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摘  要: 肾脏是人体重要器官，肾脏发育对肾脏的形成和功能至关重要，其中后肾间充质细胞  (Metanephric 

mesenchyme，MM) 间质-上皮转化 (Mesenchymal-epithelial transition，MET) 是肾单位形成的关键环节。qRT-PCR

和 Western blotting 实验检测蛋白质磷酸酶 3 催化亚基 α (Protein phosphatase 3 catalytic subunit alpha，PPP3CA) 在

不同状态 MM 细胞株 mK3、mK4 中的表达谱及对 MET 标志蛋白调控作用；采用慢病毒包装方式构建稳定敲低

PPP3CA 的 mK4 细胞株；采用 CCK-8、EdU 实验、细胞划痕实验、流式细胞技术分别检测 PPP3CA 对上皮样后

肾间充质细胞株 mK4 细胞生长、迁移、凋亡的调控作用。PPP3CA 在 mK4 细胞中表达量较间质样后肾间充质细

胞 mK3 更高，敲低 PPP3CA 后，检测 MET 标志物及细胞生物学行为，结果显示敲低 PPP3CA 显著上调上皮细胞

标志物 E-cadherin 表达，促进 MET 过程，且促进细胞凋亡，抑制细胞增殖和迁移。此外，敲低 PPP3CA 促进 ERK1/2

磷酸化，提示 PPP3CA 生物学功能的调控机制可能与其去磷酸化 ERK1/2 蛋白相关。以上结果提示 PPP3CA 在

MM 细胞 MET 转化和生物学行为调节中发挥重要功能，为发现和解析肾发育过程中潜在的关键调节因子提供了

新的理论基础。 
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PPP3CA silence regulates MET process, cell apoptosis, 
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Abstract:  Kidney is one of the most important organs of the body and the mammalian kidney development is essential for 

kidney unit formation. The key process of kidney development is metanephric development, where mesenchymal-epithelial 

transition (MET) plays a crucial role. Here we investigated the biological function of PPP3CA in metanephric mesenchyme 

(MM) cells. qRT-PCR and Western blotting were used to detect PPP3CA and MET makers expression in mK3, mK4 cells 

respectively at mRNA and protein level. Subsequently, PPP3CA was stably knocked down via lentivirus infection in mK4 

cells. Flow cytometry, EdU/CCK-8 assay, wound healing assay were conducted to clarify the regulation of PPP3CA on cell 

apoptosis, proliferation and migration respectively. PPP3CA was expressed higher in epithelial-like mK4 cells than 

mesenchyme-like mK3 cells. Thus, PPP3CA was silenced in mK4 cells and PPP3CA deficiency promoted E-cadherin 

expression, cell apoptosis. Moreover, PPP3CA knock down attenuated cell proliferation and cell migration in mK4 cell. The 

underlying mechanism was associated with the dephosphorylation of PPP3CA on ERK1/2. Taken together, our results 

indicated that PPP3CA mediated MET process and cell behaviors of MM cells, providing new foundation for analyzing 

potential regulator in kidney development process. 

Keywords:  PPP3CA, mesenchymal-epithelial transition (MET), cell apoptosis, cell proliferation, cell migration 

 

