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转染犛犿犪犱７基因的大鼠肾小球系膜细胞

对Ⅰ、Ⅲ型胶原表达的改变
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【摘要】　目的　探讨Ｓｍａｄ７基因对大鼠肾小球系膜细胞（ＭｓＣ）Ⅰ、Ⅲ型胶原（ＣｏｌⅠ、ＣｏｌⅢ）表达的影响，为试

图运用Ｓｍａｄ７对肾纤维化进行基因治疗提供实验依据。方法　经脂质体介导将含有Ｓｍａｄ７重组表达质粒转

染大鼠ＭｓＣ，用Ｇ４１８筛选及Ｎｏｒｔｈｅｒｎｂｌｏｔ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法鉴定；又分别采用ＲＴＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法，检测

转染阳性ＭｓＣ克隆ＣｏｌⅠ、ＣｏｌⅢ表达改变。结果　成功建立稳定高表达Ｓｍａｄ７的阳性ＭｓＣ克隆（Ｓ２２与Ｓ

２６），并证实两阳性ＭｓＣ克隆ＣｏｌⅠ及ＣｏｌⅢｍＲＮＡ及蛋白的表达均被明显抑制，其中Ｓ２２克隆ＣｏｌⅠ及Ｃｏｌ

ⅢｍＲＮＡ表达分别降低４７％和５６％，其蛋白表达分别降低６５％和５４％。结论　Ｓｍａｄ７可能通过抑制组织内

ＣｏｌⅠ及ＣｏｌⅢ的生成而起到减轻肾纤维化进展的作用。
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　　大量研究表明，转化生长因子β（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ

ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ，ＴＧＦβ）的作用是介导肾小球硬化

发生的共同通路［１］，其不仅能促进肾小球系膜细胞

（ｍｅｓａｎｇｉａｌｃｅｌｌ，ＭｓＣ）合成细胞外基质（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕ

