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　　摘　要：　目的　研究微小ＲＮＡ２０５５ｐ（ｍｉＲ２０５５ｐ）靶向高迁移率族蛋白 Ｂ１／Ｔｏｌｌ样受体４（ＨＭＧＢ１／ＴＬＲ４）
途径改善变应性鼻炎（ＡＲ）免疫功能的作用。方法　选取６０只雄性大鼠，分为正常对照组（Ａ组）、变应性鼻炎组
（Ｂ组）、变应性鼻炎＋ｍｉＲ２０５５ｐａｇｏｍｉｒ组（Ｃ组）、变应性鼻炎 ＋ｍｉＲ２０５５ｐａｎｔａｇｏｍｉｒ组（Ｄ组）共４组，每组各
１５只，Ａ组不做任何处理，Ｂ、Ｃ、Ｄ组均采用卵清白蛋白鼻腔强化致敏建立ＡＲ模型。模型建立完成后，Ｃ组尾部注
射３００μｇｍｉＲ２０５５ｐａｇｏｍｉｒ，Ｄ组尾部注射 ｍｉＲ２０５５ｐａｎｔａｇｏｍｉｒ，Ａ、Ｂ组均注射生理盐水。１周后评价各组行为
学、免疫相关指标［干扰素γ（ＩＦＮγ）、白介素２（ＩＬ２）、白介素４（ＩＬ４）、白介素１０（ＩＬ１０）、免疫球蛋白 Ｅ（ＩｇＥ）］、
鼻黏膜炎性反应、上皮细胞间紧密连接、内质网形态及紧密连接蛋白、ＨＭＧＢ１／ＴＬＲ４途径蛋白表达量。ｍｉＲ２０５５ｐ
与ＴＬＲ４的靶向关系使用双荧光素酶报告实验分析。结果　４组行为学评分、ＩＬ４、ＩｇＥ、ＨＭＧＢ１、ＴＬＲ４、ＮＦκＢ表达
量、紧密连接宽度从低到高分别为Ａ组＜Ｂ组＜Ｃ组＜Ｄ组；ＩＦＮγ、ＩＬ２、ＩＬ１０、紧密连接蛋白表达量从低到高分别
为Ｄ组＜Ｃ组＜Ｂ组＜Ａ组，且各组之间比较，差异均具有统计学意义（Ｐ均 ＜０．０５）。双荧光素酶报告结果表明
ｍｉＲ２０５５ｐ可与ＴＬＲ４靶向结合。结论　ｍｉＲ２０５５ｐ可靶向 ＨＭＧＢ１／ＴＬＲ４途径抑制 Ｔｈ１／Ｔｈ２失衡所引起的 ＡＲ
免疫障碍，加强鼻黏膜屏障功能，从而减少变应原的入侵，缓解ＡＲ相关症状，对ＡＲ的治疗产生积极作用。

