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摘要　 目的　 探讨过表达 ｍｉＲ⁃３７０ 对卵清蛋白（ＯＶＡ）诱导

的哮喘小鼠免疫损伤及其机制。 方法 　 ４０ 只雌性 ＢＡＬＢ ／ ｃ
小鼠随机分为对照组（Ｃｏｎｔｒｏｌ 组）、模型组（ＯＶＡ 组）、阴性

对照组（ＯＶＡ ＋ ｍｉＲ⁃ＮＣ 组）和 ｍｉＲ⁃３７０ 过表达组（ＯＶＡ ＋
ｍｉＲ⁃３７０ 组）。 除对照组外，其余各组均采用致敏加激发法

建立哮喘小鼠模型。 造模成功后，ＯＶＡ ＋ ｍｉＲ⁃ＮＣ 组和 ＯＶＡ
＋ ｍｉＲ⁃３７０ 组分别尾静脉注射 ｍｉＲ⁃ＮＣ 腺病毒和 ｍｉＲ⁃３７０ 过

表达腺病毒。 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 ｍｉＲ⁃３７０ 表达水平；收集各组小

鼠支气管肺泡灌洗液（ＢＡＬＦ），瑞氏 －吉姆萨染色统计 ＢＡＬＦ
中炎症细胞数；酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）检测哮喘小鼠支

气管肺泡灌洗液（ＢＡＬＦ）中免疫球蛋白 Ｅ（ ＩｇＥ）和免疫调节

因子蛋白表达水平；苏木精 － 伊红（ＨＥ）染色和末端标记法

（ＴＵＮＥＬ）观测肺组织病理损伤程度及细胞凋亡情况；Ｗｅｓｔ⁃
ｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 Ｂｃｌ⁃２ 相关 Ｘ 蛋白（Ｂａｘ） ／ Ｂ 细胞淋巴瘤蛋白 ２
（Ｂｃｌ⁃２）和活化胱天蛋白酶 ３（ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓ３） ／ ｃａｓ３ 蛋白表达

水平。 结果　 与对照组相比，ＯＶＡ 组小鼠低表达 ｍｉＲ⁃３７０
（Ｐ ＜ ０. ０５），白细胞数增多（Ｐ ＜ ０. ０５），ＩｇＥ 水平升高（Ｐ ＜
０. ０５），免疫调节因子 γ⁃干扰素（ＩＮＦ⁃γ）、白介素（ＩＬ）⁃１３、ＩＬ⁃
１２、ＩＬ⁃４ 水平上调（Ｐ ＜ ０. ０５），肺组织损伤严重（Ｐ ＜ ０. ０５），
Ｂａｘ ／ Ｂｃｌ⁃２ 和 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓ３ ／ ｃａｓ３ 蛋白表达水平上调 （ Ｐ ＜
０. ０５）。 与 ＯＶＡ 组相比，ＯＶＡ ＋ ｍｉＲ⁃ＮＣ 组上述各项指标均

无差异，过表达 ｍｉＲ⁃３７０ 上调小鼠肺组织中 ｍｉＲ⁃３７０ 表达水

平（Ｐ ＜ ０. ０５），减少白细胞数（Ｐ ＜ ０. ０５），降低 ＩｇＥ 水平（Ｐ ＜
０. ０５），下调免疫调节因子 ＩＮＦ⁃γ、ＩＬ⁃１２（Ｐ ＜ ０. ０５），上调 ＩＬ⁃
１３、ＩＬ⁃４（Ｐ ＜ ０. ０５），改善了肺组织病理损伤，减少了细胞凋

亡，并降低 Ｂａｘ ／ Ｂｃｌ⁃２ 和 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓ３ ／ ｃａｓ３ 蛋白表达比值（Ｐ
＜ ０. ０５）。 结论　 过表达 ｍｉＲ⁃３７０ 抑制 ＯＶＡ 诱导的哮喘小

鼠 ＢＡＬＦ 炎性细胞生成，缓解小鼠肺损伤。
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　 　 支气管哮喘是由多种细胞（如 Ｔ 淋巴细胞、中
性粒细胞和嗜酸性粒细胞等）和细胞组分参与的异

