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　　［摘　要］　目的：初步研究微小ＲＮＡ２９ｂ（ｍｉＲ２９ｂ）介导的ＴＧＦβ／Ｓｍａｄ信号通路在肝星状细胞（ＨＳＣ）活化
中的作用及其对大鼠肝纤维化进程的影响。方法：构建肝纤维化大鼠模型并分离其 ＨＳＣ，同时通过体外获取并鉴
定正常大鼠ＨＳＣ。运用ＲＴｑＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测以上获取细胞中ｍｉＲ２９ｂ、ＴＧＦβ／Ｓｍａｄ信号通路相关蛋白和
肝纤维化标志蛋白的变化水平，并通过双萤光素酶报告基因检测系统鉴定 ｍｉＲ２９ｂ对 ＴＧＦβ１的直接靶向结合情
况。结果：随着ＨＳＣ活化加深，ｍｉＲ２９ｂ的表达量逐渐减少（Ｐ＜００１），而ＨＳＣ活性标志物Ｉ型胶原蛋白和α平滑
肌肌动蛋白的表达量逐渐增加（Ｐ＜００１）。在ＴＧＦβ／Ｓｍａｄ信号通路中，Ｓｍａｄ２／３／４的表达显著增加，而 Ｓｍａｄ７的
表达明显下降（Ｐ＜００１）。双萤光素酶报告基因检测结果显示，ｍｉＲ２９ｂ可直接结合于 ＴＧＦβ１３’ＵＴＲ的“ＵＣＵ
ＣＵＣＣＧＵ”序列，表明ＴＧＦβ１为ｍｉＲ２９ｂ的一个下游靶基因。结论：ｍｉＲ２９ｂ可参与抑制 ＨＳＣ的活化和迁移，进而
抑制肝纤维化进程，而其生物学功能可能是通过直接靶向抑制ＴＧＦβ１进而调控ＴＧＦβ／Ｓｍａｄ信号通路实现的。
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　　肝星状细胞（ｈｅｐａｔｉｃｓｔｅｌｌａｔｅｃｅｌｌｓ，ＨＳＣ）是存在
于肝脏窦周狄氏间隙中的维生素 Ａ存储细胞。ＨＳＣ

和转化生长因子β（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ，ＴＧＦ
β）在肝纤维化发病过程中扮演重要的角色［１］。多种
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因素引起的肝损伤都可能激活 ＨＳＣ，而活化的 ＨＳＣ
可释放多种促进纤维化进程的细胞因子，进而转变

为肌成纤维细胞（ｍｙｏｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ，ＭＦＢ）［２５］。研究表
明，ＴＧＦβ对肝纤维化的调控主要是通过 ＴＧＦβ／
Ｓｍａｄ信号通路实现，活化的 ＴＧＦβ可激活 ＴＧＦβ／
Ｓｍａｄ信号通路，进而促进ＨＳＣ合成胶原和纤维连接
蛋白等细胞外基质（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘ，ＥＣＭ），从而
加速肝纤维化的发生。

　　微小 ＲＮＡ２９（ｍｉｃｒｏＲＮＡ２９，ｍｉＲ２９）是新近发
现的一个与纤维化疾病密切相关的小分子 ＲＮＡ［６］。
研究表明 ｍｉＲ２９ｂ在肝纤维化小鼠和进展性肝纤维
化患者肝脏组织中的表达明显下降［７１０］，且可抑制多

种胶原蛋白的表达［１１］，这提示 ｍｉＲ２９ｂ在肝纤维化
的进程中发挥了重要作用，且很可能具有强大的抗

纤维化潜能。此外 ｍｉＲ２９还可通过抑制 ＴＧＦβ／
ｓｍａｄ信号通路介导上皮间充质转化（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓ
ｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）和致纤维化过程，在多种器
官纤维化中起着重要的作用。

　　本研究通过检测活化的ＨＳＣ及肝纤维化动物模
型获取的ＨＳＣ中ｍｉＲ２９ｂ、ＴＧＦβ／Ｓｍａｄ信号通路相
关蛋白和肝纤维化标志蛋白的水平变化，研究它们

与 ＨＳＣ活化程度和肝纤维化的关联性，后通过进
一步鉴定 ｍｉＲ２９ｂ对 ＴＧＦβ１的直接靶向结合，探
讨肝纤维化过程中ｍｉＲ２９ｂ对ＴＧＦβ／Ｓｍａｄ信号通
路的调控作用，为进一步研究抗肝纤维化提供新的

