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摘　要　目的　探讨 ｍｉＲ－１３８调节 ＳＩＲＴ１ｐ－ＳＴＡＴ３通路抑制高糖诱导肾小球系膜细胞炎性反应及纤维化的机制。方法

设 ＮＧ组、ＮＧ＋ｍｉＲＮＡ－１３８沉默组、ＮＧ＋ｍｉＲＮＡ－１３８转染组、ＨＧ组、ＨＧ＋ｍｉＲＮＡ－１３８沉默组、ＨＧ＋ｍｉＲＮＡ－１３８转染组，以

上各组每孔设 ６个平行样，培养 ７２ｈ，培养结束后，测定各组大鼠肾小球系膜细胞株 ｍｉＲＮＡ１３８ＲＮＡ水平以及 ＳＩＲＴ１、Ｐ－ＳＴＡＴ３、

ＣＴＧＦ、ＥＴ－１、ＦＮ蛋白水平。结果　ＨＧ组 ｍｉＲＮＡ－１３８ＲＮＡ、Ｐ－ＳＴＡＴ３水平高于 ＮＧ组，ＳＩＲＴ１水平低于 ＮＧ组（Ｐ＜０．０５）；ＮＧ

＋ｍｉＲＮＡ－１３８沉默组 ｍｉＲＮＡ－１３８ＲＮＡ、Ｐ－ＳＴＡＴ３水平低于 ＮＧ组，ＳＩＲＴ１水平高于 ＮＧ组（Ｐ＜０．０５）；ＮＧ＋ｍｉＲＮＡ－１３８转染

组 ｍｉＲＮＡ－１３８ＲＮＡ、Ｐ－ＳＴＡＴ３水平高于 ＮＧ组，ＳＩＲＴ１水平低于 ＮＧ组（Ｐ＜０．０５）；ＮＧ＋ｍｉＲＮＡ－１３８转染组 ｍｉＲＮＡ－１３８

ＲＮＡ、Ｐ－ＳＴＡＴ３水平高于 ＮＧ＋ｍｉＲＮＡ－１３８沉默组，ＳＩＲＴ１水平低于 ＮＧ＋ｍｉＲＮＡ－１３８沉默组（Ｐ＜０．０５）；ＨＧ＋ｍｉＲＮＡ－１３８

沉默组 ｍｉＲＮＡ－１３８ＲＮＡ、Ｐ－ＳＴＡＴ３水平低于 ＨＧ组，ＳＩＲＴ１水平高于 ＨＧ组（Ｐ＜０．０５）；ＨＧ＋ｍｉＲＮＡ－１３８转染组 ｍｉＲＮＡ－

１３８ＲＮＡ、Ｐ－ＳＴＡＴ３水平高于 ＨＧ组，ＳＩＲＴ１水平低于 ＨＧ组（Ｐ＜０．０５）；ＨＧ＋ｍｉＲＮＡ－１３８转染组 ｍｉＲＮＡ－１３８ＲＮＡ、Ｐ－ＳＴＡＴ３

水平高于 ＨＧ＋ｍｉＲＮＡ－１３８沉默组（Ｐ＜０．０５）；ＨＧ组 ＴＧＦ－β１、ＶＥＧＦ、ＣＴＧＦ、ＥＴ－１、ＦＮ水平高于 ＮＧ组；ＮＧ＋ｍｉＲＮＡ－１３８沉

默组 ＴＧＦ－β１、ＶＥＧＦ、ＣＴＧＦ、ＥＴ－１、ＦＮ水平低于 ＮＧ组（Ｐ＜０．０５）；ＮＧ＋ｍｉＲＮＡ－１３８转染组 ＴＧＦ－β１、ＶＥＧＦ、ＣＴＧＦ、ＥＴ－１、ＦＮ

水平高于 ＮＧ组（Ｐ＜０．０５）；ＮＧ＋ｍｉＲＮＡ－１３８转染组 ＴＧＦ－β１、ＶＥＧＦ、ＣＴＧＦ、ＥＴ－１、ＦＮ水平高于 ＮＧ＋ｍｉＲＮＡ－１３８沉默组

（Ｐ＜０．０５）；ＨＧ＋ｍｉＲＮＡ－１３８沉默组 ＴＧＦ－β１、ＶＥＧＦ、ＣＴＧＦ、ＥＴ－１、ＦＮ水平低于 ＨＧ组（Ｐ＜０．０５）；ＨＧ＋ｍｉＲＮＡ－１３８转染组

