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摘要：目的 探究抑制 ｌｎｃＲＮＡ ＰＶＴ１ 表达对支气管哮喘小鼠气道炎性反应的作用，以及对 ｍｉＲ⁃２１４ ／ ＳＴＡＴ６ 轴的影

响。 方法 将小鼠随机分成对照组、模型组［用卵清蛋白（ＯＶＡ）诱导哮喘）］、ｌｎｃＲＮＡ ＰＶＴ１ 抑制组和 ｌｎｃＲＮＡ ＰＶＴ１
ＮＣ 组（尾静脉注射 ｌｎｃＲＮＡ ＰＶＴ１ 抑制物或其阴性对照），每组 １２ 只。 血细胞计数仪计数支气管肺泡灌洗液

（ＢＡＬＦ）中炎性细胞总数、巨噬细胞数、中性粒细胞数和淋巴细胞数；ＥＬＩＳＡ 试剂盒检测 ＢＡＬＦ 上清液中白介素⁃４
（ＩＬ⁃４）、白介素⁃５（ＩＬ⁃５）、白介素⁃１３（ＩＬ⁃１３）浓度；试剂盒检测血清中 ＩｇＥ 水平；ＨＥ 染色观察肺组织炎性细胞浸润情

况并进行评分；ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测肺组织中 ｍｉＲ⁃２１４ 和 ＳＴＡＴ６ ｍＲＮＡ 水平；Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测肺组织中 ＳＴＡＴ６ 和

ｐ⁃ＳＴＡＴ６蛋白表达；双荧光素酶报告基因检测分析 ｌｎｃＲＮＡ ＰＶＴ１ 与 ｍｉＲ⁃２１４ 靶向关系。 结果 与对照组相比，模型

组小鼠 ＢＡＬＦ 中炎性细胞总数、巨噬细胞数、中性粒细胞数和淋巴细胞数、ＩＬ⁃４、ＩＬ⁃５、ＩＬ⁃１３ 水平、血清中 ＩｇＥ 水平及

肺组织中炎性细胞浸润程度评分、ＳＴＡＴ６ ｍＲＮＡ 和蛋白磷酸化水平均显著升高（Ｐ＜０ ０５），而肺组织中 ｍｉＲ⁃２１４ 水

平显著降低（Ｐ＜０ ０５）。 与模型组和 ｌｎｃＲＮＡ ＰＶＴ１ ＮＣ 组相比，ｌｎｃＲＮＡ ＰＶＴ１ 抑制组 ＢＡＬＦ 中炎性细胞总数、巨噬细

胞数、中性粒细胞数和淋巴细胞数、ＩＬ⁃４、ＩＬ⁃５、ＩＬ⁃１３ 水平、血清中 ＩｇＥ 水平及肺组织中炎性细胞浸润程度评分、
ＳＴＡＴ６ ｍＲＮＡ 和蛋白磷酸化水平均显著降低（Ｐ＜０ ０５），而肺组织中 ｍｉＲ⁃２１４ 水平显著升高（Ｐ＜０ ０５）。 ｍｉＲ⁃２１４ 与

ｌｎｃＲＮＡ ＰＶＴ１ 具有明显的靶向关系（Ｐ＜０ ０５）。 结论 抑制 ｌｎｃＲＮＡ ＰＶＴ１ 可能通过靶向提高 ｍｉＲ⁃２１４ 表达水平，抑
制 ＳＴＡＴ６ 磷酸化途径，减轻哮喘小鼠的气道炎性反应。
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　 　 支气管哮喘（ｂｒｏｎｃｈｉａｌ ａｓｔｈｍａ）是一种涉及多种

细胞和细胞因子的慢性炎性呼吸道疾病，临床症状

包括胸闷、气短、喘息和干咳。 哮喘的特征是气道炎

性反应和重塑，导致气道高反应性和不可逆性气流

阻塞［１］。 慢性炎性损伤是哮喘的主要病理改变，也
是哮喘发作的主要特征，因此抑制炎性反应是缓解

哮喘症状的重要靶点［２］。 已有研究发现，长非编码

ＲＮＡ ＰＶＴ１ （ ｌｏｎｇ ｎｏｎ⁃ｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡ ＰＶＴ１， ｌｎｃＲＮＡ
ＰＶＴ１）与炎性疾病的发生发展密切相关。 哮喘患者

的原代气道平滑肌细胞中 ｌｎｃＲＮＡ ＰＶＴ１ 的表达高

于健康人，ｌｎｃＲＮＡ ＰＶＴ１ 的表达可能影响气道平滑

肌细胞的增殖和炎性因子的释放［３］。 这一发现表

明，ｌｎｃＲＮＡ ＰＶＴ１ 在支气管哮喘中起关键作用，但需

要进一步研究以阐明其下游分子及其相应机制。 同

样，先前的研究表明 ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ（ｍｉＲＮＡｓ）的异常表

达也可以调节炎性因子的水平。 例如，上调ｍｉＲ⁃２１４
的表达可能降低信号转导子和转录激活子 ６（ｓｉｇｎａｌ
ｔｒａｎｓｄｕｃｅｒｓ ａｎｄ ａｃｔｉｖａｔｏｒｓ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ６，ＳＴＡＴ６）的
水平，减轻溃疡性结肠炎的炎性反应［４］。 因此，本
研究拟通过构建哮喘小鼠模型，以探究抑制 ｌｎｃＲＮＡ
ＰＶＴ１ 表达对支气管哮喘的影响，以及对 ｍｉＲ⁃２１４ ／

