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摘要 目的 构建及鉴定携带小鼠 PTG 基因( NM_016854)

的过表达重组腺病毒载体，为深入研究 PTG 的功能奠定基

础。方法 化学合成小鼠 PTG 基因的编码序列，经聚合酶

链式反应( PCＲ) 扩增、酶切，后插入 GV314 载体( CMV-MCS-
3FLAG-SV40-EGFP) ，得到重组穿梭质粒 pGV314-PTG; 进一

步 BamHⅠ /AgeⅠ 双 酶 切，产 物 交 换 入 线 性 化 表 达 载 体

pDC315，构建重组腺病毒 Ad-PTG，将其转染 HEK293T 细胞

包装成重组病毒颗粒，经在 HEK293T 细胞反复扩增数代后，

进行纯化及滴度检测，最后利用 PCＲ、Western blot 及测序验

证重组腺病毒。结果 经 PCＲ、Western blot 及测序后，结果

显 示 成 功 构 建 pGV314-CMV-MCS-3FLAG-SV40-EGFP-PTG

过表达腺病毒载体( Ad-PTG) ，终点稀释法测得病毒滴度为

4 × 1010 PFU /ml，Western blot 和荧光定量 PCＲ 显示 PTG 的

蛋白和 mＲNA 表达水平显著升高。结论 成功构建携带小

鼠 PTG 基因的重组过表达腺病毒载体，且能有效上调肝细

胞中 PTG 基因的表达。
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PTG 隶属于蛋白质磷酸酶 1 ( protein phospha-
tase 1，PP1) 家族，编码调节亚单位 3C。PP1 全酶由

一个催化亚基和一个调节亚基组成［1］，通过催化已

经磷酸化的蛋白质分子去磷酸化而发挥作用［2］。
GenBank 显示，PTG 在人类和小鼠中分别定位于 10
号及 19 号染色体，cDNA 全长 1 499 bp，编码 285 个

