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绿原酸抑制 ＴＧＦ￣β１ 诱导的

人肾小管上皮细胞系 ＨＫ￣２ 纤维化因子表达

孙梦奎ꎬ 李守林∗

(深圳市儿童医院 泌尿外科ꎬ 广东 深圳 ５１８０３８)

摘要:目的 探讨绿原酸对 ＴＧＦ￣β１ 诱导的人肾小管上皮 ＨＫ￣２ 细胞表达纤维化因子的变化及其分子机制ꎮ 方法

体外培养 ＨＫ￣２ 细胞ꎮ 用 ＣＣＫ￣８ 法检测细胞增殖ꎻ用免疫细胞荧光法检测 ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰ、ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅲ的表达ꎻＲＴ￣ｑＰＣＲ
检测纤维化相关基因 ｍＲＮＡ 的表达ꎻ用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＴＬＲ４ / ＮＦ￣κＢ 信号通路相关蛋白的表达ꎮ 结果 在不同时

间节点(０、１２、２４、３６、７２ ｈ)各浓度(０、２０、４０、８０ μｇ / ｍＬ)ＣＧＡ 组细胞增殖无显著差异ꎮ 与对照组相比ꎬＴＧＦ￣β１ 处理

组 ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰ、ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅲ、α￣ＳＭＡ、ｖｉｍｅｎｔｉｎ、ＴＧＦ￣β１、ｓｎａｉｌ 及 ｓｌｕｇ 的表达比对照组明显增加(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ但 Ｅ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ
的表达降低(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ ＣＧＡ 能够显著降低 ＴＧＦ￣β１ 对上述分子表达的影响ꎮ 同时ꎬ与 ＴＧＦ￣β１ 处理组相比ꎬＣＧＡ
能够降低 ＨＫ￣２ 细胞 ＴＬＲ４、ｐ￣ＩκＢα 及 ｐ￣ＮＦ￣κＢ 蛋白表达(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 结论 ＣＧＡ 能够抑制 ＴＧＦ￣β１ 诱导的人肾小管

上皮 ＨＫ￣２ 细胞表达纤维化因子的增加ꎬ其分子机制与调节 ＴＬＲ４ / ＮＦ￣κＢ 信号通路有关ꎮ
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Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ＣＧＡ ｔｒｅａｔｅｄ ｇｒｏｕｐｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｎｏ ｄｉｆｆｅｒ￣
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ｈｅｒｉｎ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ＴＧＦ￣β１ ｇｒｏｕｐ(Ｐ<０􀆰 ０５). ＣＧＡ ｒｅｖｅｒｓｅｄ ｔｈｅｓｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＴＧＦ￣β１. Ｆｕｒｔｈｅｒꎬ
ＣＧＡ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ＴＧＦ￣β１ ｉｎｄｕｃｅｄ ＴＬＲ４ꎬ ｐ￣ＩκＢα ａｎｄ ｐ￣ＮＦ￣κＢ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ (Ｐ<０􀆰 ０５). Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｃｈｌｏｒｇｅｎｉｃ ａｃｉｄ
ｃａｎ ｉｎｈｉｂｉｔ ＴＧＦ￣β１ ｉｎｄｕｃｅｄ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｏｆ ｆｉｂｒｏｔｉｃ ｆａｃｔｏｒｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｈｕｍａｎ ｒｅｎａｌ ｔｕｂｕｌａｒ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ＨＫ￣２ ｃｅｌｌ
ｔｈｒｏｕｇｈ ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｎｇ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ＴＬＲ４ / ＮＦ￣κＢ ｐａｔｈｗａｙ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: ｃｈｌｏｒｇｅｎｉｃ ａｃｉｄꎻ ｈｕｍａｎ ｒｅｎａｌ ｔｕｂｕｌａｒ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌꎻｆｉｂｒｏｔｉｃ ｆａｃｔｏｒꎻ ＴＬＲ４ / ＮＦ￣κＢ ｓｉｇｎａｌ ｐａｔｈｗａｙ



