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［摘要］　目的　探讨长链非编码 ＲＮＡ转移相关肺腺癌转录本１（ｌｎｃＲＮＡＭＡＬＡＴ１）与微小
ＲＮＡ８７４（ｍｉＲ８７４）在血小板衍生因子（ＰＤＧＦ）ＢＢ处理的气道平滑肌细胞（ＡＳＭＣｓ）中的表达与功
能。方法　采用 ＰＤＧＦＢＢ处理 ＡＳＭＣｓ建立哮喘细胞模型。将 ＡＳＭＣｓ分为正常培养的对照组
（Ｃｏｎｔｒｏｌ组）、ＰＤＧＦＢＢ处理的ＰＤＧＦＢＢ组［再根据处理时间分为ＰＤＧＦＢＢ（６ｈ）组、ＰＤＧＦＢＢ（１２ｈ）
组、ＰＤＧＦＢＢ（２８ｈ）组、ＰＤＧＦＢＢ（２４ｈ）组）］、ＰＤＧＦＢＢ处理的转染 ｓｈＭＡＬＡＴ组（ＰＤＧＦＢＢ＋ｓｈ
ＭＡＬＡＴ组）、ＰＤＧＦＢＢ处理的转染ｓｈＮＣ组（ＰＤＧＦＢＢ＋ｓｈＮＣ组）、ＰＤＧＦＢＢ处理的转染ｍｉＲ８７４
ｍｉｍｉｃｓ组（ＰＤＧＦＢＢ＋ｍｉＲ８７４ｍｉｍｉｃｓ组）、ＰＤＧＦＢＢ处理的转染 ｍｉＲＮＣ组（ＰＤＧＦＢＢ＋ｍｉＲＮＣ
组）、ＰＤＧＦＢＢ处理的共转染ｓｈＮＣ与ｍｉＲＮＣ组（ＰＤＧＦＢＢ＋ｓｈＮＣ＋ｍｉＲＮＣ组）、ＰＤＧＦＢＢ处理
的共转染ｓｈＭＡＬＡＴ１与ｍｉＲＮＣ组（ＰＤＧＦＢＢ＋ｓｈＭＡＬＡＴ１＋ｍｉＲＮＣ组）、ＰＤＧＦＢＢ处理的共转
染ｓｈＭＡＬＡＴ１与ｍｉＲ８７４ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组（ＰＤＧＦＢＢ＋ｓｈＭＡＬＡＴ１＋ｍｉＲ８７４ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组）。将ＭＡＬＡＴ
ＷＴ或ＭＡＬＡＴＭＵＴ序列和ｍｉＲ８７４ｍｉｍｉｃｓ或ｍｉＲＮＣ共同转染入ｐｓｉＣＨＥＣＫ２荧光素酶报告载体
中，并将共转染的细胞分为 ｍｉＲ８７４ｍｉｍｉｃｓ＋ＭＡＬＡＴＷＴ组、ｍｉＲＮＣ＋ＭＡＬＡＴＷＴ组、ｍｉＲ８７４
ｍｉｍｉｃｓ＋ＭＡＬＡＴＭＵＴ组和ｍｉＲＮＣ＋ＭＡＬＡＴＭＵＴ组。采用 ＲＴＰＣＲ检测 ＭＡＬＡＴ１、ｍｉＲ８７４表达
水平，采用ＣＣＫ８法检测吸光度值代表细胞增殖能力，采用Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验计算迁移细胞数代表细
胞迁移能力，采用ＥＬＩＳＡ试验检测 ＩＬ１β、ＩＬ６和肿瘤坏死因子（ＴＮＦ）α水平。使用在线数据库
ｓｔａｒｂａｓｅ预测ＭＡＬＡＴ和ｍｉＲ８７４之间的潜在结合位点，采用双荧光素酶报告系统检测各组ＡＳＭＣｓ
中荧光素酶活性。结果　Ｃｏｎｔｒｏｌ组、ＰＤＧＦＢＢ（６ｈ）组、ＰＤＧＦＢＢ（１２ｈ）组、ＰＤＧＦＢＢ（１８ｈ）组及
ＰＤＧＦＢＢ（２４ｈ）组细胞ＭＡＬＡＴ１相对水平依次升高，ｍｉＲ８７４相对水平依次降低（Ｐ＜０．０５）。与
Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，ＰＤＧＦＢＢ组、ＰＤＧＦＢＢ＋ｓｈＮＣ组及ＰＤＧＦＢＢ＋ｓｈＭＡＬＡＴ１组、ＰＤＧＦＢＢ＋ｍｉＲＮＣ
组及ＰＤＧＦＢＢ＋ｍｉＲ８７４ｍｉｍｉｃｓ组细胞增殖能力、迁移能力及细胞上清液中 ＩＬ１β、ＩＬ６和肿瘤坏
死因子（ＴＮＦ）α水平均明显增强；与 ＰＤＧＦＢＢ组比较，ＰＤＧＦＢＢ＋ｓｈＭＡＬＡＴ１组及 ＰＤＧＦＢＢ＋
ｍｉＲ８７４ｍｉｍｉｃｓ组细胞上述能力与指标水平均明显降低（Ｐ＜０．０５）。与ｍｉＲＮＣ＋ＭＡＬＡＴ１ＷＴ组
细胞比较，ｍｉＲ８７４ｍｉｍｉｃｓ＋ＭＡＬＡＴ１ＷＴ组细胞荧光素酶活性显著降低；与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，转染
ｓｈＭＡＬＡＴ１后细胞ｍｉＲ８７４表达水平明显升高（Ｐ＜０．０５）。与 ｓｈＮＣ＋ｍｉＲＮＣ组比较，ＰＤＧＦＢＢ
＋ｓｈＮＣ＋ｍｉＲＮＣ组、ＰＤＧＦＢＢ＋ｓｈＭＡＬＡＴ１＋ｍｉＲＮＣ组和 ＰＤＧＦＢＢ＋ｓｈＭＡＬＡＴ１＋ｍｉＲ８７４
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组细胞增殖能力与迁移能力均明显升高；与 ＰＤＧＦＢＢ＋ｓｈＮＣ＋ｍｉＲＮＣ组比较，ＰＤＧＦＢＢ
＋ｓｈＭＡＬＡＴ１＋ｍｉＲ８７４ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组细胞上述能力均明显降低（Ｐ＜０．０５）。结论　通过降低细胞
增殖、迁移和炎症因子分泌可抑制ＭＡＬＡＴ１／ｍｉＲ８７４轴表达，在ＰＤＧＦＢＢ诱导的ＡＳＭＣｓ中发挥保
护作用。

