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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。
关键词　 病理性瘢痕；ｍｉＲ⁃１４８ｂ⁃３ｐ；富含半胱氨酸的酸性分

泌蛋白；增殖

中图分类号　 Ｒ ６１９． ６
文献标志码 Ａ 文章编号 １０００ － １４９２（２０２３）０９ － １５３４ － ０６
ｄｏｉ：１０． １９４０５ ／ ｊ． ｃｎｋｉ． ｉｓｓｎ１０００ － １４９２． ２０２３． ０９． ０１６

　 　 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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展［４］。 已有报道显示在瘢痕疙瘩和 ＨＫＦ 中 ｍｉＲ⁃
１４８ｂ⁃３ｐ 的表达水平下调［５］，利用数据库预测显示

ＳＰＡＲＣ 是 ｍｉＲ⁃１４８ｂ⁃３ｐ 的潜在靶点，但目前还未见

相关报道。 因此，该研究分析了 ＨＫＦ 细胞中 ｍｉＲ⁃
１４８ｂ⁃３ｐ 和 ＳＰＡＲＣ 的表达水平以及 ｍｉＲ⁃１４８ｂ⁃３ｐ 对

ＳＰＡＲＣ 调控作用。

１　 材料与方法

１． １　 实验材料　 胎牛血清、ＤＭＥＭ 培养基、青链霉

素液、胰蛋白酶⁃ＥＤＴＡ 消化液、ＴＲＩｚｏｌ ｒｅａｇｅｎｔ 和 Ｌｉ⁃
ｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ３０００ 均购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司；
ｍｉＳｃｒｉｐｔ ＩＩ ＲＴ Ｋｉｔ 试剂盒购自德国 Ｑｉａｇｅｎ 公司；
Ｇｅｎｅ Ｐｈａｒｍａ Ｈａｉｒｐｉｎ⁃ｉｔＴＭ ｍｉｃｒｏＲＮＡ ＲＴ⁃ＰＣＲ Ｑｕａｎｔｉ⁃
ｔａｔｉｏｎ Ｋｉｔ 购自上海 Ｇｅｎｅ Ｐｈａｒｍａ 公司； ＳＰＡＲＣ 和

ＧＡＰＤＨ 抗体购自武汉 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司；细胞裂解

液、ＰＶＤＦ 膜、ＣＣＫ⁃８ 检测试剂盒和 ＨＲＰ 标记山羊抗

兔二抗购自上海碧云天公司；双荧光素酶报告基因

检测系统购自美国 Ｐｒｏｍｅｇａ 公司；包含 ＳＰＡＲＣ ３′⁃
ＵＴＲ 的野生型（ＷＴ⁃ｐｍｉｒＧＬＯ⁃ＳＰＡＲＣ）、突变型（Ｍｕｔ⁃
ｐｍｉｒＧＬＯ⁃ＳＰＡＲＣ）荧光素酶报告基因质粒和真核表

达质粒（ｐＣＮＤＡ３． １⁃ＳＰＡＲＣ）购自滁州通用生物技术

有限公司；ｍｉＲ⁃１４８ｂ⁃３ｐ ｍｉｍｉｃ 及对照（ｍｉＲ⁃ＮＣ）购

自上海吉玛制药技术有限公司。 ＡＢＩ ＳｔｅｐＯｎｅ Ｐｌｕｓ
系统购自美国 Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ 公司；细胞培养箱

和 ＮａｎｏＤｒｏｐＴＭ １０００ 微量分光光度计购自美国 Ｔｈｅｒ⁃
ｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司；酶标仪购自美国 Ｂｉｏｔｅｋ 公司； Ｉｍ⁃
ａｇｅｑｕａｎｔ ＬＡＳ４０００ 分子成像仪购自美国 ＧＥ 公司。
新鲜切取的瘢痕疙瘩组织标本及正常皮肤组织均来

