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　　［摘要］　目的　阐明ＧＳＫ３β对于肾脏小管间质纤维化的作用。方法　以 ＴＧＦβ１诱导的体外肾小管间质纤维化模
型为研究对象，以ＧＳＫ３β特异抑制剂ＬｉＣｌ处理细胞和不同ＧＳＫ３β表达质粒（野生型ＧＳＫ３β表达质粒ＧＳＫ３βＷＴ；第９位
点上丝氨酸突变为丙氨酸，由此不能再被磷酸化失活而具有固有活性的ＧＳＫ３β突变质粒ＧＳＫ３βＳ９Ａ；第８５、８６位点上赖
氨酸突变为丙氨酸、失去激酶活性的ＧＳＫ３β突变质粒ＧＳＫ３βＫＤ）转染细胞，观察肾脏纤维化的标志性分子纤维连接素蛋
白（ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ，ＦＮ）表达水平的改变，以及对ＴＧＦβ／Ｓｍａｄ信号通路的作用。结果　ＬｉＣｌ增加ＨＫ２细胞ＧＳＫ３β的磷酸化，
抑制ＧＳＫ３β的活性，同时降低了细胞基础水平和ＴＧＦβ１诱导的ＦＮ表达。过表达的ＧＳＫ３βＷＴ增强ＴＧＦβ１诱导的ＦＮ
表达，而这种效应在 ＧＳＫ３βＳ９Ａ转染细胞更为显著。过表达 ＧＳＫ３βＫＤ抑制 ＴＧＦβ１诱导的 ＦＮ表达。分析对 ＴＧＦβ／
Ｓｍａｄ信号通路的作用，ＬｉＣｌ可以抑制ＴＧＦβ１诱导的Ｓｍａｄ３磷酸化，而对 Ｓｍａｄ２磷酸化水平无影响。同时，ＬｉＣｌ也不改变
Ｓｍａｄ３的总蛋白表达。结论　ＧＳＫ３β通过ＴＧＦβ１／Ｓｍａｄ３信号通路促ＨＫ２细胞纤维化，抑制ＧＳＫ３β可以抗纤维化。
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　　肾脏纤维化是绝大多数慢性肾脏疾病的终末期共
同通路（ｃｏｍｍｏｎｐａｔｈｗａｙ）。肾脏纤维化包括肾小球的
硬化、小管间质的纤维化以及肾脏小血管的透明变性

和硬化。其中，肾脏小管间质纤维化是其中的主要病

变，也是许多肾脏疾病进展和判断肾功能及预后的主

要标志。研究肾脏小管间质纤维化的机制和选择防治

靶点具有重要的临床意义［１－３］。

　　糖原合成酶激酶 ３β（ｇｌｙｃｏｇｅｎｓｙｎｔｈａｓｅｋｉｎａｓｅ３
ｂｅｔａ，ＧＳＫ３β）是一种广泛存在于各种细胞中的丝／苏
氨酸蛋白激酶，最初因为在糖代谢中被发现能够调节

