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下调 miR-192 对单侧输尿管梗阻大鼠肾间质纤维化
的干预作用及机制

刘新磊,王珊珊,颜月香,陈福莲∗

(潍坊市益都中心医院,山东 潍坊　 262500)

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨下调 miR-192 对单侧输尿管梗阻(unilateral ureteral obstruction,UUO)大鼠肾损伤后肾间

质纤维化的干预作用及机制。 方法　 将 45 只雄性 SD 大鼠随机分为假手术组、模型组、antagomir-192 组。 除假手

术组外,其他两组大鼠均通过左侧输尿管结扎建立肾间质纤维化大鼠模型。 术后第 1、7、14 天 antagomir-192 组大

鼠给予 antagomir-192 尾静脉注射,而假手术组和模型组大鼠给予等量生理盐水尾静脉注射。 第 21 天后处死大鼠,
实时荧光定量 PCR(qRT-PCR)检测梗阻侧肾组织 miR-192 的表达变化,心脏取血测定大鼠血清中尿素氮(BUN)和
肌酐(Cr)含量,HE 染色观察梗阻侧肾组织形态学病理改变,Masson 染色计算梗阻侧肾间质胶原纤维沉积率,
Western blotting 检测梗阻侧肾组织上皮间质转化(epithelial-mesenchymal transition,EMT)相关标志物钙黏蛋白(E-
cadherin)、α 平滑肌肌动蛋白(α-SMA)、波形蛋白(vimentin)及 I 型胶原蛋白(collagen I)的表达变化。 结果　 与假

手术组比较,模型组大鼠肾组织 miR-192 表达水平、血清中 BUN、Cr 含量、肾间质损伤评分、肾间质胶原纤维沉积率

均显著升高(P<0. 01),肾组织 E-cadherin 蛋白表达明显降低(P<0. 01),α-SMA、vimentin 及 collagen I 蛋白的表达均

明显升高(P<0. 01)。 与模型组比较,antagomir-192 组大鼠肾组织 miR-192 的表达水平、血清中 BUN、Cr 含量、肾间

质损伤评分、肾间质胶原纤维沉积率均显著降低(P<0. 01),肾组织 E-cadherin 蛋白表达明显增高(P<0. 01),α-
SMA、vimentin 及 collagen I 蛋白表达均明显降低(P<0. 01)。 结论　 miR-192 在肾间质纤维化大鼠肾组织中表达升

高,下调 miR-192 能够抑制 UUO 大鼠肾间质纤维化从而起到保护作用。
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Intervention of downregulating miR-192 in renal interstitial fibrosis in
rats with unilateral ureteral obstruction and the mechanism involved

LIU Xinlei, WANG Shanshan, YAN Yuexiang, CHEN Fulian∗

(Weifang Yi Du Central Hospital, Weifang 262500, China)

　 　 【Abstract】 　 Objective 　 To explore the effect of intervention of downregulating miR-192 on post-injury renal
interstitial fibrosis in rats with unilateral ureteral obstruction (UUO), and the mechanism involved. Methods　 Forty-five
healthy male SD rats were randomly divided into a sham group, model group, and antagomir-192 group. The rat model of
renal interstitial fibrosis was constructed in all rats ( except the sham group) through left ureter ligation. Rats in the



antagomir-192 group were given tail vein injection of antagomir-192 on days 1, 7, and 14 after surgery, while rats in the
sham group and model group were given tail vein injection of an equivalent amount of normal saline. All rats were sacrificed
on day 21 after surgery. Changes in miR-192 expression in the obstruction-side renal tissues were detected through real-time
fluorescence quantitative PCR (qRT-PCR). Blood was collected from the heart to determine the serum levels of blood urea
nitrogen (BUN) and creatinine ( Cr) in rats, and the pathological changes in the obstruction-side renal tissues were
observed using HE staining. Moreover, the obstruction-side renal interstitial collagen fiber deposition rate was calculated
using Masson staining, and western blotting was performed to detect the changes in expression of epithelial-mesenchymal
transition ( EMT)-related markers, E-cadherin, α-smooth muscle actin ( a-SMA), vimentin, and collagen I, in the
obstruction-side renal tissues. Results 　 Compared with the sham group, the miR-192 expression level in renal tissues,
serum BUN and Cr levels, renal interstitial injury score, and renal interstitial collagen fiber deposition rate in the model
group were markedly upregulated (P<0. 01); E-cadherin protein expression in renal tissues was notably downregulated (P
<0. 01); while α-SMA, vimentin, and collagen I protein expression was dramatically elevated (P<0. 01). Compared with
those in the model group, the miR-192 expression level in renal tissues, serum BUN and Cr levels, renal interstitial injury
score, and renal interstitial collagen fiber deposition rate in the antagomir-192 group were remarkably reduced ( P <
0. 01); E-cadherin protein expression in renal tissues was evidently increased (P < 0. 01); while α-SMA, vimentin, and
collagen I protein expression was dramatically decreased (P < 0. 01). Conclusions 　 miR-192 expression is elevated in
renal tissues of rats with renal interstitial fibrosis, and downregulating miR-192 can suppress renal interstitial fibrosis in
UUO rats, thus exerting a protective effect.

