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Netrin-1 慢病毒表达载体的构建及延缓 TGF-β 诱导 HK-2 细胞上皮 - 间
充质转化的初步研究 *

白久旭 韩敬明 李 旭 王东辉 曹 宁△

（沈阳军区总医院血液净化科 辽宁 沈阳 110015）

摘要 目的：构建 netrin-1 基因的慢病毒表达载体，初步研究 netrin-1 在肾小管纤维化的作用。方法：将扩增的 netrin-1 表达片段克

隆入 FUW 慢病毒表达载体，鉴定重组质粒正确性。利用 HEK-293T 细胞包装慢病毒，病毒感染人肾小管上皮 HK-2 细胞，Western
blot 检测重组病毒 netrin-1 在真核细胞内表达表达；TGF-β 刺激过表达 netrin-1 的 HK-2 细胞，利用 Westernblot 检测其纤维化指

标的变化。结果：FUW-netrin-1 慢病毒表达载体测序正确，并在感染病毒的细胞中检测出特异性条带，TGF-β 刺激感染 netrin-1 慢

病毒 HK-2 细胞的 E-cadherin 的下降水平比未感染病毒组低。结论：成功构建了 netrin-1 的慢病毒表达载体，发现 netrin-1 可能延

缓肾小管内皮细胞发生纤维化。
关键词：Netrin-1；TGF-β；肾小管上皮细胞；上皮 - 间充质转化
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ABSTRACT Objective: To construct a lentiviral vector expressing Netrin-1 gene, and to investigate the effect of netrin-1 on the

process of renal tubule fibrosis. Methods: The gene fragment of netrin-1 was cloned into lentiviral vector FUW．Then the recombinant
plasmid was confirmed by sequencing. The recombinant lentivirus was packaged in HEK-293T cells, and the expression of netrin- 1 in
HK-2 cells was determined by Western blotting. The expression of fibrosis markers in HK-2 cells treated with TGF-β was investigated.
Results: The recombinant plasmid FUW-netrin-1 was constructed and identified．The expression of netrin-1 in HK-2 cells was detected
by Western blowtting. The loss of E-cadherin expression decreased significantly in the HK-2 cells infected by netrin-1 virus particle after
TGF-β treatment compared with contronl group uninfected with netrin-1 virus. Conclusion: The lentivirus vector FUW-netrin-1 has been
constructed successful, and netrin-1 may attenuate the progression of renal tubule fibrosis.
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前言

慢性肾脏病主要是由肾脏组织的纤维化进展而成，肾纤维

化是一个复杂的过程，由多种类型的细胞和途径参与，最终导

致了结构和功能的改变。研究证实肾小管上皮间充质转变

(EMT)是肾间质纤维化发生的关键事件[1]。EMT 是指上皮细胞

在特定的生理和病理情况下向间充质细胞转分化的现象。EMT
过程中的细胞失去了内皮细胞的特性获得了间充质细胞的特

性，包括波形蛋白改变和细胞形态的变化 [1,2]。转化生长因子

TGF-β 能够诱导正常细胞发生形态的改变以及 EMT 特征的出

现，近年来研究发现 TGF-β 参与包括肾小管恶化等 CKD 发展

的多种进程[3]。Netrin-1 是与层粘连蛋白相关的、高度保守的小

分子分泌蛋白家族成员，netrin-1 在细胞迁移和轴突导向活动

中具有重要的作用 [4,5]。近年来通过体内和体外实验证实

netrin-1 在血管新生、细胞迁移、组织形态发生以及炎症反应调

节等方面发挥了重要的作用[6,7]。已经有研究发现 netrin-1 能够

通过抑制凋亡来保护缺血再灌注损伤的肾脏组织[8]。但是鲜有

关于 netrin-1 能否延缓肾纤维化进展的报道。本研究首先构建

netrin-1 的慢病毒表达载体，并且初步研究 netrin-1 延缓 TGF-β
诱导肾小管上皮细胞 EMT 的进展。

1 材料和方法

1.1 材料

E.coli DH5α(本实验室保存)、高保真酶 PRIME STAR、T4
DNA 连接酶 (Takara 公司)，限制性内切酶 BamH I 和 EcoRI
(TaKaRa 公司)，柱式质粒（小量）纯化试剂盒，柱式胶回收试剂
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图 1 Netrin-1 基因表达序列 PCR 结果 M) DL2000 DNAMarker 1)

netrin-1 基因表达序列 PCR 产物

Fig. 1 PCR result of netrin-1 CDS M）DL2000 DNAMarker；1）Netrin-1

CDS sequence amplified by PCR

图 2 FUW-netrin-1 重组质粒经 BamH I 和 EcoRI 双酶切鉴定结果 M)

