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[摘要] 　 目的　 探讨微小 ＲＮＡ(ｍｉＲ) ￣２９ｂ 通过调控转化生长因子(ＴＧＦ) ￣β１ / Ｓｍａｄ 信号通路

对间质性肺疾病( ＩＬＤ)Ａ５４９ 细胞增殖、迁移、侵袭和上皮￣间质转化(ＥＭＴ)的影响机制ꎮ 方法　 将

Ａ５４９ 细胞分为空白对照组、ＴＧＦ￣β１ 诱导组(ＴＧＦ￣β１)、ｍｉＲ￣２９ｂ 过表达组(ＴＧＦ￣β１ ＋ 转染 ｍｉＲ￣２９ｂ
ｍｉｍｉｃ)和 ＮＣ 组(ＴＧＦ￣β１ ＋ 转染 ｍｉＲ￣ＮＣ)ꎮ 采用实时荧光定量 ＰＣＲ(ｑＲＴ￣ＰＣＲ)检测 ｍｉＲ￣２９ｂ 及

ＴＧＦ￣β１ ｍＲＮＡ 表达水平ꎻ采用 ＣＣＫ￣８、划痕实验与 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 检测细胞增殖活力、迁移和侵袭能力ꎻ
采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＴＧＦ￣β / Ｓｍａｄ 通路相关蛋白表达水平ꎮ 结果 　 与空白对照组比较ꎬＴＧＦ￣β１
诱导组和 ＮＣ 组 ｍｉＲ￣２９ｂ 表达水平、各时间点细胞增殖抑制率下降ꎬＴＧＦ￣β１ ｍＲＮＡ 表达水平、侵袭

细胞数量、划痕愈合率、ＴＧＦ￣β１、ｐ￣Ｓｍａｄ２、Ｎ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 蛋白相对表达水平均上升ꎻ与 ＴＧＦ￣β１
诱导组和 ＮＣ 组比较ꎬｍｉＲ￣２９ｂ 过表达组 ｍｉＲ￣２９ｂ 表达水平、细胞增殖抑制率均升高ꎬＴＧＦ￣β１ ｍＲＮＡ
表达水平、侵袭细胞数量和划痕愈合率、ＴＧＦ￣β１、ｐ￣Ｓｍａｄ２、Ｎ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 蛋白相对表达水平

