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MicroRNA-195/497对香烟烟雾提取物诱导的
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摘要： 目的　探讨microRNA-195/497 （miR-195/497） 在香烟烟雾提取物（CSE）诱导的人支气管上皮

细胞中影响转化生长因子-β（TGF-β） 表达的作用机制。方法　用 3% CSE 诱导 BEAS-2B 细胞模拟慢性阻

塞性肺疾病（COPD）的发病机制，实时荧光定量聚合酶链反应（qRT-PCR）检测miR-195、miR-497、SMAD7

及 TGF-β基因表达。双荧光素酶报告实验验证 miR-195、miR-497 与 SMAD7 的靶向关系，将 miR-195 

mimic 和 miR-497 mimic 转染至 3% CSE 处理的细胞中，qRT-PCR 检测 SMAD7 的表达。将 miR-195 mimic、

miR-497 mimic 和 si-SMAD7 转染至 3% CSE 处理的细胞中，qRT-PCR 检测 miR-195、miR-497、SMAD7、

TGF-β的基因表达，Western blotting 检测 SMAD7、TGF-β的蛋白表达。结果　3% CSE 组 miR-195、miR-

497 mRNA 相对表达量低于正常细胞组（P <0.05），SMAD7、TGF-β mRNA 相对表达量高于正常细胞组（P <

0.05）。miR-195 mimic 组 Wt-SMAD7 mRNA 相对表达量低于 mimic NC 组（P <0.05）。miR-195 mimic 组与

mimic NC 组 Wt-SMAD7 mRNA 相对表达量比较，差异无统计学意义（P >0.05）。miR-497 mimic 组 Wt-

SMAD7 mRNA 相对表达量低于 mimic NC 组（P <0.05）。miR-497 mimic 组与 mimic NC 组 Mut-SMAD7 

mRNA 相对表达量比较，差异无统计学意义（P >0.05）。miR-195 mimic 组 SMAD7 mRNA 相对表达量低于

mimic NC 组（P <0.05）。miR-497 mimic 组 SMAD7 mRNA 相对表达量低于 mimic NC 组（P <0.05）。3% CSE

组细胞 miR-195 和 miR-497 相对表达量较 Control 组下降（P <0.05），SMAD7 及 TGF-β蛋白相对表达量升高

（P <0.05）；miR-195 mimic + 3% CSE组细胞miR-195相对表达量较3% CSE组升高（P <0.05），SMAD7、TGF-

β下降（P <0.05），而miR-497相对表达量无明显差异（P >0.05）；miR-497 mimic + 3% CSE组细胞miR-497相

对表达量较 3% CSE 组升高（P <0.05），SMAD7、TGF-β下降（P <0.05），而 miR-195 相对表达量无明显差异

（P >0.05）；si-SMAD7 + 3% CSE组SMAD7、TGF-β蛋白相对表达量较3% CSE组下降（P <0.05），而miR-195、

miR-497 无明显差异（P >0.05）。3% CSE 组 SMAD7、TGF-β蛋白相对表达量较 Control 组升高（P <0.05），

miR-195 mimic + 3% CSE 组、miR-497 mimic + 3% CSE 组、si-SMAD7 + 3% CSE 组较 3% CSE 组下降（P <

0.05）。结论　miR-195/497可通过调控SMAD7的表达影响CSE诱导的人支气管上皮细胞中TGF-β表达。
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Abstract:  Objective To explore the mechanism underlying the effects of miR-195/497 on the expression of 

TGF-β in human bronchial epithelial cells exposed to cigarette smoke extract (CSE).  Methods BEAS-2B cells were 

exposed to 3% CSE to simulate the pathogenesis of chronic obstructive pulmonary disease (COPD), and the 

expression levels of miR-195, miR-497, SMAD7 and TGF- β genes were detected by quantitative real-time 

polymerase chain reaction (qRT-PCR). The targeting relationship of miR-195 and miR-497 with SMAD7 was 

validated via the dual luciferase reporter assay. After transfection of miR-195 mimic and miR-497 mimic into cells 

treated with 3% CSE, the expression of SMAD7 was detected by qRT-PCR. Following transfection of miR-195 

mimic, miR-497 mimic and si-SMAD7 into cells treated with 3% CSE, the gene expressions of miR-195, miR-497, 

