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摘 要 

背景：百草枯（Paraquat, PQ）一种联吡啶类强效除草剂，因其价格低廉在发展

中国家广泛使用，每年大约有上千人死于 PQ 中毒。PQ 中毒后主要积聚器官：肺脏

和肾脏，其导致的不可逆性的急性进展性肺纤维化和急性肾衰竭是患者死亡的常见

原因。上皮间质（epithelial-mesenchymal transition, EMT）转化和过度炎症反应是 PQ

中毒导致肺纤维化发展中的重要环节。在该过程中细胞从上皮形态转变为间质形态

的过程被称为 EMT，伴随相关指标包括黏附蛋白（Epithelia cadherin, E-cadherin）以

及 α 平滑肌肌动蛋白（α-smooth muscle actin，α-SMA）的改变，赋予细胞迁移和侵

袭的能力。此外，PQ 所致的肺纤维化过程中还伴随着过度炎症反应，导致细胞凋

亡、细胞坏死和细胞焦亡；炎性小体是体内免疫反应的主要参与者。当外界刺激激

活 NLRP3 炎性小体后，导致含有半胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶的活化，从而使

得一些细胞因子如 IL-18、IL-1β 的激活和释放。  

通过前期转录组高通量测序研究分析 PQ 诱导肺纤维化中差异性表达的基因，

并生信预测基因之间的潜在结合位点。发现有关免疫通路的基因中共有 85种mRNA, 

597 种 miRNA 差异性表达，其中白细胞介素 22 受体亚基 2（interleukin 22 receptor 

subunit alpha 2，Il22ra2/IL22BP)上调表达倍数较高。IL22BP 是 II 类细胞因子受体家

族的一个成员，在特发性肺动脉高压患者血浆中高表达[1]。miR-23a-5p 作为近年新

发现的 microRNA，在肝纤维化中表达上调，但其在百草枯中毒中的作用机制尚未

见报道。NLRP3 介导的细胞焦亡介导多种疾病的发生发展，如神经细胞损伤、急性

肾损伤等。miRWalk 网站预测 miR-23a-5p IL22BP、NLRP3 的结合位点，通过控制

miR-23a-5p 的表达和抑制，探索 miR-23a-5p 对 IL22BP、NLRP3 的调控作用及该调

控对百草枯致肺纤维化过程的影响。  

目的：揭示 PQ 中毒所致的肺 EMT 和细胞焦亡过程中 miRNA-mRNA 的调控关

系对，为 PQ 中毒所致的不可逆性的肺纤维化探寻潜在的治疗靶点。 

研究方法：1、20mg/Kg、30mg/Kg 腹腔单次注射给药于 C57/BL6 小鼠构建 PQ

中毒所致肺纤维化模型，组织病理生理水平上我们选择 HE 染色、Masson 染色，切

片观察肺组织是否纤维化，模型是否构建成功。提取组织蛋白通过 Western-Blot 检

验 E- cadherin、IL22BP 及 α-SMA 的表达变化，探索是否发生 EMT 改变。2、基因

水平上用 qRT-PCR 方法检测相应蛋白指标和 miR-23a-5p 的表达情况。3、以一定范

围的 PQ 浓度梯度，探索 MLE-12 细胞染毒所致 EMT 的最适浓度。细胞模型构建
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后，分别从蛋白水平检测 IL22BP、NLRP3、E-cadherin、IL-18、 α-SMA、IL-1β、 

caspase-1 在染毒组中的表达改变；qRT-PCR 的方法探明 MLE-12 染毒模型中 IL22BP、

miR-23a-5p、 E-cadherin、α-SMA 的转录变化。4、转染 miR-23a-5p 的 mimic、inhibitor，

转染 72h 后，qRT-PCR 和 Western blot 方法检验改变 miR-23a-5p 后 MLE-12 染毒模

型中的 E-cadherin、α-SMA 及 IL22BP、NLRP3、IL-18、IL-1β、caspase-1 的表达。

5、双荧光素酶实验验证 miR-23a-5p 和 IL22BP 结合，构建含有荧光素酶的 IL22BP

野生型和突变型质粒载体后，细胞内共转染 miR-23a-5p，根据荧光素酶值判断两者

是否结合。 

结果：组织病理切片结果显示，PQ 组出现纤维化表现：肺间质水肿，炎性浸

润，胶原蛋白增加；qPCR 结果显示染毒组 miR-23a-5p、E-cadherin 基因转录水平显

著降低，α-SMA、IL22BP 转录水平升高；这些指标变化趋势与 WB 结果相同。体外

细胞模型构建显示，随着 PQ 浓度的增加 NLRP3、IL-18、IL-1β、caspase-1、α-SMA、

IL22BP 蛋白表达水平相对增高，E-cadherin 蛋白较未染毒组降低，这些结果证明 PQ

中毒后存在细胞焦亡和肺上皮间质转化，并随着 PQ 浓度的升高趋势逐渐加重。转

染 miR-23a-5p 过表达片段后，WB 结果显示 IL22BP、NLRP3 表达降低，细胞 E-

cadherin 表达较未转染组相对升高，但表达量依然低于未加 PQ 的对照组，α-SMA

表达水平低于未转染组，高于对照组；NLRP3、IL-18、IL-1β、caspase-1 蛋白质表

达水平下降， EMT、 焦亡趋势减轻；转染 miR-23a-5p 抑制片段后，IL22BP、NLRP3

蛋白质表达水平升高，E-caderin 降低，α-SMA 升高；焦亡相关指标 NLRP3、IL-18、 

IL-1β、caspase-1 蛋白质表达水平升高，EMT、焦亡趋势加重。双荧光素酶实验结果

显示 IL22BP 野生型双荧光素的表达较突变组明显降低，表明 IL22BP 与 miR-23a-

5p 之间存在结合位点。 

结论：本研究结果证实 IL22BP 和 NLRP3 炎性小体参与百草枯中毒所致的肺上

皮间质转化和细胞焦亡，并受 miR-23a-5p 调节。 

关键词：百草枯；细胞焦亡；miR-23a-5p；IL22BP；EMT；NLRP3。 
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Abstract 

Background: Paraquat (PQ), a potent bipyridine herbicide, is widely used in developing 

countries because of its low price. Thousands of people die of PQ poisoning every year. 

The main organs of accumulation after PQ poisoning are the lungs and kidneys, which lead 

to irreversible acute progressive pulmonary fibrosis and acute renal failure, which are 

common causes of death in patients. Epithelial-mesenchymal transition (EMT) transition 

and excessive inflammatory response are important links in the development of pulmonary 

fibrosis caused by PQ poisoning. The transformation of cells from epithelial to 

mesenchymal morphology during this process is called EMT, and associated markers 

include epithelia cadherin (E-cadherin) and α-smooth muscle actin (α-SMA) ), which 

endow cells with the ability to migrate and invade. In addition, PQ-induced pulmonary 

fibrosis is also accompanied by excessive inflammatory response, leading to apoptosis, 

necrosis and pyroptosis; the inflammasome is a major player in the immune response in 

vivo. When the NLRP3 inflammasome is activated by external stimuli, it leads to the 

activation of cysteine-containing aspartate proteolytic enzyme, which leads to the 

activation and release of some cytokines such as IL-18 and IL-1β. 

Differentially expressed genes in PQ-induced pulmonary fibrosis were analyzed by 

previous transcriptome high-throughput sequencing studies, and potential binding sites 

between genes were predicted. A total of 85 mRNAs and 597 miRNAs were found to be 

differentially expressed in genes related to immune pathways, among which interleukin 22 

receptor subunit alpha 2 (Il22ra2/IL22BP) had a higher up-regulated expression fold. 

IL22BP is a member of the class II cytokine receptor family and is highly expressed in the 

plasma of patients with idiopathic pulmonary arterial hypertension [1]. As a newly 

discovered microRNA in recent years, miR-23a-5p is up-regulated in liver fibrosis, but its 

mechanism of action in paraquat poisoning has not been reported yet. NLRP3-mediated 

pyroptosis mediates the occurrence and development of various diseases, such as nerve 

cell damage and acute kidney injury. The miRWalk website predicts the binding sites of 

IL22BP and NLRP3 of miR-23a-5p. By controlling the expression and inhibition of miR-
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23a-5p, we explore the regulatory effect of miR-23a-5p on IL22BP and NLRP3 and its 

effect on paraquat-induced lung fibrosis. influence of the process. 

Objective: To reveal the regulatory relationship of miRNA-mRNA in the process of 

pulmonary EMT and pyroptosis caused by PQ poisoning, and to explore potential 

therapeutic targets for irreversible pulmonary fibrosis caused by PQ poisoning. 

Research methods: 1. A single intraperitoneal injection of 20 mg/Kg and 30 mg/Kg was 

administered to C57/BL6 mice to establish a model of pulmonary fibrosis caused by PQ 

poisoning. At the histopathophysiological level, we chose HE staining and Masson staining 

to observe lung sections. Whether the tissue is fibrotic and whether the model is 

successfully constructed. The tissue protein was extracted and the expression changes of 

E-cadherin, IL22BP and α-SMA were examined by Western-Blot to explore whether EMT 

changes occurred. 2. qRT-PCR was used to detect the expression of corresponding protein 

indexes and miR-23a-5p at the gene level. 3. To explore the optimal concentration of EMT 

induced by MLE-12 cell exposure with a certain range of PQ concentration gradient. After 

the cell model was constructed, the expression changes of IL22BP, NLRP3, E-cadherin, 

IL-18, α-SMA, IL-1β, and caspase-1 in the exposure group were detected from the protein 

levels; qRT-PCR was used to detect the MLE Transcriptional changes of IL22BP, miR-

23a-5p, E-cadherin and α-SMA in -12 exposure model. 4. The mimic and inhibitor of miR-

23a-5p were transfected. After 72h of transfection, qRT-PCR and Western blot were used 

to test the E-cadherin, α-SMA and E-cadherin in the MLE-12 infection model after 

changing miR-23a-5p. Expression of IL22BP, NLRP3, IL-18, IL-1β, caspase-1. 5. The 

dual luciferase experiment verified the combination of miR-23a-5p and IL22BP. After 

constructing IL22BP wild-type and mutant plasmid vectors containing luciferase, miR-

23a-5p was co-transfected in cells and judged according to the luciferase value. whether 

the two are combined. 

