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大黄素对 TGF-茁1诱导的肾小管上皮细胞间质转分化的影响 *
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摘要 目的：探讨大黄素对 TGF-茁1诱导的人肾小管上皮细胞（HK-2）间质转分化的影响。方法：不同浓度大黄素分别作用于
TGF-茁1诱导 HK-2细胞 24 h和 48 h，通过细胞增殖实验确定最佳大黄素最佳给药浓度。TGF-茁1诱导 HK-2细胞 24 h后收集细

胞用于免疫印迹Western blot和实时荧光定量 PCR（RT-PCR）分析。Western印迹法分别检测纤维化相关蛋白 Collagen IV的表

达，和肾小管上皮细胞向间充质细胞转分化关键蛋白 琢-SMA和 E-Cadherin的表达；RT-PCR法检测肾小管上皮细胞向间充质细

胞转分化关键蛋白 琢-SMA的表达。结果：由细胞增殖实验结果表明 40 滋M大黄素是最佳给药浓度。Western结果表明，与模型组

相比，大黄素组下调纤维化相关蛋白 Collagen IV的表达，大黄素组与模型组蛋白差异有统计学意义（P<0.05）。与模型组相比，大

黄素组下调 琢-SMA蛋白表达水平，而上调 E-Cadherin蛋白表达，差异有统计学意义（P<0.05）。RT-PCR结果表明，与模型组相比，

大黄素组降低 琢-SMA mRNA的含量，大黄素组与模型组 琢-SMA mRNA含量差异有统计学意义（P<0.05）。结论：大黄素可通过抑

制 TGF-茁1诱导的 HK-2细胞间质转分化，从而发挥延缓肾间质纤维化的过程。
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To Study the Effect of Emodin on the Transdifferentiation of Human Renal
Tubular Epithelial Cell Induced by TGF-茁1*

To study the effect of Emodin on the transdifferentiation of human renal tubular epithelial (HK-2) cell in-

duced by TGF-茁1. HK-2 cells induced by TGF-茁1 were treated with various EM concentrations for 24 and 48 h, respectively.

According to the cell proliferation changes, the best concentration of EM was selected. After HK-2 cells were stimulated with TGF-茁1
for 24 h, cells were collected for Western blot and RT-PCR analysis. Protein expression of fibrosis related molecule Collagen IV was de-

tected by Western blot. Protein expression of epithelial-mesenchymal transition related factors 琢-SMA and E-Cadherin were detected by

Western blot. RT-PCR was used to detect the protein level of mesenchymal cells marker 琢-SMA. The best concentration of EM

was 40 滋M by MTT analysis. Compared with TGF-茁1, TGF-茁1+EM had reduced expressions of Collagen IV (P<0.05). And compared

with TGF-茁1, TGF-茁1+EM had reduced expressions of 琢-SMA (P<0.05). However, E-Cadherin protein expression was increased

(P<0.05). RT-PCR results showed that the expression level of 琢-SMA mRNA in TGF-茁1+EM group was lower than that in TGF-茁1
group (P<0.05). Emodin can relieve renal tubulointerstitial fibrosis by inhibiting transdifferentiation of renal tubular epithe-

lial cells.
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前言

慢性肾脏病（Chronic kidney disease，CKD）目前已成为世

界范围内的重大公共卫生问题，对人类生命和健康产生了严重

的威胁[1]。肾间质纤维化（Renal interstitial fibrosis，RIF）是各种

不同病因的慢性肾脏病进展至终末期肾衰竭的最终共同病变

过程 [2]。RIF是所有 CKD发展至终末期肾脏病的共有病理机

制，故防治和干预肾间质纤维化是治疗 CKD的核心策略[3]。RIF
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的关键发病机制是肾小管上皮细胞向间充质细胞的转分化(ep-

