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  摘 要:目的 分析右美托咪定(Dex)上调微小核糖核酸(miR)-126对高糖(HG)诱导的足细胞增殖、凋亡

及迁移的影响。方法 体外培养人肾小球足细胞(HGPC),首先通过含30
 

mmol/L
 

D-葡萄糖的培养基刺激

HGPC建立 HG损伤模型,并分为 HG组、25
 

nmol/L
 

Dex组、50
 

nmol/L
 

Dex组、100
 

nmol/L
 

Dex组、200
 

nmol/L
 

Dex组,后4组以25、50、100、200
 

nmol/L
 

Dex分别进行干预,以5
 

mmol/L
 

D-葡萄糖干预作为对照

(Con)组,24
 

h后,筛选出干预细胞活力最佳Dex浓度;再将HGPC分为Con组、HG组、mimic
 

NC组、miR-126
 

mimic组、inhibitor
 

NC组 及 miR-126
 

inhibitor组,Con组 用5
 

mmol/L
 

D-葡 萄 糖 进 行 干 预,HG 组 用30
 

mmol/L
 

D-葡萄糖进行干预,mimic
 

NC组、miR-126
 

mimic组、inhibitor
 

NC组及 miR-126
 

inhibitor组分别转

染mimic
 

NC、miR-126
 

mimic、inhibitor
 

NC及 miR-126
 

inhibitor片段至细胞后加入30
 

mmol/L
 

D-葡萄糖进

行干预,24
 

h后,测定细胞miR-126相对表达水平及细胞活力;随后将HGPC分为Con组、HG组、Dex组、Dex
+miR-126

 

mimic组、Dex+miR-126
 

inhibitor组,Con组 用5
 

mmol/L
 

D-葡 萄 糖 进 行 干 预,HG 组 用30
 

mmol/L
 

D-葡萄糖进行干预,Dex组同时加入30
 

mmol/L
 

D-葡萄糖、最佳干预浓度的Dex进行干预,Dex+
miR-126

 

mimic组、Dex+miR-126
 

inhibitor组分别转染miR-126
 

mimic、miR-126
 

inhibitor片段至细胞后同时

加入30
 

mmol/L
 

D-葡萄糖、最佳干预浓度的Dex进行干预,24
 

h后,检测细胞活力、凋亡、迁移及磷脂酰肌醇3-
激酶(PI3K)/丝氨酸-苏氨酸激酶(AKT)通路蛋白水平。结果 200

 

nmol/L为Dex干预细胞活力的最佳浓度。
与Con组比较,HG组 HGPC中 miR-126相对表达水平及细胞活力降低(P<0.05);与 mimic

 

NC组比较,
miR-126

 

mimic组HGPC中miR-126相对表达水平及细胞活力升高(P<0.05);与inhibitor
 

NC组比较,miR-
126

 

inhibitor组HGPC中miR-126相对表达水平及细胞活力降低(P<0.05)。与Con组比较,HG组细胞凋

亡率、迁移率升高,p-PI3K、p-AKT蛋白相对表达水平降低(P<0.05);与HG组比较,Dex组细胞凋亡率、细胞

迁移率降低,miR-126相对表达水平、细胞活力及p-PI3K、p-AKT蛋白相对表达水平升高(P<0.05);与Dex
组比较,Dex+miR-126

 

mimic组细胞凋亡率、细胞迁移率降低,细胞活力、p-PI3K、p-AKT蛋白相对表达水平

升高(P<0.05),Dex+miR-126
 

inhibitor组则相反(P<0.05)。结论 Dex可能通过上调 miR-126促进 HG
诱导的足细胞增殖及PI3K/AKT通路活化,抑制细胞凋亡及迁移能力。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

effects
 

of
 

micro
 

ribonucleic
 

acid
 

(miR)-126
 

up-regulated
 

by
 

dexmedetomidine
 

(Dex)
 

on
 

proliferation,apoptosis
 

and
 

migration
 

of
 

podocyte
 

induced
 

by
 

high
 

glucose
 

(HG).
Methods Human

 

