
２０２４ 年　 １２ 月

第 ４４ 卷　 第 １２ 期

基础医学与临床

Ｂａｓｉｃ ａｎｄ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ｄｅｃｅｍｂｅｒ ２０２４
Ｖｏｌ．４４　 Ｎｏ．１２

收稿日期：２０２４⁃０３⁃０５　 　 修回日期：２０２４⁃０７⁃１０
基金项目：无锡市卫生健康委资助科研项目（Ｑ２０２０４７）； 无锡市第二届“双百”中青年医疗卫生拔尖人才项目（ＨＢ２０２３１２０）
∗通信作者（ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ）：ｅｔｉｎｇ＠ １２６．ｃｏｍ

文章编号： １００１ ⁃６３２５（ ２０２４） １２ ⁃１６７０ ⁃０８ 研究论文　

抑制 ｍｉＲ⁃３４ａ 减轻慢性阻塞性肺疾病急性加重期炎性反应

杜敬宇１， 应站专１， 侯　 宾２， 多　 杰２， 赵　 振１∗

１􀆰 南通大学杏林学院附属惠山医院 无锡市惠山区人民医院 呼吸内科， 江苏 无锡 ２１４１８７；
２􀆰 青海省人民医院 呼吸内科， 青海 西宁 ８１０００７

摘要：目的 观察慢性阻塞性肺疾病急性加重期（ＡＥＣＯＰＤ）患者肺泡灌洗液中 ｍｉＲ⁃３４ａ 及其炎性相关因子的

表达水平及其相关机制。 方法 分别纳入 ＣＯＰＤ 急性加重期患者 ２０ 例为研究对象组，同期 ＣＯＰＤ 稳定期患

者 ２０ 例为对照组，采集肺泡灌洗液，同时培养鉴定 Ａ５４９ 细胞，构建 ＡＥＣＯＰＤ 模型，分别对细胞进行过表达、
抑制 ｍｉＲ⁃３４ａ 及沉默 ＨＩＦ⁃１α，采集上清液及肺泡上皮细胞。 ＥＬＩＳＡ 法检测肺泡灌洗液及细胞上清液中炎性

因子 ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃８、ＴＮＦ⁃α、ＴＧＦ⁃β 的水平，ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测 ｍｉＲ⁃３４ａ 和 ＨＩＦ⁃１α 表达，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＨＩＦ⁃１α 表达。
结果 相比于对照组，ＡＥＣＯＰＤ组炎性因子、ｍｉＲ⁃３４ａ 及 ＨＩＦ⁃１α 表达水平明显升高（Ｐ＜０􀆰 ０５） ，过表达 ｍｉＲ⁃３４ａ
可致 ＨＩＦ⁃１α 和炎性因子表达水平进一步升高（Ｐ＜０􀆰 ０５） ，阻断 ｍｉＲ⁃３４ａ 可使 ＨＩＦ⁃１α 和炎性因子表达水平明

显下降（Ｐ＜０􀆰 ０５） 。 ＡＥＣＯＰＤ 组 ＨＩＦ⁃１α 表达明显升高（Ｐ＜０􀆰 ０５） ，沉默 ＨＩＦ⁃１α 可明显降低炎性因子表达水

平（Ｐ＜０􀆰 ０５） ，而 ｍｉＲ⁃３４ａ 表达水平无明显变化。 结论 ｍｉＲ⁃３４ａ 在 ＣＯＰＤ 急性加重期患者中通过调控 ＨＩＦ⁃１α
参与炎性反应损伤，干扰 ｍｉＲ⁃３４ａ ／ ＨＩＦ⁃１α 通路可减轻炎性反应程度，为 ＣＯＰＤ 急性加重的靶向干预提供了新

的可能性。

关键词： 慢性阻塞性肺疾病急性加重期（ＡＥＣＯＰＤ）； 炎性反应； ｍｉＲ⁃３４ａ； 缺氧诱导因子⁃１α （ＨＩＦ⁃１α）
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　 　 近年来慢性阻塞性肺疾病（ ｃｈｒｏｎｉｃ ｏｂｓｔｒｕｃｔｉｖｅ
ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｄｉｓｅａｓｅｓ， ＣＯＰＤ）患病率和死亡率呈逐

年上升趋势，是全球共同关注的健康问题。 ＣＯＰＤ
急性加重期（ａｃｕｔｅ ｅｘａｃｅｒｂａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｈｒｏｎｉｃ ｏｂｓｔｒｕｃｔｉｖｅ
ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｄｉｓｅａｓｅ，ＡＥＣＯＰＤ）患者肺功能明显下降，
诊治不及时可发展至呼吸衰竭，死亡风险明显增