SMAD7 and TGF-β were detected by qRT-PCR, and the protein expressions of SMAD7 and TGF-β were measured 

via Western blotting.  Results Compared with the normal cells, the relative expression levels of miR-195 and miR-

497 were lower (P < 0.01), and the relative expression levels of SMAD7 and TGF-β were higher in cells treated with 

3% CSE (P < 0.05). The relative expression of Wt-SMAD7 in the miR-195 mimic group was lower than that in the 

mimic NC group (P < 0.05). There was no difference in the relative expression of Mut-SMAD7 between the miR-

195 mimic group and the mimic NC group (P > 0.05). The relative expression of Wt-SMAD7 in the miR-497 mimic 

group was lower than that in the mimic NC group (P < 0.05). There was no difference in the relative expression of 

Mut-SMAD7 between the miR-497 mimic group and the mimic NC group (P > 0.05). The relative mRNA 

expression of SMAD7 in the miR-195 mimic group was lower than that in the mimic NC group (P < 0.05). The 

mRNA relative expression of SMAD7 in the miR-497 mimic group was lower than that in the mimic NC group (P < 

0.05). The expressions of miR-195 and miR-497 were lower (P < 0.05), and the expressions of SMAD7 and TGF-β 

were higher in cells treated with 3% CSE than those in cells of the control group (P < 0.05). Compared with the 3% 

CSE group, the expression of miR-195 was higher (P < 0.05), the expressions of SMAD7 and TGF-β were lower 

(P < 0.05), and the expression of miR-497 was not significantly altered (P > 0.05) in the miR-195 mimic + 3% CSE 

group. Compared with the 3% CSE group, the expression of miR-497 was higher (P < 0.05), the expressions of 

SMAD7 and TGF-β were lower (P < 0.05), and the expression of miR-195 was not significantly altered (P > 0.05) in 

the miR-497 mimic + 3% CSE group. The expressions of SMAD7 and TGF-β in the si-SMAD7 + 3% CSE group 

were lower than those in the 3% CSE group (P < 0.05), while there was no difference in the expressions of miR-195 

and miR-497 between the two groups (P > 0.05). The relative protein expressions of SMAD7 and TGF-β in the 3% 

CSE group were higher than those in the control group (P < 0.05), whereas those in the miR-195 mimic + 3% CSE 

group, miR-497 mimic + 3% CSE group, and si-SMAD7 + 3% CSE group were lower compared to those in the 3% 

CSE group (P < 0.05).  Conclusions The miR-195/497 could affect the expression of TGF-β in human bronchial 

epithelial cells exposed to CSE by regulating the expression of SMAD7.
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慢 性 阻 塞 性 肺 疾 病 （chronic obstructive 

