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呼吸道合胞病毒通过调控ｍｉＲ４０９３ｐ／ＳＩＲＴ１通路促进支气管上皮细胞凋亡与炎症
因子表达
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　　［摘要］　目的　呼吸道合胞病毒（ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｓｙｎｃｙｔｉａｌｖｉｒｕｓ，ＲＳＶ）对人支气管上皮细胞（ｈｕｍａｎ
ｂｒｏｎｃｈｉａｌｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ＨＢＥＣｓ）凋亡和炎性因子表达的影响及可能机制。方法　体外培养ＨＢＥＣｓ，分
别转染ｍｉＲ４０９３ｐ抑制剂、ＳＩＲＴ１过表达载体或共转染ｍｉＲ４０９３ｐ抑制剂与ＳＩＲＴ１小干扰ＲＮＡ后，采
用ＲＳＶ感染进行转染，然后ＲＴｑＰＣＲ法检测细胞中ｍｉＲ４０９３ｐ和ＳＩＲＴ１ｍＲＮＡ表达水平，ＣＣＫ８法检
测细胞增殖，流式细胞术检测细胞凋亡率，ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测细胞中 Ｋｉ６７、ｐ２１、Ｂｃｌ２和 Ｂａｘ蛋白表达，
试剂盒法检测细胞培养上清液中 ＩＬ６和 ＴＮＦα表达水平。双荧光素酶报告基因实验验证 ＳＩＲＴ１和
ｍｉＲ４０９３ｐ调控关系。结果　ＲＳＶ感染促进 ＨＢＥＣｓ细胞中 ｍｉＲ４０９３ｐ的表达（Ｐ＜０．０５），而抑制
ＳＩＲＴ１表达（Ｐ＜０．０５），降低ＨＢＥＣｓ细胞增殖活性及细胞中 Ｋｉ６７和 Ｂｃｌ２的蛋白表达（Ｐ＜０．０５），促进
ＨＢＥＣｓ凋亡及细胞中ｐ２１和Ｂａｘ的蛋白及 ＩＬ６和 ＴＮＦα表达（Ｐ＜０．０５）。沉默 ｍｉＲ４０９３ｐ或过表达
ＳＩＲＴ１可提高ＲＳＶ感染的ＨＢＥＣｓ增殖活性及细胞中Ｋｉ６７和 Ｂｃｌ２的蛋白表达（Ｐ＜０．０５），而抑制细胞
凋亡率、ｐ２１和Ｂａｘ的蛋白及ＩＬ６和ＴＮＦα表达（Ｐ＜０．０５）。ｍｉＲ４０９３ｐ靶向负调控ＳＩＲＴ１表达。沉默
ＳＩＲＴ１逆转了沉默ｍｉＲ４０９３ｐ对ＲＳＶ感染的ＨＢＥＣｓ增殖、凋亡及炎性因子ＩＬ６和ＴＮＦα表达的影响
（Ｐ＜０．０５）。结论　呼吸道合胞病毒通过调控ｍｉＲ４０９３ｐ／ＳＩＲＴ１通路促进支气管上皮细胞凋亡与炎症
因子表达。

　　［关键词］　支气管上皮细胞；呼吸道合胞病毒；ｍｉＲ４０９３ｐ；ＳＩＲＴ１；细胞凋亡；炎性因子
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　　支气管哮喘是一种受多种因素影响、以反复喘息
为主要症状的慢性气道性炎症性疾病，其主要病理学

特征与气道炎症、气道高原反应及气道重塑等相

关［１］。气道上皮细胞是气道屏障的重要组成部分，也

是呼吸道受环境刺激后最先被攻击的靶细胞，其损伤

与支气管哮喘的发生发展密切相关［２］。呼吸道合胞

病毒（ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｓｙｎｃｙｔｉａｌｖｉｒｕｓ，ＲＳＶ）是常见的诱发支
气管哮喘、肺炎等呼吸系统疾病的病毒。气道上皮细

胞受ＲＳＶ感染后可诱导上皮细胞产生炎性反应和凋
亡，进而引起疾病的发生［３］。因此，预防和治疗 ＲＳＶ
感染是防治哮喘发作的重要课题。

　　微小ＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）是一类小分子非编码ＲＮＡ，可
与其靶基因的３′非翻译区（３′ＵＴＲ）靶向结合，调控其
靶基因的表达，进而调控细胞的增殖、凋亡、氧化应激

和炎症反应等生理或病理过程，与人类多种疾病的发

生发展密切相关［４－６］。ｍｉＲ４０９３ｐ基因位于１４ｑ３２．３１，
参与肿瘤［７］、免疫性疾病［８］等多种疾病的发展进程。

研究显示，ｍｉＲ４０９３ｐ等 ｍｉＲＮＡ的表达每增加一倍，
哮喘病情恶化的风险增加２５％～６７％［９］。生物信息学
软件预测显示，沉默信号调节因子 １（ＳＩＲＴ１）可能是
ｍｉＲ４０９３ｐ的靶基因。ＳＩＲＴ１是一种依赖烟酰胺腺嘌
呤二核苷酸的去乙酰化酶，可与多种蛋白相互作用，

