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Ⅱ型肺泡上皮细胞来源外泌体ｍｉＲ２１５ｐ调控上皮钠离子通道减轻高氧性急性肺损伤
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　　［摘要］　目的　探讨Ⅱ型肺泡上皮细胞（ｔｙｐｅⅡ ａｌｖｅｏｌａｒｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ＡＥＣⅡ）来源外泌体
（ｅｘｏｓｏｍｅｓ，Ｅｘｏｓ）ｍｉＲ２１５ｐ（ｍｉＲ２１）调控上皮钠离子通道（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｓｏｄｉｕｍｃｈａｎｎｅｌ，ＥＮａＣ）对高氧性
急性肺损伤（ｈｙｐｅｒｏｘｉａｉｎｄｕｃｅｄａｃｕｔｅｌｕｎｇｉｎｊｕｒｙ，ＨＡＬＩ）的保护效应及可能机制。方法　６～８周龄雄性
Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠６０只，其中２０只使用差速贴壁离心法提取原代ＡＥＣⅡ并培养，采用密度梯度离心法提
取ＡＥＣⅡ来源外泌体，透射电镜鉴定外泌体形态。余 ４０只小鼠按随机数字表法分为（ｎ＝１０）：常氧
（Ｃｏｎｔｒｏｌ）组、高氧（ＨＡＬＩ）组、高氧＋ＥｘｏｓｍｉＲ２１（ＨＡＬＩ＋ｍｉＲ２１）组和高氧＋ｓｉＰＩ３Ｋ＋ＥｘｏｓｍｉＲ２１（ＨＡＬＩ＋
ｓｉＰＩ３Ｋ＋ｍｉＲ２１）组。除 Ｃｏｎｔｒｏｌ组外，余３组小鼠暴露于９５％Ｏ２的自制高氧饲养箱中构建 ＨＡＬＩ模型。
７２ｈ后ＲＴｑＰＣＲ检测肺组织及外泌体ｍｉＲ２１表达；ＨＥ染色观察肺组织形态学变化并行肺损伤病理评
分，计算肺组织湿／干质量比及肺泡液体清除率（ａｌｖｅｏｌａｒｆｌｕｉｄｃｌｅａｒａｎｃｅ，ＡＦＣ）；可见分光光度法测定超氧
化物歧化酶（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）、丙二醛（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）及总抗氧化能力（ｔｏｔａｌａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ
ｃａｐａｃｉｔｙ，ＴＡＯＣ）水平；荧光分光光度法测定活性氧簇（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）水平；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
ＰＴＥＮ、ＡＫＴ、ｐＡＫＴ、ＰＩ３Ｋ及αＥＮａＣ、βＥＮａＣ、γＥＮａＣ蛋白表达水平。双荧光素酶报告基因实验验证ｍｉＲ
２１与ＰＴＥＮ靶向关系。结果　原代ＡＥＣⅡ提取的囊泡状物质经鉴定为外泌体，外泌体中ｍｉＲ２１表达显著
增高（Ｐ＜０．０５），ＰＴＥＮ为ｍｉＲ２１靶基因。与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，ＨＡＬＩ组ＨＥ染色可见肺组织肺间隔增厚、大
量炎症细胞浸润及肺泡萎陷，ＨＡＬＩ组、ＨＡＬＩ＋ｍｉＲ２１组及ＨＡＬＩ＋ｓｉＰＩ３Ｋ＋ｍｉＲ２１组肺损伤病理评分、肺湿／
干质量比、ＭＤＡ及ＰＴＥＮ蛋白表达升高（Ｐ＜０．０５）；ＳＯＤ、ＴＡＯＣ、ＡＦＣ、ｍｉＲ２１及ｐＡｋｔ、αＥＮａＣ、βＥＮａＣ、
γＥＮａＣ蛋白表达水平降低（Ｐ＜０．０５），以ＨＡＬＩ＋ｓｉＰＩ３Ｋ＋ｍｉＲ２１组最明显。与ＨＡＬＩ组比较，ＨＡＬＩ＋ｍｉＲ２１
组ＨＥ染色可见肺间隔增厚、炎症细胞浸润明显减少，肺泡萎陷显著减轻；肺损伤病理评分、肺湿／干质量
比、ＭＤＡ及ＰＴＥＮ蛋白表达显著降低（Ｐ＜０．０５）；而ＳＯＤ、ＴＡＯＣ、ＡＦＣ、ｍｉＲ２１及ｐＡｋｔ、αＥＮａＣ、βＥＮａＣ、
γＥＮａＣ蛋白表达显著升高（Ｐ＜０．０５）。结论　Ⅱ型肺泡上皮细胞来源外泌体ｍｉＲ２１５ｐ通过靶向ＰＴＥＮ激
活ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路调控上皮钠离子通道减轻高氧性急性肺损伤。
　　［关键词］　Ⅱ型肺泡上皮细胞；外泌体；微小ＲＮＡ２１５ｐ；上皮钠离子通道；高氧性急性肺损伤；ＰＩ３Ｋ／
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　　［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　ＴｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔａｎｄｐｏｓｓｉｂｌｅｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆｔｙｐｅⅡ ａｌｖｅｏｌａｒ
ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ（ＡＥＣⅡ）ｄｅｒｉｖｅｄｅｘｏｓｏｍａｌ（Ｅｘｏｓ）ｍｉＲ２１５ｐ（ｍｉＲ２１）ｏｎｔｈｅｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ
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ｓｏｄｉｕｍｃｈａｎｎｅｌｓ（ＥＮａＣ）ｉｎｈｙｐｅｒｏｘｉａｉｎｄｕｃｅｄａｃｕｔｅｌｕｎｇｉｎｊｕｒｙ（ＨＡＬＩ）．Ｍｅｔｈｏｄｓ　ＳｉｘｔｙｍａｌｅＣ５７ＢＬ／６Ｊ
ｍｉｃｅ（６－８ｗｅｅｋｓｏｌｄ）ｗｅｒｅｓｕｂｊｅｃｔｅｄ，ａｎｄ２０ｏｆｔｈｅｍｗｅｒｅｕｓｅｄｔｏｉｓｏｌａｔｅＡＥＣⅡ ｕｓｉｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｗａｌｌ
ｃｅｎｔｒｉｆｕｇａｔｉｏｎ，ｗｈｉｃｈｗｅｒｅｆｕｒｔｈｅｒｃｕｌｔｕｒｅｄｅｘｔｒａｃｔｄｅｒｉｖｅｄｅｘｏｓｏｍｅｓｗｉｔｈｄｅｎｓｉｔｙｇｒａｄｉｅｎｔｃｅｎｔｒｉｆｕｇａｔｉｏｎ．
Ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙｗａｓｅｍｐｌｏｙｅｄｔｏｉｄｅｎｔｉｆｙｔｈｅｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆｏｂｔａｉｎｅｄｅｘｏｓｏｍｅｓ．Ｔｈｅ４０
ｒｅｍａｉｎｉｎｇｍｉｃｅｗｅｒｅｒａｎｄｏｍｌｙｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏ（ｎ＝１０）：ｎｏｒｍｏｘｉａ（Ｃｏｎｔｒｏｌ），ｈｙｐｅｒｏｘｉａ（ＨＡＬＩ），ｈｙｐｅｒｏｘｉａ＋
ＥｘｏｍｉＲ２１（ＨＡＬＩ＋ｍｉＲ２１），ａｎｄｈｙｐｅｒｏｘｉａ＋ｓｉＰＩ３Ｋ＋ｍｉＲ２１ｇｒｏｕｐｓ．ＥｘｃｅｐｔｆｏｒｔｈｅＣｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｔｈｅ
ｏｔｈｅｒ３ｇｒｏｕｐｓｗｅｒｅｅｘｐｏｓｅｄｔｏｓｅｌｆｍａｄｅｈｙｐｅｒｏｘｉａｃｈａｍｂｅｒｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ９５％Ｏ２ｔｏｅｓｔａｂｌｉｓｈｒａｔｍｏｄｅｌｏｆ
ＨＡＬＩ．Ｉｎ７２ｈａｆｔｅｒｅｘｐｏｓｕｒｅ，ＲＴｑＰＣＲｗａｓｐｅｒｆｏｒｍｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｍｉＲ２１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅａｎｄｉｎ
ＡＥＣⅡｄｅｒｉｖｅｄｅｘｏｓｏｍｅｓ．ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇｗａｓｐｅｒｆｏｒｍｅｄｔｏｏｂｓｅｒｖｅｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｉｎｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅａｎｄｔｏ
ｓｃｏｒｅｔｈｅｐａｔｈｏｌｏｇｙｏｆｌｕｎｇｉｎｊｕｒｙ，ａｎｄｔｈｅｗｅｔ／ｄｒｙｍａｓｓｒａｔｉｏｏｆｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅａｎｄａｌｖｅｏｌａｒｆｌｕｉｄｃｌｅａｒａｎｃｅ
（ＡＦＣ）ｗｅｒｅｃａｌｃｕｌａｔｅｄ．Ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ（ＳＯＤ），ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ（ＭＤＡ）ａｎｄｔｏｔａｌａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ
ｃａｐａｃｉｔｙ（ＴＡＯＣ）ｗｅｒｅｍｅａｓｕｒｅｄｂｙｖｉｓｉｂｌｅｓｐｅｃｔｒｏｐｈｏｔｏｍｅｔｒｙ．Ｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ（ＲＯＳ）
ｗｅｒｅｍｅａｓｕｒｅｄｂｙｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒｏｐｈｏｔｏｍｅｔｒｙ．ＴｈｅｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓＰＴＥＮ，ＡＫＴ，ｐＡＫＴ，ＰＩ３Ｋａｎｄ
αＥＮａＣ，βＥＮａＣ，γＥＮａＣｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ．Ｄｕａｌｌｕｃｉｆｅｒａｓｅｒｅｐｏｒｔｅｒｇｅｎｅａｓｓａｙｗａｓ
ｃｏｎｄｕｃｔｅｄｔｏｖｅｒｉｆｙｔｈｅｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎｍｉＲ２１ａｎｄＰＴＥＮｔａｒｇｅｔｉｎｇ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ｔｈｅｖｅｓｉｃｕｌａｒｍａｔｅｒｉａｌ
ｅｘｔｒａｃｔｅｄｆｒｏｍｐｒｉｍａｒｙｃｕｌｔｕｒｅｄＡＥＣⅡ ｗａｓｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄａｓｅｘｏｓｏｍｅｓ，ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆｍｉＲ２１ｗａｓ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄｉｎｔｈｅｅｘｏｓｏｍｅｓ（Ｐ＜０．０５），ａｎｄＰＴＥＮｗａｓｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄａｓｔｈｅｔａｒｇｅｔｇｅｎｅｏｆｍｉＲ２１．
ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｍｉｃｅｏｆｔｈｅＣｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｔｈｉｃｋｅｎｉｎｇｐｕｌｍｏｎａｒｙｓｅｐｔｕｍ，ｍａｓｓｉｖｅｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎｏｆ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｃｅｌｌｓａｎｄａｌｖｅｏｌａｒａｔｒｏｐｈｙｗｅｒｅｏｂｓｅｒｖｅｄ，ａｎｄｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｓｃｏｒｅｏｆｌｕｎｇｉｎｊｕｒｙ，ｌｕｎｇｗｅｔ／ｄｒｙ
ｍａｓｓｒａｔｉｏ，ａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｏｆＭＤＡａｎｄＰＴＥＮｗｅｒｅｅｌｅｖａｔｅｄｉｎｔｈｅｔｈｅＨＡＬＩｇｒｏｕｐ，ＨＡＬＩ＋ｍｉＲ２１ｇｒｏｕｐ
ａｎｄＨＡＬＩ＋ｓｉＰＩ３Ｋ＋ｍｉＲ２１ｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．ＴｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＳＯＤ，ＴＡＯＣ，ＡＦＣ，ｍｉＲ２１
ａｎｄｐＡｋｔ，αＥＮａＣ，βＥＮａＣ，γＥＮａＣｗｅｒｅｒｅｄｕｃｅｄｉｎｔｈｅａｂｏｖｅ３ｇｒｏｕｐｓ（Ｐ＜０．０５），ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｔｈｅ
ＨＡＬＩ＋ｓｉＰＩ３Ｋ＋ｍｉＲ２１ｇｒｏｕｐ．ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｉｎｔｈｉｃｋｅｎｉｎｇｏｆｐｕｌｍｏｎａｒｙ
ｓｅｐｔｕｍａｎｄｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｃｅｌｌｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎｗｅｒｅｏｂｓｅｒｖｅｄｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅＨＡＬＩ＋ｍｉＲ２１ｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅＨＡＬＩｇｒｏｕｐ，
ｂｕｔｍｉｌｄｅｒａｌｖｅｏｌａｒａｔｒｏｐｈｙｗａｓｓｅｅｎｉｎｔｈｅｆｏｒｍｅｒｇｒｏｕｐ．Ｗｈａｔ’ｓｍｏｒｅ，ｔｈｅｆｏｒｍｅｒｇｒｏｕｐａｌｓｏｇｏｔｏｂｖｉｏｕｓｌｙ
ｒｅｄｕｃｅｄｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｓｃｏｒｅｏｆｌｕｎｇｉｎｊｕｒｙ，ｌｏｗｅｒｌｕｎｇｗｅｔ／ｄｒｙｍａｓｓｒａｔｉｏ，ａｎｄｄｅｃｒｅａｓｅｄＭＤＡａｎｄＰＴＥＮ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ（Ｐ＜０．０５），ｂｕｔｉｎｃｒｅａｓｅｄｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｏｆＳＯＤ，ＴＡＯＣ，ＡＦＣ，ｍｉＲ２１ａｎｄｐＡｋｔ，αＥＮａＣ，
βＥＮａＣ，γＥＮａＣ（Ｐ＜０．０５）ｗｈｅｎｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｌａｔｔｅｒｇｒｏｕｐ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＥｘｏｓｏｍａｌｍｉＲ２１ｄｅｒｉｖｅｄ
ｆｒｏｍＡＥＣⅡ ｔａｒｇｅｔｓＰＴＥＮｔｏａｃｔｉｖａｔｅＰＩ３Ｋ／ＡＫＴｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ，ａｎｄａｔｔｅｎｕａｔｅｓｈｙｐｅｒｏｘｉｃａｃｕｔｅｌｕｎｇ
ｉｎｊｕｒｙｂｙｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｓｏｄｉｕｍｃｈａｎｎｅｌｓ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｔｙｐｅⅡ ａｌｖｅｏｌａｒｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ；ｅｘｏｓｏｍｅｓ；ｍｉｃｒｏＲＮＡ２１５ｐ；ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｓｏｄｉｕｍ

ｃｈａｎｎｅｌｓ；ｈｙｐｅｒｏｘｉｃａｃｕｔｅｌｕｎｇｉｎｊｕｒｙ；ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＲｅｇｉｏｎａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｕｎｄＰｒｏｊｅｃｔｏｆＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（８１９６００２４）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＣＨＥＮＭｉａｏ，Ｅｍａｉｌ：
ｃｈｅｎｍｉａｏ６４＠１６３．ｃｏｍ

　　高氧性机械通气作为治疗急性呼吸窘迫综合征
（ａｃｕｔｅｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｄｉｓｔｒｅｓｓｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＡＲＤＳ）的重要手
段，对改善急危重患者低氧血症、维持其组织氧合具有

重要意义。但长时间吸入超生理浓度的氧气（氧浓度

＞０．６）可导致高氧性急性肺损伤（ｈｙｐｅｒｏｐｉａｉｎｄｕｃｅｄ
ａｃｕｔｅｌｕｎｇｉｎｊｕｒｙ，ＨＡＬＩ）［１］，与危重症患者不良结局呈
正相关［２］。目前研究认为，活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎ
ｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）是促使 ＨＡＬＩ进展的核心环节［３］。ＲＯＳ
蓄积破坏氧化还原稳态并直接杀伤肺血管内皮细胞和

