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摘要： 目的　探讨组蛋白赖氨酸甲基转移酶2（SMYD2）介导体外高糖环境下大鼠肾成纤维细胞（NRK-

49F）活化的可能机制。方法　复制糖尿病（DM）小鼠模型，经全自动生化分析仪检测各组小鼠血糖（BG）、血

肌酐（Scr）水平，经苏木精-伊红、Masson 染色观察小鼠肾组织病理改变，经 Western blotting 检测各组小鼠肾组

织纤维连接蛋白（Fibronectin）、Ⅰ型胶原蛋白（CollagenⅠ）、α-平滑肌肌动蛋白（α-SMA）、组蛋白 H3 赖氨酸 4

三甲基化（H3K4me3）、SMYD2、核转录因子-κB p65（NF-κB p65）及磷酸化 NF-κB p65（NF-κB p-p65）蛋白

表达，经免疫荧光检测各组小鼠肾组织α-SMA 及 SMYD2 表达。复制体外 DM 细胞模型，使用正常糖（含 5.5 

mmol/L葡萄糖）或高糖（含30.0 mmol/L葡萄糖）处理NRK-49F细胞，经Western blotting检测SMYD2、α-SMA

及细胞外基质（ECM）成分蛋白表达；经 CCK-8 法检测 SMYD2 特异性抑制剂 AZ505 的细胞毒性；在 AZ505 处

理/不处理的条件下，经Western blotting检测SMYD2、α-SMA、H3K4me3、Fibronectin、CollagenⅠ、NF-κB p65、

NF-κB p-p65 蛋白表达，经免疫荧光检测α-SMA、SMYD2 及 NF-κB p-p65 在细胞中的表达及空间定位情

况。结果　DM 组血清 BG、Scr 水平高于 NC 组（P <0.05）。DM 组肾组织 α-SMA、Fibronectin、CollagenⅠ、

SMYD2、H3K4me3、NF-κB p-p65 蛋白相对表达量高于 NC 组（P <0.05），两组 NF-κB p65 蛋白相对表达量比

较，差异无统计学意义（P >0.05）。HG 刺激不同时间点 NRK-49F 细胞 α-SMA、Collagen I、Fibronectin、

SMYD2 蛋白相对表达量比较，差异均有统计学意义（P <0.05）。40 μmol/L 组、60 μmol/L 组 NRK-49F 细胞存

活率较 0 μmol/L 组低（P <0.05）。HG 组 NRK-49F 细胞 Fibronectin、CollagenⅠ、SMYD2 蛋白相对表达量较

NG 组高（P <0.05），HG + AZ505（20 μmol/L）组较 HG 组低（P <0.05）。HG 组 NRK-49F 细胞 Fibronectin、

CollagenⅠ、α-SMA、H3K4me3、SMYD2 蛋白相对表达量较 NG 组高（P <0.05），HG+AZ505 组较 HG 组低（P <

0.05）。HG 组 NRK-49F 细胞 NF-κB p-p65 蛋白相对表达量较 NG 组高（P <0.05），HG+AZ505 组较 HG 组低

（P <0.05），各组大鼠 NRK-49F 细胞 NF-κB p65 蛋白相对表达量比较，差异无统计学意义（P >0.05）。结论　

SMYD2可介导高糖诱导的NRK-49F细胞活化，其机制可能与激活NF-κB细胞信号通路有关。
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Abstract:  Objective To investigate the possible mechanism underlying the role of the histone lysine 

methyltransferase SET and MYND domain-containing protein 2 (SMYD2) in mediating the activation of rat renal 

fibroblasts (NRK-49F) in a high glucose environment in vitro.  Methods The mouse model of diabetes mellitus 

(DM) was established, and levels of blood glucose (BG) and serum creatinine (Scr) were measured via the automatic 

biochemical analyzer. The renal histopathological changes in mice were observed by hematoxylin-eosin and Masson 

staining. The protein expression levels of fibronectin, type Ⅰ collagen (collagen Ⅰ), alpha-smooth muscle actin (α

-SMA), histone H3 lysine 4 trimethylation (H3K4me3), SMYD2, nuclear factor kappa B p65 (NF- κB p65) and 

phosphorylated NF-κB p65 (NF-κB p-p65) in the kidney tissues of DM mice were detected via Western blotting, and 

the expressions of α-SMA and SMYD2 in the kidney tissues of DM mice were also detected via immunofluorescence. 

