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使用核转运分析模块对图像数据进行分析

使用GE Healthcare的 IN Cell Analyzer 1000活细胞分析

平台配合专门的核转运分析软件对于EGFP-Smad2从细

胞质到细胞核的转运进行定量。全部分析方法根据仪

器的操作说明书进行。在当前的分析中，将最小的细胞

核面积设为50 µm2，最小的细胞面积设为300 µm2。细

胞核和细胞质中的荧光强度比例通过软件的定量计算

获得。核转运模块可自动对于成像视野中的每个细胞

分别计算核／质荧光强度比 (N /C)，以下列出使用的数

据是每个视野中所有细胞核／质荧光强度比的平均值。

实验结果和讨论

定量分析 TGF 和15d-PGJ
2
在PPAR /TGF /Smad2信号

通路的效应

TGFβ是细胞生长、分化、凋亡、繁殖中的调控因子。15d-

PGJ
2
可以促进脂肪生成，在某些炎症的调控中起作用。

最近有报道表明，15d-PGJ
2
可以通过抑制Smad2从细

胞质到细胞核的转运，阻断TGFβ的活化作用。不过尚
未有特别的论证。在本实验中，就通过 GE Healthcare

的 IN Cell Analyzer 1000活细胞分析平台配合专门的核

转运分析软件对 TGFβ和 15d-PGJ
2
对于 Smad2转运的

调控进行定量分析。

由于Smad2融合了绿荧光蛋白EGFP的标签，可以通过

对于荧光定位位置的变化测定 Smad2的位置转运。由

于未被激活的 Smad2蛋白定位在细胞质，活化后的

Smad2蛋白定位于细胞核，则计算核／质荧光强度比

就可以反映活化的 Smad2蛋白的效应。因此，在加入

不同浓度的TGFβ和15d-PGJ
2
后，通过测定核／质荧光

强度比就能定量计算这两者对于 Smad2的调控作用。

如图 2A，大多数 EGFP-Smad2定位于细胞质中，表明

此时Smad2还处于未激活阶段，没有受到TGFβ的调控。
当使用 TGFβ处理细胞 1小时后，EGFP-Smad2开始从

细胞质转移至细胞核中，其转移量和TGFβ的浓度成正
比。最终，大多数EGFP-Smad2定位到了细胞核中，如

图 2B所示。这表明了TGFβ对于 Smad2的激活作用是

跟剂量相关的。

图 2. 稳定转染了 EGFP-Smad2的 CHO细胞的绿色荧光影像。

加入TGFβ前，几乎所有EGFP-Smad2都定位于细胞质中，呈

未激活状态 (A); 加入 TGFβ后，几乎所有 EGFP-Smad2都转

移至细胞核中 (B)。

通过核转运软件模块进行定量分析，如图3A，对于TGFβ
浓度的对数值和核／质绿荧光强度的比值作图，则

TGFβ活性的 EC
50
值为 8.83 pM，因此可以证明TGFβ是

Smad2的激活剂之一。同时，为了定量15d-PGJ
2
对于

Smad2的调控，在细胞中加入不同浓度的15d-PGJ
2
连

同1 ng/ml TGFβ，发现TGFβ对于Smad2转运的激活作

用因为15d-PGJ
2
的加入受到了削弱，削弱程度随15d-

PGJ
2
的浓度增加而增强，如图3B。其阻遏比例可以定

义为下面公式：

I
S
 = (R

T
-R

S
)/(R

T
-R

D
)× 100%

图3. TGFβ和15d-PGJ
2
的剂量对于转运的影响 (A) 为不同浓度

的TGFβ， (B) 为带有1 ng/ml TGFβ的不同浓度的15d-PGJ
2
，其

中 (△) 为测定培养基中加入 10 µM GW9662，而 (■) 并不加

入GW9662。对于TGFβ浓度的对数值和核／质绿荧光强度的
比值作图，计算得到TGFβ活性的EC

50
值为8.83 pM；对于15d-

PGJ
2
浓度的对数值和 15d-PGJ

2
的阻遏比例作图，得到 15d-

PGJ
2
的 IC

50
值为 0.68 µm。

I
S
：不同浓度15d-PGJ

2
的阻遏比例

R
T
和R

D
：加入1 ng/ml TGFβ和仅有

DMSO的细胞中相对核／质绿荧光

强度的比值

R
S
：加入 1 ng/ml TGFβ和不同浓度

15d-PGJ
2
后的核／质绿荧光强度的

比值

如图 3B所示，根据 15d-PGJ
2
浓度

的对数值和15d-PGJ
2
的阻遏比例作

图，得到15d-PGJ
2
的 IC

50
值为0.68

µm
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GW9662对于 15d-PGJ
2
的 Smad2转运遏制效应的

削弱作用

GW9662是PPARγ的不可逆拮抗剂，能够和PPARγ共价
结合，阻断PPARγ的活性。由于我们已经证实PPARγ在
稳定转染Smad2的CHO细胞中的存在，因此，可以使

用GW9662来检测15d-PGJ
2
对于Smad2转运的遏制是

否依赖于 PPARγ。假设15d-PGJ
2
对于 Smad2转运的遏

制是否依赖于PPARγ的话，其活性应该随着GW9662的

加入而降低。事先已经通过实验证实 GW9662本身和

Smad2的转运以及 TGFβ对于 Smad2的激活并没有影

响，而且，我们还发现尽管GW9662可以阻断PPARγ的
活性，但它和 PPARγ/TGFβ/Smad2信号通路中的 TGFβ
和 S m a d 2 的活性没有任何关系。因此，可以使用

GW9662作为参照来研究15d-PGJ
2
对于Smad2转运的

遏止是否依赖于PPARγ。使用不同浓度的15d-PGJ
2
配合

10 µm的GW9662处理细胞，同时也使用1 ng/ml的TGFβ
处理细胞。在第1个孔内的细胞孵育1小时后，取出细

胞板使用 IN Cell Analyzer 1000成像，并使用核转运分

析模块对图像数据进行分析。结果表明，加入GW9662

后，15d-PGJ
2
的 IC

50
值从 0.68 µm增高到 6.58 µm (图

3B)。当GW9662阻断了 PPARγ的活性后，15d-PGJ
2
对

Smad2转运的遏制作用同时被削弱。因此，说明15d-

PGJ
2
对于 Smad2转运的遏制是依赖于 PPARγ的。

结论

在本研究中，使用 IN Cell Analyzer 1000活细胞分析平

台和核转运分析软件，定量分析了EGFP-Smad2在其稳

定转染的CHO细胞中的转运变化，结果表明：TGFβ促
进EGFP-Smad2从细胞质向细胞核的转运的EC

50
时，为

8.83 pM;15d-PGJ
2
作为PPARγ天然的激动剂，能够遏制

TGFβ促进 EGFP-Smad2转运的促进作用，其遏制过程

的 IC
50
为0.68 µM。GW9662，一种PPARγ的拮抗剂，能

够削弱15d-PGJ
2
的遏制水平，这表明了15d-PGJ

2
对于

Smad2转运的遏制是依赖于 PPARγ的。我们希望通过
该研究，能够在复杂的药理学信号转导通路中找到关

于 PPARγ的增效作用。
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