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摘要
背景：糖尿病肾病（DN）是糖尿病的严重微血管并发症。新近研究表明，许多环状 RNA (circRNA) 在 DN 进展中发挥关键作用。本研究旨在探讨circ_0000491在DN中的作用和机制。
方法：采用链脲佐菌素注射法构建DN小鼠模型，采用高糖（HG）处理小鼠系膜细胞（SV40-MES13）建立DN细胞模型。通过定量实时聚合酶链反应（qRT-PCR）检测circ_0000491和microRNA-455-3p（miR-455-3p）的表达。通过流式细胞术评估细胞凋亡。采用蛋白质印迹法检测高迁移率组框 1 (Hmgb1) 蛋白、凋亡相关蛋白和纤维化相关蛋白的表达水平。通过酶联免疫吸附测定（ELISA）评估炎性细胞因子的释放。通过相应的试剂盒分析氧化应激因素。通过双荧光素酶报告基因测定和 RNA 免疫沉淀 (RIP) 测定验证 miR-455-3p 与 circ_0000491 或 Hmgb1 之间的相互作用。
结果：Circ_0000491 在 DN 小鼠和 HG 诱导的 SV40-MES13 细胞中过表达。 circ_0000491 的敲除减弱了 HG 诱导的 SV40-MES13 细胞凋亡、炎症、氧化应激和纤维化。 MiR-455-3p 是 circ_0000491 的直接靶目标，抑制 miR-455-3p 可以逆转 circ_0000491 在 HG 诱导的 SV40-MES13 细胞中的作用。此外，Hmgb1是miR-455-3p的靶基因，miR-455-3p通过靶向Hmgb1对HG诱导的细胞损伤发挥保护作用。此外，circ_0000491 通过海绵化miR-455-3p 调节 Hmgb1 的表达。
结论：Circ_0000491 敲除通过调节 miR-455-3p/Hmgb1 轴抑制了HG 诱导的 SV40-MES13 细胞凋亡、炎症、氧化应激和纤维化。
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简介
糖尿病肾病（DN）是一种慢性肾脏病，已成为全球终末期肾病（ESRD）的主要原因[1]。DN的主要病理特征是细胞外基质（ECM）积聚、肾小球肥大和肾脏纤维化[2-4]。此外，由血糖升高引起的炎症反应和氧化应激被认为是与糖尿病并发症发生相关的不可分割的因素[5,6]。过度的氧化应激可激活凋亡信号通路，导致细胞损伤和死亡，在DN的发病机制中起着至关重要的作用[7]。尽管已经使用了许多治疗方法来治疗这种疾病，但 DN 的发病率仍在不断增加[8]。因此，更好地了解 DN 进展的潜在机制至关重要。
环状 RNA (circRNA) 属于非编码 RNA (ncRNA)，具有特殊的闭环结构，通过反向剪接没有 5'-端帽和 3'-末端 多聚A 尾[9,10]。与线性 RNA 不同，circRNA 不受 RNA 核酸外切酶的影响，更稳定且不易降解[11]。越来越多的证据表明，circRNA 在人类疾病中发挥着重要作用，包括 DN[12]。例如，circ-AKT3 抑制 DN 系膜细胞 ECM 的积累[13]。此外，circRNA_15698 在 DN 中上调，其敲低抑制了 DN 进展[14]。据报道，circRNA mmu_circ_0000491 (chr13:94111710‑94126034) 在 DN 中过表达，circ_0000491 加剧了系膜细胞的 ECM 积累[15]。然而circ_0000491 在 DN 中的更多作用和调控机制仍在很大程度上未知。
CircRNA 通过竞争性内源性 RNA (ceRNA) 机制（也称为 microRNA (miRNA) 海绵作用）在调节各种人类疾病中发挥重要作用[16]。miRNA 是小型 ncRNA，可通过直接结合含有互补序列的 mRNA 的 3'非翻译区 (3'UTR) 参与多种生物过程[17]。MiR-455-3p 已被证实通过抑制 DN 中 ROCK2 的表达来抑制肾纤维化[18]。此外，之前的一项研究表明，高迁移率组框 1（Hmgb1；一种核蛋白）促进了 DN 的发展[19]。有趣的是，在线生物信息学数据库显示circ_0000491和Hmgb1都具有与miR-455-3p互补的结合序列，表明circ_0000491可能作为miR-455-3p海绵影响Hmgb1的表达。
在这项工作中，我们探讨了 circ_0000491 在 DN 小鼠模型和高糖 (HG) 诱导的小鼠系膜细胞中的表达，以及 circ_0000491 对 HG 诱导的小鼠系膜细胞凋亡、炎症、氧化应激和纤维化的影响。此外，还探索了circ_0000491/miR-455-3p/Hmgb1的潜在调控网络。
材料和方法
动物模型和治疗
C57BL/6 小鼠（雄性，n=30，6-8 周龄，体重 16-25 g）由 Vital River（中国北京）提供。将这些小鼠随机分为三组（n=10/组）：0天（对照）、30天（治疗30天）、60天（治疗30天）。通过每两天注射 50 mg/kg 链脲佐菌素（溶于 10 mM 柠檬酸钠缓冲液，pH=4.5；Sigma-Aldrich，St. Louis，MO，USA）建立 DN 小鼠模型。注射后第10天取小鼠尾静脉血样，血糖超过16.67 mmol/L为成功DN模型。在造模成功后0天、30天和60天，处死小鼠，收集肾组织用于进一步分析。体内实验获得宝鸡市人民医院动物保护与使用委员会的批准。
