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巨噬细胞自噬紊乱与促炎因子的生成
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　　［摘　要］　目的：探讨微小ＲＮＡ１８１ａ（ｍｉＲ１８１ａ）对香烟提取物（ＣＳＥ）诱导的 ＮＲ８３８３大鼠肺泡巨噬细胞自
噬紊乱与促炎因子生成的影响。方法：采用５％、１０％和２０％浓度的 ＣＳＥ刺激 ＮＲ８３８３细胞，ＥＬＩＳＡ法检测肿瘤坏
死因子α（ＴＮＦα）、白细胞介素６（ＩＬ６）和 ＩＬ８的分泌，ＲＴｑＰＣＲ检测 ｍｉＲ１８１ａ水平，ＣｙｔｏＩＤ染色检测自噬体数
量，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 ＬＣ３Ⅱ、ｂｅｃｌｉｎ１和 ｐ６２的表达。在２０％ ＣＳＥ条件下，采用自噬抑制剂３甲基腺嘌呤（３
ＭＡ）或自噬激动剂雷帕霉素（Ｒａｐａ）预处理细胞，ＥＬＩＳＡ检测 ＴＮＦα、ＩＬ６和 ＩＬ８的分泌；进一步转染 ｍｉＲ１８１ａ
ｍｉｍｉｃ或ｍｉＲ１８１ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒ后，分别采用ＥＬＩＳＡ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ观察在２０％ ＣＳＥ条件下，细胞 ＴＮＦα、ＩＬ６和 ＩＬ８
分泌及ＬＣ３Ⅱ、ｂｅｃｌｉｎ１和ｐ６２表达的情况。结果：ＣＳＥ浓度依赖性促进ＮＲ８３８３细胞促炎因子生成和自噬紊乱；３
ＭＡ促进ＣＳＥ诱导的 ＮＲ８３８３细胞促炎因子释放，而 Ｒａｐａ部分逆转 ＣＳＥ诱导的 ＮＲ８３８３细胞促炎因子释放；ｍｉＲ
１８１ａｍｉｍｉｃ显著抑制 ＣＳＥ诱导的 ＮＲ８３８３细胞促炎因子生成，促进自噬，ｍｉＲ１８１ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒ促进 ＣＳＥ诱导的
ＮＲ８３８３细胞促炎因子生成，加剧自噬紊乱。结论：ｍｉＲ１８１ａ调控ＣＳＥ诱导的ＮＲ８３８３细胞促炎因子释放可能与其
调控自噬紊乱有关。
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　　慢性阻塞性肺疾病（ｃｈｒｏｎｉｃｏｂｓｔｒｕｃｔｉｖｅｐｕｌｍｏｎａ
ｒｙｄｉｓｅａｓｅ，ＣＯＰＤ）是一种以持续性呼吸气流受限为
主要特征的慢性气道炎性疾病，严重威胁着人类的

生命健康，造成严重的经济负担［１］。据统计，２０％的
吸烟者会发展为 ＣＯＰＤ，终身吸烟者有５０％发展为
ＣＯＰＤ［２］。而自噬在 ＣＯＰＤ发生和进展发挥着重要
作用［３５］。有研究发现，在 ＣＯＰＤ患者和香烟提取物
（ｃｉｇａｒｅｔｔｅｓｍｏｋｅｅｘｔｒａｃｔ，ＣＳＥ）暴露的小鼠肺组织切
片的分析中发现，ｂｅｃｌｉｎ１和 ＬＣ３的蛋白水平升
高［３］。Ｌｉ等［４］在支气管上皮细胞研究中发现，在香

烟提取物刺激下，自噬基因ＬＣ３表达上调，炎症因子
释放的水平增强，两者呈正相关。Ｃｈｅｎ等［５］在细菌

脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）和香烟提取物诱导
的小鼠ＣＯＰＤ模型发现支气管肺泡灌洗液中炎症细
胞和炎症因子生成增多，同时伴随着自噬基因ｂｅｃｌｉｎ
１表达上调。肺泡巨噬细胞是肺脏防御系统的第一
道防线，暴露于香烟烟雾状态下的肺泡巨噬细胞自

