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摘要：目的　探究苯扎贝特（ＢＥＺ）通过微小核糖核酸（ｍｉＲ）－４８６－５ｐ靶向活化
Ｔ细胞的核因子５（ＮＦＡＴ５）对糖尿病肾病小鼠肾组织的作用机制。方法　ｄｂ／ｍ
小鼠作为对照组；ｄｂ／ｄｂ小鼠构建糖尿病肾病模型，将其按随机数字表法分为模
型组、实验组 （７５ｍｇ· ｋｇ－１· ｄ－１ＢＥＺ），ｍｉＲ－４８６－５ｐａｎｔａｇｏｍｉｒ组
（７５ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１ＢＥＺ＋１０ｍｇｋｇ－１ｍｉＲ－４８６－５ｐａｎｔａｇｏｍｉｒ），ｓｈ－ＮＦＡＴ５
组（７５ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１ＢＥＺ＋１０ｍｇｋｇ－１ｍｉＲ－４８６－５ｐａｎｔａｇｏｍｉｒ＋ＮＦＡＴ５敲低
质粒的重组腺病毒。用试剂盒检测小鼠肾功能与氧化应激相关指标水平，用蛋

白质印迹法检测各组小鼠肾组织糖代谢和肾纤维化相关蛋白的表达水平。

结果　对照组、模型组、实验组、ｍｉＲ－４８６－５ｐａｎｔａｇｏｍｉｒ组、ｓｈ－ＮＦＡＴ５组的丙
二醛水平分别为（２７８±０５６）、（４９６±０９７）、（３０２±０５４）、（４５１±０７９）和
（３２４±０５８）ｎｍｏｌ·ｍｇ－１，醛糖还原酶蛋白相对表达水平分别为１００±０１２、
３６１±０４３、１８２±０２９、３０９±０５８和２２５±０４７，丙酮酸脱氢酶蛋白相对表
达水平分别为１００±０１１、０５３±０１０、０９１±０１５、０６４±０１２和０８２±０１４，
丙酮酸脱氢酶Ｅ１亚基α１蛋白相对表达水平分别为１００±０１４、０３６±００７、
０８３±０１６、０５１±０１１和０７４±０１３，丙酮酸脱氢酶激酶蛋白相对表达水平
分别为１００±０１０、２５９±０５２、１３４±０３１、２１１±０４３和１５６±０３９，转化生
长因子－β１蛋白相对表达水平分别为１００±０１１、３１５±０５２、１４３±０３８、
２７２±０４３和１８９±０５７，纤连蛋白相对表达水平分别为 １００±００９、
２８４±０５７、１４６±０４１、２５９±０５２和１７３±０４９，Ⅰ型胶原蛋白相对表达水
平分别为１００±０１３、４２８±０７１、２０３±０４６、３６４±０６８和２５１±０５３。对
照组的上述指标与模型组比较，模型组的上述指标与实验组比较，实验组的上述

指标与ｍｉＲ－４８６－５ｐａｎｔａｇｏｍｉｒ组比较，ｍｉＲ－４８６－５ｐａｎｔａｇｏｍｉｒ组的上述指标
与ｓｈ－ＮＦＡＴ５组比较，在统计学上差异均有统计学意义（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，
Ｐ＜０００１）。结论　ＢＥＺ可有效保护糖尿病肾病小鼠肾组织，其机制可能是通过
ｍｉＲ－４８６－５ｐ／ＮＦＡＴ５信号通路实现的。
关键词：苯扎贝特；微小核糖核酸－４８６－５ｐ；糖尿病肾病；活化Ｔ细胞的核因子５；
氧化应激；肾纤维化
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（３２４±０５８）ｎｍｏｌ·ｍｇ－１，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆａｌｄｏｓｅｒｅｄｕｃｔａｓｅ（ＡＲ）ｗｅｒｅ１００±０１２，３６１±０４３，
１８２±０２９，３０９±０５８ａｎｄ２２５±０４７，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆｐｙｒｕｖａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ（ＰＤＨ）ｗｅｒｅ
１００±０１１，０５３±０１０，０９１±０１５，０６４±０１２ａｎｄ０８２±０１４，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆｐｙｒｕｖａｔｅ
ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅＥ１ｓｕｂｕｎｉｔα１（ＰＤＨＡ１）ｗｅｒｅ１００±０１４，０３６±００７，０８３±０１６，０５１±０１１ａｎｄ
０７４±０１３，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆｐｙｒｕｖａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅｋｉｎａｓｅ（ＰＤＫ）ｗｅｒｅ１００±０１０，２５９±０５２，
１３４±０３１，２１１±０４３ａｎｄ１５６±０３９，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ－β１（ＴＧＦ－β１）
ｗｅｒｅ１００±０１１，３１５±０５２，１４３±０３８，２７２±０４３ａｎｄ１８９±０５７，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ
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ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐｗｅｒｅｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ，ｔｈｅａｂｏｖｅｉｎｄｉｃａｔｏｒｓｏｆｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐｗｅｒｅｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ
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ｓｈ－ＮＦＡＴ５ｇｒｏｕｐＴｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｗｅｒｅｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１）Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＢＥＺｃａｎ
ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙｐｒｏｔｅｃｔｔｈｅｋｉｄｎｅｙｔｉｓｓｕｅｏｆｍｉｃｅｗｉｔｈｄｉａｂｅｔｉｃｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ，ａｎｄｔｈｅｍｅｃｈａｎｉｓｍｍａｙｂｅｒｅａｌｉｚｅｄｔｈｒｏｕｇｈｔｈｅ
ｍｉＲ－４８６－５ｐ／ＮＦＡＴ５ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ
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ｓｔｒｅｓｓ；ｒｅｎａｌｆｉｂｒｏｓｉｓ