思路。

材　料　和　方　法

１　实验动物和主要试剂
１４～１６月龄雄性Ｗｉｓｔａｒ大鼠１２只，体重４００～

６００ｇ，购自湖北省医学动物实验中心，合格证编号为
Ｎｏ４２０００６０００１６６６５。ＴＲＩｚｏｌＲＴＲＮＡ（ＭＲＣ）；Ｅａｓｔｅｐ
ＲＴＭａｓｔｅｒＭｉｘＫｉｔ（Ｐｒｏｍｅｇａ）；ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ
（ＴａＫａＲａ），引物由 ＴａＫａＲａ公司设计；天狼星红试剂
盒（Ｂｉｏｓｗａｍｐ）；抗 Ｉ型胶原（ｃｏｌｌａｇｅｎｔｙｐｅＩ，ＣｏｌＩ）、
α平滑肌肌动蛋白（αｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅａｃｔｉｎ，αＳＭＡ）、
ＴＧＦβ１、Ｓｍａｄ２、Ｓｍａｄ３、Ｓｍａｄ４和 Ｓｍａｄ７抗体（Ａｂ
ｃａｍ）；抗 βａｃｔｉｎ抗体（ＣＳＴ）；羊抗兔 ＩＩ抗（Ｇｅｎｅ
ｔｅｘ）。
２　实验仪器
　　电泳仪及显影仪（ＢｉｏＲａｄ）；酶标仪（Ｔｈｅｒｍｏ）；
脱水机、包埋机、切片机和摊片烤片机（Ｌｅｉｃａ）；正置
显微镜（Ｎｉｋｏｎ）；荧光定量 ＰＣＲ仪（ＡＢＩ７５００）；全自
动生化分析仪（ＰＵＺＳ３００Ｘ）。

３　方法
３１　猪血清诱导免疫性大鼠肝纤维化模型的制备
及鉴定　无菌条件下制备猪血清，连续８周腹腔注
射（每次０５ｍＬ，每周２次）免疫雄性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠以
制备大鼠免疫性肝纤维化模型［１２］。８周后处死大
鼠，分离大鼠肝脏 ＨＳＣ，进行体外培养，并使用全自
动生化分析仪将获取的大鼠血清进行肝纤维化相关

指标检测。

３２　ＨＥ染色及天狼星红染色观察胶原纤维　取肝
纤维化模型大鼠肝脏用４％甲醛固定，按照组织制片
的常规程序进行脱水和包埋，以４μｍ厚度进行连续
切片，将切片用二甲苯脱蜡，以不同浓度的乙醇进行

