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摘要：目的　研究乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）在人近端肾小管上皮细胞（ＨＫ２）的表达及对其转分化的影响。方法　体
外培养ＨＫ２细胞，分为 ＨＫ２组、ＨＫ２ＰＨＹ１０６组（空质粒 ＰＨＹ１０６转染组）、ＨＫ２ＰＨＹ１０６ＨＢＶ组（ＰＨＹ１０６
ＨＢＶ质粒转染组）。用脂质体 ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００转染 ＨＫ２细胞。用 ＥＬＩＳＡ法检测各组细胞培养上清液中
ＨＢｓＡｇ与ＨＢｅＡｇ的含量。免疫细胞化学染色及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ印迹检测转染７２ｈ后Ｅ钙黏素（Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ）、α平滑
肌肌动蛋白（αＳＭＡ）的表达。ＲＴＰＣＲ法检测转染 ７２ｈ后转化生长因子１（ＴＧＦβ１）的 ｍＲＮＡ。结果　ＨＫ
２ＰＨＹ１０６ＨＢＶ组细胞培养上清液中可检测到ＨＢｓＡｇ和ＨＢｅＡｇ的高表达；免疫细胞化学染色及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ印迹
检测均显示ＨＫ２ＰＨＹ１０６ＨＢＶ组Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达显著下调（Ｐ＜０．０５），而αＳＭＡ表达与其他两组相比明显上调
（Ｐ＜０．０５）；ＲＴＰＣＲ显示ＨＫ２ＰＨＹ１０６ＨＢＶ组ＴＧＦβ１的ｍＲＮＡ表达上调（Ｐ＜０．０５）。结论　ＨＢＶ可在ＨＫ２
细胞内高效复制，并能够导致ＨＫ２转分化，其机制可能是通过上调ＴＧＦβ１来实现的。
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　　乙型肝炎病毒相关性肾炎（ＨＢＶａｓｓｏｃｉａｔｅｄｇｌｏ
ｍｅｒｕｌｏｎｅｐｈｒｉｔｉｓ，ＨＢＶＧＮ）是ＨＢＶ感染引起的常见
肝外损害之一［１］，发展至晚期会引起肾间质纤维化

（ｒｅｎａｌｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌｆｉｂｒｏｓｉｓ，ＲＩＦ）。ＲＩＦ是多种慢性肾
脏疾病发展到终末期肾功能衰竭的共同病理途径，

以成纤维细胞大量增生和细胞外基质过度积聚为特

征。肾小管上皮细胞间充质细胞转分化 （ｔｕｂｕｌａｒ
ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｔｏｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＴＥＭＴ）在肾小
管间质纤维化过程中起重要作用，转化生长因子β１
（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ１，ＴＧＦβ１）是公认的
致纤维化因子。ＨＢＶ感染肾小管上皮细胞能否引
起ＴＥＭＴ及其机制目前研究较少，本实验用Ｃ基因
型重组全长乙型肝炎病毒转染至人近端肾小管上皮

细胞（ｔｈｅｈｕｍａｎｐｒｏｘｉｍａｌｔｕｂｕｌａｒｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｌｉｎｅ，
ＨＫ２），研究乙型肝炎病毒对 ＨＫ２的表型转化作
用及其机制，为乙型肝炎病毒相关性肾炎的发病机

制提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料　Ｃ基因型重组乙型肝炎病毒（ＰＨＹ１０６
ＣＨＢＶ，由中国人民解放军军医进修学院成军教授
惠赠）；ＨＫ２为人近端肾小管上皮细胞株（山东大
学医学院生化实验室保存）；质粒提取试剂盒、脂质

体转染试剂 ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００均购自美国
Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基购自美国 Ｇｉｂｃｏ
公司；胎牛血清购自浙江天杭生物科技有限公司；兔

抗人 α平滑肌肌动蛋白（αｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅａｃｔｉｎ，α
ＳＭＡ）、兔抗人Ｅ钙黏素蛋白（Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ）购自英国
Ａｂｃａｍ公司；生物素标记羊抗兔 ＩｇＧ、ＤＡＢ试剂盒
购自武汉博士德生物工程有限公司；逆转录试剂盒、