ithelial-mesenchymal transition，EMT)，EMT 是 RIF发生的中心

环节，表现为上皮细胞失去粘附能力和平滑肌肌动蛋白琢-SMA

表达的重组、基底膜破坏和细胞迁移和侵袭能力增强[4]。现代研

究表明，转化生长因子 -茁1（Transforming growth factor-茁1，
TGF-茁1）是很强的致纤维化因子，是诱导 EMT的重要因素，因

此，抑制或阻断 TGF-茁1的作用，已作为防治肾间质纤维化的
重要靶点[5]。科研人员已经对 EMT在肾纤维化中的作用和机制

产生了极大的兴趣。

大黄素（Emodin，EM）是中药大黄蒽醌类物质，是治疗慢性

肾脏病的有效中药单体[6]。本课题组前期动物实验结果，表明大

黄素能够抑制单侧输尿管梗阻小鼠模型中 TGF-茁1在肾脏组
织中的过度表达[7]。本实验通过 TGF-茁1诱导人肾小管上皮细
胞（HK-2）发生 EMT，并采用大黄素干预，探讨大黄素作用机

制，以期为临床应用提供实验依据。对模型细胞肾纤维化相关

蛋白 IV 型胶原（Collagen IV），EMT 相关蛋白 琢-SMA 和

E-Cadherin表达的影响，来探讨大黄素保护肾纤维化的作用机

制。琢-SMA和 E-Cadherin参与了 CKD中 EMT形成和改变的

过程，在 EMT的形成和发展过程中发挥着重要的作用[8]。因此，

本文提出如下假设，即 EM可能通过调控琢-SMA和 E-Cadherin

蛋白的表达，发挥抗肾小管上皮细胞间质转分化作用，进而缓

解 CKD的发生和发展。

1 材料与方法

1.1 主要试剂和仪器

大黄素（纯度大于 98 %），中国食品药品检定研究所，临用

前溶于 10 %胎牛血清的 DMEM/F12培养液；DMEM/F12培养

液（1:1）（美国 GE公司）、胎牛血清（浙江天杭生物科技股份有

限公司）；TGF-茁1因子(美国 Peprotech 公司)、兔抗 琢-SMA单

克隆抗体（英国 Abcam公司）、鼠抗 E-Cadherin单克隆抗体（美

国 CST公司）、兔抗 Collagen IV多克隆抗体（英国 Abcam公

司）和鼠抗 茁-actin单克隆抗体（美国 Santa Cruz公司）。371型

二氧化碳（CO2）恒温细胞培养箱（美国 Thermo公司）；IX71型

倒置显微镜（日本 Olympus 公司）；Powerpac 电泳仪（美国

Bio-RAD公司）；ChemiDocTM XRS型化学发光成像系统（美

国 Bio-RAD 公司）；PCR 仪 ABI PRISMH 7700（美国 The-

moFisher公司）。

1.2 方法

1.2.1 细胞株 人肾小管上皮细胞（HK-2）购自中科院上海细

胞库，HK-2 细胞用含 10 %胎牛血清的 DMEM/F12 培养基培

养，加入 1%的青霉素和链霉素双抗，于 37℃、5 % CO2条件下

进行培养，每 2-3天换培养基 1次，培养至 1.5× 106 cells·100

mm-1进行传代。

1.2.2 实验分组及处理 培养 HK-2细胞，将细胞接种在 6孔

板中，细胞生长至 60-70 %时，换成无血清的培养基 24 h后治

疗组加入 EM，30 min后治疗组和模型组均加入 10 ng·mL-1的

TGF-茁1诱导 24 h。实验分为 3组：Control（正常组）、TGF-茁1
（模型组）、TGF-茁1+EM（大黄素组）。所有实验组同步一式四份
培养，然后收集细胞用于Western blot免疫印迹和实时荧光定

