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　　［摘要］　目的　探索慢性阻塞性肺病患者肺泡灌洗液来源的外泌体（ＣＯＰＤｂｒｏｎｃｈｏａｌｖｅｏｌａｒｌａｖａｇｅ
ｆｌｕｉｄｅｘｏｓｏｍｅ，ＣＯＰＤＥｘｏ）调控成骨细胞分化的作用及机制。方法　选取２０２３年６月于陆军军医大学
第一附属医院就诊的６例ＣＯＰＤ患者和６例非ＣＯＰＤ患者（对照），在临床肺泡灌洗过程中收集肺泡灌
洗液，提取ＣＯＰＤＥｘｏ、非ＣＯＰＤ患者肺泡灌洗液来源的外泌体（ｃｔｒｌｂｒｏｎｃｈｏａｌｖｅｏｌａｒｌａｖａｇｅｆｌｕｉｄｅｘｏｓｏｍｅ，
ＣｔｒｌＥｘｏ），使用电镜和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ进行鉴定。使用茜素红染色、ｑＲＴＰＣＲ检测 ＣＯＰＤＥｘｏ干预成骨细
胞后成骨分化水平的改变。对ＧＥＯ数据库数据集（ＧＳＥ２１８５７１）中 ＣＯＰＤＥｘｏ的微小 ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ，
ｍｉＲＮＡ）表达谱进行生物信息学分析，获得 ＣＯＰＤＥｘｏ中差异表达的 ｍｉＲＮＡ，使用 Ａｎｔａｇｏｍｉｒ阻碍
ＭｉｒｃｏＲＮＡ功能，明确具有成骨分化调控功能的ｍｉＲＮＡ，使用Ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ软件预测ｍｉＲＮＡ的下游靶基因
并进行验证。结果　ＣＯＰＤ患者和非 ＣＯＰＤ患者的肺泡灌洗液内均可提取出外泌体。茜素红染色及
ＰＣＲ结果表明，ＣＯＰＤＥｘｏ可以抑制人ｈＦＯＢ１．１９成骨细胞的成骨分化（Ｐ＜０．０５）。生物信息学分析显
示，ＣＯＰＤＥｘｏ中ｍｉＲ２２３３ｐ表达水平显著上调。使用Ａｎｔａｇｏｍｉｒ阻碍ｍｉＲ２２３３ｐ可减轻ＣＯＰＤＥｘｏ对于
人ｈＦＯＢ１．１９成骨细胞的成骨分化抑制（Ｐ＜０．０５）。Ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ预测和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示ｍｉＲ２２３３ｐ
可能靶向抑制成骨分化相关因子ＦＯＸＯ３的表达（Ｐ＜０．０５）。结论　ＣＯＰＤＥｘｏ可能通过ｍｉＲ２２３３ｐ抑
制人ｈＦＯＢ１．１９成骨细胞的成骨分化，该过程与ｍｉＲ２２３３ｐ抑制ＦＯＸＯ３表达有关。
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ｔｈｅｍｉｃｒｏＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐｒｏｆｉｌｅｓｏｆＣＯＰＤＥｘｏａｎｄＣｔｒｌＥｘｏｉｎｔｈｅＧＥＯｄａｔａｂａｓｅ（ＧＳＥ２１８５７１）
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ｗｉｔｈｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｆｕｎｃｔｉｏｎｗｅｒｅｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ．Ｔａｒｇｅｔｓｃａｎｓｏｆｔｗａｒｅｗａｓｕｓｅｄｔｏｐｒｅｄｉｃｔｔｈｅ
ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍｔａｒｇｅｔｇｅｎｅｓｏｆｔｈｅｍｉＲＮＡｓ，ａｎｄｔｈｅｎｔｈｅｓｅｍｉＲＮＡｓｗｅｒｅｖｅｒｉｆｉｅｄ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ｅｘｏｃｏｕｌｄｂｅ
ｅｘｔｒａｃｔｅｄｆｒｏｍＢＡＬＦｏｆｂｏｔｈＣＯＰＤａｎｄｎｏｎＣＯＰＤｐａｔｉｅｎｔｓ．ＡｌｉｚａｒｉｎｒｅｄｓｔａｉｎｉｎｇａｎｄｑＲＴＰＣＲｒｅｓｕｌｔｓ
ｓｈｏｗｅｄｔｈａｔＣＯＰＤＥｘｏｉｎｈｉｂｉｔｅｄｔｈｅｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｏｆｈｕｍａｎｈＦＯＢ１．１９ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｓ（Ｐ＜０．０５）．
ＢｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓａｎａｌｙｓｉｓｉｎｄｉｃａｔｅｄｔｈａｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆｍｉＲ２２３３ｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｉｎ
ＣＯＰＤＥｘｏ．ＢｌｏｃｋｉｎｇｍｉＲ２２３３ｐｗｉｔｈＡｎｔａｇｏｍｉｒｃｏｕｌｄａｌｌｅｖｉａｔｅｔｈｅｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｏｆｈｕｍａｎｈＦＯＢ
１．１９ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｓｉｎｈｉｂｉｔｅｄｂｙＣＯＰＤＥｘｏ（Ｐ＜０．０５）．ＴａｒｇｅｔｓｃａｎｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｒｅｖｅａｌｅｄｔｈａｔｍｉＲ２２３３ｐｍａｙ
ｔａｒｇｅｔａｎｄｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｒｅｌａｔｅｄｆａｃｔｏｒＦＯＸＯ３（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　
ＣＯＰＤＥｘｏｃａｎｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｏｆｈｕｍａｎｈＦＯＢ１．１９ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｓｔｈｒｏｕｇｈｍｉＲ２２３３ｐ，
ｗｈｉｃｈｍａｙｂｅｒｅｌａｔｅｄｔｏｔｈｅｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆＦＯＸＯ３ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｂｙｍｉＲ２２３３ｐ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｃｈｒｏｎｉｃｏｂｓｔｒｕｃｔｉｖｅｐｕｌｍｏｎａｒｙｄｉｓｅａｓｅ；ｅｘｏｓｏｍｅｓ；ｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ；ｍｉＲ２２３３ｐ
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　　慢性阻塞性肺病（ｃｈｒｏｎｉｃｏｂｓｔｒｕｃｔｉｖｅｐｕｌｍｏｎａｒｙ
ｄｉｓｅａｓｅ，ＣＯＰＤ）是一种具有异质性的全身炎症性疾病，
临床主要表现为不能完全逆转的进行性气流受限，其

