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长链非编码RNA 1500026H17Rik 对高糖培养的

肾小球系膜细胞增殖的影响
张亚娟1  孙  艳1  彭  睿2  彭惠民2  张  政1*

(1重庆医科大学基础医学院细胞生物学与遗传学教研室, 重庆 400016; 
2重庆医科大学基础医学院分子医学与肿瘤研究中心, 重庆 400016)

摘要      为了探讨长链非编码 RNA 1500026H17Rik对小鼠肾小球系膜细胞增殖的影响, 采用

qRT-PCR(quantitative Real-time PCR)检测1500026H17Rik在糖尿病肾病小鼠肾脏组织及在高糖和

低糖条件下培养的肾小球系膜细胞中的 表达水平; 扩增小鼠 1500026H17Rik的全长序列, 将其克

隆到 pcDNA3.1(+)载体上, 构建pcDNA3.1(+)-1500026H17Rik过表达质粒, 并设计合成siRNA; 将
1500026H17Rik-siRNA和 pcDNA(+)-1500026H17Rik过表达质粒分别转染至高糖或低糖培养的肾

小球系膜细胞中, 通过5-乙基-2′-脱氧尿嘧啶核苷(5-ethyny1-2′-doexyuridine, EdU)检测肾小球系膜细

胞的增殖能力。结果表明, 在糖尿病肾病小鼠肾脏组织和高糖培养的系膜细胞中1500026H17Rik表
达水平显著提高。在低糖培养的系膜细胞中转染pcDNA3.1(+)-1500026H17Rik过表达质粒后与低糖

培养的系膜细胞或空质粒转染对照组相比, 低糖1500026H17Rik过表达的肾小球系膜细胞的增殖能

力明显提高。同时, 将通过qRT-PCR筛选出的一条敲低效率最佳的1500026H17Rik-siRNA转染至高

糖培养的系膜细胞后, 与高糖培养的系膜细胞或siRNA转染对照组相比, 1500026H17Rik敲低的肾小

球系膜细胞的增殖能力明显减弱。lncRNA-1500026H17Rik在糖尿病肾病小鼠肾脏组织中呈高表达, 
且影响高低糖培养的肾小球系膜增殖, 提示1500026H17Rik可能参与了糖尿病肾病的发生。
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Abstract       To explore the effect of long non-coding RNA 1500026H17Rik on proliferation of mesangial 
cells under high glucose condition, the level of 1500026H17Rik in tissues of diabetic nephropathy (DN) and 
mesangial cells under high and low glucose conditions was detected by quantitative Real-time PCR (qRT-
PCR). The full-length sequence of muse 1500026H17Rik was amplified. Then the amplified 1500026H17Rik 
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was cloned into pcDNA3.1(+) vector and constructed pcDAN3.1(+)-1500026H17Rik over-expression plasmid. 
The 1500026H17Rik siRNA and pcDNA3.1(+)-1500026H17Rik over-expression plasmid were transfected into 
mesangial cells under high or low glucose condition. 5-ethyny1-2′-doexyuridine (EdU) assay was used to examine 
the cell proliferation ability. The results demonstrated that the level of 1500026H17Rik was significantly increased 
in kidney tissues of DN mice than that in control group, as well as, the level of 1500026H17Rik was increased in 
cells of high glucose group compared with that in low glucose group. Additionally, the over-expression plasmid 
pcDNA3.1(+)-1500026H17Rik was proved to be successful by enzyme digestion and DNA sequencing. And the 
proliferation ability was enhanced in pcDNA3.1(+)-1500026H17Rik group compared with that in low glucose mock 
group or control group. Moreover, the best efficiency of si1500026H17Rik was detected by qRT-PCR. And the 
proliferation ability was decreased in si1500026H17Rik group compared with that in high glucose mock group or 
control group. LncRNA-1500026H17Rik could regulate cell proliferation in mesangial cells. These results indicated 
that 1500026H17Rik significantly over-expresses in DN and might be associated with the mesangial cells proliferation 
in DN.

