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摘要 ：

[背景] 矽肺主要病理特征是肺部纤维化。矽肺发生发展过程中多种 miRNAs 具有调控作用。

[目的] 利用成纤维细胞系，探究微小 RNA-18a（miR-18a）对细胞外基质相关基因表达的影响，

并对其作用机制进行验证。

[方法] 在成纤维细胞系 NIH-3T3 细胞中转染 miR-18a 模拟物以及神经源性基因座 Notch 同
源蛋白 2（Notch2）基因的小干扰 RNA（siRNA）。通过应用实时定量逆转录聚合酶链反应（qRT-
PCR）技术检测 Acta2、Col1a1 及 Notch2 基因 mRNA 表达变化，通过蛋白质印迹技术检测 α-
平滑肌肌动蛋白（α-SMA）及 Notch2 蛋白的表达变化，利用双荧光素酶报告载体在人胚肾细
胞 HEK293T 细胞中验证 miR-18a 调控 Notch2 基因的直接作用位点。

[结果] qRT-PCR 检测结果表明，在 NIH-3T3 细胞中，miR-18a 模拟物过表达 36 h 抑制了
Col1a1 以及 Acta2 的 mRNA 表达（P < 0.05），同时利用蛋白质印迹技术检测发现，miR-18a 模
拟物过表达 48 h 后 α-SMA 蛋白表达丰度降低。通过 qRT-PCR 未检测到过表达 miR-18a 36 h
对于 Notch2 基因表达的影响，通过蛋白质印迹技术检测发现过表达 miR-18a 模拟物 36 h 可
以在蛋白水平上抑制 Notch2 的表达。双荧光素酶报告载体检测结果发现，在 HEK293T 细胞
中，无论是过表达 miR-18a 模拟物或者抑制物 24 h 均证明了 Notch2 是 miR-18a 的直接靶基
因。当 Notch2 被抑制 36 h 时，qRT-PCR 检测发现 Acta2 和 Col1a1 基因表达下调（P < 0.05）；
蛋白质印迹技术检测表明 α-SMA 在蛋白水平也受到抑制。

[结论] 本研究发现 miR-18a 可以通过直接作用于靶基因 Notch2 的 3’UTR 而抑制其表达，从
而抑制成纤维细胞系 NIH-3T3 细胞外基质相关基因的表达。
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Abstract:

[Background] The main pathological  feature of  silicosis  is  pulmonary  fibrosis.  Multiple  miRNAs
regulate the development of silicosis.

[Objective] Using  a  fibroblast  cell  line,  to  explore  the  effect  of  miR-18a  on  the  expression  of
extracellular matrix-related genes, and verify the mechanism.

[Methods] The  fibroblast  cell  line  NIH-3T3  cells  were  transfected  with  miR-18a  mimics  or
neurogenic  locus  notch  homolog  protein  2  (Notch2)  small  interfering  RNA  (siRNA).  The  mRNA
expression  changes  of Acta2, Col1a1,  and Notch2 were  detected  by  real-time  quantitative
reverse  transcription  PCR  (qRT-PCR),  α-smooth  muscle  actin  (α-SMA)  and  Notch2  were  also
detected at the protein level by Western blotting. To verify whether miR-18a could directly act
on the complementary sequences of the Notch2 gene, human embryonic kidney HEK293T cells
and the psiCHECKTM-2 vector were used.

[Results] The results  of  qRT-PCR showed that  in  NIH-3T3 cells,  the over-expression of  miR-18a
mimics  for  36 h  inhibited  the  mRNA  expression  of Col1a1 and Acta2 (P < 0.05).  The  results  of
Western  blotting  showed  that  the  protein  expression  abundance  of  α-SMA  was  decreased  at
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48 h  of  miR-18a mimics  over-expression.  The qRT-PCR results  showed that  the  over-expression of  miR-18a for  36 h  had no significant
effect  on Notch2 gene expression,  but  the  Western  blotting  results  showed that  the  over-expression  of  miR-18a  mimics  inhibited  the
expression of Notch2 at the protein level. The results of the dual luciferase reporter vector assay showed that in HEK293T cells, both over-
expressed  miR-18a  mimics  and  inhibitors  for  24 h  demonstrated  that Notch2 is  a  direct  target  gene  of  miR-18a.  When Notch2 was
inhibited  for  36 h,  the  qRT-PCR  results  showed  that Acta2 and Col1a1 were  down-regulated  (P < 0.05),  and  the  results  of  Western
blotting showed that α-SMA protein was also inhibited.

[Conclusion] The  findings  indicate  that  miR-18a  could  inhibit  the  expression  of  extracellular  matrix-related  genes  of  NIH-3T3  cells  by
directly acting on the 3’UTR of target gene Notch2.

