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摘要
转化生长因子 β(transforming growth factor beta TGF β)

是一类能够调节细胞生长和分化的多肽 具备多种生物作

用 在肝纤维化发生 发展过程中具有活化肝星状细胞

(hepatocelluar stellate cell HSC) 促进胶原基因表达 促

进细胞外基质合成与沉积等作用 是最重要的促肝纤维化

细胞因子之一. 大量研究证实 TGF β-Smad信号转导通路

是TGF β发挥生物学作用的主要通路 其分子组成与分子

调节复杂 与其他信号通路存在广泛的交互影响 对不同

的组织 细胞及肝纤维化的不同病程的作用均有明显的差

异 对TGF β-Smad信号转导通路的深入研究不仅使肝纤

维化的发病机制得到进一步的阐明 也给肝纤维化的防治

研究提供了新的有效途径 本文综述TGF β-Smad信号转

导通路的组成与调控 在肝纤维化发病与防治中的作用的

研究进展.
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0   引言

转化生长因子 β 在肝纤维化发生 发展过程中具有活化

肝星状细胞(hepatocelluar stellate cell HSC) 促进胶原蛋白

基因表达 促进细胞外基质(extracellular matrix ECM)合成

与沉积等作用 是肝纤维化最重要的始动因子之一[1-7]. 近

年对TGF β-Smad信号转导通路的分子组成及其在肝纤维

化病程中的作用机制进行了广泛的研究 使肝纤维化的

发病机制得到进一步阐明 也为肝纤维化防治带来了新

的希望 本文就这些研究进展作一综述.

1   TGF β-Smad 信号转导通路的分子组成

TGF β 家族: TGF β 是一个庞大家族群[1] 脊椎动物 TGF β
超家族包括 TGF β 活动素(activin)和骨成型蛋白(bone

morphogenetic proteins BMPs); 哺乳动物 TGF β 共有三

种: TGF β1 TGF β2 和 TGF β3 其中肝脏含量最高

且具有生物活性的是 TGF β1 由两条相同的含 112 个

氨基酸的亚单位通过 -S-S- 键连接成二聚体多肽 Mr

25 000  他是细胞外 Mr 75 000 的 TGF β 隐型相关肽经

酶解修饰后的产物 还原剂可使二聚体分离 活性消

失.正常成人肝脏肝窦内皮细胞 Kupffer 细胞表达较

高水平的 TGF β1 TGF β2 和 TGF β 3 mRNA 则在相

对较低但可以检出的水平; 肝星状细胞正常状态下表达

TGF β 极少 肝损伤后三种 TGF β 表达均显著增加

是肝损伤时 TGF β 的主要来源[8, 9].

        TGF β 家族受体: TGF β 超家族的受体有 型

两种 均为受体丝氨酸 / 苏氨酸(Ser/Thr)激酶 二者

形成异源二聚体[3]. 型受体(T β R )的胞外端首先与

配体结合 其胞内段的丝氨酸 / 苏氨酸激酶被活化

进而使 型受体(T β R )的 GS 结构域磷酸化 GS 域

为高度保守的丝氨酸 - 甘氨酸(Ser-Gly-Ser-Gly-Ser-

Gly)序列 是 T β R 活化的关键部位. T β R 活化

后成为丝氨酸 / 苏氨酸激酶 将生物信号向细胞内传

导. β 聚糖(betaglycan)是附加受体 为细胞表面表达最丰

富的 TGF β 结合蛋白 与 TGF β1 TGF β2 TGF β3

都有较高的亲和力 可易化 T β R T β R 与配体

的结合. Endoglin 也是一种附加受体 与 β 聚糖结构相

似 易与 TGF β1 TGF β3 结合而不与 TGF β2 结合.

