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miR-101a在乙型肝炎病毒相关性肝纤维化患者中的表达
及对肝星状细胞的影响 *

王旭天 孙 亮 刘宇方 尚楚智 郑 鑫△

（西安交通大学第一附属医院肝胆外科 陕西西安 710061）

摘要 目的：探究 miR-101a在乙型肝炎病毒（HBV）相关性肝纤维化患者中的表达及对肝星状细胞（HSC）的影响。方法：根据肝纤

维化程度将 HBV相关性肝纤维化患者进行分组（S0组、S1组、S2组、S3组和 S4组），健康受试者作为健康对照组。通过 RT-PCR

检测肺组织中 miR-101a的表达，并分析 miR-101a与疾病严重程度的关系。使用重组人 TGF-茁1处理人肝星状细胞系 LX-2，并对

LX-2细胞转染阴性对照 miRNA模拟物（NC-mimic组）、miR-101a模拟物（miR-101a-mimic组）、阴性对照 miRNA抑制剂（NC-in-

hibitor组）或 miR-101a抑制剂（miR-101a-inhibitor组），未转染的细胞作为对照组，然后通过 RT-PCR或蛋白质印迹检测激活

HSC及 ECM产生的关键基因（琢-SMA、COL1A1、COL1A2和 COL3A1）和蛋白（a-SMA、collagen I和 collagen III）的表达水平。将

SD大鼠随机分为 4组：对照组、CCl4组、Ad-control组和 Ad-miR-101a组，对大鼠腹腔注射 CCl4（1 mL/kg体重）诱导肝纤维化模

型，每周 3次，共 4周。然后将 5× 109感染单位的携带 miR-101a的重组腺病毒（Ad-miR-101a）或对照腺病毒（Ad-control）经尾静

脉注射到大鼠中。4周后，通过苏木精和伊红（H＆E）和Masson三色染色评估肝脏形态和纤维化，通过免疫组化染色评估肝脏

琢-SMA、E-cadherin、vimentin、Smad4或 p-Smad2/3的表达。结果：与健康受试者相比，HBV相关肝纤维化患者肝组织中 miR-101a

的表达水平明显降低，并且 miR-101a的表达水平随着患者的严重程度升高而降低（P<0.05）。与未处理的细胞相比，miR-101a在
TGF-茁1处理的 LX-2细胞中以浓度和时间依赖性方式显著下降（P<0.05）。与未处理的细胞相比，5 ng/mL TGF-茁1处理 LX-2细胞

中的 琢-SMA、COL1A1、COL1A2和 COL3A1mRNA表达水平及 a-SMA、collagen I和 collagen III蛋白表达水平均显著升高（P<0.05）。
与对照组相比，miR-101a-mimic 组的 琢-SMA、COL1A1、COL1A2、COL3A1 和 TGF-茁1 mRNA 和 a-SMA、collagen I、collagen III、

TGF-茁1、Smad3和 p-Smad3蛋白表达均下调（P<0.05）。与对照组相比，Ad-miR-101a组大鼠肝组织中 E-cadherin的表达上调，但

琢-SMA、vimentin、Smad4和 p-Smad2/3的表达下调（P<0.05）；Ad-miR-101a组大鼠的肝组织形态基本恢复正常，肝组织纤维化程
度低于 CCl4组。结论：miR-101a水平与乙型肝炎病毒相关性肝纤维化严重程度相关，上调 miR-101a可能通过抑制 HSC的活化

及上皮间质转化发挥抗纤维化作用。
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Expression of miR-101a in Patients with Hepatitis B Virus-related Liver
Fibrosis and Its Effect on Hepatic Stellate Cells*

To reveal the expression of miR-101a in patients with hepatitis B virus (HBV) -related liver fibrosis and its

effect on hepatic stellate cells (HSC). According to the degree of liver fibrosis, patients with HBV-related liver fibrosis were

divided into S0 group, S1 group, S2 group, S3 group and S4 group, and healthy subjects were taken as healthy control group. The expres-

sion of miR-101a in the lung tissue of patients with HBV-related liver fibrosis was detected by RT-PCR, and the relationship between

miR-101a and disease severity was analyzed. Human hepatic stellate cell line LX-2 was treated with recombinant human TGF-茁1 and
transfected with negative control miRNA mimics (NC-mimic group), miR-101a mimics (miR-101a-mimic group), negative control miR-

