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摘要　 目的　 探讨 ｍｉＲ⁃１４６ｂ⁃５ｐ 与 Ｅ３ 泛素蛋白连接酶（ＺＮ⁃
ＲＦ３）对高糖诱导的小鼠腹膜间皮细胞上皮间质转化（ＥＭＴ）
进程的影响及作用机制。 方法　 正常培养的小鼠为对照组，
采用 ４. ２５％葡萄糖透析液和 ０. １ ｍｇ ／ ｋｇ 的脂多糖诱导腹膜

纤维化小鼠模型，收集小鼠腹膜组织，Ｍａｓｓｏｎ 染色观察腹膜

组织胶原纤维变化，免疫组化法检测 α⁃平滑肌肌动蛋白（α⁃
ＳＭＡ）和 Ｉ 型胶原（ＣＯＬ Ｉ）表达。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测腹膜组织

上皮钙黏蛋白 （ Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ）、α⁃ＳＭＡ 和 ＣＯＬ Ｉ 表达。 ｑＲＴ⁃
ＰＣＲ 检测腹膜组织中 ｍｉＲ⁃１４６ｂ⁃５ｐ 和 ＺＮＲＦ３ 表达。 双荧光

素酶报告基因检测验证 ｍｉＲ⁃１４６ｂ⁃５ｐ 和 ＺＮＲＦ３ 靶向关系。
分离对照组小鼠腹膜间皮细胞，高糖诱导构建小鼠腹膜间皮

细胞纤维化模型，将细胞分为对照组、模型组、ｍｉｍｉｃ⁃ＮＣ 组、
ｍｉＲ⁃１４６ｂ⁃５ｐ⁃ｍｉｍｉｃ 组和 ｍｉＲ⁃１４６ｂ⁃５ｐ⁃ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 组。 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ
小室检测细胞迁移和侵袭能力。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＥＭＴ 相关

蛋白表达。 结果　 与对照组小鼠比较，模型组小鼠腹膜组织

增厚，胶原纤维增多，α⁃ＳＭＡ 和 ＣＯＬ Ｉ 表达增加（Ｐ ＜ ０. ０５），
ｍｉＲ⁃１４６ｂ⁃５ｐ 表达升高（Ｐ ＜ ０. ０５），Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 和 ＺＮＲＦ３ 表

达降低（Ｐ ＜ ０. ０５）。 ｍｉＲ⁃１４６ｂ⁃５ｐ 靶向负调控 ＺＮＲＦ３ 表达。
细胞水平检测结果显示，与对照组比较，模型组和 ｍｉｍｉｃ⁃ＮＣ
组小鼠腹膜间皮细胞迁移和侵袭细胞数增多（Ｐ ＜ ０. ０５），Ｅ⁃
ｃａｄｈｅｒｉｎ 表达降低（Ｐ ＜ ０. ０５），波形蛋白（Ｖｉｍｅｎｔｉｎ）和 Ｎ⁃钙
黏蛋白（Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ）表达升高（Ｐ ＜ ０. ０５）。 与模型组比较，
ｍｉＲ⁃１４６ｂ⁃５ｐ⁃ｍｉｍｉｃ 组小鼠腹膜间皮细胞变化趋势更为显

著，ｍｉＲ⁃１４６ｂ⁃５ｐ⁃ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 组细胞 ＥＭＴ 进程受到抑制。 结论

　 ｍｉＲ⁃１４６ｂ⁃５ｐ 可靶向 ＺＮＲＦ３ 基因促进高糖诱导的小鼠腹

膜间皮细胞 ＥＭＴ 进程。
关键词　 ｍｉＲ⁃１４６ｂ⁃５ｐ；Ｅ３ 泛素蛋白连接酶；腹膜透析；上皮

间质转化；侵袭；迁移
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　 　 腹膜透析是临床治疗终末期肾脏疾病的常用方

法，但长期透析会引起腹膜纤维化，致使患者退出治

疗［１］。 高糖刺激导致的腹膜间皮细胞外基质沉积，
是腹膜纤维化的病理变化之一［２］。 腹膜间皮细胞

上皮间质转化（ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ⁃ｔｏ⁃ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，
ＥＭＴ）是腹膜纤维化的早期机制，有效抑制腹膜间皮

细胞 ＥＭＴ 对维持腹膜透析极为重要［３］。 研究［４］ 表

明，Ｅ３ 泛素蛋白连接酶（Ｅ３ ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ⁃ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｉｇａｓｅ，
ＺＮＲＦ３）能够抑制鼻咽癌细胞 ＥＭＴ 过程，调控相关

蛋白的表达，在其迁移和侵袭中发挥重要作用。
　 　 ｍｉＲＮＡ 是长度约为 ２２ 个核苷酸的非编码

ＲＮＡ，能靶向 ｍＲＮＡ 调控基因表达，参与多种病理

生理过程。 Ｐｅｌｌｅｇｒｉｎｉ ｅｔ ａｌ［５］ 证明 ｍｉＲ⁃１４６ｂ⁃５ｐ 在肾

损伤和纤维化进展的不同阶段呈差异表达。 同时，
ｍｉＲ⁃１４６ｂ⁃５ｐ 能靶向 ＺＮＲＦ３ 促进骨肉瘤细胞浸润和

转移，并增强其耐药性［６］。 但 ｍｉＲ⁃１４６ｂ⁃５ｐ 与 ＺＮ⁃
ＲＦ３ 在腹膜纤维化中的作用和机制尚不清楚。 因

此，该研究通过高糖诱导构建小鼠腹膜纤维化动物

和细胞模型，探讨 ｍｉＲ⁃１４６ｂ⁃５ｐ 对其 ＥＭＴ 进程的影

响及其机制。

１　 材料与方法

１． １　 实验材料

１． １． １　 实验动物 　 ＳＰＦ 级 ６ 周龄 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠

