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微小 RNA-17-5p 在小儿肾病综合征
发病中的作用及其机制研究
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［摘要］　目的　分析微小 RNA-17-5p（miR-17-5p）在小儿肾病综合征（NS）发病中的意义及其通过激

活素 A（ActA）/Smads 通路对肾足细胞凋亡的影响。方法　选取 2018 年 3 月至 2019 年 3 月收治的 55 例 NS 患

儿为 NS 组，另选取 50 例同期体检的健康儿童为正常对照组，比较两组外周血 miR-17-5p 表达情况。培养人肾

足细胞株，分别转染含 miR-17-5p 反义寡核苷酸重组质粒（抑制组）、含无意义随机序列的对照载体（阴性对

照组），未处理的人肾足细胞为空白组。比较各组细胞凋亡情况，以及转染后细胞 miR-17-5p、ActA mRNA、

Smads mRNA 和相关蛋白表达情况。结果　NS 组外周血 miR-17-5p 水平高于正常对照组（P<0.001）。与空白组

和阴性对照组比较，抑制组细胞凋亡率、miR-17-5p 相对表达量更低，ActA、Smad2、Smad3 三者的 mRNA 及蛋

白相对表达量更高（P<0.001）。结论　miR-17-5p 在小儿 NS 外周血的含量升高，低表达 miR-17-5p 能抑制人肾

足细胞的凋亡，其机制可能与上调 ActA、Smad2、Smad3 三者的 mRNA 及蛋白表达有关。
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Role of microRNA-17-5p in the pathogenesis of pediatric nephrotic syndrome and 
related mechanisms
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Abstract: Objective    To study the role of microRNA-17-5p (miR-17-5p) in the pathogenesis of pediatric 
nephrotic syndrome (NS) and its effect on renal podocyte apoptosis via the activin A (ActA)/Smads pathway. Methods    
An analysis was performed on 55 children with NS (NS group) who were admitted from March 2018 to March 2019. 
Fifty healthy children who underwent physical examination during the same period of time were enrolled as the control 
group. The mRNA expression of miR-17-5p in peripheral blood was measured and compared between the two groups. 
Human renal podocytes were transfected with antisense oligonucleotide recombinant plasmid containing miR-17-5p 
(inhibition group) or control vector containing nonsense random sequence (negative control group), and untreated human 
renal podocytes were used as the blank group. These groups were compared in terms of cell apoptosis and the mRNA 
and protein expression of miR-17-5p, ActA, and Smads after transfection. Results    The	NS	group	had	a	significantly	
higher level of miR-17-5p in peripheral blood than the control group (P<0.001). Compared with the blank and negative 
control	groups,	 the	inhibition	group	had	significantly	lower	apoptosis	rate	and	relative	mRNA	expression	of	miR-17-
5p	and	significantly	higher	relative	mRNA	and	protein	expression	of	ActA, Smad2, and Smad3 (P<0.001). Conclusions    
There is an increase in the content of miR-17-5p in peripheral blood in children with NS. Low expression of miR-17-
5p can inhibit the apoptosis of human renal podocytes, which may be associated with the upregulation of the mRNA and 
protein expression of ActA, Smad2 and Smad3.                                      [Chin J Contemp Pediatr, 2020, 22(9): 958-963]
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肾病综合征（nephrotic syndrome, NS）是小儿

