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　　［摘要］　目的　探讨ｍｉＲＮＡ１４４对树突状细胞（ｄｅｎｄｒｉｔｉｃｃｅｌｌｓ，ＤＣｓ）成熟过程中细胞因子分泌的影响及机制。方法　通

过对本实验室前期工作中获得的ＤＣｓ成熟过程中ｍｉＲＮＡ芯片结果进行数据挖掘，筛选得到ＤＣｓ成熟过程中显著下调的ｍｉＲＮＡ

（ｍｉＲ）１４４，并使用脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）刺激体外培养的ＤＣｓ进行验证；检测ｍｉＲ１４４转染ＤＣｓ后相关细胞因子（ＴＮＦ

α、ＩＬ１β、ＩＬ６、ＩＬ２３）的改变及信号通路（ＮＦκＢ、ＭＡＰＫ）活化情况；使用ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ预测 ｍｉＲ１４４的作用靶点并通过双荧光报告

系统验证；进一步构建靶蛋白过表达ＤＣ２．４细胞系并检测ｍｉＲ１４４拟似物转染该细胞系后细胞因子犜犖犉αｍＲＮＡ的分泌情况。

结果　体外培养的ＤＣｓ经ＬＰＳ刺激成熟后ｍｉＲ１４４的表达下调（犘＜０．０１）。ｍｉＲ１４４拟似物转染ＤＣｓ后，犜犖犉α、犐犔１β、犐犔６、

犐犔２３ｍＲＮＡ表达均出现下调（犘＜０．０５，犘＜０．０１），ＮＦκＢ磷酸化水平下降。通过信息学分析发现ｍｉＲ１４４的潜在靶点为ＮＦκＢ

受体活化因子配体蛋白基因（犚犃犖犓犔）并通过双荧光报告系统证明了该结论。在犚犃犖犓犔过表达ＤＣ２．４细胞系中转染ｍｉＲ１４４

拟似物后，犜犖犉αｍＲＮＡ的表达不受影响。结论　ｍｉＲ１４４靶向犚犃犖犓犔调控ＤＣｓ细胞因子分泌。

　　［关键词］　ｍｉＲＮＡ１４４；ＮＦκＢ受体活化因子配体蛋白；树突状细胞；细胞因子
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［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１４，３５（１０）：１０５３１０５９］

　　抗原提呈细胞（ａｎｔｉｇｅｎｐｒｅｓｅｎｔｉｎｇｃｅｌｌｓ，ＡＰＣｓ）

是连接抗原和淋巴细胞的桥梁，而树突状细胞（ｄｅｎ

ｄｒｉｔｉｃｃｅｌｌｓ，ＤＣｓ）作为专职抗原提呈细胞，具有强大

的捕获、加工和提呈抗原功能，并能够刺激初始Ｔ细
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胞增殖和Ｔ细胞依赖性抗体的形成，在感染、肿瘤、