［关键词］　长链非编码ＲＮＡ转移相关肺腺癌转录本１；　微小ＲＮＡ８７４；　气道平滑肌细胞；
细胞增殖；　细胞迁移

［中图分类号］　Ｒ３９２．１２　　　　［文献标识码］　Ａ

·００７· 临床内科杂志２０２３年１０月第４０卷第１０期　ＪＣｌｉｎＩｎｔｅｒｎＭｅｄ，Ｏｃｔｏｂｅｒ２０２３，Ｖｏｌ．４０，Ｎｏ．１０



ＲｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆａｉｒｗａｙｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌｓｆｕｎｃｔｉｏｎｂｙｌｏｎｇｎｏｎｃｏｄｉｎｇＲＮＡｍｅｔａｓｔａｓｉｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｌｕｎｇａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ１ａｎｄｍｉｃｒｏＲＮＡ８７４　　ＣｈｅｎＬｕ，ＣｈｅｎＹａｎｐｉｎｇ，ＤｕａｎＸｉａｏｊｕｎ，
ＺｈａｎｇＪｉｎ，ＬｉＬｉｎｒｕｉ，ＧｕｏＫｕａｎｐｅｎｇ．ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＲｅｓｐｉｒａｔｏｒｙＭｅｄｉｃｉｎｅ，ＨｕｎａｎＣｈｉｌｄｒｅｎ’ｓＨｏｓｐｉｔａｌ，
Ｃｈａｎｇｓｈａ４１００００，Ｃｈｉｎａ

