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ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ 靶向 ＩＧＦ１ 调控非酒精性脂肪肝脂质
代谢及肝纤维化
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(四川省医学科学院四川省人民医院感染科ꎬ成都　 ６１００７２)

　 　 【摘要】 　 目的　 探讨 ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ 在非酒精性脂肪肝疾病(ＮＡＦＬＤ)模型中的表达情况ꎬ并确定 ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ 在

脂质沉积和肝细胞纤维化中的潜在功能ꎮ 方法　 使用棕榈酸(ＰＡ)构建 Ｌ０２ 细胞 ＮＡＦＬＤ 模型ꎮ 通过 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 或

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 测定细胞中 ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ 和胰岛素样生长因子－１(ＩＧＦ￣１)的表达水平ꎮ 将 ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ 模拟物 /抑制剂或

ＩＧＦ￣１ ｓｉＲＮＡ 转染到 ＮＡＦＬＤ 细胞模型中ꎬ通过油红 Ｏ 染色ꎬ甘油三酯和总胆固醇测定法测定脂质积累ꎮ 使用双重

荧光素酶实验确定 ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ 和 ＩＧＦ￣１ 之间的靶向关系ꎮ 结果　 ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ 在 ＮＡＦＬＤ 体外细胞模型中上调ꎬ而
ＩＧＦ￣１ 则在下降ꎻｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ 显著抑制了 Ｌ０２ 细胞模型中的脂质蓄积和纤维化程度ꎻ沉默 ＩＧＦ￣１ 增强了 ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ
过表达并对 Ｌ０２ 细胞模型的脂质积累和纤维化产生影响ꎮ 结论　 ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ 通过靶向 ＩＧＦ￣１ 对肝细胞 Ｌ０２ 细胞模

型中脂质蓄积和纤维化产生负调控作用ꎬ表明 ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ 可能是 ＮＡＦＬＤ 的治疗靶标ꎮ
【关键词】 　 非酒精性脂肪肝疾病ꎻｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐꎻ胰岛素样生长因子－１ꎻ脂肪堆积ꎻ纤维化ꎻＬ０２ 细胞
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Ｈｏｓｐｉｔａｌꎬ Ｃｈｅｎｇｄｕ ６１００７２ꎬ Ｃｈｉｎａ)

　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇ ｍｉＲ￣２９ｂ ｈａｓ ｂｅｅｎ ｒｅｐｏｒｔｅｄ ｔｏ ｂｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙ ｃｏｒｒｅｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｎｏｎａｌｃｏｈｏｌｉｃ ｆａｔｔｙ
ｌｉｖｅｒ ｄｉｓｅａｓｅ (ＮＡＦＬＤ). Ｈｏｗｅｖｅｒꎬ ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐＩ ｉｎ ＮＡＦＬＤ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ｉｓ ｕｎｃｌｅａｒ. Ｔｈｅ ｐｕｒｐｏｓｅ ｏｆ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｗａｓ
ｔｏ ｅｖａｌｕａｔｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ ｉｎ ＮＡＦＬＤ ｍｏｄｅｌｓ ａｎｄ ｔｏ ｉｄｅｎｔｉｆｙ ｔｈｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ ｉｎ ｌｉｐｉｄ
ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｉｎ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ. Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｐａｌｍｉｔｉｃ ａｃｉｄ (ＰＡ)￣ｔｒｅａｔｅｄ Ｌ０２ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ａｓ ａｎ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｃｅｌｌｕｌａｒ
ｍｏｄｅｌ ｏｆ ＮＡＦＬＤ. ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ ａｎｄ ｉｎｓｕｌｉｎ￣ｌｉｋｅ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ－１ (ＩＧＦ￣１) ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ＲＴ￣ｑＰＣＲ ｏｒ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ. ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ ｍｉｍｉｃ / ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｏｒ ＩＧＦ￣１ ｓｉＲＮＡ ｗｅｒｅ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｉｎｔｏ Ｌ０２ ｃｅｌｌｓ ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ ＰＡ. Ｌｉｐｉｄ
ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｗａｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ｏｉｌ ｒｅｄ Ｏ ｓｔａｉｎｉｎｇꎬ ａｎｄ ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅ ａｎｄ ｔｏｔａｌ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ａｓｓａｙｓ. Ｄｉｒｅｃｔ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ
ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ ａｎｄ ＩＧＦ￣１ ｗａｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ｄｕａｌ￣ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ｒｅｐｏｒｔｅｒ ａｓｓａｙ. Ｒｅｓｕｌｔｓ 　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ
ｗａｓ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｉｎ ｏｕｒ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ＮＡＦＬＤ ｗｈｉｌｅ ＩＧＦ￣１ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ. ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ



ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｄ ｌｉｐｉｄ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｉｎ ＰＡ￣ｔｒｅａｔｅｄ Ｌ０２ ｃｅｌｌｓ. ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ ｔａｒｇｅｔｓ ＩＧＦ￣１ ａｎｄ ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓ
ｉｔｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｖｉｔｒｏ. Ｉｎｔｅｒｅｓｔｉｎｇｌｙꎬ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｎ ｌｉｐｉｄ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｉｎ ＰＡ￣
ｔｒｅａｔｅｄ Ｌ０２ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｅｎｈａｎｃｅｄ ｂｙ ＩＧＦ￣１ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ 　 Ｏｕｒ ｒｅｓｕｌｔ ｓｕｇｇｅｓｔｅｄ ｔｈａｔ ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ ｈａｓ ａ ｎｅｇａｔｉｖｅ
ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ｌｉｐｉｄ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｉｎ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ ｂｙ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ＩＧＦ￣１. Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｐｒｏｖｉｄｅｓ ｅｖｉｄｅｎｃｅ ｔｈａｔ
ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ ｍｉｇｈｔ ｂｅ ａ ｐｒｏｍｉｓｉｎｇ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｔａｒｇｅｔ ｆｏｒ ＮＡＦＬＤ.

