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[摘要] 目的　探讨miR-15b-5p靶向叉头框蛋白O1(FOXO1)对缺氧/复氧(H/R)诱导的人肾小管上皮细胞(HK-2)损伤

的调控作用及其机制。方法　取对数生长期HK-2细胞，设置：(1)对照组(正常培养)与H/R组(H/R诱导培养)。倒置显微

镜下观察HK-2细胞形态，采用实时荧光定量PCR(qRT-PCR)检测mi-15b-5p、FOXO1 mRNA 的表达，Western blotting 检测

FOXO1蛋白的表达。(2)对照组(正常培养)、H/R组(H/R诱导培养)、H/R+mimic对照组(转染mimic对照质粒后H/R诱导

培养)、H/R+miR-15b-5p mimic 组(转染miR-15b-5p mimic 后H/R诱导培养)、H/R+miR-15b-5p mimic+OE-NC 组(共转染miR-

15b-5p mimic和OE-NC质粒后H/R诱导培养)与H/R+miR-15b-5p mimic+OE-FOXO1组(共转染miR-15b-5p mimic和FOXO1过

表达质粒后 H/R 诱导培养)。采用 qRT-PCR 检测 mi-15b-5p 的表达，Western blotting 检测 FOXO1、cleaved caspase-3、Bax、

Bcl-2蛋白的表达，CCK-8法检测细胞活力，TUNEL染色检测细胞凋亡情况。(3)对照组(正常培养)、H/R组(H/R诱导培

养)、H/R+miR-15b-5p mimic 组(转染 miR-15b-5p mimic 后 H/R 诱导培养)与 H/R+miR-15b-5p mimic+OE-FOXO1 组(共转染

miR-15b-5p mimic 和 OE-FOXO1 后 H/R 诱导培养)。采用 Western blotting 检测 LC3、p62、Beclin-1 蛋白的表达，LC3 免疫荧

光检测细胞自噬水平。双荧光素酶报告实验检测miR-15b-5p与FOXO1之间的靶向关系。结果　倒置显微镜下观察显示，

对照组细胞数量较多，细胞大多呈典型鹅卵石形态，铺路石状生长；H/R组大部分细胞收缩变圆，贴壁细胞数量明显减

少。与对照组比较，H/R组miR-15b-5p表达水平明显降低，FOXO1 mRNA和蛋白表达水平明显升高(P<0.05)。荧光素酶报

告实验结果显示miR-15b-5p直接靶向作用于FOXO1的3'-UTR。miR-15b-5p过表达抑制H/R诱导的HK-2细胞活力，降低细

胞凋亡，抑制细胞自噬(P<0.05)。与H/R+miR-15b-5p mimic组相比，H/R+miR-15b-5p mimic+OE-FOXO1组HK-2细胞存活率

降低，细胞凋亡和自噬水平增高(P<0.05)。结论　miR-15b-5p通过靶向抑制FOXO1降低细胞自噬减缓H/R诱导的HK-2细

胞损伤。
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[Abstract] Objective　To investigate the role and underlying mechanism of miR-15b-5p on hypoxia/reoxygenation (H/R) 

induced human renal tubular epithelial cell (HK-2) injury by targeting forkhead box O1 (FOXO1). Methods　HK-2 cells in the log 

growth phase were set up as follows: (1) control group (normal culture) and H/R group (H/R induced culture). The expressions of 

miR-15b-5p and FOXO1 mRNA were detected using qRT-PCR, and the protein expression of FOXO1 was detected using Western 

blotting. (2) Control group (normal culture), H/R group (H/R induced culture), H/R+mimic control group (cells transfected with 
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mimic control then induced by H/R), H/R+miR-15b-5p mimic group (cells transfected with miR-15b-5p mimic then induced by H/R), 

