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丹参联合小剂量泼尼松龙对口腔黏膜下纤维性变

相关miRNA表达的改变

刘斌杰1，陈珺2，翦新春3

(中南大学    1. 湘雅口腔医院牙周黏膜科，

2. 口腔医学院口腔七年制0801班；3. 湘雅医院口腔颌面外科，长沙 410008)

[摘要]目的：探讨与分析丹参联合小剂量泼尼松龙对口腔黏膜下纤维性变(oral submucous fibrosis，OSF)相关

miRNA表达的改变。方法：选取临床上具有典型中、晚期病理特征的OSF组织及正常口腔颊黏膜配对组织各10

对。对正常和病变组织行昂飞  m i R N A芯片筛查，发现与OSF相关的m i R N A表达谱。从正常口腔黏膜组织获

得原代成纤维细胞，以槟榔碱(50 μg/mL)诱导培养3，6，12 d后(以0 d为对照)，检测差异miR NA的表达。

原代培养OSF的成纤维细胞，经丹参(90 mg/mL)联合小剂量泼尼松共培养12，24，36 h后(以0 h为对照)，

检测差异miR N A的表达。结果：槟榔碱能诱导正常口腔黏膜成纤维细胞中miRNA的表达改变，而丹参联合小

剂量泼尼松龙能逆转OSF成纤维细胞中相关miRNA的表达。结论：临床组织验证提示差异miRNA在OSF的发生、发展

中发挥作用，丹参联合小剂量泼尼松龙能逆转相关miRNA的表达。
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Changes of miRNA after oral submucous fibrosis 
co-cultured with Salvia and low-dose prednisolone

LIU Binjie1, CHEN Jun2, JIAN Xinchun3

(1. Department of Periodontics and Oral Mucosal Diseases, Xiangya Stomatological Hospital; 

2. Class 0801, Seven Year System of Stomatology,  Stomatology College; 

3. Department of Oral and Maxillofacial Surgery, Xiangya Hospital, Central South University, Changsha 410008, China)

ABSTRACT Objective: To ex plore and analy ze the the ex pression change of miRNA associated 
w ith oral  submucous f ibrosis (OSF) treated by the Salv ia combined w ith law-dose 
prednisolone.

 Methods: Ten pairs of tissues from patients with typical early or advanced stage clinical 
pathological features of OSF and their paired normal tissues (internal control), were 
selected respectively. The miRNA expression profiles between the OSF and its paired 
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近 年 来 ， 虽 对 口 腔 黏 膜 下 纤 维 性 变 ( o r a l 
submucous f ibrosis，OSF)的发病机制有所报道，

但是其阐述尚不清楚。目前，认为O S F主要是因

多 种 因 素 的 共 同 作 用 发 展 过 来 的 ， 另 外 还 承 受

着 某 些 生 长 因 子 ( 如 炎 性 细 胞 因 子 及 抗 纤 维 化 因

子)的调节 [1]。本课题组前期临床观察研究结果发

现：丹参联合小剂量泼尼松龙对OSF患者具有明

显的治疗效果，但其机制不甚明了。本实验主要

观察丹参联合小剂量泼尼松龙治疗口腔黏膜下纤

维 性 变 后 能 否 引 起 相 应 m i R N A 的 转 归 。 希 望 为

口 腔 黏 膜 下 纤 维 性变的治疗提供具有实验依据的

理论基础。

1  材料与方法

1.1  组织样本

选取2010年3月至2011年5月在湘雅医院口腔

门诊就诊、具有典型病理特征、未经治疗、不伴

有其他口腔疾病的中晚期OSF病变组织和正常配对

组织各1 0对，入选者均未进行任何治疗，具有典

型的病理特征，不伴有其他口腔疾病。

1.2  试剂与仪器

主要试剂：新生牛血清购自杭州四季青生物

公司；丹参购自美国Sigma公司；  泼尼松龙购自美

国Sigma公司；RPMI-1640培养基购自美国Gibcobrl
公 司 ； m i R N A 抽 提 试 剂 盒 购 自 美 国 O M E G A 公

司；miRNA特异性反转录试剂盒及miRNA实时定

量PCR MIX miR-145，miR-203，miR-206，miR-
4 9 4， l e t- 7 c， l e t- 7 b，m i R - 3 0 a，m i R - 3 0 b ， m i R -
2 0 0 c，m i R - 2 3 b特异性上游引物及U 6内参引物均

