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肾脏纤维化分为肾小球硬化和肾小管间质纤

维化(tubular interstitial fibrosis, TIF), 而TIF过程与肾

损伤具有密切的关系。TIF是由于细胞外基质的过

度沉积造成的, 肌成纤维细胞是TIF发生发展过程中

产生细胞外基质的主要细胞, 该过程被成纤维细胞

激活, 涉及上皮细胞向肌成纤维细胞的转分化[1-2]。

Wnt/β-catenin信号途径涉及细胞增殖、肿瘤发生与

转移的调控。β-catenin是Wnt信号途径的关键分子, 
在细胞的生长与分化过程中起着重要的作用, 甚至

涉及组织再生, 在肾病的发生与发展过程中起重要

的调控作用[3-4]。Huang等[4]研究发现, Wnt/β-catenin
信号途径异常与多囊性肾病密切相关。肾小管细胞

肥大是早期糖尿病症状的特征, 研究表明, 高糖增

强了肾小管细胞对钠的吸收, 从而导致细胞肥大。

糖尿病与Na/K-ATPase活力紧密相关。肾小管上

皮细胞转分化(tubular epithelial myofibroblast trans-
differentiation, TEMT)是肾脏纤维化的重要病理基

础, 过去的研究发现, 波动性高糖能显著促进内皮细

胞、心肌细胞的纤维化进程[1,5]。波动性血糖对于糖

尿病并发症的发生、发展有重要的影响, 其危害性

甚至高于持续性的血糖升高, 而糖尿病患者的血糖

是呈现波动性的[6]。但关于波动性高糖对肾小管上

皮细胞影响的相关研究并不多见, 本研究将观察波

动性高糖刺激对人肾小管上皮细胞Wnt/β-catenin信
号途径的影响, 以探究波动性高糖对肾小管上皮细

胞转分化的影响。  
实验材料: 人近端肾小管上皮细胞系HK-2(ATCC

公司), D-glucose(Sigma公司), 兔抗E-cadherin抗体、小

鼠抗β-catenin抗体、小鼠抗CK18抗体、小鼠抗GAPDH
抗体、辣根过氧化物酶标记的山羊抗小鼠IgG(H+L)、

辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔IgG(H+L)(Santa Cruz
公司), 兔抗α-SMA多克隆抗体(Epitomics公司), DEME/
F12(Gibco公司), 核蛋白和胞浆蛋白提取试剂盒(南京

凯基生物科技发展有限公司)。
细胞培养和分组: 含10%胎牛血清的DMEM/F12

培养基常规培养HK-2细胞, 细胞融合达到70%左右, 
无血清培养基饥饿培养12 h后, HK-2细胞分为正常组

(NG, 5.5 mmol/L D-glucose)、甘露醇对照组(NG+M, 
5.5 mmol/L D-glucose+19.5 mmol/L mannitol)、持续

性高糖组(HG, 25 mmol/L D-glucose)、波动性高糖组

(FHG, 5.5 mmol/L D-glucose与25 mmol/L D-glucose
交替培养, 波动周期为12 h)。所有分组均在37 ºC、5% 
CO2培养箱中培养。

免疫细胞化学检测β-catenin的表达情况
将赖氨酸处理过的无菌盖玻片爬片放于6孔板

中, 按实验分组处理48 h。细胞用4%的多聚甲醛固

定, 3% H2O2室温孵育10 min灭活内源性过氧化物酶, 
0.1% Triton X-100孵育20 min, 10% BSA封闭。加入

小鼠抗β-catenin抗体(1:50), 4 ºC过夜(PBS为阴性对

照)。滴加生物素标记的山羊抗小鼠IgG(H+L)抗体

(1:50), DAB显色, 苏木素对比染色、水洗。Olym-
pus IX71显微镜观察(40×)、拍照, 计算β-catenin阳性

细胞核占一个视野中总细胞核的百分比, 以各组的

均值进行比较。

在NG组HK-2细胞中, β-catenin主要表达于肾小

管上皮细胞的细胞膜, 少量表达于细胞质。HG组与
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FHG组HK-2细胞质与细胞核的β-catenin表达显著增

强(P<0.01), 并且, FHG组的β-catenin表达较HG组增

强明显(P<0.05)(图1)。

Western blot检测β-catenin/α-SMA/CK18与
E-cadherin的表达

将各组细胞培养24~96 h, 弃培养基, 用冰冷PBS
洗3遍, 加入细胞裂解液RIPA(每毫升加入5 μL蛋白

酶抑制剂、10 μL PMSF、5 μL DTT), 冰浴30 min(每
10 min振荡10 s), 4 ºC、12 000 r/min离心10 min, 提取

