
female rats were 6 and 18 months，the spatial learning and memory ability was detected by Morris water maze
( MWM) ，the level of hippocampal GSNOＲ was detected by Western blot． Ｒesults Compared with the 6-CON
group，the 18-CON group had a longer average swim length in the water maze ( P ＜ 0. 01) ，lower percentage of tar-
get quadrant swimming distance and hippocampal GSNOＲ level ( P ＜ 0. 01) ，and the comparison between 18-LPS
group and 18-CON group also showed the same results． Conclusion Exposure to inflammation in late pregnancy
aggravates age-related changes of GSNOＲ levels in the hippocampus of mice，which may be related to spatial learn-
ing and memory impairment in old age．
Key words aging; pregnancy; lipopolysaccharide; cognition; mitochondria
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抑制 miＲ-128-3p表达对油酸致大鼠肺损伤的保护作用研究
龙光文，张 谦，杨秀林，吉春玲，董裕康

摘要 目的 探讨抑制 miＲ-128-3p表达对油酸致大鼠肺损
伤的保护作用及可能机制。方法 随机将 100 只 SD大鼠分
成 5 组: 假手术组( sham 组) 、模型组( Model 组) 、antagomir
NC 组( NC 组) 、miＲ-128-3p antagomir 组( antagomir 组) 和
miＲ-128-3p antagomir + Nrf2 抑制剂 ML385 组( antagomir +
ML385 组) ，每组 20 只。采用尾静脉注射油酸( 0． 15 ml /kg)
的方法建立肺损伤大鼠模型，术前 1 h 给予 miＲ-128-3p an-
tagomir或 ML385 进行干预。造模成功 24 h 后，测定动脉血
氧分压( PaO2 ) 、氧合指数( OI) 及肺组织湿 /干重比( W/D) ;
苏木精 －伊红染色法( HE) 观察肺组织病理学改变并评分;
酶联免疫吸附测定法 ( ELISA ) 测定支气管肺泡灌洗液
( BALF) 中肿瘤坏死因子-α ( TNF-α) 、白细胞介素-1β ( IL-
1β) 和白细胞介素-6( IL-6 ) 含量; 比色法测定肺组织中超氧
化物歧化酶( SOD) 活性及丙二醛( MDA) 和活性氧( ＲOS) 水
平; 反转录酶 － 聚合酶链锁反应( ＲT-PCＲ) 检测肺组织中
miＲ-128-3p表达水平以及 E2 相关因子 2 ( Nrf2) 和血红素氧
合酶-1 ( HO-1 ) 的 mＲNA 水平; 蛋白质印迹免疫( Western
blot) 检测肺组织中 Nrf2 和 HO-1 的蛋白表达水平; 荧光素酶
报告基因实验验证 miＲ-128-3p与 Nrf2 的靶向作用关系。结
果 与 sham组比较，Model组大鼠肺组织损伤严重，肺组织
病理评分、W/D值、BALF中 TNF-α、IL-1β和 IL-6 含量，肺组
织中 ＲOS和 MDA水平以及 miＲ-128-3p表达水平增加( P ＜
0. 01) ，而 PaO2、OI值和 SOD 活性以及 Nrf2、HO-1 的 mＲNA
和蛋白表达水平均降低( P ＜ 0. 01 ) ; 与 Model 组比较，an-
tagomir组大鼠肺组织损伤程度得到明显改善，肺组织病理
评分、W/D值、BALF中 TNF-α、IL-1β和 IL-6 含量，肺组织中
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ＲOS和 MDA 水平以及 miＲ-128-3p 表达水平下降 ( P ＜
0. 01) ，而 PaO2、OI值和 SOD 活性以及 Nrf2、HO-1 的 mＲNA
和蛋白表达水平均上升( P ＜ 0. 01) ，而 NC 组大鼠以上各指
标差异无统计学意义( P ＞ 0. 05 ) ; 与 antagomir 组比较，an-
tagomir + ML385 组大鼠以上各指标变化趋势又发生逆转( 均
P ＜ 0. 01) 。荧光素酶报告基因实验证实，miＲ-128-3p 能靶
向调控 Nrf2 的表达。结论 抑制 miＲ-128-3p表达可显著减
轻模型大鼠的肺损伤，其作用机制可能与通过靶向调控 Nrf2
表达，抑制肺组织炎症反应有关。
关键词 miＲ-128-3p; E2 相关因子 2; 油酸; 肺损伤
中图分类号 Ｒ 563． 8
文献标志码 A 文章编号 1000 － 1492( 2021) 09 － 1451 － 07
doi: 10． 19405 / j． cnki． issn1000 － 1492． 2021． 09． 020