ＰＶＤＦ膜购自加拿大 Ｆｅｒｍｅｎｔｓ公司；ＥＣＬ显影试剂
盒购自北京康为世纪生物科技有限公司；ＴＥ２０００Ｕ
荧光倒置显微镜为日本Ｎｉｋｏｎ公司产品。
１．２　方法
１．２．１　细胞培养　人近端肾小管上皮细胞培养使
用ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基，加 １０％新生牛血清、青霉
素、链霉素。在３７℃、５％ＣＯ２的条件下培养瓶内常
规培养，细胞贴壁生长，ＥＤＴＡ０．２５％胰酶消化，每
２～３天传代１次。
１．２．２　ＰＨＹ１０６ＣＨＢＶ的提取与鉴定　取 ２μＬ
ＰＨＹ１０６ＣＨＢＶ转化感受态细菌 ＤＨ５α，在具有
Ａｍｐ抗性培养板中３７℃温箱培育过夜。挑取单克
隆加入２０ｍＬ具有Ａｍｐ抗性的ＬＢ培养基中３７℃
温箱培育过夜，ＳＤＳ碱裂法中提质粒，采用 ＨｉｎｄⅢ

和ＮｓｉⅠ双酶切质粒，琼脂糖电泳鉴别片段大小，并
由北京六合华大基因科技股份有限公司测序。

１．２．３　实验分组　上述常规培养的 ＨＫ２细胞设
为ＨＫ２组，转染了空质粒ＰＨＹ１０６的ＨＫ２细胞设
为ＨＫ２ＰＨＹ１０６组，转染了空质粒与 Ｃ基因型重
组乙型肝炎病毒复合物（ＰＨＹ１０６ＣＨＢＶＤＮＡ）的
ＨＫ２细胞设为ＨＫ２ＰＨＹ１０６ＨＢＶ组。
１．２．４　转染ＨＫ２细胞　取对数生长期的ＨＫ２细
胞，以１×１０６／ｍｍ２传代于２４孔板中，在３７℃、５％
条件下贴壁培养至８０％ ～９０％融合。分别取相应
质粒０．８μｇ加入５０μＬｏｐｔｉＭＥＭ中轻轻混匀。取
脂质体２μＬ稀释于５０μＬｏｐｔｉＭＥＭ中，轻轻混匀，
室温放置５ｍｉｎ。将上述稀释的脂质体加入稀释的
质粒ＤＮＡ中混匀，室温放置小于２０ｍｉｎ，将孔板内
细胞培养基丢弃，加入４００μＬＤＭＥＭ／Ｆ１２。ＨＫ２
组再加 １００μＬＤＭＥＭ／Ｆ１２，ＨＫ２ＰＨＹ１０６组加
１００μＬ脂质体ＰＨＹ１０６复合物，ＨＫ２ＰＨＹ１０６ＨＢＶ
组加１００μＬ脂质体ＰＨＹ１０６ｃＨＢＶＤＮＡ复合物，
６ｈ后换完全培养基继续培养。
１．２．５　ＨＫ２细胞转染后ＨＢｓＡｇ与ＨＢｅＡｇ的检测
　于转染后２４、４８、７２ｈ收集各组细胞培养上清液，
进行ＨＢｓＡｇ与ＨＢｅＡｇ的定量检测。
１．２．６　免疫细胞化学　预先在２４孔板里放置直径
为１０ｍｍ的盖玻片，待细胞爬片后按实验分组处理
细胞，每组３个复孔。取出细胞爬片，经４％多聚甲
醛固定，０．５％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００室温孵育 ３０ｍｉｎ，３％
Ｈ２Ｏ２室温孵育２０ｍｉｎ，去除内源性过氧化物酶，正
常兔血清室温封闭１５ｍｉｎ，吸取多余液体，分别加入
兔抗人αＳＭＡ（１∶１００）、Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ（１∶１００）多克
隆抗体、ＰＢＳ（ＰＢＳ代替一抗，作阴性对照）４℃孵育
过夜，次日加入生物素化二抗（即用型），３７℃孵育
３０ｍｉｎ，滴加ＳＰ，３７℃孵育２０ｍｉｎ；滴加 ＤＡＢ孵育
８ｍｉｎ，苏木素复染，梯度乙醇脱水，二甲苯透明，树
胶封片。ＬＩＭＰＳ显微镜观察图像，胞浆呈棕黄色说
明αＳＭＡ阳性，包膜呈棕黄色说明 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ阳
性，摄片，ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ６．０软件分析平均光密度，
进行相对定量分析。

