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摘  要 

I 型超敏反应是一种常见的超敏反应，发病机制主要为 IgE 与肥大细胞表面的高亲

和力受体 FcεRI 结合，诱导肥大细胞脱颗粒释放炎症介质。I 型超敏反应相关的治疗药

物大多用于预防与控制症状，并不能够治愈疾病。miRNA 是一类参与多种生理活动的

微小 RNA，可以对其靶向的 mRNA 编码蛋白过程起到负调控作用，目前已成为研究疾

病发病机制与药物研发的热点。本研究对 IgE 诱导 I 型超敏反应细胞进行全转录组测序，

筛选到 miR-128-1-5p 及其靶基因 EGR3，以 RBL-2H3 细胞与哮喘小鼠模型作为体外与

体内实验对象，研究了 miR-128-1-5p对 I型超敏反应的调控作用与分子机制。主要研究

内容如下： 

第一部分：筛选 I型超敏反应相关 miRNA。对 IgE诱导 I型超敏反应后的 RBL-2H3

细胞进行全转录组测序分析，获得了 DEmiRNA-DEmRNA 调控网络，从调控网络中选

择差异下调最显著的 miR-128-1-5p，以及其靶基因 EGR3作为研究对象。通过 qRT-PCR

对其表达水平进行验证。 

第二部分：抑制/过表达 miR-128-1-5p 对 I 型超敏反应的调控作用及机制。本实验

通过设计 miRNA 模拟物（mimics）与抑制剂（inhibitor）对 miR-128-1-5p 进行过表达

与抑制。通过检测细胞形态、β-氨基己糖苷酶（β-Hex）与组胺释放量以及细胞凋亡情

况，评价 miR-128-1-5p对 RBL-2H3细胞脱颗粒水平调控作用。结果显示，过表达 miR-

128-1-5p 后可以抑制 IgE 诱导细胞形态变化、减少 β-Hex 与组胺释放、减轻细胞凋亡。

抑制 miR-128-1-5p 与过表达 miR-128-1-5p 结果相反，显著增加 RBL-2H3 细胞脱颗粒程

度。 

第三部分：miR-128-1-5p 靶向 EGR3 基因调控 I 型超敏反应。通过 miranda、

miRWalk 与 targetscan 数据库筛选出 miR-128-1-5p 的靶基因， qRT-PCR 与 Western blot

检测结果显示，miR-128-1-5p可负调控 EGR3表达；双荧光素酶报告实验表明二者具有

靶向关系。利用 siRNA 敲低 EGR3 基因，同时对 miR-128-1-5p 进行过表达或抑制，检

测细胞脱颗粒程度。结果显示，在敲低 EGR3 的情况下，过表达 miR-128-1-5p 后对细

胞脱颗粒水平有进一步改善，抑制 miR-128-1-5p 后则不会加剧细胞脱颗粒程度。并且

过表达 miR-128-1-5p 后可以降低 IgE-FcεRI 下游信号分子 ERK 与 AKT 的磷酸化程度。
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结果表明，miR-128-1-5p 通过靶向 EGR3 基因达到调控 I 型超敏反应的作用。 

第四部分：miR-128-1-5p 在体内对 I 型超敏反应的抑制作用。使用腹腔注射 OVA

致敏小鼠，雾化吸入 OVA激发的方法建立小鼠哮喘模型。对 mimics进行化学结构修饰

合成agomir，通过滴鼻给药达到miR-128-1-5p在体内过表达作用，使用11R-VIVIT-TFA

阻断 EGR3信号通路，抑制 EGR3基因表达。同时，使用地塞米松作为阳性对照药物。

通过检测血清与肺泡灌洗液（BALF）中相关细胞因子水平、BALF 中细胞分类变化以

及肺组织相关 RNA与蛋白表达等指标，并结合 HE与 Masson染色检测肺组织病理学变

化情况，综合分析 miR-128-1-5p 对小鼠哮喘的治疗作用。结果表明，miR-128-1-5p 可

以降低细胞因子水平、粒细胞数量、肺组织病变程度以及纤维化面积，在体内过表达

后仍可以对 EGR3 起到负调控作用。过表达 miR-128-1-5p 对小鼠哮喘具有显著的治疗

效果。 

综上所述，本研究通过全转录组测序筛选到 I 型超敏反应相关 miR-128-1-5p，体内、

体外实验表明该 miRNA 可靶向 EGR3，调控 ERK 与 AKT 信号通路，达到抑制 I 型超

敏反应的作用。实验结果首次验证了 miR-128-1-5p对 I型超敏反应具有调控作用，为探

索该反应发病机制及深入研究 miR-128-1-5p 功能提供了实验依据。 

 

关键词 I 型超敏反应  miR-128-1-5p  EGR3 



Abstract 

III 

 

Abstract 

Type I hypersensitivity is a common hypersensitivity reaction, its pathogenesis is that IgE 

binds to FcεRI, a high affinity receptor on the surface of mast cells, which induces mast cell 

degranulation to release inflammatory mediators. Most of the therapeutic drugs associated with 

type I hypersensitivity reactions are used to prevent and control symptoms and do not cure the 

disease. MiRNAs are a class of small RNAs involved in a variety of physiological activities 

that can negatively regulate the process of their targeted mRNA-encoded proteins. They have 

become a hotspot for the study of disease pathogenesis and drug development. In this study, we 

performed transcriptome sequencing of IgE-induced type I hypersensitivity cells. MiR-128-1-

5p and its target gene EGR3 were screened. The role and molecular mechanism of miR-128-1-

5p in the regulation of type I hypersensitivity reaction was investigated using RBL-2H3 cells 

and an asthma mouse model as in vitro and in vivo experimental subjects. The main research 

content is as follows: 

Part I: Screening for type I hypersensitivity reaction related miRNAs. The DEmiRNA-

DEmRNA regulatory network was obtained by transcriptome sequencing analysis of RBL-2H3 

cells after IgE-induced type I hypersensitivity reaction. MiR-128-1-5p, which was differentially 

down-regulated with the largest multiplicity of down-regulation, was selected from the 

regulatory network, as well as its target gene, EGR3, as the object of study. Their expression 

levels were verified by qRT-PCR. 

Part II: Regulatory effects and mechanisms of inhibition/overexpression of miR-128-1-5p 

on type I hypersensitivity reactions. In this experiment, miR-128-1-5p was overexpressed and 

inhibited by designing miRNA mimics and inhibitor. The role of miR-128-1-5p in regulating 

the level of degranulation of RBL-2H3 cells was evaluated by detecting cell morphology, β-

aminohexosidase (β-Hex) and histamine release, and apoptosis. The results showed that 

overexpression of miR-128-1-5p inhibited IgE-induced cell morphology changes, reduced β-

Hex and histamine release, attenuated apoptosis. Inhibition of miR-128-1-5p significantly 

increased the degree of degranulation in RBL-2H3 cells in contrast to overexpression of miR-

128-1-5p. 

Part III: MiR-128-1-5p targets EGR3 gene to regulate type I hypersensitivity. The target 

genes of miR-128-1-5p were screened by miranda, miRWalk and targetscan databases, and the 
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results of qRT-PCR and Western blot showed that miR-128-1-5p could negatively regulate the 

expression of EGR3, and the dual-luciferase reporter assay indicated that the two have a 

targeting relationship. The degree of cell degranulation was detected by knocking down the 

EGR3 gene using siRNA while overexpressing or inhibiting miR-128-1-5p. The results showed 

that overexpression of miR-128-1-5p further improved the level of cell degranulation when 

EGR3 was knocked down, while inhibition of miR-128-1-5p did not exacerbate the level of cell 

degranulation. Moreover, overexpression of miR-128-1-5p reduced the phosphorylation of IgE-

FcεRI downstream signaling molecules ERK and AKT. The results suggest that miR-128-1-5p 

regulates type I hypersensitivity by targeting the EGR3 gene. 

Part IV: MiR-128-1-5p Inhibits type I hypersensitivity in vivo. A mice asthma model was 

established using intraperitoneal injection of OVA-sensitized mice and nebulized inhalation of 

OVA-primed. Chemical structure modification of mimics was performed to synthesize agomir, 

which was administered by nasal drops to achieve the overexpression effect of miR-128-1-5p 

in vivo, and 11R-VIVIT-TFA was used to block the EGR3 signaling pathway and inhibit the 

expression of EGR3 gene. Meanwhile, dexamethasone was used as a positive control drug. The 

therapeutic effects of miR-128-1-5p on asthma in mice were comprehensively analyzed by 

detecting the levels of relevant cytokines in serum and alveolar lavage fluid (BALF), the 

changes of cell classification in BALF, the expression of relevant RNA and protein in lung 

tissues, as well as combining with HE and Masson staining to detect the changes in lung 

histopathology. The results showed that miR-128-1-5p could reduce cytokine levels, 

granulocyte number, lung tissue lesion degree, fibrotic area, and could still negatively regulate 

EGR3 after overexpression in vivo. Overexpression of miR-128-1-5p had a significant 

therapeutic effect on asthma in mice. 

In summary, in this study, miR-128-1-5p related to type I hypersensitivity reaction was 

screened by transcriptome sequencing. The in vivo and in vitro experiments showed that this 

miRNA could target EGR3, modulate ERK and AKT signaling pathway, and inhibit type I 

hypersensitivity reaction. The experimental results verified for the first time that miR-128-1-5p 

has a regulatory effect on type I hypersensitivity reaction, which provides an experimental basis 

for exploring the pathogenesis of this reaction and in-depth research on the function of miR-

128-1-5p. 

Keywords Type I hypersensitivity reaction  miR-128-1-5p  EGR3
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第一章  绪论 

1.1  I 型超敏反应 

1.1.1  I 型超敏反应的发生 

超敏反应是抗原性物质进入机体产生特异性抗体，与再次进入的抗原结合导致的

免疫应答，分为 I、II、III、IV 型超敏反应，其中临床最常见的是 I 型超敏反应[1]。I 型

超敏反应是免疫球蛋白 E（Immunoglobulin E，IgE）与肥大细胞或嗜碱性粒细胞等效应

细胞释放组胺及炎症介质的过程，IgE 受体主要包括 FcεRI、FcεRII 以及 FcεRIII 三种类

型，其中 IgE 与其高亲和力受体 FcεRI 结合是 I 型超敏反应最重要的环节之一。I 型超

敏反应属于 II 型免疫反应，由辅助性 T 细胞 2（T helper 2 cell，Th2）对过敏原做出响

应，促使 IgE 抗体的合成，随后 IgE 抗体与 FcεRI 结合，使细胞致敏，在随后遇到同源

过敏原时被激发，促使肥大细胞释放多种炎症介质，包括组胺、蛋白酶类胰蛋白酶和

糜酶、促炎脂质介质以及新合成的生长因子、细胞因子和趋化因子等[2-5]。 

1.1.2  I 型超敏反应相关药物 

目前临床用于治疗 I 型超敏反应的常用药物主要有糖皮质激素、抗组胺药、过敏反

应介质阻释药、白三烯受体拮抗剂、免疫抑制剂等，这些药物仅能预防或改善 I 型超敏

反应症状。2004年，以 IgE-FcεRI通路为靶点开发了靶向治疗药物奥马珠单抗，用于重

度哮喘的治疗，后续人们以 IgE 为靶点还开发了抗 IgE 抗体、抗 FcεRI 抗体以及 IgE 分

子类似物等多种药物[6]，取得了良好的治疗效果，但仍不能完全治愈疾病。 

1.2  microRNA 的研究进展 

1.2.1  全转录组测序 

转录组测序是一项可以检测组织或细胞中不同 RNA 表达量，发现新转录本的技术，

转录组早期通常默认为 mRNA。随着全转录组测序技术的发展，相较于转录组测序增

加了微小核糖核酸（microRNA，miRNA）、长链非编码 RNA（long noncoding RNA，

lncRNA）和环状 RNA（circular RNA，circRNA）等非编码 RNA 的检测与鉴定。在基

本的调控网络中，转录因子通过与基因的序列结合对其诱导或抑制，除蛋白质外，非

编码 RNA也可以从不同水平上对基因表达进行调控。miRNA是在动物、植物和一些病
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毒中发现的一类小非编码 RNA，它们对 mRNA 起到负调控作用[7]。除了直接对 mRNA

调控外，mRNA、lncRNA、circRNA 和假基因等可以作为竞争性内源 RNA（competing 

endogenous RNA，ceRNA），通过 miRNA 应答元件竞争性结合同一个 miRNA，对彼此

的表达水平与生物学功能进行调控。 

1.2.2  miRNA 的生物发生与作用机制 

自 1993 年在秀丽隐杆线虫中发现了第一个 miRNA 以来，目前在 miRBase 数据库

中被注释到的成熟 miRNA 达到了 48860 个。一些具有单独启动子的 miRNA 基因可以

自主转录为初级 RNA，称为 pri-miRNA，还有一些依靠其宿主基因中共同的启动子转

录[8]。大多数 miRNA 基因通过 RNA 聚合酶 II（RNA polymerase II，Pol II）被转录为包

含一个或几个茎环结构的 pri-miRNA，在细胞核中被切割成为前体 miRNA（pre-

miRNA），一个约 70 个核苷酸大小的的茎环结构，随后通过输出蛋白 5（exportin 5，

XPO5）和 Ras 相关核蛋白（Ras-related nuclear protein，RAN）输出到细胞质中[9-11]。 

在胞质中，Dicer 蛋白在靠近 pre-miRNA 茎环部分将其切割为小的双链 RNA。

Argonaute（AGO）家族蛋白是一种在 RNA 沉默中起核心作用的蛋白，在 ATP 依赖性

伴侣蛋白的辅助下，双链 miRNA 被装载到 AGO 蛋白中，当 AGO 蛋白恢复原始构象

后，miRNA 双链中的客体链退出生成成熟的单链 miRNA[9]。剩下的 miRNA 单链与

AGO蛋白复合物即作为稳定的RNA诱导沉默复合物（RNA-induced silencing complex，

RISC）发挥生物学作用，RISC 可以通过碱基配对的方式识别目标 mRNA[12]。 

miRNA 可以通过囊泡或蛋白-miRNA 复合物在细胞间进行传输。胞外的 miRNA 被

包裹在囊泡中，与细胞表面受体结合，这些受体可能是四跨膜蛋白、抗原识别受体等，

通过激活细胞内信号通路、膜融合或吞噬作用进入细胞质中，有选择性地靶向细胞内

特定位置。大多数 miRNA 与核糖核蛋白 AGO 结合形成成熟单链 miRNA 调节 mRNA

水平。有研究发现，miRNA 还可以与低密度脂蛋白（low density lipoprotein，LDL）、

高密度脂蛋白（high density lipoprotein，HDL）、核糖核蛋白等形成复合物。与 HDL 结

合的 miRNA 可以通过 B 类 I 型清除受体进入细胞内调节基因表达[13]。 

在植物中，miRNA通过精确的序列互补与 mRNA靶标结合，从而导致 mRNA的断

裂[14]。相反，在哺乳动物中则不需要与 mRNA 精确配对。据预测，在哺乳动物中，

miRNA 可以控制 60%以上的编码蛋白质基因的活性，并参与迄今为止所研究的几乎所
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有细胞过程的调控[15]。在动物中，miRNA 的 RISC 中 AGO 蛋白可以使 miRNA 免受降

解，组织其与互补序列配对，促进在细胞内寻找与识别靶标[16]。miRNA 种子序列与目

标 mRNA的 3’ 非翻译区（3′ untranslated region，3’UTR）内的位点之间的碱基配对时，

有一些 mRNA 中未配对的序列元件对靶向也有促进作用[17]。当种子序列与 mRNA 3’ 

UTR 区域完全互补配对时，AGO 蛋白可以直接切割 mRNA，使其特异性降解。不完全

互补时，借助 miRNA 可与靶 mRNA 3’UTR 结合的特性，可以招募到特定的 mRNA，

之后 AGO 蛋白中间结构域与含三核苷酸重复序列的适配子 6（trinucleotide repeat 

containing 6，TNRC6）结合，招募可以与 mRNA 的 7 甲基鸟嘌呤（N7-methylguanosine，

m7G）帽子结合的蛋白质，抑制其翻译，或通过影响靶 mRNA 的脱腺嘌呤反应，使其

多聚腺苷酸 A（polyA）尾缩短，导致 mRNA 与 polyA 结合蛋白结合受阻，影响蛋白质

翻译的起始[18]。 

1.2.3  miRNA 对疾病的调控 

miRNA 通过与多个靶基因相互作用参与许多重要生物过程，在心血管、癌症、过

敏、神经系统、纤维化以及病毒感染等多种疾病的进展中起到关键的调控作用[19-21]。 

1.2.3.1  miRNA 与心血管疾病 

miRNA 在心脏肥大、纤维化和心肌梗死等心血管疾病进展的不同方面发挥关键

作用。在肌细胞纤维化过程中，miR-21 显著升高，导致心肌肥大[22]。miR-143/145

家族可以靶向几种编码参与血管平滑肌细胞增殖和分化蛋白的 mRNA，在小鼠模型

中下调导致高血压和心力衰竭[23]。体外研究表明，miR-29 水平增加会诱导原代心肌

细胞肥大，在体内敲低 miR-29 可以预防小鼠心脏压力过载，改善心脏相关疾病[24]。 

1.2.3.2  miRNA 与癌症 

miRNA 在癌症中被分类为抑癌 miRNA 和致癌 miRNA，抑癌 miRNA 会在癌症

中下调，致癌 miRNA 则会在癌症发生时上调，抑制其靶向的肿瘤抑制因子表达。

miR-34a 是一种肿瘤抑制调控因子，在急性髓系白血病细胞中下调，导致其靶向的

高迁移率族蛋白 B1（high mobility group box 1 protein，HMGB1）mRNA 和蛋白的

表达升高，促进急性髓系白血病细胞凋亡[25]。miR-155 在许多侵袭性癌症中表达上

调，是一种致癌 miRNA，使其过表达后会抑制转化生长因子 β 受体 2（transforming 

Growth Factor-β）的表达，促进胃癌细胞的增殖和迁移[26]。 
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1.2.3.3  miRNA 与过敏性疾病 