The cell models of DM were replicated in vitro, where NRK-49F cells were treated with glucose of normal 

concentration (containing 5.5 mmol/L of glucose) or high concentration (containing 30 mmol/L of glucose). Then 

protein expressions of SMYD2, α-SMA and components of extracellular matrix (ECM) were measured by Western 

blotting, and cell counting kit-8 was used to detect the cytotoxicity of SMYD2-specific inhibitor AZ505. When 

treated with or without AZ505, protein expressions of SMYD2, α-SMA, H3K4me3, fibronectin, collagen Ⅰ, NF-κB 

p65 and NF-κB p-p65 were detected via Western blotting, and the expressions and distribution of α-SMA, SMYD2 

and NF-κB p-p65 in NRK-49F cells were detected via immunofluorescence.  Results The levels of BG and Scr in 

the DM group were higher than those in the NC group (P < 0.05). The relative protein expressions of α -SMA, 

fibronectin, collagen Ⅰ , SMYD2, H3K4me3 and NF-κB p-p65 in the kidney tissues of the DM group were higher 

than those of the NC group (P < 0.05). There was no difference in the relative protein expression of NF-κB p65 

between the two groups (P > 0.05). The relative protein expressions of α-SMA, collagen I, fibronectin and SMYD2 

in NRK-49F cells were different among the distinct time points when mice were treated with HG (P < 0.05). The 

survival rate of NRK-49F cells in the 40 μmol/L group and the 60 μmol/L group was lower than that in the 0 μmol/L 

group (P < 0.05). The relative protein expressions of fibronectin, collagen Ⅰ and SMYD2 in NRK-49F cells of the 

HG group were higher than those of the NG group (P < 0.05), while those of the HG + AZ505 (20 μmol/L) group 

were lower than those of the HG group (P < 0.05). The relative protein expressions of fibronectin, collagen Ⅰ , α

-SMA, H3K4me3 and SMYD2 in NRK-49F cells of the HG group were higher than those of the NG group (P < 

0.05), while those of the HG + AZ505 (20 μmol/L) group were lower than those of the HG group (P <0.05). The 

relative protein expression of NF-κB p-p65 in NRK-49F cells of the HG group was higher than that of the NG group 

(P < 0.05), while that of the HG + AZ505 group was lower than that of the HG group (P < 0.05). There was no 

difference in the relative protein expression of NF- κB p65 in NRK-49F cells among the groups (P > 0.05).  

Conclusions SMYD2 mediates high glucose-induced activation of NRK-49F cells by a mechanism that may be 

related to the activation of the NF-κB signaling pathway.

Keywords:  diabetes mellitus; rat renal fibroblast; SET and MYND domain-containing protein 2; AZ505

