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lnRNA
 

HOTAIR靶向TSC1调控糖尿病肾病
足细胞损伤的机制研究
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(郑州四六〇医院内分泌代谢科,郑州
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  [摘要] 目的 探究长链非编码RNA
 

HOX转录本反义RNA(lnRNA
 

HOTAIR)靶向结节性硬化症复合

体1(TSC1)对糖尿病肾病(DN)足细胞损伤的调控作用。方法 将小鼠足细胞 MPC5分为6组:对照组、高糖

组(HG组)、HG+si-NC组、HG+si-HOTAIR组、HG+si-HOTAIR+sh-NC组、HG+si-HOTAIR+sh-

TSC1组。qPCR检测lnRNA
 

HOTAIR及TSC1
 

mRNA表达水平,细胞计数试剂盒-8(CCK-8)检测细胞活力,

流式细胞术检测细胞凋亡,ELISA检测炎症因子[IL-6、肿瘤坏死因子-α(TNF-α)]水平,利用各试剂盒检测氧化

应激指标[活性氧(ROS)、丙二醛(MDA)、超氧化物歧化酶(SOD)]水平。结果 与对照组比较,HG组lnRNA
 

HOTAIR表达水平、细胞凋亡率,IL-6、TNF-α、ROS及 MDA水平明显升高(P<0.05),TSC1
 

mRNA表达水

平、细胞活力、SOD水平明显降低(P<0.05);与 HG+si-NC组比较,HG+si-HOTAIR组lnRNA
 

HOTAIR
表达水平、MPC5细胞凋亡率,IL-6、TNF-α、ROS及 MDA水平明显降低(P<0.05),TSC1

 

mRNA表达水平、

细胞活力、SOD水平明显升高(P<0.05);与HG+si-HOTAIR+sh-NC组比较,HG+si-HOTAIR+sh-TSC1
组细胞凋亡率,IL-6、TNF-α、ROS及 MDA水平明显升高(P<0.05),TSC1

 

mRNA水平、细胞活力、SOD水平

明显降低(P<0.05)。结论 沉默lnRNA
 

HOTAIR可靶向TSC1调控DN足细胞活力、细胞凋亡率、炎症水

平及氧化应激水平,进而减轻DN足细胞损伤。
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  [Abstract] Objective To
 

explore
 

the
 

regulatory
 

effect
 

of
 

long
 

non-coding
 

RNA
 

HOX
 

transcript
 

anti-

sense
 

RNA
 

(lnRNA
 

HOTAIR)
 

targeting
 

tuberous
 

sclerosis
 

complex
 

1
 

(TSC1)
 

on
 

podocyte
 

injury
 

in
 

diabetic
 

nephropathy
 

(DN).Methods Mice
 

podocyte
 

MPC5
 

were
 

divided
 

into
 

6
 

groups:the
 

control
 

group,the
 

high
 

glucose
 

group
 

(the
 

HG
 

group),the
 

HG+si-NC
 

group,the
 

HG+si-HOTAIR
 

group,the
 

HG+si-HOTAIR+

sh-NC
 

group,and
 

the
 

HG+si-HOTAIR+sh-TSC1
 

group.qPCR
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

levels
 

of
 

lnRNA
 

HO-

TAIR
 

and
 

TSC1
 

mRNA.Cell
 

viability
 

was
 

detected
 

by
 

cell
 

counting
 

kit-8
 

(CCK-8),and
 

apoptosis
 

was
 

detec-

ted
 

by
 

flow
 

cytometry.ELISA
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

levels
 

of
 

inflammatory
 

factors[IL-6,tumor
 

necrosis
 

fac-

tor-α
 

(TNF-α)]
 

and
 

the
 

levels
 

of
 

oxidative
 

stress
 

indicators[reactive
 

oxygen
 

species
 

(ROS),malondialdehyde
 

(MDA),superoxide
 

dismutase
 

(SOD)]
 