关　键　词：微小ＲＮＡ２０５５ｐ；高迁移率族蛋白Ｂ１／Ｔｏｌｌ样受体４；变应性鼻炎；免疫功能
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　　Ａｂｓｔｒａｃｔ：　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｓｔｕｄｙｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｍｉｃｒｏｒｎａ２０５５ｐ（ｍｉｒ２０５５ｐ）ｔａｒｇｅｔｉｎｇｈｉｇｈｍｏｂｉｌｉｔｙｇｒｏｕｐｐｒｏｔｅｉｎ
Ｂ１／ｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ４（ＨＭＧＢ１／ＴＬＲ４）ｐａｔｈｗａｙｏｎｉｍｍｕｎｅｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆａｌｌｅｒｇｉｃｒｈｉｎｉｔｉｓ（ＡＲ）．Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｓｉｘｔｙｍａｌｅｒａｔｓ
ｗｅｒｅｓｅｌｅｃｔｅｄａｎｄｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（ｇｒｏｕｐＡ），ＡＲｇｒｏｕｐ（ｇｒｏｕｐＢ），ＡＲ＋ｍｉＲ２０５５ｐａｇｏｍｉｒｇｒｏｕｐ
（ｇｒｏｕｐＣ），ＡＲ＋ｍｉＲ２０５５ｐａｎｔａｇｏｍｉｒｇｒｏｕｐ（ｇｒｏｕｐＤ）ｗｉｔｈ１５ｒａｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ．ＴｈｅｒａｔｓｏｆｇｒｏｕｐＡｄｉｄｎｏｔｒｅｃｅｉｖｅ
ａｎｙｔｒｅａｔｍｅｎｔ，ｗｈｉｌｅｔｈｏｓｅｏｆｇｒｏｕｐＢ，Ｃ，ａｎｄＤｗｅｒｅｓｅｎｓｉｔｉｚｅｄｗｉｔｈｏｖａｌｂｕｍｉｎｎａｓａｌｅｎｈａｎｃｅｍｅｎｔｓｅｎｓｉｔｉｚａｔｉｏｎｔｏ
ｅｓｔａｂｌｉｓｈＡＲｍｏｄｅｌ．Ａｆｔｅｒｍｏｄｅｌｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ，３００μｇｏｆｍｉＲ２０５５ｐａｇｏｍｉｒａｎｄｍｉＲ２０５５ｐａｎｔａｇｏｍｉｒｗｅｒｅｉｎｊｅｃｔｅｄ
ｉｎｔｏｔｈｅｔａｉｌｏｆｒａｔｓｏｆｇｒｏｕｐＣａｎｄｇｒｏｕｐＤｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，ａｎｄｎｏｒｍａｌｓａｌｉｎｅｉｎｔｏｂｏｔｈｇｒｏｕｐＡａｎｄｇｒｏｕｐＢ．Ｏｎｅｗｅｅｋｌａｔｅｒ，
ｔｈｅｂｅｈａｖｉｏｒａｌ，ｉｍｍｕｎｅｒｅｌａｔｅｄｉｎｄｅｘｅｓ［ｉｎｃｌｕｄｉｎｇｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎγ（ＩＦＮγ），ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ２（ＩＬ２），ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ４（ＩＬ４），
ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１０（ＩＬ１０），ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎＥ（ＩｇＥ）］，ｎａｓａｌｍｕｃｏｓａｌｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｒｅｓｐｏｎｓｅ，ｔｉｇｈｔｊｕｎｃｔｉｏｎｓｂｅｔｗｅｅｎ
ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙａｎｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆｔｉｇｈｔｊｕｎｃｔｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎｓ，ＨＭＧＢ１／ＴＬＲ４ｐａｔｈｗａｙ
ｐｒｏｔｅｉｎｓｗｅｒｅｅｖａｌｕａｔｅｄ．ＴｈｅｔａｒｇｅｔｉｎｇｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎｍｉＲ２０５５ｐａｎｄＴＬＲ４ｗａｓａｎａｌｙｚｅｄｕｓｉｎｇａｄｕａｌｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ
ｒｅｐｏｒｔｅｒａｓｓａｙ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ｔｈｅｏｒｄｅｒｓｆｒｏｍｌｏｗｅｓｔｔｏｈｉｇｈｅｓｔｏｆｂｅｈａｖｉｏｒａｌｓｃｏｒｅ，ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＩＬ４，ＩｇＥ，ＨＭＧＢ１，
ＴＬＲ４，ａｎｄＮＦκＢａｓｗｅｌｌａｓｔｉｇｈｔｊｕｎｃｔｉｏｎｗｉｄｔｈｗｅｒｅｇｒｏｕｐＡ，ｇｒｏｕｐＢ，ｇｒｏｕｐＣａｎｄｇｒｏｕｐＤ．Ｔｈｅｏｒｄｅｒｓｆｒｏｍｌｏｗｅｓｔｔｏ
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ｈｉｇｈｅｓｔｏｆｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＩＦＮγ，ＩＬ２，ＩＬ１０ａｎｄｔｉｇｈｔｊｕｎｃｔｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎｗｅｒｅｇｒｏｕｐＤ，ｇｒｏｕｐＣ，ｇｒｏｕｐＢａｎｄｇｒｏｕｐＡ，
ａｎｄｔｈｅｉｒｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓａｍｏｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓｗｅｒｅａｌｌｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ（ａｌｌＰ＜０．０５）．Ｔｈｅｄｕａｌｌｕｃｉｆｅｒａｓｅｒｅｐｏｒｔｅｒ
ｒｅｓｕｌｔｓｉｎｄｉｃａｔｅｄｔｈａｔｍｉＲ２０５５ｐｃｏｕｌｄｔａｒｇｅｔＴＬＲ４．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ｍｉＲ２０５５ｐｃａｎｔａｒｇｅｔｔｈｅＨＭＧＢ１／ＴＬＲ４ｐａｔｈｗａｙｔｏ
ｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅＡＲｉｍｍｕｎｅｄｉｓｏｒｄｅｒｃａｕｓｅｄｂｙＴｈ１／Ｔｈ２ｉｍｂａｌａｎｃｅ，ｓｔｒｅｎｇｔｈｅｎｔｈｅｂａｒｒｉｅｒｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅｎａｓａｌｍｕｃｏｓａ，ｔｈｅｒｅｂｙ
ｒｅｄｕｃｉｎｇｔｈｅｉｎｖａｓｉｏｎｏｆａｌｌｅｒｇｅｎｓ，ｒｅｌｉｅｖｉｎｇＡＲｒｅｌａｔｅｄｓｙｍｐｔｏｍｓ，ａｎｄｈａｖｉｎｇａｐｏｓｉｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔｏｎｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆＡＲ．
　　Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Ｍｉｃｒｏｒｎａ２０５５ｐ；ＨｉｇｈｍｏｂｉｌｉｔｙｇｒｏｕｐｐｒｏｔｅｉｎＢ１／ｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ４；Ａｌｌｅｒｇｉｃｒｈｉｎｉｔｉｓ；Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃ
ｆｕｎｃｔｉｏｎ

