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Smad7基因转染拮抗 TGF-β1 对培养肾小管细胞的影响

黄云剑 ,梅煜明 ,王沂芹 ,杨唐俊　　(第三军医大学附属新桥医院肾内科 ,重庆 400037)

　　提　要:目的　探讨 Smad7 基因转染对 TGF-β1 诱导的小管细胞生长阻滞 ,细胞凋亡和 FN 分泌的影响。方法　采用

Tfx-50 脂质体将小鼠Smad7 转染入原代培养的肾小管细胞 , 用MTT 法观测小管细胞的增殖 、流式细胞仪观测其细胞周期的

变化;ELISA法测定小管细胞 FN的分泌。结果　培养基添加 TGF-β1(10 ng ml)48 h 后 , 小管细胞增殖能力明显下降 , 停滞

于G1 期的细胞数增多 , 细胞分泌的 FN 量也明显增高 ,相反 , Smad7 基因转染后可明显拮抗 TGF-β1 对小管细胞的上述作

用。结论　Smad7 基因转染可明显拮抗 TGF-β1 对小管细胞的影响 ,此结果为今后体内 Smad7 基因治疗研究奠定了基础。

　　关键词:Smad7;转化生长因子-β1;基因转染;肾小管细胞;细胞周期
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Transfection and expression of Smad7 inhibits transforming growth factor-β1 effects on

renal tubular cells
HUANG Yun-jian , MEI Yu-ming , WANG Yi-qin , YANG Tang-jun(Department of Nephrology , Xinqiao Hospital , Third Military Medi-
cal University , Chongqing 400037 , China)

　　Abstract:Objective　To explore the effect of Smad7 gene transfer on tubular cell cycle arrest , tubular apopto-

sis and fibronectin (FN)synthesis by transforming growth factor-β1(TGF-β1)induced.Methods　Mouse Smad7

gene was transfected into renal tubular cells in primary cell culture by using Tfx-50 cationic liposome.Tubular cell

proliferation was measured by MTT and cell cycle was observed by flow cytometry.The level of FN secretion in the

supernatant was determined by ELISA.Results　At 48 h after administration of 10 ng ml TGF-β1 to renal tubular

cells , cell proliferation declined , G0 G1 arrested in cell cycle , and cell FN secretion increased significantly.These

abnormalities were attenuated by liposome-mediated Smad7 gene transfection.Conclusion　Transfection and expres-

sion of Smad7 can markedly inhibit TGF-β1 responses in renal tubular cells , which is helpful for further studies of

Smad7 gene therapy in vivo.
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　　近年发现 Smad7蛋白是TGF-β细胞内信号转导的