［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　ＴｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆｌｏｎｇｎｏｎｃｏｄｉｎｇＲＮＡｍｅｔａｓｔａｓｉｓ
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｌｕｎｇａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ１（ｌｎｃＲＮＡＭＡＬＡＴ１）ａｎｄｍｉｃｒｏＲＮＡ８７４（ｍｉＲ８７４）ｉｎｐｌａｔｅｌｅｔ
ｄｅｒｉｖｅｄｆａｃｔｏｒ（ＰＤＧＦ）ＢＢｔｒｅａｔｅｄａｉｒｗａｙｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌｓ（ＡＳＭＣｓ）．Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｔｈｅａｓｔｈｍａｃｅｌｌ
ｍｏｄｅｌｗａｓｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄｂｙｔｒｅａｔｉｎｇＡＳＭＣｓｗｉｔｈＰＤＧＦＢＢ．ＡＳＭＣｓｗｅｒｅｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏｎｏｒｍａｌｃｕｌｔｕｒｅｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐａｎｄＰＤＧＦＢＢｔｒｅａｔｅｄｇｒｏｕｐ［ｗｈｉｃｈｗｅｒｅｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏＰＤＧＦＢＢ（６ｈ）ｇｒｏｕｐ，ＰＤＧＦＢＢ（１２ｈ）
ｇｒｏｕｐ，ＰＤＧＦＢＢ（２８ｈ）ｇｒｏｕｐａｎｄＰＤＧＦＢＢ（２４ｈ）ｇｒｏｕｐａｃｃｏｒｄｉｎｇｔｏｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｔｉｍｅ］，ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ
ｓｈＭＡＬＡＴｇｒｏｕｐｗｉｔｈＰＤＧＦＢＢｔｒｅａｔｍｅｎｔ（ＰＤＧＦＢＢ＋ｓｈＭＡＬＡＴｇｒｏｕｐ），ｓｈＮＣｇｒｏｕｐｗｉｔｈＰＤＧＦＢＢ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔ（ＰＤＧＦＢＢ＋ｓｈＮＣｇｒｏｕｐ），ｍｉＲ８７４ｍｉｍｉｃｓｇｒｏｕｐｗｉｔｈＰＤＧＦＢＢｔｒｅａｔｍｅｎｔ（ＰＤＧＦＢＢ＋ｍｉＲ
８７４ｍｉｍｉｃｓｇｒｏｕｐ），ＰＤＧＦＢＢｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｍｉＲＮＣｇｒｏｕｐ（ＰＤＧＦＢＢ＋ｍｉＲＮＣｇｒｏｕｐ），ｔｈｅｃｏｍｂｉｎｅｄ
ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｏｆｓｈＮＣａｎｄｍｉＲＮＣｇｒｏｕｐｗｉｔｈＰＤＧＦＢＢｔｒｅａｔｍｅｎｔ（ＰＤＧＦＢＢ＋ｓｈＮＣ＋ｍｉＲＮＣｇｒｏｕｐ），
ｔｈｅｃｏｍｂｉｎｅｄｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｏｆｓｈＭＡＬＡＴ１ａｎｄｍｉＲＮＣｇｒｏｕｐｗｉｔｈＰＤＧＦＢＢｔｒｅａｔｍｅｎｔ（ＰＤＧＦＢＢ＋ｓｈ
ＭＡＬＡＴ１＋ｍｉＲＮＣｇｒｏｕｐ）ｔｈｅｃｏｍｂｉｎｅｄｔｒｏｎｓｆｅｃｔｉｏｎｏｆｓｈＭＡＬＡＴ１ａｎｄｍｉＲ８７４ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐｗｉｔｈ
ＰＤＧＦＢＢｔｒｅａｔｍｅｎｔ（ＰＤＧＦＢＢ＋ｓｈＭＡＬＡＴ１＋ｍｉＲ８７４ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐ）．ＭＡＬＡＴＷＴｏｒＭＡＬＡＴＭＵＴ
ｓｅｑｕｅｎｃｅａｎｄｍｉＲ８７４ｍｉｍｉｃｓｏｒｍｉＲＮＣｗｅｒｅｃｏｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｉｎｔｏｔｈｅｐｓｉＣＨＥＣＫ２ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅｒｅｐｏｒｔｅｒ
ｖｅｃｔｏｒ．ＴｈｅｃｏｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｃｅｌｌｓｗｅｒｅｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏｍｉＲ８７４ｍｉｍｉｃｓ＋ＭＡＬＡＴＷＴｇｒｏｕｐ，ｍｉＲＮＣ＋ＭＡＬＡＴ
ＷＴｇｒｏｕｐ，ｍｉＲ８７４ｍｉｍｉｃｓ＋ＭＡＬＡＴＭＵＴｇｒｏｕｐａｎｄｍｉＲＮＣ＋ＭＡＬＡＴＭＵＴｇｒｏｕｐ．Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓ
ｏｆＭＡＬＡＴ１ａｎｄｍｉＲ８７４ｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＲＴＰＣＲ．ＴｈｅａｂｓｏｒｂａｎｃｅｖａｌｕｅｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＣＣＫ８ｍｅｔｈｏｄ，
ｗｈｉｃｈｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄｔｈｅｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｙ．Ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｍｉｇｒａｔｉｎｇｃｅｌｌｓｗａｓｃａｌｃｕｌａｔｅｄｂｙｔｒａｎｓｗｅｌｌ
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｔｏｒｅｐｒｅｓｅｎｔｔｈｅｍｉｇｒａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｙｏｆｃｅｌｌｓ．ＴｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆＩＬ１β，ＩＬ６ａｎｄＴＮＦαｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄ
ｂｙＥＬＩＳＡ．ＴｈｅｏｎｌｉｎｅｄａｔａｂａｓｅｓｔａｒｂａｓｅｗａｓｕｓｅｄｔｏｐｒｅｄｉｃｔｐｏｔｅｎｔｉａｌｂｉｎｄｉｎｇｓｉｔｅｓｂｅｔｗｅｅｎＭＡＬＡＴａｎｄ
ｍｉＲ８７４．ＤｏｕｂｌｅｌｕｃｉｆｅｒａｓｅｒｅｐｏｒｔｉｎｇｓｙｓｔｅｍｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｌｕｃｉｆｅｒａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｉｎＡＳＭＣｓｏｆｅａｃｈ
ｇｒｏｕｐ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＴｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｌｅｖｅｌｏｆＭＡＬＡＴ１ｉｎｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ＰＤＧＦＢＢ（６ｈ）ｇｒｏｕｐ，ＰＤＧＦＢＢ（１２ｈ）
ｇｒｏｕｐ，ＰＤＧＦＢＢ（１８ｈ）ｇｒｏｕｐａｎｄＰＤＧＦＢＢ（２４ｈ）ｇｒｏｕｐｗｅｒｅｉｎｃｒｅａｓｅｄｓｕｃｃｅｓｓｉｖｅｌｙ，ａｎｄｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅ
ｌｅｖｅｌｏｆｍｉＲ８７４ｗｅｒｅｄｅｃｒｅａｓｅｄｓｕｃｃｅｓｓｉｖｅｌｙ（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ
ａｎｄｍｉｇｒａｔｉｏｎｏｆｃｅｌｌｓａｎｄｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆＩＬ１β，ＩＬ６ａｎｄＴＮＦαｉｎｃｅｌｌｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｉｎＰＤＧＦＢＢｇｒｏｕｐ，
ＰＤＧＦＢＢ＋ｓｈＮＣｇｒｏｕｐａｎｄＰＤＧＦＢＢ＋ｓｈＭＡＬＡＴ１ｇｒｏｕｐ，ＰＤＧＦＢＢ＋ｍｉＲＮＣｇｒｏｕｐａｎｄＰＤＧＦＢＢ
＋ｍｉＲ８７４ｍｉｍｉｃｓｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｅｎｈａｎｃｅｄ；ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＰＤＧＦＢＢｇｒｏｕｐ，ｔｈｅａｂｏｖｅａｂｉｌｉｔｉｅｓ
ａｎｄｉｎｄｅｘｅｓｌｅｖｅｌｓｏｆＰＤＧＦＢＢ＋ｓｈＭＡＬＡＴ１ｇｒｏｕｐａｎｄＰＤＧＦＢＢ＋ｍｉＲ８７４ｍｉｍｉｃｓｇｒｏｕｐｗｅｒｅ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜０．０５）．ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｉＲＮＣ＋ＭＡＬＡＴ１ＷＴｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｌｕｃｉｆｅｒａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｉｎ
ｍｉＲ８７４ｍｉｍｉｃｓ＋ＭＡＬＡＴ１ＷＴｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄ；ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆｍｉＲ８７４ｉｎｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｓｈＭＡＬＡＴ１ｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜０．０５）．
ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｓｈＮＣ＋ｍｉＲＮＣｇｒｏｕｐ，ｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｍｉｇｒａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｙｏｆＰＤＧＦＢＢ＋ｓｈＮＣ＋
ｍｉＲＮＣｇｒｏｕｐ，ＰＤＧＦＢＢ＋ｓｈＭＡＬＡＴ１＋ｍｉＲＮＣｇｒｏｕｐａｎｄＰＤＧＦＢＢ＋ｓｈＭＡＬＡＴ１＋ｍｉＲ８７４
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄ；ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＰＤＧＦＢＢ＋ｓｈＮＣ＋ｍｉＲＮＣｇｒｏｕｐ，ｔｈｅａｂｏｖｅ
ａｂｉｌｉｔｙｏｆＰＤＧＦＢＢ＋ｓｈＭＡＬＡＴ１＋ｍｉＲ８７４ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜０．０５）．
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＩｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆＭＡＬＡＴ１／ｍｉＲ８７４ａｘｉｓｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｃａｎｐｌａｙａｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅｒｏｌｅｉｎＰＤＧＦＢＢ
ｉｎｄｕｃｅｄＡＳＭＣｓｂｙｒｅｄｕｃｉｎｇｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，ｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄｓｅｃｒｅｔｉｏｎｏｆｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｆａｃｔｏｒｓ．

［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ＬｏｎｇｎｏｎｃｏｄｉｎｇＲＮＡｍｅｔａｓｔａｓｉｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｌｕｎｇａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ１；
ＭｉｃｒｏＲＮＡ８７４；　Ａｉｒｗａｙｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌｓ；　Ｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｅ；　Ｃｅｌｌｍｉｇｒａｔｉｏｎ

　　支气管哮喘是一种常见的慢性呼吸道炎症性疾
病［１２］。尽管在治疗方面取得了很大进展，但哮喘仍是

导致肺部疾病发病率和死亡率高的重要原因［３］。转

移相关肺腺癌转录本１（ＭＡＬＡＴ１）是一种长链非编码
ＲＮＡ（ｌｎｃＲＮＡ），已被报道参与多种肿瘤和疾病的发生
与发展［４］。微小 ＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）是长度为１８～２５个核
苷酸的短链非编码内源性ＲＮＡ，可在转录后水平调节基
因表达［５］。有研究报道，ｍｉＲ８７４的异常表达可能与过
敏性鼻炎发展密切相关，并参与哮喘发病过程［６］。利用

生物信息学技术预测发现，ＭＡＬＡＴ１与 ｍｉＲ８７４存在
靶向调节的关系，但尚无相关研究报道。因此，本研究

通过检测血小板衍生因子ＢＢ（ＰＤＧＦＢＢ）刺激下气道
平滑肌细胞（ＡＳＭＣｓ）中 ＭＡＬＡＴ１和 ｍｉＲ８７４的表达，

明确 ＭＡＬＡＴ１／ｍｉＲ８７４轴在哮喘发展的过程中对
ＡＳＭＣｓ的增殖、迁移和炎性因子分泌的作用。

材料与方法

１．材料：ＡＳＭＣｓ购自中国科学院上海细胞库；
ＤＭＥＭ培养基、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室（８μｍ）购自美国Ｃｏｒｎｉｎｇ
公司；胎牛血清（ＦＢＳ）、ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ试
剂盒均购自美国Ｔｈｅｒｍｏ公司；ＰＤＧＦＢＢ购自美国Ｒ＆Ｄ
公司；ＴＲＩｚｏｌ试剂、Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００转染试剂均购自
美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；ＣＣＫ８试剂盒购自美国 Ｓｉｇｍａ公
司；ＴａｑＭａｎｍｉｃｒｏＲＮＡ逆转录试剂盒购自美国 Ａｐｐｌｉｅｄ
Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公司；ＥＬＩＳＡ试剂盒购自上海西唐生物科技
有限公司；ｍｉＲ８７４ｍｉｍｉｃｓ、ｍｉＲ８７４ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ及阴性对
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照序列ｍｉＲＮＣ和下调 ＭＡＬＡＴ１表达的 ｓｈＭＡＬＡＴ及
阴性对照序列 ｓｈＮＣ、携带与 ｍｉＲ８７４潜在结合位点
的ＭＡＬＡＴ野生型（ＭＡＬＡＴＷＴ）及其突变型（ＭＡＬＡＴ
ＭＵＴ）序列均购自广州锐博生物技术有限公司；ｐｓｉ
ＣＨＥＣＫ２荧光素酶报告载体购自美国 Ｐｒｏｍｅｇａ公司；
分光光度计购自美国 ＢｉｏＲａｄ公司；双荧光素酶分析
系统购自美国Ｐｒｏｍｅｇａ公司。
２．方法
（１）细胞培养、转染及分组：使用含 １０％ＦＢＳ的

