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摘要 ：

[背景] 砷是一种环境毒物，长期或过量砷暴露可致机体肝纤维化损伤，其具体机制尚不清
楚；丝裂原诱导基因 6（Mig-6）在多种疾病或癌症中具有保护作用，但其在砷致肝纤维化损伤
过程的作用尚不清楚。

[目的] 探讨 Mig-6 在亚砷酸钠（NaAsO2）致人肝星状细胞（HSC）活化及细胞外基质（ECM）沉积
中的作用及机制。

[方法] 采用 0、1.875、3.75、7.5、15 μmol·L–1 NaAsO2 处理体外常规培养的人肝星状细胞株
（Lx-2）24 h，另以 7.5 μmol·L–1 NaAsO2 处理 Lx-2 细胞 0、12、24、48、72 h，到达处理终点收集
细胞。进一步采用 pcDNA3.1（+）/Mig-6 质粒转染 Lx-2 细胞，并在此基础上以 7.5 μmol·L–1

NaAsO2 处理细胞 24 h，另设空白对照组、pcDNA3.1（+）空载体转染组、pcDNA3.1（+）/Mig-6 转
染组、单独染砷组（7.5 μmol·L–1）；收集各组细胞及培养上清，Western blotting 法检测 Mig-
6 及 Lx-2 细胞活化相关蛋白 [α-平滑肌肌动蛋白（α-SMA）、转化生长因子 β1（TGF-β1）] 表达
水平，ELISA 法检测培养细胞上清中 ECM 主要成分 [ 透明质酸（HA）、层黏连蛋白（LN）、IV 型
胶原（COL-IV）、III 型前胶原氨基端肽（PIIINP）] 的分泌水平。

[结果] NaAsO2 处理 Lx-2 细胞后，与对照组（1.000±0.000）比较，3.75、7.5、15 μmol·L–1 染砷组
Mig-6 蛋白表达水平降低（0.561±0.095、0.695±0.048、0.401±0.030）（P < 0.05）；染砷 24、48、
72 h 后 Mig-6 蛋白表达水平（0.856±0.036、0.515±0.077、0.491±0.060）均较 0 h 时（1.000±0.000）

降低（P < 0.05）。过表达 Mig-6 后，Lx-2 细胞活化相关蛋白检测结果显示，与对照组比较，单独
染砷组 α-SMA 和 TGF-β1 蛋白表达水平均升高（P < 0.05）；而与单独染砷组比较，Mig-6 过表
达联合染砷组 α-SMA、TGF-β1 蛋白表达水平则降低（P < 0.05）；ELISA 法检测结果显示，与对
照组比较，单独染砷组 HA、LN、PIIINP、COL-IV 分泌水平升高（P < 0.05）；而与单独染砷组比
较，Mig-6 过表达联合染砷组 HA、LN、PIIINP、COL-IV 分泌水平则降低（P < 0.05）。

[结论] 砷可下调 HSC 中 Mig-6 蛋白表达水平，过表达 Mig-6 可逆转砷暴露所引起的 HSC 活化
及 ECM 沉积，提示 Mig-6 在砷所致 HSC 激活及 ECM 沉积中具有保护作用。
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Abstract:

[Background] Arsenic is  a well-known environmental toxicant.  Hepatic fibrosis could occur due
to excessive  or  long-term exposure to  arsenic,  while  associated molecular  mechanisms remain
undefined. Mitogen-inducible gene 6 (Mig-6) exhibits a protective effect on numerous diseases
or cancers.  However,  the specific  role of Mig-6 in  the mechanisms of  arsenite-induced hepatic
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fibrosis remains indistinct.

[Objective] To investigate the specific  role  of Mig-6 in  the activation of  hepatic  stellate cells  (HSC)  and the deposition of  extracellular
matrix (ECM) induced by sodium arsenite (NaAsO2).

