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摘要　 目的 探究 miRNA-146a 在皮肤修复过程中的作用及机制。 方法 本研究通过斑马鱼皮肤损伤模型评

价 miRNA-146a 在皮肤修复中的作用;通过 miRNA-146a 类似物处理皮肤成纤维细胞,检测胞外基质合成情

况;采用转录组深度测序分析 miRNA-146a 类似物处理的皮肤角质细胞基因表达水平,并通过 miRWalk,

miRBD 及 Targetscan 数据库对 miRNA-146a 靶基因进行预测分析。 结果 miRNA-146a 类似物显著减少斑马鱼

损伤皮肤黑色素沉积促进伤口愈合;转录组深度测序分析结果表明,miRNA-146a 主要通过抑制角质细胞凋亡

保护皮肤。 此外,miRNA-146a 类似物能显著促进皮肤成纤维细胞的胞外基质的合成。 结论 miRNA-146a 可

抑制皮肤角质细胞凋亡,促进皮肤成纤维细胞胞外基质合成,可为临床皮肤修复提供理论指导。
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miRNA-146a protects skin microenvironment through apoptosis
inhibition and extracellular matrix deposition
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Abstract　 Objective To study the role and mechanism of miRNA-146a in skin repair. Methods The role of miRNA-

146a in skin repair was evaluated by a skin injury model in zebra fish. Fibroblasts were treated with miRNA-146a

mimic and the expression of extracellular matrix related genes were detected. The mRNA expression in keratinocytes

treated with miRNA-146a mimic were analyzed by RNA deep sequencing. The target genes of miRNA-146a were

predicted by miRWalk, miRBD and Targetscan databases. Results miRNA-146a mimic significantly reduced melanin

deposition and promoted wound healing in damaged skin. RNA deep sequencing showed that miRNA-146a mimic

protected against keratinocyte apoptosis. In addition, miRNA-146a mimic significantly promoted the extracellular

matrix deposition in fibroblasts. Conclusion miRNA-146a promotes skin repair by inhibiting keratinocyte apoptosis

and promoting extracellular matrix deposition in skin fibroblasts. This study provides new theoretical guidance for skin

repair in clinical practice.