糖尿病（diabetes mellitus, DM）已成为全球患病

率最高的慢性病之一[1]。国际糖尿病联合会报告指

出，2021 年全球 DM 患者达 5.37 亿，其中我国患者达

1.41 亿，且呈快速上升趋势[2]。糖尿病肾病（diabetic 

kidney disease, DKD）是 DM 最 常 见 的 微 血 管 并 发

症[3]，DKD 是 慢 性 肾 脏 疾 病（chronic kidney disease, 

CKD）的主要原因[4]。肾纤维化是 CKD 进展的必经

之路，未受控制的肾纤维化最终导致 CKD 发展为终

末期肾病（end stage renal disease, ESRD）[5]，给家庭和

社会带来沉重负担。因此，寻找肾纤维化调控的有

效靶点对 DKD 防治具有重要意义。

肾 纤 维 化 的 主 要 病 理 特 征 是 细 胞 外 基 质

（extracellular matrix, ECM）如Ⅰ型 胶 原 蛋 白（type Ⅰ 

collagen, CollagenⅠ）、Collagen Ⅲ、纤 维 连 接 蛋 白

·· 30



第 4 期 左思洋， 等： SMYD2 介导高糖诱导大鼠肾成纤维细胞活化的机制研究

（Fibronectin）等 的 持 续 积 累 和 沉 积[6]。 成 纤 维 细 胞

在肾脏进行性纤维化和持续性炎症中起着至关重

要的作用[7]。在 DM 发展为 DKD 的过程中，持续高

血 糖 可 诱 导 大 量 活 性 氧（reactive oxygen species, 

ROS）形 成 ，加 快 促 炎 因 子 如 白 细 胞 介 素 -6

（Interleukin 6, IL-6）、肿 瘤 坏 死 因 子 - α（tumor 

necrosis factor, TNF-α）的释放[8-10]。在高血糖、缺氧

和炎症的刺激下肾成纤维（NRK-49F）细胞转分化为

肌成纤维细胞[10]，肌成纤维细胞通过表达 α-平滑肌

肌动蛋白(α-smooth muscle actin, α- SMA）及分泌大

量 的 ECM 成 分 蛋 白 导 致 广 泛 的 肾 组 织 纤 维 化[11]。

核转录因子-κB（nuclear factor-κB, NF-κB）控制多

种免疫及炎症相关基因，是细胞生长、分化和凋亡

的 重 要 调 节 因 子[12]。 NF- κB 信 号 通 路 的 激 活 在

DKD 的发生、发展中起重要调控作用[13]。研究表明

在活化的 NRK-49F 细胞中，NF-κB 信号通路可通过

激 活 不 同 路 径 ，促 进 促 炎 细 胞 因 子 和 趋 化 因 子 释

放[14]。然而 NF-κB 信号通路在 DKD 中的作用机制

有待进一步阐明。

组 蛋 白 赖 氨 酸 甲 基 转 移 酶 2（SET and MYND 

domain-containing protein 2, SMYD2）是一种含有 SET

和 MYND 结 构 域 的 组 蛋 白 甲 基 转 移 酶[15]，SMYD2

可 对 组 蛋 白 的 不 同 位 点（H3K4、H3K36）进 行 甲 基

化修饰[16]，也可使非组蛋白如信号转导和激活转录

因子 3、NF-κB p65 和 p53 等发生甲基化而影响细胞

增殖、分化和存活[17]。在多囊肾病基因 1 突变小鼠

的囊性肾上皮细胞中，可通过甲基化 NF-κB p65 激

活 SMYD2，影响囊性肾上皮细胞的增殖和活化[18]。

本课题组前期研究发现 SMYD2 也高表达于 DM 小鼠

肾组织[19]，然而 SMYD2 在 DKD 发展中确切的作用和

分子机制有待进一步研究。因此，本研究基于 DM

小鼠模型和细胞模型，旨在探究 SMYD2 是否可介导

高 糖 环 境 下 NRK-49F 细 胞 的 活 化 及 可 能 机 制 ，为

DKD 防 治 靶 点 的 相 关 研 究 提 供 理 论 依 据 和 实 验

基础。

1 材料与方法

1.1　实验材料、主要试剂及仪器

10 只 SPF 级健康雄性 C57BL6 小鼠，体重（180±

20）g，购自北京华阜康生物科技股份有限公司，实

验动物生产许可证号：SCXK（京）2014-004，实验动

物使用许可证号：SYXK（黔）2018-0001。

DMEM 正常糖培养基（含 1 g/L 葡萄糖）、DMEM

高 糖 培 养 基（含 4.5 g/L 葡 萄 糖）、胎 牛 血 清（fetal 

bovine serum, FBS）均购自美国 Invitrogen Gibco 公司，

胰酶消化液、青链霉素混合液（双抗）均购自以色列

Biological Industries 生物科技公司，SMYD2 特异性抑

制剂 AZ505 购自美国 APExBIO 公司，ECL 发光试剂

盒购自常州天地人和生物科技有限公司，苏木精-

伊红（hematoxylin and eosin, HE）试剂盒、Masson 三色

染色改良试剂盒、BCA 蛋白浓度测定试剂盒、CCK-8

试剂盒、高效 RIPA 裂解液、抗荧光衰减封片剂、牛血

清白蛋白封闭液（5% BSA）均购自北京索莱宝科技

有 限 公 司 ，Fibronectin（ab2413）兔 多 克 隆 抗 体 、

H3K4me3（ab8580）兔单克隆抗体、H3（ab1791）兔单

克 隆 抗 体 均 购 自 艾 博 抗（上 海）贸 易 有 限 公 司 ，α
-SMA（14395-1-AP）兔 单 克 隆 抗 体 、Collagen Ⅰ

（14695-1-AP）兔多克隆抗体、SMYD2（21290-1-AP）

兔单克隆抗体均购自武汉三鹰生物技术有限公司，

NF- κB p65（D14E12）兔 单 克 隆 抗 体 、Phospho-NF-

κB p65（Ser536）（93H1）兔 单 克 隆 抗 体 均 购 自 美 国

Cell Signaling Technology 公 司 ，SMYD2（sc393827）鼠

单克隆抗体购自美国 Santa Cruz Biotechnology 生物技

术公司，β-actin（PMK058S）兔单克隆抗体、HRP 山羊

标 记 抗 兔/鼠 二 抗 购 自 武 汉 普 美 克 生 物 技 术 有 限

公司。

Cobas 8000 型全自动生化分析仪购自瑞士罗氏

公司，Axio Imager.A2 型光学显微镜购自德国 ZEISS

公司。

1.2　方法

1.2.1 　 模型复制及分组 　SPF 级 小 鼠 随 机 分 为 正

常（NC）组和糖尿病（DM）组，各5只。DM组按55.0 mg/kg

剂量腹腔注射 STZ 复制模型，1 次/周，连续 5 周，48 h

后小鼠尾静脉取血监测随机血糖，血糖> 16.7 mmol/L

判定为模型复制成功；NC 组给予相同剂量生理盐

水。两组小鼠喂养标准饲料，自由饮水，于模型复

制 28 周后处死。小鼠处死前 6 h 禁食不禁水，麻醉

后，眼球摘除法取血，以 4 000 r/min 离心 5 min，分离

血清，置于-80 ℃冰箱冷冻保存。将肾脏组织对半

分 开 ，一 半 浸 泡 于 4% 的 多 聚 甲 醛 ，另 一 半 保 存 于

-80 ℃冰箱。

1.2.2 　 全自动生化分析仪检测生化指标 　采用全自
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动 生 化 分 析 仪 检 测 各 组 小 鼠 血 糖（blood glucose, 

