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TGF-β1信号在成纤维细胞促血管生成中作用的研究
毛熙贤  王  伟  李德卫*

(重庆医科大学附属第一医院肝胆外科, 重庆 400016)

摘要      该研究旨在探讨转化生长因子-β1(transforming growth factor-β1, TGF-β1)信号在成

纤维细胞促血管生成中的作用。实验通过ELISA检测了Hepa1-6细胞上清液中TGF-β1的含量。将

胎鼠成纤维细胞分三组, 分别用普通培养液(DMEM/F12组)、含Hepa1-6细胞上清液的条件培养

液(Hepa1-6组)以及加入1 μmol/L TGF-β1受体抑制剂(GW788388)的条件培养液(GWHepa1-6组)
培养。采用免疫荧光双染法、qPCR检测培养的成纤维细胞中α-平滑肌肌动蛋白(alpha-smooth 
muscle actin, α-SMA)、血管内皮生长因子A(vascular endothelial growth factor A , VEGFA)的蛋白质

及mRNA表达水平。采用基质胶(Matrigel)血管形成实验检测成纤维细胞上清液作用下EA.hy 926
细胞的血管形成能力。ELISA结果显示, 与DMEM/F12相比, Hepa1-6细胞上清液中TGF-β1表达

量明显升高(P<0.01)。免疫荧光双染法和qPCR结果显示, 与DMEM/F12组和GWHepa1-6组比较, 
Hepa1-6组成纤维细胞中α-SMA和VEGFA蛋白质及mRNA相对水平明显增加(P<0.01), 且在第5 d时
达最高, 其上清液诱导EA.hy 926细胞的血管形成能力明显增强(P<0.01)。该研究表明, TGF-β1信
号通路可以诱导成纤维细胞α-SMA和VEGFA的表达, 进而促进EA.hy 926细胞形成小管样结构。
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The Role of TGF-β1 Signaling in Fibroblasts of Angiogenesis

Mao Xixian, Wang Wei, Li Dewei*
(Department of Hepatobiliary Surgery, First Affiliated Hospital, Chongqing Medical University, Chongqing 400016, China)

Abstract       The aim of this study is to investigate the effect of transforming growth factor-β1 (TGF-β1) 
signaling pathway on angiogenesis promoted by fibroblasts in vitro. TGF-β1 released from Hepa1-6 cells was 
determined by ELISA. Fetal mouse fibroblasts were devided into three groups, in which cells in DMEM/F12 
group were cultured by ordinary culture medium, while those in Hepa1-6 group were cultured by conditional 
medium containing Hepa1-6 cell supernatant, and those in GWHepa1-6 group were cultured by conditional 
medium containing Hepa1-6 cell supernatant and GW788388 (1 μmol/L), a TGF-β1 receptor inhibitor. The protein 
and mRNA levels of alpha-smooth muscle actin (α-SMA) and vascular endothelial growth factor A (VEGFA) in 
cultured fetal mouse fibroblasts were determined by qPCR and immunofluorescence double staining, respectively. 
The tube formation of EA.hy 926 cells was detected by matrigel angiogenesis assay under the fibroblasts 
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supernatant condition. The levels of TGF-β1 released from Hepa1-6 cells was significantly increased as compared 
with DMEM/F12 (P<0.01).The relative mRNA and protein levels of α-SMA and VEGFA in Hepa1-6 group 
fibroblasts were significantly increased as compared with DMEM/F12 group and GWHepa1-6 group (P<0.01), and 
the highest levels was on the 5 day. The fibroblasts supernatant conditional medium in Hepa1-6 group enhanced 
the angiogenesis ability of EA.hy 926 cells (P<0.01). Our results suggested that TGF-β1 signaling pathways could 
promote the angiogenesis of EA.hy 926 cells via the levels of α-SMA and VEGFA in fibroblasts.

