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circ_0010729 靶向miR-654-3p 介导高糖诱导的	

肾小球系膜细胞凋亡及炎症反应

陈颖1，徐爽2，王炟1

(1. 北部战区总医院第二派驻门诊部保健室，沈阳 110015；2. 北部战区总医院内分泌科，沈阳 110015)

[摘　要]	 目的：探讨 c i r c _ 0 0 1 0 7 2 9 对高糖诱导的肾小球系膜细胞损伤的影响。方法：将人肾小球系膜

细胞H MCL分为对照组、高糖( high glucose，HG)组、HG+si-NC组、HG+si-c irc_0010729组、

H G + m i R -N C组、HG+miR-654-3p组、HG+si-circ_0010729+anti-miR-NC组、HG+si-circ_0010729+ 

anti-miR-654-3p组。Real-time PCR检测circ_0010729和miR-654-3p的表达水平；流式细胞术检测细

胞凋亡；ELISA检测白细胞介素-6(interleukin-6，IL -6)、肿瘤坏死因子-α(tumor necrosis factor-α，

TNF-α)水平；双荧光素酶报告实验验证circ_0010729和miR-654-3p的靶向关系。结果：与对照组比

较，HG组circ_0010729表达水平升高，miR-654-3p表达水平降低，细胞凋亡率升高，TNF-α、IL -6

水平升高(P<0.05)。抑制circ_0010729表达或过表达miR-654-3p后，高糖诱导的人肾小球系膜细

胞中细胞凋亡率降低，TNF-α、IL -6水平降低(P<0.05)。circ_0010729靶向调控miR-654-3p；干扰

miR-654-3p表达逆转了抑制circ_0010729表达对高糖诱导的人肾小球系膜细胞凋亡及炎症反应的作

用。结论：抑制circ_0010729表达可能通过靶向上调miR-654-3p表达抑制高糖诱导的肾小球系膜细

胞凋亡及炎症反应。
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circ_0010729 targeting miR-654-3p mediates glomerular 
mesangial cell apoptosis and inflammation induced by  

high glucose
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Abstract Objective: To investigate the effect of circ_0010729 on high glucose-induced mesangial cell injury.  

Methods: Human glomerular mesangial cells HMCL were divided into a control group, a high glucose (HG) group, 

a HG + miR-NC group, a HG + miR-654-3p group, a HG + si-NC group, a HG+si-circ_0010729 group, a HG +  

si-circ_0010729 + anti-miR-NC group, and a HG + si-circ_0010729 + anti-miR-654-3p group. Real-time PCR was 

performed to detect the expression levels of miR-654-3p and circ_0010729; flow cytometry was performed to 
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糖尿病肾病(diabet ic  nephropathy，DN)是终
末期肾病的主要原因，影响糖尿病患者的生活质
量，深入研究DN发病的分子机制以开发合适的治
疗策略是临床治疗的重点 [ 1 ]。肾小球系膜细胞凋
亡是肾小球硬化的重要机制之一，其增加蛋白尿
并促进D N的发展 [ 2 ]。此外，炎症反应也在D N进
程中起重要作用 [3]。研究 [4]表明：circRNA在急性
肾损伤、狼疮肾炎、DN等多种疾病的发生发展过
程中具有重要作用，可作为诊断或预测的生物标
志物。研究 [5]报道：circ_0010729在缺氧诱导的血
管内皮细胞损伤中高表达，干扰c i rc _ 0 0 1 0 7 2 9表
达可通过靶向miR-186/缺氧诱导因子-1α(hy pox ia-
inducible factor-1α，HIF-1α)增加缺氧诱导的血管
内皮细胞活性，抑制细胞凋亡。沉默circ_0010729
可通过上调m i R - 1 4 5 - 5 p保护人心肌细胞免受氧葡
萄糖剥夺引起的损伤 [6]。然而circ_0010729对高糖
诱 导 的 肾 小 球 系 膜 细 胞 损 伤 尚 不 清 楚 。 在 D N 中 
miR-654-3p表达明显下调，miR-654-3p抑制剂可诱导
炎症因子的表达[7]。miR-654-3p靶向抑制去整合素金
属蛋白水解酶10(a disintegrin and metalloprotease 10，
ADAM10)和RAB22A调节动脉粥样硬化的炎症反应[8]。
然而m i R - 6 5 4 - 3 p对高糖诱导的人肾小球系膜细胞
损伤的影响，且c i rc _ 0 0 1 0 7 2 9是否通过靶向调控 
miR-654-3p的表达影响高糖诱导的人肾小球系膜细
胞损伤目前还尚未可知。因此，本实验旨在研究
circ_0010729靶向miR-654-3p对高糖诱导的肾小球
系膜细胞凋亡及炎症反应的影响。

