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基质硬度对人肾小管上皮细胞形态和葡萄糖转运蛋白表达的影响 
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摘要: 肾小管间质纤维化以细胞外基质沉积、瘢痕硬化为特点, 是慢性肾脏疾病发展至终末期肾衰竭的共通

途径。本研究拟构建体外细胞培养模型探索基质硬度对肾小管上皮细胞形态和功能的影响。采用光催化成胶的

聚丙烯酰胺凝胶 (PAA gel) 制备模拟肾间质纤维化组织硬度的凝胶基质 (1～40 kPa); 接种人肾小管上皮细胞 

(HK-2) 于不同硬度的 PAA gel表面, 采用免疫荧光染色和共聚焦显微镜考察基质硬度对HK-2形态的影响, 并对

HK-2细胞上的葡萄糖转运蛋白 1 (GLUT1)、葡萄糖转运蛋白 2 (GLUT2) 和葡萄糖转运蛋白 5 (GLUT5) 的分布

进行定性和半定量考察。研究发现, 随着基质硬度增加, HK-2细胞上的 GLUT1表达量显著降低, GLUT5在细胞

整体的表达量显著下降, 而 GLUT2的表达和分布未见明显改变。 
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HAN Xian-ru, WANG Yue-jing, GONG Tao, ZHANG Zhi-rong, FU Yao* 

(Key Laboratory of Drug Targeting and Delivery System, Ministry of Education, West China School of Pharmacy,  
Sichuan University, Chengdu 610041, China )  

 
Abstract: As the common pathway of chronic renal diseases leading to end-stage renal failure, renal        

tubulointerstitial fibrosis is characterized by the deposition of extracellular matrix and scar hardening.  Our 
study aimed to construct an in vitro cell culture platform to explore the impact of matrix stiffness on cell        
morphology and function of renal tubular epithelial cells.  Photopolymerized polyacrylamide gels (PAA gel) 
with varying stiffnesses as model substrates was selected to simulate the matrix stiffness of normal and fibrotic 
renal tissues with elastic moduli ranging from 1 to 40 kPa.  The human renal tubular epithelial cells (HK-2) 
were seeded on the surface of PAA gels.  The impact of matrix stiffness on the morphology of HK-2 were      
investigated via immunofluorescence staining and confocal microscopy.  The expression levels of glucose      
transporter 1 (GLUT1), glucose transporter 2 (GLUT2), glucose transporter 5 (GLUT5) were semi-quantitatively 
analyzed.  With increasing matrix stiffness, both the levels of GLUT1 and GLUT5 in HK-2 cells were          
significantly decreased, whereas the expression level and the distribution pattern of GLUT2 in HK-2 remained 
unchanged with stiffness variation. 
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肾小管间质纤维化以细胞外基质沉积、瘢痕硬化

为特点, 是慢性肾脏疾病 (CKD) 进行性发展的主要
病理过程, 并最终导致终末期肾病。肾间质纤维化的
生理病理学特点可分为 4个阶段: ① 细胞的活化、启
动和损伤; ② 纤维化信号的转导和激活; ③ 细胞外
基质沉积和纤维化; ④ 肾脏结构和功能的破坏[1]。无

论原发疾病的病因如何, 肾间质纤维化是各种 CKD
发展进程中的共同病理特征[2]。肾小管间质病变直接

导致肾功能下降, 肾小管间质纤维化被广泛认为是
慢性肾脏疾病发展至终末期肾病的共通途径[3]。目前

临床上没有用于治疗肾纤维化的特效药物, 许多药
物由于缺乏体内分布的特异性, 常引起各种全身毒
副作用, 且疗效不佳而难以进入临床[4]。因此, 开发
肾靶向递药策略或针对关键靶分子构建靶向治疗药

