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摘要　 目的　 检测三氯乙烯药疹样皮炎（ＯＭＤＴ）患者血清

外泌体中 ｍｉＲ⁃３０ｄ⁃５ｐ 的表达水平及其与肝功能的相关性，
再对 ｍｉＲ⁃３０ｄ⁃５ｐ 进行生信分析并验证下游靶基因 ＲＨＯＢ。
方法　 收集 ６ 例 ＯＭＤＴ 患者和 ６ 例健康对照者血清样本提

取血清外泌体。 透射电镜、纳米粒子跟踪分析以及 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 法对外泌体进行鉴定后提取 ｍｉＲＮＡ，检测其中 ｍｉＲ⁃３０ｄ⁃
５ｐ 表达水平并与肝功能作相关性分析，用 ｍｉＲＷａｌｋ 及

ｍｉＲＢＤ 数据库预测 ｍｉＲ⁃３０ｄ⁃５ｐ 的靶基因，进行功能聚类和

途径富集分析，最后通过双荧光素酶报告基因实验验证靶基

因 ＲＨＯＢ。 结果　 ６ 例 ＯＭＤＴ 患者在发病高峰期时血清外

泌体中 ｍｉＲ⁃３０ｄ⁃５ｐ 表达水平明显降低（Ｐ ＜ ０. ０５），并且与肝

功能指标丙氨酸氨基转移酶、天门冬氨酸氨基转移酶、γ⁃谷
氨酰胺基转移酶水平均呈负相关（相关系数分别为： ｒｓ ＝
－ ０. ９４３，Ｐ ＝ ０. ００５；ｒｓ ＝ － ０. ８８６，Ｐ ＝ ０. ０１９；ｒｓ ＝ － ０. ８８６，Ｐ
＝０. ０１９）。 生信分析及双荧光素酶报告基因实验显示

ＲＨＯＢ 是 ｍｉＲ⁃３０ｄ⁃５ｐ 的直接靶基因。 结论 　 ＯＭＤＴ 患者血

清外泌体 ｍｉＲ⁃３０ｄ⁃５ｐ 表达降低，与肝功能指标呈负相关，并
且可能通过靶向 ＲＨＯＢ 参与三氯乙烯所致肝损伤过程。
关键词　 三氯乙烯；外泌体；ｍｉＲ⁃３０ｄ⁃５ｐ；ＲＨＯＢ
中图分类号　 Ｒ １３５. ７
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　 　 三氯乙烯（ｔｒｉｃｈｌｏｒｏｅｔｈｙｌｅｎｅ，ＴＣＥ）是一种工业上

常用的有机溶剂，在 ＴＣＥ 接触的职业工人中，少部

分可出现类似于药疹样皮炎的皮肤大面积表皮坏死

和剥脱，临床上称为三氯乙烯药疹样皮炎（ ｏｃｃｕｐａ⁃

ｔｉｏｎａｌ ｄｅｒｍａｔｉｔｉｓ ｍｅｄｉｃａｍｅｎｔｏｓａ⁃ｌｉｋｅ ｏｆ ｔｒｉｃｈｌｏｒｏｅｔｈｙｌ⁃
ｅｎｅ，ＯＭＤＴ） ［１］。 除了皮肤损伤外，部分 ＯＭＤＴ 患者

