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［摘 要］ 目的：检查特异性蛋白1（specificity protein 1，SP1）在Thy⁃1肾炎（Thy⁃1 nephritis，Thy⁃1N）大鼠肾组织中和亚溶解型

C5b⁃9（sublytic C5b⁃9）刺激的大鼠肾小球系膜细胞（glomerular mesangial cells，GMCs）中的表达情况，并探讨 SP1表达上调对

sublytic C5b⁃9促大鼠GMCs增殖的作用。方法：复制大鼠Thy⁃1N模型，同时用 sublytic C5b⁃9刺激体外培养的大鼠GMCs，分别

用 real⁃time PCR和Western blot检查Thy⁃1N大鼠肾组织（体内）和 sublytic C5b⁃9刺激的大鼠GMCs（体外）中SP1基因的mRNA
和蛋白表达水平及其表达时相。与此同时，构建 SP1基因的表达质粒（pEGFP⁃N1/SP1⁃His）和发夹状小干扰RNA质粒（SP1
shRNA，shSP1）。将上述质粒分别转染大鼠GMCs（同时设对照质粒转染组），再给予或不给予 sublytic C5b⁃9刺激。用 real⁃time
PCR和Western blot检查SP1表达量，并行CCK⁃8实验检查GMCs的增殖情况。结果：在Thy⁃1N大鼠肾组织和 sublytic C5b⁃9刺
激的大鼠GMCs中，SP1 mRNA和蛋白表达水平均显著上调，且其体内外表达时相较为一致。体外过表达 SP1可显著促进

GMCs增殖，而沉默SP1可明显抑制 sublytic C5b⁃9诱导的GMCs增殖反应。结论：Sublytic C5b⁃9刺激大鼠GMCs后能通过上调

SP1表达促进GMCs增殖。
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［Abstract］ Objective：To detect the expression of specificity protein 1（SP1）in the renal tissues of rats with Thy⁃1 nephritis（Thy⁃
1N）and in the glomerular mesangial cells（GMCs）stimulated with sublytic C5b⁃9，and investigate the role of SP1 expression in sublytic
C5b⁃9⁃induced GMC proliferation. Methods：Rat Thy⁃1N was induced，and the cultured rat GMCs were stimulated with sublytic C5b⁃9.
The expression of SP1 in the renal tissues of rats with Thy⁃1N（in vivo）and in the GMCs stimulated with sublytic C5b⁃9（in vivo）was
detected by real⁃time PCR and Western blot，respectively. Meantime，SP1 expression plasmid（pEGFP⁃N1/SP1⁃His）and SP1 shRNA
（shSP1）were constructed. Above⁃mentioned plasmids and control plasmids were transfected into rat GMCs followed by sublytic C5b⁃9
stimulation or not. The expression levels of SP1 were evaluated by real⁃time PCR and Western blot，and the cellular proliferation was
determined by CCK⁃8. Results：The expression levels of SP1 in the renal tissues of rats with Thy⁃1N and in the GMCs stimulated with
sublytic C5b⁃9 were markedly increased with similar time points. SP1 overexpression could markedly promote GMCs proliferation，
while SP1 knockdown could obviously reduce sublytic C5b⁃9⁃induced GMCs proliferation. Conclusion：Sublytic C5b⁃9 promotes rat
GMCs proliferation through up⁃regulation of SP1.
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人类系膜增生性肾炎（mesangial proliferative
glomerulonephritis，MsPGN）是一种免疫相关的肾脏

