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摘要　 目的　 探讨 ｍｉＲ⁃３４ａ 在过敏性鼻炎小鼠中表达及治

疗作用。 方法　 选取 １０ 只小鼠作为空白对照组，３０ 只小鼠

采用卵清蛋白构建小鼠过敏性鼻炎模型，随机分为模型组、
ｍｉＲ⁃３４ａ 抑制剂组及阴性对照组（ＮＣ 组）各 １０ 例，分别给予

１００ μｌ 生理盐水、１００ μｌ 阴性转染质粒、１００ μｌ ｍｉＲ⁃３４ａ 抑制

剂载体混合溶液尾部静脉注射。 干预 １ 周后观察小鼠行为

学变化；酶联免疫吸附实验（ＥＬＩＳＡ）检测小鼠血清中卵清蛋

白特异性 ＩｇＥ 水平；ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测小鼠血清中白细胞介素

（ＩＬ）⁃６、ＩＬ⁃８、ＩＬ⁃１０、ＩＬ⁃３５，基质金属蛋白酶（ＭＭＰ）⁃２、ＭＭＰ⁃９
及血管细胞黏附分子（ＶＣＡＭ） ⁃１ ｍＲＮＡ 相对表达。 流式细

胞仪检测外周血 ＣＤ３ ＋ 、ＣＤ４ ＋ 、ＣＤ８ ＋ Ｔ 细胞含量。 结果　 模

型小鼠血清 ｍｉＲ⁃３４ａ ｍＲＮＡ 水平较空白组增加（Ｐ ＜ ０ư ０５），
与阴性对照组相比，ｍｉＲ⁃３４ａ 抑制剂干预后小鼠行为学总分

降低（Ｐ ＜ ０ư ０５），血清中卵清蛋白特异性 ＩｇＥ 浓度降低（Ｐ ＜
０ư ０５），同时 ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃８、ＩＬ⁃１０、ＭＭＰ⁃２、ＭＭＰ⁃９ 及 ＶＣＡＭ⁃１ ｍＲ⁃
ＮＡ 下降（Ｐ ＜ ０ư ０５），ＩＬ⁃３５ 上升（Ｐ ＜ ０ư ０５），ＣＤ３ ＋ 、ＣＤ４ ＋ ／
ＣＤ８ ＋ 增加（Ｐ ＜ ０ư ０５）。 与空白对照组（ＮＣ 组）相比，模型组

ＩＬ⁃２、ＩＦＮ⁃γ 水平下降（Ｐ ＜ ０ư ０５），与模型组相比，ｍｉＲ⁃３４ａ 抑

制剂组 ＩＬ⁃２、ＩＦＮ⁃γ 水平升高（Ｐ ＜ ０ư ０５），ｍｉＲ⁃３４ａ 抑制剂组

与 ＮＣ 组的上述方面比较，差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０ư ０５），模
型组和 ＮＣ 组比较差异无统计学意义。 结论　 ｍｉＲ⁃３４ａ 在过

敏性鼻炎小鼠中高表达，抑制 ｍｉＲ⁃３４ａ 表达可减轻模型小鼠

症状和炎症反应，提升免疫功能。
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　 　 过敏性鼻炎属于鼻黏膜的变应性和炎症性疾

病。 其主要发病机制为患者暴露于变应原，从而介

导 ＩｇＥ 释放介质，激活多种免疫活性细胞释放细胞

因子参与发病过程［１］。 临床表现为鼻痒、鼻塞、打
喷嚏和流清涕等，显著影响患者生活质量。 然而目

前尚不完全明确发病机制，药物治疗仅能缓解患者

８０％左右的症状。 加之过敏性鼻炎极易复发，病情

反复，给临床治疗带来一定障碍［２］。 因此，深入探

索过敏性鼻炎的特异性标志物及寻找可靠有效的治

疗靶点显得极为重要。 近年研究［３］ 显示微小 ＲＮＡ
（ｍｉｃｒｏＲＮＡ，ｍｉＲ）参与了过敏性鼻炎发生发展过程。
其中，ｍｉＲ⁃３４ 是一类研究较多的 ｍｉＲ 分子，在多种

炎性疾病发病中发挥重要作用，可促进炎症反应失

衡［４ － ５］，促炎因子表达上升，抑炎因子表达下调［６］，
但 ｍｉＲ⁃３４ 在过敏性鼻炎中表达罕见报道。 因此，该
研究旨在通过 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测过敏性鼻炎小鼠外周