源于安徽医科大学第一附属医院整形外科，其中耳

垂 ２ 例，胸部 ２ 例，背部 １ 例，取材标本未接收药物

治疗并均获得本人或其监护人同意。
１． ２　 方法　
１． ２． １　 细胞培养　 ＨＫＦ 和 ＮＦｓ 由本室采用组织块

贴壁法制备并传代保存［３］，培养基选用 ＤＭＥＭ 培养

基，培养基中包含 １０％ ＦＢＳ 及 １ × 青链霉素液，放置

于 ３７ ℃含 ５％ ＣＯ２ 的培养箱中培养。
１． ２． ２　 细胞转染　 使用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ３０００ 将 ｍｉＲ⁃
１４８ｂ⁃３ｐ ｍｉｍｉｃ、 ｍｉＲ⁃ＮＣ ｐＣＮＤＡ３. １ 和 ｐＣＮＤＡ３. １⁃
ＳＰＡＲＣ 质粒分别转染 ＨＫＦ 细胞，转染操作步骤按

照说明书进行。
１． ２． ３ 　 ＲＮＡ 提取和 Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 　 细胞中的总

ＲＮＡ 通过 ＴＲＩｚｏｌ ｒｅａｇｅｎｔ 提取，提取过程参考说明书

进行。 总 ＲＮＡ 的纯度和含量通过 ＮａｎｏＤｒｏｐＴＭ １０００
分光光度计检测和计算 ２６０ ｎｍ 与 ２８０ ｎｍ 处吸光度

值的比值，以及 ２６０ ｎｍ 与 ２３０ ｎｍ 处吸光度值的比

值来评价。 使用 ｍｉＳｃｒｉｐｔ ＩＩ ＲＴ Ｋｉｔ 将总 ＲＮＡ 转录

成 ｃＤＮＡ，将 １ μｇ 总 ＲＮＡ 加入到含 １２ μｌ ＤＥＰＣ 处

理水、２ μｌ ｍｉＳｃｒｉｐｔ Ｒｅｖｅｒｓｅ Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ Ｍｉｘ、２ μｌ
ｍｉＳｃｒｉｐｔ Ｎｕｃｌｅｉｃｓ Ｍｉｘ 和 ４ μｌ ５ × ｍｉＳｃｒｉｐｔ ＨｉＳｐｅｃ
ｂｕｆｆｅｒ 中，在 ３７ ℃孵育 ６０ ｍｉｎ 后，９５ ℃孵育 ５ ｍｉｎ，
终止反应，冻存于 － ２０ ℃备用。 对于 ｍｉＲ⁃１４８ｂ⁃３ｐ
的表达水平检测使用 Ｇｅｎｅ Ｐｈａｒｍａ Ｈａｉｒｐｉｎ⁃ｉｔＴＭ ｍｉ⁃
ｃｒｏＲＮＡ ＲＴ⁃ＰＣＲ Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎ Ｋｉｔ 在 ＡＢＩ ＳｔｅｐＯｎｅ Ｐｌｕｓ
系统上进行，反应条件：９５ ℃、１０ ｍｉｎ 为预变性阶段

条件；９５ ℃、１２ ｓ，６２ ℃、４０ ｓ，共 ４０ 个循环。 以 Ｕ６
作为内参，２ － ΔΔＣｔ法计算 ｍｉＲ⁃１４３ 的相对表达量。 对

于 ＳＰＡＲＣ ｍＲＮＡ 的定量检测同样在 ＡＢＩ ＳｔｅｐＯｎｅ
Ｐｌｕｓ 系统上进行，反应条件为 ９５ ℃、１０ ｍｉｎ 预变性；
９５ ℃、５ｓ，６０ ℃、４０ｓ，共 ４０ 个循环。 以 ＧＡＰＤＨ 作为

