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　 　 【摘要】 　 目的　 研究 ｍｉＲ￣２２３ 通过抑制 ＮＬＲＰ３ 对小鼠急性放射性肺损伤的防护ꎮ 方法　 将

４０ 只雌性 Ｃ５７ＢＬ / ６ Ｊ 小鼠ꎬ按随机数表法将小鼠分成 ４ 个组:健康对照组、 单纯照射组、 照射＋ｍｉＲ￣
２２３ 组和照射＋阴性对照(ＮＣ)组ꎬ每组 １０ 只ꎮ 其中 ３ 个照射组给予 １５ Ｇｙ Ｘ 射线全肺单次照射ꎬ照
射＋ｍｉＲ￣２２３ 组和照射＋ＮＣ 组自照射前 １ ｄ 开始至照射后 １４ ｄꎬ隔天尾静脉注射 １０ ｎｍｏｌ ｍｉＲ￣２２３
ａｇｏｍｉｒ 或 ａｇｏｍｉｒ￣ＮＣꎮ 照射后第 １４ ｄ 取肺组织标本ꎬＨＥ 染色观察病理变化ꎬ免疫组织化学法观察

ＩＬ￣１β和 ＩＬ￣１８ 的定位和表达ꎬ实时荧光定量 ＰＣＲ 检测 ｍｉＲ￣２２３ 和 ＮＬＲＰ３ 的表达ꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测

ＮＬＲＰ３ 和 Ｃａｓｐａｓｅ￣１ 的表达ꎬＥＬＩＳＡ 检测肺组织中 ＩＬ￣１β 和 ＩＬ￣１８ 的表达ꎮ 结果　 辐射导致小鼠肺组

织内 ｍｉＲ￣２２３ 表达下降和 ＮＬＲＰ３ 的表达升高ꎬ给予 ｍｉＲ￣２２３ ａｇｏｍｉｒ 可以抑制 ＮＬＲＰ３ 的升高ꎬ同时减

轻肺部炎症ꎮ 实验结果显示ꎬ与单纯照射组相比ꎬｍｉＲ￣２２３ 可以减轻小鼠肺组织的急性炎症反应ꎮ
使得肺组织中 ＩＬ￣１β 和 ＩＬ￣１８ 表达下降( ｔ ＝ １０ １６、６ ００ꎬＰ<０ ０５)ꎮ 肺组织 ＮＬＲＰ３ ｍＲＮＡ 表达下降

( ｔ＝ ３ ２２ꎬＰ< ０ ０５)ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示ꎬ与单纯照射组相比ꎬ照射 ＋ ｍｉＲ￣２２３ 组的 ＮＬＲＰ３ꎬ
Ｃａｓｐａｓｅ￣１ 蛋白表达下降( ｔ＝ １２ ４７、４ ９５ꎬＰ<０ ０５)ꎮ Ｅｌｉｓａ 结果也表明ꎬ在照射＋ｍｉＲ￣２２３ 组中炎症因

子 ＩＬ￣１β 和 ＩＬ￣１８ 表达下降( ｔ＝ ８ ２２、８ ４７ꎬＰ<０ ０５)ꎮ 结论　 ｍｉＲ￣２２３ 通过抑制 ＮＬＲＰ３ 的表达ꎬ抑制

炎症因子 ＩＬ￣１β 和 ＩＬ￣１８ 的分泌ꎬ减轻炎症反应ꎬ对急性放射性肺损伤具有保护作用ꎮ
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６６１ 中华放射医学与防护杂志 ２０１９ 年 ３ 月第 ３９ 卷第 ３ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｒａｄｉｏｌ Ｍｅｄ Ｐｒｏｔꎬ Ｍａｒｃｈ ２０１９ꎬＶｏｌ. ３９ꎬＮｏ. ３
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　 　 放射治疗作为胸部恶性肿瘤最主要的治疗手

