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高糖诱导腹膜间皮细胞发生上皮间质转化中 microRNA
的异常变化

郝 静 包瑾芳 刘 军 袁伟杰 于 青△

(上海交通大学医学院附属第一人民医院肾内科 上海 200080)

摘要 目的：定腹膜间皮细胞在高糖引起上皮间质转化(Epithelial-mesenchymal transition, EMT)过程中 microRNA的表达差异。方
法：常规培养 PMC细胞，利用高糖培养液刺激诱导腹膜间皮细胞发生 EMT，倒置显微镜观察各组细胞形态学变化，实时定量

PCR检测 EMT标志基因变化，以此确定高糖诱导 EMT的发生。利用特异茎环结构的引物合成 microRNA的 cDNA，实时定量
PCR检测重要 microRNA的表达变化。结果：高糖培养液培养腹膜间皮细胞 48hr后，细胞形态呈梭形改变，同时 EMT标记基因
E-cadherin表达明显减低(P<0.01)，Vimentin表达显著升高(P<0.01)，说明高糖诱导腹膜间皮细胞发生了 EMT。利用 microRNA特

异的茎环结构引物，实时定量 PCR检测结果发现高糖刺激后 miR-193a的表达明显上调(P<0.01)；miR-15a和 let-7e的表达明显降

低(P<0.01)；miR-16和 miR-21的表达无明显变化(P>0.05)，同时检测发现高糖刺激后 miR-193a的表达水平随刺激时间表达升高。

结论：异常变化的 microRNA可能对高糖诱导的腹膜间皮细胞 EMT具有重要调控作用。
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The Abnormal Expression Level of MicroRNA in Rpithelial-Mesenchymal
Transition of Eritoneal Mesothelial Cells Induced by High Glucose

To determine the expression level of microRNA in the process of epithelial-mesenchymal transition (EMT)
of peritoneal mesothelial cells induced by high glucose. The peritoneal mesothelial cells were cultured routinely by M199

medium with 10% fetal bovine serum, and the EMT was induced by D-glucose stimulation. The occurrence of EMT was determined by

the change of cell morphology and EMT marker genes expression levels. Cell morphology change was observed by inverted microscope,

and expression levels of EMT marker genes were determined by real-time PCR. The expression levels of microRNA were detected by

real-time PCR with microRNA-specific stem-loop structure primer. The peritoneal mesothelial cells were changed to fusiform cell
morphology following high-glucose medium stimulated 48 hr, and the EMT marker genes were changed significantly, such as the

decreased of E-cadherin and increased of Vimentin (P<0.01 respectively). These result proved the EMT had been induced by

high-glucose. Applied real-time PCR with microRNA -specific stem-loop structure primer, miR-193a was detected increased notably

(P<0.01), and miR-15a and let-7e was increased (P<0.01), while miR-16 and miR-21 had no significant change (P>0.05). Importantly the

iincrease of miR-193a was positive correlation with stimulus duration. It is indicated that the abnormal expression of

MicroRNA in rpithelial-Mesenchymal could influence the transition of eritoneal mesothelial cells which was induced by high glucose
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随着腹膜透析技术的不断改进，在一些长期透析患者中已

观察到进行性腹膜纤维化、膜的高渗透性以及超滤衰竭[1,2]，目

前机制尚未完全明确，但可能与腹膜长期暴露于高糖、高渗、酸

性腹透液、葡萄糖降解产物以及糖化终末产物等相关[3,4]。上皮

细胞间充质转化 (Epithelial-Mesenchymal Transition，EMT)是指

具有极性的上皮细胞转换成具有活动能力、能够在细胞基质间

自由移动的间充质细胞过程。EMT能促进组织修复，同时也与

慢性炎症、癌症转移、发展，器官纤维化等多种病理状态中密切

相关[5,6]。腹膜间皮细胞 EMT被认为是腹膜纤维化的起始和可

逆的关键环节[1]。

microRNA 是一类在进化上高度保守的单链非编码小

RNA，长 18-25 个核苷酸，主要通过碱基互补配对原则结合于

靶基因的 3'非翻译区从而抑制靶基因的表达[7,8]。目前，大量的

microRNA在植物，线虫，果蝇以及哺乳动物组织和细胞中被克

隆或通过生物信息学手段预测出来[9]。据推测，每个 microRNA

都可以调控上百个基因的表达，人类基因组上约有三分之一的
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基因都受到 microRNA的调控。microRNA的功能研究发现，它