BG）、血肌酐（serum creatinine, Scr）水平。

1.2.3 　 HE、Masson染色观察肾脏病理改变 　肾组织

经 4% 中性甲醛固定后，石蜡包埋切片（3 μm 厚），采

用 HE、Masson 染色进行观察。

1.2.4 　 细胞培养 　大鼠 NRK-49F 细胞在 5% FBS、

1% 青 链 霉 素 混 合 液 的 DMEM 低 糖 培 养 基 中 ，于

37 ℃、5% 二氧化碳培养箱中静置培养，细胞生长密

度达 90% 时使用胰酶消化液进行消化并传代。

1.2.5 　 高糖培养基（high glucose, HG）不同时间点刺

激 NRK-49F 细胞活化 　将 NRK-49F 细 胞 按 1.5×

109 个/孔细胞密度接种于细胞培养 6 孔板中，待细

胞密度达 60% 时对细胞进行 24 h 无血清饥饿处理。

在 0、6、12、24、36 和 48 h 逐 次 加 入 HG 培 养 基（含

0.5% FBS、1% 青 链 霉 素 混 合 液）在 37 ℃、含 5% 二

氧 化 碳 培 养 箱 中 培 养 ，阴 性 对 照 组 加 正 常 糖

（normal glucose， NG）培养基（含 0.5% FBS、1% 青链

霉素混合液），在 37 ℃、二氧化碳培养箱中继续培

养。处理完后 ，弃培养上清液、收集细胞、提取细

胞蛋白待测。

1.2.6 　 CCK-8 法检测 AZ505 对 NRK-49F 细胞毒

性 　将 NRK-49F 细胞按照 1.0×103 个/孔细胞密度

接种于 96 孔板中，在 37 ℃、5% 二氧化碳培养箱中培

养 24 h，再进行 24 h 无血清饥饿处理。根据 AZ505

的作用浓度依次分为 0.000 μmol/L 组、0.156 μmol/L

组 、0.313 μmol/L 组 、0.625 μmol/L 组 、1.250 μmol/L

组 、2.500 μmol/L 组 、5.000 μmol/L 组 、10.000 μmol/L

组、20.000 μmol/L 组、40.000 μmol/L 组、60.000 μmol/L

组，每个浓度设置 5 个复孔。处理 48 h 后，弃原培养

基，将 CCK-8 试剂与培养基按 1∶9 混合后加入各孔，

于 37℃、5% 二氧化碳培养箱中孵育 2 h。用酶标仪

检测 450 nm 处的吸光度值，计算不同药物浓度作用

下的细胞存活率，细胞存活率（%）=[（实验组-空白

组）/（对照组-空白组）]×100%。

1.2.7 　 Western blotting 检测蛋白表达 　利用细胞

刮 刮 取 各 组 细 胞 、重 悬 于 RIPA（与 蛋 白 酶 抑 制 剂

PMSF 按照 100∶1 混合）蛋白裂解缓冲液，超声提取

蛋白并高速离心获取蛋白上清液。使用 BCA 蛋白

质浓度测定试剂盒测定细胞蛋白浓度。与上样缓

冲 液（5×loading buffer，含 二 硫 苏 糖 醇）混 合 后 于

100 ℃变性 10 min，样本立即点泳或冷冻于-20 ℃。

配制十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶[10% 的聚丙

烯酰胺分离胶（10 mL）：4.1 mL 超纯水+3.3 mL 30%

丙 烯 酰 胺 + 2.5 mL 1.5M Tris（pH 8.8）+ 0.1 mL 10% 

SDS +0.1 mL 10% 过硫酸铵+ 6 μL 促凝剂；5% 聚丙

烯酰胺浓缩胶（4 mL）：2.6 mL 超纯水+ 1.0 mL 30%

丙 烯 酰 胺 + 1.3 mL 1.5 mmol/L Tris（pH 6.8）+ 50 μL 

10% SDS + 50 μL 10% 过硫酸铵+ 4 μL 促凝剂]，将

等质量的蛋白样本加至各泳道，电泳结束后将蛋白

由凝胶转移到 PVDF 膜上。使用 5% 脱脂牛奶常温

封闭 PVDF 膜 1 h。将 PVDF 膜与蛋白 Fibronectin（1∶

5 000）、CollagenⅠ（1∶1 000）、α -SMA（1∶1 000）、

SMYD2（1∶2 000）、H3K4me3（1∶1 000）、H3（1∶

5 000）、NF- κB p-p65（1∶1 000）、NF- κB p65（1∶

1 000）和 β-actin（1∶5 000）一抗于 4 ℃摇晃孵育过

夜，H3K4me3 蛋白以 H3 为内参，其余蛋白以 β-actin

为内参。TBST 洗膜 3 次，将 PVDF 膜与辣根过氧化

物酶偶联的二抗摇晃孵育 1 h。TBST 洗膜 3 次，用增

强化学发光溶液和凝胶成像仪系统显影、检测蛋白

印迹条带，使用 Image J 软件分析蛋白条带灰度。

1.2.8 　 明确AZ505作用浓度并进行实验验证 　根据

CCK-8 实验结果选择对 NRK-49F 细胞毒性较小浓

度（2.500、5.000、10.000 和 20.000 μmol/L）的 AZ505 对

细 胞 进 行 干 预 ，经 Western blotting 明 确 AZ505 抑 制

HG 诱导 NRK-49F 细胞活化的作用浓度，并取 AZ505

作用浓度为 20.000 μmol/L 用于实验验证。将细胞

分为 NG 组、NG + AZ505 组、HG 组、HG + AZ505 组。

