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摘要　 目的　 探究微小 ＲＮＡ⁃４５５⁃３ｐ（ｍｉＲ⁃４５５⁃３ｐ）在大鼠矽

肺模型淋巴管增生中的调控作用，并探讨 ｍｉＲ⁃４５５⁃３ｐ 靶向

血管内皮生长因子⁃Ｃ（ＶＥＧＦ⁃Ｃ）对人淋巴内皮细胞（ＨＬＥＣｓ）
管状结构形成的影响。 方法　 将大鼠随机分为矽肺模型组

和正常对照组，矽肺模型组气管内滴注二氧化硅（ＳｉＯ２）悬浊

液，对照组滴注等量 ０． ９％ 氯化钠溶液，采用 ＨＥ、Ｍａｓｓｏｎ、免
疫组织化学染色观察肺组织病理改变及淋巴管增生情况，实
时荧光定量 ＰＣＲ（ＲＴ⁃ｑＰＣＲ）和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测大鼠肺组织

内 ｍｉＲ⁃４５５⁃３ｐ、ＶＥＧＦ⁃Ｃ 表达水平；将 ｍｉＲ⁃４５５⁃３ｐ 抑制剂（Ｉｎ⁃
ｈｉｂｉｔｏｒｓ）及其阴性对照（ＮＣ）转染至 ＨＬＥＣｓ 中，ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 和

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测细胞内 ｍｉＲ⁃４５５⁃３ｐ、ＶＥＧＦ⁃Ｃ 表达水平，划
痕实验检测 ＨＬＥＣｓ 迁移能力，基质胶管形成实验检测管状

结构形成能力，双荧光素酶报告基因验证 ｍｉＲ⁃４５５⁃３ｐ 和

ＶＥＧＦ⁃Ｃ 的靶向关系。 结果　 与正常对照组比较，大鼠矽肺

模型组肺间质内大量炎性细胞聚集，胶原逐渐沉积，且肺内

淋巴管增生，肺组织内 ｍｉＲ⁃４５５⁃３ｐ 表达水平低于对照组，
ＶＥＧＦ⁃Ｃ 表达水平高于对照组；ＨＬＥＣｓ 转染后，与 ＮＣ 组比

较，Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ 组细胞内 ｍｉＲ⁃４５５⁃３ｐ 表达水平降低，ＶＥＧＦ⁃Ｃ
水平升高，细胞迁移能力及管状结构形成能力增强（Ｐ ＜
０. ０５）；双荧光素酶报告基因证实 ＶＥＧＦ⁃Ｃ 为 ｍｉＲ⁃４５５⁃３ｐ 的

靶基因。 结论 　 ｍｉＲ⁃４５５⁃３ｐ 可通过靶向调控 ＶＥＧＦ⁃Ｃ 表达

从而影响 ＨＬＥＣｓ 的管状结构形成能力，调节淋巴管增生。
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　 　 矽肺是一种由于长期吸入游离二氧化硅（ ｓｉｌｉ⁃
ｃｏｎ ｄｉｏｘｉｄｅ，ＳｉＯ２）粉尘引起的肺部疾病。 粉尘颗粒

吸入肺内引发组织炎性水肿，进而导致纤维化，损害

患者的肺功能［１］。 研究发现，残留在矽肺患者肺间

质的粉尘大约占总吸入量的 １％ ，而大部分沉积在

淋巴结内，进一步研究也证实其肺内淋巴管增生能

够促进淋巴循环，进而将体内的 ＳｉＯ２ 粉尘重吸收，
并随血液循环清除至体外［２，３］。 课题组前期研究发

现，在大鼠矽肺模型早期出现淋巴管增生，且其管状

结构对于肺内粉尘清除、调控矽肺进展具有重要作

用［４］。 此外，血管内皮生长因子⁃Ｃ（ ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏ⁃
ｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ Ｃ，ＶＥＧＦ⁃Ｃ）是调控淋巴管增生

