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ＴＳＳＣ３通过调控ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ细胞失巢凋亡途径抑制肾小管上皮的纤维化表型

刘兴红，陈　雁，肖　菲，戴欢子　　４０００４２重庆，陆军特色医学中心肾脏内科

　　［摘要］　目的　研究印记基因 ＳＴＦｃＤＮＡ３（ＴＳＳＣ３）对肾脏来源的肌成纤维细胞（ｍｙｏｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ，
ＭｙｏＦｂ）抗失巢凋亡和促纤维化能力的影响及其相关机制。方法　使用ＴＧＦβ１处理人肾近曲小管上皮
细胞系ＨＫ２诱导其成为ＭｙｏＦｂ，并采用超低粘附板悬浮培养法以及外源性ＲＧＤ多肽培养法建立失巢
凋亡模型；使用含或不含ＴＧＦβ１的细胞培养基处理稳定转染过表达 ＴＳＳＣ３慢病毒的 ＨＫ２细胞，采用
流式细胞术及ＣＣＫ８检测 ＴＳＳＣ３对 ＭｙｏＦｂ及 ＨＫ２细胞失巢凋亡、增殖的影响；ｑＲＴＰＣＲ及 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ检测ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ介导的凋亡途径以及纤维化相关分子 ｍＲＮＡ及蛋白表达情况。结果　ＴＧＦβ１明
显增加ＨＫ２中αＳＭＡ的表达、降低Ｖｉｌｌｉｎ的表达（Ｐ＜０．０５），且具有时间依赖性，表明 ＴＧＦβ１成功诱
导ＨＫ２细胞成为ＭｙｏＦｂ，且ＭｙｏＦｂ的失巢凋亡率明显低于ＨＫ２细胞（Ｐ＜０．０１），表明ＴＧＦβ１诱导的
ＭｙｏＦｂ具有失巢凋亡抵抗的能力。相对于 ＨＫ２细胞，ＭｙｏＦｂ增殖率明显增加、失巢凋亡率明显降低
（Ｐ＜０．０１），ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路抑制剂ＬＹ２０４００２则部分逆转了上述改变。过表达 ＴＳＳＣ３明显抑制失巢凋
亡模型中 ＭｙｏＦｂ中 ｐＰＩ３Ｋ、ｐＡＫＴ的表达，增加 ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３的表达。过表达 ＴＳＳＣ３明显抑制
ＭｙｏＦｂ和ＨＫ２细胞中Ⅰ型胶原、Ⅲ型胶原、纤连蛋白、ＰＡＩ１、ＭＭＰ２、ＭＭＰ９的 ｍＲＮＡ及蛋白的表达。
结论　ＴＳＳＣ３通过下调ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ途径抑制肾脏来源ＭｙｏＦｂ的失巢凋亡抵抗及促纤维化的能力。
　　［关键词］　 肾纤维化；ＴＳＳＣ３；ＴＧＦβ１；ＨＫ２细胞；ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路
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　　肾间质纤维化（ｒｅｎａｌｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌｆｉｂｒｏｓｉｓ，ＲＩＦ）是所
有慢性肾病进展为终末期肾病的共同途径和主要病理

基础，实质为细胞外基质（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘ，ＥＣＭ）的
过度沉积［１－２］。而 肌 成纤维细胞 （ｍｙｏｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ，
ＭｙｏＦｂ）是ＥＣＭ的主要生成细胞，为调控 ＲＩＦ发生、发
展的中心环节［３－４］。肾间质纤维化的发生是一个动态

和汇聚的过程，分为启动、激活、执行、演进四个阶

段［５］。创伤、免疫反应、血流动力学改变、代谢紊乱、

遗传性疾病等损伤因素作用下，在局部形成炎症微环

境（启动），ＭｙｏＦｂ活化（激活），产生大量 ＥＣＭ（执
行），形成纤维化。早期为可逆性纤维化，在损伤因素

持续存在的情况下，以上效应被逐步地放大，ＭｙｏＦｂ大
量积聚和 ＥＣＭ过度沉积取代肾实质细胞（演进），形
成不可逆性肾间质纤维化；若损伤因素被及时清除，随

着组织修复的完成，ＭｙｏＦｂ通过凋亡而数目减少并最
终消失或者是转化为静止的 ＭｙｏＦｂ，纤维化消退［６－７］。

因此，ＭｙｏＦｂ的持续活化是决定ＲＩＦ不可逆性的关键。
　　目前针对阻断 ＭｙｏＦｂ激活的实验性治疗主要集中
在抑制ＴＧＦβ，但参与ＲＩＦ发生发展的细胞因子众多，
针对单一因子的治疗有其局限性。近年来随着对

ＭｙｏＦｂ活化机制认识的不断深入，如何有效地特异性阻
断ＭｙｏＦｂ的持续激活成为抗纤维化治疗亟待解决的关
键问题。研究表明ＭｙｏＦｂ获得失巢凋亡抵抗能力是其
活化的重要标志，ＦＡＫ／ＳｒｃＡＫＴ的激活是 ＭｙｏＦｂ获得
失巢凋亡抵抗特性继而活化的重要分子机制［８－１０］。

