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肾小管上皮细胞转分化（epithelial-messenchymal

transition, EMT）过程中产生的细胞外基质在肾间质中

的积聚是慢性肾纤维化的主要病因［1］。EMT过程涉及

上皮细胞经历表型的改变，包括细胞黏性和极性的丧

失，获得具有迁移能力的间质细胞特征［2-5］，在小鼠肾纤

维化过程中, 约12%成纤维细胞来源于骨髓，约30%的成

纤维细胞则是来源于肾小管上皮细胞的转分化过程［6］，

而成纤维细胞是转分化过程中产生的细胞外基质的主

要成分［7］。波动性高糖能显著促进内皮细胞、心肌细胞

的纤维化进程［8］。高糖诱导上皮细胞转分化的可能机

制是：高糖导致活性氧的增多，而活性氧通过激活多种

生长因子与激素类因子，导致细胞外基质的沉积［9］。本

课题组在前期研究中已建立波动高糖诱导肾小管上皮

细胞转分化模型，且在实验中也得到了验证［10］。

miRNAs 是一类分布广泛而非编码蛋白质的

RNAs，一般约含18~24个寡核苷酸，它们不具有开放阅

读框，虽然不编码蛋白质，但参与机体各种重要的生理

和病理过程；它们通过与靶mRNA 3'UTR（untranslated

region）区的碱基互补配对，使其降解或抑制其表达，从

而导致特定基因的沉默。miR-21在早期糖尿病肾病中

下调表达，过表达miR-21能够抑制模型小鼠系膜细胞

的增殖并降低其24 h尿蛋白排泄率［11］。高糖环境中肾
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摘要：目的 探讨miR-205在肾小管上皮细胞转分化的作用机制。方法 将miR-205 mimics和scrambled control分别转染HK-2

转分化细胞株，采用 real-time qPCR检测miR-205和ZEB1、E-cadherin、α-SMA mRNA的表达水平；运用Western blotting检测

ZEB1、ZEB2、E-cadherin、α-SMA的表达水平。通过细胞免疫组化检测β-catenin的异位表达情况和E-cadherin的表达情况。结

果 miR-205 mimics 转染HK-2转分化细胞株后，ZEB1和ZEB2的表达水平较高糖组得到大幅下调（P<0.01），而E-cadherin的

表达水平较高糖组显著提高（P<0.01），同时间质细胞特征分子α-SMA的表达水平显著降低（P<0.01）。miR-205 mimics 也显著

抑制了HK-2转分化过程中β-catenin异位表达，在维持上皮细胞的形态方面也起着重要的作用。结论 miR-205可通过下调

ZEB1和ZEB2的表达，抑制了肾小管上皮间质转分化进程。

关键词：miR-205；转分化；HK-2 细胞株；ZEB1

Abstract: Objective To explore the role of miR-205 in regulating epithelial-messenchymal transition (EMT) in proximal tubular
cell line HK-2 cells and the underlying mechanism. Methods HK-2 cells transfected with miR-205 mimics or a scrambled
control sequence were examined for miR-205 expressions and mRNA levels of ZEB1, E-cadherin, and α-SMA using real-time
qPCR; the protein levels of ZEB1, ZEB2, E-cadherin, and α-SMA were detected with Western blotting. Immunohistochemistry
was performed to examine the ectopic expression of β-catenin and E-cadherin expression in the cells. Results The expression
levels of ZEB1 and ZEB2 decreased significantly (P<0.01) while E-cadherin expression was up-regulated (P<0.01) in cells
transfected with miR-205 mimics. Transfection with miR-205 mimics also markedly down-regulated the expression of α-SMA
(P<0.01), a marker of mesenchymal cells that play an important role in EMT of HK-2 cells. The ectopic expression of β-catenin
was inhibited by miR-205 mimics in HK-2 cells. Conclusion miR-205 inhibits EMT in HK-2 cells by down-regulating the
expression levels of ZEB1 and ZEB2.
Key words: miR-205; epithelial-messenchymal transition; HK-2 cells; ZEB1
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小管上皮细胞miR-29a的表达水平降低，因miR-29a可

