
supernatant． By using ＲNAi，NEAT1 was silenced in macrophages，and after H37Ｒv infection，the secretion of
was detected，and the change of bactericidal capacity agasint MTB was assessed． Ｒesults Test results showed that
the expression of NEAT1 and secretion of IL-6 were both significantly increased (P ＜ 0. 01) ． By silencing NEAT1
in macrophages，there was a significant decrease in secretion of IL-6 (P ＜ 0. 01)，and the ability of MTB removal
was significantly decreased (P ＜ 0. 01) ． Conclusion H37Ｒv infection ＲAW264. 7 macrophages can promote
NEAT1 expression，silencing NEAT1 can reduce the clearance of intracellular MTB by macrophages．
Key words Mycobacterium tuberculosis; lncＲNA NEAT1; ＲAW264. 7 macrophages
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MDCK 细胞外基质对 HK-2 细胞的增殖和迁移的影响
袁育珺
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2，胡志坚

3，汪 渊
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摘要 目的 研究 MDCK 细胞外基质对 HK-2 细胞的增殖

和迁移的影响。方法 用氨水制备 MDCK 细胞外间质，并

且作为 HK-2 细胞培养基础，随机分为正常对照组和细胞外

基质组。用酸性磷酸酶、细胞划痕实验观察细胞的增殖和迁

移状况;细胞免疫荧光和 Westen blot 分析整合素 α3 和 α6

蛋白的表达变化。结果 与正常对照组比较，MDCK 细胞

外基质能明显促进 HK-2 细胞的体外增殖和迁移，整合素 α3

和 α6 表达增加(P ＜ 0. 05)。结论 MDCK 细胞外基质可促

进体外培养的 HK-2 细胞的增殖和迁移。

关键词 细胞外基质;HK-2;整合素;增殖;迁移
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肾小管上皮细胞生长、移行在急性肾损伤修复，

延缓糖尿病肾病( diabetic nephropathy，DN) 进展等

过程中起重要作用，寻找促进肾小管上皮细胞增殖

和迁移的因素或药物十分重要。整合素( integrin)

是一类由 α 亚基和 β 亚基组成的异源二聚体跨膜

蛋白，属细胞黏附分子家族，研究
［1］

表明，其能介导

细胞 与 细 胞 及 细 胞 外 基 质 ( extracellular matrix，
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ECM)之间的黏附，是细胞迁移、增殖等生理活动重

要的调控因素。整合素 α3 和 α6 能与细胞外间质

中的层黏连蛋白(Laminin，LN) 结合
［2 － 3］，影响细胞

的黏附和运动
［4］。该研究采用体外培养 HK-2 细

胞，运用相关分子生物学技术(如酸性磷酸酶活性、
细胞划痕实验、免疫荧光、Western blot 等)分析生长

于细胞外基质上的 HK-2 细胞的增殖和迁移状况以

及整合素 α3 和 α6 蛋白表达的变化，并进一步探讨

这些作用可能的分子调控机制，以开拓其在临床的

应用前景。

1 材料与方法

1． 1 材料 犬肾小管上皮细胞株 MDCK 和肾近曲

小管上皮细胞株 HK-2 均购自中国科学技术大学生

命科学院细胞库，于实验室液氮保存;DMEM 和原

装小牛血清 均 购 自 美 国 Gibco 公 司; 酸 性 磷 酸 酶

(acid phosphatase，ACP) 活性检测试剂盒购自安徽

碧云天生物试剂公司;一抗 actin、整合素 α3 和 α6
均购自美国 Santa Cruz 公司;二抗购自美国 Pierce
公司。
1． 2 方法

1． 2． 1 细胞培养和细胞外基质的制备 液氮取出

HK-2 和 MDCK 细胞，迅速 37 ℃ 循环水浴解冻，及

时接种于含 10% 小牛血清 DMEM，细胞培养箱( 条

件:37 ℃、5% CO2、饱和湿度)培养过夜。胰酶消化

传代，备用。细胞外基质制备方法如下
［5 － 6］:取 MD-

CK 细胞(细胞覆盖率 90% )，弃上清液，PBS 清洗 2
遍，加入氨水(浓度为 20 mmol /L)处理 10 min，弃氨

水，PBS 清洗基质 3 遍，在含或不含 MDCK 细胞外基
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质上接种 HK-2 细胞，备用。分组为:正常对照组和