glomerular
 

podocyte
 

(HGPC)
 

was
 

cultured
 

in
 

vitro
 

and
 

stimulated
 

by
 

medium
 

containing
 

30
 

mmol/L
 

D-glucose
 

to
 

establish
 

HG
 

injury
 

model
 

as
 

HG
 

group
 

25
 

nmol/L
 

Dex
 

group,50
 

nmol/L
 

Dex
 

group,100
 

nmol/L
 

Dex
 

group,200
 

nmol/L
 

Dex
 

group,and
 

then
 

25,50,100,200
 

nmol/L
 

Dex
 

was
 

used
 

for
 

in-
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tervention
 

respectively
 

in
 

the
 

later
 

4
 

groups,and
 

5
 

mmol/L
 

D-glucose
 

intervention
 

as
 

control
 

(Con)
 

group,the
 

optimal
 

Dex
 

concentration
 

was
 

selected
 

after
 

24
 

h.HGPC
 

cells
 

were
 

divided
 

into
 

Con
 

group,HG
 

group,mimic
 

NC
 

group,miR-126
 

mimic
 

group,inhibitor
 

NC
 

group
 

and
 

miR-126
 

inhibitor
 

group,the
 

Con
 

group
 

was
 

inter-
vened

 

with
 

5
 

mmol/L
 

D-glucose,HG
 

group
 

was
 

intervened
 

with
 

30
 

mmol/L
 

D-glucose,the
 

cells
 

in
 

the
 

mimic
 

NC
 

group,miR-126
 

mimic
 

group,inhibitor
 

NC
 

group
 

and
 

miR-126
 

inhibitor
 

group
 

were
 

transfected
 

with
 

mim-
ic

 

NC,miR-126
 

mimic,inhibitor
 

NC
 

and
 

miR-126
 

inhibitor
 

respectively,30
 

mmol/L
 

D-glucose
 

was
 

added
 

for
 

intervention,after
 

24
 

h,the
 

level
 

of
 

miR-126
 

and
 

cell
 

viability
 

were
 

measured.HGPC
 

cells
 

were
 

then
 

divided
 

into
 

Con
 

group,HG
 

group,Dex
 

group,Dex+miR-126
 

mimic
 

group
 

and
 

Dex+miR-126
 

inhibitor
 

group,the
 

Con
 

group
 

was
 

intervened
 

with
 

5
 

mmol/L
 

D-glucose,the
 

HG
 

group
 

was
 

intervened
 

with
 

30
 

mmol/L
 

D-glu-
cose,and

 

the
 

Dex
 

group
 

was
 

intervened
 

with
 

30
 

mmol/L
 

D-glucose
 

and
 

the
 

ptimal
 

concentration
 

Dex,the
 

cells
 

in
 

Dex+miR-126
 

mimic
 

group
 

and
 

Dex+miR-126
 

inhibitor
 

group
 

were
 

transfected
 

with
 

miR-126
 

mimic
 

and
 

miR-126
 

inhibitor
 

respectively,and
 

then
 

30
 

mmol/L
 

D-glucose
 

and
 

the
 

ptimal
 

concentration
 

Dex
 

were
 

added
 

intervention,after
 

24
 

h,cell
 

viability,apoptosis,migration
 

and
 

phosphatidylinositol
 

3-kinase
 

(PI3K)/serine-
threonine

 

kinase
 

(AKT)
 

pathway
 

protein
 

levels
 

were
 

measured.Results 200
 

nmol/L
 

Dex
 

was
 

the
 

optimal
 

concentration
 

to
 

interfere
 

with
 

cell
 

viability.Compared
 

with
 

those
 

in
 

the
 

Con
 

group,the
 

level
 

of
 

miR-126
 

and
 

cell
 

viability
 

of
 

HGPC
 

in
 

HG
 

group
 

decreased
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

those
 

in
 

the
 

mimic
 

NC
 

group,the
 

miR-126
 

level
 

and
 

cell
 

viability
 

increased
 

in
 

the
 

miR-126
 

mimic
 

group
 

(P<0.05),and
 

compared
 

with
 

those
 

in
 

the
 

inhibitor
 

NC
 

group,the
 

miR-126
 

level
 

and
 

cell
 

viability
 

of
 

HGPC
 

decreased
 

in
 

the
 

miR-126
 

inhibitor
 

group
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

those
 

in
 

the
 

Con
 

group,the
 

apoptosis
 

rate
 

and
 

mobility
 

of
 

HGPC
 

in
 

HG
 

group
 

in-
creased,while

 

