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摘要　 目的 　 探究微小 ＲＮＡ⁃２００ｂ（ｍｉＲ⁃２００ｂ）对二氧化硅

（ＳｉＯ２）诱导的小鼠矽肺纤维化的抑制作用。 方法　 将 ２４ 只

雄性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠随机分为对照组、ＳｉＯ２ 组、ＳｉＯ２ ＋ ａｇｏｍｉｒ⁃
ＮＣ 组和 ＳｉＯ２ ＋ ｍｉＲ⁃２００ｂ ａｇｏｍｉｒ 组，每组 ６ 只。 ＳｉＯ２ 组小鼠

予以气管滴注 ５ ｍｇ ＳｉＯ２ 悬液，ＳｉＯ２ ＋ ｍｉＲ⁃２００ｂ ａｇｏｍｉｒ 组和

ＳｉＯ２ ＋ ａｇｏｍｉｒ⁃ＮＣ 组小鼠分别在造模第 １ 天、第 ７ 天气管滴

注 ｍｉＲ⁃２００ｂ 模拟物（ｍｉＲ⁃２００ｂ ａｇｏｍｉｒ）和 ａｇｏｍｉｒ 的阴性对照

（ａｇｏｍｉｒ⁃ＮＣ）。 造模第 １４ 天检测小鼠肺功能后将其处死，采
用 ＨＥ 和 Ｍａｓｓｏｎ 染色观察小鼠肺组织病理变化；对支气管

肺泡灌洗液（ＢＡＬＦ）中总蛋白浓度和白细胞总数进行测定，
并使用 ＥＬＩＳＡ 试剂盒检测小鼠 ＢＡＬＦ 中转化生长因子⁃β１
（ＴＧＦ⁃β１）的含量。 结果 　 与对照组相比，ＳｉＯ２ 组和 ＳｉＯ２ ＋
ａｇｏｍｉｒ⁃ＮＣ 组小鼠肺内可见炎性细胞聚集且伴有胶原沉积，
而 ＳｉＯ２ ＋ ｍｉＲ⁃２００ｂ ａｇｏｍｉｒ 组小鼠肺组织中炎症减轻、胶原

沉积减少。 与对照组相比，ＳｉＯ２ 组和 ＳｉＯ２ ＋ ａｇｏｍｉｒ⁃ＮＣ 组小

鼠呼吸频率（ｆ）加快、呼吸暂停（ＰＡＵ）次数增加（Ｐ ＜ ０. ０５），
呼气峰值时间比率（Ｒｐｅｆ）降低（Ｐ ＜ ０. ０５），经过 ｍｉＲ⁃２００ｂ
ａｇｏｍｉｒ 干预后，小鼠肺功能得到改善。 此外，ｍｉＲ⁃２００ｂ ａｇ⁃
ｏｍｉｒ 干预也可以有效缓解 ＳｉＯ２ 刺激引起的小鼠 ＢＡＬＦ 中总

蛋白浓度、白细胞总数和 ＴＧＦ⁃β１ 含量的增加。 结论　 ｍｉＲ⁃
２００ｂ 可以有效减缓矽肺小鼠肺功能下降，抑制小鼠矽肺纤

维化的发生发展。
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　 　 矽肺是一种由于吸入游离二氧化硅（ｓｉｌｉｃｏｎ ｄｉ⁃
ｏｘｉｄｅ，ＳｉＯ２）粉尘而引起的慢性间质性肺病，其主要

特征包括慢性炎症、肺部炎性肉芽肿、迟发性肺间质

纤维化和进行性呼吸功能障碍［１］。 矽肺是我国最

严重的职业病，国家卫生健康委员会发布的文件显

示，２０２０ 年我国新增职业性尘肺病患者 １４ ３６７ 例，

死亡 ６ ６６８ 例［２］。 矽肺不仅威胁着工人的身心健

康，还给国家带来了巨大的经济负担，是许多国家迫

切需要解决的严重公共卫生问题。
微小 ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ，ｍｉＲＮＡｓ）是一种长度为