1  对象与方法

1.1  对象

人 肾 小 球 系 膜 细 胞 H M C L 购 自 美 国 ATC C 公

司；DME M培养基购自江苏齐氏生物科技有限公
司；葡萄糖购自美国Sigma公司；凋亡检测试剂盒
购自上海经科化学科技有限公司；双荧光素酶报
告基因检测试剂盒购自美国AAT Bioquest公司；蛋
白质提取试剂盒、B C A试剂盒购自北京百奥莱博
科技有限公司；荧光定量P CR试剂盒购自百奥迈
科生物技术有限公司；ELISA试剂盒购自上海江莱
生物科技有限公司。载体质粒均由上海吉玛公司
提供。

1.2  细胞处理与分组

用含10%胎牛血清、30 mmol/L葡萄糖的DMEM
培养基培养的HMCL细胞作为高糖(high glucose，
HG)组；用含10%胎牛血清、5.5 mmol/L葡萄糖的
DMEM培养基培养的HMCL细胞作为对照(Con)组；
将si-NC、si-circ_0010729、miR-NC、miR-654-3p 
分 别 转 染 H M C L 细 胞 ， 用 3 0  m m o l / L 葡 萄 糖 处
理，分别记为HG+si-NC组、HG+si-circ_0010729
组 、 H G + m i R - N C 组 、 H G + m i R - 6 5 4 - 3 p 组 ； 将 
si-circ_0010729与anti-miR-NC、si-circ_0010729与
anti-miR-654-3p共转染HMCL细胞，用30 mmol/L 
葡 萄 糖 处 理 ， 分 别 记 为 H G + s i - c i r c _ 0 0 1 0 7 2 9 + 
anti-miR-NC组和HG+si-circ_0010729+anti-miR-654-3p
组。将p c D N A、p c D N A - c i rc _ 0 0 1 0 7 2 9、s i -N C、 
s i - c i r c _ 0 0 1 0 7 2 9 转染至肾小球系膜细胞，按 r e a l 
time PCR检测miR-654-3p表达水平。

1.3  Real-time PCR 检测 miR-654-3p 和 circ_0010729
的表达水平

提 取 各 组 细 胞 总 R N A ， 合 成 c D N A 后 进 行
PCR，相对表达量用2−∆∆Ct法计算。circ_0010729和
miR-654-3p分别以GAPDH和U6为内参。

detect the apoptosis of glomerular mesangial cells; ELISA was performed to detect interleukin-6 (IL-6) and tumor 

necrosis factor-α (TNF-α) levels; dual luciferase report experiment was used to verify the targeting relationship 

between circ_0010729 and miR-654-3p. Results: Compared with the control group, the circ_0010729 

expression was increased, the miR-654-3p expression was decreased, the apoptosis rate was increased, the TNF-α 

and IL-6 levels were increased in the HG group (P<0.05). After inhibiting the expression of circ_0010729 or 

overexpression of miR-654-3p, the apoptosis rate of human glomerular mesangial cells induced by high glucose 

was decreased, the levels of TNF-α and IL-6 were decreased (P<0.05). circ_0010729 targeted and regulated 

miR-654-3p; interfering with the expression of miR-654-3p reversed the effect of inhibiting the expression of 

circ_0010729 on the apoptosis and inflammation of human glomerular mesangial cells induced by high glucose. 

Conclusion: Inhibiting the expression of circ_0010729 may inhibit the apoptosis and inflammation of glomerular 

mesangial cells induced by high glucose through targeting up-regulation of miR-654-3p expression.