参与调控细胞凋亡、炎症反应等过程［１０－１１］。ＺＨＡＮＧ
等［１２］报道称，敲低ＳＩＲＴ１抑制支气管上皮细胞增殖并
促进其凋亡，ＳＩＲＴ１参与哮喘气道损伤。本研究以
ＲＳＶ感染人支气管上皮细胞（ｈｕｍａｎｂｒｏｎｃｈｉａｌｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ
ｃｅｌｌｓ，ＨＢＥＣｓ）建立细胞损伤模型，探究了 ｍｉＲ４０９３ｐ

能否靶向调控ＳＩＲＴ１影响 ＲＳＶ感染的 ＨＢＥＣｓ凋亡和
炎性反应，以期为支气管哮喘的治疗提供新靶点。

１　材料与方法

１．１　细胞和试剂
　　人支气管上皮细胞（ＨＢＥＣｓ），武汉普诺赛生命科
技有限公司；ＲＳＶＬｏｎｇ病毒 ２型株，中国预防医学科
学院病毒学研究所；胎牛血清（ＦＢＳ），浙江天杭生物科
技股份有限公司；ＤＭＥＭ培养基、细胞计数试剂盒８
（ＣＣＫ８），北京索莱宝科技有限公司；ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ

２０００试剂盒和 Ｔｒｉｚｏｌ试剂，美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；反转
录试剂盒和ＰＣＲ试剂盒，大连宝生物工程有限公司；
ＰＣＲ引物、ｍｉＲ４０９３ｐ抑制剂（ａｎｔｉｍｉＲ４０９３ｐ）、阴性
对照序列（ａｎｔｉｍｉＲＮＣ）、ＳＩＲＴ１过表达载体（ｐｃＤＮＡ
ＳＩＲＴ１）、空载体（ｐｃＤＮＡＮＣ）、ＳＩＲＴ１野生型质粒（ＷＴ
ＳＩＲＴ１）和突变型质粒（ＭＵＴＳＩＲＴ１）、ｍｉＲ４０９３ｐ模拟
物（ｍｉｍｃｓ）及模拟对照序列（ｍｉＲＮＣ），上海生工生物
工程有限公司；白细胞介素６（ＩＬ６）和肿瘤坏死因子α
（ＴＮＦα）试剂盒，南京建成生物工程研究所；Ａｎｎｅｘｉｎ
ＶＦＩＴＣ／ＰＩ细胞凋亡试剂盒和二喹啉甲酸（ＢＣＡ）蛋白
检测试剂盒，上海碧云天生物技术有限公司；兔抗人

Ｋｉ６７、ｐ２１　Ｂ淋巴细胞瘤２（Ｂｃｌ２）、Ｂ淋巴细胞瘤２
相关蛋白（Ｂａｘ）多克隆抗体，美国 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司；双
荧光素酶活性检测试剂盒，美国Ｐｒｏｍｅｇａ公司。
１．２　方法
１．２．１　细胞培养和转染　　复苏 ＨＢＥＣｓ，加含 １０％
ＦＢＳ的ＤＭＥＭ培养基，置于３７℃、ＣＯ２体积分数５％、

４０５ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（６）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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Ｏ２体积分数９５％、湿度９７％的培养箱中培养。细胞生
长密度至８０％左右时，０．２５％胰蛋白酶消化，收集细胞
传代。将对数增殖期的ＨＢＥＣｓ以２．５×１０５个／孔接种
于６孔板中，采用ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００脂质体法，分别
转染 ａｎｔｉｍｉＲ４０９３ｐ、ａｎｔｉｍｉＲＮＣ、ｐｃＤＮＡＮＣ、ｐｃＤＮＡ
ＳＩＲＴ１、共转染 ａｎｔｉｍｉＲ４０９３ｐ与 ｓｉＮＣ、ａｎｔｉｍｉＲ４０９
３ｐ与ｓｉＳＩＲＴ１。转染６ｈ后，更换培养基。再培养２４ｈ，
收集细胞备用。

１．２．２　细胞分组处理　　未转染的ＨＢＥＣｓ分为对照
组（ＮＣ组）和 ＲＳＶ组，其中 ＮＣ组细胞常规培养基培
养，ＲＳＶ组细胞用含感染复数（ＭＯＩ）为０．０００１［１３］ＲＳＶ
的培养基培养。转染 ａｎｔｉｍｉＲ４０９３ｐ、ａｎｔｉｍｉＲＮＣ、
ｐｃＤＮＡＮＣ、ｐｃＤＮＡＳＩＲＴ１、共转染 ａｎｔｉｍｉＲ４０９３ｐ与
ｓｉＮＣ、ａｎｔｉｍｉＲ４０９３ｐ与ｓｉＳＩＲＴ１的细胞均用含 ＭＯＩ
为０．０００１ＲＳＶ的培养基培养，并分别记为 ＲＳＶ＋ａｎｔｉ
ｍｉＲ４０９３ｐ组、ＲＳＶ＋ａｎｔｉｍｉＲＮＣ组、ＲＳＶ＋ｐｃＤＮＡＮＣ
组、ＲＳＶ＋ｐｃＤＮＡＳＩＲＴ１组、ＲＳＶ＋ａｎｔｉｍｉＲ４０９３ｐ＋ｓｉ
ＮＣ组、ＲＳＶ＋ａｎｔｉｍｉＲ４０９３ｐ＋ｓｉＳＩＲＴ１组。
１．２．３　ＲＴｑＰＣＲ检测ｍｉＲ４０９３ｐ和ＳＩＲＴ１ｍＲＮＡ表
达　　未转染和转染后的 ＨＢＥＣｓ细胞均以 ５．０×１０４

