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摘要：目的　基于抑制Ｔｏｌｌ样受体４（ＴＬＲ４）／髓样分化因子８８（ＭｙＤ８８）／核因子
κＢ（ＮＦ－κＢ）信号通路探讨奥马珠单抗通过微小 ＲＮＡ（ｍｉＲ）－２６ａ－５ｐ减少炎
症小体即核苷酸结合寡聚结构域样受体蛋白３（ＮＬＲＰ３）介导的焦亡对哮喘大鼠
气道重塑的影响机制。方法　将５０只 ＳＤ大鼠分为对照组、模型组、奥马珠单
抗组、奥马珠单抗＋ａｇｏｍｉｒＮＣ组和奥马珠单抗＋ｍｉＲ－２６ａ－５ｐａｇｏｍｉｒ组，每组
１０只。对照组腹腔注射０９％ＮａＣｌ；模型组建立哮喘模型；奥马珠单抗组在模型
组的基础上每日腹腔注射１００ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１奥马珠单抗；奥马珠单抗 ＋ａｇｏｍｉｒ
ＮＣ组在奥马珠单抗组的基础上尾静脉注射 ａｇｏｍｉｒＮＣ；奥马珠单抗 ＋
ｍｉＲ－２６ａ－５ｐａｇｏｍｉｒ组在奥马珠单抗组的基础上尾静脉注射ｍｉＲ－２６ａ－５ｐａｇｏｍｉｒ。
以苏木精－伊红染色法观察肺组织病理变化，以酶联免疫吸附法测定检测炎症
因子水平，以实时定量逆转录聚合酶链反应和荧光原位杂交技术检测ｍｉＲ－２６ａ－５ｐ
的表达情况，以蛋白质印迹检测焦亡和 ＴＬＲ４／ＭｙＤ８８／ＮＦ－κＢ通路相关蛋白的
表达水平。结果　对照组、模型组、奥马珠单抗组的管壁厚度分别为
（３５１６±２９５）、（５２９４±４６３）和（４４０７±３７８）μｍ，白细胞介素－１３（ＩＬ－１３）
水平分别为（１８２３±３９４）、（６１８４±１０９４）和（３４２３±６１１）ｐｇ·ｍＬ－１，干扰
素γ（ＩＦＮ－γ）水平分别为（６８４３±１１５９）、（２２９４±４７０）和（４３１０±８０４）
ｐｇ·ｍＬ－１，ｍｉＲ－２６ａ－５ｐｍＲＮＡ相对表达水平分别为１００±０１５、２２６±０３１
和１３７±０１９。对照组、模型组、奥马珠单抗组、奥马珠单抗＋ａｇｏｍｉｒＮＣ组和奥
马珠单抗 ＋ｍｉＲ－２６ａ－５ｐａｇｏｍｉｒ组中 ＮＬＲＰ３蛋白相对表达水平分别为
１００±０１１、３２１±０４７、１７７±０２４、１６９±０２７和２５３±０３８，ＴＬＲ４蛋白相
对表达水平分别为 １００±０１３、２５４±０３９、１８６±０２７、１９１±０３０和
２２４±０３４，ＭｙＤ８８蛋白相对表达水平分别为１００±０１５、１９７±０２６、
１４４±０２１、１４１±０１８和 １６９±０２３，ＮＦ－κＢ蛋白相对表达水平分别为
１００±０１２、２８８±０３７、１８３±０２９、１７７±０２５和２５４±０４１。模型组的上
述指标与对照组比较，奥马珠单抗组的上述指标与模型组比较，奥马珠单抗 ＋
ｍｉＲ－２６ａ－５ｐａｇｏｍｉｒ组的上述指标与奥马珠单抗 ＋ａｇｏｍｉｒＮＣ组比较，在统计
学上差异均有统计学意义（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１）。结论　奥马珠单抗可能通过抑
制ＴＬＲ４／ＭｙＤ８８／ＮＦ－κＢ通路的激活来减少 ＮＬＲＰ３炎症小体介导的焦亡，从而
抑制支气管哮喘大鼠气道重塑，改善大鼠肺功能。
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ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｌｙｉｎｊｅｃｔｅｄｗｉｔｈ０９％ＮａＣｌ；ｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄｔｈｅａｓｔｈｍａｍｏｄｅｌ；ｔｈｅｏｍａｌｉｚｕｍａｂｇｒｏｕｐｗａｓ
ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｌｙｉｎｊｅｃｔｅｄｗｉｔｈ１００ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１ｏｍａｌｉｚｕｍａｂｄａｉｌｙｏｎｔｈｅｂａｓｉｓｏｆｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ；ｔｈｅｏｍａｌｉｚｕｍａｂ＋
ａｇｏｍｉｒＮＣｇｒｏｕｐｒｅｃｅｉｖｅｄｔａｉｌｖｅｉｎｉｎｊｅｃｔｉｏｎｏｆａｇｏｍｉｒＮＣｏｎｔｈｅｂａｓｉｓｏｆｔｈｅｏｍａｌｉｚｕｍａｂｇｒｏｕｐ；ｔｈｅｏｍａｌｉｚｕｍａｂ＋
ｍｉＲ－２６ａ－５ｐａｇｏｍｉｒｇｒｏｕｐｒｅｃｅｉｖｅｄｔａｉｌｖｅｉｎｉｎｊｅｃｔｉｏｎｏｆｍｉＲ－２６ａ－５ｐａｇｏｍｉｒｏｎｔｈｅｂａｓｉｓｏｆｏｍａｌｉｚｕｍａｂ
ｇｒｏｕｐＨｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ－ｅｏｓｉｎ（ＨＥ）ｓｔａｉｎｉｎｇｗａｓｕｓｅｄｔｏｏｂｓｅｒｖｅｔｈｅｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｏｆｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅ；ｅｎｚｙｍｅ－ｌｉｎｋｅｄ
ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ（ＥＬＩＳＡ）ｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｆａｃｔｏｒｓ；ｒｅａｌ－ｔｉｍｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅｖｅｒｓｅ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ－ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ（ＲＴ－ｑＰＣＲ）ａｎｄｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｓｉｔｕｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ（ＦＩＳＨ）ｗｅｒｅｕｓｅｄｔｏ
ｄｅｔｅｃｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉＲ－２６ａ－５ｐ；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ（ＷＢ）ｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓａｎｄＴＬＲ４／ＭｙＤ８８／
ＮＦ－κＢｐａｔｈｗａｙ－ｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓＲｅｓｕｌｔｓ　Ｔｈｅｔｕｂｅｗａｌｌｔｈｉｃｋｎｅｓｓｉｎｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ
ａｎｄｏｍａｌｉｚｕｍａｂｇｒｏｕｐｗｅｒｅ（３５１６±２９５），（５２９４±４６３）ａｎｄ（４４０７±３７８）μｍ；ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－１３（ＩＬ－１３）
ｌｅｖｅｌｓｗｅｒｅ（１８２３±３９４），（６１８４±１０９４）ａｎｄ（３４２３±６１１）ｐｇ·ｍＬ－１；ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎｇａｍｍａ（ＩＦＮ－γ）ｌｅｖｅｌｓ
ｗｅｒｅ（６８４３±１１５９），（２２９４±４７０）ａｎｄ（４３１０±８０４）ｐｇ·ｍＬ－１；ｍｉＲ－２６ａ－５ｐｍＲＮＡｗｅｒｅ１００±０１５，
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ｏｍａｌｉｚｕｍａｂｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｏｍａｌｉｚｕｍａｂ ＋ａｇｏｍｉｒＮＣｇｒｏｕｐａｎｄｏｍａｌｉｚｕｍａｂ＋ｍｉＲ－２６ａ－５ｐａｇｏｍｉｒｇｒｏｕｐｗｅｒｅ
１００±０１１，３２１±０４７，１７７±０２４，１６９±０２７ａｎｄ２５３±０３８；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＴＬＲ４ｗｅｒｅ
１００±０１３，２５４±０３９，１８６±０３９，１９０±０３０ａｎｄ２２４±０３４；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＭｙＤ８８ｗｅｒｅ
１００±０１５，１９７±０２６，１４４±０２１，１４１±０１８ａｎｄ１６９±０２３；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＮＦ－κＢ
ｗｅｒｅ１００±０１２，２８８±０３７，１８３±０２９，１７７±０２５ａｎｄ２５４±０４１，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙＴｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｏｆｔｈｅ
ａｂｏｖｅｉｎｄｅｘｅｓｗｅｒｅｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｗｈｅｎｃｏｍｐａｒｅｄｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｏｍａｌｉｚｕｍａｂ
ｇｒｏｕｐｗｉｔｈｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，ａｎｄｔｈｅｏｍａｌｉｚｕｍａｂ＋ｍｉＲ－２６ａ－５ｐａｇｏｍｉｒｇｒｏｕｐｗｉｔｈｔｈｅｏｍａｌｉｚｕｍａｂ＋ａｇｏｍｉｒＮＣ
ｇｒｏｕｐ（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１）Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＯｍａｌｉｚｕｍａｂｍａｙｒｅｄｕｃｅＮＬＲＰ３ｉｎｆｌａｍｍａｓｏｍｅ－ｍｅｄｉａｔｅｄｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓｂｙ
ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇｔｈｅａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆＴＬＲ４／ＭｙＤ８８／ＮＦ－κＢｐａｔｈｗａｙ，ｔｈｕｓａｃｈｉｅｖｉｎｇｏｍａｌｉｚｕｍａｂｉｎｈｉｂｉｔｅｄａｉｒｗａｙｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇ
ａｎｄｉｍｐｒｏｖｅｄｌｕｎｇｆｕｎｃｔｉｏｎｉｎｂｒｏｎｃｈｉａｌａｓｔｈｍａｔｉｃｒａｔｓ
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｏｍａｌｉｚｕｍａｂ；ａｓｔｈｍａｔｉｃ；ａｉｒｗａｙ－ｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇ；Ｔｏｌｌ－ｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ４／ｍｙｅｌｏｉｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｐｒｉｍａｒｙ
ｒｅｓｐｏｎｓｅｐｒｏｔｅｉｎ８８／ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｋａｐｐａ－Ｂ；ＮＯＤ－ｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒｔｈｅｒｍａｌｐｒｏｔｅｉｎｄｏｍａｉｎａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ３；ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ

　　哮喘是一种常见的肺部慢性炎症性气道疾病，
其主要特征是气道反复出现喘息、呼吸急促、胸闷

和咳嗽等，其中气道重塑是指气道结构的改变，如

上皮损伤、基底膜增厚、平滑肌增生和纤维化，对患

者日常生活和工作产生很多负面影响［１］。奥马珠

单抗是重组人源化抗人免疫球蛋白 Ｅ（ｉｍｍｕｎｏｇｌｏ
ｂｕｌｉｎＥ，ＩｇＥ）单克隆抗体，可以与 ＩｇＥ特异性结合
抑制气道炎症，有效改善肺功能，被广泛用于中重

度过敏性哮喘，但关于奥马珠单抗治疗哮喘的作用

机制尚未明确［２－３］。研究表明，Ｔｏｌｌ样受体 ４（Ｔｏｌｌ
－ｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ４，ＴＬＲ４）／髓样分化因子８８（ｍｙｅｌｏｉｄ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｐｒｉｍａｒｙｒｅｓｐｏｎｓｅｐｒｏｔｅｉｎ８８，ＭｙＤ８８）／
核因子 κＢ（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｋａｐｐａ－Ｂ，ＮＦ－κＢ）通路

与炎症小体介导的凋亡有关，抑制该通路激活可以

减轻哮喘患者中性粒细胞气道炎症［４］。微小 ＲＮＡ
（ｍｉｃｒｏＲＮＡ，ｍｉＲ）－２６ａ－５ｐ可以通过调控靶基因
来影响哮喘小鼠细胞纤维化［５］。本研究构建哮喘

大鼠模型，分析奥马珠单抗对哮喘大鼠气道重塑指

标的影响机制，为哮喘的精准治疗提供新的分子靶

点和理论依据。

材料与方法

１　材料
动物 　 ＳＰＦ级雄性 ＳＤ健康大鼠，体质量

２９０～３１０ｇ，鼠龄８周，购自珠海百试通生物科技有限
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公司。动物生产许可证号：ＳＣＸＫ（粤）２０２０－００５１。
本研究经海南省第五人民医院实验动物伦理委员会