负调控蛋白(Anti-Smads)
[ 1]
, Smad7 能与活化 TGF-β Ⅰ

型受体牢固结合 , 阻止 R-Smads(Receptor-activited

Smads)的磷酸化 ,未磷酸化的 R-Smads不能进入核内 ,

从而阻断了TGF-β对靶基因的转录。我们最近研究证

实Smad7基因表达下调是 TGF-β致梗阻性肾病小管间

质损伤的重要原因之一
[ 2]
。我们建立原代小管细胞培

养模型 ,观测Smad7基因转染能否拮抗 TGF-β1 对小管

细胞生长和 FN 分泌的影响 ,旨为今后 Smad7基因治

疗小管间质疾病奠定实验基础 。
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1　材料和方法

1.1　试剂和仪器
　　pcDNA3 小鼠 Smad7 质粒由瑞典 Serhiy Souchelnytskyi 博士

惠赠[ 1] 。昆明小鼠 12 只(1 ～ 2 月龄)由第三军医大学实验动物

中心提供。Tfx-50 试剂盒购于 Promega公司。重组人 TGF-β1 、转

铁蛋白 、MTT 购于 Sigma 公司。 DMEM F12 培养基购于 Hyclone

公司。DH5α大肠杆菌由本校分子遗传学教研室惠赠。高效纯

化质粒提取试剂盒 、G418购于 Roche 公司。兔抗 Flag 抗体购于

Santa Cruz 公司。抗上皮角蛋白抗体购于武汉博士德公司。 纤

维结合蛋白测定试剂盒购于福建太阳公司。 Gene-pluer电穿孔

为美国 Bio-Rad 公司。

1.2　实验方法
1.2.1　Smad7 质粒的转染 、筛选 、阳性克隆的繁殖 、质粒的提取

　　感受态细菌的制备 、电穿孔法质粒导入细菌 、阳性菌落的

繁殖均参照《精编分子生物学实验指南》中的方法进行。质粒

抽提参照 Roche公司试剂盒说明书进行。
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1.2.2　原代小管细胞的培养[ 3] 　　将小鼠断颈处死后 , 无菌

取肾 , 然后转入超净工作台内 , 去包膜 , 分离肾皮质 , 用眼科剪

剪碎肾皮质 ,然后移到 100 、160 目筛网上研磨 , 并用 D-Hanks 液

冲洗 ,小心收集 160 目上的肾小管节段(过筛后相差显微镜检

查肾小管纯度可达 90%以上),然后分装于预先用胶原处理的

6 孔培养板中 ,加入含10%小牛血清的 DMEM F12 培养基(含胰

岛素1 U ml , 地塞米松5μg ml , 转铁蛋白5 μg ml)2～ 3 ml , 置孵

育箱中培养。48 h后肾小管贴壁 ,大约 7 ～ 8 d 细胞铺满孔底 ,

形态呈鹅卵石样。

1.2.3　肾小管上皮细胞的鉴定　　上皮角蛋白(Cytokeratin)抗

体S-P组化染色 , PBS 缓冲液替代一抗作阴性对照。

1.2.4　基因转染　　接种小管细胞 1×105 于 24 孔板中 , 37 ℃

过夜培养 ,使细胞达 30%～ 50%的平板密度。添加适量 DMEM 

F-12 培养基在一无菌 EP管中 ,预加温至 37 ℃,然后加入 2.6μg

Smad7 质粒 DNA ,振荡 10 s , 再加入 7.8 μl 的 Tfx-50 存储液和

DME F-12 培养使终体积为 700μl , 立即振荡 10 s。室温孵育 10

～ 15 min 后 , 分装上述混合液于 3.5 个孔中(200 μl well), 将培

养板置入 CO2 孵育箱中培养 1 h , 同时预温育含 5%小牛血清

DME F-12 完全培养基至 37 ℃。 1 h 后 , 加入上述预温的 37 ℃

培养基 1 ml , 不换上述培养液 , 继续培养 48 h。 48 h 后 , 胰酶消

化 ,然后接种细胞于含 G418(400 μg ml)的 DMEM F12 培养基

中 ,筛选克隆。 3～ 4 d 换液一次 。第 2 周后 , 未转染的细胞逐

渐死亡 、脱落 , 可见含 Smad7阳性克隆细胞岛出现 , 见图 1。

图 1　Flag融合蛋白组化染色

经G418筛选后可见一克隆细胞 Flag蛋白组化染色阳性　(S-P×400)

Fig 1　Positive signals of Flag antigens in the cytoplasm of the

cultured tubular cells after G418 selection　(S-P×400)

1.2.5　含外源 Smad7 阳性克隆细胞的鉴定　　Flag 抗体 S-P

染色 , PBS 缓冲液替代一抗作阴性对照。

1.2.6　细胞分组　　将培养的正常小管细胞和 Smad7 阳性载

体组细胞分别按加和不加 TGF-β1 分为 4组:① NKC(正常细胞

组 ,未转移 Smad7 基因);②NKC+TGF-β1(培养上清加 10 ng ml

TGF-β1);③ NKC Smad7(Smad7 载体组未加 10 ng ml TGF-β1);④

NKC Smad7+TGF-β1(Smad7载体组加 10 ng ml TGF-β1)

