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ＨＥＳ５对肾小管上皮细胞转分化和凋亡的影响及其机制研究

张羽寒１，衡　雪２，朱　琳１，谢　攀１，许桂莲３，彭侃夫１　　４０００３８重庆，陆军军医大学（第三军医大学）：第一附
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　　［摘要］　目的　探讨ＨＥＳ５（ｈａｉｒｙａｎｄｅｎｈａｎｃｅｒｏｆｓｐｌｉｔ５）对ＴＧＦβ１诱导的肾小管上皮细胞转分化
和凋亡的作用及其潜在机制。方法　分析和筛选ＧＳＥ６６４９４数据中的差异表达基因。建立小鼠的输尿
管梗阻模型（ｕｎｉｌａｔｅｒａｌｕｒｅｔｅｒａｏｂｓｔｒｕｃｔｉｏｎ，ＵＵＯ），检测肾组织中ＨＥＳ５的表达水平。ＴＧＦβ１（１０ｎｇ／ｍＬ）
处理ＨＫ２细胞２４ｈ建立肾小管上皮间质转化模型后，通过 ｑＲＴＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＨＥＳ５的表
达水平。用过表达ＨＥＳ５的质粒转染ＨＫ２细胞，２４ｈ后检测其纤连蛋白（Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ，ＦＮ）、胶原蛋白Ⅰ
（ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ）和波形蛋白（Ｖｉｍｅｎｔｉｎ）及凋亡相关标志物（Ｂａｘ、Ｂｃｌ２）等蛋白表达；然后，将 ＨＫ２细胞分
为４组：Ｃｏｎｔｒｏｌ组、ｓｉＨＥＳ５组、ＴＧＦβ１组、ｓｉＨＥＳ５＋ＴＧＦβ１组，检测各组的纤维化及凋亡标志物的表达
情况。运用ＴＵＮＥＬ及流式细胞术检测各组细胞的凋亡情况。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组 ＡＫＴ、ｐＡＫＴ、
ＰＩ３Ｋ、ｐＰＩ３Ｋ的蛋白表达。通过加入ＰＩ３Ｋ抑制剂（ＬＹ２９４００２）处理过表达ＨＥＳ５的ＨＫ２细胞后，检测
Ｖｉｍｅｎｔｉｎ的表达。结果　ＨＥＳ５的表达在慢性肾脏病（ｃｈｒｏｎｉｃｋｉｄｎｅｙｄｉｓｅａｓｅ，ＣＫＤ）和小鼠纤维化肾组织
中均显著上调；过表达ＨＥＳ５可以促进 ＨＫ２细胞中ＦＮ、ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、Ｂａｘ的合成，抑制Ｂｃｌ２的
表达（Ｐ＜０．０５）；敲低ＨＥＳ５不仅下调纤维化标志物的表达，还抑制了肾小管上皮细胞凋亡；此外，ＨＥＳ５基
因敲低使ＴＧＦβ１诱导的ＨＫ２细胞内ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路的激活程度降低（Ｐ＜０．０５）；ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通
路抑制剂减弱了ＨＥＳ５对Ｖｉｍｅｎｔｉｎ的诱导作用。结论　敲低ＨＥＳ５可以抑制ＴＧＦβ１诱导的肾小管上皮
细胞转分化和凋亡，这可能与ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路活性降低有关。
　　［关键词］　 ＨＥＳ５；上皮间质转分化；细胞凋亡；ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路；ＴＧＦβ１
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ＦｉｒｓｔＡｆｆｉｌｉａｔｅｄＨｏｓｐｉｔａｌ，２ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＢｕｒｎｓ，ＦｉｒｓｔＡｆｆｉｌｉａｔｅｄＨｏｓｐｉｔａｌ，ＡｒｍｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ（ＴｈｉｒｄＭｉｌｉｔａｒｙ
ＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ），Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ，４０００３８；３ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＩｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，ＣｏｌｌｅｇｅｏｆＢａｓｉｃＭｅｄｉｃａｌＳｃｉｅｎｃｅｓ，Ａｒｍｙ
ＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ（ＴｈｉｒｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ），Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ，４０００３８，Ｃｈｉｎａ

　　［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｈａｉｒｙａｎｄｅｎｈａｎｃｅｒｏｆｓｐｌｉｔ５（ＨＥＳ５）ｏｎ
ｔｒａｎｓｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｒｅｎａｌｔｕｂｕｌａｒｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙＴＧＦβ１ａｎｄｉｔｓｐｏｔｅｎｔｉａｌ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　ＴｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｇｅｎｅｓｉｎＧＳＥ６６４９４ｄａｔａｗｅｒｅａｎａｌｙｚｅｄａｎｄｓｃｒｅｅｎｅｄ．
Ｔｈｅｍｏｕｓｅｍｏｄｅｌｏｆｕｎｉｌａｔｅｒａｌｕｒｅｔｅｒａｏｂｓｔｒｕｃｔｉｏｎ（ＵＵＯ）ｗａｓｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ，ａｎｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＨＥＳ５
ｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｉｎｔｈｅｒｅｎａｌｔｉｓｓｕｅ．ＨＫ２ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ１０ｎｇ／ｍＬＴＧＦβ１ｆｏｒ２４ｈｔｏｅｓｔａｂｌｉｓｈａｔｕｂｕｌａｒ
ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ（ＥＭＴ）ｍｏｄｅｌ，ａｎｄｔｈｅｎｑＲＴＰＣＲａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇｗｅｒｅｐｅｒｆｏｒｍｅｄｔｏ