段之一ꎬ常常会引起肺部组织不同程度的放射性损

伤ꎬ如果放射损伤严重ꎬ就会在一定程度对放疗的

剂量产生限制ꎬ从而影响治疗的疗效[１]ꎮ ＮＬＲＰ３ 炎

症复合体是由 ＮＬＲＰ３、 接头蛋白(ＡＳＣ)和半胱天冬

酶￣１( Ｃａｓｐａｓｅ￣１) 前体组成的多蛋白复合物ꎮ 当

ＮＬＲＰ３ 激 活 时ꎬ 会 招 募 和 激 活 促 炎 症 蛋 白 酶

Ｃａｓｐａｓｅ￣１ꎬ而活化的 Ｃａｓｐａｓｅ￣１ 会剪切 ＩＬ￣１β 和 ＩＬ￣
１８ 的无活性前体ꎬ生成有活性的 ＩＬ￣１β 和 ＩＬ￣１８ 释

放至细胞外ꎬ从而调节免疫应答和炎症反应ꎮ
ｍｉＲ￣２２３ 是一种高度保守的 ｍｉＲＮＡꎬ在多种炎

症相关的疾病中ꎬｍｉＲ￣２２３ 都被发现是通过抑制其

靶基因 ＮＬＲＰ３ 的表达来参与炎症反应的调控[２￣３]ꎬ
在放射性肺损伤中未见有 ｍｉＲ￣２２３ 的相关研究ꎮ 推

测在放射性肺损伤中 ｍｉＲ￣２２３ 通过调控 ＮＬＲＰ３ 的

表达ꎬ抑制炎症因子 ＩＬ￣１β 和 ＩＬ￣１８ 的分泌ꎬ减轻了

放射性炎症ꎬ防护放射性肺损伤ꎬ本研究对此进行

了验证ꎮ

材料与方法

１. 主要试剂和仪器:直线加速器 Ｃｌｉｎａｃ６００Ｃ / Ｄ
(美国 Ｖａｒｉａｎ 医疗系统公司)ꎻＱｕａｎｔＳｔｕｄｉｏ ５ 定量

ＰＣＲ 仪(美国 ＡＢＩ 公司)ꎻＦｌｕｏｒＣｈｅｍ Ｅ 超灵敏全自

动成像分析系统(美国 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｓｉｍｐｌｅ 公司)ꎻＴＲＩｚｏｌ
Ｒｅａｇｅｎｔ(美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司)ꎻｍｉＲ￣２２３ Ａｇｏｍｉｒ / ＮＣ
(广州市锐博生物科技有限公司)ꎻＢＣＡ 蛋白浓度测

定试剂盒(美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司)ꎻｑＰＣＲ 试剂

盒(美国 Ｐｒｏｍｅｇａ 公司)ꎻ小鼠 ＩＬ￣１β 及 ＩＬ￣１８ Ｅｌｉｓａ
检测试剂盒 (武汉博士德公司)ꎻ ＮＬＲＰ３ (货号

１５１０１Ｓ)、 Ｃａｓｐａｓｅ￣１(货号 ３８６６Ｓ)和 β￣肌动蛋白(货
号 ３７００Ｓ)单克隆抗体(美国 ＣＳＴ 公司)ꎻ Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 试剂盒、 山羊抗小鼠二抗、 ＥＬＣ 发光液(江苏碧

云天公司)ꎮ
２. 实验动物与照射方法: ＳＰＦ 级雌性 Ｃ５７ＢＬ /

６Ｊ 小鼠ꎬ体重(２０±２)ｇꎬ购于上海斯莱克实验动物有

限公 司ꎬ 实 验 动 物 生 产 许 可 证 号 ＳＣＸＫ ( 闽 )

