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摘要：目的　探讨苹果多酚（ＡＰ）调节ｍｉＲ－２１－５ｐ／ＳＫＰ２通路对慢性阻塞性肺
疾病急性加重期（ＡＥＣＯＰＤ）大鼠肺功能及免疫失衡的影响。方法　通过香烟烟
熏及滴注内毒素建立ＣＯＰＤ稳定期，随后以鼻腔内滴注金黄色葡萄球菌菌液建
立ＡＥＣＯＰＤ大鼠，随机分为 ＡＥＣＯＰＤ组、ＡＰ－２５组、ＡＰ－１００组、地塞米松组、
ＡＰ－１００＋ＮＣａｇｏｍｉｒ组、ＡＰ－１００＋ｍｉＲ－２１－５ｐａｇｏｍｉｒ组，并以生理盐水干预
的大鼠为对照组，随后气管插管测量呼、吸气峰值流量（ＰＥＦ、ＰＩＦ）、０３ｓ用力呼
气容积与用力肺活量比值（ＦＥＶ０３／ＦＶＣ）；收集血清检测肿瘤坏死因子 α
（ＴＮＦ－α）、白细胞介素－６（ＩＬ－６）水平；回收支气管肺泡灌洗液（ＢＡＬＦ），测定
中性粒细胞、淋巴细胞及巨噬细胞数量；制备左肺叶切片，观察肺组织病变并评

分；取大鼠右肺组织，检测肺组织中 Ｔｈ１７、Ｔｒｅｇ细胞比例、ｍｉＲ－２１－５ｐ、ＳＫＰ２
ｍＲＮＡ表达及维 Ａ酸相关孤儿受体 γｔ（ＲＯＲγｔ）、ＩＬ－１７Ａ、叉头框蛋白 Ｐ３
（Ｆｏｘｐ３）、ＩＬ－１０、ＳＫＰ２蛋白表达。结果　ＡＥＣＯＰＤ组 ＲＯＲγｔ、ＩＬ－１７Ａ、ｍｉＲ－
２１－５ｐ、ＴＮＦ－α、ＩＬ－６、巨噬细胞、中性粒细胞、淋巴细胞数、Ｔｈ１７细胞比例、
Ｔｈ１７／Ｔｒｅｇ较对照组增加，Ｆｏｘｐ３、ＩＬ－１０、ＳＫＰ２ｍＲＮＡ及蛋白表达、Ｔｒｅｇ细胞比
例、ＰＥＦ、ＰＩＦ、ＦＥＶ０３／ＦＶＣ较对照组降低（Ｐ＜００５）；ＡＰ－２５组、ＡＰ－１００组、地
塞米松组ＲＯＲγｔ、ＩＬ－１７Ａ、ｍｉＲ－２１－５ｐ、ＴＮＦ－α、ＩＬ－６、巨噬细胞、中性粒细胞、淋巴
细胞数、Ｔｈ１７细胞比例、Ｔｈ１７／Ｔｒｅｇ较ＡＥＣＯＰＤ组降低，Ｆｏｘｐ３、ＩＬ－１０、ＳＫＰ２ｍＲＮＡ及
蛋白表达、Ｔｒｅｇ细胞比例、ＰＥＦ、ＰＩＦ、ＦＥＶ０３／ＦＶＣ较 ＡＥＣＯＰＤ组增加（Ｐ＜００５）；
ｍｉＲ－２１－５ｐａｇｏｍｉｒ逆转了ＡＰ对ＡＥＣＯＰＤ大鼠的保护作用。结论　ＡＰ通过抑制
ｍｉＲ－２１－５ｐ／ＳＫＰ２通路改善ＡＥＣＯＰＤ大鼠肺功能及免疫失衡。
关键词：苹果多酚；慢性阻塞性肺疾病急性加重期；肺功能；免疫失衡
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Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｅｘｐｌｏｒｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆａｐｐｌｅｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｓ（ＡＰ）
ｏｎｌｕｎｇｆｕｎｃｔｉｏｎａｎｄｉｍｍｕｎｅｉｍｂａｌａｎｃｅｉｎｒａｔｓｗｉｔｈａｃｕｔｅｅｘａｃｅｒｂａｔｉｏｎｏｆ
ｃｈｒｏｎｉｃｏｂｓｔｒｕｃｔｉｖｅｐｕｌｍｏｎａｒｙｄｉｓｅａｓｅ（ＡＥＣＯＰＤ）ｂｙａｄｊｕｓｔｉｎｇｔｈｅ
ｍｉＲ－２１－５ｐ／ＳＫＰ２ｐａｔｈｗａｙＭｅｔｈｏｄｓ　ＴｈｅｓｔａｂｌｅｓｔａｇｅｏｆＣＯＰＤｗａｓ
ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄｂｙｃｉｇａｒｅｔｔｅｓｍｏｋｉｎｇａｎｄｅｎｄｏｔｏｘｉｎｉｎｆｕｓｉｏｎ，ａｎｄｔｈｅｎ
ＡＥＣＯＰＤｒａｔｓｗｅｒｅｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄｂｙｎａｓａｌｉｎｆｕｓｉｏｎｏｆＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ
ｂａｃｔｅｒｉａｌｓｏｌｕｔｉｏｎＴｈｅｙｗｅｒｅｒａｎｄｏｍｌｙａｓｓｉｇｎｅｄｉｎｔｏｔｈｅＡＥＣＯＰＤｇｒｏｕｐ，
ｔｈｅＡＰ－２５ｇｒｏｕｐ，ｔｈｅＡＰ－１００ｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅｇｒｏｕｐ，ｔｈｅ
ＡＰ－１００＋ＮＣａｇｏｍｉｒｇｒｏｕｐ，ａｎｄｔｈｅＡＰ－１００＋ｍｉＲ－２１－５ｐａｇｏｍｉｒ
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　　　ｇｒｏｕｐＡｎｄｒａｔｓｉｎｔｅｒｖｅｎｅｄｗｉｔｈｎｏｒｍａｌｓａｌｉｎｅｗｅｒｅａｓｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐＳｕｂｓｅｑｕｅｎｔｌｙ，ｔｒａｃｈｅａｌｉｎｔｕｂａｔｉｏｎｗａｓ
ｐｅｒｆｏｒｍｅｄｔｏｍｅａｓｕｒｅｔｈｅｐｅａｋｅｘｐｉｒａｔｏｒｙａｎｄｉｎｓｐｉｒａｔｏｒｙｆｌｏｗｒａｔｅｓ（ＰＥＦ，ＰＩＦ），ａｎｄｔｈｅｒａｔｉｏｏｆｆｏｒｃｅｄｅｘｐｉｒａｔｏｒｙ
ｖｏｌｕｍｅｔｏｆｏｒｃｅｄｖｉｔａｌｃａｐａｃｉｔｙｉｎ０３ｓｅｃｏｎｄｓ（ＦＥＶ０３／ＦＶＣ）Ｓｅｒｕｍｗａｓｃｏｌｌｅｃｔｅｄｔｏｍｅａｓｕｒｅｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆｔｕｍｏｒ
ｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ－α（ＴＮＦ－α）ａｎｄｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－６（ＩＬ－６）Ｂｒｏｎｃｈｏａｌｖｅｏｌａｒｌａｖａｇｅｆｌｕｉｄ（ＢＡＬＦ）ｗａｓｒｅｃｏｖｅｒｅｄ，
ａｎｄｔｈｅｎｕｍｂｅｒｓｏｆｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｓ，ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓａｎｄｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓｗｅｒｅｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄＬｅｆｔｌｕｎｇｌｏｂｅｓｅｃｔｉｏｎｓｗｅｒｅｐｒｅｐａｒｅｄ，
ａｎｄｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅｌｅｓｉｏｎｓａｎｄｓｃｏｒｅｓｗｅｒｅｏｂｓｅｒｖｅｄＴｈｅｒｉｇｈｔｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅｏｆｒａｔｓｗａｓｔａｋｅｎＴｈｅｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｓｏｆＴｈ１７ａｎｄ
Ｔｒｅｇｃｅｌｌｓ，ｔｈｅｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉＲ－２１－５ｐａｎｄＳＫＰ２，ａｎｄｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｒｅｔｉｎｏｉｃａｃｉｄ－ｒｅｌａｔｅｄ
ｏｒｐｈａｎｒｅｃｅｐｔｏｒγｔ（ＲＯＲγｔ），ＩＬ－１７Ａ，ｆｏｒｋｈｅａｄｂｏｘｐｒｏｔｅｉｎＰ３（Ｆｏｘｐ３），ＩＬ－１０ａｎｄＳＫＰ２ｉｎｔｈｅｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅｗｅｒｅ
ｄｅｔｅｃｔｅｄＲｅｓｕｌｔｓ　ＴｈｅＡＥＣＯＰＤｇｒｏｕｐｈａｄｈｉｇｈｅｒＲＯＲγｔ，ＩＬ－１７Ａ，ｍｉＲ－２１－５ｐ，ＴＮＦ－α，ＩＬ－６，
ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ，ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｓ，ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ，Ｔｈ１７ｃｅｌｌｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ，ａｎｄＴｈ１７／Ｔｒｅｇｔｈａｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ａｎｄｈａｄｌｏｗｅｒ
Ｆｏｘｐ３，ＩＬ－１０，ＳＫＰ２ｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ，Ｔｒｅｇｃｅｌｌｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ，ＰＥＦ，ＰＩＦ，ａｎｄＦＥＶ０３／ＦＶＣｔｈａｎｔｈｅ
ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜００５）ＴｈｅＡＰ－２５ｇｒｏｕｐ，ＡＰ－１００ｇｒｏｕｐａｎｄｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅｇｒｏｕｐｈａｄｌｏｗｅｒＲＯＲγｔ，
ＩＬ－１７Ａ，ｍｉＲ－２１－５ｐ，ＴＮＦ－α，ＩＬ－６，ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ，ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｓ，ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ，Ｔｈ１７ｃｅｌｌｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ，ａｎｄＴｈ１７／
ＴｒｅｇｔｈａｎｔｈｅＡＥＣＯＰＤｇｒｏｕｐ，ａｎｄｈａｄｈｉｇｈｅｒＦｏｘｐ３，ＩＬ－１０，ＳＫＰ２ｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ，Ｔｒｅｇｃｅｌｌ
ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ，ＰＥＦ，ＰＩＦ，ａｎｄＦＥＶ０３／ＦＶＣｔｈａｎｔｈｅＡＥＣＯＰＤｇｒｏｕｐ（Ｐ＜００５）Ｉｎａｄｄｉｔｉｏｎ，ｍｉＲ－２１－５ｐａｇｏｍｉｒ
ｒｅｖｅｒｓｅｄｔｈｅｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔｏｆＡＰｏｎＡＥＣＯＰＤｒａｔｓＣｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＡＰｉｍｐｒｏｖｅｓｌｕｎｇｆｕｎｃｔｉｏｎａｎｄｉｍｍｕｎｅｉｍｂａｌａｎｃｅ
ｉｎＡＥＣＯＰＤｒａｔｓｂｙｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇｔｈｅｍｉＲ－２１－５ｐ／ＳＫＰ２ｐａｔｈｗａｙ
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ａｐｐｌｅｐｏｌｙｐｈｅｎｏ；ａｃｕｔｅｅｘａｃｅｒｂａｔｉｏｎｏｆｃｈｒｏｎｉｃｏｂｓｔｒｕｃｔｉｖｅｐｕｌｍｏｎａｒｙｄｉｓｅａｓｅ；ｌｕｎｇｆｕｎｃｔｉｏｎ；ｉｍｍｕｎｅｉｍｂａｌａｎｃｅ

