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沉默 ｍｉＲＮＡ￣１６ 对肺结核模型小鼠免疫功能的调控
作用及其机制研究

王　 琴ꎬ付　 宇∗ꎬ王　 平

(湖北省十堰市人民医院 儿科ꎬ湖北 十堰　 ４４２０００)

　 　 【摘要】 　 目的　 研究沉默 ｍｉＲ￣１６ 对肺结核模型小鼠免疫功能的调控作用及其机制ꎮ 方法 　 选取 ＣＤ２Ｆ１
雌性小鼠 ４０ 只ꎬ分为正常组、模型组、过表达组、沉默组各 １０ 只ꎬ模型组、过表达组、沉默组建立肺结核模型ꎬ建
模成功后ꎬ过表达组、沉默组小鼠肺部无菌注射 １０ μＬ ｍｉＲ￣１６ 慢病毒悬液ꎮ 检测肺组织中 Ｔ 淋巴细胞亚群、胸腺

指数、肺部炎症因子以及 Ｔｏｌｌ 样受体 ( ＴＬＲｓ) 信号通路因子水平ꎮ 结果 　 过表达组小鼠 ＣＤ３ ＋、 ＣＤ４ ＋、
ＣＤ４＋ / ＣＤ８＋、胸腺指数、ＩＬ￣１０ 水平低于模型组ꎬＣＤ８＋、ＩＬ￣６、ＴＮＦ￣α、ＴＬＲ２、ＴＬＲ４、ＮＦ￣κＢ 水平高于模型组(Ｐ<
０􀆰 ０５)ꎮ 沉默组小鼠 ＣＤ３＋、ＣＤ４＋、ＣＤ４＋ / ＣＤ８＋、胸腺指数、ＩＬ￣１０ 水平高于模型组ꎬＣＤ８＋、ＩＬ￣６、ＴＮＦ￣α、ＴＬＲ２、
ＴＬＲ４、ＮＦ￣κＢ 水平低于模型组(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 沉默组小鼠 ＣＤ３＋、ＣＤ４＋、ＣＤ４＋ / ＣＤ８＋、胸腺指数、ＩＬ￣１０ 水平高于过表

达组ꎬＣＤ８＋、ＩＬ￣６、ＴＮＦ￣α、ＴＬＲ２、ＴＬＲ４、ＮＦ￣κＢ 水平低于过表达组(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 结论 　 沉默 ｍｉＲ￣１６ 可能通过作用

于 ＴＬＲｓ 信号通路ꎬ抑制通路因子的异常表达ꎬ调节机体免疫反应ꎬ改善机体免疫障碍而起到调控肺结核小鼠免

疫功能的作用ꎮ
【关键词】 　 ｍｉＲ￣１６ꎻ肺结核ꎻＴＬＲｓ 信号通路ꎻ免疫功能
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　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】 　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ 　 Ｔｏ ｓｔｕｄｙ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ａｎｄ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ｍｉｃｒｏＲＮＡ￣１６ ｏｎ ｉｍｍｕｎｅ
ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎ ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ. Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 Ｆｏｒｔｙ ＣＤ２Ｆ１ ｆｅｍａｌｅ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ
ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｇｒｏｕｐꎬ ａｎｄ ｓｉｌｅｎｔ ｇｒｏｕｐ (ｎ＝ １０ ｐｅｒ ｇｒｏｕｐ). Ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｇｒｏｕｐꎬ ａｎｄ
ｓｉｌｅｎｔ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ ｍｏｄｅｌ ｗａｓ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ. Ａｆｔｅｒ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌ ｍｏｄｅｌｉｎｇꎬ ｔｈｅ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ
ｓｉｌｅｎｔ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ａｓｅｐｔｉｃａｌｌｙ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ １０ μＬ ｍｉｃｒｏＲＮＡ￣１６ ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ. Ｔ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ ｓｕｂｓｅｔｓꎬ ｔｈｙｍｕｓ ｉｎｄｅｘꎬ
ｌｕｎｇ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ ａｎｄ ｔｏｌｌ ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ (ＴＬＲｓ) ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｆａｃｔｏｒｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｉｎ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅｓ. Ｒｅｓｕｌｔｓ　
Ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＣＤ３＋ꎬ ＣＤ４＋ꎬ ＣＤ４＋ / ＣＤ８＋ꎬ ｔｈｙｍｕｓ ｉｎｄｅｘ ａｎｄ ＩＬ￣１０ ｉｎ ｔｈｅ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｉｎ
ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＣＤ８＋ꎬ ＩＬ￣６ꎬ ＴＮＦ￣αꎬ ＴＬＲ２ꎬ ＴＬＲ４ ａｎｄ ＮＦ￣κＢ ｉｎ ｔｈｅ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ



ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ (Ｐ < ０􀆰 ０５).Ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＣＤ３＋ꎬ ＣＤ４＋ꎬ ＣＤ４＋ / ＣＤ８＋ꎬ ｔｈｙｍｕｓ ｉｎｄｅｘ ａｎｄ ＩＬ￣１０ ｉｎ
ｔｈｅ ｓｉｌｅｎｃｅ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＣＤ８＋ꎬ ＩＬ￣６ꎬ ＴＮＦ￣αꎬ ＴＬＲ２ꎬ ＴＬＲ４ ａｎｄ
ＮＦ￣κＢ ｉｎ ｔｈｅ ｓｉｌｅｎｃｅ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ (Ｐ < ０􀆰 ０５).Ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＣＤ３＋ꎬ ＣＤ４＋ꎬ ＣＤ４＋ / ＣＤ８＋ꎬ
ｔｈｙｍｕｓ ｉｎｄｅｘ ａｎｄ ＩＬ￣１０ ｉｎ ｔｈｅ ｓｉｌｅｎｃｅ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ｏｖｅｒ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｇｒｏｕｐꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＣＤ８＋ꎬ
ＩＬ￣６ꎬ ＴＮＦ￣αꎬ ＴＬＲ２ꎬ ＴＬＲ４ ａｎｄ ＮＦ￣κＢ ｗｅｒｅ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ｏｖｅｒ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｇｒｏｕｐ (Ｐ < ０􀆰 ０５). Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ
Ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ｍｉｃｒｏＲＮＡ￣１６ ｍａｙ ｐｌａｙ ａ ｒｏｌｅ ｉｎ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｉｍｍｕｎｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎ ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓꎬ ｂｙ ａｃｔｉｎｇ ｏｎ ＴＬＲ
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙｓ ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ａｂｎｏｒｍａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐａｔｈｗａｙ ｆａｃｔｏｒｓꎬ ｔｈｕｓ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｉｍｍｕｎｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ａｎｄ
ｉｍｐｒｏｖｉｎｇ ｉｍｍｕｎｅ ｄｉｓｏｒｄｅｒｓ.

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｍｉｃｒｏＲＮＡ￣１６ꎻ ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓꎻ ＴＬＲ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙꎻ ｉｍｍｕｎｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ

　 　 肺结核是一种由结核分枝杆菌所引发的传染

性疾病ꎬ有研究表明ꎬ结核病为一种传染性死亡的

病因ꎬ肺结核的死亡率仅低于免疫缺陷病毒性疾

病的死亡率ꎬ严重威胁着全球人类的身体健康ꎬ我
国肺结核的发病率处于世界第二位ꎬ且随着医疗

费用的不断增长ꎬ研究肺结核的发病机制迫在眉

睫[１] ꎮ 目前研究发现[２] ｍｉＲＮＡ 与艾滋病、乙型病

毒性肝炎、非典型肺炎、肺结核等多种感染性疾病

的发生有关ꎮ Ａｂｄａｌｌａ 等[３] 在其研究中发现ꎬ结核

分枝杆菌可对 ｍｉＲＮＡ 产生改变作用ꎬ一方面可对

巨噬细胞的死亡通路进行调控ꎬ另一方面 ｍｉＲＮＡ
可促进结核分枝杆菌在人体细胞内生存ꎬ对炎症

介质的发生产生阻断作用ꎮ Ｗａｇｈ 等[４] 研究结果

显示 ｍｉＲ￣１６ 在肺结核患者中的水平显著高于健

康人ꎬ且 Ｍｉｏｔｔｏ 等[５] 在其研究证实 ｍｉＲ￣１６ 水平的

增加是在肺结核导致的溶血过程中所体现的ꎮ 但

目前对于 ｍｉＲ￣１６ 作用于肺结核的机制临床上尚

未有研究ꎬ因此在本文研究中为研究 ｍｉＲ￣１６ 在肺

结核中的作用机制ꎬ建立肺结核模型小鼠ꎬ沉默

ｍｉＲ￣１６ 的表达ꎬ以明确 ｍｉＲ￣１６ 的作用机制ꎬ为临

床上肺结核的研究提供新方向ꎮ

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

ＳＰＦ 级 ＣＤ２Ｆ１ 雌性小鼠 ４０ 只ꎬ体重 １８ ~ ２９ ｇꎬ
８ 周龄ꎬ均购于中国科学院过程工程研究所[ＳＣＸＫ
(京)２０１９－０００４]ꎬ无菌手术在中国科学院过程工程

研究所动物实验中心屏障动物实验设施进行

[ＳＹＸＫ(京)２０１９－００１１]ꎮ 所有小鼠均养殖在干净

笼子里ꎬ室温在 (２２􀆰 １ ± １􀆰 ８)℃ꎬ相对湿度 ３５％ ~
４０％ꎬ每天光照 １２ ｈꎬ喂饮纯净水ꎬ饲养时间为一周ꎮ
本文 研 究 实 验 获 得 我 院 伦 理 委 员 会 批 准