还伴有严重的肝功能异常，因此，开展 ＴＣＥ 引起的

肝脏损伤及其机制研究，具有重大的职业卫生意义。
目前，ＯＭＤＴ 通常被认为是一种由 Ｔ 淋巴细胞

介导的Ⅳ型变态反应为主的复合免疫反应［２］，早些

研究发现多种免疫细胞可以分泌外泌体，如巨噬细

胞［３］、树突状细胞［４］和 ＮＫ 细胞［５］，这些外泌体广泛

存在于血液、尿液和唾液等体液中［６］，参与免疫细

胞间的通信作用。 外泌体中 ｍｉＲ⁃３０ｄ⁃５ｐ 被发现参

与多种免疫反应，如非分型流感嗜血杆菌引起的急

性中耳炎［７］、布氏弧杆菌引起的胃肠炎［８］ 等 ，但是

在 ＴＣＥ 引起的免疫性肝脏损伤中 ｍｉＲ⁃３０ｄ⁃５ｐ 是否

发挥作用还尚不明确。 因此，该研究旨在探索 ＯＭ⁃
ＤＴ 患者肝脏损伤机制中 ｍｉＲ⁃３０ｄ⁃５ｐ 的作用及可能

参与的生物信息学过程。

１　 材料与方法

１． １　 病例资料　 选取 ２０２０ 年广东省职业病防治院

收治的 ＯＭＤＴ 患者 ６ 例，所有病例均按照 ＧＢＺ
１８５—２００６《职业性三氯乙烯药疹样皮炎诊断标准》
进行诊断［９］。 纳入标准：① 有明确的 ＴＣＥ 接触史；
② 出现以皮疹、发热、肝功能损害和浅表淋巴结肿

大等临床表现；③ 既往身体健康，无药物、食物过敏

史。 排除标准：① 有激素用药史或肝毒性药物使用

史；② 有肝病家族史；③ 发病前接触其他明确的职

业危害因素。 另在安徽医科大学校医院收集肝功能

正常的健康志愿者 ６ 例，与患者按照年龄（ ± ３ 岁）
和性别 １ ∶ １ 匹配。 患者肝功能指标结果由住院病

历中的检测报告单获得。 本研究经安徽医科大学第

一附属医院临床医学研究伦理委员会审核批准（批
准号：５１０１３０２），所有患者均签署知情同意书。
１． ２　 仪器与试剂　 血清外泌体提取试剂盒、ｍｉＲＮＡ
提取试剂盒（德国 Ｑｉａｇｅｎ 公司）；ｍｉＲＮＡ 反转录试

剂盒［生工生物工程（上海）股份有限公司］；Ｍｉｘ 溶

液（瑞士 Ｒｏｃｈｅ 公司）；ＨＳＰ⁃７０ 抗体、Ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ⁃１ 抗

体、ＣＤ９ 抗体（英国 Ａｂｃａｍ 公司）；ＲＩＰＡ 裂解缓冲
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液、ＰＭＳＦ 蛋白酶抑制剂（上海碧云天生物技术有限

公司）；ＰＶＤＦ 膜、Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 发光液试剂盒（德国

ＧＥ Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ 公司）； ｍｉＲ⁃３０ｄ⁃５ｐ ｍｉｍｉｃｓ、 ｍｉＲ⁃ＮＣ
ｍｉｍｉｃｓ、野生和突变 ＲＨＯＢ 质粒、转染试剂（上海吉

玛制药技术有限公司）；ＨＥＫ⁃２９３Ｔ 细胞由安徽医科

大学基础医学院赠予；ＤＭＥＭ 培养基、胎牛血清、
０. ２５％胰蛋白酶（含 ＥＤＴＡ）、１００ μｇ ／ ｍｌ 链霉素、１００
Ｕ ／ ｍｌ 青霉素（美国 Ｇｉｂｉｃｏ 公司）。 聚合酶链式反应

ＰＣＲ 仪（瑞士 Ｒｏｃｈｅ 公司，Ｌｉｇｈｔ Ｃｙｃｌｅｒ ９６）；纳米颗

粒跟踪分析仪 （德国 Ｐａｒｔｉｃｌｅ Ｍｅｔｒｉｘ 公司， ＰＭＸ⁃
１２０）；透射电子显微镜（美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司，
Ｔａ１ｏｓ Ｌ１２０Ｃ Ｇ２）；Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 全自动化学发光成

像系统（上海勤翔科学仪器有限公司，Ｃｈｅｍｉｓｃｏｐｅ
６０００ Ｔｏｕｃｈ）；微孔板发光检测仪 （美国 Ｐｒｏｍｅｇａ 公

司，ＧｌｏＭａｘ９６）。
１． ３　 血清收集与外泌体提取　 用含有促凝剂的采

血管收集新鲜全血，室温静置 ５ ｍｉｎ 后以 ３ ０００ ｒ ／
ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ，将上层血清分装置于 － ８０ ℃冰箱

