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  [摘要] 目的 探讨circ_0001478通过靶向 miR-335-3p/ADAM 金属肽酶域10(ADAM10)通路对缺血

再灌注急性肾损伤(IR-AKI)肾小管上皮细胞凋亡的调节作用。方法 24只8~10周龄C57BL/6J小鼠分为4
组,每组6只:NC组、NC+IR组、circ_0001478

 

siRNA组和circ_0001478
 

siRNA+IR组。动物模型建立前

24
 

h,NC组和NC+IR组尾静脉给予阴性对照小干扰RNA(NC
 

siRNA,7.5
 

mg/kg),circ_0001478
 

siRNA组

和circ_0001478
 

siRNA+IR组尾静脉给予circ_0001478
 

siRNA(7.5
 

mg/kg),每12
 

小时注射1次,连续2次。
NC+IR组和circ_0001478

 

siRNA+IR组制备IR-AKI动物模型。造模成功后48
 

h采集血液标本和肾组织。
荧光原位杂交(FISH)观察肾组织肾小管细胞circ_0001478和miR-335-3p的细胞定位。RT-qPCR检测肾组织

circ_0001478、miR-335-3p和ADAM10
 

mRNA表达情况。ELISA检测血清尿素氮(BUN)、Scr、IL-6;比色法

检测肾组织髓过氧化物酶(MPO)活性;硫代巴比妥酸(TBA)法检测肾组织丙二醛(MDA)水平。Western
 

blot
检测肾组织caspase

 

3、cleaved
 

caspase
 

3和ADAM10的蛋白表达情况。光镜下观察肾组织苏木素-伊红(HE)
染色病理切片。末端脱氧核苷酸转移酶介导的dUTP缺口末端标记(TUNEL)法观察肾组织肾小管上皮细胞

凋亡。结果 FISH结果显示circ_0001478与 miR-335-3p均在肾小管上皮细胞的细胞质中表达,与NC组比

较,NC+IR组circ_0001478的荧光强度明显增强(P<0.05),而miR-335-3p的荧光强度明显减弱(P<0.05)。
与NC组比较,NC+IR组和circ_0001478

 

siRNA+IR组组织或血清circ_0001478基因、BUN、Scr、IL-6、
MDA、MPO、cleaved

 

caspase
 

3、ADAM10基因及蛋白的水平或活性升高(P<0.05);组织 miR-335-3p基因的

表达水平降低(P<0.05);HE染色和TUNEL试验分别显示肾组织肾小管损伤和肾小管上皮细胞凋亡加重

(P<0.05)。与NC+IR组比较,circ_0001478
 

siRNA+IR组组织或血清circ_0001478基因、BUN、Scr、IL-6、
MDA、MPO、cleaved

 

caspase
 

3、ADAM10基因及蛋白的水平或活性降低(P<0.05);组织 miR-335-3p基因的

表达水平升高(P<0.05);HE染色和 TUNEL法分别显示肾组织肾小管损伤和肾小管上皮细胞凋亡减轻

(P<0.05)。结论 在小鼠IR-AKI模型中,circ_0001478抑制 miR-335-3p的表达,促进ADAM10生成,进而

促使炎症因子和cleaved
 

caspase
 

3表达,加重肾小管上皮细胞损伤和凋亡,最终导致AKI。
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Mechanism
 

of
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in
 

aggravating
 

renal
 

tubular
 

epithelial
 

cell
 

injury
 

and
 

apoptosis
 

in
 

ischemia-reperfusion
 

acute
 

kidney
 

injury
 

by
 

targeting
 

the
 

miR-335-3p/ADAM10
 

pathway*
Fu

 

Xiaofei,Zhou
 

Chengji,Xu
 

Baoli,Tang
 

Yong,Gu
 

Zi△

(Department
 

of
 

Emergency
 

Medicine,West
 

China
 

School
 

of
 

Medicine,Sichuan
 

University/
The

 