【Keywords】　 rat; ureteral obstruction; renal interstitial fibrosis; miR-192

　 　 肾间质纤维化是各种慢性肾脏疾病( chronic
kidney disease,CKD)进展为终末期肾病的共同途

径,主要表现为细胞外基质成分在间质内过度沉积

和肾间质成纤维细胞增生,从而引起肾结构破坏、
功能丧失[1-2]。 肾间质纤维化是决定 CKD 发生发

展及预后的重要因素,早期治疗甚至逆转肾间质纤

维化对阻止 CKD 进展具有重要意义。 微小 RNA
(microRNAs,miRNAs)是一类内源性非编码小分子

RNA,具有高度的保守性,在细胞增殖、分化、凋亡、
功能调节方面起着重要的作用。 研究表明 miRNAs
在肾脏细胞组织发育、肾功能及内环境稳定方面起

着极其重要的作用[3]。 在伴有肾纤维化的 CKD 动

物模型或者患者肾组织中存在大量异常表达的

miRNAs,可能参与了肾纤维化的发生进展[4]。 miR-
192 是肾特异性表达的 miRNAs 之一,在多种急慢性

肾脏疾病的发生发展过程中异常表达[5-6]。 研究显

示 miR-192 与多种慢性疾病造成的器官纤维化密切

相关,在肝[7]、皮肤瘢痕[8]、心脏[9]、腹膜[10] 等器官

纤维化组织中表达明显异常,可能参与了器官纤维

化的进程。 目前有关 miR-192 与肾间质纤维化关系

的研究较少,并且具体作用机制尚不明确。 本研究

中我们通过建立经典的肾间质纤维化动物模型-单
侧输尿管梗阻( unilateral ureteral obstmction,UUO)
大鼠模型,探讨 miR-192 在肾间质纤维化大鼠肾组

织中的表达变化及其下调 miR-192 对大鼠肾间质纤

维化的影响和可能的机制。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

雄性 SPF 级 SD 大鼠 45 只,鼠龄 6 周,体重 190
~ 240 g,购自山东大学动物实验中心[SCXK (鲁)
2017-0009]。 常规饲养,适应环境 [ SYXK (鲁)
2014-0008]1 周。 本研究整个实验过程中严格按照

实验动物使用的 3R 原则给予人道主义 关 怀

[IACUC NO.2016-23]。
1. 2　 主要试剂与仪器

尿素氮(BUN)和肌酐(Cr)测定试剂盒购自瑞

士罗氏公司;TRIzol 试剂购自美国 Invitrogen 公司;
逆转录试剂盒和实时荧光定量 PCR (qRT-PCR) 试

剂盒购自大连宝生物工程公司;miR-192 抑制剂

antagomir-192 及全部 PCR 引物均购自广州锐博生

物公司; Masson 染色试剂盒购自福州迈新生物公

司;一抗兔抗鼠钙黏蛋白(E-cadherin)、α 平滑肌肌

动蛋白(α-SMA)、波形蛋白(vimentin)及 I 型胶原蛋

白(collagen I)、 GAPDH 抗体均购自美国 Santa Cruz
公司;HRP 标记的羊抗兔二抗购自武汉博士德生物

公司。 LightCycle 96 荧光定量 PCR 仪购自瑞士

Roche 公司;电泳仪、凝胶成像系统购自美国 Bio-
Rad 公司;7100 型日立全自动生化分析仪购自日本

日立公司。
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1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 实验动物分组及模型建立