４１２１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（１１）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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ｄｅｔｅｃｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＨＥＳ５ａｔｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓ．ＡｆｔｅｒＨＫ２ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｔｈｅｐｌａｓｍｉｄ
ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇＨＥＳ５，ｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｏｆｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ，ｃｏｌｌａｇｅｎⅠ，ｖｉｍｅｎｔｉｎ，ａｐｏｐｔｏｓｉｓｍａｒｋｅｒｓＢａｘａｎｄＢｃｌ２
ｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｉｎ２４ｈｌａｔｅｒ．Ｔｈｅｎ，ＨＫ２ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏＣｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｓｉＨＥＳ５ｇｒｏｕｐ，ＴＧＦβ１
ｇｒｏｕｐ，ａｎｄｓｉＨＥＳ５＋ＴＧＦβ１ｇｒｏｕｐ．Ｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｏｆｆｉｂｒｏｓｉｓａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｍａｒｋｅｒｓｗｅｒｅｍｅａｓｕｒｅｄｉｎ
ａｂｏｖｅｇｒｏｕｐｓｗｉｔｈＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ．ＴＵＮＥＬｓｔａｉｎｉｎｇａｎｄｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙｗｅｒｅｅｍｐｌｏｙｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｃｅｌｌ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ．ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇｗａｓａｐｐｌｉｅｄｔｏｄｅｔｅｒｍｉｎｅｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｏｆＡＫＴ，ｐＡＫＴ，ＰＩ３ＫａｎｄｐＰＩ３Ｋ．
ＨＫ２ｃｅｌｌｓｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇＨＥＳ５ｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＰＩ３ＫｉｎｈｉｂｉｔｏｒＬＹ２９４００２，ａｎｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｖｉｍｅｎｔｉｎｗａｓ
ｄｅｔｅｃｔｅｄ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＨＥＳ５ｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｉｎｂｏｔｈｃｈｒｏｎｉｃｋｉｄｎｅｙｄｉｓｅａｓｅ
（ＣＫＤ）ａｎｄｆｉｂｒｏｔｉｃｋｉｄｎｅｙｓｏｆｍｉｃｅ．ＯｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＨＥＳ５ｐｒｏｍｏｔｅｄｔｈｅｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ，ｃｏｌｌａｇｅｎⅠ，
ｖｉｍｅｎｔｉｎａｎｄＢａｘｉｎＨＫ２ｃｅｌｌｓ，ａｎｄｉｎｈｉｂｉｔｅｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＢｃｌ２（Ｐ＜０．０５）．ＨＥＳ５ｋｎｏｃｋｄｏｗｎｎｏｔｏｎｌｙ
ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｆｉｂｒｏｓｉｓｍａｒｋｅｒｓ，ｂｕｔａｌｓｏｉｎｈｉｂｉｔｅｄｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆＨＫ２ｃｅｌｌｓ．Ｆｕｒｔｈｅｒｍｏｒｅ，
ＨＥＳ５ｋｎｏｃｋｄｏｗｎｉｎｈｉｂｉｔｅｄｔｈｅａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆＰＩ３Ｋ／ＡＫＴｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｉｎｄｕｃｅｄｂｙＴＧＦβ１ｉｎＨＫ２ｃｅｌｌｓ
（Ｐ＜０．０５）．ＩｎｈｉｂｉｔｏｒｓｏｆｔｈｅＰＩ３Ｋ／ＡＫＴｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｉｎｈｉｂｉｔｏｒａｔｔｅｎｕａｔｅｄｔｈｅｉｎｄｕｃｔｉｏｎｏｆＨＥＳ５ｏｎ
ｖｉｍｅｎｔｉｎ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＨＥＳ５ｋｎｏｃｋｄｏｗｎｉｎｈｉｂｉｔｓｔｈｅｔｒａｎｓｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎＴＧＦβ１ｉｎｄｕｃｅｄ
ｒｅｎａｌｔｕｂｕｌａｒｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ｗｈｉｃｈｍａｙｂｅｒｅｌａｔｅｄｔｏｔｈｅｄｅｃｒｅａｓｅｄａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｔｈｅＰＩ３Ｋ／ＡＫＴｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｈａｉｒｙａｎｄｅｎｈａｎｃｅｒｏｆｓｐｌｉｔ５；ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ；ｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓ；ＰＩ３Ｋ／

ＡＫＴｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ；ＴＧＦβ１

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＧｅｎｅｒａｌＰｒｏｇｒａｍｏｆＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（８１８７３６０６）ａｎｄｔｈｅＧｅｎｅｒａｌＰｒｏｊｅｃｔｏｆＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｏｎｇｑｉｎｇ

（ＣＳＴＢ２０２３ＮＳＣＱＭＳＸ０５７０）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＰＥＮＧＫａｎｆｕ，Ｅｍａｉｌ：３９２９０６７８６＠ｑｑ．ｃｏｍ；ＸＵＧｕｉｌｉａｎ，Ｅｍａｉｌ：ｘｕｇｕｉｌｉａｎ２００４＠１６３．ｃｏｍ

　　慢性肾脏病（ｃｈｒｏｎｉｃｋｉｄｎｅｙｄｉｓｅａｓｅ，ＣＫＤ）进展至肾
衰竭的最常见病理表现是肾脏纤维化，其特征为肾小球

硬化、肾小管萎缩和肾间质纤维化［１－２］。由于缺乏靶向

治疗来延缓肾纤维化，患有ＣＫＤ的患者常面临着不良
的预后和沉重的经济负担。其中，肾小管上皮细胞的上

皮间质转化（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）是
触发肾纤维化形成的关键机制，然而目前临床上尚缺

乏特异性生物标志物和有效治疗靶点。因此积极寻找

调控肾小管上皮细胞ＥＭＴ发生的关键靶分子，对于进
一步揭示肾纤维化病理机制尤显重要［３－４］。

　　ＨＥＳ５（ｈａｉｒｙａｎｄｅｎｈａｎｃｅｒｏｆｓｐｌｉｔ５）是碱性螺旋
环螺旋（ｂａｓｉｃｈｅｌｉｘｌｏｏｐｈｅｌｉｘ，ｂＨＬＨ）超家族成员，作
为一个重要转录因子广泛参与了细胞分化、凋亡、增殖

乃至肿瘤发生等生理病理过程［５－７］。前期研究对于

ＨＥＳ５的关注点主要集中在神经分化和恶性肿瘤，而
最近的研究开始聚焦在肾脏领域。研究发现，注射丹

参芍药散血清可以抑制 Ｎｏｔｃｈ信号通路，治疗组的
Ｊａｇｇｅｄ１、Ｎｏｔｃｈ１、ＨＥＳ５、ＮＩＣＤ、αＳＭＡ和 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ的蛋
白和ｍＲＮＡ水平显著降低，从而改善肾小管细胞上皮
间充质转化［８］。另有研究显示：在小鼠的单侧输尿管

梗阻模型中，ＨＥＳ５的 ｍＲＮＡ表达上调，同时伴随着
ＩＬ２２的上调；而ＨＥＳ５在正常小鼠的肝脏和肾脏中的
表达较低［９］。一系列研究证实，Ｎｏｔｃｈ信号通路促进
肾纤维化的进展［１０－１１］。而ＨＥＳ５是Ｎｏｔｃｈ通路的下游

靶基因，其参与多种肾脏疾病，但在肾纤维化中的作用

及机制尚不清楚。

　　ＥＭＴ是一个动态而复杂的过程，包括ＴＧＦβ信号
通路、Ｗｎｔ信号通路、ＲＡＡＳ信号通路和 Ｎｏｔｃｈ信号通
路参与［１１－１３］。除此，磷脂酰肌醇３激酶／蛋白激酶 Ｂ
（ｐｈｏｓｐｈｏｉｎｏｓｉｔｉｄｅ３ｋｉｎａｓｅ／ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅＢ，ＰＩ３Ｋ／
ＡＫＴ）信号通路的激活也是发生ＥＭＴ的一个关键驱动
因素［１４－１５］。研究证实，ＴＧＦβ１可以激活 ＰＩ３Ｋ，导致
其下游效应分子ＡＫＴ发生磷酸化，从而激活肾间质纤
维化进展［１６－１７］。综上所述，本研究主要通过建立肾小

管上皮间质转化模型，探究ＨＥＳ５是否参与肾小管上
皮细胞转分化和细胞凋亡；进一步探讨敲低 ＨＥＳ５抑
制肾小管上皮细胞发生 ＥＭＴ的机制是否与 ＰＩ３Ｋ／
ＡＫＴ信号通路有关。

１　材料与方法

１．１　差异表达基因的筛选
　　从基因表达综合数据库（ＧｅｎｅＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎＯｍｎｉｂｕｓ，
ＧＥＯ）下载序列号为 ＧＳＥ６６４９４的基因表达谱。
ＧＳＥ６６４９４数据包括正常肾活检组织样本（８个）和ＣＫＤ
患者肾活检组织样本（５３个）。以｜ｌｏｇ２ＦＣ｜≥１和 Ｐ＜
０．０５作为筛选标准选出差异表达基因 （ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ
ｅｘｐｒｅｓｓｅｄｇｅｎｅ，ＤＥＧ）后，利用 Ｒ语言，借助 ｇｇｐｌｏｔ２绘
制火山图，并且注释出ＮＯＴＣＨ信号通路下游的靶基因。
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１．２　输尿管梗阻模型（ｕｎｉｌａｔｅｒａｌｕｒｅｔｅｒａｏｂｓｔｒｕｃｔｉｏｎ，
ＵＵＯ）建立

