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　　［摘要］　目的　观察促肝细胞生长素（ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｇｒｏｗｔｈｐｒｏｍｏｔｉｎｇｆａｃｔｏｒ，ｐＨＧＦ）对巨噬细胞趋化因子（ｍｏｎｏｃｙｔｅｃｈｅ
ｍｏｔａｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎ１，ＭＣＰ１）协同马兜铃酸Ⅰ（ａｒｉｓｔｏｌｏｃｈｉｃａｃｉｄⅠ，ＡＡⅠ）诱导的人肾小管上皮细胞（ＨＫＣ）凋亡及上皮细胞间

质细胞转分化（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）的影响。方法　体外培养的 ＨＫＣ随机分为：空白对照组、转分化模
型组及不同浓度ｐＨＧＦ（０．１５、１．５、１５、１５０、１５００ｎｇ／ｍｌ）处理组。转分化模型组采用 ＭＣＰ１（０．１μｇ／ｍｌ）协同 ＡＡⅠ（１０μｇ／

ｍｌ）诱导 ＨＫＣ转分化模型；ｐＨＧＦ处理组采用不同浓度ｐＨＧＦ对转分化模型 ＨＫＣ进行处理；空白对照组常规培养。采用

ＷＳＴ８法和流式细胞术观察各组细胞增殖和凋亡情况；ＲＴＰＣＲ检测各组细胞αＳＭＡｍＲＮＡ表达；免疫组化检测各组细胞

αＳＭＡ、ＴＧＦβ１、ＦＮ蛋白的表达。结果　与空白对照组相比，转分化模型组、不同浓度ｐＨＧＦ处理组 ＨＫＣ细胞增殖抑制率，
凋亡细胞所占比例，αＳＭＡｍＲＮＡ表达均明显升高（Ｐ＜０．０１），提示转分化模型制备成功。与转分化模型组细胞相比，ｐＨＧＦ
（１５０ｎｇ／ｍｌ）处理组 ＨＫＣ增殖抑制率明显降低（Ｐ＜０．０１），各浓度ｐＨＧＦ处理组 ＨＫＣ凋亡细胞所占比例均明显降低（Ｐ＜

０．０１），ＨＫＣ细胞αＳＭＡ ｍＲＮＡ 表达下调（１５０ｎｇ／ｍｌｐＨＧＦ处理组尤明显）；αＳＭＡ、ＴＧＦβ１、ＦＮ 蛋白表达下调。结

论　ｐＨＧＦ（１５０ｎｇ／ｍｌ）可部分逆转 ＭＣＰ１协同ＡＡⅠ诱导的 ＨＫＣ增殖抑制、凋亡和ＥＭＴ。
　　［关键词］　促肝细胞生长素；肾小管上皮细胞；细胞凋亡；上皮间质细胞转分化
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　　促肝细胞生长素（ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｇｒｏｗｔｈｐｒｏｍｏｔｉｎｇ
ｆａｃｔｏｒ，ｐＨＧＦ）是从乳猪新鲜肝脏中提取的相对分子
质量约为１０７００的活性多肽，具有促进肝细胞分裂
增殖、稳定肝细胞膜、改善肝纤维化等作用，现已取
得初步的临床疗效［１４］，与肝细胞生长因子（ｈｅｐａｔｏ
ｃｙｔｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＨＧＦ）效果相似［５６］。ＨＧＦ生理
作用广泛，可明显改善肾间质纤维化，增加肾小管上
皮细胞ＤＮＡ合成，促进肾小管分支形成［７８］，甚至逆
转肾损伤模型的肾纤维化［９］。而ｐＨＧＦ亦能明显改
善大鼠肾小管上皮细胞ＮＲＫ５２Ｅ的上皮间质细胞
转分化（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ），
减少细胞外基质成分纤连蛋白（ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ，ＦＮ）的
分泌［１０］；改善大鼠单侧输尿管梗阻肾间质纤维化模
型中的ＥＭＴ作用，抑制肾纤维化组织中转化生长因
子 （ＴＧＦβ１）、αＳＭＡ、ＦＮ 蛋 白 表 达 的 增 加 程

度［１１１２］，提示ｐＨＧＦ对大鼠肾组织纤维化具有一定
的抑制作用。因此，本研究进一步观察ｐＨＧＦ对巨
噬细胞趋化因子（ｍｏｎｏｃｙｔｅｃｈｅｍｏｔａｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎ１，

ＭＣＰ１）协同马兜铃酸Ⅰ（ａｒｉｓｔｏｌｏｃｈｉｃａｃｉｄⅠ，ＡＡ
Ⅰ）诱导的人肾小管上皮细胞（ＨＫＣ）凋亡及ＥＭＴ
的影响，探讨ｐＨＧＦ对肾间质纤维化的可能疗效及
机制，为后续临床应用奠定基础。

