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摘要　目的　探究微小ＲＮＡ２９６３ｐ（ｍｉＲ２９６３ｐ）对胆总管结扎（ＢＤＬ）诱导的大鼠肝纤维化的影响。方法　将２５只ＳＤ大鼠
随机分为假手术（ｓｈａｍ）组、模型（ＢＤＬ）组、ＮＣａｄｖ组、ｍｉＲ２９６３ｐａｄｖ组和ｍｉＲ２９６３ｐｓｐｏｎｇｅａｄｖ组，每组５只。通过苏木精
－伊红（ＨＥ）、Ｍａｓｓｏｎ染色和天狼星红（ＳｉｒｉｕｓＲｅｄ）染色观察大鼠肝组织病理变化；比较各组大鼠血清中丙氨酸氨基转移酶
（ＡＬＴ）、天冬氨酸氨基转移酶（ＡＳＴ）和总胆红素（ＴＢＩＬ）含量；用 ｑＲＴＰＣＲ检测大鼠肝组织中 ｍｉＲ２９６３ｐ、白介素（ＩＬ）６、ＩＬ
１β、肿瘤坏死因子（ＴＮＦ）α的表达水平以及平滑肌肌动蛋白（αＳＭＡ）、Ⅰ型胶原（Ｃｏｌ１Ａ１）、结缔组织生长因子（ＣＴＧＦ）ｍＲＮＡ
的表达水平；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测αＳＭＡ、Ｃｏｌ１Ａ１、ＣＴＧＦ蛋白的表达水平；免疫组织化学染色（ＩＨＣ）检测αＳＭＡ的表达水平；生物
信息学网站预测ｍｉＲ２９６３ｐ的候选靶基因；检测锌指和ＢＴＢ结构域蛋白２０（ＺＢＴＢ２０）ｍＲＮＡ和蛋白的表达水平。结果　病理
学染色结果显示，与ｓｈａｍ相比，ＢＤＬ组和ＮＣａｄｖ组大鼠肝组织中大量炎症细胞浸润和胶原沉积，与ＮＣａｄｖ组相比，ｍｉＲ２９６
３ｐａｄｖ组肝组织中炎症细胞减少，胶原沉积减少，而ｍｉＲ２９６３ｐｓｐｏｎｇｅａｄｖ组胶原聚积和炎症反应加重。与ｓｈａｍ组相比，ＢＤＬ
组和ＮＣａｄｖ组大鼠血清ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＴＢＩＬ含量升高，ｍｉＲ２９６３ｐ的表达水平降低，ＩＬ６、ＩＬ１β、ＴＮＦαｍＲＮＡ的表达水平及 α
ＳＭＡ、Ｃｏｌ１Ａ１、ＣＴＧＦｍＲＮＡ和蛋白表达水平均升高（Ｐ＜００５）；与ＮＣａｄｖ组相比，ｍｉＲ２９６３ｐａｄｖ组大鼠血清 ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＴＢＩＬ
含量降低，ｍｉＲ２９６３ｐ表达水平升高，ＩＬ６、ＩＬ１β、ＴＮＦαｍＲＮＡ的表达水平降低且肝组织中αＳＭＡ、Ｃｏｌ１Ａ１、ＣＴＧＦｍＲＮＡ和蛋
白表达水平均降低（Ｐ＜００５），ｍｉＲ２９６３ｐｓｐｏｎｇｅａｄｖ组结果与ｍｉＲ２９６３ｐａｄｖ组结果相反（Ｐ＜００５）。生物信息学网站预测
到ＺＢＴＢ２０可能是ｍｉＲ２９６３ｐ的候选靶基因。与ｓｈａｍ组相比，ＢＤＬ组和ＮＣａｄｖ组大鼠肝组织中ＺＢＴＢ２０ｍＲＮＡ和蛋白表达
升高（Ｐ＜００５），与ＮＣａｄｖ组相比，ｍｉＲ２９６３ｐａｄｖ组肝组织中ＺＢＴＢ２０表达降低（Ｐ＜００５），而ｍｉＲ２９６３ｐｓｐｏｎｇｅａｄｖ组肝组
织中ＺＢＴＢ２０表达升高（Ｐ＜００５）。结论　ｍｉＲ２９６３ｐ在ＢＤＬ诱导的大鼠肝纤维化组织中表达水平降低，ｍｉＲ２９６３ｐ可能通
过靶定ＺＢＴＢ２０抑制ＢＤＬ大鼠肝纤维化。
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ｚｈａｎｇｇｌ＠ｎｃｓｔ．ｅｄｕ．ｃｎ

　肝纤维化（ｈｅｐａｔｉｃｆｉｂｒｏｓｉｓ，ＨＦ）是多种病因引发
的慢性肝脏疾病，例如病毒性感染、血吸虫感染、乙

醇、代谢综合征、自身免疫性疾病、胆汁淤积和药物

等因素［１］。一项全国５７０万人的体检数据分析结果
显示肝纤维化患病率为８３４％［２］。早期的肝纤维

化如未得到有效的治疗将可能进展为肝硬化、肝衰

竭甚至是肝癌，对人类的生命健康带来严重的威

胁［３］。因此，研究肝纤维化的发病机制并开发有效

的治疗策略来治疗或逆转肝纤维化有重要意义。

微小 ＲＮＡｓ（ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ，ｍｉＲＮＡｓ）是一类小的
非编码 ＲＮＡ，长度约为２０～２４个核苷酸。已有研
究报道ｍｉＲ２９６３ｐ能够抑制结直肠癌［４］、胶质瘤［５］