肺泡上皮细胞（ａｌｖｅｏｌａｒｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ＡＥＣ），导致肺
泡屏障功能受损，不能有效清除聚集在肺泡腔内的渗

出性液体，促进顽固性低氧血症的发生［４］。因此，基

于及时有效清除肺泡蓄积液体的治疗策略对改善气体

交换、提高氧合和改善预后至关重要［５］。ＡＥＣⅡ可分
化为肺泡Ⅰ型上皮细胞修复损伤肺组织，同时合成并
分泌肺泡表面活性物质维持气液平衡，动态调节水盐

代谢，在肺损伤中起核心作用［６］。ＡＥＣⅡ中的上皮
Ｎａ＋通道（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｓｏｄｉｕｍｃｈａｎｎｅｌ，ＥＮａＣ）作为 Ｎａ＋转
运通道之一，是肺泡内液体清除 （ａｌｖｅｏｌａｒｆｌｕｉｄ
ｃｌｅａｒａｎｃｅ，ＡＦＣ）率的核心调控因素［７］，对维持水盐代

谢动态平衡和肺泡液清除不可或缺［８－９］。外泌体

（ｅｘｏｓｏｍｅｓ，Ｅｘｏｓ）作为胞外囊泡的一种，主要由干细胞

３２２２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（２１）



分泌，可携带多种生物活性物质如蛋白质、脂质及ｍｉＲＮＡ
等，发挥着与干细胞相似的生物学功能和作用［１０］。已

有研究证明，ＡＥＣⅡ是氧攻击的靶细胞，受损 ＡＥＣⅡ
分泌的胞外囊泡（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｖｅｓｉｃｌｅｓ，ＥＶｓ）介导了肺
上皮空气交换和屏障功能障碍［１１］。课题组前期研究

发现，微小 ＲＮＡ２１５ｐ（ｍｉＲ２１５ｐ，后简称 ｍｉＲ２１）干
预可拮抗 ＡＥＣⅡ凋亡减轻 ＨＡＬＩ［１２］。而 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ
信号通路激活可调控ＥＮａＣ蛋白表达促进水肿液消退
发挥肺保护作用［１３］。而故推测 ＡＥＣⅡ来源 Ｅｘｏｓ
ｍｉＲ２１可能通过激活 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路促进水肿
液消除。本课题组拟在前期研究基础上探讨 ＡＥＣⅡ
来源ＥｘｏｓｍｉＲ２１对ＨＡＬＩ保护效应及作用机制，旨在
为ＨＡＬＩ或ＡＲＤＳ提供新的研究方向和治疗靶点。

１　材料与方法

１．１　实验动物、细胞、主要试剂和仪器
　　６０只６～８周龄实验用雄性 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠购自
天勤生物科技公司（长沙），动物合格证号：ＳＣＸＫ（湘）
２０１９００１４。βａｃｔｉｎ、ＰＴＥＮ、ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ、ｐＡＫＴ、ＥＮａＣ
α／β／γ亚基（αＥＮａＣ、βＥＮａＣ、γＥＮａＣ）抗体及二抗购
自美国ＣＳＴ公司；ＰＩ３Ｋ小干扰 ＲＮＡ（ｓｉＰＩ３Ｋ）购自赛
默飞世尔（中国）公司；伊文思蓝购自德国Ｓｉｇｍａ公司；
胎牛血清（ＦＢＳ）、ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基购自美国 Ｇｉｂｃｏ
公司；超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、丙二醛（ＭＤＡ）、总抗氧
化能力（ｔｏｔａｌａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｃａｐａｃｉｔｙ，ＴＡＯＣ）测定试剂盒
及ＢＣＡ蛋白浓度定量试剂盒购自北京索莱宝公司；
ＤＣＦＨＤＡ活性氧ＲＯＳ荧光探针、ＨＥ染色试剂盒和双
荧光素酶报告基因检测试剂盒购自碧云天生物公司；

ｍｉＲ２１ＰＣＲ引物由生工生物（上海）设计合成；酶标
仪和电泳仪购自美国 ＢｉｏＲａｄ公司；光学显微镜购自
日本Ｏｌｙｍｐｕｓ公司。
１．２　ＡＥＣⅡ外泌体提纯和鉴定
　　Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠ＡＥＣⅡ的分离培养参照文献［１４］
进行。收集ＡＥＣⅡ培养上清，密度梯度离心法从细胞培
养上清中提取外泌体（４℃条件下：２００×ｇ离心１０ｍｉｎ
取上清液，１００００×ｇ离心３０ｍｉｎ吸取上清液，１０００００×ｇ
离心１００ｍｉｎ取沉淀。１ｍＬ磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）洗涤
重悬后，再次以１０００００×ｇ离心１００ｍｉｎ取沉淀，１ｍＬ
ＰＢＳ溶液重悬后０．２２μｍ滤器过滤除菌），测定浓度后
置－８０℃保存。透射电镜观察 ＡＥＣⅡ外泌体形态，
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析外泌体标志物 ＣＤ６３、ＣＤ８１以及内质
网标记蛋白ＨＳＰ９０Ｂ１表达（ＡＥＣⅡ设为对照）。
１．３　双荧光素酶基因报告实验
　 　 使 用 ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ Ｈｕｍａｎ８．０（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．
ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ．ｏｒｇ）在线工具对 ｍｉＲ２１进行靶基因预测与

结合位点分析。将含有 ｍｉＲ２１结合位点的野生型
（ＷＴ）与突变序列的突变型（ＭＵＴ）的 ３′ＵＴＲＰＴＥＮ分
别插入 ＰＧＬ３载体。以 ＰＧＬ３空载体为对照，利用
Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００试剂将 ＷＴ／ＭＵＴＰＴＥＮ分别与
ｍｉＲ２１ｍｉｍｉｃｓ或ｍｉＲＮＣ转染到ＨＥＫ２９３Ｔ细胞，转染
４８ｈ后收集细胞，使用双荧光素酶报告基因检测系统
检测ＨＥＫ２９３Ｔ细胞荧光素酶活性。
１．４　ＨＡＬＩ动物模型建立、实验分组和处理
　　本实验相关操作符合《实验动物饲养管理和试用
手册》相关要求，并经过遵义医科大学伦理委员会批

准（审批号：ＺＭＵ２１２１０７０７４）。将４０只Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小
鼠按随机数字表法分为常氧（Ｃｏｎｔｒｏｌ）组、高氧（ＨＡＬＩ）
组、高氧＋外泌体 ｍｉＲ２１（ＨＡＬＩ＋ｍｉＲ２１）组、高氧＋
ｓｉＰＩ３Ｋ＋外泌体 ｍｉＲ２１（ＨＡＬＩ＋ｓｉＰＩ３Ｋ＋ｍｉＲ２１）组。
Ｃｏｎｔｒｏｌ组置于室内空气中饲养，ｓｉＰＩ３Ｋ按１５ｎｍｏｌ／２０ｇ
剂量稀释于８０μＬ生理盐水中，通过移液管直接导入
小鼠喉咙，立即闭合小鼠气道（每周 ３次）预处理
１周，ＥｘｏｓｍｉＲ２１经气管插管滴入 ３００ｎｇ／５０ｍＬ的
ＥｘｏｓｍｉＲ２１，参照刘国跃等［１５］构建 ＨＡＬＩ动物模型的
方法，将实验小鼠置于４０ｃｍ×４０ｃｍ×５０ｃｍ大小自制
高氧动物饲养箱中，维持浓度 ＣＯ２＜０．５％，Ｏ２≥９５％，
建立ＨＡＬＩ损伤模型。高氧暴露７２ｈ后，异氟醚吸入
麻醉后处死小鼠，取肺组织行相应检查或－８０℃冻存
备用，每组随机选取６只小鼠检测相关指标。
１．５　ＨＥ染色观察肺组织病理变化及肺损伤病理评分
　　取小鼠肺组织，４％多聚甲醛固定２４ｈ，石蜡包埋，
切片厚度５μｍ，ＨＥ染色后光学显微镜下观察肺组织
病理学改变，每张切片随机选取至少 ２０个高倍视野
（×４００），采用 ＭＡＴＵＴＥＢＥＬＬＯ等［１６］肺损伤评分系

