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RNA 干扰抑制肾小管上皮细胞 TSPl 表达和

TGF.-ßl 活化
吴开后L 王伟铭黄秋花 1 周同陈楠*

( J:海交通人学民学院附属瑞金j7k院肾脏科， 1 J:海血液病研究所， 1.海 200025)

摘要 血小板反应蛋白 1 (TSP1)是转化生长因子 -ßl (TGF-ßl)体内重要的活化因子，而

后者又是致肾小管间质纤维化的关键因素。观察了针对 TSPl 的小双链干扰RNA (siRNA-TSP1) , 

抑制由血管紧张素 11 (AngII)诱导的肾小管上皮细胞 TGF-ßl 过度活化。将根据人 TSPl 基因序列

设计的特异 siRNA-TSPl 转染人肾小管上皮细胞系 (HK-匀，利用 Western 印迹、 RT-PCR、流式细

胞仪及ELISA等方法，检测了 TSPl 、 TGF-ßl 及其信号蛋白 Smad2 与 p-Smad2、纤维连接蛋白 (FN)

和纤溶晦原激活剂抑制物-1(PAI-l)的基因转录水平、蛋白质表达或蛋白质活性。结果显示， siRNA喃

TSPl 能有效转染 HK-2 细胞，并以剂量依赖方式显著抑制 TSPl 的基因转录与合成;其对 TGF-ßl

的合成影响较小，但能明显抑制 TGF书1 的活化。此外 siRNA-TSPl 可阻抑 TGF-ßl 依赖的 Smad2

磷酸化，减少细胞外基质 FN 以及 PAI-l 的合成。研究结果提示，由于 TSPl 是 TGF-ßl 重要的内

源性活化因子，故针对 TSPl 的 RNA 干扰能在体外有放抑制 TSPl 表达并相应调抑了 TGF-ßl 的活

化，。
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血小板反应蛋白 I(TSP1)是转化生长因子 -ßl

(TGF-ßl)体内重要活化因子，而 TGF-ßl 既在体内

发挥重要生理作用， 其过度活化又是导致肾脏小管

问质纤维化的-个关键因素[IJ 。作为肾纤维化重要

参与细胞，肾小管 L皮细胞在肾损伤中可通过表型

转化、表达分泌包括 TGF-ßl 等多种致炎或致纤维

化成分，在肾损伤修复乃至纤维化发生发展中起重

要作用[2J。故调抑 TSPl 表达和作用， 可调节 TGF-ßl

活化并相应阻抑由其参与的肾纤维化形成及进程[3J 0 

RNA 干扰(RNA interference, RNAi)技术是近几年发

展起来的…丰中研究基因功能的新技术，并迅速成为

重要的基因沉默方法。己知 19-23 个核昔酸的小双

链干扰 RNA(siRNA)，具有 RNAaseIII 样活性， 作

用于具相同序列的目标 mRNA，可使靶向基因表达

明显降低[4，5J 。因而此种 RNAi 技术较基因剔除技术

更易且简便了解基因的功能[6-gJ。为此本研究通过应

用针对 TSPl 的 siRNA (siRNA-TSP1) , 观察了

siRNA-TSPIXJ经血管紧张素II (AngII)诱导的肾小管

上皮细胞 TGF-ßl 过度活化，及其细胞外基质纤维

连接蛋白(FN)和纤溶酶原激活剂抑制物 -1(PAI- l)合

成的抑制作用。

1 材料与方法

1.1 材料

人肾小管上皮细胞系(HK-2)购 FATCC 公司，

RPMI 1640 培养基、小牛血洁和膜蛋白酶购于

Gibco BRL 公司， 21 nt 人特异 TSPl siRNA (siRNA­

TSPl ，货号: sc-36665) 、含变异序列 siRNA

(scramble siRNA)、荧光素标记的 siRNA (siRNA­

fluorescent)、转染试剂及转染培养基均购于 Santa

Cruz 公司，小鼠抗人 TSP1 ， TGF-ßl 和自肌动蛋

白单抗购于 Sigma 公司，兔抗人 p-Smad2 、 Smad2

多抗购于 Calbiochem 公司， Ii 1羊抗小鼠和山羊抗兔

HRP标记抗体均购于 KPL 公司， RT-PCR 试剂盒购

于 Promega 公司， 人 TGF-ßl 免疫检测试剂盒购 F
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R&D 公 rîj ， FN 手IIPAI-l ELISA 试剂盒购自上海

