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基础研究

[摘要]　目的　探讨长链非编码RNA核仁小RNA宿主基因1(lncRNA 

SNHG1)对人增生性瘢痕成纤维细胞增殖的影响。方法　纳入2019－2021

年在宁夏医科大学总医院烧伤整形外科接受手术治疗的22例增生性瘢痕

患者，收集其增生性瘢痕组织与瘢痕旁正常皮肤组织(瘢痕旁3 cm以内)，

从中分离培养成纤维细胞。采用qRT-PCR从组织和细胞水平检测SNHG1 

mRNA和miR-382-3p相对表达水平。将增生性瘢痕成纤维细胞随机分为对照

组、SNHG1阴性对照组(转染慢病毒空载体)、模拟物对照组(转染对照模拟

物)、SNHG1阴性对照+模拟物对照组(转染慢病毒空载体和对照模拟物)、

SNHG1过表达组(转染过表达慢病毒)、miR-382-3p过表达组(转染miR-382-3p

模拟物)、SNHG1过表达+模拟物对照组(转染过表达慢病毒和对照模拟物)

与SNHG1过表达+miR-382-3p过表达组(转染过表达慢病毒和miR-382-3p模拟

物)，采用qRT-PCR检测各组SNHG1、PCNA、p27 mRNA和miR-382-3p的相对

表达水平；CCK-8法检测各组细胞增殖能力；EdU染色法检测各组细胞增殖

水平；Western blotting检测各组p27和PCNA蛋白表达水平。结果　与正常皮

肤组织及其成纤维细胞相比，SNHG1 mRNA在增生性瘢痕组织(3.21±2.65 vs. 

1.14±0.61，P<0.001)及其成纤维细胞中呈高表达(0.91±0.08 vs. 0.54±0.08，

P<0.01)，而miR-382-3p表达下调(组织：0.53±0.34 vs. 1.15±0.61，P<0.001；

细胞：0.84±0.09 vs. 1.01±0.004，P<0.05)。与SNHG1阴性对照组相比，

SNHG1过表达组细胞增殖能力增强(0.23±0.03 vs. 0.16±0.01，P<0.001)，

EdU阳性细胞百分比明显增高(30.01%±5.70% vs. 7.13%±4.40%，P<0.001)，

PCNA mRNA和蛋白相对表达水平增高(mRNA：2.97±0.33 vs. 0.98±0.25，

P<0.01；蛋白：2.20±0.09 vs. 0.88±0.20，P<0.05)，p27 mRNA和蛋白相

对表达水平降低(mRNA：0.30±0.03 vs .  1.42±0.15，P<0.001；蛋白：

0.47±0.11 vs. 1.13±0.19，P<0.05)，miR-382-3p相对表达水平降低(0.05±0.01 

vs. 1.03±0.12，P<0.001)；与SNHG1过表达+模拟物对照组相比，SNHG1

过表达+miR-382-3p过表达组细胞增殖能力减弱(0.15±0.02 vs. 0.26±0.01，

P<0.001)，EdU阳性细胞百分比下降(5.97%±0.33% vs. 11.70%±0.87%，

P<0.001)，PCNA mRNA和蛋白相对表达水平降低(mRNA：0.64±0.09 vs. 

3.33±0.38，P<0.001；蛋白：1.70±0.36 vs. 2.34±0.16，P<0.05)，p27 mRNA

和蛋白相对表达水平升高(mRNA：1.01±0.44 vs. 0.09±0.04，P<0.05；蛋白：

1.38±0.31 vs. 0.50±0.09，P<0.05)。结论　SNHG1在增生性瘢痕中呈高表

达，可负向调控miR-382-3p的表达，进而促进增生性瘢痕成纤维细胞的增

殖，有望成为治疗增生性瘢痕的新靶点。
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[Abstract]　Objective　To investigate the effect of long non-coding small nucleolar RNA host gene 1 (lncRNA-SNHG1) on 

the proliferation of human hypertrophic scar fibroblasts. Methods　The hypertrophic scar tissue and normal skin tissue adjacent 

to the scar (within 3 cm near the scar) of 22 patients with hypertrophic scar treated and operated in the Department of Burn and 