均降低(Ｐ < ０. ０５)ꎮ 结论 　 ｍｉＲ￣２９ｂ 可通过调节 ＴＧＦ￣β１ / Ｓｍａｄ 信号通路阻止 ＥＭＴ 进程而抑制

Ａ５４９ 细胞增殖、迁移、侵袭ꎮ
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[Ａｂｓｔｒａｃｔ] 　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ 　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｍｉｃｒｏＲＮＡ (ｍｉＲ) ￣２９ｂ’ ｓ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎꎬｍｉｇｒａｔｉｏｎꎬｉｎｖａｓｉｏｎ ａｎｄ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ￣ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ(ＥＭＴ) ｏｆ Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌ
ｌｕｎｇ ｄｉｓｅａｓｅ(ＩＬＤ) ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ(ＴＧＦ) ￣β１ / Ｓｍａｄ ｓｉｇｎａｌｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ.
Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬＴＧＦ￣β１ ｉｎｄｕｃｅｄ ｇｒｏｕｐ(ＴＧＦ￣β１)ꎬｍｉＲ￣２９ｂ
ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｇｒｏｕｐ(ＴＧＦ￣β１ ＋ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｍｉＲ￣２９ｂ ｍｉｍｉｃ) ａｎｄ ＮＣ ｇｒｏｕｐ(ＴＧＦ￣β１ ＋ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ
ｗｉｔｈ ｍｉＲ￣ＮＣ) . Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ( ｑＲＴ￣ＰＣＲ) ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｍｉＲ￣２９ｂ ａｎｄ
ＴＧＦ￣β１ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓꎻＣＣＫ￣８ꎬｓｃｒａｔｃｈ ａｓｓａｙ ａｎｄ Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ
ｖｉａｂｉｌｉｔｙꎬｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｖｅ ａｂｉｌｉｔｙꎻＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＴＧＦ￣β１ /
Ｓｍａｄ ｐａｔｈｗａｙ ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬｍｉＲ￣２９ｂ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ
ａｎｄ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒａｔｅ ａｔ ａｌｌ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ ｗｅｒｅ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ＴＧＦ￣β１ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ＮＣ ｇｒｏｕｐꎬａｎｄ
ＴＧＦ￣β１ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌꎬｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｉｎｖａｓｉｖｅ ｃｅｌｌｓꎬｔｈｅ ｒａｔｅ ｏｆ ｓｃｒａｔｃｈ ｈｅａｌｉｎｇ ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＴＧＦ￣β１ꎬｐ￣Ｓｍａｄ２ꎬＮ￣ｃａｄｈｅｒｉｎꎬａｎｄ Ｖｉｍｅｎｔｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ(Ｐ < ０. ０５) . Ｃｏｍｐａｒｅｄ
ｗｉｔｈ ＴＧＦ￣β１ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ＮＣ ｇｒｏｕｐꎬｍｉＲ￣２９ｂ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ｈａｄ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｍｉＲ￣２９ｂ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ
ａｎｄ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒａｔｅꎬＴＧＦ￣β１ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓꎬｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｉｎｖａｄｉｎｇ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ
ｓｃｒａｔｃｈ ｈｅａｌｉｎｇ ｒａｔｅꎬＴＧＦ￣β１ꎬｐ￣Ｓｍａｄ２ꎬＮ￣ｃａｄｈｅｒｉｎꎬａｎｄ Ｖｉｍｅｎｔｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ
ｄｅｃｒｅａｓｅｄ(Ｐ < ０. ０５) . Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 ｍｉＲ￣２９ｂ ｃａｎ ｉｎｈｉｂｉｔ Ａ５４９ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎꎬｍｉｇｒａｔｉｏｎꎬａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ
ｂｙ ｂｌｏｃｋｉｎｇ ｔｈｅ ＥＭＴ ｐｒｏｃｅｓｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ ＴＧＦ￣β１ / Ｓｍａｄ ｓｉｇｎａｌｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ.
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ｓｉｇｎａｌｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙꎻ　 Ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ￣ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ
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　 　 间质性肺疾病( ＩＬＤ)源于慢性炎症性组织损伤与

