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摘 要：【目的】　探讨激活胆汁酸受体TGR5在单肾缺血再灌注损伤合并对侧肾摘除（uIRIx）模型诱导的肾脏纤

维化中的作用。【方法】　体内实验：将 C57BL/6J小鼠随机分成假手术（Sham）组、uIRIx组及 uIRIx+石胆酸（LCA）组，

每组6只，使用uIRIx模型诱导肾脏纤维化，通过血和尿生化指标评估肾脏功能，利用HE染色评估肾脏损伤程度，使

用Masson染色及免疫组化对肾脏纤维化程度进行评估，并用Western Blotting检测肾脏皮质纤维化相关指标蛋白表

达；分别在TGR5+/+小鼠及TGR5-/-小鼠中设置 Sham组及 uIRIx组，每组 6只，利用Western Blotting检测各组肾脏纤维

化程度。体外实验：在人源肾上皮细胞系HK2细胞中给予TGF-β1诱导促纤维化反应，给予LCA进行药物干预，利

用鬼笔环肽染色标记细胞骨架，使用Western Blotting检测HK2细胞内纤维化相关指标蛋白表达。【结果】　体内实验：

与 Sham组相比，uIRIx组小鼠血浆肌酐水平（P=0.007）及尿白蛋白/肌酐比（P=0.041）明显增加，肾脏皮质蛋白TGR5
表达（P=0.002）下降，Fibronectin表达（P=0.020）及COL1A1表达（P<0.001）上升，同时伴有肾脏结构受损及胶原沉积

加重，LCA干预有效改善肾脏功能，缓解肾脏损伤及纤维化程度；TGR5+/+小鼠与TGR5-/-小鼠相比，uIRIx诱导引起的

Fibronectin 表达（P<0.001）及 COL1A1表达（P=0.001）增加。体外实验：TGF-β1诱导 HK2细胞形态改变，细胞骨架

解聚重组，促纤维化指标蛋白上调；LCA可有效抑制TGF-β1诱导的细胞形态改变及骨架解聚重组，呈浓度依赖性

下调纤维化相关指标蛋白表达。【结论】　LCA缓解uIRIx模型诱导的肾脏纤维化，TGR5基因敲除加重uIRIx诱导的肾

脏纤维化；在HK2细胞中，LCA缓解TGF-β1诱导的细胞促纤维化反应。研究结果提示激活TGR5缓解缺血再灌注

后肾脏纤维化损伤进程。
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Abstract：【Objective】 To investigate the role of bile acid receptor TGR5 activation in renal fibrosis induced by unilat⁃
eral ischemia reperfusion injury and contralateral nephrectomy （uIRIx） model.【Methods】 In vivo： C57BL/6J mice were 
randomly divided into Sham group， uIRIx group and uIRIx+ lithcholic acid （LCA） group with 6 mice in each group. Kid⁃
ney fibrosis was induced by uIRIx model， kidney function was evaluated by blood and urine biochemical indexes， and the 
degree of kidney injury was evaluated by HE staining. Masson staining and immunohistochemistry were used to evaluate 
the degree of renal fibrosis， and Western Blotting was used to detect the expression of related index proteins of renal corti⁃
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cal fibrosis. Sham group and uIRIx group were set in TGR5+/+ mice and TGR5-/- mice respectively， with 6 mice in each 
group. The degree of renal fibrosis in each group was detected by Western Blotting. In vitro： TGF-β1 was administered to 
induce pro-fibrosis response in human renal tubular epithelial cell line （HK2 cells）， LCA was used for drug intervention， 
cytoskeleton was labeled with phalloidin-FITC staining and the expression of fibrosis related indicator protein in HK2 cells 
was detected by Western Blotting.【Results】 In vivo： Compared with the Sham group， plasma creatinine level （P=0.007） 
and urinary albumin/creatinine ratio （P=0.041） in uIRIx group were significantly increased， renal cortical protein TGR5 
expression （P=0.002） was decreased， Fibronectin expression （P=0.020） and COL1A1 expression （P<0.001） were in⁃
creased. At the same time， the kidney structure was damaged and collagen deposition was aggravated. LCA intervention ef⁃
fectively improved the kidney function and alleviated the degree of kidney injury and fibrosis. TGR5 gene knockout in⁃
creased uIRIx-induced Fibronectin expression （P<0.001） and COL1A1 expression （P=0.001） compared with TGR5+/+ 
mice. In vitro： TGF-β1 induced morphological changes of HK2 cells， cytoskeletal depolymerization and recombination， 
and promoted the up-regulation of fibrosis index protein. LCA effectively inhibited the morphological changes and skeletal 
depolymerization induced by TGF-β1， and down-regulated the expression of fibrosis related indicator proteins.【Conclu⁃
sions】 LCA alleviated renal fibrosis induced by uIRIx model， and knockout of TGR5 gene aggravated uIRIx induced renal 
fibrosis； In HK2 cells， LCA alleviated fibrogenic reaction induced by TGF-β1. This indicates that activation of TGR5 alle⁃
viates renal fibrosis induced by uIRIx.

