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miR-21在疤痕形成中的作用及其机制研究 *
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摘要 目的：探究 miR-21在疤痕形成中的作用及其相关机制。方法：选取 2016年 3月 -2017年 8月在本院就诊的 20例皮肤有疤

痕患者，采集患者的正常皮肤组织（正常组）、疤痕组织（疤痕组），进行成纤维细胞的分离培养，比较正常组、疤痕组 miR-21与

Smad-7的 mRNA表达水平，并在疤痕组织加入 miR-21抑制剂（抑制组），比较三组成纤维细胞增殖情况、蛋白表达及磷酸化水

平。结果：正常组中 Smad-7的 mRNA表达水平显著高于疤痕组，而 miR-21的 mRNA水平显著低于疤痕组，差异均有统计学意义

（P<0.05）。细胞培养 48 h和 72 h时，疤痕组成纤维细胞增殖水平明显高于正常组和抑制组，差异有统计学意义（P<0.05），而抑制

组和正常组成纤维细胞增殖水平比较差异无统计学意义（P>0.05）。疤痕组成纤维细胞 Smad-7蛋白表达低于正常组和抑制组，差

异有统计学意义（P<0.05），疤痕组成纤维细胞 Smad-2、Smad-3蛋白表达及磷酸化水平均高于正常组和抑制组，差异有统计学意

义（P<0.05）。结论：疤痕组织中 miR-21通过负调控 Smad-7的表达，从而引起 Smad-2与 Smad-3蛋白表达发生变化，使得疤痕成

纤维细胞的增殖水平明显增高，最终促成疤痕的形成。
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Study on the Role of miR-21 in Scar Formation and Its Mechanism*

To explore the role of miR-21 in scar formation and its related mechanisms. 20 cases of skin scar

patients who were diagnosed in our hospital from March 2016 to August 2017 were selected,collected the normal skin tissue (normal

group), scar tissue (scar group), the isolation and culture of fibroblasts, the mRNA expression level of miR-21 and Smad-7 in normal

group and scar group were compared, MiR-21 inhibitor (inhibition group) was added to the scar tissue, the fibrous cell proliferation, pro-

tein expression and phosphorylation level between the three groups were compared. The mRNA expression level of Smad-7 in

normal group was significantly higher than that in scar group, but the mRNA level of miR-21 was significantly lower than that of scar

group, and the differences were statistically significant (P<0.05). When cell culture was 48 h and 72 h, the proliferation level of the fi-

brous cell in scar group was significantly higher than that in normal group and inhibitory group, the difference was statistically significant

(P<0.05), but there was no statistically significant difference between the inhibition group and normal group (P>0.05). The expression of

Smad-7 protein of fibrous cell in scar group was lower than that of normal group and inhibitory group, the difference was statistically sig-

nificant (P<0.05), the expression of Smad-2 and Smad-3 protein and phosphorylation level of of the fibrous cell in scar group were higher

than those of normal group and inhibitory group, the differences were statistically significant (P<0.05). miR-21 in scar tissue

through negative regulation of Smad-7 expression, resulting in changes of Smad-2 and Smad-3 protein expression, the proliferation of

scar fibroblasts increased significantly, eventually contributing to the formation of scars.
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前言

疤痕是由各种创伤所引起的正常皮肤组织的外观形态和

组织病理学改变的统称，它是人体创伤修复过程中必然的产物
[1-3]。十分微小的创伤不会导致疤痕的生成，但其它种类的创伤

均会形成不同程度的疤痕[4,5]。目前最为常见的疤痕主要是增生

性疤痕和疤痕疙瘩，主要治疗方式有外科手术治疗、激光治疗、

压迫治疗、放射治疗与药物治疗等[6-8]。外科手术主要通过切除

疤痕组织进行治疗，而激光、压迫、放射与药物治疗则通过抑制

胶原蛋白的合成、纤维细胞的分裂增殖等方式使疤痕组织停止

生长，以达到治疗疤痕的目的[9,10]。miRNA为非编码单链 RNA，

其主要的生理功能是调控 DNA转录后的表达，miRNA参与了

人类三分之一基因的表达的调控[11-13]。有报道指出[14,15]，miRNA

对疤痕的相关调控具有一定的作用，其中 miR-21对疤痕调控
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作用最为明显。而在疤痕形成的过程中 TGF-茁 下游信号
Smad-7分子起到调控细胞纤维化的重要作用[16,17]。本文通过分

