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ｍｉＲ１０ｂ通过下调 ＫＬＦ１０促进高糖诱导的
肾小管上皮细胞 ＥＭＴ
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　　［摘　要］　目的：探讨微小ＲＮＡ１０ｂ（ｍｉＲ１０ｂ）在高糖诱导的肾小管上皮细胞上皮间充质转化（ＥＭＴ）中的
作用及相关机制。方法：通过ＲＴｑＰＣＲ法分析２型糖尿病合并肾纤维化患者肾组织中ｍｉＲ１０ｂ的表达量；利用高
糖刺激人肾小管上皮细胞ＨＫ２建立ＥＭＴ模型，ＲＴｑＰＣＲ法检测 ｍｉＲ１０ｂ在 ＥＭＴ不同阶段的表达水平。在 ＨＫ２
细胞中分别转染ｍｉＲ１０ｂ模拟物（ｍｉｍｉｃ）和抑制物（ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ）２４ｈ后，再给予高糖刺激，相差显微镜观察细胞形态
学改变，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测纤连蛋白（ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ）和Ｎ钙黏蛋白（Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ）等ＥＭＴ标志蛋白的表达。通过在线
数据库ｍｉＲＢａｓｅ对ｍｉＲ１０ｂ的作用靶点进行预测，并利用双萤光素酶报告基因实验进行验证。结果：与癌旁正常
肾组织相比，２型糖尿病合并肾纤维化患者肾组织中ｍｉＲ１０ｂ的表达明显增加（Ｐ＜００１）。在高糖刺激诱导的ＨＫ
２细胞ＥＭＴ中，ｍｉＲ１０ｂ的表达呈现时间依赖性上调（Ｐ＜００１）。转染 ｍｉＲ１０ｂｉｎｈｉｂｉｔｏｒ可抑制高糖诱导的 ＨＫ２
细胞形态学改变以及ＥＭＴ标志蛋白 ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ、ＳＬＵＧ、Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ和 ＳＮＡＩ１表达的上调。在线数据库预测 ＫＬＦ１０
的３’ＵＴＲ可以与ｍｉＲ１０ｂ结合，该结果被双萤光素酶报告基因实验证实。同时，ＫＬＦ１０过表达可以逆转高糖诱导
的肾小管上皮细胞的形态学改变以及ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ和 Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ等 ＥＭＴ标志蛋白。进一步研究显示，ｍｉＲ１０ｂ是通
过抑制ＫＬＦ１０表达，从而激活ＴＧＦβ／Ｓｍａｄ３通路发挥作用。结论：ｍｉＲ１０ｂ可通过下调ＫＬＦ１０表达促进高糖诱导
的肾小管上皮细胞ＥＭＴ。
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　　一直以来，肾纤维化被认为是多种慢性肾疾病
进展至终末期肾病的病理损伤过程，它与肾功能障

碍和最终器官衰竭密切相关，但是目前仍然没有有

效干预手段以阻止肾纤维化的发生和发展［１２］。尽

管投入了大量的研究工作，肾纤维化是如何产生的

仍颇具争议性［２３］，而其中肾小管上皮间充质转化
（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）是导致肾纤
维化发生的机制之一［４］。在 ＥＭＴ过程中，上皮细胞
会失去自身的特性而获得基质细胞的特点，如细胞

形态改变；波形蛋白（ｖｉｍｅｎｔｉｎ）和α平滑肌肌动蛋白
（αｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅａｃｔｉｎ，αＳＭＡ）等表达增加，细胞迁
移能力增强；Ｅ钙黏蛋白（Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ）表达减少，细
胞间连接下降；细胞外基质蛋白，如纤连蛋白（ｆｉ
ｂｒｏｎｅｃｔｉｎ，ＦＮ）等表达增加［５］。几乎每一种肾损伤都