糖原合成酶活性而得名。但后来的研究表明，由于它

能够识别的靶蛋白包括酶、信号分子、核转录因子等，

并通过磷酸化影响蛋白的活性、稳定性、细胞内分布，

因此在包括细胞增殖、细胞周期调控、细胞凋亡、细胞

黏附等多种细胞应答中发挥调节作用，并作为信号分

子参与多条信号通路调节［４－５］。我们在前期研究中发

现，在以肾脏纤维化为主要病理特征的慢性移植物肾

病中，ＧＳＫ３β在受损的肾小管细胞中显著高表达。而
给予单侧输尿管梗阻模型（ｕｎｉｌａｔｅｒａｌｕｒｅｔｈｒａｌｏｂｓｔｒｕｃ
ｔｉｏｎ，ＵＵＯ）大鼠ＧＳＫ３β抑制剂２丙戊酸钠（Ｖａｌｐｒｏａｔｅ，
ＶＰＡ），肾脏组织切片中胶原组织的表达较非处理组明
显下调，纤维化程度减轻［６］。为阐明ＧＳＫ３β是否直接
促进肾脏纤维化，本研究以 ＴＧＦβ１诱导的体外肾小
管间质纤维化模型为研究对象，通过ＧＳＫ３β特异抑制
剂氯化锂（ｌｉｔｈｉｕｍ ｃｈｌｏｒｉｄｅ，ＬｉＣｌ）处理细胞和不同
ＧＳＫ３β表达质粒转染细胞，初步探讨 ＧＳＫ３β对肾小
管间质纤维化的作用和机制。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　细胞　　人近端肾小管上皮细胞系 ＨＫ２细胞为本室
冻存细胞。

１．１．２　载体　　质粒 ＧＳＫ３βＷＴＨＡ：野生型（ｗｉｌｄｔｙｐｅ）
ＧＳＫ３β构建于 ｐｃＤＮＡ３．１表达载体，ＨＡ为表达标签。质粒
ＧＳＫ３βＳ９Ａ：在ＧＳＫ３βＷＴ的基础上将 ＧＳＫ３β蛋白第 ９位点
上丝氨酸突变为丙氨酸，因此ＧＳＫ３β抑制物不能再通过磷酸化
ＧＳＫ３β使其失活。质粒ＧＳＫ３βＫＤ：突变ＧＳＫ３βＷＴ蛋白第８５、
８６位点上赖氨酸突变为丙氨酸，使ＧＳＫ３β失去磷酸化底物的能
力，即失去激酶活性（ｋｉｎａｓｅｄｅａｄ）。以上质粒均由美国Ｂｒｏｗｎ大
学龚如军博士惠赠。以空载体ｐｃＤＮＡ３．１为转染对照。

１．２　方法
１．２．１　细胞培养　　ＨＫ２细胞用含５％ 胎牛血清的 ＤＭＥＭ／
Ｆ１２（１∶１）培养基在３７℃、５％ＣＯ２的条件下传代培养。取对数
生长期细胞，传代于３５ｍｍ培养板中，继续培养至５０％ ～６０％
融合后，换无血清培养基同步化２４ｈ后，以 ＴＧＦβ１（５ｎｇ／ｍｌ）
和ＬｉＣｌ（２０ｍｍｏｌ／Ｌ）分别和联合处理细胞 ２４ｈ后收集细胞。

ＴＧＦβ１组以无刺激为正常对照。ＬｉＣｌ刺激组以加入同浓度的
ＮａＣｌ为对照。
１．２．２　脂质体转染细胞表达质粒　　按ＩｎｖｉｔｒｏｇｅｎＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ

２０００标准方法操作。转染前１ｄ，以合适的细胞密度［（３～４）×
１０５／ｍｌ］接种到３５ｍｍ培养板上，继续培养至细胞达到９０％～９５％
的融合。溶液１：２４０μｌ无血清培养基 ＋１０μｌＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ

２０００，温育５ｍｉｎ。溶液２：２４６μｌ无血清培养基 ＋４μｇ质粒
（１μｇ／μｌ）。将溶液１与溶液２混合，室温下置２０ｍｉｎ。与此同
时，将培养板中的细胞用无血清培养基冲洗细胞２遍后，加入
２ｍｌ无血清培养基。将溶液１与溶液２的混合液逐滴加入孔
中，摇动培养板轻轻混匀。在３７℃、５％ＣＯ２中培养６ｈ后，更
换含有血清的全培养基继续培养，于２４ｈ检测转染水平。实验
中先按质粒∶ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００不同比例梯度转染细胞，确定
最佳转染条件，然后按实验分组进行转染。