１．２．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　冰上加裂解液裂解细
胞，离心取上清，ＢＣＡ法测蛋白浓度，加样缓冲液变
性蛋白，蛋白上样５０μｇ，经ＳＤＳＰＡＧＥ垂直凝胶电
泳后电转移至聚偏二氟乙烯 （ｐｏｌｙｖｉｎｙｌｉｄｅｎｅｄｉｆｕｏ
ｒｉｄｅ，ＰＶＤＦ）膜，５％脱脂奶粉３７°摇床封闭２ｈ，用特
异性抗体进行孵育，一抗浓度如下：αＳＭＡ
（１∶５００）、Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ（１∶５００）和 ＧＡＰＤＨ（１∶３０００），
４℃过夜，经ＴＢＳＴ冲洗１０ｍｉｎ×３次后加入辣根过
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氧化物酶标记的二抗（１∶５０００），３７°摇床孵育１ｈ，
ＴＢＳＴ冲洗 １０ｍｉｎ×３次，ＥＣＬ显影曝光，ＢｉｏＲａｄ
凝胶成像系统进行图像采集，ＩｍａｇｅＪ软件分析各阳性
条带的平均光密度值，设内参照３磷酸甘油醛脱氢酶
（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ３ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＧＡＰＤＨ），
计算各目标蛋白的相对表达量。

１．２．８　ＲＴＰＣＲ检测 ＴＧＦβ１的 ｍＲＮＡ　将细胞
种在６孔板里，按实验分组处理细胞，转染７２ｈ后
用 Ｔｒｉｚｏｌ法提取细胞总 ＲＮＡ，核酸蛋白仪测 ＲＮＡ
浓度和纯度，反转录合成该ＤＮＡ。以βａｃｔｉｎ做内参
照，进行半定量聚合酶链反应。ＴＧＦβ１的引物序列
为：５′ＴＣＣＡＣＣＴＧＣＡＡＧＡＣＴＡＴＣＧＡＣ３′，５′ＧＡＧＧ
ＴＡＴＣＧＣＣＡＧＧＡＡＴＴＧＴＴ３；βａｃｔｉｎ的引物序列为：
５′ＡＧＴＴＧＣＧＴＴＡＣＡＣＣＣＴＴＴＣ３′，５′ＣＣＴＴＣＡＣＣＧ
ＴＴＣＣＡＧＴＴＴ３′。二者的退火温度均为５７℃，循环
次数均为３０次。ＰＣＲ产物经１．５％琼脂糖凝胶电泳，
ＢｉｏＲａｄ凝胶成像系统扫描，ＩｍａｇｅＪ软件分析各条带
积分吸光度值，ＴＧＦβ１ｍＲＮＡ的相对量用 ＴＧＦ
β１／βａｃｔｉｎ的平均光密度值表示。
１．３　统计学处理　采用 ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行
统计学处理，数据以 珋ｘ±ｓ表示，用 ｔ检验比较各组
之间的差异，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　ＰＨＹ１０６ＣＨＢＶ质粒的鉴定结果　酶切鉴定
使用Ｈｉｎｄｌｌｌ和 ＮｓｉＩ两种限制性内切酶，ＮｓｉＩ位于
ＨＢＶ基因组２４６４ｂｐ位置，载体上无此限制酶，所
以酶切得到９２０、５４００ｂｐ两条片段的克隆（图１）。