细胞外基质组。
1． 2． 2 ACP 活性检测细胞增殖 按 1. 2. 1 事先在

96 孔板内制备细胞外基质，取对数期生长的 HK-2
细胞，胰酶消化，制成(1 × 102) ～ (1 × 105) /ml 细胞

悬液，平均接种于含或不含基质的 96 孔板，分别设

6 复孔。连续培养 48 h 后，取出 96 孔板，弃上清液，

PBS 清洗 2 遍，按照 ACP 活性检测试剂盒说明书操

作，第一步:加入底物，37 ℃ 孵育 2 h;第二步:加终

止液，室温静置 20 min;第三步:酶标仪检测 A405 吸

光度，实验重复 3 次。
1． 2． 3 细胞划痕检测细胞迁移 按 1. 2. 1 预先在

6 孔板内制备细胞外基质，取一瓶 HK-2 细胞( 对数

期生长)，弃上清液，PBS 清洗 2 遍，胰酶消化，制成

合适细胞悬液(5 000个 /ml)，平均接种于含或不含

基质的 6 孔板。待各孔细胞覆盖率 90%，弃去上清

液，PBS 清洗 2 遍，用划痕笔轻轻的在各孔正中央划

“十”字，PBS 清洗 3 遍 ( 尽量洗去残留细胞)，加

DMEM 做好标记并拍照。拍照分为 0、24 和 48 h，实

验重复 3 次。
1． 2． 4 免疫荧光 6 孔板内铺上盖玻片，事先在一

半玻片上铺细胞外基质，再平均接种 HK-2 细胞。
待细胞覆盖率 80% 左右时，弃上清液，PBS 清洗 2
遍，4%多聚甲醛固定 20 min，PBS 清洗 3 遍，5% 脱

脂奶粉封闭 2 h，用镊子小心取出玻片，置于载玻片

上，PBS 清洗 3 遍( 每遍静置 10 min，尽量洗去残留

物)，加入鼠抗人 α3 多克隆抗体(1 ∶ 40 稀释于脱脂

牛奶)，4 ℃孵育过夜;次日 PBS 清洗 3 遍，加入 FITC
标记的羊抗鼠 IgG(1 ∶ 100 稀释于 PBS)，孵育 2 h，

PBS 清洗 3 遍，加盖玻片封片，经复聚焦显微镜(con-
focalmicroscopy)双光观察，拍照备用，实验重复 3 遍。
1． 2． 5 Western blot 细胞总蛋白的提取:按 1. 2. 1
分组，细胞培养瓶批量培养，48 h 后，弃上清液，PBS
清洗 2 遍( 尽量去除残留培养基，并控干)，按照本

