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　 　 【摘要】 　 目的　 明确 miR-146b-5p 在小鼠肾纤维化模型中的表达情况,并探讨体内敲低 miR-146b-5p 对小鼠

肾损伤及纤维化的影响。 方法 　 将 24 只 8 周龄 C57BL / 6 雄性小鼠随机分为假手术组( sham), UUO 模型组

(UUO),UUO+肾 miR-146b-5p 电转敲低组(UUO-KD),每组 8 只。 Sham 组仅切开皮肤,暴露且游离右侧肾输尿管,
不做结扎或离断处理。 UUO 组,行单侧输尿管梗阻(UUO)动物模型。 UUO-KD 组通过先电转 CRISPR / RfxCas13 d
质粒于小鼠肾进行特异性 miR-146b-5p 敲低,24

 

h 后按模型组方法建立 UUO 小鼠模型,7
 

d 后处死小鼠收集肾标

本。 HE 染色观察肾病理变化,Masson 检测肾间质纤维化程度,免疫组化检测纤维化相关蛋白( α-SMA、FN、Col-1)
表达,Western

 

Blot、Real-time
 

PCR 检测 miR-146b-5p、α-SMA、FN、IL-1β、IL-6、TNF-α 等基因的变化。 结果 　 miR-
146b-5p 在 UUO 模型中显著升高,电转敲低 miR-146b-5p 后该基因显著下降(P<0. 05),同时,IL-1、IL-6、TNF-α 等

炎性因子表达出现显著下调(P<0. 05)经 HE、Masson 染色后观察到,UUO-KD 组较 UUO 组相比肾结构良好,肾小管

变形轻微,肾损伤及纤维化程度均明显改善。 且免疫组化结果发现:α-SMA、FN、Col-1 等纤维化指标在 UUO-KD 组

也显著降低(P<0. 0001)。 结论　 抑制 UUO 中高表达的 miR-146b-5p 可明显改善肾纤维化,miR-146b-5p 可能是肾

纤维化的一个潜在治疗靶标。
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【Abstract】　 Objective　 To
 

investigate
 

miR-146b-5p
 

expression
 

in
 

mice
 

model
 

of
 

renal
 

fibrosis
 

induced
 

by
 

unilateral
 

renal
 

ureteral
 

ligation,
 

and
 

to
 

suppress
 

miR-146b-5p
 

expression
 

to
 

improve
 

renal
 

fibrosis
 

induced
 

by
 

unilateral
 

renal
 

ureteral
 

ligation
 

in
 

mice. Methods 　 Twenty-four
 

8-week-old
 

C57BL / 6
 

male
 

mice
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

sham
 

operation
 

group
 

(sham),
 

UUO
 

model
 

group
 

(UUO),
 

UUO+kidney
 

miR-146b-5p
 

knockdown
 

group
 

(UUO-KD),
 

8
 

mice
 

in
 

each
 

group.
 

In
 

the
 

sham
 

group,the
 

skin
 

was
 

only
 

cut
 

to
 

expose
 

and
 

free
 

the
 

right
 

kidney
 

and
 

ureter
 

without
 

ligation
 

or
 

disconnection.
 

In
 

the
 

UUO
 

group,
 

the
 

animal
 

model
 

of
 

unilateral
 

ureteral
 

obstruction
 

(UUO)
 

was
 

performed.
 

In
 

the
 

UUO-
KD

 

group,
 

miR-146b-5p
 

was
 

specificly
 

knocked
 

down
 

by
 

electrotransferring
 

the
 

CRISPR / RfxCas13
 

d
 

plasmid
 

in
 

the
 

mouse
 

kidney.
 

After
 

24
 

hours,
 

the
 

UUO
 

mouse
 

model
 

was
 

established
 

according
 

to
 

the
 

method
 

of
 

the
 

model
 

group,
 

and
 

the
 

mice
 

were
 

sacrificed
 

7
 

days
 

later
 

to
 

collect
 

kidney
 

samples.
 

