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摘要： 目的 研究微小RNA-4463（miR-4463）对人瘢痕疙瘩成纤维细胞增殖、迁移、侵袭的影响以及机制。方法 收集延安

大学附属医院 2017年 12月至 2019年 6月整形手术病人 40例，每例切除瘢痕疙瘩组织 1个以及邻近正常皮肤组织 1个，利用定

量聚合酶链反应（qPCR）检测人正常成纤维细胞和瘢痕疙瘩成纤维细胞中miR-4463的表达量；将miR-4463模拟物对照质粒和

miR-4463模拟物分别在Lipofectamine 2000介导下转染入瘢痕疙瘩成纤维细胞，分为miR-NC组和miR-4463组；常规培养的瘢

痕疙瘩成纤维细胞作为对照；qPCR检测转染后miR-4463的表达量；qPCR检测上调miR-4463对瘢痕疙瘩纤维化相关基因Col
1 A1、Col 3 A1表达的影响；细胞计数试剂盒（CCK-8）检测上调miR-4463对瘢痕疙瘩成纤维细胞增殖的影响，Transwell实验检

测细胞的迁移、侵袭；采用TargetScan软件预测miR-4463与B细胞淋巴瘤-2（Bcl-2）相关的致病基因BAG4的靶向关系，双荧光

素酶报告基因进一步进行验证。结果 miR-4463在瘢痕疙瘩成纤维细胞中的表达量较人正常成纤维细胞显著降低［（0.218±
0.036）比（1.000±0.071），P<0.05］；与对照组相比，转染miR-4463模拟物明显增加瘢痕疙瘩成纤维细胞中miR-4463的表达量

［（1.000±0.073）比（3.313±0.242），P<0.05］；上调 miR-4463显著抑制瘢痕疙瘩纤维化相关基因 Col 1 A1［（1.000±0.065）比

（0.334±0.010）］、Col 3 A1［（1.000±0.070）比（0.301±0.008）］的表达量（P<0.05）；上调miR-4463抑制瘢痕疙瘩成纤维细胞增殖

［（0.836±0.081）比（0.656±0.072），P<0.05］，降低其迁移［（153.269±12.471）个比（82.363±7.254）个］、侵袭细胞数［（73.623±
6.451）个比（36.459±3.235）个］（P<0.05）；BAG4是miR-4463下游靶基因。结论 miR-4463可能通过调控BAG4抑制细胞外基

质中纤维化相关胶原基因的表达，抑制瘢痕疙瘩成纤维细胞增殖、迁移、侵袭。
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Abstract： Objective To study the effects of microRNA-4463 (miR-4463) on the proliferation, migration and invasion of human ke‐
loid fibroblasts and its mechanism.Methods Forty patients with plastic surgery in Yan′an University Affiliated Hospital from Decem‐
ber 2017 to June 2019 were collected. One keloid tissue and one adjacent normal skin tissue were excised from each patient. The ex‐
pression of mir-4463 in human normal fibroblasts and keloid fibroblasts was detected by quantitative polymerase chain reaction (qP‐
CR). The control plasmid and the mimic of miR-4463 were respectively transfected into keloid fibroblasts by Lipofectamine 2000 and
assigned into miR-NC group and miR-4463 group, while the conventional cultured keloid fibroblasts were selected as controls. The ex‐
pression of miR-4463 after transfection was detected by qPCR. qPCR was used to detect the effect of up-regulated miR-4463 on the ex‐
pression of keloid fibrosis related genes Col 1 A1 and Col 3 A1. Cell counting kit-8 (CCK-8) was used to detect the effect of up-regula‐
tion of miR-4463 on the proliferation of keloid fibroblasts. The cell migration and invasion were analyzed by Transwell assay. The tar‐
geting relationship between miR-4463 and Bcl-2-associated athanogene (BAG4) was predicted by TargetScan and further validated by
double luciferase reporter gene.Results The expression of miR-4463 in keloid fibroblasts was significantly lower than that in human
normal fibroblasts [(0.218±0.036) vs. (1.000±0.071), P<0.05]. Compared with the control group, the expression of miR-4463 in keloid fi‐
broblasts transfection with miR-4463 mimics was significantly increased [(1.000±0.073) vs. (3.313±0.242), (P<0.05)]. Up-regulation of
miR-4463 significantly inhibited the expression of Col 1 A1 [(1.000±0.065) vs. (0.334±0.010)] and Col 3 A1 [(1.000±0.070) vs. (0.301±
0.008)] in keloid fibrosis (P<0.05). Up-regulation of miR-4463 inhibited the proliferation of keloid fibroblasts [(0.836±0.081) vs.
(0.656±0.072), P<0.05], and decreased the number of migrating [(153.269±12.471) vs. (82.363±7.254)] and invading [(73.623±6.451)
vs. (36.459±3.235)] cells (P<0.05). BAG4 was the downstream target gene of miR-4463.Conclusion miR-4463 may inhibit the ex‐
pression of fibrosis-related collagen genes in extracellular matrix by regulating BAG4, and inhibit the proliferation, migration and inva‐
sion of keloid fibroblasts.
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瘢痕疙瘩是一种病理性瘢痕，主要表现为皮肤

