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糖皮质激素对哮喘小鼠 ＣＤ４＋Ｔ细胞中
ｍｉＲＮＡ１５５表达调控的研究
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　　［摘　要］　目的：探讨糖皮质激素对哮喘小鼠 ＣＤ４＋Ｔ细胞中微小 ＲＮＡ１５５（ｍｉＲＮＡ１５５）表达调控的影响。
方法：使用糖皮质激素对卵清蛋白诱导的小鼠哮喘模型进行治疗，观察糖皮质激素对哮喘小鼠肺组织病理学、肺

组织及ＣＤ４＋Ｔ细胞中ｍｉＲＮＡ１５５表达和支气管肺泡灌洗液（ＢＡＬＦ）中细胞因子含量的影响。结果：ＲＴｑＰＣＲ结
果显示，哮喘小鼠肺组织和脾脏ＣＤ４＋Ｔ细胞中ｍｉＲＮＡ１５５表达显著升高，随着接触过敏原时间的增加，ＣＤ４＋Ｔ细
胞中ｍｉＲＮＡ１５５水平显著升高（Ｐ＜００１）。ＨＥ和ＰＡＳ染色显示，与对照组相比，模型小鼠肺组织中炎性细胞浸润
显著增加，给予糖皮质激素治疗后可明显减轻支气管周围和血管周围炎症，减少增生杯状细胞的黏液分泌。糖皮

质激素治疗后哮喘小鼠肺组织中的ｍｉＲＮＡ１５５水平显著降低，ＣＤ４＋Ｔ细胞中的 ｍｉＲＮＡ１５５水平显著下调。糖皮
质激素治疗可抑制哮喘小鼠的脾脏中ＣＤ４＋ＣＤ８－细胞比例的增加，减少哮喘小鼠肺组织中 ＣＤ４＋Ｔ细胞的聚集。
糖皮质激素治疗后ＢＡＬＦ中白细胞介素４（ＩＬ４）、ＩＬ５和ＩＬ１３水平下降，干扰素γ水平显著增加。结论：糖皮质激
素可抑制哮喘小鼠肺组织中ＣＤ４＋Ｔ细胞的聚集，并可降低肺组织和脾脏中ＣＤ４＋Ｔ细胞的ｍｉＲＮＡ１５５的表达。

［关键词］　糖皮质激素；哮喘；ＣＤ４＋Ｔ细胞；微小ＲＮＡ１５５
　　［中图分类号］　Ｒ５６２．２＋５；Ｒ３６３．２　　　［文献标志码］　Ａ ｄｏｉ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１０００４７１８．２０１９．０３．０３０

ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄｏｎｍｉＲＮＡ１５５ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＣＤ４＋Ｔｃｅｌｌｓｏｆ
ａｓｔｈｍａｔｉｃｍｉｃｅ
ＺＨＵＹｕ１，ＬＩＵＪｉｎｌｉｎｇ２，ＷＡＮＧＪｉａｎｈｕａ２，ＷＡＮＧＸｉａｏａｉ１