HE
 

staining
 

was
 

used
 

to
 

observe
 

renal
 

pathological
 

changes,
 

Masson
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

degree
 

of
 

renal
 

interstitial
 

fibrosis,
 

immunohistochemistry
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

of
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fibrosis-related
 

proteins
 

(α-SMA,
 

FN,
 

Col-1),
 

and
 

Western
 

Blot
 

and
 

Real-time
 

PCR
 

were
 

used
 

to
 

detect
 

miR-146b-5p,
 

α-SMA,
 

FN,
 

IL-1β,
 

IL-6,
 

TNF-α
 

and
 

other
 

gene
 

changes. Results 　 Real-time
 

PCR
 

showed
 

that
 

miR-146b-5p
 

was
 

significantly
 

increased
 

in
 

UUO
 

model,
 

and
 

the
 

gene
 

was
 

significantly
 

decreased
 

after
 

electroporation
 

knockdown
 

of
 

miR-
146b-5p

 

(P
 

<
 

0. 05).
 

Meanwhile,the
 

expression
 

of
 

IL-1β,
 

IL-6,
 

TNF-α
 

and
 

other
 

inflammatory
 

factors
 

was
 

significantly
 

down-regulated
 

(P
 

<
 

0. 05).
 

It
 

was
 

observed
 

after
 

HE
 

and
 

Masson
 

staining.
 

Compared
 

with
 

the
 

UUO
 

group,
 

the
 

UUO-KD
 

group
 

had
 

a
 

better
 

kidney
 

structure,
 

slightly
 

deformed
 

renal
 

tubules,
 

and
 

less
 

severe
 

renal
 

damage.
 

The
 

degree
 

of
 

fibrosis
 

was
 

significantly
 

improved.
 

And
 

the
 

results
 

of
 

immunohistochemistry
 

showed
 

that
 

α-SMA,
 

FN,
 

Col-1
 

and
 

other
 

fibrosis
 

indicators
 

were
 

also
 

significantly
 

reduced
 

in
 

the
 

UUO-KD
 

group
 

(P
 

<
 

0. 0001).
 

Conclusions 　
 

Inhibition
 

of
 

highly
 

expressed
 

miR-146b-5p
 

in
 

UUO
 

can
 

significantly
 

improve
 

renal
 

fibrosis,
 

and
 

miR-146b-5p
 

may
 

be
 

a
 

potential
 

therapeutic
 

target
 

for
 

renal
 

fibrosis.
【Keywords】　 miR-146b-5p;

 

targeted
 

electro-knockdown
 

technology;
 

renal
 

fibrosis;
 

chronic
 

kidney
 

disease
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　 　 近年来,以肾间质纤维化为特征的慢性肾病

(chronic
 

kidney
 

disease,CKD) 发病率显著增加,全
球发病率超过 10%,其中 70 岁以上患者占 50%以

上,目前尚缺乏有效的临床治疗手段[1] 。 深入挖掘

CKD 潜在的发病机制,并开发新颖的治疗方法,对
于防治 CKD 的发生发展至关重要[2] 。 microRNA

 

(miRNA)
 