众所周知，肾脏是人体重要而复杂的器官，

在体内完成多种生理功能，如代谢废物排泄、水

和电解质平衡、酸碱平衡和血压维持。肾单位是

肾脏执行这些生理学功能的基础 [1-2]。在哺乳动

物后肾发育过程中，肾单位的形成主要由输尿管

芽 (Ureteric bud，UB) 与后肾间质 (Metanephric 

mesenchyme，MM) 细胞的相互作用决定[3-4]。在

MM 细胞的诱导下，从胚胎第 10.5 天 (E10.5) 到

E11.0 天开始，UB 开始生长和分枝，MM 细胞聚

集在 UB 的分枝尖端，形成帽状间充质，帽状间

充质中的肾祖细胞增殖分化，引起聚集形成 

(Pre-tubular aggregate，PA)[5]。随后，PA 和 UB

分别进行 MET 和小管生成形成肾单位[6]。这些报

道表明 MM 细胞是肾单位产生的原始细胞，在肾

脏发育过程中与 UB 发生诱导作用[7-8]。此外，MM

细胞的自我更新 (增殖) 和消耗决定了肾单位的

形成和补给[8-9]。因此，MM 细胞的增殖、凋亡和

迁移在肾脏发育研究中显得尤为重要。 

钙调磷酸酶是一种钙依赖的丝氨酸 /苏氨酸

磷酸酶，可以通过去磷酸化底物，参与调节机体

的多种生理功能和生命活动[10]。钙调磷酸酶将细

胞内的钙信号与多种细胞响应紧密联系，如 T 细

胞激活、囊泡运输、细胞生长和凋亡[11-12]。此外，

钙调磷酸酶在发育过程中也发挥重要功能，可以通

过促进胚胎干细胞 (Embryonic stem cell，ESC)间

质上皮转化  (Mesenchymal-Epithelial transition，

MET)，促进 ESC 分化，从而调节 ESC 自我更新

和不同谱系之间的平衡[13]。PPP3CA 是钙调磷酸

酶催化亚基 A (Calcineurin A，CNA) 的一种亚型，

在发育过程中至关重要，Ppp3ca–/–小鼠表现出神

经系统发育缺陷和骨密度下降，而临床样本同样

显示 Ppp3ca 基因移码突变与早发型癫痫和神经

发育迟缓密切相关[12,14-15]。有趣的是，钙调磷酸

酶在肾脏疾病中也发挥重要功能，一方面，钙调

磷酸酶抑制剂如他克莫司 (Tacrolimus，TAC) 被

广泛应用于肾移植后的免疫抑制，以保证肾移植
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病人存活率，其中 PPP3CA 核酸多态性对肾移植

