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摘要
目的:检测白塞氏病(ＢＤ)患者和正常人群血浆中微小核
糖核酸(ｍｉｃｒｏＲＮＡꎬｍｉＲＮＡ)的差异表达谱ꎬ探讨 ｍｉＲＮＡ 在
ＢＤ 发病中的作用ꎬ寻找与 ＢＤ 相关的血浆生物标记物ꎮ
方法:收集 １５ 例活动期 ＢＤ 患者和 １５ 例正常人的抗凝静
脉血ꎬ离心获得血浆ꎬ提取总 ＲＮＡꎬ经 ｍｉＲＮＡ 标记、ｍｉＲＮＡ
阵列杂交、ｍｉＲＮＡ 阵列扫描和分析获得 ＢＤ 患者异常表达
的 ｍｉＲＮＡ 谱ꎮ 通过 ｍｉＲＴａｒＢａｓｅ(靶基因数据库)检索差异
性表达的 ｍｉＲＮＡ 已经过验证的靶基因ꎬ并选取与免疫学
相关的差异性表达的 ｍｉＲＮＡ 进行 Ｒｅａｌ ｔｉｍｅ－ＰＣＲ 验证ꎮ
结果:活动期 ＢＤ 患者血浆中 ｈｓａ－ｍｉＲ－３４ｃ－５ｐ、ｈｓａ－ｍｉＲ－
１４４－３ｐ、ｈｓａ－ｍｉＲ－４８３－３ｐ 较正常人表达上调ꎬｈｓａ－ｍｉＲ－
３０１ａ－３ｐ、ｈｓａ－ｍｉＲ－２２４－５ｐ、ｈｓａ－ｍｉＲ－４５４－３ｐ、ｈｓａ－ｍｉＲ－
１７－５ｐ、ｈｓａ－ｍｉＲ－１９９ａ－５ｐ 较正常人表达下调ꎮ
结论:ｍｉＲＮＡ 的差异性在 ＢＤ 的发生发展过程发挥重要作
用ꎬ异常表达的 ｍｉＲＮＡ 可能通过 Ｎｏｔｃｈ１ 和 ＳＭＡＤ４ 信号通
路促进 ＢＤ 发病ꎮ
关键词:白塞氏病ꎻ微小核糖核酸ꎻ自身免疫
ＤＯＩ:１０.３９８０ / ｊ.ｉｓｓｎ.１６７２－５１２３.２０１９.１.０５

引用:苗慧ꎬ张新桥ꎬ王红. 白塞氏病患者血浆中微小 ＲＮＡ 异常
表达的初步研究.国际眼科杂志 ２０１９ꎻ１９(１):２６－３１

０引言
葡萄膜炎是一类常见的眼病ꎬ治疗棘手ꎬ易于反复发

作ꎬ治疗不及时或处理不当易致盲ꎬ其主要影响青壮年人
群的身心健康ꎬ受到全球眼科学界的重视[１]ꎮ 多数观点认
为ꎬ葡萄膜炎是由自身免疫紊乱所致ꎬ自身免疫性葡萄膜
炎主要是由 Ｔｈ１ 细胞群(主要介导细胞免疫)、Ｔｈ１７ 细胞
群(主要介导炎症反应) 和调节性 Ｔ 细胞群 ( ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ
ｃｅｌｌｓꎬＴｒｅｇｓꎻ主要发挥免疫调节作用)及其分泌的相关细胞
因子失去平衡引起[２]ꎮ 白塞氏病(ＢＤ)是我国非常常见的
一种非肉芽肿性自身免疫性葡萄膜炎ꎬ主要病理改变是闭
塞性血管炎ꎬ临床上以葡萄膜炎、口腔溃疡、皮肤损害及阴
部溃疡为特征ꎮ ＢＤ 的发病与外周血 ＣＤ４＋淋巴细胞亚群
存在明显的关联ꎬ研究发现 ＢＤ 患者外周血中 Ｔｈ１ 细胞、
Ｔｈ１７ 细胞占 ＣＤ４＋Ｔ 细胞的百分比明显升高ꎬＴｒｅｇｓ 细胞占
ＣＤ４＋Ｔ 细胞的百分比明显下降[３－４]ꎮ

近年来ꎬ随着对微小核糖核酸(ｍｉｃｒｏＲＮＡꎬｍｉＲＮＡ)研
究的深入ꎬ发现 ｍｉＲＮＡ 在与 ＣＤ４＋Ｔ 细胞的产生与分化相
关的信号通路中起着非常重要的作用ꎮ ｍｉＲＮＡ 表达关键
酶 Ｄｉｃｅｒ 酶的缺失明显影响 Ｔ 细胞的分化与功能ꎬ这可能
意味着 ｍｉＲＮＡ 的异常表达与自身免疫性葡萄膜炎的发病
有着不可忽视的关系[３－４]ꎮ ｍｉＲＮＡ 可调控免疫系统的正
常发育和生理功能ꎬ其结构和功能的异常影响免疫细胞的
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表 １　 Ｒｅａｌ ｔｉｍｅ－ＰＣＲ引物序列

基因名称 双向引物序列 退火温度(℃) 产物长度(ｂｐ)