过敏性疾病中的 miRNA 也被广泛研究，在特应性皮炎、过敏性鼻炎与哮喘等 I

型超敏反应的发病机制中发挥了重要作用。 

特应性皮炎（atopic dermatitis，AD）是一种复杂的慢性炎症性皮肤病，主要特

征是 II型炎症反应和 IgE水平升高，角质形成细胞的激活在 AD中也起着重要作用。 

miR-146a 通过靶向核因子 κB（nuclear factor kappa-B，NF-κB）通路的多个因子抑

制角质形成细胞中的促炎趋化因子生成，miR-146a 缺陷小鼠在 AD 和牛皮癣模型中

炎症反应都更强。研究表明，小鼠中 miR-146a 缺乏会导致 IgE 产生困难，表明 miR-

146a 是小鼠产生 IgE 介导的免疫反应所必需的。然而，在患者的血清样本中观察到

miR-146a 与 IgE 水平呈负相关，可能在 IgE 升高的 AD 患者中，miR-146a 对 II 型炎

症反应的影响有限[27]。 

过敏性鼻炎（rhinitis，AR）发病机制是吸入了过敏源导致的 IgE 与 Th2 升高与

嗜酸性粒细胞浸润。miR-126 存在于多种组织器官的内皮细胞中，参与炎症与自身

免疫的调节，与 AR 的严重程度呈正相关，不仅可以作为 AR 的生物标志物，还可以

通过负调控 GATA 结合蛋白 3（GATA binding protein 3，GATA3）促进 Th2 对炎症

介质的释放，加重气道炎症反应[28, 29]。在对 AR 患者鼻粘膜的高通量测序中，构建

出了一个 ceRNA 调控网络，能够富集到磷脂酰肌醇 3 激酶-蛋白激酶 B

（phosphatidylinositol 3 kinase-protein Kinase B，PI3K-AKT）与 Toll 样受体（Toll-

like receptor，TLR）等与 AR 密切相关的信号通路[30]。 

哮喘是一种异质性的气道慢性疾病，与气道高反应性、支气管收缩、咳嗽、喘

息等情况下的炎症有关。过敏性哮喘与过敏原特异性 IgE 水平升高有关，这种过敏

原触发的免疫反应会导致 II 型细胞因子产生，嗜酸性粒细胞数量和 IgE 水平均增加。

对于哮喘患者研究发现，患者肺功能参数与 miR-16 呈负相关，参与支气管平滑肌收

缩的肾上腺素受体 B-2（adrenergic receptor beta 2，ADRB2）是 miR-16 的靶基因

[31]。对屋尘螨过敏性哮喘患儿血液中的 miRNA 靶点进行生物信息学分析，发现在

PI3K 和 NF-κB 通路富集，表明 miRNA 通过这些信号途径在哮喘发病过程中起作用

[32]。 
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1.2.4  miRNA 作为疾病生物标志物 

生物标志物是具有稳定性、敏感性与特异性的用于检测疾病的分子。miRNA 的

水平变化与 II 型糖尿病、癌症、心血管等多种疾病相关，也会随生活方式的差异而

变化，这表明 miRNA 不仅可以反映机体生理状态，还可以作为精准医学中靶向治疗

的靶点与生物标志物[13]。 

miR-222的水平变化可以反映胰岛素敏感性，miR-222在胰岛素抵抗患者的脂肪

细胞中显著升高，并且能够通过靶向雌激素受体蛋白调控葡萄糖的摄取[33]，也会导

致小鼠肝细胞中胰岛素抵抗[34]。miR-223 是一种与胆固醇稳态相关的 miRNA，在动

脉粥样硬化的患者与小鼠中可检测到 miR-223 水平升高，并且已经被证明可以通过

调节血管平滑肌细胞的增殖与迁移来减少斑块形成[35-37]。miR-146a、miR-155 已经

被证明在过敏性疾病当中发挥重要作用。miR-146a 是一种免疫调节因子，在过敏性

结膜炎与过敏性鼻炎中均检测到其水平下调[38, 39]，可以通过抑制 NF-κB 通路激活发

挥抗炎作用。miR-155 则作为促炎因子发挥作用，使其高表达后增强了 miR-146a 敲

除小鼠巨噬细胞中 NF-κB 的活性，导致急性炎症反应[40]。在过敏性疾病中，如过敏

性哮喘、特应性皮炎，miR-155 水平升高，在促进 Th2 通路中发挥不可或缺的作用

[41, 42]。 

一些 miRNA 作为生物标志物已经进入到临床试验中。miR-155 在非肌肉浸润性

膀胱癌中表达显著升高，可以用于诊断与预后的预测（NCT03591367）[43]。在血浆

中也在探索可用于诊断卵巢癌与子宫内膜癌的 miRNA（NCT03776630）[44]。除诊

断外，miR-371a-3p 可用于评价放疗与药物对睾丸生殖细胞瘤的治疗作用

（NCT05529251）[45]。 

1.2.5  miRNA 药物研发 

miRNA 作为一种内源性物质参与机体众多机制的调控，目前已经有多种针对

miRNA 设计的药物进入临床试验阶段。第一个进入临床的药物是通过锁核酸（locked 

nucleic acid，LNA）技术设计的抑制 miR-122 的寡核苷酸 miravirsen，可用于治疗丙型

肝炎病毒（hepatitis C virus，HCV），在已经结束的 II 期临床试验中，miravirsen 可以有

效减少 HCV的 RNA水平，并且具有较高的耐药性[46]。miR-155在免疫当中起到关键作

用，在多种淋巴癌中上调，利用 LNA 设计的 miR-155 抑制剂 cobomarsen，在 I 期临床
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试验中显示出了对皮肤 T 细胞淋巴瘤、慢性淋巴细胞白血病、弥漫性大 B 细胞淋巴瘤

和成人 T 细胞白血病的治疗作用（NCT02580552）[47, 48]。除了 miRNA 抑制剂，还有一

些用于增加 miRNA 水平的药物。EnGeneIC 公司开发的专利技术 EDVTM 通过基因工程

将细菌分裂为纳米细胞，表面连接可以靶向肿瘤的抗体，细胞内包裹小分子抗肿瘤药

物，被肿瘤细胞吞噬后完成释药。TargomiRs 是将 miR-16 包裹在 EDV 纳米细胞中的一

种抗癌药物，其表面连接表皮生长因子受体（human epidermal growth factor receptor，

EGFR）抗体，静脉给药后可以下调 EGFR 导致癌细胞凋亡。但在已经完成的 I 期临床

试验中效果并不显著，并且出现了由于递送载体导致的不良反应（NCT02369198）[49]。

miR-29 可以负调控纤维化，通过糖修饰与血小板衍生生长因子受体 β（platelet-derived 

growth factor beta receptor，PDGFbetaR）特异性双环肽结合后的 miR-29 模拟物

remlarsen 被用于治疗瘢痕疙瘩病，在临床试验中可以有效抑制皮肤伤口中胶原蛋白表

达与纤维增生（NCT02603224、NCT03601052），作为治疗特发性肺纤维化（idiopathic 

pulmonary fibrosis，IPF）药物已在大鼠与非人灵长类动物中评估了毒理学，具有治疗

人类 IPF 的潜力[50, 51]。目前还有一些正在进行的临床试验，例如靶向 miR-17 的抑制剂

用于治疗常染色体显性多囊肾病（NCT05521191），针对 miR-92a的抑制剂 MGR-110通

过促血管生成来加速伤口愈合（NCT03603431），以及通过了治疗红斑性肢痛症孤儿药

资格认证的 ATX01 等（NCT05917912）。 

miRNA 药物在临床试验中也有停止开发的失败案例。MRX34 是第一个作为

miRNA 的模拟物进入临床试验的，可以通过脂质体纳米颗粒递送肿瘤抑制因子 miR-34

的模拟物控制肿瘤发展，在一部分晚期癌症患者体内显示出抗肿瘤活性，但是出现了 5

例与免疫反应相关的严重副反应，并有 4 名患者因此死亡[52, 53]。通过对抗 miR-122 核

酸进行修饰后治疗 HVC的药物 RG-101在 I期临床中显示出了显著的治疗效果，在 II期

临床试验中与其他抗病毒药连用的响应率达到了 100%，但是对 miR-122 的靶基因进行

分析，发现其中包含 7个高胆红素血症相关基因，导致患者出现黄疸，因此其临床试验

被叫停[54, 55]。 

1.3  EGR3 的研究进展 

在本实验中通过转录组测序与 miRNA 的调控网络筛选到了早期生长反应因子 3

（early growth response 3， EGR3），EGR3 属于 EGR 家族。最初由有丝分裂刺激诱导后
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被发现，其编码基因定位于人染色体 8p21~23，编码蛋白包含 387 个氨基酸，调节着多

种生物过程[56]。EGR家族包含一段由三个锌指序列组成的高度保守的 DNA结合域，可

以通过与目标基因的启动子结合来调控其表达[57]。EGR 家族有 EGR1、EGR2、EGR3

和 EGR4 四个成员，不同成员序列间除了共同的 DNA 结合域以外，其他部分同源性较

小，因此可以通过结合不同信号通路从而实现不同功能。目前对于家族中研究最多的

是 EGR1，不仅可以通过参与细胞的增殖、分化、侵袭、凋亡等生理过程从而调控癌症

发展，还可以作为第三信使，放大胞外病理信号，在心血管疾病、骨关节病、炎症性

疾病、神经炎症疾病中发挥重要作用[58, 59]。EGR2 是自身免疫疾病的调节因子，对

EGR4 的研究则主要集中于雄性生育能力方面[60-62]。EGR3 主要在神经元发育、自身免

疫、肿瘤进展等过程中发挥作用。 

1.3.1  EGR3 与神经系统 

在对于突触可塑性与记忆功能相关转录因子的研究中，大多集中在 EGR 家族当中，

EGR1在该方面的研究最为广泛，已被作为学习过程中突触可塑性的标志物[63]。作为一

种转录因子，许多实验也确定了 EGR3可以调节 N-甲基-D-天冬氨酸受体（N-methyl-D-

aspartic acid receptor，NMDAR）、A 型 γ 氨基丁酸（γ-aminobutyric acid，GABA）、活性

调节细胞骨架（activity regulated cytoskeleton，Arc）相关基因、神经发育相关基因等参

与轴突、树突发育，对记忆、学习与神经可塑性均可产生影响[64, 65]。研究发现，EGR3

敲除小鼠对刺激的反应性增强，并在物体识别中发现了明显的短期记忆缺陷，随后带

来了长期记忆缺陷以及海马 CA1 区受损[66]。低亲和力神经营养因子受体 p75

（neurotrophin receptor，NTR）是一种多功能受体，主要调控神经营养因子信号传导、

轴突生长、少突胶质细胞和神经元存活，EGR3 可以直接与 p75NTR 基因启动子区域的

EGR 结合基序结合，在小鼠体内缺乏 EGR3 的纺锤体中，p75NTR 的蛋白水平也有所下

降，这证明 p75NTR是 EGR3的生理靶标，并可能由此调控神经营养蛋白受体信号传导

[67]。在交感神经系统发育中，EGR3 也起到至关重要的作用。EGR3 可以受到神经生长

因子（neurotrophic factor，NGF）诱导，对交感神经元中靶组织神经支配产生影响，并

且缺乏 EGR3 的小鼠交感神经靶组织神经支配异常现象与 NGF/Bax 双敲除（dKO）小

鼠高度相似[68, 69]，但仍然需要更多的遗传学方面研究来证明其在交感神经元内靶基因

表达中的调控作用。 
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1.3.2  EGR3 与癌症 

EGR3 可以直接或间接参与肿瘤的发展过程。在有研究发现，在发芽的 RTK 信号

拮抗因子 1（sprouty RTK signaling antagonist 1，Spry1）启动子区域具有 EGR3 的结合

位点，当 EGR3 表达下调同时也会抑制 Spry1 的表达，增强 T 细胞活性，从而增强免疫

反应，抑制肿瘤生长进程[70]。在裸鼠肝细胞癌模型中，EGR3 的异位表达可使 Fas 配体

（Fas ligand，FasL）表达显著增加，从而引起促凋亡蛋白与细胞周期抑制剂表达升高，

对肝细胞癌起到抑制作用[71]。Arf-Egr-C/EBPβ 通路与癌基因诱导细胞衰老相关，可响

应 Ras 信号促进肿瘤发生、发展，EGR3 可以直接作用于通路中 C/EBPβ 的启动子结合

位点上，起到诱导作用，加快恶性肿瘤的发展进程[72]。在关于雌激素与肿瘤微环境的

研究中发现，EGR3 是雌激素受体（estrogen receptor，ER）α 的下游效应基因，并且与

乳腺癌侵袭相关，这表明雌激素诱导的EGR3可能作用于与乳腺癌侵袭、发展相关的信

号通路[73]。在之后的研究中发现 EGR3 还可以通过与下游细胞凋亡抑制基因（myeloid 

cell leukemia-1，MCL1）结合，促使其表达，从而抵抗他莫昔芬在乳腺癌中的耐药作

用[74]。在前列腺癌相关微阵列数据库中可以发现，EGR3 的 mRNA 与蛋白的表达量都

有所升高，使用槲皮素-白藜芦醇有效抑制前列腺癌发生后，EGR3 在肿瘤组织中的水

平显著降低。与前列腺癌密切相关的两种白细胞介素 IL-6 与 IL-8 也被进一步验证是

EGR3 的靶基因[75-77]，表明 EGR3 及其诱导的慢性炎症与前列腺癌的进展密切相关。 

1.3.3  EGR3 与自身免疫及炎症反应 

EGR2 与 EGR3 在免疫系统中作用相似，两者均为系统性自身免疫的重要调节因子，

并且都是 FasL 表达的激活剂。FasL 通过响应 T 细胞受体（T cell receptor，TCR）信号

在 CD4+ T 细胞中上调，随后诱导细胞凋亡从而维持免疫稳态。在 T 细胞当中，活化的

T 细胞核内因子（nuclear factor of activated T cells，NFAT）诱导产生的 EGR2 与 EGR3

对 FasL 的表达起到关键作用[78]。在对于 EGR2/EGR3 双敲除（DKO）小鼠的研究中发

现，EGR2/3 DKO小鼠出现了致命的全身免疫综合征，多个器官中出现淋巴细胞浸润，

血清中炎症性细胞因子 IL-6、IL-17A、IL-17F 和 IFN-γ水平升高，并产生了大量可以分

泌 IL-17 和 IFN-γ 的 CD4+ T 细胞[79]。EGR3 还可以在 I 型干扰素的刺激下被招募到 II 型

干扰素受体的启动子上使其下调，这可能与系统性红斑狼疮的发病机制相关[80]。转化
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生长因子 β1（transforming growth factor-β1，TGF-β1）可以诱导 B 细胞凋亡，抑制免疫

