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含蛋白转导域的 SARA/SBD融合蛋白对腹膜透析大鼠
腹膜结构和功能的作用 *
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摘要 目的：探讨含蛋白转导域的 SARA融合蛋白(PTD-SAR/SBD )对腹膜透析大鼠腹膜纤维化的抑制作用。方法：每日腹腔注射

4.25 %葡萄糖腹膜透析液(PDF)制备腹膜透析大鼠模型。28只 Sprague-Dawley大鼠随机分为正常对照组(n=8)；腹膜透析模型组

（n=10）；PTD-SARA/SBD蛋白干预组（n=10)。4周后行腹膜平衡试验,检测超滤量、葡萄糖吸收率；留取壁层腹膜组织行 HE染色；

免疫组织化学方法检测大鼠壁层腹膜间皮细胞转分化指标 E-cadherin和 Twist的表达；Western blotting测定 E-cadherin、twist，以

及 CollagenⅠ、TGF-茁1、P-Smad3、t-Smad3的表达。结果：①与正常对照组比较,模型组大鼠壁层腹膜增厚,糖转运率增加,超滤量降

低（P<0.01）；免疫组织化学与 western blotting检测结果显示 E-cadherin表达下调, Twist表达上调；CollagenⅠ、P-Smad3、TGF-茁1

表达增加。②与模型组比较, PTD-SARA/SBD蛋白干预组大鼠壁层腹膜糖转运率降低，超滤量增加（P＜ 0.05）；E-cadherin表达上

调，Twist表达下调；CollagenⅠ、TGF-茁1、P-Smad3表达减少，各组 t-Smad3无明显变化。结论：PTD-SARA/SBD融合蛋白通过抑制

TGF-茁/Smads信号通路部分逆转腹膜间皮细胞转分化从而改善腹膜结构和功能，为防治腹膜透析所致腹膜纤维化奠定基础。
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Effect of PTD-SARA/SBD Fusion Protein on Peritoneal Morphology and
Function of Peritoneal Dialysis Rats*

To explore the prevention role of PTD-SARA/SBD fusion protein on peritoneal fibrosis induced by

peritoneal dialysis in rats. 28 male Sprague-Dawley rats were randomly divided into three groups: normal control group(n=8);

peritoneal dialysis model group(n=10); PTD-SARA/SBD group (n=10). The animals were infused by intra-peritoneal injection and were

killed at the end of 4 weeks. A 4 hour peritoneal equilibration test was performed after four-weeks peritoneal dialysis in each group. The

dialysate samples were subjected to determination of 4h ultrafiltration volume (UF) or glucose transporion. The parietal peritoneum

tissues of rats were harvested and stained with H-E for observation of the peritoneal structure. The expression of E-cadherin, Twist,

TGF-茁1, t-Smad3, P-Smad3, and CollagenⅠ in parietal peritoneum was detected with immunohistochemistry or Western blotting assay.

Compared with the normal Control group, the UF were lower, and glucose transporion were higher in model group（P＜ 0.01）.

The results of western blotting and Immunohistochemistry showed that the level of E-cadherin was down-regulatied, and Twist

expression was up regulation in parietal peritoneum tissues, and TGF-茁1, P-Smad, CollagenⅠ expression increased in the model group;

Administration of PTD-SARA/SBD fusion protein improved the function and structure changes of the peritoneum, improved the level of

E-cadherin and decreased the level of Twist. The expression of TGF-茁1, P-Smad3, CollagenⅠ in parietal peritoneum were decreased in

PTD-SARA/SBD group. PTD-SARA/SBD fusion protein may reverse the epithehal mesenehymal transition by inhibiting

TGF-茁/Smads signaling and improve the peritoneal morphology and function, which lays a foundation of further study on prevention and

treatment of peritoneal fibrosis induced by peritoneal dialysis.
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前言