是一类由内源基因编码的长度约为 22 个

核苷酸的非编码单链 RNA 分子,它们在动植物中广

泛参与转录后基因表达调控。 多项研究已证实,
miRNA 在包括糖尿病肾病、肾小球病变、肾囊肿和

肾癌等多种肾疾病的发生和发展中起调控作用[3] 。
本课题组前期通过转录组测序,在小鼠 UUO 模型中

筛选出包括 miR-146b-5p 在内的多个 miRNA 在肾

组织中高表达。 有研究报道,miR-146b-5p 可调节

肾细胞癌的发生,阻断其表达可长期负向调节肿瘤

生长,但 miR-146b-5p 在肾纤维化中的作用和功能

未知[4-5] 。 电转技术是一种高效的细胞转染技术,
其通过脉冲电流在细胞膜上打孔后将目的核酸导

入细胞内[6] 。 电转不仅用于体外培养细胞的转染,
还被广泛用于敲除小鼠的生产、肿瘤治疗、基因治

疗和基于细胞的治疗中[7] 。 值得注意的是,电转技

术已被证明可用于体内组织原位的高效基因转染。
为探索 miR146b-5p 在肾纤维化中的作用,本研究建

立 UUO 小鼠模型,观察 miR-146b-5p 在小鼠肾纤维

化模型中的表达情况,并通过原位电转技术在肾抑

制 miR-146b-5p 的表达,探讨下调其表达对小鼠肾

纤维化的改善作用,为 CKD 肾纤维化的防治研究提

供新思路。

1　 材料与方法
 

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

SPF 级雄性 C57BL / 6 小鼠 24 只,8 周龄,体重

22 ~ 25 g,购自重庆腾鑫生物有限公司【 SCXK(川)
2020-030】,饲养于西南医科大学实验动物中心

【SYXK(川)2020-065】。 小鼠均自由摄食饮水,环
境温度 20

 

~
 

24℃ ,相对湿度 50%
 

~
 

60%,12
 

h / 12
 

h
明暗交替,适应性饲养 1 周开始实验。 研究获得西

南医科大学动物伦理委员会的批准(2021DW027)。
1. 1. 2　 主要试剂与仪器

TRIzol 试剂 ( 天根生化科技有限公司, Lot#

P5207,中国),无内毒素质粒大提试剂盒(天根生化

科技有限公司,Lot#W9623,中国),兔抗小鼠 α-SMA
抗体( proteinch,00096457),兔抗小鼠 Gapdh 抗体

(Abways,AB0037),兔抗小鼠 College-1( Col-1)抗体

( Cell
 

Signaling
 

Technology, 4060 ), 兔 抗 小 鼠

Fibronectin(FN)抗体( Abmart,334482)小鼠抗小鼠

IL-1β 抗体( Santa
 

cruz,sc-52012)、小鼠抗小鼠 IL-6
抗体( Santa

 

cruz,sc-32296)、小鼠抗小鼠 TNF-α 抗

体( Santa
 

cruz, sc-52746)、 兔抗小鼠 Wnt-5a 抗体

(Affinity
 

biosciences,DF-6856),兔抗小鼠 β-catenin
抗体( Affinity

 

biosciences,AF6266),荧光定量 PCR
染料 试 剂 ( Promega, LS2068 ), HE 染 色 试 剂 盒

(Beyotime
 

Biotechnology,C0105),中杉金桥免疫组

化试剂盒( ZSGB-BIO,PV-6000),Masson 染色试剂

盒(贝索生物公司,BA-40798)。 LightCycle
 

96 荧光

定量 PCR 仪( Roche,瑞士),正置光学显微镜(尼

康,Nikon
 

Eclipse
 

E100,日本),电泳槽和湿转转膜

系 统 ( Bio-Rad, 美 国 ), 质 粒 电 转 仪 器 ( Pulse
 

Generator
 

CUYEDITⅡ,美国)。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 动物分组及实验干预

实验分为正常组(WT)、假手术组(sham)、模型

组( UUO) 和 UUO + miR-146b-5p 靶向电转敲低组

(UUO-KD),及 sham+miR-146b-5p 靶向电转敲低组

( KD-1day )、 绿 色 荧 光 质 粒 电 转 组
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(Electrotransfection)。 假手术组仅切开右侧背部皮

肤,暴露且游离右侧肾输尿管,不做结扎或离断处

理。 模型组按参考文献[8] 建立单侧输尿管梗阻小

鼠模型,方法如下:腹腔注射 1%戊巴比妥钠成功麻

醉小鼠后,在小鼠右侧背部脊柱旁约 1
 

cm 处切开背

部皮肤,分离暴露右肾,游离右侧近端输尿管,于靠

近肾门处和输尿管下 1 / 3 水平分别以 4-0 号丝线

结扎输尿管后离断输尿管,缝合腹腔。 UUO-KD 组,
首先对小鼠进行质粒注射及肾原位电转操作,24

 

h
后建立单侧输尿管梗阻小鼠模型,具体如下:麻醉

小鼠后分离暴露右肾,游离小鼠肾静脉、肾动脉,于
近心端处夹闭肾动静脉后,用 36

 

