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纤维细胞生长因子 1对转化生长因子 β1 诱导的人肾成纤维细胞

活化纤维化的保护作用

王玉路，薛现军，刘敏洁，苗月亭

(濮阳市油田总医院肾内科，河南 濮阳 457001)

[摘　要]	 目的：探讨纤维细胞生长因子1(fibroblast growth factor 1，FGF1)对转化生长因子β1(transforming 

growth factor β1，TGF-β1)诱导的人肾成纤维细胞活化纤维化的保护作用及机制。方法：将NRK-

4 9 F 细胞过表达 F G F 1 后，用 2  n g / m L  TG F - β 1 刺激诱导肾纤维化模型。 2 4  h 后观察细胞密度及

BrdU阳性率；MTT法测定细胞活力；细胞免疫荧光和蛋白质印迹法检测NRK-49F细胞中α- SM A

和FN蛋白表达水平；细胞免疫荧光和蛋白质印迹法检测NRK-49F细胞中p- S6，p-Akt(Ser473)，

β-catenin和p- Smad3(Ser423/425)蛋白的表达和分布的变化。结果：外源性TGF-β1促进肾成纤维

细胞体外增殖，而过表达FGF1可以降低TGF-β1诱导的肾成纤维细胞增殖，减轻由TGF-β1处理刺

激的肾成纤维细胞活化；FGF1过表达可以抑制TGF-β1诱导的Akt/β-catenin改变，但不抑制Smad

信号转导。结论：FGF1可能是通过Akt/β-catenin通路实现对TGF-β1诱导的人肾成纤维细胞活化

纤维化的保护作用。
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Protective effect of fibroblast growth factor 1 on 
transforming growth factor β1 induced activation of human 

renal fibroblasts
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Abstract Objective: To investigate the protective effect and mechanism of fibroblast growth factor 1 (FGF1) on 

transforming growth factor β1 (TGF-β1)-induced activation of human renal fibroblasts. Methods: NRK-49F 

cells were over-expressed with FGF1 and then stimulated with 2 ng/mL TGF-β1 to induce renal fibrosis model. 

Cell density and BrdU positive rate were observed after 24 h. The cell viability was determined by MTT assay. 

The expressions of α-SMA and FN protein in NRK-49F cells were detected by immunofluorescence and Western 

blot. The changes of p-S6, p-Akt (Ser473), β-catenin and p-Smad3 (Ser423/425) in NRK-49F cells were detected 

by immunofluorescence and Western blot. Results: Exogenous TGF-β1 promoted the proliferation of renal 
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难 以 治 愈 的 间 质 纤 维 化 进 程 是 进 行 性 肾 病

(progressive renal disease，PRD)的一个重要特征，

也是造成临床上P R D患者预后差、治疗选择有限

的 重 要 因 素 [ 1 - 2 ]。 虽 然 肾 中 的 许 多 进 行 性 疾 病 起

源于肾小球，但肾小管间质受累程度是最佳预后

指标 [ 3 ]。肾小管间质纤维化的特征主要表现在肾

小管扩张或萎缩，间质细胞数量增加，肌成纤维

细胞活化， α - 平滑肌肌动蛋白 ( α - s m o o t h  m u s c l e 
a c t i n ， α - S M A ) 表达增加，微血管形成闭塞和细

胞外基质(e x t r a c e l l u l a r  m at r i x，EC M)沉积 [ 4 - 5 ]。

而转化生长因子(transforming grow th factor  β1，

TG F - β 1 )诱导的肾成纤维细胞活化是肾间质纤维

化的关键步骤 [ 6 ]。纤维细胞生长因子1(f i broblast 
growth factor 1，FGF1)是培养的成纤维细胞的有丝

分裂原 [7-8]，参与多种生理过程，包括细胞生长和

分化，血管生成和组织修复[9]。本研究试图通过细

胞学实验，探索FGF1通过抑制TGF-β1信号转导途

径对体外肾纤维化中的保护作用，以期对肾纤维

化的预防和治疗提供思路。

1  材料与方法

1.1  细胞和材料

FG F 1质粒(P l a s m i d 8 1 8 2 5 )购自美国A d d ge n e
公司；重组大鼠 TG F - β 1 因子 (a b 2 3 6 3 4 1 ) 、 M T T
试剂盒(a b 5 2 9 0 3 )和抗p - Sm a d 3 (S 4 2 3 / S 4 2 5 )抗体

