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转化生长因子β调控犿犻犚２００犫２００犪４２９启动子活性
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　　［摘要］　目的　探讨转化生长因子β（ＴＧＦβ）对 ｍｉＲ２００ｂ２００ａ４２９簇表达的影响，对其调控机制作初步研究。

方法　使用ＲＴＰＣＲ方法检测ＴＧＦβ对人肾小管上皮细胞ＨＫ２ｍｉＲ２００ａ、ｍｉＲ２００ｂ和ｍｉＲ４２９表达的影响。ＰＣＲ方法扩

增出ｍｉＲ２００ｂ２００ａ４２９簇启动子序列，构建ｍｉＲ２００ｂ２００ａ４２９启动子荧光素酶报告基因表达载体，转染至 ＨＫ２细胞，检测

其荧光素酶活性。观察ＴＧＦβ对ｍｉＲ２００ｂ２００ａ４２９转录的表达调控。结果　实时定量ＰＣＲ检测结果显示ＴＧＦβ作用细

胞２４ｈ后下调了ｍｉＲ２００ａ、ｍｉＲ２００ｂ和ｍｉＲ４２９的表达。成功构建ｍｉＲ２００ｂ２００ａ４２９启动子荧光素酶表达载体，测序正确，

然后利用双荧光素酶报告基因系统证实构建的报告基因载体启动子具有活性，发现ＴＧＦβ可以抑制 ｍｉＲ２００ｂ２００ａ４２９启动

子活性（犘＜０．０５）。结论　ＴＧＦβ可以调控ｍｉＲ２００ｂ２００ａ４２９启动子的活性。
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ｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｌｕｍｉｎｏｍｅｔｅｒ．犚犲狊狌犾狋狊　ＲｅｓｕｌｔｓｏｆＲＴＰＣＲｓｈｏｗｅｄｔｈａｔＴＧＦβｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄｍｉＲ２００ａ，ｍｉＲ２００ｂａｎｄｍｉＲ４２９ｉｎ

ＨＫ２ｃｅｌｌｓ２４ｈａｆｔｅｒＴＧＦβｔｒｅａｔｍｅｎｔ．ＶｅｃｔｏｒｏｆｐＧＬ３ｍｉＲ２００ｂ２００ａ４２９ｐｒｏｍｏｔｅｒｗａｓｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙａｎｄｗａｓ

ｃｏｎｆｉｒｍｅｄｂｙｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ．ＤｕａｌＬｕｃｉｆｅｒａｓｅｒｅｐｏｒｔｅｒｇｅｎｅｓｙｓｔｅｍ ｗａｓｕｓｅｄｔｏｖｅｒｉｆｙｔｈｅｐｒｏｍｏｔｅｒａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｔｈｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ

ｒｅｐｏｒｔｅｒｇｅｎｅｖｅｃｔｏｒ．ＴＧＦβｗａｓｆｏｕｎｄｔｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆｍｉＲ２００ｂ２００ａ４２９ｐｒｏｍｏｔｅｒｉｎＨＫ２ｃｅｌｌｓ（犘＜

０．０５）．犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀　ＴＧＦβｍａｙｒｅｇｕｌａｔｅｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｍｉＲ２００ｂ２００ａ４２９ｐｒｏｍｏｔｅｒ．

　　［犓犲狔狑狅狉犱狊］　ｍｉＲ２００ｂ２００ａ４２９；ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｂｅｔａ；ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ；ｐｒｏｍｏｔｅｒ

［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１４，３５（６）：６１６６２０］

　　肾小管上皮细胞失去自身的细胞特性而获得肌

成纤维细胞的特性，属于上皮间质细胞转化（ｅｐｉ

ｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）。ＥＭＴ在肾

脏纤维化的发生和发展中起重要作用，抑制或逆转

ＥＭＴ的发生和发展，已成为控制肾脏纤维化的重要

途径之一［１］。转化生长因子β（ＴＧＦβ）通过结合上

皮细胞表面的受体，经过Ｎｏｔｃｈ、βｃａｔｅｎｉｎ等信号途

径活化ＥＭＴ相关转录因子，导致ＥＭＴ的发生
［２３］。

研究发现多种 ｍｉＲＮＡ 参与ＥＭＴ的调控，可能在

ＥＭＴ的发展进程中发挥重要作用
［４］。证据表明

ｍｉＲ２００家族通过下调犣犈犅 基因调控ＥＭＴ，随着

对ｍｉＲＮＡ参与细胞表型转化中研究的不断深入，逐

渐发现ｍｉＲ２００家族在ＥＭＴ过程中起着关键性的

作用［５６］。研究报道ＴＧＦβ诱导人角质化细胞ＥＭＴ
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过程中一些 ｍｉＲＮＡ表达谱发生变化，提示 ＴＧＦβ

