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摘要 目的：探讨circAff4在体外高糖培养足细胞中的作用，及其与Notch通路及nephrin之间的关系。方法：30 mmol•L-1高糖培养足细胞0、12、24、48、72 h后，采用PCR方法测定circAff4的水平。通过circAff4过表达载体增加circAff4表达后，采用免疫细胞化学、Western blot、PCR方法测定Notch1、Hes1和nephrin的水平。结果：高糖培养足细胞可抑制circAff4表达（P＜<0.05或P＜<0.01）。在高糖培养的足细胞中加入circAff4过表达载体增加circAff4表达后，Notch1和Hes1表达明显增加，nephrin表达明显减少（P＜<0.01）。结论：在高糖培养的足细胞中，circAff4可能通过Notch通路和nephrin参与足细胞损伤作用。
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Role of circAff4 in high glucose-cultured podocytes#
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Abstract Objective: To investigate the role of circAff4 in podocyte culture in vitro under high glucose conditions, as well as its relationship with the Notch pathway and nephrin. Methods: After culturing podocytes in 30 mmol•L-1 high glucose for 0, 12, 24, 48, and 72 hours, the level of circAff4 was measured using PCR. After increasing the expression of circAff4 through a circAff4 overexpression vector, the levels of Notch1, Hes1, and nephrin were measured using immunocytochemistry, Western blot, and PCR. Results: High glucose culture of podocytes inhibited the expression of circAff4 (P<0.05 or P<0.01). After adding the circAff4 overexpression vector to increase the expression of circAff4 in high glucose-cultured podocytes, the expression of Notch1 and Hes1 significantly increased, while the expression of nephrin significantly decreased (P<0.01). Conclusion: In podocytes cultured under high glucose conditions, circAff4 may participate in podocyte damage through the Notch pathway and nephrin.
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[bookmark: _GoBack]糖尿病肾病（Diabetic nephropathy, ，DN）作为糖尿病的常见并发症，是终末期肾功能衰竭的主要原因之一。截至到2013年，糖尿病肾病已超过肾小球肾炎，成为慢性肾脏疾病的首因[1]。足细胞是终末分化的肾小球上皮细胞，附着在肾小球基底膜外侧，是肾小球滤过膜的重要组成部分。DN发生时，高糖可引起足细胞损伤，足细胞固有蛋白nephrin表达减少，滤过膜完整性受到破坏，发生蛋白尿和肾小球硬化[2]。
环状RNA（Circular RNA, ，circRNA）是一类在真核生物体内广泛存在的内源非编码RNA，具有共价闭合环状结构，不包含5’帽结构和3’多聚A尾结构，这种结构使得circRNA不易被 RNA 核酸外切酶降解，因此比线性RNA更加稳定[3]。circAff4已被发现可通过miR-7223-5p促进成骨细胞增殖，抑制细胞凋亡，在骨折部位局部注射circAff4可促进骨折愈合[4]。在肾脏疾病中也存在circRNA 表达异常，但只有少量的circRNA的生物学功能被证实，特别是与足细胞损伤相关的circRNA还不清楚。
近年来发现Notch通路在DN的发生发展中起着重要作用。Notch通路受体被激活后，可刺激其下游基因Hes1表达，影响细胞分化、增殖和凋亡等生物学功能[5]。本研究采用高糖培养足细胞，观察调控circAff4后，对Notch1、Hes1、nephrin表达的影响，以明确circAff4在DN中的作用。
1 材料与方法
1.1 试剂
γ-干扰素购自Peprotech公司。RPMI 1640培养液购自Gibco公司。Lipofectamine 2000购自Invitrogen公司。circAff4过表达(Overexpression, ，OE）和阴性对照（Overexpression negative control, ，OENC）载体购自上海吉玛基因公司。兔抗Notch1、Hes1、nephrin多克隆抗体购自Abcam公司。兔抗β-actin多克隆抗体购自Cell Signal公司。实时聚合酶链式反应（PCR）购自北京金沙生物科技有限公司。
1.2 细胞培养
MPC-5小鼠足细胞株购自北京协和细胞中心。足细胞在33°C CO2培养箱中，以含有10%胎牛血清及10 U•mL-1 γ-干扰素的RPMI 1640培养液培养细胞使其增殖，传代后更换为不含γ-干扰素的RPMI 1640培养液，在37°C CO2培养箱中培养10~14 d促进分化。分化成熟的足细胞进行高糖（30 mmol•L-1 D-葡萄糖）培养，在高糖培养0、12、24、48、72 h后检测circAff4表达情况。随后对circAff4进行转染实验，将足细胞分为：正常糖组（5.5 mmol•L-1 D-葡萄糖）、高糖组、高糖+circAff4 OENC组、高糖+circAff4 OE组，按Lipofectamine 2000说明书进行circAff4 OENC和OE载体转染，转染24 h后检测circAff4、Notch1、Hes1和nephrin表达情况。
1.3 免疫细胞化学
足细胞以每孔（1.5～2）×105个细胞密度接种于6孔板中，细胞转染结束后用75%乙醇固定，3% H2O2室温孵育15 min去除内源性过氧化物酶活性，滴加Notch1（1:100）、Hes1（1:100）和nephrin（1:500）一抗4°C过夜，滴加MaxVisionTM，37°C孵育15 min。滴加DAB显色液，苏木素染色液复染，中性树胶封片。利用图像分析系统（Image Pro Plus 6.0)对切片进行阳性信号分析，积分光密度值（IOD）作为最终结果。
1.4 Western blot检测
足细胞以每孔（1.5～2）×105个细胞密度接种于6孔板中，细胞转染结束后提取细胞总蛋白并测定蛋白浓度，每孔加30 μg蛋白，经10%SDS-PAGE凝胶电泳1.5 h后电转移至PVDF膜；5% BSA 37°C封闭1 h，分别滴加Notch1（1:1000）、Hes1（1:500）、nephrin（1:1000）和β-actin（1:1000）一抗4°C过夜。辣根过氧化物酶标记的二抗室温孵育2 h；滴加ECL发光试剂后进行拍照。用美国UVP公司LabWorks 4.5软件对条带进行半定量分析，读取积分光密度值（IOD值），目的蛋白条带的IOD值除以内参条带的IOD值作为最终结果进行统计分析。
1.5 PCR检测
TRIzol提取细胞总RNA，经逆转录生成cDNA后，行PCR扩增。引物序列由上海生工设计并合成，引物序列见表1。PCR反应体系总体积为20 μL，扩增条件为95°C预变性30 s，95°C变性5 s，60°C退火30 s，72°C延伸30 s，40个循环结束。以18S mRNA作为内参，用2△△Ct法分析各基因的相对表达。