疾病，其发病率占临床原发性肾小球肾炎的40%左

右［1］。MsPGN主要病变特征是肾小球系膜细胞（glo⁃
merular mesangial cells，GMCs）异常增生和细胞外基

质（extracellular matrix，ECM）过度积聚［2］。由于大多

数MsPGN患者因肾组织纤维化诱发肾功能衰竭而

死亡，故国内外众多学者对MsPGN进行了深入研

究，但其病因及其致病机制至今尚未阐明。因此，

继续探讨MsPGN发病的始动因素及其病变的分子

机制是当今医学领域中的一项艰巨任务。

大鼠 Thy⁃1肾炎（Thy⁃1 nephritis，Thy⁃1N）是一

种公认的研究人类MsPGN的动物模型［3-4］。给大鼠

注射 Thy⁃1 抗体（Thy⁃1 Ab）后，该抗体能与大鼠

GMCs表面的Thy⁃1抗原结合，形成免疫复合物，后

者可通过激活补体导致肾小球损伤和继发增生病

变。本课题组前期研究已揭示，在大鼠 Thy⁃1N病

变早期，肾小球内部分GMCs表面可见补体 C5b⁃9
复合物沉积，但此时大多细胞形态完好，并且部分

细胞还呈现出增殖反应［5］，提示作用于 GMCs 的
C5b⁃9属于亚溶解型 C5b⁃9（sublytic C5b⁃9）。已发

现 sublytic C5b⁃9可作为有核细胞的刺激原，活化

细胞内多条信号通路和上调多种转录因子，从而

改变细胞的生物学行为［6-7］。此外，本课题组体外

用 sublytic C5b⁃9刺激大鼠 GMCs后，GMCs亦呈现

明显的增殖反应［5，8］。提示，sublytic C5b⁃9对GMCs
的刺激确能引起细胞增殖反应，但其促增殖的机

制尚未完全阐明。

为了揭示 sublytic C5b⁃9促进Thy⁃1N大鼠GMCs
增殖的分子机制，本课题组前期实验先利用基因芯

片检查了 sublytic C5b⁃9刺激大鼠GMCs后40 min和
3 h时基因表达谱系的变化，并与Thy⁃1N发病早期

（40 min和3 h）肾组织基因谱的改变进行比对，结果

发现了一些体内外同期共上调的基因。其中，芯片

检查显示特异性蛋白 1（specificity protein 1，SP1）上

述两时段的上调倍数均较高。

SP1基因位于人类染色体的 12q13.13区域，编

码长737个氨基酸的蛋白，SP1属于SP/krüppel样转

录因子家族成员，在体内广泛表达［9］。已发现 SP1
具有诱导细胞增殖和分化等功能。如 Liu等［10］报

道，SP1能通过上调组织分化诱导非蛋白编码RNA
（tissue differentiation ⁃ inducing non ⁃ protein coding
RNA，TINCR）的表达促进乳腺癌细胞增殖。另外，

Li等［11］研究表明，微小RNA⁃376a（microRNA⁃376a）

可通过靶向降解 SP1 mRNA下调其蛋白表达量，从

而抑制胶质瘤细胞增殖。不过迄今为止，有关 SP1
表达上调与GMCs增殖的关系尚未见文献报道。据

此，本研究拟分别从体内（Thy⁃1N大鼠的肾组织）和

体外（sublytic C5b⁃9刺激的大鼠GMCs）检查 SP1的

表达水平及其时相，然后构建大鼠 SP1野生型表达

质粒和发夹状小干扰RNA（shRNA）表达质粒，借此

探讨过表达或沉默SP1基因对 sublytic C5b⁃9诱导大

鼠GMCs增殖病变的影响。

1 材料和方法

1.1 材料

实验动物雄性 Sprague⁃Dawley（SD）大鼠，180~
200 g，购自英国B&K公司。大鼠GMCs（HBZY⁃1）购
自武汉大学中国典型培养物保藏中心。Thy⁃1抗体

