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他克莫司对肾小管上皮细胞转分化早期ＣＴＧＦ、ＶＥＧＦ表达的影响

闵亚丽，赵冬慧，于　黔

（贵阳市第一人民医院肾内科　５５０００４）

　　摘　要：目的　探讨不同剂量的他克莫司（ＦＫ５０６）对肾小管上皮细胞（ＨＫＣ）转分化的作用及其对早期结缔组织生长因子

（ＣＴＧＦ）、血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）表达的影响。方法　以体外培养的 ＨＫＣ为研究对象，分４组：（１）对照组；（２）转化生长因

子β１（ＴＧＦβ１）（８ｎｇ／ｍＬ）组；（３）ＦＫ５０６（１０、３０、６０ｎｇ／ｍＬ）组；（４）ＴＧＦβ１（８ｎｇ／ｍＬ）加ＦＫ５０６（１０、３０、６０ｎｇ／ｍＬ）组。应用形态

学、免疫组化技术、和半定量反转录ＰＣＲ（ＲＴＰＣＲ）观察ＦＫ５０６对ＴＧＦβ１诱导的ＨＫＣ转分化的作用及对αＳＭＡ、ＣＴＧＦ、ＶＥＧＦ

表达的影响。结果　与对照组比较，４８ｈ后ＴＧＦβ１组 ＨＫＣ细胞呈现出长梭形外观，α平滑肌肌动蛋白（αＳＭＡ）、ＣＴＧＦ、ＶＥＧＦ

的表达明显增多（犘＜０．０１），ＦＫ５０６组αＳＭＡ、ＶＥＧＦ及ＣＴＧＦ的表达差异无统计学意义（犘＞０．０５）。ＴＧＦβ１加ＦＫ５０６组比

ＴＧＦβ１组αＳＭＡ、ＶＥＧＦ及ＣＴＧＦ随ＦＫ５０６的浓度增加表达明显降低（犘＜０．０５）。结论　ＦＫ５０６对ＴＧＦβ１诱导的肾小管上皮

细胞转分化早期可能通过下调ＶＥＧＦ、ＣＴＧＦ的表达起抑制作用。
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　　肾间质纤维化是指由多种原因引起的细胞外基质成分在