个／孔接种于２４孔板中，按１．２．２分组处理，培养２４ｈ
后，Ｔｒｉｚｏｌ试剂提取细胞中总ＲＮＡ，并反转录为 ｃＤＮＡ，
行 ＰＣＲ扩增。扩增条件：９５℃ ３ｍｉｎ，９５℃ １０ｓ，
５８℃ ３０ｓ，７２℃ ３０ｓ，共３５个循环。引物序列：ｍｉＲ
４０９３ｐ上游 ５′ＧＴＡＡＣＧＣＴＡＧＧＡＣＴＴＣＧＡＧＴ３′，下游
５′ＴＡＧＡＣＧＡＴＣＧＡＴＣＧＡＴＣ３′；Ｕ６上游 ５′ＡＧＡＧＣＣＴ
ＧＴＧＧＴＧＴＣＣＧ３′，下 游 ５′ＣＡＴＣＴＴＣＡＡＡＧＣＡＣＴＴＣ
ＣＣＴ３′；ＳＩＲＴ１上游５′ＧＣＣＧＧＡＡＡＣＡＡＴＡＣＣＴＣＣＡＣ３′，
下游５′ＡＣＣＣＣＡＧＣＴＣＣＡＧＴＴＡＧＡＡＣ３′；ＧＡＰＤＨ上游
５′ＡＣＡＡＣＴＴＴＧＧＴＡＴＣＧＴＧＧＡＡＧＧ３′，下游 ５′ＧＣＣＡ
ＴＣＡＣＧＣＣＡＣＡＧＴＴＴＣ３′。２－△△Ｃｔ法计算 ｍｉＲ４０９３ｐ
相对于Ｕ６、ＳＩＲＴ１ｍＲＮＡ相对于ＧＡＰＤＨ的表达水平。
１．２．４　ＣＣＫ８法检测细胞存活率　　未转染和转染
后的ＨＢＥＣｓ细胞均以１．０×１０４个／孔接种于９６孔板
中，按１．２．２分组处理，培养２４ｈ后，加１０μＬＣＣＫ８
试剂。再孵育 ２ｈ，于酶标仪 ４５０ｎｍ处测光密度
Ｄ（４５０）值。
１．２．５　流式细胞仪检测细胞凋亡　　未转染和转染
后的ＨＢＥＣｓ细胞均以 ５．０×１０４个／孔接种于 ２４孔板
中，按１．２．２分组处理，培养 ２４ｈ后，收集细胞并用
ＰＢＳ清洗２次。参照 ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ试剂盒说明
书，用流式细胞仪检测细胞凋亡。

１．２．６　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ法检测蛋白表达　　细胞按照
１．２．５进行处理，ＲＩＰＡ试剂提取各组细胞中总蛋白，
ＢＣＡ法对蛋白定量，以 ２０μｇ蛋白／孔行 １０％ ＳＤＳ

ＰＡＧＥ电泳。电泳后，将分离蛋白转至 ＰＶＤＦ膜，于
５％脱脂奶粉溶液中封闭１ｈ。分别置于Ｋｉ６７（１∶１０００）、
ｐ２１（１∶１０００）、Ｂｃｌ２（１∶５００）、Ｂａｘ（１∶５００）一抗孵育液
中，４℃孵育过夜。再置于山羊抗兔二抗（１∶１０００）孵
育液中，３７℃孵育１ｈ。最后加显影液避光显影，曝光
拍照，ＩｍａｇｅＪ软件分析蛋白条带灰度值。
１．２．７　试剂盒检测细胞培养上清液中 ＩＬ６和 ＴＮＦα
水平　　细胞按照 １．２．５进行处理，培养 ２４ｈ后，收
集细胞培养上清液，３５００ｒ／ｍｉｎ离心 １０ｍｉｎ，保留上
清。分别参照ＩＬ６和ＴＮＦα试剂盒说明书，检测上清
中ＩＬ６和ＴＮＦα水平。
１．２．８　双荧光素酶报告基因实验　　将对数增殖期
的ＨＢＥＣｓ细胞以２．５×１０５个／孔接种于 ６孔板中，采
用ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ２０００脂质体法，分别共转染 ＷＴ
ＳＩＲＴ１与 ｍｉＲＮＣ或 ｍｉＲ４０９３ｐｍｉｍｉｃｓ、ＭＵＴＳＩＲＴ１
与ｍｉＲＮＣ或ｍｉＲ４０９３ｐｍｉｍｉｃｓ。转染６ｈ后，更换培
养基。再培养２４ｈ，收集细胞并裂解，参照双荧光素酶
活性检测试剂盒操作说明，检测荧光素酶活性。

１．３　统计学分析
　　ＳＰＳＳ．２２．０软件分析实验数据。计量资料以 珋ｘ±ｓ
表示。两组间比较用独立样本 ｔ检验；多组间比较用
单因素方差分析，进一步两两比较用 ＳＮＫｑ检验。以
Ｐ＜０．０５表示差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＲＳＶ感染对ＨＢＥＣｓ细胞中ｍｉＲ４０９３ｐ和ＳＩＲＴ１
表达的影响

　　与ＮＣ组比较，ＲＳＶ组 ＨＢＥＣｓ细胞中 ｍｉＲ４０９３ｐ
表达升高（Ｐ＜０．０５），而 ＳＩＲＴ１表达降低（Ｐ＜０．０５）。
见图１。
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图１　ＲＳＶ感染对ＨＢＥＣｓ细胞中ｍｉＲ４０９３ｐ和ＳＩＲＴ１
表达的影响
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２．２　ＲＳＶ对沉默 ｍｉＲ４０９３ｐ表达的 ＨＢＥＣｓ增殖和
凋亡的影响

