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同源盒基因 A13 转染对肾小管上皮细胞
间充质转化和骨形成蛋白 7 表达的影响

彭力　何庆南　李晓燕　帅兰军　陈海霞　李永珍　易著文

（中南大学湘雅二医院儿童医学中心儿童肾脏专科，湖南 长沙　410011）

［摘要］　目的　探讨转染同源盒基因 A13（HOXA13）对人血清白蛋白（HSA）诱导的人肾小管上皮细

胞（HKC）间充质转化（EMT）和骨形成蛋白 7（BMP-7）表达的影响。方法　体外培养的 HKC 细胞株经人血

清白蛋白（20 mg/mL）作用 48 h 后，采用免疫印迹法检测 HKC 细胞角蛋白（CK）、波形蛋白（vimentin）和

HOXA13 蛋白的表达。应用脂质体转染技术上调 HKC 细胞 HOXA13 表达，观察 HOXA13 不同表达水平对人血

清白蛋白超载诱导 CK、vimentin、BMP-7 表达改变的影响。结果　20 mg/mL HSA 刺激 HKC 细胞 48 h 后，HKC

细胞出现 EMT 样改变：CK 表达下降（P<0.01）、vimentin 表达增高（P<0.01）；HSA 超载同时使 HKC 细胞

内 HOXA13、BMP-7 表达下降。HOXA13 转染上调 HKC 细胞内 HOXA13 表达后，显著抑制了 HSA 超载诱导的

EMT 发生（P<0.05）和 BMP-7 表达的下降（P<0.05）。结论　转染 HOXA13 可拮抗白蛋白超载诱导 HKC 细胞

发生 EMT 的作用，这种作用可能与 HOXA13 上调 BMP-7 表达有关。
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Abstract: Objective    To examine the transfection of Homeobox A13 (HOXA13) on epithelial-mesenchymal 
transition (EMT) and the expression of bone morphogenetic protein-7 (BMP-7) induced by albumin-overload in 
human kidney tubular epithelial cells (HKCs). Methods    The cultured HKCs were treated with 20 mg/mL human 
serum albumin (HSA) for 48 hours. Protein expression of cytokeratin (CK), vimentin and HOXA13 in the HKCs was 
assessed by Western blot. Protein expression of CK, vimentin, and BMP-7 was also detected in HKCs transfected 
with lipofectamine contained HOXA13 DNA. Results    HSA induced EMT in HKCs, presented by decreased CK 
expression (P<0.01) and increased vimentin expression (P<0.01). The up-regulated expression of HOXA13 transfected 
by lipofectamine inhibited the level of EMT induced by HSA in HKCs (P<0.05). The decreased rate of BMP-7 protein 
expression induced by HSA was inhibited by over-expressed HOXA13 in HKCs (P<0.05). Conclusions    Transfection 
of HOXA13 in HKCs could inhibit the degree of EMT induced by albumin-overload, possibly by increasing BMP-7 
expression.                                                                                         [Chin J Contemp Pediatr, 2015, 17(12): 1342-1347]
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蛋白尿作为一个独立危险因素在慢性肾脏

