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抑制微RNA-30d-5p促进线粒体自噬缓解
高糖作用下的足细胞损伤
蔡 莹，陈 生，蒋晓立，邬启元，郭 蓓，王 芳

宁波市医疗中心李惠利医院肾内科，浙江 宁波 315000

［摘 要］　目的: 探讨微 RNA（miR）-30d-5p 在高糖诱导下足细胞损伤中的作用。

方法: 采用 30 mmol/L葡萄糖诱导足细胞高糖化，使用 miR-30d-5p抑制剂和模拟物

转染，再经 1 mg/mL 3-甲基腺嘌呤（3-MA）处理。定量逆转录聚合酶链反应检测

miR-30d-5p的转染效率；流式细胞术检测细胞凋亡；蛋白质印迹法检测肾病蛋白、

微管相关蛋白轻链（LC）3Ⅱ/LC3Ⅰ、P62、自噬相关基因（ATG）5 蛋白、PTEN 诱导假

定激酶（PINK）1和Parkin基因（PARK2）蛋白表达。JC-1作为荧光探针检测线粒体

膜电位，通过相关试剂盒检测细胞中的三磷酸腺苷（ATP）含量。结果: 在高糖诱

导下，足细胞凋亡增加，miR-30d-5p 和 P62 表达上调，肾病蛋白、ATG5、PINK1、

PARK2 和 LC3Ⅱ/LC3Ⅰ表达水平降低（均 P<0.01）。miR-30d-5p 抑制剂部分逆转了

高糖对足细胞凋亡以及 ATG5、PINK1、PARK2、肾病蛋白、LC3Ⅱ/LC3Ⅰ和P62表达

的影响（均P<0.01）。高糖诱导足细胞线粒体膜电位流失、ATP含量减少，抑制miR-

30d-5p后能增加膜电位和ATP含量（均P<0.05）。自噬抑制剂3-MA和miR-30d-5p模

拟物可逆转miR-30d-5p抑制对高糖诱导的足细胞凋亡、自噬和线粒体功能的影响

（均 P<0.05）。结论: 抑制 miR-30d-5p 可能通过促进 ATG5、PINK1、PARK2 的表达

促进线粒体自噬，进而缓解高糖诱导的足细胞损伤。
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［Abstract］  Objective: To study the role of microRNA (miR)-30d-5p in high glucose-

induced podocyte injury. Methods: Podocytes were hyperglycated with 30 mmol/L 
glucose, transfected with miR-30d-5p inhibitor and mimic, and then treated with 1 mg/mL 
3-methyladenine (3-MA). The transfection efficiency of miR-30d-5p was quantified by 
reverse transcription PCR. Apoptosis was detected by flow cytometry. The expressions of 
nephrin, microtubule-associated protein light chain (LC) 3Ⅱ/LC3Ⅰ, P62, autophagy-related 
gene (ATG) 5, PTEN induced putative kinase (PINK) 1 and Parkin gene (PARK2) were 
detected by Western blotting. The mito-chondrial membrane potential was detected by 
JC-1 fluorescent probe, and adenosine triphosphate (ATP) content in cells was detected 
by relevant kits. Results: Under high glucose induction, podocyte apoptosis increased, 
miR-30d-5p and P62 expressions were upregulated, while nephrin, ATG5, PINK1, 
PARK2 and LC3Ⅱ/LC3Ⅰ expressions decreased (all P<0.01). MiR-30d-5p inhibitor 
reversed the effect of high glucose on apoptosis, and the expression of ATG5, PINK1, 
PARK2, nephrin, LC3Ⅱ/LC3Ⅰ and P62 (all P<0.01). High glucose induced loss of 
mitochondrial membrane potential and ATP content in podocytes, while inhibition of 
miR-30d-5p increased them. Autophagy inhibitors 3-MA and miR-30d-5p mimics 
reversed the effects of miR-30d-5p inhibition on apoptosis, autophagy and mitochondrial 
function of podocytes induced by high glucose (all P<0.05). Conclusions: Inhibition 
of miR-30d-5p may promote mitochondrial autophagy (mitophagy) by promoting the 
expression of ATG5, PINK1, PARK2 and alleviating high glucose-induced podocyte 
damage.

