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Abstract
AIM: To investigate the activin receptor-
interacting protein 2 (ARIP2) expression and its 
biological function in hepatocytes. 

METHODS: Expression of ARIP2 in mouse liver 
tissue and hepatoma cell line Hepal-6 cells was 
detected by Western blot, immunohistochemis-
try and cytochemical staining. Effect of ARIP2 
on activin-induced gene transcription was ana-
lyzed using CAGA-lux plasmid. Effect of over-
expression of ARIP2 on the proliferation of He-
pal-6 cells was assayed with MTT method. 

RESULTS: ARIP2 was expressed in mouse 
liver tissue and Hepal-6 cells. The expression 
of ARIP2 in activin A-stimulated Hepal-6 cells 
was increased in a time-dependent manner, and 
peaked at 24 h. There was a significant differ-
ence in the expression level of ARIP2 on Hepal-6 
cells at 12 and 24 h in contrast with the control 
group (1.01 ± 0.16, 1.62 ± 0.26 vs 0.82 ± 0.11, P 
< 0.05, P < 0.01). pcDNA3-ARIP2-transfected 
Hepal-6 cells obviously suppressed the gene 
transcription induced by activin A. MTT assay 
displayed that activin A (5 μg/L and 10 μg/L) 
remarkably inhibited the proliferation of He-
pal-6 cells, the A570 nm value was 1.59 ± 0.03 and 
1.49 ± 0.04 vs 1.79±0.07, respectively (P < 0.05, P 
< 0.01). ARIP2 over-expression in Hepal-6 cells 
significantly blocked the inhibitory effects of 
activin A (5 μg/L and 10 μg/L) on the prolifera-
tion of Hepal-6 cells. 

CONCLUSION: ARIP2 can be expected to be-
come a regulation target of genes in treatment of 
liver injury induced by activin. 

Key Words: Activin; Activin receptor-interacting 
protein 2; Signal transduction; Hepal-6 cells; Prolif-
eration
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摘要
目的: 探讨激活素受体相互作用蛋白2(ARIP2)
在肝细胞内的表达形式及其介导的生物学 
作用. 

方法: 采用免疫组织化学及细胞化学染色、
Western blot检测ARIP2蛋白在小鼠肝组织及
肝癌细胞系Hepa1-6细胞内的表达; 采用激活
素特异应答的CAGA-lux报告基因质粒分析
ARIP2对激活素诱导的特异基因转录的影响; 
MTT法检测ARIP2过表达对Hepa1-6细胞增殖
的影响. 

结果: ARIP2蛋白可在小鼠肝组织及Hepa1-6

®

■背景资料
激 活 素 以 自 分 
泌/旁分泌形式作
用于肝实质细胞, 
抑制肝细胞的增
殖, 还可以通过活
化肝星形细胞, 促
进肝细胞外基质
异常分泌, 参与肝
纤维化的形成和
发展.

■同行评议者
李涛 ,  主治医师 , 
北京大学人民医
院肝胆外科 
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细胞表达. 激活素A刺激Hepa1-6细胞ARIP2
蛋白表达呈时间依赖性升高, 于24 h达到高
峰; 12 h、24 h测定值与对照组相比有显著
性意义(1.01±0.16, 1.62±0.26 vs  0.82±0.11, 
P <0.05). pcDNA3-ARIP2转染Hepa1-6细胞, 
可以明显抑制激活素诱导的特异基因转录; 
MTT检测显示激活素A(5 μg/L、10 μg/L)可
以明显抑制Hepa1-6细胞增殖, 其570 nm吸光
度值与对照组相比有显著差异(1.59±0.03、
1.49±0.04 vs  1.79±0.07, P <0.05, P <0.01). 在
Hepa1-6细胞内过表达ARIP2可以阻断激活素
A对Hepa1-6细胞的增殖抑制作用. 

结论: ARIP2有望成为治疗激活素诱导的肝脏
损伤性疾病的基因调控靶点.