血糖和尿白蛋白测量
使用血糖测试仪（Yuyan Instruments，上海，中国）测量静脉血糖水平。我们收集了 24 小时的尿液来测量尿白蛋白排泄量。记录尿量，并使用小鼠白蛋白ELISA试剂盒（CellTrend，Luckenwalde，Germany）检测尿蛋白定量。
患者和临床标本
我们从宝鸡市人民医院的 DN 患者（I 期，n = 17；II 期，n = 19；III 期，n = 21；IV 期，n = 15）和健康受试者（n = 14）采集了 5 mL 血液.。DN的分期如下：I期（前肾病），白蛋白尿正常（<30 mg/g Cr）和肾小球滤过率（GFR）≥90 mL/min/1.73 m2； II 期（早期肾病），微量白蛋白尿（30-299 mg/g Cr）和 GFR ≥90 mL/min/1.73 m2； III 期（明显肾病），大量白蛋白尿（≥300 mg/g Cr；或持续性蛋白尿 ≥0.5 g/24h）和 GFR ≥90 mL/min/1.73 m2； IV 期（肾功能衰竭），任何白蛋白尿/蛋白尿状态（无论其尿白蛋白/蛋白值如何）和 GFR <90 mL/min/1.73 m2。获得了每位患者的知情同意。本研究经宝鸡市人民医院研究伦理委员会批准。通过离心分离血清并将上清血清冷冻于-80℃直至分析。分析方法是单因素方差分析。
[bookmark: OLE_LINK29]细胞培养和转染
小鼠系膜细胞 (SV40-MES13) 购自 COBIOER（中国南京），在与 10% 胎牛血清 (FBS; Invitrogen) 混合的 杜尔贝科的改良伊格尔培养基 (DMEM; Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) 中于 37℃ 培养在含有 5% CO2的潮湿气氛中。 SV40-MES13 细胞用 5.5 mM 正常葡萄糖 (NG) 或 30 mM 高葡萄糖 (HG) 处理。进行 HG 处理以模拟 DN 条件。
针对 circ_0000491 (si-circ_0000491)、miR-455-3p mimic (miR-455-3p)、miR-455-3p inhibitor (in-miR-455-3p)、Hmgb1 过表达质粒 (Hmgb1) 及其相应的对照（si-NC、miR-NC、in-miR-NC 和 pcDNA）由 RiBoBio（中国上海）提供。使用 Lipofectamine 3000 (Invitrogen) 进行细胞转染。
定量实时聚合酶链反应 (qRT-PCR)
使用 Trizol 试剂（货号 5596-018，Invitrogen）从组织或培养细胞中提取总 RNA。使用逆转录试剂盒（Takara，Kyoto，Japan）将 RNA 逆转录为 cDNA，并使用 SYBR Premix Ex Taq II（Takara）通过 CFX 实时 PCR 系统（Bio-Rad，Hercules ，加利福尼亚州，美国）。使用 2-断续器方法计算表达水平，然后标准化为 β-肌动蛋白（对于 circ_0000491）或 U6（对于 miR-455-3p）。在本研究中，用于扩增的引物如下：circ_0000491：5'-TCGGCTTGCAAAGGAGAAGTC（正向；F）和5'-TGCATGCTTGCTGGTGGGTA-3'（反向；R）； miR-455-3p：5'-GCCGAGGCAGTCCACGGGCA-3' (F) 和 5'-CAGTGCGTGTCGTGGAGT-3' (R)；甘油醛-3-磷酸脱氢酶 (GAPDH)：5'-CATCACTGCCACCCAGAAGACTG-3'(F和 5'-ATGCCAGTGAGCTTCCCGTTCAG-3' (R)；β-肌动蛋白：5'-CATTGCTGACAGGATGCAGAAGG-3' (F) 和 5'-TGCTGGAAGGTGGACAGTGAGG-3'(R)； U6： 5'-AATTGGAACGATACAGAGAAGATTAGC-3' (F) 和 5'-TATGGAACGCTTCACGAATTTG-3' (R)。
RNase R 处理
RNase R 只能降解线性 RNA，而不影响 circRNA。简而言之，将总 RNA（5 μg）与或不与 RNase R（6 单位，Geneseed Biotech，广州，中国）在 37℃ 下孵育 0.5 小时。随后，将处理后的 RNA 用于 qRT-PCR 以检查 GAPDH 和 circ_0000491 的水平。
亚细胞定位
根据制造商的说明，使用 PARIS Kit (Invitrogen) 确定 circ_0000491 的亚细胞定位。 U6 或 β-肌动蛋白分别用作细胞核对照或细胞质对照。
流式细胞仪