Keywords       TGF-β1; fibroblasts; myofibroblasts; α-SMA; VEGFA; tube formation

肝细胞移植前景广阔[1], 但血管化不足是移植

肝细胞增殖困难和长期效果不理想的主要障碍[2-3]。

虽然对移植细胞及组织的血管化研究较多, 但仍未

取得实质性突破。研究表明, 作为肿瘤微环境中的

重要组成成分, 成纤维细胞在肿瘤的发生、发展起

了十分重要的作用[4]。成纤维细胞可被肿瘤分泌的

多种细胞因子激活并上调多种促血管生成因子的表

达, 进而对肿瘤新生血管的形成发挥至关重要的作

用[5-7]。但其具体机制仍无定论。本研究探讨了转化

生长因子-β1(transforming growth factor-β1, TGF-β1)
信号介导成纤维细胞促血管生成的作用, 以期为研

究肝细胞移植后的血管生成奠定基础。

1   材料与方法
1.1   材料

Hepa1-6小鼠肝癌细胞由中国科学院典型培养

物保藏委员会细胞库提供。EA.hy 926细胞由本实

验室冻存[8]。SPF级孕12~14 d昆明小鼠由重庆医科

大学动物中心提供。

1.2   试剂及仪器

DMEM/F12培养基购自Gibco公司; 胎牛血

清(FBS)购 自PAN-Biotech GmbH公 司; 0.25%胰 蛋

白酶、青霉素/链霉素双抗购自Hyclone公司; 小
鼠TGF-β1 ELISA试剂盒购自Invitrogen公司; 基质

胶(Matrigel)、TGF-β1受体抑制剂GW788388购自

Sigma公司;  兔抗小鼠α-SMA购自Abcam公司; 小鼠

抗小鼠VEGFA-FITC购自Biorbyt公司; 荧光二抗Anti 
Alexa Fluor 647、Gaot-FITC购自R&D公司; DAPI购
自碧云天生物技术有限公司; 逆转录试剂盒、荧光

定量PCR试剂购自Western Biotechnology公司。

低温高速离心机购自Sigma公司; 荧光定量

PCR仪FTC2000购自Canada公司; CelDoc2000凝胶

成像系统购自美国Bio-Rad公司; 激光扫描共焦显

微镜购自德国Leica公司; 倒置相差显微镜购自日本

Olympus公司。

1.3   Hepa1-6小鼠肝癌细胞培养与检测其上清液

中TGF-β1的表达量

将Hepa1-6小鼠肝癌细胞用含10% FBS、1%青

霉素链霉素双抗的DMEM/F12培养基制成浓度为

5×105mL−1的细胞悬液, 取3 mL接种于50 mL一次性

培养瓶中, 于37 °C、5% CO2培养箱培养48 h后, 收
集细胞的上清液, 于4 °C、5 000 r/m离心10 min后
放于−20 °C保存, 用于配制条件培养基。严格按照

小鼠TGF-β1 ELISA试剂盒(Invitrogen公司)说明书

操作, 检测收集的Hepa1-6小鼠肝癌细胞上清液中

TGF-β1的表达量。

1.4   成纤维细胞的制备及分组

1.4.1   制备成纤维细胞      按照Boucherat等[9-10]的方

法提取原代成纤维细胞。取孕14 d左右的昆明小鼠, 
未行麻醉, 断颈处死, 75%酒精中浸泡5 min后置于超

净工作台内, 相对无菌取出子宫, 置于含有1%青霉

素链霉素双抗的冷PBS溶液中, 移至另一准备好的

超净台中。剖开子宫, 去除胚胎表面的胎膜。将背

部皮肤剪成约1 mm2大小的组织块, 离心, 加入5 mL 
0.25%胰蛋白酶, 置于37 °C水浴箱中消化20 min, 每
隔5 min震荡摇匀1次。加入等量含血清的培养液

终止消化, 用200目的筛网滤过后以1 000 r/min离心

5 min, 弃上清液, 加入含有10%胎牛血清的DMEM/
F12培养液, 吹打重悬, 将细胞接种于含3 mL培养液

的细胞瓶内。最后将培养瓶置于37 °C、5% CO2培

养箱培养24 h, 待成纤维细胞贴壁后换液, 除去培养

瓶中的其他杂质细胞。

1.4.2   实验分组及培养基的制备      第1组用DMEM/
F12培养基培养(DMEM/F12组), 第2组用收集好的
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Hepa1-6小鼠肝癌细胞上清液与等体积含20% FBS
的2×DMEM/F12培养基混合在一起作为条件培养基

