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  摘 要:目的 探讨miR-29a-3p通过靶向高迁移率族蛋白1(HMGB1)/toll样受体4(TLR4)/核因子-κB
(NF-κB)信号轴减轻哮喘患儿气道炎症的机制。

 

方法 
 

收集52例哮喘患儿与50例健康对照儿童外周血,采用

实时荧光定量聚合酶链反应(qPCR)检测血浆miR-29a-3p表达情况,采用酶联免疫吸附试验(ELISA)检测血浆

中炎症因子水平。使用卵清蛋白构建哮喘大鼠模型,腹腔注射 miR-29a-3p激动剂过表达 miR-29a-3p,收集一

侧支气管肺泡灌洗液(BALF),计数总白细胞与嗜酸性粒细胞并检测炎症因子水平,取另一侧肺组织行 HE染

色观察病理表现。采用双荧光素酶报告基因系统验证 miR-29a-3p与 HMGB1的靶向关系,并检测 HMGB1/
TLR4/NF-κB信号轴的主要蛋白表达情况。血小板激活因子(PAF)干预人支气管上皮细胞系16HBE模拟哮

喘体外模型,通过转染过表达 miR-29a-3p与 HMGB1,检测细胞 HMGB1/TLR4/NF-κB信号轴的主要蛋白与

炎症因子表达情况。结果 与健康儿童比较,哮喘患儿血浆中miR-29a-3p表达水平显著降低(P<0.05),而炎

症因子肿瘤坏死因子(TNF-α)、白细胞介素(IL)-6、IL-1β水平均升高(P<0.05),miR-29a-3p表达水平与

TNF-α、IL-1β、IL-6水平均呈负相关(P<0.05)。过表达miR-29a-3p能改善哮喘模型大鼠支气管管腔变窄、管

壁增厚、支气管及周围血管炎症细胞浸润的现象,显著降低肺组织炎症评分,减少BALF中的总白细胞数与嗜

酸性粒细胞(EOS)计数,降低炎症因子水平(P<0.05)。经双荧光素酶报告基因系统证实 miR-29a-3p能靶向

抑制HMGB1,且HMGB1/TLR4/NF-κB信号轴的主要蛋白表达水平在哮喘模型中显著增加(P<0.05)。过

表达miR-29a-3p可以减少PAF刺激细胞后HMGB1/TLR4/NF-κB信号轴的主要蛋白及其调控的炎症因子表

达,但过表达HMGB1会抵消这种作用(P<0.05)。结论 miR-29a-3p在哮喘患儿中的表达水平显著降低,与

气道炎症水平的升高密切相关,过表达miR-29a-3p可以通过靶向抑制HMGB1/TLR4/NF-κB信号轴的主要蛋

白表达减轻炎症。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

mechanism
 

of
 

miR-29a-3p
 

in
 

alleviating
 

airway
 

inflammation
 

in
 

children
 

patients
 

with
 

asthma
 

by
 

targeting
 

high
 

mobility
 

group
 

protein
 

1(HMGB1)/toll
 

like
 

receptor
 

4
 

(TLR4)/nuclear
 

factor
 

kappa-B
 

(NF-κB)
 

signal
 

axis.Methods The
 

peripheral
 

blood
 

samples
 

of
 

52
 

asthmatic
 

children
 

and
 

50
 

healthy
 

children
 

were
 

collected.The
 

expression
 

level
 

of
 

plasma
 

miR-29a-3p
 

was
 

detected
 

by
 

qPCR
 

and
 

the
 

levels
 

of
 

plasma
 

inflammatory
 

factors
 

were
 

detected
 

by
 

ELISA.The
 

asthmatic
 

rat
 

model
 

was
 

constructed
 

by
 

ovalbumin,and
 

then
 

miR-29a-3p
 

agomir
 

was
 

intraperitoneally
 

injected
 

to
 

overexpress
 

miR-29a-
3p.The

 

bronchoalveolar
 

lavage
 

fluid
 

(BALF)
 

at
 

one
 

side
 

was
 

collected.The
 

total
 

number
 

of
 

leukocytes
 

and
 

e-
osinophils

 