球蛋白分泌，TGF-β1 缺陷的小鼠会发生严重的系统性自身免疫，如核抗原抗体增加和

免疫复合物沉积。在小鼠 CD4+ T 细胞中过表达 EGR3 会诱导 TGF-β1 的产生，并且可

以增强与 TGF-β1 转录相关的 STAT3 磷酸化。TGF-β1 也是抑制迟发性超敏反应的一个

关键因子，在迟发性超敏反应模型小鼠中，EGR3 转导的 CD4+ T 细胞在体内具有显著

活性[81-83]。除了作为 CD4+ T 细胞反应的负调控因子，EGR3 还在 Th17 细胞发育中起到

促进作用。在一定条件下，CD4+ T 细胞可以分化形成 Th17 细胞，CD4+ T 细胞在过表

达EGR3后，可以在不具备分化的条件下仍分化为Th17细胞，并且产生大量 IL-17[84]。 

在淋巴细胞中 EGR2与 EGR3共同缺失会导致血清中的促炎细胞因子水平升高，并

且 EGR3 可以直接诱导细胞因子信号转导抑制因子（suppressor of cytokine signaling，

SOCS）1 和 SOCS3 的表达[79]，表明了其对于炎症具有一定调控作用。miR-874-3p 可以

负 调 控 EGR3， 使 EGR3 过 表 达 可 以 逆 转 miR-874-3p 过 表 达 后 脂 多 糖

（Lipopolysaccharides，LPS）诱导的肺泡上皮细胞中诱导的细胞活力增加、细胞凋亡

减少、TNF-α 和 IL-1β 水平降低等一系列炎症反应[85]。EGR3 还可以通过与组蛋白去乙

酰化酶 6 （histone deacetylase 6，HDAC6）启动子结合，激活 IL-27 后介导过敏反应[86]。

在使用完全弗式佐剂诱导的慢性炎症大鼠模型中，EGR3 的表达有所增加，将其过表达

后，使大鼠机械疼痛有所缓解，使用 NFAT 抑制 EGR3 表达后，则减弱了机械疼痛的缓

解[87]。 

1.3.4  EGR3 参与信号通路 

人们发现 EGR3 参与多种信号通路，主要包括 SOCS、血管内皮生长因子

（vascular endothelial growth factor，VEGF）、蛋白激酶 C（protein kinase C，PKC）、

NF-κB 以及丝裂原活化蛋白激酶（mitogen-activated protein kinases，MAPK）。 

SOCS 是一类能够在信号传导过程中起到阻断功能的负调控作用因子，家族中已经

发现了 8 个成员。有研究表明 EGR2/EGR3 能够直接调控 SOCS1/SOCS3 的表达，在

EGR2/EGR3 双敲除小鼠中可以检测到 SOCS1/SOCS3 的表达减少，上调 EGR2/EGR3

的水平则会增强 SOCS1/SOCS3 的表达[79, 88]。随后，EGR2/EGR3 对 SOCS1/SOCS3 的

上调作用还会进一步抑制信号转导及转录激活蛋白（signal transducers and activators of 
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transcription，STAT）STAT1/STAT3，从而间接影响 JAK 激酶（janus kinase，JAK）

/STAT 通路[89]。 

VEGF 是位于血管内皮细胞中的特异性肝素结合生长因子，在健康人体内表达量

偏低，当机体产生炎症时，其表达会升高 3-20 倍[90]。当 VEGF 上调时，可通过其主要

信号受体 VEGFR2 和 PKC 途径诱导 EGR3 的转录激活迅速增加[91]。反之，EGR3 也可

以调节血管内皮细胞活性，抑制其表达时，可以抑制 VEGF 诱导的内皮细胞增殖、迁

移与血管形成过程。 

在 NF-κB 信号通路中，p50/p65 二聚体是发挥主要生理作用的转录因子，EGR3 可

以与 p50 和 p65 分别结合形成稳定的复合物，但 EGR3-p50 复合物转录无活性，EGR3-

p65 复合物可以激活炎症因子的启动子引起机体的炎症反应[92]。 

HDAC6 在过敏性炎症中具有重要作用，在卵清蛋白（ovalbumin，OVA）诱导的

小鼠肺中表达水平显著升高。它的启动子中含有 EGR3 的结合位点，在抗原刺激的

RBL-2H3 细胞中，EGR3 是 HDAC6 的表达所必需的，HDAC6 被 EGR3 诱导上调后，

可通过激活 IL-27 信号介导过敏反应[86, 93] 。HDAC6 的过表达也会使 MAPK 通路的激

活，引起包括 ERK、c-Jun 氨基末端激酶（c-Jun N-terminal kinase ，JNK）、p38 信号分

子表达增加，还可以导致 NF-κB 信号通路激活[94, 95]。因此 EGR3 可以通过诱导

HDAC6 的表达，激活 IL-27、ERK、NF-κB 信号而对过敏反应进行调控，并且 p65 还

可以与 EGR3 结合生成复合物，从而形成一条对过敏反应及其导致的炎症的正反馈通

路。 

1.4  研究意义 

I 型超敏反应是一种主要由 IgE-FcεRI 途径介导的超敏反应，目前药物仅能控制症

状，无法从根本上治愈该病。miRNA 可以参与多种生理活动，对 mRNA 编码蛋白的过

程起到负调控作用，目前作为疾病的生物标志物与靶向药物收到诸多研究者的关注，

已有许多 miRNA 进入到了临床试验阶段[46, 48-50]。 

全转录组测序技术可以对细胞与组织中 RNA 的表达量进行分析，目前包含非编码

RNA 与 mRNA 的检测与鉴定。本研究在 RBL-2H3 细胞中建立了 IgE 诱导的 I 型超敏反

应模型，进行了全转录组测序分析，得到了 miRNA-mRNA调控网络，从中筛选到了差

异下调最显著的miR-128-1-5p与其靶基因EGR3。体内、外实验验证了miR-128-1-5p与
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EGR3 的靶向关系以及对 I 型超敏反应的调控作用，研究结果为丰富 miR-128-1-5p 的调

控网络，进一步研究该 miRNA 生物学功能奠定了实验基础。 
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第二章  I 型超敏反应相关 MiRNA 筛选 

为了探究 I 型超敏反应中 miRNA 的调控机制，本实验利用全转录组测序技术，对

IgE 诱导 RBL-2H3 细胞建立的 I 型超敏反应模型中的 miRNA 与 mRNA 表达谱进行分

析，筛选出与 I 型超敏反应相关的 miRNA，对其靶基因及 mRNA 进行了富集分析，为

后续 miRNA 调控作用与机制研究提供实验基础。 

2.1  实验试剂与仪器 

2.1.1  实验材料 

大鼠嗜碱性细胞白血病细胞（Rat basophilic leukemia cell line 2H3, RBL-2H3）购自

中国科学院细胞库。 

2.1.2  实验试剂 

试剂 生产厂家 

MEM 培养基 索莱宝生物科技有限公司 

DNP-IgE Sigma 

DNP/BSA Bioresearch 

1,4 哌嗪二乙磺酸（PIPES） 索莱宝生物科技有限公司 

胎牛血清 杭州四季青生物工程材料有限公司 

Trizol Reagent 生工生物工程有限公司 

PrimeScript ™ RT reagent Kit with gDNA Eraser Takara 

TB Green® Premix Ex TaqTM II Takara 

2.1.3 主要溶液配制 

（1）1mg/mL DNP/BSA 

试剂 组分 

DNP/BSA 1 mg 

PIPES 缓冲液 1 mL 

超纯水 定容至 100 mL 

0.22 μm 微孔滤膜过滤除菌，-20℃保存。 
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（2）10×PIPES 缓冲液 

试剂 组分 

NaCl 6.962 g 

KCl 0.373 g 

MgCl2·6H2O 0.081 g 

PIPES 7.56 g 

NaOH 0.16 g 

D-Glucose 1.008 g 

超纯水 定容至 100 mL 

1 mol/L NaOH 调 pH=7.2，0.22 μm 微孔滤膜过滤除菌。 

（3）PIPES 缓冲液 

试剂 组分 

10×PIPES 缓冲液 10 mL 

1M CaCl2 100 μL 

BSA 0.1 g 

超纯水 定容至 100 mL 

0.22 μm 微孔滤膜过滤除菌，-20℃保存。 

2.1.4 主要仪器设备 

仪器设备 生产厂家 

高速冷冻离心机 Thermo Scientific 

实时荧光定量 PCR 仪 罗氏 

荧光显微镜 Olympus 

CO2培养箱 上海力申科学仪器有限公司 

超微量分光光度计 Quawell Q5000 

2.2  实验方法 

2.2.1  转录组测序 

2.2.1.1  IgE 诱导 I 型超敏反应 

取对数生长期 RBL-2H3 细胞，计数 1×106 个/孔接种于 6 孔板中，加入培养基至 2 

mL/孔，置于培养箱中。分别设置正常组与模型组，每组 3 个复孔。24 h 后，吸除旧培
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养基，PBS 清洗 3 次。模型组中加入 0.4 μg/mL 的 DNP/IgE 1 mL 致敏，正常组加等量

培养基。12 h 后，模型组加入含 10 μg/mL 的 DNP/BSA 的 PIPES 缓冲液 400 μL 激发，

正常组加等量的 PIPES 缓冲液。1 h 后冰浴 10 min 终止激发。使用 Trizol 按说明书操作

提取细胞中总 RNA。使用超微量分光光度计检测其浓度及质量。 

2.2.1.2  文库构建与上机测序 

普通转录组文库构建时将总 RNA 打断至 300 bp 左右片段合成为 cDNA，小 RNA

不需要打断，直接使用 TruSeq Small RNA 文库制备试剂盒，采用 PCR 扩增对文库片段

进行富集、质检、定量检测，随后采用第二代测序技术，依靠 Illumina HiSeq 测序平台

进行测序。测序由派森诺生物科技股份有限公司完成。 

2.2.1.3  数据基本分析 

样品经过上机后得到 FASTQ 形式的原始数据，通过数据过滤得到高质量序列

（clean reads）,使用 HISAT2 与 miRDeep2 软件对 clean reads 与参考基因组进行比对与

注释。使用 FPKM 对表达量进行标准化，以表达量差异倍数 |log2FoldChange|>1，差异

显著性 P-value<0.05 为条件筛选差异表达的 miRNA 与 mRNA。 

以大鼠 mRNA 的 3’UTR 序列为目标序列，使用 miranda 数据库对差异表达 miRNA

进行靶基因预测。对预测到的差异 miRNA的靶基因与差异表达 mRNA进行富集分析。

使用 Gene Ontology 进行 GO 富集分析，京都基因与基因组百科全书进行 KEGG 的注释。

分析时对每个条目（term）注释到的基因列表和基因数目进行计算，然后通过超几何

分布方法计算 P-value，以 P-value<0.05 为标准，找出与整个基因组背景相比，差异基

因显著富集的 term，从而确定基因主要行使的生物学功能与参与的信号通路。 

2.2.2  qRT-PCR 

2.2.2.1  引物设计 

引物序列见表 2-1，其中 RT表示在逆转录过程中使用的茎环法特异性引物，F表示

qRT-PCR 中的上游引物，R 表示下游引物。 
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表 2-1  引物设计 

Table2-1  Primer design 

引物 序列 

miR-128-1-5p RT： 

GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGA

CTCAGAC 

F：AATCAATCGGGGCCGTAGCAC 

R：AACGCTTCACGAATTTGCGT 

U6 RT： 

GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGA

CAAAATATG 

F：CCTGCTTCGGCAGCACA 

R：AACGCTTCACGAATTTGCGT 

PALM F：GGCTGAACTGGTGGTGATTGAAG 

R：CCGTCTGGTTCTCCTCCTTGG 

CPNE5 F：TGTGGCACCATCATCCTGTCTG 

R：GTTCCGTCTTCATTGCTCCTGTAG 

SIL1 F：GGACGGCAACATGGACATCAAG 

R： AAGACTTCGGGAGCAGCATAGG 

EGR3 F：GCAGCGACCACCTCACTACTC 

R：CCCACAGAACTCACAGGCAAAG 

GADPH F：CATCCGTAAAGACCTCTAGCCAAC 

R：ATGGAGCCACCGATCCACA 

2.2.2.2  RNA 逆转录 

使用逆转录试剂盒去除基因组 DNA，在冰上配置如表 2-2 所示体系。 

表 2-2  去除基因组 DNA 反应体系 

Table2-2  Reaction system of removing genomic DNA 

试剂 用量 

5×gDNA Eraser Buffer 2 μL 

gDNA Eraser 1 μL 

Total RNA 2 μL 

RNase Free H2O 5 μL 

将上述步骤获得的 RNA 进行逆转录反应，在冰上配置反应体系，表 2-3 所示体系
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得到 cDNA 用于 mRNA 的 qRT-PCR 反应，表 2-4 所示体系获得 cDNA 用于 miRNA 的

qRT-PCR 反应。 

表 2-3  反转录反应体系（1） 

Table2-3 Reaction system of reverse transcription（1） 

试剂 用量 

步骤 1 中反应液 10 μL 

Prime Script RT Enzyme Mix I 1 μL 

RT Primer Mix 1 μL 

5× Prime Script Buffer 2 4 μL 

RNase Free H2O 4 μL 

Total 20 μL 

设置 PCR 反应条件：37℃，15 min；85℃，5 sec；4℃放置，-20℃保存。 

表 2-4  反转录反应体系（2） 

Table2-4 Reaction system of reverse transcription（2） 

试剂 用量 

步骤 1 中反应液 10 μL 

Prime Script RT Enzyme Mix I 1 μL 

Stem-loop RT Primer 0.5 μL 

5× Prime Script Buffer 2 4 μL 

RNase Free H2O 4.5 μL 

Total 20 μL 

设置 PCR 反应条件：37℃，15 min；85℃，5 sec；4℃放置，-20℃保存。 

2.2.2.3  qRT-PCR 反应 

按照表 2-5 配置 qRT-PCR 反应体系，全程置于冰上操作，充分混匀后短暂离心，

置于 PCR 仪中进行反应。 
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表 2-5  qRT-PCR 反应体系 

Table 2-5  Reaction system of quantitative real-time PCR 

试剂 用量 

SYBR PremixTaq TM II 10 L 

PCR Forward Prime 0.8 L 

PCR Reverse Primer 0.8 L 

cDNA 1 L 

ddH2O Up to 20 L 

反应条件设为：预变性：95℃，30 s。PCR 反应：95℃，5 s；60℃，30 s；72℃，

30 s；55 cycle。熔解分析：95℃，15 s；55℃，15 s；95℃，15 s。 

2.2.3  统计学分析 

所有实验重复 3 次，使用 SPSS 22.0 进行单因素方差分析，多样本数据间两两比较，

结果以均数±标准差表示， P<0.05 即有统计学差异。 

2.3  实验结果 

2.3.1  测序数据质量控制 

本实验通过全转录组测序技术筛选了 IgE 诱导 RBL-2H3 细胞脱颗粒相关的 mRNA

与 miRNA 差异表达谱（表 2-6）。Q30 指碱基识别准确率在 99.9%以上的碱基所占百分

比，一般要求 Q30 不低于 85%。结果显示所有 RNA 数据的 Q30 均大于 93.81%（图 2-

1），表明测序结果符合要求。为了进一步保证测序结果质量，将原始测序数据去除 3’

端带接头的序列和平均质量分数低于Q20的序列，最终得到 clean reads进行后续分析。 

表 2-6  关于 RNA-seq 的原始数据信息 

Table 2-6  Raw Data Information on RNA-seq 

Sample Raw Reads No. Clean Reads No. W(%) Q20(%) Q30(%) 

M1 

M2 

M3 

C1 

C2 

C3 

118806158 

125940422 

114690994 

119983254 

120877214 

125977046 

103996266 

112843098 

104818712 

106634640 

107806382 

108877202 

0.000526 

0.000472 

0.000463 

0.000496 

0.000485 

0.00049 

97.68 

97.85 

97.63 

97.95 

97.71 

97.9 

93.91 

94.18 

93.81 

94.45 

93.9 

94.27 

注：Sample：样品名；Raw Reads No.：原始 Reads 总数；Clean Reads No.：高质量 Reads 总数；

Bases(bp)：碱基总数；W(%)：模糊碱基所占百分比。 
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图 2-1  RNA-seq 结果准确率饼图 

Figure 2-1  RNA-seq Result Accuracy Pie Chart 

注：C1、C2、C3 代表正常组三个样品，M1、M2、M3 代表模型组三个样品，红色表示所有 RNA

序列中 Q30 所占百分比，绿色表示所有 RNA 序列中识别准确率低于 99.9%碱基所占百分比。 

 

2.3.2  转录组数据分析 

2.3.2.1  I 型超敏反应中 RNA 差异表达分析 

根据表达差异倍数|log2FoldChange|>1，表达差异显著性 P-value<0.05，我们鉴定出

了 5 个差异表达 miRNA 和 297 个差异表达 mRNA。其中，有 1 个 miRNA 表达上调，

为 miR-542-3p，4个 miRNA表达下调，分别为 miR-128-1-5p、miR-1949、miR-98-3p和

miR-152-5p（表 2-7），其中 miR-128-1-5p 的差异下调程度最高。有 169 个 mRNA 表达

上调，128 个 mRNA 表达下调，表 2-8 展示了差异表达上调和下调前 10 的 mRNA。 
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表 2-7  模型组差异表达的 miRNA 

