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过表达ｍｉＲＮＡ２１对肾小管上皮细胞ＴＧＦβ／Ｓｍａｄ信
号通路 Ｓｍａｄ７蛋白的影响

史秋香１，吴艳峰２，谢丽华３
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［摘　要］目的：探究ｍｉＲＮＡ２１过表达对ＴＧＦβ／Ｓｍａｄ信号通路Ｓｍａｄ７蛋白的影响。方法：采用ｍｉＲＮＡ２１过
表达慢病毒载体和慢病毒空载体分别感染高糖和低糖培养的人肾近端小管上皮细胞 ＨＫ２细胞，根据培养基类
型和是否感染病毒将细胞分组为高糖 ｍｉＲＮＡ２１过表达慢病毒组、低糖 ｍｉＲＮＡ２１过表达慢病毒组、高糖空载
组、低糖空载组、高糖细胞组和低糖细胞组，用荧光倒置显微镜观察感染后表达绿色荧光蛋白（ＧＦＰ）细胞数，通
过流式细胞术检测转染率；采用实时荧光定量ＰＣＲ检测感染后细胞ｍｉＲＮＡ２１的表达量，采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
Ｓｍａｄ７蛋白的表达。结果：感染 ｍｉＲＮＡ２１过表达慢病毒后，荧光显微镜下 ＨＫ２细胞有明显绿色荧光（约为
６０％），感染率结果显示转染率＞６０％，实时荧光定量ＰＣＲ结果显示感染 ｍｉＲＮＡ２１过表达慢病毒后，高糖转染
组细胞ｍｉＲＮＡ２１表达量高于高糖细胞组和高糖空载组（Ｐ＜０．０５）；Ｗｅｓｔｏｎｂｌｏｔ结果显示高糖转染组Ｓｍａｄ７蛋
白的表达低于高糖转染空载病毒组、低糖细胞组、高糖细胞组（Ｐ＜０．０５）。结论：ｍｉＲＮＡ２１可以通过抑制Ｓｍａｄ７
蛋白的表达来调控ＴＧＦβ／Ｓｍａｄ信号通路。

［关键词］ＴＧＦβ／Ｓｍａｄ信号通路；Ｓｍａｄ７蛋白；ｍｉＲＮＡ２１；慢病毒表达载体；ＨＫ２细胞；实时荧光定量ＰＣＲ
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　　ＴＧＦβ／Ｓｍａｄ信号通路在人和多种生物的组
织中均有发现，其主要功能包括通过自分泌和旁分

泌途径转导细胞表面复杂的受体信号，调节细胞生

长、分化、凋亡及黏附等功能［１－２］。近年的研究发

现，ＴＧＦβ超家族生长分化因子在胚胎发育、创伤
修复、免疫功能、炎症反应、纤维化、骨形成和重建

等方面发挥重要的作用［３－４］。Ｓｍａｄ是与果蝇
ＭＡＤ蛋白以及线虫中 Ｓｍａｄ蛋白具有同源性的蛋
白质家族，可与其他 ＤＮＡ结合蛋白相互作用共同
调节靶基因的转录［５－７］。Ｓｍａｄ７是一种抑制性
Ｓｍａｄ，在 ＴＧＦβ／Ｓｍａｄ信号通路中抑制负反馈，
Ｓｍａｄ７主要通过干扰 ＲＳｍａｄ（Ｓｍａｄ１、Ｓｍａｄ２、
Ｓｍａｄ３、Ｓｍａｄ５、Ｓｍａｄ８）及其磷酸化而抑制信号转
导［８］。ｍｉＲＮＡ是一类长度为２２个核苷酸左右的
短序列非编码 ＲＮＡ，通过诱导翻译抑制或降解转
录本来负向调控基因表达［９－１０］。目前有很多研究

