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　　【摘要】　目的　探讨转化生长因子（ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ唱β１，ＴＧＦ唱β１）诱导的肾小管上皮细胞间质
转分化过程中 ｔｗｉｓｔ表达的改变及意义。 方法　将人肾小管上皮细胞株（ｈｕｍａｎ ｋｉｄｎｅｙ ｔｕｂｕｌａｒ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ
ｌｉｎｅ，ＨＫＣｓ）细胞分为正常对照组、１０ ｎｇ／ｍｌ ＴＧＦ唱β１ 组；４８ ｈ 后观察细胞形态，逆转录聚合酶链反应（ＲＴ唱
ＰＣＲ），免疫组织化学测定 Ｅ唱钙黏素（Ｅ唱ｃａｄｈｅｒｉｎ）的表达，免疫印迹测定 ｔｗｉｓｔ的表达；同时选取不同浓度 ＴＧＦ唱
β１（０、５ ｎｇ／ｍｌ、１０ ｎｇ／ｍｌ、２０ ｎｇ／ｍｌ）刺激 ＨＫＣｓ细胞，４８ ｈ后测定 ｔｗｉｓｔ的表达。 结果　正常体外培养的 ＨＫＣｓ
经 ＴＧＦ唱β１培养 ４８ ｈ后 ｔｗｉｓｔ蛋白表达明显增加（P ＜０畅０５），同时 Ｅ唱ｃａｄｈｅｒｉｎ 表达明显下降（P ＜０畅０５），同时
ＴＧＦ唱β１对 ｔｗｉｓｔ蛋白表达的影响呈浓度依赖性（P＜０畅０５）。 结论　ＴＧＦ唱β１ 诱导肾小管上皮细胞间质转分化
过程中存在 ｔｗｉｓｔ的激活。
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【Abstract】　Objective　Ｔｏ ｏｂｓｅｖｅ ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅ ｏｆ ｔｈｅ ｔｗｉｓｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ唱ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ
ｔｒａｎｓｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ ＨＫＣｓ ｐｒｏｍｏｔｅｄ ｂｙ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ唱β１（ＴＧＦ唱β１）．Methods　Ｔｈｅ ｈｕｍａｎ ｋｉｄｎｅｙ
ｔｕｂｕｌａｒ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ （ＨＫＣｓ）ｗａｓ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｏｎ ｐｌａｓｔｉｃ ｐａｔｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｅｓｅｎｃｅ ｏｒ ａｂｓｅｎｃｅ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｈｕｍａｎ
ＴＧＦ唱β１．Ａｆｔｅｒ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｆｏｒ ４８ ｈｏｕｒｓ，ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ Ｅ唱ｃａｄｈｅｒｉｎ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｃｅｌｌ ｉｍｍｕｎｏｃｙｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ａｎｄ
ＲＴ唱ＰＣＲ．Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｗｉｓｔ．Results　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ Ｅ唱ｃａｄｈｅｒｉｎ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ＴＧＦ唱β１ ｇｒｏｕｐ（P ＜０畅０５）．Ｃｏｎｖｅｒｓｅｌｙ，ａ ｐｒｏｆｏｕｎｄ ｉｎｃｒｅａｓｅ
ｏｆ ｔｗｉｓｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｓｅｅｎ ａｔ ４８ ｈ ａｆｔｅｒ ｂｅｉｎｇ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ １０ ｎｇ／ｍｌ ＴＧＦ唱β１ ｉｎ ＨＫＣｓ（P ＜０畅０５）．Ｔｈｅ
ｆｕｒｔｈｅｒ ｓｔｕｄｙ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｗｉｓｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ
ｐｏｓｉｔｉｖｅ ＴＧＦ唱β１ （ P ＜０畅０５ ）．Conclusions 　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ｔｗｉｓｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｒｅ ｉｎｄｕｃｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ唱
ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ ＨＫＣｓ ｐｒｏｍｏｔｅｄ ｂｙ ＴＧＦ唱β１．