SD 大鼠常规饲养,适应环境 1 周后,所有 SD 大

鼠按随机分为手术组、模型组、antagomir-192 组,每
组 15 只。 模型组和 antagomir-192 组参考文献的方

法[11-12]建立肾间质纤维化动物模型-UUO 大鼠模

型,方法简述如下:大鼠麻醉成功后于左侧肋缘下

脊柱旁开 1. 5 cm 处切开腹腔分离暴露左肾,游离左

侧近肾盂端输尿管,于靠近肾门处和输尿管上 1 / 3
水平分别以 4-0 号丝线结扎输尿管后离断输尿管,
缝合腹腔。 假手术组麻醉成功后仅切开腹腔暴露

左肾,游离左侧近肾盂端输尿管,但不结扎和离断

输尿管。 术后第 1、7、14 天 antagomir-192 组大鼠给

予 antagomir-192(30 mg / kg)尾静脉注射,而假手术

组和模型组大鼠给予等量生理盐水尾静脉注射,术
后第 21 天麻醉处死所有 SD 大鼠,取大鼠左侧肾组

织,留取一部分肾组织置于 4%多甲醛溶液中固定,
用于病理切片染色;剩余左肾组织经液氮中速冻后

转移至-80℃冰箱保存,用于提取 mRNA 及蛋白。
1. 3. 2　 qRT-PCR 检测各组大鼠肾组织 miR-192 的

表达

取冻存肾组织, TRIzol 法提取肾组织中总

RNA,紫外分光光度计测定总 RNA 浓度。 取总

RNA,按照逆转录试剂盒说明书操作逆转录合成

cDNA。 以 cDNA 为模板,用 miR-192 引物参照 qRT-
PCR 试剂盒说明书配置 PCR 体系后进行 PCR 反

应, 引 物 序 列: miR-192 上 游 引 物: 5′-
GGGGCTGACCTATGAATTGA-3′, 下 游 引 物: 5′-
CAGTGCAGGGTCCGAGGT-3′。 内参 U6 上游引物:
5′-CTCGCTTCGGCAGCACA-3′, 下 游 引 物: 5′-
AACGCTTCACGAATTTGCGT-3′。 PCR 反 应 条 件:
95℃,10 min;95℃,15 s,60℃,60 s,45 个循环后结

束。 以 U6 作为 miR-192 的内参基因,miR-192 的相

对表达量采用 2-△△Ct法计算。
1. 3. 3　 各组大鼠血清 BUN 和 Cr 水平的检测

麻醉处死大鼠后心脏取血 2 mL,以 3000 r /
min,离心半径 15 cm 离心 15 min 取上清液,应用全

自动生化分析仪检测各组大鼠血清 BUN 和 Cr 的

水平。
1. 3. 4　 各组大鼠肾组织 HE 染色和 Masson 染色

取多聚甲醛固定的肾组织,酒精脱水、二甲苯

透明,石蜡浸润包埋后,切片机制作 4 μm 厚石蜡切

片,45℃恒温箱烘干,再将切片经过二甲苯脱蜡、浸

泡等常规处理后进行 HE 或 Masson 染色,光镜下观

察肾组织的病理学改变。 HE 染色:苏木精染色 5
min,1%盐酸酒精和 1%氨水酒精分色,蒸馏水冲洗

后,1%伊红染色 3 min,酒精脱水、二甲苯透明,中性

树胶封片。 参考文献进行肾小管间质损伤评分[12],
评分标准如下:0 分,肾小球无病变;1 分,肾小球病

变范围<25%;2 分,肾小球病变范围 25% ~ 50%;3
分,肾小球病变范围 51%~75%;4 分,肾小球病变范

围>75%。 Masson 染色:Masson 染液染色 5 min,以
醋酸洗液冲洗 3 遍,再以磷钨酸染色 7 min,醋酸洗

液冲洗 3 遍,甲苯胺蓝染色 2 min,以醋酸洗液冲洗

3 遍后,酒精脱水、二甲苯透明,中性树胶封片。 参

考文献的方法[13]计算肾间质胶原纤维沉积率:每张

切片随机选取 10 个肾小管间质不相重叠的视野,蓝
色为 Masson 阳性染色区(纤维化区),应用 Image
Pro plus 图像分析软件进行图像面积分析,肾间质

胶原纤维沉积率 =阳性染色区面积 /肾间质总面积

× 100%。
1. 3. 5 　 Western blotting 检测各组大鼠肾组织 E-
cadherin、α-SMA、 vimentin 及 collagen I 蛋白的表

达　
RIPA 裂解液提取各组大鼠肾组织总蛋白,二喹

啉甲酸 ( BCA) 法测定蛋白浓度。 蛋白上样进行

SDS-Page 电泳,将蛋白电转移至 PVDF 膜后,用 5%
脱脂牛奶室温封闭 2 h。 加入一抗(E-cadherin、α-
SMA、vimentin、collagen I 及 GAPDH 抗体),摇床 4℃
孵育过夜,TBST 洗膜 3 次,再加入 HRP 标记的二