Keywords       diabetic nephropathy; long non-coding RNA; 1500026H17Rik; mesangial cells; proliferation

糖尿病肾病(diabetic nephropathy, DN)是糖尿病

主要的微血管并发症之一, 也是终末期肾病的主要原

因。由于DN存在复杂的代谢紊乱, 如果发展为终末

期肾病, 治疗难度往往比其他肾病为大, 因此, 及时治

疗和预防对于延缓DN进程具有重大意义[1-4]。DN的

发病机制与多种因素密切相关, 肾小球系膜病变是DN
早期的重要改变之一, 包括系膜细胞增殖和细胞外基

质合成增多[5]。但DN具体发生发展机制尚无定论。

长链非编码RNA(long non-coding RNA, lncRNA)
是一类不编码蛋白质、也不直接参与蛋白质的合

成, 位于细胞核或胞质内长度大于200个核苷酸的基

因转录产物。近年来研究发现, lncRNA普遍存在于

生物体内, 并且在生命活动中起重要作用, 参与了

多种疾病的发生与发展, 包括DN[6-7]。有报道指出,  
lncRNA-ASncmtRNA-2通过调控DN纤维化因子的

表达从而促进了DN的纤维化[8]; lncRNA-TUG1通过

调控miR-377的靶基因PPARγ调控着系膜细胞外基

质的合成, 当下调lncRNA-TUG1后可减缓细胞外基

质合成积累[9]; Chen等[10]通过GO富集和KEGG分析

发现, 多种lncRNAs通过调节不同的分子途径参与

了DN的发病机制。由此提示, lncRNAs可能在DN 
的发生发展中扮演重要角色。有趣的是, 本课题前

期实验中应用二代测序检测糖尿病肾病小鼠肾脏

组织差异表达的lncRNAs时发现, 1500026H17Rik呈
显著高表达。但至今国内外均未见1500026H17Rik
的相关报道。因此, 本文研究1500026H17Rik在DN
系膜增生中的具体潜在作用。本研究通过qRT-PCR 

(quantitative Real-time PCR)验证1500026H17Rik在
高糖或低糖培养的肾小球系膜细胞中的表达趋势与

糖尿病肾病小鼠肾脏组织是否一致, 并应用FISH和

qRT-PCR观察其在系膜细胞的亚细胞分布情况。进

一步构建pcDNA3.1(+)-1500026H17Rik过表达质粒和

合成1500026H17Rik-siRNA分别转染至高糖和低糖培

养肾小球系膜细胞中, 并通过EdU细胞增殖实验检测

1500026H17Rik对肾小球系膜细胞增殖情况的影响。

本研究结果提示, 1500026H17Rik可能是一个新型DN
相关因子, 在DN系膜细胞增殖中发挥重要作用。

1   材料与方法
1.1   仪器和试剂

小鼠肾小球系膜细胞株SV40-MES14细胞由

本实验室保存。糖尿病肾病小鼠模型购自南京

大学南京生物医药研究院。PCR扩增仪、CFX96 
PCR仪、流式细胞仪和酶标仪购自Bio-Rad公司; 
pcDNA3.1(+)表达载体、宿主菌E. coli DH5i和脂质

体Lipofectamine 3000购自Invitrogen公司; 总RNA提取

试剂Trizol、逆转录试剂盒、DNA Marker和SYBR® 
Premix Ex Taq Premix购自大连宝生物公司; DMEM
培养基购自Hyclone公司; 澳洲特级胎牛血清购自

生工生物工程(上海)股份有限公司; lncRNA原位荧

光杂交(fluorescent in situ hybridization, FISH)试剂

盒和EdU试剂盒购自广州锐博生物科技有限公司; 
PARIS™购自Life Technologies公司; DNA试剂盒和

去内毒素质粒试剂盒购自Omega公司。



562 · 临床细胞生物学 ·

1.2   细胞培养及转染

肾小球系膜细胞分别用含有25 mmol/L葡萄糖

的20%胎牛血清DMEM培养基(高糖组)和含5 mmol/L
葡萄糖的20%胎牛血清DMEM培养基(低糖组)培
养, 将细胞株分别接种于50 mL细胞培养瓶中, 在5% 
CO2、37 °C恒温条件下培养, 每24 h换液。本实验

