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［摘 要］ 目的：探讨 tRNA衍生片段AsnGTT⁃33（tRNA⁃derived fragment AsnGTT⁃33，tRF⁃AsnGTT⁃33）在阿霉素（adriamycin，
ADR）肾病小鼠足细胞损伤中的作用和机制。方法：尾静脉一次性注入ADR（10 mg/kg），构建ADR肾病小鼠模型，尾静脉注射

tRF⁃AsnGTT⁃33腺相关病毒（adeno⁃associated virus，AAV）0.5 mL/只实现体内过表达，采用肌氨酸氧化酶法检测小鼠血清肌酐

（serum creatinine，Scr）、脲酶法检测血尿素氮（blood urea nitrogen，BUN）、苏木精和伊红染色（hematoxylin and eosin staining，HE）
和过典酸⁃雪芙染色（periodic acid⁃schiff stain，PAS）观察肾小球及肾小管损伤程度，并通过qPCR 和Western blot 分析足细胞标

志物Nephrin和Podocin的表达变化。体外以1 mg/L ADR 诱导足细胞损伤，转染 tRF⁃AsnGTT⁃33 mimic后，通过qPCR和Western
blot 检测细胞内 nephrin和 podocin表达变化。基于miRDB数据库预测RAB21为靶基因，检测足细胞及小鼠肾脏组织中 tRF⁃
AsnGTT⁃33过表达对RAB21表达的影响。结果：ADR肾病小鼠肾组织 tRF⁃AsnGTT⁃33表达显著下调，伴随 Scr、BUN 升高，

nephrin和podocin表达降低，肾脏病理损伤加重，如肾小球基底膜增厚、肾小管内可见蛋白管型、间质纤维化等；tRF⁃AsnGTT⁃33
过表达可显著降低Scr及BUN水平，减轻病理损伤，上调Nephrin和Podocin的表达。ADR诱导的足细胞中 tRF⁃AsnGTT⁃33表达

下调，且Nephrin和Podocin表达下降，tRF⁃AsnGTT⁃33过表达后Nephrin和Podocin表达升高。tRF⁃AsnGTT⁃33过表达后足细胞

及小鼠肾脏组织中RAB21表达均显著下调。结论：tRF⁃AsnGTT⁃33可能通过靶向调控 RAB21减轻ADR诱导的足细胞损伤，为

寻找慢性肾脏病治疗靶点提供理论依据。
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［Abstract］ Objective：To investigate the role and mechanism of the tRNA ⁃derived fragment AsnGTT ⁃ 33（tRF ⁃AsnGTT ⁃ 33）in
podocyte injury within a murine model of adriamycin（ADR）⁃induced nephropathy. Methods：An ADR nephropathy mouse model was
established via a single tail vein injection of ADR（10 mg/kg）. tRF⁃AsnGTT⁃33 adeno⁃associated virus（AAV）（0.5 mL per mouse）was
administered via tail vein to achieve in vivo overexpression. Renal function was assessed by measuring serum creatinine（Scr）levels
using the sarcosine oxidase method and blood urea nitrogen（BUN）levels using the urease method. Renal pathological injury was
evaluated by hematoxylin and eosin staining（HE）and periodic acid⁃schiff staining（PAS）to observe glomerular and tubular damage.
The mRNA and protein expression levels of the podocyte markers nephrin and podocin were analyzed by quantitative PCR（qPCR）and
Western blot，respectively. In vitro，podocyte injury was induced by 1 mg/L ADR. Following transfection with a tRF⁃AsnGTT⁃33 mimic，
the expression levels of nephrin and podocin were detected by qPCR and Western blot. The miRDB database was used to predict Ras⁃
related protein RAB21 as a potential target gene. The effect of tRF⁃AsnGTT⁃33 overexpression on RAB21 expression was subsequently
examined in both cultured podocytes and mouse renal tissues. Results：Renal tissues from ADR nephropathy mice exhibited
significantly downregulated tRF⁃AsnGTT⁃33 expression，accompanied by markedly elevated Scr and BUN levels，reduced expression of
nephrin and podocin，and aggravated renal pathological injury，including thickening of the glomerular basement membrane，
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慢性肾脏病（chronic kidney disease，CKD）已成