Results: The results of histopathological sections showed that the PQ group had fibrosis 

manifestations: pulmonary interstitial edema, inflammatory infiltration, and increased 

collagen; -The transcript levels of SMA and IL22BP increased; the trend of these indexes 
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was the same as that of WB. In vitro cell model construction showed that with the increase 

of PQ concentration, the expression levels of NLRP3, IL-18, IL-1β, caspase-1, α-SMA, 

and IL22BP were relatively increased, and the E-cadherin protein was lower than that of 

the untreated group. These results It is proved that pyroptosis and pulmonary epithelial-

mesenchymal transition exist after PQ poisoning, and the trend is gradually aggravated 

with the increase of PQ concentration. After transfection of miR-23a-5p overexpressed 

fragment, WB results showed that the expressions of IL22BP and NLRP3 were decreased, 

and the expression of E-cadherin in cells was relatively higher than that of the 

untransfected group, but the expression level was still lower than that of the control group 

without PQ. The expression level of SMA was lower than that of the untransfected group, 

but higher than that of the control group; the protein expression levels of NLRP3, IL-18, 

IL-1β, and caspase-1 decreased, and the trend of EMT and pyroptosis was alleviated; after 

transfection of miR-23a-5p inhibitory fragment , IL22BP, NLRP3 protein expression levels 

increased, E-caderin decreased, α-SMA increased; pyroptosis-related indicators NLRP3, 

IL-18, IL-1β, caspase-1 protein expression levels increased, EMT, pyroptosis trend 

aggravated . The results of dual-luciferase assay showed that the expression of IL22BP 

wild-type dual-luciferin was significantly lower than that of the mutant group, indicating 

that there was a binding site between IL22BP and miR-23a-5p. 

Conclusion: The results of this study confirm that IL22BP and NLRP3 inflammasomes 

are involved in paraquat poisoning-induced pulmonary epithelial-mesenchymal transition 

and pyroptosis, and are regulated by miR-23a-5p. 

Key words: paraquat; pyroptosis; miR-23a-5p; IL22BP; EMT; NLRP3. 
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英文缩写 英文全称 中文全称 

PQ Paraquat 百草枯 

EMT Epithelial-me senchymal transition 上皮-间质转化 

3’UTR 3-untranslated region 3’端非翻译区 

IL-18 Interleukin18 白介素 18 

IL-1β Interleukin-1β  白细胞介素-1β 

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

FBS Fetal bovine serum 胎牛血清 

PBS phosphate buffer saline 磷酸盐缓冲液 

PMSF phenylmethyl sulfonylfluoride 苯甲基磺酰氟化物 

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

qRT-PCR Quantitative Realtime Polymerase 

Chain Reaction 

实时荧光定量多聚酶链反

应 

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 

E-cadherin 

non-protein-coding RNA 

Epithelia cadherin 

非编码 RNA 

E-钙粘附蛋白 

SDS sodium dodecyl sulphate 十二烷基硫酸钠 

MRE miRNA response element miRNA 应答元件 

NLRP3 NOD-like receptor protein 3 核苷酸结合寡聚化结构域

样受体蛋白 3 



中国医科大学硕士学位论文 

 

目 录 

 

摘 要 ................................................................................................................................ III 

Abstract ........................................................................................................................... VI 

英文缩略语 ...................................................................................................................... VI 

第一部分 miR-23a-5p 调控 IL22BP 对百草枯中毒所致上皮间质转化作用研究 

1 前言 ................................................................................................................................ 1 

2 材料和方法 .................................................................................................................... 4 

2.1 主要试剂和仪器 ................................................ 4 

2.1.1 实验动物 ................................................ 4 

2.1.2 小鼠 MLE-12 上皮细胞培养................................. 4 

2.1.3 主要实验试剂 ............................................ 4 

2.2 实验方法 ...................................................... 7 

2.2.1 实验动物分组及给药 ...................................... 7 

2.2.2 实验动物一般状况的观察 .................................. 7 

2.2.3 细胞培养 ................................................ 7 

2.2.4 PQ 染毒细胞给药浓度初步探索 ............................. 8 

2.2.5 标本收集、处理及保存 .................................... 8 

2.2.6 H&E 染色观察肺组织病理学特征 ........................... 8 

2.2.7 肺组织 IL22BP、E-cadin、α-SMA、GADPH、miR-23a-5p 的 mRNA

检测 .......................................................... 9 

2.2.8 肺组织 IL22BP、E-cadin、α-SMA 的蛋白检测 ................ 11 

2.2.9 细胞划痕实验 ........................................... 13 

2.2.10 Transwell 实验 .......................................... 13 

2.11 双荧光素酶报告基因 ...................................... 13 

2.2.12 干扰 RNA 的转染 ....................................... 14 

2.2.14统计学分析 ............................................. 14 

3 实验结果 ...................................................................................................................... 15 

3.1 小鼠一般状况的观察结果 ....................................... 15 



中国医科大学硕士学位论文 

 

3.2 百草枯诱导小鼠肺组织肺纤维化表现 ............................. 15 

3.3 MLE-12 细胞 PQ 染毒细胞给药浓度初步探索 ...................... 16 

3.4 小鼠肺组织、MLE-12 细胞 IL22BP、E-cadin、α-SMA mRNA 水平测定结果

 ................................................................. 16 

3.5 小鼠肺组织、MLE-12 细胞 IL22BP、E-cadin、α-SMA 蛋白水平测定结果

 ................................................................. 17 

3.6 PQ 染毒后 MLE-12 细胞迁移能力增强 ............................ 17 

 ................................................................. 18 

3.7 miR-23a-5p 和 IL22BP 的结合预测 ............................... 18 

3.8 双荧光素酶实验报告验证 IL22BP 与 miR-23a-5p 的靶合关系 ......... 19 

3.9 miR-23a-5p 在动物模型和细胞模型中表达下调 ..................... 20 

3.10 miR-23a-5p 通过 IL22BP 调节 MLE-12 上皮细胞中 EMT 的表达趋势 . 20 

4 讨论 .............................................................................................................................. 23 

5结论 ............................................................................................................................... 25 

第二部分 miR-23a-5p 对百草枯所致细胞焦亡中 NLRP3 炎性小体作用研究 

1前言 ............................................................................................................................... 26 

2材料与方法 ................................................................................................................... 28 

2.1 主要试剂和仪器 ............................................... 28 

2.1.1 主要试剂 ............................................... 28 

2.1.2 主要实验仪器 ........................................... 28 

2.2 实验方法 ..................................................... 28 

2.2.1 细胞培养 ............................................... 28 

2.2.2 qRT-PCR ................................................ 28 

2.2.3 Western-blot ............................................. 28 

2.2.4 干扰 RNA 的转染 ........................................ 28 

3 实验结果 ...................................................................................................................... 29 

3.1 NLRP3 炎症小体参与 PQ 诱导后 MLE-12 上皮细胞的细胞焦亡 ....... 29 

3.2 miR-23a-5p -NLRP3 的结合预测 ................................. 29 

3.3 miR-23a-5p 通过 NLRP3 炎性小体调节 MLE-12 细胞焦亡水平 ........ 30 

4 讨论 .............................................................................................................................. 31 

5 结论 .............................................................................................................................. 33 



中国医科大学硕士学位论文 

 

本研究创新性的自我评价 .............................................. 34 

参考文献 ............................................................ 35 

综述 ................................................................ 37 

参考文献 ............................................................ 42 

 



中国医科大学硕士学位论文 

 

第一部分：miR-23a-5p 调控 IL22BP 对百草枯中毒所致

上皮间质转化作用研究 

1 前言 

PQ，别名 1,1’-二甲基-4,4’-联吡啶，一种强毒性高效类除草剂。由于其价格低

廉使用方便，在世界范围内广泛使用。同时 PQ 也是发展中国家常见的农药中毒致

死种类之一。据统计，PQ 中毒致死率高达 90%[2]。PQ 可通过胃肠道、皮肤、呼吸

道吸收导致多器官受损，尤以肺损伤为主。中毒者可出现急性肺损伤、致死性肺出

血、水肿，即使经过抢救，大多数患者也会发生不可逆的肺纤维化，最终因呼吸衰

竭而死亡[3]。 

已有广泛的研究证实百草枯对肺损伤的机制主要有：EMT，过度的炎症刺激和

氧化应激。EMT 涉及多种生理功能蛋白的变化和一系列信号分子的调控，其中最显

著的标志是上皮细胞标志物，如上皮细胞黏附蛋白（E-cadherin）、细胞角蛋白

（Cytokeratin）的表达显著下降，而间质细胞的标记物如 α-平滑肌肌动蛋白（α-SMA）、

I 型胶原（collagen I）等表达显著上升。 

图 1.1 转录组测序分析显示免疫通路在百草枯中毒中改变最大，IL22BP 表达升高，miR-23a-5p 降低，IL22BP

与 miR-23a-5p 形成预测关系。 

1
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转录组学研究是众多实验技术中全面性最强的研究之一。即可以了解研究对象

其基因转录的整体水平，同时还能揭示其转录调控的规律、揭示疾病中的生物学过

程及涉及的分子机制，因而在多个研究领域得到广泛应用。构建小鼠百草枯中毒模

型，转录组测序分析差异性表达基因。全转录组 KEGG 分析显示，百草枯中毒后影

响较大的前 30 种通路中免疫系统的通路改变占第 1 位（如图 1.1 所示），有关免疫

通路差异性表达 mRNA 85 个，其中上调 34 个，下调 51 个；上调基因中差异性表

达最高的 5 种分别是 fbx15、H2-Q1、Adcy3、Il22ra2 和 cdknla。 

IL22BP（interleukin 22 receptor subunit alpha2，Il22ra2/IL22BP） 一种可溶性的

IL-22 受体，在多器官组织中表达，缺乏跨膜区和胞内区，与 IL-22 的亲和力是 IL-

22R1 的 20-1000 倍[4]。最近的研究表明，IL22BP 是银屑病和过敏性接触性皮炎炎

症发生进展中的重要调节因子，皮肤组织中高表达的 IL22BP 与银屑病的炎性严重

程度密切相关[5]。临床的一项回顾性调查研究显示，特发性肺动脉高压患者血清

IL22BP 表达高于正常组，这预示着 IL22BP 表达含量的高低可能是调控缺氧性肺动

脉高压中肺血管顺应性降低的一种新的调节机制[1]。 

非编码 RNA 种类众多，比如 rRNA, tRNA, circRNA、snRNA 以及 microRNA。

非编码基因曾一度被称为是“无用之物”。虽然不能翻译成蛋白质，但它们可以通过

调节调控和它们相临近的 mRNA 的转录以及翻译，从而与靶 mRNA 结合而在基因

沉默和翻译中发挥重要作用。 

整个物种的所有真核的细胞中都含有 miRNA。近年来，miRNA 的调节机制因

其在生物学过程中的作用以及在包括视网膜病变、神经退行性改变、糖尿病肾损伤

和癌症在内的多范围多领域的疾病中的进展作用而得到广泛研究。miRNA 调控过

程呈现专一性低、特异性高的特点，如 miRNA 可靶向多个基因，而一个基因可同

时受多个 miRNA 调控。miRNA 主要在转录水平发挥调控作用，通过切割 mRNA 或

抑制翻译表达，来下调其目的的表达水平。 
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图 1.2 高通量测序结果显示 miRNA 在 PQ 组差异性表达 