Keywords circ_0010729; miR-654-3p; glomerular mesangial cells; apoptosis; inflammatory response
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1.4  流式细胞术检测细胞凋亡

取转染48 h后细胞，预冷PBS漂洗2次，结合缓

冲液重悬，加入Annexin V-FITC和PI各5 μL，避光

孵育10 min；流式细胞仪检测细胞凋亡率。

1.5  蛋白质印迹法检测蛋白质表达

提取细胞总蛋白质，定量后进行 S D S - PA G E
后，转膜，封闭，加一抗4 ℃孵育过夜，加二抗室

温孵育2 h，显影，分析蛋白质条带灰度值。

1.6  ELISA 检测 TNF-α、IL-6 水平

收集各组培养48 h后细胞上清液，按照试剂盒

说明操作。

1 .7   双荧光素酶报告实验验证c i r c _0010729和 
miR-654-3p的靶向关系

将circ_0010729野生型载体(W T-circ_0010729)
和 突 变 型 载 体 ( M U T- c i r c _ 0 0 1 0 7 2 9 ) ， 分 别 与 
miR-NC、miR-654-3p共转染至肾小球系膜细胞中，

转染48 h后，按试剂盒说明检测荧光素酶活性。

1.8  统计学处理

用SPSS 20.0统计学软件分析数据。计量资料

用均数±标准差(x±s)表示，比较行 t检验；各组间

先行单因素方差分析，组间有差异后进行两两比

较。P<0.05为差异有统计学意义。

2  结果

2.1  circ_0010729 和 miR-654-3p 在高糖诱导的人肾

小球系膜细胞损伤中的表达

H G 组 m i R - 6 5 4 - 3 p 表 达 水 平 低 于 对 照 组 ，

circ_0010729表达水平高于对照组(P<0.05，表1)。

2.2  抑制 circ_0010729 表达对高糖诱导的人肾小球

系膜细胞凋亡及炎症反应的影响

HG组circ_0010729表达水平、细胞凋亡率、Bax
表达水平、TNF-α、IL-6水平均高于Con组，Bcl-2表
达水平低于对照组(均P<0.05)；HG+si-circ_0010729
组circ_0010729表达水平、细胞凋亡率、Bax表达水
平、TNF-α、IL-6水平均低于HG+si-NC组，Bcl-2表
达水平高于HG+si-NC组(均P<0.05；表2，图1)。

2.3  circ_0010729 靶向调控 miR-654-3p 的表达

图 2 为 c i r c _ 0 0 1 0 7 2 9 与 m i R - 6 5 4 - 3 p 互补的核
苷酸序列。W T-circ_0010729与miR-654-3p共转染
的细胞荧光素酶活性低于与miR-NC共转染的细胞
(P<0.05，表3)。pcDNA-circ_0010729组miR-654-3p
表 达 水 平 低 于 p c D N A 组 ； 而 s i - c i r c _ 0 0 1 0 7 2 9 组 
miR-654-3p表达水平高于si-NC组(均P<0.05，表4)。

2.4  miR-654-3p 过表达对高糖诱导的人肾小球系

膜细胞凋亡及炎症反应的影响

H G + m i R - 6 5 4 - 3 p 组细胞凋亡率、 B a x 表达水
平 、 T N F - α 、 I L - 6 水 平 均 低 于 H G + m i R - N C 组 ，
miR-654-3p、Bcl-2表达水平高于HG+miR-NC组(均
P<0.05；图3，表5)。

表1 circ_0010729和miR-654-3p在高糖诱导的人肾小球

系膜细胞损伤中的表达(n=9)

Table 1 Expression of circ_0010729 and miR-654-3p in human 

mesangial cell injury induced by high glucose (n=9)

组别 circ_0010729 miR-654-3p

对照组 1.00±0.05 1.00±0.07

HG组 3.39±0.22 0.37±0.03

t 31.780 24.817

P <0.001 <0.001

表2 抑制circ_0010729表达对高糖诱导的人肾小球系膜细胞凋亡及炎症反应的影响(n=9)

Table 2 Effect of inhibiting the expression of circ_0010729 on the apoptosis and inflammation of human glomerular mesangial 

cells induced by high glucose (n=9)

组别 circ_0010729 凋亡率/% Bcl-2蛋白 Bax蛋白 TNF-α/(ng·L−1) IL-6/(ng·L−1)

对照组 1.00±0.07 7.82±0.51 0.65±0.05 0.28±0.03 28.71±2.55 14.57±1.28

HG组 3.42±0.27* 28.85±2.65* 0.22±0.02* 0.79±0.06* 89.63±6.96* 64.66±3.45*

HG+si-NC组 3.45±0.29 29.91±2.48 0.20±0.02 0.81±0.05 94.22±7.32 68.32±4.96

HG+si-circ_0010729组 1.75±0.16# 11.56±1.06# 0.54±0.03# 0.39±0.03# 39.82±2.49# 25.85±2.70#