１．２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ　　用预冷ＰＢＳ洗涤细胞２次后收集各组
细胞，加入含蛋白酶抑制剂的细胞蛋白裂解液 ＲＩＰＡ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
公司）冰浴裂解３０ｍｉｎ，４℃下１２０００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｍｉｎ，收集
上清液。Ｂｒａｄｆｏｒｄ法测定蛋白含量。各样本取相同蛋白量以上
样缓冲液调节至同样体积，进行 ＳＤＳＰＡＧＥ电泳。ＰＶＤＦ膜转
印，湿转法，３００ｍＡ，２ｈ。５％脱脂奶粉室温封闭３０ｍｉｎ。然后
按照实验设计加入一抗（抗目的蛋白的抗体，１∶１０００），４℃孵
育过夜；洗膜，加入ＨＲＰ标记的二抗（１∶１０００），室温孵育１ｈ，
洗膜。ＥＣＬ试剂与膜孵育，压片，洗片。

２　结果

２．１　ＧＳＫ３β特异抑制剂ＬｉＣｌ抑制ＴＧＦβ１诱导的ＦＮ
表达

　　ＴＧＦβ１诱导了人近端肾小管上皮细胞 ＨＫ２中细胞纤维
连接素（ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ，ＦＮ）的蛋白表达，成功建立体外肾小管间质
纤维化模型。ＧＳＫ３β特异抑制剂 ＬｉＣｌ通过增强ＧＳＫ３β的磷酸
化水平而抑制其活性（以同样高浓度的ＮａＣｌ为对照），同时可以
降低ＨＫ２细胞基础水平和ＴＧＦβ１诱导的ＦＮ表达，见图１。
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１：正常对照；２：５ｎｇ／ｍｌＴＧＦβ１；３：２０ｍｍｏｌ／ＬＬｉＣｌ；４：５ｎｇ／ｍｌ
ＴＧＦβ１＋２０ｍｍｏｌ／ＬＬｉＣｌ；５：２０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ；６：５ｎｇ／ｍｌＴＧＦβ１＋
２０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ
图１　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＴＧＦβ１和ＬｉＣｌ作用ＨＫ２细胞２４ｈ后

ＦＮ的蛋白表达

２．２　过表达ＧＳＫ３β增强ＴＧＦβ１诱导的ＦＮ表达，失
活ＧＳＫ３β的过表达抑制ＦＮ表达

　　ＨＫ２细胞转染ＧＳＫ３β质粒，以空质粒ｐｃＤＮＡ３．１为对照。
过表达野生型 ＧＳＫ３βＷＴ增强 ＴＧＦβ１诱导的 ＦＮ表达，这种
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效应在不能被磷酸化失活而具有固有活性的突变体 ＧＳＫ３β
Ｓ９Ａ中更加显著。突变失去 ＧＳＫ３β激酶活性的 ＧＳＫ３βＫＤ的
过表达则抑制ＦＮ表达。见图２。
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１：转染ｐｃＤＮＡ３．１；２：转染 ｐｃＤＮＡ３．１＋５ｎｇ／ｍｌＴＧＦβ１；３：转染
ｐｃＤＮＡ３．１＋５ｎｇ／ｍｌＴＧＦβ１＋２０ｍｍｏｌ／ＬＬｉＣｌ；４：转染 ＧＳＫ３β
ＷＴ；５：转染 ＧＳＫ３βＷＴ＋５ｎｇ／ｍｌＴＧＦβ１；６：转染 ＧＳＫ３βＷＴ＋
５ｎｇ／ｍｌＴＧＦβ１＋２０ｍｍｏｌ／ＬＬｉＣｌ；７：转染 ＧＳＫ３βＳ９Ａ；８：转染
ＧＳＫ３βＳ９Ａ＋５ｎｇ／ｍｌＴＧＦβ１；９：转染 ＧＳＫ３βＳ９Ａ＋５ｎｇ／ｍｌＴＧＦ