基因测序结果ＰＨＹｌ０６真核表达载体上的Ｃ基因型
ＨＢＶ的序列正确。

图１　重组质粒ＰＨＹ１０６ＣＨＢＶ双酶切后电泳结果
Ｍ：１ｋｂＤＮＡ分子量标准；１：ＨｉｎｄⅢ和 ＮｓｉⅠ双酶切
后重组质粒电泳结果。

Ｆｉｇ．１　Ｔｈｅｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｒｅｓｕｌｔｓｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄ
ＰＨＹ１０６ＣＨＢＶａｆｔｅｒｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｅｎｚｙｍｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎ．
Ｍ：１ｋｂＤＮＡｌａｄｄｅｒｍａｒｋｅｒ；１：Ｔｈｅｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ
ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄａｆｔｅｒＨｉｎｄⅢ ａｎｄ
ＮｓｉⅠ ｄｏｕｂｌｅｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｅｎｚｙｍｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎ．

２．２　上清液 ＨＢｓＡｇ与 ＨＢｅＡｇ的检测结果　ＨＫ
２ＰＨＹ１０６ＨＢＶ组上清液中可检测到 ＨＢｓＡｇ与
ＨＢｅＡｇ的表达，为阳性；ＨＫ２组和 ＨＫ２ＰＨＹ１０６
组则未检测到，为阴性。其中７２ｈ表达量最高（表
１），以后的实验以７２ｈ转染细胞做相关检测。

表１　各组上清液ＨＢｓＡｇ（ｎｇ／ｍＬ）与ＨＢｅＡｇ（ＰＥＩＵ／ｍＬ）表达情况（ｎ＝５）

组别
２４ｈ

ＨＢｓＡｇ定量 ＨＢｅＡｇ定量
４８ｈ

ＨＢｓＡｇ定量 ＨＢｅＡｇ定量
７２ｈ

ＨＢｓＡｇ定量 ＨＢｅＡｇ定量

ＨＫ２组 ０．１０±０．０２ ０．２１±０．０２ ０．１１±０．０２ ０．１５±０．０２ ０．１２±０．０２ ０．１７±０．０３

ＨＫ２ＰＨＹ１０６组 ０．１０±０．０１ ０．１４±０．０２ ０．１６±０．０２ ０．１９±０．０３ ０．１０±０．０２ ０．２１±０．０３

ＨＫ２ＨＰＹ１０６ＨＢＶ组 ０．１６±０．０２ ０．１２±０．０２ ０．５１±０．０３ １．０２±０．０４ ２．６２±０．０２ １．９３±０．０６

　　注：ＨＢｓＡｇ定量生物参考区间０～０．２ｎｇ／ｍＬ，ＨＢｅＡｇ定量０～０．５ＰＥＩＵ／ｍＬ；Ｐ＜０．０５ｖｓＨＫ２组。

２．３　ＨＫ２细胞形态的改变　倒置相差显微镜下
ＨＫ２组和ＨＫ２ＰＨＹ１０６组细胞呈单层圆形贴壁生
长，铺满后细胞融合呈鹅卵石状。ＨＫ２ＰＨＹ１０６
ＨＢＶ组细胞形态发生改变，变为细长的梭形细胞。
见图２。
２．４　免疫细胞化学结果　Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ在ＨＫ２组和
ＨＫ２ＰＨＹ１０６组中表达明显高于 ＨＫ２ＨＰＹ１０６
ＨＢＶ组（Ｐ＜０．０５）；而 αＳＭＡ在 ＨＫ２ＨＰＹ１０６

ＨＢＶ组中表达明显高于 ＨＫ２组和 ＨＫ２ＰＨＹ１０６
组（Ｐ＜０．０５）。各组细胞的平均光密度见图２。
２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果　Ｗｅｓｔｅｍｂｌｏｔ结果显示，
Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ在ＨＫ２组和 ＨＫ２ＰＨＹ１０６组中表达明
显高于 ＨＫ２ＰＨＹ１０６ＨＢＶ 组 （Ｐ＜０．０５）；而
αＳＭＡ在 ＨＫ２ＰＨＹ１０６ＨＢＶ组中表达明显高于
ＨＫ２组和ＨＫ２ＰＨＹ１０６组（Ｐ＜０．０５）。见图 ３。
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图２　免疫细胞化学检测的ＨＢＶ对ＨＫ２细胞Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ和αＳＭＡ表达的影响
ＡＣ：Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达情况（×２００）；ＤＦ：αＳＭＡ表达情况（×２００）；Ｇ：Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ和αＳＭＡ在各组的平均光密度数据
统计图。Ｐ＜０．０５ｖｓＨＫ２ＰＨＹ１０６ＨＢＶ组，▲Ｐ＜０．０５ｖｓＨＫ２ＰＨＹ１０６ＨＢＶ组；★Ｐ＜０．０５ｖｓＨＫ２ＰＨＹ１０６ＨＢＶ
组，◇Ｐ＜０．０５ｖｓＨＫ２ＰＨＹ１０６ＨＢＶ组。

