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MiR-377 靶向调控 Egr1 在乙肝肝纤维化病理机制中的作用

李贻弘，张宏，侯波，熊首先

(江汉油田总医院消化科，湖北 潜江 433124)

[摘　要]	 目的：研究miR-377靶向调控早期生长反应因子(early growth response l，Egr1)在肝纤维化病理机

制中的作用。方法：RT-qPCR检测肝纤维化患者血清中miR-377的表达；用miR靶基因数据库进行

筛选，选择Egr1为miR-377的潜在靶基因；RT-qPCR和Western印迹法分别检测miR-377 mimics对

Egr1的mRNA及蛋白表达的影响；CCK-8检测AngII诱导后HSC细胞和转染miR-377的HSC细胞增

殖程度；RT-qPCR检测经AngII和AngII+miR-377刺激后与α-平滑肌动蛋白(α-smooth muscle actin，

α- SMA)，FSP1和Collagen I的表达量。结果：MiR-377可能与肝纤维化的发生及发展有关；miR-

377可以通过结合Egr1的3'-UTR直接抑制Egr1的mRNA翻译及其蛋白表达；miR-377可抑制肝细胞经

AngII诱导后的增殖活性；miR-377能抑制经AngII刺激后α-SMA，FSP1和Collagen I的表达，在肝纤

维化的进程中发挥抑制作用。结论：MiR-377通过抑制Egr1的表达抑制肝细胞的增殖和病理进程。
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Role of miR-377 targeted regulation of EGR1 in the 
pathological mechanism of liver fibrosis in hepatitis B patient

LI Yihong, ZHANG Hong, HOU Bo, XIONG Shouxian

(Department of Gastroenterology, Jianghan Oilfield General Hospital, Qianjiang Hubei 433124, China)

Abstract Objective: To study the role of miR-377 targeted regulation of EGR1 in the pathological mechanism of liver 

fibrosis. Methods: The expression of miR-377 in serum of patients with liver fibrosis were detected by RT-qPCR. 

Egr1 was selected as the potential target gene of miR-377 by screening with miR target gene database. The effect 

of miR-377mimics on the mRNA and protein expression of Egr1 was detected by RT-qPCR and Western blot, 

respectively. CCK-8 was used to detect the proliferation of HSC cells and HSC cells transfected with miR-377 

which were induced by AngII. RT-qPCR was used to detect the expression of α-smooth muscle actin (α-SMA), 

FSP1 and Collagen I after AngII and AngII + miR-377 stimulated. Results: MiR-377 may be related to the 

occurrence and development of liver fibrosis. miR-377 can directly inhibit the mRNA translation and protein 

expression of Egr1 by binding 3'-URT of Egr1. miR-377 could inhibit the proliferation of liver cells induced by 

AngII. miR-377 could inhibit the expression of α-SMA, FSP1 and Collagen I after AngII stimulated and miR-
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肝硬化晚期常合并食管胃底静脉曲张、腹水