G 针头注入已提取

的质粒约 100
 

μL(质粒浓度 = 1
 

μg / μL),观察肾膨

胀且色泽变苍白,即为注射成功。 将无菌纸剪成约

肾面积大小,浸生理盐水湿润后,覆于肾两侧,用电

极轻夹住湿无菌纸包裹的肾,观察电阻<
 

500
 

Ω 时,
即可开始电转(参数:电转电压(Pd

 

V)= 50
 

V,电转

电流(Pd
 

A) = 300
 

mA,瞬时电转持续时长(Pd
 

on)
= 50. 0

 

ms,瞬时电转休息时长(Pd
 

off)= 1000
 

ms,总
电转次数(Pd

 

N)= 4 次。 常规饲养 24
 

h 后,观察状

况良好,按模型组构建方法,建立肾间质纤维化模

型。 KD-1
 

day 组仅对小鼠进行质粒注射及肾原位

电转操作,Electrotransfection 组仅进行肾原位电转

绿色荧光质粒。 造模 1
 

d 或 7
 

d 后处死小鼠,取出手

术侧肾组织,将 1 / 4 肾组织置于 4%多聚甲醛中固

定,用于后期病理染色,剩余肾组织迅速置于-80℃
冰箱中冻存,用于提取组织蛋白及 RNA。
1. 2. 2　 CRISPR / RfxCas13 d 敲除载体构建

取构建好的质粒 10
 

μL 加入 DH5α 感受态细

胞,间歇振荡每次 5
 

min,共 6 次,置于 42℃ 水浴锅

中热激 90
 

s,加入 LB 培养基 500
 

μL,于摇床中震摇

50
 

min ( 100
 

r / min、 37℃ ), 后 离 心 5
 

min
(3000

 

r / min),倒掉上清液,留 100
 

μL 进行重悬后

铺板于 AMP 抗性平板上,倒置培养过夜。 筛选阳性

菌株,培养收集菌液,按质粒提取试剂盒要求提取、
纯化质粒 ( sgRNA 序列 ( 5 ’ → 3 ’): ATGGAATTC

 

AGTTCTCAGAGCCA)。
1. 2. 3　 Real-time

 

PCR
 

检测各组小鼠肾组织中 miR-
146b-5p 的表达

 

取冻存肾组织, TRIzol 法提取肾组织中总

RNA,Nanodrop 测定总 RNA 浓度。 取 1
 

μg 总 RNA,
按照逆转录试剂盒说明书操作逆转录合成 cDNA。
以 cDNA 为模板,用 miR-146b-5p 引物参照 PCR 试

剂盒说明书构建 PCR 体系后进行 PCR 反应,PCR
反应条件:

 

95℃ ,30
 

s;95℃ ,3 ~ 10
 

s;60℃ ,10 ~ 30
 

s;

40
 

个循环后结束。 以 U6 作为 miR-146b-5p 的内参

基因,GAPDH 作为 IL-1β、IL-6、TNF-α、α-SMA 的内

参基因。 根据内参表达量检测计算目标基因的相

对表达,相对表达量通过 2-ΔΔCT 法算。 序列见表 1。

表 1　 引物信息

Table
 

1　 Information
 

of
 

primers
基因名

Gene
 

names
序列(5’→3’)
Sequences(5’→3’)

miR-146b-5p F:CGCGTGAGAACTGAATTCCA
R:AGTGCAGGGTCCGAGGTATT

IL-1β F:
 

TGCCACCTTTTGACAGTGATG
R:

 

AAGGTCCACGGGAAAGACAC
IL-6 F:

 

AAAGAGTTGTGCAATGGCAATTCT
R:AAGTGCATCATCGTTGTTCATACA

TNF-α F:CATCTTCTCAAAATTCGAGTGACAA
R:TGGGAGTAGACAAGGTACAACCC

α-SMA F:CTCTGGTGTGTGACAATGGTCC
 

R:CGAAGCTCGTTATAGAAGGAGTG
 

U6 F:CAAATTCGTGAAGCGTTCCAT
R:AGTGCAGGGTCCGAGGTATT

GAPDH F:AGGTCGGTGTGAACGGATTTG
R:TGTAGACCATGTAGTTGAGGTCA

1. 2. 4　 小鼠肾 HE 染色及 Masson 染色

HE 染色:将小鼠肾组织取出后用 4%多聚甲醛

溶液固定 48
 

h,经梯度乙醇脱水,二甲苯透明后,石
蜡浸润包埋,并用切片机制备 4

 

