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急性肺损伤是临床上常见的急危重症，其特征性

表现为急性呼吸窘迫综合征（acute respiratory distress
syndrome，ARDS）。ARDS以难以控制的炎症反应、肺泡

毛细血管屏障受损引起的肺水肿为特征，临床表现为

肺通气障碍引起的顽固性低氧血症和呼吸衰竭[1]。微小
RNA（miRNA）是一类长度约为 20~24个核苷酸的非编
码单链 RNA分子，用于调控基因转录后表达，有望成
为潜在预测疾病发生、调控疾病发展的重要生物标志

物[2]。miRNA-29家族包括 miRNA-29a、miRNA-29b和
miRNA-29c，在很多肺部疾病发生、发展过程中发挥着
重要的调节作用[3]。研究表明，抗炎促消退介质脂氧素
A4（LXA4）可以减轻脂多糖（LPS）诱导的动物 ARDS[4]。
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【摘要】 目的 探讨脂氧素 A4（LXA4）调控 miRNA-29家族分子保护脂多糖（LPS）诱导大鼠急性肺损伤（特征性表现为急性

呼吸窘迫综合征）的机制。 方法 将 30只 SD大鼠按随机数字表法分为 LPS组（按 20mg/kg尾静脉注射 LPS）、LPS+LXA4组（按

20mg/kg尾静脉注射 LPS 6h后，再按 2滋g/kg尾静脉注射 LXA4作用 2h）和对照组（予等量 0.9%氯化钠注射液），每组 10只。麻醉处

死大鼠取肺，左肺用于 HE染色和 ELISA法检测促炎因子（TNF-α、IL-6）水平，右肺用于 RT-PCR法检测 miRNA-29家族表达水

平。 结果 LPS组大鼠肺组织切片可见明显的炎症改变，肺损伤评分及肺组织内 TNF-α、IL-6水平较对照组均明显升高（均 P＜
0.05）。LPS+LXA4组大鼠肺组织切片可见炎症反应减轻，肺损伤评分及肺组织内 TNF-α、IL-6水平较 LPS组均明显下降（均 P＜
0.05）。RT-PCR 结果显示，LPS 组大鼠肺组织内 miRNA-29a、miRNA-29b 表达水平均明显升高（均 P＜0.05），LPS+LXA4 组

miRNA-29b表达水平明显下降（P＜0.05）。 结论 miRNA-29a、miRNA-29b可能在 LPS诱导的大鼠急性肺损伤炎症发生过程中

起着调节作用，LPS可能通过下调 miRNA-29b表达来发挥促炎症消退的作用。
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【Abstract】 Objective To investigate the effect of lipoxygenin A4 (LXA4) on protecting rats from LPS-induced acute lung

injury and its mechanism. Methods Thirty SD rats were randomly divided into three groups with 10 animals in each group. The

acute lung injury was induced by caudal vein injection of LPS (20mg/ml) in LPS and LPS+LXA4 groups, and normal saline was

injected in control group. The rats in LPS+LXA4 group were challenged with LXA4 (2滋g/kg) by caudal vein injection, and saline

was used in LPS group. After 2h of LXA4 injection, the left lung tissues were harvested for HE and ELISA examination, and the

right lung tissues for measuring miRNA-29a, miRNA-29b and miRNA-29c expression. Results Compared with the control

group, lung tissue slices in the LPS group showed a significant inflammatory response with infiltrating inflammatory cells and the

level of TNF-α and IL-6 increased significantly, while the treatment with LXA4 reduced the inflammatory response. RT-PCR

showed that the expression of miRNA-29a and miRNA-29b increased in LPS group, and the expression of miRNA-29b was

decreased after LXA4 treatment. Conclusion LXA4 may attenuate LPS-induced lung injury through regulating miRNA-29b ex-

pression in rats.
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尽管如此，LXA4治疗 ARDS过程中如何调控 miRNA-
29家族以及 miRNA-29家族能否成为急性肺损伤的诊
断与治疗靶点，目前尚不清楚。本实验通过尾静脉注射

LPS建立大鼠急性肺损伤的 ARDS模型，予尾静脉注射
LXA4 作用 2h，观察大鼠肺组织损伤以及肺组织内
miRNA-29家族水平的变化，现将结果报道如下。
1 材料和方法

1.1 动物分组及处理 雄性 SPF级 SD大鼠 30只，体
重 200~250g，由上海斯莱克实验动物有限责任公司提
供。实验前禁食 12h，自由饮水。将 30只大鼠按随机数
字表法分为 3组（LPS组、LPS+LXA4组、对照组），每组
10 只。LPS+LXA4 组：戊巴比妥钠（30mg/kg，3g 溶于
100ml的 0.9%氯化钠注射液中，1ml/kg）腹腔注射麻醉
大鼠后，先尾静脉注射 LPS（20mg/kg，100mg溶于 100ml
的 0.9%氯化钠注射液中，20ml/kg）建立大鼠 ARDS模
型；6h后尾静脉注射 LXA4（2滋g/kg，25滋g溶于 25ml的
0.9%氯化钠注射液中，2ml/kg）作用 2h。LPS组：麻醉及
建模方法同上，6h 后尾静脉注射 0.9%氯化钠溶液
（2ml/kg）作用 2h。对照组：麻醉方法同上，先尾静脉注
射 0.9%氯化钠注射液（20ml/kg），6h后尾静脉注射 0.9%
氯化钠注射液（2ml/kg）。
1.2 肺组织病理学检查 待动物造模成功且药物作用

