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摘 要 

   背景：百草枯（Paraquat,PQ）是临床上最普遍的中毒物质之一，临床急救病

例中，因意外或故意摄入除草剂农药 PQ 造成的致死率大于 90%。在任何暴露途

径下 PQ 中毒都主要积聚于患者肺部，其导致的不可逆的和广泛的肺纤维化是造

成患者死亡的主要原因。上皮-间质转化（Epithelial-mesenchymal transition， 

EMT）参与百草枯中毒所致的肺间质纤维化的过程。在此过程中，细胞上皮标志

物如 E-钙粘附蛋白（Epithelia cadherin, E-cadherin）的表达下调，而间质标

记物如 α 平滑肌肌动蛋白（α-smooth muscle actin，α-SMA），波形蛋白

(Vimentin)等表达上升，细胞连接减弱或消失，细胞外基质(Extracelluar 

matrix，ECM)蛋白沉积，并获得了迁徙侵袭能力等。目前对于百草枯中毒所致的

肺间质纤维化尚无有效治疗手段，因此，寻找新的治疗靶点具有非常重要的意义。 

近年来，非编码 RNA（Non-protein-coding RNA, ncRNA）对细胞病理生理功

能的调控作用得到越来越多的关注。非编码 RNA包括 miRNA,LncRNA,siRNA,piRNA

等。它们可以通过多种信号通路调节细胞进程，这些信号通路很多都参与炎症、

EMT 等的发生。竞争性内源 RNA (Competing endogenous RNA, ceRNA)调控网络

是指一些具有相同 miRNA 应答元件（miRNA response element，MRE）的 RNA 

可以竞争性结合同一 miRNA 结合位点来降低 miRNA 对其他靶基因的抑制作用，

进而影响生物学行为。有研究证明：基质金属蛋白酶（Matrix metalloproteinase，

MMP ）家族的成员 MMP2 在百草枯致肺纤维化时参与组织的异常重构。整合素

α(Integrin alpha)的亚单位整合素 α11(Integrin alpha 11，ITGA11)可参与

肺纤维化的过程，miR-17-5p 在特发性肺纤维化（Idiopathic pulmonary 

fibrosis, IPF）的肺组织和成纤维细胞中低表达。ENCORI 网站预测 ITGA11 可

以作为 ceRNA 和 MMP2 竞争性结合 miR-17-5p，该预测的 ceRNA 调控网络是否参

与百草枯所致肺 EMT，目前尚无文献报导。 

   目的：揭示 PQ中毒所致的肺 EMT中的潜在 ceRNA 调控网络，为 PQ 中毒所致

EMT 提供潜在治疗靶点。 

   研究方法：1、构建 PQ 中毒致肺上皮间质转化的体内模型，选用雄性 C57/BL6

小鼠，30mg/kg 腹腔注射单次给药，用 HE 染色、Masson 染色从组织病理水平观

察小鼠是否发生肺纤维化，采用 q RT-PCR的方法从基因水平检测实验组 E-
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cadherin 及α-SMA的相对表达情况，验证其 EMT情况。2、采用 q RT-PCR 的方

法从基因水平验证动物模型中 ITGA11 及 MMP2 的表达情况。3、初步摸索 A549 细

胞 PQ 慢性中毒的适宜染毒暴露浓度，构建 PQ 中毒致肺上皮间质转化的细胞模

型。提取细胞 RNA 及蛋白质，采用 qRT-PCR 和 Western-blot 的方法分别从基因

水平和蛋白水平验证实验组 E-cadherin、α-SMA及 MMP2 的相对表达情况；采用

划痕实验和 Transwell 实验验证百草枯染毒组细胞迁移能力的改变；采用免疫荧

光从蛋白水平进一步检测 E-cadherin、α-SMA 在模型中表达趋势的改变。4、在

细胞模型中，采用 qRT-PCR 的方法从基因水平验证 ITGA11、miR-17-5p 的变化。

5、采用特异性 siRNA 干扰 ITGA11 的表达，采用 qRT-PCR 的方法检测 siRNA 干扰

序列下调 ITGA11 的效能，并检测下调 ITGA11 后 MMP2 的表达情况；采用 western-

blot 检测 PQ 染毒后下调 ITGA11 对 MMP2 及上皮标志物 E-cadherin 的影响；以

免疫荧光的方法进一步验证 PQ染毒后下调 ITGA11 对 MMP2 表达的影响。6、转染

miR-17-5p的类似物(mimic)或抑制剂(inhibitor)人为上调或下调 miR-17-5p的

表达，采用 qRT-PCR从基因水平检验上调或下调 miR-17-5p 对 ITGA11 和 MMP2 表

达的影响；采用免疫荧光进一步验证 PQ 染毒后 miR-17-5p 对 ITGA11 和 MMP2 表

达的调控作用。7、进行双荧光素酶报告基因实验，构建 ITGA11 野生型(WT)及突

变型(MUT)的 pSI-CHECK2 双荧光素酶载体，与 miR-17-5p 的 mimic 及 mimic NC

共转染后验证 ITGA11 是否为 miR-17-5p 的靶基因。 

   结果：1、PQ 染毒组小鼠肺组织的 HE 染色结果显示：PQ染毒后小鼠肺组织结

构明显破坏，肺泡破裂融合，肺泡间隔增粗，Masson 染色结果显示：与对照组相

比，PQ染毒后肺组织中胶原蛋白沉积明显增多，即病理结果提示 PQ 处理后小鼠

肺组织发生了明显的纤维化；qRT-PCR结果显示：PQ 染毒组肺组织中 E-cadherin

表达下调(P<0.05)，α-SMA 表达上调(P<0.05)，组织发生了 EMT。2、qRT-PCR 结

果显示：PQ 染毒组肺组织中 ITGA11 和 MMP2的表达上调(P<0.05)。3、60μmol/L 

的 PQ 染毒组细胞存活率尚可，qRT-PCR 结果显示：PQ染毒组细胞中 E-cadherin

的表达下调(P<0.05)，而 α-SMA 和 MMP2 的表达上调(P<0.05)；Western-blot 结

果显示：PQ染毒组细胞中 E-cadherin 的表达下调(P<0.05)，而 α-SMA 和 MMP2

的表达上调(P<0.05)；免疫荧光结果中 E-cadherin 和 α-SMA 的表达情况与

Western-blot结果一致；划痕实验和 Transwell 实验表明 PQ染毒组细胞的迁移

能力增强(P<0.05)。4、PQ 染毒组 A549 细胞中 ITGA11 的表达上调(P<0.05)、而

miR-17-5p 的表达下调(P<0.05)。5、qRT-PCR 结果显示：转染 siITGA11 可明显
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下调 ITGA11 的表达(P<0.05)，且下调 ITGA11 后 MMP2 的表达也下调(P<0.05)；

Western-blot结果显示：PQ染毒后，下调 ITGA11后 MMP2的表达也下调(P<0.05)，

且上皮表达标志物 E-cadherin 表达上调(P<0.05)；免疫荧光结果显示：在无 PQ

处理的对照组和 PQ染毒组，下调 ITGA11 后 ITGA11 和 MMP2 的荧光强度都减弱，

且 PQ 染毒组的 ITGA11 和 MMP2 的荧光强度要强于无 PQ处理的对照组。6、qRT-

PCR 结果显示：转染 miR-17-5p 类似物可明显上调 miR-17-5p 的表达(P<0.05)，

且 ITGA11 及 MMP2 的表达同时下调(P<0.05)，而加入 miR-17-5p 抑制剂后可下调

miR-17-5p 的表达(P<0.05)，且 ITGA11 及 MMP2 的表达同时上调(P<0.05)；免疫

荧光结果显示：在无 PQ染毒组和 PQ染毒组，上调 miR-17-5p 可减弱 ITGA11 及

MMP2 的荧光强度，下调 miR-17-5p 可增强 ITGA11 及 MMP2 的荧光强度，且 PQ染

毒后 ITGA11 及 MMP2 的荧光强度增强。7、双荧光素酶报告基因实验结果提示：

pSI-Check2‐ITGA11‐WT+mimic 组的荧光素酶活性要低于 pSI-Check2‐

ITGA11‐WT+mimic NC 组(P<0.05)， 而 pSI-Check2‐ITGA11‐MUT+mimic 组的

荧光素酶活性与 pSI-Check2‐ITGA11‐MUT+mimic NC 组无差异(P＞0.05), 即

ITGA11 是 miR-17-5p 的靶基因。 

   结论：ITGA11 在 PQ 致肺 EMT 过程中作为 ceRNA 结合 miR-17-5p，从而调控

MMP2 的表达。 

  关键词：百草枯；肺纤维化；上皮间质转化；miR-17-5p；MMP2；ITGA11 

课题资助：国家自然科学基金（No. 81772056）
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Abstract 

Background: Paraquat (PQ) is one of the most common poisons in clinical practice. 

In clinical emergency cases, the fatality rate caused by accidental or intentional 

ingestion of PQ is extremely high. PQ intoxication in any exposure pathway is mainly 

concentrated in the lung. The irreversible and extensive pulmonary fibrosis is the 

leading cause of death. Epithelial-mesenchymal transition (EMT) is involved in 

pulmonary interstitial fibrosis induced by PQ poisoning. During this process, the 

expression of epithelial markers such as epithelia cadherin (E-cadherin) are down-

regulated, while the expression of mesenchymal markers such as α-smooth muscle actin 

(α-SMA) and Vimentin are increased, cells connections are weakened or disappeared, 

extracelluar matrix (ECM) is accumulated and the abilities to migrate and invade are 

acquired. At present, there is no effective treatment for pulmonary interstitial fibrosis 

caused by PQ poisoning, so it is of great significance to find new therapeutic targets. 

  In recent years, more and more attention has been paid to the functions of non-

protein-coding RNA (ncRNA) in cellular pathophysiological regulation. Non-coding 

RNA can be divided into housekeeping RNA and regulatory RNA, and regulatory non-

coding RNA includes miRNA, LncRNA, siRNA, piRNA and so on. Non-coding RNA 

can regulate cellular processes through a variety of signaling pathways, many of which 

are involved in inflammation, EMT, etc. The competing endogenous RNA (ceRNA) 

network refers to that some RNAs with the same miRNA response element (MRE) 

can competitively bind to the same miRNA locus to reduce the inhibiton of miRNA on 

other target, thus influencing biological behavior. Studies have proven that MMP2, a 

member of the Matrix metalloproteinase (MMP) family, is involved in abnormal tissue 

remodeling during PQ induced pulmonary fibrosis. The Integrin alpha 11 (ITGA11) 

may be involved in the process of pulmonary fibrosis and the miR-17-5p is decreased 

in idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) lung tissues and fibroblasts. The ENCORI 

website has predicted that ITGA11 could competitively combine miR-17-5p as an 

ceRNA of MMP2. However, whether this predicted ceRNA network is involved in 

pulmonary EMT caused by PQ poisoning has not been reported so far. 
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Objective: To reveal the potential ceRNA regulatory network in pulmonary EMT 

induced by PQ poisoning and provide potential therapeutic targets for EMT induced 

by PQ poisoning. 