太阳1'1:.物公 l 司， AngII 购+ Merck 公司，氯沙坦

(Losartan) 111 Roche 公叶提供。

1.2 siRNA 转染 HK-2 细胞

2xl05 个 HK-2 细胞/孔种植于六孔细胞培养板，

于含 10% 小吁:血泊 RPMI1640 培养基中扩增到 50%

细胞11 :仆， 11}'~:k血清培养基 6 ho siRNA 转染:

将 0.1 、1.0 手1110μmol/L siRNA-TSPl 分别与转染

试剂1íè í^l- 0.5 h，民转染培养某并转染 HK-2 细胞 30

h ，以j在拌址远仰 ;Ij~浓度。此外以转染含变异序列

scramble siRNA 作为 RNA 1 二扰对照，另设Jê转染的

HK-2 细胞作为 II~J，;I~对照。 七述转染后的 HK-2 细胞

经同步化处.f'H ，川J 1μmol/L AngII 剌激 12 h，并

以 AngII sl:.休1qJ ;jj1J剂氯沙坦(10μmol/L)为抑制对照。

1.3 siRNA 细胞转染率检测

将 10μmol/L siRNA-fluorescent及作为对照未标

记荧光束 siRNA-TSPl ，分别转染 HK-2 细胞 30 h , 

用 0.25% 版蛋 1" 附 -EDTA 消化 5 min , PBS 洗涤 2

次， ;t;~ J.I戈细胞JlL川u戈细胞悬液，然后用荧光显微镜

(Nikon 公 'íJ)戊 ~Æ[式细胞仪(Beckman 公司)分别观察

分析 rlll 't't flH 胞数和!阳性细胞率。

1.4 Western 印迹检;9!1J HK-2 细胞 TSPL TGF­

p1 、 Smad2 和 p-Smad2 表达

siRNA-TSPl 转染 30 h 后， 2xl05 个 HK-2 细胞

经 RIPA+ 1 %PMSF(中能博彩公司)冰上裂解 30 min , 

12000 r/m 肉，心 10 min , BCA 法检测 L请液中蛋白

质浓度。然)斤取 50μg 蛋白质 l二样，进行 SDS-PAGE

i疑胶电;在(TPSl 为 6% ， TGF-ß 1, Smad2 和 p-Smad2

分圳为 12%) ，、" 1'，转仪电转至 PVDF 膜上， 5% 脱

脂牛奶封归j 60 min; 分别加入 I 抗(1 : 400 稀释的

TSPl 歧 TGF-ßl 啦抗， 1 : 1000 稀释的 Smad2 及

p-Smad2 多抗，以戊 1 : 10000 稀释的 p 肌动蛋白

单抗)， 4 oC 过仪; 0.05% TTBS 洗膜 3 次，每次

5 min; 分 ~}IJ 力11 入 11 抗(均为 1 : 3000 稀释的山芋

抗鼠或J1 1 下抗兔 HRP 标记抗体)1 h; 0.05%TTBS 洗

膜 3 次，勾;次 15 min , ECL (Pierce 公司)作用 5 min , 

曝光 10 s-3 min , ìti'片，用阁象分析系统进行杂

交f口号|肢光度分析。

1.5 RT-PCR检测 TSP1 mRNA、 TGF-p1mRNA

表达

常规抽促细胞总 RNA ， 再(2 μgRNA，在 M­

MLV 边转求酶作川 r，合成 cDNA，取 3μlcDNA ，

经 Taq DNA 聚介酶作用，扩增目的基 l马 (TSPl 、

TGF-ßl 和 GAPDH)。引物序列 ~II r: TSPl 1.:.游:

5'-AAA GCGTCTTCACCAGAGACCT-3' , F游: 5'但

GCAGATGGTAACTGAGTTCTGACA-3' ，产物氏度

496 bp; TGF-ß 1 上前11' :5'-TGAGTGGCTGTCTTTT­

GACG-3' ，下1J/f: 5'-TTCTCTGTGGAGCTGAAGCA-

3' ，产物长度 510 bp; GAPDH 上游: 5'- CCA TGGAG­

AAGGCTGGGG-3' , T游: 5'-CAAAGTTGTCATGG­

ATGACC-3'，产物长度 250 bpo iJI 物 111 Lji手生物工

程公司合成。 PCR 反问条件为 94 oC , 3 min , 35 

个循环包括 94 0C 变性 60 s , 55 ocU件 60 s , 72 

oC延伸 90 s，最后 72 oC延伸 10 mino PCR 产物经

1% 琼脂糖凝胶电泳(含 0.5 oC 5μg/ml1>!: 乙皖)， 3-5 

V/cm 电压下电泳约 30 min 后， J二紫外灯下观察并

用计算机图像分析系统扫描和分析，以 GAPDH 吸

光值进行枝正。

1.6 流式细胞仪检测 HK-2 细胞 TSPL TGF-p1 

共表达

取经过 1:述转染处理后的 5xl04 个 HK-2 细胞，

0.2%PBS 洗涤 5 min , 100μl~注:液(Immunotech 公

司)中国应 10 min , 0.2%PBS 洗涤 5 min ，置 100

μl 穿透液(Immunotech 公司)中作用 20 min ，分另I] jJl1

入均为 1 : 100 稀释的小鼠抗人 TSPl 单抗手11兔抗人

TGF-ßl 多抗， 4 oC 作用 1 h , 0.2%PBS 洗涤 2 次，

每次 5 min ，加入 11 抗(均为 1 : 100 稀释的 111 羊抗

鼠 IgG-PE 和 111羊抗兔 IgG-FITC fJd柄， 4 0C作用 30

min , 0.2%PBS 洗涤 3 次， 14次 5 min ，革:超、细胞

于 300μ1 PBS 中，用流式细胞仪检测 TSPl 和 TGF­

ßl 共表达的阳性细胞率(%)。

1.7 ELISA 检测 HK-2 细胞上清液中 TGF-pL

FN 和 PAI-1 的含量

接 TGF-ßl 免疫检测试剂盒说明，~分别检测细

胞上清液中总 TGF-ßl 含量和活性 TGF-ßl 。其中总

TGF-ßl 检测样本市经 1 mol/L盐酸化处础，而活性

TGF-ßl 检测则采用非经盐酸化处凹的细胞 l二前液。

此外按 ELISA试剂盒说明 |3，分别检测细胞上洁液

中 FN 和 PAI-l 的含量:。

1.8 统计学处理

所有数据以均数±标准差(社s)衣心，向用 SPSS

1 1.0 统计软件包进行分析。各组归j指标比较JlJ方差

分析或 t 检验 ， P<0.05 为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 siRNA-TSP1 有效转染 HK-2 细胞
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图 1 免疫荧光检测 siRNA 转染细胞阳性表达
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图 2 流式细胞{义检;如J siRNA 转染细胞阳性率

A: :\1， 染水中I 、 lL ',j!. )lt 才" siRNA 的 HK-2 纠 11110.， B 传 ~t'J、 iL 化)\';东 siRNA 1'1让 HK-2 升 11 IJ0 
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We鸣tern 印迹(A)和 RT-PCR(B)检测 HK-2 细胞 TSPl 表达及其 mRNA 转录水平

