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中文摘要 
 

背景： 

白癜风是一种常见并且严重危害患者身心健康的顽固皮肤病，病因和发病机理

不明，其主要病理特征是皮损部位黑素细胞的消失。近年来大量研究证据提示氧化

应激在白癜风黑素细胞凋亡及功能损伤中扮演重要角色，然而其具体机制尚不明确。 

miRNA 是一类非编码单链小 RNA 分子，在转录后水平对基因表达及多种生理

过程进行精确调控，在皮肤正常结构的维持，黑素细胞发育、存活及功能发挥方面

具有关键调控作用。近年研究显示，miRNA 可通过调节细胞抗氧化基因以及 ROS

生成关键酶的表达，发挥抗氧化应激和促氧化反应的双向调节功能，参与细胞氧化

还原平衡的调控，而氧化应激也可从多个层面影响 miRNA 的生物合成，从而形成重

要的调控网络，维持细胞稳态。已有研究证实，miRNA 分子参与心力衰竭、心肌病、

神经退行性疾病等多种氧化应激相关性疾病的发生发展。 

基于上述研究证据，我们提出如下假说：白癜风患者血清及皮损处 miRNAs 表

达呈现疾病特征性，异常表达的 miRNAs 通过调控黑素细胞关键功能分子参与介导

氧化应激导致的黑素细胞凋亡及功能损伤。 
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目的： 

1. 筛选白癜风患者疾病特征性血清 miRNAs 表达谱，探讨 miR-25 和其它显著上

调 miRNAs 与白癜风发生危险性的关系，明确其作为白癜风血清 miRNAs 疾病标志

物的可行性； 

2. 在组织水平检测并确认 miR-25 在正常人群和白癜风患者皮损中的表达情况，

探讨白癜风患者皮损中异常高表达的 miR-25 调控黑素细胞增殖、凋亡、合成转运黑

素功能及调控角质形成细胞合成、分泌细胞因子，参与白癜风发病的具体分子机制。 

3. 深入研究 miR-25 在白癜风患者皮损处异常升高的原因及调控分子机制，为进

一步寻找白癜风潜在治疗靶点提供科学依据。 

方法： 

1. 选取 50 例白癜风患者混合血清样本及 50 例正常健康对照的混合血清样本，

采用 miRNA 检测芯片检测 miRNA 表达差异。 

2. qRT-PCR 方法在独立样本（80 例白癜风患者和 80 例正常对照）中对芯片结果

中白癜风患者血清异常高表达的前五位 miRNAs 进行表达差异验证。 

3. qRT-PCR方法在独立样本（40例白癜风进展期患者和40例白癜风稳定期患者）

检测血清中 miR-25, let-7b, miR-16, miR-451 及 miR-15b 表达水平与疾病活动性的相

关性。 

4. qRT-PCR 方法检测白癜风患者白斑及正常对照皮肤中 miR-25 表达情况；原位

杂交方法检测 miR-25 在白癜风患者白斑组织、白斑旁组织及正常对照皮肤组织中的

表达、分布情况。 

5. 观察异常高表达 miR-25 对黑素细胞增殖、凋亡及细胞功能的影响：构建瞬时

转染正义和反义表达 miR-25 黑素细胞模型，流式细胞术检测细胞凋亡，EdU 染色实

验检测细胞增殖水平，检测黑素合成代谢水平及黑素细胞黑素小体转运等细胞功能

变化。 

6. 生物信息学方法（预测 miRNA 靶基因网站 miRanda, PICTAR5 及 Targetscan）

预测 miR-25 调控黑素细胞凋亡、增殖及细胞功能的潜在关键靶基因，双荧光素酶报

告基因实验证实 miR-25 对预测靶基因转录后调控关系的存在。 

7. MITF 质粒回复实验及 APE1 质粒回复实验明确高表达 miR-25 通过靶向抑制

MITF 基因及其下游 APE1 分子，导致黑素细胞在氧化应激条件下细胞凋亡水平升高
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的具体分子机制；MITF 回复实验明确 miR-25 通过靶向抑制 MITF 基因，调控细胞

增殖及黑素细胞黑素合成及转运功能的具体分子机制。 

8. 构建过表达及抑制表达 miR-25 角质形成细胞模型，检测角质形成细胞旁分泌

细胞因子及趋化因子的蛋白合成及分泌情况，生物信息学方法（预测 miRNA 靶基因

网站 miRanda, PICTAR5 及 Targetscan）预测 miR-25 对上述细胞因子及趋化因子的

表达是否存调控作用，双荧光素酶报告基因实验明确角质形成细胞中异常高表达的

miR-25 调控细胞因子的蛋白表达的具体机制。 

9. 检测过氧化氢或去甲基剂处理后黑素细胞及角质形成细胞中 miR-25 的表达

情况，对比过氧化氢处理后 miR-25 启动子区 CpG 岛的甲基化水平，检测白癜风患

者白斑组织、白斑旁组织及正常对照皮肤组织中甲基转移酶的表达情况，检测过氧

化氢处理黑素细胞及角质形成细胞后 JNK 的磷酸化水平的变化。 

结果： 

1. 白癜风患者血清 miRNAs 表达谱具有疾病特异性，其中包含 let-7b 在内的 24

个 miRNAs 表达显著升高（升高大于两倍），miR-1914 等 24 个 miRNAs 表达显著降

低（降低大于两倍）。qRT-PCR 结果进一步验证了 let-7b, miR-16, miR-451, miR-25 及 

miR-15b 等 5 个 miRNAs 在白癜风患者血清中显著升高。miR-25 的表达在活动期的

患者血清中显著升高。 

2. qRT-PCR 结果显示白癜风患者皮损处 miR-25 显著升高。原位杂交的结果显示

患者白斑处角质形成细胞中 miR-25 显著升高（高氧化应激水平，白斑处黑素细胞缺

失，其 miR-25 表达情况难以观察）；白斑旁（高氧化应激水平）黑素细胞及角质形

成细胞 miR-25 均呈现高表达；在正常皮肤中，可见到黑素细胞中 miR-25 的弱阳性

表达。 

3. 过表达 miR-25 在氧化应激条件下（H2O2 处理），促进黑素细胞凋亡，抑制黑

素细胞 BCL2 蛋白表达水平，BAX、cleaved caspase-3、cleaved caspase-9 的表达上调，

低表达 miR-25 作用相反；过表达 miR-25 抑制黑素细胞增殖水平、黑素合成及转运，

低表达 miR-25 作用相反。 

4. miR-25 通过与 MITF 3’UTR 区不完全互补序列进行结合，负向调控 MITF 的

表达。MITF 表达质粒回复及 APE1 表达质粒回复实验证实过表达 miR-25 通过对

MITF 的表达调控进而抑制黑素细胞增殖及黑素小体的合成和转运；过表达 miR-25
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通过对 MITF 的表达调控促进氧化应激条件下黑素细胞的凋亡，其具体机制可能是

通过抑制 MITF 下游基因 APE1 进而抑制黑素细胞抗氧化能力，促进细胞凋亡。 

7. 在角质形成细胞中 miR-25 靶向抑制角质形成细胞中 SCF 及 bFGF 的蛋白表

达，弱化角质形成细胞对黑素细胞的保护作用。 

8. 过氧化氢及去甲基剂均可上调黑素细胞和角质形成细胞中 miR-25 的表达；过

氧化氢的处理可显著降低miR-25启动子区CpG岛甲基化水平； DNMT1及DNMT3b

在白癜风患者白斑组织、白斑旁组织中均显著降低；过氧化氢处理后，黑素细胞及

角质形成细胞中 DNMT1 及 DNMT3b 表达降低，JNK 磷酸化水平升高，给予黑素细

胞及角质形成细胞 JNK 抑制剂处理，可逆转过氧化氢对 miR-25 表达水平的调控。 

结论： 

本研究首次明确白癜风患者血清 miRNAs 表达谱具有疾病特征性，miR-25 的表

达与疾病的活动性相关，可作为白癜风潜在分子标志物。体外实验证实高表达 miR-25

通过对靶基因 MITF 基因转录后抑制性调控，促进黑素细胞发生凋亡、增殖抑制和

功能障碍，此外，miR-25 抑制角质形成细胞中细胞因子 SCF 及 bFGF 表达和分泌，

弱化角质形成细胞对黑素细胞的旁分泌保护作用，参与白癜风的疾病进展。最后，

我们发现氧化应激通过调控启动子区 DNA 甲基化水平上调 miR-25 的表达水平的具

体分子机制，从而较为系统地阐明血清及组织 miRNA 潜在标志物 miR-25 等在白癜

风疾病模型中的特异性表达及其参与白癜风发生发展的分子机制。 

 

关键词：白癜风；氧化应激；黑素细胞；微小 RNA；小眼畸形相关性转录因子 
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Abstract 
Background: 

Vitiligo is a common disfiguring skin disease, with an incidence rate of 

approximately 0.1% to 2% in the populations worldwide. Characterized by patchy 

depigmentation of the skin, the disease can affect the patients’ self-image, thus 

substantially decreasing the quality of life among vitiligo patients. The generation of 

oxidative stress has long been demonstrated to play a crucial role in the onset and 

progression of vitiligo. However, the specific molecular mechanism involved in oxidative 

stress-induced melanocyte death in vitiligo is not fully clarified, which impedes the 

discovery of novel drug target for the antioxidant therapy in vitiligo. 

MicroRNAs (miRNAs) are a class of noncoding RNAs that suppress gene expression 

by targeting messenger RNAs for translational repression or, less frequently, degradation. 

It is known that miRNAs can regulate the growth, differentiation and even death of cells, 

and the aberrant expression of miRNAs has been found to be involved in the pathogenesis 

of many diseases. Recently, several studies have found that the expression profile of 

miRNAs could be regulated by oxidative stress and mediate the pathogenic effect of ROS 
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in some diseases and animal models, which deepens the understanding of redox biology 

and implicates new therapeutic strategies for oxidative stress-related diseases. Given this 

crosstalk between redox signaling and miRNAs, we hypothesized that enhanced oxidative 

stress in vitiligo could induce the aberrant expression of miRNAs, which promotes the 

degeneration of melanocytes. 

Aims: 

1. To identify alterations in the miRNAome of vitiligo patients’serum. 

2. To explore the correlation between the expression of microRNAs up-regulated in 

the serum samples of vitiligo patients and disease activity. 

3. To fully clarify the location of increased miR-25 in vitiligo lesion. 

4. To investigate whether increased miR-25 is responsible for melanocyte loss and 

dysfunction in vitiligo and detail mechanism.  

5. To investigate the possible involvement of keratinocytes overexpressing miR-25 in 

vitiligo pathogenesis. 

6. To explore the underlying mechanism for the aberrant expression of miR-25 in 

melanocytes and keratinocytes of vitiligo lesions. 

Methods: 

1. We performed a miRNA microarray study using serum samples from vitiligo 

patients (n= 50) and healthy controls (n=50) and then examined the five highest increased 

miRNAs (let-7b, miR-16, miR-451, miR-25 and miR-15b) in serum samples from vitiligo 

patients (n = 80) and healthy controls (n = 80) using qRT-PCR. We further examined the 

five highest increased miRNAs (let-7b, miR-16, miR-451, miR-25, and miR-15b) in 

serum samples from active vitiligo patients (n = 40) and stable vitiligo patients (n = 40) 

using qRT-PCR. 

2. We collected lesional and perilesional skin from vitiligo patients as well as normal 

skin from healthy individuals, and detect miR-25 by qRT-PCR and fluorescence in situ 

hybridization. 

3. To test whether overexpressed miR-25 contributed to melanocytes apoptotic, 

proliferation and cell dysfunction, normal human melanocytes were transfected with 
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miR-25 mimics, miR-25 inhibitor, and negative control respectively. Then we treated 

those cells with H2O2 (a main form of oxidative stress in vitiligo) and tested apoptosis 

level again and performed western blot to evaluated expression of anti-apoptotic protein, 

such as B-cell lymphoma 2 (BCL2) and pro-apoptotic proteins, including B-cell 

lymphoma 2-associated X protein (BAX), the active cleavages of caspase-3 and caspase-9. 

We also analyzed cell proliferation, melanin synthesis, the activity of tyrosinase, protein 

expression of crucial genes in melanin biosynthesis, such as TYR, tyrosinase-related 

protein 1 (TYRP1) and tyrosinase-related protein 2 (TYRP2) and distribution of 

melanosomes of normal human melanocytes transfected with miR-25 mimics, miR-25 

inhibitor, and negative control. 

4. Three common bioinformatics tools including miRanda, PICTAR5 and Targetscan 

were used to screen the potential targets of miR-25 that may account for its regulatory 

function in melanocytes. Luciferase reporter assays were performed to verify whether 

miR-25 repressed the expression of MITF by targeting the predicted sequences in the 3’ 

untranslated regions (3’UTR) of MITF mRNA. Melanocytes overexpressing miR-25 were 

co-transfected with 3’UTR-deleted MITF plasmids or control plasmids, and flow 

cytometry was used to evaluate the apoptosis rate of cells following H2O2 treatment. 

5. Normal human keratinocytes were transfected with miR-25 mimics and expression 

and the secretion level of some cytokines and growth factors that have been reported to 

relate with the development of vitiligo were tested. Luciferase reporter assays were 

performed to verify whether miR-25 represses the expression of SCF and bFGF by 

targeting the predicted sequences involved in their 3’UTR. 

6. To investigate whether H2O2 demethylated the promoter region of miR-25, 

genomic DNA was extracted from melanocytes and keratinocytes with or without H2O2 

treatment and subjected to bisulfite sequencing analysis.  

Results: 

1. Compared to controls, there were 24 miRNAs (e.g., let-7b) were up-regulated, 

while another 24 (e.g., miR-1914) were down-regulated. Let-7b, miR-16, miR-451, 

miR-25 and miR-15b are significantly up-regulated in vitiligo serum. Beside, miR-25 
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showed the higher level in the serum samples from patients in the active stage. 

Furthermore, miR-25 was significantly elevated in vitiligo lesion. 

2. Overexpression of miR-25 increased the level of apoptosis of normal human 

melanocytes treated with H2O2, reduced the level of BCL2 but up-regulated some 

pro-apoptotic proteins while anti-miR-25 treatment presented with absolutely the opposite 

effect. Percentage of cells that undergo cell division was reduced (P < 0.01) in the cells 

overexpressing miR-25. 

3. Overexpressed miR-25 inhibited the activity of TYR and significantly decreased 

the melanin content. The expression of TYR, TYRP1, and TYRP2 were reduced in 

melanocytes transfected with miR-25 mimics. In cells transfected with miR-25 mimics, 

we observed a perinuclear aggregation of melanosomes. 

4. MITF was selected out as the target of miR-25 for its key role in melanocyte 

survival and function by bioinformatics prediction and luciferase reporter assays. The 

re-introduction of MITF significantly decreased the percentage of apoptotic cells and did 

invert the down-regulation of BCL2 and the up-regulation of Bax, cleavaged caspase 3 

and caspase 9. The mRNA level of two antioxidant genes downstream of NRF2, HO-1 and 

GPX1 were suppressed by miR-25 in melanocytes with or without the stimulation of 

H2O2.  

5. Re-introduction of MITF promoted the proliferation of melanocytes transfected 

with miR-25 mimics, successfully up-regulated the activity of tyrosinase and the melanin 

content in melanocytes, and facilitated the relocation of melanosomes in the periphery of 

cells. 

6. MiR-25 inhibits the production and secretion of growth factors (SCF and bFGF) in 

keratinocytes.  

7. Oxidative stress induces the overexpression of miR-25 in melanocytes and 

keratinocytes by promoting DNA demethylation.  

Conclusion: 

Our experiments show that miR-25 was increased in serum and lesion samples from 

vitiligo patients, and its serum level was correlated with disease activity. Further 
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experiments showed that miR-25 facilitated H2O2-induced apoptosis by impairing the 

antioxidant response in melanocytes and led to the dysfunction of melanocytes due to its 

suppression on MITF. Noteworthily, miR-25 could inhibit the production and secretion of 

SCF and bFGF from keratinocytes and impaired their paracrine protective effect on the 

survival of melanocytes under oxidative stress. At last, we verified that oxidative stress 

induced the generation of miR-25 in both melanocytes and keratinocytes possibly by 

demethylating the promoter region of miR-25. Our findings indicate that oxidative 

stress-induced overexpression of miR-25 plays a crucial role in mediating the 

degeneration of melanocytes in vitiligo. 

 

Key words：Vitiligo; Oxidative stress; Melanocyte; microRNAs; MITF 
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前    言 
 

白癜风是一种常见并且严重危害患者身心健康的顽固皮肤病，主要病理特征是

皮损部位黑素细胞的消失。白癜风的发病率约为 0.1-2％，无明显种族、性别差异，

近年其发病呈现逐渐上升的趋势。目前我国患病人数估计逾 1000 万。由于白癜风可

造成“毁容”后果，给患者带来严重的心理问题，造成了沉重的家庭和社会负担。本

病的治疗相对困难，疗程长、收效慢、治愈率低。近年来，大量研究表明高氧化应

激状态是导致白癜风患者皮肤组织中黑素细胞受到氧化损伤而发生凋亡的重要原

因，其机制尚未完全阐明。 

miRNA 是一类重要的小 RNA 分子，在进化上具有高度的保守性，在转录后水

平对基因进行表达精细调控。生理状态下，其表达谱和表达水平具有较强的组织特

异性和时相性；miRNA 表达谱和表达水平发生变化，破坏对靶基因原有的调控强度

是其参与多种病理过程的可能机制。近年研究显示，miRNA 在皮肤正常结构的维持，

黑素细胞发育、存活及功能方面具有关键调控作用，并可通过调控抗氧化基因以及

细胞生成 ROS 的关键酶的表达，双向调节细胞氧化还原平衡，另一方面氧化应激也

可从多个水平影响 miRNA 的生物合成，进而形成重要的调控网络，维持细胞稳态。

已有研究证实，miRNA 分子参与心力衰竭、心肌病、神经退行性疾病等多种氧化应

激相关性疾病的发生发展，上述研究证据强烈提示 miRNA 可能参与白癜风疾病中黑

素细胞的氧化损伤过程。 

本研究在筛选及验证白癜风疾病特异性 miRNAs 表达谱的基础上，分析 miR-25

与白癜风疾病活动性的相关性，探索其作为疾病标志物的可行性，为准确判断疾病

的进展及治疗的个体化提供重要参考。重点研究 miR-25 在白癜风患者皮损区的表达

及分布变化，探索其对白癜风黑素细胞凋亡、增殖及功能及角质形成细胞细胞因子

分泌具体调控分子机制，并阐释白癜风患者皮损区 miR-25 升高的原因及具体机制，

从功能学角度进一步验证流行病学研究结果，为阐明白癜风的发病机制提供理论依

据，对于白癜风开展有效和目标明确的个体预防、个体治疗等方面均具有重要的理

论意义和现实意义。 
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文献回顾 

1.白癜风概述 

白癜风是一种获得性、慢性皮肤疾病，其临床特征为黑素细胞选择性破坏所导

致的局限性皮肤黏膜色素脱失斑。白癜风影响患者外观形象，引起严重的心理障碍，

如自我评估下降、社交恐惧、焦虑和抑郁等。此外，白癜风常合并多种自身免疫性

疾病，危害患者身心健康和生活质量，造成了沉重的家庭和社会负担。深入研究白

癜风发病机制，研发新型疾病分子标志物对临床实践具有重要的指导意义。 

1.1 流行病学特征 

文献报道的白癜风的全球发病率约为 0.1-2%[1]。对 88 个流行病学人群研究结果

进行 meta 分析发现，白癜风的患病率约为 0.2%[2]。地区性的流行病学调查研究结

果显示，印度的发病率约为 8.8%，墨西哥和日本的发病率分别为 2.6-4%及 1.68%，

丹麦博恩霍尔姆岛地区约为 0.38%[3-5]。2004 年流调结果显示陕西地区白癜风患病

率约为 0.09%[6]。白癜风患病率无明显种族、性别差异，近年其发病呈现逐渐上升

及年轻化的趋势，约有一半的白癜风患者在 20 岁之前发病。其中，节段型白癜风约

占总发病率的 5-16%，小于 10 岁的患者占 41.3% [7]。在非节段型白癜风患者中， 

70-80%的患者在 30 岁之前发病[8]；儿童（＜12 岁）的发病率约为 32-37%[9-11]。 

1.2 发病机制概述 

1.2.1 遗传 

家族聚集性和连锁不平衡的研究提示遗传因素在白癜风发病因素中的重要作

用。流行病学研究结果提示白癜风患病人群具有家族聚集现象[12-15]，且具有家族

遗传背景的患者发病年龄明显早于无家族史的患者[16]。然而同卵双生子的患病率仅

为 23%左右[17]，由此可知白癜风的遗传方式并不严格符合孟德尔遗传规律，此外，

患病率随着其亲属亲缘关系递减而降低也提示该疾病符合多基因遗传模式。 近年来

国内外多个候选基因关联性研究、全基因组关联分析研究（GWAS）进一步证实白

癜风是多基因多因素遗传疾病，其易感基因涉及黑素的生物合成、细胞抗氧化系统、
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自身免疫调节等多个生物学过程。 