(ＩＡＣＵＣ２０１９０６０３)ꎬ 并符合实验动物使用的 ３Ｒ

原则ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２　 菌株

标准人型结核菌株 Ｈ３７Ｒｖ (购自加拿大 ＧＥ
Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ)ꎮ
１􀆰 ２　 主要试剂

ＰＥ 标记的小鼠抗人 ＣＤ１１ｂ / Ｍａｃ￣１ 抗体、ＡＰＣ
标记的小鼠抗人 ＣＤ３３ 抗体、ＦＩＴＣ 标记的小鼠抗人

ＨＬＡ￣ＤＲ 抗体、ＰＥ 标记的小鼠抗人 ＣＤ３ 抗体、ＦＩＴＣ
标记的小鼠抗人 ＰＤ￣１ 抗体 (均购于美国艾美捷

ＳｏｕｔｈｅｒｎＢｉｏｔｅｃꎬ货号 ∶ ９５４６－０９、９５９０－１１、９５６８－１６、
９５５８－１２、９５５０－０８)ꎻＰＢＳ 缓冲液、Ｆｉｃｏｌｌ 液(上海恒

斐生物科技有限公司ꎬ货号 ∶ Ｐ１０１０、 ＣＳ００２４)ꎻＤ￣
Ｈａｎｋ’ｓ 液(北京华迈科生物技术有限责任公司ꎬ货
号 ∶ＨＭＫ００１１)ꎻ小鼠抗大鼠 ＩＬ￣２ 抗体、小鼠抗大鼠

ＩＦＮ－γ 抗体(武汉菲恩生物科技有限公司ꎬ货号 ∶
ＦＮａｂ０９８２０、ＢＡ３３８３－２)ꎻ小鼠抗大鼠 ＩＬ￣１５ 抗体(艾
美捷科技有限公司ꎬ货号 ∶５１７２－１００)ꎮ
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 慢病毒载体构建　
ｍｉＲ￣１６ 表达抑制的慢病毒载体构建及测定大

鼠 ｍｉＲ￣１６ 的序列查找和设计由广州易锦公司完成ꎮ
重组的 ＬＶ￣ｍｉＲ￣１６ 和 ＬＶ￣ｓｐｏｎｇｅ(抑制载体)慢病毒

表达载体由广州易锦公司合成ꎬ并经测序并测定慢

病毒滴度ꎬ重组慢病毒ꎬ置于－８０℃冰箱备用ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ２　 分组及建模

选取 ４０ 只 ＣＤ２Ｆ１ 雌性小鼠中 １０ 只作为正常

组ꎬ其余小鼠均参照王青乐等[６] 研究实验中肺结核

小鼠模型的建立方法建立肺结核小鼠模型ꎬ使用标

准人型结核菌株 Ｈ３７Ｒｖ 在 ＡＢＳＬ￣３ 级实验室采用滴

鼻法对进行感染处理ꎬ菌液浓度为１×１０７ＣＦＵ / ｍＬꎬ
所有小鼠每只均滴鼻 ２０ μＬꎬ建立肺结核小鼠模型ꎮ
在建模成功后ꎬ将肺结核小鼠随机分为模型组、过
表达组、沉默组各 １０ 只ꎬ沉默组小鼠肺部注射含 １０
μＬ ｍｉＲ￣１６ 抑制载体的慢病毒悬液ꎬ过表达组小鼠
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肺部注射含 １０ μＬ ｍｉＲ￣１６ 表达载体的慢病毒悬液ꎬ
正常组、模型组小鼠不做任何处理ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ３　 切片及染色

随机各选取四组小鼠中任意 １ 只ꎬ行全麻处理

后ꎬ处死ꎬ在无菌、低温条件下取小鼠肺组织ꎬ将小

鼠肺组织在 ４％多聚甲醛中浸泡、固定ꎬ在温度为

４℃的环境下进行保存ꎮ 之后行 ＨＥ 染色处理ꎬ观察

病理组织变化ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ４　 Ｔ 淋巴细胞亚群、胸腺指数检测　

取小鼠尾静脉血 ２ ｍＬꎬ使用肝素钠行抗凝处

理ꎬ使用流式细胞仪检测小鼠 Ｔ 淋巴细胞亚群

ＣＤ３＋、ＣＤ４＋、ＣＤ８＋、ＣＤ４＋ / ＣＤ８＋水平ꎮ 胸腺指数测

定:将小鼠的胸腺完全剥离ꎬ立即使用电子天平测

定重量ꎬ计算胸腺指数ꎬ胸腺指数 ＝ 胸腺质量 /体
质量ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ５　 肺炎症指标检测

采用 ＥＬＩＳＡ 法检测炎症指标ꎬ具体方法如下:
将肺组织研磨成浆ꎬ取适量包被液( ｐＨ ＝ ９.５ꎬ０.０５
ｍｏｌ / Ｌ)稀释ꎬ分别将 ０.１ ｍＬ 抗 ＩＬ￣６、ＩＬ￣１０ 及 ＴＮＦ￣
α 置于聚苯乙烯反应板孔内ꎬ并置于 ４℃ 放置过

