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核酶对人皮肤癫痕成纤维细胞增殖和 TIMP-l 表达的影晌
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[摘要] 目的:探讨核酶对人金属蛋白酶组织抑制因子 1 C tissue inhibitor of metalloproteinase-1 , TIMP-1)基因表达的特异性

抑制作用，以寻找治疗增生性疲痕的新方法。古步战:应用特异切割 TIMP-1 的嵌合型核酶基因克隆 pU6-Rz182 转染增生性

疲痕成纤维细胞 Chypertrophic scar derived fibroblasts , HS凹， G418 筛选稳定表达核酶的细胞克隆， MTT 法检测并绘制细胞

生长曲线，观察核酶对细胞生长的影响 ;RT-PCR 检测核酶对靶基因 TIMP-1 表达的抑制。结果:在 mRNA 水平，与正常对

照组相比，稳定表达活性核酶 Rzl82 的 HSF 中 TIMP-1 的表达被抑制了 87.9.% ，而点突变核酶抑制达 36.4.% ，两者之间差异

非常显著 CP<O. 01) 0 HSF 细胞生长进入平台期后，转染核酶基因组与点突变组及对照组相比，活细胞数显著降低 CP<

0.01) ，而点突变组与对照组无明显差异 o 结品公:核酶 U6Rz182 能特异地抑制 HSF 中 TIMP-1 的表达，并使 HSF 的增殖受到

抑制。
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[ABSTRACTJ Objective: To investigate inhibitive the effects of ribozyme on gene expression of tissue inhibitor of metallopro 

teinase-ICTIMP-1) , searching for a new therapeutic strategy for hypertrophic scar. Methods: Human hypertrophic scar derived 

fibroblastsC HSF) were stably transfected with reconstructed plasmids named pU6- Rz182. G418 was applied to screen the cell 

clone steadily expressing ribozyme. The transfected cells were examined by MTT to draw the growth curve and evaluate cell 

growth. The expressions of TIMP-1 mRNA were detected by semi-quantity RT-PCR. Results: Compared with the control group , 

the expressions of TIMP-1 mRNA in HSF in the Rz182 group and Rzm group were depressed by 87.9.% and 36.4% , respec­

tively. There was significant difference between the Rz182 group and the Rzm groupCP<O. 01). The number of living HSF cells 

at platform interval decreased markedlyCP<O. 01 , Rz182 group vs Rzm group and control group) , while there was no significant 

difference between Rzm group and control group. Conclusion: The rebozyme of pU6Rz182 is able to specifically inhibit the ex­

pression of TIMP-1 in HSF and the proliferation of HSF. 

[KEY WORDSJ ribozyme; scar; tissue inhibitor of metalloproteinases-l; clone 

增生性癫痕成纤维细胞是癫痕增生过程中的关

键细胞，主要参与癫痕中胶原及细胞外基质( extra­

cellular matrix , ECM) 的代谢。胶原及 ECM 的合

成与分解代谢的失衡是增生性癫痕产生的机制。以

往对癫痕的治疗研究多集中在如何减少胶原及

ECM 的合成，而对如何促进胶原及 ECM 的降解研

究较少。而增生性癫痕持续不退的原因更大程度上

是胶原及 ECM 降解的减少。人金属蛋白酶组织抑

制因子 1 (tissue inhibitor of metalloproteinase-l , 

TIMP-l)是调控胶原和 ECM 代谢的重要因子。在

[Acad J Sec Mil Med Univ ,2005 ,26 (l) :30-33J 

增生性癫痕中， TIMP-l 的过量表达直接抑制了胶

原酶的活性，并同时剌激成纤维细胞的强力增殖，介

导促癫痕形成因子如 TGFß 对胶原酶的抑制作

用口 .2J 。如能抑制 TIMP-l 的表达，则有望促进胶原
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的降解，促使癫痕消退。