Plastic Surgery of the General Hospital of Ningxia Medical University from 2019 to 2021 were collected, and human primary 

fibroblasts were isolated and cultured from the hypertrophic scar and normal skin tissue adjacent to the scar, while the expression 

of SNHG1 and miR-382-3p was detected at the tissue and primary cell levels by using qRT-PCR. Proliferative scar fibroblasts were 

randomly divided into control group, SNHG1 negative control group (adding empty lentivirus vectors), mimic control group (adding 

control mimic), SNHG1 negative control + mimic control group (adding empty lentivirus vectors and control mimic), SNHG1 

overexpression group (adding overexpression lentivirus), miR-382-3p overexpression group (adding miR-382-3p mimics), SNHG1 

overexpression + mimic control group (adding overexpression lentivirus and control mimics) and SNHG1 overexpression + miR-

382-3p overexpression group (adding overexpression lentivirus and miR-382-3p mimics). qRT-PCR was used to detect the mRNA 

expression of SNHG1, PCNA, p27 and miR-382-3p in each group; CCK-8 method to detect the proliferation viability of the cells in 

each group after transfection; EdU staining method to detect the change of proliferation level of each group of cells after transfection; 

Western blotting to detect the expression levels of p27 and PCNA proteins in each group of cells after transfection. Results　

SNHG1 presented high expression in hypertrophic scar tissue (3.21±2.65 vs. 1.14±0.61, P<0.001) and primary cells (0.91±0.08 

vs. 0.54±0.08, P<0.01), whereas the expression of miR-382-3p was down-regulated (0.53±0.34 vs. 1.15±0.61, P<0.001; 0.84±0.09 

vs. 1.01±0.004, P<0.05). Compared with SNHG1 negative control group, the cell proliferation ability of SNHG1 overexpression 

group increased (0.23±0.03 vs. 0.16±0.01, P<0.001), the percentage of EdU positive cells significantly increased (30.01%±5.70% 

vs. 7.13%±4.40%, P<0.001), the expression levels of PCNA mRNA and protein increased (mRNA: 2.97±0.33 vs. 0.98±0.25, 

P<0.01; protein: 2.20±0.09 vs. 0.88±0.20, P<0.05), the expression levels of p27 mRNA and protein decreased (mRNA: 0.30±0.03 

vs. 1.42±0.15, P<0.001; protein: 0.47±0.11 vs. 1.13±0.19, P<0.05), and the expression level of miR-382-3p decreased significantly 

(0.05±0.01 vs. 1.03± 0.12, P<0.001). Compared with SNHG1 overexpression + mimic control group, the cell proliferation ability 

of SNHG1 overexpression + miR-382-3p overexpression group decreased (0.15±0.02 vs. 0.26±0.01, P<0.001), the percentage 

of EdU positive cells decreased (5.97%±0.33% vs. 11.70%±0.87%, P<0.001), the expression levels of PCNA mRNA and protein 

decreased significantly (mRNA: 0.64±0.09 vs. 3.33±0.38, P<0.001; protein: 1.70±0.36 vs. 2.34±0.16, P<0.05), the expression 

levels of p27 mRNA and protein increased (mRNA: 1.01±0.44 vs. 0.09±0.04, P<0.05; protein: 1.38±0.31 vs. 0.50±0.09, P<0.05). 

Conclusion　SNHG1 presents high expression in hypertrophic scar and can negatively regulate miR-382-3p expression to promote 

proliferation of primary hypertrophic scar fibroblasts, which may become a potential new target in the treatment of hypertrophic 

scar.

[Key words]　hypertrophic scar; fibroblasts; small nucleolar RNA host gene 1; cell proliferation

增生性瘢痕是创面愈合异常的结果，主要包

括成纤维细胞过度增殖和胶原纤维代谢失衡[1-2]。

据统计，创伤后皮肤创面增生性瘢痕的发生率为

38%~68%，手术后高达45%~100%[3]。增生性瘢痕

外观呈红色，质地较硬，瘢痕组织高于皮面[4]，伴

有瘙痒和压痛[5-6]等症状，发生于头面部及四肢时

破坏美观、影响日常活动，严重时可引起焦虑[7]、

睡眠障碍[8-9]等，甚至造成创伤后应激反应[10]，给

患者带来巨大的心理负担。临床治疗增生性瘢痕的

方法虽多，但疗效个体差异较大，易复发。目前对

增生性瘢痕形成的潜在机制知之甚少，近年来基因

靶向治疗技术发展迅速，在多种疾病中的应用初见

成效。因此，在基因水平探究增生性瘢痕的形成机

制，寻找新的基因治疗靶点，从而建立有效的防治

策略，对预防增生性瘢痕的形成具有重要意义。

长链非编码RNA(long noncoding RNA，lncRNA)
是一类长度大于200个核苷酸的非编码RNA，虽缺

乏编码蛋白质的能力 [11]，但在细胞周期、增殖、
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分化、凋亡等多种病理生理过程中具有重要的调