1.2.2 自身免疫 

研究证实，白癜风患者常伴发自身免疫性疾病，如甲状腺疾病、恶性贫血、

Addison 病、系统性红斑狼疮等[18-25]，由此提示自身免疫在白癜风的发生中扮演重

要的角色。目前已有较多研究对体液免疫以及细胞免疫在白癜风发病机制中所发挥

的作用进行了阐释。首先，胞膜抗原、酪氨酸酶抗原、酪氨酸相关蛋白、SOX 蛋白、

糖蛋白-100（gp-100）及人黑素浓集素受体-1（MCHRl）等多种抗黑素细胞自身抗体

的被发现，且自癜风患者血清中的抗黑素细胞抗体滴度与疾病的活动性和白斑面积

密切相关[26]。其次，在细胞免疫方面的研究发现，患者皮损局部及循环系统中均存

在黑素细胞特异的细胞毒性 T 淋巴细胞（CTL），体外实验及小鼠模型均证实这些

CTL 可特异性杀伤黑素细胞[27-29]。此外，多种细胞因子在白癜风患者外周血及皮

损处的表达水平出现显著异常，其中部分细胞因子的释放已被证实与疾病的严重程

度相关[30-32]。 

1.2.3 氧化应激 

对白癜风黑素细胞破坏的始动因素的研究让氧化应激的作用逐渐受到研究者的

重视。皮肤长期暴露于紫外线、环境污染物、电磁辐射、微生物病原体及药物等复

杂的物理、化学及生物污染源中，承受较强的外源性 ROS 刺激[33, 34]。另外，线粒

体能量转化以及细胞代谢等可产生内源性 ROS，加剧皮肤的氧化压力[35, 36]。皮肤

组织可通过自身完整的抗氧化系统，包括抗氧化信号通路（Nrf2-ARE 等）及抗氧化

分子（维生素 A、维生素 C、维生素 E、硫辛酸、GSH、SOD、GPx、GSTs、CAT

等），通过清除外源性氧自由基，发挥机体屏障作用，维持皮肤细胞稳态[37]。当病

理因素致使 ROS 在皮肤中持续累积，可引起皮肤细胞发生氧化损伤、凋亡[38-41]，

导致皮肤光老化、衰老、色素性皮肤病、皮肤炎症及皮肤肿瘤等氧化应激相关的皮

肤疾病发生[42, 43]。在各类皮肤细胞中，黑素细胞比其他细胞更容易受到 ROS 攻击。

黑素细胞因长期暴露于 UV 照射中，受到外源性 ROS 刺激；而黑素合成过程，特别

是酪氨酸酶催化酪氨酸生成多巴的过程中产生大量H2O2加重黑素细胞内源性的氧化

压力[44, 45]。此外，线粒体加速能量代谢提供黑素合成过程的能量供给，这一过程

中也产生大量 ROS。有研究证实，与体外培养的角质形成细胞及成纤维细胞相比，
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黑素细胞中抗氧化分子，超氧化物歧化酶及酶谷胱甘肽过氧化物酶水平及活性较低，

由此可见在应对氧化应激时黑素细胞也更容易发生严重的氧化损伤[46]，由此强烈提

示氧化应激是导致白癜风患者黑素细胞损伤的可能原因。目前的研究结果从多个角

度证实这一猜想。首先，在进展期白癜风患者表皮中可检测到过量蓄积的 H2O2[47, 

48]。其次，体外培养白癜风患者表皮中分离的黑素细胞成活率较低、生长缓慢，需

要在细胞培养基中加入更多生长因子或触酶来促进细胞生长[49-51]，在受到 UV 损

伤、热损伤、H2O2 等外源性应激时，更易发生凋亡[52, 53]。 

2. miRNA 

2.1 概述 

MicroRNA (miRNA) 作为生物基因调控网络中的重要组成部分，在动植物中广

泛存且其进化方式呈现较强的保守性。最新 miRBase 数据库（release 21, June 2014，

http://www.mirbase.org/）显示，人类基因可组中至少有 28645 个 miRNAs，并预测

miRNAs 总数占人类所有表达基因的 1%-4%。生理状态下，miRNA 表达谱和表达水

平具有较强的时序性、组织特异性及基因簇集现象等特点。大量研究结果提示，机

体发生病理性的变化时，miRNA 表达谱和表达水平出现相应的具有疾病特征性的改

变变化，进而破坏对靶基因的调控强度。 

miRNAs 生物合成过程包括转录生成初级 miRNA 转录本、剪切形成具有颈环结

构的前体 miRNAs，及进一步加工转运从而形成成熟体 miRNAs。成熟体 miRNA 与

RNP 装配形成沉默复合体（RISC），通过靶 mRNA 中互补序列结合，进而切割、降

解靶 mRNA 或者通过沉默转录因子、抑制蛋白翻译、形成多核糖体复合物等多种方

式精确调控靶基因的表达[54]。由于在转录后水平能够更迅速地对基因表达进行调

控，决定 miRNA 明显的生物学优势。 

循环 miRNA 以被包裹在脂质泡中，形成微泡体或与 Argonaute2（Ago2）蛋白

结合形成 Ago2-miRNA 蛋白复合体等形式，维持其自身的稳定性。RNA 酶降解, 酸

碱变化、高温、冻融、长期储存等各种处理方法均不会造成循环 miRNA 的损失

[55-57]。这一特性为循环 miRNA 的检测及研究提供了可能。目前已有大量的研究证

实，miRNA 不仅长期稳定地存在于体液中，且表达水平与疾病密切相关，为研发新

的临床标志物提供重要的线索，具有重要的临床应用价值。 
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2.2 miRNA 分子和皮肤发育 

miRNA 在调控皮肤正常发育，维持皮肤组织正常结构中发挥重要的作用。研究

证实，Dicer 敲除小鼠模型其皮肤组织不能合成成熟的 miRNAs，小鼠表皮透皮水份

丢失显著增加，生存时间较对照组显著缩短。进一步的观察发现其表皮过度增殖，

毛囊生长不良，真皮乳头发育异常，提示表皮细胞的正常凋亡程序受到抑制[58]。多

个 miRNA 家族在皮肤组织中的表达呈现亚结构的特征性，如表皮中 miR-200 家族表

达强度较高，而毛囊中则特异性表达 miR-199 家族[59]。此外有研究发现 miR-203

能够通过靶向调控 P63 基因的表达，进而参与调控表皮细胞细胞增殖和分化[60]。 

2.3 miRNA 分子与皮肤疾病 

2.3.1 皮肤肿瘤 

多项实验研究探讨了 miRNA 在黑素瘤发生发展中的作用。研究证实 Dicer、

Argonaute2 及多种 miRNA 分子在黑素瘤细胞系中存在拷贝异常[61]。在黑素瘤中， 

miR-137 可通过调控黑素细胞生长、成熟、凋亡和色素形成的主要调节基因 MITF 抑

制细胞凋亡[62]。此外，miR-221 及 miR-222 能够通过下调 p27Kip1/CDKN1B 及 c-kit

受体表达，诱导黑素细胞产生恶性表型[63, 64]。Lodygin 等[65]报道 miR-34a 可下调

c-Met 蛋白、磷酸化的蛋白激酶 B 和细胞周期相关蛋白的表达，在黑素瘤细胞中其启

动子 CpG 岛甲基化异常，导致其在原发性黑素瘤等多种肿瘤细胞系中表达沉默，从

而起到促进肿瘤细胞增殖和迁移的作用。miR-205 与鳞状细胞癌的恶性进展相关，可

以做为判断肿瘤侵袭性的标志物。另有研究证实异位表达 miR-184 可阻断 miR-205

表达，具有潜在的临床应用价值[66]。 

2.3.2 炎症性疾病 

银屑病是常见的慢性炎症性皮肤病。有研究首先证实，miRNA 在银屑病患者、

特应性皮炎患者及健康人皮肤的表达模式具有显著差别，miR-203 及 miR-146a 仅高

表达于银屑病皮损，miR-21 在银屑病皮损及特应性皮炎皮损中表达升高，与之相反，

miR-125b 在银屑病及特应性皮炎中均呈现低表达，其中，miR-203 可以调控 SOCS3

的表达，参与炎症反应及角质形成细胞的分化、增殖，并抑制 STAT3 通路，引起免

疫细胞的浸润，参与银屑病发展[67]。其后有研究证实，高表达的 miR-146 通过靶向

调控 IRAK1 和 TRAF6 分子，抑制 TNF-α 通路，从而参与银屑病的炎症反应[68]。
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此外，有研究结果显示特应性皮炎患者皮损中 miR-155 呈显著高表达，该分子通过

负调控 CTLA-4 提高 Th 细胞的增殖反应性，参与皮肤慢性炎症的发生[69]。 

2.3.3 自身免疫性疾病 

在系统性红斑狼疮（SLE）患者中 miR-146a 表达下降，下调的 miR-146a 可能促

进 I 型 IFN 通路的异常活化，因此，miR-146a 可作为 SLE 潜在的疾病活动性与肾脏

受累情况的生物学预测指标[70]。还有研究显示 miRNA 可作为 SLE 和血小板减少性

紫癜（ITP）鉴别诊断的生物学标记物，微阵列芯片检测结果提示 13 个 miRNAs 的

表达模式在 SLE 和 ITP 中是相同的，提示其可能与自身免疫相关。3 个 miRNAs 在

SLE 中特异性表达，提示这些 miRNA 与系统炎症有关，6 个 ITP 相关性 miRNAs 则

可能参与器官特异性血小板损害[71]。miR-29 在硬皮病的皮损及硬皮病真皮成纤维

细胞中表达降低，在成纤维细胞中抑制 miR-29 表达后，I、III 型胶原生成增多。而

TGF、PDGF 及 IL-4 可抑制 miR-29 在细胞中的表达水平，上述结果提示 miR-29 低

表达可能参与硬皮病的发生，并可作为潜在的治疗靶点[72]。此外有研究证实，在硬

皮病纤维母细胞中 TGF-β 可抑制 miR-196a 表达，促进 I 型胶原的持续高表达，参与

硬皮病的发病机制[73]。 

2.3.4 皮肤创伤愈合 

成纤维细胞是皮肤创伤愈合中起核心作用的一类细胞，可通过分泌的细胞因子

促进细胞增殖以及血管生成等方式加强组织的修复。miR-24 能够抑制 TGF-β1，它是

创伤愈合过程中成纤维细胞有丝分裂的重要调节因子[74]。在瘢痕愈合出现前后，

miRNA-29b、miRNA-29c 与 miRNA-192 的表达水平具有明显的差异。miRNA-29b、

miRNA-29c 能够抑制细胞外基质、TGF-β、β-连环素、Smad 等的表达，这些均是涉

及瘢痕愈合的重要信号转导因子，此外，miR-192 也能通过下调 SIPl 的表达，促进

胶原表达[75]。 

上述研究证实，miRNA 在维持正常的皮肤结构及功能中起到重要作用，并与多

种皮肤疾病的发生密切相关。那么，miRNA 在白癜风发病中扮演什么样的角色？目

前已有研究初步观察了白癜风患者血清、全血、PBMC 及皮损区的 miRNA 表达谱的

异常变化，发现了如 miR-16、miR-1 等表达具有疾病特征性的 miRNA。虽然尚未见

到有关报道阐明上述 miRNA 是否参与白癜风的发生发展及其具体机制如何，但已有
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较多研究阐释了 miRNA 在黑素细胞存活及功能调控中的作用以及 miRNA 与细胞氧

化还原平衡调控之间的关系，这为探索 miRNA 在白癜风发病机制中的具体作用及分

子机制研究奠定了坚实的基础。 

2.4 miRNA 分子与黑素细胞 

通过研究分化的神经嵴细胞存活对 Dicer 酶（核糖核酸酶 III）的依赖作用，研

究者首次揭示了 miRNAs 在黑素细胞生物学中的作用[76]。其后，Dynoodt 等通过给

予小鼠黑素细胞持续毛喉素和紫外线照射处理，初步探索了与黑素合成相关的

miRNAs 表达谱。实验结果表明，经过处理的 melan-a 小鼠黑素细胞株中 miR-145 等

16 种 miRNAs 呈现出差异性表达，上调或者下调 miR-145 可导致与黑素合成相关的

关键性功能蛋白 Sox9、MITF、Tyr、Trp1、Myo5a、Rab27a 和 Fscn1 表达发生相应

变化，提示 miR-145 在外部刺激引起的反应性黑素合成过程中起到重要调控作用

[77]。miR-125b 能够有效调控稳态下黑色素的生成，其表达水平与细胞黑素含量负

相关。其调控靶点 TYR 和 TYRP2 均为黑素合成关键酶。在高度色素化的黑色素细

胞中，miR-125b 基因因启动子处于高甲基化而表达沉默[78]。此外，miR-340 通过调

节黑素细胞中 RhoA 的表达促进 UVB 诱导下黑素细胞树突的形成的作用已被证实。

树突是黑素细胞重要的结构之一，黑素通过树突被运送至其顶端并进一步进入角质

形成细胞来保护皮肤免受紫外线照射引起的 DNA 损伤。Jian 等人的研究发现在紫外

线照射处理后的黑素细胞中，miR-340 的表达下调 4.8 倍。在黑素细胞中过表达

miR-340，可抑制 RhoA 蛋白的表达，增加细胞中树突的数量和总长度，促进黑素在

树突顶端的聚积[79]。 

小眼相关性转录因子（MITF）在黑素细胞发育、存活中起着重要作用。多个实

验室在围绕着黑素细胞中以 MITF 为中心的 miRNA 调控网络展开深入研究。其中，

Levy 等人的研究首先指出在黑素细胞中的 MITF 对 Dicer 酶转录有调节作用，在黑

素细胞分化过程中，MITF 可以结合并激活 DICER 酶转录，促进特定 miRNAs 成熟，

进而维持黑素细胞活力[80]。靶向敲除 Dicer 基因可导致黑素细胞死亡，这与在黑素

细胞中敲除 MITF 的结果一致[81]，其可能机制是 Dicer 酶依赖的 pre-miRNA-17-92

生物合成显著减少，导致其靶分子凋亡蛋白 BIM 的表达升高，导致黑素细胞凋亡数

量显著升高。与上述研究结果一致的是，在敲除 MITF 基因的黑素细胞中，miRNAs
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的表达出现紊乱[82]。此外有研究显示，MITF 可通过调节 miR-204/211 的表达促进

视网膜色素上皮细胞（RPE）的分化，在去分化的 RPE 细胞中转染 miR-204/211 可

诱导上皮细胞的分化[83]。 

另一方面，研究证实 MITF 可被多个 miRNA 所靶向调控。首先，对有色羊驼和

白色羊驼皮肤中 miRNAs 进行微阵列筛选的结果显示 miR-25 的表达在两者中的差异

具有显著性，且其位于 MITF 的 3’非翻译区的保守结合位点在人、大鼠、小鼠以及

狗具有较高的保守性。在羊驼黑素细胞中过表达 miR-25 可以降低 MITF、TYR 及其

酪氨酸酶相关蛋白的表达[84]。Dong 等人研究发现，pre-miR-137 过表达的小鼠模型

其毛色发生变化，MITF 的表达水平降低并且其下游基因表达也有所下降[85]。α-黑

素细胞刺激素（α-MSH）可介导紫外线照射引起的黑素合成，研究发现 α-MSH 可以

抑制内源性 miR-137 基因的表达并且激活 MITF，从而促进皮肤黑素细胞产生更多的

黑素[62]。 

 

图 1. miRNAs 与黑素细胞功能主要调控因子之间的调控网络 

（Marina Mione1 and Anja Bosserhoff, Pigment Cell Melanoma Res, 2014） 

上述一系列研究结果表明miRNAs与黑素细胞功能主要调控因子如MITF、RhoA

等之间存在复杂的调控网络，其中 MITF 可以靶向调控作为 miRNA 加工过程中的重

要组成部分 Dicer 及多个 miRNAs 的表达，从而将 miRNAs 纳入黑素细胞特异性转录

调控系统。另一方面，MITF 可作为多个 miRNAs（miR-137、miR-125b、miR-25 等）

的靶基因，建立负反馈调控机制来控制不同分化水平及不同生理病理条件下 MITF
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在黑素细胞中的表达（见图 1），这样的调控网络对于维持黑素细胞的稳态具有重要

作用。 

2.5 miRNA 分子与氧化应激 

miRNAs 具有精细调控多种蛋白表达和生理过程的能力，其中包括直接调控 Nrf2

通路以及活性氧簇（ROS）细胞内合成相关蛋白的过程，发挥促氧化反应和抗氧化

应激的双向调节功能，调节细胞氧化还原平衡，同时这一过程也可进一步影响

microRNAs 的生物合成，从而形成重要的调控网络。 

2.5.1 氧化还原调控 MicroRNAs 生物合成 

Dicer 酶是 miRNAs 生物合成中负责加工形成成熟 miRNA 片段的关键酶。研究

表明大鼠脑微血管内皮细胞（CMVECs）内的过氧化氢诱导的衰老和氧化应激信号

可抑制 Dicer 活性，从而导致 miRNAs 成熟受阻。通过对转录因子结合位点的生物信

息学分析发现 Dicer 基因 5’端侧翼存在一个 ARE 结合序列，这表明 Nrf2/ARE 途径

的氧化还原信号通路可对 miRNAs 的生物合成进行调控[86]。衰老脂肪细胞、

3T3-F442A 前脂肪细胞、经过氧化氢处理的 JAR 滋养层细胞等氧化应激水平较高的

细胞中 Dicer 蛋白水平降低，间接提示 Dicer 可能会引起氧化还原所介导的 miRNAs

生物合成失调[87]。在人微血管内皮细胞中敲除 Dicer 基因可通过降低 NADPH 氧化

酶 p47phox亚基的表达，降低基础超氧化物的产生量[88]。由于超氧化物可作为信号

分子激活 Nrf2 途径和维持基础抗氧化水平，提示氧化应激所致的 Dicer 表达下降将

最终导致细胞的适应性抗氧化防御反应受损。 
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图 2 氧化还原调控 miRNAs 生物合成 

（Xinghua Cheng, Free Radical Biology and Medicine,2013） 

ROS 抑制 Dicer 表达的具体机制目前尚在探索中，在人成纤维细胞中氧化应激

可以上调 let-7 表达[89]，而 let-7 家族可以抑制 Dicer 表达[90]，因此 let-7 家族可能

是氧化应激导致 Dicer 降低表达并引起一系列 miRNAs 表达变化，导致氧化还原失衡

的重要环节。值得注意的是，急性氧化应激后 Dicer 水平仅出现短暂的下降，在应激

消失后其水平可以恢复，这表明 miRNAs 表达谱的变化可以反映细胞的氧化还原状

态[91]。此外，ROS 在 miRNA 转录、核内及核外运输及 miRNA 的降解等不同阶段

都可起到一定的调控作用（图 2）。 

3.5.2 miRNAs 对 Nrf2 信号通路的调控作用 

氧化还原敏感的 miRNAs 作为“redoximiRs”以其参与调控 Nrf2/ARE 信号通路等

方式，为细胞氧化还原平衡增添了重要的调控机制（图 3）。首先，miRNAs 可直接
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下调表达 Nrf2，例如神经元 SH-SY5Y 细胞系中的 miR-153、miR-27a、miR-142-5p

和 miR-144[92]；淋巴母细胞 K562 细胞系、人红系祖细胞和镰状细胞病网织红细胞

中的 miR-144[93]；人乳腺上皮细胞和乳腺癌 MCF-7 细胞系中的 miR-28[94]及人胚

胎肾脏 HEK293 细胞系中的 miR-34a[95]。其中，在红系血细胞中 miR-144 表达的增

加会引起 Nrf2 蛋白水平下降，进而导致细胞内抗氧化谷胱甘肽（GSH）水平下降[96]，

从而抑制细胞抗氧化能力。对临床标本检测的结果发现镰状细胞病的网织红细胞中

miR-144 的异常高表达[97]。在人乳腺上皮细胞和乳腺癌 MCF-7 细胞系中，miR-28

通过降解 Nrf2 mRNA 及降低 Nrf2 蛋白稳定性，导致未结合于 Keap1 蛋白的 Nrf2 水

平整体下降，从而调控肿瘤细胞生长[94]。Narasimhan 等的研究表明单独异位表达

miR-144、miR- 153、miR-27a 和 miR-142-5p 中每个 microRNA，均可以直接下调

SH-SY5Y 神经细胞中 Nrf2 水平，进而导致 GSH 水平下降以及抑制谷氨酸-半胱氨酸

连接酶（GSH 从头合成过程中的限速酶）的 mRNA 和蛋白的表达水平，提示 miRNAs

可能在提高神经细胞对氧化应激反应的敏感性中发挥重要作用[92]。 

除 Nrf2 分子之外，该信号通路中其他蛋白表达的改变，可能也会影响 ARE 介

导的氧化还原信号传导。研究证实 miR-200a 可以靶作用于人乳腺癌细胞系

MDA-MB-231 和 Hs578T 中 Keap1 的 mRNA，导致 Nrf2 活化以及 ARE 介导的抗氧

化基因表达的增强，而沉默 miR-200a 则作用相反[98]。miR-34a 除抑制 Nrf2 表达之

外，还可调节 HEK293 细胞中的微粒体谷胱甘肽 S-转移酶 1（MGST1）基因，其表

达水平在衰老大鼠肝脏中显著升高，表明其可对 ARE 介导的抗氧化反应产生双重抑

制作用[95]。 
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图 3 microRNAs 在调控 Nrf2 通路中的作用 

（Xinghua Cheng, Free Radical Biology and Medicine,2013） 

3.5.3 miRNAs 对活性氧簇生成的调节 

miRNAs 影响细胞氧化还原信号传导的机制，不仅包括调控抗氧化基因表达，而

且包括调控生成 ROS 基因。既往已有大量的研究分析 ROS 在细胞内信号传导过程

中及在多种疾病进程发病机制中的作用，然而 miRNAs 在调控 ROS 生成途径中的作

用仍需明确。有研究在人微血管内皮细胞中敲除 Dicer，导致细胞内由佛波酯、TNFα

或血管内皮生长因子的诱导产生的 ROS 显著降低，此外在该研究中 Dicer 敲除和

NADPH 氧化酶复合物的亚基 p47phox 蛋白表达的降低相关[88]。Nox4 是 NADPH 氧

化酶的主要催化亚基，有研究发现 miR-146a 的过表达可降低人脐静脉内皮细胞

（HUVEC）的衰老速率，通过 miRNAs 芯片检测和生物信息学分析发现 miR-146a

靶向调控 Nox4 的表达。在衰老细胞中，Nox4 表达的增加与 miR-146a 水平的下降相

关[99]。 

除 NADPH 氧化酶外，线粒体也是细胞内 ROS 产生的主要来源。目前已发现部

分 miRNAs 定位于线粒体并调节其代谢活性[100, 101]。其中一项研究发现在小鼠海

马 HT22 细胞系中 miR-743a 可调控苹果酸脱氢酶，提示 miRNAs 可能通过改变线粒

体活性，对神经元氧化还原状态进行调控[102]。在人肿瘤细胞系和肺动脉内皮细胞

中，miR-210 可靶向作用于线粒体铁-硫支架蛋白，从而降低复合物 I 活性并增加线
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粒体 ROS 的产生[103, 104]。 

