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Genistein can effect the proliferation and activation of HSFb by inhibiting the phosphorylation of receptor of 

TPK signal transduction pathway(TPK— Raf MEK— ERK／p38)． 
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生长因子与细胞表面受体结合后 ，其受体胞 内 

区的酪氨酸蛋 白激酶 (tyrosine protein kinase，TPK) 

活化 ，激活细胞内信号转导途径，引起细胞增殖等多 

种效 应。丝 裂原 活 化 蛋 白激 酶 (mitogen activator 

protein kinase，MAPK)信号转导途径是 生长因子受 

体 TPK作用的主要信号通路 ，是调控细胞生长发育 

最 重要 的信 号 之一。增 生性 瘢 痕组 织 中 TPK及 

MAPK的活性异常 ，可能是瘢痕 形成的重要机制之 

一
¨ 。 

。 5，7，4 一三羟基异黄 酮 (genistein)是公认 的 

特异性 TPK抑制剂，能影响细胞 MAPK信号转导通 

路 。研究表明，genistein对增生性瘢痕成纤维 细 

胞(hypertrophic scar fibroblast，HSFb)的增殖与胶原 

合成具有 抑制作 用 。本研 究拟 观察 genistein在 

HSFb中对 TPK—MAPK信号通路各主要蛋白活化的影 

响，进一步阐明 genistein抗纤维化作用的分子机制。 

1 对象与方法 

1．1 主要试剂来源 

genistein购 自美国 Sigma公司 ，DMEM 细胞培养 

液 、胎牛血清 、胰蛋白酶购 自美国 Hyclone公 司，TPK 

活性检测试剂盒购 自美国 Promega公 司，[ 一 P]腺 

苷三磷酸(ATP)购 自北京亚辉生物制品公司 ，碱性 

成纤维细胞生长因子 (bFGF)购 自美国 Gibco公 司， 

兔抗人磷酸化 c—Raf[丝氨酸(Ser)338]抗体、兔抗人 

磷酸化 丝 裂 原 激 活 蛋 白 激 酶 激 酶 (MEK)1／2 

(Ser217／221)抗体 、兔抗人磷酸化 细胞 外信号调节 

激酶 (ERK)1／2[苏 氨 酸 (Thr)202／酪 氨 酸 (Tyr) 

204]抗体 、兔抗人磷 酸化 p38(Thr180／Thrl82)抗体 

和兔抗人磷酸化 c—Jun氨基末端激酶 (JNK，Thr183／ 

Tyrl85)抗体购自美国Cell Signal Technology公司。 

1．2 主要设备来源 

YJ一875型超净工作台(苏州安泰空气技术有 限 

公司)，RKJ型二氧化碳培养 箱(日本池本理化株式 

会社)，Mini—Protean型垂直电泳槽 、Gel—Doc 2000型凝 

胶成像系统(美国 Bio—Rad公司)，LS 6500型液体闪烁 

测量仪(美国 Beckman公司)。 

1．3 标本来源 

取 自本院整形美容科增生性瘢痕患者手术切除 

标本，瘢痕形成时间为深度烧伤创 面愈合后 6～12 

个月。共 8例 ，其 中男 5例 、女 3例 ，年 龄 10～37 

岁 ，本人均知情 同意。手术前瘢痕外观充血发红、质 

硬 ，高出皮肤表面 1 cm 以上 ，处 于增 生活跃期 。所 

有标本均留样送检 ，经组织病理学确诊 。 

1．4 细胞培养与分组 

参照文献[5]采用组织块法行 HSFb分离培养 ， 

取第 3～5代对数生长期细胞。用无血 清 DMEM液 

培养 24 h后进行分组 ，每组 8个样本。在 HSFb中 

分别加入不同浓度 的 genistein(25、50、100 Ixmol／L) 