　　糖尿病肾病是糖尿病的微血管并发症之一，其发
生发展与多种因素有关，包括蛋白质非酶促糖基化、血

脂代谢异常、氧化应激、炎症等，最终导致肾小管间质纤

维化、肾小球基底膜增厚等病理变化，形成蛋白尿［１］。

近年来，糖尿病肾病的发病率呈上升趋势。糖尿病肾

病随着病情加重最终可能会发展为终末期肾病，严重

影响患者的生存质量［２］，早期药物防治对延缓其进程

意义重大。苯扎贝特是临床常用的调脂药物之一，可

以改善糖尿病患者的脂质代谢紊乱［３］，但其在糖尿病

肾病中的作用研究较少。据报道，微小核糖核酸

（ｍｉｃｒｏＲＮＡ，ｍｉＲ）－４８６－５ｐ与血糖异常和白蛋白尿的
出现相关，可能是糖尿病肾病的生物标志物［４］。本研

究旨在探讨苯扎贝特通过ｍｉＲ－４８６－５ｐ对糖尿病肾病
的作用机制。

材料与方法

１　材料
动物　ＳＰＦ级Ｃ５７ＢＬ／ＫｓＪｄｂ／ｄｂ雄性小鼠，ＳＰＦ级

ｄｂ／ｍ雄性小鼠，鼠龄均为８周，体质量均为２０～３０ｇ，均

购自赣南创新与转化医学研究院。动物生产许可证号：

ＳＣＸＫ（赣）２０２４－０００３。本实验经赣州市人民医院伦理
委员会批准［伦理批号：伦审科２０２４第（１５）号］。

细胞　人胚肾细胞（２９３Ｔ），购自武汉尚恩生物技
术有限公司。

药品与试剂　苯扎贝特，纯度：９９４４％，规格：每
瓶１ｇ，批号：Ｓ４１５９０３，美国Ｓｅｌｌｅｃｋ公司生产。２４ｈ尿
蛋白（２４－ｈｏｕｒｕｒｉｎａｒｙｐｒｏｔｅｉｎ，２４ｈ－ｐｒｏ）酶联免疫吸
附试验（ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）试
剂盒，上海科艾博生物技术有限公司生产；血尿素氮

（ｂｌｏｏｄｕｒｅａｎｉｔｒｏｇｅｎ，ＢＵＮ）、血肌酸酐（ｓｅｒｕｍｃｒｅａｔｉ
ｎｉｎｅ，ＳＣｒ）、丙二醛（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）、谷胱甘肽
过氧化物酶（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＧＳＨ－Ｐｘ）、过氧化
氢酶（ｃａｔａｌａｓｅ，ＣＡＴ）、超氧化物歧化酶（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓ
ｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）ＥＬＩＳＡ试剂盒，均为上海雅吉生物科技
有限公司生产；活化 Ｔ细胞的核因子５（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒ
ｏｆａｃｔｉｖａｔｅｄＴｃｅｌｌｓ５，ＮＦＡＴ５）、醛糖还原酶（ａｌｄｏｓｅ
ｒｅｄｕｃｔａｓｅ，ＡＲ）、丙酮酸脱氢酶（ｐｙｒｕｖａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，
ＰＤＨ）、丙酮酸脱氢酶 Ｅ１亚基 α１（ｐｙｒｕｖａｔｅｄｅｈｙｄｒｏ
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ｇｅｎａｓｅＥ１ｓｕｂｕｎｉｔａｌｐｈａ１，ＰＤＨＡ１）、丙酮酸脱氢酶激
酶（ｐｙｒｕｖａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅｋｉｎａｓｅ，ＰＤＫ）、转化生长因
子－β１（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｂｅｔａ１，ＴＧＦ－β１）、
纤连蛋白（ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ，ＦＮ）、Ⅰ型胶原蛋白（ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ）、
α－平滑肌肌动蛋白 （α－ｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅａｃｔｉｎ，
α－ＳＭＡ）、甘油醛－３－磷酸脱氢酶（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ－
３－ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＧＡＰＤＨ）兔抗体、羊抗兔
辣根过氧化物酶（ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＨＲＰ）标记二
抗、羊抗兔ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒＴＭ４８８标记二抗，均为赛默飞世
尔科技公司生产；ｍｉＲ－４８６－５ｐ拮抗物（ｍｉＲ－４８６－５ｐ
ａｎｔａｇｏｍｉｒ）、ｓｈ－ＮＦＡＴ５重组腺病毒表达载体、双荧光
素酶表达载体、聚合酶链反应（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎ
ｒｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）引物，均由上海生工生物工程股份有限
公司合成；苏木精－伊红（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ－ｅｏｓｉｎｓｔａｉｎｉｎｇ，
ＨＥ）染色法检测试剂盒、二喹啉甲酸（ｂｉｃｉｎｃｈｏｎｉｎｉｃ
ａｃｉｄ，ＢＣＡ）蛋白法检测试剂盒，均为上海酶联生物科
技有限公司生产。