［Key words］ Diabetic nephropathy; MicroRNA-30d-5p; High glucose; Podocytes; 
Apoptosis; Autophagy; Mitochondrial function

[J Zhejiang Univ (Med Sci), 2024, 53(6): 756-764.]
［缩略语］ 微 RNA（microRNA，miRNA，miR）；杜尔贝科氏改良 Eagle 培养基

（Dulbecco’s modified Eagle medium，DMEM）；微管相关蛋白轻链（microtubule-

associated protein light chain，LC）；自噬相关基因（autophagy-related gene，ATG）；

PTEN 诱导假定激酶（PTEN induced putative kinase，PINK）；Parkin 基因（Parkin gene，
PARK）；甘油醛-3-磷酸脱氢酶（glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase，GAPDH）；

免疫球蛋白 G（immunoglobulin G，IgG）；三磷酸腺苷（adenosine triphosphate，ATP）；

放射免疫沉淀法（radioimmunoprecipitation assay，RIPA）；增强化学发光（enhanced 
chemiluminescence，ECL）；甲基腺嘌呤（methyladenine，MA）；聚合酶链反应（poly-

merase chain reaction，PCR）；定量逆转录 PCR（quantitative reverse transcription PCR，

qRT-PCR）；异硫氰酸荧光素（fluorescein isothiocyanate，FITC）；SDS 聚丙烯酰胺凝

胶电泳（sodium dodecylsulfate-polyacrylamide gel electrophoresis，SDS-PAGE）；聚偏

二氟乙烯（polyvinylidene fluoride，PVDF）；含吐温 -20的Tris 缓冲液（Tris buffered 
saline with Tween-20，TBST）；长链非编码 RNA（long noncoding RNA，lncRNA）；X 染

色体失活特异转录因子（X inactive specific transcript，XIST）
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糖尿病肾病是糖尿病的主要微血管并发症

