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Abstract 
AIM: To observe the expression of Smad ubiq-
uitination regulatory factor (Smurf)1, Smurf2, 
Smad3 and Smad7 proteins in liver fibrosis and 
to evaluate their interactions. 

METHODS: Immunohistochemistry was ap-
plied to detect the expression of Smurf1, Smurf2, 
Smad3 and Smad7 in 9 normal liver tissue sam-
ples and 38 chronic HBV infection tissue samples. 

RESULTS: Smurf1, Smurf2, Smad3 and Smad7 
showed widespread expression in the liver 
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泛素调节因子在人肝纤维化过程中的表达及意义

王标钰, 张法灿, 张 国

®

■背景资料
肝纤维化是肝脏
对各种原因所导
致的肝损害时细
胞外基质合成、
降解与沉积不平
衡而引起的病理
过程, 涉及复杂的
细胞及分子机制. 
其中, 转化生长因
子β1(transforming 
growth factor-β1, 
TGF-β1)/Smad信
号通路可能是慢
性乙型肝炎病毒
(hepatitis B virus, 
HBV)感染导致肝
纤维化重要机制. 

parenchymal cells and nonparenchymal cells. 
Compared with normal liver tissue, the positive 
rates of Smad3 and Smurf2 expression increased 
significantly (66.7% vs 100%, 66.7% vs 92.1%, P < 
0.01 for both) and the positive rate of Smad7 ex-
pression decreased significantly in liver fibrosis 
(77.8% vs 39.5%, P < 0.01), although the positive 
rate of Smurf1 expression had no significant 
change (77.8% vs 63.2%, P > 0.05). There were 
significant positive correlations between Smad3 
and Smurf2 expression and the degree of fibro-
sis (P < 0.01 for both). Smad7 expression was 
negatively correlated with the degree of fibrosis 
(P < 0.01). There was no significant correlation 
between Smurf1 expression and liver fibrosis (P 
> 0.05). Smurf2 expression was positively cor-
related with Smad3 expression (P < 0.01) and 
negatively with Smad7 expression (P < 0.01). 
There was no significant relationship between 
Smurf1 and Smurf2, Smad3, Smad7 expression (P 
> 0.05 for all). There was a negative correlation 
between expression of Smad3 and that of Smad7 
(P < 0.01).

CONCLUSION: The increase of Smad3 signal 
and decrease of Smad7 signal may lead to the 
development of liver fibrosis, and Smurf2 may 
play a bidirectionally regulatory role in the pro-
gression of liver fibrosis.

© 2014 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目的: 观察Smurf1、Smurf2、Smad3和Smad7
蛋白在人肝纤维化组织中的表达, 探讨四者的
相互关系及介导的信号传导在肝纤维化发生
中的作用机制. 

方法: 采用免疫组织化学法测定9例正常肝组
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■研发前沿
目前研究多集中
在对TGF-β信号
传导通路底物及
受 体 的 调 节 上 , 
Smad3和Smad7
受泛素化调节因
子(Smurf)的调节, 
但Smurf对Samd
的调节是否影响
到肝纤维化的过
程目前仍未解决.

织和38例慢性乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, 
HBV)感染者肝组织中Smur f1、Smur f2、
Smad3和Smad7的表达情况. 

结果: Smurf1、Smurf2、Smad3和Smad7在肝
内实质细胞及非实质细胞均可见广泛表达. 
与正常肝相比, 肝纤维化组Smad3、Smurf2
的阳性表达率显著增加(66.7% v s  100%、

66.7% vs  92.1%, P <0.01、P <0.01), Smad7阳
性表达率显著降低(77.8% vs  39.5%, P <0.01); 
而Smurf1阳性表达率无显著变化(77.8% vs  
63.2%, P >0.05), 差异无统计学意义. Smad3、
Smurf2与纤维化程度呈显著正相关(P <0.01、
P <0.01); S m a d7与纤维化程度呈显著负相
关(P <0.01); Smurf1与肝纤维化无显著相关
性(P >0.05). Smurf2与Smad3呈显著正相关
(P <0.01), 与Smad7呈显著负相关(P <0.01); 
Smurf1与Smurf2、Smad3、Smad7均无相
关性(均P >0.05); Smad3与Smad7呈负相关
(P <0.01). 

