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RNA干扰对人瘢痕疙瘩成纤维细胞 TGF-阻 刺激后胶原合成的影响 

赵 平 ，李世荣 (第三军医大学：1．训练部研究生处；2．附属西南医院整形科，重庆400038) 
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[摘 要] 目的 体外构建结缔组织生长因子(CTGF)序列特异性小干扰 RNA表达载体，转染导人后研究其对人瘢痕疙瘩成 

纤维细胞(HKFs)胶原蛋白分泌的影响。方法 体外构建 CTGF序列特异性小干扰 RNA质粒表达载体 ，Dosper脂质体转染人瘢痕 

疙瘩成纤维细胞后，观察加入 10 ng／mL剂量的转化生长因子(TGF-131)刺激前后胶原蛋白水平的变化。结果 转染小干扰 RNA质 

粒后，胶原蛋白分泌水平降为正常表达的51．6％ ；经 TGF一131刺激后 ，蛋白表达仍无明显变化。结论 小干扰 RNA质粒表达载体可 

抑制瘢痕疙瘩成纤维细胞胶原蛋白分泌，为临床上瘢痕疙瘩的基因治疗提供理论依据。 
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Impact of RNAi on collagen secretion in human keloid fibroblasts 

ZHAO Ping，LI Shi—rong(Office of Graduate Studies，Department of Training，Third Military Medical University，Chongqing 400038， 

China) 

Abstract：0bjective To investigate the effect of small interfering RNA(siRNA)·expressing plasmids targeting connective tissue 

growth factor(CTGF)on collagen secretion in human keloid fibroblasts(HKFs)．Methods Constructed siRNA—expressing plasmids targe— 

ting CTGF were transfeeted into HKFs by Dosper package．Th e collagen level was measured by 3 H—proline incorporation method he．re and 

after HKFs were stimulated by transforming growth factor(TGF—B1)of the dosage of 10 ng／mL．Results The collagen level was only 

5 1．6％ of the normal level and had no obvious change even after stimulated by TGF一131．Conclusion The down-regulation of collagen by 

constructed siRNA—expressing plasmids may be a new way to treat keloid． 

Keywords：RNA interference；human keloid fibroblast；collagen；TGF·131 

瘢痕疙瘩(Keloid，KD)是皮肤损伤如创伤、烧伤 

或手术后引发的以胶原过度沉积于真皮和皮下组织为 

特征的过度瘢痕化，其发病机制是异常表达的转化生 

长因子(TGF一131)通过结缔组织生长因子(CTGF)促进 

病理性瘢痕的形成 。已有研究表明，TGF—B是一类 

具有多种生物学功能的蛋白多肽类物质，在创伤愈合 

的所有阶段均发挥了重要作用L2j。RNA干扰 (RNA 

interference，RNAi)是 由双 链 RNA(double-strands 

RNA，dsRNA)介导的基因沉默技术，通过长度 21～23 

个核苷酸的双链小干扰 RNA(small interfering RNA， 

siRNA)与细胞内相对应的 mRNA结合，特异性降解 

mRNA，抑制蛋白表达，具有特异性、高效性和方便性 

等显著特点 引。本研究旨在将体外构建的结缔组织 

生长因子 siRNA表达载体转染导人人瘢痕疙瘩成纤 

维细胞(HKFs)后，观察 TGF—p1刺激前后细胞外胶原蛋 
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白分泌水平的变化，为瘢痕疙瘩的基因治疗提供依据。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

