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ＫＩＦ３Ａ通过结合Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ通路中的βａｒｒｅｓｔｉｎ参与哮喘气道上皮的炎症调控
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发育疾病研究教育部重点实验室，国家儿童健康与疾病临床医学研究中心，儿童发育重大疾病国家国际科技合作基
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　　［摘要］　目的　研究 ＫＩＦ３Ａ参与哮喘气道炎症调控的可能机制，为哮喘治疗提供新的靶点和方
向。方法　选取２０只雌性６～８周龄Ｃ５７ＢＬ／６小鼠建立哮喘模型，随机分为哮喘组与对照组（ｎ＝１０）。
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和免疫组化（ＩＨＣ）检测两组小鼠 ＫＩＦ３Ａ的表达；在体外分别用磷酸盐缓冲液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅ
ｂｕｆｆｅｒｓｏｌｕｔｉｏｎ，ＰＢＳ）和屋尘螨（ｈｏｕｓｅｄｕｓｔｍｉｔｅ，ＨＤＭ）干预人支气管上皮细胞 １６ＨＢＥ，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和
ＲＴＰＣＲ检测ＫＩＦ３Ａ的表达；构建含有 ＫＩＦ３Ａ的过表达组（ＬＶＫＩＦ３Ａ４５８９４Ｊ２，ＬＶＫＩＦ３Ａ）和 ＲＮＡ干
扰序列的慢病毒载体组（ＬＶＫＩＦ３ＡＲＮＡｉ８１１８３１，ＲＮＡｉ），用含有空载的慢病毒和阴性对照序列的慢病
毒载体作为对照，分别感染 １６ＨＢＥ；免疫共沉淀检测过表达组中 ＫＩＦ３Ａ与 βａｒｒｅｓｔｉｎ的结合，同时
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和ＲＴＰＣＲ检测各组细胞βｃａｔｅｎｉｎ的表达水平，ＲＴＰＣＲ检测ＫＩＦ３Ａ基因差异表达对趋化
因子ＣＣＬ１７和ＣＣＬ２６表达的影响。结果　哮喘组的ＫＩＦ３Ａ表达水平较对照组减少（Ｐ＜０．０５）。ＨＤＭ
干预１６ＨＢＥ后的ＫＩＦ３Ａ蛋白和ｍＲＮＡ表达水平较对照组有下降趋势，但无统计学差异（Ｐ＞０．０５）。慢
病毒载体感染 １６ＨＢＥ７２ｈ且经流式分选绿色荧光阳性细胞后，ＲＴＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示
ＬＶＫＩＦ３Ａ组和ＲＮＡｉ组的ＫＩＦ３Ａ蛋白和ｍＲＮＡ表达分别增多（Ｐ＜０．０５）和下降（Ｐ＜０．０５）。免疫共沉
淀证实ＫＩＦ３Ａ与βａｒｒｅｓｔｉｎ相结合。ＬＶＫＩＦ３Ａ组和ＲＮＡｉ组的βｃａｔｅｎｉｎ蛋白总量无明显差异；与对照
组相比，ＲＮＡｉ组的 βｃａｔｅｎｉｎｍＲＮＡ表达显著下降（Ｐ＜０．０００１），ＬＶＫＩＦ３Ａ组则无统计学差异。
ＲＴＰＣＲ结果显示，与对照组相比，ＲＮＡｉ组的趋化因子 ＣＣＬ１７和 ＣＣＬ２６的 ｍＲＮＡ水平增加（Ｐ＜
０．００１），ＬＶＫＩＦ３Ａ组则降低（Ｐ＜０．０５）。结论　ＫＩＦ３Ａ与Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ通路中的βａｒｒｅｓｔｉｎ结合，通过
调节趋化因子ＣＣＬ１７和ＣＣＬ２６的表达而参与哮喘气道上皮炎症的调控。
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　　［中图法分类号］　Ｒ３３２；Ｒ３６３．２１；Ｒ５６２．２５ ［文献标志码］　Ａ

［基金项目］　国家自然科学基金面上项目（８１６７００１８）；重庆市教委科学技术研究项目（ＫＪＱＮ２０１８００４０７）
［通信作者］　耿　刚，Ｅｍａｉｌ：２８５５４４４７０＠ｑｑ．ｃｏｍ