１９ ～ ２２ 个核苷酸的内源性非编码小 ＲＮＡ，微小

ＲＮＡ⁃２００ｂ（ ｍｉｃｒｏＲＮＡ⁃２００ｂ， ｍｉＲ⁃２００ｂ） 是 ｍｉＲ⁃２００
家族中的一员［３］，有研究［４ － ６］报道 ｍｉＲ⁃２００ｂ 在肾脏

纤维化、口腔黏膜纤维化和心脏纤维化等多种纤维

化疾病中发挥重要作用。 然而，ｍｉＲ⁃２００ｂ 在矽肺纤

维化中的作用及机制尚不清楚。 该研究通过构建小

鼠矽肺纤维化模型并给予 ｍｉＲ⁃２００ｂ 模拟物（ｍｉＲ⁃
２００ｂ ａｇｏｍｉｒ）干预，通过肺功能检测、肺组织病理学

检测等手段，以期明确 ｍｉＲ⁃２００ｂ 在矽肺纤维化发病

过程中的可能作用，为寻找有效治疗矽肺纤维化的

靶点提供实验数据。

１　 材料与方法

１． １　 材料

１． １． １　 实验动物　 ２４ 只 ＳＰＦ 级雄性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠

（６ ～ ８ 周龄，体质量 １６ ～ １８ ｇ）购自北京华阜康生物

科技股份有限公司。 实验小鼠饲养在温度（２３℃ ±
２℃）和湿度（６０％ ±１０％ ）可控的房间内，光照 － 黑

暗交替循环 １２ ｈ，可以自由进食和饮水。 所有实验

操作均得到了华北理工大学实验动物伦理委员会批

准（编号：ＳＱ２０２２１２２）。
１． １． ２　 主要仪器和试剂　 ＳｉＯ２（美国 Ｓｉｇｍａ 公司），
其中 ９９％粒径为 ０. ５ ～ １０ μｍ，使用前充分研磨并于

１８０ ℃烘烤 ２ ｈ，脱水除去内毒素；ｍｉＲ⁃２００ｂ ａｇｏｍｉｒ
（广州市锐博生物科技有限公司）；转化生长因子 －
β１（ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ⁃β１，ＴＧＦ⁃β１）ＥＬＩＳＡ 试

剂盒（武汉博士德生物工程有限公司）；甲醛溶液

（天津市津东天正精细化学试剂厂）；伊红和苏木精

染液（珠海贝索生物技术有限公司）；Ｍａｓｓｏｎ 染液试

剂盒（北京雷根生物科技有限公司）。 Ｆｉｎｅ Ｐｏｉｎｔｅ
Ｗｈｏｌｅ Ｂｏｄｙ Ｐｌｅｔｈｙｓｍｏｇｒａｐｈｙ 全身体积描记系统（美
国 Ｂｕｘｃｏ 公司）；酶标仪（美国 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｄｅｖｉｃｅ 公

司）。
１． ２　 方法
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１． ２． １　 动物分组与处理　 将 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠随机分

为 ４ 组：对照组、ＳｉＯ２ 组、ＳｉＯ２ ＋ ａｇｏｍｉｒ⁃ＮＣ 组和 ＳｉＯ２

＋ ｍｉＲ⁃２００ｂ ａｇｏｍｉｒ 组，每组 ６ 只。 ＳｉＯ２ 组小鼠予以

一次性气管滴注 ５０ μｌ 生理盐水溶解的 ＳｉＯ２（５ ｍｇ ／
只）悬液；ＳｉＯ２ ＋ ａｇｏｍｉｒ⁃ＮＣ 组、ＳｉＯ２ ＋ ｍｉＲ⁃２００ｂ ａｇ⁃
ｏｍｉｒ 组气管分别注入 ５０ μｌ 含 ５ ｎｍｏｌ ａｇｏｍｉｒ 的阴性