ＴＧＦ－β１、ＶＥＧＦ、ＣＴＧＦ、ＥＴ－１、ＦＮ水平高于 ＨＧ组（Ｐ＜０．０５）；ＨＧ＋ｍｉＲＮＡ－１３８转染组 ＴＧＦ－β１、ＶＥＧＦ、水 ＣＴＧＦ、ＥＴ－１、ＦＮ

平高于 ＨＧ＋ｍｉＲＮＡ－１３８沉默组（Ｐ＜０．０５）；ｍｉＲＮＡ－１３８与 ＳＩＲＴ１呈负相关（Ｐ＜０．０１），ＳＩＲＴ１与 Ｐ－ＳＴＡＴ３呈负相关（Ｐ＜

００５），Ｐ－ＳＴＡＴ３与 ＣＴＧＦ、ＥＴ－１、ＦＮ、ＴＧＦ－β１、ＶＥＧＦ呈正相关（Ｐ＜０．０５）。结论　ｍｉＲ－１３８促进高糖诱导的肾小球系膜细胞

炎性反应及纤维化，其机制与抑制 ＳＩＲＴ１引起的 Ｐ－ＳＴＡＴ３的磷酸化，导致 ＴＧＦ－β１、ＶＥＧＦ、ＣＴＧＦ、ＥＴ－１、ＦＮ高表达有关。

关键词　ｍｉＲ－１３８　ＳＩＲＴ１ｐ－ＳＴＡＴ３　高糖　肾小球系膜细胞
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　　糖尿病肾病是糖尿病的重要并发症，属于糖尿病
慢性并发症中的微血管病，其机制与细胞外基质沉积

过多、肾小球系膜细胞肥大、基膜增厚、肾小球与肾间

质发生纤维化改变有关。微小 ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ，ｍｉＲ
ＮＡ）是长约 ２２ｎｔ的非编码 ＲＮＡ，能够与 ｍＲＮＡ结合
阻断蛋白编码基因的表达，进而实现对转录水平的调

控
［１～３］

。ｍｉＲ－１３８能促进过氧化物酶受体的表达，
促进体内脂肪细胞分化

［４］
。同时 ｍｉＲ－１３８可促进

转化生长因子 β（ＴＧＦ－β）受体和及Ⅳ型胶原的表
达，加重肾脏纤维化程度，激活单核细胞、补体系统，

增加细胞因子释放，介导内皮功能紊乱，暴露胶原组

织，加速血小板附着和聚集，加剧肾脏损伤程度
［５，６］
。

ＳＩＲＴ１是Ⅲ类去乙酰化酶组蛋白的成员，通过去
乙酰化和微调蛋白质因子（包括内皮型一氧化氮合

成酶）的活性，参与衰老、代谢和对氧化应激的耐受

性
［７］
。ＳＩＲＴ１通过抑制血管生成和减少动脉内壁脂

质沉淀，成为血肾小球血管内皮稳态的关键调节因

子
［８］
。Ｐ－ＳＴＡＴ３是 ＳＩＲＴ１ｍＲＮＡ靶向非翻译区

（ＵＴＲ）的结合分子，具有促进炎性、纤维化因子结缔
组织生长因子（ｃｏｎｎｅｃｔｉｖｅｔｉｓｓｕｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＣＴ
ＧＦ）、内皮素 －１（ｅｎｄｏｔｈｅｌｉｎ－１，ＥＴ－１）、纤连蛋白
（ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ，ＦＮ）、转化生长因子（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒ－β１，ＴＧＦ－β１）、血管内皮生长因子（ｖａｓｃｕｌａｒ
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）高表达的作用［９，１０］

。

目前关于糖尿病肾病与 ｍｉＲ－１３８、ＳＩＲＴ１ｐ－ＳＴＡＴ３
调节机制的研究较少。本研究拟探讨 ｍｉＲ－１３８调
节 ＳＩＲＴ１ｐ－ＳＴＡＴ３通路抑制高糖诱导肾小球系膜细
胞炎性反应及纤维化，为糖尿病肾病的发病机制提供

理论依据。

资料与方法

１．细胞来源、仪器与试剂：大鼠肾小球系膜细胞
株（中国科学院典型培养物保藏中心昆明细胞库）、

ＤｎＪ－４２４９ＣＯ２培养箱（美国 Ｒｅｖｃｏ公司）、ＲＰＭＩ１６４０
培养基（美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司）、胰酶（德

