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血清微小 ＲＮＡ１７５ｐ表达与百草枯中毒预后的关系及
对肺泡上皮细胞线粒体凋亡和内质网应激的影响
徐飞

１　刘超１　周乔枝１　范志刚１　周世泰２

１
西安交通大学附属三二〇一医院急诊科，陕西汉中　７２５０００；２汉中市中心医院急诊科，
陕西汉中　７２３０００

　　摘要　目的：分析血清微小ＲＮＡ（ｍｉＲ）１７５ｐ表达与百草枯中毒患者预后的关系及对肺泡上皮细胞线粒体凋亡
和内质网应激的影响。方法：选取百草枯中毒患者５１例作为研究组，并选择同期健康体检者５１例作为对照组，采用
实时荧光定量ＰＣＲ（ＲＴｑＰＣＲ）检测２组血清ｍｉＲ１７５ｐ表达水平，比较不同预后、不同中毒程度的百草枯中毒患者
血清ｍｉＲ１７５ｐ表达水平，分析血清ｍｉＲ１７５ｐ表达水平与患者中毒严重程度、预后的相关性，绘制受试者工作特征
（ＲＯＣ）曲线评估血清ｍｉＲ１７５ｐ预测百草枯中毒患者不良预后的价值。检测不同浓度百草枯对肺泡上皮细胞中
ｍｉＲ１７５ｐ表达、细胞的增殖活性及凋亡的影响。将肺泡上皮细胞分为对照组、百草枯组、百草枯 ＋ｍｉＲＮＣ组、百草
枯＋ｍｉＲ１７５ｐ组，ＣＣＫ８和流式细胞术检测细胞增殖活性和凋亡率，采用 ＲＴｑＰＣＲ检测 ｍｉＲ１７５ｐ表达水平，Ｗｅｓｔ
ｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞色素Ｃ（ＣｙｔＣ）、活化的胱天蛋白酶３（Ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３）、Ｂｃｌ２相关Ｘ蛋白（Ｂａｘ）、Ｂ细胞淋巴瘤／白
血病２（Ｂｃｌ２）、蛋白激酶Ｒ样内质网激酶（ＰＥＲＫ）、活化转录因子６（ＡＴＦ４）、Ｃ／ＥＢＰ同源转录蛋白（ＣＨＯＰ）的表达。
结果：与对照组比较，百草枯中毒患者血清中ｍｉＲ１７５ｐ表达水平显著降低（Ｐ＜０．０５）；不同预后、不同百草枯中毒程
度患者间，血清ｍｉＲ１７５ｐ表达水平的差异有统计学意义（Ｐ均＜０．０５），血清ｍｉＲ１７５ｐ水平与中毒严重程度、不良
预后呈负相关（ｒ＝－０．６２３、－０．７４８，Ｐ均＜０．０５），血清 ｍｉＲ１７５ｐ水平预测患者预后不良的曲线下面积为０．８３８，
特异性为 ８２．１０％、灵敏度为 ７８．３６％。与 ０μｍｏｌ／Ｌ组相比，５０μｍｏｌ／Ｌ、１００μｍｏｌ／Ｌ、２５０μｍｏｌ／Ｌ、５００μｍｏｌ／Ｌ、
１０００μｍｏｌ／Ｌ组ｍｉＲ１７５ｐ表达水平、细胞活性逐渐降低，凋亡率逐渐升高（Ｐ均 ＜０．０５），但５００μｍｏｌ／Ｌ、１０００μｍｏｌ／Ｌ
组间比较，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。与对照组比较，百草枯组ｍｉＲ１７５ｐ表达水平、Ｂｃｌ２蛋白表达、细胞活性
显著降低，凋亡率、ＣｙｔＣ、Ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３、Ｂａｘ、ＰＥＲＫ、ＡＴＦ４、ＣＨＯＰ蛋白表达显著增加（Ｐ均 ＜０．０５）；与百草枯 ＋
ｍｉＲＮＣ组比较，百草枯 ＋ｍｉＲ１７５ｐ组 ｍｉＲ１７５ｐ表达水平、Ｂｃｌ２蛋白表达、细胞活性显著增加，凋亡率、ＣｙｔＣ、
Ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３、Ｂａｘ、ＰＥＲＫ、ＡＴＦ４、ＣＨＯＰ蛋白表达显著降低（Ｐ均＜０．０５）。结论：百草枯中毒患者血清中ｍｉＲ１７５ｐ
表达水平异常降低，且与患者中毒严重程度、预后密切相关；上调ｍｉＲ１７５ｐ可减轻百草枯诱导的肺泡上皮细胞线粒体
凋亡和内质网应激。
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ａｎｄＣＨＯＰｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｐａｒａｑｕａｔ＋ｍｉＲＮＣｇｒｏｕｐ，
ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆｍｉＲ１７５ｐ，ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＢｃｌ２ｐｒｏｔｅｉｎａｎｄｃｅｌｌａｃｔｉｖｉｔｙｉｎｐａｒａｑｕａｔ＋ｍｉＲ１７５ｐｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｉｇ
ｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄ．Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅ，ＣｙｔＣ，Ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３，Ｂａｘ，ＰＥＲＫ，ＡＴＦ４ａｎｄＣＨＯＰｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆ
ｉｃａｎｔｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆｍｉＲ１７５ｐｉｎｓｅｒｕｍｏｆｐａｒａｑｕａｔｐｏｉｓｏｎｉｎｇｐａｔｉｅｎｔｓｗａｓ
ａｂｎｏｒｍａｌｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄ，ａｎｄｉｔｗａｓｃｌｏｓｅｌｙｒｅｌａｔｅｄｔｏｔｈｅｓｅｖｅｒｉｔｙｏｆｐｏｉｓｏｎｉｎｇａｎｄｐｒｏｇｎｏｓｉｓｏｆｐａｔｉｅｎｔｓ．ＵｐｄｏｗｎｏｆｍｉＲ１７５ｐ
ａｌｌｅｖｉａｔｅｓｐａｒａｑｕａｔｉｎｄｕｃｅｄｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌａｐｏｐｔｏｓｉｓａｎｄｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍｓｔｒｅｓｓｉｎａｌｖｅｏｌａｒｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ　ｍｉＲ１７５ｐ；Ｐａｒａｑｕａｔ；Ｐｏｉｓｏｎｉｎｇ；Ｐｒｏｇｎｏｓｉｓ；Ａｌｖｅｏｌａｒｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ；Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌａｐｏｐｔｏｓｉｓ；Ｅｎｄｏｐｌａｓ
ｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍｓｔｒｅｓｓ

　　百草枯是一种毒性较强的除草剂，对啮齿类动
物有较强的毒性，可引起急性中毒，是农药中毒致死

事件的主要病因
［１］。百草枯中毒严重者可致多器

官功能不全，肺是主要靶器官，早期表现为急性肺损

伤或呼吸窘迫综合征，后期出现肺纤维化，是致死的

主要原因
［２，３］。微小 ＲＮＡ（ＭｉｃｒｏＲＮＡｓ，ｍｉＲＮＡｓ）是

一类较为特殊的小分子 ＲＮＡ，长度约为１９～２２个
核苷酸，广泛在动植物、病毒和单个细胞中表达，通

过调节细胞增殖、线粒体凋亡、内质网应激等途径参

与疾病发展
［４］。近年研究发现，ｍｉＲ１７５ｐ在肺组

织和成纤维细胞中低表达，参与肺间质纤维化发

展
［５］。研究发现，ｍｉＲ１７５ｐ在百草枯所致的肺上

皮间质转化中低表达
［６］。本研究分析血清 ｍｉＲ１７

５ｐ表达与百草枯中毒患者预后的关系及对肺泡上
皮细胞线粒体凋亡和内质网应激的影响。

材料与方法

　　１．研究对象：回顾性选取 ２０１８年 １１月２０２３
年６月西安交通大学附属三二〇一医院急诊收治的
百草枯中毒患者５１例作为研究组，并选择同期健康
体检者５１例作为对照组。研究组纳入标准：①口服
百草枯中毒，②尿液百草枯点滴试验结果阳性；③中
毒至就诊时间≤１２ｈ。排除标准：①合并其他药物
中毒；②既往存在陈旧性心脑肺等病变；③妊娠期或
哺乳期女性；④有血液系统或免疫系统疾病；⑤有原
发性急慢性感染等疾病。中毒严重程度评估参考