肾间质内过度沉积，是各种慢性肾脏疾病进行性发展的共同最

终通路［１］。由于肾小管上皮细胞向肌成纤维细胞转化（ＥＭＴ）

在肾间质纤维化变化中的重要性已经为人们认识，所以积极探

索有效的预防、抑制甚至逆转ＥＭＴ的发生对治疗肾间质纤维

化进展有重要意义［２］。转化生长因子β１（ＴＧＦβ１）是非常重要

的促纤维化因子，结缔组织生长因子（ＣＴＧＦ）是ＴＧＦβ１发挥

作用的下游效应因子。ＶＥＧＦ是血管新生的主要促进因子
［３］。

大量表达的ＶＥＧＦ可加重平滑肌细胞增生及血管壁增厚，促

进细胞外基质成分在内皮细胞外堆积，导致肾脏纤维化。

ＦＫ５０６临床主要应用于器官移植排斥反应等的治疗，近年开

始用于免疫性肾脏疾病、结缔组织病等的治疗，但ＦＫ５０６对肾

小管上皮细胞转分化中的作用如何研究甚少。本实验的目的

在于观察ＦＫ５０６对ＴＧＦβ１诱导的体外培养的肾小管上皮细

胞转分化的早期影响，并对其可能的作用机制进行探讨。

１　材料与方法

１．１　实验细胞　人类肾小管上皮细胞购自中国典型培养物保

藏中心。

１．２　试剂　他克莫司由安斯泰来公司惠赠；ＤＭＥＭ／Ｆ１２购自

美国Ｇｉｂｉｃｏ公司；０．２５％胰蛋白酶购自Ｔｈｅｒｍｏ公司；辣根过

氧化物酶标记的羊抗兔ＩｇＧ、胎牛血清（ＦＢＳ）购自北京中山公

司；人重组ＴＧＦβ１购自Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ公司；兔抗人ＣＴＧＦ多克隆

抗体，兔抗人ＶＥＧＦ多克隆抗体购自山海天呈公司；ＴＲＩｚｏｌ购

自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；ＲＴＰＣＲ逆转录试剂盒购自Ｆｏｒｍｅｎｔａｓ公

司；ＣＴＧＦ、ＶＥＧＦ及α平滑肌肌动蛋白（αＳＭＡ）引物合成（上

海生工）。

１．３　方法

１．３．１　ＨＣＫ细胞形态学观察　ＨＫＣ细胞培养于 ＤＭＥＭ／

Ｆ１２，５％ＦＢＳ、１００Ｕ／ｍＬ青霉素及１００μｇ／ｍＬ链霉素培养基

中，于３７℃、５％ＣＯ２ 培养箱中孵育，细胞传代采用０．２５％胰蛋

白酶消化。将细胞按照１×１０６Ｃ个／孔接种于孔板中，细胞生

长至７０％～８０％，换用无血清培养基同步化２４ｈ。以未处理

的 ＨＫＣ为对照组，以 ＴＧＦβ１（８ｎｇ／ｍＬ）单独处理４８ｈ的

ＨＫＣ为ＴＧＦβ１组，以不同浓度ＦＫ５０６单独处理细胞４８ｈ为

ＦＫ５０６（１０、３０、６０ｎｇ／ｍＬ）组，以８ｎｇ／ｍＬＴＧＦβ１加不同浓度

的ＦＫ５０６共同处理细胞４８ｈ为 ＴＧＦβ１加ＦＫ５０（１０、３０、６０

ｎｇ／ｍＬ）组。然后每４小时在倒置显微镜下观察１次细胞形

态。４８ｈ后拍照，收集爬片及细胞分别进行以下实验，所有实
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验重复３次。

１．３．２　细胞免疫组化方法测定各组 ＨＫＣ细胞 ＣＴＧＦ及

ＶＥＧＦ蛋白的表达　获得细胞爬片后，以冷ＰＢＳ洗涤３次，

４％多聚甲醛固定２０ｍｉｎ后吸干，加入ＰＢＳ水化。０．１％Ｔｒｉ

ｔｏｎｘ１００室温３０ｍｉｎ，０．３％Ｈ２Ｏ２ 室温２０ｍｉｎ封闭内源性过

氧化物酶，５％山羊血清血清室温３０ｍｉｎ，封闭非特异性抗原，

分别加兔抗人ＣＴＧＦ及 ＶＥＧＦ多克隆抗体（１∶２００、１∶１５０）

４℃过夜。再分别与辣根过氧化物酶标记的羊抗兔ＩｇＧ二抗

３７℃孵育４０ｍｉｎ，ＤＡＢ显色，苏木素复染，常规脱水、透明、树

脂封片；用ＰＢＳ替代一抗做空白对照，显微镜下观察并照相。

１．３．３　ＲＴＰＣＲ测定细胞ｍＲＮＡ水平的表达　按ＴＲｉｚｏｌ说

明书提取细胞中的总ＲＮＡ，紫外分光光度机对ＲＮＡ定量，用

Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）引物进行样品ＲＮＡ（２００ｎｇ）的反转录，得到ｃＤＮＡ。

