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Abstract
AIM: To detect the tissue distribution of Tec 
tyrosine kinase in rats, and to investigate the 
possible signal transduction pathways in which 
Tec is involved.

METHODS: The total RNA was extracted from 
the tissues of rat heart, liver, spleen, lung, brain, 
thymus gland and muscle. Northern blot was 
used to detect the expression of Tec RNA. Re-
porting gene plasmids and Tec expression vec-
tor were co-transfected into WBF-344 cells, and 
post-transfection cells were stimulated by he-
patic growth factor (HGF). Then cells were lysed 
and the luciferace activity was measured.

RESULTS: Northern blot suggested that Tec 
tyrosine kinase was highly expressed in the tis-

sues of rat liver and kidney. Report gene assay 
showed the Elk luciferase activity was increased 
about 2-3 folds in comparison with that of the 
controls, while other signaling pathways had no 
obviously changes.

CONCLUSION: Tec tyrosine kinase is involved 
in Erk/mitogen-activated protein kinase signal 
pathway mediated by HGF. Tec probably plays 
an important role in the proliferation of liver 
cells.
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摘要
目的: 研究Tec在大鼠组织中分布特异性, 以及
在大鼠肝细胞中Tec可能参与的信号途径. 

方法: 从大鼠心、肝、脾、肺、脑、胸腺和
肌肉组织中提取RNA, 用Northern blot方法检
测Tec在大鼠中的组织分布, 在WBF-344细胞
中共转染Tec-pSRα真核表达载体与荧光素酶
报道基因, 再用HGF刺激细胞, 用微量发光检
测仪检测发光值. 

结果: Tec在大鼠肝脏与肾脏组织中特异性高
表达, 在肝干细胞中对HGF介导下的Elk信号
分子活化的报告质粒中荧光素酶的表达有明
显增强(2-3倍)作用.

结论: Tec在大鼠肝脏高表达, Tec可能参与
HGF介导Erk途径, 可能与肝细胞增殖的信号
调控有关.

关键词: Tec酪氨酸蛋白激酶; 肝再生; 信号转导
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■背景资料
T e c 是 1 9 9 0 年 
Mano et al 在研究
肝癌时, 从小鼠肝
脏的cDNA文库中
用v-fps激酶结构
域作为探针, 在肝
癌组织中筛选到
的、起重要作用
的一种酪氨酸蛋
白激酶基因. Tec
基因主要在肝脏
与造血组织中表
达, 尤其在人类肝
细胞肝癌 (HCC)
中表达异常高, 这
是首次报道与肝
细胞增殖有关的
特异酪氨酸蛋白
激酶. 通过与多种
蛋白质的相互作
用, Tec参与对血
细 胞 尤 其 是 B 淋
巴细胞和T淋巴细
胞的生长和分化
的信号调控. 大鼠
Tec是本文课题组
在2001年首先发
现的. 他们利用表
达差异显示分析
(RDA)技术研究
大鼠2/3肝切除后
1 h再生肝选择性
基因表达时, 发现
一株Tec同源序列
存在于差减产物
中, RNA狭缝杂交
证实为差异表达
基因. 这提示Tec
是一种与肝再生
调控密切相关的
早期反应基因, 他
可能参与肝再生
的早期信号启动.
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0  引言

Tec (tyrosine kinase expressed in hepatocellular 
carcinoma, Tec)是一种重要的非受体型酪氨酸激

酶, 小鼠Tec最早由Mano et al [1]从肝癌组织中克

隆. 前期的研究认为Tec有肝组织与造血组织分

布特异性, 主要与Epo, EGF, IL-6, GM-CSF等细

胞因子介导的信号转导途径密切相关, 参与调

控造血细胞尤其是淋巴细胞的增殖与分化[2-3]. 
我们在寻找肝再生相关基因时, 发现了大鼠Tec
的序列, 并在GenBank注册(AF285881)[4]. 为进一

步探讨Tec与肝细胞生长的关系, 我们进一步在

大鼠中检测Tec的组织分布; 再通过荧光素酶报

告基因系统, 在肝干细胞WB F-344中瞬时转染

Tec真核表达载体及不同信号途径报道载体, 以
探讨Tec在何种信号途径活化过程中起作用, 以
初步了解Tec参与肝细胞生长的分子机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 鼠重组肝细胞生长因子(H G F)购于

Sigma (Saint Louis, MO, USA). TrizolTM试剂盒购

于Promega. DMEM、胰酶为Gibco公司产品, 胎
牛血清为Life Technologies公司产品, 荧光素酶

报道系统PathDetect in vivo  reporting system购于

Stratagene (La Jolla, CA, USA), 包括C-Jun, Elk1, 
CREB, CHOP 4个系统, Reporting lysis buffer购
于Sigma, 微量荧光检测仪. Wistar大鼠购于军