以及甲状腺乳头状癌细胞［６］的生长。然而，ｍｉＲ
２９６３ｐ在肝纤维化疾病中的影响尚不清楚。该研
究通过胆总管结扎（ｂｉｌｅｄｕｃｔｌｉｇａｔｉｏｎ，ＢＤＬ）法构建
大鼠胆汁淤积肝纤维化模型并给予 ｍｉＲ２９６３ｐａｄｖ
和ｍｉＲ２９６３ｐｓｐｏｎｇｅａｄｖ干预，通过肝功能检测、肝
组织病理学染色等方法，观察ｍｉＲ２９６３ｐ对ＢＤＬ肝
纤维化的作用，为肝纤维化的治疗提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　实验动物　２５只 ＳＰＦ级 ＳＤ雄性大鼠购自
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北京华阜康生物科技股份有限公司，实验动物生产

许可证号：ＳＣＸＫ（京）２０２００００４，体质量１３０ｇ。实
验动物置于华北理工大学实验动物中心屏障实验室

饲养［ＳＹＸＫ（冀）：２０２０００７］，大鼠饲养在温度为２２
～２４℃，相对湿度为４０％ ～６０％，且昼／夜循环为
１２ｈ的舒适环境中，自由进食和饮水，适应性喂养１
周后开始实验。动物实验内容经华北理工大学实验

动物伦理委员会批准（批准号：ＬＸ２０２１１１０）。
１．１．２　主要试剂和仪器　腺病毒 ＮＣａｄｖ、腺病毒
ｍｉＲ２９６３ｐａｄｖ及腺病毒 ｍｉＲ２９６３ｐｓｐｏｎｇｅａｄｖ购
自苏州吉玛基因股份有限公司；ｑＲＴＰＣＲ引物购自
上海生工生物工程股份有限公司；兔单克隆抗体 α
平滑肌肌动蛋白（ａｌｐｈａｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅａｃｔｉｎ，αＳＭＡ）
（杭州华安公司，货号：ＥＴ１６０７４３）；兔多克隆抗体 Ｉ
型胶原 α１链（ｔｙｐｅⅠ ｃｏｌｌａｇｅｎα１ｃｈａｉｎ，Ｃｏｌ１Ａ１）
（美国ＡｆｆｉｎｉｔｙＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司，货号 ＡＦ７００１）；兔多
克隆抗体结缔组织生长因子（ｃｏｎｎｅｃｔｉｖｅｔｉｓｓｕｅ
ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＣＴＧＦ）（天津赛尔生物科技有限公司，
货号：ＳＲＰ０１０６５）；兔多克隆抗体锌指和ＢＴＢ结构域
蛋白 ２０（ｚｉｎｃｆｉｎｇｅｒａｎｄＢＴＢｄｏｍａｉｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ２０，
ＺＢＴＢ２０）（美国Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司，货号２３９８７１ＡＰ）；
鼠单克隆抗体 ＧＡＰＤＨ（美国 ＡＢｃｌｏｎａｌ公司，货号：
ＡＣ０３５）；ＨＲＰ标记羊抗兔 ＩｇＧ二抗（北京普利莱公
司，货号：Ｃ１３０９）、ＨＲＰ标记羊抗小鼠 ＩｇＧ二抗（北
京普利莱公司，货号：Ｃ１３０８）；ＥＣＬ显色液（北京普
利莱公司）；荧光定量ＰＣＲ检测试剂盒（北京聚合美
生物科技有限公司）；Ｍａｓｓｏｎ三色染液和天狼星红
（ＳｉｒｉｕｓＲｅｄ）染液（北京索莱宝公司）；ＰＶ６０００免疫
组化试剂（北京中杉金桥生物技术有限公司）。

７５００实时荧光定量ＰＣＲ仪（美国ＡＢＩ公司）；ＵＲＩＴ
８２１０全自动生化仪（桂林优利特医疗电子有限公
司），ＣｈｅｍｉＳｃｏｐｅ６１００ＥＸＰ化学发光成像系统（上
海秦翔科学仪器有限公司），ＣＸ２３正置显微镜（日
本Ｏｌｙｍｐｕｓ公司）。
１．２　方法
１．２．１　实验分组及处理　２５只ＳＤ雄性大鼠，随机
分为假手术（ｓｈａｍ）组、模型（ＢＤＬ）组、ＮＣａｄｖ组、
ｍｉＲ２９６３ｐａｄｖ组、ｍｉＲ２９６３ｐｓｐｏｎｇｅａｄｖ组，每组
５只，ｓｈａｍ组仅暴露胆总管，其余组大鼠均进行胆总
管结扎。手术第２天进行腺病毒注射，各组分别注
射２００μｌ约２×１０１０个病毒颗粒。ｓｈａｍ组和ＢＤＬ组
注射同体积的生理盐水，在手术后第１４天采集各组
大鼠肝组织和血清标本进行检测。