加。 ＡＥＣＯＰＤ 的发病机制极其复杂，国内外进行

了大量研究仍阐述不清，目前广泛认为炎性反应

是其发病基础及推动疾病进展的关键。 因此，减
轻炎性反应是治疗 ＡＥＣＯＰＤ 的根本方法，深入研

究细胞炎性反应的分子机制能积极有效防治疾病

进展。
ｍｉＲＮＡ 与哮喘、肺动脉高压、急性肺损伤、肺

纤维化等肺部多种疾病的发病机制相关［１⁃２］ ，其中

也发现了与 ＣＯＰＤ 有关的 ｍｉＲＮＡ［３⁃４］ 。 ｍｉＲＮＡｓ 在

ＣＯＰＤ 发病机制中的研究越来越受重视，但其具体

分子机制并未得到证实。 ｍｉＲ⁃３４ａ 是一个多功能

的 ｍｉＲＮＡ，在 ＣＯＰＤ 患者肺组织中高表达，其上升

程度与肺功能受损程度一致，可能在 ＣＯＰＤ 发病

机制中发挥重要作用。 研究报道 ｍｉＲ⁃３４ａ 参与并

调节细胞炎性反应，在炎性疾病发病中起关键作

用［５］ 。 因此，推测 ｍｉＲ⁃３４ａ 可能在 ＡＥＣＯＰＤ 细胞

炎性反应中发挥着重要的作用。 本研究通过采集

ＡＥＣＯＰＤ 患者肺泡灌洗液，建立 ＡＥＣＯＰＤ 细胞模

型，在细胞水平采用过表达和干扰技术，明确 ｍｉＲ⁃
３４ａ 在 ＡＥＣＯＰＤ 细胞炎性反应中所起的重要作

用，并对其机制进行进一步的深入研究。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 研究对象分组及纳入排除标准：分别选取

２０ 例 ＡＥＣＯＰＤ 患者（Ⅲ级、Ⅳ级）及 ＣＯＰＤ 稳定期

（ｃｈｒｏｎｉｃ ｏｂｓｔｒｕｃｔｉｖｅ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｄｉｓｅａｓｅ ｉｎ ｓｔａｂｌｅ ｐｅｒｉｏｄ，
ＳＣＯＰＤ）患者为实验组及对照组，均为南通大学杏

林学院附属惠山医院，无锡市惠山区人民医院住

院或门诊患者，该实验方案得到了南通大学杏林

学院附属惠山医院，无锡市惠山区人民医院呼吸

内科伦理委员会批准（编号：ＨＹＬＬ２０２００７１５００２）。
纳入标准：选取纳入患者参照《慢性阻塞性肺疾病

诊治指南》诊断标准。 排除标准：１）近期免疫制剂

治疗或患有严重免疫系统疾病者；２）合并如气胸、
间质性肺病等严重限制性通气功能障碍疾病者；
３）支气管镜检查禁忌症患者，如合并严重肾、肝、心
脑血管、造血系统及精神疾病不能配合支气管镜检

查患者；４）患有严重肺部疾病者，如过敏性肺炎、肺
结核、肺癌等；５）合并恶性肿瘤者。 ＡＥＣＯＰＤ 组根

据肺功能指标确定并选取Ⅲ级（重度）及Ⅳ级（极重

度） 患者。
１􀆰 １􀆰 ２　 细胞及试剂： Ａ５４９ 肺癌细胞系，无血清 Ｆ１２
Ｋ 培养基，ｍｉＲ⁃３４ａ ｍｉｍｉｃ 和 ｍｉＲ⁃３４ａ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ （ ＡＢ
公司）；Ｔｒｉｚｏｌ 试剂盒 （ Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司）；携带特异

ｍｉＲ⁃３４ａ、ＨＩＦ⁃１α⁃ｓｉＲＮＡ 的质粒（武汉华联科生物技

术有限公司）；４％多聚甲醛（中科迈晨科技有限公

司），ＴａｑＭａｎ ＭｉｃｒｏＲＮＡ Ａｓｓａｙ 试剂盒（ＡＢＩ 公司）。
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基础医学与临床　 　 Ｂａｓｉｃ ａｎｄ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ ２０２４􀆰 ４４（１２）

１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 收集支气管肺泡灌洗液：所有患者均签署知

情同意书，按照《支气管肺泡灌洗细胞学检测技术

规范》进行规范支气管镜操作并收集肺泡灌洗液标

本（约 ２０～３０ ｍＬ），离心后收集脱落肺泡上皮细胞，
将收集到的肺泡上皮细胞分装冻存待检。
１􀆰 ２􀆰 ２　 Ａ５４９ 细胞的培养、鉴定及 ＡＥＣＯＰＤ 模型构

建： 培养 Ａ５４９ 细胞，按比例 １ ∶ ３ 传代，对数增殖期

细胞收集进行实验，完全培养基调整细胞悬液浓度，
每孔 ２ ｍＬ 装入 ６ 孔板中，每孔 ５×１０５ 个细胞，培养

箱中 培 养 ２４ ｈ （ ５％ ＣＯ２、 ３７ ℃）。 对 照 组 及

ＡＥＣＯＰＤ 组换为无血清 Ｆ１２ Ｋ 培养基，然后依次加

入 ５％的香烟提取物（ ｃｉｇａｒｅｔｔｅ ｓｍｏｋｅ ｅｘｔｒａｃｔ， ＣＳＥ）
和 ７５ ｐｇ ／ ｍＬ 的脂多糖（ＬＰＳ），置于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２