μm 切片,行 HE 染

色,镜下观察肾组织的病理改变。
Masson 染色:染色前对切片进行常规脱腊复水

后,铁苏木素染色 5
 

min,水洗,1%盐酸酒精分色,
0. 5%氨水促黑 2

 

min,水洗,丽春红染色 8
 

~
 

10
 

min,磷钼酸分色 1
 

~
 

5
 

min,加入甲苯胺蓝后水洗,
1%冰醋酸 1

 

min 后脱水封片,观察镜下肾组织间质

纤维化程度。
1. 2. 5　 蛋白免疫印迹法(Western

 

Blot)检测肾组织

纤维化相关蛋白表达

采用蛋白印记法检测 α 平滑肌肌动蛋白( α-
SMA),取肾组织 0. 1

 

g 置于裂解液中,并将其置于

冰上碾碎,裂解 20
 

~
 

30
 

min,后离心取上清液,采用

考马斯亮蓝测蛋白浓度法,测出蛋白浓度,并将每

个样本蛋白浓度调整为 10
 

μg / μL,后加入 8
 

μL,到
12%

 

SDS 聚丙烯酰胺凝胶中进行电泳, 转膜至

PVDF 膜后按 1 ∶ 1000 的稀释比例加入多克隆抗体

α-SMA 于 4℃孵育过夜,后加入 HRP 偶联二抗常温

孵育 1
 

h。 加入 ECL 显色,凝胶成像分析仪成像,结
果以目标蛋白 / 内参相对灰度值表分析。
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1. 2. 6　 小鼠肾组织免疫组化

将小鼠肾组织取出后用 4%多聚甲醛溶液固定

48
 

h,经梯度乙醇脱水,二甲苯透明后,石蜡浸润包

埋,并用切片机制备 4
 

μm 厚度石蜡切片。 经脱蜡

复水,抗原修复后,封闭,滴加多克隆抗体 α-SMA、
Col-1、FN 并按 1 ∶ 200 稀释比例,4℃ 过夜,再滴加

生物素化二抗,室温敷育 15
 

min,DAB 显色,苏木素

复染,流水冲洗反蓝 15
 

min,脱水透明后,封片,镜下

观察 α-SMA、Col-1、FN 表达。

注:A:HE 染色结果;B:免疫组化结果;C:α-SMA 的 Western
 

Blot 结果;D:α-SMA 的 PCR 结果;E:测序结果图;F:miR-146b-5p 的 PCR 结果;

与 Sham 组相比,∗∗∗∗P
 

<
 

0. 0001。

图 1　 miR-146b-5p 在 UUO 小鼠肾中显著增高

Note.
 

A.
 

HE
 

staining
 

result.
 

B.
 

Immunohistochemistry
 

result.
 

C.
 

Western
 

Blot
 

result
 

of
 

α-SMA
 

protein.
 

D.
 

PCR
 

result
 

of
 

α-SMA.
 

E.
 

Sequencing
 

result.
 

F.
 

PCR
 

result
 

of
 

miR-146b-5p.
 

Compared
 

with
 

sham
 

group,∗∗∗∗P
 

<
 

0. 0001.

Figure
 

1　 miR-146b-5p
 

is
 

significantly
 

increased
 

in
 

UUO
 

mice
 

kidney

1. 2. 7　 基于全转录组的 miRNA 测序

测序工作由广州基迪奥生物公司完成,提取高

质量 RNA 后采用 Illumina
 

HiSeq 测序仪进行测序。
1. 3　 统计学分析

采用 SPSS
 

21. 0 对数据进行统计分析,计量资

料若符合正态分布采用平均值±标准差( 􀭰x
 

±
 

s) 表

示,若不符合正态分布采用中位数表示。 两组间差

异性的比较,服从正态分布且方差齐则采用非配对 t
检验,方差不齐采用 Welch’ s 校正非配对 t 检验。
多组间差异性的比较,各组均符合正态分布且方差

齐则采用单因素 ANOVA 检验,组间多重比较采用

LSD 法,各组资料不符合正态分布或方差不齐,采用

Kruskal-Wallis
 

H 检验,若提示组间存在差异,进一

步采用独立样本的非参数检验进行组间两两比较,
P

 