NA inhibitors(NC-inhibitor group) or miR-101a inhibitors(miR-101a-inhibitor group). Untransfected cells served as control groups. Then

the expression levels of key genes (琢-SMA, COL1A1, COL1A2 and COL3A1) and proteins (a-SMA, collagen I and collagen III) that ac-

tivated HSC and ECM were detected by RT-PCR or Western blot. The SD rats were randomly divided into 4 groups: control group, CCl4

group, Ad-control group and Ad-miR-101a group. Rats were intraperitoneally injected with CCl4(1 mL/kg body weight) to induce liver

fibrosis model, 3 times a week for 4 weeks. Then, 5× 109 infected units of recombinant adenovirus carrying miR-101a (Ad-miR-101a) or

control adenovirus (Ad-control) were injected into rats via tail vein. After 4 weeks, liver morphology and fibrosis were evaluated by
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hematoxylin and eosin(H & E) and Masson trichrome staining, and liver 琢-SMA, E-cadherin, vimentin, Smad4 or p-Smad2/3 were evalu-

ated by immunohistochemical staining expression. Compared with healthy subjects, the expression level of miR-101a in liver tis-

sues of patients with HBV-related liver fibrosis was significantly decreased, and the expression level of miR-101a decreased with the in-

crease of patient severity(P<0.05). Compared with untreated cells, miR-101a decreased significantly in LX-2 cells treated with TGF-茁1 in
a concentration-and time-dependent manner (P<0.05). Compared with untreated cells, the expression of 琢-SMA, COL1A1, COL1A2 and

COL3A1 mRNAs and a-SMA, collagen I and collagen III proteins in LX-2 cells treated with 5 ng/mL TGF- 茁1 were significantly

increased (P<0.05). Compared with control group, the expressions of 琢-SMA, COL1A1, COL1A2, COL3A1 and TGF- 茁1 mRNA and

a-SMA, collagen I, collagen III, TGF- 茁1, Smad3 and p-Smad3 proteins in miR-101a-mimic group were all down-regulated. Compared
with control group, the expression of E-cadherin in Ad-miR-101a group was up-regulated, but the expression of 琢-SMA, vimentin,

Smad4 and p-Smad2/3 was down-regulated. The liver tissue morphology of rats in the Ad-miR-101a group returned to normal, and the

degree of liver fibrosis was lower than that of the CCl4 group. The level of miR-101a is related to the severity of hepatitis B

virus-related liver fibrosis. Up-regulation of miR-101a may play an anti-fibrotic effect by inhibiting the activation of HSC and epithe-

lial-mesenchymal transformation.

miR-101a; Hepatitis B virus; Liver fibrosis; Hepatic stellate cells; Epithelial-mesenchymal transition