the
 

levels
 

of
 

p-PI3K
 

and
 

p-AKT
 

decreased
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

those
 

in
 

the
 

HG
 

group,
the

 

apoptosis
 

rate
 

and
 

migration
 

rate
 

decreased
 

significantly,and
 

the
 

level
 

of
 

miR-126,cell
 

viability,p-PI3K
 

and
 

p-AKT
 

levels
 

increased
 

in
 

Dex
 

group
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

those
 

in
 

the
 

Dex
 

group,apoptosis
 

rate
 

and
 

mobility
 

of
 

cells
 

decreased
 

in
 

Dex+miR-126
 

mimic
 

group,while
 

cell
 

viability,p-PI3K
 

and
 

p-AKT
 

levels
 

increased
 

(P<0.05),and
 

the
 

reverse
 

was
 

observed
 

in
 

Dex+miR-126
 

inhibitor
 

group
 

(P<0.05).Conclusion Dex
 

may
 

up-
regulate

 

miR-126
 

to
 

promote
 

HG-induced
 

podocyte
 

proliferation
 

and
 

activation
 

of
 

PI3K/AKT
 

pathway,and
 

inhibit
 

cell
 

apoptosis
 

and
 

migration.
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  糖尿病肾病是进行性肾脏疾病,是糖尿病常见并

发症,整个治疗过程中,需进行透析或肾脏替代,患者

痛苦大,家庭经济负担重[1]。糖尿病肾病致病机制复

杂,主要发病原因之一为足细胞损伤,其病理改变是

糖尿病肾病发生、发展的关键因素,也是药物治疗的

重要靶点[2-3]。微小核糖核酸(miRNA/miR)是一类

由18~25个核苷酸构成的内源性非编码单链核糖核

酸(RNA)分子,其异常表达是一种表观遗传机制,可
独立或联合遗传学在各种生理、病理环境下调控细胞

的增殖、分化、转移和凋亡等生命过程,对糖尿病肾病

的发生、发展起关键作用[4],其中 miR-126与许多疾

病关系密切,但 miR-126对人肾小球足细胞(HGPC)
恶性表型的作用机制尚未全面揭秘。LIU等[5]的研

究表明,右美托咪定(Dex)可以抑制细胞炎症和细胞

凋亡,对糖尿病肾病大鼠肾损伤具有保护作用,但机

制尚不明确。磷脂酰肌醇-3-激酶(PI3K)/丝氨酸-苏
氨酸激酶(AKT)是一种转导来自各种受体信号的通

路,通过招募和激活先天免疫细胞来改变炎症反

应[6]。JIANG 等[7]发 现 PI3K/AKT 信 号 通 路 是

miR-126的下游靶点,在高糖(HG)诱导肾小管上皮

细胞损伤中具有抑制细胞凋亡和细胞活力的作用。
因此,本研究旨在分析 Dex及 miR-126过 表 达 对

HGPC活力、凋亡、迁移能力的影响,并探讨PI3K/
AKT信号通路在该过程中的角色。
1 材料与方法

1.1 细胞株来源 HGPC购自青旗(上海)生物技术

发展有限公司。
1.2 仪器、药品与试剂 Molecular

 