关键词: 激活素; 激活素受体相互作用蛋白2; 信号

传导; Hepa1-6细胞; 细胞增殖
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0  引言

激活素(Ac t iv in)属于转化生长因子-β(t r ans-
forming growth factor, TGF-β)超家族的多功能

生长、分化因子[1-4]. 近年研究发现激活素与肝

脏疾病关系密切, Act iv in A不仅以自分泌/旁
分泌形式作用于肝实质细胞, 抑制肝细胞的增

殖、影响肝组织再生, 还可以通过活化肝星形

细胞(HSC), 促进肝细胞外基质(extracel lular 
matrix, ECM)异常分泌, 参与肝纤维化的形成和

发展[5-7]. 
激活素受体属于丝/苏氨酸激酶型受体[8-9], 

激活素首先与靶细胞表面的Ⅱ型受体(ActRⅡ)
结合, ActRⅡ再活化Ⅰ型受体(ActRⅠ), 进而

激活细胞内下游信号传导蛋白Smads, 发挥生

物学作用. 激活素受体相互作用蛋白(ARIP)是
最近发现的一组信号传导调控蛋白[10-13], 作为

Smad上游信号调控蛋白可特异结合激活素Ⅱ

型受体, 影响激活素诱导的细胞内信号传导. 研
究发现A R I P2具有抑制激活素信号传导的作

用, Northern blot检测显示ARIP2 mRNA在肝

组织内高表达[10], 我们的研究还显示肝癌细胞

系Hepa1-6高表达ARIP2 mRNA[10]. 因此推测, 
ARIP2表达与激活素调控肝细胞活性有关, 但是

ARIP2在肝细胞中介导激活素信号传导及其对

激活素诱导的肝细胞增殖抑制的影响作用仍不

清楚. 本研究采用Hepa1-6细胞[14], 进一步探讨了

ARIP2蛋白的表达规律及其参与激活素信号传

导和细胞增殖的作用, 为进一步寻找治疗肝脏

疾病的基因作用靶点奠定研究基础.

1  材料和方法

1.1 材料 Act iv in A、MTT购自Sigma公司, 
Dulbecco's modified Eagle's medium(DMEM)
高糖培养基是G I B C O产品, L i p o f e c t a m i n e 
2000由I n v i t r o g e n公司提供 ,  G l u t a t h i o n e-
Sepharose 4B以及Protein A-Sepharose 4B为
Amersham Biosciences产品. 免疫组织化学染色

用Ultrasensitive SP试剂盒购置福建迈新公司. 
Hepa1-6细胞株来源于小鼠肝癌细胞系, 由中科

院上海细胞库提供, 采用100 mL/L牛血清(FCS)-
DMEM培养.
1.2 方法 
1.2.1 质粒构建: 根据编码ARIP2全氨基酸cDNA
序列(1-153氨基酸残基), 分别设计并引入Eco R
Ⅰ酶切位点的上游引物: 5'-ggaattcatgattttctcagg
gctggg-3'和引入XhoⅠ酶切位点及终止密码子

的下游引物5'-gctcgagctattcacaagaacagtgtaaa-3'. 
经一步法RT-PCR扩增目的基因片段, TA克隆

入p M D18-T质粒 ,  再亚克隆入真核表达载体

pcDNA3, 构建pcDNA3-ARIP2. 同时构建原核表

达质粒pGEX-4T-1-ARIP2(编码ARIP2 COOH端

的98-153氨基酸残基). 
1.2.2 兔抗ARIP2抗体制备: 构建的pGEX-4T-
1-A R I P2表达质粒转染大肠杆菌B L21, 采用

Glutathione-Sepharose 4B亲和层析柱纯化表达

的GST-ARIP2融合蛋白(按产品说明书操作). 取
GST-ARIP2融合蛋白500 µg与完全弗氏佐剂混

匀, 多点接种免疫家兔, 加强免疫两次后, 静脉

采血、分离血清. 经Protein A亲和层析纯化抗

GST-ARIP2融合蛋白抗体, 再经GST-Sepharose 
4B亲和层析除去抗GST抗体[13]. 获得纯化的抗

ARIP2特异性IgG型抗体, 用于免疫组织及细胞

化学染色. 
1.2.3 免疫组织化学及细胞化学染色检测ARIP2
蛋白表达: 取C57BL/6小鼠肝脏经40 g/L多聚甲

醛固定, 常规石蜡切片, 再经二甲苯脱蜡、梯度

酒精水化; 同时将处于对数生长期的Hepa1-6细
胞接种在放有盖玻片的12孔培养板内, 继续培

养过夜, 贴有Hepa1-6细胞的盖玻片经40 g/L多
聚甲醛固定. 上述标本经3 mL/L H2O2孵育1 h除
去内源性过氧化物酶后, 用20 mL/L BSA-PBS