与肺部对有害颗粒和气体的异常炎症反应有关［１］。

尽管ＣＯＰＤ主要表现为肺部症状，但它对肺外组织的
影响亦十分显著。其中骨质疏松症作为ＣＯＰＤ常伴有
的疾病类型，显著影响 ＣＯＰＤ患者的管理与预后。在
ＣＯＰＤ中，骨质疏松的患病率被认为比没有气流阻塞
的年龄匹配的受试者高 ２～５倍［２］。在最近开发的男

性骨质疏松风险筛查工具中，合并 ＣＯＰＤ将患骨质疏
松的概率增加近 ４倍［３］。然而，ＣＯＰＤ诱发骨质疏松
的潜在机制并不清楚。

　　外泌体是活细胞分泌的具有生物活性的纳米级双
层膜囊泡，多位于血液、体液、组织液中［４］。外泌体内

包含ｍｉＲＮＡ、蛋白、脂质等活性成分，在外泌体被靶细
胞摄取后，通过基因表达调控、蛋白质翻译或翻译后修

饰调控完成对靶细胞的调控［５］。ｍｉＲＮＡ是一类长度
较短的内源性非编码单链ＲＮＡ，可通过介导信使ＲＮＡ
的翻译抑制和／或信使 ＲＮＡ的降解来调节基因表
达［６］。多项研究显示外泌体可通过ｍｉＲＮＡ介导肺脏
骨骼器官间的通讯［７］。新近研究显示，ＣＯＰＤ患者肺
泡灌洗液内存在大量的外泌体［８］，同时ｍｉＲＮＡ测序显
示ＣＯＰＤ患者来源的外泌体ＣＯＰＤＥｘｏ与非ＣＯＰＤ患
者肺泡灌洗液来源的外泌体 ＣｔｒｌＥｘｏ具有不同的
ｍｉＲＮＡ表达谱［９］。但 ＣＯＰＤＥｘｏ是否通过 ｍｉＲＮＡ进
而导致骨质疏松并不清楚。因此，本研究拟借助生物

信息学分析、ｍｉＲＮＡ靶基因预测解析、成骨分化诱导
实验及成骨分化能力评估等手段，明确 ＣＯＰＤＥｘｏ在
成骨细胞分化中的具体作用及机制，研究结果有望为

ＣＯＰＤ伴随的骨质疏松提供新的检测指标，并为其临
床治疗提供新思路。

１　资料与方法

１．１　ＣＯＰＤ患者与非ＣＯＰＤ患者肺泡灌洗液的采集
　　选择２０２３年６月于陆军军医大学第一附属医院
就诊的６例ＣＯＰＤ患者和６例非ＣＯＰＤ患者（对照）作
为研究对象，其性别、年龄、ＣＯＰＤ病程等基本资料间
无统计学差异。患者均签署知情同意书，该研究已经

陆军军医大学第一附属医院伦理委员会批准［（Ａ）
ＫＹ２０２４０６０］。纳入标准：①ＣＯＰＤ组：临床诊断为
ＣＯＰＤ的住院患者；非 ＣＯＰＤ组：因创伤、急性肺部感
染等急性症状入院，临床诊断未合并 ＣＯＰＤ的住院患
者；②年龄４５～６５岁。排除标准：①住院期间存在活
动性严重感染者；②近３个月内曾服用过影响钙代谢
的药物者；③合并有严重的全身代谢性疾病；④患有严
重心、脑、肝、肾等脏器疾病者；⑤精神疾病者及不能配
合治疗者。取０．９％无菌生理盐水１００ｍＬ进行灌洗，
操作前加热至 ３７℃，用注射器经支气管镜操作孔注
入，每次注入２０～５０ｍＬ，常规灌洗３～５次。生理盐水
注入目标肺段后，立即给予适当负压 ２５～１００ｍｍＨｇ，
轻吸回收肺泡灌洗液。每个受试者回收的肺泡灌洗液

按照１５ｍＬ进行分装，用于后续外泌体的提取及分析。
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１．２　ＣＯＰＤＥｘｏ和ＣｔｒｌＥｘｏ的提取
　　肺泡灌洗液来源 Ｅｘｏ的采集步骤参考既往文

献［１０－１１］。肺泡灌洗液来源 Ｅｘｏ分为 ＣＯＰＤＥｘｏ组和
ＣｔｒｌＥｘｏ组，置于离心机中３００×ｇ离心１０ｍｉｎ，去除细
胞碎屑和大颗粒物；２０００×ｇ离心３０ｍｉｎ，去除大量细
胞碎屑和细胞器；１００００×ｇ离心 ７０ｍｉｎ，去除小型碎
片和膜片；使用 ０．２２μｍ细菌滤器进行过滤，超高速
离心机（贝克曼，德国）进行 １０００００×ｇ离心 １２０ｍｉｎ
以上，去除残留蛋白和低密度颗粒物，得到纯化Ｅｘｏ沉
淀。使用ＢＣＡ试剂盒测定Ｅｘｏ浓度。
１．３　ＣＯＰＤＥｘｏ和ＣｔｒｌＥｘｏ的鉴定
　　使用透射电子显微镜对Ｅｘｏ的形态进行表征。具
体操作如下：将 Ｅｘｏ悬浮液滴在碳涂层的铜网上，用
１％的磷钨酸染色１ｍｉｎ以增强对比度，然后风干。随
后，使用透射电子显微镜（ＪＳＭ１４００ＰＬＵＳ，日本）在
１００ｋＶ的电压下进行观察。将等量的 Ｅｘｏ和细胞裂
解物通过 ＳＤＳＰＡＧＥ分离，然后转移到硝酸纤维素膜
上。随后，用 ＣＤ６３、ＴＳＧ１０１、Ｃａｌｎｅｘｉｎ特异性抗体
（＃ｓｃ５２７５，＃ｓｃ７９６４，＃ｓｃ２３９５４，ＳａｎｔａＣｒｕｚ，美国）进
行Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测。
１．４　ＣＯＰＤＥｘｏ和ＣｔｒｌＥｘｏ的细胞摄取实验
　　ＣＯＰＤＥｘｏ和 ＣｔｒｌＥｘｏ使用 ＤＩＬ（＃Ｃ１９９１Ｓ，碧云
天，中国）在３７℃的黑暗环境中孵育３０ｍｉｎ行标记。
１０００００×ｇ离心１２０ｍｉｎ以去除未结合的 ＤＩＬ。然后，
将Ｅｘｏ和人ｈＦＯＢ１．１９成骨细胞（ＣＬ０３５３，普诺赛，中
国武汉）混合并在３７℃下孵育８ｈ。使用激光共聚焦显
微镜（ＬＳＭ８８０，ＺＥＩＳＳ，德国）观察成骨细胞对携带ＥＧＦＰ
的Ｅｘｏ的摄取情况，并使用ＩｍａｇｅＪ软件分析图像。
１．５　人成骨细胞的培养及诱导成骨分化
　　人ｈＦＯＢ１．１９成骨细胞接种于１２孔板，使用含有
ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基（ＰＭ１５０３１５，普诺赛，中国武汉）和
１０％胎牛血清（１１０１１８６１１，四季青，中国上海）、１％青
霉素／链霉素双抗（Ｃ０２２２，碧云天，中国上海）的完全
培养基进行培养。细胞在含 ５％ＣＯ２的 ３７℃细胞培
养箱中培养。每３天更换１次培养基，当融合度达到
８０％～９０％时传代，传代３代以内的细胞被用于后续实
验。将培养基替换为成骨分化培养基（＃ＭＵＸＭＸ
９００２１，赛业生物，中国），并继续培养细胞 １４ｄ。随
后，使用４％多聚甲醛固定细胞，并使用茜素红染色试
剂盒（＃Ｃ３２０６，碧云天，中国）对细胞进行染色。使用
ＩｍａｇｅＪ软件分析图像。

