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摘要：目的 探索继发性甲状旁腺功能亢进症（SHPT）中引起钙敏感受体（CaSR）低表达的miRNA及其对甲状旁腺激素（PTH）分

泌的影响。方法 对6例正常甲状旁腺组织标本和11例SHPT的甲状旁腺组织标本进行了全转录组测序，结合网站的预测，初

步筛选了7个有可能调控CaSR的miRNAs，通过双荧光素酶实验，选定出一个最可能调控CaSR的miRNA。采用qRT-PCR检

测正常甲状旁腺组织与SHPT甲状旁腺组织中miR-301a-5p和CaSR信使RNA表达的差异，并分析其表达量与患者血清PTH水

平的相关性。采用Western blot检测SHPT甲状旁腺原代细胞转染miR-301a-5p mimics、inhibitors及各自对照之后CaSR蛋白表

达的情况，同时取其上清液测定PTH的分泌情况。结果 初步选定了7个有可能调控CaSR的miRNAs，分别是：miR-15a-5p、

miR-15b-5p、miR-16-5p、miR-221-3p、miR-222-3p、miR-301a-5p和miR-503-5p。与正常甲状旁腺组织相比，miR-301a-5p在

SHPT中表达上调（P<0.05），其表达量与患者PTH水平呈正相关关系，但结果无统计学意义（P>0.05）；而CaSR信使RNA表达

下调（P<0.05），其表达量与患者PTH水平呈负相关关系，但结果无统计学意义（P>0.05）。在细胞实验中，当miR-301a-5p过

表达时，SHPT甲状旁腺原代细胞中CaSR蛋白的表达较对照组减少（P<0.05）；反之，当miR-301a-5p的表达被抑制时，CaSR

蛋白的表达较对照组增加（P<0.05）。过表达miR-301a-5p后，PTH的分泌与对照组的差异无统计学意义（P>0.05），而拮抗

miR-301a-5p的表达后，PTH的分泌较对照组增加（P<0.05）。结论 miR-301a-5p可能通过调控SHPT中CaSR的表达而影响

PTH的分泌。
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Abstract: Objective To explore the miRNAs that down- regulate calcium-sensing receptor (CaSR) in secondary
hyperparathyroidism (SHPT) and their effects on parathyroid hormone (PTH) secretion. Methods Whole transcriptome
sequencing was performed for 6 normal parathyroid tissue samples and 11 SHPT parathyroid tissue samples. Based on
bioinformatic prediction, we screened out 7 candidate miRNAs that regulate CaSR, among which the most likely miRNA for
CaSR regulation was identified by double luciferase test. We detected the differential expression of miR-301a-5p and CaSR
mRNA in SHPT and normal parathyroid tissue using qRT-PCR, and analyzed the correlation between their expressions and
serum PTH levels of the patients. Western blotting was used to detect the expression of CaSR protein in primary SHPT
parathyroid cells transfected with miR-301a-5p mimics or inhibitors, and the level of PTH in the supernatant of the cell culture
was determined. Results Among the preliminarily selected 7 miRNAs that potentially regulate CaSR (miR-15a-5p, miR-15b-5p,
miR- 16- 5p, miR- 221- 3p, miR- 222- 3p, miR- 301a- 5p and miR- 503- 5p), miR- 301a-5p was significantly upregulated in SHPT
compared with normal parathyroid tissue (P<0.05), and its expression appeared to be positively correlated with PTH level, but
this correlation was not statistically significant (P>0.05); The expression of CaSR mRNA was significantly downregulated in
SHPT (P<0.05), and its expression tended to inversely correlate with the patient's PTH level, but the correlation was not
statistically significant (P>0.05). In primary culture of SHPT parathyroid cells, miR-301a-5p overexpression caused a significant
decrease of CaSR protein expression (P<0.05), and conversely, inhibition of miR-301a-5p expression increased the expression of
CaSR protein (P<0.05). Although miR-301a-5p overexpression did not significantly affect PTH secretion of the cells (P>0.05),
inhibition of iR- 301a- 5p expression strongly increased the secretion of PTH (P<0.05). Conclusion MiR- 301a- 5p affects PTH
secretion in SHPT possibly by regulating the expression of CaSR.
Keywords: secondary hyperparathyroidism; calcium-sensing receptors; parathyroid hormone; miR-301a-5p