H/R+miR-15b-5p mimic+OE-NC group (cells co-transfected with miR-15b-5p mimic and OE-NC plasmid, then induced by H/R), 

and H/R+miR-15b-5p mimic+OE-FOXO1 group (cells co-transfected with miR-15b-5p mimic and FOXO1 overexpression plasmid, 

then induced by H/R). The expression of miR-15b-5p was detected using qRT-PCR, and the protein expressions of FOXO1, cleaved 

caspase-3, Bax, and Bcl-2 were detected using Western blotting. CCK-8 assay was used to detect cell viability. Cell apoptosis was 

measured by the TUNEL method. (3) Control group (normal culture), H/R group (H/R induced culture), H/R+miR-15b-5p mimic 

group (cells transfected with miR-15b-5p mimic then induced by H/R), and H/R+miR-15b-5p mimic+OE-FOXO1 group (cells 

co-transfected with miR-15b-5p mimic and FOXO1 overexpression plasmid, then induced by H/R). The protein expressions of LC3, 

p62 and Beclin1 were detected using Western blotting. LC3 immunofluorescence was used to detect the cell autophagy. The target 

reaction between miR-15b-5p and FOXO1 was assessed using dual luciferase reporting assay. Results　 Under an inverted 

microscope, it was observed that the control group had a higher number of cells, most of which were in a typical cobblestone shape and 

grew in a cobblestone-like manner; most of the cells in the H/R group contracted and became round, with a significant decrease in the 

number of adherent cells. In H/R-induced HK-2 cells, miR-15b-5p was significantly down-regulated, while miRNA and protein 

expression of FOXO1 was up-regulated (P<0.05). Luciferase assay results showed that miR-15b-5p directly targeted the 3'-UTR of 

FOXO1. Overexpression of miR-15b-5p increased cell viability, reduced cell apoptosis, and decreased autophagy in H/R-induced HK-2 

cells (P<0.05). Compared with H/R+miR-15b-5p mimic group, the viability of HK-2 cells was decreased, the apoptosis and 

autophagy level were increased in H/R+miR-15b-5p mimic+OE-FOXO1 group (P<0.05). Conclusion　 miR-15b-5p inhibited 

autophagy and alleviated H/R-induced HK-2 cell injury by targeting FOXO1. 

[Key words] miR-15b-5p; forkhead box O1; human renal tubular epithelial cells; hypoxia/reoxygenation; autophagy

急性肾损伤(acute kidney injury，AKI)是威胁人类

健康的危重疾病，其主要特征为肾功能急剧下降和

肾脏损伤[1]。肾脏缺血再灌注损伤(ischemia reperfusion 
injury，IRI)是导致AKI的主要原因之一[2]。目前临床

上尚缺少防治 IRI 发生的有效药物，因此探索 IRI 的
发病机制、寻找新型治疗靶点具有重要的临床意义。

叉头框蛋白 O1(forkhead box O1，FOXO1)是 FOXOs
转录因子蛋白家族的一个亚型。作为FOXOs家族中

最早被发现的成员，FOXO1可与细胞核内DNA上的

反应元件相结合，参与细胞代谢、分化、凋亡等信

号转导的调节[3]。既往研究发现，FOXO1 在肾纤维

化、糖尿病肾病、肾炎等多种肾脏疾病中发挥作

用[4]，且在肾脏 IRI中呈高表达，抑制FOXO1可通过

抑制自噬缓解 I/R 损伤[5]。有研究发现，多种微小

RNA(microRNA，miRNA)可通过靶向调节 FOXO1 参

与不同疾病的调节[6]。miR-15b-5p在慢性肾病和糖尿

病肾病患者血清中的表达明显降低，但在缺氧再灌

注引起的肾损伤中的作用及其机制尚不明确[7-8]。本

研究以人肾小管上皮细胞HK-2为研究对象，建立缺

氧/复氧(hypoxia/reoxygenation，H/R)诱导的 HK-2 细

胞损伤模型，探讨 miR-15b-5p 通过靶向 FOXO1 对

H/R诱导的HK-2细胞损伤的调控作用及其机制。

1　材料与方法

1.1　材料及试剂　人肾小管上皮细胞株 HK-2 购自

武汉普诺赛生物科技有限公司；胎牛血清、DMEM、

F12 培养基购自美国 Gibco 公司；Trizol 试剂购自美

国 Life Technology 公司；PCR 引物、miR-15b-5p 模拟

物(miR-15b-5p mimic)、pcDNA3.1 质粒购自上海生工

生物工程有限公司；抗 FOXO1、活化胱天蛋白酶-3
(cleaved caspase-3)、Bax、Bcl-2、LC3、p62、Beclin-1、
β-肌动蛋白(β-actin)抗体及辣根过氧化物酶(HRP)标
记的山羊抗兔 IgG 二抗购自英国 Abcam 公司；双荧