pulmonary disease, COPD）是世界上最常见的慢性呼

吸道疾病之一。COPD 是一种进行性退行性气道疾

病，主要特征是进行性气流受限和持续的呼吸道症

状[1]。 据 统 计 ，全 世 界 每 年 约 有 300 万 人 死 于

COPD[2]。随着时间的流逝，患者将面临急性症状恶

化 和 肺 功 能 逐 渐 降 低 ，导 致 患 者 日 常 活 动 更 加 困

难，生活质量严重下降。关于 COPD 的治疗，临床上

主要采用药物治疗，包括短期或长期使用 β-2 受体

激 动 剂 和 抗 胆 碱 能 药 物 、皮 质 类 固 醇 和 甲 基 黄 嘌

呤 。 然 而 ，这 些 药 物 不 能 改 善 肺 功 能 和 提 高 生 存

率[3]。尽管 COPD 涉及氧化应激、蛋白水解和抗蛋白

水解活性失衡、免疫和炎症、细胞凋亡，以及气道和

肺的修复和破坏等方面，但其确切发病机制尚不清

楚[4]。鉴于 COPD 对人的危害和目前治疗的困难，有

必要明确 COPD 发病机制，以提高治疗水平。

MicroRNA（miRNA）是由约 23 个核苷酸组成的

单链非编码 RNA，可参与多种细胞生物过程，如增

殖和凋亡[5]。据估计，miRNA 可以调节三分之一的

人类基因，并影响其功能和遗传途径[6]。microRNA-

195（miR-195）和 microRNA-497（miR-497）参与疾病

的发生、发展。生物信息学分析发现，miR-195 与过
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敏性鼻炎和哮喘显著相关[7]。使用二代测序鉴定了