αＳＭＡ上游５′ＧＣＴＣＡＣＧＧＡＧＧＣＡＣＣＣＣＴＧＡＡ３′下游

５′ＣＴＧＡＴＡＧＧＡＣＡＴＴＧＴＴＡＧＣＡＴ３′。ＣＴＧＦ上游５′

ＣＧＧＣＴＴ ＡＣＣＧＡＣＴＧＧ ＡＡＧ ＡＣ３′下游５′ＣＧＴＣＧＧ

ＴＡＣＡＴＡＣＴＣＣＡＣＡＧ３′。ＶＥＧＦ上游５′ＡＣＣＡＴＧＡＡＣ

ＴＴＴＣＴＧＣＴＧＴＣ３′下游５′ＴＣＡＣＣＧＣＣＴＣＧＧＣＴＴＧＴＣ

ＡＣ３′。ＧＡＰＤＨ 上游５′ＣＡＡ ＧＧＴＣＡＴＣＣＡ ＴＧＡ ＣＡＡ

ＣＴＴＴＧ３′下游５′ＧＴＣＣＡＣＣＡＣＣＣＴＧＴＴＧＣＴＧＴＡＧ３′

（上海生工）。ＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲ反应体系为：１０×ＰＣＲ缓冲液

２．５μＬ；ＭｇＣｌ２ 溶液３μＬ；ｄＮＴＰ混合液３μＬ；Ｔａｑ聚合酶３

μＬ；２０μｍｏｌ／Ｌ的ＰＣＲ特异性上游引物０．５μＬ；２０μｍｏｌ／Ｌ的

ＰＣＲ特异性下游引物０．５μＬ；ｃＤＮＡ２μＬ；加水至总体积为２５

μＬ。反应体系置于ＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲ仪上。分别反应条件：（１）

９４℃变性３ｍｉｎ；３５个ＰＣＲ循环：９４℃变性３０ｓ；５８℃退火３０

ｓ；７２℃延伸６０ｓ。（２）９５℃变性１ｍｉｎ；４５个ＰＣＲ循环：９５℃

变性１０ｓ；６０℃退火１ｓ；７２℃延伸１０ｓ。（３）９４℃变性３ｍｉｎ；

３５个ＰＣＲ循环：９４℃变性３０ｓ；５８℃退火３０ｓ；７２℃延伸４５

ｓ。（４）９４℃变性３ｍｉｎ；３５个ＰＣＲ循环：９４℃变性３０ｓ；５８℃

退火３０ｓ；７２℃延伸４５ｓ。扩增产物用１％琼脂糖凝胶１００Ｖ

５０ｍｉｎ，结果用凝胶成像系统及分析软件进行电泳条带分析，

αＳＭＡ基因的浓度除以ＧＡＰＤＨ基因的浓度，即为αＳＭＡ基

因校正后的相对含量。ＣＴＧＦ基因的浓度除以 ＧＡＰＤＨ 基因

的浓度，即为ＣＴＧＦ基因校正后的相对含量。ＶＥＧＦ基因的

浓度除以ＧＡＰＤＨ基因的浓度，即为 ＶＥＧＦ基因校正后的相

对含量。

１．４　统计学处理　用ＳＰＳＳ１２．０软件对结果中的数据进行统

计学处理，所有数据以狓±狊表示，组间比较采用单因素方差分

析，两两比较用ＬＳＤ检验，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　细胞形态的观察　对照组及ＦＫ５０６各浓度组 ＨＫＣ细胞

