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地龙提取物对博莱霉素所致肺纤维化小鼠微小RNA-21的表达研究
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【摘要】目的　观察和评价分析地龙提取物对博来霉素诱导小鼠肺纤维化（PF）的作用及对小鼠微小 RNA-21 表达的影响。

方法　经气管一次性滴注博来霉素复制 PF 小鼠模型，将 60 只小鼠随机分为正常组、模型组、维生素 C 组、地塞米松组和地龙

组，每组 12 只。地龙组给予地龙提取物灌胃 21d 后，解剖肺脏，苏木精 - 伊红染色法观察小鼠肺组织炎症程度并进行炎症评

分，Masson 染色观察 PF 程度，计算肺系数，检测血清还原型谷胱甘肽（GSH）、一氧化氮 NO，逆转录聚合酶链反应检测转

化生长因子 β1（TGF-β1）、α 平滑肌肌动蛋白（α-SMA），应用 qRT-PCR 技术检测 miR-21，酶联免疫吸附法检测肺组织匀浆

TGF-β1、α-SMA及羟脯氨酸（HYP）的蛋白表达水平。结果　与模型组比较，地龙组 GSH 在血清中含量均升高，NO 含量降低；

肺组织匀浆中 TGF-β1、α-SMA、HYP 含量降低（P<0.05），miR-21 表达均低于模型组（P<0.05）。结论　地龙提取物对博来

霉素所致 PF 小鼠有一定防治作用，其机制可能与地龙提取物抗氧化、抑制胶原蛋白形成及下调 TGF-β1 有关，miR-21 有望成

为预防和治疗肺纤维化的新的分子靶点。
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1 材料与方法
1.1 材料

1.1.1 实验动物

60 只健康昆明雄性小鼠，无特定病原体级，体重 18 ～

20g。实验动物在洁净级动物房适应性喂养 1 周，饲料由中国

医科学院动物研究所提供，饮用水为自来水，实验期间小鼠

自由饮水和进食。

1.1.2 药品及试剂

地龙提取物，注射用盐酸博莱霉素，苏木精 - 伊红染

色、Masson 染色、一氧化氮合酶及还原性谷胱甘肽试剂盒，

Trizol Reagent，逆转录试剂盒，TGF-β1、α-SMA、羟脯氨

酸试剂盒。

1.1.3 实验仪器

TS100 型倒置显微镜及其配套图像采集系统，Adventurer

万分之一电子天平和 TDL-5M 低温离心机，5417R 高速低温离

心机和移液器，UV-260 型紫外可见分光光度计，BCD-77KD3

常温冰箱，置入-80℃冰箱低温保存，SW-CJ-2FD型无菌操作台，

PTC-200 型 PCR，电泳槽 [1]。

1.2 实验方法

1.2.1 模型复制、分组及给药

将 60 只小鼠随机分为正常组、模型组、维生素 C 组、地

塞米松组和地龙组，每组 12 只。除正常组外，其他 4 组小鼠

均经气管滴注博莱霉素（2mg/kg），正常组注入等量生理盐水。

模型复制后第 2 天，地龙组给予地龙提取物，维生素 C 组经

腹腔注射维生素 C100mg/（kg·d），正常组和模型组给予等

体积生理盐水，1 次 /d，共给药 21d，地塞米松组经腹腔注射

地塞米松 2mg/（kg·d），1次 /d，共给药 3d。

1.2.2 地龙提取物对小鼠 miR-21 的表达

收集五组细胞，应用 qRT-PCR 技术检测 miR-21，应用

TRIzol 法提取各组细胞总 RNA，通过琼脂糖凝胶电泳检测总

RNA 质量，紫外分光光度计测定总 RNA 浓度及纯度。采用标准

曲线法计算 mRNA-21 表达量，并计算其相对表达量。

1.3 统计学处理

观察的结果采用 SPSS25.0 统计软件包进行统计学处理。

所有计量资料均用均数 ± 标准差表示，组间比较采用独立样

本 t 检验。计数资料用例数和百分比率表示，组间比较用 χ2

检验。P<0.05 显著差异具有统计意义。

2 结果
2.1 病理改变

除正常组外，其余各组小鼠肺组织结构完整性均受到不

同程度破坏，肺泡壁加厚，出现不同程度充血及炎症细胞浸润，

且尤以模型组小鼠上述指标改变最为显著（见图 1）。
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A：正常组；B：模型组；C：维生素 C组；D：地塞米松组；E：地龙组