ＳＴＡＴ６ 轴的作用机制。

１　 材料与方法

１ １　 材料

１ １ １　 动物：ＳＰＦ 级雄性 Ｂａｌｂ ／ ｃ 小鼠，体质量 １８ ～
２２ ｇ［河北医科大学，许可证号： ＳＹＸＫ（冀） ２０２０⁃
００２］。 实验动物在房间通风良好、温度（２４±２）℃、
相对湿度为 ６０％±１０％和 １２ ∶ １２ 明暗周期的条件下

饲养。 动物自由采食饮水，经过一周适应性饲养后

用于实验。 本研究经本院伦理委员会批准。
１ １ ２　 细胞与试剂：人小气道上皮细胞系（ｈｕｍａｎ
ｓｍａｌｌ ａｉｒｗａｙ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ，ＨＳＡＥＣｓ） （中国科学院

上海生物化学与细胞生物学研究所）。 ＬｎｃＲＮＡ
ＰＶＴ１ 抑制物及其阴性对照序列、ｍｉＲ⁃２１４ 模拟物及

其阴性对照序列（广州锐博生物科技有限公司合

成）。 白介素⁃４（ Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃４，ＩＬ⁃４）测试盒、ＩＬ⁃５ 试

剂 盒、 ＩＬ⁃１３ 试 剂 盒 和 卵 清 蛋 白 特 异 性 ＩｇＥ
（ｏｖａｌｂｕｍｉｎ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ＩｇＥ，ＯＶＡ⁃ｓＩｇＥ）试剂盒（南京建

成生物工程研究所）。 ＲＮＡ 提取试剂盒（北京天根

生化科技有限公司）。 荧光定量 ＰＣＲ 试剂盒［宝日

医生物技术（北京）有限公司］。 Ａｎｔｉ⁃ＳＴＡＴ６ 抗体及
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基础医学与临床　 　 Ｂａｓｉｃ ａｎｄ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ ２０２２ ４２（９）

Ａｎｔｉ⁃ＳＴＡＴ６（ｐｈｏｓｐｈｏ Ｙ６４１）抗体（Ａｂｃａｍ 公司）。 双

荧光素酶报告基因检测试剂盒（北京索莱宝生物有

限公司）。 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ３０００ 试剂盒（Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司）。 引物由上海生工生物工程有限公

司合成。
１ ２　 方法

１ ２ １　 动物的分组及处理：将小鼠随机分成对照

组、模型组（于第 １、８、１５ 天腹腔注射 １００ μｇ ＯＶＡ＋
１ ｍｇ氢氧化铝致敏。 最后次致敏后，用 １％ ＯＶＡ 雾

化吸入，每天 ３０ ｍｉｎ，连续 ７ ｄ［５］ ）、ｌｎｃＲＮＡ ＰＶＴ１ 抑

制组和 ｌｎｃＲＮＡ ＰＶＴ１ ＮＣ 组（在 ＯＶＡ 雾化吸入前，
每天尾静脉注射 ｌｎｃＲＮＡ ＰＶＴ１ 抑制物或其阴性对

照，持续 ７ ｄ），每组 １２ 只。
１ ２ ２　 支气管肺泡灌洗液（ＢＡＬＦ）的分析：末次干

扰 ２４ ｈ 后，腹腔注射麻醉处死小鼠，然后暴露气管

切开，注入 ＰＢＳ ３ ｍＬ 后抽出 ２ ｍＬ 支气管肺泡灌洗

液 （ ｂｒｏｎｃｈｏａｌｖｅｏｌａｒ ｌａｖａｇｅ ｆｌｕｉｄ， ＢＡＬＦ ）， ４ ℃ 下

４００×ｇ 离心 １０ ｍｉｎ，上清液保存在－８０ ℃ 中备用。
使用血细胞计数仪计数 ＢＡＬＦ 中炎性细胞总数、巨
噬细胞数、中性粒细胞数和淋巴细胞数。 采用

ＥＬＩＳＡ 试剂盒对 ＢＡＬＦ 上清液中白介素⁃４（ ＩＬ⁃４）、白
介素⁃５（ＩＬ⁃５）、白介素⁃１３（ＩＬ⁃１３）浓度进行检测。
１ ２ ３　 ＯＶＡ 特异性免疫球蛋白 Ｅ（ＩｇＥ）的测定：使
用 ＯＶＡ 特异性 ＩｇＥ 试剂盒对各组小鼠血清中 ＩｇＥ
含量进行检测，具体操作根据试剂盒说明书进行。
１ ２ ４　 肺组织病理学检测：取各组小鼠的右肺组织