统：按照肺泡中中性粒细胞个数、肺泡间质中性粒细胞

个数、透明膜个数、被蛋白质碎片填充的肺泡个数及肺

泡间隔厚度进行标准化评分。

１．６　肺水含量和ＡＦＣ测定
　　肺水含量以肺组织湿／干质量比表示。取小鼠肺
组织，用滤纸充分吸取肺组织表面水分和残留血液后，

称取肺组织质量记为湿质量，放入６０℃烘箱持续烘干
６０ｈ后称取肺组织质量记为干质量；计算肺湿／干质
量比。完整分离右肺组织并行气管插管，注入 １００％
Ｎ２，将含０．１５ｇ／Ｌ伊文思蓝标记的５％白蛋白等渗生
理盐水（４ｍＬ／ｋｇ）经导管灌入小鼠肺组织，用保鲜膜
包被后放入 ３７℃加湿培养箱中孵育。期间持续给予
１００％氮气机械通气 １ｈ（气道压力维持在 ６５０～
７００Ｐａ）。然后吸取右肺下叶内的肺泡液体０．２５ｍＬ，
通过分光光度仪，在６２０ｎｍ处测定吸光度Ｄ（６２０）值，
再根据不同浓度伊文思蓝标记的白蛋白所测的Ｄ（６２０）

４２２２ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（２１）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



值制成的标准曲线，换算为所测样本伊文思蓝标记的白

蛋白浓度，按公式［（Ｖｉ－Ｖｆ）／Ｖｉ］×１００％计算 ＡＦＣ［１７］。
Ｖｆ＝（Ｖｉ×Ｐｉ）／Ｐｆ。其中，Ｖ表示肺泡内液体的起始容
量（ｉ）和作用后的最终容量（ｆ），Ｐ表示肺泡内液体中
伊文思蓝的起始浓度（ｉ）和作用后的最终浓度（ｆ）。
１．７　肺组织ＳＯＤ、ＭＤＡ、ＴＡＯＣ及ＲＯＳ水平测定
　　取肺组织称量后剪碎研磨成匀浆，１０００×ｇ离心
１０ｍｉｎ，吸取上清，操作严格按试剂盒说明书进行，采
用可见分光光度法测定 ＳＯＤ、ＭＤＡ及 ＴＡＯＣ水平，去
肺组织剪碎胰酶消化后过滤制成单细胞悬液（细胞数

≥１０６），加入ＤＣＦＨＤＡ荧光探针，荧光分光光度法测
定ＲＯＳ水平。
１．８　实时荧光定量 ＰＣＲ检测各组肺组织及外泌体

ｍｉＲ２１表达水平
　　取肺组织和外泌体，使用ＴＲＩｚｏｌ试剂盒提取ＲＮＡ
并测定总 ＲＮＡ浓度及纯度。使用 ｍｉＲＮＡ第 １链
ｃＤＮＡ合成试剂盒（加尾法）反转录合成ｃＤＮＡ，进行定
量ＰＣＲ扩增。反应体系为 ２０μＬ：２×ｍｉＲＮＡｑＰＣＲ
ｍａｓｔｅｒｍｉｘ１０μＬ；前后引物各 １μＬ；ＴｅｍｐｌａｔｅＤＮＡ
（ｍｉＲ２１）２μＬ；ＲＯＸＲｅｆｅｒｅｎｓｅＤｙｅ（Ｌ）／（Ｈ），１μＬ；加
入ＲＮａｓｅｆｒｅｅ水至 ２０μＬ。ＰＣＲ反应条件为：预变性
９５℃ ３０ｓ；变性 ９５℃ ５ｓ；退火／延伸 ６０℃ ３０ｓ；共
４０个 循 环。引 物 序 列：ｍｉＲ２１正 向 ５′ＣＣＧＧＣ
ＴＡＧＣＴＴＡＴＣＡＧＡＣＴＧＡＴＧＴＴＧＡ３′，反向 ５′ＣＴＣＡＡＣＴ
ＧＧＴＧＴＣＧＴＧＧＡ３′；Ｕ６正向 ５′ＣＴＣＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣ
ＡＣＡ３′，反向 ５′ＡＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴ３′。采
用相对定量法检测 ＲＮＡ扩增，以 Ｕ６为内参基因，采
用２－ΔΔＣｔ法计算ｍｉＲ２１表达量。
１．９　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组小鼠肺组织 ＰＴＥＮ、ＰＩ３Ｋ、

ＡＫＴ、ｐＡＫＴ、αＥＮａＣ、βＥＮａＣ、γＥＮａＣ蛋白表
达水平

　　取小鼠肺组织称量 ８０ｍｇ，裂解组织后，４℃、
１２０００×ｇ离心３０ｍｉｎ，取上清液使用ＢＣＡ法进行蛋白

定量并调整至一致浓度，样品经 １０％或 １２％ＳＤＳ
ＰＡＧＥ电泳分离，转膜后于５％脱脂奶粉封闭２ｈ，分别
加入 ＰＴＥＮ、ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ、ｐＡＫＴ、αＥＮａＣ、βＥＮａＣ、
γＥＮａＣ及 βａｃｔｉｎ抗体 ４℃孵育 １６ｈ，洗膜后加入
ＩｇＧＨＲＰ二抗后室温避光孵育 １ｈ，洗膜后加入 ＥＣＬ
发光液，使用ＧｅｌＤｏｃＴＭＥＺ全自动凝胶成像系统曝光、
拍照。ＩｍａｇｅＪ软件进行条带灰度值分析。以 βａｃｔｉｎ
为内参照，计算目标蛋白相对表达量（目的蛋白表达

水平＝目的蛋白条带灰度值／内参条带灰度值）。
１．１０　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ２４．０统计软件进行统计学分析。计
量资料以 珋ｘ±ｓ表示，多组间样本均数比较采用单因素
方差分析，组间两两均数比较采用 ＬＳＤｔ法，以 Ｐ＜
０．０５视为差异有统计意义。

２　结果

２．１　外泌体鉴定结果
　　透射电镜下可见外泌体呈茶托状或椭圆形的膜性
小囊泡，直径约 １００ｎｍ，囊泡外周包绕膜性结构
（图１Ａ）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测显示：与对照组比较，外泌
体标志性蛋白 ＣＤ８１、ＣＤ６３表达在外泌体组显著升
高。选用内质网标记蛋白 ＨＳＰ９０Ｂ１作为阴性对照蛋
白（图１Ｂ）。ＲＴｑＰＣＲ检测结果显示，与 ＡＥＣⅡ组比
较，外泌体中ｍｉＲ２１表达显著上调（Ｐ＜０．０５，图１Ｃ）。
２．２　ＰＴＥＮ为ｍｉＲ２１靶基因
　　使用 ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ预测 ｍｉＲ２１靶向结合 ＰＴＥＮ基
因（图 ２Ａ），双荧光素酶报告基因检测结果显示：
ｐＧＬ３ＰＴＥＮＷＴ组２９３Ｔ细胞转染 ｍｉＲ２１ｍｉｍｉｃ后相
对荧光强度低于转染 ｍｉＲＮＣ的细胞（Ｐ＜０．０５，图
２Ｂ），而 ｐＧＬ３ＰＴＥＮＭＵＴ组 ２９３Ｔ细胞转染 ｍｉＲＮＣ
和 ｍｉＲ２１ｍｉｍｉｃ后相对荧光强度无明显变化。
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示 ｍｉＲ２１组中 ＰＴＥＮ基因表
达下调（Ｐ＜０．０５，图２Ｃ、Ｄ）。
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Ａ：电镜观察外泌体形态；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＣＤ８１、ＣＤ６３和ＨＳＰ９０Ｂ１在ＡＥＣⅡ和外泌体中的表达；Ｃ：ＲＴｑＰＣＲ
检测ｍｉＲ２１在ＡＥＣⅡ和外泌体中的表达（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）　ａ：Ｐ＜０．０５，与ＡＥＣⅡ组比较