１０００５４０４／Ｃｏｐｙｒｉｇｈｔ ２０２１，陆军军医大学（第三军医大学）。这篇开放获取文章遵循ＣＣＢＹ许可协议（　　　 　　　　　　　　　　　　　　　　）

Ｋｉｎｅｓｉｎｆａｍｉｌｙｍｅｍｂｅｒ３Ａｉｓｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆａｓｔｈｍａｔｉｃ
ａｉｒｗａｙｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｂｙｂｉｎｄｉｎｇｔｏβａｒｒｅｓｔｉｎｉｎｔｈｅＷｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎｐａｔｈｗａｙ
ＹＡＮＧＬｉｌｉ，ＷＡＮＧＹａｐｉｎｇ，ＸＵＥＫｕｎｊｉａｏ，ＲＵＡＮＬｉｎｇｙｉｎｇ，ＦＵＺｈｏｕ，ＧＥＮＧＧａｎｇ　　ＩｎｓｔｉｔｕｔｅｏｆＰｅｄｉａｔｒｉｃｓ，Ｋｅｙ
ＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆＣｈｉｌｄＤｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｎｄＤｉｓｏｒｄｅｒｓｏｆＭｉｎｉｓｔｒｙｏｆＥｄｕｃａｔｉｏｎ，ＮａｔｉｏｎａｌＣｌｉｎｉｃａｌＲｅｓｅａｒｃｈＣｅｎｔｅｒｆｏｒＣｈｉｌｄ
ＨｅａｌｔｈａｎｄＤｉｓｏｒｄｅｒｓ，ＣｈｉｎａＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙＣｏｏｐｅｒａｔｉｏｎＢａｓｅｆｏｒＣｈｉｌｄＤｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｎｄＣｒｉｔｉｃａｌ
Ｄｉｓｏｒｄｅｒｓ，ＣｈｏｎｇｑｉｎｇＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆＰｅｄｉａｔｒｉｃｓ，Ｃｈｉｌｄｒｅｎ’ｓＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＣｈｏｎｇｑｉｎｇＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ，
４０００１４，Ｃｈｉｎａ

　　［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｐｏｓｓｉｂｌｅｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆｋｉｎｅｓｉｎｆａｍｉｌｙｍｅｍｂｅｒ３Ａ（ＫＩＦ３Ａ）
ｔａｋｉｎｇｐａｒｔｉｎｔｈｅｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆａｓｔｈｍａａｉｒｗａｙｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ，ｓｏａｓｔｏｐｒｏｖｉｄｅａｎｅｗｔａｒｇｅｔａｎｄｄｉｒｅｃｔｉｏｎｆｏｒ
ａｓｔｈｍａｔｒｅａｔｍｅｎｔ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　ＦｅｍａｌｅＣ５７ＢＬ／６ｍｉｃｅｗｅｒｅｒａｎｄｏｍｌｙｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏａｓｔｈｍａｇｒｏｕｐ（ｎ＝１０）ａｎｄ
ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（ｎ＝１０）．Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎｄｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ（ＩＨＣ）ｗｅｒｅｐｅｒｆｏｒｍｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＫＩＦ３Ａｉｎｔｈｅ２ｇｒｏｕｐｓ．Ａｆｔｅｒｈｕｍａｎｂｒｏｎｃｈｉａｌｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ１６ＨＢＥｃｅｌｌｓｗｅｒｅｉｎｔｅｒｖｅｎｅｄｕｓｉｎｇ
ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｓｏｌｕｔｉｏｎ（ＰＢＳ）ａｎｄｈｏｕｓｅｄｕｓｔｍｉｔｅ（ＨＤＭ），ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎｄＲＴＰＣＲｗｅｒｅａｄｏｐｔｅｄｔｏ

６９４ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（６）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　

https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
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　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ＫＩＦ３Ａ；βａｒｒｅｓｔｉｎ；Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎｐａｔｈｗａｙ；ａｓｔｈｍａ；ｂｒｏｎｃｈｉａｌｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＧｅｎｅｒａｌＰｒｏｇｒａｍｏｆＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（８１６７００１８）ａｎｄｔｈｅＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙＲｅｓｅａｒｃｈＰｒｏｇｒａｍｏｆＣｈｏｎｇｑｉｎｇ
ＭｕｎｉｃｉｐａｌＥｄｕｃａｔｉｏｎＣｏｍｍｉｓｓｉｏｎ（ＫＪＱＮ２０１８００４０７）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＧＥＮＧＧａｎｇ，Ｅｍａｉｌ：２８５５４４４７０＠ｑｑ．ｃｏｍ

