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论著·实验研究

短发夹 ＲＮＡ沉默 Ｔｉｍ３分子表达对哮喘小鼠
外周血 Ｔｈ１和 Ｔｈ１７细胞的影响

陆小霞　徐佳莉　董宗祈　陈鹏　王莹

（武汉市儿童医院呼吸内科，武汉　４３００１６）

　　［摘　要］　目的　建立小鼠支气管哮喘模型，采用Ｔ细胞免疫球蛋白黏蛋白分子３（Ｔｉｍ３）特异短发夹ＲＮＡ
（ｓｈＲＮＡ）沉默外周血单个核细胞（ＰＢＭＣｓ）中Ｔｉｍ３的表达，探讨Ｔｉｍ３对辅助性Ｔ细胞１（Ｔｈ１）和Ｔｈ１７细胞分化
的影响。方法　用卵白蛋白（ＯＶＡ）致敏并激发建立哮喘小鼠模型，分离哮喘小鼠ＰＢＭＣｓ，用 Ｔｉｍ３特异的 ｓｈＲＮＡ
片段沉默哮喘小鼠ＰＢＭＣｓ中高表达的Ｔｉｍ３基因。ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 Ｔｉｍ３的表达，流式细胞分
析技术（ＦＡＣＳ）检测Ｔｈ１和Ｔｈ１７的比例；ＥＬＩＳＡ检测细胞培养上清液中干扰素γ（ＩＦＮγ），白介素４（ＩＬ４），和 白
介素１７（ＩＬ１７）的水平。结果　哮喘组小鼠ＰＢＭＣｓ中Ｔｉｍ３ｍＲＮＡ表达明显升高；使用特异Ｔｉｍ３ｓｈＲＮＡ沉默哮喘
小鼠ＰＢＭＣｓ后，沉默组ＰＢＭＣｓ中Ｔｈ１细胞比例显著升高，Ｔｈ１７细胞比例显著下降，与阴性对照组相比差异有统计学
意义（Ｐ＜０．０１）；沉默组ＰＢＭＣｓ培养上清液中ＩＦＮγ明显升高，ＩＬ１７明显降低，与阴性对照组相比差异有统计学意
义（Ｐ＜０．０５），ＩＬ４水平无明显变化。结论　特异Ｔｉｍ３ｓｈＲＮＡ有效地沉默了Ｔｉｍ３的表达，Ｔｉｍ３表达的改变影
响了Ｔ细胞的分化。 ［中国当代儿科杂志，２０１３，１５（４）：３０２－３０７］

［关　键　词］　哮喘；Ｔｉｍ３；ＲＮＡ沉默；Ｔ细胞；小鼠

ＳｍａｌｌｈａｉｒｐｉｎＲＮＡｓｉｌｅｎｃｉｎｇＴｉｍ３ａｆｆｅｃｔｓｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄＴｈ１ａｎｄＴｈ１７ｃｅｌｌｓｄｉｆ
ｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｉｎａｓｔｈｍａｔｉｃｍｉｃｅ
ＬＵＸｉａｏＸｉａ，ＸＵＪｉａＬｉ，ＤＯＮＧＺｏｎｇＱｉ，ＣＨＥＮＰｅｎｇ，ＷＡＮＧＹｉｎｇ．ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＰｕｌｍｏｎａｒｙＭｅｄｉｃｉｎｅ，Ｗｕｈａｎ
Ｃｈｉｌｄｅｒｎ′ｓｈｏｓｐｉｔａｌ，Ｗｕｈａｎ４３００１６，Ｃｈｉｎａ（Ｅｍａｉｌ：ｌｕｓｉ７４＠１６３．ｃｏｍ）

