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CircTMOD3调节miR-139-5p/ROCK2轴
对LPS诱导的肺泡上皮细胞损伤的影响
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摘要      该文旨在探讨CircTMOD3调节miR-139-5p/Rho相关的卷曲螺旋激酶(ROCK2)轴对

LPS诱导的肺泡上皮细胞损伤的影响。该研究采用体外培养人肺泡上皮细胞A549, 将A549细胞分

为 control组、LPS组、LPS+si-NC组、LPS+si-CircTMOD3组、LPS+si-CircTMOD3+inhibitor NC
组、LPS+si-CircTMOD3+miR-139-5p inhibitor组; 用qRT-PCR检测各组细胞CircTMOD3、miR-139-
5p和ROCK2表达水平; CCK-8和EdU法检测细胞增殖情况; 流式细胞术检测细胞凋亡率; ELISA试

剂盒检测TNF-α、IL-6和IL-1β水平; 相关试剂盒检测MDA、SOD、CAT水平; Western blot检测细

胞中Bax、Bcl-2、ROCK2蛋白表达量; 双荧光素酶报告基因实验验证miR-139-5p与CircTMOD3和
ROCK2的关系。结果显示, 与control组相比, LPS组A549细胞中CircTMOD3水平、ROCK2 mRNA
表达水平、TNF-α水平、IL-6水平、IL-1β水平、MDA水平、凋亡率、Bax表达水平、ROCK2蛋
白表达水平显著升高, miR-139-5p表达水平、增殖活力、CAT水平、SOD水平、Bcl-2蛋白表达水

平显著降低(P<0.05); 与LPS组和LPS+si-NC组比较, LPS+si-CircTMOD3组A549细胞中CircTMOD3
表达水平、ROCK2 mRNA表达水平、TNF-α水平、IL-6水平、IL-1β水平、MDA水平、细胞凋亡

率、Bax蛋白水平、ROCK2蛋白水平显著降低, miR-139-5p表达水平、增殖活力、CAT水平、SOD
水平、Bcl-2蛋白表达水平显著升高(P<0.05); 与LPS+si-CircTMOD3+inhibitor NC组相比, LPS+si-
CircTMOD3+miR-139-5p inhibitor组A549细胞中ROCK2 mRNA表达水平、TNF-α水平、IL-6水平、

IL-1β水平、MDA水平、细胞凋亡率、Bax蛋白表达水平、ROCK2蛋白表达水平显著升高, miR-
139-5p表达水平、增殖活力、CAT水平、SOD水平、Bcl-2蛋白表达水平显著降低(P<0.05)。双荧

光素酶报告基因实验证实miR-139-5p与CircTMOD3和ROCK2存在靶向调控关系。该研究得出, 干
扰CircTMOD3表达可以上调miR-139-5p表达抑制ROCK2表达, 减轻LPS诱导的肺泡上皮细胞损伤。
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The Effect of CircTMOD3 on LPS-Induced Alveolar Epithelial Cell Injury 
by Regulating the miR-139-5p/ROCK2 Axis
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Abstract       The aim of this study was to investigate the impact of CircTMOD3 on LPS-induced alveo-
lar epithelial cell injury by regulating the miR-139-5p/ROCK2 (Rho associated coiled coil containing protein 
kinase 2) axis. Human alveolar epithelial cells A549 were cultured in vitro and grouped into control group, LPS 
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group, LPS+si-NC group, LPS+si-CircTMOD3 group, LPS+si-CircTMOD3+inhibitor NC group, and LPS+si-
CircTMOD3+miR-139-5p inhibitor group; qRT-PCR was applied to detect the expression levels of CircTMOD3, miR-
139-5p, and ROCK2 of cells in each group; CCK-8 and EdU method were applied to detect cell proliferation; flow 
cytometry was applied to detect cell apoptosis rate; ELISA kits were applied to detect TNF-α, IL-6, and IL-1β levels; 
the commercial reagent kits were applied to analyze MDA, SOD, and CAT levels; Western blot was applied to detect 
the expression levels of Bax, Bcl-2, and ROCK2 proteins in cells; the relationship of miR-139-5p with CircTMOD3 
and ROCK2 was verified by double luciferase reporter gene experiment. Compared with the control group, the levels 
of CircTMOD3, ROCK2 mRNAs, TNF-α, IL-6, IL-1β, MDA, apoptosis rate, Bax and ROCK2 proteins of A549 cells 
in the LPS group were obviously increased, and the expression of miR-139-5p, proliferative activity, CAT, SOD,  Bcl-
2 protein were obviously reduced (P<0.05); compared with the LPS group and the LPS+si-NC group, the levels of 
CircTMOD3 and ROCK2 mRNAs, TNF-α, IL-6, IL-1β and MDA, apoptosis rate, Bax and ROCK2 proteins of A549 
cells in the LPS+si-CircTMOD3 group were obviously reduced, and the levels of miR-139-5p, proliferative activity, 
CAT, SOD, and Bcl-2 protein were obviously increased (P<0.05); compared with the LPS+si-CircTMOD3+inhibitor 
NC group, the levels of ROCK2 mRNA, TNF-α, IL-6, IL-1β, MDA, apoptosis rate, Bax and ROCK2 proteins of A549 
cells in the LPS+si-CircTMOD3+miR-139-5p inhibitor group were obviously increased, and the levels of miR-139-
5p, proliferative activity, CAT, SOD, and Bcl-2 protein were obviously reduced (P<0.05). Dual luciferase reporter 
gene experiment confirmed that miR-139-5p had a targeted regulatory relationship with TMOD3 and ROCK2. The 
study concluded that interference with CircTMOD3 expression could up-regulate miR-139-5p expression and inhibit 
ROCK2 expression, alleviating LPS-induced alveolar epithelial cell injury.

