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微小RNA一21抑制剂对高氧性急性肺损伤
大鼠Ⅱ型肺泡上皮细胞凋亡的影响
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【摘要】目的观察微小RNA一21(miR一21)抑制剂对高氧性急性肺损伤(HALl)大鼠Ⅱ型肺泡上皮细胞
(AEC II)凋亡的影响。方法将80只sD大鼠按随机数字表法分为空气对照组、高氧损伤组、空病毒对照组
(经鼻腔滴入200 rtL慢病毒液)及miR一21抑制剂预处理组(经鼻腔滴入200此含miR一21抑制剂的慢病毒液)，

每组20只；各组大鼠给予相应处理后立即置于氧浓度>90％的高氧箱中饲养以建立HALl模型；空气对照组

正常饲养且不予任何处理。各组分别于高氧暴露0、24、48、72 h随机取10只大鼠，观察双肺组织大体变化，光

镜下观察病理学改变。另于48 h取10只大鼠肺组织，采用实时荧光定量反转录一聚合酶链反应(RT—qPCR)
检测miR一21表达，采用蛋白质免疫印迹试验(Western Bolt)检测天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶3(caspase一3)
蛋白表达，采用原位末端缺刻标记试验(TuNEL)检测AEC 1I凋亡情况。结果①空气对照组各时问点肺组织

无异常表现。随高氧暴露时间延长，高氧损伤组肺组织损伤逐渐加重，72 h肺组织呈暗红色，多处斑片状出血，

肺组织结构紊乱，出现肺泡壁断裂，肺泡间隔明显水肿、增宽，大量炎性细胞浸润，肺泡腔内出现水肿液。miR一21

抑制剂预处理组肺组织损伤程度较高氧损伤组进一步加重；而空病毒对照组无明显变化。②与空气对照组比

较，高氧损伤组肺组织miR一21表达明显下调(2-“o：0．021±o．005比o．037±o．006)，easpase一3蛋白表达明显
上调(A值：0．423±0．081比0．123±0．023，均P<0．05)。给予miR一21抑制剂预处理后，miR-21表达进一步下

调(2““‘：0．014±0．003比0．021±0．005)，caspase一3蛋白表达进一步上调(A值：0．691±0．085比0．423±0．081，

均P<0．05)；空病毒对照组miR一21(2““’：0．025±0．007比0．021±0．005)和easpase一3表达(A值：0．475±0．062

比0．423±o．081)与高氧损伤组差异无统计学意义(均P>O．05)。③与空气对照组比较，高氧损伤组凋亡细

胞增多。给予miR一21抑制剂预处理后，凋亡细胞较高氧损伤组进一步增多；而空病毒对照组则无明显变化。

结论抑制体内miR一21表达可以加重HAu大鼠肺组织损伤，增加AEC II凋亡。

【关键词】微小RNA一21；急性肺损伤，高氧性；肺泡上皮细胞，Ⅱ型；凋亡
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[Abstract]0bjective To observe the effects of microRNA一21(miR-21)inhibitor on apoptosis of type lI

alveolar epithelial cells fAEC II)in rats with hyperoxia—induced acute lung injury(HALI)．Methods Eigllty

Sprague-Dawley(SD)rats were divided into Mr-control group，hyperoxia两my group，empty—virus control group

(200¨L solution with 1entivirus was dropped into the nasal)and miR一21 inhibitor pretreatment group(200止solution
with lentivirus contained miR一21 inhibitor was dropped through the nasall by random number table．After treatment，the

rats in all groups were fed in the hyperoxia incubator wit}l oxygen concentration exceeding 90％for production of HAU

model．and the rats in air-control group were fed normally without any treatment．Ten rats were selected at 0，24，48 and

72 hours after exposure in hyperoxia environment respectively，and the general changes of lung tissues were observed

in light microscope．The fight lung tissues were harvested to observe the pathological changes under light microscopy．

The left lung tissues of other 10 rats in each group were harvested at 48 hours after execution，the miR-21 expression

was determined by real—time fluorescence quantitative reverse transcription-polymerase chain reaction(RT—qPCR)，

the protein expression of cysteinyl aspartate-specific proteinase-3(caspase-3)was determined by Western Bolt，and

apoptosis of AEC 11 was detected by TdT—mediated duTP nick end labeling(TUNEL)． Results ①No abnormal

appearance in lung tissues was observed at all time points in the air-control group．In hyperoxia injury group，the lung

injury would be more severe if the exposure time was longer,and lung tissues turned dark red after exposure for 72 hours，

with patchv hemorrhage in several places；the structure of lung tissues was disordered，the alveolar wall was broken，

the alveolar seDrum was significantly edematous and broadened，and there WaS plenty of inflammatory cell infiltration

and edema fluid appeared inside the alveolar space．In miR-21 inhibitor pretreatment group，the degree of lung tissue
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injury was more severe than that of the hyperoxia injury group，and there Was no significant change in empty—virus

control group．②Compared with air-control group，miR一21 expression of the hyperoxia injury group Was significantly

decreased f2一“Q：O．021±0．005 VS．0．037±0．006)，and the protein expression of easpase-3 Was significantly increased

fA value：0．423±0．081 VS．0．123±0．023，both P<0．05)．After pretreatment with miR-21 inhibitor,the expression

of miR一21 Was further decreased f2。A们‘：0．014±0．003 VS．0．021±0．005)，while the protein expression of caspase-3