　　哮喘是一种常见、复杂的慢性呼吸系统疾病，会引
起可逆性气道阻塞、过度的黏液生成等病理改变［１］。

哮喘的具体发病机制目前尚未完全明确。但在哮喘发

病机制中，病理变化的基础是气道炎症。因此，抑制气

道炎症反应、明确哮喘发病机制中参与炎症反应的基

因以及分子机制具有重要意义。驱动蛋白家族成员

３Ａ（ｋｉｎｅｓｉｎｆａｍｉｌｙｍｅｍｂｅｒ３Ａ，ＫＩＦ３Ａ）是调控微管功能
和运输的异三聚体驱动蛋白 ２的亚基［２－４］，其基因位

点被多次证明与哮喘和湿疹易感相关［５－８］。有研究证

实［９－１１］，ＫＩＦ３Ａ在哮喘患者中异常表达，并将其鉴定为
新的哮喘标志物候选基因。因此，我们推测 ＫＩＦ３Ａ可
能在哮喘的发病中起重要作用。然而，目前有关

ＫＩＦ３Ａ在哮喘气道炎症方面的报道不多，尤其是
ＫＩＦ３Ａ在气道上皮细胞炎症中的作用研究。
　　Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ通路可通过促进细胞因子和炎症
介质的表达而调控哮喘气道炎症［１２－１４］，被认为是哮喘

治疗的可能分子靶标之一［１５］。研究发现，βａｒｒｅｓｔｉｎ是
一种多功能支架蛋白，同时也是 Ｗｎｔ通路中的关键蛋
白［１６－１７］。最近的研究表明，ＫＩＦ３Ａ能够抑制 Ｗｎｔ／β
ｃａｔｅｎｉｎ通路的活化［１８］。还有研究报道：气道上皮除了

作为保护性物理屏障之外，还发挥着有效的免疫反应

功能，在哮喘的气道炎症中起重要作用［１９］。在人支气

管上皮细胞中，ＫＩＦ３Ａ调控Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ通路活性的

可能机制目前尚少见报道。因此，本研究拟通过动物

和细胞实验来初步探讨ＫＩＦ３Ａ是否通过Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ
通路中的βａｒｒｅｓｔｉｎ参与哮喘气道炎症的调控。

１　材料与方法

１．１　主要材料与试剂
　　人支气管上皮细胞１６ＨＢＥ来自于本课题组液氮
冻存细胞库；ＤＭＥＭ高糖培养基、胰酶（Ｇｉｂｃｏ）；胚胎
血清（以色列 ＢＩ）；一抗 ＫＩＦ３Ａ、βａｒｒｅｓｔｉｎ（Ａｂｃａｍ）；一
抗βｃａｔｅｎｉｎ（ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ）；山羊抗兔 ＩｇＧ、封闭用山
羊血清、兔二步法检测试剂盒、ＤＡＢ显色试剂盒（中杉
金桥）；ＥＣＬ发光试剂盒、ＰＶＤＦ膜（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ）；全蛋白
提取试剂盒、ＢＣＡ蛋白定量试剂盒（凯基）；５×ＳＤＳ
ＰＡＧＥ上样缓冲液、ＳＤＳＰＡＧＥ配胶试剂盒、ＰｒｏｔｅｉｎＡ＋
ＧＡｇａｒｏｓｅ、兔ＩｇＧ（碧云天）；屋尘螨（Ｇｒｅｅｒｌａｂｓ）；敲低
的慢病毒载体（ＬＶＫＩＦ３ＡＲＮＡｉ８１１８３１，含有 ＫＩＦ３Ａ
ＲＮＡｉ序列ＴＣＡＧＴＣＴＴＴＧＡＴＧＡＡＡＣＴＡ）及阴性对照载
体（ＬＶＫＩＦ３ＡＣｏｎｔｒｏｌ，含有阴性对照序列 ＴＴＣＴＣ
ＣＧＡＡＣＧＴＧＴＣＡＣＧＴ），过表达的慢病毒载体（ＬＶ
ＫＩＦ３Ａ４５８９４Ｊ２）及阴性对照载体（ＬＶＫＩＦ３ＡＣｏｎ
ｔｒｏｌ），分别由上海吉凯基因技术公司基于 ＧＶ４９３载体
（元件顺序：ｈＵ６ＭＣＳＣＢｈｇｃＧＦＰＩＲＥＳｐｕｒｏｍｙｃｉｎ）和
ＧＶ４９２载体（元件顺序：ＵｂｉＭＣＳ３ＦＬＡＧＣＢｈｇｃＧＦＰ