高通量测序分析 PQ 诱导后的小鼠肺纤维化组织差异性表达基因，非编码 RNA

基因中 334 个基因上调，263 个基因下调（如图 1.2 所示）。其中 miR-23a-5p 表达下

调，与上调的 IL22BP 形成靶基因关系对（图 1.1 所示）。但尚未见 miR-23a-5p 在

PQ 中毒中的报道。 

本研究通过构建 PQ 中毒的动物和细胞模型，体内体外实验研究探讨 IL22BP、

miR-23a-5p 在百草枯中毒致肺上皮间质转化中的作用；高通量测序分析 miR-23a-5p

能够靶合 IL22BP，因此我们通过在生信网站预测其结合位点，敲减和过表达 miRNA

来验证 miR-23a-5p 对 IL22BP 的调节机制。 
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2 材料和方法 

2.1 主要试剂和仪器 

2.1.1 实验动物 

实验小鼠选择 SPF 级的，6-8 周，C57/BL6，每次根据实验分组需要耗用 24 只，

从北京华阜康生物购入。实验已获得中国医科大学附属盛京医院伦理委员会批准

（批准号 2017PS243K）。所有动物试验操作均符合 ARRIVE 准则、美国 国立卫生研

究院 实验动物的护理和使用准则（NIH 出 版物 8023 号，1978 年修订）。 

2.1.2 小鼠 MLE-12 上皮细胞培养 

表 2.1.2  MLE-12 细胞 

MLE-12 上皮细胞 上海冠导生物工程 

培养条件 37℃，95%O2，5%CO2。 

培养液 DMEM/F12 细胞培养基（10%胎牛 

血清、1%双抗 (10000 U／mL 链霉

素，100U/L g／mL 青霉素)） 

 

2.1.3 主要实验试剂 

表 2.1.3 主要实验试剂 

DMEM/F12 细胞培养基 Hyclone 

胎牛血清(FBS) Hyclone 

青霉素链霉素溶液 Hyclone 

胰蛋白酶 Hyclone 

二氯百草枯 sigma 
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抗 E-cadherin 抗体 Abcam 

抗α-SMA 抗体 Abcam 

抗 Il22ra2 抗体 Abcam 

HE 染色试剂盒 索莱宝 

Masson 三色染色液 索莱宝 

RIPA 裂解液 碧云天 

BCA 蛋白定量试剂盒 康为 

5×蛋白上样缓冲液 达科为 

Acrylamide Kit (12%) BIO-RAD 

TEMED 生工 

APS sigma 

彩虹 180 Marker 索莱宝 

PVDF(0.45 μm)膜 默克密理愽 

Tween-20 生工 

超敏型 ECL 化学发光液 博奥龙 

脱脂奶粉 OXOID 

RNAiso plus TAKARA 

反转录试剂盒 TAKARA 

qRT-PCR 引物 生工 

抗 β-actin 抗体 Abacm 

5



中国医科大学硕士学位论文 

 

0.1%结晶紫 染色液 优唯生物 

4%组 织细胞固定液 索莱宝 

Triton X-100 索莱宝 

DAPI 溶液 汇佰 

抗荧光衰减封片剂 优唯生物 

免疫荧光二抗 Abbkine 

miR-23a-5p 广州锐博 

U6 引物 广州锐博 

siRNA-MateTM 转染试剂 金传 

pSI-Check2-IL22ra2-WT 双荧光报告载体 上海生工生物 

pSI-Check2-IL22ra2-MUT 双荧光报告载体 上海生工生物 

Dual-Luciferase 基因报告检测系统试剂盒 上海生工 

 

2.1.4 主要实验仪器 

表 2.1.4 主要仪器 

解剖器械 产商 

石蜡包埋机 Leica 

HE 自动染色机 Leica 

移液器 RAININ 

37°C 恒温孵育箱 Leica 

超声破碎仪 SONICS 

石蜡切片机 Leica 

高速冷冻离心机 SONICS 
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高速离心机 Leica 

漩涡混合器 Leica 

Roche480PCR 仪 Leica 

超净工作台 Thermo 

电泳仪 中慧天诚 

湿转印仪 中慧天诚 

显微镜 Nikon 

显微拍照系统 Nikon 

摇床 Kylin-bell lab instruments, 

磁力搅拌器 上海跃进 

酶标仪 BioTek 

化学发光仪 GE 

 

2.2 实验方法 

2.2.1动物分组及给药剂量、方式 

设置三个动物组，分别为正常对照组（CON 组）、PQ 组 20mg/Kg 组(PQ20)、

30mg/Kg 组（PQ30），分别在统一屏障环境下饲养。称取一定量体积的 PQ 粉末于

EP 管中，向管中加入生理盐水充分震荡混匀成 5mg/mL 的高浓度浓缩液。稀释浓缩

液后，一次性注射器于腹腔内注射，PQ 组注射 20mg/Kg、30mg/Kg（稀释至 1ml）

剂量的百草枯、CON 组小鼠腹腔注射给予等体积生理盐水。屏障坏境下给予常规饲

养。 三周后采用异氟烷麻醉小鼠，收集肺泡灌洗液后；安乐处死小鼠（用 CO2），并

取肺组织标本。 

2.2.2 观察实验动物的生理状况 

PQ 给药前后，分别观察每组小鼠的活动状态变化，进食量、大便量是否改变，

是否出现喘息等呼吸窘迫状态，是否死亡等情况。 

2.2.3 细胞培养 

(1)MLE-12 细胞培养环境：同 2.1.2 描述。 
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(2)换液：48h 后待细胞稳定一定时间，显微镜下观察细胞状态；细胞形态是否依然

呈椭圆形，培养皿内细胞生长速度，是否长满整个皿 60%-70%，培养液是否颜色改

变，有絮状沉积物等。没有以上变化，正常换液即可。弃去原培养基，PBS 洗皿，

且记动作要轻柔，以免将细胞吹落。加入新的培养液于培养箱中继续培养。 

(3)传代：培养细胞 2-3 天后，待细胞覆盖 70%以上的皿底。弃去原培养液，根据细

胞量加入胰酶，一般是 500 μL-800μL。培养箱 3min 后，10×20 倍镜下观察细胞形

态是否变小，变亮来判断细胞消化程度。加入培养液（含血清）1ml 终止消化，将

脱落的细胞转移至 EP 管中。1000rpm、离心 5min。等体积分配细胞悬液至六孔板

中，37℃培养。 

(4)冻存：当细胞长满整个皿底 70%时，先做消化处理。消化所得的沉淀即为要冻存

得细胞。1ml 冻存液 (配置比例 20% FBS、10% DMSO、70% DMEM/F12 培养基) 

重悬细胞于冻存管中。渐进性降温冷冻：－80℃、程序降温盒 24h，液氮罐。 

(5)复苏：37℃水浴锅加热融化冻存细胞。离心，弃上清。一般将复苏的细胞于小皿

内，有利细胞生长。皿内加适量的培养液，置入重悬的细胞液混匀培养皿后放至培

养箱中培养。 

2.2.4 PQ 染毒细胞给药浓度初步探索 

(1)首先在六孔板内铺满至少 70%的细胞，以方便后续实验。 

(2)EP 管称取一定体积的 PQ 粉末，加入无血清的培养液。振荡混匀。EP 管喷洒足

量酒精拿进超净台，用无菌一次性滤头过滤。将刚刚配置好的 PQ 液体稀释至

1200μmol/L，避光保存。 

(3)稀释配存液我们选择不含血清的 DMEM/F12 培养基，稀释的终浓度分别为

50μmol/L、100μmol/L、150μmol/L、200μmol/L。 

(4)隔天在显微镜下观察皿内细胞生长状态，是否有大量漂浮细胞，细胞是否呈梭形，

并进行拍照记录。  

2.2.5 标本收集、处理及保存 

构建模型 21 天后处理小鼠。麻醉药选择戊巴比妥钠，手术台麻醉小鼠后；将右

侧支气管结扎，生理盐水冲洗肺泡收集灌洗液。二氧化碳安乐处死小鼠，解剖并取

下双侧肺叶组织收集于 EP 管中，冻存－80℃冰箱内以便后续实验。 

2.2.6 H&E 染色观察肺组织病理生理学改变 
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4%多聚甲醛侵润固定肺组织 12h 后，将组织块切割至 5mm 厚度的小样，经过

高浓度梯度脱水以及浸蜡后，将肺组织用加热融化后的石蜡包埋，并将组织包块切

割成 3.5μm 厚。二甲苯脱蜡、水合切片；苏木素孵育 3min 后 PBS 洗涤至少 3 次；

伊红室温下染色 1min。高浓度乙醇脱水切片 20min，二甲苯中敷育 2min；洗涤；中

性树胶封片。 

2.2.7 肺组织 IL22BP、E-caderin、SMA、GADPH、miR-23a-5p 的 mRNA 检测 

（一）肺组织以及细胞 RNA 的提取 

（1）取肺组织 15mg 并用研磨器充分磨碎后，加入 RNA 裂解液 TRIOZOL1ml，置

于冰上充分混匀 5min。细胞：培养皿弃去原培养液，加入 1ml TRIOZOL，吹打脱

落细胞，收集细胞悬液于不含 RNA 酶的 EP 管中，离心收集上清。 

（2）加氯仿：根据试剂说明书一般是加 1/5 体积，高强度的震荡混匀，静置 15min。 

（3）低温 4°C、高速 14000g，（速度由于过高，离心机会发生震动的声音，为正常

现象），离心 15min。 

（4）转移上清到新的 1.5ml 无 RNA 酶的 EP 管中，切记不能过分吸上清，以免把

分离出来的有机物带到 EP 管中，影响后续实验。加入等体积异丙醇震荡，用枪头

吹打即可，室温静置 10min。 

（5）4°C、12000g、10min；离心得到的沉淀为 RNA。 

（6）洗涤沉淀： 75%乙醇，1ml，涡旋震荡；4°C，12000g，5min。 

（7）风干沉淀，一般是利用超净台的风将其吹干。30ulDEPC 水溶解沉淀。 

（8）NanoDrop 2000 仪测量样品浓度。 

（二）去基因组 DNA 反应 

（1）在超净台冰盒中按照说明进行以下操作。 

表 2.2.7 去 DNA 步骤 

5×gDNA Eraser Buffer   1.0ul 

gDNA Eraser 2.0ul 

Total RNA    ※ul 

RNase Free dH2O    up to 10 ul 

*Total RNA 体积=1ug/总 RNA 浓度  

（2）PCR 仪运行一下程序：42℃，2min；4℃，1sec。 

（三）反转录反应 
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（1）第一步完成后，继续进行第二步操作： 