Key words： TGR5； uIRIx； renal fibrosis； lithcholic acid
［J SUN Yat⁃sen Univ（Med Sci），2023，44（4）：617-624］

慢性肾脏病（chronic kidney disease， CKD）的

发病率及致死率在近年来不断上升。糖尿病肾

病［1-2］这类高发的代谢性肾脏疾病或高血压肾病［3］，

在晚期极易进展成为不可逆的肾脏纤维化病变，严

重损害病人健康及生活质量。现对于肾脏纤维化

相关研究尚不完善，仍需选择合适的肾脏纤维化动

物模型，探寻新的纤维化治疗靶点。单肾缺血再灌

注损伤合并对侧肾摘除（unilateral ischemia reperfu⁃
sion injury and contralateral nephrectomy， uIRIx）是

由急性肾脏损伤（accute kidney injury， AKI）向CKD
转变的动物模型之一，该模型与单纯单侧 IRI模型

相比，肾脏纤维化诱导程度更高，与双侧 IRI相比具

有更好的稳定性且小鼠存活率更高［4］。肾脏纤维

化与肾小管上皮-间充质转化（epithelial-mesenchy⁃
mal transition， EMT）密切相关［5］，转化生长因子-β1
（transforming growth factor-β1， TGF-β1）通过多种

细胞内信号通路参与上皮细胞EMT并促进细胞分

泌细胞外基质（extracellular matrix， ECM）如：胶原

蛋白（collagen）、纤维黏连蛋白（Fibronectin）等过度

沉积［6-7］。胆汁酸受体之一，Takeda G 蛋白耦联受

体 5（Takeda G-protein-coupled receptor 5， TGR5）
可被石胆酸（Lithocholic acid， LCA）等天然胆汁酸

激活，通过环磷酸腺苷（cyclic adenosine monophos⁃
phate， cAMP）级联反应调节下游信号通路，参与肾

脏能量代谢［8-9］、抗凋亡、促进细胞增殖［10］、抗炎［11］

等多种生理功能，我们实验室的前期成果发现，

TGR5 激活参与调节肾脏水盐代谢［12-13］，并通过抗

炎作用减轻缺血-再灌注诱导的AKI［14］。为深入探

究 TGR5激活是否参与AKI向CKD转变过程，以及

其是否影响肾脏纤维化的发展过程，本研究选择以

uIRIx 构建小鼠慢性肾脏纤维化模型，同时在人源

肾小管上皮（HK2）细胞株中进行体外 TGF-β1 诱

导，探索胆汁酸受体 TGR5在肾脏纤维化发展中的

保护作用，并进一步对肾脏纤维化形成的内在机制

提供新思考。

1 材料与方法

1.1　主要试剂与仪器

TGF-β1购于美国R&D公司；石胆酸、立春红、

酸性品红、磷钼酸、苯胺蓝和冰醋酸均购于中国迈

瑞尔公司；细胞培养液（DMEM/F12）和细胞 PBS 缓

冲液均购于美国CORING公司；胎牛血清和青链霉

素混合液均购于美国Hyclone公司；胰蛋白酶、蛋白

标准品、蛋白分子量标准品和超敏 BCA 蛋白定量

分析试剂盒均购于美国 ThermoFisher Scientific 公

司；细胞裂解液购于上海博彩生物技术公司；甲醇、

乙醇和二甲苯均购于中国光华科技公司；Triton X-
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100 购于美国 Sigma 公司；40 g/L 多聚甲醛、天青石

