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摘要
目的:探讨 ｍｉＲ－２２３－３ｐ 对 Ｎｏｔｃｈ 信号通路转录因子 Ｒｂｐｊ
表达的调控作用以及对实验性自身免疫性葡萄膜炎
(ＥＡＵ)大鼠 Ｔｈ１、Ｔｈ１７ 细胞分化水平的影响ꎮ
方法:用双荧光素酶表达报告系统探讨 ｍｉＲ－２２３－３ｐ 对
Ｒｂｐｊ 基因表达的调控作用ꎮ 将 ２４ 只雌性 Ｌｅｗｉｓ 大鼠随机
分为 ＥＡＵ 模型组、正常对照组(ＮＣ 组) 和空白对照组
(ＢＣ 组)ꎬ每组 ８ 只ꎮ ＥＡＵ 模型组注射含光感受器间维生
素 Ａ 结合蛋白(ＩＲＢＰ)、结核菌素和完全弗氏佐剂的乳糜
液以诱导葡萄膜炎ꎬＢＣ 组注射等体积的不含 ＩＲＢＰ 多肽
的乳糜液ꎬＮＣ 组注射等体积的无菌生理盐水ꎮ 免疫后
１２ｄꎬ无菌分离三组大鼠的脾脏、淋巴结和眼组织ꎬ实时荧
光定量 ＰＣＲ(Ｑ－ＰＣＲ)检测 ｍｉＲ－２２３－３ｐ 和 Ｒｂｐｊ 基因的表
达水平ꎻ酶联免疫吸附测定 ( ＥＬＩＳＡ) 方法检测 Ｒｂｐｊ、
ＩＦＮ－γ、ＩＬ－１７蛋白的表达水平ꎻ流式细胞仪检测三组大鼠
不同组织中 Ｔｈ１ 和 Ｔｈ１７ 细胞的表达水平ꎮ
结果:双荧光素酶检测结果证实 Ｒｂｐｊ 是 ｍｉＲ－２２３－３ｐ 调
控的靶基因ꎮ 免疫后 １２ｄꎬ相比于 ＮＣ 组ꎬＥＡＵ 模型组大鼠
脾脏、淋巴结和眼组织中 ｍｉＲ－２２３－３ｐ 相对表达水平分别
为 ０.３３±０.２９、０.１１±０.１２、０.１８±０.１１ꎬ均呈下调表达(均 Ｐ<
０.０５)ꎻＲｂｐｊ ｍＲＮＡ 水平均呈上调表达ꎬ分别为 ３.００±０.０６、
１.５２±０.１２、３.０１±０.３４(均 Ｐ<０.０５)ꎻＢＣ 组大鼠脾脏、淋巴
结和眼组织中 ｍｉＲ－２２３－３ｐ 和 Ｒｂｐｊ ｍＲＮＡ 水平与ＮＣ 组
相比均无差异(Ｐ>０.０５)ꎮ ＥＬＩＳＡ 检测结果发现ꎬ免疫后
１２ｄ 的 ＥＡＵ 模型组大鼠各组织中 Ｒｂｐｊ、ＩＦＮ－γ、ＩＬ－１７ 蛋
白表达水平均明显高于 ＮＣ 组(均 Ｐ<０.０５)ꎬＢＣ 组大鼠各

组织中 Ｒｂｐｊ、ＩＦＮ－γ、ＩＬ－１７ 蛋白表达水平与 ＮＣ 组相比均
无差异(Ｐ > ０. ０５)ꎮ 流式细胞仪检测结果显示ꎬ免疫后
１２ｄꎬＥＡＵ 模型组各组织的 Ｔｈ１ 和 Ｔｈ１７ 细胞比例均显著
高于 ＮＣ 组(均 Ｐ<０.０５)ꎮ ＢＣ 组与 ＮＣ 组各组织 Ｔｈ１ 和
Ｔｈ１７ 细胞比例无明显变化(均 Ｐ>０.０５)ꎮ
结论:ｍｉＲ－ ２２３ － ３ｐ 可负调控 Ｎｏｔｃｈ 信号通路转录因子
Ｒｂｐｊ 的表达ꎮ ＥＡＵ 大鼠中 ｍｉＲ－２２３－３ｐ 的下调表达可升
高 Ｒｂｐｊ 基因和蛋白的表达水平ꎬ促进 Ｔｈ１ 和 Ｔｈ１７ 细胞的
分化以及提高相关分子 ＩＦＮ－γ 和 ＩＬ－１７ 的表达水平ꎬ进
而影响葡萄膜炎的发生发展ꎮ
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Ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｉＲ － ２２３ － ３ｐ
ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ Ｒｂｐｊ ｏｎ ｔｈｅ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ Ｔｈ１ ａｎｄ Ｔｈ１７ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｒａｔｓ
ｗｉｔｈ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ａｕｔｏｉｍｍｕｎｅ ｕｖｅｉｔｉｓ