光素酶报告基因试剂盒、pGL3荧光素酶载体购自美

国 Promega 公 司 ； LipofectamineTM 3000 购 自 美 国

Invitrogen公司；TUNEL细胞凋亡检测试剂盒购自武

汉博士德生物工程有限公司。

1.2　方法

1.2.1　HK-2 细胞 H/R 模型建立及实验分组　HK-2
细胞培养于含 10% 胎牛血清的 DMEM/F12(1:1)培养

基中，置于 37 °C、5% CO2培养箱中培养。每 2~3 d，
当细胞贴壁密度达到85%左右时传代1次。

(1)取对数生长期HK-2细胞，设置对照组与H/R
组。对照组细胞正常培养，H/R 组细胞进行H/R 诱

导培养，即将细胞置于含有 95% N2+5% CO2的密闭

容器中缺氧培养4 h，随后于含5% CO2的常规细胞培

养箱中培养。倒置显微镜下观察HK-2细胞形态，并

拍 片 ； 采 用 实 时 荧 光 定 量 PCR(qRT-PCR) 检 测

mi-15b-5p、FOXO1 mRNA的表达，Western blotting检
测FOXO1蛋白的表达。

(2)取对数生长期HK-2细胞，随机分为6组：对

照组 (正常培养)、H/R 组 (H/R 诱导培养)、H/R+
mimic对照组(转染mimic对照后进行H/R诱导培养)、
H/R+miR-15b-5p mimic组(转染miR-15b-5p mimic后进

行 H/R 诱导培养)、H/R+miR-15b-5p mimic+OE-NC
组(共转染miR-15b-5p和OE-NC质粒后进行H/R诱导
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培养)、H/R+miR-15b-5p mimic+OE-FOXO1 组 (共转

染miR-15b-5p mimic和OE-FOXO1后进行H/R诱导培

养)。细胞转染过程按照 LipofectamineTM 3000 说明书

步骤，按照分组分别在HK-2细胞中转染 100 nmol的
mimic 对照、miR-15b-5p mimic、空载质粒 pcDNA3.1
(OE-NC) 或 FOXO1 过 表 达 质 粒 pcDNA3.1-FOXO1
(OE-FOXO1)。采用 qRT-PCR检测mi-15b-5p的表达，

Western blotting 检测 FOXO1、cleaved caspase-3、Bax、
Bcl-2蛋白的表达，CCK-8法检测细胞活力，TUNEL
检测细胞凋亡情况。

(3)取对数生长期HK-2细胞，随机分为4组：对

照组 (正常培养)、H/R 组 (H/R 诱导培养)、H/R+
miR-15b-5p mimic组(转染miR-15b-5p mimic后进行H/R
诱导培养)、 H/R+miR-15b-5p mimic+OE-FOXO1 组

(共转染 miR-15b-5p mimic 和 OE-FOXO1 后进行 H/R
诱导培养)。采用 Western blotting 检测 LC3、 p62、
Beclin-1 蛋白的表达，LC3 免疫荧光检测细胞自噬

水平。

1.2.2　qRT-PCR 检测 FOXO1 mRNA 和mi-15b-5p的表

达　采用 Trizol 试剂提取 HK-2 细胞总 RNA，并反转

录成模板 cDNA。采用SYBR Green进行qRT-PCR。反

应体系 (20 μl)： SYBR Green Mix 10 μl、上游引物

0.5 μl、下游引物 0.5 μl、模版 cDNA 1 μl 和 ddH2O 
8 μl。反应条件：95 ℃ 10 min；95 ℃ 15 s，54 ℃ 
10 s，72 ℃ 30 s，30 个循环；72 ℃延伸 5 min。引物