控作用 [12-16]。研究发现，过表达核仁小RNA宿主

基因1(SNHG1)可促进胃癌细胞、食管癌细胞和非

小细胞肺癌细胞的增殖 [17-18]。目前SNHG1调控人

增生性瘢痕成纤维细胞生物学行为的相关研究较

少。lncRNA可与microRNA相互作用，从而发挥调

控效应[19-21]。本课题组前期研究采用starBase v3.0在
线软件预测发现，miR-382-3p与SNHG1存在结合位

点，即SNHG1可能靶向结合miR-382-3p[22]。有研究

发现，miR-382可促进肾小管间质的纤维化[23]。然

而，SNHG1通过靶向调控miR-382-3p而在增生性瘢

痕成纤维细胞中发挥作用的研究鲜有报道。为此，

本研究探讨了SNHG1靶向miR-382-3p对人增生性瘢

痕成纤维细胞增殖的影响，以期发现增生性瘢痕形

成机制的新靶点，为预防和治疗增生性瘢痕提供新

思路。

1　材料与方法

1.1　组织标本　2019－2021年于宁夏医科大学总

医院烧伤整形外科接受手术治疗的22例增生性瘢痕

患者，收集其增生性瘢痕组织与瘢痕旁正常皮肤组

织(瘢痕旁3 cm以内)。纳入标准：具有增生性瘢痕

典型的临床症状，即瘢痕高于皮面且不超过原有伤

口大小，质地较正常皮肤硬。排除标准：瘢痕疙瘩

患者；瘢痕有溃疡；接受过放化疗；患有其他皮肤

疾病、肿瘤或免疫性疾病等。本研究通过宁夏医科

大学伦理委员会审批(2018-087)，患者及其家属均

签署知情同意书。

1.2　主要试剂及仪器　反转录试剂盒、荧光定量

PCR试剂盒(日本TaK aR a公司)；蛋白提取试剂盒

(江苏凯基生物技术有限公司)；RNA提取试剂盒

(北京天根生化科技有限公司)；p27抗体(江苏亲

科生物研究中心有限公司)；增殖性细胞核抗原

(PCNA)抗体(上海艾博抗贸易有限公司)；辣根过

氧化物酶(HRP)标记的羊抗兔二抗(北京博奥森生

物技术有限公司)；β-actin抗体(武汉爱博泰克生物

科技有限公司)；上样缓冲液(北京康为世纪生物科

技有限公司)；过表达慢病毒颗粒(上海吉凯基因医

学科技有限公司)；DME M高糖培养基(北京赛默

飞世尔生物化学制品有限公司)；胎牛血清(上海逍

鹏生物科技有限公司)；青链霉素(北京索莱宝科技

有限公司)；CCK-8试剂盒(美国Invigentech公司)；
LipofectamineTM 2000试剂盒、miR-382-3p模拟物(上
海吉玛制药技术有限公司)。5415D型微量台式离心