量 PCR（RT-PCR）分析大黄素对 TGF-茁1诱导的 HK-2转分化

的影响。

1.2.3 MTT法检测大黄素对 TGF-茁1诱导 HK-2细胞增殖的影

响 细胞存活率通过MTT法进行检测。将指数期 HK-2细胞

按 1× 105 cells·mL-1的密度接种于 96孔板中，待细胞贴壁，EM

浓度为（20，40，60，80，100 滋M），经 TGF-茁1诱导 HK-2细胞

后，按上述方法进行 EMT造模，然后将培养基中更换为 100

滋LMTT液（1 mg·mL-1），于培养箱中孵育 4 h。移弃培养液，每

孔加入 150 滋L二甲基亚砜（dimethyl sulfoxide，DMSO）中，振

荡 30 s后静置 10 min，490 nm波长处测定各孔 OD值。

1.2.4 Western blot 免疫印迹实验 各组细胞培养板中的细

胞，用 PBS (pH 7.4)清洗两次，用细胞刮将细胞从培养板中分

离，用 RIPA裂解液提取蛋白样品，加入 5× loading buffer，金属

浴变性 5 min，进行 SDS-聚丙烯酰胺凝胶蛋白电泳；根据目的

蛋白的分子量，选择不同浓度的 SDS凝胶电泳进行分离[7]。根

据蛋白浓度计算蛋白上样量，将蛋白加入 SDS-聚丙烯酰胺凝

胶上样孔中上样，上层用 80 V电压进行压缩，下层用 120 V电

压进行分离。4℃，恒压 30A下将目的蛋白转移至 PVDF膜上，

转膜时间为 30-60 min。使用 5 %脱脂奶粉（溶在 TBST中），常

温摇 1 h封闭。孵育一抗，4℃过夜。次日洗膜，加入辣根过氧化

物酶标记的二抗（1:2000）室温孵育 1 h，洗膜，电化学发光（E-

CL）试剂曝光显影洗膜。采用 Image Lab软件进行半定量分析。

根据公式：目的蛋白 /茁-actin计算相对灰度比值，得到目的蛋白
的相对表达量。

1.2.5 Real Time-PCR分析 根据 GenBank数据库中 ACTA1

（琢-SMA）核酸序列设计上下游引物序列，分别是：Forward

Primer：5'- CGAGCCGAGAGTAGCAGTTGTAG-3' 和 Reverse

Primer：5'- AGCCATTGTCGCACACGAG-3'。Trizol法提取各组

细胞总 RNA，反转录合成 cDNA。逆转录反应，取 5xPrime

Script Master Mix，2 滋L；Total RNA，1 滋L；RNase Free H2O，7

滋L；总体积为，10 滋L。按以下反应条件进行：37℃，15 min；85
℃，5s；4℃，1 h；得到 cDNA液，存放在 -20℃冰箱备用。PCR

反应扩增程序为：预变性，进入循环，变性，退火，循环，延伸。各

引物均由大连 TaKaRa公司合成，各引物序列见表 1。

表 1 RT-PCR引物合成

Table 1 Real-Time PCR Primer synthesis

Genes

ACTA1
Forward Primer 5'- CGAGCCGAGAGTAGCAGTTGTAG-3'

Reverse Primer 5'- AGCCATTGTCGCACACGAG-3'

茁-actin
Forward Primer 5'- TGGCACCCAGCACAATGAA -3'

Reverse Primer 5'-CTAAGTCATAGTCCGCCTAGAAGCA-3
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1.3 统计方法

采用 SPSS 20.0版软件对所有数据进行统计分析。所有计

量结果均采用平均值± 标准差（mean± SD）表示。同一样品各

组均数间比较采用单因素方差分析，两两比较采用 Bonferroni

检验，P<0.05认为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 大黄素对 TGF-茁1诱导 HK-2细胞增殖的影响

经 TGF-茁1干预后，HK-2细胞增殖受到不同程度的抑制

（表 2）。与 Control正常组相比，TGF-茁1作用 24 h 抑制率是

0.65± 0.05比 48 h的 0.68± 0.06低，24 h时对 HK-2有较强的

抑制效果。20，40，60，80，100 滋M的大黄素对 TGF-茁1诱导的
HK-2细胞抑制有不同程度的改善，20 滋M的大黄素与模型组
相比差异没有统计学意义，40，60，80，100 滋M的大黄素与模型
组相比有不同程度的改善作用，且差异有统计学意义（p <

0.05），而 40 滋M和 60 滋M对细胞增殖的影响差异无统计学意
义，故在后期的实验中均选用 40 滋M的浓度。每组有 3个复

孔，至少重复 4次。

Note: *P<0.05 vs Control group; #P<0.05 vs TGF-茁1 group.

