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miR-145-5p靶向XBP1对人瘢痕疙瘩成纤维细胞增殖

和凋亡的影响
李响  张刚  吴志贤  李晨浩  莫自增*

(广东医科大学附属医院整形外科, 湛江 524000)

摘要      该文探究miR-145-5p靶向内质网应激相关蛋白剪接型X盒结合蛋白1(XBP1)对人瘢

痕疙瘩成纤维细胞增殖和凋亡的影响。选择人瘢痕疙瘩成纤维细胞 (KFB)为研究对象 , 随机分

组分为 : Control组 (常规培养 )、miR-NC组 (转染miR-NC)、miR-145-5p mimics组 (转染miR-145-
5p mimics)、miR-145-5p mimics+pcDNA-NC组 (转染miR-145-5p mimics+pcDNA-NC), miR-145-
5p mimics+pcDNA-XBP1组 (转染miR-145-5p mimics+pcDNA-XBP1), 另选取人正常皮肤成纤维细

胞 (NFB)作为NFB组。CCK8检测细胞增殖 ; 划痕实验检测细胞的迁移 ; 流式细胞仪检测细胞凋亡

率; qPCR法检测细胞miR-145-5p、XBP1 mRNA表达; Western blot检测细胞中Col-I、Col-III、P21、
Bax、XBP1蛋白的表达; 双荧光素酶实验检测miR-145-5p与XBP1互作。建立患者来源的异种移植

模型, 用miR-145-5p mimics、pcDNA-XBP1进行干预, 观察小鼠植入物生长、凋亡和Col-I表达情况。

结果显示, 与NFB组相比, Control组细胞miR-145-5p表达水平降低(P<0.05), XBP1 mRNA表达水平

明显升高(P<0.05); 与Control组、miR-NC组相比, miR-145-5p mimics组细胞miR-145-5p表达水平和

P21、bax蛋白表达水平及凋亡率升高 (P<0.05), XBP1 mRNA表达水平和存活率、克隆数、划痕愈

合率及Col-I、Col-III、XBP1蛋白表达水平降低(P<0.05); 与miR-145-5p mimics+pcDNA-NC组相比, 
miR-145-5p mimics+pcDNA-XBP1组细胞XBP1 mRNA表达水平、存活率、克隆数、划痕愈合率及

Col-I、Col-III、XBP1蛋白表达水平升高(P<0.05), P21、bax蛋白表达水平以及凋亡率降低(P<0.05); 
miR-145-5p可靶向负调控XBP1表达 (P<0.05)。过表达miR-145-5p抑制体内KFB增殖和Col-I表达 , 
诱导细胞凋亡, 上调XBP1减弱了miR-145-5p过表达对体内KFB增殖、凋亡的影响(P<0.05)。总之, 
miR-145-5p可能通过靶向调控XBP1表达, 进而抑制KFB细胞增殖, 促进细胞凋亡。

关键词      人瘢痕疙瘩成纤维细胞; miR-145-5p; 内质网应激相关蛋白剪接型X盒结合蛋白1; 
细胞增殖; 凋亡

Impacts of miR-145-5p on Proliferation and Apoptosis 
of Keloid Fibroblasts by Targeting XBP1

LI Xiang, ZHANG Gang, WU Zhixian, LI Chenhao, MO Zizeng*
(Department of Plastic Surgery, Affiliated Hospital of Guangdong Medical University, Zhanjiang 524000, China)

Abstract       This article explores the effect of miR-145-5p targeting XBP1 (endoplasmic reticulum stress-
related protein splicing X-box binding protein 1) on the proliferation and apoptosis of human scar tissue fibroblasts. 
Human KFBs (keloid fibroblasts) were selected as the research subjects and randomly assigned into Control group 
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(conventional culture), miR-NC group (transfected with miR-NC), miR-145-5p mimics group (transfected with 
miR-145-5p mimics), miR-145-5p mimics+pcDNA-NC group (transfected with miR-145-5p mimics+pcDNA-NC), 
miR-145-5p mimics+pcDNA-XBP1 group (transfected with miR-145-5p mimics+pcDNA-XBP1), and human NFB 
(normal skin fibroblasts) were also used as the NFB group. CCK8 was used to detect cell proliferation. Scratch ex-
periment was used to detect cell migration. Flow cytometry was used to detect cell apoptosis rate. qPCR was used 
to detect the expression of miR-145-5p and XBP1 mRNA in cells. Western blot was used to detect the expression of 
Col-I, Col-III, P21, Bax, and XBP1 proteins in cells. In addition, dual luciferase assay was used to detect the inter-
action between miR-145-5p and XBP1. A patient-derived xenotransplantation model was established, and miR-145-
5p mimics and pcDNA-XBP1 were used to intervene, and the growth, apoptosis and Col-I expression of mouse im-
plants were observed. The results showed that compared with NFB group, control group showed a decrease in miR-
145-5p (P<0.05) and a great increase in XBP1 mRNA (P<0.05). Compared with Control group and miR-NC group, 
the miR-145-5p mimics group showed increased miR-145-5p expression, P21, Bax proteins expression, and apoptosis 
rate (P<0.05), while decreased XBP1 mRNA, survival rate, clone number, scratch healing rate, and Col-I, Col-III, 
XBP1 proteins expression (P<0.05). Compared with the miR-145-5p mimics+pcDNA-NC group, the miR-145-5p 
mimics+pcDNA-XBP1 group showed an increase in XBP1 mRNA, survival rate, clone number, scratch healing rate, 
and Col-I, Col-III, XBP1 proteins expression (P<0.05), while a decrease in P21 and Bax proteins expression and apop-
tosis rate (P<0.05). miR-145-5p could target the negative regulation of XBP1 (P<0.05). Overexpression of miR-145-
5p inhibited the proliferation and Col-I expression, and induced apoptosis of KFB in vivo, and up-regulation of XBP1 
weakened the effects of overexpression of miR-145-5p on the proliferation and apoptosis of KFB in vivo (P<0.05). In 
conclusion, miR-145-5p may inhibit KFB cell proliferation and promote cell apoptosis by targeting XBP1 expression.