Was further increased似value：0．691±0．085 VS．0．423±0．081，both P<0．05)．There were no statistically significant

differencesinthe expression ofmiR一21(2-A60：0．025±0．007 VS．0．021±0．005)and caspase一3似Value"0．475±0．062
vs．0．423±0．0811 between empty—virus control group and hyperoxia injury group(both P>0．05)．⑧Compared with

air-control group，the apoptosis cells in hyperoxia injury group were increased，which was further increased after

pretreatment of miR一21 inhibitor,but no changes were found in empty—virus control group． Conclusion Inhibition

of miR一21 expression in vivo could aggravate the injury of lung tissue in HALI rats．and increase the apoptosis of AEC II．

[Key words]microRNA一21：Hypemxia—induced acute lung injury；Type lI alveolar epithelial cell；

Apoptosis

Fund program：National Natural Science Foundation ofChina(81560019)

高氧性急性肺损伤(HALl)是典型的氧疗并发

症，可发展为成人急性呼吸窘迫综合征(ARDS)或

新生儿支气管肺发育不良，导致肺通气及换气功能

障碍，表现为以进行性呼吸困难和顽固性低氧血症

为特征的呼吸衰竭综合征，是导致患者死亡及新生

儿残疾的主要原因01-3],阐明其发病机制、寻找更好

的肺保护措施有重要意义。本课题组前期研究表明，

凋亡相关微小RNA一21(miR一21)在Ⅱ型肺泡上皮

细胞(AEC II)内高表达，且在细胞凋亡过程中明显

下调Ho；进一步研究发现，上调细胞内miR一21—5p

表达水平可减轻肺损伤，减少AEC II凋亡，上调抗

凋亡蛋白Bcl表达，下调促凋亡蛋白天冬氨酸特异

性半胱氨酸蛋白酶3(caspase一3)和Bax表达，从而

减轻HAu[5--6]。本实验首先给大鼠滴鼻导人以慢病

毒为载体的miR一21抑制剂，下调肺组织内miR一21

表达水平，然后建立大鼠HALI模型，观察肺组织病

理学改变及miR一21、caspase一3表达变化和AEC II

凋亡情况，从另一角度验证前期实验结果。

1材料与方法

1．1实验动物分组及模型制备：SD大鼠80只，体

重180～220 g，雌雄不拘，第三军医大学大坪医院实

验中心提供，动物许可证号：SCXK(渝)2012-0005。

按随机数字表法将大鼠分为空气对照组、高氧损伤

组、空病毒对照组及miR一21抑制剂预处理组，每组

20只。空病毒对照组大鼠经鼻腔滴人200止慢病

毒液，miR一21抑制剂预处理组经鼻腔滴人200止

含miR一21抑制剂的慢病毒液，两组大鼠于相应处

理后立即置于氧浓度>90％的高氧箱中饲养，以建

立HALI模型；高氧损伤组仅建立HALl模型；空气

对照组正常饲养，不予任何处理。

本实验中动物处置方法符合动物伦理学标准。

1．2慢病毒转染最佳转染滴度的确定：本课题组前
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期研究已确定6×106 TU／mL为最佳转染滴度、48 h

为最佳转染时间H o，故本实验拟取6×106 Tu／mL为

最终转染滴度、48 h为观察时间点。

1．3检测指标及方法：各组分别于高氧暴露0、24、

48、72 h取10只大鼠，经颈动脉放血处死后取双肺

组织，观察大体变化，并进行病理学观察。于高氧暴

露48 h另取10只大鼠处死后，取左肺组织于RNA

固定液保存，以备基因和蛋白表达检测；取右肺组

织，4％多聚甲醛常温固定，以备细胞凋亡检测。

1．3．1肺组织病理学观察：取右肺组织，经10％甲

醛溶液固定、脱水、石蜡包埋切片、二甲苯脱蜡后行

苏木素一伊红(HE)染色，光镜下观察。

1．3．2实时荧光定量反转录一聚合酶链反应

(RT—qPCR)检测miR一21表达水平：提取左肺组织

总RNA，进行纯度鉴定并测定总RNA浓度。反转

录为cDNA，以cDNA为模板进行PCR。引物设计

合成由重庆威斯腾生物技术中心完成。反转录条件：

25℃10 min，42℃50 min，85℃5 rain；扩增条件：

94℃4 min；94℃20 S，60℃30s，72℃30 s，循环

35次。以2。A¨‘法计算基因表达量。

1．3．3蛋白质免疫印迹试验(Western Bolt)检测肺

组织caspase一3蛋白表达水平：制备肺组织匀浆，测

定总蛋白含量。取20烬蛋白样品，经电泳、转膜、

封闭后加入一抗过夜，加入辣根过氧化物酶(HRP)

