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系在全世界范围
内已有大量研究, 
显示肝纤维化组
织与肝星状细胞
内miR-203表达
下调有关 .  在此
基础上 ,  本文在
细 胞 水 平 上 调
miR-203表达, 观
察HSC-T6细胞增
殖活性和胶原合
成变化 ,  进一步
完善miR-203在
肝纤维化发生中
的作用.
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Abstract
AIM: To investigate the impact of upregulation 
of miR-203 on cell proliferation and collagen 

synthesis in hepatic stellate cells. 

METHODS: HSC-T6 cells were transfected 
with miR-203 mimic using Lipofectamine™ 
2000, and propagated for 48 h. Total proteins 
and total RNAs were extracted from these 
cells. The mRNA and protein expression 
of α-smooth muscle actin (α-SMA), type Ⅰ 
collagen and type Ⅲ collagen was measured 
by RT-qPCR and Western blot, respectively. 
The proliferation of HSC-T6 cells was assessed 
using MTT assay. 

RESULTS: Compared with the negative control 
group, α-SMA protein and mRNA expression in 
the miR-203 mimic group decreased by 75% and 
80%, respectively (P < 0.01); type Ⅰ collagen 
protein and mRNA expression decreased by 
56% (P < 0.01) and 48% (P < 0.05), respectively; 
type Ⅲ collagen protein and mRNA expression 
decreased 45% and 60%, respectively (P < 0.05); 
cellular proliferative activity decreased by 20% ± 
5% (P < 0.01). 

CONCLUSION: Upregulation of miR-203 
can significantly inhibit cell proliferation and 
collagen synthesis in hepatic stellate cells. 

© 2015 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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■研发前沿
miRNA与肝纤维
化发生发展是近
几年肝纤维化研
究 领 域 的 热 点 , 
重点是miRNA影
响肝纤维化机制
研究 ,  目前尚未
完全阐明 ,  仍需
进一步深入研究.

http://dx.doi.org/10.11569/wcjd.v23.i23.3749

摘要
目的: 观察上调miR-203表达对肝星状细胞
增殖活性及胶原合成的影响. 

方法: 利用Lipofectamine™ 2000将miR-203模
拟物(mimics)转染大鼠肝星状细胞(HSC-T6), 
培养48 h后, 收集细胞提取总蛋白和总RNA, 
分别行Western blot和RT-qPCR, 检测α平滑肌
肌动蛋白(α-smooth muscle actin, α-SMA)、Ⅰ

型胶原和Ⅲ型胶原表达; MTT(噻唑蓝)法检测
细胞增殖活性.

结果: 与阴性对照组相比, miR-203 mimics
组α-SMA蛋白和mRNA表达分别下降75%
和80%(均P <0.01); Ⅰ型胶原蛋白表达下降
56%(P <0.01), mRNA表达下降48%(P <0.05); 
Ⅲ型胶原蛋白与mRNA表达分别下降45%
和60%(P <0.05); HSC-T6细胞增殖活性下降
20%±5%(P <0.01). 

结论: 上调miR-203表达能显著抑制肝星状
细胞增殖及胶原合成.

© 2015年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 上调miR-203表达可以明显抑制肝星

状细胞增殖活性, 降低胶原合成的能力, 根据本

研究结果及以往世界范围内研究显示miR-203
在肝纤维化形成过程中起到负调控的作用. 
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0  引言

肝纤维化(hepatic fibrosis)是多种病因引起的

肝脏慢性损伤修复过程中肝内细胞外基质

(extracellular matrix, ECM)生成与降解失衡的

病理生理过程[1]. 肝星状细胞(hepatic stellate 
cells, HSCs)的激活是肝纤维化形成过程中的

关键环节, 激活的HSC分化转移, 拥有肌成纤

维细胞(myofibroblast, MFB)表型, 成为ECM的

主要来源[2,3]. 微小RNA(microRNA, miRNA)是
动物和植物细胞中自然产生的18-24 nt的非编

码小RNA[4], 参与调节多种纤维化信号通路和

细胞外基质生成[5]. 目前已有大量研究[5-8]发现

miRNAs参与肝纤维化发生. 关于miR-203与
肝纤维化的关系, Song等[9]研究发现miR-203在
肝纤维化组织和转化生长因子-β1(transforming 
growth factor-β1, TGF-β1)处理的大鼠肝星状

细胞(HSC-T6)中表达下调, 但miR-203对HSC
胶原合成的影响尚不清楚, 本实验将通过上调

miR-203表达观察HSC增殖能力及胶原合成的

变化, 初步探索miR-203在肝纤维化发生胶原

合成过程中的作用.

