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·论 著·

外泌体源性miR-23a-3p介导ITGB8/TGF-β1
信号通路改善矽肺大鼠肺纤维化

陆芳 1，徐宁 1，张峰 2，蒋贝尔 2

（1.温州医科大学附属衢州医院/衢州市人民医院呼吸与危重症医学科，浙江 324000；
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【摘要】目的 研究外泌体源性miR-23a-3p对矽肺大鼠肺纤维化的影响。方法 50只SD大鼠随机分为

对照组、模型组、外泌体组、外泌体+抑制剂对照组和外泌体+miR-23a-3p抑制剂组，每组10只。通过口鼻

暴露法吸入二氧化硅建立矽肺大鼠模型。RT-qPCR检测骨髓间充质干细胞外泌体（BMSCs-Exos）中miR-23a-
3p表达；采用HE染色和Masson染色评估肺组织病理形态变化和纤维化；采用免疫荧光检测肺组织Col-Ⅰ和
Col-Ⅲ表达；Western blot用于检测 BMSCs-Exos中CD9、CD63、TSG101和Calnexin蛋白以及肺组织中

ITGB8和TGF-β1蛋白表达。双荧光素酶报告基因实验用于验证miR-23a-3p与 ITGB8结合。结果 BMSCs-
Exos改善矽肺大鼠肺损伤和肺纤维化，抑制miR-23a-3p后BMSCs-Exos处理的矽肺大鼠肺损伤和肺纤维化加

重。与对照组（28.84±2.84、16.82±1.52、0.32±0.04、0.30±0.03）相比，模型组（175.92±9.84、144.28±
13.92、0.63±0.05、0.67±0.08）大鼠肺组织中Col-Ⅰ、Col-Ⅲ、ITGB8和TGF-β1蛋白表达显著升高（F=
81.623，62.561，46.675，41.942，P<0.05）；与模型组相比，外泌体组（68.92±5.92、59.82±6.19、0.42±
0.05、0.46±0.04）和外泌体+抑制剂对照组（75.15±9.82、52.91±6.21、0.42±0.04、0.48±0.06）大鼠肺组

织中 Col- Ⅰ、Col-Ⅲ、 ITGB8和 TGF-β1蛋白表达显著降低（F=81.623，62.561，46.675，41.942，P<
0.05；）；与外泌体组或外泌体+抑制剂对照组相比，外泌体+miR-23a-3p抑制剂组（132.82±9.85、11.94±
10.62、 0.54±0.04、 0.58±0.06）大鼠肺组织中 Col- Ⅰ、Col-Ⅲ、 ITGB8和 TGF- β1蛋白表达升高（P<
0.05）。与mimics NC+ITGB8-WT组相比，miR-23a-3p mimics+ITGB8-WT组HEK-293T细胞的相对荧光

素酶活性显著降低（F=36.723，P<0.05）；与 mimics NC+ITGB8-MUT组相比，miR-23a-3p mimics+
ITGB8-MUT组HEK-293T细胞的相对荧光素酶活性无显著差异（P>0.05）。结论 外泌体源性miR-23a-3p
可能通过抑制 ITGB8/TGF-β1信号通路改善矽肺大鼠肺纤维化。
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Exosomes-derived miR-23a-3p mediates ITGB8/TGF-β1 signaling
pathway to improve pulmonary fibrosis in silicotic rats
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【Abstract】 Objective To explore the improvement effect and mechanism of exosomes-derived miR-23a-3p on
pulmonary fibrosis in silicotic rats.Methods Fifty SD rats were randomly divided into the control group,model group,
exosome group,exosome+inhibitor control group and exosome+miR-23a-3p inhibitor group,with 10 rats in each group.
The silicosis rat model was established by inhaling silica through oral and nasal exposure.The RT-qPCR was used to
detect the expression of miR-23a-3p in bone marrow mesenchymal stem cell exosomes and BMSCs-Exos（BMSCs-
Exos）.HE staining and Masson staining were used to evaluate the pathological changes and fibrosis of lung tissue.The
expression of Col-Ⅰ and Col-Ⅲ in lung tissue was detected by immunofluorescence.Western blot was used to detect the

expression of CD9, CD63, TSG101 and Calnexin in
BMSCs-Exos and the expression of ITGB8 and TGF-β1［作者简介］
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矽肺是由长期吸入游离二氧化硅粉尘引起的肺