【Key words】　Ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ唱β１；　Ｔｗｉｓｔ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ；　Ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ唱ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｄｉｆ唱
ｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ

　　Ｔｗｉｓｔ基因是 ８０ 年代发现的一种合子基因，大量研
究发现 ｔｗｉｓｔ 与 Ｅ唱钙黏素（Ｅ唱ｃａｄｈｅｒｉｎ）表达息息相关，
高表达的 ｔｗｉｓｔ 蛋白可以导致 Ｅ唱ｃａｄｈｅｒｉｎ 表达下降，并
引起肾小管上皮细胞发生间质转分化（ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ唱ｍｅｓ唱
ｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ，ＥＭＴ），而 ＥＭＴ也是引起肾
间质纤维化及导致肾功能逐渐恶化的重要因素［１］ 。 最
近的报道及我们的前期研究都发现伴随着肾小管间质

纤维化程度的加重，ｔｗｉｓｔ蛋白的表达也逐渐升高，且与
肾小管间质纤维化程度呈正相关，提示 ｔｗｉｓｔ 是影响肾

间质纤维化程度的重要因子之一［２唱３］ 。 转化生长因子
β１（ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ唱β１，ＴＧＦ唱β１）是目前公认
肾脏致纤维化因子，也是引起肾小管 ＥＭＴ 的重要因子
之一。 那么在 ＴＧＦ唱β１ 引起的肾小管 ＥＭＴ过程中 ｔｗｉｓｔ
蛋白的表达是否有改变，目前还鲜有报导。 为此，我们
利用体外实验考察 ＴＧＦ唱β１ 诱导肾小管 ＥＭＴ 中， ｔｗｉｓｔ
是否激活，其表达蛋白是否有改变，初步探讨其在肾小
管 ＥＭＴ过程的意义。

材料与方法

一、材料
１．细胞：人肾小管上皮细胞株 ＨＫＣｓ（北京协和医

科大学郑法雷教授惠赠）。
２．主要试剂：ＤＭＥＭ／Ｆ１２ 培养基（美国 Ｇｉｂｃｏ 公
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司），新鲜特等优质胎牛血清（ＦＢＳ，杭州四季青公司）；
重组人 ＴＧＦ唱β１（美国 ｂｉｏｓｏｕｒｃｅ 公司）；ｔｗｉｓｔ单克隆抗体
（美国 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司）、Ｅ唱ｃａｄｈｅｒｉｎ 单克隆抗体（美国
Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ公司）；ＨＲＰ唱标记的羊抗兔二抗（北京中杉
公司）。 Ｔｒｉｚｏｌ ＲＮＡ 提取液，ＲＴ唱ＰＣＲ 试剂盒（Ｔａｋａｒａ）；
Ｅ唱ｃａｄｈｅｒｉｎ ＰＣＲ 引物，正义链：５′唱ＡＴＣＣＡＡＡＧＣＣＴＣＡＧ唱
ＧＴＣＡＴＡＡＡＣＡ唱３′；反义链： ５′唱ＡＡＧＡＡＡＣＡＧＣＡＡＧＡＧ唱
ＣＡＧＣＡＧＡＡＴ唱３′，扩增的 ｃＤＮＡ 片段 ３７７ ｂｐ；以上序列
均由北京赛百胜生物公司合成。
二、方法
１．ＨＫＣｓ的体外培养及扩增：采用含 １０％胎牛血