         Smads蛋白家族: TGF β信号通路的关键传导分子为

胞质蛋白Smads.Smads为与线虫Sma和果蝇Mad蛋白同

源的蛋白家族 他们可以将 TGF β 信号直接由细胞膜

受体传导入细胞核内 是受体激酶介导的细胞内信号

传导的新途径 为细胞信号跨膜后与核内基因转录之

间开通了一条简便路径[10, 11]. Smads分子中都有两个保守

的 Mad同源域 N 端的MH1结构域可与 DNA的CAGAC

序列结合 C 端的 MH2 结构域可与转录辅激活蛋白或

辅阻遏物相互作用 是 Smad 的功能区; 两个结构域之

间的短连接区有多个磷酸化位点 可被 ERK 磷酸化而

失活 是 Smad 的负调控区. Smads 至少有 8 个成员 即

Smad1-8 根据其功能不同分为三类 第一类是膜受

体激活的 Smad (R-Smads) 包括 Smad1 2 3 5

8 其 C 端功能域末端含有保守的磷酸化位点 SSXS 基

序(motif) 可与 TGF β 受体直接作用并被磷酸化 之

后与 Smad4 结合为二聚体转位入核. R-Smads 与信号通

路的特异性有关: Smad2 和 Smad3 介导 TGF β 和活动素

的信号 Smads1 5 8 则介导 BMP 的信号. 第二类

为通用 Smad (co-Smad) 目前只有 Smad4 与其他

Smads 的同源性较低 C 端功能域没有磷酸化位点

不与受体相互作用 但可与Smads家族其他成员相互作

用形成稳定的异源多聚体 调节靶基因转录. 第三类有

Smad6 7 为 TGF β-Smad 信号转导通路的抑制因



子 可与 R-Smads 竞争性地结合受体 阻止 R-Smads

的磷酸化 从而阻断 TGF β 的效应. TGF β-Smad 信号通

路中各型 Smads 分子之间的作用精密协调 共同完成生

理及病理状态下 TGF β 的生物学效应 研究其生理状态

下的平衡和病理状态下紊乱的确切分子基础对探索肝纤

维发生机制及肝纤维化的有效预防均有重要现实意义.

2   TGF β-Smad 信号转导通路的分子调节

TGF β-Smad 信号转导通路受多种因子的调节 R-

Smad 与 Smad4 形成的寡聚体进入细胞后 可直接与

DNA结合调控基因表达 但这种DNA结合活性很低 更

重要的是与胞核内的辅激活蛋白或辅阻遏物分子结合调

节靶基因转录 主要的辅激活蛋白有CBP p300 c-Jun

lef-1 辅阻遏物有 SINP1 Sno-N Ski 等 许多细节尚

未清楚.这个复杂的生物学过程受到多种细胞因子及相

关基因产物的调控 如 SARA(smad anchor for receptor

activition) Dab2 及 Smad6 7 等 其中 Smad6/7 是

主要的负调节分子[10, 11]. SARA 与未磷酸化的 Smad2/3 结

合 通过其 FYVE 结构域固定 Smad2/3 并促进其与 T β
R 的结合而磷酸化 随后 SARA 与磷酸化的 Smad2/3

解离 Smad2/3 则与 Smad4 结合并向核内转位.STRAP

(serine/enreonine kinase receptor-associated protein)可以加强

Smad7 与 TGF- β 受体的作用而发挥负性调节机能. 细胞

核内的 Smads 复合物还可与不同的转录活化因子或转录

抑制因子结合而调节 TGF β1 的生物效应 这种调节在

动物或植物体内普遍存在 除前述调节因子外 活化

因子还有 SRC-1 Evil 等 抑制因子还有 TGIF API

c- fos c- fun J-unB JunD VDR SIPL 等 具

体调节的分子机制有待进一步深入研究.

        Dab2 是一个重要的正调节分子 其 N 端含有磷酸

化酪氨酸结合域(PTB)或称磷酸化酪氨酸作用域(PIB)

C 端 (PRD)富含脯氨酸 Dab2 以 PTB 与 Smad2 的 MH2

域结合 促进 Smad 2 与 Smad4 结合 是放大 TGF β
信号的重要接头蛋白; 其PTB还可与gp600/megalin受体

胞内段结合 富含脯氨酸的PXXP基序可与含SH3的信

号蛋白结合 实现 TGF β 与其他信号通路之间的 交

谈 (cross talk). 近期研究证实 Dab2 可通过 JNK 通路调

节纤维连接蛋白(fibronectin FN)的产生水平 其表

达下调是肿瘤细胞抵抗 TGF β 的抗增生效应的原因之

一 可视为一个新的肿瘤抑制基因.

      此外 TGF β 还存在自分泌 旁分泌调节 TGF β 3
可与转录因子 AP-1 形成复合体 与 TGF β1 的启动子结

合 促进 TGF β1mRNA 表达 实现 TGF β 的自分泌调节.

