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［摘 要］ 目的：研究沉默大鼠肾组织中通用控制核苷酸合成5（general control nonderepressible 5，GCN5）基因、性别决定区Y
框蛋白9（SRY related HMG box⁃9，SOX9）基因对Thy⁃1肾炎（Thy⁃1 nephritis，Thy⁃1N）大鼠肾组织内转化生长因子⁃β1（transform⁃
ing growth factor⁃β1，TGF⁃β1）生成的影响。方法：分别用慢病毒（lentivirus，LV）包装GCN5和SOX9发夹状小干扰RNA（shRNA），

即制备LV⁃shGCN5和LV⁃shSOX9重组病毒。然后行大鼠肾动脉灌注术将LV⁃shGCN5和LV⁃shSOX9分别导入大鼠肾脏，再经

尾静脉注射兔抗大鼠胸腺细胞抗血清（anti⁃thymocyte serum，ATS）复制Thy⁃1N模型。在注射ATS后3 h，取大鼠肾组织，用RT⁃
PCR和Western blot检查各组大鼠肾组织中GCN5和SOX9的mRNA及蛋白表达水平，以验证干扰效果及GCN5、SOX9对TGF⁃β1
产生的影响。结果：利用肾动脉灌注术将LV⁃shGCN5或LV⁃shSOX9重组病毒导入大鼠肾组织后，不仅能有效沉默相应的靶基因，

而且还能下调TGF⁃β1的表达。结论：沉默大鼠肾组织中GCN5或SOX9基因后能显著抑制Thy⁃1N大鼠肾内TGF⁃β1的生成。
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［Abstract］ Objective：This Study aims to study the effect of silencing general control nonderepressible 5（GCN5）or SRY related
HMG box⁃9（SOX9）gene on TGF⁃β1 production in the renal tissue of Thy⁃1 nephritis（Thy⁃1N）rats. Methods：The plasmids of GCN5
and SOX9 shRNA were packaged with lentiviral（LV）to form LV⁃shGCN5 and LV⁃shSOX9. Then，the LV⁃shGCN5 and LV⁃shSOX9
vectors were separately perfused into rat kidneys by renal artery perfusion，and next，the rat Thy⁃1N model was replicated by injection
of rabbit anti⁃rat⁃thymocyte serum（ATS）through rat tail vein. Thereafter，rat renal tissues mentioned⁃above were taken at 3 h after ATS
injection，and mRNA and protein levels of GCN5，SOX9 and TGF⁃β1 were examined by RT⁃PCR and Western blot to verify the effects
of GCN5 or SOX9 gene interference on TGF⁃β1 expression in the renal tissues of rats with Thy⁃ 1N. Results：LV⁃shGCN5 or LV⁃
shSOX9 vectors could be perfused successfully into rat kidneys through renal artery，and LV ⁃ shGCN5 or LV ⁃ shSOX9 not only
effectively silenced GCN5 or SOX9 gene，but also downregulated TGF⁃β1 synthesis in the renal tissue of Thy⁃1N rats. Conclusion：
Knockdown of GCN5 or SOX9 gene can significantly inhibit renal TGF⁃β1 production of rats with Thy⁃1N.
［Key words］ Thy⁃1 nephritis（Thy⁃1N）；general control nonderepressible 5（GCN5）；SRY related HMG box⁃9（SOX9）；transforming
growth factor⁃β1（TGF⁃β1）；gene silencing
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系膜增生性肾小球肾炎（mesangial proliferative
glomerulonephritis，MsPGN）是一种人类常见的原发

