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摘要：目的　探讨应激诱导蛋白２（ＳＥＳＮ２）通过ｕｎｃ－５１样激酶１（ＵＬＫ１）对ＪＳ－１细
胞活化的作用及其机制。方法　将ＪＳ－１细胞分为对照组（正常培养）、ｓｉ－ＮＣ组
（转染ｓｉ－ＮＣ）、ｓｉ－ＳＥＳＮ２组（转染ｓｉ－ＳＥＳＮ２）、模型组（含５μｇ·Ｌ－１转化生长
因子 －β１的培养基培养 ２４ｈ）、模型 ＋ｏｅ－ＳＥＳＮ２组（模型组基础上转染
ｏｅ－ＳＥＳＮ２）、模型＋ｓｉ－ＳＥＳＮ２组（模型组基础上转染 ｓｉ－ＳＥＳＮ２）、模型 ＋ｓｉ－
ＳＥＳＮ２＋ｏｅ－ＵＬＫ１组（模型组基础上共转染ｓｉ－ＳＥＳＮ２和ｏｅ－ＵＬＫ１）。免疫荧
光检测 Ｆ－肌动蛋白（Ｆ－ａｃｔｉｎ）水平；实时定量反转录聚合酶链式反应检测
ＵＬＫ１ｍＲＮＡ水平；蛋白免疫印迹检测 ＳＥＳＮ２、微管相关蛋白轻链３Ⅱ／Ⅰ（ＬＣ３

Ⅱ／Ⅰ）、结缔组织生长因子（ＣＴＧＦ）、Ｉ型胶原α１（Ｃｏｌ１ａ１）、磷酸化－应激活化蛋
白激酶（ｐ－ＪＮＫ）、应激活化蛋白激酶（ＪＮＫ）、ｃ－Ｊｕｎ、激活转录因子２（ＡＴＦ２）相
对表达水平；细胞计数试剂盒 －８检测细胞增殖率；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ检测细胞侵袭能
力。结果　对照组、模型组、模型 ＋ｏｅ－ＳＥＳＮ２组和模型 ＋ｓｉ－ＳＥＳＮ２组 ＳＥＳＮ２
蛋白的相对表达水平分别为 １００±０１９、２５７±０４９、３６１±０６８和
１６６±０３１，Ｆ－ａｃｔｉｎ相对荧光强度分别为１００±０１８、４５７±０９２、６３３±１１９
和 ２８１±０５７，ＵＬＫ１ｍＲＮＡ的相对表达水平分别为１００±０１５、２６７±０４８、
３５２±０６６和１９５±０３７。对照组、模型组、模型 ＋ｏｅ－ＳＥＳＮ２组、模型 ＋ｓｉ－
ＳＥＳＮ２组和模型 ＋ｓｉ－ＳＥＳＮ２＋ｏｅ－ＵＬＫ１组 ＬＣ３Ⅱ／Ⅰ蛋白的相对表达水平
分别为１００±０２０、２７９±０５３、３５７±０６８、１８８±０３５和２５１±０４８，细胞增
殖率分别为（１００００±２２３）％、（１４１３１±４１７）％、（１５６５２±８８４）％、
（１０９４９±７３５）％和（１２７０８±８１６）％，细胞侵袭个数分别为６６０４±１１４５、
１３７８４±２１７３、２１５１９±３５２８、７５４６±１３５１和１２４２７±１９５０，ＣＴＧＦ蛋白的
相对表达水平分别为 １００±０１７、２６５±０５１、３７７±０７２、１５１±０２９和
２５３±０５１，Ｃｏｌ１ａ１蛋白的相对表达水平分别为 １００±０１５、２９３±０５７、
３８８±０７５、１６１±０３１和 ２７２±０５２，ＪＮＫ蛋白相对磷酸化水平分别为
１００±０１６、２２１±０４２、３０８±０５９、１４６±０２９和２０４±０３７。模型组上述
指标与对照组比较，模型＋ｏｅ－ＳＥＳＮ２组或模型＋ｓｉ－ＳＥＳＮ２组上述指标与模型
组比较，模型＋ｓｉ－ＳＥＳＮ２＋ｏｅ－ＵＬＫ１组上述指标与模型 ＋ｓｉ－ＳＥＳＮ２组比较，
在统计学上差异均有统计学意义（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１）。结论　ＳＥＳＮ２
通过激活ＵＬＫ１，促进ＪＳ－１细胞活化，促进细胞增殖和侵袭，调控细胞稳态，可
能是通过激活ＪＮＫ信号通路实现的。
关键词：应激诱导蛋白２；ｕｎｃ－５１样激酶１；肝星状细胞；应激活化蛋白激酶信号
通路；细胞增殖
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　　　ＪＳ－１ｃｅｌｌａｃｔｉｖａｔｉｏｎｔｈｒｏｕｇｈｕｎｃ－５１－ｌｉｋｅｋｉｎａｓｅ１（ＵＬＫ１）ａｎｄｉｔｓｍｅｃｈａｎｉｓｍＭｅｔｈｏｄｓ　ＴｈｅＪＳ－１ｃｅｌｌｓｗｅｒｅ
ｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏｓｅｖｅｎｇｒｏｕｐｓ：ｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（ｃｕｌｔｕｒｅｄｕｎｄｅｒｎｏｒｍａｌｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ），ｓｉ－ＮＣｇｒｏｕｐ（ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｓｉ－
ＮＣ），ｔｈｅｓｉ－ＳＥＳＮ２ｇｒｏｕｐ（ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｓｉ－ＳＥＳＮ２），ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ（ｃｕｌｔｕｒｅｄｉｎｍｅｄｉｕｍｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ５μｇ·Ｌ－１

ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ－β１ｆｏｒ２４ｈ），ｍｏｄｅｌ＋ｏｅ－ＳＥＳＮ２ｇｒｏｕｐ（ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｏｅ－ＳＥＳＮ２ｏｎｔｈｅｂａｓｉｓｏｆｔｈｅ
ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ），ｍｏｄｅｌ＋ｓｉ－ＳＥＳＮ２ｇｒｏｕｐ（ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｓｉ－ＳＥＳＮ２ｏｎｔｈｅｂａｓｉｓｏｆｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ），ａｎｄ
ｍｏｄｅｌ＋ｓｉ－ＳＥＳＮ２＋ｏｅ－ＵＬＫ１ｇｒｏｕｐ（ｃｏ－ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｓｉ－ＳＥＳＮ２ａｎｄｏｅ－ＵＬＫ１ｏｎｔｈｅｂａｓｉｓｏｆｔｈｅｍｏｄｅｌ
ｇｒｏｕｐ）Ｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆｆｉｂｒｏｕｓａｃｔｉｎ（Ｆ－ａｃｔｉｎ）ｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅＱｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅａｌｔｉｍｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ
ｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅＵＬＫ１ｍＲＮＡｌｅｖｅｌＴｈｅｒｅｌｅｖｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＳＥＳＮ２，ｌｉｇｈｔｃｈａｉｎ３Ⅱ／Ⅰ
（ＬＣ３Ⅱ／Ⅰ），ｃｏｎｎｅｃｔｉｖｅｔｉｓｓｕｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ（ＣＴＧＦ），ｃｏｌｌａｇｅｎｔｙｐｅＩα１（Ｃｏｌ１ａ１），ｐｈｏｓｐｈｏ－ｃ－ＪｕｎＮ－ｔｅｒｍｉｎａｌ
ｋｉｎａｓｅ（ｐ－ＪＮＫ），ｃ－ＪｕｎＮ－ｔｅｒｍｉｎａｌｋｉｎａｓｅ（ＪＮＫ），ｃ－Ｊｕｎａｎｄａｃｔｉｖａｔｉｎｇｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ２（ＡＴＦ２）ｗｅｒｅ
ｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔＣｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｒａｔｅｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｃｅｌｌｃｏｕｎｔｉｎｇｋｉｔ－８Ｔｒａｎｓｗｅｌｌａｓｓｅｓｓｅｓｔｈｅａｂｉｌｉｔｙｏｆ
ｃｅｌｌｓｔｏｉｎｖａｄｅＲｅｓｕｌｔｓ　ＴｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＳＥＳＮ２ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，ｍｏｄｅｌ＋
ｏｅ－ＳＥＳＮ２ｇｒｏｕｐ，ａｎｄｍｏｄｅｌ＋ｓｉ－ＳＥＳＮ２ｇｒｏｕｐｗｅｒｅ１００±０１９，２５７±０４９，３６１±０６８，ａｎｄ１６６±０３１，
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙｏｆＦ－ａｃｔｉｎｗａｓ１００±０１８，４５７±０９２，６３３±１１９，ａｎｄ
２８１±０５７，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＵＬＫ１ｍＲＮＡ ｗｅｒｅ１００±０１５，２６７±０４８，
３５２±０６６，ａｎｄ１９５±０３７，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙＴｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＬＣ３Ⅱ／Ⅰ ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，
ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，ｍｏｄｅｌ＋ｏｅ－ＳＥＳＮ２ｇｒｏｕｐ，ｍｏｄｅｌ＋ｓｉ－ＳＥＳＮ２ｇｒｏｕｐ，ａｎｄｍｏｄｅｌ＋ｓｉ－ＳＥＳＮ２＋ｏｅ－ＵＬＫ１ｇｒｏｕｐｗｅｒｅ
１００±０２０，２７９±０５３，３５７±０６８，１８８±０３５，ａｎｄ２５１±０４８，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｒａｔｅｓ
ｗｅｒｅ（１００００ ±２２３）％， （１４１３１ ±４１７）％， （１５６５２±８８４）％， （１０９４９ ±７３５）％， ａｎｄ
（１２７０８±８１６）％， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ； ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｃｅｌｌｉｎｖａｓｉｏｎｓｗａｓ６６０４±１１４５，１３７８４±２１７３，
２１５１９±３５２８，７５４６±１３５１，ａｎｄ１２４２７±１９５０，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＣＴＧＦｐｒｏｔｅｉｎ
ｗｅｒｅ１００±０１７，２６５±０５１，３７７±０７２，１５１±０２９，ａｎｄ２５３±０５１，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｌｅｖｅｌｓｏｆＣｏｌ１ａ１ｐｒｏｔｅｉｎｗｅｒｅ１００±０１５，２９３±０５７，３８８±０７５，１６１±０３１，ａｎｄ２７２±０５２，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；
ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＪＮＫｐｒｏｔｅｉｎｗｅｒｅ１００±０１６，２２１±０４２，３０８±０５９，１４６±０２９，ａｎｄ
２０４±０３７，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｔｈｅａｂｏｖｅｉｎｄｉｃａｔｏｒｓｏｆｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐｓｈｏｗｅｄ
ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ；ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，ｔｈｅａｂｏｖｅｉｎｄｉｃａｔｏｒｓｏｆｔｈｅｍｏｄｅｌ＋ｏｅ－ＳＥＳＮ２
ｇｒｏｕｐｏｒｍｏｄｅｌ＋ｓｉ－ＳＥＳＮ２ｇｒｏｕｐｓｈｏｗｅｄｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ；ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｍｏｄｅｌ＋ｓｉ－ＳＥＳＮ２
ｇｒｏｕｐ，ｔｈｅａｂｏｖｅｉｎｄｉｃａｔｏｒｓｏｆｔｈｅｍｏｄｅｌ＋ｓｉ－ＳＥＳＮ２＋ｏｅ－ＵＬＫ１ｇｒｏｕｐａｌｌｓｈｏｗｅｄｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１）Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＳＥＳＮ２ａｃｔｉｖａｔｅｓＵＬＫ１，ｐｒｏｍｏｔｅｓＪＳ－１ｃｅｌｌ
ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ，ｐｒｏｍｏｔｅｓｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎ，ａｎｄｒｅｇｕｌａｔｅｓｃｅｌｌｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓ，ｐｏｓｓｉｂｌｙｔｈｒｏｕｇｈｔｈｅａｃｔｉｖａｔｉｏｎ
ｏｆＪＮＫｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｓｅｓｔｒｉｎ２；ｕｎｃ－５１－ｌｉｋｅｋｉｎａｓｅ１；ｈｅｐａｔｉｃｓｔｅｌｌａｔｅｃｅｌｌｓ；ｃ－ＪｕｎＮ－ｔｅｒｍｉｎａｌｋｉｎａｓｅｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ；
ｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ

　　肝纤维化是慢性肝病进展至肝硬化的核心
病理过程，其核心机制在于肝星状细胞的异常

活化［１－２］。活化的肝星状细胞通过表型转化分

泌大量细胞外基质，导致肝脏结构重塑与功能

衰竭［３］。近年研究发现，细胞自噬与应激信号

通路在肝星状细胞活化中发挥重要调控作用，

抑制应激活化蛋白激酶（ｃ－ＪｕｎＮ－ｔｅｒｍｉｎａｌｋｉ
ｎａｓｅ，ＪＮＫ）信号通路激活，已被证实能有效抑制
促纤维化基因的表达，抑制肝星状细胞活化和

增殖［４］。应激诱导蛋白 ２（ｓｅｓｔｒｉｎ２，ＳＥＳＮ２）作

为一种关键的氧化应激传感器，在调节细胞自

噬过程中扮演了重要角色。ＳＥＳＮ２能够通过激
活 ｕｎｃ－５１样激酶 １（ｕｎｃ－５１－ｌｉｋｅｋｉｎａｓｅ１，
ＵＬＫ１）启动自噬程序，这一机制对于维持细胞
稳态至关重要［５］。然而，关于 ＳＥＳＮ２及 ＵＬＫ１
在肝星状细胞活化中的具体调节机制，目前报

道尚少。本研究旨在基于 ＪＮＫ信号通路，探讨
ＳＥＳＮ２介导 ＵＬＫ１参与肝星状细胞活化的分子
通路，从而为肝纤维化的临床干预确立潜在的

作用靶标并开拓新的理论视角。
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材料与方法

１　材料
细胞　小鼠肝星状细胞系 ＪＳ－１，购自上海淳麦

生物科技有限公司。

药品与试剂　转化生长因子 －β１（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ
ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ－β１，ＴＧＦ－β１），规格：５０μｇ，批号：
００００５０２２４６，纯度≥９８％，Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ公司生产。
兔抗小鼠 α－平滑肌肌动蛋白（α－ｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅ
ａｃｔｉｎ，α－ＳＭＡ）、波形蛋白（Ｖｉｍｅｎｔｉｎ）、Ｉ型胶原蛋白
（ｃｏｌｌａｇｅｎｔｙｐｅＩ，ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ）、Ｆ－肌动蛋白（ｆｉｂｒｏｕｓ
ａｃｔｉｎ，Ｆ－ａｃｔｉｎ）、增殖细胞核抗原（ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｎｇｃｅｌｌｎｕ
ｃｌｅａｒａｎｔｉｇｅｎ，ＰＣＮＡ）、Ｎ－钙粘蛋白（ｎｅｕｒａｌ－ｃａｄｈｅｒｉｎ，
Ｎ－ｃａｄｈｅｒｉｎ）、ＳＥＳＮ２、死骨片 １（ｓｅｑｕｅｓｔｏｓｏｍｅ１，
Ｐ６２）、苄氯素１（Ｂｅｃｌｉｎ１）、结缔组织生长因子（ｃｏｎｎｅｃ
ｔｉｖｅｔｉｓｓｕｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＣＴＧＦ）、整合素 α５（ｉｎｔｅｇｒｉｎ
α５，Ｉｔｇα５）、多发性内分泌肿瘤１型（ｍｕｌｔｉｐｌｅｅｎｄｏｃｒｉｎｅ
ｎｅｏｐｌａｓｉａ－１，Ｍｅｎｉｎ）、ＪＮＫ、激活转录因子２（ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ２，ＡＴＦ２）、微管相关蛋白轻链３Ⅱ／Ⅰ
（ｌｉｇｈｔｃｈａｉｎ３Ⅱ／Ⅰ，ＬＣ３Ⅱ／Ⅰ）、甘油醛－３－磷酸脱
氢酶（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ－３－ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，
ＧＡＰＤＨ）、β－肌动蛋白（ｂｅｔａ－ａｃｔｉｎ，β－ａｃｔｉｎ）、Ｉ型
胶原α１（ｃｏｌｌａｇｅｎｔｙｐｅＩα１，Ｃｏｌ１ａ１）抗体，均由英国
Ａｂｃａｍ公司生产；４′，６－二脒基 －２－苯基吲哚染色
液，北京康瑞纳生物科技有限公司生产；ＢｅｙｏＦａｓｔＴＭ

ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＯｎｅ－Ｓｔｅｐ实时定量反转录聚合酶链式
反应（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅａｌｔｉｍｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，
ｑＲＴ－ＰＣＲ）试剂盒，上海碧云天生物技术股份有限公
司生产；细胞计数试剂盒 －８（ｃｅｌｌｃｏｕｎｔｉｎｇｋｉｔ－８，
ＣＣＫ－８），武汉贝茵莱生物科技有限公司生产；磷酸
化－应激活化蛋白激酶（ｐｈｏｓｐｈｏ－ｃ－ＪｕｎＮ－ｔｅｒｍｉ
ｎａｌｋｉｎａｓｅ，ｐ－ＪＮＫ）抗体，沈阳万类生物科技有限公
司生产；原癌基因蛋白（ｃ－Ｊｕｎｐｒｏｔｏ－ｏｎｃｏｇｅｎｅ，
ｃ－Ｊｕｎ）抗体，杭州华安生物技术有限公司生产；引物
序列由北京合生基因公司提供；质粒由上海吉凯生物

基因有限公司提供。

仪器　Ｒｉ２荧光倒置显微镜，日本 Ｎｉｋｏｎ（尼康）
公司产品；Ｍｕｌｔｉ－ｓｋａｎＦＣ酶标仪，美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司产品。
２　实验方法
２１　细胞培养［６］

ＪＳ－１细胞用含１０％胎牛血清及１％青霉素 －链
霉素溶液的ＤＭＥＭ培养基，在３７℃及５％ ＣＯ２的细

胞培养箱中培养。

２２　细胞分组与给药方法［７］

将 ＪＳ－１细胞分为对照组、ｓｉ－ＮＣ组、ｓｉ－
ＳＥＳＮ２、模型组、模型 ＋ｏｅ－ＳＥＳＮ２组、模型 ＋ｓｉ－
ＳＥＳＮ２组、模型 ＋ｓｉ－ＳＥＳＮ２＋ｏｅ－ＵＬＫ１组。对照
组：正常培养；ｓｉ－ＮＣ组：转染 ｓｉ－ＮＣ（５′－ＵＵＣＵＣ
ＣＧＡＡＣＧＵＧＵＣＡＣＧＵＴＴ－３′）后正常培养不做任何处
理；ｓｉ－ＳＥＳＮ２组：ＪＳ－１细胞转染 ｓｉ－ＳＥＳＮ２（５′－
ＧＣＡＵＣＡＧＡＵＡＣＧＡＵＧＡＣＵＡＴＴ－３′）后正常培养不做
任何处理；模型组：ＪＳ－１细胞以无血清 ＤＭＥＭ培养
基（含５μｇ·Ｌ－１ＴＧＦ－β１）进行诱导活化，共培养
２４ｈ；模型＋ｏｅ－ＳＥＳＮ２组：模型组基础上转染 ｏｅ－
ＳＥＳＮ２；模型＋ｓｉ－ＳＥＳＮ２组：模型组基础上转染 ｓｉ－
ＳＥＳＮ２；模型＋ｓｉ－ＳＥＳＮ２＋ｏｅ－ＵＬＫ１组：模型组基础
上共转染ｓｉ－ＳＥＳＮ２和ｏｅ－ＵＬＫ１。
２３　免疫荧光检测活化标志蛋白水平［４］

细胞经４％多聚甲醛溶液室温固定６０ｍｉｎ后，依
次进行磷酸盐缓冲液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅ－ｂｕｆｆｅｒｅｄｓａｌｉｎｅ，
ＰＢＳ）漂洗及１０％山羊血清封闭处理（３０ｍｉｎ，室温）。
随后进行一抗 ４℃低温孵育过夜，次日经充分清洗
后，与荧光标记二抗（３７℃，避光孵育１ｈ）结合。最
后通过核染色（５ｍｉｎ）标记细胞核，使用荧光倒置显
微镜完成图像采集。

２４　ｑＲＴ－ＰＣＲ检测ＳＥＳＮ２、ＵＬＫ１ｍＲＮＡ水平［３］

细胞裂解后提取总ＲＮＡ，使用逆转录试剂盒合成
ｃＤＮＡ，进行ｑＲＴ－ＰＣＲ分析。ＳＥＳＮ２上游引物序列：
５′－ＣＣＧＣＴＡＣＡＴＧＡＣＣＴＧＡＣＴＣＣ－３′，下游引物序列：
５′－ＣＴＧＣＡＣＡＴＣＡＣＡＣＡＣＡＡＧＣＣ－３′；ＵＬＫ１上游引
物序列：５′－ＡＡＧＴＴＣＧＡＧＴＴＣＴＣＴＣＧＣＡＡＧ－３′，下游
引物 序 列：５′－ＡＣＣＴＣＣＡＧＧＴＣＧＴＧＣＴＴＣＴ－３′；
ＧＡＰＤＨ上游引物序列：５′－ＣＧＣＴＣＴＣＴＧＣＴＣＣＴＣＣＴ
ＧＴＴＣ－３′，下游引物序列：５′－ＡＴＣＣＧＴＴＧＡＣＴＣ
ＣＧＡＣＣＴＴＣＡＣ－３′。以 ＧＡＰＤＨ为内参，采用２－△△ＣＴ

法计算各ｍＲＮＡ相对水平。
２５　蛋白免疫印迹检测蛋白表达［３］

收集各组细胞加裂解液冰上裂解 ３０ｍｉｎ，
１２０００ｒｐｍ离心１５ｍｉｎ取上清。试剂盒定量后，取等
量蛋白进行电泳分离，随后转膜。膜封闭采用５％脱
脂奶粉室温振荡处理２ｈ，继而与稀释一抗置于４℃
条件下进行过夜解育。洗膜，在室温环境中与二抗共

同孵育６０ｍｉｎ，采用化学发光法进行条带显像，蛋白
条带灰度值采用ＩｍａｇｅＪ软件分析。
２６　ＣＣＫ－８检测细胞增殖率［４］

细胞按每孔 ２×１０４接种到 ９６孔板中，每孔加



ＣｈｉｎＪＣｌｉｎＰｈａｒｍａｃｏｌ 　３３６１　

Ｖｏｌ４１Ｎｏ２３Ｄｅｃｅｍｂｅｒ２０２５（ＳｅｒｉａｌＮｏ４４５）

１００μＬ含１０％ ＣＣＫ－８完全培养液孵育２ｈ，４５０ｎｍ
处测吸光度。

２７　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ检测细胞侵袭能力［８］

将基质胶稀释到１ｍｇ·μＬ－１浓度，取６０μＬ均匀
铺于Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ上室表面，随后在恒温培养箱中静置
３０ｍｉｎ。于上室将细胞以每孔１×１０４个的密度铺板，
下室灌注 ＤＭＥＭ培养基（１０％胎牛血清）。培养结束
后，清除上室的未迁移细胞，经固定（３０ｍｉｎ）及结晶
紫染色（１５ｍｉｎ）后显微镜下计数并分析。
３　统计学处理