( a b 2 1 1 0 9 1 ) 购 自 美 国 A b c a m 公 司 ； P B S 缓 冲 液

(P10033)购自陕西海力克斯生物公司；DME M普

通高糖细胞培养液(C11995500BT)购自美国Gibco
公 司 ； 胎 牛 血 清 ( 2 6 0 2 - P 1 3 0 7 0 7 ) 购 自 美 国 PA N
公司； L i p o f e c t a m i n e  2 0 0 0 ( 1 1 6 6 8 0 2 7 ) 购自美国

Thermo公司；抗BrdU抗体(B2531)和抗α-SMA抗体

(A5228)购自美国Sigma-Aldrich公司；抗β-catenin
抗 体 ( 6 1 0 5 4 ) 购 自 美 国 B D 公 司 ； 抗 p - S 6 抗 体

(3157)、p-Akt(Ser473)抗体(3868)购自美国CST公

司；抗G APDH抗体(sc25778)购自美国Santa Cr uz
公司；30%丙烯酰胺(W047-1)购自南京建成生物工

程研究所；超敏化学发光检测试剂盒( JC -PC001)
和SDS-PAGE蛋白上样缓冲液(5×)( JC-PE007)购自

西安晶彩生物科技有限公司。

1.2  细胞培养

NRK-49F细胞(CRL -1570)购自美国ATCC细胞

库，采用含有2 mmol/L左旋谷酰胺(L-glutamine)和

10%胎牛血清的DMEM普通高糖细胞培养液培养于

37 ℃，5%CO2的细胞孵育箱。

1.3  细胞 FGF1 质粒转染

将NRK-49F细胞以2×105个/mL密度接种于24孔

板，待细胞贴壁后，更换无血清培养基培养24 h，

分别加入含有2 µL LipofectamineTM 2000与0.9 µg质

粒预混的100 µL的Opti-MEM培养基，培养6 h后，

更换成含10%胎牛血清的DMEM普通高糖细胞培养

液，在37 ℃，5%CO2孵育箱中继续培养24 h。

1.4  肾纤维化细胞模型的构建与分组

NRK-49F细胞分为对照组、单纯FGF1过表达

组、肾纤维化细胞模型组和FGF1过表达+TGF-β1
刺激组。肾纤维化细胞模型组：N R K- 4 9 F细胞采

用2 ng/mL TGF-β1刺激24 h，诱导肾纤维化模型。

对照组：NRK-49F细胞不采用TGF-β1刺激，直接

常规培养24 h。单纯FGF1过表达组：采用过表达

FGF1的NRK-49F细胞再常规培养24 h。FGF1过表

达+TGF-β1刺激组：采用过表达FGF1的NRK-49F
细胞再用2 ng/mL TGF-β1刺激24 h。收集各组细

胞，用于后续实验。

1.5  BrdU 染色

将各组的细胞用BrdU(10 mmol/L)孵育24 h。

将 细 胞 用 冰 冷 的 7 0 % 乙 醇 固 定 2 0  m i n ， 通 过 与 
2 . 5  m o l / L  H CL起温育2 0  m i n使D N A变性，然后

用 0 . 1  m o l / L 硼 酸 中 和 。 通 过 将 细 胞 与 P B S 中 的

3 % H 2O 2温 育 2 0  m i n 来 淬 灭 内 源 性 过 氧 化 物 酶 活

性，检测BrdU阳性率。

fibroblasts in vitro, while over-expression of FGF1 reduced TGF-β1-induced renal fibroblast proliferation and 

reduced renal fibroblast activation stimulated by TGF-β1. Over-expression of FGF1 inhibited TGF-β1-induced 

Akt/β-catenin alteration, but did not inhibit Smad signaling. Conclusion: The protective effect of FGF1 on TGF-

β1-induced activation of human renal fibroblasts may be achieved through the Akt/ β-catenin pathway.