仪器　ＳＬＡＮ－９６Ｓ实时荧光定量 ＰＣＲ反应
（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅａｌ－ｔｉｍｅＰＣＲ，ｑＲＴ－ＰＣＲ）仪，上海宏
石医疗科技有限公司产品；ＧＦＭ－２００荧光显微镜，上
海光密仪器有限公司产品；ＶａｒｉｏｓｋａｎＬＵＸ全能酶标
仪、ＣＬ７５０蛋白质印迹显影仪，均为美国赛默飞世尔
科技公司产品；ＣＫＸ５３细胞显微镜，日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公
司产品。

２　实验方法
２１　模型构建

小鼠饲养于温度２２～２５℃、湿度５０％、光照１２ｈ
的环境中，不限制饮水和采食，适应性喂养 １周后，
ｄｂ／ｍ小鼠作为对照组，ｄｂ／ｄｂ小鼠构建糖尿病肾病小
鼠模型，ｄｂ／ｄｂ小鼠尾静脉取血检测空腹血糖，连续
３次空腹血糖≥１６７ｍｍｏｌ·Ｌ－１，尿量为空白对照组
的１５０％，且持续出现白蛋白尿，判定糖尿病肾病小鼠
模型制备成功。

２２　动物分组与给药方法
将ｄｂ／ｄｂ小鼠按随机数字表法分为模型组、实验

组、ｍｉＲ－４８６－５ｐａｎｔａｇｏｍｉｒ组和ｓｈ－ＮＦＡＴ５组，每组
１０只。对照组：正常饲养的 ｄｂ／ｍ小鼠；模型组：
ｄｂ／ｄｂ小鼠构建糖尿病肾病小鼠模型；实验组：在模型
组的基础上，给予苯扎贝特 ７５ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１灌胃干
预治疗，治疗周期为 ４周；ｍｉＲ－４８６－５ｐａｎｔａｇｏｍｉｒ
组：在实验组基础上，尾静脉注射 １０ｍｇ·ｋｇ－１

ｍｉＲ－４８６－５ｐａｎｔａｇｏｍｉｒ；ｓｈ－ＮＦＡＴ５组：在ｍｉＲ－４８６－５ｐ
ａｎｔａｇｏｍｉｒ组基础上，尾静脉注射含有 ＮＦＡＴ５敲低质
粒的重组腺病毒（ｓｈ－ＮＦＡＴ５：５′－ＣＧＧＡＣＡＡＣＡＡＡＧ

ＧＣＡＡＣＴＣＡＡ－３′）。
２３　试剂盒检测小鼠ＢＵＮ、ＳＣｒ、２４ｈ－ｐｒｏ水平［５］

将各组小鼠放入代谢笼，２４ｈ禁食不禁水，收集
２４ｈ尿液，离心去残渣处理，按试剂盒说明书进行操
作测定２４ｈ－ｐｒｏ水平。各组小鼠麻醉后尾静脉取
血，血样静置２ｈ后，于４℃下，以３０００ｒ·ｍｉｎ－１离心
２０ｍｉｎ提取血清，按各试剂盒说明书操作测定 ＢＵＮ、
ＳＣｒ水平。每个样本独立重复３次，用全能酶标仪测
定４５０ｎｍ处的光密度（ｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ，ＯＤ）值。
２４　ＨＥ染色法检测小鼠肾组织病理形态［５］