１２ 只，体质量约 ２０ ｇ，购自湖南斯莱克景达实验动

物有限公司，在 ２２ ～ ２６ ℃、５０％ ～６０％的相对湿度，
人工光照明暗各 １２ ｈ 环境下饲养。 实验动物使用

许可证号：ＳＹＸＫ（鄂）２０１８⁃０１０４。
１． １． ２　 主要试剂和仪器　 戊巴比妥钠盐、葡萄糖购

自 Ｓｉｇｍａ 公司；４. ２５％ 腹膜透析液购自成都青山利

康公司；脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）购自阿拉丁

公司；胎牛血清购自 Ｇｉｂｃｏ 公司；青链霉素混合液、
ＣＣＫ⁃８、ＲＩＰＡ（强）组织细胞快速裂解液和 ＢＣＡ 蛋白

浓度测定试剂盒、ＤＡＢ 浓缩型试剂盒、封闭山羊血

清购自 Ｓｏｌａｒｂｉｏ 公司；ＰＶＤＦ 转移膜和化学发光试剂

购自 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司；苏木精购自雷根生物公司；兔抗

α⁃平滑肌肌动蛋白（α⁃ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ａｃｔｉｎ，α⁃ＳＭＡ）
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抗体（ ＰＡＢ４６１９４ ）、兔抗上皮钙黏蛋白 （ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ
ｃａｄｈｅｒｉｎ，Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ）抗体（ＰＡＢ３３５４２）、兔抗波形蛋

白（Ｖｉｍｅｎｔｉｎ）抗体（ＰＡＢ４０６０５）和兔抗 Ｎ⁃钙黏蛋白

（Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ）抗体（ＰＡＢ３３５４３）购自 Ｂｉｏｓｗａｍｐ 公司；
兔抗 ＺＮＲＦ３ 抗体（ＮＢＰ３⁃０３９２４）购自 Ｎｏｖｕｓ 公司；兔
抗 Ｉ 型胶原（ ｔｙｐｅ Ｉ ｃｏｌｌａｇｅｎ，ＣＯＬ Ｉ）抗体（ａｂ８７９１３）
购自 Ａｂｃａｍ 公司；ＭａｘＶｉｓｉｏｎ 二抗（ＫＩＴ⁃５０２０）购自

迈新公司；ＴＲＩｚｏｌ 购自 Ａｍｂｉｏｎ 公司；双荧光素酶报

告基因检测试剂盒购自碧云天公司；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室

购自 Ｃｏｒｎｉｎｇ 公司；Ｍａｔｒｉｇｅｌ 胶购自 ＢＤ 公司。 全自

动化学发光分析仪（型号：Ｔａｎｏｎ⁃５２００）购自上海天

能公司；酶标仪（型号：ＭＫ３）购自芬兰雷勃公司；
ＰＣＲ 仪（型号：ＧＥ４８５２７）购自杭州柏恒公司。
１． ２　 实验方法

１． ２． １　 模型构建及分组处理　 １２ 只 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠

随机分为对照组和模型组，每组 ６ 只。 参考文献［７］

方法构建腹膜纤维化小鼠模型，模型组小鼠腹腔注

射 ４. ２５％葡萄糖透析液，每天 １００ ｍｌ ／ ｋｇ，持续 ４ 周，
腹腔注射 ＬＰＳ，每天 ０. １ ｍｇ ／ ｋｇ，持续 １ 周。 对照组

小鼠腹腔注射等量生理盐水。 造模结束后采用 １％
戊巴比妥钠腹腔注射麻醉，取腹膜组织保存备用。
Ｍａｓｓｏｎ 染色观察腹膜组织胶原纤维变化，免疫组化

检测 α⁃ＳＭＡ 和 ＣＯＬ Ｉ 表达，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测腹膜组

织 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、α⁃ＳＭＡ 和 ＣＯＬ Ｉ 蛋白表达验证模型

是否构建成功。
１． ２． ２　 免疫组化检测　 取对照组和模型组小鼠腹

膜组织按常规步骤脱水浸蜡包埋，冷冻后切片，贴附

于载玻片上烤片 １ ｈ。 二甲苯浸泡，梯度乙醇溶液浸

泡，１ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的 Ｔｒｉｓ⁃ＥＤＴＡ 缓冲溶液中高压修复 １８
ｍｉｎ，置于 ３％ Ｈ２Ｏ２ 中湿盒孵育 １０ ｍｉｎ，１０％ 山羊血

清湿盒孵育 ３０ ｍｉｎ，滴加 α⁃ＳＭＡ 和 ＣＯＬ Ｉ 一抗

（１ ∶ ５０），湿盒孵育，４ ℃过夜，滴加 ｍａｘｖｉｓｉｏｎ 二抗，
３７ ℃孵育 ６０ ｍｉｎ。 ＤＡＢ 和苏木精染色，乙醇溶液浸

泡脱水，二甲苯中透明，中性树胶封片，显微镜拍照。
１． ２． ３　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 　 ＴＲＩｚｏｌ 提取腹膜组织样本

总 ＲＮＡ，反转录合成 ｃＤＮＡ 后进行 ＰＣＲ 扩增。 扩增

体系：ＳＹＢＲ ＦＡＳＴ ｑＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ １０ μｌ，上游引物

０. ５ μｌ，下游引物 ０. ５ μｌ，ｃＤＮＡ 模板 １ μｌ，ｄｄＨ２Ｏ ８
μｌ。 反应程序为：９５ ℃ ３ ｍｉｎ；９５ ℃ ５ ｓ；５６ ℃ １０ ｓ；
７２ ℃ ２５ ｓ；共 ４０ 个循环。 引物序列见表 １，由武汉