表1 基因引物序列
	名称
	引物序列
	产物长度

	circAff4
	正向：5'-CCT GAG GCT GTT CAA ACT GA-3'
	150 bp

	
	反向：5'-GAG GCG GGT GAC ACT TTA TG-3'
	

	Notch1
	正向：5'-GTG GAT GACCTA GGC AAG TCG-3'
	118 bp

	
	反向：5'-GTC TCC TCC TTG TTG TTC TGC A-3'
	

	Hes1
	正向：5’-CAC GAC ACC GGA CAA ACC A-3’
	148 bp

	
	反向：5’-GCC GGG AGC TAT CTT TCT TAA GTG-3’
	

	nephrin
	正向：5’- GCT CAG GGA AGA CAG CAA CA -3’
	190 bp

	
	反向：5’- GAT AGA GCC CAG AAG CCT CG -3’
	

	18S
	正向：5’- GTA ACC CGT TGA ACC CCA TT -3’
	149 bp

	
	反向：5’- CCA TCC AAT CGG TAG TAG CG -3’
	



1.6 统计学处理
采用SPSS 21.0软件，计量资料以均数±标准差（[image: 2]±SD）表示，采用t检验，P＜<0.05为差异具有统计学意义。
2 结果
2.1高糖培养足细胞对circAff4表达的影响
PCR检测发现高糖培养足细胞后，发现circAff4表达逐渐降低，呈时间依赖性。与0 h相比，在高糖培养24、48和72 h circAff4表达明显降低（P＜<0.05或P＜<0.01），见图1。


图1 高糖培养足细胞circAff4表达情况（n=6）
注：与0 h比较，*P＜<0.05，**P＜<0.01。

2.2 Notch1、Hes1和nephrin蛋白表达
免疫细胞化学显示Notch1和nephrin在足细胞细胞浆表达，Hes1在细胞核表达。与正常糖组相比，高糖刺激足细胞后Notch1和Hes1蛋白表达增多，而nephrin蛋白表达降低（P<0.01）。在足细胞中给与circAff4表达质粒后，Notch1和Hes1表达更加明显，nephrin表达进一步减少（P＜<0.01），见图2。Western blot检测结果与免疫细胞化学检测结果一致（P＜<0.01），见图3。
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图2 免疫细胞化学检测Notch1、Hes1和nephrin蛋白表达
注：A 免疫细胞化学图（×400）；B 统计分析图（n=6）。与正常糖组比较，**P＜<0.01；与高糖组比较，##P＜<0.01。
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图3 Western blot检测Notch1、Hes1和nephrin蛋白表达
注：A Western blot电泳图；B 统计分析图（n=6）。与正常糖组比较，**P＜<0.01；与高糖+circAff4 OENC组比较，##P＜<0.01。