上述研究提示 miRNA 参与机体抗氧化应激反应，同时调控 ROS 生成的基因，

从而参与调控机体的氧化还原平衡，另一方面活性氧簇在 miRNA 生成及降解的不同

环节存在调控作用，由此可见推测，白癜风疾病中 ROS 的过量积累可能导致 miRNA

表达谱的异常变化，miRNA 同时也可能导致黑素细胞的氧化损伤。在以上研究证据

的基础上，我们提出如下研究假说：氧化应激导致白癜风 miRNA 表达谱的异常，其

通过调控重要靶基因促进黑素细胞的损伤及疾病的进展。 
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正    文 
 

 

第一部分 白癜风患者血清及皮损特异性

miRNAs 表达谱的筛选及验证 
 

1 材料 

1.1 主要仪器设备 

Chemi凝胶成像仪  美国BIO-RAD公司  

DNA电泳槽  北京市六一仪器厂  

DNA电泳仪  北京市六一仪器厂  

iQ5多色实时荧光定量PCR检测系

统  

美国BIO-RAD公司  

PCR扩增仪  美国BIO-RAD公司 

超声水浴锅  上海声彦超声波仪器公司  

倒置显微镜  日本Olympus公司  

全自动酶标仪  美国BIO-RAD公司  

水平摇床  北京六一厂  

台式离心机  美国Beckman Coulter公司  

涡旋仪  海门其林贝尔公司  

制冰机  宁波格兰特公 

紫外线凝胶成像系统  美国Alphalmager公司  

1.2 主要实验试剂 

多聚甲醛 美国Sigma公司 

30% H2O2 溶液 西安化学试剂厂 

DAPI 碧云天生物技术有限公司 
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DEPC水 华美生物工程公司 

miRNA cDNA First Strand 

Synthesis 
Qiagen公司 

miRNA SYBR qRT-PCR Kit Qiagen公司 

SYBR Premix Ex Taq II kit 大连Takara公司 

Triton X-100 美国Sigma公司 

Trizol 美国Invitrogen公司 

反转录cDNA试剂盒 大连Takara公司 

甲醇 西安化学试剂厂 

氯仿 西安化学试剂厂 

浓盐酸 华美生物工程公司 

十二烷基磺酸钠(SDS) 粉 华美生物工程公司 

鼠抗人Melan-A单克隆抗体 美国Abcam公司 

无水乙醇 西安化学试剂厂 

异丙醇 西安化学试剂厂 

异丁醇 华美生物工程公司 

脂质体2000 美国Invitrogen公司 

总RNA提取试剂盒 美国Anyway公司 

1.3 其它材料 

1.3.1 皮肤组织 

研究对象者由本院皮肤科门诊纳入，皮损由本院皮肤病理中心于患者非曝光部

位取材所得。健康对照皮肤组织为我院泌尿外科提供，均取材于正常青年男性包皮，

需排除 HBV、HPV、HIV、支原体及衣原体感染个体，经供皮者知情同意及医院伦

理委员会批准后进行取材。本研究获第四军医大学西京医院伦理委员会的批准及监

督。 

纳入标准： 

1） 诊断依据：白癜风诊断、临床分型及疗效判定标准（全国中西医皮肤性病学色素

病学组于 2003 年修订版）； 
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排除标准： 

1） 近期接受过糖皮质激素或免疫抑制剂治疗。 

2） 肝、肾功能异常； 

3） 患有器质性功能障碍者；  

4） 患有急、慢性感染性疾病； 

5） 合并其他自身免疫性疾病； 

1.3.2 芯片 

microRNA 表达谱芯片 Agilent miRNA 芯片由美国 Agilent 公司生产，上海生物

芯片有限公司代理。 

1.3.3 引物 

实时荧光定量 RT-PCR 的引物由 Qiagen 公司合成。 

1.3.4 原位杂交探针 

原位杂交探针由丹麦 Exiqon 公司合成。 

2 方法 

2.1 芯片检测白癜风 miRNA 表达谱 

2.1.1 样品准备 

1） 研究对象：白癜风患者（临床确诊，尚未治疗）血清样本 50 例及健康对照血清

样本 50 例（年龄和性别频数匹配）。 

2） 流行病学调查：设计统一的流行病学调查表（调查表见附录）。调查内容主要包

括： 

A 一般情况； 

B 个人疾病史； 

C 家族史； 

D 生活习惯（包括吸烟、饮酒、饮食等）； 

E 主要环境危险因素暴露史（如职业接触情况等）； 

F 临床资料（包括临床分期、分型、疾病活动情况等）。 
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2.1.2 RNA 提取（TIANGEN，miRcute Serum/plasma miRNA isolation kit 试剂盒) 

1） 取 200 μl 血清加入 900 μl 裂解液 MZA，振荡混匀 30s，颠倒混匀数次，室温放

置 5 min。 

2） 上述样品中加入 200 μl 氯仿，涡旋振荡 15 sec，室温放置约 5 min。 

3） 上述样品 4℃离心（12,000 rpm，15 min），可见样品分成颜色不同的三层：有机

层为黄色，中间层为白色及水相为无色，将水相转移到新 EP 管中，量取液体体

积。 

4） 缓慢加入无水乙醇，其体积是上述液体 2 倍，轻柔混匀后加入吸附柱，室温放置

2 min, 将吸附柱以 12,000 rpm 离心 30 s，离心后弃去废液保留吸附柱。 

5） 取 700 μl 去蛋白液 MRD 加入吸附柱 miRelute 中，室温静置 2 min，12,000 rpm

离心 30 s，弃废液。 

6） 500 μl 漂洗液 RW 加入吸附柱 miRelute 中，室温静置 2 min，12,000 rpm，离心

30 s，弃废液，重复该步骤一次。 

7） 室温，12,000 rpm，离心 2 min，将吸附柱于室温放置数分钟。 

8） 把处理后的吸附柱装入 RNase-Free 1.5 mlEP 管中，取 RNase-Free ddH2O 30 μl 滴

加至吸附膜中心位置，室温放置 2 min，12,000 rpm 离心 2 min。 

9） 光度皿中加入 100µl DEPC 水作为 Blank，每个待测 RNA 样品 1µl 用 RNase-Free 

ddH2O 稀释 20 倍，在紫外分光光度计下分别读取 260 nm 和 280 nm 的 OD 值，

并根据 A260 吸光度值及 A260/A280 比值算出样品 RNA 浓度。 

2.1.3 miRNA 芯片杂交实验及数据分析（采用 Agilent’s miRNA Complete Labeling 

and Hyb Kit 试剂盒，美国 Agilent 公司） 

1） 使用 DNase/RNase-free 水将 RNA 样品稀释至 50ng/μL。取 1.5mL 离心管加入 2μL

稀释后样品，置于冰上，备用。 

2） 配制去磷酸化混合液，备用（按照表格所示顺序配制）： 
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3） 取 2μL 上述混合液加入样品管与原样品混匀，其后置于 37℃PCR 仪中反应

30min。 

4） 取 2.8 μL100% DMSO 加入每管样品中。 

5） 100℃金属浴中加热上述反应混合液，10min，然后将其迅速转入冰水浴中。 

6） 37℃温育并间隔涡旋震荡 10×T4 RNA Ligase Buffer，使其沉淀充分溶解后降至室

温，备用。 

7） 按照下表配制连接反应液： 

 

8） 取4.5μL上述反应液加入样品管中混匀，离心，16℃温育2h。其后将样品抽干。 

9） 取125μL nuclease-free水，加入10X×GE Blocking Agent，涡旋混匀。 

10） 每只样品用18μL nuclease-free 水充分溶解后加入4.5μL 10× GE Blocking 

Agent，再取22.5μL 2×Hi-RPM Hybridization Buffer加入样品中，混匀后100℃加

热5min，冰水浴，5min，离心，收集反应液。 

11） 将组装好的SureHyb chamber平衡放置在杂交炉中，55℃，20rpm，杂交20h。 

12） 取2 mL 10%的Triton X-102加入Gene Expression wash buffers 1中，混匀。 

13） 取1L Gene Expression Wash Buffer 2 37℃过夜，将slide-staining dish #3放置在

37℃水浴中过夜。 

14） 洗涤芯片，时间和温度如下表： 
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2.1.4 扫描图象，分析数据 

使用 Agilent 扫描仪扫描芯片结果，并使用 Feature Extraction software（V.9.5.3, 

Agilent Tech）软件读取扫描所得图像文件，标准化后通过 Genespring 对数据进行 Fold 

change 比较。 

2.2 实时荧光定量 PCR（qRT-PCR）验证芯片结果中差异表达的 miRNAs  

2.2.1 样本准备 

选取在临床上已确诊的白癜风患者 80 例（未经治疗），同时选择与病例组性别

和年龄频数相匹配的健康者 80 例为对照。所有病例样本来自本院皮肤科门诊，正常

对照来自本院同期的队列研究基地。 

2.2.2 RNA 提取 

具体实验步骤同前。 

2.2.3 RNA 定量 

光度皿中加入 100µl DEPC 水作为 Blank，每个待测 RNA 样品 1µl 用 RNase-Free 

ddH2O 稀释 20 倍，在紫外分光光度计下分别读取 260 nm 和 280 nm 的 OD 值，并根

据 A260 吸光度值及 A260/A280 比值算出样品 RNA 浓度。 

2.2.4 miRNA 逆转录 

1） RNase Free 的反应管置于冰上预冷，后加入以下试剂至总体积 20μl （E.coli Poly

（A）Polymerase 最后加入） 
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2） 轻柔混匀上述反应液，短暂离心，37℃反应 60 min，为 miRNA 3' 末端加 Poly (A)。 

3） 按下表配制逆转录反应液 

 

4） 轻柔混匀上述反应液，短暂离心，37℃反应 60 min 完成逆转录，备用。 

2.2.5 PCR 反应 

1） 按照下表成分配制PCR反应液 
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2） 按照以下程序进行PCR反应： 

 

2.2.6 数据分析 

以 cel-39 作为内参，通过 2-ΔΔCT 法计算白癜风患者血清和正常对照血清间目标

miRNA 表达水平的差异，按以下公式计算 miRNA 表达水平：ΔΔCt＝ΔCt 白癜风组－ΔCt

对照组；ΔCt＝Ct miRNA–Ct cel-39。健康对照血清目标 miRNA 表达水平设定为 1，重复三

次实验，用 Student’s t test 进行统计学分析。 

2.3 qRT-PCR 检测白癜风患者高表达 miRNAs 与疾病活动性的关系 

2.3.1 样本准备 

40 例进展期白癜风（6 个月内有新发皮疹）患者血清，40 例年龄和性别频数匹

配的稳定期白癜风患者血清。所有病例样本来自第四军医大学西京医院皮肤科。 

2.3.2 RNA 提取及定量 

具体实验步骤同前。 

2.3.3 miRNA 逆转录 

具体实验步骤同前。 
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2.3.5 PCR 反应 

具体实验步骤同前。 

2.3.6 数据分析 

以 cel-39 作为内参，通过 2-ΔΔCT 法计算白癜风进展期患者血清和白癜风稳定期

患者血清间目标 miRNA 表达水平的差异，按以下公式计算 miRNA 表达水平：ΔΔCt

＝ΔCt 进展期组－ΔCt 稳定期组；ΔCt＝Ct miRNA – Ct cel-39。白癜风稳定期患者血清目标 miRNA 

表达水平设定为 1，重复实验三次，用 Student’s t test 进行统计学分析。 

2.4 qRT-PCR 验证白癜风患者皮损差异表达的 miRNAs 

2.4.1 样本准备 

6 例白癜风患者皮肤组织（白斑）及 4例健康对照的皮肤组织。 

2.4.2 总 RNA 提取 

具体实验步骤同前。 

2.4.3 总 RNA 紫外定量及质量检测 

具体实验步骤同前。 

2.4.4 miRNA 逆转录 

具体实验步骤同前。 

2.4.5 PCR 反应 

具体实验步骤同前。 

2.4.6 数据分析 

以 hsnRNA U6 作为内参，通过 2-ΔΔCT 法计算白癜风患者皮损和正常对照皮肤组

织中目标 miRNA 表达水平的差异，按以下公式计算 miRNA 表达水平：ΔΔCt ＝ ΔCt

白癜风组 －ΔCt 对照组；ΔCt ＝ Ct miRNA–Ct hsnRNA U6。白癜风稳定期患者血清目标 miRNA 表

达水平设定为 1，重复实验三次，用 Student’s t test 进行统计学分析。 
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2.5 原位杂交 

2.5.1 样本准备 

选择白癜风患者皮损皮肤组织及其皮损旁皮肤组织、健康对照皮肤组织各 5 例， 

2.5.2 原位杂交 

1） 探针使用丹麦 EXIQON 公司的 DIG-labeled detection probes。 

2） 皮肤组织石蜡切片，二甲苯脱蜡，梯度酒精水化，DEPC 处理的 ddH2O 速洗两次。 

3） DEPC-PBS 洗 2×5min，TE 缓冲液稀释的 Rnase-free 蛋白酶 K（10μg/ml）37℃孵

育 5min，0.2%甘氨酸洗 30s，DEPC-PBS 洗 2×30s，4%多聚甲醛固定 10min。 

4） DEPC-PBS 洗 2×5min，杂交缓冲液处理 2h，使用标记笔标记杂交位置，滴加杂

交液（探针浓度为 20nM /ml）于组织后，将玻片置于湿盒中（盒底保湿用 DEPC

水）过夜；同时设立无探针的空白对照。 

5） 杂交后于杂交温度下 2×SSC 速洗，50%甲酰胺浸泡 30min，2×SSC 洗涤，重复 3

次，室温下 PBST 洗 5×5min，室温下封闭缓冲液封闭 1h。 

6） 加入 1:2000 抗体 4℃过夜，PBST 洗 5×5min，AP buffer 洗 3×5min，室温暗室内

观察呈色反应。 

2.6 组织免疫荧光 

1） 以 5 μm 厚度对石蜡组织进行常规切片，烤干，脱蜡。 

2） 封闭组织 15 min（3%H2O2 封闭液）。 

3） 1×PBS 洗 5 min，重复 3 次。 

4） 高压抗原修复，1×PBS 洗 5 min，重复 3 次。 

5） 加一抗孵育：用蜡笔在组织周围画圈，每张切片加入鼠抗人 Melan-A 单克隆抗体

50 μL，4℃过夜。 

6） 室温静置 1h，1×PBS 洗 5 min，重复 3 次。 

7） 加入 melan-A 荧光二抗（CY3；CRT AF488），室温下避光孵育 1 h，使用蒸馏水

摇洗 5min，重复 3 次； 

8） 切片上的残余液体被吸干后，加入 1:1000DAPI，在避光环境室温孵育 15 min； 

9） 使用蒸馏水摇洗 5min，重复 3 次； 

10） 吸干切片残余液体，封片剂封片，激光共聚焦技术观察切片，保存实验结果。 
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3 结果 

3.1 miRNA array 芯片筛选白癜风患者 miRNAs 表达谱 

采用 miRNA 提取专用试剂盒分别抽提 50 例白癜风患者混合血清样本及 50 例正

常对照人血清样本的总 RNA，提取的 RNA 经定量检测显示无明显降解，符合 miRNA

芯片检测要求。取 miRNA 芯片与样品 RNA 进行杂交，筛选差异表达即 Fold change≥2

的 miRNA 分子进行进一步研究。 

如表 1-1所示： let-miR-7b、hsa-miR-16、hsa-miR-451和 miR-25等共 24种 miRNA

在白癜风患者血清中高表达，而 miR-1914*和 miR-187*共 24 种 miRNA 等在白癜风

患者血清中低表达。 

表 1-1 MicroRNA 芯片检测白癜风患者特异性的 microRNA 表达谱 

上调 microRNAs 倍数 下调 microRNAs 倍数 

 hsa-let-7b 13.27  hsa-miR-1914* 9.15 

 hsa-miR-16 7.39  hsa-miR-187* 5.46 

 hsa-miR-451 6.55  hsa-miR-1305 4.97 

 has-miR-25 6.29  hsa-miR-516a-5p 4.21 

 hsa-miR-15b 5.67  hsa-miR-557 4.14 

 has-miR-1323 5.36  hsa-miR-574-5p 3.97 

 hsa-miR-186* 4.07  hsa-miR-663 3.92 

 hsa-let-7a 3.99  hsa-miR-1182 3.85 

 has-miR-19b 3.91  hsa-miR-139-3p 3.65 

 hsa-miR-636 3.78  ebv-miR-BART7 3.37 

 hsa-miR-885-3p 3.69  hsa-miR-1181 2.69 

 hsa-let-7c 3.64  hsa-miR-1225-5p 2.69 

 hsa-miR-107 3.47  hsa-miR-623 2.68 

 hsa-let-7i 3.35  hsa-miR-1202 2.53 

 hsa-let-7g 3.21  hsa-miR-149* 2.41 

 hsa-miR-550 2.89  hsa-miR-320a 2.37 

 hsa-miR-223 2.88  hsa-miR-1307 2.33 
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 hsa-miR-486-5p 2.77  hsa-miR-610 2.33 

 hsa-let-7d* 2.75  hsa-miR-877 2.29 

 hsa-miR-627 2.69  hsa-miR-32* 2.22 

 hsa-miR-548c-5p 2.61  hsa-miR-1226* 2.21 

 hsa-miR-15a 2.45  hsa-miR-1225-3p 2.13 

 hsa-miR-190 2.24  hsa-miR-1207-5p 2.11 

 hsa-miR-146a 2.23  hcmv-miR-UL70-3p 2.00 

3.2 qRT-PCR 验证芯片结果中差异表达的 miRNAs 

在对白癜风患者及健康对照血清进行 miRNA 检测芯片检测分析的基础上，选择

在白癜风患者血清中高表达的前 5 位的 miRNAs（let-miR-7b、miR-16、miR-451、

miR-25 及 miR-15b）在 80 例白癜风及 80 例健康对照血清样本中进行验证。                   

如图 1-1 所示：白癜风患者血清中 let-miR-7b、miR-16、miR-451、miR-25 及

miR-15b 的表达量与正常对照相比显著升高（P < 0.001），与芯片的结果相一致。 

 

图 1-1 白癜风患者及健康对照血清中 let-miR-7b、miR-16、miR-451、miR-25 及

miR-15b 的表达量 

3.3 miR-25 血清表达水平与白癜风疾病活动性的关系 

收集 40 例白癜风患者进展期患者血清及 40 例稳定期患者血清，提取血清

miRNAs，qRT-PCR 方法检测血清 let-miR-7b、miR-16、miR-451、miR-25 及 miR-15b

表达水平。 
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图 1-2 进展期及稳定期白癜风患者血清中 let-miR-7b、miR-16、miR-451、miR-25

及 miR-15b 表达量 

如图 1-2 所示：miR-25 在进展期患者的血清表达水平显著增高（P < 0.01），提

示 miR-25 的表达量与疾病进展密切相关，血清 let-miR-7b、miR-16、miR-451 及

miR-15b 的表达量在两组没有显著性的差异。以上结果说明：miR-25 在白癜风患者

血清中显著升高，且与疾病活动性相关，提示其可作为疾病标志物，监测疾病动态

发展状态，为治疗方案的调整提供重要参考。 

3.4 miR-25 在皮肤组织的表达水平 

为进一步明确 miR-25 是否参与疾病的发生发展，我们对 miR-25 在皮肤中的表

达水平及具体分布进行了进一步的观察。我们收集了 6 例白癜风患者皮肤组织（白

斑）及 4 例健康对照的皮肤组织，使用 TIANGEN 的 miRcute isolate kit 试剂盒提取

组织中 miRNAs，以 hsnRNA U6 为内参照，使用 qRT-PCR 方法测定组织中 miR-25

的表达量。进一步我们采用荧光 microRNA 原位杂交探针检测白癜风患者皮损白斑、

白斑旁及正常对照皮肤组织中 miR-25 mRNA 表达水平，联合 melan-A 组织免疫荧光

标记定位表皮基底部黑素细胞，进一步明确 miR-25 在皮损中的分布情况。 

如图 1-3 所示：①白癜风患者皮损处 miR-25 显著高表达（P < 0.05，图 1-3A）。

②健康对照对照皮肤组织的表皮基底层黑素细胞中 miR-25 表达水平较低，角质形成

细胞 miR-25 表达为阴性；皮损旁黑素细胞及角质形成细胞均呈现 miR-25 的高表达；

在白癜风皮损处，未见到典型黑素细胞，角质形成细胞仍呈现 miR-25 高表达（图

1-3B）。miR-25 在患者的皮损中显著高表达，强烈提示其可能参与白癜风的发生和
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（或）进展。 

 

图 1-3 miR-25 在皮肤组织的表达水平检测 

（A）qRT-PCR 检测白癜风患者皮损及正常对照组织中 miR-25 表达量；（B）原位杂

交检测白癜风皮损、皮损旁及正常皮肤 miR-25 mRNA 表达分布（绿色荧光为 miR-25，

红色荧光显示 Melan-A 阳性黑素细胞） 

4 讨论 

白癜风是一种常见并且严重危害患者身心健康的顽固皮肤病，治疗相对困难，

疗程长、收效慢、治愈率低，目前尚没有满意的治疗方法，因此，疾病预防和探索

个体化的治疗方案是未来白癜风疾病控制的主要方向，与个体罹患白癜风的易感性、

治疗反应、疾病进程及预后相关的分子标志物的研究也日渐成为热点。循环 miRNA

的表达水平被证实具有疾病特征性，研究者在多种肿瘤及非肿瘤性疾病中证实循环
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miRNA 在疾病的诊断及预后判断中具有巨大的价值。由此，我们对白癜风患者的血