１．６　ＡｎｔａｇｏｍｉＲ干预和Ｅｘｏ干预
　　Ｅｘｏ干预方法参考文献［１２－１３］。传代后的人
ｈＦＯＢ１．１９成骨细胞接种于 １２孔板，每孔细胞数为
１×１０５个。将 ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基替换为成骨分化培
养基（＃ＭＵＸＭＸ９００２１，赛业生物，中国），分别添加
１００μｇ／ｍＬ的ＣＯＰＤＥｘｏ、ＣｔｒｌＥｘｏ和ＰＢＳ孵育，继续诱
导细胞分化 １４ｄ后进行检测。ＡｎｔａｇｏｍｉＲ２２３３ｐ
（Ｂ０５００３，吉玛基因，中国）和对照 ＡｎｔａｇｏｍｉＲ（Ａｎｔａｇｏ
ｍｉＲＮＣ）被用于 ＡｎｔａｇｏｍｉＲ转染实验。ＡｎｔａｇｏｍｉＲ
２２３３ｐ参照说明书加入配套转染试剂和 ＰＢＳ稀释至
１００μｍｏｌ／Ｌ，添加入成骨分化培养基后，继续诱导细胞
分化１４ｄ进行检测。
１．７　ｑＲＴＰＣＲ检测
　　成骨细胞用 ＰＢＳ洗涤 ３次，在冰上用 ＴＲＩｚｏｌ
（９１０９，ＴａＫａＲａ，日本）处理以从细胞中提取总 ＲＮＡ。
ＲＮＡ的质量通过 ＮａｎｏＤｒｏｐ分光光度计（ＮＤ１０００，
ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，美国）进行分析。使用 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ
ＲＴ试剂盒（ＲＲ０４７Ａ，ＴａＫａＲａ，日本）进行 ＲＮＡ反转
录，并使用 ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑⅡ 试剂盒 （ＲＲ３９０Ａ，
ＴａＫａＲａ，日本）进行扩增，然后通过 ＶｉｉＡ７实时 ＰＣＲ
系统（ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，美国）检测目标基因的 ｍＲＮＡ
表达量。使用 βａｃｔｉｎ来标准化细胞内的目标基因
ｍＲＮＡ，Ｕ６来标准化外泌体内的目标基因 ｍｉＲＮＡ［１４］。
采用２－ΔΔＣｔ计算方法计算ｍＲＮＡ相对表达量。
１．８　生物信息学分析
　　选择 ＧＥＯ数据库的外泌体 ｍｉＲＮＡ基因集
（ＧＳＥ２１８５７１）进行分析，该数据集共纳入２４名 ＣＯＰＤ
患者以及２０名非 ＣＯＰＤ患者的肺泡灌洗液来源外泌
体的ｍｉＲＮＡ高通量测序结果。使用 ＤＥＳｅｑＲ软件
（１．１０．１）对 ２组进行差异表达分析。以 －ｌｏｇ１０
（Ｐｖａｌｕｅ）＞１．３（Ｐ＜０．０５）和｜ｌｏｇ２ｆｏｌｄｃｈａｎｇｅ｜≥１作为
阈值来识别显著差异表达。使用 ＲＳｔｕｄｉｏ软件
（ＲＳｔｕｄｉｏ，美国洛杉矶）进行聚类分析和火山图分析。
使用 Ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ８．０在线预测网站 （ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．
ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ．ｏｒｇ／ｖｅｒｔ＿８０／）进行ｍｉＲＮＡ的靶基因预测。
１．９　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验
　　使用ＲＩＰＡ裂解缓冲液（Ｐ００１３Ｃ，碧云天）裂解成
骨细胞，用 ＢＣＡ测定试剂盒（Ｐ００１２，碧云天）测定蛋
白浓度。样品加入上样缓冲液后，放置在沸水浴中

５ｍｉｎ。不同分子量的蛋白质通过 ＳＤＳＰＡＧＥ分离并
转移到 ＰＶＤＦ膜上。用 ５％脱脂牛奶阻断 ＰＶＤＦ膜
１ｈ，添加ＦＯＸＯ３（＃１２８２９，ＣＳＴ，美国）一抗置于４℃孵
育过夜。用ＴＢＳＴ清洗未结合的抗体，然后用二抗孵
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育１ｈ。使用ＥＣＬ试剂盒（１７０５０６０，ＢｉｏＲａｄ，美国）和
ＣｈｅｍｉＤｏｃ成像系统（ＢｉｏＲａｄ，美国）对条带进行成像。
使用ＩｍａｇｅＪ软件测量和分析条带的灰度值。使用
βａｃｔｉｎ对蛋白质的相对表达量进行标准化。
１．１０　统计学分析
　　每个实验至少重复３次。使用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ９
软件进行统计分析。数据均以 珋ｘ±ｓ表示，采用单因素
方差分析和Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ事后检验对多个组间的比较进
行评估。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＣＯＰＤＥｘｏ及ＣｔｒｌＥｘｏ的鉴定
　　收集ＣＯＰＤ患者的肺泡灌洗液和非ＣＯＰＤ患者的
肺泡灌洗液，提取 ＣＯＰＤＥｘｏ和 ＣｔｒｌＥｘｏ并进行鉴定。
电镜结果显示 ＣＯＰＤＥｘｏ和 ＣｔｒｌＥｘｏ表现为典型的双
凹圆盘状（图 １Ａ）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示 ＣＯＰＤＥｘｏ
和ＣｔｒｌＥｘｏ均表达外泌体阳性标志物 ＣＤ６３、ＴＳＧ１０１，
不表达阴性标志物 Ｃａｌｎｅｘｉｎ（图 １Ｂ）。外泌体摄取实
验显示ＣＯＰＤＥｘｏ和ＣｔｒｌＥｘｏ均可被人 ｈＦＯＢ１．１９成
骨细胞摄取（图１Ｃ）。
２．２　ＣＯＰＤＥｘｏ可抑制人成骨细胞的成骨分化
　　使用ＣＯＰＤＥｘｏ和 ＣｔｒｌＥｘｏ添加到人 ｈＦＯＢ１．１９
成骨细胞的诱导成骨分化体系中。茜素红染色显示，

