
书书书

·３５４　　 ·
第二军医大学学报　２０１０年４月第３１卷第４期 ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ａｊｓｍｍｕ．ｃｎ
ＡｃａｄｅｍｉｃＪｏｕｒｎａｌｏｆＳｅｃｏｎｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ａｐｒ．２０１０，Ｖｏｌ．３１，Ｎｏ．４

ＤＯＩ：１０．３７２４／ＳＰ．Ｊ．１００８．２０１０．００３５４ ·论　著·

ＴＩＥＧ特异ｓｉＲＮＡ对糖基化终末产物介导的肾小管上皮细胞Ｓｍａｄ２表
达的影响
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２．中山大学附属第一医院内分泌科，广州５１０６００

　　［摘要］　目的　以ＲＮＡ干扰技术沉默ＴＧＦβ诱导早期基因（ＴＩＥＧ）的表达，观察ＴＩＥＧ沉默对糖基化终末产物（ＡＧＥｓ）
介导的肾小管上皮细胞Ｓｍａｄ２表达的影响。方法　以ｐｓｈＲＮＡｃｏｐＧＦＰｌｅｎｔｉｖｅｃｔｏｒ作为载体，构建含ＴＩＥＧ特异ｓｉＲＮＡ的
慢病毒载体ｐｓｉＲＮＡＴＩＥＧ，将其转染至大鼠近端肾小管上皮细胞（ＮＲＫ５２Ｅ），然后给予糖基化修饰的牛血清白蛋白（ＡＧＥ

ＢＳＡ）刺激２４ｈ和４８ｈ，采用ＰＣＲ方法测定其ＴＩＥＧｍＲＮＡ、Ｓｍａｄ２ｍＲＮＡ表达水平，蛋白免疫印迹法测定Ｓｍａｄ２蛋白表达

水平。以转染空质粒载体组作为对照。结果　ＴＩＥＧ特异的ｓｉＲＮＡ可有效下调 ＡＧＥｓ诱导的ＴＩＥＧｍＲＮＡ、Ｓｍａｄ２ｍＲＮＡ
和蛋白表达，与空质粒载体组相比差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结论　ＴＩＥＧ的沉默能有效抑制ＡＧＥｓ介导的ＮＲＫ５２Ｅ细
胞Ｓｍａｄ２ｍＲＮＡ和蛋白的表达。

　　［关键词］　ＴＩＥＧ；ＲＮＡ干扰；肾小管上皮细胞；Ｓｍａｄ２；慢病毒载体
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　　高糖可以诱导肾小管上皮细胞和系膜细胞

ＴＧＦβ／Ｓｍａｄｓ信号通路活化
［１］，表明ＴＧＦβ／Ｓｍａｄｓ

信号通路在糖尿病肾病发病中具有重要作用。

ＴＧＦβ诱导早期基因（ＴＧＦβｉｎｄｕｃｉｂｌｅｅａｒｌｙｇｅｎｅ，

ＴＩＥＧ）产物属于ＳＰ１样蛋白家族的新成员，是ＴＧＦ

β诱导的早期转录因子蛋白，参与调节 ＴＧＦβ靶基
因的表达。ＴＩＥＧ通过促进正反馈Ｓｍａｄ效应、抑制
负反馈Ｓｍａｄ效应增强 ＴＧＦβ／Ｓｍａｄｓ信号通路活
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性［２３］。阻抑ＴＩＥＧ的生物学效应为 ＴＧＦβ／Ｓｍａｄｓ
信号通路异常活化相关的糖尿病肾病提供了一个新

的治疗策略。近年来，ＲＮＡ 干扰（ＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒ
ｅｎｃｅ，ＲＮＡｉ）技术的出现，为研究内源性基因功能和
信号转导途径以及特异性的基因治疗提供了新的技