培养箱中继续培养 ４８ ｈ，构建 ＡＥＣＯＰＤ 细胞模型，
收集细胞进行后续检测。
１􀆰 ２􀆰 ３　 转染 ＡＥＣＯＰＤ 细胞：质粒已通过酶切及测

序验证正确，将对数增殖期的 Ａ５４９ 细胞按相同细

胞数接种于 ９６ 孔培养板中，准备细胞使转染细胞汇

合度为 ７０％，在 ３７ ℃，５％ ＣＯ２ 孵箱中培养 ２４ ｈ 后，
使用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ􀳏 ＲＮＡｉＭＡＸ，将 ｍｉＲ⁃３４ａ ｍｉｍｉｃ、
ｍｉＲ⁃３４ａ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 与 ＨＩＦ⁃１α⁃ｓｉＲＮＡ 按照分组分别转

染 Ａ５４９ 细胞，实验重复 ３ 次，用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ、ＲＴ⁃
ｑＰＣＲ 及荧光染色法检测分析转染效率，取出细胞

进行后续检测，操作严格按照说明书流程进行。
ｍｉＲ⁃３４ａ ｍｉｍｉｃ、 ｍｉＲ⁃３４ａ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ、 ＨＩＦ⁃１α⁃

ｓｉＲＮＡ 各自基因序列如下（表 １）。

表 １　 ｍｉＲ⁃３４ａ ｍｉｍｉｃ、ｍｉＲ⁃３４ａ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 和 ＨＩＦ⁃１α⁃ｓｉＲＮＡ
　 　 序列

Ｔａｂｌｅ１　 Ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｍｉＲ⁃３４ａ ｍｉｍｉｃ， ｍｉＲ⁃３４ａ
　 　 　 　 ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ａｎｄ ＨＩＦ⁃１α⁃ｓｉＲＮＡ

ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

ｍｉＲ⁃３４ａ ｍｉｍｉｃ ｓｅｎｓｅ：５′⁃ＵＧＧＣＡＧＵＧＵＣＵＵＡＧＣＵＧＧＵＵＧＵ⁃３′

ａｎｔｉ⁃ｓｅｎｓｅ：５′⁃ＡＡＣＣＡＧＣＵＡＡＧＡＣＡＣＵＧＣＣＡＵＵ⁃３′

ｍｉＲ⁃３４ａ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ５′⁃ＡＣＡＡＣＣＡＧＣＵＡＡＧＡＣＡＣＵＧＣＣＡ⁃３′

ＨＩＦ⁃１α⁃ｓｉＲＮＡ１ ５′⁃ＣＣＡＵＧＵＧＡＣＣＡＵＧＡＧＧＡＡＡＴＴ⁃３′

ＨＩＦ⁃１α⁃ｓｉＲＮＡ２ ５′⁃ＧＣＵＣＡＣＣＡＵＣＡＧＵＵＵＡＣＵＵＵＡＴＴ⁃３′

ＨＩＦ⁃１α⁃ｓｉＲＮＡ３ ５′⁃ＧＣＣＡＧＣＡＡＧＵＣＣＵＵＣＵＧＡＵＴＴ⁃３′

１􀆰 ２􀆰 ４　 ＥＬＩＳＡ 法检测炎性因子 ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃８、ＴＮＦ⁃α、
ＴＧＦ⁃β 水平：检测各组肺泡灌洗液及上清液中炎性

因子 ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃８、ＴＮＦ⁃α、ＴＧＦ⁃β 水平，按 ＥＬＩＳＡ 试剂

盒说明书操作。
１􀆰 ２􀆰 ５　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测 ｍｉＲ⁃３４ａ 表达：检测各组肺

泡上皮细胞的 ｍｉＲ⁃３４ａ 表达。 按照 ＴＲｉｚｏｌ 试剂盒说

明书，提取各组肺泡上皮细胞总 ＲＮＡ，测定总 ＲＮＡ
浓度和纯度，然后按照 ＴａｑＭａｎＲ ＭｉｃｒｏＲＮＡ ＲＴ ｋｉｔ 和
普通反转录试剂盒的要求分别进行 ｍｉＲＮＡ 和 ｍＲＮＡ
的反转录并获得相应的 ｃＤＮＡ，以合成的 ｃＤＮＡ 为模

板。 严格按照 ＴａｑＭａｎ ＭｉｃｒｏＲＮＡ Ａｓｓａｙ 试剂盒说明

扩增 ｍｉＲ⁃３４ａ，以管家基因 β⁃ａｃｔｉｎ 作为内参，ＡＢＩ
７５００ 荧光定量 ＰＣＲ 仪上扩增后目的基因按照 ２－△△Ｃｔ

法进行相对定量，每组样品重复试验３ 次，取平均值

进行分析，引物由上海生工公司 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５􀆰 ０
软件设计、合成（引物序列如表 ２）。

