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文章亮点： 

1 作为与 p53基因密切相关的 microRNA，miRNA-34s在肿瘤性疾病中的研究已有较多成果，但尚缺乏在瘢

痕疙瘩等病理性瘢痕方面的数据。 

2 课题通过实时荧光定量 RT-PCR技术检测 miRNA-34(miR-34a/b/c)在瘢痕疙瘩组织和正常皮肤组织中的表

达水平，结果显示 miRNA-34s(miRNA-34a/b/c)在瘢痕疙瘩组织中较正常皮肤组织呈下调表达，表明该家族

成员参与了瘢痕疙瘩的形成发展，下调表达的 miRNA-34s可能导致了瘢痕疙瘩的肿瘤性生长。 
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摘要 

背景：通过分析不同肿瘤组织与正常组织 miRNA表达谱的差异，有可能筛选到特异性好、灵敏度高、可作为

特定肿瘤分子标志物的 miRNA。 

目的：采用实时荧光定量 RT-PCR检测 miRNA-34家族(miRNA-34s：miR-34a/b/c)在瘢痕疙瘩和正常皮肤组

织中的差异表达，分析评价 microRNA-34s在瘢痕疙瘩形成发展的作用及可能的机制影响。 

方法：收集手术切除瘢痕疙瘩组织(10例)和正常皮肤(2例)；TRIZOL法提取标本的总 RNAs并进行质检，再

采用 Ambion′s miRNA Isolation Kit 从总 RNAs 中分离 microRNA，采用实时荧光定量 RT-PCR 技术检测

miRNA-34s(miR-34a/b/c)在瘢痕疙瘩组织和正常皮肤组织中的表达水平。 

结果与结论：miRNA-34s(miRNA-34a/b/c)在瘢痕疙瘩组织中均呈下调表达(P < 0.01)。表明该家族成员参与

了瘢痕疙瘩的形成发展，下调表达的 miRNA-34s可能导致了瘢痕疙瘩的肿瘤性生长。 
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Abstract 

BACKGROUND: Understanding the difference of miRNA-34s expression in normal tissue and tumor tissue will 

contribute to screen out a miRNA with high sensitivity as the specific tumor molecular marker. 

OBJECTIVE: To investigate the differential expression of miRNA-34s (miR-34a/b/c) between normal skin and 

keloid tissue using real-time fluorescent quantitative PCR, and to evaluate the role and mechanisms of 

miRNA-34s in keloid formation and development.  

METHODS: Ten cases of keloid tissue and two cases of normal skin tissue were collected as specimens. Total 

RNAs were extracted from keloid and nomal skin tissue by Trizol method, and miRNA-34s were further isolated 

by Ambion’s miRNA Isolation Kit. Real-time fluorescent quantitative PCR was applied to verify expression levels 

of microRNA-34s (miR-34a/b/c) in keloid tissue and normal skin tissue. 

RESULTS AND CONCLUSION: miRNA-34s (miRNA-34a/b/c) expression was down-regulated in keloid tissue 

compared with normal skin tissue (P < 0.01). The findings showed that miRNA-34s (miRNA-34a/b/c) are involved 

in keloid formation and development, and down-regulation of the family member may result in neoplastic growth 

of keloid. 

 

Subject headings: microRNAs; keloid; reverse transcriptase polymerase chain reaction 
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0  引言  Introduction 