1I 汕 HK-2 "111 胞 ;2 科染~变异吁中Ij siRNA i'j(j HK-2 外 Il lIhl; 3 价~ siRNA-TSPI In IIK-2 细胞 l

M 3 、

图 3

M:mι， rkcr: 1: 

J 

d耐 h川ιL工-1'1γ÷陆一… 1)11': 仙一hl

图 4 Western 印迹检测JHK-2 细胞 TSPl 的表达

1: 11 ',:;\ HK-2 纠 1111hl; 2: AnglI yili;放"11; 3: Angll+ 0 ， 1μmol/L siRNA-TSPl; 4: Angll+ 1μrnol/L siRNA-TSPl: 5: Angll+ 10 ll111ol/L siRNA-TSPl 

气4 ') 4 、, ') 

细胞1~(-;!~~ ~二达 TSPI ， líu 未'!~. AnglI 州激 (1<) siRNA­

TSPl 转染 HK-2细胞TSPl mRNA4t.止水、1; 攻击 (1 顷

J兰达， J均句 4较交|汇r川~;I~;叫lj川盯;川i

少(图 3)川; )近芷 1岳iLJ u们 s叮iRNA-TSPl ，川川l川Ji训f叫;斗!J:川l川: 1依在削片帆咆ωJ地山

J扣州H印J;制j; !j川!j AngII 刺 i敝股 n的l内甘忏丰转专 1染i壮与叶纠细|川l川!月胞j血包 TSPI 1 ì.训J，川川，'â N.唔<:J达丰 , 尤以

10μmol/L siRNA-TSPl fl JI1 挝 11)1 ~II~_( 1￥|斗)。此外

siRNA-TSPI (10μmoI/L)xH1' AngII 刺 ;}J~ (内 TSPl 1< 
达&JtmRNA 件及;水干的书1J ;1叫她州， J)JIU1~II~J 什 )J

抑制对照氯沙土门的作JIJ( 四川。

荧光~，J 1;'& 1i'~ .fll ~fr~ JJ~ AII J血仪价;则 !ι小，车专染荧光

宗1'/j; ìG siRN A-f1 uorescent 的 HK-2~阳)血)j包)页内多见f)J<

巳荧)'1'; 1< j丰，纠11 JJ也占总问 IN:率为 86 ， 7%; I白J 转染术

和1; ìL!.尖)'1';是.~ siRNA-TSPl 的 HK-2 细胞胞质内几于)L:

纣包 'b{_ )'1';1< J主，细胞去j主 1511 '~'t字仪为 0 ， 6%( 图 1 , 

怪1 2) 。

2.2 siRNA-TSPl 对 HK-2 细胞 TSPl mRNA 转

录和蛋白质合成的抑制作用

RT-PCR 手11 Western 印边价测 U/卜， 正常 HK-2
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2.3 siRNA-TSPl 对 HK-2 细胞 TGF-ßl 表达及

其 mRNA 转录水平的影晌

Westem 印迹和 RT-PCR 检测显示，正常 HK-2

细胞适量表达 TGF-ß1.经 AngII 剌激后其 TGF-ßl

表达明显上调:较氯沙坦的抑制效应， siR N A ­

TSPl 对 TGF-ßl 表达及其mRNA转录水平无明显影

响(图 6) 。

2.4 siRNA-TSPl 对 HK-2 细胞 TSPl 、 TGF-ßl

共表达的抑制作用

流式细胞仪检测显示，未经 AngII 剌激的

siRNA-TSPl 转染 HK-2 细胞，其 TSPl 和 TGF-ßl 共

表达阳性细胞率(6.7土4.3)% 较正常对照(15.1士 11.0)%

(A) 