　　与ＮＣ组比较，ＲＳＶ组ＨＢＥＣｓ细胞Ｄ（４５０）、Ｋｉ６７
和Ｂｃｌ２的蛋白表达降低（Ｐ＜０．０５），细胞凋亡率、ｐ２１
和Ｂａｘ的蛋白表达升高（Ｐ＜０．０５）。与ＲＳＶ＋ａｎｔｉｍｉＲ
ＮＣ组比较，ＲＳＶ＋ａｎｔｉｍｉＲ４０９３ｐ组 ＨＢＥＣｓ细胞
ＯＤ４５０ｎｍ、Ｋｉ６７和Ｂｃｌ２的蛋白表达升高（Ｐ＜０．０５），细
胞凋亡率、ｐ２１和 Ｂａｘ的蛋白表达降低（Ｐ＜０．０５）；而
ＲＳＶ组与ＲＳＶ＋ａｎｔｉｍｉＲＮＣ组各检测指标比较均无显

著差异（Ｐ＞０．０５）。见图２。
２．３　ＲＳＶ对沉默 ｍｉＲ４０９３ｐ表达的 ＨＢＥＣｓ炎性因

子表达的影响

　　与ＮＣ组比较，ＲＳＶ组ＨＢＥＣｓ细胞ＩＬ６和ＴＮＦα
表达升高（Ｐ＜０．０５）。与 ＲＳＶ＋ａｎｔｉｍｉＲＮＣ组比较，
ＲＳＶ＋ａｎｔｉｍｉＲ４０９３ｐ组 ＨＢＥＣｓ细胞 ＩＬ６和 ＴＮＦα
表达降低（Ｐ＜０．０５）；而 ＲＳＶ组与 ＲＳＶ＋ａｎｔｉｍｉＲＮＣ
组各检测指标比较均无显著差异（Ｐ＞０．０５）。见
图３。
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１：ＮＣ组，２：ＲＳＶ组，３：ＲＳＶ＋ａｎｔｉｍｉＲＮＣ组，４：ＲＳＶ＋ａｎｔｉｍｉＲ４０９３ｐ组
Ａ：各组中ｍｉＲ４０９３ｐ表达水平；Ｂ：ＲＳＶ对沉默 ｍｉＲ４０９３ｐ的 ＨＢＥＣｓ增殖的影响；ＣＤ：ＲＳＶ对沉默 ｍｉＲ４０９３ｐ的 ＨＢＥＣｓ中
Ｋｉ６７、ｐ２１蛋白表达的影响；ＥＦ：ＲＳＶ对沉默 ｍｉＲ４０９３ｐ的 ＨＢＥＣｓ凋亡的影响；ＧＨ：ＲＳＶ对沉默 ｍｉＲ４０９３ｐ的 ＨＢＥＣｓ中
Ｂａｘ、Ｂｃｌ２蛋白表达的影响；Ｉ：Ｋｉ６７、ｐ２１、Ｂａｘ和Ｂｃｌ２蛋白表达。ａ：Ｐ＜０．０５，与ＮＣ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＲＳＶ＋ａｎｔｉｍｉＲＮＣ组比较

图２　ＲＳＶ对沉默ｍｉＲ４０９３ｐ表达的ＨＢＥＣｓ增殖和凋亡的影响

６０５ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（６）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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２．４　ｍｉＲ４０９３ｐ靶向调控ＳＩＲＴ１的表达
　　Ｓｔａｒｂａｓｅ生物信息学软件预测显示，ｍｉＲ４０９３ｐ
与ＳＩＲＴ１存在连续结合位点，见图 ４。共转染 ＷＴ
ＳＩＲＴ１与ｍｉＲ４０９３ｐ的细胞荧光素酶活性低于共转
染ＷＴＳＩＲＴ１与ｍｉＲＮＣ的细胞（Ｐ＜０．０５），而共转染
ＭＵＴＳＩＲＴ１与 ｍｉＲ４０９３ｐ的细胞荧光素酶活性与共
转染 ＭＵＴＳＩＲＴ１与 ｍｉＲＮＣ的细胞比较无显著差异
（Ｐ＞０．０５），说明 ｍｉＲ４０９３ｐ可靶向结合 ＳＩＲＴ１。与
ｍｉＲＮＣ组比较，ｍｉＲ４０９３ｐ组 ＨＢＥＣｓ细胞中 ｍｉＲ
４０９３ｐ表达升高（Ｐ＜０．０５），ＳＩＲＴ１表达降低（Ｐ＜０．０５）；
与ａｎｔｉｍｉＲＮＣ组比较，ａｎｔｉｍｉＲ４０９３ｐ组 ＨＢＥＣｓ细
胞中ｍｉＲ４０９３ｐ表达降低（Ｐ＜０．０５），ＳＩＲＴ１表达升高
（Ｐ＜０．０５），进一步说明ｍｉＲ４０９３ｐ靶向负调控ＳＩＲＴ１
表达。见图４。
２．５　ＲＳＶ对过表达 ＳＩＲＴ１的 ＨＢＥＣｓ增殖、凋亡及炎