ｌａｒｍａｔｒｉｘ，ＥＣＭ），也能通过诱导基质降解酶抑制

因子的表达，加剧ＥＣＭ在肾组织内的积聚
［２］。近

年来的实验研究证实，ＴＧＦβ是通过与靶细胞膜上

的相关受体（ＴβＲ）结合后，磷酸化激活丝／苏氨酸

６３４



　于鸿，等．转染Ｓｍａｄ７基因的大鼠肾小球系膜细胞对Ⅰ、Ⅲ型胶原表达的改变

激酶受体信号转导分子Ｓｍａｄ（果蝇Ｍａｄ和Ｃ．ｅｌｅ

ｇａｎｓＳｍａ基因产物的同类物），如Ｓｍａｄ２和Ｓｍａｄ

３，后与胞质内Ｓｍａｄ４形成异聚体转移至核内，并

在核内相关因子的共同作用下，参与对一些靶基因

表达的调节而完成的［３］。而对于Ｓｍａｄ家族中的

Ｓｍａｄ７则认为是Ｓｍａｄ２、Ｓｍａｄ３和Ｓｍａｄ４三聚

体的抑制因子，其可多环节阻断ＴＧＦβ信号通路，

具有抗纤维化功能［４］。因此，本实验将Ｓｍａｄ７ｃＤ

ＮＡ经脂质体介导转染大鼠ＭｓＣ，观察转基因ＭｓＣ

克隆Ⅰ、Ⅲ型胶原表达的改变，以进一步阐明Ｓｍａｄ

７抗组织纤维化的作用机制，为实施对组织或器官

纤维化的基因治疗提供理论依据。

材 料 和 方 法

主要试剂　大鼠重组ｐｃＤＮＡ３．０Ｓｍａｄ７（日本

Ｄｒ．ＴａｋｅｓｈｉＩｍａｍｕｎａ馈赠），Ｓｍａｄ７ｃＤＮＡ探针

（复旦大学上海医学院分子病理实验室保存），Ｌｉｐｏ

ｆｅｃｔｉｎ及Ｇ４１８（ＧｉｂｃｏＢＲＬ公司），无血清培养液

（Ｓｉｇｍａ公司），Ｓｍａｄ７多克隆抗体、ＣｏｌⅠ、Ⅲ单克

隆抗体 （Ｏｎｃｏｇｅｎｅ公司）。

重组犛犿犪犱７真核表达质粒的鉴定与超纯质粒

的制备　ｐｃＤＮＡ３．０Ｓｍａｄ７经犈犮狅犚Ⅰ和犡犺狅Ⅰ双

酶切，及犈犮狅犚Ⅰ单酶切鉴定，送测序（联合基因公

司）后大量扩增，Ｑｉａｇｅｎ试剂盒纯化。

细胞培养　实验用ＭｓＣ为其第８代，其制备及

鉴定可参阅文献的常规方法［５］，培养在含１０％胎牛

血清的ＲＰＭＩ１６４０培养基中，３７℃，５％ＣＯ２ 培养

箱常规培养，细胞呈贴壁生长。所有培养试剂均分

别购自ＧｉｂｃｏＢＲＬ公司和Ｓｉｇｍａ公司。

犛犿犪犱７基因转染入犕狊犆及阳性细胞克隆的筛

选　呈融合生长的ＭｓＣ以１×１０６个的密度转入６

孔板内，到呈现３０％～５０％融合生长时弃完全培养

液，分别加含有Ｌｉｐｏｆｅｃｔｉｎ和ｐｃＤＮＡ３．０Ｓｍａｄ７或

Ｌｉｐｏｆｅｃｔｉｎ和ｐｃＤＮＡ３．０混合液的无血清培养液

１ｍＬ，２０ｈ后，弃无血清培养液，加入含２０％血清

的完全培养液，７２ｈ后再改用含Ｇ４１８（６００μｇ／ｍＬ）

的完全培养液。２０ｄ后克隆形成，挑取单克隆细胞

并将其种入２４孔板中，继续扩增培养直至生长融

合，再转入６孔板，最后转入１００ｍＬ培养瓶中。

对含有犛犿犪犱７犕狊犆克隆的鉴定　分别采用

Ｎｏｒｔｈｅｒｎｂｌｏｔ法及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测Ｓｍａｄ７

ｍＲＮＡ及其蛋白表达水平。Ｎｏｒｔｈｅｒｎｂｌｏｔ法简述

如下：阳性克隆细胞生长至亚融合时，用 Ｔｒｉｚｏｌ

（ＧｉｂｃｏＢＲＬ公司）抽提总ＲＮＡ，取１０μｇ进行１％

变性琼脂糖凝胶电泳，转膜，紫外交联固定，α３２Ｐ

ｄＡＴＰ（Ａｍｅｒｓｈａｍ公司）随机引物法标记Ｓｍａｄ７

ｃＤＮＡ探针，按常规方法
［６］进行 Ｎｏｒｔｈｅｒｎｂｌｏｔ杂

交。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法简述如下：阳性细胞克隆生长

至亚融合时，弃完全培养液，ＰＢＳ洗２次，２０μＬ蛋

白依标准方法进行８％ＳＤＳＰＡＧＥ变性电泳，转移

至ＰＶＤＦ膜。一抗为山羊抗小鼠Ｓｍａｄ７多克隆抗

体（１∶２００），二抗为生物素化兔抗山羊ＩｇＧ（１∶５００，

ＡＢＣ试剂盒，Ｖｅｃｔｏｒ公司）。

逆转录聚合酶链式反应（犚犜犘犆犚）法检测犆狅犾

Ⅰ与犆狅犾Ⅲ 犿犚犖犃　阳性细胞克隆生长至亚融合

时，用Ｔｒｉｚｏｌ抽提总ＲＮＡ，等量ｃＤＮＡ依照Ａｄｖａｎ

ｔａｇｅｃＤＮＡＰＣＲｋｉｔ（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ公司）提供的步骤进