[bookmark: OLE_LINK10]Annexin V-fluorescein isothiocyanate (FITC)/propidium iodide (PI) 凋亡检测试剂盒（Sangon Biotech, Shanghai, China）用于检测 SV40-MES13 细胞凋亡。简而言之，将收集的细胞重新悬浮在结合缓冲液 (0.4 mL) 中，然后与 Annexin V-FITC (5 µL) 和 PI (10 µL) 在黑暗中孵育 20 分钟，然后通过流动检测凋亡细胞流式细胞仪（Partec AG，Arlesheim，瑞士）。
蛋白质印迹法
[bookmark: _Hlk528311798]使用 RIPA 裂解缓冲液（Keygen，南京，中国）裂解组织或培养的细胞以提取总蛋白。用 BCA 蛋白检测试剂盒（Tanon, Shanghai, China）测量上清液的蛋白浓度，然后用十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE）分离等量的蛋白（约 40 μg）并转移到聚偏乙烯上氟化物膜（Invitrogen）。封堵后，4℃一抗免疫印迹12-14 h，二抗连续探测2 h。抗体包括 B 细胞淋巴瘤-2 (Bcl-2; 1:500, ab194583)、BCL2 相关 X 蛋白 (Bax; 1:1000, ab32503)、转化生长因子-β1 (TGF-β1; 1:1000, ab179695)、α 平滑肌肌动蛋白 (α-SMA；1:1000, ab5694)、纤连蛋白 (FN, 1:1000, ab2413)、胶原蛋白。 （上校）。 I (1:2000, ab255809), Col. IV (1:1000,ab227616）， Hmgb1 （1：1000， ab227168）， b-肌动蛋白 （1：2000， ab8227）， 和 HRP 缀合的 IgG 抗兔 (1:4000, ab205718) 购自 Abcam (Cambridge, UK)。 Cleaved caspase-3 (1:1000, #9664) 购自 Cell Signaling Technology (Danvers, MA, USA)。使用增强的化学发光试剂盒（Tanon）检查免疫反应带。
酶联免疫吸附试验 (ELISA)
ELISA检测细胞上清液中白细胞介素1β（IL-1β）、白细胞介素6（IL-6）和肿瘤坏死因子α（TNF-α）的水平。简而言之，通过离心（1000×g，4℃，10分钟）收集细胞培养上清液。接下来，通过ELISA（Abcam）检测炎性细胞因子（TNF-α，208348；IL-1β，ab197742；IL-6，ab100712）的浓度。数据以每毫升 (mL) 的象形图 (pg) 表示。
氧化应激水平测定
使用 ROS 测定试剂盒（Beyotime，上海，中国）检查活性氧活性 (ROS) 水平。处理完成后，收集细胞并与二乙酸二氯荧光素 (DCF-DA) 在 37 ℃ 下孵育 0.5 h。通过酶标仪（Bio-Rad）在 535 nm 吸光度下检测 ROS 水平。乳酸脱氢酶（LDH）活性测定试剂盒（Beyotime）用于检查释放到培养基中的LDH水平。 LDH 活性通过酶标仪 (Bio-Rad) 在 490 nm 处测量。超氧化物歧化酶（SOD）活性测定试剂盒（Beyotime）用于检测SOD的活性。简而言之，通过 SOD 样品制备溶液收获和裂解细胞。接下来，将上清液与工作溶液在 37℃下混合 0.5 h。使用酶标仪 (Bio-Rad) 在 96 孔板中测量 450 nm 处的吸光度。
双荧光素酶报告基因检测
使用 starBase 或 DianaTools-microT_CDS 预测 miR-455-3p 和 circ_0000491 或 Hmgb1 的推定结合位点。为了构建野生型 (WT) 荧光素酶报告载体 (circ_0000491 WT 或 Hmgb1 3'UTR WT)，合成包含 miR-455-3p 的预测结合位点的 circ_0000491 或 Hmgb1 3'UTR 序列并将其插入 pmiR- RB-REPORT™ 萤光素酶报告载体 (RiboBio)。同时，以相同方式生成了没有 miR-455-3p 结合位点的突变型 (WT) 荧光素酶报告载体 (circ_0000491 MUT 或 Hmgb1 3'UTR MUT)。将上述每种载体和 miR455-3p 或 miR-NC 共转染到 SV40-MES13 细胞中 48 小时。接下来，进行双荧光素酶报告基因测定系统（Promega，Madison，WI，USA）以分析荧光素酶活性。
RNA免疫沉淀（RIP）测定
使用 Magna RIP 试剂盒（Millipore，Billerica，MA，USA）进行 RIP 测定以确认靶向关系。简而言之，使用 RIP 裂解缓冲液裂解 SV40-MES13 细胞。将细胞裂解物 (100 µL) 与 RIP 免疫沉淀缓冲液一起孵育，其中包含与抗 Argonaute2 (Anti-Ago2) 或抗免疫球蛋白 G (Anti-IgG) 结合的磁珠。之后，用蛋白酶 K (Millipore) 消化珠子以去除蛋白质。最后，通过qRT-PCR分析circ_0000491和miR-455-3p的富集。
统计分析