Table 2-7  Differential Expression of miRNAs in the Model Group 

miRNAID log2(Fold Change) p-value regulation 

rno-miR-542-3p 3.156 1.49E-02 up 

rno-miR-128-1-5p -2.734 2.14E-02 down 

rno-miR-1949 -1.673 2.99E-02 down 

rno-miR-98-3p -2.546 3.04E-02 down 

rno-miR-152-5p -3.163 3.82E-02 down 

表 2-8  IgE 诱导组差异表达上调与下调前 10 的 mRNA 

Table 2-8  mRNA of the top 10 differentially upregulated and downregulated in IgE induced groups 

mRNAID log2(Fold Change) p-value regulation 

Trib1 Inf 9.50E-07 up 

Csf2 Inf 3.22E-04 up 

Cel Inf 1.77E-02 up 

Csn2 Inf 2.52E-02 up 

Trim10 Inf 2.74E-02 up 

RGD1561226 Inf 2.74E-02 up 

Enkur Inf 3.09E-02 up 

Enc1 Inf 3.28E-02 up 

Man2b2 Inf 4.23E-02 up 

Flacc1 Inf 4.26E-2 up 

Dcx -Inf 4.07E-02 down 

Mcpt1l3 -Inf 1.97E-03 down 

Ctrc -Inf 2.43E-03 down 

AABR07054264.1 -Inf 6.59E-03 down 

LOC300308 -Inf 1.41E-02 down 

Iqub -Inf 3.79E-02 down 

Galr3 -Inf 2.22E-02 down 

Atp6v1c2 -Inf 2.44E-02 down 

Kcnc2 -Inf 2.88E-02 down 

Ephx3 -Inf 3.21E-02 down 

注：-Inf=minimum(min)；Inf=maximum(max) 
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为了使这些差异表达的 RNA 可视化，进行了火山图分析（图 2-2A、B），在火山

图中可以观察到差异表达的 RNA 个数、上下调程度以及显著性。分层聚类热图（图 2-

2C、D）将 RNA 按照表达量高低进行归类，直观地展现出不同样本间表达的分布状况，

图中显示 RNA 分布具有组间差异。 

 

图 2-2  差异表达 RNA 分析 

Figure 2-2  Differential Expression RNA Analysis 

（A）模型组与正常组差异表达 miRNA 的火山图。（B）模型组与正常组差异表达 mRNA 的火山图。

（C）模型组与正常组差异表达 miRNA 的热图。（D）模型组与正常组差异表达 mRNA 的热图。在

火山图中，红点表示差异表达上调，蓝点表示差异表达下调，灰点表示表达没有差异，垂直虚线表

示 log2FC=2 和-2，平行虚线表示 p＜0.05。在分层聚类热图中，每行红色矩形表示高表达，蓝色矩

形表示低表达。 

2.3.2.2  I 型超敏反应中差异表达基因富集分析 

接下来，我们对差异表达的 mRNA 与差异表达 miRNA 的靶基因进行了 GO 和
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KEGG 富集分析，分析这些基因的功能。 

GO 富集分析包含生物学过程（BP）、细胞组分（CC）以及分子功能（MF）三个

方面，图 2-3A、B 展示了每个部分以 p 值排序的前 10 个条目。 

差异表达 miRNA 的靶基因 GO 分析共富集到 18142 个条目，包括 13314 个 BP 条

目，1634 个 CC 条目和 3194 个 MF 条目。其中主要是生物发育相关的生物学过程，例

如 多 细 胞 生 物 发 育 （multicellular organism development）、 系 统 发 育 （system 

development）；细胞组分主要为质膜参与的细胞间联系，如质膜结合细胞投射（plasma 

membrane bounded cell projection），细胞连接（cell junction）；主要参与的分子功能有

ATP 相关的 ATP 结合（ATP binding），腺苷酸结合（adenyl nucleotide binding）与腺嘌

呤核糖核苷酸结合（adenyl ribonucleotide binding）。 

对差异表达 mRNA 共富集到 5068 个 GO 条目，其中包含 4067 个 BP 条目，409 个

CC 条目和 592 个 MF条目，包括与超敏反应密切相关的对细胞因子的响应（response to 

cytokine）、对脂多糖的响应（response to lipopolysaccharide），还有 RNA 生物合成相关

生物学过程，如转录，DNA 模板（transcription, DNA-templated）、RNA 生物合成过程

（RNA biosynthetic process）等；细胞组分主要与细胞核相关如核小体（nucleosome）、

染色质（chromatin）、染色体（chromosome）等；分子功能主要关于转录和翻译，例如

DNA 结合转录激活剂活性（DNA-binding transcription activator activity）、RNA 聚合酶 II

特异性（RNA polymerase II-specific）、蛋白二聚化活性（protein dimerization activity）

等。 

在 KEGG 分析中，我们选择了与差异表达基因相关的前 20 个通路术语用气泡图表

示（图 2-3C、D）。 

差异表达 miRNA 靶基因主要富集到的 KEGG 通路有与 I 型超敏反应发生过程相关

的 ABC 转运蛋白（ABC transporters）、蛋白质的消化和吸收（protein digestion and 

absorption），还有与炎症反应相关的 MAPK 信号通路（MAPK signaling pathway）。 

差异表达 mRNA的 KEGG富集分析中最显著的通路为与炎症反应相关的 TNF信号

通路（TNF signaling pathway）和 IL-17 信号通路（IL-17 signaling pathway）。 
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图 2-3  差异表达 mRNA 和差异表达 miRNA 靶基因的 GO 和 KEGG 富集分析 

Figure 2-3  GO and KEGG Enrichment Analysis of Differentially Expressed mRNA and miRNA Target 

Genes 

（A）差异表达 miRNA 靶基因的 GO 富集分析。（B）差异表达 mRNA 的 GO 富集分析。（C）差异

表达 miRNA 靶基因的 KEGG 富集分析。（D）差异表达 mRNA 的 KEGG 富集分析。所有 GO 和

KEGG 富集条目的筛选基于 q 值＜0.05。 

2.3.2.3  I 型超敏反应中差异表达 miRNA-mRNA 网络构建 

利用 miranda 数据库，以大鼠 mRNA 的 3’UTR 序列为目标序列预测差异表达

miRNA（DEmiRNA）的靶基因，与差异表达 mRNA（DEmRNA）的重叠基因显示在

韦恩图中（图 2-4A），共有 110 个差异 mRNA。基于以上重叠基因，与差异表达的 5

个 miRNA 构建 miRNA-mRNA 调控网络，使用 Cytoscape 软件使网络可视化（图 2-

4B），内部彩色圆点代表 miRNA，外圈黑色圆点表示 mRNA。 
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图 2-4  差异表达 miRNA-mRNA 网络构建 

Figure 2-4  Construction of Differentially Expressed miRNA-mRNA Network 

（A）差异表达 miRNA 靶基因与差异表达 mRNA 的重叠。（B）miRNA-mRNA 调控网络的构建。 

2.3.3  qRT-PCR 验证 miRNA 表达 

对提取的 RNA 进行浓度检测，如表 2-9 所示，各组 RNA A260/A280 比值在 1.8-2.2

之间，A260/A230 比值大于 1.8，说明提取的 RNA 质量均符合要求。 

表 2-9  各组 RNA 浓度及质量检测结果 

Table 2-9  RNA Concentration and Quality 

Sample A260/280 A260/230 Conc. (ng/μL) 

Control 2.101 2.032 484.6 

Model 2.126 1.843 502.32 

为了验证转录组测序结果，将结果中差异表达的 miRNA进行 qRT-PCR验证。结果

表明，miR-128-1-5p 与 miR-98-3p 在模型组中显著下调，miR-542-3p 显著上调，与测序

结果一致（图 2-5）。  
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图 2-5  miRNA 表达结果 

Figure 2-5 RNA expression results of miRNA 

2.4  讨论 

本章利用全转录组测序技术对 IgE 诱导 I 型超敏反应后 miRNA 与 mRNA 的表达变

化进行了筛选与生物学分析。通过对得到的序列进行分析，Q30 的占比在 85%以上，

并且聚类热图也可以观察到不同组间的基因表达可以显示出明显差异，参考其他文献

中的标准[96]，反映出测序结果质量良好，可以进行下一步分析。 

经过富集分析后，miRNA 靶基因与 mRNA 富集到的 GO 条目涉及到对细胞因子的

响应，KEGG 富集最显著的通路中包含 MAKP 信号通路、TNF 信号通路与 IL-17 信号

通路。当 RBL-2H3 细胞表面 IgE 发生交联后，可通过 Src 家族酪氨酸激酶 Lyn-脾酪氨

酸激酶（spleen tyrosine kinase，Syk）途径激活 MAPK 通路，促使花生四烯酸的释放[97]。

另一途径中同为 Src 家族酪氨酸激酶的 Fyn 的激活则会使 AKT 磷酸化，调节后续 NF-

κB 通路释放 TNF-α 等细胞因子，刺激产生局部或全身的炎症反应[98]。I 型超敏反应也

会激活 IL-17 信号通路，使下游 NF-κB、MAPK 通路活化[99]。富集分析的结果反映出 I

型超敏反应是一种发生机制复杂的疾病，需要进一步的探究。 

miRNA 通过使 mRNA 降解或抑制其翻译，在动植物中参与了多种生物学过程，常

见的 I 型超敏反应如过敏性鼻炎、过敏性哮喘、特应性皮炎等也受到 miRNA 调节。在

免疫系统相关的 miRNA 中，miR-21、miR-146a、miR-155 都有深入研究，可以调节过
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敏性疾病中的免疫反应和组织炎症[100-104]。由于已知 miRNA 数量少、测序结果中表达

失真等原因，得到的差异表达 miRNA 数量较 mRNA 少[105, 106]。在模型组中，根据

|log2FoldChange|>1，P-value<0.05 共筛选出 1 个上调 miRNA 与 4 个下调 miRNA。在

KEGG分析当中，与 I型超敏反应密切相关的 IL-17、TNF、MAPK、T细胞受体、细胞

因子-细胞因子受体相互作用等通路均富集在差异上调的 mRNA 中，因此选择差异下调

的 miRNA 进行分析。在下调 miRNA 的 qRT-PCR 分析结果中，miR-128-1-5p 下调程度

较 miR-98-3p 更显著，因此选择 miR-128-1-5p 进行后续的验证。 

目前研究发现，miR-128-1-5p 具有多种生理、病理调控功能，主要集中于肿瘤细

胞与脂肪形成方面，未发现与过敏相关的研究。miR-128-1-5p通过与 PRKCQ 的 3’ UTR 

区结合来抑制结直肠癌中肿瘤细胞的生长[107]。在神经胶质瘤中发现了一组 ceRNA调控

关系 lncRNA PVT1 /miR-128-1-5p/PTBP1，通过下调 lncRNA PVT1 或上调 miR-128-1-5p

都可以抑制 PTBP1 的表达来促进细胞凋亡，并减弱神经胶质瘤细胞的增殖[74]。miR-

128-1-5p 还与体内脂肪调节有关，可通过靶向 KLF11 5’ UTR 区域促进绵羊皮下脂肪生

成[108, 109]。本研究发现 miR-128-1-5p 的表达与 I 型超敏反应密切相关，为进一步研究奠

定了基础。 
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第三章  MiR-128-1-5p 在体外调控 I 型超敏反应 

通过筛选获得了 miR-128-1-5p，为了评价其对 I 型超敏反应的调控功能，我们通过

检测细胞形态、β-Hex与组胺释放、细胞凋亡等细胞脱颗粒相关指标，研究了 miR-128-

1-5p 对 I 型超敏反应的调控作用。 

3.1  实验试剂与仪器 

3.1.1  实验材料 

miR-128-1-5p 过表达序列 mimics 与阴性对照 NC mimics，miR-128-1-5p 敲低序列

inhibitor 与阴性对照 NC inhibitor 由吉玛生物技术有限公司设计与合成，序列如下： 

试剂 序列 

mimics sense：CGGGGCCGUAGCACUGUCUGA 

antisense：AGACAGUGCUACGGCCCCGUU NC mimics sense：UUCUUCGAACGUGUCACGUTT 

antisense：ACGUGACACGUUCGGAGAATT inhibitor UCAGACAGUGCUACGCCCCCG 

NC inhibitor CAGUACUUUUGUGUAGUACAA 

3.1.2  实验试剂 

试剂 生产厂家 

4-硝基苯基-N-乙酰-β-D-氨基半乳糖苷 Sigma 

GP-transfect-Mate 吉玛制药技术有限公司 

AO/EB 试剂盒 生工生物工程有限公司 

中性红染色试剂盒 生工生物工程有限公司 

大鼠组胺 ELISA 试剂盒 酶联生物科技有限公司 

3.1.3  主要溶液配制 

（1）TritonX-100 

试剂 组分 

TritonX-100 0.620g 

超纯水 定容至 100mL 

（2）0.1 mol/L 柠檬酸缓冲液  
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试剂 组分 

柠檬酸钠 0.620 g 

柠檬酸 0.487 g 

超纯水 定容至 40 mL 

pH=4.5 

（3）1 mM 显色液 

试剂 组分 

4-硝基苯基-N-乙酰-β-D-氨基半乳糖苷 3.42 mg 

柠檬酸缓冲液 定容至 10 mL 

-20℃保存。 

（4）0.1 mol/L 终止液 

试剂 组分 

Na2CO3 0.429 g 

NaHCO3 0.336 g 

超纯水 定容至 40 mL 

pH=10.7 

3.1.4  主要实验仪器 

仪器设备 生产厂家 

酶标仪 Thermo Scientific 

荧光显微镜 Olympus 

3.2  实验方法 

3.2.1  qRT-PCR 检测 mimics 与 inhibitor 转染效率 

3.2.1.1  mimics 与 inhibitor 转染 

取对数生长期 RBL-2H3 细胞，使用胰蛋白酶消化后计数 3×105 个/孔接种于 6 孔板

中，加入 MEM 完全培养基至 2 mL/孔，置于 37℃培养箱中。设置模拟物组：转染

mimics；模拟物阴性对照组：转染 NC mimics；抑制剂组：转染 inhibitor；抑制剂阴性

对照组：转染 NC inhibitor。每组设置三个复孔。 
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转染前观察细胞密度，当细胞达到 60~80%汇合度时进行转染，具体步骤参照说明

书，转染 4~6 h 后吸除原培养基，加入完全培养基。转染后的 24~72 h 检测 miR-128-1-

5p 的表达。 

3.2.1.2  qRT-PCR 检测 miR-128-1-5p 表达 

1、RNA 提取 

胰蛋白酶消化 3.2.1.1 中转染 36 h 后的细胞，RNA 提取同 2.2.1.1 操作。 

2、逆转录 

逆转录体系配置与操作步骤同 2.2.2.2。 

3、qRT-PCR 体系配制 

步骤同 2.2.2.3。 

3.2.2  过表达与抑制 miR-128-1-5p 对 IgE 诱导 RBL-2H3 细胞形态的影响 

RBL-2H3 细胞计数 5×104个/孔接种于 24 孔板中，设置空白对照组：不进行转染，

不致敏激发；模型组：不进行转染，致敏激发；模拟物组：转染 mimics，致敏激发；

模拟物对照组：转染 NC mimics，致敏激发；抑制剂组：转染 inhibitor，致敏激发；抑

制剂对照组：转染 NC inhibitor，致敏激发。每组设置三个复孔。铺板 12 h 后进行转染，

操作如 3.2.1.1 所述。转染 24 h 后除空白对照组进行致敏激发，每孔加入 500 μL 浓度为

0.4 μg/mL 的 DNP/IgE 进行致敏，12 h 后，加入 200 μL 浓度为 10 μg/mL 的 DNP/BSA 的

PIPES 缓冲液激发，1 h 后，冰浴 10 min 终止反应。每孔加入 200 μL 中性红染液，室温

孵育 5 min，随后用 PBS 冲洗 2 次，每次 1 min，置显微镜下观察拍照。 

3.2.3  过表达 miR-128-1-5p 对 IgE 诱导 RBL-2H3 细胞释放 β-Hex 的影响 

细胞分组培养与致敏激发步骤同 4.2.2，激发 1 h 后，冰浴 10 min 终止反应。收集

各组上清液，并用 0.5% TritonX-100 冰上裂解空白对照组细胞 10 min，作为总酶孔。

12000 rpm，4℃离心 5min 后，取上清液。每组取 50 μL 上清液与 50 μL 1 mM 显色液加

入到 96 孔板中，在 37℃下孵育 1 h，然后每孔加入 200 μL 0.1 mol/L 终止液终止反应，

置于酶标仪中测量 405 nm 处的吸光度。 

β-Hex（%）=（实验组 OD-空白对照组 OD）/（总酶孔-空白对照组 OD） 
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3.2.4  过表达 miR-128-1-5p 对 IgE 诱导 RBL-2H3 细胞释放组胺的影响 