COPD 患 者 和 正 常 受 试 者 的 支 气 管 上 皮 细 胞 中

miRNA 的表达谱，发现两组 miR-195-5p 表达有显著

差异性[8]。研究表明，miR-497 直接靶向和下调激酶

插 入 域 受 体 表 达 ，并 抑 制 非 小 细 胞 肺 癌 的 恶 性 生

长[9]。另外，分析发现，在过敏性气道疾病中，miR-

497 可以作为与中性粒细胞募集相关基因的候选主

调节因子[10]。近年来，一些研究发现 miR-195-5p 在

COPD 大鼠和患者中的表达较低[11]。基于生物信息

学 分 析 COPD 血 浆 中 潜 在 的 miRNA-mRNA 调 控 网

络，发现 miR-497 在 COPD 血浆中低表达[12]。但尚未

探讨 miR-195 和 miR-497 调控 COPD 的具体机制。

SMADs 蛋 白 是 转 化 生 长 因 子 -β（transforming 

growth factor-β, TGF-β）超家族的成员，参与许多生

理 功 能[13]。 磷 酸 化 的 SMAD2、SMAD3 易 位 到 细 胞

核，并在那调节靶基因的转录[14]。相反，SMAD7 通

过阻止 SMAD2、SMAD3 的磷酸化，在 TGF-β信号传

导的负反馈调节中起重要作用[15]。SMAD7 在被肿瘤

坏死因子和 γ干扰素等促炎细胞因子激活后，可诱

导成纤维细胞产生 TGF-β [16]。文献报道，TGF-β在

慢 性 肺 部 疾 病 中 起 重 要 作 用 ，COPD 患 者 的 血 清

TGF-β 水 平 与 COPD 严 重 程 度 成 正 比[17]。 研 究 发

现，在 COPD 患者的肺部检测到 SMAD7 水平升高[18]。

然 而 ，在 香 烟 烟 雾 提 取 物（cigarette smoke extract, 

CSE）诱导的人支气管上皮细胞中，miR-195 和 miR-

497 是否通过介导 SMAD7 影响 TGF-β的表达，目前

尚未见到相关报道。

1 材料与方法

1.1　实验材料

人 支 气 管 上 皮 细 胞 株 BEAS-2B（货 号 ：CL-

0496）、胎 牛 血 清（货 号 ：164210）、MEM 培 养 基（货

号 ：PM150411B）购 自 武 汉 普 诺 赛 生 命 科 技 有 限

公 司 。 人 胚 胎 肾 细 胞 HEK-293T（货 号 ：YS002C）

购 自 上 海 雅 吉 生 物 科 技 有 限 公 司 ，Lipofectamine 

3000 TM 转 染 试 剂 盒（货 号 ：11668030）购 自 美 国

Thermo Fisher Scientific 公 司 ，TRIzol ™ 试 剂（货 号 ：

T1020931）购自翌圣生物科技（上海）股份有限公司，

Prime Script ™ RT 试 剂 盒（货 号 ：RR047A）、SYBR® 

Premix Ex TapTMⅡ试剂盒（货号：DRR820A）均购自日

本 TakaRa Bio 公司，引物由通用生物科技有限公司

合成。RIPA 裂解液（货号：P0013B）、BCA 蛋白浓度

测定试剂盒（货号：P0010S）均购自上海碧云天生物

技术有限公司。SMAD7（货号：GTX106211）、TGF-β
（货 号 ：GTX03464）、GAPDH（货 号 ：GTX100118）均

购 自 美 国 GeneTex 公 司 。 山 羊 抗 兔 二 抗（货 号 ：

ab205718）、双 荧 光 素 酶 报 告 基 因 检 测 试 剂 盒（货

号：ab287865）均购自英国 Abcam 公司。

1.2　实验仪器

二氧化碳培养箱购自深圳市瑞沃德生命科技

有限公司，PCR 仪购自美国 Bio-rad 公司，高速冷冻

离心机购自德国 Eppendorf 公司，紫外分光光度仪购

自德国 implen 公司；ABI7500 实时荧光定量 PCR 仪购

自美国 Thermo Fisher Scientific 公司；超净工作台购

自中国苏净集团，蛋白垂直电泳仪购自美国 Bio-rad

公司，高速冷冻型微量台式离心机购自大龙兴创实

验仪器（北京）股份公司，超高灵敏度化学发光成像

系统购自美国 Bio-rad 公司。

1.3　CSE制备

CSE 的制备基于参考文献[19]描述的方法，即采

用了一种 Hatamen 牌商业香烟，其中含有 11 mg 焦油

和 0.8 mg 尼古丁，使用注射器驱动的仪器燃烧无过

滤嘴香烟，并通过 20 mL 无血清 RPMI 1640 培养基鼓

泡烟雾。将所得悬浮液调节至 pH 值为 7.4，并使用

0.22 μmol/L 孔 过 滤 器 过 滤 。 该 溶 液 被 视 为 100% 

CSE 溶液，并在制备后 30 min 内使用。

1.4　细胞培养及处理

人胚胎肾细胞 HEK-293T、人支气管上皮细胞

BEAS-2B 置于含有 10% FBS 和 1% 青霉素-链霉素

溶液的 MEM 培养基中，在 37 ℃、5% 二氧化碳条件

下湿润培养。将 BEAS-2B 细胞分为 Control 组和 3% 

CSE 组，Control 组细胞正常条件培养，3% CSE 组用

3% CSE 诱导 48 h 模拟 COPD 的发病机制[20]。上海吉

玛 生 物公司构建 miR-195 mimic、miR-497 mimic 以及

SMAD7的干扰载体。miR-195 minic组和miR-497 minic

组是将 miR-195 mimic 或 miR-497 mimic 分别与 Wt-

SMAD7 或 Mut-SMAD7 载体通过 Lipofectamine TM 3000

共转染至人胚胎肾细胞 HEK-293T 中。minic NC 组

是将 minic NC 与 Wt-SMAD7 或 Mut-SMAD7 载体通过

共 转 染 至 人 胚 胎 肾 细 胞 HEK-293T 中 。 miR-195 

mimic + 3% CSE 组、miR-497 mimic + 3% CSE 组和 si-

SMAD7 + 3% CSE 组 是 将 miR-195 mimic、miR-497 
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mimic 和 SMAD7 的 siRNA 分 别 利 用 LipofectamineTM 