序列：FOXO1 上游 5'-CAGCAAATCAAGTTATGGAG
GA-3'，下游 5'-TATCATTGTGGGGAGGAGAGTC-3'；
β‐actin 上 游 5'-CATGTACGTTGCTATCCAGGC-3'，
下游5'-CTCCTTAATGTCACGCACGAT-3'；miR-15b-5p
上游5'-ATGAACTTTCTCTGTCTTGG-3'，下游5'-TC
ACCGCCTCGGCTTGTCACA-3'；U6 上游 5'-CTCGC
TTCGGCAGCACA-3'，下游 5'-AACGCTTCACGAAT
TTGCGT-3'。所用引物由上海生工生物工程有限公

司设计合成。以β-actin 和 U6 为内参，采用 2-ΔΔCt法

分别计算FOXO1 mRNA和miR-15b-5p的表达量。

1.2.3　Western blotting 检测相关蛋白的表达　采用

RIPA 细胞蛋白裂解液裂解 HK-2 细胞，提取细胞总

蛋白，使用BCA试剂盒测定蛋白浓度。同等量蛋白

经 SDS-PAGE 电泳后，进行电转膜，随后用 5% 脱脂

奶 粉 室 温 封 闭 2 h。 分 别 加 入 FOXO1(1:1000)、
cleaved caspase-3(1:500)、Bax(1:1000)、Bcl-2(1:2000)、
LC3(1:2000)、p62(1:10 000)、Beclin-1(1:1000)、β-actin 
(1:5000)蛋白一抗于 4 ℃孵育过夜，漂洗后加入HRP
标记的山羊抗兔 IgG 二抗，室温孵育 1 h。滴加 ECL
化学发光液，凝胶成像分析系统成像，结果采用

ImageJ 图像处理软件分析，以β-actin 为内参，计算

目的蛋白相对表达水平。

1.2.4　CCK-8法检测细胞活力　在各组HK-2细胞中

加入CCK-8试剂与细胞培养基的培养液(1:10)，设置

只含培养基而无细胞的空白组，37 °C孵育4 h，用酶

标仪检测490 nm波长处的吸光度(A)值，计算细胞存

活率。细胞存活率(% ) = (A 实验组－A 空白组)/(A 对照组－

A 空白组)×100%。

1.2.5　TUNEL染色检测细胞凋亡情况　取各组HK-2
细胞，用 4%多聚甲醛溶液室温下固定 30 min；加入

蛋白酶 K 在 37 ℃下消化 10 min；TBS 清洗后，加入

末端脱氧核糖核酸转移酶(terminal deoxynucleotidyl 
transferase，TdT)和生物素标记的脱氧尿苷三磷酸

(biotin-dTUP，BIO-dUTP)标记 2 h；加入链霉亲和素

(streptavidin-biotin complex，SABC)稀释液在 37 ℃下

反应 30 min，随后用DAPI染色液复染。最后于荧光

显微镜下观察并拍片。

1.2.6　LC3 免疫荧光检测细胞自噬水平　取各组

HK-2细胞，加入多聚甲醛溶液固定15 min；加入5%
胎牛血清后室温封闭 1 h，按说明加入稀释的LC3蛋

白一抗(稀释倍数 1:100) 4 ℃孵育过夜；加入二抗室

温孵育 1 h；滴加DAPI避光孵育 5 min染核，清洗后

在荧光显微镜下观察并记录细胞的荧光强度。

1.2.7　双荧光素酶报告基因实验　采用TargetScan在

线 软 件 (https://www. targetscan. org/vert_72/) 预 测

FOXO1 与 miR-15b-5p 的靶向结合位点。根据预测结

果，对FOXO1的 3'-UTR区与miR-15b-5p的靶向结合

序列进行序列突变。将 FOXO1 的野生(WT)序列和

突变(MUT)序列克隆到荧光素酶报告载体 pGL3 中，

构建 FOXO1-WT 和 FOXO1-MUT 表达质粒。将对数

期生长的 HK-2 细胞接种于 24 孔板中，接种密度为

1×106个/ml，采用LipofectamineTM 3000将FOXO1-WT
或 FOXO1-MUT 与 miR-15b-5p mimic 或 mimic 对照共

