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Abstract
AIM: To investigate the effects of antisense 
oligodeoxynucleotide- and small-interfering RNA 
(siRNA)-mediated inhibition of RhoA expression 
on the secretion of extracellular matrix components 
in hepatic stellate cells (HSC-T6) to seek new 
approaches for the treatment of liver fibrosis.

METHODS: An antisense oligodeoxynucleotide 
and a siRNA targeting the RhoA gene were de-
signed and transfected into HSC-T6 cells. The 
expression of RhoA and type I collagen (Col I) 
mRNAs in HSC-T6 cells was detected by RT-
PCR. The expression of RhoA protein in HSC-T6 
cells was detected by Western blot. The contents 
of hyaluronic acid, laminin and PIIIP in cell su-

pernatants were measured by ELISA. 

RESULTS: After antisense oligodeoxynucleotide 
or siRNA transfection, the relative expression 
levels of RhoA mRNA were changed from 0.892 
± 0.051 and 0.937 ± 0.044 to 0.113 ± 0.024 and 0.212 
± 0.042, respectively; the expression of RhoA 
protein and the contents of extracellular matrix 
components decreased markedly; and the rela-
tive expression levels of Col I mRNA decreased 
from 0.709 ± 0.067 and 0.695 ± 0.087 to 0.436 ± 
0.037 and 0.201 ± 0.044, respectively.  

CONCLUSION: Specific blockade of RhoA ex-
pression decreases the secretion of extracellular 
matrix components in HSC-T6 cells. RhoA-spe-
cific siRNA is superior to antisense oligodeoxy-
nucleotide in down-regulating RhoA expression 
and therefore represents a better strategy for 
gene therapy of liver fibrosis. 
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摘要
目的: 观察并比较两种方法抑制RhoA的表达
对细胞外基质成分, 如Ⅰ型胶原、透明质酸以
及层粘连蛋白合成的影响, 为肝纤维化的基因
治疗寻求新的途径. 

方法: 设计并合成针对RhoA相同靶点的反义
寡核苷酸和小干扰RNA, 分别转染肝星状细胞
株HSC-T6, 逆转录PCR技术检测细胞中RhoA和
Ⅰ型胶原mRNA的表达; Western blot检测细胞
中RhoA蛋白质的表达; ELISA检测培养上清中
透明质酸(HA)、层黏蛋白(LN)及PIIIP的含量.  

结果: 转染RhoA反义寡核苷酸和小干扰RNA 
Rat1质粒后, HSC-T6中RhoA mRNA的表达
分别由0.892±0.051、0.937±0.044降为0.113

®

■背景资料
肝纤维化是各种
慢性肝病进展到
肝硬化的必经中
间环节. 肝星状细
胞是肝纤维化发
生发展的关键细
胞, 肝星状细胞活
化并产生大量细
胞外基质是肝纤
维化发生发展的
核心步骤. 本课题
组既往的研究显
示RhoA在肝纤维
化发生过程中起
着重要的作用. 本
实验采用体外合
成的反义寡核苷
酸和小干扰RNA
转染大鼠肝星状
细胞株HSC-T6, 
检测细胞外基质
成分的表达, 比较
两种不同反义技
术抑制RhoA信号
传导途经对活化
HSC的作用, 为下
一步肝纤维化的
试验性基因治疗
提供依据.

■同行评议者
唐世刚, 教授, 大
连大学附属中山
医院消化内科



王波, 等. 抑制细胞因子RhoA的表达对肝星状细胞株HSC-T6胶原分泌的影响                                                               2039

www.wjgnet.com

±0.024、0.212±0.042; 蛋白质表达水平均
明显下调; 细胞内Ⅰ型胶原mRNA的表达分
别由0.709±0.067、0.695±0.087降为0.436
±0.037、0.201±0.044; 细胞外基质成分如
HA、LN及PIIIP的表达水平明显下降. 两者相
比, 小干扰RNA具有更强的生物学效应.

结论: 靶向抑制细胞因子RhoA的表达可明显
减少肝星状细胞株HSC-T6细胞外基质的合
成, 且小干扰RNA的效果明显优于针对同一
靶点的反义寡核苷酸, 显示RNAi技术应用于
肝纤维化基因治疗的良好前景.