（１ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＴｒａｄｉｔｉｏｎａｌＣｈｉｎｅｓｅＭｅｄｉｃｉｎｅ，２ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＲｅｓｐｉｒａｔｏｒｙＭｅｄｉｃｉｎｅ，ＴｈｅＣｈｉｌｄｒｅｎｓＨｏｓｐｉｔａｌ，ＺｈｅｊｉａｎｇＵｎｉ
ｖｅｒｓｉｔｙＳｃｈｏｏｌｏｆＭｅｄｉｃｉｎｅ，Ｈａｎｇｚｈｏｕ３１００１２，Ｃｈｉｎａ．Ｅｍａｉｌ：６５０４０３６＠ｚｊｕ．ｅｄｕ．ｃｎ）
　　［ＡＢＳＴＲＡＣＴ］　ＡＩＭ：ＴｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄｏｎｔｈｅｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｍｉｃｒｏＲＮＡ１５５（ｍｉＲＮＡ１５５）
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｈｅＣＤ４＋Ｔｃｅｌｌｓｏｆａｓｔｈｍａｔｉｃｍｉｃｅ．ＭＥＴＨＯＤＳ：Ｔｈｅｏｖａｌｂｕｍｉｎ（ＯＶＡ）ｉｎｄｕｃｅｄａｓｔｈｍａｍｏｕｓｅｍｏｄｅｌｗａｓ
ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄａｎｄｔｈｅｍｉｃｅｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄ．Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄｏｎｔｈｅｐｕｌｍｐｎａｒｙｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ
ｃｈａｎｇｅｓ，ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉＲＮＡ１５５ｉｎｔｈｅｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅｓａｎｄＣＤ４＋Ｔｃｅｌｌｓ，ａｎｄｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆｃｙｔｏｋｉｎｅｓｉｎｔｈｅｂｒｏｎｃｈｏａｌ
ｖｅｏｌａｒｌａｖａｇｅｆｌｕｉｄ（ＢＡＬＦ）ｗｅｒｅｅｖａｌｕａｔｅｄ．ＲＥＳＵＬＴＳ：ＴｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆＲＴｑＰＣＲｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆｍｉＲＮＡ
１５５ｉｎｔｈｅｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅｓａｎｄＣＤ４＋Ｔｃｅｌｌｓｆｒｏｍｔｈｅｓｐｌｅｅｎｏｆａｓｔｈｍａｔｉｃｍｉｃｅｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄ，ａｎｄｔｈｅｌｅｖｅｌｏｆ
ｍｉＲＮＡ１５５ｉｎｔｈｅＣＤ４＋Ｔｃｅｌｌｓｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄｗｉｔｈｔｈｅｉｎｃｒｅａｓｅｉｎｔｈｅａｌｌｅｒｇｅｎｅｘｐｏｓｕｒｅｔｉｍｅ（Ｐ＜００１）．
ＨＥａｎｄＰＡＳｓｔａｉｎｉｎｇｓｈｏｗｅｄｔｈａｔＯＶＡｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｃｅｌｌｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎａｓｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，
ａｎｄｔｈｅｐｅｒｉｂｒｏｎｃｈｉａｌａｎｄｐｅｒｉｖａｓｃｕｌａｒｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎａｎｄｍｕｃｕｓｓｅｃｒｅｔｉｏｎｏｆｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅｇｏｂｌｅｔｃｅｌｌｓｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｒｅ
ｄｕｃｅｄａｆｔｅｒｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄｔｒｅａｔｍｅｎｔ．ＧｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄｔｒｅａｔｍｅｎｔｉｎｈｉｂｉｔｅｄｔｈｅｉｎｃｒｅａｓｅｉｎｔｈｅｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｏｆＣＤ４＋ＣＤ８－ｃｅｌｌｓ
ｉｎｔｈｅｓｐｌｅｅｎａｎｄｄｅｃｒｅａｓｅｄｔｈｅａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎｏｆＣＤ４＋Ｔｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅｓｏｆａｓｔｈｍａｔｉｃｍｉｃｅ（Ｐ＜００１）．Ａｆｔｅｒｇｌｕ
ｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄｔｒｅａｔｍｅｎｔ，ｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ４（ＩＬ４），ＩＬ５ａｎｄＩＬ１３ｉｎＢＡＬＦｗｅｒｅｄｅｃｒｅａｓｅｄ，ｗｈｉｌｅｔｈｅｌｅｖｅｌｏｆｉｎｔｅｒ
ｆｅｒｏｎγｗａｓｉｎｃｒｅａｓｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ（Ｐ＜００１）．ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ：ＧｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄｒｅｄｕｃｅｓｔｈｅａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎｏｆＣＤ４＋ Ｔ
ｃｅｌｌｓａｎｄｉｎｈｉｂｉｔｓｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉＲＮＡ１５５ｉｎｔｈｅｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅｓａｎｄｓｐｌｅｅｎＣＤ４＋Ｔｃｅｌｌｓｏｆａｓｔｈｍａｔｉｃｍｉｃｅ．
　　［ＫＥＹＷＯＲＤＳ］　Ｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄｓ；Ａｓｔｈｍａ；ＣＤ４＋Ｔｃｅｌｌｓ；ＭｉｃｒｏＲＮＡ１５５