１．２．２　免疫组织化学染色　石蜡切片脱蜡至水，使

用ＥＤＴＡ工作液进行抗原热修复，内源性过氧化物
酶阻断剂室温孵育 １０ｍｉｎ，滴加兔抗 αＳＭＡ
（１∶２００），放入湿盒４℃过夜，ＰＢＳ清洗后滴加羊
抗兔ＩｇＧ聚合物，３７℃孵育２ｈ，ＤＡＢ显色，苏木精
染色２ｍｉｎ，脱水透明，中性树胶封片，显微镜下观察
αＳＭＡ的表达。
１．２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法　取大鼠肝组织提取总蛋
白，通过ＢＣＡ试剂盒测定蛋白浓度。利用聚丙烯酰
胺凝胶电泳，电泳后将凝胶中的蛋白转到 ＰＶＤＦ膜
上，于５％脱脂奶粉中封闭２ｈ，放入一抗（αＳＭＡ、
Ｃｏｌ１Ａ１、ＣＴＧＦ、ＺＢＴＢ２０均为１∶１０００，ＧＡＰＤＨ为
１∶１００００）孵育盒中置于４℃冰箱过夜，ＴＢＳＴ洗膜
４次，每次５ｍｉｎ。放入羊抗兔／鼠二抗（１∶２０００／
５０００）孵育盒中室温孵育２ｈ，ＴＢＳＴ洗膜４次，每次
５ｍｉｎ。使用凝胶成像系统检测信号。
１．２．４　血清生化检测　术后第１４天禁食禁水１２
ｈ，各组大鼠腹主动脉取血（取血前使用４％戊巴比
妥麻醉），全血经３０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，吸取上清
液，－８０℃储存备用。全自动生化分析仪测定大鼠
血清丙氨酸氨基转移酶（ａｌａｎｉｎｅａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，
ＡＬＴ）、天冬氨酸氨基转移酶（ａｓｐａｒｔａｔｅａｍｉｎｏｔｒａｎｓ
ｆｅｒａｓｅ，ＡＳＴ）和总胆红素（ｔｏｔａｌｂｉｌｉｒｕｂｉｎ，ＴＢＩＬ）含量。
１．２．５　实时荧光定量 ＰＣＲ　取大鼠肝组织，使用
ＴＲＩｚｏｌ法提取总 ＲＮＡ，通过 Ｎａｎｏｄｒｏｐ２０００测定
ＲＮＡ浓度和纯度，取相应体积的 ＲＮＡ利用逆转录
试剂盒进行逆转录得到 ｃＤＮＡ。按照荧光定量 ＰＣＲ
试剂盒说明书操作。Ｕ６和 ＧＡＰＤＨ作为内参，利用
２－ΔΔＣＴ法对实验数据进行处理，引物序列见表１。

表１　引物序列

Ｔａｂ．１Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ

Ｐｒｉｍｅｒ Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ（５′→３′）
ｍｉＲ２９６３ｐ Ｆ：ＧＡＧＧＧＴＴＧＧＧＴＧＧＡＧＧＣＴＣＴＣＣ
Ｕ６ Ｆ：ＣＴＣＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＧＣＡＣＡＴＡＴＡ
αＳＭＡ Ｆ：ＧＣＧＴＧＧＣＴＡＴＴＣＣＴＴＣＧＴＧＡＣＴＡＣ

Ｒ：ＣＡＴＣＡＧＧＣＡＧＴＴＣＧＴＡＧＣＴＣＴＴＣＴＣ
Ｃｏｌ１Ａ１ Ｆ：ＴＧＴＴＧＧＴＣＣＴＧＣＴＧＧＣＡＡＧＡＡＴＧ

Ｒ：ＧＴＣＡＣＣＴＴＧＴＴＣＧＣＣＴＧＴＣＴＣＡＣ
ＣＴＧＦ Ｆ：ＧＡＡＡＴＧＣＴＧＴＧＡＧＧＡＧＴＧＧＧＴＧＴＧ

Ｒ：ＣＣＡＡＡＴＧＴＧＴＣＴＴＣＣＡＧＴＣＧＧＴＡＧＧ
ＩＬ６ Ｆ：ＡＣＴＴＣＣＡＧＣＣＡＧＴＴＧＣＣＴＴＣＴＴＧ

Ｒ：ＴＧＧＴＣＴＧＴＴＧＴＧＧＧＴＧＧＴＡＴＣＣＴＣ
ＩＬ１β Ｆ：ＡＡＴＣＴＣＡＣＡＧＣＡＴＣＴＣＧＡＣＡＡＧ

Ｒ：ＴＣＣＡＣＧＧＧＣＡＡＧＡＣＡＴＡＧＧＴＡＧＣ
ＴＮＦα Ｆ：ＣＡＣＣＡＣＧＣＴＣＴＴＣＴＧＴＣＴＡＣＴＧＡＡＣ

Ｒ：ＴＧＧＧＣＴＡＣＧＧＧＣＴＴＧＴＣＡＣＴＣ
ＧＡＰＤＨ Ｆ：ＧＡＣＡＴＧＣＣＧＣＣＴＧＧＡＧＡＡＡＣ

Ｒ：ＡＧＣＣＣＡＧＧＡＴＧＣＣＣＴＴＴＡＧＴ
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１．２．６　生物信息学网站预测　利用生物信息学网
站 ＤＩＡＩＡＴｏｏｌｓ（ｈｔｔｐｓ：／／ｄｉａｎａｌａｂ．ｅｃｅ．ｕｔｈ．ｇｒ／）、
ｍｉＲＤＢ（ｈｔｔｐ：／／ｍｉｒｄｂ．ｏｒｇ／）和 ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ（ｈｔｔｐｓ：／／
ｗｗｗ．ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ．ｏｒｇ／）预测ｍｉＲ２９６３ｐ下游靶基因，
３个数据库取交集。
１．３　统计学处理　采用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８０软件
对数据进行统计学分析，数据以 珋ｘ±ｓ表示，两组间
比较采用独立样本 ｔ检验，多组间比较采用单因素
方差分析。Ｐ＜００５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ｍｉＲ２９６３ｐ对 ＢＤＬ大鼠肝组织形态学的影
响　如图１Ａ，ｓｈａｍ组大鼠肝细胞形态正常，呈条索
状排列，ＢＤＬ组和ＮＣａｄｖ组大鼠肝小叶结构严重受
损，肝细胞排列紊乱，肝细胞肿胀，汇管区可见胆小

