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SLC7A5促进TGF-β1诱导的小鼠胚胎成纤维细胞活化和增殖

崔畅婉，路一平，鲍艺文，吴思，孙峥嵘
（中国医科大学附属盛京医院人类遗传资源库，沈阳  110004） 

摘要  目的 探讨溶质载体家族7成员5 （SLC7A5） 对转化生长因子β1 （TGF-β1） 诱导的小鼠胚胎成纤维细胞活化和增殖的作

用。方法 小鼠胚胎成纤维细胞系NIH-3T3用TGF-β1孵育24 h，使用PCR阵列 （PCR array） 筛选靶基因。使用沉默慢病毒sh-SLC

和重表达慢病毒r-SLC转染成纤维细胞。采用Western blotting和实时定量PCR检测目标靶点SLC7A5以及成纤维细胞活化指标

α平滑肌肌动蛋白 （α-SMA）、波形蛋白 （Vim） 和Ⅰ型胶原 （COL-Ⅰ） 合成；采用CCK-8法检测各组成纤维细胞的增殖速度；采用

DCFH-DA探针和还原型谷胱甘肽检测试剂盒检测成纤维细胞内氧化还原状态。结果 与PBS组相比，TGF-β1组成纤维细胞中

SLC7A5蛋白和基因表达水平均升高 （P < 0.05） 。与未转染病毒对照组 （Con组） 相比，SLC7A5基因沉默组 （sh-SLC组） 成纤维细胞

中α-SMA、Vim和COL-Ⅰ表达水平下降，增殖速度降低，谷胱甘肽含量减少，活性氧累积加重 （P < 0.05） ；与sh-SLC组相比，重新表

达SLC7A5基因组 （r-SLC组） 成纤维细胞中上述现象能够逆转。结论 SLC7A5促进TGF-β1诱导的小鼠胚胎成纤维细胞活化和增

殖，并可能通过调节细胞内氧化应激状态发挥作用，SLC7A5有望成为纤维化疾病中抑制成纤维细胞活化和增殖的靶点。
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SLC7A5 promotes TGF-β1-induced activation and proliferation of mouse embryonic fibroblasts

CUI Changwan，LU Yiping，BAO Yiwen，WU Si，SUN Zhengrong
（Biobank，Shengjing Hospital of China Medical University，Shenyang 110004，China） 

Abstract  Objective To investigate the effect of solute carrier family 7 member 5 （SLC7A5） on the activation and proliferation of 

mouse embryonic fibroblasts induced by transforming growth factor β1 （TGF-β1）. Methods The NIH-3T3 mouse embryonic fibro-
blast line was incubated with TGF-β1 for 24 h，and the target genes were screened using a PCR  array. The fibroblasts were transfected 

with lentiviral vectors carrying either sh-SLC RNA （for gene silencing） or r-SLC RNA （for gene re-expression）. The expression levels of 

SLC7A5，α-smooth muscle actin （α-SMA），vimentin （Vim），and type Ⅰ collagen （COL-Ⅰ） were detected using Western blotting and real-
time PCR. The CCK-8 assay was used to determine the fibroblast proliferation rate in each group. The intracellular reduction-oxidation 

status  was detected using a DCFH-DA probe and a reduced glutathione detection kit. Results The SLC7A5 protein and mRNA expres-
sion levels in the TGF-β1 group were higher than those in the PBS group （P < 0.05）. Moreover，the α-SMA，Vim，and COL-Ⅰ expression 

levels were lower in the sh-SLC group than in the non-virus-transfected control group （P < 0.05）. Additionally，the proliferation rate of the 

sh-SLC-transfected  fibroblasts and their intracellular glutathione content were decreased and their accumulation of reactive oxygen spe-
cies was aggravated （P < 0.05）. By contrast，these effects were reversed in the r-SLC group. Conclusion SLC7A5 promotes the TGF-β1-
induced activation and proliferation of mouse embryonic fibroblasts and may play a role in regulating intracellular oxidative stress. There-
fore，SLC7A5 is a potential target for therapies aimed at inhibiting the activation and proliferation of fibroblasts in fibrotic diseases.
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慢性肾脏病的发病率逐年升高，目前已超过