术手段。我们在已经获取ＴＩＥＧ的ＲＮＡｉ有效靶序
列的基础上，设计并构建了ＴＩＥＧｓｉＲＮＡ 的慢病毒
载体，采用糖基化终末产物（ＡＧＥｓ）模拟糖尿病体内
环境，初步观察该环境下ＴＩＥＧｓｉＲＮＡ对肾小管上
皮细胞Ｓｍａｄ２的影响，为后期研究ＴＩＥＧ在糖尿病
肾病中的作用机制和基因治疗提供实验依据。

１　材料和方法

１．１　材料　慢病毒载体系统、ＶＥＣ（Ｒａｔｖａｓｃｕｌａｒ
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌ）细胞、ＮＲＫ５２Ｅ细胞购自上海倍尼
菲生物科技有限公司，大肠杆菌菌株 ＤＨ５α、ＱＩＡ
ＧＥＮＰｌａｓｍｉｄＭｉｎｉＫｉｔ、转染试剂 ＯｐｔｉＭＥＭ 购自

Ｇｉｂｃｏ公司，限制性内切酶、Ｔ４ＤＮＡ连接酶购自大
连宝生物工程技术服务有限公司，大量质粒ＤＮＡ提
取试剂盒购自上海生工生物工程有限公司，Ｌｉｐｏ
ｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，化学试剂购自

Ｓｉｇｍａ公司。糖基化修饰的牛血清白蛋白（ＡＧＥ
ＢＳＡ）购自Ｃａｌｂｉｏｃａｍ，ＲｅｖｅｒｔＡｉｄＴＭＦｉｒｓｔＳｔｒａｎｄｃＤ
ＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ购自 ＭＢＩＦｅｒｍｅｎｔａｓ公司，ＬＳＡ
ＢＲ○＋Ｓｙｓｔｅｍ（ＤＡＫＯ 公司），ＴＲＩｚｏｌＲｅａｇｅｎｔ（Ｉｎ
ｖｉｔｒｏｇｅｎｌｉｆｅｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ公司），ＲｅｖｅｒｔＡｉｄＴＭＦｉｒｓｔ
ＳｔｒａｎｄｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ、１０ ｍｍｏｌ／Ｌ ｄＮＴＰ
Ｍｉｘ、ＴａｑＤＮＡ聚合酶购自 ＭＢＩＦｅｒｍｅｎｔａｓ公司，
兔抗大鼠Ｓｍａｄ２抗体购自Ａｂｃａｍ公司，驴抗兔二抗
购自ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司。

　　紫外分光光度计（ＢｉｏＰｈｏｔｏｍｅｔｅｒ，Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ，
德国），电泳仪（ＥＰＳ３００，ＴＡＮＯＮ），ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ
仪（ＴＰ８００，ＴａＫａＲａ公司），台式离心机（５４１５Ｄ，Ｅｐ
ｐｅｎｄｏｒｆ公司），超净工作台（ＣＡ９２０３，上海净化设
备厂），凝胶成像和化学发光分析系统（ＡｌｐｈａＦｌｕ
ｏｒｃｈｅｍＴＭ ８９００，美国），Ａｘｉｏｐｌａｎ 全自动显微镜
（Ｚｅｉｓｓ，德国），ＨｅｌｓｅｒＵＰ２００Ｓ超声细胞粉碎仪（德
国），核酸微量蛋白测定仪（Ｂｉｏｐｈｏｔｏｍｅｔｅｒ，Ｅｐｐｅｎ
ｄｏｒｆ，德国）。

１．２　ｐｓｉＲＮＡ慢病毒载体的构建和鉴定

１．２．１　ｐｓｉＲＮＡ 慢病毒载体的构建　根据 ＴＩＥＧ
（ＧｅｎＢａｎｋＮＭ＿０３１１３５）基因信息由上海倍尼菲生
物科技有限公司设计、合成３条针对ＴＩＥＧｓｈＲＮＡ
的寡核苷酸序列。ｓｉＲＮＡ１：ＧＣＴＴＣＴＣＴＣＣＡＧ
ＣＡＡＧＣＴＴ（位于目的基因的第３３１位），ｓｉＲＮＡ２：