Devices型酶标

仪购自上海逍鹏生物科技有限公司,TGL-16型离心

机购自四川蜀科仪器有限公司,ABI
 

9700型PCR仪

购自美国ABI公司,Invitrogen
 

iBright凝胶成像系统

购自广州赛默飞世尔科技有限公司。mimic
 

NC、
miR-126

 

mimic、inhibitor
 

NC及miR-126
 

inhibitor片

段由北京华大基因检测中心设计合成,Dex、D-葡萄糖

购自上海源叶生物科技有限公司(纯度≥98%),脂质

体2000转染试剂购自美国Invitrogen公司,细胞计数

试剂(CCK-8)、Hoechst
 

33258染色液均来自生工生

物工程(上海)股份有限公司,鼠抗人PI3K、p-PI3K、
AKT、p-AKT、β-actin一抗及二抗,以及碱性磷酸酶

(AP)标记的羊抗鼠IgG(H+G)均购自武汉三鹰生物

·4663· 检验医学与临床2024年12月第21卷第24期 Lab
 

Med
 

Clin,December
 

2024,Vol.21,No.24



技术有限公司。完全培养基[10%胎牛血清(FBS)+
100

 

U/mL青霉素和100
 

mg/L链霉素的DMEM]购
自美国Hyclone公司。
1.3 方法

1.3.1 细胞培养 将 HGPC(≥80%密度)接种于完

全培养基上,并将培养板或培养皿置于37
 

℃、5%
 

CO2、70%~80%湿度培养箱中培养。
1.3.2 分组与干预 首先以5

 

mmol/L
 

D-葡萄糖干

预细胞为对照(Con)组,30
 

mmol/L
 

D-葡萄糖刺激

24
 

h构建 HG损伤模型,并分为 HG组、25
 

nmol/L
 

Dex组、50
 

nmol/L
 

Dex组、100
 

nmol/L
 

Dex组、200
 

nmol/L
 

Dex组,后4组分 别 加 入25、50、100、200
 

nmol/L
 

Dex,每组重复3次后求平均值,24
 

h后,采用

CCK-8筛选出细胞活力最佳的Dex干预浓度用于后

续实验。将 HGPC分为 Con组、HG组、mimic
 

NC
组、miR-126

 

mimic组、inhibitor
 

NC组及miR-126
 

in-
hibitor组,Con组用5

 

mmol/L
 

D-葡萄糖进行干预,
HG组用30

 

mmol/L
 

D-葡萄糖进行干预,mimic
 

NC
组、miR-126

 

mimic组、inhibitor
 

NC组及miR-126
 

in-
hibitor组是分别转染 mimic

 

NC、miR-126
 

mimic、in-
hibitor

 

NC及 miR-126
 

inhibitor片段至细胞后加入

30
 

mmol/L
 

D-葡萄糖进行干预,每组重复3次后求平

均值,24
 

h后,检测细胞中miR-126表达水平、细胞活

力,旨在验证miR-126的表达对HG损伤模型细胞活

力的影响。再将HGPC分为Con组、HG组、Dex组、
Dex+miR-126

 

mimic组、Dex+miR-126
 

inhibitor
组,Con组用5

 

mmol/L
 

D-葡萄糖进行干预,HG组用

30
 

mmol/L
 

D-葡萄糖进行干预,Dex组同时加入30
 

mmol/L
 

D-葡萄糖、最佳干预浓度的Dex进行干预,
Dex+miR-126

 

mimic组、Dex+miR-126
 

inhibitor组

是分别转染 miR-126
 

mimic、miR-126
 

inhibitor片段

至细胞后同时加入30
 

mmol/L
 

D-葡萄糖、最佳干预

浓度的Dex进行干预,每组重复3次后求平均值,24
 

h后,对细胞中 miR-126表达、细胞活力、凋亡、迁移

及p-PI3K、p-AKT、PI3K、AKT表达情况进行检测,
旨在验证Dex调控 miR-126对 HG损伤模型细胞活

力、凋亡、迁移能力及PI3K/AKT通路相关蛋白表达

的影响。
1.3.3 细胞活力 HGPC接种于96孔板中,接种密

度为1×104 个/孔。分别按照 Con组、HG 组、25
 

nmol/L
 

Dex组、50
 

nmol/L
 

Dex组、100
 

nmol/L
 

Dex
组、200

 

nmol/L
 

Dex组;Con组、HG 组、mimic
 

NC
组、miR-126

 

mimic组、inhibitor
 

NC组及miR-126
 

in-
hibitor组;Con组、HG 组、Dex组、Dex+miR-126

 

mimic组、Dex+miR-126
 

inhibitor组进行干预。分

别加药处理24
 

h后,各孔加入10
 

μL
 

CCK-8溶液;细
胞与CCK-8在37

 