保存。 取 ２ ｍｌ 血清样本，按照血清外泌体提取试剂

盒说明书进行操作，首先将溶解后的血清用 ０. ２２
μｍ 过滤器过滤，与缓冲液 ＸＢＰ 等体积混合，２ ０００
ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １ ｍｉｎ，之后加入 ３. ５ ｍｌ 的缓冲液 ＸＷＰ，
１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，最后加入 ４００ μｌ 的缓冲液

ＸＥ，２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，用 ＰＢＳ 溶液重悬收集外

泌体。
１． ４　 外泌体鉴定

１． ４． １　 透射电子显微镜观察　 将收集的外泌体用

２００ μｌ 的 ＰＢＳ 溶液重悬后滴至洁净封口膜上，然后

用镊子夹取一枚载网置于外泌体液滴上，悬浮 １０
ｍｉｎ，用滤纸缓慢吸干；后转移载网到 ２. ５％ 戊二醛

液滴上，悬浮 ５ ｍｉｎ，用滤纸吸干；最后将载网转移到

去离子水液滴上漂洗 １０ 次，每次 ２ ｍｉｎ，漂洗完毕后

用滤纸吸干，转移载网到 ４０ ｇ ／ Ｌ 乙酸双氧铀液滴上

染色 １０ ｍｉｎ，滤纸吸干后转移载网到 １０ ｇ ／ Ｌ 甲基纤

维素液滴上染色 ５ ｍｉｎ，滤纸吸干液体后室温静置干

燥 １０ ｍｉｎ，放入样品架电镜下观察记录。
１． ４． ２　 纳米颗粒跟踪分析　 首先用去离子水清洗

机器样本池，然后以聚苯乙烯微球（１００ ｎｍ）标准品

对机器进行校准，再使用 １ × ＰＢＳ 溶液清洗机器样

本池。 准备工作完成后将外泌体样本用 ＰＢＳ 溶液

稀释至 １ × １０６ ／ ｍｌ，用注射器注入纳米颗粒跟踪分

析仪，每个样本重复测量 ３ 次，软件会对样本里颗粒

的运动特征进行记录，同时加以分析后会得到粒径

－浓度分布图数据，可以检测外泌体样品的粒径大

小。
１． ４． ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测外泌体标志蛋白　 提取

外泌体样品蛋白并定量，然后使用 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 进行

电泳分离，２００ ｍＡ 转膜 ３ ｈ，将 ＰＶＤＦ 膜在 ５％ 脱脂

牛奶中室温封闭 ２ ｈ。 之后将膜与 ＨＳＰ⁃７０ （１ ∶
１ ０００）、Ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ⁃１（１ ∶ １ ０００）、ＣＤ９（１ ∶ １ ０００）抗体

一起置于 ４ ℃ 孵育过夜。 第 ２ 天，将膜在含有

０. ０５％ Ｔｗｅｅｎ⁃２０ 的 ＴＢＳＴ 中洗涤 ３ 次，每次 １０ ｍｉｎ，
然后与山羊抗兔 ＩｇＧ 抗体或山羊抗鼠 ＩｇＧ 抗体

（１ ∶ ５ ０００）一起室温孵育 ２ ｈ。 将膜在含有 ０. ０５％
Ｔｗｅｅｎ⁃２０ 的 ＴＢＳＴ 中洗涤 ３ 次，每次 １０ ｍｉｎ，用 ＥＣＬ
检测试剂盒进行显影。
１． ５　 外泌体 ＲＮＡ 提取与 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测　 使用外

泌体 ＲＮＡ 纯化试剂盒提取血清外泌体中包含 ｍｉＲ⁃
ＮＡ 的总 ＲＮＡ，采用加尾法逆转录为 ｃＤＮＡ。 于 ＰＣＲ
仪中进行扩增，扩增条件：９５ ℃预变性 ５ ｍｉｎ 后以