<
 

0. 05 为差异具有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 测序分析 UUO 部分 miRNA 表达,miR-146b-
5p 在 UUO 中显著增高

HE 染色结果显示 UUO 小鼠较 sham 组小鼠肾

小管扩张明显,肾小球变形破坏严重,肾间质增宽。
免疫组化结果显示 UUO 组较 sham 组肾间质 α 平滑

肌肌动蛋白( α-SMA),FN 纤维蛋白沉积显著增多

与免疫印记、PCR 结果一致(P
 

<
 

0. 0001)。 采用全

转录组测序发现多种 miRNA 在 UUO 小鼠肾中高表

达,其中 miR-146b-5p 的上升幅度最为明显,PCR 结

果验证 miR-146b-5p 在 UUO 小鼠体内表达增加与

测序结果一致,较 sham 组显著增加(P
 

<
 

0. 0001),
见图 1。
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2. 2　 原位肾电转效率检测

采用肾原位电转的方式将绿色荧光质粒电转

染至肾中,并观察到了大量荧光信号,说明肾原位

电转效率高,可为后续 miRNA 敲低质粒的原位电转

染提供良好的实验基础。 其有效电转参数为:正反

向电转模式,电转电压(Pd
 

V)= 50
 

V,电转电流(Pd
 

A)= 300
 

mA,瞬时电转持续时长(Pd
 

on)= 50. 0
 

ms,
瞬时电转间隔时长(Pd

 

off) = 1000
 

ms,总电转次数

(Pd
 

N)= 2,见图 2。
2. 3　 电转抑制 miR-146b-5p 对 UUO 肾病理改变

的影响

正常小鼠肾电转 miR-146b-5p 敲低质粒 1
 

d 后,
通过 Real-time

 

PCR 检测到 miR-146b-5p 表达量显

著下降(P
  

<
  

0. 01);且电转 7
 

d 后肾功能变化差异

无显著性,证实电转不会对肾造成病理损伤。 电转

7
 

d 后,免疫印记结果显示 UUO-KD 组 α-SMA 蛋白

表达显著下降(P
  

<
  

0. 01),且与 PCR 结果显示一致

(P
  

<
  

0. 001),HE 染色结果及 Masson 染色结果显示

UUO 组小鼠肾组织中,肾小管明显扩张,肾小球破

坏明显,且间质增宽,经电转靶向敲低后,小鼠肾病

理损伤显著好转。 且经 miR-146b-5p 靶向电转敲低

后小鼠肾间质损伤明显减轻,胶原成分减少,间质

纤维化面积显著降低,见图 3。
2. 4　 电转抑制 miR-146b-5p 后可降低 UUO 小鼠

炎症及纤维化改变

UUO-KD 组较 UUO 组可显著下调 IL-6、TNF-α、
IL-1β 炎症指标 mRNA 表达量,且差异具有显著性

(P
  

<
  

0. 01); 免疫组化结果显示: UUO-KD 组较

UUO 组肾间质 α-SMA、Col-1 沉积显著减少,且肾组

织结构完整,损伤轻微,Western
 

Blot 结果发现,UUO
组中 wnt5a、β-catenin 在蛋白水平上均高表达,UUO-
KD 组 wnt5a、β-catenin 表达均显著下降,说明电转

抑制 miR-146b-5p 后可显著下调 UUO 小鼠炎症及

纤维化,见图 4。

注:A:小鼠电转流程示意图;B:为光镜下肾原位电转后荧光图;C:CRISPR / RfxCas13
 

d 载体序列示意图。

图 2　 原位肾电转流程

Note.
 

A.
 

Schematic
 

diagram
 

of
 

mouse
 

electroporation
 

process.
 

B.
 

Luorescence
 

image
 

of
 

kidney
 

in
 

situ
 

electroporation
 

under
 

light
 

microscope.
 

C.
 

Schematic
 

diagram
 

of
 

CRISPR / RfxCas13
 

d
 

vector
 

sequence.