性肾小球疾病，其病理学特征是肾小球系膜细胞

（glomerular mesangial cells，GMC）的明显增生和细

胞外基质（extracellular matrix，ECM）的异常积聚。

随着病程进展，MsPGN病变的肾小球最终可出现纤

维化和硬化，患者常因肾功能慢性衰竭而死亡［1-2］。

近年来，尽管已知该病的发病率高且预后较差，但有

关MsPGN的发病机制和致病因素等仍未完全阐明。

大鼠Thy⁃1肾炎（Thy⁃1 nephritis，Thy⁃1N），又名

抗胸腺细胞血清性肾炎（anti ⁃ thymocyte serum ne⁃
phritis，ATSN）是一种研究人类 MsPGN 的动物模

型［3-4］。Thy⁃1N模型的原理是，将兔抗大鼠胸腺细

胞血清（anti⁃thymocyte serum，ATS）通过静脉注射至

大鼠体内，其中的抗体能与GMC表面的Thy⁃1抗原

结合，形成免疫复合物，随后该复合物能迅速激活

补体的经典途径，产生 C5b⁃9复合物导致 GMC损

伤。已发现Thy⁃1N 的病变具有补体依赖性，特别是

对不引起GMC溶破的C5b⁃9［即亚溶解C5b⁃9（sub⁃
lytic C5b⁃9）］有依赖性。sublytic C5b⁃9体外刺激大

鼠GMC后可诱导其凋亡［5-7］、增生［8］或合成过量的促

炎性因子［9-10］。

本课题组以往研究已显示，受 sublytic C5b⁃9刺
激的大鼠GMC，其不仅合成促增生因子，如转化生

长因子⁃β1（transforming growth factor⁃β1，TGF⁃β1）升
高明显［9］，而且肾组织中的通用控制核苷酸合成 5
（general control nonderepressible 5，GCN5）和性别决

定区Y框蛋白 9（SRY related HMG box⁃9，SOX9）的

表达也十分显著，但GCN5和SOX9的升高是否能影

响TGF⁃β1的生成，目前并不清楚。

有文献报道，GCN5是一种组蛋白乙酰基转移

酶（histone acetyltransferase，HAT），属于一个转录辅

激活因子，其主要功能不仅在于能使组蛋白上的赖

氨酸发生乙酰化，而且还能发挥辅助转录因子的作

用，可促进靶基因的表达［11-12］。此外，SOX9属于一

个锌指样结构的转录因子，它既能与靶基因启动子

的相应部位结合，又可与转录辅激活因子作用，进

而能增强基因的转录与表达［13-14］。TGF⁃β1是一种

细胞因子，其在细胞周期进展和促纤维化中有促进

效应［9，15］。本课题组的前期研究已发现，大鼠 Thy⁃
1N发病后，肾组织中GCN5、SOX9和TGF⁃β1的表达

水平均明显上调，且三者的表达时相比较接近（即

GCN5 和 SOX9 基本同步，并稍早于 TGF⁃β1 的升

高）。此外，他人体外实验也显示，在GMC中沉默

GCN5或SOX9基因后，sublytic C5b⁃9刺激GMC诱导

TGF⁃β1的生成明显减少。因此，本实验拟对体外

结果进行体内验证，探讨沉默大鼠肾组织中GCN5
或 SOX9基因后，对 Thy⁃1N大鼠肾内 TGF⁃β1产生

的影响。

1 材料和方法

1.1 材料

雄性SD大鼠（160~200 g）购自南京医科大学实

验动物中心。多克隆兔抗大鼠胸腺细胞血清（anti⁃
thymocyte serum，ATS，含 Thy⁃1 抗体）由本室制备。

补体来自 10例正常人（志愿者）血清（normal serum，

NS）。逆转录试剂盒（ReverTra Ace⁃αTM）（TOYOBA
公司，日本）；小鼠抗大鼠GCN5抗体（OmnimAbs公
司，美国）和 SOX9抗体（Santa Cruz公司，美国），小

鼠抗大鼠 TGF⁃β1 抗体（南京巴傲得生物科技公

司）；大鼠GMC细胞株（HBZY⁃1）（武汉大学中国典

型培养物保藏中心）。本研究经南京医科大学实验

动物伦理委员会批准。

1.2 方法

1.2.1 重组慢病毒（lentivirus，LV）的构建

将 shGCN5、shSOX9及对照 shCTR的干扰序列

交由上海吉凯公司构建相应的重组慢病毒（LV⁃
shRNA）。相关序列如下：shGCN5，5′⁃GCGGAAAT⁃
GCATCCTGCAAAT ⁃ 3′ ；shSOX9，5′ ⁃ GTGGATGT⁃
CAAAGCAACAGGC⁃ 3′；shCTR，5′ ⁃ TTCTCCGAAC⁃
GTGTCACGT⁃3′。
1.2.2 LV⁃shRNA感染大鼠GMC的实验