腹膜透析是慢性肾功能衰竭患者的主要肾脏替代治疗方

法之一，长期腹膜透析可以引起腹膜结构的改变，腹膜发生纤

维化，导致腹膜功能衰竭、超滤失败而退出腹膜透析[1]。目前临

床上仍缺乏较好的预防和治疗方法，研究长期腹膜透析腹膜纤

维化的发生机制和防治方法是临床亟待解决的重要课题。

TGF-茁/Smads信号通路在调节上皮 -间质转分化（epithe-

lial-mesenchymal transition，EMT）过程中起关键作用。研究证

实，大鼠腹腔内给予腺病毒载体介导的 TGF-茁1 基因的过表

达，致上皮间质转分化相关基因,如 Collagen I、琢-SMA表达上
调[2]。Smad锚着蛋白(Smad anchor for receptor activation，SARA)

作为 TGF-茁 信号传导通路下游必须的传导分子，可募集

Smad2/3至 I型 TGF-茁1受体发生磷酸化，Smad2/3磷酸化后与
Smad4结合转位入核，促进 TGF-β 1基因转录[3, 4]。研究发现位

于 SARA 羧基末端的 Smad 结合域（Smad-binding domain，
SBD）可与 Smad2的MH2作用域结合，阻止 Smad2/3/4复合体
形成，抑制 TGF-茁1表达[4, 5]。

我们的前期研究发现，运用蛋白转导技术，使来源于人免

疫缺陷病毒 1型(HIV-1)的反式激活蛋白转导域(protein trans-

duction domain，PTD)与 SARA羧基末端作用域结合,制备的可

溶性 PTD-SARA/SBD融合蛋白, 可跨膜转导入人肾小管上皮

细胞（HK2）以及腹膜间皮细胞（HPMCs）发挥作用[6,7]。本实验在

此基础上，进一步验证了 PTD-SARA/SBD融合蛋白在腹膜透

析大鼠模型中抑制上皮间质转分化及改善腹膜功能的作用，为

腹膜透析所致纤维化的防治提供理论和实验依据。

图 1 壁层腹膜 HE染色 (× 200)

Fig. 1 Hematoxylin-eosin staining of parietal peritoneum original magnification (× 200)

1 材料及方法

1.1 动物模型的建立
清洁级 Sprague-Dawley雄性大鼠 28只，体质量(200± 20)

g，由第四军医大学实验动物中心提供。随机分为 3组，适应性

喂养 1周后，8只大鼠做正常对照组。腹膜透析模型组(10只)：
4.25 %腹膜透析液 (PDF)按 100 mL/kg每日 1次腹腔注射给

药；PTD-SARA/SBD蛋白干预组(10只)：PTD-SARA/SBD蛋白

溶于 4.25 % PDF，浓度 5 滋g/mL，按 100 mL/kg 每日 1次腹腔
注射给药。各组维持透析 4周。停止透析 48 h后，每只大鼠腹

腔注射 4.25 % PDF 25 mL，4 h后沿腹中线打开腹腔，计量腹腔

内的液体量。透出液 1500 rpm离心 5 min，取上清液 2 mL，自

动生化分析仪检测葡萄糖浓度。避开注射位置留取壁层腹膜组

织。超滤量计算:透出液体积 -初始透析液体积；葡萄糖转运率

计算：(初始腹透液葡萄糖浓度× 初始透析液体积)- (透出液葡

萄糖浓度× 透出液体积)。
1.2 免疫组织化学

石蜡切片经二甲苯脱蜡，乙醇梯度水化，经枸橼酸盐缓冲

液高温修复抗原，3％过氧化氢室温孵育 10 min，PBS清洗，正

常山羊血清封闭 30 min，吸去血清勿洗，分别加一抗(E-cad-
herin 1:100，twist 1:200)，4℃孵育过夜。滴加二抗室温孵育 30

min，DAB显色，苏木素复染，中性树胶封片。每次染色均以
PBS代替一抗作为阴性对照。

1.3 Western blotting
称重各组分离的腹膜组织各 100 mg，匀浆器冰上研碎，置

EP管，加入 500 滋L裂解液冰上裂解 30 min，超声裂解 2 min，4

℃，12000 r/min离心 20 min，留上清，取 20 滋L备蛋白定量。加
1/4体积 5× 上样缓冲液，沸水中煮 10 min变性。蛋白经 8 ％

-12 %丙烯酰胺(SDS-PAGE)凝胶电泳，室温恒流 30mA 1h，电

转移至 PVDF膜上，5 ％脱脂奶粉封闭 1 h；加一抗 E-cadherin

（1:500）、twist （1:200）、TGF茁1 （1:200）、Collagen Ⅰ（1:500）、
P-Smad3（1:500）、Smad3（1:1000)，4℃摇床过夜；TBST 清洗 10
min× 3次，HRP标记的二抗室温孵育 1 h；TBST清洗 5 min× 3