病进展过程中发挥重要作用，肾间质纤维化是此

过程的最终病理表现 [1]，其中肾小管上皮细胞向

间充质细胞转化，即上皮细胞 - 间充质细胞转变

（epithelial-mesenchymal transformation, EMT）是形

成肾间质纤维化（TIF）的主要机制之一 [2]。多种

细胞因子参与 EMT 的调控，包括转化生长因子 -β1

（transforming growth factor-β1, TGF-β1）和骨形成

蛋 白 -7（bone morphogenetic protein-7, BMP-7），

一般认为，BMP-7 具有维持肾小管上皮细胞表型、

并逆转 EMT 的作用 [3]。

同源盒基因（homeobox gene, HOX）在控制发

育、调控动物的器官发生和细胞分化中起关键作

用 [4]，且与肾脏发生发展等密切相关 [5]。同源盒基

因 A13（Homeobox A13, HOXA13）是 HOX 基因家

族成员，其基因突变可导致四肢和泌尿生殖系统

发育异常 [6]。研究表明 HOXA13 参与了抑制肾脏

纤维化途径 [7]，也可抑制促 EMT 因子 TGF-β1 介

导的转录活性 [8]。HOXA13 可能参与调节 EMT 及

TIF，但具体机制尚不清楚。

本 研 究 拟 通 过 人 血 清 白 蛋 白（human serum 

albumin, HSA）刺激人肾小管上皮细胞（HKC），

观察细胞形态变化及 EMT 相关指标如上皮细胞标

志物角蛋白（CK）、间充质细胞标志物波形蛋白

（vimentin） 的 变 化， 探 讨 HOXA13 在 人 血 清 白

蛋白诱导肾小管上皮细胞 EMT 发生中的作用，

在此过程中进一步探讨 BMP-7 的变化情况及其与

HOXA13 变化的关系。

1　材料与方法

1.1　主要材料与试剂

主要材料与试剂包括：HKC 细胞株（来自于

中国科学院细胞库）；人血清白蛋白（美国 Sigma

公司）；DMEM 高糖培养基（美国 Hyclone 公司）；

胎牛血清（上海 Gibco 公司）；胰蛋白酶（美国

Hyclone 公司）；兔抗人 HOXA13 单克隆抗体（美

国 Santa Cruz 公司）；兔抗人 CK 单克隆抗体（美

国 Proteintech 公司）；兔抗人 vimentin 单克隆抗体

（美国 Proteintech 公司）；兔抗人 CBP 单克隆抗

体（美国 Proteintech 公司）；兔抗人 GR 单克隆

抗体（美国 Proteintech 公司）；兔抗 BMP-7 多克

隆抗体（美国 Abcam 公司）；兔抗人 β-actin 单克

降抗体（美国 Proteintech 公司）；辣根过氧化物

酶（HRP）标记羊抗兔 IgG 和羊抗鼠 IgG（美国

Proteintech 公司）；脂质体 2000（美国 Invitrogen

公 司）； 组 织 细 胞 蛋 白 裂 解 液 RIPA（ 上 海 碧

云天生物技术有限公司）；质粒 pGV230-eGFP-
HOXA13（上海吉凯基因化学技术有限公司）。

1.2　细胞培养与干预

HKC 细胞株培养于含 10％胎牛血清的 DMEM

高糖培养基中，培养条件为温度 37℃，含 5％

CO2。用胰蛋白酶消化后接种于 6 孔培养板中，

待细胞达到 80％融合，换成无血清培养基培养

24 h，使细胞同步于静止期后，其中 1 组细胞换成

含 20 mg/mL HSA 的无血清培养基培养 48 h（HSA

组）；不含 HSA 培养的细胞为对照组。每组至少

重复 3 次。

1.3　细胞免疫化学方法

用 普 通 培 养 基 及 含 20 mg/mL HSA 的 DMEM

高糖培养基培养细胞 48 h 达 80% 融合时，将细胞

用甲醇固定，3％ H2O2、灭活内源性过氧化物酶、

正常小牛血清封闭，滴加一抗（1 : 200） 4℃过夜，

次日滴加二抗，DAB 显色，苏木素复染。实验独

立重复 3 次。

1.4　质粒转染

转染具体操作参考脂质体 2000 说明书进行。

质粒转染细胞分为 3 组：未转染 HKC+20 mg/mL 

HSA 组（ 简 称 未 转 染 组）； 转 染 质 粒 pGV230-
eGFP-HOXA13 的 HKC+20 mg/mL HSA 组（ 简 称

HOXA13 转染组）；转染质粒 pGV230-eGFP 空载

体的 HKC+20 mg/mL HSA 组（简称阴性对照转染

组）。每组设 3 个平行样本。

1.5　免疫印迹分析

将 HKC 细 胞 加 入 100 μL 预 冷 的 组 织 细 胞

裂 解 液（ 使 用 前 加 入 l : 100 的 PMSF） 冰 上 裂 解

30 min。4℃ 12 000 r/min 离心 5 min，上清液移入

新的 0.5 mL EP 管中，用 BCA 蛋白检测试剂盒测定

蛋白浓度。取变性的蛋白 50 μg/ 孔，用相应浓度的

SDS-PAGE 胶进行电泳。恒压下将蛋白转至 PVDF

膜，5% 脱脂奶粉封闭 1 h，分别加入一抗（vimentin 

1 : 1 000；HOXA13、CK 1 : 200；BMP-7 1 : 500；β-actin 

1 : 4 000），4℃过夜。PBST 洗膜 3 次，加入对应

的 HRP 标 记 IgG（1 : 4 000） 孵 育 1 h。PBST 洗 膜
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3 次后显影，将 PVDF 膜固定在 Kodak 暗箱，采用