　　慢性阻塞性肺疾病（ｃｈｒｏｎｉｃｏｂｓｔｒｕｃｔｉｖｅｐｕｌｍｏｎａｒｙ
ｄｉｓｅａｓｅ，ＣＯＰＤ）作为全球范围内高发且常见的慢性呼
吸系统疾病，已成为全球人口死亡的主要原因之一，

需要长期、系统的干预，给个人健康、家庭生活及社会

医疗体系带来了沉重负担［１］，而急性加重期（ａｃｕｔｅｅｘ
ａｃｅｒｂａｔｉｏｎｏｆｃｈｒｏｎｉｃｏｂｓｔｒｕｃｔｉｖｅｐｕｌｍｏｎａｒｙｄｉｓｅａｓｅ，ＡＥ
ＣＯＰＤ）的出现，会导致局部和全身炎症增加以及肺功
能下降，加重了疾病管理的复杂性，目前治疗方案主

要有使用长效支气管扩张剂、长期大环内酯类药物、

粘液溶解剂、吸入类固醇等，然而这些方法并不能阻

止疾病的进展［２］，因此仍需寻求有效的治疗药物。苹

果是人类的重要膳食剂，苹果多酚（ａｐｐｌｅｐｏｌｙｐｈｅｎｏ，
ＡＰ）是苹果的主要次级代谢产物，因其强大的抗氧化、
抗炎、抗癌和抗衰老特性而受到广泛关注［３］。已有研

究表明ＡＰ具有肺保护作用，但其在 ＡＥＣＯＰＤ中的作
用效果及机制尚未阐明［４］。ｍｉＲＮＡ是由１９－２３个核
苷酸组成的非编码 ＲＮＡ，可通过结合 ｍＲＮＡ的３′－
非翻译区抑制基因表达，在细胞关键生物学过程中起

调控作用，已有研究表明靶向调控相关功能基因，参

与ＡＥＣＯＰＤ气道炎症加剧等核心病理生理过程的调
节，在 ＡＥＣＯＰＤ病理发展及治疗中意义重大［５］。

ｍｉＲ－２１－５ｐ是一种高度保守的ｍｉＲＮＡ物种，在肺损伤
引发的炎症和免疫调节中起着至关重要的作用［６］。Ｓｔａｒ
ｂａｓｅ数据库预测结果显示，ＳＫＰ２作为ｍｉＲ－２１－５ｐ靶
点，参与支气管肺发育不良等肺疾病发展［７］。但ＡＰ能

否通过调节ｍｉＲ－２１－５ｐ／ＳＫＰ２通路参与ＡＥＣＯＰＤ发展
的改善尚不明确，本研究通过建立ＡＥＣＯＰＤ大鼠模型，旨
在探讨ＡＰ对ＡＥＣＯＰＤ的治疗效果及潜在机制。
１　材料与方法
１１　材料
１１１　实验动物

冠科生物技术（中山）有限公司提供 ＳＤ大鼠（雄
性，７周龄，体重１９０～２３０ｇ），无特异性病原体级，许
可证号：ＳＹＸＫ（粤）２０２０－０２４０。实验方案经实验动
物护理与伦理委员会审定通过（批号：Ｋ２０２５０３９），实
验前大鼠适应实验室条件１周，将大鼠饲养在标准条
件的聚丙烯笼中，自由取水和正常饮食。