部慢性纤维化病变，以肺组织中弥漫性纤维化和硅

结节的形成为特征，可导致呼吸功能障碍［1］。职业

暴露是矽肺的主要风险因素［2］。近年来，全球矽肺

的发病率呈上升趋势［3］。目前的矽肺治疗方法主要

聚焦于缓解炎症和改善呼吸困难，尚无治疗矽肺诱

导的肺纤维化的有效方法［4］。因此，开发矽肺治疗

的新方法十分有必要。骨髓间充质干细胞外泌体

（bone marrow mesenchymal stem cell exosomes，
BMSCs-Exos）是骨髓间充质干细胞分泌的细胞外囊

泡，具有脂质双分子层结构，可携带脂质、蛋白质、

微小RNA和信使RNA等生物活性分子，具有组织

修复与再生、免疫调节、抗炎和抗凋亡等生物学功

能［5］。研究表明，BMSCs-Exos抑制二氧化硅诱导

的肺部炎症［6］。有研究发现 BMSCs-Exos中高表达

miR-23a-3p［7］。miR-23a-3p在二氧化硅暴露后的矽

肺模型中表达下调，其过表达减轻矽肺小鼠肺纤维

化［8］。然而，外泌体源性miR-23a-3p改善矽肺的机

制尚不完全清楚。基于生物信息学的研究发现整合

素 β8亚基（integrin subunit beta 8，ITGB8）在矽肺大

鼠肺组织中表达上调［9］，且 ITGB8 mRNA的 3’-非

翻译区存在miR-23a-3p的潜在结合位点。ITGB8是
整合素家族的 β亚基，其可能通过增强TGF-β表达

影响纤维化进程［10-12］。然而，miR-23a-3p是否介导

ITGB8/TGF-β1信号通路影响矽肺目前尚无报道。

本研究通过口鼻暴露法吸入二氧化硅建立矽肺大鼠

模型，从而探究外泌体源性miR-23a-3p对矽肺大鼠

肺纤维化的改善作用，并分析其机制，为矽肺治疗

方法的开发提供理论基础。

1 材料与方法

1. 1 材料

1. 1. 1 实验动物 SPF级雄性Wistar大鼠，体质

量为 160~170 g。饲养温度为 20~26 ℃，相对湿度

为 40%~70%，明暗交替 12/12 h，自由取食取水。

本研究由本院实验动物福利与伦理委员会批准，批

号：衢州市人民医院伦审第（2024—0103）号。

1. 1. 2 仪器和试剂 BMSCs-Exos（上海酶研生物

科技有限公司）；抑制剂对照和miR-23a-3p抑制剂

（苏州吉玛基因公司）；二氧化硅粉尘（白色粉末，纯

度 99%，分散度粒径<5 μm，美国 Sigma公司）；

双荧光素酶报告基因实验检测试剂盒和化学发光检

测仪（美国 Promega公司）；RNA提取试剂盒、逆转

录试剂盒和 RT-qPCR试剂盒（日本 Takara公司）；

RIPA裂解液、BCA蛋白定量试剂盒和ECL化学发

光液（上海碧云天生物技术有限公司）；CD9、CD63、
肿 瘤 易 感 基 因 101（tumor susceptibility gene 101，
TSG101）、Calnexin、I型胶原蛋白（collagen type I，
Col-Ⅰ）、Ⅲ型胶原蛋白（collagen type Ⅲ，Col-Ⅲ）、

ITGB8和转化生长因子 β1（transforming growth fac­
tor beta 1，TGF-β1）抗体（英国 Abcam公司）；HE
染色和Masson染色试剂盒（北京索莱宝科技有限公