根据文献由本室制备［12-13］。补体来自混合后分装的

20 名健康志愿者新鲜血清（normal human serum，

NHS）。TRIzol（Invitrogen公司，美国），逆转录试剂

盒（HiScript Ⅱ Q RT SuperMix for qPCR）（南京诺唯

赞生物科技有限公司），ECL化学发光试剂盒（Cell
Signaling公司，美国），PVDF膜（Roche公司，瑞士），

pEGFP⁃N1质粒（Clontech公司，美国），pGenesil ⁃1/
GFP载体、DNA片段（上海吉玛制药技术有限公司），

T4 DNA连接酶、各种限制性内切酶（Fermentas公司，

美国），质粒抽提试剂盒（Qiagen公司，德国），NeonTM

电转缓冲液（Invitrogen 公司，美国），CCK ⁃ 8（cell
counting kit⁃8）试剂盒（同仁化学研究所，日本）。

1.2 方法

1.2.1 复制大鼠Thy⁃1N模型

取雄性SD大鼠（180~200 g），尾静脉注射Thy⁃1
抗体（0.75 mL/100 g）。分别于注射Thy⁃1抗体前（即

0 h）和注射 Thy⁃1抗体后不同时间点（即 2、4、6、8、
10、12、24 h）取大鼠肾皮质（n=6），标本冻存后分别

用于mRNA和蛋白表达的检查。同法 SD大鼠尾静

脉注射Thy⁃1抗体（同时设对照组，n=6），取实验7 d
时大鼠肾组织标本，行石蜡包埋。

1.2.2 大鼠GMCs培养和 sublytic C5b⁃9刺激

将大鼠GMCs接种于50 mL细胞培养瓶内，培养

基为MEM（minimal essential medium）及10%胎牛血清

（FBS），置于37 ℃、5% CO2孵育箱孵育，当细胞生长

至90%融合时，加入0.25%胰蛋白酶1 mL，于孵箱中孵

育消化3~5 min，收集细胞，离心5 min（1 000 r/min），弃
上清，同法用PBS离心洗涤2次，再用营养液稀释至

所需浓度转种于培养瓶内继续培养。当GMCs生长
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至 60%融合时，分别给予 Thy⁃1 抗体和 NHS，即：

MEM中加入 Thy⁃1抗体（50 μL/mL）于 37 ℃ CO2孵

箱内培养 30 min，取出经 PBS缓冲液洗 1次，加入

NHS（40 μL/mL，提供补体）在孵箱内按所需时间培

养（0、2、4、6、8、10、12、24 h，n=3），裂解细胞分别用

于mRNA和蛋白表达的测定。

1.2.3 大鼠SP1基因真核表达载体的构建与鉴定

使用PCR法获得大鼠SP1基因mRNA的编码区

（同时在 3′端加上 His 标签）。将纯化的 SP1⁃His
PCR产物和 pEGFP⁃N1质粒用HindⅢ和KpnⅠ行双

酶切，割胶法纯化酶切后的 SP1⁃His PCR产物和线

性化的 pEGFP⁃N1。将两者在 T4 DNA连接酶的作

用下进行反应，连接产物转化感受态细菌 E.Coli

Top10，涂布于含卡那霉素抗性（终浓度为100 μg/mL）
的LB平板上，37 ℃恒温箱过夜，挑取单克隆菌落接

种于 3 mL含卡那霉素抗性（终浓度为 100 μg/ mL）
的 LB培养液中，37 ℃培养过夜。用质粒纯化试剂

盒提取质粒，送南京金斯瑞生物科技有限公司进行

DNA测序分析确证，构建的重组质粒命名为pEGFP
⁃N1/SP1⁃His。
1.2.4 大鼠SP1基因发卡状小干扰RNA的设计、构

建与鉴定

使用BLOCK⁃iT™ RNAi Designer（Thermo Fisher
Scientific公司，美国）设计 3个针对大鼠 SP1基因的

发卡状小干扰RNA（shRNA），序列见表 1。合成的

DNA片段两端设计有BamHⅠ和HindⅢ酶切位点，

便于与pGenesil⁃1/GFP载体克隆连接。以上序列由

上海吉玛制药技术有限公司合成，测序证实目的

DNA片段克隆入pGenesil⁃1/GFP中。构建的重组质

粒分别命名为 SP1 shRNA⁃1（shSP1⁃1）、SP1 shRNA⁃
2（shSP1⁃2）和SP1 shRNA⁃3（shSP1⁃3）。

1.2.5 大鼠GMCs转染

使用 Neon™电转仪将 pEGFP ⁃N1/SP1 ⁃His 和

pEGFP⁃N1分别转染到大鼠GMCs（步骤见NeonTM电

转仪说明书），将转染后的细胞继续培养 48 h，用荧

光显微镜观察绿色荧光蛋白（green fluorescence pro⁃
tein，GFP）的表达情况，同时收集细胞检测SP1蛋白

表达（n=3）和细胞增殖（n=5）。同法，将 shSP1⁃1、
shSP1⁃2、shSP1⁃3和 shCTR分别转染大鼠GMCs，转
染后 48 h测 SP1的mRNA丰度（筛选出最佳沉默效