(EOS)
 

were
 

counted
 

and
 

the
 

levels
 

of
 

inflammatory
 

factors
 

were
 

detected.The
 

lung
 

tissue
 

at
 

the
 

other
 

side
 

was
 

taken
 

and
 

stained
 

with
 

HE
 

to
 

observe
 

the
 

pathological
 

situation.The
 

double
 

luciferase
 

reporter
 

gene
 

system
 

experiment
 

verified
 

the
 

targeting
 

relationship
 

between
 

miR-29a-3p
 

and
 

HMGB1,and
 

the
 

expres-
sion

 

levels
 

of
 

main
 

proteins
 

in
 

the
 

HMGB1/TLR4/NF-κB
 

signal
 

axis
 

were
 

detected.Human
 

bronchial
 

epitheli-
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al
 

cell
 

line
 

16HBE
 

was
 

intervened
 

with
 

platelet
 

activating
 

factor
 

(PAF)
 

to
 

simulate
 

the
 

asthma
 

in
 

vitro
 

model.
After

 

overexpression
 

of
 

miR-29a-3p
 

and
 

HMGB1
 

by
 

transfection,the
 

expression
 

levels
 

of
 

main
 

proteins
 

and
 

inflammatory
 

factors
 

in
 

HMGB1/TLR4/NF-κB
 

signal
 

axis
 

were
 

detected.Results Compared
 

with
 

the
 

healthy
 

children,the
 

expression
 

level
 

of
 

plasma
 

miR-29a-3p
 

in
 

asthmatic
 

children
 

was
 

significantly
 

decreased
 

(P<
0.05),while

 

the
 

levels
 

of
 

inflammatory
 

factors
 

tumor
 

necrosis
 

factor-α
 

(TNF-α),interleukin
 

6
 

(IL-6)
 

and
 

in-
terleukin

 

1β
 

(IL-1β)
 

were
 

increased
 

(P<0.05),and
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

miR-29a-3p
 

was
 

negatively
 

corre-
lated

 

with
 

the
 

levels
 

of
 

TNF-α,IL-1β
 

and
 

IL-6
 

(P<0.05).Overexpressing
 

miR-29a-3p
 

could
 

improve
 

the
 

nar-
rowing

 

of
 

bronchial
 

lumen,thickening
 

of
 

bronchial
 

wall,infiltration
 

of
 

inflammatory
 

cells
 

in
 

bronchus
 

and
 

sur-
rounding

 

blood
 

vessels,significantly
 

reduced
 

the
 

inflammatory
 

score
 

of
 

lung
 

tissue,reduced
 

the
 

total
 

leukocyte
 

count
 

and
 

EOS
 

count
 

in
 

BALF,and
 

reduced
 

the
 

level
 

of
 

inflammatory
 

factors
 

in
 

asthmatic
 

rats
 

(P<0.05).
The

 

double
 

luciferase
 

reporter
 

gene
 

system
 

confirmed
 

that
 

miR-29a-3p
 

could
 

targeted
 

inhibiting
 

HMGB1
 

in
 

asthma
 

model
 

rats,moreover,the
 

expression
 

levels
 

of
 

main
 

proteins
 

in
 

HMGB1/TLR4/NF-κB
 

signal
 

axis
 

in
 

the
 

asthma
 

model
 

were
 

increased
 

significantly
 

(P<0.05).Overexpression
 

of
 

miR-29a-3p
 

could
 

reduce
 

the
 

ex-
pression

 

of
 

HMGB1/TLR4/NF-κB
 

signal
 

axis
 

and
 

its
 

regulated
 

inflammatory
 

factors
 

after
 

PAF
 

stimulating
 

the
 

cells,but
 

this
 

effect
 

could
 

be
 

counteracted
 

by
 

overexpression
 

of
 

HMGB1
 

(P<0.05).Conclusion The
 

ex-
pression

 

level
 

of
 

miR-29a-3p
 

is
 

significantly
 

decreased
 

in
 

asthmatic
 

children
 

patients,which
 

is
 

closely
 

related
 

to
 

the
 

increase
 

of
 

airway
 

inflammation
 

level.Overexpressing
 

miR-29a-3p
 

can
 

alleviate
 

inflammation
 

by
 

targeted
 

inhibiting
 

the
 

expression
 

of
 

main
 

proteins
 

in
 

HMGB1/TLR4/NF-κB
 

signal
 

axis.
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  哮喘是一种气道慢性炎症性疾病,其特征是气道