常规制片染色后，于光学显微镜下观察炎性细胞浸

润情况，并对肺组织的炎性细胞浸润情况进行评分。
评分标准为；０ 分（无）为肺组织无明显炎性细胞浸

润；１ 分（轻度）为轻度炎性细胞浸润；２ 分（中度）为
中度炎性细胞浸润；３ 分（重度）为重度炎性细胞

浸润［６］。
１ ２ ５　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测肺组织中 ｍｉＲ⁃２１４ 和 ＳＴＡＴ６
ｍＲＮＡ 水平：采用 Ｔｒｉｚｏｌ 试剂从左肺组织匀浆中提

取总 ＲＮＡ。 使用 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＲＴ 试剂盒进行反转录

合成 ｃＤＮＡ。 使用 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ ＣＦＸ９６ Ｔｏｕｃｈ ｑ⁃ＰＣＲ系统

进行 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测。 反应混合物包括引物， Ｔａｑ
ＤＮＡ 聚合酶，ＰＣＲ 缓冲液，ｃＤＮＡ 模板溶液和 ＤＥＰＣ
水。 扩增过程为：９５ ℃预变性 ６０ ｓ；９５ ℃变性 ５ ｓ，
６５ ℃退火 ３０ ｓ，７２ ℃延伸 １２０ｓ，共 ４０ 个循环。 以

Ｕ６ 或 Ｇａｐｄｈ 为内参基因，用 ２－△△Ｃｔ法计算 ｍｉＲ⁃２１４

和 ＳＴＡＴ６ ｍＲＮＡ 的相对表达量。 本研究中使用的

引物序列（表 １）。

表 １　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｏｆ ＲＴ⁃ｑＰＣＲ

ｇｅｎｅ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′⁃３′） 　 　 　

ｍｉＲ⁃２１４ Ｆ：ＡＣＡＧＣＡＧＧＣＡＣＡＧＡＣＡＧＧ

ｍｉＲ⁃２１４ Ｒ：ＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴ

Ｓｔａｔ６ Ｆ：ＣＣＴＣＧＴＣＡＣＣＡＧＴＴＧＣＴＴ

Ｒ：ＴＣＣＡＧＴＧＣＴＴＴＣＴＧＣＴＣＣ

Ｕ６ Ｆ：ＣＴＣＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡ

Ｒ：ＡＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴ

Ｇａｐｄｈ Ｆ：ＧＡＡＧＧＴＧＡＡＧＧＴＣＧＧＡＧＴ

Ｒ：ＧＡＡＧＡＴＧＧＴＧＡＴＧＧＧＡＴＴＴＣ

１ ２ ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测肺组织中 ＳＴＡＴ６ 和ｐ⁃ＳＴＡＴ６
蛋白表达：将肺组织用含蛋白酶和磷酸酶抑制剂的

冰冷 ＲＩＰＡ 裂解缓冲液匀浆化，提取肺组织中总蛋

白并检测含量。 使用 １０％十二烷基硫酸钠聚丙烯

酰胺凝胶电泳（ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ）分离总蛋白，然后转移

到聚偏二氟乙烯（ＰＶＤＦ）膜上。 在含有 ５％牛血清

白蛋白的缓冲液中封闭 １ ５ ｈ，然后在 ４ ℃下与抗

ＳＴＡＴ６（１ ∶ １ ０００）和 ｐ⁃ＳＴＡＴ６（１ ∶ ５００）的一抗过夜

孵育。 用辣根过氧化物酶标记的抗兔 ＩｇＧ 二抗在室

温下孵育 １ ５ ｈ 后洗膜。 膜经增强型化学发光系统

试剂处理后，用全自动化学发光图像分析系统显示

特异性抗体的结合情况，并用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析蛋白

的相对表达水平。
１ ２ ７　 双荧光素酶报告基因的检测：构建 ＰＶＴ１ 野

生型和 ＰＶＴ１ 突变型的目标片段，并将其克隆到

ｐＧＬ３ 载 体 中， 分 别 构 建 了 ｐＧＬ３⁃ＰＶＴ１ 野 生 型

（ＰＶＴ１⁃ｗｔ）和 ｐＧＬ３⁃ＰＶＴ１ 突变型（ＰＶＴ１⁃ｍｕｔ）报告

基因。 将 ＰＶＴ１⁃ｗｔ 或 ＰＶＴ１⁃ｍｕｔ 与 ｍｉＲ⁃２１４ 模拟物

或其阴性对照共转染到 ＨＳＡＥＣ 细胞中。 转染 ４８ ｈ
后，用双荧光素酶报告基因系统检测荧光素酶活性。
１ ３　 统计学分析

所有数据分析均使用 ＳＰＳＳ ２２ ０ 软件进行，统
计数据以均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，单因素方差分析

用于多组间比较。

２　 结果

２ １　 小鼠 ＢＡＬＦ 中炎性细胞分析

与对照组相比，模型组 ＢＡＬＦ 中炎性细胞总
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黄华　 ＬｎｃＲＮＡ ＰＶＴ１ 通过调节 ｍｉＲ⁃２１４ ／ ＳＴＡＴ６ 轴减轻哮喘模型小鼠气道炎性反应