Ｆｉｇ．２　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＨＢＶｔｏＨＫ２ｃｅｌｌｓｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｔｉｏｎｓｏｆＥｃａｄｈｅｒｉｎａｎｄαＳＭＡｂｙｉｍｍｕｎｏｃｙｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ
ＡＣ：ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＥｃａｄｈｅｒｉｎ（×２００）；ＤＦ：ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆαＳＭＡ（×２００）；Ｇ：Ｔｈｅｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｄａｔａｏｆａｖｅｒａｇｅ
ｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙｏｆＥｃａｄｈｅｒｉｎａｎｄαＳＭＡｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ．Ｐ＜０．０５ｖｓＨＫ２ＰＨＹ１０６ＨＢＶｇｒｏｕｐ，▲Ｐ＜０．０５ｖｓＨＫ２
ＰＨＹ１０６ＨＢＶｇｒｏｕｐ；★Ｐ＜０．０５ｖｓＨＫ２ＰＨＹ１０６ＨＢＶｇｒｏｕｐ，◇Ｐ＜０．０５ｖｓＨＫ２ＰＨＹ１０６ＨＢＶｇｒｏｕｐ．

图３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＨＢＶ对ＨＫ２细胞Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ和αＳＭＡ表达的影响
Ａ：Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ和αＳＭＡ表达情况；Ｂ：Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ和 αＳＭＡ在各组的平均光密度数据统计图。Ｐ＜０．０５ｖｓＨＫ２
ＰＨＹ１０６ＨＢＶ组，▲Ｐ＜０．０５ｖｓＨＫ２ＰＨＹ１０６ＨＢＶ组；★Ｐ＜０．０５ｖｓＨＫ２ＰＨＹ１０６ＨＢＶ组，◇Ｐ＜０．０５ｖｓＨＫ２
ＰＨＹ１０６ＨＢＶ组。

Ｆｉｇ．３　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＨＢＶｔｏＨＫ２ｃｅｌｌｓｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｔｉｏｎｏｆＥｃａｄｈｅｒｉｎａｎｄαＳＭＡｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
Ａ：ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＥｃａｄｈｅｒｉｎａｎｄαＳＭＡ；Ｂ：ＴｈｅｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｄａｔａｏｆａｖｅｒａｇｅｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙｏｆＥｃａｄｈｅｒｉｎａｎｄαＳＭＡｉｎ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ．Ｐ＜０．０５ｖｓＨＫ２ＰＨＹ１０６ＨＢＶｇｒｏｕｐ，▲Ｐ＜０．０５ｖｓＨＫ２ＰＨＹ１０６ＨＢＶｇｒｏｕｐ；★Ｐ＜０．０５ｖｓＨＫ２
ＰＨＹ１０６ＨＢＶｇｒｏｕｐ，◇Ｐ＜０．０５ｖｓＨＫ２ＰＨＹ１０６ＨＢＶｇｒｏｕｐ．

２．６　ＲＴＰＣＲ检测ＴＧＦβ１的ｍＲＮＡ的表达　ＲＴ
ＰＣＲ结果显示，ＴＧＦβ１的 ｍＲＮＡ在 ＨＫ２ＰＨＹ１０６

ＨＢＶ组中的表达明显高于 ＨＫ２组和 ＨＫ２
ＰＨＹ１０６组（Ｐ＜０．０５）。见图４。
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图４　ＨＢＶ对各组ＨＫ２细胞ＴＧＦβ１ｍＲＮＡ表达的影响
Ａ：ＴＧＦβ１ｍＲＮＡ表达情况；Ｂ：ＴＧＦβ１ｍＲＮＡ的平
均光密度数据统计图。Ｐ＜０．０５ｖｓＨＫ２ＰＨＹ１０６
ＨＢＶ组，▲Ｐ＜０．０５ｖｓＨＫ２ＰＨＹ１０６ＨＢＶ组。