本研究用ＳＰＳＳ２１０、ＩｍａｇｅＪ等进行数据统计分
析与图像绘制，符合正态分布的计量资料用 珋ｘ±ｓ表
示，组间两两比较用独立样本ｔ检验。

结　　果

１　ＴＧＦ－β１体外激活ＪＳ－１细胞
对照组和模型组的 α－ＳＭＡ相对荧光强度分别

为１００±０１５和 ５３１±１０２，Ｖｉｍｅｎｔｉｎ相对荧光强
度分别为１００±０１８和４７８±０９１，ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ相对
荧光强度分别为１００±０１６和６２５±１１７，模型组
的α－ＳＭＡ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ相对荧光强度与对
照组比较，在统计学上差异均有统计学意义（均

Ｐ＜０００１）。
２　ＳＥＳＮ２影响ＪＳ－１细胞活化

ｑＲＴ－ＰＣＲ结果显示，ｓｉ－ＮＣ组和 ｓｉ－ＳＥＳＮ２组
的 ＳＥＳＮ２ｍＲＮＡ表达水平分别为 １００±０１６和
０５４±０１１，ｓｉ－ＳＥＳＮ２组的 ＳＥＳＮ２ｍＲＮＡ表达水平
与ｓｉ－ＮＣ组比较，在统计学上差异有统计学意义
（Ｐ＜０００１）。蛋白免疫印迹结果显示，对照组、模型
组、模型 ＋ｏｅ－ＳＥＳＮ２组和模型 ＋ｓｉ－ＳＥＳＮ２组
ＳＥＳＮ２的表达水平分别为１００±０１９、２５７±０４９、
３６１±０６８和１６６±０３１，见图１。免疫荧光结果显
示，Ｆ－ａｃｔｉｎ的荧光强度分别为 １００±０１８、
４５７±０９２、６３３±１１９和 ２８１±０５７；模型组的
ＳＥＳＮ２的表达水平、Ｆ－ａｃｔｉｎ的荧光强度与对照组比
较，在统计学上差异有统计学意义（均 Ｐ＜０００１）；模
型＋ｏｅ－ＳＥＳＮ２组和模型＋ｓｉ－ＳＥＳＮ２组ＳＥＳＮ２的表
达水平、Ｆ－ａｃｔｉｎ的荧光强度与模型组的比较，在统计
学上差异有统计学意义（Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１）。
３　ＳＥＳＮ２激活ＵＬＫ１调节ＪＳ－１细胞自噬

对照组、模型组、模型 ＋ｏｅ－ＳＥＳＮ２组和模型 ＋
ｓｉ－ＳＥＳＮ２组 ＵＬＫ１ｍＲＮＡ水平分别为１００±０１５、
２６７±０４８、３５２±０６６和 １９５±０３７，模型组的
ＵＬＫ１ｍＲＮＡ水平与对照组比较，在统计学上差异有

统计学意义（Ｐ＜０００１）；模型 ＋ｏｅ－ＳＥＳＮ２组和模
型＋ｓｉ－ＳＥＳＮ２组 ＵＬＫ１ｍＲＮＡ水平与模型组比较，
在统计学上差异有统计学意义（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１）。
模型组与对照组比较，Ｐ６２蛋白相对表达水平显著下
降，Ｂｅｃｌｉｎ１和 ＬＣ３Ⅱ／Ⅰ蛋白相对表达水平均显著升
高（Ｐ＜０００１）；模型 ＋ｏｅ－ＳＥＳＮ２组与模型组比较，
Ｐ６２蛋白相对表达水平显著下降，Ｂｅｃｌｉｎ１和 ＬＣ３Ⅱ／Ⅰ
蛋白相对表达水平均显著升高（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１）；
模型 ＋ｓｉ－ＳＥＳＮ２组与模型组比较，Ｐ６２蛋白相对表
达水平显著升高，Ｂｅｃｌｉｎ１和 ＬＣ３Ⅱ／Ⅰ蛋白相对表达
水平均显著下降（Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１）；模型 ＋
ｓｉ－ＳＥＳＮ２＋ｏｅ－ＵＬＫ１组与模型 ＋ｓｉ－ＳＥＳＮ２组比
较，Ｐ６２蛋白相对表达水平显著下降，Ｂｅｃｌｉｎ１和 ＬＣ３
Ⅱ／Ⅰ蛋白相对表达水平均显著升高（Ｐ＜００５，
Ｐ＜００１），见图２和表１。

图 １　各组细胞中应激诱导蛋白２（ＳＥＳＮ２）表达水平比较
Ｆｉｇｕｒｅ１　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｓｅｓｔｒｉｎ２（ＳＥＳＮ２）ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｉｎ
ｃｅｌｌｓｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐ
Ｇｒｏｕｐ１：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｇｒｏｕｐ２：Ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ；Ｇｒｏｕｐ３：Ｍｏｄｅｌ＋ｏｅ－

ＳＥＳＮ２ｇｒｏｕｐ；Ｇｒｏｕｐ４：Ｍｏｄｅｌ＋ｓｉ－ＳＥＳＮ２ｇｒｏｕｐＣｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ：

Ｃｕｌｔｕｒｅｄｕｎｄｅｒｎｏｒｍａｌｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ；Ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ：Ｃｕｌｔｕｒｅｄｉｎｍｅｄｉｕｍ

ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ５μｇ·Ｌ－１ＴＧＦ－β１ｆｏｒ２４ｈ；Ｍｏｄｅｌ＋ｏｅ－ＳＥＳＮ２ｇｒｏｕｐ：

Ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｏｅ－ＳＥＳＮ２ｏｎｔｈｅｂａｓｉｓｏｆｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ；Ｍｏｄｅｌ＋ｓｉ－

ＳＥＳＮ２ｇｒｏｕｐ：Ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｓｉ－ＳＥＳＮ２ｏｎｔｈｅｂａｓｉｓｏｆｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ

图２　死骨片１（Ｐ６２）、苄氯素１（Ｂｅｃｌｉｎ１）和微管相关蛋白轻链
３Ⅱ／Ⅰ（ＬＣ３Ⅱ／Ⅰ）蛋白表达水平的比较
Ｆｉｇｕｒｅ２　 ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｅｑｕｅｓｔｏｓｏｍｅＩ（Ｐ６２），Ｂｅｃｌｉｎ１ａｎｄ
ｌｉｇｈｔｃｈａｉｎ３Ⅱ／Ⅰ （ＬＣ３Ⅱ／Ⅰ）ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓ
Ｐ６２：ＳｅｑｕｅｓｔｏｓｏｍｅＩ；ＬＣ３Ⅱ／Ⅰ：Ｌｉｇｈｔｃｈａｉｎ３Ⅱ／Ⅰ；Ｇｒｏｕｐ１：Ｃｏｎｔｒｏｌ

ｇｒｏｕｐ；Ｇｒｏｕｐ２：Ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ；Ｇｒｏｕｐ３：Ｍｏｄｅｌ＋ｏｅ－ＳＥＳＮ２ｇｒｏｕｐ；Ｇｒｏｕｐ

４：Ｍｏｄｅｌ＋ｓｉ－ＳＥＳＮ２ｇｒｏｕｐ；Ｇｒｏｕｐ５：Ｍｏｄｅｌ＋ｓｉ－ＳＥＳＮ２＋ｏｅ－ＵＬＫ１

ｇｒｏｕｐ；Ｍｏｄｅｌ＋ｓｉ－ＳＥＳＮ２＋ｏｅ－ＵＬＫ１ｇｒｏｕｐ：Ｃｏ－ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈ

ｓｉ－ＳＥＳＮ２ａｎｄｏｅ－ＵＬＫ１ｏｎｔｈｅｂａｓｉｓｏｆｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ
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表１　各组细胞中自噬相关蛋白的相对表达水平（珋ｘ±ｓ，ｎ＝８）
Ｔａｂｌｅ１　Ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆａｕｔｏｐｈａｇｙ－ｒｅｌａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐｏｆｃｅｌｌｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝８）

Ｇｒｏｕｐ Ｐ６２ Ｂｅｃｌｉｎ１ ＬＣ３Ⅱ／Ⅰ

Ｃｏｎｔｒｏｌ １００±０２１ １００±０１８ １００±０２０
Ｍｏｄｅｌ ０５７±０１２ ２４４±０４６ ２７９±０５３

Ｍｏｄｅｌ＋ｏｅ－ＳＥＳＮ２ ０４１±００９＃＃ ３２５±０６１＃＃ ３５７±０６８＃

Ｍｏｄｅｌ＋ｓｉ－ＳＥＳＮ２ ０８０±０１５＃＃ １５６±０２９＃＃＃ １８８±０３５＃＃

Ｍｏｄｅｌ＋ｓｉ－ＳＥＳＮ２
＋ｏｅ－ＵＬＫ１

０６３±０１３Δ ２２７±０４１ΔΔ ２５１±０４８ΔΔ

Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌ

ｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１，＃＃＃Ｐ＜０００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌ＋ｓｉ－

ＳＥＳＮ２ｇｒｏｕｐ，ΔＰ＜００５，ΔΔＰ＜００１

４　ＳＥＳＮ２激活ＵＬＫ１调节ＪＳ－１细胞增殖与侵袭
ＣＣＫ－８结果显示，模型组与对照组相比，细胞增殖

率和侵袭个数显著升高（Ｐ＜０００１）；模型＋ｏｅ－ＳＥＳＮ２
组与模型组相比，细胞增殖率和侵袭个数显著升高

（Ｐ＜０００１），模型 ＋ｓｉ－ＳＥＳＮ２组与模型组相比，细
胞增殖率和侵袭个数显著降低（Ｐ＜０００１）；模型 ＋
ｓｉ－ＳＥＳＮ２＋ｏｅ－ＵＬＫ１组与模型 ＋ｓｉ－ＳＥＳＮ２组相
比，细胞增殖率和侵袭个数显著升高（Ｐ＜０００１），见
表２和图３。免疫荧光结果显示，模型组与对照组相
比，ＰＣＮＡ和Ｎ－ｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白表达水平均显著升高
（均Ｐ＜０００１）；与模型组相比，模型 ＋ｏｅ－ＳＥＳＮ２组
中ＰＣＮＡ和 Ｎ－ｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白表达水平均显著升
　　

高（均Ｐ＜００５），模型 ＋ｓｉ－ＳＥＳＮ２组中 ＰＣＮＡ和
Ｎ－ｃａｄｈｅｒｉｎ表达水平均显著降低（均 Ｐ＜０００１）；与
模型 ＋ｓｉ－ＳＥＳＮ２组相比，模型 ＋ｓｉ－ＳＥＳＮ２＋ｏｅ－
ＵＬＫ１组中ＰＣＮＡ和 Ｎ－ｃａｄｈｅｒｉｎ表达水平均显著升
高（均Ｐ＜０００１），见表２。
５　ＳＥＳＮ２激活ＵＬＫ１调节ＪＳ－１细胞稳态

蛋白免疫印迹结果显示，模型组与对照组相比，

ＣＴＧＦ、Ｉｔｇα５、Ｍｅｎｉｎ及Ｃｏｌ１ａ１蛋白相对表达水平均显
著升高（Ｐ＜０００１）；模型＋ｏｅ－ＳＥＳＮ２组与模型组相
比，ＣＴＧＦ、Ｉｔｇα５、Ｍｅｎｉｎ及 Ｃｏｌ１ａ１蛋白相对表达水平
均显著升高（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１）；模型 ＋ｓｉ－ＳＥＳＮ２
组与模型组相比，ＣＴＧＦ、Ｉｔｇα５、Ｍｅｎｉｎ及 Ｃｏｌ１ａ１蛋白
相对表达水平均显著降低（均 Ｐ＜０００１）；与模型 ＋
ｓｉ－ＳＥＳＮ２组相比，模型 ＋ｓｉ－ＳＥＳＮ２＋ｏｅ－ＵＬＫ１组
中ＣＴＧＦ、Ｉｔｇα５、Ｍｅｎｉｎ及Ｃｏｌ１ａ１蛋白相对表达水平均
显著上升（Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１），见图４和表３。
６　ＳＥＳＮ２激活 ＵＬＫ１调节 ＪＮＫ信号通路相关蛋白
的表达

蛋白免疫印迹结果显示，模型组与对照组相比，

ＪＮＫ磷酸化水平及 ｃ－Ｊｕｎ和 ＡＴＦ２蛋白相对表达水
平均显著升高（均 Ｐ＜０００１）；模型 ＋ｏｅ－ＳＥＳＮ２组
与模型组相比，ＪＮＫ磷酸化水平及 ｃ－Ｊｕｎ和 ＡＴＦ２蛋
白相对表达水平均显著升高（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１）；模
型＋ｓｉ－ＳＥＳＮ２组与模型组相比，ＪＮＫ磷酸化水平及
　　

图 ３　各组细胞侵袭能力比较
Ｆｉｇｕｒｅ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｃｅｌｌｉｎｖａｓｉｏｎａｂｉｌｉｔｙｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ
Ｇｒｏｕｐ１：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｇｒｏｕｐ２：Ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ；Ｇｒｏｕｐ３：Ｍｏｄｅｌ＋ｏｅ－ＳＥＳＮ２ｇｒｏｕｐ；Ｇｒｏｕｐ４：Ｍｏｄｅｌ＋ｓｉ－ＳＥＳＮ２ｇｒｏｕｐ；Ｇｒｏｕｐ５：Ｍｏｄｅｌ＋ｓｉ－ＳＥＳＮ２＋

ｏｅ－ＵＬＫ１ｇｒｏｕｐ

表２　各组细胞增殖和侵袭及相关蛋白的水平（珋ｘ±ｓ，ｎ＝８）
Ｔａｂｌｅ２　Ｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，ｉｎｖａｓｉｏｎａｎｄｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝８）

Ｇｒｏｕｐ Ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｒａｔｅ（％） Ｎｕｍｂｅｒｏｆｉｎｖａｓｉｖｅｃｅｌｌｓ（ｃｏｕｎｔ） ＰＣＮＡ Ｎ－ｃａｄｈｅｒｉｎ

Ｃｏｎｔｒｏｌ １００００±２２３ ６６０４±１１４５ １００±０１８ １００±０１５
Ｍｏｄｅｌ １４１３１±４１７ １３７８４±２１７３ ５５２±１０７ ４９１±０９５

Ｍｏｄｅｌ＋ｏｅ－ＳＥＳＮ２ １５６５２±８８４＃＃＃ ２１５１９±３５２８＃＃＃ ７１３±１３８＃ ６２２±１２３＃

Ｍｏｄｅｌ＋ｓｉ－ＳＥＳＮ２ １０９４９±７３５＃＃＃ ７５４６±１３５１＃＃＃ ２６１±０５１＃＃＃ ３０４±０５８＃＃＃

Ｍｏｄｅｌ＋ｓｉ－ＳＥＳＮ２＋ｏｅ－ＵＬＫ１ １２７０８±８１６ΔΔΔ １２４２７±１９５０ΔΔΔ ４８５±０９３ΔΔΔ ４７６±０９２ΔΔΔ

ＰＣＮＡ：Ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｎｇｃｅｌｌｎｕｃｌｅａｒａｎｔｉｇｅｎ；Ｎ－ｃａｄｈｅｒｉｎ：Ｎｅｕｒａｌ－ｃａｄｈｅｒｉｎ；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｍｏｄｅｌ

ｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜００５，＃＃＃Ｐ＜０００１Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌ＋ｓｉ－ＳＥＳＮ２ｇｒｏｕｐ，ΔΔΔＰ＜０００１
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Ｖｏｌ４１Ｎｏ２３Ｄｅｃｅｍｂｅｒ２０２５（ＳｅｒｉａｌＮｏ４４５）

ｃ－Ｊｕｎ和ＡＴＦ２蛋白表达水平均显著降低（均Ｐ＜００１）；
模型＋ｓｉ－ＳＥＳＮ２＋ｏｅ－ＵＬＫ１组与模型＋ｓｉ－ＳＥＳＮ２组

相比，ＪＮＫ磷酸化水平及ｃ－Ｊｕｎ和ＡＴＦ２蛋白表达水平
均显著上升（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１），见表４和图５。

表３　各组细胞中稳态相关蛋白的表达水平（珋ｘ±ｓ，ｎ＝８）
Ｔａｂｌｅ３　Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓ－ｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐｏｆｃｅｌｌｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝８）

Ｇｒｏｕｐ ＣＴＧＦ Ｉｔｇα５ Ｍｅｎｉｎ Ｃｏｌ１ａ１

Ｃｏｎｔｒｏｌ １００±０１７ １００±０２１ １００±０１６ １００±０１５
Ｍｏｄｅｌ ２６５±０５１ ３２７±０５８ ３１４±０５９ ２９３±０５７

Ｍｏｄｅｌ＋ｏｅ－ＳＥＳＮ２ ３７７±０７２＃＃ ４６１±０８７＃＃ ４０８±０７８＃ ３８８±０７５＃

Ｍｏｄｅｌ＋ｓｉ－ＳＥＳＮ２ １５１±０２９＃＃＃ ２１６±０４４＃＃＃ １８３±０３７＃＃＃ １６１±０３１＃＃＃

Ｍｏｄｅｌ＋ｓｉ－ＳＥＳＮ２＋ｏｅ－ＵＬＫ１ ２５３±０５１ΔΔΔ ３１４±０５８ΔΔ ２７９±０５３ΔΔΔ ２７２±０５２ΔΔΔ

Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１，＃＃＃Ｐ＜０００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌ＋ｓｉ－ＳＥＳＮ２

ｇｒｏｕｐ，ΔΔＰ＜００１，ΔΔΔＰ＜０００１

图 ４　各组细胞中结缔组织生长因子（ＣＴＧＦ）、整合素 α５
（Ｉｔｇα５）、多发性内分泌肿瘤１型（Ｍｅｎｉｎ）及 Ｃｏｌ１ａ１蛋白表达
水平比较

Ｆｉｇｕｒｅ４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｃｏｎｎｅｃｔｉｖｅｔｉｓｓｕｅ
ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ（ＣＴＧＦ），ｉｎｔｅｇｒｉｎα５（Ｉｔｇα５），ｍｕｌｔｉｐｌｅｅｎｄｏｃｒｉｎｅ
ｎｅｏｐｌａｓｉａ－１（Ｍｅｎｉｎ）ａｎｄＣｏｌ１ａ１ｉｎｃｅｌｌｓｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐ
ＣＴＧＦ：Ｃｏｎｎｅｃｔｉｖｅｔｉｓｓｕｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ；Ｉｔｇα５：Ｉｎｔｅｇｒｉｎα５；Ｍｅｎｉｎ：Ｍｕｌｔｉ

ｐｌｅｅｎｄｏｃｒｉｎｅｎｅｏｐｌａｓｉａ－１；Ｃｏｌ１ａ１：ＣｏｌｌａｇｅｎｔｙｐｅＩα１；Ｇｒｏｕｐ１：Ｃｏｎｔｒｏｌ

ｇｒｏｕｐ；Ｇｒｏｕｐ２：Ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ；Ｇｒｏｕｐ３：Ｍｏｄｅｌ＋ｏｅ－ＳＥＳＮ２ｇｒｏｕｐ；Ｇｒｏｕｐ

４：Ｍｏｄｅｌ＋ｓｉ－ＳＥＳＮ２ｇｒｏｕｐ；Ｇｒｏｕｐ５：Ｍｏｄｅｌ＋ｓｉ－ＳＥＳＮ２＋ｏｅ－ＵＬＫ１

ｇｒｏｕｐ

表４　各组细胞中ＪＮＫ信号通路相关蛋白的表达水平（珋ｘ±ｓ，
ｎ＝８）
Ｔａｂｌｅ４　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＪＮＫｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ－ｒｅｌａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐｏｆｃｅｌｌｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝８）

Ｇｒｏｕｐ ｐ－ＪＮＫ／ＪＮＫ ｃ－Ｊｕｎ ＡＴＦ２

Ｃｏｎｔｒｏｌ １００±０１６ １００±０１８ １００±０１６
Ｍｏｄｅｌ ２２１±０４２１９７±０３７ ２０６±０３９

Ｍｏｄｅｌ＋ｏｅ－ＳＥＳＮ２ ３０８±０５９＃＃ ２５１±０４７＃ ２６６±０５１＃

Ｍｏｄｅｌ＋ｓｉ－ＳＥＳＮ２ １４６±０２９＃＃ １４３±０２７＃＃ １５０±０２９＃＃

Ｍｏｄｅｌ＋ｓｉ－ＳＥＳＮ２＋
ｏｅ－ＵＬＫ１

２０４±０３７ΔΔ １８２±０３５Δ １８８±０３５Δ

Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅ

ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｍｏｄｅｌ＋ｓｉ－

ＳＥＳＮ２ｇｒｏｕｐ，ΔＰ＜００５，ΔΔＰ＜００１

图 ５　各组细胞中应激活化蛋白激酶（ＪＮＫ）磷酸化水平及原
癌基因蛋白（ｃ－Ｊｕｎ）和激活转录因子２（ＡＴＦ２）蛋白表达水平
比较

Ｆｉｇｕｒｅ５　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｃ－ＪｕｎＮ－ｔｅｒｍｉｎａｌｋｉｎａｓｅ（ＪＮＫ）
ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｌｅｖｅｌｓａｎｄｃ－Ｊｕｎｐｒｏｔｏ－ｏｎｃｏｇｅｎｅ（ｃ－Ｊｕｎ）ａｎｄ
ａｃｔｉｖａｔｉｎｇｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ２（ＡＴＦ２）ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓ
ｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ
ｐ－ＪＮＫ：Ｐｈｏｓｐｈｏ－ｃ－ＪｕｎＮ－ｔｅｒｍｉｎａｌｋｉｎａｓｅ；ＪＮＫ：Ｃ－ＪｕｎＮ－ｔｅｒｍｉ
ｎａｌｋｉｎａｓｅ；ｃ－Ｊｕｎ：Ｃ－Ｊｕｎｐｒｏｔｏ－ｏｎｃｏｇｅｎｅ；ＡＴＦ２：Ａｃｔｉｖａｔｉｎｇｔｒａｎｓｃｒｉｐ
ｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ２；Ｇｒｏｕｐ１：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｇｒｏｕｐ２：Ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ；Ｇｒｏｕｐ３：
Ｍｏｄｅｌ＋ｏｅ－ＳＥＳＮ２ｇｒｏｕｐ；Ｇｒｏｕｐ４：Ｍｏｄｅｌ＋ｓｉ－ＳＥＳＮ２ｇｒｏｕｐ；Ｇｒｏｕｐ５：
Ｍｏｄｅｌ＋ｓｉ－ＳＥＳＮ２＋ｏｅ－ＵＬＫ１ｇｒｏｕｐ