■研发前沿
激活素受体相互作
用蛋白2(ARIP2)
是新发现的激活
素信号传导的负
向调控蛋白, 有关
其组织学分布、
生物学作用等仍
不清楚.



www.wjgnet.com

352                      ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R             世界华人消化杂志        2008年2月8日       第16卷      第4期

室温封闭1 h, 滴加兔抗ARIP2抗体(1∶200稀
释), 4℃过夜. PBS洗3次, 采用Ultrasensitive SP
试剂盒, 按照说明书操作进行显色; 苏木精复

染, 水冲洗返蓝, 常规梯度酒精脱水干燥, 二甲

苯透明, 树胶封片, 光学显微镜观察. 实验同时

以未免疫健康兔IgG做阴性对照, 操作过程同抗

体组. 
1.2.4 Western blot检测ARIP2蛋白的动态表达: 
将对数生长期的Hepa1-6细胞接种于12孔细胞培

养板, 细胞数2×105/孔, 37℃培养过夜后, 更换

培养液为20 mL/L FCS-DMEM培养基, 各孔加入

刺激物Activin A(5 mg/L), 同时设培养液单纯培

养细胞做对照孔, 继续培养8 h、12 h、24 h, 收
集细胞, 每孔细胞加入50 µL组织裂解缓冲液(1 
mL/L Triton X-100; pH7.5 50 mmol/L Tris-HCl; 
150 mmol/L NaCl; 2 mmol/L EDTA; 2 mmol/L 
PMSF; 1 mmol/L NaF; 4 ng/L leupeptin; 1 ng/L 
aprotitin), 4℃, 制备细胞匀浆, 以2000 r/min, 4℃
离心10 min, 取上清液再以12 000 r/min, 4℃离心

30 min, 回收上清液, 加入2×SDS-PAGE上样缓

冲液25 μL, 100℃变性样本5 min, SDS-PAGE凝
胶电泳分离样本, 电转印至PVDF膜, 用抗ARIP2
抗体做探针进行Western杂交, 采用ECL化学发

光检测试剂盒检测杂交结果, 以β-actin为参照, 
将条带进行灰度扫描. 
1.2.5 激活素诱导的特异应答基因转录分析: 
为了研究ARIP2介导的激活素信号传导作用, 
实验选择对激活素特异应答的CAGA-lux质粒

提供荧光素酶报告基因. 采用Lipofec tamine 
2000将CAGA-lux、CMV-gal(用于荧光素酶活

性标准化计算)及pcDNA3-ARIP2质粒共转染

体外培养的Hepa1-6细胞, 采用5 μg/L Activin 
A刺激, 检测细胞内报告基因转录荧光素酶的

活性[10,13]. 
1.2.6 MTT法检测Hepa1-6细胞增殖: 取对数生长

期的Hepa1-6细胞接种于96孔细胞培养板, 2×
104/孔. 根据ARIP2抑制激活素信号传导情况选

择0.03 μg pcDNA3-ARIP2及0.03 μg pcDNA3空
质粒, 采用Lipofectamine 2000分别将pcDNA3-
ARIP2及pcDNA3转染培养的Hepa1-6细胞, 设
单纯培养液对照及5 μg/L Activin A和10 μg/L 
Activin A刺激组, 每组设3复孔, 培养24 h后, 常
规MTT法检测细胞增殖, 全自动酶标仪读取波

长570 nm的光吸收值(A 570nm), 以A 570nm值表示细

胞生长情况[15].
统计学处理 实验数据以mean±SD表示, 采

用统计学处理软件SPSS9.0进行统计学分析, 组
间比较采用t检验, 各实验组与对照组差异的显

著性以P <0.05或P <0.01表示.