数、巨噬细胞数、中性粒细胞数和淋巴细胞数显著

增加（Ｐ＜０ ０５）；与模型组和 ｌｎｃＲＮＡ ＰＶＴ１ ＮＣ 组

相比，ｌｎｃＲＮＡ ＰＶＴ１ 抑制组 ＢＡＬＦ 中炎性细胞总

数、巨噬细胞数、中性粒细胞数和淋巴细胞数显著

回降（Ｐ＜０ ０５）（表 ２）。
２ ２　 小鼠 ＢＡＬＦ 中炎性因子水平变化

与对照组相比，模型组小鼠 ＢＡＬＦ 中 ＩＬ⁃４、
ＩＬ⁃５、ＩＬ⁃１３ 水平显著升高（Ｐ＜０ ０５）；与模型组和

ｌｎｃＲＮＡ ＰＶＴ１ ＮＣ 组相比，ｌｎｃＲＮＡ ＰＶＴ１ 抑制组小

鼠 ＢＡＬＦ 中 ＩＬ⁃４、 ＩＬ⁃５、 ＩＬ⁃１３ 水 平 显 著 降 低

（Ｐ＜０ ０５）（表 ３）。
２ ３　 小鼠血清中 ＩｇＥ 水平变化

与对照组相比，模型组小鼠血清中 ＩｇＥ 水平显

著升高（Ｐ＜０ ０５）；与模型组和 ｌｎｃＲＮＡ ＰＶＴ１ ＮＣ 组

相比，ｌｎｃＲＮＡ ＰＶＴ１ 抑制组小鼠血清中 ＩｇＥ 水平显

著降低（Ｐ＜０ ０５）（表 ４）。
２ ４　 小鼠肺组织形态学变化

对照组小鼠肺组织结构清晰，气道周围或血管

周围无明显炎性细胞浸润。 模型组和 ｌｎｃＲＮＡ ＰＶＴ１
ＮＣ 组小鼠肺组织结构不规则，气道上皮不完整，气
道黏膜水肿，黏膜下层和血管组织周围可见炎性细

胞浸润。 与对照组相比，模型组小鼠肺组织中炎性

细胞浸润程度评分显著升高（Ｐ＜０ ０５）；与模型组和

ｌｎｃＲＮＡ ＰＶＴ１ ＮＣ 组相比，ｌｎｃＲＮＡ ＰＶＴ１ 抑制组小

鼠肺组织中炎性细胞浸润程度评分显著降低

（Ｐ＜０ ０５）（图 １，表 ５）。

表 ２　 小鼠 ＢＡＬＦ 中炎性细胞分析比较

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ＢＡＬＦ ｏｆ ｍｉｃｅ（ｘ±ｓ，×１０４ ｃｅｌｌｓ ／ ｍＬ，ｎ＝１２）

ｇｒｏｕｐ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌ ｃｏｕｎｔ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｃｏｕｎｔ ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌ ｃｏｕｎｔ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ ｃｏｕｎｔ

ｃｏｎｔｒｏｌ ２８ ５１±５ ３１ ２ ８４±１ ０２ ０ ７３±０ ２６ ４ ４９±１ ３３

ｍｏｄｅｌ １０２ ４３±８ ８５∗ １３ １６±４ ０５∗ ６ ４９±１ １８∗ ２５ １８±３ ７２∗

ｌｎｃＲＮＡ ＰＶＴ１ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ４３ ５９±４ ３１＃△ ３ ７５±０ ９１＃△ ３ ０９±１ ０３＃△ ７ ７５±１ ５７＃△

ｌｎｃＲＮＡ ＰＶＴ１ ＮＣ １００ ８２±９ ０４ １３ ２８±３ ８２ ６ ３１±１ ２１ ２３ ９７±４ ６０

∗Ｐ＜０ ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ； ＃Ｐ＜０ ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ； △Ｐ＜０ ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｌｎｃＲＮＡ ＰＶＴ１ ＮＣ．

表 ３　 小鼠 ＢＡＬＦ 中 ＩＬ⁃４、ＩＬ⁃５、ＩＬ⁃１３ 水平的比较

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＩＬ⁃４， ＩＬ⁃５ ａｎｄ ＩＬ⁃１３ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ＢＡＬＦ ｏｆ ｍｉｃｅ （ｘ±ｓ，ｐｇ ／ ｍＬ，ｎ＝１２）

ｇｒｏｕｐ ＩＬ⁃４ ＩＬ⁃５ ＩＬ⁃１３

ｃｏｎｔｒｏｌ ６ ２９±１ ６２ ５２ ３７±１５ ４３ ４ ７５±１ ６５

ｍｏｄｅｌ １８ ０２±３ ４６∗ ２１２ ４５±２３ ７１∗ １６ ６４±３ ２７∗

ｌｎｃＲＮＡ ＰＶＴ１ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ９ １１±１ ８９＃△ １０２ ４１±１７ ６６＃△ ８ １７±１ ９６＃△

ｌｎｃＲＮＡ ＰＶＴ１ ＮＣ １７ ３５±２ ８３ ２１３ １５±２０ ７４ １６ ３２±２ ９９

∗Ｐ＜０ ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ； ＃Ｐ＜０ ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ； △Ｐ＜０ ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｌｎｃＲＮＡ ＰＶＴ１ ＮＣ．

表 ４　 小鼠血清中 ＩｇＥ 水平的比较

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＩｇＥ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｓｅｒｕｍ ｏｆ ｍｉｃｅ