发现ｍｉＲＮＡ与ＴＧＦβ／Ｓｍａｄ信号通路有着复杂的
关系，其中关于 ｍｉＲＮＡ２１报道最多，但 ｍｉＲＮＡ２１
参与ＴＧＦβ／Ｓｍａｄ信号通路具体调控的机制尚未
明确［１１］。课题组前期的研究发现，ｍｉＲＮＡ２１与抑
制性Ｓｍａｄ蛋白 Ｓｍａｄ７的关系密切，但 ｍｉＲＮＡ２１
对Ｓｍａｄ７的表达是否有调控作用有待研究。本研
究采用已经构建的 ｍｉＲＮＡ２１过表达慢病毒转染
肾小管上皮细胞，用实时荧光定量 ＰＣＲ检测 ｍｉＲ
ＮＡ２１表达量，用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测感染后细胞中
Ｓｍａｄ７的表达量，为进一步探究ｍｉＲＮＡ２１对ＴＧＦ
β／Ｓｍａｄ信号通路Ｓｍａｄ７蛋白调控的作用提供实
验依据。

１　材料与方法

１１　材料
实验用人肾近端小管上皮细胞 ＨＫ２细胞由

本实验室保存，ｍｉＲＮＡ２１过表达慢病毒、空载体病
毒购于上海吉凯生物有限公司，ＰＶＤＦ膜购于 Ｈｙ
ｃｌｏｎｅ公司，ＤＭＥＭ购于 Ｇｉｂｃｏ公司，胎牛血清购于
ＬｉｆｅＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ公司，ａｎｔｉＳｍａｄ７、鼠二抗及兔二
抗购于ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，ａｎｔｉＧＡＰＤＨ抗体购于Ｐｒｏ
ｔｅｉｎｔｅｃｈ公司，ＰＣＲ引物由上海生工公司合成，其他
试剂为国产分析纯。

１２　方法
１２１　细胞培养　根据实验需要分别使用高糖
ＤＭＥＭ和低糖 ＤＭＥＭ培养基培养细胞，两种培养
基均加入１０％胎牛血清（ｆｅｔａｌｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍ，ＦＢＳ）
和青链霉素双抗，３７℃，５％ＣＯ２培养。待细胞生
长状态良好，开始应用于以下研究。

１２２　细胞分组　根据转染的慢病毒类型和培养
基的类型不同，将 ＨＫ２细胞细胞分为６组：高糖
细胞组、低糖细胞组、高糖 ｍｉＲＮＡ２１过表达慢病
毒组、低糖 ｍｉＲＮＡ２１过表达慢病毒组、高糖空载
组及低糖空载组，高糖细胞组和低糖细胞组分别采

用高糖培养基和低糖培养基常规培养；高糖 ｍｉＲ
ＮＡ２１过表达慢病毒组和低糖 ｍｉＲＮＡ２１过表达
慢病毒组分别采用高糖培养基和低糖培养基培养

后根据预实验确定的 ＭＯＩ加入适量 ｍｉＲＮＡ２１过
表达慢病毒感染；高糖空载组和低糖空载组分别采

用高糖培养基和低糖培养基培养后根据预实验确

定的ＭＯＩ加入适量空载体病毒进行感染。
１２３　慢病毒感染　接种 ＨＫ２细胞于２４孔板
中，密度约为１３×１０５／孔，感染时采用不加血清
的培养基与ｐｏｌｙｂｒｅｎｅ混合物稀释病毒，控制 ｐｏｌｙ
ｂｒｅｎｅ浓度为８ｍｇ／Ｌ，病毒浓度为１×１０１１ＴＵ／Ｌ。
１２４　病毒滴度和转染效率　接种２９３Ｔ细胞于
２４孔板中，待细胞贴壁密度为６０％时开始进行感
染，加入不同浓度病毒液感染细胞，感染４８ｈ后，
流式细胞术测细胞绿色荧光蛋白（ＧＦＰ）表达，统计
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ＧＦＰ表达的细胞数。病毒滴度计算公式为：病毒滴
度（ｐｆｕ／ｍＬ）＝感染效率 ×接种细胞数／病毒体积。
ＨＫ２细胞按正常细胞培养和病毒感染流程操作，
感染７２ｈ后，胰酶消化细胞，取１～２×１０６个细胞
流式细胞术检测转染效率。