图１　ＡＥＣⅡ外泌体鉴定及外泌体ｍｉＲ２１表达水平

５２２２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（２１）
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ａ：Ｐ＜０．０５，与ｍｉＲＮＣ组比较
Ａ：Ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ预测 ｍｉＲ２１靶向结合 ＰＴＥＮ；Ｂ：双荧光素酶报告实验验证 ｍｉＲ２１靶向结合 ＰＴＥＮ　　１：ｐＧＬ３
ｃｏｎｔｒｏｌ；２：ｐＧＬ３ＰＴＥＮＷＴ；３：ｐＧＬ３ＰＴＥＮＷＵＴ；Ｃ、Ｄ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组细胞中ＰＴＥＮ的蛋白表达

图２　ｍｉＲ２１靶向结合 ＰＴＥＮ（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

２．３　Ⅱ型肺泡上皮细胞来源外泌体 ｍｉＲ２１５ｐ减轻
高氧性急性肺损伤

　　ＨＥ染色可见 Ｃｏｎｔｒｏｌ组肺泡结构清晰，偶有中性
粒细胞浸润，高氧暴露后肺泡间隔增厚、大量炎性细胞

浸润、透明膜形成及大量肺泡萎陷；ＡＥＣⅡＥｘｏｓｍｉＲ
２１干预可减轻ＨＡＬＩ，表现为炎症细胞浸润明显减少，
肺间隔厚度及肺泡萎陷显著减少（图３Ａ）。沉默ＰＩ３Ｋ
后，ＡＥＣⅡＥｘｏｓｍｉＲ２１干预不能减轻 ＨＡＬＩ。与
Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，ＨＡＬＩ组、ＨＡＬＩ＋ｍｉＲ２１组及 ＨＡＬＩ＋

ｓｉＰＩ３Ｋ＋ｍｉＲ２１组肺损伤病理评分及肺湿／干质量比
升高（Ｐ＜０．０５，图３Ｂ、Ｃ）；ＡＦＣ下降（Ｐ＜０．０５，图３Ｄ）；
与ＨＡＬＩ组比较，ＨＡＬＩ＋ｍｉＲ２１组肺损伤病理评分及
肺湿／干质量比降低（Ｐ＜０．０５，图 ３Ｂ、Ｃ），ＡＦＣ升高
（Ｐ＜０．０５，图３Ｄ）；ＨＡＬＩ＋ｓｉＰＩ３Ｋ＋ｍｉＲ２１组肺损伤病
理评分、肺湿／干质量比升高，ＡＦＣ降低（Ｐ＜０．０５，图
３Ｄ），ＥｘｏｓｍｉＲ２１干预不能逆转 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路
抑制对ＨＡＬＩ的损伤作用。
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１：Ｃｏｎｔｒｏｌ组；２：ＨＡＬＩ组；３：ＨＡＬＩ＋ｍｉＲ２１组；４：ＨＡＬＩ＋ｓｉＰＩ３Ｋ＋ｍｉＲ２１组；ａ：Ｐ＜０．０５，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较；ｂ：Ｐ＜
０．０５，与ＨＡＬＩ组比较；ｃ：Ｐ＜０．０５，与ＨＡＬＩ＋ｍｉＲ２１组比较

Ａ：ＨＥ染色观察肺组织病理改变；Ｂ：肺损伤病理评分；Ｃ：肺湿／干质量比；Ｄ：肺泡液体清除率（ＡＦＣ）

图３　ＡＥＣⅡ ＥｘｏｓｍｉＲ２１对高氧性急性肺损伤与肺泡液体清除的影响（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）

６２２２ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（２１）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



２．４　ｍｉＲ２１表达水平及ＡＥＣⅡ ＥｘｏｓｍｉＲ２１对氧化
还原平衡的影响

　　高氧暴露后 ｍｉＲ２１表达水平降低，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组
比较，ＨＡＬＩ组 ｍｉＲ２１表达水平降低（Ｐ＜０．０５），与
ＨＡＬＩ组比较，ＨＡＬＩ＋ｍｉＲ２１组与 ＨＡＬＩ＋ｓｉＰＩ３Ｋ＋ｍｉＲ
２１组ｍｉＲ２１表达水平升高（Ｐ＜０．０５，图 ４Ａ），说明
ＡＥＣⅡ ＥｘｏｓｍｉＲ２１干预成功。此外，高氧暴露可显
著增加氧化应激水平，表现为：与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，
ＨＡＬＩ组 ＲＯＳ及 ＭＤＡ水平升高，ＳＯＤ及 ＴＡＯＣ下降
（Ｐ＜０．０５）；而 ＥｘｏｓｍｉＲ２１干预后氧化应激水平得到
抑制，与 ＨＡＬＩ组比较，ＨＡＬＩ＋ｍｉＲ２１组 ＲＯＳ及 ＭＤＡ
水平下降，ＳＯＤ及 ＴＡＯＣ升高（Ｐ＜０．０５）；沉默 ＰＩ３Ｋ
后，ＡＥＣⅡ ＥｘｏｓｍｉＲ２１干预不能改善ＨＡＬＩ，与ＨＡＬＩ
组比较，ＲＯＳ、ＭＤＡ水平升高，ＳＯＤ及ＴＡＯＣ水平降低
（Ｐ＜０．０５），与 ＨＡＬＩ＋ｍｉＲ２１组比较，ＨＡＬＩ＋ｓｉＰＩ３Ｋ＋
ｍｉＲ２１组 ＲＯＳ及 ＭＤＡ表达水平升高，ＳＯＤ活力及
ＴＡＯＣ能力下降（Ｐ＜０．０５），见图４Ｂ～Ｅ。
２．５　ＡＥＣⅡ ＥｘｏｓｍｉＲ２１抑制 ＰＴＥＮ激活 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ

信号通路促进ＥＮａＣ蛋白表达
　　高氧暴露后，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，ＨＡＬＩ组 ＰＴＥＮ蛋
白表达升高（Ｐ＜０．０５），ｐＡｋｔ、αＥＮａＣ、βＥＮａＣ与
γＥＮａＣ蛋白表达降低（Ｐ＜０．０５），ＰＩ３Ｋ蛋白无明显变
化（Ｐ＞０．０５）；而 ＡＥＣⅡ ＥｘｏｓｍｉＲ２１干预可显著降
低ＰＴＥＮ表达水平，与 ＨＡＬＩ组比较，ＨＡＬＩ＋ｍｉＲ２１组

及 ＨＡＬＩ＋ｓｉＰＩ３Ｋ＋ｍｉＲ２１组 ＰＴＥＮ表达降低（Ｐ＜
０．０５），ｐＡｋｔ蛋白表达升高（Ｐ＜０．０５），αＥＮａＣ、β
ＥＮａＣ与γＥＮａＣ蛋白表达增高（Ｐ＜０．０５）；ｓｉＰＩ３Ｋ沉
默ＰＩ３Ｋ蛋白后 ＰＩ３Ｋ蛋白表达降低，ＥｘｏｓｍｉＲ２１干
预不能减轻 ＨＡＬＩ，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组、ＨＡＬＩ组及 ＨＡＬＩ＋
ｍｉＲ２１组比较，ＨＡＬＩ＋ｓｉＰＩ３Ｋ＋ｍｉＲ２１组 ＰＩ３Ｋ表达降
低（Ｐ＜０．０５），与 ＨＡＬＩ组与 ＨＡＬＩ＋ＥｘｏｓｍｉＲ２１组比
较，ｐＡｋｔ蛋白表达降低（Ｐ＜０．０５），αＥＮａＣ、βＥＮａＣ
与γＥＮａＣ蛋白表达降低（Ｐ＜０．０５）；各组 Ａｋｔ蛋白表
达无明显变化（Ｐ＞０．０５）；见图５。说明 ＡＥＣⅡ Ｅｘｏｓ
ｍｉＲ２１抑制 ＰＴＥＮ激活 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路促进
ＥＮａＣ蛋白表达。