　　Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　ＴｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｎｇＴｉｍ３ｇｅｎｅｉｎｔｈｅｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒ
ｃｅｌｌｓ（ＰＢＭＣｓ）ｏｆａｎａｓｔｈｍａｔｉｃｍｏｕｓｅｍｏｄｅｌｂｙｓｈｏｒｔｈａｉｒｐｉｎＲＮＡ（ｓｈＲＮＡ）ａｎｄｔｏｅｘｐｌｏｒｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＴｉｍ３ｏｎＴｈ１ａｎｄ
Ｔｈ１７ｃｅｌｌｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ａｎａｓｔｈｍａｔｉｃｍｕｒｉｎｅｍｏｄｅｌｗａｓｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄｂｙｏｖａｌｂｕｍｉｎｓｅｎｓｉｔｉｚａｔｉｏｎａｎｄｃｈａｌｌｅｎｇｅ．
ＰＢＭＣｓｗｅｒｅｉｓｏｌａｔｅｄｆｒｏｍａｓｔｈｍａｔｉｃｍｉｃｅａｎｄｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｂｙｓｈＲＮＡｔａｒｇｅｔｉｎｇＴｉｍ３ｇｅｎｅ．ＴｈｅｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＴｉｍ３ｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ．Ｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙａｎａｌｙｓｉｓｗａｓｐｅｒｆｏｒｍｅｄｔｏ
ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆＴｈ１ａｎｄＴｈ１７，ａｎｄＥＬＩＳＡｗａｓｐｅｒｆｏｒｍｅｄｔｏｄｅｔｅｒｍｉｎｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＩＦＮγ，ＩＬ４ａｎｄＩＬ１７ｉｎ
ｔｈｅｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ｔｉｍ３ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＰＢＭＣｓｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄｉｎａｓｔｈｍａｔｉｃｍｉｃｅ．ＴｈｅｍＲＮＡ
ａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴｉｍ３ｄｅｃｒｅａｓｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｔｈｅｓｈＲＮＡｇｒｏｕｐ．Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｎｅｇａｔｉｖｅｇｒｏｕｐｓ，Ｔｈ１ｃｅｌｌ
ｌｅｖｅｌｓｉｎｃｒｅａｓｅｄａｎｄＴｈ１７ｃｅｌｌｌｅｖｅｌｓｄｅｃｒｅａｓｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｔｈｅａｓｔｈｍａｔｉｃｇｒｏｕｐｓａｆｔｅｒＴｉｍ３ｓｈＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ．Ｉｎｔｈｅ
Ｔｉｍ３ｓｈＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｇｒｏｕｐｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＩＦＮγｉｎｃｒｅａｓｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｗｈｉｌｅＩＬ１７ｄｅｃｒｅａｓｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ．
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　ＳｐｅｃｉｆｉｃＴｉｍ３ｓｈＲＮＡｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙｓｉｌｅｎｃｅｓｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴｉｍ３ａｎｄｃｈａｎｇｅｉｎＴｉｍ３ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｃｏｕｌｄ
ａｆｆｅｃｔＴｃｅｌｌｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ． ［ＣｈｉｎＪＣｏｎｔｅｍｐＰｅｄｉａｔｒ，２０１３，１５（４）：３０２－３０７］
　　Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：　Ａｓｔｈｍａ；Ｔｉｍ３；ＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ；Ｔｈｅｌｐｅｒｃｅｌｌｓ；Ｍｉｃｅ

　　在过去２０多年中经典免疫学说认为支气管哮
喘（哮喘）的发病机制与辅助性 Ｔ细胞（Ｔｈｅｌｐｅｒ
ｃｅｌｌｓ，Ｔｈｃｅｌｌｓ）亚群功能失衡密切相关，主要表现为
Ｔｈ１功能减弱或／和 Ｔｈ２细胞功能亢进。然而越来
越多的研究表明抑制 Ｔｈ２型细胞因子的分泌并不

能完全有效减轻哮喘的气道炎症，单纯使用外源性

干扰素γ（ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎγ，ＩＦＮγ）干预哮喘动物模型不
能达到缓解气道炎症的作用反而加重病情［１２］。

Ｔｈ１７细胞是近来发现的不同于 Ｔｈ１、Ｔｈ２的另一种
ＣＤ４＋Ｔ细胞的新亚型，在哮喘和过敏性疾病的发生
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发展中起着非常重要的作用［３］。Ｔ细胞免疫球蛋白
黏蛋白分子３（Ｔｃｅｌｌｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎｄｏｍａｉｎａｎｄ
ｍｕｃｉｎｄｏｍａｉｎｐｒｏｔｅｉｎ３，Ｔｉｍ３）是一种优先表达于
活化的Ｔｈ１和Ｔｈ１７细胞表面的跨膜蛋白，在Ｔ细胞
分化、凋亡及Ｔ细胞耐受的诱导等方面有着重要的
免疫功能［４］。