质性疾病，一般症状为喘息、气促、胸闷和咳嗽等，若
治疗不及时会严重威胁患者生命安全。 研究［１ － ２］表

明，支气管哮喘发病机制是体液中辅助性 Ｔ 细胞

（Ｔｈ 细胞）失衡，Ｔｈ２ 激活 Ｂ 细胞并产生免疫球蛋白

（ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎｓ，Ｉｇ）Ｅ，ＩｇＥ 介导嗜酸性粒细胞和肥

大细胞等诱发气道炎症。 ｍｉＲ⁃３７０ 是一类由人胚胎

干细胞中被克隆的 ｍｉｃｒｏＲＮＡ，位于人类 ４ 号染色体

上，长度约 ７５ 个碱基。 研究［３］ 表明，ｍｉＲ⁃３７０ 在炎

性疾病中表达严重下调，且在多种肿瘤及炎性疾病

中发挥调节作用，如 ｍｉＲ⁃３７０ 通过靶向 ＳＩＲＴ６ 和调

节核因子 Ｅ２ 相关因子 ２（ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ ｅｒｙｔｈｒｏｉｄ ２⁃
ｒｅｌａｔｅｄ ｆａｃｔｏｒ ２，Ｎｒｆ２） ／抗氧化反应元件（ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ
ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｅｌｅｍｅｎｔ，ＡＲＥ）信号通路来加速脑缺血再灌

注损伤［４］，通过抑制性别决定域 Ｙ 框 １２（ｓｅｘ ｄｅｔｅｒ⁃
ｍｉｎｉｎｇ ｒｅｇｉｏｎ Ｙ，ＳＯＸ１２）在膀胱癌中充当肿瘤抑制

因子［５］，通过靶向 Ｔｏｌｌ 样受体 ４（Ｔｏｌｌ⁃ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ４，
ＴＬＲ４）抑制由氧化的低密度脂蛋白触发的血管炎症

和氧化应激［６］，通过靶向叉形头转录因子 １ （ ｆｏｒｋ⁃
ｈｅａｄ ｂｏｘ Ｏ１，ＦＯＸＯ１）抑制过氧化氢诱导的心肌细

胞氧化应激和凋亡［７］等。 但 ｍｉＲ⁃３７０ 在支气管哮喘

中的作用研究鲜见报道。 该研究通过建立卵清蛋白

（ｏｖａｌｂｕｍｉｎ，ＯＶＡ）诱导的哮喘小鼠模型，观测过表

达 ｍｉＲ⁃３７０ 对 ＯＶＡ 诱导的哮喘小鼠支气管肺泡灌

洗液（ ｂｒｏｎｃｈｏａｌｖｅｏｌａｒ ｌａｖａｇｅ ｆｌｕｉｄ，ＢＡＬＦ）和肺组织

中炎症因子、免疫调节因子及凋亡蛋白表达水平的

影响，初步探索过表达 ｍｉＲ⁃３７０ 在哮喘小鼠肺损伤

中的保护作用，为支气管哮喘的诊断和治疗提供新

的依据。

１　 材料与方法

１． １　 动物与试剂　 ４０ 只雌性 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠购自北

京维通利华实验动物技术有限公司，生产许可证号：
ＳＣＸＫ（京） ２０１６⁃００１１，使用许可证号： ＳＹＸＫ （京）
２０１７⁃００３３，实验动物使用过程中严格遵守 ３Ｒ 原则，
并通过医学伦理委员会批准，伦理审批号 ＩＡＣＵＣ：
ＬＹＺＹＪＳＸＹＹＸＹ⁃２０１９０２０１，实验前在恒温 ２５ ℃的环
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境中采用标准的饲料进行喂养，自由取水。 ＯＶＡ 购

自美国 Ｓｉｇｍａ 公司；ｍｉＲ⁃ＮＣ 和 ｍｉＲ⁃３７ 过表达腺病

毒购自美国 Ａｍｂｉｏｎ 公司；ＲＴ⁃ＰＣＲ 试剂盒、苏木精

－伊红（ＨＥ）染色试剂盒、酶联免疫吸附试验（ ｅｎ⁃
ｚｙｍｅ⁃ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ） 试剂盒均

购自美国 Ｓｉｇｍａ 公司；末端标记法 （ ＴｄＴ⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ
ｄＵＴＰ ｎｉｃｋ ｅｎｄ ｌａｂｅｌｉｎｇ，ＴＵＮＥＬ）染色试剂盒购自美