继发性甲状旁腺功能亢进症（SHPT）是由于各种原

因所致的低钙血症刺激甲状旁腺，使之代偿性分泌过多

的甲状旁腺激素（PTH），常继发于慢性肾脏疾病［1］。慢

性肾脏疾病引起的SHPT与肾性骨营养不良、骨外钙

化、骨矿化受损和心血管疾病有关，SHPT逐渐进展引起
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的矿物质代谢紊乱和心脑血管系统紊乱均是慢性肾脏

疾病患者死亡的主要原因［2］。SHPT的特征是PTH分泌

增加和甲状旁腺增生，导致骨和矿物质代谢紊乱，且甲

状旁腺增生导致维生素D受体和钙敏感受体（CaSR）的

表达减少，PTH分泌增加［3, 4］。SHPT发病机制复杂，既

往研究认为其与高磷血症、CaSR、维生素D受体、成纤

维细胞生长因子-23、PTH 受体表达下调、靶器官对

PTH 反应性降低、PTH 代谢紊乱、碎片化微小 RNA

（miRNA）的改变等相关［5］，但尚不完全明确。CaSR的

低表达在其中起着重要作用，据此机制而使用的拟钙剂

药物也广泛用于临床；但对于晚期的SHPT患者，药物

的治疗效果甚微，此时大部分患者仍需手术治疗。由于

手术本身存在风险及部分患者不能耐受手术等因素，导

致SHPT患者的生存与生活质量严重受损，研究SHPT

中CaSR低表达的相关机制以探寻进一步的治疗手段

刻不容缓。

CaSR是一种位于甲状旁腺主细胞膜上的G蛋白偶

联受体，在生理状况下与调节机体血清钙浓度及PTH

的分泌有关［6］；在SHPT中，CaSR也与PTH的异常分泌

有关［7］。既往认为其低表达与高磷状态、Klotho蛋白和

甲状旁腺增生有关［8］，但目前尚无针对调控SHPT中

CaSR的miRNA相关研究。MiRNAs具有调节激素合

成、激素释放和内分泌细胞增殖等的功能，与许多疾病

的发生发展有密切关系［9-11］。本研究旨在探索miRNA

对CaSR的相对调控作用及其对PTH的分泌是否存在

影响，以期为进一步研究SHPT的发病机制和诊治等提

供新的参考。

1 材料和方法

1.1 材料

RIPA裂解液（Abiowell），蛋白酶抑制剂（北京金泰

宏达），蛋白磷酸酶抑制剂（Abiowell），显影液（上海佳

信），定影液（上海佳信），1640培养基（Sigma），胎牛血清

（GIBICO），青-链霉素（碧云天），I型胶原酶（索莱宝），

Lipo3000（thermofisher），trziol 试剂（invitrogen）；化学

发光成像系统（中国勤翔），超净工作台（北京亚泰），低

速离心机（知信仪器），直热式二氧化碳培养箱（上海三

藤仪器），倒置显微镜（北京中显恒业）；mRNA 及

miRNA 引 物 ，miRNA mimics 及 miRNA inhibitor，

mRNA及miRNA qRT-PCR Starter Kit试剂盒（广州锐

博生物有限公司）；双荧光素酶报告质粒（Abiowell），

293T细胞（上海中乔新舟生物科技公司）；SHPT的组织

标本来源于接受外科手术治疗的尿毒症继发SHPT患

者的术后标本，正常的甲状旁腺标本来源于甲状腺癌患

者行甲状腺癌根治手术时，术者不慎将甲状旁腺切除的

标本，标本均来源于中南大学湘雅三医院乳甲外科，实

验所需用到甲状旁腺标本的收集已通过中南大学湘雅

三医院伦理委员会的批准。

1.2 目标miRNA的初步筛选