细胞分组培养与致敏激发步骤同 4.2.2，激发 1 h 后，冰浴 10 min 终止反应。取各

组上清液，于 12000 rpm 4℃下离心 5 min，按组胺试剂盒说明书操作，最终在酶标仪中

于 450 nm 处检测吸光度。 

3.2.5  过表达 miR-128-1-5p 对 IgE 诱导 RBL-2H3 细胞凋亡的影响 

细胞分组培养与致敏激发步骤同 4.2.2，激发 1 h 后，冰浴 10 min 终止反应。吸除

旧培养基，PBS 清洗一遍，按照 AO/EB 染色试剂盒说明操作，在荧光显微镜下观察，

分别对正常细胞与凋亡细胞进行计数，计算细胞的凋亡率。 

凋亡率（%）=凋亡细胞个数/正常细胞个数 

3.2.6  统计学分析 

所有实验数据均表示为平均值±SD。通过单向方差分析（ANOVA）确定统计显著

性，使用 GraphPad Prism 版本 9.0 进行 T 检验。统计显著性设置为* p <0.05， ** p < 

0.01，*** p<0.001。 

3.3  实验结果 

3.3.1  qRT-PCR 检测过表达与抑制 miR-128-1-5p 的效率 

对 3.2.1.2 中提取到的 RNA 进行浓度检测的结果见表 3-1，各组 RNA A260/A280 及

A260/A230 比值均符合标准，说明提取的 RNA 质量良好。 

表 3-1  各组 RNA 浓度及质量检测结果 

Table 3-1  RNA Concentration and Quality of Each Group 

Sample A260/280 A260/230 Conc. (ng/μL) 

NC mimics 2.084 1.984 768.84 

mimics 2.127 1.889 808.2 

NC inhibitor 2.04 1.963 785.24 

inhibitor 2.09 1.891 828.12 

为了验证使 miR-128-1-5p 过表达与抑制所使用的 mimics 与 inhibitor 是否具有其相

应作用，通过 qRT-PCR 检测各组中 miR-128-1-5p 的表达量。结果表明，分别转染了终

浓度为 150 nM 的 mimics 后，可以使 miR-128-1-5p 的表达量显著增加约 84 倍，转染

inhibitor 后，可使其表达量降低至原来的 35%左右（图 3-1）。 
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图 3-1  过表达与抑制后 miR-128-1-5p 的表达结果 

Figure 3-1  Expression results of miR-128-1-5p after overexpression and inhibition 

3.3.2  过表达与抑制 miR-128-1-5p 对 IgE 诱导 RBL-2H3 细胞形态的影响 

中性红染色后在显微镜下可以观察到（图 3-2），空白对照组细胞形态呈梭形或纺

锤形，细胞完整。模型组中大多数细胞梭形消失变圆，甚至呈现多边形，个别细胞膜

破裂。mimics 组在过表达 miR-128-1-5p 后，细胞变圆程度有所缓解，大多呈梭形，较

模型组有明显差别。inhibitor 组在抑制 miR-128-1-5p 表达后细胞变圆程度增加，细胞边

缘模糊。模拟物对照组和抑制剂对照组均与模型组细胞形态无显著差异。说明过表达

miR-128-1-5p 后可以抑制 IgE 诱导的细胞脱颗粒导致的形态变化，而抑制 miR-128-1-5p

后会加剧细胞脱颗粒导致的形态变化。 
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图 3-2  过表达/抑制 miR-128-1-5p 对 RBL-2H3 细胞形态影响（bar=100μm） 

Figure 3-2  Effects of overexpression/inhibition of miR-128-1-5p on the morphology of RBL-2H3 

cells （bar=100μm） 

 

3.3.3  过表达与抑制 miR-128-1-5p 对 IgE 诱导 RBL-2H3 细胞释放 β-Hex 的

影响 

各组细胞释放 β-Hex 的结果见图 3-3，空白对照组细胞的 β-Hex 释放率为 28.90%，

模型组细胞的 β-Hex 释放率为 48.96%，两组间具有显著差异（p<0.001）。使 miR-128-

1-5p过表达后，细胞β-Hex释放率为 39.27%，与模型组相比具有显著差异（p<0.001）。

抑制 miR-128-1-5p 后，细胞 β-Hex 释放率为 60.2%，显著高于模型组（p<0.01）。模拟

物对照组与抑制剂对照组 β-Hex 的释放率分别为 48.87%、50.86%，与模型组释放率相
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当。结果表明过表达miR-128-1-5p后可以降低 IgE诱导的RBL-2H3细胞 β-Hex释放率，

抑制 miR-128-1-5p 后则会增加细胞 β-Hex 释放率。 

 

图 3-3  过表达/抑制 miR-128-1-5p 对 RBL-2H3 细胞释放 β-Hex 影响 

Figure 3-3  Effects of overexpression/inhibition of miR-128-1-5p on the RBL-2H3 cell release β-Hex  

3.3.4  过表达与抑制 miR-128-1-5p 对 IgE 诱导 RBL-2H3 细胞释放组胺的影

响 

图 3-4 显示了各组细胞释放组胺的情况，空白对照组细胞的组胺释放量为 8.33 

ng/mL，模型组的组胺释放量为 34.14 ng/mL，显著高于空白对照组（p<0.001）。过表达

miR-128-1-5p 后，细胞的组胺释放量为 17.50 ng/mL，显著低于模型组（p<0.001）。抑

制 miR-128-1-5p 表达后，细胞的组胺释放量为 45.78 ng/mL，显著高于模型组

（p<0.001）。模拟物对照组和抑制剂对照组的组胺释放量分别为 33.32 ng/mL、35.32 

ng/mL，与模型组无显著差异。结果表明过表达 miR-128-1-5p 后可以降低 IgE 诱导的

RBL-2H3 细胞组胺释放量，抑制 miR-128-1-5p 后则会增加细胞的组胺释放量。 
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图 3-4  过表达/抑制 miR-128-1-5p 对 RBL-2H3 细胞释放组胺影响 

Figure 3-4  Effects of overexpression/inhibition of miR-128-1-5p on the RBL-2H3 cell release 

histamine 

3.3.5  过表达与抑制 miR-128-1-5p 对 IgE 诱导 RBL-2H3 细胞凋亡的影响 

正常细胞发绿色荧光，凋亡细胞发橙色荧光，分别对正常细胞与凋亡细胞进行计

数，统计凋亡率。结果如图 3-5、图 3-6 所示，空白对照组绝大多数细胞发出亮绿色荧

光，细胞呈梭形，说明细胞膜完好，计算凋亡率为 5.3%。而模型组中凋亡细胞增多，

细胞肿胀变圆，说明胞膜出现破损，计算凋亡率为 29.54%，显著高于空白对照组细胞

（p<0.001）。过表达 miR-128-1-5p 后，细胞凋亡率为 18.89%，显著低于模型组细胞凋

亡率（p<0.01）。抑制 miR-128-1-5p 后，发出橘红色荧光细胞较模型组变多，凋亡率为

53.3%，显著高于模型组（p<0.01）。而模拟物对照组与抑制剂对照组细胞凋亡率分别

为 30.27%、33.66%，与模型组细胞凋亡率无显著差异。结果表明过表达 miR-128-1-5p

后可以减少 IgE 诱导的细胞凋亡，抑制 miR-128-1-5p 后会增加细胞凋亡。 
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图 3-5  过表达/抑制 miR-128-1-5p 对 RBL-2H3 细胞凋亡的影响（bar=100 μm） 

Figure 3-5  Effects of overexpression/inhibition of miR-128-1-5p on the apoptosis of RBL-2H3 cells 

（bar=100 μm） 
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图 3-6  RBL-2H3 细胞凋亡情况统计 

Figure 3-6  Statistics of RBL-2H3 cell apoptosis 

3.4  讨论 

miRNA 表达水平可以通过模拟物与抑制剂的瞬时转染来调节。首先设计与合成了

miR-128-1-5p 的模拟物 mimics 与抑制剂 inhibitor 以及两者的阴性对照序列。mimics 由

一对双链构成，其中一条链与 miR-128-1-5p 序列相同，另一条链与其互补，当 mimics

进入细胞内时，Dicer 蛋白可以对其识别并进行切割，与 miR-128-1-5p 序列相同的链将

被保留，另一条链会在细胞内降解，从而达到过表达的效果。Inhibitor 是一条与 miR-

128-1-5p 碱基互补的单链，转染进入细胞后，可以与成熟的 miR-128-1-5p 进行互补配

对使其降解[110]。从结果可知，mimics 与 inhibitor 可以有效使 miR-128-1-5p 在 RBL-2H3

细胞中过表达或抑制其表达，因此可以用来进行 miR-128-1-5p 的功能研究。 

RBL-2H3 细胞是体外脱颗粒最常用的细胞，其表面有高亲和力 IgE 受体，具有肥

大细胞的多种生物学特性，因此本实验选择 RBL-2H3 细胞用于 I 型超敏反应的脱颗粒

研究。在正常情况下，RBL-2H3 细胞呈梭形，当受到抗原或非抗原物质的刺激时，细

胞会释放炎症介质，并且变圆肿胀，对其进行中性红染色后，细胞内着色不均匀，可

以观察到空泡。RBL-2H3 胞质中包含多种炎症介质，在受到刺激后，可以释放组胺、

β-Hex、促炎脂质介质、细胞因子、趋化因子等等。在 IgE 诱导的脱颗粒中，β-Hex 的
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释放量与组胺平行，稳定性好。因此许多研究中将组胺与 β-Hex的释放作为肥大细胞脱

颗粒的标志物[111]。AO/EB 是一种经典的检测细胞凋亡的方法，其中 AO（吖啶橙）可

以透过胞膜完整的细胞，与 DNA结合发出绿色荧光，EB（溴乙锭）只能透过胞膜受损

的细胞，与 DNA 结合发出橘红色荧光。通过对两种颜色的细胞进行计数，就可以确定

凋亡细胞与正常细胞的比例，是一种直观、低成本的检测细胞凋亡的方法[112]。 

miR-128-1-5p 的过表达可以有效抑制 IgE 诱导的 RBL-2H3 细胞脱颗粒现象。抑制

miR-128-1-5p 后，则会得到与过表达相反的结果，细胞 β-Hex、组胺释放量与细胞凋亡

数量均有显著升高，细胞形态也较模型组肿胀更加严重，说明抑制 miR-128-1-5p 后会

进一步加剧 IgE 诱导的 I 型超敏反应。 

在之前的研究中发现，miR-128-1-5p 可以通过负调控 Gadd45g 基因改善心肌细胞

的凋亡[113]，而在癌症当中则会诱导细胞凋亡，例如通过与 PRKCQ 结合促进结直肠癌

细胞凋亡[107]，这表明即使是同一种 miRNA 也会因为在不同的细胞中调控不同的靶基

因而产生相反的效果。miR-128-1-5p 调控过敏导致细胞凋亡等现象还未见报道，本实

验中首次验证出 miR-128-1-5p 可以抑制 IgE 诱导的细胞脱颗粒现象，可能是其调控的

靶基因在细胞脱颗粒中有关键的调控作用，miR-128-1-5p 则通过与靶基因的 3’ UTR 区

域结合对脱颗粒起到间接的调控作用。 
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第四章  MiR-128-1-5p 靶向 EGR3 调控 I 型超敏反应 

qRT-PCR 与 Western blot 结果表明 EGR3 与 I 型超敏反应密切相关，双荧光素酶报

告结果发现 miR-128-1-5p可靶向 EGR3基因。在敲低 EGR3的条件下分别过表达与抑制

miR-128-1-5p，结果表明，miR-128-1-5p 可靶向 EGR3 调控 I 型超敏反应。 

4.1  实验试剂与仪器 

4.1.1  实验材料 

人胚肾细胞（293T）由实验室保存。 

实验中使用的 EGR3 敲低序列 si-EGR3-1 、si-EGR3-2、 si-EGR3-3、 si-EGR3-4 及

其阴性对照序列 NC siRNA，EGR3 的野生型（WT）与突变型（MUT）双荧光素酶报

告基因质粒以及空载体 pmirGLO 由吉玛制药技术有限公司设计、合成，序列见下表。 

试剂 序列 

si-EGR3-1 sense：GCAGUUUGCUAAAUCAAUUTT 

antisense：AAUUGAUUUAGCAAACUGCTT si-EGR3-2 sense：CCAUUACACUCAGAUGGCUTT 

antisense：AGCCAUCUGAGUGUAAUGGTT si-EGR3-3 sense：GCAACAAGACCGUGACCUATT 

antisense：UAGGUCACGGUCUUGUUGCTT si-EGR3-4 sense：GCUCCAUUCCAGAACACAATT 

antisense：UUGUGUUCUGGAAUGGAGCTT NC siRNA sense：UUCUCCGAACGUGUCACGUTT 

antisense：ACGUGACACGUUCGGAGAATT Egr3-miR-128-1-5p-

wt 

gcgcaggggccgcgccctgatctcgccctggacgTGCGGCCCCcttgcctcctcttc

gacgccccctat 

Egr3-miR-128-1-5p-

mut 

gcgcaggggccgcgccctgatctcgccctggacgACGCCGGGGcttgcctcctcttc

gacgccccctat 

4.1.2  实验试剂 

试剂 生产厂家 

DMEM 培养基 索莱宝生物科技有限公司 

双荧光素酶报告基因检测试剂盒 吉玛制药技术有限公司 

BCA 蛋白定量试剂盒 生工生物工程有限公司 

Western 及 IP 细胞裂解液 生工生物工程有限公司 

5×SDS Loading buffer 康为世纪生物科技有限公司 

一步法 PAGE 凝胶快速制备试剂盒 雅酶生物医药科技有限公司 
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TureColor 双色预染蛋白 Marker（常规范围） 生工生物工程有限公司 

脱脂奶粉 BBI 生命科学有限公司 

PVDF 转印膜 Millipore 

ECL 化学发光试剂盒 成都正能生物技术有限公司 

4.1.3  主要溶液配置 

（1）10×电泳缓冲液 

试剂 组分 

Tris base 30.3 g 

甘氨酸 187.7 g 

SDS 10 g 

去离子水 定容至 1 L 

取 100 mL 加 900 mL ddH2O，稀释成 1×再使用 

（2）10×转膜缓冲液 

试剂 组分 

Tris base 29.25 g 

甘氨酸 52.75 g 

去离子水 定容至 1 L 

取 100 mL 加 900 mL ddH2O，稀释成 1×再使用 

（3）5% 封闭液 

试剂 组分 

脱脂奶粉 1.0 g 

1×TBST 缓冲液 20 mL 

（4）10×TBST 洗膜液 

试剂 组分 

Tris base 24.28 g 

NaCl 87.66 g 

吐温 20 10 mL 

浓 HCl 调 pH=7.5，超纯水定容至 1 L 
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4.1.4  主要实验仪器   

仪器设备 生产厂家 

水平摇床 北京六一仪器厂 

DYCZ-24DH 型双板垂直电泳仪 北京六一仪器厂 

电泳槽 北京六一仪器厂 

半干转膜仪 BIO-RAD 

化学发光成像仪 上海勤翔科学仪器有限公司 

自动实时细胞成像检测系统 TECAN 

 

4.1.5  Western Blot 抗体 

试剂 生产厂家 作用浓度 

P-ERK1/2 Affinity 1:800 

ERK1/2 Affinity 1:800 

P-AKT Affinity 1:800 

AKT Affinity 1:800 

EGR3 Affinity 1:500 

β-actin Bioss 1:5000 

Goat Anti-Rabbit IgG HRP Bioss 1:10000 

4.2  实验方法 

4.2.1  miR-128-1-5p 靶基因筛选 

使用 miRNA 靶基因预测的在线数据库 miranda、targetscan 与 miRWalk 寻找与 miR-

128-1-5p 具有潜在结合能力的基因，取 3 个数据库预测到的靶基因与测序结果中差异表

达 mRNA 交集。 

4.2.2  qRT-PCR 检测 mRNA 表达 

取2.2.1.1中提取的RNA进行逆转录与 qRT-PCR验证 4.2.1中鉴定到的交集mRNA，

具体操作步骤及引物序列见 2.2.2。 

4.2.3  qRT-PCR 检测过表达 miR-128-1-5p 后 mRNA 的表达 

取对数生长期 RBL-2H3 细胞，计数 3×105 个/孔接种于六孔板中，设置模拟物组：
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转染 mimics；阴性对照组：转染 NC mimics。每组设置三个复孔。转染 24 h 后，致敏