Keywords: miRNA-146a; skin keratinocytes; skin fibroblasts; skin repair

　 　 皮肤是身体的第一道防线,主要由表皮和真皮

部分组成,表皮由参与角质形成的角质形成细胞、黑

素细胞等多种细胞组成,而真皮主要由成纤维细胞

及肥大细胞、巨噬细胞等细胞组成[1-2]。 皮肤角质形

成细胞在促进伤口愈合中发挥重要作用,而皮肤成

纤维细胞产生的细胞外基质是皮肤再生的关键环

节[3]。 因此,探究皮肤角质细胞凋亡和成纤维细胞

胞外基质沉积机制,可为开发皮肤核酸药物提供理

论指导[4-6],而且对皮肤疾病和皮肤健康防护均具有

重要意义[7-10]。

微小 RNA(microRNAs,miRNA)是一种短 RNA

分子,miRNA 参与了转录后蛋白质编码基因的表达

调控[11]及胞外基质重塑过程[12],同时在皮肤稳态和

炎症调节中发挥重要作用[12-15]。 其中,miRNA-146a

广泛参与不同的生物进程[16-17],包括炎症过程[14]、

造血[18]、过敏反应[19] 和纤维化调节[20] 等。 此外,

miRNA-146a 在特应性皮炎中缓解了疾病症状[21],

并促进糖尿病足皮肤伤口愈合[22],而 miRNA-146a

在皮肤修复过程中的作用和机制仍然有待进一步

探究。

跨膜蛋白( transmembrane protein,TMEM) 家族

成员在细胞凋亡和细胞迁移及细胞外基质重塑等重

要过程中发挥作用[23]。 TMEM154 是 TMEM 家族成

员之一,在人类和其他哺乳动物中可发现该基因的

表达,而且有研究[24]发现该基因与传染性化脓性皮

炎密切相关。 本研究通过斑马鱼的皮肤损伤模型对

miRNA-146a 作用进行研究,探讨 miRNA-146a 类似

物细胞毒性和胞外基质合成能力,通过测序对角质

细胞 miRNA-146a 影响的信号通路进行分析,并通过

数据库对 miRNA-146a 的靶点进行验证,旨在为临床

皮肤修复相关治疗方案提供理论依据。

1　 材料与方法

1.1　 实验动物

实验用鱼以及养鱼专用水由浙江环特生物有限

公司养鱼中心提供,实验动物使用许可证号为 SYXK
(浙)2022-0004,饲养管理符合国际 AAALAC 认证

(认证编号:001458)的要求。 斑马鱼饲养于 28 ℃的

养鱼专用水中(水质要求为每 1 L 反渗透水中含有

200 mg 速溶海盐,水质 pH 为 6. 5 ~ 8. 5,含有 50 ~
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100 mg / L的 CaCO3)。 实验所用的斑马鱼为野生型

AB 品系斑马鱼,由自然成对交配繁殖方式产生。 斑

马鱼的组织损伤部位黑色素募集和细胞凋亡评价,

采用的是受精后 2 d 的斑马鱼幼鱼。

1.2　 仪器和试剂

实验仪器和耗材。 解剖显微镜(购自日本奥林

巴斯公司),显微注射器 (购自日本成茂公司),拉针

仪(购自日本成茂公司),荧光显微镜(购自日本尼

康公司),超净工作台(购自中国苏州安泰空气技术

有限公司),二氧化碳培养箱(购自日本松下健康医

疗器械公司),荧光定量 PCR 仪(购自美国伯乐公

司),便携式小离心机(购自中国珠海黑马医学仪

器)。

实验试剂。 甲基纤维素(购自中国上海阿拉丁

生化科技股份有限公司),冰乙酸(购自中国上海麦

克林生化科技有限公司),重组人表皮生长因子(购

自中国上海昊海生物科技股份有限公司),培养基

(购自美国赛默飞世尔公司),转染试剂(购自美国

赛默飞世尔公司),总核酸提取试剂盒(购自中国天

根生物科技有限公司),反转录试剂(购自中国诺唯

赞生物科技有限公司)