修复[１￣４]ꎮ 上皮￣间质转化(ＥＭＴ)过程中ꎬ上皮细胞转

化为间质细胞[５￣６]ꎬ导致肺泡损伤、炎症及肺间质纤维

化[７￣８]ꎬ其中转化生长因子( ＴＧＦ) ￣β１ 为主要诱导因

子[９￣１０]ꎮ 尽管 ＥＭＴ 非 ＩＬＤ 唯一发病机制ꎬ但二者密切

相关[１１]ꎮ 微小 ＲＮＡ(ｍｉＲ)尤其是 ｍｉＲ￣２９ｂ 在纤维化

调控中作用显著[１２￣１３]ꎬ但其在 ＩＬＤ 细胞行为及 ＥＭＴ 中

的具体作用尚待研究ꎮ 本研究旨在探究 ｍｉＲ￣２９ｂ 通过

ＴＧＦ￣β１ / Ｓｍａｄ 信号通路对 ＩＬＤ Ａ５４９ 细胞增殖、迁移、
侵袭及 ＥＭＴ 的影响机制ꎬ为 ＩＬＤ 治疗提供新方向ꎮ

材料与方法

１. 实验材料:Ａ５４９ 细胞(上海赛百慷生物技术股

份有限公司)ꎻ人重组 ＴＧＦ￣β１( ｒｈＴＧＦ￣β１) (上海力敏

实业有限公司)ꎻｍｉＲ￣２９ｂ ｍｉｍｉｃ、ｍｉＲ￣ＮＣ(上海吉玛生

物有限公司)ꎻ八肽胆囊收缩素(ＣＣＫ￣８)溶液(北京索

莱宝科技有限公司)ꎻｍｉＲ￣２９ｂ 荧光定量 ＰＣＲ 试剂盒、
电化学发光(ＥＣＬ)试剂盒(江苏碧云天生物有限公

司)ꎻ一抗稀释液、二抗稀释液、Ｓｍａｄ２ / ３ 抗体ꎬ磷酸化

Ｓｍａｄ２ 抗体、磷酸化 Ｓｍａｄ３ 抗体(美国 ＣＳＴ 公司)ꎻ甘
油醛￣３￣磷 酸 脱 氢 酶 ( ＧＡＰＤＨ ) 抗 体、 Ｎ￣钙 黏 蛋 白

(Ｎ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ)抗体、Ｅ￣钙黏蛋白(Ｅ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ)抗体、波
形蛋白(Ｖｉｍｅｎｔｉｎ)抗体(武汉博士德生物公司)ꎮ

２. 方法

(１)细胞转染及分组:Ａ５４９ 细胞培养至对数生长

期ꎬ加入胰蛋白酶消化ꎬ离心制成单细胞悬液ꎬ接种于

细胞培养板中ꎮ 细胞分为 ４ 组:空白对照组、ＴＧＦ￣β１
诱导组(９ ｐｍｏｌ / ＬＴＧＦ￣β１)、ｍｉＲ￣２９ｂ 过表达组(９ ｐｍｏｌ / Ｌ
ＴＧＦ￣β１ ＋转染 ｍｉＲ￣２９ｂ ｍｉｍｉｃ ５ μｌ)和 ＮＣ 组(９ ｐｍｏｌ / Ｌ
ＴＧＦ￣β１ ＋转染 ｍｉＲ￣ＮＣ ５ μｌ)ꎬ通过 ６ 孔板培养ꎮ 在细

胞生长融合至 ７０％ ~ ８０％ 时ꎬ根据试剂说明书转染ꎬ
再置于 ３７ ℃、５％ＣＯ２的恒温培养箱中培养 ４８ ｈꎮ

(２)检测 ｍｉＲ￣２９ｂ 及 ＴＧＦ￣β１ ｍＲＮＡ 表达水平:应
用实时荧光定量 ＰＣＲ( ｑＲＴ￣ＰＣＲ)测定目标基因(Ｕ６
作为内参)ꎮ 反应体系共 ２５ μｌꎬ包括 ２. ５ μｌ ＲＮＡ 模板ꎬ
正向引物和反向引物各 ０. ７５ μｌ(１０ μｍｏｌ / Ｌ)ꎬ１２. ５ μｌ
２０ × Ｅｖａ Ｇｒｅｅｎꎬ６. ２５ μｌ ｄｄＨ２ Ｏꎮ 扩增反应以 ４２ ℃
(３０ ｍｉｎ)、９５ ℃(３０ ｓ)、９５ ℃(５ ｓ)、６０ ℃(４０ ｓ)为一个

循环ꎬ共 ４０ 个循环ꎮ 样本目的基因相对表达量 ＝
２ － ΔΔＣｔꎮ

(３)ＣＣＫ￣８ 检测细胞增殖抑制率:将细胞接种于

９６ 孔板中ꎬ恒温培养ꎬ培养开始后每 ２４ ｈ 加入 １ 次

ＣＣＫ￣８ 溶液ꎬ并在 ２ ｈ 后于酶标仪 ４５０ ｎｍ 波长处检测

吸光度(ＯＤ)值ꎬ共 ３ 次ꎮ 抑制率(％ ) ＝ [１ － 实验组

ＯＤ(４５０)值 /空白对照组 ＯＤ(４５０)值] × １００％ ꎮ

(４)划痕实验:使用无血清培养基培养细胞ꎬ用无

菌移液管尖端在各组细胞培养基上刮擦形成同宽度的

伤口ꎬ磷酸盐缓冲溶液(ＰＢＳ)洗涤ꎬ于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２的

培养箱中培养 ４８ ｈꎬ显微镜下拍照观察ꎮ
(５)Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 检测细胞迁移和侵袭能力:将细胞

置于 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室ꎬ在无血清培养基中培养ꎬ小室下

层加入正常培养基ꎬ常规培养 ２４ ｈ 后拭去未迁移细

胞ꎬ４％多聚甲醛固定、结晶紫染色ꎬＰＢＳ 洗涤晾干后于

倒置显微镜下拍照观察ꎮ
(６)Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测:待细胞培养结束后ꎬ弃置培

