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　　［摘要］　目的　探讨微ＲＮＡ４８４（ｍｉＲ４８４）对肝纤维化发生和发展过程中关键细胞肝星状细胞（ＨＳＣ）的作用和影

响。方法　以前期芯片筛选结果为基础，通过细胞转染人为干预ｍｉＲ４８４在ＨＳＣＴ６细胞株中的表达。利用ｑＰＣＲ、

蛋白质印迹法检测肝纤维化及凋亡相关指标的表达变化；以ＡｎｎｅｘｉｎⅤＦＩＴＣ／ＰＩ双染细胞后，用流式细胞仪检测ｍｉＲ

４８４对细胞凋亡的影响。结果　与对照组相比，人为下调ｍｉＲ４８４在ＨＳＣＴ６细胞株中的表达后，其靶基因犉犻狊１及促

凋亡因子ｃａｓｐａｓｅ３在ｍＲＮＡ和蛋白水平的表达均升高（犘＜０．０５），凋亡抑制因子Ｂｃｌ２表达下降（犘＜０．０５）；流式细胞

仪检测到ＨＳＣＴ６细胞凋亡率升高［（３２．８１±３．２１）％ｖｓ（５７．５４±６．７６）％，犘＜０．０５］；同时肝纤维化相关指标α平滑

肌肌动蛋白、Ⅰ型胶原的ｍＲＮＡ和蛋白水平均下调（犘＜０．０５）。结论　ｍｉＲ４８４通过靶向Ｆｉｓ１抑制ＨＳＣ凋亡、促进

其活化，从而促进肝纤维化的发生和发展。
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　　肝纤维化是多种慢性肝病的共同病理过程，可

由各型病毒性肝炎和其他损伤因素引起，最初可无

症状表现，部分经过２０～４０年左右发展成为预后极

差的肝硬化甚至肝癌［１］。肝纤维化的早期诊治是该

领域的重中之重［２］。目前肝穿刺活组织检查仍为诊

断肝纤维化的金标准，但因其有创性而得不到广泛、

及时的实施。微ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ，ｍｉＲＮＡ）是大小

约２０～２５个核苷酸序列的小分子片段，研究表明

ｍｉＲＮＡ与肝纤维化发生密切相关，可通过影响肝星

状细胞（ｈｅｐａｔｉｃｓｔｅｌｌａｔｅｃｅｌｌ，ＨＳＣ）状态而在肝纤维

·６４１１·
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第９期．张利芬，等．ＭｉｃｒｏＲＮＡ４８４通过靶向肝星状细胞中Ｆｉｓ１调控肝纤维化进程