通过调控胶原Ⅳ型基因转录过程中3'UTR位点，使胶原

Ⅳ型蛋白的表达水平得以下调，从而改善肾脏纤维化

病情［12］。mir-192的过表达促进了TGF-β1诱导肾脏纤

维化进程，而敲除mir-192时则抑制了肾脏纤维化的

发展［13］。miR-200a、miR-21、miR-8与Wnt/β-catenin信

号途径密切相关［14］，miR-146a，miR-145，miR-217 在肾

纤维化中也发挥重要的作用［15-17］。EMT 过程中

miR-205表达下降，但ZEB1表达增强了，从而抑制了上

皮细胞粘性分子E-cadherin的表达水平，促进了EMT

过 程 的 发 生 和 发 展 进 程 ［18］ 。 miR-200 家 族

（miR-200a, -200b, -200c, -141, -429）和 miR-205在EMT

过程中表达下调超过100倍［19］。既往研究表明，特异性

miRNAs的差异表达在肾小管上皮细胞转分化过程中

发挥着重要的作用，但关于mir-205在转分化过程中的

调控机制方面尚未见文献报道。通过靶基因扫描，

miR-205在ZEB1和ZEB2 3'UTR存在调控结合位点；

本研究发现，mir-205可通过下调ZEB1和ZEB2的表达

水平以抑制肾小管上皮细胞转分化进程。

1 材料和方法

1.1 材料

人肾近端小管上皮细胞系HK-2购自美国ATCC。

Real-time qPCR 试剂盒购自 TaKaRa 公司；培养基

D-MEM/F12、胰蛋白酶（Trypsin）、胎牛血清购自Gibco

公司，D-glucose 购自 Sigma 公司，脂质体 2000 购自

Thermo公司，DAB显色试剂盒和苏木素染色液购自碧

云天生物技术公司。miRNeasy mini 试剂盒均购自

Qiagen 公司。ZEB1、ZEB2、E-cadherin、β-catenin 和

α-SMA抗体均购自Abcam公司，所用内参和二抗购自

santa cruz公司。实时定量PCR引物委托上海吉玛制药

技术有限公司合成。

Applied Stepone plus PCR 仪购自美国 ABI，

NanoDrop-1000仪购自德国NanoDrop技术公司，25 cm2

培养瓶和细胞培养板购自美国Corning，研究型倒置显

微镜购自日本Olympus。

1.2 细胞培养

HK-2 细胞培养于 D-MEM/F12 培养基中，内含

10 %胎牛血清、100 U/mL青霉素和100 μg/mL链霉素，

在37 ℃、5% CO2孵箱中培养，1~2 d 换液，据生长情况

用胰酶消化传代。采用波动高糖建立HK-2转分化模

型，将生长状态良好的HK-2细胞均匀接种于 6 孔板中，

细胞融合达到60%左右，无血清培养基饥饿培养12 h

后，分为正常组和波动高糖组（D-Glucose 5.5 mmol/L

与D-Glucose 25 mmol/L交替培养，波动周期为12 h）培

养，48 h后进行建模评估，正常组和建模有效组进入后

续实验。

1.3 细胞分组和转染

有效建模组分为波动高糖对照组（HG）、阴性对照

组（SC, 25 nmol/L scrambled control）、mir-205干预组

（MG, 25 nmol/L miR-205-5p mimics），将SC和MG组

按照 Invitrogen 说明书将待转染的 miRNA oligomer

与脂质体 2000 均匀混合后，室温静置 20 min 后滴入各

组细胞孔板，6 h 后换完全培养基液，以上3组采用波动

高糖培养；正常组为D-Glucose 5.5 mmol/L常规培养。

所有分组均在37 ℃、5% CO2培养箱中培养3 d，分别收

集48 h和72 h细胞。

1.4 定量PCR检测

各组细胞转染后48 h收集各组细胞，提取细胞总

RNA，用分光光度计定量检测RNA质量。先将RNA样

品逆转录为 cDNA，以 cDNA 为模板定量样本中

miR-205、ZEB1、E-cadherin、α-SMA 和 GAPDH 表达

量 。 miR-205 和 U6 snRNA 采 用 TaKaRa SYBR

PrimeScriptTM miRNA RT-PCR Kit，非 miRNA 组采用

TaKaRa SYBR Fast qPCR Mix Kit，各 组 均 采 用

Applied StepOnePlus Real-Time PCR System 进行扩

增。采用特异性引物序列见表 1。 miR-205 以 U6

snRNA为内参，非miRNA组以GAPDH为内参。根据

公式计算目的基因相对含量：2－△△CT，即得到各组的相对

含量，实验独立重复3次。

表1 实时荧光定量PCR引物