ｈｓａ－ｍｉＲ－４２５－５ｐ ＧＳＰ:５ＧＧＧＧＡＡＴＧＡＣＡＣＧＡＴＣＡＣＴＣ３
Ｒ:５ＧＴＧＣＧＴＧＴＣＧＴＧＧＡＧＴＣＧ３ ６０ ６５

ｈｓａ－ｍｉＲ－３４ａ－５ｐ ＧＳＰ:５ＧＧＧＧＴＧＧＣＡＧＴＧＴＣＴＴＡＧＣ３
Ｒ:５ＣＡＧＴＧＣＧＴＧＴＣＧＴＧＧＡＧＴ３ ６０ ６４

ｈｓａ－ｍｉＲ－３４ｃ－５ｐ ＧＳＰ:５ＧＧＧＡＧＧＣＡＧＴＧＴＡＧＴＴＡＧＣ３
Ｒ:５ＣＡＧＴＧＣＧＴＧＴＣＧＴＧＧＡＧＴ３ ６０ ６６

ｈｓａ－ｍｉＲ－１２９－５ｐ ＧＳＰ:５ＧＣＴＴＴＴＴＧＣＧＧＴＣＴＧＧ３
Ｒ:５ＴＧＣＧＴＧＴＣＧＴＧＧＡＧＴＣ３ ６０ ５９

ｈｓａ－ｍｉＲ－１４４－３ｐ ＧＳＰ:５ＧＧＧＧＧＧＴＡＣＡＧＴＡＴＡＧＡＴＧＡ３
Ｒ:５ＣＡＧＴＧＣＧＴＧＴＣＧＴＧＧＡ３ ６０ ６６

ｈｓａ－ｍｉＲ－４８３－３ｐ ＧＳＰ:５ＧＧＧＧＴＣＡＣＴＣＣＴＣＴＣＣＴＣＣ３
Ｒ:５ＧＴＧＣＧＴＧＴＣＧＴＧＧＡＧＴＣＧ３ ６０ ６３

ｈｓａ－ｍｉＲ－３０１ａ－３ｐ ＧＳＰ:５ＧＧＣＧＧＴＧＣＡＡＴＡＧＴＡＴＴＧＴ３
Ｒ:５ＣＡＧＴＧＣＧＴＧＴＣＧＴＧＧＡＧ３ ６０ ６５

ｈｓａ－ｍｉＲ－４５４－３ｐ ＧＳＰ:５ＧＧＧＧＧＴＡＧＴＧＣＡＡＴＡＴＴＧＣＴＴＡ３
Ｒ:５ＧＴＧＣＧＴＧＴＣＧＴＧＧＡＧＴＣＧ３ ６０ ６６

ｈｓａ－ｍｉＲ－２２４－５ｐ ＧＳＰ:５ＧＧＧＧＧＣＡＡＧＴＣＡＣＴＡＧＴＧＧＴ３
Ｒ:５ＧＴＧＣＧＴＧＴＣＧＴＧＧＡＧＴＣＧ３ ６０ ６４

ｈｓａ－ｍｉＲ－１７－５ｐ ＧＳＰ:５ＧＧＧＧＣＡＡＡＧＴＧＣＴＴＡＣＡＧＴＧ３
Ｒ:５ＧＴＧＣＧＴＧＴＣＧＴＧＧＡＧＴＣＧ３ ６０ ６５

ｈｓａ－ｍｉＲ－１９９ａ－５ｐ ＧＳＰ:５ＧＧＴＧＣＣＣＡＧＴＧＴＴＣＡＧＡＣ３
Ｒ:５ＣＡＧＴＧＣＧＴＧＴＣＧＴＧＧＡＧＴ３ ６０ ６７

注:ＧＳＰ 表示 ｍｉＲＮＡ 的特异引物ꎬＲ 表示与 ＧＳＰ 相匹配的引物ꎮ

分化、发育及功能ꎬ并参与多种自身免疫性疾病的发生、发
展[５－６]ꎮ 随着二者相互作用机制的阐明及 ｍｉＲＮＡ 检测技

术的发展ꎬ其在自身免疫性疾病中的研究已成为 ｍｉＲＮＡ
研究中的前沿领域之一ꎮ 上述研究结果提示ꎬ异常表达的

ｍｉＲＮＡ 可能在 ＢＤ 的发病过程中发挥重要作用ꎬ但目前关

于 ｍｉＲＮＡ 在 ＢＤ 中的研究较少ꎬ很多机制尚未明确ꎮ 本研

究以 ｍｉＲＮＡ 在 ＢＤ 中的异常表达及探索其可能的调控路

径作为切入点ꎬ研究 ＢＤ 的发病机制ꎬ以期对其有更深入

的认识ꎬ并为其防治提供新的治疗靶点及策略ꎮ
１对象和方法

１ １对象　 选取 ２０１６－０３ / ２０１７－１１ 于我院就诊的发病期

ＢＤ 患者 １５ 例作为 ＢＤ 组ꎬ均为男性ꎬ年龄 ２３~ ４５ 岁ꎬ均符

合国际公认的 ＢＤ 诊断标准[７]ꎬ排除其它免疫性疾病及全

身其他系统疾病ꎮ 选取同期于我院体检中心体检的健康

人 １５ 例作为对照组ꎬ均为男性ꎬ年龄 ２５ ~ ４１ 岁ꎬ排除免疫

性疾病及眼部疾病ꎮ 本研究经本院伦理委员会审批通过ꎬ
所有受检者均对本研究知情同意并签署知情同意书ꎮ
１ ２方法

１ ２ １主要试剂与设备 　 主要试剂:Ｔｒｉｚｏｌ ＬＳ Ｒｅａｇｅｎｔ、无
ＲＮＡ 酶糖原( Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ Ｌｉｆｅ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ)ꎬ氯仿、异丙醇、
１００％ 乙醇(上海化学试剂有限公司)、７５％乙醇(ＤＥＰＣ 水