(Hepa1-6组)[11], 在Hepa1-6组培养基中加入1 µmol/L 
TGF-β1抑制剂GW788388作为第3组的条件培养基

(GWHepa1-6组)[5]。将成纤维细胞传代培养至第3~4
代时分别用上述3种培养基连续培养5 d, 期间不传

代, 隔天换液并观察细胞状态。

1.5   免疫荧光双染法检测各组成纤维细胞

α-SMA和VEGFA的表达

培养5 d后将3组成纤维细胞分别在培养板中进

行爬片, PBS浸洗爬片3遍, 每次3 min。4%的多聚甲

醛(PBS配制)常温固定细胞爬片15 min。PBS浸洗

爬片3次, 每次3 min, 吸水纸吸干残留较多的PBS。
0.5% Triton X-100(PBS配制)通透细胞15 min。在

细胞爬片上滴加山羊血清, 室温封闭60 min。吸水

纸吸掉封闭液, 不浸洗, 每张爬片上直接滴加足够

量的稀释的一抗[α-SMA和VEGFA-FITC混合, Anti 
α-SMA(1800׃)为兔来源; Anti VEGFA-FITC(1800׃)
为小鼠来源]并放入湿盒, 4 °C孵育过夜。取出湿

盒, 37 °C复温45 min, PBS浸洗爬片3次, 每次5 min, 
吸水纸吸干爬片上残留的PBS溶液后滴加稀释好

的荧光二抗[Anti Alexa Fluor 647(1000 1׃)、Gaot-
FITC(1000 1׃)], 放于湿盒中37 °C孵育60 min(注: 
从此步起后面所有步骤均在暗室中进行)。PBS浸洗

爬片3次, 每次5 min。滴加DAPI避光孵育5 min, 对
标本进行染核, PBS浸洗爬片3次, 每次5 min, 洗去多

余的DAPI。用吸水纸吸干爬片上的残留PBS, 并用

抗荧光淬灭剂封片。最后在激光共聚焦显微镜下观

察采集图像。

1.6   qPCR检测各组成纤维细胞α-SMA和VEGFA 
mRNA的表达

用Trizole试剂分别提取培养至第0、1、3、5 d 
3组成纤维细胞总mRNA, 按照Western Biotechnology

反转录试剂盒说明书操作反转录为cDNA, 反转录条

件: 25 °C 10 min, 42 °C 50 min, 85 °C 5 min。按照

Western Biotechnology荧光定量PCR扩增试剂盒说明

书操作, 扩增条件为: 94 °C预变性4 min; 94 °C变性

30 s, 60 °C退火30 s, 72 °C延伸30 s, 循环35次; 72 °C
检测信号。

1.7   基质胶小管形成实验

3组成纤维细胞条件培养基的收集: 分别取3组
细胞各5×105/mL, 3 mL接种于50 mL培养瓶中, 于
37 °C、5% CO2孵箱中培养4 d后更换含2% FBS的
DMEM/F12培养基, 24 h后收集各组成纤维细胞上清

作为小管形成实验的条件培养基。铺基质胶: 将基

质胶以每孔40 μL的量加入96孔板中, 放入37 °C细胞

培养箱内1 h备用。在基质胶中加入EA.hy 926细胞: 
取EA.hy 926细胞3×104/孔接种于96孔板中, 设置5个
平行复孔。观察基质胶上EA.hy 926细胞形成的小

管并计数: 8 h后在倒置显微镜下观察并照相, 任取

10个视野拍照并计数成管数。

1.8   数据统计

采用SPSS 19.0软件进行统计分析。TGF-β1
蛋白质表达量、α-平滑肌肌动蛋白(alpha-smooth 
muscle actin, α-SMA)和血管内皮生长因子A(vascular 
endothelial growth factor A , VEGFA)mRNA表达量及

各组EA.hy 926细胞成管数(个), 均以x
_
±s表示, 3组间

样本均数比较采用单因素方差分析。P<0.05认为差

异显著, P<0.01认为差异极显著。

2   结果
2.1   Hepa1-6小鼠肝癌细胞上清液中TGF-β1蛋白

质表达量

采用免疫酶联吸附试验(ELISA)测得培养48 h
后Hepa1-6小鼠肝癌细胞上清液中TGF-β1蛋白质表

达量为184.95±5.49 pg/mL, 明显高于对照组(含10% 

表1   荧光定量PCR检测引物

Table 1   Primer sequences of qPCR

基因 上游引物(5′→3′) 下游引物(5′→3′)

Gene Forward primers (5′→3′) Reverse primers (5′→3′)

α-SMA ACT CTC TTC CAG CCA TCT TTC ATT CTT CGT CGT ATT CCT GTT TGC T

VEGFA TGT TCA GAG CGG AGA AAG CAT ACG TTC GTT TAA CTC AAG CTG C

GAPDH AGG CCG GTG CTG AGT ATG TC TGC CTG CTT CAC CAC CTT CT
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FBS的DMEM/F12培养液)中TGF-β1蛋白质表达量

