
慢性肾小球肾炎（CGN）是一种肾内科常见病［1］，其

发生发展的确切分子学机制目前尚不清楚［2］。临床对

其治疗手段多集中于对症治疗，缺乏特异性的药物以及

治疗手段，更有许多患者存在预后不佳的情况，因此研

究新的生物标志物，探寻CGN产生发展的确切分子学

机制是当今亟需解决的难题［3］。肾小球系膜细胞

（GMC）参与了CGN的病变过程，可被多种刺激激活后

异常增殖并构成了CGN的病理改变［4］。因此，CGN中

系膜细胞的增殖活性研究具有重要意义，因此本实验采

用体外培养的大鼠肾小球系膜细胞系HBZY-1建立体

外CGN模型进行后续研究。

MicroRNA（miRNA）是长度为19~23个核苷酸的
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摘要：目的 探讨miR-324-5p调控Syk/Ras/c-fos信号通路对大鼠肾小球系膜（HBZY-1）细胞增殖能力的影响。方法 体外培养

HBZY-1 细胞；设计并合成 miR-324-5p mimics，miR-324-5p mimics-NC 片段；采用 Lipo3000 试剂盒瞬时转染 miR-324-5p

mimics，miR-324-5p mimics-NC片段至脂多糖（LPS）诱导的HBZY-1细胞内，RT-qPCR验证转染效率；将HBZY-1细胞分为对

照组（生理盐水），LPS 组（LPS 0.5 μg/mL），LPS+mimics 组（LPS 0.5 μg/mL+miR-324-mimics），LPS+mimics-NC 组（LPS

0.5 μg/mL+miR-324-mimics-NC）；MTT法检测各组HBZY-1细胞增殖活性；RT-qPCR法检测各组细胞miR-324-5p及Syk、Ras、

MEK1/2、ERK1/2、c-fos mRNA的表达；Western blot和免疫荧光法检测各组细胞p-Syk、Ras、p-MEK1/2、p-ERK1/2、c-fos蛋白的

表达。结果 MTT结果显示，LPS组细胞增殖水平较正常组显著升高，与LPS组及LPS+mimics-NC组相比，LPS+mimics组细胞

增殖能力降低；RT-qPCR结果显示，LPS+mimics组中miR-324-5p表达明显高于LPS组及LPS+mimics-NC组，且LPS+mimics

组中Syk、Ras、MEK1/2、ERK1/2、c-fos mRNA的表达显著低于LPS组及LPS+mimics-NC组,差异具有统计学意义（P<0.05）；

Western Blot结果显示，与LPS组及LPS+mimics-NC组相比LPS+mimics组中p-Syk、Ras、p-MEK1/2、p-ERK1/2、c-fos蛋白表达

显著降低，差异具有统计学意义（P<0.05）；免疫荧光结果显示，与LPS组及LPS+mimics-NC组相比，LPS+mimics组p-Syk、Ras、

p-MEK1/2、p-ERK1/2、c-fos蛋白标记细胞数目明显减少。结论 miR-324-5p可通过抑制Syk/Ras/c-fos信号通路降低LPS诱导

的慢性肾小球肾炎细胞的增殖活性，miR-324-5p有望成为慢性肾小球肾炎诊断和治疗的潜在靶标。
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Abstract: Objective To investigate the effect of miR-324-5p on the proliferation of rat glomerular mesangial (HBZY-1) cells and
the role of Syk/Ras/c-fos signaling pathway in mediating this effect. Methods HBZY-1 cells cultured in vitro were transiently
transfected with miR-324-5p mimics or miR-324-5p-mimics-NC followed by treatment with lipopolysaccharide (LPS). MTT
assay was used to detect the proliferation activity of HBZY-1 cells, and RT-qPCR was used to detect the expressions of miR-324-5p
and the mRNA expressions of Syk, Ras, MEK1/2, ERK1/2 and c-fos mRNA. The protein expressions of p-Syk, Ras, p-MEK1/2,
p-ERK1/2 and c-Fos were detected by Western blotting and immunofluorescence assay. Results MTT assay showed that
exposure to LPS significantly enhanced the proliferative activity of HBZY-1 cells. Compared with the cells treated with LPS
and LPS + mimics NC, the cells transfected with miR-324-5p mimics prior to LPS exposure exhibited significantly lowered
proliferative activity. Transfection with miR-324-5p mimics significantly lowered the mRNA expressions of Syk, Ras, MEK1/2,
ERK1/2 and c-fos and the protein expressions of p-Syk, Ras, MEK1/2, ERK1/2 and c-Fos (P<0.05), and reduced numbers of cells
positive for p-Syk, Ras, p-MEK1/2, p-ERK1/2 and c-Fos proteins following LPS exposure. Conclusion miR-324-5p can inhibit
the proliferation of rat chronic glomerulonephritis cells induced by LPS by inhibiting Syk/Ras/c-fos signaling pathway and
may potentially serve as a diagnostic indicator and a therapeutic target for chronic glomerulonephritis.
Keywords: Chronic glomerulonephritis; miR-324-5p; Syk/Ras/c-fos signaling pathway; cell proliferation
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内源非编码小RNA。它通过直接与mRNA 3'-UTRs结