配制)ꎮ 主要设备:Ａｘｏｎ ＧｅｎｅＰｉｘ ４０００Ｂ 微阵列扫描仪

(Ａｘｏｎ ＩｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓꎬＵＳＡ)、ＧｅｎｅＰｉｘ Ｐｒｏ ６ ０ 软件(Ａｘｏｎ)、洁
净工作台(上海博迅实业有限公司医疗设备厂)、Ｇｅｎｅ
Ａｍｐ ＰＣＲ Ｓｙｓｔｅｍ ９７００(Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ)ꎮ
１ ２ ２提取血浆　 清晨采取空腹肘静脉血 ４ｍＬ 置于含有

ＥＤＴＡ 的紫色抗凝真空管ꎬ震荡混匀ꎬ室温静置 １ｈꎮ 将血

液分 装 至 １ ５ｍＬ 无 ＲＮＡ 酶 ＥＰ 管 中ꎬ 每 管 １０００μＬꎮ
３０００ｒ / ｍｉｎ、２０℃离心 ５ｍｉｎ 后观察无溶血ꎬ提取上清液至

１ ５ｍＬ 无 ＲＮＡ 酶 ＥＰ 管中ꎮ 移液过程中注意不能吸取细

胞层ꎬ保持血浆不被污染ꎬ将血浆分装后于－８０℃保存ꎮ
１ ２ ３提取 ＲＮＡ　 分别取 ＢＤ 组和对照组各 １０ 例受检者

的抗凝静脉血血浆样品解冻后 ４℃ １２０００ｒ / ｍｉｎ 离心

１０ｍｉｎꎬ取 ２５０μＬ 血浆转至 １ ５ｍＬ 的离心管中ꎬ加入 ７５０μＬ
的 Ｔｒｉｚｏｌ ＬＳ Ｒｅａｇｅｎｔ 试剂混匀ꎮ 匀浆后于 １５℃ ~３０℃孵育

５ｍｉｎꎮ 加入 ０ ２ｍＬ 氯仿ꎬ剧烈振荡 １５ｓꎬ５℃ ~ ３０℃ 孵育

３ｍｉｎꎮ ４℃ １２０００ｒ / ｍｉｎ 离心 １５ｍｉｎꎬ可见混合液体分为下

层的红色酚氯仿相ꎬ中间层和上层的无色水相ꎬＲＮＡ 全部

于水相中ꎮ 将水相转移至新离心管ꎬ并加入 ５００μＬ 异丙

醇ꎬ混匀后 １５℃ ~ ３０℃ 孵育 １０ｍｉｎꎬ４℃ １２０００ｒ / ｍｉｎ 离心

１０ｍｉｎꎬ可见管底部和侧壁上形成胶状沉淀块即 ＲＮＡ 沉

淀ꎮ 移去上清液ꎬ加入 １ｍＬ ７５％乙醇ꎬ清洗 ＲＮＡ 沉淀ꎮ 振

荡后ꎬ４℃ ７５００ｒ / ｍｉｎ 离心 ５ｍｉｎꎮ 去除乙醇溶液ꎬ空气中干

燥 ＲＮＡ 沉淀 ５~１０ｍｉｎꎬ保存于－７０℃备用ꎮ
１ ２ ４ ｍｉＲＮＡ标记和 ｍｉＲＮＡ 阵列杂交 　 将提取的血浆

ＲＮＡ 样本交由 Ｋａｎｇ Ｃｈｅｎ－Ｂｉｏｔｅｃｈ(中国上海)进行 ｍｉＲＮＡ
标记和 ｍｉＲＮＡ 阵列杂交ꎮ 通过 Ａｘｏｎ ＧｅｎｅＰｉｘ ４０００Ｂ 微阵

列扫描仪扫描ꎬＧｅｎｅＰｉｘ Ｐｒｏ ６ ０ 软件读取图像的原始强

度ꎮ 归一化后ꎬ将每个 ｍｉＲＮＡ 点获得的平均值用于统计

分析ꎬ计算绿色信号与红色信号的比率ꎮ 本研究筛选上调

和下调的 ｍｉＲＮＡ 的阈值分别是倍数变化>２ ００ 和倍数变

化<０ ５０ꎮ 通过 ｍｉＲＴａｒＢａｓｅ 数据库检索显著差异性表达

的 ｍｉＲＮＡ 已经过验证的靶基因ꎬ并选取与免疫学相关的

差异性表达的 ｍｉＲＮＡ 进行 Ｒｅａｌ ｔｉｍｅ－ＰＣＲ 验证ꎮ
７２
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表 ２　 ｍｉＲＴａｒＢａｓｅ数据库筛选出的与免疫学相关的差异性表达 ｍｉＲＮＡ及其靶基因