(61.53±6.38 pg/mL, P<0.01)(图1)。 
2.2   免疫荧光双染法检测各组成纤维细胞

α-SMA和VEGFA的表达

成纤维细胞经3种不同的培养液培养5 d后进

行α-SMA与VEGFA的免疫荧光双染。结果显示, 
Hepa1-6组成纤维细胞大量表达α-SMA蛋白质, 且
可同时大量表达VEGFA蛋白质, 表明激活的成纤维

细胞可以大量表达VEGFA蛋白质, 未激活的成纤维

细胞则很少表达VEGFA蛋白质。GWHepa1-6组和

DMEM/F12组成纤维细胞中α-SMA蛋白质表达明显

较少, 表明成纤维细胞几乎不被激活, 同时VEGFA
的表达也较少(图2)。以上结果提示, 当培养液中含

有大量TGF-β1时, 成纤维细胞可被大量激活, 而当

**P<0.01.
图1   ELISA检测Hepa1-6细胞上清液TGF-β1的表达量 

Fig.1   Determination of the quantity of TGF-β1 in Hepa1-6 
cells supernatant by ELISA
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图2   免疫荧光双染法检测α-SMA和VEGFA的表达情况

Fig.2   Expressions of α-SMA and VEGFA detected by immunofluorescence double staining
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TGF-β1信号被阻断或培养液中只含有少量TGF-β1
时, 成纤维细胞几乎不被激活且很少表达VEGFA蛋

白质(图2)。
2.3   3组不同培养液培养的成纤维细胞中

α-SMA和VEGFA基因mRNA水平

qPCR结果显示, DMEM/F12组和GWHepa1-6组
成纤维细胞在5 d的培养过程中, α-SMA和VEGFA基
因的mRNA水平无明显变化。Hepa1-6组成纤维细

胞在第5 d时α-SMA和VEGFA基因mRNA水平最高, 
且从第1 d开始在同一时间点明显高于DMEM/F12
组和GWHepa1-6组的mRNA水平(P<0.05), 第3 d以

后mRNA水平稳定(图3和图4)。   
2.4   3组成纤维细胞上清液促进EA.hy 926细胞

成管能力的检测

采用基质胶血管生成实验检测培养5 d后3组
成纤维细胞上清液促进EA.hy 926细胞的成管能力, 
培养8 h后, 在200倍光学显微镜下观察, DMEM/F12
组小管样结构数为(6.3±1.7)个, GWHepa1-6组小管

样结构为(5.9±1.9)个,  Hepa1-6组小管样结构数为

(18.2±2.8)个, 结果表明, Hepa1-6组成纤维细胞上清

液能诱导EA.hy 926细胞交联形成的小管样结构数

明 显 多 于GWHepa1-6组(P﹤0.01)和DMEM/F12组

**
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图3   qPCR检测不同培养液培养的成纤维细胞中α-SMA基因的mRNA水平

Fig.3   Determination of mRNA levels of α-SMA in fibroblasts in various media by qPCR 
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图4  qPCR检测不同培养液培养的成纤维细胞中VEGFA基因的mRNA水平             

Fig.4   Determination of mRNA levels of VEGFA in fibroblasts in various media by qPCR