本课题组已对6个正常甲状旁腺组织标本和11个

SHPT甲状旁腺组织标本进行了全转录组高通量测序，

得到52个在SHPT中高表达的miRNAs［12］。同时通过

targetscan网站（https://www.targetscan.org/vert_80/）和

miRDB 网站（mirdb.org）对可能调控 CaSR 基因的

miRNA进行预测，将上述3种方法得到的结果作韦恩

图取交集可得到三者共有的7个miRNAs，对初步筛选

出的7个miRNAs进行下一步的双荧光素酶实验。

1.3 双荧光素酶实验

采用24孔板培养8组293T细胞，分别转染质粒（含

有 人 CASR 基 因 3'UTR 端 部 分 序 列 ，命 名 为

psiCHECK-2-CASR-3U）及各个miRNA mimic或对照

（NC），具体分组如下：（1）psiCHECK-2- CASR- 3U +

miRNA NC组；（2）psiCHECK-2-CASR-3U+miR-15a-

5p mimics 组；（3）psiCHECK-2-CASR-3U + miR-15b-

5p mimics组；（4）psiCHECK-2-CASR-3U+miR-16-5p

mimics 组；（5）psiCHECK-2-CASR-3U + miR-221-3p

mimics 组；（6）psiCHECK-2-CASR-3U + miR-222-3p

mimics 组；（7）psiCHECK-2-CASR-3U+miR-301a-5p

mimics 组；（8）psiCHECK-2-CASR-3U + miR-503-5p

mimics组。每组做3个复孔，共24孔。转染72 h后，使

用试剂盒（Vazyme Biotech Co., Ltd.）对各组细胞进行

裂解，并检测相应的荧光强度。通过上述实验选定了

miR-301a-5p为进一步的研究对象，并构建了人CASR

基因 3'UTR 双荧光素酶报告质粒（突变型），命名为

psiCHECK-2-CASR-3U-Mut（以下简称Mut）。Mut针

对预测的miR-301a-5p结合位点进行了定点突变。再

次使用24孔板培养两组293T细胞，分别转染Mut及

miR-301a-5p mimics或miRNA NC，具体分组如下：（1）

Mut+NC组：共转染psiCHECK-2-CASR-3U-Mut大提

质粒、miRNA NC的293T细胞（2）Mut+miR-301a-5p

mimics组：共转染psiCHECK-2-CASR-3U-Mut大提质

粒、miR-301a-5p mimics的293T细胞。再次用上述方

法检测荧光强度。

1.4 qRT-PCR

采用 trziol 提取甲状旁腺组织 RNA 之后，检测

CaSR mRNA及miR-301a-5p在SHPT和正常甲状旁腺

组织中的表达水平，采用染料法（SYBR Green I）通过

LightCycler-4800II PCR 仪进行实时定量 PCR 分析，

mRNA的内参选用GAPDH，miRNA的内参选用U6，实

验所用引物由广州锐博生物公司所设计并且合成。

1.5 SHPT甲状旁腺原代细胞的提取、培养及转染

手术切除的SHPT甲状旁腺标本浸泡于约4℃含
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有链霉素及青霉素（以下简称双抗）的1640培养液中，