·５６５·中国病理生理杂志　ＣｈｉｎｅｓｅＪｏｕｒｎａｌｏｆＰａｔｈｏｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ　２０１９，３５（３）：５６５５７０、５７６



　　哮喘是一种以气道高反应性和气道炎症为特征
的辅助性Ｔ淋巴细胞２（Ｔｈｅｌｐｅｒｃｅｌｌ２，Ｔｈ２）介导的
慢性炎症性疾病［１］。越来越多的证据表明，微小

ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ，ｍｉＲＮＡ）参与了哮喘的发病环
节［２３］。ｍｉＲＮＡ是一种通过促进 ｍＲＮＡ降解或阻断
蛋白质翻译而起到基因转录后调节剂作用的短链非

编码ＲＮＡ［４］，可通过抑制数百个靶 ｍＲＮＡ来调节多
种生物学功能。ｍｉＲＮＡ是免疫系统中基因表达的重
要调节因子，ｍｉＲＮＡ表达失调与炎症性疾病密切相
关［５６］。ｍｉＲＮＡ１５５在肺部各类疾病的发生发展中
起到了重要的作用，并可通过调节靶向免疫系统中

基因表达来参与如哮喘、肺癌、肺炎及肺纤维化等肺

部疾病的发展形成［７８］。已有研究发现 ｍｉＲＮＡ１５５
在哮喘小鼠肺组织中高表达，具有调节免疫稳态的功

能，是哮喘小鼠肺组织中表达最高的ｍｉＲＮＡ之一［９］。

免疫系统中的 ＣＤ４＋Ｔ细胞在过敏性炎症中起
中心作用［１０］，但 ｍｉＲＮＡ１５５在 ＣＤ４＋Ｔ细胞中的生
物学作用尚未得到充分研究。本研究旨在通过观察

哮喘小鼠 ＣＤ４＋Ｔ细胞中 ｍｉＲＮＡ１５５表达及被糖皮
质激素（ｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄ，ＧＣ）调节的过程来探讨糖皮
质激素对哮喘小鼠 ＣＤ４＋Ｔ细胞中 ｍｉＲＮＡ１５５表达
调控的影响，以期对加深理解它们在致敏发病机制

中的作用以及为寻找潜在的抗炎治疗靶点提供新的

证据。

材　料　和　方　法

１　动物
６０只雌性 ＢＡＬＢ／ｃ小鼠（体重１８～２０ｇ；４～６

周龄）购自北京维通利华动物实验有限公司［ＳＣＸＫ
（京）２０１４０００１］。所有小鼠在室温和恒湿（５５％ ±
５％）条件下，以１２ｈ光／暗循环在ＥＶＣ笼具中饲养。
小鼠可随意饮用水和食物。浙江大学动物实验中心

［ＳＹＸＫ（浙）２０１８０００１］动物伦理委员会批准了本研
究的动物实验方案。

２　方法
２．１　哮喘模型的建立　采用卵清蛋白（ｏｖａｌｂｕｍｉｎ，
ＯＶＡ）激发致敏鼠，按文献报道［１１］的方法建立哮喘

模型。在第 ０天和第 １４天，用 １００μｇ的 ＯＶＡ
（Ｓ７９５１，Ｓｉｇｍａ）和１ｍｇ的氢氧化铝（７７１６１，Ｔｈｅｒｍｏ）
溶解在２００μＬ的生理盐水中腹腔内注射免疫刺激
小鼠。然后于第２２、２３和２４天，再次腹腔注射注入
２００μｇ卵清蛋白。治疗组治疗时，每次激发前 １ｈ
腹腔注射０２ｍｇ／ｋｇ地塞米松（Ｓｉｇｍａ）。对哮喘发
病过程进行观察时，在造模后０、３、７ｄ各取８只小鼠
检测。造模并使用地塞米松治疗时，密切观察动物

机体状态，选取造模成功的存活小鼠进行检测实验

并确保每组最终至少５只造模成功的存活小鼠。
２．２　肺组织病理学观察　获得支气管肺泡灌洗液
（ｂｒｏｎｃｈｏａｌｖｅｏｌａｒｌａｖａｇｅｆｌｕｉｄ，ＢＡＬＦ）后，收集肺组织。
肺组织用４％的多聚甲醛固定２４ｈ，包埋在石蜡中。
４μｍ厚度切片，按照苏木精和伊红（ＨＥ）染色步骤
进行染色观察。ＰＡＳ（Ｓｉｇｍａ）染色中使用６μｍ厚度
切片以观察量化杯状细胞增生。染色后在 Ｎｉｋｏｎ显
微镜上获取图像。