将细胞分为以下6个组: H-MC(高糖条件培养的系膜

细胞)、H-MC siNC(转染1500026H17Rik-siRNA阴性

对照的高糖系膜细胞)、H-MC si1500026H17Rik(转染 
1500026H17Rik-siRNA的高糖系膜细胞组)、 L-MC(低
糖条件下培养的系膜细胞 )、 L-MC pcDNA3.1[转
染pcDNA3.1(+)空质粒的低糖系膜细胞]、L-MC 
1500026H17Rik(转染1500026H17Rik过表达质粒的

低糖系膜细胞)。取对数生长期的系膜细胞接种于培

养皿中培养, 待细胞生长到约80%汇合时, 进行转染

操作, 6 h后更换含有20%胎牛血清的新鲜DMEM培

养基, 24~48 h后收集细胞。

1.3   pcDNA3.1(+)-1500026H17Rik真核表达质粒

根据Ensembl数据库的小鼠1500026H17Rik
基因序列, 用Primer Premier 5.0设计引物, 并根据 
pcDNA3.1(+)载体多克隆位点, 在上下游引物分别

加入BamH I和EcoR V位点, 用BLAST软件分析引物

的特异性, 对1500026H17Rik的全长序列进行扩增。

引物序列如下。上游引物: 5′-GGG CGG GAC CTC 
TCC AGA CAC ACT CTC CTG GCT TT-3′,  下游引

物: 5′-AAG CAT AAT CAT TTT CCT TAC TTC CCA 
CCA ACC ACG-3′。提取小鼠RNA逆转录成cDNA, 采
用cDNA末端快速扩增法(rapid amplification of cDNA 
ends, RACE)扩增小鼠1500026H17Rik的全长序列。将

PCR产物进行琼脂糖凝胶电泳分析, 然后纯化, BamH 
I和EcoR V 37 °C双酶切1 h, T4连接酶4 °C过夜连接

入pcDNA3.1(+)真核表达载体, 连接产物转化感受态

细胞, 将100 µL已转化的感受态细胞转移到AMP+固
体LB琼脂糖培养基上, 挑取阳性单克隆在恒温摇床

中37 °C、250 r/min振荡过夜, 通过质粒提取试剂盒

提取质粒进行PCR、单双酶切鉴定并测序。同样的

方法构建空载体作为对照组。

1.4   设计并合成1500026H17Rik-siRNA
在Oligo软件中根据小鼠1500026H17Rik基因序

列设计出3条siRNA[由生工生物工程(上海)股份有

限公司合成], 序列如下。709: 5′-AAT CAT TTT CCT 
TAC TTC CCA CCA-3′; 916: 5′-GGA CGU UAA UUG 

GCA AAG ATT-3′; 1081: 5′-GUA GCA GGG UAA 
UCG AAG UTT-3′。通过qRT-PCR检测3条siRNAs对
1500026H17Rik的敲低效果, 选出敲低效果最佳的一