９５ ℃ １５ ｓ、５２ ℃ ３０ ｓ、７２ ℃ ３０ ｓ 循环 ４５ 次。 所得

结果使用比较循环阈值（２ － ΔΔＣｔ）法分析，以 ｍｉＲ⁃１６
作为内参基因，计算 ｍｉＲ⁃３０ｄ⁃５ｐ 的相对表达量，每
个样本重复检测 ３ 次。 引物序列：ｍｉＲ⁃１６（Ｆ）：ＧＣ⁃
ＴＡＧＣＡＧＣＡＣＧＴＡＡＡＴＡＴＴＧＧＣＧ； ｍｉＲ⁃３０ｄ⁃５ｐ （ Ｆ ）：
ＴＣＣＴＴＣＡＴＴＣＣＡＣＣＧＧＡＧＴＣＴＧ； 通 用 引 物 （ Ｒ ）：
ＣＧＡＧＧＴＡＴＴＣＧＣＡＣＴＧＧＡＴＡＣＧＡＣ。
１． ６　 细胞培养与双荧光素酶报告基因实验验证　
将 ＨＥＫ⁃２９３Ｔ 细胞接种于含 １０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ
培养基中，置于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 的培养箱中常规培

养。 使用购买的 ＲＨＯＢ 质粒与 ｍｉＲ⁃３０ｄ⁃５ｐ （ｍｉＲ⁃
ＮＣ）模拟物进行实验。 取对数生长期的 ＨＥＫ⁃２９３Ｔ
细胞以 ２ × １０５ 个 ／孔的密度接种于 ６ 孔板上，根据

说明书进行操作，分别将配套的转染试剂与 ｍｉＲ⁃ＮＣ
模拟物、ｍｉＲ⁃３０ｄ⁃５ｐ 模拟物、野生型 ＲＨＯＢ 质粒、突
变型 ＲＨＯＢ 质粒等共同加入细胞，随机分为 ４ 组：
野生型 ＋ ｍｉＲ⁃３０ｄ⁃５ｐ 组（共转染野生型质粒和 ｍｉＲ⁃
３０ｄ⁃５ｐ 模拟物）、野生型 ＋ ｍｉＲ⁃ＮＣ 组（共转染野生

型质粒和 ｍｉＲ⁃ＮＣ 模拟物）、突变型 ＋ ｍｉＲ⁃３０ｄ⁃５ｐ 组

（共转染突变型质粒和 ｍｉＲ⁃３０ｄ⁃５ｐ 模拟物）、突变型

＋ ｍｉＲ⁃ＮＣ 组（共转染突变型质粒和 ｍｉＲ⁃ＮＣ 模拟

物），６ ｈ 后弃去换成新的培养基，再过 １２ ｈ 左右完

成转染过程，此时检测各组中萤火虫荧光素酶活性

和海肾荧光素酶活性。
１． ７　 生物信息学分析　 采用功能聚类（ｇｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏ⁃
ｇｙ，ＧＯ）数据库对基因产物的属性进行分析，它包含

三大类：生物学过程（ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ，ＢＰ）；细胞组

分 （ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ， ＣＣ）；分子功能 （ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
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ｆｕｎｃｔｉｏｎ，ＭＦ）。 在 Ｇｅｎｅ Ｏｎｔｏｌｏｇｙ 中输入 ｍｉＲ⁃３０ｄ⁃
５ｐ，并选择物种为人类，检索后得到富集结果。 途径

富集 （ ｋｙｏｔｏ ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｇｅｎｏｍｅｓ，
ＫＥＧＧ）是分析基因功能、联系基因组信息和功能信

息的数据库。 在本研究中，使用 ＫＥＧＧ 数据库中的

代谢通路数据库进行检索分析，探索 ｍｉＲ⁃３０ｄ⁃５ｐ 的

靶基因可能与哪些通路相关。
１． ８　 统计学处理 　 采用 ＳＰＳＳ ２５. ０ 软件和 Ｇｒａｐｈ⁃
ｐａｄ Ｐｒｉｓｍ ８ 软件进行统计分析，非正态分布数据以