相对 ＰＢＳ组和 ＣｔｒｌＥｘｏ组，ＣＯＰＤＥｘｏ组茜素红阳性

的茜素红阳性钙结节面积减少（Ｐ＜０．０５，图 ２Ａ、Ｂ）。
ＰＣＲ结果显示，相对 ＰＢＳ组和 ＣｔｒｌＥｘｏ组，ＣＯＰＤＥｘｏ
组的成骨分化相关基因 Ｒｕｎｘ２、ＡＬＰ、Ｓｐｐ１、ＢＧＬＡＰ的
ｍＲＮＡ表达含量下降（Ｐ＜０．０５，图２Ｃ～Ｆ）。
２．３　ＣＯＰＤＥｘｏ和ＣｔｒｌＥｘｏ的ｍｉＲＮＡ表达谱
　　使用 ＧＥＯ数据库的 ＧＰＬ３２８７２数据集对比分析
２４名ＣＯＰＤ患者的 ＣＯＰＤＥｘｏ和２０名健康对照患者
的ＣｔｒｌＥｘｏ的 ｍｉＲＮＡ表达谱。结果共检测到 ７个差
异表达ｍｉＲＮＡ（图３Ａ）。聚类分析图显示，ｍｉＲ２２３３ｐ、
ｍｉＲ２１１０、ｍｉＲ１８２５ｐ、ｍｉＲ２００ｂ５ｐ和 ｍｉＲ６２５３ｐ在
ＣＯＰＤＥｘｏ中为潜在高表达 ｍｉＲＮＡ；ｍｉＲ１３８５ｐ、ｍｉＲ
３３８３ｐ和 ｍｉＲ２０４５ｐ在 ＣＯＰＤＥｘｏ中为潜在低表达
ｍｉＲＮＡ（图３Ｂ）。
２．４　ｍｉＲ２２３３ｐ在ＣＯＰＤＥｘｏ中表达显著升高
　　使用 ｑＲＴＰＣＲ进一步验证 ＣＯＰＤＥｘｏ中的差异
ｍｉＲＮＡ。结果显示，ＣＯＰＤＥｘｏ的潜在高表达 ｍｉＲＮＡ
中，ｍｉＲ２２３３ｐ表达增高变化倍数约 １２．５倍，ｍｉＲ
２１１０表达增高变化倍数约４．１倍，ｍｉＲ１８２５ｐ表达增
高变化倍数为７．３倍，ｍｉＲ２００ｂ５ｐ表达增高变化倍
数约２．６倍（Ｐ＜０．０５，图４Ａ～Ｄ）。ｍｉＲ１３８５ｐ表达降
低变化倍数约７．４倍，ｍｉＲ３３８３ｐ表达降低变化倍数
约１．８倍（Ｐ＜０．０５，图４Ｆ、Ｇ）。ｍｉＲ６２５３ｐ、ｍｉＲ２０４５ｐ
表达无显著变化（图 ４Ｅ、Ｈ）。因此，ｍｉＲ２２３３ｐ被选
择用于后续研究。
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图２　ＣＯＰＤＥｘｏ和ＣｔｒｌＥｘｏ对人ｈＦＯＢ１．１９成骨细胞成骨分化的影响（ｎ＝３）
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Ａ：ＣＯＰＤＥｘｏ相对 ＣｔｒｌＥｘｏ的 ｍｉＲＮＡ表达的火山图分析；Ｂ：ＣＯＰＤＥｘｏ相对 ＣｔｒｌＥｘｏ的 ｍｉＲＮＡ表达的聚类分
析；红色为表达上调，绿色为表达下调

图３　ＣＯＰＤＥｘｏ和ＣｔｒｌＥｘｏ的ｍｉＲＮＡ表达谱
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ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１
Ａ～Ｅ：ＣＯＰＤＥｘｏ相对ＣｔｒｌＥｘｏ的潜在高表达ｍｉＲＮＡ的ＰＣＲ验证；Ｆ～Ｈ：ＣＯＰＤＥｘｏ相对 ＣｔｒｌＥｘｏ的潜在低表达
ｍｉＲＮＡ的ＰＣＲ验证

图４　ＣＯＰＤＥｘｏ和ＣｔｒｌＥｘｏ的差异表达ｍｉＲＮＡ的ＰＣＲ验证（ｎ＝３）

２．５　拮抗ｍｉＲ２２３３ｐ可缓解 ＣＯＰＤＥｘｏ对成骨分化
的抑制

　　使用 ＡｎｔａｇｏｍｉＲ２２３３ｐ添加到 ＣＯＰＤＥｘｏ干预
的人ｈＦＯＢ１．１９成骨细胞的诱导成骨分化体系中。茜
素红染色显示，正常成骨分化诱导组茜素红结节覆盖

面积较多，而 ＣＯＰＤＥｘｏ组茜素红结节覆盖面积明显
减少；添加 ＡｎｔａｇｏｍｉＲ２２３３ｐ有效缓解了 ＣＯＰＤＥｘｏ
导致的茜素红结节覆盖面积的减少（Ｐ＜０．０５，图 ５Ａ、
Ｂ），而添加ＡｎｔａｇｏｍｉＲＮＣ后则无显著改变。ＰＣＲ结
果显示，在正常成骨分化诱导组中添加 ＣＯＰＤＥｘｏ可
导致成骨分化相关基因 Ｒｕｎｘ２、ＡＬＰ、Ｓｐｐ１、ＢＧＬＡＰ表
达水平下降；添加 ＡｎｔａｇｏｍｉＲ２２３３ｐ有效缓解了
ＣＯＰＤＥｘｏ导致的Ｒｕｎｘ２、ＡＬＰ、Ｓｐｐ１、ＢＧＬＡＰ水平下降