TSPI 

p肌动蛋白

2 3 4 5 

减少:经 AngII 刺激的 siRNA-TSPl 转染细胞两者

共表达阳性率，可由 AngII 刺激上调的 83.2土 18.5%

明显降至 19.仕15.4% (P<0.05) ， 该抑制效应明显高

于氯沙坦(3 1. 3士43.1)% 的抑制作用(P<0.05)(图 7) 。

2.5 siRNA-TSPl 对 HK-2 细胞 TGF-ßl 活化的

抑制作用

ELISA 检测显示，未经 AngII 剌激的 siRNA­

TSPl 转染 HK-2 细胞， 其上清液中总 TGF-ßl 含量

。00.4士7 1. 2) pg/ml 较正常对照(220.6:f:74.9) pg/ml 增

加， 但其活性 TGF-ßl (142.0:f:53.2) pg/ml 较正常对

照(164.1土38.2) pg/削减少;经 AngII 剌激的 siRNA­

TSPl 转染细胞， 其上清液中总 TGF-ßl 含量(433.1

(B) 

TSPI 

GAPDH 

M 234 5 

图 5 Western 印迹(A)和 RT-PCR(B)检;9!IJHK-2细胞 TSPl 表达及其mRNA 转录水平

M: marker; 1: 正常 HK-2 细胞; 2: 10μmol/L siRNA-TSPl 转染 HK-2 细胞; 3: AngII 刺激组; 4: AngII+I0μmol/L siRNA-TSP1; 5: AngII+ 
10μmol/L 氯沙坦。

(B) 

TGF-ßI 
510 bp TGF书l

问? 」飞飞翔P肌动蛋白 晶晶叫沪'乞坦白玫勾画 43ωa GAPDH 250 bp 

2 3 4 5 M 2 3 4 5 

图 6 Western 印迹(A)和 RT-PCR(B)检现IJHK-2细胞 TGF-ßl 表达及其mRNA转录水平

M: marker; 1: 正常 HK-2 细胞; 2: 10μmol/L siRNA-TSPI 转染 HK-2 细胞; 3: AngII 刺激组; 4: AngII+I0μmol/L siRNA-TSP1; 5: AngII+ 
10μmollL 氯沙坦。

.TSPI厅GF-ßI * 
100 

~ 80 
告辞
余 60
1m 
利 40
#样

20 

。
2 3 4 5 

图 7 洗式细胞仪检测 TSPl 和 TGF-ßl 共表达

1 :正常 HK-2 细胞; 2: 10μmol/L siRNA-TSPl 转染 HK-2 细胞; 3: 
AngII 剌激组; 4: AngII+ lO μmol/L siRNA-TSPI; 5: AngII+ I0μmoll 
L 氯沙坦。与正常 HK-2 细胞组比较， *P<0.05; 与 AngII 刺激组

比较， "P<0.05 ， 与氯沙坦组比较， 'P<0.05. 

700 r 口总TGF-ßl
600 ~ . 活性TGF-ßl * 

2 3 4 5 

图 8 ELISA 检测细胞上清液中总 TGF-ßl 的含量和活性

TGF-ßl 
1 :正常 HK-2 细胞; 2: 10μmol/L siRNA-TSPl 转染 HK-2 细胞; 3: 
AngII 刺激组; 4: AngII+I0μmoνL siRNA-TSP1; 5: AngII+I0μmoU 
L 氯沙坦。与正常 HK-2 细胞组比较， *P<0.05 ， 与 AngII 刺激组

比较， "P<0.05 。
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Smad2 P 叫L:_黯事喇喇蜘156 kDa 川闯出'1 43 kDa 

1 2 3 4 5 2 3 4 5 

图 9 Western 印迹检测 HK-2 细胞 Smad2 和 p- Smad2 的表达

1 :正常 HK-2 细胞; 2: 10μmo1/L siRNA-TSP1 转染 HK-2 细胞; 3: AngII 刺激;ll; 4: AngII+ 10μmollL siRNA-TSP1; 5: AngIl+10μmo1/L 氯