孙梦奎　 绿原酸抑制 ＴＧＦ￣β１ 诱导的人肾小管上皮细胞系 ＨＫ￣２ 纤维化因子表达

　 　 肾脏纤维化( ｒｅｎａｌ ｆｉｂｒｏｓｉｓ)包括肾小球硬化、
肾小管萎缩、肾间质纤维化及细胞外基质异常分

布等ꎬ是各类肾脏疾病、损伤进展到终末期时的主

要病理改变之一ꎮ 探索如何延缓甚至逆转肾脏纤

维化从而更好的保护肾脏功能一直是研究的热

点ꎮ 绿原酸( ｃｈｌｏｒｇｅｎｉｃ ａｃｉｄꎬＣＧＡ)是由咖啡酸和

奎宁酸聚合所形成的酯酸ꎬ是植物经有氧呼吸过

程产生的苯丙素类化合物ꎮ 有报道称其能够有效

的缓解肺[１] 、肝脏[２]等器官的纤维化ꎮ 但是ꎬ其对

肾脏纤维化是否有影响却暂无相关报道ꎮ 肾脏纤

维化的一个显著特点就是肾小管上皮细胞表达胶

原纤维蛋白Ⅰ和Ⅲ增加ꎮ 本研究拟探索 ＣＧＡ 对人

肾小管上皮 ＨＫ￣２ 细胞表达纤维化因子的影响及

其潜在分子机制ꎬ为临床上治疗肾脏纤维化提供

帮助ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

人肾小管上皮细胞系 ＨＫ￣２(ＡＴＣＣ 公司)ꎻ细胞

培养基 ＤＭＥＭ / Ｆ￣１２(Ｈｙｃｌｏｎｅ 公司)ꎻＣＣＫ￣８ 试剂盒

(日本同仁化学研究所)ꎻ绿原酸( Ｓｉｇｍａ￣Ａｌｄｒｉｃｈ 公

司)ꎻ重组人 ＴＧＦ￣β１(ＰｅｐｒｏＴｅｃｈ 公司)ꎻＴＲＩｚｏｌ 试剂

(Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司)ꎻＲＮＡ 反转录试剂盒( ＴａＫａＲａ 公

司)ꎻ目的基因上下游引物(上海生工生物工程有限

公司)ꎻ ＴＬＲ４ ( Ｔｏｌｌ￣ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ４ / ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ
κＢ)、ＩκＢα、ｐ￣ＩκＢα、ＮＦ￣κＢ、ｐ￣ＮＦ￣κＢ 及 ＧＡＰＤＨ 抗

体(Ａｂｃａｍ 公司)ꎮ
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 细胞的培养及分组:于含 １０％胎牛血清、青
霉素 １００ ＩＵ / ｍＬ 和链霉素 １００ ＩＵ / ｍＬ 的 ＤＭＥＭ /
Ｆ￣１２培养基中培养人肾小管上皮 ＨＫ￣２ 细胞ꎬ培养条

件为 ３７ ℃ꎬ５％ ＣＯ２ 细胞孵育箱中ꎮ ＣＧＡ 对 ＨＫ￣２ 细

胞增殖的影响中ꎬ细胞分组为 ０、２０、４０、８０ μｇ / ｍＬ
的 ＣＧＡ 分别处理细胞 ０、１２、２４、３６、７２ ｈꎬ共 ２０ 组ꎮ
后续实验分组:对照组(磷酸盐缓冲液处理 ４８ ｈ)ꎬ
ＴＧＦ￣β１ 组(５ ｎｇ / ｍＬ 人重组 ＴＧＦ￣β１ 处理 ４８ ｈ)ꎮ
ＣＧＡ 组(２０、４０、８０ μｇ / ｍＬ 的 ＣＧＡ 处理 ４８ ｈ)ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 ＣＣＫ￣８ 法检测细胞增殖: 将处于对数增殖

期的 ＨＫ￣２ 细胞混悬液以 ２×１０４ 个 / ｍＬ 接种于 ９６
孔板ꎬ每孔 １００ μＬꎮ 静置 ２４ ｈ 待细胞贴壁后ꎬ用
１００ μＬ 的细胞培养基 ＤＭＥＭ / Ｆ￣１２ 与 １０ μＬ 的