机(德国Eppendorf公司)；荧光定量PCR仪(德国耶

拿分析仪器股份公司)；电泳仪及凝胶成像仪(美国

Bio-Rad公司)；荧光显微镜(日本Olympus公司)；酶

标仪(美国BioTek公司)；CO2培养箱(德国Heraeus公
司)；超净工作台(苏州安泰空气技术有限公司)。
1.3　方法

1.3.1　细胞分离及培养　从人增生性瘢痕组织及

瘢痕旁正常皮肤组织中提取并分离成纤维细胞，

并于含10%胎牛血清、1%青链霉素的DMEM培养

液中培养，置于5% CO2、37 ℃细胞培养箱中。根

据细胞状态每1~2 d更换1次培养液，待细胞密度达

80%~90%时，用0.25%胰蛋白酶消化传代，取第3~6
代成纤维细胞用于后续实验。

1.3.2　细胞转染及分组　采用常规转染方法，按照

过表达慢病毒颗粒试剂盒和LipofectamineTM 2000试
剂盒说明书步骤培养人增生性瘢痕成纤维细胞至对

数生长期，消化后接种于6孔板中培养，待细胞融

合度达60%时进行转染。设置对照组(不做处理)、
SNHG1阴性对照组(转染慢病毒空载体)、SNHG1过
表达组(转染过表达慢病毒)、模拟物对照组(转染

对照模拟物)、miR-382-3p过表达组(转染miR-382-3p 
模拟物)、SNHG1阴性对照+模拟物对照组(转染

慢病毒空载体和对照模拟物)、SNHG1过表达+模

拟物对照组(转染过表达慢病毒和对照模拟物)与
SNHG1过表达+miR-382-3p过表达组(转染过表达慢

病毒和miR-382-3p模拟物)。
1.3.3　过表达慢病毒载体构建效果鉴定　将SNHG1
过表达慢病毒颗粒转染至增生性瘢痕成纤维细胞

48 h后，荧光显微镜下观察增生性瘢痕成纤维细胞

生长情况。

1.3.4　qRT-PCR检测SNHG1、PCNA、p27  mRNA
及miR-382-3p相对表达水平　(1)取人增生性瘢痕

组织和瘢痕旁正常皮肤组织及其成纤维细胞，

检测SNHG1  mRNA和miR-382-3p相对表达水平； 
(2)收集对照组、SNHG1阴性对照组、SNHG1过表

达组和SNHG1过表达+miR-382-3p过表达组细胞，

检测S N HG1  mR NA相对表达水平；(3)收集对照

组、SNHG1阴性对照组、SNHG1过表达组细胞，

检测PCNA、p27  mRNA和miR-382-3p相对表达水

平；(4)收集对照组、模拟物对照组和miR-382-3p模
拟物组细胞，检测miR-382-3p相对表达水平；(5)收
集SNHG1阴性对照+模拟物对照组、SNHG1过表达+ 
模拟物对照组和SNHG1过表达+miR-382-3p过表达

组细胞，检测PCNA和p27  mRNA相对表达水平。

根据总RNA提取试剂盒说明书步骤提取总RNA，

用反转录试剂盒反转录成cDNA，按照qRT-PCR说

明书步骤进行扩增。miR-382-3p扩增条件：95 ℃预

变性30 s；95 ℃变性5 s，60 ℃退火及延伸34 s，共

40个循环；熔解曲线95 ℃ 15 s，60 ℃ 1 min，95 ℃ 
15 s。SNHG1、PCNA、p27扩增条件：95 ℃预变
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性30 s；95 ℃变性5 s，退火及延伸34 s(退火温度：

SNHG1 61 ℃，PCNA 59.3 ℃，p27 57.8 ℃)，共40
个循环；熔解曲线95 ℃  15 s，60 ℃  1 min，95 ℃ 
15 s。设置空白对照和内参(miR-382-3p内参为U6；
SNHG1、PCNA和p27内参为GAPDH)对照同体系扩

增。反应结束后，根据扩增曲线，采用2–∆∆Ct法计

算SNHG1、PCNA、p27 mRNA及miR-382-3p的相对

表达水平。miR-382-3p引物由广州锐博生物科技有

限公司设计并合成，SNHG1、PCNA、p27引物由

上海生工生物工程有限公司合成，引物序列如表1 
所示。

醇清洗细胞，加入1×Hoechst反应液室温避光孵育

30 min；加入抗荧光淬灭剂封片，荧光显微镜下观

察，获取图像进行分析。

1.3.7　Western blotting检测PCNA、p27蛋白相对

表达水平　(1)收集对照组、SNHG1阴性对照组和

SNHG1过表达组细胞；(2)收集SNHG1阴性对照+
模拟物对照组、SNHG1过表达+模拟物对照组和

SNHG1过表达+miR-382-3p过表达组细胞。常规提

取蛋白，采用BCA蛋白定量试剂盒检测蛋白样品

浓度。取蛋白上样行SDS-PAGE电泳，0.3 A恒流转

膜2 h；5%脱脂奶粉封闭2 h，PBST洗膜10 min×3
次；依次加入PCNA、p27特异性一抗4 ℃摇床孵育

过夜，次日加入HRP标记的二抗，室温下摇床孵

育2 h，参考ECL试剂盒说明书步骤进行发光显色，

在凝胶成像分析仪上进行成像分析。以β-actin为内

参，计算PCNA、p27蛋白相对表达水平。

1 . 3 . 8 　目标预测　运用在线生物信息学软件

starBase v3.0(http://starbase.sysu.edu.cn/)分析预测

miR-382-3p与SNHG1的结合位点。

1.4　统计学处理　采用SPSS 25.0软件进行统计分

析，以GraphPad Prism 6.0软件制图。计量资料以x±s
表示，符合正态分布并满足方差齐性，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，进一步两两比较采用LSD-t检验。P<0.05为
差异有统计学意义。