率的 shSP1），或将 shSP1和 shCTR分别转染到大鼠

GMCs，转染后 48 h给予 sublytic C5b⁃9刺激 4 h（测

SP1蛋白表达，n=3）和 48 h（测细胞增殖，n=5）。

1.2.6 real⁃time PCR测定SP1的mRNA水平

利用 Primer⁃BLAST（NCBI）设计 real⁃time PCR
引物，用以扩增大鼠 SP1和β⁃actin基因。引物序列

如下：SP1 上游引物 5′ ⁃CCCAGGAAACCCTCCAG⁃
AAC⁃3′，SP1下游引物 5′⁃GCATAGGGGCCAAGGT⁃
GATT⁃3′；β⁃actin 上游引物 5′⁃TCACCCACACTGT⁃
GCCCATCTATGA⁃3′，β⁃actin下游引物 5′⁃CATCG⁃
GAACCGCTCATTGCCGATAG⁃3′。采用TRIzol一步

法抽提大鼠肾组织或GMCs中的总RNA。取1 μg总
RNA作为模板，逆转录成 cDNA，再用 real⁃time PCR
检测SP1和β⁃actin基因的mRNA丰度。反应参数为

50 ℃ 2 min，95 ℃ 10 min；95 ℃15 s，60 ℃ 1 min，重复

40个循环；在60 ℃进行单点荧光检测。以下列公式

计算实验结果：2-ΔΔCT 。

1.2.7 Western blot检查SP1蛋白表达

取大鼠肾皮质或大鼠GMCs，加入裂解液进行裂

解，裂解物12 000 r/min离心5 min，取上清煮沸5 min
使蛋白变性，而后上样电泳，再将蛋白转到PVDF膜

上。将PVDV膜封闭后放进一抗中孵育（4 ℃过夜），

TBST洗涤 10 min×3次。将 PVDF膜放进二抗中孵

育（室温1 h），洗涤后加入ECL发光液进行曝光。

1.2.8 CCK⁃8检查GMCs增殖水平

使用 NeonS 电转仪将 pEGFP ⁃N1/SP1 ⁃His 和

pEGFP⁃N1分别转染大鼠GMCs，46 h后加入CCK⁃8
继续培养2 h。培养结束后，用酶标仪（450 nm）检测

吸光度值。此外，将shSP1和shCTR分别转染到大鼠

GMCs，48 h后给予sublytic C5b⁃9刺激，继续培养46 h
后再加入CCK⁃8继续培养2 h，最后检测450 nm时的

吸光度值。

1.2.9 HE染色观察Thy⁃1N大鼠肾组织形态学变化

取大鼠肾组织石蜡标本切片，行HE染色后显

微镜下观察两组大鼠肾组织结构并计算肾小球细

胞总数，即每个标本计数 100个最大直径的肾小球

内细胞数，取均值表示结果。

1.3 统计学方法

所得数据以均数±标准差（x ± s）表示，采用

SPSS18.0软件进行方差分析和Bonfferoni检验，P ≤
0.05为差异有统计学意义。

表1 SP1 shRNA的干扰序列

Table 1 SP1 shRNA interference sequences
shRNA
shSP1⁃1
shSP1⁃2
shSP1⁃3

序列（5′→3′）
GCGACCAAGATCACTCAATGG
GCAAGTTCTGACAGGTCTACC
GCAACATTATTGCTGCTATGC

位点（bp）
43~63

515~535
706~726
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A~C：real⁃time PCR和Western blot检查Thy⁃1N大鼠肾组织中SP1的mRNA（A）和蛋白水平（B：电泳图；C：半定量分析）。与0 h比较，*P <
0.05，**P < 0.01（n=6）。D~E：HE染色观察大鼠肾小球增生情况。D：HE染色代表图片（×400）。E：计数两组大鼠肾小球内细胞数，与对照组比

较，*P < 0.01（n=6）。
图1 Thy⁃1N大鼠肾组织中SP1的表达水平和肾小球病理改变

Figure 1 The expression of SP1 in the renal tissues of Thy⁃1N rats and the glomerular pathological changes
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Real⁃time PCR检查受 sublytic C5b⁃9刺激的大鼠GMCs中SP1的mRNA丰度（A）和蛋白水平（B：电泳图；C：半定量分析）。与0 h比较，*P <
0.05，**P < 0.01（n=3）。