２．３　流式细胞术分选细胞　用５ｍＬ红细胞裂解缓
冲液将小鼠脾脏组织切成小块，４℃、１５００ｒ／ｍｉｎ离
心７ｍｉｎ，离心后丢弃上清，用 ＰＢＳ洗涤细胞颗粒。
用细胞冷冻培养基（１×１０１０／Ｌ）对细胞进行再悬浮，
保存于液氮罐中。使用 ＭｏＦｌｏ（Ｂｅｃｋｍａｎ）对细胞进
行染色分类。将 ＦＡＣＳ管中的液体体积调节到 ５０
μＬ，并加入荧光标记的 ＣＤ４和 ＣＤ８抗体。细胞与
Ｆｃ阻断剂一起孵育５ｍｉｎ，然后用抗 ＣＤ４（０１ｇ）和
ＣＤ８（０２ｇ）抗体对１×１０６细胞进行染色。ＣＤ８抗
体标记ＰｅｒＣＰ，ＣＤ４抗体标记ＦＩＴＣ（ＢＤＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）。
将分选的细胞收集后进行进一步分析

２．４　ＲＴｑＰＣＲ分析　使用 ＴＲＩｚｏｌ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）从各
组织细胞中提取总 ＲＮＡ。为了进行 ｑＰＣＲ分析，使
用ｑＳｃｒｉｐｔｍｉｃｒｏＲＮＡｃＤＮＡ合成试剂盒（ＱｕａｎｔａＢｉｏ
Ｓｃｉｅｎｃｅｓ）将总 ＲＮＡ逆转录为 ｃＤＮＡ。用 ＣＦＸ３８４实
时系统定量 ＰＣＲ（ｑＰＣＲ）对 ｍｉＲＮＡ进行定量分析，
并使用Ｕ６作为内参照。所有使用的引物均由上海
生工生物工程有限公司（ｍｉＲＮＡ１５５，Ｑ００００１６５１２；
Ｕ６，ＭＱＰ０２０１）提供，ｍｉＲＮＡ１５５的正向引物序列为
５’ＧＣＣＴＴＡＡＴＧＣＴＡＡＴＣＧＴＧＡＴＡＧ３’，反向引物序
列为３’ＴＴＣＣＧＴＡＴＧＣＡＴＣＡＴＧＴＧＡＧＴＡ５’；Ｕ６的正
向引物序列为５’ＡＴＴＧＧＡＡＣＧＡＴＡＣＡＧＡＧＡＡＧＡＴＴ
３’，反向引物序列为５’ＡＡＧＡＡＡＣＧＡＴＡＣＡＧＡＴＴＧ
ＧＡＧＴＡ３’。分别在４２℃和７０℃下进行６０ｍｉｎ热
循环，进行逆转录和变性，随后进行４０个扩增周期，
包括９５℃ ５ｓ（变性）和 ６０℃ ３０ｓ（延长）。采用
２－ΔΔＣｔ方法将ｍｉＲＮＡ１５５进行量化分析。
２．５　免疫组化染色　对各组小鼠肺组织的石蜡切
片进行ＣＤ４的免疫组织化学染色。采用ＥｎＶｉｓｉｏｎ二
步法进行免疫组化染色并用３，３′二氨基联苯胺显
色法显色，ＮＩＫＯＮ显微镜成像后使用 ＩＰＰ图像分析
软件图计数和尺寸工具用于计算ＣＤ４＋Ｔ细胞密度，
定量组织切片中阳性免疫信号强度。

２．６　ＥＬＩＳＡ实验　按照 ＥＬＩＳＡ试剂盒（ＢＤ）说明书
中描述方法，测定ＢＡＬＦ中白细胞介素４（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ
４，ＩＬ４）、ＩＬ５、ＩＬ１３和干扰素γ（ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎγ，ＩＦＮγ）
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水平。