之一，也是终末期肾病发展最常见的原因［1］。足

细胞是高度特化的终末分化肾小球上皮细胞，在

维持肾小球滤过屏障中起重要作用［2］。高血糖造

成 的 足 细 胞 损 伤 是 糖 尿 病 肾 病 发 展 的 因 素 之

一［3］，其中线粒体损伤引发的足细胞凋亡是糖尿

病肾病的主要危险因素［4］。预防足细胞损伤或促

进足细胞修复是糖尿病肾病的潜在治疗方法［5］。

然而，线粒体自噬功能与高血糖引起的足细胞损

伤之间的详细关系目前仍不清楚。研究显示，

miR-30d-5p 参与多种疾病的发生，通过与 DLEU2
靶向结合调节舌鳞癌细胞增殖和凋亡［6］，可影响

转化生长因子诱导的肾小管上皮细胞生长和迁

移［7］。微阵列分析表明，miRNA 在糖尿病肾病的

发病过程中发挥多种作用，包括调节炎症、凋亡、

自噬和细胞增殖等［8-9］。尽管越来越多的证据表明

miR-30d-5p 能够抑制多种细胞自噬的发生［10-13］，

但其在足细胞线粒体自噬中的作用尚不清楚。

本研究旨在探究高糖作用下抑制 miR-30d-5p 的

表达对线粒体自噬缓解足细胞损伤的影响。

1　材料与方法

1. 1　细胞、试剂及仪器

肾小球足细胞 MPC5 购买于中国科学院上海

生命科学研究院细胞资源中心，细胞培养于含有

10% 胎牛血清、1% 双抗、1×104 U/L 的 γ 干扰素的

DMEM 中，置于 37 ℃、5% 二氧化碳的培养箱中培

养，取对数生长期细胞用于实验。

一 抗 LC3（ab192890，14 000/16 000）、P62
（ab240635，62 000）、ATG5（ab227084，32 000）、

PINK1（ab23707，66 000）、PARK2（ab77924，55 000）、

肾 病 蛋 白（ab216341，38 000）、GAPDH（ab8245，

37 000）以及二抗山羊抗小鼠 IgG（ab205719）和山

羊抗兔 IgG（ab205718）为英国 Abcam 公司产品；线

粒体膜电位检测试剂盒（JC-1，C2003S）、ATP 检测

试剂盒（S0026）和 RIPA 裂解缓冲液（P0013B）为上

海碧云天生物技术有限公司产品；脂质体 2000
（11668019）和逆转录试剂盒（4366597/K1691）为

美国 Invitrogen 公司产品；QuantiTect SYBR Green 
PCR 试剂盒（204145）、QIAwave RNA Mini 试剂盒

（74534）和 miRCURY LNA SYBR® Green PCR 试

剂盒（339345）为美国 Qiagen 公司产品。ECL 蛋

白 质 印 迹 试 剂 盒（35055）为 美 国 Thermo Fisher 

Scientific 公 司 产 品 。 DMEM 高 糖 完 全 培 养 基

（PM150210B）为武汉普诺赛生命科技有限公司

产 品 。 自 噬 抑 制 剂 3-MA（HY-19312）为 中 国

MedChemExpress 公司产品；LabWorks 图像采集和

分析软件（TM ver4.6）为美国 UVP公司产品。

ABI Prism7500 快 速 实 时 PCR 系 统 为 美 国

Applied Biosystems 公司产品；GloMax Muti JR 检

测系统为美国 Promega 公司产品；流式细胞仪为

安诺伦（北京）生物科技有限公司产品。

1. 2　细胞分组及培养方法

足细胞 MPC5 被分为 11 组，分别为空白对

照 组（5.5 mmol/L 葡 萄 糖 处 理）、等 渗 对 照 组

（5.5 mmol/L 葡萄糖和 24.5 mmol/L 甘露醇处理）、

高糖组（30.0 mmol/L 葡萄糖处理）、miR-30d-5p 抑

制剂对照组（转染 miR-30d-5p 抑制剂对照且用

30 mmol/L 葡萄糖处理）、miR-30d-5p 抑制剂组（转

染 miR-30d-5p 抑 制 剂 且 用 30 mmol/L 葡 萄 糖 处

理）、miR-30d-5p 抑制剂+3-MA 组（转染 miR-30d-5p
抑 制 剂 且 用 30 mmol/L 葡 萄 糖 和 3-MA 处 理）、

miR-30d-5p 抑 制 剂 对 照 + 模 拟 物 对 照 组（转 染

miR-30d-5p 抑 制 剂 对 照 和 模 拟 物 对 照 且 用

30 mmol/L 葡萄糖处理）、miR-30d-5p 抑制剂+模

拟物对照组（转染 miR-30d-5p 抑制剂和模拟物对

照且用 30 mmol/L 葡萄糖处理）、miR-30d-5p 抑制

剂+模拟物组（转染 miR-30d-5p 抑制剂和模拟物

且用 30 mmol/L 葡萄糖处理）、miR-30d-5p 抑制

剂+模拟物对照+3-MA 组（转染 miR-30d-5p 抑制

剂和模拟物对照且用 30 mmol/L葡萄糖和 3-MA处

理）、miR-30d-5p 抑制剂+模拟物+3-MA 组（细胞转

染 miR-30d-5p 抑制剂和模拟物且用 30 mmol/L 葡

萄糖和 3-MA 处理）。

1. 3　细胞转染

miR-30d-5p 抑 制 剂 、miR-30d-5p 抑 制 剂 对

照、miR-30d-5p 模拟物和 miR-30d-5p 模拟物对照

由苏州吉玛基因股份有限公司合成。转染试验

用脂质体 2000 孵育细胞，qRT-PCR 检测转染效

率。MPC5 细胞接种于培养基中培养过夜，当细

胞生长融合度达到 80% 时开始转染试验。转染

4 h 后再进行后续处理。

1. 4　qRT-PCR 检测 miR-30d-5p 表达

通过 QIAwave RNA Mini 试剂盒从 MPC5 细胞

系中分离总 RNA。使用逆转录试剂盒将 RNA 逆

转录成互补 DNA。采用 QuantiTect SYBR Green 
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PCR 试剂盒或 miRCURY LNA SYBR® Green PCR
试 剂 盒 进 行 qRT-PCR 实 验 ，qRT-PCR 在 ABI 
Prism7500 快速实时 PCR 系统中进行。使用 2－∆∆Ct

法计算相对 RNA 表达，以 U6 为 miR-30d-5p 的内

参。涉及的引物序列如下：miR-30d-5p 正向引物

为 5´-GCGTGTAAACATCCCCGAC-3´；miR-30d-5p
反 向 引 物 为 5´-AGTGCAGGGTCCGAGGTATT-3´；
U6 正向引物为 5´-CTCGCTTCGGCAGCAC-3´；U6
反向引物为 5´-AACGCTTCACGAATTTGCGT-3´。
1. 5　流式细胞术检测细胞凋亡