Keywords       keloid fibroblasts; miR-145-5p; endoplasmic reticulum stress-related protein splicing X-box 
binding protein 1; cell proliferation; apoptosis

瘢痕疙瘩属于皮肤纤维组织异常增生性疾病 , 
其形成主要源于皮肤损伤后愈合过程的调控失衡 , 
表现为胶原过度分泌、成纤维细胞增殖活性增强及

凋亡能力减弱, 最终发展为皮肤瘤样病变, 该疾病常

伴有疼痛、畸形等, 严重时会造成功能受损, 对患者

的身心健康带来严重危害 [1-2]。目前 , 临床可采用手

术切除、激光等治疗方式进行治疗 , 但是治疗效果

不佳 , 易复发 , 此外 , 由于瘢痕疙瘩的发生机制尚未

明确 , 导致其治疗难度加大 [3]。因此 , 探究瘢痕疙瘩

形成的潜在机制 , 了解如何抑制瘢痕疙瘩成纤维细

胞 (keloid fibroblasts, KFB)增殖并促进细胞凋亡 , 对
改善治疗效果具有重要意义。微小RNA(miRNA)在
机体中参与多种重要的生物学活动 , 相关研究表明 , 
miRNA在瘢痕疙瘩的形成中表达异常 , 可参与其形

成过程[4]。研究发现, 过表达miR-145-5p可抑制血管

平滑肌细胞增殖、血管重塑等 , 可作为治疗高血压

的潜在靶点 [5]。miR-145-5p在细胞的增殖、迁移、

侵袭等生物学过程中发挥重要作用 , 在多种疾病中

表现出治疗潜能 [6]。内质网应激相关蛋白剪接型

X盒结合蛋白1(endoplasmic reticulum stress-related 
protein splicing X-box binding protein 1, XBP1)对机

体炎症小体具有一定的调控作用 , 可影响线粒体功

能 [7], 研究表明 , XBP1作为内质网应激过程中的关

键因子, 在细胞增殖中同样发挥重要作用, 但是其在

瘢痕疙瘩形成中的作用尚未可知。本研究前期经网

站预测发现, miR-145-5p与XBP1存在多个结合位点, 
本研究主要探讨miR-145-5p靶向XBP1对人KFB增
殖、凋亡的作用, 探讨其潜在的作用机制, 为瘢痕疙

瘩治疗提供潜在靶点。

1   材料与方法
1.1   材料

KFB(货号 : AW-YCH052)购自长沙艾碧维生

物科技有限公司 ; 人正常皮肤成纤维细胞 (normal 
skin fibroblasts, NFB)(货号 : SCC058)、DMEM培

养基 (货号 : SCM162)、Annexin V-FITC/PI细胞

凋亡检测试剂盒 (货号 : APOAF)购自德国 Mecrk
公司 ; miR-145-5p mimics(货号 : HY-R00282)购自
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广州威佳生物科技有限公司 ; Trizol试剂盒 (货号 : 
12183555CN)、反转录试剂盒 (货号 : N8080234)、
One-Step qPCR(Probe)试剂盒 (货号 : 11753100)、
RIPA裂解液 (货号 : 89901)、BCA蛋白定量试剂

盒 (货号 : 23225)、SDS-PAGE凝胶配制试剂盒 (货
号 : 89888)、Lipofectamine® 3000转染试剂 (货号 : 
L30000)购自美国ThermoFisher Scientific公司; CCK8
试剂盒(货号: BCCK0100)购自武汉贝茵莱生物科技

有限公司 ; ECL化学发光试剂盒 (货号 : P0018AFT)
购自上海碧云天生物技术有限公司 ; 抗体Col-I(货
号 : ab270993)、Col-III(货号 : ab184993)、P21(货
号 : ab188224)、bax(货号 : ab289364)、XBP1(货
号 : ab220783)及羊抗兔二抗 (货号 : ab216352)、
GAPDH(货号: ab181603)购自英国Abcam公司; 倒置