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ＮＡＦＬＤꎻ ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐꎻ ＩＧＦ￣１ꎻ ｌｉｐｉｄ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎꎻ ｆｉｂｒｏｓｉｓꎻ Ｌ０２ ｃｅｌｌｓ

　 　 非酒精性脂肪性肝病(ＮＡＦＬＤ)是一个包含非

酒精性脂肪肝(ＮＡＦＬ)ꎬ非酒精性脂肪肝炎(ＮＡＳＨ)
及肝硬化等病变的病理综合征ꎬ是最常见的临床肝

病ꎬ病理学改变与酒精性肝病相似[１－３]ꎮ 其中肥胖ꎬ
２ 型糖尿病ꎬ高胰岛素血症和血脂异常等代谢综合

征被认为是 ＮＡＦＬＤ 发生的主要因素[４－５]ꎮ 啮齿动

物中的 ＮＡＦＬＤ 通常是由高脂饮食(ＨＦＤ)引起的ꎬ
会刺激肝脏中脂肪的过度积累并增强巨噬细胞的

活化ꎬ从而加剧胰岛素抵抗ꎬ肝炎症和纤维化[６]ꎮ
尽管基于 ＮＡＦＬＤ 发病机理的“两次打击”理论已被

广泛接受ꎬ但 ＮＡＦＬＤ 发展中涉及的机制仍在争

论中ꎮ
ｍｉＲＮＡ 是一类小非编码 ＲＮＡꎬ长度为 １９~２４ 个

核苷酸ꎬ主要通过与多种核苷酸的 ３′－非翻译区(３′￣
ＵＴＲ)结合ꎬ在转录后水平上负面调节基因表达ꎬ从而

发挥其生物学作用ꎮ 肝中 ｍｉＲ￣２９ｂ 的表达已为人所

知ꎬ但其功能尚不清楚ꎮ Ｓｅｎｄｉ 等[７] 报道 ｍｉＲ￣２９ｂ 和

ＣＬＤＮ 是慢性丙型肝炎中肝纤维化晚期和 ＨＣＶ￣ＲＮＡ
的新预测因子ꎮ Ｚｈａｎｇ 等[８] 证明 ｍｉＲ￣２９ｂ 可以抑制

肝星状细胞中胶原的成熟ꎬ最近研究显示血清 ｍｉＲ￣
２９ｂ 与 ＮＡＦＬＤ 之间存在正相关[９]ꎮ 而 ＩＧＦ￣１ 是一种

重要的合成代谢生长因子ꎬ在生长过程中参与组织发

育ꎬ成熟组织和细胞的适应和再生[１０]ꎬ血清 ＩＧＦ￣１ 水

平低与 ＮＡＦＬＤ 的组织学严重程度升高相关[１１]ꎮ 尽

管研究表明 ｍｉＲ￣２９ｂ 可以通过靶向 ＩＧＦ￣１ 抑制结直

肠癌细胞的生长并调节成骨细胞分化[１２]ꎬ但尚不清

楚 ｍｉＲ￣２９ｂ 是否可以靶向 ＩＧＦ￣１ 来调节 ＮＡＦＬＤ 中的

脂质蓄积和肝纤维化ꎮ 因此ꎬ本研究旨在探讨 ｍｉＲ￣
２９ｂ 在 ＮＡＦＬＤ 中对 ＩＧＦ￣１ 的作用和潜在的调控机制ꎬ
为临床治疗作基础研究ꎮ

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验细胞

Ｌ０２ 细胞系购于中国武汉普诺赛生命科技

公司ꎮ
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

ＲＩＰＡ￣１６４０ 培养基(含双抗)、胎牛血清、减血清

培养基均购于 Ｇｉｂｃｏ 公司ꎻ牛血清白蛋白、购于

Ｓｉｇｍａ 公司ꎻ油红 Ｏ 染色剂购于北京索莱宝公司ꎻ甘
油三酯(ＴＧ)与总胆固醇(ＴＣ)试剂盒购于南京建成

公司ꎻｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ 模拟物、抑制剂与阴性对照模拟

物均购于广州日博生物有限公司ꎻＩＧＦ￣１ ｓｉＲＮＡ 与

阴性对照 ｓｉＲＮＡ 由上海基因制药科技有限公司合

成ꎻＲＮＡ 提取试剂盒购于赛默飞世尔公司ꎻＲＮＡ 逆

转录试剂盒购于宝日医生物技术(北京)有限公司ꎻ
ｐｓｉＣＨＥＣＫ￣２ 荧光素酶载体、双荧光素报告试剂盒购

于普洛麦格(北京)公司ꎻＩＧＦ￣１、Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉ、Ｃｏｌｌａｇｅｎ
Ⅲ、α￣ＳＭＡ 和 β￣ａｃｔｉｎ 均购于 ａｂｃａｍ 公司ꎻ所有引物

及序列由上海生工股份有限公司提供ꎻＲＴ￣ｑＰＣＲ 系

统ꎻ酶标仪 ( Ｔｈｅｒｍｏ 公司)ꎻ 倒置显微镜 ( 日本

Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司)ꎻ全功能成像仪(Ｂｉｏ￣Ｒａｄ 公司)ꎻ蛋白

质电泳仪(Ｂｉｏ￣Ｒａｄ 公司)ꎮ
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 ＮＡＦＬＤ 细胞模型的构建

将 Ｌ０２ 细胞在含有 １０％胎牛血清的 ＲＰＭＩ －
１６４０ 培养基 (含 １％ 的青霉素与链霉素) 中ꎬ在

３７℃ꎬ５％ ＣＯ２ 的培养箱中连续培养ꎬ中途更换培养

液进行传代备用ꎮ 使用含有 １％无脂肪酸的牛血清

白蛋白的培养基制备 ０􀆰 ３ ｍｍｏｌ / Ｌ 棕榈酸溶液ꎬ将培

养至生长对数期后的 Ｌ０２ 细胞重新培养至 ６ 孔板ꎬ
生长贴壁后用 ０􀆰 ３ ｍｍｏｌ / Ｌ ＰＡ 溶液在 ３７℃ꎬ５％ＣＯ２

的培养箱中培养 ２４ ｈꎬ供后续实验使用ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ２　 细胞转染

将培养好的细胞进行分组:空白组、模型组(５０
ｐｍｏｌ / ｍＬ 阴性对照 ｓｉ￣ＲＮＡ)、阴性对照组(５０ ｐｍｏｌ /
ｍＬ 阴性对照模拟物)、抑制组 ( ５０ ｐｍｏｌ / ｍＬ ｍｉＲ￣
２９ｂ￣３ｐ 抑制剂)、过表达组(５０ ｐｍｏｌ / ｍＬ ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ
模拟物)和 ＩＧＦ￣１ 沉默组(５０ ｐｍｏｌ / ｍＬ ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ
模拟物＋４０ ｐｍｏｌ / ｍＬ ＩＧＦ￣１ ｓｉＲＮＡ)ꎬ除空白组外ꎬ各
组按说明书进行转染 ２４~４８ ｈ 后进行后续实验ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ３　 载体构建及双荧光素酶检测实验