靶基因 ｍｉＲＮＡ
ＣＤＫＮ１Ａ ｈｓａ－ｍｉＲ－５２０ｂ、ｈｓａ－ｍｉＲ－５２０ａ－３ｐ、ｈｓａ－ｍｉＲ－６５４－３ｐ、ｈｓａ－ｍｉＲ－１７－５ｐ
ＭＣＬ１ ｈｓａ－ｍｉＲ－１９３－３ｐ
Ｎｏｔｃｈ１ ｈｓａ－ｍｉＲ－３４ｃ－５ｐ、ｈｓａ－ｍｉＲ－１２９－５ｐ、ｈｓａ－ｍｉＲ－３４ａ－５ｐ、ｈｓａ－ｍｉＲ－１４４－３ｐ
ＭＡＰ４Ｋ４ ｈｓａ－ｍｉＲ－５２０ｅ
ＢＭＩ１ ｈｓａ－ｍｉＲ－３００、ｈｓａ－ｍｉＲ－４８７ｂ－３ｐ
ＤＲ１ ｈｓａ－ｍｉＲ－５１３ｂ－５ｐ
ＳＭＡＤ４ ｈｓａ－ｍｉＲ－４８３－３ｐ、ｈｓａ－ｍｉＲ－３０１ａ－３ｐ、ｈｓａ－ｍｉＲ－２２４－５ｐ、ｈｓａ－ｍｉＲ－４５４－３ｐ、ｈｓａ－ｍｉＲ－１７－５ｐ、ｈｓａ－ｍｉＲ－１９９ａ－５ｐ
ＲＵＮＸ３ ｈｓａ－ｍｉＲ－３０１ａ－３ｐ
ＨＬＡ－Ｇ ｈｓａ－ｍｉＲ－１５２－３ｐ
ＤＮＭＴ１ ｈｓａ－ｍｉＲ－１５２－３ｐ
ＪＡＫ１ ｈｓａ－ｍｉＲ－１７－５ｐ
ＰＴＥＮ ｈｓａ－ｍｉＲ－１７－５ｐ、ｈｓａ－ｍｉＲ－１４４－３ｐ、ｈｓａ－ｍｉＲ－１４１－３ｐ
ＡＴＭ ｈｓａ－ｍｉＲ－３７４ａ－５ｐ

表 ３　 差异性表达的 ｍｉＲＮＡ的 Ｒｅａｌ ｔｉｍｅ－ＰＣＲ检测结果

ｍｉＲＮＡ ＢＤ 组(ｎ＝５) 对照组(ｎ＝５) ｔ Ｐ
ｈｓａ－ｍｉＲ－３４ｃ－５ｐ １ ４７±０ ３１ ０ ７８±０ ２４ ３ ５１ ０ ００７９
ｈｓａ－ｍｉＲ－１２９－５ｐ ０ ７８±０ ２４ ０ ９２±０ ２８ －０ ７７ ０ ４６５４
ｈｓａ－ｍｉＲ－３４ａ－５ｐ １ ０９±０ ３１ ０ ８３±０ ２５ １ ３２ ０ ２２４３
ｈｓａ－ｍｉＲ－１４４－３ｐ １ ０９±０ １７ ０ ７６±０ ２２ ２ ４０ ０ ０４２９
ｈｓａ－ｍｉＲ－４８３－３ｐ １ ６２±０ ２８ ０ ９８±０ ２２ ３ ５８ ０ ００７２
ｈｓａ－ｍｉＲ－３０１ａ－３ｐ ０ ５７±０ １４ １ ０３±０ １９ －３ ９３ ０ ００４４
ｈｓａ－ｍｉＲ－２２４－５ｐ ０ ４０±０ ０６ ０ ７３±０ １８ －３ ５８ ０ ００７１
ｈｓａ－ｍｉＲ－４５４－３ｐ ０ ５８±０ １１ １ ０１±０ ２０ －３ ７７ ０ ００５５
ｈｓａ－ｍｉＲ－１７－５ｐ ０ ６３±０ １２ １ ２０±０ ３７ －６ ９０ ０ ０２０３
ｈｓａ－ｍｉＲ－１９９ａ－５ｐ ０ ３４±０ １１ ０ ８７±０ １０ －５ １１ ０ ０００１

１ ２ ５ Ｒｅａｌ ｔｉｍｅ－ＰＣＲ检测　 分别取 ＢＤ 组和对照组各 ５
例受检者的抗凝静脉血血浆样本ꎬ提取 ＲＮＡꎬ方法同

１ ２ ３ꎮ 由 Ｋａｎｇ Ｃｈｅｎ－Ｂｉｏｔｅｃｈ(中国上海)进行 Ｒｅａｌ ｔｉｍｅ－
ＰＣＲ 检测ꎮ Ｒｅａｌ ｔｉｍｅ－ＰＣＲ 引物序列见表 １ꎮ 反应体系:
２×Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ ５μＬꎬ１０μｍｏｌ / Ｌ 的 ＰＣＲ 特异引物 ＧＳＰ ０ ５μＬꎬ
１０μｍｏｌ / Ｌ 的 ＰＣＲ 特异引物 Ｒ ０ ５μＬꎬ水 ２μＬꎮ 反应条件:
９５℃ꎬ１０ｍｉｎꎻ９５℃ꎬ１０ｓꎻ６０℃ꎬ６０ｓꎬ４０ 个 ＰＣＲ 循环ꎮ ｈｓａ －
ｍｉＲ－４２５－５ｐ 为内参ꎮ 采用 ２－△△Ｃｔ法进行结果分析ꎮ ＢＤ
组与对照组受检者血浆 ｍｉＲＮＡ 的 ２－△△Ｃｔ 的比值 ２－△△Ｃｔ

Ｔ / Ｎ >
１ ５ 表示显著上调ꎬ２－△△Ｃｔ

Ｔ / Ｎ <０ ５ 表示显著下调ꎮ
２结果

２ １差异性表达的 ｍｉＲＮＡ 　 本研究发现ꎬ与正常对照组

相比ꎬＢＤ 组共检出具有差异性表达的 ｍｉＲＮＡ ３５８ 个ꎬ其
中上调 ｍｉＲＮＡ ２２３ 个ꎬ下调 ｍｉＲＮＡ １３５ 个ꎬ见图 １ꎮ
２ ２差异性表达的 ｍｉＲＮＡ靶基因生物信息学分析　 通过