Figure
 

2　 Process
 

of
 

renal
 

electroporation
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注:A:KD-1day 组电转后 1
 

d,小鼠肾 miR-146b-5p
 

PCR 结果;B:尿素氮结果;C:肌酐测试结果;D:α-SMA 的 Western
 

Blot 结果,蛋白量化结

果;E:UUO 小鼠电转后 PCR 结果;F:HE 染色结果;G:Masson 染色结果。 与 UUO 组相比,∗P
 

<
 

0. 01,∗∗P
 

<
 

0. 001。 (下图同)

图 3　 电转抑制 miR-146b-5p 对 UUO 肾病理改变的影响

Note.
 

A.
 

One
 

day
 

after
 

electroporation,
 

the
 

PCR
 

results
 

of
 

miR-146b-5p
 

mRNA
 

expression
 

in
 

mouse
 

kidney.
 

B.
 

Urea
 

nitrogen
 

results.
 

C.
 

Creatinine
 

test
 

results.
 

D.
 

Western
 

Blot
 

results
 

of
 

α-SMA,
 

protein
 

quantification
 

results.
 

E.
 

PCR
 

results
 

after
 

electroporation
 

of
 

UUO
 

mice.
 

F.
 

HE
 

staining
 

results.
 

G.
 

Masson
 

staining
 

results.
 

Compared
 

with
 

UUO
 

group,∗P
 

<
 

0. 01,∗∗P
 

<
 

0. 001.
 

(The
 

same
 

in
 

the
 

following
 

figures)

Figure
 

3　 Effect
 

of
 

electrotransduction
 

inhibition
 

of
 

miR-146b-5p
 

on
 

the
 

pathological
 

changes
 

of
 

UUO
 

kidney

注:A:各炎症指标 PCR 结果;B:α-SMA、Col-1 免疫组化结果;C:Wnt5a、β-catenin 的 Western
 

Blot 结果和蛋白量化结果。

图 4　 电转抑制 miR-146b-5p 后可降低 UUO 小鼠炎症及纤维化改变

Note.
 

A.
 

PCR
 

results
 

of
 

inflammation
 

indexes.
 

B.
 

Immunohistochemistry
 

results
 

of
 

α-SMA
 

and
 

Col-1.
 

C.
 

Western
 

Blot
 

results
 

of
 

wnt5a,
 

β-
catenin,

 

protein
 

quantification
 

results.