[Methods] Human  hepatic  stellate  cells  (Lx-2)  were  treated  with  0,  1.875,  3.75,  7.5,  and  15  μmol·L−1 of  NaAsO2 for  24  h,  or  with
7.5  μmol·L−1 NaAsO2 for  0,  12,  24,  48,  and  72  h.  Additionally,  Lx-2  cells  were  transfected  by  pcDNA3.1(+)/Mig-6, then  treated  with
7.5  μmol·L−1 NaAsO2 for  24  h;  a  blank  control  group,  a  pcDNA3.1(+)-control  group,  a  pcDNA3.1(+)/Mig-6  group,  and  an  arsenic
(7.5 μmol·L−1 NaAsO2) group were also set up. After transfection, the cells and culture supernatants were collected, and the protein levels
of Mig-6, α-smooth muscle actin (α-SMA), and transforming growth factor-β1 (TGF-β1) in Lx-2 cells were identified by Western blotting
analysis; moreover, the secretion levels of main ECM components in supernatants such as hyaluronic acid (HA), laminin (LN), collagens IV
(COL-IV), and procollagen-III (PIIINP) were tested by ELISA.

[Results] The Mig-6 expression decreased in the 3.75, 7.5, and 15  μmol·L−1 NaAsO2 groups (0.561±0.095, 0.695±0.048, and 0.401±0.030)
compared to  the  control  group (1.000±0.000)  in  Lx-2  cells  (P < 0.05).  After  administration  with �7.5  μmol·L−1 of  NaAsO2 for  24,  48,  and
72 h,  the Mig-6 expression (0.856±0.036,  0.515±0.077,  0.491±0.060) decreased compared with the 0 h group (1.000±0.000) (P < 0.05).
After over-expression of Mig-6, the results of Lx-2 activation related protein levels showed that compared to the control group, the α-
SMA and  TGF-β1  expression  were  up-regulated  in  the  arsenic  group  (P < 0.05);  meanwhile,  the  α-SMA and  TGF-β1  in  the  Mig-6  over-
expression  combined  arsenic  exposure  group  reduced  compared  to  the  arsenic  (7.5  μmol·L−1)  group  (P < 0.05).  The  results  of  ELISA
showed  that  compared  with  the  control  group,  the  HA,  LN,  PIIINP,  COL-IV  in  the  arsenic  group  were  up-regulated  (P < 0.05);  while
compared to the arsenic group, the HA, LN, PIIINP, and COL-IV in the Mig-6 over-expression combined with arsenic exposure group were
decreased (P < 0.05).

[Conclusion] Arsenic down-regulates Mig-6 expression in HSC, and over-expression of Mig-6 can reverse the activation of HSC and ECM
deposition  induced  by  arsenic  exposure.  It  suggests  that  Mig-6  plays  a  protective  role  in  arsenic-induced  HSC  activation  and  ECM
deposition.
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砷是一种环境毒物，砷及砷化合物在人类社会生
产活动中应用也极为广泛，是油漆、木材防腐剂、电子
线路用金属合金及杀虫剂等的重要原料[1]。研究已证
实，长期砷暴露可对人体多器官多系统造成损害，如
皮肤、呼吸系统、消化系统等[1–2]。而肝脏作为重要的
外源毒物代谢场所，是砷毒性作用的重要靶器官之
一，研究发现砷暴露可导致肝炎性损伤、肝纤维化、肝
硬化、肝癌等多种不同程度、不同类型的肝脏损伤[3–5]。
因肝纤维化损伤具有可逆性特点，成为近年来砷致肝
损伤机制及防治研究的热点。

肝纤维化是各种致病因子引起的以细胞外基质
（extracellular matrix, ECM）过度沉积为特征的病理生
理过程，其中肝星状细胞（hepatic stellate cell, HSC）活
化是肝纤维化起始过程中的关键事件[6]。各种因素导
致机体肝细胞受损后，均能促使 HSC 活化标志物
[ 如 α-平滑肌肌动蛋白（α-smooth muscle actin, α-SMA）、
转化生长因子-β1（transforming growth factor-β1, TGF-