们参与了包括细胞增殖，分化，凋亡，癌症发生等的各种生理病

理过程。本研究将通过高糖诱导腹膜间皮细胞产生 EMT，并利

用实时定量 PCR对肾脏重要的几个 microRNA进行表达变化
的分析。

1 材料与方法

1.1 材料

人腹膜间皮细胞为本科室冻存细胞株。

1.2 主要试剂及仪器
TRIzol试剂购自 Invitrogen公司，逆转录酶及 SYBR Green

实时定量 PCR试剂盒购自 TAKARA公司。定量 PCR仪及分

光光度计购自 Qiagen公司。
1.3 高糖诱导腹膜间皮细胞 EMT

常规培养腹膜间皮细胞，待细胞生长至 80 %融合时进行
消化，显微镜计数后用 M199培养液调解细胞浓度，接种于 12

孔培养板 (5× 105/孔)，37℃和 5%CO2的培养箱内培养 24 hr

后，进行高糖(含 50 mmol/L葡萄糖的 M199培养液)诱导不同

时间，以含 5.6 mmol/L葡萄糖的 M199培养液作为对照[10]。

1.4 总 RNA提取

采用 TRIzol试剂提取细胞总 RNA，采用分光光度计确定
RNA的浓度和纯度。
1.5 引物合成

利用基因数据库(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)查询目的基

因的 mRNA序列，通过软件 primer 3(http://frodo.wi.mit.edu/)，

根据所需设置相关引物参数，设计用于 real-time PCR所需的引
物序列；利用 microRNA 的茎环结构特征，设计 microRNA 的

逆转录引物和 PCR引物，由上海英潍捷基公司协助合成。
1.6 实时定量 PCR

运用 one-step SYBR誖 Green RT PCR 试剂盒在实时定量
PCR仪上分别检测目的基因和 microRNA的表达，反应条件为
95 ℃，5 sec，60 ℃，30 sec，共 40个循环。
1.7 统计学分析

所有实验重复 3次，数据以均值± 标准差表示，利用 SPSS

16.0 软件进行统计分析。两组数据之间比较采用 Student's
t-test，两组以上数据采用 one-way ANOVA检验；P<0.05认为

具有统计学差异。

2 结果

2.1 高糖诱导腹膜间皮细胞 EMT

腹膜间皮细胞在含高糖的培养液中培养 48 hr后，显微镜

观察发现对照组细胞贴壁生长，排列紧密，呈椭圆形；高糖刺激

后 PMC细胞变大变长，呈梭型改变，并且排列紊乱。Real-time

PCR 反应扩增曲线结果(图 1)显示，与对照组相比，高糖刺激
48 hr后，E-cadherin的表达明显降低，是对照组的(35.6± 5.674)

% (P<0.01)；Vimentin 的表达明显升高，是对照组的 2.45±
0.245倍(P<0.01)，提示高糖刺激诱导 PMC细胞发生 EMT的基

因学改变。

图 1基因的相对表达变化

Fig.1 The relative expression level of genes

注：** P<0.01 vs对照组。

Note:** P<0.01 vs control group.

2.2 microRNA在 EMT过程的表达差异

肾脏疾病发生发展的调控过程中均有 microRNA的参与，

根据肾脏组织 microRNA的表达谱，对肾脏发育和疾病相关的

某些 microRNA (miR-193a、miR-21、miR-15a、miR-16 和 let-7e)

进行 EMT过程中表达谱的检测，用内参 U6归一化，计算相对

表达变化。结果(图 2)发现，与对照组相对，miR-193a的表达明

显上调，是对照组的 2.56± 0.32 倍(P<0.01)；miR-15a 和 let-7e

的表达明显降低，分别为对照组的 (67.3± 9.53)%和(66.5± 8.35)