清及组织 miRNA 表达谱是否具有疾病特征性进行了初步的探索。首先，我们收集

50 例白癜风患者血清及 50 例健康对照血清作为实验样本，利用 miRNA 芯片对白癜

风患者及健康对照的 miRNA 表达谱进行了初步筛选，并在独立验证样本（80 例白

癜风患者血清样本及 80 例健康对照血清样本）中对表达差异较大的 5 个 microRNA

的表达水平进行了进一步的验证。我们发现 let-miR-7b、miR-16、miR-451、miR-25

及 miR-15b 在白癜风患者血清中显著升高，且 miR-25 与疾病的活动性相关。查阅文

献发现，Shi 等人通过 miRNA 芯片对白癜风患者血清 microRNA 表达谱进行了检测，

发现 miR-16 等 17 个 miRNAs 在白癜风患者血清中显著上调，其中 miR-25 也呈现显

著上调趋势，与我们的研究结果一致[105]。他们发现血清miR-16、miR-19b及miR-720

水平可较好的区分白癜风患者与健康对照。此外，相对于正常对照中表达量，

miR-574-3p 在白癜风患者血清中的表达水平随皮损面积的增大而降低，提示其与疾

病的严重程度相关。Yi 等人研究对比了白癜风患者与正常对照的 PBMC 中 miRNAs

表达的异常变化，其中 miR-224-3p，miR-4712-3p 表达显著上调，而 miR-3940-5p 表

达降低[106]。另有研究显示，白癜风患者全血中 miR-1, miR-184, miR-328, miR-383 

及 miR-577 表达异常[107]。上述结果提示，白癜风患者循环 miRNAs 表达谱具有疾

病特征性，miR-16、miR-451、miR-25 等 miRNAs 在白癜风患者血清中显著高表达，

部分 miRNAs，例如 miR-25 及 miR-574-3p 与疾病的严重程度及疾病活动性相关，提

示 miRNA 可作为白癜风患者潜在标志物，在疾病的诊断，疾病活动动态判断，调整

治疗方案方面具有广泛而重要的临床应用潜在价值。 

为进一步明确 miR-25 与白癜风疾病发生及进展的中的作用，我们通过 qRT-PCR

及原位杂交等方法，检测了白癜风患者皮损、非皮损区皮肤组织及健康对照皮肤组

织 miR-25 的表达水平，发现 miR-25 在皮损旁及皮损部位的黑素及角质形成细胞中

均呈现显著高表达。Mansuri 等人通过采用芯片检测对比分析白癜风患者皮损、非皮

损区皮肤组织及正常对照皮肤组织 miRNA 表达谱差异，发现了 miR-1 等 12 种

miRNAs 在白癜风患者皮损处呈现显著高表达，miR-221 呈低表达；相对于正常对照

皮肤，白癜风患者非皮损区 let-7c 等 28 种 miRNAs 表达升高，miR-141 表达降低。

其中，miR-25 在白癜风患者非皮损区的皮肤组织中高表达，与我们的结果一致[108]。

上述结果显示，miR-25 在皮损区及白癜风患者的皮损旁皮肤中的表达异常，提示其
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可能参与疾病的发生和（或）进展。 

miR-25 位于人染色体 7q22.1 的 miR-106-25 基因簇中，在 MCM7 基因初级转录

本的第 13 个内含子区。目前对于 miR-25 作为分子标志物的研究多集中于肿瘤性疾

病，其中 miR-25 在肺癌、前列腺癌、肝癌、胃癌、甲状腺癌、舌鳞状细胞癌中呈现

异常表达。此外，miR-25 还有助于肿瘤亚型的诊断，例如 miR-25 仅在表皮生长因

子受体（EGFR）阳性的肺癌中表达上调[109]。 

此外，miR-25 表达水平与肿瘤患者的临床病理特点息息相关，提示其可作为肿

瘤预后的生物标记物。Su 等[110]研究发现肝细胞癌患者 miR-25 表达水平与血清 AFP 

水平和 TNM 分期呈相关，提示 miR-25 可作为一种新型的肝癌预后指标。Li 等[111]

首次证实 miR-25 在大肠癌患者预后判断中显示出其高度特异性和敏感性。肺腺癌组

织中 miR-25 显著高表达，其表达水平与临床分期、淋巴结转移、EGFR 突变相关，

因此 miR-25 可作为女性肺腺癌患者的独立的预后因素[112]。此外，miR-25 在预测

肺鳞状细胞癌患者生存期中的特异性较肺腺癌高[113]。 

在非肿瘤性疾病的研究结果显示，低表达 miR-25 通过调控 NADPH 氧化酶 4 的

表达，影响心脏的氧化/硝化应激作用从而导致心肌功能障碍[114]。由于氧化应激诱

导黑素细胞损伤在白癜风发病机制中的重要环节，结合 miR-25 在氧化应激相关疾病

的发病机制中扮演的重要角色。我们进而推测，miR-25 在白癜风患者皮损中的特异

性表达模式提示其可能参与疾病发生及进展。然而，miR-25 对黑素细胞增殖、凋亡、

细胞功能会有怎样的影响，具体调控的分子机制如何，什么原因导致白癜风患者皮

损区 miR-25 的表达紊乱，其具体机制又是如何？对这些问题的探讨和回答有望加深

我们对白癜风发病机制的认识。 
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第二部分 miR-25 调控黑素细胞活性及参与白

癜风发病的机制研究 

1 材料 

1.1 主要仪器设备 

ChemiDocTM XRS+实验室凝胶成像系

统 

美国伯乐 BIO-RAD 公司 

MillipakR40 纯水系统 美国 Millipore 公司 

PCR 扩增仪 美国伯乐 BIO-RAD 公司 

Power Pac 蛋白电泳系统 美国伯乐 BIO-RAD 公司 

PVDF 膜 德国 Millipore 公司 

SMARTSPEC 紫外线分光光度计 美国伯乐 BIO-RAD 公司 

Trans-Blot TurboTM 转膜系统 美国伯乐 BIO-RAD 公司 

超低温离心机 美国 Beckman Coulter 公司 

超净工作实验台 中国苏州安泰公司 

倒置显微镜 重庆光电仪器有限公司 

低温冰箱 日本三洋公司 

低压电泳仪 北京市六一仪器厂 

电子称量器 瑞士 Mettler 公司 

二氧化碳培养箱 美国 THERMO 公司 

各型细胞培养瓶/板 美国 Corning 公司 

恒温蛋白加热器 上海之信仪器有限公司 

恒温水浴箱 美国 Poly Science 公司 

激光共聚焦显微镜 日本 Olympus 公司 

流式细胞仪 美国 Beckman Coulter 公司 

全波长酶标仪 Model 680 美国伯乐 BIO-RAD 公司 
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全自动病理组织染色机 德国 Lycra 公司 

水平摇床 海门市其林贝尔仪器制造有限公司 

涡旋震荡器 美国 Scientific Instrument Services 公司 

荧光定量 PCR IQ-5 检测系统 美国伯乐 BIO-RAD 公司 

掌上离心机 西安莱博科技发展有限公司 

制冰机 宁波 Grant 公司 

组织石蜡切片机 德国 Lycra 公司 

1.2 主要试剂 

1640 培养基 美国 HyClone 公司 

30% H2O2 溶液 西安化学试剂厂 

30%丙烯酰氨 华美生物公司 

Annexin V/PI 细胞凋亡检测试剂盒 北京达科为生物技术有限公司 

BCA 蛋白定量试剂盒 碧云天生物技术研究所 

DAPI 碧云天生物技术有限公司 

DEPC 水 华美生物工程公司 

Dispase II 美国 Sigma 公司 

DMEM/F12 美国 Gibco 公司 

ECL 化学发光显色液 美国 Advansta 公司 

EDTA 美国 Sigma 公司 

EdU 细胞增殖检测试剂盒 锐博生物科技有限公司 

HRP 标记羊抗兔 IgG 抗体 美国 Pierce 公司 

HRP 标记羊抗小鼠 IgG 抗体 美国 Pierce 公司 

LipofectamineTM2000 Invitrogen 公司 

PMSF 蛋白酶抑制剂 美国 Sigma 公司 

PVDF 膜 美国 Millipore 公司 

RIPA 蛋白裂解液（中） 碧云天生物技术有限公司 

RNAiso Reagent TaKaRa 公司 

SYBR Premix Ex Taq II kit 大连 Takara 公司 



第四军医大学博士学位论文 

-44- 

TEMED（N,N,N,N-四甲基乙二胺） 德国 Serva 进口分装 

Tris 碱 华美生物工程公司 

Triton X-100 美国 Sigma 公司 

Tween-20 华美生物工程公司 

β-巯基乙醇 美国 Sigma 公司 

多聚甲醛 美国 Sigma 公司 

反转录 cDNA 试剂盒 大连 Takara 公司 

过硫酸铵 西安化学试剂厂 

黑素细胞专用 254 培养基 美国 Portland 公司 

甲醇 西安化学试剂厂 

氯仿 西安化学试剂厂 

浓盐酸 华美生物工程公司 

人黑素细胞生长因子 HMGS 美国 Cascade Biologics 公司 

人角质形成细胞生长因子 美国 Gibco 公司 

十二烷基磺酸钠(SDS) 粉 华美生物工程公司 

鼠抗人 APE1 单克隆抗体 美国 Abcam 公司 

鼠抗人 Endothelin 单克隆抗体 美国 Abcam 公司 

鼠抗人 gp100 多克隆抗体 美国 Abcam 公司 

鼠抗人 TYR 单克隆抗体 美国 Abcam 公司 

胎牛血清 美国 Gibco 公司 

兔抗人 BAX 单克隆抗体 美国 Abcam 公司 

兔抗人 BCL2 单克隆抗体 美国 Abcam 公司 

兔抗人 bFGF 单克隆抗体 美国 Cell Signaling Technology 公司 

兔抗人 Cleaved-Caspase-3 单克隆抗体 美国 Cell Signaling Technology 公司 

兔抗人 Cleaved-Caspase-9 多克隆抗体 美国 Cell Signaling Technology 公司 

兔抗人 CXCL10 多克隆抗体 美国 Abcam 公司 

兔抗人 CXCL9 多克隆抗体 美国 Abcam 公司 

兔抗人 MITF 多克隆抗体 美国 Abcam 公司 
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兔抗人 SCF 单克隆抗体 美国 Abcam 公司 

兔抗人 TYRP1 单克隆抗体 美国 Abcam 公司 

兔抗人 TYRP2 多克隆抗体 美国 Abcam 公司 

兔抗人 β-actin 单克隆抗体 美国 Abcam 公司 

脱脂奶粉 伊利乳业集团 

无水乙醇 西安化学试剂厂 

胰酶 美国 Sigma 公司 

异丙醇 西安化学试剂厂 

预染蛋白 Marker 美国 Fermentas 公司 

脂质体 2000 美国 Invitrogen 公司 

总 RNA 提取试剂盒 美国 Anyway 公司 

1.3 其他材料 

1.3.1 健康人包皮组织 

用于提取原代黑素细胞和角质形成细胞的正常皮肤组织收集于本院泌尿外科，

供皮者本人或者监护人均签署知情同意书。本研究获第四军医大学西京医院伦理委

员会的批准及监督。 

1.3.2 miRNA 特异的过表达及抑制物寡核苷酸片段 

miR-25 mimics, miR-25 mimics control; miR-25 inhibitor, miR-25 inhibitor control 

均购自 Invitrogen 公司；miR-25 qRT-PCR Primer 购自 Qiagen 公司。 

1.3.3 PCR 引物 

实时荧光定量 PCR 引物序列如下 

Gene Primers1 (5′→3′) Product 

(bp) 

MITF 
F1: ATAATGAGGAAATCTTGGGCTTG 

R1: GGAGTTGCTGATGGTGAGG 
131 

SCF 
F: GATGTTTTGCCAAGTCATTGTTGG 

R: ACTGACTCTGGAATCTTTCTCAGG 
351 
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bFGF 
F: GGAGTGTGTGCTAACCGTTACCTGGCTATG 

R: TCAGCTCTTAGCAGACATTGGAAGAAAAAG 
243 

HO-1 
F: CAGGAGCTGCTGACCCATGA 

R: AGCAACTGTCGCCACCAGAA 
195 

CAT 
F: TGGAGCTGGTAACCCAGTAGG 

R: CCTTTGCCTTGGAGTATTTGGTA 
209 

SOD1 
F: AAAGATGGTGTGGCCGATGT 

R: CAAGCCAAACGACTTCCAGC 
167 

GPX1 
F: CAGTCGGTGTATGCCTTCTCG 

R: GAGGGACGCCACATTCTCG 
105 

NQO1 
F: GAAGAGCACTGATCGTACTGGC 

R: GGATACTGAAAGTTCGCAGGG 
196 

Actin 
F: CCCATCTATGAGGGTTACGC 

R: TTTAATGTCACGCACGATTTC 
202 

2 方法 

2.1 人原代黑素细胞培养 

1） 在超净台内用 0.01 mol/L 无菌 PBS 冲洗修剪过的包皮组织至少 3 次，用 75%的

酒精浸泡组织 30 s 后将其剪成长约 1 cm 的细条； 

2） 在 4℃下用浓度为 0.25% Dispase II 消化液消化组织， 16 h； 

3） 将分离的表皮置于一清洁平皿中剪碎，放入 0.25%胰酶中，在 37℃中消化 5 min，

震荡数次，反复轻柔吹打 4-6 min，待液体浑浊后，加入含血清的 DMEM/F12 培

养基终止消化，并吹打约 40 次； 

4） 经细胞筛网过滤组织，将含有细胞的混悬液离心 8 min（1100 rpm），弃上清； 

5） 用 DMEM/F12 培养液（含 0.1% 青、链霉素）重悬细胞，随后将细胞悬液按每

10 ml 接种于培养瓶中，置于孵箱中培养 2h 后，弃上清； 

6） 使用角质细胞培养基 K-SFM 培养 72h，随后更换为 254 培养基（5% 胎牛血清），

72h 传代一次。 

7） 采用胰酶消化差速贴壁法继续纯化黑素细胞，用 S-100 特异性染色鉴定所培养黑
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素细胞后将其置于用 254 培养基（含 5% 胎牛血清，HMGS，不含抗生素）中常

规培养。 

2.2 细胞转染 

1） 原代黑素细胞（处于对数生长期）被胰酶消化后，细胞计数并接种于 6 孔板（密

度为每孔 1×106 细胞），用含 5％胎牛血清的黑素细胞 254 培养基培养细胞，贴

壁生长 24h 后用于次日的转染试验（以下功能实验相同） 

2） 为了去除血清及悬浮的坏死细胞，先用 DMEM 液（无血清）清洗 6 孔板 3 次，

随后将 2ml 无血清 DMEM 液加入每孔。 

3） 对于待转染细胞，将 miR-25 mimics/ inhibitor 及相应对照片段（NC）按照 200 

pmol/μl/每孔的浓度稀释于250μl DMEM液中（无血清），并在室温下静置5-6 min。 

4） 对于每孔待转染细胞，将 5μl 的Lipofectamine 2000稀释于 250μl 无血清DMEM，

室温静置 5 min。 

5） 将 3）、4）两种液体轻柔混合，室温静置 20 min。 

6） 将 500μl 的上述混合液加入含有转染组细胞的孔中，培养 6h。 

7） 最后为了鉴定转染的效果，去除培养板中混合液，并使用含 5%胎牛血清的 254

培养液，培养 2 天后收集细胞。 

2.3 黑素细胞凋亡、增殖、黑素合成、分布情况的检测 

2.3.1 流式细胞术检测黑素细胞凋亡  

1） 将上述转染后各组黑素细胞通过胰酶（0.25%，不含 EDTA）消化，离心 5min

（700rpm），弃上清，PBS 反复洗涤。 

2） 将 1×binding buffer 加入每管细胞样品中重悬细胞至 1×106/ml。 

3） 在流式管（5ml）中加入 10μl PI、 100μl 细胞悬液及 5μl Annexin V/FITC 并混匀。 

4） 在反应管中加入 400μl 的 1×binding buffer，室温避光反应 9-11min。 

5） 使用流式细胞仪检测细胞凋亡情况。激发波长为 488nm，发射波长 530nm，实验

重复 3 次。 

2.3.2 EdU 检测细胞增殖水平 

1） 以 1000：1 的比例使用细胞培养基稀释 EdU 溶液 (试剂 A)，制备 50μM EdU 培
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养基备用； 

2） 将 100μL 50μM EdU 培养基加入每孔细胞中，孵育约 120min，弃去培养基； 

3） PBS 液清洗细胞，每次约 6 min ，重复 2 次。 

4） 将固定液（含 4% 多聚甲醛的 PBS）加入孔中，于室温下孵育 25-35 min，弃去

固定液； 

5） 将 50μL 甘氨酸（2 mg/mL）加入每孔，脱色摇床孵育 4-6 min，弃去甘氨酸溶液； 

6） 每孔加入 100 μL PBS 液，脱色摇床清洗 4-6 min，弃去 PBS； 

7） 将 100 μL 1× Apollo®染色反应液加入每孔，避光、室温、脱色摇床孵育 25-35min，

弃去染色反应液； 

8） 加入 100 μL 渗透剂（含 0.5% TritonX-100 的 PBS），脱色摇床清洗 9-11 min，重

复 2 次，弃去渗透剂； 

9） 制备需避光保存的 1× Hoechst33342 反应液，备用； 

10） 将 100 μL 1 × Hoechst 33342 反应液加入每孔细胞中，避光、室温、脱色摇床

孵育 25-35 min，弃去染色反应液； 

11） 每次将 100 μL PBS 加入每孔并清洗 4-6min，重复 3 次； 

12） 荧光显微镜获取图像及并进行分析，曝光时间可设置为 30ms。 

2.3.3 黑素细胞黑素合成测定 

1） 以 1×105/mL 密度将黑素细胞接种于 6 孔板，常规培养； 

2） 次日将 miR-25mimics、inhibitor 及对照片段转染黑素细胞，2 天后终止培养； 

3） 将 500 μl 胰酶（0.25%）加入每孔细胞中，消化约 8 min，加入 DMEM/F12 培养

基（含 10%胎牛血清）终止消化； 

4） 800rpm，离心 5min，PBS 漂洗 3 min，重复两次； 

5） 在 500 μl NaOH 溶液（1 mol/L）中将细胞重悬，，水浴 120min（70℃）； 

6） 将细胞悬液转移至 96 孔板，每组处理设 5 个复孔，每孔加入细胞悬液 100 μl； 

7） 酶标仪 A405 nm 处测吸光值，记录实验数据； 

8） 结果数值：黑素合成量等于 A 值（各孔）除以细胞密度（各孔）。 

2.3.4 酪氨酸酶活性检测 

1） 将原代培养的黑素细胞按 5×105/mL 的密度接种于 6 孔板中，培养过夜； 
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2） 原代黑素细胞被 miR-25mimics、inhibitor 及对照片段转染（具体步骤同前所述），

2 天后终止培养； 

3） 弃去培养液，PBS 漂洗 3-4 min，重复两次，将 1% Triton X-100 溶液 90μl 加入每

孔，迅速置于-80℃冰箱，冻存 25-35min，于室温下取出融化； 

4） 将 100 μl 0.1% L-DOPA 溶液加入每孔，37℃孵育 120min； 

5） 酶标仪 A490 nm 处测吸光值，记录实验数据； 

6） 计算数值：酪氨酸酶活性等于吸光度 A 值除以 MTT 值（A 值） 

2.3.5 细胞免疫荧光（gp100 染色标记黑素小体分布）  

1） 黑素细胞爬片，次日终止培养； 

2） 使用 4%的多聚甲醛固定细胞 35-45min； 

3） 0.5% TrionX-100 孵育细胞 20 min；  

4） 滴加 gp100 抗体（1:200）溶液，将切片置于湿盒内，4℃，过夜； 

5） PBS 清洗细胞 3-4min，重复 3 次； 

6） 将荧光二抗 IgG-Cy3 抗体（1:200）溶液滴加在玻片上，37 ℃下避光孵育 60 min； 

7） PBS 清洗细胞 3-4 min，重复 3 次； 

8） 滴加 1 μg/ml DAPI 溶液于玻片上染核，避光、室温孵育 20-25 min； 

9） 将玻片置于荧光倒置显微镜下观察细胞并采集图像，激发光谱为 350 nm，发射

光谱为 460 nm。 

2.4 miR-25 对靶基因 MITF 调控的机制研究 

2.4.1 应用生物信息学方法进行 miR-25 的靶基因预测 

通过 miRanda （http://www.mocrorna.org），TargetScan（http://www.targetscan.org）

及 PicTar（http://pictar.mdc-berlin.de/）等多个生物信息学网站对 miR-25 的潜在靶基

因进行预测及整合，进一步结合已报道靶点及功能学实验部分的结果进行汇总分析。 

2.4.2 MITF 3’-UTR 报告基因质粒构建 

以健康者基因组 DNA 作为模板，设计引物，采用 TA cloning kit 试剂盒克隆 MITF

基因扩增 MITF3’-UTR 长片段 1000–1999nt（1000bp），琼脂糖凝胶分离 PCR 产物并

纯化，并将合成好的序列（表 2-1，序列 1）克隆入 psiCHECK™-2 载体（见图 2-1），
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构建 psiCHECK-MITF WT 重组质粒；对目的基因中 1437-1440 nt 位点进行反向突变