为威胁人类健康的全球性重大公共卫生问题，其发

病率高、并发症多、死亡率高，且近些年有年轻化趋

势，目前尚无有效根治手段［1］。研究表明，蛋白尿是

影响CKD进展的独立危险因素［2］。足细胞损伤与蛋

白尿的产生密切相关［3］。由于足细胞的修复和再生

能力有限，其损伤程度是影响CKD预后的主要决定

因素［4-5］。因此，研究足细胞损伤的分子机制对诊治

CKD及改善患者预后具有重要意义。

转运RNA（transfer RNA，tRNA）衍生片段（tRNA⁃
derived RNA fragment，tRF）是一类从成熟 tRNA 或

tRNA前体经特定核酸酶（如Dicer、ANG等）切割所

产生的短链非编码 RNA，长度通常为 14~30个核

苷酸［6］。研究表明，tRF在细胞应激、蛋白质翻译、细

胞增殖、DNA 损伤调节和表观遗传修饰调节等方面

有着重要作用［7-11］。在疾病诊疗领域，tRF在肿瘤性疾

病、神经退行性疾病、心血管疾病等多种人类疾病中

展现出巨大的临床应用潜力。然而，tRF在肾脏领域

中的功能探索仍处于起步阶段。

本课题组前期应用阿霉素（adriamycin，ADR）诱
导足细胞损伤模型，通过高通量测序技术筛选出

203条差异表达的 tRF，其中101条上调，102条下调，

基因本体（Gene Ontology，GO）和京都基因与基因组

百科全书（Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes，
KEGG）通路分析提示这些差异表达的 tRF参与了众

多与足细胞损伤相关的信号通路，如Ras 信号通路、

Wnt 信号通路、PI3K⁃Akt 信号通路等［12］。其中，tRF⁃
AsnGTT⁃33表达下调最为显著，因此本研究探讨其在

ADR肾病足细胞损伤中的作用和分子机制，以期为开

发以tRF为靶点的CKD精准治疗策略提供理论基础。

1 材料和方法

1.1 材料

胎牛血清（WISENT公司，加拿大）；青霉素⁃链

霉素溶液（HyClone公司，美国）；RPMI1640培养基、胰

酶（含EDTA）（Gibco公司，美国）；ADR、Lipofectamine
2000转染试剂（Med Chem Express公司，美国）；血清

肌酐（serum creatinine，Scr）及血尿素氮（blood urine
nitrogen，BUN）定量试剂盒（南京建成生物公司）；

CCK⁃8试剂盒、双荧光素酶测定试剂盒（上海碧云天

生物公司）；tRF⁃AsnGTT⁃33腺相关病毒（adeno⁃asso⁃
ciated virus，AAV）和阴性对照（negative control，NC）
（上海吉凯基因有限公司）；tRF⁃AsnGTT⁃33 mimic及
NC（广州锐博生物科技有限公司）；γ干扰素（interferon γ，
IFN⁃γ）（PeproTech公司，美国）；Trizol试剂（Invitrogen
公司，美国）；逆转录试剂盒、PCR试剂盒、RIPA裂解