2h 后，3 组大鼠同时放血处死。取大鼠左肺组织，经
10%中性甲醛溶液固定、脱水、石蜡包埋、切片、二甲苯
脱蜡后行 HE染色，最后封片，光镜下观察肺组织形态
学改变。肺损伤评分：按照 Smith评分体系，依据肺泡及
间质炎症细胞浸润、肺水肿、肺不张、透明膜的形成、肺

泡及间质出血等 5项指标进行肺损伤严重程度评分。肺
泡、肺血管、支气管及间质均正常为 0分，病变范围小于
整个视野面积的 25%为 1分，病变范围为整个视野面
积的 25%~＜50%为 2分，病变范围为整个视野面积的
50%~＜75%为 3分，病变范围大于或等于整个视野面
积的 75%为 4分；总的肺损伤评分为上述各项之和。
1.3 ELISA法检测肺组织匀浆 TNF-琢、IL-6水平 取

大鼠肺组织匀浆后超声裂解，4益 5 000r/min 离心
15min，取上清液。严格按照 ELISA试剂盒说明书进行
肺组织内 TNF-琢、IL-6水平的测定。
1.4 RT-PCR法检测 miRNA-29家族表达水平 液氮

研磨大鼠肺组织，Trizol法提取 RNA。使用 cDNA逆转
录试剂盒（Thermo Fisher）反转录 cDNA，SYBR绿色PCR
混合试剂盒进行 PCR检测。引物序列如下，rno-miR原
NA-29a：5忆-UAGCACCAUCUGAAAUCGGUUA-3忆；rno-

miRNA -29b：5忆 -UAGCACCAUUUGAAAUCAGUGUU -
3忆；rno-miRNA-29c：5忆UAGCACCAUUUGAAAUCGGU原
UA-3忆。反转录条件：95益 15s，60益 1min，40个循环；然
后进入熔解曲线阶段，60益 1min，95益 15s。以 2-驻Ct法计
算基因表达量，在每次扩增时设置无 cDNA的阴性对
照，U6为内参。
1.5 统计学处理 应用 Graphpad prism 7.0统计软件。
计量资料用 表示，多组间比较采用单因素方差分析，

并通过 Tukey’s检验校正；两两比较采用 Dunnet-t检
验。P＜0.05为差异有统计学意义。
2 结果

2.1 3组大鼠肺组织病理学检查结果比较 经 HE染
色可见，对照组大鼠肺组织外观正常，肺组织结构完

整，肺泡无炎性细胞浸润，见图 1a（插页）；LPS 组大鼠
肺组织弥漫性的炎性细胞浸润，肺泡结构破坏，见图 1b
（插页）；LPS+LXA4组大鼠肺组织肺泡结构破坏减弱，
炎性细胞浸润减轻，见图 1c（插页）。对照组、LPS 组、
LPS+LXA4组肺损伤评分为 0、（8.70依1.22）和（3.60依
1.33）分，差异有统计学意义（P＜0.05）；进一步两两比
较发现，对照组、LPS+LXA4组均明显低于 LPS组（均
P＜0.05）。
2.2 3 组大鼠肺组织内促炎因子水平比较 对照组、

LPS 组、LPS +LXA4 组肺组织内 TNF -琢 水平分别为
（23.20 依2.56）、（197.55 依27.86）和（48.40 依7.63）pg/ml，
差异有统计学意义（P＜0.05）；进一步两两比较发现，
对照组、LPS+LXA4组均明显低于 LPS组（均 P＜0.05），
见图 2a。对照组、LPS组、LPS+LXA4组肺组织内 IL-6
水平分别为（38.82依5.35）、（133.00依23.64）和（58.65依
12.42）pg/ml，差异有统计学意义（P＜0.05），见图 2b；进
一步两两比较发现，对照组、LPS+LXA4组均明显低于
LPS组（均 P＜0.05）。
2.3 3 组大鼠肺组织内 miRNA-29 家族表达水平比
较 对照组、LPS 组、LPS+LXA4 组肺组织内 miRNA-
29 相对表达量分别为 0.90依0.26、2.80依0.65 和 2.20依
0.53，差异有统计学意义（P＜0.05）；进一步两两比较
发现，对照组明显低于 LPS 组（P＜0.05），而 LPS+LX原
A4组与 LPS 组比较差异无统计学意义（P＞0.05），见
图 3a。对照组、LPS组、LPS+LXA4组肺组织内 miRNA-
29b 相对表达量分别为 1.00依0.25、1.50依0.34 和 0.80依
0.23，差异有统计学意义（P＜0.05）；进一步两两比较发
现，对照组、LPS+LXA4 组均明显低于 LPS 组（均 P＜
0.05），见图 3b。对照组、LPS 组、LPS+LXA4 组肺组织
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图 2 3组大鼠肺组织内促炎因子水平比较（a：TNF-α；b：IL-6；*P＜0.05）
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内 miRNA -29c 相对表达量分别为 1.00依0.27、1.10依
0.25和 0.40依0.12，差异有统计学意义（P＜0.05）；进一
步两两比较发现，LPS+LXA4 组明显低于 LPS 组（P＜