Keywords: silicosis; microRNA-18a; neurogenic locus notch homolog protein 2

  

组织器官的损伤以及慢性炎症会引起纤维化，严
重的纤维化会导致器官失去功能而影响人类健康甚
至危及生命。矽肺是由于吸入游离的二氧化硅粉尘而
引起的，其特征是活化的成纤维细胞产生的过度细胞
外基质沉积而导致肺纤维化[1]。二氧化硅导致肺纤维
化的过程包括炎症、正常组织结构的破坏，以及组织
修复、间充质细胞积聚和过度的细胞外基质产生[2–3]。
作为细胞外基质的主要成分，矽肺中胶原蛋白和 α-平
滑肌肌动蛋白（α-smooth muscle actin，α-SMA）高表达
是关键特征[4]。

微小 RNA（microRNA, miRNA, miR）可以通过抑制
特定靶基因的翻译过程或直接降解靶基因 mRNA，从
而抑制蛋白质合成，这一过程主要涉及 miRNA 与靶基
因 mRNA 的 3’非翻译区（3' untranslated region, 3’UTR）
结合。正是基于这种机制，miRNAs 参与调控多种生理
病理过程，对组织器官纤维化及相关基因的表达具有
重要的调节作用[5]。已有研究表明在矽肺的发生发展
过程中多种 miRNAs 具有调控作用 [6]

，同时更多的
miRNAs 在纤维化及矽肺病程中的功能有待研究。miR-
18a 已被证明与矽肺密切相关，在动物矽肺模型中
miR-18a 表达上调[7]

，而在转化生长因子-β（transforming
growth factor-β, TGF-β）胁迫的成纤维细胞中 miR-18a
则表达下调[8]。另有研究表明 miR-18a 可以调控纤维
化相关基因而影响多种组织器官的纤维化进程。例如
miR-18a 可以通过抑制神经源性基因座 Notch 同源蛋
白 2（neurogenic locus notch homolog protein 2, Notch2）
信号通路而影响内皮-间充质转化及心脏纤维化 [9]。
Notch 也与肺部纤维化密切相关，其在特发性肺纤维
化患者体内会被激活；而 Notch 的上调会进一步激活
TGF-β 信号通路，从而介导肺泡上皮细胞中 α-SMA 的
表达[10]。鉴于此，对于 miR-18a 在纤维化过程中的功
能研究可以为矽肺等疾病的防治提供治疗思路。

本研究通过在小鼠胚胎成纤维细胞中转染 miR-
18a 模拟物以及在人胚肾细胞中共转染 miR-18a 模拟

物（或抑制物）以及双荧光素报告载体（psiCHECKTM-2
载体），研究 miR-18a 的功能及作用机制。 

1    材料与方法 

1.1    材料
小鼠胚胎成纤维细胞 NIH-3T3 细胞购买于中国科

学院典型培养物保藏委员会昆明细胞库。人胚肾细胞
HEK293T 细胞为实验室保存。

胎牛血清、链霉素和青霉素、DMEM 培养液
（Gibco，美国 ），总 RNA 提取试剂、 SYBR  Green  PCR
Mix（北京庄盟国际生物，中国），Lipo6000™转染试剂、
α-SMA 抗体、Notch2 抗体、化学发光试剂盒（碧云天，

中国），β-actin 抗体（Cell  Signaling Technology，美国），

psiCHECKTM-2 载体、双荧光素酶测定系统（Promega，
美国），多功能酶标仪（香港基因有限公司，中国）。miR-
18a 模拟物、 miR-18a 抑制物、 Notch2 小干扰 RNA
（small interfering RNA, siRNA）（锐博生物科技，中国）。
miR-18a 模拟物及抑制物基于 mmu-miR-18a-5p 序列
而设计， siRNA 针对的 Notch2 基因的靶序列为 5'-
GGGAGAATATTGCC�AACAT-3'。 

1.2    细胞培养及转染
NIH-3T3 细胞培养于含有 10%（体积分数）胎牛血

清以及 1%（体积分数）链霉素和青霉素的 DMEM 培养
液中，培养箱温度为 37℃，CO2 体积分数为 5%。通过
转染 miR-18a 模拟物实现 miR-18a 在相应细胞中的过
表达。利用脂质体介导转染法进行转染，转染前 24 h，
把 1.5×105 个 NIH-3T3 细胞均匀铺至 6 孔板中，从而保
证转染时细胞汇合度在 50％~60％。根据 Lipo6000™
转染试剂说明书，每孔用 250  μL  Opti-MEM 无血清
培养液稀释 7.5  μL 脂质体和 7.5  μL 模拟物 /siRNA
（40 μmol·L−1）配制转染混合液。静置 20 min 后，将转
染混合液分别加入每孔含 1 mL 培养液的 6 孔板中，