ＤＭＥＭ培养基在３７℃、５％ ＣＯ２的培养箱中培养ＡＳＭＣｓ
过夜。取对数生长期 ＡＳＭＣｓ，按 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００转
染试剂说明书方法参考文献［７］进行转染，使用２５ｎｇ／
ｍｌ的ＰＤＧＦＢＢ处理 ＡＳＭＣｓ，并将 ＡＳＭＣｓ分为正常培
养的对照组（Ｃｏｎｔｒｏｌ组）、ＰＤＧＦＢＢ处理的 ＰＤＧＦＢＢ
组［再根据处理时间分为 ＰＤＧＦＢＢ（６ｈ）组、ＰＤＧＦＢＢ
（１２ｈ）组、ＰＤＧＦＢＢ（２８ｈ）组、ＰＤＧＦＢＢ（２４ｈ）组）］、
ＰＤＧＦＢＢ处理的转染 ｓｈＭＡＬＡＴ组（ＰＤＧＦＢＢ＋ｓｈ
ＭＡＬＡＴ组）、ＰＤＧＦＢＢ处理的转染 ｓｈＮＣ组（ＰＤＧＦ
ＢＢ＋ｓｈＮＣ组）、ＰＤＧＦＢＢ处理的转染ｍｉＲ８７４ｍｉｍｉｃｓ
组（ＰＤＧＦＢＢ＋ｍｉＲ８７４ｍｉｍｉｃｓ组）、ＰＤＧＦＢＢ处理的
转染 ｍｉＲＮＣ组（ＰＤＧＦＢＢ＋ｍｉＲＮＣ组）、ＰＤＧＦＢＢ
处理的联合转染 ｓｈＮＣ与 ｍｉＲＮＣ组（ＰＤＧＦＢＢ＋ｓｈ
ＮＣ＋ｍｉＲＮＣ组）、ＰＤＧＦＢＢ处理的联合转染 ｓｈＮＣ
与ｍｉＲＮＣ组（ＰＤＧＦＢＢ＋ｓｈＮＣ＋ｍｉＲＮＣ组）ＰＤＧＦ
ＢＢ处理的联合转染ｓｈＭＡＬＡＴ１与ｍｉＲＮＣ组（ＰＤＧＦ
ＢＢ＋ｓｈＭＡＬＡＴ１＋ｍｉＲＮＣ组）、ＰＤＧＦＢＢ处理的联合
转染 ｓｈＭＡＬＡＴ１与 ｍｉＲ８７４ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组（ＰＤＧＦＢＢ＋
ｓｈＭＡＬＡＴ１＋ｍｉＲ８７４ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组）。

（２）ＲＴＰＣＲ：采用ＴＲＩｚｏｌ法提取ＡＳＭＣｓ中总ＲＮＡ，
使用ＴａｑＭａｎｍｉｃｒｏＲＮＡ逆转录试剂盒合成 ｃＤＮＡ，然
后按照ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ试剂盒说明书方
法行ＲＴＰＣＲ检测ＭＡＬＡＴ１、ｍｉＲ８７４表达水平。

（３）ＣＣＫ８法：将各组 ＡＳＭＣｓ在３７℃、５％ＣＯ２的
培养箱中培养２４ｈ后向每孔加入１０μｌ的 ＣＣＫ８试
剂，在分光光度计４９０ｎｍ波长处检测每孔吸光度值代
表细胞增殖能力，每组设置５个复孔。

（４）Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验：取转染后ＡＳＭＣｓ按３×１０４个／
孔接种至Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室中，并加入２００μｌ不含ＦＢＳ的
ＤＭＥＭ培养基进行培养，下室为６００μｌ按方法（３）进
行处理分组。培养２４ｈ后，４％甲醛溶液固定１５ｍｉｎ，
０．４％结晶紫染色１０ｍｉｎ，选取５个视野在倒置显微镜
下计数迁移细胞数代表细胞迁移能力。

（５）ＥＬＩＳＡ试验：取各组ＡＳＭＣｓ的培养上清液，按
ＥＬＩＳＡ试剂盒说明书方法检测ＩＬ１β、ＩＬ６和肿瘤坏死
因子（ＴＮＦ）α水平。

（６）双荧光素酶基因报告实验：使用在线数据库
ｓｔａｒｂａｓｅ（２．０版；ｈｔｔｐ：／／ｓｔａｒｂａｓｅ．ｓｙｓｕ．Ｅｅｄｕ．ｃｎ）预测
ＭＡＬＡＴ和ｍｉＲ８７４之间的潜在结合位点。将 ＭＡＬＡＴ
ＷＴ或ＭＡＬＡＴＭＵＴ序列和ｍｉＲ８７４ｍｉｍｉｃｓ或ｍｉＲＮＣ
共同转染入 ｐｓｉＣＨＥＣＫ２荧光素酶报告载体中，并将
共转染的细胞分为 ｍｉＲ８７４ｍｉｍｉｃｓ＋ＭＡＬＡＴＷＴ组、
ｍｉＲＮＣ＋ＭＡＬＡＴＷＴ组、ｍｉＲ８７４ｍｉｍｉｃｓ＋ＭＡＬＡＴ
ＭＵＴ组和ｍｉＲＮＣ＋ＭＡＬＡＴＭＵＴ组。培养４８ｈ后，采
用双荧光素酶报告系统检测各组 ＡＳＭＣｓ中荧光素酶
活性。

３．统计学处理：应用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ７．０软件进
行统计分析。符合正态分布的计量资料以 珋ｘ±ｓ表示，
多组间比较采用单因素方差分析，组间两两比较采用