２０１０Ｇ０００１ꎬ质量合格证号 ００００４１９ꎮ 动物使用协议

已经审查委员会批准ꎬ实验中动物的处置符合动物

伦理学标准ꎮ 给小鼠喂食 ＳＰＦ 级饲料ꎬ环境温度

(２４±２)℃ꎬ相对湿度 ５０％ꎬ白天和黑夜 １２ ｈ 交替ꎮ
用随机数表法将小鼠分为健康对照组、 单纯照射

组、 照射＋ｍｉＲ￣２２３ 组和照射＋阴性对照(ＮＣ)组ꎬ每
组 １０ 只小鼠ꎮ 用 ４％ 水合氯醛注射小鼠腹腔

(０ １ ｍｌ / １０ ｇ)ꎬ将麻醉后小鼠固定于塑料鼠夹内ꎬ
确保小鼠体位不发生改变ꎬ照射区域由前肢腋窝至

剑突水平位置ꎬ宽约 １ ２ ｃｍꎮ 采用 ６ ＭＶ Ｘ 射线ꎬ吸
收剂量率 ０ ４ Ｇｙ / ｍｉｎꎬ单次全肺照射 １５ Ｇｙꎮ

３. 动物给药方法:采用尾静脉注射给药ꎬ照射＋
ｍｉＲ￣２２３ 组和照射＋ＮＣ 组将 ｍｉＲ￣２２３ ａｇｏｍｉｒ / ＮＣ 溶

解于经高压灭菌的生理盐水中ꎬ调整浓度ꎬ使得

２０ μｌ 中含有 １０ ｎｍｏｌ 药物ꎬ每次注射给予 ２０ μｌ 药
物ꎮ 照射前 １ ｄ 给药ꎬ之后每 ２ ｄ 给药 １ 次ꎮ

４. 苏木素￣伊红(ＨＥ)及免疫组织化学法检验:
照射后第 １４ 天通过颈椎脱臼法处死小鼠ꎬ摘取双

肺ꎮ 将肺右上叶置于 １０％甲醛溶液中固定 ２４ ｈꎬ后
转入 ７５％乙醇中保存 ２４ ｈꎬ石蜡包埋样本ꎮ 连续石

蜡切片ꎬ行 ＨＥ 染色ꎮ 镜下观察病理组织结构改变ꎮ
免疫组织化学法检测步骤:将石蜡切片脱蜡ꎬ在 ３％
的 Ｈ２Ｏ２ 中灭活 １５ ｍｉｎꎬ用磷酸盐缓冲液(ＰＢＳ)冲

洗ꎮ 将切片放抗原修复缓冲液 ( ｐＨ ６ ０) 中煮沸

１５ ｍｉｎꎬ自然冷却至室温后 ＰＢＳ 冲洗ꎮ 用血清封闭

１０ ｍｉｎ 后倾去ꎻ再滴加一抗工作液(１ ∶１００)ꎬ放置于

４℃过夜后用 ＰＢＳ 冲洗ꎻ３７℃下用生物素标记的二

抗孵育 ３０ ｍｉｎ 后 ＰＢＳ 冲洗ꎻ加入辣根酶标记链霉卵

白素(ＳＡ / ＨＲＰ)工作液ꎬ３７℃孵育 ３０ ｍｉｎ 后 ＰＢＳ 冲

洗ꎻ二氨基联苯胺(ＤＡＢ)溶液显色ꎻ使用苏木素￣伊
红复染后脱水ꎬ透明ꎬ封片ꎮ 显微镜下观察靶蛋白

在肺组织中的定位及表达水平ꎬ每张切片在 ２００ 倍

镜下随机选择 １０ 个视野ꎬ以染色强度和阳性细胞的

百分比进行评分ꎬ总分为两者乘积ꎮ 染色强度:无
棕黄色颗粒为 ０ 分ꎻ淡黄色颗粒为 １ 分ꎻ棕黄色颗粒

为 ２ 分ꎻ大量深棕色或褐色颗粒为 ３ 分ꎮ 阳性细胞
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的比例:无阳性细胞为 ０ 分ꎬ< ２５％为 １ 分ꎬ２５％ ~
５０％为 ２ 分ꎬ５１％~８０％为 ３ 分ꎬ>８０％为 ４ 分ꎮ

５. 采用酶联免疫吸附(ＥＬＩＳＡ)法测定 ＩＬ￣１β 及

ＩＬ￣１８ 的表达量:实验前先将肺组织在预冷的生理盐

水中清洗以除去血液ꎬ之后用滤纸拭干并称重ꎬ用
移液枪量取肺组织块重量 ９ 倍的生理盐水ꎮ 在冰上

用匀浆器研磨ꎬ制备肺组织匀浆ꎮ 将制备好的 １０％
匀浆在 ４℃条件下ꎬ采用离心半径 ６ ｃｍꎬ ３ ０００ ｒ / ｍｉｎ
离心 １５ ｍｉｎꎬ离心结束后留上清ꎬ弃沉淀ꎮ 使用

ＢＣＡ 法测定组织匀浆中的总蛋白含量ꎬ并且用生理

盐水将所有样品蛋白浓度调整为 １ ７５ ｍｇ / ｍｌꎮ 根

据对应 ＥＬＩＳＡ 试剂盒提供的操作步骤ꎬ测定组织内

ＩＬ￣１β 及 ＩＬ￣１８ 的表达量ꎬ每个样品设置 ３ 复孔ꎬ结
果以 ｐｇ / ｍｇ 表示ꎮ

图 １　 各组小鼠肺组织的病理改变　 ＨＥ 染色　 ×２００　 Ａ.健康对照组ꎻＢ.单纯照射组ꎻＣ.照射＋ｍｉＲ￣２２３ 组ꎻＤ. ｍｉＲ￣ＮＣ 组

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｔｈｅ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｍｉｃｅ　 ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ　 ×２００