梯度脱水，然后伊红染色（福州迈新生物技术开发有

限公司），苏木素（福州迈新生物技术开发有限公司）

复染，梯度脱水，二甲苯通透，中性树脂胶封片，显微

镜下观察。同时取脱蜡后的组织切片用天狼星红饱

和苦味酸液染色 １５～３０ｍｉｎ，苏木素复染，梯度脱
水，二甲苯通透，中性树脂胶封片，显微镜下观察。

３３　ＨＳＣ的分离培养及实验分组　取雄性 Ｗｉｓｔａｒ
大鼠，分离门静脉并插管，采用酶消化密度梯度离心
法分离 ＨＳＣ（依次灌注链酶蛋白酶胶原酶，３７℃原
位消化，１２％ Ｎｙｃｏｄｅｎｚ密度梯度离心获得 ＨＳＣ），并
命名为初始 ＨＳＣ。所得 ＨＳＣ在含１０％胎牛血清的
ＤＭＥＭ中培养，隔天更换培养液［１３］，体外培养２ｄ的
作为静息状态 ＨＳＣ。取静息状态 ＨＳＣ与初始 ＨＳＣ
进行鉴定，鉴定成功的继续培养７ｄ作为半活化状态
ＨＳＣ，培养１４ｄ作为完全活化状态ＨＳＣ，并取构建成
功的纤维化大鼠模型体外培养的ＨＳＣ作为纤维化模
型细胞，将细胞分为初始ＨＳＣ（ＨＳＣ１）、静息状态ＨＳＣ
（ＨＳＣ２）、半活化状态 ＨＳＣ（ＨＳＣ３）、完全活化状态
ＨＳＣ（ＨＳＣ４）和纤维化模型ＨＳＣ（ＨＳＣ５），共５组。
３４　ＲＴｑＰＣＲ检测 ｍｉＲ２９ｂ及 ｍＲＮＡ的表达　提
取细胞总ＲＮＡ（ＴＲＩｚｏｌ法），并按照逆转录试剂盒说
明书使用一步法进行逆转录合成 ｃＤＮＡ，然后按照
ＲＴｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ试剂盒说明书进行 ＰＣＲ操作。
检测ｍＲＮＡ的反应体系为：ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＩＩ
（２×）１０μＬ；ｃＤＮＡｔｅｍｐｌａｔｅ２μＬ；引物１０μｍｏｌ／Ｌ
（Ｆ／Ｒ）０３μＬ；ＲＮａｓｅｆｒｅｅｗａｔｅｒ７４μＬ。检测 ｍｉＲ
ＮＡ的反应体系为：５×ＭＭＬＶＲＴｂｕｆｆｅｒ４μＬ；ｄＮＴＰ
（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）０７５μＬ；ｍｉＲＮＡ／Ｕ６ｓｎＲＮＡＲＴＰｒｉｍｅｒ
Ｍｉｘ（１μｍｏｌ／Ｌ）１２μＬ；ＲＮａｓｉｎ（４０Ｕ／μＬ）０５μＬ；
ＭＭＬＶｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ（２００Ｕ／μＬ）０２μＬ；
ｍｉＲＮＡｔｅｍｐｌａｔｅ３μｇ；ＲＮａｓｅｆｒｅｅｗａｔｅｒ加至２０μＬ。
按照２步法ＰＣＲ标准程序扩增，扩增后ＲＮＡ相对表
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达量计算公式为２－ΔΔＣｔ。引物序列见表１。

表１　ＲＴｑＰＣＲ的相关引物序列
Ｔａｂｌｅ１．ＴｈｅｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓｆｏｒＲＴｑＰＣＲ

Ｎａｍｅ 　　Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ（５’３’）

ｍｉＲ２９ｂ Ｆ：ＧＧＧＴＡＧＣＡＣＣＡＴＴＴＧＡＡＡ
Ｒ：ＡＡＣＴＧＧＴＧＴＣＧＴＧＧＡＧＴＣＧＧＣ

Ｕ６ Ｆ：ＣＴＣＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡ
Ｒ：ＡＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧ

ＴＧＦβ１ Ｆ：ＧＴＧＧＡＣＣＧＣＡＡＣＡＡＣＧＣＡＡＴＣＴＡＴＧ
Ｒ：ＧＧＣＡＣＴＧＣＴＴＣＣＣＧＡＡＴＧＴＣＴＧＡ

Ｓｍａｄ２ Ｆ：ＣＣＡＧＧＴＣＴＣＴＴＧＡＴＧＧＴＣＧＴ
Ｒ：ＡＴＧＡＴＧＧＣＴＧＴＧＡＡＧＧＴＣＴＣ

Ｓｍａｄ３ Ｆ：ＣＡＧＧＧＣＴＴＴＧＡＧＧＣＴＧＴＣＴＡ
Ｒ：ＧＧＴＧＣＴＧＧＴＣＡＣＴＧＴＣＴＧＴＣ

Ｓｍａｄ４ Ｆ：ＴＧＣＡＧＧＴＧＧＣＴＧＧＴＣＧＧＡＡＡＧ

Ｒ：ＡＧＧＡＴＧＡＴＴＧＧＡＡＡＴＧＧＧＡＧ

Ｓｍａｄ７ Ｆ：ＣＴＧＡＣＡＡＧＧＧＡＡＧＴＧＧＡＴＧＧ

Ｒ：ＧＡＴＧＧＡＧＡＡＡＣＣＡＧＧＧＡＡＣＡ

αＳＭＡ Ｆ：ＣＴＧＡＡＧＡＧＣＡＴＣＣＧＡＣＡＣ

Ｒ：ＧＡＣＴＣＣＡＴＣＣＣＡＡＴＧＡＡＡＧ

βａｃｔｉｎ Ｆ：ＣＴＡＣＡＡＴＧＡＧＣＴＧＣＧＴＧＴＧＧ

Ｒ：ＡＡＧＧＡＡＧＧＣＴＧＧＡＡＧＡＧＴＧ

　Ｆ：ｆｏｒｗａｒｄ；Ｒ：ｒｅｖｅｒｓｅ．

３．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测蛋白表达水平　提取各组细
胞的总蛋白，用 ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒（康为世
纪公司）测定样品蛋白含量并稀释定量样品，加上样