自身免疫及移植等免疫相关性疾病的发生、发展中

发挥关键的作用［１］。ＤＣｓ在介导免疫应答过程中，

一方面通过提供黏附辅佐分子、细胞因子启动抗原

刺激信号对Ｔ细胞的活化，因此阻断这些分子可以

抑制细胞的活化；另一方面，ＤＣｓ也可通过抑制性的

分子或受体如细胞毒Ｔ淋巴细胞相关抗原４、Ｂ７Ｈ１

（ＰＤＬ１）、Ｂ７Ｈ４等负相调控或抑制 Ｔ细胞免疫反

应［２３］；适当调节或干预这些协同刺激信号，在移植

免疫排斥以及自身免疫性疾病的治疗及改善疾病症

状方面取得了一定的效果［４］。因此研究ＤＣｓ在分化

成熟过程中相关分子的改变，进而寻找发生排斥反

应时在ＤＣｓ中起主导作用的关键分子，对延长移植

物的存活时间、诱导免疫耐受的形成以及防止排斥

反应的发生具有重要意义。

ＭｉｃｒｏＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）是细胞内一类表达丰富、

非编码的高度保守的ＲＮＡ片段，长度一般为１８～

２５ｎｔ，可以通过结合靶基因的ｍＲＮＡ的３′非翻译区

（３′ｕｎｔｒａｎｓｌａｔｅｄｒｅｇｉｏｎ，３′ＵＴＲ）抑制基因的表达。

而ｍｉＲＮＡ对免疫细胞的调控机制研究更是近年来

免疫学研究的热点［５８］，一系列的 ｍｉＲＮＡ参与免疫

反应的调控，包括 Ｔ／Ｂ细胞的发育分化、抗体类型

的转换、单核／中性粒细胞的增殖、炎症因子的释放

被广泛报道。尽管如此，ｍｉＲＮＡ对 ＤＣｓ功能的调

控作用研究较少，仅仅局限于个别“明星”ｍｉＲＮＡ的

作用研究，例如 ｍｉＲＮＡ（ｍｉＲ）１５５被鉴定出在ＤＣｓ

成熟中发挥重要作用［９］，ｍｉＲ３０ｂ被发现可以通过

靶向Ｎｏｔｃｈ１调控ＤＣｓ分化
［１０］。我们通过分析本实

验室前期ＤＣｓ成熟前后差异性表达的 ｍｉＲＮＡ的芯

片数据，筛选出多个表达下调的 ｍｉＲＮＡ，其中 ｍｉＲ

１４４下调显著，提示 ｍｉＲ１４４分子在ＤＣｓ成熟过程

中可能是重要的负调控因子（ＭＩＡＭＥ：ＥＭＥＸＰ

２１１０）
［１１］。基于此，本研究旨在进一步探讨 ｍｉＲ１４４

对ＤＣｓ分泌细胞因子的影响及机制。

１　材料和方法

１．１　材料及仪器　清洁级 Ｃ５７ＢＬ／６雄性小鼠购自

第二军医大学免疫学研究所［许可证号：ＳＹＸＫ（沪）

２０１００１０１］，均为６～８周龄，体质量为１５～２０ｇ，按

标准饮食、分笼饲养于第二军医大学基础部免疫学

教研室动物实验室。ＦＡＳＴ２００ＲＮＡ抽提试剂盒购

自上海飞捷生物技术有限公司，一步法反转录试剂

盒、ＳＹＢＲＲＴＰＣＲ试剂盒、ＫＯＤｐｌｕｓ酶、Ｔ４连接

酶、犎犻狀ｄⅢ与犓狆狀Ⅰ内切酶购自日本ＴａＫａＲａ公

司，Ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ双荧光素酶报告检测试剂盒购自美国