损伤修复过程中结缔组织快速增殖，成纤维细胞过

度生长，胶原大量沉积，并伴有炎症以及组织损伤

等［1-2］。瘢痕疙瘩生长在面部等部位严重影响病人

的容貌，给病人带来极大的生活困扰。目前，瘢痕

疙瘩的发病机制尚不十分清楚，临床缺乏特异性的

治疗方法。因此，探究瘢痕疙瘩发生发展过程中的

分子机制，为临床寻找新的防治方法具有重要意

义。研究结果表明，阻碍成纤维细胞的恶性增殖可

抑制瘢痕疙瘩的生长［3］。微小 RNA（microRNA，
miRNA）是一种具有广泛作用的非编码 RNA，主要

调控转录后的靶基因水平，影响多种人类疾病的发

生发展［4-6］。研究证实，miRNA的表达量异常与多种

皮肤病如瘢痕疙瘩的病理进程紧密相关［7］。研究显

示，miR-4463在瘢痕疙瘩组织中较正常对照明显降

低［8］，但其具体的作用机制尚不明确。本研究拟通

过探究miR-4463对人瘢痕疙瘩成纤维细胞增殖、侵

袭的影响及分子机制，为临床阐明瘢痕疙瘩发生发

展分子机制提供实验基础。

1 材料与方法

1.1 主要材料 胎牛血清、DMEM培养基、Tran‐
swell小室购自美国 Corning公司，Trizol试剂、Lipo‐
fectamine 2000购自美国 Invitrogen公司，定量聚合

酶链反应（qPCR）试剂盒、cDNA逆转录试剂盒购自

中国 Roche公司，细胞计数试剂盒（Cell Counting
Kit-8，CCK-8）购自上海碧云天生物有限公司；Ma‐
taigel胶购自美国BD公司，miR-4463模拟物对照质