化进程中起重要作用［３］。近年来研究发现，ｍｉＲＮＡ

可随脂质小体释放入血并受其保护而不被降解，使

其稳定游走于血液与细胞之间，并通过改变相应靶

基因的表达水平发挥作用［４］。而在循环血液中，亦

有包括ｍｉＲ１２２、ｍｉＲ１２５ａ５ｐ、ｍｉＲ１８１ｂ等在内的

多种ｍｉＲＮＡ呈显著性差异表达，在一定程度上反

映了肝纤维化是否已发生以及其进展状况，为肝纤

维化的无创性防治研究提供了新的视角［５７］。

本课题组前期工作中通过芯片技术筛选了肝纤

维化动物模型血液中差异表达的ｍｉＲＮＡ，结果显示

ｍｉＲ４８４在肝纤维化动物循环血中显著下调，提示

ｍｉＲ４８４或许在肝纤维化发生、发展中具有重要作

用［８］。研 究 发 现，ｍｉＲ４８４ 能 够 通 过 与 Ｆｉｓ１

（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｆｉｓｓｉｏｎ１ｐｒｏｔｅｉｎ）的氨基酸编码序列

结合而抑制其翻译，并在心肌细胞和肾上腺皮质癌

细胞中抑制Ｆｉｓ１调控的线粒体分裂和凋亡
［９］。本

研究探讨了ｍｉＲ４８４靶向Ｆｉｓ１对ＨＳＣ生物学功能

的影响，为肝纤维化诊疗提供新的分子靶标。

１　材料和方法

１．１　ＨＳＣＴ６细胞培养　ＨＳＣＴ６细胞株购自美

国模式培养物保藏所（ＡｍｅｒｉｃａｎＴｙｐｅＣｕｌｔｕｒｅ

Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ，ＡＴＣＣ），用含１０％ 胎牛血清（ＦＢＳ，

Ｇｉｂｃｏ）的 ＤＭＥＭ 培养液置于３７℃细胞培养箱

（Ｔｈｅｒｍｏ）中培养，隔天换液，待细胞生长到铺满培

养皿（Ｃｏｒｎｉｎｇ）８０％～９０％时可进行传代。

１．２　细胞转染　使用广州锐博生物技术有限公司

的ｒｉｂｏＦｅｃｔＴＭ ＣＰ转染试剂进行核酸分子 ｍｉＲＮＡ

ＮＣ（阴性对照组）或ｍｉＲ４８４ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ的转染，转染

步骤按照说明书操作进行，空白对照组不转染核酸

分子。ｍｉＲＮＡＮＣ是与其他任何ｍｉＲＮＡ不具有同

源性的ｍｉＲ２２（广州锐博生物技术有限公司），ｍｉＲ

４８４ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ（广州锐博生物技术有限公司）是一种

即用型的、经过化学修饰的成熟ｍｉＲＮＡ互补单链，

可有效抑制ｍｉＲ４８４的表达，序列为５′ＡＵＣＧＧＧ

ＡＧＧＧＧＡＣＵＧＡＧＣＣＵＧＡ３′。转染２４ｈ后，用

ｒｉｂｏＭＯＮＩＴＯＲ转染指示剂（广州锐博生物技术有

限公司）避光染色，检测转染效率。

１．３　ＲＮＡ抽提、反转录及ｑＰＣＲ　ＨＳＣＴ６转染

２４ｈ后换液，用含１０％ＦＢＳ的ＤＭＥＭ培养液继续

培养２４ｈ，ＴＲＩｚｏｌ法（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）进行总ＲＮＡ提

取。分别参照广州锐博生物技术有限公司反转录试

剂盒及ＴａＫａＲａ反转录试剂盒说明书，将 ｍｉＲＮＡ

及普通ＲＮＡ以２０μＬ体系反转录为ｃＤＮＡ。利用

ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ试剂盒（ＴａＫａＲａ）２０μＬ反应体系和

ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ７９００型ＰＣＲ仪进行ｑＰＣＲ。反

应条件：９５℃１０ｍｉｎ；９５℃１５ｓ、６０℃６０ｓ，４０个

循环，在７５～９５℃条件下进行熔解曲线分析。引物

序列见表１。

表１　狇犘犆犚引物序列

犜犪犫１　犌犲狀犲狊狆犲犮犻犳犻犮狆狉犻犿犲狉狊犳狅狉狋犺犲狇犘犆犚

