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前言

肾间质纤维化是临床上大部分肾脏疾病的终末阶段，主要

的病理表现为由肾脏基质蛋白合成增加和 /或降解抑制，导致

细胞外基质(extracellular matrix，ECM)过度沉积[1-3]，以及上皮细

胞的间充质转化(epithelial to mesenchymal transition，EMT)[4，5]。

近年来，随着研究的不断深入，ECM降解因子基质金属蛋白酶
(matrixmetalloproteinases，MMPs) 在肾间质纤维化过程中的作
用受到学者们的广泛关注[6,7]，成为肾间质纤维化形成机制的研

究热点。

miRNA 是一类保守的含有 18-23 个核苷酸的非编码

RNA，可以对基因表达进行转录后调控，常以不完全互补的碱

基配对方式来识别靶分子的 3' UTR (untranslated region)，使靶

分子的 mRNA降解或抑制其翻译[8，9]。miRNA广泛存在于多种

脏器中，通过调控目的蛋白的表达，在生物发育、病毒防御、肿

瘤形成和纤维化等方面发挥重要作用。已有研究证实，miRNA

作为一种重要的调控因子在心[10]、肺[11]、肝[12]、皮肤[13]等组织纤

维化过程中发挥重要作用，同时 miRNA也通过转化生长因子
(transforming growth factor 茁，TGF-茁)通路调控肾间质纤维化[14]。

本课题前期在建立的小鼠单侧输尿管梗阻模型 (unilateral

ureteral obstruction，UUO)中发现，与假手术组相比，模型组的
miR-188-5p表达明显升高并与肾纤维化程度呈显著正相关；模
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型组 MMP-13 明显减低与纤维化程度呈负相关，推测
miR-188-5p可能在肾纤维化过程中对 MMP-13表达发挥重要
的调控作用。因此，本研究采用 TGF-茁1诱导肾小球系膜细胞

建立体外纤维化模型，观察纤维化过程中 miR-188-5p 和
MMP-13的表达变化；通过报告基因实验研究 miR-188-5p对
MMP-13的调控作用；通过脂质体转染的方法将人工合成的
miR-188-5p mimics/inhibitor 转 入 细 胞 内 增 加 或 减 低
miR-188-5p的表达，观察 miR-188-5p对MMP-13表达的影响。

1 材料和方法

1.1 材料

小鼠肾小球系膜细胞系 (mesangial cell，MCs，ATCC no.

CRL-1927)购自美国菌种保存中心(Manassas，VA)；含 5%胎牛

血清(FBS)的 DMEM/F12培养基(GIBICO公司，美国)；Lipofec-

taminTM 2000 Reagent(Invitrogen 公司，美国 )；miRNA-188-5p

mimics inhibitor(Ribobio 公司，中国广东)；TGF-茁1 因子(R&D

公司，美国)；Trizol reagent(Invitrogen公司，美国)；ELISA Kit for

MMP-13 (Chenmicon International Temecula)；PCR逆转录试剂

盒、PCR扩增试剂盒(Takala公司，中国大连)。
1.2 方法
1.2.1 细胞培养及 TGF-茁1 诱导纤维化模型的建立 小鼠肾

小球系膜细胞系(MCs)用含有 5%FBS的 DMEM/F12培养液置

于 37℃、5% CO2的饱和湿度环境中培养，整体研究分为 2组：

（1）空白对照组，不加 TGF-茁1；（2）以浓度 2 ng/ml加入TGF-茁1。

参照文献报道建立纤维化模型[14]，在细胞融合至 70-80%时，用

按照分组加入 TGF-茁1诱导 MCs细胞 24 h后进行纤维化指标

检测。

1.2.2 细胞总 RNA的提取、反转录和 Realtime qPCR法检测
miRNA、MMP-13 mRNA 水平 收集 TGF-茁1 诱导后的细胞

上清液置于 1.5 mL离心管内 -80℃保存备用；采用 Trizol法提
取细胞总 RNA，使用 One dropTM分光光度计(PE公司，美国)