研究表明卵白蛋白（ｏｖａｌｂｕｍｉｎ，ＯＶＡ）致敏或输
注抗原活化的 Ｔｈ２细胞均可导致肺组织 ＣＤ４细胞
高表达Ｔｉｍ３［５］，并且与疾病的发生和发展密切相
关，因此本实验通过建立ＢＡＬＢ／ｃ哮喘小鼠模型，体
外培养外周血单个核细胞（ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄｍｏｎｏｎｕ
ｃｌｅａｒｃｅｌｌｓ，ＰＢＭＣｓ），通过短发夹ＲＮＡ（ｓｈｏｒｔｈａｉｒｐｉｎ
ＲＮＡ，ｓｈＲＮＡ）沉默哮喘组中高表达的Ｔｉｍ３基因，
在细胞水平探讨Ｔｉｍ３分子是否参与哮喘中Ｔｈ１和
Ｔｈ１７细胞的调节。

１　材料与方法

１．１　实验动物及材料
３０只 ６～８周龄 ＳＰＦ级健康雌性 ＢＡＬＢ／ｃ小

鼠，体重１８～２２ｇ，非ＯＶＡ饲料喂养，购自华中科技
大学同济医学院实验动物中心。将所有小鼠随机分

为对照组和哮喘组，每组１５只。
ＡＢＩ７９００ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ系统（美国 ＡＢＩ公司），

流式细胞仪（美国 ＢＥＣＫＭＡＮＣＯＵＬＴＥＲ公司），卵
白蛋白（ＯＶＡ，美国Ｓｉｇｍａ公司），小鼠淋巴细胞分离
液（美国Ｓｉｇｍａ公司），ＦＥＲＭＥＮＴＡＳ（ＭＢＩ）逆转录试
剂盒（武汉华瑞康生物科技有限公司），ＳＹＢＲ
ＧｒｅｅｎＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ（美国 ＡＢＩ公司），Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉ
ｎｅＴＭ２０００试剂（美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ），ｐＧＰＵ６／ＧＦＰ／Ｎｅｏ
Ｔｉｍ３及阴性对照质粒 ｐＧＰＵ６／ＧＦＰ／ＮｅｏｓｈＮＣ载体
（上海吉玛公司），ａｎｔｉｍｏｕｓｅＡＰＣＩＬ１７、ａｎｔｉｍｏｕｓｅ
ＦＩＴＣＣＤ４及ａｎｔｉｍｏｕｓｅＡＰＣＩＦＮγ流式抗体（美国
ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ），ＥＬＩＳＡ试剂盒（美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）。
１．２　实验方法
１．２．１　哮喘小鼠模型的建立　　参照 Ｎｏｒｔｈ等［６］

的方法并加以改进，第０天和第７天经小鼠腹腔注
射０．０１％ ＯＶＡ和氢氧化铝混合液０．１ｍＬ致敏，第
１４天至第２１天，每天将小鼠置于５Ｌ密闭容器中，
以１％ ＯＶＡ生理盐水溶液雾化激发，使小鼠暴露在
ＯＶＡ气雾中３０ｍｉｎ，由喷射雾化器雾化。对照组小
鼠，以生理盐水代替 ＯＶＡ同步进行实验。小鼠出现
烦躁不安、呼吸急促、腹肌痉挛、喘鸣为阳性反应。