结论: Smad3信号增强及Smad7信号缺失可能
导致肝纤维化发展, Smurf2在肝纤维化进展中
可能发挥双向调节作用. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有.
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核 心 提 示 :  S m a d 泛 素 化 调 节 因 子 ( s m a d 
ubiquitination regulatory factor, Smurf)参与了转化

生长因子β1(transforming growth factor-β1)/Smad
信号通路的调节, Smurf2在肝纤维化进展中发挥

双向调节作用, 但其对信号通路的促进作用可能

远大于抑制作用, 最终促进肝纤维化的进展.

王标钰, 张法灿, 张国. 泛素调节因子在人肝纤维化过程中的

表达及意义.  世界华人消化杂志  2014; 22(15): 2100-2107  

URL: http://www.wjgnet.com/1009-3079/22/2100.asp  
DOI: http://dx.doi.org/10.11569/wcjd.v22.i15.2100

0  引言

目前认为肝纤维化发生时细胞外基质(extracel-
lular matrix, ECM)主要来源于活化的肝星状细

胞(hepatic stellate cell, HSC), 而转化生长因子

β1(transforming growth factor-β1, TGF-β1)则是

导致肝纤维化最重要的细胞因子之一[1]. 转化生

长因子β超家族信号传导因子(drosophila moth-
ers against decapentaplegic protein, Smad)蛋白做

为TGF-β1下游信号因子, 在TGF-β1/Smad信号

通路中发挥着重要作用. Smad泛素化调节因子

-2(smad ubiquitination regulatory factor2, Smurf2) 
是E3泛素链接酶中的一种, 在TGF-β1/Smad信
号通路起着重要的调控作用[2-4]. 我们对慢性乙

型肝炎病毒(hepatitis B virus, HBV)感染者进

行肝纤维化分级, 然后用免疫组织化学法检测

Smurf1、Smurf2、Smad3和Smad7在人正常肝

组织及肝纤维化组织中的表达, 探讨四者的相

互关系及介导的信号在纤维化发生中的作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集2006-01/2012-12广西壮族自治区

人民医院38例诊断明确的慢性HBV感染者病

理存档肝穿标本(肝纤维化分级为S1-4期), 男性

32例, 女性6例, 年龄39.18岁±9.60岁. 另9例因

外伤及良性肿瘤手术切除而收集的正常肝组织

来自广西医科大学一附院. 本研究经过广西壮

族自治区人民医院伦理委员会同意. 所有标本

均经过40 g/L甲醛固定, 石蜡包埋, 3 µm连续切

片, 主要试剂Smad3、Smad7、Smurf1、Smurf2
购自美国圣克鲁斯(Santa Cruz)公司, 辣根过氧

化物酶标记二抗购自美国赛信通(Cell Signaling 
Technology)公司及中衫金桥公司. 
1.2 方法 
1.2.1 肝标本病理学检查: 肝组织石蜡切片, 常规

作HE染色及Masson染色观察组织学情况, 并由

两名资深病理科专家做出组织学诊断. 
1.2.2 采用免疫组织化学染色二步法: 石腊切片

常规脱腊至水, 用0.01 mol/L的柠檬酸缓冲液煮

沸后高压修复抗原10 min, 3%H2O2修复内原性

过氧化物酶10 min, 自然然冷却室温后分别滴加

Smad3、Smad7、Smurf1及Smurf2一抗4 ℃孵

育过夜; PBS冲洗3 min×5次, 再依次滴加辣根

过氧化物酶标记二抗, 37 ℃水浴箱孵育30 min; 
PBS冲洗3 min×5次, 最后DAB显色约3 min, 苏
木素复染1 min, 1%盐酸乙醇分化2 s, 氨水反蓝. 
常规乙醇脱水、中性树胶封片, 光镜下观察并

分析Smurf1、Smurf2、Smad3和Smad7蛋白表

达情况. Smurf1、Smurf2、Smad3和Smad7抗
体稀释度均为1∶100. 用PBS代替一抗作阴性

对照. 免疫组织化学结果判定: 采用双盲法观

察结果, 每例肝组织标本在高倍镜下选取5个视

野, 评分标准参照文献[5], 根据组织切片中阳性

细胞百分比和着色强度进行半定量分级评分. 
阳性细胞百分比≤10%为0分, 11%-25%为1分, 
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■相关报道
2012年Zhang等研
究发现, Smurf2在
儿童增生性瘢痕
的成纤维细胞中
表达逐渐增加, 参
与了增生性瘢痕
的 进 展 .  研 究 表
明调高Smurf2的
表达能使细胞对
TGF-β更加敏感, 
产生更为有效的
信号.

26%-50%为2分, 51%-75%为3分, ≥76%为4分; 
不着色为0分, 浅黄色为1分, 黄色为2分, 棕黄色

为3分. 取上述两项分值乘积作为总积分: 0分为

阴性, 1-4为弱阳性(+), 6-8分为阳性(++), 9-12分
为强阳性(+++). 