来自至少 3 个独立实验的所有数据均显示为平均值 ± 标准差 (SD)，并由 GraphPad Prism 7 (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA) 进行分析。学生 t 检验和单向方差分析分别用于分析两组或更多组之间的差异。 P<0.05被认为具有统计学意义。
结果
circ_0000491在DN小鼠模型和HG诱导的SV40-MES13细胞中表达上调
小鼠 DN 模式下血糖和尿白蛋白排泄率随时间延长而增加，造模30 天血糖增加 2.80 倍（P=0.0021），造模60 天血糖增加 4.79 倍（P=0.0001），尿白蛋白排泄率通过造模30 天增加 3.34 倍（P=0.0001），造模 60 天增加 4.68 倍（P=0.0001）（图 1A 和 1B）。此外，在 DN 小鼠肾组织中，circ_0000491 表达在造模 30 天后升高了 2.86 倍（P=0.0196），在造模 60 天后升高了 4.53 倍（P=0.0007）（图 1C）。为了确定是否可以在循环中检测到 circ_0000491 (circHOMER1)，我们测试了它在 DN 患者血清中的表达。与对照组相比，DN患者血清样本中circHOMER1表达上调，晚期患者circHOMER1表达高于早期患者（图1D）， 表明循环 circHOMER1 可能与 DN 进展有关。我们还发现，在 SV40-MES13 细胞中，通过 HG 处理以时间依赖性方式增加了 circ_0000491 的表达（图 1E）。接下来，分析了 circ_0000491 在 SV40-MES13 细胞中的特征。来自 qRT-PCR 的数据显示 circ_0000491 对 RNase R 消化具有抗性（图 1F），表明 circ_0000491 的循环结构。此外，我们发现circ_0000491主要位于细胞质中（图1G）。
敲除 circ_0000491 可减轻 HG 诱导的 SV40-MES13 细胞凋亡、炎症、氧化应激和纤维化
研究 circ_0000491 在 DN 中的作用，用 NG、HG、HG + si-NC 或 HG + si-circ_0000491 处理 SV40-MES13 细胞。用 HG 处理后 SV40-MES13 细胞中 circ_0000491 的表达增加，而 si-circ_0000491 的转染逆转了 HG 对 circ_0000491 表达上调的影响（图 2A）。流式细胞仪用于评估circ_0000491是否可以调节SV40-MES13细胞的凋亡。如图 2B 所示，circ_0000491 减弱了 HG 诱导的 SV40-MES13 细胞凋亡。此外，通过蛋白质印迹法分析凋亡相关蛋白（Bcl-2，抗凋亡分子；Bax，促凋亡分子，Cleaved caspase-3，凋亡过程中的关键执行者）的相对表达水平。结果表明，HG 处理降低了 Bcl-2 的蛋白水平，增加了 Bax 和 Cleaved caspase-3 的蛋白表达，通过 circ_0000491（图 2C）可以逆转。 为了证实circ_0000491在体外炎症细胞因子中的作用，通过ELISA测试了SV40-MES13细胞中的IL-1β、IL-6和TNF-α。如图 2D-2F 所示，HG 组 SV40-MES13 细胞中 IL-1β、IL6 和 TNF-α 的水平明显升高，而 circ_0000491 缺乏能够抑制炎性细胞因子的水平。氧化应激是DN的特征之一。接下来，我们探讨了 circ_0000491 对 SV40-MES13 细胞氧化应激的影响。我们发现 HG 处理通过增加 ROS 生成和 LDH 活性以及降低 SOD 活性来增加氧化应激，这可以通过下调 circ_0000491 来减轻（图 2G-2I）。为了研究 circ_0000491 对 HG 诱导的 SV40-MES13 细胞纤维化的影响，检测了纤维化标志物（TGF-β1、α-SMA、FN、Col. I 和 Col. IV）的蛋白质水平。蛋白质印迹分析结果表明，HG 处理显着增加了 TGF-β1、α-SMA、FN、Col. I、 和 Col. IV，而 circ_0000491 敲低降低了纤维化相关蛋白的表达（图 2J）。
MiR-455-3p 是 circ_0000491 的直接目标
众所周知，circRNAs 通过与 miRNAs 相互作用发挥其功能。因此，我们使用starBase 搜索了circ_0000491 的目标miRNA。如图 3A 所示，miR-455-3p 具有与 circ_0000491 互补的结合序列。 qRT-PCR 的结果表明，转染 miR-455-3p 后 miR-455-3p 表达增加 2.66 倍（P<0.0001），转染 in-miR-455- 后 miR-455-3p 表达减少 63.33%（P=0.0171） 3p (图 3B)，表明 miR-455-3p 和 in-miR-455-3p 成功转染到 SV40-MES13 细胞中。接下来，进行双荧光素酶报告基因检测和 RIP 检测以验证 circ_0000491 和 miR-455-3p 之间的靶向关系。结果表明，与 miR-NC 组相比，miR-455-3p 的过表达导致 circ_0000491 WT 的荧光素酶活性显着降低 64.07%（P=0.0002），而 miR-455-3p 上调对 circ_0000491 MUT 的荧光素酶活性没有任何影响（图 3C）。 