析 miR-21与 Smad-7之间的关系，进而探究疤痕形成的相关机

制，现报道如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选取 2016年 3月 -2017年 8月到我院就诊的疤痕患者 20

例，经患者同意后，采集患者的正常皮肤组织（正常组）以及疤

痕组织（疤痕组），本次研究所纳入的患者均无其它病情。以上

研究患者知情，且通过伦理道德委员会的批准。

1.2 材料与仪器

DMEM培养基、胎牛血清、磷酸盐缓冲液、0.25%胰蛋白

酶、实时荧光定量 PCR 仪均购自美国的赛默飞世尔公司；

miR-21抑制剂设计合成、人 Smad-7、茁-actin、miR-21基因引物
设计合成由湖南丰晖生物科技有限公司提供；鼠抗人抗体：

茁-actin购自美国的 Abcam公司；Smad-2、Smad-3、Smad-7购自

美国的 CST公司；噻唑蓝（methylthiazoletrazolium，MTT）比色

法购自美国的 solarbo公司；倒置荧光显微镜 IX71购自美国的

Olympus公司。

1.3 实验方法

1.3.1 原代细胞的分离与培养 将新鲜的正常组织或疤痕组

织分别放置于培养皿中，加入 5 mL的磷酸盐缓冲液(phosphate

buffered saline, PBS)，将组织用 PBS清洗三遍。将所有组织转

移至新的培养皿中，加入 10mlDMEM培养基并将组织块剪碎

至 1 mm3左右，转移到 15 mL的离心管中，使用 PBS进行清洗

直至组织块自动下沉为止，最后除去 PBS，再将组织块转移到

培养瓶中，加入 5 mL胶原酶与双抗溶液（稀释至 2× ），反复吹

打直至组织块散开，将培养瓶放置于 37℃摇床上进行消化，摇

床转速设置为 150 r/min，每隔 15 min在显微镜下观察一次，直

至组织块的透光性良好且呈絮状停止消化。将消化后的组织转

入新的 15 mL离心管中，在 1300 r/min的转速下离心 5 min，去

除上清液，保留沉淀物。采用 PBS清洗下沉物三次，然后向离

心管中分别加入 5 mL DMEM完全培养基（含 1× 双抗），反复

吹打直至沉淀物分散均匀，转移到培养皿中，置于细胞培养箱

中，在 37℃进行培养。

1.3.2 原代细胞转染 在转染前，对细胞进行记数，然后细胞

铺板，确保其在转染时细胞密度为 90%。对于每孔细胞，使用

50 滋L无血清 DMEM培养基加入 0.8 滋g-1.0 滋g的 miR-21抑

制剂。在每个孔中加入 2 滋L LIPOFECTAMINE 2000，5 min后

加入 miR-21抑制剂溶液进行混合，在室温下孵育 20 min，所制

备物质必须在 6h内进行下一步操作。将上步制备物质加入每

孔细胞中，并充分分混合，在 37℃、CO2浓度为 5％条件下培养

24-48 h，此组为抑制组。

1.3.3 定量聚合酶链反应（quantitative polymerase chain reaction,

Q-PCR） TRIzol法提取总 RNA。cDNA的逆转录合成，使用

实时荧光定量 PCR仪，根据反转录实验说明书进行操作。引物

序列如下：Smad-7（F：5'-TCCTGCTGTGCAAACTGTTC-3';R：

5'-AGTAGGAGGAGGGGGAGAC-3'）； 茁-actin（F：5'-CACG-
GCTGCTTCCAGCTCCT-3'；R：5'-CTCCTGCTTGCTGATCCA-

CATC-3'）；miR-21（F：5'-GTGCAGGGTCCGAGGT-3'；R:5'-GC-

CGCTAGCTTATCAGACTGATGT-3'），采用 2-△ △ Ct法对相应基

因的相对表达量进行计算。

1.3.4 蛋白印迹试验（western blotting，WB）检测 以 1 mL裂

解液加入 10 滋L PMSF（100mM）的比例配置裂解液，混合均匀

后置于冰上孵育。取细胞培养液，在 12000 rpm的条件下离心

5 min，收集沉淀物。取 400 滋L裂解液加入离心管中，冰上孵育