血 ｍｉＲ⁃３４ａ 的表达水平，并采用 ｍｉＲ⁃３４ 抑制剂及阴

性对照干预过敏性鼻炎小鼠，观察其对小鼠症状及

炎症反应的影响。

１　 材料与方法

１． １　 材料 　 ４０ 只 ５ ～ ６ 周龄的 ＳＰＦ 级 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小

鼠，雌雄各 ２０ 只，体质量 １８ ～ ２２ ｇ；该研究中的动物

实验得到武汉大学人民医院动物伦理委员会的批

准。 卵清蛋白（ＯＶＡ）购自美国 Ｓｉｇｍａ 公司，ＥＬＩＳＡ
试剂盒购自美国 Ｒ＆Ｄ 公司，血浆 ／血清 ＲＮＡ 纯化试

剂盒 （ ＧｅｎＥｌｕｔｅＴＭ Ｐｌａｓｍａ ／ Ｓｅｒｕｍ ＲＮＡ Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ
Ｍｉｎｉ Ｋｉｔ） 购自美国 Ｓｉｇｍａ 公司，两步法实时定量

ＰＣＲ 试剂盒（ＱｕａｎｔｉＴｅｃｔ Ｒｅｖｅｒｓｅ Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ Ｋｉｔ）购
自美国 Ｑｉａｇｅｎ 公司，ｍｉＲ⁃３４ａ 抑制剂购自广州锐博

生物科技有限公司，ＮａｎｏＤｒｏｐ 微量分光光度计购自

美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司，ＡＢＩ ７５００ ｑＲＴ⁃
ＰＣＲ 购自美国 Ａｐｐｌｉｅｄ ＢｉｏＳｙｓｔｅｍｓ 公司，流式细胞仪

购自美国贝克曼库尔特公司，ｍｉＲ⁃３４ａ 和炎症因子

的引物序列购自上海生工生物工程股份有限公司。
１． ２　 动物分组及模型制备　 选取 １０ 只作为空白对

照组，余下 ３０ 只 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠进行建模，建模方法

为：５００ μｇ ＯＶＡ 溶于 １０ μｌ 生理盐水配制成 ＯＶＡ 溶

液，腹腔注射隔天 １ 次，连续 ７ 次。 第 １５ 天开始激

发实验，以 ５％ ＯＶＡ 溶液双侧鼻腔点鼻，０ư ０２ ｍｌ ／
侧，１ 次 ／ ｄ，连续 ７ 次［７ － ８］。 空白对照组注射等量生

理盐水，模型组于激发实验结束 １５ ｍｉｎ 内小鼠抓鼻

次数明显增加，表明成功建立模型，将造模成功的
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３０ 只小鼠随机分为模型组、ｍｉＲ⁃３４ａ 抑制剂组及阴

性对照组（ＮＣ 组）。
１． ３　 干预方法 　 ｍｉＲ⁃３４ａ 抑制剂组：造模结束后，
小鼠尾部静脉注射 １００ μｌ ｍｉＲ⁃３４ａ 抑制剂载体混合

溶液，均连续给药 １０ ｄ；ＮＣ 组在小鼠尾部静脉注射

１００ μｌ 阴性转染质粒；模型组给予 １００ μｌ 生理盐

水。
１． ４　 小鼠临床症状评分　 干预结束后采用录像观

察小鼠 ３０ ｍｉｎ 的打喷嚏、挠鼻、鼻涕等症状。 标

准［９］中① 鼻痒，１ 分：轻搔鼻 １ ～ ２ 次；３ 分：剧烈抓

挠鼻面不止；２ 分：介于二者之间。 ② 喷嚏，１ 分：１
～３ 个；２ 分：４ ～ １０ 个；３ 分：１１ 个以上。 ③ 流涕，１
分：流至前鼻孔；２ 分：超出前鼻孔；３ 分：涕流满面，
均采用叠加量化记分法。
１． ５　 血清 ＩｇＥ 检测　 干预后于眼眶静脉取血 ２ ｍｌ。
血样静置后离心，取上层血清 ＥＬＩＳＡ 检测 ＩｇＥ 水平，
严格按照试剂盒说明书操作进行。
１． ６　 血清总 ＲＮＡ 的提取与 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测　 运用