Ｍｅｎｇ－ Ｘｉａｎ Ｚｈｏｕ１ꎬ Ｒｕ － Ｙｉ Ｑｕ１ꎬ Ｘｕｅ －Ｗｅｉ Ｙｉｎ１ꎬ
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Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｉｔｅｍｓ: Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ
(Ｎｏ.８１８７３１６３)ꎻ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ
(Ｎｏ.ＺＲ２０２０ＫＣ０２４)
１Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ Ｊｉｎａｎ
２５００１４ꎬ Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ２Ｃａｐｉｔａｌ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ
Ｂｅｉｊｉｎｇ １０００６９ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ３Ｔｈｅ Ｓｅｃｏｎｄ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｓｈａｎｄｏｎｇ
Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ Ｊｉｎａｎ ２５０００２ꎬ
Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ４Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｉａｌ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ
Ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｆｏｒ Ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ
ａｎｄ Ｔｈｅｒａｐｙ ｏｆ Ｏｃｕｌａｒ Ｄｉｓｅａｓｅｓꎻ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ
Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ Ｅｙｅ Ｄｉｓｅａｓｅ Ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ
ａｎｄ Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ (Ｅｎｈａｎｃｅｄ) ｉｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｉｅｓ ｏｆ Ｓｈａｎｄｏｎｇ
Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎻ Ｅｙｅ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ
Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ Ｊｉｎａｎ ２５０００２ꎬ Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｅｎｃｅ ｔｏ: Ｄａ － Ｄｏｎｇ Ｇｕｏ. Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｉａｌ Ｋｅｙ
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
ｆｏｒ Ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ ａｎｄ Ｔｈｅｒａｐｙ ｏｆ Ｏｃｕｌａｒ Ｄｉｓｅａｓｅｓꎻ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ
Ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ Ｅｙｅ Ｄｉｓｅａｓｅ
Ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ ａｎｄ Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ (Ｅｎｈａｎｃｅｄ) ｉｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｉｅｓ ｏｆ
Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎻ Ｅｙｅ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ
Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ Ｊｉｎａｎ ２５０００２ꎬ Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ
Ｃｈｉｎａ. ｄａｄｏｎｇｇｅｎｅ＠ １６３.ｃｏｍ
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Ａｂｓｔｒａｃｔ
•ＡＩＭ: Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｉＲ－２２３－３ｐ
ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ Ｒｂｐｊ ａｎｄ ｏｎ ｔｈｅ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ Ｔｈ１ ａｎｄ Ｔｈ１７ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ
ａｕｔｏｉｍｍｕｎｅ ｕｖｅｉｔｉｓ (ＥＡＵ) ｒａｔｓ.
•ＭＥＴＨＯＤＳ: Ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｒｏｌｅ ｏｆ ｍｉＲ－ ２２３－ ３ｐ ｉｎ Ｒｂｐｊ
ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｄ ｂｙ ａ ｄｕａｌ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｒｅｐｏｒｔｅｒ ｓｙｓｔｅｍ. Ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｅｓｅｎｔ ｓｔｕｄｙꎬ ２４
ｆｅｍａｌｅ Ｌｅｗｉｓ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ＥＡＵ ｍｏｄｅｌ
ｇｒｏｕｐꎬ ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ( ＮＣ) ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ
(ＢＣ) ｇｒｏｕｐꎬ ａｎｄ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｉｎｃｌｕｄｅｄ ８ ｒａｔｓ. Ｔｈｅ ＥＡＵ
ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｉｎｔｅｒｐｈｏｔｏｒｅｃｅｐｔｏｒ
ｒｅｔｉｎｏｉｄ－ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ( ＩＲＢＰ ) ｅｍｕｌｓｉｏｎ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ
Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｔｕｂｅｒｃｕｌｉｎ Ｈ３７ＲＡ ａｎｄ ｃｏｍｐｌｅｔｅ Ｆｒｅｕｎｄ’ ｓ
ａｄｊｕｖａｎｔ ｔｏ ｉｎｄｕｃｅ ｕｖｅｉｔｉｓꎬ ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ＮＣ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ
ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ａｎ ｅｑｕａｌ ｖｏｌｕｍｅ ｏｆ ｅｍｕｌｓｉｏｎ ｗｉｔｈｏｕｔ ＩＲＢＰ
ｐｅｐｔｉｄｅ. Ｔｈｅ ｒａｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ＢＣ ｇｒｏｕｐ ｒｅｃｅｉｖｅｄ ｔｈｅ ｓａｍｅ
ｖｏｌｕｍｅ ｏｆ ｓｔｅｒｉｌｅ ｓａｌｉｎｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ. Ａｔ １２ｄ ａｆｔｅｒ
ｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎꎬ ｔｈｅ ｓｐｌｅｅｎꎬ ｌｙｍｐｈ ｎｏｄｅ ａｎｄ ｅｙｅ ｔｉｓｓｕｅｓ ｉｎ
ｂｏｔｈ ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ ａｓｅｐｔｉｃａｌｌｙ ｉｓｏｌａｔｅｄꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｍｉＲ － ２２３ － ３ｐ ａｎｄ Ｒｂｐｊ ＲＮＡｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ
ｒｅａｌ－ ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ (Ｑ － ＰＣＲ)ꎻ Ｍｅａｎｗｈｉｌｅꎬ ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｒｂｐｊꎬ ＩＦＮ－γ ａｎｄ ＩＬ－１７ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗｅｒｅ
ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＥＬＩＳＡꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｔｈ１ ａｎｄ Ｔｈ１７ ｃｅｌｌ
ｌｉｎｅａｇｅｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｔｉｓｓｕｅ ｆｒｏｍ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ
ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ.
• ＲＥＳＵＬＴＳ: Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｄｕａｌ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ ａｓｓａｙ
ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ Ｒｂｐｊ ｗａｓ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅ ｗｈｉｃｈ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ
ｂｙ ｍｉＲ － ２２３－３ｐ. Ａｔ １２ｄ ａｆｔｅｒ ｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎꎬ ｃｏｍｐａｒｅｄ
ｗｉｔｈ ＮＣ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｍｉＲ－２２３－
３ｐ ｉｎ ｓｐｌｅｅｎꎬ ｌｙｍｐｈ ｎｏｄｅ ａｎｄ ｅｙｅ ｔｉｓｓｕｅｓ ｆｒｏｍ ＥＡＵ
ｍｏｄｅｌ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ０. ３３ ± ０. ２９ꎬ ０. １１ ± ０. １２ ａｎｄ ０. １８ ± ０. １１ꎬ
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎬ ａｃｃｏｍｐａｎｉｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｄｏｗｎ － ｒｅｇｕｌａｔｅｄ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｗｅｒｅ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ( ａｌｌ Ｐ < ０. ０５)ꎻ Ｒｂｐｊ ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ ３. ００ ±
０.０６ꎬ １.５２± ０.１２ ａｎｄ ３.０１± ０.３４ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎬ ａｎｄ ｗｅｒｅ ａｌｌ
ｕｐ － ｒｅｇｕｌａｔｅｄꎬ ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｗｅｒｅ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ( ａｌｌ Ｐ < ０. ０５) . Ｍｏｒｅｏｖｅｒꎬ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ
ｍｉＲ－ ２２３ － ３ｐ ａｎｄ Ｒｂｐｊ ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｓｐｌｅｅｎꎬ ｌｙｍｐｈ
ｎｏｄｅ ａｎｄ ｅｙｅ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ
ｗｅｒｅ ｎｏｔ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｏｓｅ ｉｎ
ｔｈｅ ＮＣ ｇｒｏｕｐ (Ｐ> ０.０５)ꎻ ＥＬＩＳＡ ｒｅｓｕｌｔｓ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＲＢＰＪꎬ ＩＦＮ－γ ａｎｄ ＩＬ－１７ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ａｌｌ
ｔｉｓｓｕｅｓ ｆｒｏｍ ＥＡＵ ｒａｔｓ ａｔ １２ｄ ａｆｔｅｒ ｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ ｗｅｒｅ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ＮＣ ｇｒｏｕｐ ( ａｌｌ Ｐ <
０.０５)ꎬ ａｎｄ ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ｎｏ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ
ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｒｂｐｊꎬ ＩＦＮ－γ ａｎｄ ＩＬ－１７ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｉｎ ａｌｌ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ｃｏｍｐａｒｅｄ
ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＮＣ ｇｒｏｕｐ (Ｐ>０.０５)ꎻ Ｍｅａｎｗｈｉｌｅꎬ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ
ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｔｈ１ ａｎｄ Ｔｈ１７ ｃｅｌｌ
ｌｉｎｅａｇｅｓ ｉｎ ａｌｌ ｔｉｓｓｕｅｓ ｆｒｏｍ ＥＡＵ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ＮＣ ｇｒｏｕｐ ａｔ １２ｄ
ａｆｔｅｒ ｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｗｅｒｅ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ( ａｌｌ Ｐ < ０. ０５) . Ｆｕｒｔｈｅｒｍｏｒｅ ꎬ ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ｎｏ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｃｈａｎｇｅ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ Ｔｈ１ ａｎｄ Ｔｈ１７ ｃｅｌｌｓ
ｉｎ ｅａｃｈ ｔｉｓｓｕｅ ｉｎ ｔｈｅ ＢＣ ａｎｄ ＮＣ ｇｒｏｕｐｓ (ａｌｌ Ｐ >０.０５) .
•ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ: Ｔｈｅ ｍｉＲ－２２３－３ｐ ｃａｎ ｎｅｇａｔｉｖｅｌｙ ｒｅｇｕｌａｔｅ
ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ Ｒｂｐｊ ｏｆ Ｎｏｔｃｈ

ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ. Ｔｈｅ ｄｏｗｎ － ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｍｉＲ － ２２３ － ３ｐ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＥＡＵ ｒａｔｓ ｃａｎ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ
ｏｆ Ｒｂｐｊ ｇｅｎｅ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎꎬ ａｎｄ ａｇｇｒａｖａｔｅ ｔｈｅ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ Ｔｈ１ ａｎｄ Ｔｈ１７ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｒｅｌａｔｅｄ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ ＩＦＮ－γ ａｎｄ ＩＬ－１７ꎬ ｗｈｉｃｈ ｉｎ ｔｕｒｎ
ａｆｆｅｃｔ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｕｖｅｉｔｉｓ.
• ＫＥＹＷＯＲＤＳ: ｍｉＲ － ２２３ － ３ｐꎻ Ｒｂｐｊꎻ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ
ａｕｔｏｉｍｍｕｎｅ ｕｖｅｉｔｉｓꎻ Ｔｈ１ꎻ Ｔｈ１７ꎻ ＩＦＮ－γꎻ ＩＬ－１７

Ｃｉｔａｔｉｏｎ: Ｚｈｏｕ ＭＸꎬ Ｑｕ ＲＹꎬ Ｙｉｎ ＸＷꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ
ｍｉＲ － ２２３ － ３ｐ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ Ｒｂｐｊ ｏｎ ｔｈｅ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ Ｔｈ１ ａｎｄ Ｔｈ１７ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ
ａｕｔｏｉｍｍｕｎｅ ｕｖｅｉｔｉｓ. Ｇｕｏｊｉ Ｙａｎｋｅ Ｚａｚｈｉ ( Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉ) ２０２２ꎻ２２(５):
７６９－７７４

０引言
葡萄膜炎是一种累及到虹膜、睫状肌和脉络膜的临床

常见眼内炎症ꎬ严重威胁视力ꎬ高达 ３５％患者可能会导致
视力受损[１]ꎮ 既往研究表明ꎬ自身免疫性葡萄膜炎的主要
致炎细胞群有 Ｔｈ１ 和 Ｔｈ１７ 细胞ꎬ两者的细胞比例与葡萄
膜炎病程发展密切相关[２－３]ꎮ ＩＦＮ－γ、ＩＬ－１７ 分别是 Ｔｈ１、
Ｔｈ１７ 标志性细胞因子ꎬ在实验性自身免疫性葡萄膜炎
(ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ａｕｔｏｉｍｍｕｎｅ ｕｖｅｉｔｉｓꎬ ＥＡＵ)中发挥了重要的
致炎作用[４]ꎮ Ｎｏｔｃｈ 信号可通过调控细胞分化和调节炎症
反应来维持机体的免疫平衡ꎬ并通过诱导初始 ＣＤ４＋ Ｔ 细
胞分化为 Ｔｈ１、Ｔｈ１７ꎬ从而影响 Ｔｈ 细胞之间的比例平衡ꎬ
进而在葡萄膜炎的病理进程中发挥作用[５]ꎮ ＭｉｃｒｏＲＮＡ
(ｍｉＲＮＡ)是一组为 １８ ~ ２４ 个核苷酸长度的非编码 ＲＮＡ
分子ꎬ主要通过与靶基因的 ３’ＵＴＲ 结合ꎬ以完全或不完全
配对的形式降解靶基因的 ｍＲＮＡꎬ或者通过抑制靶基因的
翻译ꎬ进而调控细胞凋亡、增殖及分化等生理活动[６－８]ꎮ
研究发现ꎬｍｉＲ－２２３－３ｐ 能通过抑制转录因子 ＦＯＸＯ３ 的表
达促进 ＥＡＵ 小鼠中树突状细胞驱动的 Ｔｈ１７ 细胞反应[９]ꎮ
此外ꎬＥＡＵ 大鼠虹膜、睫状体和外周血淋巴细胞中均发现
与 ＮＦ － κＢ 信号通路相关的 ｍｉＲ － ２２３ － ３ｐ 呈下调表
达[１０－１２]ꎬ提示 ｍｉＲ－２２３－３ｐ 与葡萄膜炎的发生发展关系密
切ꎬｍｉＲ－２２３－３ｐ 有可能成为治疗葡萄膜炎新的作用靶
点ꎮ Ｒｂｐｊ 作为 Ｎｏｔｃｈ 信号通路中一种重要的转录因子ꎬ在
Ｎｏｔｃｈ 信号通路的活化中发挥重要作用ꎮ 生物信息学预测
分析表明ꎬＮｏｔｃｈ 信号通路转录因子 Ｒｂｐｊ 可能为 ｍｉＲ －
２２３－３ｐ调控的靶基因ꎬ然而 ｍｉＲ－２２３－３ｐ 调控 Ｒｂｐｊ 的表
达在葡萄膜炎病理机制中的作用尚不清楚ꎮ 本研究拟通
过双荧光素酶表达报告分析系统ꎬ检测荧光强度表达的变
化情况ꎬ明确 ｍｉＲ－２２３－３ｐ 对 Ｒｂｐｊ 基因的调控作用ꎻ实时
荧光定量 ＰＣＲ(ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲꎬ Ｑ－ＰＣＲ)检测 ＥＡＵ 大鼠
脾脏、淋巴结和眼组织中 ｍｉＲ－２２３－３ｐ 和 Ｒｂｐｊ 基因的表
达情况ꎬＥＬＩＳＡ 检测 Ｒｂｐｊ、ＩＦＮ－γ、ＩＬ－１７ 蛋白的表达水平
变化ꎬ流式细胞仪检测 Ｔｈ１、Ｔｈ１７ 细胞水平变化ꎬ以初步阐
释 ｍｉＲ－２２３－３ｐ 对 Ｎｏｔｃｈ 信号通路转录因子 Ｒｂｐｊ 表达的
调控作用以及对葡萄膜炎大鼠 Ｔｈ１、Ｔｈ１７ 细胞分化的影
响ꎬ为寻找葡萄膜炎新的治疗靶点、丰富临床基础理论提
供帮助ꎮ
１材料和方法
１.１材料
１.１.１实验动物　 选用 ２４ 只 ６ ~ ８ 周龄健康雌性 Ｌｅｗｉｓ 大

０７７
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鼠(北京维通利华公司ꎬ北京)ꎬ体质量 １６０~１８０ｇꎮ 本研究
符合动物伦理学ꎬ并经伦理委员会审批通过ꎮ
１.１.２主要试剂及仪器　 高纯度质粒抽提试剂盒(北京天
根生化科技有限公司)ꎻ报告基因检测试剂盒、ｍｉＲＮＡ 转
染试剂盒 (上海吉满生物科技有限公司)ꎻ胰蛋白酶、
ＤＭＥＭ 培养基(美国 ＧＩＢＣＯ 公司)ꎻＦＩＴＣ－ＣＤ４(北京博奥
森生物技术有限公司)ꎻＰＥ － ＩＦＮ － γꎬＰＥ － ＩＬ － １７ (美国
ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ 公司)ꎻＦｉｃｏｌｌ 淋巴细胞分离液(北京索莱宝公
司)ꎻＲＮＡ 组织 / 细胞快速提取试剂盒(济南思科捷公司)ꎻ
ｃＤＮＡ 逆转录试剂盒、２×ＳＹＢＲ ＧｒｅｅｎⅠ试剂盒(南京诺维
赞公司)ꎻＢＣＡ 蛋白定量试剂盒(上海碧云天公司)ꎻ大鼠
ＥＩＬＳＡ(Ｒｂｐｊ、ＩＦＮ－γ 和 ＩＬ－４)试剂盒(上海江莱生物技术
有限公司)ꎻＣＯ２培养箱(美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司)ꎻＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ®