30 min，使细胞得到充分裂解。以 4℃、12000 rpm的条件离心 5

min，将上清液分别转移至 1.5 mL的离心管中并在 -80℃保存。

1.3.5 MTT比色法检测细胞增殖 收集三组组织的成纤维细

胞，使各种细胞的悬浮液浓度相同，向孔板的每孔中加入 150

滋L细胞悬浮液，同时确保孔板上边缘孔用无菌 PBS填充。在

37℃、CO2浓度为 5%的条件下孵育细胞，孵育时间分别设置为

24 h、48 h、72h。待孵育时间达到预设时间时，分别向每孔加入

20 滋L 0.5%的MTT溶液继续培养 4h，最后除去孔中的培养液。

向每孔中分别加入 150 滋L二甲基亚砜，将孔板在摇床上振荡
10min，设置速度为 10 rpm。最后测定各孔的 OD 490nm值，

OD 490nm值越大代表细胞增殖越多。

1.4 统计学方法

采用 SPSS 22.0进行统计分析。计量资料以（x± s）表示，组

间两两比较采用 t检验，多组间比较采用 F检验，检验标准设

置为 琢=0.05。

2 结果

2.1 正常组、疤痕组中 miR-21与 Smad-7的 mRNA表达水平

正常组中 Smad-7的 mRNA表达水平显著高于疤痕组，而

miR-21的 mRNA水平显著低于疤痕组，差异均有统计学意义

（P<0.05）。详见表 1。

表 1 正常组、疤痕组中 miR-21与 Smad-7的 mRNA表达水平（x± s）

Table 1 MRNA expression levels of miR-21 and Smad-7 in normal group and scar group

Group n
mRNA expression

Smad-7 miR-21

Normal group 20 1.12± 0.31 0.84± 0.24

Scar group 20 0.72± 0.26 1.62± 0.17

t 4.421 11.860

P 0.000 0.000

2.2 三组成纤维细胞增殖情况比较 通过培养观察发现，细胞在培养 24 h时，三组细胞增殖水
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平无明显差异（P>0.05）。在培养 48 h和 72 h时，疤痕组成纤维

细胞增殖水平明显高于正常组和抑制组，差异有统计学意义

（P<0.05），而抑制组和正常组成纤维细胞增殖水平比较差异无

统计学意义（P>0.05）。详见表 2。

Note: compared with the normal group, *P<0.05; compared with the inhibition group, #P<0.05.

表 2 三组成纤维细胞增殖情况比较（x± s）

Table 2 Comparison of the proliferation of fibrous cells among the three groups（x± s）

Group n
OD 490nm

24 h 48 h 72 h

Normal group 20 0.78± 0.12 0.80± 0.11 0.95± 0.42

Inhibition group 20 0.75± 0.23 0.88± 0.32 1.11± 0.21

Scar group 20 0.81± 0.44 1.31± 0.13*# 1.43± 0.12*#

F 1.217 5.236 7.882

P 0.085 0.000 0.000

2.3 三组成纤维细胞蛋白表达及磷酸化水平比较

正常组和抑制组成纤维细胞蛋白表达及磷酸化水平比较

差异无统计学意义（P>0.05），疤痕组成纤维细胞 Smad-7蛋白

表达低于正常组和抑制组，差异有统计学意义（P<0.05），疤痕

组成纤维细胞 Smad-2、Smad-3蛋白表达及磷酸化水平均高于

正常组和抑制组，差异有统计学意义（P<0.05）。详见表 3及图1。

Note: compared with the normal group,*P<0.05; compared with the inhibition group, #P<0.05.