Keywords       CircTMOD3; miR-139-5p/ROCK2 axis; LPS; alveolar epithelial cells

急性肺损伤 (acute lung injury, ALI)的主要临床

特征为呼吸窘迫、非心源性肺水肿、顽固性低氧血

症 [1]。细菌感染是ALI发病的主要诱因 , ALI具有较

高的发病率和死亡率[2]。ALI发生时会发生急性炎症、

氧化损伤和肺水肿 , 进而诱导细胞凋亡 [3]。目前ALI
的发病机制尚不完全清楚 , 针对该疾病也没有有效

的治疗手段。因此进一步探究ALI的发病机制 , 减
少炎症反应和氧化应激进而降低细胞凋亡有望成为

治疗ALI的研究方向 [4]。环状RNA是一种反式剪接

而成的一种非编码RNA, 研究表明, 其与肺炎的分子

病理过程有关 [5]。LIU等 [6]研究表明 , Circ_0038467
在LPS处理的16HBE细胞中上调, 敲低Circ_0038467
可减弱LPS诱导的 16HBE细胞炎症损伤。MA等 [7]

研究表明 , CircTMOD3在LPS诱导的人肺成纤维细

胞Wl-3中表达上调 , 下调CircTMOD3表达可以减轻

LPS引发的Wl-3细胞损伤和炎症反应。miRNA是内

源性非编码RNA, 具有调节蛋白质编码和非编码基

因表达的作用[8]。WANG等[9]研究表明, 过表达miR-
143-3p可通过抑制TLR4/MyD88/NF-κB信号通路降

低支原体肺炎小鼠肺部炎症水平并减少肺泡上皮

细胞凋亡。ZHANG等 [10]研究表明 , miR-139-5p在败

血症小鼠肺组织中低表达 , 上调miR-139-5p表达后

可以显著减轻败血症小鼠炎症反应和氧化应激 , 抑
制肺组织损伤。Rho相关的卷曲螺旋激酶 (Rho as-
sociated coiled coil containing protein kinase, ROCK)
是重要的神经炎症及氧化应激调控信号。生物信息

学分析发现, CircTMOD3与miR-139-5p, miR-139-5p
与ROCK2之间均存在靶向结合位点 , CircTMOD3是
否可以通过调控miR-139-5p/ROCK2轴影响LPS诱
导的肺泡上皮细胞损伤尚不清楚。因此本研究就

CircTMOD3调节miR-139-5p/ROCK2轴对LPS诱导

的肺泡上皮细胞损伤的影响进行探究 , 以期为ALI
治疗提供新的监测靶点。

1   材料与方法
1.1   实验材料

人肺泡上皮细胞A549购自中国科学院上海细胞库。

1.2   主要试剂

LPS购自上海赛抑生物科技有限公司 ; TNF-α、
IL-6和 IL-1β试剂盒购自上海逍鹏生物科技有限公

司 ; MDA、SOD、CAT试剂盒购自上海瓦兰生物科

技有限公司 ; RPMI 1640培养基购自成都攀达生物
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科技有限公司 ; 胎牛血清购自上海江林生物科技有

