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SiRNA—Smad3沉默人瘢痕疙瘩成纤维细胞中Smad3对纤 

维连接蛋白及 I型胶原表达的影响 

刘 波，果 磊 

(重庆医科大学附属第一医院烧伤整形外科，重庆 400016) 

【摘 要】目的：探讨SiRNA—Smad3沉默人瘢痕疙瘩成纤维细胞(Keloid fibroblast，KFB)内Smad3基因后，对KFB细胞内纤维连 

接蛋白及I型胶原表达水平的影响。方法：分别用针对人 Smad3 mRNA基因的特异性干扰片段和无关干扰片段转染体外原代 

培养的人 KFB，经 RT—PCR、Western blot、免疫组化、免疫荧光方法检测纤维连接蛋白(fibronectin)及 I型胶原(Collagen I，Col I) 

等KFB细胞外基质的合成和分泌情况。结果：75 nmol／L Smad3一siRNA特异性干扰片段转染KFB48h后KFB细胞内Col I及FN 

合成和分泌较非特异性对照组及空白对照组明显降低。结论：Smad3一siRNA可特异性抑制KFB细胞中Smad3基因表达，并有 

效抑制体外培养的人原代KFB合成和分泌Col I及纤维连接蛋白(Fibronectin，FN o 
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Effects of Si RNA—．mediated Smad3 gene si lence on the expression of 

fibronectin and collagen I in human keloid fibroblasts 

jUBo，et al 

(Department ofBurn andPlastic Surgery，the FirstAffiliatedHospital，ChongqingMedical University) 

【Abstract]Objectives：To explorer the influence of siRNA-Smad3-mediated Smad3 gene silence on the expression of fibroneetin and 

collagen I in human keloid fibroblasts(KFB)．Methods：One specific Smad3一siRNA fragment and anotherirrelevant siRNAfragmentwas 

respectively transfected into human primary KFB cells．RT-PCR，Western blot，immunohistochemisty and immunofluorescence were 

employed to evaluate the changes in either the expression or the secretion of both fibronectin and collagen I．Restu／ts：The expression and 

secretion of both the fibronectin and collagen I in KFB were inhibited significantly by the treatment of Smad3一siRNA for 48 hours at a 

final concentration of 75nmol／L as compared with those of the untreated or the irrelevant siRNA fragment treated group．Conculsion： 

Smad3-siRNA could be employed to specifically inhibit the Smad3 gene expression in KFB cells and to efficiently inhibit both the 

synthesis and secretion of fibronectin and collagen I． 
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瘢痕疙瘩(Keloid)是皮肤损伤后形成的过度瘢痕化组 

织，以成纤维细胞等修复细胞在创伤后增殖加速并大量合成 

细胞外基质在局部过度积聚为病理学基础。Smads蛋 白是 

TGF—B受体下游重要的信号分子，作为一级信号转导分子 

直接与TGF—p受体结合，介导TGF—p的生物学效应，参与 

细胞的增殖、分化，炎症反应以及胶原合成等调节，观察其对 

成纤维细胞主要细胞外基质 I型胶原(Collagen I，Col I)及 

纤维连接蛋白(Fibronectin，FN)合成和分泌的影响，以明确利 

用 RNA干扰技术沉默Smad3后对KFB细胞胶原合成的抑 

制效应，为进一步将 SiRNA干扰技术应用于临床提供理论 
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依据。 

1 材料与方法 

1．1 主要试剂 

siRNA特异性干扰片段和非特异性无关干扰片段均由 

Ambion(USA)公司合成，SiPORTFM Lipid Transfection Agent 

购于 BD公司 ，总 RNA抽提试剂盒 、RT-PCR试剂盒购于 

TaKaRa公司，Smad3及 GAPDH内参引物由上海生工设计合 

成，大鼠抗人 FN抗体及大鼠抗人 Col I抗体购于美国 

Sant CrnZ公司，FITC标记的兔抗山羊IsG二抗和纯山羊血 

清购于北京鼎国生物有限公司，ABC免疫细胞化学检测试剂 

盒和 DAB显色剂购自北京中山金桥生物技术有限公司，成 
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纤维细胞培养专用 Gibco特级胎牛血清、化学发光检测试剂 