β1）等 ] 的表达增加，进而促进 HSC 活化[7–9]。以往研究
证实，透明质酸（hyaluronic  acid,  HA）、层黏连蛋白
（laminin, LN）、Ⅳ型胶原（collagens IV, COL-IV）及Ⅲ型
前胶原氨基端肽（procollagen Ⅲ, PⅢNP）是 ECM 的主

要组成成分，其分泌水平可用于肝纤维化损伤的诊断
或辅助诊断[10–11]。课题组前期研究已证实，砷暴露可
诱导体外培养的 HSC 活化，增加其 ECM 分泌水平[12]

，

但其具体分子机制尚有待进一步研究探讨。
丝裂原诱导基因 6（mitogen-induced gene 6, Mig-6）

是一种非激酶可溶性蛋白质，研究证实其为肿瘤抑制
基因，可抑制多种不同类型肿瘤的发生及转移 [13–14]。
研究已表明 Mig-6 通过各种复杂的内在机制启动相关
信号通路，参与非小细胞肺癌、肝癌、乳腺癌等疾病发
生发展[15–17]。然而，Mig-6 在砷致 HSC 活化及肝纤维化
损伤中的具体作用目前尚未见相关报道。

本研究在课题组既往研究结果的基础上，从体外
细胞层面，探讨亚砷酸钠（NaAsO2）暴露对 HSC 中 Mig-

6 蛋白表达的影响，进而通过质粒转染方法过表达
Mig-6，观察其对砷致 HSC 活化及 ECM 分泌水平的影
响，为砷致肝纤维化损伤分子机制提供理论依据。 

1    材料与方法 

1.1    细胞来源
正常人肝星状细胞系 Lx-2 细胞，购自中南大学湘

雅细胞库。 
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1.2    主要试剂及仪器
主要试剂有 DMEM 高糖培养基、胎牛血清、胰蛋

白酶（Gibco，美国），ELISA 试剂盒（上海基免实业有限
公司，中国），BCA 蛋白浓度测定试剂盒（碧云天生物技
术研究所，中国），α-SMA、TGF-β1、Mig-6 抗体（CST，美国），

甘油醛-3-磷酸脱氢酶 （glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase,  GAPDH）一抗（Immunoway，美国），羊
抗鼠/羊抗兔二抗（碧云天生物技术研究所，中国），

PVDF 膜、ECL 发光液、彩虹蛋白 Maker（Millipore，美国），

NaAsO2（Merck，德国 ），脂质体 LipofectamineTM 2000
（Invitrogen，美国 ），真核表达载体 pcDNA3.1（+）质
粒、Mig-6 真核表达载体 pcDNA3.1（+）/Mig-6 质粒
（Invitrogen，美国）。

主要仪器有 CO2 培养箱（Memmert，德国），稳压
稳流定时电泳仪、蛋白电泳/转膜槽、凝胶成像系统
（Bio-Rad，美国），多功能酶标仪（Thermo Fisher，美国），

超净工作台（苏州安泰空气净化有限公司，中国）。 

1.3    实验设计 

1.3.1   Lx-2 细胞培养　Lx-2 细胞接种于含 10%胎牛血
清、100 IU·mL−1 青霉素、100 μg·mL−1 链霉素及4 mmol·L−1

谷氨酰胺的 DMEM 高糖培养基中，37℃、5%CO2 条件
下培养。 

1.3.2   NaAsO2 染毒 Lx-2 细胞　根据课题组既往试验
得出的半数抑制浓度及最佳染毒结果[12]

，设置染毒剂
量梯度及时间。（1）量-效关系研究：分别采用 0、1.875、
3.75、7.5、15 μmol·L−1 NaAsO2 染毒体外常规培养的 Lx-2
细胞 24 h 后，观察 Mig-6 蛋白表达水平变化。（2）时-
效关系研究：以 7.5 μmol·L−1 NaAsO2 分别处理 Lx-2 细
胞 0、12、24、48、72 h 后，观察不同染毒时间 Mig-6 蛋
白表达水平改变。 