　　１６只８周龄雄性 Ｃ５７ＢＬ／６背景野生型小鼠，体质
量２０～２３ｇ，购自江苏集萃药康生物科技股份有限公司，
饲养于陆军军医大学免疫学研究所的层流动物房，恒

温、恒湿条件下自由饮水，实验方案由陆军军医大学实

验动物福利伦理委员会批准（ＡＭＵＷＥＣ２０２１０７０２）。实
验分组如下：假手术组（Ｓｈａｍ组）、手术组（ＵＵＯ组），
每组８只。建立小鼠 ＵＵＯ模型，即给予 １％戊巴比妥
钠腹腔注射麻醉之后，取腹部正中１ｃｍ切口，逐层分
离至左侧肾脏及输尿管，充分暴露输尿管，６０丝线结
扎后自中间剪断输尿管，观察无明显出血后关闭腹腔。

假手术组仅分离输尿管，不结扎剪断，其余步骤同手术

组。保温毯上复苏小鼠后，分笼饲养并每日观察小鼠

状态。１４ｄ后，收集小鼠左侧肾脏用于下一步实验。
１．３　肾小管上皮间质转化模型的构建
　　ＨＫ２细胞（武汉普诺赛生命科技有限公司）在
３７℃、５％ＣＯ２的孵箱中培养，２～３ｄ换液 １次。当细
胞铺板后达到约７０％密度时，将ＨＫ２细胞饥饿２４ｈ，
接着用终浓度为０、５、１０、１５ｎｇ／ｍＬＴＧＦβ１（武汉爱博
泰克生物科技有限公司）分别处理２４ｈ或者用终浓度
为１０ｎｇ／ｍＬＴＧＦβ１分别刺激０、２４、４８、７２ｈ。最后，
使用倒置显微镜（日本尼康公司）观察细胞的形态和

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测纤连蛋白（Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ，ＦＮ）、胶原蛋
白Ⅰ（ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ）和波形蛋白（Ｖｉｍｅｎｔｉｎ）蛋白。
１．４　质粒及ｓｉＲＮＡ设计
　　通过ｑＲＴＰＣＲ扩增合成 ＨＥＳ５的编码序列，并克
隆到 Ｔ载体质粒上。ＴＨＥＳ５构建体后，ＴＨＥＳ５和
ｐｃＤＮＡ３．１＋经 ＢａｍＨⅠ和 ＥｃｏＲⅠ双重酶切。将靶标
ＨＥＳ５片段和ｐｃＤＮＡ３．１＋骨架连接起来，随后转入大
肠杆菌感受态细胞。选择单克隆菌落后，鉴定重组的

ｐｃＤＮＡ３．１ＨＥＳ５构建体，并由上海生物工程公司测序。
　　根据人ＨＥＳ５信使ＲＮＡ（ｍＲＮＡ）序列设计了３种
ＨＥＳ５特异性ｓｉＲＮＡ，并由上海生物工程公司合成。这
些靶向序列如下：ＨＥＳ５２０７：ＣＧＡＧＣＡＧＣＵＧＡＡＧＣＵＧ
ＣＵＧＣＵＴＴ；ＨＥＳ５３５４：ＣＣＡＧＧＡＣＵＡＣＡＧＣＧＡＡＧＧＣＵ
ＡＴＴ和 ＨＥＳ５４２０：ＣＧＣＣＡＧＣＧＡＣＡＣＧＣＡＧＡＵＧＡＡＴＴ。
设置 Ｃｏｎｔｒｏｌ组、ｓｉＮＣ组、ｓｉＨＥＳ５３组、ｓｉＨＥＳ５２组、
ｓｉＨＥＳ５１组，运用 ｑＲＴＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定最有
效的ｓｉＲＮＡ。一种无关的双链ＲＮＡ，ＵＵＣＵＣＣＧＡＡＣＧ
ＵＧＵＣＡＣＧＵＴＴ被用作阴性对照。
１．５　瞬时转染
　　当 ＨＫ２细胞达到 ７０％～８０％汇合率时，通过
Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，美国）以转染指定的质