抗,室温下孵育 1 h,TBST 洗膜 3 次后,ECL 显像曝

光。 采集图像用 Quality One 进行条带灰度值测定,
以目的条带灰度值与内参条带灰度值的比值表示

蛋白的表达水平。
1. 4　 统计学方法

数据采用 SPSS 19. 0 进行统计分析,计量资料

以平均数±标准差( x ±s)表示,比较采用 t 检验或单

因素方差分析,P<0. 05 表示为差异有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 各组大鼠肾组织中 miR-192 的表达

qRT-PCR 结果如图 1 所示:假手术组、模型组、
antagomir-192 组大鼠肾组织中 miR-192 的相对表达

水平分别为(1. 04 ± 0. 04)、(7. 41 ± 0. 39)、(1. 45 ±
0. 17)。 与假手术组比较,模型组大鼠肾组织 miR-
192 的表达水平明显升高(P<0. 05)。 与模型组比
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较,antagomir-192 组大鼠肾组织 miR-192 的表达明

显降低(P<0. 05)。
2. 2　 各组大鼠肾功能检测

各组大鼠血清 BUN 和 Cr 检测结果如表 1 所

示:与假手术组比较,模型组大鼠血清 BUN、Cr 水平

图 1　 qRT-PCR 检测各组大鼠肾组织 miR-192 的表达

Figure 1　 qRT-PCR detection of the expression of
miR-192 in renal tissues of rats in each group

明显升高(P<0. 05);与模型组比较,antagomir-192
组大鼠血清 BUN 和 Cr 明显下降(P<0. 05)。
2. 3　 各组大鼠肾间质损伤评分及肾间质胶原纤维

沉积率

HE 染色结果如图 2 所示,假手术组大鼠肾间

质未见明显损伤表现;模型组大鼠肾可见肾小管管

腔明显闭塞或扩张,间质增宽,肾间质大量炎性反

应细胞浸润;antagomir-192 组大鼠病理性改变较模

型组明显减轻。 各组大鼠肾间质损伤评分如表 2 所

示:模型组大鼠肾间质损伤评分明显高于假手术组

(P <0. 05),而 antagomir-192 组大鼠肾间质损伤评

分明显低于模型组(P<0. 05)。
Masson 染色结果如图 3 所示,肾间质胶原纤维

沉积率结果如表 2 显示:模型组大鼠肾间质胶原纤

维沉 积 率 明 显 高 于 假 手 术 组 ( P < 0. 05 ), 而

antagomir-192 组大鼠肾间质胶原纤维沉积率明显低

于模型组(P<0. 05)。

表 1　 各组大鼠肾功能比较( x ±s,n= 15)
Table 1　 Comparison of renal function in each group of rats

组别 Groups Cr(μmol / L) BUN(mmol / L)

假手术组 Sham group 44. 6±11. 4 5. 4±0. 9

模型组 Model group 67. 9±13. 1# 7. 4±1. 3#

Antagomir-192 组 Antagomir-192 group 53. 9±10. 9#∗ 6. 3±0. 7#∗

注:与假手术组比较,#P<0. 05;与模型组比较,∗P <0. 05。
Note. Compared with the sham group,#P<0. 05.Compared with the model group,∗P <0. 05.

图 2　 大鼠肾组织的病理学改变(HE 染色,× 200)
Figure 2　 Pathological changes in the rat renal tissues.HE staining

图 3　 大鼠肾组织的病理学改变(Masson 染色, × 200)
Figure 3　 Pathological changes of the rat renal tissues. Masson staining
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表 2　 各组大鼠肾间质损伤评分及肾间质胶原纤维沉积率比较( x ±s,n= 15)
Table 2　 Comparison of renal interstitial injury scores and collagen fibril deposition rate in each group of the rats
组 别
Groups

肾间质损伤评分(分)
Renal interstitial injury scores(score)

肾间质胶原纤维沉积率(%)
Renal interstitial collagen deposition rate

假手术组
Sham group 0. 11±0. 09 6. 2±0. 7

模型组
Model group 3. 12±0. 26# 45. 9±5. 2#

Antagomir-192 组
Antagomir-192 group 2. 36±0. 19#∗ 32. 1±3. 7#∗

注:与假手术组比较,#P<0. 05;与模型组比较,∗P <0. 05。
Note. Compared with the sham group,#P<0. 05.Compared with the model group,∗P <0. 05.