常见肾脏疾病，病理变化表现为肾小球基底膜通

透性增高，以大量蛋白尿、低蛋白血症和水肿为

主要表现，可发生感染、血栓栓塞、急性肾功能

不全等多种并发症，对患儿健康及生长发育均造

成严重威胁 [1-2]。肾足细胞为附着于肾小球基底膜

外侧的肾小囊脏层上皮细胞，是肾小球血液滤过

屏障中的重要组成部分，肾足细胞凋亡和减少是

导致 NS 患者出现蛋白尿和肾小球硬化的重要原

因，因此如何抑制肾足细胞的凋亡，在 NS 的治疗

中有重要意义 [3]。随着医学研究的不断进步，基

因靶向治疗成为研究热点。微小 RNA（microRNA, 

miRNA）是具有高度保守性的单链非编码小分子

RNA，能调控多种生物途径，为 NS 的治疗提供了

新的研究方向 [4]。研究表明，miR-17-5p 作为 miR-
17 家族成员之一，与糖尿病肾病的发生关系密切，

可涉及肾足细胞凋亡、细胞外基质聚集和肾纤维

化 [5]，但其具体机制尚未明确。激活素 A（activin A, 

ActA）/Smads 通路是调控细胞生长发育的信号转

导通路，参与细胞增殖、凋亡等多种生物学行为 [6]。

因此，本研究通过研究分析 miR-17-5p 在小儿 NS

中的表达意义及其通过 ActA/Smads 通路对肾足细

胞凋亡的影响，以期为小儿 NS 的治疗提供新的研

究靶点。

1　资料与方法

1.1　一般资料及分组

选 取 2018 年 3 月 至 2019 年 3 月 我 院 收 治

的 55 例 NS 患 儿 为 NS 组， 其 中 男 41 例， 女 14

例； 年 龄 1~8 岁， 平 均 6.5±2.0 岁； 病 程 3~18

个 月， 平 均 10±4 个 月； 病 理 类 型 包 括 微 小 病

变 42 例，局灶节段硬化性肾小球肾炎 6 例，系

膜增生性肾炎 4 例，膜性肾病 3 例。纳入标准：

（1）NS 患儿均符合《小儿肾小球疾病的临床分类、

诊断及治疗》[7] 中 NS 的诊断标准，且经肾活检确

诊；（2）入院前未行任何相关治疗。排除标准：

（1）先天性 NS；（2）存在糖尿病、慢性肝病及

家族性血脂异常者。

另选取 50 例同期体检的健康儿童为正常对

照 组， 其 中 男 35 例， 女 15 例； 年 龄 2~10 岁，

平均年龄 7.0±2.1 岁。NS 组和正常对照组患儿性

别（χ2=0.271，P=0.603）、 入 组 年 龄（t=1.249，

P=0.214）差异无统计学意义。本研究经我院伦理

委员会批准通过，审批号为 [2018] 伦审字（LW-018）

号，家属对本次研究内容均知情同意。

1.2　试剂与仪器

DMEM/F-12 培养基、青 / 链双抗（美国 HyClone

公司），胎牛血清、胰酶（美国 Gibco 公司），

含无意义随机序列的对照载体（negative control-
pcDNA3.1），含 miR-17-5p 反义寡核苷酸重组质

粒（anti-miR-17-5p-pcDNA3.1）（美国 Ambion 公司），

Annexin V-FITC/PI 双 染 试 剂 盒、Lipofectamine 

3000 脂质体转染试剂盒（美国 Invitrogen 公司），

TRIzol 试剂盒、ECL 试剂盒、BCA 试剂盒（日本

Takara 公司），ActA、Smad2、Smad3 单克隆抗体（美

国 CST 公司），Multiskan Sky 全波长酶标仪、ABI

荧光定量 PCR 仪（美国 Thermo Scientific 公司），

CheniDoc XRS 化学发光成像分析系统（美国 Bio-
Rad 公 司），Accuri C6 型 流 式 细 胞 仪（ 美 国 BD

公司）。

1.3　实时荧光定量 PCR 检测外周血 miR-17-5p

水平

采集受检者空腹上臂静脉血 3 mL，EDTA 抗

凝，室温静置 2 h，3 000 r/min 离心 10 min，留取

上层血清，保存于 -80℃冰箱待检。TRIzol 法提

取总 RNA，反转录试剂盒得到 cDNA，取 0.5 μL 

cDNA 模板，实时荧光定量 PCR 检测 miR-17-5p 外

周血表达情况，严格按照试剂盒说明书操作，以