养液ꎬ预冷 ＰＢＳ 洗涤细胞 ２ 次ꎬ裂解细胞提取总蛋白ꎬ
测定蛋白水平ꎬ将蛋白加热变性、电泳转膜后ꎬ加入

５％脱脂奶粉封闭 ２ ｈꎬ再加入一抗 ＴＧＦ￣β１(１∶ １ ０００)、
Ｓｍａｄ２ / ３ ( １ ∶ ５ ０００ )、 ｐ￣Ｓｍａｄ２ ( １ ∶ １ ０００ )、 ｐ￣Ｓｍａｄ３
(１∶ １ ０００)、Ｎ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ(１∶ １ ０００)、Ｅ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ (１∶ １ ０００)、
Ｖｉｍｅｎｔｉｎ(１∶ １ ０００)及ＧＡＰＤＨ(１∶ １０ ０００)ꎬ４ ℃孵育过夜ꎮ
ＴＢＳＴ 洗涤 ３ 次ꎬ加入封闭液稀释的二抗(１ ∶ ３ ０００)室
温孵育 ２ ｈꎬＥＣＬ 法显影获取待测蛋白条带ꎬ计算目的

蛋白相对表达水平ꎮ
３. 统计学处理:应用 ＳＰＳＳ ２６. ０ 软件进行统计分

析ꎮ 符合正态分布的计量数据以 􀭰ｘ ± ｓ 表示ꎬ多组间比

较采用单因素方差分析ꎬ两组间比较采用独立样本

ｔ 检验ꎮ 以 Ｐ < ０. ０５ 为差异有统计学意义ꎮ

结　 　 果

１. ４ 组细胞 ｍｉＲ￣２９ｂ、ＴＧＦ￣β１ ｍＲＮＡ 表达水平及

增殖抑制率比较:与空白对照组比较ꎬＴＧＦ￣β１ 诱导组

和 ＮＣ 组 ｍｉＲ￣２９ｂ 表达水平及各时间点细胞增殖抑制

率均降低ꎬＴＧＦ￣β１ ｍＲＮＡ 表达水平升高ꎻ与 ＴＧＦ￣β１
诱导组和 ＮＣ 组比较ꎬｍｉＲ￣２９ｂ 过表达组 ｍｉＲ￣２９ｂ 表达

水平及各时间点细胞增殖抑制率均升高ꎬＴＧＦ￣β１ ｍＲ￣
ＮＡ 表达水平降低(Ｐ < ０. ０５)ꎮ 见表 １ꎮ
　 　 ２. ４ 组细胞迁移和侵袭能力比较:与空白对照组

比较ꎬＴＧＦ￣β１ 诱导组和 ＮＣ 组侵袭细胞数量、划痕愈

合率均增加ꎻ与 ＴＧＦ￣β１ 诱导组和 ＮＣ 组比较ꎬｍｉＲ￣２９ｂ
过表达组侵袭细胞数量、划痕愈合率均减少 ( Ｐ <
０. ０５)ꎮ 见表 ２、图 １、图 ２ꎮ

表 ２　 ４ 组细胞迁移和侵袭能力比较(􀭰ｘ ± ｓꎬｎ ＝ ３)

组别 侵袭细胞数量(个) 划痕愈合率(％ )

空白对照组 ８８. ２６ ± １０. ５３ ２９. １４ ± ３. ３６
ＴＧＦ￣β１ 诱导组 １４８. ８６ ± １６. ７４ａ ６５. ５９ ± ５. ５８ａ