将细胞消化、离心并重悬于 1×结合缓冲液中。

然后，在细胞悬液（2×106/mL）中加入 Annexin V-

FITC 5 μL，室温避光孵育 10 min。然后加入 1×
结合缓冲液 2 mL，在室温下（400~600）×g 离心

5 min。弃上清液，加入 5 μL 碘化丙啶，室温孵

育 10 min。通过流式细胞仪检测细胞凋亡水平。

细胞凋亡率（%）=凋亡细胞数/细胞总数×100%。

1. 6　蛋白质印迹法检测凋亡和自噬相关蛋白表达

用 RIPA 裂解缓冲液制备总细胞裂解物。蛋

白质通过 10% SDS-PAGE 凝胶分离，然后转移到

PVDF 膜。用含 5% 脱脂奶粉的 TBST 封闭 PVDF
膜。然后，将印迹与不同的一抗在 4 ℃下孵育过

夜。与二抗共同孵育后，通过 ECL 蛋白质印迹试

剂盒检测条带，并通过 Labworks 4.6 图像采集和

分析软件分析，以 GAPDH 为对照。

1. 7　JC-1 线粒体膜电位检测

取 对 数 生 长 期 的 细 胞 接 种 于 六 孔 板（1.5×
105 个/孔），经转染换液，继续培养 24 h，吸除培养

液，磷酸盐缓冲液洗涤细胞两次，按照 JC-1 检测

试剂盒进行操作。30 min 内用荧光显微镜观察

拍照。

1. 8　萤火虫荧光素酶法检测细胞 ATP 含量

按照萤火虫荧光素酶 ATP 检测试剂盒说明测

量细胞 ATP 水平。将细胞与磷酸盐缓冲液共同孵

育，置于 1.5 mL EP 管中，并置于冰上防止酶降解。

然后，将细胞在 4 ℃下 1000×g 离心 5 min。接着，

将 100 μL 上清液与 100 μL ATP 检测工作稀释液

在 1.5 mL EP管中混合。最后，使用 GloMax Muti JR
检测系统测量荧光强度，ATP 含量与荧光强度呈

线性关系。根据荧光强度的变化计算 ATP水平。

1. 9　双荧光素酶报告基因实验验证 miR-30d-5p
的靶基因

使用 Starbase（https：//starbase.sysu.edu.cn/index.