激发，步骤同 3.2.2。激发 1 h 后，提取细胞总 RNA，逆转录后进行 qRT-PCR 检测，具

体步骤同 2.2.2。 

4.2.4  Western blot 检测过表达 miR-128-1-5p 后 EGR3 蛋白的表达 

取 4.2.3 中转染 48 h 细胞，致敏激发，1 h 后，向其中加入混合好的蛋白酶抑制剂

与裂解液，剧烈摇晃后置于冰上，静置 30 min 后离心，取上清液即为蛋白。使用 BCA

定量试剂盒对蛋白浓度进行检测，与 5×SDS Loading buffer 混合煮沸后于-20℃储存备

用。制备 SDS-PAGE 凝胶进行电泳，根据 Marker 裁切相应位置凝胶，与 PVDF 膜、滤

纸一同置于转膜仪上，采用半干法进行转膜。转膜结束后，将 PVDF 膜放入封闭液中

封闭 1 h，清洗后分别置于目标蛋白与 β-actin 一抗中 4℃孵育过夜。之后洗膜 3 次，加

入到二抗中孵育 1 h，再次洗膜后与 ECL 发光液充分接触，置于化学发光仪中显影，使

用 Image J 进行灰度分析。 

4.2.5  双荧光素酶报告基因验证 miR-128-1-5p 与 EGR3 的靶向关系 

4.2.5.1  双荧光素酶报告基因质粒构建 

借助 Targetscan 数据库分析 miR-128-1-5p 与 EGR3 的 3’UTR 区的结合位点，将序

列进行突变，分别将结合区域野生型（WT）与突变型（MUT）的片段插入到带有荧光

素酶的报告基因载体 pmirGLO 上，合成双荧光素酶野生型转染质粒、突变型转染质粒

与不含序列的空载体。 

4.2.5.2  双荧光素酶报告基因质粒与 mimics 共转染 

取对数生长期的 293T 细胞，计数 5×105 个/孔接种于 24 孔板中。设置 GLO+NC 

mimics 组：转染空质粒载体 pmirGLO 与 NC mimics；GLO+mimics 组：转染空质粒载

体pmirGLO与mimics；WT+NC mimics组：转染野生型质粒与NC mimics；WT+mimics

组：转染野生型质粒与 mimics；MUT+NC mimics 组：转染突变型质粒与 NC mimics；

MUT+mimics 组：转染突变型质粒与 mimics。每组设置三个复孔。当细胞达到 60~80%

汇合度时进行转染，具体步骤同 3.2.1.1。 

4.2.5.3  双荧光素酶报告基因活性检测 

将 200×萤火虫与海肾荧光素酶底物稀释至 1×的反应液，取 3.2.4.2中转染 48 h后的
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细胞，吸除旧培养基，每孔加入 250 μL 裂解液，置于摇床上室温裂解 1 h。 

每孔取 50 μL 细胞裂解液加到黑色 96 孔板中，加入 100 μL 萤火虫荧光素酶反应液，

震板混匀，在细胞成像监测系统中检测化学发光强度，即为萤火虫荧光素酶活力。随

后每孔加入 100 μL 海肾荧光素酶反应液，震板混匀，检测化学发光强度。 

4.2.6  EGR3 siRNA 链的筛选 

4.2.6.1  siRNA 转染 

取对数生长期 RBL-2H3 细胞，计数 3×105 个/孔接种于六孔板中，补充完全培养基

至 2 mL/孔，置于 37℃培养箱中。设置阴性对照组：转染阴性对照品 NC  siRNA，用于

说明 si-EGR3 的特异性；实验组：分别转染 si-EGR3-1 、si-EGR3-2、 si-EGR3-3、 si-

EGR3-4。每组设置三个复孔。当细胞密度达到 60~80%时进行转染。转染的具体步骤

同 3.2.1.1。 

4.2.6.2  qRT-PCR 对 EGR3 的表达进行检测 

收集 4.2.6.1 中转染 36 h 的细胞进行 RNA 提取，RNA 的提取步骤同 2.2.1.1，逆转

录与 qRT-PCR 的具体步骤同 2.2.2。 

4.2.6.3  Western blot 检测 EGR3 蛋白的表达 

收集 4.2.6.1中转染 72 h的细胞， 按 4.2.4中步骤提取蛋白，进行Western blot检测。 

4.2.7  敲低 EGR3 后抑制与过表达 miR-128-1-5p 对 IgE 诱导细胞形态的影

响 

取对数生长期的 RBL-2H3细胞，计数 5×104个/孔接种于 24孔板中，补充完全培养

基至 2 mL/孔，置于 37℃培养箱中。设置空白对照组：不转染任何试剂，不致敏激发；

模型组：不转染任何试剂，致敏激发；阴性对照组：转染 NC si-EGR3，致敏激发；

EGR3 敲低组：仅转染筛选出的 si-EGR3-4，致敏激发；si-EGR3+mimics 组：转染 si-

EGR3 与 miR-128-1-5p 的模拟物，致敏激发；si-EGR3+inhibitor 组：转染 si-EGR3 与

miR-128-1-5p 的抑制剂，致敏激发。每组设置三个复孔。细胞培养 12 h 后进行转染，

具体转染步骤同 3.2.1.1。转染 24 h 后进行致敏激发，激发 1h 后使用中性红染色，操作

步骤同 3.2.2。 
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4.2.8  敲低 EGR3 后抑制与过表达 miR-128-1-5p 对 IgE 诱导细胞释放 β-Hex

的影响 

细胞培养操作与分组同 4.2.7，转染 24 h 后，对细胞进行致敏激发。其他操作步骤

同 3.2.3。 

4.2.9  敲低 EGR3 后抑制与过表达 miR-128-1-5p 对 IgE 诱导细胞释放组胺

的影响 

细胞培养操作与分组同 4.2.7，转染 24 h 后，对细胞进行致敏激发。其他操作步骤

同 3.2.4。 

4.2.10  敲低 EGR3 后抑制与过表达 miR-128-1-5p 对 IgE 诱导细胞凋亡的影

响 

细胞培养操作与分组同 4.2.7，转染 24 h 后，对细胞进行致敏激发。其他操作步骤

同 3.2.5。 

4.2.11  EGR3 参与的 KEGG 通路 

通过京都基因与基因组百科全书进行 KEGG 的注释。 

4.2.12  过表达 miR-128-1-5p 对 IgE 诱导 RBL-2H3 细胞后信号通路的影响 

取对数生长期 RBL-2H3 细胞接种于 6 孔板中，密度为 1×106 个/孔，设置空白对照

组：不转染，不致敏激发；模型组：不转染，致敏激发；模拟物组：转染 mimics，致

敏激发；模拟物对照组：转染 NC mimics，致敏激发。每组设置三个复孔。12 h 后进行

转染，具体步骤同 3.2.1.1，24 h 后致敏激发，步骤同 3.2.2，激发 1 h 后，按 4.2.4 中步

骤提取蛋白，进行 Western blot 分析。 

4.2.13  统计学分析 

所有实验数据均表示为平均值±SD。通过单向方差分析 （ANOVA）确定统计显著

性，使用 GraphPad Prism 版本 9.0 进行 T 检验。统计显著性设置为 * p < 0.05，** p < 

0.01，*** p<0.001。 
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4.3  实验结果 

4.3.1  miR-128-1-5p 靶基因筛选 

在 miRNA 相关数据库中检索 miR-128-1-5p 的靶基因，miranda 数据库中匹配到

1441 个靶基因，miRWalk 数据库匹配到 1877 个靶基因，targetscan 数据库中匹配到

16730 个靶基因。转录组测序结果中共有 297 个差异表达 mRNA。取四者交集后发现有

5 个重叠基因（图 4-1），分别为差异表达下调的 DICER1 与差异表达上调的 PALM、

CPNE5、SIK1、EGR3。由于 miR-128-1-5p在测序结果以及后续验证中显示在模型组下

调，因此其调控的基因应在模型组中上调，故选择 PALM、CPNE5、SIK1 与 EGR3 进

行 qRT-PCR 验证。结果显示（图 4-2），除 PALM 无显著差异以外，其他三者均有不同

程度的表达上调，与测序结果相一致，将更深一步验证是否与 miR-128-1-5p 具有靶向

结合能力。 

 

图 4-1  miR-128-1-5p 靶基因与 DEmRNA 重叠韦恩图 

Figure 4-1  Venn diagram of miR-128-1-5p target gene overlap with DEmRNA 
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图 4-2  mRNA 表达结果 

Figure 4-2  RNA expression of mRNA 

4.3.2  qRT-PCR 检测过表达 miR-128-1-5p 后对 mRNA 表达的影响 

将 miR-128-1-5p 过表达后，检测 4.3.1 结果中筛选到的 CPNE5、SIK1、EGR3 

mRNA 的表达。结果表明，CPNE5 与 SIK1 的 mRNA 表达并未随 miR-128-1-5p 的变化

而下调，而 EGR3 的 mRNA 表达相对于阴性对照组有显著下调，因此选择 EGR3 进行

后续验证。（图 4-3） 

 

图 4-3  过表达 miR-128-1-5p 后 mRNA 的表达 

Figure 4-3  mRNA expression after overexpression of miR-128-1-5p 
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4.3.3  Western blot 检测过表达 miR-128-1-5p 后对 EGR3 蛋白表达的影响 

为了验证 miR-128-1-5p 对 EGR3 的转录是否有调控作用，我们对 miR-128-1-5p 过

表达组及阴性对照组中 EGR3 蛋白含量进行检测。结果显示，当过表达 miR-128-1-5p

后，EGR3的蛋白表达量相对于阴性对照组显著下降，表明 miR-128-1-5p在蛋白水平对

EGR3 同样有负调控作用（图 4-4）。 

 

图 4-4  过表达 miR-128-1-5p 对 EGR3 蛋白表达的影响 

Figure 4-4  Effect of overexpression miR-128-1-5p on EGR3 protein expression 

4.3.4  双荧光素酶报告基因验证 miR-128-1-5p 与 EGR3 的靶向关系 

通过数据库 Targetscan 预测 miR-128-1-5p 与 EGR3 的结合位点，分别构建了含有

miR-28-1-5p 结合位点的野生型质粒 pmirGLO-EGR3-WT，同时突变 miR-128-1-5p 结合

位点构建突变型质粒 pmirGLO-EGR3-MUT（图 4-5）。扩增野生型和突变型序列，连接

至 pmirGLO 载体。分别转染野生型与突变型质粒后，检测荧光强度。结果表明，转染

mimics 后，含野生型 miR-128-1-5p 结合位点的双荧光素酶报告基因质粒荧光强度显著

降低（图 4-6），表明 EGR3 可与 miR-128-1-5p 进行直接结合。 

 

图 4-5  双荧光素酶报告基因质粒序列 

Figure 4-5  Dual luciferase reporter gene plasmid sequence 
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图 4-6  双荧光素酶报告基因分析结果 

Figure 4-6  Analysis results of dual luciferase reporter genes 

4.3.5  EGR3 siRNA 链的筛选 

4.3.5.1  各组提取 RNA 浓度及质量 

超微量分光光度计检测各组 RNA浓度见表 4-1，各组 A260/A280、A260/A230的比

值均在标准范围内，证明提取的 RNA 符合要求。 

表 4-1  各组 RNA 浓度及质量检测结果 

Table 4-1  RNA Concentration and Quality Detection Results of Each Group 

Sample A260/280 A260/230 Conc. (ng/μL) 

NC siRNA 2.092 1.585 623.4 

Si-EGR3-1 2.074 1.63 490.52 

Si-EGR3-2 2.098 1.959 870.32 

Si-EGR3-3 2.012 1.775 603.4 

Si-EGR3-4 2.115 2.111 544.88 

4.3.5.2  qRT-PCR 检测各组 EGR3 mRNA 表达量 

qRT-PCR 结果显示（图 4-7），以转染阴性对照 siRNA 的细胞作为对照，各条 si-

EGR3 链均有不同程度的敲低效果，si-EGR3-4 敲低效果最佳。 



第四章  MiR-128-1-5p 靶向 EGR3 调控 I 型超敏反应 

47 

 

 

图 4-7  si-RNA 敲低 EGR3 mRNA 效率 

Figure 4-7  Efficiency of si-RNA knockdown EGR3 mRNA  

4.3.5.3  Western-Blot 检测各组 EGR3 蛋白表达量 

通过 Western-Blot 结果（图 4-8）中可以观察到，4条 si-EGR3链对 EGR3蛋白的表

达均有抑制作用，si-EGR3-4 敲低效果最佳，与 qRT-PCR 结果一致。 

 

 

图 4-8  si-RNA 敲低 EGR3 蛋白效率 

Figure 4-8  Efficiency of si-RNA knockdown EGR3 protein 
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4.3.6  敲低 EGR3 后抑制与过表达 miR-128-1-5p 对 IgE 诱导细胞形态影响 

中性红染色后在显微镜下可以观察到（图 4-9），空白对照组细胞形态呈梭形或纺

锤形，细胞完整。模型组中大多数细胞梭形消失变圆，甚至呈现多边形，个别细胞膜

破裂。si-EGR3 组在抑制 EGR3 后，与模型组相比，细胞变圆程度减小，较模型组有明

显差别。si-EGR3+inhibitor 组细胞较模型组变圆程度减小，与 si-EGR3 组细胞形态类似。

si-EGR3+mimics 组细胞大多呈梭形，与 si-EGR3 组相比形态更贴近空白对照组。阴性

对照组与模型组细胞形态无显著差异。说明敲低 EGR3 后可以缓解 IgE 诱导的细胞形态

变化，在此基础上抑制 miR-128-1-5p 后，对细胞形态无显著影响，过表达 miR-128-1-

5p 后，可以进一步对细胞肿胀程度进行缓解。 

 

图 4-9  敲低 EGR3 后抑制/与过表达 miR-128-1-5p 对细胞形态影响（bar=100 μm） 
Figure 4-9  Inhibition/overexpression of miR-128-1-5p on cell morphology after knocking down 

EGR3（bar=100 μm） 
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4.3.7  敲低 EGR3 后抑制与过表达 miR-128-1-5p 对 IgE 诱导细胞释放 β-Hex

的影响 

各组细胞释放β-Hex的结果见图 4-10，空白对照组细胞的β-Hex释放率为 30.28%，

模型组细胞的 β-Hex 释放率为 49.30%，两组间具有显著差异。抑制 EGR3 后，细胞 β-

Hex 释放率为 38.68%，与模型组相比具有显著差异。si-EGR3+inhibitor 组细胞 β-Hex 释

放率为 39.30%，与 si-EGR3 组水平相当。si-EGR3+mimics 组细胞 β-Hex 释放率为

31.25%，较 si-EGR3 组释放率减小。阴性对照组 β-Hex 的释放率为 48.40%，与模型组

释放率相当。结果表明敲低 EGR3后可以降低 IgE诱导的 RBL-2H3细胞 β-Hex释放率，

在此基础上抑制 miR-128-1-5p 后，对细胞释放 β-Hex 无显著影响，过表达 miR-128-1-

5p 后，可以进一步减少 β-Hex 的释放。 

 

图 4-10  敲低 EGR3 后抑制/与过表达 miR-128-1-5p 对细胞释放 β-Hex 影响 

Figure 4-10  Inhibition/overexpression of miR-128-1-5p on cell release β- Hex after knocking down EGR3  

4.3.8  敲低 EGR3 后抑制与过表达 miR-128-1-5p 对 IgE 诱导细胞释放组胺

的影响 

图 4-11 显示了各组细胞释放组胺的情况，空白对照组细胞的组胺释放量为 11.19 

ng/mL，模型组的组胺释放量为 35.09 ng/mL，显著高于空白对照组。抑制 EGR3后，细
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胞的组胺释放量为 17.17 ng/mL，显著低于模型组。si-EGR3+inhibitor 组细胞组胺释放

量为 16.58 ng/mL，与 si-EGR3组水平相当。si-EGR3+mimics组细胞组胺释放量为 14.35 

ng/mL，较 si-EGR3组释放量减小。阴性对照组组胺的释放量为 34.99 ng/mL，与模型组

释放量相当。结果表明敲低 EGR3 后可以降低 IgE 诱导的 RBL-2H3 细胞组胺释放量，

在此基础上抑制 miR-128-1-5p 后，对细胞释放组胺无显著影响，过表达 miR-128-1-5p

后，可以进一步减少组胺的释放。 

 

图 4-11  敲低 EGR3 后抑制/与过表达 miR-128-1-5p 对细胞释放组胺影响 

Figure 4-11  Inhibition/overexpression of miR-128-1-5p on cell release histamine after knocking down 

EGR3  

4.3.9  敲低 EGR3 后抑制与过表达 miR-128-1-5p 对 IgE 诱导细胞凋亡的影

响 

本实验采用 AO/EB 染色法检测细胞的凋亡状态，结果如图 4-12、图 4-13 所示。空

白对照组绝大多数细胞发出亮绿色荧光，细胞呈梭形，说明细胞膜完好，计算凋亡率

为 2.18%。而模型组中凋亡细胞增多，细胞肿胀变圆，说明胞膜出现破损，计算凋亡率

为 33.57%，显著高于空白对照组细胞（p＜0.001）。敲低 EGR3 后，细胞凋亡率为

20.4%，显著低于模型组细胞凋亡率（p＜0.01）。si-EGR3+inhibitor 组细胞凋亡率为
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19.64%，与 si-EGR3 组凋亡率相近。si-EGR3+mimics 组细胞凋亡率为 14.31%，显著低

于模型组（p＜0.001），并且较 si-EGR3 组凋亡率降低。而阴性对照组细胞凋亡率为

33.13%，与模型组细胞凋亡率无显著差异。结果表明敲低 EGR3后可以降低 IgE诱导的

RBL-2H3 细胞凋亡，在此基础上抑制 miR-128-1-5p 后，对细胞凋亡程度无显著影响，

过表达 miR-128-1-5p 后，可以进一步减少细胞凋亡。 

 

图 4-12  敲低 EGR3 后抑制/与过表达 miR-128-1-5p 对细胞凋亡影响（bar=100 μm） 

Figure 4-12  Inhibition/overexpression of miR-128-1-5p on cell apoptosis after knocking down EGR3

（bar=100 μm）  
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图 4-13  RBL-2H3 细胞凋亡情况统计 