１１２　实验试剂与仪器
北京索莱宝科技有限公司提供ＰＡ（纯度≥８５％）；

广州锐博生物科技有限公司提供 ＳＫＰ２野生型（ＷＴ）
及突变型（ＭＵＴ）荧光素酶报告载体；上海经科化学科
技有限公司提供脂多糖；ＡＴＣＣ提供ＡＴＣＣ２５９２３标准
菌株金黄色葡萄球菌；上海卷烟厂提供大前门牌香

烟；上海吉泰依科赛生物科技有限公司提供肿瘤坏死

因子α（ＴＮＦ－α）ＥＬＩＳＡ试剂盒；上海信裕生物科技有
限公司提供白细胞介素 －６（ＩＬ－６）、ＨｉＳｃｒｉｐｔＩＩＱＲＴ
ＳｕｐｅｒＭｉｘ；上海研谨生物科技有限公司提供地塞米松
（ＹＪ－Ｂ２５７９３－１００ｍｇ）；Ａｂｃａｍ公司提供维 Ａ酸相关
孤儿受体 γｔ（ＲＯＲγｔ）、ＩＬ－１７Ａ、叉头框蛋白 Ｐ３
（Ｆｏｘｐ３）、ＩＬ－１０、ＳＫＰ２抗体。
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Ｖｏｌ４１Ｎｏ２３Ｄｅｃｅｍｂｅｒ２０２５（ＳｅｒｉａｌＮｏ４４５）

日本Ｏｌｙｍｐｕｓ公司提供１Ｘ７０倒置显微镜；中生
（苏州）医疗科技有限公司提供 ＺＳ－ＡＥ７Ｓ流式细胞
仪；德国Ｌｅｉｃａ公司提供ＨＩ１２２０烤片机、ＥＧ１１６０包埋
机、ＲＭ２０３５轮转切片机；上海闪谱生物科技有限公司
提供ＲｅａｄＭａｘ１９００Ｐｌｕｓ全自动酶标仪。
１２　方法
１２１　制备ＡＥＣＯＰＤ大鼠模型及分组、干预

随机选取１２只大鼠为对照组，其余各组均参考
张孝侠［８］等方法建立ＡＥＣＯＰＤ大鼠模型，将大鼠置于
有机玻璃仓内，并适应仓内环境，插入香烟，维持仓内

烟雾浓度稳定在 ５％ （Ｖ／Ｖ），每次烟雾暴露持续
３０ｍｉｎ，每天１次，但在第７、１４、２８天进行内毒素气管
内滴注，需暂停烟雾暴露；气管内滴注内毒素时，麻醉

大鼠、仰卧固定于手术台上，消毒颈部并沿正中线剪

开皮肤，将移液器针头斜插入气管腔内，缓慢推注内

毒素溶液（０２ｍＬ，１ｇ·Ｌ－１），通过香烟烟熏及滴注
内毒素建立 ＣＯＰＤ稳定期；随后在第２９－３２天通过鼻
腔内滴注高浓度金黄色葡萄球菌菌液建立ＡＥＣＯＰＤ大
鼠，保持大鼠头部略微后仰，使鼻腔朝上，将移液器针

头对准大鼠一侧鼻腔，缓慢滴注０３ｍＬ金黄色葡萄
球菌菌液（２４×１０９ＣＦＵ／ｍＬ），每天２次鼻腔滴注，连
续滴注４天，如大鼠出现精神萎靡、体温升高、频繁打
喷嚏、呼吸喘促等症状，提示大鼠造模成功。该过程

共有 ７２只大鼠造模成功，随机分为 ＡＥＣＯＰＤ组、
ＡＰ－２５组、ＡＰ－１００组、地塞米松组、ＡＰ－１００＋ＮＣ
ａｇｏｍｉｒ组、ＡＰ－１００＋ｍｉＲ－２１－５ｐａｇｏｍｉｒ组，其中
ＡＰ－２５组、ＡＰ－１００组是参考ＡＰ在急性肺损伤模型
中的有效干预剂量范围［９］，并结合预实验结果确定：

预实验设置５、２５、５０、１００、２００ｍｇ·ｋｇ－１５个剂量梯
度，结果显示２５ｍｇ·ｋｇ－１剂量可初步改善大鼠肺功
能，１００ｍｇ·ｋｇ－１剂量干预效果显著且无明显肝肾毒
性，２００ｍｇ·ｋｇ－１剂量组则出现轻微腹泻等不良反
应；综合有效性与安全性评估，最终选取上述２个剂
量，采用每日１次腹腔注射的方式给［９］；地塞米松组

灌胃００９ｍｇ·ｋｇ－１药物，每天１次［１０］；ＡＰ－１００＋ＮＣ
ａｇｏｍｉｒ组腹腔注射１００ｍｇ·ｋｇ－１ＡＰ时，尾静脉注射
ＮＣａｇｏｍｉｒ，每周１次；ＡＰ－１００＋ｍｉＲ－２１－５ｐａｇｏｍｉｒ
组腹腔注射 １００ｍｇ· ｋｇ－１ ＡＰ时，尾静脉注射
ｍｉＲ－２１－５ｐａｇｏｍｉｒ，每周１次；对照组仅以上述方式
注射、灌胃生理盐水，各组连续干预４周。
１２２　肺功能

末次给药２４ｈ后，麻醉大鼠，气管插管测量呼、吸
气峰值流量（ｐｅａｋｅｘｐｉｒａｔｏｒｙｆｌｏｗ，ＰＥＦ；ｐｅａｋｉｎｓｐｉｒａｔｏｒｙ
ｆｌｏｗ，ＰＩＦ）、０３ｓ用力呼气容积与用力肺活量比值

（ＦＥＶ０３／ＦＶＣ）。
１２３　炎性因子水平检测

肺功能检测结束后，大鼠经４％戊巴比妥钠腹腔
注射麻醉后收集血清，按照 ＥＬＩＳＡ操作步骤检测
ＴＮＦ－α、ＩＬ－６水平。
１２４　支气管肺泡灌洗液（ｂｒｏｎｃｈｏａｌｖｅｏｌａｒｌａｖａｇｅ
ｆｌｕｉｄ，ＢＡＬＦ）中细胞学分析

颈椎脱臼法处死大鼠，用生理盐水冲洗左肺叶，

回收 ＢＡＬＦ，并在倒置和正置显微镜下测定中性粒细
胞、淋巴细胞及巨噬细胞数量。

１２５　苏木精－伊红（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ－ｏｓｉｎ，ＨＥ）检测
肺组织病理学变化

将灌洗后的左肺叶，用１０％中性缓冲福尔马林灌
注固定２ｈ，常规包埋石蜡中，切成５μｍ的连续切片，
用二甲苯脱蜡、乙醇脱水，用伊红和苏木精染色，并用

中性胶密封观察肺组织病变并评分［１１］。

１２６　肺组织中Ｔｈ１７、Ｔｒｅｇ细胞的比例
取大鼠右肺部分组织，单细胞悬液通过剪碎、胶

原酶消化、滤网过滤制备，调整细胞浓度后，加入

ＣＤ４＋孵育标记表面抗原，暴露胞内抗原，加入
ＩＬ－１７＋（标记Ｔｈ１７）、Ｆｏｘｐ３＋（标记Ｔｒｅｇ）荧光抗体孵
育；孵育结束后除去未结合抗体，将细胞重悬于 ＰＢＳ
中，通过流式细胞仪检测，以 ＣＤ４＋ＩＬ－１７＋细胞群判
定为Ｔｈ１７细胞、ＣＤ４＋Ｆｏｘｐ３＋细胞群为 Ｔｒｅｇ细胞，分
析二者在肺组织单细胞悬液中的比例。