购 自 德 国 Q I A G E N 公 司 。 主 要 仪 器 ： B I O - R A D 

IQ5实时定量PCR仪购自美国伯乐公司。

1.3  方法

1.3.1  OSF成纤维细胞与丹参联合小剂量泼尼松龙

共培养及miRNA表达水平测定

待患者颊神经阻滞麻醉后，用0.1%新洁尔灭

漱口，于颊部病变明显处取约8 mm × 8 mm大小的

组织，深度直达黏膜下层，待标本切取后放入盛

有生理盐水的无菌容器中。然后进行口腔黏膜原

代成纤维细胞的培养，待获得口腔黏膜原代成纤

维细胞后，使用丹参联合小剂量泼尼松龙进行处

理，于12，24和36 h收集细胞，检测差异miR NA
表达(以0 h为对照)。miRNA表达水平通过2-ΔΔCT法

计算，miR NA的相对表达量根据下列公式计算：

ΔCt=Ct miRNA-Ct U6，ΔΔCt=ΔCt OSF-ΔCt N。

ΔCt N=对照组目的基因Ct值-对照组内参基因Ct值。

MiRNA相对表达量>2或<-2表示差异有统计学意义。

Mi R N A提取：待用P BS将细胞洗两次后，加

入 1  m L 的 细 胞 裂 解 液 ， 充 分 裂 解 后 转 至 1 . 5  m L
离 心 管 中 ， 加 入 2 0 0  μ L 氯 仿 ， 涡 旋 震 荡 放 置 冰

上 1 5  m i n ，去除蛋白质与基因组DNA，将含RNA
的上清转至新离心管中，加乙醇涡漩震荡后移至

大R NA结合柱，离心后转至新离心管中，再加乙

醇 ， 混 匀 后 转 至 m i R N A 结 合 柱 中 ， 离 心 后 吸 附

miRNA，倒弃滤液；加入700 μL的冲洗液I于结合

柱中，离心后弃滤液；加入500 μL的冲洗缓冲液，

离心后弃滤液；将结合柱置于收集管中，离心后

将 残 留 液 体 除 净 ； 加 热 无 核 酶 水 至 9 5  ℃ ， 洗 脱

miRNA，收集miRNA。

Mi R N A 反转录：准 备 反 转 录 试 剂 ， 离 心 后

冰 上 解 冻 ， m i R N A  ( 0 . 5  μ g ) ， 加 入 反 转 录 酶 复

合物印记 1  μ L ， 5 × 反转录缓冲液 4  μL，无核糖核

controls were compared by the Affymetrix analysis. The primary normal oral mucous cells 
were cultured in arecoline (50 μg/mL) for 3 ,  6 ,  1 2  d  ( 0  d  s e r v e d  a s  c o n t r o l) , and the 
primary OSF-fibroblast cells were cultured with Salvia (90 mg/mL) combined with low-dose 
prednisolone for 1 2 ,  2 4 ,  3 6  h  (0 h served as control). The differential expression of miRNA was 
detected.

 Results: Arecoline induced the expression changes of miRNAs in normal mucosal cells. Salvia 
combined with low doses of prednisolone reversed the related miRNA expression. 

 Conclusion: MiRNAs play an essential role in the occurrence and development of OSF. Salvia 
combined with low-dose  prednisolone can reverse the expression of related miRNAs in OSF 
cells.

KEY WORDS Salvia miltiorrhiza; prednisolone; oral submucous fibrosis; miRNA
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酸酶水20 μL，体系混匀后置入PCR仪，反转录反