显微镜 (型号 : BZ-X)购自日本Keyence公司 ; 多功能

酶标仪(型号 : SparK)购自瑞士TECAN公司 ; 流式细

胞仪(型号: FACSArray)购自美国BD公司; 凝胶成像

系统(型号: GelDoc Go)购自美国Bio-Rad公司。

1.2   方法

1.2.1   细胞培养和分组      KFB在DMEM培养基(5% 
CO2、37 °C)中培养, 含10%胎牛血清、100 mg/mL青–
链霉素双抗。将细胞随机分为NFB组 (NFB正常培

养 )、Control组 (KFB正常培养 )、miR-NC组 (KFB转
染miR-NC)、miR-145-5p mimics组 (KFB转染miR-
145-5p mimics)、miR-145-5p mimics+pcDNA-NC
组 (KFB转染miR-145-5p mimics+pcDNA-NC), miR-
145-5p mimics+pcDNA-XBP1组 (KFB转染miR-145-
5p mimics+pcDNA-XBP1)。
1.2.2   qPCR法检测NFB、KFB中miR-145-5p、XBP1 
mRNA表达      通过Trizol试剂盒提取总RNA, 使用

反转录试剂盒获得cDNA, 上机扩增, 采取qPCR系统

检测目标基因转录本, 40个循环, 反应调节: 95 °C预
变性5 min, 94 °C变性30 s, 60 °C退火30 s, 72 °C延伸

1 min。miR-145-5p以U6为内参 , XBP1以GAPDH为

内参, 2–ΔΔCt法计算相对表达量, 引物序列见表1。
1.2.3   CCK8和克隆形成实验检测 KFB的增殖      
CCK8: 将KFB接种在96孔板上 , 按分组进行对应处

理后 , 加入10 μL CCK-8试剂孵育2 h。通过酶标仪

检测D450, 计算细胞存活率。克隆形成实验 : 将KFB
接种在6孔板上培养 (5% CO2、37 °C), 经观察可见

克隆后, 经PBS浸洗, 固定液固定, 结晶紫染色, 观察

并拍照, 统计克隆细胞数。

1.2.4   划痕实验检测KFB的迁移      将KFB接种在6
孔板中培养 , 细胞汇合度达100%时 , 用200 μL移液

枪头划伤细胞, 37 °C、5% CO2条件下培养24 h, 对0、
24 h创面拍照, 计算划痕愈合率。

1.2.5   流式细胞仪检测KFB的凋亡      将KFB接种

于6孔板中。处理后细胞用冷PBS洗涤两次 , 重悬。

根据Annexin V-FITC/PI细胞凋亡检测试剂盒的说

明处理细胞并使用流式细胞仪检测分析KFB细胞

的凋亡率。

1.2.6   Western blot检测蛋白表达      收集各组细胞并

分别加入RIPA裂解液 , 提取总蛋白 , 通过BCA法定量

蛋白, 并通过SDS-PAGE分离蛋白, 转移至聚偏二氟乙

烯 (polyvinylidene fluoride, PVDF)膜 , 室温封闭1 h(5%
脱脂奶粉 ), 加入一抗Col-I(1000 2׃)、Col-III(1000 1׃)、
P21(1000 1׃)、bax(1000 2׃)、XBP1(1000 1׃)孵育过夜

(4 °C)。加入二抗 室温下孵育1 h, 通过化学(000 1׃1)

发光(electrochemiluminescence, ECL)检测蛋白表达, 
凝胶成像系统曝光、拍照。采用 ImageJ软件分析各

条带灰度值 , 以GAPDH(1000 10׃)为内参 , 分析目标

蛋白表达情况。

1.2.7   双荧光素酶报告基因实验      将各组KFB接
种于48孔板 (1×105/孔 )并培养 (5% CO2、37 °C), 当
细胞融合为单层时, 用Lipofectamine® 3000将XBP1-
WT、XBP1-MUT分别与miR-NC、miR-145-5p mim-
ics共转染至细胞, 另外, 将内参质粒(海肾素荧光)及
miR-145-5p转染细胞作为对照 , 转染48 h, 测定荧光

表1   qPCR引物序列

Table 1   qPCR primer sequences
基因

Gene
上游引物((5ʹ→3ʹ)
Upstream primers (5ʹ→3ʹ)

下游引物(5ʹ→3ʹ)
Downstream primers (5ʹ→3ʹ)

miR-145-5p CCT TGT CCT CAC GGT CCA GT AAC CAT GAC CTC AAG AAC AGT ATT T

XBP1 AAG AAC ACG CTT GGG AAT GG CTG CAC CTG CTG CGG AC

U6 TAT GAT GAT ATC AAG AGG GTA GT TGT ATC CAA ACT CAT TGT CAT AC

GAPDH AAC GAG ACG ACG ACA GAC GCA AAT TCG TGA AGC GTT CCA TA
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素酶活性。