国 Ｍｅｒｃｋ公司）、四甲基偶氮唑蓝（北京广源恒信科
技发展有限公司）、９９．９９％葡萄糖（美国 Ｔｈｅｒｍｏ公
司）、Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００脂质体 （美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公
司）、ｍｉＲＮＡ －１３８－ｍｉｍｉｃｓ、序 列：５′－ＣＣＡＧＵ
ＣＡＧＵＵＣＣＵＧＡＵＧＣＡＧＵＡ－３′、ＮＧ＋ｍｉＲＮＡ－１３８（沉
默） － ｍｉｍｉｃｓ 序 列：５′－ ＧＡＵＧＵＣＡＧＵＵＣＣＡ
ＵＣＧＵＵＧＣＵＣＡＧ－３′（上海伯豪生物技术有限公司）、
吖啶橙（中国碧云天生物技术公司产品）、胎牛血清

（美国康宁公司）、Ｔｒｉｚｏｌ试剂（美国 ＩｎｖｉｔｒｏｇｅｎＴｈｅｒｍｏ
ＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｃ公司），反转录试剂盒及实时荧光定量
ＰＣＲ试剂盒（英国 Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ公司）、ＦＣＲＬ５基因的表
达测定采用 ＵｌｔｒａＳＹＢＲＯｎｅＳｔｅｐＲＮＡＰＣＲＫｉｔ（宝生
物工程大连有限公司）、实时荧光定量 ＰＣＲ仪（美国
热电公司）、ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００ｃ型蛋白核酸检测仪（美国
Ｔｈｅｒｍｏ公司）、ＳＩＲＴ１、Ｐ－ＳＴＡＴ３、ＣＴＧＦ、ＥＴ－１、ＦＮ
蛋白 Ｅｌｉｓａ试剂盒（德国 Ｍｅｒｃｋ公司）、ＤＭＩ３０００Ｂ倒
置显微镜（德国 Ｌｅｉｃａ公司）、ＭＫ３酶标仪（美国 Ｔｈｅｒ
ｍｏ公司）、恒温培养箱 ｇｒｐ－９０８０（美国通用公司）二
氧化碳培养箱（赛默飞世尔科技中国有限公司）、超

净工作台（上海恒跃医疗器械有限公司）。

２．细胞复苏培养、分组设计及转染情况检测
（１）细胞复苏培养：将装有大鼠肾小球系膜细胞

株的冻存管从液氮中取出，３７℃水浴箱迅速解冻，吸
取菌液至５ｍｌＥＰＰ无菌管中，１５００ｒ／ｍｉｎ，离心 ５ｍｉｎ，
上清液吸弃，加入 ｐＨ值为 ７．２含 １０％胎牛血清、链
霉素 １００μｇ／ｍｌ、青霉素 １００μｇ／ｍｌ、的 ＲＰＭＩ１６４０培
养基，３７℃、５％ＣＯ２培养箱中进行培养，３天换液，当
细胞融合率达到 ８０％时，用 ０．５％胰蛋白酶消化传
代。

（２）分组设计：正常浓度葡萄糖组（４．０ｍｍｏｌ／Ｌ，
ｎｏｒｍａｌｇｌｕｃｏｓｅ，ＮＧ）、高浓度葡萄糖组（４０．０ｍｍｏｌ／Ｌ，
ｈｉｇｈｇｌｕｃｏｓｅ，ＨＧ）：取５ｍｌ大鼠肾小球系膜细胞液（细
胞浓度为５×１０６／ｍｌ）于 １０％胎牛血清的 ＲＰＭＩ１６４０
培养液中，分别加入５ｍｌ８０ｍｍｏｌ／Ｌ、８００ｍｍｏｌ／Ｌ的无
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菌葡萄糖溶液，置于 ＣＯ２培养箱（３７℃、５％ＣＯ２、２０％
Ｏ２）。ＮＧ＋ｍｉＲＮＡ－１３８沉默组、ＮＧ＋ｍｉＲＮＡ－１３８转
染组：取５ｍｌ大鼠肾小球系膜细胞液（细胞浓度为５×
１０６／ｍｌ）于１０％胎牛血清的 ＲＰＭＩ１６４０培养液中，分
别加入５ｍｌ转染 ｍｉＲＮＡ－１３８－ｍｉｍｉｃｓ、ＮＧ＋ｍｉＲＮＡ
－１３８（沉默）－ｍｉｍｉｃｓ以及 １０ｍｌ８０ｍｍｏｌ／Ｌ的无菌
葡萄糖溶液，转染按照美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司 Ｌｉｐｏ
ｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００脂质体转染试剂说明书进行。ＨＧ＋
ｍｉＲＮＡ－１３８沉默组、ＨＧ＋ｍｉＲＮＡ－１３８转染组：取
５ｍｌ大鼠肾小球系膜细胞液（细胞浓度为５×１０６／ｍｌ）
于１０％胎牛血清的 ＲＰＭＩ１６４０培养液中，分别加入
５ｍｌ转染 ｍｉＲＮＡ－１３８－ｍｉｍｉｃｓ、ＮＧ＋ｍｉＲＮＡ－１３８
（沉默）－ｍｉｍｉｃｓ以及 １０ｍｌ８０．０ｍｍｏｌ／Ｌ的无菌葡萄
糖 溶 液，转 染 按 照 美 国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公 司 Ｌｉｐｏ
ｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００脂质体转染试剂说明书进行。

