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miR-26a抑制转化生长因子 茁诱导的韧带成纤维细胞增殖 *
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摘要 目的：研究 miR-26a对转化生长因子 -茁（Transforming growth factor-茁,TGF-茁)诱导的韧带成纤维细胞增殖的影响。方法：原

代分离大鼠肩周韧带成纤维细胞，通过免疫荧光鉴定细胞纯度，应用脂质体细胞转染 miRNA模拟物的方式过表达 miR-26a，定量

PCR的方法检测 miR-26a模拟物的过表达效率，CCK8法检测细胞增殖能力的变化，生物信息学预测的方法分析 miR-26a可能的

作用靶基因。结果：免疫荧光检测发现原代分离细胞中，Vimentin阳性细胞在 90 %以上；转染 miR-26a模拟物后，细胞内 miR-26a

水平显著高于阴性对照组（P<0.05）；TGF-茁刺激明显促进韧带成纤维细胞生长（P<0.01），而 miR-26a则对 TGF-茁诱导的韧带成
纤维细胞增殖具有显著的抑制作用（P<0.01）；生物信息学预测显示 和 可能是 miR-26a影响细

胞增殖的作用靶基因。结论：miR-26a可抑制 TGF-茁诱导的韧带成纤维细胞增殖。
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The Inhibition of miR-26a on Proliferation of Ligament Fibroblasts Induced
by Transforming Growth Factor-茁*

To investigate the effect of miR-26a on proliferation of Ligament fibroblasts induced by Transforming

growth factor-茁 （TGF-茁). Primary culture ligament fibroblasts from ligaments of rat shoulder were identified by

immunofluorescence. The expression level of miR-26a was up-regulated by the mimic of miR-26a with liposomes, and determined the

efficiency by real-time PCR. The changes of cell proliferation were detected by CCK8 assay. The potential targeted-genes of miR-26a

were predicted by bioinformatics. Vimentin immunofluorescence assay showed that the positive cells were above 90% . The

miR-26a level increased apparentlyafter the transfection with mimic (P<0.05). The proliferations of fibroblasts were markedly promoted

by TGF-茁 (P<0.01), but miR-26a suppressed the cell proliferation (P<0.01). Bioinformatics analyze showed that

and were the potential targeted-genes of miR-26a to inhibit the fibroblasts proliferation. MiR-26a can

inhibit fibroblast proliferation which is induced by TGF-茁.

MiR-26a; Fibroblasts; TGF-茁; Cell proliferation

前言

粘连性关节囊炎 (adhensive capsulitis of shoulder)好发于
50-60岁的中老年人群，女性多见，发病率在 2-5 %左右，临床

表现为肩关节各个方向的主动与被动活动受限[1]。其发病机制

仍未完全阐明，目前普遍认为关节囊纤维化是粘连性关节囊炎

发生发展的重要因素[2]。转化生长因子 -茁（Transforming growth

factor-茁, TGF-茁）是一种多功能细胞因子，对细胞外基质基因表
达、基质降解、细胞增殖分化、细胞凋亡及免疫功能均具有明确

作用[3，4]。TGF-茁及其信号通路对成纤维细胞增殖的影响在粘连

性关节囊炎发生发展中具有重要作用。MicroRNA（miRNA）是

一类在进化上高度保守的单链非编码 RNA小分子，主要通过

与其靶基因的 3'非翻译区通过碱基的不完全互补配对结合，在

转录后水平抑制靶基因翻译或促进其降解，从而调控基因表

达，参与细胞增殖、分化、凋亡等的各种生理病理过程[5]。研究发

现，miR-26a在组织中的表达水平与免疫应答、组织器官的发

育及分化、肿瘤的发生与发展等密切相关[6-8]。因此，本文采用

TGF-茁诱导的韧带成纤维细胞，观察 miR-26a 对其增殖的影

响，从而为阐明粘连性关节囊炎的发生提供依据。
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1 材料与方法

1.1 试剂
DMEM培养液，胎牛血清，II型胶原酶和胰蛋白酶等购自

Gibco公司；RNA提取试剂及 LipofectamineTM 2000细胞转染
试剂购自 Invitrogen公司；逆转录试剂盒以及定量 PCR检测试

剂盒购自 TAKARA 公司；大鼠 Vimentin 抗体及兔抗鼠
IgG-FITC及 DAPI购自 Sigma公司；miR-26a模拟物和阴性对

照购自上海吉码公司；miR-26a及内参基因引物由英潍捷基上

海贸易公司合成。

1.2 韧带成纤维细胞的原代培养

将 SD大鼠麻醉后，取下肩周周围韧带组织，先用 PBS缓

冲液清洗标本 2-3次，仔细剪除脂肪、滑膜和关节囊组织后，将

韧带剪切成 1 mm2的小块，加入含有 II型胶原酶（1 mg/mL）的
DMEM培养液消化 4 h，之后再加入 0.25 %的胰蛋白酶继续消
化 15 min，用 200目筛网过滤收集细胞，加入含有 20 %胎牛血