ＦＡＫ／ＳｒｃＡＫＴ信号途径是多种致纤维化因素的共同作
用通路，在各种致纤维化因素作用下产生的 ＭｙｏＦｂ，整
合素相关蛋白复合物ｉｎｔｅｇｒｉｎＦＡＫ／Ｓｒｃ处于持续活化的
状态，激活下游的ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号途径，使ＭｙｏＦｂ获得
失巢凋亡抵抗特性继而活化，活化的ＭｙｏＦｂ分泌ＴＧＦβ
等细胞因子通过自分泌作用使ＦＡＫ／ＳｒｃＡＫＴ信号途径
得以持续的激活，造成ＭｙｏＦｂ大量积聚和ＥＣＭ过度沉
积，最终形成不可逆性肾间质纤维化。因此，通过靶向

抑制 ＦＡＫ／ＳｒｃＡＫＴ信号途径诱导 ＭｙｏＦｂ失巢凋亡有
望成为治疗肾间质纤维化的有效手段。

　　印记基因 ＴＳＳＣ３在胎肾表达，成年肾脏不表达，
这种表达的时空特异性表明 ＴＳＳＣ３在调控肾脏发育
中具有重要作用；Ｗｉｌｍｓ’肿瘤（肾母细胞瘤）类似于后
肾原基，ＴＳＳＣ３在 Ｗｉｌｍｓ’肿瘤中表达缺失保证了 ＷＴ
细胞的持续生长［１１］，通过以上研究推测 ＴＳＳＣ３在肾
脏可能发挥生长抑制、凋亡诱导的作用。此外，课题组

前期的研究证实，ＴＳＳＣ３抑制肿瘤细胞生长并通过线
粒体途径诱导其凋亡，并且 ＴＳＳＣ３能够通过与
ＲａｎＢＰ９相互作用抑制 Ｓｒｃ激酶的活化增加细胞失巢
凋亡敏感性［１２］，说明 ＴＳＳＣ３具有强大的诱导细胞失
巢凋亡的能力。本研究旨在探讨 ＴＳＳＣ３能否通过调
控ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号途径促进 ＭｙｏＦｂ失巢凋亡发挥抑制
肾间质纤维化的作用。

１　材料与方法

１．１　细胞培养
　　永生化的人近端小管上皮细胞（ＨＰＴＥＣ）ＨＫ２系
来自美国模式培养物集存库（ＡＴＣＣ，美国）。培养基
为含１０％优质胎牛血清（Ｇｉｂｃｏ，美国）和１％青霉素链
霉素（碧云天，中国）双抗的低糖 ＤＭＥＭ（Ｇｉｂｃｏ，美国）
和ＤＭＥＭＦ１２培养基（Ｇｉｂｃｏ，美国），ＤＭＥＭＦ１２培养
基与低糖 ＤＭＥＭ以 １∶１比例混合使用，在 ３７℃、５％
ＣＯ２的孵箱中培养。２～３ｄ换液１次。分为对照组和
ＴＧＦβ１处理组，处理组分别加入 ＴＧＦβ１（５０ｎｇ／ｍＬ）
处理２４、４８、７２ｈ。
１．２　转染过表达ＴＳＳＣ３慢病毒
　　过表达 ＴＳＳＣ３慢病毒购自 Ｉｎｖａｂｉｏ（中国上海）。
将ＨＫ２细胞悬浮液（５×１０５／ｍＬ）接种到每孔 １００μＬ
培养基的２４孔培养基中，细胞培养至细胞融合度达到
７０％，然后向每孔中加入过表达慢病毒（１×１０８ｕＡ／ｍＬ），
在培养基中加用ｐｌｏｙｂｒｅｎｅ（８μｇ／ｍＬ）来提高病毒的感
染效率，培养 ７２ｈ。使用嘌呤霉素（１００ｎｇ／ｍＬ）筛选
感染后的细胞，直至细胞未出现死亡，后用低浓度的嘌

呤霉素维持培养。实验分组为：ＨＫ２细胞组、空载病
毒转染组、过表达ＴＳＳＣ３慢病毒转染组。
１．３　失巢凋亡模型
　　应用两种方法建立失巢凋亡模型［９，１３］。①超低
粘附板失巢凋亡模型建模，采用细胞传代的方法收集

ＨＫ２细胞，调整细胞数为１０６／ｍＬ，接种于超低粘附板
（Ｃｏｒｉｎｇ，美国）中，于培养箱中培养，分别在０、１２、２４、
４８ｈ观察细胞形态并检测。②外源性 ＲＧＤ多肽失巢
凋亡模型建模，采用细胞传代的方法收集ＨＫ２细胞，调
整细胞数为１０６／ｍＬ，接种于细胞培养板，待细胞完全贴
壁后，分别加用不同浓度ＲＧＤ多肽（Ｓｉｇｍａ，美国）作用
于细胞。按照ＲＧＤ浓度分为０、１、２、４ｍｇ／ｍＬ组。
１．４　流式细胞仪检测细胞凋亡率
　　用６孔板培养ＨＫ２细胞，待细胞生长达到６０％～

２２４ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（５）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