天一华煜基因科技有限公司合成。 反应结束后获取

ＣＴ 值，采用 ２ － ΔΔＣＴ法进行统计分析。
１． ２． ４　 小鼠腹膜间皮细胞原代分离　 参考文献［８］

方法，无菌环境下取上述对照组小鼠大网膜，ＰＢＳ 漂

表 １　 ＰＣＲ 引物序列

基因名 序列（５′⁃３′）
ｍｉＲ⁃１４６ｂ⁃５ｐ Ｆ：ＣＴＧＧＴＧＴＣＧＴＧＧＡＧＴＣＧＧ

Ｒ：ＧＧＧＧＴＧＡＧＡＡＣＴＧＡＡＴＴＣＣＡＴ
ＺＮＲＦ３ Ｆ：ＡＡＣＡＴＣＧＴＣＡＡＣＡＡＧＣＡＧＡＡ

Ｒ：ＧＡＡＡＧＣＣＡＧＧＡＡＡＡＴＣＣＣ
ＧＡＰＤＨ Ｆ：ＧＧＧＡＡＡＣＴＧＴＧＧＣＧＴＧＡＴ

Ｒ：ＧＡＧＴＧＧＧＴＧＴＣＧＣＴＧＴＴＧＡ
Ｕ６ Ｆ：ＣＴＣＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡＴＡＴＡＣＴ

Ｒ：ＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴＧＴＣ

洗 ３ 次，用含 ０. ２５％胰蛋白酶的 ＰＢＳ 消化 ２５ ｍｉｎ 后

弃去消化液，加入含 １００ Ｕ ／ ｍｌ 的青链霉素及 １５％
胎牛血清的完全培养基终止消化，１５ ｍｉｎ 后移入离

心管，４ ℃下 ８００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ。 弃上清液，用完

全培养液重悬细胞，置于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 培养箱培

养，７２ ｈ 后换液，然后每 ２ ～ ３ ｄ 换液 １ 次。
１． ２． ５　 ＣＣＫ⁃８ 检测　 收集上述小鼠腹膜间皮细胞

于 ９６ 孔板，调整细胞悬液浓度为 ３ × １０３ 个 ／孔，每
孔 １００ μｌ，培养使细胞贴壁。 将细胞分为对照组和

不同浓度葡萄糖处理组（分别用含 １％ 、２％ 、４％ 、
６％ 、８％ 、１０％葡萄糖的培养基培养细胞），培养 ２４
ｈ。 取出细胞培养板，每孔加 １０ μｌ ＣＣＫ⁃８ 溶液，培
养 ４ ｈ。 ４５０ ｎｍ 处酶标仪检测各孔吸光度值，选择

与对照组相比，增殖率下降最显著的最低葡糖糖浓

度用于后续的造模实验。
１． ２． ６　 双荧光素酶报告基因检测　 根据 ＺＮＲＦ３⁃３′
ＵＴＲ 野生型基因序列（５′⁃３′）为：ＧＣＴＡＧＣＧＴＧＴＧＣＴ⁃
ＴＧＧＧＧＴＴＣＣＧＡＧＧＴＧＴＧＧＧＡＴＴＧＡＧＴＴＣＴＣＴＧＣＴＴＴ⁃
ＧＴＴＴＴＴＴＴＴＴＡＡＧＡＴＡＴＴＧＴＡＴＧＴＣＴＡＧＡ， ＺＮＲＦ３⁃３′
ＵＴＲ 突变型对其进行定点突变，将 ＺＮＲＦ３⁃３′ ＵＴＲ
中碱基 ＡＧＴＴＣＴＣ 突变为 ＧＡＣＣＡＧＡ。 构建含有

ｍｉＲ⁃１４６ｂ⁃５ｐ 结合位点的 ＺＮＲＦ３⁃３′ ＵＴＲ 野生型及

突变型报告基因载体，进行酶切回收，连接目的基因

片段与线性化载体，提取质粒 ＤＮＡ，测序。 在小鼠

腹膜间皮细胞中转染 ｍｉＲ⁃１４６ｂ⁃５ｐ ｍｉｍｉｃ，然后分别

转染野生型及突变型报告基因载体；另一组细胞转

染 ｍｉｍｉｃ⁃ＮＣ 质粒，再分别转染 ＺＮＲＦ３⁃３′ ＵＴＲ 野生

型及突变型载体，２４ ｈ 按双荧光素酶报告基因检测

试剂盒说明书进行实验操作。
１． ２． ７　 细胞分组与处理　 将小鼠腹膜间皮细胞分

为 ５ 组：对照组、模型组、ｍｉｍｉｃ⁃ＮＣ 组、ｍｉＲ⁃１４６ｂ⁃５ｐ⁃
ｍｉｍｉｃ 组和 ｍｉＲ⁃１４６ｂ⁃５ｐ⁃ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 组。 将正常培养

的小鼠腹膜间皮细胞作为对照组，模型组用含 ６％
葡萄糖的培养基培养 ２４ ｈ。 构建 ｍｉＲ⁃１４６ｂ⁃５ｐ⁃ｍｉｍ⁃
ｉｃ ＮＣ 质粒、ｍｉｍｉｃ 质粒、ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 质粒，分别转染小
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鼠腹膜间皮细胞纤维化模型，２４ ｈ 后收集各组细

胞，进行后续实验。
１． ２． ８　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测　 收集各组约 １ × １０６ 个细