粒或小干扰ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）。用 ｐｃＤＮＡ３．１ＨＥＳ５转染
ＨＫ２细胞４８ｈ构建过表达模型，设置对照组（Ｃｏｎｔｒｏｌ
组）、空载组（Ｖｅｃｔｏｒ组）、ＨＥＳ５组（ＨＥＳ５质粒转染
组）；用 ＨＥＳ５ｓｉＲＮＡ敲低处理 ＨＫ２细胞 ２４ｈ后，使
用在浓度为１０ｎｇ／ｍＬＴＧＦβ１的培养基或者普通培养
基继续诱导其２４ｈ，设置 Ｃｏｎｔｒｏｌ组、ｓｉＨＥＳ５组、ＴＧＦβ１
组、ｓｉＨＥＳ５＋ＴＧＦβ１组（ＴＧＦβ１诱导转染 ＨＥＳ５ｓｉＲＮＡ
的 ＨＫ２细胞组），以备后续实验。
１．６　ＲＮＡ分离和ｑＲＴＰＣＲ检测
　　借助 ＴＲＩｚｏｌ试剂盒（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，美国）提取各组
ＨＫ２细胞的总ＲＮＡ，然后参考制造商的方案，逆转录
为ｃＤＮＡ后进行扩增，通过比较循环阈值并以βｔｕｂｕｌｉｎ
作为内参计算，检测各组细胞中 ＨＥＳ５的 ｍＲＮＡ相对
表达水平。ＨＥＳ５上游引物：５′ＡＣＣＧＣＡＴＣＡＡＣＡＧ
ＣＡＧＣＡＴＴ３′，下游引物：５′ＡＧＧＣＴＴＴＧＣＴＧＴＧＣＴＴＣＡ
ＧＧＴ３′；βｔｕｂｕｌｉｎ上游引物：５′ＡＴＣＣＡＧＡＧＣＡＧＧＧＡ
ＡＡＧＣＴＧ３′，下游引物：５′ＣＴＣＡＧＧＣＣＧＴＴＧＴＴＣＴＡ
ＧＧＧ３′。
１．７　蛋白质印迹分析
　　使用含磷酸酶抑制剂的裂解缓冲液（Ｔｈｅｒｍｏ
ＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，美国）提取细胞总蛋白，并测定浓度后
保存。将蛋白样品依次进行电泳、转膜、封闭后，分别

予以一抗 ＨＥＳ５（中国 ＡＢｃｌｏｎａｌ，１∶５００）、Ｂａｘ（美国
ＣＳＴ，１∶１０００）、Ｂｃｌ２（美国 ＣＳＴ，１∶１０００）、Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ
（美国 Ｂｉｏｗｏｒｌｄ，１∶１０００）、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ（美国 Ｂｉｏｗｏｒｌｄ，
１∶３０００）、ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ（美国ＣＳＴ，１∶１０００）、ｐＰＩ３Ｋ（中
国 Ｂｉｏｓｓ，１∶１０００）、ＰＩ３Ｋ（中国Ｂｉｏｓｓ，１∶１０００）、ｐＡＫＴ
（中国Ｂｉｏｓｓ，１∶１０００）、ＡＫＴ（中国 Ｂｉｏｓｓ，１∶１０００）、
βｔｕｂｕｌｉｎ（美国 Ｂｉｏｗｏｒｌｄ，１∶３０００）。在 ４℃下过夜。
次日复温、洗涤后，孵育二抗，显影。最后，将各条带灰

度值直接与内参βｔｕｂｕｌｉｎ相比，并将３次独立实验所
得结果进行统计分析。

１．８　免疫荧光及ＴＵＮＥＬ检测
　　在６孔板里制备细胞爬片，转染或加药处理一定
时间后，用４％甲醛固定细胞３０ｍｉｎ后透化、封闭、一
抗过夜。次日，将细胞与 Ｃｙ３／Ｄｙｌｉｇｈｔ４８８偶联的二抗
（Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ，美国）避光孵育 １ｈ。最后，用 Ｈｏｅｃｈｓｔ
３３２５８（Ｂｅｙｏｔｉｍｅ，中国）对细胞核进行共染色，并使用
荧光显微镜（奥林巴斯，日本）观察并采集图像。

　　用４％甲醛固定制备的细胞爬片 ３０ｍｉｎ，然后根
据制造商（Ｂｅｙｏｔｉｍｅ，中国）的说明进行 ＴＵＮＥＬ测定。
最后，通过荧光显微镜观察并采集图像。

１．９　流式细胞仪检测细胞凋亡率
　　根据需求处理各组实验细胞，用０．２５％胰蛋白酶
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（不含 ＥＤＴＡ）处理后，利用 ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ细胞凋亡
检测试剂盒（ＢｅｓｔＢｉｏ，中国）及流式细胞仪（ＢＤ，美国）
检测凋亡的ＨＫ２细胞。
１．１０　统计学分析
　　所有实验按 ３次独立实验进行，应用 ＧｒａｐｈＰａｄ
Ｐｒｉｓｍ８．０进行数据分析，计量资料以 珋ｘ±ｓ表示。组间
比较采用非配对 ｔ检验。Ｐ＜０．０５认为差异有统计学
意义。