NG 培养基和 HG 培养基均含 0.5% FBS、1% 青链霉素

混合液。处理 48 h 后，收集细胞、提取细胞蛋白，经

Western bloting 明确 AZ505 对 HG 诱导 NRK-49F 细胞

活化的抑制作用。

1.2.9 　 免疫荧光检测 　肾 组 织 用 4% 多 聚 甲 醛 固

定、石蜡包埋后切片（厚 3 μm），脱蜡后用 EDTA（pH 

9.0）进 行 抗 原 修 复 ；用 预 热 的 4% 多 聚 甲 醛 固 定

NRK-49F 细 胞 30 min，随 后 用 溶 解 于 PBS 的 0.5% 

Triton X-100 通透 10 min，5% BSA 常温封闭 1 h，滴加

一抗并于 4 ℃孵育过夜，使用以下蛋白的一抗：鼠抗

SMYD2（1∶200）、兔抗 NF-κB p-p65（1∶300）、兔抗 α
-SMA（1∶300）。孵育结束后，PBS 洗涤 3 次，5 min/

次。将样本与 Alexa Flour Plus 488/555 荧光二抗（1∶

200）常温避光孵育 1 h。PBS 洗涤 3 次后，用抗荧光

淬灭封片剂封片，立即使用光学显微镜观察并采集

图片。
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1.3　统计学方法

数 据 分 析 采 用 GraphPad Prism 9.2 统 计 软 件 。

计量资料以均数±标准差（x±s）表示，比较用 t 检

验 或 单 因 素 方 差 分 析 。 P <0.05 为 差 异 有 统 计 学

意义。

2 结果

2.1　HG诱导NRK-49F细胞活化

NC 组与 DM 组小鼠血清 BG、Scr 水平比较，经 t 

检 验 ，差 异 均 有 统 计 学 意 义（P <0.05），DM 组 高 于

NC 组。见表 1。

2.2　NC 组与 DM 组小鼠肾组织 HE、Masson 染色

高 倍 镜 下 观 察 可 见 DM 组 小 鼠 肾 小 管 排 列 紊

乱，部分肾间质可见炎症细胞浸润且出现明显的蓝

染的胶原纤维沉积，NC 组小鼠肾组织无明显病理改

变。见图 1。

2.3　DM 组与 NC 组小鼠肾组织 α-SMA、Collgen 

Ⅰ、Fibronectin、SMYD2、H3K4me3、NF-κB p65、

NF-κB p-p65蛋白相对表达量比较

DM 组与 NC 组小鼠肾组织 α-SMA、CollagenⅠ、

Fibronectin、SMYD2、H3K4me3、NF-κB p-p65 蛋白相

对表达量比较，经单因素方差分析，差异均有统计

学 意 义（P <0.05），DM 组 高 于 NC 组 。 两 组 NF-κB 

p65 蛋 白 相 对 表 达 量 比 较 ，差 异 无 统 计 学 意 义

（P >0.05）。见图 2 和表 2。

免疫荧光结果示，高倍镜下观察可见 α-SMA、

SMYD2 在 NC 组 小 鼠 肾 组 织 低 表 达 ，但 在 DM 组 小

鼠肾组织中高表达。见图 3。

表 1　NC组与DM组小鼠血清BG、Scr水平比较 

（n =5， x±s）

组别

NC 组

DM 组

t 值

P 值

BG/（mol/L）

8.33±1.70

30.49±4.41

10.480

0.000

Scr/（μmol/L）

5.98±1.47

11.00±0.71

6.899

0.000

NC 组                                  DM 组

HE 染色

Masson 染色

绿色箭头表示炎症细胞浸润； 黑色箭头表示蓝染胶原纤维沉积。

图1　NC组与DM组小鼠肾组织HE、Masson染色

47 kD

135 kD

220 kD

15 kD

15 kD

50 kD

43 kD

65 kD

65 kD

43 kD

NC 组 DM 组

α-SMA

CollagenⅠ
Fibronectin

H3K4me3

H3

SMYD2

β-actin

NF-κB p-p65

NF-κB p65

β-actin

图2　各组小鼠肾组织各蛋白条带图

表 2　DM组与NC组小鼠肾组织α-SMA、Collgen Ⅰ、Fibronectin、SMYD2、H3K4me3、NF-κB p65、NF-κB p-p65蛋白

相对表达量比较 （n =5， x±s）

组别

NC 组

DM 组

t 值

P 值

α-SMA

0.46±0.09

0.99±0.16

4.981

0.008

CollagenⅠ
0.26±0.08

1.26±0.17

9.490

0.000

Fibronectin

0.31±0.11

0.74±0.88

5.356

0.006

SMYD2

0.52±0.09

0.89±0.21

2.813

0.048

H3K4me3

0.59±0.24

1.14±0.20

2.998

0.040

NF-κB p65

1.67±0.31

1.64±0.09

0.352

0.742

NF-κB p-p65

0.38±0.07

1.19±0.17

12.420

0.000
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2.4　HG 刺 激 不 同 时 间 点 NRK-49F 细 胞