瘢痕疙瘩是皮肤创伤后结缔组织的异常增殖所形成的

肿块，好发于有色人种，其形成由于胶原及糖蛋白过度沉

积，好发于10-30岁，是皮肤科和整形美容外科面临的难

题之一
[1-3]
。 瘢痕疙瘩累及范围常超过原来的损伤部位，

可无明显外伤诱发，多呈深红色或紫红色，没有随时间逐

渐消退的倾向。它不仅严重影响美观，而且常伴有瘙痒、

疼痛、感染、甚至导致功能障碍，给患者的身心带来极大

危害。其治疗手段很多，目前仍多为以皮质类固醇局部注

射作为首选且必要治疗手段的综合治疗，包括手术、放射、

激光治疗以及冷冻、加压疗法，硅胶凝胶膜外贴，咪喹莫

特外用等。有报道表明单纯手术切除后瘢痕疙瘩的复发率

高达50%-60%
[4]
。 

激光治疗在近年来逐渐受到人们的关注，先后有应用

氩激光治疗瘢痕疙瘩、CO2 激光、532nm倍频Nd:YAG激

光、 2 940 nm Er:YAG激光、 585 nm PDL激光及       

595 nm PDL激光等先后应用于增生性瘢痕和瘢痕疙瘩的

治疗
[3-6]
，因不同程度损伤和疗效的不确定性以及复发率高

等问题亦尚未被医者广泛应用。因此人们冀希于利用现在

成熟的分子生物学技术寻找一种有效的方法预防、抑制瘢

痕疙瘩的形成，或者是消除已经形成的瘢痕疙瘩将显著改

善患者生活质量。 

MicroRNA (miRNA)的发现为基因表达调控的机制提

供了一个全新的模式和更为复杂的调控网络。

microRNAs(miRNAs)是一类内源性染色体上非编码蛋白

的RNA，在转录后水平调控基因的表达，与个体发育、干

细胞分化和疾病发生密切相关
[7-8]
。作为新的切入点，

miRNA为肿瘤性疾病的诊断与治疗开辟了一条新途径
[9]
。 

miRNAs表达异常与某些疾病的发生、发展和预后密

切相关，在人类已知的miRNAs中，约50%基因定位在与

肿瘤相关的染色体区，可见其在肿瘤疾病发生发展中具有

重要意义。通过分析不同肿瘤组织与正常组织miRNA表达

谱的差异
[10-13]
， 有可能筛选到特异性好、灵敏度高、可作

为特定肿瘤分子标志物的miRNA。由于miRNA几乎参与了

肿瘤发生和发展的每一步过程，所以miRNA在肿瘤的诊断、

预后、对化疗药物的疗效预测以及治疗的新靶点方面均有很

好的应用前景。但是作为新兴的肿瘤分子标志物距离临床应

用还有一定距离。寻找和验证各种肿瘤的特异性miRNA是首

先需要解决的问题，建立适合临床应用的标准化检测体系，

包括质控和诊断阀值的确定等都有待继续努力
[14]
。 

瘢痕疙瘩的形成受多种基因、细胞因子的调控，然而

目前对这些基因、细胞因子的调控表达机制的研究尚不明

确；而瘢痕疙瘩在临床表现及病理学改变等方面与肿瘤具

有相似之处，许多学者借鉴肿瘤的研究成果，将其应用于

瘢痕疙瘩的研究中，发现许多肿瘤的相关基因及细胞因子

在瘢痕疙瘩与正常皮肤中存在差异表达
[15-16]
。 

miRNA-34s定位在人类染色体1p36，是一个在人类肿

瘤中常发生缺失的区带。miRNA-34s的非正常表达出现在

不同类型的肿瘤中。在脊椎动物基因中，miRNA-34s包括

进化上保守的3个成员：miR-34a、miR-34b和miR-34c。

目前对miR-34家族的生物学机制及其在多种肿瘤性疾病

的差异表达研究显示了其在疾病发生发展和临床诊治中的

重要意义及潜在的应用价值
[17]
，某些治疗肿瘤的方法和药

物对瘢痕疙瘩亦有显著的疗效
[18]
。鉴于瘢痕疙瘩表现的肿

瘤特性，miRNA-34s对其发生发展影响值得探讨。 

 