胞，加裂解液裂解细胞，１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，
取上清液。 ＢＣＡ 法进行蛋白定量。 通过 ＳＤＳ⁃ＰＳＧＥ
电泳分离，将蛋白转移至 ＰＶＤＦ 膜上，５％ 脱脂奶粉

封闭过夜，加一抗（Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、ＺＮＲＦ３、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、Ｎ⁃
ｃａｄｈｅｒｉｎ，１ ∶ １ ０００）室温孵育 １ ｈ，洗膜，加 ＨＲＰ 标

记的二抗（１ ∶ ２０ ０００）室温孵育 １ ｈ，洗膜，ＥＣＬ 发光

液显影，ＴＡＮＯＮ ＧＩＳ 软件读取相关条带灰度值。
１． ２． ９　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室检测　 细胞迁移实验：调整细

胞悬液浓度为 １ × １０２ ／ Ｌ，取 ０. ５ ｍｌ 接种至 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ
小室内。 下层 ２４ 孔板加 ０. ７５ ｍｌ 含 １０％ 胎牛血清

的 ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２ 培养液，培养 ２４ ｈ，弃去培养基，ＰＢＳ
清洗，每孔加 ４％甲醛室温固定 ２０ ｍｉｎ。 ＰＢＳ 洗涤，
加 ０. ５％结晶紫溶液染色 ３０ ｍｉｎ，用棉签擦去 Ｔｒａｎ⁃
ｓｗｅｌｌ 小室内未迁移的细胞，置于 ２００ × 显微镜下观

察，计数每个视野中的细胞数。
　 　 细胞侵袭实验：接种前在小室中铺 ８０ μｌ Ｍａｔｒｉ⁃
ｇｅｌ 胶，３７ ℃培养箱放置 ３０ ｍｉｎ。 其余实验步骤同

细胞迁移实验操作。
１． ３　 统计学处理　 用 ＳＰＳＳ ２０. ０ 软件进行统计学

分析。 计量资料以均数 ±标准差表示。 两组间比较

采用 ｔ 检验，多组间比较采用单因素方差分析，以 Ｐ
＜ ０. ０５ 表示差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 模型鉴定　 如图 １Ａ 所示，对照组小鼠腹膜组

织薄，呈连续分布；模型组小鼠腹膜组织明显增厚，

胶原纤维明显增多。 如图 １Ｂ 所示，模型组中，主要

集中于腹膜组织中血管的管壁的 α⁃ＳＭＡ 和间皮基

质中的 ＣＯＬ Ｉ 阳性表达明显增多。
２． ２　 腹膜纤维化小鼠模型中 ｍｉＲ⁃１４６ｂ⁃５ｐ、ＺＮＲＦ、
ＣＯＬ Ｉ 及 α⁃ＳＭＡ 表达　 如图 ２Ａ 所示，与对照组相

比，模型组小鼠腹膜组织中 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 表达降低（Ｆ
＝ ２８６. ６３ ）， ＣＯＬ Ｉ （ Ｆ ＝ ３９０. ４７ ） 及 α⁃ＳＭＡ （ Ｆ ＝
６６３. １０）表达升高（Ｐ ＜ ０. ０５）。 如图 ２Ｂ 所示，与对

照组相比，模型组小鼠腹膜组织中 ｍｉＲ⁃１４６ｂ⁃５ｐ 表

达升高（Ｆ ＝ ４０５. ６６，Ｐ ＜ ０. ０５），ＺＮＲＦ３ 表达降低（Ｆ
＝ ６２５. ３３，Ｐ ＜ ０. ０５）。
２． ３　 ｍｉＲ⁃１４６ｂ⁃５ｐ 靶向负调控 ＺＮＲＦ３ 表达　 如图

３Ａ 所示，ｍｉＲ⁃１４６ｂ⁃５ｐ 与 ＺＮＲＦ３ 存在结合位点。 如

图 ３Ｂ 所示，与 ｍｉｍｉｃ⁃ＮＣ 组相比，ｍｉＲ⁃１４６ｂ⁃５ｐ ｍｉｍ⁃
ｉｃ 可降低 ＺＮＲＦ３ 野生型 ３′⁃ＵＴＲ 荧光素酶活性（Ｆ ＝
２７９. ５３，Ｐ ＜ ０. ０５），而 ＺＮＲＦ３ 突变型 ３′⁃ＵＴＲ 荧光素

酶活性无变化（Ｐ ＞ ０. ０５）。 如图 ３Ｃ 所示，与对照组

相比，模型组和 ｍｉｍｉｃ⁃ＮＣ 组 ＺＮＲＦ３ 表达降低。 与

ｍｉｍｉｃ⁃ＮＣ 组相比，转染 ｍｉＲ⁃１４６ｂ⁃５ｐ ｍｉｍｉｃ 的小鼠

腹膜间皮细胞中 ＺＮＲＦ３ 表达降低，转染 ｍｉＲ⁃１４６ｂ⁃
５ｐ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 的小鼠腹膜间皮细胞中 ＺＮＲＦ３ 表达升