耦联的二抗室温孵育l h，洗膜后加入增强化学发

光(ECL)试剂，以caspase一3与内参照3一磷酸甘

油醛脱氢酶(GAPDH)条带吸光度(A)值比值作为

caspase一3蛋白表达量。

1．3．4原位末端缺刻标记试验(TUNEL)检测AEC II

凋亡情况：取右肺组织固定后石蜡包埋、脱蜡、抗

原修复、染色、封片后通过镜检AEC lI特异性标志

物表面活性蛋白C(SP—C)以鉴定AEC lI。采用

万方数据



·246· 主堡鱼重疸叁塑医堂2017年3月第29卷第3期Chin Crit Care Med，March 2017，V01．29，No．3

TUNEL试验检测AEC II凋亡情况。细胞质有棕黄

色SP—C颗粒沉着为正常AEC II细胞，TUNEL染色

见细胞核呈褐色即为AEC lI凋亡细胞。

1．4统计学方法：应用SPSS 1 7．0统计软件处理数

据，先采用Kolmogorov—Smirnov法对计量资料进行

正态性检验，正态分布的计量资料以均数±标准差

(i±s)表示，组间比较用单因素方差分析，两两比较

用LSD法检验；不符合正态分布则采用秩和检验，

检验水准口----0．05，P<0．05为差异有统计学意义。

2结果

2．1肺组织病理学改变

2．1．1大体改变(图1)：随高氧暴露时间延长，肺

组织损伤逐渐加重，72 h肺组织充血水肿明显，部

分大鼠出现淡黄色胸腔积液。

2．1．2光镜下组织改变(图2)：空气对照组肺泡组

织结构无异常改变。高氧损伤组和空病毒对照组随

高氧暴露时间延长，肺泡壁断裂，肺泡融合，伴炎性

细胞浸润；且两组无明显差异。miR一21抑制剂预

处理组各时间点肺组织病理损伤较高氧损伤组进一

步加重。
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图1高氧性急性肺损伤(HALI)大鼠高氧暴露各时间点

肺组织大体改变高氧暴露0 h(A)肺组织红润，呈浅粉红

色；24 h(B)肺组织呈淡红色，稍肿胀，无明显渗出及出血；

48 h(c)肺组织呈红色，明显肿胀，表面可见散在出血点；

72 h(D)肺组织呈暗红色，充血水肿明显，表面苍白，可见散

在斑片状出血

2．2各组肺组织miR一21表达比较(表1)：与空气

对照组比较，高氧损伤组肺组织miR一21表达明显下

调(P<0．05)；经miR一21抑制剂预处理后，miR一21

表达较高氧损伤组进一步下调(P<O．05)；而空病

毒对照组则无明显变化。
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图2光镜下观察高氧性急性肺损伤(HALl)大鼠高氧暴露各时间点肺组织病理学改变空气对照组各时间点肺泡腔清晰、结构完

整、壁光滑，肺泡腔内无渗出液，肺泡间隔均匀一致。高氧损伤组0 h肺泡结构清晰，肺泡腔内无渗出液；24 h肺泡间隔稍有增宽、水

肿及少量炎性细胞渗出；48 h及72 h肺组织结构紊乱，出现肺泡壁断裂，肺泡间隔明显水肿、增宽，大量炎性细胞浸润，肺泡壁塑些婴
水肿液。空病毒对照组各时间点肺组织病理学改变与高氧损伤组无明显差异；微小RNA-21(miR一21)抑制剂预处理磐嗨高氧暴露
时间延长，肺泡间隔断裂融合，水肿明显，伴大量炎性细胞浸润及大量红细胞渗出，肺组织损伤进一步加重HE高倍放大
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注：miR一21为微小RNA-21，caspase一3为天冬氨酸特异性半