ＣＣＫ￣８ 试剂混匀ꎬ加入各孔之中并与细胞孵育 １ ｈꎬ
在激发波长设为 ４５０ ｎｍ 的酶标仪下测定各孔吸光

度值(ａｂｓｏｒｂａｎｃｅ ｖａｌｕｅꎬＡ)ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３　 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检测 ｍＲＮＡ 表达: 收集各组

ＨＫ￣２ 细胞ꎬ添加 Ｔｒｉｚｏｌ 细胞裂解液 １ ｍＬ 提取总

ＲＡＮꎮ 用分光光度计检测 ＲＮＡ 吸光度值ꎮ 波长在

２６０ ｎｍ 的吸光值 / ２８０ ｎｍ 的吸光度值(Ａ２６０ / Ａ２８０)位
于 １􀆰 ８ ~ ２􀆰 １ 为合格样本ꎬ可用于后续实验ꎮ 根据

ＲＮＡ 反转录试剂盒说明书ꎬ用 ２０ μＬ 反应体系进行

反转录ꎬ获得模板 ｃＤＮＡꎮ 采用 ２０ μＬ 反应体系以

上述 ｃＤＮＡ 为模板进行扩增ꎮ 其中 ｃＤＮＡ 为４ μＬꎬ
上、下游引物分别为 １ μＬꎬＳＹＢＲ 混合物１０ μＬꎬ超纯

水 ４ μＬꎮ 反应条件:９５ ℃预变性１０ ｍｉｎꎬ９５ ℃变性

１０ ｓꎬ６０ ℃退火 ３０ ｓꎬ ７０ ℃延伸 ３０ ｓꎬ共计 ３０ 个循

环ꎮ 以 ＧＡＰＤＨ 为内参ꎬ２－ΔΔＣｔ法计算 ｍＲＮＡ 的相对

表达量ꎮ 上下游目的基因引物ꎮ Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰ上游序

列 ５′￣ＧＣＣＡＡＧＡＣＧＡＡＧＡＣＡＴＣＣＣＡ￣３′ꎬ 下 游 序 列

５′￣ＣＡＣＣＡＴＣＡＴＴＴＣＣＡＣＧＡＧＣＡ￣３′ꎻ ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅲ上游

序列 ５′￣ＧＡＧＣＴＧＧＣＴＡＣＴＴＣＴＣＧＣＴＣ￣３′ꎬ下游序列

５′￣ＣＣＴＴＧＡＣＣＡＴＴＡＧＧＡＧＧＧＣＧ￣３′ꎻ Ｅ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ 上