急性呼吸窘迫综合征( acute respiratory distress
syndrome，AＲDS) 是一种非心源性因素诱发的急性
肺水肿，是以严重低氧血症、呼吸窘迫、肺顺应性下
降为主要临床特征的肺部急性炎症性综合征［1］。
MicroＲNA( miＲNA) 是一类长度为 20 ～ 25 个核苷酸
的非编码 ＲNA 分子，主要参与调控细胞增殖、迁移
及凋亡等过程。近些年的研究显示［2 － 4］，miＲNA 可
以作为 AＲDS 诊断的生物标志物或治疗靶点。且
Huang et al ［5］研究发现，miＲ-128-3p 在 AＲDS 大鼠
模型肺组织中高表达。提示，miＲ-128-3p 在 AＲDS
疾病发生过程中可能起重要作用，但其作用机制还

有待进一步探讨。该研究拟通过尾静脉注射油酸的
方法建立肺损伤大鼠模型，探讨 miＲ-128-3p 在肺损
伤大鼠肺组织中的表达变化及下调 miＲ-128-3p 表
达对模型大鼠肺组织的保护作用及可能作用机制，

以期从基因层面为 AＲDS治疗提供理论依据及新的
小分子靶点。
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1 材料与方法

1． 1 材料 SPF级雄性 SD 大鼠 100 只，鼠龄 6 ～ 7
周，体质量( 220 ± 10 ) g，由贵州医科大学实验动物
中心提供，实验动物生产许可证: SCXK( 黔) 2018 －
0001。油酸购自湖南长沙恒昌化工有限公司; miＲ-
128-3p拮抗剂( antagomir) 及其阴性对照( antagomir
NC) 购自广州锐博生物科技有限公司; Nrf2 抑制剂
ML385 购自美国 Selleck 公司; 丙二醛( malonalde-
hyde，MDA ) 和超氧化物歧化酶 ( superoxide dis-
mutase，SOD) 检测试剂盒购于南京建成生物工程研
究所; 组织活性氧( reactive oxide species，ＲOS) 检测
试剂盒购自北京百奥莱博科技有限公司; 逆转录试

剂盒和荧光定量 PCＲ 试剂盒购自日本 TaKaＲa 公
司; 肿瘤坏死因子-α ( tumor necrosis factor-α，TNF-
α) 、白细胞介素-1β( interleukin-1β，IL-1β) 和白细胞
介素-6( interleukin-6，IL-6 ) 酶联免疫吸附测定( en-
zyme-linked immuno sorbent assay，ELISA) 试剂盒购
自上海酶联生物科技有限公司; E2 相关因子 2 ( E2
related factor 2，Nrf2) 、血红素氧合酶-1 ( heme oxyge-
nase-1，HO-1) 和磷酸甘油醛脱氢酶( reduced glycer-
aldehyde-phosphate dehydrogenase，GAPDH ) 抗体购
于武汉三鹰生物技术有限公司。
1． 2 方法
1． 2． 1 动物造模与分组 100 只 SD大鼠随机分成
假手术组( sham 组) 、模型组( Model 组) 、antagomir
NC组( NC 组) 、miＲ-128-3p antagomir 组( antagomir
组) 和 miＲ-128-3p antagomir + Nrf2 抑制剂 ML385 组
( antagomir + ML385 组) ，每组 20 只。其中 antagomir
组和 NC组在造模前 1 h，采用微量注射器经颈部气
管注射 antagomir或 antagomir NC( 根据相关文献［6］

和预实验结果确定给予剂量为 40 nmol /只) ，an-
tagomir + ML385 组在 antagomir 组的基础上给予 30
mg /kg ML385［7］腹腔注射，而 sham 组和 Model 组注
射等量生理盐水。随后除 sham组，其他各组大鼠均
参考文献［8］采用尾静脉注射油酸( 0. 15 ml /kg) 的方
法建立肺损伤模型。造模后若大鼠呼吸频次增加，
动脉血液氧合指数 ( oxygenation index，OI ) ＜ 200
mmHg，表明造模成功。造模成功 24 h 后处死大鼠，
收集样本检测。
1． 2． 2 动脉血氧分压( partial pressure of oxygen，
PaO2 ) 、OI 测定 分离大鼠股动脉，取股动脉血 1
ml，立即进行血气分析，记录 PaO2，根据吸入气中的