后的免疫抑制具有调节作用；另一方面，PPP3CA

钙调磷酸酶活性可被 MicroRNA-30 家族抑制，导

致 MicroRNA-30 下游预测靶蛋白被激活，造成肾

脏足细胞损伤[16-17]。 

但是，PPP3CA 在肾脏发育过程中的作用及

其对肾发育过程中细胞命运的影响还鲜有报道。

因此，本研究旨在探讨 PPP3CA 在肾发育过程中

MM 细胞中的调节功能，初步阐述 PPP3CA 对

MM 细胞生物学行为的影响。我们在后肾间充质

细胞株 mK4 中干预 PPP3CA 后，检测 MET 蛋白

标志物、细胞凋亡、增殖和迁移。结果表明，敲

低 PPP3CA 后显著促进 MET 转化和细胞凋亡，抑

制细胞增殖和迁移，同时上调 ERK1/2 蛋白磷酸

化水平，提示 PPP3CA 可能是 MM 细胞命运及

MET 过程的潜在调节因子。 

1  材料与方法  

1.1  材料  

1.1.1  细胞系 

人胚肾上皮细胞系 293FT、小鼠 MM 细胞系

mK3 (未诱导性后肾间充质细胞系) 和 mK4 (诱导

性后肾间充质细胞系，具有诱导 UB 分枝能力) 为

本实验室早期引进，在实验室长期保存[18-19]。 

1.1.2  实验试剂 

无内毒素质粒中提试剂盒购自康为世纪生物

科技有限公司；Pierce™ BCA Protein Assay Kit 蛋

白定量试剂盒购自 Thermo Scientific 公司；Gibco™ 

DMEM 高糖细胞培养液购自 Thermo Scientific 公

司；胎牛血清 FBS 购自 Bioind 公司；胰蛋白酶

(Trypsin)、青链霉素双抗 (PS) 购自 Invitrogen 公

司；RNA 提取试剂 Trizol、RNA 逆转录试剂盒、

蛋白浓度测定试剂盒均购自 Thermo Scientific 公

司；PPP3CA rabbit pAb 抗体购自 Proteintech 公司；

E-cadherin rabbit pAb 抗 体 购自 Bioworld 及

Abclonal 公司；p-ERK1/2 rabbit mAb 及 ERK1/2 

rabbit mAb 抗体购自 Cell Signaling Technology 公

司；pAKT rabbit pAb 抗体购自 Bimake 公司；

p-JNK 抗体购自 Santa Cruz 公司；Goat anti-rabbit 

IgG-HRP 及 Goat anti-mouse IgG-HRP 购自康为世

纪公司；Goat anti-rabbit R488 荧光二抗购自

Invitrogen 公司；DAPI 染色液及抗荧光淬灭剂购自

生工生物工程  (上海 ) 股份有限公司；Western 

blotting 显影液购自常州天地人和公司；CCK-8 试

剂盒购自 MCE 公司；EdU 细胞增殖试剂盒购自广

州锐博生物技术有限公司；U0126 抑制剂购自

MCE 公司；其他试剂均为 Sigma 分析纯。 

1.2  实验方法  

1.2.1  慢病毒包装质粒构建  

通过引物合成获得 PPP3CA shRNA 对应 DNA

单链，20 μmol/L 前后引物各 5 μL，加 ddH2O 补齐

至 50 μL，利用 95 ℃水浴锅自然冷却进行退火，

形成 DNA 双链。DNA 双链及 pLKO.1 载体均在

AgeⅠ和 EcoRⅠ限制性内切酶位点行双酶切，接着

用 T4 DNA 连接酶进行连接，构建 pLKO.1-shRNA- 

PPP3CA 重组质粒 (简称 sh-3CA)。 

1.2.2  细胞培养和慢病毒包装感染 

293FT、mK4 或 mK3 细胞培养于 DMEM 高糖

培养液中，内含 10%胎牛血清及 1 000 μg/mL 青霉

素和 1 000 μg/mL 链霉素，置于 37 ℃、5% CO2 饱

和 100%湿度的培养箱中培养，2 d 传代。当 10 cm

培养皿中 293FT 细胞生长至 70%–80%密度时，利

用 120 μL PEI 共转染慢病毒目的质粒 (pLKO.1- 

shRNA) (20 μg)、骨架质粒 PSPA (15 μg) 和 PMD2G 

(5 μg)，10 h 后换液，48 h 后收取病毒，0.45 μm

滤器过滤细胞碎片。将对数期生长的 mK4 细胞接

种于 6 孔板，60%–70%生长密度时，加入病毒液

1.5 mL，完全培养液 0.5 mL，加入病毒感染试剂

聚凝胺至终浓度 8 μg/mL，24 h 换液，48 h 后加入

嘌呤霉素 (Puromycin)，终浓度 10 μg/mL 筛选成感

染 shRNA 的 mK4 细胞。在收取细胞前 24 h 进行

U0126 (15 μmol/L) 处理，以 DMSO 溶剂为对照。 



 
ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  生物工程学报  Chin J Biotech 

 