及脾肿大，以及上消化道出血、肝性脑病和肝肾

综合症。肝硬化晚期并发症的治疗极为困难，严

重危害人类健康 [1-2]。肝纤维化是肝硬化的前期病

变，是各种慢性肝病导致肝硬化所必经途径。目前

肝硬化难以逆转，但是肝纤维化是可以逆转的，如

果能够阻断或逆转肝纤维化，就可以很大程度上

改善及控制肝病的预后和预防肝硬化的发生。肝

星状细胞(hepatic stellate cell，HSC)是肝纤维化发

生、发展的关键细胞，静息型HSC激活转变为活化

型HSC过程，是肝纤维化发生的关键环节。因此，

抑制HSC增殖机制是现今肝纤维化的研究热点[3]。

AngII是促进纤维化的重要因子，通过促进HSC细

胞的活化和增值，促进肝细胞的纤维化 [ 4 ]。实验

中可以通过AngII刺激HSC来制作肝纤维化细胞模

型。MiR是一类长约22 nt在生物体广泛存在的非编

码小RNA，通过与靶基因3'-UTR结合抑制其翻译而

调控细胞的生物功能。在细胞分化、增殖、凋亡、

代谢以及肿瘤发生等多种生物学过程发挥着重要的

调节作用。MiR-377在人体骨骼生长发育 [5]、肿瘤

病变[6]过程中都发挥着非常重要的作用，抑制肾透

明细胞癌、胰腺癌和非小细胞肺癌等多种肿瘤的生 
长[7-9]。在肺成纤维细胞衰老模型中miR-377的表达

增高[10]。本研究分析miR-377在肝纤维化病理机制

发挥的作用，并寻找miR-377在肝纤维化过程中的

作用靶点，为诊断与治疗肝纤维化提供新的研究方

向，改善肝病预后和预防肝硬化的发生。

1  对象与方法

1.1  对象

选取 2 0 1 5 年 1 2 月至 2 0 1 8 年 2 月江汉油田总医

院病理科收治的74例肝纤维化患者(设为肝纤维化

组)，其中男48例，女26例，年龄(57.51±8.29)岁。

对照组标本来自本院体检科健康志愿者，其中男 
3 6 例 ， 女 3 1 例 ， 年 龄 ( 5 1 . 9 4 ± 9 . 1 3 ) 岁 。 本 实 验

经 江 汉 油 田 总 医 院 医 学 伦 理 委 员 会 审 批 同 意 ，

患 者 签 署 知 情 同 意 书 。 所 有 患 者 排 除 肝 癌 、 自

身 免 疫 性 肝 炎 、 遗 传 代 谢 性 肝 病 、 巨 细 胞 病 毒

(cytomegalovirus，CMV)，丙型肝炎病毒(hepatitis 
C virus，HCV)和丁型肝炎病毒(hepatitis D virus，

HDV)感染引起的急慢性肝病，或合并不稳定的高

血压、糖尿病及其他严重疾病和严重感染。受试

者还需满足下列入组标准：乙型肝炎患者经肝组

织活检提示肝纤维化分期>S1。排除标准：6个月

内肝组织活检的纤维化评分>S3[11]。肝炎诊断符合

《慢性乙型肝炎防治指南2010年更新版》 [12]中的

诊断标准。

1.2  外周血采集

采用一次性血清分离胶管，于清晨空腹状况下

抽取外周静脉血约3 mL；待血清析出后以1 500 r/min
离心10 min，取上层血清保存至−80 ℃冰箱待检测。

1.3  RT-qPCR
采 用 R T - q P C R 检 测 各 组 中 α - 平 滑 肌 动 蛋

白 ( α - s m o o t h  m u s c l e  a c t i n ， α - S M A ) ， F S P 1 和

C o l l a g e n  I 的 m R N A 表 达 量 。 按 照 T R I z o l 试 剂 盒

( 美 国 P r o m e g a 公 司 ) 说 明 书 中 步 骤 提 取 血 清 中

总 R N A ， 按 照 反 转 录 试 剂 盒 ( 美 国 P r o m e g a 公

司 ) 的 说 明 书 将 总 R N A 进 行 R N A 反 转 录 ， 合 成

cDNA。以U6为内参，U6的引物序列：正向引物

5'-GCTTCGGCAGCACATATACTAAAAT-3'，反向引

物5'-CGCTTCACGAACCGCGTGTCA-3'；miR-377 
的 引 物 序 列 ： 正 向 引 物 5 ' - A T C A C A C A -
A A G G C A A C - 3 '，反向引物5 ' - GTG C A G G GTCC -
G AG GT- 3 '。引物设计软件为Pr i m e r。 9 5  ℃预热 
30 s，95 ℃ 5 s，60 ℃ 30 s，40次循环扩增，2−△△Ct