1  材料和方法  Materials and methods  

设计：基因对照研究。 

时间及地点：于2012年3月2013年8月在中山市第二人

民医院皮肤性病学实验室及广东医学院附属医院整形外科

研究所完成。 

材料： 

实验组织标本资料：标本取自中山市第二人民医院

激光美容整形中心和广东医学院附属医院整形外科门诊

和住院患者。标本采集前均征得患者知情同意，记录患

者性别、年龄、确诊疾病、取材部位等相关信息。根据

实验设计将标本分成瘢痕疙瘩组(病例组)、正常皮肤组

(对照组)共2组。 

正常皮肤组共2例：其中男性1例，女性1例；年龄分

别为27岁和32岁；均为瘢痕切除植皮中腹部移植皮肤。瘢

痕疙瘩组共10例：其中男性6例，女性4例；年龄最大者42

岁，最小者14岁。3例取自耳郭，因穿耳洞而形成；3例取

自项背部，2例因既往毛囊炎引起，1例无明显诱因自发形

成；2例取自肩部，因外伤后形成；1例取自前胸部，自发

形成；1例取自腹部，因剖腹产引起。 

瘢痕疙瘩组织诊断及纳入标准：所有标本临床诊断符

合要求后采集，瘢痕疙瘩标本临床诊断标准参照王炜主编

的《整形外科学》制定
[19]
：瘢痕疙瘩表现为高出周围正常

皮肤的、超出原损伤部位的持续性生长的肿块，扪之较硬，

弹性差，局部痒或痛，早期多呈粉红色或紫红色，晚期可

呈苍白或色素沉着，与周围正常皮肤有较明显的界限。形

态呈多样性，可为平坦、有规则边缘的对称性突起或不平

坦、不规则突起的高低不平团块抑或呈“蟹足肿”向周围

组织浸润生长。 

瘢痕疙瘩组织排除标准：首先排除增生性瘢痕及萎缩

性瘢痕。另凡患者存在以下情况者之一者标本不纳入：①
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病程< 6个月。②有过类固醇注射、放射等治疗者。③病变

部位存在感染者。④患者合并其他家族遗传性疾病。⑤患

者年龄过大或者过小。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

实验方法： 

标本准备：正常皮肤组织为住院患者手术留取全厚皮

片；瘢痕疙瘩标本去除皮下脂肪，切取瘢痕中间部分。正

常皮肤和瘢痕疙瘩组织均切成小于0.5 cm×0.5 cm×0.5 cm

大小，取材后即刻分装、RNA-later液固定(组织的体积应

不大于RNAlater的10%)于组织冻存管，4 ℃放置过夜后移

入-70 ℃冰箱中低温冻存备用。 

提取RNA：整个操作过程为保证提取的RNA符合研究

要求，树立严格Free-RNase观念，整个试验环境去RNase

处理。组织总RNA的提取按照Trizol
®
试剂的说明进行，紫

外分光光度计测A值，定量RNA浓度。琼脂糖凝胶电泳并

照相，检测RNA有无降解：1%的琼脂糖凝胶电泳，1×TBE，

电压9 V/cm，电泳时间15 min。应用Ambion's miRNA 

Isolation Kit分离纯化microRNAs。 

实时荧光定量RT-PCR反转录反应：取5 μmol/L反转录

引物工作液5 μL，加入45 μL RNase-Free H2O，配置成 

500 nmol/L反转录引物工作液。反应体系如下：RNA 

Template 5 μL，反转录引物工作液4 μL，RNase-Free H2O 

10 μL。混合后进行瞬时离心，70 ℃放置10 min，冰浴     

2 min，再加入以下体系：上述变性退火反应液10 μL，5×MLV

酶 Buffer 10 μL，RNase Inhibitor 1 μL，dNTP Mix 4 μL，

RNase-Free H2O 6 μL。混合后进行瞬时离心，反转录反应

程序：42 ℃，60 min，72 ℃，15 min；-20 ℃保存。 

实时荧光定量RT-PCR扩增：①取灭菌Rnase-free  

0.2 mL PCR反应管，按以下要求配制实时荧光PCR反应体

系(SYBR Green Mix：包括Taq酶、dNTP mix、PCR Buffer、

SYBR Green I)。RT-PCR反应体系如下：SYBR Green Mix 

9 μL，反转录产物2 μL，miRNA Forward Primer 0.8 μL，

miRNA Reverse Primer 0.8 μL，RNase-Free H2O 7.4 μL。

②配完体系混匀后进行瞬时离心，然后在PCR仪上进行如

下程序的反应： 

 

 

 

 

 

主要观察指标：实时荧光定量PCR检测miRNA-34s 

(miRNA-34a/b/c)基因表达ΔCt值(ΔCt=[Ct(miRNA34)]-[Ct 

(U6snRNA)] )。 

统计学分析：应用统计软件SPSS 17.0进行统计分析，

计量资料以x
_

±s表示，采用校正t 检验，P < 0.01为差异有

显著性意义。 

 

2  结果  Results  

2.1  总RNA提取结果  各RNA样品A260/A280比值均位于

2.0左右且A260/A230> 2.0；RNA样品电泳条带清晰，28 s比

18 sRNA条带亮度接近2∶1，RNA完好无降解。 

2.2  实时荧光定量PCR结果  行U6扩增作为参照，采用

校 t 检验比较正常皮肤组和瘢痕疙瘩组的miRNA-34s差

异表达(图1-3)。检测结果miRNA-34s(miRNA-34a/b/c)在

瘢痕疙瘩组织中相对正常皮肤组织呈下调表达(表1)，差异

有显著性意义(P < 0.01)。

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 1  正常皮肤组织和瘢痕疙瘩组织 miR-34s 荧光定量扩增曲线 