转染HK-2细胞。培养48 h后用双荧光酶检测系统测

定荧光素酶活性。

1.3　统计学处理　采用GraphPad Prism 7.01软件进行

统计分析。所有实验数据均以 x̄±s表示，两组间比较

采用 t 检验，多组间比较采用单因素方差(one-way 
ANOVA)分析，进一步两两比较采用Bonferroni检验。

P<0.05为差异有统计学意义。

2　结　　果

2.1　H/R诱导的HK-2细胞形态　倒置显微镜下观察

显示，对照组细胞数量较多，细胞大多呈典型鹅卵

石形态，铺路石状生长；H/R 组大部分细胞收缩变

圆，贴壁细胞数量明显减少(图1)。
2.2　miR-15b-5p、FOXO1在H/R诱导的HK-2细胞中

的表达情况　与对照组比较，H/R 组 HK-2 细胞中

miR-15b-5p 表 达 水 平 明 显 降 低 (P<0.05， 图 2A)，
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FOXO1 mRNA和FOXO1蛋白表达水平明显升高，差

异有统计学意义(P<0.05，图2B、C)。
2.3　miR-15b-5p与FOXO1靶向结合　TargetScan 在线

软件预测结果显示，miR-15b-5p 与 FOXO1 的 3'-UTR
区有靶向结合的位点(图 3A)。双荧光素酶报告实验

检测结果显示，miR-15b-5p mimic 可明显降低共转染

FOXO1-WT 的 HK-2 细胞的荧光素酶活性 (P<0.05)，
而 miR-15b-5p mimic 与 FOXO1-MUT 共转染的 HK-2 细

胞荧光素酶活性未见明显变化(P>0.05，图3B)。

2.4　miR-15b-5p 对 H/R 诱导的 HK-2 细胞活性的影

响　与对照组比较，H/R 组细胞中 miR-15b-5p 表达

水平明显降低，FOXO1蛋白表达水平明显升高，细

胞存活率明显降低(P<0.05)；与 H/R 组比较，H/R+
miR-15b-5p mimic组HK-2细胞中miR-15b-5p表达水平

明显升高，FOXO1蛋白表达水平明显降低，细胞存

活率明显升高(P<0.05)；与 H/R+miR-15b-5p mimic 组
比较，H/R+miR-15b-5p mimic+OE-FOXO1 组 HK-2 细

胞中FOXO1蛋白表达水平明显升高，细胞存活率明

显降低(P<0.05，图4)。
2.5　miR-15b-5p 对 H/R 诱导的 HK-2 细胞凋亡的影

响　TUNEL 和 Western blotting 检测结果显示，与对

照组比较，H/R 组细胞凋亡率以及凋亡相关蛋白

cleaved caspase 3、Bax表达水平明显升高(P<0.05)，抗

凋亡蛋白 Bcl-2 表达水平明显降低(P<0.05)；与 H/R
组比较，H/R+miR-15b-5p mimic 组细胞凋亡率以及

凋亡相关蛋白 cleaved caspase 3、Bax 表达水平降低

(P<0.05)，抗凋亡蛋白 Bcl-2 表达水平升高(P<0.05)；
与 H/R+miR-15b-5p mimic 组比较，H/R+miR-15b-5p 
mimic+OE-FOXO1 组细胞凋亡率以及凋亡相关蛋白

cleaved caspase 3、Bax表达水平升高(P<0.05)，抗凋亡

蛋白Bcl-2表达水平降低(P<0.05，图5)。
2.6　miR-15b-5p 对 H/R 诱导的 HK-2 细胞自噬的影

响　与对照组比较，H/R 组 HK-2 细胞中 LC3-Ⅱ/
LC3-Ⅰ比值及 Beclin-1 蛋白表达水平明显增高，p62
蛋白表达水平明显降低(P<0.05)；与 H/R 组比较，