Ｍ（Ｐ２５，Ｐ７５）表示，采用非参数检验，配对样本比较

采用 Ｗｉｌｃｏｘｏｎ 符号秩和检验，独立样本组间比较采

用 Ｋｒｕｓｋａｌ⁃Ｗａｌｌｉｓ Ｈ 检验，相关性分析采用秩相关

（Ｓｐｅａｒｍａｎ 相关），正态分布数据以 �ｘ ± ｓ 表示，组间

比较采用单因素方差分析（ＡＮＯＶＡ），组间均数两两

比较采用最小显著性差异法（ＬＳＤ），检验水准 α 取

０. ０５（双侧）。 Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 研究对象基本情况　 １２ 例研究对象均无激素

用药史或肝毒性药物使用史，无肝病家族史，６ 例

ＯＭＤＴ 患 者 中 男 性 ４ 例 （ ６６. ７％ ）， 女 性 ２ 例

（３３. ３％ ），均有明确的 ＴＣＥ 接触史，与 ６ 例健康志

愿者按性别和年龄与患者 １ ∶ １ 进行配对。 以 Ｍ
（Ｐ２５，Ｐ７５）计，可知：ＯＭＤＴ 患者年龄为 ２０. ０（１７. ５ ～
２３. ８）岁；健康志愿者年龄为 ２３（１９. ８ ～ ２４. ５）岁，经
秩和检验两组年龄差异无统计学意义（Ｚ ＝ ０. １９４，Ｐ
＞ ０. ０５）。
２． ２　 血清外泌体的鉴定　 电镜观察外泌体呈圆形、
椭圆形，具有双层脂质包膜结构，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检

测发现外泌体特征性膜蛋白 ＣＤ９、 Ｆｌｏｔｏｌｌｉｎ⁃１ 和

ＨＳＰ７０ 表达阳性，纳米颗粒跟踪分析仪检测外泌体

粒径约 ２００ ｎｍ，均符合外泌体的特征，见图 １。

２． ３ 　 血清外泌体中 ｍｉＲ⁃３０ｄ⁃５ｐ 基因表达水平的

改变　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 结果显示，对照组、发病高峰期组

和发病恢复期组血清外泌体中 ｍｉＲ⁃３０ｄ⁃５ｐ 相对表

达水平分别为： ０. ９０ （ ０. ５８， ２. １２ ）， ０. １４ （ ０. ０１，
０. ５５），０. ９３（０. ７３，１. ２９）。 发病高峰期组血清外泌

体中 ｍｉＲ⁃３０ｄ⁃５ｐ 表达水平明显低于其他两组，差异

有统计学意义（Ｈ ＝ ６. ３９８，Ｐ ＝ ０. ０３４），见图 ２。
２． ４　 ＯＭＤＴ 患者治疗前后肝功能指标水平的改变

　 肝功能检查结果显示，６ 例患者入院时发病高峰

期天门冬氨酸氨基转移酶（ ａｓｐａｒｔａｔｅ ｔｒａｎｓａｍｉｎａｓｅ，
ＡＳＴ） 、丙氨酸氨基转移酶（ａｌａｎｉｎｅ ａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，
ＡＬＴ） 、γ⁃谷氨酰胺基转移酶（γ⁃ｇｌｕｔａｍｙｌ ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，
ＧＧＴ）明显升高，与出院时发病恢复期比较差异有统

计学意义（Ｚ ＝ － ２. ２０１，Ｐ ＝ ０. ０２８；Ｚ ＝ － ２. ２０１，Ｐ ＝
０. ０２８；Ｚ ＝ － ２. ２０１，Ｐ ＝ ０. ０２８），见图 ３。
２． ５ 　 ＯＭＤＴ 患者发病高峰期时肝功能指标与