1  材料与方法

1.1 材料 大鼠肝星状细胞株(HSC-T6)温州医

科大学附属第一医院肝病中心实验室贮存 . 
高糖型DMEM和胎牛血清购自美国Gibco公
司; Opti-MEM® Ⅰ Reduced Serum Medium
购自Gibco公司; Lipofectamine™ 2000购自美

国Invitrogen公司; miR-203模拟物(mimics)
和N C-m i R N A由上海吉玛制药技术有限公

司(GenePha rma)合成; TRIzo l试剂购自美

国Inv i t rogen公司; 逆转录试剂盒购自美国

Thermo公司; 引物由上海吉玛制药技术有限

公司(GenePharma)合成; 荧光实时定量PCR使
用日本东洋纺(TOYOBO, Japan)SYBR® Green 
Real-time PCR Master Mix-Plus; 定量PCR
仪使用美国APPLIED BIOSYSTENS 7500; 
内参GAPDH多克隆抗体购自杭州贤至生物

科技有限公司(GOOD HERE); α平滑肌肌动

蛋白(α-smooth muscle actin, α-SMA)和Ⅰ

型、Ⅲ型胶原单克隆抗体购自美国abcam公

司; 辣根过氧化物酶标记羊抗兔和羊抗小鼠

二抗购自中国biosharp生物科技公司; BCA
蛋白浓度检测试剂盒购自中国碧云天生物技

术研究所(Beyotime); MTT细胞增殖及细胞

毒性检测试剂盒购自凯基生物公司(KeyGEN 
BioTECH).
1.2 方法

1.2.1 大鼠肝星状细胞(HSC-T6)的培养: HSC-T6
细胞接种于25 cm2的培养瓶中, 使用含10%胎

牛血清(FBS)的高糖型DMEM培养基, 培养在

37 ℃, 50 mL/L CO2培养箱内. 贴壁生长, 24 h
换液1次, 3-4 d细胞长满培养瓶底, 用0.25%胰
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■相关报道
Song等发现大鼠
肝纤维化组织与
活化的肝星状细
胞miR-203和瞬
时受体阳离子通
道亚家族V成员
4(transient receptor 
potential cation 
channel, subfamily 
V,  m e m b e r  4 , 
TRPV4)表达下调, 
生物信息学预测
TRPV4是miR-203
的靶基因 ,  通过
上调miR-203表
达观察到肝星状
细胞增殖活性下
调; 双荧光素酶报
告基因实验证实
TRPV4与miR-203
的靶向关系.

酶消化传代1次. 
1.2.2 细胞转染: 6孔板接种细胞, 每孔接种细

胞约(1.0-2.5)×105个, 加入不含抗生素的完全

培养基(含10%胎牛血清), 37 ℃, 50 mL/L CO2

培养24 h, 细胞融合度约70%, 换不完全培养基

(不含胎牛血清的Opti-MEM培养基)继续培养

约10-12 h. 根据Lipofectamine™ 2000说明书转

染等量miR-203模拟物(mimics)和NC-miRNA, 
继续培养4-6 h后换含2%胎牛血清培养基, 继
续培养48 h提取总蛋白和总RNA. 
1.2.3 RT-qPCR: HSC-T6细胞转染48 h后使用

TRIzol试剂提取细胞总RNA, 用赛默飞(Thermo, 
USA)RevertAid First Strand cDNA Synthesis 
Ki t试剂盒逆转录合成cDNA, 用日本东洋纺

(TOYOBO, Japan)SYBR® Green Real-time PCR 
Master Mix-Plus试剂盒进行实时荧光定量PCR, 
PCR循环使用两步法: 95 ℃ 15 s; 60 ℃ 60 s, 扩
增40个循环. 引物由上海吉玛制药技术有限公