国 Ｒｏｃｈｅ 公司；Ｂｃｌ⁃２ 相关的 Ｘ 蛋白（Ｂｃｌ⁃２ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
Ｘ ｐｒｏｔｅｉｎ，Ｂａｘ）、Ｂ 细胞淋巴瘤蛋白 ２（Ｂ⁃ｃｅｌｌ ｌｙｍｐｈｏ⁃
ｍａ ｐｒｏｔｅｉｎ ２，Ｂｃｌ⁃２）和胱天蛋白酶 ３（ｃａｓｐａｓｅ⁃３，ｃａｓ⁃
３）抗体购自美国 Ａｂｃａｍ 公司。 ｍｉＲ⁃３７０、 ＩＬ⁃１２ 和

ＩＬ⁃４ 引物由上海生工生物工程股份有限公司合成。
ｍｉＲ⁃３７０，上游序列：５′⁃ＴＡＧＣＧＧＧＴＴＴＴＧＣＴＡＧＧＧＣ⁃
３′，下 游 序 列： ５′⁃ＴＡＧＣＧＣＣＴＡＧＧＧＣＡＴＣＧＡＴＣ⁃３′；
ＩＬ⁃４ 上游序列： ５′⁃ＴＡＣＡＧＣＣＡＣＣＡＴＧＡＧＡＡＧＧＡＣ⁃
３′，下游序列： ５′⁃ＴＧＡＴＣＧＴＣＴＴＴＡＧＣＣＴＴＴＣＣＡ⁃３′；
ＩＬ⁃１２，上游序列：５′⁃ＧＡＣＣＡＴＣＡＣＴＧＴＣＡＡＡＧＡＧＴＴ
ＴＣＴＡＧＡＴ⁃３′，下游序列：５′⁃ＡＧＧＡＡＡＧＴＣＴＴＧＴＴＴＴＴ⁃
ＧＡＡＡＴＴＴＴＴＴＡＡ⁃３′； ＧＡＤＰＨ， 上 游 序 列： ５′⁃ＣＴＡ⁃
ＧＡＧＡＧＣＴＧＡＣＡＧＴＧＧＧ⁃ＴＡＴ⁃３′， 下 游 序 列： ５′⁃ＡＧ
ＡＣＧＡＣＣＡＡＴＧＣＧＴＣＣＡＡＡ⁃３′。
１． ２　 动物分组、建模及转染　 将 ４０ 只雌性 ＢＡＬＢ ／ ｃ
小鼠（６ ～ ８ 周龄，体质量 １５ ～ ２０ ｇ）随机分为 ４ 组（ｎ
＝ １０）：对照组（Ｃｏｎｔｒｏｌ 组）、模型组（ＯＶＡ 组）、阴性

对照组 （ ＯＶＡ ＋ ｍｉＲ⁃ＮＣ 组）、 ｍｉＲ⁃３７０ 过表达组

（ＯＶＡ ＋ ｍｉＲ⁃３７０ 组）。 对照组常规饲养，不予任何

处理，其余各组均采用致敏加激发法建立哮喘小鼠

模型。 致敏激发：小鼠于第 １ ～ ７ 天腹腔注射致敏液

０. １ ｍｌ ／只（０. １ ｍｌ 致敏液含 ＯＶＡ ０. １ ｍｇ，氢氧化铝

０. ０２ ｍｇ）；第 １４ 天将小鼠置于自制透明雾化玻璃箱

中，３％ ＯＶＡ 溶液 １０ ｍｌ 超声雾化吸入，３０ ｍｉｎ ／ ｄ，持
续 ６ ｄ。 当小鼠出现躁动不安、呼吸急促、频繁点头

动作、腹部抽动加剧、频繁揉鼻等症状时表示造模成

功。 造模成功后，ＯＶＡ ＋ ｍｉＲ⁃ＮＣ 组尾静脉注射 ３０
μｌ ｍｉＲ⁃ＮＣ 腺病毒，ＯＶＡ ＋ ｍｉＲ⁃３７０ 组尾静脉注射

３０ μｌ ｍｉＲ⁃３７０ 过表达腺病毒，１ 次 ／ ｄ，持续 ２ ｄ。 确

定干扰成功后 ２４ ｈ 处死小鼠，收集肺组织并分离气

管，结扎左主支气管，将气管上部剪出一个斜切面，
以 ０. １ ｍｏｌ ／ Ｌ ＰＢＳ 缓冲液反复抽吸 ２ ～ ３ 次，每次吸

取 ０. ５ ｍｌ。 得到支气管肺泡灌洗液（ＢＡＬＦ）。 ４ ℃、
１ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 条件下离心 １０ ｍｉｎ，收集上清液并置于