合，特异性识别目标基因的mRNA，并在转录后水平上

调控目标基因的表达［5］，从而参与细胞增殖［6］，分化［7］和

凋亡［8］的调控，与许多疾病的发生密切相关，故miRNA

已成为新的研究焦点。本课题组前期通过查阅文献筛

选出系列肾炎相关miRNA，进一步通过RNAhybrid、

targetscan和miRanda分析预测miR-324-5p种子序列

与课题组前期验证的肾炎中心基因Syk可能存在互补

序列。目前已发现miR-324-5p参与调控癌症细胞的增

殖迁移侵袭［9-10］，小鼠心肌细胞的再生过程［11］，以及抑制

棕榈酸诱导的脂肪细胞凋亡作用［12］。然而其在肾脏组

织中的表达及其对肾小球系膜细胞增殖的作用尚未见

报道，miR-324-5p在慢性肾小球肾炎中的作用机制是

值得关注的研究方向。

脾酪氨酸激酶（Syk）是大小为72 000的一种非受

体酪氨酸激酶，在许多细胞表面受体如Fc受体，补体受

体和整联蛋白的下游信号的传导过程中起着重要作

用［13］。有报道表明，Syk通过调控下游信号通路来发挥

免疫性和非免疫性功能［14］，本课题组前期研究也证明了

抑制Syk/Ras/c-fos信号通路可以减轻CGN大鼠的炎性

反应［15］，但其在CGN中表达的上游调控机制尚未明

确。因而本实验采用LPS诱导的HBZY-1细胞作为研

究对象，通过在HBZY-1细胞系中过表达miR-324-5p，

观察过表达的miR-324-5p对HBZY-1细胞增殖能力的

影响是否与 Syk/Ras/c-fos 相关，以 Syk 基因的上游

miRNA为切入点进行分析，为CGN发病的分子学机制

提供了新的靶标与思路。

1 材料和方法

1.1 主要试剂与仪器

大鼠肾小球系膜细胞系HBZY-1（Procell，批号：

CL0092），EZ-10 Total RNA Mini-Preps Kit（Sangon

Biotech，批号：F702KA2320），ABScript II RT Mix for

qPCR with gDNA Remover （ABclonal，批 号 ：

9619580410），Universal SYBR Green Fast qPCR Mix

（ABclonal，批号：9619030419），超净工作台（苏州苏净

仪器自控设备有限公司），台式高速冷冻离心机

（eppendorf），分光光度计（上海菁华科技仪器有限公

司），PCR 仪（Biorad），real-time PCR 仪（BioRad）。

1.2 实验方法

1.2.1 细胞的培养与分组 HBZY-1按常规方法培养［16］，

并合成miR-324-5p模拟物序列及其NC序列。采用

lipo3000试剂盒瞬时转染序列到HBZY-1细胞，并将

HBZY-1细胞分组：（1）对照组：HBZY-1细胞仅用生理

盐水处理；（2）LPS组：HBZY-1细胞加入浓度为0.5 μg/mL

的脂多糖刺激24 h；（3）LPS+mimics组：HBZY-1细胞转

入miR-324-mimics片段后加入浓度为0.5 μg/mL的脂

多糖刺激24h；（4）LPS+mimics-NC组：HBZY-1细胞转

入miR-324-mimics-NC片段后加入浓度为0.5 μg/mL

的脂多糖刺激24 h。培养24 h后离心细胞，收集细胞用

于各项实验。