ｍｉＲ⁃３０ｄ⁃５ｐ 表达水平的相关性分析 　 通过相关性

分析发现，患者发病高峰期时血清外泌体 ｍｉＲ⁃３０ｄ⁃
５ｐ 相对表达量与 ＡＳＴ、ＡＬＴ、ＧＧＴ 水平均呈负相关，
见表 １。

表 １　 ＯＭＤＴ 患者血清外泌体 ｍｉＲ⁃３０ｄ⁃５ｐ 表达水平与

肝功能指标的相关性分析

肝功能指标 ｒｓ 值 Ｐ 值

ＡＳＴ － ０． ９４３ ０． ００５
ＡＬＴ － ０． ８８６ ０． ０１９
ＧＧＴ － ０． ８８６ ０． ０１９

２． ６　 ＯＭＤＴ 患者血清 ｍｉＲ⁃３０ｄ⁃５ｐ 表达水平的生

物信息学分析　 在 ｍｉＲＷａｌｋ 数据库中筛选出了 ５３５
个 ｍｉＲ⁃３０ｄ⁃５ｐ 的候选靶基因，在 ｍｉＲＢＤ 数据库中

筛选出了 ７３６ 个 ｍｉＲ⁃３０ｄ⁃５ｐ 的候选靶基因，两个数

据库的交集显示了４６个候选靶基因，采用ＧＯ分析

图 １　 血清外泌体鉴定

Ａ：血清外泌体的透射电镜观察；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测外泌体特征性膜蛋白；Ｃ：纳米颗粒跟踪分析观察
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图 ２　 患者各组血清外泌体 ｍｉＲ⁃３０ｄ⁃５ｐ 表达水平

ａ：对照组；ｂ：发病高峰期；ｃ：发病恢复期；与对照组比较：∗Ｐ ＜

０. ０５；与发病恢复期比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５

和 ＫＥＧＧ 分析对这些候选靶基因结果进行进一步

研究。 ＧＯ 分析从生物学过程、细胞组分和分子功

能三个方面对结果进行描述，发现 ｍｉＲ⁃３０ｄ⁃５ｐ 主要

参与钙调素结合与钙调蛋白依赖性蛋白激酶的激活

等 ７３ 个分子功能，异三聚体 Ｇ 蛋白与转运囊泡膜

等 ８１ 个细胞组分以及血管形态学重构与肽基丝氨

酸磷酸化等 １７２ 个生物学过程，图 ４ 中展示的是相

关性较为密切的前 １０ 个结果。 ＫＥＧＧ 分析表明大

多数候选靶基因在胆碱能突触、破骨细胞分化、Ａｐｅ⁃
ｌｉｎ 信号通路、Ｗｎｔ 信号通路和 Ｏｘｙｔｏｃｉｎ 信号通路等

途径中富集，图 ４ 中展示的是相关性较为密切显著

的前 ３０ 个条目。 上述结果说明 ｍｉＲ⁃３０ｄ⁃５ｐ 广泛参

与机体免疫反应的生理病理学过程。
２． ７ 　 ｍｉＲ⁃３０ｄ⁃５ｐ 靶向调控 ＲＨＯＢ 基因 　 为进一

步明确 ｍｉＲ⁃３０⁃５ｐ 发挥生物学功能的可能机制，在
上述生信分析结果中选取 ＲＨＯＢ 基因进行下一步

研究。利用 ｐｓｉＣＨＥＣＫ２质粒作为骨架 ，将预测的

图 ３　 ＯＭＤＴ 患者肝功能指标水平

ｂ：发病高峰期；ｃ：发病恢复期；与发病恢复期比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５

图 ４　 功能聚类分析和生物通路分析
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ｍｉＲ⁃３０ｄ⁃５ｐ 与 ＲＨＯＢ 结合部位序列及其突变体序

列剪切并插入到萤火虫荧光素酶基因下游，分别构

建野生和突变的 ＲＨＯＢ 表达载体，与 ｍｉＲ⁃３０ｄ⁃５ｐ 模

拟物或 ｍｉＲ⁃ＮＣ 模拟物同时转染入 ２９３Ｔ 细胞进行

双荧光素酶活性检测实验。 结果显示：转染 ｍｉＲ⁃
３０ｄ⁃５ｐ 模拟物可显著下调带有 ＲＨＯＢ 野生 ３′⁃ＵＴＲ
序列的报告基因荧光素酶活性，而靶基因序列突变