次，滴加 ECL显色剂，成像系统显影。
1.4 药品和试剂

PTD-SARA/SBD融合蛋白由第四军医大学西京医院肾脏

内科实验室制备[8]。Twist兔抗鼠多克隆抗体(santa cruz, USA);
E-cadherin兔抗鼠多克隆抗体 (bioworld, USA); P-Smad3 多克

隆抗体 (abcam, HK); Smad3多克隆抗体 (cell signaling, USA);

TGF-茁1、CollagenⅠ兔抗鼠多克隆抗体(北京博奥森有限公司)，
HRP标记的山羊抗兔 IgG、免疫组化染色试剂盒 (北京中杉金
桥生物技术有限公司)；ECL Western blotting化学发光试剂(the-

mo scientific, USA)。
1.5 统计学分析

实验数据应用 SPSS13.0和 Graphpad Prism 5软件分析和

处理，组间比较采用单因素方差分析，以 P<0.05为差异有统计
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学意义。

2 结果

2.1 壁层腹膜 H-E染色
正常对照组，壁层腹膜间皮细胞覆盖完整，基质薄，偶见成

纤维细胞；模型组腹膜明显增厚，间皮细胞部分脱落，基质沉积

明显，大量成纤维细胞浸润；PTD-SARA蛋白干预组上述表现
明显减轻(见图 1)。
2.2 免疫组化结果

正常对照组，E-cadherin 广泛表达于壁层腹膜间皮细胞，

Twist仅微弱表达或几乎无表达；模型组 E-cadherin表达明显

减少，Twist 表达于胞核且明显增加；与模型组比较，
PTD-SARA 蛋白干预组 E-cadherin 表达增加，Twist表达减少
(见图 2)。
2.3 腹膜功能改变

与对照组比较，模型组超滤量明显下降(P＜ 0.01)，糖转运

率增加(P＜ 0.01)；与模型组比较，PTD-SARA蛋白干预组超滤

量增加(P＜ 0.05)，糖转运率下降(P＜ 0.05) (见图 3)。

2.4 E-cadherin、Twist和 CollagenⅠ的检测结果

图 2 壁层腹膜 E-cadherin和 Twist免疫组化染色(大图:× 200；小图× 400)

A-C：E-cadherin的表达 D-F：Twist的表达

Fig. 2 Immunohistochemistry results of parietal peritoneum sections stained for E-cadherin and Twist.

A-C: Expression of E-cadherin D-F: Expression of Twist

图 3 各组大鼠腹膜超滤量和葡萄糖转运率检测结果

1：对照组；2：模型组；3：PTD-SARA干预组；与对照组比较，**P<0.01；与模型组比较，# P<0.05

Fig. 3 The detection results of peritoneal ultrafiltration volume and glucose transportation of rats in different groups

1: control group; 2: peritoneal dialysis model group; 3: PTD-SARA/SBD group;

compared with control group, **P<0.01; compared with model group, # P<0.05
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Western blotting检测结果(见图 4)，与正常对照组比较，模