（序列 2），构建 psiCHECK MITF MUT 重组质粒，所有构建的质粒均采用酶切图谱

和测序加以确认。目的片段序列如下： 

表 2-1 合成序列 

序列 1 

AGTTTTCCATATTTTTACAACTCACTGGTGGTTTTCCGCATTCTTTGTACACCATGAAAGAA

AACTTTTATGCAAGGTCTTGCATTTAAAAGACAGCTTTGCGAATATTTTGTAAATTACAGT

CTCACTCAGAACTGTTTTTGGACACATTTAAGGTGTAGTATTAATAGGTTAAAACCAGGCT

TTCTAGAAAGAATAAACTTACATATTTATTTTTAGGACATGAAAATAGCAATATTCTTGGA

GATTGATAACCATAGCATTAATACGCCCATTATGGTCATTTAAATTGGGGTTTATTTCAGC

AAACTTGTTGAATTTATTTTTAAGAAAGAAATACTGTATTGGGAAGTTACTGTTACTTGAT

AACAATGTTTTAACAAGAAGCAATGTTATAAAGTTAGTTTCAGTGCATTATCTACTTGTGT

AGTCCTATGCAATAACAGTAGTGTTACATGTATCAAGCCTAGATGTTTTATACAGATGCCA

TATAGTGTTATGAGCCAGGCTGTTGAATGGAATTTCTCAGTAGCAGCCTACAACTGAATAG

CAAGTGGCATAAAGCATATCCATTCAGAATGAAGTGCCTTAAATATAGCAGTAGTCTTTTT

TGGACTAGCACTGACTGAACTGTAATGTAGGGGAAAGTTTCATGATGGTATCTATAGTCA

AGACGAACATGTAGCATGGTGCCTATGTAGACAATATAAGAGCTTCCAATTTTCCTTCAGA

TATTTTTAATATTAAATATATTTTAGTGACAGAGTGCCAACTTCTTTCATCAGGAAACCTTA

TTCAGGAGGGTTTTTAAAAAGTGTTTAAATGTCAAATGTGAATTGGTGATGGGTGATGGA

GGGTTCAGAGAGGAGTGATCGTCAGATGTGTGAATGGACGGTTTAGGTGAAAATAATCAA

CTGCATAGTTCCCATGCACGCTGGGCAATGAGAATCCTTGGAAACATTGGTGATGCTATCA

GTTTTATAGCTTTATTTCTTAAGG 

序列 2 

AGTTTTCCATATTTTTACAACTCACTGGTGGTTTTCCGCATTCTTTGTACACCCATGAAAGA

AAACTTTTATGCAAGGTCTTGCATTTAAAAGACAGCTTTGCGAATATTTTGTAAATTACAG

TCTCACTCAGAACTGTTTTTGGACACATTTAAGGTGTAGTATTAATAGGTTAAAACCAGGC

TTTCTAGAAAGAATAAACTTACATATTTATTTTTAGGACATGAAAATAGCAATATTCTTGG

AGATTGATAACCATAGCATTAATACGCCCATTATGGTCATTTAAATTGGGGTTTATTTCAG

CAAACTTGTTGAATTTATTTTTAAGAAAGAAATACTGTATTGGGAAGTTACTGTTACTTGA

TAACAATGTTTTAACAAGAAGCAATGTTATAAAGTTAGTTTCAGTGCATTATCTACTTGTG

TAGTCCTATCGCCTAACAGTAGTGTTACATGTATCAAGCCTAGATGTTTTATACAGATGCC

ATATAGTGTTATGAGCCAGGCTGTTGAATGGAATTTCTCAGTAGCAGCCTACAACTGAATA

GCAAGTGGCATAAAGCATATCCATTCAGAATGAAGTGCCTTAAATATAGCAGTAGTCTTTT

TTGGACTAGCACTGACTGAACTGTAATGTAGGGGAAAGTTTCATGATGGTATCTATAGTCA

AGACGAACATGTAGCATGGTGCCTATGTAGACAATATAAGAGCTTCCAATTTTCCTTCAGA

TATTTTTAATATTAAATATATTTTAGTGACAGAGTGCCAACTTCTTTCATCAGGAAACCTTA

TTCAGGAGGGTTTTTAAAAAGTGTTTAAATGTCAAATGTGAATTGGTGATGGGTGATGGA

GGGTTCAGAGAGGAGTGATCGTCAGATGTGTGAATGGACGGTTTAGGTGAAAATAATCAA

CTGCATAGTTCCCATGCACGCTGGGCAATGAGAATCCTTGGAAACATTGGTGATGCTATCA
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GTTTTATAGCTTTATTTCTTAAGG 

 

 

图 2-1 载体图谱（序列插入位点：XhoI/NotI） 

2.4.3 报告基因实验检测  

将 miR-25 过表达或对照片段与报告基因质粒共转染黑素细胞，根据转染质粒的

不同分为 MITF WT、MITF MUT 及空白 psiCHECKTM的三组，每组均预设三个复孔，

48h 后收集细胞裂解液，对样本荧光素酶活性进行检测。具体操作步骤如下： 

1） 每组中取 20 µl 细胞裂解液，加入发光板（GloMax 生物发光检测仪），读取背景

荧光值 2s。 

2） 每孔加入 100µl LAR II 工作液，混匀，读值 2s。 

3） 每孔再加入 100 µl Stop & Glo® Reagent，混匀后放入化学发光检测仪中，读值 2s。

保存实验数据。 

4） 翻译活性以荧光素酶相对活性表示。萤火虫萤光素酶活性值为 F，海肾萤光素酶

活性值为 R，结果以△活性倍数=(R/F)样品/(R/F)对照表示。 

2.5 qRT-PCR 检测 MITF 等靶基因的 mRNA 表达水平  

2.5.1 细胞总 RNA 提取  

1） 已处理各组细胞弃培养液，用 4℃预冷 PBS 清洗细胞培养板/瓶，重复三次； 

2） 每孔加入 1 ml 的 Trizol，将细胞培养板/瓶置于冰上裂解 10-20 min 后，用枪头

反复吹打，裂解细胞，将裂解液转入 1.5 ml EP 管中； 

3） 每管加入 200 µl 的三氯甲烷，盖紧盖子，用手剧烈震荡 1min，并于室温静置 10 
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min，充分裂解； 

4） 4℃，12000 rpm，离心 15min，离心后样品分层（RNA 在上层水相中）； 

5） 取上清至另一 DEPC 处理过的 EP 管，取 600 µl 的异丙醇加入管中，上下轻柔颠

倒 2~3 次混匀，-20℃静置 2 h； 

6） 4℃，12000 rpm，离心 15 min，弃上清液，可见 RNA 沉于管底； 

7） 取 1000µl 75% 乙醇加入沉淀中，沉淀物吹起即可； 

8） 4℃，12000 rpm，离心 15 min，弃上清液； 

9） 将 EP 管倒置于滤纸上 4-5 min，不要彻底干燥； 

10） 加入 10 µl DEPC 水溶解 RNA 样品，备用。 

2.5.2 RNA 质检及定量 

具体实验步骤同前。 

2.5.3 反转录  

1） 配制如下反应液。   

 

2） 反转录程序：37 ℃，15 分钟；85 ℃ ，5 秒；4 ℃ 保存。 

2.5.4 PCR 反应  

1） PCR 反应体系如下： 
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2） 反应程序：95 ℃变性 15 秒，60 ℃退火 30 秒（35 个循环）。 

2.6 免疫印迹 

2.6.1 细胞培养和处理方法。 

具体实验步骤同前。 

2.6.2 细胞总蛋白的制备 

1） 将待处理细胞培养瓶或培养板置于冰上，移液器弃去陈旧培养基，用 4℃PBS 洗

涤，重复两次。 

2） 向细胞培养瓶中加入 1ml 已预冷的 PBS，使用细胞刮快速的将细胞刮下，将细胞

悬液加入 1.5mlEP 管中，4℃，1000 rpm 离心 5min，吸除废液。 

3） 每组样品沉淀物中加入 100 μl 细胞裂解液 RIPA，0.8μl PMSF，反复吹打，充分

裂解，放置于冰上，继续裂解 20 分钟，4℃  12,000 rpm 离心 25min。 

4） 上清液为所提取蛋白样品。从其中取少量进行蛋白定量，其余与 5×蛋白上样缓

冲液混合（4：1 比例），煮沸 5min，-20℃保存备用。 

2.6.3 SDS-PAGE 电泳 

配制聚丙烯酰胺凝胶（上层为 6%浓缩胶，下层为 12~15%分离胶），加蛋白样品。

跑上层胶采用稳压 90V，下层胶采用稳压 120V。室温下电泳，通过蛋白 Marker 实

时观察电泳情况，待溴酚蓝迁移胶底后终止电泳。 

2.6.4 Western Blot 

1） 电泳结束后，小心取出凝胶。  

2） 根据目的蛋白的条带位置，剪裁适当大小的厚滤纸 2 张和 PVDF 膜 1 张，切割凝
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胶，使其与滤纸和 PVDF 膜等大，放置于 4℃预冷的转移缓冲液中，浸泡 15min。

PVDF 膜先在甲醇中浸泡 15s，去离子水漂洗后，再浸泡于转移缓冲液中，15min。  

3） 转膜：按滤纸－PVDF 膜－凝胶－滤纸的顺序（从下到上）安装转移装置，恒压

20V，8-14min 进行转膜。 

4） 双蒸水漂洗 PVDF 膜，重复 3 次。 

5） 使用 10%脱脂奶粉封闭 PVDF 膜 2 h，室温，TBST 摇洗 PVDF 膜，重复 3 次，

每次 15min。 

6） 加入 2%脱脂奶粉稀释一抗，4℃孵育过夜，次日，TBST 摇洗 15min，重复三次。  

7） 加 2%脱脂奶粉稀释二抗，37℃孵育 1h，TBST 摇洗 15min，重复三次。  

8） 用去离子水将 PVDF 膜轻柔漂洗，滤纸吸干 PVDF 膜。  

9） 避光配制发光液，A 液与 B 液按照 1:1 比例配置。 

10） 在膜上滴加适量发光液后，放入化学发光成像系统仪中，扫描，保存图像。 

2.7 回复实验 

2.7.1 MITF 表达质粒的构建 

1） 构建含 MITF 全长阅读框架（1260KB）的 GV141-pCMV/MITF 重组体。 

设计引物对： 

F：5'-GCTGGATATCTGCAGAATTCATGCTGGAAATGCTAGAATATAATCAC-3' 

R：5'- TTGGTACCGAGCTCGGATCCCTAACAAGTGTGCTCCGTCTCTTC-3' 

2） 以人 cDNA 为模板，进行扩增。产物经 EcoRI/BamHI 双酶切消化，连接到经相

同酶切的 GV141-pCMV 载体（图 2-2）上。连接产物转化大肠杆菌 DH5α，进一

步挑选单克隆，经细菌扩增后抽提质粒。 

3） 单克隆质粒送测序鉴定插入序列的正确性。 

4） 目的片段序列如下：

AGCAGAGCTCTCTGGCTaACTAGAGAACCCACTGCTTACTGGCTTATCGAA

ATTAATACGACTCACTATAGGGAGACCCAAGCTGGCTAGCGTTTAAACGGG

CCCTCTAGACTCGAGCGGCCGCCACTGTGCTGGATATCTGCAGAATTCATG

CTGGAAATGCTAGAATATAATCACTATCAGGTGCAGACCCACCTCGAAAAC

CCCACCAAGTACCACATACAGCAAGCCCAACGGCAGCAGGTAAAGCAGTA
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CCTTTCTACCACTTTAGCAAATAAACATGCCAACCAAGTCCTGAGCTTGCCA

TGTCCAAACCAGCCTGGCGATCATGTCATGCCACCGGTGCCGGGGAGCAG

CGCACCCAACAGCCCCATGGCTATGCTTACGCTTAACTCCAACTGTGAAAA

AGAGGGATTTTATAAGTTTGAAGAGCAAAACAGGGCAGAGAGCGAGTGCC

CAGGCATGAACACACATTCACGAGCGTCCTGTATGCAGATGGATGATGTAA

TCGATGACATCATTAGCCTAGAATCAAGTTATAATGAGGAAATCTTGGGCTT

GATGGATCCTGCTTTGCAAATGGCAAATACGTTGCCTGTCTCGGGAAACTT

GATTGATCTTTATGGAAACCAAGGTCTGCCCCCACCAGGCCTCACCATCAG

CAACTCCTGTCCAGCCAACCTTCCCAACATAAAAAGGGAGCTCACAGCGT

GTATTTTTCCCACAGAGTCTGAAGCAAGAGCACTGGCCAAAGAGAGGCAG

AAAAAGGACAATCACAACCTGATTGAACGAAGAAGAAGATTTAACATAAA

TGACCGCATTAAAGAACTAGGTACTTTGATTCCCAAGTCAAATGATCCAGA

CATGCGCTGGAACAAGGGAACCATCTTAAAAGCATCCGTGGACTATATCCG

AAAGTTGCAACGAGAACAGCAACGCGCAAAAGAACTTGAAAACCGACAG

AAGAAACTGGAGCACGCCAACCGGCATTTGTTGCTCAGAATACAGGAACT

TGAAATGCAGGCTCGAGCTCATGGACTTTCCCTTATTCCATCCACGGGTCTC

TGCTCTCCAGATTTGGTGAATCGGATCATCAAGCAAGAACCCGTTCTTGAG

AACTGCAGCCAAGACCTCCTTCAGCATCATGCAGACCTAACCTGTACAACA

ACTCTCGATCTCACGGATGGCACCATCACCTTCAACAACAACCTCGGAACT

GGGACTGAGGCCAACCAAGCCTATAGTGTCCCCACAAAAATGGGATCCAA

ACTGGAAGACATCCTGATGGACGACACCCTTTCTCCCGTCGGTGTCACTGA

TCCACTCCTTTCCTCAGTGTCCCCCGGAGCTTCCAAAACAAGCAGCCGGAG

GAGCAGTATGAGCATGGAAGAGACGGAGCACACTTGTTAGGGATCCGAGC

TCGGTACCAAGCTTAAGTGACTACAAGGATGACGATGACAAGGATTACAAA

GACGACGATGATAAGGACTATAAGGATGATGACGACAAATCTAGATAGTTA

AACCGCTGATCAGCCTCGACTGTGCCTTCTAGTTGCCAGCCATCTGTTGTTT

GCCCCTCCCCCGtGCCTtCC 

5） 质粒图谱如图 
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图 2-2 载体图谱（序列插入位点：XhoI/NotI） 

2.7.2 APE1 表达质粒的构建 

1） 构建含 APE1 全长阅读框架（957KB）的 GV141-pCMV/APE1 重组体。设计引物

对 

F：5'-GCTGGATATCTGCAGAATTCATGCCGAAGCGTGGGAAAAAGGGAG-3' 

R：5'- TTGGTACCGAGCTCGGATCCTCACAGTGCTAGGTATAGGGTG-3' 

2） 以人 cDNA 为模板,进行扩增。产物经 EcoRI/ BamHI 双酶切消化，连接到经相同

酶切的 GV141-pCMV 载体（图 2-2）上。连接产物转化大肠杆菌 DH5α，进一步

挑选单克隆送公司测序，细菌扩增后抽提质粒。 

3） 目的片段序列如下：

AGCAGAGCTCTCTGGCTaACTAGAGAACCCACTGCTTACTGGCTTATCGAA

ATTAATACGACTCACTATAGGGAGACCCAAGCTGGCTAGCGTTTAAACGGG

CCCTCTAGACTCGAGCGGCCGCCACTGTGCTGGATATCTGCAGAATTCATG

CCGAAGCGTGGGAAAAAGGGAGCGGTGGCGGAAGACGGGGATGAGCTCA

GGACAGAGCCAGAGGCCAAGAAGAGTAAGACGGCCGCAAAGAAAAATGA

CAAAGAGGCAGCAGGAGAGGGCCCAGCCCTGTATGAGGACCCCCCAGATC

AGAAAACCTCACCCAGTGGCAAACCTGCCACACTCAAGATCTGCTCTTGG

AATGTGGATGGGCTTCGAGCCTGGATTAAGAAGAAAGGATTAGATTGGGTA

AAGGAAGAAGCCCCAGATATACTGTGCCTTCAAGAGACCAAATGTTCAGA

GAACAAACTACCAGCTGAACTTCAGGAGCTGCCTGGACTCTCTCATCAATA

CTGGTCAGCTCCTTCGGACAAGGAAGGGTACAGTGGCGTGGGCCTGCTTT
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CCCGCCAGTGCCCACTCAAAGTTTCTTACGGCATAGGCGATGAGGAGCATG

ATCAGGAAGGCCGGGTGATTGTGGCTGAATTTGACTCGTTTGTGCTGGTAA

CAGCATATGTACCTAATGCAGGCCGAGGTCTGGTACGACTGGAGTACCGGC

AGCGCTGGGATGAAGCCTTTCGCAAGTTCCTGAAGGGCCTGGCTTCCCGA

AAGCCCCTTGTGCTGTGTGGAGACCTCAATGTGGCACATGAAGAAATTGAC

CTTCGCAACCCCAAGGGGAACAAAAAGAATGCTGGCTTCACGCCACAAGA

GCGCCAAGGCTTCGGGGAATTACTGCAGGCTGTGCCACTGGCTGACAGCT

TTAGGCACCTCTACCCCAACACACCCTATGCCTACACCTTTTGGACTTATAT

GATGAATGCTCGATCCAAGAATGTTGGTTGGCGCCTTGATTACTTTTTGTTG

TCCCACTCTCTGTTACCTGCATTGTGTGACAGCAAGATCCGTTCCAAGGCC

CTCGGCAGTGATCACTGTCCTATCACCCTATACCTAGCACTGTGAGGATCCG

AGCTCGGTACCAAGCTTAAGTGACTACAAGGATGACGATGACAAGGATTAC

AAAGACGACGATGATAAGGACTATAAGGATGATGACGACAAATCTAGATAG

TTAAACCGCTGATCAGCCTCGACTGTGCCTTCTAGTTGCCAGCCATCTGTTG

TTTGCCCCTCCCCCGtGCCTtCC 

2.8 ELISA 方法检测黑素细胞培养上清细胞因子及趋化因子含量 

1） 取出所有试剂和样品，缓慢降至室温。 

2） 稀释标准品至 10 ng/mL，然后依次倍比稀释标准品至 5 ng/mL、2.5 ng/mL、1.25 

ng/mL、0.625 ng/mL、0.312 ng/mL、0.156 ng/mL，分别加入 7 个 EP 管中，做好

标记，第 8 管加入标准品稀释液（0 ng/mL）作为空白孔。 

3） 现场配置检测溶液 A（第一抗体工作液）、检测溶液 B（酶标抗体工作液）及洗

涤液。 

4） 标准孔中按照浓度梯度依次加入标准品 100 μL，样本孔加入细胞培养上清样品

100 μL，各孔均设立三个复孔，薄膜覆盖酶标板，轻柔混匀。37℃孵育 2h。 

5） 弃废液，每孔加洗涤液 350 μL，洗涤 4 次，印干。 

6） 每孔加入 A 液 100 μL，薄膜覆盖酶标板，轻柔混匀。37℃孵育 1h，洗涤 2 次。 

7） 每孔加入 B 液 100 μL，薄膜覆盖酶标板，轻柔混匀。37℃孵育 30min，洗涤 2

次。 
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8） 每孔加入底物 90 μL，薄膜覆盖酶标板，轻柔混匀。37℃于暗室显色。 

9） 每孔加入终止液 50 μL。 

10） 酶标仪在 450 nm 波长读取光密度，绘制标准曲线，计算各样本细胞因子的浓

度。 

2.9 miR-25 对靶基因 BFGF 及 SCF 调控的机制研究 

2.9.1 应用生物信息学方法进行 miR-25 的靶基因预测 

通过 miRanda（http://www.mocrorna.org），TargetScan （http://www.targetscan.org）

及 PicTar（http://pictar.mdc-berlin.de/）多个生物信息学网站对 miR-25 的潜在靶基因

进行预测及整合，与已检测的细胞因子及趋化因子进行比对。 

2.9.2 BFGF 3’-UTR 报告基因质粒构建 

以健康者基因组 DNA 作为模板，设计引物，采用 TA cloning kit 试剂盒克隆 BFGF

基因扩增 BFGF3’-UTR 长片段 1700–2699 nt（1000bp），琼脂糖凝胶分离 PCR 产物并

纯化，并将合成好的序列（表 2-2，序列 1）克隆入 psiCHECK™-2 载体（见图 2-1），

构建 psiCHECK-BFGF WT 重组质粒；对目的基因中 2242-2245 nt 位点进行反向突变

（序列 2），构建 psiCHECK BFGF MUT 重组质粒，所有构建的质粒均采用酶切图谱

和测序加以确认。目的片段序列如下： 

表 2-2 合成序列 

序列 1 

GTCTTACCATAGACTGTCTTACCCATCCCCTGGATATGCTCTTGTTTTTTCCCTCTAATAGCTA

TGGAAAGATGCATAGAAAGAGTATAATGTTTTAAAACATAAGGCATTCGTCTGCCATTTTTC

AATTACATGCTGACTTCCCTTACAATTGAGATTTGCCCATAGGTTAAACATGGTTAGAAACA

ACTGAAAGCATAAAAGAAAAATCTAGGCCGGGTGCAGTGGCTCATGCCTATATTCCCTGCA

CTTTGGGAGGCCAAAGCAGGAGGATCGCTTGAGCCCAGGAGTTCAAGACCAACCTGGTGA

AACCCCGTCTCTACAAAAAAACACAAAAAATAGCCAGGCATGGTGGCGTGTACATGTGGTC

TCAGATACTTGGGAGGCTGAGGTGGGAGGGTTGATCACTTGAGGCTGAGAGGTCAAGGTT

GCAGTGAGCCATAATCGTGCCACTGCAGTCCAGCCTAGGCAACAGAGTGAGACTTTGTCTC

AAAAAAAGAGAAATTTTCCTTAATAAGAAAAGTAATTTTTACTCTGATGTGCAATACATTTG

TTATTAAATTTATTATTTAAGATGGTAGCACTAGTCTTAAATTGTATAAAATATCCCCTAACATG

TTTAAATGTCCATTTTTATTCATTATGCTTTGAAAAATAATTATGGGGAAATACATGTTTGTTAT

TAAATTTATTATTAAAGATAGTAGCACTAGTCTTAAATTTGATATAACATCTCCTAACTTGTTT

AAATGTCCATTTTTATTCTTTATGTTTGAAAATAAATTATGGGGATCCTATTTAGCTCTTAGTA

CCACTAATCAAAAGTTCGGCATGTAGCTCATGATCTATGCTGTTTCTATGTCGTGGAAGCACC
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GGATGGGGGTAGTGAGCAAATCTGCCCTGCTCAGCAGTCACCATAGCAGCTGACTGAAAAT