实验室蛋白提取指南
［7］，方法:① 蛋白提取，培养瓶

置冰上，每瓶加裂解液 150 μl 充分裂解，细胞刮子

收集细胞，低温冷冻离心，上清置于 － 80 ℃备用;②
BCA 测定蛋白浓度，每组加入浓缩蛋白上样缓冲

液，水浴煮沸，分装备用，置于 － 20 ℃保存;③ SDS-
PAGE，配制 12. 5% SDS-PAGE，微量加样针上样，先

用 40 ～ 50 V 电泳浓缩胶，100 V 电泳分离胶，100
mA 冰浴转膜，伊利脱脂牛奶封闭，PBS 洗膜;④ 一

抗结合，配置一抗浓度为抑制素 α3 (1 ∶ 400)、α6
(1 ∶ 800)、actin(1 ∶ 1 000)，将膜置于一抗 4 ℃ 过

夜;⑤ 二抗结合，配置相应二抗浓度分别为 1 ∶
1 000、1 ∶ 1 500、1 ∶ 3 000，37 ℃孵育 2 h，PBS 洗膜

3 次;⑥ 暗室内胶片显影、定影，重复实验 3 次。结

果进行统计学分析。
1． 3 统计学处理 采用 SPSS 19. 0 软件进行分析，

计量数据用 珋x ± s 表示。蛋白印记灰度值采用 Image
Pro 4. 5 进行分析。各组间差异比较采用单因素方

差分析，以 P ＜ 0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 细胞外基质对 HK-2 细胞体外增殖的影响

ACP 结果显示:从表 1 可以看出随着接种浓度的增

加，无论含或不含基质的 HK-2 细胞 ACP 活性也随

之增加;且细胞外基质组 ACP 活性明显高于正常对

照组，结果表明细胞外基质能促进 HK-2 细胞体外

增殖(图 1)。

表 1 细胞外基质对 HK-2 细胞体外增殖的影响(n = 6，珋x ± s)

细胞浓度

(个)

正常对照组

(OD 值)

基质组

(OD 值)
F 值 P 值

1 × 102 0． 09 ± 0． 03 0． 13 ± 0． 05 43． 21 ＜ 0． 05
1 × 103 0． 15 ± 0． 04 0． 2 ± 0． 06 32． 14 ＜ 0． 01
1 × 104 0． 31 ± 0． 03 0． 47 ± 0． 05 57． 22 ＜ 0． 05
1 × 105 0． 44 ± 0． 04 0． 64 ± 0． 07 29． 34 ＜ 0． 01
1 × 106 0． 53 ± 0． 05 0． 77 ± 0． 04 47． 22 ＜ 0． 05

图 1 细胞外基质对 HK-2 细胞体外增殖的影响

A:细胞浓度为 1 × 102;B:细胞浓度为 1 × 103;C:细胞浓度为

1 × 104;D:细胞浓度为 1 × 105;E:细胞浓度为 1 × 106

2． 2 细胞外基质对 HK-2 细胞迁移的影响 细胞

划痕结果显示:基质能明显增强 HK-2 细胞损伤愈

合速度，由图 2 可以看出，无论是 24 h 或者 48 h，基

质组迁移距离都明显高于正常对照组，结果表明细

胞外基质能促进 HK-2 细胞迁移。见表 2。

表 2 细胞外基质对 HK-2 细胞迁移的影响(μm，n = 6，珋x ± s)

处理时间 正常对照组 基质组 F 值 P 值

24 h 18． 3 ± 0． 57 22． 52 ± 1． 68 58． 31 ＜ 0． 05
48 h 26． 67 ± 0． 85 32． 57 ± 0． 72 75． 41 ＜ 0． 05

·712·安徽医科大学学报 Acta Universitatis Medicinalis Anhui 2019 Feb; 54( 2)