1.3　 方法

1.3.1　 斑马鱼皮损伤修复模型的建立　 随机选取受

精后 2 d 的野生型 AB 品系斑马鱼于 6 孔板中,每组

均处理 30 尾斑马鱼。 分别静脉注射给予 miRNA-

146a 类似物,每孔容量为 3 mL。 除正常对照组外,

其余各实验组均注射冰乙酸建立斑马鱼损伤模型。

28 ℃处理 48 h 后,每个实验组随机选取 10 尾斑马

鱼置于解剖显微镜下拍照,使用图像处理软件采集

数据,并对斑马鱼损伤部位黑色素信号强度进行分

析,以该指标的统计学分析结果评价伤口愈合情况。

1.3.2　 斑马鱼受伤组织凋亡细胞清除评估　 通过细

胞凋亡染色评估斑马鱼受伤组织凋亡细胞的清除情

况。 注射冰乙酸建立斑马鱼损伤模型,28 ℃ 处理

48 h后,采用 4%多聚甲醛固定 6 h 后,按照试剂盒

说明对凋亡细胞进行染色。 染色结束后,每个实验

组随机选取 10 尾斑马鱼置于荧光显微镜下拍照,使

用图像处理软件,分析斑马鱼损伤部位凋亡细胞荧

光强度,评价斑马鱼损伤部位细胞凋亡情况。

1.3.3　 细胞培养和细胞毒性实验　 人永生化角质形

成细胞(购自中国科学院昆明细胞库细胞)与小鼠结

缔组织成纤维细胞(购自中国科学院典型培养物保

藏委员会细胞库)从公司购回后,先于 37 ℃ 5% CO2

的培养箱中静置 6 h,随后进行细胞处理,并通过细

胞毒性实验测定毒性。

1.3. 4 　 转录组测序技术 ( RNA-Seq) 　 为了探究

miRNA-146a 类似物处理后细胞在转录水平的差异

变化,在培养细胞的六孔板中加入 miRNA-146a 类似

物,收集细胞,加入 0.5 mL 核酸提取试剂提取核酸

用于测序分析。 该测序是由联川生物科技有限公司

完成,该实验使用二代高通量真核有参转录分析。

同时对基因的表达量进行统计分析,评估各监测样

本组内及组间基因表达的差异性。 以差异倍数

FC>2为变化阈值,P<0.05 为差异基因的筛选标准,

比较 miRNA-146a 类似物处理的结果,将获得的差异

基因进行富集。 实验数据经欧易云平台( https:∥

cloud.oebiotech.com / # / home)绘制火山图、气泡图、热

图、富集分析图,并进行可视化分析。

1.3.5　 细胞增殖实验　 将消化后的皮肤角质细胞布

于 96 孔板后在培养箱中进行培养。 按分组加入对

应的转染混合物、样品、阳性工作液,然后将 96 孔板

放入培养箱中培养 72 h。 对细胞状态图进行采集,

检测并制备 MTT 工作液,孵育完成后,在酶标仪中

测量各孔在 490 nm 处波长的吸光度值。

1.3.6　 划痕实验　 细胞划痕实验在体外培养皿单层

贴壁细胞上,用微量枪头或其他硬物在细胞生长的

中央区域划线,去除中央部分的细胞,然后继续培养

细胞至实验设定的时间,取出细胞培养板,观察周边

细胞的生长迁移能力。 根据转染试剂说明书制备转

染混合物培养细胞,取出细胞培养板,加入对应的划

痕实验组样品工作液加入对应孔中。 分别于 0、24 h

培养后采集划痕图像;采用图像分析软件分析每个

图像划痕区域的面积,计算各时间点的伤口愈合百

分比。

1.3.7　 实时荧光定量 PCR(RT-PCR) 　 将细胞接种

于 6 孔板中进行培养,培养 24 h 后弃去孔中培养液,

按照试验分组列表分别加入不同浓度的工作液,继

续培养 24 h。 参考培养细胞 /细菌总核酸提取试剂
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盒说明书提取 RNA,参考逆转录试剂盒说明书进行

反转录实验,利用实时荧光定量 PCR 法对细胞内多

种基因,如Ⅰ型胶原蛋白 α1 链(collagen typeⅠalpha 1

chain,COL1A1)、A 型核纤层蛋白(lamin A/ C,LMNA)、

弹性蛋白(elastin,ELN)和基质金属蛋白酶 1(matrix

metallopeptidase 1,MMP1) 的基因表达水平进行检

测。 配制实时定量 PCR 反应体系后,按照试剂说明

书设置实时定量 PCR 仪扩增条件,进行相对定量。

实时荧光定量引物信息参考引物序列如表 1 所示。

表 1　 引物序列

序号 基因名称 引物名称 序列(5′-3′)