条进行后续实验。

1.5   qRT-PCR检测1500026H17Rik水平

用Trizol试剂提取各组细胞的总RNA, 并检测

总RNA的浓度和纯度。通过PrimerScript™ RT Rea-
gent Kit with gDNA Eraser试剂盒将总RNA逆转录为

cDNA。以cDNA为模板, 使用SYBR® Premix Ex Taq™ 
II对1500026H17Rik基因进行扩增检测, 扩增反应体

系终体积为10 µL, 每个检验指标设3个平行复孔。

反应条件为: 95 °C预变性3 min, 95 °C 5 s、60 °C 34 s, 
共40个循环, 熔解曲线为每5 s升高0.5 °C, 温度范围为

65 °C~95 °C。最终数据以内参基因β-actin为参考, 用
2–ΔΔCt公式对1500026H17Rik基因进行相对定量分析。

1.6   FISH检测1500026H17Rik亚细胞定位

按照1500026H17Rik荧光FISH探针试剂盒的

方法进行实验操作, 检测其在高糖和低糖条件下培

养的小鼠系膜细胞中的亚细胞分布情况。细胞分

为 3组, 分别为 control组、H-MC组、L-MC组。先用 
4%多聚甲醛室温固定细胞 10 min, 将提前预冷的含 
0.5% Triton X-100的 PBS冰上处理细胞 5 min, PBS 清
洗2次, 然后用预杂交液 37 °C预处理细胞 30 min。弃

去预杂交液后, 每孔加入 20 µmol/L标记的 lncRNA-
1500026H17Rik FISH探针杂交液, 37 °C避光杂交过

夜。次日用含0.1% Tween-20的4×SSC于42 °C清洗细

胞3次, 每次5 min。随后用2×SSC和1×SSC于42 °C清
洗细胞各5 min。最后, 每孔加入10 µL DAPI工作液, 
室温静置10 min, 采用激光共聚焦显微镜进行图像获

取。

1.7   EdU检测细胞增殖能力

将系膜细胞接种于24孔板中。待细胞生长到

80%汇合度时进行转染操作, 转染24 h后按EdU细胞

增殖检测试剂盒说明书进行EdU荧光标记、细胞固

定、Apollo染色、DAPI染色的步骤进行实验。最

后通过共聚焦显微镜进行图像获取, 并用 Image-Pro 
plus软件进行活性细胞计数分析。

1.8   统计学分析

用 SPSS 19.0软件对实验数据进行数据处理, 以
均值±标准差(x

_
±s)表示。3组数据之间比较运用单因

素方差分析, 两组数据比较运用 t检验, 以 P<0.05为差

异具有统计学意义。
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2   结果
2.1   在糖尿病肾病小鼠肾脏组织和高糖系膜细胞

中1500026H17Rik水平上调

 本课题组前期二代测序结果发现, 在糖尿病

肾病模型db/db小鼠肾脏组织中较正常对照小鼠肾

脏组织中1500026H17Rik水平显著上调, 因此, 我
们进一步通过qRT-PCR检测 糖尿病肾病小鼠肾脏

组织和正常小鼠肾脏组织以及在高糖条件下和低

糖条件下培养的肾小球系膜细胞中 1500026H17Rik
的水平。如图1A和图1B所示, 在糖尿病肾病小鼠

肾脏组织和高糖条件下培养的肾小球系膜细胞中, 
1500026H17Rik水平较正常组小鼠肾脏组织和低糖

条件下培养的系膜细胞显著增高(P<0.01)。

2.2   1500026H17Rik主要定位于系膜细胞胞质部分

FISH实验结果表明, 1500026H17Rik在系膜细

胞核质中均有分布, 但主要定位于细胞质。同时, 
在高糖培养的系膜细胞中其水平较低糖组高, 再次

验证了上述结果(图2A)。此外, qRT-PCR结果提示, 
1500026H17Rik主要存在于系膜细胞的胞质部分, 与 
FISH实验结果一致(图2B)(P<0.01)。
2.3   1500026H17Rik 过表达质粒构建

将1500026H17Rik基因PCR产物经过1%琼脂

糖凝胶电泳检测, 可以从条带中看见一条大小约

3 280 bp的条带, 与1500026H17Rik基因扩增长度

一致。经BamH I和EcoR V双切酶(图3)及测序证明 
1500026H17Rik过表达质粒构建成功。

A: qRT-PCR检测糖尿病肾病小鼠(DN)和正常小鼠(NOR)肾脏组织中1500026H17Rik表达水平; B: qRT-PCR检测高糖和低糖培养的系膜细胞中 
1500026H17Rik表达水平; **P<0.01。
A: the expression level of 1500026H17Rik in DN and NOR detected by qRT-PCR; B: the expression level of 1500026H17Rik in H-MC and L-MC 
detected by qRT-PCR; **P<0.01.