使用 Ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ Ｈｕｍａｎ ７􀆰 ２ 数据库 ( ｈｔｔｐ: / /
ｗｗｗ. ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ. ｏｒｇ) 进行生物信息学预测ꎬ发现

ＩＧＦ￣１ 是 ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ 的直接靶点ꎬ然后使用双荧光

７６中国比较医学杂志 ２０２１ 年 １ 月第 ３１ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｊａｎｕａｒｙ ２０２１ꎬＶｏｌ. ３１ꎬＮｏ. １



素酶报告进行验证:通过 ＰＣＲ 扩增包含 ｍｉＲ￣２９ｂ￣
３ｐ 结合位点的野生型(ＷＴ)或突变型(Ｍｕｔ)片段

的 ＩＧＦ￣１ ３’非翻译区ꎬ然后将其克隆到 ｐｓｉＣＨＥＣＫ￣
２ 荧光素酶载体中以形成报告子载体ꎬ分别命名为

ＩＧＦ￣１ ｗｔ 和 ＩＧＦ￣１ Ｍｕｔꎮ 将 Ｌ０２ 细胞接种到 ２４ 孔

板(５×１０４ 细胞 /孔－１)培养 ２４ ｈ 后ꎬ用 ２ μｇ / ｍＬ 的

ＩＧＦ１ ３′ＵＴＲ 载体(ＷＴ 和 Ｍｕｔ)、１００ ｎｇ / ｍＬ 的 ｐＲＬ￣
ＴＫ 荧光素酶质粒以及 ５０ ｐｍｏｌ / ｍＬ 的 ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ
模拟物、抑制剂和 ＮＣ 模拟物、抑制剂共同转染ꎮ
转染后 ４８ ｈꎬ使用双荧光素报告试剂盒测量萤光

素酶活性ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ４　 脂质沉积指标测定

各组细胞用 ＰＢＳ 清洗后加入无水乙醇 ５００ μＬꎬ
细胞刮收集细胞后 ３０００ ｒ / ｍｉｎ 离心收集上清液ꎬ按
试剂盒说明书测定 ＴＧ 与 ＴＣ 的含量ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ５　 油红 Ｏ 染色

各组细胞培养 ２４ ｈ 后用 ４％多聚甲醇固定 １ ｈꎬ
０􀆰 ２％的油红 Ｏ 异丙醇染液染色 ２０ ｍｉｎꎬ清洗后烘

干ꎬ在倒置显微镜下观察ꎬ拍照ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ６　 ＲＴ￣ｑＰＣＲ

各组按照 ＲＮＡ 提取与逆转录试剂盒说明书进

行操作ꎬ使用 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 法检测 ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ 基因的

表达ꎬ使用软件分析检测样本的 ＣＴ 值ꎬ采用 ２－△△ＣＴ

值反映相对表达水平ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ

使用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法测定细胞中检测 ＩＧＦ￣１、纤
维化标志蛋白 α￣ＳＭＡ、Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉ 和 Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅲ的蛋

白表达量ꎮ
１􀆰 ４　 统计学方法

数据用平均数 ±标准差 ( ｘ－ ± ｓ ) 表示ꎮ 使用

ＳＰＳＳ ２５􀆰 ０ 用于数据分析ꎬ进行方差齐性检测ꎬ统计

方法为单因素方差分析ꎬ进一步两两比较采用 ＬＳＤ￣
ｔ 检验ꎮ Ｐ<０􀆰 ０５ 表示具有统计学意义ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 ＰＡ 对 Ｌ０２ 细胞中 ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ 与 ＩＧＦ￣１ 的

影响

检测发现ꎬ与对照组相比ꎬ模型组的 ＴＧ 和 ＴＣ
含量显着增加(Ｐ<０􀆰 ０５) (表 １)ꎻ同时ꎬ油红 Ｏ 染

色显示 Ｌ０２ 细胞在 ＰＡ 未做处理的 Ｌ０２ 细胞中未

出现脂质滴(图 １Ａ)ꎬ处理后显示出明显的脂质滴

(图 １Ｂ)ꎬ综合两项结果说明 ＮＡＦＬＤ 细胞模型构

建成功ꎮ ＲＴ￣ｑＰＣＲ 与 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测结果显示ꎬ
与对照组相比ꎬＰＡ 处理后ꎬＬ０２ 细胞中 ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ
显着增加ꎬ而 ＩＧＦ￣１ 表达降低(Ｐ<０􀆰 ０５)(表 １ 和图

１Ｃ)ꎮ

表 １　 ＰＡ 对 Ｌ０２ 细胞中 ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ 与 ＩＧＦ￣１ 的影响(ｎ＝ ３)
Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＰＡ ｏｎ ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ ａｎｄ ＩＧＦ￣１ ｉｎ Ｌ０２ ｃｅｌｌｓ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

ＴＧ
(ｍｍｏｌ / Ｌ)

ＴＣ
(μｍｏｌ / Ｌ)

ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ
(２－△△ＣＴ)

ＩＧＦ￣１ 蛋白
ＩＧＦ￣１ ｐｒｏｔｅｉｎ

对照组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ２２７±０􀆰 ０１５ ０􀆰 １６０±０􀆰 ０２６ １􀆰 ００７±０􀆰 １２９ １􀆰 ０３４±０􀆰 １３２

模型组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ８３７±０􀆰 ０４２∗∗ ０􀆰 ７４３±０􀆰 ０７１∗∗ １􀆰 ８２３±０􀆰 １１４∗∗ ０􀆰 ７８９±０􀆰 ０５６∗∗

注:与对照组相比ꎬ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１ꎮ
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１.

注:Ａ、Ｂ:油红染色图ꎻＣ:蛋白质印迹图ꎮ

图 １　 ＮＡＦＬＤ 细胞模型中油红染色与 ＷＢ 结果图

Ｎｏｔｅ. Ａ / Ｂꎬ Ｏｉｌ ｒｅｄ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｄｉａｇｒａｍｓ. Ｃꎬ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ.