夜ꎬ应用洗涤剂洗涤ꎬ向各孔分别加入 Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌ 缓
冲液(ｐＨ ＝ ７.４ꎬ０􀆰 ０２ ｍｏｌ / Ｌ)稀释待测标本至 ０􀆰 １
ｍＬꎬ同法制作阴性与阳性对照ꎬ在 ４３℃ 水浴恒温

保持１􀆰 ０ ｈꎬ移除液体并甩干ꎮ 向各孔分别加入

０􀆰 １ ｍＬ ＩＬ￣６、ＩＬ￣１０ 及 ＴＮＦ￣α 的酶标抗体ꎬ继续在

４３℃水浴恒温保持 １􀆰 ０ ｈꎬ移除液体并甩干ꎮ 向各

孔中加入 ０. １ ｍＬ 底物液 ( ０. １ ｍｏｌ / Ｌ Ｎａ２ＨＰＯ４

(Ｎａ２ＨＰＯ４􀅰１２Ｈ２Ｏ ３５􀆰 ８ ｇ / Ｌ) ＋ ４􀆰 ８６ ｍＬ 枸橼酸

(０􀆰 ０５ ｍｏｌ / Ｌ) ＋４ ｍｇ 邻苯二胺)ꎬ遮光放置 ３０ ｍｉｎꎬ
再在各孔中加入终止液 ２ ｍｏｌ / Ｌ Ｈ２ＳＯ４ ０􀆰 ０５ ｍＬꎬ
终止反应ꎮ 在酶标仪上读取波长为 ４０５ ｎｍ 处的

吸收值ꎬ参照标准曲线计算肺组织的 ＩＬ￣６、ＩＬ￣１０ 及

ＴＮＦ￣α 水平ꎮ
１.３.６　 ＴＬＲｓ 信号通路因子检测

采用荧光定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 技术进行检测ꎬ２５ μＬ
的反应体系:２􀆰 ５ μＬ ＰＣＲ 缓冲液、１􀆰 ５ μＬ ＭｇＣｌ２、
０􀆰 ５ μＬ上下游引物ꎬ加水至 ２５ μＬꎮ 反应条件:９４℃
６０ ｓ、５５℃ ６０ ｓ、 ７２℃ ６０ ｓꎬ ３５ 个循环ꎬ ７２℃ 延长

５ ｍｉｎꎬ采用 ２－△△Ｃｔ 法计算待测的 ＴＬＲ２、ＴＬＲ４、ＮＦ￣
κＢ 相对表达ꎬ每个样品重复 ３ 次取均值ꎬβ￣ａｃｔｉｎ 为

内参ꎮ ＴＬＲ２:上游引物:５’￣ＣＴＧＡＧＣＣＴＣＧＴＣＣＡＴＧ
ＣＣＡＣＴＣ￣３’ꎻ下游引物:５’￣ＧＧＣＣＡＧＣＡＡＡＴＴＡＣＣＴ
ＧＴＧＴＧ￣３’ꎮ ＴＬＲ４:上游引物:５’￣ＴＧＧＡＴＡＣＧＴＴＴＣ

ＣＴＴＡＴＡＡＧＧ￣３’ꎻ下游引物:５’￣ＧＡＡＡＴＧＧＡＧＧＣＡＣ
ＣＣＣＴＴＣ￣３’ꎮ ＮＦ￣κＢ:上游引物: ５’￣ＣＡＡＧＡＴＣＴＴＧ
ＣＣＧＡＧＴＡＡＡＣＣ￣３’ꎻ下游引物: ５’￣ＴＣＧＧＡＡＣＡＣＡ
ＡＴＧＧＣＣＡＣＴＴ￣３’ꎮ
１􀆰 ４　 统计学方法

采用 ＳＰＳＳ １９.０ 统计软件包统计分析本文的数

据ꎬ其中计量资料ꎬ如 ＩＬ￣６、ＩＬ￣１０ 及 ＴＮＦ￣αꎬ采用“平
均数±标准差”(􀭰ｘ±ｓ )方式进行描述ꎬ多组间的计量

资料比较采用单因素方差分析ꎬ组内比较采用 ＳＮＫ
检验ꎬＰ<０.０５ 具有统计学意义ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 小鼠一般形态变化