２　结果

２．１　ＨＥＳ５在慢性肾脏病中的差异性表达
　　根据 ＧＳＥ６６４９４芯片的分析结果绘制成火山图
（图１）。在 ＧＳＥ６６４９４数据集中注释出 Ｎｏｔｃｈ通路的
一系列下游靶基因：ＨＥＳ１、ＨＥＳ４、ＨＥＳ５、ＨＥＳ６、ＨＥＳ７、
ＨＥＹＬ、ＨＥＹ２。不难发现，其中 ＨＥＳ５是在 ＣＫＤ中显
著上调的差异性基因（Ｐ＜０．０５）。并且，在小鼠的
ＵＵＯ模型中也得到相似的结论：与 Ｓｈａｍ组相比，
ＨＥＳ５在纤维化的肾组织中表达明显增加（图２）。
２．２　ＨＥＳ５在ＴＧＦβ１处理的 ＨＫ２细胞中表达显著

上调

　　ＨＫ２细胞在终浓度为０、５、１０、１５ｎｇ／ｍＬ的ＴＧＦβ１
刺激２４ｈ后，纤连蛋白（Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ，ＦＮ）、胶原蛋白Ⅰ
（ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ）和波形蛋白（Ｖｉｍｅｎｔｉｎ）均以剂量依赖性
方式上调（图３Ａ），结果显示１０ｎｇ／ｍＬＴＧＦβ１能明显
诱导ＨＫ２细胞的转分化。因此，本研究以１０ｎｇ／ｍＬ

ＴＧＦβ１分别处理ＨＫ２细胞０、２４、４８、７２ｈ，其中２４ｈ组
显示３种纤维化相关因子的表达上调均具有统计学意
义（Ｐ＜０．０５，图３Ｂ）。综合考虑，选用１０ｎｇ／ｍＬＴＧＦβ１
处理ＨＫ２细胞２４ｈ作为后续实验建立体外肾纤维化
模型的条件。

　　本研究首先运用 ｑＲＴＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
ＴＧＦβ１（１０ｎｇ／ｍＬ）处理ＨＫ２细胞２４ｈ后ＨＥＳ５的表
达，结果显示：ＴＧＦβ１处理后，ＨＥＳ５在基因和蛋白水
平的表达均显著上调（Ｐ＜０．０５，图４Ａ）。除此，研究发
现ＴＧＦβ１以时间和剂量依赖性方式诱导 ＨＥＳ５的蛋
白表达（图 ４Ｂ、Ｃ）。以上结果表明，ＨＥＳ５在 ＴＧＦβ１
诱导的ＨＫ２细胞中表达显著上调。不难发现，ＨＫ２
细胞的成纤维细胞样改变越明显，ＨＥＳ５表达越高，结
果提示两者可能存在着某种联系。
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图２　ＨＥＳ５高表达于 ＵＵＯ诱导的小鼠纤维化肾组织中
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图３　 ＴＧＦβ１诱导肾小管上皮细胞发生 ＥＭＴ
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Ａ：ＴＧＦβ１（１０ｎｇ／ｍＬ）处理ＨＫ２细胞２４ｈ后ＨＥＳ５的蛋白和基因表达情况　ａ：Ｐ＜０．０５，与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较；Ｂ：不
同刺激时间ＴＧＦβ１对ＨＥＳ５蛋白表达的影响　ｂ：Ｐ＜０．０５，与０ｈ比较；Ｃ：不同浓度 ＴＧＦβ１对 ＨＥＳ５蛋白表达
的影响　ｃ：Ｐ＜０．０５，与０ｎｇ／ｍＬ比较

图４　ＴＧＦβ１诱导的ＨＫ２细胞中ＨＥＳ５表达的情况
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２．３　过表达ＨＥＳ５促进肾小管上皮细胞转分化和凋亡
　　为了验证这一推测，本研究将含有 ＨＥＳ５的质粒
瞬时转染到ＨＫ２细胞中。首先，通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和
ｑＲＴＰＣＲ验证质粒构建的有效性，结果显示：在转染
ｐｃＤＮＡ３．１ＨＥＳ５的 ＨＫ２细胞中，ＨＥＳ５蛋白表达量
高于对照组（Ｃｏｎｔｒｏｌ组）和空载体组（Ｖｅｃｔｏｒ组），并具
有统计学意义；与 Ｃｏｎｔｒｏｌ及 Ｖｅｃｔｏｒ组相比，ＨＥＳ５组
ｍＲＮＡ表达量明显升高（Ｐ＜０．０５，图５Ａ），以上结果均
说明成功构建了过表达 ＨＥＳ５的 ＨＫ２细胞模型。其
次，本研究运用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ评估了每组ＦＮ、ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ、
Ｖｉｍｅｎｔｉｎ的表达水平。结果显示：ＨＥＳ５组的 ＦＮ、
ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ的蛋白表达与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比明
显增加（Ｐ＜０．０５，图 ５Ｂ）。此外，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，
ＨＥＳ５过表达组显示出Ｂａｘ表达的增加和Ｂｃｌ２表达的
减少，结果具有统计学意义（Ｐ＜０．０５，图 ６Ａ）。通过
ＴＵＮＥＬ进一步验证，ＨＥＳ５组的细胞凋亡与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组
相比明显增加（图６Ｂ）。以上结果证实，过表达 ＨＥＳ５
触发了肾小管上皮间质转化和细胞凋亡的开关。
２．４　敲低 ＨＥＳ５减轻了ＴＧＦβ１诱导的肾小管上皮细