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｏｉｌ ｒｅｄ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｉｎ ＮＡＦＬＤ ｃｅｌｌ ｍｏｄｅｌ

８６ 中国比较医学杂志 ２０２１ 年 １ 月第 ３１ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｊａｎｕａｒｙ ２０２１ꎬＶｏｌ. ３１ꎬＮｏ. １



２􀆰 ２　 ＩＧＦ￣１是 ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ 的直接作用靶点

双重荧光素酶报告基因检测发现ꎬｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ
的过表达明显降低了野生型 ＩＧＦ￣１ ３′￣ＵＴＲ 萤光素

酶的活性(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ而 ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ 的抑制作用显

著提高了野生型 ＩＧＦ￣１ ３′￣ＵＴＲ 的萤光素酶的活性

(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ而突变型 ＩＧＦ￣１ ３′￣ＵＴＲ 萤光素酶的活

性在用 ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ 模拟物或抑制剂转染后没有明

显变化(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎻ同时ꎬ在用 ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ 激动剂转

染后ꎬＩＧＦ￣１ 蛋白和 ｍＲＮＡ 的表达显著性降低ꎬ而
ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ 抑制剂转染后 ＩＧＦ￣１ 蛋白和 ｍＲＮＡ 的

表达显著性升高(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ见图 ２、表 ２ꎮ
２􀆰 ３　 抑制 ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ 对 ＮＡＦＬＤ 细胞模型的影响

进一步设计功能丧失实验以验证 ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ
在脂质代谢和肝细胞纤维化中的作用ꎮ 与模型组

相比ꎬ抑制 ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ 后ꎬ经 ＰＡ 诱导处理的 Ｌ０２ 细

胞中 ＴＧ 和 ＴＣ 含量显着降低(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ油红 Ｏ 染

色结果表明ꎬ抑制 ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ 后再经过 ＰＡ 处理可

以减少 Ｌ０２ 细胞中脂质滴的数量ꎮ 此外ꎬ我们发现

抑制 ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ 可以显著性降低 ＰＡ 处理后 Ｌ０２ 细

胞中 ＩＧＦ￣１ 与纤维化标记物(包括 α￣ＳＭＡꎬＩ 型胶原

和 ＩＩＩ 型胶原)的蛋白质表达水平(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ见表

３、图 ３ꎮ

注:Ａ:预测的 ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ 在 ＩＧＦ￣１ 上的结合

位点ꎻＢ:各组 ＩＧＦ￣１ 的蛋白质印迹图ꎮ

图 ２　 双重荧光素酶报告与 ＩＧＦ￣１ 蛋白和

ｍＲＮＡ 的表达结果图

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅ ｏｎ
ＩＧＦ￣１. Ｂꎬ ＩＧＦ￣１ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ.

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｄｕａｌ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ｒｅｐｏｒｔ ａｎｄ ＩＧＦ￣１ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ
ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ

表 ２　 双重荧光素酶报告与 ＩＧＦ￣１ 蛋白和 ｍＲＮＡ 的表达结果(ｎ＝ ３)
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｄｕａｌ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ｒｅｐｏｒｔ ａｎｄ ＩＧＦ￣１ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

荧光素酶活性
Ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ

野生型
ＷＴ

突变型
Ｍｕｔ

ＩＧＦ￣１
(２－△△ＣＴ)

ＩＧＦ￣１ 蛋白
ＩＧＦ￣１ ｐｒｏｔｅｉｎ

阴性激动剂组
ＮＣ ｍｉｎｉｃ ｇｒｏｕｐ １􀆰 ００±０􀆰 ０２ １􀆰 ００±０􀆰 ０７ １􀆰 ００±０􀆰 ０９ １􀆰 ００±０􀆰 ００

ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ 激动剂组
ＭｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ ｍｉｎｉｃ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ６７±０􀆰 ０４∗∗ １􀆰 ００±０􀆰 ０８ ０􀆰 ５２±０􀆰 ０５∗∗ ０􀆰 ７７±０􀆰 ０８∗∗

阴性抑制剂组
ＮＣ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｇｒｏｕｐ １􀆰 １１±０􀆰 ０５ １􀆰 ００±０􀆰 ０８ ０􀆰 ９１±０􀆰 １６ ０􀆰 ９８±０􀆰 １８

ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ 抑制剂组
ＭｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｇｒｏｕｐ １􀆰 ３０±０􀆰 ０６∗∗ １􀆰 ００±０􀆰 ０４ １􀆰 ２６±０􀆰 ０５∗∗ １􀆰 ５１±０􀆰 ３３∗

注:与阴性激动剂组相比ꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１ꎮ
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｅｇａｔｉｖｅ ａｇｏｎｉｓｔ ｇｒｏｕｐꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１.

表 ３　 抑制 ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ 对 ＮＡＦＬＤ 细胞模型的影响结果(ｎ＝ ３)
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｎ ＮＡＦＬＤ ｃｅｌｌ ｍｏｄｅｌ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

ＴＧ
(ｍｍｏｌ / Ｌ)

ＴＣ
(μｍｏｌ / Ｌ)

ＩＧＦ￣１ 蛋白
ＩＧＦ￣１ ｐｒｏｔｅｉｎ α￣ＳＭＡ Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉ Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅲ

对照组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ２４±０􀆰 ０３ ０􀆰 １６±０􀆰 ０２ １􀆰 ００±０􀆰 ００ １􀆰 ００±０􀆰 ００ １􀆰 ００±０􀆰 ００ １􀆰 ００±０􀆰 ００

模型组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ８５±０􀆰 ０８∗∗ ０􀆰 ７８±０􀆰 １２∗∗ ０􀆰 ５４±０􀆰 ０５∗∗ ２􀆰 ０３±０􀆰 ２３∗∗ １􀆰 ７９±０􀆰 ０６∗∗ ２􀆰 ７３±０􀆰 ３１∗∗

阴性对照组
ＮＣ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ８１±０􀆰 ０７∗∗ ０􀆰 ８１±０􀆰 ０４∗∗ ０􀆰 ５３±０􀆰 ０２∗∗ ２􀆰 ０５±０􀆰 ２２∗∗ １􀆰 ８１±０􀆰 ３１∗∗ ２􀆰 ６６±０􀆰 ２４∗∗

抑制组
ＭｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ４７±０􀆰 ０９∗＃＃ ０􀆰 ５３±０􀆰 ０４∗∗＃ ０􀆰 ６９±０􀆰 ０８＃ １􀆰 ３８±０􀆰 ２５＃ １􀆰 １７±０􀆰 ２４＃ １􀆰 ４９±０􀆰 ２１＃＃

注:与对照组相比ꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１ꎻ与模型组相比ꎬ＃Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ＃＃Ｐ<０􀆰 ０１ꎮ
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ ＃Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ ＃＃Ｐ<０􀆰 ０１.
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注:Ａ:油红染色结果ꎻＢ:蛋白质印迹结果ꎮ

图 ３　 抑制 ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ 对 ＮＡＦＬＤ 细胞模型的影响

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ｏｉｌ ｒｅｄ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔ. Ｂꎬ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ.