生长６ｄ后，形成融合的单层上皮细胞，呈椭圆形的铺路石样

的形态学特征。加ＴＧＦβ１培养４８ｈ后细胞呈现成纤维细胞

样梭形外观，且细胞生长排列紊乱，细胞发生了转分化。同时

加入不同剂量的ＦＫ５０６和ＴＧＦβ１共同作用组，观察到部分细

胞形态维持正常的细胞形态，仍存在部分发生形态改变的细

胞，似成纤维细胞样。

２．２　ＦＫ５０６对αＳＭＡｍＲＮＡ表达的影响　对照组少量表达

αＳＭＡｍＲＮＡ，不同浓度 ＦＫ５０６作用４８ｈ后，较对照组α

ＳＭＡｍＲＮＡ表达量变化差异无统计学意义（犘＞０．０５），ＴＧＦ

β１干预４８ｈ后，较对照组αＳＭＡ ｍＲＮＡ 表达量显著上升

（犘＜０．０５），ＦＫ５０６可以减少 ＴＧＦβ１诱导的αＳＭＡｍＲＮＡ

表达，且随着ＦＫ５０６剂量的增加抑制作用逐渐增强，并呈剂量

依赖性（犘＜０．０５），见图１、表１。

２．３　ＦＫ５０６对ＣＴＧＦ及ＶＥＧＦ表达的影响

２．３．１　细胞免疫组化ＳＰ法检测ＣＴＧＦ及ＶＥＧＦ表达的变化

　将每张片在×１００高倍镜下，顺时针盲法计算１５个高倍视

野中，阳性细胞百分率＝总阳性细胞数／总细胞数，每组实验重

复３次。对照组和 ＦＫ５０６各浓度组 ＣＴＧＦ阳性细胞占总

ＨＫＣ细胞的面积比值均很低（３．２１％～４．１３％），各组之间差

异无统计学意义（犘＞０．０５），ＴＧＦβ１组见大量细胞质中呈棕

黄色，为ＣＴＧＦ表达阳性，阳性细胞占总 ＨＫＣ细胞的面积比

值是１５．４２％，与对照组和ＦＫ５０６各浓度组差异有统计学意义

（犘＜０．０５），与 ＴＧＦβ１ 组 比 较，加 入 ＦＫ５０６（１０、３０、６０

ｎｇ／ｍＬ）共同作用４８ｈ后，ＣＴＧＦ阳性细胞占总 ＨＫＣ细胞的

面积比值分别为１１．８３％、９．２５％、６．５４％，呈剂量依赖性（犘＜

０．０５）。见封３图２。对照组 ＶＥＧＦ阳性细胞占总 ＨＫＣ细胞

的面积比值７．５４％，ＦＫ５０６各浓度组（７．２％～７．６％）与对照组

比较差异无统计学意义（犘＞０．０５），ＴＧＦβ１组见大量细胞胞

质中呈棕黄色，为ＶＥＧＦ表达阳性，阳性细胞占总 ＨＫＣ细胞

的面积比值是２３．０７％，与对照组和ＦＫ５０６各浓度组差异有统

计学意义（犘＜０．０１），与 ＴＧＦβ１组比较，ＴＧＦβ１加 ＦＫ５０６

（１０、３０、６０ｎｇ／ｍＬ）组作用４８ｈ后，ＶＥＧＦ阳性细胞占总 ＨＫＣ

细胞的面积比值分别为１７．２８％、１４．２５％、１０．２１％，呈剂量依

赖性（犘＜０．０５）。见封３图３。

２．３．２　ＲＴＰＣＲ定量检测　对照组少量ＣＴＧＦｍＲＮＡ的表

达，ＴＧＦβ１干预４８ｈ后，较对照组ＣＴＧＦｍＲＮＡ表达量显著

上升（犘＜０．０５），ＦＫ５０６各浓度组作用４８ｈ后，较对照组ＣＴ

ＧＦｍＲＮＡ表达量差异无统计学意义（犘＞０．０５），但 ＴＧＦβ１

加ＦＫ５０６（１０、３０、６０ｎｇ／ｍＬ）组作用４８ｈ后可减少ＴＧＦβ１诱

导的ＣＴＧＦｍＲＮＡ表达，且随着ＦＫ５０６剂量的增加抑制作用

逐渐增强，并呈剂量依赖性（犘＜０．０５），见图４、表１。

表１　　ＦＫ５０６对各组细胞αＳＭＡｍＲＮＡ、ＣＴＧＦｍＲＮＡ及ＶＥＧＦＦｍＲＮＡ含量的变化（狓±狊，％，狀＝３）