Ｐｒｏｍｅｇａ公司，ＮＦκＢ受体活化因子配体（ｒｅｃｅｐｔｏｒ

ａｃｔｉｖａｔｏｒｏｆＮＦκＢｌｉｇａｎｄ，ＲＡＮＫＬ）ＥＬＩＳＡ检测试

剂盒购自上海凯博生化试剂有限公司，ＢＣＡ法蛋白

浓度检测试剂盒购自美国Ｔｈｅｒｍｏ公司，ＴＲＩｚｏｌ试

剂购自美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，Ｇ４１８与脂多糖（ｌｉ

ｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）购自美国Ｓｉｇｍａ公司，蛋白

质印迹分析所用抗体购自美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，

ＲＮＡ转染试剂ＩＮＴＥＲＦＥＲｉｎＨＴＳ、ＤＮＡ转染试剂

ｊｅｔＰＲＩＭＥ购自Ｐｏｌｙｐｌｕｓ公司，ＡＢＩＳｔｅｐｏｎｅ实时定

量ＰＣＲ仪购自美国ＡＢＩ公司，全自动数码凝胶图像

分析系统购自上海天能科技有限公司。ＤＣ２．４细胞

系购自江阴康众康民生物医药技术有限公司，ＨＥＫ

２９３细胞系为本室保存株。

１．２　细胞培养、转染与刺激　颈椎脱位法处死小

鼠，无菌状态下分离股骨和胫骨，冲出骨髓并离心收

集。用ＴｒｉｓＮＨ４Ｃｌ破除红细胞，ＲＰＭＩ１６４０培养液

洗涤３次后离心收集细胞。调整细胞密度为２．５×

１０９／Ｌ，置于６ 孔板内并加入ｒｍＧＭＣＳＦ（１０ｎｇ／

ｍＬ）和ＩＬ４（１０ｎｇ／ｍＬ）。３７℃、５％ ＣＯ２孵箱中培

养４８ｈ吸除培养液及悬浮细胞，保留贴壁细胞；继续

培养至第５天换半液，第７天吹打收集细胞，即可获

得纯度大于９５％的小鼠原代ＤＣｓ。

ＲＮＡ的转染使用ＩＮＴＥＲＦＥＲｉｎＨＴＳ，按产品

说明书推荐步骤操作。ｍｉＲ１４４拟似物与抑制物由

上海吉玛制药技术有限公司合成，ＲＡＮＫＬ的干扰

ＲＮＡ（ｓｉＲＡＮＫＬ）由上海吉玛制药技术有限公司设

计合成。ＤＣｓ在转染４８ｈ后用ＬＰＳ刺激使细胞成

熟，ＬＰＳ工作浓度为１０００ｎｇ／ｍＬ。

１．３　细胞因子表达检测　细胞因子ＴＮＦα、ＩＬ１β、

ＩＬ６、ＩＬ２３以及分泌蛋白ＲＡＮＫＬ的ＲＮＡ表达水

平使用实时定量ＰＣＲ（ｑＲＴＰＣＲ）检测，所用引物均

来源于哈佛大学ＰｒｉｍｅｒＢａｎｋ数据库（犺狋狋狆：／／狆犵犪．

犿犵犺．犺犪狉狏犪狉犱．犲犱狌／狆狉犻犿犲狉犫犪狀犽／）。用 ＴＲＩｚｏｌ法抽

提细胞总 ＲＮＡ，Ｆａｓｔ２００试剂盒抽提总 ｍＮＲＡ。

ｑＲＴＰＣＲ使用 ＳＹＢＲ ＲＴＰＣＲ 试剂盒并在 ＡＢＩ

Ｓｔｅｐｏｎｅ实时定量ＰＣＲ仪上完成。相对定量采用

２－ΔΔＣｔ法计算，ｍＲＮＡ的检测用犌犃犘犇犎 作为内参
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照，ｍｉＲＮＡ的检测用犝６作为内参照。ＲＡＮＫＬ蛋