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ＮＡＦＬＤ ｃｅｌｌ ｍｏｄｅｌ

２􀆰 ４　 过表达 ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ 与沉默 ＩＧＦ￣１ 对 ＮＡＦＬＤ
细胞模型的影响

功能修复实验显示ꎬ与模型组相比ꎬ过表达组

与沉默组的 ＴＧ 和 ＴＣ 含量显著性增加以及脂质积

累增加(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ 印迹结果显示ꎬ沉默组

中纤维化标记物(包括 α￣ＳＭＡꎬＩ 型胶原和 ＩＩＩ 型胶

原)的蛋白表达水平增加ꎬＩＧＦ￣１ 蛋白的表达降低(Ｐ
<０􀆰 ０５)ꎬ见表 ４、图 ４ꎬ说明沉默 ＩＧＦ￣１ 的表达可增加

ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ 的效果ꎬ促进 ＮＡＦＬＤ 的形成ꎮ

３　 讨论

ＮＡＦＬＤ 是一种慢性进行性肝病ꎬ属于单纯性肝

脂肪变性ꎬ是一种可能发展为严重肝硬化的疾

病[１３]ꎮ 因此ꎬ了解 ＮＡＦＬＤ 的发病机理并开发有效

的治疗方法就变得越来越重要ꎮ ｍｉＲＮＡ 在各种生

理和病理学过程中起重要作用ꎬ包括细胞增殖、分
化、代谢和先天免疫[１４]ꎮ 目前研究已从高脂饮食或

遗传因素诱导的肥胖鼠类和重度 ＮＡＦＬＤ 患者的肝

中发现了 ｍｉＲＮＡ 失调ꎬ这提示 ｍｉＲＮＡ 在饮食调节

引起的肝功能障碍发展中的潜在作用[１５]ꎮ 最近的

研究表明ꎬ各种 ｍｉＲＮＡ 被确定为脂类代谢、胰腺细

胞发育、脂肪因子表达和脂肪形成中的重要调控因

子[１６]ꎮ 此外ꎬｍｉＲＮＡ 被认为是包括 ＮＡＦＬＤ 在内的

人类肝疾病的潜在治疗靶标和生物标记物[１７]ꎮ 因

此在本研究中ꎬ我们着眼于 ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ 的异常表

达ꎬ并通过靶向 ＩＧＦ￣１ 研究了 ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ 对 ＮＡＦＬＤ
体外脂质代谢和纤维化的调节ꎮ

越来越多的研究强调了 ｍｉＲＮＡ 在肝功能和疾

病中基因调控的作用ꎮ 许多关于 ＮＡＦＬＤ 的肝脏病

理学ꎬ包括肝炎症反应、结构损伤和脂质沉积ꎬ均由

一种或多种 ｍｉＲＮＡ 调节[１８]ꎮ 例如ꎬｍｉＲ￣１９２－５ｐ 可

以通过直接 ＮＡＦＬＤ 中 ＳＣＤ￣１ 的蛋白表达来抑制脂

质合成[１９]ꎮ Ｈｅ 等[２０] 报告说ꎬｍｉＲ￣２６ａ 通过 ＮＡＦＬＤ
中 ｍｉＲ￣２６ａ / ＩＬ￣６ / Ｉ / Ｌ７ 信号通路发挥免疫调节作用ꎮ
ｍｉＲ￣２９ 家族包括三个同源基因ꎬ即 ｍｉＲ￣２９ａ、ｍｉＲ￣
２９ｂ 和 ｍｉＲ￣２９ｃꎬ它们由两个基因簇编码[２１]ꎮ Ｐｅｎｇ
等[２２]报道ꎬｍｉＲ￣２９ 在 ＳＣＡＰ / ＳＲＥＢＰ￣１ 信号传导中

介导新的负反馈回路ꎬ以控制脂质代谢ꎮ 最近的研

究表明ꎬｍｉＲ￣２９ｂ 与 ＮＡＦＬＤ 呈正相关关系[９]ꎮ 但

是ꎬ没有证据显示 ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ 在调控 ＮＡＦＬＤ 细胞

模型的脂质蓄积和纤维化作用ꎮ ＰＡ 是高脂食物中

最常见的游离脂肪酸之一ꎬ也是体循环中第二丰富

的游离脂肪酸[２３]ꎮ 在本研究中ꎬ模型组细胞 ＴＧ 和

ＴＣ 的含量显著增加与油红 Ｏ 染色中出现明显的脂

质滴证明我们通过 ＰＡ 成功构建了 ＮＡＦＬＤ 体外细

胞模型ꎮ 同时ꎬｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ 在 ＮＡＦＬＤ 体外细胞模

型中高度表达ꎬ而 ＩＧＦ￣１ 表达显著降低(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ
这些数据表明 ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ 和 ＩＧＦ￣１ 在 ＮＡＦＬＤ 过程

中起关键作用ꎮ
众所周知ꎬｍｉＲＮＡ 通过直接调控靶基因来产生

细胞生物学行为ꎮ 目前已经鉴定出许多 ｍｉＲ￣２９ｂ￣
３ｐ 的靶基因ꎬ其中就包括 ＩＧＦ￣１[１２]ꎮ 在本研究中ꎬ
为了进一步研究 ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ 调控 ＮＡＦＬＤ 细胞模型

中脂质蓄积和纤维化的分子机制ꎬ使用生物信息学

数据库预测 ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ 的潜在靶标ꎮ 其结果揭示

了 ＩＧＦ￣１ 是 Ｌ０２ 细胞中 ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ 的直接靶标ꎬ双
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　 　 　 表 ４　 过表达 ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ 与沉默 ＩＧＦ￣１ 对 ＮＡＦＬＤ 细胞模型的影响(ｎ＝ ３)
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ ａｎｄ ｓｉｌｅｎｔ ＩＧＦ￣１ ｏｎ ＮＡＦＬＤ ｃｅｌｌ ｍｏｄｅｌ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

ＴＧ
(ｍｍｏｌ / Ｌ)

ＴＣ
(μｍｏｌ / Ｌ)

ＩＧＦ￣１ 蛋白
ＩＧＦ￣１ ｐｒｏｔｅｉｎ α￣ＳＭＡ Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ｉ Ｃｏｌｌａｇｅｎ Ⅲ

对照组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ２７±０􀆰 ０３ ０􀆰 １４±０􀆰 ０３ １􀆰 ００±０􀆰 ００ １􀆰 ００±０􀆰 ００ １􀆰 ００±０􀆰 ００ １􀆰 ００±０􀆰 ００

模型组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ８７±０􀆰 ０９∗∗ ０􀆰 ８１±０􀆰 １６∗∗ ０􀆰 ６９±０􀆰 ０７∗∗ １􀆰 １８±０􀆰 ０３∗ １􀆰 ５５±０􀆰 ２４∗ １􀆰 １９±０􀆰 ０４∗