　　变应性鼻炎（ａｌｌｅｒｇｉｃｒｈｉｎｉｔｉｓ，ＡＲ）以鼻塞、流涕、
打喷嚏等为常见表现，是由免疫球蛋白 Ｅ（ｉｍｍｕｎｏ
ｇｌｏｂｕｌｉｎＥ，ＩｇＥ）所介导的超敏反应性疾病，目前世界
范围内ＡＲ发生率大约占４０％，且呈逐年升高的趋
势［１２］。尽管ＡＲ临床表现症状较弱，对机体带来的
损伤较小，但其所带来的负担和成本较大，给社会经

济和健康带来巨大影响，且目前所使用药物无法治

愈此病，因此寻找有效治疗此病的新靶点具有重要

的意义［３］。随着对 ＡＲ的深入研究发现，ｍｉＲＮＡ参
与ＡＲ的发生，研究认为［４］ｍｉＲ２０５５ｐ与鼻炎的发
生密切相关，认为其参与鼻炎发生过程中免疫炎症

反应，但就目前而言，微小 ＲＮＡ２０５５ｐ（ｍｉｃｒｏｒｎａ
２０５５ｐ，ｍｉＲ２０５５ｐ）作为 ｍｉＲＮＡ家族中的一种，被
发现在多种肿瘤患者血清中均呈高表达，且与肿瘤

恶性程度具有一定的相关性，但在 ＡＲ中的表达研
究尚未发现，基于此，在上述形式下，本次研究分析

ｍｉＲ２０５５ｐ是否经靶向高迁移率族蛋白 Ｂ１／Ｔｏｌｌ样
受体 ４（ｈｉｇｈｍｏｂｉｌｉｔｙｇｒｏｕｐｂｏｘｐｒｏｔｅｉｎＢ１／Ｔｏｌｌｌｉｋｅ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ４，ＨＭＧＢ１／ＴＬＲ４）途径改善 ＡＲ免疫功能，
以明确ｍｉＲ２０５５ｐ在ＡＲ中的具体作用，为临床上
此病的治疗提供新靶点。

１　材料与方法

１．１　研究动物
选取６～８周龄无特定病原体（ｓｐｅｃｉｆｉｃｐａｔｈｏｇｅｎ

ｆｒｅｅ，ＳＰＦ）清洁级 ＳＤ雄性大鼠６０只，体质量９０～
１２０ｇ，均购自默沙东（宁波）动物保健科技有限公
司，动物许可证号：ＳＹＸＫ（浙）２０２１—００２２。所有大
鼠均适应性饲养１周，在饲养过程中自由饮食、饮
水。本次研究在我院伦理委员会的批准下完成。

主要试剂：ｍｉＲ２０５５ｐ抑制剂（ａｎｔａｇｏｍｉｒ）、激
动剂（ａｇｏｍｉｒ）由广州瑞博生物技术有限公司提供。
ＥＬＩＳＡ试剂盒由上海?雅生物科技有限公司提供。
小鼠抗大鼠 ＨＭＧＢ１、ＴＬＲ４、核因子κＢ（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃ
ｔｏｒκＢ，ＮＦκＢ）抗体均由美国 Ａｂｃａｍ公司提供。Ｌｉ
ｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００转染试剂盒、荧光素酶报告试剂

盒和检测仪均由美国Ｐｒｏｍｅｇａ公司提供。
１．２　方法
１．２．１　分组及建模　将所购买的６０只大鼠随机分
为正常对照组（Ａ组）、ＡＲ组（Ｂ组）、ＡＲ＋ｍｉＲ２０５
５ｐａｇｏｍｉｒ组（Ｃ组）、ＡＲ＋ｍｉＲ２０５５ｐａｎｔａｇｏｍｉｒ组
（Ｄ组）共４组，每组各１５只。