各组于最后一次激发后２４ｈ处死动物进行各项检
测。哮喘小鼠模型验证：每组各取５只小鼠右下肺

组织，１０％福尔马林固定，常规石蜡包埋，切片，苏木
精－伊红（ＨＥ）染色镜检。
１．２．２　小鼠 ＰＢＭＣｓ的分离及培养　　将２组小鼠
分别麻醉后心脏穿刺取血，每只小鼠取抗凝血１．５ｍＬ，
以等体积Ｈａｎｋｓ液稀释后，轻轻加入等体积小鼠淋巴
细胞分离液上层，２０００ｇ离心２０ｍｉｎ。取出试管后，轻
轻吸取液相交界的ＰＢＭＣｓ，加入Ｈａｎｋｓ液３ｍＬ，混匀
后，１５００ｇ离心５ｍｉｎ。弃去上清，用含１０％胎牛血清
和含终浓度为５μｇ／ｍＬ刀豆蛋白Ａ的ＲＰＭＩ１６４０培养
液，调整 ＰＢＭＣｓ浓度至１×１０９／Ｌ进行培养。
１．２．３　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测 ＰＢＭＣｓ中 Ｔｉｍ３ｍＲＮＡ
的表达　　取２组ＰＢＭＣｓ悬液，ＰＢＳ洗 ２遍，ＴＲＩｚｏｌ
法抽提细胞总 ＲＮＡ，反转录后采用荧光定量 ＰＣＲ
法检测２组ＰＢＭＣｓ中Ｔｉｍ３ｍＲＮＡ表达情况。Ｔｉｍ
３引物采用 Ｐｒｉｍｉｅｒ３．０在线软件设计。Ｔｉｍ３正义
链：５′ＴＴＧＧＡＧＴＧＧＧＡＧＴＣＴＣＴＧＣＴ３′，反义链：５′
ＡＴＣＣＴＧＡＣＴＧＣＴＣＣＴＧＣＡＴＴ３′；产物长度 １６０ｂｐ；
ＧＡＰＤＨ正义链：５′ＡＡＣＴＴＴＧＧＣＡＴＴＧＴＧＧＡＡＧＧ３′，
反义链：５′ＧＧＡＴＧＣＡＧＧＧＡＴＧＡＴＧＴＴＣＴ３′，产物长
度 １３２ｂｐ。反应条件为：９５℃ 预变性５ｍｉｎ；９４℃
变性 ２０ｓ，５９℃退火 ２０ｓ，７２℃ 延伸２０ｓ，共 ４０个
循环；７２℃再延伸５ｍｉｎ。样品均重复检测 ３次，最
后通过计算２△△ＣＴ获得各基因的相对含量。
１．２．４　Ｔｉｍ３特异的 ｓｈＲＮＡ转染 ＰＢＭＣｓ及转染效
率检测　　将哮喘组小鼠血液分离的ＰＢＭＣｓ悬液接
种于６孔板上，接种密度为 １×１０５／孔，３７℃、５％
ＣＯ２培养。细胞种于２４孔板并于转染前更换成不含
抗生素及血清的 ＤＭＥＭ培养基。ｐＧＰＵ６／ＧＦＰ／Ｎｅｏ
Ｔｉｍ３共设计合成３对Ｔｉｍ３特异的 ｓｈＲＮＡ，选择干
预效果最好的进行实验。ｐＧＰＵ６／ＧＦＰ／ＮｅｏＴｉｍ３序
列：正义链 ５′ＣＡＣＣＧＣＴＴＣＴＣＣＡＡＧＡＡＣＣＣＴＡＡＣＣＴ
ＴＣＡＡＧＡＧＡＧＧＴＴＡＧＧＧＴＴＣＴＴＧＧＡＧＡＡＧＣＴＴＴＴＴＴＧ
３′，反 义 链 ５′ＧＡＴＣＣＡＡＡＡＡＡＧＣＴＴＣＴＣＣＡＡＧＡＡＣ
ＣＣＴＡＡＣＣＴＣＴＣＴＴＧＡＡＧＧＴＴＡＧＧＧＴＴＣＴＴＧＧＡＧＡＡＧＣ
３′。阴性对照ｐＧＰＵ６／ＧＦＰ／ＮｅｏｓｈＮＣ序列为随机错配
成对 Ｔｉｍ３无靶向性的核酸序列：正义链 ５′ＣＡＣ
ＣＧＴＴＣＴＣＣＧＡＡＣＧＴＧＴＣＡＣＧＴＣＡＡＧＡＧＡＴＴＡＣＧＴＧＡ
ＣＡＣＧＴＴＣＧＧＡＧＡＡＴＴＴＴＴＴＧ３′；反义链 ５′ＧＡＴＣＣＡ
ＡＡＡＡＡＴＴＣＴＣＣＧＡＡＣＧＴＧＴＣＡＣＧＴＡＡＴＣＴＣＴＴＧＡＣＧ
ＡＡＴＧＡＣＡＣＧＴＴＣＧＧＡＧＡＡＣ３′。实验分成 ３组，包
括空转组（仅加等量转染试剂）、阴性ｓｈＲＮＡ组和特
异ｓｈＲＮＡ组，每组细胞设３个复孔。转染ＰＢＭＣｓ：采
用ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００脂质体转染试剂，按使用说
明书进行转染实验。将特异 Ｔｉｍ３ｓｈＲＮＡ表达质粒
瞬时转染入ＰＢＭＣｓ，同时以转染ＮＣ质粒为对照。置
·３０３·
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入３７℃、５％ ＣＯ２培养箱中孵育６ｈ后换成正常培
养液。转染２４ｈ后进行荧光显微镜检查转染效率：
转染效率＝（发出绿色荧光的细胞数／可见光下的总
细胞数）×１００％。
１．２．５　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｔｉｍ３的
沉默效率　　 细胞在正常培养液中培养４８ｈ后，收
集细胞。部分细胞收集加 ＴＲＩｚｏｌ后进行 Ｔｉｍ３的
ｍＲＮＡ检测，部分提取蛋白，以βａｃｔｉｎ为内参照，常
规进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测。方法简要如下：提取各
实验组细胞总蛋白，蛋白定量后，用 １０％ＳＤＳ聚丙
烯酰胺凝胶电泳分离蛋白，分离的蛋白电泳转移至