were
 

detected
 

by
 

corresponding
 

reagent
 

kit.Results Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,the
 

levels
 

of
 

lnRNA
 

HOTAIR,apoptosis
 

rate,IL-6,TNF-α,ROS
 

and
 

MDA
 

in
 

the
 

HG
 

group
 

were
 

significantly
 

increased
 

(P<0.05),while
 

the
 

levels
 

of
 

TSC1
 

mRNA,cell
 

viability
 

and
 

SOD
 

were
 

significantly
 

decreased
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

HG+si-NC
 

group,the
 

levels
 

of
 

lnRNA
 

HOTAIR,ap-

optosis
 

rate,IL-6,TNF-α,ROS
 

and
 

MDA
 

in
 

the
 

HG+si-HOTAIR
 

group
 

significantly
 

decreased
 

(P<0.05),
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the
 

levels
 

of
 

TSC1
 

mRNA,cell
 

viability
 

and
 

SOD
 

were
 

significant
 

increased
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

HG+si-HOTAIR+sh-NC
 

group,the
 

levels
 

of
 

apoptosis
 

rate,IL-6,TNF-α,ROS
 

and
 

MDA
 

in
 

the
 

HG+si-
HOTAIR+sh-TSC1

 

group
 

were
 

significantly
 

increased
 

(P<0.05),the
 

levels
 

of
 

TSC1
 

mRNA,cell
 

viability
 

and
 

SOD
 

were
 

significantly
 

decreased
 

(P<0.05).Conclusion Silencing
 

lnRNA
 

HOTAIR
 

can
 

target
 

TSC1
 

to
 

regulate
 

the
 

activity,apoptosis
 

rate,inflammatory
 

level
 

and
 

oxidative
 

stress
 

levels
 

of
 

podocyte
 

injury
 

in
 

DN,

thereby
 

alleviating
 

podocyte
 

damage
 

in
 

DN.
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scle-
rosis

 

complex
 

1;podocyte

  糖尿病肾病(diabetic
 

nephropathy,DN)是糖尿

病最常见的微血管并发症之一,也是导致终末期肾病

的主要病因[1]。足细胞是一类参与肾小球滤过屏障

形成的高度分化的有丝分裂后细胞。足细胞作为肾

小球滤过屏障的重要组成部分,在DN的早期即出现

适应性改变,其损伤被认为是 DN 进展的关 键 因

素[2]。足细胞损伤被认为是各种肾小球疾病的早期

病理机制,可导致肾小球滤过屏障功能障碍和蛋白

尿[3]。长 链 非 编 码 RNA
 

HOX 转 录 本 反 义 RNA
(long

 

non-coding
 

RNA
 

HOX
 

transcript
 

antisense
 

RNA,lnRNA
 

HOTAIR)在DN中的表达水平升高,

并与尿蛋白水平、空腹血糖(fasting
 

blood-glucose,

FPG)等呈正相关,与肾小球滤过率呈负相关,提示其

可能在DN的发病过程中起作用[4-5]。此外,结节性

硬 化 症 复 合 体 1(tuberous
 

sclerosis
 

complex
 

1,

TSC1)作为哺乳动物雷帕霉素靶蛋白(mechanistic
 

target
 

of
 

rapamycin,mTOR)通路的关键负调节因

子,其功能异常与多种疾病的发生、发展相关,包括肾

脏疾病[6-7]。然而,lnRNA
 

HOTAIR是否通过靶向

TSC1调控足细胞损伤尚未可知。因此,本研究旨在

探讨lnRNA
 

HOTAIR靶向TSC1在DN足细胞损伤

中的作用机制。

1 材料与方法

1.1 材料

小鼠足细胞 MPC5购自上海思泰默生物科技有

限公司;胎牛血清、青霉素、链霉素及 RPMI-1640培

养基购自美国Gibco公司;小干扰RNA阴性对照(si-

NC)、si-lnRNA
 

HOTAIR(si-HOTAIR)、短 发 夹

RNA阴性对照(sh-NC)及sh-TSC1购自上海吉玛基

因股份有限公司;IL-6及肿瘤坏死因子-α(tumor
 

nec-

rosis
 

factor-α,TNF-α)均购自上海碧云天生物科技有

限公司;活性氧(reactive
 

oxygen
 

species,ROS)试剂

盒、丙二醛(malondialdehyde,MDA)试剂盒、超氧化

物歧化酶(superoxide
 

dismutase,SOD)试剂盒购自南

京建 成 生 物 工 程 研 究 所;细 胞 计 数 试 剂 盒-8(cell
 

counting
 

kit-8,CCK-8)购自美国 MERCK公司;膜联

蛋白V-异硫氰酸荧光素(Annexin
 

V-fluorescein
 

iso-

thiocyanate,Annexin
 

V-FITC)/碘化丙啶(propidium
 

iodide,PI)凋亡试剂盒购自美国Sigma-Aldrich公司;