液、蛋白酶抑制剂PMSF及BCA定量试剂盒（南京诺

唯赞生物科技有限公司）；PCR引物由南京锐真生物

技术有限公司设计合成并验证；RAB21质粒和空载

（vector）（南京科瑞斯生物公司）；GAPDH、nephrin、
podocin抗体（Affinity公司，美国）；RAB21抗体（湖南

艾方生物科技有限公司）；羊抗兔二抗（武汉Abbkine
生物技术有限公司）。

1.2 方法

1.2.1 动物实验

20只雄性 SPF级BALB/c小鼠（雄性，8周，22~
25 g）购自南京医科大学动物实验中心生产部，于南

京医科大学实验动物屏障环境内饲养，正常进食与

活动，温度保持在 20~26 ℃、湿度保持在40%~70%，

每隔 12 h昼夜交替。适应性喂养 2周后，随机分为

4组（n=5）：① Control 组，PBS 尾静脉一次性注入；

②ADR 组，10 mg/kg ADR 尾静脉一次性注入［8］；

③ADR+tRF⁃NC组，10 mg/kg ADR尾静脉一次性注

入，2 h后注射 tRF⁃AsnGTT⁃33 NC AAV 50 nmoL；
④ADR+tRF⁃AAV组，10 mg/kg ADR尾静脉一次性注

入，2 h后注射 tRF⁃AsnGTT⁃33 AAV 50 nmoL。2周后

处死小鼠，收集血清及保存肾脏备用。动物实验已

获得南京医科大学实验动物伦理委员会批准（伦理

intratubular protein casts，and interstitial fibrosis. Overexpression of tRF ⁃ AsnGTT ⁃ 33 significantly lowered Scr and BUN levels，
alleviated pathological damage，and upregulated the expression of nephrin and podocin. In ADR⁃induced podocytes，tRF⁃AsnGTT⁃33
expression was decreased，along with reduced nephrin and podocin expression；these effects were reversed by tRF ⁃ AsnGTT ⁃ 33
overexpression. Furthermore，tRF ⁃ AsnGTT ⁃ 33 overexpression led to a significant downregulation of RAB21 expression in both
podocytes and mouse renal tissues. Conclusion：tRF⁃AsnGTT⁃33 may alleviate ADR⁃induced podocyte injury by targeting RAB21，
providing a theoretical foundation for identifying novel therapeutic targets for chronic kidney disease.
［Key words］ adriamycin nephropathy；podocyte；apoptosis；tRF⁃AsnGTT⁃33；RAB21
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号：IACUC⁃2408032）。
1.2.2 肾功能指标检测

检测Scr：取96孔板，各样本取6 μL加入孔内，标

准孔及空白孔分别加入标准品6μL、蒸馏水6 μL，向
各孔分别加入酶溶液 A 180 μL，37 ℃孵育 5 min，
546 nm波长测定吸光度值，计为A1，向各孔内加入酶

溶液B 60 μL，546 nm波长测定吸光度值，计为A2，计
算ΔA=A2-K×A1，K为稀释因子，数值为31/41，则Scr
结果为（ΔA测定-ΔA空白）×C标准/（ΔA标准-ΔA空白），其中C标准

为标准品浓度，为442 μmol/L。
检测BUN：取96孔板，待测定样本取4 μL加入

孔内，标准孔及空白孔分别加入 10 mmol/L BUN标

准品 4 μl、蒸馏水 4 μL，每孔再加入 50 μL缓冲酶

液，混匀后 37 ℃孵育 10 min，依次向各孔加入酚显

色液及碱性次氯酸钠各 200 μL，混匀后 37 ℃孵育

10 min，酶标仪测定 546 nm处吸光度，则BUN结果

为（ΔA测定-ΔA空白）×C标准/（ΔA标准-ΔA空白），其中C标准为

标准品浓度，为10 μmol/L。
1.2.3 苏木精和伊红染色（hematoxylin and eosin
staining，HE）和过典酸⁃雪芙染色（periodic acid⁃schiff
stain，PAS）

HE染色：用切片机将蜡块切成厚度为3~5 μm薄

片后80 ℃烘箱烤30 min，再贴附于载玻片上；将载玻

片依次放入二甲苯Ⅰ、二甲苯Ⅱ中各5~10 min完成

脱蜡，再依次经过100%、95%、90%、80%、70%酒精各

2~3 min，最后用蒸馏水冲洗，苏木精染色10 min，清
水冲洗，1%盐酸酒精分化20 s，清水冲洗3次，伊红染

色2 min，封片。

PAS染色：石蜡切片脱蜡复水后放入过碘酸溶

液中氧化 7 min，蒸馏水冲洗 3次，雪夫试剂染色

20 min，蒸馏水冲洗，苏木精染色 2 min，清水冲洗，

梯度乙醇脱水，二甲苯透明，封片。

1.2.4 细胞培养

永生化小鼠肾小球足细胞（MPC5细胞系）来源

于南京医科大学第二附属医院肾脏病研究中心。将

足细胞培养在含0.1%IFN⁃γ、10%胎牛血清和1%青霉

素⁃链霉素的RPMI 1640完全培养基中，置于 33 ℃、

5% CO2孵箱中隔天换液，细胞融合至 80%~90%用

胰酶消化传代。足细胞培养于不含 IFN⁃γ的 RPMI
1640 完全培养基中，置于 37 ℃、5% CO2孵箱中诱导

分化7~14 d。待细胞融合至70%时进行分组干预。

1.2.5 tRF⁃AsnGTT⁃33过表达转染

足细胞处于对数生长期时按照 2 ×105个/mL密
度将其接种至 6孔板中，置于 37 ℃、5% CO2的孵箱

内，待细胞融合至 40%时，将室温孵育 5 min后的

Lipofectamine 2000 分别与 tRF⁃AsnGTT⁃33 mimic、
tRF⁃AsnGTT⁃33 NCmimic混匀（转染浓度：50 nmol/L），
缓慢加入无血清培养基内，每孔加入 2 mL，37 ℃、