内参，２ － ΔΔＣｔ法计算 ｍＲＮＡ 的相对表达量。 扩增使

用的 引 物 为 ＳＰＡＲＣ： Ｆ： ５′⁃ＴＧＡＧＧＴＡＴＣＴＧＴＧＧ⁃
ＧＡＧＣＴＡＡＴＣ⁃３′， Ｒ： ５′⁃ＧＣＴＣＡＧＧＡＣＴＣＧＣＴＴＣＡＴ⁃
ＧＧ⁃３′； Ｕ６ｓｎＲＮＡ： Ｆ： ５′⁃ＣＴＣＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡ⁃
３′， Ｒ： ５′⁃ＡＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴ⁃３′；ＧＡＰＤＨ：
Ｆ： ５′⁃ＴＧＧＧＴＧＴＧＡＡＣＣＡＣＧＡＧＡＡ⁃３′， Ｒ： ５′⁃ＧＧＣＡ⁃
ＴＧＧＡＣＴＧＴＧＧＴＣＡＴＧＡ⁃３′。
１． ２． ４　 细胞增殖活力检测　 使用 ＣＣＫ⁃８ 试剂盒对

不同组细胞的增殖情况进行分析。 将处于对数生长

期的各组细胞用胰酶消化后用未添加血清的培养基

重悬，按照 １００ μｌ ／孔（２ ０００个细胞）接种 ９６ 孔板，
饥饿培养 １２ ｈ 后更换完全培养基继续培养，于培养

０、２４、４８、７２、９６ ｈ 时每孔分别加入 １０ μｌ ＣＣＫ⁃８ 溶

液，孵育 １ ｈ 后通过酶标仪检测 Ａ４５０ 值。 每组细胞

进行 ６ 复孔重复检测。
１． ２． ５　 平板克隆形成实验　 将处于对数生长期的

各组细胞用胰酶消化，将 １ × １０３ 个细胞用完全培养

基重悬，置于 １０ ｃｍ 细胞培养皿中。 在 ３７℃含 ５％
ＣＯ２ 的培养箱中持续培养 ７ ｄ，用 ０. １％的结晶紫染

液染色后，在显微镜下计数≥３０ 个细胞的克隆数

量。 每组细胞进行 ３ 复孔重复检测。
１． ２． ６　 双萤光素酶报告基因分析　 双荧光素酶报

告基因质粒构建包括野生型、突变型 ＳＰＡＲＣ ３′⁃ＵＴＲ
荧光素酶报告基因质粒 ＷＴ⁃ｐｍｉｒＧＬＯ⁃ＳＰＡＲＣ，ｍｉＲ⁃
１４８ｂ⁃３ｐ 结合区域点突变的荧光素酶报告基因质粒

Ｍｕｔ⁃ｐｍｉｒＧＬＯ⁃ＳＰＡＲＣ。 将 构 建 的 质 粒 转 染 至

ＨＥＫ２９３ 细胞，另将内参质粒（海肾素荧光）和 ｍｉＲ⁃
１４８ｂ⁃３ｐ 转染至 ＨＥＫ２９３ 细胞进行对照研究。 ４８ ｈ
后操作裂解细胞，具体操作方法参照双荧光素酶报
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告基因检测系统的说明书，在多功能酶标仪上加入

发光液之后检测结果。 内参质粒为海肾素荧光。 分

析 ｍｉＲ⁃１４８ｂ⁃３ｐ 和 ＳＰＡＲＣ ３′⁃ＵＴＲ 的相互作用。
１． ２． ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ　 收集细胞后，使用细胞裂解液

裂解细胞，于 ４ ℃，１ ０００ ｒ ／ ｍ 离心 ５ ｍｉｎ，收集上清

液。 加入上样 ｂｕｆｆｅｒ 后煮沸 ５ ｍｉｎ，进行 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ
电泳，转至 ＰＶＤＦ 膜上，用 ５％ 脱脂牛奶室温封闭 ２
ｈ，用封闭液稀释的 ＳＰＡＲＣ 和 ＧＡＰＤＨ 抗体 ４ ℃孵