６. 实时荧光定量 ＰＣＲ 检测肺组织中 ｍｉＲ￣２２３
和 ＮＬＲＰ３ 的表达量:取小鼠肺冻存样品 ５０ ｍｇꎬ加
入 １ ｍｌ ＴＲＩｚｏｌꎬ按照试剂说明书方法提取 ＲＮＡꎬ用
分光光度计检测 ＲＮＡ 含量和纯度ꎻ取 １ μｇ 总 ＲＮＡꎬ
分别加 入 ｍｉＲ￣２２３ 正 向 引 物 ( ＣＧＣＧＡＧＣＡＣＡＧ
ＡＡＴＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＣＧＣＧＧＧＧＧＴＡＴＴ ) 和

Ｕ６ 反向引物 (ＡＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴ)ꎬ使用

ＧｏＳｃｒｉｐｔＴＭ试剂盒反转录 ｍｉＲ￣２２３ 和 Ｕ６ꎮ 使用 Ｏｌｉｇｏ
(ｄＴ) 反转录 ｃＤＮＡꎮ 将反转录得到的产物加入

ＧｏＴａｑ  ｑＰＣＲ 反应液中进行 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 扩增ꎬ
扩增条件 ９５℃ ５ ｍｉｎ、 ９５℃ ２０ ｓ、 ６０℃ ２０ ｓ、 ７２℃
３０ ｓꎬ共 ４０ 个循环ꎬ分别以 Ｕ６ 和 β￣肌动蛋白为内

参ꎬ使用 ２－△△Ｃｔ法对 ｍｉＲ￣２２３ 和 ＮＬＲＰ３ 的扩增结果

进行相对定量分析ꎮ 每个样本重复 ３ 次实验ꎮ 引物

序列及产物长度如下:ＭｉＲ￣２２３ 为 ５７ ｂｐꎬ正向引物

为 ５′ＧＧＣＴＧＴＣＡＧＴＴＴＧＴＣＡＡＡＴＡＣＣ３′ꎬ反向引物为

５′ＣＧＣＧＡＧＣＡＣＡＧＡＡＴＴＡＡＴＡＣＧ３′ꎻＵ６ ９４ ｂｐꎬ正向

引物为 ５′ＣＴＣＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡ３′ꎬ反向引物为 ５′
ＡＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴ３′ꎻＮＬＲＰ３ １４１ ｂｐꎬ正向

引物为 ５′ＡＴＴＡＣＣＣＧＣＣＣＧＡＧＡＡＡＧＧ３′ꎬ反向引物

为 ５′ＴＣＧＣＡＧＣＡＡＡＧＡＴＣＣＡＣＡＣＡＧ３′ꎻβ￣肌动蛋白

１５４ ｂｐꎬ正向引物为 ５′ＧＧＣＴＧＴＡＴＴＣＣＣＣＴＣＣＡＴＣ
Ｇ３′ꎬ 反 向 引 物 为 ５′ ＣＣＡＧＴＴＧＧＴＡＡＣＡＡＴＧＣＣＡＴ
ＧＴ３′ꎮ

７. 蛋白免疫印迹法(Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ)检测蛋白表

达:使用 ＲＩＰＡ 裂解液提取肺组织样本的总蛋白ꎬ通
过 ＢＣＡ 法测定样本蛋白浓度后ꎬ取 ５０ μｇ 蛋白ꎬ于
１０％ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 胶中电泳ꎬ电泳后进行转膜ꎬ将转好

的膜置于 ＴＢＳＴ 配置的 ５％脱脂奶粉中室温封闭 １ ｈ
后ꎬ３(羟甲基)氨基甲烷—盐酸缓冲盐溶液(ＴＢＳＴ)
洗膜ꎬ 按目的蛋白大小剪取膜ꎬ 分别加入一抗

(ＮＬＲＰ３ 抗体和 Ｃａｓｐａｓｅ￣１ 抗体)及内参 β￣肌动蛋白

抗体ꎬ于 ４℃孵育过夜ꎬ使用 ＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次后ꎬ加入

ＨＲＰ 标记的对应二抗ꎬ３７℃孵育 １ ｈꎬ采用电化学发

光(ＥＣＬ)法进行显色ꎬ然后于 ＦｌｕｏｒＣｈｅｍ Ｅ 系统进

行拍照ꎬＱｕａｎｔｉｔｙ Ｏｎｅ ４ ６２(美国 Ｂｉｏ￣Ｒａｄ 公司)成像

软件进行图像分析ꎬ目的蛋白条带的灰度值与内参

蛋白条带灰度值的比值表示目的蛋白的相对表达

量ꎬ上述实验重复 ３ 次ꎬ取其均值ꎮ
８. 统计学处理:采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ５ 软件进