　 　 　 　 （ｘ±ｓ，ｎ＝１２）

ｇｒｏｕｐ ＩｇＥ（ＩＵ ／ ｍＬ）

ｃｏｎｔｒｏｌ １ ０５±０ ５８

ｍｏｄｅｌ ３ ８６±０ ８２∗

ｌｎｃＲＮＡ ＰＶＴ１ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ １ ８７±０ ４６＃△

ｌｎｃＲＮＡ ＰＶＴ１ ＮＣ ３ ５１±０ ７９

∗Ｐ ＜ ０ ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ； ＃Ｐ ＜ ０ ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ；
△Ｐ＜０ ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｌｎｃＲＮＡ ＰＶＴ１ ＮＣ．

表 ５　 小鼠肺组织炎性细胞浸润程度评分的比较

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｓｃｏｒｅｓ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌ
　 　 　 　 ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ｄｅｇｒｅｅ ｉｎ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｍｉｃｅ
　 　 　 　 （ｘ±ｓ，ｎ＝１２）

ｇｒｏｕｐ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ｄｅｇｒｅｅ ｓｃｏｒｅ

ｃｏｎｔｒｏｌ ０ ２７±０ ０９

ｍｏｄｅｌ ２ ７９±０ ４２∗

ｌｎｃＲＮＡ ＰＶＴ１ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ １ ４８±０ ２７＃△

ｌｎｃＲＮＡ ＰＶＴ１ ＮＣ ２ ６５±０ ３９
∗Ｐ ＜ ０ ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ； ＃Ｐ ＜ ０ ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ；
△Ｐ＜０ ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｌｎｃＲＮＡ ＰＶＴ１ ＮＣ．
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图 １　 小鼠肺组织形态学变化

Ｆｉｇ １　 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｍｏｕｓｅ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ（×２００）

２ ５　 小鼠肺组织中 ｍｉＲ⁃２１４ 水平变化

与对照组相比，模型组小鼠肺组织中 ｍｉＲ⁃２１４
水平显著降低（Ｐ＜０ ０５）；与模型组和 ｌｎｃＲＮＡ ＰＶＴ１
ＮＣ 组相比， ｌｎｃＲＮＡ ＰＶＴ１ 抑制组小鼠肺组织中

ｍｉＲ⁃２１４ 水平显著升高（Ｐ＜０ ０５）（表 ６）。

表 ６　 小鼠肺组织中 ｍｉＲ⁃２１４ 水平的比较

Ｔａｂｌｅ ６　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｍｉＲ⁃２１４ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ
　 　 　 　 ｍｉｃｅ（ｘ±ｓ，ｎ＝１２）

ｇｒｏｕｐ ｍｉＲ⁃２１４

ｃｏｎｔｒｏｌ １ ００±０ ０８

ｍｏｄｅｌ ０ ５４±０ ０５∗

ｌｎｃＲＮＡ ＰＶＴ１ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ０ ８９±０ ０９＃△

ｌｎｃＲＮＡ ＰＶＴ１ ＮＣ ０ ５１±０ ０６
∗Ｐ ＜ ０ ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ； ＃Ｐ ＜ ０ ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ；
△Ｐ＜０ ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｌｎｃＲＮＡ ＰＶＴ１ ＮＣ．

２ ６　 小鼠肺组织中 ＳＴＡＴ６ 的 ｍＲＮＡ 和蛋白表达

水平变化

与对照组相比，模型组小鼠肺组织中 ＳＴＡＴ６
ｍＲＮＡ 和蛋白磷酸化水平显著升高（Ｐ＜０ ０５）；与模

型组和 ｌｎｃＲＮＡ ＰＶＴ１ ＮＣ 组相比，ｌｎｃＲＮＡ ＰＶＴ１ 抑

制组小鼠肺组织中 ＳＴＡＴ６ ｍＲＮＡ 和蛋白磷酸化水

平显著降低（Ｐ＜０ ０５）（图 ２，表 ７）。

表 ７　 小鼠肺组织中 ＳＴＡＴ６ 的 ｍＲＮＡ 和蛋白表达

　 　 水平的比较

Ｔａｂｌｅ ７　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＳＴＡＴ６ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓ⁃
　 　 　 　 ｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｍｉｃｅ（ｘ±ｓ，ｎ＝１２）

ｇｒｏｕｐ ＳＴＡＴ６ ｍＲＮＡ ｐ⁃ＳＴＡＴ６ ／ ＳＴＡＴ６

ｃｏｎｔｒｏｌ １ ００±０ １１ ０ ２５±０ ０６

ｍｏｄｅｌ ２ １０±０ １８∗ ０ ９８±０ ０９∗

ｌｎｃＲＮＡ ＰＶＴ１ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ １ ３７±０ ０９＃△ ０ ４１±０ ０７＃△

ｌｎｃＲＮＡ ＰＶＴ１ ＮＣ ２ ０５±０ １５ １ ０１±０ １０
∗Ｐ ＜ ０ ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ； ＃Ｐ ＜ ０ ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｄｅｌ；
△Ｐ＜０ ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｌｎｃＲＮＡ ＰＶＴ１ ＮＣ．

