０１４，４５（３）：３６２－３６７

［３１］ＵｅｍｕｒａＭ，ＳｗｅｎｓｏｎＥＳ，ＧａａＭＤ，ｅｔａｌ．Ｓｍａｄ２ａｎｄＳｍａｄ３ｐｌａｙ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｒｏｌｅｓｉｎｒａｔｈｅｐａｔｉｃｓｔｅｌｌａｔｅｃｅｌｌｆｕｎｃｔｉｏｎａｎｄＳｍｏｏｔｈ

ｍｕｓｃｌｅａｃｔｉｎｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＭｏｌＣｅｌｌＢｉｏｌ，２００５，１６（９）：４２１４

－４２２４

２８４