php）网站预测 miR-30d-5p 的靶基因，且通过双荧

光素酶报告基因实验验证 miR-30d-5p 与靶基因

的靶向关系。将含有与 miR-30d-5p 存在结合位

点的 ATG5 野生型序列或含有 miR-30d-5p 结合位

点的突变型序列克隆到 pGL3 荧光素酶报告载体，

构建 ATG5 野生型或 ATG5 突变型荧光素酶报告

质粒。然后，使用脂质体 2000 转染试剂将 ATG5
野生型、ATG5 突变型分别与 miR-30d-5p 模拟物、

模拟物对照共转染足细胞，在转染 48 h 后测定各

组细胞荧光素酶活性。

1. 10　统计学方法

采用 Graphpad 8.0 软件进行统计分析。计量

资料采用均数±标准差（x̄±s）描述，多组间比较采

用单因素方差分析，两组比较采用独立样本 t 检

验，P<0.05 为差异具有统计学意义。

2　结 果

2. 1　miR-30d-5p 抑制剂转染成功

与空白对照组（1.00±0.06）和 miR-30d-5p 抑

制剂对照组（1.02±0.09）比较，miR-30d-5p 抑制剂

组 miR-30d-5p 表 达 水 平 降 低（0.52±0.05，均 P<
0.01），提示 miR-30d-5p 抑制剂转染成功。

2. 2　高糖促进足细胞 miR-30d-5p 表达

与空白对照组（1.00±0.08）比较，等渗对照组

miR-30d-5p 表达量（1.04±0.09）无差异（P>0.05），

而高糖组 miR-30d-5p 表达量上调（3.11±0.31，P<
0.01），提示高糖可以上调miR-30d-5p表达水平。

2. 3　抑制 miR-30d-5p 表达可缓解高糖诱导的足

细胞损伤和线粒体功能损伤

与空白对照组比较，高糖诱导下足细胞凋亡

增加，凋亡相关蛋白肾病蛋白和自噬相关蛋白

LC3Ⅱ/LC3Ⅰ表达减少，P62 表达增加（均 P<0.01）；

抑制 miR-30d-5p 表达后足细胞凋亡减少，肾病蛋

白、LC3Ⅱ/LC3Ⅰ表达增加，P62 表达减少（均 P<
0.01）；而 3-MA 可逆转 miR-30d-5p 抑制剂对细胞凋

亡及自噬相关蛋白表达水平的影响（均 P<0.01），

见图 1、附图 1 和表 1。结果提示，抑制 miR-30d-

5p 表达可促进细胞自噬，抑制足细胞凋亡，但这

种作用可被自噬抑制剂逆转。

进一步检测发现，高糖诱导下线粒体自噬相

关蛋白 ATG5、PINK1 和 PARK2 表达减少（均 P<
0.01），线粒体膜电位流失（P<0.05），ATP 含量减

少（P<0.01）；抑制 miR-30d-5p 表达后 ATG5、PINK1
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和 PARK2 表达增加（均 P<0.01），膜电位聚合增加

（P<0.05），ATP 含量增加（P<0.01）；而 3-MA 可逆

转 miR-30d-5p 抑制剂对线粒体自噬相关蛋白表

达 、膜 电 位 和 ATP 含 量 的 影 响（均 P<0.01），见

图 1、2 和表 1。结果提示，抑制 miR-30d-5p 表达

可缓解高糖诱导的

线 粒 体 功 能 损 伤 ，

但这种作用可被自

噬抑制剂逆转。

2. 4　上调 miR-30d-

5p 减弱其抑制剂对

高糖诱导的足细胞

损伤和线粒体功能

损伤的影响

与 miR-30d-5p
抑 制 剂 + 模 拟 物 对

照比较，miR-30d-5p
抑制剂+模拟物诱导

足细胞凋亡增加，凋

亡相关蛋白肾病蛋

白和自噬相关蛋白

LC3Ⅱ/LC3Ⅰ表 达 减

少 ，P62 表 达 增 加

（均 P<0.01）；3-MA 协同促进 miR-30d-5p 模拟物

对细胞凋亡及自噬相关蛋白表达水平的影响（P
<0.05），见 附 图 2、图 3 和表 2。结果提示，miR-

30d-5p 模拟物协同自噬抑制剂可减弱 miR-30d-

5p 抑制剂对足细胞凋亡和细胞自噬的影响。

进一步检测发现，miR-30d-5p 模拟物诱导

线 粒 体 自 噬 相 关 蛋 白 ATG5、PINK1 和 PARK2
表达减少（均 P<0.01），线粒体膜电位流失（P<
0.05），ATP 含量减少（P<0.01）；3-MA 协同促进

miR-30d-5p 模拟物对线粒体自噬相关蛋白表达、

膜电位和 ATP 含量的影响（P<0.01），见图 3、4 和

表 2。结果提示，miR-30d-5p 模拟物协同自噬抑

制剂可减弱 miR-30d-5p 抑制剂对线粒体功能损

伤的影响。

2. 5　miR-30d-5p能靶向 ATG5
Starbase 网 站 预 测 结 果 显 示 ，ATG5 可 以 与

miR-30d-5p 结合，两者结合位点见图 5。双荧光

素酶报告基因实验结果显示，与模拟物对照比

较，miR-30d-5p 模拟物和 ATG5 野生型共转染显

著 降 低 了 荧 光 素 酶 活 性（分 别 为 1.00±0.10 和

0.50±0.04，P<0.01）；但与模拟物对照比较，miR-

30d-5p 模拟物和 ATG5 突变型共转染未对荧光素

酶活性产生显著影响（分别为 1.02±0.11 和 0.98±
0.09，P>0.05），进一步验证了 ATG5 可以与 miR-

30d-5p 相互结合。

38 000

A B C D E

����

33 000GAPDH

LC3�
LC3� 16 000

14 000

P62 62 000

GAPDH 37 000

ATG5 32 000

PINK1 75 000

PARK2 50 000

GAPDH 33 000

A：空白对照组；B：高糖组；C：miR-30d-5p 抑制剂对照

组；D：miR-30d-5p 抑制剂组；E：miR-30d-5p 抑制剂+3-MA
组 . miR：微 RNA；MA：甲基腺嘌呤；GAPDH：甘油醛-3-磷

酸脱氢酶；LC：微管相关蛋白轻链；ATG：自噬相关基因；

PINK：PTEN 诱导假定激酶；PARK：Parkin 基因 .
图1　抑制 miR-30d-5p 表达后足细胞凋亡和自噬相

关蛋白电泳图
Figure 1　Electrophoretogram of apoptosis and 

autophagy-related proteins in podocytes 
after down-regulating miR-30d-5p expression