噬水平异常，代谢紊乱，炎性因子分泌失常，可导致

气道炎症发生与进展［６］。因此，研究肺泡巨噬细胞

自噬调节作用对解释 ＣＯＰＤ发生与进展机制具有重
要意义。

最近研究发现，微小 ＲＮＡ１８１ａ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ
１８１ａ，ｍｉＲ１８１ａ）参与肺部炎症发生与进展［７９］。而

关于ｍｉＲ１８１ａ调控肺泡巨噬细胞自噬与炎症方面
的研究偏少。本研究以大鼠肺泡巨噬细胞 ＮＲ８３８３
为研究对象，观察 ｍｉＲ１８１ａ对 ＣＳＥ条件下 ＮＲ８３８３
细胞自噬和促炎因子分泌的影响，从一个新角度认

识ｍｉＲ１８１ａ在 ＣＯＰＤ炎症反应中的调控作用，为评
估ｍｉＲ１８１ａ是否可作为防治ＣＯＰＤ的新靶点提供更
多的理论依据。

材　料　和　方　法

１　材料与试剂
大鼠肺泡巨噬细胞系 ＮＲ８３８３购于中国科学院

上海细胞库。胎牛血清购于ＰＡＡ；ＨａｍｓＦ１２Ｋ培养
基购于 Ｇｉｂｃｏ；ＣｙｔｏＩＤ细胞自噬体检测试剂盒购于
ＥＮＺＯ；自噬抑制剂３甲基腺嘌呤（３ｍｅｔｈｙｌａｄｅｎｉｎｅ，
３ＭＡ）和自噬激动剂雷帕霉素（ｒａｐａｍｙｃｉｎ，Ｒａｐａ）购
于 Ｓｉｇｍａ；肿瘤坏死因子 α（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒα，
ＴＮＦα）、白细胞介素 ６（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ６，ＩＬ６）和 ＩＬ８
ＥＬＩＳＡ试剂盒购于武汉博士德生物公司；抗 ＬＣ３Ⅱ、
ｂｅｃｌｉｎ１、ｐ６２和ＧＡＰＤＨ抗体于购自ＳａｎｔａＣｒｕｚ；ｍｉＲ

１８１ａ引物、ｍｉＲ１８１ａｍｉｍｉｃ（ｍｉＲ１８１ａｍ）、ｍｉｍｉｃ
ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ（ＮＣｍ）和 ｍｉＲ１８１ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒ（ｍｉＲ
１８１ａｉ）和ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ（ＮＣｉ）由上海吉玛
公司合成；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验试剂套装购于广州赖德
生物公司。

２　香烟提取物的制备
参照 Ｋｅｎｔ等［１０］文献方法进行提取 ＣＳＥ。取２０

支市售黄金叶牌香烟（焦油量 １１ｍｇ，烟碱量 １０
ｍｇ，一氧化碳量１１ｍｇ）完全燃烧后产生的烟雾溶于
２０ｍＬ无血清ＨａｍｓＦ１２Ｋ培养基中，０２２μｍ微孔
过滤，此培养基视为 ＣＳＥ母液。实验采用的 ＣＳＥ浓
度为此培养基所占终体积的稀释比例。