表 ２　 引物序列
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′ ｔｏ ３′）

ｍｉＲ⁃３４ａ⁃Ｆ ＧＧＧＴＧＧＣＡＧＴＧＴＣＴＴＡＧ

ｍｉＲ⁃３４ａ⁃Ｒ ＣＴＧＧＴＧＴＣＧＴＧＧＡＧＴＣＧＧ

Ｕ６⁃ＲＴ⁃Ｆ ＣＴＣＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡ

Ｕ６⁃ＲＴ⁃Ｒ ＡＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴ

β⁃ａｃｔｉｎ ＲＴ⁃Ｆ ＡＧＣＧＡＧＣＡＴＣＣＣＣＣＡＡＡＧＴＴ

β⁃ａｃｔｉｎ ＲＴ⁃Ｒ ＧＧＧＣＡＣＧＡＡＧＧＣＴＣＡＴＣＡＴＴ

ＨＩＦ⁃１α⁃Ｆ ＧＡＡＧＴＧＴＡＣＣＣＴＡＡＣＴＡＧＣＣＧ

ＨＩＦ⁃１α⁃Ｒ ＴＣＡＣＡＡＡＴＣＡＧＣＡＣＣＡＡＧＣ

１􀆰 ２􀆰 ６　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 及 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＨＩＦ⁃１α 表达：
加入 ＲＩＰＡ 强裂解液匀浆裂解细胞，离心取上清液，
ＢＣＡ 法蛋白质定量后以每孔 １０～２０ μｇ 总蛋白上样，
跑胶分离转膜，室温孵育，ＴＢＳＴ 洗膜后加入适当浓度

比例的 ＨＩＦ⁃１α 一抗 ４ ℃孵育 １２ ｈ 以上，ＴＢＳＴ 进行

洗膜，继续二抗 ３７ ℃孵育 ２ ｈ，ＥＣＬ 法显色，用凝胶成

像仪照相保存，Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析吸光度值。
１􀆰 ３　 统计学分析

数据用均值 ±标准差 （ ｘ ± ｓ） 表示，应用 ＳＰＳＳ
１９􀆰 ０ 统计软件进行数据分析，采用单因素方差分析

进行多组间比较，采用 ｔ 检验或 ＬＳＤ 检验进行两两

比较。

２　 结果

２􀆰 １　 ＡＥＣＯＰＤ 肺泡灌洗液中炎性因子水平

与 ＳＣＯＰＤ 患者相比，ＡＥＣＯＰＤ 患者肺泡灌洗液
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杜敬宇　 抑制 ｍｉＲ⁃３４ａ 减轻慢性阻塞性肺疾病急性加重期炎性反应

中炎性因子 ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃８、ＴＮＦ⁃α、ＴＧＦ⁃β 水平均明显增

加（Ｐ＜０􀆰 ０５）（表 ３）。
２􀆰 ２　 肺泡灌洗脱落肺泡上皮细胞 ｍｉＲ⁃３４ａ 表达

ＡＥＣＯＰＤ 患者肺泡灌洗脱落肺泡上皮细胞

ｍｉＲ⁃３４ａ 表达为 １７􀆰 ４７±２􀆰 ７８，明显高于 ＳＣＯＰＤ 患者

的 １􀆰 ９３±０􀆰 ５５（Ｐ＜０􀆰 ０５）。
２􀆰 ３　 肺泡灌洗脱落肺泡上皮细胞 ＨＩＦ⁃１α蛋白及

ｍＲＮＡ 表达

ＡＥＣＯＰＤ 患者肺泡灌洗脱落肺泡上皮细胞

ＨＩＦ⁃１α 表达明显高于 ＳＣＯＰＤ 患者，其中蛋白质及

ｍＲＮＡ 表达水平趋势一致（Ｐ＜０􀆰 ０５）（图 １）。
２􀆰 ４ 　 ｍｉＲ⁃３４ａ ｍｉｍｉｃ、ｍｉＲ⁃３４ａ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ、ＨＩＦ⁃１α⁃
ｓｉＲＮＡ 在细胞中的转染效率评价

相比于对照组，ｍｉＲ⁃３４ａ ｍｉｍｉｃ 转染细胞后，
ｍｉＲ⁃３４ａ 的基因表达量显著升高（ Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）；与
ＮＣ 组比较，ｍｉＲ⁃３４ａ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ 转染细胞后 ｍｉＲ⁃３４ａ
的基因表达量显著下降；与对照组相比，ＨＩＦ⁃１α⁃
ｓｉＲＮＡ 转染细胞后 ＨＩＦ⁃１α 蛋白表达量显著下降