℃、5%
 

CO2 培养箱中孵育培养2
 

h
后,在酶标仪上检测各孔细胞在450

 

nm处的光密度

(OD450)值,计算细胞活力。细胞活力(%)=OD

值待测组/OD值Con组×100%。
1.3.4 实时荧光定量聚合酶链反应 采用总RNA
提取试剂盒提取各组干预后的细胞总RNA,在 ABI

 

9700型聚合酶链反应仪上反转录扩增cDNA,并分析

其溶解曲线和扩增曲线。三步聚合酶链反应程序如

下:94
 

℃
 

5
 

min,94
 

℃
 

38
 

s,57
 

℃
 

35
 

s,72
 

℃
 

40
 

s,并
设置上述程序为40个循环。以U6为内参,根据循环

数(Ct)和2-ΔΔCt 法计算 miR-126相对表达水平。引

物序列见表1。
表1  引物序列

基因 引物序列(5'-3')
引物长度

(bp)

miR-126 F:5'-GGCTTCGTACCGTGAGTAAT-3' 20
R:5'-GTGCAGGGTCCGAGGT-3' 16

U6 F:5'-CTCGCTTCGGCAGCACA-3' 17
R:5'-AACGCTTCACGAATTTGCGT-3' 20

  注:F表示正向引物,R表示反向引物。

1.3.5 Hoechst
 

33258染色 将 HGPC接种于24
孔板,当细胞密度达到80%时,按照Con组、HG组、
Dex组、Dex+miR-126

 

mimic组、Dex+miR-126
 

in-
hibitor组进行干预,24

 

h后,HGPC与30
 

mmol/L
 

Hoechst
 

33258工作液避光孵育10
 

min。Hoechst
 

33258荧光信号在荧光显微镜下观察并拍照。高强蓝

色信号为凋亡细胞,低弱蓝色信号为正常细胞。细胞

凋亡率为凋亡细胞数占总细胞数的百分比。
1.3.6 划痕试验 按照 Con组、HG 组、Dex组、
Dex+miR-126

 

mimic组、Dex+miR-126
 

inhibitor组

干预24
 

h后,用20
 

μL无菌吸头在细胞表面力道均

匀、垂直地画一道线,并用磷酸盐缓冲液(PBS)清洗掉

脱落的细胞;剩余的贴壁细胞在无血清的完全培养基

中继续培养24
 

h。显微镜下(4×)采集0
 

h和24
 

h的

划痕图,并用Image
 

J1.8.0软件分析划痕面积(S),间
接反映细胞迁移性。迁移率(%)=[(S0 

h-S24 

h)/
S0 

h]×100%。
1.3.7 蛋白免疫印迹法(Western

 

Blot)检测PI3K/
AKT通路相关蛋白水平 细胞接种于6孔板,接种

密度为1×105 个/孔。按照Con组、HG组、Dex组、
Dex+miR-126

 

mimic组、Dex+miR-126
 

inhibitor组

干预24
 

h后,被RIPA裂解液重悬并裂解;在4
 

℃条

件下,以12
 

000
 

r/min转速离心10
 

min后收集上清

液,即总蛋白样品。蛋白样品先经过十二烷基硫酸钠-
聚丙烯酰胺凝胶电泳(80~120

 

V恒压法)进行蛋白分

离,再经过电泳法(300
 

mA恒流法)进行蛋白转膜。
载有蛋白的聚偏二氟乙烯(PVDF)膜在50

 

g/L脱脂

牛奶中室温封闭1
 

h后,在4
 

℃环境下进行一抗(p-
PI3K、p-AKT、PI3K、AKT)孵育过夜或室温一抗孵育

2
 

h;接下来,进行室温二抗孵育2
 

h。封闭、一抗孵

育、二抗孵育和显影之间分别用Tris洗膜缓冲液进行

3~5次膜洗涤。使用凝胶成像系统拍照记录,并用
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ImageJ1.8.0软件进行蛋白灰度值分析,蛋白相对表