司）；HOPE-MED8050动式染尘系统（北京慧荣和

科技有限公司）；荧光定量 PCR仪（美国ABI公司）；

酶标仪（美国Thermo公司）；凝胶成像系统（上海天

in lung tissue.The dual luciferase reporter gene experiment was used to verify the binding of miR-23a-3p to ITGB8.
Results BMSCs-Exos could improve lung injury and pulmonary fibrosis in silicotic rats,and inhibit the aggravation of
lung injury and pulmonary fibrosis in silicotic rats treated with BMSCs-Exos after miR-23a-3p. Compared with the
control group（28.84±2.84, 16.82±1.52, 0.32±0.04, 0.30±0.03, respctively）, the expressions of Col- Ⅰ , Col- Ⅲ ,
ITGB8 and TGF- β1 in the lung tissue in the model group（175.92±9.84, 144.28±13.92, 0.63±0.05、0.67±0.08,
respectively）were significantly increased（F=81.623, 62.561, 46.675, 41.942, P<0.05）. Compared with the model
group,the expressions of Col- Ⅰ,Col-Ⅲ,ITGB8 and TGF-β1 in lung tissue of rats in exosomes group（68.92±5.92,
59.82±6.19,0.42±0.05,0.46±0.04）and exosomes+inhibitor control group（75.15±9.82,52.91±6.21,0.42±0.04,
0.48±0.06）were significantly decreased（F=81.623,62.561,46.675,41.942,P<0.05）；Compared with the exosome
group and the exosome+inhibitor control group,the expressions of Col-Ⅰ,Col-Ⅲ,ITGB8 and TGF-β1 in the lung tissue
of rats in the exosome+miR-23a-3p inhibitor group（132.82±9.85, 11.94±10.62, 0.54±0.04, 0.58±0.06）were
significantly increased（P<0.05）.Compared with the mimetics NC+ITGB8-WT group,the relative luciferase activity
of HEK-293T cells in the miR-23a-3p mimetics+ITGB8-WT group was significantly reduced（F=36.723,P<0.05）；
Compared with the mimetics NC+ITGB8-MUT group, there was no significant difference in the relative luciferase
activity of HEK-293T cells in the miR-23a-3p mimetics+ITGB8-MUT group（F=36.723, P>0.05）. Conclusion
Exocrine-derived miR-23a-3p may improve pulmonary fibrosis in silicotic rats by inhibiting ITGB8/TGF-β1 signaling
pathway.

【Keywords】 Silicosis；Exosomes；miR-23a-3p；Lung fibrosis
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能生物科技公司）。

1. 2 方法

1. 2. 1 动物分组和处理 将大鼠随机分为对照组、

模型组、外泌体组、外泌体+抑制剂对照组和外泌

体+miR-23a-3p抑制剂组，每组 10只。除对照组

外，各组大鼠采用HOPE-MED 8050动式染尘系统

建立矽肺模型，染毒柜进气流速 3. 5 mL/min，二

氧化硅粉尘质量浓度为 800 mg/m3，每日染尘 6 h，
持续吸入 28 d。外泌体组、外泌体+抑制剂对照组

和外泌体+miR-23a-3p抑制剂组大鼠于造模第 1天
开始每隔 3 d经尾静脉注射用 Lipo 3000转染试剂转

染 抑 制 剂 对 照 或 miR-23a-3p 抑 制 剂 的 BMSCs-
Exos。各组大鼠于吸入粉尘后第 56天麻醉并处死大

鼠，收集肺组织用于后续实验。

1. 2. 2 组织学染色 将收集的大鼠肺组织固定后

常规方法制备石蜡切片，切片经HE染色和Masson
染色后于光学显微镜下观察并拍照。

1. 2. 3 RT-qPCR分析基因表达收集转染后的 BM­
SCs-Exos，Trizol裂解后加入五分之一体积氯仿，

振荡混匀后 12 000 g离心 20 min（离心半径为 10
cm）。收集上清并加入等量异丙醇，上下颠倒混匀

后 12 000 g离心 20 min（离心半径为 10 cm）。75%
乙醇洗涤沉淀 2次，晾干沉淀并用DEPC水溶解沉

淀，即为提取的RNA。将提取的RNA反转录为 cD­
NA（反应条件：25 ℃ 5 min→50 ℃ 15 min→85 ℃
5 min；逆转录引物序列为 5’-GTCGTATCCAGT­
GCAGGGTCCGAGGTATTCGCA CTGGATAC
GACGGAAAT-3’），以其为模板进行扩增反应（反