Second
 

Affiliated
 

Hospital
 

of
 

Chengdu,Sichuan
 

University/Chengdu
 

Second
 

People’s
 

Hospital,Chengdu,Sichuan
 

610017,China)
  [Abstract] Objective To

 

investigate
 

the
 

regulatory
 

role
 

of
 

circ_0001478
 

on
 

apoptosis
 

of
 

renal
 

tubular
 

epithelial
 

cells
 

in
 

ischemia-reperfusion
 

acute
 

kidney
 

injury
 

(IR-AKI)
 

by
 

targeting
 

the
 

miR-335-3p/ADAM
 

metallopeptidase
 

domain
 

10
 

(ADAM10)
 

pathway.Methods A
 

total
 

of
 

24
 

C57BL/6J
 

mice
 

aged
 

8-10
 

weeks
 

were
 

divided
 

into
 

4
 

groups
 

(n=6
 

each):the
 

NC
 

group,the
 

NC+IR
 

group,the
  

circ_0001478
 

siRNA
 

group,and
 

the
 

circ_0001478
 

siRNA+IR
 

group.At
 

24
 

h
 

before
 

model
 

establishment,the
 

NC
 

and
 

NC+IR
 

groups
 

received
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negative
 

control
 

siRNA
 

(NC
 

siRNA,7.5
 

mg/kg)
 

via
 

tail
 

vein
 

injection,while
 

the
 

circ_0001478
 

siRNA
 

and
 

circ
_0001478

 

siRNA+IR
 

groups
 

received
 

circ_0001478
 

siRNA
 

(7.5
 

mg/kg)
 

via
 

tail
 

vein
 

injection,once
 

every
 

12
 

h
 

for
 

two
 

consecutive
 

injections.The
 

NC+IR
 

and
 

circ_0001478
 

siRNA+IR
 

groups
 

were
 

subjected
 

to
 

IR-AKI
 

modeling.Blood
 

samples
 

and
 

kidney
 

tissues
 

were
 

collected
 

48
 

h
 

after
 

successful
 

modeling.Fluorescence
 

in
 

situ
 

hybridization
 

(FISH)
 

was
 

used
 

to
 

observe
 

the
 

cellular
 

localization
 

of
 

circ_0001478
 

and
 

miR-335-3p
 

in
 

renal
 

tu-
bular

 

cells.Quantitative
 

real-time
 

PCR
 

(RT-qPCR)
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

gene
 

expression
 

of
 

circ_0001478,
miR-335-3p,and

 

ADAM10
 

in
 

kidney
 

tissues.ELISA
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

blood
 

urea
 

nitrogen
 

(BUN),serum
 

creatinine
 

(Scr),and
 

IL-6.Colorimetric
 

method
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

myeloperoxidase
 

(MPO)
 

activity,and
 

thio-
barbituric

 

acid
 

(TBA)
 

method
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

malondialdehyde
 

(MDA)
 

level
 

in
 

kidney
 

tissues.Western
 

blot
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

caspase
 

3,cleaved
 

caspase
 

3,and
 

ADAM10
 

in
 

kidney
 

tissues.Hematoxylin-eosin
 

(HE)
 

staining
 

was
 

used
 

to
 

observe
 

pathological
 

changes
 

in
 

kidney
 

tissues
 

under
 

light
 

microscopy.Terminal
 

deoxynucleotidyl
 

transferase
 

dUTP
 

nick
 

end
 

labeling
 

(TUNEL)
 

assay
 

was
 

used
 

to
 

observe
 

apoptosis
 

of
 

renal
 

tubular
 

epithelial
 

cells.Results FISH
 

results
 

showed
 

that
 

both
 

circ_0001478
 

and
 

miR-335-3p
 

were
 

expressed
 

in
 

the
 

cytoplasm
 

of
 

renal
 

tubular
 

epithelial
 

cells.Compared
 

with
 

the
 

NC
 

group,the
 

NC+IR
 

group
 

showed
 

significantly
 

increased
 

fluorescence
 

intensity
 

of
 

circ_0001478
 

(P<0.05),while
 

the
 

flu-
orescence

 

intensity
 

of
 

miR-335-3p
 

was
 

significantly
 

decreased
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

NC
 

group,the
 

NC+IR
 

and
 

circ_0001478
 

siRNA+IR
 

groups
 

showed
 

significantly
 

increased
 

levels
 

or
 

activities
 

of
 

circ_
0001478

 

gene,BUN,Scr,IL-6,MDA,MPO,cleaved
 

caspase
 

3,and
 

ADAM10
 

gene
 

and
 

protein
 

in
 

tissues
 

or
 

ser-
um

 