ＮＣ 组 １４７. ９８ ± １５. ４４ａ ６４. ３２ ± ４. ９７ａ

ｍｉＲ￣２９ｂ 过表达组 １０１. １４ ± ８. ８６ｂｃ ３６. ６４ ± ３. ３８ｂｃ

Ｆ 值 １６. ７７５ ５３. ８３０
Ｐ 值 < ０. ００１ < ０. ００１

　 　 注:与空白对照组比较ꎬａ Ｐ < ０. ０５ꎻ与 ＴＧＦ￣β１ 诱导组比较ꎻｂ Ｐ <
０. ０５ꎻ与 ＮＣ 组比较ꎬｃＰ < ０. ０５
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表 １　 ４ 组细胞 ｍｉＲ￣２９ｂ、ＴＧＦ￣β１ ｍＲＮＡ 表达水平及增殖抑制率比较(􀭰ｘ ± ｓꎬｎ ＝ ３)

组别 ｍｉＲ￣２９ｂ ＴＧＦ￣β１ ｍＲＮＡ
细胞增殖抑制率(％ )

２４ ｈ ４８ ｈ ７２ ｈ
空白对照组 １. ００ ± ０. ００ ０. ９５ ± ０. ２２ ４９. ５６ ± ３. ６８ ３８. ７５ ± ３. ３７ ２９. ９６ ± ３. ６８
ＴＧＦ￣β１ 诱导组 ０. ５６ ± ０. ０６ａ ６. ７５ ± ０. ７３ａ ２２. ５９ ± ３. ３２ａ ２３. ３９ ± ３. １８ａ ２０. ６４ ± ２. ９９ａ

ＮＣ 组 ０. ５５ ± ０. ０７ａ ６. ７３ ± ０. ７５ａ ２２. ０１ ± ２. ９８ａ ２２. ３７ ± ３. ０９ａ ２０. ０１ ± ３. １２ａ

ｍｉＲ￣２９ｂ 过表达组 １. ０７ ± ０. ３１ｂｃ １. ０６ ± ０. ３４ｂｃ ４９. ８５ ± ４. ７４ｂｃ ３９. ６９ ± ３. ６５ｂｃ ３０. ３６ ± ３. ５７ｂｃ

Ｆ 值 ８. ９０６ １０４. ４８３ ３５. １２４ ２９. ５０７ １８. ６５８
Ｐ 值 ０. ００６ < ０. ００１ < ０. ００１ < ０. ００１ < ０. ００１

　 　 注:与空白对照组比较ꎬａＰ < ０. ０５ꎻ与 ＴＧＦ￣β１ 诱导组比较ꎻｂＰ < ０. ０５ꎻ与 ＮＣ 组比较ꎬｃＰ < ０. ０５

图 １　 ４ 组细胞 ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 检测结果(Ａ:空白对照组ꎻＢ:ＴＧＦ￣β１ 诱导组ꎻＣ:ＮＣ 组ꎻＤ:ｍｉＲ￣２９ｂ 过表达组ꎻ结晶紫染色ꎬ × ２００)

图 ２　 ４ 组细胞划痕实验结果(Ａ、Ｅ:空白对照组ꎻＢ、Ｆ:ＴＧＦ￣β１ 诱导组ꎻＣ、Ｇ:ＮＣ 组ꎻＤ、Ｈ:ｍｉＲ￣２９ｂ 过表达组ꎻＡ、Ｂ、Ｃ、Ｄ:０ ｈꎻＥ、Ｆ、Ｇ、Ｈ:４８ ｈꎻ ×４０)

表 ３　 ４ 组细胞 ＴＧＦ￣β１ / Ｓｍａｄ 信号通路相关蛋白相对表达水平比较(􀭰ｘ ± ｓꎬｎ ＝ ３)

组别 ＴＧＦ￣β１ Ｓｍａｄ２ ｐ￣Ｓｍａｄ２ Ｓｍａｄ３ ｐ￣Ｓｍａｄ３ Ｎ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ Ｅ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ Ｖｉｍｅｎｔｉｎ

空白对照组 １. １２ ± ０. ２５ ０. ９７ ± ０. ２６ １. ０５ ± ０. ２１ １. ３８ ± ０. ３２ １. ０５ ± ０. １９ １. １５ ± ０. ２３ １. ０６ ± ０. １８ １. ２３ ± ０. １９
ＴＧＦ￣β１ 诱导组 ６. ８９ ± ０. ８１ａ １. １６ ± ０. ３２ ３. ３５ ± ０. ９７ａ １. ５２ ± ０. ３５ １. ２２ ± ０. ２８ ３. ３９ ± ０. ４１ａ １. １２ ± ０. ２３ａ ２. ９８ ± ０. ３４ａ