图 1：各组小鼠肺组织病理改变（HE×200）
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2 组对比随诊 / 治疗后 E2、FSH、LH 等峰值、PAH、BA/CA 水

平及不良反应率的数据结果中研究组更优，统计结果差异满足

要求（P<0.05），ICPP患儿应用GnRHa治疗有极大优势和作用。

综上，ICPP 患儿应用 GnRHa 治疗的效果显著，即可有效

延缓BA成熟，可有效抑制性早熟，无严重不良反应，安全可靠，

可做进一步推广。
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化。而 TNF-α 在Ⅲ a 型患者、Ⅲ b 型和健康对照组中存在显

著差异；两种细胞因子的水平升高，提示其表达水平均明显

高于健康对照组。同时前列腺液中 TNF-α 的水平在慢性前列

腺炎的病理学改变中起重要作用，可作为慢性前列腺炎的诊

断依据之一，并为疾病的诊断和疗效评估及其预后提供借鉴。

综上所述，高龄Ⅲ型前列腺炎患者血清和前列腺液中神

经生长因子、炎性因子的表达水平，可为疾病严重程度及其

治疗效果和预后的重要指标，值得临床大力推广实施。
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2.2 地龙提取物对博来霉素致肺纤维化小鼠血清 GSH、NO

的影响

各组小鼠血清中GSH、NO含量比较，经单因素方差分析，

差异有统计学意义。维生素 C 组、地塞米松组与模型组 GSH、

NO 含量比较，经 LSD-t 检验，差异有统计学意义。

2.3 地龙提取物对博来霉素致肺纤维化小鼠肺组织中

TGF-β1、α-SMA 及 HYP 含量的影响

各组小鼠肺组织中 TGF-β1、α-SMA 及 HYP 含量表达，

经单因素方差分析，差异有统计学意义。与模型组比较，对照

组中 TGF-β1、α-SMA 及 HYP 含量比较，经 LSD-t 检验，差

异有统计学意义（P=0.000），对照组含量升高；与模型组相比，

给药组小鼠肺组织中 TGF-β1、α-SMA 及 HYP 含量均有不同

程度的降低，地龙组与维生素 C 组、地塞米松组的 TGF-β1

和HYP含量比较，经LSD-t检验，差异有统计学意义（P<0.05），

地龙组最低。

2.4 各组小鼠细胞 miR-21 的表达与模型组相比

各组小鼠细胞 miR-21 的表达与模型组相比，正常组、维

生素 C 组、地塞米松组、地龙组 miR-21 表达均低于模型组，

差异具有统计学意义（P<0.05）。

3 讨论
MicroRNA（miRNA）广泛存在于真核生物细胞中，同其

他的寡核苷酸相对比，miRNA 主要有三大不同点 [2]：①是由

不同于 mRNA 的独立转录单位表达的，其没有开放阅读框和蛋

白质编码基因的特点；②在 3′端有数个碱基的变化；③成

熟 miRNA 在 3′端具有独特的序列特征。miRNA 的基因转录不

同于其他基因，其在人体内靶向性的作用于 mRNA 从而参与基

因转录后表达的调控，而并不会直接翻译成蛋白质。miRNA 与

mRNA 的配对并不是唯一的，它们之间可以相互配对组成多种

组合，形成错综复杂的调控网络 [3]。miR-21 在特发型肺纤维

化患者中的表达增高，具有调节肺成纤维细胞的活化的功能。

本研究显示，模型组 GSH 含量低于维生素 C组、地塞米松组、

地龙组，但其 NO 含量高于维生素 C组、地塞米松组和地龙组。

地龙组对抑制 GSH 含量降低的效果弱于维生素 C组、地塞米松

组。与模型组相比，正常组、维生素 C 组、地塞米松组和地

龙组miR-21表达均低于模型组，差异具有统计学意义[4]。因此，

地龙提取物对博来霉素所致 PF 小鼠有一定防治作用，其机制

可能与地龙提取物抗氧化、抑制胶原蛋白形成及下调 TGF-β1

有关，miR-21有望成为预防和治疗肺纤维化的新的分子靶点。

然而，地龙提取物对博莱霉素所致肺纤维化小鼠 miR-21 表达

对炎症因子表达的影响及其调控机制尚需进一步实验研究。
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