应条件：95 ℃ 30 s→95 ℃ 5 s，60 ℃ 20 s，40个
循环→95 ℃ 15 s，60 ℃ 1 min，95 ℃ 15 s），以

U6为内参，采用 2-△△CT法计算目的基因的相对表达

量。miR-23a-3p的正向引物序列为 5’-GCGATCA­
CATT GCCAGGG-3’；反向引物序列为 5’-AGT­
GCAGGG TCCGAGGTATT-3’。U6的正向引物

序列为 5’-CTCGCTTCGGGCAGCACA-3’；反向

引 物 序 列 为 5’-AACGCTT CACGAATTTGC­
GT-3’。
1. 2. 4 Western blot分析蛋白表达 将收集的BMSCs-
Exos或大鼠肺组织用 RIPA裂解液于冰上裂解后

12 000 g离心 20 min，收集上清即为提取的蛋白。

定量后电泳分离，湿转法将其转移至 PVDF膜，经

封闭、一抗［CD 9（1∶1 000）、CD 63（1∶2 000）、

TSG 101（1∶500）、 ITGB 8（1∶1 000）、TGF-β1
（1∶2 000）和 GAPDH（1∶5 000）抗体］孵育、二抗

［HRP偶联山羊抗兔二抗，1∶5 000］孵育和ECL发

光后分析电泳条带灰度值。

1. 2. 5 免疫荧光分析蛋白表达 将收集的大鼠肺

组织固定后常规方法制备冰冻切片，切片经封闭、

透膜、一抗［Col-Ⅰ（1∶100）和 Col-Ⅲ（1∶50）］孵育、

荧光二抗（1∶500）孵育和 DAPI染核后，荧光显微

镜下观察并拍照。

1. 2. 6 双荧光素酶报告基因实验 HEK-293T细

胞用含 10%胎牛血清和 1%青链霉素的 DMEM培

养基培养于 37 ℃含 5%二氧化碳的细胞培养箱中。

将含结合位点的野生型（ITGB 8-WT）或结合位点突

变的突变型（ITGB 8-MUT）荧光素酶报告基因质粒

以及mimics NC或miR-23a-3p mimics转染至HEK-

293T细胞。继续培养 24 h后，裂解细胞并收集上

清，依次检测萤火虫荧光素酶活性和海肾荧光素酶

活性，二者比值即为相对荧光素酶活性。

1. 3 统计学处理

采用Graphpad进行计算及统计分析，数据采用

x±s表示，多组间数据采用单因素方差分析进行比

较，组间两两比较采用Tukey事后检验进行，以 P
<0. 05为差异有统计学意义。

2 结果

2. 1 BMSCs-Exos鉴定

Western blot检测结果显示，提取的 BMSCs-
Exos 阳性表达 CD9、 CD63 和 TSG101，不表达

Calnexin。见图 1。

图1 BMSCs-Exos表面标志物Western blot检测结果

2. 2 BMSCs-Exos中miR-23a-3p表达变化

与对照组和抑制剂对照组相比，miR-23a-3p抑
制剂组 BMSCs-Exos中 miR-23a-3p表达显著降低

（F=41. 290，P<0. 05）。见图 2。
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分组