取各组小鼠麻醉后经４％多聚甲醛溶液灌注固定，
取肾组织备用。取肾组织常规脱水、包埋、切片、烘片、脱

蜡、染色，用光学显微镜观察小鼠肾组织病理形态。

２５　试剂盒检测 ＭＤＡ、ＧＳＨ－Ｐｘ、ＣＡＴ和 ＳＯＤ
水平［５］

按“２４”中的方法取小鼠肾组织，加入裂解液后，
置于冰盒上研磨成匀浆，于４℃下，以８０００ｒ·ｍｉｎ－１

离心８ｍｉｎ，取上清液，按各试剂盒说明书操作测定
ＭＤＡ、ＧＳＨ－Ｐｘ、ＣＡＴ和ＳＯＤ水平。
２６　ｑＲＴ－ＰＣＲ法检测小鼠肾组织中ｍｉＲ－４８６－５ｐ
和ＮＦＡＴ５ｍＲＮＡ的相对表达水平［６］

用ＴＲＮｚｏｌＵｎｉｖｅｒｓａｌ总ＲＮＡ提取试剂从各组组织
中提取总 ＲＮＡ，用 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴＭａｓｔｅｒＭｉｘ试剂
盒按照说明书将其反转录为 ｃＤＮＡ，用 ＴＢＧｒｅｅｎ
ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭⅡ，在实时荧光定量 ＰＣＲ仪中定量
ＰＣＲ。以 Ｕ６、ＧＡＰＤＨ 为 内 参，用 ２－ΔΔＣｔ法 分 析
ｍｉＲ－４８６－５ｐ、ＮＦＡＴ５ｍＲＮＡ的相对表达水平。
２７　免疫荧光法检测ＮＦＡＴ５的表达水平［６］

用“２４”中的方法制作各组小鼠肾组织切片，用
３％双氧水溶液、室温避光的条件下孵育１５ｍｉｎ，磷酸
缓冲盐溶液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｅｄｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ）洗涤
１０ｍｉｎ，暴露于 ５％牛血清白蛋白（ｂｏｖｉｎｅａｌｂｕｍｉｎ，
ＢＳＡ）封闭３０ｍｉｎ，然后与ＮＦＡＴ５一抗（１∶５００）在４℃
下孵育过夜。第２天用ＰＢＳ洗脱３次，用羊抗兔Ａｌｅｘａ
ＦｌｕｏｒＴＭ４８８标记二抗（１∶２０００）在３７℃下孵育细胞
１ｈ，用４′，６－二脒基－２－苯基吲哚（４′，６－ｄｉａｍｉｄｉｎｏ－
２－ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅ，ＤＡＰＩ）染料将细胞核染色１０ｍｉｎ，并
在荧光显微镜下观察。

２８　双荧光素酶报告基因实验验证 ｍｉＲ－４８６－５ｐ
和ＮＦＡＴ５的靶向关系［６］

通过Ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ数据库（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ．
ｏｒｇ／）预测ｍｉＲ－４８６－５ｐ和 ＮＦＡＴ５的靶向关系，ＰＣＲ
扩增含ｍｉＲ－４８６－５ｐ结合位点的ＮＦＡＴ５的３′－ＵＴＲ
序列构建野生型质粒（ＮＦＡＴ５－ＷＴ），用基因突变技
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术将结合位点突变后，构建突变型质粒（ＮＦＡＴ５－
ＭＵＴ）。用ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００细胞转染试剂将上述
质粒分别与ＮＣｍｉｍｉｃ、ｍｉＲ－４８６－５ｐｍｉｍｉｃ共转染至
对数生长期的２９３Ｔ构建细胞株，记为 ＮＣｍｉｍｉｃ组、
ｍｉＲ－４８６－５ｐｍｉｍｉｃ组。转染４８ｈ后通过双荧光素
酶报告分析系统检测荧光素酶活性。

２９　蛋白质印迹法检测各组小鼠肾组织 ＡＲ、ＰＤＨ、
ＰＤＨＡ１、ＰＤＫ、ＴＧＦ－β１、ＦＮ和ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ蛋白的相
对表达水平

取小鼠肾组织，然后从各组组织中提取总蛋白，

用ＢＣＡ试剂盒测定蛋白浓度，按照参考文献［５］的方
法进行蛋白质印迹。以 ＧＡＰＤＨ为内参，用凝胶成像
系统成像，用ＩｍａｇｅＪ软件分析条带的灰度值。
２１０　免疫组化法检测各组小鼠肾组织中 α－ＳＭＡ
蛋白的相对表达水平［６］

用“２４”中的方法取各组织标本常规脱蜡、水洗
后，微波抗原修复，冷却后 ＰＢＳ冲洗，然后加入
α－ＳＭＡ一抗（１∶５００），４℃孵育过夜，次日加入羊抗
兔ＨＲＰ标记二抗（１∶２０００）３７℃孵育３０ｍｉｎ，ＰＢＳ清
洗３次，然后 ＤＡＢ显色，苏木精复染、脱水、封片，用
光学显微镜观察。