３　实验方法
３．１　细胞培养与ＣＳＥ处理　ＮＲ８３８３细胞培养于含
１０％胎牛血清的 ＨａｍｓＦ１２Ｋ培养基，置于 ３７℃、
５％ ＣＯ２的细胞培养箱中，每 ２ｄ换液 １次。取
ＮＲ８３８３细胞以１×１０９／Ｌ的密度接种于６孔板，采
用终浓度为５％、１０％和２０％ ＣＳＥ分别刺激细胞４８
ｈ。ＲＴｑＰＣＲ检测 ｍｉＲ１８１ａ的表达水平；ＥＬＩＳＡ检
测细胞培养液中ＴＮＦα、ＩＬ６和ＩＬ８的水平；并采用
Ｓｐｅａｒｍａｎ相关分析法分析 ｍｉＲ１８１ａ的表达水平与
ＴＮＦα、ＩＬ６和ＩＬ８水平的相关性。
３．２　ｍｉＲ１８１ａｍｉｍｉｃ与ｍｉＲ１８１ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒ的转染实
验　按照转染说明书步骤，进行 ｍｉＲ１８１ａｍｉｍｉｃ和
ｍｉＲ１８１ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒ转染。取 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ３０００溶
于１００μＬ无血清培养基，孵育 ５ｍｉｎｍｉＲ１８１ａ
ｍｉｍｉｃ、ＮＣｍ、ｍｉＲ１８１ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒ和 ＮＣｉ分别溶于
１００μＬ无血清培养基，孵育 １０ｍｉｎ；取含有 Ｌｉｐｏ
ｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ３０００的无血清培养基分别与含有 ｍｉＲ
１８１ａｍｉｍｉｃ、ＮＣｍ、ｍｉＲ１８１ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒ和ＮＣｉ的无血
清培养基轻柔混匀，室温孵育２５ｍｉｎ；将混合物分别
加入８００μＬ含有１×１０６个 ＮＲ８３８３细胞的无血清
培养基中孵育６ｈ；５００×ｇ离心细胞５ｍｉｎ，弃旧培
养基，更换为６ｍＬ含１０％胎牛血清培养基继续培养
细胞４８ｈ。此细胞用于后续实验。
３．３　细胞分组　细胞分组为正常对照组（ｃｏｎｔｒｏｌ
组，细胞正常培养）、ＣＳＥ处理组（２０％ ＣＳＥ处理细
胞）、ＣＳＥ＋ｍｉＲ１８１ａｍ组（２０％ ＣＳＥ处理 ｍｉＲ１８１ａ
ｍｉｍｉｃ转染的细胞）、ＣＳＥ＋ＮＣｍ组（２０％ＣＳＥ处理
ＮＣｍ转染的细胞）、ＣＳＥ＋ｍｉＲ１８１ａｉ组（２０％ ＣＳＥ
处理ｍｉＲ１８１ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒ转染的细胞）、ＣＳＥ＋ＮＣｉ组
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（２０％ ＣＳＥ处理 ＮＣｉ转染的细胞）、３ＭＡ组（５
ｍｍｏｌ／Ｌ３ＭＡ处理细胞）、ＣＳＥ＋３ＭＡ组（５ｍｍｏｌ／Ｌ
３ＭＡ预处理细胞 ３０ｍｉｎ，再用 ２０％ ＣＳＥ处理细
胞）、Ｒａｐａ组（１００ｎｍｏｌ／ＬＲａｐａ处理细胞）和 ＣＳＥ＋
Ｒａｐａ组（１００ｎｍｏｌ／ＬＲａｐａ预处理细胞３０ｍｉｎ，再用
２０％ ＣＳＥ处理细胞）。以上各组细胞以１×１０９／Ｌ的
密度接种于６孔板，继续培养４８ｈ，进行后续实验。
３．４　ＥＬＩＳＡ检测　取各组已处理后的 ＮＲ８３８３细
胞，８００×ｇ离心细胞５ｍｉｎ，离心收集各组细胞培养
液，每组取１００μＬ细胞培养液转入已被抗体包被的
９６孔酶标板，按照对应 ＥＬＩＳＡ试剂盒说明书进行检
测ＴＮＦα、ＩＬ６和ＩＬ８的含量。
３．５　自噬体的检测　取各组已处理后的ＮＲ８３８３细
胞，１０００×ｇ离心５ｍｉｎ收集细胞，ＰＢＳ重悬２次，按
照ＣｙｔｏＩＤ细胞自噬体检测试剂盒说明书方法，用
２５０μＬ试剂盒缓冲液制备单细胞悬液并转入激光共
聚焦培养皿，加入２５０μＬＣｙｔｏＩＤ自噬检测试剂，室
温避光３０ｍｉｎ，激光共聚焦显微镜下（激发波长Ｅｘ＝
４８８ｎｍ，发射波长 Ｅｍ＝５３０ｎｍ）拍照，各组采用
ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ６０软件扫描１００个细胞，并统计每
组平均单个细胞中ＣｙｔｏＩＤ自噬点数。
３．６　ＲＴｑＰＣＲ实验　提取各组已处理后ＮＲ８３８３细
胞的总 ＲＮＡ，然后逆转录为 ｃＤＮＡ。利用 ＴａｑＭａｎ
ＭｉｃｒｏＲＮＡＡｓｓａｙＫｉｔ的说明书，ＲＴｑＰＣＲ检测 ｍｉＲ
１８１ａ的表达水平。各组细胞的 ｃＤＮＡ、ＴａｑＭａｎＭｉ
ｃｒｏＲＮＡＭａｓｔｅｒＭｉｘ和 ｍｉＲ１８１ａ的正反向引物序列
先９５℃孵育５ｍｉｎ，然后进行４５个循环（９５℃１５ｓ、
５５℃ ３０ｓ、７４℃ ２５ｓ）进行 ｑＰＣＲ，以 Ｕ６作为内参
照，采用２－ΔΔＣＴ法计算表达水平。