10%。肾纤维化是一个动态的、趋同的过程，是慢性

肾脏病进展为终末期肾病的最终共同结局［1］。现有

的研究表明，包括缺氧诱导因子［2］、转化生长因子β1 

（transforming growth factor β1，TGF-β1） ［3］介导的信号

通路参与缺氧诱导的间质纤维化的发病机制，而肾

纤维化几乎是所有具有多种病因的晚期肾脏疾病

的共同病理标志。肾纤维化的特征为成纤维细胞增

殖、聚集并活化为肌成纤维细胞，细胞外基质合成

增加，最终导致肾功能损害［4］。在糖尿病肾病、急性

肾损伤、慢性肾脏病、肾病综合征中，均有多种机制
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触发活性氧 （reactive oxygen species，ROS） 的产生，因

此研究氧化应激信号调节通路可能有助于找到治疗

肾纤维化的有效靶点，进而抑制肾纤维化进展［5］。溶

质载体 （solute carrier，SLC） 家族成员近年来受到广

泛关注［6］，溶质运载家族7成员5 （solute carrier family

7 member 5，SLC7A5） 是必需氨基酸 （包括亮氨酸和

苯丙氨酸） 的膜转运蛋白，在细胞生长、增殖、分化

等多种生命活动中发挥重要作用［7］。SLC7A5在慢

性肾脏病进展中的作用有待进一步验证。本研究采

用TGF-β1诱导的成纤维细胞体外模型，检测通过干

扰SLC7A5基因表达，检测成纤维细胞增殖活化指标

α平滑肌肌动蛋白 （α-smooth muscle actin，α-SMA）、

波形蛋白 （vimentin，Vim）、Ⅰ型胶原 （typeⅠcollagen，

COL-Ⅰ） 和细胞增殖速率，探讨SLC7A5在促进成纤

维细胞活化和增殖中的作用，为寻找肾纤维化的治

疗靶点提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 材料

NIH3T3细胞，购自武汉普诺赛生命科技有限

公司；PCR阵 列 （PCR array）检测试剂盒、RNA提 取

试剂盒，购自德国Qiagen公司；TGF-β1，购自北京义

翘神州科技股份有限公司；CCK-8试剂盒，购自汉

恒生物科技 （上海） 有限公司；ROS检测试剂盒、谷

胱甘肽 （glutathione，GSH） 检测试剂盒，购自武汉赛

维尔生物科技有限公司；SLC7A5、α-SMA，购 自 美

国Immunoway公 司；COL-Ⅰ、Vim、β-actin，购 自 英 国

abcam公司；反转录试剂盒和预混Ex TaqTMⅡ荧光定

量试剂盒，购自日本TaKaRa公司；高速离心机 （型号

Sorvall ST8），购自美国ThermoFisher Scientific公司；

Gel DocTM XR 凝胶成像分析系统、PCR扩增仪 （型号

T100），购自美国Bio-Rad有限公司；实时荧光定量

PCR仪 （型号7500），购自美国Applied Biosystems公

司。

1.2 实验方法

1.2.1 细胞模型建立：将NIH-3T3细胞分为对照组 

（PBS组） 和模型组 （TGF-β1组）。将细胞以2×105/mL

的密度接种于6孔板中，每组4个孔。在含10%胎牛血

清和1%青链霉素双抗的DMEM培养基中培养12 h，

细胞贴壁，更换无血清培养基继续培养24 h。PBS组

和TGF-β1组分别加入终浓度5 ng/mL PBS和5 ng/mL 

TGF-β1培养24 h，刮取细胞，于-80 ℃冰箱中保存。

1.2.2 细胞转染：将NIH-3T3细胞分为对照组 （Con

组） 、沉默慢病毒组 （sh-SLC组） 、重表达慢病毒组 

（r-SLC组） 。将细胞以2×105/mL的密度接种于6孔板

中。Con组不进行病毒转染；sh-SLC组使用SLC7A5

基因沉默慢病毒sh-SLC ［汉恒生物科技 （上海） 有限

公司］转染细胞；r-SLC组使用重表达慢病毒r-SLC 

［汉恒生物科技 （上海） 有限公司］转染细胞。在37 

℃、5%CO2条件下转染慢病毒72 h后，用嘌呤霉素 （8 

μg/mL） 筛选稳定转染的细胞，刮取NIH-3T3细胞。

Western blotting验证沉默和再表达的结果。慢病毒转