1.2.2 MTT 法测定细胞增殖活性 按 1.2.1 项下将

HBZY-1细胞分组。用2.5 g/L胰蛋白酶-0.2 g/L乙二胺

四乙酸消化各组HBZY-1细胞并用含100 mL/L胎牛血

清的DMEM培养基配制单细胞悬液，以1×104/孔接种

于96孔板中，在培养24、48、72 h时每孔加入20 μL MTT

溶液（5 mg/mL），继续孵育4 h，终止培养，吸尽各孔液

体，每孔加200 μL二甲亚砜，室温振荡溶解10 min后，

置酶标仪490 nm处测吸光度，每组设6个复孔。

1.2.3 RT-qPCR法检测miR-324-5p表达 实验分组同

1.2.1项下分组。EZ-10 Total RNAMini-Preps Kit提取总

RNA，紫外分光光度计测定RNA浓度和纯度。取2 μL总

RNA，采用miRNA第一链 cDNA合成（加尾法）（Sangon

Biotech）合成miR-324-5p cDNA后进行RT-qPCR，反应

总体系20 μL。miR-324-5p上游引物序列为F：5'-ATCG

CATCCCCTAGGGCATTGGTGTAAT-3'，采用试剂盒

提供的下游通用引物以及内参U6进行定量PCR分析。

1.2.4 RT-qPCR法检测Syk/Ras/c-fos信号轴相关mRNA

表达 按1.2.1项下分组HBZY-1细胞并接种于6孔板

中孵育。EZ-10 Total RNA Mini-Preps Kit用于抽提总

RNA并测定浓度和纯度。反应总体系20 μL。根据逆

转录反应试剂盒说明书逆转录合成通路相关基因

cDNA后进行RT-qPCR。Gene Bank获取相关基因序

列，Primer 5.0软件设计引物，β-actin作为内参进行定量

PCR分析，PCR引物如表1所示。

1.2.5 Western blot法检测Syk/Ras/c-fos信号轴相关蛋

白表达 收集各分组的HBZY-1细胞，按说明书方法操

作提取总蛋白，取 20 μg提取的细胞蛋白溶液，SDS-

PAGE电泳分离蛋白，并转移至PVDF膜上，5%脱脂牛

奶室温封闭 2 h。封闭完成后加入适宜浓度 Syk（1∶

1000）、p-Syk（1∶500）、Ras（1∶2000）、MEK1/2（1∶1000）、

p-MEK1/2（1∶800）、ERK1/2（1∶1000）、p-ERK1/2（1∶

800）、c-fos（1∶500）一抗，4 ℃过夜，加入二抗（1∶10 000）

室温孵育1 h后显影分析。

1.2.6 免疫荧光共标染色鉴定Syk/Ras/c-fos信号轴相关

蛋白表达 取细胞生长状态良好，密度适中的 HBZY-1爬

片放入6孔板内；弃上清液，PBS 洗3次，4%多聚甲醛室

温固定 15 min，PBS 洗 3 次，4 ℃、0.1% Triton-X破膜

30 min，0.5% BSA 封闭，加入 Syk（1∶100）、p-Syk（1∶

100）、Ras（1∶250）、MEK1/2（1∶25）、p-MEK1/2（1∶50）、

ERK1/2（1∶50）、p-ERK1/2（1∶50）、c- fos（1∶100）一抗

4 ℃孵育过夜，PBS 洗3次，避光滴加二抗：Ig G-FITC和
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IgG-Cy3（1∶200），37 ℃ 孵育1 h，DAPI（1∶100）室温染