达水平为目的蛋白灰度值与β-actin灰度值的比值。
1.4 统计学处理 采用 GraphPad

 

Prism
 

8软件作

图。采用SPSS25.0软件进行数据处理及统计分析。
符合正态分布的计量资料以x±s表示,多组间比较

采用单因素方差分析,多组间中的两两比较采用

Dunnett's
 

t 检验。以 P<0.05为 差 异 有 统 计 学

意义。
2 结  果

2.1 Dex对 HG诱导的 HGPC活力的影响 Con
组、HG 组、25

 

nmol/L
 

Dex组、50
 

nmol/L
 

Dex组、
100

 

nmol/L
 

Dex组、200
 

nmol/L
 

Dex组的细胞活力

分别 为 (100.00±5.05)%、(35.78±4.74)%、
(45.31±6.23)%、(64.99±5.92)%、(75.93±
6.55)%、(87.82±6.95)%。与Con组比较,HG组

细胞活力降低,差异有统计学意义(P<0.05);与 HG
组比较,25

 

nmol/L
 

Dex组、50
 

nmol/L
 

Dex组、100
 

nmol/L
 

Dex组、200
 

nmol/L
 

nmol/L
 

Dex组细胞活

力 上 升,差 异 均 有 统 计 学 意 义 (P <0.05);200
 

nmol/L
 

Dex组细胞活力最高,所以选择200
 

nmol/L
为Dex最佳浓度。
2.2 miR-126对HG诱导的HGPC

 

miR-126相对表

达水平及细胞活力的影响 与Con组比较,HG组

HGPC中miR-126相对表达水平及细胞活力降低,差
异均有统计学意义(P<0.05);与 mimic

 

NC组比较,
miR-126

 

mimic组 HGPC中 miR-126相对表达水平

及细胞活力升高,差异均有统计学意义(P<0.05)。
与inhibitor

 

NC组比较,miR-126
 

inhibitor组 HGPC
中miR-126相对表达水平及细胞活力降低,差异均有

统计学意义(P<0.05)。见表2。
2.3 Dex上调 miR-126对 HG诱导的 HGPC

 

miR-
126相对表达水平及细胞活力的影响 与Con组比

较,HG组HGPC中miR-126相对表达水平及细胞活

力降低,差异均有统计学意义(P<0.05);与 HG组

比较,Dex组HGPC中miR-126相对表达水平及细胞

活力升高,差异均有统计学意义(P<0.05);与Dex
组比较,Dex+miR-126

 

mimic组 HGPC中 miR-126

相对表达水平及细胞活力升高,差异均有统计学意义

(P<0.05),Dex+miR-126
 

inhibitor组 HGPC 中

miR-126相对表达水平及细胞活力降低,差异均有统

计学意义(P<0.05)。见表3。
2.4 Dex上调 miR-126对 HG诱导的 HGPC凋亡

率的影响 Con组、HG 组、Dex组、Dex+miR-126
 

mimic组、Dex+miR-126
 

inhibitor组的细胞凋亡率

分别为(5.38±1.12)%、(38.85±6.13)%、(18.83±
5.16)%、(9.18±1.85)%、(32.42±4.03)%。HG组

细胞凋亡率高于Con组,Dex组细胞凋亡率低于 HG
组,差异均有统计学意义(P<0.05);与Dex组比较,
Dex+miR-126

 

mimic组细胞凋亡率降低,Dex+miR-
126

 

inhibitor组细胞凋亡率升高,差异均有统计学意

义(P<0.05)。见图1。
表2  miR-126对 HG诱导的 HGPC

 

miR-126相对表达

   水平及细胞活力的影响(x±s,n=3)

组别 miR-126 细胞活力(%)