β１＋２０ｍｍｏｌ／ＬＬｉＣｌ；１０：转染 ＧＳＫ３βＫＤ；１１：转染 ＧＳＫ３βＫＤ＋
５ｎｇ／ｍｌＴＧＦβ１；１２：转染ＧＳＫ３βＫＤ＋５ｎｇ／ｍｌＴＧＦβ１＋２０ｍｍｏｌ／Ｌ
ＬｉＣｌ
图２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析不同ＧＳＫ３β质粒转染ＨＫ２细胞２４ｈ后

ＦＮ表达水平

２．３　ＬｉＣｌ抑制ＴＧＦβ１诱导的Ｓｍａｄ３磷酸化
　　ＴＧＦβ１诱导 ＨＫ２细胞中 Ｓｍａｄ２和 Ｓｍａｄ３的磷酸化。
ＬｉＣｌ抑制ＴＧＦβ１诱导的 Ｓｍａｄ３磷酸化，但对 Ｓｍａｄ２磷酸化水
平无影响。ＬｉＣｌ不改变Ｓｍａｄ３的总蛋白合成水平。见图３。
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１：正常对照；２：５ｎｇ／ｍｌＴＧＦβ１；３：２０ｍｍｏｌ／ＬＬｉＣｌ；４：５ｎｇ／ｍｌＴＧＦ

β１＋２０ｍｍｏｌ／ＬＬｉＣｌ

图３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析ＴＧＦβ１和ＬｉＣｌ作用于ＨＫ２细胞２４ｈ后

Ｓｍａｄ３、ｐＳｍａｄ３的蛋白表达水平

３　讨论

　　肾纤维化是指在各种致病因子如炎症、损伤、药物
等的作用下，间质细胞及细胞间质增多，尤其是基质蛋

白合成增加、基质降解受抑制造成细胞外基质（ｅｘｔｒａ
ｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘ，ＥＣＭ）的大量堆积导致的肾小球硬化
和小管间质纤维化。肾脏纤维化是慢性肾脏疾病进展

至终末期肾衰竭的最终共同通路，其发生及进展，尤其

是肾小管间质纤维化程度是反映肾功能下降严重程度

和判断预后最重要的指标。肾脏纤维化可以在多种肾

脏损伤因素如高血压、炎症、高糖高脂、药物损害后发

生，但是研究发现，即使有效控制住这些原发病因，包

括有效控制血压、血糖、去除致损药物等，肾脏纤维化

的进程有时仍难以遏止［１－３］，因此，解析纤维化发生、

发展的分子机制、寻找直接抑制纤维化的治疗靶点成

为近年来研究的重要方向。

　　人ＧＳＫ３β的基因位于染色体３ｑｌ３．３～ｑ２１，由４３３
个氨基酸残基组成，相对分子质量为４６×１０３。ＧＳＫ３β
基因有高度保守性，从果蝇到人ＧＳＫ３β结构域序列上
有９０％以上同源性。ＧＳＫ３β的基本功能是识别并磷
酸化特定序列：丝氨酸／苏氨酸ＸＸＸ磷酸化丝氨酸／
苏氨酸。ＧＳＫ３β与体内的许多激酶不同的是，其在细
胞中具有基础活性，维持对靶蛋白的磷酸化状态。当

ＧＳＫ３β自身第９位点上丝氨酸被其他信号分子磷酸
化，ＧＳＫ３β失去激酶活性。ＧＳＫ３β广泛参与多种信号
传导通路调节［４－５］。近年来 ＧＳＫ３β在肾脏疾病中的
作用开始受到人们关注。Ｌｉｎ等［７］观察到受高糖刺激

的肾脏系膜细胞激活 ＧＳＫ３β和细胞凋亡；以 ＬｉＣｌ处
理细胞，可以降低高糖引起的Ｃａｓｐａｓｅ３激活和细胞凋
亡，由此认为ＧＳＫ３β参与高糖刺激的肾脏系膜细胞凋
亡。ＧＳＫ３β还参与高血糖引起的血管内皮损伤。
Ｚｈａｎｇ等［８］研究认为 ＧＳＫ３β参与肾脏细胞凋亡和细
胞极性反应。研究还发现 ＧＳＫ３β抑制剂 ｔｈｉａｄｉａｚｏｌｉｄｉ
ｎｏｎｅｓ（ＴＤＺＤ）可以削弱内毒素引起的组织损伤，并认
为这是干预炎症反应所致。在我们以前的研究中也证