正常组小鼠皮毛光滑有亮泽ꎬ精神状态较好ꎬ
饮食正常ꎬ无死亡ꎮ 模型组小鼠皮毛无光泽、稀疏ꎬ
反应迟钝ꎬ精神不佳ꎬ饮食减少ꎬ大便稀溏ꎬ其中 ２ 只

小鼠因胸腔淤血死亡ꎬ另外 ８ 只小鼠肺部出现粟粒

样结节ꎮ 过表达组小鼠皮毛较为稀疏ꎬ无光泽ꎬ精
神萎靡ꎬ饮食明显减少ꎬ其中 ３ 只小鼠因胸腔淤血死

亡ꎬ另外 ７ 只小鼠肺部出现粟粒样结节ꎬ并布满整个

肺部ꎮ 沉默组小鼠ꎬ毛色恢复光泽ꎬ喜好活动ꎬ精神

状态较好ꎬ饮食正常ꎬ偶尔出现大便干结ꎬ其中 ２ 只

小鼠因胸腔淤血死亡ꎬ１ 只小鼠肺部出现粟粒样

结节.
２􀆰 ２　 四组小鼠肺组织病理变化观察

如图 １ 所示ꎬ正常组小鼠肺组织支气管、肺泡清

晰可见ꎬ无增生、渗出、坏死的出现ꎻ模型组小鼠肺

组织形态发生病理改变ꎬ出现渗出、坏死现象ꎻ过表

达组小鼠肺组织出现明显的病理变化ꎬ有较为严重

的渗出、坏死的发生ꎻ沉默组小鼠存在肺组织病理

改变ꎬ可见有少量的增生和渗出现象ꎬ无坏死的

发生ꎮ
２􀆰 ３　 四组小鼠 Ｔ 淋巴细胞亚群、胸腺指数变化

比较

如表 １ 所示ꎬ模型组、过表达组、沉默组小鼠

ＣＤ３＋、ＣＤ４＋、ＣＤ４＋ / ＣＤ８＋、胸腺指数低于正常组ꎬＣＤ８
＋高于正常组ꎬ具有统计学差异(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ过表达组

小鼠 ＣＤ３＋、ＣＤ４＋、ＣＤ４＋ / ＣＤ８＋、胸腺指数低于模型

组ꎬＣＤ８＋高于模型组ꎬ沉默组小鼠 ＣＤ３＋、ＣＤ４＋、ＣＤ４
＋ / ＣＤ８＋、胸腺指数高于模型组ꎬＣＤ８＋低于模型组ꎬ具
有统计学差异(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ沉默组小鼠 ＣＤ３＋、ＣＤ４＋、
ＣＤ４＋ / ＣＤ８＋、胸腺指数高于过表达组ꎬＣＤ８＋低于过表

达组ꎬ具有统计学差异(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
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２􀆰 ４　 四组小鼠肺组织中炎症因子表达水平比较

如表 ２ 所示ꎬ模型组、过表达组、沉默组小鼠

ＩＬ￣６、ＴＮＦ￣α 水平高于正常组ꎬＩＬ￣１０ 水平低于正

常组ꎬ具有统计学差异(Ｐ<０􀆰 ０５) ꎻ过表达组小鼠

ＩＬ￣６、ＴＮＦ￣α 水平高于模型组ꎬＩＬ￣１０ 水平低于模

型组ꎬ沉默组小鼠 ＩＬ￣６、ＴＮＦ￣α 水平低于模型组ꎬ
ＩＬ￣１０ 水平高于模型组ꎬ具有统计学差异 ( Ｐ <
０􀆰 ０５) ꎻ沉默组小鼠 ＩＬ￣６、ＴＮＦ￣α 水平低于过表达

组ꎬＩＬ￣１０ 水 平 高 于 过 表 达 组ꎬ 具 有 统 计 学 差

异(Ｐ<０􀆰 ０５) ꎮ

注:Ａ:正常组ꎻＢ:模型组ꎻＣ:过表达组ꎻＤ:沉默组ꎮ

图 １　 四组小鼠肺组织病理变化 ＨＥ 染色图

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ. Ｂꎬ Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ. Ｃꎬ Ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｇｒｏｕｐ. Ｄꎬ Ｓｉｌｅｎｃｅ ｇｒｏｕｐ.

Ｆｉｇｕｒｅ １　 ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｌｕｎｇ ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｆｏｕｒ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｍｉｃｅ

表 １　 四组小鼠 Ｔ 淋巴细胞亚群、胸腺指数变化比较( 􀭰ｘ ± ｓ )
Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ Ｔ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ ｓｕｂｓｅｔｓ ａｎｄ ｔｈｙｍｕｓ ｉｎｄｅｘ ｉｎ ｆｏｕｒ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｍｉｃｅ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

例数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｃａｓｅｓ ＣＤ３＋(％) ＣＤ４＋(％) ＣＤ８＋(％) ＣＤ４＋ / ＣＤ８＋(％) 胸腺指数(ｍｇ / ｇ)

Ｔｈｙｍｕｓ ｉｎｄｅｘ
正常组

Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ １０ ６８􀆰 ５９±６􀆰 ４８ ３９􀆰 ２５±２􀆰 ４６ ２５􀆰 ９８±２􀆰 ４９ １􀆰 ７９±０􀆰 ６２ ３􀆰 ８９±１􀆰 １２