讨　　论

肝脏受损时，肝星状细胞会逐渐活化。若未能及

时阻止肝纤维化的进程，可能会逐步演变为肝硬化，

乃至最终发展为肝癌［９］。ＴＧＦ－β１是肝纤维化进程
中驱动肝星状细胞活化的关键上游细胞因子，结合本

研究中模型组ＳＥＳＮ２表达上调的结果，推测ＴＧＦ－β１
激活的Ｓｍａｄ蛋白（ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａｍｏｔｈｅｒｓａｇａｉｎｓｔｄｅｃａｐｅｎ
ｔａｐｌｅｇｉｃｐｒｏｔｅｉｎ，Ｓｍａｄ）通路可能直接调控 ＳＥＳＮ２的转
录表达，ＴＧＦ－β１可能通过Ｓｍａｄ２／３的核转位直接结
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合ＳＥＳＮ２启动子，促进其转录［１０］。在肝星状细胞活

化过程中，其内部的脂滴会逐渐减少，同时细胞表型

转变为肌成纤维细胞样，α－ＳＭＡ表达增加，并促使以
ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ为主要成分的细胞外基质大量沉积；而
Ｖｉｍｅｎｔｉｎ白在晚期纤维化的肝星状细胞中强烈表
达［１１－１２］。本研究中，模型组 α－ＳＭＡ、ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ、
Ｖｉｍｅｎｔｉｎ水平升高，提示 ＪＳ－１细胞活化。ＳＥＳＮ２在
肝脏中表达，通过调控代谢稳态来影响肝脏功能，而

Ｆ－ａｃｔｉｎ则是构成肝星状细胞骨架的重要蛋白［１３－１４］。

本研究中，模型组ＪＳ－１细胞ＳＥＳＮ２、Ｆ－ａｃｔｉｎ水平升
高，而当敲低 ＳＥＳＮ２后，Ｆ－ａｃｔｉｎ水平下降，提示
ＳＥＳＮ２可能参与了Ｆ－ａｃｔｉｎ的调控过程，进而影响了
ＪＳ－１细胞的活化状态。

ＵＬＫ１在促进自噬过程中发挥着关键作用，它有
助于形成自噬复合物并激活自噬，同时还能触发自噬

级联反应［１５］。研究发现，在肝星状细胞自噬小体形

成时，Ｐ６２水平升高，Ｂｅｃｌｉｎ１和 ＬＣ３Ⅱ／Ⅰ水平降
低［１６］。本研究中，模型组 Ｐ６２水平降低，Ｂｅｃｌｉｎ１和
ＬＣ３Ⅱ／Ⅰ水平升高；当过表达 ＳＥＳＮ２后展现出同样
趋势；而当敲低 ＳＥＳＮ２则指标趋势变化相反。此外，
再次过表达ＵＬＫ１时，则总体自噬水平又升高。在细胞
增殖与侵袭实验结果中，ＪＳ－１细胞活化或ＳＥＳＮ２／ＵＬＫ１
过表达时，ＪＳ－１细胞增殖升高、侵袭能力增强；而敲
低ＳＥＳＮ２则表现出对 ＪＳ－１细胞生长的抑制作用。
研究发现，ＰＣＮＡ可作为肝星状细胞增殖活性的指标，
同时Ｎ－ｃａｄｈｅｒｉｎ表达增加表明肝组织上皮间质转化
程度加剧［１７－１９］。本研究中，ＪＳ－１细胞活化 ＰＣＮＡ和
Ｎ－ｃａｄｈｅｒｉｎ的表达水平上升，ＳＥＳＮ２／ＵＬＫ１过表达时
展现出同样趋势，敲低ＳＥＳＮ２则二者水平下调。此结
果提示，ＳＥＳＮ２通过激活 ＵＬＫ１，促进 ＪＳ－１细胞活化
并抑制细胞自噬。

在多器官纤维化的演进过程中，ＣＴＧＦ与Ｉｔｇα５之
间存在着相互调节的关系。研究表明，针对肝纤维化

和肝损伤发生时，ＣＴＧＦ与Ｉｔｇα５的表达水平均有显著
提升［２０］。另有报道指出，Ｃｏｌ１ａ１可作为肝星状细胞
活化标志物，反映纤维化进程［２１］。本研究发现，ＪＳ－１
细胞活化时ＣＴＧＦ、Ｉｔｇα５、Ｍｅｎｉｎ及Ｃｏｌ１ａ１表达水平升
高，ＳＥＳＮ２／ＵＬＫ１过表达时展现出同样趋势，敲低
ＳＥＳＮ２则各指标水平下调。结果提示，ＳＥＳＮ２通过激
活ＵＬＫ１，调控ＪＳ－１细胞稳态，通过促进活化及纤维
化因子表达，促进 ＪＳ－１细胞活化，进而影响纤维化
的进展。ＪＮＫ信号通路的活化在肝损伤进程中占据
核心地位，其通过增强炎症反应、促进肝细胞凋亡及

抑制肝脏再生，发挥着至关重要的作用［２２－２３］。本研

究中，模型组ＪＮＫ磷酸化水平及ｃ－Ｊｕｎ和ＡＴＦ２表达
水平升高，ＳＥＳＮ２／ＵＬＫ１过表达时展现出同样趋势，
敲低 ＳＥＳＮ２则各指标水平下调。研究结果提示，
ＳＥＳＮ２／ＵＬＫ１可能是通过激活 ＪＮＫ信号通路，共同影
响着肝纤维化的进程。ＴＧＦ－β１／Ｓｍａｄ通路是肝纤维
化的核心通路，而本研究发现 ＳＥＳＮ２／ＵＬＫ１激活 ＪＮＫ
信号通路与 ＴＧＦ－β１信号密切相关，推测该通路可
能是ＴＧＦ－β１的下游分支通路，ＴＧＦ－β１先激活
Ｓｍａｄ通路启动纤维化，同时通过上述机制上调
ＳＥＳＮ２，再经 ＳＥＳＮ２／ＵＬＫ１激活 ＪＮＫ信号通路放大纤
维化信号，提示ＳＥＳＮ２／ＵＬＫ１激活ＪＮＫ信号通路的活
化程度可反映肝纤维化的进展阶段。同时，该通路可

调控Ｃｏｌ１ａ１、Ｎ－ｃａｄｈｅｒｉｎ、炎症反应（ＪＮＫ介导的细胞
因子释放）等多个纤维化核心环节，推测其是肝纤维

化病理生理网络中的关键调控节点。然而，关于

ＳＥＳＮ２／ＵＬＫ１如何具体调控 ＪＮＫ信号通路以及这种
调控在纤维化进程中的详细作用机制，尚需进一步深

入研究。本研究主要依据通路上下游基因表达的关

联性，缺乏直接的分子相互作用和激酶活性证据，未

进行ＪＮＫ通路的功能获得／失活实验，缺少体内动物
实验数据。后续我们拟计划使用 ＳＥＳＮ２与 ＵＬＫ１抗
体进行免疫共沉淀以验证其互作机制；加入ＪＮＫ特异
性抑制剂或转染ＪＮＫｓｉＲＮＡ验证ＪＮＫ是否为ＳＥＳＮ２／
ＵＬＫ１下游关键效应分子的必要条件；计划在小鼠模
型中通过腺相关病毒或慢病毒载体过表达 ＳＥＳＮ２的
实验方案。

综上所述，ＳＥＳＮ２通过激活 ＵＬＫ１，促进 ＪＳ－１细
胞活化，促进细胞增殖和侵袭，调控细胞稳态，可能是

通过激活ＪＮＫ信号通路实现的。
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［４］　肖政华，李婷婷，石以石则，等基于ＪＮＫ信号通路探讨扶肝化