可能通过调控ｍｉＲＮＡ表达参与ＥＭＴ
［７］。但是目前

关于ＴＧＦβ调节的 ｍｉＲ２００家族表达机制研究鲜

有报道。本研究通过在基因转录水平探讨 ＴＧＦβ

和ｍｉＲ２００家族的关系，为 ｍｉＲ２００家族转录调控

机制研究奠定初步理论基础。

１　材料和方法

１．１　材料及仪器　ＴＲＩｚｏｌ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司），ｍｉＳ

ｃｒｉｐｔＲｅｖｅｒｓｅ Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ Ｋｉｔ（Ｑｉａｇｅｎ 公 司），

ＳＹＢＲ○
Ｒ

ＰｒｅｍｉｘＥｘ犜犪狇
ＴＭ
Ⅱ、Ｔ４ＤＮＡ连接酶、高保

真酶ＰＲＩＭＥＳＴＡＲ、限制性内切酶犡犺狅Ⅰ、犖犮狅Ⅰ、

犖犺犲Ⅰ和犎犻狀犱Ⅲ（ＴａＫａＲａ公司），犈．犮狅犾犻ＤＨ５α（本

实验室保存），柱式ＤＮＡ胶回收试剂盒、柱式小量质

粒ＤＮＡ纯化试剂盒（Ａｘｙｇｅｎ公司），基因组 ＤＮＡ

提取试剂盒（Ｏｍｅｇａ公司），ｐＧＬ３Ｂａｓｉｃ载体、Ｄｕａｌ

ＬｕｃｉｆｅｒａｓｅＲｅｐｏｒｔｅｒ１０００ＡｓｓａｙＳｙｓｔｅｍ （Ｐｒｏｍｅｇａ

公司），脂质体 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公

司），人胚胎肾（ｈｕｍａｎｅｍｂｒｙｏｎｉｃｋｉｄｎｅｙ，ＨＥＫ）２９３

细胞系、人肾小管上皮细胞（ＨＫ２，本实验室保存），

胎牛血清（ＦＢＳ，杭州四季青生物工程材料有限公

司），ＤＭＥＭ 培养基、ＲＰＭＩ１６４０培养基（Ｇｉｂｃｏ公

司），ＴＧＦβ（Ｒ＆Ｄ公司）。Ｓｙｎｅｒｇｙ２多功能酶标

仪（Ｂｉｏｔｅｋ公司）。

１．２　基因组ＤＮＡ的提取　按照基因组ＤＮＡ提取

试剂盒说明书的具体步骤提取 ＨＫ２细胞基因组

ＤＮＡ。

１．３　引物设计和ＰＣＲ扩增 ｍｉＲ２００ｂ２００ａ４２９基

因　依据文献
［１６］报道设计ｍｉＲ２００ｂ２００ａ４２９启动

子及截短体的引物，由上海生工生物工程技术服务

有限公司合成，见表１。

表１　犿犻犚２００犫２００犪４２９启动子引物

犜犪犫１　犘狉犻犿犲狉狅犳犿犻犚２００犫２００犪４２９狆狉狅犿狅狋犲狉

Ｐｒｉｍｅｒ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′３′）

　－１５７４／＋１２０Ｆ ＡＣＣＴＧＣＴＡＧＣＣＡＴＴＣＣＣＧＧＡＣＡＧＴＣＡＣＡＧ

　－１５７４／＋１２０Ｒ ＣＡＧＧＡＧＡＴＣＴＣＣＴＧＧＣＡＣＡＧＧＡＡＧＴＣＡＧＴＴ