盒及精确蛋白分子量Marker等均购于基因公司。其它常规 

化学试剂为分析纯以上产品。 

1．2 标本来源 

实验中所用瘢痕疙瘩标本均取 自本院外科手术治疗的 

患者，患者均无明显创伤史，瘢痕疙瘩具有浸润生长的特点， 

均经临床和病理确诊。共收集 5例瘢痕疙瘩标本 ，其中男 2 

例，女 3例；部位分布：包皮 2例，耳垂部 1例，颈部和臀部各 

1例。所有标本的采集都征得患者的书面同意。 

1．3 方法 

1．3．1 人瘢痕疙瘩成纤维细胞(Keloid fibroblast，KFB)细胞的 

分离和原代培养 将手术切下的瘢痕疙瘩组织采用组织块 

贴壁培养法进行体外培养，具体方法参考引文口操作。实验用 

第 4～8代对数生长期细胞。 

1．3．2 小分子RNA干扰(siRNA)片段的设计及合成 根据 

人 Smad3基因的mRNA序列(GenBank登录号 NM～OO59O2) 

及 siRNA设计原则，结合美国著名的 Ambion公司提供的网 

上在线设计工具，设计 3对含 21个碱基的Smad3一siRNA序 

列，分经 BLAST比对确认所设计的 siRNA序列的特异性后 

提交 Ambion公司合成，制成有效双链 siRNA干粉制剂保存。 

经前期实验筛选出有效干扰链。序列如(表 1)所示 ，同时提 

供随机序列作为非特异性干扰对照siRNA。 

1．3．3 Smad3一siRNA片段转染体外原代培养的人 KFB细胞 

具体步骤参阅 SiRNA与 RNAi实验技术手册。 

1．3．4 半定量 PT—PCR测定 Col I和 FNmRNA表达水平的 

变化 实验分为如下 3组 ：特异性 siRNA干扰片段转染组 

(Smad3一siRNA)A1，非特异性干扰实验组 A2和空白对照组 

A3。Tnzol法提取以上各实验组 KFB细胞总 RNA，鉴定 RNA 

完整性并进行 RNA定量后按 RT—PCR试剂盒操作说明书进 

行逆转录和PCR扩增。 

PCR：按照说明书标准程序进行扩增，FN及内参 B— 

actin和 Col I及 内参 GADPH的引物序列和 PCR扩增后的 

产物片段长度见(表 2)，扩增条件见(表 3)。 

反应条件如下 ：96℃ 4 rain，1个循环 ；96℃ 1 rain，54℃ 

1 rain，72℃ 1 rain，35个循环 ；72℃ 10 rain 1个循环。以上 

PCR反应产物经 1．8％琼脂糖凝胶电泳，Bio—Rad凝胶成像仪 

上观察结果并照相，用 Bio—Rad凝胶成像系统 自带 Quantity 

One软件分析结果 ，以目的条带和内参条带的密度之比表 

示，并根据比值确定目的基因在细胞内表达。 

1．3．5 Western Blot检测 Col I和 FN蛋白表达水平的变化 

实验分组同上，按蛋白提取试剂盒说明分别提取各实验组细 

胞总蛋白并定量后，依照标准方法进行SDS—PAGE变性电泳， 

转移至 PVDF膜 ，按各 自反应体系分别加入大鼠抗人 FN和 

Col I多克隆抗体(一抗 ，1：400稀释)于 4℃孵育过夜并洗膜 

后，FN体系再按 0．2 ml，cm：膜的比例加入辣根酶标记的兔抗 

大鼠IgG抗体(二抗，1：200稀释)；Col I体系按0．2m~cm2膜 

的比例加入辣根酶标记的山羊抗大鼠IgG抗体(二抗，1：300 

稀释)于 37oc~育 2 h后洗膜 ，用增强化学发光法试剂盒显色 

后于化学发光检测仪中检测荧光强度并照相，cool imager软件 

分析结果 ，结果以目的条带的密度与内参条带的密度之比表 

示。 ’ 