限公司 ; Trizol试剂购自武汉纯度生物科技有限公

司 ; 总RNA提取试剂盒购自上海瑞楚生物科技有限

公司 ; 胰蛋白酶购自深圳海思安生物技术有限公司; 
qRT-PCR试剂盒购自艾美捷科技有限公司; CCK-8
试剂盒购自上海西格生物科技有限公司; Bax、Bcl-
2、ROCK2一抗和二抗均购自美国Abcam公司 ; si-
NC、si-CircTMOD3 、inhibitor NC、miR-139-5p 
inhibitor购自上海吉凯基因医学科技有限公司。

1.3   方法

1.3.1   细胞转染与分组培养      将A549细胞接种于

RPMI 1640培养基进行培养 (培养条件 : 37 °C、5% 
CO2), 待细胞融合度达到85%左右时加入胰蛋白酶

消化传代。

将对数生长期的A549细胞分为对照组、LPS
组 (10 mg/L的LPS[11]处理 )、LPS+si-NC组 (10 mg/L
的LPS+转染 si-NC共同处理 )、LPS+si-CircTMOD3
组 (10 mg/L的LPS+转染 si-CircTMOD3共同处理 )、
LPS+si-CircTMOD3+inhibitor NC组 (10 mg/L的
LPS+转染 si-CircTMOD3和 inhibitor NC共同处理 )、
LPS+si-CircTMOD3+miR-139-5p inhibitor组(10 mg/L
的LPS+转染si-CircTMOD3和miR-139-5p inhibitor共
同处理)。对A549细胞进行上述转染和处理48 h, 然
后进行后续实验。

1.3.2   qRT-PCR检测各组细胞CircTMOD3、miR-
139-5p、ROCK2 mRNA表达      Trizol试剂提取各组

细胞总RNA, 将RNA逆转录为 cDNA后 , 荧光定量

PCR法对cDNA进行扩增。CircTMOD3和ROCK2以
GAPDH为内参 , miR-139-5p以U6为内参 , 使用2–ΔΔCt

方法计算CircTMOD3、miR-139-5p、ROCK2 mRNA
的相对表达量。CircTMOD3引物 : 正向5′-TAC ACA 
GCA GGG ACC ACG AAC-3′, 反向5′-CCC TGT GGT 
GGA CTT TGA TGT-3′; ROCK2 mRNA引物: 正向5′-
ATT CAG CAG CTG GAA TCT AA-3′, 反向5′-GTC  
TCT TCT CCA GTT CTA C-3′; miR-139-5p引物: 正向

5′-TCT ACA GTG CAC GTG TCT CCA G-3′, 反向5′-
GTG CAG GGT CCG AGG T-3′; GAPDH引物 : 正向

5′-CTG GGC TAC ACT GAG CAC C-3′, 反向5′-AAT 
GGT CGT TGA GGG CAA TG-3′; U6引物 : 正向5′-
CTC GCT TCG GCA GCA CA-3′, 反向5′-AAC GCT 
TCA CGA ATT TGC GT-3′。
1.3.3   CCK-8、EdU法检测细胞增殖      将转染之后

的A549细胞接种到 96孔板中 , 每孔 5×104个细胞 , 
于37 °C、5% CO2条件下培养, 分别在培养24、48 h后, 
弃去细胞上清液, 再向各孔中加入含有10 μL CCK-8
溶液的100 μL完全培养基。37 °C孵育2 h后, 使用酶

标仪测定其吸光度(波长为450 nm)值。

将各组A549细胞以5×104个/孔接种到24孔板中, 
培养36 h, 向各孔中加入EdU于37 °C孵育2 h, 根据

细胞增殖检测试剂盒说明书要求进行EdU及DAPI染
色。荧光显微镜采集图像, ImageJ软件分析EdU阳性

细胞数及总细胞数, 计算增殖率。增殖率=(EdU阳性

细胞数/总细胞数)×100%。

1.3.4   TNF-α、IL-6和IL-1β水平检测      将各转染组

细胞4 °C、3 500 r/min离心10 min, 获得细胞上清液, 
然后按照ELISA试剂盒说明书进行相关操作 , 最后

添加底物显色。利用酶标仪检测各孔吸光度值 , 再
计算各检测指标水平。

1.3.5   CAT、SOD、MDA含量检测      将各转染组

细胞4 °C、4 000 r/min离心10 min收集细胞, 加入1 mL
提取液, 超声破碎细胞, 然后按照试剂盒说明书加入

相应试剂, 检测CAT、SOD、MDA水平。

1.3.6   流式细胞术检测细胞凋亡     4 °C、1 000 r/min
离心10 min收集上述培养的各组细胞 , PBS清洗后 , 
用1× 结合缓冲液悬浮细胞, 根据凋亡试剂盒说明书