物是当前慢性肾病药物研究的热点。 
肾脏纤维化微环境中的成纤维细胞来源于不同

类型的细胞, 主要是骨髓来源的成纤维细胞, 部分来
源于通过内皮−间充质转化的内皮细胞和通过上皮−
间充质转化的肾小管上皮细胞[5]。肾小管上皮细胞构

成肾脏大部分的肾实质, 在 CKD 的病程进展中起关
键作用[6]。研究表明, 这些细胞参与了间质性疾病的
进程, 并且参与分泌多种炎性细胞因子和促纤维化
生长因子[7]。CKD 晚期、功能性肾小管上皮细胞通
过上皮−间充质转化或细胞死亡逐渐丧失其应有的形
态和功能, 并最终导致肾小管萎缩变形[8]。 

葡萄糖转运蛋白 (glucose transporters, GLUTs) 
是广泛存在于人体各组织器官的转运蛋白, 一方面
由于其对体内糖转运起重要作用, 关系到各脏器的
结构功能; 另一方面由于其体内分布具有组织特异
性, 有作为分子靶点的潜力, 而被广泛研究。GLUT1
广泛分布于血脑屏障, 故以葡萄糖为配体/载体的前
药和靶向递药载体被研究用于脑靶向递药[9, 10]。肠      
道上皮中分布的 GLUT 负责从肠道内的饮食中吸收
葡萄糖, 而肾近端小管上皮细胞上的 GLUT 则负责
葡萄糖的重吸收[8]。跨上皮葡萄糖转运涉及两类葡     
萄糖转运蛋白: 顶端的钠−葡萄糖转运蛋白 (sodium- 
dependent glucose transporters, SGLTs) 和基底侧的
GLUT。SGLT 在肾脏的表达已经被广泛研究, 但对    
于 GLUT 的研究则较少。肾脏重吸收主要发生在近
端小管的 S1 节段, 通过位于顶端和基底膜的 SGLT2
和 GLUT2 协同作用完成[11]。少量残留的葡萄糖在      
S3 段中被重新吸收, 通过存在于管腔膜中 SGLT1, 
与基底膜的 GLUT1共同作用[12]。以葡萄糖为配体的

前药已被证实有一定的肾靶向作用[13]。GLUT5 的主

要功能之一是介导膳食果糖在小肠顶膜上的摄取 , 
在肾脏中, GLUT5在 S3近端小管细胞的顶端质膜中
表达[14, 15]。由于 GLUT5 对果糖具有很高的特异性, 
其具有作为分子靶点的应用潜力。 

在组织纤维化过程中由于细胞外基质的分泌和沉

积可导致组织硬度显著增加。研究表明, 在组织纤维
化期间, 肺和肝脏的硬度从体内稳态的约 0.5～1 kPa
增加到 25～100 kPa[16, 17]。传统上基质硬化被视为器

官纤维化的终点或后果, 但研究发现基质硬化在组
织损伤后纤维化发展之前, 提示基质硬化在肌纤维
母细胞早期活化中发挥着关键作用[17]。在生理条件

下, 不同阶段的肾脏组织可能表现出不同的硬度, 这
一特点可能影响其细胞生长行为。目前, 体外细胞培
养技术常用的培养皿或培养板多以聚苯乙烯 (TCPS) 
为主要材质, 其硬度接近于 1 GPa[18]。一方面, TCPS
培养板的硬度与生理环境下的组织硬度相差很大 , 
难以模拟细胞在体内生长的实际情况 ; 另一方面 , 
TCPS 培养板的硬度恒定, 无法提供研究基质硬度的
变化对细胞生物学行为影响的平台。聚丙烯酰胺凝胶 
(photopolymerized polyacrylamide gels, PAA gel) 由
于具有可控的硬度, 生物相容性良好等特点被广泛
运用于细胞机械信号转导的研究, 以探索力学因素
对细胞形态和行为的影响[19−22]。 

为了探索基质硬度和肾小管上皮细胞生长行为

和功能之间的联系, 本研究通过构建硬度可控的Ⅰ型
胶原 (collagenⅠ) 修饰的 PAA gel 作为体外细胞培
养基质, 模拟肾纤维化进程中组织硬度变化, 考察了
基质硬度对肾小管上皮细胞细胞形态和几个代表性