４８０Ｑ－ＰＣＲ 仪(美国 Ｒｏｃｈｅ 公司)ꎻ多功能酶标仪(美国
Ｐｅｒｋｉｎ － Ｅｌｍｅｒ 公 司 )ꎻ 流 式 细 胞 仪 ( 美 国 ＢＤ
ＦＡＣＳＶｅｒｓｅＴＭ)ꎮ
１.２方法
１.２.１实验动物分组及处理　 把大鼠随机分为正常对照组
(ＮＣ 组)、葡萄膜炎模型组 ( ＥＡＵ 组) 和空白对照组
(ＢＣ 组)ꎬ每组各 ８ 只ꎮ 预先制备含光感受器间维生素 Ａ
结合 蛋 白 ( ｉｎｔｅｒｐｈｏｔｏｒｅｃｅｐｔｏｒ ｒｅｔｉｎｏｉｄ － ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎꎬ
ＩＲＢＰ)、 完 全 弗 氏 佐 剂 ( ｃｏｍｐｌｅｔｅ Ｆｒｅｕｎｄ ’ ｓ ａｄｊｕｖａｎｔꎬ
ＣＦＡ)、结核分枝杆菌 Ｈ３７ＲＡ( ｔｕｂｅｒｃｕｌｉｎꎬ ＴＢ)的无菌 ＰＢＳ
乳糜液ꎬＥＡＵ 模型组大鼠在躯干上皮下、后肢两足垫及腹
壁两侧各点分别均匀注射 ２００μＬ 以诱导葡萄膜炎ꎬＢＣ 组
大鼠于相同部位分别注射等体积的不含 ＩＲＢＰ 的ＴＢ＋ＣＦＡ
乳糜液ꎬＮＣ 组同法注射等体积的无菌生理盐水ꎮ 各组大
鼠不同处理条件干预后第 １２ｄꎬ按照 ５％苯巴比妥溶液(按
５０ｍｇ / ｋｇ 体质量的比例)腹腔注射麻醉处死大鼠ꎬ迅速分
离各大鼠脾脏、淋巴结和眼组织用于以下实验研究ꎮ
１.２.２双荧光素酶检测 ｍｉＲ－２２３－３ｐ 调控 Ｒｂｐｊ 基因　 应
用生物信息软件预测 ｍｉＲ－２２３－３ｐ 与 Ｒｂｐｊ 基因的结合位
点ꎻ将 Ｒｂｐｊ 基因的 ３’ＵＴＲ 序列及其突变体克隆到双荧光
素酶报告基因载体中ꎬ构建野生型及突变型重组双荧光素
酶报告质粒载体ꎬ采用 ＰＣＲ 及基因测序方法鉴定载体是
否构建成功ꎮ 将构建好的野生型和突变型双荧光素酶报
告载体ꎬ通过 ｍｉｍｉｃ＋Ｒｂｐｊ 野生型ꎬｍｉｍｉｃｓ ＮＣ＋Ｒｂｐｊ 野生
型ꎬ ｍｉｍｉｃ＋Ｒｂｐｊ 突变型ꎬｍｉｍｉｃｓ ＮＣ＋Ｒｂｐｊ 突变型进行共转
染ꎬ转染后 ４８ｈ 以空白细胞裂解液作为参比ꎬ测定相对光
单位(ｒｅｌａｔｉｖｅ ｌｉｇｈｔ ｕｎｉｔꎬ ＲＬＵ)值ꎮ
１.２. ３ Ｑ － ＰＣＲ 检测大鼠脾脏和淋巴结及眼组织中
ｍｉＲ－２２３－３ｐ与 Ｒｂｐｊ基因的表达　 免疫后 １２ｄꎬ各组大鼠
随机各选取 ３ 只ꎬ分离脾脏、淋巴结和眼组织ꎬ用 ＲＮＡ 组
织 /细胞快速提取试剂盒提取 ｍｉＲＮＡ 和总 ＲＮＡꎬＫ５６００ 光
分度计检测 ＲＮＡ 的纯度和浓度(Ａ２６０ / Ａ２８０ 为 １.８ ~ ２.１)ꎮ
将提取的 ｍｉＲＮＡ 和总 ＲＮＡ 逆转录成 ｃＤＮＡꎬ采用 Ｑ－ＰＣＲ
技术检测 ｍｉＲ－２２３－３ｐ、Ｒｂｐｊ 基因的表达水平ꎬ其中 Ｕ６ 为
ｍｉＲ－２２３－３ｐ 的内参ꎬＧＡＰＤＨ 为 Ｒｂｐｊ 基因的内参ꎮ Ｕ６ 的
反转录引物为 ５’－ＣＧＣ ＴＴＣ ＡＣＧ ＡＡＴ ＴＴＧ ＣＧＴ ＧＴＣＡＴ－
３’ꎬｍｉＲ－２２３－３ｐ 反转录引物为 ５’ －ＧＴＣ ＧＴＡ ＴＣＣ ＡＧＴ
ＧＣＡ ＧＧＧ ＴＣＣ ＧＡＧ ＧＴＡ ＴＴＣ ＧＣＡ ＣＴＧ ＧＡＴ ＡＣＧ ＡＣＧ
ＧＧＧ ＴＡ－３’ꎮ ｍｉＲ－２２３－３ｐ、Ｒｂｐｊ、Ｕ６ 和 ＧＡＰＤＨ 的 ＰＣＲ
引物序列见表 １ꎮ Ｑ－ＰＣＲ 反应条件为:９５℃ ５ｓꎬ循环１ 次ꎻ