会不同程度地诱导肾小管上皮细胞经历 ＥＭＴ的不
同阶段从而导致纤维化，但是 ＥＭＴ是如何参与肾纤
维化的进程及其具体分子机制尚知之甚少，这意味

着对 ＥＭＴ的充分了解将会使我们为肾纤维化更好
地提出有效的干预策略。

最近有研究表明一些特异的微小 ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏ
ＲＮＡ，ｍｉＲＮＡ，ｍｉＲ）在组织的纤维化进程中扮演着至
关重要的角色［６７］。ｍｉＲＮＡ是一类由长约２０～２５ｎｔ
的单链非编码 ＲＮＡ，它主要通过抑制靶基因的翻译
在转录后水平调控靶基因的表达［８］。ｍｉＲ１０前体家
族成员编码了一系列短非编码 ＲＮＡ，它们广泛参与
到基因的调控过程中［９］，其中，ｍｉＲ１０ｂ是维甲酸诱
导的细胞分化事件中的关键调控子［１０］。除此之外，

ｍｉＲ１０ｂ也被证实可以通过促进细胞的增殖、侵袭以
及迁移等过程参与肿瘤生成，包括低级别胶质瘤和

乳腺癌等［１１１３］，这些事件与 ＥＭＴ有很多共同的调控
分子，比如生长分化因子 １５（ｇｒｏｗｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ
ｆａｃｔｏｒ１５，ＧＤＦ１５）可以同时促进转移和 ＥＭＴ［１４］；Ｓｋｉ
可以参与细胞的侵袭和 ＥＭＴ［１５］，基于以上研究，我
们推测ｍｉＲ１０ｂ很可能在ＥＭＴ进程中发挥着重要的
作用，且其潜在的机制也有待深入研究。

在本研究中，我们检测了２型糖尿病合并肾纤
维化患者肾组织样本中的 ｍｉＲ１０ｂ表达水平，并在
体外实验中研究了 ｍｉＲ１０ｂ是否参与了高糖诱导的
肾小管上皮细胞的 ＥＭＴ，并对其相关机制进行了探
索，以期为糖尿病肾病肾纤维化的有效治疗提供潜

在的候选靶点。

材　料　和　方　法

１　实验试剂
胎牛血清（ｆｅｔａｌｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍ，ＦＢＳ）和 ＤＭＥＭ

Ｆ１２培养基购自Ｇｉｂｃｏ；ＳｕｐｅｒＲｅａｌＰｒｅＭｉｘ试剂盒购自
北京天根公司；ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ试剂盒、ＴＲＩｚｏｌ试剂盒和
ＭＰＥＲ试剂盒购自 ＬｉｆｅＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ；Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
２０００转染试剂和 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＲＮＡｉＭＡＸ试剂盒购
自ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ；ＢＣＡ法蛋白定量试剂盒
购自江苏碧云天公司；ｍｉＲ１０ｂ模拟物（ｍｉｍｉｃ）和抑
制物（ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ）购自广东瑞博生物公司；抗 ＦＮ、
ＳＬＵＧ、ＫＬＦ１０和 βａｃｔｉｎ抗体购自 Ａｂｃａｍ；抗 Ｎｃａｄ
ｈｅｒｉｎ、ｐＳｍａｄ３和转化生长因子 β（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ
ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｎβ，ＴＧＦβ）抗体购自 ＣＳＴ；抗 ＳＮＡＩ１抗
体购自Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ；双萤光素酶报告基因检测试剂盒
购自Ｐｒｏｍｅｇａ。
２　临床样本
　　１０例癌旁肾组织来自病理科留存的肾癌切除术
后癌旁正常肾组织（经病理科检验为正常肾组织）；

１０例肾病患者肾组织来自于经肾穿刺检测的２型糖
尿病合并肾纤维化患者肾组织，该项实验经过患者

知情同意。实验经过中山大学孙逸仙纪念医院伦理

委员会批准。

３　方法
３．１　细胞培养与高糖诱导肾小管上皮细胞 ＥＭＴ模
型的建立　人永生化肾小管上皮细胞 ＨＫ２购自
ＡＴＣＣ。细胞在含１０％胎牛血清的 ＤＭＥＭＦ１２培养
体系中进行培养，培养环境为５％ ＣＯ２、９５％相对湿
度，Ｔｈｅｒｍｏ３１１１型３７℃恒温密闭式细胞培养箱中。
采用３０ｍｍｏｌ／ＬＤ葡萄糖分别作用于 ＨＫ２细胞０、
１２、２４和４８ｈ，建立高糖诱导肾小管上皮细胞 ＥＭＴ
模型。