Figure 1  Fluorescence quantitative amplification curves of miR-34s in normal skin tissue and keloid tissue 

图注：图中 A为正常皮肤组织；B为瘢痕疙瘩组织。扩增曲线平行性好，表明良好的扩增效率。 

荧光定量分析人皮肤瘢痕疙瘩组织miRNA-34s的表达实验所用主要试剂及仪器：

仪器及试剂 来源 

NanoDrop ND-1000紫外分光光度计 NanoDrop，美国 

SPSS统计软件分析系统  SPSS，美国 

ABI-9700 荧光定量PCR仪  应用生物系统公司，美国 

光学显微镜  Olympus，日本 

TRIZOL、RNA later   Invitrogen，美国 

氯仿、异丙醇  广州化学试剂厂，中国 

Reverse Transcription System  Promega，美国 

mirVana miRNA Isolation Kit  Ambion，美国 

SYBR® Premix Ex Taq™ II Takara 日本 

循环  步骤  温度  时间 

1×  预变性  93 ℃  2 min 

 变性  93 ℃  15 s 

40×  退火  60 ℃  25 s 

 延伸  70 ℃  25 s 

A B 
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3  讨论  Discussion 

瘢痕疙瘩是常见的纤维结缔组织增生性疾病，主要表

现为皮肤创伤愈合过程中成纤维细胞过度增殖和胶原过度

合成，超出原有皮损范围，具有侵袭性生长、易复发、对

放化疗有效等肿瘤的生物学特点，其发病机制尚不清楚
[20]
。

因瘢痕疙瘩在临床表现、遗传性、基因调控、细胞因子及

其受体以及端粒酶调控等方面均与肿瘤具有相似之处，一

些治疗肿瘤的药物及方法已应用于治疗瘢痕疙瘩，国内学

者提出瘢痕疙瘩的肿瘤源性学说
[21]
。miRNA-34家族是一

类保守的、非编码miRNA，定位在人类染色体在肿瘤中常

发生缺失的区带1p36。人类miRNA-34包括miR-34a、

miR-34b和miR-34c等，在多种肿瘤中都呈现非正常表达。

miR-34家族在肿瘤发生中发挥关键作用，已发现通过调节

其靶基因参与了许多如细胞增殖、存活、凋亡、迁移、侵

袭和衰老等细胞过程
[22]
。 

郭晓瑞，吴志远等
[23-24]

应用microRNA微阵列芯片技

术筛选瘢痕疙瘩组织中microRNA差异表达谱与Liu
[25]
和

Bai等
[26]
研究结果有较大差别，表明有多个miRNA参与了

瘢痕疙瘩的发生发展过程，尤其下调表达的microRNAs有

可能成为瘢痕疙瘩诊治的新靶点，但其具体机制尚需进一

步探讨，研究样本需进一步加大。 

实验应用实时荧光定量RT-PCR技术检测瘢痕疙瘩组织

相对正常皮肤组织miRNA-34s的差异表达，荧光定量熔解曲

线显示了良好的扩增特异性，miRNA-34s(miRNA-34a/b/c)

在瘢痕疙瘩组织中均呈下调表达，表明该家族成员参与了

瘢痕疙瘩的形成发展，下调表达的miRNA-34s可能导致了

瘢痕疙瘩的肿瘤性生长。与国内外多项miRNA-34s的研究

结果相同，均显示了该家族(miRNA-34a/b/c)在肿瘤性疾病

中的下调表达。在皮肤黑色素瘤的研究中，Yamazaki等
[27]

发现黑色素瘤细胞系中miR-34呈下调表达，恢复miR-34a

表 1  miRNA-34s 在正常皮肤组织和瘢痕疙瘩组织中的差异表达结果

Table 1  Differential expression of miRNA-34s in normal skin tissue

and keloid tissue                                   (x
_

±s, n=5)

miRNA-34s 正常皮肤组织 

ΔCT(x
_

±s) 

瘢痕疙瘩组织 

ΔCT(x
_

±s) 

差异表达 

ΔCT(x
_

±s) 

t 

miRNA34a 1.202±0.202  0.228±0.058 0.974±0.153 6.377 

miRNA34b 2.048±1.048 0.298±0.091 1.750±0.420 4.169 

miRNA34c 2.125±1.125  0.230±0.089 1.895±0.442 4.289 

    
表注：与正常皮肤组织比较，miRNA-34a/b/c 在瘢痕疙瘩组织中均呈下调表达

(P < 0.01)。 

图 2  正常皮肤组织和瘢痕疙瘩组织 miR-34s 荧光定量熔解曲线 

Figure 2  Fluorescence quantitative melting curves of miR-34s in normal skin tissue and keloid tissue 