 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

2154 

1.2.3  RNA提取及qRT-PCR实验检测基因mRNA

水平变化 

待 6 孔板细胞生长至密度约 80%–90%，总

RNA 用 Trizol 法进行提取，并按照逆转录试剂盒

说明书，选择 oligodT 为逆转录引物，进行逆转

录获得 cDNA。目的基因的 mRNA 表达水平利用

SYBR 进行 qRT-PCR 检测。 

1.2.4  Western blotting 检测基因蛋白水平变化 

mK4 细胞生长至密度 90%时，弃培养液，

用预冷 1×PBS 迅速清洗 3 次，加入 1% SDS 蛋白

裂解液进行蛋白提取，随后 95 ℃煮沸 10 min，

13 300 r/min 离心 10 min，取上清即为蛋白提取

物。使用 BCA 试剂盒，按照说明书进行蛋白浓度

测定，随后根据待检测蛋白丰度决定上样量，加

入 5×SDS 上样缓冲液，95 ℃煮沸 10 min 进行蛋

白变性。转膜采用湿转法，300 mA，0.45 μm PVDF

膜，采用 5%脱脂牛奶常温封闭 2 h；采用 3%脱

脂牛奶稀释一抗 (稀释比例 1︰1 000)，在 4 ℃脱

色摇床一抗孵育过夜；洗膜时间均为 3 次，每次

10 min；3%脱脂牛奶稀释二抗 (Goat anti-rabbit 

IgG-HRP 1︰3 000 稀释，Goat anti-mouse IgG-HRP 

1︰2 000)，二抗常温孵育 1 h，使用 ECL 显影液

在凝胶成像系统进行成像。 

1.2.5  流式细胞技术检测细胞凋亡 

将对数期生长的 mK4 细胞，每孔约 3×105 个

细胞接种在 6 孔板中，经 24 h 培养至细胞密度约

80%–90%，消化细胞，特别注意勿过度消化，造

成细胞损伤，用 1×PBS 温和清洗 2 次后，轻柔重

悬于 200 μL PBS 中，送往重庆医科大学生命科 

学院流式平台进行 Annexin V-FITC/PI 流式凋亡

检测。  

1.2.6  CCK-8 及 EdU 实验检测细胞增殖  

将对数期生长的 mK4 细胞，每孔 2×103 个细

胞接种在 96 孔板中，每组 5 个重复孔，接种 4 块

相同 96 孔板，分别在接种细胞后 4–5 h (细胞刚刚

贴壁，以观测组内及组间起始细胞数目是否一

致)，24 h、48 h、72 h 按 CCK-8 试剂盒说明书进行

检测[20]。简言之，在不同时间点，小心弃培养液，

将 CCK-8 试剂与完全培养液按照每 10 μL/100 μL

比例混合后，每孔加入 110 μL 混合液，细胞培养

箱孵育 2 h，酶标仪检测 OD450。EdU 增殖实验中，

每组接种 3 个副孔，每孔 2×103 个细胞，48 h 后

加入 EdU 试剂，细胞培养箱孵育 2 h，按照试剂

盒说明书进行 EdU 检测和图片采集[21]。 

1.2.7  细胞划痕实验检测细胞迁移 

取对数期生长的 mK4 细胞，按每孔 3×105 个

细胞接种于 6 孔板，经 24 h 培养至细胞密度约

80%–90%，更换无血清培养液，饥饿培养 12 h，

用 200 μL 移液管尖在每孔底部左、中、右各划一

条直线，均匀用力，划线宽度均一。1×PBS 清洗

3 次后，加入无血清培养液 2 mL，分别在划痕后

0 h、24 h、48 h 将培养板置于倒置荧光显微镜下

拍照。 

1.2.8  细胞免疫荧光 

将 24 孔板无菌细胞爬片置于 24 孔板，取

5×104 个对数期 mK4 细胞接种于爬片上，在完全

培养液中培养 8–12 h，待细胞完全贴壁后，弃培

养液，加入 4%多聚甲醛常温固定 30 min，1×PBS

洗涤 3 次，每次 3 min；加入 0.2% Triton X-100 

1×PBS 孵育 10 min，1×PBS 洗涤 3 次，每次 3 min；

加入 10% BSA 于 4 ℃封闭过夜；5% BSA 稀释一

抗 (稀释比例：1︰100)，50 μL/爬片，4 ℃湿盒过

夜孵育；1×PBST (0.02% Tween-20 1×PBS)洗涤  

4 次，每次 5 min；5% BSA 稀释荧光二抗 (稀释

比例 1︰100)，50 μL/爬片，常温孵育 1 h；1×PBST

洗涤 4次，每次 5 min；1×PBS稀释DAPI (1︰5 000)，

常温孵育 5 min，1×PBS 洗涤 3 次，每次 3 min；

按 15 μL/爬片滴加抗荧光淬灭剂至载玻片，中性树

脂封片，及时进行荧光图片采集或 4 ℃湿盒暂存。 

1.2.9  数据统计 

实验数据计量资料以平均数±标准差 ( x s ) 

形式表示，显著性差异分析用 GraphPad 软件进行。
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两独立样本间采用 t 检验进行比较，检验水准