的关键因子［５］。 在多种癌症和炎症模型中，微小

ＲＮＡ（ｍｉＲＮＡｓ）可通过调控 ＶＥＧＦ⁃Ｃ 进而影响淋巴

管增生，但 ｍｉＲＮＡｓ 对矽肺模型中淋巴管增生的调

控作用尚不清楚。 该研究旨在识别 ｍｉＲ⁃４５５⁃３ｐ、
ＶＥＧＦ⁃Ｃ 在矽肺大鼠模型中的差异表达，并探讨

ｍｉＲ⁃４５５⁃３ｐ 通过靶向 ＶＥＧＦ⁃Ｃ 对人淋巴内皮细胞

（ｈｕｍａｎ ｌｙｍｐｈａｔｉｃ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ，ＨＬＥＣｓ）管状结构

形成的调控作用。

１　 材料与方法

１． １　 材料　 成年 ＳＤ 雄性大鼠（北京华阜康实验动

物技术有限公司），ＳｉＯ２ （美国 Ｓｉｇｍａ 公司），人淋巴

内皮细胞、内皮细胞培养基（美国 Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｃｅｌｌ 公

司），ＨＥ 染液、Ｍａｓｓｏｎ 三色染液（珠海贝索生物技术

有限公司），免疫组织化学染色试剂盒（北京中杉金

桥生物技术有限公司），ｍｉＲ⁃４５５⁃３ｐ 抑制剂（ Ｉｎｈｉｂｉ⁃
ｔｏｒｓ）及阴性对照（Ｎｅｇａｔｉｖｅ Ｃｏｎｔｒｏｌ，ＮＣ）、ｍｉＲ⁃４５５⁃３ｐ
及 Ｕ６ 引物、ＶＥＧＦ⁃Ｃ 基因 ｍＲＮＡ 野生型 ３′ＵＴＲ、突
变型 ３′ＵＴＲ 的双荧光素酶报告基因及空白质粒（上
海吉玛制药技术有限公司），ＨｉｇｈＧｅｎｅ 转染试剂（武
汉爱博泰克生物科技有限公司），ｃＤＮＡ 合成试剂

盒、ＰＣＲ 试剂盒（日本 Ｔａｋａｒａ 公司），基质胶（美国

Ｃｏｒｎｉｎｇ 公司），双荧光素酶报告基因检测试剂盒（美
国 Ｐｒｏｍｅｇａ 公司），兔单抗 ＶＥＧＦ⁃Ｃ（美国 Ａｆｆｉｎｉｔｙ Ｂｉ⁃
ｏｓｃｉｅｎｃｅｓ 公司），山羊抗兔 ＩｇＧ（上海碧云天生物技

术有限公司）。
１． ２　 方法　
１． ２． １ 　 动物分组及处理 　 将 ＳＤ 大鼠随机分为 ２
组，３ 只 ／组，矽肺模型组大鼠予以一次性气管滴注 １
ｍｌ ０． ９％氯化钠溶液溶解的 ＳｉＯ２ 悬液（５０ ｍｇ ／只），
对照组给予等剂量的 ０． ９％ 氯化钠溶液，饲养 １４ ｄ
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后处死，取肺部组织。
１． ２． ２　 细胞分组及处理　 ＨＬＥＣｓ 在含 １０％血清的

内皮细胞培养基中培养。 实验分为 ２ 组，ｍｉＲ⁃４５５⁃
３ｐ Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ 组、ＮＣ 组，转染后 ６ ｈ 后半量更换含

２％血清的内皮细胞培养基，转染 ２４ ｈ 后收集细胞

并检测相关指标，实验重复 ３ 次。
１． ２． ３ 　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 　 提取大鼠肺组织和 ＨＬＥＣｓ 总

ＲＮＡ，逆转录为 ｃＤＮＡ 后进行扩增，具体反应体系及

反应程序参照试剂盒说明书，采用 ２ － ΔΔＣｔ 法计算

ｍｉＲ⁃４５５⁃３ｐ 和 ＶＥＧＦ⁃Ｃ 的相对表达量。
１． ２． ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ　 提取大鼠肺组织和细胞中的

蛋白，检测肺组织内和细胞内 ＶＥＧＦ⁃Ｃ 的蛋白表达

水平。
１． ２． ５　 划痕实验　 将 ＨＬＥＣｓ 接种于 ６ 孔板，细胞

贴壁后，将 ２００ μｌ 枪头垂直于孔板进行划痕，磷酸

缓冲盐溶液冲洗 ３ 次后，每孔加入 ２ ｍｌ 相应培养

基，培养 ６ ｈ 后于倒置显微镜下在划痕区域选取 ２
个随机视野拍照，使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件计算细胞迁移面