３　讨论

３．１　ＡＥＣⅡ ＥｘｏｓｍｉＲ２１靶向结合ＰＴＥＮ
　　外泌体（Ｅｘｏｓ）是由细胞质膜通过胞吞作用形成
多囊泡后再次与质膜结合通过旁分泌方式分泌直径为

５０～１２０ｎｍ的囊泡，其内含丰富的蛋白质、脂质及各种
ＲＮＡ（ｌｎｃＲＮＡ、ｍｉＲＮＡ、ｍＲＮＡ）等大量生物活性分子以
维持细胞正常生理功能。Ｅｘｏｓ可通过其所含的
ｍｉｃｒｏＲＮＡ参与细胞间通讯在 ＡＲＤＳ疾病模型中发挥
抗炎、抑制细胞凋亡、促进细胞再生及免疫调节等作

用［１８］。部分研究证实，肺泡上皮来源的 ＥｘｏｓｍｉＲ２１
可促进肺泡Ｍ２型巨噬细胞极化减轻呼吸机相关性肺
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图４　ＡＥＣⅡ ＥｘｏｓｍｉＲ２１对ＨＡＬＩ氧化应激指标ＲＯＳ、ＭＤＡ、ＳＯＤ及ＴＡＯＣ水平的影响（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）

７２２２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（２１）
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１：Ｃｏｎｔｒｏｌ组；２：ＨＡＬＩ组；３：ＨＡＬＩ＋ｍｉＲ２１组；４：ＨＡＬＩ＋ｓｉＰＩ３Ｋ＋ｍｉＲ２１组；ａ：Ｐ＜０．０５，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较；ｂ：Ｐ＜
０．０５，与ＨＡＬＩ组比较；ｃ：Ｐ＜０．０５，与ＨＡＬＩ＋ｍｉＲ２１组比较
Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测肺组织 ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ、ｐＡＫＴ、ＰＴＥＮ蛋白表达；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测肺组织 ＥＮａＣ蛋白表达；
Ｃ：ＰＴＥＮ蛋白；Ｄ：ＰＩ３Ｋ蛋白；Ｅ：ｐＡｋｔ蛋白；Ｆ：αＥＮａＣ蛋白；Ｇ：βＥＮａＣ蛋白；Ｈ：γＥＮａＣ蛋白

图５　ＡＥＣⅡ ＥｘｏｓｍｉＲ２１对ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路及ＥＮａＣ蛋白表达的影响（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

损伤［１９］。由多能干细胞分化的肺泡Ⅱ型上皮细胞衍
生的ＥｘｏｓｍｉＲ３７１ｂ５ｐ可激活ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路促
进ＡＥＣⅡ增殖，促进受损肺泡的再上皮化［２０］。这些

研究结果提示，ＡＥＣⅡ来源的Ｅｘｏｓ对ＡＲＤＳ的治疗效
应与其传递 ｍｉＲＮＡ密切相关。本课题组前期研究发
现，ｍｉＲ２１在ＨＡＬＩ中低表达，其过表达可拮抗ＡＥＣⅡ
凋亡发挥肺保护作用［１２］。本实验通过提取原代ＡＥＣⅡ
细胞培养在提取外泌体发现，外泌体中 ｍｉＲ２１较
ＡＥＣⅡ明显升高。ｍｉＲ２１可靶向人第１０号染色体缺
失的磷酸酶及张力蛋白同源基因（ＰＴＥＮ）。
３．２　ＡＥＣⅡ ＥｘｏｓｍｉＲ２１促进 ＥＮａＣ蛋白表达减轻

ＨＡＬＩ
　　高氧性机械通气作为治疗 ＡＲＤＳ的基石，常导致
ＨＡＬＩ的发生，其发病机制尚未阐明，无有效的靶向干
预措施。目前研究认为，ＲＯＳ蓄积可破坏氧化还原稳

态并直接杀伤肺血管内皮细胞导致毛细血管壁通透性

增加，同时引起肺泡上皮细胞凋亡坏死，不能有效清除

聚集在肺泡腔内的渗出性液体，严重损害肺换气功能，

导致肺通气／血流比例（Ｖ／Ｑ）失衡，促进顽固性低氧
血症进展［３］，且不能被高浓度氧疗纠正。及时有效清

除泡腔内过多的液体可显著改善患者气体交换、提高

氧合，降低 ＡＲＤＳ患者死亡率［４－５］。而位于肺泡上皮

细胞顶膜的钠离子（Ｎａ＋）通道（ＥＮａＣ）是调控肺泡内
液体清除（ＡＦＣ）的关键因素。ＥＮａＣ由α、β和γ亚基
组成异源三聚体结构，其调控 Ｎａ＋转运效率受 ＥＮａＣ
在细胞膜上数量、ＥＮａＣ磷酸化与泛素化等诸多因素
调节。部分研究表明，上调肺组织ＥＮａＣ各亚基表达，
可增强 ＡＦＣ从而减轻脂多糖诱导的 ＡＲＤＳ［１７，２１－２２］。
本实验中，高氧暴露后可见肺泡间隔增厚，大量炎症细

胞浸润，大量肺泡萎陷，肺泡可见透明膜形成，同时肺

８２２２ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（２１）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



损伤病理评分及肺湿／干质量比升高，ＡＦＣ及αＥＮａＣ、
βＥＮａＣ、γＥＮａＣ蛋白表达显著下降，表明高氧暴露可
抑制 αＥＮａＣ、βＥＮａＣ、γＥＮａＣ蛋白表达限制 ＡＦＣ。
而经ＥｘｏｓｍｉＲ２１干预后可见炎症细胞浸润减少，肺
间隔变薄，肺泡萎陷及透明膜显著减少，同时肺损伤病

理评分及肺湿／干质量比降低，ＡＦＣ及 αＥＮａＣ、
βＥＮａＣ、γＥＮａＣ蛋白表达升高，表明 ＡＥＣⅡ Ｅｘｏｓ
ｍｉＲ２１干预可促进 αＥＮａＣ、βＥＮａＣ、γＥＮａＣ蛋白表
达调节ＡＦＣ减轻ＨＡＬＩ。而ＡＥＣⅡ ＥｘｏｓｍｉＲ２１干预
不能逆转 ｓｉＰＩ３Ｋ基因沉默对 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路的
抑制作用，与 ＨＡＬＩ组比较，肺组织病理损伤更为严
重，肺损伤病理评分及肺湿／干质量比进一步升高，
αＥＮａＣ、βＥＮａＣ、γＥＮａＣ蛋白表达下降更为严重。表
明ＡＥＣⅡ ＥｘｏｓｍｉＲ２１可能经 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路
调控αＥＮａＣ、βＥＮａＣ、γＥＮａＣ蛋白表达。
３．３　ＡＥＣⅡ ＥｘｏｓｍｉＲ２１激活 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路

调控氧化应激平衡

　　ＰＴＥＮ作为 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路的抑制因子，其
可通过去磷酸化作用促使磷脂酰肌醇 ３，４，５三磷酸
（ＰＩＰ３）向磷脂酰肌醇，４，５二磷酸（ＰＩＰ２）转化，下调
ｐＡｋｔ水平［２３］。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，ＰＴＥＮ表达降
低后，ｐＡｋｔ表达增强，ＥｘｏｓｍｉＲ２１干预不能消除
ｓｉＰＩ３Ｋ基因沉默对 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路的抑制作用，
ｐＡｋｔ表达显著下降，表明 ＡＥＣⅡ ＥｘｏｓｍｉＲ２１可通
过靶向抑制 ＰＴＥＮ表达激活 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路。此
外，有研究证实，激活ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路可抑制氧化
应激水平维持氧化还原平衡减轻与 ＨＡＬＩ［２４－２５］。本实
验中，高氧暴露后，ＲＯＳ及ＭＤＡ活性显著增强，ＳＯＤ及
ＴＡＯＣ显著下降，表明高氧可破坏氧化还原平衡。而细
胞内ＲＯＳ蓄积会抑制ＥＮａＣ活性导致ＡＦＣ转运效率降
低［２６］。本实验中高氧暴露可显著抑制 ＥＮａＣ各亚基
表达水平导致ＡＦＣ降低。而ＥｘｏｓｍｉＲ２１干预可显著
改善上述指标。同时沉默ｓｉＰＩ３Ｋ基因后，ＥｘｏｓｍｉＲ２１
对ＨＡＬＩ的保护作用明显减弱。以上结果说明，Ｅｘｏｓ
ｍｉＲ２１可激活ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路抑制氧化应激维持
化还原平衡，促进ＥＮａＣα／β／γ调节ＡＦＣ转运。
　　综上，ＡＥＣⅡ来源 ＥｘｏｓｍｉＲ２１可靶向 ＰＴＥＮ激
活ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路抑制氧化应激调控 ＥＮａＣ减轻
ＨＡＬＩ。但本实验仅在动物层面证实 ＡＥＣⅡ来源
ＥｘｏｓｍｉＲ２１对ＨＡＬＩ的保护作用，未在细胞分子水平
进一步探讨其分子机制，为本实验的不足之处。本课