（图 ２Ａ～ Ｃ）。
２􀆰 ５　 干扰 ｍｉＲ⁃３４ａ 对培养 ＡＥＣＯＰＤ 细胞上清液

中炎性因子水平的影响

与对照组相比，ＡＥＣＯＰＤ 培养细胞上清液中

炎性因子 ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃８、ＴＮＦ⁃α、ＴＧＦ⁃β 的水平均明显

增加（Ｐ＜ ０􀆰 ０５） ，过表达 ｍｉＲ⁃３４ａ 后炎性因子水

平较对照组及 ＡＥＣＯＰＤ 组进一步升高，而阻断

ｍｉＲ⁃３４ａ 后炎性因子水平较 ＡＥＣＯＰＤ 组明显下

降（表 ４） 。
２􀆰 ６　 干扰 ｍｉＲ⁃３４ａ 对培养 ＡＥＣＯＰＤ 肺泡上皮细

胞 ＨＩＦ⁃１α表达的影响

与对照组相比，ＡＥＣＯＰＤ 培养细胞上清液中

ＨＩＦ⁃１α 及 ｍｉＲ⁃３４ａ 的表达均明显增加（均 Ｐ＜０􀆰 ０５），
过表 达 ｍｉＲ⁃３４ａ 后 ＨＩＦ⁃１α 表 达 较 对 照 组 及

ＡＥＣＯＰＤ 组进一步升高，而阻断 ｍｉＲ⁃３４ａ 后 ＨＩＦ⁃１α
表达较 ＡＥＣＯＰＤ 组明显下降（图 ３）。
２􀆰 ７　 沉默 ＨＩＦ⁃１α 对培养 ＡＥＣＯＰＤ 细胞上清液中

炎性因子水平的影响

与对照组相比，ＡＥＣＯＰＤ 细胞上清液中炎性因

子 ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃８、ＴＮＦ⁃α、ＴＧＦ⁃β 的水平均明显增加（Ｐ＜
０􀆰 ０５）。 沉默 ＨＩＦ⁃１α 后炎性因子水平较 ＡＥＣＯＰＤ
组明显下降（表 ５）。
２􀆰 ８　 沉默 ＨＩＦ⁃１α 对培养 ＡＥＣＯＰＤ 肺泡上皮细胞

中 ｍｉＲ⁃３４ａ 表达的影响

与对照组相比，培养 ＡＥＣＯＰＤ 肺泡上皮细胞中

ＨＩＦ⁃１α 及 ｍｉＲ⁃３４ａ 的表达均增高（Ｐ＜０􀆰 ０５），沉默

ＨＩＦ⁃１α 后 ｍｉＲ⁃３４ａ 表达较对照组及 ＡＥＣＯＰＤ 组无

明显变化（图 ４）。

表 ３　 肺泡灌洗液中 ＩＬ⁃８、ＩＬ⁃６、ＴＧＦ⁃β和 ＴＮＦ⁃α的水平

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＩＬ⁃８、ＩＬ⁃６、ＴＧＦ⁃β ａｎｄ ＴＮＦ⁃α ｉｎ ａｌｖｅｏｌａｒ ｌａｖａｇｅ ｆｌｕｉｄ （ｘ±ｓ， ｐｇ ／ ｍＬ， ｎ＝２０）

ｇｒｏｕｐ ＩＬ⁃８ ＩＬ⁃６ ＴＧＦ⁃β ＴＮＦ⁃α

ＳＣＯＰＤ ３６１±１０７ ３􀆰 ３３±２􀆰 ５６ ５０􀆰 ２２±２０􀆰 ９９ １０􀆰 ５０±４􀆰 ５３

ＡＥＣＯＰＤ ４６６±４４∗ ６􀆰 ０４±２􀆰 ６５∗ ８６􀆰 ３７±１１􀆰 ３９∗ １６􀆰 ７９±３􀆰 ５０∗

∗Ｐ＜０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＳＣＯＰＤ ｇｒｏｕｐ．

Ａ􀆰 ＨＩＦ⁃１α ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ； Ｂ􀆰 ＨＩＦ⁃１α ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ； ∗Ｐ＜０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＳＣＯＰＤ ｇｒｏｕｐ．
图 １　 灌洗脱落肺泡上皮细胞 ＨＩＦ⁃１α蛋白及 ｍＲＮＡ 表达

Ｆｉｇ １　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＨＩＦ⁃１α ｉｎ ｅｘｆｏｌｉａｔｅｄ ａｌｖｅｏｌａｒ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ （ｘ±ｓ， ｎ＝１０）
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基础医学与临床　 　 Ｂａｓｉｃ ａｎｄ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ ２０２４􀆰 ４４（１２）

Ａ􀆰 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ⁃３４ａ ｍｉｍｉｃ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ；∗Ｐ＜０􀆰 ００１ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＮＣ ｇｒｏｕｐ； Ｂ􀆰 ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｄｅ⁃
ｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ⁃３４ａ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｉｎ ｃｅｌｌｓ； Ｃ􀆰 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＨＩＦ⁃１α⁃ｓｉＲＮＡ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｅｆｆｉ⁃
ｃｉｅｎｃｙ ｉｎ ｃｅｌｌｓ； ＮＣ􀆰 ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ．

图 ２　 ｍｉＲ⁃３４ａ ｍｉｍｉｃ、ｍｉＲ⁃３４ａ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ、ＨＩＦ⁃１α⁃ｓｉＲＮＡ 在细胞中的转染效率评价