图 ２　 小鼠肺组织 ＳＴＡＴ６ 与 ｐ⁃ＳＴＡＴ６ 蛋白条带

Ｆｉｇ ２　 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｂａｎｄｓ ｏｆ ＳＴＡＴ６ ａｎｄ Ｐ⁃ＳＴＡＴ６
　 　 　 ｉｎ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｍｉｃｅ

２ ７　 ｍｉＲ⁃２１４ 与 ｌｎｃＲＮＡ ＰＶＴ１ 靶向关系的预测与

验证

通过 Ｓｔａｒｂａｓｅ 数据库的预测，发现 ｍｉＲ⁃２１４ 与

ｌｎｃＲＮＡ ＰＶＴ１ ３′ ＵＴＲ 存在连续结合位点。 ｍｉＲ⁃２１４
模拟物的转染显著抑制了 ＰＶＴ１⁃ｗｔ 载体的荧光素酶

活性（Ｐ＜０ ０５），但对 ＰＶＴ１⁃ｍｕｔ 载体的荧光素酶活

性没有显著影响（Ｐ＜０ ０５）（图 ３，表 ８）。

图 ３　 生物信息学预测 ｍｉＲ⁃２１４ 与 ｌｎｃＲＮＡ ＰＶＴ１
　 　 ３′ ＵＴＲ 结合位点

Ｆｉｇ ３　 Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ⁃２１４ ａｎｄ ｌｎｃＲＮＡ
　 　 　 ＰＶＴ１ ３′ＵＴＲ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅ

３　 讨论

支气管哮喘是一种慢性炎性气道疾病，主要表

现为气道炎性、气道高反应性和气道重塑。 以肥大

细胞、中性粒细胞和嗜酸粒细胞浸润为主要特征的

气道炎性反应是哮喘最关键的病理过程［７］。 减轻

气道炎性反应和减轻气道上皮损伤是哮喘治疗不可
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黄华　 ＬｎｃＲＮＡ ＰＶＴ１ 通过调节 ｍｉＲ⁃２１４ ／ ＳＴＡＴ６ 轴减轻哮喘模型小鼠气道炎性反应

表 ８　 荧光素酶报告基因实验检测 ｍｉＲ⁃２１４ 与 ｌｎｃＲＮＡ
　 　 ＰＶＴ１ 的靶向关系

Ｔａｂｌｅ ８　 Ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｍｉＲ⁃２１４ ａｎｄ
　 　 　 　 ｌｎｃＲＮＡ ＰＶＴ１ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ｒｅｐｏｒｔ
　 　 　 　 ｇｅｎｅ ａｓｓａｙ （ｘ±ｓ，ｎ＝６）

ｇｒｏｕｐ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ

ｍｉＲ⁃２１４ ｍｉｍｉｃｓ＋ＰＶＴ１⁃ｗｔ ０ ３９±０ ０５∗

ｍｉＲ⁃２１４ ｍｉｍｉｃｓ＋ＰＶＴ１⁃ｍｕｔ １ ０２±０ １０

ｍｉＲ⁃２１４ ＮＣ＋ＰＶＴ１⁃ｗｔ ０ ９８±０ ０７

ｍｉＲ⁃２１４ ＮＣ＋ＰＶＴ１⁃ｍｕｔ １ ００±０ ０８

∗Ｐ＜０ ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｉＲ⁃２１４ ＮＣ＋ＰＶＴ１⁃ｗｔ ｇｒｏｕｐ．