粒、miR-4463模拟物均购自广州锐博生物科技有限

公司，荧光素酶试剂盒购自美国 Sigma公司。荧光

定量 PCR扩增仪购自美国ABI公司，多功能酶标仪

购自美国Applied Biosystoms公司。

1.2 细胞的收集与培养 收集延安大学附属医院

2017年 12月至 2019年 6月整形手术病人 40例，每

例切除瘢痕疙瘩组织 1个以及邻近正常皮肤组织 1
个，其研究均获得病人或其近亲属的同意，且均经

过病理学检验确认为瘢痕疙瘩。本研究符合《世界

医学协会赫尔辛基宣言》相关要求。病人年龄在

20~35岁，均未接受任何瘢痕相关治疗。收集的样

本置于无菌条件下清洗，使用组织块贴壁法分离瘢

痕疙瘩成纤维细胞［9］，经鉴定符合实验要求，加入含

10%胎牛血清DMEM培养基孵育，置于 5%二氧化

碳、37 ℃培养，每2天加入胰酶消化、传代。

1.3 细胞的转染 选取对数期 3~5代瘢痕疙瘩成

纤维细胞，采用随机数字表法分为对照组、miR-NC

组、miR-4463组。常规培养的瘢痕疙瘩成纤维细胞

作为对照组，miR-NC 组、miR-4463 组根据 Lipo‐
fectamine 2000说明书将miR-4463模拟物对照质粒

和miR-4463模拟物分别转染入瘢痕疙瘩成纤维细

胞，然后置于 37 ℃继续培养 48 h。取临床手术中正

常皮肤标本，应用组织块法进行培养，用 2.5 g/L胰
蛋白酶进行消化传代，实验用第 3~8代处于对数生

长期的细胞。

1.4 qPCR实验 各组瘢痕疙瘩成纤维细胞转染

后培养 48 h，收集 5×105/孔置于 6孔板中，待细胞密

度约为 80%~90%，加入Trizol试剂，提取瘢痕疙瘩成

纤维细胞总RNA，逆转录为互补DNA（cDNA），反应

条件为 50 ℃ 60 min，85 ℃ 5 min。引物均由上海生

工生物公司设计、合成，如下表所示。miR-4463以
U6为参照，Col 1 A1和 Col 3 A1以GAPDH为参照，

根据 qPCR试剂盒指示检测miR-4463的表达量，反

应条件：95 ℃ 15 min，95 ℃ 15 s，57 ℃ 45 s，35个循

环，采用2−ΔΔCt法计算miR-4463的表达量。

1.5 CCK-8实验 将各组 1×104个瘢痕疙瘩成纤维

细胞接种至 96孔板，加入适量培养基，分别培养 24
h、48 h、72 h，每孔加入 10 μL CCK-8溶液，37 ℃继续

孵育 2 h，酶标仪检测瘢痕疙瘩成纤维细胞 450 nm
吸光度。

1.6 Transwell实验 将Mataigel基质胶稀释液提

前加入 Transwell上室膜，风干、备用；收集各组转染

48 h的瘢痕疙瘩成纤维细胞，在胰酶的介导下将其

密度调整为 1×106/mL；吸取 200 μL瘢痕疙瘩成纤维

细胞悬液加入 Transwell上室，下室中加入 600 μL、
含 10%胎牛血清的培养基，37 ℃培养 48 h；取 5个区

域计数，计算平均值即为侵袭细胞数；检测迁移细

胞数时，Transwell上室膜不加入Mataigel基质胶。

1.7 miR-4463靶基因的预测和验证 Targetscan

表1 引物序列

基因

miR-4463

Col 1 A1

Col 3 A1

U6

GAPDH

序列

正向：5’-GGCCCACCCCAGTCTC-3’
反向：5’-GCAGGAGACTGGGGTG-3’
正向：5’-CGAAGACATCCCACCAATCAC -3’
反向：5’-GATCGCACAACACCTTGCC-3’
正向：5’-CCTGGTCCTTGCTGTGGTGGTGT -3’
反向：5’-GCAGTTTCTAGCGGGGTTTTTACG -3’
正向：5’-CCTGCTTCGGCAGCACA-3’
反向：5’-AACGCTTCACGAATTTGCGT-3’
正向：5’-AACGGATTTGGTCGTATTG-3’
反向：5’-GGAAGATGGTGATGGGATT-3’
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（http：//www. targetscan. org/vert_71/）预 测 miR-4463
与 B细胞淋巴瘤 -2（Bcl-2）Bcl-2相关的致病基因