７０％，根据不同实验需求处理细胞继续培养，设计实验
分组如下：ＨＫ２细胞组（对照）；超低粘附板培养法＋
ＴＧＦβ１（５０ｎｇ／ｍＬ）处理组；ＲＧＤ培养法＋ＴＧＦβ１
（５０ｎｇ／ｍＬ）处理组，ＲＧＤ浓度分别为０、１、２、４ｍｇ／ｍＬ；
ＲＧＤ４ｍｇ／ｍＬ＋５０ｎｇ／ｍＬＴＧＦβ１＋ＬＹ２０４００１处理组；
空载病毒转染（ｏｖｅｒＣＯＮ）＋４ｍｇ／ｍＬＲＧＤ处理组；
ｏｖｅｒＣＯＮ＋４ｍｇ／ｍＬＲＧＤ＋５０ｎｇ／ｍＬＴＧＦβ１处理组；
过表达 ＴＳＳＣ３慢病毒转染组（ｏｖｅｒＴＳＳＣ３）＋４ｍｇ／ｍＬ
ＲＧＤ处理组；ｏｖｅｒＴＳＳＣ３＋４ｍｇ／ｍＬＲＧＤ＋５０ｎｇ／ｍＬ
ＴＧＦβ１处理组。将收集的细胞用不含 ＥＤＴＡ胰酶消
化细胞、离心，ＰＢＳ重悬细胞并计数。取５×１０５个重悬
的细胞，加入 １９５μＬ异硫氰酸荧光素（ＡｎｎｅｘｉｎＶ
ＦＩＴＣ，ＢＤ，美国）结合液重悬细胞。然后加入 ５μＬ
ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ（２０μｇ／ｍＬ）轻轻混匀。室温（２０～２５℃）
避光孵育１０ｍｉｎ，分别加入１９０μＬＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ结
合液和１０μＬ碘化丙啶（ＰＩ）染色液，混匀，冰浴避光
放置。随即用流式细胞仪（ＢＤ，美国）检测。
１．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测相关蛋白表达
　　ＢＣＡ蛋白定量试剂盒购自上海碧云天公司，全蛋
白提取试剂盒及相关试剂购自北京索莱宝公司；ＰＶＤＦ
膜购自美国ＢｉｏＲａｄ公司；αＳＭＡ、Ｖｉｌｌｉｎ、磷酸化ＰＩ３Ｋ
（ｐＰＩ３Ｋ）、ＰＩ３Ｋ、磷酸化ＡＫＴ（ｐＡＫＴ）、ＡＫＴ、ｃｌｅａｖｅｄ
ｃａｓｐａｓｅ３、ｐｒｏｃａｓｐａｓｅ３、ｃｏｌｌａｇｅｎｓｔｙｐｅⅠ、ｃｏｌｌａｇｅｎｓｔｙｐｅ
Ⅲ、ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ、ＰＡＩ１、ＭＭＰ２，ＭＭＰ９、凋亡调节因子
Ｂｃｌ２（Ｂｃｌ２）、Ｂｃｌ２相关 Ｘ蛋白 （Ｂａｘ）、ｃｌｅａｖｅｄ
ｃａｓｐａｓｅ９、ｐｒｏｃａｓｐａｓｅ９、磷 酸 化 ＰＩ３ＫＰ８５（ｐＰＩ３Ｋ
Ｐ８５）、ＰＩ３ＫＰ８５、磷酸化Ａｋｔｓｅｒ４７３（ｐＡｋｔｓｅｒ４７３）、
ＴＳＳＣ３、细胞色素 Ｃ（Ｃｙｔｃ）、ＧＡＰＤＨ抗体均购自美国
Ａｂｃａｍ公司。设置实验分组如下：１组为超低粘附板
培养２４ｈ＋空载病毒转染处理组；２组为超低粘附板培
养２４ｈ＋空载病毒转染＋５０ｎｇ／ｍＬＴＧＦβ１处理组；
３组为超低粘附板培养 ２４ｈ＋ＴＳＳＣ３过表达慢病毒转
染＋５０ｎｇ／ｍＬＴＧＦβ１处理组；４组为超低粘附板培养
２４ｈ＋ＴＳＳＣ３过表达慢病毒转染＋５０ｎｇ／ｍＬＴＧＦβ１处
理＋７４０ＹＰ处理组；５组为空载病毒转染＋４ｍｇ／ｍＬ
ＲＧＤ处理组；６组为空载病毒转染＋４ｍｇ／ｍＬＲＧＤ处
理＋５０ｎｇ／ｍＬＴＧＦβ１处理组；７组：ＴＳＳＣ３过表达慢
病毒转染＋４ｍｇ／ｍＬＲＧＤ处理＋５０ｎｇ／ｍＬＴＧＦβ１处
理组；８组为 ＴＳＳＣ３过表达慢病毒转染＋４ｍｇ／ｍＬ
ＲＧＤ处理＋５０ｎｇ／ｍＬＴＧＦβ１处理＋７４０ＹＰ处理组。
提取各组蛋白进行凝胶电泳，上样量为２０～３０μｇ；进行
转膜、封闭，一抗孵育过夜；ＴＢＳＴ洗去一抗，二抗孵育
１．５ｈ，ＴＢＳＴ清洗３次；ＥＣＬ显色法显色，测定灰度值。
１．６　实时荧光定量ＰＣＲ（ｑＲＴＰＣＲ）检测ｍＲＮＡ相对