１２７　组织中ｍｉＲ－２１－５ｐ、ＳＫＰ２ｍＲＮＡ表达
从右肺组织提取总ＲＮＡ，使用ＨｉＳｃｒｉｐｔⅡＱＲＴＳｕ

ｐｅｒＭｉｘ逆转录ＲＮＡ，使用ＳＹＢＲ ＧｒｅｅｎＳｕｐｅｒＭｉｘ试剂
盒进行实时荧光定量ＰＣＲ反应。反应条件包括９５℃
１０ｍｉｎ，然后９５℃１０ｓ、６０℃ ３０ｓ和７２℃ １ｍｉｎ循环
４０次。在每次运行中，生成熔解曲线以评估靶基因的
特异性扩增，２－ΔΔＣＴ用于计算基因的相对表达。ＳＫＰ２
正向：５′－ＡＴＧＧＡＣＡＡＧＡＡＣＧＣＣＡＴＣＣＴ－３′，反向：５′－
ＴＣＧＧＣＴＣＧＴＴＧＡＴＧＴＴＣＴＧＧ－３′；ｍｉＲ－２１－５ｐ正向：
５′－ＣＧＧＧＡＴＣＣＡＧＣＣＡＣＴＡＣＣＡＡＧＧＣＡＴＧＴＴ－３′，反
向：５′－ＣＧＧＡＡＴＴＣＡＡＣＣＡＣＧＡＣＴＡＧＡＧＧＣＴＧＡＣ－３′；
β－ａｃｔｉｎ正向５′－ＴＡＣＣＣＡＧＧＣＡＴＴＧＣＴＧＡＣＡＧ－３′和
反向 ５′－ＴＡＴＧＧＧＴＣＣＡＧＧＣＴＡＡＧＧＣＴ－３′；Ｕ６正向：
５′－ＣＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡＴＡＴＡＣ－３′，反 向：５′－
ＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴＧＴＣＡＴＣ－３。
１２８　 ＳＫＰ２及 Ｔｈ１７、Ｔｒｅｇ标志物 －ＲＯＲγｔ、
ＩＬ－１７Ａ、Ｆｏｘｐ３、ＩＬ－１０蛋白表达

ＲＩＰＡ缓冲液分离肺组织中总蛋白，使用蛋白质凝
胶电泳制备和检测，将蛋白质转移到 ＰＶＤＦ膜上并封
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闭，然后与稀释的一抗一起孵育，然后与二抗一起孵

育，一抗和二抗分别孵育２４ｈ和２ｈ，随后进行蛋白质可
视化，采用ＩｍａｇｅＪ软件测定蛋白条带和β－ａｃｔｉｎ的光密
度值，并根据两者的比值计算各组蛋白质相对表达。

１２９　靶向关系验证
Ｓｔａｒｂａｓｅ数据库预测 ｍｉＲ－２１－５ｐ、ＳＫＰ２的结合

位点。构建含结合位点的ＳＫＰ２野生型序列或突变型
序列载体，并将ｍｉＲ－２１－５ｐ、ＮＣ与构建的载体转染
至２９３Ｔ细胞中，４８ｈ后检测荧光素酶活性。
１３　统计学分析

计量资料以均数／标准差珋ｘ±ｓ表示，采用ＳＰＳＳ２７０
软件分析，Ｐ＜００５时，差异有统计学意义。单因素
方差分析用于多组间比较，以ｓｎｋ－ｑ检验进一步两两
比较。

２　结果
２１　ＡＰ对各组大鼠ＰＥＦ、ＰＩＦ、ＦＥＶ０３／ＦＶＣ的影响

ＰＥＦ、ＰＩＦ、ＦＥＶ０３／ＦＶＣ比较：ＡＥＣＯＰＤ组较对照
组降低（Ｐ＜００５）；ＡＰ－２５组、ＡＰ－１００组、地塞米松
组较ＡＥＣＯＰＤ组增加（Ｐ＜００５）；ＡＰ－１００＋ｍｉＲ－
２１－５ｐａｇｏｍｉｒ组较 ＡＰ－１００＋ＮＣａｇｏｍｉｒ组降低
（Ｐ＜００５），见表１。
２２　ＡＰ对各组大鼠血清 ＴＮＦ－α、ＩＬ－６及 ＢＡＬＦ
中细胞学的影响

ＴＮＦ－α、ＩＬ－６、巨噬细胞、中性粒细胞、淋巴细胞
　　

数比较：ＡＥＣＯＰＤ组较对照组增加（Ｐ＜００５）；
ＡＰ－２５组、ＡＰ－１００组、地塞米松组较 ＡＥＣＯＰＤ组降
低（Ｐ＜００５）；ＡＰ－１００＋ｍｉＲ－２１－５ｐａｇｏｍｉｒ组较
ＡＰ－１００＋ＮＣａｇｏｍｉｒ组增加（Ｐ＜００５），见表２。
２３　ＡＰ对各组大鼠肺组织病理学变化的影响

对照组肺组织结构如支气管黏膜、肺泡正常，无显

著损伤；ＡＥＣＯＰＤ组肺泡壁变薄和破裂，气道粘膜上皮
脱离，肺组织毛细血管扩张和充血，炎性浸润显著；不同

剂量的ＡＰ及地塞米松干预后，肺组织病理变化得到减
轻，病 理 评 分 较 ＡＥＣＯＰＤ 组 降 低 （Ｐ＜００５）；
ＡＰ－１００＋ＮＣａｇｏｍｉｒ组病理变化接近 ＡＰ－１００组，
ＡＰ－１００＋ｍｉＲ－２１－５ｐａｇｏｍｉｒ组炎性浸润增加，病理
损伤加重，并接近 ＡＰ－２５组，病理评分较 ＡＰ－１００＋
ＮＣａｇｏｍｉｒ组增加（Ｐ＜００５），见图１及表３。
２４　ＡＰ对各组大鼠肺组织 Ｔｈ１７、Ｔｒｅｇ细胞比例的
影响

ＡＥＣＯＰＤ组Ｔｈ１７细胞比例、Ｔｈ１７／Ｔｒｅｇ较对照组
增加，Ｔｒｅｇ细胞比例较对照组降低（Ｐ＜００５）；
ＡＰ－２５组、ＡＰ－１００组、地塞米松组 Ｔｈ１７细胞比例、
Ｔｈ１７／Ｔｒｅｇ较 ＡＥＣＯＰＤ组降低，Ｔｒｅｇ细胞比例较
ＡＥＣＯＰＤ组增加（Ｐ＜００５）；ＡＰ－１００＋ｍｉＲ－２１－５ｐ
ａｇｏｍｉｒ组Ｔｈ１７细胞比例、Ｔｈ１７／Ｔｒｅｇ较ＡＰ－１００＋ＮＣ
ａｇｏｍｉｒ组增加，Ｔｒｅｇ细胞比例较 ＡＰ－１００＋ＮＣａｇｏｍｉｒ
组降低（Ｐ＜００５），见图２、表４。

表１　各组ＰＥＦ、ＰＩＦ、ＦＥＶ０３／ＦＶＣ的比较（珋ｘ±ｓ，ｎ＝１２）
Ｔａｂｌｅ１　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＰＥＦ，ＰＩＦ，ＦＥＶ０３／ＦＶＣａｍｏｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝１２）

ｇｒｏｕｐ ＰＥＦ（ｍＬ／ｓ） ＰＩＦ（ｍＬ／ｓ） ＦＥＶ０３／ＦＶＣ

ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ ２８６４±２９２ ５０６３±５０２ ８４５７±８５５
ＡＥＣＯＰＤｇｒｏｕｐ １１２４±１４２ａ ２２３４±２７５ａ ４８０２±４９３ａ