性因子表达的影响

　　与 ＲＳＶ＋ｐｃＤＮＡＮＣ组比较，ＲＳＶ＋ｐｃＤＮＡＳＩＲＴ１
组ＨＢＥＣｓ细胞 Ｄ（４５０）、Ｋｉ６７和 Ｂｃｌ２的蛋白表达升
高（Ｐ＜０．０５），细胞凋亡率、ｐ２１和 Ｂａｘ的蛋白表达降
低（Ｐ＜０．０５），ＩＬ６和 ＴＮＦα表达降低（Ｐ＜０．０５）。见
图５。

２．６　ＲＳＶ对同时沉默 ＳＩＲＴ１和 ｍｉＲ４０９３ｐ的 ＨＢＥＣｓ
增殖、凋亡及炎性因子表达的影响

　　与 ＲＳＶ＋ａｎｔｉｍｉＲ４０９３ｐ＋ｓｉＮＣ组比较，ＲＳＶ＋ａｎｔｉ
ｍｉＲ４０９３ｐ＋ｓｉＳＩＲＴ１组 ＨＢＥＣｓ细胞 Ｄ（４５０）、Ｋｉ６７
和Ｂｃｌ２的蛋白表达降低（Ｐ＜０．０５），细胞凋亡率、ｐ２１
和Ｂａｘ的蛋白表达升高（Ｐ＜０．０５），ＩＬ６和ＴＮＦα表达
升高（Ｐ＜０．０５）。见图６。
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比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＲＳＶ＋ｐｃＤＮＡＮＣ组比较

图５　ＲＳＶ对过表达ＳＩＲＴ１的ＨＢＥＣｓ增殖、凋亡及炎性因子表达的影响

３　讨论

　　ｍｉＲＮＡ是一类真核生物中广泛存在的长度约
１８～２５个核苷酸的非编码 ＲＮＡ，在细胞的凋亡、炎症
反应和氧化应激等过程中发挥重要调控作用。研究显

示，ｍｉＲ２１［１４］、ｍｉＲ１８１ａ［１５］和 ｍｉＲ９５ｐ［１６］等 多种

ｍｉＲＮＡ参与调控支气管上皮细胞损伤，可作为防治支
气管上皮细胞损伤的分子靶点。ｍｉＲ４０９３ｐ作为一
种ｍｉＲＮＡ，参与多种疾病的发展进程。报道称，ｍｉＲ
４０９３ｐ、ｍｉＲ１３４和 ｍｉＲ４９５等 ｍｉＲＮＡ在胆碱和叶酸
缺乏饮食诱导的非酒精性脂肪性肝病大鼠肝组织中的

表达明显升高，且其表达与肝损伤的严重程度密切相

８０５ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（６）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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１：ＲＳＶ＋ａｎｔｉｍｉＲ４０９３ｐ＋ｓｉＮＣ组，２：ＲＳＶ＋ａｎｔｉｍｉＲ４０９３ｐ＋ｓｉＳＩＲＴ组
Ａ：各组中ＳＩＲＴ１ｍＲＮＡ表达水平；Ｂ：ＲＳＶ对同时沉默ＳＩＲＴ１和ｍｉＲ４０９３ｐ的ＨＢＥＣｓ增殖的影响；ＣＤ：ＲＳＶ对同时沉默ＳＩＲＴ１
和ｍｉＲ４０９３ｐ的ＨＢＥＣｓ中Ｋｉ６７、ｐ２１蛋白表达的影响；Ｅ、Ｆ：ＲＳＶ对同时沉默 ＳＩＲＴ１和 ｍｉＲ４０９３ｐ的 ＨＢＥＣｓ凋亡率的影响；
ＧＨ：ＲＳＶ对同时沉默ＳＩＲＴ１和 ｍｉＲ４０９３ｐ的 ＨＢＥＣｓ中 Ｂａｘ、Ｂｃｌ２蛋白表达的影响；Ｉ：Ｋｉ６７、ｐ２１、Ｂａｘ和 Ｂｃｌ２蛋白表达；ＪＫ：
ＲＳＶ对同时沉默ＳＩＲＴ１和ｍｉＲ４０９３ｐ的ＨＢＥＣｓ中ＩＬ６、ＴＮＦα表达的影响。ａ：Ｐ＜０．００１，与ＲＳＶ＋ａｎｔｉｍｉＲ４０９３ｐ＋ｓｉＮＣ组比较

图６　ＲＳＶ对同时沉默ＳＩＲＴ１和ｍｉＲ４０９３ｐ的ＨＢＥＣｓ增殖、凋亡及炎性因子表达的影响

关［１７］；过表达 ｍｉＲ４０９３ｐ可显著降低 ＳＯＣＳ３的表达
并增加ＳＴＡＴ３的磷酸化，诱导 ＩＬ１β，ＩＬ６，ＩＰ１０等炎
性细胞因子表达，增强 ＣＤ４Ｔ细胞定向趋化性，导致
自身免疫性脑脊髓炎病情加重，ｍｉＲ４０９３ｐ和 ｍｉＲ
１８９６可能是治疗自身免疫性脑脊髓炎的靶标［１８］。

　　本研究首先采用 ＲＳＶ感染 ＨＢＥＣｓ，结果表明，
ＲＳＶ感染ＨＢＥＣｓ后，细胞凋亡加剧且炎性因子ＩＬ６和
ＴＮＦα的表达明显升高，与相关报道结果一致［１９－２０］，说