表 3 三组成纤维细胞蛋白表达及磷酸化水平比较（x± s）

Table 3 Comparison of fibrin protein expression and phosphorylation level among the three groups（x± s）

Group n
Protein expression Phosphorylation level

Smad-7 Smad-2 Smad-3 p-Smad-2 p-Smad-3

Normal group 20 1.02± 0.48 1.03± 0.28 1.05± 0.22 1.31± 0.25 1.26± .025

Inhibition group 20 1.18± 0.19 1.19± 0.27 1.21± 0.41 1.44± 0.33 1.42± 0.30

Scar group 20 0.51± 0.27*# 1.78± 0.22*# 1.83± 0.35*# 2.45± 0.23*# 2.11± 0.42*#

F 3.786 5.211 11.472 9.886 12.117

P 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

3 讨论

随着社会的不断发展，人们对疤痕的关注程度日益增加。

皮肤受损后，在自身修复过程中逐渐形成疤痕组织，并且疤痕

成纤维细胞在各种刺激的影响下加快分裂增殖的速度，加强胶

原蛋白的合成能力[18-20]。Smad蛋白在生命活动中具有重要的调

节功能，可将 TGF-茁信号由细胞质传输到细胞核实现对目的
基因转录的调节，进而调节细胞的生命活动[21-23]。miRNA作为

非编码的单链 RNA，其主要生理功能是对 DNA转录生成的

mRNA的表达进行调控，且对蛋白的磷酸化起到抑制作用[24,25]。

近年来，miRNA在疤痕的相关研究中日益深入，如 miR-143-3p

和 miR-34均与疤痕的形成有关[26-28]。相关研究报道[29]，疤痕成

纤维细胞中 miR-21的表达高于正常组织组织，且当对疤痕成

纤维细胞加入 miR-21抑制剂后，疤痕成纤维细胞中 Smad-7的

含量增加，而且疤痕成纤维细胞的体外分裂增殖能力得到提

高，但具体作用机制尚不明确。

本文就 miR-21通过靶向抑制 Smad-7参与调控疤痕组织

的形成的作用与相关机制进行相关研究。研究结果表明，正常

组中 Smad-7的 mRNA表达水平显著高于疤痕组，而 miR-21

的 mRNA水平显著低于疤痕组（P<0.05），说明疤痕成纤维细

胞的 Smad-7的 mRNA表达水平明显低于正常成纤维细胞，而

miR-21的 mRNA表达水平则明显低于疤痕成纤维细胞，表明

图 1 三组成纤维细胞蛋白表达及磷酸化水平比较

Fig.1 Comparison of fibrin protein expression and phosphorylation level

among the three groups
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miR-21与 Smad-7的表达之间存在负向相关性。本研究结果表

明，在培养 48 h和 72 h时，疤痕组成纤维细胞增殖水平明显高

于正常组和抑制组（P<0.05），而抑制组和正常组成纤维细胞增

殖水平比较差异无统计学意义（P>0.05）。表明疤痕组织成纤维

细胞的增殖明显快于正常成纤维疤痕细胞，且 miR-21抑制剂

作用后使疤痕成纤维细胞的增殖速度接近正常成纤维细胞，这

与陈祯炜 [30] 等人的研究结果一致，疤痕成纤维细胞中加入

miR-21抑制剂，能抑制疤痕成纤维的胶原蛋白的合成以及疤

痕成纤维细胞的分裂增殖。此外，疤痕组成纤维细胞 Smad-7蛋

白表达低于正常组和抑制组，Smad-2、Smad-3蛋白表达及磷酸

化水平均高于正常组和抑制组（P<0.05）。表明经过 miR-21抑

制剂作用后疤痕成纤维细胞上述各个指标均不同程度的接近

正常成纤维细胞的表达水平。在本文的研究中仅对 miR-21抑

制对 Smad-2、Smad-3以及磷酸化的 Smad-2与 Smad-3水平的

影响，而未就相应机制对疤痕形成的影响与相应的靶向关系进

行研究。在进一步深入的研究中，应对 miR-21 对 Smad-2、

Smad-3以及磷酸化的 Smad-2与 Smad-3的靶向关系及调节作

用对疤痕形成的影响进行相关研究。

综上所述，疤痕组织中 miR-21通过对 Smad-7表达的负向

调控，miR-21抑制可减少细胞增殖，使 Smad-2、Smad-3蛋白表

达及磷酸化水平接近正常细胞，减少疤痕的形成。
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