核10 min，荧光封片剂封片，荧光显微镜观察、拍照。

1.3 统计学分析

将数据输入 SPSS22.0软件进行统计处理，结果

表示为均数±标准差。随机区组设计的方差分析用于分

析多个组之间的差异，P<0.05时认为差异具有统计学

意义。

2 结果

2.1 MTT法测定HBZY-1细胞增殖活性

与对照组相比，LPS处理后的HBZY-1细胞增殖能

力增强；在转染miR-324-5p-mimics片段后，LPS刺激

引起的细胞增殖活性增强可被抑制（图1）。与24 h和

72 h相比，在LPS处理48 h后HBZY-1细胞增殖水平最

高，48 h为LPS为本实验的最佳作用时间，并取处理

48 h的HBZY-1细胞进行后续实验。

2.2 RT-qPCR检测miR-324-5p表达水平

LPS诱导的HBZY-1细胞中miR-324-5p表达水平

明显低于对照组表达水平，组间差异具有统计学意义（P<

0.01）。此外，LPS+mimics组与LPS组相比，miR-324-5p

表达显著升高，差异有统计学意义（P<0.01，图2）。

2.3 过表达miR-324-5p对Syk表达的影响

与对照组相比，LPS组HBZY-1细胞中Syk mRNA

表达水平升高；而与 LPS 组相比，LPS + mimics 组

HBZY-1细胞中 Syk mRNA表达水平降低。Western

blot和免疫荧光结果显示，LPS组中p-Syk蛋白的表达

明显高于对照组，而与LPS组相比，LPS+mimics组p-

Syk蛋白的表达显著降低（图3，P<0.05）。

2.4 过表达miR-324-5p对Ras表达的影响

LPS组HBZY-1细胞中Ras的mRNA和蛋白表达

水平较对照组明显升高，而与LPS组相比，LPS+mimics

组HBZY-1细胞中Ras的mRNA和蛋白表达水平明显

降低（图4，P<0.01）。

表1 RT-qPCR引物信息
Tab.1 Sequences and expected product lengths of the primers for RT-qPCR

Targeted gene

Syk

c-fos

Ras

MEK1

MEK2

ERK-1

ERK-2

β-actin

Forward sequence and reverse sequence

F: 5'-TGGGTGGTTTTGCTTTGT-3'
R: 5'-TCCTGGGAGTGGTAATGG-3'

F: 5'-CCTACCCCGAGGCTGAC-3'
R: 5'-CCTGCCTTCTCTGACTGCT-3'

F: 5'-TGGCTGGAAGTAGGAGGTG-3'
R: 5'-GCAGGCAGAAGAGAAGGG-3'

F: 5'-GCGGGCAGCTAATTGAC-3'
R: 5'-CCCCATGCTCCAGATGT-3'

F: 5'-CGCTCACCATCAACCCTAC-3'
R: 5'-CCGCTTCCTCTGCTGTTC-3'

F: 5'-GAACCCCACCCCATTTTC-3'
R: 5'-TCCACATCCAATCACCCA-3'

F: 5'-CGGCGGTTAGTTCTCTCTT-3'
R: 5'-GACTTGTGCTGCGCTTC-3'

F: 5'-CCTCACTGTCCACCTTCCA-3'
R: 5'-GGGTGTAAAACGCAGCTCA-3'

Product length (bp)

142

131

147

116

128

148

109

120

24 h
48 h
72 h
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图1 各组HBZY-1细胞增殖活性
Fig.1 Proliferative activity of HBZY-1 cells in different
groups. **P<0.01 vs normal group after 48 h of treatment.
##P<0.01 vs LPS group after 48 h of treatment.
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图2 miR-324-5p在各组HBZY-1细胞中的表达水平
Fig.2 Expression level of miR-324-5p in HBZY-1 cells in
different groups. **P<0.01 vs normal group. ##P<0.01 vs
LPS group.
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图3 过表达miR-324-5p对LPS诱导的HBZY-1细胞中Syk表达的影响
Fig.3 Effect of overexpression of miR- 324-5p on Syk expression in LPS- induced HBZY-1 cells. A: Immunofluorescence assay of p-Syk
protein in HBZY-1 cells (Original magnification: ×200). a: Normal group; b: LPS group; c: LPS+mimics group; d: LPS+mimics-NC group. B:
RT-qPCR for detecting mRNA changes of Syk in HBZY-1 cells. C: Western blotting for detecting protein expression of p-Syk. D:
Semi-quantitative analysis of p-Syk protein expression. **P<0.01 vs normal group. ##P<0.01 vs LPS group; #P<0.05 vs LPS group.
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图4 过表达miR-324-5p对LPS诱导的HBZY-1细胞中Ras表达的影响
Fig.4 Effect of overexpression of miR-324-5p on Ras expression in LPS-induced HBZY-1 cells. A: Immunofluorescence method was used to
observe the changes of Ras in HBZY-1 (×200). a: Normal group, b: LPS group, c: LPS+mimics group, d: LPS+mimics-NC group; B: RT-
qPCR was used to detect the mRNA changes of Ras in HBZY-1; C: Western Blot was used to detect the protein expression of Ras; D: Semi
quantitative analysis of Ras **P<0.01 vs normal group. ##P<0.01 vs LPS group.
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图5 过表达miR-324-5p对LPS诱导的HBZY-1细胞中MEK1/2表达的影响
Fig.5 Effect of overexpression of miR-324-5p on MEK1/2 expression in HBZY-1 cells induced by LPS. A: Immunofluorescence method
was used to observe the changes of MEK1/2 in HBZY-1 (×200). a: Normal group, b: LPS group, c: LPS+mimics group, d: LPS+ mimics-
NC group; B: RT-qPCR was used to detect the mRNA changes of MEK1/2 in HBZY-1 cells; C: Western blotting was used to detect the
protein expression of MEK1/2; D: Semi quantitative analysis of p-MEK expression. **P<0.01 vs normal group. ##P<0.01 vs LPS group.