Methods: 1. We used C57/BL6 mice to constructed in vivo model of PQ induced EMT 

by intraperitoneally injecting with 30mg/kg PQ. HE staining and Masson staining were 

used to observe whether the mice developed pulmonary fibrosis at the histopathological 

level. qRT-PCR was used to check the relative expressions of E-cadherin and α-SMA 

to verify whether mice underwent EMT in this model. 2. qRT-PCR was used to verify 

the relative expressions of ITGA11 and MMP2 in the lung tissues after PQ exposure at 

the mRNA level. 3. Explored the appropriate dose of chronic PQ poisoning in A549 

cells and constructed the cell model of pulmonary EMT induced by PQ poisoning. qRT- 

PCR was used to verify the relative expressions of E-cadherin, α-SMA and MMP2 in 

the experimental group at the mRNA level, and western-blot was used to verify the  

relative expressions of E-cadherin, α-SMA and MMP2 in the experimental group at 

the protein level. The changes of cell migration ability in PQ group was verified by 

wound healing assay and transwell assay. Immunofluorescence was used to further 

detect the changes of E-cadherin and α-SMA expression in the cell model. 4.The 

expression changes of ITGA11 and miR-17-5p in the cell model were verified by qRT- 

PCR from the gene level. 5. Used specific siRNA to down-regulate the expression of  

ITGA11, qRT-PCR was used to detect of effect of siRNA sequence and to detect the 

expression of MMP2 after down-regulation of ITGA11, western-blot was used to 

explore the influence of down-regulated ITGA11 on MMP2 and E-cadherin after PQ 

exposure. The effect of down-regulated ITGA11 on MMP2 expression after PQ 

exposure was further verified by immunofluorescence. 6. The expression of miR-17-5p 

was artificially up-regulated or down-regulated by mimic or inhibitor of miR-17-5p 

to test the effect of miR-17-5p on ITGA11 and MMP2. qRT-PCR was used to verify the 

effect at the gene level. Immunofluorescence was used for further verification after 

PQ exposure. 7. Luciferase reporter assay was used to detect whether ITGA11 was the 

target of miR-17-5p. We constructed the wide type (WT) or mutated (MUT) pSI- 

Check2 dual‐luciferase reporter vector and co-transfected with the mimic or mimic NC 

of miR-17-5p. Then compared the relative luciferase activities between different groups. 
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Results: 1. The HE staining results revealed that the PQ treated group showed obvious 

destruction of pulmonary structure, alveolar ruptured and fused and thickened inter- 

alveolar septum. The Masson staining results showed significant increase in deposition 

of collagen fibres in PQ group than normal control group. qRT-PCR results showed that 

the expression of E-cadherin was down-regulated (P<0.05) and expression of α-SMA 

was up-regulated in mice model of PQ poisoning (P<0.05). 2. qRT-PCR results showed 

that the expression of ITGA11 and MMP2 was up-regulated in mice model of PQ 

poisoning (P<0.05). 3. The survival rate of A549 cells was still better when the PQ 

concentration reached 60μmol/L. qRT-PCR results showed that the expression of E- 

cadherin was down-regulated (P<0.05) and expression of α-SMA and MMP2 was up- 

regulated (P<0.05) in PQ treated cells.Western-blot results showed that the expression 

of E-cadherin was down-regulated (P<0.05) and expression of α-SMA and MMP2 was 

up-regulated (P<0.05) in PQ treated cells. The immunofluorescence results were 

consistent with western blot results. The wound healing assay and transwell assay 

showed that the migration ability of PQ treated cells was enhanced (P<0.05). 4. The 

expression of ITGA11 was up-regulated (P<0.05) and the expression of miR-17-5p was 

down-regulated (P<0.05) in PQ treated cells. 5. qRT-PCR results showed that the 

siRNA sequence of ITGA11 could down-regulate the expression of ITGA11 (P<0.05) 

and MMP2 was down-regulated after the down-regulation of ITGA11 (P<0.05). The  

western-blot results showed that the expression of MMP2 was decreased and the 

expression of E-cadherin was increased in PQ treated group after the down-regulation 

of ITGA11 (P<0.05). Immunofluorescence results showed that the expression of 

MMP2 was also down-regulated after ITGA11 down-regulated by siRNA in both non- 

PQ treated and PQ treated group, and the fluorescence intensity of ITGA11 and MMP2  

was increased after PQ exposure. 6. qRT-PCR results showed that the mimic could 

significantly increase the expression of miR-17-5p (P<0.05) and the expression of 

ITGA11 and MMP2 was down-regulated simultaneously with the up-regulation of 

miR-17-5p by transfection of its mimic (P<0.05), while the inhibitor could decrease 

the expression of miR-17-5p (P<0.05) and expression of ITGA11 and MMP2 was 

up-regulated simultaneously with the down-regulation of miR-17-5p by transfection of 

its inhibitor (P<0.05). The immunofluorescence results in both non-PQ treated group 
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and PQ group were consistent with qRT-PCR results and the fluorescence intensity of 

ITGA11 and MMP2 was increased after PQ exposure. 7. The luciferase activity of pSI- 

Check2‐ITGA11‐WT+mimic was lower than that of pSI-Check2‐ITGA11‐WT+mimic 

NC (P<0.05). And the luciferase activity of pSI-Check2‐ITGA11‐MUT+mimic had no 

difference with that of pSI-Check2‐ITGA11‐MUT+mimic NC (P＞0.05). In other word, 

the ITGA11 was the target of miR-17-5p. 

Conclusion: ITGA11 functions as ceRNA to regulate MMP2 in PQ induced pulmonary 

EMT. 

Key words: Paraquat; pulmonary fibrosis; Epithelial-mesenchymal transition; miR-17-

5p; MMP2；ITGA11 
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英文缩略语 

英文缩写 英文全称 中文全称 

PQ         Paraquat                      百草枯 

EMT       Epithelial-mesenchymal transition  上皮间质转化 

E-cadherin  Epithelia cadherin                E-钙粘附蛋白 

α-SMA     α-smooth muscle actin            α 平滑肌肌动蛋白 

MMP      Matrix metalloproteinase          基质金属蛋白酶 

ECM      Extracelluar matrix               细胞外基质 

FBS       Fetal bovine serum               胎牛血清 

PBS       Phosphate buffer saline            磷酸盐缓冲液 

PMSF     Phenylmethanesulfonyl fluoride      苯甲基磺酰氟化物 

qRT-PCR   Quantitative Realtime             实时荧光定量多聚酶链反应 

Polymerase Chain Reaction   

SDS       Sodium dodecyl sulphate           十二烷基硫酸钠 

PAGE      Polyacrylamide gel electrophoresis   聚丙烯酰胺凝胶电泳 

TBST      Tris-buffered saline with            含吐温 20 的三羟甲基氨基甲 

Tween 20                        烷缓冲液 

TEMED    N,N,N´,N´-tetramethylethylenediamine 四甲基乙二胺 

WB        Western-blot                     蛋白免疫印迹法 

DMSO      Dimethyl sulfoxide               二甲基亚砜 

DEPC       Diethyl pyrocarbonate            焦碳酸二乙酯 

APS        Ammonium persulfate            过硫酸铵 

ncRNA      non-protein-coding RNA          非编码 RNA 

miRNA      microRNA                     微小 RNA 

LncRNA     Long non-coding RNA           长链非编码 RNA 

ceRNA      Competing endogenous RNA      竞争性内源 RNA 

MRE        miRNA response element        miRNA 应答元件 

3’UTR       3-untranslated region            3’端非翻译区 

ITGA11      Integrin alpha 11               整合素 α11 
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第一部分：百草枯中毒致肺 EMT 的研究 

1 前言 

百草枯（Paraquat,PQ）的化学名称为１-１-二甲基-４-４-联吡啶阳离子盐 ，

是具有较强毒性的有机杂环类接触性脱叶剂及除草剂，是临床上最普遍的中毒物质

之一[1]。在亚洲、太平洋国家和美洲的许多地方，PQ摄入是致死性中毒的重要原因

[2]。PQ是剧毒物质，而临床上并没有特效药物来阻断其毒性作用，意外或故意摄入

的致死率极高[3]，临床中毒患者的病死率常常 > 90%，尤其是在中国，过去的 20 年

里，PQ中毒的发病率急剧上升[4]。口服是 PQ 中毒的主要途径，成人致死量为 20% 

PQ 水溶液 5～15 mL（20～40 mg/kg）。最容易被影响的器官是那些有丰富血流、

高氧分压和高能量需求的器官，尤其是肺、心脏、肾脏和肝脏[5]。PQ被亚精胺/腐胺

和其他细胞膜转运蛋白主动摄取，从而导致肺、肾脏、肝脏和肌肉组织中浓度相对

较高[6]。PQ可在多种器官内分布，但具有明显的肺毒性，在任何暴露途径下都主要

积聚于肺泡上皮细胞中，PQ 在肺内的聚积呈时间依赖性增加，破坏肺组织，使肺组

织过度修复，其导致的不可逆的和广泛的肺纤维化是 PQ 中毒的主要死因[1, 5]。 

上皮-间质的转化（epithelial-mesenchymal transition，EMT）是指在一定的

病理生理条件下上皮细胞表型发生改变，转化为间质细胞表型的过程[7]。在此过程

中，上皮细胞下调了包括 E-钙粘附蛋白（Epithelia cadherin, E-cadherin）在内

的细胞黏附分子的表达、细胞连接减弱或消失、失去顶端-基底端的极性、细胞外基

质(Extracelluar matrix，ECM)蛋白沉积、获得了迁徙侵袭能力。上皮表达标志物

如 E-cadherin、紧密连接蛋白-1、细胞角蛋白表达下降[8]，而间质表达标记物如 α

平滑肌肌动蛋白（α-smooth muscle actin, α-SMA）、波形蛋白(Vimentin)、N-钙

粘附蛋白(N-cadherin)等表达上升[9-11]。EMT常见于肿瘤和纤维化过程[12, 13]，EMT 也

可参与肺间质纤维化的过程[14]，肺泡 II 型上皮细胞可通过 EMT 获得成纤维细胞样

表型，促进胶原沉积及肺纤维化的发生[15, 16]。有研究证实 EMT 参与 PQ 中毒所致的

肺间质纤维化的过程[17, 18]。 

细胞发生 EMT 后，其分泌基质金属蛋白酶(matix metalloproteinase，MMP)的

能力会增强[19]，MMP的重要家族成员包括 MMP2 和 MMP9,这些成员能裂解大部分细胞
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外基质中的蛋白质成分，包括胶原蛋白、蛋白多糖、层合蛋白、纤维连接蛋白和弹

性蛋白等。MMP 是调节 ECM 降解破坏的重要蛋白水解酶，ECM 合成和降解失衡会引

起 ECM 积聚，是导致肺间质纤维化的重要病理生理因素。在慢性损伤过程中，MMP

可能会破坏肺泡 ECM支架，以致破坏正常修复所需的结构模板[20, 21]。目前关于 MMP2

在肺纤维化中的作用主要集中于二氧化硅(Silica)和博来霉素诱导的肺纤维化中

[22-24]。有关 MMP2 在 PQ 诱导的肺纤维化中的研究极少。在 PQ诱导的肺损伤中，MMP9

主要参与 PQ诱导的 ALI 的早期炎症阶段，而 MMP2 可能主要参与晚期的肺组织损伤

修复和纤维化过程[25]，进一步深入研究 MMP2 参与的 PQ中毒所致的肺 EMT过程具有

重要而深远的意义。 

2 材料与方法 

2.1 主要试剂和仪器 

2.1.1 实验小鼠 

C57/BL6 小鼠(雄性，6-8 周龄)由北京华阜康生物科技有限公司提供。 

2.1.2 细胞系 

人类肺腺癌肺泡基底上皮细胞 A549 细胞购自中国科学院上海生命科学研究院

细胞库。 

2.1.3 主要试剂 

RPMI 1640 细胞培养基 （Hyclone 公司） 

胎牛血清(FBS) （Hyclone 公司） 

青霉素链霉素溶液 （Hyclone 公司） 

胰蛋白酶 （Hyclone 公司） 

二氯百草枯  （美国 sigma 公司） 

改良 HE 染色试剂盒 （北京索莱宝科技公司） 

Masson 三色染色液 （珠海贝索生物技术有限公司） 

RIPA 裂解液(中) （江苏碧云天生物技术有限公司） 

BCA 蛋白定量试剂盒 （北京康为世纪公司） 

5×蛋白示踪上样缓冲液 （深圳达科为生物技术有限公司） 
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Acrylamide Kit (12%) （美国 BIO-RAD） 

TEMED （上海生工生物股份有限公司） 

APS （美国 sigma 公司） 

彩虹 180 广谱蛋白 Marker （北京索莱宝科技公司） 

PVDF(0.45 μm)膜 （默克密理愽公司） 

Tween-20 （上海生工生物工程有限公司） 

超敏型 ECL 化学发光液 （北京博奥龙免疫技术有限公司） 

脱脂奶粉 （OXOID ，UK） 

RNAiso plus （TAKARA ，Japan） 

反转录试剂盒 （TAKARA ，Japan） 

qRT-PCR 引物 （上海生工生物股份有限公司） 

抗 E-cadherin 抗体 （美国 Abcam） 

抗 α-SMA 抗体 （美国 Abcam） 

抗 MMP2 抗体 （美国 Abcam） 

抗 GAPDH 抗体 （武汉三鹰生物技术有限公司） 

0.1%结晶紫染色液 （北京索莱宝科技公司） 

4%组织细胞固定液 （北京索莱宝科技公司） 

Triton X-100 （北京索莱宝科技公司） 

封闭血清 （北京索莱宝科技公司） 

DAPI 溶液 （北京索莱宝科技公司） 

抗荧光衰减封片剂 （博士德生物工程有限公司） 

免疫荧光二抗 （美国 Abbkine 公司） 

2.1.4 主要仪器 

CO2 细胞培养箱 （HERAcell 150i，美国 Thermo Fisher Scientific 公司） 

超净工作台 （GLC 型， 中国哈尔滨市东联公司） 

恒温水浴锅 （天津恒奥科技发展有限公司） 

冷冻离心机 （5804R 型，德国 Eppendorf 公司） 

电子分析天平 （AL204 型，上海梅特勒-托利多公司） 

紫外凝胶成像系统 （FluorchemHD 2 型，美国 Alpha 公司） 

蛋白质电泳仪 （Mini Protean 3 Cell 型，美国 BIO-RAD 公司） 

-80℃低温冰箱 （Kelvinator 100 型，美国 Commercial products 公司） 
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酶标仪 （Fluostar omega，美国 BMG 公司） 