应(1 h，37 ℃)，高温反应(15 min，95 ℃)灭活反

转录酶。

MiRNA的实时荧光定量PCR(RT-PCR)反应：

RT-PCR试剂先在冰上解冻，然后加样如下：模板

cDNA 1 μL，10 X微印记底物2 μL，10 X 微印记通

用底物2 μL，无核糖核酸水7 μL，2 X QuantiTect 
S YBR 绿色聚合酶链式反应混合物10 μL，混 匀 后

置 入 B i o - R a d  I Q 5 实 时 定 量 P C R 仪 上 予 以扩增并

实时检测。反应程序：酶激活(15 min，95 ℃)，

扩 增 反 应 ( 1 5  s ， 9 4  ℃ ) ， 变 性 ( 3 0  s ， 5 5  ℃ ) ，

退 火 ， 延 伸 ( 3 0  s ， 7 0  ℃ ) ， 荧 光 检 测 ， 共 循 环

4 0 个。

1.3.2  正常口腔黏膜成纤维细胞与槟榔碱共培养及

miRNA表达水平测定

将切取的正常口腔黏膜立即投入装有1640培

养基的小瓶中，带回无菌细胞操作台内后，按下

述方法进行组织块原代细胞培养操作：1 )将原材

料剪成约1 mm × 1 mm × 1 mm大小的组织块，在剪

切过程中，适当向组织上滴加2~4滴培养液，保持

湿润，以防干燥；2 )将已备好的组织块置入培养

瓶内，用弯头吸管将组织块在瓶壁上摆置均匀，

每个组织块间距1.0 cm左右，每25 mL培养瓶中摆

置3 0块左右，组织块放置好后，轻轻将培养瓶翻

转，让瓶底朝上，向瓶内加入3 mL培养基，盖好

瓶盖后，将培养瓶倾斜放置在3 7℃培养箱内；3 )
放置2~4 h，待组织块贴附后，将培养瓶慢慢翻转

放平，继续放置培养，让液体缓慢覆盖组织块；

4 )原代细胞长到一定程度后，按常规标准方法进

行传代及冻存等。5 )将获得的细胞与槟榔碱进行

共培养，于3，6，12 d收集细胞，检测差异miRNA
表达(以0 d为对照)。MiRNA相对表达量>4或<-4表

示差异有统计学意义。

2  结   果

2.1  正常黏膜组织及OSF黏膜组织成纤维细胞培养

结果

正常黏膜组织原代成纤维细胞培养36 h后，倒

置显微镜下可见细胞从组织块边缘爬出，细胞呈

菱形(图1)；当原代成纤维细胞培养至第10天后，

倒置显微镜下见80%~90%的细胞汇集，这时可进

行细胞传代。本实验第4代正常黏膜组织成纤维细

胞生长状态良好，细胞形态规则，胞浆均匀，细

胞核呈圆形或椭圆形，核仁清晰。

OSF黏膜成纤维细胞原代成纤维细胞培养36 h
后，倒置显微镜下可见细胞从组织块边缘爬出，

爬出的细胞呈菱形或多边形；当原代成纤维细胞

培养至第10天后，倒置显微镜下见80%~90%的细

胞汇集，这时可进行细胞传代。本实验第4代OSF
黏膜组织成纤维细胞生长状态良好，细胞与细胞

核的形态与正常黏膜组织原代培养的成纤维细胞

相似。

图 1   正常口腔黏膜组织成纤维细胞原代培养(×200)

Figure 1   Normal oral mucosa fibroblast cells in primary culture 

(×200)

Fibroblasts climbing out from the tissue block are shown.

2.2  槟榔碱诱导正常黏膜细胞中相关miR N A的表

达改变

将培养至第4代的成纤维细胞经5 0  μ g / m L槟

榔碱作用36 h后，  观察细胞形态改变并检测相关

miRNA的表达，结果发现槟榔碱作用后细胞形态

的 改 变 不 明 显  ( 图 2 ) ， 但 经 5 0  μ g  / m L 槟 榔 碱 作

用 3 6  h 后的成纤维细胞中的相关 m i R N A ( 尤其是

m i R - 2 0 6 ， m i R - 1 4 5 ， m i R - 2 0 3 等 ) 的表达与正常

成纤维细胞的相关miR NA比较，影响明显(图3，

P<0.05)。

2.3  丹参联合小剂量泼尼松龙对OSF相关miRNA表
达的逆转变化

本研究从O S F组织获得原代细胞并予以丹参

联合泼尼松龙作用后，分别于12，24，36 h不同时

间点检测相关miR NA的表达改变，并观察细胞形

态改变，结果表明与oh比较，相关miRNA的表达

改变明显(P<0.05)，尤其是miR-203的表达最为明

显(图4，P<0.01)，各作用组的细胞形态则改变不

明显(图5)。
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图 2   槟榔碱作用于正常口腔黏膜组织成纤维细胞前后的形态变化 (×100，36 h)
Figure 2   Morphological changes of fibroblast before and after the treatment of arecoline hydrobromide in normal oral mucosa (×100, 36 h)
A: Before the treatment; B: After the treatment

图 5   丹参联合小剂量泼尼松龙作用前后 OSF 成纤维细胞形态 (×100，36 h) 
Figure 5   Morphological changes of OSF-fibroblast before and after the treatment of Salvia combined with low-dose prednisolone 
(×100, 36 h)
A: Before the treatment; B: After the treatment 