表达量

　　使用ＴＲＩｚｏｌ试剂（碧云天，中国）提取细胞总ＲＮＡ，

按两步法将 ＲＮＡ反转录为 ｃＤＮＡ，参照 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ
ｍａｓｔｅｒｍｉｘ试剂盒（ＷｅｓｔｅｒｎＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，美国）说明书
配置反应体系，反转录条件为设定为 ２５℃ １０ｍｉｎ、
４２℃ ５０ｍｉｎ、８５℃５ｍｉｎ；实时荧光定量ＰＣＲ条件设定
为９４℃ ４ｍｉｎ、９４℃ ２０ｓ、６０℃ ３０ｓ、７２℃ ３０ｓ，共
３５个循环。绘制熔解曲线，采用２－ΔΔＣｔ法分析ｍＲＮＡ相
对表达量。ＧＡＰＤＨ作为内参。引物序列见表１。

表１　ｑＲＴＰＣＲ引物序列

基因名称 引物序列（５′→３′） 产物大小／ｂｐ

αＳＭＡ
上游：ＴＧＴＡＣＣＣＴＧＧＧＡＴＣＧＣＴＧＡＣ
下游：ＣＴＣＧＴＣＧＴＡＣＴＣＣＴＧＣＴＴＧＧ

１７９

Ｖｉｌｌｉｎ
上游：ＴＧＴＣＡＡＧＧＧＣＡＡＧＡＧＧＡＡＣＧ
下游：ＣＣＣＣＴＧＡＧＴＣＴＣＴＣＣＡＴＡＣＧＧ

１４７

ＴＳＳＣ３
上游：ＴＣＣＡＧＣＴＡＴＧＧＡＡＧＡＡＧＡＡＧＣ
下游：ＧＴＧＧＴＧＡＣＧＡＴＧＧＴＧＡＡＧＴＡＣＡ

１６３

ＭＭＰ２
上游：ＴＴＴＧＡＣＧＧＴＡＡＧＧＡＣＧＧＡＣＴＣ
下游：ＴＡＣＴＣＣＣＣＡＴＣＧＧＣＧＴＴＣ

１４６

Ⅰ型胶原
上游：ＧＴＧＣＧＡＴＧＡＣＧＴＧＡＴＣＴＧＴＧＡ
下游：ＧＴＴＴＣＴＴＧＧＴＣＧＧＴＧＧＧＴＧ

１１４

Ⅲ型胶原
上游：ＴＧＣＴＣＧＧＧＧＴＡＡＴＧＡＣＧＧ
下游：ＧＣＡＣＣＡＴＴＴＧＡＡＣＣＡＧＧＡＧＡＣ

１３８

纤连蛋白
上游：ＡＣＡＧＡＣＣＴＡＴＣＣＡＡＧＣＴＣＡＡＧＴＧ
下游：ＡＡＡＴＧＴＧＡＧＡＴＧＧＣＴＧＴＧＧＴＧ

１１０

ＰＡＩ１
上游：ＧＡＡＴＧＣＣＣＴＣＴＡＣＴＴＣＡＡＣＧＧ
下游：ＣＡＧＴＴＣＣＡＧＧＡＴＧＴＣＧＴＡＧＴＡＡＴＧ

１８１

ＭＭＰ９
上游：ＣＧＡＡＣＴＴＴＧＡＣＡＧＣＧＡＣＡＡＧＡ
下游：ＴＣＡＧＧＧＣＧＡＧＧＡＣＣＡＴＡＧＡＧ

２１４

ＧＡＰＤＨ
上游：ＴＧＡＣＧＴＧＧＡＣＡＴＣＣＧＣＡＡＡＧ
下游：ＣＴＧＧＡＡＧＧＴＧＧＡＣＡＧＣＧＡＧＧ

２０５

１．７　细胞增殖率测定
　　将ＨＫ２细胞悬浮液（１×１０５／ｍＬ）接种于９６孔板
中，每孔 １００μＬ，每组细胞设 ３个复孔，待细胞长到
８０％～９０％时，按实验分组处理细胞。实验分组为：
ＨＫ２细胞组（对照）、ＲＧＤ４ｍｇ／ｍＬ处理组、ＲＧＤ
４ｍｇ／ｍＬ＋５０ｎｇ／ｍＬＴＧＦβ１处理组、ＲＧＤ４ｍｇ／ｍＬ＋
５０ｎｇ／ｍＬＴＧＦβ１＋ＬＹ２０４００１处理组、ｏｖｅｒＣＯＮ＋４ｍｇ／ｍＬ
ＲＧＤ处理组、ｏｖｅｒＣＯＮ＋４ｍｇ／ｍＬＲＧＤ＋５０ｎｇ／ｍＬＴＧＦ
β１处理组、ｏｖｅｒＴＳＳＣ３＋４ｍｇ／ｍＬＲＧＤ 处 理 组、
ｏｖｅｒＴＳＳＣ３＋４ｍｇ／ｍＬＲＧＤ＋５０ｎｇ／ｍＬＴＧＦβ１处理
组。将９６孔板移入培养箱中培养 ２４ｈ。每孔加入
１０μＬＣＣＫ８试剂，在培养箱内孵育 ４ｈ。用酶标仪
（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ，美国）检测 ４５０ｎｍ处各孔光密度值
［Ｄ（４５０）］，并计算细胞增殖率。
１．８　统计学分析
　　所有实验按 ３次独立实验进行，采用 ＳＰＳＳ２２．０
统计软件进行分析。数据以 珋ｘ±ｓ表示，使用双侧