此外，RIP 分析表明，相对于抗 IgG 对照组，抗 Ago2 组的 circ_0000491 和 miR-455-3p 富集分别增加了 5.75 倍（P=0.0046）和 9.07 倍（P=0.0004）（图 3D），表明 miR-455-3p 是一个 circ_0000491 靶向 miRNA。此外，我们观察到 DN 小鼠肾组织中 miR-455-3p 的表达在治疗 30 天后降低了 37%（P=0.0137），在治疗 60 天后降低了 76.83%（P=0.0003）（图 3E）。同样，通过 HG 处理，miR-455-3p 的表达水平也随时间降低（图 3F）。此外，我们发现 circ_0000491 敲低增加了 miR-455-3p 的表达，通过下调 miR-455-3p 可以恢复（图 3G）。这些结果表明 circ_0000491 充当了 miR-455-3p 的海绵。
抑制 miR-455-3p 可逆转 circ_0000491 敲低在 HG 诱导的 SV40-MES13 细胞中的作用
基于上述发现，我们推测 circ_0000491 通过恢复 miR-455-3p 表达来抑制 DN 进展。为了验证这一假设，用 si-NC、si-circ_0000491、si-circ_0000491 + in-miR-NC 或 sicirc_0000491 + in-miR-455-3p 转染 SV40-MES13 细胞，然后用 HG 处理。在 HG 处理的 SV40-MES13 细胞中，与转染 circ_0000491 相比，转染 si-circ_0000491 可减少细胞凋亡，而与 si-circ_0000491 + in-miR 相比，共转染 si-circ_0000491 + in-miR-455-3p 可增加细胞凋亡-NC 组（图 4A）。此外，miR-455-3p 沉默 (si-circ_0000491 + in-miR-455-3p) 减弱了 circ_0000491 下调 (si-circ_0000491 + in-miR-NC 或 si-circ_0000491) 对促进 Bcl-2 表达和减少 HG 诱导的 SV40-MES13 细胞中的 Bax 和 Cleaved caspase-3 表达（图 4B）。此外， miR-455-3p 抑制 (si-circ_0000491 + in-miR-455-3p) 可以通过增加 IL-1β、IL 来中和 circ_0000491 敲低 (si-circ_0000491 + in-miR-NC 或 sicirc_0000491) 对炎症反应的抑制作用HG 暴露的 SV40-MES13 细胞中的 -6 和 TNF-α 水平（图 4C-4E）。同时，miR-455-3p 敲低 (sicirc_0000491 + in-miR-455-3p) 通过增加 ROS 生成和LDH 活性和降低 SOD 活性（图 4F-4H）。此外，circ_0000491 干扰（si-circ_0000491 + in-miR-NC 或 sicirc_0000491）对 TGF-β1、α-SMA、FN、Col.I 和 Col.IV 蛋白水平的抑制作用通过抑制 miR-455-被消除3p (si-circ_0000491 + in-miR-455-3p) (图 4I)。总之，这些数据表明 circ_0000491 敲低减弱了 HG 诱导的细胞凋亡、炎症、氧化应激， 通过上调 SV40-MES13 细胞中的 miR-455-3p 和纤维化。
Hmgb1 是 miR-455-3p 的直接靶标
为了研究 circ_0000491/miR-455-3p 的下游目标，使用了 DianaTools-microT_CDS。如图 5A 所示，Hmgb1 包含 miR455-3p 的互补结合位点。双荧光素酶报告基因分析表明，miR-455-3p 的过表达使 Hmgb1 3'UTR WT 的荧光素酶活性降低 68.00%（P=0.0003），而 Hmgb1 3'UTR MUT 的荧光素酶活性不受上调 miR- 的明显影响。 455-3p（图 5B）。然后蛋白质印迹分析表明，在 DN 小鼠的肾组织中，Hmgb1 蛋白表达在治疗 30 天后增加了 2.42 倍（P=0.0009），在治疗 60 天后增加了 3.05 倍（P=0.0001）（图 5C）。此外，在 HG 处理的 SV40-MES13 细胞中，Hmgb1 蛋白水平也以时间依赖性方式升高（图 5D）。接下来，我们探讨了 miR-455-3p 对 Hmgb1 表达的影响。我们发现 miR-455-3p 过表达抑制了 Hmgb1 的蛋白表达，通过添加 Hmgb1 (图 5E)。 随后，我们确定了 circ_0000491 是否充当 miR-455-3p 海绵来调节 Hmgb1。结果表明，静默circ_0000491 抑制了 SV40-MES13 细胞中 Hmgb1 的蛋白质表达，通过敲低 miR-455-3p 来恢复（图 5F），表明 circ_0000491 通过充当 miR-455-3p 的海绵正向调节 Hmgb1 表达.