（Ｐ＜０．０５，图５Ｃ～Ｆ），添加ＡｎｔａｇｏｍｉＲＮＣ则无显著改
变。表明 ＡｎｔａｇｏｍｉＲ拮抗 ｍｉＲ２２３３ｐ可缓解 ＣＯＰＤ
Ｅｘｏ对成骨分化的抑制。
２．６　ｍｉＲ２２３３ｐ通过靶向ＦＯＸＯ３导致成骨细胞的成

骨分化抑制

　　Ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ数据库预测分析显示，ｍｉＲ２２３３ｐ可通过
ＡＡＣＵＧＡＣＡ靶向成骨相关因子ＦＯＸＯ３的ＵＵＧＡＣＵＧ序
列（图６Ａ）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，在正常成骨分化诱导
组中添加ＣＯＰＤＥｘｏ可导致ＦＯＸＯ３蛋白表达水平下降；
添加ＡｎｔａｇｏｍｉＲ２２３３ｐ有效缓解了ＣＯＰＤＥｘｏ导致的
ＦＯＸＯ３蛋白表达水平下降，而添加ＡｎｔａｇｏｍｉＲＮＣ则无
显著改变（图６Ｂ、Ｃ），提示ＣＯＰＤＥｘｏ中高表达的ｍｉＲ
２２３３ｐ可能通过靶向ＦＯＸＯ３导致成骨分化的抑制。

成骨分化诱导组 成骨分化诱导
!"#$%!&'(

组
成骨分化诱导

!"#$%!&'(!

)*+,-(!./0!112!23

组
成骨分化诱导

!"#$%!&'(!

4*+,-(!./0!5"

组

4

Ａ：茜素红染色
图５　拮抗ｍｉＲ２２３３ｐ对ＣＯＰＤＥｘｏ干预的成骨细胞成骨分化的影响（ｎ＝３）

（图５Ｂ～Ｆ续下页）
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Ｂ：茜素红染色统计分析；Ｃ～Ｆ：ＰＣＲ检测成骨相关基因表达
续图５　拮抗ｍｉＲ２２３３ｐ对ＣＯＰＤＥｘｏ干预的成骨细胞成骨分化的影响（ｎ＝３）
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果统计分析

图６　ｍｉＲ２２３３ｐ对成骨细胞中ＦＯＸＯ３蛋白表达的影响（ｎ＝３）
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３　讨论

　　骨质疏松症是 ＣＯＰＤ常伴有的疾病，骨质疏松显
著影响ＣＯＰＤ患者的管理与预后。全球ＣＯＰＤ疾病倡
议已将包括骨质疏松在内的肺外组织影响纳入 ＣＯＰＤ
的定义中［１５－１６］。然而 ＣＯＰＤ导致骨质疏松的潜在机
制并不清楚。本研究发现ＣＯＰＤＥｘｏ存在于 ＣＯＰＤ患
者的肺泡灌洗液中，且 ＣＯＰＤＥｘｏ通过 ｍｉＲ２２３３ｐ抑
制成骨细胞的成骨分化，该过程与 ｍｉＲ２２３３ｐ抑制成
骨细胞相关因子 ＦＯＸＯ３有关。本研究揭示了 ＣＯＰＤ
Ｅｘｏ抑制成骨细胞分化的作用及机制，可能有助于未
来临床上ＣＯＰＤ诱发骨质疏松的治疗。
　　外泌体是活细胞产生的纳米级别双层膜结构生物
囊泡，以往被认为是细胞生物学进程产生的废物，现在

被证实是介导细胞间通讯、组织器官间通讯的介

质［１７］。本研究使用超速离心法提取 ＣＯＰＤＥｘｏ与
ＣｔｒｌＥｘｏ，发现其在电镜下均呈现为双凹圆盘型。
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果亦显示外泌体均表达阳性标志物
ＣＤ６３、ＴＳＧ１０１，不表达阴性标志物 Ｃａｌｎｅｘｉｎ。将
ＣＯＰＤＥｘｏ和 ＣｔｒｌＥｘｏ分别加入诱导成骨分化的人
ｈＦＯＢ１．１９成骨细胞中，结果显示 ＣＯＰＤＥｘｏ抑制了
成骨细胞诱导分化后的茜素红阳性钙结节含量和成骨

分化相关基因 Ｒｕｎｘ２、ＡＬＰ、Ｓｐｐ１、ＢＧＬＡＰ的表达。以
上结果证实，ＣＯＰＤＥｘｏ可能是 ＣＯＰＤ诱发骨质疏松
的重要媒介。

　　ｍｉＲＮＡ广泛存在于真核生物的外泌体中。研究
显示外泌体可通过 ｍｉＲＮＡ介导肺脏骨骼间的通
讯［７，１８］。既往研究选取２４名ＣＯＰＤ患者和２０名对照
患者的肺泡灌洗液进行 ｍｉＲＮＡ测序，证实 ＣＯＰＤＥｘｏ
与ＣｔｒｌＥｘｏ具有不同的 ｍｉＲＮＡ表达谱，本研究选取
｜ｌｏｇ２ｆｏｌｄｃｈａｎｇｅ｜≥１（代表基因表达差异 １倍以上）同
时－ｌｏｇ１０（Ｐｖａｌｕｅ）＞１．３（代表 Ｐ＜０．０５）的上调 ｍｉＲＮＡ
进行生物信息学分析，发现其中上调 ｍｉＲＮＡ有 ｍｉＲ
２２３３ｐ、ｍｉＲ２１１０、ｍｉＲ１８２５ｐ、ｍｉＲ２００ｂ５ｐ和 ｍｉＲ
６２５３ｐ，下调 ｍｉＲＮＡ有 ｍｉＲ１３８５ｐ、ｍｉＲ３３８３ｐ和
ｍｉＲ２０４５ｐ。ＰＣＲ验证发现 ｍｉＲ２２３３ｐ差异表达倍
数最为显著，同时既往研究表明 ｍｉＲ２２３３ｐ有可能参
与牙髓干细胞成骨分化调控［１９］，因此 ｍｉＲ２２３３ｐ被
用于后续实验分析。进一步实验显示，使用 Ａｎｔａｇｏ
ｍｉＲ２２３３ｐ拮抗 ｍｉＲ２２３３ｐ作用后，被 ＣＯＰＤＥｘｏ抑
制的成骨分化进程得到了缓解，表明 ｍｉＲ２２３３ｐ是
ＣＯＰＤＥｘｏ中发挥抑制成骨作用的ｍｉＲＮＡ。
　　ｍｉＲＮＡ通过碱基互补配对的方式识别靶基因的
３’ＵＴＲ区，并根据互补程度的不同指导沉默复合体降