在PBS中清洗组织块，去掉血块、脂肪和包膜，只留下腺

体组织；在PBS中剪碎组织至1 mm3大小，将组织转移至

50 mL离心管中，加入胶原酶消化液；37℃摇床80 r/min

消化1 h；过200目细胞滤网，收集滤液；1000 r/min离

心5 min，弃上清，加10 mL PBS洗涤，1000 r/min离心

5 min，弃上清；加入 2 mL 红细胞裂解液，室温裂解

5 min，再加8 mL PBS，混匀，1000 r/min离心5 min，弃

上清，加10 mL PBS洗涤，1000 r/min离心5 min，弃上

清；加1 mL完全培养基重悬，混匀，取10 μL计数，每孔

接种5×105/孔细胞，接种体积2 mL；细胞于含10%FBS+

1%双抗的1640培养基中，37℃、5% CO2饱和湿度的培

养箱中培养。培养2 d后首次换液，以后每2~3 d换液1

次。细胞培养至5 d时，细胞体积变大，细胞未见明显增

多。此时取细胞进行分组转染，共分为4组，分别为：

miR-301a-5p-mimics 组 ：细 胞 转 染 miR-301a-5p-

mimics；mimics-NC 组 ：细 胞 转 染 mimics-NC 组 ；

miR-301a-5p-inhibitor 组 ：细 胞 转 染 miR-301a-5p-

inhibitor；inhibitor-NC组：细胞转染inhibitor-NC。操作

完成后，将细胞置于37℃培养箱中培养12 h，换新鲜完

全培养液。再继续转染48 h后，收集细胞样品进行后续

实验。

1.6 Western blotting

收集转染后的细胞，用蛋白裂解液在冰上裂解细

胞。加入样本进行SDS-PAGE电泳，转膜，封闭，再加入

一抗过夜。第2天TBST洗涤3次后，加入二抗常温孵

育1.5 h。TBST清洗后，加入显影液拍照。

1.7 细胞上清液PTH浓度的检测

取转染后的细胞上清液在中南大学湘雅三医院核

医学科进行PTH分泌情况检测。

1.8 统计学分析

采用Graphpad Prism 8软件对数据进行统计学分

析，计量资料以均数±标准差表示，组间比较采用t检验，

以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 miR-15a-5p、miR-15b-5p、miR-16-5p、miR-221-3p、

miR-222-3p、miR-301a-5p和miR-503-5p与CaSR基因

均有靶向作用关系

因miRNA通常与靶基因呈负调控关系，当靶基因

表达下调时，其miRNA多为上调，CaSR基因在SHPT

中表达下调，故选择测序结果中上调的52个miRNAs

作为下一步的研究对象。同时，结合生物信息学网站预

测的可能靶向CaSR的miRNAs，三者作韦恩图取交集

（图1），初步筛选出了可能靶向调控CaSR基因的7个

miRNAs，分别是miR-15a-5p、miR-15b-5p、miR-16-5p、

miR-221-3p、miR-222-3p、miR-301a-5p和miR-503-5p。

构建一个插入了人 CaSR 基因（NM_001178065）

3'UTR 端部分序列的报告质粒，命名为psiCHECK-2-

CASR-3U，该段序列包含了上述7个miRNAs可能与之

结合的位点（图2）。将各个miRNA mimic或mimic NC

分别和质粒一同转染至293T细胞中，进行双荧光素酶

实验，实验结果显示，各个mimics与靶基因均有不同

程度的结合，7个miRNAs都与CaSR基因有靶向关系，

但 miR-301a-5p 与 CaSR 基因之间的靶向关系最强

（图3）。因此，选择miR-301a-5p进行下一步的验证实验。

2.2 将CaSR基因3'UTR区中预测的miR-301a-5p结合

位点进行定点突变后miR-301a-5p mimics与CaSR基

因的靶向关系

在之前构建的质粒基础上，又构建了一个人CaSR

基因 3'UTR 双荧光素酶报告质粒（突变型），命名为

图1 韦恩图结果
Fig.1 Result of Venn diagram.

miRDB

Resequencin
results

Targetscan

图2 双荧光素酶报告质粒psiCHECK-2-CASR-3U
Fig.2 Structure of the dual-luciferase plasmid
psiCHECK-2-CASR-3U.
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psiCHECK-2-CASR-3U-Mut（简称Mut），Mut针对预测