明ＲＳＶ感染的ＨＢＥＣｓ损伤模型建立成功。ＲＳＶ感染
的 ＨＢＥＣｓ中 ｍｉＲ４０９３ｐ的表达明显高于未感染细
胞，提示 ｍｉＲ４０９３ｐ可能参与 ＲＳＶ感染的 ＨＢＥＣｓ损
伤；而沉默 ｍｉＲ４０９３ｐ促进了 ＲＳＶ感染的 ＨＢＥＣｓ增
殖，降低了其凋亡及炎性因子 ＩＬ６和 ＴＮＦα的表达，

提示ｍｉＲ４０９３ｐ可作为减轻 ＲＳＶ感染的上皮细胞损
伤的分子靶点。

　　生物信息学软件预测显示，ＳＩＲＴ１可能是 ｍｉＲ
４０９３ｐ的靶基因。本研究利用双荧光素酶报告基因
实验证实了这一结果。同时，沉默 ｍｉＲ４０９３ｐ表达促
进了ＨＢＥＣｓ中ＳＩＲＴ１的表达，进一步说明ｍｉＲ４０９３ｐ
靶向负调控 ＳＩＲＴ１表达，这与本文 ＲＳＶ感染 ＨＢＥＣｓ
后细胞中 ｍｉＲ４０９３ｐ表达升高而 ＳＩＲＴ１表达降低的
结果一致。有报道称，香烟烟雾提取物可降低人支气

管上皮细胞中 ＳＩＲＴ１的活性和表达，从而调节 ＮＦκＢ
活性并诱导促炎反应，ＳＩＲＴ１参与慢性阻塞性肺疾病
的发展进程［２１］。本研究显示，过表达 ＳＩＲＴ１可促进
ＲＳＶ感染的 ＨＢＥＣｓ增殖，且抑制其凋亡及炎性因子
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ＩＬ６和ＴＮＦα的表达，这与 ＺＨＡＮＧ等［１２］报道的结果

一致，提示ＳＩＲＴ１。本研究还显示，沉默 ＳＩＲＴ１逆转了
沉默ｍｉＲ４０９３ｐ对ＲＳＶ感染ＨＢＥＣｓ凋亡及炎性因子
ＩＬ６和ＴＮＦα表达的抑制作用，提示ｍｉＲ４０９３ｐ可能
通过靶向负调控 ＳＩＲＴ１表达来影响 ＲＳＶ感染的
ＨＢＥＣｓ凋亡和炎性因子表达。
　　ＳＩＲＴ１是依赖于 ＮＡＤ＋的Ⅲ类组蛋白脱乙酰酶，
在体内通过乙酰化修饰作用进而调节基因的表达，参

与细胞增殖、分化和凋亡等生命过程。ＳＩＲＴ１可介导
ＮＦκＢ和Ｐ５３的去乙酰化并抑制其活性，进而抑制其
对下游炎症因子、ｐ２１、Ｂａｘ等细胞周期、凋亡相关基因
表达的促进作用，发挥抗炎和抗凋亡作用［２２］。Ｋｉ６７
是参与调控细胞周期，是细胞增殖的标志性蛋白［２３］。

ｐ２１是细胞周期调控蛋白，参与细胞增殖、分化和凋亡
等过程［２４］。Ｂａｘ和Ｂｃｌ２参与调控细胞凋亡，其中 Ｂａｘ
是促凋亡分子，可改变线粒体膜通透性，导致释放细胞

色素Ｃ释放量增加，进而激活Ｃａｓｐａｓｅ级联反应，诱导
细胞凋亡。而Ｂｃｌ２是抗凋亡分子，其可与Ｂａｘ结合形
成异源二聚体，抑制Ｂａｘ的促凋亡作用［２５］。本研究显

示，沉默ｍｉＲ４０９３ｐ或过表达ＳＩＲＴ１均可促进ＲＳＶ感
染的ＨＢＥＣｓ中 Ｋｉ６７和 Ｂｃｌ２蛋白表达，抑制 ｐ２１和
Ｂａｘ的蛋白表达，而沉默 ＳＩＲＴ１则逆转沉默 ｍｉＲ４０９
３ｐ对ＨＢＥＣｓ中Ｋｉ６７和Ｂｃｌ２蛋白表达的促进作用及
对ｐ２１和Ｂａｘ的蛋白表达的抑制作用，进一步提示沉
默 ｍｉＲ４０９３ｐ通过靶向上调 ＳＩＲＴ１进而影响下游
ｐ２１、Ｂａｘ、Ｋｉ６７和Ｂｃｌ２等增殖和凋亡相关基因的表达
来影响ＲＳＶ感染的ＨＢＥＣｓ增殖和凋亡。
　　综上，沉默 ｍｉＲ４０９３ｐ可促进 ＲＳＶ感染的
ＨＢＥＣｓ增殖，并抑制其凋亡及炎性因子ＩＬ６和 ＴＮＦα
的表达，其可能通过靶向上调ＳＩＲＴ１来减轻ＲＳＶ感染
的ＨＢＥＣｓ损伤，ｍｉＲ４０９３ｐ可能是支气管哮喘治疗的
潜在分子靶点。
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ＩＶ、ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ和 αＳＭＡ表达［Ｊ］．中国病理生理杂志，
２０１９，３５（３）：５００－５０５．
ＬＩＡＮＧＺＺ，ＸＩＥＹＤ，ＺＨＡＮＧＹＬ，ｅｔａｌ．Ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ
ｏｆｍｉＲ１８１ａ ａｔｔｅｎｕａｔｅｓｒｅｌｅａｓｅｓｏｆＣＳＥｉｎｄｕｃｅｄ ｐｒｏ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｆａｃｔｏｒｓａｎｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｃｏｌｌａｇｅｎＩＶ，ｆｉｂｒｏｎｅｃ
ｔｉｎａｎｄαＳＭＡｉｎｈｕｍａｎｂｒｏｎｃｈｉａｌｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ［Ｊ］．Ｃｈｉｎ
ＪＰａｔｈｏｐｈｙｓｉｏｌ，２０１９，３５（３）：５００－５０５．ＤＯＩ：１０．３９６９／ｊ．
ｉｓｓｎ．１０００４７１８．２０１９．０３．０２０