氨基酸残基。PTG 在小鼠多种组织器官中均有表

达，参与宫颈癌、肾细胞癌和前列腺癌［3 － 5］等肿瘤的

发生与发展，并能够在肝细胞中显著增加糖原的合

成与储存［6］，参与全身能量代谢调控［7］。Lu et al［8］

研究发现，PTG 沉默可降低空腹血糖和胰岛素水平，

改善胰岛素敏感性，在糖原和脂质能量平衡中起桥

梁作用。该研究旨在构建并鉴定小鼠 PTG 基因重

组过表达腺病毒载体，为深入研究 PTG 的功能及其

在糖脂代谢中作用的具体机制提供实验基础。

1 材料与方法

1． 1 材料

1． 1． 1 细胞及菌株 本实验所用的 HEK293T 细胞

系由上海交通大学附属瑞金医院内分泌科实验室同

仁惠赠。
1． 1． 2 工具酶及主要试剂 本课题组从上海吉凯

基因化 学 技 术 有 限 公 司 购 入 质 粒 载 体 pDC315、
GV314 载体体系、pCDNA3. 1 及 BamHⅠ /AgeⅠ内

切酶。本 实 验 中 所 用 到 的 其 他 限 制 性 内 切 酶 从

NEB 公司购买; 1 kp DNA 标准参照物从 Fermentas
公司购买; 250 bp DNA 标准参照物从捷瑞公司购

买; In-FusionTM PCＲ 克隆试剂盒由 Clontech 公司提

供; Taq 聚 合 酶 由 Sino Bio 公 司 提 供; dNTP 购 自

TaKaＲa 公司。本实验中所用的质粒抽提试剂盒由

Promega 公司提供，上海捷瑞生物工程公司合成及

提供本实验所用全部引物。质粒的测序工作由美季

生物技术公司完成，琼脂糖凝胶 DNA 回收试剂盒由

北京天根生化公司提供。TＲIzol 购自美国 Invitro-
gen 公司，逆转录试剂盒以及荧光定量试剂盒购自

诺唯赞公司。ＲIPA、蛋白酶抑制剂以及 BCA 蛋白

定量试剂盒购自碧云天公司。DMEM 及谷氨酰胺

购自 Gibco 公司，胎牛血清及含有 Flag 标签的一抗

购自 Sigma 公司，二抗购自 Santa Cruz 公司。
1． 2 方法

1． 2． 1 含有小鼠 PTG 基因质粒的构建 首先，从

293T 细胞中提取总 ＲNA，按照反转录试剂盒说明书

对总 ＲNA 进行反转录反应，得到 cDNA。根据基因

库中公布的小 鼠 PTG 基 因 ( NM_016854 ) 全 长 的

mＲNA 序列，运用 Primer premier 5. 0 软件设计 PTG
克隆引物，交由生工生物工程有限公司合成，将该引

物含有的目的基因 5' 端部分序列用于 PCＲ 钓取目

的基 因，上 游 序 列: 5'-AGGTCGACTCTAGAGGATC-
CCGCCACCATGAGCTGCACCAGAATG-3'; 下 游 序
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列: 5'-TCCTTGTAGTCCATACCTCGATAGGAGGTCA
AGTTC-3'。进行 PCＲ 扩增后得到目的基因片段，

BamH Ⅰ /Age Ⅰ 酶切后，将其连接至质粒载体 p
CDNA3． 1( － ) 。反应条件: 5 μl 10 × 缓冲液，0. 5 μl
100 × BSA，2 μl 纯化的 DNA 质粒( 浓度为 1 g /L) ，

1 μl BamH Ⅰ( 浓度为 20 U /μl) ，1 μl AgeⅠ( 浓度

为 20 U /μl) ，最后加双蒸水 40. 5 μl 将总体系补足

至 50 μl。此后将按以上步骤混合得到的反应物放

置于 37 ℃环境中，时间为 2 h。
1． 2． 2 重组穿梭质粒 pGV314-PTG 的构建 将酶

切后的产物交换入线性化表达载体 GV314 中得到

重组穿梭质粒 pGV314-PTG。BamH Ⅰ /Age Ⅰ 酶切

载体 GV314 进行线性化，之后将酶切得到的产物与

目的基因产物片段进行交换，反应体系如下: 2 μl 线

性化载体 DNA( 浓度为 100 mg /L) ，2 μl 目的基因产

物( 浓度为 100 mg /L) ，0. 5 μl In-Fusion 交换酶，2
μl 10 × 交换酶缓冲液，13. 5 μl 双蒸水。于 25 ℃条

件下反应 30 min，42 ℃条件下反应 15 min。转化细

菌感受态细胞 DH5α，随后将其转移到含有相应抗

生素 的 LB 琼 脂 平 板 上 倒 置 培 养，培 养 条 件 为

37 ℃，计时 16 h。对长出的菌落用 PCＲ 法进行鉴

定，将空载设置为阴性对照组，将纯化的 GAPDH 基

因的 PCＲ 产 物 设 置 为 阳 性 对 照 组。GV314 载 体

PCＲ 引 物 序 列 如 下，上 游 序 列 为 5'-AGCTTT-
GAGAAGAAGGTTCAGG-3'，下 游 序 列 为 5'- CCT-
TATAGTCCTTATCATCGTC-3'。反 应 体 系: 1 μl 模

板，上游和下游引物( 浓度为 10 μmol /L) 各 0. 4 μl，
4 μl 5 × Taq 缓冲液，1. 6 μl d NTPs ( 浓度 为 2. 5
mmol /L) ，0. 2 μl Taq 聚合酶，12. 4 μl 双蒸水。反应

条件: 在 94 ℃条件下预变性 3 min，94 ℃ 条件下变

性 30 s，60 ℃条件下退火 30 s，72 ℃条件下延长 40
s，再次稳定延伸 5 min，将此过程循环 30 次。随后

将 PCＲ 后得到的产物进行琼脂糖凝胶电泳，PCＲ
产物约为 481 bp，之后进行阳性菌接种，放置于 37
℃的环境中培养 16 h。随后利用甘油菌对其进行保

存，并分装 200 μl 以待进行后续的测序和比对分

析。
1． 2． 3 腺病毒质粒同源重组及鉴定 用含有 ED-
TA 的 0. 25%胰酶消化处于对数生长期的 HEK293T
细胞，以得到细胞悬液，接种于 24 孔培养板中，细胞