７９４　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（６）

https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/



ＩＲＥＳｐｕｒｏｍｙｃｉｎ）构建、筛选并鉴定。总 ＲＮＡ提取试
剂盒（百泰克）；ＲＮＡ反转录试剂盒、ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘ
ＥｘＴａｑＴＭ（ＴａＫａＲａ）；ＰＣＲ引物由华大科技合成。
１．２　实验方法
１．２．１　建立哮喘小鼠模型　　２０只 ６～８周约 ２０ｇ
的Ｃ５７ＢＬ／６雌性小鼠购于重庆医科大学实验动物中
心，饲养于重庆医科大学附属儿童医院实验动物中心

ＳＰＦ级环境中（室温２４℃，湿度５５％～６０％，１２ｈ／１２ｈ
黑暗／光照循环）。所有的动物实验根据动物实验管
理委员会制定的指南进行的，且获得重庆医科大学伦

理委员会批准。小鼠按随机数字表法随机分成对照组

和哮喘组，每组 １０只。哮喘组分别在第 ０、１４ｄ，用
２０μｇ／３０μＬ屋尘螨（ｈｏｕｓｅｄｕｓｔｍｉｔｅ，ＨＤＭ）工作液
（由高温高压灭菌生理盐水配置）滴鼻致敏，在第２１、
２３、２５、２７、２９天予以２０μｇ／３０μＬＨＤＭ工作液滴鼻激
发哮喘。对照组在相同时间接受相同剂量的生理盐水

致敏和激发。在最后一次激发后２４ｈ内处死小鼠。
１．２．２　支气管肺泡灌洗液（ＢＡＬＦ）灌取及细胞计数　
　末次ＨＤＭ激发后２４ｈ内，１０％水合氯醛麻醉小鼠，
眼球取血后脱颈处死并固定，暴露气管和胸腔，止血钳

夹闭左肺门，留置针从气管上端插入并固定，用预冷的

无菌ＰＢＳ灌洗３次，每次０．５ｍＬ，２５００ｒ／ｍｉｎ、４℃、离
心５ｍｉｎ，收集上清－８０℃保存。余细胞沉淀中加人
１ｍＬ无菌ＰＢＳ混匀后取２０μＬ行细胞总计数，剩余细
胞悬液按同样方法离心后取细胞沉淀涂片，待干后行瑞

氏吉姆萨染色，油镜下不同视野分类计数２００个细胞。
１．２．３　有创肺功能检测　　末次 ＨＤＭ激发后 ２４ｈ
内，１％戊巴比妥钠腹腔注射麻醉小鼠后行气管插管，
连接有创肺功能仪检测小鼠的基础肺功能值，待数

据稳定后，用 ０．９％ＮａＣｌ测基础值，后依次雾化吸入
３．１２５、６．２５、１２．５、２５、５０ｍｇ／ｍＬ的乙酰甲胆碱（Ｍｅｃｈ），
每次雾化１ｍｉｎ，记录 ５ｍｉｎ，取后 ３ｍｉｎ肺阻力（ｌｕｎｇ
ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ，ＬＲ）用做分析小鼠气道高反应性（ａｉｒｗａｙ
ｈｙｐｅｒｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｎｅｓｓ，ＡＨＲ）的依据。
１．２．４　组织学和免疫组化　　４％甲醛溶液固定肺组
织，经乙醇梯度脱水，石蜡包埋，制成 ４μｍ切片，ＨＥ
染色，评估肺部炎症细胞浸润情况。上述制备的石蜡