细胞总蛋白。采用凯基核蛋白和胞浆蛋白提取试剂

盒提取核蛋白和胞浆蛋白, BCA法测定蛋白浓度。取

细胞裂解蛋白20 μg, 经10% SDS-PAGE凝胶电泳2 h, 
PVDF转膜(200 mA、1 h); 5%脱脂奶粉封闭PVDF膜
2 h, 分别加入兔抗E-钙黏蛋白(E-cadherin)多克隆抗

体、兔抗α-SMA多克隆抗体、小鼠抗β-catenin单克

隆抗体、小鼠抗CK18抗体。4 ºC过夜, 洗膜后加辣

根过氧化物酶标记的羊抗兔抗体或羊抗小鼠抗体

(1:5 000稀释), 37 ºC孵育1 h; 洗膜后加ECL试剂, 然
后将PVDF膜放入X光片暗盒, 压片、显影、定影。

HK-2细胞按分组进行培养24~96 h,  HG组72 h 
E-cadherin的表达量较24 h明显下降(P<0.01, 图2)。
而在FHG组中, 48 h E-cadherin的表达量较24 h明显

下降(P<0.01, 图3), 即波动高糖加速了上皮细胞特

A: 正常组; B: 甘露醇对照组; C: 持续性高糖组; D: 波动性高糖组。

A: NG group; B: NG+M group; C: HG group; D: FHG group.
图1　免疫细胞化学检测肾小管上皮细胞β-catenin的表达(400×)
Fig.1　Immunocytochemistry of β-catenin in HK-2 cells(400×)

性蛋白E-cadherin表达量的减少。FHG组72 h的肾

小管上皮细胞E-cadherin与β-catenin的表达量与波

动培养96 h没有明显差异(P>0.05, 图3); 在24, 48, 72 h

**P<0.01, 与24 h组比较; ##P<0.01, 与48 h组比较。

**P<0.01 vs 24 h group; ##P<0.01 vs 48 h group.
图2　持续性高糖对E-cadherin和细胞核β-catenin表达的影响

Fig.2　Relative protein expression level of E-cadherin and 
nuclear β-catenin at different time points 

in constant high glucose
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处理组中, 核内β-catenin的表达量呈现逐渐上升的趋

势(图2和图3), 说明β-catenin的异位表达(β-catenin由
细胞质向细胞核内积聚)具有时间依赖性, 而细胞总

β-catenin的表达量相对恒定(组间差异没有统计学意

义, 图4)。
按各组培养条件培养HK-2细胞72 h, 波动高糖对

细胞核β-catenin的表达影响明显强于对总β-catenin
的影响(P<0.05, 图4)。

按各组培养条件培养HK-2细胞72 h, 间充质细

胞标志性蛋白α-SMA在持续高糖与波动高糖的刺激

下, 表达量明显增加, 而且波动高糖组的表达量高于

持续高糖组(P<0.05, 图5), 波动高糖组上皮细胞标志

物细胞角蛋白CK18表达量较持续性高糖组下降明

显(P<0.05, 图 5)。
肾小管上皮细胞丧失上皮细胞黏附特性是肾

小管上皮细胞向成纤维细胞转分化的标志性特征, 
即表皮黏附分子E-cadherin的表达下降[7], E-cadherin
是维持上皮细胞表型和极性的重要分子。肾小管

上皮细胞形态由原来的圆形转变为具有成纤维细

胞典型形态的梭形[1,8-9]。在对单侧输尿管梗阻所

致慢性肾间质纤维化小鼠模型的研究中发现, Wnt/

β-catenin信号途径中多种Wnt蛋白表达增强, 并诱

导促进纤维化的靶基因表达, 提示该途径可能参与

了肾间质的纤维化过程[10], 同时说明了在上皮细胞

向间质细胞转分化(epithelial to myofibroblast transi-
tion, EMT)过程中Wnt/β-catenin信号途径协同TGFβ/
Smad途径激活转录因子(Snail、Slug、Twist), 下调

上皮细胞基因的表达, 诱导间充质细胞的表达[11]。

β-catenin作为细胞骨架蛋白, 与E-cadherin、α-连环

蛋白(α-catenin)等共同参与了细胞连接的构建[12-13]。

E-cadherin是EMT最为重要的标志物之一; α-SMA
与纤维组织的结合是成纤维母细胞的重要特征, 
α-SMA在上皮细胞一般是不表达的, 因此, α-SMA
是肌成纤维细胞的标志性蛋白[1-2,14-15]。β-catenin的异

位表达, 即在细胞质内聚集并进入细胞核是Wnt途
径发挥生物学作用的关键步骤[16-17]。Galichon等[18]

建议选择波形蛋白(vimentin)与β-catenin作为判断

肾脏病理的依据。在肾小管上皮细胞的转分化过

程中, 上皮细胞标志物细胞角蛋白18(cytokeratin 18, 
CK18)的表达量减少。这些研究表明, E-cadherin、
α-SMA、CK18与β-catenin是肾间质纤维化过程的重