９５℃ ２０ｓꎬ５７℃ ２５ｓꎬ６０℃ ２５ｓꎬ循环 ４５ 次ꎮ Ｑ－ＰＣＲ 检测结
束后ꎬ按照 ２－ΔΔＣｔ方法计算 ｍｉＲ－２２３－３ｐ、Ｒｂｐｊ 基因表达情
况ꎬ并进行统计分析ꎮ 实验重复 ３ 次ꎮ
１.２.４ ＥＬＩＳＡ检测大鼠脾脏和淋巴结及眼组织中 Ｒｂｐｊ 与
ＩＦＮ－γ和 ＩＬ－１７蛋白的表达水平　 免疫后 １２ｄꎬ每组大鼠
随机各选取 ２ 只ꎬ分别收取各组大鼠的脾脏、淋巴结和眼
组织ꎬ放入无菌 ＥＰ 管中ꎬ然后加入 ４００μＬ ＲＩＰＡ 裂解液和
４μＬ ＰＭＳＦꎬ待充分混匀后电动匀浆 ５ｍｉｎꎬ使组织裂解完
全ꎮ 将样品管插入冰中ꎬ超声波细胞粉碎机超声 ２０ｍｉｎꎬ
高速离心机离心 ８０００ｒ / ｍｉｎꎬ４℃ １０ｍｉｎ 后ꎬ收取上清液ꎮ
ＢＣＡ 法测定各组蛋白浓度ꎬ ＥＬＩＳＡ 试剂盒检测 Ｒｂｐｊ、
ＩＦＮ－γ和 ＩＬ－４ 蛋白的表达水平ꎮ 实验重复 ３ 次ꎮ
１.２.５流式细胞仪检测大鼠脾脏和淋巴结及眼组织中 Ｔｈ１
和 Ｔｈ１７细胞水平 　 免疫后 １２ｄꎬ每组大鼠随机各选取
３ 只ꎬ取各组大鼠脾脏、淋巴结和眼组织研磨后用 ４０μｍ 细
胞筛网过滤ꎬ尼龙毛富集 Ｔ 淋巴细胞ꎬ然后用大鼠淋巴细
胞分离液进一步纯化得到 Ｔ 淋巴细胞ꎬ加入 ４μＬ 细胞刺
激混合剂(包含 ｃｏｃｋｔａｉｌ 刺激液和 Ｇｏｌｇｉｓｔｏｐ 蛋白转运抑制
剂)ꎬ振荡器涡旋 １０ｓ 充分混匀ꎮ 先用 ＦＩＴＣ－ＣＤ４ 进行细
胞表面染色ꎬ然后对细胞行固定破膜ꎬ然后分别用 ＰＥ－
ＩＦＮ－γ和 ＰＥ－ＩＬ－１７ 进行胞内染色ꎬ振荡器涡旋 １０ｓ 充分
混匀ꎮ 染色结束后用细胞洗涤液清洗 ２ 次细胞ꎬ离心去上
清ꎮ 最后每管加 ３００μＬ ＰＢＳ 重悬细胞ꎬ滤网过滤ꎬ流式细
胞仪检测各组大鼠 Ｔｈ１、Ｔｈ１７ 细胞表达水平并分析结果ꎮ
实验重复 ３ 次ꎮ

统计学分析:采用统计学软件 ＳＰＳＳ２１.０ 进行分析ꎮ
计量资料均以 􀭰ｘ±ｓ 表示ꎬ经 Ｌｅｖｅｎｅ 检验方差齐ꎬ采用单因
素方差分析ꎬ进一步两两比较采用 ＬＳＤ－ｔ 检验ꎬＰ<０.０５ 为
差异有统计学意义ꎮ
２结果
２.１ ｍｉＲ－２３３－３ｐ调控 Ｒｂｐｊ 基因　 双荧光素酶报告基因
表达分析结果显示ꎬ与正常对照组相比ꎬｍｉＲ－２３３－３ｐ 对
Ｒｂｐｊ 基因野生型的值有较显著的下调表达ꎬ然而对其预
测靶基因位点进行突变后ꎬ突变型载体中的 ＲＬＵ 值表达
水平未见明显改变(图 １)ꎮ 由此可见ꎬｍｉＲ－２２３－３ｐ 可明
显调控带有 Ｒｂｐｊ 基因片段 ３’ ＵＴＲ 基因的表达ꎬＲｂｐｊ 为
ｍｉＲ－２２３－３ｐ 调控的靶基因ꎮ
２.２ ＥＡＵ大鼠脾脏和淋巴结及眼组织中 ｍｉＲ－２３３－３ｐ 与
Ｒｂｐｊ基因的表达水平 　 Ｑ－ＰＣＲ 检测发现ꎬＢＣ 组大鼠脾
脏、淋巴结和眼组织中 ｍｉＲ－２３３－３ｐ、Ｒｂｐｊ 基因的表达水
平与 ＮＣ 组大鼠相比无明显变化(均 Ｐ>０.０５)ꎻ与 ＮＣ 组大
鼠相比ꎬ免疫后 １２ｄꎬｍｉＲ－２２３－３ｐ 在 ＥＡＵ 模型组大鼠脾
脏、淋巴结和眼组织中的表达水平分别为 ０. ３３ ± ０. ２９、
０.１１±０.１２、０.１８±０.１１ 呈显著下调表达(均 Ｐ<０.０５)ꎻＲｂｐｊ
ｍＲＮＡ 水平均呈上调表达ꎬ分别为 ３.００±０.０６、１.５２±０.１２、
３.０１±０.３４ꎬ差异具有统计学意义(均 Ｐ<０.０５)ꎬ见表 ２ꎮ
２.３ Ｒｂｐｊ和 ＩＦＮ－γ 及 ＩＬ－１７ 蛋白的表达水平　 ＥＬＩＳＡ 检
测结果显示ꎬＢＣ 组大鼠脾脏、淋巴结和眼组织中 Ｒｂｐｊ、
ＩＦＮ－γ 和 ＩＬ－１７ 蛋白的表达水平与 ＮＣ 组大鼠相比无明
显变化(均 Ｐ>０.０５)ꎻ相比于 ＮＣ 组大鼠ꎬ免疫后 １２ｄ 的
ＥＡＵ 模型组大鼠的脾脏、淋巴结和眼组织中 Ｒｂｐｊ、ＩＦＮ－γ
和 ＩＬ－１７ 蛋白水平均呈明显的上调表达ꎬ且差异具有统计
学意义(均 Ｐ<０.０５)ꎬ见表 ３ꎮ 　 　

１７７
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表 １　 ｍｉＲ－２２３－３ｐ、Ｒｂｐｊ、Ｕ６ 和 ＧＡＰＤＨ引物序列

基因 引物序列

ｍｉＲ－２２３－３ｐ 上游引物 ５’－ＧＣＧ ＣＧＴ ＧＴＣ ＡＧＴ ＴＴＧ ＴＣＡ ＡＡ－３’
下游引物 ５’－ＡＧＴ ＧＣＡ ＧＧＧ ＴＣＣ ＧＡＧ ＧＴＡ ＴＴ－３’

Ｒｂｐｊ 上游引物 ５’－ＴＧＴ ＣＣＴ ＴＧＣ ＣＣＣ ＧＧＴ ＣＡＣ ＴＣＣ Ｔ－３’
下游引物 ５’－ＴＣＧ ＧＣＣ ＴＣＴ ＡＣＡ ＴＣＣ ＣＣＡ ＡＡＣ ＣＡＣ－３’

Ｕ６ 上游引物 ５’－ＧＣＴ ＴＣＧ ＧＣＡ ＧＣＡ ＣＡＴ ＡＴＡ ＣＴＡ ＡＡＡＴ－３’
下游引物 ５’－ＣＧＣ ＴＴＣ ＡＣＧ ＡＡＴ ＴＴＧ ＣＧＴ ＧＴＣＡＴ－３’

ＧＡＰＤＨ 上游引物 ５’－ＣＡＣ ＧＧＣ ＡＡＧ ＴＴＣ ＡＡＣ ＧＧＣ ＡＣＡ ＧＴ－３’
下游引物 ５’－ＡＧＣ ＧＧＡ ＡＧＧ ＧＧＣ ＧＧＡ ＧＡＴ ＧＡＴ－３’