行ＰＣＲ。ＰＣＲ引物（Ｐｒｉｍｅ５软件合成，Ｇｅｎｂａｎｋ核

对特异性）如下：内参照ＧＡＰＤＨ（上游：５′ＡＣＣＡ

ＣＡＧＴＣＣＡＴＧＣＣＡＴＧＣＣＡＴＣＡＣ３′；下 游：５′

ＣＣＡＣＣＡＣＣＣＴＧＴＴＧＣＴＧＴＡＧ３′，预计扩增片段

长度 为 ４５０ｂｐ）。ＣｏｌⅠ （上 游：５′ＡＧＧＧＴ

ＣＡＴＣＧＴＧＧＣＴＴＣＴ３′；下 游：５′ＣＣＴＴＣＧＣＴ

ＴＣＣＡＴＡＣＴＣＧ３′，预计扩增片段长度为７０３ｂｐ）。

ＣｏｌⅢ（上游：５′ＣＴＣＣＣＡＧＡＡＣＡＴＴＡＣＡＴＡＣ

ＣＡ３′；下游：５′ＡＡＴＧＴＣＡＴＡＧＧＧＴＧＣＧＡＴＡ

３′，预计扩增片段长度为２５６ｂｐ）。反应条件为９４

℃预变性７ｍｉｎ，９４℃ 变性３０ｓ，６０℃ 退火３０ｓ，

７２℃延伸１ｍｉｎ，共３２个循环。并分别设空载体转

染组和未转染ＭｓＣ组，与其作对比观察和分析。

犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋法检测犆狅犾Ⅰ与犆狅犾Ⅲ蛋白　阳性

细胞克隆生长至亚融合时，弃完全培液，ＰＢＳ洗２

次，取２０μＬ蛋白按标准方法作７．５％ＳＤＳＰＡＧＥ

变性电泳，转移至ＰＶＤＦ膜，一抗分别为兔抗鼠Ｃｏｌ

Ⅰ、Ⅲ多克隆抗体（１∶２００，Ｏｎｃｏｇｅｎｅ公司），二抗为

生物素化羊抗兔ＩｇＧ（１∶５００，ＡＢＣ试剂盒）。并分

别设空载体转染组和未转染ＭｓＣ组，与其作对比观

察和分析。

定量和统计分析　用凝胶成像仪进行拍照记

录，ＫｏｄａｋＤｉｇｉｔａｌＳｃｉｅｎｃｅ１Ｄ扫描分析系统测定条

带的积分光密度（犐犇），其中犐犇值等于平均光密度

与条带面积之乘积。进行半定量分析，将各组内参

照（βａｃｔｉｎ或ＧＡＰＤＨ）的实际犐犇值均设为１００，样

本的实际犐犇值与之相比后得到的数值为样本的相

对含量。每一样本的强度之比的最后结果为３次独

立电泳实验的平均值。经ＳＰＳＳ９．０统计软件对数

据进行标准差计算和狋检验。

结　　　果

转染犛犿犪犱７犮犇犖犃的犕狊犆鉴定　经两端测序
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结果显示，与基因库中小鼠Ｓｍａｄ７序列完全一致，

又经犈犮狅犚Ⅰ和犡犺狅Ⅰ双酶切及犈犮狅犚Ⅰ单酶切鉴

定，证明Ｓｍａｄ７基因已被正确地重组至ｐｃＤＮＡ３．０

载体中。转染的 ＭｓＣ经Ｇ４１８筛选后，共获得２６

个克隆，经Ｎｏｒｔｈｅｒｎｂｌｏｔ及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测，其

中Ｓ２２与Ｓ２６两克隆稳定高表达Ｓｍａｄ７。Ｎｏｒｔｈ

ｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，Ｓ２２克隆Ｓｍａｄ７ｍＲＮＡ的表

达比空载体组高约２．９倍，而Ｓ２６克隆的表达水平

大致与Ｓ２２克隆接近（图１Ａ、Ｃ）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结

果显示，Ｓ２２克隆Ｓｍａｄ７蛋白表达比空载体组高

约２．５倍，而Ｓ２６克隆的表达水平大致与Ｓ２２克

隆接近，其相对分子质量约为４６０００蛋白条带（图

１Ｂ）。

图１　大鼠转染细胞犛犿犪犱７的表达

犉犻犵１　犛犿犪犱７犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅狀狋狉犪狀狊犳犲犮狋犲犱犮犲犾犾狊犻狀狉犪狋狊

１：ＭｓＣ；２：ＭｓＣｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｂｙｐｃＤＮＡ３．０；３：Ｓ－２２；４：Ｓ－２６

Ａ：ＮｏｒｔｈｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓｆｏｒｄｅｔｅｃｔｉｎｇＳｍａｄ７ｍＲＮＡ；

Ｂ：ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓｆｏｒｄｅｔｅｃｔｉｎｇＳｍａｄ７ｐｒｏｔｅｉｎ；

Ｃ：ＳｔａｔｉｓｔｉｃａｌａｎａｌｙｓｉｓｏｆｒｅｌａｔｉｖｅＳｍａｄ７ｍＲＮＡａｍｏｕｎｔ

　　阳性 犕狊犆克隆犆狅犾Ⅰ犿犚犖犃与蛋白表达的改

变　ＲＴＰＣＲ结果显示，Ｓ２２与Ｓ２６细胞克隆Ｃｏｌ

ⅠｍＲＮＡ表达均降低，其中Ｓ２２克隆比空载体组

降低约４７％（图２Ａ、Ｃ）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，

上述两细胞克隆ＣｏｌⅠ蛋白表达均降低，其中Ｓ２２

克隆比空载体组降低约６５％ （犘＜０．０５），相对分子

质量约为８００００（图２Ｂ、Ｄ）。

阳性犕狊犆克隆犆狅犾Ⅲ犿犚犖犃与蛋白表达的改

变　ＲＴＰＣＲ结果显示，Ｓ２２与Ｓ２６细胞克隆Ｃｏｌ

ⅢｍＲＮＡ表达均降低，其中Ｓ２２克隆比空载体组

降低约５６％ （图３Ａ、Ｃ）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，

Ｓ２２与Ｓ２６细胞克隆ＣｏｌⅢ蛋白表达均降低，其

中Ｓ２２克隆比空载体组降低约５４％（犘＜０．０５），

相对分子质量约为６６０００（图３Ｂ、Ｄ）。

讨　　　论

体内外实验研究表明，肾小球固有细胞ＭｓＣ具

有合成和分泌ＥＣＭ的功能，在肾小球硬化发生中

起重要作用［７］。大量研究证实，人类各种肾小球疾

病其病变进展的共同结局是肾小球硬化，其重要的

病理特征是肾小球内ＥＣＭ的积聚，而ＴＧＦβ则是

促进这一过程的一个重要细胞因子［８］。

近年来，研究人员通过上调Ｓｍａｄ７表达，以阻

断ＴＧＦβ信号转导通路，从而达到拮抗肾间质纤维

化的实验性研究，已成为肾病研究领域的一个热点。

１９９９年 Ｎａｋａｏ等将重组含有腺病毒载体的小鼠

Ｓｍａｄ７ｃＤＮＡ导入由博来霉素所诱导的肺纤维化

小鼠模型体内，发现肺组织内Ⅰ型胶原ｍＲＮＡ、羟

脯氨酸含量降低，且其组织病变程度的减轻，并推断

其作用机制可能与阻断细胞内Ｓｍａｄ２的磷酸化过

程有关［９］。Ｌａｎ等通过构建超声微泡介导系统，用

强力霉素上调Ｓｍａｄ７基因表达，来治疗大鼠梗阻

性肾纤维化模型也获得成功，研究结果发现ＣｏｌⅠ、

ＣｏｌⅢｍＲＮＡ与蛋白表达下降约６０％～７０％，提示

可调控性Ｓｍａｄ７基因治疗可能为治疗肾间质纤维

化提供一种全新、安全的方法［１０］。由此可见，Ｓｍａｄ

７在抗器官纤维化／硬化的治疗中具有潜在的应用

价值。为此，我们应用脂质体将重组的大鼠Ｓｍａｄ７

基因导入大鼠ＭｓＣ中，经Ｇ４１８筛选，挑取了２６个

单克隆进行扩增培养后，分别采用Ｎｏｒｔｈｅｒｎｂｌｏｔ及

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｓｍａｄ７ｍＲＮＡ及蛋白的表达。

经研究发现，在大鼠 ＭｓＣ中有不同程度的Ｓｍａｄ７

ｍＲＮＡ及其蛋白的表达；与空载体组比较，其中有

两ＭｓＣ克隆Ｓｍａｄ７ｍＲＮＡ及蛋白表达呈稳定性

增高。在我们先前的研究中，已证实其阳性细胞克

隆基质金属蛋白酶－２（ＭＭＰ２）、尿激酶型纤酶原

激活物（ｕＰＡ）活性增强，而基质金属蛋白酶组织抑

制因子－２（ＴＩＭＰ２）和纤酶原激活物抑制因子１

（ＰＡＩ１）的表达被抑制，提示其可影响基质降解酶

系统的活性而介导 ＭｓＣＥＣＭ 代谢过程
［１１，１２］。本

８３４