清的 DMEM培养基悬浮细胞，并接种于细胞培养瓶中，置于
37℃、5 % CO2及饱和湿度的培养箱内培养。待细胞完全贴壁，

24 h后给予换取新鲜的培养基。
1.3 韧带成纤维细胞的免疫荧光鉴定

将原代分离的韧带成纤维细胞以 5× 105个 /mL接种于预

先置有无菌细胞爬片的培养板内，以 10 %胎牛血清的 DMEM

培养液培养 3天。去除培养液后用无菌 PBS清洗 3次，0.4 %的

多聚甲醛（pH7.2）固定细胞 30 min，PBS清洗 3次后，加入一抗
Vimentin（1:500）孵育过夜，加入二抗 IgG-FITC（1:1000）孵育 1

h，DAPI复染细胞核，荧光显微镜观察阳性细胞数。
1.4 细胞转染

取对数生长期的韧带成纤维细胞，调整细胞悬液密度为

1× 105个 /mL，接种于 96孔细胞培养板，每孔添加 100 滋L细

胞悬液，置于 37℃、5 % CO2及饱和湿度的培养箱内培养 24 h。

按照 LipofectamineTM 2000 转染试剂进行 miR-26a 模拟物转
染。

1.5 定量 PCR检测

应用 Trizol试剂提取细胞总 RNA，以 500 ng总 RNA为模

板，利用特异性茎环结构引物，合成 cDNA，反应条件：16 ℃ 30

min，42 ℃ 30 min，85 ℃ 5 min。再进行实时 PCR检测，反应条

件为 94 ℃ 30 sec、60 ℃ 1 min，40个循环。结果用 Ct值分析，

以 U6作为内参，折算为相对倍数。
1.6 细胞增殖检测

在 96 孔培养板中接种 100 滋L 的细胞悬液（1× 105个

/mL），在培养箱中预培养 24 h，经 miR-26a 模拟物转染和
TGF-茁刺激 24 h后，每孔加入 10 滋L的 CCK 溶液，将培养板

在培养箱内孵育 3 h，用酶标仪测定在 450 nm处的吸光度。
1.7 生物信息学预测

通过 miRNA靶基因在线预测软件（Targetscan、PicTar、mi-
Randa等），根据 miR-26a种子序列与基因 3'非翻译区的互补

配对情况，结合细胞增殖的作用机制，筛选 miR-26a的可能靶

基因。

1.8 统计学分析

所有的实验重复三次，数据以平均值± 标准误表示。采用

SPSS16.0统计学软件进行数据分析，两组样本均数的比较采用
student-t检验，多组样本均数的比较采用 One-Way ANOVA检
测，P<0.05差异有统计学意义。

2 结果

2.1 原代培养韧带成纤维细胞的免疫荧光鉴定

原代培养至第 3天，显微镜下可观察到细胞呈长梭形贴

壁，更换培养液除去未贴壁细胞，继续培养至第 5天，细胞基本

长满。经免疫荧光检测（图 1），Vimentin阳性细胞数在 90 %以
上，纯度满足实验需要。

2.2 韧带成纤维细胞中 miR-26a模拟物的过表达效率

在韧带成纤维细胞中转染 miR-26a模拟物，定量 PCR检

测 miR-26a的过表达效率，结果（图 2）显示转染浓度为 10、20

和 50 nmol/L时，miR-26a在细胞内的表达水平分别是对照组
的 2.44 倍、4.36 倍和 4.16 倍，具有显著的过表达效应（P<
0.05）。

2.3 miR-26a对 TGF-茁诱导的韧带成纤维细胞增殖的影响
在韧带成纤维细胞中转染 miR-26a模拟物的同时，用含

TGF-茁（10 ng/mL）的 DMEM 培养液刺激 24 h，细胞增殖能力

检测结果显示（图 3），TGF-茁刺激明显促进韧带成纤维细胞生
长（P<0.01），而 miR-26a则对 TGF-茁诱导的韧带成纤维细胞增
殖具有显著的抑制作用（P<0.01）。
2.4 miR-26a的作用靶基因预测