３．２　瞬时转染实验　ＨＫ２细胞接种于３５ｍｍ培养
皿中，静置贴壁后以 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＲＮＡｉＭＡＸ转染
ＫＬＦ１０过表达质粒、ｍｉＲ１０ｂｍｉｍｉｃ和 ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，乱序
ＲＮＡ片段作为对照，１２ｈ后更换含 １０％ ＦＢＳ的
ＤＭＥＭＦ１２培养基并给予高糖刺激相应时间。具体
步骤如下：先向２５０μＬＯｐｔｉＭＥＭ培养基中加入相
应浓度片段，再向２５０μＬＯｐｔｉＭＥＭ培养基中加入
ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＲＮＡｉＭＡＸ５μＬ，然后将上述稀释好的
ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＲＮＡｉＭＡＸ和 ｍｉＲ１０ｂｍｉｍｉｃ或 ｉｎｈｉｂｉ
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ｔｏｒ片段混合，室温静置５ｍｉｎ；将混合物滴加到所需
转染培养皿中（培养基体积为２５ｍＬ），最终培养体
系为３ｍＬ。
３．３　ＲＴｑＰＣＲ实验　对于组织：取适量样本组织加
入１ｍＬＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ至匀浆器进行匀浆，液体澄清后
转移至１．５ｍＬ离心管中，室温静置５ｍｉｎ后，按照说
明书提取组织总 ＲＮＡ。对于细胞：当细胞生长至对
数期时，以每孔２×１０５密度接种于６孔板中，贴壁后
给予相应处理。处理结束后除去上清，按照说明书

每孔中加入 １ｍＬＴＲＩｚｏｌ试剂提取细胞 ＲＮＡ。总
ＲＮＡ经 Ｑｕｂｉｔ２．０荧光计测定浓度后，以 １μｇ总
ＲＮＡ进行逆转录反应，ＰＣＲ参数为４２℃ ６０ｍｉｎ，７０
℃ １０ｍｉｎ以终止逆转录反应。ｃＤＮＡ按照ＳｕｐｅｒＲｅａｌ
ＰｒｅＭｉｘ试剂盒说明书操作，与引物一起进行实时定
量 ＰＣＲ实验。ｍｉＲＮＡ１０ｂ的上游引物序列为 ５’
ＡＣＡＴＣＡＴＡＣＣＣＴＧＴＡＧＡＡＣＣＧＡＡ３’，下游引物序
列为５’ＧＡＴＴＧＧＡＴＧＴＴＣＴＣＣＡＣＡＧＴＣＴＣ３’；Ｕ６的
上游 引 物 序 列 为 ５’ＧＣＴＴＣＧＧＣＡＣＡＴＡＴＡＣＴＡ
ＡＡＡＴ３’，下游引物序列为５’ＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴ
ＧＣＧＴＧＴＣＡＴ３’。设置 ＰＣＲ参数为：９５℃ １０ｍｉｎ；
９５℃ １０ｓ、６２℃ ３０ｓ、７２℃ ３０ｓ进行４０个循环，缓
慢升温至 ９５℃。反应结束后，按照 ２－ΔΔＣｔ法计算
ｍｉＲ１０ｂ的相对表达量。
３．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测蛋白表达　ＨＫ２细胞接种
于３５ｍｍ培养皿中，经过各组处理至相应时间后去
除上清，预冷ＰＢＳ轻柔洗涤３次。每孔加入２００μＬ
细胞裂解液，按照 ＭＰＥＲ试剂盒说明书提取细胞总
蛋白，之后利用ＢＣＡ法试剂盒测定蛋白浓度。蛋白
定量至相同浓度后，取蛋白样品２０μｇ，加入５×ＳＤＳ
蛋白上样缓冲液并在沸水中煮５ｍｉｎ使蛋白彻底变
性。之后行 ＳＤＳＰＡＧＥ分离；湿转法转移到 ＰＶＤＦ
膜。５％脱脂奶粉室温封闭１ｈ后加入稀释后的 Ｉ抗
（抗体稀释液为 ５％ ＢＳＡ），４℃孵育过夜；次日用
ＴＢＳＴ洗涤３次，每次５ｍｉｎ，加入相应 ＩＩ抗室温孵育
１ｈ，ＴＢＳＴ洗涤３次后利用化学发光法显色拍照。
３．５　双萤光素酶报告基因实验　将ＫＬＦ１０基因３’
ＵＴＲ克隆至 ｐＧＬ３质粒以构建 ｐＧＬ３ＫＬＦ１０野生型
载体和突变型载体。ＨＫ２细胞接种于 １２孔板中，
静置贴壁后以Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００按照实验设计共转
染ｐＧＬ３ＫＬＦ４野生型载体或突变型载体以及 ｍｉＲ
１０ｂ模拟物。２４ｈ后，根据双萤光素酶报告基因实验
试剂盒说明书利用ＳｙｎｅｒｇｙＨ１型多功能酶标仪检测
萤火虫萤光素酶活性，以海肾萤光素酶活性作为内