　－３２１／＋１２０Ｆ ＧＴＧＧＧＣＴＡＧＣＡＧＡＧＧＴＧＧＡＧＡＧＧＣＧＡＧＡＧＴ

　－１５８／＋１９Ｆ ＡＴＣＧＧＣＴＡＧＣＣＴＧＣＧＴＣＡＣＣＧＴＣＡＣＴ

　－１１０／＋１９Ｆ ＧＴＧＡＧＣＴＡＧＣＣＡＧＧＧＧＡＣＡＣＡＣＣＴＧＴＣＧ

　－１５８／＋１９Ｒ ＴＧＧＡＡＧＡＴＣＴＧＧＧＧＣＣＴＣＧＧＧＡＧＧＧＡＡＧＡＧ

　　扩增１６００ｂｐ左右片段引物为：上游－１５７４／

＋１２０Ｆ，下游－１５７４／＋１２０Ｒ；扩增片段４００ｂｐ：上

游－３２１／＋１２０Ｆ，下游－１５７４／＋１２０Ｒ；扩增片段

３００ｂｐ：上游－３２１／＋１２０Ｆ，下游－１５８／＋１９Ｒ；扩

增片段２００ｂｐ：上游－１５８／＋１９Ｆ，下游－１５８／＋

１９Ｒ；扩增片段１００ｂｐ：上游－１１０／＋１９Ｆ，下游

－１５８／＋１９Ｒ。其酶切位点分别为犖犺犲Ⅰ、犅犵犾Ⅱ。

以从 ＨＫ２细胞提取的基因组ＤＮＡ为模板，ＰＣＲ

进行扩增 ｍｉＲ２００ｂ２００ａ４２９启动子及其截短体。

反应条件：９５℃５ｍｉｎ；９５℃３０ｓ，５８℃３０ｓ，７２℃９０

ｓ，共２５个循环；７２℃１０ｍｉｎ。１％琼脂糖凝胶电泳

检测并回收纯化ＰＣＲ产物。

１．４　ｍｉＲ２００ｂ２００ａ４２９启动子报告基因载体的构

建　将纯化后的ＰＣＲ产物经犖犺犲Ⅰ、犎犻狀犱Ⅲ双酶

切，回收酶切产物，利用Ｔ４ＤＮＡ连接酶将回收产物

与双酶切后的ｐＧＬ３Ｂａｓｉｃ载体连接，转化至犈．犮狅犾犻

ＤＨ５α扩增，提取质粒后双酶切鉴定，将鉴定正确的

质粒送上海生工生物工程技术服务有限公司进行

ＤＮＡ测序。

１．５　检测报告基因荧光素酶表达活性　将 ＨＫ２

和ＨＥＫ２９３细胞分别接种到４８孔板，培养２４ｈ后

待细胞生长至融合度大于８０％时进行转染。将重

组的 荧 光 素 酶 报 告 基 因 载 体 ｐＧＬ３ｍｉＲ２００

ｐｒｏｍｏｔｅｒ、ｐＧＬ３Ｂａｓｉｃ、内参质粒ｐＲＬＴＫ 共转染

ＨＫ２细胞，每种载体平行做３复孔，报告基因载体

每孔１００ｎｇ，ｐＲＬＴＫ每孔５ｎｇ，具体步骤见Ｌｉｐｏ

ｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００说明书。２４ｈ后加入工作液浓度为

５ｎｇ／ｍＬＴＧＦβ的培养液刺激，以正常培养液培养

的细胞作为对照。转染４８ｈ后裂解细胞并收取细

胞裂解液，利用 ＤｕａｌＬｕｃｉｆｅｒａｓｅｖＲｅｐｏｒｔｅｒ１０００

ＡｓｓａｙＳｙｓｔｅｍ检测荧光素酶活性值。

１．６　ＴＧＦβ刺激 ＨＫ２细胞　将用 ＲＰＭＩ１６４０



书书书

　　 　

　　 　 　　　 　 　　　 　