Ａ组不做任何处理，Ｂ、Ｃ、Ｄ组均采用卵清白蛋
白鼻腔强化致敏建立ＡＲ模型［５］，将０．３ｍｇ卵清白
蛋白溶解于 １ｍＬ生理盐水中，与 ３０ｍｇ佐剂 ＡＩ
（ＯＨ）３制备为混悬液，腹腔注射，隔日１次，连续注
射８次。在第１６天经鼻滴入每鼻孔滴注１０％卵清
白蛋白溶液 ２０μＬ（溶于 １ｍＬ生理盐水中），连续
７ｄ。末次滴入后观察各组０．５ｈ内抓鼻、打喷嚏、
流涕情况，做行为学评分（表１），若评分≥５分则表
明ＡＲ建模成功，最终Ｂ、Ｃ、Ｄ组均成功建模。

表１　行为学评分

行为学症状 ３分 ２分 １分
抓鼻 频繁 多次 低于２次
打喷嚏（个／ｍｉｎ） ≥１１ ４～１０ ＜４
流涕 满面流涕 超越前鼻孔 至前鼻孔

１．２．２　ｍｉＲ２０５５ｐ干预　建模成功后Ｃ、Ｄ组分别
尾部注射３００μｇｍｉＲ２０５５ｐａｇｏｍｉｒ、ｍｉＲ２０５５ｐａｎ
ｔａｇｏｍｉｒ，Ａ、Ｂ组注射等量生理盐水。每周２次，１周
后观察各组大鼠变化。

１．３　指标观察
１．３．１　行为学评价　参照表１内容，对４组大鼠做
行为学评价。

１．３．２　免疫相关指标测定　抽取各组０．５ｍＬ尾静
脉血，离心取上清血清（３０００ｇ／ｍｉｎ，ｒ＝５ｃｍ），采用
ＥＬＩＳＡ法检测免疫相关指标：干扰素γ（ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ
γ，ＩＦＮγ）、白介素２（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ２，ＩＬ２）、白介素４
（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ４，ＩＬ４）、白介素１０（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１０，ＩＬ
１０）及ＩｇＥ水平。
１．３．３　鼻黏膜组织采集　在上述操作完成后立即
处死大鼠，迅速取鼻黏膜组织，分为４份，其中２份

·８５·
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用于病理组织学观察，１份用于蛋白检测，１份分离
出鼻黏膜上皮细胞用于双荧光素酶报告分析。

１．３．４　鼻黏膜炎性反应观察　取鼻黏膜组织，在行
常规组织切片处理后做 ＨＥ染色处理，显微镜下对
各组鼻黏膜组织炎性反应情况进行分析。

１．３．５　鼻黏膜上皮细胞间紧密连接、内质网形态观
察　取鼻黏膜组织，在行常规组织切片处理后醋酸
铀、枸橼酸铅双染色，使用透射电镜分别在

２００００倍、１５０００倍观察鼻黏膜上皮细胞间紧密连
接、内质网形态。

ＨＥ染色于高倍镜（×４００）下计数 ５个视野
ＥＯＳ后取平均值。紧密连接蛋白的阳性表达以鼻黏
膜及腺体－上皮的细胞膜和细胞质呈棕黄色、细颗
粒状为判定标准。根据细胞膜和／或细胞质的染色
程度及染色细胞百分率进行分析评分：基本不着色

为０分；着色淡为１分；着色适中为２分；着色深为
３分。另外，每张切片４００倍视野下随机选择不重
复的５个视野，每个视野计数１００个上皮细胞，计算
其中着色细胞的百分率。着色细胞占计数细胞百分

率＜５％为 ０分；５％ ～２５％为 １分；２６％ ～５０％为
２分；＞５０％为３分。将每张切片细胞着色程度得
分与着色细胞百分率得分各自相乘，总分０～１分为
阴性（－），２～３分为弱阳性（＋），４～６分为中等阳
性（＋＋），６分以上为强阳性（＋＋＋）。＋为低表达
即阴性表达，＋＋与＋＋＋为高表达，即阳性表达。
１．３．６　紧密连接蛋白Ｃｌａｕｄｉｎ１、Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、ＨＭＧＢ１／
ＴＬＲ４途径蛋白测定　取鼻黏膜组织，加８０μＬ裂解
缓冲液，将鼻黏膜组织制备为组织匀浆，１２０００×ｇ
离心１５ｍｉｎ，离心后采集上清液，做蛋白变性、电泳
处理，采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法测定 Ｃｌａｕｄｉｎ１、Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、
ＨＭＧＢ１／ＴＬＲ４途径相关蛋白表达量。
１．３．７　双荧光素酶报告实验　经 Ｓｔａｒｂａｓｅ网站获
得 ｍｉＲ２０５５ｐ、ＴＬＲ４碱基结合位点，以分析 ｍｉＲ