Ｆｉｇ．４　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＨＢＶｔｏＨＫ２ｃｅｌｌｓｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｔｉｏｎｏｆ
ＴＧＦβ１ｍＲＮＡ
Ａ：ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＧＦβ１ｍＲＮＡ；Ｂ：Ｔｈｅｓｔａｔｉｓｔｉ
ｃａｌｄａｔａｏｆａｖｅｒａｇｅｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙｏｆＴＧＦβ１ｍＲＮＡ．
Ｐ＜０．０５ｖｓＨＫ２ＰＨＹ１０６ＨＢＶｇｒｏｕｐ，▲Ｐ＜０．０５
ｖｓＨＫ２ＰＨＹ１０６ＨＢＶｇｒｏｕｐ．

３　讨　论

ＨＢＶ感染机体不仅可引起肝脏结构和功能的
改变，还可出现多种肝外脏器的损伤，且以乙肝病毒

相关性肾炎（ＨＢＶＧＮ）最受关注［１］，其发病机制尚

未完全明确，主要包括免疫复合沉积损伤、自身免疫

损伤和乙型肝炎病毒通过激活相关信号传导通路直

接导致肾脏损伤［２］。本课题前期工作用含 ＨＢＶ
ＤＮＡ的质粒转染人肾小球系膜细胞，证实了 ＨＢＶ
可在人肾小球系膜细胞中复制并表达相应抗原，并

使系膜细胞发生凋亡［３］。本实验用含 ＨＢＶＤＮＡ
的质粒转染 ＨＫ２细胞，研究是否会引起肾小管上
皮细胞向间充质细胞转分化。

ＴＥＭＴ在肾小管间质纤维化过程中起重要作
用，它是指肾小管上皮细胞（ｒｅｎａｌｔｕｂｕｌａｒｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ
ｃｅｌｌ，ＲＴＥＣ）在各种病理损伤下失去原有上皮细胞
表型，转分化为肌成纤维细胞［４６］（ｍｙｏｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ，
ＭｙｏＦ），分泌大量Ｉ型、ＩＩＩ型、ＩＶ型胶原和纤维连结
蛋白，使细胞外基质（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘｃ，ＥＣＭ）过
度沉积，并合成金属蛋白酶抑制物ｌ（ＴＩＭＰ１）抑制
ＥＣＭ的降解，从而促进纤维化的进程。正常肾脏中
几乎无 ＭｙｏＦ，ＭｙｏＦ主要来源于成纤维细胞的分
化，血管周围平滑肌细胞的迁移或局部增殖以及肾

小管上皮细胞的转分化［４］。αＳＭＡ是真核细胞的
一种细胞骨架蛋白，参与构成微丝结构，是ＭｙｏＦ的
特异性蛋白［５］，正常肾脏 αＳＭＡ的表达仅见于血
管中层［６］。研究发现，αＳＭＡ在肾脏局部表达的
高低可间接反映肌成纤维细胞的数量［７８］，因此

αＳＭＡ被普遍作为检测肾脏固有细胞向ＭｙｏＦ转分
化的一项指标。Ｅ钙黏蛋白（Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ）作为上皮
细胞间特异性的一种黏附联结分子，是上皮细胞的

标志蛋白，它能保持细胞骨架结构的正常，并参与上

皮细胞极性的形成，对于维持上皮细胞结构的完整

性有重要意义［９］。Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达下调会使细胞失
去上皮细胞极性。钟雯等［１０］研究结果显示：在正常