作用 30 min，对照组只加入等体积的二 甲亚砜溶剂。 

之后在每组细胞培养液中加入 10 g／L bFGF，作用 

15 min进行检测 。另外设组仅在 HSFb中加入bFGF 

进行对照观察。 

1．5 检测指标 

1．5．1 细胞 TPK活性 采用 [ 一 P]ATP底物掺 

人法 ．按照试剂盒说 明书进行操作。反应完毕后，将 

12．5 L混合液滴加到 SAM 膜 ，分别置于液闪瓶 ， 

加闪烁液 2 mL后进行检测，计算 TPK相对活性。 

TPK相对活性是指使 [ 一弛P]ATP掺 人外源性底物 

poly一(Glu Tyr)的磷放射活性，以每毫克蛋白每分钟 

转移 P的 pmol数(pmol·min一 ·mg )表示。 

1．5．2 细胞信号分子磷酸化蛋 白表达 采用 蛋 

白质印迹法进行检测 ，按试剂盒说明书分别加入一 

抗及异硫氰酸荧光素一IgG二抗进行反应，内参照为 

B肌动蛋 白，用荧 光成像分析系统采集蛋 白电泳条 

带，通过 Quangtity One分析软件计算得到蛋白表达 

指数(E1)。E1=目的蛋白条带面积 X灰度 ÷内参照 

蛋白条带面积 X灰度 。将对照组各检测数据结果定 

为 1．00后进行蛋白相对表达量 比较。 

1．6 统计学处理 

数据以 x±s表示 ，采用 SPSS 10．0统计软件进 

行分析。两两比较行 t检验，组间比较采用单因素 

方差分析。 

2 结果 

2．1 genistein对 HSFb中 TPK活性 的影响 

与对照组 (8．92±0．28)X 10’pmol·min～ · 

mg 比较，25、50、100 ixmol／L genistein组 细 胞 内 

TPK活性 分 别 为 (7．15±0．35)、(5．62±0．88)、 

(3．17±0．94)X 10 pmol·min～ ·mg一，均显著降 

低 (P <0．05或 P <0．01)。加入 bFGF后与对照 
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组(13．2±0．6)×10 pmol·min一。·mg一。比较 ，25、 

50、100 p,mol／L genistein各组的结果分别为(12．2± 

0．7)、(8．4±0．5)、(5．2±0．3)×10’pmol·min一。· 

mg‘。，后 2组 比较 ，差异有统计学意义(P <0．01)。 

2．2 genistein对 Raf-MAPK信号通路的影响 

与对照组 比较，经 genistein处理后，细胞 内磷酸 

化 c—Raf、MEK1／2、ERK1／2及 p38蛋 白含量均有所 

下降，其 中 50、100~mol／L genistein作 用后 ，c—Raf、 

MEK1／2和 ERK1／2磷酸化 蛋白的表达差异有统计 

学意义(P <0．05或 P <0．01)。各组 genistein均 

不能减少磷酸化 JNK蛋 白的表达 ，与对照组 比较，差 

异无统计学意义(P>0．05)。见图 l，表 l。 

磷酸化--C—Raf 

磷酸化-MEK1／2 

{—●Ii囊簟譬 II● jIIl磷酸化一e豚·／2 

磷酸化一p38 

磷酸化一JNK 

●一 ———， —◆ ——- B肌动蛋白 

对照组 25 50 100 

不同剂量 5。7，4 一三羟基 异黄酮作用 (o,mol／L) 

图 1 增生性瘢痕成纤维细胞各信号蛋白表达结果。 

MEK为丝裂原激活蛋白激酶激酶 ，ERK为细胞外信号调 

节激酶，JNK为c—Jun氨基末端激酶 

2．3 genistein对 bFGF活化 Raf-MAPK信号通路 的 

抑制作用 

bFGF刺激后可提高细胞 内各磷酸化蛋 白的含 

量。genistein预先处 理后，HSFb中 C-Raf、MEK1／2、 

ERK1／2及 p38磷酸化蛋白含量均有降低，与 bFGF 

组 比较 ，差 异有统 计学 意 义 (P <0．05)。在 100 

~mol／L浓度时，磷酸化 ERK1／2蛋 白含量甚至低于 

对照组(EI为 0．87)。genistein预处理对 bFGF活化 

JNK蛋白没有 显著的抑制作 用(P >0．05)。见 图 

2，表 2。 

攀  -一 

磷酸化-C—Raf 

磷酸化一~IEK1／2 

磷酸化一ERKI／2 

磷酸化一p38 

E 

B肌动蛋白 

图 2 5，7，4 一 羟基 异黄酮 (genistein)与碱性成纤 维 

细胞 生长因子(bFGF)共同作用于增生性瘢痕 成纤维细 

胞后各信号蛋白表达结果。MEK为丝裂原激活蛋白激 

酶，ERK为细胞外信号调节激酶，JNK为 c—Jun氨基末 

端激酶；A．对照组，B．bFGF组，C．bFGF+25 p．mol／L 

genistein组 ．D．bFGF + 50 p．mol／L genistein 组 ，E． 

bFGF+1O0 p．mol／L genistein组 

3 讨 论 

信号转导是保持细胞相互联系、传递生物信息、 

调节生命功能的关键因素，许多疾病的发生都与细 

胞信号的异常有关。生长因子是细胞生长发育 的重 

要调节因素 ，能与细胞表面的受体结合 ，进而激活胞 

内相应的信号蛋 白，使下游信号分子再发生磷酸化 

表 l 不同剂量 genistein作用后磷酸化 Raf—MAPK信号蛋白的表达(EI，x±s) 

注 ：genistein为 5．7，4'-三羟基异黄酮 ，MEK为丝裂原激活蛋 白激酶激酶 ，JNK为 c—Jun氨基末端激酶 ，MAPK为丝 裂原活化蛋 白激酶 ；与对照 

组比较 ， P <0．05． P <0．01 

表 2 genistein对 bFGF活化 Raf-MAPK信号 的影 响(El，x±s) 