α-SMA、Collagen I、Fibronectin、SMYD2 蛋白相对

表达量比较

HG 刺激大鼠 0、6、12、24、36、48 h NRK-49F 细

胞 α-SMA、Collagen I、Fibronectin、SMYD2 蛋 白 相 对

表达量比较，经单因素方差分析，差异均有统计学

意义（P <0.05）。见表 3 和图 4。

2.5　不同 AZ505 的作用浓度组 NRK-49F 细胞存

活率比较

0.000 μmol/L 组 、0.156 μmol/L 组 、0.313 μmol/L

组 、0.625 μmol/L 组 、1.250 μmol/L 组 、2.500 μmol/L

组、5.000 μmol/L 组、10.000 μmol/L 组、20.000 μmol/L

组 、40.000 μmol/L 组 和 60.000 μmol/L 组 大 鼠 NRK-

49F 细 胞 存 活 率 分 别 为（100.00±0.00）% 、（96.34±

1.82）%、（88.47±1.44）%、（86.73±1.33）%、（83.71±

1.29）%、（81.15±2.34）%、（81.15±2.48）%、（77.77±

2.16）、（71.91±5.39）% 、（23.24±1.52）% 、（0.09±

0.16）%，经单因素方差分析，差异有统计学意义（F =

385.000，P =0.000）。40.000 μmol/L 组、60.000 μmol/L

组较 0.000 μmol/L 组低（P <0.05）。

2.6　AZ505可抑制HG诱导的NRK-49F细胞活化

NG 组 、HG 组 、HG + AZ505（2.500 μmol/L）组 、

HG + AZ505（5.000 μmol/L）组 、HG + AZ505（10.000 

μmol/L）组、HG+AZ505（20.000 μmol/L）组大鼠 NRK-

49F 细胞 Fibronectin、CollagenⅠ、SMYD2 蛋白相对表

达量比较，经单因素方差分析，差异均有统计学意

义（P <0.05）。 HG 组 较 NG 组 高（P <0.05），HG + 

AZ505（20.000 μmol/L）组较 HG 组低（P <0.05），后续

采用 20.000 μmol/L AZ505 作用浓度用于实验验证。

见表 4 和图 5A。

20 μmol/L AZ505 干预后，NG 组、NG + AZ505 组、

HG 组 、HG + AZ505 组 大 鼠 NRK-49F 细 胞

Fibronectin、CollagenⅠ、α -SMA、H3K4me3、SMYD2

NG 组

HG 组

          α-SMA                             DAPI                           Merge  SMYD2                         DAPI                         Merge

图3　各组小鼠肾组织免疫荧光检测α-SMA、SMYD2定位图

表 3　HG刺激不同时间点NRK-49F细胞α-SMA、

Collagen I、Fibronectin、SMYD2蛋白相对表达量比较 

（n =3， x±s）

时间

0 h

6 h

12 h

24 h

36 h

48 h

F 值

P 值

α-SMA

0.38±0.05

0.33±0.04

0.38±0.09

0.68±0.08①②

0.67±0.08①②

0.72±0.03①②③

22.240

0.000

CollagenⅠ
0.31±0.17

0.38±0.09

0.41±0.09

0.86±0.19①②③

0.99±0.15①②③

1.04±0.11①②③

17.510

0.000

Fibronectin

0.23±0.06

0.24±0.08

0.21±0.07

0.58±0.11①②③

0.67±0.08①②③

0.73±0.09①②③

25.210

0.000

SMYD2

0.65±0.08

0.79±0.07

0.75±0.11

0.69±0.04

1.01±0.15①

1.08±0.07①②③

11.190

0.000

注 ： ①与 0 h 比较，P <0.05； ②与 6 h 比较，P <0.05； ③与 12 h 比

较，P <0.05。

220 kD

130 kD

47 kD

50 kD

43 kD

1          2         3         4         5         6

Fibronectin

CollagenⅠ
α-SMA

SMYD2

β-actin

1：0 h； 2：6 h； 3：12 h； 4：24 h； 5：36 h； 6：48 h。

图4　HG刺激不同时间点NRK-49F细胞α-SMA、Colla‐

gen I、Fibronectin、SMYD2蛋白条带图
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蛋白相对表达量比较，经单因素方差分析，差异均