统计学处理  应用S P S S17.0软件对数据

进行处理, 纤维化组与正常对照组S m u r f1、
Smurf2、Smad3和Smad7蛋白两两比较用秩和检

验, Smurf1、Smurf2、Smad3和Smad7与肝纤维

化等级相关性用Spearman相关性分析, Smurf1、
Smurf2、Smad3和Smad7相互关系进行Spearman
相关性分析, P<0.05为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 肝组织观察 正常肝组织HE染色显示, 肝小

叶结构正常, 肝细胞索以肝小叶中央静脉为中

心呈放射状有序排列, 无明显炎性细胞浸润和

细胞变性、坏死; 肝纤维化组织HE可见不同程

度的变性、坏死及淋巴细胞浸润(图1). 正常肝

Masson染色仅见汇管区有少量的纤维组织; 肝
纤维化组织S1级可见汇管区纤维化扩大, 局限

窦周及小叶内纤维化, S2级可见有纤维间隔形

成, S3级纤维间隔伴小叶结构紊乱, S4级呈早期

肝硬化表现(图2). 
2.2 肝组织Smurf1、Smurf2、Smad3和Smad7的

A B

ED

C

图  1  肝组织HE染色(×200). A: 正常肝组织; B: S1级; C: S2级; D: S3级; E: S4级.

A B

ED

C

图  2  肝组织Masson染色(×200). A: 正常肝组织; B: S1级; C: S2级; D: S3级; E: S4级.
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■创新盘点
目 前 S m u r f 1 在
人 肝 纤 维 化 组
织 中 表 达 情 况
尚 未 见 相 关 报
道 ,  本 研 究 通 过
检 测 S m u r f 1 、
Smurf2、Smad3
和Smad7的表达
情况, 利于更全面
的探讨泛素化调
节因子对Samd的
调节及对肝纤维
化的影响.

表达 表达呈黄色及棕黄色, 在正常肝组织中主

要分布在肝实质细胞胞质及肝星状细胞中, 汇管

区及肝窦diss间隙亦可见少量弱阳性表达, 也可

出现阴性表达. 与正常肝组织相比, Smad7表达明

显减少, 主要分布在少数肝实质细胞胞质中, 较
多表达为阴性(图3); Smad3、Smurf2表达明显增

多, 主要分布在汇管区、纤维间隔及中央静脉周

围的成纤维细胞、肝星状细胞及淋巴细胞, 肝实

质细胞细胞质内亦可见弥漫性弱阳性表达(图4, 
5). Smurf1表达与正常肝组织比较, 变化不显著, 
主要在纤维间隔成纤维细胞、肝星状细胞及淋

巴细胞及肝实质细胞细胞质内表达(图6). 与正常

肝相比, 肝纤维化组Smad3、Smurf2表达显著增

加(Z  = -3.110、 Z  = -2.716, P<0.01、 P<0.01), (表
1, 2), Smad7表达显著降低(Z  = -2.899, P <0.01), 
(表3); 而Smurf1表达无显著变化(Z  = -1.399, 
P>0.05), (表4), 差异无统计学意义. 
2.3 Smurf1、Smurf2、Smad3和Smad7与肝纤

维化相关性分析 Smad3、Smurf2与纤维化程

度呈显著正相关(r  = 0.627、r  = 0.652, P <0.01、 
P <0.01), (表1, 2, 图4, 5); Smad7与纤维化程度

呈显著负相关(r  = -0.488, P <0.01), (表3, 图3); 
Smurf1与肝纤维化无显著相关性(r  = -0.064, 
P >0.05), (表4, 图6). 

A B

ED

C

图  3  Smad7在人正常肝及肝纤维化组织中的表达(×200). A: 正常肝组织; B: S1级; C: S2级; D: S3级; E: S4级.
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C

图  4  Smad3在人正常肝及肝纤维化组织中的表达(×200). A: 正常肝组织; B: S1级; C: S2级; D: S3级; E: S4级.
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2.4 Smurf1、Smurf2、Smad3和Smad7的相互

关系 Smurf2与Smad3呈显著正相关(r  = 0.523, 
P <0.01), 与Smad7呈显著负相关(r  = -0.447, 
P<0.01); Smurf1与Smurf2、Smad3、Smad7无相

关性(r  = -0.008、r  = -0.053、 r  = 0.219, P>0.05); 
Smad3与Smad7呈负直线相关(r  = -0.389, P<0.01). 