《急性百草枯中毒诊治专家共识（２０１３）》［７］；统计研
究组入院１４ｄ后病死情况，死亡归为预后不良，生
存归为预后良好。本研究经医院伦理委员会审核

（批号：ＬＬＳＣＫＹＬＷ２０２４０２７），患者及家属均知情

并签署同意书。

２．细胞和主要试剂：大鼠Ⅱ型肺泡上皮细胞购
自上海沪震实业公司。细胞培养在含有１０％胎牛
血清、１％双抗的 ＤＭＥＭ培养基中，置于 ３７℃、５％
ＣＯ２培养箱中培养。Ｔｒｉｚｏｌ试剂盒、ｍｉＲＮＡＲＴ反转
录试剂盒和荧光定量试剂盒购自北京天根生化公

司；细胞计数试剂盒（ＢａｘｃｅｌｌｃｏｕｎｔｉｎｇＫｉｔ８，ＣＣＫ８）
和凋亡试剂盒购自北京索莱宝公司；Ｂｃｌ２相关 Ｘ
蛋白（Ｂｃｌ２ａｓｓｏｃｉａｔｅｄＸｐｒｏｔｅｉｎ，Ｂａｘ）抗体、细胞色
素Ｃ（ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅＣ，ＣｙｔＣ）抗体、Ｂ细胞淋巴瘤／白
血病２（Ｂｃｅｌｌｌｙｍｐｈｏｍａ／ｌｅｗｋｍｉａ２，Ｂｃｌ２）抗体、活
化的胱天蛋白酶３（ｃｌｅａｖｅｄｃｙｓｔｅｉｎｙｌａｓｐａｒｔａｔｅｓｐｅｃｉｆ
ｉｃｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ３，ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３）抗体、蛋白激酶Ｒ样
内质网激酶（ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅｌｉｋｅｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕ
ｌｕｍｋｉｎａｓｅ，ＰＥＲＫ）抗体、活化转录因子４（ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ４，ＡＴＦ４）抗体、Ｃ／ＥＢＰ同源转录
蛋白（Ｃ／ＥＢＰｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓｐｒｏｔｅｉｎ，ＣＨＯＰ）抗体购自美
国赛默飞世尔公司。

３．检测 ｍｉＲ１７５ｐ表达水平：采集研究组（入
院２４ｈ）、对照组（体检当日）静脉血；取对数生长期
肺泡上皮细胞，调整密度至２×１０４个／ｍＬ，接种９６
孔中，先后加入不同浓度（０、５０、１００、２５０、５００、１０００
μｍｏｌ／Ｌ）的百草枯，继续培养２４ｈ。用Ｔｒｉｚｏｌ试剂提
取样本总ＲＮＡ，４℃下１００００转／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，室
温晾干取沉淀物，溶于５０～１００μＬＲＮＡ溶解液内，
检测ＲＮＡ浓度和纯度，按照ｍｉＲＮＡＲＴ反转录试剂
盒合成 ｃＤＮＡ，配置 ＰＣＲ扩增体系，在 ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏ
ｓｙｓｔｅｍｓＰＣＲ仪器上进行扩增。Ｕ６作为内参，用
２－△△Ｃｔ法计算ｍｉＲ１７５ｐ表达水平。

４．ＣＣＫ８检测细胞增殖活性：取对数生长期肺
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图１　研究组和对照组血清 ｍｉＲ１７５ｐ表达水平（与对照组比