ＧｅｎＥｌｕｔｅＴＭ Ｐｌａｓｍａ ／ Ｓｅｒｕｍ ＲＮＡ Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ Ｍｉｎｉ Ｋｉｔ
提取各组小鼠的血清的总 ＲＮＡ。 采用 ＮａｎｏＤｒｏｐ 微

量分光光度计测定总 ＲＮＡ 浓度，同时计算 Ａ２６０ ／ Ａ２８０

比值，计算纯度；通过 ＲＮＡ 琼脂糖凝胶电泳检测样

品 ＲＮＡ 完整性。 采用 ＱｕａｎｔｉＴｅｃｔ Ｒｅｖｅｒｓｅ Ｔｒａｎｓｃｒｉｐ⁃
ｔｉｏｎ Ｋｉｔ 合成第一链互补 ｃＤＮＡ，采用 ｍｉＳｃｒｉｐｔ ＳＹＢＲ
ＧｒｅｅｎＰＣＲ Ｋｉｔ 进行 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测。 采用 Ｕ６ 作为

ｍｉＲ⁃３４ａ 的内参，采用 ＧＡＰＤＨ 作为炎性因子的内

参，最后通过 ２ －△△Ｃｔ公式计算 ｍｉＲ⁃３４ａ 和炎症因子

ｍＲＮＡ 的相对表达量。 引物序列见表 １。

表 １　 引物序列

基因名称 上游引物（５′⁃３′） 下游引物（５′⁃３′）
ｍｉＲ⁃３４ａ ＣＣＣＧＴＴＣＧＣＡＣＴＧＴＣＴＡＧＣ ＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴ
ＩＬ⁃６ ＣＴＧＣＡＧＡＧＡＣＣＴＴＣＣＡＴＣＣＡＧ ＧＴＧＧＴＡＴＡＧＡＣＡＧＴＴＧＧ
ＩＬ⁃８ ＣＡＴＣＴＴＣＧＴＣＣＧＴＣＣＣＴＧＴＧ ＡＣＡＧＡＡＣＣＴＴＣＡＴＴＧＣＧＧＴ
ＩＬ⁃１０ ＴＧＴＧＡＧＡＡＴＡＡＡＡＧＣＡＡＧ

ＧＣＡＧＴＧ
ＣＡＴＴＣＡＴＧＧＣＣＴｒＧＴＡＧＡＣＡＣＣ

ＩＬ⁃３５ ＣＡＴＣＴＧＧＣＧＴＣＴＡＣＡＣＴＧＣＴ
ＧＣＴＧＡＡ

ＡＣＴＧＡＧＧＴＧＧＴＴＴＡＧＧＡＧＧＧＣ
ＡＡＧＧＧ

ＭＭＰ⁃２ ＣＧＴＧＧＡＴＣＣＴＡＴＧＧＧＧＣＣＴＣ
ＴＣＣＴＧ

ＧＣＧＧＡＡＴＴＣＡＣＴＣＧＣＴＧＧＡＣＡ
ＴＣＡＧＧＧ

ＭＭＰ⁃９ ＣＣＴＴＴＴＧＡＧＧＧＣＧＡＣＣＴＣＣＡＡＧ ＣＴＧＧＡＴＧＡＣＧＡＴＧＴＣＴＧＣＧＴ
ＶＣＡＭ⁃１ ＧＡＴＡＧＡＣＡＧＣＣＣＡＣＴＡＡＡＣＧ ＴＧＧＡＧＣＣＡＡＡＣＡＣＴＴＧＡＣ
Ｕ６ ＣＴＣＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡ ＡＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴ
ＧＡＰＤＨ ＣＡＡＧＧＴＣＡＴＣＣＡＴＧＡＣＡＡＣＴＴＴＧ ＧＴＣＣＡＣＣＡＣＣＣＴＧＴＴＧＣＴＧＴＡＧ

１． ７　 流式细胞仪检测 ＣＤ３ ＋ 、ＣＤ４ ＋ 、ＣＤ８ ＋ Ｔ 细胞

表达　 干预结束后在无菌条件下于股静脉采集肝素

静脉血 ２ ｍｌ。 各流式管中加入 ５０ μｌ 全血，振荡混

匀，避光静置 １５ ｍｉｎ 后加 ０ư ５ ｍｌ 溶血剂避光静置

１０ ｍｉｎ 后加入 ２５０ μｌ ＰＢＳ。 １ 管加 ４ 色标记单克隆

荧光抗 ＣＤ４５⁃ＦＩＴＣ ／ ＣＤ３⁃ＰＣＳ ／ ＣＤ４⁃ＲＤ１ ／ ＣＤ８⁃ＥＣＤ ５
μｌ，ＣＤ４５ ＋ 设门，分析 ＣＤ３ ＋ 、ＣＤ４ ＋ 、ＣＤ８ ＋ Ｔ 淋巴细