２０５５ｐ与 ＴＬＲ４的靶向关系，建立 ＭＵＴＴＬＲ４、ＷＴ
ＴＬＲ４的ＴＬＲ４３’ＵＴＲ双荧光素酶报告载体。使用
ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００将ｍｉＲ２０５５ｐａｇｏｍｉｒ、ｍｉＲ２０５
５ｐａｎｔａｇｏｍｉｒ、ＭＵＴＴＬＲ４、ＷＴＴＬＲ４共转染至鼻黏膜
上皮细胞，测定鼻黏膜上皮细胞荧光素酶活性，ｍｉＲ
２０５５ｐ与ＴＬＲ４特异性结合时，荧光素酶活性降低。
１．４　统计学分析

利用ＳＰＳＳ２２．０软件进行统计分析。计量资料
以 珋ｘ±ｓ表示采用单因素方差分析，多组间对比采用
Ｆ检验，组间两两比较采用 ＬＳＤｔ检验。不符合正
态分布，经自然对数转换后采用Ｍ（Ｑｎ）表示采用非
参数检验。Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　４组行为学评价
如表２所示，Ｂ组、Ｃ组、Ｄ组行为学评分高于

Ａ组（Ｐ＜０．０５）；Ｃ组行为学评分高于 Ｂ组（Ｐ＜
０．０５）；Ｄ组行为学评分低于 Ｂ组（Ｐ＜０．０５）；Ｄ组
行为学评分低于Ｃ组（Ｐ＜０．０５）。
２．２　４组免疫相关指标水平对比

如表３所示，Ｂ、Ｃ、Ｄ组ＩＬ４、ＩｇＥ高于Ａ组，ＩＦＮ
γ、ＩＬ２、ＩＬ１０低于 Ａ组（Ｐ＜０．０５）；Ｃ组 ＩＬ４、ＩｇＥ
高于Ｂ组，ＩＦＮγ、ＩＬ２、ＩＬ１０低于 Ｂ组（Ｐ＜０．０５）；
Ｄ组 ＩＬ４、ＩｇＥ低于 Ｂ组，ＩＦＮγ、ＩＬ２、ＩＬ１０高于
Ｂ组（Ｐ＜０．０５）；Ｄ组 ＩＬ４、ＩｇＥ低于Ｃ组，ＩＦＮγ、ＩＬ
２、ＩＬ１０高于Ｃ组（Ｐ＜０．０５）。
２．３　鼻黏膜炎性反应观察

Ａ组鼻黏膜结构完整，纤毛未脱落，未发现炎细
胞浸润；Ｂ组鼻黏膜纤毛排列较为杂乱，不规则脱落，
有炎细胞浸润；Ｃ组存在较为严重的纤毛脱落的症
状，大量炎细胞浸润；Ｄ组鼻黏膜纤毛排列恢复至整
齐状态，仅有少量纤毛脱落、炎细胞浸润。见图１。

图１　鼻黏膜炎性反应观察　（ＨＥ×４００）　ａ：Ａ组未发现炎细胞浸润；ｂ：Ｂ组有炎细胞浸润；ｃ：Ｃ组大量炎细胞浸润；
ｄ：Ｄ组少量纤毛脱落、炎细胞浸润

·９５·
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表２　４组行为学评分对比　（分，珋ｘ±ｓ）

组别 只数 行为学评分

Ａ组 １５ １．３２±０．１４
Ｂ组 １５ ６．１２±０．９７

Ｃ组 １５ ８．１１±０．５４＃

Ｄ组 １５ ３．２７±０．６５＃＆

　　注：与Ａ组比较，Ｐ＜０．０５；与 Ｂ组比较，＃Ｐ＜０．０５；与 Ｃ组比

较，＆Ｐ＜０．０５。

２．４　鼻黏膜上皮细胞间紧密连接和内质网形态观察
如表４和图２、３所示，Ｂ、Ｃ、Ｄ组紧密连接宽度

高于 Ａ组，紧密连接蛋白表达量低于 Ａ组（Ｐ＜
０．０５）；Ｃ组紧密连接宽度高于 Ｂ组，紧密连接蛋白

表达量低于Ｂ组（Ｐ＜０．０５）；Ｄ组紧密连接宽度低
于Ｂ组，紧密连接蛋白表达量高于Ｂ组（Ｐ＜０．０５）；
Ｄ组紧密连接宽度低于 Ｃ组，紧密连接蛋白表达量
高于Ｃ组（Ｐ＜０．０５）。４组鼻黏膜上皮细胞内质网
形态观察见图４。
２．５　４组ＨＭＧＢ１／ＴＬＲ４途径蛋白表达对比