（３）转染情况检测：即用型免疫组化法进行转染
情况检测，ｍｉＲＮＡ－１３８－ｍｉｍｉｃｓ转染细胞核内有明
显的棕黄色颗粒，而 ｍｉＲＮＡ－１３８沉默细胞核被苏

木素复染成蓝色。以上各组每孔设６个平行样，培养
７２ｈ。

３．各组大鼠肾小球系膜细胞株 ｍｉＲＮＡ１３８ＲＮＡ
水平的检测：取 ５ｍｌ细胞液（细胞浓度为 ５×１０６／
ｍｌ），５０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，ｍｉＲＮｅａｓｙＭｉｎｉ试剂盒（美
国 Ｑｉａｇｅｎ公司）提取总 ＲＮＡ，ＮａｎｏＤｒｏｐ１０００（美国
ＮａｎｏＤｒｏｐ公司）定量 ＲＮＡ纯度。ＴａｑＭａｎＭｉｃｒｏＲＮＡ
ＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ试剂盒（美国 ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ
公司）进行 ＲＴ反应。为合成 ｃＤＮＡ，将反应混合物依
次在 １６℃下孵育 ３０ｍｉｎ，在 ４２℃下孵育 ３０ｍｉｎ，在
８５℃下孵育５ｍｉｎ。参照 ＧｅｎＢａｎｋ数据获取 ２个基因
多态性位点的序列，设计待测基因位点的 ＰＣＲ扩增
引物和单碱基延伸引物（参照 ｈｔｔｐ：／／ｌｉｎｋｓ．ｌｗｗ．ｃｏｍ／
ＭＤ／Ａ６７５），按２０μｌ模板和１０μｌ反应液构成 ＰＣＲ反
应体系，扩增程序：９５℃ ５ｍｉｎ；９３℃１０ｓ，６１℃ ３０ｓ，
重复 ４０个循环，６１℃时采集荧光（表 １、表 ２）。实时
荧光定量 ＰＣＲ仪检测其表达量。

表 １　ｍｉＲＮＡ－１３８、β－ａｃｔｉｎＲＮＡ引物序列

基因 　 引物序列（５′→３′） 退火温度（℃） 产物大小（ｋｂ）
ｍｉＲＮＡ－１３８ 正向引物 ＡＡＣＡＴＣＴＧＡＡＧＡＣＣＴＣＴＡＴＧＣＴＴＡＴＣＡ ６５ ２５１

反向引物 ＣＧＧＡＣＴＣＡＣＴＴＣＴＡＴＡＣＴＧＧＴＡＣＴ

β－ａｃｔｉｎ 正向引物 ＣＣＴＡＣＣＡＴＧＡＧＡＧＣＣＴＴＴＡＴＡ ６２ ２４６
反向引物 ＡＡＣＣＴＴＧＴＣＧＥＴＧＴＣＧＡＣＴＣＴＧＴＴ

表 ２　ＲＴ－ＰＣＲ反应体系

ＰＣＲ反应成分 体积（μｌ）
２×ＵｌｔｒａＳＹＢＲ一步法 ＲＴ－ｑＰＣＲ缓冲液 ５．０

正向引物，１０μｍｏｌ／Ｌ ０．４
反向引物，１０μｍｏｌ／Ｌ ０．４
超酶混合物 ０．２
ＲＮＡ模板 ０．６
去核酸水 ３．４

　　４．各组大鼠肾小球系膜细胞株 ＳＩＲＴ１、Ｐ－
ＳＴＡＴ３、ＣＴＧＦ、ＥＴ－１、ＦＮ、ＴＧＦ－β１、ＶＥＧＦ蛋白水平
测定：染毒结束后，５０００ｒ／ｍｉｎ离心收集各组细胞，加
入 ＰＢＳ制成细胞悬液后，酶联免疫吸附法测定培养
液中 ＳＩＲＴ１、Ｐ－ＳＴＡＴ３、ＣＴＧＦ、ＥＴ－１、ＦＮ、ＴＧＦ－β１、
ＶＥＧＦ蛋白水平。