图1　倒置显微镜下观察HK-2细胞形态(×200)
Fig. 1　 Observation of HK-2 cell morphology under inverted 
microscope (×200)

FOXO1. 叉头框蛋白O1；A. 两组miR-15b-5p表达水平比较；B. 两组FOXO1 mRNA表达水平比较；C. 两组FOXO1蛋白表达水平比较；

与对照组比较，(1)P<0.05

图2　miR-15b-5p、FOXO1在H/R诱导的HK-2细胞中的表达情况(n=6)
Fig.2　Expression of miR-15b-5p and FOXO1 in hypoxia/reoxygenation (H/R) induced HK-2 cells (n=6)

FOXO1. 叉头框蛋白O1；A. FOXO1野生型(WT)和突变型(MUT)与miR-15b-5p的结合位点；B. FOXO1与miR-15b-5p的靶向关系验证；

与Mimic对照组比较，(1)P<0.05

图3　miR-15b-5p与FOXO1的靶向关系验证(n=6)
Fig.3　Verification of the targeting interaction between miR-15b-5p and FOXO1 (n=6)
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H/R+miR-15b-5p mimic组HK-2细胞中LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ
比值及Beclin-1蛋白表达水平明显降低(P<0.05)，p62
蛋白表达水平明显升高(P<0.05)；与H/R+miR-15b-5p 
mimic 组比较，H/R+miR-15b-5p mimic+OE-FOXO1组

HK-2细胞中LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ比值及Beclin-1蛋白表达

水平明显增高(P<0.05)，p62蛋白表达水平明显降低

(P<0.05)(图6A)。
LC3免疫荧光检测结果显示，对照组HK-2细胞

中绿色荧光斑点较少，H/R组HK-2细胞中绿色荧光

斑点明显聚集。与 H/R 组比较，H/R+miR-15b-5p 
mimic 组中荧光斑点减少。与 H/R+miR-15b-5p mimic
组比较，H/R+miR-15b-5p mimic+OE-FOXO1 组中绿

色荧光斑点增多(图6B)。

3　讨　　论

肾脏 IRI可引起代谢失衡、系统炎症及细胞凋亡

等，继而导致 AKI[9]。探索 IRI 发生发展的分子机制

是预防和治疗 AKI 的工作重点。肾小管上皮细胞分

化良好、代谢旺盛，对缺血和缺氧高度敏感[10]。在

肾功能损伤时肾小管是较早出现损伤的部位，因此

本研究选用肾小管上皮细胞构建 H/R 模型，研究

miR-15b-5p对H/R诱导HK-2细胞损伤的作用，探讨

miR-15b-5p参与 IRI发生发展的机制。

有研究发现，miRNA 参与糖尿病肾病、肾移植

损伤、肾纤维化、AKI 等多种肾脏疾病的调控[11]。

近年来研究表明，miRNA 广泛参与 IRI 的发生和发

展。在缺血再灌注诱导的 AKI 小鼠模型中，上调

miR-20b-5p 可通过抑制铁死亡、减轻炎症及肾纤维

化，从而延缓 IRI 的进展[12]。miR-6198-5p 可通过抑

制肾小管上皮细胞凋亡，减缓缺血再灌注引起的肾

损伤[13]。罗庆琳等[14]报道，miR-141-3p 能够通过促

进肾小管上皮细胞焦亡而减缓小鼠 IRI损伤。miRNA
是一类高度保守的非编码单链RNA，不直接参与基

因的转录和翻译过程，而是通过与下游目标靶基因

3'-UTR 区特异性结合，阻止或抑制靶基因 mRNA 的

蛋白翻译过程[15]。FOXO1作为转录因子参与多种肾

脏疾病的病理机制，在肾脏 IRI 中也可发挥重要作

用[16]。本研究探讨 miR-15b-5p/FOXO1 调节轴在 IRI
中的作用，发现FOXO1在肾小管上皮细胞HK-2 H/R
模型中表达上调，与既往研究一致[5]。同时miR-15b-5p
在H/R诱导的HK-2细胞中表达下调。双荧光素酶报