表 ２　 免疫后 １２ｄ三组大鼠脾脏、淋巴结和眼组织中 ｍｉＲ－２２３－３ｐ、Ｒｂｐｊ基因的表达水平 􀭰ｘ±ｓ

组别
ｍｉＲ－２２３－３ｐ

脾脏 淋巴结 眼组织

Ｒｂｐｊ ｍＲＮＡ
脾脏 淋巴结 眼组织

ＮＣ 组 １±０ １±０ １±０ １±０ １±０ １±０
ＥＡＵ 模型组 ０.３３±０.２９ａ ０.１１±０.１２ｂ ０.１８±０.１１ｂ ３.００±０.０６ｂ １.５２±０.１２ｂ ３.０１±０.３４ｂ

ＢＣ 组 １.１±０.０１ １.０１±０.０２ ０.９９±０.０１ １.０３±０.０２ ０.９８±０.０１ ０.９８±０.０３
注:ＥＡＵ 模型组:注射含光感受器间维生素 Ａ 结合蛋白(ＩＲＢＰ)、结核菌素和完全弗氏佐剂的乳糜液以诱导葡萄膜炎ꎻＢＣ 组:注射等体

积的不含 ＩＲＢＰ 多肽的乳糜液ꎻＮＣ 组:注射等体积的无菌生理盐水ꎮａＰ<０.０５ꎬｂＰ<０.０１ ｖｓ ＮＣ 组ꎮ

表 ３　 免疫后 １２ｄ三组大鼠脾脏、淋巴结和眼组织中 Ｒｂｐｊ、ＩＦＮ－γ和 ＩＬ－１７ 蛋白的表达水平 (􀭰ｘ±ｓꎬｎｇ / Ｌ)

组别
Ｒｂｐｊ 蛋白

脾脏 淋巴结 眼组织

ＩＦＮ－γ 蛋白

脾脏 淋巴结 眼组织

ＩＬ－１７ 蛋白

脾脏 淋巴结 眼组织

ＮＣ 组 ３２.５１±０.０２ ３１.３６±０.０４ ４４.５０±０.０４ ２７.９±０.０２ ３１.２±０.０４ ２８.５６±１.４７ ９.３７±０.０１ ９.６１±０.０４ ９.２４±０.４４
ＥＡＵ 组 ４９.６９±０.０２ｂ ６１.８５±０.０１ｂ ６５.７７±０.０１ａ ５０.９±０.０３ａ ５２.１９±０.０１ｂ ６２.９９±０.０６ｂ １２.２４±０.０１ｂ １３.２９±０.０３ｂ １１.９９±０.０１ｂ

ＢＣ 组 ３０.４６±０.０２ ２９.９８±０.０３ ４３.４５±０.０４ ２６.８７±０.０１ ３２.１３±０.０３ ２９.７９±０.５８ ８.９７±０.０４ ９.４７±０.０３ ９.１８±０.１４
注:ＥＡＵ 模型组:注射含光感受器间维生素 Ａ 结合蛋白(ＩＲＢＰ)、结核菌素和完全弗氏佐剂的乳糜液以诱导葡萄膜炎ꎻＢＣ 组:注射等体

积的不含 ＩＲＢＰ 多肽的乳糜液ꎻＮＣ 组:注射等体积的无菌生理盐水ꎮａＰ<０.０５ꎬｂＰ<０.０１ ｖｓ ＮＣ 组ꎮ

图 １　 ｍｉＲ－２２３－３ｐ与质粒载体转染靶细胞后 Ｒｂｐｊ的表达水平

　 ｂＰ<０.０１ ｖｓ ｍｉＲ－阴性对照组ꎮ

２.４大鼠脾脏和淋巴结及眼组织中 Ｔｈ１与 Ｔｈ１７细胞水平

　 免疫后 １２ｄꎬ流式细胞仪分别检测三组大鼠脾脏、淋巴

结和眼组织中 Ｔｈ１、Ｔｈ１７ 细胞水平ꎬ发现 ＢＣ 组大鼠与 ＮＣ
组大鼠相比ꎬ各组织中 Ｔｈ１ 和 Ｔｈ１７ 细胞水平差异无统计

学意义(均 Ｐ>０.０５)ꎮ 与 ＮＣ 组相比ꎬＥＡＵ 模型组大鼠各

组织中 Ｔｈ１ 和 Ｔｈ１７ 细胞水平明显升高ꎬ见表 ４ꎬ图 ２、３ꎮ
３讨论

葡萄膜炎是一类眼科常见、以眼内炎症为特征的自身

免疫性疾病ꎬ常伴有眼疼、畏光、前房积脓和玻璃体混浊

等ꎮ 目前ꎬ葡萄膜炎的发病机制尚不完全清楚ꎬ临床治疗

主要依赖激素和免疫抑制剂ꎬ复发率高ꎬ长期使用易产生

药物依赖性ꎬ导致严重的并发症ꎬ其诊疗已属于世界性难

题ꎮ 研究发现ꎬＴｈ１、Ｔｈ１７ 细胞是诱导葡萄膜炎发病的关

键因素ꎬＴｈ１ 和 Ｔｈ１７ 细胞因子主要介导促炎作用ꎬＴｈ１ 和

Ｔｈ１７ 与其分泌的标志性细胞因子 ＩＦＮ－γ、ＩＬ－１７ 共同参与

了葡萄膜炎的发生发展[１３]ꎮ 葡萄膜炎的免疫调节涉及多

条信号通路ꎬ其中 Ｎｏｔｃｈ 信号通路是维持机体免疫平衡的

重要信号通路ꎬ在细胞因子的刺激下可调控初始 ＣＤ４＋ Ｔ
细胞分化为 Ｔｈ１、Ｔｈ１７ 等效应细胞进而影响 Ｔｈ 细胞之间

的比例平衡ꎬ并影响葡萄膜炎的病理过程[１４－１５]ꎮ 转录因

子 Ｒｂｐｊ 是 Ｎｏｔｃｈ 信号通路活化过程中所必须的ꎬ在哺乳

动物中已发现的 ４ 种受体 Ｎｏｔｃｈ１~４ 均可通过关键性转录

因子 Ｒｂｐｊ 调节下游基因的表达ꎬ敲除 Ｒｂｐｊ 即可阻断全部

Ｎｏｔｃｈ 信号通路[１６－１７]ꎮ
ＭｉｃｒｏＲＮＡｓ(ｍｉＲＮＡｓ)是一类短片段的内源性非编码

ＲＮＡ 分子ꎬ能直接结合特定的 ｍＲＮＡ 靶分子的 ３’端非翻

译区而使其降解并抑制蛋白质的合成ꎬ从而以负反馈调节

方式发挥免疫调控作用[１８]ꎮ 越来越多的证据表明ꎬ
ｍｉＲＮＡｓ 可通过调节 Ｔｈ 细胞分化在自身免疫性疾病的发

病机制中发挥重要作用ꎮ Ｃｈｅｎ 等[１９] 研究发现ꎬ ｍｉＲ －
２２３－３ｐ在实验性自身免疫性心肌炎小鼠中的表达明显低

于正常小鼠ꎮ ｍｉＲ－２２３－３ｐ 可抑制 ＮＬＲＰ３ 炎症小体的表

达ꎬ促进树突状细胞(ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ ｃｅｌｌꎬ ＤＣ)向耐受性 ＤＣ 表