氧浓度分数( fraction of inspiration O2，FiO2 ) 计算 OI，

OI = PaO2 /FiO2。
1． 2． 3 肺组织湿 /干重比值( W/D) 计算 取大鼠
右肺中叶组织，滤纸吸干表面水分，称湿重( W) ，将
肺组织置于 80 ℃烘箱 72 h 至恒重，称其干重( D) ，
计算肺组织 W/D。
1． 2． 4 ELISA检测肺泡灌洗液( bronchoalveolar lav-
age fluid，BALF) 中 IL-1β、IL-6 和 TNF-α 的含量
实验结束后结扎各组大鼠右主支气管，用 4 ℃预冷
的磷酸盐缓冲液( phosphate buffer saline，PBS) 灌洗
支气管肺泡，反复灌洗 3 次并收集 BALF，采用
ELISA法检测 BALF 中 IL-1β、IL-6 和 TNF-α 含量，
按照试剂盒说明书进行操作，采用酶标仪在 450 nm
波长处测定各孔的光密度( optical density，OD) 值，
根据标准曲线计算各指标含量。
1． 2． 5 比色法测定肺组织中 SOD 活性及 MDA 和
ＲOS水平 收集各组大鼠左肺部分组织，根据 ＲIPA
裂解液使用说明书制备肺组织匀浆，用玻璃匀浆器

上下、旋转充分碾磨，在冰上充分裂解后于12 000 r /
min离心 20 min取上清液，按照试剂盒操作说明书
加入相应试剂，孵育后测各样品吸光度值，根据说明

书提供的计算公式分别计算肺组织中 SOD 活性及
MDA和 ＲOS水平。
1． 2． 6 苏木精 － 伊红染色法( hematoxylin-eosin
staining，HE) 观察肺组织病理变化及评分 取大鼠
右肺下叶，10 %甲醛固定，冲洗、脱水、透明、浸蜡、
包埋后切片，HE 染色，光镜下观察病理学结果，并
对肺损伤程度进行评分［9］: 从肺泡水肿、肺间质水
肿、中性粒细胞浸润、肺泡充血 4 个方面，损伤程度
由轻到重依次标记为 0、1、2、3、4 分，累计总分为最
终损伤评分。
1． 2． 7 反转录酶 －聚合酶链锁反应( reverse tran-
scription-polymerase chain reaction，ＲT-PCＲ) 检测肺
组织中 miＲ-128-3p 表达水平以及 Nrf2 和 HO-1 的
mＲNA水平 取各组大鼠的适量左肺组织，采用
TＲIzol法提取各样本的总 ＲNA，紫外分光光度计测
定总 ＲNA浓度，取总 ＲNA 2 μg 按照逆转录试剂盒
提供的方法合成 cDNA，引物序列见表 1。取 10 μl
逆转录产物进行 PCＲ 反应，反应条件: 95 ℃预变性
3 min，95 ℃变性 30 s，60 ℃退火 15 s，72 ℃延伸 45
s，共 40 个循环。以 U6 和 GAPDH 为内参，采用
2 － ΔΔCt法计算各基因 mＲNA相对表达量。
1． 2． 8 Western blot 检测肺组织中 Nrf2 和 HO-1 的
蛋白表达水平 收集各组大鼠部分左肺组织用于

蛋白质提取，采用BCA法测定肺组织中蛋白浓度。
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表 1 引物序列

基因 引物序列

miＲ-128-3p F: 5'-GGTCACAGTGAACCGGTC-3'
Ｒ: 5'-GTGCAGGGTCCGAGGT-3'

Nrf2 F: 5'-GGTTGCCCACATTCCCAAATC-3'
Ｒ: 5'-CAAGTGACTGAAACGTAGCCG-3'

HO-1 F: 5'-TTCAAGCAGCTCTACCGCTC-3'
Ｒ: 5'-GAACGCAGTCTTGGCCTCTT-3'