参照。

４　统计学处理
使用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ６软件进行实验数据统计

分析。所有实验均进行３次或者３次以上，数据采
用均数±标准差（ｍｅａｎ±ＳＤ）表示。两组或多组定
量资料在满足正态分布和方差齐的条件下，分别采

用双侧ｔ检验和单因素方差分析（ｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ）
方法。以Ｐ＜００５为差异具有统计学意义。

结　　果

１　ｍｉＲ１０ｂ在肾纤维化组织中高表达
癌旁正常肾组织和 ２型糖尿病合并肾纤维化

患者肾组织中 ｍｉＲ１０ｂ表达的分析结果显示，在２
型糖尿病合并肾纤维化患者肾组织样本中，ｍｉＲ１０ｂ
的表达水平较正常对照组显著增加（Ｐ＜００１），见
图１。

Ｆｉｇｕｒｅ１．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｍｉＲ１０ｂｗａｓｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｉｎｔｈｅ
ｔｉｓｓｕｅｓｆｒｏｍｔｙｐｅ２ｄｉａｂｅｔｅｓｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｋｉｄｎｅｙｆｉｂｒｏ
ｓｉｓ．ＴｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆｍｉＲ１０ｂｉｎｐａｒａ
ｃａｒｃｉｎｏｍａｎｏｒｍａｌｔｉｓｓｕｅｓ（ＰＣ）ａｎｄｔｙｐｅ２ｄｉａｂｅｔｅｓｐａ
ｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｋｉｄｎｅｙｆｉｂｒｏｓｉｓ（ＫＤ）ｔｉｓｓｕｅｓｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄ
ｂｙＲＴｑＰＣＲ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝１０．Ｐ＜００１ｖｓＰＣ
ｇｒｏｕｐ．

图１　在２型糖尿病合并肾纤维化患者肾组织中ｍｉＲ１０ｂ的
表达增加

２　ｍｉＲ１０ｂ在高糖刺激的ＨＫ２细胞中高表达
３０ｍｍｏｌ／ＬＤ葡萄糖分别作用于 ＨＫ２细胞０、

１２、２４和４８ｈ后，可时间依赖性地促进 ｍｉＲ１０ｂ的
表达，其中刺激２４ｈ和４８ｈ后，ｍｉＲ１０ｂ的表达较正
常对照组显著上调（Ｐ＜００１），见图２Ａ。进一步利
用３０ｍｍｏｌ／Ｌ甘露醇作用于 ＨＫ２细胞 ４８ｈ，ｍｉＲ
１０ｂ的表达并没有改变，见图２Ｂ。结果说明，本研究
排除了渗透压改变，ｍｉＲ１０ｂ表达上调是高糖引起
的。

３　下调ｍｉＲ１０ｂ抑制高糖诱导的肾小管上皮细胞
ＥＭＴ

ＨＫ２细胞转染 ｍｉＲ１０ｂｉｎｈｉｂｉｔｏｒ２４ｈ后，给予
３０ｍｍｏｌ／ＬＤ葡萄糖刺激４８ｈ，观察细胞形态变化和
ＥＭＴ标志蛋白表达改变。结果显示，正常对照（ｎｏｒ
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ｍａｌｃｏｎｔｒｏｌ，ＮＣ）组ＨＫ２细胞呈现鹅卵石形状，高糖
（ｈｉｇｈｇｌｕｃｏｓｅ，ＨＧ）组细胞表现为成纤维细胞样的长
条形，而ｍｉＲ１０ｂｉｎｈｉｂｉｔｏｒ预处理可以抑制由高糖刺
激诱导的细胞形态学改变，见图３Ａ。同时，与ＮＣ组