关键词: RhoA; 反义寡核苷酸; 小干扰RNA; 肝纤维

化; 基因治疗
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0  引言

肝纤维化是各种慢性肝病进展到肝硬化的必经

中间环节. 肝星状细胞(hepatic stellate cell, HSC)
是肝纤维化发生发展的关键细胞, HSC活化为肌

成纤维细胞是肝纤维化发生发展的核心事件. 研
究证实, HSC的活化是由肝细胞变性坏死引发

的大量细胞因子、受体和转录因子激活的一系

列复杂的过程, 早期抑制HSC的活化是最为有

效的逆转肝纤维化的途径之一[1]. 近年来, 细胞

因子RhoA在HSC活化过程中的地位日益引起人

们的关注, 我们既往通过动态观察RhoA在肝纤

维化形成过程中的表达变化, 证实RhoA和细胞

骨架重排在肝纤维化发生过程中起着重要的作

用[2]. 小干扰RNA(small interferon RNA, siRNA)
和反义寡核苷酸(antisense oligodeoxynucleotide, 
A S O D N)是相继发展起来的较为成熟的反义

RNA技术, 在病毒感染、肿瘤和遗传疾病的治

疗方面显示出很强的优势和潜力. 对比研究这两

种技术抑制RhoA表达来干扰活化的HSC分泌细

胞外基质国内外未见报道. 本实验采取体外转

录合成针对RhoA基因序列上相同靶点的siRNA
和ASODN, 转染大鼠肝星状细胞株HSC-T6, 通
过比较检测细胞外基质成分的表达, 观察抑制

RhoA信号传导途经对活化HSC的作用, 并为下

一步肝纤维化的试验性基因治疗提供依据. 

1  材料和方法

1.1 材料  大鼠肝星状细胞株H S C-T6为本实

验室冻存, 带有绿色荧光蛋白(enhanced green 
fluorescent protein, EGFP)并表达大鼠RhoA特异

性siRNA的质粒(Rat1质粒和Rat2质粒)及阴性对

照质粒(HK-A质粒)为本实验室保存; 针对其相同

靶点设计的ASODN以及用于对照的正义寡核苷

酸(sense oligodeoxynucleotide, SODN)为本实验

室保存; DMEM培养基及新生牛血清购自Gibco
公司; 脂质体LipofectamineTM2000购自Invitrogen
公司;  MML-V逆转录酶、Taq DNA聚合酶购自

Promega公司; DNA Marker Ⅰ购自北京天为时代

科技有限公司; PCR引物由上海生工公司合成; 
RhoA抗体购自Santa Cruz公司; 透明质酸、层粘

连蛋白及Ⅲ型前胶原肽定量ELISA试剂盒购自

上海森雄科技实业有限公司. 
1.2 方法 
1.2.1 细胞分组: 待HSC-T6生长到对数生长期, 
0.25%胰蛋白酶消化传代, 按每孔5×105接种到六

孔培养板. 针对ASODN, 分为空白对照组、脂质

体对照组、阴性对照组(转染SODN 400 nmol/L)
和ASODN组(包括A组, 300 nmol/L以及B组600 
nmol/L两种浓度); 对于siRNA, 分为空白对照

组、脂质体对照组、阴性对照组(转染HK-A质

粒)、siRNA组(包括A组, 转染Rat1以及B组转染

Rat2质粒), 每组另设3个复孔作为对照. 
1.2.2 细胞转染: 在超净工作台内, 将脂质体、无

血清DMEM培养基、寡核苷酸或质粒按一定比

例配制好0.1 mL转染液, 室温静置5 min使用. 待
细胞生长到70%融合时, 将培养板中的培养基吸

出, 将转染液依次加入各培养孔中, 然后每孔加

入含100 mL/L FBS的DMEM培养基0.9 mL, 继续

培养; 24 h后荧光倒置显微镜下观察细胞荧光, 
转染48 h后收集细胞和上清, 进行下一步检测. 
1.2.3 RT-PCR: 培养细胞总RNA的提取按TRIzol
试剂盒操作说明书进行, 反应分两步进行, 取
总RNA 5 μg, 在M-MLV逆转录酶作用下逆转录