DL2000Marker 1) FUW-netrin-1 重组质粒经 BamH I 和 EcoRI 双酶切

Fig. 2 BamH I and EcoRI enzyme identification of the recombinant

plasmid FUW-netrin-1 M) DL2000Marker 1) Production of

FUW-netrin-1digested by BamH I and EcoRI

盒(axygen 公司)，脂质体 Lipofectamine2000(Invitrogen 公司) ，

HEK-293T 细胞、人肾小管上皮细胞 HK-2 细胞 (本实验室保

存)，DMEM 培养基(Gibco 公司)，胎牛血清（FBS）(杭州四季青

生物工程材料有限公司)。PGNET1-netrin-1 质粒由法国 Patrick
Mehlen 教授惠赠。FUW /△8.9 / VSVG 质粒慢病毒表达载体购

于美国 addgene。羊抗鸡 Netrin-1 多克隆抗体购自 R&D 公司，

HRP 标记的兔抗羊 IgG 购自北京中杉金桥公司。TGF-β 购于

R&D 公司。
1.2 实验方法与步骤

1.2.1 引物设计和 PCR 扩增 Netrin-1 基因 根据 GenBank 数

据 库 netrin-1 (L34549.1) 序 列 设 计 上 下 游 引 物 分 别 是 ：

5'-GGATCCATGCCGCGGAGGGGCGCGGA-3' 和 5'-GAATTC
CTACGCCTTCCTACACTTC。以质粒 PGNET1-netrin-1 为模板

扩增 Netrin-1 编码序列，反应条件为：95℃预变性 5 min，95℃
变性 30 s，58℃退火 30 s，72℃延伸 2 min，共 30 个循环，72℃
延伸 10 min。行 PCR 产物进行 1%琼脂糖凝胶电泳，并对 PCR
产物回收纯化。扩增产物经 BamH I 和 EcoRI 双酶切后，在 1％
琼脂糖凝胶上电泳，并用胶回收产物试剂盒回收，插入慢病毒

表达载体 FUW 的相应位点。该质粒命名为 FUW-netrin-1，通过

BamH I 和 EcoRI 双酶切将鉴定正确的质粒送上海生工 DNA
测序。
1.2.2 netrin-1 慢病毒包装、病毒液的制备及滴度测定 取对数

生长期 HEK-293T 细胞接种在 10 cm 板内，待细胞融合 70%时

进行转染。分别将 FUW /△8.9 / VSVG 质粒 (5 μg /3.75 μg/2.5

μg) 和 Lipofectamine 2000 脂质体试剂 30 μL分别稀释至 250
μL Opti-MEM 培养基，轻轻混匀，室温 5 min 后将两管稀释液

混合，室温静置 20 min，加入 10 cm 板内，37℃孵育 8 h 后更换

成 DMEM 培养基。分别于 24 小时、48 小时后收取细胞培养液

上清，离心收集病毒液。利用 NIH3T3 细胞测定病毒滴度。
1.2.3 免疫印迹分析 (Western blot) 用 RIPA 裂解液收取蛋白

样品，加入 5×loading buffer，煮沸 10min，进行 SDS-PAGE 蛋

白电泳；利用半干转膜仪将蛋白转移至 NC 膜；将 NC 膜用 5%
的脱脂奶粉室温封闭 1 h，PBST 洗膜三次，每次 5 min；5%BSA
稀释 netrin-1 抗体，4℃孵育过夜，PBST 洗三次，每次 10 min；

用 5%脱脂奶粉稀释二抗，室温孵育 1 h，PBST 洗三次，每次 10
min；加发光液体用 Multilmage light cabinet alphalmager TM
1220 凝胶成像系统扫描成像。

2 结果

2.1 Netrin-1 DNA 表达片段的扩增

将带有鸡的 netrin-1 表达序列的质粒 PGNET1-netrin-1 为

模板，PCR 扩增出大小约为 1800bp 左右的 DNA 片段，与预计

的目的条带大小相符(图 1)。
2.2 慢病毒表达载体 FUW-netrin-1 的构建及鉴定

PCR 扩增产物经 BamH I 和 EcoRI 双酶切后克隆入 FUW
慢病毒表达载体。筛选阳性克隆。选取克隆提取质粒，质粒经

BamH I 和 EcoRI 双酶切，琼脂糖电泳后可见一条 1800bp 左右

的 DNA 片段，与 PCR 产物大小相同（图 2）。质粒测序结果证

实插入的片段为正确的 netrin-1 表达序列。

2.3 Netrin-1 慢病毒的包装、滴度测定及在真核细胞表达的鉴

定

利用脂质体 Lipofectamine 2000 将构建好的慢病毒质粒

FUW-netrin-1 转染 HEK-293T 细胞，24 小时及 48 小时后收取

细胞培养液上清。将培养上清离心纯化，将纯化的病毒液检测

病毒滴度，测得病毒滴度为 8.5×104CFU／mL。将包装好的病

毒感染 HK-2 细胞。通过 Westernblot 检测，病毒感染的细胞提

取蛋白泳道可见特异性条带（图 3）。说明 Netrin-1 慢病毒在真

核细胞内表达。
2.4 Netrin-1 延缓 TGF-β 诱导肾小管上皮细胞发生 EMT

将 TGF-β 刺激 HK-2 细胞，48 小时后检测 α-SMA 的蛋白

表达水平，发现 TGF-β 能够上调 α-SMA 的表达 (图 4)。将
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图 3 Western blot 检测 netrin-1 在 HK-2 细胞中的表达对照(Control)：未