5% CO2的孵箱内孵育4~6 h后更换为正常含血清培

养基，转染完成 24 h后加入ADR干预 24 h（干预浓

度为1 μg/mL），依据转染条件不同分为4组：Control
组、ADR组、ADR+tRF NC组、ADR+tRF mimic组。

1.2.6 CCK⁃8检测细胞存活率

足细胞分化完成后以 5×103个/mL密度接种于

96孔板内，每组6个复孔，置于37 ℃、5% CO2孵箱内

继续培养至细胞完成贴壁，每孔PBS洗 2遍后根据

ADR浓度分为0、0.5、1.0、1.5、2.0 μg/mL共5组，分组

进行干预，每孔加入 10% CCK⁃8溶液，放回孵箱内

继续培养3 h，酶标仪检测各孔在450 nm处吸光度。

1.2.7 Real⁃time qPCR
取小鼠肾脏组织每只约 20 mg，每管加入 1 mL

Trizol试剂后置于研磨机内充分研磨，通风橱内向各

管加入 200 μL氯仿，振荡 30 s，冰上静置 15 min，
4 ℃ 12 000 r/min离心 15 min，小心吸取上清液，加

入等体积异丙醇摇晃混匀，冰上静置10 min后4 ℃、

12 000 r/min离心15 min，弃上清液，每管加入500 μL
75%乙醇，4 ℃ 12 000 r/min离心10 min，弃上清，擦干

管内液体，向管底加入 20 μL DEPC水，小心吹打混

匀即得到总 RNA。细胞经 Trizol充分裂解完成后，

经氯仿萃取、异丙醇沉淀、75%乙醇漂洗等步骤提取

细胞总 RNA。分光光度计测出总 RNA浓度及纯

度，依据反转录试剂盒操作说明书进行反转录，得

到 cDNA，各样本均设置 3个复孔，RT⁃qPCR 法检测

各样本 tRF⁃AsnGTT⁃33及足细胞标志蛋白mRNA的

ct值（tRF⁃AsnGTT⁃33引物序列：5′⁃CTGTTAACC⁃
GAAAGGTTGGTG⁃3′），U6作为内参，用 2-ΔΔCT 法计

算 tRF⁃AsnGTT⁃33相对表达量，β⁃actin为内参，用

2- ΔΔCT 法计算足细胞标志蛋白mRNA相对表达量。

U6和 tRF⁃AsnGTT⁃33引物均由广州锐博生物设计合

成，其余引物由上海锐真生物公司合成，序列如表1。
1.2.8 Western blot

取小鼠肾脏组织加入RIPA及PMSF，充分研磨

后离心（4 ℃、12 000 r/min）30 min，BCA法测定上清

液蛋白浓度，用 SDS⁃PAGE上样缓冲液制备上样蛋

白，沸水浴5 min后-80 ℃保存备用。提取细胞蛋白时

在加入RIPA裂解液及PMSF后冰上静置40 min，刮取

细胞后离心（4°C、12 000 r/min）15 min，余步骤与提

取组织蛋白相同。每孔蛋白上样量 10 μg，经 SDS⁃
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PAGE电泳（160 V、50 min）、转膜（400 mA、40 min）、
5%脱脂牛奶常温封闭2 h，置于兔源nephrin、podocin、
RAB21一抗稀释液中 4 ℃过夜（1∶2 000），TBST洗