注：经单因素方差分析Tukey检验，与对照组比较，aP<0. 05；与抑

制剂对照组比较，bP<0. 05。
图2 BMSCs-Exos中miR-23a-3p表达变化

2. 3 大鼠肺组织病理形态学变化

对照组大鼠肺组织结构完整，肺泡壁未见增生，

肺泡间隔仅见少量胶原纤维；模型组大鼠肺组织结

构破坏，肺泡壁增生，肺泡间隔可见大量胶原纤维

沉积；外泌体组和外泌体+抑制剂对照组大鼠肺组

织结构轻度破坏，肺泡壁略有增厚，肺泡间隔仅见

少量胶原纤维沉积；外泌体+miR-23a-3p抑制剂组

大鼠肺组织结构破坏，肺泡壁增生，肺泡间隔可见

大量胶原纤维沉积。见图 3。

注：A图为HE染色结果；B图为Masson染色结果。放大倍数为 200倍。

图3 大鼠肺组织病理形态学变化观察结果（×200）

2. 4 免疫荧光分析大鼠肺组织中胶原蛋白表达情况

与对照组相比，模型组大鼠肺组织中 Col-Ⅰ和
Col-Ⅲ蛋白表达显著升高（F=81. 623、62. 561，P<
0. 05）；与模型组相比，外泌体组和外泌体+抑制剂

对照组大鼠肺组织中Col-Ⅰ和Col-Ⅲ蛋白表达显著降

低（P<0. 05）；与外泌体组和外泌体+抑制剂对照组

相比，外泌体+miR-23a-3p抑制剂组大鼠肺组织中

Col-ⅠI和Col-Ⅲ蛋白表达显著升高（P<0. 05）。见图4。
2. 5 Western blot检测大鼠肺组织中 ITGB8和

TGF-β1表达变化

与对照组相比，模型组大鼠肺组织中 ITGB8和
TGF-β1蛋白表达显著升高（F=46. 675、 41. 942，
P<0. 05）；与模型组相比，外泌体组和外泌体+抑

制剂对照组大鼠肺组织中 ITGB8和TGF-β1蛋白表

分组

注：经单因素方差分析Tukey检验，F=81. 623、62. 561，与对照组比较，aP<0. 05；与模型组比较，bP<0. 05；与外泌体组比较，cP<0. 05；与外

泌体+抑制剂对照组比较，dP<0. 05。放大倍数为 200倍。

图4 大鼠肺组织中胶原蛋白表达检测结果（免疫荧光染色，×200）
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达显著降低（P<0. 05）；与外泌体组和外泌体+抑

制剂对照组相比，外泌体+miR-23a-3p抑制剂组大

鼠肺组织中 ITGB8和TGF-β1蛋白表达显著升高（P<
0. 05）。见图 5。

注：经单因素方差分析Tukey检验，F=46. 675、41. 942，与对照组比较，aP<0. 05；与模型组比较，bP<0. 05；与外泌体组比较，cP<0. 05；与外