型分化ꎮ ｍｉＲ－２２３－３ｐ 通过抑制抗原递呈树突状细胞的

功能ꎬ有效诱导调节性 Ｔ 细胞(Ｔｒｅｇ)的产生ꎬ提示 ｍｉＲ－
２２３－３ｐ 参与诱导耐受性树突状细胞的表型并调节自身免
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　 　表 ４　 免疫后 １２ｄ三组大鼠脾脏、淋巴结和眼组织中 Ｔｈ１、Ｔｈ１７ 细胞水平 (􀭰ｘ±ｓꎬ％)

组别
脾脏

Ｔｈ１ 细胞水平 Ｔｈ１７ 细胞水平

淋巴结

Ｔｈ１ 细胞水平 Ｔｈ１７ 细胞水平

眼组织

Ｔｈ１ 细胞水平 Ｔｈ１７ 细胞水平

ＮＣ 组 ０.６５±０.１３ ０.７３±０.０６ ０.４９±０.１５ ０.８４±０.０４ ０.６３±０.０８ １.０５±０.１６
ＥＡＵ 模型组 ２.２９±０.１７ｂ ４.３４±０.１８ｂ ２.２３±０.１８ｂ ４.５５±０.１２ｂ ２.８３±０.０７ｂ ４.７７±０.１９ｂ

ＢＣ 组 ０.６８±０.０４ ０.７２±０.０６ ０.４５±０.１２ ０.８３±０.０３ ０.６２±０.０５ １.０３±０.０６

注:ＥＡＵ 模型组:注射含光感受器间维生素 Ａ 结合蛋白(ＩＲＢＰ)、结核菌素和完全弗氏佐剂的乳糜液以诱导葡萄膜炎ꎻＢＣ 组:注射等体

积的不含 ＩＲＢＰ 多肽的乳糜液ꎻＮＣ 组:注射等体积的无菌生理盐水ꎮｂＰ<０.０１ ｖｓ ＮＣ 组ꎮ

图 ２　 流式细胞仪检测不同条件处理后第 １２ｄ 各组大鼠脾脏、
淋巴结和眼组织细胞中 Ｔｈ１ 细胞水平变化ꎮ 　

图 ３　 流式细胞仪检测不同条件处理后第 １２ｄ 各组大鼠脾脏、
淋巴结和眼组织细胞中 Ｔｈ１７ 细胞水平变化ꎮ 　

疫性心肌炎的耐受性ꎻＳｈｉ 等[２０] 发现ꎬｍｉＲ－２１９ａ－５ｐ 通过

抑制 Ｔｈ１ / Ｔｈ１７ 介导的免疫反应抑制肠道炎症的发展进

程ꎬ提示 ｍｉＲ－２１９ａ－５ｐ 可能是肠道炎症治疗的新靶点ꎻ
Ｃｒｕｚ 等[２１]证实ꎬｍｉＲ－２７ 在小鼠 Ｔ 细胞中的过表达可抑制

调节性 Ｔ(Ｔｒｅｇ)细胞的分化ꎬ导致 Ｔｒｅｇ 功能紊乱ꎬ进而造

成小鼠免疫耐受功能障碍ꎮ
目前ꎬ国内外多名学者围绕 ｍｉＲＮＡｓ 在葡萄膜炎病理

机制中的作用开展了相关的研究ꎮ Ｚｈａｎｇ 等[２２]研究表明ꎬ
ｍｉＲ－ １８２ － ５ｐ 对 ＥＡＵ 小鼠 ＴＡＦ１５ 的调控ꎬ可通过抑制
ＳＴＡＴ３ 磷酸化来负性调节 Ｔｈ１７ 细胞的发育ꎬ从而发挥治

疗葡萄膜炎的作用ꎮ Ｍｕｈａｍｍａｄ 等[２３]研究证实ꎬ脾脏组织
产生的 ｍｉＲ－１５５ 可抑制黑皮质素 ５ 受体依赖的抑制性巨
噬细胞(ｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ)ꎬ加剧了 ＥＡＵ 的发展在实
验性自身免疫性前葡萄膜炎 ( ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ａｕｔｏｉｍｍｕｎｅ
ａｎｔｅｒｉｏｒ ｕｖｅｉｔｉｓꎬＥＡＡＵ)的研究中ꎬＨｓｕ 等[１０]发现 ｍｉＲＮＡ 的
动态变 化 会 促 进 核 因 子 κＢ ( ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ ｋａｐｐａ Ｂꎬ
ＮＦ－κＢ)的活化ꎬ进而激活下游 Ｔｈ１ 和 Ｔｈ１７ 特异性细胞因
子和效应 Ｔ 细胞ꎬ最终引起光感受器细胞凋亡ꎬ进一步研
究发现ꎬ与 ＮＦ－κＢ 信号通路相关的 ｍｉＲ－２２３－３ｐ、ｍｉＲ－
１４６ａ－５ｐ、ｍｉＲ－１５５－５ｐ 和 ｍｉＲ－１４７ｂ 在葡萄膜炎大鼠虹
膜、睫状体中呈现低水平表达ꎬ而 ｍｉＲ－１８２－５ｐ、ｍｉＲ－１８３－
５ｐ 和 ｍｉＲ－９－３ｐ 呈现高水平表达ꎮ Ｗｅｉ 等[９] 研究发现ꎬ
ｍｉＲ－２２３－３ｐ 能通过抑制转录因子 ＦＯＸＯ３ 的表达促进
ＥＡＵ 小鼠中树突状细胞驱动的 Ｔｈ１７ 细胞反应ꎬ上述研究
提示 ｍｉＲ－ ２２３ － ３ｐ 有可能成为治疗葡萄膜炎新的作用
靶点ꎮ

生物信息学预测分析和本研究均表明ꎬＮｏｔｃｈ 信号通
路的转录因子 Ｒｂｐｊ 基因为 ｍｉＲ－２２３－３ｐ 调控的靶基因ꎮ
Ｑ－ＰＣＲ 结果显示ꎬ与 ＮＣ 组相比ꎬ免疫 １２ｄ 后的 ＥＡＵ 大鼠
的眼、脾和淋巴结组织中 ｍｉＲ－２２３－３ｐ 显著下调ꎬ然而其
调控的靶基因 Ｒｂｐｊ 的表达明显升高ꎮ ＥＬＩＳＡ 检测结果发
现ꎬＥＡＵ 模型组大鼠各组织 Ｒｂｐｊ、ＩＦＮ－γ 和 ＩＬ－１７ 蛋白表
达水平均明显高于 ＮＣ 组ꎬ流式检测表明 ＥＡＵ 模型组 Ｔｈ１
和 Ｔｈ１７ 细胞比例明显升高ꎬ提示 Ｔｈ１ 和 Ｔｈ１７ 细胞比例失
衡与机体的免疫微环境改变有关ꎬ失衡的 Ｔｈ１ 和 Ｔｈ１７ 与
葡萄膜炎的发生发展密切相关ꎮ