要参与者[1-2,11-18]。研究表明, 间质肌成纤维细胞有大

**P<0.01与24 h组比较; ##P<0.01, 与24 h组比较。

**P<0.01 vs 24 h group; ##P<0.01 vs 24 h group. 
图3　波动性高糖对E-cadherin和细胞核β-catenin表达的影响

Fig.3　Relative protein expression level of E-cadherin and 
nuclear β-catenin at different time points in intermittent 

high glucose

*P<0.05, 与HG组比较。

*P<0.05 vs HG group.
图4　各组细胞核β-catenin与总β-catenin的相对表达情况

Fig.4　Relative protein expression level of nuclear β-catenin 
and total β-catenin in HK-2 cells
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约36%来源于EMT过程[19], 因此, 肌成纤维细胞标志

物α-SMA的出现或者增多, 同时伴有上皮细胞标志

蛋白(E-cadherin、CK18)的减少或者消失作为细胞

转分化的标志。

本研究结果表明, 人近端小管上皮细胞系HK-2
在高糖刺激下, 上皮细胞的形态较NG+M组发生明

显的变化, 由圆形转为梭形(图1)。波动培养24~72 h
的E-cadherin与β-catenin的表达量变化呈现一定的线

性关系, 说明波动性高糖对肾小管上皮细胞的影响

具有时间依赖性(图2和图3)。各组间细胞总β-catenin
表达量的差异不具有统计学意义, 而HG组与FHG组

的核内β-catenin表达量较NG+M组增加明显(图4), 
因此, β-catenin在高糖的刺激下发生了异位表达(由
细胞质向细胞核内积聚)。

FHG组上皮细胞黏性蛋白E-cadherin表达量比

HG组下降明显(P<0.05), 且β-catenin出现异位表达, 
胞核的表达量显著增强(P<0.05), 上皮细胞标志物细

胞角蛋白CK18表达显著下降(P<0.05)。间充质细胞

标志性蛋白α-SMA表达显著增强(P<0.05); 表明波动

性高糖较持续性高糖加速了肾小管的EMT过程, 而

TIF过程中产生的主要细胞(肌成纤维细胞)有大约

36%来源于EMT过程[19]。Kalluri等[20]和Carew等[21]

研究表明, 小鼠的肾脏纤维化过程中, 大约30%的成

纤维细胞来源于肾小管上皮细胞。波动性高糖加速

了肾小管的EMT过程, 也就加速了TIF的进程, 加快

了肾功能衰竭的发展。因此, 波动性高糖对肾脏的

损伤效应强于持续性高糖。

综上所述, Wnt/β-catenin信号途径参与了波动

性高糖诱导的TEMT过程, 在TIF过程中起着重要的

作用。波动性高糖对肾脏的损伤效应强于持续性高

糖, 而糖尿病患者的血糖呈现波动性。因此, 糖尿病

血糖控制, 不仅是降低高血糖、防止低血糖, 更应当

控制血糖波动, 以延缓糖尿病并发症的进展。而在

科研实践中, 采用波动性高糖研究糖尿病肾病机制, 
探究防治糖尿病肾病策略更具有指导意义。
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Effect of Intermittent High Glucose on Tubular Epithelial Myofibroblast 
Transdiferentiation in HK-2 Cells

Cao Luoyuan, Huang Baoying*, Fu Xianguo, Liu Jinfa, Yang Jing
(The Affiliated Ningde Municipal Hospital of Fujian University of TCM, Ningde 352100, China)

Abstract        The effects of intermittent high glucose on Wnt/β-catenin signaling pathway in tubular epi-
thelial myofibroblast transdiferentiation in human kidney proximal tubular epithelial cell line (HK-2) cells were 
studied. HK-2 cells were divided into four groups: normal-glucose group (NG), mannitol control group (NG+M), 
intermittent high glucose group (FHG) and constant high glucose group (HG). Immunocytochemistry staining was 
used to observe the expression of β-catenin. The protein expression of β-catenin, CK18, E-cadherin and α-SMA was 
assessed by Western blot. Intermittent high glucose compared with mannitol control group, E-cadherin down-regu-
lated striking in HK-2 (P<0.01); intermittent high glucose compared with constant high glucose E-cadherin was de-
creased (P<0.05). The expression of cytoplastic and nuclear fraction of β-catenin was enhanced by intermittent high 
glucose. The expression of α-SMA and CK18 was significantly increased in intermittent high glucose stimulation 
compared with constant high glucose (P<0.05). These data suggested that Wnt/β-catenin signaling pathway plays 
a functional role for tubular epithelial myofibroblast transdiferentiation in HK-2 cells induced by intermittent high 
glucose. Compared with the constant high glucose group, intermittent high glucose has much more strong damaged 
effects on kidney.

Key  words        intermittent high glucose; constant high glucose; Wnt/β-catenin signaling pathway; epithelial 
to mesenchymal transition
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