ｍｉＲＴａｒＢａｓｅ 数据库可检索到的本研究发现的与免疫学相

关的差异性表达的 ｍｉＲＮＡ 靶基因见表 ２ꎮ 本研究发现的

显著异常表达的 ｍｉＲＮＡ 靶基因主要集中在 ＣＤＫＮ１Ａ、
Ｎｏｔｃｈ１、ＳＭＡＤ４ꎬ其中 Ｎｏｔｃｈ１ 和 ＳＭＡＤ４ 信号通路与免疫系

统疾病的相关性较高ꎬ故选择相应的 ｍｉＲＮＡ 进行 Ｒｅａｌ
ｔｉｍｅ－ＰＣＲ 验证ꎮ
２ ３ Ｒｅａｌ ｔｉｍｅ－ＰＣＲ检测结果　 通过 Ｒｅａｌ ｔｉｍｅ－ＰＣＲ 法检

测与免疫系统疾病相关性较高的 ｍｉＲＮＡꎬ溶解曲线见

图 ２~１１ꎮ 检测结果显示ꎬ两组患者血浆 ｈｓａ－ｍｉＲ－３４ａ－５ｐ

　 　

图 １　 差异性表达的 ｍｉＲＮＡ 火山图　 红色表示符合筛选要求

的 ｍｉＲＮＡꎮ

和 ｈｓａ －ｍｉＲ － １２９ － ５ｐ 水平差异无统计学意义 (均 Ｐ >
０ ０５)ꎻＢＤ 患者血浆中 ｈｓａ－ｍｉＲ－３４ｃ－５ｐ(２－△△Ｃｔ

Ｔ / Ｎ ＝ １ ８８)、
ｈｓａ－ｍｉＲ－４８３－３ｐ(２－△△Ｃｔ

Ｔ / Ｎ ＝ １ ６４)较正常人显著上调ꎬｈｓａ－
ｍｉＲ－１４４－３ｐ(２－△△Ｃｔ

Ｔ / Ｎ ＝ １ ４３)表达上调ꎻｈｓａ－ｍｉＲ－１９９ａ－５ｐ
(２－△△Ｃｔ

Ｔ / Ｎ ＝ ０ ４０) 较正常人显著下调ꎬｈｓａ －ｍｉＲ － ３０１ａ － ３ｐ
(２－△△Ｃｔ

Ｔ / Ｎ ＝ ０ ５５)、ｈｓａ －ｍｉＲ－ ２２４ － ５ｐ(２－△△Ｃｔ
Ｔ / Ｎ ＝ ０ ５５)、ｈｓａ －

ｍｉＲ－４５４－３ｐ(２－△△Ｃｔ
Ｔ / Ｎ ＝ ０ ５７)、ｈｓａ－ｍｉＲ－１７－５ｐ(２－△△Ｃｔ

Ｔ / Ｎ ＝
０ ５３)较正常人表达下调ꎬ见表 ３ꎮ
３讨论

ＢＤ 是我国常见的致盲率较高的葡萄膜炎类型之一ꎬ
患病人数约占全国葡萄膜炎患者总数的 １６ ５％ [８]ꎬ具有较

高的代表性ꎮ ＢＤ 的发病与外周血 ＣＤ４＋淋巴细胞亚群具

有不可忽视的关系ꎬＢＤ 患者外周血中 Ｔｈ１ 细胞、Ｔｈ１７ 细

胞占 ＣＤ４＋Ｔ 细胞的百分比明显升高ꎬＴｒｅｇｓ 细胞占 ＣＤ４＋Ｔ
细胞的百分比明显下降ꎮ 随着对 ｍｉＲＮＡ 的深入研究ꎬ发
现当 ｍｉＲＮＡ 表达关键酶 Ｄｉｃｅｒ 酶缺失时ꎬＴｈ 细胞的分化

与功能会受到明显的影响ꎬ提示自身免疫性葡萄膜炎的发

生可能与 ｍｉＲＮＡ 的异常表达有着密不可分的关系[３－４]ꎮ
　 　 ｍｉＲＮＡ 是一类由基因组脱氧核糖核酸(ＤＮＡ)编码

的由 ２１ ~ ２５ 个核苷酸序列组成的单股非编码核糖核酸

８２
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图 ２　 ｈｓａ－ｍｉＲ－１７－５ｐ溶解曲线ꎮ

图 ３　 ｈｓａ－ｍｉＲ－３４ａ－５ｐ溶解曲线ꎮ

图 ４　 ｈｓａ－ｍｉＲ－３４ｃ－５ｐ溶解曲线ꎮ

图 ５　 ｈｓａ－ｍｉＲ－１２９－５ｐ溶解曲线ꎮ

图 ６　 ｈｓａ－ｍｉＲ－１４４－３ｐ溶解曲线ꎮ

图 ７　 ｈｓａ－ｍｉＲ－１９９ａ－５ｐ溶解曲线ꎮ

图 ８　 ｈｓａ－ｍｉＲ－２２４－５ｐ溶解曲线ꎮ

图 ９　 ｈｓａ－ｍｉＲ－３０１ａ－３ｐ溶解曲线ꎮ

图 １０　 ｈｓａ－ｍｉＲ－４５４－３ｐ溶解曲线ꎮ

图 １１　 ｈｓａ－ｍｉＲ－４８３－３ｐ溶解曲线ꎮ

９２
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(ＲＮＡ)ꎮ ｍｉＲＮＡ 虽小ꎬ但其可以直接作用于活细胞内的

特异性目的基因信使核糖核酸(ｍＲＮＡ)的 ３ 端非编码

区ꎬ抑制目的基因 ｍＲＮＡ 的表达ꎬ从而抑制相应蛋白质

的合成ꎬ参与调节多个生理过程ꎮ ｍｉＲＮＡ 的产生主要经

过原始 ｍｉＲＮＡ ( ｐｒｉｍａｒｙ ｍｉｃｒｏＲＮＡꎬ ｐｒｉ － ｍｉＲＮＡ)、前体

ｍｉＲＮＡ( ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ ｍｉｃｒｏＲＮＡꎬｐｒｅ －ｍｉＲＮＡ)、双体 ｍｉＲＮＡ
后成为成熟 ｍｉＲＮＡ[５] ꎮ ｍｉＲＮＡ 在动植物转录后水平参