管增生和大量的炎症细胞浸润，ｍｉＲ２９６３ｐａｄｖ组
大鼠肝组织中炎症细胞减少，而在 ｍｉＲ２９６３ｐ
ｓｐｏｎｇｅａｄｖ组中肝细胞出现坏死，炎症反应加重。
Ｍａｓｓｏｎ染色和ＳｉｒｉｕｓＲｅｄ染色显示，ｓｈａｍ组大鼠肝
小叶结构完整，未见纤维沉积；ＢＤＬ组和 ＮＣａｄｖ组
汇管区、中央静脉区可见大量的胶原纤维（Ｐ＜
００５），与ＮＣａｄｖ组相比，ｍｉＲ２９６３ｐａｄｖ组胶原沉
积减少（Ｐ＜００５），而 ｍｉＲ２９６３ｐｓｐｏｎｇｅａｄｖ组胶
原沉积进一步加重（Ｐ＜００５）。与 ｓｈａｍ组相比，
ＢＤＬ组和ＮＣａｄｖ组大鼠体质量降低（Ｐ＜００５），与
ＮＣａｄｖ组相比，ｍｉＲ２９６３ｐａｄｖ组和 ｍｉＲ２９６３ｐ
ｓｐｏｎｇｅａｄｖ组体质量未发生明显改变（Ｐ＞００５）。
２．２　ｍｉＲ２９６３ｐ对 ＢＤＬ大鼠血清中 ＡＬＴ、ＡＳＴ
及ＴＢＩＬ含量的影响　如表２，与ｓｈａｍ组相比，ＢＤＬ
组和ＮＣａｄｖ组大鼠血清 ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＴＢＩＬ含量均升
高（Ｐ＜００１）；与ＮＣａｄｖ组相比，ｍｉＲ２９６３ｐａｄｖ组
大鼠血清 ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＴＢＩＬ含量均降低（Ｐ＜００１），
ｍｉＲ２９６３ｐｓｐｏｎｇｅａｄｖ组大鼠血清 ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＴＢＩＬ
含量均升高（Ｐ＜００１）。

表２　各组大鼠血清ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＴＢＩＬ含量（ｎ＝５，珋ｘ±ｓ）

Ｔａｂ．２　ＳｅｒｕｍＡＬＴ，ＡＳＴ，ＴＢＩＬｌｅｖｅｌｓ

ｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐｏｆｒａｔｓ（ｎ＝５，珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ＡＬＴ（Ｕ／Ｌ） ＡＳＴ（Ｕ／Ｌ） ＴＢＩＬ（μｍｏｌ／Ｌ）
ｓｈａｍ ４１．５０±７．１９ １１６．０±３５．３６ １．３２±０．３１
ＢＤＬ １４７．２±６．６３ ８２７．４±１０５．０ ５２．３４±４．７５

ＮＣａｄｖ １４４．７±９．３９ ８２４．３±８１．４５ ５２．９５±５．０７

ｍｉＲ２９６３ｐａｄｖ ９５．８６±７．６６＃＃ ４５６．６±３２．８０＃＃ １４．３１±２．０８＃＃

ｍｉＲ２９６３ｐｓｐｏｎｇｅａｄｖ２２６．３±３５．０７＃＃ １１２５±９４．６９＃＃ ６７．３１±９．５５＃＃

Ｆｖａｌｕｅ ７９．６８ １３１．３ １３８．７
Ｐｖａｌｕｅ ＜０．０００１ ＜０．０００１ ＜０．０００１

　　Ｐ＜００１ｖｓｓｈａｍｇｒｏｕｐ；＃＃Ｐ＜００１ｖｓＮＣａｄｖｇｒｏｕｐ

２．３　ｍｉＲ２９６３ｐ在 ＢＤＬ大鼠肝组织中的表达水
平　如图２所示，与ｓｈａｍ组相比，ＢＤＬ组和 ＮＣａｄｖ
组大鼠肝组织 ｍｉＲ２９６３ｐ表达水平降低（Ｐ＜
００１），与ＮＣａｄｖ组比较，ｍｉＲ２９６３ｐａｄｖ组大鼠肝
组织 ｍｉＲ２９６３ｐ表达水平升高（Ｐ＜０００１），ｍｉＲ
２９６３ｐｓｐｏｎｇｅａｄｖ组大鼠肝组织ｍｉＲ２９６３ｐ表达水
平降低（Ｐ＜００１），提示腺病毒成功转染至大鼠体
内。