2. 4 　 各组大鼠肾组织中 E-Cadherin、 α-SMA、
Vimentin 及 Collagen I 蛋白的表达

Western blotting 结果显示:模型组大鼠肾组织

中 E-cadherind 蛋白表达较假手术组明显降低(P<
0. 05),α-SMA、vimentin 及 collagen I 蛋白的表达较

假手术组明显升高(P<0. 05);而 antagomir-192 组

大鼠肾组织中 E-cadherind 蛋白表达较模型组明显

升高(P<0. 05),α-SMA、vimentin 及 collagen I 蛋白

的表达较模型组明显降低(P<0. 05)。 (见图 4)。

图 4　 Western blotting 检测 E-cadherin、α-SMA、
vimentin 及 collagen I 蛋白的表达

Figure 4　 Western blotting results of the expression of
E-cadherin,α-SMA, vimentin, and collagen I proteins

3　 讨论

肾间质纤维化是 CKD 进展至终末期肾病的最

终结局,是多种细胞因子和信号通路参与的复杂的

过程,迄今为止,其具体发生进展机制尚未完全清

楚,并且临床上仍缺乏能够有效阻滞或者延缓肾间

质纤维化的有效治疗方法[14]。 近年来研究显示

miRNAs 在细胞增殖、分化、凋亡、疾病的发生进展

中发挥着重要的作用,并且在肾间质纤维化的发生

进展中发挥着一定的作用[15-17]。
miR-192 是肾特异性表达的 miRNAs 之一,近期

其与急慢性肾脏疾病及器官纤维化的关系受到人

们的广泛关注[5-10]。 UUO 动物模型是目前研究肾

纤维化发病机制、肾细胞分化以及评价肾纤维化治

疗方法的理想的动物模型[18]。 为了研究 miR-192
与肾间质纤维化的关系。 本研究中我们通过 UUO
建立肾纤维化大鼠模型。 研究结果显示模型组大

鼠血清 BUN、Cr 水平较假手术组明显升高,肾组织

HE 染色结果显示模型组大鼠肾可见肾小管管腔明

显闭塞或扩张,间质增宽,肾间质大量炎性反应细

胞浸润,而假手术组大鼠肾间质未见明显损伤表

现,模型组大鼠肾间质损伤评分及肾间质胶原纤维

沉积率明显高于假手术组,以上提示本研究中 UUO
大鼠模型造模成功。 进一步我们通过 qRT-PCR 检

测大鼠肾组织中 miR-192 表达发现,模型组大鼠肾

组织中 miR-192 表达水平较假手术组明显升高,提
示 miR-192 在肾间质纤维化中可能发挥着重要的作

用。 为了进一步验证 miR-192 在肾间质纤维化中的

作用,我们通过尾静脉给予 UUO 大鼠注射 miR-192
抑制剂 antagomir-192,成功下调了 UUO 大鼠肾组织

中 miR-192 的表达水平,结果显示 antagomir-192 组

大鼠血清 BUN 和 Cr 水平明显降低,病理性改变较

模型组明显减轻,并且肾间质损伤评分和肾间质胶

原纤维沉积率也明显降低,提示下调 miR-192 能够

抑制 UUO 大鼠肾间质纤维化。
近年来随着对器官纤维化的研究深入发现上

皮-间充质转分化( epithelial mesenchymal transition,
EMT)在包括肾在内的众多器官纤维化过程中发挥

着重要的作用[19]。 在 EMT 的过程中,上皮表型特

征标志物如 E-cadherin 等表达下调,上皮细胞极性

消失 及 黏 附 性 降 低, 间 充 质 表 型 特 征 标 志 物

vimentin 及 α-SMA 等上调,并伴有 collagen I 蛋白等
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基质组分表达增加[20]。 Iwano 等[21] 在对 UUO 大鼠

模型的研究中发现,在肾间质纤维化中,新形成的

成纤维细胞大部分来源于 EMT。 本研究中我们也

发现模型组大鼠肾组织中 E-cadherind 蛋白表达较

假手术组明显降低,α-SMA、vimentin 及 collagen I 蛋
白的表达较假手术组明显升高,提示 EMT 在 UUO
大鼠肾间质纤维化中也起着重要的作用。 近年来

研究显示 miR-192 在 EMT 的调控中发挥着重要的

作用[22-23]。 但 miR-192 在肾间质纤维化中的作用

是否也是通过调控 EMT 来实现的尚不清楚。 本研

究中我们发现 antagomir-192 组大鼠肾组织中 E-
cadherind 蛋白表达较模型组明显升高, α-SMA、
vimentin 及 collagen I 蛋白的表达较模型组明显降

低,提示下调 miR-192 对 UUO 大鼠肾间质纤维化的

保护作用可以通过调控 EMT 来实现。
综上所述,miR-192 在肾间质纤维化大鼠肾组

织中表达升高,下调 miR-192 可能能够通过调控

EMT 抑制 UUO 大鼠肾间质纤维化从而起到保护作

用,从而为肾纤维化的治疗提供新的研究方向。
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