司(GenePharma)合成(表1).  
1.2.4 总蛋白提取和Western blot法: HSC-T6细
胞转染48 h, 弃旧培养基, 磷酸盐缓冲液(PBS
液)冲洗, 每孔加入150-250 μL RIPA(Radio 
Immunoprecipitation Assay)裂解液, 按组收集

培养板内细胞与RIPA裂解液混合物至1.5 mL 
EP管中, 冰上裂解30 min, 4 ℃ 10000 r/min 
10 min, 上清分装至新EP管中, BCA蛋白浓度

检测试剂盒测蛋白浓度, -80 ℃长期保存. 取
10-20 μg总蛋白进行SDS-聚丙烯酰胺凝胶电

泳(SDS-PAGE), 并使用PVDF膜转膜, 5%BSA

封闭90 min, 一抗4 ℃孵育过夜, TBS-T(含0.2% 
Tween-20, 20 mmol/L Tris-HCl, 150 mmol/L 
NaCl)洗膜4次, 每次7 min; 二抗室温孵育1 h, 
TBS-T再次洗膜4次, 每次7 min, 应用Bio-Rad凝
胶成像分析仪采集并分析结果. 一抗分别为兔

抗大鼠GAPDH(1∶1000), 兔抗大鼠α-SMA单

克隆抗体(1∶1000); 小鼠抗大鼠Ⅰ型胶原和Ⅲ

型胶原单克隆抗体(1∶500). 二抗分别为辣根

过氧化物酶标记羊抗兔和羊抗小鼠的抗体(1∶
8000). 
1.2.5 细胞增殖与细胞毒性实验(MTT法): 采用

噻唑蓝(MTT)比色法. 取对数生长期细胞约1×
104个/孔加入96孔板, 分3组, 分置于37 ℃, 50 
mL/L CO2培养箱内培养24 h, 换无血清培养基

继续培养10-12 h, 转染后6 h换液继续培养48 h, 
每孔加入50 μL 1×MTT, 37 ℃孵育4 h, 使MTT
还原为甲臜. 去上清, 每孔加入150 μL二甲基

亚砜(DMSO)溶解甲臜, 酶标仪490 nm处检测

每孔的吸光度值(A值). 根据MTT试剂盒说明

书计算细胞增殖活性. 
统计学处理 用SPSS20.0统计软件进行统

计学分析, 实验数据均采用mean±SD表示, 两
样本均数比较采用t检验, P <0.05为差异具有统

计学意义. 

2  结果

2.1 HSC-T6细胞转染miR-203 mimics后miR-203
表达的变化 荧光显微镜观察转染HSC-T6细胞

的转染效率达80%以上, 如图1A, B; RT-qPCR结

表  1  PCR引物列表

     
引物名称 引物序列 扩增大小(bp)

β-actin F: 5'-CGTAAAGACCTCTATGCCAACA-3' 131

R: 5'-GGAGGAGCAATGATCTTGATCT-3'
α-SMA F: 5'-GTGCTGTCCCTCTATGCCTCTGG-3'   77

R: 5'-GGCACGTTGTGAGTCACACCATC-3'
Col1a1 F: 5'-GTACATCAGCCCAAACCCCAAG-3'   95

R: 5'-CGGAACCTTCGCTTCCATACTC-3'
Col3a1 F:  5'-GACTGCCCCAACCCAGAGATC-3'   88

R: 5'-TACCATCAGGAATGACAGGAGCAG-3'
Rno-miR-203 F: 5'-CGATGCTGTGAAATGTTTAGGGAC-3'   67

R: 5'-TATGGTTTTGACGACTGTGTGAT-3'
U6 F: 5'-ATTGGAACGATACAGAGAAGATT-3'   70

R: 5'-GGAACGCTTCACGAATTTG-3'

F: 上游引物; R: 下游引物.
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■创新盘点
miR-203在肝纤
维 化 发 生 中 的
作 用 研 究 尚 少 , 
Song等研究发现
上调miR-203表
达抑制肝星状细
胞增殖活性 ,  本
文 通 过 实 验 进
一 步 发 现 上 调
miR-203表达抑
制肝星状细胞胶
原的合成.