１　材料和方法

１．１　主要试剂及仪器　ＨＫＣ细胞株（中山大学医
学院生物化学教研室惠赠），ｐＨＧＦ（山东威海赛洛金
药业有限公司，药品批号０６０３０１９），ＣＣＫ８细胞计
数试剂盒（日本同仁化学研究所），新生牛血清（天津
灏洋生物制品科技有限责任公司），ＤＭＥＭ／Ｆ１２培
养液（Ｇｉｂｃｏ公司），ＴＲＩｚｏｌ试剂（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司），

Ｍｏｄｅｌ４５０酶标仪（ＢｉｏＲａｄ公司），ＮｉｋｏｎＥｃｌｉｐｓｅ
８０ｉ显微镜病理图像采集系统（日本尼康公司），兔抗
人ＴＧＦβ１多克隆抗体（ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司），小鼠抗人

αＳＭＡ单克隆抗体、小鼠抗人ＦＮ单克隆抗体（美国

ＮｅｏＭａｋｅｒｓ公司），二抗ＥｌｉｖｉｓｉｏｎＴＭｐｌｕｓ抗小鼠第二
代即用型非生物素法广谱试剂盒（福州迈新生物技术
开发有限公司），ＧＤＳ８０００凝胶成像系统（美国Ｕｌｔｒａ
ｖｉｏｌｅｔＰｒｏｄｕｃｔｓ公司），ＰＴＣ１９６型ＰＣＲ扩增仪（Ｂｉｏ

Ｒａｄ公司），流式细胞仪（美国Ｃｏｕｌｔｅｒ公司）。

１．２　细胞培养及 ＨＫＣ转分化模型的建立　ＨＫＣ
随机分为：空白对照组、转分化模型组和不同浓度
（０．１５、１．５、１５、１５０、１５００ｎｇ／ｍｌ）ｐＨＧＦ处理组。所
有细胞均在含１５％血清的ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养液中，
置３７℃、５％ＣＯ２培养箱中培养，２～３ｄ换液１次，选
用对数生长期、锥虫蓝拒染率＞９５％的 ＨＫＣ细胞，
用０．１２５％胰蛋白酶消化并收集细胞，１５％血清

ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养液中贴壁１２ｈ后，空白对照组换
用无血清ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养液继续培养４８ｈ；后两组
细胞参照文献［１３］以终浓度为０．１μｇ／ｍｌ的 ＭＣＰ１
和终浓度为１０μｇ／ｍｌ的 ＡＡ Ⅰ的无血清ＤＭＥＭ／

Ｆ１２培养液培养制备肾小管上皮细胞ＥＭＴ模型；

ｐＨＧＦ处理组另外再分别加入不同浓度（０．１５、１．５、

１５、１５０、１５００ｎｇ／ｍｌ）的ｐＨＧＦ共同培养４８ｈ。

１．３　细胞增殖抑制率的测定　取对数生长期

ＨＫＣ，用含１０％血清的ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养液调整细
胞密度为５×１０４／ｍｌ，接种于９６孔板，每孔１００μｌ，
于３７℃、５％ＣＯ２培养箱中培养１２ｈ，去掉旧培养液，
加入５０μｌ不含血清的ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养液，随后加
入不同浓度的药物，每孔加入药物后终体积为１００

μｌ，于３７℃、５％ＣＯ２培养箱中培养４ｈ，加入２０％含
血清的ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养液，继续于３７℃、５％ＣＯ２培
养箱中培养４８ｈ后，吸出培养液，每孔加入ＤＭＥＭ／

Ｆ１２培养液１００μｌ、ＣＣＫ８试剂１０μｌ，于３７℃温箱
中避光１ｈ，用酶标仪检测各孔的光密度（Ｄ）值（激
发波长４５０ｎｍ，参比波长６５５ｎｍ），根据测得的Ｄ
值计算药物对细胞增殖的抑制率。

１．４　细胞周期和凋亡情况分析　取对数生长期

ＨＫＣ，用含１０％血清的ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养液调整细
胞密度为５×１０６／ｍｌ，接种于６孔板，每孔１ｍｌ，于

３７℃、５％ＣＯ２培养箱中培养４ｈ，加入不同浓度的药
物，继续培养。分别于１２、２４ｈ收集细胞，用预冷的

ｐＨ７．４的ＰＢＳ液洗涤２遍，用７０％预冷乙醇重悬
细胞，４℃固定过夜，ｐＨ７．４的ＰＢＳ洗涤，离心去上
清，加入碘化丙啶（ｐｒｏｐｉｄｉｎｅｉｏｄｉｄｅ，ＰＩ）染色液（含