育过夜，洗涤后加入适当稀释的 ＨＲＰ 标记山羊抗兔

二抗室温孵育 １ ｈ。 将膜洗涤 ３ 次后在膜上涂布

ＥＣＬ 发光液后在 Ｉｍａｇｅｑｕａｎｔ ＬＡＳ４０００ 分子成像仪上

观察结果。
１． ３　 统计学处理　 使用 ＳＰＳＳ １９. ０ 软件进行统计

学分析，数据均以 �ｘ ± ｓ 表示， 方差分析（ＡＮＯＶＡ）进
行多组间数据的比较，使用 Ｓｔｕｄｅｎｔ′ｓ⁃ｔ 检验进行数

据间两两比较，以 Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 ＳＰＡＲＣ 和 ｍｉＲ⁃１４８ｂ⁃３ｐ 在 ＨＫＦ 和 ＮＦｓ 中表

达水平　 Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检测 ＨＫＦ 和 ＮＦｓ 中 ＳＰＡＲＣ
和 ｍｉＲ⁃１４８ｂ⁃３ｐ 的表达水平显示，ＨＫＦ 中 ＳＰＡＲＣ
ｍＲＮＡ 的相对表达水平为 ４. １１ ± ０. ２７， 在 ＮＦｓ
ＳＰＡＲＣ ｍＲＮＡ 的相对表达水平为 １. １４ ± ０. １９，ＨＫＦ
高于 ＮＦｓ（ ｔ ＝ ９. ６８， Ｐ ＝ ０. ０００ ５），而 ＨＫＦ 中 ｍｉＲ⁃
１４８ｂ⁃３ｐ 的相对表达水平为 ０. ４７ ± ０. ２２， ＮＦｓ 中

ｍｉＲ⁃１４８ｂ⁃３ｐ 的相对表达水平为 １. ２４ ± ０. １５，ＨＫＦ
则低于 ＮＦｓ（ ｔ ＝ ８. ５６， Ｐ ＝ ０. ０００ ８）。 见图 １。

图 １　 ＳＰＡＲＣ 和 ｍｉＲ⁃１４８ｂ⁃３ｐ 在 ＨＫＦ 和 ＮＦｓ中表达水平

　 　 Ａ：ＳＰＡＲＣ 的表达水平；Ｂ：ｍｉＲ⁃１４８ｂ⁃３ｐ 的表达水平；与 ＮＦｓ 比

较：∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１

２． ２　 ｍｉＲ⁃１４８ｂ⁃３ｐ 抑制 ＨＫＦ 中 ＳＰＡＲＣ 的表达　
在 ＨＫＦ 细胞中转染 ｍｉＲ⁃１４８ｂ⁃３ｐ，后 Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ
检测显示 ｍｉＲ⁃１４８ｂ⁃３ｐ 的表达水平增加［（１. ０８ ±
０. １５） ｖｓ （７. ０５ ± ０. １４）， ｔ ＝ １２. ４６， Ｐ ＝ ０. ０００］，而
ＳＰＡＲＣ 的表达水平降低了［（１. ２１ ± ０. ２５） ｖｓ （０. ４７
± ０. ０８）， ｔ ＝ ６. ４６， Ｐ ＝ ０. ００４］。 见图 ２。

图 ２　 ｍｉＲ⁃１４８ｂ⁃３ｐ 抑制 ＨＫＦ 中 ＳＰＡＲＣ 的表达

　 　 Ａ： ｍｉＲ⁃１４８ｂ⁃３ｐ 的表达水平；Ｂ：ＳＰＡＲＣ 的表达水平；与 ｍｉＲ⁃ＮＣ
组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；∗∗∗∗Ｐ ＜ ０. ０００ ０１

２． ３ 　 ｍｉＲ⁃１４８ｂ⁃３ｐ 对 ＨＫＦ 增殖的影响 　 通过

ＣＣＫ⁃８ 法检测在 ＨＫＦ 细胞中转染 ｍｉＲ⁃１４８ｂ⁃３ｐ 后 ０
～ ９６ ｈ 细胞增殖情况，结果表明，从 ４８ ｈ 开始，与
ｍｉＲ⁃ＮＣ 组相比，ｍｉＲ⁃１４８ｂ⁃３ｐ 组的增殖能力明显下