清的 ＤＭＥＭ／Ｆ１２（１∶１），培养条件为 ５％ ＣＯ２、３７ ℃恒
温培养。

２．实验分组：将 ＨＫＣｓ按 １ ×１０６
接种于 ５０ ｃｍ２

培

养瓶中，待细胞亚融合后改用无血清的 ＤＭＥＭ／Ｆ１２ 培
养液同步化饥饿 １２ ｈ，依实验要求分以下几组：（１）加
入 １０ ｎｇ／ｍｌ ＴＧＦ唱β１ 的 ０畅５％ ＦＢＳ ＤＭＥＭ／Ｆ１２ 培养液
分别作用 ４８ ｈ测 ｔｗｉｓｔ 蛋白水平、Ｅ唱ｃａｄｈｅｒｉｎ 表达；（２）
分别加入不同浓度（０、５ ｎｇ／ｍｌ、１０ ｎｇ／ｍｌ、２０ ｎｇ／ｍｌ）
ＴＧＦ唱β１刺激 ４８ ｈ后测定 ｔｗｉｓｔ蛋白水平表达。

３．免疫细胞化学染色：取生长良好的 ＨＫＣ 细胞，
以 １畅０ ×１０４ ／ｍｌ 接种于预置小玻片的 ２４ 孔板中，每孔
１ ｍｌ，常规培养，酌情换液。 长到约 ６０％融合时，吸弃
旧培养基，加入无血清培养基 １ ｍｌ同步 １２ ｈ，然后弃培
养基，分成 ２组，每组 ５个样本：正常对照组（Ｃ 组）：即
无血清培养组；１０ ｎｇ／ｍｌ ＴＧＦ唱β１ 组（ＴＧＦ唱β１ 组）。 继
续培养 ４８ ｈ后，取出细胞爬片，以间接免疫细胞化学法
检测 Ｅ唱ｃａｄｈｅｒｉｎ 的表达，以 ＰＢＳ 代替一抗为阴性对照。
免疫细胞化学染色完成后，利用 Ｉｍａｇｅ唱Ｐｒｏ唱Ｐｌｕｓ ５畅０ 生
物医学图像分析系统进行图像分析：每张细胞爬片随
机测 ５ 个区域，计算平均光密度值（ＡＯＤ）。

４．逆转录聚合酶链反应（ＲＴ唱ＰＣＲ）：用磷酸盐缓冲
液（ＰＢＳ）洗涤各组细胞，在培养瓶中加入 Ｔｒｉｚｏｌ ＲＮＡ提
取液，按说明书步骤提取。 用紫外分光光度计测
２６０ ｎｍ、２８０ ｎｍ 吸光度值，重复 ３ 次，计算 Ａ２６０／Ａ２８０
比值。 按 ＲＴ唱ＰＣＲ试剂盒操作，总反应体积 ５０ μｌ。 反
应条件为：预变性 ９４ ℃ １ ｍｉｎ，５７ ℃ １ ｍｉｎ，７２ ℃
２ ｍｉｎ，Ｅ唱ｃａｄｈｅｒｉｎ ３５ 个循环，ＧＡＰＤＨ ３０ 个循环，最后
７２ ℃延伸５ ｍｉｎ。 取 Ｅ唱ｃａｄｈｅｒｉｎ 的 ＰＣＲ 产物分别和
ＧＡＰＤＨ的 ＰＣＲ产物各 ５ μｌ，１畅０％的琼脂糖凝胶电泳、
凝胶成像系统扫描分析，以积分光密度代表其表达量。
用 ＧＡＤＰＨ 的量校正，将二者吸光度的相对量（ ｒｅｌａｔｉｖｅ
ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ，ＲＯＤ）进行分析。