蓝和 Mayer 苏木素均购于中国雷根生物；DAPI、
HE、鬼笔环肽（Phalloidin-FITC）染色试剂盒购于上

海碧云天技术公司。Rabbit anti-TGR5 购于美国

Abcam 公司；Rabbit anti-Fibronectin 购于美国 Pro⁃
teintech公司；Rabbit anti-COL1A1购于中国博士德

公司；Rabbit anti-p-Smad2/3 及 Rabbit anti-Smad2/
3 购于美国 Cell Signaling Technology 公司。酶标仪

购于美国 BioTek 公司；电泳仪、垂直电泳槽和

Trans-Blot 转印槽均购于美国 Bio-Rad 公司；化学

发光分析仪购于上海 Tanon公司；超微量分光光度

计、超净工作台和 CO2培养箱均购于美国 Thermo⁃
Fisher Scientific 公司；高速离心机购于德国 Eppen⁃
dorf公司；倒置光学显微镜和倒置荧光显微镜购于

德国Leica公司。

1.2　实验动物及分组

8~10周雄性C57BL/6J小鼠购买于江苏集萃药

康生物科技股份有限公司，TGR5+/+及TGR5-/-小鼠由

实验室自行繁育，动物饲养于（22-24） ℃的 12 h
光-暗循环 SPF 无菌环境中，自由饮水、进食，饲养

条件符合相关管理要求和准则。动物实验操作符

合中山大学医学院实验动物福利伦理委员会要求。

本实验采用 uIRIx 构建小鼠肾纤维化模型：第 1 天

行单肾缺血再灌注手术，沿小鼠腹白线开口，游离

左肾动脉，使用血管夹夹闭 30 min后松开止血夹，

缝合腹部。假手术组除不夹闭外，其余操作同模型

组；第 10 天行对侧肾摘除术，小鼠左侧卧位，沿小

鼠右侧肋下缘竖直开 1~2 cm 口，剥除右侧肾脏被

膜，止血钳夹合肾蒂血管并结扎，切除右侧肾脏，缝

合腹部。Sham组及 uIRIx组小鼠第 1、2、3及 10天，

每日灌胃 200 μL玉米油共 4次，uIRIx+LCA组小鼠

第1、2、3及10天，每日灌胃200 μL含40 g/L LCA玉

米油共 4次。结束实验前三天将小鼠放入代谢笼，

所有小鼠均可自由摄水摄食。收集各组小鼠处死

前 24 h尿液样本，并记录小鼠体质量、摄水摄食量

和尿量。结束实验后，使用异氟烷麻醉小鼠，下腔

静脉取血，留取小鼠肾脏。

1.3　肾脏功能指标检测

将小鼠血液及尿液在常温下以 4 000×g离心

10 min，收集上清作为血浆及尿液样本送至中山大

学附属第一医院医学检验科检测小鼠血浆肌酐、尿

肌酐、尿微量白蛋白等生化指标。

1.4　肾脏组织学

HE 染色：肾脏组织脱水，石蜡包埋，切片脱蜡

后，使用苏木素、伊红染色，最后脱水并使用中性树

脂封片，置于通风橱内晾干，镜下观察；Masson 染

色：肾脏组织脱水，石蜡包埋，切片脱蜡后，使用天

青石蓝和 Mayer 苏木素染色，盐酸酒精分化，自来

水冲洗，经丽春红酸性品红、磷钼酸、苯胺蓝及冰醋

酸染色处理，最后脱水并使用中性树脂封片，置于

通风橱内晾干，镜下观察；免疫组化：肾脏组织脱

水，石蜡包埋，切片脱蜡后，抗原修复，山羊血清封

闭，一抗 4 ℃过夜，二抗室温孵育 60 min，DAB 染

色，自来水冲洗，最后脱水并使用中性树脂封片，置

于通风橱内晾干，镜下观察。

1.5　蛋白免疫印迹法

肾脏组织及细胞超声后，测定总蛋白浓度，根

据测定的蛋白浓度用蛋白裂解液将各组配成相同

蛋白浓度的样品，并按照比例加入 5× Loading buf⁃
fer，变性后于聚丙烯酰胺水凝胶中电泳、使用

PVDF膜转膜，5%脱脂牛奶封闭，一抗 4 ℃过夜，二

抗室温孵育60 min，免疫化学发光显色。

1.6　细胞培养及分组

HK2 细 胞 培 养 基 ：DMEM/F12 培 养 基 +5% 
FBS+100 U/mL 青链霉素；培养条件：将细胞置于

37  ℃、体积分数 5% CO2细胞培养箱中培养；细胞