ｍｉＲ１８１ａ的上游引物序列为５ＴＣＡＣＴＣＣＴＣＴＣ
ＣＴＣＣＣＧ３，下游引物序列为 ５ＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣ
ＣＧＡＧＧＴ３；Ｕ６的上游引物序列为５ＧＣＴＴＣＧＧＣＡ
ＣＡＴＡＴＡＣＴＡＡＡＡＴ３，下游引物序列为 ５ＣＧＣＴ
ＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴＧＴＣＡＴ３。
３．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验　按照Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验试剂
套装说明书方法，提取细胞总蛋白，依次进行 ＳＤＳ
ＰＡＧＥ、湿法电转、ＰＶＤＦ膜封闭。待 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结
束后，按抗体说明书方法分别孵育抗 ＬＣ３Ⅱ、ｂｅｃｌｉｎ
１、ｐ６２和 ＧＡＰＤＨ抗体，暗室 ＥＣＬ发光显影，Ｉｍａｇｅ
ＰｒｏＰｌｕｓ６０软件扫描灰度值。
４　统计学处理

采用ＳＰＳＳ１７０进行统计分析。数据以均数 ±
标准差（ｍｅａｎ±ＳＤ）表示。３～４组间数据比较采用
单因素方差分析及 Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉｔ检验，６组间数据比
较采用单因素方差分析及 ＳＮＫｑ检验。以 Ｐ＜００５

为差异有统计学意义。

结　　果

１　ｍｉＲ１８１ａ表达水平与ＣＳＥ诱导的 ＮＲ８３８３细胞
炎症反应的相关性

选择不同浓度（终浓度０、５％、１０％和２０％）的
ＣＳＥ分别处理 ＮＲ８３８３细胞４８ｈ，采用 ＲＴｑＰＣＲ检
测ｍｉＲ１８１ａ的表达，采用ＥＬＩＳＡ检测细胞培养液促
炎因子的含量。ＲＴｑＰＣＲ检测结果显示，ＣＳＥ浓度
依赖性抑制 ｍｉＲ１８１ａ的表达（Ｐ＜００５），见图１Ａ。
ＥＬＩＳＡ结果显示，ＣＳＥ浓度依赖性促进 ＮＲ８３８３细胞
ＴＮＦα、ＩＬ６和 ＩＬ８的生成（Ｐ＜００５），见图 １Ｂ。
Ｓｐｅａｒｍａｎ相关分析结果显示 ｍｉＲ１８１ａ表达水平与
ＴＮＦα、ＩＬ６和 ＩＬ８的水平呈负相关（Ｐ＜００５），见
图１Ｃ。这些结果提示 ｍｉＲ１８１ａ可能参与 ＣＳＥ诱导
的ＮＲ８３８３细胞炎症反应。
２　ｍｉＲ１８１ａ参与调控ＣＳＥ诱导的 ＮＲ８３８３细胞炎
症反应