的miR-301a-5p结合位点进行了定点突变。将该突变

质粒分别和 miR- 301a- 5p mimic、mimic NC 转染至

293T细胞中再次进行双荧光素酶实验，结果显示，将

CaSR基因3'UTR区中预测的miR-301a-5p结合位点进

行定点突变后，miR-301a-5p mimics与CaSR基因没有

了靶向关系。反之，也进一步验证了miR-301a-5p与

CaSR基因有靶向关系（图4）。

2.3 MiR-301a-5p 与 CaSR mRNA 在 SHPT 中的表达

情况

选取11例手术切除的SHPT标本与3例正常甲状

旁腺标本分别进行RNA提取，然后进行 qRT-PCR实

验，结果与测序的结果一致，同正常甲状旁腺组织相比，

miR-301a-5p在SHPT中的表达量更高，差异有统计学

意义（t=2.747，P=0.018，图5）。另外，还选取了10例手

术切除的SHPT标本与6例正常甲状旁腺组织标本再次

提取RNA进行qRT-PCR实验，验证CaSR mRNA的表

达情况，结果显示CaSR基因的表达下调，差异有统计学

意义（t=3.148，P=0.007，图 6）。另外，miR-301a-5p和

CaSR mRNA与血清PTH水平分别呈正相关和负相关

关系，但结果无统计学意义（P>0.05，图7、8）。

2.4 SHPT原代细胞中miR-301a-5p对CaSR基因表达

的调控作用

培养SHPT甲状旁腺原代细胞，按如下分组进行转

图3 双荧光素酶实验结果
Fig.3 Dual-luciferase experiment results.
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图4 转染突变型质粒后的双荧光素酶结果
Fig.4 Dual- luciferase results after transfection
with the mutant plasmids.
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图5 MiR-301a-5p在正常甲状旁腺与SHPT中的相对
表达量比较
Fig.5 Comparison of the relative expression of miR-
301a-5p in normal parathyroid gland and SHPT. *P<0.05.
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图6 CaSR mRNA在正常甲状旁腺与SHPT中的相对
表达量比较
Fig.6 Comparison of relative expression of CaSR mRNA
in normal parathyroid gland and SHPT. **P<0.01.

图7 MiR-301a-5p与PTH水平的相关性
Fig.7 Correlation between miR-301a-5p and PTH levels.
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染：（1）组：细胞转染miR-301a-5p mimics；（2）组：细胞