数为 4 × 105 个 /孔。置于培养箱中常规培养，培养

条件为 37 ℃、5% CO2。待细胞的融合度达到 50%
～ 60% 时，利 用 LipofectamineTM 2000 转 染 试 剂 将

pGV314-PTG 与 辅 助 包 装 质 粒 pDC315 共 转 染 至

HEK293T 细胞中。在转染之前的 2 h 换液，将原先

的旧培养基更换为不含血清的培养基，细胞换液 2 h
后开始转染。将 DNA 溶液与不含血清的培养基混

合均匀，二者混合液总体积为 50 μl，其中 DNA 溶液

包含 5 μg 穿梭质粒及 5 μg 辅助质粒，混合后置于

室温条件下温育 5 min。将上述混合后的 50 μl 培

养基与 10 μl LipofectamineTM 2000 混合，再次置于室

温条件下温育 5 min。将前述稀释后得到的 DNA 溶

液与 LipofectamineTM 2000 混合均匀，注意动作轻柔，

避免振荡，随后放置于室温条件下温育 20 min，以便

形成 DNA /Lipofectamine 2000TM 转 染 复 合 物。在

HEK293T 细胞培养液中缓慢滴加前述转染复合物

并将其混合均匀，随后放置于细胞培养箱中培养，培

养条件为 37 ℃、5%CO2。于培养箱中培养 6 h 后将

含有转染混和物的原有旧培养基弃去，向其中加入

PBS 溶液 2 ml，轻柔晃动，洗去残余的转染混合物后

将溶液倒弃，再向其中缓慢加入 5 ml 含有 10%血清

的细胞培养基，放置于细胞培养箱中继续培养，培养

条件为 37 ℃、5%CO2，注意每天定期观察转染后细

胞的生长状况，如果发现有培养基明显发黄的情况，

需酌情向其中补加适量的新鲜培养液。最后，利用

Cre /Lox P 重组酶系统的作用以产生重组过表达腺

病毒，并将该重组过表达腺病毒命名为 Ad-PTG。成

功转染之后 24 h 可通过荧光显微镜观察到细胞内

增强型绿色荧光蛋白( EGFP) 的表达情况，转染之

后 36 h 收集细胞并用相应试剂提取总蛋白，以待后

续进行 Western blot 检测。
1． 2． 4 重组过表达腺病毒的包装、扩增与纯化 用

PacⅠ 酶切线性化 Ad-PTG 质粒，并进行抽提以及乙

醇沉淀回收等步骤后测定其含量与纯度，将其转染

至 HEK293T 细胞中，放置于细胞培养箱中常规培

养，培养条件为 37 ℃、5% CO2，此后每日观察转染

后细胞的状态及生长情况。持续观察约 10 ～ 15 d，

待大部分细胞出现肿胀、变圆、坏死等典型的细胞病

变效应( cytopathic effect，CPE) ，且有约 50% 的细胞

脱壁现象出现时，提示腺病毒包装成功。用低速离

心方法收集细胞，吸取 2 ml 的 DMEM 并将收集的

细胞重悬于其中，在液氮和 37 ℃水浴的条件下将此

前制成的细胞悬液反复冻融 4 次后，于 4 ℃以 7 900
r /min 低温离心 5 min，离心后产物有明显的分层，

收集离心后的病毒上清液，将其放置于 － 80 ℃冰箱

中保存。用上述方法反复感染和收集之后，取病毒

上清液再一次感染 HEK293T 细胞，从而可以实现数

轮扩增的目的。
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用 Adeno-XTM 病毒纯化试剂盒按照步骤将最