密度生长至 80%左右时，弃去旧培养液，加入预温

的 PBS溶液清洗 3次后加入胰酶，放入细胞培养箱

中消化 2 min；加入适量含 FBS 的 DMEM/F12 培养

基终止消化，吹打均匀后将细胞悬液转移至 15 mL
离心管中于 25 ℃、3 000×g离心 3 min；弃去含有胰

酶的培养液后，加入新的含FBS的DMEM/F12培养

液吹打重悬，并吸取细胞悬液加入装有新鲜

DMEM/F12培养基的培养瓶中以 1：4的比例用于传

代，剩余细胞按比例加入六孔板，待细胞密度生长

至 30%~40% 时，TGF-β1+LCA 组给予 LCA 预处理

30 min，TGF- β1+LCA 及 TGF- β1 组给予 5 μg/L 
TGF-β1处理48 h。
1.7　鬼笔环肽荧光染色

HK2 细胞培养处理结束后，PBS 清洗三遍，40 
g/L 多聚甲醛固定 10 min，含有 0.5% Triton X-100
的 PBS 清洗 5 min，共 4 次，将稀释后的 Phalloidin-
FITC 染料以每孔 200 μL 覆盖细胞，避光常温孵育

30~60 min，含有 0.5% Triton X-100 的 PBS 清洗

5 min，于倒置荧光显微镜下观察。

1.8　统计学分析

本研究采用 GraphPad Prism 软件（8.0.1 版）进

行统计学分析及制图。各指标以均数±标准误（x̄±
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sx̄）表示，如数据符合正态分布，各组间进行单因素

方差分析（one-way ANOVA），随后采用 Student-
Newman-Keuls 法进行两两比较，若数据不满足正

态性和方差齐性，则采用 Kruskal Wallis 检验，P<
0.05被认为有统计学差异。

2 结 果
2.1　激活TGR5可减轻uIRIx引起的小鼠肾脏功

能损伤

本研究体外实验以 uIRIx 为模型，模拟小鼠肾

脏慢性纤维化，uIRIx 手术流程如图 1 所示，第 1 天

行单肾缺血再灌注手术，第 10天行对侧肾摘除术，

第 11 天麻醉处死小鼠，留取肾脏组织用于蛋白检

测及组织学检测，小鼠血尿样品送检。

Sham 组、uIRIx 组和 uIRIx+LCA 组小鼠三组血

浆肌酐水平经方差分析，三组间差异有统计学意义

（F=10.940，P=0.001）。 采 用 Student-Newman-
Keuls 法 作 两 两 比 较 ，发 现 uIRIx 组（149.304±
37.369）与 Sham 组（23.574±0.912）相比血浆肌酐水

平 显 著 增 加（P=0.007），uIRIx+LCA 组（27.769±
1.305）与 uIRIx 组相比血浆肌酐水平明显降低（P=
0.009；图 2 A）。对三组尿白蛋白/肌酐比（urinary 
albumin to creatinine ratio， UACR）（F=4.165，P=
0.040）两两比较发现与 Sham 组（12.889±2.877）相

比，uIRIx 组（21.698±2.408）尿白蛋白/肌酐比明显

增加（P=0.041）；和 uIRIx 组相比，uIRIx+LCA 组

（12.451±2.056）显著降低尿白蛋白/肌酐比（P=
0.027；图 2 B）。以上结果证明，LCA 可改善 uIRIx
模型诱导的小鼠肾脏功能损伤。

2.2　激活TGR5可缓解uIRIx诱导的小鼠肾脏纤维化

通过Western Blotting检测肾脏皮质中TGR5以

及纤维化标志物：Fibronectin和 I型胶原蛋白 α1链

（collagen type I α 1 chain， COL1A1）的蛋白水平。

如图 3 （A-D） 所示，对三组之间 TGR5蛋白表达（F
=39.650，P<0.001）两两比较，发现 uIRIx 组（0.316±
0.003）与 Sham 组（1.000±0.096）相比，TGR5蛋白显