白表达水平使用ＥＬＩＳＡ定量。

１．４　蛋白印迹分析检测信号通路活化　通过蛋白

印迹分析检测 ＮＦκＢ（ｐ６５）与 ＭＡＰＫ（ＥＲＫ、ＪＮＫ、

ｐ３８）信号通路活化情况。２×１０
６ 个 ＤＣｓ分别用

ＬＰＳ（１０００ｎｇ／ｍＬ）刺激 １、２ｈ 后加入 ３００μＬ

ＭＰＥＲ蛋白抽提试剂裂解，４℃、５０００×犵离心１５

ｍｉｎ，将上清转移至干净ＥＰ管内，按照ＢＣＡ法蛋白

浓度检测试剂盒说明书进行蛋白定量，调整各组样

品蛋白浓度达到一致，加入等量上样缓冲液，１００℃

水浴煮沸５ｍｉｎ，冷却后上样；用１２％ＳＤＳ聚丙烯酰

胺凝胶电泳分离蛋白质；用转膜系统将蛋白转移至

硝酸纤维素膜上；常温下用含５％脱脂奶粉的ＴＢＳＴ

封闭２ｈ；ＴＢＳＴ洗脱２次；加入１∶１０００稀释的第

一抗体，４℃孵育过夜；ＴＢＳＴ洗脱３次；加入辣根过

氧化物酶偶联的第二抗体孵育１ｈ；ＴＢＳＴ洗脱３

次；将发光检测试剂中的 Ａ液和Ｂ液等体积混匀，

于凝胶成像分析仪上进行检测。

１．５　ｍｉＲＮＡ靶点预测与３′ＵＴＲ报告基因分析　

ｍｉＲ１４４的靶基因预测使用在线软件 Ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ

６．２（犺狋狋狆：／／狑狑狑．狋犪狉犵犲狋狊犮犪狀．狅狉犵）。预测 ｍｉＲ１４４

的所有潜在靶点后，导入ＫＥＧＧｐａｔｈｗａｙ数据库中

与ＴＬＲ４／ＮＦκＢ通路涉及的所有基因进行比对，筛

选出潜在靶基因。使用ＰＣＲ扩增犚犃犖犓犔ｍＲＮＡ

的３′ＵＴＲ序列并连接到ｐＭＩＲ质粒（购自Ｉｎｖｉｔｒｏ

ｇｅｎ公司），得到犚犃犖犓犔３′ＵＴＲ的Ｆｉｒｅｆｌｙ荧光素

酶报告基因；进一步在１０５８～１０６５与６７９～６８５位

点两端设计引物，使用ＫＯＤ酶一步法扩增出位点删

除质粒。ＨＥＫ２９３细胞共转８０ｎｇ犚犃犖犓犔３′ＵＴＲ

荧光素酶报告基因质粒，４０ｎｇｐＲＬＴＫＲｅｎｉｌｌａ荧光

素酶内参质粒（购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司），以及ｍｉＲＮＡ或

对照（终浓度为２０ｎｍｏｌ／Ｌ）。转染２４ｈ后，用双荧光

素酶报告基因检测系统检测荧光活性。最终数据为

Ｆｉｒｅｆｌｙ荧光值与内参Ｒｅｎｉｌｌａ荧光值的比值。

１．６　稳定过表达犚犃犖犓犔的ＤＣ２．４细胞系构建　

在犚犃犖犓犔编码序列（ｃｏｎｄｉｎｇｓｅｑｕｅｎｃｅ，ＣＤＳ）两端

设计引物，引入酶切位点犎犻狀ｄⅢ与犓狆狀Ⅰ，连接至

ｐｃＤＮＡ３．１质粒上，挑单克隆测序成功后，获得

犚犖犃犓犔 的 表 达 质 粒。使 用 ＤＮＡ 转 染 试 剂

ｊｅｔＰＲＩＭＥ将表达质粒转染ＤＣ２．４细胞系，４８ｈ后

使用５００ｎｇ／ｍＬ的１０％ＦＢＳＲＰＭＩ１６４０培养液筛

选阳性克隆，４周后用克隆环随机挑取２０个克隆，接

种于９６孔板中培养，２４ｈ后ＥＬＩＳＡ检测培养上清，

选取ＲＡＮＫＬ分泌量最高的细胞株。

１．７　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１６．０软件对数据进

行统计学分析，结果用珔狓±狊表示，各组间比较采用

ＯｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ，多组之间两两比较采用最小显著

差数法 （ＬＳＤ法）。检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　ＤＣｓ成熟前后 ｍｉＲ１４４表达的变化　通过检