切片经脱蜡和再水化后，５％胎牛血清室温封闭３０ｍｉｎ，
一抗４℃孵育过夜，滴加二抗和辣根酶标记链霉素工
作液，显微镜下ＤＡＢ显色，苏木精染色，经脱水后封片。
１．２．５　细胞培养和处理　　１６ＨＢＥ培养于含１０％胎
牛血清的 ＤＭＥＭ中，培养条件为３７℃，５％ＣＯ２。待细
胞融合达９５％～９８％，按 １０４～１０５／ｃｍ２接种在培养板
中。１６ＨＢＥ根据慢病毒过表达／敲低产品说明书进行
感染，获得ＧＦＰ阳性细胞后，传代培养并用于其后实

验。通过ＲＴＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测转染细胞ＫＩＦ３Ａ
的表达。获得的各组细胞，以 １０５／ｃｍ２接种在培养板
中过夜，５０μｇ／ｍＬＨＤＭ处理细胞 ２４ｈ后，提取细胞
蛋白和ＲＮＡ用于之后的实验。
１．２．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　　全蛋白试剂提取盒提取
小鼠肺组织和细胞的总蛋白，ＢＣＡ蛋白含量检测试剂
盒检测蛋白浓度，ＳＤＳＰＡＧＥ电泳后，凝胶上的蛋白湿
转至ＰＶＤＦ膜上，５％脱脂牛奶封闭后，与一抗 ４℃孵
育过夜，１×ＴＢＳＴ漂洗后，分别加入 ＨＲＰ标记的抗兔／
鼠ＩｇＧ二抗，室温孵育１．５ｈ，１×ＴＢＳＴ洗涤后，ＥＣＬ发
光剂显影，ＩｍａｇｅＪ软件分析条带。
１．２．７　ＲＴＰＣＲ检测　　ＲＮＡ提取试剂盒从细胞中
提取总ＲＮＡ，根据产品说明书，把ＲＮＡ反转录成ｃＤＮＡ，
－２０℃保存；使用 １０μＬＲＴＰＣＲ反应体系，并利用
２－ΔΔＣｔ法检测各样本目的基因 ｍＲＮＡ的相对表达量。
ＫＩＦ３Ａ正向引物：５′ＧＴＴＴＧＧＡＣＴＡＴＧＣＴＧＡＴＧＧＣＴＧＣ３′，
反向引物：５′ＧＴＴＧＣＣＧＡＡＴＧＴＴＣＴＣＣＡＧＴＡＧＧ３′；βｃａｔｅｎｉｎ
正向引物：５′ＣＡＣＡＡＧＣＡＧＡＧＴＧＣＴＧＡＡＧＧＴＧ３′，反
向引物：５′ＧＡＴＴＣＣＴＧＡＧＡＧＴＣＣＡＡＡＧＡＣＡＧ３′；ＣＣＬ１７
正向引物：５′ＣＣＡＧＧＧＡＴＧＣＣＡＴＣＧＴＴＴＴＴＧ３′，反向
引物：５′ＴＡＧＴＣＣＣＧＧＧＡＧＡＣＡＧＴＣＡＧ３′；ＣＣＬ２６正
向引物：５′ＴＴＧＡＧＧＣＴＧＡＧＣＣＡＡＡＧＡＣＣ３′，反向引
物：５′ＴＧＧＴＡＧＴＧＡＡＴＡＴＣＡＣＡＧＣＣＣＧ３′；ＧＡＰＤＨ正
向引物：５′ＣＡＧＣＧＡＣＡＣＣＣＡＣＴＣＣＴＣＣＡＣＣＴＴ３′，反向
引物：５′ＣＡＴＧＡＧＧＴＣＣＡＣＣＡＣＣＣＴＧＴＴＧＣＴ３′
１．２．８　免疫共沉淀　　取蛋白样品，加入ＩｇＧ作为阴
性对照和充分重悬的ＰｒｏｔｅｉｎＡ＋ＧＡｇａｒｏｓｅ，４℃缓慢摇
动２ｈ。２５００ｒ／ｍｉｎ离心 ５ｍｉｎ，取上清，加入用于免
疫沉淀的一抗后，４℃缓慢摇动过夜。加入充分重悬
的ＰｒｏｔｅｉｎＡ＋ＧＡｇａｒｏｓｅ，４℃缓慢摇动３ｈ。２５００ｒ／ｍｉｎ
离心５ｍｉｎ，吸除上清，ＰＢＳ洗涤沉淀 ５次后，去除上
清，１×ＳＤＳＰＡＧＥ电泳上样缓冲液 Ｖｏｒｔｅｘ重悬沉淀，
沸水浴处理 ５ｍｉｎ，取部分或全部样品用于 ＳＤＳ
ＰＡＧＥ电泳。
１．３　统计学分析
　　采用 ＳＰＳＳ１８．０和 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ７．０软件进行
分析，各组数据比较时，计量资料用 ｔ检验，计数资料
用χ２检验。