1．3,6 免疫组织化学染色检测 FN在 KFB内分布 用 PBS 

洗涤以上各实验组细胞 2次后 ，置于 一20℃预冷的甲醇中 

固定 20 rain，PBS液清洗振荡 3次 ，每次 5 rain，0．3％破膜 

剂 TRITON X一100透膜处理 10 rain，PBS液清洗振荡 3次， 

每次 5 rain，3％H O 孵育 5～10 rain后蒸馏水冲洗 ，PBS液浸 

泡5 rain。滴加试剂 A，室温孵育 10 rain，弃上清。滴加(1：200 

稀释)的兔抗人FN多克隆抗体，4℃过夜。PBS液冲洗3次， 

每次 5 min。滴加试剂 B，37℃避光孵育 10～15 rain。PBS液冲 

洗 3次，每次 5 rain。滴加试剂 C，37℃孵育 15 min。PBS液冲 

洗 3次，每次 5 rain。按 DAB显色试剂盒说明书进行显色，封 

片后，显微镜观察免疫组化染色结果 ，计算任意 10个高倍视 

野下总阳性细胞数占总细胞数的百分比，重复3次取均值。 

判断标准如下：胞浆或胞核未见确切染色颗粒为阴性；浅而 

淡的黄棕色颗粒为弱阳性 ；较深黄棕色颗粒为中度阳性 ；深 

黄棕色颗粒则为强阳性。 

1．3．7 Col I细胞免疫荧光染色 Col I在 KFB内分布 实验 

分组同前 ，取各实验组细胞用 PBS洗涤 3次后 ，放人 一20℃ 

预冷的甲醇中固定 20rain。用 PBS液振荡 3次，每次 5rain。 

用0_3％破膜剂TRITON X一100渗透 10 min。用PBS液振荡3 

次，每次 5 rain。用 5％的正常山羊血清封闭 30 rain，甩掉多余 

的封闭液。加入(1：2OO)稀释的山羊抗人 Col I多克隆抗体 

(用 PBS液配制)。放入预先准备的温盒 4℃过夜，防止液体 

流失或干片。16 h后取出并用 PBS液振荡 3次 ，每次 5rain。 

按 1：500滴加亲和素标记 FITC标记的兔抗山羊 IgG二抗。全 

程避光 ，37℃避光孵育 1 h。用 PBS液避光振荡 2次，每次 5 

rain。晾干 ，用 50％缓冲甘油封片、观察。日本 Nikon荧光显微 

镜进行图像分析，比较干扰 Smad3后 Col I在细胞核及胞桨 

中分布的变化情况。 

2 结 果 

2．1 RT—PCR检测 SiRNA—Smad3对 FN mRNA表达的影响 

转染 48 h后 ，RT—PCR结果表明，SiRNA—Smad3干扰组 

FN mRNA的扩增带亮度明显减弱，为空白对照组的 38．7％ 

(P<0．05)，但未抑制 p—actin mRNA的表达 ，其 B—actin 

mRNA水平与非特异性片段转染对照组及空白对照组无明显 

差异，提示实验组 siRNA成功抑制 FN基因的表达。应用 Im— 

age Master VDS图象系统分析结果，以空白对照组的 RT--PCR 

条带光密度值为标准(亮度定为 100)，其中细胞内源基因 

p—actin片断条带亮度相近，而 Smad3基因片段条带的亮度， 

siRNA—smad3转染实验组和非特异性片段转染对照组的光密 

度值分别是空白对照组的 38．7％和96．4％，结果见(图 1)。 

2．2 Western Blot测定 siRNA—Smad3对人对 FN mRNA袁达 

的影响 

应 用 Western Blot检 测转 染 siRNA后 48 h．siRNA— 
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smad3干扰实验组FN蛋白的杂交条带明显减弱，为空白对 