炎症和高反应性,造成气道功能障碍[1]。哮喘是儿童

常见的慢性疾病之一,近20年间该病患病率有所上

升[2]。一方面,目前治疗哮喘的处方药物效力有限,
且不良反应较多;另一方面,儿童的治疗依从性较差,
导致药效降低,哮喘控制不佳,增加了不良预后的风

险[3-4]。如何采取更加有效的方法预防哮喘与对症治

疗是儿科医生面临的难题。
分子靶向药物是近年来临床研究的热点,探讨哮

喘发病的分子机制有助于寻找潜在的治疗靶点[5]。
miR-29a-3p具有抗炎和减轻过敏反应和缓解症状的作

用[6-7]。miR-29a-3p在哮喘模型小鼠中水平降低,被认

为是重塑细胞外基质的关键调控分子,参与了气道结构

改建与功能改善[8]。但miR-29a-3p具体的下游调控机

制目前仍未得到明确阐释,探讨其下游调控机制的分子

信号通路有助于更深入地理解哮喘的进展机制。高迁

移率族蛋白1(HMGB1)/toll样受体4(TLR4)/核因子-
κB(NF-κB)是促成炎症损伤的主要信号通路[9]。前期

研究中发现 miR-29a-3p与 HMGB1
 

mRNA的3'非编

码区域(3'UTR)存在结合位点,且REN等[10]研究指

出,miR-29a-3p可 以 抑 制 HMGB1的 表 达,并 下 调

TLR4表达。由此推测 miR-29a-3可能通过靶向抑制

HMGB1的表达,进一步抑制HMGB1/TLR4/NF-κB信

号轴的激活,从而在哮喘中发挥抗炎作用。本研究采用

临床指标检测、体内外实验来验证该推论,旨在为儿童

哮喘的发病机制提供理论依据。
1 资料与方法

1.1 一般资料 收集2019年3月至2021年1月本

院确诊的哮喘患儿52例作为研究对象,其中男30
例、女22例,平均年龄(8.81±3.05)岁。患儿在入组

前2个月未接受过肾上腺皮质激素或免疫调节剂治

疗,经纤维支气管镜检查排除气道异物,排除合并其

他呼吸系统疾病,自身免疫性疾病,心脏、肾脏等重要

器官功能障碍患儿,以及病毒/细菌感染患儿。另收

集50例在本院体检的健康儿童作为对照,其中男29
例,女21例、平均年龄(8.97±3.81)岁。本研究获得

了本院伦理委员会的批准,且在研究前,所有受试儿

童家属均签署了知情同意书。
1.2 实验动物及细胞 18只雌性、SPF级 Wistar大

鼠购自西安交通大学实验动物中心,鼠龄3个月,体
质量160~180

 

g,饲养于通风的笼子,可以自由获取

食物与水。人类支气管上皮细胞系16HBE购自美国

ATCC细胞库,培养于添加有10%牛血清清蛋白、1%
青霉素/链霉素和1%谷氨酰胺的EMEM培养基中。
1.3 仪器与试剂 Bio-Rad

 

iQ5实时荧光定量聚合

酶链反应(qPCR)系统购自美国伯乐公司,血细胞分

类计数器Qi3537购自上海旌派仪器公司,FC酶标仪

购自上海赛默飞世尔科技公司,CX43显微镜购自日

本奥林巴斯公司,WD-9413C凝胶成像分析仪购自北

京六一仪器厂。EMEM 培养基购自美国组织培养

库,人和鼠酶联免疫吸附试验(ELISA)试剂盒购自美

国Abcam公司,卵清蛋白、血小板激活因子(PAF)购
自美国Sigma公司,激动剂与阴性对照(NC)购自苏

州吉玛基因公司,真核表达载体(pcDNA)购自上海生

工生物工程有限公司,转染试剂购自上海赛默飞世尔

科技公司,双荧光素酶报告基因系统试剂购自北京
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Promega公司,二喹啉甲酸(BCA)蛋白定量分析试剂

盒、电化学发光(ECL)试剂与 HE染色液购自上海碧

云天 生 物 公 司,一 抗、二 抗 均 购 自 美 国Introvigen
公司。
1.4 方法

1.4.1 qPCR检测 收集所有受试儿童空腹外周静

脉血,分离血浆,采用qPCR对血浆/后续细胞中miR-
NA与mRNA进行相对定量测定。qPCR:使用 Tr-
izol试剂盒提取血浆/组织/细胞中的总RNA,通过反