3   TGF β-Smad 信号转导通路的多种效应

TGF β 具有多种生物学功能 参与众多的病理 生理过

程 目前发现 TGF β 能够调控细胞周期 影响细胞的增

生 发育 分化 转化 黏附 转移 并具有抗增

生功能而被视为一个肿瘤抑制因子; TGF β还具有抗炎 抑

制免疫 影响血细胞生成 血管生成 细胞趋化等功能.

        TGF β-Smad信号转导通路对肝脏的生长抑制作用:

肝脏是 TGF β 主要的靶器官之一 TGF β 可通过依赖

Smad2 Smad3 的作用抑制 Bcl-xL 表达 从而抑制肝

细胞增生. 实验动物行肝部分切除术或给予四氯化碳注

射 可使 Smad2 活化及 Smad2/4 复合物形成增加 进

而转录抑制分子 SnoN Ski 表达增加 与 Smad 结合

形成复合物 抑制 TGF β 的抗增生作用 肝细胞得以

再生修复; SnoN Ski 表达增加与肝细胞再生时期对

TGF β 的抵抗有关[1].

         TGF β-Smad信号转导通路与细胞凋亡: 在体外培养

中发现当培养液中加入 TGF β 与活动素时 肝细胞出

现快速凋亡 但肝细胞凋亡的敏感性明显强于非实质

细胞如 HSC Kupffers 细胞[13]等 TGF β-Smad 信号转

导通路诱导细胞凋亡过程可能受 caspases IL6 Sp1

等因子调节.

        TGF β-Smad 信号转导通路与其他信号通路的 交

谈 (cros s  t a l k ) :除经典第二信使途径间的 交谈

外 由酶受体介导的下游信号途径之间也存在交流

Smad 途径与 Ras 途径间在细胞质与细胞核中均存在广

泛的交流; 在细胞质中 MAPK 依赖的 Smad 分子连接区

特定 Ser 磷酸化可阻止其核内积聚; 在胞核中 Smads 可

与多种环境刺激活化的转录因子相互作用 调节基因

的表达; JAK-STAT与TGF β-Smad途径亦有类似的 交

谈 . Smads 途径与其他信号途径的广泛交流是 TGF β
多种生物效应的重要分子生物学基础.

4   TGF β-Smad 信号转导通路与 HSC 表型变化

HSC 激活 增生 转化是肝纤维化的中心环节 TGF β
是这一病理过程中必需的生物调节因子 Smads 又是

TGF β 惟一的作用底物 故 TGF β-Smads 信号通路对

HSC 产生的影响引起极大关注[14, 15]. 已知肝纤维化时

HSC 是大量 ECM 的主要来源 肝细胞仅产生少量ECM;

深入的研究揭示 在 HSC 内 Smad3 Sp1 共同结

合于 2 ( )胶原基因序列 -313 至 -255 位点 该位点

有很强的增强子活性 结合 Smad3 Sp1 后胶原基因表

达明显增加; 而肝实质细胞则由 Sp3 结合于此位点 且

不表现增强子活性 可能是导致不同细胞对TGF β刺激

产生不同的胶原合成效应的原因之一.

         TGF β在肝损伤的不同时期也产生不同的效应[16-18].

急性肝损伤时 HSC 释放 TGF β 增加 促进纤溶酶原

激活剂抑制因子 -1(plasminogen  activator inhibitor type

1 PAI-1) 2 ( )胶原基因的转录 HSC 内的 Smad2

以自分泌方式活化 随后诱导 Smad7 表达 增加的

Smad7 与 Smad2 结合阻止其作用 终止 TGF β 的信号

转导 是 TGF 信号通路的负反馈调节机制. 但 HSC

转化为肌样成纤维细胞(myofibroblast MFB)后则表现

为 Smad2 的持续磷酸化 抑制性 Smad7 表达水平低

下 因此不能抑制 Smad2 介导的肝纤维化信号 这种
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内源性 TGF β 诱导的 Smad2 持续活化及 Smad7 水平低

下可能是肝纤维化进展的原因之一.