1.2.7　MTT 检测细胞增殖　　用 0.25%胰蛋白酶消化单层培

养细胞 , 用含 10%小牛血清培养基以每孔 1×103 个细胞接种

于96孔培养板中 , 每孔体积 200 μl。 48 h 细胞完全贴壁后 , 换

无血清的培养基继续培养 48 h , 然后换液 , 在上述②、④组中加

入含 10 ng ml的 TGF-β1 的无血清培养基 , 其余组不加 TGF-β1 。

将培养板移入CO2 孵箱中 , 在37 ℃、5%CO2 的孵箱中继续培养

48 h 后 ,每孔加入MTT液 20μl ,继续培养 4 h ,终止培养 , 弃去孔

内的培养液 ,每孔加入 150 μl的二甲亚砜 , 振荡 10 min , 使结晶

物完全溶解。选择 490 nm 波长 , 在酶联免疫仪上测定各孔的

A 值。

1.2.8　细胞周期和凋亡的检测　　以每孔 5×105 ml 接种小

管细胞于 50 ml培养瓶中 , 生长 3 d 达 30%～ 50%的瓶底面积。

换无血清的培养基继续培养 48 h , 使细胞周期基本一致 , 然后

按细胞分组条件 ,添加和不加 10 ng ml TGF-β1 处理细胞。 48 h

后胰酶消化细胞成单细胞悬液 ,预冷的0.1 mol L PBS 离心漂洗

细胞 2次 , 2 000 r min离心弃去 PBS 后 , 加2 ml 70%乙醇置 4 ℃
冰箱固定过夜。取 150μl的细胞悬液于流式细胞仪专用管中 ,

加入 1%的 Rnase酶 , 37 ℃孵育 30 s。加入 70 μl的 PI染料 , 过

滤后 ,上机检测。

1.2.9　培养上清 FN 的检测　　细胞以每孔 5×104 ml接种于

24 孔培养板中 , 每孔体积500μl。48 h 细胞完全贴壁后 , 换无血

清的培养基继续培养 48 h , 然后换液 , 按细胞分组条件处理细

胞。在 37 ℃、5%CO2 的 CO2 孵箱中继续培养细胞 48 h。 48 h

后终止培养 ,分别取 4 倍稀释的培养上清和对照稀释液 100μl ,

加入 96 孔的 ELISA 板中 , 37 ℃孵育 1 h。弃去反应孔中的液

体 ,洗涤后 , 每孔加酶标抗体100μl , 37 ℃孵育1 h。弃去反应孔

中的液体 , 洗涤后 , 每孔加入 OPD 反应液 100 μl , 37 ℃孵育 20

min。再加入终止液 50 μl , 选择 490 nm 波长 , 以空白对照孔调

零 ,在酶联免疫仪上测定各孔的 A 值。

1.3　统计学处理
　　数据以  x ±s 表示 , 用 SPSS10.0 统计软件进行组间方差

分析。

2　结果

2.1　Smad7基因转移对 TGF-β1 诱导小管细胞生长抑

制的影响
　　添加 10 ng ml TGF-β1 于培养基 48 h 后 ,小管细胞出现明显

的生长抑制 ,而 Smad7 基因转移可明显缓解 TGF-β1 对小管细胞

的生长抑制作用 ,但细胞增殖仍低于正常小管细胞生长水平(P

<0.05)。NKC Smad7 组与NKC 组细胞生长无显著差异 ,见表 1。

表 1　Smad7基因转移对 TGF-β1 诱导小管细胞生长抑制的

影响(n=6 , x±s)

Tab 1　Effect of Smad7 transfer on TGF-β1-induced renal tubular

cell growth inhibition and FN secretion(n=6,  x±s)