Kodak IS4000 凝胶成像分析系统曝光扫描和分析结

果，以所测得各条带的吸光度与内参照 β-actin 吸

光度的比值代表表达量值。实验独立重复 3 次。

1.6　统计学分析

应用 SPSS 22.0 统计软件进行统计学分析。

计量资料用均数 ± 标准差（x±s）表示，两组间

比较采用成组 t 检验，多组间比较采用单因素方

差分析，多个样本均数的两两比较采用 SNK-q 检

验。对有相关趋势的变量采用 Pearson 相关分析。

P<0.05 示差异有统计学意义。

2　结果

2.1　细胞培养形态学观察

相差显微镜观察结果显示，在普通培基中正

常生长的 HKC 细胞为近圆形，呈鹅卵石样且与

邻近的细胞连接紧密，贴壁生长（图 1A）；经

20 mg/mL HSA 刺激 48 h 后，HKC 细胞逐渐变为梭

形，甚至向周边伸出伪足样突起，细胞间连接逐

渐稀疏（图 1B）。

图 1　细胞培养形态学观察（光镜，×200）　　A：正

常 HKC 细胞，细胞呈鹅卵石样贴壁生长；B：20 mg/mL HSA 刺激

HKC 细胞 48 h 后细胞呈梭形贴壁生长。

2.2　HSA 诱导对 HKC 细胞 CK 和 vimentin 表达

的影响

细胞免疫组化结果显示：对照组 HKC 细胞

CK 表达明显，主要位于细胞膜，平均光密度值

0.048±0.013；20 mg/mL HSA 刺激 48 h 后，CK 表

达明显下调，平均光密度值 0.021±0.009（图 2）；

与对照组比较，HSA 组 CK 染色的平均光密度值明

显降低（t=23.41，P=0.004）。

对照组 HKC 细胞 vimentin 阳性表达少，平均

光 密 度 值 为 0.0022±0.0009；HSA 刺 激 48 h 后，

vimentin 表达明显增加，主要分布于细胞质，平均

光 密 度 值 0.041±0.013（ 图 3）；HSA 组 vimentin

染色的平均光密度值与对照组比较明显增加，

（t=29.48，P=0.001）。

免 疫 印 迹 分 析 结 果 显 示：HSA 组 HKC 细 胞

CK 蛋白相对表达量（0.15±0.01）明显低于对照组

（0.53±0.05）（t=12.12，P=0.008）， 而 vimentin 蛋

白表达在 HSA 组的相对表达量（0.51±0.01）明显高

于对照组（0.44±0.02）（t=22.12，P=0.009）（图 4）。

图 3　细胞免疫组化检测 vimentin 蛋白的表达（DAB

显色，×400）　　A 为对照组，B 为 HSA 组。HSA 组 vimentin 阳

性表达较对照组明显增多。棕黄色为 vimentin 阳性表达部位。

A B

图 2　细胞免疫组化检测 CK 蛋白的表达（DAB 显色，

×400）　　A 为对照组，B 为 HSA 组。HSA 组 CK 阳性表达较对

照组明显减少。棕黄色为 CK 阳性表达部位。

A B

A B

a

a

图 4　HSA 超载对 HKC 细胞 CK 和 vimentin 蛋白表

达的影响　　上图为电泳条带结果：HSA 组 HKC 细胞 CK 蛋白

表达低于对照组，而 vimentin 蛋白表达高于对照组。下图为统计

结果（n=3）：a 示与对照组比较，P<0.01。
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2.4　HOXA13 蛋白表达与 BMP-7 蛋白表达水平