倒置显微镜 （IM 型，日本 Olympas 公司） 

倒置荧光显微镜 （OM2300B，leica 公司） 

Milli Q 纯水仪 （PL5124PALL 型，英国 ELGA 公司） 

转膜仪 （Mimi Trans-Blot 型，美国伯乐公司） 

多功能热循环仪 PCR 仪 （PTC-200 型，美国 BIO-RAD 公司） 

NanoDrop-ND2000 （美国 Thermo 公司） 

实时荧光定量 PCR 仪器 （LightCycler 96 型，上海 Roche Molecular Systems, Inc.公

司） 

全光谱激光共聚焦显微镜 （C1Si, 日本 Nikon） 

2.2 动物模型的构建 

(1)动物分组：13 只 C57/BL6 小鼠随机分为两组：对照组（3 只）和 PQ 处理组 

（10 只）。小鼠饲养于 SPF 级实验室(12h 光照、12h 黑夜交替循环，温度控制在

22.2°C)，常规饲料饲养，小鼠可以随意摄取水和食物。 

(2)PQ 溶液的配制：称取 PQ 粉末溶解于生理盐水中配制 0.3%的 PQ 溶液。 

(3)给药：PQ 处理组的小鼠一次性腹腔注射 30mg/kg 的 PQ 溶液，对照组注射等 

量的生理盐水，21 天后取材。 

2.3 肺组织取材 

(1)麻醉：腹腔注射 10%的 300mg/kg 水合氯醛，麻醉小鼠，麻醉后将小鼠于仰 

卧位固定好，准备取材。 

(2)灌注肺循环：常规消毒，打开小鼠的胸腔，充分暴露小鼠的肺组织和心脏， 

剪掉左心耳，从小鼠的右心室进针，用预冷的生理盐水冲洗掉肺循环中的血液。 

(3)取材：迅速摘取小鼠的肺组织，在生理盐水中稍加润洗，左肺组织于 4%组织 

细胞固定液中固定，用于病理切片的制备，右肺组织经液氮速冻后迅速冻于-80℃冰

箱备用。 

2.4 HE 染色 

(1)石蜡包埋：组织固定后常规石蜡包埋，切片备用。 

(2)脱蜡水化：采用二甲苯Ⅰ、二甲苯Ⅱ、二甲苯Ⅲ各脱蜡 10min, 无水乙醇、95% 
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乙醇、80%乙醇、70%乙醇顺序水化。 

(3)苏木素染色液染色：染色 3min,自来水冲洗 5s；分化液 5s，自来水冲洗 20s； 

返蓝液返蓝 10s，自来水冲洗 20s。 

(4)伊红染色液染色：染色 1min,自来水冲洗 5s。 

(5)脱水透明封片：80%乙醇、90%乙醇、95%乙醇、无水乙醇各顺序脱水 5min， 

二甲苯Ⅰ、二甲苯Ⅱ各透明 1min，中性树胶封片后镜下观察。 

2.5 Masson 三色染色 

(1)石蜡包埋、脱蜡、水化同 HE 染色 

(2)Weigert 铁苏木素染色：Weigert 铁苏木素 A 液、B 液等比例混合，染色 5min， 

流水稍洗。 

(3)1%盐酸酒精分化，流水冲洗。 

(4)丽春红酸性品红染色：染色 5min,蒸馏水冲洗 5s。 

(5)磷钼酸溶液处理约 5min，直接用苯胺蓝染液复染 5min。 

(6)1%冰醋酸处理 1min。 

(7)脱水透明封片同 HE 染色。 

2.6 细胞培养 

(1)A549 细胞培养环境：95%空气，37℃，5%CO2。培养基：含 10%胎牛血 

清（FBS）和 1%双抗(10000 U／mL 青霉素，10000μg／mL 链霉素)的 RPMI 

1640 细胞培养基。 

(2)换液：每 24h 在观察一次细胞状态，包括肉眼观察培养基是否浑浊、显微 

镜下观察细胞整体状态及密度，并更换培养基。弃去原培养基并用 PBS 溶液 

轻轻冲洗细胞 3 次，加入适量培养基，放回培养箱。 

(3)传代：当细胞长至 80%-90%时进行传代。弃去原培养基，使用无血清培养基 

冲洗 2 次，吸净培养基，加入 500μL-1mL 胰酶，保证胰酶完全覆盖住贴壁细胞，置

于 37℃培养箱消化 3-5min，显微镜下观察细胞形态，如细胞形态已皱缩有即将脱落

的趋势，立即加入双倍胰酶体积的含 10%FBS 的培养基终止消化，吹打 2-3 次至细

胞从培养皿脱落，收集细胞消化液于离心管中离心(1000rpm/min,5min),弃上清，取

1mL 含 10%FBS 的培养基重悬细胞，加入已加好培养基的培养皿混匀细胞，继续培

养。 
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(4)冻存：将生长状态良好的对数生长期的细胞消化下来，消化方法同前，用 1mL 

冻存液(含 20%FBS、10%DMSO 的 RPMI 1640 培养基)重悬细胞，收集细胞悬液至

冻存管中并放于程序降温盒中，于-80℃低温冰箱过夜，再转移至液氮罐中。 

(5)复苏：将冻存管置于 37℃水浴锅中迅速解冻 1min，使细胞液融化，离心 5min， 

1000rpm/min,弃上清，加 1mL 含 10%FBS 的培养基重悬细胞，加入已加好适量培养

基的培养皿中，混匀细胞，放至 37℃培养箱培养。 

2.7 PQ染毒细胞给药浓度初步摸索 

(1)将生长状态良好的对数生长期的 A549 细胞接种于培养皿中，稳定 12h。 

(2)称取 12.858mg 的二氯百草枯粉末，加入 5mL 的 PBS，充分混匀配制成 

104μmol/L 高浓度储备液，在超净台用 0.22μm 的无菌滤头过滤后备用。 

(3)用不含血清的 RPMI 1640 培养基稀释高浓度储备液，使得加入培养皿中的 

PQ 终浓度依次稀释为 15μmol/L、30μmol/L、60μmol/L、120μmol/L、240μmol/L。 

(4)培养 6 天，每两天换液一次，每天在显微镜下观察细胞状态。 

2.8 Quantitative Realtime Polymerase Chain Reaction 

(1)总 RNA 的提取 

  1)肺组织和细胞完成造模后进行总 RNA 的提取：从﹣80℃冰箱取出肺组织，

称取 30mg 左右的组织，迅速转移至用液氮预冷的研钵中，用研杵研磨组

织，其间不断加入液氮，直至研磨成粉末状，加 1mL 的 RNAisoplus，室温

静置 5min，12000g，4℃，离心 5min，将上清移至新的无 RNA 酶的离心管

中；A549 细胞弃去培养基，加 1mL PBS 清洗一次，向细胞培养皿中加 1mL 

RNAisoplus，充分混匀使 RNAisoplus 分布均匀，室温静置 5min,将其转移

至无 RNA 酶的离心管中； 

  2)加入 200μL 的氯仿振荡混匀，室温静置 5min，12000g，4℃，离心 15min； 

  3)小心吸取上清，并加入与上清等体积的异丙醇，室温静置 10min，4℃，离

心 10min； 

  4)弃上清，加入 1mL 用 DEPC 水稀释的 75%的乙醇洗涤，7500g，4℃， 离

心 5min； 

  5)弃上清，干燥，将沉淀溶解于 DEPC 水中，用 NanoDrop 2000 测 RNA 的浓

度及纯度。 
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(2)细胞总 RNA 反转录 

  混合体系均在冰上配制 

1)去除基因组 DNA 

  取 500ng 的 RNA 进行反转录，配制去除基因组 DNA 混合体系 

表 2.1 去除基因组 DNA 体系 

     PCR 仪运行程序：42℃，2min；4℃ 

2)反转录反应 

表 2.2 反转录混合体系 

PCR 仪运行程序：37℃，15min；85℃，5sec；4℃ 

(4) qRT-PCR：冰上配置 20μL 的 qRT-PCR 反应体系，包含 10 μL 的 SYBR Premix 

Ex Taq II (2×)，Forward Primer (10 pmol/μL)和 Reverse Primer (10 pmol/μL)各 0.8 μL，

1μL 的 DNA 模板，7.4 μL 的 Rnase-Free dH2O。 

1)扩增程序： Preincubation：95 °C,30 sec， 1 cycle； 

              3 Step Amplification：95 °C 10 sec， 

60 °C(依据退火温度调整) 45 sec， 

72 °C 45 sec，40 cycles； 

试剂 使用量 

gDNA Eraser Buffer (5×) 

gDNA Eraser 

Total RNA 

 

Rnase-Free dH2O 

2.0 μL 

  1.0 μL 

20 μL 反应体系总 RNA 为 500 ng 

(根据浓度换算体积) 

Up to 10 μL 

试剂 使用量 

上一步的反应液 

PrimeScript® Buffer 2 (5×) 

PrimeScript® RT Enzyme Mix I 

RT Primer Mix 

Rnase-Free dH2O 

10 μL 

  4.0 μL 

  1.0 μL 

  1.0 μL 

Up to 20 μL 
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              Melting：95°C 10sec，65℃ 60sec，97℃ 1sec，1 cycle 

              Cooling：37℃ 30sec 

2)相关基因引物序列： 

表 2.3 qRT-PCR 引物序列 

2.9 Western -blot 

(1)细胞蛋白样品准备 

  1)将造模完成的细胞从培养箱取出，将培养基吸至离心管，2000 rpm 离心 5 

min，弃上清，回收其中的漂浮细胞； 

2)向培养皿中加入 1mL 的 PBS，用细胞刮将贴壁细胞刮干净，回收至之前的

离心管中，2 000 rpm 离心 5 min； 

基因名称 primer (5' to 3') 序列 

Mus-GAPDH 

 

Mus-E-cadherin 

 

Mus-α-SMA  

 