染时，培养基中不含抗生素。

1.2.3 PCR array：将从NIH-3T3细胞中提取的总RNA

反转录为cDNA，使用德国Qiagen公司RT² Profiler PCR 

Array Mouse Drug Transporters试剂盒，通过Qiagen

RT2 Profiler PCR阵列数据分析网站 （https：//geneglo-

be.qiagen.com/us/analyze），分析NIH-3T3细胞中药物

转运相关基因的表达变化。

1.2.4 ROS检测：将DCFH-DA探针按1 ∶ 1 000的比

例稀释，制备工作溶液。采用LSR Ⅱ流式细胞仪检

测DCF荧光光谱，激发波长为488 nm，发射波长为

525 nm，对细胞内ROS水平进行定量。

1.2.5 GSH检测：收集1×107个细胞，加入200 μL蛋

白去除剂进行超声裂解。按照说明书，制备检测探

针溶液。搅拌后室温孵育5 min，采用酶标仪测定波

长412 nm处的吸光度。

1.2.6 CCK-8法：将2 000个细胞 （总体积100 μL） 接

种于96孔板中。连续5 d，每天采用CCK-8试剂盒检测

细胞增殖情况。采用SpectraMax iD5酶标仪测定波长

450 nm处的吸光度。

1.2.7 Western blotting：使用RIPA裂解液提取肾组

织蛋白，按照说明书添加蛋白酶抑制剂和磷酸酶抑

制剂，抑制蛋白降解。提取细胞蛋白质，用预冷PBS

清洗细胞，按1×106个细胞与1 mL RIPA裂解液的比

例，超声破碎，冰上孵育1 h。应用BCA检测试剂盒，

对裂解产物中的蛋白质含量进行定量。使用预制

PAGE凝胶，进行蛋白电泳。随后将蛋白转移到PVDF

膜上，PVDF膜与一抗在4 ℃孵育过夜。次日，室温下

孵育二抗1 h。利用ECL显色液对所需蛋白条带进行

显色。使用GelDocTM XR成像分析系统对印迹进行可

视化处理。使用ImageJ软件对波段强度进行量化。

第3期 崔畅婉等.  SLC7A5促进TGF-β1诱导的小鼠胚胎成纤维细胞活化和增殖



·242·

1.2.8 实时定量PCR：使用RNA提取试剂盒提取成

纤维细胞中总RNA。利用反转录试剂盒，将RNA逆

转录为cDNA。采用预混Ex TaqTM Ⅱ荧光定量试剂盒

进行实时PCR。所有实验步骤均按照说明书进行。

PCR扩增：95 ℃ 30 s预变性，95 ℃ 5 s，60 ℃ 34 s，40

个循环。采用2-ΔΔCt法测定靶基因的相对表达量，以

β-actin为内参，计算靶基因的循环时间Ct值。引物序

列：α-SMA，正 向5’-GTCCCAGACATCAGGGAGTA

A-3’，反 向5’-TCGGATACTTCAGCGTCAGGA-3’；

COL-Ⅰ，正向5’-GCTCCTCTTAGGGGC CACT-3’，反

向5’-CCACGTCTCACCATTGGGG-3’；β-actin，正 向

5’-GGCTGTATTCCCCTCCATCG-3’，反向5’-CCAGT

TGGTAACAATGCCAT GT-3’；Vim，正向5’-CGTCCA

CACGCACCTACAG-3’，反 向 5’-GGGGGATGAGGA

ATAGAGGCT-3’；SLC7A5，正向5’-ATATCACGCTG

CTCAAC GGTG-3’，反向 5’-CTCCAGCATGTAGGCG

TAGTC-3’。

1.3 统计学分析

采 用GraphPad Prism 8.0.2软 件 进 行 统 计 学 分

析。数据进行归一化处理，以对照组均值为基准，各

实验组数据除以该均值，所得数值即为相对于照组

的倍数变化。符合正态分布的计量资料用x-±s表示，

2组间比较采用t检验，多组间比较采用单因素方差

分析，进一步两两比较采用Tukey法。P < 0.05为差

异有统计学意义。

2 结果

2.1 PCR array、实时定量PCR、Western blotting验证

TGF-β1孵育的成纤维细胞中SLC7A5高表达

与PBS组相比，TGF-β1组NIH-3T3成纤维细胞中

SLC7A5 mRNA和蛋白表达水平显著升高 （P < 0.05） 。

见图1。