行分析ꎮ 采用 Ｋ￣Ｓ 法进行正态性检验ꎬ数据以 ｘ±ｓ
表示ꎬ采用非成对 ｔ 检验比较两组间差异ꎮ Ｐ<０ ０５
为差异具有统计学意义ꎮ

结　 　 果

１. 病理组织学改变:ＨＥ 染色显示ꎬ健康对照组

小鼠的肺组织结构清晰ꎬ肺泡形态正常ꎬ肺泡壁薄ꎬ
毛细血管壁完整ꎬ无渗出和出血ꎮ 而单纯照射组和

照射＋ＮＣ 组小鼠的肺组织病变表现为肺泡壁增厚ꎬ
肺间质及肺泡壁毛细血管扩张、 出血ꎬ同时伴有大

量炎性细胞的浸润ꎮ 而照射＋ｍｉＲ￣２２３ 组的小鼠肺

组织炎症、 渗出等病理表现较单纯照射组都显著减

轻(图 １)ꎮ
２. 小鼠肺组织中 ｍｉＲ￣２２３ 和 ＮＬＲＰ３ ｍＲＮＡ 的
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表达量:与健康对照组小鼠相比单纯照射组和照射

＋ＮＣ 组小鼠的肺组织样品中 ｍｉＲ￣２２３ 的表达量下

降( ｔ＝ ８ ００、 ９ ２９ꎬＰ<０ ０５)而 ＮＬＲＰ３ 的表达量明

显升高( ｔ ＝ ４ ０８、 ４ ７４ꎬＰ<０ ０５)ꎮ 照射＋ｍｉＲ￣２２３
组的小鼠与单纯照射组相比ꎬＮＬＲＰ３ ｍＲＮＡ 的表达

量下降( ｔ＝ ３ ２２ꎬＰ<０ ０５ꎬ表 １)ꎮ

表 １　 各组小鼠肺组织中 ｍｉＲ￣２２３ 与 ＮＬＲＰ３ ｍＲＮＡ
的相对表达水平(ｘ±ｓ)

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ｍｉＲ￣２２３ ａｎｄ ＮＬＲＰ３ ｍＲＮＡｓ
ｉｎ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｍｉｃｅ(ｘ±ｓ)

　 组别 只数 ｍｉＲ￣２２３ ＮＬＲＰ３
健康对照组 １０ １ ０４±０ ０４ ０ ８８±０ １４
单纯照射组 １０ ０ ５３±０ ０５ａ ２ ９８±０ ４９ａ

照射＋ｍｉＲ￣２２３ 组 １０ １ ４３±０ ０７ｂ １ ３３±０ １３ｂ

照射＋ＮＣ 组 １０ ０ ５０±０ ０４ａ ３ ２６±０ ４８ａ

　 　 注:ａ 与同指标健康对照组比较ꎬｔ＝ ８ ００、 ４ ０８、 ９ ２９、 ４ ７４ꎬ Ｐ<
０ ０５ꎻｂ 与同指标单纯照射组比较ꎬｔ ＝ １０ ３４、 ３ ２２ꎬ Ｐ<０ ０５ꎻＮＣ.阴
性对照

图 ３　 各组小鼠肺组织的 ＩＬ￣１β 及 ＩＬ￣１８ 蛋白表达　 免疫组织化学染色　 ×２００
Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＩＬ￣１β ａｎｄ ＩＬ￣１８ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｍｉｃｅ　 Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ ×２００