对照（ａｇｏｍｉｒ⁃ＮＣ）、ｍｉＲ⁃２００ｂ ａｇｏｍｉｒ 的 ＳｉＯ２ 悬液，造
模第 ７ 天再次气道滴注 ２. ５ ｎｍｏｌ ａｇｏｍｉｒ⁃ＮＣ、ｍｉＲ⁃
２００ｂ ａｇｏｍｉｒ 干预；对照组滴注等量生理盐水。 造模

第 １４ 天测定小鼠肺功能后将其处死。
１． ２． ２　 小鼠支气管肺泡灌洗　 使用 ５０ ｍｇ ／ ｋｇ 戊巴

比妥钠麻醉小鼠后，将小鼠仰卧位固定于手术板上，
沿颈正中线处剪开约 １ ｃｍ 的小口，钝性分离气管周

围肌肉以暴露气管，在气管插管的情况下，采用止血

钳将小鼠右肺结扎，使用 １. ５ ｍｌ（０. ５ ｍｌ × ３ 次）无
菌 ＰＢＳ 溶液缓慢灌洗左肺，收集支气管肺泡灌洗液

（ｂｒｏｎｃｈｏａｌｖｅｏｌａｒ ｌａｖａｇｅ ｆｌｕｉｄ， ＢＡＬＦ ）。 将 得 到 的

ＢＡＬＦ 在 ４ ℃以 １ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ６ ｍｉｎ，吸出上清液

并储存在 － ８０ ℃用于总蛋白浓度测定和 ＥＬＩＳＡ 分

析。 加入 ０. １ ｍｌ ＰＢＳ 重悬剩余的细胞沉淀，随后使

用血细胞计数板计算白细胞总数。
１． ２． ３　 小鼠肺组织病理学检查　 在室温下将小鼠

右下部肺组织置于 １０％ 多聚甲醛溶液中固定 ２４ ｈ
后流水过夜，然后将肺组织依次放入 ６０％ 、７０％ 、
８０％ 、９０％和无水乙醇中各 ２ ｈ 进行脱水，随后放入

醇苯混合液、二甲苯Ⅰ和二甲苯Ⅱ中各 ２０ ｍｉｎ 进行

透明，接着将肺组织在 ６０ ℃ 下浸入蜡液中 ６ ｈ 以

上，最后将标本包埋于石蜡中并切成 ５ μｍ 的切片。
进行 ＨＥ 和 Ｍａｓｓｏｎ 染色，染色操作均按试剂盒说明

书进行，最后使用光学显微镜观察拍照。
１． ２． ４　 小鼠 ＢＡＬＦ 中 ＴＧＦ⁃β１ 含量的测定　 采用酶

联免疫双抗夹心法测定上述 ＢＡＬＦ 中 ＴＧＦ⁃β１ 的水

平，实验操作均按照试剂盒说明书进行，根据样本在

波长 ４５０ ｎｍ 处吸光度值以及标准曲线，计算样品中

ＴＧＦ⁃β１ 的浓度。
１． ３　 统计学处理　 采用 ＳＰＳＳ ２１. ０ 软件对实验数

据进行统计分析，结果以 �ｘ ± ｓ 表示。 两组间比较采

用独立样本 ｔ 检验，多组间比较采用单因素方差分

析（ＡＮＯＶＡ）。 以 Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 ＨＥ 染色结果 　 如图 １ 所示，与对照组相比，
ＳｉＯ２ 组和 ＳｉＯ２ ＋ ａｇｏｍｉｒ⁃ＮＣ 组小鼠肺泡壁增厚，肺
组织存在炎症细胞浸润和少量细胞结节，而 ＳｉＯ２ ＋