缓冲液煮沸变性后，配制１０％ ＢｉｏＲａｄ蛋白胶，以２０
μｇ总蛋白量上样，电泳后将凝胶上的蛋白转移到
ＰＶＤＦ膜上。用５％脱脂奶粉室温封闭２ｈ，洗膜，分
别加 Ｉ抗，４℃孵育过夜，ＴＢＳＴ洗膜，加 ＩＩ抗，室温孵
育１ｈ，ＴＢＳＴ洗３次，采用 ＥＣＬ化学发光法显色，并
使用ＢｉｏＲａｄ公司的 ＣｈｅｍｉＤｏｃＴｏｕｃｈ系统采集图像
及数据分析。

３．６　双萤光素酶报告基因检测　依据 ＧｅｎＢａｎｋ中
ＴＧＦβ１基因的序列，选取包含与 ｍｉＲ２９ｂ匹配的一
段序列设计引物，然后进行ＰＣＲ扩增，对扩增产物和
载体ｐｍｉｒＧＬＯ进行双酶切，酶切后进行连接，连接产
物转化后挑选阳性克隆进行验证。转染前 １ｄ将
２９３Ｔ细胞接种于２４孔板，质粒转染严格按照 Ｌｉｐｏ
ｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００说明书进行，转染２４ｈ后，ＰＢＳ洗涤
细胞，按照 ＤｕａｌＬｕｃｉｆｅｒａｓｅＲｅｐｏｒｔｅｒＡｓｓａｙＳｙｓｔｅｍ说
明书向每个孔中加入１００μＬＰＬＢ，室温摇动２０ｍｉｎ
后加入２０μＬＬＡＲＩＩ试剂，放入 ＧｌｏＭａｘ＠９６Ｍｉｃｒｏ
ｐｌａｔｅＬｕｍｉｎｏｍｔｅｒ（Ｐｒｏｍｅｇａ）分别读取萤火虫萤光素

酶和海肾萤光素酶催化底物后的发光强度。

４　统计学处理
　　数据采用ＳＰＳＳ１６０统计软件进行统计分析，所
有数据均以均数 ±标准差（ｍｅａｎ±ＳＤ）表示。两组
间均数比较用ｔ检验，多组间均数比较采用多因素方
差分析。以Ｐ＜００５为差异有统计学意义。

结　　果

１　纤维化ＨＳＣ的鉴定
　　对获取的ＨＳＣ进行ＲＴｑＰＣＲ及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检
测发现，静息状态 ＨＳＣ（ＨＳＣ组）中肝纤维化标志蛋
白ＣｏｌＩ和 αＳＭＡ的 ｍＲＮＡ表达水平是初始 ＨＳＣ
（ｃｏｎｔｒｏｌ组）的４倍（Ｐ＜００１），同时蛋白表达水平
在ＨＳＣ组是ｃｏｎｔｒｏｌ组的２倍（Ｐ＜００１），见图１。肝
纤维化标志物ＣｏｌＩ和 αＳＭＡ在 ｍＲＮＡ及蛋白水平
的表达均增加，初步判断纤维化ＨＳＣ获取成功。
２　肝纤维化模型大鼠的鉴定
　　肝纤维化模型大鼠血清肝纤维化指标 ＩＩＩ型前
胶原（ｐｒｏｃｏｌｌａｇｅｎｔｙｐｅＩＩＩ，ＰＣⅢ）、ＩＶ型胶原（ｃｏｌｌａ
ｇｅｎｔｙｐｅＩＶ，ＣｏｌＩＶ）、层粘连蛋白（ｌａｍｉｎｉｎ，ＬＮ）及透
明质酸酶（ｈｙａｌｕｒｏｍｉｃａｃｉｄ，ＨＡ）均高于正常大鼠
（Ｐ＜００１），见表２。对２组大鼠肝脏石蜡切片进行
ＨＥ染色和天狼星红染色观察发现，正常大鼠肝小叶
结构正常，肝细胞排列规则，肝窦与汇管区成纤维细