有 统 计 学 意 义（P <0.05）。 HG 组 较 NG 组 高（P <

0.05），HG + AZ505 组较 HG 组低（P <0.05）。见表 5

和图 5B。

2.7　各组大鼠 NRK49F 细胞 SMYD2 和 α-SMA、

SMYD2和NF-κB p-p65免疫荧光共定位

NG 组、NG + AZ505 组、HG 组、HG + AZ505 组大

鼠 NRK-49F 细 胞 SMYD2 和 α-SMA、SMYD2 和 NF-

κB p-p65 免疫荧光共定位结果示，高倍镜下可见静

息状态下，SMYD2 主要表达在细胞核、α-SMA 主要

表达细胞质；HG 刺激后，两者的定位未发生改变但

荧光强度均增加。静息状态下，NF-κB p-p65 主要

表达细胞质，HG 刺激后，NF-κB p-p65 在细胞质和

细胞核均有表达，即 SMYD2 和 NF-κB p-p65 在细胞

核存在共定位，且两者的荧光强度均增强，以上现

象均可被 AZ505 抑制。见图 6。

2.8　各组大鼠 NRK-49F 细胞 NF-κB p65、NF-

κB p-p65蛋白相对表达量比较

NG 组 、NG + AZ505 组 、HG 组 、HG + AZ505 组

大 鼠 NRK-49F 细 胞 NF- κB p-p65 蛋 白 相 对 表 达

量 比 较 ，经 单 因 素 方 差 分 析 ，差 异 有 统 计 学 意 义

（P <0.05）；HG 组较 NG 组高（P <0.05），HG + AZ505

组 较 HG 组 低（P <0.05）。 各 组 大 鼠 NRK-49F 细 胞

NF-κB p65 蛋 白 相 对 表 达 量 比 较 ，经 单 因 素 方 差

分 析 ，差 异 无 统 计 学 意 义（P >0.05）。 见 表 6

和图 7。

1         2        3        4        5         6

220 kD

130 kD

50 kD

43 kD

Fibronectin

CollagenⅠ
SMYD2

β-actin

1             2              3               4 

47 kD

130 kD

220

15 kD

15 kD

50 kD

43 kD

α-SMA

CollagenⅠ
Fibronectin

H3K4me3

H3

SMYD2

β-actin
A

B

A：1：NG 组； 2：HG 组； 3：HG + AZ505（2.500 μmol/L）组； 4：HG + AZ505（5.000 μmol/L）组； 5：HG + AZ505（10.000 μmol/L）组； 6：HG + 

AZ505（20.000 μmol/L）组。B：1：NG组； 2：NG + AZ505组； 3：HG组； 4：HG + AZ505组。

图5　各组大鼠NRK49F细胞的蛋白条带图

表 4　各组大鼠NRK49F细胞Fibronectin、CollagenⅠ、

SMYD2蛋白相对表达量的比较 （n =3， x±s）

组别

NG 组

HG 组

HG+AZ505（2.500 

μmol/L）组

HG+AZ505（5.000 

μmol/L）组

HG+AZ505（10.000 

μmol/L）组

HG+AZ505（20.000 

μmol/L）组

F 值

P 值

Fibronectin

0.40±0.05

0.97±0.13

0.94±0.11

0.70±0.17

0.71±0.15

0.66±0.16

7.228

0.003

CollagenⅠ
0.52±0.05

1.08±0.09

0.90±0.16

0.87±0.09

0.90±0.13

0.64±0.12

9.572

0.000

SMYD2

0.67±0.12

1.04±0.17

0.81±0.07

0.75±0.09

0.54±0.07

0.37±0.13

12.420

0.000

表 5　各组大鼠NRK49F细胞α-SMA、CollagenⅠ、Fibronectin、H3K4me3、SMYD2蛋白相对表达量的比较 （n =3， x±s）

组别

NG 组

HG 组

NG + AZ505 组

HG + AZ505 组

F 值

P 值

α-SMA

0.63±0.28

1.39±0.22①②

0.51±0.11

0.49±0.25③

10.870

0.003

CollagenⅠ
0.56±0.17

1.12±0.10①②

0.44±0.07

0.86±0.08③

23.060

0.000

Fibronectin

0.55±0.09

1.15±0.05①②

0.57±0.06

0.64±0.12③

33.270

0.000

H3K4me3

0.28±0.07

0.95±0.09①②

0.44±0.16②

0.27±0.12③

23.490

0.000

SMYD2

0.61±0.08

1.06±0.04①②

0.57±0.03

0.66±0.08③

35.190

0.010

注 ： ①与 NG 组比较，P <0.05； ②与 NG+AZ505 组比较，P <0.05； ③与 HG 组比较，P <0.05。
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3 讨论