Group MTT FN

NKC 0.24±0.03 0.23±0.01

NKC+TGF-β1 0.05±0.01＊ 0.89±0.02＊

NKC Smad7 0.25±0.03 0.22±0.01
NKC Smad7+TGF-β1 0.18±0.02#＊ 0.42±0.02#＊

＊:P<0.05 vs NKC groups;#:P<0.05 vs NKC Smad7+TGF-β1

2.2　Smad7基因转移对 TGF-β1 诱导小管细胞周期停

滞和凋亡的影响
　　添加 10 ng ml TGF-β1 于培养基 48 h 后 ,小管细胞出现明显

的G1 期生长停滞 , 分布于 G2 和 S 期细胞数也明显下降 , 同时

还诱导小管细胞凋亡 ,而 Smad7 基因转移可明显拮抗 TGF-β1 诱

导的G1 停滞 , 提高 G2 、S 的细胞的分布 , 减低小管细胞的凋亡
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(P<0.05)。NKC Smad7 组与 NKC 组细胞生长情况无显著差

异 ,见表 2。

表 2　Smad7基因转移对 TGF-β1 诱导小管细胞周期停滞

和凋亡的影响(n=6 , x±s)

Tab 2　Effect of Smad7 transfer on TGF-β1-induced renal

tubular cells(n=6 , x±s)

Cell cycle distribution
Group

G1 G2 S Apoptosis

NKC 38.64±1.4 20.39±0.65 40.96±1.90 1.15±0.20

NKC+TGF-β1 68.80±2.00＊ 8.68±0.76＊ 22.50±1.52＊ 5.12±0.53＊

NKC Smad7 38.58±1.67 18.15±0.88 43.24±1.70 1.08±0.19

NKC Smad7+TGF-β1 42.69±1.69＊#19.62±1.34＊# 37.68±1.39＊# 2.11±0.27＊#

＊:P<0.05 vs NKC groups;#:P<0.05 vs NKC Smad7 groups

2.3　Smad7基因转移对 TGF-β1 诱导小管细胞合成 FN

的影响
　　添加 10 ng ml TGF-β1 于培养基 48 h 后 , 小管细胞 FN分泌

明显增加 ,而 Smad7 基因转移可明显拮抗 TGF-β1 刺激小管细胞

分泌 FN , 但 FN 仍高于正常小管细胞水平(P <0.05)。 NKC 

Smad7 组与 NKC组细胞分泌FN无显著差异。

3　讨论

　　近年人们发现 Smads蛋白是 TGF-β家族信号从受

体到核的细胞内转导分子
[ 4]
,这为我们深入了解 TGF-

β细胞内分子机制提供了重要的途径和方法 。既往研

究表明 ,TGF-β不仅可以抑制小管细胞的增殖并诱导
其凋亡 , 还可诱导小管细胞转分化为肌成纤维细胞

(MyoF)
[ 5 , 6]
。我们采用梗阻性肾病 ,发现TGF-β诱导小

管细胞生长停滞 、凋亡以及小管间质纤维化与其细胞

内Smad7负调控作用的不足有关。因此本研究首先建
立小管细胞原代培养 ,将 Smad7基因转移到小管细胞

中 ,观察Smad7载体细胞是否能拮抗 TGF-β1 对小管细

胞的影响 。
　　本研究采用筛网分离纯化技术 ,获取较纯净的肾

小管节段悬液 ,镜检纯度在 90%以上 。小管节段贴壁
后2 ～ 3 d可见上皮细胞从小管节段周围长出 ,生长 7

～ 8 d后细胞像鹅卵石样铺满瓶底。上皮角蛋白免疫
组化染色阳性证实是小管上皮细胞 。考虑原代细胞生

长缓慢 ,本实验利用胶原处理的培养瓶加快小管节段
贴壁 、培养基中添加胰岛素 、地塞米松 、转铁蛋白促进

细胞增殖 ,并选用转染率不受血清影响的 Tfx-50脂质
体 ,该 Tfx-50阳离子脂质体是阳性磷脂分子[N ,N ,N ,

-tetramethyl-N , N ,bis(2-hydroxyethyl)-2 , 3-di(oleoyloxy)-
1 , 4-butanedi-ammonium iodide ] 和 L-dioleoyl phosphati-