转录酶反转录为cDNA,使用SYBR
 

Green试剂进行

检测,采用2-ΔΔCt法计算相对表达量。miR-29a-3p检

测采用 U6作为内参。U6前向引物序列:5'-GCT-
TCGGCAGCACATATACTAAAAT-3';反向引物序

列:5'-CGCTTCACGAATTTGCGTGTCAT-3'。miR-
29a-3p 前 向 引 物 序 列:5'-CGCTAGCACCATCT-
GAAAT-3';反 向 引 物 序 列:5'-AGTGCAGGGTC-
CGAGGTATT-3'。mRNA 检测采用β-actin作为内

参。β-actin前向引物序列:5'-ATACGCTGGGAT-
GAGCACTGG-3';反向引 物 序 列:5'-TCTTTGCG-
GATGTCCACGTC-3'。HMGB1前向引物序列:5'-
ACATCCAAAATCTTGATCAGTTA-3';反向引物

序 列:5'-AGGACAGACTTTCAAAATGTTT-3'。
肿瘤坏死因子(TNF)-α前向引物序 列:5'-TCCT-
TCAGACACCCTCAACC-3';反向引物序列:5'-AG-
GCCCCAGTTTGAATTCTT-3'。白细胞介素(IL)-
1β前向引物序列:5'-GCTGTGCAGGAGATCACA-
GA-3';反 向 引 物 序 列:5'-GGGCTCCATAAAGT-
CACCAA-3'。IL-6前 向 引 物 序 列:5'-ATGCTTC-
CAATCTGGGTTCAATC-3';反 向 引 物 序 列:5'-
ACTCGTTCTGGAGGTAGTCCAGGTA-3'。
1.4.2 ELISA 儿童血浆采用人类ELISA试剂盒

检测炎症因子TNF-α、IL-6、IL-1β水平,使用ELISA
试剂盒检测大鼠支气管肺泡灌洗液(BALF)中炎症因

子水平,采用酶标仪进行定量分析。
1.4.3 动物分组干预 采用卵清蛋白诱导建立支气

管哮喘模型,将 Wistar大鼠分为对照组、模型组、
miR-29a-3p过表达组3组,每组6只。模型组大鼠在

第1天与第8天经腹腔注射含有100
 

mg卵清蛋白与

100
 

mg氢氧化铝的溶液致敏,对照组则注射等量的

生理盐水。从第15天开始,大鼠每天雾化吸入1%卵

清蛋白溶液进行激发,对照组用生理盐水代替,连续2
周。miR-29a-3p过表达组大鼠在每日卵清蛋白激发

前4
 

h通过腹腔注射miR-29a-3p激动剂,随后操作同

模型组,另两组注射等量的NC激动剂。
1.4.4 BALF测定 在最后1次激发后24

 

h内处死

大鼠,将大鼠一侧支气管结扎,另一侧气道用1
 

mL生

理盐水冲洗3次,回收80%的冲洗液,然后将冲洗后

的样品以2
 

000
 

r/min离心10
 

min,收集上清液并将

其储存于-80
 

℃的冰箱备用,测定炎症因子水平。将

细胞沉淀采用磷酸盐缓冲液重悬,使用血细胞分析仪

检测总白细胞数与嗜酸性粒细胞(EOS)计数。
1.4.5 HE染色 处死大鼠后取出非灌洗侧肺组织,
将大鼠肺组织固定后制成5

 

μm石蜡切片,然后分别

采用苏木精与伊红染色液染色,显微镜下拍摄图像,
根据炎症细胞浸润程度进行炎症评分:0分为无炎症

细胞浸润;1分为炎症细胞少量浸润;2分为气道周围

出现单层炎症细胞;3分为气道周围出现双层炎症细

胞;4分为气道周围出现4层炎症细胞。
1.4.6 双荧光素酶报告基因系统检测 使用在线生

物信息学软件Starbase分析 miR-29a-3p的目标基

因,将 wt-HMGB1 靶 向 结 合 位 点 片 段 或 mut-
HMGB1靶向结合位点片段连接到psiCHECK-2质

粒,使用转染试剂与NC或miR-29a-3p激动剂共同转

染至细胞内,转染48
 

h后测定双荧光素酶活性。
1.4.7 Western

 