较，Ｐ＜０．０５）

图２　不同预后、中毒程度患者血清ｍｉＲ１７５ｐ表达水平（与轻度组比较，Ｐ＜０．０５；与中度组比较，＃Ｐ＜０．０５；与预后不良组比较，＆Ｐ＜０．０５）

泡上皮细胞，调整密度至２×１０４个／ｍＬ，接种９６孔中，
先后加入不同浓度（０、５０、１００、２５０、５００、１０００μｍｏｌ／Ｌ）
的百草枯，继续培养２４ｈ，每孔内加入１０μＬＣＣＫ８
溶液，继续培养４ｈ，用酶标仪测定４５０ｎｍ处吸光度，
计算细胞增殖活性。根据吸光度值计算细胞相对速

率，计算ＩＣ５０值。
５．流式细胞术检测细胞凋亡：取对数生长期肺

泡上皮细胞，调整密度至２×１０４个／ｍＬ，接种９６孔中，
先后加入不同浓度（０、５０、１００、２５０、５００、１０００μｍｏｌ／Ｌ）
的百草枯，继续培养２４ｈ后，用预冷磷酸盐缓冲液
洗３次，１０００转／ｍｉｎ离心３ｍｉｎ弃上清，制备细胞
悬液后转移至流式管内，加ＢｉｎｄｉｎｇＳｏｌｕｔｉｏｎ，先后加
入５μＬ异硫氰酸荧光素标记的膜联蛋白 Ｖ（Ａｎｎｅｘ
ｉｎＶＦＩＴＣ）和碘化丙啶（ＰＩ）试剂，室温孵育２０ｍｉｎ
后，上流式细胞仪检测细胞凋亡率。

６．细胞分组：将肺泡上皮细胞分为对照组
（Ｃｏｎ）、百草枯组、百草枯 ＋ｍｉＲＮＣ组、百草枯 ＋
ｍｉＲ１７５ｐ组。百草枯组：５００μｍｏｌ／Ｌ的百草枯处
理细胞；百草枯 ＋ｍｉＲＮＣ组、百草枯 ＋ｍｉＲ１７５ｐ
组：５００μｍｏｌ／Ｌ的百草枯处理细胞，转染 ｍｉＲＮＣ、
ｍｉＲ１７５ｐ；Ｃｏｎ组：细胞不做任何处理。各组细胞
培养２４ｈ，按照３、４、５实验步骤检测各组细胞 ｍｉＲ
１７５ｐ、增殖活性和凋亡。

７．Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测线粒体凋亡和内质网应激蛋
白表达：ＲＩＰＡ裂解液与ＰＭＳＦ按照１００：１比例混合，从
培养箱中取出６中各组细胞，预冷磷酸盐缓冲液洗２
次，用细胞刮刀收集各组细胞，４℃下１０００转／ｍｉｎ离
心５ｍｉｎ后，冰上裂解１ｈ，４℃下１２０００转／ｍｉｎ离心
３０ｍｉｎ取上清液，ＢＣＡ法定量蛋白浓度，加５×上样
缓冲液与 ＰＢＳ混合，高温变性５ｍｉｎ。取等量蛋白
（每孔３０μｇ）经凝胶电泳分离蛋白，转膜、封闭培
养，先后加入 ＣｙｔＣ、Ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３、Ｂａｘ、Ｂｃｌ２、
ＰＥＲＫ、ＡＴＦ４、ＣＨＯＰ一抗，４℃下过夜孵育，次日加相
应二抗室温孵育１ｈ，最后加电化学发光试剂，显影、
定影、拍照。用ＩｍａｇｅＪ软件分析蛋白条带密度值。

８．统计学分析：采用ＳＰＳＳ２７．０统计学用软件。
计量资料以（ｘ－±ｓ）表示，２组间比较用独立样本 ｔ
检验，同组不同预后患者比较用配对ｔ检验；采用受
试者工作特征 （ｒｅｃｅｉｖｅｒｏｐｅｒａｔｉｎｇｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ，
ＲＯＣ）曲线及曲线下面积（ｔｈｅａｒｅａｕｎｄｅｒｃｕｒｖｅ，ＡＵＣ）
评估ｍｉＲ１７５ｐ预测百草枯中毒患者不良预后的价
值；５组间比较采用单因素方差分析，组内比较用
ＬＳＤｔ检验。以Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