胱氨酸蛋白酶3；与空气对照组比较，3P<0．05；与高氧损伤组比较，

“P<O．05；与空病毒对照组比较，。P<0．05

2．3各组肺组织caspase一3蛋白表达比较(表l；

图3)：与空气对照组比较，高氧损伤组肺组织

caspase一3蛋白表达明显上调(P<0．05)；经miR一21

抑制剂预处理后caspase一3蛋白表达较高氧损伤组

进一步上调(P<0．05)；空病毒对照组无明显变化。

窄气 高氮 窄病毒 miR一21抑制卉fJ

对照射 撕协纰 计[Ii嘲l 颅处胖叭

casnase一，．．，；-，I—IIll}，—I●
E”⋯t●—■——●——■●-
miR一21为微小RNA一21，caspase一3为天冬氨酸特异性
半胱氨酸蛋白酶3，GAPDH为3一磷酸甘油醛脱氢酶

图3蛋白质免疫印迹试验(Western Blot)检测miR一21抑制剂

预处理对高氧性急性肺损伤(HALl)大鼠肺组织caspase一3
蛋白表达的影响

2．4各组AEC 1I凋亡比较(图4)：与空气对照组

比较，高氧损伤组呈褐色染色的AECⅡ凋亡细胞增

多；经miR一21抑制剂预处理后，AEC 11凋亡细胞

较高氧损伤组进一步增多；而空病毒对照组则无明

显变化。

·247·

3讨论

研究表明，高氧会引起AEC凋亡和坏死，细胞

凋亡是调节高氧毒性的核心环节，其机制为机体长

期吸人高浓度氧气后，在肺内产生大量活性氧自由

基及相关衍生物，破坏氧化，抗氧化系统，最终影响

大鼠的存活率和其他相关肺损伤指标⋯。凋亡是使

AECⅡ保持正常生理功能和动态平衡的一种形式，

在正常肺组织发生、成熟以及急性肺损伤(ALI)病

理过程中都伴随着AEC 11凋亡。8。。AEC 1I是AEC

的干细胞，也是高氧攻击的主要细胞，有研究显示抑

制其凋亡可有效减轻大鼠HALI程度‘9。。

miR是一类含约22个核苷酸的小分子非编码

RNA，经RNA干扰机制在转录后水平负性调控约

1／3人类基因¨o Jo miR是众多基因的关键调节者，

涉及从细胞生长发育到细胞凋亡等生物过程⋯。1 2I。

作为细胞内重要的调控分子，miR在多种细胞凋亡

信号转导通路中发挥关键作用，抗凋亡因子miR一21

在大多数肿瘤组织高表达‘13。141；miR一21还可通过

下调Bax／Bcl一2比例、caspase一3活性、人第10号染

色体上缺失磷酸酶和张力蛋白同源基因(PTEN)及

程序性细胞死亡蛋白4(PDCD4)表达，抑制人脑胶

质瘤U87MG细胞[1 5I、胃癌细胞[1 6I、神经细胞‘1 7I、

卵巢癌‘1引等多种细胞凋亡。

miR抑制剂是一类经化学修饰后特定针对细胞

中靶miR的抑制剂，转入细胞后可特异性、高效结

合细胞内成熟的靶miR，敲低内源性miR表达水平，

降低内源性miR的基因沉默效应，形成稳定的复合
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物，使蛋白表达量增加，阻止miR对靶miR的降解

或者翻译抑制，上调靶miR表达，这一技术有望成

为临床治疗和研究的新策略[I州。

本课题组前期研究表明，miR一21—5p可抑制

AECⅡ凋亡，可能与下调Bax、caspase一3蛋白表达

及上调Bcl一2蛋白表达有关【4 J，证实miR一21—5p过

表达对肺组织具有重要保护作用。本实验结果显示，

随着高氧暴露时间延长，肺组织损伤逐渐加重；通

过慢病毒为载体转染miR一21抑制剂后发现，肺组

织miR一21表达水平较其他3组明显降低，证明转

染成功，抑制了miR一21表达。本研究Western Bolt

检测结果显示，miR一21抑制剂预处理组caspase一3

蛋白表达较其他3组明显增高，说明抑制miR一21

表达可诱导促凋亡蛋白caspase一3高表达。
AEC lI鉴定主要依靠自身形态及特异性表达

标志物，如SP—A、SP—B、sP—C、脂联素(APN)等心0|，

完全分化的AEC lI特征表型是表达表面活性蛋白。

SP—C是唯一仅在AECⅡ表达的活性蛋白，故可用

来鉴定AEC lI[21 J。本研究表明，miR一21抑制剂预

处理组AECⅡ凋亡明显，提示miR一21—5p可能成

为临床调控AEC II凋亡及防治HALI的有效靶点。

鉴于miR调控网络复杂性及miR一21在多种癌细胞

高表达，本课题组将对其肺保护作用机制及其安全

性等进行研究，为将miR一21—5p这一调控靶点用于

临床提供理论依据。

综上，通过抑制体内miR一21表达可进一步加

重HALI大鼠肺组织损伤，增加AEC II凋亡，其机制

可能与上调caspase一3表达有关。
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