相比，高糖刺激可诱导ＥＭＴ的分子标志蛋白ｆｉｂｒｏｎｅ
ｃｔｉｎ、ＳＬＵＧ、Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ和 ＳＮＡＩ１上调（Ｐ＜００１）；与
高糖组相比，ｍｉＲ１０ｂｉｎｈｉｂｉｔｏｒ预处理可抑制高糖诱
导的ＥＭＴ分子指标表达（Ｐ＜００１），见图３Ｂ。

Ｆｉｇｕｒｅ２．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆｍｉＲ１０ｂｗａｓｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｉｎｈｉｇｈｇｌｕｃｏｓｅｓｔｉｍｕｌａｔｅｄＨＫ２ｃｅｌｌｓｉｎａｔｉｍｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔｍａｎｎｅｒ（Ａ），
ｈｏｗｅｖｅｒ，３０ｍｍｏｌ／ＬｍａｎｎｉｔｏｌｈａｄｎｏｎｅａｆｆｅｃｔｏｎｍｉＲ１０ｂｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ（Ｂ）．ＴｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉＲ１０ｂｉｎｅａｃｈ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＲＴｑＰＣＲ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝３．Ｐ＜００１ｖｓ０ｈｇｒｏｕｐ．

图２　高糖刺激以时间依赖的方式诱导ＨＫ２细胞中ｍｉＲ１０ｂ表达上调

Ｆｉｇｕｒｅ３．ＤｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｍｉＲ１０ｂｉｎｈｉｂｉｔｅｄｈｉｇｈｇｌｕｃｏｓｅｉｎｄｕｃｅｄＥＭＴｉｎｒｅｎａｌｔｕｂｕｌａｒｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ．Ａ：ｔｈｅｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎ
ｇｅｓｏｆＨＫ２ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｏｂｓｅｒｖｅｄｂｙｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ（ｓｃａｌｅｂａｒ＝２０μｍ）；Ｂ：ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｉｎｄｉｃａｔｅｄＥＭＴｍａｒｋｅｒｓ
ｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝４．Ｐ＜００１ｖｓＮＣｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１ｖｓＨＧｇｒｏｕｐ．

图３　下调ｍｉＲ１０ｂ抑制高糖诱导的肾小管上皮细胞ＥＭＴ
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４　ｍｉＲ１０ｂ可直接作用于ＫＬＦ１０并抑制其表达
通过在线数据库 ｍｉＲＢａｓｅ对 ｍｉＲ１０ｂ的靶点进

行预测，结果显示 ＫＬＦ１０（Ｋｒüｐｐｅｌｌｉｋｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ
ｆａｃｔｏｒ１０）是ｍｉＲ１０ｂ的一个结合靶点，见图４Ａ。进
一步在ＨＫ２细胞转染ｍｉＲ１０ｂｍｉｍｉｃ或ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，检
测ＫＬＦ１０表达水平，结果显示在转染 ｍｉＲ１０ｂｍｉｍｉｃ
之后，ＫＬＦ１０的表达显著下降（Ｐ＜００１）；而在转染
ｍｉＲ１０ｂｉｎｈｉｂｉｔｏｒ后，ＫＬＦ１０的表达明显增加（Ｐ＜
００１），见图４Ｂ、Ｃ。为了进一步验证 ＫＬＦ１０是否为
ｍｉＲ１０ｂ的直接作用靶点，在 ｐＧＬ３载体中克隆入

Ｆｉｇｕｒｅ４．ｍｉＲ１０ｂｄｉｒｅｃｔｌｙｔａｒｇｅｔｅｄＫＬＦ１０ｍＲＮＡａｎｄｎｅｇａｔｉｖｅ
ｌｙｒｅｇｕｌａｔｅｄｉｔｓｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ．Ａ：ｓｃｈｅｍａｔｉｃｒｅｐｒｅｓｅｎｔａ
ｔｉｏｎｏｆＫＬＦ３’ＵＴＲｓｈｏｗｉｎｇｐｕｔａｔｉｖｅｍｉＲ１０ｂｂｉｎｄ
ｉｎｇｓｉｔｅ；ＢａｎｄＣ：ｍｉＲ１０ｂｍｉｍｉｃｉｎｈｉｂｉｔｅｄＫＬＦ１０
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ，ｗｈｅｒｅａｓｉｎｈｉｂｉｔｏｒａｕｇｍｅｎｔｅｄＫＬＦ１０ｅｘ
ｐｒｅｓｓｉｏｎ；Ｄ：ｒｅｌａｔｉｖｅｌｕｃｉｆｅｒａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＫＬＦ１０ＷＴ
ａｎｄＫＬＦ１０ｍｕｔａｎｔ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝３．△△Ｐ＜００１
ｖｓＮＣｇｒｏｕｐ．