结　果

　　１．研究组和对照组一般资料及血清ｍｉＲ１７５ｐ
表达情况：２组基线资料均衡可比（Ｐ均 ＞０．０５，扫
描文前二维码查看详细基线资料）。与健康对照组

比较，百草枯中毒患者血清中 ｍｉＲ１７５ｐ表达水平
显著降低（０．５０±０．１１ｖｓ１．１２±０．２４，Ｐ＜０．０５），见
图１。

　　２．血清ｍｉＲ１７５ｐ表达水平与中毒严重程度、
预后的关系：预后良好患者 ｍｉＲ１７５ｐ表达水平高
于预后不良患者（０．５７±０．１１ｖｓ０．４３±０．１０，Ｐ＜
０．０５），轻度患者ｍｉＲ１７５ｐ表达水平＞中度 ＞重度
（０．５９±０．０９、０．４９±０．０４、０．３７±０．０５，Ｐ均 ＜
０．０５），见图２。相关性分析显示，ｍｉＲ１７５ｐ与中毒
严重程度、预后呈负相关（ｒ＝－０．６２３、－０．７４８，Ｐ
均＜０．０５）。
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图３　ｍｉＲ１７５ｐ预测百草枯中毒患者不良预后的ＲＯＣ曲线

图４　不同百草枯浓度对肺泡上皮细胞凋亡的影响

表１　百草枯对肺泡上皮细胞中ｍｉＲ１７５ｐ表达、细胞增殖活性和凋亡的影响（ｘ－±ｓ）

　　组别 ｎ（孔） ｍｉＲ１７５ｐ 细胞活性（％） 凋亡率（％）
０μｍｏｌ／Ｌ ９ １．００±０．１２ １００．０２±１．０２ ３．９６±０．３２
５０μｍｏｌ／Ｌ ９ ０．８５±０．０６ ８６．３５±１０．６２ ８．９４±１．２４

１００μｍｏｌ／Ｌ ９ ０．６８±０．１１ ７５．１９±８．７４ １５．４３±２．４４

２５０μｍｏｌ／Ｌ ９ ０．４６±０．０５ ５９．４８±９．４１ １９．００±１．５２

５００μｍｏｌ／Ｌ ９ ０．２４±０．０５ ３８．９５±６．５８ ２５．８０±３．１１

１０００μｍｏｌ／Ｌ ９ ０．２６±０．０７ ４１．２６±７．０２ ２４．８４±２．４５

Ｆ值 １３２．７５５ ８８．３４７ １５９．４６２
Ｐ值 ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１

注：与０μｍｏｌ／Ｌ组比较，Ｐ＜０．０５

　　以预后不良患者作为阳性样本，以预后良好为
阴性样本，绘制 ｍｉＲ１７５ｐ预测预后的 ＲＯＣ曲线，
ＡＵＣ为 ０．８３５（９５％ＣＩ：０．７２４０．９４６），特异性为
８２．１０％，灵敏度为７８．３６％，见图３。

　　３．不同浓度百草枯对肺泡上皮细胞中ｍｉＲ１７
５ｐ表达、细胞增殖活性和凋亡的影响：与０μｍｏｌ／Ｌ
组相 比，５０ μｍｏｌ／Ｌ、１００ μｍｏｌ／Ｌ、２５０μｍｏｌ／Ｌ、
５００μｍｏｌ／Ｌ组ｍｉＲ１７５ｐ表达水平、细胞活性呈剂