前言

肝纤维化是大多数慢性肝病的主要特征[1]，肝纤维化过程

中，肝脏中的纤维状细胞外基质（Extracellular matrix, ECM）积

累并增加，并且肝纤维化中 ECM来源于多种细胞类型，其中，

肝星状细胞（Hepatic stellate cell, HSC）是肝损伤后产生 ECM

的主要细胞[3,4]。HSC存在于肝窦的 Disse间隙内，主要以静态

或正常状态存储维生素 A。激活后，HSCs的增殖导致琢平滑肌
肌动蛋白（alpha-smooth muscle actin, a-SMA）的表达增加、维生

素 A含量减少，并转化为肌成纤维细胞样细胞(Myofibroblast

cell, MFC)，产生大量的 ECM[5]。而 ECM降解和积累之间的这

种不平衡会导致肝纤维化。纤维化会导致过度的疤痕形成和器

官衰竭，增加肝硬化和原发性肝癌的发生风险。

尽管肝纤维化是可逆的疾病，有效的治疗可以预防或逆转

纤维化过程，但尚缺乏有效治疗药物，并且尚无可靠的早期诊

断生物标志物。肝活检是鉴定肝纤维化的金标准，但该过程是

侵入性的并有并发症的发生风险。因此急需要开发高准确性的

诊断标志物及新型抗纤维化疗法。纤维化的发生和发展在很大

程度上受到表观遗传修饰的影响，例如异常的 microRNA

（miRNA或 miR）或 DNA甲基转移酶。miRNA是一组长度为

19-25个核苷酸的小的单链内源性非编码 RNA，通过与 3'非翻

译区（3-untranslated region, 3'-UTR）结合来调节靶 mRNA的翻

译。目前已发现 700多种人类 miRNAs，参与人类近 1/3的基因

表达过程，但绝大多数 miRNAs的功能和作用机制尚未揭示。

随着 miRNA表达谱分析的发展，越来越多的 miRNAs与包括

肝脏纤维化在内的多种疾病的发生发展有关[6,7]。其他学者已经

证明，miR-101a可通过靶向转化生长因子 茁受体 1型（Trans-

forming growth factor beta receptor I, TGF茁RI）来减少缺氧引起
的心脏成纤维细胞增殖，从而发挥抗纤维化作用 [8]。然而，

miR-101a在肝脏纤维化发生中的作用仍然未知。

本研究旨在探究乙型肝炎病毒（Hepatitis B virus, HBV）相

关的肝纤维化患者的血浆中是否存在 miR-101a的异常表达，

以及 miR-101a在肝纤维化发生发展中的作用及对肝星状细胞

激活的影响，从而为肝纤维化的早期诊断和治疗提供候选分子

靶标。

1 材料与方法

1.1 实验材料

DMEM培养基购自美国 Gibco公司；重组人 TGF-茁1购自
美国 R＆D Systems公司；Lipofectamine 2000转染试剂、TRIzol

试剂、AM1560 mirVana miRNA 分离试剂盒购自美国 Invitro-

gen公司；miRNA的模拟物、抑制剂和阴性对照均购自广州市

锐博生物科技有限公司；双荧光素酶报告基因检测试剂盒

E1910 购自美国 Promega 公司；BestarTMqPCR RT 试剂盒购自

美国 DBI Bioscience公司；SYBR Green qPCR Master Mix购自

美 国 Applied Biosystems 公 司 ；GAPDH、TGF- 茁1、Smad3、
p-Smad3 购自美国 Cell Signaling Technology公司；collagen I、

collagen III、E-cadherin、vimentin、Smad4、p-Smad2/3 购自美国

Abcam公司；a-SMA购自美国 Santa Cruz Biotechnology公司；

辣根过氧化物酶（HRP）标记的二抗购自南京诺唯赞生物科技

有限公司；增强的化学发光系统购自美国 Thermo Scientific公

司；CCl4购自美国 Sigma-Aldrich公司；携带 miR-101a的重组

腺病毒（Ad-miR-101a）或对照腺病毒（Ad-control）购自和元生

物技术(上海)股份有限公司；苏木精和伊红（H＆E）和 Masson

三色染色试剂盒购自北京索莱宝科技有限公司；SignalStain誖
Boost IHC检测试剂购自美国 Cell Signaling Technology公司；

DAB购自美国 Sigma-Aldrich公司。人肝星状细胞系 LX-2购

自美国 ATCC，西安交通大学医学院实验动物中心提供 60只

体重为 180～220 g的雄性 Sprague-Dawley大鼠，

1.2 实验方法

1.2.1 患者分组和组织取样 根据《慢性 HBV感染预防和治

疗指南》[9]，选取我院收治并诊断为慢性 HBV感染合并肝纤维

化的患者。排除 HIV或其他肝炎感染、酗酒、由于其他原因引

起的肝损伤、接受过治疗的患者、不适合进行肝活检的患者。所

有患有慢性 HBV感染的患者均接受了肝脏活检穿刺，然后进

行了病理学分析，并根据 Scheuer的标准[10]确定了肝纤维化程
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度，然后对患者进行分组（S0组，无肝纤维化；S1组，汇管区纤