３　统计学处理
用ＳＰＳＳ２６０软件进行统计分析。符合正态分布

的计量资料以 珋ｘ±ｓ表示，多组间比较用单因素方差分
析，２组间比较用独立样本ｔ检验。

结　　果

１　苯扎贝特对糖尿病肾病小鼠肾功能及病理学变化
的影响

对照组为正常饲养的ｄｂ／ｍ小鼠；模型组为ｄｂ／ｄｂ
小鼠构建糖尿病肾病小鼠模型；实验组小鼠在模型组

的基础上，给予苯扎贝特 ７５ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１灌胃干预
治疗；ｍｉＲ－４８６－５ｐａｎｔａｇｏｍｉｒ组小鼠在实验组基础
上，尾静脉注射 １０ｍｇ· ｋｇ－１ ｍｉＲ－４８６－５ｐ
ａｎｔａｇｏｍｉｒ；ｓｈ－ＮＦＡＴ５组小鼠在 ｍｉＲ－４８６－５ｐ
ａｎｔａｇｏｍｉｒ组基础上，尾静脉注射含有ＮＦＡＴ５敲低质粒
的重组腺病毒。

模型组与对照组相比，小鼠的ＢＵＮ、ＳＣｒ和２４ｈ－ｐｒｏ
含量均显著升高（均Ｐ＜０００１）；实验组与模型组相比，
小鼠的 ＢＵＮ、ＳＣｒ和 ２４ｈ－ｐｒｏ含量均显著下降（均
Ｐ＜０００１），见表１。通过小鼠肾组织ＨＥ染色发现，对照
组小鼠肾小球结构形态正常，基底膜光滑，肾间质无异

常，无炎性细胞浸润；模型组ｄｂ／ｄｂ小鼠肾小球体积增

大，基底膜增厚，肾小管结构紊乱出现扩张，肾间质可见

炎性细胞浸润；与模型组相比，实验组小鼠肾小球体积明

显减小，基底膜厚度降低，炎性细胞浸润减少，见图１。
２　苯扎贝特对糖尿病肾病小鼠肾组织ｍｉＲ－４８６－５ｐ和
ＮＦＡＴ５表达水平的影响

对照 组、模 型 组 和 实 验 组 小 鼠 肾 组 织 中

ｍｉＲ－４８６－５ｐ相对表达水平分别为 １００±０１１、
０３９±００８和０７２±０１６，ＮＦＡＴ５ｍＲＮＡ相对表达水
平分别为 １００±０１２、２５７±０４９和 １３６±０３１，
ＮＦＡＴ５相对荧光强度分别为１００±０１７、６３４±１２０
和２０９±０３８。模型组与对照组相比，小鼠肾组织中
ｍｉＲ－４８６－５ｐ表达水平显著降低（Ｐ＜０００１），
ＮＦＡＴ５ｍＲＮＡ相对表达水平和 ＮＦＡＴ５相对荧光强度
均显著升高（均Ｐ＜０００１）；实验组与模型组相比，小
鼠肾组织中 ｍｉＲ－４８６－５ｐ相对表达水平显著升高
（Ｐ＜０００１），ＮＦＡＴ５ｍＲＮＡ相对表达水平和 ＮＦＡＴ５
相对荧光强度均显著降低（均Ｐ＜０００１）。
３　ｍｉＲ－４８６－５ｐ和ＮＦＡＴ５靶向关系验证

通过 Ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ预测发现，ｍｉＲ－４８６－５ｐ和
ＮＦＡＴ５存在结合位点，见图２。为验证互补结合位点
　　
表１　各组小鼠血尿素氮（ＢＵＮ）、血肌酸酐（ＳＣｒ）和２４ｈ尿蛋
白（２４ｈ－ｐｒｏ）含量的变化（珋ｘ±ｓ，ｎ＝１０）
Ｔａｂｌｅ１　Ｃｈａｎｇｅｓｉｎｂｌｏｏｄｕｒｅａｎｉｔｒｏｇｅｎ（ＢＵＮ），ｓｅｒｕｍｃｒｅａｔｉ
ｎｉｎｅ（ＳＣｒ）ａｎｄ２４－ｈｏｕｒｕｒｉｎａｒｙｐｒｏｔｅｉｎ（２４ｈ－ｐｒｏ）ｃｏｎｔｅｎｔｉｎ
ｍｉｃｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝１０）