５．统计学方法：采用 ＳＰＳＳ１９．０统计学软件对数
据进行统计分析。计量资料以均数 ±标准差（ｘ±ｓ）
表示，采用单因素方差分析，多重比较采用 ＬＳＤ－ｔ检
验，相关分析采用 Ｐｅａｒｓｏｎ分析，以 Ｐ＜０．０５为差异
有统计学意义。

结　　果
１．各组细胞 ｍｉＲＮＡ－１３８ＲＮＡ、ＳＩＲＴ１、Ｐ－

ＳＴＡＴ３水平比较：由表 ３可见，ＨＧ组 ｍｉＲＮＡ－１３８
ＲＮＡ、Ｐ－ＳＴＡＴ３水平高于 ＮＧ组，ＳＩＲＴ１水平低于
ＮＧ组（Ｐ＜０．０５）；ＮＧ＋ｍｉＲＮＡ－１３８沉默组 ｍｉＲＮＡ－
１３８ＲＮＡ、Ｐ－ＳＴＡＴ３水平低于 ＮＧ组，ＳＩＲＴ１水平高
于 ＮＧ组（Ｐ＜０．０５）；ＮＧ＋ｍｉＲＮＡ－１３８转染组 ｍｉＲ
ＮＡ－１３８ＲＮＡ、Ｐ－ＳＴＡＴ３水平高于 ＮＧ组，ＳＩＲＴ１水
平低于 ＮＧ组（Ｐ＜０．０５）；ＮＧ＋ｍｉＲＮＡ－１３８转染组
ｍｉＲＮＡ－１３８ＲＮＡ、Ｐ－ＳＴＡＴ３水平高于 ＮＧ＋ｍｉＲＮＡ－
１３８沉默组，ＳＩＲＴ１水平低于 ＮＧ＋ｍｉＲＮＡ－１３８沉默
组（Ｐ＜０．０５）；ＨＧ＋ｍｉＲＮＡ－１３８沉默组 ｍｉＲＮＡ－
１３８ＲＮＡ、Ｐ－ＳＴＡＴ３水平低于 ＨＧ组，ＳＩＲＴ１水平高
于 ＨＧ组（Ｐ＜０．０５）；ＨＧ＋ｍｉＲＮＡ－１３８转染组
ｍｉＲＮＡ－１３８ＲＮＡ、Ｐ－ＳＴＡＴ３水平高于 ＨＧ组，
ＳＩＲＴ１水平低于 ＨＧ组（Ｐ＜０．０５）；ＨＧ＋ｍｉＲＮＡ－
１３８转染组 ｍｉＲＮＡ－１３８ＲＮＡ、Ｐ－ＳＴＡＴ３水平高于
ＨＧ＋ｍｉＲＮＡ－１３８沉默组（Ｐ＜０．０５）。
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表 ３　各组细胞 ｍｉＲＮＡ－１３８ＲＮＡ、ＳＩＲＴ１、Ｐ－ＳＴＡＴ３水平比较

组别 ｎ ｍｉＲＮＡ－１３８ＲＮＡ ＳＩＲＴ１（ｐｍｏｌ／Ｌ） Ｐ－ＳＴＡＴ３（μｍｏｌ／Ｌ）
ＮＧ组 ６ ０．８７±０．２８ ９３．６７±２．１５ ４３．６７±３．８２

ＮＧ＋ｍｉＲＮＡ－１３８沉默组 ６ ０．４３±０．１２ １２９．６７±３．５４ ２３．４５±４．０９

ＮＧ＋ｍｉＲＮＡ－１３８转染组 ６ １．５６±０．２５＃ ７９．９９±４．４３＃ ９７．７６±６．６５＃

ＨＧ组 ６ ３．９８±０．２３ ２９．９９±４．４３ １２７．７６±６．６５

ＨＧ＋ｍｉＲＮＡ－１３８沉默组 ６ ２．４７±０．５４Δ ５７．５４±３．６５Δ １０６．４４±５．７８Δ

ＨＧ＋ｍｉＲＮＡ－１３８转染组 ６ ５．６９±０．１７Δ▲ １０．３４±２．５４Δ▲ １５５．４３±８．３２Δ▲

　　与 ＮＧ组比较，Ｐ＜０．０５；与 ＮＧ＋ｍｉＲＮＡ－１３８沉默组比较，＃Ｐ＜０．０５；与 ＨＧ组比较，ΔＰ＜０．０５；与 ＨＧ＋ｍｉＲＮＡ－１３８沉默组比较，▲Ｐ＜