　于鸿，等．转染Ｓｍａｄ７基因的大鼠肾小球系膜细胞对Ⅰ、Ⅲ型胶原表达的改变

实验则进一步观察其对Ⅰ、Ⅲ型胶原表达的影响，结

果同样发现，经转染Ｓｍａｄ７基因的 ＭｓＣＣｏｌⅠ及

ＣｏｌⅢ ｍＲＮＡ与蛋白表达均显著降低，从而表明

Ｓｍａｄ７也直接参与，并干扰ＭｓＣⅠ、Ⅲ型胶原的合

成代谢过程，从而为其实验性治疗肾组织纤维化模

型提供了重要依据。

图２　大鼠转染细胞犆狅犾Ⅰ的表达

犉犻犵２　犆狅犾Ⅰ犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅狀狋狉犪狀狊犳犲犮狋犲犱犮犲犾犾狊犻狀狉犪狋狊

Ｍ：ＤＬ－２０００ｍａｒｋｅｒ；１：ＭｓＣ；２：ＭｓＣｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｂｙｐｃＤＮＡ３．０；３：Ｓ－２２；４：Ｓ－２６

Ａ：ＲＴ－ＰＣＲａｎａｌｙｓｉｓｆｏｒｄｅｔｅｃｔｉｎｇＣｏｌⅠｍＲＮＡ；Ｂ：ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓｆｏｒｄｅｔｅｃｔｉｎｇＣｏｌⅠｐｒｏｔｅｉｎ；

Ｃ：ＳｔａｔｉｓｔｉｃａｌａｎａｌｙｓｉｓｏｆｒｅｌａｔｉｖｅＣｏｌⅠｍＲＮＡａｍｏｕｎｔ；Ｄ：ＳｔａｔｉｓｔｉｃａｌａｎａｌｙｓｉｓｏｆｒｅｌａｔｉｖｅＣｏｌⅠｐｒｏｔｅｉｎａｍｏｕｎｔ

图３　大鼠转染细胞犆狅犾Ⅲ的表达

犉犻犵３　犆狅犾Ⅲ犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅狀狋狉犪狀狊犳犲犮狋犲犱犮犲犾犾狊犻狀狉犪狋狊

Ｍ：ＤＬ－２０００ｍａｒｋｅｒ；１：ＭｓＣ；２：ＭｓＣｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｂｙｐｃＤＮＡ；３．０；３：Ｓ－２２；４：Ｓ－２６．Ａ：ＲＴ－ＰＣＲａｎａｌｙｓｉｓｆｏｒ

ｄｅｔｅｃｔｉｎｇＣｏｌⅢｍＲＮＡ；Ｂ：ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓｆｏｒｄｅｔｅｃｔｉｎｇＣｏｌⅢｐｒｏｔｅｉｎ；Ｃ：Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌａｎａｌｙｓｉｓ

ｏｆｒｅｌａｔｉｖｅＣｏｌⅢｍＲＮＡａｍｏｕｎｔ；Ｄ：ＳｔａｔｉｓｔｉｃａｌａｎａｌｙｓｉｓｏｆｒｅｌａｔｉｖｅＣｏｌⅢｐｒｏｔｅｉｎａｍｏｕｎｔ
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　　经越来越多的研究表明，Ｓｍａｄ７拮抗ＴＧＦβ／

Ｓｍａｄ信号转导系统，介导肾小球ＥＣＭ沉积的机制

是十分复杂的。有研究表明，除Ｓｍａｄ７可阻断

Ｓｍａｄ２和Ｓｍａｄ３与Ⅰ型ＴβＲ的结合及其磷酸化

之外，还可能通过直接与活化的ＴβＲ结合，而减少

细胞膜上的ＴβＲ的数量
［１１］，与细胞内各转录因子

组氨酸去乙酰基酶结合，影响转录因子的乙酰化而

抑制ＴＧＦβ的信号通路
［１２，１３］。表明从分子水平上

阐明Ｓｍａｄ７抑制ＭｓＣＥＣＭ合成和沉积的机制，还

为期较远，只有今后作深入研究才能将其逐步澄清。
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