降（Ｆ ＝ １２５. ４，Ｐ ＝ ０. ００２）。 见图 ３。

图 ３　 ｍｉＲ⁃１４８ｂ⁃３ｐ 对 ＨＫＦ 增殖的影响

　 　 与 ｍｉＲ⁃１４８ｂ⁃３ｐ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５；与 ｍｉＲ⁃１４８ｂ⁃３ｐ 组比较：＃＃Ｐ
＜ ０. ０１

２． ４　 ｍｉＲ⁃１４８ｂ⁃３ｐ 对 ＨＫＦ 克隆形成的影响　 平板
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克隆形成分析显示 ｍｉＲ⁃ＮＣ 组（７２９ ± ３７）细胞克隆

的数量明显高于 ｍｉＲ⁃１４８ｂ⁃３ｐ 组 （４７６ ± ３８） （ ｔ ＝
９. ３４， Ｐ ＝ ０. ０００ ６），见图 ４。

图 ４　 平板克隆形成分析 ｍｉＲ⁃１４８ｂ⁃３ｐ 对 ＨＫＦ 克隆形成的影响

２． ５　 ｍｉＲ⁃１４８ｂ⁃３ｐ 靶向作用于 ＳＰＡＲＣ ３′⁃ＵＴＲ 抑

制 ＳＰＡＲＣ 的表达 　 分别使用在线分析软件 ｍｉ⁃
ＲＡＮｄａ （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｍｉｃｒｏｒｎａ． ｏｒｇ ／ ）、 ＰｉｃＴａｒ （ ｈｔ⁃
ｔｐ： ／ ／ ｐｉｃｔａｒ． ｂｉｏ． ｎｙｕ． ｅｄｕ ／ ）和 ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ７． １（ｈｔｔｐ： ／ ／

ｗｗｗ． ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ． ｏｒｇ ／ ） 预测 ＳＰＡＲＣ ３′⁃ＵＴＲ 中 ｍｉＲ⁃
１４３ 的结合位点，构建荧光素酶报告基因质粒进行

实验验证。 软件分析显示 ｍｉＲ⁃１４８ｂ⁃３ｐ 与 ＳＰＡＲＣ
３′⁃ＵＴＲ 存在结合位点（图 ５Ａ）；双荧光素酶报告基

因分析显示，ｍｉＲ⁃１４８ｂ⁃３ｐ 能够靶向作用于 ＳＰＡＲＣ
３′⁃ＵＴＲ 抑制荧光素酶表达，当对 ＳＰＡＲＣ 的 ３′⁃ＵＴＲ
中结合位点进行点突变处理后，ｍｉＲ⁃１４８ｂ⁃３ｐ 的抑

制作用消失，见图 ５Ｂ、Ｃ。
２． ６　 过表达 ＳＰＡＲＣ 抵消 ｍｉＲ⁃１４８ｂ⁃３ｐ 对 ＨＫＦ 增

殖的抑制作用 　 在转染 ｍｉＲ⁃１４８ｂ⁃３ｐ 的同时转染

ＳＰＡＲＣ 真核表达质粒，通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析细胞

中 ＳＰＡＲＣ 的表达水平发现转染 ｍｉＲ⁃１４８ｂ⁃３ｐ 后细

胞中 ＳＰＡＲＣ 表达水平下降，转染 ＳＰＡＲＣ 真核表达

质粒后，细胞中 ＳＰＡＲＣ 表达水平回升。 通过 ＣＣＫ⁃８
法检测各组细胞 ０ ～ ９６ ｈ 增殖情况，结果显示，转染

ＳＰＡＲＣ 细胞的增殖能力明显增加（Ｆ ＝ １２０. ９，Ｐ ＝
０. ００５），见图 ６。

图 ５　 ｍｉＲ⁃１４８ｂ⁃３ｐ 靶向作用于 ＳＰＡＲＣ ３′⁃ＵＴＲ 抑制 ＳＰＡＲＣ 的表达

　 　 Ａ：野生型荧光素酶报告基因质粒测序结果；Ｂ：突变型荧光素酶报告基因质粒测序结果；Ｃ：在线分析软件预测 ＳＰＡＲＣ ３′⁃ＵＴＲ 中 ｍｉＲ⁃１４８ｂ⁃
３ｐ 的结合位点；Ｄ：ＷＴ⁃ｐｍｉｒＧＬＯ⁃ＳＰＡＲＣ 和 Ｍｕｔ⁃ｐｍｉｒＧＬＯ⁃ ＳＰＡＲＣ 荧光素酶报告基因质粒构建的示意图；Ｅ：双荧光素酶报告基因分析 ｍｉＲ⁃１４８ｂ⁃