表1　抑制 miR-30d-5p 表达后足细胞损伤和线粒体功能损伤相关指标比较
Table 1　Comparison of podocyte injury and mitochondrial function injury related indicators after 

down-regulating miR-30d-5p expression
（x̄±s）

组 别

空白对照组

高糖组

miR-30d-5p 抑制剂对照组

miR-30d-5p 抑制剂组

miR-30d-5p 抑制剂+3-MA 组

组 别

空白对照组

高糖组

miR-30d-5p 抑制剂对照组

miR-30d-5p 抑制剂组

miR-30d-5p 抑制剂+3-MA 组

n

3
3
3
3
3
n

3
3
3
3
3

凋亡率（%）

3.83±0.25
10.97±0.95**

11.16±1.00
6.02±0.21##

12.37±0.99△△

PINK1
1.00±0.07
0.62±0.05**

0.61±0.07
0.88±0.07##

0.63±0.06△△

肾病蛋白

1.00±0.09
0.29±0.02**

0.29±0.03
0.77±0.06##

0.46±0.04△△

PARK2
1.00±0.08
0.42±0.05**

0.42±0.04
1.00±0.09##

0.47±0.03△△

LC3Ⅱ/LC3Ⅰ
1.06±0.07
0.75±0.03**

0.81±0.04
1.00±0.06##

0.95±0.05
膜电位

43.34±2.71
35.07±2.53*

32.67±3.50
41.67±2.19#

34.08±2.23△

P62
1.00±0.08
2.34±0.14**

2.31±0.12
1.69±0.11##

2.10±0.16△

ATP 含量

99.95±8.00
58.47±4.01**

59.69±5.00
88.49±6.01##

60.08±4.99△△

ATG5
1.00±0.08
0.19±0.02**

0.19±0.01
0.84±0.07##

0.33±0.03△△

与空白对照组比较，*P<0.05，**P<0.01；与 miR-30d-5p 抑制剂对照组比较，#P<0.05，##P<0.01；与

miR-30d-5p 抑制剂组比较，△P<0.05，△△P<0.01. miR：微 RNA；LC：微管相关蛋白轻链；ATG：自噬相关基

因；MA：甲基腺嘌呤；PINK：PTEN 诱导假定激酶；PARK：Parkin 基因；ATP：三磷酸腺苷 .
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3　讨 论