ＰＶＤＦ膜后，用５％脱脂奶粉的 ＴＢＳＴ室温封闭１～
２ｈ，加入 １∶１０００稀释的 Ｔｉｍ３抗体，４℃孵育过
夜，以 １∶５０００稀释的酶标二抗（辣根过氧化物酶标
记的羊抗兔 ＩｇＧ）室温孵育２ｈ，用化学发光试剂盒
进行发光，ＢｉｏＲａｄＩｍａｇｅＬａｂ软件进行成像及蛋白
条带灰度分析。

１．２．６　流式细胞仪检测沉默后 ＰＢＭＣｓ中 Ｔｈ１和
Ｔｈ１７细胞的比例　　分别取沉默后各组 ＰＢＭＣｓ
１００μＬ于流式管中，均分成两份，加入流式抗体ａｎｔｉ
ｍｏｕｓｅＡＰＣＩＬ１７和 ａｎｔｉｍｏｕｓｅＦＩＴＣＣＤ４或 ａｎｔｉ
ｍｏｕｓｅＡＰＣＩＦＮγ和 ａｎｔｉｍｏｕｓｅＦＩＴＣＣＤ４进行双标
记（操作按美国 ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司试剂盒说明书要求
进行）。室温２５℃，避光染色３０ｍｉｎ。用洗涤液洗２
次，每次加洗涤液２ｍＬ，１０００ｒ／ｍｉｎ离心 ５ｍｉｎ。弃
上清，加入２％的多聚甲醛固定液３００μＬ重悬细胞。
流式细胞仪分析。

１．２．７　ＥＬＩＳＡ检测沉默后 ＰＢＭＣｓ细胞上清液中
ＩＦＮγ、ＩＬ４和 ＩＬ１７的水平　　试剂盒由美国 Ｉｎ
ｖｉｔｒｏｇｅｎ提供，操作步骤按说明书进行。
１．３　统计学分析

应用ＳＰＳＳ１７．０统计软件对数据进行统计学分析。
计量资料用均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，多组间比较采
用ＯｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ分析，方差齐性者组间两两比较采
用ＬＳＤｔ检验，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　小鼠肺组织ＨＥ染色
正常对照组支气管及肺泡结构正常，支气管纤

毛排列整齐，支气管黏膜上皮完整，未见明显的炎症

细胞浸润。急性哮喘组支气管周围、黏膜下以及肺

泡间质组织中大量单核细胞浸润（以嗜酸性细胞为

主，部分中性粒细胞以及淋巴细胞），支气管黏膜上皮

增生变厚，显示较典型哮喘模型改变。见图１。

!"#$%

&'%

　　图１　各组小鼠肺组织病理改变（苏木精 －伊红染色，
×２００）　哮喘组支气管周围、黏膜下以及肺泡间质组织中可见明显

炎性细胞浸润，包括嗜酸性粒细胞，中性粒细胞以及淋巴细胞，支气

管黏膜上皮增生变厚，显示较典型哮喘模型改变。正常对照组支气

管及肺泡结构正常，未见明显的炎症细胞浸润。

２．２　小鼠ＰＢＭＣｓ中Ｔｉｍ３ｍＲＮＡ的表达
ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测ＰＢＭＣｓ中Ｔｉｍ３ｍＲＮＡ的表

达水平，结果显示哮喘组Ｔｉｍ３ｍＲＮＡ的表达较正常
对照组显著增高（Ｐ＜０．０１）。见图２。
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　　图２　Ｔｉｍ３ｍＲＮＡ的相对表达水平（ｎ＝１０）　ａ：与正
常对照组比较，Ｐ＜０．０１。