批准［伦理批件号：（２０２４）年论审第（０１４）号］。
药品与试剂　奥马珠单抗，规格：每瓶 ５ｍｇ，纯

度：９９６０％，批号：１４６１２６；卵清蛋白 （ｏｖａｌｂｕｍｉｎ，
ＯＶＡ），规格：每瓶 １ｇ，纯度：９８００％，批号：２３２１９６，
均由美国ＴａｒｇｅｔＭｏｌ公司生产；大鼠白细胞介素 －１３
（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－１３，ＩＬ－１３）、ＩＬ－４、ＩｇＥ、干扰素 γ
（ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ－γ，ＩＦＮ－γ）酶联免疫吸附测定（ｅｎｚｙｍｅ
ｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）试剂盒，均为北京
索莱宝科技有限公司生产；苏木精－伊红（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ
－ｅｏｓｉｎ，ＨＥ）染色试剂盒、Ｔｒｉｚｏｌ试剂、逆转录试剂盒、
核苷酸结合寡聚结构域样受体蛋白 ３（ＮＯＤ－ｌｉｋｅ
ｒｅｃｅｐｔｏｒｔｈｅｒｍａｌｐｒｏｔｅｉｎｄｏｍａｉｎａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ３，ＮＬ
ＲＰ３）抗体、胱天蛋白酶 １（ｃｙｓｔｅｉｎｙｌａｓｐａｒｔａｔｅｓｐｅｃｉｆｉｃ
ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ－１，ｃａｓｐａｓｅ－１）抗体、ＴＬＲ４抗体、ＭｙＤ８８抗
体、ＮＦ－κＢ抗体、甘油醛 －３－磷酸脱氢酶（ｇｌｙｃｅｒａｌ
ｄｅｈｙｄｅ－３－ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＧＡＰＤＨ）抗体、
辣根过氧化物酶（ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＨＲＰ）标记山
羊抗兔 ＩｇＧ，均为上海碧云天生物技术公司生产；
ＩＬ－１β抗体，武汉三鹰生物技术有限公司生产；二喹
啉甲酸（ｂｉｃｉｎｃｈｏｎｉｎｉｃａｃｉｄ，ＢＣＡ）蛋白含量测定试剂
盒，英国Ａｂｃａｍ公司生产；Ｕ６及ｍｉＲ－２６ａ－５ｐ引物、
荧光探针，均购自生工生物（上海）有限公司。

仪器　４０２ＡＩ超声雾化器，上海聚慕医疗器械有
限公司产品；ＣＭ１８５０ＵＶ冰冻切片机，北京昊诺斯科
技有限公司产品；ＯＥＭ光学显微镜模块，仪景通光学
科技（上海）有限公司产品；ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ４８０Ⅱ荧光定
量聚合酶链反应（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）系
统，美国罗氏公司产品；ＢＳ－３３０Ｅ全自动生化分析仪，
深圳迈瑞生物医疗有限公司产品。

２　实验方法
２１　模型构建［４］、动物分组与给药方法

将５０只健康ＳＤ大鼠分为对照组、模型组、奥马珠
单抗组、奥马珠单抗 ＋ａｇｏｍｉｒＮＣ组和奥马珠单抗 ＋
ｍｉＲ－２６ａ－５ｐａｇｏｍｉｒ组，每组１０只。除对照组外，其
余各组于第１、４天腹腔注射１０％ ＯＶＡ＋１０％氢氧化
铝的磷酸盐缓冲液混合液１ｍＬ致敏，第７天将大鼠
置于超声雾化器中，１％ ＯＶＡ雾化激发哮喘发作，对
照组以磷酸盐缓冲液代替 ＯＶＡ。当大鼠出现口唇发
绀、呼吸加快、腹肌痉挛、点头呼吸或站立不稳等，表

明造模成功。奥马珠单抗组在模型组的基础上每日

给予腹腔注射１００ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１奥马珠单抗（对照
组和模型组注射等量的０９％ＮａＣｌ）；奥马珠单抗 ＋

ａｇｏｍｉｒＮＣ组在奥马珠单抗组的基础上尾静脉注射
ａｇｏｍｉｒＮＣ；奥马珠单抗 ＋ｍｉＲ－２６ａ－５ｐａｇｏｍｉｒ组在
奥马珠单抗组的基础上尾静脉注射 ｍｉＲ－２６ａ－５ｐ
ａｇｏｍｉｒ，隔日１次，共３次，干预周期为２周。
２２　ＨＥ染色法检测大鼠肺组织病理变化［４］

将 ＳＤ大鼠的肺组织洗涤后，置于 ４％多聚甲
醛溶液中固定 ２４ｈ，经脱水、石蜡包埋、切片
（４μｍ），参照 ＨＥ染色试剂盒说明书进行 ＨＥ染
色，在光学显微镜下观察肺（小气道、肺泡壁、肺间

质、基底膜等结构）组织的病理变化，随机选取３张
不同切片，找到完整的小支气管横断面，并拍照保

存。用ＩｍａｇｅＪ图像分析软件测量图片中支气管腔
内周长、管壁面积及平滑肌面积，以单位长度的管

壁面积（管壁面积／腔内周长）表示支气管壁厚度，
以单位长度的平滑肌层面积（平滑肌面积／腔内周
长）表示支气管平滑肌厚度。

２３　ＥＬＩＳＡ法检测各组大鼠血清中 ＩＬ－１３、ＩＬ－４、
ＩｇＥ和ＩＦＮ－γ的水平［２］

取各组大鼠腹主动脉血 ３ｍＬ，在 ４℃下，以
２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１５ｍｉｎ（离心半径 ８ｃｍ）分离血
清，按ＥＬＩＳＡ试剂盒说明书依次按照包被抗体、洗板、
封闭、加样品或标准品、加待检测抗体、加酶标二抗、