［１６］ＺＨＡＯＪ，ＰＵＪＤ，ＨＡＯＢＷ，ｅｔａｌ．ＬｎｃＲＮＡＲＰ１１８６Ｈ７．１
ｐｒｏｍｏｔｅｓａｉｒｗａｙｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎｉｎｄｕｃｅｄｂｙＴＲＡＰＭ２．５ｂｙａｃｔ
ｉｎｇａｓａＣｅＲＮＡｏｆｍｉＲＮＡ９５ｐｔｏｒｅｇｕｌａｔｅＮＦＫＢ１ｉｎ
ＨＢＥＣＳ［Ｊ］．ＳｃｉＲｅｐ，２０２０，１０：１１５８７．ＤＯＩ：１０．１０３８／
ｓ４１５９８０２０６８３２７１．

［１７］ＴＲＹＮＤＹＡＫＶＰ，ＭＡＲＲＯＮＥＡＫ，ＬＡＴＥＮＤＲＥＳＳＥＪＲ，
ｅｔａｌ．ＭｉｃｒｏＲＮＡｃｈａｎｇｅｓ，ａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒｃｅｌｌｓａｎｄ
ｓｅｖｅｒｉｔｙｏｆｌｉｖｅｒｉｎｊｕｒｙｉｎｍｉｃｅｉｎｄｕｃｅｄｂｙｃｈｏｌｉｎｅａｎｄｆｏｌａｔｅ
ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ［Ｊ］．ＪＮｕｔｒＢｉｏｃｈｅｍ，２０１６，２８：８３－９０．ＤＯＩ：
１０．１０１６／ｊ．ｊｎｕｔｂｉｏ．２０１５．１０．００１．

［１８］ＬＩＵＸ，ＺＨＯＵＦ，ＹＡＮＧＹ，ｅｔａｌ．ｍｉＲ４０９３ｐａｎｄｍｉＲ
１８９６ｃｏｏｐｅｒａｔｉｖｅｌｙｐａｒｔｉｃｉｐａｔｅｉｎＩＬ１７ｉｎｄｕｃｅｄｉｎｆｌａｍｍａｔｏ
ｒｙｃｙｔｏｋｉｎｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｉｎａｓｔｒｏｃｙｔｅｓａｎｄｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓｏｆＥＡＥ
ｍｉｃｅｖｉａｔａｒｇｅｔｉｎｇＳＯＣＳ３／ＳＴＡＴ３ｓｉｇｎａｌｉｎｇ［Ｊ］．Ｇｌｉａ，２０１９，
６７（１）：１０１－１１２．ＤＯＩ：１０．１００２／ｇｌｉａ．２３５３０．

［１９］江敏时，檀卫平，陈小平，等．孟鲁司特抑制呼吸道合
胞病毒感染人支气管上皮细胞所致炎症的药理机制［Ｊ］．
中山大学学报（医学科学版），２０１７，３８（５）：６７６－６８４．
ＤＯＩ：ＣＮＫＩ：ＳＵＮ：ＺＳＹＫ．０．２０１７０５００６
ＪＩＡＮＧＭＳ，ＴＡＮＷＰ，ＣＨＥＮＸＰ，ｅｔａｌ．Ｍｏｎｔｅｌｕｋａｓｔｉｎ
ｈｉｂｉｔｓｔｈｅｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎｏｆｈｕｍａｎｂｒｏｎｃｈｉａｌｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ

ｉｎｆｅｃｔｅｄｂｙｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｓｙｎｃｙｔｉａｌｖｉｒｕｓ［Ｊ］．ＪＳｕｎＹａｔｓｅｎ
Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ（ＭｅｄＳｃｉ），２０１７，３８（５）：６７６－６８４．ＤＯＩ：
ＣＮＫＩ：ＳＵＮ：ＺＳＹＫ．０．２０１７０５００６

［２０］李玲，吴东升，刘璐，等．五倍子含药血清对呼吸合胞
病毒感染人支气管上皮细胞损伤及 ＮＦκＢ核转位和表
达的影响［Ｊ］．中华中医药杂志，２０１７，３２（２）：７９０－
７９３．
ＬＩＬ，ＷＵＤＳ，ＬＩＵＬ，ｅｔａｌ．Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｓｅｒｕｍｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ
ＧａｌｌａＣｈｉｎｅｎｓｉｓｏｎｈｕｍａｎｂｒｏｎｃｈｉａｌｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｉｎｊｕｒｙｂｙ
ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｓｙｎｃｙｔｉａｌｖｉｒｕｓｉｎｆｅｃｔｉｏｎａｎｄｏｎＮＦκＢｎｕｃｌｅａｒ
ｔｒａｎｓｆｅｒａｎｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ［Ｊ］．ＣｈｉｎａＪＴｒａｄｉｔＣｈｉｎＭｅｄ
Ｐｈａｒｍ，２０１７，３２（２）：７９０－７９３．