Keywords fibroblast growth factor 1; renal fibrosis; Akt; β-catenin
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1.6  细胞免疫荧光染色

在处理的细胞到达处理时间终点时，将细胞

吸除培养基，用预冷的PBS洗涤3次，吸干表面液

体。使用免疫荧光专用固定液固定后，滴加大约

40 μL的抗体稀释液(1:50)，于4 ℃过夜。用TBST
浸 洗 后 ， 在 样 品 上 滴 加 大 约 4 0  μ L 的 二 抗 稀 释 液

(1:50)，于室温避光孵育25 min。使用抗荧光淬灭

封片剂封片，在共聚焦显微镜下观察。

1.7  MTT 实验

每 个 样 品 选 择 5  0 0 0 个 细 胞 接 种 到 9 6 孔 板 ，

按照实验要求处理细胞。在处理的时间终点时，

每孔加入20 μL 5mg/mL的MTT试剂溶液，继续在 
3 7  ℃， 5 % C O 2孵育箱中孵育 3  h ，吸弃孔内培养

液，每孔加入150 μL DMSO，振荡至结晶物完全融

解。在酶联免疫酶标仪上测定各孔540 nm波长处

吸光度值。

1.8  蛋白质印迹检测

对已处理的细胞，按照蛋白提取试剂盒说明

书，提取细胞总蛋白。所有蛋白样品B C A法蛋白

定量，加入 5 × 上样缓冲液， 1 0 0  ℃煮沸 5  m i n 变

性，置 − 8 0  ℃冰箱保存。制备 1 2 % 分离胶，进行

十 二 烷 基 硫 酸 钠 一 聚 丙 烯 酰 胺 凝 胶 电 泳 ( 上 样 量 
100 μg)后电转印至PVDF膜，5%BSA封闭后分别加

入抗体(1:1 000)，在4 ℃过夜孵育，洗膜后以辣根

过氧化物酶标记抗体孵育2 h。抗原-抗体复合物用

ECL法显示，采用Image-Pro Plus软件分析蛋白条带

的M值，以靶蛋白吸光度值/GAPDH吸光度值的比

值反映靶蛋白的相对水平。

1.9  统计学处理

采用SPSS 24.0统计软件进行数据分析，计量

资料以均数±标准差(x±s)表示，组间资料的两两比

较采用单因素方差分析后LSD-t法检验，检验水准

为α=0.05，P<0.05为差异有统计学意义。

2  结果

2.1  过表达FGF1降低TGF-β1诱导的肾成纤维细胞

增殖

为 确 定 外 源 性 T G F - β 1 在 肾 纤 维 化 发 生 中

的 作 用 ， 我 们 将 N R K - 4 9 F 细 胞 ( 大 鼠 肾 间 质 成

纤 维 细 胞 系 ) 与 T G F - β 1 共 同 孵 育 来 模 拟 体 内 情

况 。 与 对 照 组 相 比 ， 在 肾 纤 维 化 细 胞 模 型 组 细

胞 密 度 明 显 增 加 ( P < 0 . 0 1 ) ； 与 肾 纤 维 化 细 胞 模

型 组 相 比 ， F G F 1 过 表 达 + T G F - β 1 刺 激 组 细 胞

密 度 显 著 降 低 ( P < 0 . 0 5 ； 图 1 A ， 图 1 B) 。 与 对 照

组 相 比 ， 在 肾 纤 维 化 细 胞 模 型 组 中 细 胞 B r d U 阳

性 率 增 加 ( P < 0 . 0 1 ) ； 与 肾 纤 维 化 细 胞 模 型 组 相

比 ， F G F 1 过 表 达 + T G F - β 1 刺 激 组 细 胞 B r d U 阳

性 率 显 著 降 低 ( P < 0 . 0 5 ； 图 1 C ， 图 1 D ) 。 提 示

F G F 1 过 表 达 可 以 降 低 T G F - β 1 诱 导 的 肾 成 纤 维

细 胞 增 殖 。

2.2  过表达FGF1降低TGF-β1诱导的肾成纤维细胞

活力

与对照组相比，在肾纤维化细胞模型组细胞

活力明显增加(P<0.01)；与肾纤维化细胞模型组相

比，FGF1过表达+TGF-β1刺激组细胞活力显著降

低(P<0.05，图2)。

2.3  FGF1过表达减轻由TGF-β1处理刺激的肾成纤维

细胞活化

为 进 一 步 研 究 F G F 1 在 肾 成 纤 维 细 胞 活 化 中

的 作 用 ， 本 研 究 用 F G F 1 过 表 达 N R K - 4 9 F 细 胞 ，

然 后 以 2  n g / m L  T G F - β 1 处 理 2 4  h 。 通 过 N R K -
4 9 F 细 胞 中 α - S M A 和 F N 的 免 疫 荧 光 染 色 发 现