(P<0.05),while
 

miR-335-3p
 

gene
 

expression
 

in
 

kidney
 

tissues
 

was
 

significantly
 

decreased
 

(P<0.05).
HE

 

staining
 

and
 

TUNEL
 

assay
 

showed
 

aggravated
 

renal
 

tubular
 

injury
 

and
 

apoptosis
 

of
 

renal
 

tubular
 

epitheli-
al

 

cells,respectively
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

NC+IR
 

group,the
 

circ_0001478
 

siRNA+IR
 

group
 

showed
 

significantly
 

decreased
 

levels
 

or
 

activities
 

of
 

circ_0001478
 

gene,BUN,Scr,IL-6,MDA,MPO,cleaved
 

caspase
 

3,and
 

ADAM10
 

gene
 

and
 

protein
 

in
 

tissues
 

or
 

serum
 

(P<0.05),while
 

miR-335-3p
 

gene
 

expression
 

in
 

kidney
 

tissues
 

was
 

significantly
 

increased
 

(P<0.05).HE
 

staining
 

and
 

TUNEL
 

assay
 

showed
 

alleviated
 

renal
 

tubular
 

injury
 

and
 

apoptosis
 

of
 

renal
 

tubular
 

epithelial
 

cells,respectively
 

(P<0.05).Conclusion In
 

the
 

mouse
 

IR-AKI
 

model,circ_0001478
 

inhibits
 

miR-335-3p
 

expression
 

and
 

promotes
 

ADAM10
 

production,there-
by

 

promoting
 

the
 

expression
 

of
 

inflammatory
 

factors
 

and
 

cleaved
 

caspase
 

3,aggravating
 

renal
 

tubular
 

epitheli-
al

 

cell
 

injury
 

and
 

apoptosis,and
 

ultimately
 

leading
 

to
 

AKI.
[Key

 

words] circ_0001478;miR-335-3p;ADAM
 

metallopeptidase
 

domain
 

10;ischemia-reperfusion;acute
 

kidney
 

injury

  急性肾损伤(acute
 

kidney
 

injury,AKI)以肾功能

急剧下降、Scr快速升高和/或尿量减少为核心临床表

现,已成为全球性公共卫生难题。AKI
 

发病率呈逐年

上升趋势,在住院患者中患病率可达8%~16%;相较

于无AKI住院人群,合并AKI可使住院死亡风险增

加3倍,带来巨大医疗与公共卫生负担[1-3]。AKI致

病因素多样,包括缺血再灌注(ischemia
 

reperfusion,
IR)损伤、败血症、药物毒性、挤压综合征及产科并发

症等,其中IR损伤是最常见的病因[4-6]。肾小管上皮

细胞、内皮细胞与免疫系统相互作用引发氧化应激与

炎症反应,加剧肾小管上皮细胞凋亡并抑制组织修

复,而肾小管上皮细胞凋亡也是肾缺血再灌注损伤

(renal
 

ischemia
 

reperfusion
 

injury,RIRI)引发肾功能

损伤的关键病理特征[7]。因此,阐明RIRI的分子机

制,对发掘治疗靶点,研发靶向药物具有重要意义。
 

环

状RNA(circular
 

RNAs,circRNAs)是一类无5'端帽

和3'端PolyA尾的非编码RNAs,具有细胞和组织特

异性[8]。从机制上讲,circRNAs通常通过海绵吸附

微RNA(microRNA,miR)参与多种细胞生物学过

程,其表达异常与多种疾病相关,有望成为疾病诊断

标志物及治疗靶点[1]。现有研究证实,circRNAs
 

参

与 IR-AKI 的 细 胞 凋 亡 进 程:circRNA _45478、
circRNA_ZNF609、circRNA_AKT3等可通过不同信

号通路促进RIRI[9-11]。尽管已有上述发现,circRNAs
在IR-AKI中的具体作用机制仍有待深入阐明。本研

究发现circ_0001478在小鼠IR-AKI模型中具有介导

肾小管上皮细胞凋亡的作用。机制为circ_0001478
海绵吸附 miR-335-3p,随后促进ADAM 金属肽酶域

10(a
 

disintegrin
 

and
 

metalloproteinase
 

domain-con-
taining

 