３２４　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（５）



ｓｔｕｄｅｎｔ’ｓｔ检验（组间）或单因素方差分析（多组）确
定组之间的差异性。Ｐ＜０．０５表示差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＴＧＦβ１诱导ＭｙｏＦｂ失巢凋亡模型的建立
　　采用 ５０ｎｇ／ｍＬＴＧＦβ１处理人肾近曲小管上皮
细胞ＨＫ２后，可见ＨＫ２细胞逐渐变长、肥大，提示其
由上皮细胞形态逐渐向间质细胞形态转变（图 １）。
αＳＭＡ是肌成纤维细胞的标志性蛋白，Ｖｉｌｌｉｎ是 ＨＫ２
细胞上皮标记的绒毛蛋白。使用 ｑＲＴＰＣＲ及 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ检测各时间点αＳＭＡ及Ｖｉｌｌｉｎ的ｍＲＮＡ及蛋白表
达情况，发现 αＳＭＡ的表达呈时间依赖性地上升，而

Ｖｉｌｌｉｎ的表达呈时间依赖性地下降（图１），表明成功诱
导 ＨＫ２细胞成为ＭｙｏＦｂ。选用 ５０ｎｇ／ｍＬＴＧＦβ１处
理ＨＫ２细胞７２ｈ作为后续实验诱导 ＭｙｏＦｂ的条件。
超低粘附板悬浮培养法以及外源性 ＲＧＤ多肽培养法
（ＧＲＧＤＳ）建立失巢凋亡模型，如图 １所示，细胞接种
入培养板时，最初为单个分散细胞，呈单层生长，排列

整齐，大小均一，随着时间推移，细胞逐渐聚集成簇，随

后形成大而松散的珊瑚状细胞团。在超低粘附板悬浮

培养模型中，随着悬浮时间的延长，ＨＫ２细胞的失巢
凋亡率逐渐增加（Ｐ＜０．０１，图２Ａ）。而在 ＲＧＤ多肽培
养模型中，随着ＲＧＤ浓度的增加，ＨＫ２细胞的失巢凋
亡率亦逐渐增加（Ｐ＜０．０１，图２Ｂ）。
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Ａ：ＴＧＦβ１处理ＨＫ２细胞后其形态变化（×１００）；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测经５０ｎｇ／ｍＬＴＧＦβ１处理的 ＨＫ２细胞在
各个时间点αＳＭＡ及Ｖｉｌｌｉｎ蛋白相对表达量；Ｃ、Ｄ：ｑＲＴＰＣＲ检测经５０ｎｇ／ｍＬＴＧＦβ１处理的ＨＫ２细胞在各个
时间点αＳＭＡ及ＶｉｌｌｉｎｍＲＮＡ表达　 ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与０ｈ组比较；Ｅ：超低粘附板悬浮培养法以及外源
性ＲＧＤ多肽培养法（ＧＲＧＤＳ）建立的失巢凋亡模型（×１００）

图１　ＴＧＦβ１诱导ＭｙｏＦｂ失巢凋亡模型的建立

４２４ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（５）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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Ａ：流式细胞仪在不同时间点检测超低粘附板悬浮培养法培养ＨＫ２细胞凋亡率　ａ：Ｐ＜０．０１，与０ｈ组比较；Ｂ：流
式细胞仪在不同ＲＧＤ浓度检测ＧＲＧＤＳ培养法培养ＨＫ２细胞凋亡率　ａ：Ｐ＜０．０１，与０ｍｇ／ｍＬ组比较

图２　流式细胞仪检测不同时间及不同ＲＧＤ浓度下ＨＫ２细胞的凋亡率

２．２　ＴＧＦβ１诱导的ＭｙｏＦｂ具有失巢凋亡抵抗表型
　　在超低粘附板悬浮培养建立的失巢凋亡模型中，
ＭｙｏＦｂ的失巢凋亡率明显低于 ＨＫ２细胞（Ｐ＜０．０１，
图３Ａ）。在 ＲＧＤ多肽培养法建立的失巢凋亡模型中，

ＲＧＤ浓度为分别为 ０、１、２、４ｍｇ／ｍＬ时，ＭｙｏＦｂ的凋亡
率均显著低于 ＨＫ２细胞（Ｐ＜０．０１，图 ３Ｂ）。结果表
明，ＭｙｏＦｂ具有失巢凋亡抵抗的表型。

５２４　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（５）
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ｂ：Ｐ＜０．０１
Ａ：流式细胞仪在不同时间点检测超低粘附板悬浮培养法建立的 ＨＫ２细胞及 ＭｙｏＦｂ细胞失巢凋亡模型其细胞
凋亡情况；Ｂ：流式细胞仪在不同ＲＧＤ浓度检测ＧＲＧＤＳ培养法建立的ＨＫ２细胞及ＭｙｏＦｂ细胞失巢凋亡模型其
细胞凋亡情况