U6 为内参基因，以 ∆Ct 值表示目的基因的表达水

平，∆Ct 值为荧光信号达到既定阈值时经历的循环

数，取连续检测 3 次的平均值。

1.4　人肾足细胞培养、分组与处理

人肾足细胞株（上海生命科学院细胞所），

培养于 1×ITS 培养基（10% 胎牛血清、青 / 链双抗、

DMEM/F-12 培养基），置于 33℃、5% CO2 培养箱中。

人肾足细胞株贴壁生长至 80%，用不含 ITS 的培

养基在 37℃、5% CO2 培养箱中培养 7~10 d 为成

熟人肾足细胞，用于后续实验。将成熟人肾足细

胞以 1×104/ 孔密度接种于 6 孔板中，至细胞融合

率达到 70%，按照 Lipofectamine 3000 脂质体转染

试剂盒说明书操作，分别转染含 miR-17-5p 反义寡

核苷酸重组质粒（抑制组），含无意义随机序列

的对照载体（阴性对照组），未经处理的人肾足
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细胞为空白组。后续实验每组均设 3 个平行样本，

实验独立重复 3 次。

1.5　流式细胞术检测细胞凋亡情况

取成熟人肾足细胞，以 1×104/ 孔密度接种

于 6 孔板，更换无血清的 RPMI 1640 培养基培养

24 h，3 000 r/min 离 心 10 min，PBS 洗 涤 3 次， 避

光加入 5 μL Annexin V-FITC/PI，室温孵育 15 min，

于 1 h 内使用流式细胞仪检测细胞凋亡情况。

1.6　实时荧光定量 PCR 检测各组细胞 miR-17-5p

和各 mRNA 表达情况

取 成 熟 人 肾 足 细 胞，TRIzol 试 剂 盒 提 取 总

RNA，反转录合成 cDNA，实时荧光定量 PCR 检

测 miR-17-5p、ActA mRNA、Smad2 mRNA、Smad3 

mRNA 表达情况，按照试剂盒说明书步骤操作，

反应条件：95℃ 45 s；95℃ 15 s，58℃ 25 s，70℃ 

15 s，重复 35 个循环。分别以 U6 为管家基因，2-∆∆Ct

法表示 miR-17-5p 相对表达量；以 β-actin 为管家

基因，2-∆∆Ct 法表示各 mRNA 相对表达量。各引物

序列见表 1。

表 1　引物序列

项目 引物序列

miR-17-5p
上游引物：5'-AGTCCGTTAGCGCACCTTCAGT-3'

下游引物：5'-TACGGTGCGTGGCAACTATAGA-3'

ActA
上游引物：5'-GCTAGCATGCTTCTGGTAGCTAGT-3'

下游引物：5'-AGTATTCATATGATCTATGATAATC-3'

Smad2
上游引物：5'-GGTAGTACACTAGCTGGTGAT-3'

下游引物：5'-ACTCTATCAGATACTCTATGCG-3'

Smad3
上游引物：5'-TGCTAAGTCGTCGTGATAGTG-3'

下游引物：5'-AGTACAATAAGCATGGCGATG-3'

U6
上游引物：5'-GTGCGTCTACGGTTCTGGA-3'

下游引物：5'-CTGCATGATAGCGACGATTC-3'

β-actin
上游引物：5'-ATGCAGGTGTGCTAGAGTGTA-3'

下游引物：5'-TGATATTATAGGGAGGACGATG-3'

1.7　Western blot 检测各蛋白相对表达量

取成熟人肾足细胞，加入细胞裂解液置于冰

上裂解，提取总蛋白，BCA 试剂盒测定蛋白浓度，

经电泳、电转、胶片曝光，加入 ActA、Smad2、

Smad3 一 抗 稀 释 液（1 : 1 000），4 ℃ 孵 育 过 夜，

加入二抗稀释液（1 : 5 000），ECL 试剂盒显色，

Image J 软件分析条带灰度值。

1.8　统计学分析

使用 SPSS 23.0 统计软件进行数据处理。计量

资料以均数 ± 标准差（x±s）表示，多组间比较

采用方差分析，组间两两比较采用 LSD-t 检验。

P<0.05 为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　NS 组与正常对照组外周血 miR-17-5p 表达