胞表达率。
１． ８　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测鼻黏膜组织中 ＩＬ⁃２、ＩＦＮ⁃γ
表达　 各组小鼠鼻黏膜组织加入少量胰蛋白酶消化

后，加入蛋白裂解液快速混匀，运转离心机后保留上

清液，放置在 ７５ ℃水浴 １０ ｍｉｎ 使蛋白变性后放入

样孔中，每组取 ５ μｇ 蛋白进行电泳实验。 将蛋白转

移到 ＰＶＤＦ 膜 ＴＢＳ 浸泡 １０ ｍｉｎ，反复 ＰＢＳ 冲洗，５
ｍｉｎ ／次，加入 １ 抗 ＩＬ⁃２、ＩＦＮ⁃γ 抗体（１ ∶ １ ０００）孵育

过夜，后放入 ２ 抗辣根过氧化物酶标记羊抗兔 ＩｇＧ，
（１ ∶ １ ０００）杂交冲洗。 浸入 ＥＣＬ 工作液，检测、显
色等步骤，成像系统对印迹条带的吸光度进行分析。
β⁃ａｃｔｉｎ 作为内参。
１． ９　 统计学处理　 应用 ＳＰＳＳ ２２ư ０ 统计软件统计

分析所有数据，以 �ｘ ± ｓ 表示计量资料，采用 ｔ 检验。
组间差异比较采用单因素方差分析法，两两比较采

用 ＬＳＤ⁃ｔ 检验，以 Ｐ ＜ ０ư ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 各组小鼠症状评分比较　 与空白对照组相比，
模型组评分增加（Ｐ ＜ ０ư ０５），ｍｉＲ⁃３４ａ 抑制剂组则降

低，仍高于空白对照组，但显著低于 ＮＣ 组 （Ｐ ＜
０ư ０５），ＮＣ 组与模型组差异无统计学意义 （ Ｐ ＞
０ư ０５）。 见图 １。

图 １　 各组小鼠症状评分比较

与空白对照组比较：∗Ｐ ＜ ０ư ０５；与模型组比较：＃Ｐ ＜ ０ư ０５

２． ２　 各组血清 ＩｇＥ 水平　 与空白对照组相比，模型

组血清 ＩｇＥ 水平增加（Ｐ ＜ ０ư ０５），ｍｉＲ⁃３４ａ 抑制剂组

则降低，仍高于空白对照组，但低于 ＮＣ 组 （Ｐ ＜
０ư ０５），ＮＣ 组与模型组差异无统计学意义 （ Ｐ ＞
０ư ０５）。 见图 ２。
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图 ２　 各组血清 ＩｇＥ 水平

与空白对照组比较：∗Ｐ ＜ ０ư ０５；与模型组比较：＃Ｐ ＜ ０ư ０５

２． ３　 各组炎症因子 ｍＲＮＡ 表达情况　 与空白对照

组相比，模型组 ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃８、ＩＬ⁃１０、ＭＭＰ⁃２、ＭＭＰ⁃９ 及

ＶＣＡＭ⁃１ ｍＲＮＡ 增加（Ｐ ＜ ０ư ０５）， ＩＬ⁃３５ 下降（Ｐ ＜
０ư ０５），与模型组相比，ｍｉＲ⁃３４ａ 抑制剂组 ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃８、
ＩＬ⁃１０、ＭＭＰ⁃２、ＭＭＰ⁃９ 及 ＶＣＡＭ⁃１ ｍＲＮＡ 下降，但