３ｐ 与 ＳＰＡＲＣ ３′⁃ＵＴＲ 的靶向作用； ∗∗Ｐ ＜ ０. ０１
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图 ６　 过表达 ＳＰＡＲＣ 抵消 ｍｉＲ⁃１４８ｂ⁃３ｐ 对 ＨＫＦ 增殖的抑制作用

　 　 Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析细胞中 ＳＰＡＲＣ 的表达水平；１：ｍｉＲ⁃ＮＣ 组；
２：ｍｉＲ⁃１４８ｂ⁃３ｐ 组；３：ｍｉＲ⁃１４８ｂ⁃３ｐ ＋ ＳＰＡＲＣ 组；Ｂ：ＣＣＫ⁃８ 法检测细胞

增殖能力变化；ｍｉＲ⁃ＮＣ 组与 ｍｉＲ⁃１４８ｂ⁃３ｐ 组比较： ∗ Ｐ ＜ ０. ０５；ｍｉＲ⁃
１４８ｂ⁃３ｐ ＋ ＳＰＡＲＣ 组与 ｍｉＲ⁃１４８ｂ⁃３ｐ 组比较：＃＃Ｐ ＜ ０. ０１

２． ７　 过表达 ＳＰＡＲＣ 抵消 ｍｉＲ⁃１４８ｂ⁃３ｐ 对 ＨＫＦ 克

隆形成的抑制作用 　 平板克隆形成分析显示 ｍｉＲ⁃
ＮＣ 组细胞克隆的数量为（７４９ ± ２２）， ｍｉＲ⁃１４８ｂ⁃３ｐ
组细胞克隆的数量为 （４７０ ± ３７），ｍｉＲ⁃１４８ｂ⁃３ｐ ＋
ＳＰＡＲＣ 组细胞克隆的数量为 （ ６６３ ± ３２ ）。 ｍｉＲ⁃
１４８ｂ⁃３ｐ ＋ ＳＰＡＲＣ 组与 ｍｉＲ⁃１４８ｂ⁃３ｐ 组相比细胞克