泌体+抑制剂对照组比较，dP<0. 05。
图5 大鼠肺组织中 ITGB8和TGF-β1蛋白表达检测结果

2. 6 miR-23a-3p和 ITGB8靶向关系验证

与mimics NC+ITGB8-WT组相比，miR-23a-3p
mimics+ITGB8-WT组HEK-293T细胞的相对荧光

素 酶 活 性 显 著 降 低（F=36. 723， P<0. 05）； 与

mimics NC+ITGB8-MUT 组 相 比 ， miR-23a-3p
mimics+ITGB8-MUT组HEK-293T细胞的相对荧

光素酶活性无显著差异（P>0. 05）。见图 6和图 7。

图6 miR-23a-3p与 ITGB8 mRNA的潜在结合位点预测结果

注：经单因素方差分析Tukey检验，F=36. 723，与对照组比较，aP<

0. 05。
图7 各组HEK-293T细胞相对荧光素酶活性比较

3 讨论

本研究采用口鼻暴露法吸入二氧化硅建立矽肺

大鼠模型，发现造模后 56 d的大鼠肺组织结构破

坏，肺泡壁增生，肺泡间隔可见大量胶原纤维沉积，

且肺组织中Col-Ⅰ和Col-ⅠⅢ蛋白表达显著升高，这些

结果表明口鼻暴露法吸入二氧化硅诱导大鼠肺组织

纤维化，提示矽肺大鼠模型建立成功。间充质干细

胞外泌体介导多种机制改善矽肺诱导的肺纤维化。

间充质干细胞外泌体通过递送miR-99a-5p靶向成纤

维细胞生长因子受体 3和下游丝裂原活化蛋白激酶

减轻矽肺小鼠肺纤维化［13］。还有研究发现人脐带间

充质干细胞外泌体通过miR-148a-3p靶向热休克蛋

白 90β家族成员 1抑制成纤维细胞胶原合成和分泌，

从而改善二氧化硅诱导的肺纤维化［14］。BMSCs-
Exos具有安全性高、免疫调控力强、多组织修复能

力、精准靶向递送能力及工程化灵活性等优势［15］。

本研究发现给予 BMSCs-Exos改善矽肺大鼠肺损伤

和肺纤维化，降低大鼠肺组织中中Col-Ⅰ和Col-ⅠⅢ蛋

白表达，这些结果证明了 BMSCs-Exos对矽肺诱导

的肺纤维化的改善作用。

研究表明，BMSCs-Exos中高表达 miR-23a-
3p，且其通过靶向抑制干扰素调节因子 1表达抑制

巨噬细胞M1极化和促炎细胞因子产生，从而促进

前交叉韧带重建后肌腱骨愈合［7］。研究表明，间充

质干细胞来源的外泌体传递的miR-23a-3p通过靶向

抑制核因子 κB和Hedgehog信号通路逆转脂多糖诱

导的肺损伤和纤维化［16］。此外，还有研究发现

miR-23a-3p通过靶向抑制环指蛋白 3表达抑制 β -

catenin泛素化，减轻二氧化硅诱导的肺上皮细胞凋

亡和肺纤维化［8］，提示其可能对二氧化硅诱导的矽

肺具有改善作用。本研究发现给予抑制miR-23a-3p
的 BMSCs-Exos逆转 BMSCs-Exos对矽肺大鼠肺损
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伤和肺纤维化的改善作用以及大鼠肺组织中中 Col-
Ⅰ和 Col-Ⅲ蛋白表达的下调作用。这些结果表明

BMSCs-Exos通过递送miR-23a-3p改善矽肺诱导的

肺纤维化。

基于生物信息学的研究发现， ITGB8在矽肺

大鼠肺组织中表达上调［9］。且生物信息学分析结果

显示 ITGB8 mRNA的 3’-非翻译区存在miR-23a-3p
的潜在结合位点。研究表明，ITGB8可增强TGF-β
表达［12］，TGF-β1是肺纤维化的核心调控因子，可

通过磷酸化 Smad2/3蛋白以及激活丝裂原活化蛋白

激酶、 Janus激酶/信号转导和转录激活因子以及

Yes相关蛋白/具有 PDZ结合基序的转录共激活因

子等信号通路促进纤维化进程［17］。研究表明，

TGF-β1信号通路在矽肺中激活，导致胶原蛋白沉

积和纤维化加重［18］。本研究发现给予 BMSCs-Exos
降低矽肺大鼠肺组织中 ITGB8及其下游TGF-β1的
表达，而给予抑制miR-23a-3p的BMSCs-Exos逆转

BMSCs-Exos对矽肺大鼠肺组织中 ITGB8和 TGF-

β1表达的下调作用，提示BMSCs-Exos可能通过递

送 miR-23a-3p 抑 制 矽 肺 大 鼠 肺 组 织 中 ITGB8/
TGF-β1信号通路。此外，本研究还通过双荧光素

酶 报 告 基 因 实 验 验 证 了 miR-23a-3p 与 ITGB8
mRNA的 3’-非翻译区结合，提示 BMSCs-Exos递
送的 miR-23a-3p可能通过靶向抑制 ITGB8表达发

挥作用。

综上所述，本研究发现外泌体源性miR-23a-3p
改善矽肺诱导的肺纤维化，其机制可能与抑制 IT­
GB8/TGF-β1信号通路有关。本研究为外泌体源性

miR-23a-3p在矽肺治疗中的应用提供新思路。然而，

本研究存在一定的局限性，研究结果仅验证了 BM­
SCs-Exos来源的 miR-23a-3p对矽肺大鼠肺组织中

ITGB8/TGF-β1信号通路表达的影响，而未进一步

验证 miR-23a-3p是否介导 ITGB8/TGF-β1信号通

路改善矽肺诱导的肺纤维化，这有待在后续研究中

进一步验证。
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