积，将迁移面积比作为反映细胞迁移能力的指标，迁
移面积比越大即细胞的迁移能力越强。 迁移面积百

分比 ＝ （０ ｈ 划痕区域面积 － ６ ｈ 划痕区域面积） ／ ０
ｈ 划痕区域面积面积 × １００％ ，实验重复 ３ 次。
１． ２． ６　 基质胶管状结构形成实验　 将 ２４ 孔板置于

冰上，每孔加入 ２００ μｌ 基质胶，在细胞培养箱内聚

合 ４０ ｍｉｎ 后，将不同处理组 ＨＬＥＣｓ 接种于 ２４ 孔板

中，培养 ６ ｈ 后于倒置显微镜下选取 ２ 个随机视野

拍照，使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析管状结构形成情况，实
验重复 ３ 次。
１． ２． ７　 双荧光素酶基因报告　 将细胞接种于 １２ 孔

板，加入含有 １０％ 血清的内皮细胞培养基，培养至

细胞密度达到 ６０％左右时，将双荧光素酶基因报告

质粒、ｍｉＲ⁃４５５⁃３ｐ Ｍｉｍｉｃｓ 及 ＮＣ 共同转染至细胞内，
每组设 ３ 个复孔，转染 ６ ｈ 后半量更换培养基，３６ ｈ
后按照检测试剂盒进行相应处理，检测荧光素酶活

性。
１． ３　 统计学处理　 采用 ＳＰＳＳ ２５. ０ 软件进行统计

分析，所有实验结果数据采用 �ｘ ± ｓ 表示，两组数据

间的比较采用 ｔ 检验，以 Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计学

意义。

２　 结果

２． １　 ｍｉＲ⁃４５５⁃３ｐ 和 ＶＥＧＦ⁃Ｃ 在大鼠矽肺模型肺组

织中的差异表达情况 　 ＨＥ 染色结果：正常对照组

大鼠肺组织肺泡结构完整，矽肺模型组肺间质内大

量炎性细胞聚集，可见巨噬细胞性结节；Ｍａｓｓｏｎ 染

色结果：显微镜下肺组织蓝色部分为胶原纤维，红色

部分为肌纤维，与对照组比较，矽肺模型组肺间质内

蓝色胶原逐渐沉积；对各组大鼠进行免疫组织化学

染色，采用淋巴管内皮细胞透明质酸受体⁃１ （ ｌｙｍ⁃
ｐｈａｔｉｃ ｖｅｓｓｅｌ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｈｙａｌｕｒｏｎａｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ⁃１，ＬＹＶＥ⁃
１）特异性标记淋巴管，结果表明，矽肺模型组大鼠

肺内存在淋巴管的增生。 见图 １。

图 １　 大鼠肺组织 ＨＥ、Ｍａｓｓｏｎ、免疫组织化学染色结果

　 　 Ａ：正常对照组 ＨＥ 染色 × １００；Ｂ：矽肺模型组 ＨＥ 染色 × １００；Ｃ：正常对照组 Ｍａｓｓｏｎ 染色 × １００；Ｄ：矽肺模型组 Ｍａｓｓｏｎ 染色 × １００；Ｅ：正
常对照组免疫组织化学染色 ＬＹＶＥ⁃１ × ４００；Ｆ：矽肺模型组免疫组织化学染色 ＬＹＶＥ⁃１ × ４００
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　 　 对两组大鼠肺组织内淋巴管增生标志物 ＶＥＧＦ⁃
Ｃ 进行定量分析，ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显

示，与对照组比较，矽肺模型组 ＶＥＧＦ⁃Ｃ ｍＲＮＡ 及蛋

白表达量增加。 将大鼠矽肺模型测序数据中 ５５ 个

差异表达的 ｍｉＲＮＡｓ 与 Ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ．
ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ． ｏｒｇ ／ ），ｍｉＲＤＢ（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｍｉｒｄｂ． ｏｒｇ ／ ），ｍｉＲ⁃
ｃｏｄｅ（ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｍｉｒｃｏｄｅ． ｏｒｇ ／ ｉｎｄｅｘ． ｐｈｐ） 三个生