隆的数量明显增加（ ｔ ＝ ６. ８８， Ｐ ＝ ０. ００１ １）。 见图

７。

图 ７　 过表达 ＳＰＡＲＣ 抵消 ｍｉＲ⁃１４８ｂ⁃３ｐ
对 ＨＫＦ 克隆形成的抑制作用

３　 讨论

　 　 病理性瘢痕是一种皮肤纤维化疾病，影响患者

的生活质量，其潜在机制仍不清楚。 已观察到 ｍｉＲ⁃
ＮＡ 在瘢痕形成过程中发挥调节作用，对瘢痕组织

的基因芯片检测已经确定了 ４０ 个上调和下调的

ｍｉＲＮＡ［６］。 例如，ｍｉＲ⁃４２２ａ 可以靶向 ＭＡＰＫ１，积极

参与 ＨＴＳ 的形成［７］；ｍｉＲ⁃３１８７⁃３ｐ 可以靶向 ＩＧＦ１Ｒ
抑制其表达，ＩＧＦ１Ｒ 表达水平下调已被证明与皮肤

纤维化相关［８］；在 ＨＫＦ 中 ｍｉＲ⁃３１８７⁃３ｐ 可以调控

ＧＡＢ１ 表达，促进细胞增殖、迁移和侵袭［９］。 在癌症

中，ｍｉＲ⁃１４８ｂ⁃３ｐ 作为肿瘤抑制因子，能够抑制癌细

胞的生物学表型，如细胞活力、迁移等［１０ － １２］。 在瘢

痕以及瘢痕疙瘩来源的成纤维细胞中 ｍｉＲ⁃１４８ｂ⁃３ｐ
表达水平下调，但其作用尚不明确。 本研究进一步

分析显示 ｍｉＲ⁃１４８ｂ⁃３ｐ 在 ＨＫＦ 中的表达水平低于

ＮＦｓ，在 ＨＫＦ 中转染 ｍｉＲ⁃１４８ｂ⁃３ｐ 能够抑制细胞增

殖。 在线数据库分析显示，ｍｉＲ⁃１４８ｂ⁃３ｐ 可能靶向

作用于 ＳＰＡＲＣ 基因的 ３′⁃ＵＴＲ，抑制其表达。 Ｒｅａｌ⁃
ｔｉｍｅ ＰＣＲ 的结果也进一步证实在 ＨＫＦ 中 ｍｉＲ⁃１４８ｂ⁃
３ｐ 能够抑制 ＳＰＡＲＣ 的表达。
　 　 ＳＰＡＲＣ 是一种胶原结合细胞基质蛋白，其表达

水平在伤口愈合过程［１３］ 和纤维化疾病组织［１４］ 中升

高。 ＳＰＡＲＣ 具有结合Ⅰ型、Ⅲ型和Ⅳ型胶原蛋白的

作用，在细胞外基质（ＥＣＭ）形成中发挥重要作用。
ＴＧＦ⁃β１ 和 ＴＧＦ⁃β２ 均能够诱导成纤维细胞表达

ＳＰＡＲＣ，而 ＳＰＡＲＣ 处理细胞后也观察到 Ｓｍａｄ２ 的磷

酸化水平增加［１５］，表明 ＳＰＡＲＣ 可以激活 ＴＧＦ⁃β，导
致 ＴＧＦ⁃α 信号的增强。 在本研究中发现 ＳＰＡＲＣ 在

ＨＫＦ 中的表达水平高于 ＮＦｓ，与 ｍｉＲ⁃１４８ｂ⁃３ｐ 恰恰

相反，在 ＨＫＦ 中转染 ｍｉＲ⁃１４８ｂ⁃３ｐ 能够下调 ＳＰＡＲＣ
的表达并抑制细胞增殖，荧光素酶报告基因法进一

步证实 ｍｉＲ⁃１４８ｂ⁃３ｐ 通过靶向 ＳＰＡＲＣ ３′⁃ＵＴＲ 发挥

抑制作用。 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，恢复细胞的增殖能力。 上述结果表明在 ＨＫＦ 中

ｍｉＲ⁃１４８ｂ⁃３ｐ 可能通过靶向抑制 ＳＰＡＲＣ 的表达，发
挥抑制瘢痕进展的作用。 先前的研究［２ － ３］ 显示在

ＨＫＦ 细胞中下调 ＳＰＡＲＣ 表达能够抑制Ⅰ和Ⅲ型胶

原蛋白的表达，改善瘢痕的形成。 在本研究中进一

步发现瘢痕组织及 ＨＫＦ 中 ＳＰＡＲＣ 表达水平较正常

皮肤成纤维细胞升高可能是因为 ｍｉＲ⁃１４８ｂ⁃３ｐ 的水

平不足引起的。 因此 ＳＰＡＲＣ 以及 ｍｉＲ⁃１４８ｂ⁃３ｐ 可

能是治疗病理性瘢痕的新靶点，本研究为病理性瘢

痕的治疗提供新的思路。
　 　 综上所述，该研究表明，在 ＨＫＦ 细胞中 ｍｉＲ⁃
１４８ｂ⁃３ｐ 的表达水平下调，ＳＰＡＲＣ 表达水平上调，过
表达 ｍｉＲ⁃１４８ｂ⁃３ｐ 能够下调 ＳＰＡＲＣ 表达，发挥抑制

ＨＫＦ 增殖的作用，提示 ｍｉＲ⁃１４８ｂ⁃３ｐ 和 ＳＰＡＲＣ 是治

疗病理性瘢痕的潜在靶点。
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