题组下一步将通过沉默ＰＴＥＮ蛋白、沉默 ＥｘｏｓｍｉＲ２１
并抑制ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路等方法，重点探讨 ＡＥＣⅡ
来源ＥｘｏｓｍｉＲ２１在 ＨＡＬＩ的分子机制。以期丰富临
床干预ＨＡＬＩ的小分子靶点，为外泌体治疗ＨＡＬＩ提供
科学依据。
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ＤＯＩ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１０００４７１８．２０２０．０５．０２６

［９］毛珂君，刘妍宏，华宇，等．间充质干细胞外泌体对肺脏
上皮钠离子转运的调控作用研究［Ｊ］．中国细胞生物学学
报，２０２１，４３（２）：３６９－３７７．ＤＯＩ：１０．１１８４４／ｃｊｃｂ．２０２１．
０２．００１２．
ＭＡＯＫＪ，ＬＩＵＹＨ，ＨＵＡＹ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｒｅｓｅａｒｃｈａｂｏｕｔｔｈｅ
ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍ ｃｅｌｌｅｘｏｓｏｍｅｓｏｎｓｏｄｉｕｍ
ｔｒａｎｓｐｏｒｔｏｆｌｕｎｇｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍ［Ｊ］．ＣｈｉｎＪＣｅｌｌＢｉｏｌ，２０２１，４３
（２）：３６９－３７７．ＤＯＩ：１０．１１８４４／ｃｊｃｂ．２０２１．０２．００１２．

［１０］ＨＯＵＡＮ，ＦＵ ＪＨ，ＹＡＮＧ Ｈ Ｐ，ｅｔａｌ．Ｈｙｐｅｒｏｘｉａ
ｓｔｉｍｕｌａｔｅｓｔｈｅ ｔｒａｎｓｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆｔｙｐｅ Ⅱ ａｌｖｅｏｌａｒ
ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｉｎｎｅｗｂｏｒｎｒａｔｓ［Ｊ］．ＡｍＪＰｈｙｓｉｏｌＬｕｎｇＣｅｌｌ
ＭｏｌＰｈｙｓｉｏｌ，２０１５，３０８（９）：Ｌ８６１－Ｌ８７２．ＤＯＩ：１０．１１５２／
ａｊｐｌｕｎｇ．０００９９．２０１４．

９２２２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（２１）



［１１］ＶＹＡＳＮ，ＤＨＡＷＡＮＪ．Ｅｘｏｓｏｍｅｓ：ｍｏｂｉｌｅｐｌａｔｆｏｒｍｓｆｏｒ
ｔａｒｇｅｔｅｄａｎｄｓｙｎｅｒｇｉｓｔｉｃｓｉｇｎａｌｉｎｇａｃｒｏｓｓｃｅｌｌｂｏｕｎｄａｒｉｅｓ［Ｊ］．
ＣｅｌｌＭｏｌＬｉｆｅＳｃｉ，２０１７，７４（９）：１５６７－１５７６．ＤＯＩ：１０．
１００７／ｓ０００１８０１６２４１３９．

［１２］冯帮海，梅鸿，刘鑫鑫，等．微小 ＲＮＡ２１５ｐ通过激活
ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路调控Ⅱ型肺泡上皮细胞凋亡减轻大
鼠高氧性急性肺损伤［Ｊ］．中华危重病急救医学，２０２３，
３５（２）：１４０－１４５．ＤＯＩ：１０．３７６０／ｃｍａ．ｊ．ｃｎ１２１４３０
２０２２０３１７００２５９．
ＦＥＮＧＢＨ，ＭＥＩＨ，ＬＩＵＸＸ，ｅｔａｌ．ＭｉｃｒｏＲＮＡ２１５ｐ
ａｌｌｅｖｉａｔｅｓｈｙｐｅｒｏｘｉａｉｎｄｕｃｅｄａｃｕｔｅｌｕｎｇｉｎｊｕｒｙｉｎｒａｔｓｔｈｒｏｕｇｈ
ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ３ ｋｉｎａｓｅ／ｓｅｒｉｎｅｔｈｒｅｏｎｉｎｅ
ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｂｙｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｔｙｐｅⅡ
ａｌｖｅｏｌａｒｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓ［Ｊ］．ＣｈｉｎＣｒｉｔＣａｒｅＭｅｄ，
２０２３，３５（２）：１４０－１４５．ＤＯＩ：１０．３７６０／ｃｍａ．ｊ．ｃｎ１２１４３０
２０２２０３１７００２５９．

［１３］何婧，王导新，邓旺．ＦＯＸＯ１对急性肺损伤小鼠肺泡上
皮钠通道的调控作用及其机制［Ｊ］．吉林大学学报（医学
版），２０２０，４６（６）：１１５５－１１６１．Ｉ０００３．ＤＯＩ：１０．１３４８１／
ｊ．１６７１５８７ｘ．２０２００６０８．
ＨＥＪ，ＷＡＮＧＤＸ，ＤＥＮＧＷ．ＲｅｇｕｌａｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｏｆＦＯＸＯ１
ｏｎａｌｖｅｏｌａｒｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｓｏｄｉｕｍｃｈａｎｎｅｌｉｎａｃｕｔｅｌｕｎｇｉｎｊｕｒｙ
ｍｉｃｅａｎｄｉｔｓｍｅｃｈａｎｉｓｍ［Ｊ］．ＪＪｉｌｉｎＵｎｉｖＭｅｄＥｄ，２０２０，４６
（６）：１１５５－１１６１，Ｉ０００３．ＤＯＩ：１０．１３４８１／ｊ．１６７１５８７ｘ．
２０２００６０８．

［１４］ＣＨＥＮＱ，ＬＩＵＹＲ．Ｉｓｏｌａｔｉｏｎａｎｄｃｕｌｔｕｒｅｏｆｍｏｕｓｅａｌｖｅｏｌａｒ
ｔｙｐｅⅡ ｃｅｌｌｓｔｏｓｔｕｄｙｔｙｐｅⅡ ｔｏｔｙｐｅＩｃｅｌｌｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ
［Ｊ］．ＳＴＡＲＰｒｏｔｏｃ，２０２１，２（１）：１００２４１．ＤＯＩ：１０．１０１６／
ｊ．ｘｐｒｏ．２０２０．１００２４１．

［１５］刘国跃，牟胜旭，陈淼，等．一种简便可控的高氧急性
肺损伤模型的建立方法［Ｊ］．中华危重病急救医学，
２０１６，２８（１）：２７－３２．ＤＯＩ：１０．３７６０／ｃｍａ．ｊ．ｉｓｓｎ．２０９５
４３５２．２０１６．０１．００６．
ＬＩＵＧＹ，ＭＯＵＳＸ，ＣＨＥＮＭ，ｅｔａｌ．Ａｓｉｍｐｌｅａｎｄ
ｃｏｎｔｒｏｌｌａｂｌｅｍｅｔｈｏｄｆｏｒｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆａｍｏｄｅｌｏｆｈｉｇｈ
ｏｘｙｇｅｎｔｅｎｓｉｏｎｉｎｄｕｃｅｄａｃｕｔｅｌｕｎｇｉｎｊｕｒｙ［Ｊ］．ＣｈｉｎＣｒｉｔＣａｒｅ
Ｍｅｄ，２０１６，２８（１）：２７－３２．ＤＯＩ：１０．３７６０／ｃｍａ．ｊ．ｉｓｓｎ．
２０９５４３５２．２０１６．０１．００６．