图注：图中 A为正常皮肤组织；B为瘢痕疙瘩组织。熔解曲线显示单峰，表明良好的扩增特异性。 

A B 

图 3  miRNA-34s 在正常皮肤组织和瘢痕疙瘩组织中的差异表达 

Figure 3  Differential expression of miRNA-34s in normal skin tissue and keloid tissue 

图注：图中 A 为 miRNA-34a在瘢痕疙瘩组织和正常皮肤组织的相对表达；B为 miRNA-34b在瘢痕疙瘩组织和正常皮肤组织的相对表达；   

C为 miRNA-34c在瘢痕疙瘩组织和正常皮肤组织的相对表达。N：正常皮肤组织；K：瘢痕疙瘩组织。相对正常皮肤组织，miRNA-34a/b/c在

瘢痕疙瘩组织中呈下调表达 
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及miR-34c的表达可抑制黑色素瘤的增殖及转移，说明

miR-34在发挥抑癌作用的同时抑制癌症的侵袭能力。

Tanaka等
[28]
研究发现miR-34b/e在小细胞肺癌细胞系及

临床样本中大量被甲基化，进一步研究发现miR-34b/c甲

基化导致其在肿瘤中表达下调。此外，在肺癌
[29]
、恶性

间皮瘤
[30]
、乳腺癌等研究中均发现miR-34的表达下调

[31]
。

以上研究表明，miR-34表达的下调或缺失与肿瘤的发生及

发展存在着联系。 

p53是细胞中重要的抑癌基因，大约50%的人类肿瘤

中都能够检测出有抑癌基因p53的突变或缺失。2007年以

来，连续有报道miRNA-34家族的成员(miRNA-34a/b/c)是

p53作用的直接靶点
[32]
，miRNA-34基因表达上调促进细胞

凋亡，细胞周期停滞和衰老。c-Kit在多种肿瘤中呈过表达，

活化p53下调其表达。p53诱导的miR-34调节了c-Kit的表

达，Siemens等
[33]
认为c-Kit是miR-34新的直接靶基因并证

明该调节调控了多种c-Kit介导效应从而对肿瘤细胞的变化

产生影响。 

Concepcion等
[34]
应用mir-34缺陷小鼠进行研究发现

p53基因功能在miR -34缺陷型细胞和组织是完整的，虽然

miR-34表达的丧失导致体外细胞增殖略有增加，但不影响

p53诱导的细胞周期停滞或凋亡。该研究还发现miR-34家

族成员在小鼠睾丸、肺和脑的高表达在很大程度上依赖

p53在这些组织中的表达。所以研究组认为miR-34s在p53

通路中的存在其他作用。 

Javeri等
[31]
研究发现在约40%的野生型p53乳腺肿瘤

样本中miR-34a表达显著下调，而miR-34a下调的肿瘤样本

均无miR-34a启动子甲基化和p53结合位点的遗传变异。研

究提供证据证明miR-34a的表达受乳腺肿瘤显著比例影响

而独立于p53基因，此外，miR-34a表达显著下调与乳腺肿

瘤转移有关，表达上调和非转移性对更多的侵袭性疾病具有

保护作用，从而提供了特别是当p53基因检测显示无异常时

miR-34a有关乳腺肿瘤性质的其他重要信息。该研究结论乳

腺肿瘤miR-34a的下调不与任何p53基因突变或启动子甲基

化有关，而与肿瘤转移相关。根据上述研究，miR-34a可能

为metastamir
[35]
，即与肿瘤细胞获得转移能力相关的

miRNA。 

随着对miRNA-34s在肿瘤学上的深入研究
[36-41]
，进一步

阐明了miR-34s(miRNA-34a/b/c)生物学功能及其相关基因

调控网络关系。目前临床对瘢痕疙瘩多采取手术联合其他以

及激光等物理性的综合治疗，但治疗效果及不良反应尚不能

令医患满意。miRNA-34s家族在瘢痕疙瘩等病理性瘢痕的研

究尚缺乏相关数据，miRNA-34 s(miRNA-34a/ b/c)的研究将

可能为该损容性皮肤问题的防治确立新的靶点。 
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