ＮＣ 组 ６. ９２ ± ０. ８６ａ １. １２ ± ０. ２１ ３. ２９ ± ０. ８４ａ １. ４９ ± ０. ２８ １. ２０ ± ０. １８ ３. ４２ ± ０. ３８ａ １. １５ ± ０. ２５ａ ３. ０１ ± ０. ２６ａ

ｍｉＲ￣２９ｂ 过表达组 １. １７ ± ０. ４５ｂｃ １. ０６ ± ０. ３０ １. ５９ ± ０. ３９ｂｃ １. ４３ ± ０. ３７ １. １４ ± ０. ２３ １. ２２ ± ０. ２７ｂｃ １. １０ ± ０. ３２ １. ３４ ± ０. ３０ｂｃ

Ｆ 值 ７３. ４９１ ０. ２６９ ８. ４３５ ０. １０６ ０. ３５０ ４５. ００４ ０. ０６８ ３７. ９００
Ｐ 值 < ０. ００１ ０. ８４６ ０. ００７ ０. ９５４ ０. ７９１ < ０. ００１ ０. ９７５ < ０. ００１

　 　 注:与空白对照组比较ꎬａＰ < ０. ０５ꎻ与 ＴＧＦ￣β１ 诱导组比较ꎻｂＰ < ０. ０５ꎻ与 ＮＣ 组比较ꎬｃＰ < ０. ０５

　 　 ３. ４ 组细胞 ＴＧＦ￣β１ / Ｓｍａｄ 信号通路相关蛋白相

对表达水平比较:与空白对照组比较ꎬＴＧＦ￣β１ 诱导组

和 ＮＣ 组 ＴＧＦ￣β１、ｐ￣Ｓｍａｄ２、Ｎ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 蛋白

相对表达水平均上升ꎻ与 ＴＧＦ￣β１ 诱导组和 ＮＣ 组比

较ꎬｍｉＲ￣２９ｂ 过表达组 ＴＧＦ￣β１、 ｐ￣Ｓｍａｄ２、Ｎ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ、
Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 蛋白相对表达水平均降低(Ｐ <０. ０５)ꎮ 见表 ３ꎮ

讨　 　 论

本研究结果显示ꎬｍｉＲ￣２９ｂ 表达上调可降低 ＴＧＦ￣

β１ ｍＲＮＡ 水平ꎬ抑制 Ａ５４９ 细胞增殖、迁移和侵袭ꎬ抑
制 ＴＧＦ￣β１、 ｐ￣Ｓｍａｄ２ 及 Ｎ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 蛋白表

达ꎬ说明 ｍｉＲ￣２９ｂ 可能通过抑制 ＴＧＦ￣β１ / Ｓｍａｄ 信号通

路介导的 ＥＭＴ 而阻止 Ａ５４９ 细胞增殖、迁移和侵袭ꎮ
　 　 ＴＧＦ￣β１ / Ｓｍａｄ 信号通路是 ＥＭＴ 过程中的关键信

号通路ꎬ其作用机制主要包括以下几个方面:(１)促进

ＥＭＴ:ＴＧＦ￣β１ 与细胞表面受体结合后ꎬ通过激活 Ｓｍａｄ
信号通路ꎬ促进上皮细胞向间充质细胞转化ꎬ在这个过

程中ꎬＴＧＦ￣β１ / Ｓｍａｄ 信号通路可诱导一系列 ＥＭＴ 相关
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基因表达ꎬ促使上皮细胞失去上皮特征ꎬ获得间充质特

征[１４￣１５]ꎮ (２)抑制上皮细胞分化:在某些情况下ꎬＴＧＦ￣
β１ / Ｓｍａｄ 信号通路可抑制上皮细胞正常分化ꎬ当上皮

细胞受到损伤或刺激时ꎬＴＧＦ￣β１ / Ｓｍａｄ 信号通路被激

活ꎬ促使细胞进入 ＥＭＴ 过程ꎬ从而逃避损伤或刺

激[１６￣１７]ꎮ (３)调控细胞迁移和侵袭:在 ＥＭＴ 过程中ꎬ
ＴＧＦ￣β１ / Ｓｍａｄ 信号通路可调控细胞迁移和侵袭能力ꎬ
激活的 ＴＧＦ￣β１ / Ｓｍａｄ 信号通路可诱导一些与细胞迁