高。
２． ４ 　 高糖诱导小鼠腹膜间皮细胞纤维化并抑制

ＺＮＲＦ３ 表达 　 如图 ４Ａ 所示，与对照组相比，不同

浓度（１％ 、２％ 、４％ 、６％ 、８％ 、１０％ ）葡萄糖处理的

小鼠腹膜间皮细胞增殖活性降低（Ｆ ＝ ４４６. ４７，Ｐ ＜
０. ０５），且呈剂量依赖性，其中含 ６％ 的葡萄糖培养

液处理后，细胞增殖活力下降 １７. １７％ ，因此，选择

６％的葡萄糖进行后续实验 。如图４ Ｂ 、４ Ｃ所示 ，

图 １　 腹膜纤维化小鼠模型鉴定

Ａ：腹膜组织 Ｍａｓｓｏｎ 染色 × ２００；Ｂ：腹膜组织 ＣＯＬ Ｉ 和 α⁃ＳＭＡ 免疫组化染色 × ２００
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图 ２　 ｍｉＲ⁃１４６ｂ⁃５ｐ 和 ＺＮＲＦ３ 在腹膜纤维化小鼠模型中的表达

　 　 Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测腹膜组织中 ＣＯＬ Ｉ、α⁃ＳＭＡ 及 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 表达；Ｂ：ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测腹膜组织中 ｍｉＲ⁃１４６ｂ⁃５ｐ 和 ＺＮＲＦ３ 表达；与对照组比

较：∗Ｐ ＜ ０. ０５

图 ３　 ｍｉＲ⁃１４６ｂ⁃５ｐ 靶向负调控 ＺＮＲＦ３ 表达

　 　 Ａ：ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ 预测 ｍｉＲ⁃１４６ｂ⁃５ｐ 与 ＺＮＲＦ３ 结合位点；Ｂ：双荧光素酶报告基因检测验证 ｍｉＲ⁃１４６ｂ⁃５ｐ 与 ＺＮＲＦ３ 靶向关系；Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检
测小鼠腹膜间皮细胞中 ＺＮＲＦ３ 表达；ａ：对照组；ｂ：模型组；ｃ：ｍｉｍｉｃ⁃ＮＣ 组；ｄ：ｍｉＲ⁃１４６ｂ⁃５ｐ ｍｉｍｉｃ 组；ｅ：ｍｉＲ⁃１４６ｂ⁃５ｐ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 组；与 ｍｉｍｉｃ⁃ＮＣ 组

比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５

图 ４　 高糖诱导小鼠腹膜间皮细胞纤维化并抑制 ＺＮＲＦ３ 表达

　 　 Ａ：ＣＣＫ⁃８ 法检测小鼠腹膜间皮细胞增殖活性；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测小鼠腹膜间皮细胞中 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 表达；Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测小鼠腹膜间皮

细胞中 ＺＮＲＦ３ 表达；１：对照组；２ ～ ７：１％ 、２％ 、４％ 、６％ 、８％ 、１０％葡萄糖处理组；与对照组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５

Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 和 ＺＮＲＦ３ 表 达 也 降 低 （ Ｆ ＝ ２２０. ７２、
２４６. ３３，Ｐ ＜ ０. ０５）。
２． ５　 过表达 ｍｉＲ⁃１４６ｂ⁃５ｐ 促进小鼠腹膜间皮细胞

迁移和侵袭　 如图 ５ 所示，与对照组相比，模型组与

ｍｉｍｉｃ⁃ＮＣ 组小鼠腹膜间皮细胞迁移和侵袭能力增

强（ Ｐ ＜ ０. ０５ ）。 与 ｍｉｍｉｃ⁃ＮＣ 组相比，转染 ｍｉＲ⁃
１４６ｂ⁃５ｐ⁃ｍｉｍｉｃ 的小鼠腹膜间皮细胞迁移和侵袭能

力增强（Ｐ ＜ ０. ０５），转染ｍｉＲ⁃１４６ｂ⁃５ｐ⁃ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ的小
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图 ５　 过表达 ｍｉＲ⁃１４６ｂ⁃５ｐ 促进小鼠腹膜间皮细胞迁移和侵袭

　 　 Ａ：Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室检测细胞迁移能力 × ２００；Ｂ：Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室检测细胞侵袭能力 × ２００；ａ：对照组；ｂ：模型组；ｃ：ｍｉｍｉｃ⁃ＮＣ 组；ｄ：ｍｉＲ⁃１４６ｂ⁃

５ｐ ｍｉｍｉｃ 组；ｅ：ｍｉＲ⁃１４６ｂ⁃５ｐ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 组；与对照组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５；与 ｍｉｍｉｃ⁃ＮＣ 组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５

鼠腹膜间皮细胞迁移和侵袭能力下降（Ｐ ＜ ０. ０５）。
２． ６　 过表达 ｍｉＲ⁃１４６ｂ⁃５ｐ 对 ＥＭＴ 相关蛋白表达

的影响 　 如图 ６ 所示，与对照组相比，模型组与

ｍｉｍｉｃ⁃ＮＣ 组 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 表达降低（Ｆ ＝ ７１４. ６２， Ｐ ＜
０. ０５ ）， Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 和 Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 表 达 升 高 （ Ｆ ＝
６３９. ３４、５７２. ６９， Ｐ ＜ ０. ０５）。 模型组与 ｍｉｍｉｃ⁃ＮＣ 组

Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 和 Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 的表达无显著差

异（Ｐ ＞ ０. ０５）。 与 ｍｉｍｉｃ⁃ＮＣ 组相比，ｍｉＲ⁃１４６ｂ⁃５ｐ⁃
ｍｉｍｉｃ 组小鼠腹膜间皮细胞 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 表达降低（Ｆ
＝ ７１４. ６２， Ｐ ＜ ０. ０５），Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 和 Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 表达

升高（Ｆ ＝ ６３９. ３４、５７２. ６９， Ｐ ＜ ０. ０５），ｍｉＲ⁃１４６ｂ⁃５ｐ⁃
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 组小鼠腹膜间皮细胞 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 表达升高

（Ｆ ＝ ７１４. ６２， Ｐ ＜ ０. ０５），Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 和 Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 表