ｍｉＲ⁃３４ａ 抑制剂组低于 ＮＣ 组（Ｐ ＜ ０ư ０５），ＩＬ⁃３５ 上

升，但 ｍｉＲ⁃３４ａ 抑制剂组高于 ＮＣ 组（Ｐ ＜ ０ư ０５），ＮＣ
组与模型组差异无统计学意义（Ｐ ＞ ０ư ０５）。 见表 ２。

表 ２　 各组炎症因子 ｍＲＮＡ 表达情况（�ｘ ± ｓ，ｎｇ ／ ｍｌ）

项目 空白对照组 模型组 ｍｉＲ⁃３４ａ 抑制剂组 ＮＣ 组

ＩＬ⁃６ ０． ９９７ ± ０． ０２１ ２． １０７ ± ０． １０３∗ １． ３０５ ± ０． ０２７∗＃＆ ２． ０８６ ± ０． ０８９∗

ＩＬ⁃８ １． ００３ ± ０． ０２５ ２． ２０７ ± ０． １１２∗ １． ３６２ ± ０． ０３１∗＃＆ ２． １９３ ± ０． ０９２∗

ＩＬ⁃１０ ０． ９８３ ± ０． ０２３ １． ８６９ ± ０． ０９８∗ １． ２９４ ± ０． ０２７∗＃＆ １． ９０４ ± ０． ０８３∗

ＩＬ⁃３５ ０． ９９４ ± ０． ０２６ ０． ２６７ ± ０． ００６∗ ０． ８６７ ± ０． ０１７∗＃＆ ０． ２５４ ± ０． ００５∗

ＭＭＰ⁃２ １． ００９ ± ０． ０２４ ２． ５６１ ± ０． １２１∗ １． ４０７ ± ０． ０３６∗＃＆ ２． ６０７ ± ０． １２６∗

ＭＭＰ⁃９ ０． ９７８ ± ０． ０１７ ２． ３９２ ± ０． １１９∗ １． ３８３ ± ０． ０３４∗＃＆ ２． ４０５ ± ０． ０２２∗

ＶＣＡＭ⁃１ ０． ９６７ ± ０． ０１５ ２． ０８４ ± ０． １０５∗ １． ３４７ ± ０． ０２４∗＃＆ ２． １０４ ± ０． １０６∗

　 　 与空白对照组比较：∗Ｐ ＜ ０ư ０５；与模型组比较：＃Ｐ ＜ ０ư ０５；与 ＮＣ 组比较：
＆Ｐ ＜０ư ０５

２． ４　 各组小鼠 ＣＤ３ ＋ 、ＣＤ４ ＋ 、ＣＤ８ ＋ Ｔ 细胞表达 　
与空白对照组相比，模型组 ＣＤ３ ＋ 、ＣＤ４ ＋ 、ＣＤ４ ＋ ／
ＣＤ８ ＋ 下 降， 与 模 型 组 相 比， ｍｉＲ⁃３４ａ 抑 制 剂 组

ＣＤ３ ＋ 、ＣＤ４ ＋ 、ＣＤ４ ＋ ／ ＣＤ８ ＋ 增加，但 ｍｉＲ⁃３４ａ 抑制剂

组高于 ＮＣ 组（Ｐ ＜ ０ư ０５），ＮＣ 组与模型组无差异（Ｐ
＞ ０ư ０５）。 见表 ３ 及图 ３、４。
２． ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测各组小鼠鼻黏膜组织中 ＩＬ⁃
２、ＩＦＮ⁃γ 表达 　 与空白对照组相比，模型组 ＩＬ⁃２、
ＩＦＮ⁃γ 水平下降（Ｐ ＜ ０ư ０５），与模型组相比，ｍｉＲ⁃３４ａ
抑制剂组 ＩＬ⁃２、ＩＦＮ⁃γ 水平升高，ｍｉＲ⁃３４ａ 抑制剂组

高于 ＮＣ 组（Ｐ ＜ ０ư ０５），模型组与 ＮＣ 组比较差异有

统计学意义（Ｐ ＜ ０ư ０５）。 见表 ４、图 ５。

３　 讨论

　 　 过敏性鼻炎是患者暴露于致敏原后导致的鼻黏

膜慢性非感染性炎性疾病，主要由 ＩｇＥ 介导释放组

胺及免疫和细胞因子引起。 过敏性鼻炎发病受到基

因和环境等多重因素的影响，基因表达异常是主要

病理机制［１０］，但其机制尚未完全阐明清楚，ｍｉｃｒｏＲ⁃
ＮＡｓ 是一类长度约 １９ ～ ２３ ｎｔ 的非编码 ＲＮＡ 分子，
但到近年来，其广泛的生物学调控功能才逐渐被揭