2　结　　果

2.1　SNHG1和miR-382-3p在人增生性瘢痕组织和

瘢痕旁正常皮肤组织及其成纤维细胞中的表达

情况　qRT-PCR检测结果显示，与瘢痕旁正常皮

肤组织及其成纤维细胞相比，增生性瘢痕组织

(3.21±2.65 vs. 1.14±0.61，t=4.26，P<0.001)及其

成纤维细胞(0.91±0.08 vs .  0.54±0.08，t=5.60，
P<0.01)中S N HG1  mR NA相对表达水平增高，而

miR-382-3p相对表达水平下降(组织：0.53±0.34 vs. 
1.15±0.61，t=6.30，P<0.001；细胞：0.84±0.09 vs. 
1.01±0.004，t=3.22，P<0.05，图1)。
2.2　过表达慢病毒载体构建结果　将SNHG1过表

达慢病毒颗粒转染至增生性瘢痕成纤维细胞后，镜

下观察显示，增生性瘢痕成纤维细胞分布均匀且生

长良好，细胞呈梭形，可见较强的绿色荧光，转染

效率>80%(图2A)，表明过表达慢病毒载体构建成

功，可用于后续实验。

qRT-PCR检测结果显示，SNHG1阴性对照组

S N H G 1  m R N A相对表达水平与对照组比较差异

无统计学意义(P>0.05)；与SNHG1阴性对照组比

较，SN H G 1过表达组S N H G 1  m R N A相对表达水

表1　qRT-PCR引物序列

Tab.1　Primer sequence of qRT-PCR

基因 引物序列

SNHG1
正义：5'-GCCACCTTCTGTTCCCGTCATG-3'

反义：5'-AAGTGAAGAGCAAGGCCCTGAATG-3'

miR-382-3p
正义：5'-ATCCGTGAAGTTGTTCGTGG-3'

反义：5'-TATGGTTGTAGAGGACTCCTTGAC-3'

PCNA
正义：5'-CCTGCTGGGATATTAGCTCCA-3'

反义：5'-CAGCGGTAGGTGTCGAAGC-3'

p27
正义：5'-AGGAGG AGATAGAAGCGCAGA-3'

反义：5'-GTGCGGACTTGGTACAGGT-3'

U6
正义：5'-GGTGAAGGTCGGTGTGAACG-3'

反义：5'-CTCGCTGGAAGATGGTG-3'

GAPDH
正义：5'-GAACGGGAAGCTCACTGG-3'

反义：5'-GCCTGCTTCACCACCTTCT-3'

　　SNHG1. 核仁小RNA宿主基因1；PCNA. 增殖性细胞核抗原

1.3.5　CCK-8法检测细胞增殖能力　(1)收集对照

组、SNHG1阴性对照组和SNHG1过表达组细胞；

(2)收集SNHG1阴性对照+模拟物对照组、SNHG1
过表达+模拟物对照组和SNHG1过表达+miR-382-3p
过表达组细胞。均接种于96孔板(3×103个/孔)中培

养48 h后，每孔加入10 μl CCK-8试剂继续孵育2 h。
采用酶标仪测定各孔450 nm波长处的吸光度(OD)
值，并绘制细胞生长曲线。

1.3.6　EdU染色观察细胞增殖情况　(1)收集对照

组、SNHG1阴性对照组和SNHG1过表达组细胞；

(2)收集SNHG1阴性对照+模拟物对照组、SNHG1
过表达+模拟物对照组和SNHG1过表达+miR-382-3p
过表达组细胞。按照(4~100)×105个/孔接种于共

聚焦小皿中，用DMEM培养液按5000∶1的比例稀释

EdU溶液，制备适量的50 μmol/L EdU培养基；每个

皿中加入200 μl EdU培养基孵育2 h；弃掉培养基，

依次采用固定液(含4%多聚甲醛的PBS)、甘氨酸和

渗透剂进行孵育；PBS清洗细胞，加入1×Apollo染
色反应液室温避光孵育30 min，加入渗透剂；用甲
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图1　SNHG1和miR-382-3p在人增生性瘢痕组织和瘢痕旁正常皮肤组织及其成纤维细胞中的表达情况

Fig. 1　Expression of SNHG1 and miR-382-3p in human hypertrophic scar tissues, adjacent normal skin tissue and its fibroblasts
　　A. qRT-PCR检测增生性瘢痕组织及其成纤维细胞中SNHG1 mRNA相对表达水平；B. qRT-PCR检测增生性瘢痕组织及其成纤维细胞

中miR-382-3p相对表达水平；与正常皮肤组织相比，(1)P<0.001；与正常皮肤成纤维细胞相比，(2)P<0.01，(3)P<0.05
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平明显升高(16.81±0.92 vs. 0.91±0.20，t=29.14，
P<0.001)；SNHG1过表达+miR-382-3p过表达组