将大鼠GMC接种于含 4 mL DMEM 完全培养基

（含10%胎牛血清）的细胞培养皿中，置于37 ℃、5%
CO2培养箱中培养［5-10］。在GMC生长至 80%~90%
融合时，用DMEM完全培养液重悬细胞，使细胞浓

度为 5×104个/mL，以 100 μL/孔加入 96孔板（5个复

孔）培养12 h。用梯度稀释法使每孔LV⁃shCTR滴度

分别为1×107 TU/mL、1×106 TU/mL。弃去培养液，重

新加入完全培养液培养 60 h（本课题组研究显示，

LV载体感染GMC 60 h效率最高）。记录荧光细胞

数，确定最佳病毒滴度。LV⁃shGCN5、LV⁃shSOX9感
染大鼠GMC的方法同上。

1.2.3 大鼠肾动脉灌注LV⁃shRNA的实验

取正常雄性 SD大鼠 30只，随机分为 5组（每组

6只），为NS组、Thy⁃1N组、LV⁃shCTR+Thy⁃1N组、LV
⁃shSOX9+Thy⁃1N组和LV⁃shGCN5+Thy⁃1N组。每只

大鼠经腹腔注射10%水合氯醛（每100 g体重0.3 mL），
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约 10 min大鼠进入全麻状态。之后，消毒腹部皮

肤，切开腹腔找到腹主动脉，将稀释好的LV⁃shRNA
悬液（终浓度 5×107 TU/mL）经腹主动脉的肾动脉开

口下端迅速灌注（体积为 200 μL），时间约为 5 s，推
注完毕后且将明胶海绵放在灌注开口处，后再分层

缝合，并消毒创口。具体方法见文献描述［5-10］。

1.2.4 大鼠Thy⁃1N模型的复制

在肾动脉灌注 LV⁃shSOX9或 LV⁃shGCN5后第

4天，大鼠尾静脉注射ATS或NS（剂量为每 100 g体
重 1 mL），注射 3 h后取鼠肾皮质，小部分用OCT包

埋留作冰冻切片，其余大部分置于-70 ℃保存，之后

提取RNA和蛋白行RT⁃PCR和Western blot检查。

1.2.5 LV⁃shRNA灌注效果的检查

大鼠行肾动脉灌注LV⁃shRNA后4 d，取其重要

器官，如心、肝、脾、肺和肾，送南京医科大学实验动

物中心用小动物活体可见光三维成像系统（Perkin
Elmer公司，美国）进行检查。同时取肾组织样本制

作冰冻切片，然后置荧光显微镜下观察GFP荧光以

确定LV⁃shRNA在肾脏中的侵染情况。上述实验均

设正常未处理的大鼠器官作为对照进行同步检查。

1.2.6 RT ⁃ PCR 检 查 GCN5、SOX9 和 TGF ⁃ β1
mRNA的丰度

先用TRIzol法提取大鼠肾皮质中的总RNA，取

500 ng（500 ng/10 μL）总RNA逆转录成 cDNA，再用

RT⁃PCR检测3种基因的mRNA丰度，RT⁃PCR的引物

序列为：GCN5上游5′⁃CCCAGCACTCCCATCTTC⁃3′，
下游 5′⁃GTCTTATGCTTCGGGTCAAA⁃3′（扩增产物

长度 446 bp）；SOX9上游5′⁃GCACATCAAGACGGAG⁃
CA⁃3′，下游 5′⁃GGTGAAGGTGGAGTAGAGCC⁃3′（扩

增产物长度 217 bp）；TGF⁃ β1 上游 5′ ⁃CCGCAA⁃
CAACGCAATC ⁃ 3′ ，下 游 5′ ⁃ GAGCACTGAAGC⁃
GAAAGC⁃3′（扩增产物长度320 bp）；GAPDH上游5′⁃
GCACTGAGGAACCCGCCTAT ⁃ 3′ ，下 游 5′ ⁃ ACC⁃
GCCTGTTCCGTTTCAGA⁃3′（扩增产物长度496 bp）。