终收集到的 PBS 重悬病毒上清液纯化重组过表达

腺病毒，分装已纯化的重组过表达腺病毒，放置于

－ 70 ℃ 冰箱中保存以备后续使用。
1． 2． 5 终点稀释法测定腺病毒滴度 对已获得的

纯化重组过表达腺病毒进行滴度测定，具体采用的

方法为终点稀释法，在实验开始前 24 h 于 96 孔板

中接种 HEK293T 细胞( 细胞数每孔约 1 × 103 个) 。
倍比稀释重组过表达腺病毒液至 10 －6 ～ 10 －13，并用

其感染 HEK293T 细胞，随后将细胞放入培养箱中常

规培养。培养期间持续观察细胞 CPE 病变的情况，

并对细胞 CPE 病变孔进行计数，计算出每一行的阳

性率。用 Spearman-Karber Method 计算所测样本的

病毒颗粒滴度，公式如下: 病毒样品的滴度 = 10 ( x
+ 0. 8) ( PFU /ml) ，其中 x 为 10 －1 ～ 10 －13 中所有稀

释度下细胞 CPE 病变阳性率的总和。
1． 2． 6 荧光定量 PCＲ 将成功构建的 Ad-PTG 转

染 HEK293T 细胞 48 h 后，收集细胞，并使用 TＲIzol
试剂 提 取 细 胞 总 ＲNA，后 使 用 逆 转 录 试 剂 盒 对

ＲNA 进行逆转录反应得到相应 cDNA 并进行荧光

定量 PCＲ 实验。用 GraphPad 8． 0． 1分析结果。
1． 2． 7 Western blot 实验 将成功构建的 Ad-PTG
转染 HEK293T 细胞 48 h 后收集细胞，提取蛋白并