组别 αＳＭＡｍＲＮＡ ＣＴＧＦｍＲＮＡ ＶＥＧＦｍＲＮＡ

对照组 ０．１８７±０．０３７ ０．５４３±０．００１ ０．４９５±０．７３４

ＦＫ５０６１０ｎｇ／ｍＬ组 ０．１７８±０．０３３ ０．５１２±０．０１１ ０．４８５±０．０７０

ＦＫ５０６３０ｎｇ／ｍＬ组 ０．１８０±０．０４１ ０．４８９±０．００２ ０．５３５±０．０２１

ＦＫ５０６６０ｎｇ／ｍＬ组 ０．１７５±０．０３７ ０．４６８±０．０９５ ０．４９１±１．０２７

ＴＧＦβ１组 １．１９９±０．２００＃ １．８７７±０．０４７＃ １．５５５±０．０４３＃

ＴＧＦβ１＋ＦＫ５０６１０ｎｇ／ｍＬ组 ０．６６６±０．０６３△ ０．７０２±０．０４５△ ０．９３６±１．００２△

ＴＧＦβ１＋ＦＫ５０６３０ｎｇ／ｍＬ组 ０．４６５±０．１１４△ ０．６７２±０．０１７△ ０．６８８±２．０２１△

ＴＧＦβ１＋ＦＫ５０６６０ｎｇ／ｍＬ组 ０．３１７±０．０２３△ ０．６０６±０．０２２△ ０．４４２±１．０３０△

　　△：犘＜０．０５，与ＴＧＦβ１组比较；
＃：犘＜０．０１，与对照组比较。
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　　对照组有基础量ＶＥＧＦｍＲＮＡ的表达，ＴＧＦβ１干预４８ｈ

后，对照组ＶＥＧＦｍＲＮＡ表达量明显上升（犘＜０．０５），不同浓

度ＦＫ５０６作用４８ｈ后，较对照组ＶＥＧＦｍＲＮＡ表达量差异无

统计学意义（犘＞０．０５），但 ＴＧＦβ１加ＦＫ５０６（１０、３０、６０ｎｇ／

ｍＬ）组作用后可减少 ＴＧＦβ１诱导的 ＶＥＧＦｍＲＮＡ表达，且

随着ＦＫ５０６剂量的增加抑制作用逐渐增强，并呈剂量依赖性

（犘＜０．０５），见图５、表１。

　　 Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；Ａ：对 照 组；Ｂ：ＦＫ５０６１０ｎｇ／ｍＬ 组；Ｃ：ＦＫ５０６

３０ｎｇ／ｍＬ组；Ｄ：ＦＫ５０６６０ｎｇ／ｍＬ 组；Ｅ：ＴＧＦβ１组；Ｆ：ＴＧＦβ１加

ＦＫ５０６１０ｎｇ／ｍＬ组；Ｇ：ＴＧＦβ１加ＦＫ５０６３０ｎｇ／ｍＬ组；Ｈ：ＴＧＦβ１加

ＦＫ５０６６０ｎｇ／ｍＬ组。

图１　　ＲＴＰＣＲ测定不同组αＳＭＡ及内对照

ＧＡＰＤＨ的ｍＲＮＡ表达

　　Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；Ａ：对照组；Ｂ：ＦＫ５０６１０ｎｇ／ｍＬ组；Ｃ：ＦＫ５０６３０ｎｇ／

ｍＬ组；Ｄ：ＦＫ５０６６０ｎｇ／ｍＬ组；Ｅ：ＴＧＦβ１组；Ｆ：ＴＧＦβ１加ＦＫ５０６１０

ｎｇ／ｍＬ组；Ｇ：ＴＧＦβ１加ＦＫ５０６３０ｎｇ／ｍＬ组；Ｈ：ＴＧＦβ１加ＦＫ５０６６０

ｎｇ／ｍＬ组。

图４　　ＲＴＰＣＲ测定不同组ＣＴＧＦ及内对照

ＧＡＰＤＨ的ｍＲＮＡ表达

　　Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；Ａ：对照组；Ｂ：ＦＫ５０６１０ｎｇ／ｍＬ组；Ｃ：ＦＫ５０６３０ｎｇ／