胞转分化和凋亡

　　为了进一步验证 ＨＥＳ５在肾纤维化中的作用，本
研究通过Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和ｑＲＴＰＣＲ筛选最有效的干扰
序列，结果显示：并非所有 ＨＥＳ５ｓｉＲＮＡ均能有效地抑
制 ＨＥＳ５蛋白的表达，相较于其他 ２组 ＨＥＳ５的干扰

序列，ＨＥＳ５ｓｉＲＮＡ１的抑制效果最佳（Ｐ＜０．０５），其抑
制率约为 ５０％（图７Ａ）。通过Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测证实，
与ＴＧＦβ１刺激野生型 ＨＫ２细胞相比，用 ＴＧＦβ１刺
激 ＨＥＳ５敲低的 ＨＫ２细胞，其 ＦＮ、ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ、
Ｖｉｍｅｎｔｉｎ的表达均下调（图 ７Ｂ）。免疫荧光检测得出
了一致的结论（图 ７Ｃ）。另外，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和流式细
胞术的结果表明，ＨＥＳ５基因的敲低削弱了 ＴＧＦβ１诱
导的ＨＫ２细胞凋亡（Ｐ＜０．０５，图８）。以上实验结果
证实，敲低ＨＥＳ５可以在体外显著抑制肾小管上皮间
质转化和细胞凋亡。

２．５　调控 ＨＥＳ５对ＴＧＦβ１激活的ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通
路的影响

　　本研究在细胞层面进一步探讨 ＨＥＳ５调控上皮
间质转分化的信号机制。由于 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路
与肾纤维化的发展过程密切相关，因此对 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ
信号通路相关指标的表达进行检测。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检
测结果显示，与 ＴＧＦβ１组比较，用ＴＧＦβ１刺激ＨＥＳ５
敲低组的 ｐＰＩ３Ｋ、ｐＡＫＴ蛋白表达量明显减少（Ｐ＜
０．０５），提示 ＨＥＳ５基因敲低使 ＴＧＦβ１诱导的 ＨＫ２
细胞内ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路的激活程度降低（图 ９）。
通过加入 ＰＩ３Ｋ抑制剂后，Ｖｉｍｅｎｔｉｎ的表达较单纯
ＨＥＳ５组明显降低（图 １０），说明 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路
可能与肾小管上皮间质转化有关。
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Ａ：质粒转染 ４８ｈ后检测 ＨＥＳ５的蛋白及ｍＲＮＡ的表达情况；Ｂ：各组细胞中ＦＮ、ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ及 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ蛋白表达的影响

图５　过表达ＨＥＳ５诱导肾小管上皮细胞发生 ＥＭＴ
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光染色观察各组肾小管上皮细胞凋亡情况

图６　过表达ＨＥＳ５诱导肾小管上皮细胞凋亡
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图７　敲低ＨＥＳ５对ＴＧＦβ１诱导肾小管上皮细胞发生ＥＭＴ的影响
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１：Ｃｏｎｔｒｏｌ组；２：ｓｉＨＥＳ５＋ＴＧＦβ１组；３：ｓｉＨＥＳ５组；４：ＴＧＦβ１组；ａ：Ｐ＜０．０５，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与

ＴＧＦβ１组比较

Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组细胞中Ｂａｘ、Ｂｃｌ２蛋白表达的情况；Ｂ：流式细胞仪检测各组 ＨＫ２细胞凋亡情况

图８　 敲低ＨＥＳ５对ＴＧＦβ１诱导肾小管上皮细胞凋亡影响
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１：Ｃｏｎｔｒｏｌ组；２：ｓｉＨＥＳ５＋ＴＧＦβ１组；３：ｓｉＨＥＳ５组；４：ＴＧＦβ１组；ａ：Ｐ＜０．０５，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与

ＴＧＦβ１组比较

图９　敲低ＨＥＳ５对ＴＧＦβ１激活的ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路的影响
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图１０　ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路抑制剂对ＨＥＳ５诱导的Ｖｉｍｅｎｔｉｎ影响

３　讨论

　　慢性肾脏病定义为各种原因引起的肾脏结构或功
能损害（≥３个月），具有病程长、预后差、并发症多及
经济负担重等特点，迄今由于缺乏有效治疗手段而面

临严峻挑战［２］。肾脏纤维化是慢性肾病的共性，与疾

病的进展密切相关。最近的一些重要进展已经阐明了

上皮间质转化（ＥＭＴ）在肾纤维化背后的核心地位，可
作为一种延缓肾纤维化的潜在治疗靶标［３－４］。因此，

探索调控肾小管上皮细胞ＥＭＴ发生的核心靶分子，对
于防治慢性肾脏病，延缓肾纤维化进展具有重要临床

意义。

　　既往研究证实，Ｎｏｔｃｈ信号通路参与 ＩｇＡ肾病、糖
尿病肾病、高血压肾病的肾纤维化进程，而ＨＥＳ５作为
Ｎｏｔｃｈ通路下游的靶基因是否参与肾纤维化尚无定
论［１３，１８－１９］。本研究首先借助基因的差异性和 ＵＵＯ模
型分析得出：ＨＥＳ５的表达在 ＣＫＤ和小鼠纤维化肾组
织中均显著上调，这与以往研究结论相似［８－９］。接着，