ｍｉＲ⁃２００ｂ ａｇｏｍｉｒ 组小鼠肺组织中炎症细胞浸润程

度减轻、细胞结节数量减少。

图 １　 小鼠肺组织 ＨＥ 染色结果 × ２００
Ａ：对照组；Ｂ：ＳｉＯ２ 组；Ｃ：ＳｉＯ２ ＋ ａｇｏｍｉｒ⁃ＮＣ 组；Ｄ：ＳｉＯ２ ＋ ｍｉＲ⁃

２００ｂ ａｇｏｍｉｒ 组

２． ２　 Ｍａｓｓｏｎ 染色结果　 Ｍａｓｓｏｎ 染色结果（图 ２）显
示，与对照组相比，ＳｉＯ２ 组和 ＳｉＯ２ ＋ ａｇｏｍｉｒ⁃ＮＣ 组小

鼠肺泡间隔和细支气管区可以看到胶原沉积，而
ＳｉＯ２ ＋ ｍｉＲ⁃２００ｂ ａｇｏｍｉｒ 组小鼠肺间质胶原沉积显著

减少。

图 ２　 小鼠肺组织 Ｍａｓｓｏｎ 染色结果 × ２００
Ａ：对照组；Ｂ：ＳｉＯ２ 组；Ｃ：ＳｉＯ２ ＋ ａｇｏｍｉｒ⁃ＮＣ 组；Ｄ：ＳｉＯ２ ＋ ｍｉＲ⁃

２００ｂ ａｇｏｍｉｒ 组

２． ３　 小鼠肺功能检测结果　 如表 １ 所示，与对照组

比较，ＳｉＯ２ 组和 ＳｉＯ２ ＋ ａｇｏｍｉｒ⁃ＮＣ 组小鼠呼吸频率

（ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ，ｆ）加快、呼吸暂停（ｐａｕｓｅ，ＰＡＵ）次数增

加（Ｐ ＜ ０. ０５），呼气峰值时间比率（ ｒａｔｉｏ ｒａｔｅ ｏｆ ａ⁃
ｃｈｉｅｖｉｎｇ ｐｅａｋ ｅｘｐｉａｔｏｒｙ ｆｌｏｗ，Ｒｐｅｆ）降低（Ｐ ＜ ０. ０５）。
与 ＳｉＯ２ 组相比，ＳｉＯ２ ＋ ｍｉＲ⁃２００ｂ ａｇｏｍｉｒ 组小鼠 ｆ 和
ＰＡＵ 减少，Ｒｐｅｆ 升高（Ｐ ＜ ０. ０５）。
２． ４ 　 小鼠 ＢＡＬＦ 中总蛋白浓度、白细胞总数和

ＴＧＦ ⁃β１的含量 　 ＢＡＬＦ中总蛋白浓度的高低和白
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表 １　 各组小鼠肺功能检测结果（ｎ ＝ ６，�ｘ ± ｓ）

组别 ｆ ＰＡＵ Ｒｐｅｆ
对照 ３６７． ０１５ ± ５２． ０９３ ０． ８２１ ± ０． １０１ ０． ５１４ ± ０． ５７７
ＳｉＯ２ ４７９． ３３１ ± ５７． ４１０∗ １． ０１８ ± ０． １６３∗ ０． ３６９ ± ０． ５９６∗