告实验结果显示 miR-15b-5p 能够靶向结合到 FOXO1
的 3'-UTR 区。以上结果提示 miR-15b-5p 可能参与肾

脏 IRI的调控。

本研究发现，在 H/R 诱导下肾小管上皮细胞

HK-2 的细胞存活率下降，同时细胞凋亡率明显升

高，凋亡相关蛋白 cleaved caspase-3、Bax 表达上调，

抗凋亡蛋白Bcl-2表达下调，表明细胞活力降低和过

度凋亡是H/R导致肾小管上皮细胞损伤的作用机制

之一。miR-15b-5p 的过表达可明显提升 H/R 诱导的

细胞活力，降低细胞凋亡率，提示 miR-15b-5p 可缓

解 H/R 刺激对 HK-2 细胞的损伤，且 FOXO1 过表达

实验结果提示miR-15b-5p对HK-2细胞损伤的调节作

用是通过靶向抑制FOXO1表达产生的。

细胞自噬是程序性细胞死亡的一种，是真核细

胞通过溶酶体吞噬异常状态的细胞器、蛋白质等造

成细胞死亡而进行自我降解的过程；该过程广泛存

在于多种疾病的病理进程中，在肾脏 IRI中也发挥重

FOXO1. 叉头框蛋白O1；A. 各组miR-15b-5p表达水平比较；B. 各组FOXO1蛋白表达水平比较；C. 各组细胞存活率比较；与对照组比

较，(1)P<0.05；与H/R组比较，(2)P<0.05；与H/R+miR-15b-5p mimic组比较，(3)P<0.05

图4　MiR-15b-5p对H/R诱导的HK-2细胞活力的影响(n=6)
Fig.4　Effect of miR-15b-5p on viability of hypoxia/reoxygenation (H/R) induced HK-2 cells (n=6)
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要作用[17-18]。有研究发现，FOXO1 在心肌病、糖尿

病、脑 IRI 等疾病中对细胞自噬具有调控作用[19-21]；

在缺血再灌注肾损伤大鼠中高表达的FOXO1可促进

细胞自噬[5]。自噬过程中Ⅰ型 LC3 蛋白在经过泛素

样修饰后，结合磷脂酰乙醇胺形成脂溶性的Ⅱ型

LC3蛋白，促进自噬泡膜的延伸和自噬体的成熟[22]。

p62衔接蛋白与LC3结合，转移至自噬体后降解，与

自噬的活性呈负相关[23]。Beclin-1是自噬调节的关键

因子之一，可通过招募其他相关蛋白促进自噬前体

的形成[24]。本研究发现，过表达 miR-15b-5p 可提升

H/R 诱导的 HK-2 细胞中 LC3-Ⅰ、p62 的表达，抑制

LC3-Ⅱ、Belin-1 的表达。进一步通过免疫荧光法检

测发现 miR-15b-5p 过表达可明显抑制 H/R 诱导的

HK-2细胞自噬，该结果与miR-15b-5p在骨质疏松动

物模型中对自噬的抑制作用一致[25]。同时，FOXO1
过表达质粒的共转染促进了HK-2细胞的自噬，提示

miR-15b-5p 是通过抑制 FOXO1 而降低 H/R 诱导的

HK-2细胞自噬。

综上所述，本研究发现，miR-15b-5p 可通过靶

向FOXO1抑制细胞自噬，减缓H/R诱导的肾小管上

皮细胞损伤，为肾脏 IRI及AKI的有效防治提供了目

标靶点与理论基础。但本研究仅在细胞模型中探讨

了 miR-15b-5p 对 H/R 诱导自噬的作用，未来仍需进

一步在动物模型中进行验证，并探讨 miR-15b-5p 对

肾脏 IRI中炎症、能量代谢等机制的作用。
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