照组的 33．6％(P<0．05)。非特异性片段转染对照组及空白对 

照组的FN蛋白的表达无明显差异。应用 Image Master VDS 

图象系统分析结果，以空白对照组的蛋白条带为标准(亮度 

定为 100)，siRNA—smad3干扰实验组、非特异性片段转染对 

照组FN基因片段条带的亮度分别是转染空白对照组的 

33．6％和 92．7％，结果见(图2)。 

2．3 免疫组化法(ABC法)测定 SiRNA干扰 Smad3基 因对 

人瘢痕疙瘩成纤维细胞分泌FN的影响 

各组成纤维细胞胞浆染成棕色。实验组 FN阳性表达率为 

32．54％±7．16％，与对照组(63．07％±5．79％)相比有显著性差异， 

尸<0-05；非特异性片段转染对照组 FN阳性表达率为57．27％± 

5．15％，与对照组相比无显著性差异，P>0．05。见(图3)。 

2．4 RT—PCR测定SiRNA—Smad3对人瘢痕疙瘩成纤维细胞 

Col I基因的 mRNA表达的影响 

转染 48 h后，RT—PCR产物的琼脂糖电泳结果表明，3 

组泳道中细胞内源 GAPDH基因片断条带的亮度强弱相似， 

说明RT-PCR中加入的模板的量一致，而扩增的Col I基因电 

泳带与其余各组相较亮度明显减弱，为空白对照组的43．7％ 

(P<0．05)，提示特异性干扰组 siRNA成功抑制 Col I基因的 

表达。以空白对照组的 RT--PCR为标准(亮度定为 100)，其 

中细胞内源基因GAPDH片断条带亮度相近，转染实验组、 

非特异性片段转染对照组 Smad3基因片段条带的亮度分别 

是转染空白对照组的43．7％、93．9％见(图4)。 

2．5 Westem Blot测定Col I蛋白表达 

应用 Western blot检测转染 siRNA后 48 h，实验组 Col I 

蛋白的杂交条带明显减弱，为空白对照组的26．9％(尸l<0．05)， 

而非特异性片段转染对照组 Col I蛋白杂交条带表达与空白 

对照组比较，未见明显差异，结果提示特异性干扰组有效干扰 

KFB内 Col I蛋白表达。应用 Image MasterVDS图象系统分析 

结果，以空白对照组的蛋白条带为标准(亮度定为 100)，转染 

实验组 、非特异性片段转染对照组 Col I蛋白片段条带的亮 

度分别是转染空白对照组的26．9％和 96．9％，见(图5)。 

2．6 免疫荧光化学检测 Col I蛋白在成纤维细胞中的分布 

免疫荧光化学检测显示：非特异性片段处理组瘢痕疙瘩 

成纤维细胞中Col I蛋白强表达，多表达在细胞浆内。用特异 

性 SiRNA干扰 Smad3后 48 h，成纤维细胞生长形态良好，细 

胞浆内Col I蛋白荧光表达减弱，细胞核内几乎没有 Col I蛋 

白的荧光表达，而非特异I生干扰片段处理组 KFB细胞内Col I 

的表达不受影响，与空白对照组类似，结果见(图6)。 

表 1 Smad3一siRNA干扰片段的序列 

表 3 RT—PCR扩增条件 

反应体系 剂量 

l0×PCRbuffer 

25 mmol MaC12 

目的基因正义序列 

目的基因反义序列 

p—actin(GADPH)正义序列 

反义序列 

TaqDNA聚合酶 

dH20 

2．5 1 

4 1 

2 1 

2 1 

2 1 

2 1 

1 1 

13．5 1 