2.3 circAff4、Notch1、Hes1和nephrin基因表达
PCR检测发现与正常糖组相比，高糖培养足细胞后circAff4表达降低，circAff4 OE能够增加circAff4表达量（P＜<0.01）。高糖组Notch1和Hes1的mRNA表达比正常糖组明显增多，而nephrin mRNA表达降低（P＜<0.01）。在足细胞中给与circAff4表达质粒后，能进一步增强Notch1和Hes1表达，nephrin表达却明显减少（P<0.01），见图4。
[image: ]
图4 PCR检测circAff4、Notch1、Hes1和nephrin表达（n=6）
注：与正常糖组比较，**P＜<0.01；与高糖+circAff4 OENC组比较，##P＜<0.01。
3 讨论
足细胞的正常结构和功能是维持肾小球滤过屏障完整性的关键。足细胞从肾小球基底膜脱落是DN足细胞数量减少和蛋白尿减少的重要原因[6]，这与裂隙（Slit diaphragm，SD）蛋白复合物的结构破坏和细胞骨架的变化有关[7]。Nephrin是一种1型跨膜蛋白，是SD蛋白复合物的中心分子，通过Nephrin-Nephrin或Nephrin-Neph-1相互作用连接相邻的足突。发现DN患者nephrin的表达降低[8，9]。本研究也证实在高糖培养的足细胞中，nephrin表达下降。
Notch通路是一种广泛存在的相对保守的信号传导通路，由受体与配体相互作用而激活。配体诱导Notch受体发生构象改变，在γ-分泌酶的介导下释放出Notch胞内域（Notch intracellular domain, NICD）[10]。NICD是Notch通路的活化形式，其进入细胞核后激活下游基因Hes和Hey，影响细胞分化、增殖和凋亡等生物学功能。本研究结果发现在高糖培养的足细胞中，Notch通路成员Notch1和Hes1表达增加的同时，nephrin表达降低。提示在DN中Notch通路对nephrin表达起调控作用。在高糖培养的小鼠足细胞中，Notch通路成员表达较正常糖组明显增加，激活的Notch通路还可调节凋亡相关蛋白Bax、Bcl-2和cleaved caspase-3，诱导足细胞凋亡，同时还可引起足细胞nephrin蛋白表达下降，细胞外基质生成增多，导致肾小球硬化[11, 12]。
绝大多数circRNA是由外显子转录生成，其序列在不同物种中具有高度保守性。近年来，越来越多的circRNA被鉴定出来，其生物学功能也越来越得到大家的认识。circRNA主要可通过对miRNA海绵吸附作用，进而发挥其生物学功能。某些circRNA含有多个miRNA结合位点，可作为竞争性内源RNA竞争miRNA结合位点，通过吸附miRNA降低细胞浆内游离miRNA水平，负调控miRNA的活性，进而降低miRNA对其下游靶基因的抑制作用，形成 circRNA/miRNA/mRNA的调控体系[13]。在肾脏疾病中也存在circRNA表达的异常，但只有少量的circRNA的生物学功能被证实。在局灶节段性肾小球硬化症（Focal segmental glomerulosclerosis, ，FSGS）的患者和小鼠肾组织中发现circZNF609表达增加，并伴有足细胞肾母细胞瘤蛋白1和podocin表达降低，I型胶原和TGF-β1表达增加[14]。circZNF609在FSGS中参与足细胞损伤及肾纤维化过程。circ_0000285在糖尿病小鼠足细胞中过度表达，circ_0000285可通过激活丝裂原活化蛋白激酶6和炎性因子的释放，促进足细胞损伤[15]。高糖刺激足细胞后降低了circAff4表达，同时伴有Notch1和Hes1表达增加，nephrin表达下降。在足细胞中circAff4 OE增加circAff4表达量后，能进一步增强Notch1和Hes1蛋白及mRNA的表达，nephrin蛋白及mRNA表达却明显减少。表明circAff4可能通过Notch通路和nephrin，参与在高糖引起的足细胞损伤。
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