肾纤维化是 CKD 向 ESRD 转化的共同途径[20]，

ECM 成分蛋白的过度沉积及瘢痕形成是进行性肾

纤维化的主要病理事件[21]。肌成纤维细胞是肾纤维

化的关键效应细胞[22]；在各种慢性损伤的作用下，肌

成纤维细胞通过分泌 CollagenⅠ、CollagenⅢ、Collagen

Ⅳ、Fibronectin 和 层 黏 连 蛋 白 发 挥 其 促 纤 维 化 功

能[23]。肌成纤维细胞来源包括 NRK-49F 细胞、周细

胞、肾小管上皮细胞等，其中 NRK-49F 细胞活化是

肌成纤维细胞的主要来源[24-25]。研究表明，在 DKD

进程中 NRK-49F 细胞活化不仅受多种生长因子及

细胞信号通路的调控，如血管紧张素Ⅱ、转化生子

因子-β及磷酸肌醇 3-激酶/蛋白激酶 B 等[26]；还受

表观遗传学的调控，如染色质组蛋白修饰、DNA 甲

基化及非编码 RNA 等，在 DKD 的发病机制中也起关

键作用[27]，然而表观遗传调控在肾成纤维活化中的

作用还有待进一步阐明。

SMYD2 是研究最广泛的组蛋白赖氨酸甲基转

移酶之一，在胃癌、膀胱癌、结肠癌及乳腺癌等患者

中高表达[28]；尽管一些研究已经报道 SMYD2 在许多

肿瘤中的作用和功能，但其在 DKD 进展中的作用尚

未明确。本研究结果中，与 NC 组相比，DM 组可诱

导 小 鼠 肾 组 织 损 伤 、肾 纤 维 化 指 标（Fibronectin、

CollagenⅠ）、肌成纤维细胞活化标志物（α-SMA）、

SMYD2 及其组蛋白甲基化底物（H3K4me3）、NF-κB 

p65 亚基磷酸化表达增高，表明 DM 组小鼠肾组织损

伤且肾脏纤维化、肌成纤维细胞活化可能与 SMYD2

表达增高及 NF-κB 激活有关。在体外使用 HG 刺激

NRK-49F 细胞发现，HG 可诱导 NRK-49F 细胞活化

伴 SMYD2 表 达 上 调 ；应 用 SMYD2 特 异 性 抑 制 剂

AZ505 可抑制 HG 诱导的 NRK-49F 细胞内 SMYD2、

ECM 成分蛋白及 α-SMA 表达，提示 SMYD2 可能介

导 HG 诱导的 NRK-49F 细胞活化。

炎 症 反 应 在 肾 纤 维 化 进 展 中 具 有 重 要 作 用 ，

NF-κB 作为炎症反应的关键转录因子[29]，在肾脏纤

α-SMA              SMYD2               DAPI               Merge                                    NF-κB p-p65       SMYD2               DAPI               Merge

NG 组

NG + AZ505 组

HG 组

HG + AZ505 组

图6　各组大鼠NRK49F细胞SMYD2和α-SMA、SMYD2和NF-κB p-p65免疫荧光共定位

65 kD

65 kD

43 kD

1                2                 3               4

NF-κB p-p65

NF-κB p65

β-actin

1：NG 组； 2：NG+AZ505 组； 3：HG 组； 4：HG+AZ505 组。

图7　各组NRK49F细胞NF-κB p-p65、NF-κB p65

蛋白条带图

表 6　各组大鼠NRK-49F细胞NF-κB p65、NF-κB p-p65

蛋白相对表达量比较 （n =3， x±s）

组别

NG 组

HG 组

NG+AZ505 组

HG+AZ505 组

F 值

P 值

NF-κB p65

1.09±0.14

1.06±0.15

0.99±0.19

1.31±0.20

1.904

0.208

NF-κB p-p65

0.42±0.29

1.11±0.18①②

0.65±0.07

0.52±0.25③

6.027

0.019

注 ： ①与 NG 组比较，P <0.05； ②与 NG+AZ505 组比较，P <

0.05； ③与 HG 组比较，P <0.05。
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维化中 NF-κB 激活可通过诱导上皮间充质转化、激

活肾间质成纤维细胞及影响炎症因子释放等方式

调控其发生、发展[30-31]。SMYD2 作为组蛋白甲基转

移酶也可甲基化非组蛋白（如 NF-κB），从而调控细

胞的生长、增殖、凋亡[32-33]。在三阴性乳腺癌细胞系

中 SMYD2 可通过协同甲基化和激活 NF-κB，使 NF-

κB p65 发生甲基化和磷酸化，促进乳腺癌细胞的增

殖和活化[32]。研究表明，SMYD2 可促进 NF-κB p65

磷酸化，SMYD2 过表达可激活细胞中的 NF-κB 信号

通路，从而促进炎症细胞因子的释放[33]。本课题组

前期研究发现应用 SMYD2 特异性抑制剂 AZ505 可

下调单侧输尿管闭塞小鼠模型中小鼠肾脏中肾纤

维化指标的蛋白表达，AZ505 或其特异性 siRNA 抑

制 SMYD2 可抑制转化生长因子 β1 培养的肾间质成

纤维细胞中蛋白的表达，明确了 SMYD2 是肾纤维化

及 NRK-49F 细 胞 活 化 中 的 重 要 介 质[34]。 然 而

SMYD2 通过 NF-κB 信号通路的激活如何调控 DKD

肾纤维化仍有待进一步明确。为评估 SMYD2 介导

HG 诱导的 NRK-49F 细胞活化中的可能机制，本研

究经免疫荧光检测 NF-κB p-p65 和 SMYD2 在 NRK-

49F 细 胞 共 定 位 及 Western blotting 检 测 NF-κB p65

总 蛋 白 及 磷 酸 化 蛋 白 水 平 ，发 现 AZ505 可 抑 制

NF-κB p-p65 由细胞质转入细胞核、并抑制其表达

上调，提示 SMYD2 可能通过调控 NF-κB p65 磷酸化

介导 HG 诱导的肾脏成纤维细胞活化。

综上所述，SMYD2 特异性抑制剂 AZ505 可抑制

HG 诱导的 NRK-49F 细胞活化，其机制可能与抑制

NF-κB 细胞信号通路激活相关，提示 SMYD2 可能通

过调控 NF-κB 信号通路激活介导 HG 诱导的 NRK-

49F 细胞活化。然而在 DKD 的发展中，SMYD2 如何

调控 NF-κB 细胞信号通路及可能涉及到的具体机

制 有 待 进 一 步 研 究 ，也 是 本 课 题 组 接 下 来 的 研 究

重点。
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