·６１８　　 · 第二军医大学学报　２０１４年６月，第３５卷

（１０％ＦＢＳ）培养液培养的 ＨＫ２细胞，传代到Ｔ２５

细胞培养瓶中，细胞融合率达到７０％时，取指数生

长期的细胞弃去培养液，加入工作液浓度为５ｎｇ／

ｍＬＴＧＦβ的培养液，以正常培养液培养的细胞作

为对照，放入３７℃、５％ＣＯ２细胞培养箱中培养２４ｈ

后提取细胞总ＲＮＡ。

１．７　实时定量ＰＣＲ　按照Ｑｉａｇｅｎ公司的试剂盒说

明书步骤提取细胞总ＲＮＡ并进行 ｍｉＲＮＡ的反转

录。配制ＰＣＲ反应液后上荧光实时定量ＰＣＲ仪

（ＡＢＩ７５００）进行反应。ＰＣＲ条件：９５℃１０ｓ；９５℃

５ｓ，６０℃３４ｓ，４５个循环。ＰＣＲ反应体系：ＳＹＢＲＲ

ＰｒｅｍｉｘＥｘ犜犪狇
ＴＭ
Ⅱ（２×）１０μＬ、ｍｉＲＮＡＰｒｉｍｅｒ

（１０μｍｏｌ／Ｌ）０．４ μＬ、Ｕｎｉｖｅｒｓａｌａｄａｐｔｏｒ ＰＣＲ

Ｐｒｉｍｅｒ０．４μＬ、ＤＮＡ 模板１μＬ、ＲＯＸＲｅｆｅｒｅｎｃｅ

ＤｙｅⅡ（５０×）０．４μＬ、ｄＨ２Ｏ（灭菌蒸馏水）８．８μＬ，

共计２０μＬ。

实时定量 ＰＣＲ 中所用的引物序列ｈｓａｍｉＲ

２００ａｐｒｉｍｅｒ引物５′ＴＡＡ ＣＡＣＴＧＴＣＴＧ ＧＴＡ

ＡＣＧ ＡＴＧ Ｔ３′；ｈａｓｍｉＲ２００ｂｐｒｉｍｅｒ 引 物 ５′

ＴＡＡＴＡＣＴＧＣＣＴＧＧＴＡＡＴＧＡＴＧＡ３′；ｈｓａ

ｍｉＲ４２９ｐｒｉｍｅｒ 引 物 ５′ＴＡＡ ＴＡＣ ＴＧＴ ＣＴＧ

ＧＴＡ ＡＡＡ ＣＣＧ Ｔ３′；内参 Ｕ６ｆｏｒｗｏｒｄ５′ＣＴＣ

ＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡ３′，ｒｅｖｅｒｓｅ５′ＡＡＣＧＣＴ

ＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴ３′。

１．８　ＴＦＳＥＡＲＣＨ软件分析ｍｉＲ２００ｂ２００ａ４２９启

动子－１１０／１９区域序列　登录犺狋狋狆：／／狑狑狑．犮犫狉犮．

犼狆／狉犲狊犲犪狉犮犺／犱犫／犜犉犛犈犃犚犆犎．犺狋犿犾，在线输入ｍｉＲ

２００ｂ２００ａ４２９启动子－１１０／１９区域序列，分析启

动子－１１０／１９区域序列的转录因子结合位点。

１．９　统计学处理　使用ＳＰＳＳ１５．０统计学软件分

析数据。采用狋检验或方差分析进行组间比较，检

验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　ＴＧＦβ对 ＨＫ２细胞 ｍｉＲ２００ａ、ｍｉＲ２００ｂ和