protein
 

10,ADAM10)的生成,进而促使炎性

因子和cleaved
 

caspase
 

3释放,导致肾小管上皮细胞

凋亡,最终损伤肾组织。本研究揭示了circ_0001478
在IR-AKI中的作用及调控通路,为IR-AKI的临床

治疗提供了新的潜在分子靶点。
1 材料与方法

1.1 动物、材料与仪器
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40只普通级雄性8~10
 

周龄C57BL/6J小鼠,购
自成都达硕实验动物有限公司,动物生产许可证号为

SCXK(川)2022-0039。IL-6、血清尿素氮(blood
 

urea
 

nitrogen,BUN)及Scr
 

ELISA试剂盒购自南京建成

生物工程研究所,丙二醛(malondialdehyde,MDA)硫
代巴比妥酸(thiobarbituric

 

acid,TBA)法试剂盒及髓

过氧化物酶(myeloperoxidase,MPO)比色法试剂盒

购自武汉六合生物技术有限公司;鼠源β-tubulin一抗

购自美国Affinity
 

Bioscience公司;兔源caspase
 

3、兔
源cleaved

 

caspase
 

3及兔源ADAM10一抗购自成都

正能生物技术有限责任公司;羊抗兔二抗与羊抗鼠二

抗购 自 美 国 Thermo
 

Fisher
 

Scientific公 司;circ_
0001478小干扰 RNA(small

 

interfering
 

RNA,siR-
NA)、靶向circ_0001478和 miR-335-3p的荧光探针

购自苏州瑞博生物技术有限公司;TRIzol试剂购自湖

南艾科瑞生物有限公司;EasyScript
 

One-Step
 

gDNA
 

Removal试剂盒、cDNA
 

Synthesis
 

SuperMix试剂盒

及2×TransStart
 

Green定量PCR
 

SuperMix试剂盒

购自北京全式金生物技术有限公司。电泳仪、凝胶成

像仪及蛋白转膜夹购自美国Bio-Rad公司;实时荧光

定量PCR(RT-qPCR)仪购自瑞士Roche公司;荧光

检测与成像采用日本Nikon
 

Eclipse钛激光扫描共聚

焦显微镜完成。本研究已通过四川大学实验动物中

心IACUC伦理委员会批准(审批号:2021057),且动

物实验均严格遵循相关指导原则开展。
1.2 方法

1.2.1 动物分组

24只小鼠按照随机数字表法分为 NC组、NC+
IR 组、circ_0001478

 

siRNA 组 和 circ_0001478
 

siRNA+IR组,每组6只。造模前24
 

h,NC组和

NC+IR组尾静脉给予阴性对照siRNA(NC
 

siRNA,
7.5

 

mg/kg),circ_0001478
 

siRNA组和circ_0001478
 

siRNA+IR组尾静脉给予circ_0001478
 

siRNA(7.5
 

mg/kg),每12小时注射1次,连续2次,造模前12
 

h
禁食,不限制饮水。
1.2.2 IR-AKI动物模型

NC+IR组和circ_0001478
 

siRNA+IR组制作

IR-AKI动物模型。术前准备:小鼠经适应性饲养后,
实施禁食不禁水处理,配制所需麻醉剂,对手术器械

及操作区域进行严格无菌消毒,同时准备加热垫以维

持小鼠术中体温稳定。麻醉与固定:采用腹腔注射方

式给予小鼠戊巴比妥钠,剂量为50
 

mg/kg,待小鼠麻

醉效果显现后,将其仰卧固定于加热垫上,剃除腹部

毛发并对局部皮肤进行消毒处理。手术操作:沿小鼠

腹中线依次切开皮肤与腹膜,充分暴露双侧肾脏,使
用无创止血钳夹闭双侧肾蒂,待观察到肾脏颜色转为

苍白后,持续维持缺血状态40
 

min;之后松开无创止

血钳,观察到肾脏颜色恢复红润,确认再灌注操作成

功。术后处理:逐层缝合腹膜与皮肤,消毒手术切口

后,将小鼠放回饲养笼中保温复苏,后续进行常规饲

养。术后48
 

h采集小鼠血液标本,随后处死小鼠并收

集肾组织,用于后续相关实验分析。
1.2.3 标本采集及处理

小鼠经3%戊巴比妥钠(50
 

mg/kg)腹腔注射麻

醉后,采用眼球摘除法收集1~2
 

mL血液,将血液以

3
 

000
 

r/min的转速离心15
 

min,吸取适量上清液置

于-80
 

℃冰箱中冷藏备用;取0.5~1.0
 

g肾组织,加
入1

 

mL细胞裂解液并充分研磨,研磨后以10
 

000
 

r/min的转速离心10
 

min,取上清液于-80
 

℃冰箱保

存备用;另取部分肾组织放入10%多聚甲醛中固定,
留作后续实验使用。
1.2.4 荧光原位杂交(fluorescence

 

in
 

situ
 

hybridiza-
tion,FISH)