FACSCalibur流式细胞仪购自美国 BD
 

Biosciences
公司。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养、分组及处理

将 MPC5接种到添加了10%胎牛血清和0.5%
青霉素/链霉素的RPMI-1640培养基中,在33

 

℃下

进行增殖,37
 

℃培养箱中进行分化。将 MPC5分为6
组,对照组、高糖组(HG组)、HG+si-NC组、HG+si-

HOTAIR组、HG+si-HOTAIR+sh-NC组、HG+si-

HOTAIR+sh-TSC1组。对照组使用5.5
 

mmol/L
葡萄糖+27.5

 

mmol/L甘露醇处理 MPC5
 

24
 

h。其

余组均使用高糖处理,MPC5在无血清培养基中培养

12
 

h,用33
 

mmol/L高浓度葡萄糖+27.5
 

mmol/L甘

露醇处理24
 

h。HG+si-NC组、HG+si-HOTAIR
组在高糖处理基础上使用Lipofectamine

 

2000将si-

NC、si-HOTAIR 质 粒 分 别 转 染 至 MPC5细 胞 中;

HG+si-HOTAIR+sh-NC组及HG+si-HOTAIR+

sh-TSC1组在 高 糖 处 理 基 础 上 使 用 Lipofectamine
 

2000将si-HOTAIR+sh-NC 或si-HOTAIR+sh-

TSC1分别共转染至 MPC5中。

1.2.2 qPCR检测相关基因表达

提取细胞总 RNA 后,应用逆转录试剂盒对总

RNA进行逆转录,逆转录得到的cDNA 作为模板,

GAPDH 为 内 参 基 因,检 测lnRNA
 

HOTAIR 及

TSC1基因的表达水平。引物由上海生工生物有限公

司合成,序列如下,lnRNA
 

HOTAIR:正向5'-CAG
 

TGG
 

GGA
 

ACT
 

CTG
 

ACT
 

CG-3',反 向 5'-GTG
 

CCT
 

GGT
 

GCT
 

CTC
 

TCT
 

TAC
 

C-3';TSC1:正向5'-

AAC
 

CTG
 

TAG
 

CAC
 

ACG
 

TCC
 

TG-3',反 向5'-
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AAC
 

CTG
 

TAG
 

CAC
 

ACG
 

TCC
 

TG-3';GAPDH:正

向5'-GTG
 

CCT
 

GGT
 

GCT
 

CTC
 

TCT
 

TAC
 

C-3',反

向5'-TGG
 

ACT
 

CCA
 

CGA
 

CGT
 

ACT
 

CA-3'。根据

2-ΔΔCt计算各基因表达水平。

1.2.3 CCK-8检测细胞活力

将每组细胞以每孔2×103 个的密度接种到96孔

板中(100
 

μL/孔),向每个孔中添加10
 

μL的CCK-8
试剂处理4

 