维化扩大；S2组，汇管区及周围纤维化，可形成纤维间隔；S3

组，纤维化明显，肝小叶结构紊乱，但无肝硬化；S4组，早期肝

硬化）。本研究共收集了本院 50例慢性 HBV感染合并肝纤维

化患者的肝组织，并收集了 10例健康肝脏活检受试者的正常

肝组织（健康对照组）。在收集样本之前获得受试者的书面同

意，并且该研究得到我院伦理委员会的批准。

1.2.2 细胞培养 将人肝星状细胞系 LX-2 细胞在添加了

10%胎牛血清（FBS）、100 U/mL青霉素 G和 100 mg/mL链霉

素的 DMEM培养基中于 37℃、5.0% CO2中孵育。另外，将重组

人 TGF-茁1分别以 1、5或 10 ng/mL的浓度加入到培养基中，并

孵育 24 h。

1.2.3 细胞转染 将 LX-2细胞培养至 50%～60%融合，并用

50.0 nM阴性对照 miRNA模拟物（NC-mimic组）、miR-101a模

拟物（miR-101a-mimic组）、阴性对照 miRNA抑制剂（NC-in-

hibitor 组）或 miR-101a 抑制剂（miR-101a-inhibitor 组）瞬时转

染，按照说明书使用 Lipofectamine 2000转染试剂进行转染，未

转染的 LX-2细胞作为对照组。

1.2.4 RT-PCR 根据说明书，使用 TRIzol试剂从 LX-2细

胞或组织中提取总 RNA，使用 AM1560 mirVana miRNA分离

试剂盒分离总 miRNA。使用 BestarTMqPCR RT试剂盒反转录总

RNA（1 滋g）。使用 SYBR Green qPCR Master Mix在 ABI 7500

系统上进行 RT-PCR分析。引物序列如表 1所示。使用 2-△ △ Ct法

确定 miRNA和 mRNA分别相对于 U6和 GAPDH的表达量。

Gene Forward (5'-3') Reverse (5'-3')

miR-101a CGTTAGACTACAAGTAAGCCGTG GAGGATGAAGTACTGGGTACATA

琢-SMA GACTCCGACATCTCTAGCTCTT TGCCTTTTCCTGCACATCTGTC

COL1A1 GGCTTGCCTGAGCTAAACAG GCACTCTCCTGAACGCCA

COL1A2 TAAGCCGCTCACTGCCTTAG TCCATCCAGCTCCTGCGTAA

COL3A1 AATGGGCCAAGATGATGGCT GTTACGTGCTGCAGTGGACA

TGF-茁1 AGAGCCGCTGTGCAGCCCT CGAATTGTATGCCCTGTGT

U6 GCAGCTTTCGTGATCTGGA CCATCATCAAGCCATCTTCA

茁-actin CGGTAAACCGAAGCCATAAG ACAGGCTAGCAGAGACAGCA

表 1 引物序列

Table 1 Primer sequence

1.2.5 蛋白质印迹分析 用 SDS上样缓冲液变性后，将等量

的细胞裂解液中的蛋白质上样到 12%或 10% SDS-PAGE凝胶

的每个孔中。电泳后，将蛋白质转移至聚乙烯二氟乙烯膜上，在

室温下与封闭缓冲液（5%脱脂牛奶）孵育 1 h，并用以下抗体在

4℃孵育过夜：抗 GAPDH（1:1000）、抗 a-SMA（1:5000）、抗 col-

lagen I（1:1000）、抗 collagen III（1:1000）、抗 TGF-茁1（1:2000）、
抗 Smad3（1:3000）、抗 p-Smad3（1:3000）。然后，将辣根过氧化