２　结果

２．１　ＫＩＦ３Ａ在哮喘小鼠中表达降低
２．１．１　Ｃ５７ＢＬ／６小鼠哮喘模型验证　　小鼠哮喘模
型构建如图１所示。ＢＡＬＦ细胞和嗜酸性粒细胞计数
发现，哮喘组ＢＡＬＦ细胞总数［（１５．９６±６．６７）×１０５］和
嗜酸性粒细胞计数［（１１．２０±１．４８）×１０５］均较对照组
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［（６．９７±０．７１）×１０５，Ｐ＜０．０５；（０．４０±０．５５）×１０５，Ｐ＜
０．００１］明显增多。ＨＥ染色结果显示，与对照组比较，
哮喘组小鼠支气管周围大量炎症细胞浸润（图２）。有
创肺功能检测仪检测小鼠 ＡＨＲ的结果见图 ３，Ｍｅｃｈ
激发后，哮喘组肺通气阻力较对照组明显增高（Ｐ＜
０．００１）。以上结果说明小鼠哮喘模型构建成功。
２．１．２　ＫＩＦ３Ａ在哮喘小鼠支气管肺组织中的表达　
　小鼠哮喘模型构建成功后，免疫组化和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
检测ＫＩＦ３Ａ的表达，结果见图２、４，哮喘组ＫＩＦ３Ａ表达
水平较对照组显著降低。说明 ＫＩＦ３Ａ的差异表达与
哮喘有着一定的相关性。
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图１　小鼠支气管哮喘致敏激发示意图
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图２　ＨＥ染色及免疫组化观察２组小鼠肺组织病理
变化及ＫＩＦ３Ａ的表达　（×２００）

２．２　ＫＩＦ３Ａ在ＨＤＭ干预的人支气管上皮细胞１６ＨＢＥ中
的表达

　　进一步用 ＨＤＭ干预人支气管上皮细胞 １６ＨＢＥ，
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和ＲＴＰＣＲ检测ＫＩＦ３Ａ的表达水平，结果
见图５，与对照组比较，ＨＤＭ干预组的 ＫＩＦ３Ａ蛋白和
ｍＲＮＡ表达水平［（１．８５９±１．１１８）ｖｓ（０．６１０±０．１２３）］
呈下降趋势，但无统计学差异（Ｐ＞０．０５）。
２．３　１６ＨＢＥ过表达／敲低ＫＩＦ３Ａ的鉴定
　　慢病毒感染 １６ＨＢＥ细胞，约 ７２ｈ后均可见明亮

绿色荧光，细胞形态正常（图６）。ＲＴＰＣＲ检测发现，
过表达组（ＬＶＫＩＦ３Ａ）较对照组（Ｃｔｒｌ）ＫＩＦ３ＡｍＲＮＡ
水平显著增多［（０．３９１±０．１０４）ｖｓ（２．７９８±１．１８９），Ｐ＜
０．０５］，敲低组（ＲＮＡｉ）较对照组（ＮＣ）则明显下降
［（３．９１５±２．００５）ｖｓ（０．３９１±０．３８６），Ｐ＜０．０５，图 ７］。
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＫＩＦ３Ａ蛋白表达亦呈相似改变（图７），
提示成功构建过表达和敲低ＫＩＦ３Ａ的１６ＨＢＥ模型。
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图４Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组小鼠肺组织中ＫＩＦ３Ａ的表达
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图５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＨＤＭ干预的１６ＨＢＥ中
ＫＩＦ３Ａ的表达量

２．４　ＫＩＦ３Ａ通过与 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ通路中 βａｒｒｅｓｔｉｎ
结合进而影响相关炎症介质的表达