１２５　ｍｉＲＮＡ２１表达量　采用实时荧光定量
ＰＣＲ检测，细胞消化后加入ＴＲＩｚｏｌ试剂１ｍＬ，待裂
解为黏稠状后加入氯仿０２ｍＬ，振荡混匀后４℃，
１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ。取离心后最上层液体
加入等体积异丙醇，－２０℃沉淀过夜，４℃，
１２０００ｒ／ｍｉｎ离心 １５ｍｉｎ后留沉淀。７０％乙醇
５００μＬ洗涤２次，４℃，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ。
待沉淀干燥后用 ＤＥＰＣ水溶解。按照 ＧｏＳｃｒｉｐｔＴＭ
ＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎＳｙｓｔｅｍ说明书进行逆转录。
用ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ进行ＰＣＲ
反应，条件为９５℃５ｍｉｎ，９５℃１５ｓ、６２℃３０ｓ，进
行４０个循环；使用 ＩＱＴＭ５ＭｕｌｔｉｃｏｌｏｒＲｅａｌｔｉｍｅ
ＰＣＲＤｅｔｅｃｔｉｏｎＳｙｓｔｅｍ对报告荧光染料所发射的荧
光进行实时监测。以 Ｕ６作为内参来校正 Ｃｔ值。
ｍｉＲＮＡ２１正 向 引 物 （ｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ）：５’

!

ＡＣＡＣＴＣＣＡＧＣＴＧＧＧＴＡＧＣＴＴＡＴＣＡＧＡＣＴＧＡＴ３’，
ｍｉＲＮＡ２１反向引物（ｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ）：５’ＡＣＴＧＧＴ
ＧＴＣＧＴＧＧＡＧＴＣＧ３’，Ｕ６正向引物（ｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍ
ｅｒ）：５’ＣＣＴＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡ３’。Ｕ６反向引物
（ｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ）：５’ＡＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴ
３’。
１２６　Ｓｍａｄ７蛋白表达　采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测，
消化收集细胞，用预冷的 ＰＢＳ洗涤２次后加入适
量细胞裂解液（含蛋白酶抑制剂）于冰上裂解细胞

３０ｍｉｎ。４℃，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ。将制备
好的蛋白样本与 ５×载样缓冲液混匀，沸水中煮
５ｍｉｎ。ＳＤＳＰＡＧＥ电泳分离后，４℃，恒流１００ｍＡ
转ＰＶＤＦ膜１ｈ，将蛋白从胶上转移至ＰＶＤＦ膜上。
５％脱脂牛奶（ＴＢＳＴ配置）孵育２ｈ封闭，一抗（ａｎ
ｔｉＳｍａｄ７或ａｎｔｉＧＡＰＤＨ抗体）４℃孵育过夜，ＴＢＳＴ
洗３次，５ｍｉｎ／次；二抗（兔二抗或鼠二抗）室温孵
育４５ｍｉｎ，ＴＢＳＴ洗４次，１０ｍｉｎ／次，ＥＣＬ显色系统
检测目的蛋白，医用Ｘ胶片曝光，显影。
１３　观察指标

荧光倒置显微镜下观察 ｍｉＲＮＡ２１过表达慢
病毒表达载体感染ＨＫ２细胞感染效率，根据实验
需要，将培养基的不同和感染病毒的不同将 ＨＫ２
细胞分为４组，分别为高糖 ｍｉＲＮＡ２１过表达慢病
毒组、低糖 ｍｉＲＮＡ２１过表达慢病毒组、高糖空载

组、低糖空载组，感染７２ｈ时采用流式细胞仪检测
各组细胞转染效率；在病毒感染７２ｈ后，采用实时
荧光定量ＰＣＲ检测ｍｉＲＮＡ２１的ｍＲＮＡ水平的表
达；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测转染后细胞 Ｓｍａｄ７蛋白的表
达量。

１４　统计学分析
实验所得数据均采用 ＳＰＳＳ１９０统计软件分

析，计数资料以平均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，数据
的显著性检验采用ｔ检验，以Ｐ＜００５为差异有统
计学意义。

２　结果

２１　ｍｉＲＮＡ２１过表达慢病毒表达载体感染ＨＫ２
细胞感染效率

通过荧光显微镜对 ｍｉＲＮＡ２１过表达慢病毒
表达载体感染ＨＫ２细胞感染效率进行检测，结果
如图１所示，感染成功的细胞可见绿色荧光，而未
感染成功的细胞较暗，未见绿色荧光。约６０％的
ＨＫ２细胞可见绿色荧光，说明 ｍｉＲＮＡ２１过表达
慢病毒表达载体具有较高的感染效率，可以继续后