物信息学数据库中显示与 ＶＥＧＦ⁃Ｃ 存在靶向结合位

点的 ｍｉＲＮＡ 进行筛选并取交集，在大鼠这个物种中

筛选出 ８ 个候选 ｍｉＲＮＡ，由于本实验后续在 ＨＬＥＣｓ
中进行验证，而上述 ８ 个候选 ｍｉＲＮＡｓ 中仅有 ｍｉＲ⁃
４５５⁃３ｐ 在在 Ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ 及 ｍｉＲＤＢ 数据库中显示在

人这个物种中与 ＶＥＧＦ⁃Ｃ 存在靶向结合位点，因此

本研究选择 ｍｉＲ⁃４５５⁃３ｐ 作为研究对象，筛选过程见

图 ２。 对两组大鼠肺组织内 ｍｉＲ⁃４５５⁃３ｐ 进行定量分

析，发现与对照组比较，矽肺模型组 ｍｉＲ⁃４５５⁃３ｐ 表

达量降低，差异均有统计学意义。 见图 ２ 及表 １。

图 ２　 大鼠肺组织内 ＶＥＧＦ⁃Ｃ 的蛋白表达及

ｍｉＲ⁃４５５⁃３ｐ 的生物信息学筛选过程

　 　 Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测肺组织内 ＶＥＧＦ⁃Ｃ 的蛋白表达；Ｂ：ｍｉＲ⁃４５５⁃

３ｐ 生物信息学筛选过程

表 １　 大鼠肺组织内 ＶＥＧＦ⁃Ｃ 及 ｍｉＲ⁃４５５⁃３ｐ 的表达量（ｎ ＝ ３，�ｘ ± ｓ）

组别
ｍｉＲ⁃４５５⁃３ｐ

表达量

ＶＥＧＦ⁃Ｃ ｍＲＮＡ
表达量

ＶＥＧＦ⁃Ｃ
蛋白表达量

正常对照组 １． ０１ ± ０． １７ １． ００ ± ０． ０７ ０． ８２ ± ０． ０３
矽肺模型组 ０． ２７ ± ０． １４∗ ２． ４２ ± ０． １０∗ １． ２４ ± ０． １４∗

ｔ 值 ５． ８７９ １９． ２９０ ４． ８７７
Ｐ 值 ０． ００４ ２ ＜ ０． ０００ １ ０． ００８ ２

　 　 与正常对照组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５

２． ２　 转染后 ＨＬＥＣｓ 内 ｍｉＲ⁃４５５⁃３ｐ、ＶＥＧＦ⁃Ｃ 的表

达水平比较　 转染后 Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ 组的 ｍｉＲ⁃４５５⁃３ｐ 表

达水平明显低于 ＮＣ 组，而 ＶＥＧＦ⁃Ｃ 的 ｍＲＮＡ 及蛋

白水平呈现与之相反的趋势，差异均具有统计学意

义。 见图 ３ 及表 ２。

图 ３　 转染后 ＨＬＥＣｓ内 ＶＥＧＦ⁃Ｃ 的蛋白表达量

表 ２　 转染后 ＨＬＥＣｓ内 ＶＥＧＦ⁃Ｃ及 ｍｉＲ⁃４５５⁃３ｐ的表达量（ｎ ＝３，�ｘ ± ｓ）

组别
ｍｉＲ⁃４５５⁃３ｐ

表达量

ＶＥＧＦ⁃Ｃ ｍＲＮＡ
表达量

ＶＥＧＦ⁃Ｃ
蛋白表达量

ＮＣ 组 １． ０１ ± ０． １３ １． ０２ ± ０． ０５ ０． ９１ ± ０． ０７
Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ 组 ０． １７ ± ０． ０７∗ １２． ３９ ± ２． ０５∗ １． ２２ ± ０． １７∗

ｔ 值 １０． ０２０ ９． ６０９ ２． ８８８
Ｐ 值 ０． ０００ ６ ０． ０００ ７ ０． ０４４ ６

　 　 与 ＮＣ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５

２． ３　 转染后 ＨＬＥＣｓ 的迁移能力和管状结构形成

能力的比较 　 转染后对两组细胞进行划痕实验发

现，Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ 组细胞的迁移面积百分比明显高于 ＮＣ
组，迁移能力增强。 转染后对两组细胞进行管结构