转 染 mimics NC；（3）组 ：细 胞 转 染 miR-301a-5p

inhibitor；（4）组：细胞转染 inhibitor NC。将4组的细胞

继续置于37 ℃培养箱中培养12 h后换新鲜完全培养

液，转染 48 h后，留取细胞上清液测定PTH浓度，收

集细胞样品进行Western blotting实验，重复3次，实验

结果（图9~11）。用 Image J软件测得其各组灰度值，其

相对表达量差异有统计学意义（P<0.05，表1、2）。

2.5 拮抗miR-301a-5p促进SHPT甲状旁腺原代细胞

PTH的分泌

取上述转染实验完成后的上清液，测其PTH的浓

度进行对比，结果显示，当miR-301a-5p过表达时，其

PTH的分泌未受明显影响（P>0.05），而miR-301a-5p的

表达被抑制时，其PTH的分泌升高（P<0.001，表3、4）。

3 讨论

3.1 MiR-301a-5p与CaSR基因存在靶向作用关系

本研究测序和实验结果发现，miRNAs在SHPT中

表达异常，这提示了miRNA与此种疾病的相关性。在

既往的实验性SHPT中，甲状旁腺特异性dicer酶被敲除

后的小鼠在应对低钙血症和尿毒症时都不能增加血清

PTH的水平，这表明完整的dicer酶和miRNAs对于低

钙血症和患尿毒症时PTH的分泌至关重要［13-14］，这与本

研究结果一致，miRNAs很可能参与了SHPT的发病机

制。CaSR是G蛋白偶联受体家族的成员，具有很多高

度特异的钙结合位点，生理状态下当血清Ca2+浓度升高

时，Ca2+与CaSR的胞外特异结合位点相结合，刺激内质

网释放Ca2+［15］。随后细胞膜上的Ca2+通道激活，细胞外

的Ca2+内流，胞质内Ca2+浓度升高，抑制细胞释放PTH，

并促进其降解，从而使血浆PTH浓度下降［16］。反之，当

细胞外Ca2+浓度降低时，CaSR表达减少，胞内Ca2+流出，

使得PTH的抑制作用减弱，引起血清PTH浓度升高［17］。

在SHPT中，CaSR蛋白的表达减少，导致甲状旁腺对

Ca2+的调节出现抵抗，Ca2+的浓度变化对PTH的产生和

分泌几乎没有影响［18］，随着疾病进展，PTH的分泌逐渐失

调。本研究也发现CaSR mRNA在SHPT中的表达量较

正常甲状旁腺组织减少，并且其在SHPT中的表达量与

患者血清PTH水平呈现负相关关系，但无统计学意义，

可能与样本量较少有关。CaSR下调的机制可能与SHPT

中 miR-15a-5p、miR-15b-5p、miR-16-5p、miR-221-3p、

miR-222-3p、miR-301a-5p和miR-503-5p的高表达有

关，因其各个miRNA mimics与双荧光素酶报告质粒

（含有人CaSR基因3'UTR端部分序列）共转染后，其荧

光素酶的活性都受到了不同程度的抑制。这表明7个

miRNAs均和CaSR基因具有靶向作用关系，但其中靶

向作用关系最强的是miR-301a-5p，提示miR-301a-5p

P
T

H
(p

g/
m

L
)

4500

4000

3500

3000

2500

2000

1500

1000

500

0
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

Relative erpression

图8 CaSR mRNA与PTH水平的相关性
Fig.8 Correlation between CaSR mRNA and PTH levels.
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图11 第3次实验各组CaSR的表达量
Fig.11 Expression of CaSR in each group in the
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可能与CaSR mRNA的3'UTR中的部分序列发生了最

密切的结合。MiR-301a-5p mimics与突变型质粒的共

转染实验也再次对此进行了反向论证，当预测的miR-

301a-5p结合位点发生突变后，荧光素酶的活性与对照

组相比几乎无异，说明两者几乎没有结合，因此我们认

为miR-301a-5p对CaSR基因存在靶向调控关系。本研

究也发现与正常甲状旁腺组织相比，miR-301a-5p在

SHPT甲状旁腺组织中表达量增加。但由于甲状旁腺

组织标本较小，提取到的RNA也较少，未能对同一组标

本同时进行CaSR mRNA和miR-301a-5p的qRT-PCR

实验，故未对两者进行相关性的分析。但基于双荧光素

酶的实验结果，我们猜想这两者之间可能存在某种潜在

关系。MiR-301a-5p或可能与CaSR mRNA的3'UTR

中部分序列结合，使其转录本不稳定，促进其mRNA的

降解，从而使得其表达量较少。

3.2 MiR-301a-5p下调CaSR基因的表达

SHPT原代细胞培养及转染实验表明miR-301a-5p

对CaSR的表达具有负向调控作用。当miR-301a-5p过

表达时，SHPT原代细胞的CaSR蛋白表达较对照组明

显减少，反之当miR-301a-5p的表达被抑制时，CaSR蛋

白的表达则明显增高。MiRNA是一种干预转录后调控

的短的非编码RNA，和miRNA诱导的沉默复合物一起

与靶mRNA的3'UTR中部分序列结合，使转录本不稳

定，促进其降解或抑制其翻译［19-21］。因原代细胞的数量

较少，本研究未能验证转染之后细胞中mRNA的变化，

但基于上述机制，miR-301a-5p有可能直接靶向CaSR

CaSR's relative expression

The first

The second

The third

MiR-301a-5p-mimic group

0.10

0.11

0.11

Mimic NC group

0.24

0.25

0.28

t

12.030

P

<0.001

表1 MiR-301a-5p-mimic组和mimic NC组3次Western blot实验的相对表达量
Tab.1 Relative expression of 3 Western blotting experiments in miR-301a-5p-mimic group and mimic NC group

CaSR: Calcium-sensitive receptor.

CaSR's relative expression

The first

The second

The third

MiR-301a-5p inhibitor group

0.36

0.35

0.45

Inhibitor NC group

0.24

0.23

0.26

t

4.344

P

0.012

表2 MiR-301a-5p inhibitor组和inhibitor NC组3次Western blot实验的相对表达量
Tab.2 Relative expression of CaSR in 3 Western blot experiments in the miR-301a-5p inhibitor group and
inhibitor NC group

PTH's comcentration

The first

The second

The third

MiR-301a-5p-mimic group

246.78

287.75

224.43

Mimic NC group

245.52

310.75

254.36

t

0.624

P

0.566

表3 MiR-301a-5p-mimic组和mimic NC组3次实验细胞上清液的PTH浓度
Tab.3 PTH concentration in cell supernatants in miR-301a-5p-mimic and mimic NC in 3 experiments (pg/mL)

PTH: Parathyroid hormone.