　　免疫共沉淀结果见图 ８，可观察到 ＫＩＦ３Ａ与
βａｒｒｅｓｔｉｎ相结合；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果如图 ９所示，
过表达／敲低 ＫＩＦ３Ａ的１６ＨＢＥ中，βｃａｔｅｎｉｎ的蛋白总
量无明显差异，ＲＴｑＰＣＲ检测发现，敲低 ＫＩＦ３Ａ的
１６ＨＢＥ中βｃａｔｅｎｉｎ的ｍＲＮＡ表达量显著降低［（２．１３４±
０．０５２）ｖｓ（０．４６９±０．０１８），Ｐ＜０．０００１］，而过表达组差
异无统计学意义 ［（１．１０３±０．２８８）ｖｓ（０．９４２±０．１９７），
Ｐ＞０．０５］。

９９４　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（６）
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图７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测１６ＨＢＥ中ＫＩＦ３Ａ过表达（Ａ）及
ＫＩＦ３Ａ敲低（Ｂ）情况
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Ａ：免疫共沉淀检测过表达 ＫＩＦ３Ａ的 １６ＨＢＥ中 βａｒｒｅｓｔｉｎ
与ＫＩＦ３Ａ结合情况；Ｂ：免疫共沉淀中的阳性对照

图８　免疫共沉淀检测过表达ＫＩＦ３Ａ的１６ＨＢＥ中ＫＩＦ３Ａ与

βａｒｒｅｓｔｉｎ的结合情况
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图９　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ（Ａ）和ＲＴＰＣＲ（Ｂ）检测过表达／敲低
ＫＩＦ３Ａ的１６ＨＢＥ中βｃａｔｅｎｉｎ的表达量

　　用ＲＴＰＣＲ检测过表达／敲低ＫＩＦ３Ａ的１６ＨＢＥ中
胸腺活化调节趋化因子（ＣＣＬ１７）和嗜酸性粒细胞趋
化因子 ３（ＣＣＬ２６）ｍＲＮＡ的表达水平。如图 １０所
示，敲低 ＫＩＦ３Ａ的 １６ＨＢＥ中，ＣＣＬ１７（Ｐ＜０．００１）和
ＣＣＬ２６（Ｐ＜０．００１）的ｍＲＮＡ表达增多，过表达组则与
之相反。

３　讨论

　　ＨＤＭ是最常见的空气过敏原之一，临床上高达
８５％的哮喘患者对ＨＤＭ过敏［２０］。与经典的卵清蛋白

（ＯＶＡ）／氢氧化铝［Ａｌ（ＯＨ）３］建模相比，本研究采用

００５ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（６）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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Ａ、Ｃ：过表达组；Ｂ、Ｄ：敲低组　ａ：Ｐ＜０．０５，与Ｃｔｒｌ比较；ｂ：Ｐ＜０．００１，与ＮＣ比较；ｃ：Ｐ＜０．００１，与Ｃｔｒｌ比较；ｄ：Ｐ＜０．００１，与ＮＣ比较

图１０　 ＲＴＰＣＲ检测各组趋化因子ＣＣＬ１７和ＣＣＬ２６的ｍＲＮＡ相对表达量

ＨＤＭ建立哮喘模型，以局部滴鼻的方式使致敏起始部
位发生在肺内黏膜，引起Ｔｈ２型炎症和ＡＨＲ反应。因
此，ＨＤＭ诱导建立的哮喘模型与临床实际结合更加紧
密，更能说明 ＫＩＦ３Ａ与哮喘的相关性。在体外实验
中，我们用ＨＤＭ干预１６ＨＢＥ，结果发现ＫＩＦ３Ａ的表达
量在统计学上无明显差异，考虑到体内实验涉及多种

因素和分子机制的互联交叉复杂调控，因此与细胞实

验结果不完全一致，但 ＫＩＦ３Ａ的表达量均呈下降趋
势，这些结果都说明 ＫＩＦ３Ａ与哮喘发病密切相关，但
其调控哮喘病理进程的可能机制仍需进一步探讨。

　　本研究在体外过表达 ＫＩＦ３Ａ的 １６ＨＢＥ中，通过
免疫共沉淀，证实 ＫＩＦ３Ａ通过与 βａｒｒｅｓｔｉｎ结合，参与
Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ通路的调节。此外，ＲＴＰＣＲ结果显示，
仅敲低ＫＩＦ３Ａ的１６ＨＢＥ中βｃａｔｅｎｉｎ的ｍＲＮＡ表达下
调且有统计学差异，而在过表达／敲低 ＫＩＦ３Ａ的
１６ＨＢＥ中，βｃａｔｅｎｉｎ总蛋白水平无差异。这说明就生
物学相关性而言，某个基因和／或蛋白质的改变可能对
通路整体效应的影响更大，而不是通路中某个具体的