物酶（HRP）标记的二抗（1:500）与膜室温下孵育 1 h。使用增强

的化学发光系统进行显影。GAPDH作为内部对照，使用 ImageJ

软件进行定量。

1.2.6 实验动物分组和处理 将 SD大鼠随机分为 4组：对照

组、CCl4组、Ad-control组和 Ad-miR-101a组，每组 15只。对

CCl4 组、Ad-control 组和 Ad-miR-101a 组大鼠腹腔注射 CCl4

（1 mL/kg体重，与玉米油按 1:50混合），每周 3次，共 4周，以

诱导构建大鼠肝纤维化模型。对照组注射等体积的玉米油。另

外，将 5× 109 感染单位的携带 miR-101a 的重组腺病毒

（Ad-miR-101a）或对照腺病毒（Ad-control）分别经尾静脉注射

到 Ad-miR-101a组或 Ad-control组大鼠中。对照组尾静脉注射

等体积的 PBS。处理 4周后，在麻醉下处死大鼠。切取一部分肝

组织进行组织学检查，并固定在 4%多聚甲醛中；另一部分肝组

织立即在液氮中冷冻，并保存在 -80℃。

1.2.7 组织学和免疫组化（IHC）分析 将福尔马林固定、石蜡

包埋的大鼠肝组织切成 4 滋m 切片。切片用苏木精和伊红
（H＆E）和Masson三色染色。此外，将切片用二甲苯脱蜡，并浓

度递减的梯度乙醇重新水化。将处理过的切片与 琢-SMA、

E-cadherin、vimentin、Smad4 或 p-Smad2/3 的抗体孵育。使用

SignalStain誖 Boost IHC检测试剂和 DAB来检测结合的抗体。

随机选择 6个视野进行阳性染色评分（阳性细胞计数评分× 染

色强度评分）。阳性细胞计数评分如下：0：<5%，1：5~25%，2：

26~50%，3：51~75%，4：>75%。染色强度评分如下：0：未染色，1：

浅黄色，2：棕黄色，3：深棕色。

1.3 统计学分析

SPSS18.0软件用于统计分析。所有结果均表示为平均值±

标准差。使用单因素方差分析及 LSD事后检验比较具有正态

分布的数据。计数数据使用卡方检验。P<0.05表示差异具有统
计学意义。

2 结果

2.1 HBV相关性肝纤维化患者肝组织中的 miR-101a被下调

健康受试者和肝纤维化患者的年龄和性别无显著差异

（P>0.05），HBV相关肝纤维化患者肝组织中 miR-101a的表达

水平明显低于健康受试者，并且 miR-101a的表达水平随着患

者的严重程度升高而降低（P<0.05）。见表 2和图 1。

2.2 miR-101a在 TGF-茁1激活的 HSC中下调

分别用 5.0 ng/mL TGF-茁1处理 LX-2细胞 0、6、12和 24 h。

结果显示 miR-101a的表达水平在 TGF-茁1激活的 LX-2细胞

中以浓度和时间依赖性方式显著下降（P<0.05）。5 ng/mLTGF-茁1
处理 LX-2细胞 24 h后，琢-SMA、COL1A1、COL1A2和COL3A1

2417窑 窑



现代生物医学进展 biomed.cnjournals.com Progress inModern Biomedicine Vol.21 NO.13 JUL.2021

图 2 TGF-茁1处理对 LX-2细胞中的 miR-101a水平的影响

Fig.2 Effect of TGF-茁1 treatment on the level of miR-101a in LX-2 cells
Note: A: 0, 1, 5 and 10 ng/mL TGF-茁1 treatment of LX-2 cells for 24 h; B: 5 ng/mL TGF-茁1 treatment of LX-2 cells for 0, 6, 12 and 24 h;

different letters When comparing between groups, P<0.05; when the same letter indicates between groups, P>0.05.

图 1 慢性 HBV感染患者和健康受试者肝组织中的 miR-101a水平

Fig.1 miR-101a levels in liver tissues of patients with chronic HBV

infection and healthy subjects

Note: Different letters indicate comparison between groups, P<0.05;
same letter indicates comparison between groups, P>0.05.