ＬＳＤｔ检验。以Ｐ＜０．０５表示差异有统计学意义。

结　　果

１．不同ＰＤＧＦＢＢ处理时间组 ＡＳＭＣｓ中 ＭＡＬＡＴ１
与ｍｉＲ８７４表达水平比较：Ｃｏｎｔｒｏｌ组、ＰＤＧＦＢＢ（６ｈ）
组、ＰＤＧＦＢＢ（１２ｈ）组、ＰＤＧＦＢＢ（１８ｈ）组及ＰＤＧＦＢＢ
（２４ｈ）组细胞 ＭＡＬＡＴ１相对水平依次升高，ｍｉＲ８７４
相对水平依次降低（Ｐ＜０．０５）。见表１。

表１　不同ＰＤＧＦＢＢ处理时间组ＡＳＭＣｓ中ＭＡＬＡＴ１与
ｍｉＲ８７４表达水平比较（珋ｘ±ｓ，ｎ＝５）

组别 ＭＡＬＡＴ１ ｍｉＲ８７４

Ｃｏｎｔｒｏｌ组 １．００±０．１７ １．００±０．１２
ＰＤＧＦＢＢ（６ｈ）组 １．６３±０．２４ａ ０．７３±０．１４ａ

ＰＤＧＦＢＢ（１２ｈ）组 ２．５６±０．１９ａｂ ０．５６±０．１０ａｂ

ＰＤＧＦＢＢ（１８ｈ）组 ４．０８±０．３６ａｂｃ ０．３９±０．１４ａｂｃ

ＰＤＧＦＢＢ（２４ｈ）组 ６．４７±０．４２ａｂｃｄ ０．２５±０．１１ａｂｃｄ

　　注：与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，ａＰ＜０．０５；与 ＰＤＧＦＢＢ（６ｈ）组比较，ｂＰ＜
０．０５；与ＰＤＧＦＢＢ（１２ｈ）组比较，ｃＰ＜０．０５；与 ＰＤＧＦＢＢ（１８ｈ）组比
较，ｄＰ＜０．０５

　　２．下调 ＬｎｃＲＮＡＭＡＬＡＴ１表达对 ＡＳＭＣｓ增殖与
迁移能力和炎症因子水平的影响：与Ｃｏｎｔｒｏｌ组（１．００±
０．１４）比较，ＰＤＧＦＢＢ＋ｓｈＭＡＬＡＴ１组（０．２７±０．０８）
细胞ＭＡＬＡＴ１表达水平降低（Ｐ＜０．０１），但 ＰＤＧＦＢＢ
＋ｓｈＮＣ组（０．９４±０．１８）细胞ＭＡＬＡＴ１表达水平无明
显变化（Ｐ＞０．０５）。与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，ＰＤＧＦＢＢ组、
ＰＤＧＦＢＢ＋ｓｈＮＣ组和ＰＤＧＦＢＢ＋ｓｈＭＡＬＡＴ１组细胞
增殖能力、迁移能力和细胞上清液中 ＩＬ１β、ＩＬ６和
ＴＮＦα水平均明显增强；与 ＰＤＧＦＢＢ组比较，ＰＤＧＦ
ＢＢ＋ｓｈＭＡＬＡＴ１组细胞上述能力与指标水平均明显
降低（Ｐ＜０．０５），ＰＤＧＦＢＢ＋ｓｈＮＣ组无明显改变（Ｐ
＞０．０５）。见表２。
　　３．过表达 ｍｉＲ８７４对 ＡＳＭＣｓ增殖与迁移能力和
炎症因子水平的影响：与Ｃｏｎｔｒｏｌ组（１．００±０．０８）比
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表２　各组ＡＳＭＣｓ增殖与迁移能力和炎症因子水平的影响
（珋ｘ±ｓ，ｎ＝５）

组别
增殖能力

（％）
迁移能力

（个）

ＩＬ１β
（ｐｇ／ｍｌ）

ＩＬ６
（ｐｇ／ｍｌ）

ＴＮＦα
（ｐｇ／ｍｌ）

Ｃｏｎｔｒｏｌ组 １００．０±０．０ ３３．６±７．５ １．９±０．７２５５．２±４４．３１２．０±１．２
ＰＤＧＦＢＢ组 １６６．７±１５．０ａ１３３．９±１９．５ａ ７．０±１．２ａ ７１９．８±１１５．３ａ２８．３±２．５ａ

ＰＤＧＦＢＢ＋
ｓｈＮＣ组 １７０．３±１３．３ａ１２８．１±２１．２ａ ６．８±１．４ａ ７０７．４±１３６．１ａ３０．２±２．２ａ

ＰＤＧＦＢＢ＋
ｓｈＭＡＬＡＴ１组 １２９．２±１２．５ａｂ７９．８±１０．０ａｂ３．９±０．７ａｂ ５２５．８±９４．３ａｂ１７．５±３．１ａｂ

　　注：与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，ａＰ＜０．０５；与ＰＤＧＦＢＢ组比较，ｂＰ＜０．０５

较，ＰＤＧＦＢＢ＋ｍｉＲ８７４ｍｉｍｉｃｓ组（４．１７±０．２８）细胞
ｍｉＲ８７４表达水平明显升高（Ｐ＜０．０１），ＰＤＧＦＢＢ＋
ｍｉＲＮＣ组（０．８９±０．１５）细胞 ｍｉＲ８７４表达水平无明
显变化（Ｐ＞０．０５）。与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，ＰＤＧＦＢＢ组、
ＰＤＧＦＢＢ＋ｍｉＲＮＣ组和ＰＤＧＦＢＢ＋ｍｉＲ８７４ｍｉｍｉｃｓ组
细胞增殖能力、迁移能力和细胞上清液中 ＩＬ１β、ＩＬ６
和ＴＮＦα水平均明显升高；与 ＰＤＧＦＢＢ组比较，
ＰＤＧＦＢＢ＋ｍｉＲ８７４ｍｉｍｉｃｓ组细胞上述能力与指标水
平均明显降低（Ｐ＜０．０５），ＰＤＧＦＢＢ＋ｍｉＲＮＣ组无明
显变化（Ｐ＞０．０５）。见表３。