37℃、5%（体积分数）CO2 继续培养 6 h 后更换为正常
培养基，最终培养 36、48 h。
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HEK293T 细胞具有较高的转染率，因此 miR-18a
模拟物（或抑制物）与 psiCHECKTM-2 的共转染实验利用
该细胞系作为实验对象。HEK293T 细胞培养于含有 10%
（体积分数）胎牛血清以及 1%（体积分数）链霉素和青
霉素的 DMEM 培养液中，培养箱温度为 37℃，CO2 体
积分数为 5%。利用脂质体介导转染法进行转染，转染
前 24 h，把 0.4×105 个 HEK293T 细胞均匀铺至 24 孔板
中，从而保证转染时细胞汇合度在 50%~60%。 

1.3    RNA 提取和反转录
NIH-3T3 细胞转染 36 h 后收集细胞，对照组与实

验组各包含 3 个独立样本。利用总 RNA 提取试剂提取
细胞总 RNA，通过 D260/D280 比值检测总 RNA 的纯度。
根据光密度（D）将 RNA 浓度调整一致，利用 M-MLV 逆
转录酶（Promega，美国），参照说明书步骤将 RNA 反转
录成 cDNA，放置于−20℃ 冰箱中储存备用。 

1.4    Acta2、Col1a1 和 Notch2 的 mRNA 相对表达量
的检测

使用 Primer3web（version 4.1.0）设计相关引物，所
用引物相关信息见表 1。使用 SYBR Green PCR Mix 通
过实时定量逆转录聚合酶链反应（real-time quantitative
reverse transcription PCR, qRT-PCR）分析Acta2（α-SMA 蛋
白的基因）、Col1a1（I 型胶原蛋白α1 链的基因）和Notch2
的相对表达量。3-磷酸甘油醛脱氢酶（glyceraldehyde
3 phosphate dehydrogenase, GAPDH）为内参基因。配
制 20 μL PCR 反应体系，反应条件：94℃ 3 min；主循
环 94℃ 15 s，60℃ 40 s，共 40 个循环。应用 �2–ΔΔCT 法计
算 Acta2、Col1a1 和 Notch2 基因的相对表达量。 

1.5    蛋白质印迹法检测 α-SMA 和 Notch2 蛋白表达量
对培养的细胞完成处理后，用磷酸盐缓冲溶液洗

涤细胞，使用含有苯甲基磺酰氟的 RIPA 缓冲液裂解细
胞，使用 BCA 测定试剂盒（碧云天，中国）检测蛋白浓
度，再将每组蛋白样品的浓度调整到一致。加入十二
烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺 （sodium  dodecyl  sulfate-
polyacrylamide  gel  electrophoresis,  SDS-PAGE）上样缓
冲液的样品在 99℃ 处理 10 min 后立即置于冰上。在
0.1 g·mL−1 的 SDS-PAGE 凝胶中分离总蛋白（25 μg）并

转移至聚偏氟乙烯膜上。随后，在室温下用 0.05 g·mL−1

脱脂奶粉封闭 1 h，之后加入一抗 4℃ 孵育过夜。其中
Notch2 抗体 1∶1 000 稀释，α-SMA 抗体 1∶1 000 稀释，

β-actin 抗体 1∶2 000 稀释。使用辣根过氧化物酶标记
的二抗（1∶10 000 稀释），在室温下孵育 1 h。使用化学
发光试剂进行显色，使用 Image 600RGB 检测，Image
1.52a 软件分析。其中 miR-18a  模拟物和对照转染
36 h 收取的蛋白用于检测 Notch2 蛋白。miR-18a 模拟
物和对照转染 48 h 后收取的蛋白用于检测 α-SMA 蛋
白。siRNA 和对照转染 36 h 收取的蛋白用于检测
Notch2 蛋白及 α-SMA 蛋白。 

1.6    荧光素酶报告载体检测 miR-18a 对于 Notch2 基
因 3’UTR 的作用位点

利用引物 y-notch2 从小鼠 cDNA 中扩增 Notch2
基因的 3’UTR 片段（该片段包含 miR-18a 在 Notch2 基
因的 3’UTR 中的结合位点 ），将扩增片段克隆到
psiCHECKTM-2 载体的 Not I 和 Xho I 位点之间，该载体
命名为 psiCHECKTM-2-wt-Notch2 载体。利用引物 y-
notch2、TB-notch2 以及 Notch2 基因的 3’UTR 片段通
过融合 PCR 扩增 Notch2 的 3’UTR 突变片段，将突变
片段克隆到 psiCHECKTM-2 载体中 ，该载体命名为
psiCHECKTM-2-mut-Notch2。引物序列如表 2 所示。