游序列 ５′￣ＧＧＧＧＴＣＴＧＴＣＡＴＧＧＡＡＧＧＴＧ￣３′ꎬ下游序

列 ５′￣ＣＡＡＡＡＴＣＣＡＡＧＣＣＣＧＴＧＧＴＧ￣３′ꎻ α￣ＳＭＡ 上游

序列 ５′￣ＡＡＡＧＣＡＡＧＴＣＣＴＣＣＡＧＣＧＴＴ￣３′ꎬ 下游序列

５′￣ＴＴＡＧＴＣＣＣＧＧＧＧＡＴＡＧＧＣＡＡ￣３′ꎻｖｉｍｅｎｔｉｎ 上游序

列 ５′￣ＣＣＧＣＡＣＡＴＴＣＧＡＧＣＡＡＡＧＡＣ￣３′ꎬ 下 游 序 列

５′￣ＡＡＧＣＧＣＡＣＣＴＴＧＴＣＧＡＴＧＴＡ￣３′ꎻＴＧＦ￣β１ 上游序

列 ５′￣ＡＴＧＧＴＧＧＡＡＡＣＣＣＡＣＡＡＣＧＡ￣３′ꎬ 下 游 序 列

５′￣ＡＴＧＡＣＡＣＡＧＡＧＡＴＣＣＧＣＡＧＴＣ￣３′ꎻｓｎａｉｌ 上游序列

５′￣ＣＧＡＧＴＧＧＴＴＣＴＴＣＴＧＣＧＣＴＡ￣３′ꎬ 下游序列 ５′￣ＧＧ
ＧＣＴＧＣＴＧＧＡＡＧＧＴＡＡＡＣＴ￣３′ꎻｓｌｕｇ 上游序列 ５′￣ＡＣ
ＧＣＣＴＣＣＡＡＡＡＡＧＣＣＡＡＡＣ￣３′ꎬ 下游序列 ５′￣ＡＣＴＣ
ＡＣＴＣＧＣＣＣＣＡＡＡＧＡＴＧ￣３′ꎻＧＡＰＤＨ 上游序列 ５′￣ＴＴ
ＧＣＡＡＣＣＧＧＧＡＡＧＧＡＡＡＴＧ￣３′ꎬ 下游序列 ５′￣ＴＧＧＡ
ＡＴＴＴＧＣＣＡＴＧＧＧＴＧＧＡ￣３′ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４　 免疫荧光检测细胞胶原纤维的表达: 将处

于对数增殖期的 ＨＫ￣２ 细胞混悬液以 ２×１０４ 个 / ｍＬ
接种于 ６ 孔板爬片ꎮ ４％ 多聚甲醛固定 １０ ｍｉｎꎬ
０􀆰 ５％的 Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ￣１００ 透膜 １０ ｍｉｎꎬ向玻片滴加山羊

血清 封 闭 ３０ ｍｉｎꎬ 然 后 滴 加 一 抗 孵 育 过 夜ꎮ
Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰ和 ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅲ的浓度均为 １ ∶ ５０ꎮ 向玻

片上滴加荧光二抗ꎬ湿盒中避光孵育 １ ｈꎮ 滴加
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ＤＡＰＩ 避光孵育 ５ ｍｉｎꎬ然后在荧光显微镜下观察并

采集图像ꎬ红色荧光为阳性表达ꎮ 每张切片随机取

５ 个视野ꎬ采用 Ｉｍａｇｅ Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ ６􀆰 ０ 图像处理分析软

件计算高倍镜视野下荧光密度值ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测目的蛋白表达: 添加

ＲＩＰＡ裂解 ＨＫ￣２ 细胞并提取总蛋白ꎬ使用 ＢＣＡ 法

进行蛋白定量ꎮ 制备 ＳＤＳ / ＰＡＧＥ 凝胶ꎬ各孔加入

２０ μＬ蛋白样ꎮ 电泳分离蛋白ꎬ电转蛋白至硝酸纤

维素膜ꎮ ５％脱脂牛奶封闭 ２ ｈꎬ分别加入抗体 ＴＬＲ４
(１ ∶ １ ０００)、ｐ￣ＩκＢα(１ ∶ １ ０００)、ＩκＢα (１ ∶ １ ０００)、
ｐ￣ＮＦ￣κＢ(１ ∶ １ ０００)、ＮＦ￣κＢ(１ ∶ １ ０００)及 ＧＡＰＤＨ
(１ ∶ １ ０００)ꎬ４℃孵育过夜ꎮ ＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次ꎬ５ ｍｉｎ /
次ꎮ 添加二抗(１ ∶ １０ ０００)ꎬ室温孵育 １ ｈꎮ ＴＢＳＴ 洗

膜 ３ 次ꎬ５ ｍｉｎ /次ꎮ 采用 ＥＣＬ 化学发光和曝光显影ꎮ
以 ＧＡＰＤＨ 为内参ꎮ
１􀆰 ３　 统计学分析

数据处理采用 ＳＰＳＳ ２２􀆰 ０ 软件ꎬ所有实验均

设 ４ 个复孔重复 ４ 次并采集数据ꎬ正态分布计量

资料以均数±标准差( ｘ±ｓ)表示ꎬ多组样本比较采

用单因素方差分析ꎬ两组间比较采用 ｓｔｕｄｅｎｔ￣ｔ
检验ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 不同浓度的绿原酸(ＣＧＡ)对 ＨＫ￣２ 细胞增殖