比较实验组与对照组的基因变化。

1.4  细胞培养和转染

1.4.1  细胞培养

HSC -L X2细胞由湖北医科大学医学实验中心

提供。HSC-LX2细胞在37 ℃，5%CO 2条件下，置

于含10%胎牛血清，100 μg/mL青霉素、100 μg/mL
链霉素的DME M培养基中培养，每3天换液1次，

3~5 d传代1次，按1:2传代，每次实验均取指数生

长期的细胞。

1.4.2  转染

取 对 数 生 长 期 细 胞 ( 1 ~ 1 . 5 ) × 1 0 6个 分 板 ， 接

种 于 6 孔 板 中 ， 置 于 3 7  ℃ ， 5 %  C O 2的 培 养 箱 中

培养至细胞密度 6 0 % ~ 7 0 % 之后，再将细胞分为 2

377 played an inhibitory role in the process of liver fibrosis. Conclusion: MiR-377 inhibits the proliferation and 

pathological process of liver cells by inhibiting the expression of Egr1.

Keywords hepatic fibrosis; miR-377; early growth response; AngII
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组：m i R N A的阴性对照转染组(m i R N A -N C组)以

及miR-377过表达miRNA转染组(miRNA-377组)，

并 将 培 养 基 换 成 每 孔 1  m L 无 血 清 无 双 抗 的 培 养

基，miR NA及转染试剂L ipofectamine 2000(美国

Invitrogen公司)分别用100 μL DMEM稀释后，依照

说明书所需比例混匀后静置20 min后，逐滴加入并

且轻晃混匀，培养6 h后，在换为含完全培养基，

待48 h后收集细胞进行下一步分析。

1.5  CCK-8 检测细胞增殖

参照CCK-8试剂盒(上海碧云天生物技术有限

公司)说明书步骤进行，将miR-377 mimics和阴性对

照miRNA mimics分别转染进HSC细胞中，用AngII
进行刺激，分别设为AngII+miR-377组和AngII组，

将阴性对照miRNA mimics转染进HSC细胞中，不用

AngII刺激，设为NC组。转染24 h后，接种于96孔

培养板，每孔加10 μL CCK-8，37 ℃培养2 h，酶标

仪上测定480 nm波长处OD值。

1.6  荧光素酶报告分析

通过 Ta r g e t S c a n Hu m a n 数据库 ( h t t p : / / w w w.
t a r g e t s c a n . o r g / v e r t ) 搜索和 m i R - 3 7 7 种子区域匹

配 的 保 守 的 8 m e r 和 7 m e r 位 点 来 预 测 靶 基 因 。

预 测 E g r 1 为 m i R - 3 7 7 的 潜 在 靶 基 因 ， 构 建 早 期

生长反应因子(ea r l y  g row t h  re s p o n s e  l，Eg r 1 )野

生 型 3 ' - U T R 荧 光 素 酶 报 告 基 因 质 粒 p M I R - E g r 1 -
w t ， 并 以 p M I R - E g r 1 - w t 质 粒 为 模 板 ， 利 用 P C R
搭 桥 法 构 建 其 潜 在 结 合 位 点 突 变 型 报 告 基 因

质 粒 p M I R - E g r 1 - M u t 。 将 m i R - 3 7 7  m i m i c s ， 阴

性 对 照 m i R N A  m i m i c s 内 参 海 肾 荧 光 素 酶 以 及

p M I R - E g r 1 - w t 和 p M I R - E g r 1 - M u t 报 告 基 因 质 粒

共转染进H S C细胞中，在细胞培养箱中培养3 6  h 
后收取细胞液，使用双荧光素酶报告基因试剂盒

(美国Amboin公司)测定荧光素酶活性，miR-377结

合位点为3'-UGUUUUCAACGGAAACACACU-5'。

1.7  Western 印迹法监测 Egr1 蛋白表达

采 用 含 5 0  m m o l / L  Tr i s - H C l  ( p H  7 . 4 ) ， 
150 mmol/L NaCl，0.5%脱氧胆酸钠，0.1%SDS和