ＡＰ－２５ｇｒｏｕｐ １７５３±１８６ｂ ３２３４±３２８ｂ ６２１１±６２５ｂ

ＡＰ－１００ｇｒｏｕｐ ２６３４±２７７ｂｃ ４９３４±４９７ｂｃ ８３０２±８３２ｂｃ

ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅｇｒｏｕｐ ２７０５±２７４ｂｃ ５００５±５０１ｂｃ ８３１１±８３８ｂｃ

ＡＰ－１００＋ＮＣａｇｏｍｉｒｇｒｏｕｐ ２６８５±２８１ ４９８５±４９８ ８２９７±８３４
ＡＰ－１００＋ｍｉＲ－２１－５ｐａｇｏｍｉｒｇｒｏｕｐ １８０５±１８８ｄ ３２４４±３３１ｄ ６１８９±６２２ｄ

注：与对照组比较，ａＰ＜００５；与ＡＥＣＯＰＤ组比较，ｂＰ＜００５；与ＡＰ－２５组比较，ｃＰ＜００５；与ＡＰ－１００＋ＮＣａｇｏｍｉｒ组比较，ｄＰ＜００５

表２　各组ＴＮＦ－α、ＩＬ－６、巨噬细胞、中性粒细胞、淋巴细胞数的比较（珋ｘ±ｓ，ｎ＝１２）
Ｔａｂｌｅ２　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＴＮＦ－α，ＩＬ－６，ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ，ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｇｒａｎｕｌｏｃｙｔｅ，ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅａｍｏｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝１２）

ｇｒｏｕｐ ＴＮＦ－α（ｎｇ／ｍＬ） ＩＬ－６（ｎｇ／ｍＬ）
ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ

（×１０６／Ｌ）

ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｇｒａｎｕｌｏｃｙｔｅ

（×１０６／Ｌ）

ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ

（×１０６／Ｌ）
ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ ９４８±１５５ ５７８４±６４２ １８０１８±１９０６ ７８１１±８８４ ８２１１±８８４
ＡＥＣＯＰＤｇｒｏｕｐ ２８１３±２８５ａ １２１２２±１２２２ａ ３８８３７±３９８４ａ １６８８４±１７０２ａ １７１６２±１７２４ａ

ＡＰ－２５ｇｒｏｕｐ １７２２±１８３ｂ ８４１８±８８４ｂ ２８１０７±２８２２ｂ １１１１４±１１３８ｂ １２０１８±１２３８ｂ

ＡＰ－１００ｇｒｏｕｐ ９９４±１６１ｂｃ ６１２４±６８８ｂｃ １９２７４±１９５４ｂｃ ８００２±９０５ｂｃ ８８３４±９０９ｂｃ

ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅｇｒｏｕｐ ９７７±１５８ｂｃ ６０８６±６７５ｂｃ １９３０５±１９６４ｂｃ ７９８５±８９５ｂｃ ８５３７±８６１ｂｃ

ＡＰ－１００＋ＮＣａｇｏｍｉｒｇｒｏｕｐ ９８１±１６０ ６０９４±６８１ １９２８７±１９５８ ７９９４±９０１ ８５５４±８６１
ＡＰ－１００＋ｍｉＲ－２１－５ｐａｇｏｍｉｒｇｒｏｕｐ １７３４±１８８ｄ ８５０２±８９１ｄ ２８０９５±２８１９ｄ １１３０５±１１４０ｄ １２０３４±１２１５ｄ

注：与对照组比较，ａＰ＜００５；与ＡＥＣＯＰＤ组比较，ｂＰ＜００５；与ＡＰ－２５组比较，ｃＰ＜００５；与ＡＰ－１００＋ＮＣａｇｏｍｉｒ组比较，ｄＰ＜００５
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Ｖｏｌ４１Ｎｏ２３Ｄｅｃｅｍｂｅｒ２０２５（ＳｅｒｉａｌＮｏ４４５）

图 １　肺组织病理学变化（ＨＥ，×２００）
Ｆｉｇｕｒｅ１　 Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｏｆｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅ（ＨＥ，×２００）

表３　各组大鼠病理评分比较（珋ｘ±ｓ，ｎ＝１２）
Ｔａｂｌｅ３　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｓｃｏｒｉｎｇｏｆｒａｔｓａｍｏｎｇｄｉｆｆｅｒ
ｅｎｔｇｒｏｕｐｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝１２）

ｇｒｏｕｐ ｓｃｏｒｅ

ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ １２１±０２１

ＡＥＣＯＰＤｇｒｏｕｐ ７５４±０７７ａ

ＡＰ－２５ｇｒｏｕｐ ４５２±０４６ｂ

ＡＰ－１００ｇｒｏｕｐ ２０１±０２２ｂｃ

ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅｇｒｏｕｐ ２１５±０２４ｂｃ

ＡＰ－１００＋ＮＣａｇｏｍｉｒｇｒｏｕｐ ２０９±０２５

ＡＰ－１００＋ｍｉＲ－２１－５ｐａｇｏｍｉｒｇｒｏｕｐ ４６４±０４８ｄ

注：与对照组比较，ａＰ＜００５；与ＡＥＣＯＰＤ组比较，ｂＰ＜００５；与ＡＰ－２５

组比较，ｃＰ＜００５；与ＡＰ－１００＋ＮＣａｇｏｍｉｒ组比较，ｄＰ＜００５

２５　ＡＰ对各组大鼠肺组织 ｍｉＲ－２１－５ｐ、ＳＫＰ２
ｍＲＮＡ表达的影响

ＡＥＣＯＰＤ组 ｍｉＲ－２１－５ｐ表达较对照组增加，
ＳＫＰ２ｍＲＮＡ表达较对照组降低（Ｐ＜００５）；ＡＰ－２５
组、ＡＰ－１００组、地塞米松组 ｍｉＲ－２１－５ｐ表达较
ＡＥＣＯＰＤ组降低，ＳＫＰ２ｍＲＮＡ表达较ＡＥＣＯＰＤ组增加
（Ｐ＜００５）；ＡＰ－１００＋ｍｉＲ－２１－５ｐａｇｏｍｉｒ组
ｍｉＲ－２１－５ｐ表达较 ＡＰ－１００＋ＮＣａｇｏｍｉｒ组增加，
ＳＫＰ２ｍＲＮＡ表达较 ＡＰ－１００＋ＮＣａｇｏｍｉｒ组降低
（Ｐ＜００５），见表５。
２６　ＡＰ对各组大鼠肺组织 ＲＯＲγｔ、ＩＬ－１７Ａ、
Ｆｏｘｐ３、ＩＬ－１０、ＳＫＰ２表达的影响

ＡＥＣＯＰＤ组ＲＯＲγｔ、ＩＬ－１７Ａ表达较对照组增加，
　　

图 ２　流式细胞术检测Ｔｈ１７、Ｔｒｅｇ细胞比例

Ｆｉｇｕｒｅ２　 ＦｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｃｅｌｌｒａｔｉｏｓｏｆＴｈ１７ａｎｄＴｒｅｇ
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表４　各组大鼠Ｔｈ１７、Ｔｒｅｇ细胞比例比较（珋ｘ±ｓ，ｎ＝１２）
Ｔａｂｌｅ４　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｃｅｌｌｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｓｏｆＴｈ１７，Ｔｒｅｇｉｎｒａｔｓａｍｏｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝１２）

ｇｒｏｕｐ Ｔｈ１７（％） Ｔｒｅｇ（％） Ｔｈ１７／Ｔｒｅｇ

ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ ３３３±０８１ １６８７±１７２ ０２０±００５
ＡＥＣＯＰＤｇｒｏｕｐ １８３５±１８８ａ ５１２±０８９ａ ３５８±０３６ａ