过表达组
ＭｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ ｍｉｎｉｃ ｇｒｏｕｐ １􀆰 １９±０􀆰 １２∗∗＃＃ １􀆰 ０３±０􀆰 ０５∗∗＃ ０􀆰 ５３±０􀆰 ０５∗∗＃ １􀆰 ３６±０􀆰 ０２∗∗＃ ２􀆰 ３４±０􀆰 １６∗∗＃＃ １􀆰 ４０±０􀆰 １０∗∗＃

ＩＧＦ￣１ 沉默组
ＩＧＦ￣１ ｓｉＲＮＡ １􀆰 ４０±０􀆰 ０７∗∗＃＃ １􀆰 ３２±０􀆰 １５∗∗＃＃ ０􀆰 ４１±０􀆰 ０７∗∗＃＃ １􀆰 ９６±０􀆰 １２∗∗＃＃ ２􀆰 ８６±０􀆰 １３∗∗＃＃ １􀆰 ７２±０􀆰 １５∗∗＃＃

注:与对照组相比ꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１ꎻ与模型组相比ꎬ＃Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ＃＃Ｐ<０􀆰 ０１ꎮ
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ ∗∗Ｐ<０􀆰 ０１. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ ＃Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ ＃＃Ｐ<０􀆰 ０１.

注:Ａ:油红染色结果ꎻＢ:蛋白质印迹结果ꎮ

图 ４　 过表达 ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ 与沉默 ＩＧＦ￣１ 对 ＮＡＦＬＤ 细胞模型的影响

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｏｉｌ ｒｅｄ ｓｔａｉｎｉｎｇ. Ｂꎬ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ.

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ ａｎｄ ｓｉｌｅｎｃｅｄ ＩＧＦ￣１ ｏｎ ＮＡＦＬＤ ｃｅｌｌ ｍｏｄｅｌ

重荧光素酶报告基因检测、ＲＴ￣ｑＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
的结果也证明 ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ 靶向 ＩＧＦ￣１ 并在体外抑

制 ＩＧＦ￣１ 表达ꎮ
为了更深入地探讨 ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ 与 ＩＧＦ￣１ 的调

节关系ꎬ我们设计了功能丧失实验ꎬ进一步探讨了

ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ 对 ＮＡＦＬＤ 细胞模型中 ＩＧＦ￣１ 表达的调

节作用ꎮ 结果表明ꎬ抑制 ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ 表达可减少

ＮＡＦＬＤ 体外细胞模型中 ＴＧ 和 ＴＣ 的生成ꎬ并减少

脂滴的数量和纤维化标记物的蛋白表达水平ꎬ表明

ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ 可能在 ＮＡＦＬＤ 脂质积累和肝细胞纤维

化中起着负调节剂的作用ꎮ 同时 ＰＡ 处理后ꎬＩＧＦ￣１
的表达显著下降ꎬ并且被 ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ 抑制ꎬ提示抑

制 ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ 可以减少 ＮＡＦＬＤ 细胞模型的脂质蓄

积和肝细胞纤维化ꎬ其机制与 ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ 调节 ＩＧＦ￣
１ 蛋白表达有关ꎮ

为了确定 ＩＧＦ￣１ 是否参与 ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ 调节的

肝细胞脂质积累和纤维化ꎬ我们设计功能修复实

验ꎮ 如预期的那样ꎬ在 ＩＧＦ￣１ 被 ｓｉＲＮＡ 沉默后ꎬｍｉＲ￣
２９ｂ￣３ｐ 模拟物在 ＮＡＦＬＤ 细胞模型中诱导 ＴＧ 和 ＴＣ
生成以及脂质积累增加ꎬ同时过表达的 ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ
诱导 Ｌ０２ 细胞大量聚集包括 α￣ＳＭＡ、Ｉ 型胶原和 ＩＩＩ
型胶原等纤维化标记物ꎬ并进一步降低 ＩＧＦ￣１ 蛋白

的表达水平ꎮ 综上所述ꎬ沉默 ＩＧＦ￣１ 增强了 ｍｉＲ￣
２９ｂ￣３ｐ 对脂质积累和纤维化标记蛋白表达水平的

促进作用ꎬ说明 ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ 通过直接靶向 ＩＧＦ￣１ 改

进了肝细胞的脂质蓄积和纤维化ꎬ发挥促 ＮＡＦＬＤ 的

功能ꎮ
总而言之ꎬ本研究证明了在 ＮＡＦＬＤ 体外模型中

ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ 表达升高ꎬ而 ＩＧＦ￣１ 表达则在下降ꎮ 我

们的研究进一步证明ꎬ抑制 ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ 可靶向抑制

ＮＡＦＬＤ 中的 ＩＧＦ￣１ 减少肝细胞脂质蓄积和纤维化ꎮ
我们的数据丰富了 ｍｉＲＮＡ 在 ＮＡＦＬＤ 发育中的生物

学功能ꎮ 同时ꎬ我们的研究表明抑制 ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ 可

能是 ＮＡＦＬＤ 治疗的有前途的策略ꎮ

１７中国比较医学杂志 ２０２１ 年 １ 月第 ３１ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｊａｎｕａｒｙ ２０２１ꎬＶｏｌ. ３１ꎬＮｏ. １



参考文献:

[ １ ]　 Ｒａｙ Ｋ. ＮＡＦＬＤ￣ｔｈｅ ｎｅｘｔ ｇｌｏｂａｌ ｅｐｉｄｅｍｉｃ [ Ｊ ] . Ｎａｔ Ｒｅｖ
Ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌ Ｈｅｐａｔｏｌꎬ ２０１３ꎬ １０(１１): ６２１.

[ ２ ] 　 Ｗｉｌｌｉａｍｓ Ｔ. Ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｓｙｎｄｒｏｍｅ: ｎｏｎａｌｃｏｈｏｌｉｃ ｆａｔｔｙ ｌｉｖｅｒ ｄｉｓｅａｓｅ
[Ｊ] . ＦＰ Ｅｓｓｅｎｔꎬ ２０１５ꎬ ４３５: ２４－２９.

[ ３ ] 　 范建高. 中国非酒精性脂肪性肝病诊疗指南(２０１０ 年修订

版) [Ｊ] . 中国医学前沿杂志(电子版)ꎬ ２０１２ꎬ ４(７): ４－１０.
[ ４ ] 　 Ａｇｒａｗａｌ Ｓꎬ Ｄｕｓｅｊａ Ａ. Ｎｏｎａｌｃｏｈｏｌｉｃ ｆａｔｔｙ ｌｉｖｅｒ ｄｉｓｅａｓｅ￣￣ｔｈｅ

ｃｌｉｎｉｃｉａｎ’ｓ ｐｅｒｓｐｅｃｔｉｖｅ [Ｊ] . Ｔｒｏｐ Ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌꎬ ２０１４ꎬ ３５(４):
２１２－２２１.