的影响

各浓度(０、２０、４０、８０ μｇ / ｍＬ)绿原酸组细胞增

殖之间无显著差异(表 １)ꎮ
２􀆰 ２　 ＣＧＡ 对 ＴＧＦ￣β１ 诱导的 ＨＫ￣２ 细胞表达纤维

化相关基因及蛋白的影响

与对照组相比ꎬＴＧＦ￣β１ 组 ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰ、ｃｏｌｌａｇｅｎ
Ⅲ、α￣ＳＭＡ、 ｖｉｍｅｎｔｉｎ、 ＴＧＦ￣β１、 ｓｎａｉｌ 及 ｓｌｕｇ 表达增

加ꎬ而 Ｅ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ 表达降低(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ 与 ＴＧＦ￣β１
组相比ꎬ不同浓度的 ＣＧＡ 能够降低 ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰ、
ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅲ、α￣ＳＭＡ、 ｖｉｍｅｎｔｉｎ、 ＴＧＦ￣β１、 ｓｎａｉｌ 及 ｓｌｕｇ
表达ꎬ而增加 Ｅ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ 表达(Ｐ<０􀆰 ０１)(图 １~２ꎬ表
２~４)ꎮ

表 １　 ＣＧＡ 对 ＨＫ￣２细胞增殖的影响

Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃ ａｃｉｄ ｏｎ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＨＫ￣２ ｃｅｌｌｓ (ｘ±ｓꎬｎ＝４)

ｔｉｍｅ / ｈｏｕｒ
Ａ ｖａｌｕｅ

ＣＧＡ(０ μｇ / ｍＬ) ＣＧＡ(２０ μｇ / ｍＬ) ＣＧＡ(４０ μｇ / ｍＬ) ＣＧＡ(８０ μｇ / ｍＬ)

０ ０􀆰 ４３±０􀆰 ０４ ０􀆰 ４４±０􀆰 ０４ ０􀆰 ４６±０􀆰 ０２ ０􀆰 ４５±０􀆰 ０５

１２ ０􀆰 ５４±０􀆰 ０６ ０􀆰 ５３±０􀆰 ０２ ０􀆰 ５３±０􀆰 ０４ ０􀆰 ５５±０􀆰 ０５

２４ ０􀆰 ６４±０􀆰 ０４ ０􀆰 ６７±０􀆰 ０５ ０􀆰 ６２±０􀆰 ０７ ０􀆰 ６３±０􀆰 ０４

３６ ０􀆰 ９６±０􀆰 ０６ ０􀆰 ９３±０􀆰 ０８ ０􀆰 ９２±０􀆰 ０６ ０􀆰 ９４±０􀆰 ０７

４８ １􀆰 ３７±０􀆰 ０８ １􀆰 ３８±０􀆰 ０６ １􀆰 ３９±０􀆰 ０７ １􀆰 ４２±０􀆰 ０９

６０ １􀆰 ６７±０􀆰 ０５ １􀆰 ６９±０􀆰 ０８ １􀆰 ６４±０􀆰 ０５ １􀆰 ６２±０􀆰 ０９

７２ １􀆰 ７２±０􀆰 ０５ １􀆰 ７４±０􀆰 ０７ １􀆰 ７６±０􀆰 ０８ １􀆰 ７３±０􀆰 ０５

表 ２　 ＣＧＡ 对 ＨＫ￣２ 细胞 ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰ、ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅲ、Ｅ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ 及 α￣ＳＭＡ ｍＲＮＡ 表达的影响

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃ ａｃｉｄ ｏｎ ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰꎬ ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅲꎬ Ｅ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ ａｎｄ α￣ＳＭＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
　 　 　 　 ＨＫ￣２ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌ (ｘ±ｓꎬｎ＝４)

ｇｒｏｕｐ
ｒｅｌａｔｉｖｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ

ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰ ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅲ Ｅ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ α￣ＳＭＡ