型组 E-cadherin 表达明显下降，Twist、CollagenⅠ表达明显增
加；与模型组比较，PTD-SARA蛋白干预组 E-cadherin表达增

加，Twist、CollagenⅠ表达下降。
2.5 TGF-茁1、t-Smad3和 p-Smad3的检测结果

Western blotting结果(见图 5)，与正常对照组比较，模型组
TGF-茁1和 P-Smad3表达明显增加；与模型组比较，PTD-SARA

蛋白干预组 TGF-茁1和 P-Smad3表达下降；各组间 t-Smad3表

达无统计学意义。

3 讨论

腹膜纤维化是腹膜透析最常见的一种慢性并发症，主要表

现为腹膜间皮细胞脱落，细胞外基质过度沉积，成纤维细胞浸

润等特点[9]。成纤维细胞在病理条件下对细胞外基质(ECM)过

度产生起主要作用。腹膜间皮细胞发生上皮 -间质转分化被认

为是成纤维细胞的重要来源，表现出 E-钙黏附蛋白（E-cad-

herin）进行性缺失，并获得了成纤维细胞样表型[10, 11]。腹膜间皮

细胞 EMT是腹膜纤维化的起始和可逆环节，预防和逆转 EMT

成为阻止和延缓腹膜纤维化的靶点。

TGF-茁/Smads信号通路在纤维化过程中起重要作用[5,12,13]。

TGF-茁配体与其跨膜 I型受体 (TGF茁RI) 和Ⅱ型受体(TGF茁R

Ⅱ )结合后，激活 TGF茁RI，介导 Smad2和 Smad3磷酸化，磷酸

化的 Smad2 或 Smad3与 Smad4结合后转导入核启动相关基
因转录[14]。SARA是 Smad锚着蛋白，C末端第 665-750氨基酸

残基的 SBD可介导 Smad2/3至激活的 TGF-茁RⅠ而发生磷酸

化 [15]。使用 TGF-茁1刺激小鼠腹膜间皮细胞发现，磷酸化的
Smad2/3表达水平在 10 min表达即开始增多，30 min达高峰，

随后出现信号转导，琢-平滑肌肌动蛋白（琢-SMA）表达增多，
E-cadherin表达减少，提示 Smads参与了 TGF-茁1诱导的 EMT

过程[2]。Smad3亦可介导结缔组织生长因子（CTGF）的表达，抑

制 E-cadherin 的表达，Smad2介导基质金属蛋白酶 2（MMP2）

的表达，二者共同诱导了 琢-SMA的表达，Smad3和 Smad2对
EMT的发生起促进作用[16]。研究发现，Twist是 EMT过程中重
要的标记物。Twist的过表达可引起腹膜间皮细胞间粘附性减

弱，促进 EMT的发生[17]。76例不同肾病患者肾活检结果发现，
Twist的活化与纤维化程度呈正相关[18]。

本研究发现，4.25％腹膜透析液刺激后的模型组大鼠壁层

腹膜，TGF-茁1与 P-Smad3蛋白表达较对照组明显增加，提示
TGF-茁/Smads信号通路被激活。免疫组织化学和Western blot-

ting结果显示，E-cadherin表达下调，Twist表达上调，腹膜间皮

细胞发生上皮间质转分化。腹膜增厚明显，CollagenⅠ表达增

加，细胞外基质过度沉积，这与其他报道相一致 [19,20]。

PTD-SARA/SBD蛋白干预后，壁层腹膜结构和功能改善。与模

型组比较，PTD-SARA/SBD 蛋白干预后，TGF-茁1 与 P-Smad3

的表达受抑制。E-cadherin表达上调，Twist表达下调，Collagen
Ⅰ表达减少，表明腹膜间皮细胞 EMT发生部分逆转。体外合成

的含有蛋白转导域的 PTD-SARA/SBD 竞争性抑制 SARA 对
Smad2/3的募集和激活，阻止 Smad2/3/4复合体形成，部分抑制

了腹膜透析大鼠壁层腹膜纤维化的过程，其机制可能是通过抑

制 TGF-茁1诱导的 Smad3磷酸化而发挥作用。

以 TGF-茁/Smads信号转导的负性调节分子 SARA/SBD为

目的蛋白，运用基因工程方法成功构建、表达了可溶性

PTD-SARA/SBD融合蛋白，验证了对腹膜透析模型大鼠腹膜

纤维化的部分逆转作用，并探讨了其可能机制。为研发防治腹

膜透析所致腹膜纤维化的药物奠定了基础，但临床应用价值有

待进一步研究。
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