h后,使用酶标仪在450
 

nm波长下测量

各孔的吸光度[A(450)]值。

1.2.4 流式细胞术检测细胞凋亡

使用 Annexin
 

V-FITC/PI凋亡检测试剂盒,将

MPC5接种到6孔板中,用磷酸盐缓冲液清洗。用

Annexin
 

V-FITC 和 PI各 染 色 细 胞30
 

min,使 用

FACSCalibur流式细胞仪检测细胞凋亡率。

1.2.5 ELISA法检测炎症因子水平

收集各组细胞培养上清液,4
 

℃条件下3
 

000
 

r/

min离心10
 

min去除杂质;按照ELISA试剂盒说明

书,将标准品、标本分别加入预包被抗体的96孔板

中,37
 

℃孵育120
 

min;弃去孔内液体后加入检测抗

体,孵育60
 

min,洗涤后加入显色液,避光反应15
 

min,最后加入终止液,用酶标仪测定A(450)值,根据标

准曲线计算IL-6和TNF-α的水平。

1.2.6 氧化应激相关指标水平检测

将1×106 个 MPC5接种到6孔板。根据相应试

剂盒说明测定ROS、MDA和SOD水平。其中,采用

荧光探针法检测ROS,将细胞与ROS检测试剂盒中

的荧光探针孵育,通过荧光显微镜或流式细胞仪检测

荧光强度,反映ROS水平。采用硫代巴比妥酸(thio-

barbituric
 

acid,TBA)比色法检测 MDA 水平,利用

MDA与TBA在酸性条件下反应生成有色复合物,通

过分光光度计测定A(532)值计算 MDA水平。采用黄

嘌呤氧化酶法检测SOD,依据SOD抑制超氧阴离子

自由基对显色剂的氧化作用,通过分光光度计测定

A(450)变化计算酶SOD水平。

1.3 统计学处理

采用SPSS26.0软件进行数据统计分析。符合正

态分布的计量资料以x±s表示,两组或多组间比较

采用非配对t检验和单因素方差分析,以P<0.05为

差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 各组lnRNA
 

HOTAIR及TSC1
 

mRNA表达水

平比较

与对照组比较,HG组lnRNA
 

HOTAIR表达水

平升高(P<0.05),TSC1
 

mRNA表达水平降低(P<
0.05);与 HG+si-NC组比较,HG+si-HOTAIR组

lnRNA
 

HOTAIR表达水平降低(P<0.05),TSC1
 

mRNA表达水平升高(P<0.05);HG组与 HG+si-

NC组lnRNA
 

HOTAIR及 TSC1
 

mRNA表达水平

比较差异无统计学意义(P>0.05);与 HG+si-HO-
TAIR+sh-NC组比较,HG+si-HOTAIR+sh-TSC1
组TSC1

 

mRNA表达水平降低(P<0.05);HG+si-
HOTAIR组与 HG+si-HOTAIR+sh-NC组 TSC1

 

mRNA表达水平比较差异无统计学意义(P>0.05),
见表1。

表1  各组lnRNA
 

HOTAIR及TSC1
 

mRNA

   表达水平比较(x±s)

组别 lnRNA
 

HOTAIR TSC1
 

mRNA

对照组 1.02±0.10 1.00±0.10

HG组 3.59±0.11a 0.39±0.09a

HG+si-NC组 3.56±0.08 0.36±0.10

HG+si-HOTAIR组 1.37±0.10b 0.91±0.08b

HG+si-HOTAIR+sh-NC组 0.93±0.09

HG+si-HOTAIR+sh-TSC1组 0.42±0.07c

  a:P<0.05,与对照组比较;b:P<0.05,与 HG+si-NC组比较;c:

P<0.05,与 HG+si-HOTAIR+sh-NC组比较。

2.2 各组细胞活力比较

与对照组比较,HG组细胞活力降低(P<0.05);

与HG+si-NC组比较,HG+si-HOTAIR组细胞活

力升高(P<0.05);与 HG+si-HOTAIR+sh-NC组

比较,HG+si-HOTAIR+sh-TSC1组细胞活力降低

(P<0.05);HG组与 HG+si-NC组,HG+si-HO-

TAIR组与HG+si-HOTAIR+sh-NC组细胞活力比

较差异无统计学意义(P>0.05),见表2。
表2  各组细胞活力及细胞凋亡率比较(x±s,%)

组别 细胞活力 细胞凋亡率

对照组 100.00±1.80 3.58±0.75

HG组 55.75±3.22a 26.71±3.52a

HG+si-NC组 56.43±3.98 25.95±4.15

HG+si-HOTAIR组 86.12±4.36b 11.54±1.67b

HG+si-HOTAIR+sh-NC组 86.75±4.10 12.14±1.45

HG+si-HOTAIR+sh-TSC1组 69.45±2.58c 18.97±2.33c

  a:P<0.05,与对照组比较;b:P<0.05,与 HG+si-NC组比较;c:

P<0.05,与 HG+si-HOTAIR+sh-NC组比较。

2.3 各组细胞凋亡率比较

与对照组 比 较,HG 组 细 胞 凋 亡 率 升 高(P<
0.05);与 HG+si-NC组比较,HG+si-HOTAIR组
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细胞凋亡率降低(P<0.05);与 HG+si-HOTAIR+
sh-NC 组 比 较,HG+si-HOTAIR+sh-TSC1 组

MPC5细胞凋亡率升高(P<0.05);HG组与 HG+

si-NC 组,HG + si-HOTAIR 组 与 HG + si-
HOTAIR+sh-NC组细胞凋比较差异无统计学意义

(P>0.05),见表2及图1。

  A:对照组;B:HG组;C:HG+si-NC组;D:HG+si-HOTAIR组;E:HG+si-HOTAIR+sh-NC组;F:HG+si-HOTAIR+sh-TSC1组。

图1  流式细胞术检测各组细胞凋亡率

2.4 各组炎症因子表达比较

与对照组比较,HG组IL-6与 TNF-α水平升高

(P<0.05);与 HG+si-NC组比较,HG+si-HO-
TAIR组IL-6与 TNF-α水 平 降 低(P<0.05);与

HG+si-HOTAIR + sh-NC 组 比 较,HG + si-
HOTAIR+sh-TSC1 组IL-6 与 TNF-α水 平 升 高

(P<0.05);HG组与 HG+si-NC组,HG+si-HO-
TAIR组与 HG+si-HOTAIR+sh-NC 组IL-6与

TNF-α水平比较差异无统计学意义(P>0.05),见
表3。

2.5 各组氧化应激指标水平比较

与对照组比较,HG组 ROS及 MDA水平升高

(P<0.05),SOD水平降低(P<0.05);与 HG+si-
NC组比较,HG+si-HOTAIR组ROS及 MDA水平

降低(P<0.05),SOD水平升高(P<0.05);与 HG+
si-HOTAIR+sh-NC组比较,HG+si-HOTAIR+sh-

TSC1组ROS及 MDA水平升高(P<0.05),SOD水

平降低(P<0.05);HG组与HG+si-NC组,HG+si-
HOTAIR组与 HG+si-HOTAIR+sh-NC组ROS、

MDA及SOD 水 平 比 较 差 异 无 统 计 学 意 义(P>
0.05),见表4。

表3  各组炎症因子水平比较(x±s,pg/mL)

组别 IL-6 TNF-α

对照组 89.65±9.76 35.45±4.82

HG组 276.58±14.62a 87.10±8.63a

HG+si-NC组 269.48±13.25 84.95±7.78

HG+si-HOTAIR组 133.76±8.29b 54.26±5.33b

HG+si-HOTAIR+sh-NC组 130.52±10.81 52.98±5.02

HG+si-HOTAIR+sh-TSC1组 244.85±15.26c 73.77±6.56c

  a:P<0.05,与对照组比较;b:P<0.05,与 HG+si-NC组比较;c:

P<0.05,与 HG+si-HOTAIR+sh-NC组比较。

0971 重庆医学2025年8月第54卷第8期



表4  各组氧化应激指标水平比较(x±s)

组别 ROS(mg/mL) MDA(nmol/mL) SOD(U/mL)