如表５所示，Ｂ、Ｃ、Ｄ组 ＨＭＧＢ１、ＴＬＲ４、ＮＦκＢ
表达量高于 Ａ组（Ｐ＜０．０５）；Ｃ组 ＨＭＧＢ１、ＴＬＲ４、
ＮＦκＢ表达量高于 Ｂ组（Ｐ＜０．０５）；Ｄ组 ＨＭＧＢ１、
ＴＬＲ４、ＮＦκＢ表达量低于 Ｂ组（Ｐ＜０．０５）；Ｄ组
ＨＭＧＢ１、ＴＬＲ４、ＮＦκＢ表达量低于Ｃ组（Ｐ＜０．０５）。

表３　４组免疫相关指标水平对比　（ｎｇ／Ｌ，珋ｘ±ｓ）

组别 只数 ＩＦＮγ ＩＬ４ ＩＬ２ ＩＬ１０ ＩｇＥ
Ａ组 １５ １９９．７４±２３．５４ １５．５４±２．７６ ３２４．５４±３７．６５ １７６．６５±７．５４ ２０．７５±２．４３
Ｂ组 １５ １００．９７±１１．３５ ３８．７６±４．２１ ２７７．６５±２８．５４ ８６．７６±９．４４ ５１．７５±５．３２

Ｃ组 １５ ７８．４３±７．９０＃ ５６．９０±６．９０＃ ２３１．５０±２６．５４＃ ６１．９８±７．５４＃ ６７．８８±７．９０＃

Ｄ组 １５ １７６．５４±１８．５４＃＆ ２０．４６±２．７８＃＆ ３０５．１３±３８．７６＃＆ １５５．９０±１６．７５＃＆ ３０．４１±３．１２＃＆

　　注：ＩＦＮγ（干扰素γ）；ＩＬ４（白介素４）；ＩＬ２（白介素２）；ＩＬ１０（白介素１０）；ＩｇＥ（免疫球蛋白 Ｅ）。与 Ａ组比较，Ｐ＜０．０５；与 Ｂ组比较，
＃Ｐ＜０．０５；与Ｃ组比较，＆Ｐ＜０．０５。

表４　鼻黏膜上皮细胞间紧密连接宽度、紧密连接蛋白
表达对比（珋ｘ±ｓ）

组别 只数
紧密连接

宽度（ｎｍ）
紧密连接蛋白

Ｃｌａｕｄｉｎ１ Ｏｃｃｌｕｄｉｎ
Ａ组 １５ ３．１２±０．９７ ０．９８±０．１０ ０．９６±０．０７
Ｂ组 １５ １０．８６±２．５６ ０．４５±０．０５ ０．３８±０．０４

Ｃ组 １５ １６．５３±２．２３＃ ０．１３±０．０２＃ ０．１０±０．０３＃

Ｄ组 １５ ６．４９±１．０２＃＆ ０．７３±０．０７＃＆ ０．６７±０．０８＃＆

　　注：与Ａ组比较，Ｐ＜０．０５；与 Ｂ组比较，＃Ｐ＜０．０５；与 Ｃ组比

较，＆Ｐ＜０．０５。

图２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测紧密连接蛋白水平表达

图３　鼻黏膜上皮细胞间紧密连接　（醋酸铀 ＋枸橼酸铅 ×２００００）　ａ：Ａ组鼻黏膜上皮细胞紧密连接呈连续的狭窄带；
ｂ：Ｂ组紧密连接松弛，细胞间隙增大；ｃ：Ｃ组紧密连接较为松弛，细胞间隙明显增大；ｄ：Ｄ组内质网扩张程度、核糖体脱落情
况显著缓解

图４　鼻黏膜上皮细胞内质网形态　（醋酸铀＋枸橼酸铅 ×１５０００）　ａ：Ａ组鼻黏膜上皮细胞内质网形态规整；ｂ：Ｂ组内质网
扩张，核糖体脱落；ｃ：Ｃ组内质网扩张、甚至空泡样，核糖体脱落明显；ｄ：Ｄ组内质网扩张程度、核糖体脱落情况显著缓解

·０６·
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表５　４组ＨＭＧＢ１／ＴＬＲ４途径蛋白表达对比　（珋ｘ±ｓ）

组别 例数 ＨＭＧＢ１ ＴＬＲ４ ＮＦκＢ
Ａ组 １５ １．０１±０．２３ １．０８±０．２５ １．００±０．２２
Ｂ组 １５ ３．３２±０．２７ ３．５６±０．３６ ３．４２±０．３２