为cDNA, 以此为模板, 按以下条件进行PCR反
应: RhoA的上游引物为5'-GTAGAGTTGGCTT
TATGGG-3', 下游引物为5'-CTCACTCCGTCTT
TGGTC-3', 扩增的片段长度为347 bp. 扩增的条

件为94 ℃预变性3 min后, 进入32个循环: 变性

94 ℃ 1 min, 退火53 ℃ 50 s, 延伸72 ℃ 40 s, 最
后再延伸: 72 ℃, 8 min. ColⅠ上游引物为5'-TG
GCGTTCGTGGCTCTCAGGGTAG-3', 下游引物

为5'-GCATGTGCGGGCAGGGTTCTTTC-3', 扩
增的片段长度为259 bp. 扩增的条件为95 ℃预变

性5 min后, 进入32个循环: 变性95 ℃ 1 min, 退火

■相关报道
2000年Nawata等
首先发现RhoA通
过调节肌动蛋白
骨架结构参与肝
星状细胞的活化, 
给予Y27632抑制
RhoA信号传导途
径后能降低星状
细 胞 的 增 殖 .  随
后, 人们在研究一
氧化氮、血管紧
张素Ⅱ和瘦素等
细胞因子与肝纤
维化的关系时, 均
发现了RhoA信号
传导途径的参与. 

■研发前沿
细胞骨架结构的
改变是肝星状细
胞活化的始动环
节 ,  RhoA信号传
导途径在调控细
胞 骨 架 成 分 过
程中起着重要作
用, 因此其在星状
细胞活化过程中
的地位日益引起
人 们 的 关 注 .  以
RhoA为靶点 ,  利
用分子生物学技
术 抑 制 R h o A 的
表达将有助于维
持肝星状细胞于
“静态”表型, 从
而延缓肝纤维化
的进程. 
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53 ℃ 50 s, 延伸72 ℃ 40 s, 最后再延伸: 72 ℃, 8 
min. 内参照β-actin扩增片段为525 bp. PCR反应

产物5 μL在1.5%琼脂糖凝胶上电泳30 min(80 V). 
图像分析仪采集图像, 以内参β-actin为基准, 做
半定量分析, 即以扩增目的片段/β-actin的灰度比

值表示所扩增的目的基因片段的相对表达水平. 
1.2.4 Western blot: 按分子克隆操作指南方法, 收
集细胞提取细胞蛋白质, 考马斯亮蓝染色测定样

品浓度并调整上样量至50 μg. 12%的SDS-PAGE
凝胶电泳. NC膜印迹, 而后依次以含5%脱脂奶

粉TBS-T溶液封闭、小鼠抗大鼠RhoA抗体4 ℃
过夜, 辣根过氧化物酶标记二抗孵育, 最后采用

ECL系统感光显像. 报告结果至少重复二遍以上. 
1.2.5 ELISA: 按试剂盒说明术操作, 标准品行倍

比稀释, 待测品孔中每孔加待测上清100 μL, 反
应板混匀后置37 ℃ 120 min. 先后加一抗工作

液、酶标抗体工作液及底物工作液孵育, 最后

加50 μL终止液混匀, 在492 nm处测吸光值, 根据

标准品浓度计算待测样品的含量. 
统计学处理 数据采用mean±SD表示, 采

用SAS统计软件统计分析, 组间分析采用t检验, 
P <0.05表示差异具有统计学意义.

2  结果

2.1 细胞形态观察 荧光倒置显微镜下可见HSC
中发出绿色荧光, 说明转染成功, 各干扰组细胞

贴壁生长与空白对照组无明显变化. 
2.2 siRNA及ASODN对HSC-T6细胞中RhoA表

达的影响 转染siRNA质粒后, 只有Rat1组能够

下调RhoA mRNA的表达. 转染ASODN后, RhoA 
mRNA的表达下降, 尤其是高浓度转染组. 而对

照组和SODN转染组之间无明显差异(表1). 选择

转染高浓度ASODN和Rat1质粒组细胞株, 检测

RhoA蛋白质的表达. 干扰组细胞中RhoA蛋白质

的表达明显下调, 显示出ASODN和siRNA均能

有效抑制RhoA的表达, 结果见图1. 
2.3 ASODN及siRNA对HSC-T6细胞中ColⅠ表达的

影响 组内比较, 转染高浓度的ASODN或siRNA质
粒均明显下调Ⅰ型胶原mRNA的表达; 组间比较, 
siRNA质粒的干扰效果较ASODN明显增强(表2). 
2.4 A S O D N及s i R N A对H S C-T6培养上清中