葡萄糖转运蛋白表达的影响, 从而揭示肾纤维化过程
中力学因素变化对肾小管上皮细胞生长行为的影响。 
 

材料与方法 
试剂与药品  丙烯酰胺 (acrylamide)、N,N-亚甲

基双丙烯酰胺  (N,N-methylene bis-acroylamide)、
irgacure 2959 (I-2959)、3-氨丙基三甲氧硅烷  (3-     
ammonia propyl trimethoxy silane, APS)、罗丹明标记
的鬼笔环肽 (TRITC-phalloidin) (美国 Sigma-Aldrich
公司); Sulfo-SANPAH、MEM 培养基 (美国 Thermo 
Fisher Scientific公司); 磷酸盐缓冲液 (PBS)、HEPES
缓冲液 (美国 Hyclone 公司); Ⅰ型鼠尾胶原 (美国 
Advanced Biomatrix公司); 胰蛋白酶溶液 (trypsin) 和
青链霉素混合液 (penicillin/streptomycin) (北京索莱
宝生物科技有限公司); 胎牛血清 (fetal bovine serum, 
FBS, 上海复蒙生物制品有限责任公司); GLUT1抗体、
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GLUT2 抗体、GLUT5 抗体 (美国 Santa Cruz Bio-
technology公司); 4',6-diamidino-2-pheylindole (DAPI)、
Alexa Fluor 488标记山羊抗小鼠 IgG (Alexa Fluor 488-  
labeled Goat Anti-Mouse IgG) (江苏碧云天生物有限
公司); 实验用水为灭菌超纯水; 其余试剂均为分析纯。 

仪器  LED 式紫外光固化仪 (Uvata, 上海和沁
光电有限公司); 动态热机械分析仪 (Q800, 美国 TA 
Instrument公司); Varioskan Flash全波长多功能酶标
仪 (美国 Thermo Fisher Scientific 公司); LSM510型
激光共聚焦显微镜 (德国 Carl Zeiss公司)。 

细胞培养  HK-2 细胞 (武汉普诺赛生命科技有
限公司) 在含有 10% FBS 和青霉素/链霉素的 MEM
培养基中培养, 并置于含 5% CO2、饱和湿度、37 ℃

的孵箱中连续培养。 
活化盖玻片  按照文献[22]所述方法活化盖玻片, 

具体操作如下: 将盖玻片浸于稀酸中过夜, 自来水冲洗
后浸于 95% 乙醇超声, 随后用超纯水冲洗并置于 40 ℃

烘箱中干燥。将干燥后的盖玻片在 2%  氨丙基三甲氧

硅烷试剂 (用异丙醇现用现配) 搅拌浸泡约 10 min。
用超纯水浸泡清洗盖玻片 4次, 每次 10 min。将清洗
后的盖玻片于 37 ℃烘干并冷却至室温。将盖玻片在

1%  戊二醛水溶液中搅拌浸泡约 30 min, 再用超纯水
清洗 3次, 每次 10 min, 最后盖上锡箔纸, 室温晾干。 

模拟肾纤维化组织硬度基质的制备  按表1所示, 
分别取处方量的 50%  丙烯酰胺 I-2959水溶液、2%  双

丙烯酰胺 I-2959水溶液、0.5% I-2959 水溶液加入 EP
管中配成预聚物溶液, 涡旋混匀。取 80 µL预聚物溶
液滴于盖有封口胶的载玻片 (13 mm) 上并盖上活化
后的盖玻片, 采用功率 80 W, 波长 365 nm的紫外灯
照射 6 min使材料聚合。将聚合后的胶用超纯水中浸
泡后移至细胞房超净台, 75%  乙醇清洗 2 min后用无
菌 1.2% HEPES溶液洗 2遍。在胶上滴加 0.5 mg·mL−1 
Sulfo-SANPAH 溶液 (50 mg + DMSO 储备液 2 mL, 
放置于−80 ℃, 临用前用 1.2% HEPES溶液稀释使用) 
100 µL, 紫外照射 5 min, 然后用 HEPES 洗去残液, 
重复上述操作 1次。 