U6 F: 5'-CCTGCTTCGGCAGCACA-3'
Ｒ: 5'-AACGCTTCACGAATTTGCGT-3'

GAPDH F: 5'-CCTCGTCTCATAGACAAGATGGT-3'
Ｒ: 5'-GGGTAGAGTCATACTGGAACATG-3'

向 SDS-PAGE通道中加入等体积蛋白质，并将蛋白
质转移到 PVDF膜上，随后 5%脱脂牛奶封闭。PBS
洗涤 3 次，加入一抗 Nrf2、HO-1 和 GAPDH一起孵育
过夜，PBS洗涤后，将膜进一步与辣根过氧化物酶标
记的山羊抗兔 IgG 二抗一起孵育，通过增强的化学
发光法使膜上的条带可视化。采用 Image-Pro Plus
6． 0 软件进行灰度分析，以 GAPDH为内参计算各蛋
白相对表达量。
1． 2． 9 荧光素酶报告实验检测 miＲ-128-3p 与 Nrf2
的靶向作用关系 利用 TargetScan 软件预测 miＲ-
128-3p和 Nrf2 mＲNA上的结合位点，构建 miＲ-128-
3p结合位点的 Nrf2 野生型( WT) 和突变型( MUT)
荧光素酶报告基因质粒，分别与 miＲ-128-3p mimic
或 miＲ-NC共转染至 293T细胞中。转染 48 h后，根
据双荧光素酶报告基因试剂盒说明进行测定，用萤

火虫荧光素酶活性和肾荧光素酶活性比值表示荧光

素酶的相对活性。
1． 3 统计学处理 采用 SPSS 19. 0 版统计软件进
行数据分析，计量资料以 珋x ± s 表示，组间比较采用
单因素方差分析，组间两两比较采用 t 检验，P ＜
0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 抑制 miＲ-128-3p表达对各组大鼠动脉 PaO2、

OI以及肺组织 W/D 值的影响 与 sham 组比较，
Model组大鼠肺组织 W/D 值增加，PaO2 和 OI 值降
低，差异有统计学意义( P ＜ 0. 01 ) ; 与 Model 组比
较，antagomir 组大鼠肺组织 W/D 值降低，PaO2 和

OI值增加，差异有统计学意义( P ＜ 0. 01) ，而 NC 组
差异无统计学意义( P ＞ 0. 05 ) ; 与 antagomir 组比
较，antagomir + ML385 组大鼠肺组织 W/D 值增加，
而 PaO2 和 OI 值降低，差异有统计学意义 ( P ＜
0. 01) 。见表 2。

表 2 各组大鼠动脉 PaO2、OI以及肺组织W/D比较( 珋x ± s)

组别 PaO2( mmHg) OI( mmHg) W/D
sham 92 ± 5． 33 465 ± 23 4． 14 ± 0． 11
Model 54 ± 2． 07＊＊ 174 ± 12＊＊ 5． 23 ± 0． 25＊＊

NC 60 ± 2． 59 188 ± 15 5． 17 ± 0． 16
antagomir 88 ± 4． 81## 387 ± 17## 4． 69 ± 0． 18##

antagomir + ML385 63 ± 3． 18★★ 294 ± 11★★ 5． 07 ± 0． 04★★

F值 73． 322 40． 594 112． 405
P值 0． 000 0． 000 0． 000

与 sham 组比较: ＊＊ P ＜ 0. 01; 与 Model 组比较: ## P ＜ 0. 01; 与

antagomir组比较: ★★P ＜ 0. 01

2． 2 抑制 miＲ-128-3p 表达对各组大鼠肺组织中
miＲ-128-3p 表达水平的影响 与 sham 组比较，
Model组大鼠肺组织中 miＲ-128-3p 表达水平上升，
差异有统计学意义( P ＜ 0. 01) ; 与 Model组比较，an-
tagomir组大鼠肺组织中 miＲ-128-3p表达水平降低，
差异有统计学意义( P ＜ 0. 01) ，而 NC组差异无统计
学意义( P ＞ 0. 05) ; 与 antagomir组比较，antagomir +
ML385 组大鼠肺组织中 miＲ-128-3p 表达水平无统
计学意义( P ＞ 0. 05) 。见图 1。