核酶<ribozyme ， Rz)是一种具有切割活性从而

可以特异性切割靶 RNA 的小分子 RNA，迄今已在

基因治疗研究领域得到广泛的应用口.4J 单纯的核

酶 RNA 在体内表达水平低且极易被体内核酸酶降

解，难以达到治疗的水平。 U6snRNA 作为一种小

分子 RNA，能够定位于细胞核内高表达，不易被核

酸酶降解且无复杂的二级结构，将核酶嵌合于

U6snRNA 中形成嵌合型的核酶基因，使得核酶也

具备在体内高效表达并抗核酸酶降解的能力，大大

提高了核酶的治疗效果[5.的。在前期的工作中，我

们设计了特异切割 TIMP-1 mRNA 的锤头状核酶

基因，并嵌合于 U6snRNA 基因内部，构建了高效表

达核酶的载体 pU6Rz182 ，体外实验证实了核酶

U6Rz182 能够特异切割 TIMP-1 的 mRNA[7J 。但

是体外研究不能完全反映细胞内情况，因此，有必要

进一步研究核酶在癫痕成纤维细胞中的活性。

1 材料和方法

1. 1 主要试剂 质粒小量抽提试剂盒为上海华舜

生物有限公司产品。 PBS 缓冲液、0.05%膜蛋白酶­

EDTA 、DMEM 培养液、 100 U/ml 青霉素、胎牛血

清、G418 、 Opti-MEN 培养液为 Gibco/BRL 公司产

品。新生牛血清为杭州四季青公司产品。 Dispasell

分离酶为 Brehringer Mannheim 公司产品。 I 型胶

原酶 Washington 公司产品。 Lipofectamine™

2000: Invitrogen life technologies 产品。 MTT 试剂

盒 :R&D 公司产品。

1. 2 抗 TIMP-1 核酶质粒特异切割人 TIMP-1

mRNA 核酶的表达质粒 pBSKneorU6-Rz182/182m

(以下简称 pU6Rz182/182m)为本实验室构建，并已

证实其表达的核酶 Rzl82 在体外可以高效特异地

切割 TIMP-1 mRNA[7J 
0 pEGFP-CIC4.7 kb) 质粒

购自美国 Clontech 公司。

1. 3 核酶真核表达质粒构建 针对 U6 基因设计

PCR 引物，两端加入 mlu 1 限制性酶切位点，上游

引物: 5'-CCC GGG CAA GGT CGG GCA GGA 

AG-3' ，下游引物 5'-CCC GGG TGG TAA ACC 

GTG CAC CGG CG-3' 0 PCR 扩增含有

pU6Rz182/182m 中的核酶基因及其 3' 、 5' 侧翼的

U6 基因的 450 bp 的片段，亚克隆到含绿色荧光蛋

白基因 (EGFP) 的载体 pEGFP-CIC4.7 kb) 中，构建

核酶的真核表达载体，该载体转染后既可以通过

GFP 的表达报告核酶基因在体内的表达情况，又可

以通过 G418 筛选稳定表达核酶基因的细胞克隆。

1. 4 增生性疲痕成纤维细胞的培养 整形外科于

术中切取的新鲜增生性撞痕数块(取自一男性患者，

21 岁，汉族，为火焰烧伤后 5 个月的双手背增生性

癫痕)无菌条件下用 0.05%醋酸氯己定清洗、消毒

约 5 min 后，去除皮下组织。 O. 5 % Dispasell 4 0

C 消

化过夜，分离表皮和真皮，真皮部分用 0.1% 1 型胶

原酶 37 0C 消化 4 h ，用 DMEM-10 在 5%C02 37
0

C 培

养获得原代培养的 HSF[8J ，待细胞 70%~80%汇合

生长时，0.05%的膜酶 EDTA 消化传代。取第 4~

5 代细胞进行转染实验。

1. 5 实验分组 实验分 3 组: (1)对照组，为未转

染任何质粒的 HSF; (2) Rzm 组 (mutant ri 

bozyme) ，为稳定表达点突变失活核酶 Rz182m 的

HSF; (3) Rz 组( ri bozyme) ，为稳定表达活性核酶

Rz182 的 HSF o

1. 6 转染 HSF 以 5 X 10 5 个细胞/孔接种于 6 孔

板，在无抗生素的生长培养液中培养 24 h ，用 Opti

MEM 稀释质粒后与 Lipofectamine™ 2000 1昆匀，再

在室温孵育 20 min，形成 DNA 脂质体混合物，转染

HSF o 2 d 后，细胞以 1 5 的比例传代，加入 G418

进行筛选得到单细胞克隆扩大培养，获得稳定表达

核酶的细胞克隆。

1. 7 转染细胞的生长曲线检测 转基因细胞生长

融合后， 103 个细胞/孔传代于 96 孔板，每孔内加

DMEM-10 100μ1 ，培养 3 d 后开始对 1 列细胞做

MTT 实验:每孔加入 10μ1 MTT 试剂， 37
0

C 培养

2~4 h; 每隔 30 min，镜下观察有元胞内沉淀形成;