ＳｉＯ２ ＋ ａｇｏｍｉｒ⁃ＮＣ ５００． ０６３ ± ６９． ７６４∗ ０． ９９８ ± ０． １２６∗ ０． ３９８ ± ０． ４８１∗

ＳｉＯ２ ＋ ｍｉＲ⁃２００ｂ ａｇｏｍｉｒ ４３６． １４８ ± ４８． ３２８ ０． ８２９ ± ０． １２２＃ ０． ４７９ ± ０． ７３３＃

Ｆ 值 ６． ２７８ ３． ９９６ ７． ５９１
Ｐ 值 ０． ００４ ０． ０２２ ０． ００１

　 　 与对照组比较：∗Ｐ ＜０. ０５；与 ＳｉＯ２ 组比较：＃Ｐ ＜０. ０５

细胞数量的多少可以反映肺部炎症的水平，而 ＴＧＦ⁃
β１ 作为一个经典的促纤维化细胞因子与肺部的纤

维化水平密切相关。 由表 ２ 可知，与对照组比较，
ＳｉＯ２ 组和 ＳｉＯ２ ＋ ａｇｏｍｉｒ⁃ＮＣ 组小鼠 ＢＡＬＦ 中总蛋白

浓度、白细胞总数和 ＴＧＦ⁃β１ 的含量均增加（Ｐ ＜
０. ０５），而 ＳｉＯ２ ＋ ｍｉＲ⁃２００ｂ ａｇｏｍｉｒ 组小鼠上述 ３ 项

指标的含量均低于 ＳｉＯ２ 组（Ｐ ＜ ０. ０５）。

表 ２　 各组小鼠 ＢＡＬＦ 中总蛋白浓度、白细胞总数和

ＴＧＦ⁃β１ 含量的比较（ｎ ＝ ６，�ｘ ± ｓ）

组别
总蛋白浓度
（μｇ ／ μｌ）

白细胞总数

（ ×１０４ ／ ｍｌ）
ＴＧＦ⁃β１ 含量

（ｐｇ ／ ｍｌ）
对照 ２２０． ４８７ ±３１． ３１４ ２５． ３１６ ±１３． ４２１ ４５． ８２５ ±５． ０８３
ＳｉＯ２ ４２７． ６５１ ±１４４． ３４４∗ ８０． ２６６ ±１９． ６０７∗ １２３． ２２３ ±３２． ４８５∗

ＳｉＯ２ ＋ ａｇｏｍｉｒ⁃ＮＣ ３７７． １１５ ±７５． ５５３∗ ９４． ０６６ ±７１． ６１９∗ １１３． ４４８ ±３５． １０６∗

ＳｉＯ２ ＋ｍｉＲ⁃２００ｂ
ａｇｏｍｉｒ

２５２． １４１ ±７９． ６８７＃ ３８． ０３１ ±２２． ７０１ ８１． ５６３ ±９． ５６４＃

Ｆ 值 ６． ９３３ ４． １９４ １２． ２１４
Ｐ 值 ０． ００２ ０． ０１９ ＜０． ０００ １
　 　 与对照组比较：∗Ｐ ＜０. ０５；与 ＳｉＯ２ 组比较：＃Ｐ ＜０. ０５