５．Ｗｅｓｔｅｒｎ唱ｂｌｏｔ：细胞按实验分组条件处理后，收集
细胞，用预冷 ＰＢＳ 洗涤 ２ 次，加入细胞蛋白裂解液

２００ μｌ，冰浴裂解 ３０ ｍｉｎ，４ ℃，２０ ０００ ×g离心 ３０ ｍｉｎ，
收集上清液。 Ｂｒａｄｆｏｒｄ 法测定蛋白含量。 取相同总量
总蛋白（２ μｇ）的各样本，加入适量体积的 ５ ×上样缓冲
液，１００ ℃变性 ５ ｍｉｎ，然后进行 １０％ ＳＤＳ唱ＰＡＧＥ 电泳，
ＰＶＤＦ膜转印 １ ｈ，行 Ｗｅｓｔｅｒｎ 免疫印迹。 以 ５％脱脂奶
粉封闭 １ ｈ，分别加入一抗（１∶５００）４ ℃过夜，二抗为辣
根过氧化物标记的山羊抗兔抗体（１∶２０００），采用 ＤＡＢ
显色法显色；凝胶成像系统上扫描分析，蛋白含量以条
带的 ＡＯＤ值表示。 实验重复 ３次。

三、统计学分析
定量资料用均数 ±标准差（珋x ±s）表示，组间比较

采用 t检验。 采用 ＳＰＳＳ １３畅０ 进行统计学处理。认为差
异有统计学意义。

结　　果

１．ＨＫＣｓ细胞形态的改变：正常组细胞为卵石样
排列生长；加入 ＴＧＦ唱β１ 后，ＨＫＣｓ 细胞逐渐拉长，细胞
连接较正常组松散，细胞形态呈现长梭形，见图 １Ａ。

２．ＴＧＦ唱β１对 Ｅ唱ｃａｄｈｅｒｉｎ 表达的影响：免疫细胞化
学显示：加入 １０ ｎｇ／ｍｌ ＴＧＦ唱β１后 ＨＫＣ细胞 Ｅ唱ｃａｄｈｅｒｉｎ
染色明显下降（ＡＯＤ 值分别为 ０畅４５１ ±０畅０５２、０畅１９２ ±
０畅０３１），差异具有统计学意义（P ＜０畅０５），见图 １Ｂ。

同时 ＲＴ唱ＰＣＲ结果显示：正常对照组 ＨＫＣ 细胞高
表达 Ｅ唱ｃａｄｈｅｒｉｎ，在正常 Ｃ组中可见 ４５０ ｂｐ ＧＡＰＤＨ 扩
增带及 ３７７ ｂｐ Ｅ唱ｃａｄｈｅｒｉｎ 扩增带， ＲＯＤ ＝０畅９７６ ±
０畅０１５；加入 １０ ｎｇ／ｍｌ ＴＧＦ唱β１ 作用 ４８ ｈ 后，Ｅ唱ｃａｄｈｅｒｉｎ
ｍＲＮＡ表达显著下降，只能见 ４５０ ｂｐ ＧＡＰＤＨ 扩增带，
未见到 ３７７ ｂｐ Ｅ唱ｃａｄｈｅｒｉｎ 扩增带， ＲＯＤ ＝０畅３６８ ±
０畅０１９，与正常对照组比较差异具有统计学意义（P ＜
０畅０５），见图 ２。

３．ＴＧＦ唱β１对 ｔｗｉｓｔ蛋白表达的影响：Ｗｅｓｔｅｒｎ 印迹
结果显示，正常 ＨＫＣｓ 细胞蛋白水平的 ｔｗｉｓｔ 蛋白表达
很弱，加入 １０ ｎｇ／ｍｌ ＴＧＦ唱β１ 刺激 ４８ ｈ后，ｔｗｉｓｔ 蛋白表
达即显著增加（P ＜０畅０５），见图 ３。 另外 ＴＧＦ唱β１ 浓度
梯度实验也显示，随着 ＴＧＦ唱β１ 浓度升高，人肾小管上
皮细胞中 ｔｗｉｓｔ蛋白水平也逐渐升高，与正常对照组比
较均具有统计学差异（P ＜０畅０５），见图 ４。