待镜下可见清晰的紫色结晶沉淀后，每孔加 100μl

裂解液;18~24 oC 暗室中孵育 3 h 以上。测定光密

度值( D570 ) ， 设定酶标仪吸收波长为 570 nm ，参照

波长 650 nmo 上述实验重复 10 d ，以时间为横轴，

光密度值为纵轴绘制细胞生长曲线。

1. 8 半定量 RT-PCR 检测转染细胞 TIMP-1 基因

的表达 以 TRlzol 试剂(美国 Gibco 公司)提取

HSF 的总 RNA，以紫外分光光度计检测纯度并定

量， RT-PCR 采用两步法试剂盒(日本 TaKaRa 公

司) ，按试剂盒说明进行。引物设计:针对 NCBI

GenBank 的人 TIMP-1 和 GAPDH 的 mRNA 序列

设计引物，排除与人其他基因的同源性后，合成引

物。 TIMP-l 引物序列: P1 , 5'-GAA TTC ACC 

ATG GCC CCC TTT GA-3'; P2 , 5'-AAG CTT 

GGG CAG GAT TCA GGC TA-3' ， PCR 产物长度

636 bpo GAPDH 引物序列: P1' , 5'-TCC TGC 

ACC ACC AAC TGC TT-3'; P2' , 5'-TCC ACC 

ACC CTG TTG CTG T A-3' , PCR 产物长度 527
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bp 。

先通过 RT 反应获得全长 cDNA 序列，以看家

基因 GAPDH 为内参照， PCR 扩增 TIMP-l cDNA 。

反应体系 :2X 缓冲液 20μ1 , dNTP C analog) 4μ1 ， 

MgClz 8μI ， P1 1μI ， P2 1μ1， P1' 2μI ， P2' 2μI ， RT 

反应液 10μ1 ， AMV Taq 1μ1，加 ddHzO 至总体积

50μ10 反应条件: 85
0

C变性 1 min , 54 oC :ìl!火 1 min , 

72
0

C延伸 1 min ，反应 25 个循环。每组检测 4 个样

著 CP<O.01)。与对照组相比，在 mRNA 水平， Rz

组 TIMP-1 被抑制了 87.9% ;而 Rzm 组 TIMP-1 抑

制达 36.4% 。提示核酶能显著抑制 HSF 细胞内的

TIMP-1 mRNA 表达，而 Rz 组即点突变核酶抑制

2 
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作用减弱。

bp 
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本。

1. 9 统计学处理 所有数据均用微软 Excel 软件

进行分析，两样本间均数比较行独立样本 t 检验，多

个样本间比较行单因素方差分析。

核酶对转基因细胞的 TIMP-l mRNA 表达的影晌

Effect of ribozyme on TIMP-l mRNA 

expression after transfection in HSF 

M: 100bp DNA marker; C: Control; 1: Rzm; 2: Rz; 

善各 P<O. 01 vs control group; 

66p<0. 01 vs control group and Rzm group;η=4 
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图 2

果

2.1 核酶对转染细胞生长的影响 对照组中未转

染的 HSF 细胞形态正常，生长曲线呈典型的 "S"