表３　各组ＡＳＭＣｓ增殖与迁移能力和炎症因子水平的影响
（珋ｘ±ｓ，ｎ＝５）

组别
增殖能力

（％）
迁移能力

（个）

ＩＬ１β
（ｐｇ／ｍｌ）

ＩＬ６
（ｐｇ／ｍｌ）

ＴＮＦα
（ｐｇ／ｍｌ）

Ｃｏｎｔｒｏｌ组 １００．０±０．０ ２７．９±１０．１２．１±０．１２４８．９±６２．４１０．６±１．３
ＰＤＧＦＢＢ组 １７２．１±２３．４ａ１２９．２±２２．６ａ ６．９±１．７ａ ８０９．４±１３４．６ａ２９．７±１．９ａ

ＰＤＧＦＢＢ＋
ｍｉＲＮＣ组 １６８．１±１９．３ａ１３２．３±１８．７ａ ６．７±１．５ａ ７６２．８±１２７．２ａ３１．１±２．０ａ

ＰＤＧＦＢＢ＋ｍｉＲ
８７４ｍｉｍｉｃｓ组 １３４．６±１６．７ａｂ１０４．７±１６．５ａｂ４．１±１．０ａｂ ５８２．８±１０９．３ａｂ２０．１±２．３ａｂ

　　注：与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，ａＰ＜０．０５；与ＰＤＧＦＢＢ组比较，ｂＰ＜０．０５

　　４．ＭＡＬＡＴ１与 ｍｉＲ８７４的调控关系：在线数据库
Ｓｔａｒｂａｓｅ预测结果显示，ＭＡＬＡＴ１和ｍｉＲ８７４之间存在
潜在结合位点。见图１。双荧光素酶基因报告实验结
果表明，与ｍｉＲＮＣ＋ＭＡＬＡＴ１ＷＴ组细胞（１．０３±０．０９）
比较，ｍｉＲ８７４ｍｉｍｉｃｓ＋ＭＡＬＡＴ１ＷＴ组细胞（０．３１±
０．０８）荧光素酶活性显著降低（Ｐ＜０．０５），但 ｍｉＲＮＣ
＋ＭＡＬＡＴ１ＭＵＴ组（１．０７±０．０６）和 ｍｉＲ８７４ｍｉｍｉｃｓ＋
ＭＡＬＡＴ１ＷＴ组（０．９７±０．０４）细胞荧光素酶活性改变无
统计学意义（Ｐ＞０．０５）。与Ｃｏｎｔｒｏｌ组（１．０２±０．１０）比
较，转染ｓｈＭＡＬＡＴ１后细胞ｍｉＲ８７４表达水平（３．６２±
０．２６）明显升高（Ｐ＜０．０１），转染 ｓｈＮＣ后细胞 ｍｉＲ
８７４表达水平（０．９３±０．１１）比较差异无统计学意义
（Ｐ＞０．０５）。
　　５．ＭＡＬＡＴ１／ｍｉＲ８７４轴对ＡＳＭＣｓ增殖与迁移能力
的影响：与 ｓｈＮＣ＋ｍｉＲＮＣ组比较，ＰＤＧＦＢＢ＋ｓｈＮＣ
＋ｍｉＲＮＣ组、ＰＤＧＦＢＢ＋ｓｈＭＡＬＡＴ１＋ｍｉＲＮＣ组

图１　Ｓｔａｒｂａｓｅ预测ＭＡＬＡＴ１和ｍｉＲ８７４的结合位点

和ＰＤＧＦＢＢ＋ｓｈＭＡＬＡＴ１＋ｍｉＲ８７４ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组细胞
增殖能力与迁移能力均明显升高；与 ＰＤＧＦＢＢ＋ｓｈ
ＮＣ＋ｍｉＲＮＣ组比较，ＰＤＧＦＢＢ＋ｓｈＭＡＬＡＴ１＋ｍｉＲ
８７４ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组细胞上述能力均明显降低（Ｐ＜０．０５）。
见表４。

表４　各组ＡＳＭＣｓ增殖能力和迁移能力比较（珋ｘ±ｓ，ｎ＝５）

组别 增殖能力（％） 迁移能力（个）

ｓｈＮＣ＋ｍｉＲＮＣ组 １００．００±０．００ ３０．７８±６．２５

ＰＤＧＦＢＢ＋ｓｈＮＣ＋ｍｉＲＮＣ组 １８１．４２±１７．６５ａ １２１．４３±１１．７０ａ

ＰＤＧＦＢＢ＋ｓｈＭＡＬＡＴ１＋ｍｉＲＮＣ组 １２９．７１±１２．０１ａ ５７．２９±１０．３８ａ

ＰＤＧＦＢＢ＋ｓｈＭＡＬＡＴ１＋
ｍｉＲ８７４ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组 １４８．６３±１５．２８ａｂ ９１．０４±１２．１９ａｂ