操作步骤, 依次加入5 μL Annexin V-FITC和5 μL PI
试剂 , 室温避光孵育15 min。上样用流式细胞仪检

测各组细胞凋亡率, 重复3次。

1.3.7   Western blot检测蛋白表达情况      使用RIPA
裂解法裂解各组细胞 , 提取各组细胞总蛋白 , 检测各

组细胞蛋白浓度, 用SDS-PAGE电泳分离蛋白, 将蛋白

转移到PVDF膜上 , 封闭液中室温封闭2 h后加入一抗

Bax、Bcl-2、ROCK2(稀释比例为1500 1׃) 4 °C孵育

过夜 , 洗膜后加入二抗(稀释比例为1000 5׃)室温下

孵育2 h, 使用ECL发光液显影, 用Image-Pro Plus软
件对蛋白质进行定量分析。

1.3.8   双荧光素酶报告基因检测      构建CircT-
MOD3野生型载体 (CircTMOD3-WT)和突变型载

体 (CircTMOD3-MUT), 将CircTMOD3-WT和CircT-
MOD3-MUT分别与miR-NC和miR-139-5p mimic共转

染于A549细胞中, 转染48 h后, 检测荧光素酶活性。

构建ROCK2野生型载体 (ROCK2-WT)和突变

型载体 (ROCK2-MUT), 将ROCK2-WT和ROCK2-
MUT分别与miR-NC和miR-139-5p mimic共转染于



1645杨小军等: CircTMOD3调节miR-139-5p/ROCK2轴对LPS诱导的肺泡上皮细胞损伤的影响

A549细胞中, 转染48 h后检测荧光素酶活性。

1.4   统计分析

用SPSS 25.0软件分析实验统计结果, 统计结果

表示为平均数±标准差(x
_
±s)。多组间比较采用单因素

方差分析, 用SNK-q检验进行组内两两比较, P<0.05
表示差异有统计学意义。

2   结果
2.1   各组细胞CircTMOD3、miR-139-5p、ROCK2 
mRNA表达水平比较

如图1所示 : 与对照组相比 , LPS组A549细胞中

CircTMOD3、ROCK2 mRNA表达水平显著升高 , 
miR-139-5p表达水平显著降低 (P<0.05); 与LPS组
和LPS+si-NC组比较 , LPS+si-CircTMOD3组A549
细胞中CircTMOD3、ROCK2 mRNA表达水平显著

降低 , miR-139-5p表达水平显著升高 (P<0.05); 与
LPS+si-CircTMOD3+inhibitor NC组相比 , LPS+si-
CircTMOD3+miR-139-5p inhibitor组A549中ROCK2 
mRNA表达水平显著升高 , miR-139-5p表达水平显

著降低 (P<0.05), CircTMOD3表达水平的变化无统

计学意义(P>0.05)。
2.2   各组A549细胞增殖能力比较

如图 2所示 :  与对照组相比 ,  LPS组 A549细
胞 D450值 (24、48 h)显著降低 (P<0.05); 与 LPS
组和 LPS+si-NC组比较 , LPS+si-CircTMOD3组

A549细胞D450值 (24、48 h)显著升高 (P<0.05); 与
LPS+si-CircTMOD3+inhibitor NC组相比 , LPS+si-
CircTMOD3+miR-139-5p inhibitor组A549细胞D450值

(24、48 h)显著降低(P<0.05)。
2.3   各组A549细胞TNF-α、IL-6和IL-1β水平比较

如图 3所示 : 与对照组相比 , LPS组A549细胞

TNF-α、IL-6和 IL-1β水平显著升高 (P<0.05); 与LPS
组和LPS+si-NC组比较 , LPS+si-CircTMOD3组A549
细胞TNF-α、IL-6和 IL-1β水平显著降低 (P<0.05); 与
LPS+si-CircTMOD3+inhibitor NC组相比 , LPS+si-
CircTMOD3+miR-139-5p inhibitor组A549细胞TNF-α、
IL-6和IL-1β水平显著升高(P<0.05)。
2.4   各组A549细胞CAT、SOD、MDA水平比较