ＣＣＧＴＣＣＣＡＧＣＡＴＴＣＴＧＴＴ（位于目的基因的

第５６９位），ｓｉＲＮＡ３：ＡＣＡ ＡＣＴＣＴＣＴＣＧ ＴＴＡ
ＣＣＡＣ（位于目的基因的第１１５８位），Ｎｅｇｔｉｖｅ：ＣＧＴ
ＴＴＡＡＣＴＣＴＣＣＣＡＡＣＣＡ，其ｓｈＲＮＡ的 ＤＮＡ
Ｏｌｉｇｏ５′ＧＡＴ ＣＣＧ ＣＣＧ ＴＣＣ ＣＡＧ ＣＡＴ ＴＣＴ
ＧＴＴＴＣＴＴＣＣＴＧＴＣＡＧＡＡＡＡＣＡＧＡＡＴＧＣ
ＴＧＧ ＧＡＣ ＧＧＴ ＴＴＴ ＴＧ３′（内含 ＢａｍＨⅠ 和

ＥｃｏＲⅠ酶切位点）。根据每条ｓｉＲＮＡ序列，设计两
条互补的ＤＮＡ模板单链，经退火形成双链ＤＮＡ，与
经ＢａｍＨⅠ和ＥｃｏＲⅠ双酶切后的ｐｓｈＲＮＡｃｏｐＧ
ＦＰｌｅｎｔｉｖｅｃｔｏｒ慢病毒载体连接，转化大肠杆菌

ＤＨ５α，挑取重组阳性克隆行ＰＣＲ及测序鉴定（上海
英骏生物技术有限公司）。

１．２．２　ｐｓｉＲＮＡ沉默效应的鉴定　使用 ＱＩＡＧＥＮ
ＰｌａｓｍｉｄＭｉｎｉＫｉｔ（Ｃａｔ．Ｎｏ：１２１２３）进行不含内毒素
质粒的提取，挑选生长状况良好的ＶＥＣ细胞，１０ｃｍ
培养皿生长密度达到７０％时接种，密度为１．５×１０６

个／孔，接种６孔板；２４ｈ后观察，贴壁细胞密度为

８０％；吸去旧培养液，分别添加１ｍｌ新鲜的含１０％
ＦＢＳ的ＤＭＥＭ 培养液；依据Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００说
明书进行转染实验；转染２４ｈ观察，细胞形态较好，
贴壁密度可达到９０％，通过荧光显微镜观察实验组
转染效率可达８０％，换液；４８ｈ后观察，细胞形态较
好，贴壁密度可达到９０％，通过荧光显微镜观察实验
组转染效率可达９０％，荧光表达略有增强；提取总

ＲＮＡ，使用ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ的方法在目的细胞中进
行有效ｓｉＲＮＡ序列的筛选。与对照组比较，设计的

３条ｓｉＲＮＡ构建的慢病毒载体转染ＶＥＣ细胞后，均
能不同程度抑制目的基因 ＴＩＥＧ的转录，其中以２
号基因沉默的作用最强，其抑制效应约为８０％。

１．３　细胞培养及分组　（１）ＮＲＫ５２Ｅ细胞分组：含

１０％胎牛血清的 ＲＰＭＩ１６４０ 完全培养液培养

ＮＲＫ５２Ｅ细胞７０％贴壁后换无血清培养液，２４ｈ后
更换培养液并加用 ＡＧＥＢＳＡ或ＢＳＡ刺激，根据加
用刺激物的不同分为 ＡＧＥｓ组（ＡＧＥＢＳＡ２００μｇ／