BAG4的靶向关系。野生型（BAG4-wt）荧光素酶报

告载体（含有与 miR-4463结合的位点）和突变型

（BAG4-mut）荧光素酶报告载体（含有突变位点）均

购买自美国 Sigma公司，分别与miR-NC质粒、miR-

4463模拟物共转染，37 ℃培养 48 h，在荧光素酶试

剂盒说明书指示下测定瘢痕疙瘩成纤维细胞中的

荧光素酶相对活性。

1.8 统计学方法 实验结果通过 SPSS 22.0统计学

软件分析，正态分布资料表示为 x̄ ± s，两组间的比

较采用成组 t检验，多组间比较采用单因素方差分

析，组间多重比较使用 SNK-q检验，P<0.05表示差异

有统计学意义。

2 结果

2.1 miR-4463在瘢痕疙瘩成纤维细胞中的表达

量 与人正常成纤维细胞细胞（1.000±0.071）相比，

miR-4463在瘢痕疙瘩成纤维细胞中表达量（0.218±
0.036）明显降低（t=29.470，P<0.001）。

2.2 转染miR-4463模拟物对瘢痕疙瘩成纤维细胞

中 miR-4463 表达量的影响 与对照组（1.000±
0.073）相比，miR-NC组瘢痕疙瘩成纤维细胞中miR-

4463表达量（1.026±0.085）差异无统计学意义（P>
0.05），但 miR-4463 组 细 胞 中 miR-4463 表 达 量

（3.313±0.242）明显增加（F=669.515，P<0.001）。

2.3 上调miR-4463对瘢痕疙瘩纤维化相关基因表

达、细胞增殖、迁移及侵袭的影响 与对照组相比，

miR-NC组瘢痕疙瘩成纤维细胞中 Col 1 A1、Col 3
A1表达量、细胞增殖、迁移及侵袭差异无统计学意

义（P>0.05），但 miR-4463组细胞中 Col 1 A1、Col 3
A1表达量、增殖活性、迁移及侵袭数明显降低（P<
0.05）。见表1、图1。
2.4 miR-4463靶基因的预测和验证 BAG4基因

3’端非翻译区域（3’UTR）部分碱基可于miR-4463
特异性结合，见图2。

跟miR-NC与 BAG4-wt共转染（1.000±0.065）相

比，miR-4463模拟物与BAG4-wt共转染降低瘢痕疙

瘩成纤维细胞荧光素酶相对活性（0.435±0.048）（t=
20.977，P<0.001）；但 miR-4463模拟物与 BAG4-mut
共转染（0.994±0.081）跟 miR-NC与 BAG4-mut共转