表 2.2.7.1 反转录配置 

上一步骤的反应液   10.0ul 

PrimeScript RT Enzyme Mix I    1.0ul 

RT Primer Mix 1.0ul 

5×PrimerScript Buffer 2(for Real Time) 4.0ul 

RNase Free dH2O 4.0ul 

Total   20.0ul 

(2)每次加样完要充分震荡混匀，然后离心机瞬离，PCR 仪进行反应： 

表 2.7.2.2 反应体系设置 

37°C    15min 

85°C   5sec 

 4°C 低温冷却。-20°C 保存 cDNA 产物于 PCR 定量检测。 

以上是 mRNA 的反转录体系，miRNA 的反转录体系如下： 

Reagent  10 ul 体系 终浓度 

RNA Template(1ug) x ul  

Bulge-LoopTM miRNA RT Primer(5uM) 1ul 500nM 

5X Reverse Transcription Buffer 2ul 1X 

RTase Mix 2ul  

RNase-free H20 至 10ul  

混匀离心；反应程序设置为：42℃ 60min，70℃ 10min。 

（四）Real Time PCR 检测 IL22BP、E-cadin、α-SMA、β-actin、miR-23a-5p 

（1）按以下说明在冰上配制 PCR 反应液： 

表 2.7.2.3  qRT-PCR 配备 

2× ChamQ Universal SYBR qPCR Master Mix 10.0ul 

 

Primer1 (10uM) 0.4ul 

Primer2 (10uM) 0.4ul 

Template DNA/cDNA X ul 
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（cDNA 至

少 是

500ng） 

ddH2O To 20 ul 

(2) 进行 Real Time PCR 反应。根据样品数量的多少可以选择 96 孔板或者八连管，

根据引物特性罗氏 480PCR 仪中设置相应程序。 

相关基因引物序列： 

表 2.7.2.4 qRT-PCR 引物序列 

 

2.2.8蛋白检测和提取 

(一)提蛋白、Western-blot 

(1)总蛋白提取 

动物蛋白提取：取适量肺组织，用眼科剪剪成碎片后，置于蛋白提取柱中，用

研磨器研磨 3-5min 后加入 RIPA 裂解液含有 PMSF300，高速离心机，12000g，离心

5min，所得液体即为蛋白液。 

细胞蛋白的提取：选择细胞刮板提取。弃去原液，加 1ml 的 PBS，用力刮取，

尽量刮取多的细胞。PBS 刮取至少三次，收集悬液至 EP 管中，7500g 离心 5min，

所得沉淀为细胞，向沉淀中加入 200 ul 的 RIPA 裂解液（含有 PMSF），冰箱 4℃裂

解 30min 后；4℃、12000g、12min，所得上清即为蛋白提取液。 

(2)样品浓度测定 

上述所得组织蛋白提取液，按照 BCA 试剂盒所述方法测取样品浓度。 

(3)样品变性 

    按上述测得浓度，分别取相应体积的蛋白液于 PCR 管中，加入 1/4 体积的 5×

基因名称 Forward primer  Reverse primer  

Mus-GAPDH 

Mus-E-cadherin 

Mus-α-SMA  

Mus-IL22BP 

AAATGGTGAAGGTCGGTGTGAAC  

CAGTTCCGAGGTCTACACCTT 

CCCAGACATCAGGGAGTAATGG 

CTCTTGTCTAGAGCAACAGAAATACAAC 

CAACAATCTCCACTTTGCCACTG  

TGAATCGGGAGTCTTCCGAAAA 

TCTATCGGATACTTCAGCGTCA 

CTCAGAGCGCCGCTGGAATGTGCACACATC  
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蛋白缓冲液，PCR 仪 99℃，5min 变性。 

(二) Western-blot  

（1)玻璃板洗涤  

自来水流下冲洗玻璃板且记不能用刷子洗刷玻璃板，以免留下划痕；并用吹风

机吹干。 

（2）配胶与制胶 

a)对齐玻璃板后垂直卡在制胶器中，保证玻璃板底面与桌面平行。 

b)按照说明书 Bio-Rad’s TGXTM 配置浓缩胶，将浓缩胶加上后立即加分离胶，时

间过长再配容易形成上下分层。将梳齿插进未凝固的上层胶中，并于室温下凝固

30min。 

(3) SDS-PAGE 电泳 

30min 后上层胶凝固，将两块胶板置于制胶器中，加入电泳液。轻慢小心拔出

梳子，用精密加量针向梳孔加入变性好的等量蛋白液。电泳槽盖上电机盖，250V，

30min，电泳。 

(4)转膜 

a) 根据指示蛋白条带宽度，采取 PVDF 膜，并用甲醇活化 10min。取下玻璃板，

在水流下，起开两块玻璃板。在下层板中切胶，将 marker 旁边没有上样的浓缩胶弃

去，剩余胶置于滤纸上，根据指示蛋白分子量，铺相应条带，并用滤纸覆盖条带，

且记不能有气泡产生。 

b)在电转液中打开转膜夹，提前将海绵垫、滤纸侵湿；夹内两面分别放置一层海

绵垫，放胶的一面提前铺上两层滤纸，用 50ml 离心管赶去其中滤泡。另一面待胶

放置后，再依次放滤纸，轻柔缓慢放不能产生气泡，否则蛋白不能转到 PVDF 膜。 

c)将转膜好的夹子置于电极槽中，槽中放置冰块，区分正负极，0.3A，90min 转

膜。 

(5)免疫反应 

a)成功转印的膜 TBST 洗涤 1min； 放入 5%的脱脂牛奶室温摇床敷育 90min。 

b)倒掉牛奶，将条带放到 TBST 中洗涤 3min，至少 3 次。吸干敷育孔内多余的水

分，加入一抗溶液（TBST 稀释，比例 1：1000）。每个敷育孔至少 4ml 液体，保证

蛋白面都能接触到抗体。4℃冰箱摇床过夜。 

c)一抗如果未使用超过 3 次，则回收一抗溶液；条带在 TBST 摇床上洗涤 3 次，

10min/次。加入二抗，依然用 TBST 稀释，比例 1：5000。室温摇床孵育条带 90min
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后，示二抗使用次数决定是否回收二抗，TBST 洗涤 2-3 次，1 10min/次。 

(6)化学发光曝光条带： 

a)按照 1：1 配置化学发光液，并于锡纸避光保存。 

b)取出 PVDF 膜，动作小心，蛋白面不能碰到手或其他物品以免污染。滴取至少

200μL 发光液于 PVDF 蛋白面上，在发光仪器特定程序下曝光。 

(7)条带数据分析 

ImageJ 8.0 软件分析各个条带的光密度值。 

2.2.9 细胞划痕实验 

(1)用黑色 marker 笔在 6 孔板背面画平行的直线后(每条间距 0.5cm)，向每个孔内内

均等接种适宜细胞。 

(2)皿内细胞长至 70%-80%时，用 10μL 枪头垂直画直线。为使划线的宽度一样，每

画完一条线换一次枪头；然后再用 PBS 溶液轻柔缓慢冲洗培养皿三次，洗净细胞碎

片。 

(3)向划完线条的孔种加入含血清的 DMEM/F12 培养液继续培养 48h，选取三个固

定视野，分别在 0h 和 48h 在固定视野内拍照。 

2.2.10 Transwell 实验 

(1)根据细胞生长速度以及实验所需细胞量选择不同培养皿接种细胞。我们选择六孔

板接种细胞，待每孔内细胞长至 80%；分别用不同浓度的 PQ、不含血清的培养液

作为 CON 组，诱导细胞 48h，消化，离心，数细胞。 

(2)小室内接种 1×105 个细胞。  

(3)小室外加入含有高浓度（20%）血清的培养液 500μL 后，继续放到培养箱培养 48h。 

(4)吸净小室内的培养液，加入固定液，本实验中用的是 4%浓度，500μL，静置凝固

20min；PBS 洗涤。 

(5)小室内加入 0.1%结晶紫染色液 500μL, 20min,PBS 洗涤至少两次。  

(6)医用棉签轻柔擦掉小室内膜细胞，注意不要用力过猛，以免将小室捅穿。擦净后

的小室放于载玻片上于镜下观察拍照。 

2.2.11 双荧光素酶报告基因 

(1)细胞转染：  

1)接种细胞于 12 孔板中，保证每孔板的接种细胞数量大致相等； 

2)按照测得的质粒浓度，配置转染所用的质粒液，用不含血清的 DMEM/F12 稀释。 

根据转染用量，配置相应浓度的 miRNA NC/mimics 稀释液，相同培养液稀释后；
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与稀释好的质粒充分震荡混匀，室温静置；标记为 A。按照说明书所需转染试剂

的量，DMEM/F12 稀释转染液，标为 B，室温静置。 

  3) A、B 吹打混匀；静置 20min。 

4)已接种好的六孔板中加入转染试剂混合液；培养 12h 后，弃去转染液换液继

续培养；显微镜下观察细胞 1 并收集细胞。 

 (2)荧光素的检测： 

1)蒸馏水稀释 PLB 至 1×，12 孔板中每孔加入 300μL，用枪头吹打混匀细胞，

摇床敷育 15min；回收液体，4℃，12000rpm，10min；吸上清。 

2)每孔继续加入含有 Luciferase Assay Reagent II (LAR II)的工作液 300μL。 

3)上机前每孔再加入 50μL 细胞裂解液，混匀。根据仪器固定的程序去测量，得

到的 Firefly luciferase 值即为内参值。 

4)加入 300μL 并混匀 Stop & Glo® Reagent 的工作液，上机测得 Renilla luciferase

值即为目的基因的发光值。 

2.2.12 转染 RNA 

(1) 消化状态较好的细胞；均等接种到六孔板上，板内细胞量达到 70%左右。 

(2) 根据 miRNA 说明书稀释 mimic、inhibitor、NC；制备转染混合液。 

(3) 将含有转染试剂以及 miRNA 片段的培养液加入皿中；PQ 组加入相应体积的 PQ

液体；转染 72h 后，收集细胞。 

2.2.13 统计学分析 

Graphpad Prism 8.0 软件 1分析数据，用平均值 士 标 1准误差(Mean ± SD)表示。

单因素 1方差分析(ANOVA)方法表示每组之间的差异；P<0.05 被认为具有显著意义。

本研究中所做的数据分析图 P<0.05 标为*，P<0.01 标为**，P<0.001 标为***。 
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3 实验结果 