２．４　ｍｉＲ２９６３ｐ对 ＢＤＬ大鼠肝组织炎症因子表
达的影响　如图３，ｑＲＴＰＣＲ结果显示，与 ｓｈａｍ组
相比，ＢＤＬ组和 ＮＣａｄｖ组肝组织中 ＩＬ６、ＩＬ１β、
ＴＮＦαｍＲＮＡ表达水平升高（Ｐ＜００５），与 ＮＣａｄｖ
组相比，ｍｉＲ２９６３ｐａｄｖ组 ＩＬ６、ＩＬ１β、ＴＮＦαｍＲ
ＮＡ表达水平降低（Ｐ＜００５），ｍｉＲ２９６３ｐｓｐｏｎｇｅ
ａｄｖ组 ＩＬ６、ＩＬ１β、ＴＮＦαｍＲＮＡ表达水平升高（Ｐ
＜００５），过表达ｍｉＲ２９６３ｐ可以抑制 ＢＤＬ大鼠肝
组织的炎症反应。

２．５　ｍｉＲ２９６３ｐ对 ＢＤＬ大鼠肝组织纤维化标志
物表达的影响　如图４，ｑＲＴＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结
果显示，与ｓｈａｍ组相比，ＢＤＬ组和ＮＣａｄｖ组肝组织
中纤维化标志物 αＳＭＡ、Ｃｏｌ１Ａ１、ＣＴＧＦｍＲＮＡ和蛋
白表达水平升高（Ｐ＜００５），与 ＮＣａｄｖ组相比，
ｍｉＲ２９６３ｐａｄｖ组 αＳＭＡ、Ｃｏｌ１Ａ１、ＣＴＧＦｍＲＮＡ和
蛋白表达水平降低（Ｐ＜００５），ｍｉＲ２９６３ｐｓｐｏｎｇｅ
ａｄｖ组 αＳＭＡ、Ｃｏｌ１Ａ１、ＣＴＧＦｍＲＮＡ和蛋白表达水
平升高（Ｐ＜００５）。
２．６　ｍｉＲ２９６３ｐ对ＢＤＬ大鼠肝组织αＳＭＡ蛋白
表达的影响　如图５，免疫组织化学染色结果显示，
与ｓｈａｍ组相比，ＢＤＬ和 ＮＣａｄｖ组肝组织中纤维化
标志物αＳＭＡ蛋白表达水平升高（Ｐ＜００００１），与
ＮＣａｄｖ组相比，ｍｉＲ２９６３ｐａｄｖ组αＳＭＡ蛋白表达
水平降低（Ｐ＜００００１），ｍｉＲ２９６３ｐｓｐｏｎｇｅａｄｖ组
αＳＭＡ表达水平升高（Ｐ＜００１）。
２．７　ｍｉＲ２９６３ｐ对大鼠肝组织ＺＢＴＢ２０表达的影
响　如图６，通过生物信息学数据库 ＤＩＡＮＡＴｏｏｌｓ、
ｍｉＲＤＢ和 ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ预测 ｍｉＲ２９６３ｐ可能的靶基
因，取交集后共得到５个靶基因（图６Ａ），经过文献
检索发现ＺＢＴＢ２０与肝脏疾病相关，选择ＺＢＴＢ２０作
为候选靶基因进行后续实验；ＺＢＴＢ２０与 ｍｉＲ２９６
３ｐ配对的序列信息（图６Ｂ）。ｑＲＴＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ结果显示（图６Ｃ、６Ｄ），与 ｓｈａｍ组相比，ＢＤＬ组
和ＮＣａｄｖ组大鼠肝组织中 ＺＢＴＢ２０ｍＲＮＡ和蛋白
表达水平升高（Ｐ＜００１，Ｐ＜００５），与 ＮＣａｄｖ相
比，ｍｉＲ２９６３ｐａｄｖ组ＺＢＴＢ２０ｍＲＮＡ和蛋白表达水
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图１　ｍｉＲ２９６３ｐ对ＢＤＬ大鼠肝组织形态学的影响

Ｆｉｇ．１　ＥｆｆｅｃｔｏｆｍｉＲ２９６３ｐｏｎｔｈｅｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅｉｎＢＤＬｒａｔｓ

Ａ：Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｒａｔｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅｓ；Ｂ：ＱｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｏｆＭａｓｓｏｎｓｔａｉｎｉｎｇ；Ｃ：ＱｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｏｆＳｉｒｉｕｓＲｅｄｓｔａｉｎｉｎｇ；Ｄ：１４ｄａｙ

ｐｏｓｔｏｐｅｒａｔｉｖｅｂｏｄｙｍａｓｓ；ａ：ｓｈａｍｇｒｏｕｐ；ｂ：ＢＤＬｇｒｏｕｐ；ｃ：ＮＣａｄｖｇｒｏｕｐ；ｄ：ｍｉＲ２９６３ｐａｄｖｇｒｏｕｐ；ｅ：ｍｉＲ２９６３ｐｓｐｏｎｇｅａｄｖｇｒｏｕｐ；Ｐ＜

００５，Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１，Ｐ＜００００１ｖｓｓｈａｍｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５，＃＃＃Ｐ＜０００１，＃＃＃＃Ｐ＜００００１ｖｓＮＣａｄｖｇｒｏｕｐ．

平降低（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１），而 ｍｉＲ２９６３ｐｓｐｏｎｇｅ
ａｄｖ组ＺＢＴＢ２０ｍＲＮＡ和蛋白的表达水平升高（Ｐ＜
００１，Ｐ＜００００１）。