1 HYAL2
hHYAL2-F TTCTACCGCGACCGTCTAGG

hHYAL2-R TGTCCGAATGTAGTGCTCCAC

2 CEMIP1
hCEMIP-F GAACCCGGCACATCCTGATT

hCEMIP-R GATCCGGCTGAATACCTTCATC

3 COL3A1
hCOL3A1-F GGAGCTGGCTACTTCTCGC

hCOL3A1-R GGGAACATCCTCCTTCAACAG

4 COL7A1
hCOL7A1-F TTACGCCGCTGACATTGTGTT

hCOL7A1-R ACCAGCCCTTCGAGAAAGC

5 LMNA
hLMNA-F CCCGCAAGACCCTTGACTC

hLMNA-R CCTTAAACTCCTCACGCACTTT

6 ELN
hELN-F GCAGGAGTTAAGCCCAAGG

hELN-R TGTAGGGCAGTCCATAGCCA

7 HAS2
hHAS2-F CTCTTTTGGACTGTATGGTGCC

hHAS2-R AGGGTAGGTTAGCCTTTTCACA

8 COL4A1
hCOL4A1-F GGGATGCTGTTGAAAGGTGAA

hCOL4A1-R GGTGGTCCGGTAAATCCTGG

9 CEMIP2
hCEMIP2-F TCACCCATCTGGCTATGTTCC

hCEMIP2-R CCCGGTCTTCTCGTCTGAT

10 COL1A1
hCOL1A1-F GAGGGCCAAGACGAAGACATC

hCOL1A1-R CAGATCACGTCATCGCACAAC

11 MMP1
hMMP1-F CTCTGGAGTAATGTCACACCTCT

hMMP1-R TGTTGGTCCACCTTTCATCTTC

1.4　 统计学方法

数据采用 SPSS 26.0 软件进行统计学分析,计量

资料以(􀭰x±s)表示;采用 GraphPad Prism 8.0 绘制直

方图;各组数据均呈正态分布且方差齐时,采用单因

素方差分析进行检验;采用 LSD 检验进行多组间的

多重比较。 P<0.05 表示差异具有统计学意义。

2　 结果

2.1　 miRNA-146a 类似物可抑制斑马鱼的组织损伤

后黑色素积聚

构建斑马鱼的皮肤损伤模型,对斑马鱼的皮肤

组织伤口处的黑色素聚集进行评估。 如图 1 所示,

与对照组相比,在组织损伤的模型组中,斑马鱼的皮

·4·
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肤损伤处黑色素聚集显著性增加。 而与组织损伤模

型相比,采用剂量为 7.5×10-8 mol / L 的 miRNA-146a

类似物 ( 5′-CCATCTATGGAATTCAGTTCTCA-3′) 和

7.0 mg / L 的生长因子干预后,黑色素聚集量显著性

降低,皮肤损伤面积降低。 由此表明,miRNA-146a

类似物可抑制黑色素积聚,并具有促进皮肤损伤后

的修复作用,结果如图 1A 与图 1B 所示。

注:A.斑马鱼的组织损伤部位黑色素典型图(红色虚线框为分析部位);B.斑马鱼的组织损伤部位黑色素信号强

度。 与模型组比较,∗P<0.05,∗∗P<0.01;与对照组相比,#P<0.05,##P<0.01。

图 1　 miRNA-146a 类似物对斑马鱼组织损伤后的黑色素积聚和细胞修复情况

2.2　 miRNA-146a 类似物可减少斑马鱼的皮肤组织

损伤部位的细胞凋亡

如图 2A 与图 2B 所示,与空白组比较,模型组的

组织损伤部位细胞凋亡水平较高,而 miRNA-146a 类

似物处理后的斑马鱼的皮肤损伤部位的细胞凋亡水

平降低,由此可知,miRNA-146a 能够明显减轻斑马

鱼的组织损伤部位的细胞凋亡,进而保护皮肤屏障。

注:A.miRNA-146a 类似物处理后斑马鱼的组织损伤部位凋亡细胞典型图(虚线框为分析部位);B. 样品处理后斑

马鱼的组织损伤部位凋亡细胞荧光强度。 n = 10,与模型组比较,∗P<0.05,∗∗P<0.01;与对照组比较, #P<0.05,
##P<0.01。

图 2　 miRNA-146a 类似物对斑马鱼组织损伤部位的影响
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2.3　 miRNA-146a 不影响皮肤角质细胞迁移

与对照组相比,miRNA-146a 处理后的细胞无明

显变化,结果如图 3A、图 3B 所示。 与空白组相比,

表皮生长因子处理组中的皮肤成纤维细胞迁移显著

增强,而且 miRNA-146a 类似物处理后的皮肤角质细

胞与空转对照组相比,皮肤角质细胞的划痕面积无

明显变化,结果如图 3C、图 3D 所示。 由此推断,

miRNA-146a 类似物不影响皮肤角质细胞迁移能力。

注:A. miRNA-146a 类似物处理后细胞状态代表图;B. miRNA-146a 类似物处理后细胞活力;C. 划痕实验代表图;