2  结果

2.1 ARIP2在肝脏及Hepa1-6细胞的表达 在肝实

质细胞及Hepa1-6细胞均有明显的抗ARIP2抗
体染色(图1), 提示ARIP2蛋白在小鼠肝脏及肝

癌细胞系Hepa1-6细胞内均存在. 因此实验选择

Hepa1-6细胞进一步研究ARIP2在肝细胞内的生

物学活性. 
2.2 Activin A刺激Hepa1-6细胞ARIP2蛋白的动
态表达 Activin A作用8 h后, ARIP2蛋白表达开

始出现时间依赖性增加, 12, 24 h蛋白的表达与

对照组比较差异显著(1.01±0.16, 1.62±0.26 vs  
0.82±0.11, P <0.05, P <0.01, 图2), 尤以24 h蛋白

表达增加最为明显. 
2.3 在Hepa1-6细胞内ARIP2表达抑制激活素信
号传导 ARIP2呈剂量依赖性的抑制激活素诱导

的特异基因转录活性(图3). 上述结果提示在激

活素A刺激Hepa1-6细胞后, 升高的ARIP2可能参

与激活素信号传导的负反馈调节, 对终止激活

素的病理损伤作用具有重要意义. 
2.4 ARIP2过表达对Hepa1-6细胞增殖的影响  
Activin A能明显抑制Hepa1-6细胞的增殖, 并具

有一定的剂量依赖关系, 5 μg/L和10 μg/L Ac-
tivin A组570 nm吸光度值与0 μg/L Activin A组

相比有显著差异(1.59±0.03, 1.49±0.04 vs  1.79
±0.07, P <0.05, P <0.01). 而ARIP2过表达后可以

明显阻断Activin A对Hepa1-6细胞的生长抑制作

用(图4), 5 μg/L和10 μg/L Activin A组570 nm吸

光度值与0 μg/L Activin A组相比无差异(1.69±
0.09, 1.7±0.08 vs  1.65±0.06, P >0.05). 上述资料

提示ARIP2在Hepa1-6细胞内表达可能是通过阻

断激活素特异信号传导途径, 进而翻转激活素A
对Hepa1-6细胞的增殖抑制作用.

3  讨论

肝纤维化是慢性肝病重要的病理特征, 是慢性

肝损伤引起肝脏代谢和细胞间相互作用紊乱的

结果[17-18]. 大量研究表明Activin A在调节肝细胞

生长[19-20], 促进肝纤维化发生发展过程中发挥重

要作用[21-28]. TGF-β是重要的致肝纤维化因子, 
Wada et al [3]的新近研究发现TGF-β在作用于肝

星形细胞(HSC)诱导胶原产生的过程中, 主要依

赖于其对内源性Activin A自分泌的诱导. 该研究

■相关报道
前期研究主要集
中在ARIP2在细
胞内介导激活素
信号传导作用及
其方式, 但有关其
在肝细胞的生物
学作用研究仅有
本实验室的一篇
报道.

■创新盘点
本研究通过蛋白
水 平 首 次 证 实
在 肝 癌 细 胞 系
H e p a 1 - 6细胞中
ARIP2参与激活
素A作用的晚期
信号传导调控, 并
具有阻断激活素
A抑制Hepa1-6细
胞增殖的作用. 
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■应用要点
ARIP2作为激活
素信号传导抑制
蛋白, 可以反转激
活素对Hepa1-6细
胞的增殖抑制作
用, 因此, ARIP2
有望成为治疗激
活素诱导的肝损
伤性疾病的基因
调控靶点.

证实在肝纤维化发病机制中, TGF-β与Activin A
二者不仅仅是功能相似, 而且存在协同和依赖

的关系, TGF-β诱导肝纤维化的功能部分依赖于

Activin A的自分泌, 因此如果能够阻断肝细胞自

分泌激活素, 或抑制其受体后特异信号传导, 都
可能减轻或抑制激活素介导的肝损伤进程, 发
挥治疗肝脏疾病的作用. 