实，在人近端肾小管上皮细胞（ｈｕｍａｎｋｉｄｎｅｙｐｒｏｘｉｍａｌ
ｔｕｂｕｌａｒｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｌｉｎｅ，ＨＫＣ）中，ＧＳＫ３β可以识别
ＮＦκＢｐ６５并磷酸化其Ｓ４６８位点，介导了肝细胞生长
因子（ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＨＧＦ）的抑制细胞炎症
作用［９］。虽然高糖、凋亡、内皮损伤、炎症均参与纤维化

进程，但目前尚不清楚ＧＳＫ３β是否能直接调控小管间
质纤维化这一决定肾脏功能和转归的最终共同通路。

　　已有研究提示 ＧＳＫ３β介导肾脏小管间质的纤维
化。一些临床和实验研究发现在纤维化的肾脏

ＧＳＫ３β表达或活性增高；以药物干预，常可以同时观
察到纤维化被抑制和 ＧＳＫ３β的表达下调或者活性被
抑制。Ｈｉｒｏｔａｎｉ等［１０］转染在小鼠心脏特异表达的

ＧＳＫ３β活性区域突变体ＴｇＧＳＫ３βＤＮ，该突变体表达
失去激酶活性的 ＧＳＫ３β，从而显著下调心肌细胞的
ＧＳＫ３β活性，结果发现转基因鼠较非转基因小鼠在心
脏过负荷时，心脏纤维化程度显著降低。反之，在心脏

过表达具有正常激酶活性的野生型ＧＳＫ３β质粒，心肌
细胞纤维化加重，诱导心脏功能衰竭。Ｚｈａｉ等［１１］的研

究也有类似结果。Ｍａｒｉａｐｐａｎ等［１２］研究认为 ＧＳＫ３β
调节肾小管上皮细胞高糖和高胰岛素诱导的细胞外蛋

白合成。Ｋａｐｏｏｒ等［１３］通过对条件性ＧＳＫ３β敲除小鼠
的研究认为 ＧＳＫ３β调控皮肤伤痕的愈合和纤维化。
我们在前期研究中也同样发现了 ＧＳＫ３β在纤维化小
管细胞高表达，ＧＳＫ３β抑制剂可以抑制 ＵＵＯ模型的
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大鼠肾脏纤维化程度。上述研究强有力地提示