Hmgb1 逆转 miR-455-3p 对 HG 诱导的 SV40-MES13 细胞凋亡、炎症、氧化应激和纤维化的影响
为了证明 miR-455-3p 直接靶向 Hmgb1 以在 HG 诱导的 SV40-MES13 细胞中发挥其功能，用 miR-NC、miR-455-3p、miR-455-3p + pcDNA 转染 SV40-MES13 细胞，或miR-455-3p + Hmgb1，然后用 HG 处理。在 HG 暴露的 SV40-MES13 细胞中，miR-455-3p 的过表达降低了细胞凋亡和 Bax 和 Cleaved caspase-3 的表达，并增加了 Bcl-2 的表达，而这些影响通过升高 Hmgb1 得以减弱（图 6A 和 6B）。此外，miR-455-3p 上调降低了 IL-1β、IL-6 和 TNF-α 水平，这可以通过过表达 Hmgb1 来消除（图 6C-6E）。此外，由 miR-455-3p 上调引起的 ROS 生成和 LDH 活性降低以及 SOD 活性增加被 Hmgb1 过表达逆转（图 6F-6H）。同时，转染 miR-455-3p 导致 TGF-β1、α-SMA、FN、Col. I 和 Col. IV 的表达降低，而与 Hmgb1 共转染可以抵消这种抑制作用（图 6I）。集体， miR-455-3p 通过靶向 Hmgb1 减少 HG 处理的 SV40-MES13 细胞的凋亡炎症、氧化应激和纤维化。
讨论
DN是糖尿病患者的微血管并发症，是导致慢性肾功能衰竭的主要原因[20]。肾脏纤维化通常被认为是 DN 的主要病理变化，目前尚无针对 DN 逆转纤维化的特异性治疗方法。 HG 诱导的细胞凋亡、氧化应激、ECM 积累和炎症是导致糖尿病患者肾损伤的主要机制[21,22]。因此，我们使用 HG 刺激的 SV40-MES13 细胞来模拟 DN 并研究 DN 的潜在分子机制。
最近，越来越多的 circRNA 被确定在发育过程中发挥关键作用，并且 circRNA 的失调与许多疾病相关[23,24]。已经发现一些circRNAs与DN相关，如circ_0080425[25]、 circ_0000064[26]、 circ_0000285[27].更重要的是，据报道 circ_0000491 在 DN 小鼠模型和 HG 模拟的小鼠系膜细胞中均显着增强，并且 circ_0000491 敲低抑制了 HG 诱导的小鼠系膜细胞中的 ECM 积累和纤维化[15]。然而，circ_0000491 在细胞凋亡、炎症和氧化应激中的作用尚未见报道。与此一致，在本研究中还显示了 circ_0000491 在 DN 小鼠模型和 HG 处理的 SV40-MES13 细胞中的表达升高。功能测定表明，circ_0000491 敲低抑制了 HG 诱导的 SV40-MES13 细胞中的细胞凋亡、炎性细胞因子的分泌、氧化应激和纤维化相关蛋白的表达。同样，关于 circ_WBSCR17 的研究介绍了 circ_WBSCR17 敲低可阻断 HG 诱导的肾小管细胞凋亡、炎症反应和纤维化[28]。此外，先前的一项研究表明，KCNQ1OT1 沉默减弱了 HG 引起的人系膜细胞氧化应激[28]。这些发现暗示细胞凋亡、氧化应激、炎症和纤维化是 DN 发展的关键特征。我们的数据表明 circ_0000491 可能促进细胞凋亡、氧化应激、炎症和纤维化，从而影响 DN。先前的报告显示，HG 诱导系膜细胞增殖 系膜细胞增殖和 12 小时和 24 小时，并在 48 和 72 小时减少系膜细胞增殖[29].在本研究中，我们选择 48 h 作为后续研究的时间点。因此，我们认为 circ_0000491 敲低可能会逆转 HG 介导的细胞增殖抑制。
最成熟的理论是位于细胞质中的 circRNA 可以作为 ceRNA 或天然 miRNA 海绵发挥作用，从而减少 miRNA 诱导的对其靶 mRNA 的抑制[30].在这项研究中，我们证明了 circ_0000491 主要位于细胞质中。因此，我们假设 circ_0000491 可能通过直接与 miRNA 结合来调节 DN 进展。通过生物信息学分析 (starBase) 和双荧光素酶报告基因和 RIP 分析，circ_0000491 被鉴定为 miR-455-3p 的海绵。先前的一项研究表明 miR-455-3p 在 HG 刺激的系膜细胞中下调，miR-455-3p 过表达通过靶向 ROCK2 抑制 HG 诱导的系膜细胞的生长、ECM 积累和上皮间质转化 (EMT)[18].此外，据报道 miR-455-3p 在 DN 小鼠模型和 HG 处理的小鼠系膜细胞中下调，miR-455-3p 抑制逆转了 Hottip 干扰对细胞生长、炎症和纤维化相关蛋白表达的抑制作用HG刺激的小鼠系膜细胞[31].与这些研究一致，我们观察到 miR455-3p 在 DN 和 HG 刺激的 SV40-MES13 细胞小鼠的肾组织中低表达，并且 miR-455-3p 下调推翻了 circ_0000491 沉默对细胞凋亡、氧化应激、炎症和纤维化。这些结果表明circ_0000491通过海绵化miR-455-3p在DN中发挥其功能。此外，circ_0000491 是否通过海绵化 miR-455-3p 调节系膜细胞将在我们未来的研究中讨论。