1.3.3   质粒转染过表达 Mig-6　采用的哺乳动物表达
载体为 pcDNA3.1（+）、pcDNA3.1（+）/Mig-6 载体。取对
数生长期的细胞接种于 6 孔板，待细胞生长到 80%，

按脂质体 LipofectamineTM �2000 转染试剂盒进行转染，

试验分为 5 组：对照组、空载体对照组 [pcDNA3.1（+）]、
Mig-6 过表达组 [pcDNA3.1（+）/Mig-6]、单独染砷组
[NaAsO2（7.5 μmol·L−1）�]、 Mig-6 过 表 达 联 合 染 砷 组
[NaAsO2（7.5 μmol·L−1）�+pcDNA3.1（+）/Mig-6]，处理时间
为 24 h。 

1.4    Mig-6、α-SMA 和 TGF-β1 蛋白表达水平检测
在各处理终点收集细胞沉淀，加入适量裂解液，

冰浴后 16 000×g 离心，提取细胞总蛋白，采用 BCA 法
测定 Mig-6 蛋白浓度，Western  blotting 法检测 Mig-

6 蛋白表达水平。用上样缓冲液将样品蛋白浓度调节
一致，煮沸变性 10 min，冷却后用 SDS/PAGE 上样，恒
压电泳至溴酚蓝跑至底部，冰上恒流转膜，牛血清白
蛋白（bovine  serum  albumin,  BSA）封闭后，将 Mig-6、
α-SMA、TGF-β1 和 GAPDH 蛋白一抗分别按 1∶1 000、
1∶2 000、1∶1 000、1∶5 000 进行 4 °C 孵育过夜，采用
1∶2 000 辣根过氧化物酶标记的二抗室温孵育后，用
ECL 电化学发光液在凝胶成像系统中进行显影，Image
J2x 2.1.4.8 软件进行蛋白灰度值分析。 

1.5    ECM 中 HA、LN、COL-IV、PIIINP 水平检测
在各处理终点后收集细胞培养上清，采用 ELISA

法检测细胞上清液中的 HA、LN、COL-IV、PIIINP 分泌
水平，根据 ELISA 试剂盒说明书依次进行。包被抗原，

孵育，封闭酶标反应孔，洗涤，加入待测样品，加入酶
标抗体后孵育，加入底物，孵育显色，加入终止液终止
反应，使用酶标仪检测 450 nm 处光密度值，依据标准
品绘制标准曲线，最终采用 Curve Expert 2.2.3 软件进
行结果分析。 

1.6    统计学分析

x̄ ± s

采用 SPSS 22.0 对数据进行统计分析，Mig-6、α-SMA、
TGF-β1 蛋白表达水平及 HA、LN、COL-IV、PIIINP 分泌
水平均属于计量资料，经正态性及方差齐性检验符合
正态分布且方差齐，用 表示，采用单因素方差分析
进行比较，两两比较采用 LSD 法，检验水准 α=0.05。 

2    结果 

2.1    NaAsO2 对 Lx-2 细胞 Mig-6 蛋白表达的影响
Western blotting 结果显示，Mig-6 蛋白表达水平

在 3.75、7.5、15 μmol·L−1 染砷组（0.561±0.095、0.695±
0.048、0.401±0.030）较对照组（1.000±0.000）均降低（P < 
0.05）。进一步采用 7.5 μmol·L−1 NaAsO2 分别处理 Lx-2
细胞 0、12、24、48、72 h，其 Mig-6 蛋白表达水平在染
砷 24、48、72 h（0.856±0.036、0.515±0.077、0.491±0.060）
时均较 0 h（1.000±0.000）时降低（P < 0.05）；且随染砷
时间的增加，Mig-6 蛋白表达水平逐渐降低（P < 0.05），
见图 1。 