图４　ｍｉＲ１０ｂ直接作用于ＫＬＦ１０并抑制其表达

ＫＬＦ１０３’ＵＴＲ的野生型和突变型，结果显示，在共
转染ｐＧＬ３ＫＬＦ１０野生型质粒与 ｍｉＲ１０ｂ前体质粒
时，萤光强度被明显抑制（Ｐ＜００１）；而与 ｍｉＲ１０ｂ
结合区域被突变后，萤光强度与正常水平类似，见图

４Ｄ。这些结果提示ｍｉＲ１０ｂ可直接作用于ＫＬＦ１０并
抑制其表达。

５　ＫＬＦ１０过表达抑制高糖诱导的肾小管上皮细胞
ＥＭＴ

为研究ＫＬＦ１０对肾小管上皮细胞 ＥＭＴ的直接
作用，用ＫＬＦ１０过表达质粒转染 ＨＫ２细胞，２４ｈ后
再用高糖刺激４８ｈ，分析 ＫＬＦ１０对 ＥＭＴ的影响，结
果显示，ＫＬＦ１０过表达可以逆转由高糖诱导的 ＨＫ２
细胞的形态学改变，见图５Ａ，并显著抑制ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ、
ＳＬＵＧ、Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ和 ＳＮＡＩ１的表达（Ｐ＜００１），见图
５Ｂ。这些结果提示ＫＬＦ１０过表达抑制肾小管上皮细
胞的ＥＭＴ。

Ｆｉｇｕｒｅ５．ＫＬＦ１０ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｒｅｖｅｒｓｅｄｈｉｇｈｇｌｕｃｏｓｅｉｎｄｕｃｅｄ
ＥＭＴｉｎＨＫ２ｃｅｌｌｓ．Ａ：ｔｈｅｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｏｆ
ＨＫ２ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｅｘａｍｉｎｅｄｂｙｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ（ｓｃａｌｅｂａｒ＝
２０μｍ）；Ｂ：ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＥＭＴｍａｒｋｅｒｓ
ｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝３．
Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＃＃Ｐ＜００１ｖｓＨＧ
ｇｒｏｕｐ．

图５　过表达 ＫＬＦ１０可以逆转高糖刺激诱导的 ＨＫ２细胞
ＥＭＴ
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６　ＫＬＦ１０过表达抑制ＴＧＦβ／Ｓｍａｄ３激活
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，高糖可诱导 ＴＧＦβ／

Ｓｍａｄ３通路激活，而 ＫＬＦ１０过表达抑制高糖诱导的
ＴＧＦβ／Ｓｍａｄ３通路激活（Ｐ＜００１），见图６Ａ，该结果
与图５结果共同说明ＫＬＦ１０通过抑制ＴＧＦβ／Ｓｍａｄ３
信号通路，抑制肾小管上皮细胞 ＥＭＴ。接下来，进一
步研究 ｍｉＲ１０ｂ对 ＥＭＴ的促进作用是否由 ＫＬＦ１０／

ＴＧＦβ／Ｓｍａｄ３通路所介导，直接在ＨＫ２细胞中转染
ｍｉＲ１０ｂｍｉｍｉｃ可显著增强ＴＧＦβ／Ｓｍａｄ３通路活性，
而 ＫＬＦ１０过表达可逆转 ｍｉＲ１０ｂ的作用（Ｐ＜
００１），见图６Ｂ。以上结果共同说明ｍｉＲ１０ｂ促进高
糖诱导的肾小管上皮细胞 ＥＭＴ的作用是通过
ＫＬＦ１０／ＴＧＦβ／Ｓｍａｄ３信号通路介导的。