[ ５ ] 　 Ｗｏｎｇ ＶＷꎬ Ｗｏｎｇ ＧＬꎬ Ｃｈｏｉ ＰＣꎬ ｅｔ ａｌ. Ｄｉｓｅａｓｅ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ｎｏｎ￣ａｌｃｏｈｏｌｉｃ ｆａｔｔｙ ｌｉｖｅｒ ｄｉｓｅａｓｅ: ａ ｐｒｏｓｐｅｃｔｉｖｅ ｓｔｕｄｙ ｗｉｔｈ ｐａｉｒｅｄ
ｌｉｖｅｒ ｂｉｏｐｓｉｅｓ ａｔ ３ ｙｅａｒｓ [Ｊ] . Ｇｕｔꎬ ２０１０ꎬ ５９(７): ９６９－９７４.

[ ６ ] 　 Ｆａｒｒｅｌｌ ＧＣꎬ Ｌａｒｔｅｒ ＣＺ. Ｎｏｎａｌｃｏｈｏｌｉｃ ｆａｔｔｙ ｌｉｖｅｒ ｄｉｓｅａｓｅ: ｆｒｏｍ
ｓｔｅａｔｏｓｉｓ ｔｏ ｃｉｒｒｈｏｓｉｓ [Ｊ] . Ｈｅｐａｔｏｌｏｇｙꎬ ２００６ꎬ ４３(２): Ｓ９９￣Ｓ１１２.

[ ７ ] 　 Ｓｅｎｄｉ Ｈꎬ Ｍｅｈｒａｂ￣Ｍｏｈｓｅｎｉ Ｍꎬ Ｒｕｓｓｏ ＭＷꎬ ｅｔ ａｌ. Ｂａｓｅｌｉｎｅ
ｈｅｐａｔｉｃ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｍｉｒ￣２９ｂ ａｎｄ ｃｌａｕｄｉｎ ａｒｅ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｔａｇｅ ｏｆ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ａｎｄ ＨＣＶ ＲＮＡ ｉｎ ｈｅｐａｔｉｔｉｓ Ｃ [Ｊ] . Ｃｌｉｎ
Ｅｘｐ Ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌ Ｈｅｐａｔｏｌꎬ ２０１９ꎬ １(１):１０５.

[ ８ ] 　 Ｚｈａｎｇ Ｙꎬ Ｇｈａｚｗａｎｉ Ｍꎬ Ｌｉ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. ｍｉＲ￣２９ｂ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｃｏｌｌａｇｅｎ
ｍａｔｕｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｈｅｐａｔｉｃ ｓｔｅｌｌａｔｅ ｃｅｌｌｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ｄｏｗｎ￣ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＨＳＰ４７ ａｎｄ ｌｙｓｙｌ ｏｘｉｄａｓｅ [ Ｊ] . Ｂｉｏｃｈｅｍ Ｂｉｏｐｈｙｓ
Ｒｅｓ Ｃｏｍｍｕｎꎬ ２０１４ꎬ ４４６(４): ９４０－９４４.

[ ９ ] 　 Ｈｅ Ｚꎬ Ｙａｎｇ ＪＪꎬ Ｚｈａｎｇ Ｒꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇ ｍｉＲ￣２９ｂ ｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙ
ｃｏｒｒｅｌａｔｅｓ ｗｉｔｈ ｎｏｎ￣ａｌｃｏｈｏｌｉｃ ｆａｔｔｙ ｌｉｖｅｒ ｄｉｓｅａｓｅ ｉｎ ａ Ｃｈｉｎｅｓｅ
ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ [Ｊ] . Ｊ Ｄｉｇ Ｄｉｓꎬ ２０１９ꎬ ２０(４): １８９－１９５.

[１０] 　 Ｔｉｍｍｅｒ ＬＴꎬ Ｈｏｏｇａａｒｓ ＷＭＨꎬ Ｊａｓｐｅｒｓ ＲＴ. Ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ＩＧＦ￣１
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｉｎ ｓｋｅｌｅｔａｌ ｍｕｓｃｌｅ ａｔｒｏｐｈｙ [ Ｊ] . Ａｄｖ Ｅｘｐ Ｍｅｄ Ｂｉｏｌꎬ
２０１８ꎬ １０８８: １０９－１３７.

[１１] 　 Ｄｉｃｈｔｅｌ ＬＥꎬ Ｃｏｒｅｙ ＫＥꎬ Ｍｉｓｄｒａｊｉ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ
ＩＧＦ￣１ ｌｅｖｅｌｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃ ｓｅｖｅｒｉｔｙ ｏｆ ｎｏｎａｌｃｏｈｏｌｉｃ ｆａｔｔｙ ｌｉｖｅｒ
ｄｉｓｅａｓｅ [Ｊ] . Ｃｌｉｎ Ｔｒａｎｓｌ Ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌꎬ ２０１７ꎬ ８(１): ｅ２１７.

[１２] 　 Ｚｅｎｇ Ｑꎬ Ｗａｎｇ Ｙꎬ Ｇａｏ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. ｍｉＲ￣２９ｂ￣３ｐ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｖｉａ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ＩＧＦ￣１ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｏｆ ｍｅｃｈａｎｉｃａｌｌｙ
ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ ｏｓｔｅｏｃｙｔｅｓ [Ｊ] . Ｃｅｌｌ Ｍｏｌ Ｂｉｏｌ Ｌｅｔｔꎬ ２０１９ꎬ ２４: １１.

[１３] 　 Ｄｏｎｇ ＸＣ. ＦＯＸＯ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓ ｉｎ ｎｏｎ￣ａｌｃｏｈｏｌｉｃ ｆａｔｔｙ ｌｉｖｅｒ

ｄｉｓｅａｓｅ [Ｊ] . Ｌｉｖｅｒ Ｒｅｓꎬ ２０１７ꎬ １(３): １６８－１７３.
[１４] 　 Ｓｚａｂｏ Ｇꎬ Ｂａｌａ Ｓ. ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ ｉｎ ｌｉｖｅｒ ｄｉｓｅａｓｅ [ Ｊ] . Ｎａｔ Ｒｅｖ

Ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌ Ｈｅｐａｔｏｌꎬ ２０１３ꎬ １０(９): ５４２－５５２.
[１５] 　 Ｙａｍａｄａ Ｈꎬ Ｓｕｚｕｋｉ Ｋꎬ Ｉｃｈｉｎｏ Ｎꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｓ ｂｅｔｗｅｅｎ

ｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇ ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ (ｍｉＲ￣２１ꎬ ｍｉＲ￣３４ａꎬ ｍｉＲ￣１２２ ａｎｄ ｍｉＲ￣
４５１) ａｎｄ ｎｏｎ￣ａｌｃｏｈｏｌｉｃ ｆａｔｔｙ ｌｉｖｅｒ [ Ｊ] . Ｃｌｉｎ Ｃｈｉｍ Ａｃｔａꎬ ２０１３ꎬ
４２４: ９９－１０３.