blot试验 采用 Western
 

blot检测

HMGB1、TLR4、NF-κB蛋白的表达量。使用 RIPA
裂解缓冲液从组织/细胞中提取总蛋白,用BCA蛋白

分析试剂盒对蛋白进行定量,十二烷基硫酸钠聚丙烯

酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE)分离蛋白后转移至PVDF
膜,5%脱脂牛奶封闭1

 

h,将膜与一抗在4
 

℃孵育过

夜,随后加入二抗在37
 

℃孵育1
 

h,ECL化学发光试

剂显色后观察条带,分析蛋白的相对表达量,以β-ac-
tin作为内参。
1.4.8 细胞干预 将16HBE细胞分为4组:对照

组、PAF组、miR-29a-3p过表达组与 miR-29a-3p+
HMGB1过表达组,对照组、PAF组细胞转染 NC激

动剂,miR-29a-3p过表达组细胞转染 miR-29a-3p激

动剂,miR-29a-3p+HMGB1过表达组同时转染 miR-
29a-3p激动剂与pcDNA-HMGB1,转染24

 

h后除对

照组外,其余3组均在培养基中添加10
 

ng/mL
 

PAF
培养24

 

h。
1.5 统计学处理 采用SPSS22.0统计软件分析数

据。正态分布的计量资料以x±s表示,组间比较采

用t检验;非正态分布的计量资料以 M(P25,P75)表
示,组间比较采用秩和检验;采用Pearson相关分析数

据间的相关性。以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 健康儿童、哮喘患儿血浆 miR-29a-3p、TNF-α、
IL-6、IL-1β水平比较 与健康儿童比较,哮喘患儿血

浆中miR-29a-3p表达水平显著下调(P<0.05),而炎

症因子TNF-α、IL-6、IL-1β水平均升高(P<0.05),见
表1。随后对哮喘患儿血浆中 miR-29a-3p表达水平

与炎症因子水平的相关性进行分析发现,miR-29a-3p
表达水平与TNF-α、IL-1β、IL-6水平均呈负相关(r=
-0.403、-0.290、-0.282,P<0.05)。
2.2 过表达 miR-29a-3p减轻哮喘模型大鼠气道炎

症 使用卵清蛋白诱导 Wistar大鼠构建支气管哮喘

模型,哮喘大鼠在每次激发后,出现鼻子抓痒和打喷
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嚏的频率升高、弓背、呼吸加快加深等表现。干预4
周后取大鼠一侧的肺组织,通过 HE染色观察病理表

现,相比于对照组大鼠,模型组大鼠支气管管腔变窄,
管壁增厚,支气管及周围血管呈明显炎症细胞浸润,
炎症评分升高(P<0.05),而与模型组比较,miR-29a-
3p过表达组大鼠上述病理变化有所恢复,炎症评分显

著降低(P<0.05)。同时收集大鼠另一侧BALF,测
得模型组大鼠总白细胞数、EOS计数较对照组显著增

加(P<0.05),炎症因子水平显著升高(P<0.05),而
miR-29a-3p过表达组与模型组比较,总白细胞数与

EOS计数显著减少(P<0.05),炎症因子水平显著降

低(P<0.05)。见图1、表2。

表1  健康儿童、哮喘患儿血浆 miR-29a-3p、TNF-α、IL-1β、IL-6水平比较

项目 n miR-29a-3p相对表达量 TNF-α(ng/L) IL-1β(ng/L) IL-6(ng/L)