通过circBase数据库(https://www.circbase.
org/)预测circ_0001478与 miR-335-3p的结合位点;
通过miRDB数据库(https://mirdb.org/expression.
html)预测miR-335-3p与ADAM10的结合位点。肾

组织石蜡切片60
 

℃烤片2
 

h,二甲苯梯度脱蜡,梯度

乙醇水化;20
 

μg/mL蛋白酶K
 

37
 

℃通透15
 

min,PBS
漂洗3次;滴加预杂交封闭液[20%

 

Formamide+5×
SSC],37

 

℃避光封闭30
 

min,降低非特异性结合。弃

去封闭液,滴加含circ_0001478探针、miR-335-3p探

针的杂交缓冲液,两种探针终浓度均为125
 

nmol/L,
加盖杂交膜防止液体蒸发,37

 

℃避光杂交过夜(≥
16

 

h)。杂交结束后梯度SCC洗涤去除游离未结合探

针:2×SSC
 

室温洗涤10
 

min,1×SSC
 

42
 

℃洗涤15
 

min,0.5×SSC
 

42
 

℃洗涤15
 

min,全程避光。洗涤完

成后滴加5
 

μg/mL
 

DAPI细胞核复染液,室温避光孵

育10
 

min;PBS清洗多余染液,抗荧光淬灭封片剂封

片。采用日本Nikon
 

Eclipse
 

钛激光扫描共聚焦显微

镜观察、采集荧光图像,各通道激发波长参数:4’,6-二
脒 基-2-苯 基 吲 哚 (4’,6-diamidino-2-phenylindole,
DAPI)通道405

 

nm,异硫氰酸荧光素(fluorescein
 

iso-
thiocyanate,FITC)通道488

 

nm,四甲基罗丹明-5-异硫

氰酸酯(tetramethylrhodamine-5-isothiocyanate,TRITC)
通道

 

561
 

nm;miR-335-3p采用FITC荧光标记,circ_
0001478采用TRITC荧光标记。
1.2.5 RT-qPCR检测

采用RT-qPCR检测相关基因表达水平。取小鼠

肾组织上清液,使用TRIzol试剂提取总RNA;取40
 

ng总 RNA,应 用 EasyScript
 

One-Step
 

gDNA
 

Re-
moval及cDNA

 

Synthesis
 

SuperMix试剂盒完成逆转

录。随后通过RT-qPCR进行基因表达定量分析,引
物序列见表1。PCR反应体系总体积为10

 

μL:2×
TransStart

 

Green定量PCR
 

SuperMix
 

5.0
 

μL,上、下
游引物各0.2

 

μL,cDNA 模板1.0
 

μL,ddH2O
 

3.6
 

μL。反应程序:94
 

℃预变性30
 

s;94
 

℃变性5
 

s,60
 

℃退火15
 

s,72
 

℃延伸10
 

s,共45个循环。circ_

3861重庆医学2026年第55卷第8期 Chongqing
 

Med
 

J,2026,Vol.55,No.8



0001478和 ADAM10以β-actin为 内 参 基 因,miR-
335-3p以 U6为内参基因,采用2-ΔΔCt 法计算circ_
0001478、miR-335-3p、ADAM10基 因 的 表 达 水 平。
本研究中使用的引物序列见表1。

表1  引物序列及产物大小

基因名称 方向 引物序列(5'-3')
产物大小

(bp)