ＡＰ－２５ｇｒｏｕｐ １０２８±１１４ｂ ８８７±０９５ｂ １１５±０１５ｂ

ＡＰ－１００ｇｒｏｕｐ ５５８±０９４ｂｃ １５６４±１５９ｂｃ ０３６±００７ｂｃ

ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅｇｒｏｕｐ ５３７±０９１ｂｃ １５６８±１６１ｂｃ ０３４±００６ｂｃ

ＡＰ－１００＋ＮＣａｇｏｍｉｒｇｒｏｕｐ ５４４±０９３ １５５７±１５８ ０３５±００６
ＡＰ－１００＋ｍｉＲ－２１－５ｐａｇｏｍｉｒｇｒｏｕｐ １０３７±１１６ｄ ８７２±０９２ｄ １１８±０１６ｄ

注：与对照组比较，ａＰ＜００５；与ＡＥＣＯＰＤ组比较，ｂＰ＜００５；与ＡＰ－２５组比较，ｃＰ＜００５；与ＡＰ－１００＋ＮＣａｇｏｍｉｒ组比较，ｄＰ＜００５

表５　各组大鼠 ｍｉＲ－２１－５ｐ、ＳＫＰ２ｍＲＮＡ表达比较（珋ｘ±ｓ，
ｎ＝１２）
Ｔａｂｌｅ５　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆｍｉＲ－２１－５ｐ，
ＳＫＰ２ｉｎｒａｔｓａｍｏｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝１２）

ｇｒｏｕｐ ｍｉＲ－２１－５ｐ ＳＫＰ２ｍＲＮＡ

ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ １０６±０１１ ０９８±０１０
ＡＥＣＯＰＤｇｒｏｕｐ ２２４±０２２ａ ０３８±００４ａ

ＡＰ－２５ｇｒｏｕｐ １５４±０１６ｂ ０５９±００６ｂ

ＡＰ－１００ｇｒｏｕｐ １０８±０１２ｂｃ ０８８±００９ｂｃ

ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅｇｒｏｕｐ １０２±０１１ｂｃ ０９１±０１０ｂｃ

ＡＰ－１００＋ＮＣａｇｏｍｉｒｇｒｏｕｐ １０５±０１１ １０１±０１１
ＡＰ－１００＋ｍｉＲ－２１－５ｐａｇｏｍｉｒｇｒｏｕｐ １６１±０１７ｄ ０５５±００６ｄ

注：与对照组比较，ａＰ＜００５；与ＡＥＣＯＰＤ组比较，ｂＰ＜００５；与ＡＰ－２５

组比较，ｃＰ＜００５；与ＡＰ－１００＋ＮＣａｇｏｍｉｒ组比较，ｄＰ＜００５

Ｆｏｘｐ３、ＩＬ－１０、ＳＫＰ２表达较对照组降低（Ｐ＜００５）；
ＡＰ－２５组、ＡＰ－１００组、地塞米松组 ＲＯＲγｔ、ＩＬ－１７Ａ
表达较ＡＥＣＯＰＤ组降低，Ｆｏｘｐ３、ＩＬ－１０、ＳＫＰ２表达较
ＡＥＣＯＰＤ组增加（Ｐ＜００５）；ＡＰ－１００＋ｍｉＲ－２１－５ｐ
ａｇｏｍｉｒ组 ＲＯＲγｔ、ＩＬ－１７Ａ表达较 ＡＰ－１００＋ＮＣａｇ
ｏｍｉｒ组增加，Ｆｏｘｐ３、ＩＬ－１０、ＳＫＰ２表达较 ＡＰ－１００＋
ＮＣａｇｏｍｉｒ组降低（Ｐ＜００５），见图３、表６。
２７　验证ｍｉＲ－２１－５ｐ、ＳＫＰ２靶向关系

ｍｉＲ－２１－５ｐ、ＳＫＰ２具体结合区域为 ＳＫＰ２基因

的ｃｈｒ５：３６１８３９２９－３６１８３９３５位点，二者的结合序列
匹配如图 ４所示，结合类型为 ８ｍｅｒ；荧光素酶活比
较，ｍｉＲ－２１－５ｐ共转染 ＳＫＰ２野生载体低于 ＮＣ
（Ｐ＜００５），见表７。

图 ３　细胞中ＲＯＲγｔ、ＩＬ－１７Ａ、Ｆｏｘｐ３、ＩＬ－１０、ＳＫＰ２蛋白表达
（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ图）
Ｆｉｇｕｒｅ３　 ＰｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＲＯＲγｔ，ＩＬ－１７Ａ，Ｆｏｘｐ３，
ＩＬ－１０，ＳＫＰ２ｉｎｃｅｌｌｓ（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）
注：Ａ为对照组；Ｂ为ＡＥＣＯＰＤ组；Ｃ为ＡＰ－２５组；Ｄ为 ＡＰ－１００组；Ｅ

为地塞米松组；Ｆ为ＡＰ－１００＋ＮＣａｇｏｍｉｒ组；Ｇ为ＡＰ－１００＋ｍｉＲ－２１－

５ｐａｇｏｍｉｒ组。

表６　组织中ＲＯＲγｔ、ＩＬ－１７Ａ、Ｆｏｘｐ３、ＩＬ－１０、ＳＫＰ２表达的比较（珋ｘ±ｓ，ｎ＝１２）
Ｔａｂｌｅ６　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＲＯＲγｔ，ＩＬ－１７Ａ，Ｆｏｘｐ３，ＩＬ－１０，ＳＫＰ２ｉｎｔｉｓｓｕｅｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝１２）

ｇｒｏｕｐ ＲＯＲγｔ／β－ａｃｔｉｎ ＩＬ－１７Ａ／β－ａｃｔｉｎ Ｆｏｘｐ３／β－ａｃｔｉｎ ＩＬ－１０／β－ａｃｔｉｎ ＳＫＰ２／β－ａｃｔｉｎ

ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ ０２５±００３ ０３７±００５ ０８５±０１０ １２７±０１４ ０７６±００９

ＡＥＣＯＰＤｇｒｏｕｐ ０８７±０１０ａ １０５±０１１ａ ０２８±００４ａ ０５７±００６ａ ０２７±００３ａ

ＡＰ－２５ｇｒｏｕｐ ０５７±００６ｂ ０７２±００８ｂ ０４９±００５ｂ ０８７±０１０ｂ ０４３±００５ｂ

ＡＰ－１００ｇｒｏｕｐ ０３１±００４ｂｃ ０４８±００６ｂｃ ０７５±００８ｂｃ １２１±０１３ｂｃ ０６４±００７ｂｃ

ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅｇｒｏｕｐ ０３８±００５ｂｃ ０４２±００５ｂｃ ０７８±００８ｂｃ １１７±０１２ｂｃ ０７２±００８ｂｃ

ＡＰ－１００＋ＮＣａｇｏｍｉｒｇｒｏｕｐ ０３４±００４ ０４６±００５ ０８１±００９ １１９±０１３ ０６９±００７

ＡＰ－１００＋ｍｉＲ－２１－５ｐａｇｏｍｉｒｇｒｏｕｐ ０６１±００７ｄ ０７８±００９ｄ ０４５±００５ｄ ０８１±００９ｄ ０４８±００５ｄ

注：与对照组比较，ａＰ＜００５；与ＡＥＣＯＰＤ组比较，ｂＰ＜００５；与ＡＰ－２５组比较，ｃＰ＜００５；与ＡＰ－１００＋ＮＣａｇｏｍｉｒ组比较，ｄＰ＜００５
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Ｖｏｌ４１Ｎｏ２３Ｄｅｃｅｍｂｅｒ２０２５（ＳｅｒｉａｌＮｏ４４５）