ｍｌ）和 ＢＳＡ 对照组（ＢＳＡ２００μｇ／ｍｌ）；（２）转染

ＮＲＫ５２Ｅ细胞分组：用含１０％胎牛血清的 ＲＰＭＩ
１６４０完全培养液于１０ｃｍ培养皿常规培养细胞，生
长密度达到７０％时接种，以密度１．５×１０６个／孔接
种６孔板，待贴壁细胞密度为 ８０％，依据 Ｌｉｐｏ
ｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００转染试剂盒说明，用ｓｉＲＮＡ２或空载
体质粒转染ＮＲＫ５２Ｅ细胞，转染２４ｈ后更换培养液
并加入 ＡＧＥＢＳＡ（２００μｇ／ｍｌ）刺激，根据转染载体
不同分为ｓｉＲＮＡ转染组和空载体组。

１．４　ＲＴＰＣＲ检测细胞中Ｓｍａｄ２和ＴＩＥＧｍＲＮＡ
表达　根据 ＴＲＩｚｏｌ试剂盒说明提取细胞总 ＲＮＡ，
反转录反应按ＲｅｖｅｒｔＡｉｄＴＭＦｉｒｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎ
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ｔｈｅｓｉｓＫｉｔ试剂盒说明操作。ＰＣＲ引物用Ｐｒｉｍｅｒ５
软件设计，由上海博亚生物技术有限公司合成。引
物序列：ＧＡＰＤＨｓｅｎｓｅ５′ＧＧＣＡＡＧＴＴＣＡＡＴＧＧＣ
ＡＣＡＧＴ３′，ａｎｔｉｓｅｎｓｅ５′ＡＡＧＧＴＧＧＡＧＧＡＡＴＧＧ
ＧＡＧＴＴ３′，目的基因长度７２５ｂｐ；Ｓｍａｄ２ｓｅｎｓｅ５′
ＣＴＧＣＧＡＡＴＡ ＣＧＣＴＴＴＣＡＧＴＣＴＧ３′，ａｎｔｉｓｅｎｓｅ
５′ＡＡＧＣＣＧＴＣＴＡＣＡＧＴＧＡＧＴＧＡＧ３′，目的基
因长度４６２ｂｐ；ＴＩＥＧｓｅｎｓｅ５′! ＴＣＣＧＧＡ ＧＡＡ
ＧＡＡＣＣＣＡＣＡＴＡＡＡＴ３′，ａｎｔｉｓｅｎｓｅ５′ＧＡＧＧＡＡ
ＧＧＣＡＣＡＧＣＡＡＡＧＴＣＡＴＡＣ３′，目的基因长度

１５４ｂｐ。ＰＣＲ扩增产物经１．２％琼脂糖凝胶电泳后，
凝胶成像仪下观察、拍照。

１．５　蛋白免疫印迹法检测Ｓｍａｄ２蛋白表达　加

ＴＧＦβ１１０ｎｇ／ｍｌ刺激细胞０、４８、７２ｈ后，弃去刺激
后的各组细胞培养液，经裂解、粉碎、离心处理，得到
细胞总蛋白，按样品缓冲液＝４１配制最低浓度
样品，沸水浴１０ｍｉｎ，进行电泳，每孔上样１０２０μｌ，
电泳后经转膜仪转膜，以兔抗大鼠 Ｓｍａｄ２抗体
（１５００）为一抗进行杂交；二抗为辣根过氧化物酶