CAGCACTGCCTGAGTAGTTTTGATCAGTTTAACTTGAATCACTAACTGACTGAAAATTGAAT

GGG 

序列 2 

GTCTTACCATAGACTGTCTTACCCATCCCCTGGATATGCTCTTGTTTTTTCCCTCTAATAGCTA

TGGAAAGATGCATAGAAAGAGTATAATGTTTTAAAACATAAGGCATTCGTCTGCCATTTTTC

AATTACATGCTGACTTCCCTTACAATTGAGATTTGCCCATAGGTTAAACATGGTTAGAAACA

ACTGAAAGCATAAAAGAAAAATCTAGGCCGGGTGCAGTGGCTCATGCCTATATTCCCTGCA

CTTTGGGAGGCCAAAGCAGGAGGATCGCTTGAGCCCAGGAGTTCAAGACCAACCTGGTGA

AACCCCGTCTCTACAAAAAAACACAAAAAATAGCCAGGCATGGTGGCGTGTACATGTGGTC

TCAGATACTTGGGAGGCTGAGGTGGGAGGGTTGATCACTTGAGGCTGAGAGGTCAAGGTT

GCAGTGAGCCATAATCGTGCCACTGCAGTCCAGCCTAGGCAACAGAGTGAGACTTTGTCTC

AAAAAAAGAGAAATTTTCCTTAATAAGAAAAGTAATTTTTACTCTGATGTCGCCTACATTTG

TTATTAAATTTATTATTTAAGATGGTAGCACTAGTCTTAAATTGTATAAAATATCCCCTAACATG

TTTAAATGTCCATTTTTATTCATTATGCTTTGAAAAATAATTATGGGGAAATACATGTTTGTTAT

TAAATTTATTATTAAAGATAGTAGCACTAGTCTTAAATTTGATATAACATCTCCTAACTTGTTT

AAATGTCCATTTTTATTCTTTATGTTTGAAAATAAATTATGGGGATCCTATTTAGCTCTTAGTA

CCACTAATCAAAAGTTCGGCATGTAGCTCATGATCTATGCTGTTTCTATGTCGTGGAAGCACC

GGATGGGGGTAGTGAGCAAATCTGCCCTGCTCAGCAGTCACCATAGCAGCTGACTGAAAAT

CAGCACTGCCTGAGTAGTTTTGATCAGTTTAACTTGAATCACTAACTGACTGAAAATTGAAT

GGG 

2.9.3 SCF 3’-UTR 报告基因质粒构建 

以健康者基因组 DNA 作为模板，设计引物，采用 TA cloning kit 试剂盒克隆 SCF

基因扩增 SCF3’-UTR 长片段 2600–3599nt（1000bp），琼脂糖凝胶分离 PCR 产物并纯

化，并将合成好的序列（表 2-3，序列 1）克隆入 psiCHECK™-2 载体（见图 2-1），

构建psiCHECK-SCF WT重组质粒；对目的基因中3163-3166 nt位点进行反向突变（序

列 2），构建 psiCHECK-SCF MUT 重组质粒，所有构建的质粒均采用酶切图谱和测

序加以确认。目的片段序列如下： 

表 2-5 合成序列 

序列 1 

TGAAGTGTTCCTGGATATTGTATTGTAATTTAATGTGCTTACCACACTGCCACATTTTAATG

AGTCAGAGAAAAATTAATTTTTCTTCAATACAATAATAGAACAAGTAGCCTATTCTCTTAA

AAAGTATGTGAAAAGAAAATTATGAAAAAATATGCATACCTAATGAAGTATTGGTTTTAG

TAAGAATTAAATACATTTCATTGAGCTTTAAAGTACTTTGGAGAAACTTTGGGGCACGTTT

TCCTACTCTAATTCAACTAAAGTTATAAATAAAGAGAAAAACTCATTCAGAAATCATGGA
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TTTTAAAAATATTTTACTGCAGCCAAGTTTTCATTTCAAAATGTAATTTCAGTTTGGAGCTT

TTAGGCATTATGTATATTTAAAAAATATATTCTTCAAAAATGCATTTTGGCATGGTGGGAT

GGATGTTGCAAAAGATATCCGGAGCCTCCAGTCTGTCATTAACTGATATGGTAAATCACCT

CTCTTCTTTGGGTCTCAATTTTTTATTTATCTATATGGTAAACTCAGAGATCACTCCTTAGG

GGTGAGTCCTATTGCAATATGACCGACAAAGAAGACAAAATAGCATTGAAACTAACCCAT

ACAAAATATCCAACTCTGGATTCTGTGAATAAGTATCTTGACCATAAAAAGTCATTGCTGT

TCTTGTTTCTAATGTAAATAGTGTCCATTAGTAAAAGTGAAATTCAGTCTTAAGTAGGGTG

AATTGGATCACCATTTACACAAGAGATGGCTTTTTCCTTTGCTTGAATAAACATTTTGGAT

CACCTCCAAAGAATGAAAACCAGTAGTACGTTTTAGTCATATTAGTCAGGATGAGAAACT

ATAAGATGTGTGTAACATTTGGAAATGCACCAAAGTGAGCGTTTAAATCTTCTCATTTTAT

TGAAAACTAAGAGCAGAAAATGTAAAATGCTCATGAAGGTTTTGAATGCCAAAAGATATT

TTAGAATCAATTTATAAAGGGGTAAT 

序列 2 

TGAAGTGTTCCTGGATATTGTATTGTAATTTAATGTGCTTACCACACTGCCACATTTTAATG

AGTCAGAGAAAAATTAATTTTTCTTCAATACAATAATAGAACAAGTAGCCTATTCTCTTAA

AAAGTATGTGAAAAGAAAATTATGAAAAAATATGCATACCTAATGAAGTATTGGTTTTAG

TAAGAATTAAATACATTTCATTGAGCTTTAAAGTACTTTGGAGAAACTTTGGGGCACGTTT

TCCTACTCTAATTCAACTAAAGTTATAAATAAAGAGAAAAACTCATTCAGAAATCATGGA

TTTTAAAAATATTTTACTGCAGCCAAGTTTTCATTTCAAAATGTAATTTCAGTTTGGAGCTT

TTAGGCATTATGTATATTTAAAAAATATATTCTTCAAAAATGCATTTTGGCATGGTGGGAT

GGATGTTGCAAAAGATATCCGGAGCCTCCAGTCTGTCATTAACTGATATGGTAAATCACCT

CTCTTCTTTGGGTCTCAATTTTTTATTTATCTATATGGTAAACTCAGAGATCACTCCTTAGG

GGTGAGTCCTATTCGCCTATGACCGACAAAGAAGACAAAATAGCATTGAAACTAACCCAT

ACAAAATATCCAACTCTGGATTCTGTGAATAAGTATCTTGACCATAAAAAGTCATTGCTGT

TCTTGTTTCTAATGTAAATAGTGTCCATTAGTAAAAGTGAAATTCAGTCTTAAGTAGGGTG

AATTGGATCACCATTTACACAAGAGATGGCTTTTTCCTTTGCTTGAATAAACATTTTGGAT

CACCTCCAAAGAATGAAAACCAGTAGTACGTTTTAGTCATATTAGTCAGGATGAGAAACT

ATAAGATGTGTGTAACATTTGGAAATGCACCAAAGTGAGCGTTTAAATCTTCTCATTTTAT

TGAAAACTAAGAGCAGAAAATGTAAAATGCTCATGAAGGTTTTGAATGCCAAAAGATATT

TTAGAATCAATTTATAAAGGGGTAAT 

2.9.4 报告基因实验检测 

具体实验步骤同前。 

3 结果 

3.1 miR-25 对黑素细胞凋亡水平及凋亡相关蛋白表达的调控作用 

原代黑素细胞分别转染 miR-25mimics、inhibitor 及对照片段 24 小时后，流式细

胞仪检测转染后凋亡情况。如图 2-3A 及 B 所示，单独过表达或抑制 miR-25 不能显

著改变黑素细胞凋亡水平。根据既往文献所证实氧化应激在白癜风发病机制中的重
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要作用，在原代黑素细胞分别转染 miR-25mimics、inhibitor 及对照片段 24 小时后，

进一步给予转染细胞 400uM H2O2 刺激 24 小时，流式细胞仪检测转染后凋亡情况。

如图 2-3 中 C 及 D 所示，在 H2O2 即氧化应激条件下，过表达 miR-25 促进黑素细胞

凋亡，抑制 miR-25 表达抑制黑素细胞凋亡。 

在上述结果的基础上，原代黑素细胞分别转染 miR-25mimics、inhibitor 及对照

片段 24 小时后，施加 400uM H2O2 刺激 24 小时，Western blot 等方法分别检测转染

后原代黑素细胞 BCL2 等凋亡相关蛋白表达情况。实验结果显示：过表达 miR-25 抑

制原代黑素细胞 BCL2 蛋白表达水平，上调 BAX、cleaved caspase-3、cleaved caspase-9

的表达；低表达 miR-25 作用相反（图 2-3E）。 
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图 2-3 miR-25 对黑素细胞凋亡水平的影响 

（A-D）流式细胞术检测细胞凋亡水平；（E）细胞凋亡相关蛋白表达水平 

3.2 miR-25 对黑素细胞增殖水平的调控作用 

miR-25mimics、inhibitor 及对照片段转染原代黑素细胞，24 小时后每孔中加入

1000:1 比例稀释的 EdU 溶液 100uL，孵育 2 小时，细胞固定及染色，荧光显微镜观

察。实验结果显示：过表达 miR-25 抑制原代黑素细胞增殖水平（P < 0.01），低表达

miR-25 促进黑素细胞增殖（P < 0.05，图 2-4）。  
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图 2-4 miR-25 对原代黑素细胞增殖水平的影响 

3.3 miR-25 对黑素细胞黑素合成和分布的调控作用 

在原代黑素细胞中过表达及抑制 miR-25（转染 miR-25mimics、inhibitor 及对照

片段 48 小时后），对细胞黑素合成水平、酪氨酸酶活性及黑素合成关键蛋白 TYR、

TYRP1、TYRP2 进行测定，固定黑素细胞，anti-gp100 抗体标记黑素小体，Hoechst 

33258 染核，细胞免疫荧光实验观察黑素小体分布的变化。 

实验结果提示：① miR-25 高表达后，原代黑素细胞酪氨酸酶活性显著降低（P 

< 0.05），抑制 miR-25 表达，酪氨酸酶活性水平升高（P < 0.05，图 2-5A）。②高表达

miR-25 后，黑素合成水平相对正常对照有显著降低（P < 0.01），抑制 miR-25 表达作

用相反（P < 0.05，图 2-5B）。③过表达 miR-25 的黑素细胞 TYR、TYRP1、TYRP2

蛋白表达水平均有显著下降，抑制 miR-25，TYR、TYRP1、TYRP2 蛋白表达水平升

高（图 2-5C）。④在正常黑素细胞中可见看到黑素小体延树突分布，在转染了 miR-25

过表达质粒的黑素细胞，黑素小体转运过程发生障碍，在核周浓集（图 2-5D）。 
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图 2-5 miR-25 对原代黑素细胞细胞功能的影响 

（A）细胞酪氨酸酶活性；（B）黑素合成水平；（C）TYR、TYRP1、TYRP2 蛋白表达；

（D）黑素小体转运 

3.4 miR-25 对角质形成细胞细胞因子合成及分泌的调控作用 

在对白癜风患者皮损及皮损旁的组织进行 miR-25 的原位杂交的实验结果显示，

miR-25 在角质形成细胞中同样表达升高。由于已有大量研究表明，角质形成细胞通

过分泌细胞因子等方式，参与白癜风疾病的发生发展，因此我们通过进一步的功能

学实验，对 miR-25 对角质形成细胞分泌的细胞因子谱的变化进行了观察。 
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在原代角质形成细胞中转染 miR-25mimics 及对照片段，通过 Western Blot 及

ELISA 等试验方法，分别观察角质形成细胞中对黑素细胞增殖及功能具有促进作用

的细胞因子及趋化因子的蛋白表达变化，及细胞培养上清中相关分子的含量。 

实验结果如图 2-5 显示：在角质形成细胞中过表达 miR-25 后，干细胞生长因子

SCF 及成纤维细胞生长因子 bFGF 的蛋白表达显著降低（图 2-6A），此外，上述两种

分子在细胞培养上清的含量显著降低（P < 0.001，图 2-6B），提示在白癜风患者皮损

处异常高表达的 miR-25 可能通过抑制角质形成细胞合成及分泌 SCF 及 bFGF，弱化

角质形成细胞对黑素细胞的保护作用，从而参与白癜风的进展。 

 

图 2-6 miR-25 对角质形成细胞细胞因子及趋化因子合成及分泌的影响 

（A）角质形成细胞细胞因子及趋化因子的蛋白表达；（B）角质形成细胞细胞因子及

趋化因子的分泌水平 

3.5 miR-25 通过靶向调控 MITF 影响黑素细胞活性的具体分子机制 

qRT-PCR 方法检测过表达 miR-25 原代黑素细胞 MITF mRNA 表达水平，Western 

Blot 检测 MITF 蛋白表达水平。实验结果提示：转染 miR-25mimics 的黑素细胞 MITF

的 mRNA 的表达水平与对照组相比没有显著性差异（图 2-7A），蛋白表达水平均有

显著下降（图 2-7B）提示 miR-25 对 MITF 的调节可能发生在转录后水平。 

 

图 2-7 miR-25 对黑素细胞 MITF mRNA 及蛋白表达的影响 
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根据上述结果，我们进一步通过报告基因转染及荧光素酶翻译活性检测，验证

靶基因预测结果。首先，我们设计了两种不同的质粒，第一种质粒插入 MITF 等位

基因 3’-UTR 区包含结合种子区在内的 1000bp 长度的片段，第二种质粒为第一种质

粒的突变形式，在种子区序列中对 4 个碱基进行反向突变（图 2-8A）。将上述两种质

粒及空白对照质粒分别与 miR-25 的 mimics 共转染黑素细胞，24 小时后收获细胞，

待检荧光素酶活性。化学发光测定仪检测荧光素酶活性。以相对荧光素酶单位表示，

翻译活性以荧光素酶相对活性表示。 

实验结果显示：与正常对照相比，包含种子区序列的质粒其荧光强度显著下降，

种子区序列突变的质粒其的荧光强度没有显著变化。提示 miR-25 是分别通过与

MITF3‘-UTR 非翻译区种子序列的特异性结合，负向调节 MITF 的表达（图 2-8B）。 

 

图 2-8 双荧光素酶报告基因实验 

3.6 miR-25 靶向调控细胞因子 SCF 及 bFGF 具体分子机制 

qRT-PCR 方法检测过表达 miR-25 原代黑素细胞 SCF 及 bFGFmRNA 表达水平。

实验结果提示：转染 mir-25mimics 的黑素细胞 SCF 及 bFGF 的 mRNA 的表达水平与

对照组相比没有显著性差异（图 2-9A，B），结合 2-6A 中 Western Blot 结果，提示

miR-25 对 SCF 及 bFGF 的调节可能发生在转录后水平。根据上述结果，我们用相似

的方法，构建荧光素酶报告系统，验证了 miR-25 对 SCF 及 bFGF 的靶向调节关系。 

实验结果显示：与正常对照相比，包含种子区序列的质粒其荧光强度显著下降，

种子区序列突变的质粒其的荧光强度没有显著变化。提示 miR-25 是分别通过与 SCF

及 bFGF 基因 3‘-UTR 非翻译区种子序列的特异性结合，负向调节 SCF 及 bFGF 的表

达（图 2-9D，F）。 
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图 2-9 miR-25 对细胞因子 SCF 及 BFGF 转录后调控 

3.7 回复实验证实 miR-25 通过调控 MITF 影响黑素细胞的活力及功能 

3.7.1 回复实验证实在过氧化氢处理条件下，miR-25 对黑素细胞凋亡调控的作用靶

点 

过表达miR-25及对照片段黑素细胞转染3’UTR缺失的MITF质粒，过氧化氢处理

黑素细胞，通过流式细胞术及Western Blot检测细胞凋亡水平及凋亡相关蛋白表达变

化。实验结果如下：在H2O2即氧化应激条件下，过表达 miR-25促进黑素细胞凋亡，

回复MITF表达质粒后，由于质粒中并不包含MITF的3’UTR，因此不受到miR-25的调

控，此时，细胞凋亡水平可逆转，凋亡相关蛋白的表达亦发生逆转，说明miR-25通

过调控MITF调控黑素细胞凋亡（图2-10）。 
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图 2-10 回复实验证实 miR-25 对黑素细胞凋亡影响的作用靶点 

（A）凋亡水平（B）凋亡相关蛋白表达 

根据前述研究结果，即单独过表达或抑制 miR-25 不能显著改变黑素细胞凋亡水

平；在 H2O2 即促凋亡条件，过表达 miR-25 促进黑素细胞凋亡，抑制 miR-25 表达

抑制黑素细胞凋亡，我们初步推测，miR-25 抑制细胞的抗氧化应激能力，因此，在

没有氧化应激的存在下，对细胞凋亡没有显著的调控作用，而在有氧化应激存在的

时 候 ， 抑 制 细 胞 抗 氧 化 ， 细 胞 凋 亡 显 著 增 加 。 查 阅 文 献 发 现 ， APE1

（apurinic/apyrimidinic endonuclease 1）是转录因子 MITF 调控的靶基因之一，可以

通过它的氧化还原酶活性维持多种转录因子关键半胱氨酸残基的还原状态，从而激

活其转录活性。重要的抗氧化核因子 E2 相关转录因子 2（NRF2）也受到 APE1 的调

控。有研究证实，在氧化应激条件下，干涉 APE1 的表达，细胞凋亡显著升高。那

么，miR-25 在氧化应激条件下引起的细胞凋亡是否通过对 MITF-APE1 调控作用所

实现？我们通过 Western Blot 检测了过表达 miR-25 后 APE1 蛋白表达变化，如图

2-11A 及 D 所示，在过氧化氢处理组及非处理组均可以观察到过表达 miR-25 可抑制

APE1 的蛋白表达。进一步我们进行了回复实验，在过表达 miR-25 及对照片段黑素
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细胞中转染 3’UTR 缺失的 APE1 质粒，过氧化氢处理黑素细胞，流式细胞仪检测细

胞凋亡水平。实验结果显示：在 H2O2 即促凋亡条件，过表达 miR-25 促进黑素细胞

凋亡，回复 APE1 表达后，细胞凋亡水平可逆转，说明 miR-25 通过调控 APE1 调控

黑素细胞凋亡（图 2-11B，C）。在证实了 miR-25 对 MITF-APE1 通路的调控作用的

基础上，我们还具体检测了过表达 miR-25 黑素细胞中 APE1 调控的靶基因 NRF2 下

游的五个抗氧化应激分子血红素氧合酶-1（heme oxygenase 1，HO-1），超氧化物歧

化酶（superoxide dismutase 1，SOD1），过氧化氢酶（catalase，CAT）, 谷胱甘肽过

氧化物酶（glutathione peroxidase 1，GPX1）及 NADP(H) 醌氧化还原酶（NAD(P)H 

dehydrogenase, quinone 1，NQO1）的 mRNA 表达水平，如图 2-11E 所示，HO-1（P < 

0.05）及 GPX1mRNA 的表达水平（P < 0.01）在过表达 miR-25 的黑素细胞中呈现降

低趋势，更为完善的阐述了 miR-25 抑制细胞抗氧化能力，在氧化应激条件下促进细

胞凋亡的具体机制。 

 

图2-11 miR-25通过APE1调控黑素细胞抗氧化能力 
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（A）H2O2处理条件下，转染miR-25mimics及抑制片段后MITF及APE1的蛋白表达

水平（B-C）细胞流式检测黑素细胞凋亡（D）无H2O2处理条件下，转染miR-25mimics

及抑制片段后MITF及APE的蛋白表达水平（E）miR-25对黑素细胞中抗氧化基因表

达调控作用 

3.7.2 回复实验证实 miR-25 对黑素细胞增殖调控作用的调控靶点 

miR-25mimics 及对照片段转染原代黑素细胞，共转染 3’UTR 缺失的 MITF 质粒

及对照质粒，EdU 试剂染色观察处于增殖期的细胞数量。实验结果显示：过表达

miR-25 抑制原代黑素细胞增殖水平，回复 MITF 表达后，细胞增殖抑制可缓解，说

明 miR-25 通过调控 MITF 调控黑素细胞增殖（图 2-12）。 

 

图 2-12 回复实验证实 miR-25 对黑素细胞增殖影响的作用靶点 

2.7.3 回复实验证实 miR-25 对黑素细胞黑素合成水平和分布调控的作用靶点 

在原代黑素细胞中过表达及抑制 miR-25，共转染 3’UTR 缺失的 MITF 质粒及对

照质粒，对细胞黑素合成水平、酪氨酸酶活性、黑素合成代谢关键限速酶 TYR、TYRP2

及 TYRP2 蛋白表达及黑素小体分布进行检测，实验结果提示：miR-25 高表达后，黑

素合成水平、酪氨酸酶活性、黑素合成代谢关键限速酶 TYR、TYRP2 及 TYRP2 蛋

白表达显著降低，黑素小体在核周浓集，回复 MITF 后，黑素合成水平、酪氨酸酶

活性、黑素合成代谢关键限速酶 TYR、TYRP2 及 TYRP2 蛋白表达水平显著逆转，

黑素细胞延树突分布。说明 miR-25 通过调控 MITF 调节黑素细胞的黑素合成（图

2-13）。  
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图 2-13 回复实验证实 miR-25 对黑素细胞功能影响的作用靶点 