示出来，可与靶基因 ｍＲＮＡ 碱基配对引导沉默复合

体（ＲＩＳＣ）降解 ｍＲＮＡ 或阻碍其翻译转录后的调控，
参与多种细胞增殖、分化和凋亡等诸多生理过

程［１１］。
　 　 ｍｉＲ⁃３４ 属于一类在哺乳动物中广泛分布的高

度保守 ｍｉＲＮＡ 家族。 ｍｉＲ⁃３４ａ 定于 ｌｐ３６ư ２２，目前发

现ｍｉＲ⁃３４ａ在气道变应性疾病中发挥重要作用 ，

表 ３　 各组小鼠 ＣＤ３ ＋ 、ＣＤ４ ＋ 、ＣＤ８ ＋ Ｔ 细胞表达（�ｘ ± ｓ，％ ）

项目 空白对照组 模型组 ｍｉＲ⁃３４ａ 抑制剂组 ＮＣ 组

ＣＤ３ ＋ ６６． ２３１ ± ５． ２３３ ５２． １４８ ± ５． ０３３∗ ６０． ３２４ ± ５． ３７１∗＃＆ ５１． ８７６ ± ４． ９０７∗

ＣＤ４ ＋ ３６． ６２２ ± ３． ２１２ ２９． ３６３ ± ２． １８７∗ ３３． ６８７ ± ３． ２０４∗＃＆ ３０． ５４２ ± ２． ８６４∗

ＣＤ４ ＋ ／ ＣＤ８ ＋ １． ８７０ ± ０． １１２ １． ２１５ ± ０． １０２∗ １． ５９１ ± ０． １１９∗＃＆ １． ２５７ ± ０． １１４∗

　 　 与空白对照组比较：∗Ｐ ＜ ０ư ０５；与模型组比较：＃Ｐ ＜ ０ư ０５；与 ＮＣ 组比较： ＆Ｐ ＜ ０ư ０５

图 ３　 流式细胞仪检测圈门策略　 × ２０

Ａ、Ｂ：圈门策略图；Ｃ、Ｄ：ＣＤ３ ＋ 、ＣＤ４ ＋ 、ＣＤ８ ＋ 表达情况
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图 ４　 各组流式细胞术检测结果代表图　 × ２０
Ａ：空白对照组； Ｂ：模型组； Ｃ：ｍｉＲ⁃３４ａ 抑制剂组； Ｄ：ＮＣ 组；１：各组 ＣＤ３ ＋ 表达情况；２：各组 ＣＤ４ ＋ 、ＣＤ８ ＋ 表达情况

表 ４　 各组小鼠血清中 ＩＬ⁃２、ＩＦＮ⁃γ水平（�ｘ ± ｓ）

组别 ｎ ＩＬ⁃２（ｎｇ ／ Ｌ） ＩＦＮ⁃γ（ｎｇ ／ Ｌ）
空白对照 １０ １１． ４４ ± ２． ０５ ４５． １３ ± ７． １６
模型 １０ ６． ２５ ± １． ２１∗ ３６． １６ ± ４． ９７∗

ｍｉＲ⁃３４ａ 抑制剂 １０ ９． ０５ ± ０． ４６∗＃＆ ４０． ６７ ± ３． ０１∗＃＆

ＮＣ １０ ６． １１ ± １． ４５∗ ３７． ４６ ± ３． ６７∗

Ｆ 值 ３３． １１０ ６． ４２４
Ｐ 值 ＜０． ００１ ０． ００１ ３

　 　 与空白对照组比较：∗Ｐ ＜ ０ư ０５；与模型组比较：＃Ｐ ＜ ０ư ０５；与 ＮＣ 组比较：
＆Ｐ ＜０ư ０５

图 ５　 各组小鼠鼻黏膜组织中 ＩＬ⁃２、ＩＦＮ⁃γ表达

Ｓｏｌｂｃｒｇ ｅｔ ａｌ［１２］研究显示 ｍｉＲ⁃３４ｓ（ｍｉＲ⁃３４ｃ⁃５ｐ、ｍｉＲ⁃
３４ｂ⁃５ｐ）在哮喘患者的支气管上皮细胞中的表达显

著下调。 该研究采用 ＯＶＡ 造模过敏性鼻炎小鼠，
小鼠均表现出明显的挠鼻、喷嚏和流涕，叠加各项分

数计算总分大于 ５ 分，说明造模成功。 随后通过

ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测小鼠外周血 ｍｉＲ⁃３４ａ 的表达水平，结
果显示，与空白对照组小鼠比较，模型组小鼠的