达降低（Ｆ ＝ ６３９. ３４、５７２. ６９， Ｐ ＜ ０. ０５）。

３　 讨论

　 　 腹膜透析作为终末期肾功能衰竭患者的替代疗

法，在世界范围内发展迅速，然而，进行性腹膜纤维

化是长期腹膜透析患者无法避免的问题。ｍｉＲＮＡ

图 ６　 过表达 ｍｉＲ⁃１４６ｂ⁃５ｐ 对 ＥＭＴ 相关蛋白表达的影响

　 　 ａ：对照组；ｂ：模型组；ｃ：ｍｉｍｉｃ⁃ＮＣ 组；ｄ：ｍｉＲ⁃１４６ｂ⁃５ｐ ｍｉｍｉｃ 组；

ｅ：ｍｉＲ⁃１４６ｂ⁃５ｐ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 组；与对照组比较：∗ Ｐ ＜ ０. ０５；与 ｍｉｍｉｃ⁃ＮＣ

组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５
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在抑制腹膜透析相关腹膜纤维化的进展中起关键作

用。 Ｈｅ ｅｔ ａｌ［９］ 研究认为，与正常对照组大鼠相比，
腹膜透析组大鼠 ｍｉＲ⁃１５ａ⁃５ｐ 表达水平降低，血管内

皮生长因子受体 （ ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＶＥＧＦＲ）表达水平升高，ｍｉＲ⁃１５ａ⁃５ｐ 可通过

靶向 ＶＥＧＦＲ 参与腹膜透析相关腹膜纤维化的 ＥＭＴ
过程。 Ｌｉ ｅｔ ａｌ［１０］研究表明，腹膜透析患者 ｍｉＲ⁃３０２ｃ
水平下调，且 ｍｉＲ⁃３０２ｃ 的表达与 ＥＭＴ 相关因子的

表达呈负相关。 接受慢性高糖腹膜透析液输注的小

鼠具有腹膜纤维化的典型特征，并且 α⁃ＳＭＡ 和 ＣＯＬ
Ⅰ的表达更高［１１］。 本研究构建的腹膜纤维化小鼠

模型中小鼠腹膜组织明显增厚，胶原纤维明显增多，
α⁃ＳＭＡ 和 ＣＯＬ Ⅰ的表达较正常腹膜组织升高，ｍｉＲ⁃
１４６ｂ⁃５ｐ 表达也升高。 这提示腹膜纤维化小鼠模型

成功构建，且其 ｍｉＲ⁃１４６ｂ⁃５ｐ 表达较正常小鼠发生

变化。 同时，通过采用不同浓度葡萄糖诱导小鼠腹

膜间皮细胞，构建体外纤维化模型，进一步探讨

ｍｉＲ⁃１４６ｂ⁃５ｐ 在腹膜透析相关腹膜纤维化中的作

用。
　 　 ＥＭＴ 是导致腹膜纤维化的关键过程，其特点是

破坏细胞极性和黏附能力以获得间充质特征，如迁

移和侵袭能力，在 ＥＭＴ 过程中，上皮钙黏附蛋白 Ｅ⁃
ｃａｄｈｅｒｉｎ 下调，而间充质标志物 Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 和 Ｖｉｍ⁃
ｅｎｔｉｎ 上调［１２］。 本研究中，模型组小鼠腹膜组织和

腹膜间皮细胞中 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 表达均降低，上调 ｍｉＲ⁃
１４６ｂ⁃５ｐ 表达后，高糖诱导的小鼠腹膜间皮细胞迁

移和侵袭能力增强，增殖活性下降，Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 表达

再次降低，Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 和 Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 表达升高，而抑制

ｍｉＲ⁃１４６ｂ⁃５ｐ 表达后，细胞迁移和侵袭能力下降，Ｅ⁃
ｃａｄｈｅｒｉｎ 表达升高，Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 和 Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 表达下

降，这表明 ｍｉＲ⁃１４６ｂ⁃５ｐ 促进高糖诱导的小鼠腹膜

间皮细胞 ＥＭＴ 进程。
　 　 ＺＮＲＦ３ 是 Ｅ３ 泛素连接酶家族成员，在多种癌

细胞中下调，通过调控 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 通路抑制细胞

生长、侵袭并诱导细胞凋亡［１３］。 张钰欣 等［１４］ 利用

葛根素上调 ｍｉＲ⁃４９０ 的表达，降低 ＺＮＲＦ３ 的表达，
调控细胞中 ＥＭＴ 相关蛋白表达，抑制非小细胞肺癌

的生长、侵袭和迁移。 本研究中通过 ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ 预

测网站和双荧光素酶报告基因检测，发现 ｍｉＲ⁃１４６ｂ⁃
５ｐ 与 ＺＮＲＦ３ 存在结合位点，ＺＮＲＦ３ 是 ｍｉＲ⁃１４６ｂ⁃５ｐ
的靶基因之一。 在甲状腺癌相关研究中，ｍｉＲ⁃１４６ｂ
被证明在癌组织中高表达，并能通过靶向作用于