PTH's comcentration

The first

The second

The third

MiR-301a-5p inhibitor group

>4173

>4173

>4173

Inhibitor NC group

1346.38

1314.46

1294.59

t

189.200

P

<0.001

表4 MiR-301a-5p inhibitor组和inhibitor NC组3次实验细胞上清液的PTH浓度
Tab.4 PTH concentration of supernatant of three experimental cells in the miR-301a-5p inhibitor group and
inhibitor NC group (pg/mL)
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mRNA促进其降解，使得其转录减少，也有可能通过其

他的RNA结合蛋白来调节亚细胞定位和抑制翻译，从

而降低目的蛋白的表达量［22］，或者两种机制同时发生，

使得CaSR蛋白的表达减少。

3.3 MiR-301a-5p影响PTH的分泌

尽管在SHPT组织中我们发现miR-301a-5p的表

达量与患者血清PTH水平呈现出正相关关系，但细胞

实验结果却与此不一致。MiR-301a-5p虽影响了SHPT

甲状旁腺原代细胞 PTH的分泌，但未呈现出预计变

化。有研究发现抑制丰富的 let-7 miRNAs家族增加了

正常和尿毒症大鼠以及小鼠甲状旁腺器官培养的PTH

的分泌，抑制miR-148家族可以阻止甲状旁腺器官培养

中分泌的PTH水平的降低［18］。本研究也发现抑制miR-

301a-5p的表达后，SHPT原代细胞PTH水平升高，表明

miR-301a-5p在一定程度上调控了 PTH的生成或分

泌。MiR-301a-5p曾被证明作为致癌基因，在胃癌中表

达上调，并与其进展和不良预后相关［23］。有学者发现

miR- 301a- 5p 能够下调肌动蛋白的表达，进而激活

STAT3和NF-κB信号通路，最终促进胃癌细胞的生长和

运动［24］；而Mao等［25］发现局部NF-κB激活能够促进尿毒

症患者PTH的合成和分泌，在SHPT中，miR-301a-5p

被抑制后是否通过影响NF-κB信号通路进而干扰PTH

的分泌，仍有待进一步考证。另外，当miR-301a-5p过

表达后，PTH的分泌未受到明显影响，这提示CaSR的

表达和PTH的分泌可能还受到了其他因素的调控。有

研究认为，CaSR的表达减少可能与神经胶质细胞缺

失因子2（GCM2）在甲状旁腺细胞中的特异性表达有

关［26］。GCM2可以直接作用于CaSR基因的上游启动

子，促进CaSR的表达［27］。在成人体内，GCM2还可与其

他转录因子一起作用于PTH上游的顺式作用原件，促

进PTH基因的转录［28］。同时，miRNA的调控作用也并

非是单一的调控，一个miRNA可能调控多个靶基因，一

个基因也可以同时受到多个 miRNAs 的调控，miR-

301a-5p是否也可能影响了GCM2的表达，从而影响了

PTH 的分泌。此外，有研究表明维生素 D 受体也是

miR-301a-5p的靶基因［29］，在实验过程中，miR-301a-5p

是否也通过调控维生素D受体进而影响PTH的分泌，

值得深思。SHPT的发病是一个多因素共同作用的过

程，PTH的分泌也受到多种因素的调节，这些复杂的调

控网络可能同时发生，影响着最终的实验结果。虽然未

能完全阐明miR-301a-5p与CaSR水平、PTH分泌之间

的关系，但本研究的发现为进一步探究miR-301a-5p在

SHPT中的作用机制提供了新的思路。

综上所述，本研究发现miRNA与SHPT关系密切，

且首次探讨了SHPT中miR-301a-5p与CaSR之间的负

向调控关系，发现其可能与PTH的异常分泌有关。这

些结果为后续研究SHPT 关于miRNA层面的发病机制

奠定基础，或为将来发现新的诊治方法提供思路。
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