Figure 4-13  Statistics of RBL-2H3 cell apoptosis 

4.3.10  EGR3 参与的 KEGG 通路 

利用 KEGG 对 EGR3 参与信号通路进行了分析，结果显示其参与到 C 型凝集素受

体信号通路（图4-14），在通路图中显示其上游是活化的T细胞核内因子（nuclear factor 

of activating T cell，NFAT），可以直接介导 EGR3 的表达。 



第四章  MiR-128-1-5p 靶向 EGR3 调控 I 型超敏反应 

53 

 

 

图 4-14  EGR3 的 KEGG 信号通路图 

Figure 4-14  KEGG signaling pathway of EGR3 

 

4.3.11  过表达 miR-128-1-5p 对 IgE 诱导信号通路的影响 

在 I 型超敏反应中，AKT 可以介导 Ca2+的释放，而通过 MAPK 通路的信号传导可

以释放炎症因子，导致细胞凋亡，因此本实验检测了这两种通路的关键信号分子 AKT

和 ERK1/2 的磷酸化水平。结果表明（图 4-15），在诱导 I 型超敏反应后可以提高 AKT

与 ERK1/2磷酸化，在过表达 miR-128-1-5p后 AKT与 ERK1/2磷酸化程度均显著下降。 
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图 4-15  过表达 miR-128-1-5p 后对 p-AKT/AKT 与 p-ERK/ERK 蛋白影响 

Figure 4-15  Effects of overexpression of miR-128-1-5p on p-AKT/AKT and p-ERK/ERK proteins 

4.4  讨论 

在之前的实验中，我们发现 miR-128-1-5p可以对 I型超敏反应起到抑制作用，接下

来需要明确其靶基因。使用目前常用并且具有权威性的 miRNA 靶基因预测数据库

miranda、targetscan 与 miRWalk 对 miR-128-1-5p 的靶基因进行检索[114, 115]，多个数据库

得到的结果取交集能够更好的规避假阳性，减小各数据库匹配方式带来的误差，并且

提高筛选到的基因与 miR-128-1-5p 靶向结合的可能性与显著性。最终预测到的靶基因

与差异表达 mRNA的 5个重叠基因中，DICER1在测序结果中差异下调，其他 4个均为

差异上调，分别为 PALM、CPNE5、SIK1、EGR3。由于 miRNA 对靶基因一般是负调

控，因此 4 个差异上调的 mRNA 更加具备作为 miR-128-1-5p 靶标的潜力。经过 qRT-

PCR验证后，PALM mRNA在模型组的表达无显著差异，其他3个mRNA均显著上调，
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与测序结果一致，其中 EGR3 的上调倍数最多，因此选择 CPNE5、SIK1 与 EGR3 进一

步验证与 miR-128-1-5p 的靶向关系。 

miR-592 具有抑制卵巢癌的作用，通过 Targetscan 与 CCB 数据库筛选到其靶基因

ERBB3，两者的表达水平呈负相关，将 miR-592 过表达后显著降低 ERBB3 水平，之后

的双荧光素酶报告实验确定了两者的靶向关系[116]。因此接下来设计 miR-128-1-5p 的模

拟物转染实验，CPNE5与SIK1没有出现下调现象，EGR3出现了显著下调，说明EGR3 

mRNA 的表达受到了 miR-128-1-5p 的调控。在 miR-128-1-5p 靶基因中，CPNE5 与神经

系统有关，在帕金森病中表达失调，可以被 lncRNA 调控减轻神经毒性，作为预防与治

疗神经退行性疾病的潜在靶点[117]。SIK1 则主要起到抑制肿瘤发展与糖异生的作用。

SIK1 作为一种肿瘤抑制剂，可以通过 TGF-β、STAT3、mTOR 等通路抑制多种肿瘤细

胞的迁移与增殖。在高葡萄糖水平下的肝细胞中检测到 SIK1 下调，并在细胞核中累积，

对其进行异位表达后可以对糖异生信号通路进行调节，为糖尿病治疗提供了新的治疗

手段[118]。CPNE5与 SIK1均未在过敏当中被提及，EGR3已经在之前的研究中被证明与

过敏性炎症有关，因此没有对前两者与 miR-128-1-5p 的靶向关系进行更深一步的探讨。 

接下来过表达 miR-128-1-5p 后检测 EGR3 蛋白的表达，结果表现出了与 mRNA 相

同的趋势。当 miRNA种子序列，即 2~8位核苷酸与 mRNA 3’UTR不完全互补时，一般

只影响 mRNA 的翻译过程，当这段序列完全互补时，则会导致 mRNA 的降解，进而影

响蛋白的翻译。这说明 miR-128-1-5p 的种子序列可能与 EGR3 3’UTR 区域是完全互补

配对的，因此可以在 mRNA 与蛋白水平对 EGR3 起到负调控的作用，下一步则需验证

两者间是否存在直接调控的关系。 

使用双荧光素酶报告基因是检测 miRNA 与靶基因结合的常用方法[116, 119]。双荧光

素酶报告系统包含两个报告基因，一个是用于检测的萤火虫荧光素酶，另一个是作为

内参的海肾荧光素酶。一般将萤火虫荧光素酶与 miRNA 靶基因结合序列串联，海肾荧

光素酶与一个组成型启动子偶连，这个组成型启动子不受各种实验条件的影响。当

miRNA 与靶基因序列结合后，则会抑制萤火虫荧光素酶的强度。因此通过检测化学发

光的强度，就可以确定 miRNA 与 mRNA 是否可以互补配对。Targetscan 是许多文献中

提到的可以预测 miRNA 与靶基因结合位点的数据库[120]，通过数据库我们预测到了

miR-128-1-5p与 EGR3的具体结合序列，将其进行突变，之后对两者进行扩增后插入到
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含有荧光素酶报告基因的载体上。本实验载体选择的是 pmirGLO，可以同时表达海参

荧光素酶和萤火虫荧光素酶，减少检测时的误差。转染 miR-128-1-5p 的 mimics 之后，

含有野生型结合序列的荧光素酶报告基因载体的荧光强度较其对照组减弱，而含突变

型结合序列的载体和空载体荧光强度较其对照组无明显变化。这说明 miR-128-1-5p 可

以通过种子序列与 EGR3 直接配对。 

在 I 型超敏反应中，IgE 的 Fc 片段可以与 FcεRI 的 α 亚基结合形成 IgE-FcεRI 复合

物，当特异性抗原与 IgE 结合达到阈值时，会导致 IgE-FcεRI 复合物交联，快速释放生

物活性介质，引发过敏性炎症[121]。当复合物发生交联时，可以激活 Src 家族中 Lyn 与

Fyn。Lyn能够促使 Syk与 FcεRIγ-ITAM结合，催化下游磷脂酰肌醇 4，5-二磷酸水解生

成二酰基甘油（DAG）与肌醇三磷酸（IP3），两者共同驱动钙离子的释放[122]。在 Lyn-

Syk途径中，MAPK信号通路也被激活，其中磷酸化的细胞外调节蛋白激酶（ERK）与

其主要靶点 PLA2 结合，促使细胞释放花生四烯酸并募集白三烯与前列腺素。Fyn 的激

活可以将PI3K募集到细胞膜上，催化形成PIP3，导致AKT磷酸化，调节后续NF-κB、

AP-1 等信号通路，使细胞释放炎症因子[123]。 

有报道称，EGR3 可以与 HDAC6 的启动子直接结合，使 IL-27 水平升高导致过敏

性炎症。HDAC6作为HDAC家族的一员，是一种α-微管蛋白去乙酰化酶，可以使AKT、

HSP90、β-catenin、Sam68、Hsc70、HMGN2 等底物去乙酰化，与癌症、系统性红斑狼

疮、炎症、过敏、神经系统等多种疾病相关[124]。有证据显示，HDAC6 过表达后能够

显著诱导 ERK、 IKKα/β 与 c-Jun 的磷酸化，增加 p65 DNA 结合活性，从而对 MAPK、

NF-κB、AP-1 通路进行调控，从而调节促炎因子 TNF-α、IL-6、IL-1β 的表达[94]。当

HDAC6 缺失时会抑制 AKT 在 Ser473 位点的磷酸化，导致细胞因子 IL-10 减少[125]。在

KEGG 分析结果中，EGR3 富集到了 C 型凝集素受体信号通路，其中显示 NFAT 介导

EGR3 的发生。当磷脂酶 C（PLC）被激活后，会裂解 PIP2 释放 DAG 与 IP3，随后 IP3

与内质网膜上的受体结合，触发钙离子释放。当内质网钙库中钙离子耗尽时，会激活

质膜上的钙释放激活钙调因子 1（ORAI），使其与钙传感器钙调蛋白（CAM）结合，

激活钙调磷酸酶。钙调磷酸酶中的亚基 CnA 可以使 NFAT 蛋白去磷酸化，暴露出核定

位序列，进入细胞核中，参与 EGR3 的表达[126, 127]。将 miR-128-1-5p 过表达， AKT 与

ERK1/2 的磷酸化程度较模型组下降。因此 miR-128-1-5p 可能通过与 EGR3 完全互补配
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对使其降解，阻断 EGR3 与 HDAC6 的结合，从而减少 HDAC6 的表达，抑制 MAPK 和

AKT 信号通路从而缓解 IgE 诱导的细胞脱颗粒（图 4-16）。 

通过之前的实验，我们已经确定 miR-128-1-5p 可以对 IgE 介导的细胞脱颗粒现象

起到抑制作用。但一个 miRNA 可能通过多个靶基因起到调控作用，因此本章在敲低

EGR3的情况下对 miR-128-1-5p进行抑制或过表达，检测 miR-128-1-5p对 IgE介导的细

胞脱颗粒现象是否仍具有调控作用。 

在转染 si-EGR3 后，细胞形态、β-Hex 与组胺释放、细胞凋亡数量较模型组均有所

缓解，转染 miR-128-1-5p 的抑制剂后，各项指标较 si-EGR3 组没有明显变化，说明在

缺少 EGR3 的情况下，miR-128-1-5p inhibitor 对细胞脱颗粒的调控并不明显。在转染 si-

EGR3 同时转染 miR-128-1-5p mimics，对脱颗粒各项指标较 si-EGR3 组有进一步的抑制

作用，可能是由于 si-EGR3与 miR-128-1-5p两者对 EGR3起到叠加的抑制作用。在关于

重度哮喘的研究中，通过共转染实验验证了 miR-146a-3p 可通过其靶基因 MBD2 改善

Th17 分化程度。抑制 miR-146a-3p 后会增强 Th17 分化，同时转染 miR-146a-3p inhibitor

与 si-MBD2 后较 miR-146a-3p inhibitor 组 Th17 分化程度降低；同时转染 miR-146a-3p 

mimics 与 si-MBD2 较单独转染 si-MBD2 对 Th17 分化的抑制作用更强[120]。同理可以证

明 miR-128-1-5p 可以通过负调控 EGR3 的表达对 IgE 诱导的脱颗粒起到抑制作用。 

但是本实验的不足之处在于，没有对 EGR3 敲除后抑制与过表达 miR-128-1-5p 的

信号通路进行检测，并且没有设置 si-EGR3 与 mimics 和 inhibitor 的阴性对照共转染的

实验组，而是将共转染组直接与 si-EGR3组进行对比，不能排除转染试剂对结果造成的

误差，但是在本实验中未发现阴性对照与转染试剂对实验结果产生影响。 
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图 4-16  miR-128-1-5p 靶向 EGR3 调控 I 型超敏反应 

Figure 4-16  miR-128-1-5p targeting EGR3 regulates type I hypersensitivity reaction 
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第五章  MiR-128-1-5p 在小鼠哮喘的治疗作用 

miR-128-1-5p可以在体外通过 EGR3对 I型超敏反应进行调控，本章建立了 OVA诱

导的小鼠哮喘模型，使用化学修饰后的 miRNA 模拟物 agomir 在小鼠体内使 miR-128-1-

5p 过表达，腹腔注射 11R-VIVIT-TFA 在体内抑制 EGR3。通过检测 BALF 中细胞进行

分类计数、肺组织病理、血清与 BALF 中细胞因子等，结果发现， miR-128-1-5p 对小

鼠哮喘具有显著的治疗效果。 

5.1  实验试剂与仪器 

5.1.1  实验材料 

SPF 级 4~6 周龄雌性昆明小鼠购自斯贝福生物技术有限公司，动物许可证号为

SCXK（京）2019-0004。动物体内过表达 miR-128-1-5p 使用的 agomir 及其对照 NC 

agomir 由吉玛制药技术有限公司设计、合成。 

5.1.2  实验试剂 

试剂 生产厂家 

卵清蛋白（OVA），≥95% 上海易恩化学技术有限公司 

氢氧化铝佐剂 博奥龙科技有限公司 

11R-VIVIT-TFA 阿拉丁生化科技股份有限公司 

地塞米松 美仑生物技术有限公司 

瑞氏-吉姆萨染色液 雷根生物技术有限公司 

4%多聚甲醛 碧云天生物科技有限公司 

小鼠 IgE、OVA-IgE、IL-4、IL-6、

IL-13、TNF-αELISA 试剂盒 

江苏酶标生物科技有限公司 

HE、Masson 染色试剂盒 Solarbio 

柱式法 RNA 提取试剂盒 Takara 

5.1.3  主要溶液配制 

（1）OVA 致敏剂 

称取 5 mg OVA 粉末加入到 10 mL 生理盐水中，0.22 μm 微孔滤膜过滤除菌，与 10 

mg/mL的氢氧化铝佐剂 1：1混合，得到 250 μg/mL的 OVA注射用致敏剂，使用时现用
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现配。 

（2）2%OVA 雾化剂 

称取 200 mg OVA 粉末加入到 10mL 生理盐水中，配制为 20 mg/mL 即 2%的 OVA

雾化剂。 

（3）1 mg/mL NFAT 抑制剂 

将 1 mg NFAT 抑制剂溶于 1 mL 生理盐水中。0.22 μm 微孔滤膜过滤除菌，-20℃保存。 

5.1.4  主要使用仪器 

仪器设备 生产厂家 

雾化器 鱼跃医疗设备股份有限公司 

匀浆机 Thermo Fisher 

石蜡包埋机 亚光医用电子技术有限公司 

石蜡切片机 赛维尔生物科技有限公司 

5.2  实验方法 

5.2.1  OVA 诱导小鼠哮喘模型的建立 

5.2.1.1  动物分组 

将 36 只雌性小鼠随机平均分为正常组（C 组）、哮喘组（OVA 组）、阴性对照组

（NC agomir 组）、miR-128-1-5p 过表达组（agomir 组）、EGR3 敲低组（NFAT inhibitor

组）、阳性药物组（地塞米松组），每组 6 只小鼠。 

5.2.1.2  动物致敏 

小鼠喂食不含过敏原的饮食与纯净水，适应性饲养一周。在实验的第 1、8、15 天

进行致敏。除 C 组腹腔注射 200 μL 生理盐水外，其他各组腹腔注射 200 μL 含 25 μg 

OVA 与 1 mg 氢氧化铝的致敏剂。 

5.2.1.3  动物激发 

从第 21天开始每天对小鼠进行 OVA雾化激发。除 C组使用生理盐水雾化外，其他

各组使用 2%的 OVA 雾化剂进行激发，每次雾化 1 h，持续 10 天[128]。 

5.2.1.4  药物干预小鼠 

从第 21 天开始，miR-128-1-5p 过表达组与阴性对照组通过鼻腔滴注 1 μg/μL 的
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agomir 与 NC agomir，50 μL/只，每隔一天滴注一次。EGR3 抑制组通过腹腔注射 11R-

VIVIT-TFA，10 mg/kg/只，每隔一天注射一次。对阳性药物组通过腹腔注射地塞米松

注射液，10 mg/kg/只，每天注射一次（图 5-1）。 

 

图 5-1  小鼠造膜与给药步骤 

Figure 5-1 Steps of mice membrane creation and drug delivery 

5.2.2  小鼠行为学观察 

在雾化期间观察小鼠的活动、呼吸、大小便等情况，记录最后一次激发后10min内

小鼠抓鼻、挠痒等哮喘发作症状并进行评分，评分标准：没有抓鼻或挠痒记 0分，抓鼻

或挠痒 1~3 次记 1 分，4~6 次记 2 分，7 次及以上记 3 分；小鼠无哮喘症状记 0 分，有

轻度哮喘症状记 3分，出现呼吸急促、焦躁不安或静止不动症状记 6分，出现严重呼吸

问题如点头呼吸、腹式呼吸症状记 9 分。 

5.2.3  标本收集 

小鼠最后一次激发后断食断水，24 小时后用乙醚麻醉后处死。乙醚麻醉之后，称

重，摘除眼球，用 1.5 mL 离心管收集血液，室温放置 2 h，3000 ×g 4℃下离心 10 min，

取上层血清，在-80℃冰箱中保存备用。取血后将小鼠脱颈处死。小鼠气管分离，使用

直型灌胃针插管，通过注射器向肺部缓慢注入 1 mL 预冷的 PBS，静置 30 s 后轻轻回抽

注射器，回收率达到 80%即视为合格，将收集到的肺部灌洗液（bronchoalveolar lavage 

fluid，BALF）转移到 1.5 mL 离心管中，置于冰上，将上述操作重复三次。BALF 在

2000 rpm 4℃下离心 5 min，上清液置于-80℃冰箱中保存备用，细胞沉淀使用 PBS 重悬，

用于白细胞分类计数。收集左肺放置于-80℃冰箱中用于提取RNA与蛋白，右肺放置于
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4%多聚甲醛中用于切片染色。 