相应的测定方法参见文献［5-10］。

1.2.7 Western blot 测定GCN5、SOX9和 TGF⁃β1蛋

白的表达

取各组大鼠肾组织标本，研磨后离心 12 000 g

30 min，取上清进行 SDS⁃PAGE凝胶电泳。用湿转

法将蛋白转移到 PVDF膜上。加入相应的一抗过

夜，TBST漂洗 3次，再加入标记HRP的二抗，室温

1 h后用ECL化学发光法检测。

1.2.8 光学显微镜检查

取各组大鼠注射ATS 7 d后的肾组织，分别进

行石蜡包埋、切片及HE染色。切片用光学显微镜

观察并计数肾小球内的细胞数。每组切片 1张，每

张切片计数20个肾小球。

1.3 统计学方法

采用SPSS 22.0及GraphPad Prism 6软件进行数

据处理。所有实验均独立重复3次。所得数据以均

数±标准差（x ± s）表示，组间比较采用单因素方差分

析（one⁃way ANOVA），方差不齐时采用秩变换检验

（rank transformations test）。P ≤ 0.05为差异有统计

学意义。

2 结 果

2.1 LV⁃shGCN5、LV⁃shSOX9和 LV⁃shCTR重组病

毒的构建及其感染GMC剂量的确定

由于本课题组前期研究已构建了 shGCN5、
shSOX9和 shCTR表达质粒，所以本研究开展之前先

将其序列交由吉凯公司进行 LV包装，得到 LV⁃sh⁃
SOX9、LV⁃shGCN5和 LV⁃shCTR重组病毒。之后采

用1×107 TU/mL和1×106 TU/mL两种LV载体滴度进

行了GMC的感染实验。结果显示，两种滴度的LV⁃
shCTR均能感染GMC细胞，且感染效率可达90%左

右（图 1），但比较而言，1×107 TU/mL滴度的荧光强

度更高。因此，在后续的大鼠肾动脉灌注实验中，

LV⁃shRNA的灌注剂量为1×107 TU/mL。
2.2 大鼠肾动脉灌注LV⁃shRNA的鉴定

2.2.1 小动物器官可见光三维成像观察

为了验证肾动脉灌注术能够将带有GFP荧光

的LV⁃shRNA重组病毒（以LV⁃shCTR为例）成功导

入大鼠肾组织，用剂量为 1×107 TU的 LV⁃shCTR灌

入大鼠肾动脉，第4天时取大鼠主要脏器（心、肝、脾、

肺和肾）进行小动物成像检查，同时进行正常大鼠相

同器官的检查。结果发现，LV⁃shCTR灌注大鼠后，其

肾的荧光强度明显强于其他脏器（图2A、B）。另外，

正常大鼠的对应器官荧光均呈阴性。表明利用肾动

脉灌注术的确能将LV⁃shRNA导入大鼠的肾组织。

2.2.2 冰冻切片检查

同上时间取肾组织进行冰冻切片，灌注了LV⁃
shCTR的大鼠荧光显微镜检查显示，其肾小球和肾

小管部位可见GFP荧光（图2C），正常肾组织无荧光

呈现。表明该LV⁃shCTR确实可侵染大鼠的肾组织

细胞。

2.3 沉默GCN5、SOX9基因的效果鉴定及其对Thy⁃
1N大鼠肾组织中TGF⁃β1生成的影响

利用肾动脉灌注术分别向大鼠肾组织中注入
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A：小动物器官可见光三维成像显示，肾脏荧光明显强于心、肝、脾、肺；B：为荧光数值图例；C：肾组织冰冻切片检查证实，其肾小球和肾小