A B

A B

图3   槟榔碱与正常口腔黏膜组织成纤维细胞共培养后的

miRNA的表达改变

Figure 3   Expression changes of miRNA after the coculture of 

arecoline and normal oral mucosa fibroblast

*P<0.05 vs the normal oral mucosa fibroblast

图4   丹参联合小剂量泼尼松龙对OSF相关miRNA的表达改变

Figure 4   Expression changes of miRNA after the tissue of OSF  

cultured with Salvia combined with low-dose prednisolone

*P<0.05, **P<0.01 vs the normal mucosa fibroblast
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3  讨   论

O S F是一种慢性、隐匿性、与嚼槟榔有关的

疾病，其癌变率为7%~13%，好发于印度、东南亚

地区及我国湖南、台湾等地 [1-5]。OSF不仅会导致

患者出现伸舌困难与渐进性张口受限，严重者会

使得患者的生活质量受到严重影响[6]。OSF目前多

见于我国台湾、海南及湖南等地区，而其发病率

与癌变率则呈逐年上升趋势。高义军等[7]调查研究

发现湖南娄底城区中小学生就有咀嚼槟榔习惯且

有OSF患者；咀嚼槟榔率男性高于女性；咀嚼槟榔

与年级相关，年级越高咀嚼槟榔率越高；小学生

槟榔主要来源于父母，中学生槟榔主要来源于朋

友。目前临床认为OSF与咀嚼槟榔、遗传、免疫、

微循环、血液流变学及胶原代谢紊乱等多因素有

关，但其发病机制尚不清楚。胡延佳[8]研究发现差

异表达基因主要定位于 l，2，5，6，7，11和12号

染色体上；GO(gene ontolog y)分析显示差异表达

基因主要参与免疫反应、防御反应等生物过程，

并主要与细胞外基质、细胞骨架、细胞膜的组成

和蛋白结合，细胞外基质结构组成和信号转导激

活等分子功能相关。郑廉 [9]通过Logist ic回归分析

表明咀嚼槟榔时间越长、吸烟的时间越长、每次

饮酒的量越多，越易发生口腔黏膜白斑癌变。

Mi R N A是一个长度约为1 8 ~ 2 4个核苷酸的内

源性非编码单链小R NA分子，其参与了机体的造

血、器官形成、生长发育、细胞增殖、分化及凋

亡等生 理 病 理 过 程 [ 1 0 ]。 M i R N A 通 过 调 控 m R N A
的 复 制 或 转 录 表 达 来 有 效 调 控 基 因 表 达 ， 大 量

研 究 表 明 miRNA不仅存在于细胞中，也存在于体

液中 [11]。吴旭等 [12]在高浓度腹膜透析液诱导的大

鼠腹膜纤维化模型中，多条 m i R N A s 呈一致性差

异表达，提示miR NA可能参与大鼠腹膜纤维化。

Porrel lo等 [13]发现miRNA对心肌细胞再生有重要作

用。 Jac k so n等 [ 1 4 ]研究发现m i R - 2 0 3在表皮细胞分

化过程中起重要作用，从而猜测miR-203在皮肤癌

的发生过程中扮演重要角色。王莎莎 [15]表明miR-
149的下调及IL -6的上调可能参与了SiO 2粉尘处理

后的炎症、肺纤维化等相关过程，miR-149可以负

调控A549细胞表达I L -6的水平。上述研究均表明

miRNA与纤维化有一定的相关性。

刘丽芳 [16 ]选取经丹参治疗前后的OSF颊黏膜

组织做透射电镜观察。结果OSF经丹参治疗后的内

皮细胞、成纤维细胞、上皮细胞超微结构接近正

常细胞，表明丹参治疗OSF临床有效。杨芳等 [ 1 7 ]

表明丹参联合曲安奈德局部注射治疗口腔黏膜下

纤维性变引起的口腔灼痛和张口受限有较确切的

临床疗效。路慧敏 [18]的研究表明：通过抑制上述

蛋白编码的抗凋亡基因，在应激状态下miR-34具

有显著的促进心肌细胞凋亡作用，而丹参酮IIA能

够逆转这一过程；因此，通过抑制miR-34表达而

上调Bcl-2及其他抗凋亡蛋白，是丹参酮IIA的抗心

肌细胞凋亡可能机制之一，进而发挥其保护心肌

缺血损伤作用。为探讨丹参联合小剂量泼尼松龙

治疗OSF是否能引起相应miRNA的转归，本文对20
例OSF患者的不同时间点的miRNA的表达改变进行

分析研究，结果miR NA的表达改变明显，尤其是

miR-203的表达最为明显，而祖细胞形态则改变不

明显，说明丹参联合小剂量泼尼松龙能逆转相关

miRNA的表达。
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