3次，每次5 min，放入羊抗兔二抗稀释液（1∶10 000）
中，室温孵育1 h后TBST洗膜，ECL曝光液充分浸润

后凝胶成像仪显影。ImageJ 软件计算灰度值，以

GAPDH为内参计算目的蛋白表达量。

1.2.9 双荧光素酶报告基因实验

分别构建野生型RAB21（WT⁃RAB21）和突变型

RAB21（MUT ⁃RAB21）质粒载体，将 WT⁃RAB21、
MUT⁃RAB21 分别与 tRF⁃AsnGTT⁃33 mimics、tRF⁃

AsnGTT⁃33 NCmimics共同转染，转染48 h后依据双荧

光素酶报告基因实验说明书测定相对荧光素酶活性。

1.3 统计学方法

实验数据使用 GraphPad Prism 8进行数据分

析。两组间比较采用非配对 t检验，多组间比较

采用单因素方差分析，P < 0.05为差异有统计学

意义。

2 结 果

2.1 tRF⁃AsnGTT⁃33在ADR肾病小鼠肾组织中表

达显著下调

与Control组相比，ADR组小鼠 Scr和BUN水平

显著升高（图 1A、B）；HE和 PAS染色显示，Control
组、ADR组肾小管损伤评分分别为（0.63±0.25）分、

（2.63±0.27）分，ADR 组肾小管损伤更显著（P <
0.01，表 2），ADR组小鼠肾组织表现为肾小球系膜

基质和细胞数量增加，伴有肾小管扩张、肾小管变

性、肾小管蛋白管型（图 1C）；RT⁃qPCR和Western
blot结果显示，与Control组相比，ADR组中Nephrin
和 Podocin 的 mRNA 与蛋白表达量显著下降（图

1D~F）；此外，tRF⁃AsnGTT⁃33在ADR肾病小鼠肾组

织中表达显著下调（图1G）。

表1 引物序列

Table 1 Primer sequences

Gene
β⁃actin

nephrin

podocin

RAB21

Primer sequence（5′→3′）
F：CATCCGTAAAGACCTCTATGCCAAC
R：ATGGAGCCACCGATCCACA
F：ATGGGAGCTAAGGAAGCCACA
R：GATGGAGAGGATTACGCTGGG
F：GCATCAAGCCCTCTGGATTAG
R：AGACGGAGATCAACCTTGTGATA
F：ACGCCATTAGAGGGAGGA
R：CGAGAGAAAGTCCCAGAATGAA

A：Scr levels in ADR⁃induced nephropathy mice. B：BUN levels in ADR⁃induced nephropathy mice. C：Representative renal histopathology（HE
and PAS staining，scale bar=50 μm）in ADR⁃induced nephropathy mice. D：Relative mRNA expression levels of Nephrin and Podocin in renal tissues.
E，F：Representative Western blot bands and relative protein expression levels of Nephrin and Podocin. G：Expression level of tRF⁃AsnGTT⁃33 in renal
tissues of ADR⁃induced nephropathy mice. Compared with the control group，**P < 0.01 and ***P < 0.001（n=5）.

图1 tRF⁃AsnGTT⁃33在ADR肾病小鼠肾组织中的表达

Figure 1 tRF⁃AsnGTT⁃33 expression in renal tissue of ADR nephropathy mice
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2.2 过表达 tRF⁃AsnGTT⁃33减轻ADR肾病小鼠的

足细胞损伤

与ADR+tRF NC组相比，ADR+tRF AAV组 tRF⁃
AsnGTT⁃33的表达量显著升高，证实体内过表达成

功（图 2A）；与ADR+tRF NC组相比，ADR+tRF AAV
组小鼠 Scr及BUN水平明显下降（图 2B、C），HE和

PAS染色显示肾组织病理损伤明显减轻（图2D）；肾
小管损伤减轻（表2）；Real⁃time qPCR和Western blot
结果显示，ADR+tRF AAV组 Nephrin和 Podocin的
mRNA和蛋白表达量明显高于ADR+tRF NC组（图 2E~G）。

表2 tRF⁃AsnGTT⁃33过表达后各组肾小管损伤评分

Table 2 Tubular injury scores in different groups after tRF⁃
AsnGTT⁃33 overexpression （x ± s）

Group
Control（n=5）
ADR（n=5）
ADR+tRF NC（n=5）
ADR+tRF AAV（n=5）

Tubular injury score
0.63 ± 0.27##

2.63 ± 0.27**

2.75 ± 0.21##

0.88 ± 0.41##

Compared with the control group，**P < 0.01；compared with the
ADR group，##P < 0.01.

A：Expression of tRF⁃AsnGTT⁃33 in renal tissues across groups. B：Scr levels in mice from different groups. C：Changes in BUN levels among ex⁃
perimental groups. D：Representative renal histology（H&E and PAS staining，scale bar=50 μm）in mice of each group. E：Relative mRNA expression
levels of Nephrin and Podocin in renal tissues across groups. F，G：Representative Western blot bands and relative protein expression levels of Nephrin
and Podocin in renal tissues from all groups. Compared with the control group，***P < 0.001；compared with the ADR+tRF NC group，###P < 0.001（n=5）.