量依赖性降低，凋亡率呈剂量依赖性升高（Ｐ＜
０．０５）；５００μｍｏｌ／Ｌ与１０００μｍｏｌ／Ｌ组比较，差异无
统计学意义（Ｐ＞０．０５）。ＩＣ５０的百草枯浓度为
５３５．７８μｍｏｌ／Ｌ，故本次实验中以５００μｍｏｌ／Ｌ的百
草枯作为诱导浓度，见表１、图４。
　　４．上调 ｍｉＲ１７５ｐ表达对百草枯诱导的肺泡
上皮细胞增殖活性和凋亡的影响：与Ｃｏｎ组比较，百
草枯组ｍｉＲ１７５ｐ表达水平、细胞活性显著降低，凋
亡率显著增加（Ｐ＜０．０５）；与百草枯＋ｍｉＲＮＣ组比
较，百草枯 ＋ｍｉＲ１７５ｐ组 ｍｉＲ１７５ｐ表达水平、细
胞活性显著增加，凋亡率显著降低（Ｐ均 ＜０．０５），
见表２、图５。
　　５．上调 ｍｉＲ１７５ｐ表达对百草枯诱导的肺泡
上皮细胞线粒体凋亡相关蛋白的影响：与Ｃｏｎ组比
较，百草枯组Ｂｃｌ２蛋白表达显著降低，ＣｙｔＣ、Ｃｌｅａｖｅｄ
ｃａｓｐａｓｅ３、Ｂａｘ蛋白表达显著增加（Ｐ均＜０．０５）；与百草
枯＋ｍｉＲＮＣ组比较，百草枯＋ｍｉＲ１７５ｐ组Ｂｃｌ２蛋白
表达显著增加，ＣｙｔＣ、Ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３、Ｂａｘ蛋白表达
显著降低（Ｐ均＜０．０５），见表３、图６。
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表２　各组ｍｉＲ１７５ｐ表达、增殖活性和凋亡比较（ｘ－±ｓ）

　　组别 ｎ（孔） ｍｉＲ１７５ｐ 细胞活性（％） 凋亡率（％）
Ｃｏｎ ９ １．０１±０．１１ １００．０５±１．０５ ４．２９±０．３８
百草枯 ９ ０．２８±０．０５ ４３．５２±６．７８ ２４．７３±３．０８

百草枯＋ｍｉＲＮＣ ９ ０．３０±０．０４ ４５．１９±５．４４ ２６．３７±２．８７
百草枯＋ｍｉＲ１７５ｐ ９ ０．４３±０．０５＃ ５９．３８±５．７４＃ １８．６６±１．８８＃

Ｆ值 ２２６．７１７ ２２７．５７５ １６９．７２１
Ｐ值 ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１

注：与Ｃｏｎ组比较，Ｐ＜０．０５；与百草枯＋ｍｉＲＮＣ组比较，＃Ｐ＜０．０５

图５　各组肺泡上皮细胞凋亡率

表３　各组线粒体凋亡相关基因表达比较（ｘ－±ｓ）

　　组别 ｎ（孔） Ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３ Ｂａｘ ＣｙｔＣ Ｂｃｌ２
Ｃｏｎ ９ ０．１６±０．０３ ０．２０±０．０４ ０．２６±０．０８ ０．７０±０．０６
百草枯 ９ ０．７５±０．１２ ０．９５±０．１８ ０．８５±０．１３ ０．３５±０．０３

百草枯＋ｍｉＲＮＣ ９ ０．７７±０．１０ ０．９２±０．１２ ０．８３±０．１１ ０．３４±０．０４
百草枯＋ｍｉＲ１７５ｐ ９ ０．６１±０．０８＃ ０．７９±０．０８＃ ０．６７±０．０８＃ ０．４９±０．０５＃

Ｆ值 ９１．６３７ ８０．６０６ ６４．５５７ １１８．０４７
Ｐ值 ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１

注：与Ｃｏｎ组比较，Ｐ＜０．０５；与百草枯＋ｍｉＲＮＣ组比较，＃Ｐ＜０．０５

图６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＣｙｔＣ、Ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３、Ｂａｘ、Ｂｃｌ２蛋白