与基因表达调控ꎬ通过与靶分子 ｍＲＮＡ 碱基配对降解

ｍＲＮＡ 或阻碍其翻译发挥生物学效应[９] ꎮ ｍｉＲＮＡ 在免

疫细胞中广泛表达ꎬ并影响免疫反应的各个阶段[５] ꎮ 多

种免疫过程都受到 ｍｉＲＮＡ 的调控ꎬ包括粒细胞发育、Ｔ
细胞和 Ｂ 细胞的成熟与分化、抗原递呈过程、Ｔｏｌｌ 样受体

(Ｔｏｌｌ－ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓꎬＴＬＲ)的信号级联、细胞因子的产生

等[１０] ꎮ 循环 ｍｉＲＮＡ 可丰富而稳定地存在于体液中ꎮ 在

疾病状态下ꎬ循环 ｍｉＲＮＡ 的表达谱有特征性的改变ꎬ循
环 ｍｉＲＮＡ 可作为一种无创伤性生物标志物参与疾病的

诊疗过程ꎮ
据推测ꎬ人类基因组中约 １ / ３ 以上的基因可能是

ｍｉＲＮＡ 的靶基因ꎮ 由于信号通路的显著剂量敏感效应ꎬ
其相关基因被认为是 ｍｉＲＮＡ 转录调控中极为理想的候选

靶基因ꎮ Ｎｏｔｃｈ 基因于 １９１７ 年在果蝇中发现ꎬ因部分基因

缺失可导致果蝇翅膀出现缺口(ｎｏｔｃｈ)而得名ꎮ 哺乳动物

的 Ｎｏｔｃｈ 家族包括 ４ 种受体 ( Ｎｏｔｃｈ１ ~ ４) 和 ５ 种配体

(ＤＬＬ１、ＤＬＬ３、ＤＬＬ４、Ｊａｇｇｅｄ１、Ｊａｇｇｅｄ２)ꎬ通过这些受体和配

体之间的相互作用ꎬ可以将某些特定信息在相邻细胞之间

进行传递[１１]ꎮ Ｎｏｔｃｈ 信号通路在免疫调控中的重要性随

着研究的深入不断彰显出来ꎬ已有研究表明 Ｎｏｔｃｈ 信号通

路在 Ｔｈ１ 和 Ｔｈ１７ 细胞的分化中发挥着关键作用[７ꎬ１２－１３]ꎮ
Ｊｉａｏ 等[１４] 研究发现ꎬ在胶原诱导的类风湿关节炎小鼠模

型中ꎬ给予 γ 分泌酶抑制剂 (可以抑制 γ 分泌酶底物

Ｎｏｔｃｈ 的活性ꎬ进而影响细胞信号传导和细胞分化)的小

鼠的脾 和 外 周 淋 巴 结 Ｔｈ１７ 细 胞 及 白 细 胞 介 素 １７
(ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ １７ꎬＩＬ－１７)的数量较对照组明显减少ꎬ表明

Ｎｏｔｃｈ 信号通路对 Ｔｈ１７ 细胞的发育、分化均发挥重要的调

节作用ꎮ Ｚｈｅｎｇ 等[１５]研究发现ꎬ肾移植术后不同恢复程度

的患者中 Ｎｏｔｃｈ１ 和 ＤＬＬ－４ 的表达量与 Ｔｈ１７ 细胞水平的

变化均呈明显正相关ꎬ提示在肾移植急性排斥反应中

Ｔｈ１７ 细胞的增殖和分化与 Ｎｏｔｃｈ１ 和 ＤＬＬ－４ 密切相关ꎮ
Ｋｅｅｒｔｈｉｖａｓａｎ 等[８] 应用 Ｎｏｔｃｈ１ ｓｉＲＮＡ 阻滞剂特异性阻断

Ｎｏｔｃｈ１ 信号通路ꎬ不但可以降低 Ｔｈ１７ 细胞的转录因子视

黄酸相关孤儿核受体 γｔ ( ｒｅｔｉｎｏｉｄ － ｒｅｌａｔｅｄ ｏｒｐｈａｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ
ｓｕｂｆａｍｉｌｙ γｔꎬＲＯＲγｔ)的 ｍＲＮＡ 的表达ꎬ亦能显著减少极化

状态下 Ｔｈ１７ 细胞分泌 ＩＬ－１７Ａ、ＩＬ－１７Ｆ 等细胞因子ꎬ提示

Ｎｏｔｃｈ１ 至少可通过 ＲＯＲγｔ 和 ＩＬ－１７ 基因启动子这两个位

点调控 Ｔｈ１７ 细胞分化和功能ꎮ Ｑｉ 等[１６]研究表明ꎬ活动期

ＢＤ 患者存在 Ｎｏｔｃｈ１ 通道的异常激活ꎬ阻断 Ｎｏｔｃｈ１ 信号通

路能倾向性抑制 Ｔｈ１７ 细胞免疫反应ꎬ而这种倾向性的抑

制作用可能是通过信号传导及转录激活因子 ３ ( ｓｉｇｎａｌ
ｔｒａｎｓｄｕｃｅｒｓ ａｎｄ ａｃｔｉｖａｔｏｒｓ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ３ꎬＳＴＡＴ３)的磷酸