－ ２０ ℃冰箱中保存，剩余 ＢＡＬＦ 中的细胞用红细胞

裂解缓冲液处理，然后用细胞计数器通过显微镜统

计细胞总数。 然后将细胞涂在载玻片上，干燥，并使

用瑞氏 －吉姆萨染色剂染色，在高倍镜下进行炎症

细胞分类计数。
１． ３　 ＲＴ⁃ＰＣＲ　 取小鼠肺组织约 ７０ ｍｇ，超声研磨匀

浆，于 ４ ℃、３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 条件下离心 １５ ｍｉｎ，用 ＴＲＩｚｏｌ
试剂提取总 ＲＮＡ，测定 ＲＮＡ 的浓度和纯度并根据逆

转录试剂盒操作说明进行逆转录。 ＰＣＲ 反应条件，９５
℃、１０ ｍｉｎ，９５ ℃、１５ ｓ，６０ ℃、 １ ｍｉｎ（４０ 个循环），熔
解曲线 ６０ ℃ ～９５ ℃，每 １５ ｓ 升 ０. ３ ℃。 以目的基因

和 ＧＡＤＰＨ 比值表示 ｍＲＮＡ 表达水平，采用 ２ － ΔΔＣｔ法

分析结果，独立重复实验 ３ 次，取平均值。
１． ４　 ＥＬＩＳＡ　 严格按照 ＥＬＩＳＡ 试剂盒操作说明书

进行操作。 ＥＬＩＳＡ 检测支气管肺泡灌洗液中白细胞

数、ＩｇＥ 水平、ＩＮＦ⁃γ 和 ＩＬ⁃１３ 蛋白表达水平。
１． ５　 ＨＥ 染色　 将固定的肺组织进行脱水、石蜡包

埋等处理，按试剂盒操作说明行 ＨＥ 染色，显微镜下

观察组织切片病理形态变化。
１． ６　 ＴＵＮＥＬ 染色　 取肺组织于 ４％多聚甲醛溶液

中充分固定，４８ ｈ 后脱水、浸蜡、石蜡包埋。 按照

ＴＵＮＥＬ 染色试剂盒说明书进行染色，凋亡细胞即阳

性细胞，在光镜下呈棕黄色或棕褐色，非凋亡细胞即

阴性细胞，呈蓝色。
１． ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验 　 使用胰酶消化细胞，用
ＲＩＰＡ 蛋白裂解液于冰上提取总蛋白，用 ＢＣＡ 蛋白

浓度测定试剂盒测定蛋白浓度，经 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳、
转模、脱脂奶粉封闭，加入一抗（１ ∶ １ ０００），４ ℃孵

育摇床过夜。 回收一抗，加入按比例稀释 ＨＲＰ 标记

的对应二抗（１ ∶ ４ ０００），室温孵育 １２０ ｍｉｎ。 采用

ＥＣＬ 进行化学发光法于暗室下曝光显影（ＧＡＤＰＨ
作内参）。 将胶片进行扫描存档，Ｐｈｏｔｏｓｈｏｐ 整理去

色，Ａｌｐｈａ 软件分析吸光度，独立实验重复 ３ 次，取
平均值。
１． ８　 统计学处理 　 使用 ＳＰＳＳ １７. ０ 软件分析。 正

态分布的计量资料以 �ｘ ± ｓ 表示。 多组数据比较采

用方差分析，两两比较采用 ＬＳＤ 法，以 Ｐ ＜ ０. ０５ 为

差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 ｍｉＲ⁃３７０ 过表达 　 与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比，ＯＶＡ 组