Tab.1 Primers used in real-time qPCR

Genes

miR-205

U6 snRNA

ZEB1

E-cadherin

α-SMA

GAPDH

Forward Primer

5'CATACCTCCTTCATTCCACCG3'

5'ATTGGAACGATACAGAGAAGATT3'

5'TTCAAACCCATAGTGGTTGCT3'

5'CCCACCACGTACAAGGGTC3'

5'GAAGAAGAGGACAGCACTG3'

5'ACCCAGAAGACTGTGGATGG3'

Reverse primer

5'TATGGTTTTGACGACTGTGTGAT3'

5'GGAACGCTTCACGAATTTG3'

5'TGGGAGATACCAAACCAACTG3'

5'ATGCCATCGTTGTTCACTGGA3'

5'TCCCATTCCCACCATCAC3'

5'CAGTGAGCTTCCCGTTCAG3'
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1.5 免疫细胞化学检测β-catenin和E-cadherin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。分别加入

β-catenin和E-cadherin抗体（1∶50），4 ℃过夜（PBS为阴

性对照）。漂洗后滴加二抗（1∶50）孵育2 h，DAB显色，

苏木素对比复染、漂洗。Olympus IX71倒置研究型显

微镜观察拍照（×400）。

1.6 Western blot检测ZEB1、ZEB2、E-cadherin和α-SMA

的表达

分别收集各组培养72 h的细胞，用预冷PBS洗3

遍，加入细胞裂解液RIPA和蛋白酶抑制剂，冰浴30 min

（每10 min 振荡10 s），4 ℃、12 000 r/min离心10 min，

提取细胞总蛋白；BCA 法测定蛋白浓度。取细胞裂解

蛋白30 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 E-cadherin、α-SMA、ZEB1 和 ZEB2 抗体，4 ℃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∶5000 稀释），37 ℃孵育1 h；洗膜后加ECL

试剂，然后将PVDF 膜放入Bio-Rad 化学发光成像系统

中成像，每组实验独立重复3次。所得免疫印迹通过

Image J软件获得各实验组与内参灰度值的比值。

1.7 统计学分析

实验数据以均数±标准差表示，用SPSS 13.0软件

进行方差分析，以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 波动高糖诱导HK-2细胞转分化模型建立

HG组中的细胞形态变为具有间质细胞形态的梭

形（图1），E-cadherin表达水平大幅降低，α-SMA表达水

平显著提高（图2，4），同时细胞核中的β-catenin的异位

表达水平明显增强（图3），说明HK-2细胞经波动高糖

培养建立HK-2转分化模型是成功的。

2.2 miR-205 对维持HK-2内皮细胞形态的作用

实验各组HK-2细胞培养72 h，通过倒置显微镜观

察细胞形态，发现HG组细胞较NG组发生明显形态改

变，NG组细胞为椭圆形的形态，为正常内皮细胞细胞；

而HG组细胞转变为具有间质细胞形态的梭形，但MG

组梭形细胞较HG组和NC组的比例明显下降（图 1）。

说明miR-205 mimics对维持HK-2内皮细胞形态具有

积极的作用。

图1各组细胞形态改变
Fig.1 Morphological changes of HK-2 cells with different treatments (Original magnification: × 400). NG group: Cells
cultured in 5.5 mmol/L D-glucose; HG group: Cells exposed intermittently to high glucose (25 mmol/L D-glucose); SC
group: Cells exposed intermittently to high glucose and transfected with 25 nmol/L scrambled control; MG group: Cells
exposed intermittently to high glucose and transfected with 25 nmol/L miR-205 mimics.