3000 转染至人支气道支气管上皮细胞株 BEAS-2B，

给予 3% CSE 干预 48 h。将处理后的细胞通过胰蛋白

酶消化，以 8 000 r/min 离心 10 min，收集细胞液待测。

1.5　实时荧光定量聚合酶链反应检测 miR-195、

miR-497、Smad7及TGF-β mRNA表达

使用 TRIzol 试剂从细胞中提取总 RNA。利用紫

外可见分光光度计测定 RNA 的浓度和纯度（OD260/

OD280）。对浓度和纯度符合要求的 RNA 样品，稀释

到合适的浓度，利用 Prime Script ™ RT 试剂盒逆转录

为 cDNA。采用 ABI7500 实时荧光定量 PCR 仪，使用

SYBR
®

 Premix Ex TapTMⅡ 试 剂 盒 ，运 用 Applied 

Biosystems 7500HT 系统进行 PCR。反应步骤如下：

95 ℃预变性 10 min、95 ℃变性 10 s、60 ℃退火 20 s、

72 ℃延伸 31 s，共 40 个循环。以 GAPDH 作为内参，根

据 2-ΔΔCt 法计算 miR-195、miR-497、SMAD7 及 TGF-β 

mRNA 相对表达量。引物序列见表 1。

1.6　Western blotting 检测蛋白表达

使用 RIPA 裂解缓冲液在冰上提取蛋白质，以

12 000 r/min 离心 10 min，使用 BCA 蛋白浓度测定试

剂盒来确定每种裂解物中的总蛋白浓度，总蛋白置

于-20 ℃保存。根据 BCA 试剂盒测定蛋白浓度，将

等量的蛋白质上样到 10% SDS-聚丙烯酰胺凝胶上，

通过电泳分离并转移到 PVDF 膜上。用 PVDF 膜孵

育一抗 SMAD7（1∶2 000）、TGF-β（1∶1 000），4 ℃过

夜，次日 PVDF 膜室温孵育山羊抗兔辣根过氧化物

酶 偶 联 的 二 抗（1∶2 000）2 h，洗 膜 ，用 发 光 液 浸 湿

PVDF 膜后放置于超高灵敏度化学发光成像系统样

品放置区运行程序显影成像。

1.7　双荧光素酶报告实验

根据生物信息学软件 Starbase 预测结果，设计

miR-195、miR-497 与 SMAD7 结 合 位 点 的 野 生 序 列

和突变序列。将野生序列和突变序列片段克隆并

与 pmirGLO 载 体 结 合 ，命 名 为 Wt-SMAD7 和 Mut-

SMAD7。将 Wt-SMAD7 或 Mut-SMAD7 和 mimic NC、

miR-195 mimic 或 miR-497 mimic 一 起 转 染 至 HEK-

293T 细胞中。转染 48 h 后使用双荧光素酶报告基

因试剂盒进行荧光素酶相对表达量检测。

1.8　统计学方法

数据分析采用 SPSS 23.0 统计软件。计量资料

以均数±标准差（x±s）表示，比较用 t 检验或方差

分析，进一步两两比较用 LSD-t 检验。P <0.05 为差

异有统计学意义。

2  结果 

2.1　3% CSE组与Control组miR-195、miR-497、

SMAD7、TGF-β mRNA相对表达量比较

3% CSE 组 与 Control 组 miR-195、miR-497、

SMAD7、TGF-β mRNA 相对表达量比较，差异均有统

计 学 意 义（P <0.05）。 3% CSE 组 miR-195、miR-497

相对表达量低于 Control 组（P <0.05），SMAD7、TGF-β
相对表达量高于 Control 组（P <0.05）。见表 1。

2.2　双荧光素酶报告实验验证 miR-195、miR-

497与SMAD7基因的靶向关系

miR-195 mimic 组 与 mimic NC 组 Wt-SMAD7 

mRNA 相 对 表 达 量 比 较 ，差 异 有 统 计 学 意 义（P <

0.05），miR-195 mimic 组低于 mimic NC 组。miR-195 

mimic 组与 mimic NC 组 Mut-SMAD7 mRNA 相对表达

量 比 较 ，差 异 无 统 计 学 意 义（P >0.05）。 miR-497 

表 1　引物序列 

基因

miR-

195

miR-

497

U6

SMAD7

TGF-β

GAPDH

引物序列

正向： 5'-CGCAGTAGCAGCACAGA-3'

反向： 5'-TCCAGTTTTTTTTTTTTTTTGCCA-3'

正向： 5'-GCAGCAGCACACTGT-3'