SNHG1  mRNA相对表达水平与SNHG1过表达组比

较差异无统计学意义(P>0.05，图2B)。
2.3　过表达SNHG1对增生性瘢痕成纤维细胞增殖的

影响　CCK-8法检测结果显示，SNHG1阴性对照组

成纤维细胞增殖能力与对照组比较差异无统计学意

义(P>0.05)；与SNHG1阴性对照组比较，SNHG1过
表达组成纤维细胞增殖能力明显增强(0.23±0.03 vs. 
0.16±0.01，t=6.40，P<0.001，图3A)。

E d U染色检测结果显示，S N H G 1阴性对照

图2　过表达慢病毒载体构建结果

Fig.2　Construction of lentiviralvector with overexpression
　　A. 镜下观察慢病毒载体的绿色荧光；B. qRT-PCR检测各组增生性瘢痕成纤维细胞中SNHG1 mRNA相对表达水平；与SNHG1阴性

对照组相比，(1)P<0.001

组EdU阳性细胞百分比与对照组比较差异无统计

学意义( P > 0 . 0 5 )；与S N H G 1阴性对照组比较，

S N H G 1 过表达组 E d U 阳性细胞百分比明显增

高(30.01%±5.70% vs .  7 .13%±4.40%，t=13.25，
P<0.001，图3B)。
2 . 4　过表达S N H G 1对增生性瘢痕成纤维细胞中

PCNA、p27  mRNA和蛋白表达的影响　qRT-PCR
和Western blotting检测结果显示，SNHG1阴性对

照组PCNA、p27  mRNA和蛋白相对表达水平与对

照组比较差异无统计学意义(P>0.05)；与SNHG1
阴性对照组比较，SNHG1过表达组PCNA  mRNA

对照组 SNHG1阴性对照组
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图3　过表达SNHG1对增生性瘢痕成纤维细胞增殖的影响

Fig.3　Effect of overexpression of SNHG1 on proliferation of hypertrophic scar fibroblasts
　　A. CCK-8法检测增生性瘢痕成纤维细胞增殖能力；B. EdU染色检测增生性瘢痕成纤维细胞增殖水平(bar=50 μm)；与SNHG1阴性

对照组相比，(1)P<0.001
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和蛋白相对表达水平明显升高(mRNA：2.97±0.33 
vs. 0.98±0.25，t=8.39，P<0.01；蛋白：2.20±0.09 
vs.  0.88±0.20，t=8.64，P<0.05)，p27  mRNA和蛋

白相对表达水平明显降低(mRNA：0.30±0.03 vs . 
1.42±0.15，t=12.46，P<0.001；蛋白：0.47±0.11 
vs. 1.13±0.19，t=4.34，P<0.05，图4)。
2 . 5　过表达S N H G 1对增生性瘢痕成纤维细胞中

miR-382-3p表达的影响　starBase v3.0软件预测结果

显示，SNHG1序列中含有与miR-382-3p互补的核苷

酸序列，表明两者存在结合位点，提示miR-382-3p
可能是SNHG1的靶基因(图5A)。

qRT-PCR检测各组细胞中miR-382-3p相对表达

水平，结果显示，SNHG1阴性对照组miR-382-3p 
相对表达水平与对照组比较差异无统计学意义

图4　过表达SNHG1对增生性瘢痕成纤维细胞中PCNA、p27 mRNA和蛋白表达的影响

Fig.4　Effect of overexpression of SNHG1 on the expression of PNCA and p27 mRNA and proteins of hypertrophic scar fibroblasts
　　A. qRT-PCR检测各组增生性瘢痕成纤维细胞中PCNA、p27 mRNA相对表达水平；B. Western blotting检测各组增生性瘢痕成纤维细

胞中PCNA、p27蛋白相对表达水平；与SNHG1阴性对照组相比，(1)P<0.01，(2)P<0.001，(3)P<0.05
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(P>0.05)；与SNHG1阴性对照组比较，SNHG1过表

达组miR-382-3p相对表达水平明显降低(0.05±0.01 
vs. 1.03±0.12，t=13.98，P<0.001，图5B)。
2.6　SNHG1调控miR-382-3p表达对增生性瘢痕成纤