事医学科学院, 肝干细胞WB F-344, 为中国医

学科学院药理所韩锐教授赠送. 培养条件: 高糖

DMEM, 100 mL/L胎牛血清(fetal bovine serum, 
FBS), 37℃, 50 mL/L CO2孵箱培养.
1.2 方法 各组织总RNA提取使用TrizolTM试剂盒. 
取各组织, 剪碎后研磨、过滤、收集细胞. 1 mL 
Trizol裂解1×107个细胞, 然后加入氯仿200 mL
抽提1次, 12 000 g离心15 min, 取上清, 用无水

乙醇0.5 mL沉淀, 750 mL/L乙醇洗2次, 干燥后

用DEPC处理的无菌去离子水溶解RNA. 紫外分

光光度仪测定其浓度, -20℃保存. 总RNA 30 µg
进行10 mL/L甲醛变性凝胶电泳, 转膜, 膜在

65℃预杂交1 h, 再加入32P标记的探针杂交过夜. 
50℃, 0.5×SSC, 5 mL/L SDS洗膜2次, 压X光片, 
于-70℃放射自显影后洗片. 

取对数生长期的WB F-344细胞接种于24孔
板(8×104/孔), 待贴壁后按表1不同组分转染WB 
F-344细胞, 转染后12 h用PBS洗3遍, 再继续用含

10 mL/L FBS的DMEM培养12 h后其中一组用

HGF (20 g/L)(Promega公司)刺激8-10 h, 对照组

不加刺激. 转染过的细胞用PBS洗3遍, 加入1×
Reporting Lysis Buffer 100 µL/孔, -80℃ 20 min, 
37℃ 10 min, 60 µL, 4℃, 12 000 g离心3 min, 取
上清20 µL于反应杯中, 加Luciferase(荧光素酶)
反应底物100 µL, 10 s内检测荧光强度以反应

Luciferase的活性(Promega试剂盒). 每组3复孔, 
实验重复3次.

2  结果

2.1 Tec的组织分布 从大鼠心、肝、脾、肺、

脑、胸腺和肌肉中提取总RNA, Northern杂交. 
结果清楚的显示(与小鼠不同[5]), 在大鼠中Tec不
仅在肝脏中高表达, 而且在肾脏中也高表达(图1). 
2.2 Tec使Elk活性升高 HGF与其细胞表面的受

体c-Met结合后, 引起细胞内一系列蛋白酪氨酸

磷酸化, 激活多种细胞内信号转导途径, 包括

MAPK、PI3K和NF-κB途径等. 为了解Tec是否

参与了HGF介导下的某种途径, 我们应用Path-
Detect in vivo  Reporting System, 用代表4条主要

信号途径的报道激活质粒pFA-CREB, pFA-ELK, 
pFA-CHOP, pFA-c-Jun进行普查(图1, 对照组结

果未列出), 这些质粒都能编码一种融合蛋白, 该
蛋白由酵母GAL4 DNA结合区域和自身激活区

域组成, 把他们和Tec以及报道质粒pFR-luc共转

入WB F-344中, 假如Tec在HGF刺激下能激活某

■研发前沿
Tec在造血组织和
肝组织高表达. 目
前, 很多研究已证
实他在造血细胞
中发挥了多种重
要作用, 尤其是B
淋巴细胞和T淋巴
细胞的生长和分
化起了重要作用. 
国内外学者的研
究主要集中在Tec
在造血细胞中的
生物学功能方面, 
目前研究的热点
和重点主要是其
参与的信号转导
途径及其相互作
用的蛋白质的筛
选. 

     

表 1 报道基因转染分组 (ng)

                                          A           B           C           D      E

pcDNA-Tec    428      428      428  

pcDNA3.1             428      428 

Luciferase                       4      428        428     428

reporter vector

ElK1 or c-Jun or            21     21        21     21

CREB or CHOP

Dbd              21 

MEK1 or MEKK                                                            21

or PKA or MEK3    

PMD-18 T vector                     407

C、D: 阴性对照; E: 阳性对照.

心     肝     脾      肺    肾      脑   胸腺   肌肉

Tec

28sRNA

图 1 Tec在大鼠中的组织分布.
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条途径, 就能与相应的激活质粒相作用, 从而引

起pFR-luc激活而转录表达荧光素酶. 我们发现

Tec在HGF刺激下能使Elk报道质粒的活性增强

2-3倍, 而对另3条途径作用不明显. 空载体对照

对4条途径都无明显改变. 重复对Elk的激活作

用, 该途径阳性对照质粒pFA-MEK1, 与pFA-Elk, 
pFR-luc共转能激活该途径, 以其为内对照, 了解

转染效率(图2).