小鼠 ｍｉＲ⁃３７０ 表达水平极低（Ｆ ＝ ６８. ２５，Ｐ ＝ ０. ０３６）；
与 ＯＶＡ 组相比，ＯＶＡ ＋ ｍｉＲ⁃ＮＣ 组 ｍｉＲ⁃３７０ 表达水平

差异无统计学意义，ＯＶＡ ＋ ｍｉＲ⁃３７０ 组 ｍｉＲ⁃３７０ 表达

水平上调（Ｆ ＝５７. ４１，Ｐ ＝０. ０４２）。 见图 １。
２． ２ 　 各组小鼠 ＢＡＬＦ 中炎症细胞数目比较 　 与

Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比，ＯＶＡ 组小鼠 ＢＡＬＦ 中白细胞总数目
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增多（Ｆ ＝ ７４. １９，Ｐ ＝ ０. ０２６）；与 ＯＶＡ 组相比，ＯＶＡ
＋ ｍｉＲ⁃ＮＣ 组炎症细胞总数目差异无统计学意义，
ＯＶＡ ＋ ｍｉＲ⁃３７０ 组炎症细胞总数目减少（Ｆ ＝ ６９. ５７，
Ｐ ＝ ０. ０３１）。 见图 ２。

图 １　 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测各组小鼠 ｍｉＲ⁃３７０ 表达水平

１：Ｃｏｎｔｒｏｌ 组；２：ＯＶＡ 组；３：ＯＶＡ ＋ ｍｉＲ⁃ＮＣ 组；４：ＯＶＡ ＋ ｍｉＲ⁃３７０

组；与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５；与 ＯＶＡ 组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５

图 ２　 各组小鼠 ＢＡＬＦ 中炎症细胞计数

１：Ｃｏｎｔｒｏｌ 组；２：ＯＶＡ 组；３：ＯＶＡ ＋ ｍｉＲ⁃ＮＣ 组；４：ＯＶＡ ＋ ｍｉＲ⁃３７０
组；Ｔｏｔａｌ：白细胞总数；ＬＹＭ：淋巴细胞；ＮＥＵ：中性粒细胞；ＥＯＳ：嗜酸

性粒细胞；与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５；与 ＯＶＡ 组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５

２． ３　 各组哮喘小鼠 ＢＡＬＦ ＩｇＥ 水平比较　 与 Ｃｏｎ⁃
ｔｒｏｌ 组相比，ＯＶＡ 组小鼠 ＢＡＬＦ 中总 ＩｇＥ 水平和 ＯＶＡ
特异性 ＩｇＥ 水平均升高（Ｆ ＝ ８１. ４２、７６. ３３，Ｐ ＝ ０. ０１４、
０. ０１８）；与 ＯＶＡ 组相比，ＯＶＡ ＋ ｍｉＲ⁃ＮＣ 组总 ＩｇＥ 水

平和 ＯＶＡ 特异性 ＩｇＥ 水平均差异无统计学意义，
ＯＶＡ ＋ｍｉＲ⁃３７０ 组总 ＩｇＥ 和 ＯＶＡ 特异性 ＩｇＥ 水平均

降低（Ｆ ＝６５. ２７、６１. ９８，Ｐ ＝０. ０３９、０. ０４１）。 见图 ３。
２． ４　 各组哮喘小鼠 ＢＡＬＦ 中免疫调节因子蛋白含

量比较　 与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比，模型组高表达 ＩＦＮ⁃γ 和

ＩＬ⁃１３（Ｆ ＝ ６９. １５、６１. ２２，Ｐ ＝ ０. ０３１、０. ０３７）；与 ＯＶＡ
组相比，ＯＶＡ ＋ ｍｉＲ⁃ＮＣ 组 ＩＦＮ⁃γ 和 ＩＬ⁃１３ 含量差异

无统计学意义，ＯＶＡ ＋ ｍｉＲ⁃３７０ 组 ＩＦＮ⁃γ 水平下调

（Ｆ ＝ ５８. ３５，Ｐ ＝ ０. ０４２），ＩＬ⁃１３ 含量上调（Ｆ ＝ ６１. ４２，
Ｐ ＝ ０. ０４４）。 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 ＢＡＬＦ 中 ＩＬ⁃１２ 和 ＩＬ⁃４
ｍＲＮＡ 表达水平，结果如图 ４Ｂ 所示，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相