２．３　ｓｈＲＮＡ转染效率的检测
将带有绿色荧光蛋白（ＧＦＰ）的 ｓｈＲＮＡ转染

ＰＢＭＣｓ，通过荧光显微镜与普通光镜下视野对比可
知，细胞的转染效率达到８０％以上。见图３。
２．４　ｓｈＲＮＡ沉默Ｔｉｍ３效率的检测

ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分别检测空白对
照组（Ｍｏｃｋ组）、阴性 ｓｈＲＮＡ组 （ＮＣ组）和特异
ｓｈＲＮＡ组 （ｓｈＲＮＡ组）的Ｔｉｍ３ｍＲＮＡ和蛋白的相
对表达量。与 Ｍｏｃｋ组和 ＮＣ组比较，特异 ｓｈＲＮＡ
组的 ｍＲＮＡ和蛋白表达均显著降低（Ｐ＜０．０１）。见
图４。

·４０３·
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　　图３　ｓｈＲＮＡ转染后不同光镜下的ＰＢＭＣｓ（×１００）　荧
光镜下观察到显绿色荧光的ＰＢＭＣｓ为ｓｈＲＮＡ成功转染 的ＰＢＭＣｓ。

２．５　沉默后 ＰＢＭＣｓ中 Ｔｈ１及 Ｔｈ１７细胞比例的
变化

Ｔｈ１细胞比例在 ｓｈＲＮＡ组（１４．７％ ±３．４％）显
著高于 ＮＣ组（９．４％ ±２．４％，Ｐ＜０．０１）；ｓｈＲＮＡ组
Ｔｈ１７细胞比例（２．３８％ ±０．０３％）显著低于 ＮＣ组
（６．０９％±０．０８％，Ｐ＜０．０１）；Ｔｈ１及 Ｔｈ１７细胞在
Ｍｏｃｋ组与ＮＣ组之间差异均无统计学意义。见图５。
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　　图４　ｓｈＲＮＡ转染对哮喘大鼠ＰＢＭＣｓ中Ｔｉｍ３ｍＲＮＡ和蛋白表达的影响（ｎ＝６）　Ａ：Ｔｉｍ３ｍＲＮＡ表达统计图，
ａ：与Ｍｏｃｋ组与ＮＣ组比较，Ｐ＜０．０１；Ｂ：Ｔｉｍ３蛋白表达条带图，１：Ｍｏｃｋ组，２：ＮＣ组，３：ｓｈＲＮＡ组；Ｃ：Ｔｉｍ３蛋白表达统计图，ａ：与

Ｍｏｃｋ组与ＮＣ组比较，Ｐ＜０．０５。
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　　图５　沉默Ｔｉｍ３后ＰＢＭＣｓ中Ｔｈ１及Ｔｈ１７细胞比例检测结果（ｎ＝６）　Ａ细胞流式分析图；Ｂ：柱状图，ａ：与Ｍｏｃｋ组
和ＮＣ组比较，Ｐ＜０．０１。

２．６　沉默后 ＰＢＭＣｓ上清液中 ＩＬ４，ＩＦＮγ，ＩＬ１７
的表达变化

ｓｈＲＮＡ组 ＩＦＮγ水平显著高于 ＮＣ组 （Ｐ
＜０．０５）；而ＩＬ１７水平显著低于ＮＣ组（Ｐ＜０．０５）；
提示ｓｈＲＮＡ沉默Ｔｉｍ３后仅ＩＦＮγ和 ＩＬ１７表达水
平发生变化，而对ＩＬ４表达水平无影响。见表１。

　　表１　各组小鼠ＰＢＭＣｓ上清液中ＩＬ４、ＩＦＮγ和ＩＬ１７
的水平　（ｘ±ｓ，ｐｇ／ｍＬ）

组别 鼠数 ＩＬ４ ＩＦＮγ ＩＬ１７

Ｍｏｃｋ组 ８ ６４±１７ ４９±１５ ９７±１９
ＮＣ组 ８ ６５±１６ ５０±１５ ９５±２０
ｓｈＲＮＡ组 ８ ５８±１３ ８３±１７ａ ５０±１３ａ

Ｆ值 ２．０８ ６８．５１ ９２．３４
Ｐ值 ＞０．０５ ＜０．０１ ＜０．０１

　　 ａ：与Ｍｏｃｋ组和ＮＣ组比较，Ｐ＜０．０５

·５０３·
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３　讨论

Ｔｈ１７细胞是以表达 ＩＬ１７为特征的 ＣＤ４＋Ｔ细
胞亚型，研究证实 Ｔｈ１７与哮喘气道炎症的发生和
发展密切相关：Ｚｈａｏ等［７］及 Ａｇａｃｈｅ等［８］检测发现