讨　　论

肾间质纤维化是多种慢性肾脏病发展至终末期肾

功能衰竭的共同通路，是决定肾脏疾病走向终末期肾
功能衰竭的重要因素。 研究证实，肾间质中成纤维细
胞来源有两种［４唱５］ ：少量由 ＦＳＰ（ ＋），ＣＤ３４（ －）的骨髓
成纤维细胞经血液途径迁移而来；大部分由肾小管上
皮细胞通过 ＥＭＴ而来。 由此可见，ＥＭＴ是引起肾小管
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间质纤维化的关键因素。 当 ＥＭＴ 发生时，受损的上皮
细胞间黏连消失，细胞骨架发生改变，迁徙能力增强，
使得其可以从已经破坏的肾小管基底膜脱离出来到达

间质；与此同时上皮细胞的表型也发生相应改变，上皮
细胞特征如 Ｅ唱ｃａｄｈｅｒｉｎ 逐渐消失。 正如在本实验中所
观察的，通过 ＴＧＦ唱β１的刺激，ＨＫＣ 细胞形态逐渐发生
改变，Ｅ唱ｃａｄｈｅｒｉｎ逐渐消失。

Ｅ唱ｃａｄｈｅｒｉｎ是调节上皮细胞与细胞之间，细胞与基
质之间黏附反应的重要媒介，对维持组织结构形态及
上皮细胞的表型起决定性作用。 临床病理及肾小管间
质纤维化动物模型中，Ｅ唱ｃａｄｈｅｒｉｎ 表达下降与肾间质纤
维化程度呈正相关

［４］ 。
Ｔｗｉｓｔ基因是一种合子基因，其编码蛋白的特征是

含有一种碱性螺旋唱环唱螺旋结构域（ ａ ｂａｓｉｃ ｈｅｌｉｘ唱ｌｏｏｐ唱
ｈｅｌｉｘ，ｂＨＬＨ），主要负责调控原肠胚及中胚层的形成，
目前已经在多个物种中（包括人、鼠、青蛙、文昌鱼等）
证实有 ｔｗｉｓｔ 基因的存在，其同源性在 ５９％ ～８５％之
间。 在人体中，ｔｗｉｓｔ转录因子主要分布在人的胎盘、成
人心脏、肾脏以及胰腺中［６］ 。 Ｓｕｎ 等［７］发现高表达的

ｔｗｉｓｔ蛋白可引起肾小管上皮细胞 Ｅ唱ｃａｄｈｅｒｉｎ 的表达下
调，并引起肾小管 ＥＭＴ。 在本实验中，我们也发现
ＴＧＦ唱β１诱导的 ＥＭＴ 过程中 ｔｗｉｓｔ 表达是升高的，且成
浓度依赖性，说明的 ＴＧＦ唱β１ 诱导的 ＥＭＴ 过程中确实
可以激活 ｔｗｉｓｔ表达。
既往大量研究已经发现许多与 ＥＭＴ 有密切关系

的细胞因子
［４］ ，如血管紧张素Ⅱ［８］ 、ＴＧＦ唱β１、骨成形蛋
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白唱７（ＢＭＰ唱７）［９］ 、结缔组织生长因子（ＣＴＧＦ） ［１０］
等，其

诱导或阻止 ＥＭＴ过程均与 Ｅ唱ｃａｄｈｅｒｉｎ表达相关。 然而
有研究显示在多种因素存在的情况下单一阻断任何一

个因子并不能有效地阻止转分化过程的发生
［１１］ ，那么

在细胞核中是否存在着各条信号转导途径的共同作用

因子？ 肿瘤的研究显示 ｔｗｉｓｔ 蛋白是多种因子如 ＦＧＦ、
ＨＩＦ、ＢＭＰ作用的共因子［１２］ 。 在本实验中也已证实在
ＴＧＦ唱β１诱导的 ＥＭＴ过程中存在 ｔｗｉｓｔ 激活，但 ＴＧＦ唱β１
激活 ｔｗｉｓｔ的途径如何，ｔｗｉｓｔ 是否可以作为肾脏纤维化
治疗过程中的一个共同靶点还需进一步实验研究。
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