蛋白酶抑制剂及 1  m m o l / L 苯甲基磺酰氟的 R I PA
裂解液分离蛋白质。酶标仪测量蛋白浓度，每孔

20 μg点样至SDS -PAGE凝胶上样孔中，200 V电泳

40 min，300 mA恒流转膜1.5 h，5%脱脂奶粉封闭

2 h，加入一抗4 ℃孵育过夜，TBS漂洗3次，二抗

3 7  ℃孵育2  h，T B S漂洗3次，ECL化学发光法显

色，凝胶成像仪中拍照分析。

1.8  统计学处理

采用SPSS 22.0统计软件进行数据分析，计量

资料用均数±标准差(x±s)表示，两组样本均数比较

采用t检验。P<0.05为差异有统计学意义。

2  结果

2.1  肝纤维化患者血清中 miR-377 的表达及病理

分期趋势

RT- q P CR检测肝纤维化患者较对照组血清中

miR-377的表达量显著降低(P<0.01，图1A，表1)。

随着肝纤维化病理分期严重程度升高，miR-377的

表达显著降低(P<0.01，图1B，表2)。

图1 肝纤维化患者血清中miR-377的表达(A)及病理分期趋势(B)

Figure 1 Expression of miR-377 in serum (A) and pathological staging (B) of patients with liver fibrosis

**P<0.01.
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2.2  MiR-377 结 合 Egr1 的 3'-UTR 调 控 Egr1 的

mRNA 翻译及其蛋白

Egr1与miR-377的区域匹配情况见图2A。双荧

光素酶检测结果显示：m i R - 3 7 7  m i m i c s可明显抑

制pMIR-Egr1-wt质粒荧光素酶活性(P<0.01)；而对

pMIR-Egr1-Mut荧光素酶活性无明显影响(P>0.05，

图2B)。

We s t e r n 印 迹 法 检 测 结 果 显 示 ： 与 对 照 组 比

较，miR-377 mimics转染组中Egr1蛋白表达量明显

降低(图2C)。

2.3  MiR-377 可调控经 AngII 刺激后肝细胞增殖

A ng I I刺激H SC细胞后，m i R - 3 7 7的表达量显

著低于对照组 ( P < 0 . 0 1 ，图 3 A ) 。 A n g I I 处理组细

胞增殖数显著高于对照组(P<0.01)，而Ang II刺激

后的miR-377 mimics转染组显著低于Ang II处理组

(P<0.01，图3B)。

2.4  MiR-377 抑制纤维化因子 mRNA 的表达量

与AngII处理组比较，AngII+miR-377 mimics组

中α-SMA，FSP1和Collagen I的mRNA表达水平明显

降低(P<0.01，图4)。

表1 两组血清中miR-377的表达水平比较(x±s)

Table 1 Comparison of expression levels of miR-377 in 

serum of the two groups (x±s)

组别 n miR-377表达

对照组 67 1.00±0.75

肝纤维化组 74 0.29±0.10

t 8.181

P <0.001

表2 肝纤维化患者不同病理分期血清中miR-377的表达

水平(x±s)

Table 2 Expression levels of miR-377 in serum of patients 

with liver fibrosis at different pathological stages (x±s)

病理分期 n miR-377 表达

0~1 24 1.00±0.69

2~4 25 0.52±0.16

5~6 25 0.39±0.09

F/P 10.326/<0.001

t/P(2~4 vs 0~1) 3.386/0.001

t/P(5~6 vs 0~1) 4.384/<0.001

t/P(5~6 vs 2~4) 3.524/0.001

图2 miR-377结合Egr1的3'-UTR调控Egr1的mRNA及其蛋白表达

Figure 2 Expression of Egr1 mRNA and protein regulated by miR-377 binds to the 3'-UTR

(A)靶区(上)和miRNA(下)的预测配对；(B)荧光素酶活性检测结果；(C)Western印迹法检测结果。与AngII比较，**P<0.01。

(A) Predicted pairing of target region (top) and miRNA (bottom); (B) detection results of Luciferase activity result; (C) Western blot 

result). Compared with the AngII group, **P<0.01.
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3  讨论

肝 纤 维 化 是 各 种 致 病 因 子 导 致 肝 内 弥 漫 性

细胞外基质过度沉积的病理过程，是各种慢性肝

病 发 展 至 肝 硬 化 必 经 的 病 理 过 程 。 目 前 研 究 [ 1 3 ]