哮喘患者ＰＢＭＣｓ中Ｔｈ１７细胞及其 ＩＬ１７水平较健
康对照组明显升高，且与哮喘的严重程度呈正相关；

痰液中ＩＬ１７Ａ的增加与哮喘时气道高反应性有关，
也是重度哮喘的独立危险因素。哮喘动物模型实验

也发现Ｔｈ１７细胞一方面可以促进气道的中性粒细
胞炎症，另一方面可以和Ｔｈ２细胞协同作用，促进气
道高反应性的产生［９］。Ｎａｋａｅ等［１０］发现在小鼠过

敏性气道炎症模型中系统性敲除 ＩＬ１７基因，其肺
部嗜酸性粒细胞浸润、Ｔｈ２类细胞因子的水平以及
气道高反应性明显降低。这些结果均提示 Ｔｈ１７参
与了哮喘发展的病理生理过程。通过抑制 Ｔｈ１７及
细胞因子的表达可减轻哮喘气道炎症反应，成为有

效阻止哮喘气道炎症恶化的重要治疗策略［１１］。最

近研究发现 Ｔｈ１７和 Ｔｈ１细胞共同分享一个通路，
ＩＦＮγ可以抑制Ｔｈ１７细胞的分化和形成；而在一定
因素的刺激下，二者之间又可以互相转化［１２１４］，与

哮喘及多种自身免疫性疾病的发病密切相关。

Ｔｉｍ３是在寻找区分Ｔｈ１／Ｔｈ２细胞特异性表面
标志物时发现并鉴定的一个细胞表面分子，优先表

达在活化的Ｔｈ１和Ｔｈ１７细胞表面，作为一种负性调
节信号调节ＣＤ４＋Ｔ细胞介导的免疫应答，在变态反
应和自身免疫性疾病的发生和发展中发挥着重要的

作用［４，１４］。实验性变态反应性脑脊髓炎是一种自身

免疫性疾病，在一定程度上该病的进程取决于 Ｔｈ１／
Ｔｈ２的平衡状态，Ｔｈ１细胞与该病的恶化相关，Ｍｏｎ
ｎｅｙ等［１５］发现在疾病过程中引入Ｔｉｍ３中和抗体可
观察到 Ｔｈ１细胞及 ＩＦＮγ过度表达，提示 Ｔｉｍ３／
Ｔｉｍ３配体途径一旦被阻断，将导致 Ｔｈ１介导的疾
病恶化，因此 Ｔｉｍ３与配体的作用是提供抑制信号
来下调 Ｔｈ１免疫应答。目前研究显示 ＯＶＡ致敏或
输注抗原活化的Ｔｈ２细胞均可导致小鼠肺组织高表
达Ｔｉｍ３，使用Ｔｉｍ３中和抗体可显著减轻致敏小鼠
的气道高反应和改变肺泡灌洗液中Ｔｈ１细胞因子水
平来调节Ｔｈ１／Ｔｈ２的平衡［６，１６］。本实验的研究结果

与其一致，研究发现哮喘小鼠ＰＢＭＣｓ中Ｔｉｍ３ｍＲＮＡ
的表达显著高于正常对照组，与哮喘的发病密切

相关。

鉴于 Ｔｉｍ３基因在哮喘中的表达及与 Ｔｈ１和
Ｔｈ１７细胞之间的调控关系，本研究选择了此目的基

因作为ＲＮＡ干扰的靶位点。ＲＮＡｉ是介导基因沉默
的一种转录后作用机制，其最大的益处是能特异降

解同源序列的靶 ｍＲＮＡ，从而达到抑制基因表达的
目的。研究发现，将ｓｉＲＮＡＳＴＡＴ６滴鼻给ＯＶＡ致敏
小鼠，可以明显减轻ＯＶＡ诱导的气道炎症和气道高
反应性［１７１８］。目前用 ＲＮＡｉ技术治疗气道过敏性炎
症的临床试验已经开展。作为 ＲＮＡｉ的载体，ｓｉＲＮＡ
和 ｓｈＲＮＡ都可以在体外人工合成进行基因沉默研
究，但是 ｓｉＲＮＡ容易降解，干扰的时效性较差；而
ｓｈＲＮＡ通过稳定转染的质粒载体能够长效的抑制基
因表达，同时真核表达载体与病毒载体相比其生物相