著下降（P=0.002），LCA干预则明显上调TGR5蛋白

表达（1.181±0.081；P<0.001）；同样对三组 Fibronec⁃
tin 蛋白表达（F=11.600，P=0.009）分析发现，与

Sham 组（1.000±0.075）相 比 ，Fibronectin 表 达 经

uIRIx 诱 导 显 著 增 加（2.413±0.368；P=0.020），

uIRIx+LCA组（1.304±0.045）与 uIRIx组相比则表达

下降（P=0.040）；三组小鼠肾脏皮质 COL1A1 蛋白

表达之间的差异具有统计学意义（F=95.950，P<
0.001），与 Sham 组（1.000±0.087）相 比 ，uIRIx 组

COL1A1 蛋 白 水 平 明 显 上 升（4.699±0.293；P<
0.001），LCA（1.403±0.188）干预可下调 uIRIx 诱导

的COL1A1蛋白水平（P<0.001）。

对肾脏组织切片进行 HE 染色发现，如图 3 E
所示，对照组小鼠肾小管和肾小球结构完整，而

uIRIx组肾小管管腔扩张，刷状缘结构受损，肾小管

管壁变薄，小管间间隙变宽，提示肾脏结构受到破

坏，而 LCA干预组肾脏损伤程度较 uIRIx组有明显

减轻。Masson染色显示，与对照组相比，uIRIx诱导

后的肾脏皮质肾小管间质有显著的胶原沉积（蓝染

部分），而肾小球无明显改变，提示肾脏间质纤维化

的发生，而 LCA 干预组小鼠肾脏胶原沉积明显减

少。免疫组化染色结果显示 LCA 能够明显减少

uIRIx诱导的肾间质 Fibronectin的阳性染色。以上

结果提示，LCA 可有效缓解 uIRIx诱导的小鼠肾脏

纤维化。

I/R: ischemia/reperfusion; UNX: unilateral nephrectomy; uIRIx: 
unilateral IRI and contralateral nephrectomy; LCA: lithocholic acid.
图1　C57BL/6J小鼠行uIRIx手术及LCA干预技术路线

示意图

Fig. 1　Animal protocol in C57BL/6J mice with uIRIx 
treated with or without LCA

(A) and (B) Represent plasma creatinine level and urinary albu⁃
min to creatinine ratio in Sham, uIRIx and uIRIx+LCA mice. Data were 
presented as（x̄±sx̄), n=6, 1) compared with Sham mice, P<0.05; 2) com⁃
pared with uIRIx mice, P<0.05. uIRIx: unilateral IRI and contralateral 
nephrectomy; LCA: lithocholic acid; PCr: plasma creatinine; UACR: uri⁃
nary albumin to creatinine ratio.

图2　LCA改善uIRIx诱导的小鼠肾脏功能损伤

Fig. 2　LCA improved uIRIx induced renal function im⁃
pairment in mice
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2.3　敲除TGR5基因加重uIRIx诱导的小鼠肾脏

纤维化

以上结果显示，肾脏纤维化时 TGR5 表达下

降，激动 TGR5 可部分缓解 uIRIx 诱导的肾脏纤维

化，提示 TGR5的表达减少可能与肾脏纤维化发生

发展有一定关系，于是我们选择 TGR5全身性基因

敲除小鼠做进一步的研究。我们在 TGR5+/+小鼠及

TGR5-/-小鼠分别构建uIRIx模型，通过Western Blot⁃
ting 检测肾脏皮质中纤维化标志物蛋白的表达水

平。对 4 组小鼠皮质 Fibronectin 蛋白表达（F=
108.600，P<0.001）分 析 发 现 ，TGR5-/--Sham 组

（1.318±0.225）与 TGR5+/+-Sham（1.000±0.049）相比

无明显差异（P=0.239），而 TGR5-/--uIRIx 组（6.502±
0.308）相比于 TGR5+/+-uIRIx 组（1.843±0.312），Fi⁃
bronectin 蛋白水平升高显著（P<0.001）。对 4 组间