管部位均出现了GFP荧光（×400）。
图2 LV⁃shCTR质粒灌注大鼠器官的成像和肾组织冰冻切片的检查

Figure 2 Imaging of rat organs perfused by LV⁃shCTR plasmids and examination of frozen sections of rat renal tissue

LV⁃shGCN5、LV⁃shSOX9和LV⁃shCTR，在灌注第4天，

再给大鼠尾静脉注射ATS，即诱导Thy⁃1N模型。在

Thy⁃1N大鼠发病后 3 h取肾皮质，先检查肾组织中

GCN5和SOX9 的mRNA与蛋白表达情况。RT⁃PCR
（图 3）和Western blot（图 4）结果显示，Thy⁃1N组和

LV⁃shCTR+Thy⁃1N组，其肾组织中GCN5和SOX9的
mRNA和蛋白水平均显著升高，但在 LV⁃shGCN5+
Thy⁃1N 和 LV⁃shSOX9+Thy⁃1N 处理组（即沉默了

GCN5或 SOX9基因的 Thy⁃1N大鼠），其肾组织中

GCN5和 SOX9的mRNA和蛋白表达均明显减少。

表明肾内灌注 LV⁃shGCN5和 LV⁃shSOX9确实可有

效沉默肾组织GCN5和SOX9基因的表达。

为了研究沉默 GCN5 和 SOX9 对 Thy⁃1N 大鼠

TGF⁃β1表达的影响。我们又用RT⁃PCR与Western
blot检查了各组大鼠肾组织中TGF⁃β1 mRNA（图3）
及蛋白（图 4）的水平。实验发现，Thy⁃1N组和 LV⁃
shCTR+Thy⁃1N组大鼠肾组织中TGF⁃β1基因的表达

均明显上调，但在 LV⁃shGCN5+Thy⁃1N 或 LV⁃sh⁃
SOX9+Thy⁃1N处理的大鼠肾中，TGF⁃β1的表达水平

则明显下降。提示沉默大鼠肾内GCN5或 SOX9基

因后，TGF⁃β1基因的表达受到了明显抑制。

2.4 沉默GCN5、SOX9基因后对 Thy⁃1N大鼠肾细

胞增生的影响

分组处理大鼠后7 d，取各组大鼠肾皮质进行切

片。光镜检查证实，沉默了肾内GCN5或SOX9基因

的大鼠，其肾小球内的细胞数明显低于Thy⁃1N组和

LV⁃shCTR+Thy⁃1N组（图 5）。提示，沉默肾组织中

的GCN5和SOX9基因后确可抑制Thy⁃1N大鼠肾小

球内细胞的增生。

3 讨 论

MsPGN的病变特征是GMC的异常增生和ECM
的大量积聚，最终可发展为肾小球纤维化和硬化。

已有资料显示，MsPGN在我国原发性肾小球肾炎病例

中占有较高的比例，约占原发肾病综合征的30％［1-2］。

虽然现在已知MsPGN的发病与免疫异常有关，但其

确切的发病机制、致病因素及调控机制等尚不清楚。

因此，深入研究其机制，既可为开发MsPGN治疗药物

提供帮助，也可为指导临床诊治等提供参考。

大鼠Thy⁃1N模型是研究MsPGN的常用动物模

型［16］。该模型肾小球的病理改变与人MsPGN极为

相似。多年来，本课题组的研究已发现，Thy⁃1N大

鼠GMC的病变具有 sublytic C5b⁃9的依赖性（即Thy⁃
1N大鼠发病早期，其GMC表面可见 sublytic C5b⁃9
的沉积，但此时细胞形态完整）。体外用 sublytic
C5b⁃9刺激培养GMC后，能引起细胞产生凋亡或增