Ｃ组 １５ ４．７５±０．４５＃ ４．９８±０．５３＃ ４．３２±０．６５＃

Ｄ组 １５ １．９９±０．３３＃＆ ２．０１±０．２１＃＆ １．８９±０．３４＃＆

　　注：ＨＭＧＢ１（高迁移率族蛋白Ｂ１）；ＴＬＲ４（Ｔｏｌｌ样受体４）；ＮＦκＢ

（核因子κＢ）。与Ａ组比较，Ｐ＜０．０５；与 Ｂ组比较，＃Ｐ＜０．０５；与

Ｃ组比较，＆Ｐ＜０．０５。下表同。

２．６　双荧光素酶报告实验结果
双荧光素酶报告实验结果显示，ＷＴＴＬＲ４组

ｍｉＲ２０５５ｐａｇｏｍｉｒ活性显著高于 ＭＵＴＴＬＲ４组，
ｍｉＲ２０５５ｐａｎｔａｇｏｍｉｒ显著低于 ＭＵＴＴＬＲ４组，差异
具有统计学意义（Ｐ＜０．０５），如表６所示；ｍｉＲ２０５
５ｐａｇｏｍｉｒ组 ｍｉＲ２０５５ｐ和 ＴＬＲ４表达量均显著低
于ｍｉＲ２０５５ｐａｎｔａｇｏｍｉｒ组，差异具有统计学意义
（Ｐ＜０．０５），如表 ７所示，提示 ｍｉＲ２０５５ｐ可与
ＴＬＲ４靶向结合，结合位点见图５。

表６　各组细胞中荧光素酶活性对比　（珋ｘ±ｓ）

组别 ｍｉＲ２０５５ｐａｇｏｍｉｒ ｍｉＲ２０５５ｐａｎｔａｇｏｍｉｒ
ＷＴＴＬＲ４ １．００±０．１２ ０．３４±０．０９
ＭＵＴＴＬＲ４ ０．９２±０．０７ １．１３±０．４１

　　注：ａｇｏｍｉｒ（激动剂）；ａｎｔａｇｏｍｉｒ（抑制剂）。下表同。

表７　各组细胞中ｍｉＲ２０５５ｐ、ＴＬＲ４表达对比　（珋ｘ±ｓ）

组别 ｍｉＲ２０５５ｐ ＴＬＲ４
ｍｉＲ２０５５ｐａｇｏｍｉｒ １．１６±０．１９ ０．５３±０．１１
ｍｉＲ２０５５ｐａｎｔａｇｏｍｉｒ ２．３１±０．５３ １．９８±０．２１
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图５　ｍｉＲ２０５５ｐ与ＴＬＲ４靶向结合位点

３　讨论

ｍｉＲＮＡ属非编码ＲＮＡ分子，由２０～２５个核苷
酸组成，ｍｉＲ２０５５ｐ属 ｍｉＲＮＡ成员之一，定位于人
１号染色体ｑ３２．２位置的ＬＯＣ６４２５８７基因座中的第
２个内含子，其长度大约为１１０个碱基［６］。有研究

显示［７９］，ｍｉＲ２０５５ｐ在人肺、乳腺、胸腺、前列腺等
组织中特异性表达，能够通过调控多种靶基因表达，

与癌细胞恶性生物学行为有关。但随着对ｍｉＲ２０５
５ｐ深入研究，发现其不仅参与恶性肿瘤的发生发
展，还可促进ＡＲ发生过程中免疫炎症级联，在 ＡＲ
中表达升高，Ｚｈａｎｇ等［１０］在其最新一项研究中认为

下调ｍｉＲ２０５５ｐ可通过靶向 ＢＣＬ２减轻变应性鼻
炎的炎症反应，其结果证实了 ｍｉＲ２０５５ｐ与 ＡＲ的

关系。本研究结果示，经抑制 ｍｉＲ２０５５ｐ表达后的
ＡＲ大鼠，ＡＲ行为学明显改变，鼻黏膜炎性浸润减
轻，此结果证实了ｍｉＲ２０５５参与ＡＲ的发生。

目前关于ＡＲ发病机制研究呈现多方面的深入
细化，大体包括鼻黏膜上皮屏障破坏、Ｔｈ１／Ｔｈ２失衡
等［１１１２］。有研究认为［１３］，在 ＡＲ发生过程中，变应
原所引发的黏膜通透性明显降低，鼻黏膜上皮屏障

功能受到抑制，表现为鼻黏膜上皮细胞紧密连接受

损，破坏紧密连接蛋白 Ｃｌａｕｄｉｎ１、Ｏｃｃｌｕｄｉｎ，其中
Ｃｌａｕｄｉｎ１作为紧密连接形成的首要骨架，兼具作为
紧密连接密封件的核心作用，是 Ｃｌａｕｄｉｎ家族中对
屏障的结构和功能影响最大的跨膜蛋白，Ｃｌａｕｄｉｎ１
基因缺陷会导致屏障功能丧失。Ｏｃｃｌｕｄｉｎ对于屏障
形成也是必须，因其具有磷酸化／去磷酸化的特性，
能够和紧密连接中蛋白质相互作用，影响屏障功能