３　讨论

　　肝纤维化是肝脏长期受到慢性损伤的可逆性病
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图２　ｍｉＲ２９６３ｐ在ＢＤＬ大鼠肝组织中的表达水平

Ｆｉｇ．２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｍｉＲ２９６３ｐｉｎＢＤＬｒａｔｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅｓ

ａ：ｓｈａｍｇｒｏｕｐ；ｂ：ＢＤＬｇｒｏｕｐ；ｃ：ＮＣａｄｖｇｒｏｕｐ；ｄ：ｍｉＲ２９６３ｐ

ａｄｖｇｒｏｕｐ；ｅ：ｍｉＲ２９６３ｐｓｐｏｎｇｅａｄｖｇｒｏｕｐ；Ｐ＜００１，Ｐ＜

００００１ｖｓｓｈａｍｇｒｏｕｐ；＃＃Ｐ＜００１，＃＃＃＃Ｐ＜００００１ｖｓＮＣａｄｖｇｒｏｕｐ．

理过程，以细胞外基质沉积为主要特征［７］。然而，

现如今仍没有治疗肝纤维化的特效药，每年有数百

万人死于该疾病，给世界卫生系统带来严重的经济

负担［８］。近年来的研究发现多种 ｍｉＲＮＡ在肝纤维
化疾病发生时表现出显著变化［９］。ＵＡＬＣＡＮ数据
库分析发现在肝癌组织中 ｍｉＲ２９６３ｐ表达水平降
低。然而，ｍｉＲ２９６３ｐ在肝纤维化疾病中的作用及
机制尚不清楚。

　　ＢＤＬ模型通过结扎小鼠的胆管，阻断胆汁的正
常排泄，引发胆汁淤积和胆道损伤，从而导致肝纤维

化的进展［１０］。本研究通过胆总管结扎诱导大鼠肝

纤维化，病理学染色结果显示，在汇管区可观察到大

量炎症细胞浸润和胶原沉积，然而经过 ｍｉＲ２９６３ｐ
ａｄｖ干预之后可缓解胆汁淤积引发的肝纤维化，而

图３　ｍｉＲ２９６３ｐ抑制ＢＤＬ大鼠肝组织炎症因子的表达

Ｆｉｇ．３　ｍｉＲ２９６３ｐｉｎｈｉｂｉｔｓｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｃｙｔｏｋｉｎｅｓｉｎＢＤＬｒａｔｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅｓ

Ａ：ｑＲＴＰＣＲｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＩＬ６；Ｂ：ｑＲＴＰＣＲｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＩＬ１β；Ｃ：ｑＲＴ
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ｍｉＲ２９６３ｐｓｐｏｎｇｅａｄｖ干预之后加重大鼠肝纤维
化。肝纤维化疾病中常伴随着肝细胞的受损和死

亡，肝细胞的死亡将触发炎症反应并促进肝星状细

胞的活化，产生更多的细胞外基质［１１］。ｍｉＲ２９６３ｐ

ａｄｖ干预后大鼠血清肝功能指标 ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＴＢＩＬ含
量均降低；同时，ｍｉＲ２９６３ｐａｄｖ干预后的大鼠肝组
织中炎症因子 ＩＬ６、ＩＬ１β、ＴＮＦα及纤维化标志物
αＳＭＡ、Ｃｏｌ１Ａ１、ＣＴＧＦ的表达水平均降低，而 ｍｉＲ
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２９６３ｐｓｐｏｎｇｅａｄｖ组的结果与 ｍｉＲ２９６３ｐａｄｖ组相
反；以上结果表明过表达ｍｉＲ２９６３ｐ可以抑制ＢＤＬ
诱导的大鼠肝纤维化。

大量的研究已经证实 ｍｉＲＮＡ可以与靶序列
ｍＲＮＡ的３′非翻译区（ＵＴＲ）的部分互补，最终达到
切断 ｍＲＮＡ分子，抑制靶序列 ｍＲＮＡ翻译的效
果［１２］。通过生物信息学网站预测到 ＺＢＴＢ２０为
ｍｉＲ２９６３ｐ的一个靶基因。ＺＢＴＢ２０是来自ＰＯＫ家
族的转录因子，是一种促癌因素［１３］。在肝细胞癌

中，ＺＢＴＢ２０能够通过抑制 ＰＰＡＲＧ基因的表达，进
而激活 ＷＮＴ／ＣＴＮＮＢ１信号通路，从而促进肝细胞
癌的发生［１４］。本研究显示，与ｓｈａｍ组相比，ＢＤＬ组
和ＮＣａｄｖ组中 ＺＢＴＢ２０ｍＲＮＡ和蛋白表达水平升
高，ｍｉＲ２９６３ｐａｄｖ干预后大鼠肝组织中 ＺＢＴＢ２０
ｍＲＮＡ和蛋白表达水平下降，ｍｉＲ２９６３ｐｓｐｏｎｇｅａｄｖ
干预后大鼠肝组织中ＺＢＴＢ２０ｍＲＮＡ和蛋白表达水
平升高。因此，ｍｉＲ２９６３ｐ可能通过介导 ＺＢＴＢ２０
的表达调控肝纤维化。后续实验将通过荧光素酶报