模型组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ８ ５２􀆰 １３±１􀆰 ６８∗ ２３􀆰 ２５±１􀆰 ０１∗ ４２􀆰 ３６±６􀆰 ２８∗ ０􀆰 ６１±０􀆰 ２６∗ ２􀆰 ３０±０􀆰 １５∗

过表达组
Ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ７ ４３􀆰 ５８±０􀆰 ６７∗＃ １９􀆰 ５８±０􀆰 ２７∗＃ ４６􀆰 ５９±９􀆰 ５８∗＃ ０􀆰 ５４±０􀆰 １５∗＃ ２􀆰 ０４±０􀆰 ０４∗＃

沉默组
Ｓｉｌｅｎｔ ｇｒｏｕｐ ８ ６０􀆰 ３９±２􀆰 ３３∗＃△ ３１􀆰 ４５±３􀆰 ５８∗＃△ ２９􀆰 ６７±１􀆰 ７２∗＃△ １􀆰 １５±０􀆰 ２３∗＃△ ２􀆰 ９８±０􀆰 ０９∗＃△

Ｆ ５􀆰 ０８６ ８􀆰 ２１７ ５􀆰 ３３６ ４􀆰 １３７ ３􀆰 ４１７
Ｐ ０􀆰 ００１ ０􀆰 ００１ ０􀆰 ００１ ０􀆰 ００１ ０􀆰 ００１

注:与正常组比较ꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎻ与模型组相比ꎬ＃Ｐ<０􀆰 ０５ꎻ与过表达组相比ꎬ△Ｐ<０􀆰 ０５ꎮ
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ＃Ｐ<０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｇｒｏｕｐꎬ△Ｐ<０􀆰 ０５.

表 ２　 四组小鼠肺组织中炎症因子表达水平比较( 􀭰ｘ ± ｓ )
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ ｉｎ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｆｏｕｒ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｍｉｃｅ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

例数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｃａｓｅｓ ＩＬ￣６(ｐｇ / ｍＬ) ＩＬ￣１０(ｐｇ / ｍＬ) ＴＮＦ￣α(ｎｇ / Ｌ)

正常对照组
Ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ １０ ３０􀆰 ２３±１􀆰 １２ ７６􀆰 ５９±９􀆰 ５６ ６􀆰 ４５±０􀆰 ５７

模型组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ８ ５８􀆰 ６９±３􀆰 ４５∗ ４０􀆰 １２±５􀆰 ６９∗ ２３􀆰 ５９±２􀆰 １６∗

过表达组
Ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ７ ６６􀆰 ８９±６􀆰 １７∗＃ ３２􀆰 ５９±６􀆰 ４８∗＃ ２６􀆰 ５９±３􀆰 ９６∗＃

沉默组
Ｓｉｌｅｎｔ ｇｒｏｕｐ ８ ４２􀆰 ５８±２􀆰 ９６∗＃△ ６３􀆰 ８９±２􀆰 ４７∗＃△ １３􀆰 ２４±１􀆰 １２∗＃△

Ｆ １８􀆰 ３３１ ５􀆰 ４６１ ２５􀆰 １０４
Ｐ ０􀆰 ００１ ０􀆰 ００１ ０􀆰 ００１

注:与正常组比ꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎻ与模型组比ꎬ＃Ｐ<０􀆰 ０５ꎻ与过表达组比ꎬ△Ｐ<０􀆰 ０５ꎮ
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ∗Ｐ<０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ ＃Ｐ<０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｇｒｏｕｐꎬ △Ｐ<０􀆰 ０５.
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表 ３　 沉默 ｍｉＲ￣１６ 对肺结核模型小鼠 ＴＬＲｓ 信号通路因子的影响( 􀭰ｘ ± ｓꎬ ｍｇ / Ｌ)
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ｍｉｃｒｏＲＮＡ￣１６ ｏｎ ＴＬＲｓ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｆａｃｔｏｒｓ ｉｎ ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ
组别
Ｇｒｏｕｐｓ

例数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｃａｓｅｓ ＴＬＲ２ ＴＬＲ４ ＮＦ￣κＢ

正常组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ １０ ２􀆰 ３５±０􀆰 ２４ ２􀆰 ３６±０􀆰 １６ ２􀆰 ３９±０􀆰 ４２

模型组
Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ８ ４􀆰 ８９±１􀆰 ２３∗ ５􀆰 ４６±１􀆰 ３５∗ ４􀆰 ９８±１􀆰 ７２∗

过表达组
Ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ７ ５􀆰 ８８±２􀆰 ４９∗＃ ７􀆰 １２±２􀆰 １５∗＃ ６􀆰 １５±２􀆰 ４５∗＃

沉默组
Ｓｉｌｅｎｔ ｇｒｏｕｐ ８ ３􀆰 ６３±１􀆰 ０４∗＃△ ３􀆰 ５６±０􀆰 ８９∗＃△ ３􀆰 ４５±０􀆰 ９８∗＃△

Ｆ ５􀆰 ６９３ ６􀆰 ３１６ ４􀆰 ６５１
Ｐ ０􀆰 ００１ ０􀆰 ００１ ０􀆰 ００１

注:与正常组比ꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎻ与模型组比ꎬ＃Ｐ<０􀆰 ０５ꎻ与过表达组比ꎬ△Ｐ<０􀆰 ０５ꎮ
Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ∗Ｐ<０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐꎬ＃Ｐ<０􀆰 ０５. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｇｒｏｕｐꎬ△Ｐ<０􀆰 ０５.