反向： 5'-CCAGTTTTTTTTTTTTTTTACAAACCA-3'

正向： 5'-ACACGCAAATTCGTGAAGCGTTC-3'

反向： 5'-GGTCCAGTTTTTTTTTTTTTTTATGGAA-3'

正向： 5'-CCCAATGACCACGAGTTTATGC-3'

反向： 5'-GCTGATGAACTGGCGGGTGTAG-3'

正向： 5'-CAGCAACAATTCCTGGCGATAC-3'

反向： 5'-CGCTAAGGCGAAAGCCCTCAAT-3'

正向： 5'-CGGAGTCAACGGATTTGGTCGTAT-3'

反向： 5'-AGCCTTCTCCATGGTGGTGAAGAC-3'

长度/

bp

17

24

15

27

23

28

22

22

22

22

24

24

表 1　3% CSE组与Control组miR-195、miR-497、

SMAD7、TGF-β mRNA相对表达量比较 （x±s）

组别

Control 组

3% CSE 组

t 值

P 值

miR-195

1.00±0.09

0.12±0.03

16.070

0.002

miR-497

1.00±0.11

0.31±0.05

9.891

0.003

SMAD7

1.00±0.06

1.79±0.17

7.590

0.009

TGF-β
1.00±0.15

2.85±0.21

12.420

0.000
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mimic 组与 mimic NC 组 Wt-SMAD7 mRNA 相对表达