图2 过表达 tRF⁃AsnGTT⁃33对ADR肾病小鼠足细胞损伤的影响

Figure 2 Effect of tRF⁃AsnGTT⁃33 overexpression on podocyte injury in ADR⁃induced nephropathy mice
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2.3 tRF⁃AsnGTT⁃33在ADR诱导足细胞损伤中显

著下调

用不同浓度ADR干预足细胞 24 h，CCK⁃8实验

结果显示随着ADR浓度增加，足细胞生存率呈剂量

依赖性下降（图 3A），tRF⁃AsnGTT⁃33表达也呈剂量

依赖性下调（图 3B）。用ADR（1 μg/mL）干预足细

胞 24 h，RT⁃qPCR和Western blot结果显示，ADR组

足细胞中Nephrin和Podocin的mRNA和蛋白表达量

显著低于Control组（图3C~E）。
2.4 过表达 tRF⁃AsnGTT⁃33可抑制ADR诱导的足

细胞损伤

与 ADR+tRF NC 组相比，ADR+tRF mimics 组
tRF⁃AsnGTT⁃33的表达量显著增加，表明过表达成

功（图 4A）；Real⁃time qPCR和Western blot结果显

示，与 ADR+tRF NC组相比，Nephrin和 Podocin的
mRNA和蛋白相对表达量在ADR+tRF mimics组显

A：Viability of podocytes treated with varying concentrations of ADR **P < 0.01，***P < 0.001（n=3）. B：Expression levels of tRF⁃AsnGTT⁃33 in
podocytes induced by different concentrations of ADR ***P < 0.001（n=3）. C：Relative mRNA expression levels of Nephrin and Podocin. D，E：Represen⁃
tative Western blot bands and relative protein expression levels of Nephrin and Podocin. Compared with the control group，**P < 0.01 and ***P < 0.001
（n=3）.

图3 tRF⁃AsnGTT⁃33在ADR诱导足细胞损伤中的表达

Figure 3 Expression of tRF⁃AsnGTT⁃33 in ADR⁃induced podocyte injury
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著增加（图4B~D）。
2.5 tRF⁃AsnGTT⁃33调控下游靶基因RAB21的表达

运用miRDB 数据库预测 tRF⁃AsnGTT⁃33的下

游靶基因RAB21。双荧光素酶报告实验结果显示，

tRF⁃AsnGTT⁃33与WT载体共转染至足细胞后双荧

光素酶活性降低，而与MUT载体共转染足细胞后双

荧光素酶活性比较差异无统计学意义（图5A）；Real⁃
time qPCR结果显示，与 Control组相比，RAB21的
mRNA表达量在ADR组显著升高，tRF⁃AsnGTT⁃33
过表达后其mRNA表达量明显减少，体内和体外结

果一致（图5B、C）；Western blot结果显示，RAB21的
蛋白表达量在ADR组显著增加，tRF⁃AsnGTT⁃33过
表达后其mRNA表达量明显减少，体内和体外结果

一致（图5D~G）。
3 讨 论

CKD是一种严重的慢性进行性肾脏疾病，严重

危害人类健康，目前全球CKD患病率在 8%~14%，

且近年来患病率持续增长［1，13］，给世界各国带来沉

重的经济负担，因此，积极预防和有效治疗CKD就

成了全人类急需解决的难题。足细胞即肾小囊脏

层上皮细胞，其与血管内皮细胞、肾小球基底膜共

同构成肾小球滤过屏障，在蛋白质滤过方面发挥重

要作用。足细胞损伤是蛋白尿产生的主要诱因，而

蛋白尿作为 CKD 恶化的独立危险因素，其背后的发

病机制一直是该领域的研究热点。

ADR肾病模型是实验室内构建的最常用模型

之一，ADR产生的化学损伤可导致类似人类疾病的

免疫和结构变化，这种变化与人类免疫介导所致的

CKD具有相似性，其病理特征主要为肾小球增大、

肾小管损伤以及间质增生，同时伴有巨噬细胞和单

核细胞的浸润［14］。动物实验中通过对BALB/c小鼠

尾静脉注射ADR，小鼠肾脏呈肾小球体积增大，肾

小管水肿，部分肾小管坏死，肾小球基底膜增厚、系
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A：Expression levels of tRF⁃AsnGTT⁃33 in podocytes across experimental groups. B：Relative mRNA expression levels of Nephrin and Podocin in
podocytes from different groups. C，D：Representative Western blot bands and relative protein expression levels of Nephrin and Podocin in podocytes
among groups. Compared with the control group，***P < 0.001；compared with the ADR + tRF NC group，###P < 0.001（n=3）.