1.2.8   动物实验      6~8周龄BALB/c雌性小鼠 , 购自

广东药康生物科技有限公司 [SYXK(粤 )2022-0286], 
在特定的无病原体条件下饲养。本研究经广东

医科大学附属医院伦理委员会审批 (AHGDMU-
LAC-B-20221-0060)。瘢痕疙瘩标本用无菌剪刀从表

皮上新鲜取出, 切成均匀的片状(8 mm×5 mm×5 mm), 
其余标本作为初始对照。然后将瘢痕疙瘩片植入裸

鼠皮下 [9]。植入后第14天 , 测量种植体的最长和最短

直径, 计算异种移植体的体积, 计算公式为V=0.52×(长
度×直径 2)。将小鼠随机分为Control组、miR-NC组、

miR-145-5p mimics组、miR-145-5p mimics+pcDNA-
NC组、miR-145-5p mimics+pcDNA-XBP1组 , 每组

6只 , 平均异种移植物体积相等。miR-NC组、miR-
145-5p mimics组、miR-145-5p mimics+pcDNA-NC
组、miR-145-5p mimics+pcDNA-XBP1组小鼠每隔一

天分别皮下注射miR-NC、miR-145-5p mimics、miR-
145-5p mimics和pcDNA-NC、miR-145-5p mimics和
pcDNA-XBP1, Control组小鼠注射溶剂。第10天终止

实验, 石蜡包埋部分异种移植物, 制成组织切片, 使用

H&E、TUNEL、Masson染色试剂盒分别进行H&E、
TUNEL染色及Masson三色染色。石蜡切片经脱蜡

至水、抗原修复、室温封闭1 h后采用CD31(150׃)、
Ki67(1200׃)、CD163(1500׃)、Col-I(1100׃)一抗进行孵育, 
然后添加二抗 室温孵育2 h后用DAB显色 ,(000 1׃1) , 
苏木素复染 , 显微镜下计数阳性细胞数。另一部异种

移植组织进行miR-145-5p、XBP1 mRNA和蛋白检测, 
方法参考1.2.2和1.2.6。
1.3   统计学分析

数据以SPSS 25.0软件进行统计学分析 , 符合

正态分布的计量数据以 (x
_
±s)描述 , 多组比较采用

单因素方差分析 , 进一步两两比较用SNK-q检验。

P<0.05表示差异有统计学意义。

2   结果
2.1   过表达miR-145-5p降低了KFB中XBP1 mRNA
表达水平

采用 qPCR法测量不同细胞中 miR-145-5p、
XBP1 mRNA表达, 结果显示, 与NFB组相比, Control
组细胞miR-145-5p表达水平降低 (P<0.05), XBP1 
mRNA表达水平明显升高 (P<0.05); 与Control组、

miR-NC组相比, miR-145-5p mimics组细胞miR-145-
5p表达水平升高 (P<0.05), XBP1 mRNA表达水平降

低 (P<0.05); 与miR-145-5p mimics+pcDNA-NC组相

比 , miR-145-5p mimics+pcDNA-XBP1组细胞XBP1 
mRNA表达水平升高 (P<0.05), 见表2。这表明miR-
145-5p在KFB中下调表达 , 过表达miR-145-5p能够

抑制KFB中XBP1 mRNA表达 , 而上调XBP1表达可

减少这一现象。

2.2   过表达miR-145-5p抑制KFB增殖

利用CCK8和克隆形成实验评估KFB的增殖能

力 , 结果显示 , 与Control组、miR-NC组相比 , miR-
145-5p mimics组细胞存活率、克隆数降低(P<0.05); 
与miR-145-5p mimics+pcDNA-NC组相比, miR-145-
5p mimics+pcDNA-XBP1组细胞存活率、克隆数升

高 (P<0.05)。见图1和表3。这表明过表达miR-145-
5p能够抑制KFB侵袭, 而上调XBP1表达可减少这一

现象。

2.3   过表达miR-145-5p抑制KFB迁移

通过划痕实验分析 KFB迁移能力 ,  结果显

表2   过表达miR-145-5p对KFB中miR-145-5p、XBP1 mRNA表达影响

Table 2   Effect of overexpression of miR-145-5p on the expression of miR-145-5p and XBP1 mRNA in KFB
组别

Groups
miR-145-5p XBP1 mRNA

NFB 1.00±0.06 1.00±0.08

Control 0.65±0.13a 1.57±0.33a

miR-NC 0.63±0.11 1.52±0.31

miR-145-5p mimics 0.84±0.08bc 1.09±0.09bc

miR-145-5p mimics+pcDNA-NC 0.87±0.11 1.08±0.07

miR-145-5p mimics+pcDNA-XBP1 0.83±0.07 1.53±0.32d

x
_
±s; n=6; aP<0.05, 与NFB组比较; bP<0.05, 与Control组比较; cP<0.05, 与miR-NC组比较; dP<0.05, 与miR-145-5p mimics+pcDNA-NC组比较。

x
_
±s; n=6; aP<0.05 compared with the NFB group; bP<0.05 compared with the Control group; cP<0.05 compared with the miR-NC group; dP<0.05 

compared with the miR-145-5p mimics+pcDNA-NC group.
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示 , 与 Control组、miR-NC组相比 , miR-145-5p 
mimics组细胞划痕愈合率降低 (P<0.05); 与miR-
145-5p mimics+pcDNA-NC组相比 , miR-145-5p 
mimics+pcDNA-XBP1组细胞划痕愈合率升高