已知 miRNA 通过调节靶 mRNA 表达发挥其功能[32].因此，通过生物信息学分析（DianaToolsmicroT_CDS）预测了 miR-455-3p 的靶基因。接下来，双荧光素酶报告基因检测证明 Hmgb1 可作为 miR-455-3p 的靶标。进一步的分析发现，circ_0000491 通过海绵化 miR-455-3p 正向调节 Hmgb1 的表达。 Hmgb1 在 DN 中的功能作用之前在一些报告中提到过。例如，发现 Hmgb1 在 DN 患者中上调，并且 Hmgb1 敲低降低了促炎细胞因子对 HG 的响应上调[19].此外，陈等人。据报道，Hmgb1 沉默通过系膜细胞中的 TLR4/NF-κB 通路减弱 HG 触发的增殖、ECM 积累、氧化应激和炎症[33].此外，我们的论文还证明Hmgb1在DN小鼠模型和HG处理的SV40-MES13细胞中过表达，Hmgb1升高可以消除miR-455-3p对HG-细胞凋亡炎症、氧化应激和纤维化的抑制作用。诱导 SV40-MES13 细胞。
总之，在DN小鼠模型和HG处理的SV40-MES13细胞中，circ_0000491和Hmgb1高表达，miR-455-3p低表达。 circ_0000491 的敲低通过调节 miR-455-3p/Hmgb1 轴减弱了 HG 诱导的 SV40-MES13 细胞凋亡炎症、氧化应激和纤维化。我们的研究可能为 DN 的机制提供新的见解，并可能为 DN 治疗提供一个有希望的靶点。然而，未来的研究需要进一步阐明circ_0000491是否也适用于体内的生理功能。
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图例
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图 1. Circ_0000491 在 DN 小鼠模型和 HG 处理的 SV40-MES13 细胞中高度表达。 (A和B) DN小鼠模型注射链脲佐菌素0、30、60天后检测血糖和尿白蛋白排泄率。 (C) 通过 qRT-PCR 在 DN 小鼠模型的肾组织中测量 circ_0000491 的表达。 (D)通过qRT-PCR在健康受试者(对照)和临床分期(I、II、III和IV)的DN患者的血清中测量circHOMER1的表达。 (E) 通过 qRT-PCR 在用 5.5 mM 葡萄糖或 30 mM 葡萄糖处理不同时间（0、6、12、24 小时）的 SV40-MES13 细胞中检测 circ_0000491 的表达水平。 (F) 用 RNase R 处理后，通过 qRT-PCR 在 SV40-MES13 细胞中测量 circ_0000491 和 GAPDH mRNA 的表达水平。(G) 通过 qRT-PCR 分析 circ_0000491 在 SV40-MES13 细胞中的亚细胞定位。 *P<0.05。
[image: 60645;Fig 2]
图 2. Circ_0000491静默改善了 HG 诱导的 SV40-MES13 细胞凋亡、炎症、氧化应激和纤维化。 SV40-MES13 细胞分为 4 组：NG（5.5 mM 葡萄糖）、HG（30 mM 葡萄糖）、HG + si-NC 和 HG + sicirc_0000491。 (A) circ_0000491 的表达是通过 qRT-PCR 测量的。 (B) 通过流式细胞术分析细胞凋亡率。 (C) 使用蛋白质印迹法测定 Bcl-2、Bax 和 Cleaved caspase-3 的蛋白质水平。 (D-F) ELISA 用于检测 IL-1β、IL-6 和 TNF-α 的浓度。 (G-I) ROS 检测试剂盒、LDH 活性检测试剂盒和 SOD 活性检测试剂盒分别用于评估 ROS 生成、LDH 活性和 SOD 活性。 (J) 采用蛋白质印迹法检测 TGF-β1、α-SMA、FN、Col. I 和 Col. IV 的蛋白质水平。 *P<0.05。