分子。其次，有时蛋白质的绝对量在生物学上可能不

像其所经历的修饰（磷酸化、乙酰化等）那样具有相关

性，并且由于转录后ｍＲＮＡ剪接修饰、密码子偏差、核
糖体密度和其他调控机制等，基因表达和蛋白质表达

之间的相关性可能较低。有研究也证明，βｃａｔｅｎｉｎ可
以结合结肠腺瘤样息肉病蛋白（ａｄｅｎｏｍａｔｏｕｓｐｏｌｙｐｏｓｉｓ
ｃｏｌｉ，ＡＰＣ）［２１－２２］和／或独立地在细胞核与细胞质之间
穿梭［２３］，βｃａｔｅｎｉｎ的穿梭暗示着一个更复杂的由 Ｗｎｔ
信号启动的反馈调节回路。因此，ＫＩＦ３Ａ通过与 β
ａｒｒｅｓｔｉｎ结合影响 βｃａｔｅｎｉｎ的表达及在细胞内的动态
转运，进而影响整个 Ｗｎｔ通路的深层分子机制，仍待
进一步的研究。

　　Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路的异常激活，可促进细胞
因子和炎症介质的表达和释放［１５］。细胞趋化因子是

一种小分子分泌蛋白，可在多种细胞中表达，促进相关

细胞迁移至相应区域发挥作用［２４］。ＣＣＬ１７与特异性
受体ＣＣＲ４结合，可促进 Ｔ细胞的活化、炎症介质及
相关细胞因子的产生。有研究报道，ＣＣＬ１７在哮喘小

鼠模型中表达上调，哮喘患者外周血中 ＣＣＬ１７较健
康对照组也是增高的［２５］。ＣＣＬ２６通过与 ＣＣＲ３的信
号识别，对嗜酸性粒细胞进行选择，趋化嗜酸性粒细胞

迁移至相应区域释放炎症介质和相关蛋白［２６］。因此，

ＣＣＬ１７和ＣＣＬ２６可以作为反映哮喘气道炎症的一个
相对客观的指标。本研究结果表明，ＫＩＦ３Ａ低表达时，
炎症相关因子ＣＣＬ１７和 ＣＣＬ２６表达水平增高，过表
达ＫＩＦ３Ａ时则下降，说明ＫＩＦ３Ａ在过表达时可以在一
定程度上缓解气道炎症反应。

　　本研究发现，ＨＤＭ诱导的哮喘小鼠模型中 ＫＩＦ３Ａ
表达下调，且在体外 ＨＤＭ干预的１６ＨＢＥ细胞株中发
现ＫＩＦ３Ａ的表达也呈下降趋势，由此可证实ＫＩＦ３Ａ与
哮喘存在一定的联系。同时证实 ＫＩＦ３Ａ与 βａｒｒｅｓｔｉｎ
结合通过对 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路的调控参与哮喘
气道上皮细胞的炎症。因此，ＫＩＦ３Ａ可作为哮喘新的
生物标志物以及哮喘治疗的潜在靶标。本研究还存在

一定的局限性，首先，在体外过表达 ＫＩＦ３Ａ的 １６ＨＢＥ
中证明ＫＩＦ３Ａ与βａｒｒｅｓｔｉｎ结合，但二者间是直接结合
还是间接结合，具体通过何种方式调控 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ
信号通路尚不明确；其次，本研究只在体外细胞模型上

验证ＫＩＦ３Ａ通过与 βａｒｒｅｓｔｉｎ结合参与 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ
信号通路，进而参与气道上皮炎症的调控，而过表达

ＫＩＦ３Ａ在体内哮喘模型中对气道炎症的调控作用，需
要在以后的研究中逐渐完善并更深入探讨 ＫＩＦ３Ａ在
哮喘发病机制中的具体作用。
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