化水平来实现的ꎮ 本研究结果表明ꎬ活动期 ＢＤ 患者血浆

中 ｈｓａ－ｍｉＲ－３４ｃ－５ｐ、ｈｓａ－ｍｉＲ－１４４－３ｐ 上调ꎬ这些 ｍｉＲＮＡ
的靶基因为 Ｎｏｔｃｈ１ꎬ提示 ｈｓａ －ｍｉＲ－ ３４ｃ － ５ｐ、ｈｓａ －ｍｉＲ －

１４４－３ｐ的异常上调很可能参与了 Ｎｏｔｃｈ１ 信号通路的异常

激活ꎮ 异常激活的 Ｎｏｔｃｈ １ 信号途径通过调节 ＳＴＡＴ３ 磷

酸化或 / 和通过 ＲＯＲγｔ 和 ＩＬ－１７ 基因启动子引起 Ｔｈ１７ 细

胞的增殖ꎬ促进 ＢＤ 的发病ꎮ
ＳＭＡＤ４ 蛋白作为序列保守的 ＳＭＡＤ 蛋白家族的一

员ꎬ其主要功能是参与转化生长因子 β(ＴＧＦ－β)超家族细

胞内信号转导ꎮ ＳＭＡＤ４ 在 ＴＧＦ－β 超家族的信号转导途

径中处于中枢地位ꎬ对恶性肿瘤的发生、发展及转移有重

要影响ꎮ 近年有研究表明ꎬＳＭＡＤ４ 通过诱导致病性 Ｔｈ１７
细胞的分化参与多发性硬化的发病过程[１７]ꎮ 机体发生感

染时ꎬ大量产生的 ＩＬ－６ 和 ＴＧＦ－β 通过诱导特定基因的表

达影响 Ｔｈ１７ 细胞的分化过程[１８]ꎮ 有研究进一步表明ꎬ需
要在 ＴＧＦ－β 和 ＩＬ－６ 这两个在宏观上有着相反功能的细

胞因子的共同作用下起始 Ｔｈ１７ 细胞的分化[１９]ꎮ Ｔｈ１７ 细

胞的分化受 ＲＯＲγｔ 和 ＲＯＲα 共同诱导ꎮ ＴＧＦ－β 既能够诱

导 ＲＯＲγｔ 表达又能够诱导 Ｆｏｘｐ３ 的表达ꎬ在 ＩＬ－６ 缺乏的

情况下ꎬＴＧＦ－β 诱导产生的 Ｆｏｘｐ３ 能够抑制细胞的进一步

分化ꎻ在 ＩＬ－６ 和 ＴＧＦ－β 共同存在的情况下ꎬＩＬ－６ 可以通

过活化 Ｔｈ１７ 细胞分化中的重要调控点—ＳＴＡＴ３ꎬ抑制

Ｆｏｘｐ３ 的表达并阻止其与 ＲＯＲγｔ 的相互作用ꎬ使 ＲＯＲγｔ 表
达大幅度增加ꎬ促进 Ｔｈ１７ 细胞的分化[２０]ꎮ 本研究结果表

明ꎬ活动期 ＢＤ 患者血浆中 ｈｓａ－ｍｉＲ－４８３－３ｐ 异常上调ꎬ
ｈｓａ－ｍｉＲ－３０１ａ－３ｐ、ｈｓａ－ｍｉＲ－２２４－５ｐ、ｈｓａ－ｍｉＲ－４５４－３ｐ、
ｈｓａ－ｍｉＲ － １７ － ５ｐ、 ｈｓａ － ｍｉＲ － １９９ａ － ５ｐ 异常下调ꎬ鉴于

ＳＭＡＤ４ 对致病性 Ｔｈ１７ 细胞的分化诱导作用ꎬ我们可以认

为这些异常表达的 ｍｉＲＮＡ 很可能通过 ＳＭＡＤ４ 参与

ＴＧＦ－β超家族细胞内信号转导ꎬ在 ＩＬ－６ 和 ＴＧＦ－β 共同存

在的情况下ꎬＩＬ－６ 活化 ＳＴＡＴ３ꎬ抑制 Ｆｏｘｐ３ 的表达并阻止

其与 ＲＯＲγｔ 的相互作用ꎬ使 ＲＯＲγｔ 表达大幅度增加ꎬ促
进 Ｔｈ１７ 细胞的分化ꎬ参与 ＢＤ 的发病ꎮ

综上所述ꎬｍｉＲＮＡ 的异常表达可通过靶基因影响机

体的免疫反应ꎬ促使疾病发生ꎮ 本研究结果表明ꎬｍｉＲＮＡ
的异常表达可能促进 ＢＤ 的发生及发展ꎬ免疫微环境中异

常表达的 ｍｉＲＮＡ 所导致的 ＢＤ 患者免疫功能的异常可能

是通过靶向 Ｎｏｔｃｈ１ 和 ＳＭＡＤ４ 来实现的ꎬ这两条作用通路

都与 ＳＴＡＴ３ 和 ＲＯＲγｔ 相关ꎬ提示 Ｎｏｔｃｈ１ 和 ＳＭＡＤ４ 信号

通路可能具有很强的相关性ꎬ二者在 ＢＤ 的发病过程中

起到协同作用ꎮ 但由于本研究样本数量偏少ꎬ还需要进

一步扩大样本量以验证上述结论ꎬ并进一步探讨异常表

达的 ｍｉＲＮＡ 与 Ｎｏｔｃｈ１ 和 ＳＭＡＤ４ 信号通路在 ＢＤ 发病机

制中扮演的具体角色ꎬ这也是我们未来实验研究的

方向ꎮ
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Ｉｍｍｕｎｉｔｙ ２００７ꎻ２７(１):１００－１０６
１３ Ｍｉｎｔｅｒ ＬＭꎬＴｕｒｌｅｙ ＤＭꎬＤａｓ Ｐꎬｅｔ ａｌ. Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ ｏｆ ｇａｍｍａ－ｓｅｃｒｅｔａｓｅ
ｂｌｏｃｋ ｉｎ ｖｉｖｏ ａｎｄ ｉｎ ｖｉｔｒｏ Ｔ ｈｅｌｐｅｒ ｔｙｐｅ １ ｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎ ｂｙ ｐｒｅｖｅｎｔｉｎｇ Ｎｏｔｃｈ
ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ Ｔｂｘ２１. Ｎａｔ Ｉｍｍｕｎｏｌ ２００５ꎻ６(７):６８－７８