3  讨论

TGF-β1是引起肝纤维化最有效的细胞因子, 通
过促进ECM的产生和沉积引起肝纤维化的发生, 
其中TGF-β1/Smad信号传导通路是促进ECM生

成的重要途径[6]. ECM主要来源于活化的肝星

状细胞, 而肝星状细胞(hepatic stellate cell, HSC)
的活化和增殖是肝纤维化发展的中心环节 [7], 
TGF-β1可通过与其唯一的底物Smads结合发

挥生物效应, 从而刺激HSC的活化和增殖[8]. 现
在许多研究都集中在TGF-β信号传导通路, 特
别是其底物及受体的调节 [9-12]. 我们的研究显

示, 在肝纤维化组织中Smad3大量表达在肝汇

管区、纤维间隔的肝星状细胞及成纤维细胞

中, 说明TGF-β1信号传导活跃导致了HSC大量

活化. 根据其Smads在TGF-β信号传导中功能不

同分为3类: (1)受体调节性Smads(R-Smads): 其
中Smad2、3直接参与TGF-β信号传导; (2)通用

■应用要点
TGF-β1/Smad信
号通路可能是慢
性HBV感染导致
肝纤维化的重要
机制, Smurf2对信
号通路传导发挥
促进作用, 如果对
通路中的信号分
子施加干预或许
能延缓肝纤维化
的进展.

A B
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C

图  5  Smurf2在人正常肝及肝纤维化组织中的表达(×200). A: 正常肝组织; B: S1级; C: S2级; D: S3级; E: S4级.
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C

图  6  Smurf1在人正常肝及肝纤维化组织中的表达(×200). A: 正常肝组织; B: S1级; C: S2级; D: S3级; E: S4级.
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性Smads(Co-Smad), 主要是Smad4; (3)抑制性

Smads(I-Smads), 包括Smad6、7, 其中Smad7对
TGF-β1/Smad信号传导进行负调控. 目前认为

TGF-β1主要通过受体及其下游信号分子Smads
完成信号通路的传导. TGF-β首先与受体复合物

中的Ⅱ型受体结合, 然后磷酸化并激活Ⅰ型受

体中的丝氨酸/苏氨酸激酶, 活化的Ⅰ型受体可

磷酸化R-Smads, R-Smads可与Smad4形成复合

物, 穿梭入细胞胞核内调节基因表达[13]. 
Smurf是E3泛素连接酶HECT家族中的成员

之一, 其中Smurf2在调节TGF-β1/Smad过程中

扮演着重要角色. 研究发现Smurf2可以通过降

解TGF-βⅠ型及Ⅱ受体抑制TGF-β信号通路的

转导[2]. Smurf2除了对TGF-β受体的降解外, 还
选择性地与Smad2和Smad3直接结合, 泛素化降

解Smad2及Smad3[14], 从而减弱TGF-β信号. 此
外, 其可与Smad7形成Smad7-Smurf2复合物再与

TGF-β受体结合, 最终共同降解Smad7和TGF-β
受体[15-17]. Smurf1则可以通过Smad7与TGF-β受
体结合, 最终导致Smad7和TGF-β受体的共同

降解[18]. Tahashi等[19]研究发现, 在肝纤维化大鼠

模型中, 急性肝损时TGF-β可快速诱导Smad7表
达, Smad7可使HSC内TGF-β/Smad信号转导通

路呈现平衡状态, 不致于产生过多的胶原蛋白; 
但在HSC转化为肌成纤维细胞(myofibroblast, 
MFB)后便失去了TGF-β诱导Smad7表达上调的

敏感性, 结果导致R-Smad持续磷酸化且无法被

Smad7抑制, R-Smad信号下转, 又介导HSC向

MFB转化并分泌大量TGF-β, 继续激活ECM的

转录, 引起ECM大量堆积, 最终造成恶性循环. 
我们的研究显示在肝纤维化组织中, Smad7表达

随着肝纤维化程度加重逐减少, Smad3表达逐

渐增多, 由此可见, Smad7表达的缺失导致其对

TGF-β1/Smad信号负调控失灵, 而Smad3持续表

达则导致了信号传导增强, 最终促进了肝纤维

化的发生及发展. Latella等[20]发现Smad3缺陷转

基因小鼠较野生型小鼠而言, 因为缺失Smad3信
号分子而不易出现肝纤维化.