研究发现ＴＧＦβ１以剂量依赖性和时间依赖性的方式
上调ＨＥＳ５的蛋白表达，ＨＥＳ５表达的增加伴随着ＦＮ、
ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ等促纤维化指标的表达增加，故
本研究通过建立过表达或敲低ＨＥＳ５的细胞模型来进

一步探讨ＨＥＳ５在肾小管 ＥＭＴ中的作用。研究发现，
ＨＥＳ５过表达可以促进肾小管上皮细胞 ＥＭＴ的进展，
体现在与野生型ＨＫ２细胞相比，质粒组的ＨＫ２细胞
中 ＦＮ、ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ表达较高。此外，敲低
ＨＥＳ５显著抑制ＴＧＦβ１诱导 ＨＫ２细胞发生 ＥＭＴ，降
低了ＦＮ、ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ的表达。这些结果进一
步支持ＨＥＳ５参与了 ＥＭＴ的发生发展且可以独立于
ＴＧＦβ１发挥作用。
　　除此，ＨＥＳ５已被报道参与多种细胞的凋亡过程，
如精原细胞、肝细胞、肠上皮细胞、神经元等［２０－２２］。有

研究表明，在非酒精性脂肪性肝病中 ＨＥＳ５抑制的
ＬＩＧＨＴ转录可能有助于肝细胞凋亡［２０］；而在高同型半

胱氨酸血症中可以通过下调 ＨＥＳ１和 ＨＥＳ５表达来诱
导嗅球神经元的凋亡［２１］。本研究利用基因转染技术

调控ＨＥＳ５的表达，借助 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ、ＴＵＮＥＬ及流式
细胞术等实验技术探究ＨＥＳ５对肾小管上皮细胞凋亡
的调控作用。实验发现质粒组的 ＨＫ２细胞中 Ｂａｘ蛋
白增加和 Ｂｃｌ２蛋白减少；流式细胞术结果提示敲低
ＨＥＳ５表达降低了ＴＧＦβ１诱导ＨＫ２细胞凋亡率。肾
间质炎症反应、肾小管上皮细胞凋亡和进行性纤维化

是慢性肾损伤的主要表现，其中细胞凋亡与肾纤维化

关系密切［２３］。大量研究证实，抑制或逆转细胞凋亡可

３２２１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（１１）



延缓肾纤维化的进程，改善 ＣＫＤ患者的预后，提示细
胞凋亡在肾纤维化的演变过程中扮演着重要的角

色［２４－２５］。本研究揭示 ＨＥＳ５是肾细胞调控凋亡的重
要分子，并且敲低 ＨＥＳ５有可能通过减少细胞凋亡来
参与阻止肾纤维化的进展。

　　肾小管上皮细胞被认为是ＥＭＴ的参与者，也是受
害者，其失去自身的细胞特性而获得肌成纤维细胞特

性的过程在各类 ＣＫＤ发生肾纤维化中起重要作
用［１２，２６］。既往研究证实，ＰＩ３Ｋ的激活触发其下游的
关键激酶ＡＫＴ的活化，从而促进肾小管上皮细胞发生
ＥＭＴ［１４－１６］。ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路的激活可以对肾组织
产生不同的生物学效应，包括细胞凋亡、脂质代谢和

ＥＭＴ等。有研究发现，抑制 Ｎｏｔｃｈ途经可以通过下调
ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ途径来减轻高糖诱导的足细胞凋亡，从而
对糖尿病肾病起保护作用［２７］；槲皮素通过靶向抑制

ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ途径可能最大限度地减轻大鼠的肾纤维化
和细胞凋亡［２８］。本研究结果显示ＴＧＦβ１会诱导ＨＫ２
细胞中 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路表达上调，而敲低 ＨＥＳ５可抑
制ＴＧＦβ１诱导的 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路的激活。通过使用
ＰＩ３Ｋ抑制剂处理过表达 ＨＥＳ５组后，Ｖｉｍｅｎｔｉｎ表达的
促进作用被减弱。以上研究结果表明，敲低 ＨＥＳ５有
可能通过降低ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ的活化程度发挥其抗纤维化
的作用。

　　综上所述，本研究发现 ＨＥＳ５可能在肾小管上皮
细胞的ＥＭＴ进程中扮演关键的角色。敲低 ＨＥＳ５的
表达可抑制肾小管上皮细胞转分化和凋亡，这可能与

ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路活性降低有关。在一定程度上，
有望为慢性肾脏病患者抗纤维化治疗提供新思路和有

效靶点，但具体机制还有待进一步探讨。
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