ＲＴｑＰＣＲ检测结果显示，在 ＣＳＥ刺激下，ｍｉＲ
１８１ａｉ能进一步抑制ｍｉＲ１８１ａ的表达，而ｍｉＲ１８１ａ
ｍ能升高 ｍｉＲ１８１ａ的表达（Ｐ＜００５），见图 ２Ａ。
ＥＬＩＳＡ结果显示，ｍｉＲ１８１ａｉ能进一步促进 ＮＲ８３８３
细胞ＴＮＦα、ＩＬ６和ＩＬ８的生成，与ＣＳＥ具有协同作
用；而 ｍｉＲ１８１ａｍ能部分抑制 ＣＳＥ诱导的 ＮＲ８３８３
细胞ＴＮＦα、ＩＬ６和ＩＬ８生成（Ｐ＜００５），见图２Ｂ。
３　自噬对 ＣＳＥ诱导的 ＮＲ８３８３细胞炎症反应的影
响

分别用自噬抑制剂３ＭＡ和激动剂Ｒａｐａ预处理
细胞３０ｍｉｎ，再用２０％ ＣＳＥ处理细胞４８ｈ，ＥＬＩＳＡ结
果显示，３ＭＡ能进一步促进 ＮＲ８３８３细胞 ＴＮＦα、
ＩＬ６和ＩＬ８的生成，与 ＣＳＥ具有协同作用；而 Ｒａｐａ
能部分抑制ＣＳＥ诱导的ＮＲ８３８３细胞ＴＮＦα、ＩＬ６和
ＩＬ８的生成（Ｐ＜００５），见图３Ａ。同时，我们观察了
３ＭＡ和Ｒａｐａ对 ｍｉＲ１８１ａ表达的影响，我们发现３
ＭＡ和 Ｒａｐａ均对 ｍｉＲ１８１ａ表达不产生影响，见图
３Ｂ。进一步观察３ＭＡ和Ｒａｐａ对 ＮＲ８３８３细胞自噬
的影响，发现无 ＣＳＥ刺激条件下，３ＭＡ对 ＬＣ３Ⅱ、
ｂｅｃｌｉｎ１和ｐ６２表达无影响，而 Ｒａｐａ升高 ＬＣ３Ⅱ和
ｂｅｃｌｉｎ１表达，但对 ｐ６２表达无影响；在 ＣＳＥ刺激条
件下，３ＭＡ能抑制ＣＳＥ诱导的ＬＣ３Ⅱ和ｂｅｃｌｉｎ１表
达，促进ｐ６２表达；而Ｒａｐａ能促进ＣＳＥ诱导的 ＬＣ３
Ⅱ和 ｂｅｃｌｉｎ１表达，抑制 ｐ６２表达（Ｐ＜００５），见图
３Ｃ。这些结果提示自噬对 ＮＲ８３８３细胞起保护作
用，能部分抑制ＣＳＥ诱导的炎症反应。
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Ｆｉｇｕｒｅ１．ＴｈｅｌｅｖｅｌｏｆｍｉＲ１８１ａｗａｓｎｅｇａｔｉｖｅｌｙｃｏｒｒｅｌａｔｅｄｗｉｔｈＣＳＥｉｎｄｕｃｅｄｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｒｅｓｐｏｎｓｅｉｎｔｈｅＮＲ８３８３ｃｅｌｌｓ．Ａ：ｔｈｅｅｘ
ｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆｍｉＲ１８１ａｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＲＴｑＰＣＲ；Ｂ：ｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆＴＮＦα，ＩＬ６ａｎｄＩＬ８ｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＥＬＩＳＡ；Ｃ：
ｍｉＲ１８１ａｗａｓｎｅｇａｔｉｖｅｌｙｃｏｒｒｅｌａｔｅｄｗｉｔｈＴＮＦα，ＩＬ６ａｎｄＩＬ８．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝５．Ｐ＜００５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