生等多种反应［4-10］。

sublytic C5b⁃9诱导GMC增生的机制，本课题组

的体外研究已证实，受 sublytic C5b⁃9刺激的GMC可

两种滴度（1×107 TU/mL 和 1×106 TU/mL）的 LV⁃ shCTR 处理

GMC 60 h，细胞呈现出较强的荧光，感染效率约90%（×100）。
图1 荧光显微镜检查LV⁃shCTR重组病毒感染大鼠GMC

的情况

Figure 1 Detection of rat GMC infected by recombinant
virus LV⁃shCTRunder fluorescencemicroscopy

1×107 TU/mL 1×106 TU/mL
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A：HE染色光镜照片；B：肾小球细胞数统计图。与NS组相比，Thy⁃1N组和LV⁃shCTR+Thy⁃1N组肾小球内细胞数可见显著增加，而LV⁃
shGCN5+Thy⁃1N组和 LV⁃shSOX9+Thy⁃1N 组肾小球内细胞数则明显低于前述两组。与 NS组比较，*P < 0.01；与 LV⁃shCTR+Thy⁃1N组比

较，△P < 0.01；与Thy⁃1N组比较，#P < 0.01（n=3）。
图5 沉默大鼠肾组织GCN5或SOX9基因后对Thy⁃1N大鼠肾小球细胞增生的影响

Figure 5 Effect of silencing GCN5 or SOX9 gene on proliferation of glomerular cells in Thy⁃1N rats
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A：RT⁃PCR电泳条带；B：半定量统计图。RT⁃PCR显示，Thy⁃1N
组和 LV⁃shCTR+Thy⁃1N组肾组织中GCN5、SOX9和 TGF⁃β1 mRNA
水平均明显上调，但 LV⁃shGCN5+Thy⁃1N组和 LV⁃shSOX9+Thy⁃1N
组肾组织中GCN5、SOX9和TGF⁃β1的mRNA水平均明显下降。与

NS组比较，*P < 0.01；与LV⁃shCTR+Thy⁃1N组比较，△P < 0.01；与Thy
⁃1N组比较，#P < 0.01（n=3）。
图 3 沉默GCN5或SOX9基因的效果及其对Thy⁃1N大鼠

TGF⁃β1基因转录的影响

Figure 3 Effect of silencing GCN5 or SOX9 gene and its
influence on TGF ⁃ β1 mRNA transcription in
Thy⁃1N rats
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A：Western blot电泳条带；B为半定量统计图。Western blot实验

发现，Thy⁃1N组和 LV⁃shCTR+Thy⁃1N组肾组织中GCN5、SOX9和

TGF⁃β1蛋白的表达均显著增多，但LV⁃shGCN5+Thy⁃1N组和LV⁃sh⁃
SOX9+Thy⁃1N组肾组织中GCN5、SOX9和TGF⁃β1的蛋白表达则明

显减少。与 NS 组比较，*P < 0.01；与 LV⁃shCTR+Thy⁃1N 组比较，
△P < 0.01；与Thy⁃1N组比较，#P < 0.01（n=3）。
图 4 沉默GCN5或SOX9基因的效果及其对Thy⁃1N大鼠

TGF⁃β1蛋白表达的影响

Figure 4 Effect of silencing GCN5 or SOX9 gene and its
influence on TGF⁃β1 protein expression in Thy⁃
1N rats
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显著上调GCN5、SOX9和 TGF⁃β1基因的表达。进