ｍｉＲ⁃３４ａ 相对表达水平增加（Ｐ ＜ ０ư ０５）。 提示 ｍｉＲ⁃
３４ａ 可能参与过敏性鼻炎的病理过程，由于血清中

都稳定存在大量特异性表达的 ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ，外周血

可重复快速获得，使得 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测结果更快获取

到，技术成本较低，可操作性高，为了进一步探讨特

异性 ｍｉＲ⁃３４ａ 对小鼠过敏性鼻炎的治疗作用，该研

究采用特异性 ｍｉＲ⁃３４ａ 抑制剂及任意序列的阴性对

照物滴鼻干预小鼠过敏性鼻炎，首先评估对临床症

状的改善情况，结果显示，ｍｉＲ⁃３４ａ 抑制剂治疗过敏

性鼻炎组小鼠的临床症状评分显著下降，低于模型

组，但仍高于空白对照组（Ｐ ＜ ０ư ０５）。 接下来笔者

继续比较各组血清 ＩｇＥ 水平，结果显示，模型组血清

ＩｇＥ 水平增加（Ｐ ＜ ０ư ０５），ｍｉＲ⁃３４ａ 抑制剂组则降

低，但仍高于空白对照组（Ｐ ＜ ０ư ０５），血清 ＩｇＥ 升高

是过敏性疾病最有力的提示，过敏原刺激产生的

ＩｇＥ 与肥大细胞、嗜酸性粒细胞等表面相应受体结

合，诱导过敏性炎症［１３］。 已经有研究［１４］ 显示 ＩＬ⁃４
及 ＩＬ⁃２ 在过敏性鼻炎中也起到关键性的作用，ＩＦＮ⁃
γ 分泌的下调会增加过敏性疾病发病的可能，患严

重哮喘的患者接触过敏原后常呈现出的 ＩＦＮ⁃γ 下

调。 该研究表明抑制 ｍｉＲ⁃３４ａ 表达可有效缓解变应

性免疫反应，炎症反应是过敏性鼻炎发病的主要特

征。 该研究表明模型组小鼠促炎因子 ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃８、ＩＬ⁃
１０、ＭＭＰ⁃２、ＭＭＰ⁃９ 及 ＶＣＡＭ⁃１ ｍＲＮＡ 上调，抑炎因

子 ＩＬ⁃３５ 下调，在注射 ｍｉＲ⁃３４ａ 抑制剂后则逆转了
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促炎因子和抑炎因子的变化。 ＩＬ⁃６ 和 ＩＬ⁃１０ 均为常

见的促炎因子，参与免疫耐受维持作用，两者均在过

敏性鼻炎患者中表达上调，参与炎性疾病进展。 ＩＬ⁃
３５ 由 ＩＬ⁃１２ａ、ＥＢ 病毒诱导基因 ３ 亚基构成， 具有免

疫抑制 ／抑炎活性［１５］。 ＭＭＰ⁃２ 和 ＭＭＰ⁃９ 属于 ＭＭＰ
家族，可促进炎症细胞向气道黏膜固有层浸润激活

的炎症细胞通过表达释放 ＭＭＰ⁃２ 和 ＭＭＰ⁃９，形成正

反馈，促进炎症反应。 而 Ｉ 型血管细胞黏附蛋白

（ＶＣＡＭ⁃１）与嗜酸性粒细胞表面受体结合从而黏附

于血管壁，促进嗜酸性粒细胞的迁移，参与变态反

应。 该研究表明抑制 ｍｉＲ⁃３４ａ 表达可抑制炎症反

应，Ｔｒｅｇｓ 在变态反应性疾病的免疫调节中发挥十分

重要的作用，机体发生炎症后，外周血中 ＣＤ３ ＋ 及

ＣＤ４ ＋ 降低，提示免疫功能下降，而在抑制 ｍｉＲ⁃３４ａ
表达则可提升 ＣＤ３ ＋ 、ＣＤ４ ＋ 、ＣＤ４ ＋ ／ ＣＤ８ ＋ 表达率，表
明抑制 ｍｉＲ⁃３４ａ 后提高了小鼠免疫功能。