ＲＮＡ酶），避光染色３０ｍｉｎ，流式细胞仪检测，分析

ＤＮＡ亚二倍体率的变化及细胞周期的变化。
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１．５　ＲＴＰＣＲ检测αＳＭＡ基因的表达　ＴＲＩｚｏｌ法
提取总ＲＮＡ，于－８０℃保存。ＲＴＰＣＲ按反转录试
剂盒方法反转录生成ｃＤＮＡ，在ＰＣＲ体系中分别加
入αＳＭＡ和内参 ＧＡＰＤＨ 的引物，ＰＣＲ产物琼脂

糖凝胶电泳，用 ＵＶＰＧＤＳ８０００凝胶成像扫描分析
系统进行扫描和光密度值分析。引物序列和扩增条
件见表１。

表１　ＲＴＰＣＲ引物序列和扩增条件

Ｔａｂ１　ＲＴＰＣＲｐｒｉｍｅｒｓａｎｄｃｏｎｄｉｔｉｏｎ

Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ Ｆｒａｇｍｅｎｔｌｅｎｇｔｈ
（ｂｐ）

Ａｎｎｅａｌｉｎｇｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ
ｔ／℃

αＳＭＡ Ｕｐｓｔｒｅａｍ ５′ＴＧＴＧＣＴＧＧＡＣＴＣＴＧＧＡＧＡＴＧ３′
Ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍ ５′ＧＡＴＣＡＣＣＴＧＣＣＣＡＴＣＡＧＧ３′ ２９２ ５４

ＧＡＰＤＨ Ｕｐｓｔｒｅａｍ ５′ＴＧＣＡＣＣＡＣＣＡＡＣＴＧＣＴＴＡＧ３′
Ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍ ５′ＧＧＡＴＧＣＡＧＧＧＡＴＧＡＴＧＴＴＣ３′ ３７７ ５３