纤汤对肝星状细胞活化增殖的影响［Ｊ］中草药，２０２３，５４

（１６）：５２８３—５２８８

［５］　ＬＩＬＩＬ，ＪＩＮＬＩＮＷ，ＬＩＮＡＱ，ｅｔａｌＳｅｓｔｒｉｎ２ａｔｔｅｎｕａｔｅｓｓｅｐｓｉｓ—

ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｅｎｃｅｐｈａｌｏｐａｔｈｙｔｈｒｏｕｇｈｔｈｅｐｒｏｍｏｔｉｏｎｏｆａｕｔｏｐｈａｇｙｉｎ

ｈｉｐｐｏｃａｍｐａｌｎｅｕｒｏｎｓ［Ｊ］ＪＣｅｌｌＭｏｌＭｅｄ，２０２０，２４（１２）：

６６３４—６６４３

［６］　梁耀丹，井洁，张泰程，等白藜芦醇通过巨噬细胞源性外泌体
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Ｖｏｌ４１Ｎｏ２３Ｄｅｃｅｍｂｅｒ２０２５（ＳｅｒｉａｌＮｏ４４５）

调节肝星状细胞活化对肝纤维化的影响［Ｊ］广西医科大学学

报，２０２３，４０（１２）：１９４９—１９５５

［７］　贾琳，孙峰，董琪琪，等ＹＴＨＤＦ１调控 Ｆｉｓ１对肝星状细胞活

化、增殖及迁移能力的影响［Ｊ］安徽医科大学学报，２０２５，６０

（１）：４９—５８

［８］　蔡浚哲，刘松柏，费晓斌，等锚蛋白重复序列２２（ＡＮＫＲＤ２２）

对人肝癌细胞的影响及其机制［Ｊ］临床肝胆病杂志，２０２４，４０

（５）：９８９—９９６

［９］　宋安宁，张甜甜，郑珊珊，等香紫苏醇通过调控ＴＧＦ—β／Ｓｍａｄ

信号通路抑制肝星状细胞活化及肝纤维化［Ｊ］世界科学技

术—中医药现代化，２０２４，２６（１２）：３１３６—３１４４

［１０］　ＳＯＮＧＳ，ＳＨＩＣ，ＢＩＡＮＹ，ｅｔａｌＳｅｓｔｒｉｎ２ｒｅｍｅｄｉｅｓｐｏｄｏｃｙｔｅｉｎｊｕｒｙ

ｖｉａｏｒｃｈｅｓｔｒａｔｉｎｇＴＳＰ－１／ＴＧＦ－β１／Ｓｍａｄ３ａｘｉｓｉｎｄｉａｂｅｔｉｃｋｉｄｎｅｙ

ｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］ＣｅｌｌＤｅａｔｈＤｉｓ，２０２２，１３（７）：６６３

［１１］　韩志强，安达，巴图德力根木犀草素对 ＴＧＦ—β１诱导 ＨＳＣ—

Ｔ６增殖凋亡及分泌α—ＳＭＡ、ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ影响［Ｊ］中国老年学

杂志，２０２４，４４（１６）：３９２９—３９３２

［１２］　郝玉梅，谢安，李鹤，等活化肝星状细胞生物标志物与靶向递

送系统研究进展［Ｊ］中国药学杂志，２０２１，５６（７）：５１７—５２５

［１３］　侯洪涛，裘艳梅，李苹苹，等姜黄素通过激活 Ｓｅｓｎ２／ＡＭＰＫ信

号通路改善高脂喂养大鼠肝脏脂肪代谢［Ｊ］中国老年学杂志，

２０２４，４４（１６）：３９９２—３９９５

［１４］　郝礼森，宋小杰，章广玲，等腺病毒介导的 ｓｈＲＮＡ下调 ＰＴＥＮ

表达对活化肝星状细胞骨架蛋白 Ｆ—ａｃｔｉｎ的影响［Ｊ］中国病

理生理杂志，２０１７，３３（３）：５５７—５６１，５６６

［１５］　高合，许小凡，段丽芳，等细胞自噬在胰腺炎症及纤维化中的

研究进展［Ｊ］中国免疫学杂志，２０２４，４０（１０）：２２２９—２２３５

［１６］　王存凯，王一军，王丹丹，等奥沙利铂对肝星状细胞活化的影

响及机制探讨［Ｊ］临床肝胆病杂志，２０２４，４０（６）：１１４２—１１４８

［１７］　杨欢，李三强，程维刚，等ｍｉＲ－２１对肝星状细胞的增殖和成

纤维化的影响［Ｊ］胃肠病学和肝病学杂志，２０２２，３１（１）：

７５—７８

［１８］　戴鸿志，安祯祥，黄丹，等黄芪甲苷对肝纤维化模型大鼠的改

善作用机制研究［Ｊ］中国现代应用药学，２０２２，３９（１０）：

１２６８—１２７４

［１９］　陈文灿，周倜Ｎ—钙黏蛋白功能研究进展［Ｊ］中山大学学报

（医学科学版），２０２４，４５（６）：８６６—８７５

［２０］　蔡秀华，董岸莺，张荣华，等沉默 ＣＴＧＦ对肝星状细胞凋亡及

胞外基质表达的影响［Ｊ］陆军军医大学学报，２０２４，４６（２）：

１４７—１５４

［２１］　王磊，金香淑，董慧君，等基于ＣＯＬ１Ａ１启动子和增强型绿色

荧光蛋白基因建立人肝星状细胞活化的细胞模型［Ｊ］北京大

学学报（医学版），２０２３，５５（５）：８７６—８８５

［２２］　关海梅，张絗，陈玮钰，等ＩＲＥ１α／ＴＲＡＦ２／ＪＮＫ信号通路在急

性肝衰竭发展中的作用机制及潜在价值［Ｊ］临床肝胆病杂志，

２０２４，４０（６）：１２８１—１２８８

［２３］　孙武燕，张娟，张炫，等基于ＪＮＫ信号通路和线粒体氧化应激

研究儿茶素拮抗对乙酰氨基酚诱导肝损伤的作用机制［Ｊ］中

草药，２０２４，５５（８）：２５８９—２６００

（收稿日期２０２５－０８－２９）

·科学文摘·

一种新型靶向溶酶体的抗癌药物

引自：ＺＨＡＯＳ，ｅｔａｌＡｓｍａｌｌ－ｍｏｌｅｃｕｌｅａｎｔｉ－ｃａｎｃｅｒｄｒｕｇｆｏｒｌｏｎｇ－ａｃｔｉｎｇｌｙｓｏｓｏｍａｌｄａｍａｇｅ［Ｊ］ＡｃｔａＰｈａｒｍＳｉｎ
Ｂ，２０２５，１５（１１）：５８６７—５８７９

山东第一医科大学牟艳玲团队及河南中医药大学支燕乐、张志强团队合作设计了一种新型靶向溶酶体的药

物（ｌｏｎｇ－ｔｅｒｍｌｙｓｏｓｏｍｅ－ｔａｒｇｅｔｉｎｇａｎｔｉｃａｎｃｅｒｄｒｕｇ，ＬＬＡＤ）。该药物含有一个能与ＳＬＣ３８Ａ９共价结合的基团和碱
性基团，既能延长ＳＬＣ３８Ａ９在溶酶体中的抑制作用，又能使溶酶体碱化。用 ＬＬＡＤ对第０代 ＨｅＬａ细胞进行短
期低剂量处理后，溶酶体迅速碱化，且在第１５代细胞中仍可检测到ＬＬＡＤ的存在。研究表明，ＬＬＡＤ通过促进溶
酶体内容物释放、细胞内ＲＯＳ升高以及Ｃａ２＋水平升高等诱导ＨｅＬａ细胞凋亡，并在体内表现出比顺铂更好的长
期抗癌效果。