(P<0.05)。见图2和表4。这表明过表达miR-145-5p
能够抑制KFB迁移, 而上调XBP1表达可减少这一现

象。

2.4   过表达miR-145-5p促进KFB凋亡

采用流式细胞术检测细胞凋亡情况 ,  结果

显示 , 与 Control组、miR-NC组相比 , miR-145-
5p mimics组细胞凋亡率升高 (P<0.05); 与 miR-

145-5p mimics+pcDNA-NC组相比 , miR-145-5p 
mimics+pcDNA-XBP1组细胞凋亡率降低 (P<0.05)。
见图 3和表 5。这表明过表达miR-145-5p能够促进

KFB凋亡, 而上调XBP1表达可减少这一现象。

2.5   过表达miR-145-5p调控KFB中Col-I、Col-
III、P21、bax、XBP1蛋白表达

瘢痕疙瘩的形成与胶原蛋白异常沉积和成纤

维细胞增殖、凋亡密切相关 , Col-I、Col-III是胶原

形成相关蛋白 , P21和 bax分别是增殖和凋亡相关

蛋白。XBP1是miR-145-5p下游的可能靶点。为明

确miR-145-5p抑制瘢痕疙瘩形成的机制 , 本研究使

图1   各组KFB克隆形成图

Fig.1   Clone formation diagrams of KFB in each group

250 μm 250 μm 250 μm

250 μm250 μm

Control miR-NC miR-145-5p mimics
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miR-145-5p mimics+
pcDNA-XBP1

表3   过表达miR-145-5p对KFB增殖的影响

Table 3   Effect of overexpression of miR-145-5p on the proliferation of KFB
组别

Groups
存活率/%
Survival rate /%

克隆数

Number of clones

Control 98.69±0.48 118.49±10.46

miR-NC 97.46±0.59 115.82±10.37

miR-145-5p mimics 59.68±6.22ab   65.29±6.05ab

miR-145-5p mimics+pcDNA-NC 62.73±6.45   68.52±6.13

miR-145-5p mimics+pcDNA-XBP1 95.68±0.76c 116.33±10.54c

x
_
±s; n=6; aP<0.05, 与Control组比较; bP<0.05, 与miR-NC组比较; cP<0.05, 与miR-145-5p mimics+pcDNA-NC组比较。

x
_
±s; n=6; aP<0.05 compared with the Control group; bP<0.05 compared with the miR-NC group; cP<0.05 compared with the miR-145-5p 

mimics+pcDNA-NC group.
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图2   各组KFB迁移图

Fig.2   Migration maps of KFB in each group
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表4   过表达miR-145-5p对KFB迁移的影响

Table 4   Effect of overexpression of miR-145-5p on the migration of KFB
组别

Groups
划痕愈合率/%
Scratch healing rate /%

Control 74.56±6.38

miR-NC 72.19±6.24

miR-145-5p mimics 41.82±4.16ab

miR-145-5p mimics+pcDNA-NC 39.67±3.52

miR-145-5p mimics+pcDNA-XBP1 73.59±6.45c

x
_
±s; n=6; aP<0.05, 与Control组比较; bP<0.05, 与miR-NC组比较; cP<0.05, 与miR-145-5p mimics+pcDNA-NC组比较。

x
_
±s; n=6; aP<0.05 compared with the Control group; bP<0.05 compared with the miR-NC group; cP<0.05 compared with the miR-145-5p 

mimics+pcDNA-NC group.

图3   各组KFB流式凋亡图

Fig.3   Flow cytometry apoptosis plots of KFB in each group
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用WB检测了上述蛋白的表达情况 , 结果显示 , 与
Control组、miR-NC组相比 , miR-145-5p mimics
组细胞Col-I、Col-III、XBP1蛋白表达水平降低

(P<0.05), P21、bax蛋白表达水平升高 (P<0.05); 与
miR-145-5p mimics+pcDNA-NC组相比 , miR-145-5p 
mimics+pcDNA-XBP1组细胞Col-I、Col-III、XBP1
蛋白表达升高 (P<0.05), P21、bax蛋白表达水平降