综上所述，ｍｉＲ⁃３４ａ 抑制剂有效缓解小鼠过敏

性鼻炎的临床症状和炎症水平，提示 ｍｉＲ⁃３４ａ 作为

基因治疗小鼠过敏性鼻炎具有巨大潜力，但该研究

尚未观察其安全性，今后研究中需进一步研究安全

性。
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ＳＥＴＤ２ 在肾透明细胞癌中的表达及对患者预后的影响
胡庆庆，刘浩然，王建忠

摘要　 目的　 探究组蛋白甲基化转移酶（ＳＥＴＤ２）在肾透明

细胞癌（ｃｃＲＣＣ）中的表达及其对患者预后的影响，讨论其可

能的调控机制。 方法 　 从肿瘤基因组计划数据库（ＴＣＧＡ）
中下载 ｃｃＲＣＣ 患者的基因突变数据、转录组数据和临床数

据，使用 Ｒ 软件 ｖ ４ư ０ư ３ 对基因表达差异进行统计分析，用
Ｋａｐｌａｎ⁃Ｍｅｉｅｒ 绘图仪研究并比较不同免疫浸润情况及对应

ＳＥＴＤ２ 表达情况与患者总生存期 （ ＯＳ）、无进展生存期

（ＰＦＳ）、无病生存期（ＤＦＳ）等方面预后的关系，结合临床数

据进行验证，揭示 ＳＥＴＤ２ 突变调控 ｃｃＲＣＣ 进展的潜在机制。
结果　 ＴＩＭＥＲ２ 分析结果显示，ＳＥＴＤ２ 表达在 ｃｃＲＣＣ 中显著

下调且与免疫浸润相关，ｃｃＲＣＣ 基因突变景观图显示 ＳＥＴＤ２
突变频率达 １２ư ５％ ，位列体细胞突变频率第 ４。 ｃｃＲＣＣ 患者

中，ＳＥＴＤ２ 高表达组较低表达组预后更佳，高免疫浸润组患

者较低免疫浸润组患者预后更佳。 结论　 ＳＥＴＤ２ 高表达可

增加 ｃｃＲＣＣ 患者中免疫细胞的浸润及其对肿瘤的杀伤作

用，从而对患者预后发挥积极作用。
关键词　 ＳＥＴＤ２；肾透明细胞癌；预后
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第 ２ 大恶性肿瘤，发生率仅次于膀胱癌；肾透明细胞

癌（ｃｌｅａｒ ｃｅｌｌ ｒｅｎａｌ ｃｅｌｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａ， ｃｃＲＣＣ）作为 ＲＣＣ
中的最常见亚型［１］，占所有 ＲＣＣ 病理类型的 ７０％
～８０％ 。 ｃｃＲＣＣ 早期较难发现，且对放化疗不敏感，
对于晚期患者，多依赖于免疫治疗。 然而，由于肿瘤

微环境（ ｔｕｍｏｒ ｍｉｃｒｏｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ， ＴＭＥ）存在高度异

质性且适应性极强，常出现耐药现象，治疗效果不尽

理想［２］。 ＴＭＥ 及其免疫细胞浸润情况对肿瘤进展

影响极大［３ － ４］。 组蛋白甲基化转移酶（ｈｉｓｔｏｎｅ ｍｅｔｈ⁃
ｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＳＥＴＤ２）在多种人类肿瘤中存在突变，
其表达缺失可能与患者预后差显著相关；然而作为

经典的免疫相关调节分子， ＳＥＴＤ２ 表达缺失在

ｃｃＲＣＣ 肿瘤组织免疫浸润方面的调节及进一步对患

者预后的影响有待研究。

１　 材料与方法

１． １　 数据资料　 利用肿瘤基因组计划数据库（ ｔｈｅ
ｃａｎｃｅｒ ｇｅｎｏｍｅ ａｔｌａｓ，ＴＣＧＡ） 中 ｃｃＲＣＣ 数据集分析基

因表达、基因突变数据。 从基因组数据共享（ｇｅｎｏｍ⁃
ｉｃ ｄａｔａ ｃｏｍｍｏｎｓ， ＧＤＣ） 数据门户网站下载肿瘤

ＲＮＡ⁃ｓｅｑ 数据 （（ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｐｏｒｔａｌư ｇｄｃ． ｃａｎｃｅｒ． ｇｏｖ ／ ），
系统性地获取 ３３ 种类型肿瘤的 ＳＥＴＤ２ 表达谱 ｍＲ⁃
ＮＡ 表达数据。 此外，该研究从 ＴＣＧＡ 数据库中下载
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