HA、LN及PIIIP的影响 组内比较, 转染高浓度

的ASODN或siRNA质粒均明显下调Ⅰ型胶原

mRNA的表达; 组间比较, siRNA质粒的干扰效

果较ASODN明显增强(表3).

3  讨论

我们既往的研究证实, 肝纤维化时HSC细胞骨

表  1  转染后各组细胞中RhoA mRNA的表达量 (灰度比值, mean±SD)

     
分组            空白对照组	 脂质体对照组	   阴性对照组	     干预A组	     干预B组

ASODN	 0.892±0.051	 0.932±0.049	 0.924±0.054	 0.113±0.024b	 0.297±0.060b

siRNA	 0.937±0.044	 0.965±0.021	 0.978±0.020	 0.212±0.042b	 0.924±0.045

bP<0.01 vs  阴性对照组.

表  2  转染后各组细胞中ColⅠ mRNA的表达量 (灰度比值, mean±SD)

     
分组                    空白对照组	                 脂质体对照组	         阴性对照组		       干预组

ASODN	         0.709±0.067	                0.718±0.052	      0.722±0.048	                0.436±0.037b

siRNA	         0.695±0.087	                0.721±0.086	      0.679±0.050	                0.201±0.044bd

bP<0.01 vs  阴性对照组; dP<0.01 vs  ASODN.

图  1  转染后各组细胞RhoA蛋白质的表达. 1: 空白对照

组(正常生长的HSC-T6细胞株); 2: ASODN试验转染600 

nmol/L的SODN; 3: siRNA试验转染无关质粒HK-A; 4: 

siRNA试验转染Rat1质粒; 5: ASODN试验转染600 nmol/L

的ASODN.

RhoA 24 kDa

β-actin

1         2           3          4          5

■创新盘点
N a w a t a 试 图 采
用 Y 2 7 6 3 2 抑 制
RhoA信号传导途
径 ,  来 达 到 逆 转
肝纤维化的目的. 
Y27632主要调节
RhoA通路的下游
因子, 作用及调控
机制显然更为复
杂. 因此, 本研究
试图采用分子生
物学技术直接抑
制R h o A的表达 . 
反义寡核苷酸和
小干扰RNA都是
成熟的反义技术, 
对比研究有利于
寻找更有效的治
疗手段, 为今后的
实验提供依据.
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架重排是HSC活化的重要细胞生物学基础, 细胞