图 1 各组大鼠肺组织中 miＲ-128-3p表达水平比较

1: sham 组; 2: Model 组; 3: NC 组; 4: antagomir 组; 5: antagomir

+ ML385 组; 与 sham组比较: ＊＊ P ＜ 0. 01; 与 Model 组比较: ## P ＜

0. 01

2． 3 抑制 miＲ-128-3p 表达对各组大鼠 BALF 中
相关因子含量的影响 与 sham 组比较，Model 组大
鼠 BALF中 IL-1β、IL-6 和 TNF-α 含量上升，差异有
统计学意义( P ＜ 0. 01 ) ; 与 Model 组比较，antagomir
组大鼠 BALF 中 IL-1β、IL-6 和 TNF-α 含量降低，差
异有统计学意义( P ＜ 0. 01) ，而 NC组差异无统计学
意义( P ＞ 0. 05 ) ; 与 antagomir 组比较，antagomir +
ML385 组大鼠 BALF中 IL-1β、IL-6 和 TNF-α含量上
升，差异有统计学意义( P ＜ 0. 01) 。见表 3。
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表 3 各组大鼠 BALF中 IL-1β、IL-6 和 TNF-α

含量比较( pg /ml，珋x ± s)

组别 IL-1β IL-6 TNF-α
sham 40． 41 ± 5． 57 50． 10 ± 5． 41 35． 03 ± 2． 70
Model 107． 06 ± 7． 55＊＊ 126． 32 ± 3． 22＊＊ 161． 87 ± 6． 99＊＊

NC 110． 06 ± 7． 94 127． 34 ± 6． 03 162． 60 ± 4． 64
antagomir 66． 33 ± 7． 71## 87． 10 ± 8． 16## 58． 17 ± 3． 88##

antagomir + ML385 95． 34 ± 5． 75★★ 105． 42 ± 5． 39★★ 104． 10 ± 5． 85★★

F值 65． 411 230． 945 312． 700
P值 0． 000 0． 000 0． 000

与 sham 组比较: ＊＊ P ＜ 0. 01; 与 Model 组比较: ## P ＜ 0. 01; 与
antagomir组比较: ★★P ＜ 0. 01

2． 4 抑制 miＲ-128-3p表达对各组大鼠肺组织中氧
化应激水平的影响 与 sham 组比较，Model 组大鼠
肺组织中 MDA和 ＲOS水平上升，SOD活性下降，差
异有统计学意义( P ＜ 0. 01 ) ; 与 Model 组比较，an-
tagomir组大鼠肺组织中 MDA 和 ＲOS 水平下降，
SOD活性上升，差异有统计学意义( P ＜ 0. 01 ) ，而
NC组差异无统计学意义( P ＞ 0. 05 ) ; 与 antagomir
组比较，antagomir + ML385 组大鼠肺组织中 MDA和
ＲOS水平上升，SOD活性下降( P ＜ 0. 01) ，差异有统
计学意义( P ＜ 0. 01) 。见表 4。

表 4 各组大鼠肺组织中 SOD、MDA和 ＲOS水平比较( 珋x ± s)

组别 SOD( U/mL) MDA( nmol /mL) ＲOS水平
sham 48． 33 ± 3． 21 1． 77 ± 0． 21 1． 00 ± 0． 02
Model 16． 34 ± 4． 09＊＊ 5． 45 ± 0． 25＊＊ 5． 30 ± 0． 17＊＊

NC 17． 10 ± 0． 85 5． 60 ± 0． 20 5． 51 ± 0． 10
antagomir 34． 15 ± 2． 02## 2． 17 ± 0． 21## 2． 10 ± 0． 20##

antagomir + ML385 27． 15 ± 1． 03★★ 3． 03 ± 0． 25★★ 3． 43 ± 0． 15★★

F值 79． 402 51． 225 66． 778
P值 0． 000 0． 000 0． 000

与 sham 组比较: ＊＊ P ＜ 0. 01; 与 Model 组比较: ## P ＜ 0. 01; 与

antagomir组比较: ★★P ＜ 0. 01

2． 5 抑制 miＲ-128-3p表达对各组大鼠肺组织病理
学的影响 sham组大鼠肺组织结构完整，未见明显
异常; Model 组、NC 组和 antagomir + ML385 组大鼠
肺组织损伤严重，表现为间质水肿，肺泡萎陷、肺泡
壁增大甚至出血，有肺透明膜形成; antagomir 组大
鼠肺组织结构相对完整，肺泡和间质肿胀程度明显