2.5 过表达miR-324-5p对MEK1/2表达的影响

LPS组中MEK1，MEK2 mRNA表达显著高于对照

组，而与LPS组相比，LPS+mimics组中MEK1，MEK2

mRNA表达明显降低；Western blot和免疫荧光的结果

显示，LPS组中p-MEK1/2蛋白的表达明显高于对照组，

而与LPS组相比，LPS+mimics组p-MEK1/2蛋白的表

达显著降低（图5，P<0.01）。

2.6 过表达miR-324-5p对ERK1/2表达的影响

LPS组中ERK1，ERK2 mRNA表达明显高于对照

组，而与LPS组相比，LPS+mimics组中ERK1，ERK2

mRNA表达显著降低；Western Blot和免疫荧光结果显

示，LPS组中p-ERK1/2蛋白的表达明显高于对照组，而

与LPS组相比，LPS+mimics组p-ERK1/2蛋白的表达

显著降低（图6，P<0.01）。

2.7 过表达miR-324-5p对c-fos表达的影响

LPS组HBZY-1细胞中c-fos mRNA和蛋白表达水

平明显高于对照组，而与LPS组HBZY-1细胞相比，

LPS+mimics组中c-fos mRNA和蛋白表达水平显著降

低（图7，P<0.01）。

3 讨论

GMC是一种固有的散布在肾小球系膜基质中的细

胞类型，在肾脏中参与许多重要的生物学功能，而GMC

的增殖和扩大是许多慢性肾病产生的前兆［17］。LPS是

一种促细胞因子释放，趋化炎症细胞的内毒素，研究证

明，LPS具有诱导肾小球系膜细胞增殖的作用［18］。因

此，本实验采用LPS诱导的HBZY-1细胞建立慢性肾小

球肾炎细胞增殖模型。

近年来，许多研究从基因层面探索慢性肾小球肾炎

的发病机制［19］。miRNA可通过调节一个途径或者通过

多个串扰途径的基因的能力，对复杂的调控网络及

最终的生理过程和疾病的产生有着重大影响，同时对表
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图6 过表达miR-324-5p对LPS诱导的HBZY-1细胞中ERK1/2表达的影响
Fig.6 Effect of overexpression of miR-324-5p on ERK1/2 expression in HBZY-1 cells induced by LPS. A: Immunofluorescence method
was used to observe the changes of ERK1/2 in HBZY-1 (×200). a: Normal group, b: LPS group, c: LPS+mimics group, d: LPS+mimics-NC
group; B: RT-qPCR was used to detect the mRNA changes of ERK1/2 in HBZY-1 cells; C: Western blotting was used to detect the protein
expression of ERK1/2; D: Semi-quantitative analysis of p-ERK expression. **P<0.01 vs normal group. ##P<0.01 vs LPS group.