续研究。

注：Ａ为可见光，Ｂ为绿色荧光

图１　ｍｉＲＮＡ２１过表达慢病毒感染ＨＫ２细胞的
感染效率（×１００）

Ｆｉｇ．１　ＩｎｆｅｃｔｉｏｎｒａｔｅｏｆＭｉＲＮＡ２１ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓｉｎＨＫ２ｃｅｌｌ

１２　不同组别ＨＫ２细胞的转染效率
根据实验需要，将培养基的不同和感染病毒的

不同将 ＨＫ２细胞分为４组，分别为高糖 ｍｉＲＮＡ
２１过表达慢病毒组、低糖ｍｉＲＮＡ２１过表达慢病毒
组、高糖空载组、低糖空载组。感染７２ｈ时采用流
式细胞仪检测各组细胞转染效率，结果如图 ２所
示，高糖 ｍｉＲＮＡ２１过表达慢病毒组转染效率为
６２％，低糖ｍｉＲＮＡ２１过表达慢病毒组转染效率为
６０％，高糖空载组转染效率为７９％、低糖空载组转
染效率为７２％。转染率均为６０％以上，符合研究
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要求。

注：ｎｏ为Ａ与Ｂ比较，Ｐ＞００５；（１）为Ｃ与Ｄ比较，Ｐ＜００５；
（２）为Ｃ与Ａ或Ｂ比较，Ｐ＜００１

图２　ｍｉＲＮＡ２１过表达慢病毒和空载体病毒转染
情况（流式细胞）

Ｆｉｇ．２　ＭｉＲＮＡ２１ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｌｅｎｔｉｖｉｒａｌｖｅｃｔｏｒ
ａｎｄｎｏｌｏａｄｖｅｃｔｏｒｖｉｒｕｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ

２３　ｍｉＲＮＡ２１表达
在病毒感染７２ｈ后，收集细胞，提取 ＲＮＡ，采

用实时荧光定量ＰＣＲ检测ｍｉＲＮＡ２１的ｍＲＮＡ水
平的表达。结果如图３所示，在高糖组的细胞中，
高糖ｍｉＲＮＡ２１过表达组ｍＲＮＡ水平显著高于高
糖细胞组和高糖空载组（Ｐ＜００５）。

注：ｎｏ为Ｃ与Ｄ比较，Ｐ＞００５；（１）为Ａ、Ｂ、Ｃ或Ｄ分别
比较，Ｐ＜００５

图３　转染ｍｉＲＮＡ２１过表达慢病毒后
ｍｉＲＮＡ２１表达

Ｆｉｇ．３　ｍｉＲＮＡ２１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｏｆｍｉ
ＲＮＡ２１ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ

２４　Ｓｍａｄ７表达
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测转染后细胞Ｓｍａｄ７蛋白的表

达量，结果如图４所示，高糖 ｍｉＲＮＡ２１过表达组
Ｓｍａｄ７蛋白表达水平显著低于高糖细胞组、高糖空
载组和低糖细胞组，差异有统计学意义（Ｐ＜
００５）。

注：（１）为Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ分别比较，Ｐ＜００５

图４　转染ｍｉＲＮＡ２１过表达慢病毒对后ＨＫ２
细胞Ｓｍａｄ７蛋白表达的影响

Ｆｉｇ．４　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐｏｓｔｅｒｉｏｒＨＫ２
ｃｅｌｌＳｍａｄ７ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｏｆｍｉ
ＲＮＡ２１ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ

３　讨论

在临床上，肾小管间质纤维化（ｔｕｂｕｌｏｉｎｔｅｒｓｔｉ
ｔｉａｌｆｉｂｒｏｓｉｓ，ＴＩＦ）被认为是慢性肾脏疾病的终末期
根本病理特征之一，也是导致肾脏疾病进展的决定

性因素［８－１２］。ＴＩＦ的过程有很多细胞因子的参与，
如血管紧张素 ＩＩ、内皮素１、ＴＧＦβ１等，其中 ＴＧＦ
β１是一种强致纤维化因子，在其中发挥重要作
用［１３－１５］，但 ＴＧＦβ１是如何诱发肾小管上皮细胞
发生转分化还尚未明确。ＴＧＦβ／Ｓｍａｄ信号通路
是一条经典的信号通路，其功能不仅包括影响细胞