dylethanolamine(DOPE)的合成复合物 , Tfx-50的优点是
可以在有血清存在条件下转染细胞 ,尤其适合生长缓

慢原代培养细胞。pcDNA3 Smad7真核表达质粒含小
鼠Smad7全长 cDNA序列并连有融合蛋白 Flag 报告基

因的序列 ,二者均由同一启动子CMV驱动。小管细胞

经G418(400 μg ml)筛选 ,表达出特异的 Flag 融合蛋

白 ,表明Smad7基因转移成功。

　　本研究显示 ,培养基添加 10 ng ml TGF-β1 48 h后 ,

MTT 法证实小管细胞增殖能力明显下降;流式细胞仪
分析细胞周期表明停滞于 G1 期的小管细胞数明显增

加 ,而进入G 2 、S 期的细胞数明显减少 ,而细胞凋亡明

显增加 。检测的直方图中 ,可见具有典型的凋亡二倍

体(亚G 1)峰 ,表明 TGF-β1 对肾小管上皮细胞具有明显

的生长抑制和促凋亡作用 。同时我们也证实 TGF-β1

可刺激小管细胞合成 FN ,由于 FN是纤维化的前驱物

质和阶段性标志物 ,因此 TGF-β1 参与了小管间质的纤

维化进程 。Terada等
[ 7]
证实 TGF-β1 诱导小管细胞的生

长阻滞 、G 1停滞作用与其诱导细胞下调细胞周期蛋白

cyclinD1的表达有关。Huang 等
[ 8]
还发现 TGF-β1 诱导

糖尿病肾小管肥大和 G1 期停滞与 Smad2 ,3 的高表达

有关 ,指出 TGF-β Smads 信号通路参与了这一过程。

除小管细胞外 ,新近研究发现 TGF-β还诱导多种细胞

如肝细胞 、上皮细胞 、造血干细胞生长抑制和凋亡 ,这
些改变大多与 Smad7的负调控不足有关

[ 9]
。TGF-β1 对

上述细胞的作用能否被逆转 ,特别是在细胞内信号分
子水平被逆转 ,是一个非常重要值得研究的问题。应

用基因转移技术 ,我们构建了 Smad7阳性表达的小管

细胞 ,发现培养基中加入 TGF-β1 48 h 后 ,与未转移组

细胞相比 ,Smad7转移组细胞 MTT 吸光度 、细胞进入 S

期和G2 期的细胞数均显著增多 ,而停滞 G1 期的细胞

数和细胞分泌 FN的量较未转移组明显下降 ,说明外
源Smad7基因表达可拮抗 TGF-β1 诱发的小管细胞生

长抑制和凋亡 ,并下调小管细胞 FN的分泌 ,同时也揭

示小管细胞内存在 Anti-Smads 负调控作用不足 ,这为
我们下一步应用体内基因转移技术治疗小管间质疾病

奠定了实验基础 。
　　近来研究表明 Smad7的负调控作用存在缺点 , Itoh

等
[ 10]
观察到缺乏配体时 ,Smad7主要位于细胞核内 ,有

配体存在时 ,Smad7需完成核到胞质转移过程 ,才能与

受体结合 ,该负调控机制存在反应缓慢 ,而且也存在蛋
白合成不足的问题 ,因此 ,要改变这些现象 ,采用基因

转移技术将外源性的 Smad7基因转移到调控不足的地

点是非常必要的 。Smad7基因转染于其它细胞也有相
关的报道 。Yamamura 等

[ 11]
发现 Smad3 , Smad4 和转录

活化因子AP-1形成的转录复合物参与了 TGF-β诱发
的Hep3b 细胞的凋亡 ,而细胞转移 Smad3 变异体或

Smad7基因后 , 可明显抑制这一过程。Kato 等
[ 12]
将

Smad7基因转移入培养的血管平滑肌细胞 ,发现外源

性Smad7可明显下调 TGF-β1 诱导的α-SMA 蛋白的表

达 ,还阻断 TGF-β1 对平滑肌细胞的生长抑制作用;结
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合上述研究结果可以得出 ,加强体内 Anti-Smads的调