图4 过表达 tRF⁃AsnGTT⁃33对ADR诱导足细胞损伤的影响

Figure 4 Effect of tRF⁃AsnGTT⁃33 overexpression on ADR⁃induced podocyte injury
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A：Luciferase reporter assay. B：Relative mRNA expression levels of RAB21 in podocytes from each group in vivo. C：Relative RAB21 mRNA ex⁃
pression levels in podocytes from each group in vitro. D：Representative Western blot bands of RAB21 protein in podocytes from each group in vivo. E：
Representative Western blot bands of RAB21 protein in podocytes from each group in vitro. F：Relative protein expression levels of RAB21 in podocytes
from each group in vitro. G：Relative protein expression levels of RAB21 in podocytes from each group in vivo. Compared with the control group，***P <
0.001；compared with the ADR+tRF NC group，###P < 0.001（n=3）.

图5 tRF⁃AsnGTT⁃33对RAB21表达的影响

Figure 5 Effect of tRF⁃AsnGTT⁃33 on RAB21 expression
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膜细胞增多，伴炎症细胞浸润等病理改变，足细胞

损伤标志物Nephrin和Podocin表达显著降低，这些

指标共同表明 ADR 肾病模型构建成功，为后续研

究提供了可靠的实验基础。

tRF是一类来源于 tRNA的非编码小RNA分子，

越来越多的研究表明 tRF与人类疾病密切相关，如癌

症、免疫失调、认知障碍性疾病等。例如，tRF⁃29⁃79
可通过调节谷氨酰胺转运蛋白的表达进而抑制肺

腺癌进展［15］，tRF⁃011690可抑制阿霉素诱导的足细

胞自噬［16］，tRFAla⁃AGC⁃3⁃M8通过减轻神经元炎症从而改

善认知功能［17］。本课题组前期研究中通过对ADR诱

导足细胞损伤模型进行测序，发现 tRF⁃AsnGTT⁃33是
下调最为显著的 tRF［11］。本研究通过不同浓度ADR
干预足细胞，结果显示 tRF⁃AsnGTT⁃33的表达呈剂量

依赖性下降，与测序结果一致。此外，体内外实验表

明，过表达 tRF⁃AsnGTT⁃33可显著减轻ADR导致的

肾脏病理改变及足细胞损伤，表明 tRF⁃AsnGTT⁃33可
能是治疗CKD的一个潜在靶点。

tRF主要通过影响蛋白质的生物合成而发挥作

用，在蛋白质翻译过程中与mRNA竞争核糖体，tRF
与核糖体亚基结合形成 tRF⁃核糖体复合物，诱导应

激颗粒组装调节翻译［18］。tRF调控靶基因的方式主

要有竞争性结合AGO蛋白家族、以转录因子调节

mRNA稳定性等，Jehn等［19］发现 tRF还可通过特异

性序列调节靶基因表达。RAB蛋白是构成小GTP
酶的一部分，主要在细胞内负责运输物质，因此要

保证细胞的正常生命状态就需要维持RAB蛋白的

正常功能，越来越多的研究表明RAB蛋白与癌症、

炎症及神经相关疾病有着密切联系［20］，其中RAB21
已被证实其过表达可促进炎症进展，敲低RAB21可
减轻炎症反应［21］。本研究通过基因预测网站初步

判定RAB21为 tRF⁃AsnGTT⁃33的下游靶基因，实验

验证 tRF⁃AsnGTT⁃33可以负向调控RAB21的表达，

但 tRF⁃AsnGTT⁃33调控RAB21表达的机制仍有待

研究。

综上，本研究发现 tRF⁃AsnGTT⁃33在ADR肾病

中显著下调，其过表达后可能通过负调控RAB21减
轻ADR肾病中的足细胞损伤，这为开发以 tRF为靶

点的CKD治疗策略提供了一定的理论基础。
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