形，具备滞留期、指数生长期及平台期表现。随着培

养时间的延长，细胞数量不断增加，在 2~6d 生长

速度最快，为指数生长期。 Rzm 组中转染点突变核

酶 pRz182m 的 HSF 细胞形态未见异常，生长抑制

不显著 ;Rz 组中转染 pU6Rz182 的 HSF 细胞形态

未见异常，但生长速度显著减慢，指数生长期缩短，

活细胞数降低。结果显示:进入平台期后， Rz 组转

染核酶基因 pU6Rz182 的 HSF 与对照组和 Rzm 组

相比，其活细胞数降低非常显著 CP<O. 01) ，而对照

组和 Rzm 组之间差别不显著CP>O. 05 ，图1)。

结2 

创面修复失控而过度增生形成的病理性癫痕

(癫痕疙瘩或增殖性癫痕)不仅会破坏人的体表完

美，严重者甚至导致功能障碍。病理性癫痕形成的

核心问题是胶原、细胞外基质等的合成与分解代谢

失衡。目前认为胶原酶CMMP-1) 和组织金属蛋白

酶抑制因子-l( TIMP-1)在调控胶原的降解方面起

重要的作用。胶原酶属于基质金属蛋白酶家族，是

特异降解胶原的关键酶，其活性受 TIMP-1 的调控。

TIMP-1 通过与 MMP-1 结合形成 1 : 1 复合物抑制

胶原酶的活性，是调控胶原降解的重要因素。有研

究表明 [9 J TIMP-1 在肥厚性癫痕中的表达明显高于

在正常皮肤中，且较多分布于胶原结节中。有人认

为[10J TIMP-l 对胶原降解起着抑制问作用。因此，

如特异性阻断 T1MP-l 基因的表达，则可上调胶原

酶的活性，从而达到促进胶原降解的目的，有利于增

生性癫痕的消退。在细胞内的靶 RNA 所形成二级

论讨3 

10 

抗 TIMP-l 核酶转基因细胞的生长曲线

Fig 1 Growth curve of TIMP-l 

ribozyme gene transfected HSF 

铮铮 P<O. 01 vs control and Rzm group 
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图 1

2.2 核酶对细胞 TIMP-1 基因表达的影响 半定

量 RT-PCR 法显示 TIMP-1 mRNA 与内参照

GAPDH mRNA 扩增产物的比值:对照组 >Rzm

组>Rz 组(图 2) 。对照组和 Rzm 组、 Rz 组之间均有

显著差异CP<O. 01) 0 Rzm 组和 Rz 组之间差异显
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及三级结构，核酶和靶 RNA 的亚细胞器分布，核酶

的降解，在细胞内核酶与核蛋白体所形成的复合体

及基因转导的载体都会影响核酶的表达和核酶的切

割活性。而如果将核酶应用于增生性癫痕的治疗，

则其必须能够在 HSF 细胞内稳定高效地表达并能

特异阻断 TIMP-l 的表达。我们应用稳定表达的核

酶基因特异性阻断 HSF 中 TIMP-l 的表达， RT­

PCR 显示核酶成功阻断了 TIMP-l mRNA 的表达。

TIMP-l 除了能与 MMP 特异结合而抑制其活性

外，还具有多种其他生物学功能，如对多种细胞(包

括成纤维细胞、上皮细胞、平滑肌细胞)均具有强力

促增殖作用，而这也是 TIMP-l 促进癫痕增殖的另

一重要因素。在我们的实验中，细胞生长曲线显示:

核酶抑制 TIMP-l 的表达后， HSF 细胞的增殖也被

明显抑制，二者之间是否存在必然联系尚待进一步

研究。

尽管已有反义核酸抑制肝纤维化模型中

TIMP-l 的报道，但核酶与之相比，仍有其独特的优

势[10] : (1)既与靶 RNA 结合又将其切割，作用更为

彻底 ;(2)催化效率高， 1 分子的核酶可切割多分子

的靶 RNA，而其本身不被消耗; (3)核酶具有稳定的

空间结构，不易被核酸酶降解。因此核酶在抗病毒

和肿瘤治疗方面的研究正得到广泛开展。为了剔除

核酶切割活性外的反义作用，本研究在核酶的催化

核心区突变-个必需核昔酸来构建失活核酶作为对

照。点突变的核酶仍可以其侧翼序列与 TIMP-l 的

mRNA 互补结合，但由于丧失了切割活性，其对

TIMP-l 的抑制作用与活性的核酶相比明显减弱。

这与核酶的作用原理相符，同时也反映核酶与其他

反义技术相比的优越性。本实验显示，核酶

U6Rz182 成功阻断了 HSF 细胞 TIMP-l 的表达，

有望发展成为揭示癫痕形成机制的新型手段，成为

抗癫痕的核酸药物 o
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