健康儿童 50 1.36±0.49 175.21±67.52 8.38±3.55 416.50±160.51

哮喘患儿 52 0.33±0.13* 432.52±135.24* 13.15±5.49* 765.08±312.69*

  注:与健康儿童比较,*P<0.05。

2.3 miR-29a-3p靶向抑制 HMGB1表达 Starbase
软件 分 析 显 示,miR-29a-3p与 HMGB1

 

mRNA
 

3'
UTR区域存在靶向结合(图2A),于是采用双荧光素

酶报告基因系统进行验证,结果显示,wt-HMGB1与

miR-29a-3p共转染降低了荧光素酶活性(P<0.05),
而mut-HMGB1与miR-29a-3p共转染不会影响荧光

素酶活性(P>0.05,图2B)。随后对比了健康儿童与

哮喘患儿血浆中 HMGB1
 

mRNA表达水平,发现哮

喘患儿血浆中 HMGB1
 

mRNA 表达水平(13.13±

5.49)较健康儿童(8.38±2.55)显著升高(P<0.05),
而HMGB1

 

mRNA与 miR-29a-3p表达水平呈负相

关(r=-0.426,P<0.05)。同时,对比3组大鼠肺组

织中HMGB1/TLR4/NF-κB信号轴的主要蛋白表达

量,发现模型组大鼠中 HMGB1/TLR4/NF-κB轴的

主要蛋白表达量较对照组大鼠显著增加,而 miR-29a-
3p过表达组HMGB1/TLR4/NF-κB信号轴的主要蛋

白表达量较模型组显著减少(P<0.05)。见图2C、
表3。

 

图1  3组大鼠肺组织的 HE染色结果(标尺=200
 

μm)

表2  3组大鼠肺组织炎症评分,BALF中总白细胞数、EOS计数与炎症因子水平的比较[M(P25,P75)或x±s]

组别 n 炎症评分(分)
总白细胞数

(×105)

EOS计数

(×105)
TNF-α
(ng/L)

IL-1β
(ng/L)

IL-6
(ng/L)

对照组 6 0(0.0,0.5) 0.99±0.16 0.10±0.03 0.99±0.06 1.09±0.18 6.12±1.39

模型组 6 3.5(30.0,40.0)* 7.47±1.10* 3.60±0.41* 30.05±2.75* 8.70±2.33* 69.78±3.52*

miR-29a-3p过表达组 6 1.5(10.0,20.0)# 3.70±0.49# 1.25±0.17# 9.23±2.07# 3.81±0.64# 21.55±3.87#

  注:与对照组比较,*P<0.05;与模型组比较,#P<0.05。
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  注:A
 

为Starbase软件分析 miR-29a-3p与 HMGB1的靶向结合位点;B为双荧光素酶报告基因系统验证 miR-29a-3p与 HMGB1的靶向关

系,*P<0.05;C为3组大鼠肺组织中 HMGB1/TLR4/NF-κB信号轴分子的 Western
 

blot试验结果。

图2  miR-29a-3p与 HMGB1的靶向调控关系验证

表3  3组大鼠肺组织 HMGB1/TLR4/NF-κB信号轴主要

   蛋白表达量比较(x±s)

组别 n HMGB1 TLR4 NF-κB

对照组 6 1.03±0.06 0.96±0.15 1.05±0.27

模型组 6 2.89±0.38* 3.43±0.40* 3.98±0.54*

miR-29a-3p过

表达组
6 1.26±0.23# 1.84±0.43# 1.40±0.29#

  注:与对照组比较,*P<0.05;与模型组比较,#P<0.05。

2.4 miR-29a-3p
 

通过抑制 HMGB1/TLR4/NF-κB
信号轴减少细胞内炎症因子表达 与对照组相比,
PAF组细胞 miR-29a-3p表达水平降低(P<0.05),
而HMGB1、TLR4、NF-κB蛋白及炎症因子表达水平

升高(P<0.05);与PAF组比较,miR-29a-3p过表达

组细胞内 miR-29a-3p表达水平升高(P<0.05),而

HMGB1、TLR4、NF-κB蛋白及炎症因子表达水平降

低(P<0.05);与 miR-29a-3p过表达组比较,miR-
29a-3p+HMGB1过表达组 miR-29a-3p表达水平差

异无统计学意义(P>0.05),但 HMGB1、TLR4、NF-
κB蛋白及炎症因子表达水平升高(P<0.05)。见图

3、表4。

图3  4组细胞干预后 HMGB1/TLR4/NF-κB信号轴

分子的 Western
 

blot检测结果

表4  4组细胞 miR-29a-3p、HMGB1/TLR4/NF-κB信号轴蛋白与炎症因子 mRNA相对表达量的比较

组别 miR-29a-3p HMGB1 TLR4 NF-κB
TNF-α

 