将载有 PAA gel 的盖玻片转移至 24 孔板中,     
加 0.1 mg·mL−1 Ⅰ型鼠尾胶原 (0.2%  醋酸溶液配制) 
300 µL, 4 ℃避光放置, 反应过夜。次日, 用 PBS 溶    
液清洗 3 次, 洗净胶原残液, 加入适量双抗溶液, 紫
外照射灭菌 (每次照射 3 h, 照射 2次)。接种细胞前
再次紫外照射灭菌 30 min, PBS洗去双抗残液, 加培
养基孵育 30 min, 即可接种细胞。在细胞接种到 PAA 
gel基底之前, HK-2细胞经无血清培养基孵育过夜。 

Table 1  Formulation of photopolymerized polyacrylamide gels 
(PAA gel) 

Formulation 
50% Acrylamide 

/μL 
2% Bisacrylamide 

/μL 
0.5% I-2959 

/μL 

1 20 5 75 

2 20 10 70 

3 40 10 60 

 
取对数生长期的 HK-2 细胞, 消化, 制成单细胞悬液,
按照预实验筛选的接种细胞数, 处方 1、2 和 3 分别
按照细胞数 1.5×105、1.25×105和 4×104/cm2接种于不

同的 PAA gel上, 待细胞贴壁生长后即可进行后续实
验操作。 

PAA 基质的硬度表征  为了研究基底硬度对细
胞形态和功能的影响, 通过改变丙烯酰胺和双丙烯
酰胺的浓度, 制备了具有恒定化学成分但硬度不同
的 3个底物。将制备好的 PAA gel, 浸泡于超纯水中
3 天使其充分溶胀饱和, 使用动态热机械分析仪测量
其杨氏模量。测试条件: 扫描模式为应变扫描模式; 
频率为 1 Hz。试样尺寸: 直径 8 mm (夹持系统: 平行
板); 应变范围: 0.01%～20% (初始应变扫描); 测量
杨氏模量应力−应变曲线应力范围: 0.01%～10%; 温
度: 室温。通过应力−应变曲线计算各处方 PAA gel
的杨氏模量 (E  ')。 

PAA基质表面蛋白含量的测定  为了避免凝胶表

面偶联的胶原蛋白含量对细胞的生物学行为产生影响, 
采用 BCA 法对其进行定量测定, 具体操作如下: 在
装有 PAA gel的 24孔板中每孔加入 PBS 80 μL和工
作液 640 μL, 37 ℃孵育 2 h。用酶标仪测定在 562 nm
的吸光值 (A), 根据制备的标准曲线计算蛋白含量。 

细胞纤维状肌动蛋白 (F-actin) 染色  待细胞
生长完全贴附后, 吸走培养基, 用 PBS洗涤细胞 3次, 
加入 4%  多聚甲醛固定 30 min, 再用 PBS 洗涤 3 次, 
接着用 0.5% Triton X-100 处理 10 min, 用 PBS洗涤     
3次, 1% BSA封闭处理 30 min, 弃去封闭液, PBS洗
涤 3次。加入 5 μg·mL−1 TRITC-phalloidin室温染色
30 min后, 用 PBS溶液清洗 3次。加入 20 μg·mL−1 
DAPI染色 5 min, PBS溶液清洗 3次, 在激光共聚焦
显微镜下观察细胞形态, 并在图像采集中保持以下
参数相同: 曝光时间、HV、增益和偏移等。 

葡萄糖转运蛋白 (GLUT1、GLUT2、GLUT5) 免
疫荧光染色  为了检测基质硬度对HK-2细胞葡萄糖
转运蛋白的影响, 采用免疫荧光染色法标记 GLUT1、
GLUT2和 GLUT5。以 2×104/cm2接种 HK-2细胞, 培
养 24 h; 待细胞完全贴附于 PAA gel 后吸走培养基, 
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用 PBS洗涤细胞 3次, 加入 4%  多聚甲醛固定 30 min, 
再用PBS洗涤3次, 用0.5% Triton X-100处理 10 min, 
用 PBS洗涤 3次, 1% BSA封闭处理 30 min, 弃去封
闭液, PBS洗涤 3次, 然后用一抗稀释液孵育细胞。
在湿盒中 4 ℃过夜。随后, 用 PBS洗涤细胞 3次, 并
在室温下与稀释后的二抗 (Alexa Fluor 488标记山羊
抗小鼠 IgG) 孵育 60 min。最后用 20 μg·mL−1 DAPI
染色 5 min, PBS洗涤细胞 3次。在激光共聚焦显微
镜下观察细胞, 方法同上。 