β-actin 正向 GGC
 

TGT
 

ATT
 

CCC
 

CTC
 

CAT
 

CG 154

反向 CCA
 

GTT
 

GGT
 

AAC
 

AAT
 

GCC
 

ATG
 

T

U6 正向 CTC
 

GCT
 

TCG
 

GCA
 

GCA
 

CA 94

反向 AAC
 

GCT
 

TCA
 

CGA
 

ATT
 

TGC
 

GT

circ_0001478 正向 GGG
 

CTT
 

TGC
 

TCA
 

CAG
 

AAA
 

CG 134

反向 CCT
 

CTG
 

CCT
 

CCA
 

CAT
 

CAC
 

TG

miR-335-3p 正向 GCG
 

CGC
 

TTT
 

TTC
 

ATT
 

ATT
 

GCT
 

C 67

反向 ATC
 

CAG
 

TGC
 

AGG
 

GTC
 

CGA
 

GG

ADAM10 正向 ATG
 

GTG
 

TTG
 

CCG
 

ACA
 

GTG
 

TTA 151

反向 GTT
 

TGG
 

CAC
 

GCT
 

GGT
 

GTT
 

TTT

1.2.6 ELISA、比色法及TBA法

严格按照商品化试剂盒说明书,采用ELISA定

量检测血清中BUN、Scr及IL-6水平。按照试剂盒要

求依次完成加样、孵育、洗板、显色、终止反应,酶标仪

读取对应波长吸光度值,依托标准曲线换算得到各指

标水平。小鼠处死后快速分离双侧肾脏,剔除肾周脂

肪与包膜,预冷生理盐水冲洗组织表面残血。取50~
100

 

mg肾组织,按照质量体积比制备组织匀浆,低温

离心获取匀浆上清液。采用比色法测定肾组织 MPO
活性;采用TBA法检测肾组织 MDA水平。

 

1.2.7 Western
 

blot检测

取20
 

μg肾组织经裂解获取蛋白。经十二烷基硫

酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳(sodium
 

dodecyl
 

sulfate-
polyacrylamide

 

gel
 

electrophoresis,SDS-PAGE)分离

后,转印至聚偏二氟乙烯(polyvinylidene
 

Fluoride,
PVDF)膜;以5%脱脂奶粉封闭,随后用含吐温-20的

PBS(PBST)洗膜3次,每次15
 

min。将膜分别与β-
Tubulin、caspase

 

3、cleaved
 

caspase
 

3、ADAM10一抗

(均1∶1
 

000稀释)于4
 

℃孵育过夜;PBST洗膜3
次,每次15

 

min,然后与对应二抗(1∶5
 

000稀释)室
温孵育1

 

h,再以PBST洗膜3次,每次15
 

min。其中

caspase
 

3用作cleaved
 

caspase
 

3的内参对照,β-tubu-
lin用作caspase

 

3和ADAM10的内参对照。采用增

强型化学发光(enhanced
 

chemiluminescence,ECL)试
剂显影检测目的蛋白,并使用Image

 

J软件定量分析

蛋白条带灰度值。
1.2.8 苏 木 素-伊 红 染 色 (hematoxylin

 

and
 

eosin
 

staining,HE
 

)染色

将肾组织标本制备为3~5
 

μm连续切片并贴附

于载玻片,经二甲苯两次脱蜡、梯度乙醇逐级水化后

进行HE染色。切片经苏木素染色、自来水冲洗,盐
酸乙醇短暂分化后行返蓝处理,再经伊红复染。染色

完成后,标本依次经梯度乙醇逐级脱水、二甲苯两次

透明处理,最后采用中性树胶封片,置于光学显微镜

下观察并采集组织图像,由两名具备病理诊断经验的

医师对肾小管损伤程度进行双盲评估,评分取两者

均值。
肾小管损伤评分标准,0分:无损伤,肾小管上皮

细胞形态正常无变性、坏死,刷状缘清晰,管腔无扩

张,无细胞管型。1分:轻度损伤(损伤面积<25%),
少量肾小管上皮细胞轻度空泡变性、坏死,局部刷状

缘缺失;未见细胞管型。2分:中度损伤(损伤面积

25%~<50%),较多肾小管上皮细胞空泡变性、坏
死;多处刷状缘脱落,少量肾小管上皮细胞坏死脱落,
局部管腔轻度扩张,偶见细胞管型。3分:中重度损伤

(损伤面积
 

50%~75%),大范围肾小管上皮细胞变

性、坏死;大量刷状缘消失;肾小管管腔明显扩张,可
见较多细胞管型;间质少量炎性细胞浸润。4分:重度

损伤(损伤面积>75%),广泛肾小管上皮细胞坏死、
脱落;肾小管结构严重被破坏;大量细胞管型形成;间
质水肿伴明显炎性浸润。评分越高,肾小管损伤越

严重。
1.2.9 末端脱氧核苷酸转移酶介导的dUTP缺口末

端标记(terminal
 

deoxynucleotidyl
 

transferase
 

dUTP
 

nick
 

end
 

labeling,TUNEL)法

取各组肾组织石蜡切片,经60
 

℃烤片机烤片30
 

min,依次用松节油与无水乙醇脱蜡,PBS洗涤3次,
每次5

 