告基因实验验证ＺＢＴＢ２０是ｍｉＲ２９６３ｐ的直接靶基
因，以探明ｍｉＲ２９６３ｐ调控 ＺＢＴＢ２０表达的具体机
制。

综上所述，本研究结果表明ｍｉＲ２９６３ｐ在 ＢＤＬ
诱导的大鼠肝纤维化组织中低表达，过表达 ｍｉＲ
２９６３ｐ可以有效减缓 ＢＤＬ诱导的大鼠肝纤维化和
炎症反应、抑制肝纤维化的发生发展，其机制可能与

下调ＺＢＴＢ２０的表达相关。提示ｍｉＲ２９６３ｐ可能是
治疗肝纤维化的潜在靶点，未来可以进一步探究

ＺＢＴＢ２０在肝纤维化进程的具体作用机制。深入了
解肝纤维化的分子机制可以为寻找潜在治疗靶点以

及制定相关治疗策略提供线索，为肝纤维化患者提

供更为有效的治疗选择。
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ｊ．ｐｔ．２０２３．０７．００１．
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ｂｒｏｓｉｓ［Ｊ］．ＮａｔＲｅｖＧａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌＨｅｐａｔｏｌ，２０２３，２０（１０）：６３３－

４６．ｄｏｉ：１０．１０３８／ｓ４１５７５－０２３－００８０７－ｘ．

［１２］ＰｒｅｅｔｈｉＫＡ，ＳｅｌｖａｋｕｍａｒＳＣ，ＲｏｓｓＫ，ｅｔａｌ．Ｌｉｑｕｉｄｂｉｏｐｓｙ：Ｅｘｏ

ｓｏｍａｌｍｉｃｒｏＲＮＡｓａｓｎｏｖｅｌｄｉａｇｎｏｓｔｉｃａｎｄｐｒｏｇｎｏｓｔｉｃｂｉｏｍａｒｋｅｒｓｉｎ

ｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＭｏｌＣａｎｃｅｒ，２０２２，２１（１）：５４．ｄｏｉ：１０．１１８６／ｓ１２９４３

－０２２－０１５２５－９．

［１３］ＳｔｏｙａｎｏｖＤ，ＳｔｏｙａｎｏｖＧＳ，ＩｖａｎｏｖＭＮ，ｅｔａｌ．Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ

Ｚｂｔｂ２０ａｓａｒｅｇｕｌａｔｏｒｏｆｍａｌｉｇｎａｎｃｙａｎｄｉｔｓｐｒａｃｔｉｃａｌａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ

［Ｊ］．ＩｎｔＪＭｏｌＳｃｉ，２０２３，２４（１８）：１３７６３．ｄｏｉ：１０．３３９０／

ｉｊｍｓ２４１８１３７６３．

［１４］ＴｏＪＣ，ＣｈｉｕＡＰ，ＴｓｃｈｉｄａＢＲ，ｅｔａｌ．ＺＢＴＢ２０ｒｅｇｕｌａｔｅｓＷＮＴ／

ＣＴＮＮＢ１ｓｉｇｎａｌｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｂｙｓｕｐｐｒｅｓｓｉｎｇＰＰＡＲＧｄｕｒｉｎｇｈｅｐａｔｏ

ｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａｔｕｍｏｕｒｉｇｅｎｅｓｉｓ［Ｊ］．ＪＨＥＰＲｅｐ，２０２０，３（２）：

１００２２３．ｄｏｉ：１０．１０１６／ｊ．ｊｈｅｐｒ．２０２０．１００２２３．
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（１ＳｃｈｏｏｌｏｆＢａｓｉｃＭｅｄｉｃａｌＳｃｉｅｎｃｅｓ，ＮｏｒｔｈＣｈｉｎａＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，ＨｅｂｅｉＰｒｏｖｉｎｃｉａｌ
ＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｆｏｒＣｈｒｏｎｉｃＤｉｓｅａｓｅｓ，Ｔａｎｇｓｈａｎ　０６３２１０；２ＨｅａｌｔｈＳｃｉｅｎｃｅＣｅｎｔｅｒｏｆＮｏｒｔｈＣｈｉｎａＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆ
ＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，Ｔａｎｇｓｈａｎ　０６３２１０；３ＣｌｉｎｉｃａｌＳｃｈｏｏｌｏｆＭｅｄｉｃｉｎｅ，ＮｏｒｔｈＣｈｉｎａＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆ
ＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，ＨｅｂｅｉＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆＩｎｔｅｇｒａｔｅｄＰｒｅｃｉｓｉｏｎＭｅｄｉｃｉｎｅ，Ｔａｎｇｓｈａｎ　０６３０００）