[１６] 　 Ｚｈａｎｇ Ｙꎬ Ｃｈｅｎｇ Ｘꎬ Ｌｕ Ｚꎬ ｅｔ ａｌ. Ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ￣１５ｂ ｉｎ
ＮＡＦＬＤ ｍｏｄｅｌｓ ａｎｄ ｉｎ ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ ｏｆ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｆａｔｔｙ ｌｉｖｅｒ
ｄｉｓｅａｓｅ [Ｊ] . Ｄｉａｂｅｔｅｓ Ｒｅｓ Ｃｌｉｎ Ｐｒａｃｔꎬ ２０１３ꎬ ９９(３): ３２７－３３４.

[１７] 　 Ｈｅ Ｚꎬ Ｈｕ Ｃꎬ Ｊｉａ Ｗ. ｍｉＲＮＡｓ ｉｎ ｎｏｎ￣ａｌｃｏｈｏｌｉｃ ｆａｔｔｙ ｌｉｖｅｒ ｄｉｓｅａｓｅ
[Ｊ] . Ｆｒｏｎｔ Ｍｅｄꎬ ２０１６ꎬ １０(４): ３８９－３９６.

[１８] 　 Ｄａｔｔａｒｏｙ Ｄꎬ Ｓｅｔｈ ＲＫꎬ Ｄａｓ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｐａｒｓｔｏｌｏｎｉｎ Ｂ ａｔｔｅｎｕａｔｅｓ
ｅａｒｌｙ ｌｉｖｅｒ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｉｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ＮＡＳＨ ｂｙ ｍｏｄｕｌａｔｉｎｇ
ＴＬＲ４ ｔｒａｆｆｉｃｋｉｎｇ ｉｎ ｌｉｐｉｄ ｒａｆｔｓ ｖｉａ ＮＡＤＰＨ ｏｘｉｄａｓｅ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ [Ｊ] .
Ａｍ Ｊ Ｐｈｙｓｉｏｌ Ｇａｓｔｒｏｉｎｔｅｓｔ Ｌｉｖｅｒ Ｐｈｙｓｉｏｌꎬ ２０１６ꎬ ３１０(７): Ｇ５１０
－Ｇ５２５.

[１９] 　 Ｌｉｕ ＸＬꎬ Ｃａｏ ＨＸꎬ Ｗａｎｇ ＢＣꎬ ｅｔ ａｌ. ｍｉＲ￣１９２－５ｐ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｌｉｐｉｄ
ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｉｎ ｎｏｎ￣ａｌｃｏｈｏｌｉｃ ｆａｔｔｙ ｌｉｖｅｒ ｄｉｓｅａｓｅ ｔｈｒｏｕｇｈ ＳＣＤ￣１ [Ｊ] .
Ｗｏｒｌｄ Ｊ Ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌꎬ ２０１７ꎬ ２３(４６): ８１４０－８１５１.

[２０] 　 Ｈｅ Ｑꎬ Ｌｉ Ｆꎬ Ｌｉ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. ｍｉｃｒｏＲＮＡ￣２６ａ￣ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ ( ＩＬ) －６￣Ｉ /
Ｌ７ ａｘｉｓ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｎｏｎ￣ａｌｃｏｈｏｌｉｃ ｆａｔｔｙ ｌｉｖｅｒ
ｄｉｓｅａｓｅ ｉｎ ａ ｍｕｒｉｎｅ ｍｏｄｅｌ [ Ｊ] . Ｃｌｉｎ Ｅｘｐ Ｉｍｍｕｎｏｌꎬ ２０１７ꎬ １８７
(１): １７４－１８４.

[２１] 　 Ｍａｓｓａｒｔ Ｊꎬ Ｓｊöｇｒｅｎ ＲＪＯꎬ Ｌｕｎｄｅｌｌ ＬＳꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｌｔｅｒｅｄ ｍｉＲ￣２９
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｙｐｅ ２ ｄｉａｂｅｔｅｓ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｓ ｇｌｕｃｏｓｅ ａｎｄ ｌｉｐｉｄ
ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｉｎ ｓｋｅｌｅｔａｌ ｍｕｓｃｌｅ [ Ｊ] . Ｄｉａｂｅｔｅｓꎬ ２０１７ꎬ ６６ ( ７):
１８０７－１８１８.

[２２] 　 Ｒｕ Ｐꎬ Ｇｕｏ Ｄ. ｍｉｃｒｏＲＮＡ￣２９ ｍｅｄｉａｔｅｓ ａ ｎｏｖｅｌ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｆｅｅｄｂａｃｋ
ｌｏｏｐ ｔｏ ｒｅｇｕｌａｔｅ ＳＣＡＰ / ＳＲＥＢＰ￣１ ａｎｄ ｌｉｐｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ [Ｊ] . ＲＮＡ
Ｄｉｓꎬ ２０１７ꎬ ４(１): ｅ１５２５.

[２３] 　 Ｍａｎｃｉｎｉ Ａꎬ Ｉｍｐｅｒｌｉｎｉ Ｅꎬ Ｎｉｇｒｏ Ｅꎬ ｅｔ ａｌ. Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ａｎｄ
ｎｕｔｒｉｔｉｏｎａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ｐａｌｍ ｏｉｌ ａｎｄ ｐａｌｍｉｔｉｃ ａｃｉｄ: ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｎ
ｈｅａｌｔｈ [Ｊ] . Ｍｏｌｅｃｕｌｅｓꎬ ２０１５ꎬ ２０(９): １７３３９－１７３６１.

〔收稿日期〕２０２０－０５－２９

２７ 中国比较医学杂志 ２０２１ 年 １ 月第 ３１ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｊａｎｕａｒｙ ２０２１ꎬＶｏｌ. ３１ꎬＮｏ. １