胞少；而纤维化模型组大鼠肝小叶结构紊乱，肝细胞

体积增大，有大量炎性细胞浸润，部分肝细胞坏死，

纤维组织增生明显，见图２。病理及血清肝纤维化指
标表明，肝纤维化模型大鼠病情发展较为严重，大鼠

纤维化模型构建成功。

３　不同活化状态的 ＨＳＣ及肝纤维化 ＨＳＣ中相关
蛋白及ｍｉＲ２９ｂ表达的检测
　　对不同活化状态下的 ＨＳＣ及肝纤维化 ＨＳＣ进
行ＲＴｑＰＣＲ检测发现，随着 ＨＳＣ活化程度的增加，
直至转化为肝纤维化 ＨＳＣ的过程中，ｍｉＲ２９ｂ的表
达水平逐渐降低（Ｐ＜００５）；同时与肝纤维化过程密
切相关的 ＴＧＦβ１、ＣｏｌＩ、Ｓｍａｄ２、Ｓｍａｄ３、Ｓｍａｄ４和 α
ＳＭＡ的 ｍＲＮＡ水平随着纤维化程度的加深逐渐增
加，而对纤维化有抑制作用的 Ｓｍａｄ７的 ｍＲＮＡ含量
明显减少（Ｐ＜００５），见图３。进一步通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ检测发现，ＴＧＦβ１、ＣｏｌＩ、Ｓｍａｄ２、Ｓｍａｄ３、Ｓｍａｄ４
和αＳＭＡ的蛋白表达量同样随着 ＨＳＣ细胞的活化
程度逐渐增加，而Ｓｍａｄ７蛋白的含量逐渐减少（Ｐ＜
００５），见图４。
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Ｆｉｇｕｒｅ１．ＴｈｅｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｆｉｂｒｏｓｉｓｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅｓｉｎｈｅｐａｔｉｃｆｉｂｒｏｓｉｓｒａｔＨＳＣｃｕｌｔｕｒｅｄｉｎｖｉｔｒｏ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝３．
Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

图１　体外获取的纤维化ＨＳＣ相关ｍＲＮＡ及蛋白表达水平的变化

表２　大鼠血清纤维化指标的比较
Ｔａｂｌｅ２．Ｔｈｅｓｅｒｕｍｆｉｂｒｏｓｉｓｉｎｄｉｃａｔｏｒｓｉｎｔｈｅｒａｔｓ（μｇ／Ｌ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝３）

Ｇｒｏｕｐ ＨＡ ＬＮ ＰＣＩＩＩ ＣｏｌＩＶ
Ｎｏｒｍａｌ ８９．２８±１８．９３ １２４．９１±２５．７６ １７．８３±４．８５ ７３．２７±２４．９０
Ｍｏｄｅｌ ２１８．０３±７１．０５ ２９６．８５±６３．０１ ９９．０４±２７．５９ １７９．４８±４８．０５

　　 Ｐ＜０．０１ｖｓｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ．

Ｆｉｇｕｒｅ２．ＴｈｅｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｒａｔｌｉｖｅｒｗｉｔｈＨＥ
ａｎｄＳｉｒｉｕｓｒｅｄｓｔａｉｎｉｎｇ（×２００）．

图２　ＨＥ及天狼星红染色大鼠肝脏病理切片的观察

Ｆｉｇｕｒｅ３．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉＲ２９６ａｎｄｔｈｅｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ
ｆｉｂｒｏｓｉｓｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅｓｉｎｌｉｖｅｒｆｉｂｒｏｓｉｓｐｒｏｃｅｓｓ．Ｍｅａｎ±
ＳＤ．ｎ＝３．Ｐ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓＨＳＣ１ｇｒｏｕｐ．

图３　纤维化过程中ｍｉＲ２９６及与纤维化密切相关的ｍＲＮＡ
表达水平的变化
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Ｆｉｇｕｒｅ４．Ｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｆｉｂｒｏｓｉｓｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅｓｉｎｌｉｖｅｒ
ｆｉｂｒｏｓｉｓｐｒｏｃｅｓｓ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝３．Ｐ＜００５，Ｐ＜
００１ｖｓＨＳＣ１ｇｒｏｕｐ．