减轻，较少炎症细胞出现，肺泡出血不明显。与
sham组比较，Model组大鼠肺损伤评分增加，差异有
统计学意义( P ＜ 0. 01 ) ; 与 Model 组比较，antagomir
组大鼠肺损伤评分降低，差异有统计学意义( P ＜
0. 01) ，而 NC 组差异无统计学意义( P ＞ 0. 05 ) ; 与
antagomir组比较，antagomir + ML385 组大鼠肺损伤

评分增加，差异有统计学意义( P ＜ 0. 01) 。见图 2。

图 2 各组大鼠肺组织病理学观察 HE ×200

1: sham 组; 2: Model 组; 3: NC 组; 4: antagomir 组; 5: antagomir

+ ML385 组; 与 sham组比较: ＊＊ P ＜ 0. 01; 与 Model 组比较: ## P ＜

0. 01; 与 antagomir组比较: ★★P ＜ 0. 01

2． 6 抑制 miＲ-128-3p 表达对各组大鼠肺组织中
Nrf2 和 HO-1 表达水平的影响 与 sham 组比较，
Model组大鼠肺组织中 Nrf2 和 HO-1 mＲNA 及蛋白
表达水平降低，差异有统计学意义( P ＜ 0. 01 ) ; 与
Model组比较，antagomir 组大鼠肺组织中 Nrf2 和
HO-1 mＲNA及蛋白表达水平升高，差异有统计学意
义( P ＜ 0. 01 ) ，而 NC 组差异无统计学意义( P ＞
0. 05) ; 与 antagomir组比较，antagomir + ML385 组大
鼠肺组织中 Nrf2 和 HO-1 mＲNA及蛋白表达水平降
低，差异有统计学意义( P ＜ 0. 01) 。见图 3。
2． 7 miＲ-128-3p 与 Nrf2 的靶向作用关系 如图
4A的 miＲNAs靶基因预测软件( TargetScan) 分析结
果显示，miＲ-128-3p 在 Nrf2 基因 3'-UTＲ 区域存在
靶向结合位点。如图 4B 的荧光素酶报告基因实验
结果进一步证实，miＲ-128-3p 显著降低野生型 Nrf2
荧光素酶活性( P ＜ 0. 01 ) ，而对突变型 Nrf2 荧光素
酶活性无影响( P ＞ 0. 05) 。表明 miＲ-128-3p与 Nrf2
确实存在靶向作用关系。

3 讨论

AＲDS是威胁着人类健康的肺部急性炎症性综
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图 3 各组大鼠肺组织中 Nrf2和 HO-1 mＲNA及蛋白表达水平比较

A: ＲT-PCＲ检测基因 mＲNA水平; B: Western blot检测基因蛋白

表达水平; 1: sham组; 2: Model组; 3: NC 组; 4: antagomir组; 5: an-

tagomir + ML385 组; 与 sham 组比较: ＊＊ P ＜ 0. 01; 与 Model 组比较:
##P ＜ 0. 01; 与 antagomir组比较: ★★P ＜ 0. 01

图 4 miＲ-128-3p与 Nrf2 的靶向关系

A: TargetScan预测 miＲ-128-3p 在 Nrf2 3'-UTＲ 区域的靶向结合

位点; B: 双荧光素酶实验证实 miＲ-128-3p和 Nrf2 的结合关系; 与 NC

组比较: ＊＊P ＜ 0. 01

合征，目前无特异性和有效的治疗方法，miＲNAs 的
发现，将成为 AＲDS 潜在的诊断新指标和治疗新靶
点［10］。近些年来，不少学者用不同的 AＲDS 动物模
型筛选出了有表达差异的 miＲNAs，来探索 miＲNAs
对 AＲDS的调控作用。Huang et al［5］通过高潮气量
机械通气法建立大鼠 AＲDS 模型，发现 miＲ-24 和
miＲ-26a 等表达下调，而 miＲ-128-3p、miＲ-127 和
miＲ-135b等表达显著上调，暗示它们在 AＲDS 的发
病过程中可能有重要的调节作用。miＲ-128-3p 在
多种组织中表达，但其功能研究相对较少，有研究报