T G F - β 1 可 诱 导 α - S M A 和 F N 高 表 达 ， 而 F G F 1 的

过表达则显著抑制 TG F - β 1 诱导的 α - S M A 和 F N 表

达 ( 图 3 A ) 。 蛋 白 质 印 迹 结 果 也 同 样 证 明 这 一 结

果 ( 图 3 B ~ 3 D ) ， 表 明 F G F 1 过 表 达 可 通 过 抑 制 由

TG F - β 1 处 理 引 发 的 成 纤 维 细 胞 活 化 而 发 挥 抗 纤

维化作用。

2.4  FGF1 过 表 达 抑 制 TGF-β1 诱 导 的 Akt，
β-catenin 通路改变

如图4所示，与对照组相比，在肾纤维化细胞

模型组中细胞p - S6，p -A kt(Ser473)和β- catenin，

p - S m a d 3 表 达 增 加 ； 与 肾 纤 维 化 细 胞 模 型 组 相

比 ， F G F 1 过 表 达 + T G F - β 1 刺 激 组 细 胞 p - S 6 ，

p-Akt(Ser473)和β-catenin表达降低，而Smad3磷酸

化(经典TGF-β1信号转导的关键分子)没有改变。

提 示 F G F 1 过 表 达 可 以 抑 制 TG F - β 1 诱 导 的 A k t ，
β-catenin通路的改变，但不抑制由p- Smad3介导的

信号转导。
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图1 FGF1过表达降低TGF-β1诱导的肾成纤维细胞增殖

Figure 1 Over-expression of FGF1 reduces TGF-β1-induced renal fibroblast proliferation

(A)代表性普通光镜下细胞照片；(B)普通光镜下细胞数量统计数据；(C)荧光显微镜下BrdU阳性细胞的百分比统计数据；

(D)代表性荧光显微镜下BrdU染色照片；用小鼠抗BrdU抗体(红色)标记细胞，SYTO-Green(绿色)用于标记细胞核。箭头

表示BrdU阳性细胞。与对照组相比，##P<0.01；与单纯TGF-β1刺激相比，*P<0.05。

(A) Representative cell photographs under microscope; (B) Statistical data of cell number under microscope; (C) Statistical data of the 

percentage of BrdU positive cells under fluorescence microscope; (D) Representative fluorescence microscope images of BrdU staining. 

Cells were labeled with mouse anti-BrdU antibody (red) and SYTO-Green (green) was used to label nuclei. Arrows indicate BrdU 

positive cells. Compared with the control group, ##P<0.01; compared with TGF-β1 alone group, *P<0.05.
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图2 MTT测定细胞活力

Figure 2 Cell viability was measured by MTT assay

与对照组相比，##P<0.01；与单纯TGF-β1刺激相比，*P<0.05。

Compared with the control group, ##P<0.01; compared with TGF-β1 alone group, *P<0.05.
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图3 FGF1过表达可以减少TGF-β1诱导的NRK-49F细胞活化

Figure 3 Over-expression  of FGF1 reduces TGF-β1-induced NRK-49F cell activation

将NRK-49F细胞过表达FGF1，然后用TGF-β1处理，(A)免疫荧光染色的代表性显微照片示：FGF1过表达可以抑制NRK-49F

细胞中TGF-β1诱导的FN和α-SMA表达；(B)蛋白质印迹分析揭示FGF1过表达可以下调TGF-β1诱导的FN和α-SMA表达；(C)

FN蛋白表达的定量分析；(D)α-SMA蛋白表达的定量分析。与对照组相比，##P<0.01；与单纯TGF-β1刺激相比，*P<0.05。

NRK-49F cells were overexpressed with FGF1 and then treated with TGF-β1: (A) Representative micrographs of immunofluorescence 

staining showed that FGF1 overexpression inhibited TGF-β1-induced FN and α-SMA expression in NRK-49F cells; (B) Western blot 

analysis revealed that FGF1 overexpression can down-regulate TGF-β1-induced FN and α-SMA expression; (C) Quantitative analysis of 