００５

　　２．各组细胞炎性因子 ＴＧＦ－β１、ＶＥＧＦ水平比
较：由表４可见，ＨＧ组 ＴＧＦ－β１、ＶＥＧＦ水平高于 ＮＧ
组；ＮＧ＋ｍｉＲＮＡ－１３８沉默组 ＴＧＦ－β１、ＶＥＧＦ水平
低于 ＮＧ组（Ｐ＜０．０５）；ＮＧ＋ｍｉＲＮＡ－１３８转染组
ＴＧＦ－β１、ＶＥＧＦ水平高于 ＮＧ组（Ｐ＜０．０５）；ＮＧ＋
ｍｉＲＮＡ－１３８转染组 ＴＧＦ－β１、ＶＥＧＦ水平高于 ＮＧ＋

ｍｉＲＮＡ－１３８沉默组（Ｐ＜０．０５）；ＨＧ＋ｍｉＲＮＡ－１３８
沉默组 ＴＧＦ－β１、ＶＥＧＦ水平低于 ＨＧ组（Ｐ＜０．０５）；
ＨＧ＋ｍｉＲＮＡ－１３８转染组 ＴＧＦ－β１、ＶＥＧＦ水平高于
ＨＧ组（Ｐ＜０．０５）；ＨＧ＋ｍｉＲＮＡ－１３８转染组 ＴＧＦ－
β１、ＶＥＧＦ水平高于 ＨＧ＋ｍｉＲＮＡ－１３８沉默组（Ｐ＜
０．０５）。

表 ４　各组细胞炎性因子 ＴＧＦ－β１、ＶＥＧＦ水平比较

组别 ｎ ＴＧＦ－β１（ｐｍｏｌ／Ｌ） ＶＥＧＦ（μｍｏｌ／Ｌ）
ＮＧ组 ６ １３４．５３±１５．６５ ３２０．４３±３０．３２

ＮＧ＋ｍｉＲＮＡ－１３８沉默组 ６ ４３．４３±６．７６ １３４．３２±２３．０９

ＮＧ＋ｍｉＲＮＡ－１３８转染组 ６ ２０９．３２±２５．６５＃ ５０９．４３±５９．２１＃

ＨＧ组 ６ ５０９．４５±５４．３４ ９８７．４３±４９．１２

ＨＧ＋ｍｉＲＮＡ－１３８沉默组 ６ ３４５．９６±３６．４５Δ ７９８．５４±３４．５３Δ

ＨＧ＋ｍｉＲＮＡ－１３８转染组 ６ ７９１．３４±９８．４４Δ▲ １３５５．６７±１０８．１２Δ▲

　　与 ＮＧ组比较，Ｐ＜０．０５；与 ＮＧ＋ｍｉＲＮＡ－１３８沉默组比较，＃Ｐ＜０．０５；与 ＨＧ组比较，ΔＰ＜０．０５；与 ＨＧ＋ｍｉＲＮＡ－１３８沉默组比较，▲Ｐ＜

００５

　　３．各组细胞纤维化因子 ＣＴＧＦ、ＥＴ－１、ＦＮ水平
比较：由表５可见，ＨＧ组 ＣＴＧＦ、ＥＴ－１、ＦＮ水平高于
ＮＧ组；ＮＧ＋ｍｉＲＮＡ－１３８沉默组 ＣＴＧＦ、ＥＴ－１、ＦＮ
水平低于 ＮＧ组（Ｐ＜０．０５）；ＮＧ＋ｍｉＲＮＡ－１３８转染
组 ＣＴＧＦ、ＥＴ－１、ＦＮ水平高于 ＮＧ组（Ｐ＜０．０５）；
ＮＧ＋ｍｉＲＮＡ－１３８转染组 ＣＴＧＦ、ＥＴ－１、ＦＮ水平高

于 ＮＧ＋ｍｉＲＮＡ－１３８沉默组（Ｐ＜０．０５）；ＨＧ＋ｍｉＲ
ＮＡ－１３８沉默组 ＣＴＧＦ、ＥＴ－１、ＦＮ水平低于 ＨＧ组
（Ｐ＜００５）；ＨＧ＋ｍｉＲＮＡ－１３８转染组 ＣＴＧＦ、ＥＴ－
１、ＦＮ水平高于 ＨＧ组（Ｐ＜０．０５）；ＨＧ＋ｍｉＲＮＡ－１３８
转染组 ＣＴＧＦ、ＥＴ－１、ＦＮ水平高于 ＨＧ＋ｍｉＲＮＡ－
１３８沉默组（Ｐ＜０．０５）。

表 ５　各组细胞纤维化因子 ＣＴＧＦ、ＥＴ－１、ＦＮ水平比较

组别 ｎ ＣＴＧＦ（ｐｍｏｌ／Ｌ） ＥＴ－１（ｐｍｏｌ／Ｌ） ＦＮ（μｍｏｌ／Ｌ）
ＮＧ＋ｍｉＲＮＡ－１３８沉默组 ６ ３４．３４±６．１２ ２９．６７±３．５４ ５４．４５±４４．０９