测ＤＣｓ成熟前后 ｍｉＲ１４４的表达变化，发现 ｍｉＲ

１４４在成熟 ＤＣｓ中发生了下调（成熟前：１．０２２±

０．０１０，成熟后：０．２４３±０．００２；犘＜０．０１）。

２．２　ｍｉＲ１４４对ＤＣｓ细胞因子产生的影响　在小

鼠ＤＣｓ中转染 ｍｉＲ１４４拟似物及其抑制物后使用

ＬＰＳ刺激，检测细胞因子的 ｍＲＮＡ水平，结果显示

在转染ｍｉＲ１４４拟似物后，犜犖犉α、犐犔１β、犐犔６以及

犐犔２３ｍＲＮＡ均下调（犘＜０．０５，犘＜０．０１），而对应

的ｍｉＲ１４４抑制物则可以上调这些细胞因子的表达

（犘＜０．０５，犘＜０．０１，图１Ａ～１Ｄ）。ＫＥＧＧｐａｔｈｗａｙ

数据库显示这些细胞因子的表达都位于转录因子

ＮＦκＢ或 ＭＡＰＫ通路下游，进一步检测 ＬＰＳ刺激

后ＤＣｓ中ＥＲＫ、ＪＮＫ、ｐ３８、ｐ６５的磷酸化情况，结果

显示ｍｉＲ１４４高表达后抑制了ＮＦκＢ通路中ｐ６５的

磷酸化，而对ＭＡＰＫ通路无影响（图１Ｅ）。

２．３　ｍｉＲ１４４ 作用靶点的预测　上述结果表明

ｍｉＲ１４４可能对ＴＬＲ４／ＮＦκＢ途径中的活化因子起

到了负调控作用。通过 ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ预测 ｍｉＲ１４４

靶点，发现 ｍｉＲ１４４在 ＴＬＲ４／ＮＦκＢ途径中只有１

个靶向基因 犚犃犖犓犔，并且 ｍｉＲ１４４在 犚犃犖犓犔

３′ＵＴＲ区域有两个潜在作用位点 （图 ２Ａ）。将

犚犃犖犓犔３′ＵＴＲ区域克隆至ｐＭＩＲ荧光素报告质

粒，之后进行双荧光报告系统检测，结果显示 ｍｉＲ

１４４拟似物可以下调荧光素酶（犘＜０．０１，图２Ｂ），而

ｍｉＲ１４４抑制物可以上调荧光素酶（犘＜０．０１，图

２Ｃ），提示 ｍｉＲ１４４可以靶向犚犃犖犓犔。为了探究

ｍｉＲ１４４究竟是作用于犚犃犖犓犔的哪个位点发挥负

调控作用，分别删除犚犃犖犓犔３′ＵＴＲｐＭＩＲ质粒中

的１０５８ ～１０６５与６７９ ～ ６８５位点，发现去除

１０５８～１ ０６５ 的 结 合 位 点 后，ｍｉＲ１４４ 对 于

犚犃犖犓犔３′ＵＴＲ仍有作用（犘＜０．０１，图２Ｄ），而去
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图１　犿犻犚１４４对树突状细胞（犇犆狊）细胞因子产生的影响

犉犻犵１　犈犳犳犲犮狋狅犳犿犻犚１４４狅狀犮狔狋狅犽犻狀犲狆狉狅犱狌犮狋犻狅狀犻狀犱犲狀犱狉犻狋犻犮犮犲犾犾狊（犇犆狊）

ＡＤ：犜犖犉α，犐犔１β，犐犔６ａｎｄ犐犔２３ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｉｎＤＣｓａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｗｉｔｈｍｉＲ１４４ｍｉｍｉｃｓｏｒｉｎｈｉｂｉｔｏｒ；Ｅ：Ｐｈｏｓ

ｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＭＡＰＫａｎｄＮＦκＢｉｎＤＣｓａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｗｉｔｈｍｉＲ１４４ｍｉｍｉｃｓ．犘＜０．０５，犘＜０．０１．狀＝３，珔狓±狊