NG HG SC MG

2.3 miR-205 mimics对ZEB1、E-cadherin和α-SMA mRNA

的影响

通过 targetscan靶点扫描，获得miR-205在转分化

过程中潜在的作用靶点为 ZEB1 和 ZEB2，ZEB1 和

ZEB2在转分化过程中是E-cadherin 的转录抑制因子。

通过实时荧光定量PCR检测，如图 2C所示，HG组的

E-cadherin mRNA相对表达量较NG组显著下降（P<

0.01），而且HG组α-SMA mRNA相对表达较NG组显

著增强（P<0.01），符合HK-2细胞在转分化过程中所具

有的特性。HG组miR-205的相对表达量较NG组大幅

下降（P<0.01），MG组中miR-205相对表达量较HG组

显著提高（P<0.01）（图 2B）。同时，MG 组中 ZEB1

mRNA 相对表达量较 HG 组有显著下降（P<0.01），

E-cadherin mRNA相对表达量较HG组显著提高（P<

0.01），而α-SMA mRNA相对表达量较HG显著下降

（P<0.01）。这说明 HK-2 细胞在转分化过程中，

miR-205对转分化进程发挥着重要的作用，而且增强

miR-205的表达有利于抑制HK-2细胞的转分化过程。

2.4 miR-205 mimics 抑制β-catenin异位表达和维持上

皮细胞极性

如图3细胞免疫组化结果所示，波动高糖HG组中

的β-catenin的表达聚集在细胞核中，E-cadherin的表达
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量较NG组明显下降，符合上皮细胞转分化的特性。但