低 (P<0.05)。见图4和表6。这表明过表达miR-145-
5p能够调控胶原形成、细胞增殖和凋亡相关蛋白

表达来抑制KFB增殖, 促进凋亡, 减少瘢痕疙瘩的形

成, 而上调XBP1表达可减少这一现象。

2.6   miR-145-5p靶向负调控XBP1
为了确定miR-145-5p的潜在机制, 进行了生物信

息学分析, 发现XBP1 3ʹUTR包含miR-145-5p的结合位

点, 见图5。为检测XBP1是否是miR-7-5p的直接靶点, 
进行了双荧光素酶报告基因检测。结果显示, 与miR-
NC+XBP1-WT组相比 , miR-145-5p mimics+XBP1-WT
组相对荧光素酶活性显著降低(P<0.05), 见表7。这表

表5   过表达miR-145-5p对KFB凋亡率的影响

Table 5   Effect of overexpression of miR-145-5p on the apoptosis rate of KFB
组别

Groups
凋亡率/%
Apoptosis rate /%

Control   2.59±0.35

miR-NC   2.87±2.74

miR-145-5p mimics 31.58±3.23ab

miR-145-5p mimics+pcDNA-NC 35.64±3.36

miR-145-5p mimics+pcDNA-XBP1 10.08±1.87c

x
_
±s; n=6; aP<0.05, 与Control组比较; bP<0.05, 与miR-NC组比较; cP<0.05, 与miR-145-5p mimics+pcDNA-NC组比较。

x
_
±s; n=6; aP<0.05 compared with the Control group; bP<0.05 compared with the miR-NC group; cP<0.05 compared with the miR-145-5p 

mimics+pcDNA-NC group.

图4   各组KFB中Col-I、Col-III、P21、bax、XBP1蛋白表达图

Fig.4   Expression maps of Col-I, Col-III, P21, bax and XBP1 proteins in each group of KFB
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明miR-145-5p直接靶向负调控XBP1。
2.7   过表达miR-145-5p抑制瘢痕疙瘩植入模型纤

维化

使用新鲜瘢痕疙瘩组织在BALB/c裸鼠中建立

了瘢痕疙瘩植入模型 , 以评估miR-145-5p过表达对

体内瘢痕疙瘩进展的影响。植入后14天 , 免疫组化

染色显示 , 人鼠皮肤融合区出现CD31+腔样细胞 , 提
示瘢痕疙瘩植入与鼠皮肤形成血管吻合。瘢痕疙瘩

植入物显示出与H&E、Masson三色染色和CD163
免疫组化染色证实的患者瘢痕疙瘩相同的病理特征

(图6)。miR-145-5p mimics干预10天后, 植入物体积

减少 (P<0.05, 图7), Ki67阳性的真皮成纤维细胞的

百分比降低至对照组的32.48%(P<0.05, 图8), 表明

过表达miR-145-5p抑制体内KFB的增殖。H&E染色

显示miR-145-5p mimics组免疫细胞聚集程度较高 , 

与观察到的局部组织坏死增加一致 (图9)。TUNEL
染色显示miR-145-5p mimics诱导的成纤维细胞凋

亡增多 (P<0.05, 图10)。此外 , miR-145-5p mimics
治疗抑制M2巨噬细胞极化 , CD163染色几乎为阴

性 (图8)。Col-I免疫组化染色结果显示 , miR-145-5p 
mimics处理降低了Col-I的阳性率(P<0.05, 图8)。且

qPCR和WB结果显示 , miR-145-5p mimics处理降低

了XBP1表达水平 (P<0.05, 图11), 提示miR-145-5p 
mimics处理过表达miR-145-5p具有较强的抗成纤维

细胞作用。而在miR-145-5p mimics干预的基础上

给予pcDNA-XBP1处理 , Ki67、CD163和Col-I阳性

细胞比例增高, 凋亡细胞增多, 免疫细胞聚集程度下

降 , XBP1表达水平增高 , 提示miR-145-5p过表达对

成纤维细胞的抑制作用可能与XBP1的表达下调相

关。

表6   过表达miR-145-5p对KFB中Col-I、Col-III、P21、bax、XBP1蛋白表达的影响

Table 6   Effects of overexpression of miR-145-5p on the protein expressions of Col-I, COL-III, P21, bax, and XBP1 in KFB
组别

Groups
Col-I Col-III P21 bax XBP1

Control 1.59±0.26 1.32±0.18 0.72±0.11 0.63±0.06 1.43±0.21

miR-NC 1.54±0.23 1.28±0.15 0.69±0.08 0.66±0.08 1.42±0.20

miR-145-5p mimics 0.85±0.14ab 0.77±0.12ab 1.25±0.16ab 1.08±0.13ab 0.91±0.16ab

miR-145-5p mimics+pcDNA-NC 0.82±0.15 0.74±0.09 1.28±0.18 1.12±0.15 0.89±0.17

miR-145-5p mimics+pcDNA-XBP1 1.56±0.25c 1.29±0.16c 0.70±0.09c 0.65±0.07c 1.37±0.18c

x
_
±s; n=6; aP<0.05, 与Control组比较; bP<0.05, 与miR-NC组比较; cP<0.05, 与miR-145-5p mimics+pcDNA-NC组比较。

x
_
±s; n=6; aP<0.05 compared with the Control group; bP<0.05 compared with the miR-NC group; cP<0.05 compared with the miR-145-5p 

mimics+pcDNA-NC group.