图2 sublytic C5b⁃9刺激的大鼠GMCs中SP1的表达水平

Figure 2 The expression of SP1 in rat GMCs induced by sublytic C5b⁃9

2 结 果

2.1 Thy⁃1N大鼠肾组织内SP1基因的表达情况

大鼠肾组织内 SP1 mRNA于Thy⁃1N诱导后 2 h
时显著上调，并达到峰值，从 4 h开始逐渐降低（图

1A），而SP1蛋白表达于Thy⁃1N诱导后2~4 h时达到

峰值，之后逐渐降低（图1B、C）。HE染色显示，诱导

Thy⁃1N后7 d时，大鼠肾小球细胞数较对照组显著增

多（图1D、E）。表明大鼠Thy⁃1N模型复制成功。

2.2 Sublytic C5b⁃9刺激大鼠GMCs中SP1基因的表

达水平

Sublytic C5b⁃9刺激GMCs后 2 h，SP1的mRNA
明显上调，之后逐渐降低（图2A）。SP1蛋白表达水平

于2~4 h时达到峰值，之后逐渐降低（图2B、C）。综合

前两部分的实验结果，发现SP1蛋白在体内（Thy⁃1N
大鼠肾组织中）和体外（sublytic C5b⁃9刺激的大鼠

GMCs中）均显著上调，且其表达时相基本一致。

2.3 过表达SP1基因能促进大鼠GMCs的增殖

为探讨 SP1基因过表达与大鼠GMCs增殖病变

之间的关系，构建了大鼠SP1基因表达质粒（pEGFP
⁃N1/SP1⁃His），并将 pEGFP⁃N1/SP1⁃His和空载对照

质粒（pEGFP⁃N1）分别转染大鼠GMCs，于转染后48 h
开展如下检查：通过荧光显微镜观察大鼠GMCs中
GFP的表达情况（图3）；使用抗SP1抗体和抗His抗
体行Western blot鉴定 SP1的表达量（图 4A、B）；行

CCK⁃8实验测定GMCs的增殖水平（图4C）。上述结

果显示，转染质粒后 48 h大鼠GMCs中GFP表达率

约为 80%。与 pEGFP⁃N1组相比，pEGFP⁃N1/SP1⁃
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Figure 4 The effects of pEGFP⁃N1/SP1⁃His transfection
on SP1 expression and GMC proliferation
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将 shSP1⁃1、shSP1⁃2、shSP1⁃3和 shCTR分别转入大鼠GMCs，转
染后48 h提取RNA，行 real⁃time PCR检查各组细胞内SP1 mRNA含