ＧＳＫ３β促纤维化，但是由于体内研究的复杂性，尚不
足以阐明ＧＳＫ３β可以直接促进肾脏纤维化以及其中
的机制。因此，本研究以 ＴＧＦβ１诱导的体外肾小管
间质纤维化模型为研究对象，首先以ＧＳＫ３β特异抑制
剂处理细胞人近端小管上皮细胞 ＨＫ２，结果发现，
ＬｉＣｌ增加ＨＫ２细胞ＧＳＫ３β的磷酸化，抑制ＧＳＫ３β的
活性，同时降低了细胞基础水平和 ＴＧＦβ１诱导的肾
脏纤维化的标志性分子ＦＮ的蛋白表达。
　　为了进一步证明ＧＳＫ３β在其中的作用，我们转染
了ＨＫ２细胞３种ＧＳＫ３β表达质粒：ＧＳＫ３βＷＴＨＡ，
ＧＳＫ３βＳ９Ａ和 ＧＳＫ３βＫＤ，以空载体 ｐｃＤＮＡ３．１为对
照。ＧＳＫ３βＷＴＨＡ是野生型 ＧＳＫ３β表达质粒，
ＧＳＫ３βＷＴ转染细胞，正常功能的 ＧＳＫ３β蛋白过表
达。但是由于ＧＳＫ３β活性同时受到细胞自身多种因
素的调控，高蛋白表达水平的ＧＳＫ３β不一定具有相应
高的ＧＳＫ３β激酶活性。ＧＳＫ３βＳ９Ａ由于第９位点上
丝氨酸突变为丙氨酸，不再受到ＧＳＫ３β抑制物磷酸化
第９位点上丝氨酸而造成失活，由此转染 ＧＳＫ３βＳ９Ａ
的细胞高表达具有组成性活性（ｃｏｎｓｔｉｔｕｔｉｖｅｌｙａｃｔｉｖｅ）的
ＧＳＫ３β。ＧＳＫ３βＫＤ同样是在ＧＳＫ３βＷＴ的基础上将
ＧＳＫ３β基因突变而获得，所不同的是突变使 ＧＳＫ３β
蛋白第 ８５、８６位点上赖氨酸突变为丙氨酸。ＧＳＫ３β
的第８５、８６位点是其发挥激酶活性的功能区，突变使
ＧＳＫ３β失去磷酸化底物的能力。ＧＳＫ３βＫＤ转染细胞
后虽然仍然有高表达的ＧＳＫ３β蛋白，但是不能磷酸化
底物启动下游反应。同时 ＧＳＫ３βＫＤ过表达竞争性
抑制了细胞固有 ＧＳＫ３β的表达，因此细胞的 ＧＳＫ３β
被ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ。转染细胞２４ｈ后我们观察到，过表达
的ＧＳＫ３βＷＴ增强 ＴＧＦβ１诱导的 ＦＮ表达。而这种
效应在ＧＳＫ３βＳ９Ａ转染细胞更为显著。与此相反，过
表达ＧＳＫ３βＫＤ的细胞 ＴＧＦβ１诱导的 ＦＮ表达则受
到明显抑制。上述实验结果表明，在 ＨＫ２细胞中，
ＧＳＫ３β活性是 ＴＧＦβ１介导的促细胞纤维化（ｐｒｏｆｉ
ｂｒｏｔｉｃ）作用的必要因素，抑制ＧＳＫ３β可以抗肾小管间
质纤维化。

　　已有大量研究证实，ＴＧＦβ１是促肾脏纤维化的关
键因素［１４－１５］。ＴＧＦβ１激活 ＴＧＦβ受体后，磷酸化下
游的ＲＳｍａｄｓ（ｒｅｃｅｐｔｏｒｒｅｇｕｌａｔｅｄＳｍａｄｓ）分子，主要包
括Ｓｍａｄ２和Ｓｍａｄ３，使其活化并与 ＣｏＳｍａｄ（ｃｏｍｍｏｎ
ｍｅｄｉａｔｏｒＳｍａｄ）分子Ｓｍａｄ４结合后，进入细胞核调节基
因转录［１６］。本研究发现 ＬｉＣｌ可以抑制 ＴＧＦβ１诱导
的Ｓｍａｄ３磷酸化，而对 Ｓｍａｄ２磷酸化水平无影响。同
时，ＬｉＣｌ也不改变Ｓｍａｄ３的总蛋白表达。因此，ＧＳＫ３β
很可能是通过ＴＧＦβ１／Ｓｍａｄ３信号通路发挥促纤维化
作用，其具体的机制还有待进一步研究发现。

　　本研究初步阐明了在 ＨＫ２细胞 ＧＳＫ３β通过
ＴＧＦβ１／Ｓｍａｄ３信号通路促纤维化，抑制 ＧＳＫ３β可以
抗纤维化，为防治肾脏小管间质纤维化新靶点的筛选

及ＧＳＫ３β信号通路与 ＴＧＦβ１／Ｓｍａｄ３信号通路 ｃｒｏｓｓ
ｔａｌｋ的分析提供了新的依据。
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