0.05），而对照组与 LPS组比较差异无统计学意义（P＞
0.05），见图 3c。

图 3 3组大鼠肺组织内 miRNA-29家族表达水平比较（a：miRNA-29a；b：miRNA-29b；c：miRNA-29c；*P＜0.05）

3 讨论

ARDS是急危重症与呼吸领域研究的热点和难点。
LPS诱导大鼠肺组织发生炎性细胞浸润，使肺泡结构破
坏，打破肺水平衡，导致肺水肿发生，最终引起呼吸功

能衰竭，是人们研究 ARDS的经典模型[5]。探寻其特异
性诊断标志物和治疗靶点，对 ARDS的预防和治疗有
着重要意义。LXA4是一种重要的抗炎促消退介质，在
炎症消退过程中起着重要作用。研究表明，LXA4通过
促进上皮细胞修复，促进肺水清除，减轻 LPS诱导的急
性肺损伤[6]。

miRNA是一类短链基因产物，作为重要的转录调
节因子，活跃在各个疾病的研究领域。miRNA可作为部
分疾病的生物诊断指标和治疗靶点[7]。最新研究表明，
miRNA 也是外泌体调控炎症反应的重要机制之一 [8]。
最新研究发现 miRNA-29在肺部疾病的发生、发展中
发挥着重要的作用[9]。miRNA-29可以调节多种免疫因
子的表达。在 miRNA-29介导的免疫调节缺失的树突
状细胞中，IL-23 释放明显增多[10]。在肺发育过程中，
miRNA-29可以促进肺泡二型上皮细胞分化。miRNA-

29通过激活 PI3K/AKT通路介导 TGF-茁诱导的细胞外
基质合成，在肺纤维化发生、发展中起着重要的调节作

用；miRNA-29在活性氧自由基的产生以及细胞代谢过
程中也起着重要的调节作用[11-12]。

本实验通过腹腔注射 LPS 建立 ARDS 大鼠模型，
尾静脉注射 LXA4作用 2h后，观察其对 ARDS的治疗
作用。为进一步研究 LXA4的作用机制，笔者观察了
miRNA-29家族在此过程中的变化。结果发现 LPS诱导
的 ARDS大鼠模型中，肺组织内 miRNA-29a、miRNA-
29b相对表达量明显升高，miRNA-29c相对表达量未见
明显改变；LXA4干预后，miRNA-29a相对表达量未见
明显改变，而 miRNA-29b 相对表达量明显下降，而
miRNA-29c相对表达量较 LPS组明显降低。笔者推测
miRNA-29a、miRNA-29b 在 LPS 诱导的炎症发生过程
中起着重要作用；而 LXA4对 LPS诱导的炎症消退作
用，可能是通过降低 miRNA-29b的表达来发挥作用的。
关于 miRNA-29b在炎症发生与消退过程中发挥着怎样
的调节作用，是下一步研究的重点。

综上所述，miRNA-29b 在 LPS 诱导的急性肺损伤
性 ARDS大鼠模型炎症发生与消退过程中可能起着重
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要的调节作用。随着研究的不断深入，miRNA-29b可能
成为急性肺损伤性 ARDS诊断与治疗的靶点，具有很
好的应用前景，也为 LXA4的临床应用提供新的实验
依据。
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1 .统计学分析方法的选择：对于定量资料，应根据采用的设计类型、资料所具备的条件和分析目的，选用合适的统计学分析方法，

不应盲目套用 t检验和单因素方差分析；对于定性资料，应根据所采用的设计类型、定性变量的性质和频数所具备的条件以及分析目
的，选用合适的统计学分析方法，不应盲目套用 字2检验。对于回归分析，应结合专业知识和散布图，选用合适的回归类型，不应盲目套

用简单直线回归分析，对具有重复实验数据的回归分析资料，不应简单化处理；对于多因素、多指标资料，要在一元分析的基础上，尽可

能运用多元统计学分析方法，以便对因素之间的交互作用和多指标之间的内在联系进行全面、合理的解释和评价。应写明所用统计学

分析方法的具体名称（如：成组设计资料的 t检验、两因素析因设计资料的方差分析、多个均数之间两两比较的 q 检验等）。
2.统计结果的解释和表达：当 P＜0.05或＜0.01时，应说明对比组之间的差异有统计学意义，而不应说对比组之间具有显著性（或

非常显著性）的差别；统计量的具体值（如 t值，字2值，F值等）应尽可能给出具体的 P值；当涉及总体参数（如总体均数、总体率等）时，在
给出显著性检验结果的同时，再给出 95%可信区间。
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