控作用 ,恢复细胞内 TGF Smads的信号平衡是未来治
疗的方向 。
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腹腔镜结合病理活检对慢性肝病的诊断价值

Clinical significance of laparoscopy with biopsy for diagnosing chronic hepatic diseases

于化梅
1
,赵　丽

2
　　(第三军医大学附属西南医院:1 预防保健科;2 全军消化专科中心 ,重庆 400038)

　　1992年 3 月至 2002年 6月在我院诊治并接受腹腔镜检查患

者160 例, 本研究通过对这些患者腹腔镜检查结果进行回顾性分

析, 进一步探讨腹腔镜检查在慢性肝病诊断中的临床价值。

1　资料与方法

1.1　一般资料
　　本组 160例患者中男性98例 、女性 62 例 , 年龄 12 ～ 79 岁。

病程 3～ 30 年。 主要临床表现包括:肝区疼痛 、食欲减退 、腹

痛 、腹胀和疲乏无力等。主要体征有:黄疸 、肝脾肿大 、腹水 、上

腹部包块和上腹部压痛。

1.2　仪器及操作方法
　　采用 OlympusNCS-C 型(针式)和 Machida LA-SL-C Ⅱ型(标

准式)腹腔镜 , 按常规操作方法进行检查[1] 。

2　结果

　　160 例患者经腹腔镜检查后 , 156 例行病理活检 , 4 例未进

行活检取材 , 结合病理改变 , 有 155 例得以确诊 , 确诊率达

91.25%。

　　作者简介:于化梅(1971-),女 ,四川省平昌市人 ,医师。电话:(023)68753527

　　收稿日期:2003-04-05;修回日期:2003-05-15

2.1　腹腔镜检查对慢性肝病的临床诊断价值
　　160 例临床考虑慢性肝病而未确诊的患者经腹腔镜检查 ,

155 例得以确诊 , 其病因分别为肝硬化 69 例(43.13%), 慢性肝

炎 52 例(32.50%), 肝癌 24 例(15.00%) , 肝囊肿 3 例

(1.87%), 其他 12例(7.50%),包括慢性胆囊炎 2 例 , 慢性胰腺

炎 5例等 , 虽经其他相关辅助检查仍不能明确病因者 4 例。

2.1.1　各种肝病的镜下表现　　69 例肝硬化和 52 例慢性肝

炎的镜下表现为肝脏增大或缩小 , 肝脏呈紫红色或灰白色 , 表

面结节不平 , 部分呈斑纹样 , 部分呈结节状改变或橘皮样外

观 ,有白色纤维素渗出物 , 肝边缘翘起 , 质硬 , 部分患者肝脏与

腹膜有粘连。24 例肝癌主要表现为肝脏增大 , 癌肿均呈淡黄色

或灰白色 , 周围有出血瘀斑 , 肝脏表面有局限性不规则隆起和

充血 , 一般伴有血性腹水;部分镜下表现很难与肝硬化和慢性

肝炎鉴别。

2.1.2　病理活检　　156 例在腹腔镜直视下进行病理活检的

患者 ,病理活检的准确性较经皮肝穿刺高 , 155例病理表现可对

慢性肝炎 、肝硬化及肝癌做出准确鉴别诊断。对于肝癌病理标

本不但可以对肿瘤进行分期分型 ,个别病例尚能判断肿瘤的来

源。结合临床表现 、腹腔镜直视下肝脏及其周围脏器的表现和

准确病理活检 ,慢性肝病的诊断准确性进一步提高。

2.1.3　并发症　　本组 1例患者出现腹部局部皮下气肿 , 1 例
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