mRNA表达水平及 a-SMA、collagen I和 collagen III蛋白表达

水平均显著升高（P<0.05）。该结果提示 TGF-茁1可以刺激 LX-2

细胞的活化。见图 2和图 3。

2.3 miR-101a抑制了 HSC活化和 ECM的产生

结果显示，miR-101a 过表达后，LX-2 细胞中 琢-SMA、

COL1A1、COL1A2、COL3A1 和 TGF-茁1 的 mRNA 表达水平，

以 及 a-SMA、collagen I、collagen III、TGF-茁1、Smad3 和

p-Smad3的蛋白表达水平均发生显著下调（P<0.05）。通过转染
miR-101a抑制剂发现 LX-2细胞中内源性 miR-101a的表达水

平受到显著抑制，而肝纤维化及 ECM产生相关基因和蛋白的

表达水平均发生显著上调（P<0.05）。这些结果表明内源性
miR-101a负向调节肝纤维化。见图 4和图 5。

2.4 miR-101a抑制了 CCl4诱导的大鼠肝纤维化

与 Control组比较，CCl4组大鼠肝组织中 miR-101a的表达

水平显著下降；与 Ad-control组比较，Ad-miR-101a组大鼠肝组

织中 miR-101a的表达水平显著升高（P<0.05）。见图 6。

大鼠肝脏的组织病理学 H＆E染色评估结果显示，对照组

大鼠的肝组织紧密，未见细胞形态改变；CCl4组和 Ad-control

组大鼠肝组织肿胀、细胞空泡化、细胞肿胀坏死、伴有明显炎性

细胞浸润；Ad-miR-101a组大鼠的肝组织形态基本恢复正常。

Masson三色染色评估胶原沉积结果显示，对照组大鼠的肝组

织未发生纤维化；CCl4组和 Ad-control 组中出现明显的纤维

化；Ad-miR-101a组的肝组织纤维化程度低于 CCl4组。见图 7。

免疫组化染色检测大鼠肝脏中 琢-SMA、E-cadherin、vimentin、

Smad4和 p-Smad2/3的表达结果显示，与 Control组比较，CCl4

组大鼠肝组织中 E-cadherin 的表达水平下调，琢-SMA、vi-

mentin、Smad4和 p-Smad2/3的表达水平上调；与 Ad-control组

比较，Ad-miR-101a组大鼠肝组织中 E-cadherin的表达水平上

调，琢-SMA、vimentin、Smad4 和 p-Smad2/3 的表达水平下调

（P<0.05）。见图 8。

表 2 慢性 HBV感染患者和健康受试者的基线资料

Table 2 Baseline data of patients with chronic HBV infection and healthy subjects

Parameter
HBV patients (n=50) Healthy subjects

(n=10)
F/x2 P

S0 (n=10) S1 (n=10) S2 (n=10) S3 (n=10) S4 (n=10)

Age (year) 37.65± 4.53 39.32± 5.11 41.73± 4.94 38.63± 5.16 40.26± 5.13 38.23± 5.33 1.588 0.179

Gender 1.357 0.929

Male 5 6 6 7 5 5

Female 5 4 4 3 5 5
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图 5 miR-101a对 LX-2细胞中 a-SMA、collagen I、collagen III、TGF-茁1、Smad3和 p-Smad3蛋白表达的影响

Fig.5 The effect of miR-101a on the expression of a-SMA, collagen I, collagen III, TGF-茁1, Smad3 and p-Smad3 protein in LX-2 cells
Note: Compared with Control group, *P<0.05, **P<0.01.

图 3 TGF-茁1处理对 LX-2细胞中 琢-SMA、COL1A1、COL1A2和 COL3A1 mRNA和 琢-SMA、collagen I和 collagen III蛋白表达的影响

Fig.3 Effect of TGF-茁1 treatment on the expression of 琢-SMA, collagen I and collagen III in LX-2 cells

Note: A: mRNA expression level; B: protein expression level; compared with 0 h, **P<0.01.

图 4 miR-101a对 LX-2细胞中miR-101a、琢-SMA、COL1A1、COL1A2、COL3A1和 TGF-茁1 mRNA表达的影响
Fig.4 The effect of miR-101a on miR-101a, 琢-SMA, COL1A1, COL1A2, COL3A1 and TGF-茁1 mRNA expression in LX-2 cells

Note: Compared with Control group, *P<0.05, **P<0.01.
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3 讨论

miRNA在控制多种 HSC功能疾病中起着至关重要的作

用[11-14]。一些报道表明，miR-101a的下调与多种纤维化疾病有

关，miR-101a具有抗心肌纤维化的作用，并且可促进活化的

HSC逆转至静止状态[15]。然而，目前 miR-101a在 HBV相关性

肝纤维化中的生物学功能尚不明确。本研究发现，HBV相关性

肝纤维化患者肝组织中的 miR-101a被下调，并且与患者的严

重程度呈负相关，提示 miR-101a可能是 HBV相关性肝纤维化

的潜在诊断标志物。

静止的 HSC转分化为成肌纤维细胞是肝纤维化的关键，

肝脏损伤后，HSC被激活并转化为肌成纤维细胞，产生大量细

胞外基质。另外 HSC被激活后可诱导 TGF-茁1的生成。反过
来，TGF-茁1也可刺激 HSC的激活并向肌成纤维细胞转化 [16]。

图 7 大鼠肝组织 H＆E染色和Masson三色染色(× 100)