形成能力检测发现，与 ＮＣ 组比较，Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ 组细胞

的管腔数量、管分支总长度明显增加，差异有统计学

意义。 见图 ４ 及图 ５。

图 ４　 转染后 ＨＬＥＣｓ迁移能力、管状结构形成的变化 ×４０
　 　 Ａ：ＮＣ 组划痕后０ ｈ；Ｂ：Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ 组划痕后０ ｈ；Ｃ：ＮＣ 组划痕后 ６
ｈ；Ｄ：Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ 组划痕后 ６ ｈ；Ｅ：ＮＣ 组管状结构形成情况；Ｆ：Ｉｎｈｉｂｉ⁃
ｔｏｒｓ 组管状结构形成情况
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图 ５　 转染后 ＨＬＥＣｓ迁移能力、管状结构形成的变化

　 　 Ａ：划痕后 ６ ｈ 细胞迁移面积百分比；Ｂ：处理 ６ ｈ 后细胞的管腔数量；Ｃ：处理 ６ ｈ 后细胞管分支总长度；与 ＮＣ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５

２． ４　 双荧光素酶报告基因实验验证 ｍｉＲ⁃４５５⁃３ｐ 和

ＶＥＧＦ⁃Ｃ 的靶向关系　 在 Ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ 网站预测发现

ＶＥＧＦ⁃Ｃ 基因 ｍＲＮＡ ３′ＵＴＲ 上存在 ｍｉＲ⁃４５５⁃３ｐ 的结

合位点，通过双荧光素酶报告基因实验验证二者的

靶向关系。 结果显示，与 ｍｉＲ⁃ＮＣ 组比较，ｍｉＲ⁃４５５⁃
３ｐ 组 ＶＥＧＦ⁃Ｃ 基因 ｍＲＮＡ 野生型 ３′ＵＴＲ 荧光素酶

活性低于对照组，差异有统计学意义，突变型 ３′ＵＴＲ
荧光素酶活性无明显变化。 见图 ６。

图 ６　 ｍｉＲ⁃４５５⁃３ｐ 靶向 ＶＥＧＦ⁃Ｃ ｍＲＮＡ ３′ＵＴＲ
　 　 Ａ：生物信息学预测 ｍｉＲ⁃４５５⁃３ｐ 靶向 ＶＥＧＦ⁃Ｃ ｍＲＮＡ ３′ＵＴＲ；Ｂ：
双荧光素酶报告基因实验验证 ｍｉＲ⁃４５５⁃３ｐ 靶向 ＶＥＧＦ⁃Ｃ ｍＲＮＡ ３′
ＵＴＲ；与 ｍｉＲ⁃ＮＣ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５