加底物反应、终止反应步骤操作，用酶标仪在４５０ｎｍ
的波长下测定每孔光密度值，光密度值与 ＩＬ－１３、
ＩＬ－４、ＩｇＥ和ＩＦＮ－γ浓度正相关，制作标准曲线并计
算样本中各指标浓度值。

２４　实时定量逆转录聚合酶链反应（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ
ｒｅａｌ－ｔｉｍｅＰＣＲ，ＲＴ－ｑＰＣＲ）法检测 ｍｉＲ－２６ａ－５ｐ
在各组大鼠肺组织中的表达情况［６］

称取肺组织制备肺匀浆，按照说明书要求用Ｔｒｉｚｏｌ
试剂提取各组大鼠肺组织匀浆总 ＲＮＡ，并将 ＲＮＡ反
转录获得 ｃＲＮＡ，以 ｃＲＮＡ为模板进行 ＲＴ－ｑＰＣＲ扩
增反应，在９５℃，３０ｓ预变性，９５℃ １５ｓ、６０℃ ３０ｓ，
４０个循环，６５℃～９５℃条件下进行扩增，以 Ｕ６为内
参，计算目的基因 Ｃｔ数值后，用 ２－ΔΔＣｔ法分析
ｍｉＲ－２６ａ－５ｐ相对表达水平。ｍｉＲ－２６ａ－５ｐ上游引
物为５′－ＣＴＧＧＴＧＴＣＧＴＧＧＡＧＴＣＧＧ－３′，下游引物为
５′－ＧＧＧＧＴＴＣＡＡＧＴＡＡＴＣＣＡＧＧＡ－３′；Ｕ６上游引物
为 ５′－ＣＴＣＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡ－３′，下游引物为
５′－ＣＴＣＡＡＣＴＧＧＴＧＴＣＧＴＧＧＡ－３′。
２５　 荧光原位杂交技术 （ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｓｉｔｕ
ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ，ＦＩＳＨ）检 测 各 组 大 鼠 肺 组 织 中
ｍｉＲ－２６ａ－５ｐ的表达水平［５］

将肺组织石蜡切片置于自动染色机中脱蜡和水
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Ｖｏｌ４１Ｎｏ６Ｍａｒｃｈ２０２５（ＳｅｒｉａｌＮｏ４２８）

化，放入装有柠檬酸 －柠檬酸三钠缓冲液的烧杯中，
于９０℃水浴锅中煮沸１０ｍｉｎ，自然冷却，滴加适量蛋
白酶Ｋ，３７℃恒温箱中消化１５ｍｉｎ，冲洗后滴加适量
预杂交液，３７℃恒温箱孵育１ｈ，倾去预杂交液，滴加
适量含ｍｉＲ－２６ａ－５ｐ探针（探针序列：５′－ＤＩＧ－ＣＣ
ＵＵＧＧＧＡＣＣＵＧＣＡＣＡＧＣＣＵ－ＤＩＧ－３′）杂交液，３７℃
恒温箱杂交过夜，倾去杂交液，梯度清洗后滴加抗荧

光衰减封片剂（含４′，６－二脒基 －２苯基吲哚）封片，
荧光显微镜下观察并进行判读。

２６　蛋白质印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ，ＷＢ）法检测各组大
鼠支气管组织中焦亡通路和 ＴＬＲ４／ＭｙＤ８８／ＮＦ－κＢ
通路相关蛋白的表达水平［５］

用放射免疫沉淀法 （ｒａｄｉｏｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ
ａｓｓａｙ，ＲＩＰＡ）裂解缓冲液提取肺总蛋白，用二喹啉甲
酸试剂盒测定蛋白浓度，取样电泳，分离蛋白转膜、室

温封闭２ｈ。加入 ＮＬＲＰ３、ｃａｓｐａｓｅ－１、ＴＬＲ４、ＭｙＤ８８、
ＮＦ－κＢ、ＧＡＰＤＨ（１∶１０００）、ＩＬ－１β（１∶２０００）抗体，
４℃孵育过夜，次日冲洗后加入辣根过氧化酶
（ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＨＲＰ）标记二抗（１∶２０００），室
温孵育２ｈ，显色后进行扫描成像，用 ＩｍａｇｅＪ软件分
析灰度值。

３　统计学处理
用ＳＰＳＳ２６０软件进行统计分析。计量资料用

珋ｘ±ｓ表示，２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。

结　　果

１　奥马珠单抗对哮喘大鼠肺组织病理变化的影响
对照组腹腔注射０９％ＮａＣｌ；模型组建立哮喘模

型；奥马珠单抗组在模型组的基础上每日腹腔注射

１００ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１奥马珠单抗；奥马珠单抗 ＋ａｇｏｍｉｒ
ＮＣ组在奥马珠单抗组的基础上尾静脉注射 ａｇｏｍｉｒ
ＮＣ；奥马珠单抗 ＋ｍｉＲ－２６ａ－５ｐａｇｏｍｉｒ组在奥马珠
　　