容性更好，可以实现对目的基因长期、稳定的干扰而

不引起特异性反应［１９］。因此本研究应用真核表达载

体ｐＧＰＵ６／ＧＦＰ／ＮｅｏＴｉｍ３干扰哮喘小鼠 ＰＢＭＣｓ，荧
光显微镜下显示细胞的转染效率均达到８０％以上，
实时定量ＰＣＲ及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果表明构建的
Ｔｉｍ３ｓｈＲＮＡ干扰质粒有效的抑制Ｔｉｍ３ｍＲＮＡ和蛋
白的表达。进一步我们用 Ｔｉｍ３ｓｈＲＮＡ阻断 Ｔｉｍ３
的表达后，从细胞水平来观察Ｔｈ１和Ｔｈ１７细胞及相
关细胞因子的变化。观察发现，沉默 Ｔｉｍ３基因后，
ＣＤ４＋ＩＦＮγ＋水平显著升高，伴随 Ｔｈ１细胞因子
ＩＦＮγ表达增高；而 ＣＤ４＋ＩＬ１７＋水平显著降低，伴
随Ｔｈ１７细胞因子 ＩＬ１７的表达下降，表明 Ｔｉｍ３信
号通路对哮喘Ｔｈ１和 Ｔｈ１７细胞起着调控作用。我
们推测使用特异 ｓｈＲＮＡ沉默 Ｔｉｍ３在哮喘中的高
表达之后，可能是通过诱导 Ｔｈ１细胞活化，ＩＦＮγ分
泌增加的途径来达到抑制 Ｔｈ１７细胞的形成和分
化的。

在本研究中，成功实现了采用ｓｈＲＮＡ所介导的
ＲＮＡｉ技术沉默小鼠Ｔｉｍ３基因的表达，并观察到阻
断Ｔｉｍ３通路会对小鼠ＰＢＭＣｓ中Ｔｈ１和Ｔｈ１７细胞
的表达产生影响，为后续的动物体内实验提供了重

要的实验基础。本实验结果验证了 ｓｈＲＮＡ技术的
可行性，同时为哮喘发病机制研究和治疗提供了新

思路。
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２０１３年第四届国际儿科肾脏病学会（ＩＰＮＡ）研讨会
暨第２３届全国儿科肾脏病学习班通知（第一轮）

由北京大学第一医院儿科主办，２０１３年第四届国际儿科肾脏病学会研讨会暨第２３届全国儿科肾脏病学习班定
于２０１３年６月１９日～６月２３日在北京举行。本次研讨会为国家级继续医学教育项目，同时也是国际儿科肾脏病学会
（ＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＰｅｄｉａｔｒｉｃＮｅｐｈｒｏｌｏｇｙＡｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ，ＩＰＮＡ）的继续教育项目。

北京大学第一医院儿科自１９８３年开始举办全国儿科肾脏病学习班，至此期学习班正逢３０周年。本届研讨会将
邀请来自韩国、新加坡的ＩＰＮＡ国际著名肾脏病专家以及中国台湾儿科肾脏病专家林清渊教授授课，国内有著名的儿
科肾脏病专家杨霁云教授、丁洁教授及肖慧捷、姚勇主任医师等共同授课，授课将采用讲座与临床 －病理讨论（ＣＰＣ）
相结合的形式，重点讲授近年来小儿肾脏病学临床治疗，发病机制及基础研究方面的新进展和新思路。并安排时间欢

迎广大医生自带病例参与讨论和交流。结业时授予国家继续教育Ⅰ类学分８分。
学习班负责人：肖慧捷

联系人：张琰琴，钟金龙 电话：０１０－５２４２８１９５传真：０１０－８４８５５３５８
电子邮件：ｂｄｅｓ＠ｈｔｂｒ．ｃｎ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　北京大学第一医院 儿（肾）科
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　国际儿科肾脏病学会（ＩＰＮＡ）
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 ２０１２年１２月６日
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