水平比较

NS 组外周血 miR-17-5p 表达水平高于正常对

照组（30±4 vs 22±4，t=9.777，P<0.001）。

2.2　各组细胞凋亡情况比较

抑制组细胞凋亡率低于空白组、阴性对照

组，差异有统计学意义（P<0.001）； 空 白 组 与

阴性对照组细胞凋亡率比较，差异无统计学意义

（P>0.05）。见表 2、图 1。

2.3　miR-17-5p 和各 mRNA 表达水平比较

空白组、阴性对照组及抑制组的 miR-17-5p、

ActA mRNA、Smad2 mRNA、Smad3 mRNA 表达情

况比较，差异有统计学意义（P<0.001）。 与 空

白组和阴性对照组比较，抑制组的 miR-17-5p 相

对 表 达 量 更 低，ActA mRNA、Smad2 mRNA、

Smad3 mRNA 相对表达量更高，差异有统计学意义

（P<0.001）；空白组与阴性对照组 miR-17-5p、

ActA mRNA、Smad2 mRNA、Smad3 mRNA 相对表

达量比较，差异无统计学意义（P>0.05）。见表 3。

表 2　各组细胞凋亡情况比较　（n=3，x±s，%）

组别 细胞凋亡率

空白组 45±6

阴性对照组 47±6

抑制组 26±4a,b

F 值 22.151

P 值 <0.001

注：a 示与空白组比较，P<0.001；b 示与阴性对照组比较，
P<0.001。
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2.4　各蛋白表达情况比较

空白组、阴性对照组及抑制组的 ActA 蛋白、

Smad2 蛋白、Smad3 蛋白表达情况比较，差异有统

计学意义（P<0.001）。与空白组和阴性对照组比较，

抑制组的 ActA 蛋白、Smad2 蛋白、Smad3 蛋白相

对表达量更高，差异有统计学意义（P<0.001）；

空 白 组 与 阴 性 对 照 组 ActA 蛋 白、Smad2 蛋 白、

Smad3 蛋白相对表达量比较，差异无统计学意义

（P>0.05）。见图 2、表 4。

表 4　各蛋白表达情况比较　（n=3，x±s）

组别 ActA 蛋白 Smad2 蛋白 Smad3 蛋白

空白组 0.28±0.03 0.45±0.05 0.40±0.03

阴性对照组 0.27±0.02 0.47±0.04 0.41±0.04

抑制组 0.55±0.05a,b 0.80±0.08a,b 0.73±0.06a,b

F 值 99.605 55.190 86.639

P 值 <0.001 <0.001 <0.001

注：a 示与空白组比较，P<0.001；b 示与阴性对照组比较，
P<0.001。

图 2　各蛋白的 Western blot 条带图

表 3　miR-17-5p 和各 mRNA 表达水平比较　（n=3，x±s）

组别 miR-17-5p ActA mRNA Smad2 mRNA Smad3 mRNA

空白组 1.02±0.12 0.65±0.08 0.72±0.10 0.60±0.07

阴性对照组 1.00±0.15 0.63±0.07 0.75±0.08 0.62±0.08

抑制组 0.42±0.05a,b 1.37±0.15a,b 1.35±0.14a,b 1.32±0.15a,b

F 值 44.213 78.876 52.625 74.615

P 值 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

注：a 示与空白组比较，P<0.001；b 示与阴性对照组比较，P<0.001。

图 1　流式细胞术检测各组细胞凋亡情况　　右上象限示细胞凋亡。

3　讨论

小儿 NS 的病因尚未明确，病理变化以微小病

变肾病、局灶节段硬化性肾小球肾炎或系膜增生

性肾炎为主 [8]。临床治疗 NS 采用肾上腺皮质激素

为主的综合治疗方案，虽可有效控制症状，但治

疗过程中易出现兴奋、向心性肥胖、烦躁、失眠

等不良反应 [9]。研究表明，炎症、氧化应激等诱导

的肾足细胞凋亡是小儿 NS、糖尿病肾病等多种慢

性肾脏疾病发生的重要机制，而 miRNAs 在细胞增

殖、分化、代谢、凋亡等生物学行为中有重要调

控作用 [10]。因此，了解 miRNAs 在小儿 NS 中的水

平变化及其对肾足细胞凋亡的调控机制，对小儿

NS 的治疗有重要意义。
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本研究结果中 NS 组外周血 miR-17-5p 水平高