　 　 ３. Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＮＬＲＰ３ 和 Ｃａｓｐａｓｅ￣１ 蛋白

表达:Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示ꎬ与健康对照组小鼠相

比单纯照射组和照射 ＋ ＮＣ 组小鼠肺组织内的

ＮＬＲＰ３ 与 Ｃａｓｐａｓｅ￣１ 蛋白表达均显著升高 ( ｔ ＝
１１ １９、 ５ ９９、 ４ ８３、 ６ ４６ꎬＰ<０ ０５)ꎬ而照射＋ｍｉＲ￣
２２３ 组小鼠 ＮＬＲＰ３ 与 Ｃａｓｐａｓｅ￣１ 蛋白表达较单纯照

射组均降低( ｔ＝ １２ ４７、 ４ ９５ꎬＰ<０ ０５ꎬ图 ２)ꎮ
４. 免疫组织化学法检测肺组织中 ＩＬ￣１β 和 ＩＬ￣

１８ 蛋白表达:结果显示ꎬ正常小鼠的肺组织中 ＩＬ￣１β
和 ＩＬ￣１８ 表达水平较低ꎬ主要在肺上皮细胞中存在

少量弱阳性表达ꎻ而在单纯照射组肺组织中ꎬＩＬ￣１β
和 ＩＬ￣１８ 出现明显阳性甚至强阳性表达ꎬ主要表达

于肺间质及肺上皮细胞胞质ꎬ部分巨噬细胞胞质也

注:１.健康对照组ꎻ２.单纯照射组ꎻ３.照射＋ｍｉＲ￣２２３ 组ꎻ４.照射

＋ＮＣ 组ꎮａ 与健康对照组比较ꎬｔ ＝ １１ １９、 ５ ９９、 ４ ８３、 ６ ４６ꎬ

Ｐ<０ ０５ꎻｂ 与单纯照射组比较ꎬｔ＝ １２ ４７、 ４ ９５ꎬ Ｐ<０ ０５
图 ２　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测各组小鼠肺组织中 ＮＬＲＰ３ 和 Ｃａｓｐａｓｅ￣
１ 蛋白表达水平　 Ａ. Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 蛋白条带ꎻＢ. 蛋白相对表

达量

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＮＬＲＰ３ ａｎｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣１ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｉｎ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｍｉｃｅ　 Ａ. Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｂａｎｄｓꎻ Ｂ. Ｔｈｅ
ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＮＬＲＰ３ ａｎｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣１

出现阳性表达ꎻ照射＋ｍｉＲ￣２２３ 组小鼠肺组织中 ＩＬ￣
１β 和 ＩＬ￣１８ 蛋白表达较单纯照射组低ꎮ 健康对照

组、 单纯照射组、 照射＋ｍｉＲ￣２２３ 组以及照射＋ＮＣ
组ꎬＩＬ￣１β 免疫组织化学评分分别为 １ １０ ＋ ０ ２３、
７ ５０＋０ ４３、 ２ １０＋０ ３１ 及 ７ ５０＋０ ４３ꎻＩＬ￣１８ 免疫组

织化学评分分别为 １ ００＋０ ３９、 ６ ００＋０ ６１、 １ ６０＋
０ ４０ 及 ５ ７０＋０ ５９ꎮ 与健康对照组比较ꎬ单纯照射

组和照射＋ＮＣ 组的评分分值均显著升高ꎬ差异有统

计学意义( ｔＩＬ￣１ ＝ １３ １２、 １３ １２ꎬｔＩＬ￣１８ ＝ ６ ８５、 ６ ５７ꎬＰ<
０ ０５)ꎻ而照射＋ｍｉＲ￣２２３ 组与单纯照比较ꎬＩＬ￣１β 和

ＩＬ￣１８ 评分分值有显著下降 ( ｔ ＝ １０ １６、 ６ ００ꎬＰ <
０ ０５ꎬ图 ３)

９６１中华放射医学与防护杂志 ２０１９ 年 ３ 月第 ３９ 卷第 ３ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｒａｄｉｏｌ Ｍｅｄ Ｐｒｏｔꎬ Ｍａｒｃｈ ２０１９ꎬＶｏｌ. ３９ꎬＮｏ. ３



５. 小鼠肺组织匀浆中炎症因子的表达:由表 ２
可知ꎬ与健康对照组比较ꎬ单纯照射组小鼠肺组织

匀浆中 ＩＬ￣１β 和 ＩＬ￣１８ 含量均明显增高( ｔ ＝ １８ ０６、
１２ ７９ꎬＰ<０ ０５)ꎮ 照射＋ｍｉＲ￣２２３ 组 ＩＬ￣１β 和 ＩＬ￣１８
的表达量相对于单纯照射组明显降低( ｔ ＝ ８ ２２、
８ ４７ꎬＰ<０ ０５)ꎮ