F 289.619 325.833 441.357 337.937 355.355 584.292

P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

与对照组比较，*P<0.05；与HG+si-NC组比较，#P<0.05。

Compared with the control group, *P<0.05; compared with HG + si-NC group, #P<0.05.
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表4 circ_0010729调控miR-654-3p的表达(n=9)

Table 4 circ_0010729 regulates the expression of miR-654-3p 

(n=9)

组别 miR-654-3p

pcDNA组 1.00±0.05

pcDNA-circ_0010729组 0.52±0.04*

si-NC组 0.99±0.06

si-circ_0010729组 2.58±0.22#

F 519.759

P <0.001

与pcDNA组比较，*P<0.05；与si-NC组比较，#P<0.05。

Compared with pcDNA group, *P<0.05; compared with si-NC 

group, #P<0.05.

图2 circ_0010729与miR-654-3p互补的核苷酸序列

Figure 2 Complementary nucleotide sequence of circ_0010729 

and miR-654-3p

表3 细胞荧光素酶活性(n=9)

Table 3 Cell luciferase activity (n=9)

组别 WT-circ_0010729 MUT-circ_0010729

miR-NC组 1.02±0.08 1.01±0.05

miR-654-3p组 0.56±0.05 1.03±0.08

t 20.670 0.636

P <0.001 0.534

图1 抑制circ_0010729表达对高糖诱导的人肾小球系膜细胞凋亡的影响

Figure 1 Effect of inhibiting the expression of circ_0010729 on the apoptosis of human glomerular mesangial cells induced by high 

glucose

(A)凋亡相关蛋白质表达；(B)细胞凋亡流式图。

(A) Apoptosis-related protein expression; (B) Apoptosis flow cytometry.
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2.5  干扰 miR-654-3p 表达逆转抑制 circ_0010729
表达对高糖诱导的人肾小球系膜细胞凋亡及炎症反

应的作用

HG+si-circ_0010729+anti-miR-654-3p组miR-654-3p 

表 达 水 平 、 B c l - 2 表 达 水 平 均 低 于 H G + s i -
c i r c _ 0 0 1 0 7 2 9 + a n t i - m i R - N C 组 ， 细 胞 凋 亡 率 、

B a x 表达水平、 T N F - α 、 I L - 6 水平均高于 H G + s i -
circ_0010729+anti-miR-NC组(均P<0.05；图4，表6)。
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表5 miR-654-3p过表达对高糖诱导的人肾小球系膜细胞凋亡及炎症反应的影响(n=9)

Table 5 Effect of miR-654-3p overexpression on human glomerular mesangial cell apoptosis and inflammation induced by high 

glucose (n=9)

组别 miR-654-3p 凋亡率/% Bcl-2蛋白 Bax蛋白 TNF-α/(ng·L−1) IL-6/(ng·L−1)

HG+miR-NC组 1.00±0.06 29.57±2.45 0.21±0.02 0.80±0.05 90.95±5.27 67.75±4.62

HG+miR-654-3p组 2.53±0.22 14.67±1.15 0.51±0.04 0.44±0.03 44.39±3.62 29.28±2.86

t 20.128 16.516 20.125 18.522 21.847 21.240

P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

图3 miR-654-3p过表达对高糖诱导的人肾小球系膜细胞凋亡的影响

Figure 3 Effect of miR-654-3p overexpression on the apoptosis of human mesangial cells induced by high glucose

(A)凋亡相关蛋白质表达；(B)细胞凋亡流式图。

(A) Apoptosis-related protein expression; (B) Apoptosis flow cytometry.
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图4 干扰miR-654-3p逆转了抑制circ_0010729表达对高糖诱导的人肾小球系膜细胞凋亡的作用

Figure 4 Interference with miR-654-3p reversed the effect of inhibiting circ_0010729 on the apoptosis of human mesangial cells 

induced by high glucose

(A)凋亡相关蛋白质表达；(B)细胞凋亡流式图。

(A) Apoptosis-related protein expression; (B) Apoptosis flow cytometry.
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3  讨论