测定其浓度。配制 10% 分离胶和 5% 浓缩胶，将之

前所提取的蛋白样品及蛋白标准参照物按照实验设

计的顺序依次在相应泳道上样。首先设定电压为

90 V，20 ～ 25 min 待样品跑至下层胶后，调整电压至

120 V，继续恒定电压电泳 1 h 左右待样品跑至底

部。将 PVDF 膜置于甲醇中激活约 1 min，随后把

PVDF 膜、滤纸和电泳后的凝胶按照装配要求组装

成三明治结构，固定放置于转膜装置内，并于 4 ℃恒

定电流 120 mA 转膜 4 h。转膜后的 PVDF 膜完全浸

没于 5%脱脂奶粉封闭液中，在摇床上于室温条件

下低速封闭 1 h。封闭结束后裁剪至合适大小，浸没

于一抗( 1 ∶ 1 000) 稀释液中，于 4 ℃ 环境中摇床低

速孵育过夜。一抗孵育结束后用 1 × TBST 缓冲液

洗涤，将 PVDF 膜浸没于二抗( 1 ∶ 5 000 ) 稀释液中

摇床室温下孵育 1 h。1 × TBST 缓冲液中洗涤后用

ECL 发光液曝光以待后续分析。
1． 3 统计学处理 采用 SPSS 25. 0 及 GraphPad
8． 0． 1统计分析软件对实验数据进行单因素方差分

析，两组间比较采用 t 检验，P ＜ 0. 05 为差异有统计

学意义。

2 结果

2． 1 PCＲ 扩增 PTG 目的片段 酶切连接目的基

因的 p CDNA3. 1 质粒，PCＲ 扩增并进行琼脂糖凝胶

电泳( 图 1) ，结果显示: 在 995 bp 附近处有亮带，与

目的 基 因 片 段 长 度 一 致，表 明 带 有 PTG 基 因 的

p CDNA3. 1 质粒构建成功。

图 1 PTG 目的片段电泳图

1: DNA 标准参照物; 2: PCＲ 产物

2． 2 重组穿梭质粒 p GV314-PTG 的 PCＲ 鉴定

运用 In-Fusion 克隆技术得到 p GV314-PTG 的重组

穿梭质粒，采用随机的方法从中挑选出 8 个阳性单

克隆菌，并用菌斑 PCＲ 技术对其进行鉴定及验证

( 图 2) 。

图 2 PCＲ 鉴定 p GV 314-PTG 重组穿梭质粒 8 个阳性克隆

1: 阴性对照( 双蒸水) ; 2: 阴性对照( 空载自连对照组) ; 3: GAP-

DH; 4: DNA 标准参照物; 5 ～ 12: 1 ～ 8 号转化子

2． 3 重组质粒 Ad-PTG 的测序鉴定 将鉴定出的

阳性克隆转化子接种于 LB 液体培养基中，放于 37
℃培养箱常规培养 12 ～ 16 h，取适量菌液送至上海

生工生物工程有限公司，由其进行测序鉴定，经比对

后证实与 GenBank 上的目标序列完全一致( 图 3) 。
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图 3 部分重组穿梭质粒序列对比结果

2． 4 重组质粒 Ad-PTG 的蛋白表达 将 p GV314-
PTG 与质粒 p DC315 转染 HEK293T 细胞，转染 24 h
后出现 EGFP 表达( 图 4 ) ，转染 36 h 后用 Western
blot 法检测到在 37 ku 处有特征性条带( 图 5 ) 。其

大小与目的蛋白大小一致，说明重组蛋白融合表达

正确。

图 4 重组质粒 Ad-PTG 转染 HEK293T 细胞 24 h 后

EGFP 的表达 × 200
A: 明场视野下的细胞状态; B: 荧光显微镜下观察到细胞出现

EGFP 荧光

2． 5 重组获得过表达腺病毒 Ad-PTG 及滴度测定

重组过表达腺病毒质粒转染 HEK293T 细胞 10 ～

图 5 蛋白质印迹鉴定重组质粒 Ad-PTG 转染

HEK293T 细胞 PTG 的表达

1: 阳性对照组; 2: SUＲVIVIN-3FLAG-GFP 蛋白 表 达 组; 3: Ad-

PTG 转染组

15 d 时，细胞部分出现 CPE 细胞病态反应，细胞病

变范围渐渐增大，部分细胞逐渐从培养皿上脱落，提

示已经成功包装重组过表达腺病毒。反复感染，收

集细胞并冻融数次后，收集到大量的病毒上清液，纯

化重组过表达腺病毒，经终点稀释法计算得到病毒

滴度值为 4 × 1010 PFU / ml。
2． 6 重组过表达腺病毒上调肝细胞中 PTG 的表达

将成功构建的 Ad-PTG 转染 HEK293T 细胞 48 h
后，收集细胞，荧光定量 PCＲ 和 Western blot 结果显

示，与正常对照组相比，Ad-PTG 组 PTG 的 mＲNA 和

蛋白表达水平显著升高( P ＜ 0. 05) ( 图 6) 。

图 6 PTG 重组过表达腺病毒的验证

与 Ad-GFP 组比较: ＊＊＊＊P ＜ 0. 000 1

3 讨论

糖尿病是一种由多种原因引起的慢性高血糖为

特征的代谢性疾病，其中 90% 为 2 型糖尿病。迄今

为止，2 型糖尿病已经发展成为以高血糖为主要特

征的全球性公共卫生问题。肝脏胰岛素抵抗是 2 型

糖尿病发病机制的主要环节［9］，胰岛素抵抗是指细
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胞不能有效利用胰岛素，即施以正常剂量的胰岛素