如图 4所示 : 与对照组相比 , LPS组A549细胞

中 MDA水平显著升高 ,  CAT水平、SOD水平显

著降低 (P<0.05); 与LPS组和LPS+si-NC组比较 , 
LPS+si-CircTMOD3组A549细胞中MDA水平显著

降低 , CAT水平、SOD水平显著升高 (P<0.05); 与
LPS+si-CircTMOD3+inhibitor NC组相比 , LPS+si-
CircTMOD3+miR-139-5p inhibitor组A549中MDA水

平显著升高, CAT水平、SOD水平显著降低(P<0.05)。
2.5   各组细胞凋亡率比较

如图5所示 : 与对照组相比 , LPS组A549细胞凋

亡率显著升高 (P<0.05); 与LPS组和LPS+si-NC组比

较 , LPS+si-CircTMOD3组A549细胞凋亡率显著降低

aP<0.05, 与control比较; bP<0.05, 与LPS组比较; cP<0.05, 与LPS+si-NC组比较; dP<0.05, 与LPS+si-CircTMOD3+inhibitor NC组比较。
aP<0.05 compared with control group; bP<0.05 compared with LPS group; cP<0.05 compared with LPS+si-NC group; dP<0.05 compared with LPS+si-
CircTMOD3+inhibitor NC group.

图1   各组细胞CircTMOD3、miR-139-5p、ROCK2 mRNA水平比较    
Fig.1   Comparison of CircTMOD3, miR-139-5p and ROCK2 mRNA levels in each group 
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A: EdU染色检测各组A549细胞增殖情况 ; B、C: 各组A549细胞增殖能力比较。aP<0.05, 与control比较 ; bP<0.05, 与LPS组比较 ; cP<0.05, 与
LPS+si-NC组比较; dP<0.05, 与LPS+si-CircTMOD3+inhibitor NC组比较。

A: proliferation of A549 cells in each group was detected by EdU staining; B,C: comparison of proliferation capacity of A549 cells in each group. 
aP<0.05 compared with control group; bP<0.05 compared with LPS group; cP<0.05 compared with LPS+si-NC group; dP<0.05 compared with LPS+si-
CircTMOD3+inhibitor NC group.

图2   各组A549细胞增殖能力比较

Fig.2   Comparison of proliferation capacity of A549 cells in each group
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(P<0.05); 与LPS+si-CircTMOD3+inhibitor NC组相比, 
LPS+si-CircTMOD3+miR-139-5p inhibitor组A549细
胞凋亡率显著升高(P<0.05)。
2.6   各组A549细胞Bax、Bcl-2、ROCK2蛋白表

达比较

如图6所示 : 与control组相比 , LPS组A549细胞

中Bax、ROCK2蛋白表达水平显著升高 , Bcl-2蛋
白表达水平显著降低 (P<0.05); 与LPS组和LPS+si-
NC组比较 , LPS+si-CircTMOD3组A549细胞中Bax、
ROCK2蛋白表达水平显著降低, Bcl-2蛋白表达水平

显著升高 (P<0.05); 与LPS+si-CircTMOD3+inhibitor 
NC组相比 , LPS+si-CircTMOD3+miR-139-5p inhibi-
tor组A549中Bax、ROCK2蛋白表达水平显著升高 , 
Bcl-2蛋白表达水平显著降低(P<0.05)。

2.7   双荧光素酶报告基因检测

采用生物信息学网站预测miR-139-5p与ROCK2、
CircTMOD3的靶向结合位点 (图7A)。与miR-NC和
CircTMOD3-WT共转染组比较 , miR-139-5p mimic和
CircTMOD3-WT共转染组荧光素酶活性显著降低

(P<0.05, 图7B); 与miR-NC和CircTMOD3-MUT共转

染组比较 , miR-139-5p mimic与CircTMOD3-MUT共
转染组荧光素酶活性差异无统计学意义 (P>0.05, 图
7B)。与miR-NC和ROCK2-WT共转染组比较 , miR-
139-5p mimic和ROCK2-WT共转染组荧光素酶活性