COL1A1 蛋白表达进行方差分析（F=113.100，P<
0.001），并两两比较发现 TGR5-/--Sham 组（1.226±
0.112）的 COL1A1 蛋 白 表 达 与 TGR5+/+-Sham
（1.000±0.074）相 比 无 明 显 差 异（P=0.166）；而

TGR5-/--uIRIx 组（8.618±0.427）相 比 于 TGR5+/+-
uIRIx组（3.397±0.492），COL1A1蛋白水平明显上调

（P=0.001），提示 TGR5 基因敲除进一步加重 uIRIx
诱导的小鼠肾脏皮质纤维化（图4）。

2.4　激活TGR5恢复TGF-β1诱导的HK2细胞形

态改变及细胞骨架重组

TGF-β1 引起 HK2 细胞形态由卵圆形向长梭

形转变；而给予 LCA后，细胞形态得到了部分恢复

（图 5 A）。使用Phalloidin-FITC对细胞骨架肌动蛋

白微丝（microfilaments）染色显示，HK2细胞内骨架

微丝以细胞核为中心，呈放射状均匀分布在细胞浆

内，并延伸至细胞膜周，构成紧密的卵圆形外骨架；

A-D： Representative immunoblots and corresponding densitometry analysis of TGR5， Fibronectin and COL3A1 protein abundance in the kidney 
of Sham， uIRIx， uIRIx+LCA mice. Data were presented as（x̄±sx̄）， n=6， 1）  compared with Sham mice， P<0.05； 2） compared with uIRIx mice， P<0.05. 
E： Showed photomicrographs of HE staining， Masson’s staining and immunohistochemistry of Fibronectin in the kidney of Sham， uIRIx， uIRIx+LCA 
mice. uIRIx： unilateral IRI and contralateral nephrectomy； LCA： lithocholic acid； COL1A1： collagen type I α 1 chain.

图3　LCA可缓解uIRIx诱导的小鼠肾脏纤维化

Fig. 3　LCA attenuated uIRIx induced renal fibrosis in mice

(A) and (B) Representative immunoblots and corresponding densi⁃
tometry analysis of Fibronectin, COL1A1 protein abundance in the kid⁃
ney of TGR5+/+ and TGR5-/-mice with or without uIRIx. Data were pre⁃
sented as（x̄±sx̄), n=6, 1) compared with TGR5+/+-Sham mice, P<0.05; 
2) compared with TGR5+/+-uIRIx mice, P<0.05; ns: stands for no signifi⁃
cance. uIRIx: unilateral IRI and contralateral nephrectomy; COL1A1: 
collagen type I α 1 chain.

图4　TGR5基因敲除加重uIRIx诱导的肾脏纤维化

Fig. 4　uIRIx induced renal fibrosis was aggravated by 
TGR5 gene knockout
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在细胞经 TGF-β1处理后，HK2细胞膜周骨架荧光

消失，细胞形态呈长梭形，胞内骨架微丝则呈束状

同向排列，荧光强度明显增加，提示细胞骨架微丝

出现解聚重排；而给予 LCA处理后，细胞膜周轮廓

荧光部分恢复，细胞形态由长梭形恢复至卵圆形，

胞内束状同向排列骨架微丝荧光减弱，以细胞核为

中心的放射状微丝荧光有一定程度的恢复（图

5 B）。

2.5　激活TGR5缓解TGF-β1诱导的HK2细胞促

纤维化反应

TGF-β1调控纤维化过程的经典信号通路是通

过 Smad2/3通路介导的，因此我们在HK2细胞给予

TGF-β1 处理，并予以不同浓度 LCA 进行干预，通

过 Western Blotting 检测细胞内促纤维化指标和 p-
Smad2/3/Smad2/3 蛋白比值（图 6）。比较各组 HK2
细 胞 中 Fibronectin 蛋 白 水 平（F=225.300，P<
0.001），与 CTL 组（1.000±0.010）相 比 ，TGF- β1
（5.109±0.154）可明显诱导Fibronectin表达上升（P=
0.001），使 用 1 μmol/L LCA（2.417±0.198；P=
0.009）、10 μmol/L LCA（0.806±0.081；P=0.002）以及