后的荧光素酶活性不受影响，转染 ｍｉＲ⁃ＮＣ 模拟物

后不影响野生和突变组的报告基因荧光素酶活性，
差异有统计学意义（Ｆ ＝ １１. ４５８，Ｐ ＝ ０． ００３），见图

５。 以上结果证明 ｍｉＲ⁃３０ｄ⁃５ｐ 模拟物可特异性靶向

结合 ＲＨＯＢ 的 ３′⁃ＵＴＲ 序列，从而调控 ＲＨＯＢ 的表

达水平。 预测结合位点序列： ＲＨＯＢ ３′ ＵＴＲ：． ． ．
ＡＵＧＧＵＧＡＧＣＵＵＡＵＧＡＵＧＵＵＵＡＣＡ． ． ． ； ｍｉＲ⁃３０ｄ⁃５ｐ
３′ＵＴＲ：ＧＡＡＧＧＵＣＡＧＣＣＣＣＵＡＣＡＡＡＵＧＵ。

图 ５　 双荧光素酶报告基因

ｄ：ｍｉＲ⁃３０ｄ⁃５ｐ 模拟物 ＋ 野生型 ＲＯＨＢ 质粒；ｅ：ｍｉＲ⁃３０ｄ⁃５ｐ 模拟

物 ＋ 突变型 ＲＯＨＢ 质粒；ｆ：ｍｉＲ⁃ＮＣ 模拟物 ＋ 野生型 ＲＯＨＢ 质粒；ｇ：
ｍｉＲ⁃ＮＣ 模拟物 ＋ 突变型 ＲＯＨＢ 质粒；与 ｍｉＲ⁃３０ｄ⁃５ｐ 模拟物 ＋ 野生

型 ＲＨＯＢ 质粒比较： ＄ Ｐ ＜ ０. ０５

３　 讨论

　 　 职业人群暴露 ＴＣＥ 主要通过呼吸道和皮肤进

入机体发挥毒性作用，影响多种脏器，其中以肝脏最

为多见，可继发肝炎等多种疾病，严重影响患者预

后。 本研究 ６ 例患者在发病高峰期肝功能指标异常

升高，存在明显的肝脏损伤。 目前 ＯＭＤＴ 的肝损伤

发病机制并未完全阐明，有待进一步研究。
一项研究［１０］显示 ＴＣＥ 暴露工人的外周血血清

ｍｉＲ⁃１５０⁃５ｐ 等 ｍｉＲＮＡ 分子表达水平有明显改变，另
一项研究［１１］ 显示血清外泌体 ｍｉＲ⁃２１⁃５ｐ 和 ｍｉＲ⁃

３３９⁃５ｐ 表达水平与职业性三氯乙烯超敏反应综合

征相关，外泌体 ｍｉＲ⁃２１ 和 ｍｉＲ⁃６９０ 也被发现加重了

ＴＣＥ 介导的免疫炎症反应［１２］。 因此，血清外泌体包

裹的 ｍｉＲＮＡ 作为一种稳定的功能分子，无论是作为

临床治疗的靶点，还是作为早期预测或诊断的生物

标志物，在 ＯＭＤＴ 的临床研究中都具有广阔的前

景。 先前的研究［１３］表明，ｍｉＲ⁃３０ｄ⁃５ｐ 可以通过参与

Ｔ 细胞与 Ｂ 细胞的激活调控机体的免疫反应，并且

与非酒精性脂肪性肝等多种肝脏疾病的发生发展有

关，结合一项关于 ＴＣＥ 暴露人群 ｍｉＲＮＡ 的芯片研

究［１４］，其中 ｍｉＲ⁃３０ 家族有明显差异表达，因此本研

究选择了 ｍｉＲ⁃３０ｄ⁃５ｐ 进行深入探讨。
本研究收集了 ＯＭＤＴ 患者的血清后提取外泌

体，并对其进行鉴定。 目前普遍认为外泌体的直径

在 ３０ ～ １５０ ｎｍ 之间，微囊泡的直径一般在 １００ ～ １
０００ ｎｍ 之间，本研究结果中显示其直径约为 ２００
ｎｍ，属于粒径偏小的一部分，参考相关文献后依然