A，a PCR array was used to detect the differentially expressed genes of NIH-3T3 fibroblasts in the PBS and TGF-β1 groups；B，real-time quantitative PCR 

was used to determine the difference in SLC7A5 transcript levels between the PBS and TGF-β1 groups；C，Western blotting was used to detect the diffe-

rence in SLC7A5 protein levels between the PBS and TGF-β1 groups. *P < 0.001.

图1  PCR array、实时定量PCR、Western blotting验证TGF-β1孵育的成纤维细胞中SLC7A5高表达

Fig.1  High expression of SLC7A5  in  the  fibroblasts  incubated with TGF-β1，as verified using a PCR array，real-time PCR，and

Western blotting

2.2 慢病毒转染细胞效率验证和成纤维细胞增殖

活化指标改变

与Con组相比，sh-SLC组细胞中SLC7A5以及成纤

维细胞活化增殖指标α-SMA、Vim和COL-ⅠmRNA和

蛋白表达水平显著下降 （P < 0.05）；与sh-SLC组相比，

r-SLC组细胞中SLC7A5、α-SMA、Vim和COL-ⅠmRNA

和蛋白表达水平显著升高 （P < 0.05）。见表1、图2。

2.3 慢病毒转染对成纤维细胞氧化应激和增殖效

率影响

与Con组相比，sh-SLC组细胞中ROS累积量显著

增加，GSH含量显著下降 （P < 0.05）；与sh-SLC组相

比，r-SLC组细胞中ROS累积量显著减少，GSH含量

显著增加 （P < 0.05）。见表1。

与Con组相比，sh-SLC组细胞增殖速率显著降

低 （P < 0.05）；与sh-SLC组相比，r-SLC组细胞增殖速

率显著升高 （P < 0.05）。见图3。
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表1  各组细胞中SLC7A5、α-SMA、Vim和COL-ⅠmRNA和蛋白表达水平以及GSH、ROS水平的比较

Tab.1  Comparison of the expression levels of  SLC7A5，α-SMA，Vim，and COL-ⅠmRNA and protein and GSH and ROS levels in 

each group

Item Con group （n = 3） sh-SLC group （n = 3）  r-SLC group （n = 3） 

SLC7A5

 mRNA 1.000±0.118 0.376±0.2521） 1.251±0.2162） 

 Protein 1.000±0.229 0.476±0.1931） 1.242±0.2052） 

α-SMA

 mRNA 1.000±0.159 0.476±0.0941） 1.192±0.1682） 

 Protein 1.000±0.135 0.526±0.1671） 1.159±0.1472） 

Vim

 mRNA 1.000±0.2201） 0.501±0.1001） 1.192±0.2092） 

 Protein 1.000±0.248 0.448±0.0931） 1.231±0.1792） 

COL-Ⅰ

 mRNA 1.000±0.122 0.526±0.0771） 1.092±0.1962） 

 Protein 1.000±0.302 0.521±0.0951） 1.037±0.1642） 

GSH 1.000±0.199 0.506±0.1011） 1.154±0.1382） 

ROS 1.000±0.198 1.429±0.1921） 0.931±0.2282） 

1） P < 0.05 vs. Con group；2） P < 0.05 vs. sh-SLC group.