在 miR-18a 模拟物与 psiCHECKTM-2 载体的共转染
实验中，将 HEK293T 细胞使用 Lipo6000™转染试剂与
混合液 A（500 ng  psiCHECKTM-2-wt-Notch2 和 20 pmol
miR-18a 模拟物或对照）或混合液 B（500 ng psiCHECKTM-
2-mut-Notch2 和 20 pmol miR-18a 模拟物或对照）转染，

转染后培养 24 h。在 miR-18a 抑制物与 psiCHECKTM-2 载
体的共转染实验中，miR-18a 抑制物加入量为 40 pmol，
其余条件与模拟物共转染实验相同。根据检测要求，

使用双重荧光素酶测定系统和多功能酶标仪，以萤火
虫荧光素酶活性作为内参对照，检测海肾荧光素酶的
相对活性。 

1.7    miRNA 靶基因预测
miRNA 主要通过与靶标基因的 3’UTR 结合从而

 

表 1   qRT-PCR 引物名称和序列
Table 1    Primer names and sequences for qRT-PCR

 

引物名称 正向(5’-3’) 反向(5’-3’)

Acta2 ACTACTGCCGAGCGTGAGAT CCAATGAAAGATGGCTGGAA

Col1a1 GAGAGCATGACCGATGGATT CCTTCTTGAGGTTGCCAGTC

Notch2 GGTCGCTGTTGTCATCATCC TGACACTTGCACGGAGAGAT

GAPDH GGCTGCCCAGAACATCAT CGGACACATTGGGGGTAG

 

表 2   荧光素酶报告载体引物名称和序列
Table 2    Primer names and sequences for luciferase reporter

vector
 

引物名称 正向(5-3′) 反向(5′-3′)

y-notch2
CCGCTCGAGCCTGGCCTCTGA
AGTATGCT

ATAAGAATGCGGCCGCGCTTCACA
GTGGCAGTCAAT

TB-notch2
TTCTGAACCTGCACCTTAATT
TCTCTCC

GGAGAGAAATTGCAAATAGGTTCA
GAA
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抑制目标基因的表达，因此利用 TargetScanMouse 7.1
（http://www.targetscan.org/mmu_71/）对miR-18a 可能
作用的靶基因进行预测。 

1.8    统计学分析
使用 SPSS 16.0 进行统计学分析。实验结果均以

平均值±标准差来展示，并采用 t 检验分析，检验水准
α=0.05。 

2    结果 

2.1    miR-18a 抑制细胞外基质相关基因的表达
qRT-PCR 检测结果表明，在 NIH-3T3 细胞中，miR-

18a 模拟物的过表达抑制了 Col1a1 以及 Acta2 的
mRNA 表达（图 1A）。同时利用蛋白质印迹技术检测发
现，在 miR-18a 模拟物转染的 NIH-3T3 成纤维细胞中，

α-SMA 蛋白表达丰度降低（图 1B）。以上结果表明，

miR-18a 模拟物的过表达抑制了细胞外基质相关基因
的表达。 

2.2    miR-18a 抑制 Notch2 蛋白的表达
靶基因预测结果表明在小鼠 Notch2 基因 3’UTR

中存在和 miR-18a 种子序列互补的位点，且该段序列
在多种物种中是完全保守的（图 2A）。在转染 miR-18a
模拟物 36 h（图 2B）后，未检测到 miR-18a 对于 Notch2
mRNA 表达的抑制具有统计学意义。但蛋白质印记法
检测结果表明 miR-18a 模拟物的过表达可以抑制
Notch2 蛋白的表达�（图 2C）。 

2.3    Notch2 是 miR-18a 的直接靶基因（图 3）
荧光素酶报告载体及相应位点突变结果见图 3A、

3B。如图 3C 所示，相对于共转染了对照与 psiCHECKTM-
2-wt-Notch2 载体的 HEK293T 细胞，在共转染了 miR-

18a 模拟物和 psiCHECKTM-2-wt-Notch2 载体的细胞中，

海肾荧光素酶的相对活性降低（P < 0.05）。而共转染
miR-18a 模拟物和 psiCHECKTM-2-mut-Notch2 载体的细
胞中，海肾荧光素酶的相对活性与转染了对照与
psiCHECKTM-2-mut-Notch2 载体的细胞并无差异。