进行 RNA的纯度和浓度测定，后期检测的 RNA纯度 260/280

数值均在 1.8-2.0之间，保证后期数据的可靠性。采用 Takala公

司的 SYBR 誖 PrimeScriptTM miRNA RT-PCR Kit 和 Prime-

ScriptTM RT reagent Kit试剂盒分别进行 miRNA和普通 mRNA

的 cDNA反转录，反应产物使用 DEPC水稀释 5倍后 -20℃保

存备用。使用 ABI 7500型实时 PCR系统，分别使用 SYBR誖
Premix Ex Taq II (Tli RNaseH Plus) 和 PrimeScriptTM miRNA

qPCR Starter Kit Ver.2.0进行 Realtime PCR，结果采用 2-△△Ct法

进行分析，每组样本重复 5次。
miRNA-188-5p 引物序列：5'-CATCCCTTGCATGGTG-

GAGGG-3'；
MMP-13 上游引物序列：5'-TGATGATGAAACCTGGA-

CAAGCA-3'；

下游引物序列：5'-GGT CCTTGGAGTGATCCAGACC-

TA-3'。
1.2.3 miRNA靶基因的预测 使用 DIANA-Microt、MicroR-
NA和 MirDB 软件预测 MMP-13 的 3'UTR 区域是否存在
miR-188-5p的结合位点。

1.2.4 MMP-13 3'UTR 和突变体报告基因载体构建 MMP-

13-3'UTR：上游引物序列 5'-TCTAGAGCATCTTTAAAAGTT-

GTTATTTATC-3'; 下游引物序列 5'-GTCGACTATCTGCT-

GAAAACACTTATTTTTAT-3'，整体片段约 1100 bp，下划线
部 分 分 别 为 I 和 I 酶 切 位 点 的 保 护 序 列 。
MMP-13-3'UTR-mutant (突变体 )：上游引物序列 5'-GAAT-

TCTTCTTTAGTGACTTTGGTATTTTTTTAT-3'，下游引物序

列 5'-GAATTCAACAGCCACTACAAGGACAGT-3'，下划线部

分为 I酶切位点的保护序列常规 PCR扩增目的片段后，

使用 I和 I酶切胶回收得到约 1100 bp大小的 DNA片

段，通过此 DNA 片段与 I和 I酶切开的 pGL3-Basic

质粒连接，构建报告基因载体 pGL3-MMP13；使用 I酶切

后得到突变体 pGL3-MMP13-mutant载体。
1.2.5 报告基因实验 转染前 1 d将 HeLa细胞以 2× 104/孔
接种于 96孔板，每 4孔为 1组。将合成的质粒和 miRNA分为

四组进行混合：（1）pGL3-MMP-13-3'UTR 100 ng，mimics con-
trol 0.5 滋L和 phRL 5 ng；（2）pGL3-MMP-13-3'UTR 100 ng，
miR-188-5p mimics 0.5 滋L 和 phRL 5 ng；（3）pGL3-MMP-13-

3'UTR-mutant 100 ng，mimics control 0.5 滋L和 phRL 5 ng；（4）
pGL3-MMP-13-3'UTR-mutant 100 ng，miR-188-5p mimics 0.5

滋L和 phRL 5 ng。混合后的质粒与无血清培养液 1640混匀后

加入 0.5 滋L/孔的 LipofectaminTM 2000 Reagent，静置 5 min，将

混合液加入细胞 37 ℃培养 4 h；弃上清加入 5% FBS的 1640

培养液继续培养 24 h；弃上清后 PBS洗涤；每孔加入 20 滋L

1× passive lysis后室温摇床裂解 20min；将裂解产物移入 1.5

mL EP管内 4 ℃ 12000 rpm离心 30 s后，吸上清进行报告基因

检测。

1.2.6 miRNA-188-5p mimics/inhibitor转染转染 MCs细胞系

细胞转染前 1d 将细胞传代至 12 孔板中，待细胞融合至
70-80%时进行转染：在 100 滋L无血清培养液中加入 2.5 滋L的
miRNA-188-5p mimics/inhibitor后再加入 2.5 滋L的 Lipofectam-
inTM 2000 Reagent，静置 5 min；将混合液加入细胞并用无血清

无抗生素培养液扩容至每孔 1 mL，培养 4 h后弃上清加入 5%

FBS 的 DMEM/F12 培养液继续培养 24 h 后进行 TGF-茁1 诱

导。

1.2.7 酶联免疫吸附试验(enzyme-linked immune sorbent assay，
ELISA) 上清液中 MMP-13 含量测定按照 ELISA Kit for

MMP-13(mouse)说明书进行，每个样品设置 2个副孔，每组样

品重复 3次。显色 15 min内在酶标仪上 450 nm处测定样品的
OD值，根据标准品制定的标准曲线公式计算出待测样品中
MMP-13的含量。
1.3 统计学分析