１４ Ｊｉａｏ ＺꎬＷａｎｇ ＷꎬＨｕａ Ｓꎬｅｔ ａｌ. Ｂｌｏｃｋａｄｅ ｏｆ Ｎｏｔｃｈ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ａｍｅｌｉｏｒａｔｅｓ
ｍｕｒｉｎｅ ｃｏｌｌａｇｅｎ ｉｎｄｕｃｅｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｖｉａ ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｎｇ Ｔｈ１ ａｎｄ Ｔｈ１７ ｃｅｌｌ
ｒｅｓｐｏｎｓｅ. Ａｍ Ｊ Ｐａｔｈｏｌ ２０１４ꎻ１８４(４):１０８５－１０９３
１５ Ｚｈｅｎｇ ＫꎬＴａｎ ＪꎬＺｈｕ Ｗꎬｅｔ ａｌ. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｎｏｔｃｈ １ ａｎｄ Ｄｅｌｔａ－
ｌｉｋｅ ４ ｉｎ ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｗｉｔｈ Ｔ ｈｅｌｐｅｒ １７
(Ｔｈ１７) ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｒｅｎａｌ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔ ｒｅｃｉｐｉｅｎｔｓ. Ｔｒａｎｓｐｌ Ｉｍｍｕｎｏｌ ２０１５ꎻ３３
(１):１３－１９
１６ Ｑｉ ＪꎬＹａｎｇ ＹꎬＨｏｕ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｎｃｒｅａｓｅｄ Ｎｏｔｃｈ ｐａｔｈｗａｙ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｉｎ
Ｂｅｈｃｅｔｓ ｄｉｓｅａｓｅ. Ｒｈｅｕｍａｔｏｌｏｇｙ (Ｏｘｆｏｒｄ) ２０１４ꎻ５３(５):８１０－８２０
１７ Ｈｏｎａｒｄｏｏｓｔ ＭＡꎬＫｉａｎｉ －Ｅｓｆａｈａｎｉ ＡꎬＧｈａｅｄｉ Ｋꎬ ｅｔ ａｌ. ｍｉＲ－ ３２６ ａｎｄ
ｍｉＲ－ ２６ａꎬ ｔｗｏ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｍａｒｋｅｒｓ ｆｏｒ ｄｉａｇｎｏｓｉｓ ｏｆ ｒｅｌａｐｓｅ ａｎｄ ｒｅｍｉｓｓｉｏｎ
ｐｈａｓｅｓ ｉｎ ｐａｔｉｅｎｔ ｗｉｔｈ ｒｅｌａｐｓｉｎｇ－ｒｅｍｉｔｔｉｎｇ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｓｃｌｅｒｏｓｉｓ. Ｇｅｎｅ ２０１４ꎻ
５４４(２):１２８－１３３
１８ Ｖｅｌｄｈｏｅｎ ＭꎬＨｏｃｋｉｎｇ ＲＪꎬＡｔｋｉｎｓ ＣＪꎬｅｔ ａｌ. ＴＧＦ ｂｅｔａ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｘｔ ｏｆ
ａｎ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｙｔｏｋｉｎｅ ｍｉｌｉｅｕ ｓｕｐｐｏｒｔｓ ｄｅ ｎｏｖｏ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ ＩＬ－
１７－ｐｒｏｄｕｃｉｎｇ Ｔ ｃｅｌｌｓ. Ｉｍｍｕｎｉｔｙ ２００６ꎻ２４(２):１７９－１８９
１９ Ｌｉ ＭＯꎬＷａｎ ＹＹꎬＦｌａｖｅｌｌ ＲＡ. Ｔ ｃｅｌｌ － ｐｒｏｄｕｃｅｄ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒ－ β１ ｃｏｎｔｒｏｌｓ Ｔ ｃｅｌｌ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ａｎｄ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ Ｔｈ１ ａｎｄ Ｔｈ１７ ｃｅｌｌ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ. Ｉｍｍｕｎｉｔｙ ２００７ꎻ２６(５):５７９－５９１
２０ Ｍａｎｇａｎ ＰꎬＨａｒｒｉｎｇｔｏｎ ＬꎬＱｕｉｎｎ Ｄꎬｅｔ ａｌ. Ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ－
ｂｅｔａ ｉｎｄｕｃｅｓ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ Ｔ ( Ｈ) １７ ｌｉｎｅａｇｅ. Ｎａｔｕｒｅ ２００６ꎻ ４４１
(７０９０):２３１－２３４

１３

Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉꎬ Ｖｏｌ.１９ꎬ Ｎｏ.１ Ｊａｎ. ２０１９　 　 ｈｔｔｐ: / / ｉｅｓ.ｉｊｏ.ｃｎ
Ｔｅｌ:０２９￣８２２４５１７２　 ８５２６３９４０　 Ｅｍａｉｌ:ＩＪＯ.２０００＠１６３.ｃｏｍ