        TGF β 对 HSC 与分化成熟的 MFB 也表现出不同的

转化增生效应 研究证实 培养液中加入 TGF β 则

HSC 出现胶原合成增加 Smad7 基因表达增加 而

MFB 则无此现象; 分子生物学方法显示 HSC 和 MFB 均

出现 T β R T β R 表达 但 MFB 对两种 TGF β
受体的亲和力明显下降 且未发现 Smads 蛋白复合物

向核内转移并与 DNA 结合的证据.

       肝纤维化动物模型显示 肝纤维化的进展往往伴

随血清及组织中 TGF β 增加 HSC 数量进行性增多

Smad3 mRNA表达量显著高于正常肝脏.肝纤维化各个时期

Smad3 mRNA表达方式无显著差别 但抑制性Smad7呈现

相反结果 即肝纤维化初期升高 中晚期进行性下降 这

也许是肝纤维化持续进展的又一分子生物学基础.

        对 Smad3 基因敲除鼠的研究发现 给予四氯化碳

刺激后 72 h HSC 中 1 ( ) 2 ( )mRNA 表达

水平分别下降为野生型的 42 % 及 64 % 而 平滑肌

动蛋白(smooth muscle alpha-actin -SMA)表达水平

略高于野生型 HSC.体外培养 Smad3 基因敲除鼠的 HSC

则 1 ( )mRNA 表达水平下降为野生型的 73 % -

SMA表达水平相同; 表明HSC合成最大量的 型胶原需

要 Smad3 的作用 其活化则可能通过不依赖 Smad3 的

途径.另一项研究显示 MFB 内 Smad3 持续活化 且不

需配体的刺激即在胞核中持续存在 即使 Smad7 过度表

达亦不能影响 2 ( )与 PAI-1 基因的转录[15]. 还有研究

发现 MFB 表现出 T β R 的持续活化 导致 TGF β 反

应的启动子转录激活 进而 ECM合成增加 产生 TGF β
的促纤维化效应. 这些研究表明 TGF β 对实质细胞与

间质细胞的效应不一致 对急 慢性肝损伤时 HSC 的

效应也因其活化状态不同而有显著差别 因此 病理性

胶原转录增加与 TGF β-Smad 通路功能异常有关 尽

管其确切的分子机制不明 但至少部分说明慢性肝损

伤进展为肝纤维化及肝纤维化病程迁延不愈与 TGF β
的促纤维化效应有关 区别肝损伤的不同病程有助于

选择合适的干预手段[19, 20].

5   HBV 感染与 TGF β-Smad 信号转导通路

HBV 感染是慢性肝炎 肝纤维化的主要病因之一 其

X 基因编码产物 X 蛋白(protein X pX)可刺激 HBV 增强

子的转录 并通过其独特的 DNA 顺式作用元件活化多

种其他病毒及细胞基因启动子的转录 已发现 pX 可结

合 NF-κB CREB/ATF p53 AP1 AP2 Egr-1

还可与多种前启动复合物(preinitiation complex PIC)成

分如 型 RNA 多聚酶 TATA 结合蛋白(TATA binding

protein) 转录因子 H(transcription factor H TF

H) TF B 等相互作用 pX 通过这些作用影响

HBV 的复制 扰乱宿主细胞的生长控制和 DNA 修复功

能 成为一个引人注目的癌蛋白.近年研究发现 pX

在 HBV 慢性感染引起肝纤维化的过程中也发挥重要作

用 并与 TGF β 信号通路密切相关[21].

        前已述及 CBP 和 p300 蛋白是 Smad 发挥作用最重

要的转录辅激活蛋白. 在Smad4N端MH1区含有结合pX

的结构域 pX 可与 TF B Smad4 及 p300 蛋白形成

稳定的复合物 促进Smad4的核转位.对NIH3T3细胞的

研究显示 给予 TGF β 刺激后 Smad4 的核转位增加

而转导了 pX 基因的 NIH3T3 pX 细胞即使没有 TGF β 刺

激 也出现 Smad4 的核转位 加入 TGF β 后 Smad4

Smad3 的核转位更显著多于 NIH3T3 细胞. 这些研究表

明 pX 作为 Smad 的转录辅激活蛋白增强 Smad 复合物

的转录活性 促进 TGF β-Smad 信号通路靶基因的转

录 特别是产生 ECM 的基因以及 TGF β 基因的转录

以自分泌 旁分泌方式活化被 HBV 感染的细胞 增加

ECM 合成 最终导致肝纤维化 肝硬化. 近期报道活

动素亦参与肝纤维化病程 在肝纤维化 肝硬化大鼠其

表达明显增加 而 pX 不仅增强 TGF β 的信号 还可增

强活动素和 BMP 的信号 可能也参与了 HBV 致肝纤

维化的漫长病程[21].