ｍｉＲ４２９表达的影响　ＴＧＦβ（５ｎｇ／ｍＬ）刺激 ＨＫ

２细胞，２４ｈ后收集细胞总ＲＮＡ，用实时定量ＰＣＲ

检测 ｍｉＲ２００ａ、ｍｉＲ２００ｂ和 ｍｉＲ４２９表达。结果

显示ＴＧＦβ作用细胞２４ｈ后下调 ｍｉＲ２００ａ、ｍｉＲ

２００ｂ和ｍｉＲ４２９的表达，与对照组相比分别下调了

５１％、６２％和４２％。

２．２　ｍｉＲ２００ｂ２００ａ４２９启动子报告基因表达载体

的构建和鉴定　根据 ｍｉＲ２００ｂ２００ａ４２９启动子序

列设计截短体引物，利用ＰＣＲ扩增出１６００、４００、

３００、２００、１００ｂｐ左右的目的片段（图１）。其中

ｐＧＬ３－３２１／＋１９为２个条带，对２个条带分别测

序鉴定，测序结果显示上面条带为目的片段，将测序

正确的ＰＣＲ产物克隆到质粒载体。

２．３　ｍｉＲ２００ｂ２００ａ４２９启动子报告基因荧光素酶

活性的检测　将构建好的ｐＧＬ３－１５７４／＋１２０、截

短报告基因载体、ｐＧＬ３ｂａｓｉｃ（阴性对照）与内参质

粒ｐＲＬＴＫ共转染至 ＨＥＫ２９３和 ＨＫ２细胞，４８ｈ

后利用双荧光素酶报告系统检测启动子活性，结

果显示 ｍｉＲ２００ｂ２００ａ４２９ 启动子载体在 ＨＫ２

细胞中能够检测出荧光素酶活性，在 ＨＥＫ２９３细胞

中几乎不能检测出荧光素酶活性，两者间差异有统

计学意义（犘＜０．０５）。ｐＧＬ３－１５７４／＋１２０载体逐

渐截短后，检测显示荧光素酶活性也依次递减

（图２）。

图１　犿犻犚２００犫２００犪４２９启动子及截短体犘犆犚

扩增产物琼脂糖凝胶电泳结果

犉犻犵１　犃犵犪狉狅狊犲犵犲犾犲犾犲犮狋狉狅狆犺狅狉犲狊犻狊狅犳犿犻犚２００犫２００犪４２９

狆狉狅犿狅狋犲狉犪狀犱犘犆犚狆狉狅犱狌犮狋狊狅犳狋狉狌狀犮犪狋犲犱狆狉狅犱狌犮狋

１，３：ＤＬ２０００；２：ｐＧＬ３－１５７４／＋１２０；４：ｐＧＬ３－３２１／

＋１２０；５：ｐＧＬ３ －３２１／＋１９；６：ｐＧＬ３ －１５８／＋１９；

７：ｐＧＬ３－１１０／＋１９

２．４　ＴＧＦβ对 ｍｉＲ２００ｂ２００ａ４２９启动子活性的

影响及启动子序列分析　ｐＧＬ３－１５７４／＋１２０、截

短报告基因载体、ｐＧＬ３ｂａｓｉｃ（阴性对照）与内参质

粒ｐＲＬＴＫ 共转染至 ＨＫ２ 细胞，２４ｈ 后加入

ＴＧＦβ（５ｎｇ／ｍＬ），刺激２４ｈ后检测启动子荧光素

酶活性，结果显示ＴＧＦβ能够抑制启动子和各截短

体的报告基因活性（犘＜０．０５，图３）。提示 ｍｉＲ

２００ｂ２００ａ４２９启动子区域的－１１０／＋１９区间有可

能存在被ＴＧＦβ调控的作用元件。
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图２　犿犻犚２００犫２００犪４２９启动子报告基因及