除６７９～６８５的结合位点后，ｍｉＲ１４４无法发挥对

犚犃犖犓犔的负调控作用（图２Ｅ）。因此，我们认为

ｍｉＲ１４４通过靶向犚犃犖犓犔３′ＵＴＲ区域的６７９～

６８５结合位点发挥负向调控作用。

ｍｉＲＮＡ主要通过和靶基因ｍＲＮＡ碱基配对引

导沉默复合体（ＲＩＳＣ）降解ｍＲＮＡ，或者形成发卡结

构阻碍ｍＲＮＡ进入翻译复合体从而阻碍其翻译两

条途径发挥作用。为了探究 ｍｉＲ１４４对犚犃犖犓犔

的负向调控作用是何种方式，我们将 ｍｉＲ１４４拟似

物或抑制物及相应阴性对照ＲＮＡ转染ＤＣｓ后使用

ＬＰＳ刺激其成熟，ｑＲＴＰＣＲ检测细胞中犚犃犖犓犔

ｍＲＮＡ 水平，同时 ＥＬＩＳＡ 检 测 培 养 上 清 中 的

ＲＡＮＫＬ蛋白水平。结果显示，ｍｉＲ１４４ 不降解

犚犃犖犓犔ｍＲＮＡ（图２Ｆ），而通过抑制犚犃犖犓犔ｍＲ

ＮＡ的翻译来实现负调控作用（犘＜０．０５，图２Ｇ）。

２．４　ｍｉＲ１４４靶向犚犃犖犓犔影响 ＤＣｓ细胞因子分

泌　为了验证 ｍｉＲ１４４通过靶向 犚犃犖犓犔 影响

ＤＣｓ的 细 胞 因 子 分 泌，将 ｍｉＲ１４４ 拟 似 物 与

ｓｉＲＡＮＫＬ分别转染小鼠ＤＣｓ，结果显示ｓｉＲＡＮＫＬ

与ｍｉＲ１４４效果类似，可以抑制ＬＰＳ刺激后犜犖犉α

ｍＲＮＡ的表达量（犘＜０．０１，图３Ａ）。ｍｉＲ１４４抑制

物转染ＤＣｓ后会介导犜犖犉αｍＲＮＡ的上调（犘＜

０．０１），而ｓｉＲＡＮＫＬ与ｍｉＲ１４４抑制物共转后会阻

止这种趋势（犘＜０．０５，图３Ｂ）。在稳定过表达

犚犃犖犓犔的ＤＣ２．４细胞系中转染 ｍｉＲ１４４拟似物

后用ＬＰＳ刺激细胞，结果显示犜犖犉αｍＲＮＡ的表

达量不受影响（图３Ｃ）。与此对照瞬时转染空载体

的ＤＣ２．４细胞系在转染ｍｉＲ１４４拟似物后，犜犖犉α

ｍＲＮＡ表达下调（犘＜０．０１，图３Ｄ）。

３　讨　论

ｍｉＲＮＡ作为一种机体的精细调节方式，已经被

多次报道在移植排斥中发挥重要作用［８，１２］。２００９

年，Ａｎｇｌｉｃｈｅａｕ等
［１３］报道了人肾脏移植后 ｍｉＲＮＡ

表达谱的变化与急性排斥的关系，通过对３３例肾脏

移植（１２例急性排斥）肾脏活检标本进行 ｍｉＲＮＡ表

达谱检测，发现ｍｉＲＮＡ可作为急性排斥的生物学标

记物；２００１年Ｓｃｉａｎ等
［１４］应用 ｍｉｃｒｏＲＮＡ芯片检测肾

脏移植慢性失功患者的纤维化间质和肾小管活检组

织 ｍｉＲＮＡ 变化，发现５６个 ｍｉＲＮＡｓ中的５个

（ｍｉＲ１４２３ｐ、ｍｉＲ２０４、ｍｉＲ１０７、ｍｉＲ２１１、ｍｉＲ３２）

有非常明显的改变（犘＜０．００１），且与尿液中的ｍｉＲ

ＮＡｓ改变相符，认为这些ｍｉＲＮＡｓ的变化可作为尿

液无创伤的预判慢性排斥的生物标记物。２０１２年

Ａｓａｏｋａ等
［１５］发现小肠移植后的活检组织病理切片

ｍｉＲＮＡ可以作为判断排斥以及抗排斥治疗的标记
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图２　犿犻犚１４４可以靶向犚犃犖犓犔在树突状细胞（犇犆狊）中发挥作用

犉犻犵２　犿犻犚１４４狋犪狉犵犲狋狊犚犃犖犓犔犻狀犱犲狀犱狉犻狋犻犮犮犲犾犾狊（犇犆狊）

Ａ：犚犃犖犓犔ｍｉｇｈｔｂｅｔｈｅｍｏｌｅｃｕｌａｒｔａｒｇｅｔｏｆｍｉＲ１４４．ＳｈｏｗｎｉｓａｓｅｑｕｅｎｃｅａｌｉｇｎｍｅｎｔｏｆｍｉＲ１４４ａｎｄｉｔｓｔａｒｇｅｔｓｉｔｅｓｉｎ３′ＵＴＲ