缺少的。 从辅助性 Ｔ 细胞分泌的 ＩＬ⁃４、ＩＬ⁃５ 和 ＩＬ⁃１３
等细胞因子参与哮喘的发生发展，并可促进 ＩｇＥ 的

产生［８］。 在本研究中，ＯＶＡ 诱导哮喘小鼠后发现，
小鼠炎性反应明显，肺组织损伤严重，揭示小鼠哮喘

模型构建成功。
ＬｎｃＲＮＡｓ 是指长度超过 ２００ 个核苷酸的非编

码 ＲＮＡ，越来越多的研究表明，ｌｎｃＲＮＡｓ 在调节呼

吸道炎性反应和气道重塑中具有重要作用［９］ 。 哮

喘的发病机制涉及炎性因子的释放和气道细胞屏

障的损伤，ｌｎｃＲＮＡ 也可能参与调节哮喘的发生和

发展。 作为免疫调节因子的 ｌｎｃＲＮＡ ＭＡＬＡＴ１ 可

以调节气道树突状细胞的成熟以及促炎细胞因子

的分泌，从而促进炎性免疫的特定气道微环境的

形成，并加剧气道炎性反应［１０］ 。 有研究发现［１１］ ，
ｌｎｃＲＮＡ ＰＶＴ１ 的过表达可以增加炎性细胞因子

ＩＬ⁃１β，ＩＬ⁃６ 和 ＴＮＦ⁃α 的分泌，并促进气道上皮细

胞的凋亡。 在本研究中， ｌｎｃＲＮＡ ＰＶＴ１ 抑制物干

扰哮喘小鼠后发现，炎性因子及 ＩｇＥ 水平降低，肺
组织中气道炎性反应减轻，表明 ｌｎｃＲＮＡ ＰＶＴ１ 调

节哮喘的炎性反应。
据报道， ｍｉＲＮＡｓ 与哮喘的发病机制有关。

ｍｉＲ⁃１４６ｂ、ｍｉＲ⁃２０６ 和 ｍｉＲ⁃７２０ 可能参与 ＮＦ⁃κＢ 和

ＧＳＫ３ ／ ＡＫＴ 信号通路的激活，并作为预测儿童哮喘

恶化的生物标志物［１２］。 根据之前的实验，ｌｎｃＲＮＡｓ
可以与 ｍｉＲＮＡｓ 相互作用来调控其表达和功能。
ＬｎｃＲＮＡ ＰＶＴ１ 与 ｍｉＲ⁃２１４ 存在连续结合位点［１３］。
因此，本研究推测 ＰＶＴ１ 可能通过调节 ｍｉＲ⁃２１４ 的

表达 影 响 哮 喘 进 展。 已 有 研 究 表 明， Ｓｔａｔ６ 是

ｍｉＲ⁃２１４的一个潜在的靶基因。 作为在体内外诱

导巨噬细胞组织蛋白酶活性的关键因子，ＳＴＡＴ６
在过敏性气道疾病动物模型的黏液生成和气道炎

性反应的进展过程中具有重要意义［１４］ 。 研究结果

发现，哮喘小鼠在 ｌｎｃＲＮＡ ＰＶＴ１ 抑制物干扰后，
ｍｉＲ⁃２１４ 水平升高，ＳＴＡＴ６ 磷酸化降低。 ＬｎｃＲＮＡ
ＰＶＴ１ 可能通过调节 ｍｉＲ⁃２１４ ／ ＳＴＡＴ６ 轴减轻哮喘

小鼠的炎性反应。
综上所述，抑制 ｌｎｃＲＮＡ ＰＶＴ１ 表达可减轻哮

喘小鼠的气道炎性反应，其作用机制可能是通过

ｍｉＲ⁃２１４ ／ ＳＴＡＴ６ 轴发挥作用。 本研究有助于阐明哮

喘的发病机制，为哮喘的治疗提供新的靶点，但其作

用机制仍需进一步研究。
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ａｉｒｗａｙ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇ ｖｉａ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｔｈｅ ｓｅ⁃
ｃｒｅｔｉｏｎ ｏｆ Ｔｈ２ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ ｉｎ ｍｉｃｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ａｓｔｈｍａ［Ｊ］． Ｍｏｌ
Ｍｅｄ Ｒｅｐ， ２０１８， １７：６２９３⁃６３００．

［６］ Ｙａｎｇ Ｘ， Ｗａｎｇ Ｆ． Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ａｓｔｒａｇａｌｏｓｉｄｅ ＩＶ ｏｎ ＪＡＫ２⁃
ＳＴＡＴ６ ｓｉｇｎａｌｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｏｖａｌｂｕｍｉｎ⁃
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基础医学与临床　 　 Ｂａｓｉｃ ａｎｄ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ ２０２２ ４２（９）

ｉｎｄｕｃｅｄ ａｓｔｈｍａ［Ｊ］． Ｊ Ａｎｉｍ Ｐｈｙｓｉｏｌ Ａｎｉｍ Ｎｕｔｒ （Ｂｅｒｌ），
２０１９， １０３：１５７８⁃１５８４．

［７］ Ｃａｓｔｉｌｌｏ ＪＲ， Ｐｅｔｅｒｓ ＳＰ， Ｂｕｓｓｅ ＷＷ． Ａｓｔｈｍａ ｅｘａｃｅｒｂａ⁃
ｔｉｏｎｓ： ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ， ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ， ａｎｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ［ Ｊ］． Ｊ Ａｌ⁃
ｌｅｒｇｙ Ｃｌｉｎ Ｉｍｍｕｎｏｌ Ｐｒａｃｔ， ２０１７， ５：９１８⁃９２７．

［８］ Ｈｏｕ Ｌ， Ｚｈｕ Ｌ， Ｚｈａｎｇ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｐａｒｔｉｃｉｐａｔｉｏｎ ｏｆ ａｎｔｉｄｉ⁃
ｕｒｅｔｉｃ ｈｏｒｍｏｎｅ （ＡＤＨ） ｉｎ ａｓｔｈｍａ ｅｘａｃｅｒｂａｔｉｏｎｓ ｉｎｄｕｃｅｄ
ｂｙ ｐｓｙｃｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｔｒｅｓｓ ｖｉａ ＰＫＡ ／ ＰＫＣ ｓｉｇｎａｌ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ
ａｉｒｗａｙ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｖａｇａｌ ｐｒｅｇａｎｇｌｉｏｎｉｃ ｎｅｕｒｏｎｓ （ＡＶＰＮｓ）［Ｊ］．
Ｃｅｌｌ Ｐｈｙｓｉｏｌ Ｂｉｏｃｈｅｍ， ２０１７， ４１：２２３０⁃２２４１．

［９］ Ｚｈａｎｇ Ｊ， Ｚｈｕ Ｙ， Ｗａｎｇ Ｒ． Ｌｏｎｇ ｎｏｎｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡｓ ｉｎ ｒｅ⁃
ｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｄｉｓｅａｓｅｓ ［ Ｊ ］． Ｈｉｓｔｏｌ Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌ， ２０１８， ３３：
７４７⁃７５６．