表 2 不同浓度 EM对各组细胞增殖活性的影响(mean± SD, n=4)

Table 2 Effect of different concentration of EM on proliferation of HK-2 cell(mean± SD, n=4)

Groups 24 h 48 h

Control 0.65± 0.05 0.68± 0.06

TGF-茁1 0.28± 0.03* 0.34± 0.03*

EM 20 滋M 0.39± 0.04 0.42± 0.04

EM 40 滋M 0.59± 0.05# 0.61± 0.05#

EM 60 滋M 0.60± 0.06# 0.62± 0.06#

EM 80 滋M 0.62± 0.05# 0.63± 0.04#

EM 100 滋M 0.55± 0.04# 0.54± 0.05#

2.2 大黄素对 TGF-茁1 因子诱导 HK-2 细胞纤维化相关蛋白

Collagen IV的影响

Western blot免疫印迹结果显示（图 1），与正常组相比，

TGF-茁1因子诱导 HK-2细胞模型组纤维化相关蛋白 Collagen

IV的表达升高，模型组与正常组蛋白水平差异有统计学意义

（P<0.05）。与模型组相比，大黄素组纤维化相关蛋白 Collagen

IV的表达降低，大黄素组与模型组蛋白差异有统计学意义

（P<0.05）。结果显示，经过大黄素的干预，TGF-茁1诱导的 HK-2

细胞纤维化相关蛋白表达明显改善。

图 1大黄素对 Collagen IV蛋白表达的影响。

Fig. 1 Emodin affected the expression of Collagen IV protein. (A) Protein expression of Collagen IV in Control, TGF-茁1 and TGF-茁1+EM groups.

(B) Statistical analyses of relative protein expression.

*P<0.05 vs Control group; #P<0.05 vs TGF-茁1 group (mean± SD, n=4)

2.3 大黄素对 TGF-茁1诱导 HK-2细胞 EMT相关指标 琢-SMA

和 E-Cadherin的影响

Western blot免疫印迹结果显示（图 2），与正常组相比，

TGF-茁1 因子诱导 HK-2 细胞模型组间质表型标志物 琢-SMA

蛋白表达水平，由 0.18± 0.05上升到 0.93± 0.07，而上皮表型

标志物 E-Cadherin蛋白表达水平，由 1.01± 0.13下降到 0.40±

0.03，模型组与正常组蛋白差异有统计学意义（P<0.05）。与模型

组相比，大黄素组间质表型标志物琢-SMA蛋白表达水平，由

0.93± 0.07降低到 0.76± 0.05，而上皮表型标志物 E-Cadherin

蛋白表达水平，由 0.40± 0.03 升高到 0.72± 0.06，大黄素组与

模型组蛋白差异有统计学意义（P<0.05）。结果显示，TGF-茁1诱
导的 HK-2细胞已成功建立 EMT模型，经过大黄素的干预，

EMT相关蛋白表达明显改善。

实时荧光定量 RT-PCR检测结果显示（图 3），与正常组相

比，TGF-茁1 因子诱导 HK-2 细胞组 EMT 间质表型标志物

琢-SMA mRNA含量，由 0.76± 0.09升高到 3.92± 0.14，模型组
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与正常组蛋白差异有统计学意义（P<0.05）。与模型组相比，大

黄素组 琢-SMA mRNA含量，由 3.92± 0.14降低到 3.26± 0.30，

大黄素组与模型组蛋白差异有统计学意义（P<0.05）。Western

blot和 RT-PCR实验结果证实大黄素可以通过调控 EMT转分

化蛋白的表达，发挥抗 EMT的作用。

图 2 大黄素对 琢-SMA和 E-Cadherin蛋白表达的影响

Fig. 2 Emodin affected the expression of 琢-SMA and E-Cadherin protein. (A) Protein expression of 琢-SMA and E-Cadherin in Control, TGF-茁1 and
TGF-茁1+EM groups. (B) Statistical analyses of relative protein expression.