Ｇｅｎｅ Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′３′） Ｐｒｏｄｕｃｔｌｅｎｇｔｈ（ｂｐ）

犿犻犚４８４ ＲＴ：ＣＴＣＡＡＣＴＧＧＴＧＴＣＧＴＧＧＡＧＴＣＧＧＣＡＡＴＴＣＡＧＴＴＧＡＧＡＴＣＧＧＧＡＧ

Ｆｏｒｗａｒｄ：ＡＣＡＣＴＣＣＡＧＣＴＧＧＧＴＣＡＧＧＣＴＣＡＧＴＣＣＣＣＴ

Ｒｅｖｅｒｓｅ：ＴＧＧＴＧＴＣＧＴＧＧＡＧＴＣＧ

犝６ ＲＴ：ＣＴＣＡＡＣＴＧＧＴＧＴＣＧＴＧＧＡＧＴＣＧＧＣＡＡＴＴＣＡＧＴＴＧＡＧＣＡＴＣＡＧＡＴ

Ｆｏｒｗａｒｄ：ＧＧＧＣＴＧＴＡＣＴＧＡＣＴＴＧＡＴＧＡ

Ｒｅｖｅｒｓｅ：ＴＧＧＴＧＴＣＧＴＧＧＡＧＴＣＧ

犉犻狊１ Ｆｏｒｗａｒｄ：ＴＧＡＡＴＡＣＧＣＣＴＧＧＴＧＣＣＴＧＧＴＴ １０９

Ｒｅｖｅｒｓｅ：ＡＴＣＣＣＧＣＴＧＣＴＣＣＴＣＴＴＴＧＣＴＡ

犆犪狊狆犪狊犲３ Ｆｏｒｗａｒｄ：ＧＣＧＧＴＡＴＴＧＡＧＡＣＡＧＡＣＡＧＴＧＧＡＡＣ ９１

Ｒｅｖｅｒｓｅ：ＧＣＧＧＴＡＧＡＧＴＡＡＧＣＡＴＡＣＡＧＧＡＡＧＴ

犅犮犾２ Ｆｏｒｗａｒｄ：ＴＣＣＴＴＣＣＡＧＣＣＴＧＡＧＡＧＣＡＡＣＣ １７３

Ｒｅｖｅｒｓｅ：ＣＧＡＣＧＧＴＡＧＣＧＡＣＧＡＧＡＧＡＡＧＴ

α犛犕犃 Ｆｏｒｗａｒｄ：ＧＣＣＡＣＴＧＣＴＧＣＴＴＣＣＴＣＴＴＣＴＴ １３６

Ｒｅｖｅｒｓｅ：ＣＣＧＣＣＧＡＣＴＣＣＡＴＴＣＣＡＡＴＧＡＡ

犆狅犾Ⅰ Ｆｏｒｗａｒｄ：ＧＣＴＣＧＴＧＧＡＴＴＧＣＣＴＧＧＡＡＣＡＧ ２３５

Ｒｅｖｅｒｓｅ：ＣＡＣＣＧＡＣＡＧＣＡＣＣＡＴＣＧＴＴＡＣＣ

β犃犮狋犻狀 Ｆｏｒｗａｒｄ：ＣＡＣＴＡＴＣＧＧＣＡＡＴＧＡＧＣＧＧＴＴＣＣ １５４

Ｒｅｖｅｒｓｅ：ＣＡＧＣＡＣＴＧＴＧＴＴＧＧＣＡＴＡＧＡＧＧＴ

　　Ｆｉｓ１：Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｆｉｓｓｉｏｎ１ｐｒｏｔｅｉｎ；αＳＭＡ：αＳｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅａｃｔｉｎ；ＣｏｌⅠ：ＣｏｌｌａｇｅｎｔｙｐｅⅠ；ＲＴ：Ｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ
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１．４　细胞凋亡检测　用ＡｎｎｅｘｉｎⅤＦＩＴＣ／ＰＩ双染

法区分活细胞、早期凋亡细胞和死亡细胞。收集处

理后的细胞悬液，ＰＢＳ洗２次，用１×结合缓冲液调

整细胞密度为１×１０６／ｍＬ，加５μＬＦＩＴＣ和５μＬＰＩ，

轻轻涡旋，避光室温孵育１５ｍｉｎ，最后加入４００μＬ

１×结合缓冲液，在１ｈ内利用流式细胞仪（贝克曼

库尔特有限公司）检测凋亡率。

１．５　蛋白质印迹分析　用ＰＭＳＦ裂解细胞，提取

总蛋白，ＢＣＡ法测蛋白浓度。行ＳＤＳＰＡＧＥ，浓缩

胶电压７５Ｖ，分离胶电压１２０Ｖ，适时终止。使用

ＰＶＤＦ膜（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ）进行转膜，５％脱脂奶粉（０．５％

ＴＢＳＴ配制）封闭１ｈ，然后分别加入一抗和二抗

（Ａｂｃａｍ）进行孵育。滴加ＥＣＬ发光液，置于凝胶成

像仪（ＢｉｏＲａｄＭｕｉｌｔｉｌｍａｇｅｒ）中曝光、显影。

１．６　统计学处理　采用ＳＰＳＳ２１．０软件进行统计

学分析。计量资料以珔狓±狊表示，组间比较采用独立

样本狋检验。检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　ＨＳＣＴ６细胞中ｍｉＲ４８４ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ的转染效