（ＨＲＰ）标记的驴抗兔抗体（１１０００）。经发光剂中

Ａ、Ｂ液作用，Ｘ线片放射自显影。显影后自动洗片
机洗片。

１．６　统计学处理　统计处理通过ＳＰＳＳ１１．５软件
完成。所有数据用珚ｘ±ｓ表示，组间比较采用ｔ检验，

Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　ＴＩＥＧｓｉＲＮＡ对ＡＧＥｓ诱导的ＮＲＫ５２Ｅ细胞

ＴＩＥＧｍＲＮＡ表达的影响　ＰＣＲ结果表明，ＡＧＥｓ
以时间依赖性方式上调 ＮＲＫ５２Ｅ细胞 ＴＩＥＧｍＲ
ＮＡ表达，ＴＩＥＧｍＲＮＡ于ＡＧＥｓ刺激２４ｈ明显增
加，４８ｈ达到高峰，与刺激前和ＢＳＡ对照组相比差
异有统计学意义（Ｐ＜０．０１，图１）。ＴＩＥＧｓｉＲＮＡ能
有效沉默 ＡＧＥｓ诱导的 ＮＲＫ５２Ｅ细胞 ＴＩＥＧ基因
表达，尽管其沉默效应不能达到刺激前水平，但

ＴＩＥＧｍＲＮＡ表达水平于ＡＧＥ刺激２４ｈ和４８ｈ较
空载体组明显下调（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，图２）。

图１　ＡＧＥＢＳＡ对ＮＲＫ５２Ｅ细胞ＴＩＥＧｍＲＮＡ表达的影响

Ｆｉｇ１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＩＥＧｍＲＮＡｉｎＮＲＫ５２ＥｃｅｌｌｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙＡＧＥＢＳＡ
　Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓ０ｈ；△Ｐ＜０．０５，△△Ｐ＜０．０１ｖｓＢＳＡｇｒｏｕｐ

图２　ＴＩＥＧｓｉＲＮＡ对ＡＧＥＢＳＡ介导

ＮＲＫ５２Ｅ细胞ＴＩＥＧｍＲＮＡ表达的沉默效应

Ｆｉｇ２　ＳｉｌｅｎｔｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆＴＩＥＧｓｉＲＮＡｏｎＴＩＥＧｍＲＮＡｉｎ

ＡＧＥｓｍｅｄｉａｔｅｄＮＲＫ５２Ｅｃｅｌｌｓ
　Ｐ＜０．０５ｖｓ０ｈ；△Ｐ＜０．０５，△△Ｐ＜０．０１ｖｓｅｍｐｔｙｖｅｃｔｏｒｇｒｏｕｐ

２．２　ＴＩＥＧｓｉＲＮＡ对ＡＧＥｓ诱导的ＮＲＫ５２Ｅ细胞

Ｓｍａｄ２ｍＲＮＡ和蛋白表达的影响　ＰＣＲ结果和蛋

白免疫印迹结果显示，ＡＧＥｓ以时间依赖方式上调

ＮＲＫ５２Ｅ细胞Ｓｍａｄ２ｍＲＮＡ和蛋白表达，ＡＧＥｓ刺

激ＮＲＫ５２Ｅ细胞２４ｈ和４８ｈ后，Ｓｍａｄ２ｍＲＮＡ和

蛋白的表达均明显升高，与刺激前相比差异有统计

学意义（Ｐ＜０．０１），刺激４８ｈ时其表达水平与同时

间点的ＢＳＡ 对照组相比差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０１，图３、图４）。

　　以ＲＮＡ干扰技术使ＴＩＧＥ沉默后，ＡＧＥｓ介导
的ＮＲＫ５２Ｅ细胞Ｓｍａｄ２ｍＲＮＡ和蛋白表达均明显
下调，ＡＧＥｓ刺激２４ｈ和４８ｈ，其Ｓｍａｄ２ｍＲＮＡ和
蛋白表达水平与空载体组及刺激前比较差异均有统

计学意义（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１；图５、图６）。
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图３　ＡＧＥＢＳＡ对ＮＲＫ５２Ｅ细胞

Ｓｍａｄ２ｍＲＮＡ表达的影响

Ｆｉｇ３　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳｍａｄ２ｍＲＮＡｉｎ

ＮＲＫ５２ＥｃｅｌｌｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙＡＧＥＢＳＡ
Ｐ＜０．０１ｖｓ０ｈ；△△Ｐ＜０．０１ｖｓＢＳＡ（４８ｈ）ｇｒｏｕｐ