图 ４　ｍｉＲ－２１－５ｐ、ＳＫＰ２预测结合位点
Ｆｉｇｕｒｅ４　 ＰｒｅｄｉｃｔｉｎｇｂｉｎｄｉｎｇｓｉｔｅｓｏｆｍｉＲ－２１－５ｐａｎｄＳＫＰ２

表７　靶向关系验证（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）
Ｔａｂｌｅ７　Ｔａｒｇｅｔｅｄｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）

ｇｒｏｕｐ ｗｉｌｄＳＫＰ２ ｍｕｔａｎｔＳＫＰ２

ＮＣ １０２±０１１ １０７±０１１
ｍｉＲ－２１－５ｐ ０６１±００７ａ １０４±０１２

注：与ＮＣ与ＳＫＰ２野生型共转染比较，ａＰ＜００５。

３　讨论
ＡＥＣＯＰＤ的特征是呼吸道症状恶化，不仅是导

ＣＯＰＤ患者住院的首要原因，还因较高的死亡率给患
者生命健康带来严重威胁，然而当前临床上用于治疗

ＡＥＣＯＰＤ的药物效果仍存在明显局限，如改善疾病预
后［１２］，因此开发新的、有效的 ＡＥＣＯＰＤ疗法是当务
之急。

机体免疫失衡在 ＡＥＣＯＰＤ的发生发展中扮演重
要作用，ＡＥＣＯＰＤ发作可导致免疫应答紊乱，加剧气
道炎症与肺组织损伤，而 Ｔｈ１７与 Ｔｒｅｇ的平衡失调在
其中扮演核心角色，ＲＯＲγｔ是 Ｔｈ１７的特异性转录因
子，可促进 Ｔｈ１７分化并促进编码 ＩＬ－１７的基因的表
达，ＩＬ－１７Ａ是一种典型的促炎细胞因子，可招募炎症
细胞并诱导浸润，促进 ＩＬ－６、和 ＴＮＦ－α的表达。
Ｆｏｘｐ３是Ｔｒｅｇ分化的特定转录因子，其水平降低导致
严重的自身免疫性和炎症性疾病，ＩＬ－１０主要由 Ｔｒｅｇ
产生，抑制促炎细胞因子和趋化因子的分泌，抑制

Ｔｈ１７的分化和功能［１３－１４］。本研究结果显示，ＡＥＣＯＰＤ
大鼠炎性因子（ＴＮＦ－α、ＩＬ－６）及细胞（巨噬细胞、中
性粒细胞、淋巴细胞数）明显增加，Ｔｈ１７和 Ｔｈ１７相关
细胞因子的生成增加，Ｔｒｅｇ和Ｔｒｅｇ相关细胞因子的生
成降低，肺功能指标（ＰＥＦ、ＰＩＦ、ＦＥＶ０３／ＦＶＣ）降低，
提示 Ｔｈ１７／Ｔｒｅｇ失衡可能促进 ＡＥＣＯＰＤ大鼠炎症反
应发生，加重肺损伤，呼吸功能受损。ＡＰ具有高抗氧
化和抗炎特性，可降低胆固醇、预防乙醇暴露引起的

神经损伤、降低心血管和肠道疾病发生［１５］。研究表

明，ＡＰ可预防细菌引起的粘液分泌过度，减轻慢性呼
吸道疾病的急性加重，改善肺功能［１６］。本研究结果

显示，ＡＰ可降低 ＡＥＣＯＰＤ大鼠炎性因子水平及巨噬
细胞、中性粒细胞、淋巴细胞数，调节Ｔｈ１７／Ｔｒｅｇ失衡，

进而减轻炎性反应，改善肺功能，但本研究仅初步阐

述了ＡＰ对 Ｔｈ１７／Ｔｒｅｇ免疫平衡的调控作用，尚未深
入探讨其对中性粒细胞、巨噬细胞等免疫细胞功能的

直接影响，如中性粒细胞的趋化、吞噬能力，巨噬细胞

的Ｍ１／Ｍ２极化方向等，可作为后续研究的重点。
ｍｉＲＮＡ可与多个基因相互作用，参与细胞分化、

免疫反应等病理生理过程，其异常与ＡＥＣＯＰＤ的发生
相关，使其成为 ＡＥＣＯＰＤ治疗的潜在靶点［１７］。

ｍｉＲ－２１－５ｐ位于染色体１７ｑ２３１上，作为 ｍｉＲＮＡ家
族的关键组成部分，参与肺疾病的发生。如二氧化硅

纳米颗粒通过 ｍｉＲ－２１－５ｐ／ＧＣＬＭ信号传导引发上
皮铁死亡，从而促进纤维化病变的成纤维细胞激活，

参与肺部纤维化发展［１８］。在哮喘小鼠的肺部炎症中，

罗汉果苷Ｖ对哮喘小鼠的保护作用，与ｍｉＲ－２１－５ｐ的
下调有关［１９］。本研究结果显示，ＡＥＣＯＰＤ大鼠肺组织
中ｍｉＲ－２１－５ｐ表达明显增加，提示ｍｉＲ－２１－５ｐ参
与ＡＥＣＯＰＤ发展。ｍｉＲＮＡ是通过负向调节 ｍＲＮＡ并
抑制翻译过程发挥功能作用，结合生物信息学分析和

荧光素酶报告基因实验，发现ｍｉＲ－２１－５ｐ可以靶向
ＳＫＰ２，并负调控ＳＫＰ２表达参与ＡＥＣＯＰＤ发展。ＳＫＰ２
作为特定的Ｅ３泛素连接酶，其核心功能是识别细胞
内的特定底物，并通过泛素化介导蛋白酶体降解，研

究表明ＳＫＰ２蛋白在肺部的过表达可降低脓毒症小鼠
死亡率并改善肺损伤［２０］。本研究结果显示，ＡＰ干预
后，可显著抑制ＡＥＣＯＰＤ大鼠肺组织ｍｉＲ－２１－５ｐ表
达，促进 ＳＫＰ２表达，调节 Ｔｈ１７／Ｔｒｅｇ失衡，改善肺功
能，推断ＡＰ对 ＡＥＣＯＰＤ大鼠的保护作用，是通过抑
制ｍｉＲ－２１－５ｐ／ＳＫＰ２通路实现。回复实验表明，
ｍｉＲ－２１－５ｐ过表达逆转了ＡＰ对ＡＥＣＯＰＤ大鼠的保
护作用，表明 ＡＰ可能通过调节 ｍｉＲ－２１－５ｐ／ＳＫＰ２
通路参与改善 ＡＥＣＯＰＤ大鼠肺功能及免疫调节。
ＳＴＡＴ３、ＴＧＦ－β等信号通路为调控Ｔｈ１７／Ｔｒｅｇ分化的
上游核心分子机制，有研究显示在肺损伤研究

中［２１－２３］，调节肺组织 ＳＴＡＴ３、ＴＧＦ－β／Ｓｍａｄ，促进
Ｔｈ１７／Ｔｒｅｇ平衡。但ＳＫＰ２可能通过泛素化降解 ＳＴＡＴ３
等Ｔｈ１７分化关键转录因子，或调控ＴＧＦ－β／Ｓｍａｄ通路
影响Ｔｒｅｇ细胞的分化与功能，这些上游靶点仍有待验
证，可作为后续研究的重点方向。