截短体在犎犓２和犎犈犓２９３细胞中的活性

犉犻犵２　犔狌犮犻犳犲狉犪狊犲犪犮狋犻狏犻狋狔狅犳犿犻犚２００犫２００犪４２９狆狉狅犿狅狋犲狉

狉犲狆狅狉狋犲狉犵犲狀犲犪狀犱狋狉狌狀犮犪狋犲犱狆狉狅犱狌犮狋犻狀

犎犓２犪狀犱犎犈犓２９３犮犲犾犾狊

犘＜０．０５ｖｓＨＫ２ｃｅｌｌｓ．狀＝３，珔狓±狊

图３　犜犌犉β抑制犎犓２细胞犿犻犚２００犫２００犪４２９启动子

报告基因及截短体的活性

犉犻犵３　犜犌犉β犻狀犺犻犫犻狋犲犱犪犮狋犻狏犻狋狔狅犳犿犻犚２００犫２００犪４２９

狆狉狅犿狅狋犲狉狉犲狆狅狉狋犲狉犵犲狀犲犪狀犱狋狉狌狀犮犪狋犲犱狆狉狅犱狌犮狋

犻狀犎犓２犮犲犾犾狊

犘＜０．０５ｖｓｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ．狀＝３，珔狓±狊

ＴＦＳＥＡＲＣＨ 软件分析 ｍｉＲ２００ｂ２００ａ４２９启

动子－１１０／＋１９区域序列，发现该启动子区域存在

Ｓｍａｄ、ｃＭｙｃ、ｃＭｙｂ、Ｓｐ１等重要转录因子的结合

位点。

３　讨　论

ｍｉＲＮＡ是内源性小分子非编码单链ＲＮＡ，它

通过与靶ｍＲＮＡ３′末端非编码区 （３′ｕｎｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ

ａｌｒｅｇｉｏｎ，３′ＵＴＲ）序列特异性的互补配对发挥抑制

或降解靶ｍＲＮＡ的作用。研究表明 ｍｉＲＮＡｓ参与

细胞的增殖和凋亡、胚胎发育、组织器官的形成和多

种疾病的发生等生理病理活动重要过程［８］。同时研

究发现 ｍｉＲＮＡｓ参与人类的疾病发生，探讨 ｍｉＲ

ＮＡｓ与疾病之间的关系成为当前研究的热点
［９］。

ｍｉＲＮＡｓ在ＥＭＴ的进程中起到重要的作用，通过

刺激诱导处于上皮向间充质转化的细胞和间充质细

胞能够下调 ｍｉＲ２００的表达，ｍｉＲ２００丢失与Ｅ钙

黏连蛋白下调相关［１０］。ｍｉＲ２００ａ、ｍｉＲ２００ｂ、ｍｉＲ

２００ｃ、ｍｉＲ１４１和 ｍｉＲ４２９是 ｍｉＲ２００家族成员，

ｍｉＲ２００ａ、ｍｉＲ２００ｂ和 ｍｉＲ４２９位于人类基因组１

号染色体，ｍｉＲ２００ｃ和ｍｉＲ１４１位于人类基因组的

１２号染色体
［１１］。ＴＧＦβ在ＥＭＴ过程中可以下调

ｍｉＲ２００家族和 ｍｉＲ２０５的表达
［１２］。我们构建了

ｍｉＲ２００ｂ２００ａ４２９的启动子报告基因载体和截短

体。结果显示 ｍｉＲ２００ｂ２００ａ４２９启动子报告基因

载体及其截短体在 ＨＫ２细胞中活性明显的升高，

说明这一片段具有启动子的活性。而在 ＨＥＫ２９３

细胞中不能检测出 ｍｉＲ２００ｂ２００ａ４２９启动子的活

性，可能由于 ＨＫ２细胞为上皮细胞，ｍｉＲ２００家族

在上皮细胞内高表达，而 ＨＥＫ２９３细胞属于间充质

细胞，ｍｉＲ２００家族在间充质细胞表达水平低
［１３］。

我们推测在上皮细胞中ｍｉＲ２００启动子区域存在特

异表达表达的调控元件。我们发现 ＴＧＦβ能有抑

制ｍｉＲ２００ｂ２００ａ４２９启动子和其截短体的活性，

提示启动子－１１０／＋１９区间可能存在被ＴＧＦβ调

控的作用元件。

Ｓｍａｄ家族是ＴＧＦβ信号转导通路中关键的下

游因子，在ＴＧＦβ诱导ＥＭＴ过程中发挥了重要作

用［６］。研究发现ｍｉＲ２００家族与Ｓｍａｄ家族相互作

用参与ＥＭＴ的调控，Ｓｍａｄ能够将 ＴＧＦβ的信号

从胞膜受体转导入胞核内，通过调节核内靶基因转

录发挥 ＴＧＦβ的生物学效应
［１４］。研究发现通过

ＴＧＦβ可以使Ｓｍａｄ３与ｍｉＲ２００ｂ２００ａ４２９启动子

区结合位点结合，活化Ｓｍａｄ蛋白，参与调控 ｍｉＲ

２００家族，最后调控Ｅ钙黏连蛋白的转录抑制因子
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Ｚｅｂ１和Ｚｅｂ２表达
［１５］。Ｓｍａｄ７分子也参与ｍｉＲ２００

家族的调节，其在 ＮＲＫ５２Ｅ细胞中过表达能够阻

断ＴＧＦβ引起的 ｍｉＲ２００家族的下调
［６］。因此，

ＴＧＦβ可能是依赖细胞内的Ｓｍａｄ信号途径引起

ｍｉＲ２００家族下调。

多种细胞和分子参与了肾脏纤维化过程，各种

因素相互作用，机制十分复杂。肾小管上皮细胞

ＥＭＴ及其分子机制的研究为病理临床联系提供了

新的线索。本研究发现在肾小管上皮细胞中，ＴＧＦ

β能够增强 ｍｉＲ２００ｂ２００ａ４２９启动子活性，ＴＧＦβ

可能通过调控 ｍｉＲ２００ｂ２００ａ４２９启动子的活性而

调节ｍｉＲ２００家族的表达。本研究为ｍｉＲ２００家族

转录调控机制的研究奠定了基础。
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