Ｆｉｇ ２　 Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ｍｉＲ⁃３４ａ ｍｉｍｉｃ， ｍｉＲ⁃３４ａ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ， ａｎｄ ＨＩＦ⁃１α⁃ｓｉＲＮＡ
　 　 　 ｉｎ ｃｅｌｌｓ（ｘ±ｓ， ｎ＝１０）（×２００）

表 ４　 细胞培养上清液中 ＩＬ⁃８、ＩＬ⁃６、ＴＧＦ⁃β和 ＴＮＦ⁃α的水平

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＩＬ⁃８、ＩＬ⁃６、ＴＧＦ⁃β ａｎｄ ＴＮＦ⁃α ｉｎ ｃｕｌｔｕｒｅ ｃｅｌｌ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ（ｘ±ｓ， ｐｇ ／ ｍＬ， ｎ＝２０）

ｇｒｏｕｐ ＩＬ⁃８ ＩＬ⁃６ ＴＧＦ⁃β ＴＮＦ⁃α

ｃｏｎｔｒｏｌ １２１±２６ ４７±６ ２７４±５５ １０８±１５

ＡＥＣＯＰＤ ３９２±５３∗ １３９±１９∗ ７６２±１７２∗ ３８７±５５

ＡＥＣＯＰＤ＋ｍｉＲ⁃３４ａ ｍｉｍｉｃ ４３１±４８∗ １８５±１８∗ ８７３±２００∗ ４９５±８０

ＡＥＣＯＰＤ＋ｍｉＲ⁃３４ａ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ２４２±１９∗＃ ９３±１０∗＃ ４６４±８６∗＃ ２２８±６５∗＃

∗Ｐ＜０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ； ＃Ｐ＜０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＡＥＣＯＰＤ．

３　 讨论

ＡＥＣＯＰＤ 患者炎性反应增强，炎性细胞在肺组织

及气道浸润，激活释放多种炎性介质致肺组织反复破

坏，加剧气道重塑及肺功能降低，死亡风险增加［６］。

ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃８、ＴＮＦ⁃α、ＴＧＦ⁃β 是 ＡＥＣＯＰＤ 促炎反应的关

键因子，其水平可作为评价 ＡＥＣＯＰＤ 严重程度的指

标。 本研究显示 ＡＥＣＯＰＤ 组患者肺泡灌洗液及细胞

上清液中炎性因子 ＩＬ⁃８、ＩＬ⁃６、ＴＧＦ⁃β、ＴＮＦ⁃α 水平显

著升高，说明 ＡＥＣＯＰＤ 炎性反应明显增强。

４７６１



杜敬宇　 抑制 ｍｉＲ⁃３４ａ 减轻慢性阻塞性肺疾病急性加重期炎性反应

Ａ，Ｂ􀆰 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ ａｓｓａｙ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＨＩＦ⁃１α（Ａ） ａｎｄ ｍｉＲ⁃３４ａ（Ｂ）； Ｃ􀆰 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｓｓａｙ ｏｆ ＨＩＦ⁃１α ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘ⁃
ｐｒｅｓｓｉｏｎｓ； ∗Ｐ＜０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ； ＃Ｐ＜０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＡＥＣＯＰＤ．

图 ３　 肺泡上皮细胞 ＨＩＦ⁃１α表达

Ｆｉｇ ３　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＨＩＦ⁃１α ｉｎ ａｌｖｅｏｌａｒ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ（ｘ±ｓ， ｎ＝１０）

表 ５　 细胞培养上清液中 ＩＬ⁃８、ＩＬ⁃６、ＴＧＦ⁃β和 ＴＮＦ⁃α的水平

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＩＬ⁃８、ＩＬ⁃６、ＴＧＦ⁃β ａｎｄ ＴＮＦ⁃α ｉｎ ｃｕｌｔｕｒｅ ｃｅｌｌ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ（ｘ±ｓ， ｐｇ ／ ｍＬ， ｎ＝２０）

ｇｒｏｕｐ ＩＬ⁃８ ＩＬ⁃６　 ＴＧＦ⁃β ＴＮＦ⁃α　 　

ｃｏｎｔｒｏｌ １１０±２４ ５３±１１ ２５０±５５ １００±１６

ＡＥＣＯＰＤ＋ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ＋ｍｉＲ⁃３４ａ ｍｉｍｉｃ ５２０±１００∗ ２０３±２９∗ １ ０２３±３８１∗ ４９８±１００∗

ＡＥＣＯＰＤ＋ｓｉＨＩＦ⁃１α＋ｍｉＲ⁃３４ａ ｍｉｍｉｃ ３３８±６０∗＃ １３５±３５∗＃ ７１０±２５∗＃ ３５１±６５＃

∗Ｐ＜０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ； ＃Ｐ＜０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＡＥＣＯＰＤ＋ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ＋ｍｉＲ３４ａ ｍｉｍｉｃ．