图１　ｍｉＲ１８１ａ表达水平与ＣＳＥ诱导的ＮＲ８３８３细胞炎症反应呈负相关

４　ｍｉＲ１８１ａ参与调控ＮＲ８３８３细胞自噬
首先观察ＣＳＥ诱导的 ＮＲ８３８３细胞是否发生自

噬现象。ＣｙｔｏＩＤ检测结果显示，ＣＳＥ浓度依赖性促
进 ＮＲ８３８３细胞自噬体生成（Ｐ＜００５），见图 ４Ａ；
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果发现，ＣＳＥ浓度依赖性促进
ＬＣ３Ⅱ、ｂｅｃｌｉｎ１和ｐ６２表达，见图４Ｂ。这些结果提
示ＣＳＥ诱导 ＮＲ８３８３细胞自噬紊乱。进一步，通过
转染 ｍｉＲ１８１ａｍ或 ｍｉＲ１８１ａｉ的方法改变 ｍｉＲ
１８１ａ的表达水平，观察在 ＣＳＥ刺激的条件下
ＮＲ８３８３细胞的自噬情况，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显
示，在 ＣＳＥ刺激下，ｍｉＲ１８１ａｉ和 ｍｉＲ１８１ａｍ均能
促进ＬＣ３Ⅱ和ｂｅｃｌｉｎ１表达；但ｍｉＲ１８１ａｉ促进ｐ６２
表达，提示 ｍｉＲ１８１ａｉ加剧 ＮＲ８３８３细胞自噬紊乱，
而ｍｉＲ１８１ａｍ抑制ｐ６２表达，提示ｍｉＲ１８１ａｍ促进
ＮＲ８３８３细胞自噬，见图４Ｃ、Ｄ。

讨　　论

慢性阻塞性肺疾病的发病率和死亡率极高，且

近年来其发病率呈高速增长趋势［１１］。而目前现有的

ＣＯＰＤ防治手段效果并不十分的理想，因此探索
ＣＯＰＤ的发病机制，寻找新靶点对 ＣＯＰＤ的治疗具有
重要的科学意义。

　　近来研究发现，ｍｉＲ１８１ａ可参与肺部炎症性疾
病的发病过程［７９］。如过表达 ｍｉＲ１８１ａｍｉｍｉｃ能显
著抵抗ＬＰＳ诱导的肺上皮细胞损伤和炎症因子生
成，而ｍｉＲ１８１ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒ能加剧 ＬＰＳ诱导的肺上皮
细胞损伤和炎症因子生成［７］；ＣＯＰＤ患者肺组织和动
物ＣＯＰＤ模型中发现 ｍｉＲ１８１表达下调［８］；在急性

肺损伤模型上，ｍｉＲ１８１ａ通过下调靶基因 Ｔｏｌｌ样受
体４（Ｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ４，ＴＬＲ４），负调控ＬＰＳ诱导的
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Ｆｉｇｕｒｅ２．ｍｉＲ１８１ａｗａｓｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎｔｈｅｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＣＳＥｉｎｄｕｃｅｄｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｒｅｓｐｏｎｓｅｓｉｎｔｈｅＮＲ８３８３ｃｅｌｌｓ．Ａ：ｔｈｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｅｆ
ｆｉｃｉｅｎｃｙｏｆｍｉＲ１８１ａｍｉｍｉｃａｎｄｍｉＲ１８１ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒｅｘａｍｉｎｅｄｂｙＲＴｑＰＣＲ；Ｂ：ｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆＴＮＦα，ＩＬ６ａｎｄＩＬ８．Ｍｅａｎ
±ＳＤ．ｎ＝３．Ｐ＜００５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５ｖｓＣＳＥｇｒｏｕｐ．