１．６　细胞免疫化学染色检测　调整细胞密度为１×

１０５／ｍｌ，接种于预置２ｃｍ×２ｃｍ玻片的６孔板，终

体积每孔２ｍｌ，其中ｐＨＧＦ治疗组ｐＨＧＦ终浓度为

１５０ｎｇ／ｍｌ。培养４８ｈ后，４％多聚甲醛４℃固定过

夜，滴加兔抗大鼠ＴＧＦβ１多克隆抗体（１５００）或小

鼠抗大鼠αＳＭＡ单克隆抗体或小鼠抗大鼠ＦＮ单

克隆抗体（１１０００），一抗４℃过夜，滴加 Ｅｌｉｖｉ

ｓｉｏｎＴＭｐｌｕｓ二抗聚合物增强剂，室温孵育２０ｍｉｎ，滴

加二抗，室温孵育３０ｍｉｎ，每步都用ｐＨ７．２的ＰＢＳ
反复冲洗，３，３二氨基联苯胺（３，３ｄｉａｍｏｎｏｂｅｎｚｉ

ｄｉｎｅ，ＤＡＢ）显色，苏木精复染，梯度乙醇脱水，二甲

苯透明，中性树胶封片。

１．７　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件，行单

因素方差分析（ＯｎｅＷａｙＡＮＯＶＡ），计量资料以

珚ｘ±ｓ表示，组间差异采用ＳＮＫ检验法。

２　结　果

２．１　细胞增殖抑制率　共培养４８ｈ，空白对照组

ＨＫＣ增殖抑制率为（０±１．６３）％，转分化模型组为

（２６．９９±１．３１）％，０．１５、１．５、１５、１５０、１５００ｎｇ／ｍｌ

ｐＨＧＦ处理组为 （３１．１４±０．８７）％、（３０．７０±

０．９５）％、（２９．８５±１．５８）％、（２１．４４±１．９８）％、

（４０．０５±１．７１）％。与转分化模型组相比，仅１５０

ｎｇ／ｍｌｐＨＧＦ处理组 ＨＫＣ增殖抑制率明显降低

（Ｐ＜０．０１），但仍高于空白对照组（Ｐ＜０．０１）。

２．２　细胞周期及凋亡指标　共培养１２ｈ，空白对照

组 ＨＫＣ亚二倍体率为０．８％；转分化模型组为１．

８％；不同浓度（１５、１５０、１５００ｎｇ／ｍｌ）ｐＨＧＦ处理组

为３．１％～３．６％，组间差异无统计学意义。共培养

２４ｈ，空白对照组 ＨＫＣ亚二倍体率为１．７％；转分

化模型组为９．１％；１５、１５０、１５００ｎｇ／ｍｌｐＨＧＦ处

理组为３．３％、３．３％、４．４％，高于空白对照组（Ｐ＜
０．０１），但低于转分化模型组（Ｐ＜０．０１）。

２．３　细胞αＳＭＡｍＲＮＡ表达的比较　结果（图１）

表明：与空白对照组相比，转分化模型组、不同浓度

（１．５、１５、１５０、１５００ｎｇ／ｍｌ）ｐＨＧＦ处理组 ＨＫＣ的

αＳＭＡｍＲＮＡ表达均明显升高（Ｐ＜０．０１）；与转分

化模型组 ＨＫＣ相比，各浓度ｐＨＧＦ处理组αＳＭＡ

ｍＲＮＡ表达明显降低（Ｐ＜０．０５）。

图１　各组细胞αＳＭＡｍＲＮＡ的表达

Ｆｉｇ１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆαＳＭＡｍＲＮＡｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ
Ａ：ＲＴＰＣＲｒｅｓｕｌｔｓ．Ｇ：ＧＡＰＤＨ，Ｓ：αＳＭＡ；Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ．１４：１５００，

１５０，１５，１．５ｎｇ／ｍｌｐＨＧＦ；５：Ｃｏｎｔｒｏｌ；６：Ｍｏｄｅｌ．Ｂ：Ｓｅｍｉｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ

ａｎａｌｙｓｉｓｒｅｓｕｌｔｓ．Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５ｖｓｍｏｄｅｌ

ｇｒｏｕｐ；ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

２．４　细胞免疫化学染色　结果（图２）表明：空白对
照组 ＨＫＣ细胞αＳＭＡ、ＴＧＦβ１ 无阳性表达，转分
化模型组强阳性表达，ｐＨＧＦ（１５０ｎｇ／ｍｌ）处理组弱
阳性表达；空白对照组及ｐＨＧＦ（１５０ｎｇ／ｍｌ）处理组
细胞 ＦＮ 均弱阳性表达，转分化模型组强阳性
表达。　　　　
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图２　ＨＫＣ细胞免疫化学染色结果

Ｆｉｇ２　ＩｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙｓｔａｉｎｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆＨＫＣｃｅｌｌｓ
Ａ１，Ａ２，Ａ３：αＳＭＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ；Ｂ１，Ｂ２，Ｂ３：ＴＧＦβ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ；Ｃ１，

Ｃ２，Ｃ３：ＦＮｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００

３　讨　论

　　本研究发现 ＭＣＰ１协同ＡＡⅠ可使 ＨＫＣ增殖受
到抑制，１５０ｎｇ／ｍｌ的ｐＨＧＦ可以部分逆转此过程，提
示ｐＨＧＦ改善 ＭＣＰ１协同ＡＡⅠ诱导的 ＨＫＣ细胞增
殖抑制仅在１５０ｎｇ／ｍｌ左右的狭窄浓度范围内。细
胞凋亡分析发现，不同浓度ｐＨＧＦ处理组细胞凋亡均
较转分化模型组少，这提示ｐＨＧＦ可以对抗 ＭＣＰ１
协同ＡＡⅠ诱导的ＨＫＣ细胞凋亡。

　　细胞免疫化学染色发现，空白对照组 ＨＫＣ
αＳＭＡ无阳性表达，转分化模型组则呈强阳性表达，
提示上皮细胞发生了转分化；而ｐＨＧＦ处理组呈弱
阳性表达，提示ｐＨＧＦ（１５０ｎｇ／ｍｌ）可下调αＳＭＡ
表达，对抗上皮细胞的转分化；αＳＭＡｍＲＮＡ表达
结果也证实了这一点。但本研究中转分化模型组细
胞并不呈典型的上皮间质细胞转分化梭形改变，可
能与细胞部分标志性蛋白表达的改变早于细胞形态

的改变有关。ＦＮ是细胞间质成分的组成部分，是细
胞纤维化的重要指标之一；ＴＧＦβ１则是最重要的促

纤维化因子［１４１６］。本研究结果发现转分化模型组细
胞ＦＮ、ＴＧＦβ１强阳性表达，而ｐＨＧＦ处理组表达降
低，提示ｐＨＧＦ可能通过降低 ＴＧＦβ１表达来抑制
基质ＦＮ的产生，进而发挥抗纤维化作用。

　　综上所述，１５０ｎｇ／ｍｌ的ｐＨＧＦ可以部分逆转

ＭＣＰ１协同ＡＡ Ⅰ诱导的 ＨＫＣ增殖抑制、细胞凋
亡，对抗 ＨＫＣ的转分化作用，可以有利于改善肾间
质纤维化，值得进一步深入研究以应用于临床。
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