以及物质的跨上皮和跨内皮运输［１４］。另外 ＡＲ鼻
黏膜上皮屏障功能障碍表现为内质网形态改变，且

导致内质网扩张、大量空泡状，核糖体明显脱落，间

接反应蛋白质合成的能力下降等［１５］。本文结果显

示，抑制ｍｉＲ２０５５ｐ表达后 ＡＲ大鼠紧密连接蛋白
Ｃｌａｕｄｉｎ１、Ｏｃｃｌｕｄｉｎ表达升高，内质网扩张改变恢
复，提示抑制ｍｉＲ２０５５ｐ表达可经修复鼻黏膜上皮
屏障损伤抑制ＡＲ进展。另外Ｔｈ１／Ｔｈ２失衡是导致
ＡＲ发生进展的主要影响因素，Ｔｈ１经分泌 ＩＦＮγ、
ＩＬ２参与机体细胞免疫，Ｔｈ２经分泌 ＩＬ４、ＩＬ１０参
与机体体液免疫，在ＡＲ发生进展过程中 ＩＦＮγ、ＩＬ
２、ＩＬ４、ＩＬ１０等指标表达紊乱，此时ＩｇＥ表达异常升
高，最终诱导ＡＲ发生过程中的免疫炎症反应［１６１８］。

本文结果显示，抑制ｍｉＲ２０５５ｐ表达可改善Ｔｈ１／Ｔｈ２
失衡，修复鼻黏膜上皮屏障损伤，表现为ＩＦＮγ、ＩＬ２、
ＩＬ１０升高、ＩＬ４、ＩｇＥ降低，鼻黏膜上皮细胞间紧密连
接、内质网形态改变恢复，此结果提示ｍｉＲ２０５５ｐ参
与ＡＲ发生过程中Ｔｈ１／Ｔｈ２失衡，抑制ｍｉＲ２０５５ｐ表
达可逆转Ｔｈ１／Ｔｈ２失衡，抑制疾病进一步进展。

目前关于 ｍｉＲ２０５５ｐ发挥作用途径尚未明确，
有研究显示［１９２１］，ＨＭＧＢ１／ＴＬＲ４途径参与ＡＲ发生过
程，在正常生理状态下 ＨＭＧＢ１定位于细胞核，但当
机体受到外界刺激后，其被大量释放于细胞外，可经

刺激免疫系统分泌大量的免疫相关因子，进而导致免

疫炎症级联反应发生，与ＡＲ严重程度相关。ＨＭＧＢ１
在ＡＲ发病过程中与 ＴＬＲ４特异性结合，激活下游
ＮＦκＢ，而ＮＦκＢ可扰乱Ｔｈ１／Ｔｈ２平衡［２２２４］。本文结

果显示，ｍｉＲ２０５５ｐ表达被抑制后 ＨＭＧＢ１、ＴＬＲ４、
ＮＦκＢ表达量降低，提示抑制 ｍｉＲ２０５５ｐ表达逆转
Ｔｈ１／Ｔｈ２失衡的机制可能与ＨＭＧＢ１／ＴＬＲ４活性降低
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有关，此结果在Ｚｈａｎｇ等研究的基础上进一步验证了
ｍｉＲ２０５５ｐ参与 ＡＲ发生的具体途径。且经双荧光
素酶报告实验分析显示，ＴＬＲ４为 ｍｉＲ２０５５ｐ靶基
因，进一步证实了ｍｉＲ２０５５ｐ经ＨＭＧＢ１／ＴＬＲ４途径
而发挥修复ＡＲ免疫损伤的作用。

本研 究 初 步 分 析 了 ｍｉＲ２０５５ｐ可 靶 向
ＨＭＧＢ１／ＴＬＲ４途径抑制Ｔｈ１／Ｔｈ２失衡所引起的 ＡＲ
免疫障碍，但检索国内外相关文献，并未有研究发现

上述关系，因此，此论点尚需进一步验证。

综上，ｍｉＲ２０５５ｐ可靶向ＨＭＧＢ１／ＴＬＲ４途径抑
制Ｔｈ１／Ｔｈ２失衡所引起的 ＡＲ免疫障碍，加强鼻黏
膜屏障功能，从而减少变应原的入侵，缓解 ＡＲ相关
症状，对ＡＲ的治疗产生积极作用。
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