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图 3. Circ_0000491 充当 miR-455-3p 的海绵。 (A) circ_0000491 和 miR-455-3p 之间的假定结合位点由 starBase 预测。 (B) 通过 qRT-PCR 在转染 miR-NC、miR-455-3p、in-miR-NC 或 in-miR-455-3p 的 SV40-MES13 细胞中检测 miR455-3p 的表达。 (C) 在与 circ_0000491 WT 或 circ_0000491 MUT 和 miR-455-3p 或 miR-NC 共转染的 SV40-MES13 细胞中测定荧光素酶活性。 (D) RIP 检测进一步验证了 miR-455-3p 和 circ_0000491 之间的关联。 (E) 注射链脲佐菌素 0、30 和 60 天后，通过 qRT-PCR 在 DN 小鼠模型的肾组织中分析 miR-455-3p 的表达。 (F) 用 5.5 mM 葡萄糖或 30 mM 葡萄糖处理不同时间 (0, 6, 12, 24 h) 的 qRT-PCR 检测 miR-455-3p 的丰度。 (G) 通过 qRT-PCR 在转染 si-NC、si-circ_0000491、si-circ_0000491 + in-miR-NC 的 SV40-MES13 细胞中检测 miR-455-3p 的表达， 或 sicirc_0000491 + in-miR-455-3p。 *P<0.05。
[image: 62500;Fig 4]
图 4. Circ_0000491 敲低通过在 SV40-MES13 细胞中形成 miR-455-3p 来减弱 HG 诱导的细胞凋亡、炎症、氧化应激和纤维化。用 si-NC、si-circ_0000491、si-circ_0000491 + in-miR-NC 或 si-circ_0000491 + in-miR-455-3p 转染 SV40-MES13 细胞，然后用 HG 处理。 (A) 使用流式细胞术分析细胞凋亡率。 (B) 通过蛋白质印迹法测定 Bcl-2、Bax 和 Cleaved caspase-3 蛋白水平。 (C-E) ELISA 用于检测 IL-1β、IL-6 和 TNF-α 的浓度。 (F-H) ROS 生成、LDH 活性和 SOD 活性分别通过 ROS 检测试剂盒、LDH 活性检测试剂盒和 SOD 活性检测试剂盒测量。 (I) 进行蛋白质印迹以检查 TGF-β1、α-SMA、FN、Col. I 和 Col. IV 的蛋白质水平。 *P<0.05。
[image: 63315;Fig 5]
图 5. Hmgb1 可以直接与 miR-455-3p 结合。 (A) DianaTools-microT_CDS 预测了 miR-455-3p 和 Hmgb1 3'UTR 的互补结合序列。 (B) miR-455-3p 和 Hmgb1 之间的相互作用通过双荧光素酶报告基因测定得到验证。 (C) DN小鼠模型注射链脲佐菌素0、30、60天后，通过蛋白质印迹法检测Hmgb1的蛋白表达。 (D) 在 SV40-MES13 细胞中, 在 NG 或 HG 处理下, 在不同时间点 (0, 6, 12, 24 h) 评估 Hmgb1 蛋白的表达。 (E) 进行蛋白质印迹以测量转染 miR-NC、miR-455-3p、miR-455-3p + pcDNA 或 miR-455-3p + Hmgb1 的 SV40-MES13 细胞中 Hmgb1 的蛋白质表达。 (F) 通过蛋白质印迹在转染 si-NC、si-circ_0000491、si-circ_0000491 + in-miRNC 或 si-circ_0000491 + in-miR-455-3p 的 SV40-MES13 细胞中测定 Hmgb1 的蛋白质表达。 *P<0.05。
[image: 64244;Fig 6]
图 6. MiR-455-3p 通过靶向 Hmgb1 抑制 HG 处理的 SV40-MES13 细胞的凋亡、炎症、氧化应激和纤维化。用 miR-NC、miR-455-3p、miR-455-3p + pcDNA 或 miR-455-3p + Hmgb1 转染 SV40-MES13 细胞，然后用 HG 处理。 (A) 通过流式细胞术测定细胞凋亡。 (B) 通过蛋白质印迹法测定 Bcl-2、Bax 和 Cleaved caspase-3 的蛋白质表达水平。 (C-E) 通过 ELISA 测量 IL-1β、IL-6 和 TNF-α 的分泌。 (F-H) 分别使用 ROS 检测试剂盒、LDH 活性检测试剂盒和 SOD 活性检测试剂盒评估 ROS 生成、LDH 活性和 SOD 活性。 (I) 进行蛋白质印迹以量化 TGF-β1、α-SMA、FN、Col. I 和 Col. 的蛋白质水平 *P<0.05。
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