本研究表明在正常肝组织中S m u r f1、
Smurf2、Smad3和Smad7均有表达, 但在肝纤维

化组中Smurf2、Smad3表达显著升高, 而Smad7
表达显著下降. Smad3随着肝纤维化程度加重, 
表达进行性增加, 与肝纤维化程度呈显著正相

关(P <0.01), 而做为下游信号分子的Smad3表达

越多, 说明TGF-β1信号通路传导越激烈, 从而刺

激肝星状细胞的活化和增殖, 转化为肌成纤维

细胞, 进而导致肝纤维化的进展. Smurf2与肝纤

维化程度呈显著正相关(P <0.01), Tan等[21]研究

发现在小鼠肾纤维化中Smurf2的表达增高, 上
调Smurf2的表达能够显著增强Smad核转录共

抑制因子SnoN(ski-related novel protein n, SnoN)
的降解, 而SnoN的降解又会进一步刺激TGF-β

■同行评价
本文有科学性、
创新性和可读性, 
可以在一定程度
上地反映我国胃
肠病学临床和基
础研究先进水平.

     

表  1  Smad3在人正常肝及肝纤维化组织中的表达

分组 n
表达强度

- + ++ +++

正常肝   9 3 3 3 0

S1 13 0 6 5 2

S2   9  0 2 5 2

S3   9 0 0 7 2

S4   7 0 0 2 5

     

表  3  Smad7在人正常肝及肝纤维化组织中的表达

分组 n
表达强度

- + ++ +++

正常肝   9 2 3 4 0

S1 13 5 8 0 0

S2   9 6 3 0 0

S3   9 6 3 0 0

S4   7 6 1 0 0

     

表  4  Smurf1在人正常肝及肝纤维化组织中的表达

分组 n
表达强度

- + ++ +++

正常肝   9 2 4 3 0

S1 13 5 7 1 0

S2   9 4 5 0 0

S3   9 4 2 3 0

S4   7 1 6 0 0

     

表  2  Smurf2在人正常肝及肝纤维化组织中的表达

分组 n
表达强度

- + ++ +++

正常肝   9 3 5 1 0

S1 13 3 7 3 0

S2   9 0 4 4 1

S3   9 0 1 7 1

S4   7 0 1 3 3
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信号[22], 这可能是Smurf2与纤维化程度呈显著

正相关的原因之一. Zhang等[23]研究也有类似发

现, Smurf2在儿童增生性瘢痕的成纤维细胞中表

达逐渐增加, 参与了增生性瘢痕的进展. Smurf2
与Smad3呈显著正相关(P <0.01), 研究表明调高

Smurf2的表达能使细胞对TGF-β更加敏感, 产生

更为有效的信号[24]. 根据Smurf2对TGF-β1/Smad
信号通路的促进作用, 因此可以解释Smurf2与
Smad3的正相关关系. Smurf2与Smad7呈显著

负相关(P <0.01), 是因为Smurf2对Smad7也具有

降解作用, Fukasawa等[25]在单侧输尿管闭塞的

模型实验中证实了Smurf2降解Smad7的作用, 
Smurf2表达越多对Smad7的降解越大, 故二者

呈现负相关. 然而Smurf2选择性的降解Smad7
必然会导致信号通路的增强[26]. 这对于抑制信

号通路的传导, 延缓肝纤维化的进展是不利的. 
可见, Smurf2在TGF-β1/Smad信号传导中发挥

双向调节的作用, 但对信号通路的促进作用可

能远大其抑制作用, 最终导致肝纤维化的发展. 
Smad7与肝纤维化程度呈显著负相关(P <0.01), 
与Smad3呈负直线相关(P <0.01), 说明Smad7表
达缺失导致了其对信号通路抑制作用的减弱, 
而通路信号的持续下传又必然导致Smad3表达

的大量增加. Smurf1与肝纤维化无显著相关性

(P >0.05), Smurf1与Smurf2、Smad3、Smad7亦
无相关性(P >0.05), Smurf1虽可通过对Smad7和
TGF-β受体进行降解调节信号传导, 但有研究表

明[27-30]Smurf1主要通过对Smad1、Smad5泛素

化降解参与BMP信号通路的调节. 因此, 其在肝

纤维化发展中究竟发挥多大作用仍需进一步研

究. 我们认为TGF-β1/Smad信号通路可能是慢性

HBV感染导致肝纤维化的重要机制, 如果对通

路中的信号分子施加干预或许能延缓肝纤维化

的进展. 张国等[31]发现活血软坚方可能通过非特

异性作用干扰转化生长因子和Smad的功能来发

挥抗纤维化的作用. 这为慢性HBV感染后肝纤

维化的防治提供一新途径. 
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