的相关性

在 20 mg/mL HSA 这一浓度刺激 HKC 的 48 h

过程中，HOXA13 蛋白表达与 BMP-7 蛋白表达呈

正相关（r=0. 85，P=0.004）（图 6）。

图 6　HSA 超 载 HKC 细 胞 HOXA13 与 BMP-7 蛋 白

表达的相关关系

图 5　HSA 超 载 对 HKC 细 胞 HOXA13 和 BMP-7 蛋

白 表 达 的 影 响　　 上 图 为 电 泳 条 带 结 果：HSA 组 HKC 细 胞

HOXA13 和 BMP-7 蛋白表达均低于对照组。下图为统计结果（n=3）：

a 示与对照组比较，P<0.01。

2.3　HSA 下调 HKC 细胞 HOXA13 和 BMP-7 表达

免 疫 印 迹 分 析 结 果 显 示：HSA 组 HKC 细

胞 HOXA13 蛋 白 相 对 表 达 水 平（0.16±0.01）

较 对 照 组（0.47±0.02） 明 显 降 低（t=2.45，

P=0.001）；BMP-7 蛋白表达在 HSA 组的相对表达

量（0.28±0.02）亦明显低于对照组（0.76±0.05）

（t=10.21，P=0.004）（图 5）。

未转染组 阴性对照转染组 HOXA13 转染组

图 7　HKC 细胞质粒转染效果鉴定（免疫印迹）　　上

图为电泳条带结果：HOXA13 转染组 HOXA13 蛋白表达高于未转

染组和阴性对照转染组。下图为统计结果（n=3）：a 示与未转染

组及阴性对照转染组比较，P<0.01。

2.6　HOXA13 转 染 对 HSK 细 胞 CK 和 vimentin

蛋白的影响

免疫印迹分析结果显示：质粒转染的 3 组

细 胞 CK 蛋 白 相 对 表 达 比 较 差 异 有 统 计 学 意 义

（F=32.14，P=0.006）， 其 中 HOXA13 转 染

组 CK 蛋 白 相 对 表 达（0.54±0.06） 与 未 转 染 组

（0.15±0.01）及阴性对照转染组（0.16±0.01）

比 较 均 明 显 上 升（ 分 别 P=0.004、0.001）， 而

未转染组与阴性对照转染组间比较差异无统计

学 意 义（P>0.05）。3 组 vimentin 蛋 白 相 对 表 达

比较差异有统计学意义（F=51.22，P=0.004），

其 中 HOXA13 转 染 组 vimentin 蛋 白 相 对 表 达

（0.33±0.02）较未转染组（0.51±0.04）及阴性

对照转染组（0.52±0.03）比较均显著下降（分别

P=0.021、P=0.007），而未转染组与阴性对照转染

组间比较差异无统计学意义（图 8）。

2.5　质粒转染效果鉴定

质 粒 转 染 的 3 组 细 胞 HOXA13 蛋 白 的 相

对 表 达 量 比 较 差 异 有 统 计 学 意 义（F=24.54，

P=0.015）， 其 中 HOXA13 转 染 组 HKC 细 胞

HOXA13 蛋白相对表达（0.75±0.04）较未转染组

（0.41±0.01）和阴性对照转染组（0.42±0.02）

明显升高（分别 P=0.002、0.005），而阴性对照转

染组与未转染组比较差异无统计学意义（图 7）。
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a

a

图 8　HOXA13 转染对 HSA 超载的 HKC 细胞 CK、

vimentin 和 BMP-7 蛋白表达的影响　　上图为电泳条带结果：

1 为未转染组，2 为 HOXA13 转染组，3 为阴性对照转染组。与阴

性对照转染组和未转染组比较，HOXA13 转染组 CK 和 BMP-7 蛋

白表达较高，而 vimentin 表达较低。下图为统计结果（n=3）：a

示与未转染组及阴性对照转染组比较，P<0.05。

2.7　HOXA13 转染对 HSK 细胞 BMP-7 蛋白表达

的影响

免疫印迹分析结果显示：质粒转染的 3 组

细胞 BMP-7 蛋白相对表达比较差异有统计学意

义（F=28.58，P=0.009）， 其 中 HOXA13 转 染 组

BMP-7 蛋白相对表达量（0.45±0.03）与未转染组

（0.28±0.03）及阴性对照转染组（0.29±0.02）比较，

均明显上升（分别 P=0.004、P=0.022），而未转