Con组 1.00±0.06 100.00±6.93

HG组 0.46±0.09a 39.37±5.18a

mimic
 

NC组 0.44±0.11 38.85±5.24

miR-126
 

mimic组 0.80±0.07d 61.62±3.59d

inhibitor
 

NC组 0.45±0.07 40.23±6.52

miR-126
 

inhibitor组 0.23±0.04e 24.52±2.66e

F 40.555 78.941

P <0.001 <0.001

  注:与Con组比较,aP<0.05;与 mimic
 

NC组比较,dP<0.05;与
 

inhibitor
 

NC组比较,eP<0.05。

表3  Dex上调 miR-126对促进 HG诱导的 HGPC
 

 miR-126相对表达水平及细胞活力的影响(x±s,n=3)

组别 miR-126 细胞活力(%)

Con组 1.00±0.10 100.00±7.01

HG组 0.48±0.11a 41.05±5.23a

Dex组 0.65±0.13b 65.34±6.17b

Dex+miR-126
 

mimic组 0.83±0.06c 84.79±8.31c

Dex+miR-126
 

inhibitor组 0.48±0.10c 43.53±5.14c

F 14.649 47.000

P <0.001 <0.001

  注:与Con组比较,aP<0.05;与 HG组比较,bP<0.05;与
 

Dex
组比较,cP<0.05。

图1  各组 HGPC凋亡情况

2.5 Dex上调 miR-126对 HG诱导的 HGPC迁移

的影 响 Con组、HG 组、Dex组、Dex+miR-126
 

mimic组、Dex+miR-126
 

inhibitor组的细胞迁移率

分别 为 (18.17±3.09)%、(43.87±5.74)%、
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(21.84±3.37)%、(11.33±2.76)%、(34.68±
3.58)%。与Con组比较,HG组细胞迁移率升高,差
异有统计学意义(P<0.05);与HG组比较,Dex组细

胞迁移率降低,差异有统计学意义(P<0.05);与Dex

组比较,Dex+miR-126
 

mimic组细胞迁移率降低,差
异有统计学意义(P<0.05),Dex+miR-126

 

inhibitor
组细胞迁移率升高,差异有统计学意义(P<0.05)。
见图2。

图2  各组 HGPC迁移情况

2.6 Dex上调miR-126对HG诱导的HGPC
 

PI3K/
AKT通路活化的影响 与Con组比较,HG组 HG-
PC中p-PI3K、p-AKT蛋白相对表达水平降低,差异

均有统计学意义(P<0.05);与 HG组比较,Dex组

HGPC中p-PI3K、p-AKT蛋白相对表达水平升高,差
异均有统计学意义(P<0.05);与Dex组比较,Dex+
miR-126

 

mimic组 HGPC中p-PI3K、p-AKT蛋白相

对表达水平升高,差异均有统计学意义(P<0.05),而
Dex+miR-126

 

inhibitor组HGPC中p-PI3K、p-AKT
蛋白相对表达水平降低,差异均有统计学意义(P<
0.05)。见表4、图3。
表4  Dex上调 miR-126对 HG诱导的 HGPC

 

PI3K/AKT
  通路相关蛋白水平的影响(x±s,n=3)

组别 p-PI3K p-AKT

Con组 0.53±0.02 0.62±0.04

HG组 0.25±0.07a 0.24±0.04a

Dex组 0.42±0.04b 0.52±0.09b

Dex+miR-126
 

mimic组 0.68±0.09c 0.72±0.06c

Dex+miR-126
 

inhibitor组 0.16±0.05c 0.34±0.04c

F 37.603 35.382

P <0.001 <0.001

  注:与Con组比较,aP<0.05
 

;与 HG组比较,bP<0.05
 

;与
 

Dex
组比较,cP<0.05

 