一步实验表明，GCN5及SOX9的升高均可促进GMC
合成TGF⁃β1。提示由 sublytic C5b⁃9刺激GMC诱导

上调的GCN5或SOX9能提高TGF⁃β1的生成。由于

体外实验影响因素比较单一，加上体外结果需在体

内给予验证，故本研究在体内检查了沉默大鼠肾内

GCN5或SOX9基因对Thy⁃1N大鼠肾组织TGF⁃β1产
生的影响。

已知LV是最常用的病毒载体之一，通常可用于

各种目的基因的递送。鉴于LV不仅能包装 shRNA
表达质粒，而且还容易感染组织细胞，并能有效持

久地表达目的基因［17-18］。因此，在实验开展之初，我

们将 shGCN5、shSOX9和 shCTR序列交由公司，制备

LV⁃shGCN5、LV⁃shSOX9和 LV⁃shCTR重组病毒，之

后进行了感染GMC的验证。结果发现，LV⁃shGCN5
和 LV⁃shSOX9既能成功感染 GMC，又能有效沉默

GCN5和SOX9基因。

为了让 LV⁃shGCN5和 LV⁃shSOX9更好地导入

大鼠肾组织，采用了本课题组一直延用的大鼠肾动

脉灌注术将此重组病毒导入肾组织［5-10］。灌注效果

显示，导入LV⁃shRNA后，肾脏的荧光强度显著高于

其他器官。随后复制大鼠Thy⁃1N，检查其肾组织内

GCN5和 SOX9的表达，证实LV⁃shGCN5+Thy⁃1N组

和LV⁃shSOX9+Thy⁃1N组的GCN5和SOX9基因表达

显著下调。提示导入 LV⁃shGCN5和 LV⁃shSOX9能

抑制相应基因的表达。

本课题组的体外实验已经发现，用sublytic C5b⁃9
刺激GMC后 3 h，GCN5、SOX9和 TGF⁃β1均明显上

调，且事先沉默GMC中的GCN5和 SOX9基因后再

行 sublytic C5b⁃9刺激，其胞内 TGF⁃β1的生成又明

显下降（数据尚未发表）。鉴于大鼠Thy⁃1N发病后，

TGF⁃β1的升高较为显著，为了从体内评估沉默肾内

GCN5和SOX9基因对Thy⁃1N大鼠肾组织中TGF⁃β1
产生的影响，随后检查了各组大鼠 TGF⁃β1基因表

达的变化。结果显示，沉默肾组织中的 GCN5 或

SOX9基因后，其肾内TGF⁃β1基因的表达明显下调，

这一现象与其他体外实验结果一致。提示在 Thy⁃
1N大鼠病变的过程中，GCN5、SOX9表达的上调能

影响TGF⁃β1的生成。

前已述及，GCN5属于一个兼有HAT活性的转

录辅激活因子［11-12］，而 SOX9则是一个转录因子，为

SOX家族成员［13-14］。有文献报告，当转录因子与靶

基因的启动子结合后，其转录辅激活因子可与转录因

子结合形成复合物，共同调节靶基因的转录［11，14］。本

课题组已发现，用 sublytic C5b⁃9刺激GMC后3 h，其
GCN5、SOX9的表达水平均明显升高，且 GCN5与

SOX9能发生结合，共同调控 TGF⁃β1基因的转录。

本研究证实，Thy⁃1N大鼠发病 3 h时肾组织中的

GCN5、SOX9及TGF⁃β1均显著上调，但GCN5、SOX9
升高较为明显，且沉默大鼠肾组织中GCN5或SOX9
基因后确能下调TGF⁃β1的表达。故认为，GCN5和
SOX9分子属于 TGF⁃β1的上游基因。值得一提的

是，由于他人体外实验已发现，TGF⁃β1 受 sublytic
C5b⁃9刺激后3 h升高，6 h更加显著，故今后将仔细

检查Thy⁃1N大鼠发病不同时间点前述指标的表达

水平（mRNA和蛋白），或许有利于发现差异。

本研究着重观察了沉默大鼠肾组织中GCN5和
SOX9基因对 Thy⁃1N大鼠肾细胞生成 TGF⁃β1的影

响，由于 TGF⁃β1已被证实有促进细胞增生和组织

纤维化的作用［15］，故本研究在Thy⁃1N大鼠发病后7 d
（细胞增生的高峰期），检查各组大鼠肾小球内细胞

数的变化。结果证实，沉默了肾内GCN5或SOX9基
因后，肾小球内细胞数明显低于Thy⁃1N模型鼠或未

沉默GCN5、SOX9基因的对照鼠（即LV⁃shCTR+Thy⁃
1N组）。提示沉默大鼠肾组织中GCN5、SOX9基因

后，不仅可下调TGF⁃β1的生成，而且还能减轻其肾

小球细胞的增生程度。
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