增殖、分化，还与胚胎发育、骨形成和重建以及细胞

外基质形成等方面有关［１６－１８］。ＴＧＦβ１／Ｓｍａｄ信
号通路主要包括３部分结构，即细胞外的 ＴＧＦβ１
蛋白、细胞膜上的ＴＧＦβ１受体蛋白（ＴβＲ）以及细
胞内的Ｓｍａｄ蛋白。根据信号传导的顺序，细胞外
ＴＧＦβ１与细胞膜上 ＴβＲ膜外结构域结合，丝／苏
氨酸激酶激活，活化 Ｉ型受体与胞内底物相互作
用，将信号转导到细胞内。细胞内的受体底物主要

是Ｓｍａｄ蛋白家族，Ｓｍａｄ再发挥具体的功能［１９］。

细胞内的Ｓｍａｄ蛋白家族有９种 Ｓｍａｄ蛋白，根据
在ＴＩＦ中发挥的作用不同而分为３类。第１类被
称为受体活化型 Ｓｍａｄ（ＲＳｍａｄｓ），主要包括
Ｓｍａｄ１、Ｓｍａｄ２、Ｓｍａｄ３、Ｓｍａｄ５、Ｓｍａｄ８和 Ｓｍａｄ９，主
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要功能是促进 ＴＩＦ。第 ２类被称为共同通路型
Ｓｍａｄ（ＣｏＳｍａｄ），只有一个成员：Ｓｍａｄ４，是ＴＧＦβ１
信号传导过程共同需要的介质；第 ３类是抑制性
Ｓｍａｄ（ＩＳｍａｄ）：主要有 Ｓｍａｄ６和 Ｓｍａｄ７，其主要功
能是抑制调节 ＴＧＦβ家族蛋白信号转导，在 ＴＩＦ
的进展中起抑制作用。

ＲＮＡ干扰（ＲＮＡｉ）技术是指一段内源性或外
源性２２个核苷酸左右的双链ＲＮＡ小分子，诱导同
源靶基因的 ｍＲＮＡ发生特异性降解，使该特异性
基因的表达受到沉默［２０－２１］。ＲＮＡｉ技术因其简便、
快速、经济等特点而被广泛应用于基因组学、基因

治疗和基因表达调控等领域中。有研究表明，ｍｉＲ
ＮＡ２１与抑制性Ｓｍａｄ蛋白 Ｓｍａｄ７的关系密切，但
ｍｉＲＮＡ２１过表达是否能通过调节 Ｓｍａｄ７来影响
ＴＧＦβ１诱导的 ＴＩＦ尚未明确［２２－２５］。为了探究

ｍｉＲＮＡ２１对 ＴＧＦβ／Ｓｍａｄ信号通路 Ｓｍａｄ７蛋白
调控，本研究采用已经构建了的 ｍｉＲＮＡ２１过表达
慢病毒载体通过慢病毒感染的方式使 ｍｉＲＮＡ２１
在人肾近端小管上皮细胞 ＨＫ２细胞中过表达。
感染后，先通过荧光倒置显微镜观察感染情况，结

果显示有明显的 ＧＦＰ绿色荧光；随后通过流式细
胞术对 ｍｉＲＮＡ２１过表达慢病毒的转染率进行检
测，结果显示在高糖和低糖细胞组中的转染率均＞
６０％，符合实验要求。随后通过 ｑＰＣＲ检测转染
ｍｉＲＮＡ２１的表达，发现转染后肾近端小管上皮细
胞 ＨＫ２细胞可以高表达 ｍｉＲＮＡ２１。最后用
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 Ｓｍａｄ７蛋白的表达，发现感染高
表达 ｍｉＲＮＡ２１后的细胞 Ｓｍａｄ７蛋白表达明显降
低。

综上，ｍｉＲＮＡ２１的高表达可以抑制 Ｓｍａｄ７蛋
白的表达，进而调控 ＴＧＦβ／Ｓｍａｄ信号通路，干扰
ＴＧＦβ调控的 ＴＩＦ过程，最终实现抑制 ＴＩＦ。本实
验初步证明了 ｍｉＲＮＡ２１在抑制 ＴＩＦ过程中的分
子机制，为慢性肾脏疾病的预防和治疗提供思路。

为了更好研究ＴＩＦ的具体机制，还有待进一步进行
体内动物实验证实。
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