比， ＯＶＡ 组 ＩＬ⁃１２ 和 ＩＬ⁃４ 均 高 表 达 （Ｆ ＝ ５８. １１、

图 ３　 ＥＬＩＳＡ 检测各组小鼠 ＢＡＬＦ 中 ＩｇＥ 含量

Ａ：ＯＶＡ 特异性 ＩｇＥ 水平；Ｂ：各组小鼠 ＢＡＬＦ 中总 ＩｇＥ 水平；１：
Ｃｏｎｔｒｏｌ 组；２：ＯＶＡ 组；３：ＯＶＡ ＋ ｍｉＲ⁃ＮＣ 组；４：ＯＶＡ ＋ ｍｉＲ⁃３７０ 组；与

Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５；与 ＯＶＡ 组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５

６２. ４７，Ｐ ＝ ０. ０４３、０. ０３５）；与 ＯＶＡ 组相比，ＯＶＡ ＋
ｍｉＲ⁃ＮＣ 组 ＩＬ⁃１２ 和 ＩＬ⁃４ 表达水平差异无统计学意

义，ＯＶＡ ＋ ｍｉＲ⁃３７０ 组 ＩＬ⁃１２ 表达下调（Ｆ ＝ ６４. ３３，Ｐ
＝ ０. ０３０）， ＩＬ⁃４ ｍＲＮＡ 表达上调 （Ｆ ＝ ６０. ０２，Ｐ ＝
０. ０３６）。 见图 ４。
２． ５　 各组哮喘小鼠肺组织病理损伤和细胞凋亡比

较　 ＨＥ 染色和 ＴＵＮＥＬ 染色观察小鼠肺组织形态

和凋亡水平变化，如图 ５ 所示，Ｃｏｎｔｒｏｌ 组小鼠肺泡

壁结构完整，肺泡大小无差异，黏膜和管周未见炎性

细胞浸润，凋亡细胞极少（棕褐色）；与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相

比，ＯＶＡ 组小鼠无完整的肺泡结构，支气管上皮损

伤严重，支气管黏膜和管周可见大量的淋巴细胞、嗜
酸性粒细胞和中性粒细胞浸润，管腔内出现大量分

泌物，凋亡细胞明显增多；与 ＯＶＡ 组相比，ＯＶＡ ＋
ｍｉＲ⁃３７０ 组小鼠肺泡结构形态、炎性细胞浸润和凋

亡细胞数减少。
２． ６　 各组哮喘小鼠肺组织炎症水平比较　 采用 ５
分制对肺组织 １０ 个视野下的 ＨＥ 染色病理图进行

炎症评分，评分标准：支气管周围无炎性细胞计为 ０
分，出现少量的炎性细胞计为 １ 分；在支气管周围环

绕细胞层厚度炎性细胞１个计为２分，２ ～ ４个计为
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图 ４　 ＥＬＩＳＡ 检测各组小鼠 ＢＡＬＦ 中免疫调节因子蛋白含量

Ａ：Ｔｈ１ 细胞因子 ＩＦＮ⁃γ 和 Ｔｈ２ 细胞因子 ＩＬ⁃１３ 浓度；Ｂ：ＩＬ⁃１２ 和 ＩＬ⁃４ ｍＲＮＡ 表达水平；１：Ｃｏｎｔｒｏｌ 组；２：ＯＶＡ 组；３：ＯＶＡ ＋ ｍｉＲ⁃ＮＣ 组；４：ＯＶＡ

＋ ｍｉＲ⁃３７０ 组；与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５；与 ＯＶＡ 组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５

图 ５　 ＨＥ 和 ＴＵＮＥＬ 染色检测各组小鼠肺组织病理损伤和凋亡情况　 × ４００

３ 分，≥４ 个计为 ４ 分。 与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比，ＯＶＡ 组小

鼠肺组织炎症评分升高（Ｆ ＝ ８１. ５３，Ｐ ＝ ０. ０１１）；与
ＯＶＡ 组相比，ＯＶＡ ＋ ｍｉＲ⁃３７０ 组小鼠肺组织炎症评

分降低（Ｆ ＝ ７８. ３４，Ｐ ＝ ０. ０２７）。 见图 ６。
２． ７　 各组哮喘小鼠肺组织中凋亡蛋白表达水平比

较　 与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比，ＯＶＡ 组小鼠肺组织中 Ｂａｘ ／
Ｂｃｌ⁃２ 和 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓ３ ／ ｃａｓ３ 蛋白表达水平上调（Ｆ ＝
６５. ５３、６３. １２，Ｐ ＝ ０. ０３０、０. ０３２）；与 ＯＶＡ 组相比，
ＯＶＡ ＋ ｍｉＲ⁃ＮＣ 组 Ｂａｘ ／ Ｂｃｌ⁃２ 和 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓ⁃３ ／ ｃａｓ３
表达水平无差异，ＯＶＡ ＋ ｍｉＲ⁃３７０ 组 Ｂａｘ ／ Ｂｃｌ⁃２ 和

ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓ３ ／ ｃａｓ３ 蛋白表达水平下调 （Ｆ ＝ ６８. ３３、
７０. ２２，Ｐ ＝ ０. ０２８、０. ０２４）。 见图 ７。

３　 讨论

　 　 支气管哮喘常伴随呼吸困难、发作性咳嗽、胸闷

等症状，是一种发病机制极其复杂的慢性呼吸道疾

病，以气道炎症和气道重塑为主要特征［８］。 研究［９］

图 ６　 小鼠肺组织炎症评分

１：Ｃｏｎｔｒｏｌ 组；２：ＯＶＡ 组；３：ＯＶＡ ＋ ｍｉＲ⁃ＮＣ 组；４：ＯＶＡ ＋ ｍｉＲ⁃３７０

组；与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５；与 ＯＶＡ 组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５

表明，肺组织炎症、免疫系统紊乱、组织细胞凋亡是

导致支气管哮喘的主要病理生理因素。 该研究通

过建立ＯＶＡ诱导的哮喘小鼠模型 ，探索过表达
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图 ７　 各组小鼠肺组织中 Ｂａｘ ／ Ｂｃｌ⁃２ 和
ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓ３ ／ ｃａｓ３ 蛋白表达水平

１：Ｃｏｎｔｒｏｌ 组；２：ＯＶＡ 组；３：ＯＶＡ ＋ ｍｉＲ⁃ＮＣ 组；４：ＯＶＡ ＋ ｍｉＲ⁃３７０

组；与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５；与 ＯＶＡ 组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５