。

图3  各组PI3K/AKT通路相关蛋白表达情况

3 讨  论

  糖尿病肾病是糖尿病的常见并发症,其特征是尿

液中蛋白质排泄率增加和肾功能丧失[8-9]。目前,糖
尿病肾病主要通过饮食调节、控糖、控血压、控血脂等

治疗以延缓早期疾病进展,晚期患者主要采用透析和

肾移植治疗,但预后不佳、不良反应大,开发新的药物

尤为迫切[10]。足细胞损伤是原发性肾小球疾病的主

要病理特点,可导致大量蛋白尿和肾功能衰竭[11]。本

研究在体外利用HG诱导肾小球足细胞进行造模,模
拟糖尿病肾病[12]。目前为止,尚无有效治疗糖尿病肾

病的方法。Dex是一种强效且高度选择性的跨膜 G
蛋白偶联α2肾上腺素受体激动剂,临床上常用于缓

解疼痛,同时还通过抑制炎症因子的释放而发挥抗炎

的作 用,Dex 具 有 减 轻 糖 尿 病 小 鼠 肾 损 伤 的 作

用[13-14]。miRNA主要是通过与靶基因信使RNA
 

3'
端非编码区进行碱基配对,引起靶标 mRNA降解或

翻译抑制,从而参与真核生物的生理、病理过程[15]。
QIU等[16]研究发现,miR-126-5p上调可降低 HG处

理的人系膜细胞中的炎症、氧化应激和细胞外基质积

累。本研究结果显示,200
 

nmol/L
 

Dex是增强 HG
诱导的HGPC活力的最佳浓度。与Con组比较,HG
组HGPC

 

miR-126相对表达水平及细胞活力降低

(P<0.05);与 mimic
 

NC组比较,miR-126
 

mimic组

miR-126水平及细胞活力升高,与inhibitor
 

NC组比

较,miR-126
 

inhibitor组miR-126水平及细胞活力降

低(P<0.05),提示 miR-126
 

mimic和 miR-126
 

in-
hibitor转染成功,且miR-126

 

mimic可以增强HG诱

导的HGPC细胞活力。与Con组比较,HG组细胞凋

亡率、细胞迁移率升高(P<0.05)。Dex组扭转了

HG对HGPC的上述作用,说明Dex可促进HG诱导

的HGPC增殖,抑制细胞凋亡及迁移能力。
PI3K/AKT信号通路与多种细胞的生长与分化

相关,可以调节细胞增殖、分化、代谢,与糖尿病肾病、
恶性肿瘤等多种疾病的发生、发展有关[17],且有研究
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显示,PI3K/AKT信号通路与糖尿病肾病足细胞损伤

的保护机制息息相关[18]。miR-126是近几年研究较

为广泛的miRNA,被发现其在糖尿病肾病炎症细胞

中可增强细胞活力,抑制细胞凋亡[19]。现有研究表

明,Dex减轻糖尿病小鼠肾损伤的机制可能与下调

miR-34a表达,进而降低氧化应激水平有关[20]。但

Dex对糖尿病肾病细胞损伤的作用机制及与miR-126
表达的关系目前仍不清晰。本研究结果显示,与Con
组比较,HG组HGPC中p-PI3K、p-AKT蛋白相对表

达水平降低(P<0.05),Dex组扭转了 HG对 HGPC
的上述作用;与Dex组比较,Dex+miR-126

 

mimic组

细胞凋亡率、细胞迁移率降低,细胞活力及p-PI3K、p-
AKT蛋白相对表达水平升高(P<0.05),Dex+miR-
126

 

inhibitor组则相反。提示Dex可能促进了PI3K/
AKT通路的激活过程,Dex和 miR-126过表达联合

后可促进 HG诱导的 HGPC活力,抑制细胞凋亡和

迁移,与LOU等[21]的研究中 miR-126过表达可明显

抑制体外糖尿病肾病细胞凋亡和抑制炎症,并诱导体

外糖尿病肾病组织中PI3K和p-AKT蛋白表达这一

结论相符合。
综上所述,Dex可能通过上调 miR-126促进 HG

诱导的足细胞增殖及PI3K/AKT通路活化,抑制细

胞凋亡及迁移能力。本研究发现,Dex具有抑制糖尿

病肾病足细胞炎症损伤的作用,提示Dex在临床应用

中具有良好的应用前景,下一步应研究Dex是否可调

控其他miRNA影响糖尿病肾病疾病的进程,为药物

干预/靶向 miRNA 在糖尿病肾病的基础研究提供

参考。
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