min。以0.1%柠檬酸钠溶液配制含0.1%
 

Triton-100的破膜液,室温破膜30
 

min,再用PBS洗

涤3次,每次5
 

min。按末端脱氧核苷酸转移酶(ter-
minal

 

deoxynucleotidyl
 

transferase,TDT)与脱氧尿

苷三磷酸(deoxyuridine
 

triphosphate,dUTP)体积比

1∶10配制 TUNEL反应液,滴加后避光孵育1
 

h,
PBS洗涤3次,每次5

 

min。滴加1×DAPI染色液孵

育10
 

min,PBS洗涤3次,每次5
 

min,最后用荧光显

微镜观察并采集图像,评估肾小管上皮 细 胞 凋 亡

水平。
1.3 统计学处理

采用SPSS25.0与GraphPad
 

Prism9.0软件对数

据进行分析。符合正态分布的计量资料以x±s 表

示,多组间比较采用单因素方差分析,两组间比较行

独立样本t检验,组间两两比较选用SNK-q检验。以

P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 circ_0001478与 miR-335-3p、miR-335-3p与

ADAM10的结合位点预测

通过circBase数据库得知circ_0001478与 miR-
335-3p的结合位点;通过 miRDB数据库得知 miR-
335-3p与ADAM10的结合位点,结果见图1。
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图1  circ_0001478与 miR-335-3p、miR-335-3p与

ADAM10的结合位点

2.2 circ_0001478与 miR-335-3p的肾组织FISH定

位及荧光强度比较
 

通过FISH 定位显示circ_0001478与 miR-335-
3p均在肾小管上皮细胞的细胞质中表达。与 NC组

比较,NC+IR组circ_0001478的荧光强度明显增强

(P<0.05),而 miR-335-3p的荧光强度明显减弱

(P<0.05),见图2、表2。

图2  FISH检测circ_0001478与 miR-335-3p的肾组织荧光共定位

表2  NC组与NC+IR组circ_0001478与 miR-335-3p的

   肾组织荧光强度比较(x±s)

组别 n circ_0001388荧光强度 miR-335-3p荧光强度

NC组 6 1.00±0.03 1.01±0.02

NC+IR组 6 1.93±0.10a 0.60±0.05a

  a:P<0.05,与NC组比较。

2.3 各组小鼠肾组织circ_0001478及 miR-335-3p、
ADAM10基因表达水平比较

 

与NC组比较,NC+IR组、circ_0001478
 

siRNA+
IR组的circ_0001478和 ADAM10基因表达水平升

高,miR-335-3p基因表达水平降低(P<0.05),circ_
0001478

 

siRNA组则相反(P<0.05);与NC+IR组

比较,circ_0001478
 

siRNA组、circ_0001478
 

siRNA+
IR组的circ_0001478和 ADAM10基因表达水平降

低,miR-335-3p基因表达水平升高(P<0.05);与
circ_0001478

 

siRNA组比较,circ_0001478
 

siRNA+
IR组的circ_0001478和 ADAM10基因表达水平升

高,miR-335-3p基因表达水平降低(P<0.05),见
表3。
2.4 各 组 小 鼠 血 清 或 肾 组 织BUN、Scr、炎 症 因 子

比较

与NC比较,NC+IR组和circ_0001478
 

siRNA+
IR组血清或肾组织BUN、Scr、IL-6、MDA和 MPO水

平或活性升高(P<0.05);与 NC+IR组比较,circ_
0001478

 

siRNA 组和circ_0001478
 

siRNA+IR 组

BUN、Scr、IL-6、MDA和 MPO水平或活性降低(P<
0.05);与circ_0001478

 

siRNA组比较,circ_0001478
 

siRNA+IR组BUN、Scr、IL-6、MDA和 MPO水平或

活性升高(P<0.05),见表4。

表3  各组小鼠肾组织circ_0001478、miR-335-3p
 

、ADAM10基因表达水平比较(x±s)