注：genistein为5，7，4'-三羟基异黄酮，MEK为丝裂原激活蛋白激酶激酶，JNK为 c．Jun氨基末端激酶，MAPK为丝裂原活化蛋白激酶；碱性成 

纤维 细胞生长因子 (bFGF)浓度为 10 g／L；与对 照组 比较 ， P <O．05；与 bFGF组比较 ， P <0．05， P <O．O1 
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激活 ，通过这种途径将信息传递 到细胞核 内调控基 

因表达 ，从而产生相应的生物学效应 。TPK是转导 

中最重要的信号酶 ，对细胞的增 殖分化及功 能具有 

调控作用。受体依赖型 TPK即具有酶活性的细胞 

膜受体，是细胞内段跨膜结构的酶蛋白，胞外区可与 

生长因子配体结合 ，激活胞 内段 的酶活性区启动信 

号转导 ，包括大多数细胞生长 因子受体如表皮生长 

因子(EGF)、血小板源性 生长因子 (PDGF)、bFGF、 

胰岛素样生长因子(IGF)等。 

对受体依赖 型 TPK信 号转导研究最深 入 的是 

MAPK途径 ，这也是与细胞增殖分化关系最为密切 、 

影响作用最大的信号转导途径 。目前认为，该转 

导系统包括受体型 TPK、衔接蛋白、鸟苷酸释放因子 

(SOS)、Ras以及 MAPK级联反应体系。多种外在因 

素的刺激如生长因子等作用可激活 TPK信号，活化 

的 TPK激活衔接蛋白 Grb2、Shc和 SOS再激活 Ras， 

进一步激活 Raf蛋 白。Raf具有 Ser／Thr蛋 白激酶活 

性 ，可 继 续 激 活 下 游 的 MEKI／2，后 者 再 磷 酸 化 

ERKI／2，同时影响到 JNKI、2、3和 p38ct、B、̂y信号 

通路 ，最终通过对转录调节 因子表达 的影 响而将细 

胞增殖信号传递到细胞核内。各信号作用不同，既 

相互独立又密切联系。 

TPK活性异常和调节紊乱 以及 Ras—MAPK信 号 

通路失调 ，是许 多增殖性疾病和肿瘤发生的重要 原 

因 。研究证实，多种生长 因子在瘢痕增生和形成 

的过程中发挥重要作用 ，而 TPK是这些细胞因 

子信号转导共同的结构与功能基础 。病理性瘢痕组 

织 内表皮生长因子受体(EGFR)高于正常皮肤 ，磷酸 

化酪氨酸蛋白表达增强，其原因可能是损伤后修复 

细胞 的细胞膜 上过量表达的 EGFR与配体结合 ，激 

活细胞质内的 TPK，进而通过细胞信 号途径 对修复 

活动产生影响，病理性瘢痕的形成可能是这种信号 

失衡造 成的结局⋯ 。genistein是 一种脂 溶性小 分 

子 ，可 自由进 出细胞 ，与细胞内多种 TPK作用 ，竞争 

性抑制 ATP结合到 TPK的催化活性 区域 ，通过抑制 

受体依赖型 TPK阻断 EGF、PDGF、FGF、IGF等生长因 

子的信号传递，从而调节和影响细胞的生长与分化。 

尽管已知 瘢痕 的 发生与 TPK活性 异 常有 关， 

genistein对 TPK 又 具 有 特 异 性 的 抑 制 作 用 ，但 

genistein是否通过抑 制该信号通路 ，产生对 瘢痕的 

负调节以及具体信号作用过程 ，还需加 以了解和证 

实。本实 验结 果 提 示，不 同浓 度 genistein作 用 于 

HSFb 30 min后 ，细胞 内TPK活性下降 ，磷 酸化 Raf、 

MEK、ERK、p38蛋 白含量 均有 不同程度降低 ，大部 

分与对照组相 比具有明显差异。其 中以 c—Raf、ERK 

的抑制作用最为 明显，在加入 bFGF刺激后仍 表现 

为抑制效应 ，说明 genistein对生长因子活化 HSFb的 

TPK信号途径有拮抗作用 ，但对 JNK蛋 白的磷酸化 

效应抑制作用 不明显。分析原 因，可能为 genistein 

作用到 HSFb受体 TPK后 ，通过 Ras、Raf和 MEK到 

达 MAPK水平 ，再通过影响磷酸化 ERK分子 的核转 

位效应产生对细胞增殖与活性 的抑制 ，并通过信号 

间的交叉作用 ，对 p38蛋 白产生影响 ，使这条通路同 

样受到抑制。 

研究结果提示 ，genistein作用 HSFb抑制 TPK活 

性后 ，一方 面可 能通过 ERK抑制细胞 的生长 与增 

殖 ，另一方面又通过抑制 p38活性减少转化生长 因 

子 Bl等生物活性蛋 白的生成 ，影响细胞功能 。几条 

通路互相联系、互相作用，共同发挥药物对细胞的抑 

制 效应 。 
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