量 比 较 ，差 异 有 统 计 学 意 义（P <0.05），miR-497 

mimic 组 低 于 mimic NC 组 。 miR-497 mimic 组 与

mimic NC 组 Mut-SMAD7 mRNA 相对表达量比较，差

异无统计学意义（P >0.05）。见图 1、2 和表 2、3。

2.3　miR-195、miR-497对SMAD7 mRNA表达的

影响

miR-195 mimic 组、mimic NC 组 SMAD7 mRNA 相

对表达量分别为（0.35±0.04）、（1.00±0.06）， 经 t 检

验 ，差异有统计学意义（t =15.610，P =0.000），miR-

195 mimic 组 低 于 mimic NC 组 。 miR-497 mimic 组 、

mimic NC 组 SMAD7 mRNA 相 对 表 达 量 分 别 为

（0.46±0.05）、（1.00±0.09），经 t 检验，差异有统计学

意 义（t =9.085，P =0.002），miR-497 mimic 组 低 于

mimic NC 组。

2.4　 各 组 细 胞 miR-195、miR-497、SMAD7 及

TGF-β mRNA相对表达量比较

各组 miR-195、miR-497、SMAD7、TGF-β mRNA

相对表达量比较，差异均有统计学意义（P <0.05）。

3% CSE 组细胞 miR-195 和 miR-497 较 Control 组下降

（P <0.05），SMAD7 及 TGF-β 较 Control 组 升 高（P <

0.05）；miR-195 mimic+3% CSE 组细胞 miR-19 较 3% 

CSE 组升高（P <0.05），SMAD7、TGF-β较 3% CSE 组

下 降（P <0.05），而 miR-497 无 明 显 差 异（P >0.05）；

miR-497 mimic+3% CSE 组 细 胞 miR-497 较 3% CSE

组升高（P <0.05），SMAD7、TGF-β较 3% CSE 组下降

（P <0.05），而 miR-195 无 明 显 差 异（P >0.05）；si-

SMAD7+3% CSE 组 SMAD7、TGF-β较 3% CSE 组下降

（P <0.05），而 miR-195、miR-497 无 明 显 差 异（P >

0.05）。结果表明，过表达 miR-195 或 miR-497 能抑

制 SMAD7、TGF-β 表 达 水 平 ，敲 低 SMAD7 能 抑 制

TGF-β的水平，但对 miR-195 和 miR-497 的表达无

影响。见表 4。

Wt-SMAD7

miR-195

Mut-SMAD7

图1　生物信息学预测miR-195和SMAD7的靶向

调控位点

Wt-SMAD7

miR-497

Mut-SMAD7

图2　生物信息学预测miR-497和SMAD7的靶向

调控位点

表 2　miR-195 mimic组与mimic NC组Wt-SMAD7、

Mut-SMAD7 mRNA相对表达量比较 （x±s）

组别

mimic NC 组

miR-195 mimic 组

t 值

P 值

Wt-SMAD7

1.00±0.11

0.32±0.03

10.330

0.006

Mut-SMAD7

1.00±0.06

0.95±0.08

13.080

0.435

表 3　miR-497 mimic组与mimic NC组Wt-SMAD7、

Mut-SMAD7 mRNA相对表达量比较 （x±s）

组别

mimic NC 组

miR-497 mimic 组

t 值

P 值

Wt-SMAD7

1.00±0.06

0.41±0.05

0.866

0.000

Mut-SMAD7

1.00±0.07

1.03±0.09

0.456

0.672

表 4　各组细胞中miR-195、miR-497、SMAD7及TGF-β mRNA相对表达量比较 （x±s）

组别

Control 组

3% CSE 组

miR-195 mimic + 3% CSE 组

miR-497 mimic + 3% CSE 组

si-SMAD7 + 3% CSE 组

F 值

P 值

miR-195

1.00±0.11

0.15±0.02

0.67±0.06

0.18±0.02

0.17±0.02

131.100

0.000

miR-497

1.00±0.07

0.35±0.04

0.33±0.04

0.73±0.07

0.36±0.03

96.940

0.000

SMAD7

1.00±0.08

3.22±0.26

2.05±0.15

2.12±0.18

1.93±0.14

62.870

0.000

TGF-β
1.00±0.11

2.05±0.18

1.48±0.13

1.51±0.11

1.41±0.12

23.920

0.000

·· 5
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2.5　各组SMAD7、TGF-β蛋白相对表达量比较