3 讨论

肾纤维化是所有慢性肾脏病进展过程中的共

同病理表现，但目前仍缺乏有效的治疗方法。因此，

研究肾纤维化的发病机制，寻找新的抗纤维化治疗

靶点，具有重要意义。本研究着重探究药物转运相

关基因在成纤维细胞活化和增殖中的作用，为慢性

肾脏病临床治疗寻找新的靶点。

成纤维细胞在肾纤维化中起关键作用。成纤

维细胞和肾小管上皮细胞通常相互进行信息传递，

可在生理条件下促进肾脏组织修复，但当损伤持续

存在时，成纤维细胞则过度增殖活化成为肌成纤维

细胞，产生Vim和α-SMA，导致大量细胞外基质的分

泌，促进肾纤维化［8］。因此，抑制成纤维细胞增殖对

于缓解肾纤维化具有重要意义。本研究通过TGF-β1

诱导纤维化体外模型，探究调控成纤维细胞活化和

增殖的关键靶点，并通过慢病毒转染改变靶基因

SLC7A5表达效率，进而探究SLC7A5在成纤维细胞

活化和增殖中的作用。

细胞增殖所需的底物通过特定的转运蛋白从

细胞外转运到细胞内。这些转运蛋白在促进细胞增

殖中起关键作用。SLC最初被鉴定为是一组广泛表

达于细胞膜上的转运蛋白。现有研究表明，SLC7A5

基因的表达水平由于组织部位和细胞类型不同而

图2  Western blotting检测SLC7A5、α-SMA、Vim和COL-Ⅰ蛋白

的表达

Fig.2  Expression of SLC7A5，α-SMA，Vim，and COL-Ⅰ pro-

teins，as detected by Western blotting 
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139×103

42×103
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图3  CCK-8法检测各组细胞增殖速率

Fig.3  Cell proliferation rate in each group，as detected by CCK-8 

assay

2.5

2.0

1.5

1.0

0.5

0.0

O
D

 v
al

ue
 a

t 4
50

 n
m

Con

sh-SLC

r-SLC

1  2  3  4  5
Time/d

#

#
*

#
*

#
*

第3期 崔畅婉等.  SLC7A5促进TGF-β1诱导的小鼠胚胎成纤维细胞活化和增殖



·244·

不同，如在正常的胎盘［9］、睾丸［10］、大脑［11］等组织

中呈高表达，可能为这些组织细胞的快速增殖提供

所需的必需氨基酸。此外，SLC7A5在肿瘤细胞中也

大量表达，在SLC7A5被抑制的肿瘤细胞中，克隆形

成受到限制，表明SLC7A5在细胞增殖中可能具有

重要作用［12］。而SLC7A5对肾纤维化疾病进展的影

响仍不明确。本研究通过PCR array筛选目标基因

SLC7A5，并在体外实验中证明SLC7A5与成纤维细

胞的增殖速率有关，表明SLC7A5可能影响成纤维细

胞增殖，进而影响纤维化进展。

ROS通过激活胞外信号调节激酶、活化B细胞

的核因子κ轻链增强子等通路促进纤维化进展［13］。

GSH具有抗氧化作用和整合解毒作用，能够保护细

胞免受自由基、重金属、毒素等有害物质的损伤，维

持细胞内氧化还原平衡，同时GSH可以通过调节细

胞信号传导途径，影响细胞的增殖、分化和凋亡［14］。

GSH的抗氧化作用主要表现在以下几个方面：直接

清除体内产生的过氧化氢、过氧化脂质、羟基自由

基等ROS物质，减少它们对细胞的损害［15］。本研

究 中，沉 默SLC7A5促 进ROS累 积，抑 制GSH合 成，

而恢复SLC7A5表达能够逆转这种现象。结果提示，

SLC7A5可能通过调节成纤维细胞氧化应激状态调

节细胞增殖。

综上所述，本研究证明，SLC7A5能够促进成纤

维细胞中Vim和α-SMA表达，诱导成纤维细胞活化

和增殖，并且能够调节成纤维细胞内氧化还原状

态，影响细胞增殖速率。抑制SLC7A5表达能够降低

成纤维细胞在TGF-β1诱导纤维化体外模型中增殖

和活化。进一步探究SLC7A5作为治疗靶点在人类慢

性肾脏病中的预防或辅助治疗作用，是未来的研究

方向。
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