沙坦。

600 
口 FN .PA1-1 * 500 

:::: 400 
E 
~ 300 

200 

100 

。
2 3 4 5 

图 10 ELISA 检测细胞上清液中 FN、 PAI-l 的含量

l 正常 HK-2 细胞; 2: 10μmo1/L siRNA-TSP1 转染 HK-2 细胞; 3: 
AngII 刺 ìgJ:组; 4: AngII+10μmo1/L siRNA-TSP1; 5: AngII+10μmoll 
L 氯沙坦。与 Ir:治 HK-2 细胞组比较， *P<0.05; 与 AngII 剌激~l

比较， "P<0.05o 

土72.3) pg/ml 较 AngII 剌激组(442.1土 133. 1) pg/ml 变

化不显，而氯沙土日组(36 1. 3土82.5) pg/ml 可见明显减

少(P<0.05) ; 此外 t述转染细胞上请液中活性 TGF.

ß1.叮由 AngII 剌激增强的(296.7土74.9) pg/ml 明显

降歪(234.6土40.4) pg/ml (P<O.O日，但该抑制效应与

氯沙坦(243.5土83 .4) pg/ml 的抑制作用无明显差异(图

8) 。进一步在示，未经 AngII 剌激转染细胞的活性

TGF-ßl 与总 TGF-ßl 比值(3 1.0士 13.0)% 较正常对照

(45.0:t 12.6)% 减少(P<0.05) ; 经 AngII 剌激的转染

细胞此比值，可由 AngII 剌激增高的 67.2土 11 .4%降

至 54.0士 13.0% (P<O.O日，但该抑制效应与氯沙坦

(57.0土9.2)% 的作用差异不显。

2.6 siRNA-TSPl 对 HK-2 细胞的 Smad2 ， p­

Smad2 表达的抑制作用

Westem 印迹检测~示，正常 HK-2 细胞适量表

达Smad2和p-Smad2，未经AngII剌激的 siRNA-TSPl

转染细胞两占表达兀改变:经 AngII 剌激的 siRNA­

TSPl 转染细胞上述两者表达，除 Smad2 仍无变化，

p-Smad2 的表达受到明显抑制，且抑制效应较氯~j、

坦作用更明显(图 9) 。

2.7 siRNA-TSPl 对 HK-2 细胞 FN、 PAI-l 分

泌的抑制作用

ELISA 检测显示，未经 AngII 剌激的 siRNA­

TSPl 转染 HK-2 细胞，其上清液中 FN 、 PAI-l 含

量(分别为 28 1.4土 16.6 和 75.1土4.0) ng/ml 较正常对照

(分别为 253.8土 19.2 和 65 .4:t 19.8) ng/ml 增加:经

AngII 剌激 siRNA-TSPl 转染细胞，其七清液中 FN、

PAI-l 含量(分别为 326.9:t4.7 丰LJ 82.7:t l0.8) ng/ml 较

AngII 剌激组(分别为 470.3土42.4手U 125.2:t2.5) ng/ml 

明显(JgQ少(P<O.O日，1tl该抑制效应 I4 年u少坦(分别为

296.4土43.2 和 85.6:t 14.6) ng/ml 的作用差异不显(图

10) 。

3 讨论

肾小管间质纤维化是终末期肾病的重斐悄理特

征之，可由各种因素引发，且发生机制卡分复杂l川。

一般认为肾纤维化发生形成，可能与肾损伤日某些

血管活性物质和细胞因于对肾小背 t皮细胞或间质

成纤维细胞生物学行为、细胞外某质产生及降解过

程影响或调控失衡有关[IOJ ， ríli TGF-自 l 在介导肾纤

维化进展中起着关键作H] [IIJ 。近年研究证明， 在上

述肾纤维化发生过程巾，肾内血管活'性物质 AngII

产生增加，其可通过促进肾问质炎症反应、小管上

皮细胞表电转化和 TGF-ßl 表达活化等，而有助于

肾纤维化形成[12. I3 J。此外 TGF-ßl 等多种细胞和生长

因子也参与了肾纤维化的发生发展llll ，且 TGF-ßl

是上述 AngII 致纤维化作用的主要介导成分[13] 0 己

知 TGF-ßl 是具有多种生物学功能的生长因子，其

可通过;与受体结合，并经其信号蛋白 Smads 磷酸化

及信号转导，促进包括肾小管问质细胞等细胞外基

质(ECM)J戊分如胶原、 FN 等含Jj)(;[14 J ; 进」步剌激

PAI-l 和组织型金属蛋白酶抑制剂(TIMPs) 的活性，

以此抑制ECM降解酶活性并减少前者降解导致ECM

积聚，以致纤维化的形成及发展115] TSPl 也是兼

有致血小板活化等多种生物学功能糖蛋白，作为

TGF-ßl 体内重要的活化园子，其时通过与 TGF-ßl

前体相关肤(LAP)接触反应，致后者与 TGF-ßl 非共

价结合解肉，并相应诱发由前两者结合致 TGF-ßl

因不能与其变体作用而处无活性状态，使得 TGF­

ßl 发挥生物学功能116 ， 17J 。已知 TGF-ßl 既在体内调

拉细胞生长和l分化、促进行j 口愈合以及免疫应答调

节等具有重要生理放店，而其过度表达活化又是上
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述致肾纤维化过和中的 A个关键因素。正常情况