３　 讨论

　 　 矽肺是一种病程长、危害大的职业性呼吸系统

疾病，主要致病因素是游离的 ＳｉＯ２ 粉尘，因此 ＳｉＯ２

粉尘的清除对于矽肺的治疗有重要意义。 淋巴系统

是体内重要的循环系统，淋巴管具有物质运输、免疫

调节、维持内环境平衡的作用［６，７］。 课题组前期研

究表明：在大鼠矽肺模型中有新生淋巴管出现，且药

物促进增生后可缓解病程进展，结扎胸导管后淋巴

循环受阻加速肺损伤［４，８］，这表明，淋巴管增生对于

肺内粉尘清除、缓解炎症及延缓纤维化进程有积极

作用。 此外，淋巴内皮细胞管结构的形成是淋巴管

增生的生物学基础，因此探究淋巴内皮细胞管结构

形成的关键调控分子及机制有助于发现新的矽肺治

疗靶点。
　 　 课题组前期研究发现，ＳｉＯ２ 诱导巨噬细胞活化

后所分泌的 ＶＥＧＦ⁃Ｃ 可以诱导 ＨＬＥＣｓ 增殖、迁移及

管状结构形成［９］，其通过作用于受体 ＶＥＧＦ⁃Ｒ３ 促进

淋巴管增生［１０，１１］。 而 ｍｉＲＮＡｓ 通过结合靶基因 ｍＲ⁃
ＮＡ ３′非编码区（３′ＵＴＲ），影响靶向 ｍＲＮＡ 的稳定性

进而调节基因的表达［１２，１３］。 关于 ｍｉＲＮＡｓ 是否能直

接调节 ＶＥＧＦ⁃Ｃ 的表达，从而调控淋巴管增生，很多

学者都开展了相关研究。 有研究［１４］ 表明，在结肠癌

细胞中，ｍｉＲ⁃１８２⁃５ｐ 对 ＶＥＧＦ⁃Ｃ 有负调控作用，ｍｉＲ⁃
１８２⁃５ｐ 诱导的 ＶＥＧＦ⁃Ｃ 的下调抑制了 ＥＲＫ 和 ＡＫＴ
信号通路的激活，可阻断淋巴管增生和淋巴结转移，
但 ｍｉＲＮＡｓ 对矽肺早期淋巴管增生的调控机制尚不

清楚。 因此筛选出矽肺大鼠模型中靶向调控淋巴管

增生因子 ＶＥＧＦ⁃Ｃ 的上游 ｍｉＲＮＡ 是本研究的第一

步。 Ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ 网站显示， ＶＥＧＦ⁃Ｃ ｍＲＮＡ ３′ＵＴＲ 上

存在 ｍｉＲ⁃４５５⁃３ｐ 的结合位点，随后检测发现大鼠矽

肺模型中 ｍｉＲ⁃４５５⁃３ｐ 表达下调，ＶＥＧＦ⁃Ｃ 表达上调，
因此猜测二者之间存在潜在的调控关系。
　 　 本研究观察到 ｍｉＲ⁃４５５⁃３ｐ 与 ＶＥＧＦ⁃Ｃ 之间存

在可能的负反馈靶向调控机制后，接下来在 ＨＬＥＣｓ
上进一步验证，通过转染 ｍｉＲ⁃４５５⁃３ｐ Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ 来抑

制 ｍｉＲ⁃４５５⁃３ｐ 的表达，随后检测了 ＶＥＧＦ⁃Ｃ 的表达
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水平。 结 果 显 示 与 ＮＣ 组 比 较， Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ 组 的

ＶＥＧＦ⁃Ｃ 的 ｍＲＮＡ 及蛋白表达增加，说明抑制 ｍｉＲ⁃
４５５⁃３ｐ 后可促进 ＶＥＧＦ⁃Ｃ 的表达。 加之前期研究发

现，采用 ＶＥＧＦ⁃Ｃ 人重组蛋白刺激 ＨＬＥＣｓ 后，细胞

的增殖、迁移以及成管能力显著增强。 本研究采用

划痕实验表明 Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ 组细胞的迁移能力高于 ＮＣ
组；基质胶管状结构形成实验中， Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ 组细胞

的管腔数量和管分支总长度明显高于 ＮＣ 组；以上

研究结果表明抑制 ｍｉＲ⁃４５５⁃３ｐ 后，细胞的迁移和管

状结构发生的改变是由于 ＶＥＧＦ⁃Ｃ 的表达上调而引

起的。 双荧光素酶报告基因实验显示：在转染 ｍｉＲ⁃
４５５⁃３ｐ 后，ＶＥＧＦＣ ｍＲＮＡ 野生型 ３′ＵＴＲ 的荧光素酶

活性降低，而突变型的荧光素酶活性无明显变化，这
与此前在网站上的预测结果一致，也进一步说明了

ｍｉＲ⁃４５５⁃３ｐ 对 ＨＬＥＣｓ 的管状结构形成的影响与靶

向结合 ＶＥＧＦ⁃Ｃ 有关。
　 　 本研究重点对调控矽肺淋巴管增生的关键因子

ＶＥＧＦ⁃Ｃ 的上游分子机制进行探究，并在 ＨＬＥＣｓ 上

进行验证，得出结论：ｍｉＲ⁃４５５⁃３ｐ 低表达可通过靶

向调控 ＶＥＧＦ⁃Ｃ 上调从而促进 ＨＬＥＣｓ 的管状结构

形成能力，影响淋巴管增生。 这为今后在分子层面

通过促进淋巴管增生进而缓解炎症纤维化奠定了实

验基础，也为矽肺病的靶向治疗提供了新的思路。
但该分子机制在体内模型中的作用仍需进一步探

讨。
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ｍｉＲ⁃１４８ｂ⁃３ｐ 调控瘢痕疙瘩来源的成纤维细胞增殖的机制研究
李心怡，李　 茜，张　 伟，李小静