对照组 1.00±0.15 1.05±0.11 1.02±0.09

HG组 2.85±0.24a 2.71±0.19a 0.36±0.08a

HG+si-NC组 2.43±0.19 2.85±0.18 0.41±0.09

HG+si-HOTAIR组 1.32±0.16b 1.45±0.12b 0.85±0.10b

HG+si-HOTAIR+sh-NC组 1.40±0.10 1.44±0.15 0.82±0.08

HG+si-HOTAIR+sh-TSC1组 2.27±0.15c 2.58±0.23c 0.45±0.09c

  a:P<0.05,与对照组比较;b:P<0.05,与 HG+si-NC组比较;c:P<0.05,与 HG+si-HOTAIR+sh-NC组比较。

3 讨  论

  虽然DN发病机制研究取得了一定进展,但其高

发病率和不良预后并未得到改善。此外,足细胞损伤

在DN发病机制中占有重要地位。因此,挖掘DN足

细胞损伤新的治疗靶点具有重要意义。

lncRNA是一类长度超过200个核苷酸、不具有

蛋白编码功能的RNA分子,它们在基因表达调控中

扮演着重要角色[8-9]。lnRNA
 

HOTAIR是其中一种,

已被发现在多种生理和病理过程中发挥作用,包括细

胞周期调控、细胞凋亡、细胞迁移和代谢等[10-11]。ln-
cRNAs的异常表达与DN密切相关[12]。本研究通过

高糖刺激足细胞 MPC5模拟足细胞损伤,发现lnR-
NA

 

HOTAIR在HG组细胞中高表达,沉默lnRNA
 

HOTAIR后明显提升了细胞活力,抑制了细胞凋亡

率,表明lnRNA
 

HOTAIR可能参与DN足细胞损伤

发病机制。

在DN早期阶段,足细胞作为肾小球滤过屏障的

关键组成部分,必须进行适应性调整以应对高滤过状

态[13]。在DN中,mTORC1通路的激活与系膜细胞

的过 度 增 殖 和 肥 大 有 关[14]。TSC1 通 过 抑 制

mTORC1的活性,可以减轻这种过度增殖和肥大,从
而对DN的发展起到一定的缓解作用[15]。研究表明,

TSC1的缺失会诱导 mTORC1激活,导致足细 胞

rpS6磷酸化增加,进而导致足细胞过度肥大及足细胞

丢失,甚至出现大量蛋白尿及局灶节段性肾小球硬化

症,并伴有肾功能障碍[16]。本研究发现在高糖诱导的

MPC5细胞损伤模型中,TSC1
 

mRNA表达水平明显

降低,表明足细胞损伤可能与TSC1表达失调相关。

进一步研究表明沉默 TSC1后逆转了沉默lnRNA
 

HOTAIR对 MPC5细胞活力及凋亡率的影响,表明

lnRNA
 

HOTAIR靶向TSC1对MPC5细胞损伤发挥

调控作用。

炎症反应在DN的发生、发展过程中起到了重要

的促进作用。在炎症反应过程中,机体产生多种炎症

介质,如TNF-α和IL-6等。这些炎症因子可以改变

DN足细胞的生理状态,与DN的发展密切相关[17]。

本研究发现在高糖诱导的 MPC5损伤模型中,沉默

lnRNA
 

HOTAIR抑制了炎症因子TNF-α和IL-6的

水平,而共转染sh-TSC1后,IL-6与 TNF-α水平升

高,表明lnRNA
 

HOTAIR 靶向 TSC1调控炎症水

平,进而改善细胞损伤状态。

氧化应激与 DN 足细胞损伤密切相关。在 DN
中,氧化应激可通过多种途径介导足细胞凋亡和裂孔

隔膜损伤[18]。过量ROS能够损害足细胞中的线粒体

功能,引起足细胞功能异常,这可能会触发随后的细

胞骨架解体、细胞合并,以及细胞凋亡[19]。ROS的过

量产生和SOD活性的降低共同促进了足细胞的氧化

应激损伤,而 MDA水平的升高反映了这种损伤的程

度[20]。本研究发现在高糖诱导的足细胞损伤模型中,

沉默lnRNA
 

HOTAIR抑制了ROS及MDA表达,促
进了SOD表达,而共转染sh-TSC1后,ROS及 MDA
水平升高,SOD水平降低,表明lnRNA

 

HOTAIR靶

向TSC1调控氧化应激,进而改善 MPC5细胞损伤

状态。

综上所述,沉默lnRNA
 

HOTAIR可靶向 TSC1
调控DN足细胞活性、细胞凋亡率、炎症水平及氧化

应激水平,进而减轻DN足细胞损伤,为DN的防治提

供新的分子靶点和治疗策略,而且有助于更深入地理

解DN的复杂分子机制。
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