　　６．上调 ｍｉＲ１７５ｐ表达对百草枯诱导的肺泡
上皮细胞内质网应激相关蛋白表达的影响：与 Ｃｏｎ
组比较，百草枯组 ＰＥＲＫ、ＡＴＦ４、ＣＨＯＰ蛋白表达显
著增加（Ｐ均＜０．０５）；与百草枯 ＋ｍｉＲＮＣ组比较，
百草枯 ＋ｍｉＲ１７５ｐ组 ＰＥＲＫ、ＡＴＦ４、ＣＨＯＰ蛋白表
达显著降低（Ｐ均＜０．０５），见表４、图７。

讨　论

　　百草枯中毒是临床常见的农药中毒类型，病情
进展迅速，累及全身多个器官，病死率高达５０％ ～
８０％［８］。研究显示，百草枯中毒可能与细胞氧化应

激、线粒体凋亡、细胞焦亡、上皮间质转化等有

关
［９，１０］。ｍｉＲＮＡｓ是内源性小分子单链 ＲＮＡ，在哺

乳动物中广泛表达，目前被发现的 ｍｉＲＮＡｓ约有
３０００多个，通过调节多个下游基因或信号转导途径
参与多种疾病进展

［１１］。在百草枯中毒患者血清

ｍｉＲＮＡｓ异常表达［１２］，如 ｍｉＲ２００ｂ３ｐ、ｍｉＲ３０ａ３ｐ／
５ｐ、ｍｉＲ９２ａ等已被报道，可用于百草枯中毒诊断、
评估中毒严重程度和预后

［１３，１４］。ｍｉＲ１７５ｐ属于
ｍｉＲ１７家族成员，在多种疾病和肿瘤中失常表达，
与疾病多个生物学功能有关

［１５］。Ｃｕｒｃｉｏ等［１６］
发现，

ｍｉＲ１７５ｐ在呼吸窘迫综合征患者血清中低表达，
且与患者纤维化病变、肺部阴影密切相关。詹燕婷
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表４　各组细胞内质网应激相关蛋白表达比较（ｘ－±ｓ）

　　组别 ｎ（孔） ＰＥＲＫ ＡＴＦ４ ＣＨＯＰ
Ｃｏｎ ９ ０．３５±０．０６ ０．２９±０．０５ ０．４８±０．０５
百草枯 ９ ０．６９±０．０８ ０．５３±０．０４ ０．８７±０．０７

百草枯＋ｍｉＲＮＣ ９ ０．７０±０．１０ ０．５４±０．０６ ０．８５±０．０８
百草枯＋ｍｉＲ１７５ｐ ９ ０．５６±０．０６＃ ０．３８±０．０５＃ ０．５９±０．０６＃

Ｆ值 ４０．５２５ ５１．８８２ ７７．１５５
Ｐ值 ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１

注：与Ｃｏｎ组比较，Ｐ＜０．０５；与百草枯＋ｍｉＲＮＣ组比较，＃Ｐ＜０．０５

图７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＰＥＲＫ、ＡＴＦ４、ＣＨＯＰ蛋白

等
［１７］
研究显示，ｍｉＲ１７５ｐ在百草枯所致的神经细

胞中表达下调，体内实验显示，ｍｉＲ１７５ｐ与百草枯
所致的小鼠神经细胞瘤细胞增殖、凋亡和周期改变

有关。贾茹珺等
［６］
研究也显示，ｍｉＲ１７５ｐ与百草

枯所致的肺上皮间质转化有关。本研究发现，百草
枯中毒患者血清中 ｍｉＲ１７５ｐ表达水平低于对照
组，且与中毒严重程度、预后呈负相关。ＲＯＣ曲线
分析显示，ｍｉＲ１７５ｐ预测预后的 ＡＵＣ为０．８３５，特
异性为８２．１０％，灵敏度为７８．３６％，提示血清 ｍｉＲ
１７５ｐ预测患者预后具有良好的参考价值。