图３　ＴＧＦβ１诱导的ＭｙｏＦｂ具有失巢凋亡抵抗表型

２．３　ＴＧＦβ１诱导的 ＭｙｏＦｂ的增殖活性及失巢凋亡
抵抗能力依赖于ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ途径

　　在粘附和悬浮培养条件下分别检测 ＨＫ２细胞和
ＭｙｏＦｂ 的 ｐＰＩ３Ｋ、ＰＩ３Ｋ、ｐＡＫＴ、ＡＫＴ、ｃｌｅａｖｅｄ
ｃａｓｐａｓｅ３，ｐｒｏｃａｓｐａｓｅ３的蛋白表达情况，结果显示：相
对于ＨＫ２细胞，ＭｙｏＦｂ中ＰＰＩ３Ｋ、ＰＡＫＴ的表达明显
升高，而 ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３的表达则明显降低。使用
ＲＧＤ处理 ＨＫ２细胞，其 ＰＰＩ３Ｋ、ＰＡＫＴ的表达明显
降低，而ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３的表达则明显升高（图４Ａ）。

采用ＣＣＫ８及流式细胞术检测ＭｙｏＦｂ的增殖率及凋亡
率是否依赖ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ途径的激活，结果显示，相对于
ＨＫ２细胞，在悬浮培养条件下 ＭｙｏＦｂ增殖率明显增
加（图４Ｂ，Ｐ＜０．０１）、凋亡率明显降低（图 ４Ｃ、Ｄ，Ｐ＜
０．０１），但在加入 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路的抑制剂 ＬＹ２９４００２
（１０ｍｇ／ｍＬ）之后，部分逆转了 ＭｙｏＦｂ中增殖率的增
加以及凋亡率的降低（图 ４Ｂ、Ｃ）。以上结果表明，
ＴＧＦβ１诱导的ＭｙｏＦｂ的增殖活性及失巢凋亡抵抗能
力依赖于ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ途径。

６２４ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（５）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＨＫ２及ＭｙｏＦｂ相应蛋白表达情况　１：ＨＫ２细胞；２：５０ｎｇ／ｍＬＴＧＦβ１处理；３：４ｍｇ／ｍＬＲＧＤ
处理；４：５０ｎｇ／ｍＬＴＧＦβ１＋４ｍｇ／ｍＬＲＧＤ处理；Ｂ：ＣＣＫ８检测不同组ＨＫ２细胞增殖情况；Ｃ、Ｄ：流式细胞仪检测
不同组ＨＫ２细胞凋亡情况　ｂ：Ｐ＜０．０１

图４　ＴＧＦβ１诱导的ＭｙｏＦｂ的增殖活性及失巢凋亡抵抗能力依赖于ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ途径

２．４　ＴＳＳＣ３抑制ＴＧＦβ１诱导的 ＭｙｏＦｂ的增殖活性、
失巢凋亡抵抗能力及促纤维化能力

　　采用 ＴＧＦβ１诱导稳定过表达 ＴＳＳＣ３的 ＨＫ２细
胞系，通过Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＴＳＳＣ３表达来证实ＴＳＳＣ３
过表达细胞模型构建是否成功（图５Ａ）。检测 ＴＳＳＣ３
对ＭｙｏＦｂ和ＨＫ２细胞增殖率及失巢凋亡率的影响。
结果显示，过表达 ＴＳＳＣ３具有抑制 ＭｙｏＦｂ和 ＨＫ２细

胞增殖（图５Ｂ）及促进其失巢凋亡的作用（图５Ｃ）。结
果表明 ＴＳＳＣ３抑制 ＭｙｏＦｂ的增殖活性及失巢凋亡抵
抗能力。检测纤维化相关基因 ｍＲＮＡ及蛋白表达水
平，结果显示 ＴＳＳＣ３明显抑制 ＭｙｏＦｂ和 ＨＫ２细胞中
Ⅰ型胶原、Ⅲ型胶原、纤连蛋白、ＰＡＩ１、ＭＭＰ２、ＭＭＰ９
的ｍＲＮＡ及蛋白的表达（图５Ｄ、Ｅ），提示 ＴＳＳＣ３具有
抑制ＴＧＦβ１诱导的ＭｙｏＦｂ的促纤维化能力的作用。

７２４　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（５）
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ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１
Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＴＳＳＣ３表达来证实ＴＳＳＣ３过表达细胞模型的构建　１～３：ＨＫ２细胞；４～６：空载病毒转染的
ＨＫ２细胞；７～９：ＴＳＳＣ３过表达慢病毒转染ＨＫ２细胞；Ｂ：在ＲＧＤ处理诱导的失巢凋亡模型中，采用ＣＣＫ８检测
ＴＳＳＣ３过表达对不同细胞增殖的影响；Ｃ：在ＧＲＧＤＳ培养法建立失巢凋亡模型中，采用流式细胞仪检测ＴＳＳＣ３过
表达对不同细胞凋亡的影响；Ｄ、Ｅ：ｑＲＴＰＣＲ（Ｄ）及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ（Ｅ）检测不同组细胞纤维化相关基因的 ｍＲＮＡ
及蛋白表达水平