D. miRNA-146a类似物处理后细胞迁移统计图。 n= 3,与对照组相比,ns 表示无统计学差异,∗P<0.05,∗∗P<0.01。

图 3　 miRNA-146a 类似物对皮肤角质细胞的迁移影响和细胞毒性实验

2.4　 miRNA-146a 通过 TMEM154助力细胞修复

本研究发现,miRNA-146a 类似物处理皮肤角质

细胞,基因表达变化倍数大于 2 的基因有 258 个,其

中上调基因有 75 个,下调基因有 183 个,且主成分

分子显示样本之间差异性较大,结果如图 4A、图 4B

所示。 通过( gene ontology,GO)数据库对细胞成分

进行分析,发现 miRNA-146a 处理后,受到影响的基

因会富集在细胞膜等膜结构通路。 通过 GO 生物进

程分析发现,miRNA-146a 处理后主要受到影响的生

物学过程是细胞凋亡过程,以及胆固醇合成过程,结

果如图 4C 和图 4D 所示。

miRNA-146a 处理后,IDO1,DAPK2,BMF,INPP50,

BMP7,HPGD,SRF4,TNFSF10,CYP1B1 等凋亡相关

基因表达下调,而 ANKRD,DUSP6,SFRP1 等凋亡相

关基因表达上调,结果如图 4E 所示。

采用 miRWalk 和 miRBD 数据库预测 miRNA-

146a 靶基因,如图 4F 所示,miRWalk 预测得到靶基

因 785 个,miRBD 预测得到靶基因 192 个,共同的靶

基因有 24 个,与转录组中有显著性差异变化的 258

个基因有交集,结果如图 7F 所示,由此推测 miRNA-

146a 靶基因为 TMEM154。 此外,转录组中 TMEM154

的 mRNA 水平上调,结果如图 4 G 所示。
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注:A.miRNA-146a 类似物处理后样本主成分分析;B.差异基因个数的柱状图分析;C.GO 细胞成分富集分析图;D.GO 生物学

过程通路富集图;E.通路热图分析;F. miRWalk 和 miRBD 数据库预测靶基因交集与 RNA-Seq 显著变化基因的交集;

G.TMEM154在角质细胞中的表达。 n= 3,与空转对照组相比,∗P<0.05,∗∗P<0.01。

图 4　 miRNA-146a 类似物处理皮肤角质细胞基因表达及靶点的预测

2.5　 miRNA-146a 通过增加胞外基质的合成促进细

胞修复

通过对 miRNA-146a 类似物处理后的成纤维细

胞胞外基质合成基因和透明质酸合成基因的表达检

测发现,与对照组相比,转化生长因子和蓝铜胜肽处

理后,增加了胞外基质合成相关基因 ( COL1A1,

COL3A1,COL4A1,CIL7A1,ELN,LMNA)的表达和影

响了透明质酸合成基因 (HAS2,HYAL2, CEMIP1,

CEMIP2)的表达,结果如图 5 A、图 5B 所示。

与空白组相比,miRNA-146a 类似物处理 24 h 后

的成纤维细胞,胞外基质合成相关基因(COL1A1,

COL3A1,COL4A1,CIL7A1,ELN, LMNA)的表达明显

增加,结果如图 5C 所示,而对透明质酸合成基因

(HAS2,HYAL2,CEMIP1,CEMIP2)表达量无明显影

响,结果如图 5D 所示。 由此可见,miRNA-146a 类似

物提高了成纤维细胞中胶原蛋白合成和抑制细胞外

基质中胶原蛋白的降解。
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注:A.RT-PCR 检测皮肤胞外基质表达水平; B. RT-PCR 检测透明质酸合成基因的表达水平; C. miRNA-146a