α=0.05。 

2  结果与分析 

2.1  PPP3CA高表达于小鼠诱导性后肾间充质

细胞 mK4 

在课题组前期研究中，我们对小鼠肾发育过

程中的后肾间充质细胞株 mK3 (未分化间质样) 

和 mK4 (经诱导部分分化，趋于上皮样) 进行蛋

白质谱分析，发现 PPP3CA 表达量在 mK4 细胞株

中相较 mK3 细胞株更高。因此，我们在 mRNA

和蛋白水平同时检测 Ppp3ca 基因表达，结果如 

图 1 所示，以未诱导性 mK3 细胞为对照，在诱导

性的 mK4 细胞中，上皮标志基因 Cdh1 高表达，

间质标志基因 Vimentin 和 Twist1 低表达；Ppp3ca

基因 mRNA 及蛋白均相对高表达于 mK4 细胞，

而低表达于 mK3 细胞。此结果提示 PPP3CA 可能

在间质-上皮转化中发挥某些生物学功能。 

2.2  敲低 PPP3CA 促进 mK4 细胞 MET 转化 

基于 PPP3CA 在 mK4 细胞中高表达，为了进

一步探究其在 mK4 细胞中的生物学功能，我们通

过 慢 病 毒 包 装 侵 染 的 方 式 ， 构 建 稳 定 敲 低

PPP3CA 的 mK4 细胞株。qRT-PCR 和 Western 

blotting 分别检测 MET 过程相关标志基因在

mRNA 和 蛋 白 水 平 的 变 化 ， 结 果 显 示 敲 低

PPP3CA 后，上皮标志基因 Cdh1 mRNA 较对照组

表达上调，差异显著，间质标志基因 Vimentin 

mRNA表达水平下降，差异有统计学意义 (图 2A)。

蛋 白 检 测 结 果 也 同 样 显 示 PPP3CA 敲 低 组

E-cadherin 表达水平较对照组上调，且差异具有

统计学意义 (图 2B–C)。同时，免疫荧光检测也

显示敲低 PPP3CA 可以显著上调 E-cadherin 表达

水平 (图 2D–E)。此结果提示沉默 PPP3CA 促进

mK4 细胞向上皮转化。 

2.3  敲低 PPP3CA 促进 mK4 细胞凋亡 

在肾单位形成过程中，除 MM 细胞向上皮细

胞分化为关键过程，MM 细胞自我消耗和更新以

维持 UB 尖端足够的肾祖细胞群是肾单位形成的

来源[5]。钙调磷酸酶在细胞命运调节方面具有重

要作用，因此为了探讨 PPP3CA 作为 CNA 的一种

亚型，对于 mK4 细胞凋亡的影响，我们进行了

Annexin V-FITC/PI 双染细胞凋亡流式检测。如 

图 3A 所示，敲低 PPP3CA 后，早期凋亡率 (LR) 

为 11.04%，显著高于对照组 3.09%，差异有统 

 

 
 
图 1  PPP3CA 在小鼠后肾间充质细胞 mK3 及 mK4 中的表达情况 
Fig. 1  Expression of PPP3CA in mouse metanephric mesenchyme cells. (A) qRT-PCR was carried out to detect 
Ppp3ca and the marker genes of MET process at mRNA level in metanephric mesenchyme cell mK3 and mK4 cell line, 
including Cdh1, Vimentin, Twist1 normalized to the internal control 18S rRNA. (B) Western blotting was used to detect 
PPP3CA and marker protein E-cadherin in MET process. (C) The protein expression was calculated by scanning gray in 
Image J software normalized to the internal control β-actin and data was displayed with error bars representing ±x s  (n=3). 
***: P<0.001; **: P<0.01 (unpaired t-test). 
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图 2  PPP3CA 对 mK4 细胞 MET 过程影响 
Fig. 2  Effects of PPP3CA on MET process of mK4 cells. (A) qRT-PCR was used to detect mRNA expression of genes 
related to MET process, normalized to the internal control 18S rRNA. (B) Western blotting was conducted to detect 
epithelial marker E-cadherin. (C) The protein expression in Fig. 2B was quantified the same way as in Fig. 1C 
normalized to β-actin. (D) MET marker E-cadherin expression was detected by immunofluorescence and the 
E-cadherin-positive cell was stained in green and nucleus was stained in blue by DAPI. (E) The relative fluorescence of 
E-cadherin in Fig. 2D was quantified by Image J software. ***: P<0.001; **: P<0.01; *: P<0.05 (unpaired t-test). 