道［11 － 12］miＲ-128-3p具有调控脂肪生成和脂肪分解、
保护心肌细胞、保护神经、抑制炎症反应和抗肿瘤等
多种生理作用，但 miＲ-128-3p 在 AＲDS 中的作用及
机制尚不明确。本研究通过构建肺损伤大鼠模型，
经颈部气管注射 miＲ-128-3p 抑制剂来探讨 miＲ-
128-3p对大鼠肺组织的保护作用及可能作用机制，
研究结果显示，miＲ-128-3p 在模型大鼠肺组织中高
表达，抑制 miＲ-128-3p表达可能通过激活 Nrf2 /HO-
1 信号通路，增强机体抗氧化能力，从而改善模型大
鼠肺损伤。
本研究通过尾静脉注射油酸( 0. 15 ml /kg) 的方

法建立肺损伤大鼠模型，结果显示，模型大鼠动脉

OI ＜ 200 mmHg，同时肺 W/D 比值较 Sham 组升高，
肺组织 HE染色结果显示肺部结构明显损伤、肺泡
腔萎陷、出血，肺泡壁明显增厚，有大量红细胞渗出，
与前人研究结果一致［13］，提示模型制备成功。进一
步通过 ＲT-PCＲ 检测大鼠肺组织中 miＲ-128-3p 表
达，发现模型大鼠肺组织中 miＲ-128-3p 表达水平明
显升高，提示 miＲ-128-3p在 AＲDS 可能发挥着重要
作用。为进一步验证其具体作用，本研究通过颈部
气管注射的方式给模型大鼠注射 miＲ-128-3p 抑制
剂 miＲ-128-3p antagomir，结果显示模型大鼠肺组织
miＲ-128-3p 表达水平下调，同时肺组织病理性改变
明显减轻，肺 W/D 比值降低，提示抑制 miＲ-128-3p
表达可缓解模型大鼠肺组织损伤。

AＲDS的主要发病机制之一就是各种病因诱发
的肺内或全身过度炎症反应，肺内炎症反应会造成

内皮细胞和上皮细胞损伤，导致肺泡毛细血管通透

性增高，从而使肺组织换气功能恶化引起低氧血症，

导致严重肺水肿，引起蛋白渗出导致肺透明膜形

成［14］。TNF-α、IL-1β 和 IL-6 等细胞炎症因子整体
水平变化而导致肺内皮、上皮屏障损伤是 AＲDS 的
主要特征之一，这些炎症因子可反映机体的免疫情
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况，作为反映肺组织损伤严重程度的指标［15］。近年
来研究发现［16］，增强抗氧化能力，抑制氧化应激是

干预 AＲDS的重要的策略之一。SOD、MDA 和 ＲOS
是氧化应激损伤的标志物，其含量可反映机体清除

氧自由基的能力。本研究对各组大鼠 BALF 中炎性
因子含量以及肺组织中的氧化应激水平进行了检

测，研究结果显示: 与 Sham 组比较，Model 组大鼠
BALF中 TNF-α、IL-1β 和 IL-6 含量以及 ＲOS 和
MDA水平增加，SOD 活性下降，说明机体内的氧化
与抗氧化平衡被打破，产生氧化应激损伤，与冯敏

等［8］研究结果一致。抑制 miＲ-128-3p 表达可显著
降低 BALF中 TNF-α、IL-1β 和 IL-6 含量，以及 ＲOS
和 MDA水平，增加 SOD活性，提示抑制 miＲ-128-3p
表达可通过降低肺部炎症反应，减轻机体氧化应激

损伤来改善模型大鼠肺损伤。
Nrf2 /HO-1 信号通路是细胞内经典的抗氧化应

激通路，其激活可降低氧化应激损害起到保护细胞

的作用。进一步探究抑制 miＲ-128-3p 表达可增强
肺损伤大鼠抗氧化能力的具体作用机制，本研究对

各组大鼠肺组织中 Nrf2 和 HO-1 的表达水平进行了
检测，研究结果显示: 与 Sham组比较，Model 组大鼠
肺组织中 Nrf2 和 HO-1 的表达水平降低，抑制 miＲ-
128-3p表达可增加 Nrf2 和 HO-1 在肺组织中的表达
水平，进一步在抑制 miＲ-128-3p 表达的基础上对模
型鼠腹腔注射 Nrf2 抑制剂 ML385，发现 Nrf2 和 HO-
1 的表达水平又随之下降。而通过生物信息预测发
现，miＲ-128-3p 基因序列上存在 Nrf2 的结合位点，
进一步通过荧光素酶报告实验确定了 miＲ-128-3p
能靶向调控 Nrf2 的表达。说明抑制 miＲ-128-3p 表
达确可通过促进模型大鼠肺组织中 Nrf2 /HO-1 信号
通路的激活，增强其抗氧化能力，从而减轻大鼠肺损