图5　过表达SNHG1对增生性瘢痕成纤维细胞中miR-382-3p表达的影响

Fig.5　Effect of overexpression of SNHG1 on the expression of miR-382-3p of hypertrophic scar fibroblast
　　A. SNHG1与miR-382-3p的核苷酸互补序列；B. qRT-PCR检测各组增生性瘢痕成纤维细胞中miR-382-3p相对表达水平；与SNHG1阴

性对照组相比，(1)P<0.001
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miRNA GeneID GeneName GeneType TargetSite Alignment Class
hsa-miR-
382-3p

ENSG00000255717 SNHG1 processed_
transcript

chr11:62621124-
62621145[-]

Target: 5'-aucUGAUUUUCUGAGAAUGAUg-3'
                          |  |     |  |     |  |  :  |     |  |  |  |  |  |  |
miRNA: 3'-uucAC-AACAGGCACUUACUAa-5'

7mer-m8

SNHG1　　  5'-aucUGAUUUUCUGAGAAUGAUg-3'
                                       |  |     |  |     |  |  :  |     |  |  |  |   |  |  |
miR-382-3p　5'-uucAC – AACAGGCACUUACUAa-3' A B

维细胞增殖的影响　qRT-PCR检测结果显示，模拟

物对照组miR-382-3p相对表达水平与对照组比较差

异无统计学意义(P>0.05)；与模拟物对照组比较，

miR-382-3p过表达组miR-382-3p相对表达水平明显

升高(43.52±0.10 vs. 0.89±0.09，t=7.42，P<0.01，
图6A)。

CCK-8法检测结果显示，与SNHG1阴性对照+
模拟物对照组比较，SNHG1过表达+模拟物对照组

细胞增殖能力明显增强(0.26±0.01 vs. 0.17±0.01，
t=10.42，P<0.001)；与SNHG1过表达+模拟物对

照组比较，SNHG1过表达+miR-382-3p过表达组细

胞增殖能力明显减弱(0.15±0.02 vs .  0.26±0.01，
t=8.87，P<0.001，图6B)。

EdU染色检测结果显示，与SNHG1阴性对照+ 
模拟物对照组比较，S N H G 1过表达+模拟物对

照组EdU阳性细胞百分比增高(11.70%±0.87% vs . 
5.00%±0.53%，t=14.76，P<0.001)；与SNHG1过表

达+模拟物对照组比较，SNHG1过表达+miR-382-3p
过表达组EdU阳性细胞百分比下降(5.97%±0.33% vs. 
11.70%±0.87%，t=15.02，P<0.001，图6C)。

q R T- P C R 和 We s t e r n  b l o t t i n g 检测结果显

示，与S N H G 1阴性对照+模拟物对照组比较，

S N H G 1过表达+模拟物对照组P C N A  m R N A和蛋

白相对表达水平明显升高(mRNA：3.33±0.38 vs . 
0.67±0.07，t=11.79，P<0.001；蛋白：2.34±0.16 
vs.  1.00±0.00，t=14.39，P<0.001)，p27  mRNA和

蛋白相对表达水平明显降低(mRNA：0.09±0.04 vs. 
1.12±0.10，t=16.40，P<0.001；蛋白：0.50±0.09 
vs. 1.00±0.00，t=7.70，P<0.05)；与SNHG1过表达

+模拟物对照组比较，SNHG1过表达+miR-382-3p 
过表达组P C N A  m R N A和蛋白相对表达水平明显

降低(mRNA：0.64±0.09 vs. 3.33±0.38，t=11.82，
P<0.001；蛋白：1.70±0.36 vs. 2.34±0.16，t=2.84，

P<0.05)，p27  mRNA和蛋白相对表达水平明显升

高(mRNA：1.01±0.44 vs .  0 .09±0.04， t=3.62，
P<0.05；蛋白：1.38±0.31 vs. 0.50±0.09，t=3.87，
P<0.05，图6D、E)。