图1   在肾脏组织中和系膜细胞中1500026H17Rik表达水平

Fig.1   The expression level of 1500026H17Rik in renal tissues and mesangial cells

A: FISH检测1500026H17Rik在系膜细胞的定位; B: qRT-PCR检测1500026H17Rik在的表达系膜细胞的胞质和细胞核内的表达, **P<0.01。
A: the localization of 1500026H17Rik (red) was detected by FISH; B: the mRNA levels of 1500026H17Rik were measured in the cytoplasm and 
nucleus of MCs by qRT-PCR, **P<0.01.

图2   1500026H17Rik的亚细胞定位情况

Fig.2   Subcellular localization of 1500026H17Rik in MCs
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2.4   1500026H17Rik过表达质粒转染效率和siRNA 
的验证及筛选

通过qRT-PCR检测3条1500026H17Rikd-siRNA
的敲低效率, 结果显示, siRNA-709的敲低效率最佳, 
所以选择siRNA-709进行后续实验(图4A)。同时, 
qRT-PCR验证转染了1500026H17Rik过表达质粒后, 
其水平显著提高(图4B)。 
2.5   1500026H17Rik促进系膜细胞增殖

EdU细胞增殖实验结果显示, 敲低1500026-

H17Rik组与高糖、siRNA转染对照组相比较, 其细

胞增殖能力明显抑制(P<0.01); 相反, 低糖1500026-
H17Rik组与低糖、空载体转染对照组相比较, 其
细胞增殖能力显著增高(P<0.01)。以上结果显示, 
1500026H17Rik对系膜细胞增殖具有调节作用(图
5A和图5B)。

3   讨论
人们曾经认为转录组主要由mRNA所组成, 
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Fig.3   Constructed of pcDAN3.1(+)-1500026H17Rik over-expression plasmid
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而高通量测序技术的发展和ENCODE项目为我们

揭开了一个完全不同的世界, 除了那些众所周知的 
RNA(如tRNA、rRNA), 许多不同类型的调控RNA也

进入了我们的视线。备受关注的就是目前成为遗传

学研究热点的lncRNA, 在疾病的研究中, 学者们发现

其主要通过组蛋白修饰、染色质重塑、DNA甲基化

等生物过程, 与转录因子、功能性RNA分子、染色

质重塑修饰物作用, 在转录水平、转录后水平以及表

观遗传水平上进行调控[11]。在糖尿病肾病的研究中, 
lncRNA才刚刚起步。Hu等[12]发现,  lncRNA MALAT1
通过β-catenin/SRSF1调控高糖诱导的足细胞受损。