Mus-MMP2 

Forward  

Reverse  

Forward  

Reverse 

Forward  

Reverse 

Forward  

Reverse 

AAATGGTGAAGGTCGGTGTGAAC    

CAACAATCTCCACTTTGCCACTG 

CAGTTCCGAGGTCTACACCTT 

TGAATCGGGAGTCTTCCGAAAA 

CCCAGACATCAGGGAGTAATGG   

TCTATCGGATACTTCAGCGTCA 

ACCTGAACACTTTCTATGGCTG 

CTTCCGCATGGTCTCGATG 

has-GAPDH 

 

has-E-cadherin 

 

hsa-α-SMA 

 

has-MMP2 

Forward  

Reverse 

Forward  

Reverse 

Forward  

Reverse 

Forward  

Reverse 

CACCCATGGCAAATTCCATGGC 

GCATTGCTGATGATCTTGAGGCT 

CGTAGCAGTGACGAATGTGGTAC 

AACTGGAGAACCATTGTCTGTAGC 

GGCTGTTTTCCCATCCATTGT 

TCTTTTGCTCTGTGCTTCGT 

TTTCCATTCCGCTTCCAGGGCAC 

TCGCACACCACATCTTTCCGTCACT 
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  3)根据离心沉淀量加 70-80μL 的 RIPA 进行细胞裂解，充分吹打混匀，12000 

rpm 离心 5min； 

  4)收集上清，取少量上清进行蛋白浓度定量，方法参见 BCA 蛋白定量试 剂

盒； 

  5)将蛋白调成相同浓度，以 4:1 的比例加入 5×loading buffer 充分混匀，100 °C 

变性 5 min。 

(2) SDS-PAGE：配制 10%的 APS 溶液，依据 Acrylamide Kit 说明书向其中加入 

APS 溶液及 TEMED，凝胶 30min。配制电泳缓冲液：Glycine 18.8 g、Tris 3.02 g、

SDS 1.0 g，去离子水定容至 1 L。将参齐浓度的蛋白样品上样，每孔上样量为 30 μg，

250 V, 电泳 30 min。 

(3) 转膜：提前配制好(10×)电转液：Tris 29 g，Glycine 145 g，去离子水定容 

至 1 L，将其按去离子水：甲醇：电转液(10×) = 7:2:1 的比例稀释成 1×电转液 4℃预

冷，电泳结束后采用湿转法转膜。电转槽用去离子水淋洗晾干，加入 1 000mL 电转

液。将海绵完全浸湿，不留气泡。将滤纸和胶平铺于海绵上，铺上甲醇浸泡过的 PVDF

膜，再在膜上铺滤纸和海绵，各层之间均不可有气泡，封紧后放入电转槽，注意膜

在正极一侧。降温，将电转槽置于冰水混合物中。恒流 300 mA，90 min。 

(4) 封闭：提前配制 TBS 缓冲液配制(10×)：Tris-base 30 g，NaCl 80 g 调 pH 为 

7.6，去离子水定容至 1 L。配制 1×TBST 溶液 1L(10×：去离子水=1:9,再加入 1mL 

Tween20)用 TBST 配制 5%脱脂奶粉。将膜从电转槽中取出，去离子水 TBST 洗涤

一次，浸没于 5%脱脂奶粉中缓慢摇荡 1 h。 

(5) 孵育一抗：用 TBST 稀释一抗(比例参见说明书)，将膜浸没于一抗稀释液 

的抗体孵育盒里，4℃静置过夜。 

(6) 洗涤：一抗孵育结束后，用 TBST 漂洗膜后再浸洗三次，每次 5 min。 

(7) 孵育二抗：根据一抗来源选择合适的二抗，用 TBST 按相应比例适当稀 

释，室温缓慢摇晃 1h。 

(8) 洗涤：二抗孵育结束后，用 TBST 漂洗膜后再浸洗三次，每次 5 min。并 

用去离子水再漂洗一次。 

(9) 显色：按超敏型 ECL 化学发光液说明书配制显色液，并发光成像。 

2.10 免疫荧光 

(1)用 75%酒精浸泡盖玻片 2h，晾干后进行细胞爬片，要求所铺细胞数在
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准备进行免疫荧光时长至 70%左右。  

(2)固定：弃去培养基，PBS 轻轻润洗三次，避免冲洗对细胞形态的影响，4%组

织细胞固定液固定 30min，PBS 轻轻洗涤三次，每次 5min。 

(3)透化：0.2%Triton X-100 冰上静置 5min，PBS 轻轻洗涤三次，每次 5min。 

(4)封闭：吸净 PBS，加入 5%封闭血清室温封闭 1h，PBS 洗涤三次，每次 5min。 

(5)一抗结合：用封闭液按适当比例稀释一抗，孵育 4℃过夜。 

(6)复温：复温 30min，PBS 稍加洗涤三次，每次 5min。 

(7)二抗结合：避光稀释二抗，孵育对应的二抗 1.5h，此步骤开始所有操作均在

避光条件下进行。 

(8)洗涤：PBS 洗涤三次，每次 5min。 

(9)染核：加 DAPI 溶液，避光孵育 5-10min。 

(10)洗涤：PBS 洗涤三次，每次 5min。 

(11)封片：滴加防荧光淬灭封片剂，镜下观察。 

2.11 细胞划痕实验 

(1)用 marker 笔在 6 孔板背面画平行的横线(每隔 0.5cm 画一条)，向 6 孔板均匀 

接种适量细胞，当单层细胞融合铺满 6 孔板时，用 PBS 溶液冲洗三次。 

(2)用 10μL 枪头垂直划痕，各孔用同一个枪头划线，尽量保证划痕宽度一致再 

用 PBS 冲洗三次，洗净漂浮细胞及细胞碎片。 

(3)加入含 2% 血清的 RPMI 1640 培养基继续培养，随机选取三个固定视野，不 

同时间点观察相同位置的划痕并拍照分析。 

2.12 Transwell 实验 

(1)用无血清的 RPMI 1640 培养基饥饿细胞 12h。 

(2)上室中加入 100μL 细胞悬液，每个孔铺 1×105个细胞。 

(3)下室加入含 20% 血清的 RPMI 1640 培养基 600μL，放入培养箱培养 48h。 

(4)取出培养的细胞，用 4%组织细胞固定液固定 20min，用 PBS 洗涤两次。 

(5)用 0.1%结晶紫染色 20min,用 PBS 洗涤两次。  

(6)用棉签擦干净内室内膜的细胞，镜下观察并拍照。 

2.13 统计分析 
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计量资料实验结果表示为：平均值 ± 标准误差(Mean ± SD)，实验结果采用

GrahPad Prism5.0 软件进行统计分析，P<0.05 表示差异有统计学意义。  

3 实验结果 

3.1 PQ诱导小鼠肺组织发生纤维化 

小鼠肺组织进行 HE 染色和 Masson 三色染色，从病理水平观察小鼠肺组织结

构的变化。HE 染色结果显示：对照组小鼠肺组织结构正常，肺泡间隔厚度正常(图

1.1A)，而 PQ 染毒组的肺组织结构破坏，肺泡破裂融合，肺泡间隔明显增粗(图 1.1B)。

Masson 三色染色法结果显示：与对照组(图 1.1C)相比，PQ 染毒组小鼠肺组织胶原

蛋白沉积增加(图 1.1D)。即病理染色结果提示 PQ 染毒后小鼠肺组织发生了纤维化

改变。 

 

图 1.1 PQ 染毒后小鼠肺组织病理改变（×400） 

A：对照组 HE 染色结果；B: 30mg/kg PQ 处理组 HE 染色结果；C：对照组 Masson 三色染

色结果；D：30mg/kg PQ 处理组 Masson 三色染色结果。 

3.2 EMT 参与 PQ诱导的小鼠肺组织纤维化 

通过 qRT-PCR 检测小鼠肺组织上皮表达标志物 E-cadherin 及间质表达标志物

α-SMA 的表达情况，结果显示：PQ 染毒组与对照组相比，E-cadherin 表达下调

(P<0.05)，而 α-SMA 表达上调(P<0.05)，提示肺组织发生了 EMT，且在该模型中

MMP2 的表达上调(P<0.05) (图 1.2)。 
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图 1.2 30mg/kg 的 PQ 染毒后小鼠 EMT 相关基因表达水平改变 

A：PQ 染毒后 E-cadherin 表达下调(P<0.05)；B: PQ 染毒后α-SMA 表达上调(P<0.05)；

C：PQ 染毒后 MMP2 表达上调(P<0.05)；(*表示 P<0.05)。 

3.3 A549 细胞 PQ 染毒细胞给药浓度初步摸索 

     设置一定范围的 PQ 染毒暴露浓度梯度，以确定可致细胞明显出现 EMT 的最

小染毒暴露浓度，使细胞在该浓度下依然可以保持一定存活率以便于后续分析。实

验结果显示，细胞加入 PQ 6 天后，15μmol/L、30μmol/L、60μmol/L 浓度组的细胞

存活率较好，当浓度达到 120μmol/L 和 240μmol/L 时细胞基本全部死亡，而无法满

足后续实验要求(图 1.3)。 

 

图 1.3 PQ 染毒 6 天后 A549 细胞生长状态（×400） 

A：对照组；B: 15μmol/L PQ 处理组；C：30μmol/L PQ 处理组；D：60μmol/L PQ 处理

组；E：120μmol/L PQ 处理组；F：240μmol/L PQ 处理组。  

3.4 PQ 介导的 A549 细胞 EMT 过程 
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选取 15μmol/L、30μmol/L、60μmol/L 三个浓度对 A549 细胞进行染毒，培养 6

天后，提取 RNA 从 mRNA 水平验证 EMT 相关基因表达变化情况，如图，PQ 染毒

组与对照组相比，研究发现，30μmol/L 和 60μmol/L 的 PQ 染毒组基因表达变化的

差异有统计学意义，其中，上皮表达标志物 E-cadherin 表达下调(P<0.05)，而 α-SMA

和 MMP2 的表达上调(P<0.05) (图 1.4)。提取细胞蛋白质从蛋白水平检测 60μmol/L

的 PQ 染毒组细胞 E-cadherin、α-SMA 及 MMP2 表达的变化情况，研究发现， 

60μmol/L 的 PQ 染毒组蛋白变化与对照组相比差异有统计学意义(P<0.05) (图 1.5)，

仍说明在 60μmol/L 的 PQ 浓度处理下，A549 细胞出现明显 EMT 改变。用免疫荧

光双染法进一步验证 60μmol/L PQ 作用时，E-cadherin、α-SMA 的表达情况，其中

用 DAPI 染细胞核（蓝光），E-cadherin 染绿色荧光、α-SMA 染红色荧光： 60μmol/L 

的 PQ 处理组的 E-cadherin 荧光强度减弱，而 α-SMA 的荧光强度增强(图 1.6)。 

 

 

图 1.4 PQ 诱导 A549 细胞 EMT 的基因水平变化 

采用 qRT-PCR 检测各基因 mRNA 水平的改变情况，PQ15 表示 15μmol/L 的 PQ 处理组，

PQ30 表示 30μmol/L 的 PQ 处理组，PQ60 表示 60μmol/L 的 PQ 处理组，A：E-cadherin 表达

的改变情况；B：α-SMA 表达的改变情况；C：MMP2 表达的改变情况。结果显示：30μmol/L 

和 60μmol/L 的 PQ 处理组的 E-cadherin 表达下调、α-SMA 及 MMP2 表达上调（P<0.05），(*

表示 P<0.05)。 
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图 1.5 PQ 诱导 A549 细胞 EMT 的蛋白水平变化 

A：Western-blot 显示 60μmol/L 的 PQ 浓度作用下 E-cadherin、α-SMA 及 MMP2 表达改

变情况；B：western-blot 条带灰度分析统计图， 60μmol/L 的 PQ 处理组的 E-cadherin 表

达下调,α-SMA 及 MMP2 表达上调（P<0.05），(*表示 P<0.05)。 

 

图 1.6 PQ 诱导 A549 细胞 EMT 的蛋白荧光染色情况（×400） 

用 DAPI 染细胞核（蓝光），E-cadherin 染绿色荧光，α-SMA 染红色荧光，结果显示：

60μmol/L PQ 处理组,E-cadherin 荧光强度减弱,α-SMA 荧光强度增强。 

3.5 PQ染毒后 A549 细胞的迁移能力增强 

细胞划痕实验结果显示，60μmol/L 的 PQ 处理细胞 96h 后，其划痕面积明显小

于对照组，即 PQ 染毒组 A549 细胞划痕的伤口愈合能力要明显强于相应的对照组

(P<0.05)，说明 PQ 染毒后可增强细胞的迁移能力(图 1.7)。采用 Transwell 实验进

一步检测细胞的迁移能力的变化，与对照组相比，PQ 处理后从上室内侧迁移过来

的细胞数量明显增加（P<0.05）(图 1.8)，进一步说明 PQ 处理后迁移能力增强。 
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图 1.7 划痕实验检测 PQ 染毒后细胞迁移能力的变化 

A：划痕实验检测 PQ 处理后细胞迁移能力的变化，60μmol/L 的 PQ 处理后细胞划痕的伤

口愈合能力增强；B:实验组与对照组划痕伤口愈合率改变情况，PQ 处理后迁移能力明显增强

（P<0.05），(*表示 P<0.05)。 

 

图 1.8 Tranwell 实验检测 PQ 染毒后细胞迁移能力的变化 

A：PQ 处理后从上室内侧迁移至外侧的细胞数量明显逐渐增多；B: 60μmol/L 的 PQ 处理

组发生迁移的细胞数量明显多于对照组（P<0.05），(*表示 P<0.05)。 
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4 讨论 