研究表明，百草枯诱导Ⅱ型肺泡上皮细胞异常
损伤

［１８，１９］。Ｂａｘ和 Ｂｃｌ２均为 Ｂｃｌ２家族成员，二者
通常以异源二聚体形式存在，相互拮抗可诱导细胞

凋亡；当机体膜电位升高时，Ｂｃｌ２通过抑制 ＣｙｔＣ
维持线粒体平衡，发挥抗凋亡作用，Ｂａｘ表达上调可
导致膜电位降低，促进线粒体释放大量 ＣｙｔＣ进入
细胞质中，进而激活 ｃａｓｐａｓｅ级联反应［２０］。本研究

发现，不同浓度百草枯处理肺泡上皮细胞后，细胞凋

亡异常升高，ｍｉＲ１７５ｐ表达、增殖活性逐渐减低，
可见百草枯诱导肺泡上皮细胞凋亡和抑制细胞增

殖。本研究中上调ｍｉＲ１７５ｐ可降低百草枯肺泡上
皮细胞凋亡，并增加细胞增殖活性，下调 ＣｙｔＣ、
Ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３、Ｂａｘ蛋白表达，上调 Ｂｃｌ２蛋白表

达，提示上调 ｍｉＲ１７５ｐ可缓解百草枯诱导肺泡上
皮细胞损伤。

内质网主要参与蛋白质加工和修饰，在各种因

素刺激下内质网发生紊乱，诱发内质网应激，促进细

胞凋亡
［２１］。内质网应激可参与多种肺部疾病发生

发展
［２２］。ＰＥＲＫ、ＡＴＦ４、ＣＨＯＰ等是内质网应激常见

蛋白，在应激状态下，ＰＥＲＫ发生二聚化和自磷酸
化，激活后通过调控 ＡＴＦ４、ＣＨＯＰ等基因，进而触发
细胞凋亡

［２３］。本研究中，在百草枯诱导的肺泡上皮

细胞中 ＰＥＲＫ、ＡＴＦ４、ＣＨＯＰ蛋白表达异常升高，上
调ｍｉＲ１７５ｐ可降低百草枯肺泡上皮细胞 ＰＥＲＫ、
ＡＴＦ４、ＣＨＯＰ蛋白表达，提示上调 ｍｉＲ１７５ｐ可通过
调节内质网应激缓解百草枯诱导肺泡上皮细胞损

伤。

百草枯中毒患者血清 ｍｉＲ１７５ｐ表达水平下
降，与患者中毒严重程度、预后密切相关；上调 ｍｉＲ
１７５ｐ可减轻百草枯诱导的肺泡上皮细胞线粒体凋
亡和内质网应激，有望成为百草枯中毒的潜在作用

靶点。本研究对ｍｉＲ１７５ｐ下游靶基因未做探讨，下
一步考虑分析ｍｉＲ１７５ｐ靶向调控ｍＲＮＡ对百草枯诱
导的肺泡上皮细胞线粒体凋亡和内质网应激的影响。
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ａｎｇｉｏｇｒａｐｈｙｖａｌｉｄａｔｉｏｎｓｔｕｄｙ［Ｊ］．Ｎｅｕｒｏｒａｄｉｏｌｏｇｙ，２０２２，６４（９）：

１７２９１７３５．
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ＴａｒｇｅｔＴｈｅｒ，２０２２，７（１）：１３１１４５．

１３ ＲｙｄｅｌｌＥ，ＪａｃｏｂｓｓｏｎＬＴ，ＳａｘｎｅＴ，ｅｔａｌ．Ｃａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒｄｉｓｅａｓｅｒｉｓｋｉｎ
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ＳｃｉＲｅｐ，２０２１，１１（１）：９１６５．
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１７ 詹燕婷．ｍｉＲ１７５ｐ在百草枯致神经细胞损害中的作用及其改变

的可能途径探讨［Ｄ］．福建医科大学，２０１７．
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ｔａｎｃｅｂｙａｃｔｉｖａｔｉｎｇｔｈｅＰＥＲＫＡＴＦ４ＣＨＯＰａｘｉｓｉｎｌｉｖｅｒｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．

ＩｎｔＪＭｏｌＳｃｉ，２０２３，２４（１０）：９０７６．

（２０２４０３１２收稿　２０２６０５１５修回）
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