MALAT1还通过miR-23c靶向ELAVL1调控肾小上

皮细胞焦亡[13]。lncRNATug1通过介导足细胞线粒

体生物能学调控糖尿病肾病[14]。lncRNA Gm4419
参与调控糖尿病肾病炎症[15]。在糖尿病肾病糖尿

病系膜增生机制中, lncRNA也崭露头角,  PVT1[16]、

ASncmtRNA-2[17]、ENSMUST00000147869[18]被发现

参与系膜细胞增殖。因此, lncRNA可能在糖尿病肾

病的诊断和治疗中均扮演着重要的角色, 是DN潜在

新型分子标志物和治疗靶点, 然而其确切机制还不

清楚。

为了更深入地了解lncRNA在糖尿病肾病中的

作用机制, 本研究在前期二代测序发现了lncRNA-
1500026H17Rik在糖尿病肾病模型小鼠肾脏组织中

呈高表达的基础上, 探索1500026H17Rik在DN中的

作用。1500026H17Rik位于小鼠10号染色体 (Chr10: 
89686363-89700866), 迄今未见1500026H17Rik在疾病

中的报道。本研究结果显示, 通过qRT-PCR不仅验证

其在DN小鼠肾脏组织呈高表达, 还发现在高糖和低

糖培养的系膜细胞中表达趋势与DN及正常肾脏组织

一致。由此提示, 1500026H17Rik在DN中的作用可能

与系膜细胞病理改变相关, 但其具体作用如何, 还需

我们进一步研究。

为进一步探索1500026H17Rik在系膜细胞中

的生物学特征, 我们通过FISH和qRT-PCR检测了

1500026H17Rik在系膜细胞的亚细胞分布情况。结 
果显示, 1500026H17Rik在系膜细胞核质中均有分

布, 但主要定位于细胞质。LncRNA在细胞内的定

位不同所发挥着的功能也不同。定位在细胞核的

lncRNA可通过顺式和反式两种方式起作用, 直接

作用与lncRNA结合的染色体或者通过与染色体结

合从而作用于其他基因; 定位于细胞质的lncRNA
主要通过结合和调控蛋白的稳定性、结合mRNA、

调控转录或结合miRNA等发挥作用[19]。以上均提

示, 1500026H17Rik在系膜细胞中的作用模式可能

与其主要分布在细胞质中有关, 与重要蛋白质形

成复合物或靶向miRNA发挥转录后调控等可能是

其参与DN系膜细胞增殖的重要机制, 为后期研究

1500026H17Rik的分子机制提供了研究方向。

同时, 我们应用高糖和低糖培养系膜细胞模拟
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图5   EdU检测1500026H17Rik调控系膜细胞增殖

Fig.5   Cell proliferation was tested by EdU 
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糖尿病状态[20]。将成功构建的pcDNA3.1(+)-1500026-
H17Rik过表达质粒和1500026H17Rik-siRNA分别转

染至低糖和高糖条件培养的系膜细胞中, 通过qRT-
PCR证明pcDNA3.1(+)-1500026H17Rik过表达质粒和

1500026H17Rik-siRNA可以高效地转染进入系膜细

胞, 且能够在系膜细胞中提高1500026H17Rik的表达

丰度或者抑制1500026H17Rik的表达。该研究结果

为本实验后续探讨1500026H17Rik在糖尿病肾病中

的作用机制提供了具体工具和研究基础。

为研究1500026H17Rik与系膜细胞增殖的关系, 
我们应用EdU细胞增殖实验检测高低表达1500026-
H17Rik后系膜细胞增殖能力的改变。结果显示, 在
低糖培养的系膜细胞中过表达1500026H17Rik后, 细
胞增殖能力增高(P<0.01); 同时, 在高糖培养的系膜细

胞中敲低1500026H17Rik后, 细胞增殖能力明显下降

(P<0.01), 提示1500026H17Rik可调控系膜细胞增殖。

结合国内外学者报道, lncRNA CHCHD4P4可抑制草

酸钙导致的肾脏损伤中的细胞增殖[21]; lncRNA CPS1-
IT1减缓结肠癌的细胞增殖[22]; lncRNA-HOXA11-AS
调控肝癌细胞增殖[23]。以上均提示, lncRNA在疾病

的细胞增殖中发挥重要作用, 而1500026H17Rik参
与调控系膜细胞增殖, 可能是DN系膜增生的重要调

节因子。

综上所述, 本研究发现了lncRNA-1500026H17Rik
在糖尿病肾病小鼠的肾脏组织和高糖培养的系膜细

胞中表达异常上调; 且过表达1500026-H17Rik后系

膜细胞的增殖能力明显增高; 敲低1500026H17Rik
后系膜细胞的增殖能力明显降低。以上结果提示, 
lncRNA-1500026H17Rik可能参与了糖尿病肾病的

发生与发展, 其机制涉及肾小球系膜细胞增殖, 为
预防和治疗糖尿病肾病提供了一个新的方向, 但
lncRNA-1500026H17Rik参与糖尿病肾病增殖的具

体机制有待进一步研究。
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