ｃｏｎｔｒｏｌ １􀆰 ００±０􀆰 ０９ １􀆰 ００±０􀆰 ０１ １􀆰 ００±０􀆰 ０８ １􀆰 ００±０􀆰 ９０７

ＴＧＦ￣β１ １􀆰 ７０±０􀆰 ０７∗ １􀆰 ８１±０􀆰 ０８∗ ０􀆰 ５２±０􀆰 ０５∗ １􀆰 ９１±０􀆰 １３∗

ＴＧＦ￣β１ ＋ ＣＧＡ (２０ μｇ / ｍＬ) １􀆰 ６１±０􀆰 ０５ １􀆰 ６４±０􀆰 １１＃ ０􀆰 ６６±０􀆰 ０５＃ １􀆰 ６８±０􀆰 ０４＃

ＴＧＦ￣β１ ＋ ＣＧＡ (４０ μｇ / ｍＬ) １􀆰 ４６±０􀆰 ０３＃ １􀆰 ５２±０􀆰 １２＃ ０􀆰 ７４±０􀆰 ０８＃ １􀆰 ５３±０􀆰 ０４＃

ＴＧＦ￣β１ ＋ ＣＧＡ (８０ μｇ / ｍＬ) １􀆰 ２３±０􀆰 ０８＃ １􀆰 ３２±０􀆰 ０７＃ ０􀆰 ８７±０􀆰 １０＃ １􀆰 ３２±０􀆰 ０７＃

∗Ｐ<０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎻ＃Ｐ<０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＴＧＦ￣β１ ｇｒｏｕｐ.
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孙梦奎　 绿原酸抑制 ＴＧＦ￣β１ 诱导的人肾小管上皮细胞系 ＨＫ￣２ 纤维化因子表达

图 １　 ＣＧＡ 对 ＨＫ￣２细胞 ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰ表达的影响

Ｆｉｇ １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃ ａｃｉｄ ｏｎ ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＨＫ￣２ ｃｅｌｌｓ

图 ２　 ＣＧＡ 对 ＨＫ￣２细胞 ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅲ表达的影响

Ｆｉｇ ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃ ａｃｉｄ ｏｎ ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅲ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＨＫ￣２ ｃｅｌｌｓ

２􀆰 ３　 ＣＧＡ 对 ＴＬＲ４ / ＮＦ￣κＢ 信号通路相关蛋白表

达的影响

与对照组相比ꎬ ＴＧＦ￣β１ 组 ＴＬＲ４、 ｐ￣ＩκＢα 及

ｐ￣ＮＦ￣κＢ蛋白表达量增加(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ 与 ＴＧＦ￣β１ 组

相比ꎬ绿原酸 (８０ μｇ / ｍＬ) 组的 ＨＫ￣２ 细胞 ＴＬＲ４、
ｐ￣ＩκＢα及 ｐ￣ＮＦ￣κＢ 蛋白表达量明显降低(Ｐ<０􀆰 ０１)
(图 ３ꎬ表 ５)ꎮ

３　 讨论

肾脏纤维化是所有慢性肾病或损伤如慢性肾

小球肾炎、糖尿病肾病等发展至终末期肾病的共

同病理改变ꎮ 截至目前ꎬ肾脏纤维化的机制尚未

完全明了ꎮ 寻找有效的抗肾脏纤维化手段是目前

的研究热点ꎮ
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基础医学与临床　 　 Ｂａｓｉｃ ＆ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ ２０２１􀆰 ４１(１２)

表 ３　 ＣＧＡ 对 ＨＫ￣２ 细胞 ｖｉｍｅｎｔｉｎ、ＴＧＦ￣β１、ｓｎａｉｌ 及 ｓｌｕｇ ｍＲＮＡ 表达的影响

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃ ａｃｉｄ ｏｎ ｖｉｍｅｎｔｉｎꎬ ＴＧＦ￣β１ꎬ ｓｎａｉｌ ａｎｄ ｓｌｕｇ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＨＫ￣２ ｃｅｌｌｓ
　 　 　 　 ｉｎ ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌ (ｘ±ｓꎬｎ＝４)