选择外泌体对其进行描述［１５］。 电镜结果显示其呈

圆形、椭圆形，具有双层脂质包膜结构，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
结果显示其表面的特殊蛋白 ＣＤ９、 Ｆｌｏｔｏｌｌｉｎ⁃１ 和

ＨＳＰ７０ 表达呈阳性，与文献报道的结果一致［１６］，为
后续研究奠定了基础。 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 结果显示，ＯＭＤＴ
患者发病高峰期时血清外泌体的 ｍｉＲ⁃３０ｄ⁃５ｐ 水平

明显降低，并且与 ＡＳＴ、ＡＬＴ 和 ＧＧＴ 指标呈现负相

关，推测血清外泌体 ｍｉＲ⁃３０ｄ⁃５ｐ 可能参与了 ＯＭＤＴ
患者的肝脏损伤的过程。

对 ｍｉＲ⁃３０ｄ⁃５ｐ 进行靶基因的预测及生物学信

息分析结果显示，ｍｉＲＷａｌｋ 及 ｍｉＲＢＤ 数据库共预测

到 ４６ 个 ｍｉＲ⁃３０ｄ⁃５ｐ 的可能靶点，其中 ＲＨＯＢ 是一

种小的 ＧＴＰ 酶，属于 ＧＴＰａｓｅ 信号分子家族，是细胞

分裂、膜泡运输、伤口愈合或免疫监视等多种细胞和

生理过程中的关键介质，同时还被发现参与非酒精

性脂肪肝病、肝纤维化等多种肝脏损伤［１７］，这与 ＧＯ
分析结果高度相似。 ＫＥＧＧ 结果显示了 ＲＨＯＢ 可能

参与的信号通路，其中包括 ｃＡＭＰ、Ｗｎｔ、ｃａｌｃｉｕｍ 在

内的大多数都与免疫性肝病密切相关。 ｍｉＲ⁃３０ｄ⁃５ｐ
与 ＲＨＯＢ 的靶向关系在多个网站被预测到（ｈｔｔｐ： ／ ／
ｗｗｗ． ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ． ｏｒｇ、ｈｔｔｐ： ／ ／ ｇｅｎｏｍｅ． ｕｃｓｃ． ｅｄｕ），双荧

光素酶报告基因结果显示，ｍｉＲ⁃３０ｄ⁃５ｐ 模拟物可特

异性靶向结合 ＲＨＯＢ 的 ３′⁃ＵＴＲ 序列，说明 ｍｉＲ⁃
３０ｄ⁃５ｐ 可以负向调控 ＲＨＯＢ 的表达，本研究虽然未

能检测 ＯＭＤＴ 患者肝脏的 ＲＨＯＢ 表达水平，但是在

课题组正在进行的 ＴＣＥ 致敏小鼠模型研究基础上

发现致敏阳性鼠的肝脏组织中 ＲＨＯＢ 基因表达水
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平明显升高，提示 ＲＨＯＢ 有望成为 ＯＭＤＴ 的治疗靶

点之一。
综上所述，ＯＭＤＴ 患者血清外泌体 ｍｉＲ⁃３０ｄ⁃５ｐ

表达水平降低，与肝脏损伤程度呈负相关，并且本研

究确定了 ｍｉＲ⁃３０ｄ⁃５ｐ 与 ＲＨＯＢ 基因的靶向调控关

系，为深入研究 ＯＭＤＴ 患者肝损伤的具体调控机制

提供了指导方向，但本研究实验中并未对 ｍｉＲ⁃３０ｄ⁃
５ｐ 的表达进行干预，因此还需要进一步研究以获得

确定性的结论。
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