采用 SPSS 15.0统计软件进行数据分析，组间比较采用单

因素方差分析，两组间比较采用 snk-q检验，以 P<0.05为差异

具有统计学意义。

2 结果

2.1 TGF-茁1 诱导 MCs 细胞纤维化后 Collagen I、琢-SMA、Fi-

bronectin(FN)、miR-188-5p和 MMP-13表达的变化
Realtime PCR结果显示，与正常对照组相比，TGF-茁1诱导
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MCs纤维化后，Collagen I、a-SMA、FN mRNA水平均明显升高
(P<0.05)，提示 TGF-茁1 诱导纤维化建模成功 (见图 1A)；
miR-188-5p mRNA表达明显升高 (P<0.05)(见图 1B)，MMP-13

mRNA水平明显减低(P<0.05)(见图 2)。同时，使用 ELISA方法

检测上清液后发现，与空白对照组相比，MMP-13蛋白水平明
显减低(P<0.05)(见图 2B)。

2.2 miRNA靶基因的预测结果

本课题前期研究发现，单侧输尿管梗阻模型组的

miR-188-5p 表达明显升高与 MMP-13 减低呈负相关，推测
miR-188-5p可能在肾纤维化过程中对 MMP-13表达发挥重要

的调控作用。我们通过 miRNA靶基因预测软件 MIRDB、MI-

CRORNA.ORG 和 DIANA-MICROT 预测后发现，MMP-13

3'UTR区域可能存在 miR-188-5p的结合位点(见图 3A)。

2.3 报告基因实验结果

根据靶基因预测结果我们构建了 MMP-13 3'UTR 和

MMP-13 3'UTR mutant报告基因载体(如图 3A和 3B)。报告基

因结果显示，与对照组相比，转染 miR-188-5p mimics后荧光素

酶活性明显减低 (P<0.05)；而将结合位点突变后转染
miR-188-5p mimics 并不影响荧光素酶活性 (P>0.05)，提示
MMP-13是 miR-188-5p的靶基因(见图 4)。

图 1 TGF-茁1诱导纤维化后 Collagen I、琢-SMA、Fibronectin和 miR-188-5p mRNA水平变化(注：*表示与对照组相比 p<0.05，有统计学差异)

Fig.1 Expression changes of Collagen I, 琢-SMA, Fibronectin and miR-188-5p mRNA level after fibrosis induced by TGF-茁1(* refers to p<0.05,

statistically significant difference compared with the control group)

图 2 TGF-茁1诱导纤维化后MMP-13 mRNA和蛋白水平变化(注：*表示与对照组相比 p<0.05，有统计学差异)

Fig.2 Expression changes of MMP-13 level after fibrosis induced by TGF-茁1(* refers to p<0.05, statistically significant difference compared with the

control group)

图 3 通过软件预测得到的miR-188-5p与MMP-13 3'UTR区域可能的

结合位点(注：红色下划线区域为Mutant的突变区域)

Fig.3 Possible binding sites of miR-188-5p and MMP-13 3'UTR region

predicted by software (Note: zone Underlined in red refers to the

mutations)

图 4 MMP-13 3'UTR和突变体的报告基因实验(注：*表示与对照组相比

p<0.05，有统计学差异)

Fig.4 Reporter gene experiments for MMP-13 3'UTR and mutations (*

refers to p<0.05, statistically significant difference compared with the

control group)
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2.4 转染 miR-188-5p mimics/inhibitor对 MMP-13 表达的调控

作用

与对照组相比，转染 miR-188-5p mimics后，MCs细胞内
MMP-13 mRNA和蛋白表达明显减低(P<0.05)；挽救实验中，使

用 miR-188-5p inhibitor转染后 MMP-13 mRNA 和蛋白表达增

加(P<0.05)，基本恢复到正常水平，表明 TGF-茁1诱导纤维化后
主要通过 miR-188-5p来调控MMP-13的表达。

图 5 转染 miR-188-5p mimics/inhibitor对MMP-13表达的调控(注：*表示与对照组相比 p<0.05，有统计学差异)

Fig.5 MMP-13 expression changes after transfected with miR-188-5p mimics/inhibitor (* refers to p<0.05, statistically significant difference compared

with the control group)

3 讨论

肾间质纤维化是在炎症、损伤等多种因素作用下，出现的

以肾小管萎缩或消失、基底膜增厚、细胞外基质过度沉积、肾小

球纤维化和小动脉壁纤维性增厚等为主要病理特征的肾脏疾

病，其本质是 ECM生成增多和 /或降解减少而导致的 ECM大

量沉积。其中，基质蛋白降解系统中的纤溶酶原系统(uPA/PAIs)