 

 

 
 
图 3  PPP3CA 对 mK4 细胞凋亡的影响  
Fig. 3  Effects of PPP3CA on cell apoptosis of mK4 cells. (A) Cell apoptosis was detected by flow cytometry with 
Annexin-FITC/PI staining. The number of positive cells double stained by AnnexinV-FITC/PI in mK4 cells. (B) Apoptosis 
rates (early apoptosis LR+late apoptosis UR) of mK4 cells detected in Fig. 3A were respectively quantified. Results were 
displayed with x s  (n=3). ***: P<0.001 (unpaired t-test). 
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计学意义，早期  (LR) 和晚期  (UR) 总凋亡率

17.14%，较对照组 7.56%总凋亡率显著增加   

(图 3)。此结果提示 PPP3CA 对 mK4 细胞凋亡具

有显著抑制作用。 

2.4  敲低 PPP3CA 抑制 mK4 细胞增殖     

为了探究 PPP3CA 对细胞增殖的影响，我们

在 sh-3CA 稳定敲低的 mK4 细胞株中采用 CCK-8

和 EdU 两种方法同时检测细胞增殖，EdU 结果显

示，敲低 PPP3CA 后，Apollo 着色的 EdU 阳性增

殖的细胞占总细胞的比例较对照组下降，且差异

具有统计学意义 (图 4A–B)；CCK-8 结果显示，

在细胞培养 72 h 后，敲低 PPP3CA 组细胞存活受

到显著抑制 (图 4C)。提示 PPP3CA 在 mK4 细胞

中发挥促增殖作用。 

2.5  敲低 PPP3CA 抑制 mK4 细胞迁移 

为探究 PPP3CA 对 mK4 细胞迁移的调节作

用，通过细胞划痕实验检测发现，划痕 48 h 后，

PPP3CA 稳定敲低的 mK4 细胞、sh-CTL 对照组

细 胞 相 对 细 胞 迁 移 率 分 别 为 0.433±0.041 、

1.133±0.061 (图 5)，显示敲低组细胞迁移能力显著

被抑制。提示 PPP3CA 在 mK4 细胞中发挥促迁移  

功能。 

 

 
 

图 4  PPP3CA 对 mK4 细胞增殖的影响 
Fig. 4  Regulation of PPP3CA on cell proliferation of mK4 cells. (A) Proliferating cells were labeled with EdU stained 
by Apollo (red) and the whole cells were labeled with Hoechst (blue) in PPP3CA-knock-down mK4 cells; the pictures 
were taken by Leica DMI8 fluorescent microscopy (100×) with a scale bar of 200 μm. (B) Calculate the EdU-positive 
cell ratio in 5 random images and the results were showed with x s  (n=3); ***: P<0.001; *: P<0.05. (C) Cell viability 
was detect by CCK-8 24 h, 48 h, 72 h post-seeded into 96-well plate and the data was displayed with x s  (n=3). 
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图 5  PPP3CA 对 mK4 细胞迁移的影响 
Fig. 5  The migration of mK4 cells with PPP3CA 
deficiency. (A) Cell migration was measured by wound 
healing assay in PPP3CA-deficient mK4 cells: take 
pictures and calculate the wound width at three points  
(0 h, 24 h, 48 h) after wound. (B) The wound healing 
ratio (healing width/initial wound width) was quantified 
and data was exhibited with x s  (n=3). ***: P<0.001; 
*: P<0.05 (unpaired t-test). 
 