3.1 给毒后小鼠状态观察 

未染毒的对照组（CON 组）小鼠精神状态较好，反应正常，无异常呼吸运动状

态，正常饮食进水，大便正常；PQ 组在中毒后表现为异常呼吸如呼吸快慢不一、部

分小鼠口鼻出血甚至喘息，精神状态出现兴奋的症状：四处跳动、转圈、痉挛。 

3.2 PQ 组肺组织纤维化表现 

百草枯染毒一周后取小鼠右肺组织做 Masson 和 HE 染色，肺组织病理生理学

检查显示（如图 1.3），CON 组肺小叶完整，肺泡结构清晰，且无渗出物及炎症细胞

侵润；PQ 组无清晰成形的肺泡，大部分肺泡腔塌陷，充满淡红色的渗出液，Masson

染色可见蓝色的胶原蛋白沉积；炎性细胞侵润。 

图 1.3 HE 染色和 Masson 染色结果，PQ 组选取的浓度组为 30mg/kg；A、B 为 HE 染色，

C、D 为 Masson 染色，PQ 染毒后，B、D 图片显示肺泡结构紊乱，胶原纤维沉积，炎症细胞浸

润。 
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3.3 MLE-12 细胞 PQ 染毒给药浓度初步探索 

为便于构建百草枯 MLE-12 模型，我们选取一定梯度的 PQ 来探索细胞的存活

量，以及在该浓度范围下细胞形态是否梭形化。实验结果如图所示（图 1.4），PQ 对

MLE-12 细胞活力的抑制作用呈现剂量依赖性； PQ 浓度越高，细胞的存活量越低。

PQ 染毒 72h 后，PQ50μmol/L、100μmol/L、150μmol/L 浓度组的细胞有着一定的存

活率，细胞形态从椭圆形转变为梭形，当浓度为 200μmol/L 时细胞基本死亡。 

图 1.4 PQ 染毒 3 天后，MLE-12 细胞生长状态 

3.4 小鼠肺组织、MLE-12 细胞 IL22BP、E-caderin、α-SMA mRNA

水平测定结果 

qRT-PCR 检测小鼠肺组织，MLE-12 细胞 EMT 表达标志物，（如图 1.5 所示），

随着 PQ 诱导浓度的升高，E-cadin 表达量逐渐降低且 PQ 最高浓度组下降最明显，

α-SMA 表达量逐渐升高，PQ 组 IL22BP 的表达明显高于 CON 组，并随着 PQ 浓度

的升高，表达趋势增强。 其中 PQ30、 PQ150 组较 CON 组差异最显著（P<0.05）。 

图 1.5 动物模型和细胞模型 IL22BP、E-cadherin、SMA 表达含量变化，a：PQ 诱导小鼠肺纤维

化模型中 EMT 相关基因表达水平，PQ 组较 CON 组比较表达差异性；b：PQ 诱导的 MLE-12
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细胞 EMT 模型中，E-cadherin、α-SMA、IL22BP 表达量的变化；P<0.05, *； P<0.01，**； 

P<0.001, ***。 

3.5 小鼠肺组织、MLE-12 细胞 IL22BP、E-caderin、α-SMA 蛋白水

平测定结果 

为探索 IL22BP 在 PQ 中毒中发挥何种作用，采用 Western-blot 法检测各组小鼠

肺组织及 MLE-12 细胞中 EMT 模型关键分子蛋白水平表达变化。与 CON 组相比，

PQ 组 E-cadherin 降低，α-SMA 升高，呈现 EMT 趋势，差异具有显著性意义（P<0.05）; 

EMT 的蛋白表达水平与基因水平的表达变化趋势相一致；IL22BP 在体内和体外 PQ

诱导模型中较 CON 组，表达均升高，并随着 PQ 浓度升高表达趋势增强。如图 1.6

所示。 

图 1.6 小鼠肺组织和 MLE-12 细胞 WB 数据图片，a 图为 PQ 诱导肺纤维化肺组织 WB 图片和

数据分析；b 图是 MLE-12 细胞 PQ 模型 WB 图片和统计学分析：P<0.05, *； P<0.01，**； 

P<0.001, ***。 

3.6 PQ 染毒 72h 后 MLE-12 细胞迁移能力增强  
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CON 组 PQ 组划取相等的面积，72h 后，划痕结果如图 1.7。PQ 组划痕面积缩

小，且缩小范围远高于 CON 组，P<0.05；表明 PQ 组愈合能力、迁移能力高于对

照组。Transwell 实验结果同样显示，含高浓度血清的培养液诱导 48h 后 PQ 组小

室底面迁移细胞数明显高于 CON 组（P<0.05）；实验结果的一致性，说明 PQ 诱导

后细胞迁移能力增强。 

 

图 1.7 划痕实验结果如图所示，72h 后 PQ100μmol/L 组划痕面积缩小范围较 CON 组明显

（P<0.01，**）。 

图 1.8 PQ 染毒组小室迁移细胞数目明显高于对照组，细胞染毒后，迁移能力增强（P<0.001，

***）。 

3.7 miR-23a-5p 和 IL22BP 的结合预测 
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miRWalK 生信网站分别预测 miR-23a-5p 和 IL22BP 的结合，预测结合 P 值分别

为 0.85，P 值大于 0.5，这为后续的实验提供了有力的证据（如图 1.9 所示）。 

http://mirwalk.umm.uni-heidelberg.de/mouse/gene/216799/?page=24   

图 1.9 miRWalk 网站预测 miR-23a-5p 与 IL22BP 的结合 

3.8 双荧光素酶实验报告验证 IL22BP 与 miR-23a-5p 的靶合关系 

构建 IL22BP WT 型和突变型质粒，将含有目的片段的质粒，转染细胞测定荧光

值；miR-23a-5p 和 IL22BP 之间结合位点示意如图（图 1.10）；野生型 IL22BP 质粒

组 miR-23a-5p 能够显著降低 luciferase 的表达（P＜0.001），表明 miR-23a-5p 和

IL22BP 之间存在结合作用；然而 IL22BP 突变后，其 luciferase 的表达未见降低（P

＞0.05），表明 miR-23a-5p 对 IL22BP 的结合具有特异性。 

图 1.10 双荧光素酶实验报告显示构建突变质粒的片段和统计学分析结果 
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3.9 PQ 诱导的动物模型和细胞模型中 miR-23a-5p 表达下调  

体内体外 PQ 模型显示，PQ 染毒后 miR-23a-5p 均表达下调。细胞模型中的下

调幅度最大，差异具有统计学意义（P<0.05），其表达趋势变化和 IL22BP 在 PQ 染

毒组中相反。 

图 1.11 miR-23a-5p 在细胞和动物模型中表达降低，a：PQ 诱导的肺组织纤维化 miRNA 表达降

低，b：PQ 诱导的肺上皮细胞 EMT 中 miRNA 随着浓度增加表达逐渐降低（P<0.05, *； 

P<0.01，**； P<0.001, ***）。 

3.10 miR-23a-5p 通过 IL22BP 调节 MLE-12 上皮细胞中 EMT 的表达趋

势 

转染 miRNA 过表达片段后，WB 结果显示：IL22BP 表达降低。转染组的 E-

cadherin 的表达与未转染组差别不大，差异没有显著性（P>0.05）；α-SMA 较 PQ100

组表达降低，但高于 CON 组（P<0.05）；qPCR 结果显示各个指标变化与 WB 结果

相一致，即转染 miR-23a-5p 后，EMT 趋势较百草枯组减轻（如图 1.12 所示）；转染

miR-23a-5p 抑制片段后：转染组 IL22BP 表达水平明显升高，E-cadherin 表达显著降

低，α-SMA 升高；qPCR 验证这些基因的变化趋势与 WB 一致。即转染 miR-23a-5p

抑制片段后能够显著增高 IL22BP 在 PQ 诱导的肺 EMT 中的表达，并加重 EMT 的

趋势；以上两部分的实验结果显示，miR-23a-5p 能和 IL22BP 组成靶基因对，差异

均有统计学意义（P<0.05）（如图 1.13 所示）。 
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图 1.12 MLE-12 细胞转染 miRNA 过表达片段后，IL22BP 及 EMT 相关指标蛋白表达变化；

a：转染 miRNA 过表达片段后，WB 显示蛋白表达变化；b：WB 数据分析结果；c：qPCR 基

因水平显示转染 miR-23a-5p 后能够降低 IL22BP 的表达，减低 EMT 趋势（P<0.05, *； 

P<0.01，**； P<0.001, ***）。 
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图 1.13 MLE-12 细胞转染 miRNA 抑制片段后，IL22BP 及 EMT 相关指标蛋白表达变化；a：

转染 miRNA 抑制片段后，IL22BP 表达增强；b：WB 数据分析结果；c：qPCR 基因水平显示

转染 miR-23a-5p 抑制片段后后能够增强 IL22BP 的表达，加重 EMT 趋势（P<0.05, *； 

P<0.01，**； P<0.001, ***）。 
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4 讨论 