解靶ｍＲＮＡ或者阻遏靶 ｍＲＮＡ的翻译。Ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ预
测分析显示，ｍｉＲ２２３３ｐ的 ＡＡＣＵＧＡＣＡ序列可识别
ＦＯＸＯ３的ＵＵＧＡＣＵＧ序列。ＦＯＸＯ３是调控氧化应激、
自噬、衰老等细胞生物学现象的转录因子［２０］，多项研

究表明ＦＯＸＯ３亦是成骨分化转录调控的关键，可促进
下游成骨相关因子 Ｒｕｎｘ２、ＡＬＰ等基因的转录［２１－２３］。

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，ＣＯＰＤＥｘｏ干预可抑制成骨细
胞中 ＦＯＸＯ３蛋白的表达，而在 ＡｎｔａｇｏｍｉＲ２２３３ｐ干
预后，ＦＯＸＯ３蛋白水平增多。以上结果证实，ＣＯＰＤ
Ｅｘｏ中高表达的 ｍｉＲ２２３３ｐ可能通过靶向 ＦＯＸＯ３导
致ｈＦＯＢ１．１９成骨细胞成骨分化的抑制，进而促进骨
质疏松的发生。

　　本研究亦存在局限之处：①本研究仅对 ＣＯＰＤ
Ｅｘｏ中的ｍｉＲＮＡ进行了分析，因此 ＣＯＰＤＥｘｏ中是否
存在有成骨分化调控作用的蛋白目前尚不清楚；②本
研究未进一步使用双荧光素报告载体证实ｍｉＲ２２３３ｐ
和ＦＯＸＯ３的靶向结合；③肺泡灌洗液来源的Ｅｘｏ经过
血液循环至骨组织是其发挥作用的关键环节，本研究

仅对ＣＯＰＤ患者肺泡灌洗液来源的 Ｅｘｏ进行了检测，
但未使用ＣＯＰＤ患者血液来源的 Ｅｘｏ进行验证；④本
研究未使用模式动物明确 ＣＯＰＤＥｘｏ是否通过 ｍｉＲ
２２３３ｐ／ＦＯＸＯ３信号导致骨质疏松。在下一步的研究
中，将结合动物模型进行ＣＯＰＤＥｘｏ的干预实验，以进
一步明确ＣＯＰＤＥｘｏ在ＣＯＰＤ诱发的骨质疏松中的作
用，并通过双荧光素报告实验明确其致病机制。

　　综上所述，本研究探讨了 ＣＯＰＤＥｘｏ在成骨细胞
成骨分化中的调控作用，验证了 ＣＯＰＤＥｘｏ中高表达
的ｍｉＲ２２３３ｐ可能通过靶向ＦＯＸＯ３进而抑制成骨细
胞的成骨分化。ＣＯＰＤＥｘｏ中的 ｍｉＲ２２３３ｐ有望成为
治疗ＣＯＰＤ诱发的骨质疏松中的潜在治疗靶点。

参考文献：

［１］ＤＥＣＲＡＭＥＲＭ，ＪＡＮＳＳＥＮＳＷ，ＭＩＲＡＶＩＴＬＬＥＳＭ．Ｃｈｒｏｎｉｃ
ｏｂｓｔｒｕｃｔｉｖｅｐｕｌｍｏｎａｒｙｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］．Ｌａｎｃｅｔ，２０１２，３７９
（９８２３）：１３４１－１３５１．ＤＯＩ：１０．１０１６／Ｓ０１４０６７３６（１１）
６０９６８９．

［２］ＢＯＬＴＯＮＣＥ，ＩＯＮＥＳＣＵ Ａ Ａ，ＳＨＩＥＬＳＫ Ｍ，ｅｔａｌ．
Ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｌｏｓｓｏｆｆａｔｆｒｅｅｍａｓｓａｎｄｂｏｎｅｍｉｎｅｒａｌｄｅｎｓｉｔｙｉｎ
ｃｈｒｏｎｉｃｏｂｓｔｒｕｃｔｉｖｅｐｕｌｍｏｎａｒｙｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］．ＡｍＪＲｅｓｐｉｒＣｒｉｔ
ＣａｒｅＭｅｄ，２００４，１７０（１２）：１２８６－１２９３．ＤＯＩ：１０．１１６４／
ｒｃｃｍ．２００４０６７５４ＯＣ．

［３］ＳＨＥＰＨＥＲＤＡＪ，ＣＡＳＳＡ Ｒ，ＣＡＲＬＳＯＮ Ｃ Ａ，ｅｔａｌ．
Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｎｄｉｎｔｅｒｎａｌｖａｌｉｄａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｍａｌｅｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓ
ｒｉｓｋｅｓｔｉｍａｔｉｏｎｓｃｏｒｅ［Ｊ］．ＡｎｎＦａｍＭｅｄ，２００７，５（６）：５４０
５４６．ＤＯＩ：１０．１３７０／ａｆｍ．７５３．

７８７１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（１５）



［４］ＱＩＮＹＨ，ＳＵＮＲＸ，ＷＵＣＬ，ｅｔａｌ．Ｅｘｏｓｏｍｅ：ａｎｏｖｅｌ
ａｐｐｒｏａｃｈｔｏｓｔｉｍｕｌａｔｅｂｏｎｅｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｔｈｒｏｕｇｈｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆ
ｏｓｔｅｏｇｅｎｅｓｉｓａｎｄａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ［Ｊ］．ＩｎｔＪＭｏｌＳｃｉ，２０１６，１７
（５）：７１２．ＤＯＩ：１０．３３９０／ｉｊｍｓ１７０５０７１２．

［５］ＺＨＡＮＧＪ，ＬＩＳ，ＬＩＬ，ｅｔａｌ．Ｅｘｏｓｏｍｅａｎｄｅｘｏｓｏｍａｌ
ｍｉｃｒｏＲＮＡ：ｔｒａｆｆｉｃｋｉｎｇ，ｓｏｒｔｉｎｇ，ａｎｄｆｕｎｃｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｇｅｎｏｍｉｃｓ
ＰｒｏｔｅｏｍｉｃｓＢｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ，２０１５，１３（１）：１７－２４．ＤＯＩ：１０．
１０１６／ｊ．ｇｐｂ．２０１５．０２．００１．