图５　ＴＳＳＣ３抑制ＴＧＦβ１诱导的 ＭｙｏＦｂ的增殖活性、失巢凋亡抵抗能力及促纤维化能力

２．５　ＴＳＳＣ３通过ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路抑制 ＴＧＦβ１诱导的
ＭｙｏＦｂ的失巢凋亡抵抗能力

　　经ＴＧＦβ１处理的ＨＫ２细胞，促凋亡蛋白Ｂａｘ水
平降低，抗凋亡蛋白 Ｂｃｌ２水平升高，Ｂａｘ／Ｂｃｌ２比例
下降，细胞色素Ｃ水平显著降低。而 ＴＳＳＣ３过表达显
著增加了Ｂａｘ／Ｂｃｌ２比率（Ｐ＜０．０１）。ＴＳＳＣ３过表达通
过上调 ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ９和 ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３的水平
显著促进ｃａｓｐａｓｅ级联反应激活，相反，ｃａｓｐａｓｅ级联反
应在ＴＧＦβ１诱导的 ＭｙｏＦｂ中受到抑制（图 ６Ａ、Ｂ）。
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路相关蛋白表达，结果
表明 ＴＳＳＣ３过表达能够降低 ＭｙｏＦｂ中 ＰＩ３Ｋｐ８５及
ＡＫｔ水平。而将过表达 ＴＳＳＣ３的 ＭｙｏＦｂ暴露于
５００μｇ／ｍＬ的７４０ＹＰ（ＰＩ３Ｋ磷酸肽激活剂）２４ｈ后，
可恢复磷酸化ＰＩ３Ｋ和Ａｋｔ的水平（图６Ｃ）。以上结果
说明，ＴＳＳＣ３通过 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路抑制 ＴＧＦβ１诱导的
ＭｙｏＦｂ的失巢凋亡抵抗能力。

３　讨论

　　肾间质纤维化是慢性肾脏病进展过程中十分重要
的、共同的病理改变，其主要病理特征为炎症细胞浸

润、小管萎缩，毛细血管丢失和大量 ＥＣＭ积聚。阻断
肾脏ＥＣＭ合成是治疗肾纤维化疾病的关键，在众多
ＥＣＭ的合成细胞中，ＭｙｏＦｂ是ＥＣＭ的最为主要合成细
胞［１４－１５］。而上皮细胞间充质转化（ＥＭＴ）是ＭｙｏＦｂ的主
要来源，上皮细胞在损伤后会发生形态学改变，丢失上

皮细胞的特征如细胞极性以及连接标记物的表达，却获

得了成纤维细胞的标记（ＦＳＰ１，波形蛋白，αＳＭＡ）［１６］。
若ＭｙｏＦｂ能及时凋亡或转化为静止的 ＭｙｏＦｂ，则纤维
化消退完成组织修复，所以 ＭｙｏＦｂ的持续激活是不可
逆性 ＲＩＦ形成的关键。ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号途径是多种致
纤维化因素的共同作用通路，激活后使 ＭｙｏＦｂ获得失
巢凋亡抵抗特性继而活化，活化的 ＭｙｏＦｂ分泌 ＴＧＦβ
等细胞因子通过自分泌作用使ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号途径得

８２４ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（５）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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ｂ：Ｐ＜０．０１
１：超低粘附板培养２４ｈ＋空载病毒转染处理组；２：超低粘附板培养２４ｈ＋空载病毒转染＋５０ｎｇ／ｍＬＴＧＦβ１处理
组；３：超低粘附板培养２４ｈ＋ＴＳＳＣ３过表达慢病毒转染＋５０ｎｇ／ｍＬＴＧＦβ１处理组；４：超低粘附板培养 ２４ｈ＋
ＴＳＳＣ３过表达慢病毒转染＋５０ｎｇ／ｍＬＴＧＦβ１处理＋７４０ＹＰ处理组；５：空载病毒转染＋４ｍｇ／ｍＬＲＧＤ处理组；
６：空载病毒转染＋４ｍｇ／ｍＬＲＧＤ处理＋５０ｎｇ／ｍＬＴＧＦβ１处理组；７：ＴＳＳＣ３过表达慢病毒转染＋４ｍｇ／ｍＬＲＧＤ处
理＋５０ｎｇ／ｍＬＴＧＦβ１处理组；８：ＴＳＳＣ３过表达慢病毒转染＋４ｍｇ／ｍＬＲＧＤ处理＋５０ｎｇ／ｍＬＴＧＦβ１处理＋７４０ＹＰ
处理组

图６　在失巢凋亡模型中通过ＷＢ检测ＴＧＦβ１处理和ＴＳＳＣ３过表达对凋亡相关（Ａ）或ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路相关（Ｃ）
蛋白表达和Ｂａｘ／Ｂｃｌ２比值（Ｂ）的影响