相对于共转染了对照与 psiCHECKTM-2-wt-Notch2
载体的 HEK293T 细胞，在共转染了 miR-18a 抑制物和
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图 1   miR-18a 抑制 NIH-3T3 成纤维细胞中细胞外基质相关
基因的表达

Figure 1   miR-18a inhibits the expression of extracellular matrix-
related genes in NIH-3T3 fibroblasts
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actin 作为内参蛋白。

图 2   miR-18a 抑制 NIH-3T3 成纤维细胞中 Notch2 蛋白的
表达

Figure 2   miR-18a inhibits the expression of Notch2 protein in
NIH-3T3 fibroblasts
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图 3   Notch2 是 miR-18a 的直接靶基因
Figure 3   Notch2 is the direct target gene of miR-18a
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psiCHECKTM-2-wt-Notch2 载体的细胞中，海肾荧光素酶
的相对活性升高（P < 0.0.5）。而共转染 miR-18a 抑制物
和 psiCHECKTM-2-mut-Notch2 载体的细胞与抑制物对
照转染细胞相比，海参荧光素酶的相对活性差异并无
统计学意义。见图 3D。以上结果表明，miR-18a 通过直
接靶向 Notch2 的 3’UTR 来调节 Notch2 蛋白的�表达。 

2.4    Notch2 影响细胞外基质相关基因的表达
mRNA 以及蛋白水平的检测结果表明 ，利用

siRNA 可以有效抑制 Notch2 基因及相应蛋白的表达
（图 4A、4B）。qRT-PCR 检测发现，当 Notch2 被抑制时，

Acta2 和 Col1a1 的基因表达同样受到了抑制（图 4C）；
蛋白质印记法检测结果表明 α-SMA 蛋白表达量下调
（图 4D）。 

3    讨论
细胞外基质相关蛋白的最主要来源是成纤维细

胞[11]
，本研究主要探索 miR-18a 对细胞外基质相关基

因的调节作用，因此选用成纤维细胞 NIH-3T3 为研究
对象。已有研究表明 Acta2 基因以及 Col1a1 基因所对
应的蛋白 α-SMA、I 型胶原蛋白 α1 链分别是纤维蛋白
和胶原蛋白的主要标志物[12]

，而纤维蛋白和胶原蛋白

是细胞外基质相关蛋白的关键构成[4]。因此本研究在
成纤维细胞中过表达 miR-18a 模拟物，通过 qRT-PCR
检测 Acta2 和 Col1a1 的表达变化，并发现这两个基因
的表达均受抑制。以上结果说明 miR-18a 参与细胞外
基质相关基因的表达调控。

本研究发现 miR-18a 的调控模式是通过对于纤维
化相关信号通路中的关键蛋白 Notch2 的抑制而影响
成纤维细胞的细胞外基质相关基因的表达。该结果与
在肺动脉平滑肌细胞以及主动脉瓣内皮细胞中 miR-
18a 抑制 Notch2 基因表达的研究结果 [9，14]相互佐证，

共同证明了 miR-18a 及 Notch2 在肺纤维化过程中的
重要作用。

本研究的实验结果表明，miR-18a 模拟物的转染
使 Notch2 基因的 mRNA 表达水平减少近 30%，但该结
果不具有统计学意义；而蛋白水平的检测结果表明，

miR-18a 可以抑制 Notch2 蛋白的表达。出现这种结果
可能与研究过程中的样本量有限相关，尽管 miR-18a
模拟物的转染使 Notch2 mRNA 表达明显下降，但标准
偏差也不小，导致这一变化没有统计学意义。由此可
见在特定实验中使用 5 个或更多的实验样本是必要
的。基于目前的结果不能得出 miR-18a 模拟物的过表
达主要是通过影响 Notch2 基因的翻译而实现的结论。
鉴于 miRNA 可以作用于多个靶基因，miR-18a 对于
Notch2 基因的调控可能也受到其他基因表达量改变
的影响。下一步工作需要重点关注并鉴定 miR-18a 除
了 Notch2 基因之外的其他靶基因，以及进一步影响下
游分子功能的机制。

综上所述，本研究发现 miR-18a 模拟物的过表达
抑制了成纤维细胞系 NIH-3T3 的细胞外基质相关基
因 Col1a1 以及 Acta2 的表达；其中，miR-18a 可以通过
直接与 Notch2 基因相互作用，从而抑制基因 Col1a1
以及 Acta2 的表达；而 Notch2 在受到抑制时，会导致
成纤维细胞内 Col1a1 以及 Acta2 的表达量下降。本研
究结果对 miR-18a 诱导成纤维细胞的细胞外基质相关
基因表达机制提供了新的认识。
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