PQ 是目前世界范围内广泛使用的除草剂，其毒性强、中毒剂量小、预后极差。

目前尚无针对 PQ 的特效解毒药，PQ 中毒机制的研究具有重要的临床意义。PQ 中

毒后主要靶器官是肺，肺组织中毒损伤后过度修复会引起间质组织异常沉积，导致

慢性进行性肺纤维化，最终患者常死于呼吸衰竭。EMT 常见于纤维化、肿瘤等慢性

疾病中，在此过程中，上皮细胞会下调细胞粘附分子的表达，使细胞之间的连接作

用减弱甚至消失，而间质表达标志物会上调，增强细胞的迁移能力，EMT 参与肺纤

维化的病理生理过程，深入探讨 EMT 在 PQ 所致肺 EMT 中的作用机制具有重要临

床意义。 

首先本实验通过体内实验验证了 PQ 中毒后会引起肺组织的纤维化，肺组织结

构明显被破坏，肺泡破裂融合，且胶原蛋白沉积明显增加，进一步通过 qRT-PCR 检

测该纤维化模型中上皮表达标志物及间质表达标志物的改变情况，qRT-PCR 结果显

示上皮表达标志物 E-cadherin 表达下调，而间质表达标志物体 α-SMA 表达上调，即

提示 EMT 过程参与了 PQ 中毒后引起的肺纤维化。其次，我们通过外实验验证 PQ

中毒后是否可引起肺泡上皮细胞A549的EMT。我们发现随着 PQ作用浓度的升高，

细胞数量明显减少，其一这可能与 PQ 对细胞的毒性作用有关，其二，可能与 PQ 作

用后细胞周期进程瞬时衰减有关[26, 27]。在本研究中我们发现 PQ 中毒可以引起肺泡

上皮细胞 A549 的 EMT 改变，qRT-PCR、western-blot 和免疫荧光结果一致提示：

PQ 染毒后，A549 细胞会下调上皮表达标志物 E-cadherin 的表达，而上调间质标志

物 α-SMA 的表达，而划痕实验和 Transwell 实验共同证实了 PQ 可增强 A549 细胞

的迁移能力，即上皮细胞发生间质化后上皮细胞之间的连接减弱，更容易发生迁移，

这进一步验证了 PQ 的促肺泡上皮细胞的 EMT 作用。 

明胶酶 MMP2 是一种与迁移能力密切相关的蛋白水解酶，MMP2 在肺组织的

多种细胞类型中都有表达，如细支气管上皮细胞、成纤维细胞、巨噬细胞等，MMP2

可以降解基膜的层粘连蛋白和 IV 型胶原蛋白，破坏其完整性。同时这种破坏会进

一步加重组织损伤修复，使肺纤维化进行性恶化加重[28]。除了降解基质成分外，

MMP2 可以调节趋化因子和细胞因子，在炎症调节过程中可促进它们迁移到炎症部

位，是和细胞迁移能力增强有关的重要分子[29]。已有研究表明 MMP2 的表达异常与

肺纤维化密切相关[30]。在肺纤维化的发展过程中，MMP2 的异常调节影响疾病的病

理过程，MMP2 可特异性地降解 ECM 的重要成分，如明胶和胶原蛋白，从而破坏
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肺泡壁的结构[22]。我们通过体内实验检测 PQ 染毒后发生 EMT 的肺组织中 MMP2

表达情况的改变，qRT-PCR 结果提示 MMP2 在 PQ 致肺 EMT 的小鼠模型中表达上

调，上调的 MMP2 会破坏肺组织结构的完整性，引起组织过度的损伤修复，使肺组

织发生进行性加重的肺纤维化。同时，体外实验也证实了 PQ 染毒后发生 EMT 的

A549 细胞中 MMP2 的表达上调。体内体外实验都证实了 MMP2 在 PQ 所致的肺

EMT 中高表达，那么，进一步验证 MMP2 在 PQ 中毒引起的肺 EMT 中的具体作用

机制具有重要而深远的意义。 

结论 

1、 30mg/kg 的 PQ 作用 21 天可使 C57/BL6 小鼠的肺组织发生纤维化，且 EMT 参

与其纤维化的发生发展，肺组织上皮表达标志物 E-cadherin 表达下调，间质表达

标志物 α-SMA 表达上调。 

2、 在 A549 细胞经 30μmol/L 和 60μmol/L 的 PQ 作用 6 天可以诱导出 EMT，细胞

的上皮表达标志物 E-cadherin 表达下调，间质表达标志物 α-SMA 表达上调，细

胞的迁移能力增强。 

3、 MMP2 在 PQ 诱导的小鼠肺组织及 A549 细胞的 EMT 中表达上调。 

第二部分：ceRNA 调控网络与 PQ 致 EMT 的相关研究 

5 前言 

PQ中毒的死亡率居高不下，中毒后的患者晚期可出现慢性进行性恶化的肺纤维

化最终可导致呼吸衰竭而亡。肺纤维化发病率高，预后差，其发病机制复杂，是多

种信号通路和细胞因子共同作用的结果。肺纤维化的发病机理目前尚不明确，这与

患者的高死亡率密切相关。近年来，基因芯片和高通量测序等技术的飞速发展彻底

改变了我们对呼吸系统疾病的认识，除了为人们熟知的编码蛋白的 mRNA,细胞内还

存在大量不能编码蛋白的 RNA 即非编码 RNA（ non-protein-coding RNA，

ncRNA）,ncRNA 分为管家性和具有调控功能的 RNA,其中调控型非编码 RNA(non-

protein-coding RNA,ncRNA)包括：微小 RNA(microRNA，miRNA)和长链非编码

RNA(Long non-coding RNA,LncRNA)等，它们通过调节 mRNA 的转录或翻译来影响生

物反应[31]。ceRNA 调控网络是指一些具有相同 miRNA 应答元件(miRNA response 
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element,MRE)的 RNA竞争性结合同一个 miRNA 而减弱 miRNA 对另一个靶 RNA 的抑制

作用，称为“海绵作用”[32]。ceRNA 调控网络作为一种全新的基因表达调控模式，

揭示的是整个调控网络(而不是单个转录本)如何影响转录后调控。全转录组测序和

生物信息的预测可揭露许多 ceRNA 调控网络。在动物细胞中大多数 miRNA 与其靶基

因并不完全互补, miRNA 的种子区序列(seed region)通过和靶基因的 3’端非翻译

区(3-untranslated region, 3’UTR)互补进而阻止转录后的翻译,起到调节基因表

达的作用[33]。ceRNA 调控网络参与多种疾病的发生发展，而尚无研究探讨 ceRNA 调

控网络在 PQ 所致的肺 EMT 中的调控作用，本研究旨在重点讨论 PQ 致 EMT 相关的

ceRNA 机理，为 PQ所致 EMT 提供潜在的诊治靶点。 

 

图 5.1 ceRNA 调控网络作用机理 

miRNA 对靶基因(以 mRNA 为例)有抑制作用，ceRNA 可以与 miRNA 的靶基因竞争结合

miRNA，从而降低 miRNA 对靶基因的抑制作用。 

长度小于 200 个核苷酸的为小非编码 RNA(small or short non-coding RNA), 

miRNA 是长度为 22~28nt 的单链 RNA,由一段具有发夹环状结构的 miRNA 前体依次经

两个核糖核酸酶Ⅲ内切酶(RNase Ⅲ endonucleases)：Drosha 和 Dicer 作用后形

成，它在进化方面具有保守性,其表达具有组织和阶段特异性，是不同细胞的生理及

病理机制的重要元件,可影响靶基因的稳定性并抑制靶基因蛋白水平的表达。在人

类基因组中约有 1000 个 miRNA 被鉴定出来,其中约有 30%的基因都受其调控[34]。成

熟的 miRNA与 RNA诱导沉默复合体(RNA—induced silencing complex,RISC)结合,

再特异性地与靶 RNA 结合致其降解。miRNA 是 ceRNA 调控网络的核心。miR-17~92 

家族包括七种亚型 ：miR-17-5p, miR-17-3p, miR-20a, miR-19a, miR-19b, miR-

92a 和 miR-18a，在特发性肺间质纤维化(Idiopathic pulmonary fibrosis,IPF)

中,80%的 miR-17~92 启动子位于胞嘧啶-鸟嘌呤(cytosine polyguanine,CPG)区,相
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比正常肺组织表现为过甲基化,miR-17~92 可通过直接调节 DNA 转甲基酶-1(DNA 

methyltransferase-1,DNMT-1)减少 IPF,使肺成纤维细胞中纤维化基因 CTGF、

COL1A1、COL13A1 表达下降,即 miR-17-5p 在 IPF 的肺组织和成纤维细胞中低表达

[35]。TargetscanHuman 7.2 网站预测 MMP2 是 miR-17-5p的靶基因。目前对 miR-17-

5p 在 PQ 中毒中的作用研究仅仅局限于神经毒性的研究，尚无人探讨其在 PQ 致肺

EMT 中的作用。 

在组织发生纤维化时，肌成纤维细胞是产生 ECM 的主要细胞，肌成纤维细胞依

据病因可来源于各种细胞类型[36]，在 EMT 时肌成纤维细胞可来源于上皮细胞[37]。肌

成纤维细胞是纤维化的主要靶细胞，除了产生和重构 ECM 外，肌成纤维细胞所具有

的收缩功能会增加组织的硬度，并以细胞因子和生长因子的形式诱发促血管生成和

促炎症信号。整合素(Integrin)是参与肌成纤维细胞分化的关键分子，其介导的 ECM

和细胞骨架之间的相互作用可促进肌成纤维细胞的分化[38],整合素可调节细胞骨架

动力学，可影响细胞的粘附、迁移和分化等细胞进程[39]，认识整合素的调节机制可

以更好的开发抗纤维化的治疗。整合素 α(Integrin alpha)的亚单位整合素

α11(Integrin alpha 11，ITGA11)在包括肺纤维化的组织纤维化时可选择性的与 I

型胶原蛋白结合。ITGA11 在 IPF 患者的肺组织中表达明显上调，且 ITGA11 和 α-

SMA 表达阳性的肌成纤维细胞共表达[40]。目前尚无研究探讨 ITGA11 在 PQ所致的肺

纤维化中的作用。ENCORI 网站(http://starbase.sysu.edu.cn/index.php)预测

ITGA11 可以和 MMP2竞争结合 miR-17-5p。 

本部分接着前期研究结果进一步探讨 MMP2、ITGA11 与 miR-17-5p 在 PQ 致 A549

细胞 EMT 中的相互作用关系。 

6 材料与方法 

6.1 主要试剂和仪器 

6.1.1 主要试剂 

miR-17-5p 及 U6 的 qRT-PCR 引物 （广州锐博生物技术有限公司） 

miR-17-5p 的 mimic 和 inhibitor （广州锐博生物技术有限公司） 

干扰 RNA 序列 （苏州吉玛基因股份有限公司） 

siRNA-MateTM 转染试剂 （苏州吉玛基因股份有限公司） 
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抗 ITGA11 抗体 （美国 Santa Cruz Biotechnology 公司） 

pSI-Check2-ITGA11-WT 双荧光素酶报告载体 （上海汉恒生物科技有限公司） 

pSI-Check2-ITGA11-MUT 双荧光素酶报告载体 （上海汉恒生物科技有限公司） 

Dual-Luciferase 报告基因检测系统试剂盒 （美国 Promega） 

其他试剂参见 2.1.3 

6.1.2 主要仪器 

仪器参见 2.1.4 

6.2 细胞培养 

方法参见 2.6 

6.3 qRT-PCR 

miR-17-5p 及 U6 在进行反转录反应时使用锐博生物提供的特异性 RT Primer 且

PCR 仪运行程序：42℃，15min；85℃，5sec；4℃；其余方法参见 2.8。 

表 6.1 qRT-PCR 引物序列 

6.4 Western -blot 

方法参见 2.9 

6.5 免疫荧光 

方法参见 2.10 

6.6 干扰 RNA 的转染 

(1)将生长旺盛处于对数生长期的细胞接种于 60mm 培养皿中，稳定 24h 左右，

使细胞量达到 60%左右。 

(2)将 200μL 无血清的 1640 培养基加入无菌离心管中，向其中加入 40pmol 的 

ITGA11 siRNA 或空白对照 negative control (NC) siRNA 充分混匀，再加入 20μL 

siRNA-Mate，快速涡旋 10sec 使其完全混匀；室温孵育 20 min，以便形成稳定的转

染复合物。 

基因名称 primer (5' to 3') 序列 

Mus-ITGA11 

 

hsa -ITGA11 

Forward 

Reverse 

Forward 

Reverse 

GAAGATGCCGTCCATGAGTTC 

CTCCGAGCGTGCAAATTCAAT  

CAGCTCGCTGGAGAGATACG 

TTACAGGACGTGTTCGCCTC 
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(3)在转染复合物静置期间给细胞更换培养基，将静置完毕的复合物加入其