　 　 ｍｉＲＮＡｓ 在 ＣＯＰＤ 发病机制中的作用越来越受

到重视，可能涉及炎性反应、细胞增殖凋亡、肺血管

重塑等［７⁃８］。 ｍｉＲ⁃３４ａ 近年来备受关注，其参与了肿

瘤、炎性疾病、代谢性疾病等的发生发展［９⁃１１］。 有研

究发现 ＣＯＰＤ 患者肺组织中 ｍｉＲ⁃３４ａ 表达增加，且
上升程度与肺功能受损程度一致。 本研究也显示

ＡＥＣＯＰＤ组肺泡上皮细胞中 ｍｉＲ⁃３４ａ 表达明显

升高。
炎性反应是众多疾病发病的核心机制，尤其在

ＡＥＣＯＰＤ 患者中。 相关报道认为 ｍｉＲ⁃３４ａ 参与并调

节机体细胞炎性反应［１２］。 ｍｉＲ⁃３４ａ 介导 ＦＯＸＰ３ 表

达致炎性因子水平升高在哮喘发作中起重要作用，
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Ａ，Ｂ􀆰 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ ａｓｓａｙ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ⁃３４ａ（Ａ） ａｎｄ ＨＩＦ⁃１α（Ｂ）； Ｃ􀆰 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｓｓａｙ ｏｆ ＨＩＦ⁃１α ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ；
∗Ｐ＜０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ； ＃Ｐ＜０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＡＥＣＯＰＤ ＋ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ＋ｍｉＲ⁃３４ａ⁃５ｐ ｍｉｍｉｃ．

图 ４　 肺泡上皮细胞中 ｍｉＲ⁃３４ａ 表达

Ｆｉｇ ４　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ｍｉＲ⁃３４ａ ｉｎ ａｌｖｅｏｌａｒ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ （ｘ±ｓ， ｎ＝１０）

ｍｉＲ⁃３４ａ 调控 Ｋｌｆ４ 和巨噬细胞极化调控 ＬＰＳ 诱导的

肺损伤和炎性反应［１３］，ｍｉＲ⁃３４ａ 参与 ＨＩＶ⁃１ ｔａｔ 介导

的小胶质细胞炎性反应。 本研究发现给予 ｍｉＲ⁃３４ａ
诱导剂后，肺泡上皮细胞炎性损伤进一步加重，给予

抑制剂后，炎性损伤明显减轻，说明 ｍｉＲ⁃３４ａ 致细胞

炎性损伤是 ＡＥＣＯＰＤ 的重要发病机制。
ＨＩＦ⁃１α 是炎性反应中关键调节因子，在 ＣＯＰＤ

患者中表达增加，致炎性因子上调，与疾病严重程度

有关［１４⁃１５］。 ＨＩＦ⁃１α 的表达受 ｍｉＲＮＡ 的调控，ｍｉＲ⁃
３４ａ 调控 ＨＩＦ⁃１α 参与糖尿病大鼠心脏血管生

成［１６］，ｍｉＲ⁃３４ａ 调节 ＨＩＦ⁃１α 影响肝细胞再生。 本

研究显示 ＡＥＣＯＰＤ 患者 ＨＩＦ⁃１α 表达升高，干扰

ＨＩＦ⁃１α 表达后炎性因子水平下降，给予 ｍｉＲ⁃３４ａ 诱

导剂后，ＨＩＦ⁃１α 表达升高，炎性损伤进一步加重，给
予 ｍｉＲ⁃３４ａ 抑制剂后，ＨＩＦ⁃１α 表达下降，炎性损伤

明显减轻，而干扰 ＨＩＦ⁃１α 后 ｍｉＲ⁃３４ａ 表达无变化，
均提示 ＨＩＦ⁃１α 可能是 ｍｉＲ⁃３４ａ 的下游靶基因。

综上所述，ｍｉＲ⁃３４ａ 通过诱导 ＨＩＦ⁃１α 促进炎性

介质表达是 ＡＥＣＯＰＤ 炎性反应损伤的关键因素，干
扰 ｍｉＲ⁃３４ａ ／ ＨＩＦ⁃１α 通路可减轻 ＡＥＣＯＰＤ 炎性损

伤，为靶向干预和防治 ＡＥＣＯＰＤ 提供理论基础及新

的靶点。 但由于本研究阻断 ｍｉＲ⁃３４ａ ／ ＨＩＦ⁃１α 的效

果研究仅是在细胞水平进行，病例数也不够多，不能

完全代表体内的表达情况，需进一步验证。
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ｉｎ ＣＯＰＤ⁃ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ［Ｊ］． Ｒｅｓｐｉｒ Ｒｅｓ， ２０２２，
２３：３４９⁃３５９．