２􀆰 ５　 沉默 ｍｉＲ￣１６ 对肺结核模型小鼠 ＴＬＲｓ 信号通

路因子的影响

如表 ３ 所示ꎬ模型组、过表达组、沉默组小鼠

ＴＬＲ２、ＴＬＲ４、ＮＦ￣κＢ 水平高于正常组ꎬ具有统计学差

异(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ过表达组小鼠 ＴＬＲ２、ＴＬＲ４、ＮＦ￣κＢ 水

平高于模型组ꎬ沉默组小鼠 ＴＬＲ２、ＴＬＲ４、ＮＦ￣κＢ 水

平低于模型组ꎬ具有统计学差异(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ沉默组

小鼠 ＴＬＲ２、ＴＬＲ４、ＮＦ￣κＢ 水平低于过表达组ꎬ具有

统计学差异(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ

３　 讨论

结核病是由结核分枝杆菌感染所导致的疾病ꎬ
主要通过呼吸道感染ꎬ可引发全身多器官病变ꎬ其
中以肺结核最为常见ꎬ属于一种临床上较为常见的

慢性传染病ꎬ具有高患病率、高感染率、高耐药率、
高死亡率等特点ꎮ 且近年来随着 ＨＩＶ 感染率的增

加、多重耐药因素的影响以及空气污染的加重ꎬ导
致肺结核的发病率逐渐升高[７]ꎮ 目前随着对肺结

核的深入研究发现肺结核属于一种免疫相关性疾

病ꎬ当机体免疫功能下降后导致感染加重ꎬ而免疫

治疗可通过改善患者机体免疫功能抵抗感染ꎬ效果

显著[８]ꎮ 因此临床上将肺结核的研究方向转移至

结合的免疫反应中ꎮ 结核免疫的重要组成部分为

细胞ꎬ通过调节免疫细胞的生长、分化ꎬ一方面杀灭

结合分枝杆菌ꎬ另一方面启动负反馈调节限制过度

的炎症反应给机体所带来的损伤[９]ꎮ 而有研究发

现[１０]ꎬｍｉＲ－１６ 参与尘肺合并肺结核患者的免疫应

答反应ꎬ因而在血清呈高表达ꎮ
自 １９９３ 年 ｍｉＲＮＡ 倍发现以来ꎬ 大 量 新 的

ｍｉＲＮＡ 不断被发现ꎬ目前已经发现的人源性成熟的

ｍｉＲＮＡ 已有 ２５００ 条以上ꎮ ｍｉＲＮＡ 在真核生物中广

泛存在ꎬ其长度一般为 １８ 个核苷酸－２５ 个核苷酸ꎬ
属于 一 种 高 度 保 守、 非 编 码 的 小 分 子 单 链

ＲＮＡ[１１－１２]ꎮ 目前有较多的研究[１３－１４] 已发现 ｍｉＲＮＡ
通过干扰、降解、抑制其靶基因的表达而参与细胞

的增殖、分化、凋亡等多种生理和病理过程ꎬ因而在

免疫应答中占据重要作用ꎮ 颜保松等[１５] 在其研究

中发现 ｍｉＲ￣１０１、ｍｉＲ￣２２３、ｍｉＲ￣４２４ 在肺结核患者外

周血中的表达与健康人外周血单个核细胞中的表

达具有差异ꎮ 杨绍俊等[１６] 在其研究中认为肺结核

患者血清中 ｍｉＲ￣１５５ 表达升高ꎮ 另外贺晨艳等[１７]