中，37℃培养 72h 收集细胞进行检测。 

表 6.2 siRNA 序列 

6.7 转染 miR-17-5p的 mimic 或 inhibitor 

    (1)将生长状态良好的细胞均匀接种于 60mm 培养皿中，稳定 24h 左右，使细胞 

量达到 50%左右。 

    (2)参照锐博生物 miRNA 产品说明书稀释 mimic 或 inhibitor 及其各自的阴性对 

照，并制备转染混合液。 

    (3)将混合液加入到完全无双抗培养基中并进行加药处理，37℃培养 96h 收集细 

胞检测。 

6.8 双荧光素酶报告基因 

(1)细胞转染：  

1)将细胞接种于 96 孔板中，当细胞密度达到 70%左右时准备转染； 

2)将 10μL 的 1640 培养基与 0.16μg 的 ITGA11 双荧光报告载体及 

5pmol 的 miR-17-5p mimic 或 mimic NC 充分混匀后室温静置(溶液 

A)，之后将 10μL 的 1640 培养基与 0.3μL 的转染试剂(0.8mg/mL)充 

分混匀(溶液 B),室温放置 5min； 

3)将溶液 A 与溶液 B 充分混匀，室温放置 20min； 

4)给细胞更换新鲜培养基，将转染混合物加入混匀，37℃，5% CO2 

培养，转染 6h 后更换新鲜培养基，转染 48h 后收集细胞检测。 

  (2)双荧光素酶系统检测： 

1)将 5×PLB(Passive Lysis Buffer)用蒸馏水稀释成 1×PLB，以 96 

孔板每孔 100μL 的量加入，用移液枪吹打打散细胞，室温置于摇床 

上缓慢摇 15min，将细胞裂解液吸至 1.5mL 离心管，4℃，12000rpm 

离心 10min，取上清移入新的管子； 

基因名称  (5' to 3') 序列 

siITGA11 

 

NC 

sense    

antisense 

sense 

antisense 

CCCAGUGGUUCAGAUCAAUTT 

AUUGAUCUGAACCACUGGGTT    

UUCUCCGAACGUGUCACGUTT  

ACGUGACACGUUCGGAGAATT 
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2)96 孔板中加入 Luciferase Assay Reagent II (LAR II)工作液 100μL； 

3)加入 20μL 细胞裂解液，移液枪吹打混匀 3 次，测定记录 Firefly 

luciferase 值，此值为内参值； 

4)加入 100μL 的 Stop & Glo® Reagent，吹打混匀，测定记录 Renilla 

luciferase 值，此即为报告基因发光值。 

6.9 统计分析 

方法参见 2.13 

7 结果 

7.1 ITGA11 在 PQ 染毒组中表达升高 

从 mRNA 水平检测 PQ 处理后 ITGA11 相对表达量的变化情况，结果发现，与

对照组相比，PQ 处理过的肺组织和 A549 细胞中的 ITGA11 的表达量明显增加

（P<0.05），说明 ITGA11 在 PQ 所致的肺 EMT 中表达上调(图 7.1)。 

 

 

图 7.1 C57/BL6 小鼠肺组织和 A549 细胞 PQ 中毒后 ITGA11 基因水平变化 

采用 qRT-PCR 检测 PQ 处理后 ITGA11 表达量的相对变化情况，A：与对照组相比 30mg/kg

的 PQ 作用于 C57/BL6 小鼠后，肺组织中的 ITGA11 表达上调（P<0.05），(*表示 P<0.05)；B：

与对照组相比，60μmol/L 的 PQ 处理 A549 细胞后，ITGA11 的表达也明显上调（P<0.05），(*

表示 P<0.05)。 
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7.2 ITGA11 对 MMP2 表达的影响 

    本研究通过给 A549 细胞转染特异性 siRNA 序列来研究 ITGA11 对 MMP2 表

达的影响。转染 siITGA11 人为降低 ITGA11 的表达，首先采用 qRT-PCR 检验

siITGA11 干扰序列对 ITGA11 的干扰效果，结果显示，siITGA11 干扰序列可以下

调 ITGA11 的表达（P<0.05）(图 7.2)。我们进一步通过 qRT-PCR 检测下调 ITGA11

后 MMP2 的表达情况，结果显示，siITGA11 处理后，MMP2 的表达也下调

(P<0.05) (图 7.3)。采用 Western-blot 检测经 PQ 处理后，A549 细胞中的 MMP2 以

及上皮表达标志物 E-cadherin 的表达情况，结果显示，转染 siITGA11 可下调

MMP2 的表达（P<0.05），而上调 E-cadherin 的表达（P<0.05）(图 7.4)，说明

ITGA11 对 MMP2 的调控作用可以影响 PQ 所致的 EMT。下调 ITGA11 后，通过

双染免疫荧光检测 ITGA11 和 MMP2 表达的变化情况，用 DAPI 染细胞核（蓝

光），ITGA11 染绿色荧光，MMP2 染红色荧光，结果显示，在无 PQ 处理的对照

组和 PQ 处理组，转染 siITGA11 后，ITGA11 和 MMP2 的荧光强度都明显减弱，

即 MMP2 随着 ITGA11 表达的下调而下调，且 PQ 处理组的 ITGA11 和 MMP2 的

荧光强度要强于相应的对照组(图 7.5)。 

 

图 7.2 ITGA11 干扰序列干扰效果验证 

采用 qRT-PCR 检测转染 siITGA11 干扰序列后 ITGA11 表达量的相对变化情况，转染干扰序

列 siITGA11 可成功下调 ITGA11 的表达（P<0.05），(*表示 P<0.05)。 
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图 7.3 下调 ITGA11 后 MMP2 的表达情况 

采用 qRT-PCR 检测转染 siITGA11 干扰序列后 MMP2 表达量的相对变化情况，下调 

ITGA11 后 MMP2 的表达也下调（P<0.05），(*表示 P<0.05)。 

 

图 7.4 PQ 处理后下调 ITGA11 后 E-cadherin 和 MMP2 的表达情况 

采用 Western-blot 检测 A549 细胞经 PQ 处理后转染 siITGA11 干扰序列后 E-cadherin 和

MMP2 表达量的相对变化情况，A： Western-blot 条带；B：Western-blot 条带灰度分析统计

图，经 PQ 染毒后，A549 细胞转染 siITGA11 可使 E-cadherin 表达上调（P<0.05），而 MMP2 的

表达下调（P<0.05），(*表示 P<0.05)。 
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图 7.5 下调 ITGA11 对 MMP2 的影响（×400） 

A549 细胞转染 siITGA11 后，采用免疫荧光双染法检测 ITGA11 和 MMP2 相对表达量的变化

情况，用 DAPI 染细胞核（蓝光），ITGA11 染绿色荧光，MMP2 染红色荧光，结果显示，在无 PQ

处理的对照组及 PQ 处理组，siITGA11 下调 ITGA11 表达的同时都可下调 MMP2 的表达，且 PQ

处理组的 ITGA11 和 MMP2 的荧光强度要强于相应的对照组。 

7.3 miR-17-5p 在 PQ染毒组中表达降低 

    从 RNA 水平检测 PQ 染毒后 miR-17-5p 相对表达量的变化，与对照组相比，60 

μmol/L PQ 处理组 A549 细胞的 miR-17-5p 的表达明显下调（P<0.05），说明 miR-17-

5p 在 PQ 中毒所致的肺 EMT 中低表达。(图 7.6) 

      

 

图 7.6 PQ 中毒 A549 细胞 miR-17-5p 基因水平变化 

采用 qRT-PCR 检测 PQ 处理组的 miR-17-5p 表达的相对变化情况，PQ 处理组与对照组相

比，miR-17-5p 表达明显下调（P<0.05），(*表示 P<0.05)。 
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7.4 miR-17-5p 对 ITGA11 和 MMP2 的影响 

    本研究通过转染 miR-17-5p 的 mimic(化学合成的成熟 miRNA 双链 )和

inhibitor(化学修饰的成熟 miRNA 互补单链)来上调或下调 miR-17-5p 的表达，首先

通过 qRT-PCR 验证 mimic 和 inhibitor 的转染效能，如图所示，转染 mimic 后细胞

中 miR-17-5p 表达明显上调（P<0.05），检测转染 mimic 后 ITGA11 和 MMP2 表达

的改变情况，发现转染mimic后 ITGA11和MMP2的表达都下调（P<0.05）(图 7.7A)；

转染 inhibitor 后细胞中 miR-17-5p 表达下调（P<0.05），检测转染 inhibitor 后 ITGA11

和MMP2表达的变化，发现转染 inhibitor后 ITGA11和MMP2的表达都上调（P<0.05）

(图 7.7B)。进一步通过免疫荧光进行验证，在无 PQ 处理的对照组和 PQ 处理组，转

染 mimic 后 ITGA11 和 MMP2 的荧光强度都明显减弱，且 PQ 处理组 ITGA11 和

MMP2 的荧光强度要强于相应的对照组(图 7.8)。在无 PQ 处理的对照组和 PQ 处理

组，转染 inhibitor 后 ITGA11 和 MMP2 的荧光强度都增强，且 PQ 处理组 ITGA11

和 MMP2 的荧光强度要强于相应的对照组(图 7.9)。mimic 对 ITGA11 和 MMP2 的

影响更明显应该和 mimic 本身的转染效能有关，从 qRT-PCR 结果可以看出，转染

mimic 后 miR-17-5p 的表达可上调将近 50 倍，而转染 inhibitor 后 miR-17-5p 的表达

仅下调 5 倍左右。综合 qRT-PCR 和免疫荧光的的结果，可说明上调 miR-17-5p 的表

达可抑制 ITGA11 和 MMP2 的表达，而抑制 miR-17-5p 的表达可上调 ITGA11 和

MMP2 的表达，提示 ITGA11 和 MMP2 是 miR-17-5p 的靶基因，受到 miR-17-5p 的

负向调控。ITGA11 和 miR-17-5p 之间结合位点示意图(图 7.10A)，双荧光素酶报告

基因结果显示：与 mimic NC 相比，mimic 可显著下调 pSI-Check2-ITGA11-WT 的

luciferase 的活性，说明两者之间存在结合位点（P<0.05）；而 pSI-Check2-ITGA11-

MUT 合并转染 mimic NC 和 mimic 时，luciferase 的表达无差异（P＞0.05），即突变

成功，总的来说，ITGA11 和 miR-17-5p 之间存在结合位点，ITGA11 作为其靶基因

受其调控(图 7.10B)。 
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图 7.7 miR-17-5p 对 ITGA11 和 MMP2 的 mRNA 表达的影响 

A：细胞转染 miR-17-5p 的 mimic 后，用 qRT-PCR 检测 mimic 的转染效果，发现 mimic 可

明显上调 miR-17-5p 的表达（P<0.05），且转染 mimic 后 ITGA11 和 MMP2 的表达量相对降低

（P<0.05），(*表示 P<0.05)；B：细胞转染 miR-17-5p 的 inhibitor 后，用 qRT-PCR 检测

inhibitor 的转染效果，发现 inhibitor 可明显下调 miR-17-5p 的表达（P<0.05），且转染

inhibitor 后 ITGA11 和 MMP2 的表达量相对增高（P<0.05），(*表示 P<0.05)。 

 

 

图 7.8 上调 miR-17-5p 对 ITGA11 和 MMP2 的荧光强度的影响（×400） 

细胞分别转染 miR-17-5p 的 mimic NC、mimic 后采用免疫荧光检测 ITGA11、MMP2 的荧光

强度改变情况，用 DAPI 染细胞核（蓝光），ITGA11 染绿色荧光，MMP2 染红色荧光，在无 PQ 处

理的对照组和 PQ 处理组，转染 mimic 后 ITGA11 和 MMP2 的荧光强度都明显弱于相应的 mimic 

NC 组，且 PQ 处理组的 ITGA11 和 MMP2 荧光强度强于相应的对照组。 
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图 7.9 下调 miR-17-5p 对 ITGA11 和 MMP2 的荧光强度的影响（×400） 

细胞分别转染 miR-17-5p 的 inhibitor NC、inhibitor 后采用免疫荧光检测 ITGA11、

MMP2 的荧光强度改变情况，用 DAPI 染细胞核（蓝光），ITGA11 染绿色荧光，MMP2 染红色荧

光，在无 PQ 处理的对照组和 PQ 处理组，转染 inhibitor 后 ITGA11 和 MMP2 的荧光强度都明显

强于相应的 inhibitor NC 组，PQ 处理组的 ITGA11 和 MMP2 荧光强度强于相应的对照组。 

 