［１０］ Ｌｉ Ｚ， Ｚｈａｎｇ Ｑ， Ｗｕ Ｙ， ｅｔ ａｌ． ＬｎｃＲＮＡ Ｍａｌａｔ１ ｍｏｄｕｌａｔｅｓ
ｔｈｅ ｍａｔｕｒａｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓ， ｃｙｔｏｋｉｎｅ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ
ｉｎ ａｉｒｗａｙ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ⁃ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｅｄ ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ ｃｅｌｌｓ ［ Ｊ］．

Ｅｘｐ Ｔｈｅｒ Ｍｅｄ， ２０１８， １６：３９５１⁃３９５８．
［１１］ Ｍａ Ｌ， Ｚｈａｎｇ Ｑ， Ｈａｏ Ｊ， ｅｔ ａｌ． ＬｎｃＲＮＡ ＰＶＴ１ ｅｘａｃｅｒｂａｔｅｓ

ｔｈｅ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｅｌｌ⁃ｂａｒｒｉｅｒ ｉｎｊｕｒｙ ｄｕｒｉｎｇ ａｓｔｈｍａ ｂｙ
ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｍｉＲ⁃１４９［ Ｊ］． Ｊ Ｂｉｏｃｈｅｍ Ｍｏｌ Ｔｏｘｉｃｏｌ， ２０２０，
３４：ｅ２２５６３． ｄｏｉ：１０．１００２ ／ ｊｂｔ．２２５６３．

［１２］ Ｋｈｏ ＡＴ， ＭｃＧｅａｃｈｉｅ ＭＪ， Ｍｏｏｒｅ ＫＧ， ｅｔ ａｌ． Ｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇ
ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ ａｎｄ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ａｓｔｈｍａ ｅｘａｃｅｒｂａｔｉｏｎ ｉｎ
ｃｈｉｌｄｈｏｏｄ ａｓｔｈｍａ［Ｊ］． Ｒｅｓｐｉｒ Ｒｅｓ， ２０１８， １９：１２８⁃１３３．

［１３］ Ｘｉｏｎｇ Ｘ， Ｙｕａｎ Ｊ， Ｚｈａｎｇ Ｎ， ｅｔ ａｌ． Ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ｏｆ ｌｎｃＲＮＡ
ＰＶＴ１ ｂｙ ｍｉＲ⁃２１４ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｔｈｅ ｏｎｃｏｇｅｎｉｃ ＧＤＦ１５ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ａｎｄ ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓ ｈｅｐａｔｏｃａｒｃｉｎｏｇｅｎｅｓｉｓ ［ Ｊ ］． Ｂｉｏｃｈｅｍ
Ｂｉｏｐｈｙｓ Ｒｅｓ Ｃｏｍｍｕｎ， ２０２０， ５２１：４７８⁃４８４．

［１４］ Ｙａｎｇ Ｒ， Ｗａｎｇ Ｇ， Ｌｉ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｔｅｓｐａ１ ｐｌａｙｓ ａ ｒｏｌｅ ｉｎ ｔｈｅ
ｍｏｄｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ａｉｒｗａｙ ｈｙｐｅｒｒｅａｃｔｉｖｉｔｙ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ＩＬ⁃４ ／
ＳＴＡＴ６ ｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］． Ｊ Ｔｒａｎｓｌ Ｍｅｄ， ２０２０， １８：４４４⁃４５６．

本刊稿件格式要求（１）

１ １　 题名：应与内容相符，言简意赅，体现创新点或主要结论，避免过大、空泛，一般不超过 ２０ 个汉字，不用

副标题。 英文题名应与中文一致，除专有名词外，只第 １ 个词的首字母大写，其他均小写。
１ ２　 基金：在首页页脚标注所受资助的基金项目及编号。

例：基金项目：国家自然科学基金（３９４７０３２５）。
１ ３　 作者：应是对文章做出贡献、能对内容负责者，一般≤７ 个。 如有不同单位作者，在右上角标注不同数

字以区别。 通信作者以“∗”标注。 作者英文的“姓”需用全称并且大写，“名”的第 １ 个字拼音的首字母大

写，后面均用小写，两字之间用连字符。
例：ＷＡＮＧ Ｘｉａｏ⁃ｓａｎ。

１ ４　 作者单位：
１ ４ １　 中文：写标准全称（由大单位到小单位，中间用空格隔开）、所在省份、城市及邮编。 如有不同单位，
以作者右上角标的数字对应标注单位。

例：华中科技大学 同济医学院 １  免疫学系；２ 病理生理学系，湖北 武汉 ４３００２２
１ ４ ２　 英文：由小单位到大单位，中间用“，”隔开，省份略去。 每个实义词的首字母大写。

例：１ Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ；２ Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｐａｔｈｏｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ， Ｔｏｎｇｊｉ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｃｏｌｌｅｇｅ， Ｈｕａｚｈｏｎｇ Ｕｎｉ⁃
ｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ， Ｗｕｈａｎ ４３００２２， Ｃｈｉｎａ
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