DN是糖尿病常见的并发症，也是导致其死亡

的重要原因，肾小球系膜细胞是肾脏内最为活跃

的细胞，参与并维持肾的多种功能；系膜细胞可

调节肾小球的滤过功能，吞噬凋亡细胞，维持系

膜基质稳态等，系膜细胞损伤可导致DN进展 [9]。

炎症因子的产生可造成肾小球硬化、肾间质纤维

化及肾小管萎缩，进一步促进 D N 的进展 [ 1 0 ]。因

此，抑制肾小球系膜细胞损伤及炎症因子的释放

是治疗DN的重要途径之一。高血糖是各型糖尿病

的共同特征，因此本研究用高糖处理肾小球系膜

细胞模拟DN细胞模型，结果显示高糖处理肾小球

系膜细胞后增加细胞凋亡率、炎症因子T N F- α和

IL -6水平，表明高糖可诱导肾小球系膜细胞凋亡及

炎症反应，诱导肾小球系膜细胞损伤。

本 研 究 结 果 显 示 高 糖 诱 导 的 肾 小 球 系 膜

细 胞 中 c i r c _ 0 0 1 0 7 2 9 表 达 水 平 升 高 。 研 究 [ 1 1 ]表

明 c i r c L R P 6 可 通 过 海 绵 化 m i R - 2 0 5 调 节 高 糖 诱

导 的 系 膜 细 胞 增 殖 、 氧 化 应 激 和 炎 症 反 应 。

c i r c R N A _ 1 5 6 9 8 通 过 m i R - 1 8 5 / 转 化 生 长 因 子
β1(transforming growth factor beta 1，TGF-β1)加剧

了DN系膜细胞的细胞外基质积累[12]。circ-AKT3过

表达抑制了高糖处理的小鼠系膜SV40-MES13细胞

的凋亡[13]。circRNA_010383 作为 miR-135a 的海绵，

其表达下调有助于DN中的肾纤维化[14]。circLRP6 调
节高糖诱导的系膜细胞增殖、氧化应激、炎症[15]。

circ_L ARP4调节高糖诱导的系膜细胞增殖、凋亡

和纤维化 [1 6 ]。c ircSM A D4通过抑制miR -3 7 7-3p介

导的骨形态发生蛋白(bone morphogenetic protein 
7，BMP7)减轻高糖诱导的肾小球系膜细胞炎症、

细胞外基质沉积和细胞凋亡 [17]。本实验结果提示

circ_0010729可能参与了肾小球细胞的损伤过程。

本实验进一步抑制circ_0010729的表达后，高糖诱

导的人肾小球系膜细胞中细胞凋亡率、Bax表达水

平、TNF-α、IL -6水平降低，Bcl-2表达水平升高，

表明抑制circ_0010729表达可减轻高糖诱导的人肾

小球系膜细胞损伤。

miRNA s被证实在DN中异常表达，且与DN的

发病相关 [18]。miR-146b-5p过表达可减轻肾小球系

膜细胞的炎症反应 [19]。miR-874可减轻DN的肾损

伤和炎症反应 [ 2 0 ]。已有研究 [ 7 ]表明m i R - 6 5 4 - 3 p在

DN中下调表达，本实验结果显示高糖诱导的人肾

小球系膜细胞中miR-654-3p低表达，与该研究结果

相符。且本实验还发现过表达m i R - 6 5 4 - 3 p后，高

糖诱导的人肾小球系膜细胞中细胞凋亡率、Bax表

达水平、TNF-α、IL -6水平降低，Bcl-2表达水平升

高；表明过表达m i R - 6 5 4 - 3 p可抑制高糖诱导的人

肾小球系膜细胞凋亡和炎症反应。本实验还发现

circ_0010729靶向调控miR-654-3p；干扰miR-654-3p
表达逆转抑制circ_0010729表达对高糖诱导的人肾

小球系膜细胞凋亡及炎症反应的作用。

总之，抑制circ_0010729可通过上调miR-654-3p
抑 制 高 糖 诱 导 的 肾 小 球 系 膜 细 胞 凋 亡 及 炎 症 反

应 。 但 关 于 m i R - 6 5 4 - 3 p 如 何 调 控 下 游 靶 基 因 参

与 D N 发 生 发 展 过 程 尚 未 明 确 ， 仍 需 进 一 步 验 证

circ_0010729/miR-654-3p/靶基因分子轴在高糖诱

导的肾小球系膜细胞损伤中的作用机制。
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