３　统计学分析
使用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ７０软件对数据进行分析。

数据以均数 ±标准差（ｍｅａｎ±ＳＤ）表示，方差分析后
进行单因素方差分析或非配对 ｔ检验。以 Ｐ＜００５
为差异有统计学意义。

结　　果

１　ｍｉＲＮＡ１５５在哮喘小鼠中表达上调
哮喘小鼠肺组织切片病理学检查，ＨＥ染色结果

显示，与对照组比较，哮喘小鼠气道炎症和黏液分泌

增强，见图１Ａ。哮喘小鼠肺组织中的ｍｉＲＮＡ１５５检
测结果显示哮喘组肺中 ｍｉＲＮＡ１５５显著上调（Ｐ＜
００１），见图１Ｂ。ＲＴｑＰＣＲ分析结果表明，与总外周
血单个核细胞（ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒｃｅｌｌｓ，
ＰＢＭＣｓ）相比，ｍｉＲＮＡ１５５在流式细胞术分选的
ＣＤ４＋Ｔ细胞中的表达升高（Ｐ＜００１），见图１Ｃ，并
随接触过敏原时间的增加，ｍｉＲＮＡ１５５水平显著升
高（Ｐ＜００５或 Ｐ＜００１），见图１Ｄ。相关性分析显
示，随着造模时间的延长，动物疾病症状加重，ＣＤ４＋

Ｔ细胞中ｍｉＲＮＡ１５５水平的表达升高与疾病进程呈
正相关，见图１Ｅ。

Ｆｉｇｕｒｅ１．ＵｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉＲＮＡ１５５ｉｎｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅｓａｎｄＣＤ４＋Ｔｃｅｌｌｓｏｆｔｈｅａｓｔｈｍａｔｉｃｍｉｃｅ．Ａ：ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｔｈｅｌｕｎｇ
ｔｉｓｓｕｅｓａｆｔｅｒｍｏｄｅｌｉｎｇ；Ｂ：ＲＴｑＰＣＲｗａｓｕｓｅｄｔｏａｎａｌｙｚｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉＲＮＡ１５５ｉｎｔｈｅｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅｓ；Ｃ：ｔｈｅｅｘｐｒｅｓ
ｓｉｏｎｏｆｍｉＲＮＡ１５５ｉｎｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒｃｅｌｌｓ（ＰＢＭＣｓ）ａｎｄＣＤ４＋ Ｔｃｅｌｌｓｆｒｏｍｔｈｅｓｐｌｅｅｎｏｆｔｈｅａｓｔｈｍａｔｉｃ
ｍｉｃｅ；Ｄ：ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉＲＮＡ１５５ｉｎｔｈｅｓｐｌｅｎｉｃＣＤ４＋Ｔｃｅｌｌｓｏｆｔｈｅｍｉｃｅｓｅｎｓｉｔｉｚｅｄｆｏｒ３ｄｏｒ７ｄ；Ｅ：ｔｈｅｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ
ｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉＲＮＡ１５５ｉｎＣＤ４＋Ｔｃｅｌｌｓｏｆｍｏｕｓｅｓｐｌｅｅｎａｎｄｄｉｓｅａｓｅｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝６～８．
Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＃＃Ｐ＜００１ｖｓＰＢＭＣｓ；△Ｐ＜００５，△△Ｐ＜００１ｖｓ０ｄ．

图１　ｍｉＲＮＡ１５５在哮喘小鼠肺组织和ＣＤ４＋Ｔ细胞中表达上调

２　糖皮质激素治疗改善哮喘小鼠肺炎症反应并降
低ｍｉＲＮＡ１５５的表达

ＨＥ和ＰＡＳ染色显示，与对照组相比，哮喘组小

鼠的肺组织炎性浸润显著，给予糖皮质激素治疗后

可明显减轻支气管周围和血管周围炎症，减少增生

杯状细胞的黏液分泌，见图２Ａ、Ｂ。ＲＴｑＰＣＲ结果发
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现糖皮质激素治疗后哮喘小鼠肺组织中的ｍｉＲＮＡ
１５５水平显著降低（Ｐ＜００１），见图２Ｃ。对分选的脾
脏ＣＤ４＋Ｔ细胞中的 ｍｉＲＮＡ１５５表达情况检测结果