下， TSPl 可在包括肾小管上皮细胞等适度表达，

但在病理状态下或剌激诱导 f ， 其表达合成增多且

可增强 TGF-ßl1~性 r 1810 故以 TSPl 为靶标进行调

抑， liT 调节随后 TGF-ßl 的过度表达与活化l191 ，如

此可在不影响后1'í生理功能状态 F，达到干预和调

节肾损伤修复目的。为此本研究体外观察了利用

siRNA-TSPl 对经AngII 诱导的肾小管上皮细胞TGF­

ßl 过度活化，及其细胞外基质 FN 以及 PAI-l 合成

等抑制作用。

本研究发现，人肾小管仁皮细胞适量分泌

TSPl 不11 TGF-ßl ，经 AngII 刺激后可明显 t二调两者

mRNA 转录和蛋白质表达，且 TGF-ßl 分泌增加及

其活性增强:此外 TGF-ßl 信号蛋白 p-Smad2 也相

应 L调表达，以歧 FN 和 PAI-l 合成分泌增加。经

siRNA-TSPl T预后，可以剂量依赖、方式下调

TSPlmRNA 转录和l蛋内质表达，以及 TSPl 与 TGF­

ßl 两者共表达 1 此外在不影响 TGF-ßl 合成情况

下，可抑制 TGF-ßl 的过度活化，并相应抑制前者

依赖的 p-Smad2 表达及其 Smad2 磷酸化，以至减少

FN和 PAI-l 的合成分泌。这一结果表明，针对TSPl

的 RNA 下扰可有效抑制 TGF-ßl 过度活化和信号通

路，并由此可相应抑制 ECM 的合成与积聚， )主与

相关报道相符[31 0 山 rRNA 干扰技术是一个有效拥

制基因表达的简便新方法， 本研究结果将对肾纤维

化机制研究及寻找自效 F预措施，进一步提供新的

依据和途径。如前所述，鉴于 TSPl 对 TGF-ßl 活

性调控，必须首先通过与 LAP 结合并改变其构像，

才能解离后者与 TGF-ßl 间的结合，使 TGF-ßl 获得

活性而发挥生物学功能。本研究 siRNA-TSPl 抑制

后的 TSPl 和 TGF-ßl 共表达显著减少，及相应可下

调 TGF-ßl 活性。进一步表明， siRNA-TSPl 可通

过抑制 TSPl 表达而阻抑相邻 TGF-ßl 的活化，并减

少后者与其受体结合，继而影响其细胞内信号蛋白

Smad2 磷酸化及信号转导，籍此可调节 TGF-ßl 活

化和信号通路。 日前认为， FN 作为重要的 ECM 蛋

白，可在细胞表面形成纤维网状结构，以利细胞分

泌的胶原等其他基质蛋白沉积:而 PAI-l 则可通过

抑制纤维蛋白原的活化，下调ECM 降解酶如金属蛋

白酶活性，使 ECM 合成降解失平衡， 由此造成的

ECM 积聚，又是肾纤维化的重要物质基础[20，21]。本

研究再次表明，对 TGF-ßl 主要活性成分 TSPl 的干

预调节，最终可起到逆转 ECM合成与阵解转换失平

衡的重要调节作用，有待进一步探讨。

H前针对 TGF-ßl 干预调节，通常采用中和性

抗体等拮抗剂[22] 。尽管后者在短期内能抑制 TGF-

131 活性，但由于动物源性抗体在体内半衰期短及可

被迅速洁除，并可能因多次使用可产生免疫副反

应，故不利于慢性肾病的防治。而利用 TSPl 靶标

调节 TGF-ßl 活性及作用，可在不明显影响其体内

生理功能情况T，起到损伤修复及肾病等防治目

的，可能是一个较为理想的防治手段。从这个意义

上说，采用 RNA 干扰新技术调节 TGF-ßl 活化和功

能，可能不失为临床上延缓肾小管问质纤维化进程

-个新的干预措施和途径。
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RNA Interference Targeting Thrombospondin 1 Suppresses the 

Activation of Latent Transforming Growth Factor-ßl in 

Human Renal Tubular Epithelial Cell 

Kai-Yin Wu, Wei-Ming Wang, Qiu-Hua Huang1, Tong Zhou, Nan Chen* 
(Department of Nephrology, Ruijin Hospital, Medical School of Shanghai Jiao Tong Universi轨 Shanghai 200025, China; ISh啤nghai