% (P<0.01)；miR-16和 miR-21的表达无明显变化(P>0.05)。
2.3 miR-193a在高糖诱导的 EMT过程中表达下调
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利用 real-time PCR对 miR-193a随高糖刺激腹膜间皮细胞

不同时间(12hr、24hr、36hr和 48hr)的表达变化进行检测。结果

发现，在高糖刺激腹膜间皮细胞 12hr后，miR-193a的表达出现

明显升高，且与高糖的刺激时间成正相关(图 3)，提示 miR-193a

在高糖诱导的 EMT过程中可能具有重要作用。

图 2 miRNAs的相对表达变化

Fig.2 The relative expression level of miRNAs

注：** P<0.01 vs对照组。

Note：** P<0.01 vs control group.

图 3 miR-193a在高糖刺激后不同时间的表达变化

Fig.3 The expression of miR-193a in different times induced by

high-glucose

注：** P<0.01 vs 0 hr组。

Note:** P<0.01 vs 0 hr group.

（下转第 620页）

3 讨论

本部分内容通过高糖诱导腹膜间皮细胞发生 EMT，通过

细胞形态学变化以及 EMT 标记基因表达变化确认 EMT 发

生，通过 real-time PCR的方法对肾脏组织发育和疾病相关的

多个 microRNA (miR-193a、miR-21、miR-15a、miR-16 和 let-7e)

进行高糖刺激后表达水平变化的检测，确认 miR-193a的表达

明显上调；miR-15a 和 let-7e 的表达明显降低；miR-16 和
miR-21 的表达无明显变化，同时检测发现高糖刺激后
miR-193a的表达水平随刺激时间表达升高，提示其功能的重

要性。

microRNA是新近发现的一类细胞内源性非编码 RNA小
分子，由于其在细胞增殖、分化和凋亡、胚胎发育、形态建成以

及疾病发生等一系列重要生命过程中表达出极其重要的调控

作用，越来越受到重视[11,12]。最近的研究发现了一系列与 EMT

发生相关的 microRNA[13,14]，提示 microRNA在腹膜纤维化中可
能具有重要调控作用。Gregory等报道了MDCK细胞在 TGF-茁
诱导的 EMT 改变时，miR-200 家族成员 (miR-200 a，miR-200
b，miR-200 c，miR-141 and miR-429) 以及 miR-205是明显下调
的[15]。Zavadil等报道了人皮肤角化细胞在 TGF-茁诱导的 EMT

改变时 microRNA 表达谱，发现了 8 个可能相关 microRNA
(miR-21，miR-32，miR-137，miR-346，miR-136，miR-192，miR-21
0和 miR-211)[16]。这一系列研究发现提示在腹膜间皮细胞发生

EMT时，microRNA可能起着重要调节作用。
miR-193a是人基因组 17 号染色体上基因间隔区内独立

转录的一个 microRNA，以往研究证实 miR-193a在肿瘤组织中

表达异常，可能调控肿瘤的发生发展[17]。在急性骨髓性白血病

中研究发现 miR-193a通过抑制 c-kit表达可发挥重要的肿瘤

抑制子功能[17]。同时最新研究发现在局灶性节段性肾小球硬化

症中 miR-193a具有重要的调控作用[18]。目前 miR-193a在腹膜

纤维化过程中是否具有调节重要目前尚无报道。我们在高糖诱

导腹膜间皮细胞 EMT过程中，发现 miR-193a的表达随高糖刺

激明显升高，初步提示其可能参与腹膜间皮细胞的 EMT过程，

影响腹膜纤维化。

microRNA对于细胞 EMT的发生，腹膜纤维化等过程中

表达水平的显著变化表明其在肾脏相关疾病中发挥着重要作

用，可将 microRNA作为肾脏疾病治疗的药物靶点来研发新的

药物，为患者提供新的治疗方法。作为一个新兴研究领域，mi-

croRNA在疾病发生发展中的调控作用越来越受到重视，深入

研究 microRNA在疾病发生发展中的作用机制对于进一步利

用 microRNA作为新的干预治疗的靶点具有重要意义。
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