显示，糖皮质激素治疗后 ＣＤ４＋Ｔ细胞中的 ｍｉＲＮＡ
１５５显著下调（Ｐ＜００１），见图２Ｄ。

Ｆｉｇｕｒｅ２．Ｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄ（ＧＣ）ｔｈｅｒａｐｙｒｅｄｕｃｅｄｐｕｌｍｏｎａｒｙｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｒｅｓｐｏｎｓｅｓａｎｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉＲＮＡ１５５ｉｎｔｈｅａｓｔｈｍａｔｉｃ

ｍｉｃｅ．Ａ：ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｔｈｅｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅｓａｆｔｅｒＧＣｔｒｅａｔｍｅｎｔ；Ｂ：ＰＡＳｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｔｈｅｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅｓａｆｔｅｒＧＣｔｒｅａｔｍｅｎｔ；Ｃ：ｔｈｅ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉＲＮＡ１５５ｉｎｔｈｅｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅｓａｆｔｅｒＧＣｔｒｅａｔｍｅｎｔ；Ｄ：ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉＲＮＡ１５５ｉｎＣＤ４＋Ｔｃｅｌｌｓｏｆｍｏｕｓｅ

ｓｐｌｅｅｎａｆｔｅｒＧＣｔｒｅａｔｍｅｎｔ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝６～８．Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１ｖｓａｓｔｈｍａｇｒｏｕｐ．

图２　糖皮质激素治疗改善哮喘小鼠肺炎症反应并降低ｍｉＲＮＡ１５５表达

３　糖皮质激素治疗抑制脾脏中ＣＤ４＋Ｔ细胞的水平
通过流式细胞分选对脾脏中 ＣＤ４＋Ｔ细胞的数

量进行检测，发现糖皮质激素可抑制哮喘组小鼠脾

脏中的 ＣＤ４＋ＣＤ８－细胞比例增加（Ｐ＜００１），改善
了Ｔｈ１／Ｔｈ２失衡，见图３。
４　糖皮质激素治疗抑制肺组织中 ＣＤ４＋ Ｔ细胞的
聚集

ＣＤ４免疫组化染色结果显示，糖皮质激素治疗
可改善哮喘造模引起的肺组织中 ＣＤ４＋Ｔ细胞的聚
集（Ｐ＜００１），改善肺组织中免疫炎症细胞的浸润，
见图４。
５　糖皮质激素治疗改变ＢＡＬＦ中细胞因子的水平

哮喘组小鼠ＢＡＬＦ中 ＩＬ４、ＩＬ５和 ＩＬ１３水平升
高，用糖皮质激素治疗后，ＢＡＬＦ中 ＩＬ４、ＩＬ５和 ＩＬ

１３水平下降（Ｐ＜００１）。相比于对照组，哮喘组
ＢＡＬＦ的 ＩＦＮγ水平未改变，糖皮质激素治疗后，
ＩＦＮγ水平显著增加（Ｐ＜００１），见图５。

讨　　论

过敏性疾病如哮喘和过敏性鼻炎，是造成重大

卫生保健负担的常见疾病［１２］。哮喘是一种以低气道

炎症为特征的综合症，它影响着全世界大约 ３亿
人［１３］，这些疾病的特点是发病率高、费用高、生活质

量差，估计每年治疗费用超过５６０亿美元［１４］。哮喘

发病机制至今尚不明确，关于哮喘炎症途径的调节

是未来医疗防治的重点方向。治疗哮喘的一线药物

是糖皮质激素［１５］，它可控制哮喘的发作、缓解气道炎

症反应［１６］，但其作用机制尚不完全清楚。本研究希
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Ｆｉｇｕｒｅ３．Ｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄ（ＧＣ）ｔｈｅｒａｐｙｉｎｈｉｂｉｔｅｄｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆＣＤ４＋Ｔｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｓｐｌｅｅｎ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝６～７．Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎ

ｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５ｖｓａｓｔｈｍａｇｒｏｕｐ．

图３　糖皮质激素治疗抑制脾脏中ＣＤ４＋Ｔ细胞的生成

Ｆｉｇｕｒｅ４．Ｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄ（ＧＣ）ｔｈｅｒａｐｙｉｎｈｉｂｉｔｅｄＣＤ４＋ Ｔｃｅｌｌ

ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎｉｎｔｈｅｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅｓ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝５～

７．Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５ｖｓａｓｔｈｍａ

ｇｒｏｕｐ．

图４　糖皮质激素治疗抑制肺组织中ＣＤ４＋Ｔ细胞的聚集

望阐明糖皮质激素对哮喘小鼠 ＣＤ４＋ Ｔ细胞中
ｍｉＲＮＡ１５５表达调控的影响。
　　在免疫系统中 ｍｉＲＮＡｓ可调节编码各种细胞因
子和炎性介质的ｍＲＮＡ表达［１７］，提示它们可能具有

作为炎症和免疫反应调节因子的功能。ｍｉＲＮＡ已成
为用于诊断和治疗许多过敏炎症疾病免疫监测中的

分子标志物［１８］。有研究发现 ｍｉＲＮＡ１５５的表达与
哮喘有关［１９］。ｍｉＲＮＡ１５５来源于原癌基因 Ｂ细胞
整合簇的非编码转录本［２０］，对于正常 Ｂ细胞分化和
抗体产生是必不可少的。我们的研究发现 ｍｉＲＮＡ
１５５在哮喘小鼠肺组织及脾脏 ＣＤ４＋ Ｔ细胞中的表
达升高，并且随着接触过敏原时间的增加水平显著

升高，提示哮喘发病过程中 ＣＤ４＋ Ｔ细胞内存在
ｍｉＲＮＡ１５５的内在调节作用。对哮喘组小鼠进行了
糖皮质激素的治疗后，可明显减轻支气管周围和血

管周围炎症，减少增生杯状细胞的黏液分泌。糖皮

质激素治疗后哮喘小鼠肺组织和脾脏 ＣＤ４＋Ｔ细胞
中的 ｍｉＲＮＡ１５５表达量显著降低，提示 ｍｉＲＮＡ１５５
可能是糖皮质激素治疗作用中的一个靶点，有希望

鉴定为哮喘患者血浆中的一种可能的生物标志物。

我们发现糖皮质激素治疗后，脾脏中 ＣＤ４＋／
ＣＤ８－细胞比例降低，肺组织中 ＣＤ４＋Ｔ细胞的聚集
减少且肺泡中ＩＬ４、ＩＬ５和ＩＬ１３水平下降。ＣＤ４＋Ｔ
细胞及其效应细胞因子ＩＬ４、ＩＬ５和ＩＬ１３在变应性
炎症的病理生理过程中起重要作用［２１］。ＩＬ４和ＩＬ５
促进Ｔｈ２细胞分化、细胞增殖和 ＩｇＥ产生［２２］，而 ＩＬ
１３是介导哮喘黏蛋白产生和气道高反应性的有效细
胞因子［２３］。糖皮质激素可能通过调节 ｍｉＲＮＡ１５５
的表达从而影响 ＣＤ４＋Ｔ细胞对细胞因子的调节功
能，最终起到细胞因子免疫调节作用从而减缓炎症

反应的发生。
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Ｆｉｇｕｒｅ５．Ｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄ（ＧＣ）ｔｈｅｒａｐｙａｌｔｅｒｅｄｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆｃｙｔｏｋｉｎｅｓｉｎｔｈｅｂｒｏｎｃｈｏａｌｖｅｏｌａｒｌａｖａｇｅｆｌｕｉｄ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝５～７．
Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１ｖｓａｓｔｈｍａｇｒｏｕｐ．

图５　糖皮质激素治疗改变支气管肺泡灌洗液中的细胞因子的水平

　　总之，ｍｉＲＮＡ１５５在 ＯＶＡ诱导的过敏性哮喘小
鼠的肺组织和脾中ＣＤ４＋Ｔ细胞表达升高，而糖皮质
激素可抑制过敏性哮喘小鼠的肺组织和脾中 ＣＤ４＋

Ｔ细胞 ｍｉＲＮＡ１５５表达。这些发现提示了 ｍｉＲＮＡ
１５５可能是糖皮质激素治疗过敏性哮喘疾病的一个
潜在的治疗靶点。
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