观遗传学［20］，转录［21］，翻译［22］和蛋白质修饰［23］具有广泛调

节作用，并与许多疾病的进展密切相关［24］。miR-324-5p

是miR-324家族的一种多功能小分子RNA，在人类癌

症中发挥着独特的生物学功能［25］。研究表明，过表达

miR-324-5p在神经胶质瘤［10］和大肠癌［26］中均降低了细

胞增殖活性，因此我们推断miR-324-5p在CGN中发挥

分子学机制可能与抑制细胞增殖有关。本研究中MTT结

果显示，转染miR-324-5p模拟物可以有效逆转LPS诱

导的HBZY-1细胞增殖情况，与以往的研究结果一致。

Syk是一种胞内酪氨酸蛋白激酶，属于ZAP70蛋白

激酶家族中的成员，对机体免疫反应和炎症反应过程、

过敏性疾病、某些癌症和感染疾病的发病具有重要

意义［27］。Ras是Syk下游的一个重要信号分子［28］，Ras单

体GTPases是细胞内信号分子，可将上游信息引导至参

与细胞生长和分化的下游效应子，也是进行性纤维化驱

动因素的大多数细胞因子下游的信号级联反应中的汇

聚点［29］。它在控制增殖，分化和细胞死亡中起主要作

用，将活化的RTK和GPCR连接到效应子途径Raf /促

分裂原活化蛋白激酶（MAPK）/细胞外信号调节激酶1

和2（ERK1/2）和磷脂酰肌醇3激酶（PI3K）-Akt［30］。研

究证明，K-Ras是控制人肾成纤维细胞增殖的关键Ras

亚型［31］，MEK/ERK是MAPK级联通路Ras基因激活后

的下游信号通路［32］。Huang等［33］的实验表明在糖尿病

肾病大鼠模型中MEK/ERK途径被激活，增加转化生长

因子-β（TGF-β），FN和胶原蛋白Ⅰ和Ⅳ在肾小球系膜细

胞中的表达 ，从而导致肾纤维化的产生。Liang等人的

研究还表明，黄连素对肾脏损伤和肾小球系膜细胞增殖

的改善作用可能是通过减少属于MEK/ERK依赖性转

录因子的c-fos表达来调节生长因子的活化和细胞周期

的再进入过程［34］。c-fos是即早基因（IEGs）家族中的一

员，参与调控细胞的增殖，分化，凋亡，炎症因子的产生

以及组织纤维化的进程，在多种肾病的病理过程中发挥

作用［35］。有研究表明［36］，在糖尿病肾病导致的肾小球系

膜细胞肥大与增殖的细胞株中，c-fos含量明显上调，证
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明了c-fos在GMC增殖中起着重要的调控作用。本研

究中RT-qPCR，Western blot和免疫荧光的结果共同显

示，转染miR-324-5p模拟物可有效逆转LPS建立的慢

性肾炎模型中Syk/Ras/c-fos通路相关基因和蛋白表达

上调。证明过表达miR-324-5p对慢性肾炎中肾小球系

膜细胞增殖能力有显著的抑制作用，其可能的分子学机

制是通过抑制Syk/Ras/c-fos通路相关基因的表达来发

挥作用的。

综上所述，本实验通过 MTT 比色法，RT-qPCR，

Western blot和免疫荧光实验共同验证了上调的miR-

324-5p调控Syk/Ras/c-fos信号通路并影响通路相关基

因Syk、Ras、MEK1/2、ERK1/2、c-fos的表达，从而降低

了LPS诱导的HBZY-1细胞的增殖活性。为我们进一

步探索CGN发病的分子学机制提供了新的思路，亦为

CGN的临床治疗提供了新的靶点。
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图7 过表达miR-324-5p对LPS诱导的HBZY-1细胞中c-fos表达的影响
Fig.7 Effect of overexpression of miR-324-5p on c-fos expression in LPS-induced HBZY-1 cells. A: Immunofluorescence method was
used to observe the changes of c-fos in HBZY-1 (×200). a: Normal group, b: LPS group, c: LPS+mimics group, d: LPS+ mimics-NC group;
B: RT-qPCR was used to detect the mRNA changes of c-fos in HBZY-1 cells; C: Western blotting was used to detect the protein
expression of c-fos; D: Semi-quantitative analysis of c-fos. **P<0.01 vs normal group. ##P<0.01 vs LPS group.
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