ＺＮＲＦ３ 参与癌细胞 ＥＭＴ 进程，促进其迁移和侵

袭［１５］。 本研究中，高糖诱导降低了小鼠腹膜间皮细

胞 ＺＮＲＦ３ 的表达，将 ｍｉＲ⁃１４６ｂ⁃５ｐ ｍｉｍｉｃ 转染至小

鼠腹膜间皮细胞后， ＺＮＲＦ３ 的表达下调，而 ｍｉＲ⁃
１４６ｂ⁃５ｐ 表达受到抑制时，ＺＮＲＦ３ 的表达上调，这提

示 ｍｉＲ⁃１４６ｂ⁃５ｐ 靶向负调控 ＺＮＲＦ３ 的表达，进而调

控小鼠腹膜间皮细胞 ＥＭＴ 过程。
　 　 综上所述，本研究显示 ｍｉＲ⁃１４６ｂ⁃５ｐ 可靶向

ＺＮＲＦ３ 基因促进高糖诱导的小鼠腹膜间皮细胞

ＥＭＴ 进程。 尽管其机制需要进一步的探索，但 ｍｉＲ⁃
１４６ｂ⁃５ｐ 可作为预防腹膜透析相关腹膜纤维化的作

用靶点。

参考文献

［１］ Ｔｅｒｒｉ Ｍ， Ｔｒｉｏｎｆｅｔｔｉ Ｆ， Ｍｏｎｔａｌｄｏ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ ｐｅｒｉｔｏ⁃
ｎｅａｌ ｆｉｂｒｏｓｉｓ： ｆｏｃｕｓ ｏｎ ｉｍｍｕｎｅ ｃｅｌｌｓ⁃ｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ ｓｔｒｏｍａ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ
［Ｊ］ ． Ｆｒｏｎｔ Ｉｍｍｕｎｏｌ， ２０２１， １２：６０７２０４．

［２］ 刘　 晶， 朱　 微， 蒋春明， 等． 低密度脂蛋白受体表达失调在

高糖腹膜透析液诱导腹膜纤维化中的作用［ Ｊ］ ． 中华肾脏病

杂志， ２０１８， ３４（６）：４３２ － ８．
［３］ Ｌｉｕ Ｆ， Ｙｕ Ｃ， Ｑｉｎ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｎｉｎｔｅｄａｎｉｂ ａｔｔｅｎｕａｔｅｓ ｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ ｆｉ⁃

ｂｒｏｓｉｓ ｂｙ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｍｅｓｏｔｈｅｌｉａｌ⁃ｔｏ⁃ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ， ｉｎｆｌａｍ⁃
ｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｃｅｌｌ Ｍｏｌ Ｍｅｄ， ２０２１， ２５ （１３）：
６１０３ － １４．

［４］ Ｗａｎｇ Ｚ， Ｗａｎｇ Ｙ， Ｍａ Ｘ， ｅｔ ａｌ． ＲＳＰＯ２ ｓｉｌｅｎｃｅ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｔｕｍｏｒｉ⁃
ｇｅｎｅｓｉｓ ｏｆ ｎａｓｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｂｙ ＺＮＲＦ３ ／ Ｈｅｄｇｅｈｏｇ⁃Ｇｌｉ１
ｓｉｇｎａｌ ｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］ ． Ｌｉｆｅ Ｓｃｉ， ２０２１， ２８２： １１９８１７．

［５］ Ｐｅｌｌｅｇｒｉｎｉ Ｋ， Ｇｅｒｌａｃｈ Ｃ， Ｃｒａｃｉｕｎ Ｆ， ｅｔ ａｌ． Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｍａｌｌ
ＲＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｔｏ ｉｄｅｎｔｉｆｙ ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ ｉｎ ａｃｕｔｅ ｋｉｄｎｅｙ ｉｎｊｕｒｙ ａｎｄ
ｆｉｂｒｏｓｉｓ［Ｊ］ ． Ｔｏｘｉｃｏｌ Ａｐｐｌ Ｐｈａｒｍａｃｏｌ， ２０１６， ３１２：４２ － ５２．

［６］ Ｘｕ Ｅ， Ｚｈａｏ Ｊ， Ｍａ Ｊ， ｅｔ ａｌ． ＭｉＲ⁃１４６ｂ⁃５ｐ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｉｎｖａｓｉｏｎ ａｎｄ
ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｉｎｇ ｔｏ ｃｈｅｍｏｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｉｎ ｏｓｔｅｏｓａｒｃｏｍａ ｂｙ ｔａｒ⁃
ｇｅｔｉｎｇ ｚｉｎｃ ａｎｄ ｒｉｎｇ ｆｉｎｇｅｒ ３［Ｊ］ ． Ｏｎｃｏｌ Ｒｅｐ， ２０１６， ３５（１）： ２７５
－ ８３．

［７］ Ｗｅｉ Ｘ， Ｂａｏ Ｙ， Ｚｈａｎ Ｘ， ｅｔ ａｌ． ＭｉＲ⁃２００ａ ａｍｅｌｉｏｒａｔｅｓ ｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ
ｆｉｂｒｏｓｉｓ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｄｅｔｅｒｉｏｒａｔｉｏｎ ｉｎ ａ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ ｄｉ⁃
ａｌｙｓｉｓ［Ｊ］ ． Ｉｎｔ Ｕｒｏｌ Ｎｅｐｈｒｏｌ， ２０１９， ５１（５）：８８９ － ９６．

［８］ 嵇水玉， 沈泉泉， 张家铭， 等． Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠腹膜间皮细胞培

养与鉴定［Ｊ］ ． 中国中西医结合肾病杂志， ２０１９， ２０（５）：４２４
－ ５．

［９］ Ｈｅ Ｑ， Ｗｅｎ Ｌ， Ｗａｎｇ Ｌ， ｅｔ ａｌ． ＭｉＲ⁃１５ａ⁃５ｐ ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓ ｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ
ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ ｄｉａｌｙｓｉｓ ｖｉａ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ＶＥＧＦ ｉｎ ｒａｔｓ
［Ｊ］ ． Ｒｅｎ Ｆａｉｌ， ２０２０， ４２（１）：９３２ － ４３．