目前研究显示，基因活性的增加可以预防糖

尿病诱导的足细胞损伤，并有效缓解糖尿病肾病

的 进 展［14-15］ 。 lncRNA XIST 通 过 miR-30d-5p/
SIRT1 轴 诱 导 自 噬 来 减 轻 糖 尿 病 周 围 神 经 病

变［16］。本文资料显示，与空白对照组比较，高糖

处理的足细胞中 miR-30d-5p 表达明显升高，说明

miR-30d-5p 与高糖诱导的足细胞损伤存在某种

关联。但 Deng 等［17］研究显示糖尿病小鼠中 miR-

30d-5p 表达下调，可能是由所选择的实验模型不

同导致，因此今后需要在动物模型中进一步验证。

自噬可以保护足细胞免于细胞凋亡［18］。足

细胞自噬主要负责蛋白质和细胞器的降解，继而

调节细胞稳态，自噬障碍是足细胞损伤的重要诱

导因素。越来越多的证据表明，足细胞自噬有助

于肾小球疾病的控制［19］。有研究报道，自噬增加

对狼疮肾炎中抗体和 α 干扰素诱导的足细胞损伤

具有细胞保护作用［20-23］。lncRNA XIST 通过下调

miR-30d-5p 来促进足细胞自噬，从而阻碍足细胞

凋亡［24］，且当自噬激活时，可以观察到 LC3Ⅰ向

LC3Ⅱ转化［25-26］。此外，有研究发现熊果酸通过

抑制糖尿病肾病自噬 P62 积累减轻足细胞有丝分

裂突变［27］。本文资料显示，抑制 miR-30d-5p 可促

进受损细胞自噬，降低足细胞凋亡水平，而 3-MA
逆转了 miR-30d-5p 抑制剂的作用，由此进一步证

明抑制 miR-30d-5p 表达可促进细胞自噬，抑制足

细胞凋亡。

有研究表明，高糖处理的糖尿病小鼠和足细

胞都表现出线粒体结构和功能异常，进一步损害

足细胞［28］，提示线粒体功能障碍是糖尿病肾病和

其他肾小球疾病发生和发展的原因之一。因此，

解决线粒体功能障碍是治疗糖尿病肾病的重要

工作。线粒体自噬是清除受损线粒体和维持细

胞内稳定的重要形式［29］。ATG5 是一种参与自噬

起始的相关基因［30］。PINK1/Parkin 信号通路作为

调控线粒体自噬的重要分子机制，可能与肾小球

足细胞损伤相关［31］。有研究表明，沉默 ATG5 能

抑制自噬，诱导足细胞凋亡；高糖通过调节 ROS/
PINK1/Parkin 信号通路促进视网膜色素上皮细

胞 凋 亡 ，抑 制 线 粒 体 自 噬［32-33］。 有 研 究 表 明 ，

MitoTEMPO 通过 PINK1/Parkin 途径介导的线粒体

自噬抑制 NLRP3，从而保护足细胞免受损伤［34］，而

ATG5 32 000

PINK1 75 000

PARK2 50 000

GAPDH 32 000

LC3�
LC3� 16 000

14 000

P62 62 000

GAPDH 37 000

38 000����

32 000GAPDH

A B C D E F

A：miR-30d-5p 抑制剂对照+模拟物对照组；B：miR-

30d-5p 抑制剂+模拟物对照组；C：miR-30d-5p 抑制剂+模拟

物组；D：miR-30d-5p 抑制剂+3-MA 组；E：miR-30d-5p 抑制

剂+模拟物对照+3-MA 组；F：miR-30d-5p 抑制剂+模拟物+3-

MA 组 . miR：微 RNA；MA：甲基腺嘌呤；GAPDH：甘油醛-3-

磷酸脱氢酶；LC：微管相关蛋白轻链；ATG：自噬相关基因；

PINK：PTEN 诱导假定激酶；PARK：Parkin 基因 .
图3　上调 miR-30d-5p 表达后足细胞凋亡和自噬相

关蛋白电泳图
Figure 3　Electrophoretogram of apoptosis and 

autophagy-related proteins in podocytes 
after up-regulating miR-30d-5p expression

miR-30d-5p����������� ��� miR-30d-5p���� miR-30d-5p����3-MA�

高糖诱导下线粒体膜电位流失，抑制 miR-30d-5p 表达后线粒体膜电位聚合增加，而 3-MA 可逆转 miR-30d-5p 抑制剂对线粒体

膜电位聚合的影响 . 标尺=100 μm. miR：微 RNA；MA：甲基腺嘌呤 .
图2　抑制 miR-30d-5p 表达后足细胞线粒体 JC-1 荧光染色图
Figure 2　JC-1 fluorescence staining diagram of mitochondria in podocytes after down-regulating miR-30d-5p expression
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抑制 PINK1/Parkin 通路可以促进线粒体动力学以