染组与阴性对照转染组间比较差异无统计学意义

（图 8）。

3　讨论

白蛋白是蛋白尿的主要成分，而蛋白尿是引

起小管间质损伤及 TIF 的独立危险因素，是促进

EMT 发生的重要介质之一 [9]。本研究结果表明，

白蛋白超载 HKC 后，HKC 逐渐失去自身原有的细

胞形态，并获得了成纤维细胞样的细胞形态 [10]。

本 研 究 在 预 实 验 HSA 不 同 浓 度（0、10、20、

30 mg/mL） 和 不 同 时 间（0、12、24、48、72 h）

刺激 HKC 培养的基础上，选定 20 mg/mL HSA 刺

激 HKC 48 h，结果发现 HKC 细胞逐渐丧失其上皮

细胞标记物—CK 的表达逐渐下降，而间充质细胞

标记物逐渐显现—vimentin 的表达逐渐增高，上皮

细胞也逐渐转变为梭形。以上结果说明白蛋白超

载诱导了肾小管上皮细胞间充质转化，即发生了

EMT。

HOX 是一类在进化上高度保守的基因，作

为脊椎动物生长发育和细胞分化的主控基因，

在中枢神经系统、中轴骨、胃肠道、尿殖管、外

生殖器和肢体发育中均具有重要作用。哺乳动物

HOX 基 因 有 39 个， 分 为 HOXA、HOXB、HOXC

和 HOXD 4 簇，每簇又按照基因序列的同源性分

为 13 个组，分别定位于不同染色体的特定区域。

HOXA13 为 A 簇 13 号基因，在哺乳动物胚胎发

育中起重要作用，且与肢体的形成及生殖发育相

关 [11]。有研究认为，HOXA13 具有抑制肾纤维化

的作用，能够抑制 TGF-β1 介导的转录活性 [7-8]。

然而，HOXA13 在肾小管上皮细胞 EMT 以及 TIF

发生中的作用尚不清楚。本研究在证明白蛋白超

载能够诱导 HKC 细胞发生 EMT 的同时，发现伴

随着 EMT 的发生及 HKC 细胞内 HOXA13 的表达

降低。为了阐明 HOXA13 在白蛋白超载诱导肾小

管上皮细胞 EMT 中的作用，本研究通过基因转染

技术上调 HKC 细胞内的 HOXA13 表达，继而观察

HOXA13 过表达对白蛋白超载所致 EMT 的影响，

结果显示脂质体转染上调 HKC 细胞内 HOXA13 表

达后，过表达的 HOXA13 能够显著减轻 HSA 所诱

导的 HKC 细胞 CK 表达的减少以及 vimentin 表达

的增加，提示 HOXA13 过表达具有抑制白蛋白超

载诱导 HKC 细胞发生 EMT 的作用。

BMP-7 是一种在胚胎期肾脏发育过程中调控

间充质 - 上皮细胞转化的重要细胞因子，可维持

肾小管上皮细胞表型 [12]，具有拮抗内源性 TGF-β1

的 作 用 [13]。 有 研 究 发 现，HOXA13 突 变 小 鼠 中

BMP-7 表 达 下 降 [14-15]， 提 示 HOXA13 具 有 调 节

BMP-7 表达的作用。本研究结果显示：在 HSA 诱

导人肾小管上皮细胞发生 EMT 过程中，HOXA13

和 BMP-7 表达同步下降；而基因转染 HOXA13 过

表达能够抑制白蛋白超载所致的 BMP-7 下降、

即 HOXA13 过表达具有上调 BMP-7 表达的作用。

BMP-7 作为与肾原性间充质毗连的间质细胞群的

存活因子，可减少致炎细胞因子和生长因子的分

泌，逆转肾小管上皮细胞 EMT 过程，进而减轻已

形成的肾纤维化 [12]。据此推测 HOXA13 过表达逆

转 EMT 进程可能系通过促进 BMP-7 表达而发挥作

CK (50 KD)

vimentin (55 KD)

BMP-7 (49 KD)

β-actin (42 KD)

未转染组
阴性对照转染组
HOXA13 转染组

CK vimentin BMP-7

蛋
白

相
对

表
达
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0.4
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用，其具体机制尚待进一步研究。

综上所述，转染核转录因子 HOXA13 抑制白

蛋白超载诱导 HKC 细胞发生 EMT 的作用可能与

HOXA13 上调 BMP-7 表达有关。
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