综上所述，ＡＰ可调节 ＡＥＣＯＰＤ大鼠 Ｔｈ１７／Ｔｒｅｇ
失衡，进而减轻炎性反应，改善肺功能，其机制可能与

抑制 ｍｉＲ－２１－５ｐ／ＳＫＰ２通路有关。本研究发现
１００ｍｇ·ｋｇ－１ＡＰ组对肺功能及炎症指标的改善效果
与地塞米松组相当，提示 ＡＰ具有潜在的临床替代应
用价值，但本研究存在一定局限性：未开展ＡＰ的毒理
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学及长期安全性评估，其长期应用安全性需后续通过

肝肾功能检测、组织病理观察等验证；但本研究未检

测血清中 ＡＰ及其主要代谢物（如根皮素）浓度，无法
明确血药浓度－药效的量效关系，后续可借助高效液
相色谱法完善相关分析，未来也将进一步探究 ＡＰ是
否通过其他通路发挥作用，为其在ＡＥＣＯＰＤ临床应用
提供更充分依据。
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ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＭＡＰＫ－ＳＩＲＴ１－ＮＦ－κＢｐａｔｈｗａｙａｎｄｃｅｌｌｕｌａｒ

ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅａｌｌｅｖｉａｔｉｏｎ［Ｊ］ＪＥｔｈｎｏｐｈａｒｍａｃｏｌ，２０２３，３１４（１）：

１１６６２２—１１６６３１

［１３］　ＦＯＵＫＡＥ，ＬＩＮＤéＮＡ，ＢＯＳＳＩＯＳＡＴｈｅｒｏｌｅｏｆＴ－ｈｅｌｐｅｒａｎｄＴ

ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｃｅｌｌｓｉｎｄｒｉｖｉｎｇｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｉｃａｎｄｅｏｓｉｎｏｐｈｉｌｉｃｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ

ｉｎｂｒｏｎｃｈｉｅｃｔａｓｉｓ［Ｊ］ＦｒｏｎｔＩｍｍｕｎｏｌ，２０２５，１６（１）：１５９８２５７—

１５９８２６６

［１４］　李星虹，李振生，龙雪娟，等ＡＥＣＯＰＤ患者治疗前后Ｔｈ１７／Ｔｒｅｇ

免疫平衡，ＦｅＮＯ水平变化及对预后的影响 ［Ｊ］河北医科大学

学报，２０２４，４５（４）：３８９—３９４

［１５］　ＺＨＡＮＧＹＪ，ＨＵＡＮＧＱ，ＬＩＡＲ，ｅｔａｌＡｐｐｌｅｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｓｄｅｌａｙ

ｐｏｓｔｈａｒｖｅｓｔｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅａｎｄｑｕａｌｉｔｙｄｅｔｅｒｉｏｒａｔｉｏｎｏｆ‘Ｊｉｎｓｈａｙｏｕ’

ｐｕｍｍｅｌｏｆｒｕｉｔｄｕｒｉｎｇｓｔｏｒａｇｅ［Ｊ］ＦｒｏｎｔＰｌａｎｔＳｃｉ，２０２３，１３（１）：

１１１７１０６—１１１７１１５

［１６］　ＢｉｒｒｕＲＬ，ＢｅｉｎＫ，ＷｅｌｌｓＨ，ｅｔａｌＰｈｌｏｒｅｔｉｎ，ａｎａｐｐｌｅｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌ，

ｉｎｈｉｂｉｔｓｐａｔｈｏｇｅｎ－ｉｎｄｕｃｅｄｍｕｃｉｎｏｖｅｒｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ［Ｊ］ＭｏｌＮｕｔｒ

ＦｏｏｄＲｅｓ，２０２１，６５（２）：ｅ２０００６５８

［１７］　张松松，刘曼莉，王金龙，等ｍｉＲ－１３２基于 ＰＧＣ－１α／ＳＩＲＴ３

信号通路对肺炎链球菌诱慢性阻塞性肺疾病急性加重期大鼠

的干预作用 ［Ｊ］实用医学杂志，２０２４，４５（４）：３８９—３９４

［１８］　ＬＶＳ，ＬＩＹ，ＬＩＸ，ｅｔａｌＳｉｌｉｃａｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓｔｒｉｇｇｅｒｅｄｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ

ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓｖｉａｍｉＲ－２１－５ｐ／ＧＣＬＭ ｓｉｇｎａｌｉｎｇｔｏｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｔｏ

ｆｉｂｒｏｇｅｎｅｓｉｓｉｎｔｈｅｌｕｎｇｓ［Ｊ］Ｃｈｅｍ ＢｉｏｌＩｎｔｅｒａｃｔ，２０２４，３９９：

１１１１２１

［１９］　ＨＡＮＭ，ＬＩＵＨ，ＬＩＵＧ，ｅｔａｌＭｏｇｒｏｓｉｄｅＶａｌｌｅｖｉａｔｅｓｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ

ｒｅｓｐｏｎｓｅｂｙｍｏｄｕｌａｔｉｎｇｍｉＲ－２１－５Ｐ／ＳＰＲＹ１ａｘｉｓ［Ｊ］Ｆｏｏｄ

Ｆｕｎｃｔ，２０２４，１５（４）：１９０９—１９２２

［２０］　ＣＨＥＮＺ，ＺＨＡＮＧＪ，ＧＡＯＳ，ｅｔａｌＳｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳｋｐ２ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｓ

ｔｏｓｅｐｓｉｓ－ｉｎｄｕｃｅｄａｃｕｔｅｌｕｎｇｉｎｊｕｒｙｂｙｅｎｈａｎｃｉｎｇｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ

ｔｈｒｏｕｇｈｔｈｅｕｂｉｑｕｉｔｉｎａｔｉｏｎｏｆＳＬＣ３Ａ２［Ｊ］ＣｅｌｌＭｏｌＬｉｆｅＳｃｉ，２０２４，

８１（１）：３２５—３３６

［２１］　ＺＨＡＮＧＹ，ＣＨＥＮＬ，ＯＵＹＡＮＧＨＳｈｉｋｏｎｉｎａｌｌｅｖｉａｔｅｓａｓｔｈｍａ

ｐｈｅｎｏｔｙｐｅｓｉｎｍｉｃｅｖｉａａｎａｉｒｗａｙｅｐｉｔｈｅｌｉａｌＳＴＡＴ３－ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ

ｍｅｃｈａｎｉｓｍ［Ｊ］ＯｐｅｎＭｅｄ（Ｗａｒｓ），２０２４，１９（１）：２０２４１０１６

［２２］　ＬＩＸ，ＬＩＵＪ，ＪＩＮＧＺ，ｅｔａｌＳＬＣ２７Ａ３ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｒｅｓｔｏｒｅｓＴｈ１７／

ＴｒｅｇｂａｌａｎｃｅａｎｄａｌｌｅｖｉａｔｅｓＣＯＰＤ ｖｉａＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３ ｐａｔｈｗａｙ

ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ［Ｊ］ＡｌｌｅｒｇｏｌＩｍｍｕｎｏｐａｔｈｏｌ（Ｍａｄｒ），２０２５，５３（１）：

９１—９８

［２３］　ＺＨＡＮＧＹ，ＪＩＡＮＧＸ，ＷＡＮＧＱ，ｅｔａｌＤｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅａｌｌｅｖｉａｔｅｓ

ｐｕｌｍｏｎａｒｙｓａｒｃｏｉｄｏｓｉｓｂｙｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｔｈｅＴＧＦ－β／Ｓｍａｄ３ｓｉｇｎａｌｉｎｇｔｏ

ｐｒｏｍｏｔｅＴｈ１７／Ｔｒｅｇｃｅｌｌｒｅｂａｌａｎｃｅ［Ｊ］ＣｅｌｌＩｍｍｕｎｏｌ，２０２４，３９５－

３９６：１０４７８１

（收稿日期２０２５－１０－３０）