图 7.10 ITGA11 和 miR-17-5p 双荧光素酶报告基因实验 

A：ITGA11 和 miR-17-5p 的结合位点；B：mimic 可以下调 ITGA11-WT 的荧光素酶活性

（P<0.05），(*表示 P<0.05)，而不会改变 ITGA11-MUT 的荧光素酶活性（P＞0.05）。 
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8 讨论 

    ceRNA 调控网络已成为肺纤维化疾病在内的关键调控网络，参与肺纤维化的发

生发展[41, 42]，众多研究发现 ceRNA 调控网络在博来霉素和二氧化硅等诱导的肺纤

维化中发挥重要的调控作用[43, 44]，本研究主要探讨 ceRNA 调控网络在 PQ 致肺 EMT

中的作用，前一部分的研究表明 PQ中毒可以引起小鼠肺组织和A549细胞的EMT，

同时,MMP2 在该模型中表达上调，该部分进一步探讨 MMP2 在 PQ 致 EMT 模型中

的作用机制。miRNA 是 ceRNA 调控网络的关键成员，它通过和靶基因的 3’UTR 部

分互补结合来抑制靶基因的表达[33]。circRNA,假基因源性 RNA,LncRNA ,病毒性

ncRNA,mRNA 等只要表达 3’UTR 的 RNA 就可以参与 ceRNA 调控网络。miR-17-5p 

是 miR-17~92 家族的成员，在 IPF 的肺组织和成纤维细胞中表达下调[35]，且经

TargetscanHuman 7.2 网站（www.targetscan.org/vert_72/）预测，miR-17-5p 和 MMP2

存在结合位点。ITGA11 和 α-SMA 表达阳性的肌成纤维细胞共表达，基因敲除

ITGA11 可显著改变肌成纤维细胞的表型，可使肌成纤维细胞的突起消失、黏附和

迁移能力减弱以及Ⅰ型胶原基质的收缩能力受损[40]。ENCORI 网站预测 ITGA11 可以

作为 ceRNA 和 MMP2 竞争结合 miR-17-5p。我们主要研究在 PQ 致肺 EMT 细胞模

型中，ITGA11 和 MMP2 之间是否存在竞争结合 miR-17-5p 的关系。 

前面我们已经证明 MMP2 在 PQ 致肺 EMT 中高表达，在此基础上，本研究首

先探讨 ITGA11 在 PQ 致肺 EMT 模型中的表达情况，研究表明 ITGA11 在该模型中

表达上调，揭示了 ITGA11 在 PQ 致肺 EMT 中的重要作用。那么上调的 ITGA11 和

MMP2 之间是否存在相互作用关系呢？我们人为下调 ITGA11 的表达，检测到

MMP2 会随着 ITGA11 表达的下调而下调，该结果提示，MMP2 受到 ITGA11 的调

控，进一步在 PQ 染毒后检测 ITGA11 对 MMP2 表达的影响，结果表明，PQ 处理

后，下调 ITGA11 仍然可以降低 MMP2 的表达，且上皮表达标志物 E-cadherin 的表

达上调，该结果进一步说明了 ITGA11 对 MMP2 存在调控作用，且该调控作用可以

影响 PQ 中毒所致的肺 EMT 的过程。那么 ITGA11 是如何调控 MMP2 并影响 PQ 中

毒所致的肺 EMT 的呢？进一步明确 MMP2 和 ITGA11 之间的相互作用机制十分重

要。 

我们检测 miR-17-5p 在 PQ 致 EMT 模型中的表达情况，发现 miR-17-5p 在该模

型中是低表达的。那么，ITGA11 是否可以作为 ceRNA 吸附 miR-17-5p 来影响 MMP2

的表达呢？miRNA 通过和靶基因 3’UTR 部分互补结合可抑制靶基因的表达[33]。体
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外研究表明，在无 PQ 处理的对照组和 PQ 处理组，增加 miR-17-5p 的表达量可使

MMP2 和 ITGA11 的表达都下调，相反，降低 miR-17-5p 的表达量可使 MMP2 和

ITGA11 的表达都上调，该结果提示 MMP2 和 ITGA11 都是 miR-17-5p 的下游靶基

因，它们的表达都受到了 miR-17-5p 的抑制。我们进行了双荧光素酶实验，我们把

ITGA11可以和miR-17-5p结合的序列克隆到 pSI-Check2双荧光素酶的报告载体上，

构建出野生型（WT）的 ITGA11 双荧光素酶报告基因，同时，我们把不能与 miR-

17-5p 结合的突变序列也克隆到 pSI-Check2 双荧光素酶的报告载体上，构建出突变

型（MUT）的 ITGA11 双荧光素酶报告基因，转染 miR-17-5p 的 mimic NC 或 mimic

后，我们发现，野生型加 mimic 组的相对荧光素酶活性要弱于 mimic NC 组，提示

ITGA11 可以直接和 miR-17-5p 结合，是 miR-17-5p 的靶基因；而突变型加 mimic 组

的荧光素酶活性与相应的 mimic NC 组的差异无统计学意义，说明突变成功，即双

荧光素酶报告基因实验证明了 ITGA11 和 miR-17-5p 之间存在直接结合关系。 

综上所述，在 PQ 致肺 EMT 的模型中，MMP2 的高表达和 ITGA11 有关： 

ITGA11 高表达，通过“海绵吸附”效应降低了 miR-17-5p 对 MMP2 的抑制作用而上

调 MMP2 的表达。本研究初步揭示了 PQ 致肺 EMT 中的“ITGA11-miR-17-5p-

MMP2”ceRNA 调控网络，为 PQ 致肺 EMT 的诊断和治疗提供理论依据和新的治疗

靶点。 

  

结论 

1、 miR-17-5p 在 PQ 致肺 EMT 中低表达。 

2、 ITGA11 在 PQ 致肺 EMT 中高表达。 

3、 ITGA11 可以通过结合 miR-17-5p 来影响 MMP2 的表达。 
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本研究创新性的自我评价 

本研究通过体内和体外实验构建 PQ 中毒致肺 EMT 的模型，通过检测模型 

中 MMP2、ITGA11、miR-17-5p 的表达情况，首次揭示 PQ 致肺 EMT 模型中 miR-

17-5p、ITGA11 的表达情况，发现 MMP2 在 PQ 所致肺 EMT 中的新作用机制，首

次探讨 ITGA11-miR-17-5p-MMP2这一 ceRNA调控网络在 PQ致肺EMT中的作用，

为 PQ 所致肺 EMT 的诊治提供新的研究靶点。 
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综 述 

非编码 RNA 及 ceRNA 调控网络在肺纤维化中的研究进展 

肺纤维化是一种进行性恶化的肺间质慢性疾病, 其发病率有逐年增加的趋势，

肺纤维化的预后极差，患病后治愈率极低，约有一半的患者在诊断为肺纤维化的 3-

5 年内死亡[1]。常见的可引起的肺纤维化的因素有百草枯（Paraquat,PQ）[2]、博来霉

素[3]、二氧化硅(silicon dioxide, SiO2)[4]等，肺纤维化主要临床表现为进行性加重的呼

吸困难及低氧血症，最终常进展为呼吸衰竭而导致患者死亡。在疾病的早期，各种

致病因素导致肺泡上皮细胞广泛损伤，引起肺泡的炎症，机体应对这种损伤时过度

修复，进而引起成纤维细胞（fibroblasts,FBs）大量增生聚集，细胞外基质（extracellular 

matrix,ECM）大量异常沉积,正常肺组织受到破坏，肺组织异常重构,功能受损，无法

满足机体的正常呼吸，最终可导致呼吸衰竭[5]。目前肺纤维化的发病机制尚不明确，

肺纤维化的机制研究十分重要。非编码 RNA（Non-protein-coding RNA, ncRNA）和

竞争性内源 RNA (Competing endogenous RNA, ceRNA)调控网络是近年来的研究热

点，它们在肺纤维化的发生发展中起到一定的作用[6]，本综述对 ncRNA 及 ceRNA

调控网络在肺纤维化中研究进展进行概述，为肺纤维化的诊治提供新的思路与研究

方向。 

1.  非编码 RNA 概述 

随着 RNA 分析和研究技术的不断改进，RNA 的种类也在不断增多，这使得人

们越来越重视RNA所扮演的生物学角色，并将其功能的重要性与蛋白质相提并论。

在人类基因组中，除了为人们所熟知的可编码蛋白的 mRNA,细胞内还存在大量不

能编码蛋白的 RNA 即 ncRNA,在人类基因组中约有超过 90%的 DNA 序列被转录为

RNA,其中仅有 2%的核酸序列可编码蛋白质,其余被转录为 ncRNA[7, 8]。ncRNA 不携

带编码蛋白质的信息,能从基因组中转录而来但不能产生功能蛋白质产物，分为管家

性和具有调控功能的 ncRNA,其中，管家性 ncRNA 包括核糖体 RNA(ribosomal RNA，

rRNA)，转运 RNA(transfer RNA，tRNA), 核仁小 RNA(small nucleolar RNA,snoRNA),

核内小 RNA(small nuclear RNA，snRNA)；具有调控功能的 ncRNA 主要包括微小

RNA(microRNA,miRNA) ,PIWI 相互作用 RNA(PIWI interacting RNA,piRNA),长链非

编码RNA(1ong non-coding RNA,LncRNA),环状RNA(circular RNA,circRNA)等｡RNA

的功能也不仅仅是基因和蛋白质之间的信使，ncRNA 并不是所谓的“垃圾产物”，相

反，ncRNA 能从 RNA 水平上发挥重要的调控功能。是否所有的转录本全部具有功
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能目前尚存在争议，但是可以确定的是有大量的 ncRNA 具有功能，它们对细胞正

常功能的维持和异常生物学功能的发生发展都具有重要意义，它们可以调控表观遗

传、转录及转录后的多种生物学过程，在细胞进程中参与多种信号通路的调节，是

重要的疾病诊断标志物[9, 10]。 

长度大于 200 个核苷酸且缺少开放阅读框(Open Reading Frame，ORF)和编码具

有功能的多肽或蛋白质能力的 RNA 为 LncRNA,其比例超过 80%[11],是广泛存在于

细胞中的一种不编码蛋白质的线性 RNA。LncRNA 根据其序列特征和与相应编码蛋

白基因的位置关系分为：反义 LncRNA(antisense lncRNA) ，假基因源性

LncRNA(pseudogenes lncRNA) ， 基 因 内 LncRNA(intronic lncRNA) 和 基 因 间

LncRNA(intergenic lncRNA)。LncRNA 普遍表达于各种组织中，其功能是多种多样

的，一些在细胞核中起作用，另一些在细胞质中起作用，还有一些支持细胞结构，

LncRNA 在染色质修饰、剂量补偿效应、表观遗传、细胞周期、细胞分化和转录及

转录后水平调控等众多生命活动中发挥重要作用[12]。LncRNA 是基因活动的重要的

顺式或反式调控因子,且大部分表达都是顺式作用，它们的表达常常反映了其相邻基

因的表达情况，其表达和作用具有组织和时空特异性，它们在分化和表达上的特异

性使其具有关键的调控作用[13]。 

长度小于 200 个核苷酸的为小非编码 RNA(small or short non-coding 

RNAs),miRNA 是长度为 22~28nt 的单链 RNA,由一段具有发夹环状结构的 miRNA

前体依次经两个核糖核酸酶Ⅲ内切酶(RNase Ⅲ endonucleases)：Drosha 和 Dicer 作

用后形成，在进化方面具有保守性,其表达具有组织和阶段特异性，是不同细胞的生

理及病理机制的重要元件,影响靶基因的稳定性并抑制靶基因蛋白水平的表达[14]。在

人类基因组中约有 1000 个 miRNA 被鉴定出来,其中约有 30%的基因都受其调控[15]。

miRNA 在非分化细胞的发育调节和维持分化细胞内的稳态方面具有双重作用[16]。

成熟的 miRNA 与 RNA 诱导沉默复合体(RNA—induced silencing complex,RISC)结

合,再特异性地与靶 RNA 结合致其降解。在动物细胞中大多数 miRNA 与其靶基因

并不完全互补, miRNA 的种子区序列（seed region）通过和靶基因的 3’端非翻译区

（3-untranslated region, 3’UTR）互补进而阻止转录或转录后的翻译,起到调节基因表

达的作用[17]。 

circRNA 广泛存在于真核细胞中，其 3’端和 5’端共价结合形成闭环，大多来源

于外显子，少部分由内含子直接环化形成，其序列高度保守,环状结构使其容易对抗

核酸外切酶的降解作用,结构比较稳定且表达丰富,参与基因转录或转录后调控[18, 19]。
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circRNA 的表达具有组织特异性，种类十分丰富[20]。 