图２　ｍｉＲ１８１ａ参与调控ＣＳＥ诱导的ＮＲ８３８３细胞炎症反应

ＴＨＰ１巨噬细胞炎症因子分泌［９］。肺泡巨噬细胞是

肺脏的主要细胞和防御系统的第一道防线，其与气

道炎症性疾病发生和进展直接相关［６，１２］。因此，本

研究以香烟提取物诱导的大鼠肺泡巨噬细胞系

ＮＲ８３８３细胞炎症模型为参考对象，发现ＣＳＥ能浓度
依赖性促进促炎因子ＴＮＦα、ＩＬ６和ＩＬ８生成；进一
步研究发现，在 ＣＳＥ条件下，抑制 ｍｉＲ１８１ａ表达能
进一步促进 ＮＲ８３８３细胞炎症反应，与 ＣＳＥ具有协
同作用；而过表达ｍｉＲ１８１ａ能部分逆转ＣＳＥ诱导的

ＮＲ８３８３细胞ＴＮＦα、ＩＬ６和ＩＬ８生成。这提示ｍｉＲ
１８１ａ负调控ＣＳＥ诱导的ＮＲ８３８３肺泡巨噬细胞生成
炎症因子。

　　自噬参与调控肺部炎症性疾病的发病和进
展［３６，１３１４］。如：ＳｉＯ２致肺泡巨噬细胞自噬紊乱促进
炎症相关因子的分泌［１３］；ＢＢＣ３通过肺泡巨噬细胞
自噬促进矽肺肺纤维化进展［１４］。本研究发现，在

ＣＳＥ条件下，自噬抑制剂 ３ＭＡ能进一步促进
ＮＲ８３８３细胞炎性反应，而激动剂雷帕霉素能部分逆
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图３　自噬对ＮＲ８３８３细胞ｍｉＲ１８１ａ水平和ＣＳＥ诱导的促炎因子生成的影响

转ＣＳＥ诱导的 ＮＲ８３８３细胞生成 ＴＮＦα、ＩＬ６和 ＩＬ
８，提示自噬抑制ＮＲ８３８３细胞的炎症反应功能，也能
部分抑制 ＣＳＥ诱导的 ＮＲ８３８３细胞炎症反应。完整
的自噬过程包含自噬体生成、自噬体结合降解底物、

结合降解底物的自噬体与溶酶体融合、自噬底物降

解４个过程［１５］。本研究发现，ＣＳＥ能促进 ＮＲ８３８３
细胞自噬体的生成和 ＬＣ３Ⅱ、ｂｅｃｌｉｎ１和 ｐ６２高表
达。Ｂｅｃｌｉｎ１参与自噬发生的初始阶段，发挥启动自
噬的作用［１６］；ＬＣ３Ⅱ是自噬体形成的标记物［１７］；自

噬底物ｐ６２能够识别泛素化的降解底物，随同降解
底物一起被自噬体结合并降解、蛋白水平下调［１８］。

因此本结果提示 ＣＳＥ能促使自噬体生成，但自噬性
降解阻滞，使得 ＮＲ８３８３细胞自噬紊乱，导致炎症因
子生成增多。我们的研究还发现在 ＣＳＥ刺激下，
ｍｉＲ１８１ａｍｉｍｉｃ和ｍｉＲ１８１ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒ均能促进ＬＣ３
Ⅱ和ｂｅｃｌｉｎ１表达；但 ｍｉＲ１８１ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒ能促进 ｐ６２
表达，ｍｉＲ１８１ａｍｉｍｉｃ能抑制 ｐ６２表达，提示在 ＣＳＥ
刺激下，下调 ｍｉＲ１８１ａ能加剧 ＮＲ８３８３细胞自噬紊
乱，而上调 ｍｉＲ１８１ａ能促进 ＮＲ８３８３细胞自噬。虽
然已经发表的文献关于 ｍｉＲ１８１ａ与自噬的关系和