ｍＬ组；Ｄ：ＦＫ５０６６０ｎｇ／ｍＬ组；Ｅ：ＴＧＦβ１组；Ｆ：ＴＧＦβ１加ＦＫ５０６１０

ｎｇ／ｍＬ组；Ｇ：ＴＧＦβ１加ＦＫ５０６３０ｎｇ／ｍＬ组；Ｈ：ＴＧＦβ１加ＦＫ５０６６０

ｎｇ／ｍＬ组。

图５　　ＲＴＰＣＲ测定不同组ＶＥＧＦ及内对照

ＧＡＰＤＨ的ｍＲＮＡ表达

３　讨　　论

大量研究已证实，在肾脏中 ＴＧＦβ１可以活化成纤维细

胞、促进小管上皮细胞转分化、刺激ＥＣＭ 合成，使肾小管上皮

细胞表型发生改变，失去表达细胞角蛋白，钙粘蛋白等上皮细

胞标记抗原，开始表达肌成纤维细胞标志物如αＳＭＡ
［４５］。本

实验使用ＴＧＦβ１作为直接的刺激因子，对 ＨＫＣ作用４８ｈ

后，细胞拉长、肥大呈现成纤维细胞样梭形外观，且细胞生长排

列紊乱。ＣＴＧＦ是ＴＧＦβ１发挥致纤维化作用的下游效应因

子，ＴＧＦβ１可通过Ⅰ型转化生长因子β受体（ＴβＲＩ）／激活素

受体样激酶５（ＡＬＫ５）依赖Ｓｍａｄ２信号途径促进ＣＴＧＦ的表

达。ＣＴＧＦ是ＴＧＦβ１的正反馈因子，放大ＴＧＦβ１的作用，而

不影响其抗炎和免疫调节的作用，是一个更加理想的抗纤维化

靶点［６７］。

ＶＥＧＦ是维持血管内皮细胞生存、再生及其功能的重要因

子［８］。在生理状态下，肾脏有基础量的 ＶＥＧＦ的表达，对维持

肾血管结构及正常生理功能是必需的［９］。大量表达的 ＶＥＧＦ

可介导肾小球系膜细胞和肾小球足突细胞产生细胞外基质而

参与肾小球硬化的发生［１０１１］，增加肾小球滤过屏障的通透性、

使多种炎症因子渗出和分泌，加剧炎性反应［１２］，促进肾脏纤维

化。在近来的研究中，ＴＧＦβ１与ＶＥＧＦ关系的研究也取得了

显著进展。ＴＧＦβ１可能通过蛋白激酶Ｃ途径上调近端小管

上皮细胞ＶＥＧＦ的表达，增加单核细胞的趋化作用加重平滑

肌细胞增生及血管壁增厚，管腔狭窄及闭塞等引起肾血流量减

少，使毛细血管袢及管周毛细血管数量增加，毛细血管球通透

性增加，促进细胞外基质成分在内皮细胞外堆积，促进炎细胞

在间质的浸润，导致肾脏纤维化［１３］。Ｋａｎｇ等
［１４］在５／６肾切除

大鼠慢性肾衰模型中观察到早期 ＶＥＧＦ明显增加，随后随着

肾小球ＶＥＧＦ表达下降，肾小球毛细血管损伤越重，肾小球硬

化程度也越重。最近有研究报道ＶＥＧＦ可促进糖尿病小鼠肾

小球新生血管生成，ＶＥＧＦ表达上调与糖尿病肾脏病变密切

相关［１５］。

本实验观察到，ＴＧＦβ１作用４８ｈ后ＣＴＧＦ及ＶＥＧＦ表达

明显增加，说明早期ＣＴＧＦ、ＶＥＧＦ加重了ＴＧＦβ１诱导的肾小

管上皮细胞转分化。ＴＧＦβ１及ＦＫ５０６共同作用４８ｈ检测到

ＣＴＧＦ、ＶＥＧＦｍＲＮＡ均明显下调，说明在 ＴＧＦβ１诱导的肾

小管上皮细胞转分化的早期ＦＫ５０６下调ＣＴＧＦ、ＶＥＧＦ表达，

抑制了肾间质纤维化的进展，且呈剂量依赖性。随着ＴＧＦβ１

作用时间的延长，在慢性肾功能损伤的后期ＣＴＧＦ及 ＶＥＧＦ

的变化，及 ＦＫ５０６对其的作用，在今后的实验中会进一步

探讨。

综上所述，ＦＫ５０６可以抑制ＴＧＦβ１介导的肾小管上皮细

胞致纤维化作用，其作用可能为下调转分化早期 ＣＴＧＦ及

ＶＥＧＦ的表达，保护肾组织血管床，维持肾小管上皮细胞正常

的功能，为ＦＫ５０６临床上早期应用于慢性肾纤维化的防治提

供了一定的理论依据。
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