果提示miR-203 mimics和阴性对照组(NC组)相
比miR-203表达明显上升, miR-203 mimics组是

阴性对照组的10倍(P<0.01)(图1C). 
2.2 上调miR-203对HSC-T6细胞α-SMA表达的

影响 与阴性对照组相比, Western blot结果显

示miR-203组较NC组α-SMA蛋白相对表达减

少约75%(P<0.01)(图2A, B); RT-qPCR结果显示

miR-203 mimics较NC组α-SMA mRNA相对表

达量减少约80%(P <0.01)(图2C). 结果提示上调

miR-203表达可抑制HSC-T6表达α-SMA.
2.3 上调miR-203表达对HSC-T6细胞胶原合成

的影响 与阴性对照组(NC组)相比, Western blot
结果显示miR-203 mimics组较阴性对照组Ⅲ型

胶原蛋白相对表达量减少约45%(P <0.05), Ⅰ
型胶原蛋白相对表达量减少约56%(P <0.01)(图

3A, B); RT-qPCR结果显示miR-203 mimics组较

阴性对照组Ⅲ型胶原mRNA相对表达下降约

60%(P<0.05), Ⅰ型胶原mRNA相对表达下降约

48%(P<0.05)(图3C). 结果提示上调miR-203表达

可抑制HSC-T6合成Ⅰ型和Ⅲ型胶原.
2.4 上调miR-203表达对HSC增殖活性的影响 
MTT比色法结果分析显示miR-203 mimics组A
值为0.86±0.05, NC组为0.65±0.07, miR-203 
m i m i c s组增殖活性较N C组下降约20%±

5%(P <0.01). 结果提示上调miR-203表达可抑

制HSC-T6增殖活性. 

3  讨论

肝纤维化是慢性肝脏疾病进展为肝硬化的中

心环节, 目前有动物实验和临床研究[10]发现肝

纤维化存在逆转可能, 如果能阻止、减弱甚至
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■应用要点
此文章进一步完
善了miR-203在
肝纤维化发生中
的作用 ,  为将来
研究深入肝纤维
化治疗策略提供
帮助.

逆转肝纤维化发生发展,将会很大程度上改善

慢性肝脏疾病预后. 近年来肝纤维化一直是肝

病研究领域的重点, 目前为止尚无有效治疗肝

纤维化的方法[11]. 
ECM合成与降解失衡, 并在肝内沉积是肝

纤维化发生的关键环节[2]. 抑制、降解ECM是

目前研究肝纤维化治疗策略重点方向之一[12,13]. 
Ⅰ型胶原和Ⅲ型胶原是ECM的主要成分, 是研

究肝纤维化的重要标志[1]. α-SMA具有收缩功

能, HSC活化后大量分泌, 是研究肝纤维化发生

发展灵敏的指标之一[14]. 
miRNAs是内源性小分子非编码RNA, 目

前已有较多研究[7,8,15-17]显示miRNAs参与肝纤

维化发生发展, 研究通过调节miRNAs表达观

察对肝纤维化发生的影响, 从而探索miRNA
对肝纤维化潜在的治疗作用. Song等[9]通过研

究发现肝纤维化发生时miR-203表达下调, 但
该研究中miR-203对HSC胶原合成的影响尚

不清楚, 本实验通过转染miR-203 mimics上
调miR-203表达时观察到HSC-T6细胞Ⅰ型胶

原、Ⅲ型胶原及α-SMA表达明显下降; 细胞

增殖试验(MTT法)观察到上调miR-203表达后

HSC-T6增殖能力明显下降, 本次研究结果显

示miR-203对HSC胶原合成具有负向调节作

用, 进一步完善了对miR-203在肝纤维化发生

中作用的研究, 然而, 本实验尚未涉及miR-203
影响HSC胶原合成的调节机制, 需要进一步研

究阐明. 本实验设计限于细胞水平研究, 有待

于更广泛的研究进一步阐明miR-203在肝纤维

化发生发展中的作用, 为将来研究肝纤维化治

疗策略提供帮助. 
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■同行评价
本文在细胞水平
上 研 究 了 上 调
miR-203表达对
肝星状细胞增殖
活性及胶原合成
的影响 ,  研究在
设计、方法上有
自己的特点 ,  有
一定意义.
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