ＮＧ组 ６ ７８．３２±８．２８ ６３．６７±１２．１５ ９８．３４±３５．８２

ＮＧ＋ｍｉＲＮＡ－１３８转染组 ６ １４５．５６±９．２５＃ ９９．９９±４３．４３＃ ２０９．３４±２６．６５＃

ＨＧ＋ｍｉＲＮＡ－１３８沉默组 ６ １９８．４３±１０．５４＃Δ １７０．５６４±３４．６５＃Δ ３２１．４３±４５．７８＃Δ

ＨＧ组 ６ ２１９．４３±９．２３＃Δ▲ ２７９．２３±４５．４３＃Δ▲ ４２３．４５±３６．６５＃Δ▲

ＨＧ＋ｍｉＲＮＡ－１３８转染组 ６ ３０９．３４±８．１７＃Δ▲ ３４０．２３±２６．５４＃Δ▲ ５０８．４３±３８．３２＃Δ▲

　　与 ＮＧ组比较， Ｐ＜０．０５；与 ＮＧ＋ｍｉＲＮＡ－１３８沉默组比较，＃Ｐ＜０．０５；与 ＨＧ组比较，ΔＰ＜０．０５；与 ＨＧ＋ｍｉＲＮＡ－１３８沉默组比

较，▲Ｐ＜０．０５

　　４．ＳＩＲＴ１ｐ－Ｐ－ＳＴＡＴ３通路各指标相关性分析：
由表６可见，ｍｉＲＮＡ－１３８与 ＳＩＲＴ１呈负相关（Ｐ＜

００１），ＳＩＲＴ１与 Ｐ－ＳＴＡＴ３呈负相关（Ｐ＜０．０５），Ｐ－
ＳＴＡＴ３与 ＣＴＧＦ、ＥＴ－１、ＦＮ、ＴＧＦ－β１、ＶＥＧＦ呈正相
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关（Ｐ＜０．０５）。

表 ６　ＳＩＲＴ１ｐ－Ｐ－ＳＴＡＴ３通路各指标相关性分析

变量１ 变量２ ｒ Ｐ
ｍｉＲＮＡ－１３８ ＳＩＲＴ１ －０．６５４ ０．０００
ＳＩＲＴ１ Ｐ－ＳＴＡＴ３ －０．５４０ ０．０１１

ＣＴＧＦ ０．５０９ ０．０００
ＥＴ－１ ０．４５９ ０．００１

Ｐ－ＳＴＡＴ３ ＦＮ ０．５４１ ０．０２１
ＴＧＦ－β１ ０．４９７ ０．０００
ＶＥＧＦ ０．６５１ ０．０２３

讨　　论
大量证据表明 ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ的失调与细胞炎症、纤

维化反应有关
［１１］
。ｍｉＲ－１３８通过细胞凋亡途径

ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ抑制肌纤维细胞炎症。ｍｉＲ－１４３充当平
滑肌细胞和 ＨＵＶＥＣ之间的通信分子，抑制 ＨＵＶＥＣ
纤维化反应

［１２］
。ｍｉＲ－１５５通过抑制细胞特异性靶

基因在内皮炎症、纤维化反应过程中发挥调节生成作

用。

研究表明，ｍｉＲ－１３８是肾小球系膜细胞的损害
因子。最近的一项研究表明，高糖水平诱导的 ｍｉＲ－
１３８过表达是肾小球系膜细胞保护因子 ＳＩＲＴ１的负
调节因子，其通过内皮型一氧化氮合酶（ｅＮＯＳ）减少
一氧化氮的产生