数据分析  采用 GraphPad Prism 7.0 软件进行
统计学分析。计量数据用 x ± s 表示。采用 ANOVA
进行统计学分析, P < 0.05被认为有显著性差异。 
 

结果与讨论 
1  PAA基底的硬度表征 

正常肾脏各部位弹性系数不同, 有文献通过剪
切波弹性成像技术对健康志愿者进行测量, 得到正常
肾皮质的杨氏模量值为 (5.0  ± 2.9) kPa, 髓质杨氏模
量值为 (23.6  ± 5.4) kPa[23]。慢性肾病的发生会导致肾

脏出现不可逆的纤维化, 有文献 [24]表明, 随着肾内
疾病的发展, 肾脏的硬度值会增加。在肾移植的患者
中, 其肾脏硬度可达 30 kPa甚至更高[25]。通过调节丙

烯酰胺与双丙烯酰胺比例的变化, 采用光催化聚合方
法制备了不同硬度的 PAA gel。通过动态热分析法对
各处方 PAA gel进行表征, 选择 3个不同 E  ' (图 1) 的 

 

 
Figure 1  The Young’s moduli (E ') of different PAA gel formu-
lations as determined by dynamic mechanical analysis.  n = 3, 
x ± s 
 

PAA gel制剂进行后续研究: 硬度 (4.5  ± 0.7) kPa基质
作为正常组织硬度的模型, 而硬度为 (10.8  ± 1.3) kPa
和 (35.3 ± 5.2) kPa的基质作为随着肾纤维化程度不同
而具有不同硬度的两种组织模型。 
2  基底硬度对细胞形态的影响 

细胞外基质的物理特性被证明是调节各种细胞

行为的关键并对细胞的生物学功能产生影响[26]。因

此, 本研究考察了基质硬度对 HK-2 细胞生长黏附的
影响。经 BCA法测试, 3种 PAA gel表面共价连接的
胶原蛋白量并无显著性的差异, 可以避免由于表面
蛋白含量差异对后续实验结果产生影响。由于黏附细

胞密度可能影响细胞增殖和凋亡[27], 为了避免贴壁
细胞密度对细胞生长的影响, 通过预实验调整了细
胞在不同硬度基质上的接种密度, 在 3个 PAA gel基
底上获得相似的贴壁细胞密度。如图 2a 所示, 在接 

 

 
Figure 2  Morphological characterizations  of HK-2 on PAA gel substrates of varying stiffness at 20× and 60×, respectively (a).  Cell 
cytoskeleton: F-actin (red); Nuclei: DAPI (blue).  Scale bar = 20 μm; b: Cell adhesion density on PAA gel substrates of varying stiffness 
(n = 9); c: Spreading area of cells in PAA gel substrates of varying stiffness ( n = 60).  x ± s.  *P < 0.05 
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种后 24 h, 每个基底上的贴壁细胞密度几乎相等, 并
且细胞计数表明在不同基底硬度上的贴壁细胞数未

见显著差异 (图 2b)。在此培养条件下, 3个不同硬度
PAA gel上黏附的 HK-2细胞形态呈现较明显的差异。
在软基质 (4.5 kPa)上, 细胞成簇状生长, 细胞面积
较小; 随着基质硬度增加 (10.3和 35.5 kPa), 细胞转
为不规则形态, 肌动蛋白纤维束形成增加, 细胞能够
更好铺展, 细胞铺展面积更大。使用 Image J 对黏附
在 3种 PAA基底上的HK-2细胞的细胞铺展面积进行
量化。如图 2c所示, 细胞铺展面积表现出硬度依赖性
变化, 随着硬度的增加而显著增加 (P < 0.05)。结果表
明, 在该实验培养条件下 HK-2 细胞更倾向于在较硬
基质上生长和铺展。细胞在软硬基质之间的差异可能