3　讨　　论

瘢痕是伤口修复的正常结果，但皮肤成纤维细

胞过度增殖、胶原分泌紊乱等一系列病理反应会引

起过度纤维化，最终导致增生性瘢痕[24]。近年来，

许多研究聚焦于非编码RNA在增生性瘢痕形成机

制中的作用[25-27]。长度超过200个核苷酸的非编码

RNA即为lncRNA，其虽无法翻译为蛋白质，但参

与细胞的多种生物学过程，如细胞周期、增殖和分

化等[12,14,16]。大量研究发现，lncRNA通过调控众多

生物学过程在增生性瘢痕的形成中起着重要作用，

包括对成纤维细胞增殖和细胞外基质沉积发挥调节

作用[28-31]。本研究中SNHG1定位于11q12.3，有11个
外显子。目前对SNHG1在增生性瘢痕形成中的作用

研究较少，但其在多种增殖相关疾病如肿瘤中呈高

表达，且与肿瘤细胞增殖、侵袭、转移等重要癌变

过程密切相关[32]。Zhu等[33]发现，与邻近正常组织

和细胞系相比，大肠癌组织和细胞系中SNHG1表达

上调。本研究结果显示，SNHG1在瘢痕组织及其成

纤维细胞中呈高表达，与上述研究结果相似，提示

SNHG1与增生性瘢痕的形成密切相关。研究发现，

过表达SNHG1可促进胃癌、食管癌和非小细胞肺癌

细胞的增殖。本研究发现，过表达SNHG1后成纤维

细胞的增殖能力增强，PCNA蛋白表达增加，p27蛋
白表达减少，表明SNHG1高表达能促进增生性瘢痕

成纤维细胞的增殖。

许多 l n c R N A通过与m i R N A相互作用来发挥

生理学功能，从而引起基因表型的变化 [ 2 1 ]。在

l n c R N A、m i R N A和靶基因组成的调控网络中，
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图6　SNHG1调控miR-382-3p表达对增生性瘢痕成纤维细胞增殖的影响

Fig.6　Effcet of SNHG1 regulate miR-382-3p expression on proliferation of hypertrophic scar fibroblasts
　　A. qRT-PCR检测各组增生性瘢痕成纤维细胞中miR-382-3p相对表达水平；B. CCK-8法检测各组增生性瘢痕成纤维细胞增殖能力；

C. EdU染色检测各组增生性瘢痕成纤维细胞增殖水平(bar=100 μm)；D. qRT-PCR检测各组增生性瘢痕成纤维细胞PCNA和p27 mRNA相

对表达水平；E. Western boltting检测各组增生性瘢痕成纤维细胞PCNA和p27蛋白相对表达水平；与模拟物对照组相比，(1)P<0.01；与

SNHG1阴性对照+模拟物对照组相比，(2)P<0.001，(3)P<0.05；与SNHG1过表达+模拟物对照组相比，(4)P<0.001，(5)P<0.05
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lncRNA被广泛报道为“海绵”或“ceRNA”[34]。

Zheng等[35]证实了SNHG1与miR-382-5p之间存在相互

作用，且在体内敲除SNHG1基因可抑制乳腺肿瘤细

胞的增殖。本研究采用starBase v3.0软件预测发现，

miR-382-3p与SNHG1存在结合位点，而miR-382-3p 
在增生性瘢痕形成中的作用研究较少。本研究发

现，增生性瘢痕组织和成纤维细胞中miR-382-3p 
表达下调。与SNHG1阴性对照组相比，SNHG1过
表达组miR-382-3p表达亦明显下调；为进一步证

实SNHG1与miR-382-3p之间的相互作用，过表达

SNHG1后继续过表达miR-382-3p，发现SNHG1过
表达+miR-382-3p过表达组细胞增殖能力减弱，增

殖相关蛋白PCNA表达降低。由此可见，SNHG1可
能通过海绵吸附miR-382-3p，抑制miR-382-3p对下

游靶基因的作用，但过表达miR-382-3p可部分抵消

SNHG1对成纤维细胞增殖的促进作用，从而抑制成

纤维细胞的增殖，下调下游增殖相关蛋白PCNA的

表达，上调下游蛋白p27的表达，表明SNHG1可通

过负向调控miR-382-3p的表达来促进增生性瘢痕成

纤维细胞的增殖。

综上所述，本研究结果表明，SNHG1可通过

调控miR-382-3p的表达而促进增生性瘢痕成纤维细

胞的增殖。但本研究存在诸多不足，如组织样本

量不足及未进行体内实验进一步阐明增生性瘢痕

成纤维细胞中SNHG1和miR-382-3p通过海绵吸附调

控增殖相关蛋白表达的机制。通过查阅相关文献

发现，miR-382-3p广泛参与心肌细胞纤维化相关的

通路，如Akt/GSK-3β和TGF-β/MAPK通路等[36]，

而过表达SNHG1可激活PI3K/Akt信号通路[37-38]。因

此，SNHG1/miR-382-3p轴能否通过Akt信号通路调

控下游靶基因的表达而影响增生性瘢痕成纤维细胞

的增殖有待进一步验证。随着基因组学技术的不断

发展，SNHG1等多种lncRNAs的功能多样性及重要

性逐渐被揭示，有望成为治疗增生性瘢痕的潜在 
靶点。
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