PQ 一旦被人体大量吸收，将对人体造成致命性损伤。PQ 在人体内多个器官中

累积，引起组织损伤导致多器官功能障碍综合征。肺和肾脏是首当其冲的受损器官。

PQ 中毒后导致肺水肿、出血，尽管马上对患者进行血液过滤等治疗，但依然不能降

低其肺脏内的 PQ 浓度 [6]。PQ 在肺脏内的这种持续性累积特性，使得肺泡腔破坏

较其他器官更加严重，肺脏进展性损伤直至肺纤维化；患者出现进行性的呼吸困难、

呼吸窘迫综合征直至死亡。  

研究数据表明，PQ 致肺纤维化的机制主要有 EMT，过度炎症反应和氧化损伤。

EMT 是肺纤维化发展过程中不可或缺的步骤，其可演变为成纤维细胞。这个过程也

使得细胞从紧密连接状态逐渐转为更具有流动性的间质细胞，细胞获得侵袭和迁移

的能力[7]。EMT 主要有两个特征：细胞粘附性降低，导致上皮细胞与上皮细胞或组

织分离，E-cadherin 的表达显著减少；细胞流动性增强，平滑肌肌动蛋白 α-SMA 增

加。 Xie研究团队发现，PQ可以诱导人的肺上皮A549细胞和大鼠肺组织发生EMT，

同时激活了 TGF-β/Smad 信号通路，这些炎症通路的激活进一步加重了肺纤维化的

发生[8] 。 

基于高通量测序发现 IL22BP 在 PQ 致肺纤维化的小鼠中表达增高，我们通过

分别构建 PQ 致肺上皮 EMT 转化的体内和体外模型验证其表达。IL22BP 一直被作

为 IL-22 受体的被广知，能够专一性的和 IL-22 结合，不和 IL10 其他家族成员结合，

其结合能力是 IL22ra1 的 20-1000 倍[9-11]，极高的结合力阻止了 IL22 与 IL22ra1 的

结合。IL22BP 在肠道组织损伤中得到广泛研究，在慢性克罗恩病和结肠炎患者的炎

症病变组织检测到 IL22BP mRNA 和蛋白质水平升高; 此外，在银屑病患者和慢性

急性加重期肝功能衰竭的患者中也检测到血清中 IL22BP 水平的升高[12]，[13]。最近的

研究数据表明，小鼠体内 IL22BP 的升高可能是导致小鼠流感重复感染的重要原因

[14]，以及与小鼠多发性硬化症疾病的严重性密切相关[5]。尽管这些研究证实 IL22BP

在肠道和肝脏中发挥致病作用，但有关 PQ 诱导的肺纤维化的研究尚未报道；内源

性 IL22BP 在体内的重要性以及调节该受体的途径尚不清楚。 

体内动物实验和体外细胞实验结果表明，PQ 组 IL22BP 表达水平明升高，随着

PQ 浓度的增高，细胞黏附指标 E-cadherin 表达降低，而间质蛋白 α-SMA 表达升高，

EMT 的趋势加重伴随着 IL22BP 表达逐渐升高，IL22BP 促进 PQ 诱导的肺上皮 EMT

的发生发展。 
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miRNA 已被广泛研究多年，其功能也逐渐被大家所熟知。如：通过调控染色质

结构、增强或抑制转录水平、改变组织细胞表观遗传记忆等实现对各个疾病的生物

生理学层面的调节。let-7 是最早被人类中发现的 miRNA 之一。其表达变化与肺纤

维化疾病相关联。在肺纤维化模型中，let-7 能够特异 性的靶向抑制高迁 移率族蛋 白

A2 基因的表达，进而间接发挥其抑制 EMT 的作用，阻止肺纤维化的进展[15]；在二

氧化硅所致的肺纤维化中，miRNA-34a 靶向抑制了 SMAD4 蛋白表达来阻断其 EMT

进展，达到了减轻肺纤维化的作用[16]；肺泡细胞内高表达的 IncRNA ATB 通过与

miRNA-200c 竞争性的结合 ZEB1，加重 EMT 的表达趋势，加剧肺纤维化的进展[17]。 

本研究中我们构建 PQ 所致肺纤维化的动物模型，首先高通量测序分析在此过

程中差异性表达的基因，为后续能够特异性的研究 PQ 中毒提供潜在证据。生信分

析结果预测显示 miR-23a-5p 与 IL22BP 存在结合位点。在证实 IL22BP 在 PQ 中毒

损伤中体内和体外组织表达均升高，并伴随着组织细胞 EMT 改变后；我们分别在

MLE-12 细胞内转染 miR-23a-5p 的过表达和抑制片段，转染 miR-23a-5p 的过表达

片段后，IL22BP 表达水平降低，EMT 程度较未转染组降低；转染 miR-23a-5p 抑制

片段后，IL22BP 表达水平升高，EMT 程度较未转染组升高。因此我们证实 miR-23a-

5p 通过对 IL22BP 的调节影响 PQ 中毒所致的 EMT。 
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5 结论 

1、20mg/kg、30mg/kg 的 PQ 浓度能够诱导 C57/BL6 小鼠发生肺纤维化，50μmol/L、

100μmol/L、150μmol/L 的 PQ 诱导 MLE-12 细胞发生 EMT。 

2、PQ 诱导的组织细胞 EMT 模型中，IL22BP 表达升高；miR-23a-5p 表达下调。 

3、过表达 miR-23a-5p，IL22BP 表达减弱，MLE-12 上皮细胞 EMT 趋势减轻；抑制

miR-23a-5p 后，IL22BP 表达增强，EMT 趋势加强。 

4、体外细胞实验证明 miR-23a-5p 能够调控 IL22BP 表达。 
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第二部分：miR-23a-5p 对百草枯所致细胞焦亡 NLRP3

炎性小体作用研究 

1 前言 

过度炎症反应也是百草枯致肺损伤另一重要机制，适度的炎症反应能激活机体

免疫系统，有利损伤恢复；然而炎症因子、炎性细胞的过度活化会加重损伤，造成

机体负担。 

细胞焦亡一直是近年来的研究热点，在多领域多种疾病中被大家广泛探讨。焦

亡是由炎性小体介导的多种半胱天冬酶的激活，切割 GSDMD 氨基端和羧基端的连

接体；造成细胞膜穿孔，水分大量渗透进入细胞，炎性因子瀑布样释放，最终导致

细胞破裂、死亡。炎性小体的组成包含三个部分即传感器、适配器和酶原。高分子

量的免疫复合物能够识别体内病原相关分子，同时对宿主体内的危险信号分子作出

及时警告，在天然免疫系统中扮演重要角色。已被研究发现的炎性小体有 5 种：

NLRP1、NLRP3、NLRC4、IPAF 和 AIM2。含有 pyrin 结构域的蛋白 3 又被称为

NLRP3，其组成包括 NOD 样受体、接头蛋白凋亡相关斑点样蛋白、半胱天冬酶原；

又是核苷酸结合以及寡聚化结构域样受体家族的成员。 NLRP3 通过激活 Caspase-1

介导焦亡，其激活后导致 pro-IL-1β、白细胞介素 18 和 gasdermin D 这些前体炎性因

子的水解，gasdermin D 的 N 端片段  以及 IL-18、白介素 IL-1β 的释放[18, 19]。既往研

究发现 NLRP3 炎性小体与肾癌, 动脉粥样硬化、急性肺损伤以及神经元的损伤发生

进展密切相关[20, 21]。NLRP3 炎性小体相关蛋白在梗塞后的心肌成纤维细胞中高表

达，而这种上调可能导致缺血再灌注损伤中的心肌组织梗塞面积进一步扩大[22]；与

该观点相一致的是，Marchetti 团队研究证实抑制 NLRP3 炎性小体表达后可减少小

鼠缺血再灌注后的心肌损伤面积[23]。 

已有研究发现 miRNA 可以通过调节炎性小体的表达影响细胞焦亡，继而参与

对细胞生物学的调控。Huang 等人通过构建心肌梗死（myocardial infarction, MI）小

鼠模型，发现在 MI 进展过程中，miR-23a-5p 表达逐渐升高，其表达水平与 PI3K/Akt

的磷酸化呈负相关[24]。Yang 等人探讨 miRNA 在成骨分化中的作用，发现含有破骨

细胞外泌体分泌的 miR-23a-5p 可以通过靶向抑制 Runx2 的表达，促进 YAP1 来有

效抑制破骨细胞向成骨细胞的转化[25]。NLRP3 作为研究最广的炎性小体，其在体内

的调节机制一直为大众所探讨。最近的研究报告显示，miR-223能够直接靶向NLRP3，
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并能负性调节炎性因子的表达从而参与对心血管疾病发生发展的调控[26, 27]。 

本研究通过构建 PQ 诱导的细胞模型，探索 NLRP3 炎性小体是否参与 PQ 介

导的细胞焦亡，生信网站预测miR-23a-5p和NLRP3结合关系，敲减和过表达miRNA

来探索 miR-23a-5p 能否调节 NLRP3。 
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2 材料与方法 

2.1 主要试剂和仪器 

2.1.1 主要试剂 

 表 2.1 主要试剂 

抗 NLRP3 抗体 Abcam 

抗 caspase-1 抗体 Abcam 

抗 IL-18 抗体 Abcam 

抗 IL-1β抗体 Abcam 

抗 GAPDH 抗体 沈阳联星生物 

其余试剂同第一部分 2.1.3。 

2.1.2 主要实验仪器 

仪器同第一部分。 

2.2 实验方法 

2.2.1 细胞培养 

方法同第一部分 2.1.4。 

2.2.2 qRT-PCR 

实验详细步骤同第一部分 2.2.7。 

2.2.3 Western-blot 

    实验方法同第一部分 2.2.8。 

2.2.4 干扰 RNA的转染 

实验方法与第一部分 2.2.12 相同。 

2.2.7 统计学分析 

数据分析方法和软件同第一部分 2.2.13。 
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3 实验结果 

3.1 NLRP3 炎症小体参与 PQ 诱导后 MLE-12 上皮细胞的细胞焦亡 

细胞染毒后，与 CON 对照组相比，PQ 组炎性小体 NLRP3 表达增强，介导依

赖的 caspase-1 通路有关指标包括 IL1β、IL-18 以及活化的 caspase-1 蛋白表达升高。

PQ 诱导浓度越高，其升高趋势越明显（P<0.05），表明 PQ 诱导的细胞损伤中存在

NLRP3 介导的焦亡（图 2.1 所示）。 

图 2.1  PQ 诱导后，MLE-12 细胞各实验组细胞焦亡相关蛋白表达变化，PQ 组焦亡相关指标

明显升高（P<0.05, *； P<0.01，**； P<0.001, ***）。 

3.2 miR-23a-5p -NLRP3 的结合预测 

第一部分实验发现 miR-23a-5p 在 PQ 诱导的体内体外肺损伤模型中低表达，其

表达趋势和 NLRP3 相反，为证实 miR-23a-5p 和 NLRP3 的调节关系，miRWalK 生

信网站预测 miR-23a-5p 和 NLRP3 的结合，预测结合 P 值分别为 1.00，P 值大于 0.5，

这为后续的实验提供了有力的证据（如图 2.2 所示）。 

http://mirwalk.umm.uni-heidelberg.de/mouse/gene/237310/  
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图 2.2  miRWalk 网站预测 miR-23a-5p 与 IL22BP 和 NLRP3 的结合 