2.6  敲低 PPP3CA 上调 ERK1/2 磷酸化水平 

为探究 PPP3CA 调控间充质细胞 MET 过程、

增殖、凋亡的可能机制，在 mK4 细胞中敲低

PPP3CA，进行 Western blotting 检测 p-ERK1 

(Thr202/Tyr204)/p-ERK1 (Thr185/Tyr187) 磷酸化

水平及相应总蛋白水平。结果显示 PPP3CA 沉默

后相对 p-ERK 水平为 2.417±0.040 ，对照组

1.000±0.006，即敲低 PPP3CA 增加 p-ERK 表达，

差异有统计学意义 (图 6A–B)。同时，在与细胞凋

亡、增殖或 MET 相关的 MAPK 信号通路和 AKT

信号通路中，选取丝氨酸/苏氨酸磷酸化依赖的关

键调控分子进行通路筛选性检测，结果发现

PPP3CA并不影响 p-AKT S473 及 p-JNK T183/Y185

磷酸化水平 (图 6C)。此结果提示 PPP3CA 可能作

为丝氨酸 /苏氨酸依赖的钙调磷酸酶，去磷酸化

p-ERK1/2，而敲低 PPP3CA 有效抑制此负向调节，

从促使 p-ERK1/2 水平显著上升。 

2.7  抑制 ERK1/2 磷酸化回复 PPP3CA 沉默 

表型 

为了进一步验证 PPP3CA 通过调节 ERK1/2

磷酸化水平影响 MET 过程和细胞生存能力，在敲

低 PPP3CA 后，使用抑制剂 U0126 (选择性的

MEK1/2 抑制剂) 处理 mK4 细胞，抑制 ERK 磷酸

化，流式细胞术检测细胞凋亡比例和上皮标志蛋

白 E-cadherin 表达。结果显示，以 DMSO 为溶剂

对照，U0126 下调敲低 PPP3CA 的 mK4 细胞中

ERK 磷酸化水平 (图 7C)，有效削弱 PPP3CA 敲

低导致的 mK4 细胞凋亡 (图 7A–B) 及 E-cadherin

表达上调 (图 7C)。 

 

 

 
 
图 6  PPP3CA 调控 ERK1/2 磷酸化  
Fig. 6  Regulation of PPP3CA on the phosphorylation of ERK1/2 in mK4 cells. (A) PPP3CA was knocked down through 
lentivirus infection and Western blotting was carried out to detect protein ERK1/2 at phosphorylation and total protein level. 
(B) The protein expression in Fig. 6A was quantified the same way as in Fig. 1C normalized to the internal control GAPDH. 
***: P<0.001 (unpaired t-test). (C) pAKT S473 and p-JNK T183/Y185 level was detected in mK4 cell treated with 
PPP3CA shRNA compared with the control. 
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图 7  PPP3CA 通过上调 p-ERK1/2 促进 mK4 细胞凋亡和 MET 过程 
Fig. 7  PPP3CA promoted cell apoptosis and EMT process through upregulating p-ERK/2 level in mK4 cell. (A) U0126 
was added into PPP3CA-knocked down mK4 cell with the final concentration of 15 μmol/L and cell apoptosis was detected 
by flow cytometry with Annexin V-FITC/PI staining. (B) Apoptosis rates (early apoptosis LR+late apoptosis UR) in Fig. 7A 
were respectively quantified compared with the control. ***: P<0.001 (unpaired t-test). (C) p-ERK1/2 and E-cadherin level 
was detected through Western blotting in mK4 cell treated with PPP3CA shRNA and U0126 compared with the control. 
 