激活素受体相互作用蛋白(ARIP)具有明显

的组织学特异性, 在不同的组织中不仅表达、

分布不同, 其生物学活性也存在很大差异, 是决

定激活素组织学作用特异性的关键分子. 研究

发现ARIPs均能特异结合激活素II型受体, 调控

激活素诱导的细胞内信号传导[11-13]. 其中ARIP1
与Smad3蛋白结合, 抑制Smad蛋白向细胞内传

递信号[11]; ARIP2/2a通过Ral/RalBP1依赖的途径, 
促进ActRII内吞, 降低细胞膜上的ActRⅡ受体
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图  2  Activin A刺激Hepa1-6细胞ARIP2蛋白的动态表达. 1: 
8 h; 2: 12 h; 3: 24 h; 4: 对照. aP<0.05, bP<0.01 vs  对照组. 
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图  3  ARIP2 在Hepa1-6细胞抑制激活素诱导的基因转录活
性. aP<0.05 vs  Activin A (+)+ARIP2 (0)组.

图  1  ARIP2免疫组织(细胞)
化学染色. A: 小鼠肝组织
阴性对照(1×100); B: 小鼠

肝组织抗ARIP2抗体免疫

组织化学染色(1×100); C: 

Hepa1-6细胞阴性对照(1

×200); D: Hepa1-6细胞抗

ARIP2抗体免疫细胞化学染

色(1×200).
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图  4  ARIP2过表达对Hepa1-6细胞增殖的影响. aP <0.05, 
bP<0.01 vs  Activin A 0 μg/L组. 
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■名词解释
ARIP2: 激活素受
体相互作用蛋白
2, 具有特异结合
激活素Ⅱ型受体, 
并抑制激活素信
号传导作用的蛋
白.

表达, 具有抑制激活素诱导的信号传导作用[8,29]; 
ARIP2b、2c可以上调ActRⅡ受体表达, 具有促

进激活素诱导的信号传导作用[13]. 我们的研究发

现ARIP2 mRNA在肝脏细胞及Hepa1-6细胞中表

达[16], 提示ARIP2与激活素作用肝细胞的信号传

导调控有关. 
为了探讨ARIP2蛋白在肝细胞中的表达形

式及其生物学作用, 本研究采用免疫组织化学

以及细胞化学染色, 确定在小鼠肝脏组织细胞

以及Hepa1-6细胞均有成熟的ARIP2蛋白表达. 
研究通过Western blot进一步分析了ARIP2蛋白

的动态表达情况, 结果显示在Activin A刺激的

晚期12、24 h ARIP2的表达显著增加, 这一结果

与我们前期研究发现的ARIP2 mRNA动态转录

水平一致[16], 进一步提示ARIP2可能参与激活素

作用后期信号传导调节过程. 为明确ARIP2对激

活素的信号传导调控作用, 实验分析了ARIP2对
激活素诱导的特异基因转录的影响, 结果显示

ARIP2在肝细胞中能够明显抑制激活素诱导的

信号传导. 由此可见ARIP2可能作为激活素信号

传导负调控蛋白, 参与激活素作用晚期的信号

传导的负反馈调节过程. 
为了进一步阐述A R I P2作为激活素信号

传导的负调控分子在肝细胞中的生物学作用, 
本研究采用来源于肝实质细胞的肝癌细胞系

Hepa1-6细胞作为研究对象, 研究发现Activin 
A对H e p a1-6细胞增殖具有明显的抑制作用 , 
Activin A 10 μg/L刺激24 h生长抑制率达27%, 
具有剂量依赖关系. Activin A对Hepa1-6细胞增

殖抑制与有关报道的Act iv in A抑制小鼠肝实

质细胞增殖的结果一致[4-5,17-18]. 实验进一步将

pcDNA3-ARIP2转染至小鼠肝癌细胞系Hepa1-6
细胞, 观察ARIP2表达对激活素诱导的肝细胞增

殖抑制的影响, 结果显示ARIP2过表达可以明显

减弱或消除Activin A对Hepa1-6细胞的增殖抑

制作用, 表明ARIP2可能通过抑制激活素信号

传导, 对激活素的生物学作用具有明显的阻断 
作用. 

上述资料显示ARIP2是一种可在肝细胞内

表达, 具有抑制激活素信号传导作用的负调控

蛋白, 在肝细胞内上调ARIP2的表达, 可以反转

激活素在肝脏介导的生物学作用. 因此在肝细

胞内上调ARIP2的表达对预防和减轻激活素在

肝脏的致病作用, 具有重要意义, ARIP2有望成

为治疗肝病的有效靶点. 
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