Ａｂｓｔｒａｃｔ　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　ＴｏｅｘｐｌｏｒｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｍｉＲ２９６３ｐｏｎｈｅｐａｔｉｃｆｉｂｒｏｓｉｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙｂｉｌｅｄｕｃｔｌｉｇａｔｉｏｎ（ＢＤＬ）
ｉｎｒａｔｓ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　２５ＳＤｒａｔｓｗｅｒｅｒａｎｄｏｍｌｙｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏｓｈａｍｇｒｏｕｐ，ｍｏｄｅｌ（ＢＤＬ）ｇｒｏｕｐ，ＮＣａｄｖｇｒｏｕｐ，ｍｉＲ
２９６３ｐａｄｖｇｒｏｕｐａｎｄｍｉＲ２９６３ｐｓｐｏｎｇｅａｄｖｇｒｏｕｐ，ｗｉｔｈ５ｒａｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ．Ｔｈｅｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｗｅｒｅｏｂ
ｓｅｒｖｅｄｉｎｒａｔｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅｖｉａＨＥ，ＭａｓｓｏｎａｎｄＳｉｒｉｕｓＲｅｄｓｔａｉｎｉｎｇ；ｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆａｌａｎｉｎｅａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ（ＡＬＴ），
ａｓｐａｒｔａｔｅａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ（ＡＳＴ）ａｎｄｔｏｔａｌｂｉｌｉｒｕｂｉｎ（ＴＢＩＬ）ｉｎｔｈｅｓｅｒｕｍｏｆｒａｔｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄ；ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｍｉＲ２９６３ｐ，ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ（ＩＬ）６，ＩＬ１β，ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ（ＴＮＦ）αａｎｄｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅ
ａｃｔｉｎ（αＳＭＡ），ｔｙｐｅＩｃｏｌｌａｇｅｎ（Ｃｏｌ１Ａ１），ａｎｄｃｏｎｎｅｃｔｉｖｅｔｉｓｓｕｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ（ＣＴＧＦ）ｍＲＮＡｉｎｒａｔｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅ
ｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｑＲＴＰＣＲ；ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆαＳＭＡ，Ｃｏｌ１Ａ１ａｎｄＣＴＧＦｐｒｏｔｅｉｎｓｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ．Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｓｔａｉｎｉｎｇ（ＩＨＣ）ｗａｓｐｅｒｆｏｒｍｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆαＳＭＡｉｎｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅ．Ｔａｒｇｅｔ
ｇｅｎｅｓｏｆｍｉＲ２９６３ｐｗａｓｐｒｅｄｉｃｔｅｄｂｙｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃａｎａｌｙｓｉｓｕｓｉｎｇｔｈｅｏｎｌｉｎｅｄａｔａｂａｓｅ．ＺｉｎｃｆｉｎｇｅｒａｎｄＢＴＢｄｏ
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ｌａｇｅｎｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎｗｅｒｅｏｂｓｅｒｖｅｄｉｎｔｈｅｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅｓｏｆｒａｔｓｉｎｔｈｅＢＤＬｇｒｏｕｐａｎｄＮＣａｄｖｇｒｏｕｐ．ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＮＣ
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ｓｈａｍｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆＡＬＴ，ＡＳＴａｎｄＴＢＩＬｉｎｓｅｒｕｍｏｆｒａｔｓｉｎＢＤＬｇｒｏｕｐａｎｄＮＣａｄｖｇｒｏｕｐｉｎｃｒｅａｓｅｄ，ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆｍｉＲ２９６３ｐｄｅｃｒｅａｓｅｄ，ｔｈｅｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＩＬ６，ＩＬ１β，ＴＮＦαｉｎｃｒｅａｓｅｄ，ａｎｄｔｈｅ
ｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆαＳＭＡ，Ｃｏｌ１Ａ１ａｎｄＣＴＧＦｉｎｃｒｅａｓｅｄ（ａｌｌＰ＜０．０５）．Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅ
ＮＣａｄｖｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆＡＬＴ，ＡＳＴａｎｄＴＢＩＬｉｎｓｅｒｕｍｏｆｒａｔｓｉｎｍｉＲ２９６３ｐａｄｖｇｒｏｕｐｄｅｃｒｅａｓｅｄ，ｔｈｅｅｘ
ｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆｍｉＲ２９６３ｐｉｎｃｒｅａｓｅｄ，ｔｈｅｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＩＬ６，ＩＬ１βａｎｄＴＮＦα，ａｎｄｔｈｅｍＲＮＡ
ａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆαＳＭＡ，Ｃｏｌ１Ａ１ａｎｄＣＴＧＦｉｎｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅｓｄｅｃｒｅａｓｅｄ（ａｌｌＰ＜００５）．Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓ
ｏｆｍｉＲ２９６３ｐｓｐｏｎｇｅａｄｖｇｒｏｕｐｗｅｒｅｏｐｐｏｓｉｔｅｔｏｔｈｏｓｅｏｆｍｉＲ２９６３ｐａｄｖｇｒｏｕｐ（ａｌｌＰ＜００５）．Ｔｈｅｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔ
ｉｃｓｗｅｂｓｉｔｅｐｒｅｄｉｃｔｅｄｔｈａｔＺＢＴＢ２０ｍｉｇｈｔｂｅａｃａｎｄｉｄａｔｅｔａｒｇｅｔｇｅｎｅｏｆｍｉＲ２９６３ｐ．Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｓｈａｍｇｒｏｕｐ，
ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＺＢＴＢ２０ｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｈｅｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅｓｏｆＢＤＬｇｒｏｕｐａｎｄＮＣａｄｖｇｒｏｕｐｉｎｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜
００５），ａｎｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＺＢＴＢ２０ｉｎｔｈｅｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅｓｏｆｍｉＲ２９６３ｐａｄｖｇｒｏｕｐｄｅｃｒｅａｓｅｄｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＮＣ
ａｄｖｇｒｏｕｐ（Ｐ＜００５）．Ｈｏｗｅｖｅｒ，ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＺＢＴＢ２０ｉｎｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅｓｏｆｍｉＲ２９６３ｐｓｐｏｎｇｅａｄｖｇｒｏｕｐｉｎ
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