显著降低 (P<0.05, 图7B); 与miR-NC和ROCK2-MUT
共转染组比较 , miR-139-5p mimic和ROCK2-MUT共
转染组荧光素酶活性差异无统计学意义 (P>0.05, 图
7C)。
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3   讨论
ALI是一种多因素引起的严重的炎症综合征 , 

其病变主要特征为肺泡上皮细胞急性损伤 [12]。炎症

反应在ALI发生过程中起主导作用 , 损伤因子通过

分泌释放多种炎症因子参与ALI发生发展[13], 炎症介

质相互促进激活导致全身炎症发生 , 最终引起包括

肺器官在内的多种器官功能障碍 [14]。由于ALI的致

病因素较多 , 目前对ALI的治疗主要是控制全身炎

症反应, 但治疗效果并不理想[15]。因此探究ALI和炎

症发生的分子机制 , 从分子水平干预治疗具有重要

意义。本实验以CircTMOD3/miR-139-5p/ROCK2为
分子切入点探究其在LPS诱导的肺泡上皮细胞损伤

中的作用, 以探寻ALI的治疗靶点。

环状RNA是一种闭合和连续的环状结构RNA, 
参与多种疾病的病理过程 [16]。WANG等 [17]研究表

明 , 肺炎患者和LPS诱导的Wl-38细胞中Circ-BICC1
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图3   各组A549细胞TNF-α、IL-6和IL-1β水平比较

Fig.3   Comparison of TNF-α, IL-6 and IL-1β levels in A549 cells in each group

aP<0.05, 与control比较; bP<0.05, 与LPS组比较; cP<0.05, 与LPS+si-NC组比较; dP<0.05, 与LPS+si-CircTMOD3+inhibitor NC组比较。
aP<0.05 compared with control group; bP<0.05 compared with LPS group; cP<0.05 LPS+si-NC group compared; dP<0.05 compared with LPS+si-
CircTMOD3+inhibitor NC group.

图4   各组A549细胞CAT、SOD、MDA水平比较

Fig.4   Comparison of CAT, SOD and MDA levels in A549 cells in each group
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表达上调 , 敲低Circ-BICC1表达可缓解LPS诱导的

Wl-38细胞炎症反应 , 降低细胞损伤。YU等 [18]研究

表明Circ-0026579在LPS诱导的Wl-38细胞过表达 , 
敲低Circ-0026579可减轻LPS诱导的Wl-38细胞炎症

反应 , 降低婴儿肺炎进展。本研究结果表明 , 与对

照组相比, LPS诱导的A549细胞中CircTMOD3表达

水平显著上调 , TNF-α、IL-6和IL-1β水平、MDA水

平、凋亡率、Bax蛋白表达水平显著升高, D450值(24、
48 h)、CAT、SOD水平、Bcl-2蛋白表达水平显著

降低。这提示LPS诱导A549细胞发生炎症反应和氧

aP<0.05, 与control比较; bP<0.05, 与LPS组比较; cP<0.05, 与LPS+si-NC组比较; dP<0.05, 与LPS+si-CircTMOD3+inhibitor NC组比较。
aP<0.05 compared with control group; bP<0.05 compared with LPS group; cP<0.05 LPS+si-NC group compared; dP<0.05 compared with LPS+si-
CircTMOD3+inhibitor NC group.

图5   各组细胞A549凋亡结果

Fig.5   Apoptosis results of A549 cells in each group
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图6   各组A549细胞Bax、Bcl-2、ROCK2蛋白表达情况

Fig.6   Expression of Bax, Bcl-2 and ROCK2 in A549 cells of each group

bc
d

a

bc
d

a

bc

d

a

Control
LPS

LPS+si-NC

LPS+si-CircTMOD3

LPS+si-CircTMOD3+inhibitor NC

LPS+si-CircTMOD3+miR-139-5p inhibitor

Co
nt

ro
l

LP
S

LP
S+

si-
N

C

LP
S+

si-
Ci

rc
TM

O
D

3

LP
S+

si-
Ci

rc
TM

O
D

3+
in

hi
bi

to
r N

C

LP
S+

si-
Ci

rc
TM

O
D

3+
m

iR
-1

39
-5

p 
in

hi
bi

to
r

Bax

Bax

Re
la

tiv
e e

xp
re

ss
io

n 
le

ve
l o

f p
ro

te
in

Bcl-2

Bcl-2

2.0

1.5

1.0

0.5

   0
ROCK2

ROCK2

GAPDH



1649杨小军等: CircTMOD3调节miR-139-5p/ROCK2轴对LPS诱导的肺泡上皮细胞损伤的影响

A: miR-139-5p与CircTMOD3和ROCK2的结合位点; B、C: miR-139-5p与CircTMOD3/ROCK2的靶向关系验证。aP<0.05, 与miR-NC+CircTMOD3-
WT比较; bP<0.05, 与miR-NC+ROCK2-WT比较。