各组 SMAD7、TGF-β蛋白相对表达量比较，差

异均有统计学意义（P <0.05）。3% CSE 组较 Control

组升高（P <0.05），miR-195 mimic + 3% CSE 组、miR-

497 mimic + 3% CSE 组 、si-SMAD7 + 3% CSE 组 较

3% CSE 组下降（P <0.05）。见表 5 和图 3。

3 讨论

COPD 影响着全世界 3 亿多人的健康。在中国，

≥ 40 岁人群的 COPD 患病率为 13.7%，≥ 70 岁人群患

病率为 35.5%[21]。吸烟是 COPD 最重要的危险因素，

发病率和病死率呈上升趋势[22]。COPD 仅次于缺血

性心脏病和中风，已成为世界第三大死因，并造成

经济和社会负担[23]。COPD 常见的治疗策略包括戒

烟、支气管扩张剂治疗、辅助供氧、肺康复和肺移

植[24]。没有有效的方法来扭转肺功能的下降，降低

COPD 急性加重的频率和严重程度的唯一方法是缓

解症状，从而提高 COPD 患者的生活质量。目前的

方法主要集中在对症治疗上[25]。在本研究结果中，

笔者用 3% CSE 诱导 BEAS-2B 细胞 48 h 模拟 COPD

发 病 ，发 现 miR-195 和 miR-497 表 达 水 平 降 低 ，

SMAD7 及 TGF-β表达明显升高。miR-195 和 miR-

497 均靶向负调控 SMAD7 表达。过表达 miR-195 或

miR-497 抑 制 SMAD7 及 TGF-β 的 mRNA 和 蛋 白 表

达，敲低 SMAD7 抑制 TGF-β的 mRNA 和蛋白表达。

从机制上讲，本研究结果表明，在 CSE 诱导的人支气

管 上 皮 细 胞 中 ，miR-195 和 miR-497 均 通 过 抑 制

SMAD7 而影响 TGF-β的表达。

越来越多的证据表明，miRNA 表达异常是许多

人类疾病的特征，miRNA 在疾病的形成和进展中具

有积极或消极的作用[26]。其作用于 mRNA 的 3'非翻

译区，以调节编码靶蛋白的 mRNA 的稳定性和翻译，

并 在 转 录 后 水 平 上 负 调 节 基 因 表 达[27]。 因 此 ，

miRNA 具有影响基因组大部分表达的能力，失调会

对 生 物 体 的 稳 态 产 生 负 面 影 响[28]。 研 究 发 现 ，

miRNA 在许多肺部疾病的发生中起着不可或缺的

作用，例如肺癌、COPD、哮喘和特发性肺纤维化[29]。

在博来霉素诱导的肺纤维化模型中，分析发现差异

表达的 miR-195 可以调节细胞凋亡和 TGF-β信号传

导[30]。miR-497-5p 的上调可诱导肺间充质干细胞

分化为肌成纤维细胞并促进肺纤维化[31]。此外，烟

草暴露可能是 miRNA 下调或上调的触发因素[4]。本

研究结果表明 miR-195 和 miR-497 可能 COPD 疾病

的发展有作用。

为识别 miR-195 和 miR-497 的下游靶标，笔者

通 过 StarBase 生 物 信 息 学 网 站 分 析 发 现 miR-195、

miR-497 与 SMAD7 均存在结合位点。有研究表明，

芍药苷通过调节 SMAD7 抑制肺泡上皮细胞 TGF-β
的表达治疗肺纤维化[32]。SMAD7 在支气管上皮细胞

中的表达水平与哮喘受试者基底膜厚度和气道高

反应性呈负相关，影响哮喘的发展[33]。在成熟 T 细

胞中，选择性表达 SMAD7 可通过影响 TGF-β信号传

导，增强气道炎症[34]。TGF-β能够诱导炎症细胞浸

润肺、血管和呼吸道，促进成纤维细胞趋化，产生胶

原和纤维连接蛋白，抑制胶原降解，促进纤维化发

生[35]。 与 TGF- β 在 肺 纤 维 化 中 的 作 用 类 似 ，在

COPD 患者中，TGF-β促进纤维化气道重塑，从而进

一步导致肺功能下降[36]。通过双荧光素酶实验证实

miR-195、miR-497 均可以靶向结合 SMAD7，过表达

miR-195 或 miR-497 后 SMAD7 的表达水平均明显降

低，证明 miR-195、miR-497 均可以负向调控 SMAD7

的表达。此外，本研究还发现，过表达 miR-195 或

miR-497 可以抑制 TGF-β的 mRNA 和蛋白表达，敲

低 SMAD7 抑制 TGF-β的 mRNA 和蛋白表达。

46 kD

44 kD

36 kD

SMAD7

TGF-β

GAPDH

1            2          3          4           5

1：Control 组； 2：3% CSE 组； 3：miR-195 mimic + 3% CSE 组； 

4：miR-497 mimic + 3% CSE 组； 5：si-SMAD7 + 3% CSE 组。

图3　各组细胞SMAD7和TGF-β蛋白表达

表 5　各组SMAD7、TGF-β蛋白相对表达量比较 （x±s）

组别

Control 组

3% CSE 组

miR-195 mimic + 3% CSE 组

miR-497 mimic + 3% CSE 组

si-SMAD7 + 3% CSE 组

F 值

P 值

SMAD7

0.23±0.03

0.65±0.06

0.45±0.04

0.43±0.03

0.35±0.03

45.040

0.000

TGF-β
0.15±0.03

0.51±0.06

0.32±0.04

0.33±0.03

0.25±0.03

62.210

0.000

·· 6
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综 上 所 述 ，在 CSE 诱 导 的 人 支 气 管 上 皮 细 胞

中，miR-195 和 miR-497 均通过抑制 SMAD7 而影响

TGF-β的表达。表明 miR-195 和 miR-497 参与 COPD

的进展，为 COPD 的治疗提供了新的潜在靶点。
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