ｏｆ犚犃犖犓犔，ｗｈｉｃｈｗａｓｄｏｗｎｌｏａｄｅｄｆｒｏｍＴａｒｇｅｔＳｃａｎ；Ｂ：ｍｉＲ１４４ｍｉｍｉｃｓｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄｌｕｃｉｆｅｒａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎ

ｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｃ：ｍｉＲ１４４ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｌｕｃｉｆｅｒａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｄ：１０５８１０６５ｏｆ犚犃犖犓犔

３′ＵＴＲｄｅｌｅｔｉｏｎｄｉｄｎｏｔｃａｕｓｅｌｕｃｉｆｅｒａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｃｈａｎｇｅｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｉｎＢ；Ｅ：６７９６８５ｏｆ犚犃犖犓犔３′ＵＴＲｄｅｌｅｔｉｏｎｃａｕｓｅｄ

ｍｉＲ１４４ｎｏｌｏｎｇｅｒｉｍｐａｃｔ犚犃犖犓犔ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ；Ｆ：ｍｉＲ１４４ｍｉｍｉｃｓｏｒｉｎｈｉｂｉｔｏｒｃａｎｎｏｔｔｒｉｇｇｅｒ犚犃犖犓犔ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ；Ｇ：ｍｉＲ

１４４ｍｉｍｉｃｓｏｒｉｎｈｉｂｉｔｏｒｉｍｐａｃｔｅｄＲＡＮＫＬｐｒｏｔｅｉｎｓｙｎｔｈｅｓｉｓ．ＲＡＮＫＬ：ＲｅｃｅｐｔｏｒａｃｔｉｖａｔｏｒｏｆＮＦκＢｌｉｇａｎｄ．犘＜０．０５，犘＜

０．０１．狀＝３，珔狓±狊

物。这些结果表明 ｍｉＲＮＡ很可能参与了移植排斥

反应过程，但确切机制尤其 ｍｉＲＮＡ对排斥反应中

抗原提呈细胞的影响值得进一步研究。

移植免疫学的研究表明，ＤＣｓ在移植排斥过程

以及移植物损伤中发挥着重要的作用［１６］。因此本

研究中通过挖掘实验室已有的 ｍｉＲＮＡ芯片数据结

果，分析了 ＤＣｓ成熟过程中 ｍｉＲＮＡ的变化，发现

ｍｉＲ１４４在 ＤＣｓ活化后发生显著下调。在移植术

后，一方面缺血造成的细胞坏死会导致大量危险信

号的释放［１７］，另一方面，补体与异源的细胞表面糖

链触发级联反应，所产生的裂解片段和复合物将作

用于抗原提呈细胞。这些信号将通过模式识别受体

使抗原提呈细胞发生活化，开始摄取和提呈抗原，同

时释放大量的细胞因子，加强获得性免疫应答，促进

Ｂ细胞活化加重体液排斥
［１８］并参与 Ｔ细胞增殖分

化［１９］。而ＤＣｓ作为一类功能最强的抗原提呈细胞，在

识别和提呈抗原、启动免疫应答、诱导移植排斥反应中

起着重要的作用。一方面，ＤＣｓ分泌ＴＮＦα促进自身

成熟与抗原提呈，另一方面产生的细胞因子ＩＬ２３、ＩＬ６、

ＩＬ１β直接调控着Ｔ细胞的分化与发育
［２０２１］。
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图３　犿犻犚１４４通过靶向犚犃犖犓犔影响 犇犆狊细胞因子分泌