3  讨论 

在哺乳动物后肾发育过程中，MM 细胞自我更

新、消耗 (细胞增殖、凋亡)，向 UB 迁移，在 UB

的诱导下，MM 细胞在 UB 尖端聚集，相互诱导，

进行 MET 转化等一系列过程，最终分化为肾小球

的肾小球囊和肾单位的管状结构；同时，UB 也被

趋近的 MM 细胞诱导分化形成集合管和输尿管。

在 MM 细胞趋向 UB 并相互诱导过程中，MM 细

胞凋亡、增殖和迁移及 MET 转化必不可少[5-8]。而

后肾发育过程中的 MET 过程调控网络复杂，其中，

经典的调控通路包括 Wnt/β-catenin 经典和非经典

信号通路、Notch 信号通路、BMP 信号通路和 FGF

信号通路等[22]。近期研究发现，MAPK/ERK 信号

激活对肾祖细胞群的维持和肾前体细胞分化两个

过程必不可少，MAPK/ERK 活性缺失会导致肾单

位分化受阻[23-24]。 

在此我们聚焦 CAN 亚型 PPP3CA 在后肾间充

质细胞中生物学功能，发现敲低 PPP3CA 上调

E-cadherin表达，促进mK4细胞MET转化 (图1–2)。

已有文献报道，钙调磷酸酶可以通过丝氨酸/苏氨

酸依赖的钙调磷酸酶活性调节 NFAT 磷酸化水平，

影响其核转位，从而激活钙调磷酸酶-NFAT 信号通

路，下调 E-cadherin 表达，促进 ESC 细胞 EMT 转

化，调控胚胎干细胞的自我更新和分化[13]。此外，

PPP3CA 沉默后促进 mK4 细胞凋亡 (图 3)，也有

研究表明在泌尿上皮肿瘤细胞中，PPP3CA 受

miR-145 靶向转录后调控，表达下调，细胞凋亡明
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显增加 [25-26]。而在多发性骨髓瘤细胞中，敲低

PPP3CA 可以抑制细胞生长[27]，这与本研究结果中

PPP3CA 对 mK4 细胞(诱导性 MM 细胞)增殖的抑

制作用具有一致性 (图 4)。同时，在喉部鳞状细胞

癌细胞 Tu-177 中，PPP3CA 受 miR-145-5p 靶向调

控，mRNA 水平显著下降，细胞增殖被显著抑制，

从而发挥 miR-145-5p 抗肿瘤效应[28]。最后，我们

的研究还发现 shRNA 干预 PPP3CA 后 mK4 细胞迁

移能力受到明显抑制 (图 5)。以往研究表明，在肺

动脉平滑肌细胞中，钙调磷酸酶抑制剂 CsA 显著抑

制细胞迁移，从而回复 MCT 诱导的细胞迁移增  

加 [29]。也有研究显示，在羟基类固醇脱氢酶 2 

(Hydroxysteroid dehydrogenase like 2，HSDL2)敲低

的甲状腺癌细胞中，作为 HSDL2 潜在靶基因，

PPP3CA 表达下调，细胞增殖和迁移能力显著下 

降[30]。在初步的机制探讨中，PPP3CA 敲低显著增

加 p-ERK1/2 磷酸化表达 (图 6)，且 p-ERK1/2 抑

制剂可以部分回复 PPP3CA 沉默诱导的细胞凋亡

和 E-cadherin 表达上调 (图 7)。文献报道在幽门螺

杆菌分泌蛋白 HP1286 诱导的细胞凋亡过程中，

ERK1/2 磷酸化水平显著上升，抑制 ERK1/2 磷酸

化可明显减少凋亡细胞比例[31]；在子宫内膜异位

症研究中，ERK1/2 激活也被发现可以促进颗粒细

胞凋亡，抑制细胞增殖[32]；同样地，在敲低 IGFBP5

的髓核细胞中，ERK1/2 被激活，磷酸化增加，从

而促进细胞凋亡，抑制细胞增殖和克隆形成[33]。

因此，沉默钙调磷酸酶 PPP3CA 促进 MM 细胞凋

亡、抑制增殖很可能是由于 PPP3CA 去磷酸化作

用减弱，从而上调 ERK1/2 磷酸化水平。 

综上，本研究结果显示，在 mK4 细胞中，

CNA 的亚型 PPP3CA 沉默后，上皮细胞标志物

E-cadherin 表达上调，促进细胞凋亡，抑制细胞

增殖和迁移，初步证实 PPP3CA 在 MET 转化和

MM 细胞命运调节中发挥重要作用，但是 PPP3CA

如何通过负调节 ERK 磷酸化水平发挥功能，

PPP3CA-ERK 信号轴在 mK4 细胞及肾发育过程

中的具体作用机制有待在进一步研究中深入挖掘

和阐述。 
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