（A）酪氨酸酶活性检测（B）黑素生成量测定（C）黑素合成代谢关键酶蛋白

检测（D）黑素小体转运 

4 讨论 

课题第一部分的实验证实miR-25在白癜风患者皮损及皮损旁的黑素细胞及角质

形成细胞中显著高表达，为了明确异常高表达的 miR-25 是否调控黑素细胞的凋亡、

增殖及细胞功能，是否参与疾病的发生及进展及其具体机制如何，我们在原代黑素

黑素细胞中干预 miR-25 的表达水平，观察人黑素细胞的生物学行为的变化情况。 

首先我们在原代黑素细胞模型中，将 miR-25 过表达片段和抑制物转染入细胞，
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功能学实验结果显示：①与对照组细胞相比，单独过表达或抑制 miR-25 黑素细胞凋

亡水平未见明显变化，在氧化应激条件下（H2O2 处理），过表达 miR-25 促进黑素细

胞凋亡，抑制 miR-25 表达后黑素细胞凋亡水平显著降低；过表达 miR-25 抑制黑素

细胞抗凋亡蛋白 BCL2 蛋白表达水平，凋亡蛋白 BAX、cleaved caspase-3、cleaved 

caspase-9 的表达上调，抑制 miR-25 表达作用相反；②过表达 miR-25 抑制黑素细胞

增殖水平，低表达 miR-25 促进黑素细胞增殖；③过表达 miR-25 黑素细胞中，黑素

合成水平相对正常对照有显著降低，酪氨酸酶活性显著降低，TYR、TYRP1、TYRP2

蛋白表达水平均有显著下降，黑素小体转运过程发生障碍，在核周浓集；miR-25 低

表达的黑素细胞中，黑素合成水平升高，酪氨酸酶活性水平升高，TYR、TYRP1、

TYRP2 蛋白表达水平升高，黑素小体延树突分布。  

上述结果提示 miR-25 在氧化应激条件下调控黑素细胞凋亡、增殖及功能。预测

并验证 miRNA 可能调控的靶基因是研究 miRNA 发挥功能机制的关键。我们通过 3

个专业生物信息学软件（miRanda，PICTAR5 及 Targetscan）预测与黑素细胞凋亡、

增殖、功能密切相关的 miR-25 的靶基因，预测结果显示，其中潜在靶基因之一在黑

素细胞的分化发育、黑素合成、黑素小体生成及运输等生理功能的调节中发挥关键

性作用的转录因子 MITF 可能受到 miR-25 的靶向调控。 

MITF 是一种具有特殊结构（基本-螺旋-环-螺旋-亮氨酸拉链）的转录因子[115]。

人类 MITF 基因在黑素细胞发育、存活中起着重要作用。首先，皮肤黑素细胞来源

于神经嵴，MITF 是神经嵴细胞定向发育分化成黑素细胞过程中最早发生的标志之一

[116]，在发育后期，MITF 通过调控 c-kit 信号通路，参与人表皮黑素细胞分裂和黑

素化（即分化）过程，MITF 与 c-Kit 的任何一个分子失活时，成黑素细胞出生后可

发生但很快消失[117]。目前已证实黑素细胞 MITF 的表达降低与黑素细胞功能障碍

或数量减少相关。其次，MITF 可靶向调控酪氨酸酶等黑素合成关键酶的表达，调控

生理性黑素生成。其次，激素、应激等内外界刺激导致的色素沉着相关基因表达的

变化受到 MITF 的调控。α-MSH，SCF 等，可通过 CAMP 途径、MAPK 途径等，促

进 MITF 激活或降解，进一步通过 MITF 下游酪氨酸酶基因家族成员的表达变化调控

黑素的生成。同时，α-MSH 受体 MC-1R 是 MITF 的靶基因，MC-1R 与 MITF 可形

成正反馈环路，使激素受体在激素诱导的黑素生成的过程中持续高表达[118]。此外，

MITF 通过对非酶类的结构蛋白的表达调控参与对黑素小体生物合成及运输的调节
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[119]。实验证明结构蛋白 PMEL17、Rab27a、MYO5A、GPNMB、MLANA、OA1、 

AIM-1 等是 MITF 调节的靶基因[120-122]。 

在我们的研究中，Western Blot 及双荧光素酶报告基因实验证实 miR-25 通过与

MITF 3’UTR 区不完全互补序列进行结合，负向调控 MITF 的表达。MITF 回复实验

证实过表达 miR-25 对黑素细胞在氧化应激条件下的凋亡的促进作用、对黑素细胞增

殖的抑制作用、以及对黑素小体的合成和转运的抑制作用均通过对 MITF 的表达调

控完成。我们的研究在证实 miR-25 对 MITF 的靶向调控关系的基础上，扩宽了目前

对黑素细胞中 MITF 上游调控机制的认识，强烈提示白癜风中异常高表达的 miR-25

通过靶向关键分子 MITF，破坏其在维持黑素细胞存活及细胞功能中所起的作用，参

与黑素细胞损伤的病理机制。 

值得注意的是，在第二部分的研究中我们发现，单独过表达或抑制 miR-25 不能

显著改变黑素细胞凋亡水平；在 H2O2 即促凋亡条件下，过表达 miR-25 促进黑素细

胞凋亡，抑制 miR-25 表达抑制黑素细胞凋亡，且 MITF 的回复实验证实回复 MITF

可以逆转 miR-25 对黑素细胞在氧化应激条件下的凋亡的促进作用，由此，我们初步

推测，miR-25 通过调控 MITF 抑制细胞的抗氧化应激能力，在没有氧化应激刺激的

存在下，miR-25 对细胞凋亡没有显著的调控作用，在有氧化应激存在的时候，抑制

细胞抗氧化，细胞凋亡显著增加。为证实这一推测，我们查阅文献发现，人类脱嘌

呤/脱嘧啶核酸内切酶 APE1 是转录因子 MITF 调控的靶基因之一[123]，APE1 可作为

一种无碱基位点内切酶参与 DNA 碱基切除修复，并可通过维持多种转录因子，如缺

氧诱导因子-1（HIF-1）、活化因子蛋白-1（AP-1）及重要的抗氧化核因子 E2 相关转

录因子 2（NRF2）DNA 结合域和转录激活域中半胱氨酸残基还原状态，增强上述转

录因子的转录活性[124-126]。有研究证实，MITF 可转录调控 APE1/Ref-1 的表达，

用小干涉 RNA 抑制 APE-1 的表达后，随着 DNA 损伤的增多，氧化应激引起的细胞

凋亡数显著增多[127, 128]，且 ROS 引起 APE1 mRNA 及蛋白的增加[129]。在上述研

究发现的基础上，我们在第二部分实验中观察了过表达 miR-25 黑素细胞中 APE1 

mRNA 及蛋白表达水平，并在过表达 miR-25 的黑素细胞中回复 APE1 表达质粒，观

察过氧化氢处理后黑素细胞的凋亡水平。我们的研究发现：①miR-25 过表达组 APE1

的 mRNA 及蛋白表达水平均降低；②APE1 表达质粒回复实验证实 miR-25 对黑素细

胞在氧化应激条件下的凋亡的促进作用的可能机制是抑制细胞抗氧化能力的降低；
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③PCR 实验结果显示 miR-25 过表达组抗氧化分子 HO-1 及 GPX1 表达降低。从而证

实 miR-25 通过靶向 MITF 进而调控其下游分子 APE1，抑制细胞的抗氧化能力，导

致黑素细胞在过氧化氢处理条件下发生凋亡的具体分子机制，进一步丰富了我们对

黑素细胞中氧化平衡调控机制网络的认识。 

角质形成细胞和黑素细胞在表皮内互为比邻，解剖关系密切。既往研究发现白

癜风白斑区及白斑边缘表皮 KC 变性，包括粗面内质网扩张、线粒体肿胀、细胞内

水肿，桥粒及半桥粒消失、细胞外出现颗粒样物质沉积。近年来发现白癜风中受破

坏的黑素细胞所处微环境异常，角质形成细胞通过自分泌和旁分泌方式，分泌细胞

因子，如 α-MSH、bFGF、ET-1 及 SCF 等，与黑素细胞表面的受体相结合，进而影

响黑素细胞的存活及细胞功能。其中，角质形成细胞和成纤维细胞分泌的碱性成纤

维细胞生长因子（basic fibroblast growth factor，bFGF），是一种重要的黑素细胞有丝

分裂原。研究显示，在白癜风患者血清及白斑处负压吸引疱液中 bFGF 浓度均显著高

于正常对照[130]。窄波紫外线促进角质形成细胞合成释放 bFGF 进而促进黑素细胞

增殖[131]。干细胞因子 SCF 是另一种对黑素细胞的迁移、增殖、分化等过程有重要

调控作用的细胞因子。当角质形成细胞表达的 SCF 与黑素细胞表达 SCF 的受体 c-kit

结合后，SCF/c-kit 信号即可通过活化磷脂酰肌醇-3 激酶，保护黑素细胞前体及成熟

的黑素细胞，抑制细胞凋亡[132]。有多项研究证实，白癜风患者皮损区 SCF 的表达

较正常皮肤明显减少[133, 134]。此外，角质形成细胞还可分泌一种生物活性多肽，

内皮素-1（endothelin-l，ET-1），ET-l 可参与调控黑素细胞的黏附和迁移[135]，并促

使外毛根鞘部的无色素黑素细胞向无色素区域皮肤迁移，促进皮肤的色素沉着[136]。

ET-1 的表达在白癜风患者的皮损区域显著降低[137]。最新研究发现，除了细胞因子

的分泌失调，研究者在白癜风正常及皮损部位角质形成细胞中检测到趋化因子

CXCL9 及 CXCL10 表达升高，CXCL9 及 CXCL10 已被证实是介导黑素细胞特异性

CD8+T 细胞皮肤趋化和免疫效应功能的重要信号[138]。我们在第一部分的研究中发

现，在白癜风患者皮损及皮损旁组织中，角质形成细胞也呈现 miR-25 的高表达，由

此推测，角质形成细胞中异常表达的 miR-25 可能通过影响细胞因子及趋化因子的分

泌，进而参与白癜风黑素细胞的氧化损伤。围绕这一推测，我们通过 Western Blot、

ELISA 及双荧光素酶报告基因实验等方法，对 miR-25 在角质形成细胞中的生物学作

用进行了初步的探索。我们的研究发现：①在角质形成细胞中过表达 miR-25 后，SCF
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及 bFGF 的蛋白表达显著降低，在细胞培养上清的含量显著降低。②生物信息学预测，

western blot 及双荧光素酶报告实验结果提示 miR-25 靶向抑制角质形成细胞中 SCF

及 bFGF 的蛋白表达。我们的研究结果证实角质形成细胞中高表达的 miR-25，通过

靶向调控 SCF 及 bFGF，弱化角质形成细胞对黑素细胞的保护作用，参与白癜风的发

生机制。 

综上所述，我们第二部分的研究结果回答了“白癜风患者皮损处 miR-25 异常升

高的病理学意义是什么的”的问题，揭示了 miR-25 促进黑素细胞在氧化应激条件下

凋亡的具体分子学机制，扩宽了对黑素细胞中关键分子 MITF 基因表达调控及角质

形成细胞因子及趋化因子对黑素细胞损伤的保护作用的认识。在第三部分研究中，

我们需要解决的重要问题是，白癜风患者皮损处 miR-25 升高的原因及具体分子机制

是什么，这一问题的回答将有助于我们进一步探索白癜风发病的原因，为 miR-25 作

为分子标志物及治疗靶点的临床研究奠定良好的基础。 
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第三部分 miR-25 在白癜风皮损中表达上调

的机制研究 

1 材料 

1.1 主要仪器设备 

同第一部分实验。 

1.2 主要实验试剂 

兔抗人 DNMT1 多克隆抗体 美国 Abcam 公司 

兔抗人 DNMT3b 多克隆抗体 美国 Abcam 公司 

兔抗人 phospho-JNK 单克隆抗体 美国 Cell Signaling Technology 公司 

兔抗人 β-actin 单克隆抗体 美国 Abcam 公司 

HRP 标记羊抗兔 IgG 抗体 美国 Pierce 公司 

HRP标记羊抗小鼠IgG抗体 美国 Pierce 公司 

DAPI 碧云天生物技术有限公司 

余同第一部分实验。  

2 方法 

2.1 qRT-PCR 检测细胞 miR-25 表达 

2.1.1 细胞总 RNA 提取 

1） 样品处理：取各组转染后黑素细胞，弃去原培养液，用 1×PBS 清洗细胞，在每

孔中加入 1ml RNAiso 试剂后，吹打使细胞充分裂解后将其移至离心管中，混匀

震荡。 

2） 室温下将裂解液放置 10min，每 1ml 裂解液中加入氯仿 200μl，涡旋振荡后，静

置 5min，并在 4℃下离心 15min（12,000 rpm），随后可观察到样品分为 3 层，

其中 RNA 样品位于最上层。 
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3） 吸取 450μl 含 RNA 的上清液至新离心管中（含有 600μl 预冷冻异丙醇），充分

混匀，放置约 10min（-20℃），随后在 4℃下离心 10min（12,000 rpm）。 

4） 弃去上清后将 500μl 预冷冻的 75％乙醇加入各离心管中，弹起沉淀后在 4℃下离

心 5min（12,000 rpm），弃去上清。 

5） 风干，5min，沉淀泛白时加入 35μl DEPC 水。标记后-80℃保存。 

2.1.2 miRNA 逆转录 

具体实验步骤同第一部分实验。 

2.1.3 PCR 反应 

具体实验步骤同第一部分实验。 

2.1.4 数据分析 

以 hsnRNA U6 作为内参，通过 2-ΔΔCT 法计算黑素细胞及角质形成细胞 5-aza-dC

或/和 H2O2 处理前后 miR-25 表达水平的差异，计算公式：ΔΔCt ＝ ΔCt 处理后－ΔCt 处

理前；ΔCt ＝ Ct miR-25–Ct U6。分别将处理前细胞中 miR-25 的表达水平设定为 1，以相

对比值表示处理后细胞中 miR-25 的表达水平。 

2.2 甲基化定量分析 

2.2.1 引物设计 

引物通过 Sequenom 公司的 Epidesigner（http://www.epidesigner.com）软件设计。 

2.2.2 DNA 提取 

待测细胞的 DNA 采用 QIAamp DNA Mini Kit（QIAGEN）试剂盒提取。所提取

DNA 的浓度采用分光光度计进行定量检测，并且对 DNA 样本通过凝胶电泳进行质

检，调整样本浓度（75ng/μl），随后在-20℃下保存。 

2.2.3 DNA 样品的处理（试剂盒：EZ DNA Methylation-Gold Kit，ZYMO） 

1） 在 Wash Buffer 溶液中加入 24mL 无水乙醇，室温保存； 

2） 将 900 μL RNase-free 水、50μL M-Dissolving Buffer 和 300μL M-Dilution Buffer

加入 CT Conversion 试剂中，充分混匀。 

3） 取约 1.5μg DNA 待测样品，用水补足总体积 20μL。 
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4） 在对应的样品中加入 130μL 配制好的 CT Conversion 试剂，混匀； 

5） PCR 程序：98°C 下 10 min；64°C 下 2.5h；4°C 下维持。 

6） 在 EZ 纯化柱中加入 550μL M-Binding Buffer，并编号，随后取出处理好的样品并

将其加入对应的有M-Binding Buffer的EZ纯化柱中，混匀，离心 30s（13,000rpm）； 

7） 弃去收集管里的液体，加入 100 μL Wash Buffer，离心 30s（13,000rpm）； 

8） 在收集管内加入 190 μL M-Desulphonation Buffer 并室温放置，约 15min，离心 30s

（13,000rpm）； 

9） 取 200 μL Wash Buffer 加入收集管中，离心 30s（13,000rpm）； 

10） 再取 200 μL Wash Buffer 加入收集管，离心 30s（13,000rpm）； 

11） 弃去收集管里的液体，离心 1min（13,000rpm）； 

12） 将 EZ 纯化柱放入干净的 1.5mL 离心管中，并加入 20 μL M-Elution Buffer，室

温放置 10min 后，离心 1min（13,000rpm）； 

13） 亚硫酸盐处理后，检测样品浓度。 

2.2.4 PCR 扩增反应（PCR Accessory Set, SEQUENOM 试剂盒）  

1） 将3’-（T7）Primer及5’-Primer混合后配制成Primer Mix备用（终浓度均为1μmol/L）。  

2） PCR体系反应液的配制见下表： 

 

3） PCR 程序： 
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4） 将 5μL，2×Loading Buffer 及 1μL PCR 产物加入电泳板内进行电泳。 

2.2.5 碱性磷酸酶处理（MassCLEAVE Kit，SEQUENOM 试剂盒） 

1） 碱性磷酸酶处理反应体系（SAP）的配制见下表： 

 

2） 充分混匀上述体系内液体，在 4°C 下离心 1min（1,000rpm）。 

3） PCR 程序：37°C，20min ；85°C，5min；4°C，维持。 

2.2.6 体外转录(IVT)和 RNase 酶切（MassCLEAVE Kit，SEQUENOM 试剂盒）： 

1） 体外转录和 RNase 酶切反应体系（TC）的配制见下表： 
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1） 充分混匀上述反应液，封口；在 4°C 下离心 1min（1,000rpm）。 

2） PCR 程序：37°C，3h； 4°C，维持。 

2.2.7 纯化，点样及质谱（Spectro CHIP® Arrays and Clean Resin Kit, SEQUENOM

试剂盒） 

1） 在 4°C 下将酶切产物平板离心 1min（1,000rpm）； 

2） 将 18μLMBG 水加入上述产物中，用电枪（20Μl）吹吸混匀；用膜封好，在 4°C

下离心 1min（1,000rpm）； 

3） 在样品中加入树脂（6mg）；用膜封好，放入杂交炉，室温，30min，10rpm，使

样品与树脂充分作用，并在 4°C 下离心 3min（3000 rpm）。 

4） 将纯化后的产物通过 MassARRAY Nanodispenser RS1000 点样仪（SEQUENOM）

点样至 384 格式的 SpectroCHIP 芯片（SEQUENOM）上，放入 MassARRAY 

Compact System（SEQUENOM）进行检测。分析芯片的方法是采用 MALDI-TOF

基质辅助激光解吸附电离飞行时间质谱分析技术，并使用 EpiTYPER 软件

（SEQUENOM）分析并得出结果。 

2.2.8 miR-25 基因启动子区 CpG 岛分析 

DNA 模板 CpG 甲基化状态可通过上述检测系统转变成 RNA 酶切片段的序列差

异。再通过质谱检测的分子量差异，应用专用的分析软件进行处理，即可得到 DNA

片段的 CpG 甲基化状态。甲基化水平检测数据是以 CpG 单元为单位的。 
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2.3 组织免疫荧光 

具体实验步骤同第一部分实验。 

2.4 qRT-PCR 检测 DNMT1 及 DNMT3b mRNA 表达 

2.4.1 细胞总 RNA 提取  

具体实验步骤同第二部分实验。 

2.4.2 RNA 质检及定量 

具体实验步骤同第二部分实验。 

2.4.3 cDNA 的制备 

具体实验步骤同第二部分实验。 

2.5.4 PCR 反应  

具体实验步骤同第二部分实验。 

PCR所用引物序列： 

Gene Primers1 (5′→3′) Product 

(bp) 

DNMT1 
F: GGTTTCCTTCCTCAGCTACTGCGA 

R: CACTGATAGCCCATGCGGACCA 
138 

DNMT3b 
F: GGTGCGTCGTTCAGGCAGT 

R: TCCTCATCTTCCCCTCGGTC 
305 

Actin 
F: CCCATCTATGAGGGTTACGC 

R: TTTAATGTCACGCACGATTTC 
202 

2.5 细胞免疫荧光 

具体实验步骤同第二部分实验。 

2.6 免疫印迹 

2.6.1 细胞培养和处理方法 

具体实验步骤同第二部分实验。 
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2.6.2 细胞总蛋白的制备 

具体实验步骤同第二部分实验。 

2.6.3 SDS-PAGE 电泳 

具体实验步骤同第二部分实验。 

2.6.4 Western Blot 

具体实验步骤同第二部分实验。  

3 结果 

3.1 过氧化氢及去甲基剂对细胞中 miR-25 表达水平的影响 

前述实验中显示白癜风患者皮损区及皮损旁黑素细胞及角质形成细胞中 miR-25

的表达水平异常升高。既往研究及我课题组前期研究结果已证实白癜风患者皮损处

氧化应激水平显著升高，此外，氧化应激可通过影响基因启动子区的甲基化水平调

控基因表达也已被证实。由此，本课题组通过对黑素细胞进行过氧化氢处理构建氧

化应激模型，检测 miR-25 启动子区的甲基化变化，对白癜风中异常高表达 miR-25

的原因及机制进行初步探索。我们分别给予黑素细胞及角质形成细 400uM H2O2 刺激

24h 处理，构建氧化应激模型，观察 miR-25 的表达变化。实验结果显示，过氧化氢

可上调黑素细胞和角质形成细胞中 miR-25 的表达（图 3-1，黑素细胞中 P < 0.01；角

质形成细胞中 P < 0.05）；在黑素细胞及角质形成细胞中给予去甲基化剂 5-aza-dC 处

理组及 5-aza-dC 及 H2O2 与去甲基剂共处理组观察 miR-25 的表达，实验结果显示：

去甲基剂处理后 miR-25 表达升高（黑素细胞中 P < 0.05；角质形成细胞中 P < 0.05），

去甲基剂与过氧化氢共处理组细胞 miR-25 的表达上调更为显著（黑素细胞中 P < 

0.01；角质形成细胞中 P < 0.05）。 
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图3-1 过氧化氢及去甲基剂对黑素细胞及角质形成细胞中miR-25表达水平的影响