认为：肝纤维化可以逆转，但肝硬化无法逆转。

正如Popper等 [14]所说：“谁能阻止或减缓肝纤维

化的发生，谁就将会治愈大多数慢性肝病”。因

此，对肝纤维化发病机制进行深入研究，对于肝

硬化的防治具有极为重要的意义。

HSC是位于肝板和肝窦内皮细胞之间的Disse
间隙内的一种肝非实质性细胞，约占整个肝细胞

数的15%。正常肝中HSC处于静息状态，主要参与

维生素A的代谢和脂肪存储。当肝受到炎症或机械

刺激等损伤时，由于炎性因子、氧自由基、生长

因子的趋化作用下，H SC被激活，表达α - S M A和

细胞外基质成分如I型胶原蛋白(ty pes I  col lagen，

COLI)显著增加，其增殖能力、迁移能力、收缩能

力明显增强。研究 [15-17]发现miR在HSC的活化以及

肝纤维化过程中起非常重要的作用。

本研究使用RT-qPCR检测肝纤维化患者比正常

人对照组血清中miR-377的表达量显著降低；分析

肝纤维化病理分期严重程度随升高呈下降趋势。

结果表明：miR-377可能与肝纤维化的发生及发展

存在相关性。

Eg r 1也被称为神经生长因子可诱导因子。属

于立早基因家族(immediate early genes，IEGs)中的

一员，该家族基因的共同特点是在受到一系列外

界刺激后能迅速在短时间内激活。Eg r 1在正常体

细胞中几乎不表达或者表达量很低，当细胞受到

多种细胞外信号刺激时，机体可通过一个或多个

信号转导通路激活Egr1的转录。活化的Egr1与靶基

因启动子上特异的结合位点结合后，可调节细胞

功能，发挥各种生物学效应。缺血缺氧作为外源

性刺激，可诱导细胞快速过表达Egr1。作为重要的

核转录因子，Egr1在调控细胞生长、分化、发育、

图3 miR-377可调控经AngII刺激后肝脏细胞的增殖

Figure 3 miR-377 regulated the proliferation of liver cells stimulated by AngII

(A) RT-qPCR检测miR-377的表达量；(B) CCK-8检测细胞增殖结果。与NC组比较，**P<0.01 ；与AngII比较，&&P<0.01。

(A) Expression of mir-377 was detectd by RT-qPCR; (B) Cell proliferation was detectd by CCK-8. Compared with the NC group, **P<0.01; 

Compared with the AngII group, &&P<0.01.

图4 RT-qPCR检测α-SMA(A)，FSP1(B)和Collagen I(C) mRNA的表达

Figure 4 Expression of α-SMA (A), FSP1 (B) and Collagen I (C) mRNA detectd by RT-qPCR

与AngII比较，**P<0.01。

Compared with the AngII group, **P<0.01.
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增殖、炎性反应等方面都发挥着重要作用 [ 1 8 - 2 2 ]。

Egr1与HSC的增殖密切相关，Egr1的下游调控基因

PDGF-B是HSC强有力的有丝分裂原和胶原合成刺

激因子[23]。

本研究经过miR靶基因数据库预测Egr1是miR-
377的潜在靶基因，利用双荧光素酶检测发现miR-
3 7 7可通过结合E g r 1 的3 ' - U T R 进而抑制E g r 1的表

达。再通过Wester n印迹法确定miR -3 7 7可以抑制

Egr1的mRNA和蛋白的表达量，验证了miR-377对

Egr1的靶向调控作用。

本研究结果显示： m i R - 3 7 7 可以结合 E g r 1 的

3'-U TR并抑制Egr1的表达抑制肝纤维化的进程，

而miR-377可抑制经A ng I I诱导后肝细胞的增殖活

性，同时m i R - 3 7 7能抑制经A ng I I刺激后α - SM A，

FSP1和Collagen I的表达，在肝纤维化的进程中发

挥抑制作用。因此，miR-377可能成为肝纤维化诊

断及治疗的新靶点。
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