Fig.7 H&E staining and Masson trichrome staining of rat liver tissue (× 100)

图 6 大鼠肝组织中 miR-101a的表达

Fig.6 miR-101a expression in rat liver tissue

Note: Compared with Control group, **P<0.01; compared with CCl4
group, ##P<0.01.

因此，本研究使用重组人 TGF-茁1 蛋白处理人 HSC 细胞系

LX-2细胞，发现 miR-101a在 TGF-茁1激活的 HSC中显著下

调，并且 miR-101a过表达下调了激活 HSC及 ECM产生的关

键基因和蛋白表达。而抑制 miR-101a则可逆转上述 HSC活化

及 ECM产生相关基因和蛋白的表达变化。在体内研究中，对

CCl4诱导的肝纤维化大鼠尾静脉注射携带 miR-101a的重组腺

病毒（Ad-miR-101a）抑制了大鼠肝组织病变和纤维化。这表明

miR-101a通过抑制 HSC的活化来靶向胶原蛋白基质合成，从

而负向调节纤维化。

肝纤维化伴随着肝上皮细胞的上皮间质转化（EMT）。肝损

伤后，肝细胞、HSC和胆管细胞可被诱导进行 EMT [17]。进行

EMT时伴随着上皮标志物的下调，以及间质标志物的上调[18,19]。

肝细胞 EMT有助于 ECM的积累并促进肝纤维化的进展。最

近，miRNA被证明是 EMT的重要调节剂，它们是靶向肝纤维

化中不同信号通路的分子。例如，miR-706在纤维化肝细胞中

被下调，并被证明可以通过直接结合蛋白激酶 C琢和 TAO激

酶 1的 3'-非翻译区（UTR）来阻止 EMT[20]。miR-181a的过表达

可以在体外诱导肝细胞 EMT，这种表型变化可以通过

miR-181a抑制剂逆转[21]。miR-21还通过靶向和调节肝细胞核

因子 4琢 的表达来促进肝细胞的 EMT [22]。本研究发现，

miR-101a的过表达上调了 CCl4诱导的大鼠肝脏中 E-cadherin

的表达，但下调了间质标志物 琢-SMA和 vimentin的表达。说

明，miR-101a的过表达可抑制 EMT，进而抑制肝纤维化。

Smad是 TGF-茁1信号传导途径的下游分子，在 TGF-茁家
族的大多数活性中都起着核心作用[23]。在 TGF-茁/Smad信号通
路中，TGF-茁1与细胞表面的Ⅱ型 TGF-茁受体结合，促使Ⅰ型

TGF-茁受体的聚集和磷酸化，进而磷酸化 Smad2、Smad3的 C

末端。而 Smad4是 Smad信号通路必不可少的元素。Smad信号

的传递均需与 Smad4共同构成 Smad2/3/4复合物，该复合物将

信号从细胞外环境传导至细胞核调控纤维化相关靶基因转

录 [24,25]。本研究的体外实验中，miR-101a的过表达抑制了 HSC

中 Smad3的磷酸化水平；体内研究中，miR-101a的过表达下调

Smad4 和 p-Smad2/3 的表达。表明 miR-101a 可能通过抑制

TGF-茁/Smad信号通路来发挥抗纤维化作用。
综上所述，本研究揭示 miR-101a在 HBV相关性肝纤维化

患者中下调，并且 miR-101a水平与患者的疾病严重程度呈负

相关。上调 miR-101a可在体内和体外抑制 HSC的活化及上皮

间质转化，从而发挥抗纤维化作用。miR-101a有望成为评估
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HBV相关性肝纤维化严重程度和疾病进展的候选预测指标，

并且有望成为肝纤维化的潜在分子靶标。
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