mRNA

IL-1β
 

mRNA

IL-6
 

mRNA

对照组 0.98±0.07 0.99±0.01 1.01±0.15 1.03±0.08 1.02±0.08 0.94±0.08 1.03±0.09

PAF组 0.28±0.04* 2.76±0.44* 3.11±0.14* 3.58±0.36* 2.14±0.18* 1.73±0.22* 2.66±0.08*

miR-29a-3p过表达组 1.28±0.06# 1.22±0.10# 1.83±0.06# 1.59±0.07# 1.21±0.10# 1.09±0.19# 1.13±0.15#

miR-29a-3p+HMGB1过表达组 1.32±0.03 3.17±0.11& 2.64±0.19& 2.87±0.13& 2.18±0.26& 2.05±0.11& 2.80±0.22&

  注:与对照组比较,*P<0.05;与PAF组比较,#P<0.05;与miR-29a-3p过表达组比较,&P<0.05。

3 讨  论

  哮喘是儿童普遍存在的呼吸道疾病,其主要临床

特征是过敏性气道炎症、气道改造和气道反应过

度[11-12]。本研究首先检测了健康儿童与哮喘患儿血

浆中miR-29a-3p与炎症因子水平,结果显示与健康

儿童比较,哮喘患儿血浆中 miR-29a-3p表达水平显

著降低(P<0.05),而炎症因子 TNF-α、IL-6、IL-1β
水平均 升 高(P<0.05),miR-29a-3p表 达 水 平 与

TNF-α、IL-1β、IL-6均呈负相关(P<0.05)。该结果

提示miR-29a-3p可能参与了哮喘患儿的抗炎过程。
为了证实 miR-29a-3p在哮喘中的作用,本研究

采用卵清蛋白刺激来构建哮喘大鼠模型。卵清蛋白

致敏与激发已被广泛用于哮喘模型的构建,卵清蛋白

具有易获取、免疫原性强的优势,而选择雌性大鼠是

由于其炎性反应更加明显[13]。在构建成功后大鼠出

现鼻子抓痒和打喷嚏的频率升高、弓背、呼吸加快加

深等表现。本研究发现,过表达 miR-29a-3p能改善

哮喘模型大鼠支气管管腔变窄、管壁增厚、支气管及

周围血管炎症细胞浸润的现象,显著降低肺组织炎症

评分,减少总白细胞数与EOS计数,降低炎症因子水

平(P<0.05)。EOS计数升高是机体过敏的一个重

要指标,且临床上EOS性哮喘表型占大多数。BALF
中白细胞数升高反映炎症细胞的增多,加上炎症因子

水平升高,均说明了气道的高炎症水平[14-15]。SHI
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等[16]研究发现,哮喘患儿BALF的炎症因子水平高

于对照者。虽然本研究由于临床样本取材的问题,检
测的是患儿血浆,但在哮喘模型大鼠得到了同样的结

论,且证实了miR-29a-3p在哮喘中的抗炎作用。
本研究动物实验证实 miR-29a-3p能靶向抑制

HMGB1,且 HMGB1/TLR4/NF-κB信号轴的主要蛋

白表达量在哮喘模型中显著增加。HMGB1/TLR4/
NF-κB信号通路在哮喘的发病机制中起重要作用。
SHANG等[17]研究发现,沉默HMGB1后降低了卵清

蛋白诱导的炎症因子水平和气道高反应性。TLR4表

达增加能激活机体的固有免疫系统,进而活化转录因

子NF-κB、诱发炎症[18]。
气道上皮细胞在外界因素的干扰下能分泌与释

放多种炎症因子[19]。本研究细胞实验发现,过表达

miR-29a-3p可 以 减 少 PAF 刺 激 16HBE 细 胞 后

HMGB1/TLR4/NF-κB信号轴的主要蛋白及其调控

的炎症因子表达,但过表达 HMGB1会抵消这种作

用,进一步证实了 miR-29a-3p在哮喘抗炎过程中对

HMGB1信号轴的负调控作用。
综上所述,miR-29a-3p在哮喘患儿中的表达水平

显著降低,与气道炎症因子水平的升高密切相关,过
表达miR-29a-3p可以通过靶向抑制HMGB1/TLR4/
NF-κB信号轴主要蛋白的表达减轻炎症。靶向该信

号轴将对哮喘预防与抗炎治疗有一定的启示。
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