图 2 细胞外基质对 HK-2 细胞迁移的影响 × 100

与正常对照组比较:* P ＜ 0. 05

2． 3 细胞外基质对整合素 α3 在细胞内表达的影响

免疫荧光结果显示:正常对照组( 图 3A) 细胞周

围有弱的、零散的荧光，表明整合素 α3 在正常 HK-2
细胞内有表达;但是由图 3B 可以看出，基质组细胞

周围整合素 α3 呈片状表达，而且荧光比较强。

图 3 细胞外基质对整合素 α3 在细胞内表达的影响 × 400

2． 4 细胞外基质对整合素 α3 和 α6 蛋白表达的影

响 结果采用单因素方差分析进行主体间效应检测

(Fα3 = 39. 54，Fα6 = 57. 31，P ＜ 0. 01)。组间两两比

较显示:与正常对照组比较，整合素 α3 和 α6 蛋白

表达明显增加，见图 4。

3 讨论

DN 是常见的糖尿病并发症，近些年的发病率

呈逐年上升趋势，已成为引起糖尿病患者死亡的主

图 4 细胞外基质对整合素 α3 和 α6 蛋白表达的影响

与正常对照组比较:* P ＜ 0. 05

要原因。相关研究
［8 － 9］

指出在糖尿病肾病发生早

期，肾小管上皮细胞的凋亡和氧化损伤是糖尿病并

发症的原始启动因子和细胞损伤的首要因素，也是

肾小管间质纤维化发生的关键环节;同样，在缺血性

急性肾损伤病理特征中，肾小管上皮细胞凋亡增加，

是缺血性急性肾损伤的重要发病机制之一
［10］。因

此，寻找促进肾小管上皮细胞增殖和迁移的因素或

药物来干预肾小管上皮细胞凋亡，维持上皮细胞活

性，能有效地促进急性肾损伤修复，并有望延缓糖尿

病肾病进展。
MDCK 细胞外基质是犬肾小管上皮细胞基底膜

成分，富含 LN［11］。整合素是一类由 α 亚基和 β 亚

基组成的异源二聚体跨膜蛋白，属细胞黏附分子家

族，能介导细胞与细胞及细胞外基质之间的黏附，是

细胞迁移、增殖等生理活动重要的调控因素
［1］。每

种亚单位包含胞外域、单跨膜和胞内域。由外向内

的信号转导 (outside-insignaling)和由内向外的信号

转导( inside-outsignaling) 两种途径，由外向内介导

骨架重构，由内向外调节与配体的亲和力
［12］。因为

能够在细胞与细胞之间、细胞与胞外环境之间传递

信息;从而对细胞的生存、增殖、黏附和迁移起到严

格的控制
［13］。实验结果表明:与正常对照组比较，

MDCK 细胞外基质能明显增加 HK-2 细胞的增殖和
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迁移，且整合素 α3 和 α6 的表达也呈上升趋势。其

机制可能为:整合素 α3 和 α6 属层黏连蛋白受体，

可以作为桥梁与细胞外间质中的 LN 结合，调控多

种细胞内信号通路，包括肌动蛋白(actin) 成核、聚

合的激活以及促活、促有丝分裂原信号等
［14 － 15］，进

而促使培养的细胞进行有丝分裂，影响 HK-2 细胞

的黏附和运动。
但是细胞调控既复杂而严密，且细胞外基质也

是一个动态且复杂的微环境，在不同的组织当中呈

现出不同的生物物理、机械性、生物化学方面的特

征，所以 MDCK 细胞外基质调控 HK-2 细胞增殖和

迁移的机制并非如此的简单，如高表达的整合素 α3
和 α6 是通过哪些机制或信号通路来调控 HK-2 细

胞的增殖和迁移尚不清楚，有待进一步的研究和探

讨。
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Effects of MDCK extracellular matrix
on the proliferation and migration of HK-2 cells

Yuan Yujun1，Yang Xiuling2，Hu Zhijian3，et al
( 1Clinical Laboratory，2Hospital Sense，The Affiliated Hospital of Jiujiang University，Jiujiang 332000;

3Dept of Molecular Biology and Biochemistry，Anhui Medical University，Hefei 230032)

Abstract Objective To study the effects of extracellular matrix on the proliferation and migration of HK-2 cells．
Methods The MDCK extracellular matrix was used as the basis for the culture of HK-2 cells and randomly divided
into normal control group and extracellular matrix group． The condition of cell proliferation and migration was ob-
served with acid phosphatase and cell scratches; the expression of integrin α3 and α6 protein was analyzed by im-
munofluorescence and Western blot． Ｒesults Compared with normal group，MDCK extracellular matrix significant-
ly promoted the proliferation and migration of HK-2 cells in vitro，and increased the expression of integrin α3 and
α6(P ＜ 0. 05) ． Conclution MDCK extracellular matrix could promote the proliferation and migration of HK-2
cells cultured in vitro．
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