感染病毒组 感染(Infection)：感染 netrin-1 慢病毒组

Fig.3 Analyzed the expression of chicken netrin-1 protein in HK-2 cells by

Western blot

Control: the group uninfected with netrin-1 virus Infection: the group

infected with netrin-1 virus

图 4 TGF-β 对 HK-2 细胞 α-SMA 蛋白表达水平的影响 对照(Control)：

未加入 TGF-β 刺激 TGF-β：加入 TGF-β 刺激

Fig. 4 Effect of TGF-βon protein expression of α-SMA in HK-2 cells

Control: untreated with TGF-β TGF-β: treated with TGF-β

图 5 TGF-β 对感染 netrin-1 病毒 HK-2 细胞 E-cadherin 蛋白表达水平

的影响 1:netrin-1 慢病毒 + TGF-β 2：对照 3：EGFP 慢病毒 +TFG-β
Fig. 5 Effect of TGF-βon protein expression of E-cadherin in HK-2 cells

which were infected by netrin-1 lentivirus

1：netrin-1 lentivirus+ TGF-β 2：Control 3.TGF-β:EGFP lentivirus+TGF- β

Netrin-1 重组慢病毒感染 HK-2 细胞 48 小时后加入 TGF-β 刺

激，48 小时后检测 E-cadherin 的 mRNA 和蛋白水平变化，发现

感染 Netrin-1 病毒后，E-cadherin 的蛋白表达下降水平比对照

组低（图 5）。

3 讨论

肾小管 - 间质纤维化几乎是所有慢性肾脏疾病发展到后

期的病理学特征，TGF-β、CTGF、AngII 等致纤维化作用的细胞

因子和血管活性物质释放诱发了纤维化的发生[9，10]。Strutz 等在

抗小管基底膜疾病的小鼠模型中发现小管上皮细胞表达成纤

维细胞特异蛋白 1（FSP1），因此推测 EMT 可能是肾脏纤维化

形成中一个重要步骤 [11]。研究发现在单侧输尿管梗阻模型（u-
nilateral ureteral obstruction, UUO） 中，有大量细胞共同表达

α-SMA 和小管标志蛋白，提示的确在纤维化形成过程中有小

管和间充质转变的存在[12，13]。TGF-β 是公认的 EMT 诱导剂，它

可以单独引起并完成整个 EMT 过程，从而导致纤维化的发生。
在 EMT 过程中一些基因已经被证实能够特征的发生改变，转

化后细胞的 α-SMA 和 Fsp1 水平会明显升高，这成为判断上皮

细胞是否发生 EMT 的重要标志[14,15]。研究表明 TGF-β 抑制肾

小管上皮细胞 E-cadherin 的表达，使小管上皮细胞之间的黏附

能力降低，小管上皮的整体结构失去了稳定性，进一步引起上

皮细胞 α-SMA 和 MMP-2 的表达升高[16]。Netrin-1 是对突变线

虫缺陷 unc-6 基因进行基因分析而被发现，被命名为轴突导向

因子(axon guidance factor)，现称为神经导向因子。Netrin-1 能够

调控轴突生长，在神经系统的发育和修复中启重要的作用。
Netrin-1 在非神经组织中的作用主要表现影响上皮细胞的粘

附、迁移、增殖、抗凋亡作用。它发挥不同的作用与其结合的不

同受体密切相关。研究表明 netrin-1 在肾脏组织高 表 达 ，

netrin-1 表达的缺失能够加剧急性肾损伤[17]。如何延肾脏纤维

化的发生成为近年来的研究热点。目前已发现了一些内源性抗

肾脏纤维化的分子，能够延缓或者抑制肾脏纤维化的发生。体

外培养的肾小管上皮细胞发现 BMP-7 能够中和 TGF-β 诱导

的细胞信号作用，逆转肾脏组织 EMT 的发生，EMT 的逆转使

肾小管的功能得到改善[18]。研究发现 ERK 信号通路在 EMT 的

进展过程中发挥重要的作用，应用干涉 ERK2 表达的腺病毒能

够抑制肾小管上皮细胞发生 EMT，减弱细胞的迁移能力，从而

改善肾间质纤维化[19]。
基因治疗有望成为治疗遗传病、肿瘤、病毒感染及其它难

治性疾病的有效手段，以 HIV-1 为基础构建的慢病毒载体具有

可感染非分裂细胞、整合目的基因至靶细胞基因长期表达、免
疫反应小等优点，适于体内基因治疗 [20]。本研究通过构建

netrin-1 慢病毒表达载体，发现 netrin-1 在 TGF-β 诱导肾小管

上皮细胞发生 EMT 的模型中能够减少 E-cadherin 的丢失，可

能起到抑制肾小管上皮细胞发生 EMT 的作用。
本研究成功构建了 netrin-1 慢病毒载体，并且对 netrin-1

抗纤维化的功能进行了初步的研究，为下一步 netrin-1 的研究

工作奠定了基础。
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