中
国
细
胞
生
物
学
学
报



484 · 研究论文 ·

(P﹤0.01)。以上结果提示, Hepa1-6组成纤维细胞可

以分泌大量促血管生成因子, 进而诱导EA.hy 926细
胞形成小管样结构(图5)。

3   讨论
由于供肝的短缺, 使得肝细胞移植作为另一种

治疗终末期肝病的可行方法越来越受到人们的关

注。但血管化不足仍是导致移植肝细胞长期存活和

增殖困难的主要障碍。因此, 促进肝细胞移植后血

管化是移植成功与否的关键步骤[3]。成纤维细胞在

肿瘤血管生成中发挥着重要作用[12], 其在肿瘤分泌

的多种细胞因子作用下被激活, 并表达多种促血管

生成因子, 从而促进肿瘤血管生成。因此, 这对利用

激活的成纤维细胞来促进移植肝细胞血管化有很大

的帮助。

肿瘤细胞分泌的细胞因子众多, 究竟是何种信

号在介导成纤维细胞促进肿瘤血管生成中发挥关键

性作用还不十分清楚。肿瘤组织中成纤维细胞被激

活的方式可能包括TGF-β1、COX-2/PGE2、Wnt等
信号途径, 但Noma等[5]和Guo等[6]的研究显示, 单独

激活TGF-β1信号通路可以激活成纤维细胞并能促

进肿瘤血管生成, 提示TGF-β1信号通路可能在肿瘤

血管生成过程中发挥关键性作用。同时, TGF-β1还
有促进细胞增殖、分化以及修复受损组织等作用, 
这些都为我们利用TGF-β1信号通路激活成纤维细

胞提供了有利条件。

为了更好地研究TGF-β1信号通路是否在介导

成纤维细胞促血管生成中发挥重要作用, 我们通过

ELISA检测了小鼠肝癌细胞上清液中TGF-β1的表

达情况, 发现其含量明显高于对照组, 证实了肿瘤

细胞可以分泌大量的TGF-β1[13]。有研究表明, TGF-
β1可以使成纤维细胞表型发生改变, 并使其稳定地

分化为以α-SMA为标志的肌成纤维细胞[14-15]。而肌

成纤维细胞又可以表达多种促血管生成因子[16], 如
COX-2、HGF和VEGFA等, 其中COX-2的表达又可

以促进VEGFA表达[17], 而VEGFA是肿瘤新生血管形

成过程中最重要的细胞因子之一, 它可以促进血管

内皮细胞增殖、分化并诱导其形成小管样结构[18]。

这为我们通过TGF-β1信号通路促进成纤维细胞中

VEGFA等促血管因子表达, 进而促进移植肝细胞血

管形成提供了理论基础。

本实验研究中, 当对Hepa1-6和DMEM/F12组
成纤维细胞进行研究时发现, 免疫荧光、qPCR均
表明, 随着培养时间的延长α-SMA表达量有所增加, 
同时伴有VEGFA表达量的增加, 且只有当成纤维

细胞激活为以α-SMA为标志物的肌成纤维细胞时, 
VEGFA的表达量才会增加, 反之则不然, 这可能和

肿瘤细胞上清液中的某些细胞因子有关[19]。然而, 
当在Hepa1-6组中加入1 µmol/L TGF-β1受体抑制剂

(GW788388)后, α-SMA和VEGFA的表达不再随培养

时间的延长而增加, 且与DMEM/F12组相比, 在同一

时间点的表达量没有明显差异。这说明, TGF-β1不

图5   不同成纤维细胞上清液诱导EA.hy 926细胞的成管情况

Fig.5   The situation of tube formation induced by different fibroblasts supernatant

100 μm 100 μm 100 μm

DMEM/F12 group GWHepa1-6 group Hepa1-6 group
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仅具有维持肌成纤维细胞表型的作用, 还具有间接

上调成纤维细胞中VEGFA表达的作用。研究表明,  
TGF-β1能有效加快成纤维细胞向肌成纤维细胞转

化的速度[20-21], 而其是否是维持肌成纤维细胞表型

所必需的还没有相关报道, 有待进一步研究。

在本研究中, 基质胶血管生成实验显示, 
Hepa1-6组成纤维细胞上清液诱导形成的小管数

明显多于其他两组, 证实了TGF-β1信号通路激活

的成纤维细胞上清液中含大量如COX-2、HGF和
VEGFA等促血管生成因子, 这与我们免疫荧光和

qPCR结果一致。DMEM/F12组中小管形成数较少, 
可能是因为其培养液中含有少量的TGF-β1所致。

GMHepa1-6组中也有少量的小管形成, 可能是成纤

维细胞表面的TGF-β1受体未被完全阻断。由此可

见, 通过TGF-β1信号途径激活的成纤维细胞能有

效介导血管生成, 其可能是肌成纤维细胞分泌多种

促血管生成因子直接与血管内皮细胞联系, 进而促

进血管生成[7], 具体机制尚不清楚, 有待进一步研

究。

综上所述, 本研究发现, 含有大量TGF-β1的小

鼠肝癌细胞上清液能激活成纤维细胞, 并使其在短

时间内稳定表达α-SMA和VEGFA。但当TGF-β1信
号通路被阻断后, 成纤维细胞几乎不能被激活, 且
很少表达α-SMA和VEGFA。这进一步证实, 肿瘤主

要是通过TGF-β1信号通路激活成纤维细胞, 从而达

到促肿瘤血管生成作用。因此, TGF-β1信号通路在

介导成纤维细胞促血管生成的过程中发挥着重要

作用, 为我们通过TGF-β1信号通路利用成纤维细胞

解决肝细胞移植后血管化不足的问题提供了理论

基础。
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