摘要　 目的　 分析 ｍｉＲ⁃１４８ｂ⁃３ｐ 对瘢痕疙瘩来源的成纤维

细胞增殖的影响。 方法　 通过 Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 分析人瘢痕疙

瘩来源成纤维细胞（ＨＫＦ）和正常人成纤维细胞（ＮＦｓ）中

ｍｉＲ⁃１４８ｂ⁃３ｐ 和 ＳＰＡＲＣ 的表达水平。 通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测

细胞中富含半胱氨酸的酸性分泌蛋白（ＳＰＡＲＣ）蛋白表达水

平。 利用细胞计数试剂盒 ８（ＣＣＫ⁃８）法和平板克隆形成分析

ｍｉＲ⁃１４８ｂ⁃３ｐ 和 ＳＰＡＲＣ 对 ＨＫＦ 增殖的影响。 使用在线分析

软件预测 ｍｉＲ⁃１４８ｂ⁃３ｐ 的靶基因，随后构建荧光素酶报告基

因质粒，通过荧光素酶报告基因法分析 ｍｉＲ⁃１４８ｂ⁃３ｐ 与靶基

因的靶向结合位点。 结果　 ｍｉＲ⁃１４８ｂ⁃３ｐ 在 ＨＫＦ 中低表达，
ＳＰＡＲＣ 在 ＨＫＦ 中高表达。 在 ＨＫＦ 细胞中转染 ｍｉＲ⁃１４８ｂ⁃３ｐ
能够下调 ＳＰＡＲＣ 的表达，并抑制细胞增殖。 在线分析软件

预测 ｍｉＲ⁃１４８ｂ⁃３ｐ 能够靶向结合 ＳＰＡＲＣ 的 ３′⁃ＵＴＲ；双荧光

素酶报告基因的结果进一步证实 ｍｉＲ⁃１４８ｂ⁃３ｐ 能够靶向作

用于 ＳＰＡＲＣ 的 ３′⁃ＵＴＲ。 在转染 ｍｉＲ⁃１４８ｂ⁃３ｐ 的 ＨＫＦ 中再

转染 ＳＰＡＲＣ 真核表达质粒，能够抵消 ｍｉＲ⁃１４８ｂ⁃３ｐ 的作用，
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恢复细胞增殖能力。 结论 　 ｍｉＲ⁃１４８ｂ⁃３ｐ 通过靶向作用于

ＳＰＡＲＣ 的 ３′⁃ＵＴＲ，抑制其表达，抑制 ＨＫＦ 增殖。
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　 　 病理性瘢痕是皮肤损伤过度愈合的结果，可导

致美学受损或皮肤功能减退以及心理障碍，包括自

卑和焦虑。 瘢痕主要由成纤维细胞增生和以胶原蛋

白为主的细胞外基质的过度沉积引起。 富含半胱氨

酸的酸性分泌蛋白（ ｓｅｃｒｅｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｃｉｄｉｃ ａｎｄ ｒｉｃｈ
ｉｎ ｃｙｓｔｅｉｎｅ，ＳＰＡＲＣ）是一种胶原结合蛋白，能够通过

影响转化生长因子⁃β（ＴＧＦ⁃β）活性参与组织纤维化

及瘢痕的形成［１］。 先前的研究显示 ＳＰＡＲＣ 能够促

进人瘢痕疙瘩来源的成纤维细胞（ＨＫＦ）和正常人

成纤维细胞（ＮＦｓ）增殖，下调 ＨＫＦ 中 ＳＰＡＲＣ 表达

能够抑制细胞的增殖［２，３］。 微小 ＲＮＡ（ｍｉＲＮＡｓ）是

一类小的非编码 ＲＮＡ 分子，参与调节多种生物学过

程，如细胞增殖和组织再生等，也参与瘢痕的发生发
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