［６］ＤＩＥＮＥＲＣ，ＫＥＬＬＥＲＡ，ＭＥＥＳＥＥ．Ｅｍｅｒｇｉｎｇｃｏｎｃｅｐｔｓｏｆ
ｍｉＲＮＡｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓ：ｆｒｏｍｃｅｌｌｓｔｏｃｌｉｎｉｃ［Ｊ］．ＴｒｅｎｄｓＧｅｎｅｔ，
２０２２，３８（６）：６１３－６２６．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｔｉｇ．２０２２．０２．００６．

［７］ＮＩＪＪ，ＺＨＡＮＧＸＦ，ＬＩＪ，ｅｔａｌ．Ｔｕｍｏｕｒｄｅｒｉｖｅｄｅｘｏｓｏｍａｌ
ｌｎｃＲＮＡＳＯＸ２ＯＴｐｒｏｍｏｔｅｓｂｏｎｅｍｅｔａｓｔａｓｉｓｏｆｎｏｎｓｍａｌｌｃｅｌｌ
ｌｕｎｇｃａｎｃｅｒｂｙｔａｒｇｅｔｉｎｇｔｈｅｍｉＲＮＡ１９４５ｐ／ＲＡＣ１ｓｉｇｎａｌｌｉｎｇ
ａｘｉｓｉｎｏｓｔｅｏｃｌａｓｔｓ［Ｊ］．ＣｅｌｌＤｅａｔｈＤｉｓ，２０２１，１２（７）：６６２．
ＤＯＩ：１０．１０３８／ｓ４１４１９０２１０３９２８ｗ．

［８］ＬＩＵＺＹ，ＹＡＮＪＱ，ＴＯＮＧＬＬ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｒｏｌｅｏｆｅｘｏｓｏｍｅｓ
ｆｒｏｍＢＡＬＦｉｎｌｕｎｇｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］．ＪＣｅｌｌＰｈｙｓｉｏｌ，２０２２，２３７
（１）：１６１－１６８．ＤＯＩ：１０．１００２／ｊｃｐ．３０５５３．

［９］ＢＵＲＫＥＨ，ＣＥＬＬＵＲＡＤ，ＦＲＥＥＭＡＮＡ，ｅｔａｌ．Ｐｕｌｍｏｎａｒｙ
ＥＶｍｉＲＮＡｐｒｏｆｉｌｅｓｉｄｅｎｔｉｆｙｄｉｓｅａｓｅａｎｄｄｉｓｔｉｎｃｔｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ
ｅｎｄｏｔｙｐｅｓｉｎＣＯＰＤ［Ｊ］．ＦｒｏｎｔＭｅｄ，２０２２，９：１０３９７０２．
ＤＯＩ：１０．３３８９／ｆｍｅｄ．２０２２．１０３９７０２．

［１０］ＱＡＺＩＫＲ，ＴＯＲＲＥＧＲＯＳＡＰＡＲＥＤＥＳＰ，ＤＡＨＬＢＥＲＧＢ，
ｅｔａｌ．Ｐｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｅｘｏｓｏｍｅｓｉｎｂｒｏｎｃｈｏａｌｖｅｏｌａｒｌａｖａｇｅ
ｆｌｕｉｄｏｆｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｓａｒｃｏｉｄｏｓｉｓ［Ｊ］．Ｔｈｏｒａｘ，２０１０，６５
（１１）：１０１６－１０２４．ＤＯＩ：１０．１１３６／ｔｈｘ．２００９．１３２０２７．

［１１］ＬＥＶ?ＮＥＮＢ，ＢＨＡＫＴＡＮＲ，ＴＯＲＲＥＧＲＯＳＡＰＡＲＥＤＥＳＰ，
ｅｔａｌ．ＡｌｔｅｒｅｄｍｉｃｒｏＲＮＡｐｒｏｆｉｌｅｓｉｎｂｒｏｎｃｈｏａｌｖｅｏｌａｒｌａｖａｇｅ
ｆｌｕｉｄｅｘｏｓｏｍｅｓｉｎａｓｔｈｍａｔｉｃｐａｔｉｅｎｔｓ［Ｊ］．ＪＡｌｌｅｒｇｙＣｌｉｎ
Ｉｍｍｕｎｏｌ，２０１３，１３１（３）：８９４－９０３．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．
ｊａｃｉ．２０１２．１１．０３９．

［１２］ＷＵＪ，ＺＨＡＮＧＬＣ，ＬＩＵＨ，ｅｔａｌ．Ｅｘｏｓｏｍｅｓｐｒｏｍｏｔｅ
ｈＦＯＢ１．１９ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｖｉａＬＩＮＣ００５２０
［Ｊ］．ＪＯｒｔｈｏｐＳｕｒｇＲｅｓ，２０２３，１８（１）：５４６．ＤＯＩ：１０．
１１８６／ｓ１３０１８０２３０４０２１ｙ．

［１３］ＺＨＵＬ，ＣＨＥＮＹＨ，ＣＨＥＮＭ，ｅｔａｌ．ＭｅｃｈａｎｉｓｍｏｆｍｉＲ
２０４５ｐｉｎｅｘｏｓｏｍｅｓｄｅｒｉｖｅｄｆｒｏｍ ｂｒｏｎｃｈｏａｌｖｅｏｌａｒｌａｖａｇｅ
ｆｌｕｉｄｏｎｔｈｅｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐｕｌｍｏｎａｒｙｆｉｂｒｏｓｉｓｖｉａＡＰ１Ｓ２
［Ｊ］．ＡｎｎＴｒａｎｓｌＭｅｄ，２０２１，９（１３）：１０６８．ＤＯＩ：１０．
２１０３７／ａｔｍ２０８０３３．

［１４］ＫＬＵＳＺＣＺＹＮＳＫＡＫ，ＰＥＣＺＥＫ，Ｒ?ＺＡＮＳＫＩＡ，ｅｔａｌ．
Ｕ６／ｍｉＲ２１１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｒａｔｉｏａｓａｐｕｒｉｔｙｐａｒａｍｅｔｅｒｆｏｒ
ＨＥＫ２９３ｃｅｌｌｄｅｒｉｖｅｄｅｘｏｓｏｍｅｓ［Ｊ］．ＡｃｔａＢｉｏｃｈｉｍ Ｐｏｌ，