缓解糖尿病肾病［35］。本文资料显示，与空白对照

组 比 较 ，高 糖 处 理 的 足 细 胞 中

ATG5、PINK1、PARK2 蛋白表达下

调 ，而 抑 制 miR-30d-5p 则 会 促 进

ATG5、PINK1、PARK2 蛋 白 表 达 。

研究显示，ATG5 和 PINK1 下调会

抑制自噬小体的形成和线粒体自

噬［36-37］，表明在高糖诱导的足细胞

线粒体中，抑制 miR-30d-5p 可以诱

导线粒体自噬。

线粒体膜电位和 ATP 的变化

情况预示线粒体损伤程度［33］。本

文资料显示，高糖诱导的足细胞中

单体增加、膜电位流失、ATP 含量

减少，抑制 miR-30d-5p 能增加聚合

体 、上 调 ATP，3-MA 能 逆 转 miR-

30d-5p 抑制剂的作用。研究显示，

miR-30d-5p 通 过 靶 向 ATG5 抑 制

RCC 细胞的增殖和自噬，并认为该

通路可能为癌症治疗新方法的设计

提供参考［10］。本研究也证实 ATG5
可以与 miR-30d-5p相互结合。

综 上 所 述 ，在 高 糖 诱 导 的 足 细 胞 中 ，抑 制

miR-30d-5p 可能通过促进 ATG5 进而促进线粒体

miR-30d-5p������
������

miR-30d-5p����
������

miR-30d-5p����
����

miR-30d-5p����
����3-MA�

miR-30d-5p����
������3-MA�

miR-30d-5p����
3-MA�

上调 miR-30d-5p 表达后线粒体膜电位聚合减少，且 3-MA 协同促进 miR-

30d-5p模拟物对线粒体膜电位聚合的影响 . 标尺=100 μm. miR：微 RNA.
图4　上调 miR-30d-5p 表达后足细胞线粒体 JC-1 荧光染色结果
Figure 4　JC-1 fluorescence staining diagram of mitochondria in podocytes 

after up-regulating miR-30d-5p expression

表2　上调 miR-30d-5p 的表达后足细胞损伤和线粒体功能损伤相关指标比较
Table 2　Comparison of podocyte injury and mitochondrial function injury related indicators after up-regulating miR-30d-5p 

expression
（x̄±s）

分 组

miR-30d-5p 抑制剂对照+模拟物对照组

miR-30d-5p 抑制剂+模拟物对照组

miR-30d-5p 抑制剂+模拟物组

miR-30d-5p 抑制剂+3-MA 组

miR-30d-5p 抑制剂+模拟物对照+3-MA 组

miR-30d-5p 抑制剂+模拟物+3-MA 组

分 组

miR-30d-5p 抑制剂对照+模拟物对照组

miR-30d-5p 抑制剂+模拟物对照组

miR-30d-5p 抑制剂+模拟物组

miR-30d-5p 抑制剂+3-MA 组

miR-30d-5p 抑制剂+模拟物对照+3-MA 组

miR-30d-5p 抑制剂+模拟物+3-MA 组

n

3
3
3
3
3
3
n

3
3
3
3
3
3

凋亡率（%）

11.08±1.02
6.24±0.61**

11.23±0.92##

12.15±1.17
12.07±1.17##

15.11±1.46△

PINK1
1.00±0.08
1.54±0.10**

0.99±0.08##

0.99±0.08
0.98±0.06##

0.43±0.04△△

肾病蛋白

1.00±0.08
3.16±0.25**

1.25±0.10##

1.48±0.12
1.49±0.10##

0.58±0.04△△

PARK2
1.00±0.07
1.68±0.13**

0.87±0.08##

1.05±0.09
1.15±0.09##

0.89±0.06△

LC3Ⅱ/LC3Ⅰ
0.82±0.07
1.05±0.09*

0.83±0.06#

0.84±0.07
0.91±0.06
0.63±0.05△△

膜电位

1.21±0.12
1.67±0.15**

1.10±0.10##

1.09±0.08
1.24±0.14##

0.80±0.07△△

P62
1.00±0.08
0.57±0.03**

1.03±0.09##

0.68±0.07
0.67±0.07
1.15±0.11△△

ATP 含量

100.00±6.50
136.28±8.10**

109.25±7.10##

111.00±7.23
115.78±7.35#

96.49±5.00△

ATG5
1.00±0.08
1.37±.011**

0.79±0.07##

1.00±0.08
1.05±0.09##

0.30±0.03△△

与 miR-30d-5p 抑制剂对照+模拟物对照组比较，*P<0.05，**P<0.01；与 miR-30d-5p 抑制剂+模拟物对照组比较，#P<0.05，##P<0.01；与

miR-30d-5p 抑制剂+模拟物对照+3-MA 组比较，△P<0.05，△△P<0.01. miR：微 RNA； LC：微管相关蛋白轻链；ATG：自噬相关基因；PINK：

PTEN 诱导假定激酶；PARK：Parkin 基因；ATP：三磷酸腺苷 .
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自噬，缓解足细胞损伤，提示 miR-30d-5p 可能是

糖尿病肾病治疗的新靶点。但是，本研究仅在高

糖诱导的足细胞中对 miR-30d-5p 的作用进行探

讨，未来还须在动物实验中进行验证并进一步探

讨其在糖尿病肾病中的作用及调控机制。

本文附图见电子版。
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