3.3 miR-23a-5p 通过 NLRP3 炎性小体调节 MLE-12 细胞焦亡水平 

转染 miR-23a-5p 过表达片段后，NLRP3 蛋白表达水平较未转染组降低，依赖

caspase-1 途径的相关指标 IL1β、IL-18、caspase-1 蛋白表达降低，细胞焦亡水平降

低（图 2.3）；转染 miR-23a-5p 抑制片段后，NLRP3 变化呈现相反趋势，其表达较

PQ100 组明显升高，caspase-1、IL-1β、IL-18 表达也呈升高趋势。这些结果表明抑

制 miR-23a-5p 后能明显提高细胞焦亡水平，差异均具有差异性（P<0.05）（图 2.4）。 

图 2.3 转染 miRNA 过表达后，NLRP3 相关焦亡蛋白表达水平变化，WB 显示转染组相关焦亡

蛋白表达降低，焦亡趋势减低（P<0.05, *； P<0.01，**； P<0.001, ***）。 

 

图 2.4 转染 miRNA 抑制片段后，NLRP3 相关焦亡蛋白表达水平变化；NLRP3 表达增强，焦

亡相关指标表达增强，细胞焦亡趋势加强（P<0.05, *； P<0.01，**； P<0.001, ***）。 
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4 讨论 

细胞焦亡概念首次在 2001 年被提出后，在近年来成为主要研究热点。炎性小

体是介导焦亡的关键分子，研究表明细胞焦亡依赖途径主要有以下几个通路，即

caspase-1、caspase-4、caspase-5 等。Caspase-1 通路是研究最广，被炎性小体依赖最

强的一条通路。在动脉粥样硬化小鼠模型中 NLRP3 与 caspase-1 通路相关指标分子

均呈高表达状态；与该结果相一致的是，Zheng 等人进行的一项临床回顾性调查研

究结果显示，冠状动脉粥样硬化患者血清高表达 NLRP3，并且其表达高低与动脉狭

窄严重程度以及心梗的复发率高度相关[24, 28]。Daeho 团队研究发现敲减宫颈癌关键

分子 SIRT1 后，炎性小体 AIM2 的表达显著增强，细胞焦亡加重[29]。后续的研究表

明，AIM2 作为受体蛋白，能够识别人乳头瘤病毒胞质双链 DNA（dsDNA）,并与凋

亡相关斑点样蛋白形成一个大分子超聚化复合物，激活 caspase-1，诱导焦亡发生[30]。 

炎性小体的激活是一个复杂连续步骤[31-33]。第一步涉及启动或启动信号的识别，

如病原相关分子被 Toll 样受体家族识别，进而激活核因子（NF-kB）所介导信号的

释放，导致有关炎性小体成分的转录的增强，这些成分包括无活性的 NLRP3、NLRC4; 

第二步涉及其组装和激活。如 NLRP3 通过进行寡聚化并与凋亡相关斑点样蛋白、

pro-caspase-1 组装成高分子多聚蛋白复合物，当受到刺激激活后，释放出有活性的

炎性因子。有关炎性小体激活主要有三种模型来解释；第一个模型，细胞外三磷酸

腺苷诱导膜通透性的改变，胞内 K+的流出致使 NLRP3 炎性体的激活、组装；第二

个模型，病原相关分子作为激活剂，触发细胞内活性氧的产生，诱导 NLRP3 炎性

体的组装；第三种模型，由外界环境物刺激（如石棉、二氧化硅、百草枯）直接触

发 NLRP3 炎性体的组装和激活。 

PQ 作为外来刺激物，既往研究尚未证实 PQ 中毒能否引起小鼠肺上皮细胞

（MLE-12）NLRP3 炎性体的激活。我们通过构建 PQ 中毒细胞模型，发现随着 PQ

浓度的升高，NLRP3 炎性体的表达水平逐渐升高，并伴随成熟的 IL-1β、IL-18、

Caspase-1 分泌水平的升高；这表明 PQ 刺激 MLE-12 细胞能够引起 NLRP3 炎性小

体的激活和组装，引起细胞焦亡。生信网站预测分析 miR-23a-5p 与 NLRP3 的结合

位点，继而构建 miR-23a-5p 过表达和抑制片段，WB 实验从蛋白水平上验证 NLRP3

炎性小体的表达变化。miRNA 过表达后，NLRP3 炎性小体表达水平降低，成熟 IL-

1β、IL-18、Caspase-1 表达均较未转染片段组降低；抑制 miR-23a-5p 片段后，NLRP3

炎性小体表达水平升高，成熟 IL-1β、IL-18、Caspase-1 表达均较未转染组升高；因
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此我们证实 miR-23a-5p 通过调节 NLRP3 炎性小体发挥对细胞焦亡的调节作用。 

既往的研究表明 miRNA 表达水平的改变会对基因表达调控带来巨大影响，并

与各种疾病的发生、发展有着密切的关系。本实验通过人为改变 miRNA 的表达水

平，验证其对 IL22BP、NLRP3 的表达调控。当 miR-23a-5p 过表达时，IL22BP、

NLRP3 表达降低，PQ 诱导的 EMT 和细胞焦亡趋势减轻；miR-23a-5p 表达抑制时，

IL22BP、NLRP3 表达升高，PQ 诱导的 EMT 和细胞焦亡趋势加重。基于探明的

miRNA 对 mRNA 的调控关系对，为下一步人工合成 miRNA 模拟物或者 miRNA 抑

制剂药物，实施基因和分子治疗，为临床治疗提供了新的靶点。 
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5 结论 

1、PQ 诱导的 MLE-12 细胞模型中存在 NLRP3 介导的细胞焦亡。 

2、过表达 miR-23a-5p，NLRP3 表达减弱，PQ 诱导的 MLE-12 上皮细胞细胞焦亡表

达趋势减轻；抑制 miR-23a-5p 后，NLRP3 表达增强，细胞焦亡趋势加强。 

3、体外细胞实验证明 miR-23a-5p 能够调控 NLRP3 表达。 
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本研究创新性的自我评价 

本研究分别选取 C57/BL6 小鼠、MLE-12 细胞构建 PQ 肺上皮间质转化、细胞

焦亡模型，探索 miR-23a-5p、IL22BP、NLRP3 的表达变化；以及 miR-23a-5p 对

IL22BP、NLRP3 的调节机制；探索 miR-23a-5p 治疗 PQ 诱导的 EMT 和细胞焦亡的

可行性及潜在的治疗潜力。 
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综述 

非编码 RNA 在百草枯中毒机制中的研究进展      

 

百草枯（paraquat,  PQ），世界范围内广 泛使用 的一种 1-1-二甲 基-4-4-联吡啶 

阳离子盐类强效 除草剂。由于其价格低廉，使用方便，已经成为发展中国家常见的

农药中毒致死原因。不完全统计显示， 百草枯的中毒致死率高达 90%[1]。百草枯可

通过消化道，呼吸道，皮肤吸收而致多器官损伤，但尤以肺损伤为主。一些学者认

为百草枯与肺二胺和腐胺、精胺、亚精胺等多胺的结构相似，从而导致肺竞争性地

积累百草枯[2]。中毒者可出现致死性的肺出血，水肿；经过抢救缓过急性期的病人

大多数也会发生不可逆性的肺纤维化，增生等改变；此外循环、肾脏、神经、肝脏、

膀胱等系统也会被累及[3]。临床对 PQ 的治疗以对症治疗为主，强毒性无特效药的

性质使得 PQ 预后很差。本文对近年来有关百草枯中毒的研究及长链非编码 RNA 在

百草枯治疗中的进展进行了复习。 

1  什么是非编码 RNA 

顾名思义，即不能转录翻译成蛋白质的 RNA，我们统称为非编码 RNA。基因组

数据结果表明，在人类浩瀚 的基因中只有不到 2%的核酸 序列能够翻译成为蛋白质。

因此，大家把非编码 RNA 称为“无用之物”。然而，随着研究技术的提高，研究认知

的拓展，非编码 RNA 逐渐被认为扮演着影响基因表达的角色而被重视[4]。尽管其不

能翻译成蛋白质，但不能简单的认为其不具有功能。高通量测序技术的突飞猛进，

为 RNA 的研究深入提供了可行性，研究发现非编码 RNA 包含自己的内部隐藏信号

层。这些信号层能够在人类各个生理活动中发挥出不同的调节作用，如 mRNA 的转

录增强、抑制；以及 RNA 的剪接等。非编码 RNA 发挥其生物学功能主要通过其稳

定的二级、三级结构。非编码 RNA 能够根据其长度划分为不同的种类，主要有三

类：小于 50 nt、50 nt～500 nt、大于 500 nt。研究较广的 ncRNA 主要是：microRNA、

snRNA 等。 

但目前的研究热点是具有调节功能的 RNA，主要是 miRNA、LncRNA。许多非

编码 RNA 多聚腺苷化后大部分仍会保留在核内，少数会被运输到胞质。胞内的

miRNA和LncRNA分别与mRNA和miRNA的3’端非翻译区的碱基序列互补结合，

进而影响 RNA 的降解或者翻译过程，导致靶细胞发生相应病理生理变化。 

2. 百草枯中毒机制 
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百草枯的中毒机制尚未完全清楚，目前研究比较广的主要有以下几个学说：氧