图４　ＡＧＥＢＳＡ对ＮＲＫ５２Ｅ细胞Ｓｍａｄ２蛋白表达的影响

Ｆｉｇ４　ＥｆｆｅｃｔｏｆＡＧＥＢＳＡｏｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ

Ｓｍａｄ２ｐｒｏｔｅｉｎｉｎＮＲＫ５２Ｅｃｅｌｌｓ
　Ｐ＜０．０１ｖｓ０ｈ；△△Ｐ＜０．０１ｖｓＢＳＡ（４８ｈ）ｇｒｏｕｐ

图５　ＴＩＥＧｓｉＲＮＡ对ＡＧＥＢＳＡ介导

ＮＲＫ５２Ｅ细胞Ｓｍａｄ２ｍＲＮＡ表达的影响

Ｆｉｇ５　ＥｆｆｅｃｔｏｆＴＩＥＧｓｉＲＮＡｏｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ
Ｓｍａｄ２ｍＲＮＡｉｎＡＧＥｓｍｅｄｉａｔｅｄＮＲＫ５２Ｅｃｅｌｌｓ

Ｐ＜０．０１ｖｓ０ｈ；△Ｐ＜０．０５，△△Ｐ＜０．０１ｖｓｅｍｐｔｙｖｅｃｔｏｒｇｒｏｕｐ

图６　ＴＩＥＧｓｉＲＮＡ对ＡＧＥＢＳＡ介导

ＮＲＫ５２Ｅ细胞Ｓｍａｄ２蛋白表达的影响

Ｆｉｇ６　ＥｆｆｅｃｔｏｆＴＩＥＧｓｉＲＮＡｏｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ

Ｓｍａｄ２ｐｒｏｔｅｉｎｉｎＡＧＥｓｍｅｄｉａｔｅｄＮＲＫ５２Ｅｃｅｌｌｓ
Ｐ＜０．０１ｖｓ０ｈ；△Ｐ＜０．０５，△△Ｐ＜０．０１ｖｓｅｍｐｔｙｖｅｃｔｏｒｇｒｏｕｐ

３　讨　论

　　高血糖糖毒性是糖尿病慢性并发症的重要原因
之一，高糖可以促进肾小管上皮细胞内源性ＴＧＦβ
合成，上调Ｓｍａｄ２／３核表达水平。研究表明，高糖
诱导肾小管上皮细胞Ｓｍａｄｓ信号通路活化依赖于

ＴＧＦβ效应
［４］。ＡＧＥｓ是糖与蛋白质、脂质及核酸

中的氨基发生非酶糖基化的反应产物，研究表明体
外修饰的ＡＧＥ蛋白的结构性决定簇也存在于糖尿
病患者血清，主要为葡萄糖修饰的 ＡＧＥ（ｇｌｕ
ＡＧＥ）［５］。因此，本研究应用Ｄ葡萄糖和牛血清白
蛋白制备的 ＡＧＥＢＳＡ进行体外实验，能模拟糖尿
病体内环境。

　　ＴＧＦβ／Ｓｍａｄｓ信号通路活化在肾脏纤维化病
程中发挥重要作用，主要是通过诱导Ｓｍａｄ２／Ｓｍａｄ３
的活化从而促进细胞向肾小管上皮肌成纤维细胞转

型，最终致肾脏纤维化［６］。本课题组以往的研究表
明，ＡＧＥＢＳＡ以剂量依赖方式促进Ｓｍａｄ２／３的磷
酸化和核转位，明显增高ＴＧＦβ１蛋白的水平，同时
上调Ｓｍａｄ７ｍＲＮＡ的表达［７］。Ｓｍａｄ７可以通过与