３　 讨论

　 　 矽肺是一种由于吸入 ＳｉＯ２ 粉尘而引起的严重

的职业性呼吸系统疾病，以肺部炎症和纤维化为主

要特征。 我国是矽肺患者最多的国家，每年因矽肺

造成的直接经济损失超过 ８０ 亿元人民币［７］。 然而，
矽肺的发病机制目前尚不明确，临床上缺乏有效的

治疗药物。 因此，研究矽肺的发病机制，探索新的防

治方法具有重要意义。 ｍｉＲＮＡｓ 是一类内源性的具

有调控功能的非编码 ＲＮＡ，它可以与靶基因 ｍＲＮＡ
序列的 ３′ＵＴＲ 区域互补结合，抑制靶基因的翻译或

降解其信使 ＲＮＡ［８］。 已有研究［９ － １０］ 证实多种 ｍｉＲ⁃
ＮＡｓ 参与了矽肺纤维化，然而，有关 ｍｉＲ⁃２００ｂ 在矽

肺纤维化中的作用及机制还不清楚。
本研究通过一次性气管滴注 ＳｉＯ２ 颗粒建立小

鼠矽肺纤维化模型，病理染色结果显示，ＳｉＯ２ 组和

ＳｉＯ２ ＋ ａｇｏｍｉｒ⁃ＮＣ 组小鼠肺组织均存在明显的炎症

细胞浸润和胶原的沉积，而经 ｍｉＲ⁃２００ｂ ａｇｏｍｉｒ 干预

可以缓解 ＳｉＯ２ 引起的病理变化。 ＢＡＬＦ 中总蛋白浓

度和白细胞总数是反映肺部炎症的重要指标，此研

究表明 ｍｉＲ⁃２００ｂ ａｇｏｍｉｒ 干预可以降低以上指标的

变化。 上述结果均说明 ｍｉＲ⁃２００ｂ ａｇｏｍｉｒ 可以一定

程度减轻小鼠肺部炎症反应，抑制肺部纤维化的发

生发展。 已有研究［１１］ 报道吸入 ＳｉＯ２ 可诱导大鼠双

期肺反应，表明暴露于 ＳｉＯ２ 的大鼠存在“炎症”和

“纤维化”阶段。 在本研究中，ＳｉＯ２ 组小鼠肺组织存

在明显的炎症细胞浸润而无明显的矽结节，可能是

暴露于 ＳｉＯ２ １４ ｄ 时小鼠仍处于炎症阶段，暴露时间

较短，不足以形成明显的矽结节，在后续的实验中应

适当延长 ＳｉＯ２ 暴露时间。
随着肺组织纤维化病情的发展，会引发气体交

换功能障碍和肺功能损伤［１２］。 小鼠肺功能检测结

果发现，ＳｉＯ２ ＋ ｍｉＲ⁃２００ｂ ａｇｏｍｉｒ 组小鼠 ｆ、 ＰＡＵ 和

Ｒｐｅｆ 较 ＳｉＯ２ 组和 ＳｉＯ２ ＋ ａｇｏｍｉｒ⁃ＮＣ 组均得到明显改

善。 另外，矽肺是一种复杂的慢性炎症过程，涉及多

种细胞、细胞因子和多种介质。 肺泡巨噬细胞是矽

肺的主要免疫细胞，在矽肺的发生发展中起着至关

重要的作用。 多项研究［１３］表明，肺泡巨噬细胞可以

通过清道夫受体以电荷依赖的方式识别并吞噬

ＳｉＯ２ 颗粒，从而增加炎性和纤维化介质的释放。 在

这些与纤维化相关的细胞因子中，ＴＧＦ⁃β１ 起着关键

作用，被认为是矽肺的起点。 越来越多的证据［１４］ 表

明，ＴＧＦ⁃β１ 作为一种强大的促纤维化细胞因子，它
可以通过诱导成纤维细胞合成细胞外基质，包括胶

原、层粘连蛋白和纤维连接蛋白等。 本研究中，ＳｉＯ２

组和 ＳｉＯ２ ＋ ａｇｏｍｉｒ⁃ＮＣ 组小鼠 ＢＡＬＦ 中 ＴＧＦ⁃β１ 的表

达水平升高，但是给予 ｍｉＲ⁃２００ｂ ａｇｏｍｉｒ 干预后

ＴＧＦ⁃β１ 的分泌降低，这提示 ＳｉＯ２ 暴露可以促进呼

吸道和肺组织免疫细胞合成和释放 ＴＧＦ⁃β１，而当使

用 ｍｉＲ⁃２００ｂ ａｇｏｍｉｒ 干预后，可以有效阻止该因子的

合成，进而缓解矽肺纤维化。
综上所述，该研究表明 ｍｉＲ⁃２００ｂ 可以有效减缓

矽肺小鼠肺功能的下降、抑制矽肺纤维化的发生发

展，提示 ｍｉＲ⁃２００ｂ 可能是治疗矽肺纤维化的潜在靶

点。 该研究仅从靶向干预的角度阐述了 ｍｉＲ⁃２００ｂ
在实验性小鼠矽肺纤维化中的作用，然而其对矽肺

进程的具体作用机制仍需进一步探讨。
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