质粒 pGenesil一1(武汉 晶赛 生 物公 司)，Dosper脂质 体 

(Roche，德国)，DMEM高糖培养基(Gibco，美国)，液体闪烁仪 

(SN-6930，上海 )。 

1．2 方 法 

1．2．1 细胞培养 选用瘢痕疙瘩患者(诊断标准参见文献 

[4])术中切除的组织 ，用组织法分离 HKFs，加入 10％小牛血 

清的 DMEM 培养基 ，培养条件为 37 oC、5％CO ，胰酶消化传 

代 ，取体外培养第 5代细胞。 

1．2．2 siRNA表达载体的构建、鉴定和转染 方法详见文 

献[5]，本实验采用抑制效率最高的靶序列进行转染。转染细 

胞分为重组质粒组和空质粒组，每组各5份细胞样本。 

1．2．3 H．脯氨酸( H—pro)渗入法检测胶原蛋白 将 H．pro 

原液配成20×稀释的使用液，在每组细胞中加入2O ，37℃、 

5％CO，培养 6 h。弃去培养液，每孔加入 0．5 mL冰预冷 的 

10％TCA，4℃固定 30 min后弃去 TCA。用冰预冷的 PBS洗细 

胞 2次后，换加 0．5 mL 1％SDS、0．1 mmol／L NaOH裂解液， 

37℃过夜裂解细胞。每组取细胞裂解液 0．3 mL加入装有 

8 mL闪烁液的瓶中，剧烈振荡，室温静置暗处，待其完全溶解后 

用闪烁仪计数。 
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1．3 统计学方法 

采用 SPSS10．0统计软件包进行统计学分析，实验计量结 

果采用均数 4-标准差( ± )表示。 

2 结果 

重组质粒组胶原蛋白的分泌水平与空质粒组相比，转染导 

人重组的小干扰 RNA质粒表达载体后细胞外胶原蛋白分泌水 

平下降至 51．6％，抑制率达48．4％[胶原蛋白抑制率％ =(1一 

各组蛋白含量 ÷空质粒组蛋白含量)X 100％]，差异具有统计 

学意义(P<0．05)，见表 1。即使在 TGF一[31刺激后，胶原蛋 白 

分泌水平仅为正常的48．7％，抑制率达 51．3％，差异仍具有统 

计学意义(P<0．05)，见表2。 

表 1 转染后重组质粒组胶原蛋白的表达(x 4-S，n=5) 

}：与 空质粒组比较 ，P<0．05 

表2 TGF-阻 刺激后重组质粒组胶原蛋白的表达( ± ，n=5) 

3 讨论 

：与空质粒 +TGF一[31组比较，P<0．05 

胶原蛋白是由动物细胞合成的一种生物性高分 

子，广泛存在于动物骨、软骨和皮肤及其它结缔组织 

中，约占哺乳动物总蛋白的 1／3，是人体重要的细胞外 

基质成份，可作为组织的支持物，对细胞、组织乃至器 

官行使正常功能并对外伤修复有重大影响，胶原蛋白 

的异常积聚和降解是纤维化产生的病理学基础。人体 

胶原蛋白根据功能可分为纤维性胶原和非纤维性胶原 

两大类，多数是由3条肽组成，3链相互缠绕，形成胶 

原蛋白分子特有的杆状结构。胶原蛋白基因的表达是 

本身顺式作用元件、反式作用因子及诸多调控因子相 

互作用的结果，其中 IL一1、TGF—B等属于正调节因子， 
-INF、PGE2、固醇类激 素等属于 负调节 因子，而 

PDGF、EOF、TNF．仅等因子则具有双向选择作用，对某 

些胶原类型具有正调节作用，而对另一些胶原类型则 

具有负调节作用 。 

RNA干扰现象是 Napoli等 在 1990年发现的， 

其现象是当细胞内导人与内源性 mRNA编码区同源 

的双链 RNA时可高效、特异地阻断体内同源基因的表 

达，促使其 mRNA降解，使细胞表现出特定基因表型 

缺失的过程，因发生在转录后水平，又称为转录后基因 

沉默(post—transcriptional gene silencing，PTGS) 。El— 

bashir等 发现运用长核苷酸序列的双链 RNA(dsR- 

NA>30 bp)转染哺乳动物细胞会引起整个细胞的蛋 

白质合成受阻、细胞内 mRNA全面降解，导致非特异 

性的基因表达抑制和细胞调亡，而应用化学合成的21 

个核苷酸的 siRNA成功抑制了哺乳动物细胞中含有 

同源序列的靶基因。RNA干扰发生于除原核生物以 

外的所有真核生物细胞内。现在的观点认为，RNA干 

扰是生物体防止外来病毒或其他外来核酸的入侵，保 

护基因组的重要手段，是生物普遍存在的 RNA水平上 

调节基因表达的方式 。RNA干扰技术因其快速、高 

效、特异性抑制靶基因表达的特点，在某种程度上可以 

替代传统的反义核苷酸技术和复杂的基因敲除技术。 

在以往的工作中，我们发现经转染导人体外合成的 

特异性结缔组织生长因子 siRNA表达载体后，能显著抑 

制瘢痕疙瘩成纤维细胞结缔组织生长因子 mRNA和胶 

原蛋白的表达 ，但在 FGF一[31刺激的情况下胶原蛋白 

分泌水平是否仍会受到抑制还不清楚。在本研究中，我 

们在转染导入 siRNA表达载体后，使用 TGF一[31刺激， 

发现在TGF—Bl刺激前和刺激后细胞外胶原蛋白分泌 

水平都明显受抑，说明即使在TGF．131异常升高的情况 

下，RNA干扰仍能显著抑制细胞的分泌功能，为RNA干 

扰技术应用于临床瘢痕疙瘩治疗提供了理论依据。 
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