率　以１２５ｎｍｏｌ／Ｌ的浓度将ｍｉＲ４８４ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ转

染ＨＳＣＴ６细胞，转染效率达９０％以上（图１）。

ｑＰＣＲ检测结果显示，转染了ｍｉＲ４８４ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ的

细胞中 ｍｉＲ４８４的表达相较阴性对照组下降了

９２．４２％，差异有统计学意义（犘＜０．０５）；而空白组

与阴性对照组比较差异无统计学意义（图２）。

图１　转染指示剂检测转染效率

犉犻犵１　犜狉犪狀狊犳犲犮狋犻狅狀犲犳犳犻犮犻犲狀犮狔犱犲犮狋犲犮狋犲犱犫狔狋狉犪狀狊犳犲犮狋犻狅狀犻狀犱犻犮犪狋狅狉

Ｔｈｅｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｄｉｃａｔｅｄｔｈａｔｔｈｅｃｅｌｌｓｗｅｒｅｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ，ｔｈｅｒａｔｅｏｆｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｗａｓｍｏｒｅｔｈａｎ９０％．ＤＡＰＩ：４’，６

Ｄｉａｍｉｄｉｎｏ２ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

图２　转染犿犻犚４８４犻狀犺犻犫犻狋狅狉后犿犻犚４８４表达下降

（狇犘犆犚检测结果）

犉犻犵２　犕犻犚４８４犱狅狑狀狉犲犵狌犾犪狋犲犱犪犳狋犲狉狋狉犪狀狊犳犲犮狋犲犱狑犻狋犺

犻狀犺犻犫犻狋狅狉犫狔狇犘犆犚

ＮＣ：Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ．犘＜０．０５．狀＝３，珔狓±狊

２．２　犉犻狊１为ｍｉＲ４８４的靶基因　ｑＰＣＲ提示，相较

阴性对照组，ｍｉＲ４８４ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组犉犻狊１和犮犪狊狆犪狊犲３

ｍＲＮＡ的表达量分别升高至１．５６倍和１．８８倍，而

犅犮犾２ｍＲＮＡ的表达量下降了７２．６７％，差异均有统

计学意义（犘＜０．０５）；蛋白质印迹结果与ｑＰＣＲ结

果一致（图３）。提示犉犻狊１为ｍｉＲ４８４的靶基因。

图３　下调犿犻犚４８４后犉犻狊１、犮犪狊狆犪狊犲３和犅犮犾２的表达变化

犉犻犵３　犆犺犪狀犵犲狊狅犳犉犻狊１，犮犪狊狆犪狊犲３犪狀犱犅犮犾２犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀犪犳狋犲狉

狋狉犪狀狊犳犲犮狋犲犱狑犻狋犺犿犻犚４８４犻狀犺犻犫犻狋狅狉狊

Ａ，Ｂ，ａｎｄＣ：犉犻狊１，犮犪狊狆犪狊犲３，ａｎｄ犅犮犾２ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｇｒｏｕｐｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｑＰＣＲａｓｓａｙ；Ｄ：ＴｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＦｉｓ１，

ｃａｓｐａｓｅ３，ａｎｄＢｃｌ２ｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ．

ＮＣ：Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ；Ｆｉｓ１：Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｆｉｓｓｉｏｎ１ｐｒｏｔｅｉｎ．犘＜０．０５．

狀＝３，珔狓±狊
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第９期．张利芬，等．ＭｉｃｒｏＲＮＡ４８４通过靶向肝星状细胞中Ｆｉｓ１调控肝纤维化进程