组别 n circ_0001478 miR-335-3p ADAM10

NC组 6 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00

NC+IR组 6 1.89±0.09a 0.64±0.04a 2.17±0.09a

circ_0001478
 

siRNA组 6 0.79±0.03ab 1.32±0.05ab 0.75±0.06ab

circ_0001478
 

siRNA+IR组 6 1.51±0.07abc 0.89±0.05abc 1.65±0.07abc

F 434.7 315.6 609.8

P <0.01 <0.01 <0.01

  a:P<0.05,与NC组比较;b:P<0.05,与NC+IR组比较,c:P<0.05,与circ_0001478
 

siRNA组比较。
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表4  各组小鼠血清或肾组织BUN、Scr及炎症因子水平比较(x±s)

组别 n BUN(mg/dL) Scr(μmol/L) IL-6(ng/L) MDA(nmol/g) MPO(μg/L)

NC组 6 38.50±1.09 43.27±1.56 21.78±1.15 35.65±1.80 47.03±2.13

NC+IR组 6 170.10±7.00a 187.30±4.68a 136.20±3.92a 185.30±8.64a 242.20±7.21a

circ_0001478
 

siRNA组 6 37.37±0.72b 43.23±0.63b 21.77±0.81b 35.82±1.26b 46.78±1.93b

circ_0001478
 

siRNA+IR组 6 98.02±2.10abc 115.90±6.35abc 85.07±2.93abc 118.30±5.53abc 167.30±6.75abc

F 1
 

719.0 1
 

760.0 2
 

841.0 1
 

142.0 2
 

099.0

P <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01

  a:P<0.05,与NC组比较;b:P<0.05,与NC+IR组比较;c:P<0.05,与circ_0001478
 

siRNA组比较。

2.5 各组小鼠肾组织相关蛋白表达水平比较

与NC比较,NC+IR组和circ_0001478
 

siRNA+
IR组Cleaved

 

caspase
 

3和ADAM10蛋白表达水平升

高(P<0.05)。与NC+IR组比较,circ_0001478
 

siR-
NA组和circ_0001478

 

siRNA+IR组cleaved
 

caspase
 

3和 ADAM10蛋白表达水平降低(P<0.05)。与

circ_0001478
 

siRNA组比较,circ_0001478
 

siRNA+
IR组cleaved

 

caspase
 

3和ADAM10蛋白表达水平升

高(P<0.05),见图3、表5。

  ①:NC组;②:NC+IR组;③:circ_0001478
 

siRNA组:④:circ_

0001478
 

siRNA+IR组。

图3  Western
 

bolt检测各组小鼠肾组织ceaved
 

caspase
 

3和ADAM10蛋白表达情况

2.6 各组小鼠肾组织肾小管损伤及肾小管上皮细胞

凋亡情况比较

与NC组比较,NC+IR组和circ_0001478
 

siR-
NA+IR组肾组织炎症细胞浸润加重,肾小管损伤加

重(P<0.05);与NC+IR组比较,circ_0001478
 

siR-
NA组和circ_0001478

 

siRNA+IR组肾组织炎症细

胞浸润减轻,肾小管损伤减轻(P<0.05);与circ_
0001478

 

siRNA组比较,circ_0001478
 

siRNA+IR组

肾组织炎症细胞浸润加重,肾小管损伤加重(P<
0.05),NC组、NC+IR组、circ_0001478

 

siRNA组、
circ_0001478

 

siRNA+IR组肾小管损伤评分分别为

0、(3.50±0.55)、0、(2.33±0.52
 

)分,见图4。与NC
组比较,NC+IR组和circ_0001478

 

siRNA+IR组肾

组织肾小管上皮细胞凋亡增加;与 NC+IR组比较,
circ_0001478

 

siRNA组和circ_0001478
 

siRNA+IR
组肾组织肾小管上皮细胞凋亡减少;与circ_0001478

 

siRNA组比较,circ_0001478
 

siRNA+IR组肾组织肾

小管上皮细胞凋亡增加,见图5。

图4  各组小鼠肾组织病理图(HE染色)

图5  各组小鼠肾组织肾小管上皮细胞凋亡图(TUNEL法)

6861 重庆医学2026年第55卷第8期 Chongqing
 

Med
 

J,2026,Vol.55,No.8