Ｇｒｏｕｐ
ＢＵＮ

（ｍｍｏｌ·Ｌ－１）

ＳＣｒ

（μｍｏｌ·Ｌ－１）

２４ｈ－ｐｒｏ

（ｍｇ·Ｌ－１）

Ｃｏｎｔｒｏｌ ６７３±１４８ ２２２８±５６１ １２３６±２３５
Ｍｏｄｅｌ １４５１±２７２ ５６６５±１０２３３６１９±６２７

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ９１４±１６９△△△ ３１１７±５７４△△△ ２３２４±４４６△△△

Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ：ｄｂ／ｍｍｉｃｅ；Ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ：ｄｂ／ｄｂｍｉｃｅ；Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ：

Ｏｎｔｈｅｂａｓｉｓｏｆｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，７５ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１ｂｅｚａｆｉｂｒａｔｅ；Ｃｏｍｐａｒｅｄ

ｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ， Ｐ ＜０００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，
△△△Ｐ＜０００１

图 １　各组小鼠肾组织病理学变化（苏木精 －伊红染色，
×２００）
Ｆｉｇｕｒｅ１　 Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｏｆｍｉｃｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ
（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ－ｅｏｓｉｎｓｔａｉｎｉｎｇ，×２００）
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图 ２　ｍｉＲ－４８６－５ｐ和活化 Ｔ细胞的核因子５（ＮＦＡＴ５）结合
位点预测

Ｆｉｇｕｒｅ２　 ＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎｏｆｍｉＲ－４８６－５ｐａｎｄｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｏｆ
ａｃｔｉｖａｔｅｄＴｃｅｌｌｓ５（ＮＦＡＴ５）ｂｉｎｄｉｎｇｓｉｔｅｓ

的功能，构建 ｍｉＲ－４８６－５ｐ模拟物（ｍｉＲ－４８６－５ｐ
ｍｉｍｉｃｓ），并用 ｑＲＴ－ＰＣＲ验证其转染效率，结果显
示，相比于 ＮＣｍｉｍｉｃｓ组（１００±０１０），ｍｉＲ－４８６－５ｐ
ｍｉｍｉｃｓ组（５６３±１１７）中的ｍｉＲ－４８６－５ｐ相对表达
量显著升高（Ｐ＜０００１）。用双荧光素酶报告基因实
验验证ｍｉＲ－４８６－５ｐ和ＮＦＡＴ５靶向关系，结果显示，
ｍｉＲ－４８６－５ｐｍｉｍｉｃｓ与 ＷＴ－ＮＦＡＴ５共转染的荧光
素酶活性（０５２±０１０）较ＮＣｍｉｍｉｃｓ（１００±０１３）明
显降低 （Ｐ＜０００１），而 ｍｉＲ－４８６－５ｐｍｉｍｉｃｓ与
ＭＵＴ－ＮＦＡＴ５共转染的荧光素酶活性（１０３±０１７）
较 ＮＣ ｍｉｍｉｃｓ（１００ ±０１１）无 显 著 性 差 异
（Ｐ＞００５）。ｑＲＴ－ＰＣＲ检测发现，相较于 ＮＣｍｉｍｉｃｓ
组 （１００±０１２），ｍｉＲ －４８６－５ｐ ｍｉｍｉｃｓ组
（０５１±００８）中的ＮＦＡＴ５ｍＲＮＡ相对表达水平显著
降低（Ｐ＜０００１）。
４　苯扎贝特通过ｍｉＲ－４８６－５ｐ／ＮＦＡＴ５轴对糖尿病
肾病小鼠氧化应激的影响

模型组与对照组相比，小鼠ＭＤＡ水平显著上升，
ＧＳＨ－Ｐｘ、ＣＡＴ和 ＳＯＤ酶活性均显著降低 （均
Ｐ＜０００１）；实验组与模型组相比，小鼠 ＭＤＡ水平显
著降低，ＧＳＨ－Ｐｘ、ＣＡＴ和ＳＯＤ酶活性均显著升高（均
Ｐ＜０００１）；ｍｉＲ－４８６－５ｐａｎｔａｇｏｍｉｒ组与实验组相
比，小鼠ＭＤＡ水平显著上升（Ｐ＜０００１），ＧＳＨ－Ｐｘ、
ＣＡＴ和ＳＯＤ酶活性均显著降低（Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１）；
　　

ｓｈ－ＮＦＡＴ５组与 ｍｉＲ－４８６－５ｐａｎｔａｇｏｍｉｒ组相比，小
鼠ＭＤＡ水平显著降低（Ｐ＜０００１），ＧＳＨ－Ｐｘ、ＣＡＴ和
ＳＯＤ酶活性均显著升高（均Ｐ＜００１），见表２。
５　苯扎贝特通过ｍｉＲ－４８６－５ｐ／ＮＦＡＴ５轴对糖尿病
肾病小鼠糖代谢途径关键酶的影响