ｇｒｏｕｐ ｖｉｍｅｎｔｉｎ ＴＧＦ￣β１ ｓｎａｉｌ 　 ｓｌｕｇ

ｃｏｎｔｒｏｌ １􀆰 ００±０􀆰 ０３ １􀆰 ００±０􀆰 ０６ １􀆰 ００±０􀆰 ０９ １􀆰 ００±０􀆰 ０３

ＴＧＦ￣β１ １􀆰 ７６±０􀆰 ０５∗ １􀆰 ８３±０􀆰 ０５∗ １􀆰 ７４±０􀆰 ０７∗ １􀆰 ９８±０􀆰 １３∗

ＴＧＦ￣β１ ＋ ＣＧＡ (２０ μｇ / ｍＬ) １􀆰 ６３±０􀆰 １２ １􀆰 ５９±０􀆰 ０５＃ １􀆰 ６１±０􀆰 ０８ １􀆰 ６４±０􀆰 １１＃

ＴＧＦ￣β１ ＋ ＣＧＡ (４０ μｇ / ｍＬ) １􀆰 ４２±０􀆰 ０３＃ １􀆰 ４７±０􀆰 ０７＃ １􀆰 ４９±０􀆰 １２＃ １􀆰 ５２±０􀆰 １５＃

ＴＧＦ￣β１ ＋ ＣＧＡ (８０ μｇ / ｍＬ) １􀆰 １８±０􀆰 ０６＃ １􀆰 １２±０􀆰 ０６＃ １􀆰 ２３±０􀆰 ０２＃ １􀆰 ２８±０􀆰 １３＃

∗Ｐ<０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎻ＃Ｐ<０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＴＧＦ￣β１ ｇｒｏｕｐ.

表 ４　 ＣＧＡ 对 ＨＫ￣２ 细胞 ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰ和 ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅲ
　 　 表达的影响

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃ ａｃｉｄ ｏｎ ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰ ａｎｄ
　 　 　 　 ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅲ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＨＫ￣２ ｃｅｌｌｓ
　 　 　 　 (ｘ±ｓꎬｎ＝４)

ｇｒｏｕｐ
Ａ ｖａｌｕｅ

ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰ ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅲ

ｃｏｎｔｒｏｌ ０􀆰 ２３±０􀆰 ０２ ０􀆰 １６±０􀆰 ０１

ＴＧＦ￣β１ ２􀆰 １３±０􀆰 ３１∗ １􀆰 ９３±０􀆰 ２７∗

ＴＧＦ￣β１ ＋ ＣＧＡ (８０ μｇ / ｍＬ) １􀆰 １７±０􀆰 １９＃ ０􀆰 ９５±０􀆰 １４＃

∗Ｐ<０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎻ＃Ｐ<０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＴＧＦ￣β１

ｇｒｏｕｐ.

ＣＧＡ 广泛分布于各类植物中ꎬ多项研究表明ꎬ
ＣＧＡ 具有抗氧化[３]、抗肿瘤[４] 的功能ꎮ 除此之外ꎬ
研究表明 ＣＧＡ 能够有效的抑制肝脏纤维化ꎬ其具体

机制 与 调 节 ＴＧＦ￣β１ / Ｓｍａｄ７ 信 号 通 路[２]、 抑 制

ＴＬＲ４ / ＭｙＤ８８ / ＮＦ￣κＢ 信号通路均有关系[５]ꎮ 但是ꎬ
ＣＧＡ 是否能够抑制肾小管纤维化却并无报道ꎮ

ＴＧＦ￣β１ 诱导 ＨＫ￣２ 细胞分泌纤维化因子是常用

的肾脏纤维化细胞模型[６]ꎮ ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ和 ｃｏｌｌａｇｅｎ
Ⅲ是肾间质重要的细胞基质成分ꎬ 随着肾脏纤维化

图 ３　 ＣＧＡ 对 ＴＬＲ４ / ＮＦ￣κＢ 信号通路相关

　 　 蛋白表达的影响

Ｆｉｇ ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃ ａｃｉｄ ｏｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＬＲ４ /
　 　 　 ＮＦ￣κＢ ｓｉｇｎａｌ ｐａｔｈｗａｙ ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ

的进展ꎬ含量会显著增加[７]ꎮ 细胞外基质出现异常

积聚是肾脏纤维化特征性的表现之一ꎬ部分源自于

肾小球系膜细胞和肾小管上皮细胞的合成和分

泌[８]ꎮ 本研究发现ꎬＴＧＦ￣β１ 预处理后的人肾小管

上皮 ＨＫ￣２ 细胞 ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰ和 ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅲ表达增加ꎬ