伤。
综上所述，抑制 miＲ-128-3p 表达可显著减轻大

鼠的肺损伤，其作用机制可能与通过靶向调控 Nrf2
表达，促进 Nrf2 /HO-1 信号通路激活，抑制肺组织炎
症反应有关，该研究结果可为 AＲDS 临床治疗药物
的研发提供实验依据。
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Protective effect of inhibition of miＲ-128-3p expression
on oleic acid-induced lung injury in rats

Long Guangwen，Zhang Qian，Yang Xiulin，et al
( Dept of Emergency Medicine，Guizhou Provincial People's Hospital，Guiyang 550002)

Abstract Objective To investigate the protective effect and possible mechanism of inhibiting miＲ-128-3p expres-
sion on oleic acid-induced lung injury in rats． Methods One hundred SD rats were randomly divided into five
groups: sham operation group ( sham) ，Model group ( Model) ，antagomir NC group ( NC) ，miＲ-128-3p antagomir
group ( antagomir) and miＲ-128-3p antagomir + ML385 group ( antagomir + ML385) ，with 20 rats in each group．
AＲDS rat model was established by injecting oleic acid ( 0. 15 ml /kg) into tail vein． miＲ-128-3p antagomir or
ML385 were given for intervention 1 h before surgery． After 24 h of successful modeling，arterial blood oxygen par-
tial pressure ( PaO2 ) ，oxygenation index ( OI) and lung tissue wet /dry weight ratio ( W/D) were measured． Lung
histopathological changes were observed and scored by hematoxylin-eosin ( HE) staining． The contents of tumor
necrosis factor-α ( TNF-α ) ，interleukin-1β ( IL-1β ) and interleukin-6 ( IL-6 ) in bronchoalveolar lavage fluid
( BALF) were determined by enzyme linked immunosorbent assay ( ELISA) ． Superoxide dismutase ( SOD) ，ma-
londialdehyde ( MDA) and reactive oxide species ( ＲOS ) levels in lung tissue were determined by colorimetric
method． The expression levels of miＲ-128-3p and mＲNA levels of Nrf2 and HO-1 in lung tissues were detected by
ＲT-PCＲ，and the protein expression levels of E2 related factor 2 ( Nrf2) and heme oxygenase-1 ( HO-1) in lung
tissues were detected by Western blot． Luciferase reporting experiments verified the targeting relationship between
miＲ-128-3p and Nrf2． Ｒesults Compared with the sham group，the lung tissues of the Model group were seriously
damaged，and the lung pathological scores，W/D values，TNF-α，IL-1β and IL-6 contents in BALF，ＲOS and
MDA levels and miＲ-128-3p expression levels in the lung tissues increased ( P ＜ 0. 01 ) ，However，the values of
PaO2，OI，SOD activity，mＲNA and protein expression levels of Nrf2 and HO-1 reduced ( P ＜ 0. 01) ． Compared
with the Model group，the degree of lung tissue injury in antagomir group improved，the lung pathological scores，
W/D values，TNF-α，IL-1β and IL-6 contents in BALF，ＲOS and MDA levels and miＲ-128-3p expression levels
in the lung tissues decreased ( P ＜ 0. 01) ，However，the values of PaO2，OI，SOD activity，mＲNA and protein ex-
pression levels of Nrf2 and HO-1 were induced ( P ＜ 0. 01 ) ，there was no significant difference in antagomir NC
group ( P ＞ 0. 05) ． Compared with the antagomir group，the variation trend of antagomir + ML385 group was re-
versed ( P ＜ 0. 01) ． Luciferase reporting experiments confirmed that miＲ-128-3p could target and regulate Nrf2 ex-
pression． Conclusion Inhibition of miＲ-128-3p expression can reduce lung injury in rats，and its mechanism may
be related to the inhibition of inflammation in lung tissues through targeted regulation of Nrf2 expression．
Key words miＲ-128-3p; E2 related factor 2; oleic acid; lung injury
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