30 μmol/L LCA（0.847±0.074；P=0.002）处理后，与

TGF-β1 组相比，Fibronectin 蛋白水平随 LCA 浓度

上升而不断下降；HK2细胞COL1A1的蛋白表达（F
=30.450，P=0.001）在 TGF-β1（1.810±0.057）诱导后

上 升（P=0.010），而 给 予 10 μmol/L LCA（0.906±
0.022；P=0.005）、30 μmol/L LCA（0.469±0.022；P=
0.002）后，COL1A1蛋白水平呈浓度依赖性下调；分

析各组间 HK2 细胞的 p-Smad2/3/Smad2/3 蛋白比

值（F=27.030，P=0.001），TGF- β1（2.051±0.094）可

诱导上调 p-Smad2/3/Smad2/3蛋白比值（P=0.008），

10 μmol/L LCA（1.162±0.083；P=0.019）或 30 μmol/
L LCA（1.088±0.056；P=0.013）干预后，p-Smad2/3/
Smad2/3蛋白比值随 LCA浓度升高逐渐下降，说明

LCA 呈浓度依赖性缓解 TGF-β1 诱导的细胞促纤

维化反应。

A： Morphologic changes of HK2 cells pretreated with 10 μmol/L 
LCA followed by TGF- β1 treatment for 48 h. Scale bar: 200 μm. B： 
The fluorescence signals of F-actin intensity were detected by fluores⁃
cence microscope. Phalloidin-FITC was added to HK2 cells treated 
with TGF-β1, with or without 10 μmol/L LCA. Scale bar: 50 μm. CTL: 
control; TGF-β1: transforming growth factor-β1; LCA: lithocholic acid.
图5　LCA可逆转TGF-β1诱导的HK2细胞形态改变及

细胞内骨架微丝重组

Fig. 5　LCA reversed the morphological changes of HK2 
cells induced by TGF-β1 and the recombination of intra⁃

cellular skeleton microfilaments

A-C： Representative immunoblots and corresponding densitometry analysis of Fibronectin and COL1A1 protein abundance and the protein ratio of p-
Smad2/3/Smad2/3. D： in HK2 cells pretreated with LCA followed by TGF-β1 treatment for 48 hours. Data were presented as（x̄±sx̄）， n=4， 1） compared 
with CTL group， P<0.05； 2） compared with TGF-β1 group， P<0.05. CTL： control； TGF-β1： transforming growth factor-β1； LCA： lithocholic acid； 

COL1A1： collagen type I α 1 chain.
图6　LCA浓度依赖性缓解TGF-β1诱导引起的HK2细胞促纤维化反应

Fig. 6　LCA concentration-dependent attenuated the profibrogenic response of HK2 cells induced by TGF-β1
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3 讨 论
本研究主要探索胆汁酸受体 TGR5 在肾脏纤