量。与 shCTR转染组比较，*P < 0.01（n=3）。
图5 shSP1最佳靶点的筛选

Figure 5 The selection of most effective shSP1

His质粒转染大鼠GMCs后SP1的表达显著上调，细

胞增殖水平亦明显提高。提示，SP1基因可能具有

促大鼠GMCs增殖的功能。

2.4 沉默 SP1基因可抑制 sublytic C5b⁃9诱导的大

鼠GMCs增殖反应

为进一步阐明 sublytic C5b⁃9上调 SP1表达与

GMCs增殖之间的关系，构建了SP1发夹状小干扰质

粒（shSP1⁃1、shSP1⁃2、shSP1⁃3），并将 shSP1⁃1、shSP1
⁃2、shSP1⁃3及其乱序对照质粒（shCTR）分别转入大

鼠GMCs，转染后48 h再给予 sublytic C5b⁃9刺激2 h，
行 real⁃time PCR检查各组细胞内 SP1的mRNA含

量，发现 shSP1⁃1转染组的 SP1 mRNA水平最低（图

5）。提示，shSP1⁃1为最佳沉默效率的 shRNA。接着

将 shSP1⁃1和 shCTR转染大鼠GMCs，转染后48 h再
给予 sublytic C5b⁃9刺激，4 h后测定 SP1蛋白表达

（图 6A、B），48 h后检测细胞增殖水平（图 6C）。结

果发现，shSP1⁃1可明显抑制由 sublytic C5b⁃9诱导的

SP1蛋白表达和GMCs增殖。上述结果提示，sublytic
C5b⁃9诱导大鼠GMCs增殖过程中，其上调SP1基因

的表达有促进GMCs增殖的作用。

3 讨 论

大鼠Thy⁃1N的病理变化类似于人类MsPGN，因

此该肾炎模型常被用于MsPGN的实验研究［3，14］。已

知大鼠Thy⁃1N病变具有补体依赖性［15］。本课题组

前期研究揭示，在大鼠Thy⁃1N发病早期，肾小球内

出现了补体C5b⁃9复合物的沉积，并且被C5b⁃9复合

物包绕的GMCs并未溶解，部分GMCs还发生了增殖

反应［5］。提示，此种C5b⁃9复合物属于 sublytic C5b⁃9
复合物，而GMCs增殖可能与 sublytic C5b⁃9直接刺

激有一定关系。已知 sublytic C5b⁃9的形成是由于

有核细胞的表面存在膜辅助蛋白（membrane cofac⁃
tor protein，MCP）、衰变加速因子（decay⁃accelerating

factor，DAF）和CD59等诸多膜保护因子，这些补体

调节蛋白不仅妨碍了C5b⁃9插入靶细胞膜，而且还

将pEGFP⁃N1质粒转染大鼠GMCs，转染后48 h使用荧光显微镜

观察GMCs中GFP蛋白的表达。

图3 大鼠GMCs中GFP的表达情况（×100）
Figure 3 GFP expression in rat GMCs（×100）
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阻止了C9在胞膜上的聚合［16］。研究表明，sublytic
C5b⁃9虽不能导致靶细胞溶解坏死，但能诱导靶细

胞发生多种生物学效应，如引发细胞增殖等［6］。

已发现细胞增殖与增殖相关基因的表达上调

密切相关［17］。本课题组以往基因芯片数据显示，在

Thy⁃1N发病早期的大鼠肾组织和 sublytic C5b⁃9刺

激的大鼠GMCs中，增殖相关基因 SP1的上调倍数

较为明显。已知 SP1基因在体内广泛表达，具有诱

导细胞增殖等功能［10-11］。但是SP1是否参与 sublytic
C5b⁃9诱导的 Thy⁃1N大鼠GMCs增殖，目前尚未见

文献报道。本研究首先复制了大鼠Thy⁃1N模型，并

于不同时间点提取肾组织，检查其 SP1 mRNA和蛋

白表达水平。同时，体外用 sublytic C5b⁃9刺激大鼠

GMCs，测定其不同时间点 SP1的表达量。结果发

现，SP1的mRNA和蛋白表达均显著上调，且在体内

和体外呈现出相似的表达趋势。鉴于SP1的生物学

功能与细胞增殖明显相关，加上本研究已发现SP1基
因在体内和体外均显著表达，故进一步探讨了SP1表
达在sublytic C5b⁃9诱导大鼠GMCs增殖中的作用。

本研究构建了大鼠 SP1野生型表达质粒（pEG⁃
FP⁃N1/SP1⁃His）和针对 3 个不同靶点的大鼠 SP1
shRNA（即shSP1⁃1、shSP1⁃2、shSP1⁃3）表达质粒，分别

将其导入大鼠GMCs中（同时设pEGFP⁃N1或 shCTR
对照质粒转染组），再给予或不给予 sublytic C5b⁃9
刺激，检查其SP1基因的表达和沉默情况，同时测定

细胞增殖水平。实验发现，将pEGFP⁃N1/SP1⁃His质
粒转染大鼠GMCs后，既能明显上调GMCs中SP1的
表达，又能显著促进GMCs增殖。另外，将 shSP1⁃1、
shSP1⁃2和 shSP1⁃3质粒转染大鼠GMCs后均能下调

细胞中SP1表达，其中以 shSP1⁃1质粒沉默SP1基因

的效果最佳。进一步用 shSP1 ⁃1 质粒处理大鼠

GMCs，发现其不仅可有效抑制sublytic C5b⁃9诱导的

SP1表达，而且还能明显减低sublytic C5b⁃9刺激诱导

的GMCs增殖。综上所述，在Thy⁃1N大鼠发病的早

期，SP1基因的表达上调参与了sublytic C5b⁃9引发的

大鼠GMCs增殖反应。由于SP1是一个促增殖转录因

子，故本研究所获结果提供了有用的前期实验依据，

便于今后进一步深入研究SP1基因调控sublytic C5b⁃
9诱导的Thy⁃1N大鼠GMCs增殖的分子机制。
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