Institute of Hematology, Ruijin Hospital, Medical School of Shanghai Jiao Tong University, Shanghai 200025, China ) 

Abstract Thrombospondin 1 (TSP l) is a major endógenous activator for transforming growth factor-ßl 

(TGF-ß l), which plays an critical role on the development of renal tubulointerstitial fibrosis. The pu甲ose ofthe 

study was to determine whether small interference RNAs (siRNA) targeting the thrombospondin-l could be used to 

suppress the over-activation of TGF币 1 induced by angiotensin II in human renal tubular epithelial cells. TSPl 

specific siRNA designed from the human gene sequence was transfected into cultured human renal tubular epi出elial

cells (HK-2). The protein and transcript levels of the TSPl and TGF-ßl were determined by Westem bloting and 

RT-PCR. The co-localization of TSPl and TGF-ßl was observed by flow-cytometry. Western blotting was per­

formed to measure the level of Smad2 and phsophorylated-Smad2. The secreting extracellular matrix such as 

fibronectin and PAI-l was examined by ELISA. TGF书 1 bioactivity was determined by ELISA. siRNA targeting 

TSPl was successfully transferred into HK-2 cells and markedly inhibited de novo synthesis of TSPl in a dose 

dependent manner. This effect was accompanied by decreased activation TGF-ßl but the totallevel of TGF-ßl 

remained unaffìωed， siRNA additionally inhibited TGF书l-dependent Smad-signaling pathway, ma巾:dly suppressed 

accumulation of fibronectin as well as transcription of TGF-ßl target gene PAI- l. TSPl is the m勾or endogenous 

activator ofTGF-ßl , TSPl specific siRNA were efficacious in vitro knocking down the expression ofTSPl and 

further suppressing TGF-ßl activation. 

Key words RNA interference; thrombospondin-l; transforming growth factor-bete 1; renal tubular 

epithelial cell; renal fibrosis 
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