自由基产生学说，线粒体损伤学说，分子生物学说和酶失衡学说。这些学说都源于

微粒体分数起源理论,线粒体起源理论[3]；即百草枯在含有肝微粒体和烟酰胺腺嘌呤

二核苷酸磷酸（NADPH）生成系统的孵育混合物中的生物转化过程中形成了羟基自

由基，而 PQ 中毒中自由基形成的场所又是线粒体。广泛的实验数据表明，PQ 中毒

后，细胞损伤，线粒体肿胀，细胞水肿破裂。自由基的强氧化性，氧化还原酶系的

失衡损伤细胞的膜结构和功能，细胞内的能量，物质代谢系统障碍，最终导致细胞

水肿，凋亡，加重组织炎症反应。而长链非编码 RNA 在百草枯中毒机制中通过其

竞争性的结合 mRNA，减弱 miRNA 对细胞调节作用，间接调控 mRNA，而发挥着

增强或减弱线粒体的损伤和胞内氧自由基的产生。 

3. 百草枯对肺的损伤机制 

百草枯中毒的动物实验和临床病例分析均已证明百草枯主要积聚在肺部，即使

治疗后血液中的百草枯浓度降低，但肺内百草枯水平却无任何变化[3]。该效应可用

肺内多胺转运系统解释，该转运系统在肺泡Ⅰ型、Ⅱ型细胞膜上大量表达。百草枯在

肺内易聚集，不易消除的特点，使得肺成为百草枯对人体损害的首要靶器官。那么

百草枯在肺内又是通过何种机制来损伤肺的呢？研究证实，上皮-间质转化机制，炎

症因子的介导和氧化应激在百草枯致肺损伤中发挥重要作用。 

3.1 上皮-间质转化 (epithelial-to-mesenchymal transition, EMT) 是指上皮细胞转

变为间质细胞的过程，该过程伴随着粘附分子表达下降从而导致细胞具有侵袭和迁

移的能力。EMT 的这种侵袭特性被认为在肿瘤的发生、器官的纤维化中扮演着重要

的角色。 Yamada 团队研究证实了该观点[5]。肺纤维化中肌成纤维细胞大部分是由

上皮细胞转化而来，1 E-cadherin 表达降低，与纤维化相关的基 1 因如：MMP-2、

MMP-9 这些基质金属蛋白酶，Ⅰ型、Ⅲ型胶原蛋白基因表达水平升高[5-6]。此外，炎

症因子在 EMT 形成过程中也扮演着重要角色。研究表明：转化生长因子 β（TGF-

β）激活 TGF-β/Smad 信号通 路[7-8]；缺氧诱导因子-1α（HIF1α）调 控 Snail 和 β－

catenin 信号通路[9-10]；HIF1α 调节 LOX/β-catenin 的表达[11]；结缔组织生长因子

（CTGF)的表达[12]都参与了 EMT 和早期肺纤维化的形成过程。 

3.2  炎性介质 我们把参与和介导炎性反应中的一切细胞因子称为炎性介质。

目前研究已经发现，炎性介质可参与肿瘤形成，血液病发展，器官纤维化过程。百

草枯可激活中性粒细胞、巨噬细胞等分泌细胞因子，参与肺纤维化过程。研究已经
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证实，TNF-α，核因子（NF-κB），TGF-β1，IL-18，白细胞介素１β 和 IL-6 的表达含

量，在 PQ 诱导所致的肺损伤、肺纤维化中表达趋势上升[13]。 

3.3 氧化应激 对百草枯中毒机制的研究发现，百草枯在被人体吸收进入血

液循环后，经历了一个称为氧化还原循环的交替还原和再氧化过程，并在

氧化还原循环过程中起到催化作用，生成负氧离子，然后引发一个级联反

应，导致其他活性氧物种（ROS）的产生，主要是过氧化氢 [14]。Adachid[15

在 2003 首次发现连续剂量的百草枯可致胆固醇过氧化和肺损伤 ]。Chen [16]

研究显示 ,百草枯处理过小鼠的肺髓过氧化物酶活性、丙二醛（MDA）、谷

胱甘肽（GSH）和 4-羟基壬醛（4-hydroxyneonal）蛋白活性升高，这也间

接表明了氧化应激在 PQ 诱导的肺损伤中发挥重要作用。  

2.1 miRNA 与百草枯中毒机制   

MiRNA 长度约为 22nt 非编码单链 RNA 分子，能够与 mRNA 的 3’UTR 互补

结合，抑制 mRNA 的翻译或降低 mRNA 的稳定，从而调节 mRNA 的表达[17]，间接

调控多种生物学行为，如增生、分化和凋亡。miRNA 除可在肿瘤发生中发挥重要作

用外，近来研究发现，miRNA 在百草枯中毒中也扮演者重要角色。 

黄敏等用微阵列测序分析百草枯诱导肾上腺嗜铬细胞瘤细胞(PC12)的 miRNA

测序谱显示，miR-Let-7e 的表达水平随着 PQ 浓度的升高持续下降, 但 miR-34a 表

达在受到 PQ 诱导后显著升高, bcl-2 蛋白表达水平降低，其降低程度与 miR-34a 呈

协同效应。这说明不同的 miRNA 参与介导了 PQ 致 PC12 细胞损伤过程 [18]。朱勇

在百草枯致肺纤维化模型中发现缺氧诱导因子-1α(HIF-1α)及其靶基因 micro RNA-

210(miR-210)存在相互调控关系，并在致肺纤维化中对 EMT 有重要作用[19]。PQ 中

毒后，大鼠肺组织即有 HIF-1α 表达显著升高；上皮标志物 ZO-1 和 E-cadherin 表达

减少,间质标志物 α-SMA 明显增多,即发生了 EMT；miR-210 表达明显增加。在细胞

内沉默 HIF-1α 后，Snail 和 β-catenin 表达明显较未沉默 HIF-1α 前减少，同时肺组

织的 EMT 程度减轻；miR-210 表达明显下降。过表达 miR-210 后：α-SMA  、HIF-

1α 表达升高，ZO-1、E-cadherin 表达降低，EMT 趋势增强；抑制 miR-210 后：其指

标趋势变化和过表达相反，EMT 减轻。   HIF-1α 与 miR-210 趋势变化的一致性提

示两者之间可能存在正向调控作用，互相诱导导致 EMT 指标持续升高，加剧了肺

纤维化的进展；因此我们猜测 HIF-1α 是 PQ 中毒的潜在治疗靶点。蔡志鹏[20]用百草

枯诱导小鼠神经母细胞，探讨 miR-380-3p 在百草枯致神经细胞损害中的作用及其

与 Nrf2 的关系。用 qRT--PCR 观察细胞 mRNA 表达水平，显示百草枯处理可下调
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神经细胞内 miR-380-3p 的表达水平，而转录因子 Nrf2 的激活可以上调神经细胞内

miR-380-3p 表达水平，miR-380-3p 的过表达可导致神经细胞(Neuro-2a)增殖活性下

降、凋亡率升高以及周期阻滞。詹艳婷[21]通过实验观察 miR-17-5p 功能获得与功能

失去在 PQ 致小鼠神经母细胞瘤细胞(Neuro-2a)细胞增殖、细胞凋亡、细胞周期改变

中的影响；PQ 可诱导神经细胞 miR-17-5p 表达下调和 DNA 甲基化水平升高；这说

明 miR-17-5p 参与 PQ 诱导的神经细胞凋亡，细胞周期的改变。 

因此，miRNA 可以作为一种新的研究标志物，降低或抑制 miRNA 在体内的表

达，从而引起百草枯诱导的细胞凋亡、细胞周期的改变，为百草枯中毒、治疗、预

后提供一个新的思路。 

2.2  InRNA 与百草枯中毒机制  

长链非编码 RNA(Long non-coding RNA,  lncRNA)指长度大于 200nt 的非编码

类基因 [22]。随着对 IncRNA 的深入研究发现了其功能的多样性。如参与调控体内

重要生物过程：修饰染色质，激活转录，调节细胞分化、细胞周期等  [23-25]。在

Poliseno[26] 提出 ceRNA 概念后，科研人员发现 InRNA 因于 miRNA 含有某个或多

个 MREs（microRNA response elements，MREs），可与 mRNAs 竞争性结合 miRNAs，

从而调节 mRNA 的表达，参与肺纤维化、肿瘤、百草枯中毒等疾病的发生发展。近

年来，有不少学者研究 InRNA 作为调控生命活动的重要大分子在百草枯中毒中所

扮演的重要角色，从而为百草枯中毒治疗，防治提供新的靶点。 

   杨虹雨研究 PQ 对神经细胞损伤，细胞凋亡中 LncRNA NR_030777 对

Zfp326/Cpne5 表达的调控，PQ 处理可引起小鼠神经母细胞瘤（Neuro-2a, N2a）增

殖活力下降，细胞凋亡增加，NR_030777 InRNANR_030777 表达升高，Zfp326 mRNA

表达降低，Cpne5 mRNA 表达升高；敲低 NR_030777，会使 PQ 诱导的 N2a 细胞增

殖活力、Zfp326 mRNA、Cpne5 mRNA 表达量受到抑制；而过表达 NR_030777，会

使 PQ 诱导的 Zfp326 mRNA、Cpne5 mRNA 表达量产生一定的协同作用；同时能够

拮抗 PQ 对细胞的毒性[27]。此研究说明，InRNA 能够调控 mRNA 分子的表达，并能

够抵抗百草枯诱导的神经细胞损害作用。张银银[28]研究 LncRNA-AK039862 在 PQ

诱导的小鼠帕金森模型中发现，LncRNA-AK039862 在 PQ 抑制神经小胶质细胞以

及多巴胺能细胞增殖活力中起到协同作用；促进 Foxa1、 Pafah1b1 基因表达，正向

调节其转录和翻译。陈俊杰[29]通过构建百草枯诱导的小鼠肺纤维化模型，抽取小鼠

肺组织，行 InRNA 芯片分析，发现多种 InRNA 参与小鼠肺纤维化过程，选取其中

差异表达的 InRNAuc.77 及 2700086A05Rik 转染至人肺腺癌细胞（A549），发现其
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靶基因 ZEB2 及 HOXA3 表达明显变化, 纤维化相关基因也发生改变并导致了细胞

形态的变化。这些研究结果说明 IncRNA 可以在细胞生命活动中发挥其调节作用。 

3  小结与展望 

     非编码 RNA 虽然不能编码蛋白质，但能够和具有同源性的 DNA 和 RNA 结

合，从而调节信息表达；也可以通过折叠其二级结构，参与转录前和转录后调控。

综上所述，非编码 RNA 在百草枯中毒机制的研究中，非编码 RNA 主要通过信号通

路、细胞因子、蛋白分子的参与，或竞争性的结合 miRNA 调控 EMT 进程，调控相

关凋亡蛋白分子等发挥影响。非编码 RNA 在百草枯中毒机制研究取得的进展，为

百草枯中毒的治疗提供的非常有价值的生物学标志物和治疗靶点。但目前，针对非

编码 RNA 在百草枯中毒机制的研究尚处于起始阶段，很多问题尚未解决；如非编

码 RNA 如何在转录前、转录后调控相关信号通路、相关蛋白分子，又有哪些非编

码 RNA 分子介导了炎性反应-免疫反应调控。这些问题引导临床继续深入探究非编

码 RNA 在百草枯中毒中所起的作用。 
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