ｍｉＲ⁃３７０在哮喘小鼠 ＢＡＬＦ 和肺组织炎症反应、免疫

应答及凋亡中的调节作用。
炎症细胞是一类参与炎症反应的细胞，包括肥

大细胞、淋巴细胞、中性粒细胞和嗜酸性粒细胞等。
在支气管哮喘发生时，炎症细胞大量分泌，加剧支气

管气道炎症反应，促使支气管哮喘与炎症反应双向

作用，并最终诱发重症哮喘［１０］。 嗜酸性粒细胞的浸

润情况与哮喘气道炎症严重程度密切相关，嗜酸性

粒细胞被激活后，一方面合成并释放嗜酸性粒细胞

阳离子蛋白（ＥＣＰ）、碱基蛋白和神经毒素等损伤气

道上皮；另一方面，不断分泌 ＴＧＦ⁃β１ 作用于成纤维

细胞上，使气道结构重塑，继而诱发气道炎症反

应［１１］。 Ｔｈ１ ／ Ｔｈ２ 在哮喘中起调控作用，Ｔｈ１ ／ Ｔｈ２ 失

衡或 Ｔｈ２ 细胞因子异常升高会诱导哮喘发生，ＩＦＮ⁃
γ、ＩＬ⁃１２、ＩＬ⁃４ 和 ＩＬ⁃１３ 是 Ｔｈ１ 和 Ｔｈ２ 细胞分泌的炎

症调控因子［１２］。 ＩＬ⁃４ 诱导 Ｔｈ 细胞向 Ｔｈ２ 细胞分

化，促进免疫球蛋白 Ｅ（ＩｇＥ）的合成，同时引起嗜酸

性粒细胞在炎症部位聚集诱发哮喘［１３］。 ＩＬ１２ 和

ＩＦＮ⁃γ 则与之相反，ＩＬ⁃１２ 诱导 Ｔｈ 细胞向 Ｔｈ１ 细胞

分化，抑制 ＩｇＥ 的合成，ＩＦＮ⁃γ 则抑制 ＩＬ⁃４ 诱导的

ＩｇＥ 合成，阻断 ＩｇＥ 介导的的哮喘发生［１４］。
凋亡蛋白 Ｂａｘ、Ｂｃｌ⁃２、ｃａｓ⁃３ 和 ｃａｓ⁃９ 是凋亡发生

过程中的重要调控蛋白，凋亡发生时，上游细胞凋亡

起始蛋白 ｃａｓ⁃９ 与细胞色素 Ｃ 结合形成凋亡小体，
ｃａｓ⁃９ 被活化后诱导并激活下游细胞凋亡执行蛋白

ｃａｓ⁃３，凋亡蛋白 ｃａｓ⁃９ 和 ｃａｓ⁃３ 被异常激活，使得大

脑组织产生大量的 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓ⁃３ 和 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓ⁃９，并
进一步执行 ＤＮＡ 裂解及细胞凋亡过程，加重肺组织

损伤。 Ｂｃｌ⁃２ 则抑制细胞色素 ｃ 与 ｃａｓ⁃９ 结合，从而

发挥抗细胞凋亡作用［１５］。
该研究结果显示，ＯＶＡ 组小鼠 ＢＡＬＦ 中出现大

量淋巴细胞、中性粒细胞和嗜酸性粒细胞，ＩｇＥ 和

ＯＶＡ 特异性 ＩｇＥ 在哮喘小鼠 ＢＡＬＦ 中异常升高。 而

过表达 ｍｉＲ⁃３７０ 抑制哮喘小鼠 ＢＡＬＦ 中炎症细胞和

ＩｇＥ 水平，同时，降低 ＩＮＦ⁃γ、ＩＬ⁃１２ 水平，升高 ＩＬ⁃１３、
ＩＬ⁃４ 水平。 因此，过表达 ｍｉＲ⁃３７０ 通过降低哮喘小

鼠炎症水平缓解肺组织损伤。 为进一步明确过表达

ｍｉＲ⁃３７０ 在哮喘小鼠肺组织中的保护作用，该研究

通过检测哮喘小鼠肺组织病理损伤程度及凋亡情

况，结果显示，过表达 ｍｉＲ⁃３７０ 改善哮喘小鼠肺组织

损伤程度，抑制肺组织凋亡。
综上所述，过表达 ｍｉＲ⁃３７０ 通过调控哮喘小鼠

肺组织中炎症水平、免疫应答和细胞凋亡在哮喘小

鼠肺损伤中发挥保护作用。 该研究通过动物模型初

步探索了过表达 ｍｉＲ⁃３７０ 在哮喘小鼠肺损伤中的调

控作用，但具体的作用机制有待进一步的研究。 后

续实验可对过表达 ｍｉＲ⁃３７０ 调节哮喘小鼠肺组织炎

症、免疫应答和凋亡的作用机制进行研究，为哮喘的

诊断和治疗提供新的思路。
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ａｎｄ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＩｇＥ （Ｐ ＜ ０. ０５）， ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｉｍｍｕｎｏｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ ＩＮＦ⁃γ ａｎｄ ＩＬ⁃１２ （Ｐ ＜ ０. ０５）， ｕｐ⁃ｒｅｇｕ⁃
ｌａｔｅｄ ＩＬ⁃１３ ａｎｄ ＩＬ⁃４（Ｐ ＜ ０. ０５）， ａｎｄ ｉｍｐｒｏｖｅｄ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｄａｍａｇｅ， ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ，ａｎｄ ｒｅｄｕｃｅｄ ｔｈｅ ｅｘ⁃
ｐｒｅｓｓｉｏｎ ｒａｔｉｏ ｏｆ Ｂａｘ ／ Ｂｃｌ⁃２ ａｎｄ ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓ３ ／ ｃａｓ３（Ｐ ＜ ０. ０５）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ⁃３７０ ｉｎｈｉｂｉｔｓ
ｔｈｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ＢＡＬＦ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ＯＶＡ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ａｓｔｈｍａｔｉｃ ｍｉｃｅ ａｎｄ ｒｅｌｉｅｖｅｓ ｌｕｎｇ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎ ｍｉｃｅ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ　 ｂｒｏｎｃｈｉａｌ ａｓｔｈｍａ； ｍｉＲ⁃３７０； ｉｍｍｕｎｅ ｉｎｊｕｒｙ； ｌｕｎｇ ｉｎｊｕｒｙ
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