２０２２，６９（２）：４０９－４１５．ＤＯＩ：１０．１８３８８／ａｂｐ．２０２０＿５８７０．
［１５］ＡＧＵＳＴ?Ａ，ＣＥＬＬＩＢＲ，ＣＲＩＮＥＲ Ｇ Ｊ，ｅｔａｌ．Ｇｌｏｂａｌ

ｉｎｉｔｉａｔｉｖｅｆｏｒｃｈｒｏｎｉｃｏｂｓｔｒｕｃｔｉｖｅｌｕｎｇｄｉｓｅａｓｅ２０２３ｒｅｐｏｒｔ：
ｇｏｌｄｅｘｅｃｕｔｉｖｅｓｕｍｍａｒｙ［Ｊ］．ＥｕｒＲｅｓｐｉｒＪ，２０２３，６１（４）：
２３００２３９．ＤＯＩ：１０．１１８３／１３９９３００３．００２３９２０２３．

［１６］ＡＧＵＳＴ?ＡＧＮ．Ｓｙｓｔｅｍｉｃｅｆｆｅｃｔｓｏｆｃｈｒｏｎｉｃｏｂｓｔｒｕｃｔｉｖｅ
ｐｕｌｍｏｎａｒｙｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］．ＰｒｏｃＡｍＴｈｏｒａｃＳｏｃ，２００５，２（４）：
３６７－３７０；ｄｉｓｃｕｓｓｉｏｎ３７１－３７２．ＤＯＩ：１０．１５１３／ｐａｔｓ．
２００５０４０２６ＳＲ．

［１７］ＧＵＲＵＮＧＳ，ＰＥＲＯＣＨＥＡＵＤ，ＴＯＵＲＡＭＡＮＩＤＯＵＬ，ｅｔａｌ．
Ｔｈｅｅｘｏｓｏｍｅｊｏｕｒｎｅｙ： ｆｒｏｍ ｂｉｏｇｅｎｅｓｉｓｔｏｕｐｔａｋｅａｎｄ
ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｓｉｇｎａｌｌｉｎｇ［Ｊ］．ＣｅｌｌＣｏｍｍｕｎＳｉｇｎａｌ，２０２１，１９
（１）：４７．ＤＯＩ：１０．１１８６／ｓ１２９６４０２１００７３０１．

［１８］ＺＨＡＮＧＪ，ＷＵＪＭ．ＴｈｅｐｏｔｅｎｔｉａｌｒｏｌｅｓｏｆｅｘｏｓｏｍａｌｍｉＲ
２１４ｉｎｂｏｎｅｍｅｔａｓｔａｓｉｓｏｆｌｕｎｇａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ［Ｊ］．Ｆｒｏｎｔ
Ｏｎｃｏｌ，２０２０，１０：６１１０５４．ＤＯＩ：１０．３３８９／ｆｏｎｃ．２０２０．
６１１０５４．

［１９］ＨＵＡＮＧＸ，ＬＩＵＦ，ＨＯＵＪ，ｅｔａｌ．Ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎｉｎｄｕｃｅｄ
ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉｃｒｏＲＮＡ２２３３ｐｒｅｇｕｌａｔｅｓｏｄｏｎｔｏｂｌａｓｔｉｃ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｏｆｈｕｍａｎｄｅｎｔａｌｐｕｌｐｓｔｅｍｃｅｌｌｓｂｙｔａｒｇｅｔｉｎｇ
ＳＭＡＤ３［Ｊ］．ＩｎｔＥｎｄｏｄＪ，２０１９，５２（４）：４９１－５０３．ＤＯＩ：
１０．１１１１／ｉｅｊ．１３０３２．

［２０］ＭＯＲＲＩＳＢＪ，ＷＩＬＬＣＯＸ Ｄ Ｃ，ＤＯＮＬＯＮ ＴＡ，ｅｔａｌ．
ＦＯＸＯ３：ａｍａｊｏｒｇｅｎｅｆｏｒｈｕｍａｎｌｏｎｇｅｖｉｔｙ：ａｍｉｎｉｒｅｖｉｅｗ
［Ｊ］．Ｇｅｒｏｎｔｏｌｏｇｙ，２０１５，６１（６）：５１５－５２５．ＤＯＩ：１０．
１１５９／０００３７５２３５．

［２１］ＴＳＥＮＧＰＣ，ＨＯＵＳＭ，ＣＨＥＮＲＪ，ｅｔａｌ．Ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ
ｐｒｏｍｏｔｅｓｏｓｔｅｏｇｅｎｅｓｉｓｏｆｈｕｍａｎｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓｂｙ
ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｎｇＲＵＮＸ２ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｉａ ｔｈｅ ＳＩＲＴ１／
ＦＯＸＯ３Ａａｘｉｓ［Ｊ］．ＪＢｏｎｅＭｉｎｅｒＲｅｓ，２０１１，２６（１０）：
２５５２－２５６３．ＤＯＩ：１０．１００２／ｊｂｍｒ．４６０．

［２２］ＷＡＮＧＣＧ，ＺＨＵＭＨ，ＹＡＮＧＤＭ，ｅｔａｌ．ＭｉＲ２９ａ３ｐ
ｉｎｈｉｂｉｔｓｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｏｆｈｕｍａｎ
ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓｖｉａｔａｒｇｅｔｉｎｇＦＯＸＯ３
ａｎｄｒｅｐｒｅｓｓｉｎｇＷｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎｓｉｇｎａｌｉｎｇｉｎｓｔｅｒｏｉｄａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｏｓｔｅｏｎｅｃｒｏｓｉｓ［Ｊ］．ＩｎｔＪＳｔｅｍＣｅｌｌｓ，２０２２，１５（３）：３２４－
３３３．ＤＯＩ：１０．１５２８３／ｉｊｓｃ２１１４７．

［２３］Ｇ?ＭＥＺＰＵＥＲＴＯＭＣ，ＶＥＲＨＡＧＥＮＬＰ，ＢＲＡＡＴＡＫ，
ｅｔａｌ．ＡｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆａｕｔｏｐｈａｇｙｂｙＦＯＸＯ３ｒｅｇｕｌａｔｅｓｒｅｄｏｘ
ｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓ ｄｕｒｉｎｇ ｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ［Ｊ］．
Ａｕｔｏｐｈａｇｙ，２０１６，１２（１０）：１８０４－１８１６．ＤＯＩ：１０．１０８０／
１５５４８６２７．２０１６．１２０３４８４．

（收稿：２０２４０２０７；修回：２０２４０６０８）

（编辑　张　维）

８８７１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（１５）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　