因子RhoA在肝纤维化时的表达显著上调, 并和

HSC中肌动蛋白细胞骨架成分的表达变化一致, 
表明其参与了HSC活化过程且发挥了重要的生

物学效应[2,3]. 
HSC-T6是由SV40-T6抗原转染原代大鼠

HSC而来, 他表达Desmin和α-SMA, 具有活化

HSC的特征, 常用于探讨肝纤维化形成的分子

机制[4]. 本实验在我们前期的研究基础上[5], 借助

HSC-T6这一体外细胞模型, 采用分子生物学方

法高度特异性的抑制RhoA的表达, 观察其对下

游细胞外基质成分分泌的影响, 试图为肝纤维

化的治疗寻找新的靶点. 
反义技术是指根据核酸间碱基配对结合的

原理, 用人工或生物合成的特定互补配对的反

义核酸或他们的化学修饰物与细胞内的特定基

因相互作用, 从基因水平上干扰遗传信息从核

酸向蛋白质的传递过程. ASODN和siRNA是相

继发现的两种反义技术. 两者均是以mRNA为靶

点, 通过序列特异性结合并降解同源mRNA抑制

靶基因表达功能[6]. 
由于ASODN和siRNA作用机制上具有共性, 

两者对于目标mRNA的作用靶点是否一致呢? 
在本实验中, 我们首先采用计算机模拟设计合

成针对RhoA的siRNA, 通过实测筛选出具有抑

制效应的Rat1质粒, 然后根据此质粒的作用位点

合成ASODN. 结果显示, siRNA Rat1质粒和不同

浓度的ASODN都能够有效的抑制RhoA的表达. 
证实利用反义技术沉默星状细胞中目的基因的

表达是可行的, 而且siRNA和ASODN的可接近

位点基本上是一致性的. 
尽管反义技术能够有效抑制靶基因的表

达, 但是也有其自身的弱点. 天然的ASODN和

siRNA都是不稳定的, 容易被体内各种酶所破

坏. 另外, 与靶细胞内特定的位点发生作用, 必
须有较好的细胞通透性, 且能在靶细胞内保持

一定的浓度. 天然的ASODN和siRNA难以同时

满足以上要求. 因此, 必须对其结构进行化学修

饰来提高其反义活性, 基本手段包括磷酸骨架

修饰、核糖修饰和碱基修饰等[7]. 本实验采用磷

硫酰修饰的ASODN即使高浓度转染亦能够保持

分子结构稳定发挥作用, 且对靶细胞无明显的

毒性反应. 提示设计合理的反义寡核苷酸仍有

希望应用于肝纤维化的基因治疗. 
对下游指标的检测发现, 尽管ASODN和

siRNA均能下调Ⅰ型胶原mRNA和细胞外基质

成分的表达, 但是两者相比其抑制效率siRNA
远高于ASODN. 除去分子结构可能带来的差异

外, 提示两者具有不同的反义作用机制. 一般认

为, ASODN在细胞核内与mRNA的前体相互作

用形成mRNA DNA双链, 激活RnaseH, 水解该

mRNA, 阻断其进入胞质从而破坏蛋白质的翻译

过程[8,9]. 而双链siRNA导入细胞后, 在细胞质内

先形成核糖核苷酸蛋白复合物及RNA诱导的基

因沉默复合体(RNA-induced silencing complex, 
RISC), 通过反义链的介导下识别和降解成熟

mRNA发挥效应[10]. 我们推测mRNA前体和成熟

mRNA一级结构的轻微差异可能导致其二级结

构的不同, 从而引起两者抑制效应的差别. 
目前siRNA正逐步取代ASODN成为分子生

物学尤其是肿瘤学研究领域的热门工具. 但是

有科学家认为, 相对于RNA分子, DNA分子更

稳定且容易大量合成从而满足临床需要, 这也

是时至今日大家仍然未放弃探讨ASODN机制

的原因之一. 况且研究ASODN的成功经验对于

siRNA具有借鉴和指导意义[11]. 根据本实验结果

我们认为, 无论是siRNA还是ASODN, 都有希望

用于干预肝纤维化时HSC活化带来的细胞外基

质成分沉积. 两者本质上都只是技术手段, 最终

能否用于临床治疗仍然有很多问题亟待解决.
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2009 年《世界华人消化杂志》编委审稿总结 

本刊讯 《世界华人消化杂志》(World Chinese Journal of Digestology , WCJD )编辑委员会共计400人, 全部为副

教授及副主任医师以上. WCJD编委会审稿费结算工作于每年01-05开始. 本次统计为2008-01-01/2009-12-31编
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医院感染科党双锁教授和福建医科大学附属协和医院消化内科王小众教授并列第一位, 各17篇; 南京医科大学

附属南京第一医院肿瘤中心曹秀峰教授第二位, 16篇; 中国医科大学附属第一医院消化内科王炳元教授和苏州

大学附属第一医院消化科陈卫昌教授并列第三位, 各15篇. 

WCJD编辑部感谢各位编委2009年对WCJD工作的支持, 同时希望各位编委更加积极主动的配合我们今

后的工作. 审稿费已经通过邮局汇款, 如有审稿费未收到或者审稿稿件有误差, 请各位编委与编辑部联系, 联系

电话: 010-85381892, 联系人: 李军亮. (编辑部主任: 李军亮 2010-04-20)