单抗组的基础上尾静脉注射ｍｉＲ－２６ａ－５ｐａｇｏｍｉｒ。
对照组大鼠肺组织结构完整，未见明显炎症细胞

浸润；模型组大鼠肺组织可见明显的气道增厚，分泌

物增多，肺泡结构破坏，同时伴有炎症细胞浸润；奥马

珠单抗组大鼠的肺组织结构相较于模型组有所改善。

结果见图１。
２　奥马珠单抗对哮喘大鼠支气管壁厚度、支气管平
滑肌厚度及血清炎症因子的影响

模型组与对照组相比，大鼠支气管壁厚度和支气

管平滑肌厚度均显著增加（均 Ｐ＜００５）；奥马珠单抗
组与模型组相比，大鼠支气管壁厚度和支气管平滑肌

厚度均显著降低（均Ｐ＜００５），见表１。
ＥＬＩＳＡ结果显示，与对照组相比，ＩＬ－１３、ＩＬ－４、

ＩｇＥ在模型组大鼠血清中的水平均显著升高，ＩＦＮ－γ
水平显著降低（均 Ｐ＜００５）；与模型组相比，ＩＬ－１３、
ＩＬ－４、ＩｇＥ在奥马珠单抗组大鼠血清中的水平均显著
降低，ＩＦＮ－γ水平显著升高（均Ｐ＜００５），见表１。
３　ｍｉＲ－２６ａ－５ｐ在各组大鼠肺组织中的表达

模型组与对照组相比，ｍｉＲ－２６ａ－５ｐ相对表达水
平和荧光强度均显著升高（均 Ｐ＜００１）；奥马珠单抗
组与模型组相比，ｍｉＲ－２６ａ－５ｐ相对表达水平和荧光
强度均显著降低（均Ｐ＜００１）。结果见表２。

图 １　各组大鼠肺组织病理学变化（苏木精 －伊红染色，
×１００）
Ｆｉｇｕｒｅ１　 Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｉｎｒａｔｓ（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ－ｅｏｓｉｎ
ｓｔａｉｎｉｎｇ，×１００）
Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ：Ｎｏｔｒｅａｔｍｅｎｔ；Ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ：Ａｓｔｈｍａｍｏｄｅｌ；Ｏｍａｚｕｍａｂ

ｇｒｏｕｐ：Ａｓｔｈｍａｍｏｄｅｌ＋１００ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１ｏｍａｚｕｍａｂ

表１　各组大鼠管壁厚度、平滑肌厚度及大鼠血清中白细胞介素（ＩＬ）－１３、ＩＬ－４、免疫球蛋白Ｅ（ＩｇＥ）、干扰素 γ（ＩＦＮ－γ）水平比
较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｕｂｅｗａｌｌｔｈｉｃｋｎｅｓｓ，ｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｔｈｉｃｋｎｅｓｓａｎｄｌｅｖｅｌｓｏｆｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ（ＩＬ）－１３，ＩＬ－４，ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎＥ
（ＩｇＥ），ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ－γ（ＩＦＮ－γ）ｉｎｒａｔｓｓｅｒｕｍｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ
Ｔｕｂｅｗａｌｌｔｈｉｃｋｎｅｓｓ

（μｍ）

Ｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅ

ｔｈｉｃｋｎｅｓｓ（μｍ）

ＩＬ－１３

（ｐｇ·ｍＬ－１）

ＩＬ－４

（ｐｇ·ｍＬ－１）

ＩｇＥ

（ｐｇ·ｍＬ－１）

ＩＦＮ－γ

（ｐｇ·ｍＬ－１）

Ｃｏｎｔｒｏｌ １０ ３５１６±２９５ １４２５±１１３ １８２３±３９４ ５９０６±１０１４ １４６６±３１２ ６８４３±１１５９

Ｍｏｄｅｌ １０ ５２９４±４６３ ２７８４±２３２ ６１８４±１０９４ ２４８１１±３９７８ ９４３６±１８１６ ２２９４±４７０

Ｏｍａｚｕｍａｂ １０ ４４０７±３７８＃＃ １９８１±１７２＃＃ ３４２３±６１１＃＃ １１８７３±２０５９＃＃ ５１３７±９６１＃＃ ４３１０±８０４＃＃

Ｄｏｓｅｒｅｆｅｒｔｏｆｉｇｕｒｅ１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，＃＃Ｐ＜００１
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表２　ｍｉＲ－２６ａ－５ｐ在各组大鼠肺组织中的相对表达水平及
荧光强度的比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ２　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ
ｉｎｔｅｎｓｉｔｙｏｆｍｉＲ－２６ａ－５ｐｉｎｒａｔｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅｓｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｍｉＲ－２６ａ－５ｐ
Ｒｅｌａｔｉｖｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ

ｉｎｔｅｎｓｉｔｙｏｆｍｉＲ－２６ａ－５ｐ

Ｃｏｎｔｒｏｌ １００±０１５ １００±０１２
Ｍｏｄｅｌ ２２６±０３１ ２７４±０３６

Ｏｍａｚｕｍａｂ １３７±０１９＃＃ １６９±０２５＃＃

Ｄｏｓｅａｎｄｎｒｅｆｅｒｔｏｔａｂｌｅｔ１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００１；

Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，＃＃Ｐ＜００１

４　奥马珠单抗通过 ｍｉＲ－２６ａ－５ｐ对哮喘大鼠支气
管组织细胞焦亡的影响

对照组、模型组、奥马珠单抗组、奥马珠单抗 ＋
ａｇｏｍｉｒＮＣ组和奥马珠单抗＋ｍｉＲ－２６ａ－５ｐａｇｏｍｉｒ组
的 ＮＬＲＰ３分 别 为 １００±０１１、３２１±０４７、
１７７±０２４、１６９±０２７和 ２５３±０３８，ｃａｓｐａｓｅ－１
分别为 １００±０１４、４３３±０５１、２２６±０３４、
２３１±０３２和 ３４３ ±０４８，ＩＬ －１β 分 别 为
１００±０１６、２９９±０３７、１８２±０２９、１７６±０３１和
２３６±０３５。模型组的上述指标与对照组相比，奥马
珠单抗组的上述指标与模型组相比，奥马珠单抗 ＋
ｍｉＲ－２６ａ－５ｐａｇｏｍｉｒ组的上述指标与奥马珠单抗 ＋
ａｇｏｍｉｒＮＣ组相比，在统计学上差异均有统计学意义
（均Ｐ＜０００１）。
５　奥马珠单抗通过 ｍｉＲ－２６ａ－５ｐ对哮喘大鼠
ＴＬＲ４／ＭｙＤ８８／ＮＦ－κＢ通路相关蛋白表达的影响

对照组、模型组、奥马珠单抗组、奥马珠单抗 ＋
ａｇｏｍｉｒＮＣ组和奥马珠单抗＋ｍｉＲ－２６ａ－５ｐａｇｏｍｉｒ组
的 ＴＬＲ４蛋白相对表达水平分别为 １００±０１３、
２５４±０３９、１８６±０２７、１９１±０３０和２２４±０３４，
ＭｙＤ８８蛋白相对表达水平分别为 １００±０１５、
１９７±０２６、１４４±０２１、１４１±０１８和１６９±０２３，
ＮＦ－κＢ蛋白相对表达水平分别为 １００±０１２、
２８８±０３７、１８３±０２９、１７７±０２５和２５４±０４１。
模型组的上述指标与对照组相比，奥马珠单抗组的上

述指标与模型组相比，奥马珠单抗 ＋ｍｉＲ－２６ａ－５ｐ
ａｇｏｍｉｒ组的上述指标与奥马珠单抗 ＋ａｇｏｍｉｒＮＣ组相
比，在统计学上差异均有统计学意义（均Ｐ＜０００１）。

讨　　论

近年来，哮喘的发病率和患病率呈增长趋势，支

气管哮喘可导致肺功能低下，而气道重塑是哮喘的主

要特征之一，当外界刺激源进入体内，Ｔ细胞过度活化
产生大量激素激活Ｂ细胞合成ＩｇＥ，促使平滑肌收缩、
炎症细胞浸润等，导致气道重塑，发生不可逆的气流

受限，损害肺功能，严重者会出现呼吸衰竭［７－９］。有

研究表明，气道重塑的发生机制复杂，治疗难度较大，

目前临床尚无有效防治措施［１０］。奥马珠单抗是９５％
人源化抗 ＩｇＥ单克隆抗体，可以下调气道平滑肌细
胞、嗜酸性粒细胞等炎症细胞上的 ＩｇＥ高亲和力受体
表达，特异性结合血液循环中的 ＩｇＥ，从而阻止和减少
促炎介质的后续释放，发挥平喘作用，对中重度支气