图４　纤维化过程中与纤维化密切相关的蛋白表达水平的变
化

４　双荧光素酶靶点预测
　　运用 ＴａｒａｇｅｔＳｃａｎ预测发现 ＴＧＦβ１为 ｍｉＲ２９ｂ
的下游靶基因之一，ｍｉＲ２９ｂ与 ＴＧＦβ１ｍＲＮＡ的
３’ＵＴＲ互补序列见图５Ａ。双萤光素酶报告系统验
证结果显示，在野生型（ＷＴ）组中 ｍｉＲ２９ｂｍｉｍｉｃ与
ＴＧＦβ１结合后的荧光强度明显低于对照（ＮＣ）组，
差异具有统计学意义（Ｐ＜００１）；而在 Ｍｕｔ组中
ｍｉＲ２９ｂ组与ＮＣ组间的差异并没有统计学显著性，
见图 ５Ｂ。以上结果证实 ｍｉＲ２９ｂ可直接靶向于
ＴＧＦβ１的３’ＵＴＲ。

讨　　论

　　肝纤维化是各种慢性肝病发展的中心环节［１４］，

近年来的研究发现ＨＳＣ持续活化所导致的细胞外基
质过度沉积是肝纤维发生、发展的关键因素。正常

状况下，ＨＳＣ处于静止状态，当肝脏受到外界刺激时
ＨＳＣ会被激活并持续增殖，导致细胞外基质合成与
降解失衡，最终形成肝纤维化［１５］。

　　ＴＧＦβ在肝纤维化的发生过程中具有重要的作
用，其作为一种关键的促纤维化因子，可增强ＥＣＭ

Ｆｉｇｕｒｅ５．ＤｉｒｅｃｔｔａｒｇｅｔｅｄｂｉｎｄｉｎｇｏｆｍｉＲ２９ｂｔｏＴＧＦβ１．Ａ：
ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅｂｉｎｄｉｎｇｓｉｔｅｓ；Ｂ：ｒｅｌａｔｉｖｅｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ
ａｃｔｉｖｉｔｙ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝３．Ｐ＜００１ｖｓＮＣｇｒｏｕｐ．

图５　ｍｉＲ２９ｂ与ＴＧＦβ１的直接靶向结合

的表达，而Ｉ型胶原蛋白和 α平滑肌动蛋白等是构
成ＥＣＭ的重要组成部分，通常作为肝星状细胞活化
的标记物［１６１７］。Ｓｍａｄ４作为 ＴＧＦβ／Ｓｍａｄ信号通路
的重要的下游分子，ＴＧＦβ受体二聚化后会激活
Ｓｍａｄ２／Ｓｍａｄ３，进而使其形成复合物，随后 Ｓｍａｄ２／
Ｓｍａｄ３复合物与 Ｓｍａｄ４结合并进入细胞核，最后与
特异的 ＤＮＡ连接蛋白结合，从而促进 ＴＧＦβ的表
达［１８１９］形成稳定的异源多聚体，转入核

!

与各种转

录因子相结合，进而启动纤维化相关基因的表达［２０］；

而Ｓｍａｄ７能通过与活化的 ＴＧＦβ１结合从而抑制该
信号通路的激活［２１］，进而抑制纤维化的进程。

　　本研究通过体外获取 ＨＳＣ及肝纤维化 ＨＳＣ，检
测不同活化程度的ＨＳＣ及肝纤维化ＨＳＣ的ｍｉＲ２９ｂ
及相关蛋白的表达。结果表明，随着 ＨＳＣ活化程度
的加深，ｍｉＲ２９ｂ的表达量逐渐减少。且在 ＨＳＣ活
化直至纤维化进程中，ＴＧＦβ／Ｓｍａｄ信号通路中
Ｓｍａｄ２／３／４的表达逐渐增加，而 Ｓｍａｄ７的表达则随
之下降。后通过双萤光素酶系统对 ｍｉＲ２９ｂ的靶位
点进行初步验证，可发现ＴＧＦβ１为 ｍｉＲ２９ｂ的直接
下游靶点。由此可判断ｍｉＲ２９ｂ可能通过抑制ＴＧＦ
β１进而调控 ＴＧＦβ／Ｓｍａｄ信号通路，最终抑制 ＨＳＣ
的增殖和活化引起的肝纤维化。

　　综上所述，本研究证实在肝纤维化发展过程中，
ｍｉＲ２９ｂ随着 ＨＳＣ的活化逐渐降低，且其可能是通
过调控ＴＧＦβ／Ｓｍａｄ信号通路发挥其作用的。这初
步揭示了 ｍｉＲ２９ｂ及 ＴＧＦβ／Ｓｍａｄ信号通路在肝纤
维化发展中的作用，并为肝硬化的治疗提供了新的

治疗靶点。
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