6   TGF β-Smad 信号转导通路与肝纤维化防治

正因为TGF β-Smad信号转导通路在肝纤维化发病中起

着举足轻重的作用 干预该信号通路就成为肝纤维化

防治的理想选择[22-43] 其中一些方法已经取得了满意

的结果 主要的有以下 2 类: 即 TGF β1 受体水平和受

体后信号转导分子水平的调控.

6.1 受体水平的调控  (1)可溶性 T β R: 通过与细胞膜

T β R 竞争性结合 TGF β 抑制 TGF β 信号的转导

在肝纤维化动物模型中已取得初步疗效[44-46]. (2)转染截

短的 T β R 基因: 转染的 T β R 缺少大部分胞内段

因而失去酶活性 不能活化 T β R 从而阻断 TGF β
信号的转导.但使用腺病毒载体可诱导机体迅速产生中

和性抗体而失效 且存在剂量依赖的毒性 限制了这一

方法的研究[1]. (3)重组 T β R: 将人 IgG 与 T β R 胞

外部分拼接 形成的嵌合分子可阻止 TGF β 的信号向

胞内传导[47]. (4)TGF β 中和抗体 仅对动物实验性肾纤

维化有效[1]. (5)重组 LAP: 能够阻止活性 TGF β 过度表达

引起的抗有丝分裂效应 未观察抗纤维化疗效. (6)反义

TGF β: 利用逆转录病毒载体 PLATSN 将反义 TGF β 基

因导入 HSC 细胞株 LI90 可见 LI90 自分泌 TGF β 及

产生 ECM 减少 目前限于细胞实验[48]. (7)减少 TGF β
的产生: 目前已报道许多西药[49-51] 中药制剂[52-65]能够

降低肝脏 TGF β mRNA 水平 减少 TGF β 的产生 是

颇有希望的抗纤维化措施之一.

6.2 受体后信号转导分子水平的调控  如前所述Smads与

Smad7 表达失衡是肝纤维化发生的分子基础之一 增

加 Smad7 的表达或降低 R-Smads 的表达水平是理论上

可行的基因治疗策略.将tandem CAGACA重复结构插入

CoLLA2 启动因子的 CAGA mofif 区域后 可显著降低
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TGF β1 诱导的转录反应; 应用 Smad2 3 4 的反义寡

聚核苷酸或 cDNA 亦可有效阻断或抑制 TGF β1 的生物

学功能. 另有实验证实转染外源性Smad7的细胞失去了

对 TGF β1 的反应性效应; 将 Smad7  RNA 注射入非洲蟾

蜍胚胎 活动素与 TGF β1 的效应被阻断; 以 RGD 三肽

引物与 Smad7 基因合并构建重组质粒导入 HSC 中

HSC 中 RGD-Smad7 mRNA 表达明显增加 HSC 培养

液中 型胶原水平明显降低.

        尽管TGF β-Smads信号通路相关的基因治疗方法仍

处于初始阶段 其基础理论有待进一步研究 基因干

预方法有待进一步完善 但已为肝纤维化防治提供了

新的选择 显示出其光明的前景和活跃的生命力. 作为

最重要的促纤维化细胞因子之一 TGF β 也具有一般

细胞因子发挥作用的网络性 多效性特点 单纯干预

TGF β-Smad 信号通路似乎不足以逆转肝纤维化病程

并且干预 TGF β 信号通路有可能导致细胞分化异常

从而出现细胞生物学行为变化 应给予足够重视.

        总之 TGF β-Smads 信号转导通路与肝纤维化的发

生 发展密切相关[66] 虽然他在肝纤维化发生过程中

的许多分子细节尚未阐明 但众多的研究均已提示

TGF 为首要的促纤维化因子之一 对 TGF β-Smad

信号转导通路的深入研究不仅有助于进一步阐明肝纤

维化的发病机制 也为肝纤维化的防治研究提供了重

要的途径[67-77].
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