对照组、模型组、实验组、ｍｉＲ－４８６－５ｐａｎｔａｇｏｍｉｒ
组和 ｓｈ－ＮＦＡＴ５组的 ＡＲ蛋白相对表达水平分别为
１００±０１２、３６１±０４３、１８２±０２９、３０９±０５８和
２２５±０４７，ＰＤＨ 蛋 白 相 对 表 达 水 平 分 别 为
１００±０１１、０５３±０１０、０９１±０１５、０６４±０１２和
０８２±０１４，ＰＤＨＡ１蛋白相对表达水平分别为
１００±０１４、０３６±００７、０８３±０１６、０５１±０１１和
０７４±０１３，ＰＤＫ蛋白相对表达水平分别为
１００±０１０、２５９±０５２、１３４±０３１、２１１±０４３和
１５６±０３９，对照组的上述指标与模型组比较，模型
组的上述指标与实验组比较，实验组的上述指标与

ｍｉＲ－４８６－５ｐａｎｔａｇｏｍｉｒ组比较，ｍｉＲ－４８６－５ｐ
ａｎｔａｇｏｍｉｒ组的上述指标与ｓｈ－ＮＦＡＴ５组比较，在统计
学上差异均有统计学意义（Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１）。
６　苯扎贝特通过ｍｉＲ－４８６－５ｐ／ＮＦＡＴ５轴对糖尿病
肾病小鼠肾纤维化的影响

对照组、模型组、实验组、ｍｉＲ－４８６－５ｐａｎｔａｇｏｍｉｒ
组和ｓｈ－ＮＦＡＴ５组的 α－ＳＭＡ蛋白相对表达水平分
别 为 １００ ±０１５、８３１ ±１５２、１８４±０３３、
４３７±０８１和２２６±０４０。模型组与对照组相比，小
鼠α－ＳＭＡ蛋白相对表达水平显著升高；实验组与模
型组相比，小鼠α－ＳＭＡ蛋白相对表达水平显著降低；
ｍｉＲ－４８６－５ｐａｎｔａｇｏｍｉｒ组与实验组相比，小鼠
α－ＳＭＡ蛋白相对表达水平显著升高；ｓｈ－ＮＦＡＴ５组
与ｍｉＲ－４８６－５ｐａｎｔａｇｏｍｉｒ组相比，小鼠 α－ＳＭＡ蛋
白相对表达水平显著降低（均Ｐ＜０００１）。蛋白质印
　　

表２　各组小鼠肾组织中丙二醛（ＭＤＡ）、谷胱甘肽过氧化物酶（ＧＳＨ－Ｐｘ）、过氧化氢酶（ＣＡＴ）、超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）的比较
（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ２　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ（ＭＤＡ），ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ（ＧＳＨ－Ｐｘ），ｃａｔａｌａｓｅ（ＣＡＴ）ａｎｄｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ
（ＳＯＤ）ｉｎｒｅｎａｌｔｉｓｓｕｅｏｆｍｉｃｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ ＭＤＡ（ｎｍｏｌ·ｍｇ－１） ＧＳＨ－Ｐｘ（Ｕ·ｍｇ－１） ＣＡＴ（Ｕ·ｍｇ－１） ＳＯＤ（Ｕ·ｍｇ－１）

Ｃｏｎｔｒｏｌ １０ ２７８±０５６ ３８４７４±５１９２ ４１０２±７８６ ７９０６±１３５９
Ｍｏｄｅｌ １０ ４９６±０９７ ２５８５１±３８６３ １８４５±３７３ ４７６３±９８５

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ １０ ３０２±０５４△△△ ３６２１２±４６３５△△△ ３４８１±６９１△△△ ７１５２±１４２１△△△

ＭｉＲ－４８６－５ｐａｎｔａｇｏｍｉｒ １０ ４５１±０７９▲▲▲ ２８１３９±４０１７▲▲▲ ２２１４±４３２▲▲▲ ５０７３±１０４２▲▲

Ｓｈ－ＮＦＡＴ５ １０ ３２４±０５８◇◇◇ ３４２９７±４３８４◇◇ ３０８６±５９７◇◇ ６６８９±１３２７◇◇

ＭｉＲ－４８６－５ｐａｎｔａｇｏｍｉｒｇｒｏｕｐ：１０ｍｇｋｇ－１ｍｉＲ－４８６－５ｐａｎｔａｇｏｍｉｒｗａｓｉｎｊｅｃｔｅｄｉｎｔｏｔｈｅｔａｉｌｖｅｉｎｏｎｔｈｅｂａｓｉｓｏｆｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ；Ｓｈ－ＮＦＡＴ５ｇｒｏｕｐ：
ｏｎｔｈｅｂａｓｉｓｏｆｍｉＲ－４８６－５ｐａｎｔａｇｏｍｉｒｇｒｏｕｐ，ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔａｄｅｎｏｖｉｒｕｓｃｏｎｔａｉｎｉｎｇＮＦＡＴ５ｋｎｏｃｋｄｏｗｎｐｌａｓｍｉｄｗａｓｉｎｊｅｃｔｅｄｉｎｔｏｔｈｅｔａｉｌｖｅｉｎ；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ

ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，△△△Ｐ＜０００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ，▲▲Ｐ＜００１，▲▲▲Ｐ＜０００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ

ｍｉＲ－４８６－５ｐａｎｔａｇｏｍｉｒｇｒｏｕｐ，◇◇Ｐ＜００１，◇◇◇Ｐ＜０００１



ＣｈｉｎＪＣｌｉｎＰｈａｒｍａｃｏｌ 　８３３　　

Ｖｏｌ４１Ｎｏ６Ｍａｒｃｈ２０２５（ＳｅｒｉａｌＮｏ４２８）

迹结果显示：对照组、模型组、实验组、ｍｉＲ－４８６－５ｐ
ａｎｔａｇｏｍｉｒ组和ｓｈ－ＮＦＡＴ５组的ＴＧＦ－β１蛋白相对表
达水平分别为１００±０１１、３１５±０５２、１４３±０３８、
２７２±０４３和１８９±０５７，ＦＮ蛋白相对表达水平分别
为１００±００９、２８４±０５７、１４６±０４１、２５９±０５２和
１７３±０４９，ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ蛋白相对表达水平分别为
１００±０１３、４２８±０７１、２０３±０４６、３６４±０６８和
２５１±０５３，对照组的上述指标与模型组比较，模型
组的上述指标与实验组比较，实验组的上述指标与

ｍｉＲ－４８６－５ｐａｎｔａｇｏｍｉｒ组比较，ｍｉＲ－４８６－５ｐ
ａｎｔａｇｏｍｉｒ组的上述指标与ｓｈ－ＮＦＡＴ５组比较，在统计
学上差异均有统计学意义（Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１）。

讨　　论

苯扎贝特是一种过氧化物酶体增殖物激活受体

（ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒｓ－ａｃｔｉｖａｔｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒｓ，ＰＰＡＲｓ）
泛激动药。ＰＰＡＲｓ属于核受体家族，具有调节脂质和
葡萄糖代谢、抗炎症、抗纤维化等作用，其３种受体亚
型均在肾中有一定表达［７］。有研究发现，苯扎贝特可

减少糖尿病肾病患者的微量白蛋白尿［８］。本研究提

示，苯扎贝特对肾具有显著保护作用。ｍｉＲＮＡｓ可以
通过靶向调控其靶基因来参与肿瘤细胞的增殖、迁移

及侵袭［６，９－１０］。ＮＦＡＴ５是一种渗透保护性转录因子，
其在细胞核组织的胚胎发育、细胞分化、炎症过程和

细胞应激反应中以非依赖性的方式发挥重要作用，参

与保护细胞免受高渗应激［１１］。本研究显示，苯扎贝

特干预后可促进ｍｉＲ－４８６－５ｐ、抑制ＮＦＡＴ５的表达，
且ｍｉＲ－４８６－５ｐ靶向负调控 ＮＦＡＴ５的表达，推测苯
扎贝特可能通过 ｍｉＲ－４８６－５ｐ／ＮＦＡＴ５信号通路在
糖尿病肾病小鼠体内发挥作用。

氧化应激和纤维化是糖尿病肾病的重要病理机

制，机体抵御氧化应激的重要防御机制依赖于维持活

性氧代谢平衡的酶系统（包括 ＳＯＤ、ＣＡＴ、ＧＳＨ－ＰＸ），
酶系统的活性氧清除能力不足会导致氧化损伤和脂质

过氧化的最终产物的产生［１２］。本研究显示，在苯扎贝

特的干预后ＭＤＡ水平显著降低，说明苯扎贝特可以有
效改善小鼠氧化应激水平。ＡＲ、ＰＤＨ、ＰＤＨＡ１和 ＰＤＫ
是调节葡萄糖代谢的必需酶。研究发现，ＡＲ的高表达
可能会诱导糖尿病肾病足细胞的凋亡和线粒体损伤，

ＰＤＨ酶活性的降低与肾纤维化有关［１３］。肾纤维化发

生在各种慢性肾损伤之后，反复的肾损伤导致机体修

复机制失调，损伤部位炎性细胞持续释放促肾纤维化

因子［１４］。

本研究提示：小鼠糖代谢酶与肾纤维化相关因子

在苯扎贝特干预后均得到调控，说明苯扎贝特可以有效

减轻小鼠糖尿病肾病的肾纤维化损伤，其机制可能是通

过调控ｍｉＲ－４８６－５ｐ／ＮＦＡＴ５信号通路实现的。
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