（A）黑素细胞（B）角质形成细胞 

3.2 H2O2 处理对 miR-25 启动子区 CpG 岛甲基化的影响 

给予黑素细胞及角质形成细 400uM H2O2 刺激 24h 处理，构建氧化应激模型，亚

硫酸氢盐修饰后测序检测氧化应激对 miR-25 启动子区 CpG 岛甲基化的影响。如图

3-2A 所示，miR-25 的启动子区分成前（miR-25-1）、中（miR-25-2）、后（miR-25-3）

三段，分别有 46、37 及 41 个 CpG 岛，黑素细胞 miR-25 启动子区中位于前段的 16

号 CpG 岛的甲基化水平最高（50%）；在角质形成细胞中，位于中段的 22 号 CpG 岛

的甲基化水平最高（43%）。过氧化氢的处理可显著降低 miR-25 启动子区前段和中

段 CpG 岛甲基化水平，后段的 CpG 岛甲基化水平未见明显变化，提示过氧化氢可能

通过促进启动子区的去甲基化是氧化应激促进 miR-25 高表达的可能机制（图 3-2）。 
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图3-2 亚硫酸氢盐修饰后测序检测氧化应激对miR-25启动子区CpG岛甲基化的影响 

（A）miR-25启动子区示意图（B，D）黑素细胞；（C，E）角质形成细胞 

3.3 白癜风患者皮损处的 DNMTs 的表达量 

既往研究证实，甲基转移酶 DNMT 家族在 DNA 甲基化的中起到关键修饰作用，

因此我们进一步通过组织免疫荧光检测了白癜风患者皮损处的 DNMTs 的表达量。结

果显示：相对于正常对照皮肤组织，DNMT1 及 DNMT3b 在白癜风患者的皮损处及

皮损旁均显著降低，提示氧化应激处理条件下 miR-25 的启动组区 CpG 岛的甲基化

降低的可能原因是 DNMT1 及 DNMT3b 降低所导致（图 3-3 及图 3-4）。 
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图3-3 白癜风患者皮损处、皮损旁及正常对照皮肤组织中DNMT1的蛋白表达 

 

图3-4 白癜风患者皮损处、皮损旁及正常对照皮肤组织中DNMT3b的蛋白表达 

3.4 H2O2 处理对黑素细胞及角质形成细胞中 DNMT1 及 DNMT3b 表达的影响 

400uM H2O2 刺激 24h 处理黑素细胞及角质形成细胞，qRT-PCR 检测 DNMT1 及

DNMT3b mRNA 表达水平变化，Western Blot 及细胞免疫荧光检测 DNMT1 及

DNMT3b 蛋白表达变化。实验结果显示：氧化应激下调黑素细胞及角质形成细胞中

DNMT1 和 DNMT3b 的 mRNA 及蛋白表达（图 3-5 及图 3-6）。 
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图3-5 H2O2处理后黑素细胞及角质形成细胞中DNMT1mRNA及蛋白表达变化（MC：

黑素细胞；KC：角质形成细胞） 

 

图3-6 H2O2处理后黑素细胞及角质形成细胞中DNMT3b的mRNA及蛋白表达变化

（MC：黑素细胞；KC：角质形成细胞） 

3.5 过氧化氢抑制调控甲基转移酶 DNMT1 及 DNMT3b 的信号通路 

Western Blot 检测 400uM H2O2 刺激 24h 处理后黑素细胞及角质形成细胞中磷酸

化 JNK 的蛋白表达变化；qRT-PCR 检测黑素细胞及角质形成细胞中给予过氧化氢及

在过氧化氢处理同时给予 JNK 的抑制剂（JNKi）时 miR-25 的变化。实验结果显示：

氧化氢处理后黑素细胞及角质形成细胞中 DNMT1 及 DNMT3bmRNA 及蛋白水平降

低，磷酸化 JNK 水平升高，给予过氧化氢同时给于 JNK 的抑制剂后，DNMT1 及
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DNMT3b mRNA 的表达水平可回复。上述研究证实，过氧化氢可能通过上调磷酸化

JNK，抑制 DNMT1 及 DNMT3b 的表达水平，导致 miR-25 的启动子区去甲基化，

上调其表达水平（图 3-7）。 

 

图 3-7 过氧化氢通过调控细胞磷酸化 JNK，影响 DNMT1 及 DNMT3b 的表达 

4 讨论 

在第一部分的研究中我们发现，白癜风患者皮损及皮损旁miR-25均呈现出显著

高表达，既往研究显示miRNA的表达可在多个水平如miRNA的转录、细胞内转运、

细胞外转运、成熟及降解等过程中受到氧化应激的调控，而目前尚未有研究报道氧

化应激在黑素细胞及角质形成细胞中对miRNA表达调控。我们在黑素细胞及角质形

成细胞中观察到H2O2可显著上调miR-25的表达水平，其具体机制是我们在第三部分

中研究重点。 

目前，表观遗传对miRNA分子生物合成的调控机制及参与疾病发生发展等过程

是研究者专注的焦点之一。染色质结构异常、加工异常及表观遗传状态改变等多种

因素的均影响miRNA的水平。在表观遗传方面，miRNA表达受到DNA甲基化不足、

CpG岛过度甲基化以及组蛋白修饰等因素的的精确调控[139, 140]。其中，DNA甲基

化是调控miRNA表达的主要方式和手段。有研究通过5-Aza-CdR诱导或单敲除结直肠

癌细胞株中DNMT1和DNTM3B基因等方法观察miRNA表达变化情况，发现靶向调控

p53基因的两个miRNAs，即miR-34b和miR-34c受表观遗传调控而表达沉默[141]。此

外，研究结果显示，miR-21、miR-203及miR-205在卵巢癌细胞中表达升高，且去甲
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基剂5-Aza-CdR处理卵巢癌细胞后上述miRNAs也呈现表达显著升高，由此研究者推

测在卵巢癌细胞中DNA甲基化不足是导致miR-21、miR-203和miR-205的异常表达的

主要表观遗传调控机制[142]。在上述研究的基础上，我们观察了过氧化氢及去甲基

剂对miR-25表达的影响并发现，过氧化氢及去甲基剂均可上调黑素细胞和角质形成

细胞中miR-25的表达，共处理组细胞miR-25的表达上调更为显著，提示miR-25的表

达可能受到氧化应激及甲基化的调控；亚硫酸氢盐修饰后测序检测结果进一步提示

过氧化氢的处理可显著降低miR-25启动子区CpG岛甲基化水平，提示氧化应激促进

miR-25表达上调可是通过甲基化调控实现的。那么过氧化氢是如何调控miR-25启动

子区甲基化水平的呢？ 

DNA甲基转移酶（DNA methyltransferase, Dnmt）是DNA甲基化的催化和维持的

关键蛋白。其中，DNA复制和修复中过程中的甲基化水平主要由Dnmt1家族维持；

而Dnmt3家族则催化CpG从头甲基化[143]。已有研究初步探索了氧化应激对甲基转移

酶的影响。神经母细胞中过氧化氢可抑制DNMT1及DNMT3A的表达，进而导致淀粉

样蛋白-β前体蛋白（APP）基因启动子区去甲基化从而上调其表达，促进疾病的发生

及进展[144]，在红斑狼疮疾病模型中，过氧化氢可抑制DNMT1的表达，调控基因启

动子的甲基化水平[145]。我们的研究发现，相对于正常对照皮肤组织，DNMT1及

DNMT3b在白癜风患者白斑组织、白斑旁组织中均显著增高；过氧化氢处理后，黑

素细胞及角质形成细胞中DNMT1及DNMT3b表达降低。从而证实过氧化氢可通过调

抑制DNMT1及DNMT3b的水平，导致miR-25启动子区CpG岛去甲基化从而上调

miR-25的表达量。 

 

图3-8 miR-25表达异常参与白癜风发病机制示意图 

最后，我们对过氧化氢抑制DNMT1及DNMT3B表达的具体分子通路进行了初步

探索。过氧化氢处理后黑素细胞及角质形成细胞中JNK磷酸化水平降低，JNK抑制剂
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处理黑素细胞及角质形成细胞可逆转过氧化氢对DNMT1、DNMT3B表达水平的抑制

作用，上述结果提示氧化应激可能通过调控JNK磷酸化水平，进而调控DNMT1及

DNMT3b的表达，最终影响miR-25的启动组区CpG岛的甲基化水平，上调miR-25表

达水平。至此，我们的研究较为系统的阐明了白癜风患者皮损及皮损旁黑素细胞及

角质形成细胞中miR-25异常高表达的具体机制（图3-8）。本部分研究从表观遗传的

角度阐明了白癜风疾病特异性miRNAs的具体调控机制，为开展以miR-25为白癜风靶

点治疗的临床研究提供理论和实验依据。 
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小    结 
 

 

氧化应激在白癜风发生发展中发挥重要作用，miRNA作为重要的基因表达调控

分子，在维持皮肤正常结构，调控黑素细胞发育、存活及功能方面具有重要作用，

并通过精细调控抗氧化基因以及细胞生成ROS的关键酶的表达，调节细胞氧化还原

平衡，此外，氧化应激也可从多个水平影响miRNA的生物合成，进而形成重要的调

控网络，维持细胞稳态。 

本研究首次发现并证实白癜风患者血清miRNAs表达谱具有疾病特异性，miR-25

等白癜风潜在分子标志物的表达与疾病的发生及活动性显著相关；探索了miR-25通

过调控MITF，抑制黑素细胞抗氧化能力，促进黑素凋亡、抑制增殖及细胞功能，调

控角质形成合成及分泌细胞因子，影响其对黑素细胞的保护作用，从而参与疾病发

生及进展的具体机制，得到了以下结论： 

1. 发现并证实白癜风患者血清及皮损miRNAs表达谱具有疾病特异性，miR-25

等白癜风潜在分子标志物的表达与疾病活动性显著相关。 

2. 本研究首次发现并证实miR-25对MITF、SCF和bFGF的靶向调控作用。黑素细

胞中异常高表达的miR-25可抑制细胞增殖、黑素合成水平及分布；抑制细胞的抗氧

化能力；在氧化应激条件下，显著促进黑素细胞凋亡；miR-25抑制角质形成细胞中

生长因子SCF和bFGF的表达和分泌，弱化角质形成细胞在氧化应激环境中对黑素细

胞的旁分泌保护作用。 

3. 氧化应激可通过抑制白癜风皮损细胞中DNMTs的表达，导致miR-25启动子区

的去甲基化，上调miR-25的表达水平。 

本研究较系统地阐明白癜风miRNA潜在标志物miR-25与白癜风发生发展相关的

可能病理学机制。丰富和完善了白癜风的发病机制，具有较好的创新性。miRNA有

望作为高特异性和强敏感性高的新的白癜风分子标志物，为白癜风预防、治疗、新

药研发等提供重要参考。
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and Differentiation 2016, 23(3): 496-508.（IF = 8.218，第一作者） 

2. Qiong Shi#, Hongliang Liu#, Peng Han#, Chunying Li, Yanru Wang, Wenting Wu, Dakai 

Zhu, Christopher I. Amos, Shenying Fang, Jeffrey E. Lee, Jiali Han*, Qingyi Wei*. Genetic 

Variants in WNT2B and BTRC Predict Melanoma Survival. J Invest Dermatol. doi: 

10.1016/j.jid.2017.04.023 (Epub ahead of print，IF = 6.915，第一作者) 

3. Qiong Shi#, Kai Li#, Jun Fu, Yanchun Wang, Cuiling Ma, Qiang Li, Chunying Li*, 

Tianwen Gao*. Comparison of the 308-nm excimer laser with the 308-nm excimer lamp in 

the treatment of vitiligo--a randomized bilateral comparison study. Photodermatology, 

photoimmunology & photomedicine 2013, 29:27-33.（IF = 1.897，第一作者） 

4. Weinan Guo#, Huina Wang#, Yuqi Yang#, Sen Guo#, Weigang Zhang, Yu Liu, Xiuli Yi, 

Jingjing Ma, Tao Zhao, Lin Liu, Zhe Jian, Ling Liu, Gang Wang, Tianwen Gao, Qiong 

Shi*, and Chunying Li*. Down-regulated mir-23a contributes to the metastasis of 

cutaneous melanoma by promoting autophagy. Theranostics. (已接受，IF = 8.854，共同

通讯作者) 

5. Jiaxi Chen#, Qiong Shi#, Xiaowen Wang#, Sen Guo, Wei Dai, Kai Li, Pu Song, Chao 



第四军医大学博士学位论文 

-109- 
 

Wei, Gang Wang, Chunying Li*, Tianwen Gao*. Genetic polymorphisms in the 

methylenetetrahydrofolate reductase gene (MTHFR) and risk of vitiligo in Han Chinese 

populations: a genotype-phenotype correlation study. The British journal of dermatology 

2014, 170:1092-9.（IF = 4.317，共同第一作者） 

6. Kai Li#, Qiong Shi#, Li Yang#, Xia Li, Ling Liu, Ling Wang, Qiang Li, Gang Wang, 

Chunying Li, Tianwen Gao*. The association of vitamin D receptor gene polymorphisms 

and serum 25-hydroxyvitamin D levels with generalized vitiligo. The British journal of 

dermatology 2012, 167:815-21.（IF = 4.317，共同第一作者） 

7. Rui Ge#, Lin Liu#, Wei Dai#, YuqiYang, HuinaWang, Qiong Shi, Sen Guo, Xiuli Yi, 

GangWang, Tianwen Gao, Qi Luan*, Chunying Li*. XPA promotes autophagy to facilitate 

cisplatin resistance in melanoma cells through the activation of PARP1. Jounal of 

Investigative Dermatology. 2016 Feb 12. pii: S0022-202X(16)00468-1. doi: 

10.1016/j.jid.2016.01.031. 

8. Xiaowen Wang#, Kai Li#, Ling Liu#, Qiong Shi, Pu Song, Zhe Jian, Sen Guo, Gang 

Wang, Chunying Li, Tianwen Gao*. AHR promoter variant modulates its transcription and 

downstream effectors by allele-specific AHR-SP1 interaction functioning as a genetic 

marker for vitiligo. Scientific Reports 2015; 5:13542. 

9. Weigang Zhang#, Xiuli Yi#, Sen Guo#, Qiong Shi, Chao Wei, Xia Li, Lin Gao, Gang 

Wang, Tainwen Gao, Lei Wang*, Chunying Li*. A single-nucleotide polymorphism of 

miR-146a and psoriasis: an association and functional study. Journal of Cellular and 

Molecular Medicine 2014, 18(11): 2225-34. 

10. Sen Guo#, Weigang Zhang#, Chao Wei#, Lei Wang, Guannan Zhu, Qiong Shi, Shuli Li, 

Rui Ge, Kai Li, Lin Gao, Tianwen Gao, Gang Wang*, Chunying Li*. Serum and skin levels 

of miR-369-3p in patients with psoriasis and their correlation with disease severity. 

European journal of dermatology : EJD 2013, 23:608-13. 

11. Ye Huang#, Xiuli Yi#, Zhe Jian#, Chao Wei#, Shuli Li, Chuan Cai, Ping Zhang, Kai Li, 

Sen Guo, Ling Liu, Qiong Shi, Tianwen Gao*, Chunying Li*. A single-nucleotide 

polymorphism of miR-196a-2 and vitiligo: an association study and functional analysis in 

a Han Chinese population. Pigment cell & melanoma research 2013, 26:338-47. 
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12. Chao Wei#, Zhe Jian#, Lin Wang#, Huini Qiang, Qiong Shi, Sen Guo, Kai Li, Ye 

Huang, Ling Liu, Qiang Li, Qi Luan, Xiuli Yi, Xia Li, Gang Wang, Tianwen Gao*, 

Chunying Li*. Genetic variants of the APE1 gene and the risk of vitiligo in a Chinese 

population: a genotype-phenotype correlation study. Free radical biology & medicine 2013, 

58:64-72. 

会议交流 

1. Qiong Shi, Oxidative stress-induced overexpression of miR-25: the mechanism 

underlying the degeneration of melanocytes in vitiligo. 7th Annual Meeting of the Asian 

Society for Pigment Cell Research, China, Shanghai, 27 August 2015. 

2. Qiong Shi, Aberrant expression of miR-25 promotes pigmentation disorders in vitiligo 

by repressing MITF and MYO5A. 73th Annual Meeting of Society for Investigative 

Dermatology, America, New Mexico, 7 May 2014. 

3. Qiong Shi, Aberrant expression of miR-25 promotes pigmentation disorders in vitiligo 

by repressing MITF and MYO5A. ADC 2013-The 9th Asian Dermatological Congress, 

China, Hongkong, 10 July 2013. 

4. Qiong Shi, Comparison of the 308-nm Excimer Laser with the 308-nm Excimer Lamp 

in the Treatment of Vitiligo. ADC 2013-The 9th Asian Dermatological Congress, 

Hongkong, China, 11 July 2013. 

5. Qiong Shi, Circulating miRNAs associated with pigment disorder in vitiligo identified 

by microarray profiling. 2012 International VRF-China Master Class on Vitiligo and 

Pigmentary Disorders, China, Shenyang, 16 November 2012. 

6. Qiong Shi, Circulating miRNAs associated with pigmentation disorders in vitiligo 

identified by microarray profiling. The 3rd sino-german dermatology forum research 

symposium, China, Hangzhou, 25 April 2012. 

7. Qiong Shi, Comparison of the 308-nm Excimer Laser with the 308-nm Excimer Lamp 

in the Treatment of Vitiligo. The Second Eastern Asia Dermatology Congress, China, 

Beijing, 13 June 2012. 

主持或参加科研项目（课题）及人才计划项目情况 

1. 国家自然科学基金青年项目，81502863，外泌体 microRNAs：肢端黑素瘤预后及
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干扰素治疗敏感性标志物筛选研究，2016/01-2018/12，18 万元，在研，主持。 

授权发明专利 

1. 李春英、高天文、郭森、石琼、李凯、王刚，与恶性黑素瘤相关的血清循环 MicroRNA

标志物及其应用，2015-02-25，中国，ZL201310638020.7 

2. 李春英、石琼、郭森、高天文、李凯、王刚，血清 microRNA 分子标志物及其应

用，2014-09-24，中国，ZL201210207911.2 

获奖情况 

1. 2012 年获第四军医大学硕士研究生二等奖学金 

2. 2013 年获第四军医大学硕士研究生三等奖学金 

3. 2014 年获第四军医大学优秀研究生 

4. 2016 年获第四军医大学博士研究生一等奖学金 

5. 2016 年 6 月获中华医学会皮肤性病学分会年度 SCI 论文二等奖 
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致    谢 
 

终于来到迎接博士研究生毕业的这一刻，心中充满感慨、不舍及对新生活的无

限憧憬。专业知识的学习及科学研究的训练让这七年的生活充实而难忘。此时此刻，

第一次来到科室时的懵懵懂懂，在科研道路上最初的摸爬滚打，导师对课题每一次

的悉心指导，病房学习时的不眠之夜，在美国开始全新的课题研究的日子，在国际

会议中站在讲台的时刻……一起涌上了脑海，一张张友善的面庞无疑是这一切中最

珍贵的。 

特别感谢我的导师李春英教授，您以广博的学识、进益求精的科研追求、对学

生认真负责的态度及生活中优雅的风姿，在方方面面为我树立了最好的榜样。何等

幸运，在人生的这一阶段遇到您。感谢您对我学业的悉心指导，在生活上给予我的

的关心与爱护，更感谢您对我的错误、疏漏给予及时的指导和批评。我的每一个小

小的进步都倾注了您大量的汗水和心血，而每当有这样的小进步，您总是给予我极

大的鼓励，让我信心满满继续扬帆前行。 

衷心感谢我在美国杜克大学肿瘤中心流行病学研究室学习期间的导师魏庆义教

授，作为 DNA 损伤修复及肿瘤流行病学领域的领军学者，魏庆义教授对每一个学生

都尽全力去引导与帮助，教授对课题深入浅出的讲解让我难忘，熬夜为我修改文章

让我感动，更受到鞭策。教授平易近人亲切的态度更是让异国他乡的日子也像在家

一样温暖。 

感谢敬爱的刘玉峰教授、高天文教授、王刚教授，感谢你们为一批又一批有梦

想的年轻人搭建了“和谐、拼搏、超越”的西京皮肤医院这样的学习平台。感谢马

翠玲教授、李巍教授、李承新教授、廖文俊教授、付萌教授等科室的各位教授及李

强博士、高琳博士、王雷博士、栾琪博士、刘玲博士、李凯博士、高继鑫博士、坚

哲博士等各位师兄师姐给与我学习和工作中的指导和帮助。 

感谢乔洪江主任、王华主任为大家创造良好有序的实验室环境；感谢郭森研究

员对本课题实验设计及操作细节给予耐心而细致的指导与帮助，感谢杨钰琪研究员、

易秀莉研究员、马晶晶研究员、党二乐研究员、于梅红技师、刘兆红技师、叶瑜技
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师、刘影技师在我实验技术上提供的指导和帮助。 

感谢已经毕业的晋亮博士、张雅君博士、周福波博士、杨阳博士、刘振峰博士、

张楠博士、王筱雯博士、宋璞博士、朱冠男博士、葛睿博士、黄也博士、李冰博士；

感谢同期学习的张伟刚博士、李舒丽博士、戴维博士、郭伟楠博士、王李文博士、

柳琳博士、何源民博士；非常感谢研究生的学习阶段有你们相伴，大家相互帮助、

相互鼓励，一起进步的经历永远难忘。 

感谢父母，我幸福快乐无忧的成长道路是你们用无尽的爱与无私的付出铺就；

感谢先生韩鹏在生活中给予巨细无遗的支持、帮助，对我各种激烈的情绪的包容以

及在各种困境中给予的安慰和鼓励。感谢可爱的孩子若一，是你给我重新认识生命

和生活的机会。 

 

 