和蛋白酶系统(MMPs/TIMPs)，特别是 MMPs/TIMPs的动态平
衡与纤维化程度密切相关[15]。Nishida等[16]在大鼠单侧输尿管梗

阻致肾纤维化模型的研究中发现，与假手术组相比，从第 7天

起实验组肾间质中 MMP-1、MMP-9 mRNA和蛋白水平明显下

降，与 HE 结果中胶原 I、II、纤连蛋白 FN 和 琢-SMA生成增加

呈明显负相关趋势。Yang等[17]通过 TGF-茁1诱导人肾小球系膜
细胞，发现与空白对照组相比，诱导组培养基中 collagen I、col-

lagen IV和 a-SMA生成增加，而 MMP-2的 mRNA水平和蛋白

水平减低，二者呈明显负相关。近年来的研究报道虽然已经证

实，基质金属蛋白酶系统在肾纤维化进程中发挥着重要作用，

但具体的调控机制尚不清楚。

miRNA是近年来发现的一类保守的非编码 RNA，常以不

完全互补的碱基配方式与靶分子 3'UTR区域结合形成沉默复
合物，造成靶分子 mRNA降解或抑制其转录后翻译。大量研究

报道证实 miRNA与纤维化密切相关。Martins等[18]选择性剔除

心肌细胞中 miRNA生成所必需的 Dicer酶后发现，实验组小

鼠 ECM沉积增加，心肌出现明显的纤维化，提示 miRNA参与

了心肌纤维化的发生。Kato等[19]研究发现 I型和 II性糖尿病小

鼠晚期时肾组织中 miR-192表达明显增加，与肾纤维化程度密
切相关；体外研究中发现 TGF-茁1 诱导后系膜细胞中的
miR-192表达也显著上调，上调后的 miR-192 可能通过下调
Zeb2：一方面直接促进 Collagen I的表达增加；另一方面通过
Zeb2负反馈调控 miR-216a和 miR-217表达增加，抑制 PTEN

通路，激活 AKT通路进而促进 collagen生成增加。本研究前期

研究在小鼠单侧输尿管梗阻模型(unilateral ureteral obstruction，
UUO)中发现，与假手术组相比，模型组的 miR-188-5p 表达明

显升高并与肾纤维化程度呈明显正相关；模型组 MMP-13减低

与纤维化程度呈负相关，因此推测 miR-188-5p 可能对
MMP-13表达发挥重要的调控作用。

本研究中我们首先使用 TGF-茁1诱导肾小球系膜细胞建
立体外纤维化模型，结果显示，与前期体内研究结果一致，诱导

组 miR-188-5p表达升高，而 MMP-13表达明显减低，体外结果

也提示二者之间可能存在一定的相关性。通过 NCBI网站上获

得 MMP-13的 3'UTR序列，并使用 miRNA靶基因预测软件
MirDB 等预测后发现，MMP-13 3'UTR 区域可能 存在
miR-188-5p 的结合位点，MMP-13 可能是 miR-188-5p 的靶基

因。随后，我们构建了MMP-13 3'UTR和 MMP-13 3'UTR mu-

tant载体，在报告基因实验结果中发现，miR-188-5p可以通过

与 3' UTR区域特异性的结合，MMP-13确实是 miR-188-5p的

靶基因；体外转染实验结果显示，与对照组相比，转染

miR-188-5p mimics 后 MMP-13 的 mRNA 水平和蛋白水平均

明显减低(P<0.05)，使用 miR-188-5p inhibitor进行挽救实验后，
miR-188-5p抑制剂能显著上调 MMP-13的表达。以上实验结

果表明 miR-188-5p在纤维化进程中发挥着重要作用，主要通

过抑制MMP-13表达、减低 ECM降解而实现。Liu等[20]体外纤

维化研究中也发现，诱导组 miR-29b表达明显升高与 MMP-2

减低呈明显负相关，miR-29b通过与 MMP-2 的 3'UTR 区域特

异性结合减低其翻译水平，进而使 ECM降解减少。

综上所述，本研究结果表明：在肾间质纤维化进程中，

miR-188-5p对 MMP-13具有明显的调控作用，纤维化过程中
miR-188-5p表达升高，与 MMP-13 3'UTR区域特异性结合进而

减低其表达，最终使 ECM降解减低，加重纤维化。同时，本研究

也提示 miR-188-5p有望作为肾纤维化的早期诊断依据和新的
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治疗靶点，具有广阔的临床应用前景。
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