FN protein expression; (D) Quantitative analysis of α-SMA protein expression. Compared with the control group, ##P<0.01; compared with 

TGF-β1 alone group, *P<0.05.
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3  讨论

PRD病因众多，包括肥胖、高血压、糖尿病或

罕见基因突变等，其机制尚未确定[10-12]，然而通常

有同样的结局，即肾纤维化加重，负责过滤血液

的细胞最终被破坏 [13]。肾病的治疗措施很少，近

4 0年来几乎没有新药研制的进展。接受移植的患

者常经历并发症，大部分透析患者最终死亡 [14]。

因而，以对抗持续的肾纤维化进程为目的的治疗

显得尤为重要[13,15-16]。

T G F - β 1 是 一 种 有 效 的 促 纤 维 化 因 子 ， 对 肾

成 纤 维 细 胞 的 分 化 具 有 多 重 作 用 [ 1 7 - 1 9 ] 。 众 所 周

知 ， TG F - β 1 通 过 激 活 细 胞 内 信 号 转 导 途 径 促 进

肾纤维化。其中， S m a d 信号转导是控制 TG F - β 1
诱 导 的 纤 维 化 最 重 要 的 信 号 之 一 [ 2 0 ] 。 然 而 ，

T G F - β 1 诱 导 的 成 纤 维 细 胞 活 化 和 纤 维 化 也 需

要 T G F - β 1 刺 激 的 其 他 几 种 信 号 通 路 ， 如 A k t 和

β-catenin [19,21]。本研究证明：外源性TGF-β1促进

肾 成 纤 维 细 胞 体 外 增 殖 ， 而 过 表 达 F G F 1 可 以 降

低 TG F - β 1 诱导的肾成纤维细胞增殖， F G F 1 过表

达 可 以 减 轻 由 TG F - β 1 处 理 刺 激 的 肾 成 纤 维 细 胞

活化。在此基础上的免疫荧光和印迹实验则证明

了 TG F - β 1 诱 导 的 肾 成 纤 维 细 胞 分 化 ， 是 在 A k t /
β - c a t e n i n 依 赖 性 途 径 中 起 调 节 作 用 。 在 TG F - β 1
处理后，p -A k t (Ser 4 7 3 )，p - β - c aten i n (Ser 6 7 5 )丰

度在很大程度上有所增加。这些结果共同表明，

F G F 1 对 TG F - β 1 诱导的人肾成纤维细胞活化纤维

化 有 保 护 作 用 ， 这 一 作 用 是 经 由 A k t /  β - c a t e n i n
这一通路来实现的。

本研究表明FGF1过表达不仅能够预防肾纤维

化，还能够限制TGF-β1诱导的肾纤维化的进展。

这为临床治疗P R D提供了新思路，即刺激保护性

F G F 1 信 号 转 导 可 能 是 平 衡 抗 纤 维 化 疗 法 的 有 效  
策略。

图4 在TGF-β1刺激的NRK-49F细胞中，FGF1过表达抑制p-S6，p-Akt，β-catenin表达，但不抑制p-Smad3信号转导

Figure 4 Over-expression  of FGF1 in NRK-49F cells inhibits the expressions of p-S6, p-Akt and β-catenin, but does not inhibit 

p-Smad3 stimulated by TGF-β1

(A)p- S6，p-Akt(Ser473)，β-catenin和p- Smad3(Ser423/425)的免疫荧光染色的代表性显微图片。白色箭头表示具有

β-catenin核转位的细胞；(B)蛋白质印迹分析证明FGF1过表达可以减少p-S6，p-Akt(Ser473)和β-catenin的丰度，而非

p-Smad3(Ser423/425)。

(A) Representative immunofluorescence staining micrographs of p-S6, p-Akt (Ser473), β-catenin and p-Smad3 (Ser423/425). White 

arrows indicate cells with β-catenin nuclear translocation; (B) Western blot analysis demonstrated that FGF1 overexpression reduced the 

abundance of p-Akt (Ser473) and β-catenin, but not p-Smad3 (Ser423/425).
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