通过miR-205 mimics的干预，MG组的β-catenin表达量

得到明显下降，同时增强了E-cadherin 的表达。说明

miR-205在肾小管上皮细胞向间质细胞转分化过程中，

参与了抑制β-catenin的异位表达，对抑制E-cadherin

表达下降也发挥着重要的作用。

2.5 miR-205 通过下调ZEB1和ZEB2抑制HK-2细胞

转分化过程

HG组细胞转染miR-205 mimics后，维持了HK-2

上皮细胞椭圆形的细胞形态（图1），增强了上皮细胞粘

性重要分子E-cadherin的表达水平（图 2，4），降低了间

质细胞特征分子α-SMA的表达水平（图 2，4），同时MG

组ZEB1和ZEB2的表达量较HG组也得到大幅下调

（图 2，4）。

ZEB1和ZEB2是上皮细胞向间质细胞转分化过

程中E-cadherin的转录抑制因子，提高ZEB1和ZEB2的

表达水平，可抑制E-cadherin的表达。本研究发现，通过

miR-205 mimics 提高 miR-205 的水平，可显著抑制

ZEB1和ZEB2的表达水平（图 2，4），促进了E-cadherin

的表达，从而抑制了HK-2细胞转分化的过程。

3 讨论

miRNAs与靶mRNA的3'UTR区的碱基互补配对

而起作用，使其降解或抑制其表达，从而导致特定基因

的沉默，对机体生长、发育及各种疾病尤其是肿瘤的发

生和发展具有重要的调节功能。它们调节了多种生物

学信号通路，生物信息学数据显示，每个miRNA可以调

节数百个靶基因，这也表明miRNAs 可能影响所有的

信号途径。如在先天性梗阻性肾病肾小鼠上皮细胞

中miR-205的逐步增加与肾积水的严重程度呈现正相

关［20］。同时，miR-205可通过调控SMAD2/SMAD7参与

TGF-β1信号途径的调控过程［21］，miR-205在造血细胞中

有致癌基因的作用［22］，而在骨肉瘤中发挥着肿瘤抑制基

因功能［23］。miR-205和Krüppel样因子具有作为诊疗基

底样乳腺癌的生物学标记分子的潜能［24］，miR-205 也可

作为乳腺癌和炎性乳腺癌的治疗学靶点［25］。这些研究

说明，miR-205在EMT和肿瘤发生过程中发挥着重要的

作用，深入研究miR-205功能对相关疾病的诊疗具有重

要临床指导意义；但关于miR-205在肾纤维化过程中的

功能研究尚未见文献报道。

本研究中，通过 targetscan进行miR-205靶基因扫

描，发现 ZEB1 3'UTR 817-824 区域和 ZEB2 3'UTR

561-567/622-628区域有miR-205的结合位点。ZEB1

和ZEB2是E-cadherin的转录抑制因子，而E-cadherin

在上皮细胞EMT过程中发挥着重要的作用，是具有维

持上皮细胞粘性和极性的作用［2-4］，也是上皮细胞EMT

图2 miR-205对ZEB1、E-cadherin和α-SMA mRNA的影响
Fig.2 Effects of miR-205 on ZEB1, E-cadherin and α-SMA mRNA expressions in HK-2 cells. A: Targetscan analysis of the
3'UTR of the ZEB1 and ZEB2 genes, which contain binding sites for miR-205; B: Relative miR-205 expression; C: Effects of
miR-205 mimics on ZEB1, E-cadherin and α-SMA mRNA in HK-2 cells. **P<0.01 vs NG group; ##P<0.01 vs HG group.
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图3 miR-205对β-catenin和E-cadherin细胞免疫组化的影响
Fig.3 Effects of miR-205 on β-catenin and E-cadherin expressions in HK-2 cells (immunocytochemistry, ×400).
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图 4 各 组 ZEB1、ZEB2、E-cadherin 与
α-SMA的相对表达情况
Fig.4 Relative protein expression levels of
ZEB1, ZEB2, E-cadherin and α-SMA in HK-2
cells. A: Expression level of E-cadherin; B:
Expression level of ZEB2; C: Expression
levels of ZEB1 and α-SMA. *P<0.05, **P<0.01
vs NG group; #P<0.01, ##P<0.01 vs HG group.
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过程的标志性分子。HG组细胞分别转染 scrambled

control 和miR-205 mimics后，SC组的各项指标未发现

与HG组有统计学意义。MG组中ZEB1和ZEB2的表

达水平较HG组得到大幅下调（P<0.01），而E-cadherin

的表达水平较HG组显著提高（P<0.01），同时间质细胞

特征分子α-SMA的表达水平显著降低（P<0.01）（图 2，

4）。miR-205 mimics 也显著抑制了MG组中β-catenin

异位表达（图 3），在维持上皮细胞的形态方面也起着重

要的作用（图 1）。

研究表明，miR-200家族的调控靶点都是ZEB1和

ZEB2，它们抑制许多上皮细胞的基因表达，其中也包括了

E-cadherin［26］。也有研究证实过表达miR-205可以修复

E-cadherin的表达［27］。本研究发现，通过miR-205 mimics

抑制ZEB1和ZEB2的表达，也可促进E-cadherin在抑

制HK-2细胞转分化过程中的表达修复。

肾纤维化早期临床病症不明显，不易被检出, 因此，

探寻一个无创伤性、易于连续监测且能准确反映肾纤维

化进程的客观评价指标是肾纤维化早期诊断和防治

CKD的关键。miRNAs分子表达水平的变化先于疾病

的发生，而且miRNAs的表达具有组织特异性，疾病状

态下miRNAs出现差异表达，这为miRNAs作为肾纤维

化诊断指标奠定了理论基础；而近年来的研究进一步验

证了miRNAs作为疾病诊断的可能性和可行性［24-25, 28-30］。

本文通过miR-205 mimics对HK-2细胞转分化过

程中潜在靶点进行研究，表明 miR-205的过表达，通过

与ZEB1和ZEB2 3'UTR特异位点结合，下调了ZEB1

和ZEB2的表达，抑制了肾小管上皮间质转分化。综

上，miR-205可通过下调ZEB1和ZEB2的表达，以抑制

肾小管上皮细胞转分化进程，为肾间质纤维化的治疗提

供了新的靶点。后续将探究肾纤维化患者体液中

miR-205的差异表达情况，探寻无创途径的肾纤维化早

期临床诊断方法，这将给临床实践中肾纤维化早期诊断

提供科学依据与实践基础。
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