染（1.000±0.083）相比，对瘢痕疙瘩成纤维细胞荧光

素酶相对活性无明显影响（t=0.155，P=0.879）。

3 讨论

瘢痕疙瘩是一种组织在创伤或感染后过度修

复、纤维化的良性肿瘤，其病理进展与成纤维细胞

增殖调控异常有关。瘢痕疙瘩发生发展主要表现

为成纤维细胞增殖活性增强，但其发病机制尚不明

确，治疗手段多样，但效果不令人满意，已经成为整

形外科亟待解决的主要难题之一。越来越多的研

究表明，瘢痕疙瘩的发生、发展与miRNA表达量异

常紧密相关［10-11］。

Col 1 A1和Col 3 A1基因是一种胶原表达的相

关基因，在瘢痕疙瘩发生发展中起到重要作用，Col
1 A1和 Col 3 A1基因过表达可引起成纤维细胞的

增殖。

miR-4463是近年来发现的一种miRNA，通过调

控细胞的增殖、侵袭影响人类疾病的发生发展。研

究表明，采用miRNA芯片技术检测发现，miR-4463
在动脉硬化闭塞症病人中表达量明显降低，进一步

过表达miR-4463抑制低密度脂蛋白诱导的血管平

滑肌细胞迁移，从而参与动脉硬化闭塞症的病理发

生过程［12］。另外研究表明，miR-4463可通过靶向调

控下游靶基因（细胞迁移相关蛋白AMOT）表达来调

控血管平滑肌细胞迁移，为探究血管疾病的新疗法

提供实验依据［13］。除此之外，miR-4463可增强过氧

化氢诱导的人脐静脉内皮细胞氧化应激反应，并促

进其凋亡，表明miR-4463在血管疾病中发挥重要作

表1 上调miR-4463对瘢痕疙瘩纤维化相关基因表达的影响/x̄ ± s
组别

对照组

miR-NC组

miR-4463组
F值

P值

重复

次数

9
9
9

Col 1 A1相对

表达量

1.000±0.065
1.022±0.090
0.334±0.010①
558.490
<0.001

Col 3 A1相对

表达量

1.000±0.070
1.025±0.059
0.301±0.008①
601.287
<0.001

吸光度

24 h
0.503±0.049
0.525±0.058
0.487±0.050
1.189
0.322

48 h
0.836±0.081
0.857±0.086
0.656±0.072①
17.219
<0.001

72 h
1.227±0.156
1.254±0.163
0.872±0.085①
21.109
<0.001

迁移细胞数/个
153.269±12.471
148.235±13.052
82.363±7.254①
111.663
<0.001

侵袭细胞数/个
73.623±6.451
83.274±7.336
36.459±3.235①
155.781
<0.001

注：Col 1 A1为 I型胶原蛋白A1，Col 3 A1为Ⅲ型胶原蛋白A1。
①与miR-NC组比较，P<0.05。

 

图2 Targetscan预测miR-4463与BAG4的靶向关系
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用。但研究发现，miR-4463在瘢痕疙瘩病人样本组

织中表达量异常，表明miR-4463可能参与瘢痕疙瘩

病理发展过程。因此本实验通过 qPCR检测 miR-

4463在瘢痕疙瘩成纤维细胞、人正常成纤维细胞中

的表达量，结果显示，miR-4463在瘢痕疙瘩成纤维

细胞中的表达量明显降低，与前人研究在组织中的

表达量具有一定的相似性；进一步上调miR-4463在
瘢痕疙瘩成纤维细胞中的表达量，结果显示，过表

达miR-4463抑制瘢痕疙瘩成纤维细胞增殖，降低其

侵袭、迁移能力，表明miR-4463可通过影响瘢痕疙

瘩成纤维细胞的生物学特性，阻碍瘢痕疙瘩组织的

生长。

BAG4是 BAG家族蛋白成员之一，可靶向结合

于 B细胞淋巴瘤/白血病 -2（B cell lymphoma/lewk‐
mia-2，Bcl-2），阻碍细胞凋亡信号的传导，降低细胞

的凋亡率。近年来的研究发现，BAG4在多种肿瘤

组织如非小细胞肺癌［14］、乳腺癌［15］、黑色素瘤［16］中

表达量异常，参与肿瘤的发生、转移过程。研究证

实，BAG4在瘢痕疙瘩病理演进过程中表达量明显

上调，表明 BAG4参与瘢痕疙瘩的病理进程［17］。在

本实验中，为进一步探究miR-4463抑制瘢痕疙瘩成

纤维细胞增殖、侵袭、迁移的分子机制，通过在线数

据库预测发现，BAG43’UTR区域含有部分碱基可特

异性结合于miR-4463，表明 BAG4可能是miR-4463
的下游靶基因；进一步通过双荧光素酶验证发现，

miR-4463与含有结合位点的BAG4野生型载体共转

染可降低细胞中的双荧光素酶相对活性，而与

BAG4突变型载体共转染对细胞中双荧光素酶相对

活性无显著影响，表明miR-4463可通过特异性结合

于BAG4，从而降低细胞中的双荧光素酶相对活性，

证实BAG4是miR-4463的下游靶基因。

综上所述，miR-4463在瘢痕疙瘩成纤维细胞中

的表达量显著降低；过表达miR-4463可抑制细胞外

基质中纤维化相关胶原基因的表达，抑制瘢痕疙瘩

成纤维细胞增殖、侵袭、迁移，其作用机制可能是通

过靶向调控 BAG4表达量，为瘢痕疙瘩临床特异性

治疗方法的探究提供实验依据，未来会进一步深入

研究miR-4463的作用机制以及探究其在临床样本

中的作用。

（本文图1见插图6-4）
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