于正常对照组，说明 miR-17-5p 在小儿 NS 外周血

中有异常升高表现，参与小儿 NS 的发生。本研究

结果还显示抑制组细胞凋亡率低于空白组和阴性

对照组，提示 miR-17-5p 低表达可抑制人肾足细胞

的凋亡。miR-17-5p 是编码 6 个 miRNA 的多顺反

子性 miRNA，在多种细胞中均有存在，参与肿瘤

的发生及肾脏、心脏、肺脏等器官的正常发育，

并可调节对病原感染的免疫反应 [11]。小儿 NS 患

者在炎症因子刺激下，免疫系统被激活，miR-17-
5p 表达增加，而 miR-17-5p 的高表达可同时刺激

炎症因子的释放，加重对肾脏的损伤。研究发现，

miR-17-5p 的过度表达可刺激炎症反应细胞因子的

激活，影响免疫细胞的功能，参与肾脏疾病的发

生 [12]。另有研究认为，肾小管上皮细胞 miR-17-5p

的表达可影响缺氧诱导的细胞凋亡 [13]。任玮等 [14]

研究发现，miR-17-5p 能激发肾足细胞内 Ca2+ 水平

升高，诱导肾足细胞凋亡。以上结果均说明 miR-
17-5p 在肾脏疾病中有异常表达情况，参与肾脏疾

病的发生发展，并可诱导人肾足细胞的凋亡，与

本研究结果一致，可考虑将外周血 miR-17-5p 水平

变化作为评价小儿 NS 治疗效果的生物标志物和靶

向治疗的参考基因。

本研究结果显示，抑制组的 miR-17-5p 相对

表达量低于空白组和阴性对照组，ActA、Smad2、

Smad3 三 者 的 mRNA 及 蛋 白 相 对 表 达 量 均 高 于

空白组和阴性对照组，提示抑制 miR-17-5p 表达

能抑制人肾足细胞的凋亡，其机制可能与调节

ActA、Smad2、Smad3 三者的 mRNA 及蛋白表达有

关。ActA 是转化生长因子 -β（transforming growth 

factor-β, TGF-β）超家族中的多功能生长和分化因

子，具有抗炎、抗氧化、稳定细胞内 Ca2+ 浓度和

内源性保护作用 [15]。ActA 主要游离于细胞外，

能与细胞膜上的 ActRIIA 跨膜受体结合，作为其

配体进一步激活下游的效应蛋白 Smads，完成跨

膜信号的胞内转导 [16]。Smads 是 TGF-β 细胞内信

号传递分子，能调控细胞膜信号转导 [17]。Smad2/

Smad3 是膜受体激活的 Smads，在 ActA/Smads 通

路中发挥主要作用，可与 Smads 锚着蛋白分离，

与 Smad4 形成异二聚体，进入细胞核内，调控靶

基因的表达 [18]。梅巧 [19] 认为，ActA/Smads 信号通

路可调节卵巢局部微环境，改善卵巢功能，促进

大鼠卵巢颗粒细胞的增殖和分泌。Mang 等 [20] 认为

ActA/Smads通路有抗凋亡和内源性神经保护作用，

可抑制神经元氧糖剥夺诱导的神经元凋亡。因此，

通 过 提 高 ActA、Smad2、Smad3 三 者 的 mRNA 及

蛋白的表达能减轻细胞损伤，抑制细胞凋亡。

综上所述，小儿 NS 外周血中存在 miR-17-5p

表达升高的情况，miR-17-5p 低表达可抑制人肾足

细胞的凋亡，其机制可能与提高 ActA、Smad2、

Smad3 三者的 mRNA 及蛋白表达有关。可考虑将

miR-17-5p 作为评价小儿 NS 的诊疗生物标志物和

靶向治疗的参考基因。关于 miR-17-5p 在小儿 NS

外周血表达升高的原因及是否可通过其他通路影

响人肾足细胞凋亡机制仍未明确，需待进一步探

讨研究。
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