生物信息学预测发现许多基因的 3' 非翻译区存在
miR-26a的结合位点，结合 miR-26a对韧带成纤维细胞增殖的

图1 原代培养韧带成纤维细胞的 vimentin免疫荧光鉴定(scalebar= 10滋m)

Fig.1 Evaluation of Primary cultured ligament fibroblasts by

immunofluorescence of vimentin(scale bar= 10 滋m)

图 2 miR-26a模拟物对原代培养韧带成纤维细胞过表达效率(* P<0.05

vs NC, ** P<0.01 vs NC)

Fig.2 The overexpression efficiency of miR-26a mimics on primary

cultured ligament fibroblasts(* P<0.05 vs NC, ** P<0.01 vs NC)
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影响，分析（表 1）显示，SMAD1/4、EIF4G2、PTEN 和 MARK1可
能是 miR-26a影响细胞增殖的作用靶基因。

3 讨论

粘连性关节囊炎是一种以进行性发展的肩关节疼痛和关

节活动受限为特点的肩关节疾病。研究显示糖尿病、颈椎间盘

疾病、甲状腺机能亢进、胸腔的病变以及创伤等疾病中并发粘

连性关节囊炎的可能性大大提高，而且部分患者在对侧肩关节

也会发生粘连性关节囊炎[9]。尽管患者治疗后关节活动度能得

到恢复，但相当多的患者关节活动仍明显受限，对日常生产生

活产生明显影响。关节囊纤维化在粘连性关节囊炎的发生发展

过程中具有重要作用，具体表现为关节囊收缩变小，下部皱襞

闭塞引起周围组织呈普遍的胶原纤维退行性变[10]。因此，深入

探讨关节囊纤维化的相关机制，探索合适的修复干预策略，积

极有效逆转纤维化，对于粘连性关节囊炎的早期防治，提高全

民健康水平都具有着重要意义。

TGF-茁家族由一类结构、功能相关的多肽生长因子亚家族
组成，包括 TGF-茁、活化素、骨形态发生蛋白、生长分化因子等。
TGF-茁除了影响细胞的增殖、分化，还在胚胎发育、胞外基质形
成、骨的形成和重建等方面起着重要作用。在纤维化形成的过

程中，TGF-茁可促进细胞外基质的形成，促进成纤维细胞合成
胶原蛋白、纤维粘连蛋白及蛋白多糖等细胞外基质，同时促进

细胞外基质蛋白特异性表面膜受体的表达，还可促进上皮细胞

转变为成纤维细胞 [11]。许多学者发现在多种组织中

TGF-茁/Smad信号通路与纤维化关系非常密切。Kopp J等研究

发现抑制型 Smad蛋白 Smad7升高可抑制 I型胶原和 琢-SMA

表达，减轻皮肤疤痕增生[12]。Foster W等直接在小鼠损伤骨骼肌

部位注射外源 IFN-酌，发现可抑制骨骼肌的纤维化，提高愈合质
量[13]。而研究已证实，IFN-酌可引起 TGF-茁/Smad信号通路中的

抑制型蛋白 Smad7的表达升高，通过 Smad7来阻断该信号通
路的向下传导，从而抑制 TGF-茁的作用[14]。

人类 miR-26在基因组中有两个来源，分别位于 3号和 12

号染色体上，都具有独立的转录单元。目前的研究发现

miR-26a的表达水平主要与肿瘤的发生发展密切相关。Lu等发

现 miR-26a通过抑制 EZH2的表达调控鼻咽癌细胞的生长和
转移[15]。在 MYC基因诱导的急性白血病发生发展过程中，MYC
刺激 EZH2表达升高是通过抑制 miR-26a水平实现的[16]。同时，

miR-26a是骨骼肌细胞分化以及骨骼肌损伤后再生过程中必需

的分子之一[17]。在心肌纤维化过程中，NF-资B信号通路介导的
miR-26a表达变化是心肌纤维化治疗的新靶点[18]。我们的研究

发现 miR-26a对 TGF-茁诱导的韧带成纤维细胞增殖中也具有
调控作用，可能通过抑制 SMAD1/4、PTEN等限制 TGF-茁的刺
激作用，对粘连性关节囊炎发生发展过程中关节囊纤维化的治

疗具有重要的提示作用。

总之，本研究显示 miR-26a可抑制 TGF-茁诱导的韧带成
纤维细胞增殖，进一步深入研究可能为阐明粘连性关节囊炎的

发病机制及进行粘连性关节囊炎的基因治疗探索提供依据。
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