［１６］ＭＡＴＵＴＥＢＥＬＬＯＧ，ＤＯＷＮＥＹＧ，ＭＯＯＲＥＢＢ，ｅｔａｌ．Ａｎ
ｏｆｆｉｃｉａｌＡｍｅｒｉｃａｎＴｈｏｒａｃｉｃＳｏｃｉｅｔｙｗｏｒｋｓｈｏｐｒｅｐｏｒｔ：ｆｅａｔｕｒｅｓ
ａｎｄｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｓｏｆｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌａｃｕｔｅｌｕｎｇｉｎｊｕｒｙｉｎ
ａｎｉｍａｌｓ［Ｊ］．ＡｍＪＲｅｓｐｉｒＣｅｌｌＭｏｌＢｉｏｌ，２０１１，４４（５）：
７２５－７３８．ＤＯＩ：１０．１１６５／ｒｃｍｂ．２００９０２１０ＳＴ．

［１７］ＺＨＯＵＺＹ，ＨＵＡＹ，ＤＩＮＧＹ，ｅｔａｌ．Ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｅｄｍｅｄｉｕｍ
ｏｆｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎａｃｕｔｅ
ｌｕｎｇｉｎｊｕｒｙｂｙｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｓｏｄｉｕｍｃｈａｎｎｅｌｓｖｉａｍｉＲ
３４ｃ［Ｊ］．ＦｒｏｎｔＢｉｏｅｎｇＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌ，２０２１，９：６４０１１６．ＤＯＩ：
１０．３３８９／ｆｂｉｏｅ．２０２１．６４０１１６．

［１８］ＬＩＵＣ，ＸＩＡＯ Ｋ，ＸＩＥ ＬＸ．Ａｄｖａｎｃｅｓｉｎｔｈｅｕｓｅｏｆ
ｅｘｏｓｏｍｅｓｆｏｒｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆＡＬＩ／ＡＲＤＳ［Ｊ］．Ｆｒｏｎｔ
Ｉｍｍｕｎｏｌ，２０２２，１３：９７１１８９．ＤＯＩ：１０．３３８９／ｆｉｍｍｕ．２０２２．
９７１１８９．

［１９］ＷＡＮＧＹＴ，ＸＩＥＷ Ｌ，ＦＥＮＧＹＱ，ｅｔａｌ．Ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ
ｄｅｒｉｖｅｄｅｘｏｓｏｍｅｓｐｒｏｍｏｔｅＭ２ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎｖｉａ
Ｎｏｔｃｈ２／ＳＯＣＳ１ｄｕｒｉｎｇｍｅｃｈａｎｉｃａｌｖｅｎｔｉｌａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＩｎｔＪＭｏｌ
Ｍｅｄ，２０２２，５０（１）：９６．ＤＯＩ：１０．３８９２／ｉｊｍｍ．２０２２．５１５２．

［２０］ＱＵＡＮＹ，ＷＡＮＧＺＨ，ＧＯＮＧＬ，ｅｔａｌ．ＥｘｏｓｏｍｅｍｉＲ
３７１ｂ５ｐｐｒｏｍｏｔｅｓｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆｌｕｎｇａｌｖｅｏｌａｒｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒ
ｔｙｐｅⅡ ｃｅｌｌｓｂｙｕｓｉｎｇＰＴＥＮｔｏｏｒｃｈｅｓｔｒａｔｅｔｈｅＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ［Ｊ］．ＳｔｅｍＣｅｌｌＲｅｓＴｈｅｒ，２０１７，８（１）：１３８．
ＤＯＩ：１０．１１８６／ｓ１３２８７０１７０５８６２．

［２１］马青，李长毅，王导新，等．ＰＩ３Ｋ／ＳＧＫ１信号通路上调
小鼠肺上皮钠通道表达的研究［Ｊ］．中国病理生理杂志，
２０２２，３８（１）：５０－５５．ＤＯＩ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１０００４７１８．
２０２２．０１．００７
ＭＡＱ，ＬＩＣＹ，ＷＡＮＧＤＸ，ｅｔａｌ．ＰＩ３Ｋ／ＳＧＫ１ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｐａｔｈｗａｙｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｓｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｓｏｄｉｕｍｃｈａｎｎｅｌｉｎｍｏｕｓｅ
ａｌｖｅｏｌａｒｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍ［Ｊ］．ＣｈｉｎＪＰａｔｈｏｐｈｙｓｉｏｌ，２０２２，３８
（１）：５０－５５．ＤＯＩ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１０００４７１８．２０２２．０１．
００７

［２２］刘宏飞，候亚鹏，金睿，等．木犀草素通过调节上皮钠
通道影响肺上皮离子转运［Ｊ］．中药新药与临床药理，
２０２０，３１（４）：４０２－４０８．ＤＯＩ：１０．１９３７８／ｊ．ｉｓｓｎ．１００３
９７８３．２０２０．０４．００６．
ＬＩＵＨＦ，ＨＯＵＹＰ，ＪＩＮＲ，ｅｔａｌ．Ｌｕｔｅｏｌｉｎａｆｆｅｃｔｓｌｕｎｇ
ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｉｏｎ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｂｙｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｓｏｄｉｕｍ
ｃｈａｎｎｅｌｓ［Ｊ］．ＴｒａｄｉｔＣｈｉｎＤｒｕｇＲｅｓＣｌｉｎＰｈａｒｍａｃｏｌ，２０２０，
３１（４）：４０２－４０８．ＤＯＩ：１０．１９３７８／ｊ．ｉｓｓｎ．１００３９７８３．
２０２０．０４．００６．

［２３］ＳＨＩＹＪ，ＷＡＮＧＪＲ，ＣＨＡＮＤＡＲＬＡＰＡＴＹＳ，ｅｔａｌ．ＰＴＥＮ
ｉｓａｐｒｏｔｅｉｎｔｙｒｏｓｉｎｅｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅｆｏｒＩＲＳ１［Ｊ］．ＮａｔＳｔｒｕｃｔ
ＭｏｌＢｉｏｌ，２０１４，２１（６）：５２２－５２７．ＤＯＩ：１０．１０３８／ｎｓｍｂ．
２８２８．

［２４］ＣＡＯＨＦ，ＦＥＮＧＹ，ＮＩＮＧＹＹ，ｅｔａｌ．Ｅｄａｒａｖｏｎｅｐｒｏｔｅｃｔｓ
ｒａｔｓａｎｄｈｕｍａｎｐｕｌｍｏｎａｒｙａｌｖｅｏｌａｒｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓａｇａｉｎｓｔ
ｈｙｐｅｒｏｘｉａｉｎｊｕｒｙ：ｈｅｍｅｏｘｙｇｅｎａｓｅ１ａｎｄＰＩ３Ｋ／Ａｋｔｐａｔｈｗａｙ
ｍａｙｂｅｉｎｖｏｌｖｅｄ［Ｊ］．ＥｘｐＬｕｎｇＲｅｓ，２０１５，４１（７）：４０４－
４１４．ＤＯＩ：１０．３１０９／０１９０２１４８．２０１５．１０５４０５３．

［２５］ＣＨＥＮＹ，ＣＨＡＮＧ ＬＷ，ＬＩＷ Ｂ，ｅｔａｌ．Ｔｈｉｏｒｅｄｏｘｉｎ
ｐｒｏｔｅｃｔｓｆｅｔａｌｔｙｐｅⅡ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｆｒｏｍｈｙｐｅｒｏｘｉａｉｎｄｕｃｅｄ
ｉｎｊｕｒｙ［Ｊ］．ＰｅｄｉａｔｒＰｕｌｍｏｎｏｌ，２０１０，４５（１２）：１１９２－１２００．
ＤＯＩ：１０．１００２／ｐｐｕｌ．２１３０７．
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