以持续的激活，造成 ＭｙｏＦｂ大量积聚和 ＥＣＭ过度沉
积，最终形成不可逆性肾间质纤维化。

　　ＭｙｏＦｂ的激活是 ＲＩＦ发生发展的中心环节，其持
续的活化决定了 ＲＩＦ的不可逆性。研究表明 ＭｙｏＦｂ
活化的重要标志是获得失巢凋亡抵抗特性。正常细胞

依赖粘附而存活，“失巢凋亡”是由于细胞与细胞外基

质或相邻细胞脱离接触而诱发的一种特殊的细胞程序

性死亡，在机体发育、组织自身平衡、疾病发生和肿瘤

转移中起重要作用［１７－２０］。在各种致纤维化因素作用

下产生的 ＭｙｏＦｂ，整合素相关蛋白复合物 ｉｎｔｅｇｒｉｎ
ＦＡＫ／Ｓｒｃ处于持续活化的状态，激活下游的 ＰＩ３Ｋ／
ＡＫＴ信号途径。ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路的激活能引起以
下生物学效应［１８－１９，２１］：①抑制凋亡信号途径使细胞抵
抗凋亡；②上调转录因子（Ｊｕｎ／Ｆｏｓ／ＮＦκＢ）的表达，促
进细胞的存活和增殖；③激活不依赖于 Ｒａｓ的丝裂原

活化蛋白激酶ＭＡＰＫ途径调控细胞周期，参与细胞分
化调节；④抑制糖原合成酶 ＧＳＫ３β，通过上调 β
ｃａｔｅｎｉｎ的表达及调控 ＭＭＰｓＴＩＭＰｓ系统，使 ＥＣＭ大
量沉积并促进细胞的迁移、侵袭；⑤通过调节 ｉｎｔｅｇｒｉｎ
与细胞骨架的相互作用，影响细胞的收缩、粘附和运

动。ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ的激活引起细胞活力和运动相关的多
种生物学功能发生改变，使 ＭｙｏＦｂ获得失巢凋亡抵抗
特性并活化，即在收缩运动（粘附力降低／失粘附）的
过程中凋亡不足、过度增殖、迁移／侵袭力增强。同时，
ＭｙｏＦｂ具有分泌功能，所分泌的炎症介质（ＴＧＦβ）、粘
附因子以及 ＥＣＭ等通过自分泌作用使 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信
号途径得以持续的激活，ＭｙｏＦｂ大量积聚和ＥＣＭ过度
沉积导致病理性的组织重构，形成不可逆性纤维

化［８－９，２２－２３］。ＩＥＫＵＳＨＩ等［２４］通过体内外实验表明，下

调 ＴＧＦβ的表达通过抑制 ＦＡＫ／Ｓｒｃ激酶活性诱导

９２４　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（５）



ＭｙｏＦｂ失巢凋亡从而延缓了肾间质纤维化。这些结果
说明，ＭｙｏＦｂ获得失巢凋亡抵抗能力是其活化的重要
标志，ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路的激活是 ＭｙｏＦｂ获得失巢
凋亡抵抗特性继而活化的重要分子机制。本研究结果

表明，给予ＴＧＦβ１处理增强 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路活性的同
时增加了失巢凋亡抵抗，给予 ＰＩ３Ｋ／ＡＫｔ抑制剂
（ＬＹ２９４００２）处理抑制了 ＴＧＦβ１介导的失巢凋亡抵
抗。ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ激活剂（７４０ＹＰ）在调节失巢凋亡抵
抗、细胞生长等方面显示出与 ＴＧＦβ１诱导相似的趋
势。证实ＴＧＦβ１诱导的ＭｙｏＦｂ具有失巢凋亡抵抗表
型，并且依赖于ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路。
　　印记基因 ＳＴＦｃＤＮＡ３（ＴＳＳＣ３）作为一种人类癌
症尤其是骨肉瘤的抑制因子被广泛研究。它同时也是

肾纤维化的抑制因子，通过抑制失巢凋亡抵抗起作用。

课题组前期的研究发现，ＲａｎＢＰ９／ＴＳＳＣ３复合物通过
下调Ｓｒｃ依赖的 Ａｋｔ通路来协同抑制肿瘤转移，加速
线粒体相关的失巢凋亡［１２，２５］。ＴＳＳＣ３过表达明显抑
制细胞迁移、侵袭，抑制骨肉瘤细胞的间充质转化，通

过涉及Ｓｎａｉｌ、Ｗｎｔβｃａｔｅｎｉｎ／ＴＣＦ和 ＧＳＫ３β的信号转
导途径调节 ＥＭＴ标志物，从而促进骨肉瘤细胞的
ＥＭＴ［２６］。以上研究提示 ＴＳＳＣ３具有强大的诱导细胞
失巢凋亡的能力。而ＭｙｏＦｂ是一群增殖力强、失巢凋
亡抵抗、迁移侵袭性高的类肿瘤样增生细胞，提示

ＴＳＳＣ３可能在肾脏发挥同样的诱导 ＭｙｏＦｂ失巢凋亡
的作用，达到延缓ＲＩＦ的目的。本研究证实，ＴＳＳＣ３过
表达通过抑制ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路的活性抑制失巢凋亡抵
抗，同时抑制了 ＭｙｏＦｂ的增殖活性及促纤维化能力。
过表达ＴＳＳＣ３对ＭｙｏＦｂ生长、细胞迁移、细胞侵袭、收
缩能力的影响是我们下一步研究的方向。

　　综上所述，本研究揭示了靶向 ＭｙｏＦｂ转染 ＴＳＳＣ３
介导其失巢凋亡抑制肾间质纤维化的作用及分子机

制。研究结果有望为靶向 ＭｙｏＦｂ的抗纤维化治疗策
略提供新思路和有效靶点。
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