Figure
 

4　 Electrotransduction
 

inhibition
 

of
 

miR-146b-5p
 

can
 

reduce
 

inflammation
 

and
 

fibrosis
 

in
 

UUO
 

mice
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3　 讨论

肾小管间质纤维化是一个慢性进行性的疾病

过程,是慢性肾疾病发展为终末期肾病的必经途

径,其机制复杂多样。 纤维化是正常伤口愈合过程

的病理性扩展,特征为组织损伤及炎症,成纤维细

胞活化和迁移以及基质沉积和重塑[8] 。 在 CKD 的

发病过程中,肾小管间质纤维化基质沉积进行性加

重,最终破坏器官结构,减少血液供应导致肾衰竭。
目对于肾纤维化的治疗及控制,在临床上的进展仍

然十分缓慢,除了部分支持治疗可提高患者的生存

质量外,尚且缺乏有效的治疗措施。
国内外大量研究表明,microRNA 与多种器官的

纤维化相关,且是参与器官纤维化的一个重要成

分[9-10] 。 microRNA 是小型非编码 RNA,具有巨大

潜力的生物学功能,参与各种生理和病理过程[11] 。
且 miRNA 介导 mRNA 的抑制或去稳定作用,并导

致翻译抑制,是基因表达的重要调节剂[12] ,参与了

多种肾疾病的纤维化进程。 本团队通过前期转录

组测序筛选出多个 miRNA 在肾纤维化 UUO 小鼠模

型中高表达,通过前期实验验证后发现 miR-146b-
5p 的表达变化尤为显著。 目前国内外的相关研究

已证实 miR-146b-5p 参与多种肾病理过程。 研究表

明,miR-146b-5p 在狼疮性肾病中激活 NF-κB 的表

达加重了肾炎症表型[13] 。 Ichii 等[14] 和 Paterson
等[15]报道,慢性肾病肾中 miR-146b 的表达及其尿

液排泄与肾间质病变的发展相关,并与炎症细胞浸

润相关,镉肾毒性与大鼠肾皮质 miR-146b-5p 的表

达改变有密切关系。 然而 miR-146b-5p 在肾纤维化

中的作用未知。 为此,本团队计划探索 miR-146b-
5p 在肾纤维化中的作用。 本研究发现,肾纤维化病

理状态时, miR-146b-5p 显著升高,电转敲低 miR-
146b-5p 会明显减轻 UUO 模型肾纤维化程度。 这

些结果提示 miR-146b-5p 可能促进肾纤维化的

进程。
为了研究 miR-146b-5p 在小鼠肾纤维化中的作

用,我们计划采用肾原位转染敲低质粒的方法下调

miR-146b-5p 在 UUO 小鼠肾中的表达。 目前肾原位

转染技术主要包括病毒转染、超声微泡转染、电转

染等方法。 其中电转染是目前一种新型基因转染

技术,早在 1982 年,Neumann 等[16-17] 第一次利用电

转脂质双分子层理论对小鼠进行基因转染。 电转

染是指在外加电场的作用下,使细胞膜具有高通透

性,从而将基因导入细胞或组织中的方法,较传统

的病毒载体编辑基因的方法具有成本低、效率高、
方便安全的优点[18] ,相比较超声靶向微泡技术而

言,超声微泡所需试剂价格昂贵,且超声过程中探

头易产热对组织造成二次损伤,加重组织病理损伤

改变[19] 。 本研究在前期实验中验证了电转染与超

声微泡转染技术的转染效率,其中电转染体现了优

良的转染效率,特别是在摸索出合适的电转参数

后,电转染较超声微泡法的效率高,经 HE 染色及肾

功能检测后发现经原位电转的肾较模型组比,组织

结构完整,形态规则,无明显病理损伤,血肌酐、尿
素氮测试显示经电转后,小鼠肾功能与假手术组基

本一致,无明显变化,证明经电转后,对小鼠肾无特

别损伤。 经过前期摸索测试,我们发现采用电转染

法可以成功敲低小鼠肾 miR-146b-5p,且明显抑制

UUO 小鼠肾小管间质纤维化的病理改变,进而揭

示:靶向电转敲低 miR-146b-5p 后可抑制 miR-146b-
5p 的表达从而改善小鼠单侧肾输尿管结扎诱导的

肾纤维化。
目前,对于肾纤维化机制及通路的探讨存在多

样性,本研究前期我们通过测序发现 miR-146b-5p
在 UUO 小鼠肾中显著增加,并验证了肾纤维化模型

中 miR-146b-5p 表达结果与前期预测一致,大量研

究显示,wnt / β-catenin 信号通路参与肾损伤及各种

损伤后的修复,激活肾小管中的 wnt / β-catenin 可防

止肾小管细胞死亡和 AKI 的发生,而肾小管中 Wnt /
β-catenin 的持续激活可能导致进行性肾纤 维

化[20-21] ,通过 Western
 

Blot 结果发现, 模型组中

wnt5a、β-catenin 在蛋白水平上均高表达,经靶向电

转敲低后,wnt5a、β-catenin 表达均显著下降,我们猜

想 miR-146b-5p 可能是通过此机制调控了小鼠肾纤

维化的进程及转变,并产生了以 α-SMA、Col-1 为标

志的纤维化改变,后期我们将在肾小管上皮细胞中

下调 miR-146b-5p 表达,检测纤维化相关 mRNA 的

变化,预测其信号通路证实相关的纤维化机制。
综上所述,miR-146b-5p 在小鼠单侧肾输尿管

结扎诱导的肾纤维化模型中高表达,肾原位抑制

miR-146b-5p 的表达可改善小鼠单侧肾输尿管结扎

诱导的肾纤维化。 表明 miR-146b-5p 可能是肾纤维

化的治疗靶标,从而为肾纤维化的治疗提供新的研

究方向。
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