2.2     过表达 Mig-6 对砷致 Lx-2 细胞活化相关蛋白
α-SMA、TGF-β1 表达的影响

与对照组比较，Mig-6 过表达组 Mig-6 蛋白表达
水平增加（P < 0.05），单独染砷组 Mig-6 蛋白水平降
低；而与单独染砷组比较，Mig-6 过表达联合染砷组
Mig-6 蛋白表达水平表达升高（P < 0.05）。进一步检测
Lx-2 细胞活化相关蛋白表达水平发现，与对照组相比，
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Mig-6 过表达组 α-SMA 和 TGF-β1 蛋白表达水平均降
低（P < 0.05），单独染砷组 α-SMA 和 TGF-β1 蛋白表达
水平均升高（P < 0.05）；而与单独染砷组比较，Mig-6 过
表达联合染砷组 α-SMA 和 TGF-β1 蛋白表达水平则降
低（P < 0.05）。见图 2。 

2.3    过表达 Mig-6 对砷致 Lx-2 细胞 ECM 主要成分的
影响

ELISA 结果如图 3 所示：Mig-6 过表达组 HA、LN
分泌水平均较对照组降低；单独染砷组 HA、LN、PIIINP、
COL-IV 分泌水平均较对照组增高（P < 0.05）；而 Mig-6
过表达联合染砷组 HA、LN、PIIINP、COL-IV 分泌水平
均较单独染砷组降低（P < 0.05）。 

3    讨论
研究已表明，Mig-6 可作为一个抑癌基因在机体

内发挥作用[13]。在多种肿瘤组织或细胞中均观察到
Mig-6 表达下调 [18–20]。然而砷是否可致 Mig-6 表达改
变，从而发挥砷的毒性作用尚未见相关报道。为观察
Mig-6 在砷暴露状态下的表达水平变化，本研究采用
了不同浓度的 NaAsO2 处理 Lx-2 细胞 24 h，并用同一
浓度（7.5 μmol·L−1）处理 Lx-2 细胞不同时间，结果观察
到 NaAsO2 处理 Lx-2 细胞后，Mig-6 蛋白表达水平降
低，并呈现一定程度的量-效及时-效关系，说明砷可致
Lx-2 细胞中 Mig-6 蛋白表达水平下调。而课题组前期
研究已发现，砷可致人肝星状细胞中 α-SMA、TGF-β1
蛋白表达升高，诱导 HSC 活化[12]。在此基础上，我们推
测砷所致 HSC 活化可能与 Mig-6 低表达有关。

如前言所述，TGF-β1、α-SMA、等细胞因子已被公
认为 HSC 活化的主要标志物，其中 TGF-β1 是目前发
现的最强促 HSC 活化的细胞因子。为进一步验证 Mig-6
在砷致 Lx-2 细胞活化过程中的具体作用，本研究采用
pcDNA3.1/Mig-6 质粒转染过表达 Lx-2 细胞中 Mig-6，
随后检测其 TGF-β1、α-SMA 蛋白表达水平。结果发现
过表达 Mig-6 可下调 Lx-2 细胞中 α-SMA 和 TGF-β1 蛋
白表达水平，从而逆转砷暴露所引起的 HSC 活化。以
上结果表明 Mig-6 在砷致肝纤维化损伤过程中起保护
作用。与本研究结果相一致，以往其他研究也发现
Mig-6 在疾病过程中发挥保护作用，徐炜等[21] 采用同
样方式过表达 Mig-6 后，发现子宫内膜腺癌细胞的增
殖水平和侵袭能力均受到抑制。Li 等[22] 的研究发现上
调 Mig-6 的表达可增强肝癌细胞的自噬水平，进一
步采用 Mig-6 过表达质粒转染肝癌细胞后发现上调
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［注］ A：不同浓度 NaAsO2 染毒 24 h；B：7.5 μmol·L−1 NaAsO2 染毒不同