在其研究中发现 ｍｉＲ￣１４６、ｍｉＲ￣１４７ 参与肺结核的发

展ꎮ 基于上述研究发现ꎬ血清中 ｍｉＲＮＡ 的表达与肺

结核的发生发展密切相关ꎬｍｉＲ￣１６ 家族包括 ｍｉＲ￣
１５ｂ / １６￣１、ｍｉＲ￣１５ｂ / １６￣２ꎬ其分别位于人 １２ｑ１４、３ 号

染色体上ꎬｍｉＲ￣１６ 参与多种疾病的发生[１８]ꎮ
Ｔｏｌｌ 样受体其定位于细胞膜中ꎬ当其和细胞膜

的受体产生结合作用后ꎬ胞内下游的 ＮＦ￣κＢ 会被活

化ꎬ进而刺激过量的炎症因子的分泌ꎬ导致机体炎

症损伤ꎮ 有研究认为[１９]ꎬＴｏｌｌ 样受体属于和天然免

疫有密切关系的膜蛋白ꎬ且认为 ＴＬＲ２、ＴＬＲ４ 和免疫

活化有关ꎬ并参与多种免疫系统疾病的发生发展ꎬ
如系统性红斑狼疮、强直性脊柱炎等ꎮ 目前已经证

实ꎬＴＬＲｓ 信号通路和多种免疫疾病的发生、发展、预
后相关ꎮ 有研究表明[２０]ꎬ肺结核患者细胞膜上的

ＴＬＲｓ 信号通路因子的异常表达可促进疾病的进展ꎮ
ＴＬＲｓ 属于一种分岐杆菌感染的关键感受器ꎬ具有启

动、协调抗分岐杆菌先天性免疫反应过程的作用ꎬ
在组织中为特异性的表达ꎬＴＬＲｓ 在细胞类型、组织

间的表达具有一定的差异性ꎬ在肺组织结构中肺上

０９ 中国比较医学杂志 ２０２０ 年 ４ 月第 ３０ 卷第 ４ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ａｐｒｉｌ ２０２０ꎬＶｏｌ. ３０ꎬＮｏ. ４



皮细胞、肉芽中组织中的淋巴细胞中 ＴＬＲ２ 表达ꎬ在
人外 周 血 单 核 细 胞 中 有 ＴＬＲ１、 ＴＬＲ２、 ＴＬＲ３ 表

达等[２１－２２]ꎮ
ＴＬＲｓ 信号通路是目前临床上认为调节免疫、炎

症反应的重要通路ꎬ而时广利等[２３] 在其研究中发现

肺结核患者血清中 ｍｉＲＮＡ￣１６ 表达升高ꎬ其研究推

测 ｍｉＲＮＡ￣１６ 可能参与肺结核的免疫应答反应ꎮ 因

此基于上述研究本文拟认为ꎬｍｉＲＮＡ￣１６ 参与肺结

核的应答反应的作用机制可能为 ＴＬＲｓ 信号通路ꎮ
在本文研究中ꎬ研究沉默 ｍｉＲＮＡ￣１６ 对肺结核模型

小鼠 ＴＬＲｓ 信号通路因子进行检测ꎬ结果显示ꎬ沉默

ｍｉＲＮＡ￣１６ 后 ＴＬＲｓ 信号通路因子 ＴＬＲ２、ＴＬＲ４、ＮＦ￣
κＢ 水平显著降低ꎬ且肺组织中炎症因子和免疫细胞

因子水平均得到显著改善ꎬ 此结果说明ꎬ 沉默

ｍｉＲＮＡ￣１６ 改善肺结核小鼠免疫功能可能通过作用

于 ＴＬＲｓ 信号通路ꎬ改善 ＴＬＲｓ 信号通路因子的表

达ꎬ进而促进浸提产生一系列的抗结核的保护免疫

反应ꎬ最终抑制结核的发展ꎮ
综上所述ꎬ沉默 ｍｉＲＮＡ￣１６ 可能通过作用于

ＴＬＲｓ 信号通路ꎬ抑制通路因子的异常表达ꎬ调节机

体免疫反应ꎬ改善机体免疫障碍而起到调控肺结核

小鼠免疫功能的作用ꎮ
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通外科杂志ꎬ ２０１８ꎬ ３３(１１): ９２０－９２３.
[１５] 　 颜保松ꎬ 王静ꎬ 罗杰ꎬ 等. ｍｉＲ￣１０１、ｍｉＲ￣２２３ 和 ｍｉＲ￣４２４ 在肺
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[１７] 　 贺晨艳ꎬ 龚军侠ꎬ 卢新兰ꎬ 等. ｍｉＲ￣１４６、ｍｉＲ￣１４７ 在肺结核患

者中的表达及相关性分析 [ Ｊ] . 实用临床医药杂志ꎬ ２０１８ꎬ
２２(２１): ２７－２９.

[１８] 　 李武ꎬ 贺庆芝ꎬ 孙诗博ꎬ 等. ｈａｓ￣ｍｉＲ￣１６ 靶基因预测及生物信

息学分析 [Ｊ] . 中华疾病控制杂志ꎬ ２０１６ꎬ ２０(２): １９３－１９７.
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型糖尿病并发肺结核患者发生糖尿病性下肢血管病变的关
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[２０] 　 简玲ꎬ 曹玲ꎬ 陈莲. 肺结核患者血清中 ＴＬＲｓ 信号通路表达水

平与患者治疗效果及病情预后的关系 [Ｊ] . 标记免疫分析与

临床ꎬ ２０１８ꎬ ２５(１): １０２－１０４ꎬ １０８.
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ｐａｔｈｗａｙ ａｎｄ ｔｈｅ ｒｉｓｋ ｏｆ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ ｉｎ ａ Ｍｏｌｄａｖｉａｎ
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－１４２.
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