　　注：与 ｓｈＮＣ＋ｍｉＲＮＣ组比较，ａＰ＜０．０５；与 ＰＤＧＦＢＢ＋ｓｈＮＣ＋
ｍｉＲＮＣ组比较，ｂＰ＜０．０５

讨　　论

ＡＳＭＣｓ的异常增殖和迁移在哮喘的发病机制中
具有重要作用［８］。ＰＤＧＦＢＢ能诱导 ＡＳＭＣｓ增殖和迁
移，常用ＰＤＧＦＢＢ诱导ＡＳＭＣｓ增殖和迁移作为体外研
究哮喘中 ＡＳＭＣｓ功能障碍的细胞模型［４］。ＭＡＬＡＴ１
是一种进化上高度保守且广泛表达的ｌｎｃＲＮＡ，可参与
调控多种生理病理过程［９］。在脂多糖诱导的急性肺损

伤模型中，ＭＡＬＡＴ１可通过靶向调控ｍｉＲ１４９的表达，
上调肺上皮细胞中细胞核因子κＢ（ＮＦκＢ）途径的活
化水平，从而促进髓样分化因子８８的表达和炎症因子
ＴＮＦα、ＩＬ１β和 ＩＬ６的分泌［１０］。在慢性阻塞性肺疾

病中，ＭＡＬＡＴ１在患者肺组织中的表达异常升高，抑制
ＭＡＬＡＴ１可促进肺成纤维细胞的增殖并降低促纤维化
细胞因子如纤维连接蛋白和 α平滑肌肌动蛋白的表
达［１１］。而在哮喘的发病过程中，ＭＡＬＡＴ１的具体作用
尚处在探究中。Ｈｕａｎｇ等［１２］在哮喘患者血清样本中

发现 ＭＡＬＡＴ１上调，ｍｉＲ２１６ａ下调，抑制 ＭＡＬＡＴ１可
增加ｍｉＲ２１６ａ的表达，并削弱 ＡＳＭＣｓ的增殖与迁移
能力。本研究结果显示，ＰＤＧＦＢＢ可促进 ＡＳＭＣｓ中
ＭＡＬＡＴ１表达上调，而ｍｉＲ８７４表达被抑制，进一步的
实验结果显示，下调 ＭＡＬＡＴ１或过表达 ｍｉＲ８７４均能
抑制 ＰＤＧＦＢＢ作用下 ＡＳＭＣｓ增殖和迁移能力的升
高，并降低细胞对炎症因子 ＩＬ６，ＴＮＦα和 ＩＬ１β的释
放。这与既往研究结果一致，均表明下调 ＭＡＬＡＴ１的
表达水平可抑制ＡＳＭＣｓ增殖、迁移和炎症反应。

在哮喘中，ＴＮＦα可显著下调胎儿气道平滑肌细
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胞中ｍｉＲ８７４的表达，并抑制细胞增殖、迁移和平滑肌
细胞的重塑。这提示 ｍｉＲ８７４参与哮喘发病过程，并
能对ＡＳＭＣｓ功能发挥保护作用。本研究结果也表明
过表达 ｍｉＲ８７４可抑制 ＡＳＭＣｓ增殖、迁移和炎症反
应。同时，本研究采用生物学信息预测发现，ＭＡＬＡＴ１
与ｍｉＲ８７４存在靶向关系，双荧光素酶基因报告实验
结果与ＲＴＰＣＲ检测结果也证实了两者的调控关系。
此外，在ＡＳＭＣｓ的生物学行为中也表明，抑制ｍｉＲ８７４
表达部分抵消了下调 ＭＡＬＡＴ１对 ＰＤＧＦＢＢ诱导的
ＡＳＭＣｓ功能的保护作用。这表明ＭＡＬＡＴ１与ｍｉＲ８７４
的相互作用影响哮喘发病中ＡＳＭＣｓ的功能改变。

综上所述，本研究结果表明抑制 ＭＡＬＡＴ１／ｍｉＲ
８７４轴表达可通过降低细胞增殖、迁移和炎症因子分
泌在ＰＤＧＦＢＢ诱导的ＡＳＭＣｓ中发挥保护作用。
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（本文编辑：余晓曼）

［关键词］　高尿酸血症；　痛风；　急性发作；　骨科；　围手术期
［中图分类号］　Ｒ６５９；Ｒ５８９．７　　　　［文献标识码］　Ａ

　　痛风是因体内嘌呤代谢紊乱，尿酸生成增多或排出减少，
引起单钠尿酸盐在关节腔、筋膜、肾脏等组织器官沉积并诱发

组织炎症反应的一类疾病［１］，临床分期可分为无症状高尿酸血

症期、痛风性关节炎期、痛风发作间歇期、慢性痛风性关节炎期

和肾脏病变期［２］。文献报道在创伤、手术、心理等应激因素作

用下，可诱发痛风急性发作［３］，而急性发作诊断主要依据典型

临床表现及血液学检测尿酸水平高于正常，但仍有１１％～４９％
患者在痛风急性发作期血尿酸水平保持正常［４］。本研究旨在

对比研究痛风急性发作期高尿酸血症与尿酸水平正常患者的

临床特点，以指导疾病的预防、诊断及治疗。

对象与方法

１．对象：选取２０１８年１月～２０２０年１２月在我院骨科住院

期间出现痛风急性发作患者６４例，其中男５５例、女９例，年龄

１６～７５岁，平均年龄（５３．７３±１４．５５）岁。纳入标准：（１）均符合
２０１５年美国风湿学会／欧洲抗风湿联盟痛风分类标准［５］，发作

部位均行肌骨超声证实滑膜或软骨至少存在下列任一阳性征

象：①可见尿酸盐结晶，存在痛风石、双轨征；②相比对侧滑膜

明显增厚；③软骨表面存在凹陷缺损侵袭表现；（２）诱发因素为
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