之后仅能产生低于正常生物学效应的一种异常生理

状态，包括胰岛素的靶器官对胰岛素的敏感性和

( 或) 反应性下降。胰岛素抵抗最明显的病理生理

特点包括糖原分解功能、糖异生以及脂代谢环节发

生紊乱，进而导致肝糖输出增多和肝脏脂肪的积聚。
因此，有效地抑制肝脏葡萄糖的产生与输出以及减

少肝脏脂肪的积聚，是治疗胰岛素抵抗与 2 型糖尿

病的重要靶标之一，深入探求肝脏糖代谢与脂代谢

调控的分子机制已成为当前的研究热点。
在本课题组前期进行的芯片筛选中，PTG 引起

了本课题组的注意。众所周知，蛋白质磷酸化在调

节肝脏糖异生中起着关键作用。PP1 是在真核细胞

中丰富表达的一种磷酸酶，其可通过催化已经磷酸

化的蛋白质分子发生去磷酸化而发挥作用［2］。在

调节糖原代谢中，催化亚基 PP1C 通过一组糖原靶

向调节亚基( G 亚基) 锚定于糖原颗粒，通过 PP1 介

导的去磷酸化调节糖原代谢酶的活性［1，10 － 11］。根

据 GenBank 数据库数据显示，有 7 个编码 G 亚基的

基因，PTG 基因是其中的一种，编码蛋白磷酸酶 1 调

节亚单位 3C，其在糖代谢与脂代谢中发挥重要的调

控作用［4］。PTG 不仅可将 PP1 定位于糖原颗粒，还

可直接与糖原合酶和磷酸化酶结合，从而实现糖原

代谢的有效调控［12］。进一步研究还发现，PTG 基因

杂合缺失的小鼠，这些小鼠的脂肪组织、肝脏、心脏

和骨骼肌中的糖原储存减少，相应的糖原合酶活性

以及糖原合成率降低［7］。此外，PTG 沉默小鼠可以

防止高脂诱导的肝糖原积聚，降低空腹血糖和胰岛

素水平，从而改善胰岛素敏感性; 而哺乳动物雷帕霉

素靶蛋白复合物 1 ( mTOＲC1) 及胆固醇调节元件结

合蛋白 1( SＲEBP1) 可作用于 PTG 启动子，调节 PTG
的转录影响糖原的代谢，而糖原的积聚可通过反馈

调节 SＲEBP1，从而影响脂肪代谢，建立了肝脏糖代

谢与脂代谢之间的相互对话，调节了能量的平衡。
以上研究结果表明，PTG 在糖代谢与脂代谢中起着

关键作用，并且对于维持糖原和脂质之间燃料底物

分配的代谢平衡是必要的［8］。
为了深入地探索 PTG 的功能及其参与糖代谢

与脂代谢中具体的作用机制，本课题组成功构建出

PTG 的重组过表达腺病毒载体。采用能够表达较大

的外源基因片段的腺病毒穿梭载体 GV314，该载体

具有广泛的宿主范围，分裂以及非分裂细胞均可被

其感染。且该载体还具有病毒滴度高和方便浓缩储

存等优点，同时还具有较高的安全性，是将外源性基

因导入宿主细胞时所采用的重要载体之一。本研究

将携带腺病毒基因组与外源基因的腺病毒穿梭质粒

的包装质粒共转染至 HEK293T 细胞，通过 Cre / lox
P 重组酶系统得到重组过表达腺病毒，并进一步通

过 Western blot、荧光定量 PCＲ 以及测序等方法验

证，表明 PTG 重组过表达腺病毒构建成功。
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Construction of recombinant adenoviral vector overexpressing PTG
Wang Chenxi，Deng Xia，Zhao Zhicong，Cai Zhensheng，Zhang Panpan，Li Lian，

Li Haoxiang，Zhao Li，Wang Dong，Yang Ling，Yuan Guoyue
( Dept of Endocrinology，The Affiliated Hospital of Jiangsu University，Zhenjiang 212001)