犉犻犵３　犿犻犚１４４犻犿狆犪犮狋犲犱犮狔狋狅犽犻狀犲狆狉狅犱狌犮狋犻狅狀犫狔狋犪狉犵犲狋犻狀犵犚犃犖犓犔

Ａ：ｓｉＲＮＡｏｆ犚犃犖犓犔 （ｓｉＲＡＮＫＬ）ｆｕｎｃｔｉｏｎｅｄｓｉｍｉｌａｒｌｙｗｉｔｈｍｉＲ１４４；Ｂ：ｓｉＲＡＮＫＬｃａｎｒｅｃｕｓｅｔｈｅｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆ犜犖犉α

ｍＲＮＡｃａｕｓｅｄｂｙｍｉＲ１４４ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ；Ｃ：ｍｉＲ１４４ｍｉｍｉｃｓｃａｎｎｏｔｔｒｉｇｇｅｒ犜犖犉αｍＲＮＡｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｉｎＤＣ２．４ｃｅｌｌｌｉｎｅｓｗｉｔｈ

ｓｔａｂｌｅ犚犖犃犓犔ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ；Ｄ：ＡｓｃｏｎｔｒｏｌｆｏｒＣ，ｍｉＲ１４４ｃａｎｓｔｉｌｌｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅ犜犖犉αｍＲＮＡｉｎＤＣ２．４ｃｅｌｌｌｉｎｅｓａｆｔｅｒ

ｔｒａｎｓｉｅｎｔｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｗｉｔｈｅｍｐｔｙｖｅｃｔｏｒ．ＲＡＮＫＬ：ＲｅｃｅｐｔｏｒａｃｔｉｖａｔｏｒｏｆＮＦκＢｌｉｇａｎｄ．犘＜０．０５，犘＜０．０１．狀＝３，珚狓±狊

　 　 本 研 究 发 现，ｍｉＲ１４４ 可 以 靶 向 ＤＣｓ 中

ＲＡＮＫＬ的ｍＲＮＡ，从而下调分泌性ＲＡＮＫＬ的表

达。ＲＡＮＫＬ可以与ＲＡＮＫ结合，促进ＮＦκＢ的活

化，引起下游众多细胞因子的表达。在ＤＣｓ成熟的

过程中，ＲＡＮＫＬ会被释放到周围的微环境中帮助

ＤＣｓ活化。之前有研究报道，ｍｉＲ１４４在心脏发生

缺血再灌注损伤后也会发生下调，ｍｉＲ１４４下调后

抑制了 Ａｋｔ、ＧＳＫ３β与 ＭＡＰＫ 途径，同时促进了

ｍＴＯＲ途径的活化，加重了心脏损伤
［２２］。本研究则

发现ｍｉＲ１４４在ＤＣｓ成熟中也发生显著下调，因此

我们推测，在器官发生缺血再灌注后，发生损伤的器

官在早期会释放趋化因子募集大量的固有免疫细胞

参与损伤和炎症的发生，在这一过程中未成熟ＤＣｓ

接受抗原或炎性介质刺激后可分化为成熟ＤＣｓ，这

时候ｍｉＲ１４４的下调除了加重组织损伤之外，同时

有助于ＤＣｓ释放更多的 ＲＡＮＫＬ帮助自身活化。

而ＲＡＮＫＬ的上调也促进了固有免疫细胞分泌包括

ＴＮＦα、ＩＬ１β、ＩＬ６、ＩＬ２３在内的多种细胞因子，这

些细胞因子一方面促进了ＤＣｓ的成熟与抗原提呈

能力，另一方面促进了 Ｔ细胞的成熟与分化，导致

缺血再灌注损伤的加重。

综上所述，我们通过分析实验室已有的 ｍｉＲＮＡ

芯片数据，筛选到了靶向犚犃犖犓犔 的 ｍｉＲ１４４，该

ｍｉＲＮＡ可以抑制ＤＣｓ细胞因子的分泌。本研究揭示

了ｍｉＲＮＡ在异源性移植物与受体免疫系统作用后如

何发挥精确调控作用的分子机制，也为ｍｉＲＮＡ作为

防治移植排斥反应的潜在治疗靶点提供了首要数据。
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