我们并不一致，如Ｔｅｋｉｒｄａｇ等［１９］在ＭＣＦ７、Ｈｕｈ７和
Ｋ５６２细胞上发现 ｍｉＲ１８１ａ通过靶基因 ＡＴＧ５抑制
自噬；Ｚｈａｏ等［２０］在胃癌顺铂耐药 ＳＧＣ７９０１／ＣＤＤＰ细
胞上发现ｍｉＲ１８１ａ通过靶基因 ＡＴＧ５抑制自噬，从
而增强胃癌细胞对顺铂敏感性。我们推测有以下几

个原因：首先，上述文献作者只考察上调 ｍｉＲ１８１ａ
能促进 ＬＣ３Ⅱ和 ｂｅｃｌｉｎ１表达，这和我们研究是一
致的，但上述作者并没检测自噬性降解变化（如 ｐ６２
表达）；其次，ｍｉＲ１８１ａ是多功能 ｍｉＲＮＡ，可能在不
同细胞种类自噬调控存在差异；再次，刺激条件并不

一致，我们采用的是 ＣＳＥ刺激诱导的 ＮＲ８３８３细胞
炎症，并且炎性微环境中的炎症因子也可能反馈影

响细胞自噬流程。另外，诱导细胞自噬的阈值可能

不同，造成的结果差异有待进一步研究。

综上所述，ｍｉＲ１８１ａ调控 ＣＳＥ诱导的 ＮＲ８３８３
肺泡巨噬细胞炎症，其作用机制可能与 ｍｉＲ１８１ａ调
控ＣＳＥ诱导的 ＮＲ８３８３肺泡巨噬细胞自噬紊乱相
关。以上结果提示ｍｉＲ１８１ａ在ＣＯＰＤ的肺泡巨噬细
胞炎症反应中发挥一定的调节作用。
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［１７］ＨｅｃｋｍａｎｎＢＬ，ＢｏａｄａＲｏｍｅｒｏＥ，ＣｕｎｈａＬＤ，ｅｔａｌ．ＬＣ３
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｈａｇｏｃｙｔｏｓｉｓａｎｄｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＪＭｏｌＢｉｏｌ，
２０１７，４２９（２３）：３５６１３５７６．

［１８］ＫａｔｓｕｒａｇｉＹ，ＩｃｈｉｍｕｒａＹ，ＫｏｍａｔｓｕＭ．ｐ６２／ＳＱＳＴＭ１
ｆｕｎｃｔｉｏｎｓａｓａｓｉｇｎａｌｉｎｇｈｕｂａｎｄａｎａｕｔｏｐｈａｇｙａｄａｐｔｏｒ［Ｊ］．
ＦＥＢＳＪ，２０１５，２８２（２４）：４６７２４６７８．

［１９］ＴｅｋｉｒｄａｇＫＡ，ＫｏｒｋｍａｚＧ，ＯｚｔｕｒｋＤＧ，ｅｔａｌ．ＭｉＲ１８１ａ
ｒｅｇｕｌａｔｅｓｓｔａｒｖａｔｉｏｎａｎｄｒａｐａｍｙｃｉｎｉｎｄｕｃｅｄａｕｔｏｐｈａｇｙ
ｔｈｒｏｕｇｈｔａｒｇｅｔｉｎｇｏｆＡＴＧ５［Ｊ］．Ａｕｔｏｐｈａｇｙ，２０１３，９（３）：
３７４３８５．

［２０］ＺｈａｏＪ，ＮｉｅＹ，ＷａｎｇＨ，ｅｔａｌ．ＭｉＲ１８１ａｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓａｕ
ｔｏｐｈａｇｙａｎｄｓｅｎｓｉｔｉｚｅｓｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓｔｏｃｉｓｐｌａｔｉｎ［Ｊ］．
Ｇｅｎｅ，２０１６，５７６（２Ｐｔ２）：８２８８３３．

（责任编辑：卢　萍，罗　森）
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