表 ５　 ＣＧＡ 对 ＴＬＲ４ / ＮＦ￣κＢ 信号通路相关蛋白表达的影响

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃ ａｃｉｄ ｏｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＬＲ４ / ＮＦ￣κＢ ｓｉｇｎａｌ ｐａｔｈｗａｙ ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ (ｘ±ｓꎬｎ＝４)

ｇｒｏｕｐ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ

ＴＬＲ４ ｐ￣ＩκＢα ＩκＢα ｐ￣ＮＦ￣κＢ ＮＦ￣κＢ

ｃｏｎｔｒｏｌ 　 　 ０􀆰 ４５±０􀆰 ０２ 　 　 ０􀆰 ２３±０􀆰 ０３ 　 　 ０􀆰 ３４±０􀆰 ０４ 　 　 ０􀆰 ３０±０􀆰 ０１ 　 　 ０􀆰 ３８±０􀆰 ０５

ＴＧＦ￣β１ 　 　 ０􀆰 ７３±０􀆰 ０４∗ 　 　 ０􀆰 ４２±０􀆰 ０１∗ 　 　 ０􀆰 ３６±０􀆰 ０５ 　 　 ０􀆰 ５２±０􀆰 ０４∗ 　 　 ０􀆰 ４１±０􀆰 ０３

ＴＧＦ￣β１ ＋ ＣＧＡ (８０ μｇ / ｍＬ) 　 　 ０􀆰 ５２±０􀆰 ０３＃ 　 　 ０􀆰 ２４±０􀆰 ０１＃ 　 　 ０􀆰 ３７±０􀆰 ０３ 　 　 ０􀆰 ３７±０􀆰 ０３＃ 　 　 ０􀆰 ４０±０􀆰 ０４

∗Ｐ<０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎻ＃Ｐ<０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＴＧＦ￣β１ ｇｒｏｕｐ.
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孙梦奎　 绿原酸抑制 ＴＧＦ￣β１ 诱导的人肾小管上皮细胞系 ＨＫ￣２ 纤维化因子表达

绿原酸处理 ＨＫ￣２ 细胞ꎬ能够降低 ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅰ和

ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅲ的表达ꎬ减少细胞外基质的产生ꎬ抑制肾

脏纤维化ꎮ
研究表明ꎬ肾脏纤维化时肾小管细胞能够向间

质细胞分化ꎬ转变为成纤维细胞ꎬ成为细胞外基质的

一个重要来源[９]ꎮ 上皮细胞向间质细胞转化表现

为细胞黏附分子 Ｅ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ 表达降低ꎬα￣ＳＭＡ 表达

增加ꎬ细胞骨架发生变化ꎬｖｉｍｅｎｔｉｎ 表达增加ꎬｓｎａｉｌ、
ｓｌｕｇ 表达增加[１０￣１１]ꎮ 本研究中ꎬＣＧＡ 能够有效的抑

制 ＴＧＦ￣β１ 诱导的 ＨＫ￣２ 细胞上皮间质化ꎬ从而抑制

肾小管上皮纤维化ꎮ
有研究证实 ＴＬＲ４ / ＮＦ￣κＢ 信号通路参与肾脏纤

维化[１２]ꎮ 脐带来源的间充质干细胞的条件培养基

能够抑制 ＴＬＲ４ / ＮＦ￣κＢ 信号通路ꎬ从而保护大鼠部

分输尿管梗阻导致的肾小管上皮的纤维化[１３]ꎮ 所

以抑制 ＴＬＲ４ / ＮＦ￣κＢ 信号通路ꎬ能够有效的保护肾

小管上皮细胞ꎬ减少细胞纤维化ꎮ 同时ꎬ大量研究表

明ꎬＣＧＡ 能够有效的抑制 ＴＬＲ４ / ＮＦ￣κＢ 信号通路的

激活[５]ꎮ 本研究证实ꎬＣＧＡ 能有效的抑制 ＴＬＲ４ /
ＮＦ￣κＢ 信号通路ꎮ

综上所述ꎬＣＧＡ 能够有效的抑制 ＴＧＦ￣β１ 诱导

的人肾小管上皮 ＨＫ￣２ 细胞分泌纤维化因子ꎬ其分

子机制与抑制 ＴＬＲ４ / ＮＦ￣κＢ 信号通路激活有关ꎮ
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