*P<0.05 vs Control group; #P<0.05 vs TGF-茁1 group (mean± SD, n=4)

图 3 大黄素对 琢-SMAmRNA蛋白表达的影响

Fig.3 Real-time PCR analyses for mRNA expression of 琢-SMA in

Control, TGF-茁1 and TGF-茁1+EM groups

*P<0.05 vs control group; #P<0.05 vs TGF-茁1 group (mean± SD, n=4)

3 讨论

肾间质纤维化是慢性肾脏病发展至终末期肾脏病的共同

通路，肾间质纤维化与许多机制有关[9]。研究报道，RIF的发生

和发展过程主要包括以下四个方面：1.细胞因子表达的调控、2.

细胞外基质异常的积聚、3.细胞的增殖和转分化、4.炎症细胞的

浸润。其中肾上皮细胞向间质细胞转分化是肾纤维化的重要机

制之一。Strutz等[10]研究证实，肾小管上皮细胞的 EMT是 RIF

发展进程中的第一阶段，也是 RIF形成的关键环节，预防肾小

管 EMT是延缓慢性肾脏病进展的重要因素。Pontrelli等[11]研究

显示肾小管上皮细胞发生 EMT转变为间质细胞，是肾小管间

质纤维化发生的主要因素，促进肾小管损伤和间质纤维化的

进展。

人肾小管上皮细胞转分化是肾间质纤维化的重要发病机

理，其中 TGF-茁长期以来被认为是肾脏纤维化中最重要的促
纤维化原发性细胞因子，是诱导 EMT过程的主要调节剂[12]。

TGF-茁参与肾小管细胞的肥大、增殖和凋亡，可以启动和维持

EMT在各种生物系统和病理生理条件下，激活信号转导通路

和转录调节器集成的广泛信号网络。EMT是一个动态复杂的

过程，是指肾上皮细胞在特定的情况下与周围间质细胞的相互

作用过程中逐渐形成的，向间质细胞转分化的现象，是肾纤维

化过程中的关键环节和关键因素。其主要特征为间质细胞特征

性表型蛋白 琢-SMA 表达的增加，及其上皮细胞粘附分子

E-Cadherin表达的降低或丧失从而导致细胞间接触的减少[13]。

上皮细胞的表型具有显著的可塑性，是形态改变、上皮修复和

肿瘤侵袭等的基础。琢-SMA是成纤维化细胞或上皮细胞转分

化为成肌纤维细胞的特征性标志蛋白，是成肌纤维细胞具有收

缩活性及迁移能力的结构基础，为 EMT的主要标志性分子[14]。

EMT的主要标志是上皮细胞的丧失、细胞粘附分子如 E-Cad-

herin及获得的间质细胞标志物的丢失，E-Cadherin能够维持上

皮细胞间连接的稳定性，其表达水平与 EMT的发生呈负相关，

是 EMT过程的关键分子[15]，这成为判断上皮细胞是否发生EMT

的重要标志。

琢-SMA和 E-Cadherin蛋白是 EMT的重要蛋白，诸多研究

采用药物干预此信号通路，在细胞的反应调节过程中扮演着重

要的角色。He Weiming等[16]的实验结果发现，齐墩果酸能够下

调 琢-SMA 和纤维黏连蛋白 fibronectin 蛋白的表达、和上调

E-Cadherin蛋白的表达水平，可以阻止 TGF-茁1诱导的肾近端
肾小管上皮细胞系 NRK-52E细胞 EMT向纺锤样形态转变、减

轻 EMT，可能是治疗肾纤维化的一种潜在的治疗剂。Zhang Y

等[17]研究高糖诱导的小鼠腹膜间皮细胞 MMCs，以诱导纤维

化，采用 RT-PCR和Western blot试验方法检测 EMT生物标志

物的表达，发现芹菜素能够调节 EMT生物标志物如 E-Cad-