Ｓｍａｄ２和Ｓｍａｄ３竞争结合 ＴＧＦβⅠ型受体磷酸化
结合位点，抑制Ｓｍａｄ２和Ｓｍａｄ３磷酸化和核转位，
并通过与Ｓｍｕｒｆ２结合后形成Ｅ３泛醌素连接酶参
与ＴＧＦβ受体的降解，从而抑制 ＴＧＦβ／Ｓｍａｄｓ信
号通路的活化［８］。通过有效干预使Ｓｍａｄ２水平下
降，将有助于阻止肾脏纤维化。

　　ＴＩＥＧ 属于 ＴＧＦβ诱导的早期基因表达的

Ｋｒｕｐｐｅｌ样转录因子［９］，在一些ＴＩＥＧ转染的肿瘤细
胞系的研究中表明，ＴＩＥＧ能够模拟ＴＧＦβ／Ｓｍａｄｓ
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信号通路的生物学效应，通过 Ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ方法分析
表明ＴＩＥＧ增强Ｓｍａｄｓ信号通路的作用是通过上调

Ｓｍａｄ２基因转录、抑制Ｓｍａｄ７启动子附近特殊的反
应元件实现的［２３］，提示 ＴＩＥＧ可通过促进正反馈

Ｓｍａｄ效应、抑制负反馈 Ｓｍａｄ效应增强 ＴＧＦβ／

Ｓｍａｄｓ信号通路活性。抑制或封闭ＴＩＥＧ的生物学
效应，通过下调正调节Ｓｍａｄ信号蛋白和上调负调
节Ｓｍａｄ信号蛋白的双重作用，可能会有效地抑制

Ｓｍａｄ信号通路的活化。本研究应用 ＲＮＡ干扰技
术特异抑制 ＴＩＥＧ的表达，旨在寻找抑制 ＴＧＦβ／

Ｓｍａｄｓ信号通路活性的靶点。ＲＮＡ干扰（ＲＮＡｉｎ
ｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ，ＲＮＡｉ）是近年发展起来的一项新的分子
生物学技术，可以简单、有效、特异地下调细胞中基
因功能，为特异性基因治疗提供了新的技术手
段［１０］，目前已广泛应用于各种细胞生物中特定基因
及蛋白功能研究［１１１２］。慢病毒载体具有感染低分裂
潜能细胞、转移基因片段容量较大、目的基因表达时
间长、不易诱发宿主免疫反应、整合目的基因至靶细
胞基因组并可以长期稳定表达等优点［１３１６］，是目前
应用最广泛的ＲＮＡ干扰病毒载体。本研究针对大
鼠ＴＩＥＧ基因设计了３条ｓｉＲＮＡ序列，通过鉴定并
筛选出ＴＩＥＧ基因沉默效应最强的２号ｓｉＲＮＡ序
列质粒，然后进行 ＮＲＫ５２Ｅ细胞转染。结果表明

ＴＩＥＧｓｉＲＮＡ能有效沉默ＡＧＥｓ诱导的ＴＩＥＧｍＲ
ＮＡ表达，ＴＩＥＧ 沉默可有效下调 ＡＧＥｓ介导的

ＮＲＫ５２Ｅ细胞Ｓｍａｄ２ｍＲＮＡ和蛋白的表达水平，
说明ＴＩＥＧ沉默能有效抑制 ＡＧＥｓ诱导的Ｓｍａｄ２
信号通路的活化。

　　肾小管上皮细胞转分化及其细胞外基质的过度
合成是其在糖尿病肾病发病与进展中病理效应的体

现。ＴＩＥＧ基因沉默是否通过抑制Ｓｍａｄ２和Ｓｍａｄ３
的磷酸化和向细胞核内转位，上调ＡＧＥｓ诱导的肾
小管上皮细胞Ｓｍａｄ７的表达，抑制ＴＧＦβ的作用，
进而抑制肾小管上皮细胞转分化及细胞外基质的过

度合成是本课题组后续研究的内容。
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