［１３，１４］
。本研究结果显示，ＨＧ、ＮＧ＋

ｍｉＲＮＡ－１３８转染组 ＴＧＦ－β１、ＶＥＧＦ、ＣＴＧＦ、ＥＴ－１、
ＦＮ水平高于 ＮＧ组；ＮＧ＋ｍｉＲＮＡ－１３８沉默组ＴＧＦ－
β１、ＶＥＧＦ、ＣＴＧＦ、ＥＴ－１、ＦＮ水平低于 ＮＧ组；ＮＧ＋
ｍｉＲＮＡ－１３８、ＨＧ＋ｍｉＲＮＡ－１３８转染组 ＴＧＦ－β１、
ＶＥＧＦ、ＣＴＧＦ、ＥＴ－１、ＦＮ水平高于 ＮＧ＋ｍｉＲＮＡ－１３８
沉默组；ＨＧ＋ｍｉＲＮＡ－１３８沉默组ＴＧＦ－β１、ＶＥＧＦ、
ＣＴＧＦ、ＥＴ－１、ＦＮ水平低于 ＨＧ组；ＨＧ＋ｍｉＲＮＡ－
１３８转染组 ＴＧＦ－β１、ＶＥＧＦ、ＣＴＧＦ、ＥＴ－１、ＦＮ水平
高于 ＨＧ组；说明高糖诱导的肾小球系膜细胞 ｍｉＲ－
１３８的表达增加，能明显增强炎症、纤维化反应，进一
步就 ｍｉＲ－１３８致炎症、纤维化机制进行研究。结果
显示，ｍｉＲ－１３８负向调控 ＳＩＲＴ１，ＳＩＲＴ１是肾小球系
膜细胞保护因子，其能抑制肾小球系膜细胞损害过程

中伴随的炎症、纤维化反应。

国外研究表明，ＳＩＲＴ１能下调促炎细胞因子单核
细胞趋化蛋白１（ＭＣＰ－１）、肿瘤坏死因子 α（ＴＮＦ－
α）、白细胞介素 ６（ＩＬ－６）和 ＩＬ－１ｂ、ＥＴ－１、ＦＮ［１５］。
通过抑制 ＳＩＲＴ１的表达，雷帕霉素靶蛋白（ｍＴＯＲ）已
显示出促进肾小球系膜细胞炎症、纤维化反应的能

力
［１６］
。结合本研究结果中，ＳＩＲＴ１与 ＴＧＦ－β１、

ＶＥＧＦ、ＣＴＧＦ、ＥＴ－１、ＦＮ呈负相关，笔者推测高糖水
平破环 ＳＩＲＴ１的正常表达而促进 ＴＧＦ－β１、ＶＥＧＦ、
ＣＴＧＦ、ＥＴ－１、ＦＮ过表达，进而加剧肾小球系膜细胞
炎症、纤维化反应。Ｐ－ＳＴＡＴ３是炎症、纤维化反应的
响应细胞因子和生长因子，ＳＴＡＴ３被受体磷酸化，形
成同源二聚体或异源二聚体，转移至细胞核，发挥调

控作用，在胶质母细胞瘤的体外增殖实验中，ＳＩＲＴ１
磷酸化 ｐ－ＳＴＡＴ３促 进 ＶＥＧＦ、ＩＬ－６、ＦＮ的 分
泌

［１７，１８］
。此外，ＳＩＲＴ１也抑制了 ＨｅｐＧ２细胞中 ｐ－

ＳＴＡＴ３的表达。在本研究中，ＳＩＲＴ１与 Ｐ－ＳＴＡＴ３呈
负相关，ＳＩＲＴ１对 ｐ－ＳＴＡＴ３蛋白的表达具有抑制作
用 ，与上述结果一致，提示 ＳＩＲＴ１可能通过抑制 ｐ－
ＳＴＡＴ３蛋白表达而起到高糖促进肾小球系膜细胞炎
性反应及纤维化。

本研究结果表明，ｍｉＲ－１３８在介导高糖诱导肾
小球系膜细胞炎性反应及纤维化过程中起重要作用。

研究发现 ｍｉＲ－１３８通过调控细胞炎性因子 ＴＧＦ－
β１、ＶＥＧＦ水平以及纤维化因子 ＣＴＧＦ、ＥＴ－１、ＦＮ水
平参与高糖诱导肾小球系膜细胞损害。作为 ｍｉＲ－
１３８的直接靶分子，ＳＩＲＴ１过表达能起到保护减轻氧
化应激反应，抑制肾脏纤维化的作用，由 ＳＩＲＴ１介导
的 ｐＳＴＡＴ３蛋白表达的调节也是高糖诱导肾小球系
膜细胞损害的原因。因此，本研究初步表明高糖能诱

导 ｍｉＲ－１３８水平过表达，抑制 ＳＩＲＴ１表达，进而 ｐ－
ＳＴＡＴ３、ＴＧＦ－β１、ＶＥＧＦ、ＣＴＧＦ、ＥＴ－１、ＦＮ高水平表
达，导致肾小球系膜细胞炎性反应及纤维化。

综上所述，ｍｉＲ－１３８促进高糖诱导的肾小球系
膜细胞炎性反应及纤维化，其机制与抑制 ＳＩＲＴ１引起
的 Ｐ－ＳＴＡＴ３的磷酸化、导致 ＴＧＦ－β１、ＶＥＧＦ、ＣＴ
ＧＦ、ＥＴ－１、ＦＮ高表达有关。
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