2. ceRNA 调控网络 

2.1 ceRNA 调控网络概述 

ceRNA 调控网络是指一些具有相同 miRNA 应答元件 (miRNA response 

element,MRE)的 RNA 竞争性结合同一个 miRNA 而减弱 miRNA 对另一个靶 RNA

的抑制作用,称为“海绵作用”[21, 22]。ceRNA 调控网络作为一种全新的基因表达调控

模式，揭示的是整个调控网络(而不是单个转录本)如何影响转录后调控。全转录组

测序和生物信息的预测可揭露许多 ceRNA 调控网络。circRNA,假基因源性

RNA,LncRNA,病毒性 ncRNA,mRNA 等表达 3’UTRs 的 RNA 可以参与这一调控网

络。circRNA 自身结构比较稳定更有可能作为 ceRNA。假基因源性 RNA 是基因的

一种坏副本,分为复制型(duplicated pseudogenes)和返座型(processed pseudogenes),假

基因表达虽不如其同源基因稳定,但假基因和其同源基因有多个共同的 MREs,可有

效提高靶点量。LncRNA 根据起源可以分为假基因源性､基因间､基因内起源性,可作

为 ceRNA 发挥调控功能。单独表达 3’UTR 就可以使 RNA 具有 ceRNA 功能,如单独

表达假基因 PTENP1 的 3’UTR 可引起其对应的 PTEN 表达的增加。病毒产生的

ceRNA 与其他 ceRNA 作用机制不同的是:丙型肝炎病毒 RNA 与 miRNA 结合后表

达不仅不受抑制,反而可表达稳定,且为病毒复制所需。 

2.2 ceRNA 调控网络中的 LncRNA､miRNA 和 circRNA 

LncRNA 在不同条件下发挥作用的机制不同,LncRNA 和 miRNA 之间的相互作

用在多种疾病中起着重要作用。LncRNA 的数量多于 mRNA,比 mRNA 更具有细胞

特异性，LncRNA 除直接参与调控疾病的发生发展外，还可与 DNA、RNA 和蛋白

质等其他大分子物质相互作用来共同参与疾病发生发展的调控。除了蛋白质支架和

基因相互作用机制外,ceRNA 已作为 LncRNA 的一种作用新机制被提出[23]。以往的

研究表明,多数 LncRNA 可通过 ceRNA 的方式来影响疾病的发生发展，如 LncRNA 

H19 通过与 miR-29b 的相互作用可促进博来霉素诱导的肺纤维化[24]。 

自 miRNA 首次被揭露后，人类对其功能的研究越来越深入成熟,其调节机制从

单纯的 miRNA-RNA 相互作用引申为 RNA-miRNA-RNA 三者的相互作用，这种作

用机制参与各种功能的调节[25]。 

具有 miRNA 结合位点的 circRNA 可以作为 ceRNA 发挥作用，circRNA 通过结

合 RNA 结合蛋白(RNA binding proteins, RBPs)或 miRNA 与其他 RNA 进行竞争, 

circRNA 序列在保守的核苷酸中显著富集，自身具有抵抗核酸外切酶降解的作用，
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非常丰富的内源性 circRNA 分子可以作为有效的 miRNA“海绵”，丰富了基因表达

的调控功能[18]。 

3.  LncRNA、miRNA、circRNA 与肺纤维化 

LncRNA 参与多种器官的纤维化的发生发展[26]。LncRNA H19 在胚胎外组织、

胚胎本身和大多数胎儿组织中均有较高水平的表达，但 LncRNA H19 在出生后表达

明显下降，它在细胞增殖、细胞周期、凋亡、分化和侵袭等多种生物学过程中发挥

着重要作用,和多种疾病有关,其中包括纤维化。已有研究表明,H19 参与肺纤维化过

程[24]。LncRNA PCF 可促进依赖于 miR-344a-5p 的上皮细胞的活化和增殖，加速肺

纤维化的发生，可能是 IPF 的潜在治疗靶点[27]。LncRNA ATB 在 SiO2所致的肺纤维

化中促进上皮间质转化(epithelial-mesenchymal transition,EMT)的发生[28]。uc.77 和

2700086A05Rik 在百草枯中毒所致的肺 EMT 中表达上调[29]。  

miRNA 在肺细胞中起重要作用,可影响细胞的增殖、凋亡、分化、病理和纤维

化进程[30]。有多种 miRNA 参与肺纤维化的发生发展, let-7d 在特发性肺纤维化

(Idiopathic pulmonary fibrosis，IPF)中下调，这种在体内和体外的促纤维化中的下调

表明 let-7d 在预防肺纤维化时会起到重要调控作用[31]。在转化生长因子(transforming 

growth factor-beta ,TGF-beta)介导的肺纤维化中 miR-29 缺失[32],下调 miR-21 可有效

逆转博来霉素所致的肺上皮间质转化[33]。IPF 中,80%的 miR-17~92 启动子位于胞嘧

啶-鸟嘌呤(cytosine polyguanine,CPG)区,相比正常肺组织表现为过甲基化,miR-17~92

可通过直接调节 DNA 转甲基酶-1(DNA methyltransferase-1,DNMT-1)减少 IPF,使肺

成纤维细胞中纤维化基因 CTGF、COL1A1、COL13A1 表达下降,即 miR-17-5p 在 IPF

肺组织和成纤维细胞中低表达[34]。在肺纤维化组织中，miR-26a 的下调可消除转录

后结缔组织生长因子(connective tissue growth factor，CTGF)受到的抑制作用，并诱

导胶原蛋白的产生[35]。miR-34a 在纤维化肺组织和肺肌成纤维细胞（myofibroblasts）

中表达上调[36]。miR-708-3p 的表达水平在纤维化过程中下降，并与 IPF 呈负相关[37]。

参与肺纤维化的 miRNA 还有 miR-200 家族[38],miR-154[39],miR-145[40]等。miR-200 家

族在小鼠肺纤维化及人 IPF 肺组织中表达明显下调，miR-200 家族在肺泡上皮细胞

(alveolar epithelial cells，AECs)中的表达水平要高于 FBs,在肺纤维化小鼠的 AECs 中

miR-200 表达下调，miR-200 家族可抑制 TGF-beta 诱导的 AECs 的 EMT 进而逆转

肺纤维化[38]。IPF 的 FBs 中 miR-154 表达增加，而正常人肺成纤维细胞(normal human 

lung fibroblasts，NHLF)转染 miR-154 后细胞增殖和迁移能力明显增加[39]。在 TGF-

beta 处理过的 FBs 中 miR-145 表达上调，与正常人肺组织相比，IPF 患者肺组织中
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miR-145 的表达也增加，过表达 miR-145 可以增加 α 平滑肌肌动蛋白(smooth muscle 

actin-α，α-SMA)的表达,进而促进纤维粘连[40]。 

circRNA 是肺纤维化机制研究的新兴领域，研究表明，SiO2可以促进细胞的增

殖、迁移，在增加 circHECTD1 表达的同时，抑制 HECTD1 蛋白的表达，使用 siRNA

下调 circHECTD1 的表达或过表达 HECTD1 可逆转 SiO2 诱导的细胞增殖迁移能力

的增强，进一步验证了 circHECTD1 在 SiO2诱导的肺纤维化中促进内皮细胞的迁移

和活化的能力[41]。PPP1R13B 是 p53 家族促凋亡蛋白的主要成员，SiO2可下调肺 FBs

中 circRNA-012091 (circ-012091)的表达并诱导下游 PPP1R13B 表达上调，circRNA-

012091 调控的 PPP1R13B 通过内质网应激(endoplasmic reticulum stress，ERS)和自噬

促进肺 FBs 的增殖和迁移 [42]。对 IPF 患者的血浆进行基因芯片检测发现：

circRNA_100906 、 circRNA_102100 和 circRNA_102348 的表达明显 上调，

circRNA_101225、circRNA_104780 和 circRNA_101242 的表达明显下调[43]。 

4. ceRNA 调控网络与肺纤维化 

   研究发现,有多个 ceRNA 调控网络参与肺纤维化。H19 作为 miRNA-196a 的直接

靶基因在 TGF-beta 和博来霉素诱导的肺纤维化中表达上调，可增加对 miRNA-196a

的吸附来上调 COL1A1 的表达，进而促进肺纤维的发生[44]。circRNA‐662 和 949 可

吸附 miR‐29b 并分别调节 Gli2 和 STAT3 的表达[45]。miR-7 可以抑制肺上皮细胞的

EMT 过程，上调 miR-7 可以缓解肺纤维化，TGFBR2 是 miR-7 的下游靶基因，

circRNA CDR1as 可以逆转 miR-7 对 TGFBR2 的抑制作用进而上调 TGFBR2 的表

达，circRNA CDR1as/miR-7/TGFBR2 这一作用轴可调节 SiO2 所致的肺纤维化[46]。

ZEB1（Zinc-finger Ebox Binding Homeobox 1）是 EMT 的主要调控因子，LncRNA 

ZEB1 反义 RNA 1(ZEB1 antisense RNA 1,ZEB1-AS1)在博来霉素诱导的大鼠肺纤维

化组织及 TGF-beta 诱导的 RLE-6TN 细胞纤维化中明显上调，ZEB1-AS1 的表达与

ZEB1 呈正相关，体内实验证明，敲低 ZEB1-AS1 可通过抑制 EMT 来缓解博来霉素

诱导的肺纤维化，ZEB1-AS1 可以吸附 miR-141-3p，过表达 ZEB1-AS1 可以减少 miR-

141-3p 的表达并活化 ZEB1，因此 ZEB1-AS1 可通过调节 miR-141-3p/ZEB1 轴来促

进博来霉素所致的肺纤维化[47]。LncRNA NONMMUT065582 被指定为肺纤维化相

关 RNA（pulmonary fibrosis-associated RNA，PFAR），它在小鼠肺组织及纤维化的

肺 FBs 中表达上调，过表达 PFAR 可以通过调控 miR-138 来促进纤维化的发生，而

敲低 PFAR 可以缓解 TGF-beta 诱导的 FBs 中的纤维化的发生发展，另外下调 miR-

138 可以通过调控 yes-相关蛋白 1(yes-associated protein 1，YAP1)来促使纤维化的发
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生，且过表达 miR-138 可以减缓纤维化程度，过表达 PFAR 可以减少 miR-138 并减

弱其对 YAP1 的抑制作用进而加重纤维化程度，即在肺纤维化过程中，PFAR 可以

通过 miR-138 发挥“海绵吸附”效应来影响 YAP1 的表达，更重要的是，敲低 PFAR

可以缓解博来霉素诱导的小鼠肺纤维化，提示 PFAR 可能成为肺纤维化的潜在治疗

靶点[48]。LncRNA NONMMUT021928 被指定为肺纤维化相关 LncRNA（pulmonary 

fibrosis-associated lncRNA，PFAL），它在小鼠肺纤维化组织及 TGF-beta1 诱导的 FBs

的纤维化中表达增高，过表达 PFAL 可以促进促进细胞增殖、迁移以及 FBs 转化为

肌成纤维细胞，导致 ECM 的沉积及纤维化的发生，miR-18a 在体内体外实验及 IPF

患者的肺纤维化中表达下调，在博来霉素诱导的肺纤维化中,PFAL 与 CTGF 竞争性

结合 miR-18a，下调 PFAL 可能为肺纤维化提供新的治疗策略[49]。 

随着空气污染的日益加重，各种肺部疾病及慢性肺纤维化的发病率增加。肺纤

维化的发病机制十分复杂，是多种多样的致病因素导致的具有相同结局的一类疾病，

不同致病因素导致的肺纤维化可能具有相同或相似的发病机制，但也可能具有不同

的发病机制，对肺纤维化发病机制的研究是疾病诊治的基础。ncRNA 和 ceRNA 调

控网络的研究为明确肺纤维化机制奠定了基础，有望为肺纤维化的诊治提供新的靶

点。 
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