A: binding sites of miR-139-5p with CircTMOD3 and ROCK2; B,C: verification of the targeting relationship between miR-139-5p and CircTMOD3/ROCK2. 
aP<0.05 compared with miR-NC+CircTMOD3-WT; bP<0.05 compared with miR-NC+ROCK2-WT.

图7   miR-139-5p与CircTMOD3/ROCK2的靶向关系验证

Fig.7   Verification of the targeting relationship between miR-139-5p and CircTMOD3/ROCK2
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化应激, 降低细胞活性, 促进细胞凋亡, CircTMOD3
可能参与该过程。敲低CircTMOD3表达后 , LPS诱
导的A549细胞中TNF-α、IL-6水平、IL-1β水平、

MDA水平、细胞凋亡率、Bax蛋白表达水平显著降

低 , D450值(24、48 h)、CAT水平、SOD水平、Bcl-2
蛋白表达水平显著升高。这提示敲低CircTMOD3
表达可降低细胞炎症反应和氧化应激 , 提高细胞活

性, 抑制细胞凋亡。

miRNA是一种高度保守的非编码小RNA分子 , 
可以与靶基因碱基互补结合调控其基因表达 , 参与细

胞各种生物学过程 [19]。JU等 [20]研究表明miR-27a通过

阻断TLR4/MyD88/NF-κB来减少炎症反应和细胞凋

亡, 从而减轻LPS诱导的小鼠ALI。WU等[21]研究表明, 
过表达miR-224-5p可能通过抑制TLR4/MyD88/NF-κB
信号通路来缓解小鼠过敏性鼻炎。本研究结果表

明, 与对照组相比, LPS组A549细胞中miR-139-5p表
达显著下调, ROCK2显著上调, 促进A549细胞损伤。

干扰CircTMOD3表达时 , miR-139-5p表达显著上调 , 
ROCK2表达显著下调 , 减弱LPS诱导的A549细胞损

伤。生物信息学显示CircTMOD3与miR-139-5p存在

靶向结合位点 , 荧光素酶活性实验也证实两者存在

靶向关系。这提示CircTMOD3可能通过调控miR-
139-5p来影响LPS诱导的A549细胞损伤。当miR-
139-5p表达下调时, ROCK2表达显著上调; 而当miR-
139-5p表达上调时, ROCK2表达显著下调, 推测miR-
139-5p与ROCK2存在靶向调控关系。本研究在下调

CircTMOD3的基础上 , 通过抑制miR-139-5p表达进

行验证 , 结果表明 , 与LPS+si-CircTMOD3+inhibitor 
NC组相比 , LPS+si-CircTMOD3+miR-139-5p inhibi-
tor组A549细胞中miR-139-5p表达水平显著降低 , 
ROCK2表达显著升高 , 可以逆转敲低CircTMOD3对
LPS诱导的A549细胞的保护作用。而miRNA发挥

基因调控作用一般是其与mRNA基因结合之后通过

抑制靶基因翻译或降解靶基因来抑制目的基因的

转录 , 进而发挥其生物学作用 , 因此ROCK2过表达

可促进A549细胞炎症和氧化损伤 , 与DENG等 [22]和

REN等 [23]研究一致。生物信息学显示 , miR-139-5p
与ROCK2之间存在靶向结合位点 , 荧光素酶活性实
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验也证实两者之间存在靶向调控关系。这提示miR-
139-5p可调控ROCK2表达来影响LPS诱导的A549细
胞损伤过程。

综上所述, 干扰CircTMOD3通过可以上调miR-
139-5p表达, 抑制ROCK2表达, 来降低LPS诱导的肺

泡上皮细胞炎症反应 , 减少细胞凋亡。本实验仅在

细胞水平进行探究, 后续还需进行动物实验验证。
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