时间；1：蛋白条带图；2：相对表达量直条图。a：与 0 μmol·L−1 组
相比，b：与 1.875 μmol·L−1 组相比，c：与 0 h 相比，d：与 12 h 相比，

e：与 24 h 组相比，P < 0.05。
图 1   NaAsO2 处理 Lx-2 细胞后 Mig-6 蛋白表达水平 （n=3） 
Figure 1   Protein expression levels of Mig-6 in Lx-2 cells after

NaAsO2 exposure (n=3)
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［注］ A: 蛋白条带图; B: 相对表达量。1：对照组；2：pcDNA3.1 空载体
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（7.5 μmol·L−1）+pcDNA3.1(+)/Mig-6 组。a：与对照组相比，b：与NaAsO2

（7.5 μmol·L−1）组相比，P < 0.05。Mig-6：丝裂原诱导基因 6；α-SMA：
α-平滑肌肌动蛋白；TGF-β1：转化生长因子-β1。

x̄ ± s
图 2   过表达 Mig-6 后 Lx-2 各组细胞中 Mig-6 及 α-SMA、

TGF-β1 蛋白表达水平  （ ，n=3） 

x̄ ± s
Figure 2   Protein levels of Mig-6, α-SMA, and TGF-β1 in Lx-2 cells

after over-expression of Mig-6 ( , n=3)
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图 3   过表达 Mig-6 后 Lx-2 各组细胞培养上清中 ECM 主要

成分分泌水平 （μg·L−1， ，n=3） 
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Figure 3   Secretion levels of ECM elements in culture
supernatants of Lx-2 cells after over-expression of Mig-6 (μg·L−1,

, n=3)
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Mig-6 可增加 Caspase-3 的活性，从而抑制肝癌细胞增
殖，促进肝癌细胞凋亡，在肝癌发生发展中发挥重要
保护作用[23]。

ECM 过度沉积是肝纤维化损伤的特征性病变过
程。正常肝脏中存在有限数量的 ECM，而活化增殖的
HSC 可导致大量 ECM 的产生，进而导致肝纤维化[11]。
HA、LN、PIIINP、COL-IV 作为 ECM 的主要成分，被广泛
用作判断肝纤维化程度的血清学指标。其中 HA 在肝
纤维化中水平异常增高，研究已表明 HA 在肝纤维化
改变过程中具有较高敏感性[10]；LN 是非胶原性结构
糖蛋白，是细胞外骨架支撑的重要结构，肝纤维化发
生时沉积在肝窦内并释放入血；PIIINP 是肝纤维化
III 型胶原代谢的直接血清标志物 [11, 24–25]；而 COL-IV
是肝损伤时最早增生的纤维，在肝纤维化诊断中具有
较好特异性[10]；新近综述总结出 COL-IV 在机体纤维化
发生过程中是一个驱动因素[26]；课题组前期已证实，

砷暴露诱导 HSC 活化的同时，可增加 ECM 分泌水平[12]。
本研究在发现过表达 Mig-6 可降低砷暴露所致 HSC
活化相关蛋白表达水平基础上，进一步检测了其培养
上清中 ECM 主要成分分泌水平，发现过表达 Mig-6 亦
可改善砷暴露所致 Lx-2 细胞 ECM 主要成分沉积，提
示 Mig-6 对砷所致的肝纤维化损伤有抑制作用。

综上所述，砷可致人肝星状细胞中 Mig-6 蛋白表
达下调，促使 HSC 活化标志物 TGF-β1、α-SMA 表达增
加，诱导 HSC 活化并促进其 ECM 主要成分沉积。该过
程可能是砷致肝纤维化损伤的重要机制之一，但 Mig-6
抑制砷致 HSC 活化的具体分子机制尚待进一步深入
研究。
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