综上所述ꎬ我们发现 ｍｉＲ－２２３－３ｐ 可负调控 Ｎｏｔｃｈ 信
号通路转录因子 Ｒｂｐｊ 的表达ꎬＥＡＵ 大鼠中 ｍｉＲ－２２３－３ｐ
的下调表达可提高 Ｒｂｐｊ 基因和蛋白的表达水平ꎬ影响
Ｔｈ１ 和 Ｔｈ１７ 细胞的分化及相关分子 ＩＦＮ－γ 和 ＩＬ－１７ 的表
达水平ꎬ进而影响葡萄膜炎的发生发展ꎮ 本研究初步阐释
了 ｍｉＲ－２２３－３ｐ 对 Ｎｏｔｃｈ 信号通路转录因子 Ｒｂｐｊ 表达的
调控作用以及对葡萄膜炎大鼠 Ｔｈ１、Ｔｈ１７ 细胞分化及
ＩＦＮ－γ和 ＩＬ－１７ 的影响ꎬ对寻找葡萄膜炎新的治疗靶点、
丰富临床基础理论具有重要意义ꎮ
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身免疫性葡萄膜炎大鼠中的表达及作用. 眼科新进展 ２０１５ꎻ３５(１０):
９１８－９２０
１４ Ｌｉ ＱＦꎬ Ｚｈａｎｇ Ｈꎬ Ｙｕ Ｌꎬ ｅｔ ａｌ. Ｄｏｗｎ－ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ Ｎｏｔｃｈ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ

ｐａｔｈｗａｙ ｒｅｖｅｒｓｅｓ ｔｈｅ Ｔｈ１ / Ｔｈ２ ｉｍｂａｌａｎｃｅ ｉｎ ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ ｐａｔｉｅｎｔｓ. Ｉｎｔ
Ｉｍｍｕｎｏｐｈａｒｍａｃｏｌ ２０１８ꎻ５４:２４－３２
１５ Ｙｉｎ ＸＷꎬ Ｌｉｕ Ｂꎬ Ｗｅｉ ＨＸꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ Ｎｏｔｃｈ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｐａｔｈｗａｙ ｄｉｓｔｕｒｂｓ ｔｈｅ ＷＥＩ ＣＤ４＋ / ＣＤ８＋ꎬ Ｔｈ１７ / Ｔｒｅｇ ｂａｌａｎｃｅ ｉｎ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ａｕｔｏｉｍｍｕｎｅ ｕｖｅｉｔｉｓ. Ｉｎｆｌａｍｍ Ｒｅｓ ２０１９ꎻ ６８(９):７６１－７７４
１６ Ｓｉｅｂｅｌ Ｃꎬ Ｌｅｎｄａｈｌ Ｕ. Ｎｏｔｃｈ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｉｎ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔꎬ ｔｉｓｓｕｅ
ｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓꎬ ａｎｄ ｄｉｓｅａｓｅ. Ｐｈｙｓｉｏｌ Ｒｅｖ ２０１７ꎻ９７(４):１２３５－１２９４
１７ Ｃｈｅｎ ＥＬＹꎬ Ｔｈｏｍｐｓｏｎ ＰＫꎬ Ｚúñｉｇａ － Ｐｆｌüｃｋｅｒ ＪＣ. ＲＢＰＪ－ ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ
Ｎｏｔｃｈ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｉｎｉｔｉａｔｅｓ ｔｈｅ Ｔ ｃｅｌｌ ｐｒｏｇｒａｍ ｉｎ ａ ｓｕｂｓｅｔ ｏｆ Ｔｈｙｍｕｓ －
ｓｅｅｄｉｎｇ ｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒｓ. Ｎａｔ Ｉｍｍｕｎｏｌ ２０１９ꎻ２０(１１):１４５６－１４６８
１８ Ｎｅｊａｄ Ｃꎬ Ｓｔｕｎｄｅｎ ＨＪꎬ Ｇａｎｔｉｅｒ ＭＰ. Ａ ｇｕｉｄｅ ｔｏ ｍｉＲＮＡｓ ｉｎ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｎａｔｅ ｉｍｍｕｎｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ. ＦＥＢＳ Ｊ ２０１８ꎻ２８５ ( ２０):
３６９５－３７１６
１９ Ｃｈｅｎ ＬＱꎬ Ｈｏｕ ＸＹꎬ Ｚｈａｎｇ ＭＭꎬ ｅｔ ａｌ. ｍｉｃｒｏＲＮＡ－２２３－３ｐ ｍｏｄｕｌａｔｅｓ
ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ ｃｅｌｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎｄ ａｍｅｌｉｏｒａｔｅｓ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ａｕｔｏｉｍｍｕｎｅ
ｍｙｏｃａｒｄｉｔｉｓ ｂｙ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｔｈｅ ＮＬＲＰ３ ｉｎｆｌａｍｍａｓｏｍｅ. Ｍｏｌ Ｉｍｍｕｎｏｌ ２０２０ꎻ
１１７:７３－８３
２０ Ｓｈｉ Ｙꎬ Ｄａｉ ＳＬꎬ Ｑｉｕ ＣＹꎬ ｅｔ ａｌ. ｍｉｃｒｏＲＮＡ － ２１９ａ － ５ｐ ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓ
ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｔｈｒｏｕｇｈ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ Ｔｈ１ / Ｔｈ１７ － ｍｅｄｉａｔｅｄ ｉｍｍｕｎｅ
ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ｉｎ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｂｏｗｅｌ ｄｉｓｅａｓｅ. Ｍｕｃｏｓａｌ Ｉｍｍｕｎｏｌ ２０２０ꎻ１３(２):
３０３－３１２
２１ Ｃｒｕｚ ＬＯꎬ Ｈａｓｈｅｍｉｆａｒ ＳＳꎬ Ｗｕ ＣＪꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｘｃｅｓｓｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ｍｉＲ－２７ ｉｍｐａｉｒｓ Ｔｒｅｇ －ｍｅｄｉａｔｅｄ ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ. Ｊ Ｃｌｉｎ Ｉｎｖｅｓｔ
２０１７ꎻ１２７(２):５３０－５４２
２２ Ｚｈａｎｇ ＬＳꎬ Ｓｕｎ Ｐꎬ Ｚｈａｎｇ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. ｍｉＲ － １８２ － ５ｐ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｔｈｅ
ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ Ｔｈ１７ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｉｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ａｕｔｏｉｍｍｕｎｅ ｕｖｅｉｔｉｓ ｍｉｃｅ ｖｉａ
ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｎｇ ＴＡＦ１５ . Ｂｉｏｃｈｅｍ Ｂｉｏｐｈｙｓ Ｒｅｓ Ｃｏｍｍｕｎ ２０２０ꎻ ５２９ ( ３ ):
７８４－７９２
２３ Ｍｕｈａｍｍａｄ Ｆꎬ Ｔｒｉｖｅｔｔ Ａꎬ Ｗａｎｇ Ｄꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｉｓｓｕｅ－ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ
ｏｆ ＭｉｃｒｏＲＮＡ－１５５ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｍｅｌａｎｏｃｏｒｔｉｎ ５ ｒｅｃｅｐｔｏｒ－ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒ
ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｔｏ ｐｒｏｍｏｔｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ａｕｔｏｉｍｍｕｎｅ ｕｖｅｉｔｉｓ. Ｅｕｒ Ｊ Ｉｍｍｕｎｏｌ
２０１９ꎻ４９(１１):２０７４－２０８２
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