［１０］ Ｌｉ Ｘ， Ｌｉｕ Ｈ， Ｓｕｎ Ｌ， ｅｔ ａｌ． ＭｉｃｒｏＲＮＡ⁃３０２ｃ ｍｏｄｕｌａｔｅｓ ｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ
ｄｉａｌｙｓｉｓ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｂｙ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｃｏｎｎｅｃｔｉｖｅ ｔｉｓｓｕｅ ｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒ［Ｊ］ ． Ｊ Ｃｅｌｌ Ｍｏｌ Ｍｅｄ， ２０１９， ２３（４）：２３７２ － ８３．

［１１］ Ｌｉｕ Ｊ， Ｆｅｎｇ Ｙ， Ｓｕｎ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ｖａｌｓａｒｔａｎ ａｍｅｌｉｏｒａｔｅｓ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ⁃
ｉｎｄｕｃｅｄ ｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｂｙ ｂｌｏｃｋｉｎｇ ｍＴＯＲＣ１ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ［ Ｊ］ ．
Ｅｘｐ Ｂｉｏｌ Ｍｅｄ， ２０２０， ２４５（１１）： ９８３ － ９３．

［１２］ Ｍｉｙａｋｅ Ｔ， Ｓａｋａｉ Ｎ， Ｔａｍａｉ Ａ， ｅｔ ａｌ． Ｔｒｅｈａｌｏｓｅ ａｍｅｌｉｏｒａｔｅｓ ｐｅｒｉｔｏ⁃
ｎｅａｌ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｂｙ ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ Ｓｎａｉｌ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｍｅｓｏ⁃
ｔｈｅｌｉａｌ⁃ｔｏ⁃ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ ｉｎ ｍｅｓｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ［ Ｊ ］ ． Ｓｃｉ

·２９０１· 安徽医科大学学报　 Ａｃｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２３ Ｊｕｌ；５８（７）



Ｒｅｐ， ２０２０， １０（１）：１４２９２．
［１３］ Ｃａｂａｎａ Ｖ， Ｌｕｓｓｉｅｒ Ｍ． Ｆｒｏｍ ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ ｔｏ ｈｕｍａｎ： ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｆｕｎｃ⁃

ｔｉｏｎ ｏｆ Ｅ３ ｌｉｇａｓｅ ｇｏｄｚｉｌｌａ ａｎｄ ｉｔｓ ｒｏｌｅ ｉｎ ｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］ ． Ｃｅｌｌｓ， ２０２２，
１１（３）： ３８０．

［１４］ 张钰欣， 张臻臻， 赵利刚， 等． 葛根素通过 ｍｉＲ⁃４９０ ／ Ｅ３ 泛素

连接酶抑制非小细胞肺癌细胞生长、侵袭和迁移［ Ｊ］ ． 中国医

学科学院学报， ２０２２， ４４（１）： ９１ － １０１．
［１５］ Ｄｅｎｇ Ｘ， Ｗｕ Ｂ， Ｘｉａｏ Ｋ， ｅｔ ａｌ． ＭｉＲ⁃１４６ｂ⁃５ｐ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ

ａｎｄ ｉｎｄｕｃｅｓ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ⁃ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｙｒｏｉｄ ｃａｎｃｅｒ ｂｙ
ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ＺＮＲＦ３［Ｊ］ ． Ｃｅｌｌ Ｐｈｙｓｉｏｌ Ｂｉｏｃｈｅｍ， ２０１５， ３５（１）：７１ －
８２．

ＭｉＲ⁃１４６ｂ⁃５ｐ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ＺＮＲＦ３ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ＥＭＴ ｉｎ ｍｏｕｓｅ
ｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｃｅｌｌｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ

Ｗｕ Ｊｉｎ１，２， Ｌｉ Ｊｉａｊｉａ２， Ｗａｎｇ Ｘｉａｏｗｅｉ２， Ｗａｎｇ Ｊｕａｎ２

（ １Ａｎｈｕｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｉａｌ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｕｒｏｇｅｎｉｔａｌ Ｄｉｓｅａｓｅｓ， Ｈｅｆｅｉ　 ２３００２２；
２Ｒｅｓｅａｒｃｈ ａｎｄ Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ Ｃｅｎｔｅｒ，Ｔｈｅ Ｆｉｒｓｔ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ａｎｈｕｉ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｈｅｆｅｉ　 ２３００２２）

Ａｂｓｔｒａｃｔ　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ 　 Ｔｏ ｓｔｕｄｙ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｍｉＲ⁃１４６ｂ⁃５ｐ ａｎｄ Ｅ３ ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｉｇａｓｅ （ ＺＮＲＦ３） ｏｎ ｔｈｅ
ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ ｈｙｐｅｒｇｌｕｃｏｓｅ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ （ＥＭＴ） ａｎｄ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｉｎ ｍｉｃｅ ｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ
ｍｅｓｏｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｔｈｅ ｍｉｃｅ ｉｎ ｎｏｒｍａｌ ｃｕｌｔｕｒｅ ｗｅｒｅ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ａｎｄ ｔｈｅ ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ ｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ ｆｉ⁃
ｂｒｏｓｉｓ ｗｅｒｅ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ４. ２５％ ｇｌｕｃｏｓｅ ｄｉａｌｙｓａｔｅ ａｎｄ ０. １ ｍｇ ／ ｋｇ ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ． Ｔｈｅ ｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｍｉｃｅ
ｗｅｒｅ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ａｎｄ Ｍａｓｓｏｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｃｏｌｌａｇｅｎ ｆｉｂｅｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ ｔｉｓｓｕｅｓ． Ｔｈｅ
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