２．３　下调ｍｉＲ４８４后纤维化指标降低　ｑＰＣＲ结

果显示，相对于阴性对照组，ｍｉＲ４８４ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组

ＨＳＣＴ６中α平滑肌肌动蛋白（α犛犕犃）和Ⅰ型胶原

（犆狅犾Ⅰ）的 ｍＲＮＡ表达量分别降低了４３．７３％和

６５．４３％，差异有统计学意义（犘＜０．０５）；蛋白质印

迹结果与ｑＰＣＲ结果一致（图４）。提示ＨＳＣＴ６活

化减少，纤维化指标降低。

图４　下调犿犻犚４８４后α犛犕犃和犆狅犾Ⅰ表达下降

犉犻犵４　α犛犕犃犪狀犱犆狅犾Ⅰ犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狑犲狉犲犱犲犮狉犲犪狊犲犱狑犺犲狀犿犻犚４８４狑犲狉犲犱狅狑狀狉犲犵狌犾犪狋犲犱

Ａ，Ｂ：α犛犕犃ａｎｄ犆狅犾ⅠｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｑＰＣＲ；Ｃ：ＴｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｉｏｎｓｏｆαＳＭＡａｎｄＣｏｌⅠｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｇｒｏｕｐｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ．αＳＭＡ：αＳｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅａｃｔｉｎ；ＣｏｌⅠ：ＣｏｌｌａｇｅｎｔｙｐｅⅠ；ＮＣ：Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ．犘＜０．０５．狀＝３，珔狓±狊

２．４　下调ｍｉＲ４８４后ＨＳＣＴ６凋亡率升高　利用

ＡｎｎｅｘｉｎⅤＦＩＴＣ／ＰＩ双 染 法 检 测 转 染 ｍｉＲ４８４

ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ４８ｈ后细胞凋亡的改变，结果发现空白对照

组细胞凋亡率为（３７．２７±２．９４）％，阴性对照组为

（３２．８１±３．２１）％，ｍｉＲ４８４ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组为（５７．５４±

６．７６）％（图５）。空白对照组和阴性对照组差异无统

计学意义（犘＝０．１５），而ｍｉＲ４８４ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组细胞凋

亡率高于阴性对照组，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。

图５　犿犻犚４８４下调时犎犛犆犜６细胞凋亡率升高

犉犻犵５　犃狆狅狆狋狅狊犻狊狉犪狋犲狑犪狊犻狀犮狉犲犪狊犲犱狑犺犲狀犿犻犚４８４狑犲狉犲犱狅狑狀狉犲犵狌犾犪狋犲犱

ＰＩ：Ｐｒｏｐｉｄｉｕｍｉｏｄｉｄｅ；ＦＩＴＣ：Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎｉｓｏｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅ；ＮＣ：Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ

３　讨　论

因肝穿刺的有创性，肝纤维化的早期诊断成为

临床上面临的一大难题。在基础研究中，研究者们

更倾向于寻找有效的无创性诊疗方法［１０］。目前已

有多种研究表明 ｍｉＲＮＡ与肝纤维化发生密切相

关，ｍｉＲＮＡ可通过影响ＨＳＣ状态而在肝纤维化进

程中起重要作用［１１］。ＨＳＣ活化、增殖是肝纤维化发

生、发展的关键环节。各种细胞因子包括转化生长

因子（ＴＧＦ）、血小板源性生长因子（ＰＤＧＦ）等促进

ＨＳＣ的活化，ｍｉＲＮＡ在ＨＳＣ活化过程中同样起着

重要作用［３，１２］。近年来循环血液中ｍｉＲＮＡ的表达

变化与疾病发生、发展的关系在多个研究领域受到

重视。研究发现循环血液中ｍｉＲＮＡ可作为无创性

血液学指标，在疾病诊断、治疗及预后评价中起重要

作用［１３１４］。而在肝病患者循环血液中，亦有多种

ｍｉＲＮＡ呈显著性差异表达，以此提示肝纤维化是否

发生以及进展状况，为肝纤维化的无创性防治研究

提供了新的视角［１５１６］。本课题组长期从事ｍｉＲＮＡ

与肝纤维化发生、发展的研究，各领域中关于循环

ｍｉＲＮＡ的研究
［１６２０］为我们的研究工作提供了新的

视野。本课题组前期通过构建肝纤维化动物模型，

并用芯片筛选了肝纤维化血液中差异表达的

ｍｉＲＮＡ，芯 片 结 果 显 示 ｍｉＲ４８４ 显 著 下 调
［８］。
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ＭｉＲ４８４的显著性差异表达，提示其可能在肝纤维化

发生、发展中起重要作用，或许可作为肝纤维化发生

及进展的分子标志，为肝纤维化的诊疗提供新的血液

学指标。由此我们针对相关分子机制开展了本次

研究。

线粒体不断发生融合和分裂，是维持细胞器保

真度的两个必要过程。异常线粒体分裂参与很多疾

病的发生，但人们对其调控仍然很不了解。Ｗａｎｇ

等［９］研究发现，ｍｉＲ４８４在心肌细胞缺氧期间下调，

而其靶基因线粒体分裂蛋白Ｆｉｓ１表达增高；Ｆｉｓ１是

细胞线粒体分裂和凋亡过程的关键蛋白，其高表达

可促进心肌细胞凋亡和心肌梗死的形成。为探索此

现象是否具有细胞特异性，该研究还以肾上腺皮质

癌细胞为例，验证了ｍｉＲ４８４靶向调控Ｆｉｓ１对癌细

胞同样具有抑制凋亡作用。

ＨＳＣ是肝纤维化发生的关键细胞，本研究重点

利用ＨＳＣＴ６细胞株体外实验探讨了ｍｉＲ４８４影响

其功能的作用。ｑＰＣＲ和蛋白质印迹实验结果都表

明，当ｍｉＲ４８４表达下调时，Ｆｉｓ１在ｍＲＮＡ和蛋白

水平均升高，说明在ＨＳＣＴ６中ｍｉＲ４８４同样可直

接靶向调控Ｆｉｓ１，对 ＨＳＣＴ６凋亡造成影响，且在

此过程中伴有凋亡相关分子ｃａｓｐａｓｅ３和Ｂｃｌ２的表

达变化。Ｃａｓｐａｓｅ３是多种凋亡途径的共同下游效

应分子，而Ｂｃｌ２在线粒体凋亡发生过程中起抵抗细

胞凋亡的作用，二者常被作为研究细胞凋亡的关键

分子［２１］。本研究中，当人为下调 ｍｉＲ４８４的表达

后，Ｂｃｌ２表达下降而ｃａｓｐａｓｅ３表达升高，Ａｎｎｅｘｉｎ

ⅤＦＩＴＣ／ＰＩ双染法检测显示ＨＳＣＴ６凋亡率升高，

这些研究结果提示ｍｉＲ４８４靶向Ｆｉｓ１可促进ＨＳＣ

凋亡的产生，且此作用部分是通过线粒体途径实现

的。同时，当ｍｉＲ４８４的表达下调时，ＨＳＣＴ６细胞

中αＳＭＡ和ＣｏｌⅠ在ｍＲＮＡ和蛋白水平都下调，

说明ｍｉＲ４８４本身促进ＨＳＣ活化并增加细胞外基

质合成，加速肝纤维化的发生和进展。

综上所述 ，本研究验证了ｍｉＲ４８４可靶向Ｆｉｓ１

促进ＨＳＣ的活化并抑制其凋亡的产生，并通过此两

种途径促进肝纤维化的形成及进展。若在肝纤维化

形成早期干预ｍｉＲ４８４的表达，或许可成功阻遏肝

纤维化进展。本研究为疾病的早期诊断和治疗提供

了新的分子靶标。
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