表 ２　 各组小鼠肺组织匀浆中 ＩＬ￣１β 和 ＩＬ￣１８ 含量

(ｐｇ / ｍｇꎬ ｘ±ｓ)
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＩＬ￣１β ａｎｄ ＩＬ￣１８ ｉｎ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ

ｏｆ ｍｉｃｅ (ｐｇ / ｍｇꎬ ｘ±ｓ)
　 组别 只数 ＩＬ￣１β ＩＬ￣１８
健康对照组 ５ ３６２ ５０±１５ ０１ １４８ １０±１６ ５６
单纯照射组 ５ ９３２ ００±２７ ７３ａ ６１０ ３０±３２ １１ａ

照射＋ｍｉＲ￣２２３ 组 ５ ４７９ ４０±４７ ５６ｂ ２３９ ８０±２９ ７０ｂ

照射＋ＮＣ 组 ５ ９５７ ６０±５９ ６３ａ ６１２ ００±２６ ９８ａ

　 　 注:ａ 与同指标健康对照组比较ꎬｔ＝ １８ ０６、 １２ ７９、 ９ ９７、 １４ ６５ꎬ
Ｐ<０ ０５ꎻｂ 与同指标单纯照射组比较ꎬｔ＝ ８ ２２、 ８ ４７ꎬ Ｐ<０ ０５