Abstract Objective To construct and identify an overexpression recombinant adenovirus vector carrying the
mouse PTG gene ( NM_016854) ，and to lay a foundation for in-depth study of the function of PTG． Methods The
coding sequence of the mouse PTG gene was chemically synthesized，amplified by polymerase chain reaction
( PCＲ) ，digested with restriction enzymes，and inserted into the GV314 vector ( CMV-MCS-3FLAG-SV40-EGFP)
to obtain the recombinant shuttle plasmid pGV314-PTG． BamHI /AgeI double enzyme digestion was further carried
out，and the product was transferred into linearized expression vector pDC315 to construct recombinant adenovirus
Ad-PTG，which was transfected into HEK293T cells and packaged into recombinant virus particles． After repeated
amplification of several generations of HEK293T cells，the recombinant adenovirus was purified and titer detected．
Finally，PCＲ，Western blot and sequencing were used to verify the recombinant adenovirus． Ｒesults After PCＲ，
Western blot and sequencing，the results showed that the pGV314-CMV-MCS-3FLAG-SV40-EGFP-PTG overexpres-
sion adenovirus vector ( Ad-PTG) was successfully constructed，and the virus titer measured by end-point dilution
method was 4 × 1010 PFU /ml，Western blot and ＲT-qPCＲ showed that the protein and mＲNA expression levels of
PTG increased significantly． Conclusion The recombinant adenovirus vector carrying mouse PTG gene is success-
fully constructed，and the expression of PTG gene in hepatocytes is effectively up regulated．
Key words PTG; recombinant adenovirus vector; homologous recombination; type 2 diabetes mellitus
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过表达 miＲ-203a-3p 对脂多糖致大鼠急性肺损伤后
肺纤维化的影响及其机制

任亦频1，周厚荣2，李亚骐1，黄 佳1

摘要 目的 探讨过表达 miＲ-203a-3p 对脂多糖( LPS) 致大

鼠急性肺损伤后肺纤维化的影响及其机制。方法 采用多

次小剂量注射 LPS 制备大鼠急性肺损伤后肺纤维化模型，并

将造模成功的大鼠随机分成模型组( Model 组) 、agomir 阴性

对照 组 ( agomir-NC 组) 和 miＲ-203a-3p agomir 组 ( agomir

组) ，另设对照组( Control 组) ，每组 15 只。造模前 1 d 及造

模开始后 1 周，给予尾静脉注射 miＲ-203a-3p agomir 干预。

造模 2 周后，测定肺组织湿 /干比重( W/D) 及肺组织羟脯胺

酸( Hyp) 含量; HE 染色和 Masson 染色观察肺组织病理变化

及肺纤 维 化 程 度; ELISA 法 检 测 各 组 大 鼠 肺 泡 灌 洗 液

( BALF) 中白细胞介素-1β( IL-1β) 、白细胞介素-6 ( IL-6 ) 和

肿瘤坏死因子-α( TNF-α) 水平; qＲT-PCＲ 检测大鼠肺组织中

miＲ-203a-3p 和卵泡抑素样蛋白 1 ( Fstl1 ) mＲNA 表达水平;
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Western blot 检测大鼠肺组织中 Fstl1 蛋白表达水平; 双荧光

素酶报告系统检测 miＲ-203a-3p 和 Fstl1 的靶向关系。结果

与 Control 组比较，Model 组大鼠肺损伤及肺纤维化程度较

为严重，肺组织 W/D 值及 Hyp 含量增加( P ＜ 0. 05 ) ，BALF
中 IL-1β、IL-6 和 TNF-α水平升高( P ＜ 0. 05) ，肺组织中 miＲ-
203a-3p 表达水平降低( P ＜ 0. 05) ，而 Fstl1 mＲNA 和蛋白表

达水平升高( P ＜ 0. 05 ) 。与 Model 组比较，agomir 组大鼠肺

损伤及纤维化得到改善，肺组织 W/D 值及 Hyp 含量降低( P
＜ 0. 05 ) ，BALF 中 IL-1β、IL-6 和 TNF-α 水 平 降 低 ( P ＜
0. 05) ，肺组织中 miＲ-203a-3p 表达水平升高( P ＜ 0. 05 ) ，而

Fstl1 mＲNA 和蛋白表达水平降低( P ＜ 0. 05 ) 。荧光素酶报

告基因实验证实，Fstl1 是 miＲ-203a-3p 靶基因。结论 miＲ-
203a-3p 过表达可改善 LPS 诱导的急性肺损伤后肺纤维化，

其机制可能与靶向下调 Fstl1 表达有关。
关键词 miＲ-203a-3p; 急性肺损伤; 肺纤维化; 卵泡抑素样
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