管哮喘控制效果较好［１１］。本研究中，模型组大鼠的

肺组织可见明显的气道增厚，分泌物增多，肺泡结构

破坏，同时伴有炎症细胞浸润，经过奥马珠单抗治疗

后，大鼠肺组织结构相较于模型组有所改善，分泌物

大幅减少，并且奥马珠单抗治疗使哮喘大鼠支气管壁

厚度、支气管平滑肌厚度均显著减小，血清中 ＩＬ－４、
ＩＬ－５、ＩＬ－１３和ＩＦＮ－γ水平均显著降低，这说明奥马
珠单抗可同时在改善哮喘大鼠致敏状态、气道炎症和

肺功能方面发挥积极作用。

有研究表明，ｍｉＲＮＡ在哮喘发生发展中起着重要
作用，其中 ｍｉＲ－２６ａ－５ｐ表达水平异常与多种疾病
发生发展有关，如 ｍｉＲ－２６ａ－５ｐ可影响炎症因子释
放介导高糖诱导的视网膜细胞凋亡，且与结直肠癌的

增殖和转移有关［１２－１３］。ＲＯＦＦＥＬ等［１４］研究报道，

ｍｉＲ－２６ａ－５ｐ表达水平与哮喘患者血液、痰和支气管
中嗜酸性炎症程度相一致。这提示调控ｍｉＲ－２６ａ－５ｐ
表达可能为治疗中重度哮喘的潜在机制。本研究中，

ｍｉＲ－２６ａ－５ｐ在模型组中的表达显著升高，在奥马珠
单抗组中的表达显著降低，这说明奥马珠单抗可能通

过下调ｍｉＲ－２６ａ－５ｐ水平，抑制气道重塑。ＮＬＲＰ３
炎症小体是先天免疫系统的一个重要组成部分，其激

活的经典途径包括启动信号发生并导致ＮＦ－κＢ转录
激活，随后 ＮＬＲＰ３、ｐｒｏ－ＩＬ－１β表达上调，活性形态
的ｃａｓｐａｓｅ－１将ｐｒｏ－ＩＬ－１β加工成活性形成ＩＬ－１β，
释放到细胞外，而 ＮＬＲＰ３炎症小体及其下游产物
ＩＬ－１β可诱导Ｔｈ２细胞分化并分泌炎症因子促进气
道炎症发生［１５－１７］。史玉柱等［１８］研究发现，抑制

ＮＬＲＰ３／ｃａｓｐａｓｅ－１／ＩＬ－１β信号通路激活可进一步减
轻气道炎症，缓解哮喘小鼠模型症状的发生发展。

ＴＬＲ４／ＭｙＤ８８／ＮＦ－κＢ信号转导通路是诱导Ｔ细胞分
化的关键因素，作为ＮＬＲＰ３上游通路的ＴＬＲ４，可结合
ＭｙＤ８８促进依赖的 ＴＬＲ４途径产生炎症因子，激活
ＮＦ－κＢ信号通路，形成滚雪球式正反馈调节，促进细
胞焦亡的发生［１９］。杨爽等［２０］研究表明，抑制 ＴＬＲ４、
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Ｖｏｌ４１Ｎｏ６Ｍａｒｃｈ２０２５（ＳｅｒｉａｌＮｏ４２８）

ＭｙＤ８８和ＮＦ－κＢ蛋白表达可以改善抗菌药物加重
过敏性哮喘小鼠的肺部炎症，调节炎性免疫反应。本

研究结果显示，奥马珠单抗治疗可以显著降低支气管

组织 ＮＬＲＰ３、ｃａｓｐａｓｅ－１、ＩＬ－１β及 ＴＬＲ４、ＭｙＤ８８、
ＮＦ－κＢ的表达水平，当加入 ｍｉＲ－２６ａ－５ｐ模拟物可
逆转上述指标变化，这表明奥马珠单抗可能通过调节

ｍｉＲ－２６ａ－５ｐ表达来抑制 ＴＬＲ４／ＭｙＤ８８／ＮＦ－κＢ及
ＮＬＲＰ３／ｃａｓｐａｓｅ－１／ＩＬ－１β信号通路激活，抑制细胞
焦亡，从而抑制哮喘大鼠气道重塑，最终改善大鼠肺

功能。

本研 究 提 示：奥 马 珠 单 抗 可 能 通 过 调 控

ｍｉＲ－２６ａ－５ｐ抑制 ＴＬＲ４／ＭｙＤ８８／ＮＦ－κＢ通路的激
活来减少炎症小体 ＮＬＲＰ３介导的焦亡，从而实现奥
马珠单抗抑制支气管哮喘大鼠气道重塑，改善大鼠肺

功能。
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