讨　 　 论

放射性肺损伤包括急性放射性肺炎和放射性

肺纤维化ꎬ而在急性炎症期ꎬ肺上皮细胞和巨噬细

胞由于受到辐射损伤而分泌的多种炎症因子和趋

化因子会导致级联放大效应ꎬ造成严重炎症反应ꎬ
从而导致后期严重的纤维化[４] ꎮ 因此ꎬ在急性炎

症期就进行积极主动地的药物干预ꎬ减轻肺部的

炎症反应ꎬ可以预防和阻止后期肺纤维化的发生

和进展ꎮ 但是ꎬ目前对于放射性肺损伤ꎬ尚无很理

想的预防和治疗的措施ꎮ 寻找有效防治放射性肺

损伤的药物ꎬ成为近年来放射防护研究的热点

问题[５￣６] ꎮ
ＭｉＲ￣２２３ 是一种调节炎症的 ｍｉｃｒｏＲＮＡꎬ通常在

骨髓来源的细胞中高表达[７]ꎮ ｍｉＲ￣２２３ 在许多炎症

相关的疾病中都起到了重要的调控作用[８￣１０]ꎮ 在肺

部疾病的相关研究中ꎬｍｉＲ￣２２３ 通过调控不同的靶

基因表达呈现出多种作用ꎮ 在研究感染引起的急

性肺损伤研究中ꎬ发现来自多形核中性粒细胞的

ｍｉＲ￣２２３ 可以穿梭至肺上皮细胞中ꎬ并通过调控靶

基因 ＰＡＲＰ￣１ 的表达ꎬ抑制肺部炎症ꎬ减轻由金黄色

葡萄球菌引起的急性肺损伤[９]ꎮ 而在肺动脉高压

相关的研究中发现ꎬｍｉＲ￣２２３ 可通过抑制其靶基因

ＲｈｏＢ 和 ＭＬＣ２ 的表达ꎬ调节肺动脉平滑肌细胞增

殖ꎬ迁移和肌动蛋白重组ꎬ导致血管重塑同时抑制

肺动脉高压的发展[１１]ꎮ
在 ｍｉＲ￣２２３ 众多的靶基因中ꎬＮＬＲＰ３ 是其经典

的靶基因之一ꎬ参与炎症复合体的组装ꎬ构成了炎

症复合体的核心部分ꎮ 近年来的肺部疾病研究中

发现ꎬＮＬＲＰ３ 与肺损伤及纤维化有着密切的联系ꎬ
可作为肺损伤疾病新的潜在治疗靶点ꎮ 如苦杏仁

甙可以通过对 ＮＬＲＰ３ 信号通路的抑制ꎬ保护由 ＬＰＳ
诱导的急性肺损伤[１２]ꎻ 在由博来霉素诱导的特发

性肺纤维化中ꎬＮＬＲＰ３ 又通过 ＴＧＦ￣β 调控了肺上

皮细胞发生上皮间质转化的过程ꎬ抑制 ＮＬＲＰ３ 的

活化可以减轻肺纤维化的程度[１３] ꎻ 在矽肺病的研

究中ꎬＮＬＲＰ３ 炎性小体参与介导了上皮间质转化ꎬ
可能是阻止肺纤维化的靶点[１４] ꎮ 在放射性肺损伤

中ꎬ辐射可损伤组成肺结构的细胞(如成纤维细胞

和上皮细胞) 并激活巨噬细胞中的 ＮＬＲＰ３ 炎性

体ꎮ 这导致 ＩＬ￣１ 的释放和嗜酸性粒细胞聚集ꎬ从
而促进 Ｔｈ２ 细胞介导的免疫应答ꎬ分泌细胞因子

诱导放射性肺炎和纤维化ꎮ 而靶向抑制这些促炎

途径可以显著减轻辐射诱导的肺损伤[１５] ꎮ 在放射

性肺损伤近年的研究中也发现 Ｘ 射线的照射可以

激活 ＮＬＲＰ３ 炎性体ꎬ并进一步刺激 Ｃａｓｐａｓｅ￣１ 和

Ｃａｓｐａｓｅ￣４ / ５ / １１ 的激活ꎬ从而释放大量炎性细胞因

子 ＩＬ￣１β 和 ＩＬ￣１８ 和炎性细胞内容物ꎬ引起炎症反

应ꎬ最终导致细胞崩解[１６] ꎮ 以上的研究都说明ꎬ抑
制 ＮＬＲＰ３ 炎性体的激活可能是减轻放射性肺损伤

的一条有效途径ꎮ
本研究探讨了在急性放射性肺损伤中 ｍｉＲ￣２２３

能否通过抑制 ＮＬＲＰ３ 的表达ꎬ减轻放射性肺炎的程

度ꎬ起到防护放射性肺损伤的作用ꎮ 结果显示ꎬ
１５ Ｇｙ Ｘ 射线单次照射小鼠肺部ꎬ导致肺组织中

ｍｉＲ￣２２３ 表达降低和 ＮＬＲＰ３ 的表达升高ꎮ 而伴随

ＮＬＲＰ３ 的升高ꎬ活化的 Ｃａｓｐａｓｅ￣１ 的表达也随之升

高ꎬ而 Ｃａｓｐａｓｅ￣１ 会将无活性的细胞因子前体 ｐｒｏ￣ＩＬ￣
１β 和 ｐｒｏ￣ＩＬ￣１８ 转化为成熟的 ＩＬ￣１β 和 ＩＬ￣１８ꎬ并促

进其分泌ꎬ引起炎症反应ꎮ 因此ꎬ本研究在多种检

测手段中均观察到 ＮＬＲＰ３、 Ｃａｓｐａｓｅ￣１、 ＩＬ￣１β 以及

ＩＬ￣１８ 表达的升高ꎬ造成小鼠放射性肺炎ꎮ 当给予

ｍｉＲ￣２２３ ａｇｏｍｉｒ 治疗后ꎬ小鼠肺部的炎症情况明显

减轻ꎬ并且一系列蛋白如 ＮＬＲＰ３、 Ｃａｓｐａｓｅ￣１、 ＩＬ￣１β
以及 ＩＬ￣１８ 的表达水平显著降低ꎮ 这表明 ｍｉＲ￣２２３
对小鼠急性放射性肺损伤有一定的防治作用ꎮ 其

作用机制可能是通过抑制靶基因 ＮＬＲＰ３ 的表达ꎬ降
低 ＮＬＲＰ３ 炎症复合体的活化水平ꎬ从而抑制复合体

中的效应蛋白 Ｃａｓｐａｓｅ￣１ 的活化ꎬ最终减少炎症因子

ＩＬ￣１β 和 ＩＬ￣１８ 的分泌减轻炎症反应ꎮ 总之ꎬｍｉＲ￣

０７１ 中华放射医学与防护杂志 ２０１９ 年 ３ 月第 ３９ 卷第 ３ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｒａｄｉｏｌ Ｍｅｄ Ｐｒｏｔꎬ Ｍａｒｃｈ ２０１９ꎬＶｏｌ. ３９ꎬＮｏ. ３



２２３ 通过阻断急性放射性肺损伤中发生级联式的炎

症反应ꎬ减轻了放射性肺炎的程度ꎬ起到了防护放

射性肺损伤的作用ꎮ
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