Ｆｉｇｕｒｅ６．ＫＬＦ１０ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｈｉｂｉｔｅｄＥＭＴｂｙｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＧＦβ／Ｓｍａｄ３ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ．Ａ：ＫＬＦ１０ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｒｅ
ｖｅｒｓｅｄｈｉｇｈｇｌｕｃｏｓｅｓｔｉｍｕｌａｔｅｄＴＧＦβ／Ｓｍａｄ３ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ；Ｂ：ＫＬＦ１０ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｈｉｂｉｔｅｄｍｉＲ１０ｍｉｍｉｃｉｎｄｕｃｅｄＴＧＦ
β／Ｓｍａｄ３ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝３．Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＃＃Ｐ＜００１ｖｓＮＣｇｒｏｕｐ；△△Ｐ＜００１ｖｓｍｉＲ１０ｂ
ｍｉｍｉｃｇｒｏｕｐ．

图６　ＫＬＦ１０过表达通过抑制ＴＧＦβ／Ｓｍａｄ３信号通路逆转ＥＭＴ

讨　　论

研究表明肾小管上皮细胞 ＥＭＴ在肾纤维化过
程中扮演着重要的角色［１６］，除此之外，众多研究者在

多种模型中也发现抑制 ＥＭＴ可以有效减轻肾纤维
化的发生［１７１９］。这些研究背景从不同层面表明了

ＥＭＴ在肾纤维化过程中的重要性。在这些研究中，
ｍｉＲＮＡｓ在 ＥＭＴ事件中所扮演的角色一直受到人们
的关注。本研究发现在高糖诱导的 ＨＫ２细胞纤维
化过程中 ｍｉＲ１０ｂ表达上调，且抑制 ｍｉＲ１０ｂ能部
分抑制高糖诱导的 ＨＫ２细胞纤维化。进一步研究
发现ＫＬＦ１０是ｍｉＲ１０参与高糖诱导的ＨＫ２细胞纤
维化过程中的直接靶点，ｍｉＲ１０ｂ是通过下调ＫＬＦ１０
来完成促进高糖诱导的ＨＫ２细胞纤维化的。ＫＬＦ１０
是一个含有锌指蛋白结构域的转录因子，ＴＧＦβ是
它一个早期应答基因［２０］。大量研究表明 ＴＧＦβ／
Ｓｍａｄ３在肾纤维化的 ＥＭＴ中扮演着重要的角

色［２０２２］。因此本研究探讨 ＫＬＦ１０是否通过 ＴＧＦβ／
Ｓｍａｄ３通路影响肾小管上皮细胞 ＥＭＴ。我们发现
ｍｉＲ１０ｂ可以通过抑制ＫＬＦ１０的表达从而促进 ＥＭＴ
进程；同时，ｍｉＲ１０ｂ表达也促进 ＴＧＦβ／Ｓｍａｄ３的激
活。同样在肺癌细胞 Ａ５４９的研究中表明 ＫＬＦ１０可
以通过占据促 ＥＭＴ转录因子 ＳＬＵＧ启动子中的 ＧＣ
高含量区域，从而抑制 ＨＤＡＣ１的招募导致 ＳＬＵＧ的
下调表达，这些事件协同作用阻碍了 ＥＭＴ的进
程［２３］。与此结果一致，在本研究中，我们发现ＫＬＦ１０
的上调表达可以抑制包括 ＳＬＵＧ在内的一些促 ＥＭＴ
转录因子的表达，同时也可抑制 ＥＭＴ的发生。除此
之外，ＫＬＦ１０的高表达也可以抑制促 ＥＭＴ转录因子
ＳＮＡＩ１的表达。但是ＫＬＦ１０是通过何种作用机制使
得它们的表达受到影响还需要我们进一步证明。总

而言之，我们的结果证明了 ＫＬＦ１０是 ｍｉＲ１０ｂ介导
的ＥＭＴ事件中不可缺少的一环。

综上所述，我们的研究表明 ｍｉＲ１０ｂ可通过直

·９５２１·



接抑制ＫＬＦ１０的表达从而促进高糖刺激的肾小管上
皮ＥＭＴ。ｍｉＲ１０ｂ在糖尿病肾病肾纤维化的诊断与
治疗中有望成为一个有潜力的候选靶点。
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