是由于在 E  '不同的基质上贴壁生长的细胞 F-肌动蛋
白束重塑引起的。 
3  基质硬度对葡萄糖转运蛋白 GLUT1、GLUT2和
GLUT5的影响 

为了考察基质硬度对 HK-2上葡萄糖转运体的影
响, 选取了在各个组织都广泛表达的 GLUT1, 对葡萄
糖低亲和力 GLUT2及对果糖具有高度特异性亲和力
的 GLUT5, 考察了它们在不同基质硬度上的表达, 为
肾纤维化靶向治疗筛选分子靶点。这 3种葡萄糖转运
蛋白在 HK-2 的细胞核和细胞膜上均有分布, 但生长
在硬度不同基质上的 HK-2细胞葡萄糖转运蛋白的表
达有较大差异。GLUT1的表达与分布呈现出硬度依赖
性 (图 3a), 而 GLUT2的表达与分布则表现出对基底 

 

 
Figure 3  The expression pattern of glucose transporter 1 (GLUT1, a), GLUT2 (b), GLUT5 (c) in HK-2 cells adhered on PAA gels of 
varying stiffness via fluorescence immunostaining.  Nuclei: DAPI (blue); GLUT: Alexa Fluor 488-labeled goat anti-mouse IgG (green).  
Scale bar = 20 μm.  Normalized fluorescence intensity to cell number (d, e, f).  n = 5, x ± s.  *P < 0.05, **P < 0.01 
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硬度的非依赖性 (图 3b), GLUT5 的表达与分布也呈
现出硬度依赖性 (图 3c)。GLUT1在软基质 (4.5 kPa) 
上的表达量最高, 在硬基质 (10.3和 35.5 kPa) 上表达
量显著下降 (图 3d)。同时, 随着基质硬度增加, HK-2
细胞膜和细胞质上 GLUT1 的表达明显降低; 而在细
胞核上, GLUT1的表达量没有明显的改变。不同基质
硬度上 GLUT2表达与分布没有显著差距 (图 3e)。与
GLUT1 类似, GLUT5 在软基质 (4.5 kPa) 上的表达
量最高, 在硬基质 (10.3和 35.5 kPa) 上表达量显著下
降 (图 3f), 与GLUT1不同的是, GLUT5在HK-2细胞
上的表达随着基质硬度的增加而整体降低。研究表明, 
随着基质硬度增加而表达降低的 GLUT1 与 GLUT5
可能并不适宜作为肾脏的分子靶点, 而表达不受基
质硬度影响的 GLUT2则有作为间质纤维化相关肾脏
疾病靶标的潜力。有研究表明细胞外基质硬度的增加

会促进上皮−间充质转化[28, 29], GLUT 出现变化可能
是由于基质硬度增加促使肾小管上皮细胞通过上皮−
间充质转化而逐步丧失其功能, 但具体机制还需要
进一步研究与探讨。 
 

结论 
本研究通过调整 PAA 凝胶处方获得模拟肾间质

生理和病理条件下基质硬度的 PAA gel, 并成功构建
了以光催化聚合 PAA gel 为基底的二维细胞培养模
型。本研究以人肾小管上皮细胞 HK-2 为研究对象, 
研究表明, HK-2 细胞更倾向于在较硬的基质上黏附
生长, 细胞铺展面积随基质硬度增加而增加。然而, 
基质硬度的增加会导致 GLUT1 和 GLUT5 表达量的
降低 , 提示间质纤维化可能影响肾小管上皮细胞
GLUT的表达量及糖转运功能。综上, 本文为研究物
理力学因素如何调节细胞表面葡萄糖转运蛋白提供

了重要参考依据, 同时也为肾纤维化靶向治疗的分
子靶点提供了新的研究思路和研究方法。关于不同肾

纤维化细胞培养模型中基质硬度对细胞生长和葡萄

糖转运蛋白的调控机制还有待于进一步深入研究。 
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