图5   miR-145-5p与XBP1的结合位点

Fig.5   The binding site of miR-145-5p and XBP1

miR-145-5p

XBP1-WT

XBP1-MUT

3′

3′

3′

5′

5′

5′UCCCUAAGGACCCUUUUGACCUG

AGCCAUCUUCCUGCCUACUGGAU

ACCCUUCUUCCUCCCUUCUCGAU

表7   双荧光素酶活性比较

Table 7   Comparison of dual-luciferase activities
组别

Groups
荧光素酶活性

Luciferase activity

miR-NC+XBP1-WT 1.00±0.27

miR-145-5p mimics+XBP1-WT 0.52±0.14a

miR-NC+XBP1-MUT 1.03±0.29

miR-145-5p mimics+XBP1-MUT 0.96±0.25

x
_
±s; n=6; aP<0.05, 与miR-NC+XBP1-WT组比较。

x
_
±s; n=6; aP<0.05 compared with the miR-NC+XBP1-WT group.
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图6   第0天H&E、Masson三色染色和CD163、CD31免疫组化染色的代表性图像

Fig.6   Representative images of H&E and Masson tricolor staining and CD163 and CD31 immunohistochemical staining on day 0

图7   第10天各组异种移植物图像

Fig.7   Images of xenografts in each group on the 10th day
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图8   第10天各组异种移植组织Ki67、CD163和Col-I免疫组化染色的代表性图像

Fig.8   Representative immunohistochemical staining images of Ki67, CD163 and Col-I in each group 
of xenograft tissues on the 10th day
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3   讨论
瘢痕疙瘩是一种良性真皮肿瘤 , 实质上是结缔

组织增生 , 超出原来伤口位置 , 侵入健康皮肤 , 不仅

影响美观 , 还会引起疼痛、功能障碍等 , 增加患者心

理和生理上痛苦[10-11]。研究表明, 该疾病的发生与胶

原蛋白异常沉积以及成纤维细胞增殖、凋亡等过程

密切相关 , 但其病理机制尚未完全阐明 , 其成为临床

治疗的一大难题 [12]。目前 , 临床治疗多采用手术切

除等方式, 但是术后畸形发生率高, 并且难以治愈[13], 

图9   第10天各组异种移植组织HE染色的代表性图像

Fig.9   Representative images of HE staining of xenograft tissues in each group on the 10th day

图10   第10天各组异种移植组织TUNEL染色的代表性图像

Fig.10   Representative images of TUNEL staining of each group of xenograft tissues on the 10th day
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表8   过表达miR-145-5p对瘢痕疙瘩植入模型纤维化的影响

Table 8   Effect of overexpression of miR-145-5p on fibrosis in keloid implantation models

组别

Groups
植入物体积/mm3

Implant volume /mm3

Ki67阳性细胞比例

(% of total)
Proportion of Ki67 
positive cells (% of 
total)

CD163阳性细胞比

例(% of total)
Proportion of CD163 
positive cells (% of 
total)

Col-I阳性细胞比例

(% of total)
Proportion of Col-I 
positive cells (% of 
total)

TUNEL阳性细胞比例

(% of total)
Proportion of TUNEL 
positive cells (% of 
total)

Control 268.75±30.58 100.00±13.14 13.52±3.75 32.14±5.34   2.03±0.57

miR-NC 267.89±29.67   98.79±12.67 12.46±3.53 31.62±5.12   2.12±0.63

miR-145-5p mimics 121.34±16.79ab   32.48±5.12ab   2.11±0.64ab   5.06±0.75ab 20.16±4.32ab

miR-145-5p 
mimics+pcDNA-NC

123.51±18.54   34.35±5.89   2.23±0.78   5.16±0.81 18.95±3.97

miR-145-5p 
mimics+pcDNA-
XBP1

213.48±23.15c   81.73±10.35c   8.47±1.33c 20.55±3.85c   7.38±1.21c

x
_
±s; n=6; aP<0.05, 与Control组比较; bP<0.05, 与miR-NC组比较; cP<0.05, 与miR-145-5p mimics+pcDNA-NC组比较。

x
_
±s; n=6; aP<0.05 compared with the Control group; bP<0.05 compared with the miR-NC group; cP<0.05 compared with the miR-145-5p 

mimics+pcDNA-NC group.