移和侵袭相关的基因和蛋白表达ꎬ从而促进细胞迁移

和侵袭[１８￣１９]ꎮ 有研究发现ꎬ阻断 ＴＧＦ￣β１ / Ｓｍａｄ 信号通

路即可抑制 ＥＭＴ 过程ꎬ从而减轻肺纤维化[２０]ꎮ
ｍｉＲ￣２９ｂ 已被证实与 ＥＭＴ 密切相关ꎮ 在上皮细

胞中ꎬｍｉＲ￣２９ｂ 表达上调ꎬ其功能主要是通过靶向调控

ＥＭＴ 相关基因ꎬ进而影响上皮细胞向间充质细胞的转

化过程[２１￣２２]ꎮ ｍｉＲ￣２９ｂ 的主要作用机制包括:(１)抑制

ＥＭＴ 过程:ｍｉＲ￣２９ｂ 可靶向作用于一些关键的 ＥＭＴ 调

节因子ꎬ抑制其表达ꎬ减少上皮细胞向间充质细胞的转

化[２３]ꎮ (２)促进上皮细胞分化:ｍｉＲ￣２９ｂ 可通过靶向

调控一些促进上皮细胞分化的基因ꎬ如 Ｅ￣ｃａｄｈｅｒｉｎ 等ꎬ
进而促进上皮细胞的正常分化[２４]ꎮ (３)影响细胞迁移

和侵袭:ｍｉＲ￣２９ｂ 可影响细胞迁移和侵袭相关的基因

和蛋白的表达ꎬ进而调控细胞行为[２５]ꎮ Ｃｈｉｏｃｃｉｏｌｉ 等[２６]

研究发现ꎬ特发性肺纤维化患者外周血 ｍｉＲ￣２９ 水平下

降ꎬ其水平降低与患者死亡率增加有关ꎮ 此外ꎬ在该项

研究中ꎬ研究人员研发了新一代 ｍｉＲ￣２９ 模拟物 ＭＲＧ￣
２２９ꎬ在经 ＴＧＦ￣β１ 处理的人肺成纤维细胞、人精密切

片肺和体内博莱霉素研究中均表现出良好抗纤维化效

果ꎮ 在大鼠和非人灵长类动物体内ꎬ多肽结合的

ＭＲＧ￣２２９ 模拟物在临床相关剂量下耐受性良好ꎬ均未

发现任何不良反应ꎮ 结合本研究ꎬ未来可基于 ｍｉＲ￣２９ｂ
开发针对 ＴＧＦ￣β１ / Ｓｍａｄ 的靶向治疗药物ꎮ

综上所述ꎬｍｉＲ￣２９ｂ 表达上调可能通过抑制 ＴＧＦ￣
β１ / Ｓｍａｄ 信号通路介导的 ＥＭＴ 而阻止 Ａ５４９ 细胞增

殖、迁移和侵袭ꎮ 但本研究仍存在一些局限性:(１)未
观察 ｍｉＲ￣２９ｂ 对 Ａ５４９ 细胞凋亡的影响ꎬ也未进行动

物模型实验ꎬ特别是在细胞模型的选择上ꎬ尽管 Ａ５４９
细胞作为肺癌上皮细胞在研究肺部疾病特别是 ＥＭＴ
过程中具有其价值ꎬ但无法全面反映 ＩＬＤ 特有的病理

过程ꎻ(２)研究缺乏体内实验来进一步验证和拓展细

胞实验的发现ꎮ 后续可开展相关方面的研究ꎬ进一步

验证 ｍｉＲ￣２９ｂ 调控 ＴＧＦ￣β１ / Ｓｍａｄ 信号通路对 Ａ５４９ 细

胞的分子机制ꎮ
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