［９］ Ｘｉｅ Ｌ， Ｗａｎｇ Ｙ， Ｌｉ Ｑ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ＨＩＦ⁃１ａｌｐｈａ ／ ｐ５３ ／ ｍｉＲ⁃
ＮＡ⁃３４ａ ／ Ｋｌｏｔｈｏ ａｘｉｓ ｉｎ ｒｅｔｉｎａｌ ｐｉｇｍｅｎｔ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｐｒｏ⁃
ｍｏｔｅｓ ｓｕｂｒｅｔｉｎａｌ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ａｎｄ ｅｘａｃｅｒｂａｔｅｓ ｃｈｏｒｏｉｄａｌ ｎｅｏｖａｓ⁃
ｃｕｌａｒｉｚａｔｉｏｎ［Ｊ］． Ｊ Ｃｅｌｌ Ｍｏｌ Ｍｅｄ， ２０２１，２５：１７００⁃１７１１．

［１０］ Ｒｅｚｋ ＮＡ， Ｌａｓｈｉｎ ＭＢ， Ｓａｂｂａｈ ＮＡ． ＭｉＲＮＡ ３４⁃ａ ｒｅｇｕｌａｔｅ
ＳＩＲＴ⁃１ ａｎｄ Ｆｏｘｏ⁃１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｅｎｄｏｍｅｔｒｉｏｓｉｓ［ Ｊ］． Ｎｏｎ⁃
ｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡ Ｒｅｓ， ２０２１，６：３５⁃４１．

［１１］ Ｍａｅｄａ Ｈ， Ｙａｏ Ｈ， Ｇｏ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｉｎｖｏｌｖｅｍｅｎｔ ｏｆ ｍｉＲＮＡ⁃
３４ａ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ Ｋｒｕｐｐｅｌ⁃ｌｉｋｅ ｆａｃｔｏｒ ４ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ
ｈｙｐｅｒｏｘｉａ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎ ｌｕｎｇ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ［ Ｊ］．
Ｒｅｓｐｉｒ Ｒｅｓ， ２０２２，２３：３４０⁃３５４．

［１２］ 张凤云， 赵志浩， 张卓琦． ｍｉＲ⁃３４ａ 对高糖状态下小鼠

巨噬细胞系 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 极化及炎性因子分泌的影响

［Ｊ］． 基础医学与临床， ２０２３，４３：１８０８⁃１８１３．
［１３］ Ｋｈａｎ ＭＪ， Ｓｉｎｇｈ Ｐ， Ｄｏｈａｒｅ Ｒ， ｅｔ ａｌ． Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲＮＡ⁃

３４ａ ｐｒｏｍｏｔｅｓ Ｍ２ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ Ｉｍｐｒｏｖｅｓ ＬＰＳ⁃
Ｉｎｄｕｃｅｄ ｌｕｎｇ ｉｎｊｕｒｙ ｂｙ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ Ｋｌｆ４［Ｊ］． Ｇｅｎｅｓ （Ｂａｓｅｌ），
２０２０，１１：９６６． ｄｏｉ： １０．３３９０／ ｇｅｎｅｓ１１０９０９６６．

［１４］ Ｆｕ Ｙ， Ｚｈａｏ Ｊ， Ｃｈｅｎ Ｊ， ｅｔ ａｌ． ｍｉＲ⁃１８６⁃５ｐ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｔｈｅ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｏｆ ｃｈｒｏｎｉｃ ｏｂｓｔｒｕｃｔｉｖｅ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ
ｄｉｓｏｒｄｅｒ ｂｙ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ＨＩＦ１ａｌｐｈａ ［ Ｊ ］． Ｍｏｌ Ｍｅｄ Ｒｅｐ，
２０２４，２９：３４．ｄｏｉ： １０．３８９２ ／ ｍｍｒ．２０２４．１３１５８．

［１５］ Ｃｈｅｎ ＬＪ， Ｘｕ Ｗ， Ｌｉ ＹＰ， ｅｔ ａｌ． Ｌｙｃｉｕｍ ｂａｒｂａｒｕｍ ｐｏｌｙｓａｃ⁃
ｃｈａｒｉｄｅ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｈｙｐｏｘｉａ⁃ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｆａｃｔｏｒ １ ｉｎ ＣＯＰＤ ｐａ⁃
ｔｉｅｎｔｓ［Ｊ］． Ｉｎｔ Ｊ Ｃｈｒｏｎ Ｏｂｓｔｒｕｃｔ Ｐｕｌｍｏｎ Ｄｉｓ， ２０２０，１５：
１９９７⁃２００４．

［１６］ Ｓａｒｌａｋ Ｚ， Ｅｉｄｉ Ａ， Ｇｈｏｒｂａｎｚａｄｅｈ Ｖ， ｅｔ ａｌ． ｍｉＲ⁃３４ａ ／
ＳＩＲＴ１ ／ ＨＩＦ⁃１ａｌｐｈａ ａｘｉｓ ｉｓ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｃａｒｄｉａｃ ａｎｇｉｏｇｅｎｅ⁃
ｓｉｓ ｏｆ ｔｙｐｅ ２ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒａｔｓ： ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｏｄｉｕｍ
ｂｕｔｙｒａｔｅ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｔｒｅａｄｍｉｌｌ ｅｘｅｒｃｉｓｅ［ Ｊ］． Ｂｉｏｆａｃｔｏｒｓ，
２０２３，４９：１０８５⁃１０９８．
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