因此, 急需探究瘢痕疙瘩形成的分子机制, 为临床治

疗提供新的靶点。

已发现多种miRNA参与瘢痕疙瘩的形成 , 通过

影响成纤维细胞的增生、迁移以及细胞外基质沉积

等 , 在伤口愈合过程中发挥重要作用 [14-15]。近几年

miR-145-5p在癌症相关疾病中研究较多 , miR-145-
5p常作为抑癌因子, 在多种癌症中发挥抑癌作用, 如
乳腺癌、前列腺癌等 , 可作为治疗靶点 , 诱导其过

表达可抑制癌细胞增殖、迁移 [16]。QI等 [17]发现 , 在
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图11   各组异种移植组织中XBP1蛋白表达图

Fig.11   Expression maps of XBP1 protein in xenograft tissues of each group

KFB细胞中, miR-145-5p表达水平减少, 过表达miR-
145-5p可明显降低细胞增殖能力, 提高凋亡率, 可有

效治疗瘢痕疙瘩的形成。LIU等[18]发现, miR-145-5p
受到circRNA的调控, 可在KFB中抑制细胞增殖、迁

移、侵袭, 促进凋亡, 并且可通过抑制胶原形成相关

蛋白Col-I、Col-III的表达 , 进而抑制瘢痕疙瘩形成。

本研究中 , miR-145-5p在KFB细胞中表达水平降低 , 
miR-145-5p过表达可显著抑制细胞存活率和克隆

形成能力, 并下调Col-I、Col-III及XBP1蛋白的表达

水平 , 增殖相关蛋白P21、促凋亡蛋白Bax表达水平

及凋亡率升高 , 提示过表达miR-145-5p可通过抑制

KFB细胞的增殖、迁移, 促进凋亡, 起到抑制瘢痕疙

瘩形成的作用。

既往研究表明 , XBP1在多种恶性肿瘤疾病中呈

高表达 , 与肿瘤细胞增殖存在密切联系 [19]。HAN等 [20]

研究表明 , XBP1在瘢痕疙瘩组织中表达呈激活状

态 , 对于KFB细胞的周期、增殖进程存在促进作用 , 
进一步研究证实 , 抑制 IRE1α/XBP1通路激活 , 可抑

制KFB细胞增殖。SONG等 [21]发现 , XBP1受miRNA
调控 , 在细胞增殖及炎症反应中发挥重要作用 , 如

miR-34a-5p可以通过直接抑制XBP1表达抑制成纤

维样滑膜细胞增殖及炎症因子的释放。HAM等 [22]

发现, 在成纤维细胞中, 过表达热休克蛋白47可促进

XBP1分泌 , 进而诱导胶原蛋白Col-I表达 , 加快胶原

形成。本研究发现 , 在KFB细胞中 , XBP1明显上调 , 
提示XBP1表达水平升高可能是瘢痕疙瘩形成的重

要原因。通过生物信息学分析发现 , miR-145-5p与
XBP1存在结合位点, miR-145-5p可靶向负调控XBP1
表达, 过表达XBP1可部分逆转过表达miR-145-5p对
KFB细胞增殖、迁移、凋亡及胶原形成相关蛋白表

达的影响, 提示miR-145-5p可能是通过抑制XBP1表
达, 抑制KFB细胞增殖、迁移及胶原形成, 促进细胞

凋亡 , 进而抑制瘢痕疙瘩的形成的。近年研究显示 , 
IRE1α/XBP1通路在KFB中被激活 , 敲除基因 IRE1α
可抑制TGF-β1的表达[20], 本研究推测TGF-β1可能是

XBP1的下游靶点 , 但二者在瘢痕疙瘩形成中的调控

关系仍需进一步研究证实。

最后 , 本研究通过建立患者来源的异种移植模

型发现 , miR-145-5p过表达能抑制瘢痕疙瘩增殖、

诱导细胞凋亡和减少Col-I阳性表达 , 并通过回复实

表9   过表达miR-145-5p对各组异种移植组织中miR-145-5p、XBP1表达的影响

Table 9   Effects of overexpression of miR-145-5p on the expression of miR-145-5p and XBP1 in xenograft tissues of each group
组别

Groups
miR-145-5p XBP1 mRNA

XBP1蛋白

XBP1 protein

Control 0.53±0.06 1.46±0.21 1.29±0.17

miR-NC 0.56±0.07 1.43±0.19 1.27±0.15

miR-145-5p mimics 0.93±0.12ab 0.98±0.10ab 0.81±0.09ab

miR-145-5p mimics+pcDNA-NC 0.95±0.10 0.96±0.09 0.79±0.08

miR-145-5p mimics+pcDNA-XBP1 0.77±0.09c 1.14±0.12c 1.02±0.13c

x
_
±s; n=6; aP<0.05, 与Control组比较; bP<0.05, 与miR-NC组比较; cP<0.05, 与miR-145-5p mimics+pcDNA-NC组比较。

x
_
±s; n=6; aP<0.05 compared with the Control group; bP<0.05 compared with the miR-NC group; cP<0.05 compared with the miR-145-5p 

mimics+pcDNA-NC group.
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验证实了miR-145-5p对XBP1的靶向下调作用, 突出

了我们研究结果的临床和转化前景。因为仍然缺乏

成熟的瘢痕疙瘩动物模型 , 我们相信类器官培养和

患者来源的异种移植将克服目前的困难[23]。

综上所述, miR-145-5p可能通过靶向调控XBP1
表达, 进而抑制KFB细胞增殖, 促进细胞凋亡。
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