人肾组织中起细胞间连接作用的 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达丰
富，但从２期糖尿病患者中 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ的表达即开
始下降，而ａＳＭＡ则开始表达，并随临床分期的增
加而上升。本实验用含ＨＢＶＤＮＡ的质粒转染ＨＫ
２细胞，７２ｈ后检测到上清液中 ＨＢｓＡｇ与 ＨＢｅＡｇ
的高表达，证实了ＨＢＶ可在ＨＫ２中高效复制并表
达相应抗原。转染７２ｈ后用相差显微镜观察，发现
细胞形态由上皮细胞样的鹅卵石形变为成纤维细胞

样的细长梭形，说明了 ＨＫ２在细胞形态上发生了
转变。用免疫细胞化学和蛋白印迹两种方法检测

αＳＭＡ和Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ的表达，结果 ＭｙｏＦ标志物α
ＳＭＡ表达明显上调（Ｐ＜０．０５），而上皮细胞标志物
Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达显著下调（Ｐ＜０．０５），从而在蛋白组
学上证实了ＨＢＶ感染人肾小管上皮细胞后可引起
ＨＫ２细胞向肌成纤维细胞转分化。

目前关于 ＴＥＭＴ的分子机制尚未完全明确，已
有研究表明有多种细胞因子及其信号传导通路参与

调节肾小管上皮细胞转分化，研究较多、作用较明确

的细胞因子主要有 ＴＧＦβ１、肝细胞生长因子、白介
素１和骨形态形成蛋白７［１１１２］。在这些诱导因子中
ＴＧＦβ是目前公认的最主要的肾脏促纤维化因子，
启动并调节ＴＥＭＴ全过程［１３］，在肾间质纤维化过程

中起重要作用。

ＴＧＦβ的受体，包括 Ｉ型受体和 ＩＩ型受体，它
们由两条不同的具有丝氨酸／苏氨酸激酶活性的肽
链构成异二聚体。ＴＧＦβ与 Ｉ型受体结合后，ＩＩ型
受体再结合上去并使 Ｉ型受体磷酸化，进而磷酸化
与ＴＧＦβ特异作用的下游信号蛋白，从而激活细胞
内的信号转导。ＴＧＦβ１的表达主要见于受损的肾
小管上皮细胞，且表达量与肾间质纤维化程度呈正

相关。有研究显示，慢性乙型肝炎患者血清中

ＴＧＦβ１水平升高，提示感染乙型肝炎病毒后，人体
ＴＧＦβ１水平发生变化，可能是肾小管上皮细胞损
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伤的机制之一［１４１５］。张勇等［１６］研究证实，体外培养

的肾小管上皮细胞经ＴＧＦβ１刺激４８ｈ后细胞形态
明显拉长，αＳＭＡ表达明显上调。ＴＧＦβ１也被证实
参与高糖诱导的ＴＥＭＴ现象［１７］，但是否介导乙型肝

炎病毒相关性肾炎发生 ＴＥＭＴ，目前研究较少。
ＴＧＦβ１介导的 ＴＥＭＴ信号传导途径包括 ｓｍａｄ、
Ｐ３８ＭＡＰＫ、ＰＩ３ｋ／Ａｋｔ、ＲｈｏＡ／ＲＯＣＫ途径等［１８］。各种

信号传导途径之间又存在相互影响。本实验用

ＲＴＰＣＲ法检测到转染７２ｈ后ＨＫ２细胞中的ＴＧＦ
β１的ｍＲＮＡ表达明显上调，可能是 ＨＢＶ感染细胞
后引起的细胞损伤，使细胞分泌ＴＧＦβ１增多，细胞
外液增多的 ＴＧＦβ１又作用于 ＨＫ２细胞，引起
ＨＫ２转分化。至于 ＴＧＦβ１是通过何种信号通路
介导ＴＥＭＴ需要进一步研究。

综上所述，本实验已证实ＨＢＶ可在ＨＫ２细胞
中高效复制并表达 ＨＢｓＡｇ与 ＨＢｅＡｇ，并且通过在
蛋白水平检测 αＳＭＡ和 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ的表达，证实
ＨＢＶ可引起 ＨＫ２细胞发生表型转化，通过检测
ＴＧＦβ１的ｍＲＮＡ水平证实其转分化的机制有可能
是通过上调ＴＧＦβ１来实现的。
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