［２１］ＤＩＶＩＮＣＥＮＺＯＳ，ＨＥＩＪＩＮＫＩＨ，ＮＯＯＲＤＨＯＥＫＪＡ，ｅｔａｌ．
ＳＩＲＴ１／ＦｏｘＯ３ａｘｉｓａｌｔｅｒａｔｉｏｎｌｅａｄｓｔｏａｂｅｒｒａｎｔｉｍｍｕｎｅｒｅ
ｓｐｏｎｓｅｓｉｎｂｒｏｎｃｈｉａｌｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＪＣｅｌｌＭｏｌＭｅｄ，
２０１８，２２（４）：２２７２－２２８２．ＤＯＩ：１０．１１１１／ｊｃｍｍ．１３５０９．

［２２］甘敏，周巧雅，洪美静，等．肝 Ｘ受体激动剂通过激活
ＳＩＲＴ１信号级联改善Ａβ诱导的视网膜色素上皮细胞炎
症和凋亡反应［Ｊ］．第三军医大学学报，２０２０，４２（１４）：
１３９８－１４０６．ＤＯＩ：１０．１６０１６／ｊ．１０００５４０４．２０２００３０９２．
ＧＡＮＭ，ＺＨＯＵＱＹ，ＨＯＮＧＭＪ，ｅｔａｌ．ＬｉｖｅｒＸｒｅｃｅｐｔｏｒ
ａｇｏｎｉｓｔａｍｅｌｉｏｒａｔｅｓａｍｙｌｏｉｄβｉｎｄｕｃｅｄｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎａｎｄａｐ
ｏｐｔｏｓｉｓｉｎｒｅｔｉｎａｌｐｉｇｍｅｎｔｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｂｙａｃｔｉｖａｔｉｎｇＳＩＲＴ１
ｓｉｇｎａｌｉｎｇｃａｓｃａｄｅ［Ｊ］．ＪＴｈｉｒｄＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０２０，４２
（１４）：１３９８－１４０６．ＤＯＩ：１０．１６０１６／ｊ．１０００５４０４．
２０２００３０９２．

［２３］ＧＥＯＲＧＡＫＯＰＯＵＬＯＵＶＥ，ＺＹＧＯＵＲＩＳＥ，ＮＩＫＯＫＩＲＩＳＣ，
ｅｔａｌ．Ｐｒｅｄｉｃｔｉｖｅｉｎｄｉｃａｔｏｒｓｏｆｓｕｒｖｉｖａｌｉｎｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｓｕｒｇｉ
ｃａｌｌｙｒｅｓｅｃｔｅｄｌｕｎｇｃａｒｃｉｎｏｉｄｔｕｍｏｒｓａｔａＧｒｅｅｋｍｅｄｉｃａｌｃｅｎ
ｔｅｒ［Ｊ］．Ｃｕｒｅｕｓ，２０２０，１２（９）：ｅ１０３００．ＤＯＩ：１０．７７５９／
ｃｕｒｅｕｓ．１０３００．

［２４］ＧＡＯＺＸ，ＬＩＮＹＣ，ＷＵＺＰ，ｅｔａｌ．ＬｎｃＲＮＡＳＮＨＧ６ｃａｎ
ｒｅｇｕｌａｔｅｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｒａｔｄｅｇｅｎｅｒａｔｅ
ｎｕｃｌｅｕｓｐｕｌｐｏｓｕｓｃｅｌｌｓｖｉａｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉＲ
１０１３ｐ［Ｊ］．ＥｕｒＲｅｖＭｅｄＰｈａｒｍａｃｏｌＳｃｉ，２０２０，２４（１６）：
８２５１－８２６２．ＤＯＩ：１０．２６３５５／ｅｕｒｒｅｖ＿２０２００８＿２２６２１

［２５］罗吉，罗燕，李勇敏，等．重楼皂苷Ⅰ对结肠癌 ＨＣＴ１１６
细胞凋亡及 Ｂａｘ，Ｂｃｌ２，Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达的影响［Ｊ］．
中国实验方剂学杂志，２０１８，２４（２）：１７４－１７６．ＤＯＩ：
１０．１３４２２／ｊ．ｃｎｋｉ．ｓｙｆｊｘ．２０１８０６８７
ＬＵＯＪ，ＬＵＯＹ，ＬＩＹＭ，ｅｔａｌ．ＥｆｆｅｃｔｏｆｐｏｌｙｐｈｙｌｌｉｎⅠｏｎ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＢａｘ， Ｂｃｉ２ ａｎｄ
Ｃａｓｐａｓｅ３ｉｎｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒｃｅｌｌＨＣＴ１１６［Ｊ］．ＣｈｉｎＪＥｘｐ
ＴｒａｄｉｔＭｅｄＦｏｒｍｕｌａｅ，２０１８，２４（２）：１７４－１７６．ＤＯＩ：１０．
１３４２２／ｊ．ｃｎｋｉ．ｓｙｆｊｘ．２０１８０６８７

（收稿：２０２０１００９；修回：２０２０１２０７）

（编辑　邓强庭）

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

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