维化中的保护作用及机制。在体内实验中，我们发

现 uIRIx 组小鼠肾脏皮质出现 TGR5 表达降低，肾

脏功能受损并出现纤维化病理变化，给予 TGR5激

动剂LCA可部分缓解肾脏纤维化损伤，缓解肾脏功

能障碍。敲除小鼠 TGR5基因，则加重 uIRIx 诱导

AKI-CKD 损伤中的肾脏纤维化；在体外细胞实验

中，LCA可有效缓解 TGF-β1诱导下HK2细胞的形

态改变及促纤维化反应，这种保护作用可能是通过

抑制TGF-β1-Smad2/3信号通路实现的。

在肾脏中，TGR5主要分布于肾小管和集合管

上皮细胞、肾小球内皮细胞、和肾小球系膜细胞

中［15］，肾近端小管上皮细胞面对机械压力及缺血缺

氧等环境改变十分敏感，同时，肾脏间质纤维化的

发生往往也是从近端小管损伤开始的，所以肾单位

的这一部分是研究 TGR5 与肾脏炎症及纤维化疾

病的理想区段。LCA 是激活人体细胞 TGR5 效价

最高的天然胆汁酸之一［16］，因此我们的实验中选用

LCA 作为 TGR5 的激动剂。TGR5 被配体激活后，

下游 cAMP信号激活可以抑制促炎转录核因子κ-B
活性［17］，降低促炎因子白细胞介素-1、白细胞介素

-6、肿瘤坏死因子-α水平［18］，最近我们实验室发现

LCA 通过 TGR5 激活抑制缺血再灌注诱导的肾脏

炎症反应［14］；TGR5在胆汁酸刺激下与表皮生长因

子受体协同激活促进肝细胞增殖再生，而使用胆汁

酸阻滞剂可有效减缓肝脏再生［19］。由于肾脏炎症

与纤维化的发生发展密切相关，我们因此考虑是否

LCA通过激活TGR5减轻肾脏纤维化的发展。

在 uIRIx 诱导小鼠肾脏纤维化的实验中，我们

发现，肾脏皮质 TGR5 蛋白表达异常降低，给予

LCA 可刺激上调 TGR5 蛋白表达，同时有效减轻

uIRIx 诱导的小鼠肾脏功能损伤并缓解肾脏纤维

化，这提示 TGR5参与肾脏纤维化的相关病理或病

理生理学改变。有趣的是，敲除 TGR5基因后，

uIRIx 诱导的肾脏纤维化明显加重，进一步证实了

TGR5在肾脏纤维化发展中的保护作用。

间质纤维化与上皮细胞间充质转化（EMT）发

展有着密切联系，当EMT发生时，上皮细胞之间的

紧密连接、粘附连接、桥粒和缝隙连接断开，间充质

基因表达激活，细胞内肌动蛋白结构解聚重组，细

胞形成片状足、丝状伪足和侵入足［20］，向成纤维细

胞转变，并持续生成分泌 ECM 参与组织修复与纤

维化形成［21］。多种细胞因子（如TGF-β1）或机械刺

激均可诱导 EMT。TGF-β1 是多数 CKD 中驱动纤

维化进展的主要因素，在缺血再灌注合并对侧肾摘

除诱导的肾脏损伤中，其蛋白表达显著增加［22-23］。

TGF-β1 主要通过激活经典 Smad 依赖信号通路或

非 Smad依赖信号通路，促进细胞合成并分泌 ECM
并抑制其降解。在 Smad 信号分子家族中，Smad3
和 Smad2 最为关键，其中 Smad3 同时具有 TGF-β1
磷酸化位点，以及 DNA 结合位点，在受 TGF-β1 激

活后，Smad3易位进入细胞核激活胶原蛋白合成及

间充质表达基因，促进细胞EMT［7］，而抑制TGF-β1
及其下游信号通路可以很大程度缓解多数CKD模

型的纤维化及 EMT 表型［24］，这说明 TGF-β1-Smad
信号通路在细胞EMT和组织纤维化发生中发挥重

要作用。

在我们的体外实验中，TGF-β1可以成功诱导

HK2细胞内部及外周支撑细胞维持卵圆形形态的

肌动蛋白骨架解聚，在细胞内部重组呈束状同向排

列，细胞形态变为长梭形，TGF-β1在蛋白水平上调

HK2细胞内促纤维化相关指标，其中包括转录因子

Smad2/3的磷酸化水平；LCA 干预可有效抑制细胞

肌动蛋白骨架解聚重组，维持细胞卵圆形形态，在

蛋白水平上抑制Fibronectin和COL1A1蛋白表达升

高，下调 p-Smad2/3/Smad2/3的蛋白比值，这些数据

表明 TGR5激活可以抑制上皮细胞的EMT，从而减

轻肾脏间质纤维化。

综上所述，我们发现在肾脏损伤引起的肾脏

纤维化过程中 TGR5 表达降低，激活 TGR5 可以

有效缓解肾脏纤维化，而 TGR5基因敲除加重肾

脏纤维化，LCA 可能通过激活 TGR5，调节 TGF-β
1-Smad2/3 信号通路，减少 p-Smad2/3 蛋白水平，

抑制 ECM 生成，缓解细胞促纤维化反应。不过，

TGR5 激活是如何通过影响 TGF-β1 信号通路减

轻肾脏纤维化改变，仍需要在之后的实验中进

一步明确。我们的研究提出了缓解肾脏纤维化

发生发展的新机制，也为胆汁酸受体 TGR5 作为

慢性肾脏疾病治疗研究靶点提供了新的研究

思路。
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