(济量为 37.5 nmol / L)类似物处理后皮肤胞外基质合成基因的表达;D.miRNA-146a 类似物(剂量为 37.5 nmol / L)处

理后皮肤透明质酸合成基因的表达。 n= 3,与空转对照组相比,ns 表示无统计学差异,∗P<0.05,∗∗P<0.01。

图 5　 miRNA-146a 类似物处理后的皮肤成纤维细胞中胞外基质和透明质酸合成相关基因的相对表达水平

3　 讨论

皮肤损伤修复的作用机制是特应性皮炎等皮肤

疾病的研究重点,皮肤保护可防止生物(如微生物)、

物理(如紫外线辐射)和化学等因素对机体造成损

伤[7,25]。 皮肤疾病进程包括皮炎和皮肤创伤修复及

衰老等过程[26-27],完整的皮肤屏障功能调节依赖于

多种分子和免疫信号通路[5],对维持皮肤健康很重

要[8,28],然而目前人们对皮肤损伤修复的作用机制

尚不清楚。 研究[29] 表明,在皮肤组织损伤时,局部

细胞凋亡增加,进而造成局部炎症水平增加、黑色素

异常积累。 皮肤损伤过程中的凋亡水平及黑色素积

累是皮肤修复的重要评价指标。 本研究发现,与对

照组相比,miRNA-146a 类似物处理的斑马鱼凋亡水

平和黑色素积累显著性降低,而 miRNA-146a 在皮肤

损伤修复中的作用机制有待进一步研究。

miRNA-146a 在多种疾病中表现出多重药理活

性[30],在不同的生物进程中均发挥作用,包括炎症

和纤维化调节[23]等,并在特应性皮炎和促进糖尿病

足皮肤伤口愈合[22]等疾病过程中发挥作用。 TMEM

家族成员在细胞凋亡和细胞迁移及细胞外基质重塑

等过程中均发挥重要作用[23]。 TMEM154 基因是

TMEM 家族成员之一,是一类当下研究较少的跨膜

蛋白基因,在人类和其他哺乳动物发现了该基因的

表达[31]。 本课题组前期通过 miRWalk,miRBD 及

Targetscan 等数据库对 miRNA-146a 靶基因进行分

析,发现 TMEM154 是 miRNA-146a 的靶基因,由此

推断,TMEM154 可能介导了 miRNA-146a 在皮肤修

复中的保护作用。

本研究中,通过斑马鱼的皮肤损伤模型评价

miRNA-146a 在皮肤修复中的作用,发现 miRNA-

146a 能够明显减少细胞凋亡,促进细胞修复,从而减

轻斑马鱼的组织损伤引起的黑色素的聚集;采用

RNA 深度测序分析 miRNA-146a 类似物处理的皮肤

角质细胞基因表达水平,并通过 miRWalk、miRBD 及

Targetscan 数据库对 miRNA-146a 靶基因进行预测,

发现 miRNA-146a 可通过影响 TMEM154 减少角质

细胞凋亡;采用 miRNA-146a 类似物处理皮肤成纤维

细胞,检测胞外基质合成情况,发现 miRNA-146a 可

增加胶原蛋白的生成,并通过增加胞外基质的含量

增强皮肤细胞强度,进而促进皮肤的修复能力。 本
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研究揭示了 miRNA-146a 在皮肤损伤修复过程中通

过靶向 TMEM154 基因发挥抗凋亡作用,从而加强细

胞膜保护和成纤维细胞中胞外基质合成及胶原蛋白

生成的作用机制,具体如图 6 所示。

图 6　 miRNA-146a 拮抗剂处理后的皮肤成纤维细胞中胞外基质和透明质酸合成相关基因表达

　 　 本研究发现,miRNA-146a 通过靶向 TMEM154

基因抑制皮肤角质细胞的凋亡,并通过促进成纤维

细胞的胞外基质和胶原生成发挥皮肤修复作用。 这

说明 miRNA-146a 不仅限于在皮炎中的应用[14],同

时具有皮肤修复的作用,由此推测,采用 miRNA-

146a 激动剂修复损伤皮肤是一种比较可靠的皮肤病

治疗方式。

4　 结论
miRNA-146a 能够减少细胞凋亡,促进细胞修

复。 miRNA-146a 在皮肤损伤修复过程中,通过靶向

TMEM154 基因发挥抗细胞凋亡作用,并通过促进成

纤维细胞中胞外基质合成及胶原蛋白生成发挥皮肤

保护作用。
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