3  讨论

Tec酪氨酸蛋白激酶最早从肝组织中发现, 但随

后的研究主要认为他与肝再生关系不明确, 因
而集中在调控淋巴细胞增殖分化上, 至今关于

Tec激酶与肝组织生理病理过程相关的报道很

少. 我们在过去的研究中, 发现了2/3肝部分切除

后1 h, Tec mRNA再生呈现瞬间表达增加, 其表

达水平较其基础水平增高25倍, 4 h后即基本恢

复正常; 我们随后筛取胚胎大鼠肝cDNA文库, 
获取了大鼠Tec的全长cDNA克隆, 在GenBank注
册(AF285881); 在原代培养的大鼠肝细胞体系

中, EGF可以迅速诱导Tec基因表达, 且不被蛋白

合成抑制剂阻断. 这些结果表明Tec是一种与肝

再生调控密切相关的早期反应基因, 他可能参

与肝再生的早期信号启动[6]. 尽管Mano et al [1-3]

首先报道Tec在肝等组织中表达, 可能与肝细胞

增殖、肝癌发生有关, 但在2/3肝切除后72 h, 
Tec的表达未见明显变化, 因而认为该酪氨酸蛋

白激酶可能与肝细胞增殖无关, 其原因可能是

与他们选择术后Tec的检测时间有关(没有选择

术后2 h以内检测). 随后关于该基因的功能研究

主要集中在造血系统[7]. 研究表明Tec与多种蛋

白能直接或间接结合, 在造血系统中发挥了多

种重要作用: 如在T细胞中参与调节有丝分裂[8]; 
诱导Bcl-xL表达、抑制FAS凋亡蛋白从而调节

细胞凋亡[9]; 调节Ras家族小G蛋白Rho[10]. 总之, 
通过与多种蛋白质的相互作用, Tec参与对血细

胞尤其是B淋巴细胞和T淋巴细胞的生长和分化

的信号调控[11]. 而本室的研究却提示Tec为肝再

生早期相关基因. 
肝细胞增殖受很多分子参与精确调控, 目

前几乎不了解Tec如何参与肝细胞的信号调控. 
我们的另一些研究表明在HGF的诱导或肝大部

分切除的刺激下, Tec与Stat3发生同时活化, 提
示Tec可能与HGF介导的某些信号途径相关[12]. 
HGF是一种多功能的细胞活性因子, 他与胚胎

的发育、细胞分化增殖、细胞移动、抗凋亡等

过程密切相关, 是目前公认的最重要的肝再生

启动因子之一. 因此, 我们采用了Stratagene公司

PathDetect Trans-reporting Systems(信号途径检

测报告基因系统, 包括c-Jun, Elk1, CREB, CHOP 
4个系统), 对Tec参与的细胞信号途径进行了初

步检测. Tec真核表达载体瞬时转染肝干细胞WB 
F-344后, 在HGF的诱导下, 使得MAPK(mitogen-
activated protein kinase)途径中重要的信号分子

Elk活化水平明显升高. 提示Tec很可能参与了

HGF介导的Ras-MAPK-ERK1/2信号转导途径. 
HGF与其细胞表面的受体c-Met结合后, 引起细

胞内一系列蛋白酪氨酸磷酸化, 激活多种细胞

内信号转导途径, 包括MAPK、PI3K和NF-κB途
径等[13]. 其中MAPK途径是与细胞有丝分裂活

动关系最密切的一条重要途径, 其中包括3条通

路: ERK pathway, p38 pathway与JNK pathway. 
MAPK的激活可能对决定细胞的命运起重要作

用[14], 最终导致细胞分裂增殖、分化及离散等

变化. 
目前很多研究表明HGF介导下的MAPK途

径能明显提高肝细胞增殖和分化的能力, 一些

实验还表明造血系统可能是肝干细胞的肝外

来源, 典型的造血细胞标志, 包括Thy-1, c-kit和
CD34, 均表达在肝卵园细胞的表面[15-17]. 因此我

们有理由猜想, 犹如Tec在造血组织中的重要作

用一样, Tec可能通过参与Ras-MAPK-ERK1/2途
径而最终对肝细胞的增殖和分化起重要的调节

作用, 但其精确调控机制有待我们继续深入的

研究.  

■创新盘点
尽管Mano et al 首
先报道Tec在肝等
组织中表达, 可能
与肝细胞增殖、

肝癌发生有关, 但
在 2 / 3 肝切除后 , 
Tec的表达未见明
显变化, 因而认为
该酪氨酸蛋白激
酶可能与肝细胞
增殖无关. 其原因
可能是与他们选
择术后Tec的检测
时间有关(没有选
择术后2 h以内检
测) .  而本文研究
是围绕Tec在肝组
织中的功能开展
的, 发现了在肝大
部分切除后1 h其
表达水平上调, 并
且在肝细胞中参
与了HGF信号途
径, 体现了一定创
新性.

图 2 Tec在HGF刺激下使Elk活性提高. 1: Vector+pFA-

CREB; 2: Tec+pFA-CREB; 3: Vector+pFA-CHOP; 4: 

Tec+pFA-CREB; 5: Vector+pFA-c-Jun; 6: Tec+pFA-c-

Jun; 7: Vector+pFA-Elk; 8: Tec+pFA-Elk.
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■应用要点
本文属于基础研
究, 旨在探讨肝组
织中Tec的生物学
功能, 将来可能对
肝再生和肝细胞
增殖的机制起到
一定补充作用.
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