herin、转录终止因子（TTF）和 N- 钙粘素等蛋白的表达，延缓

EMT的发生和进展，进而有效抑制高糖诱导的小鼠腹膜间皮

纤维化。Qi Fanghua等[18]研究胞内蛋白 P311对大鼠单侧输尿

管梗阻肾纤维化模型中转化生长因子 -茁1 介导的 EMT 的影

响，采用 Western blot和免疫组化试验方法，实验结果发现
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TGF-茁1介导后 琢-SMA蛋白表达增加、E-Cadherin蛋白表达减

少，而 P311干预后可以下调 琢-SMA蛋白的表达、上调 E-Cad-

herin蛋白的表达，P311可能通过阻断 TGF-茁1介导的 EMT在

单侧输尿管梗阻大鼠肾小管上皮细胞向间质细胞的转分化，可

能成为控制肾纤维化和治疗慢性肾脏病的新靶点。

中医药在慢性肾脏病的临床诊疗过程中疗效确切，但是中

药药效物质复杂，存在作用机制阐述不清等原因，是阻碍中药

现代化的关键问题。目前对中药单体的研究是实现中药现代化

的必要途径，也是药物开发的热点。关于中药治疗 CKD的临床

应用和基础研究已有大量报道，许多中药复方中均含有大黄，

这与中医药治疗 CKD基本原则相契合。大黄临床用于治疗

CKD，在阻止肾间质纤维化进程方面，有确切的疗效，并在一定

程度上恢复肾功能[19]。Wang等[20]报道的关于大黄对慢性肾脏

病病情进展预防作用的综述，对纳入的 682名参与者的研究结

果进行分析比较，发现大黄参与治疗过程与大黄没有参与治疗

过程，患者的血肌酐和尿素氮值相比，差异有统计学意义。另一

个结果发现，大黄治疗后与卡托普利治疗后，患者的血肌酐、尿

素氮值以及患者承担工作的能力相比，差异没有统计学意义。

大黄素是蓼科植物大黄药理学功能的主要成分，具有肾保

护作用，包括抗肾纤维化、抗氧化以及抑制炎症反应等[21]。近年

来，大量的临床和基础研究证实，大黄素具有一定的抗肾纤维

化作用，本课题组前期动物实验结果报道大黄素能够抑制单侧

输尿管梗阻小鼠模型肾脏中纤维化相关蛋白的表达，从而延缓

肾纤维化的进程 [7]。本文通过建立 TGF-茁1诱导 HK-2细胞的

EMT模型，采用MTT、Western blot和 RT-PCR等实验方法，检

测大黄素对模型细胞增殖和 EMT标志性蛋白表达的影响，揭

示大黄素对 TGF-茁1诱导 HK-2细胞模型的作用机制。细胞增

殖实验结果显示，以不同剂量大黄素作用于 TGF-茁1诱导的
HK-2细胞，大黄素可以减轻 TGF-茁1诱导对 HK-2细胞产生的

损伤，且具有时间和剂量依赖性。本研究结果证实，经 TGF-茁1
诱导后可以显著上调 HK-2细胞 琢-SMA mRNA含量和蛋白表

达水平、降低 E-Cadherin蛋白的表达，然而大黄素能够降低

EMT标志性分子 琢-SMA mRNA含量和蛋白水平，并能够升高

上皮细胞表型标志物 E-Cadherin蛋白的表达，以上结果提示

TGF-茁1可直接诱导肾小管上皮细胞间质转分化，同时大黄素
能够明显延缓细胞 EMT过程。

综上所述，我们的初步研究表明 TGF-茁1可以诱导人肾小
管上皮细胞发生 EMT；大黄素能显著逆转 TGF-茁1 诱导的
HK-2细胞转分化作用，使其趋向于正常化，保护受损的 HK-2

细胞，早期阻断这一过程可能预防或延缓肾间质纤维化的发生。
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