5.2.4  白细胞分类计数 

取 5.2.3 中获得的细胞悬液在血细胞计数板中进行总细胞计数，取适量悬液滴加在

载玻片上推开，晾干，甲醇固定 10 min。吸取适量瑞氏-吉姆萨染色液染色液染色，15 

min 后用双蒸水冲洗，置于显微镜下观察。 

5.2.5  肺组织病理分析 

5.2.5.1  组织包埋与切片 

5.2.3 中获得的肺组织在 4%多聚甲醛中固定后进行冲洗、脱水、透明、透腊、包埋

后获得石蜡块，蜡块使用切片机制成 4 μm 石蜡切片。 

5.2.5.2  苏木精-伊红（hematoxylin-eosin staining，HE）染色 

将石蜡切片置于 60℃烘箱中烤片 30 min，分别经过二甲苯 I 10 min、二甲苯 II 10 

min、100%乙醇 5 min、90%乙醇 5 min、80%乙醇 5 min、70%乙醇 5 min 脱蜡，使用蒸

馏水洗三次，每次 5 min。 

苏木精染色 10 min，双蒸水冲洗，1%盐酸乙醇分化，双蒸水冲洗，0.6%氨水返蓝，

双蒸水冲洗，伊红染色 5 min，双蒸水冲洗。进行脱水透明：通过 80%乙醇 5 s、90%乙

醇 2 min、100%乙醇 2 min、二甲苯 II 5 min、二甲苯 I 5 min，使用中性数胶封片，在显

微镜下观察。 

5.2.5.3  马森（Masson）染色 

石蜡切片脱蜡至水步骤同 5.2.5.2。苏木精染色 5 min，双蒸水冲洗，酸性复红液染

色 5 min，冰醋酸溶液浸洗，1%磷钼酸溶液分化 5 min，苯胺蓝染色 5 min，冰醋酸溶液

浸洗。脱水透明及封片步骤同 5.2.5.2。 

5.2.6  ELISA 检测小鼠血清与 BALF 中细胞因子水平 

将各组血清与 BALF 从-80℃冰箱中取出，在室温下融化，IgE、OVA-IgE、IL-4、

IL-6、IL-13 以及 TNF-α 的 ELISA 试剂盒提前 20min 置于室温中平衡，按照试剂盒操作，

计算浓度。 

5.2.7  qRT-PCR 检测肺组织中 miR-128-1-5p 与 EGR3 mRNA 表达 

每组取 40 mg 的肺组织置于 1.5 mL 无酶离心管中，使用柱式 RNA 提取试进行裂
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解、盐份洗涤、沉淀、融解提取 RNA。按 2.2.2 步骤进行 RNA 逆转录与 qRT-PCR 检测。 

5.2.8  Western blot 检测肺组织中 EGR3 蛋白的表达 

取 5.2.3中的肺组织，各组称取 100 mg肺组织置于 1.5mL离心管中加入适量蛋白酶

抑制剂与裂解液混合液，匀浆，15000 rpm 4℃离心 10min，取上清液即为肺组织中蛋白。

蛋白定量与 Western blot 操作步骤同 4.2.4。 

5.2.9  统计学分析 

所有实验数据均表示为平均值±SD。通过单向方差分析 （ANOVA）确定统计显著

性，使用 GraphPad Prism 版本 9.0 进行 T 检验。统计显著性设置为* p < 0.05， ** p < 

0.01，*** p<0.001。 

5.3  实验结果 

5.3.1  小鼠行为学观察 

每次雾化期间，哮喘组小鼠出现抓鼻、挠痒、身体蜷缩、烦躁不安、大小便失禁、

点头呼吸等症状，药物干预组中上述反应均有所减轻，正常组小鼠偶尔出现抓鼻现象，

无异常反应。对各组小鼠进行哮喘行为学评分如图 5-2，正常组评分为 0.67，哮喘组评

分为 9.83，较正常组显著升高（p＜0.001），agomir 组评分为 4，NFAT inhibitor 组评分

为 4.5，地塞米松组为 3.5，三组相较于哮喘组均显著降低（p＜0.01或 p＜0.001），阴性

对照组评分为 10.17，与哮喘组无显著差异。 

 图 5-2  小鼠哮喘行为评分 

Figure 5-2  Mice asthma behavior score 
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5.3.2  BALF 中细胞分类计数 

各组 BALF 中细胞涂片的瑞氏-吉姆萨染色结果见图 5-3、5-4，哮喘组小鼠白细胞

总数相对于正常组显著增多，对细胞进行分类计数，其中嗜酸性粒细胞在哮喘组中的

升高最为显著，这是过敏性哮喘模型制备成功的标志之一，中性粒细胞、巨噬细胞和

淋巴细胞也在哮喘组有所增加。在给药处理组中白细胞总数与各类细胞数量相较于哮

喘组均有下降趋势，agomir 组与 NFAT inhibitor 组粒细胞总数、中性粒细胞与嗜酸性粒

细胞数量相当，地塞米松组效果则优于这两组。 

 

图 5-3  BALF 细胞瑞氏-吉姆萨染色（bar=100 μm） 

Figure 5-3  Wright-Giemsa staining of BALF cells（bar=100 μm） 

 

图 5-4  BALF 细胞计数 

Figure 5-4  BALF cells amount 
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5.3.3  肺组织病理学结果 

5.3.3.1  HE 染色 

小鼠肺组织切片的 HE 染色结果如图 5-5 所示，正常组中各级支气管结构无明显异

常，肺泡壁结构清晰，肺内结缔组织与血管均无明显异常，未见明显炎性病变。哮喘

组与对照组染色结果中可以观察到肺泡壁有粒细胞浸润，肺泡腔内有少量粒细胞与巨

噬细胞渗出，可见肺泡扩张，支气管上皮细胞排列不规则，胞质疏松，血管周围可见

大量淋巴细胞及粒细胞浸润。Agomir 组中可见肺泡壁有少量粒细胞浸润，支气管上皮

细胞脱落，管腔内可见少量坏死细胞碎片，血管周围可见少量淋巴细胞浸润。NFAT 

inhibitor 组中可见肺泡壁少量粒细胞浸润，肺泡腔内少量粒细胞与巨噬细胞渗出，支气

管上皮细胞排列不规则，胞质疏松，血管周围可见少量粒细胞浸润。地塞米松组可见

肺泡壁少量粒细胞浸润，肺泡腔可见少量粒细胞及巨噬细胞渗出，血管无明显异常。

说明哮喘组与对照组出现明显病变，三个给药组中粒细胞浸润程度均降低，agomir 组

与地塞米松组支气管上皮细胞脱落数量少于 NFAT inhibitor 组，地塞米松组血管结构较

其他两组完整。 

 

图 5-5  肺组织 HE 染色（bar=100 μm） 

Figure 5-5  HE staining of lung tissue（bar=100 μm） 

 

5.3.3.2  Masson 染色 
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对小鼠肺组织切片做 Masson 染色，观察肺组织的纤维化程度。染色结果见图 5-6，

对各组纤维化面积进行统计分析如图 5-7 所示。模型组与对照组的肺部纤维化面积显著

高于正常组，与模型组相比，agomir、NFAT inhibitor 与地塞米松治疗组的肺组织纤维

化明显减轻，给药组中地塞米松组纤维化面积最少，agomir 组次之，NFAT inhibitor 组

中面积最大。 

 

图 5-6  肺组织 Masson 染色（bar=100 μm） 

Figure 5-6  Masson staining of lung tissue（bar=100 μm） 

 

图 5-7  肺组织纤维化面积 

Figure 5-7  Fibrotic area of lung tissue 
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5.3.4  ELISA 检测结果 

取各组小鼠血清及 BALF 上清液，使用 ELISA 检测 IgE、OVA-IgE、IL-4、IL-6、

IL-13 和 TNF-α 的含量，结果如图 5-8、5-9 所示。哮喘组与对照组血清与 BALF 上清液

中各细胞因子含量较正常组均显著增加，给药组中细胞因子含量较哮喘组均有所下降。 

 

图 5-8  血清中细胞因子水平 

Figure 5-8  Cytokine levels in serum 
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图 5-9  BALF 中细胞因子水平 

Figure 5-9  Cytokine levels in BALF 

5.3.5  qRT-PCR 检测 miR-128-1-5p 与 EGR3 mRNA 表达 

为了验证在体内 miR-128-1-5p 是否仍能对 EGR3 起到调控作用，对两者在小鼠肺

组织中的表达进行了 qRT-PCR 分析，结果见图 5-10。分析结果显示，在哮喘组中，

miR-128-1-5p水平较正常组显著下降，经过 agomir处理后其表达有显著回升。EGR3在

哮喘组中的表达较正常组显著上调，在 NFAT inhibitor 组与 agomir 组中均可被显著下

调。结果表明，经过 OVA 诱导后，miR-128-1-5p 与 EGR3 表达水平的变化趋势与细胞

中一致，并且在体内 EGR3 的 mRNA 也可以被 miR-128-1-5p 负调控。 
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图 5-10  肺组织中 miR-128-1-5p 与 EGR3 mRNA 水平 

Figure 5-10  miR-128-1-5p and EGR3 mRNA levels in lung tissue 

5.3.6  Western blot 检测 EGR3 蛋白表达 

通过 Western blot 检测小鼠肺组织中 EGR3 蛋白的表达量，结果显示，EGR3 在模

型组可以显著上调，经过 miR-128-1-5p 的 agomir 与 NFAT inhibitor 诱导后可以显著下

调，说明 miR-128-1-5p 可以在体内抑制 EGR3 的蛋白表达（图 5-11）。 

 

图 5-11  肺组织中 EGR3 蛋白水平 

Figure 5-11  EGR3 protein levels in lung tissue 

5.4  讨论 

哮喘是一种典型的 I 型超敏反应，IgE 的增多与哮喘的发生、进展密切相关，是哮
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喘检测的关键指标[129]。参考先前的研究建立了 OVA 诱导的小鼠哮喘模型[128]，哮喘组

小鼠出现了点头呼吸、焦躁不安或静止不动、大小便失禁等行为，BALF 中标志性的嗜

碱性粒细胞增多，肺组织切片 HE 染色后观察到大量炎性细胞浸润、支气管上皮细胞排

列不规则，Masson染色结果中纤维化程度增加，IgE表达增加，说明了哮喘模型建立成

功。 

本实验中选择 agomir 使 miR-128-1-5p 在小鼠体内过表达，使用活化的 T 细胞核因

子抑制剂 11R-VIVIT-TFA 抑制 EGR3 的表达，地塞米松作为阳性治疗药物。agomir 可

以模拟内源性 miRNA 构成 RISC 复合物发挥作用，比普通的 mimics 具有更高的稳定性，

通过滴鼻给药实现 miR-128-1-5p 在肺部的富集[130]。EGR3 是 FasL 表达的关键激活因子，

在 NFAT敲除小鼠中观察到了 FasL诱导受损，当提供外源性 NFAT 时，则表现出 EGR3

依赖性 FasL 活性恢复[131]。当细胞内钙水平升高时，钙调磷酸酶可使 NFATc1-NFATc4

亚型去磷酸化，随后进入到细胞核中触发下游靶点的表达[127, 132]，EGR3 主要定位于细

胞核中，已有研究证明 NFAT 参与了 EGR3 基因的表达[133]。因此实验中通过腹腔注射

NFAT inhibitor 在体内抑制 EGR3 的表达。地塞米松作为一种糖皮质激素可以用于治疗

自身免疫性疾病、过敏、眼部疾病和癌症等，可以通过抑制 NF-κB 通路有效减少炎症

介质释放，是目前临床常用于治疗哮喘的药物[134]。本实验使用地塞米松作为阳性对照

药物。 

qRT-PCR 与 Western blot 检测结果显示 agomir 可以在体内有效过表达 miR-128-1-

5p，并对 EGR3实现负调控，并且在体内过表达 miR-128-1-5p或抑制 EGR3表达均可以

减轻小鼠哮喘症状。 

大量研究表明，IL-4、IL-13 所引起的 II 型免疫是造成过敏性哮喘的主要原因，IgE

是哮喘的治疗靶点与生物标志物，TNF-α在许多肺部炎症中有重要作用，TNF-α抑制剂

目前被作为治疗哮喘的潜在药物，IL-6 反映了肺组织损伤与气道炎症程度[135-137]，因此

实验中通过 ELISA 检测这些细胞因子水平作为哮喘当中过敏与炎症的指标。嗜酸性粒

细胞是哮喘发病中的主要促炎细胞，哮喘涉及到的支气管炎症也会造成中性粒细胞、

淋巴细胞和巨噬细胞数量的变化[138]。HE 染色可以反映出细胞与组织结构信息，

Masson 染色可以使胶原纤维呈蓝色，统计染蓝色的面积作为组织纤维化程度。结果显

示 agomir 与 11R-VIVIT-TFA 可以治疗小鼠哮喘。 
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在体外实验中，我们证明了 miR-128-1-5p可以通过靶向 EGR3对 ERK与 AKT参与

的信号通路起到调控作用，这两个信号因子也在哮喘中发挥重要作用。STAT-6 是哮喘

的关键调节因子，ERK可以通过磷酸化 STAT-6的丝氨酸残基来激活 STAT-6，也可以增

加 IgE与 IL-4等炎症介质的产生，目前有许多研究致力于通过抑制 ERK来治疗哮喘[139, 

140]。AKT 可以使下游 NF-κB 通路激活，也会使 Th1/Th2 分泌比例失衡造成 Th2 分泌过

多的 IL-4 与 IL-10 导致炎症反应。一些 miRNA 显示出可以靶向这些通路对哮喘有治疗

或预防的效果。miR-200a 与 miR-200b 能够靶向 ORMDL3 对 ERK 的磷酸化水平起到抑

制作用，对这两种 miRNA 抑制后则会导致炎症因子的表达增加[141]。FOXC1 可以激活

PI3K/AKT 通路，miR-200a 可以降低 FOXC1 表达，抑制肺组织纤维化与下游 NF-κB 通

路的活化。lncRNA RP5-857K21.7可以作为 miR-508-3p的海绵调节 PI3K/AKT/mTOR 通

路，抑制哮喘导致的细胞凋亡[142, 143]。因此在体内增加 miR-128-1-5p的表达后可能仍然

能够通过靶向 EGR3 调控 ERK 与 AKT，在哮喘中起到抑制作用。 

EGR3 还显示出了在上皮细胞中的调控作用。在哮喘患者的支气管上皮细胞的转录

组测序与脂多糖诱导的肺泡上皮细胞中均观察到了EGR3表达增加，并且会使肺泡上皮

细胞活力下降，增加细胞凋亡[85, 144]。气道重塑是哮喘的一种临床表现，在气道平滑肌

细胞中，lncRNA ANRIL 可以通过调节 miR-7-5p/EGR3 信号传导来抑制气道重塑[145]。

因此 miR-128-1-5p 还有可能通过负调控 EGR3 对肺部的上皮细胞起到保护作用，减轻

气道重塑，从而抑制哮喘的发展。 

一些经典的 miRNA 作为药物已经进入到了临床实验阶段，但是其副反应也是需要

克服的难题。miRNA在体内对基因的调控广泛，并且机制复杂，对一个miRNA的水平

进行调节往往会引起机体不可预测的反应，难以做到特异性沉默靶基因[55]。并且

miRNA 的递送方式也是产生免疫相关不良反应的原因[52]。实验中仅证明了 miR-128-1-

5p 的 agomir 可以在小鼠体内减轻哮喘症状，对于其靶向的信号通路还需要进一步验证。

miR-128-1-5p的靶基因不止有 EGR3，因此在 agomir给药后可能会由于靶向其他关键基

因而产生副作用，由于小鼠哮喘模型的构建周期短，未能观察到小鼠不良反应的发生。

本实验结果中 miR-128-1-5p 的模拟物在细胞内可以使其表达量增加数十倍，但是在体

内的效果远不如体外，这可能是由于体内环境比较复杂，导致 agomir 的降解，也有可

能是一部分药物未能进入到肺组织当中[146]。若能继续丰富 miR-128-1-5p 的调控网络，
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改善药物修饰方法，采用损耗小的给药途径，那么 miR-128-1-5p 的模拟物则具有作为

治疗哮喘等 I 型超敏反应药物的潜力。   
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第六章  结论 

1、通过全转录组技术分析得到了与 I 型超敏反应相关的 miR-128-1-5p 与 EGR3。 

2、体内、体外实验表明，miR-128-1-5p 靶向 EGR3 抑制细胞脱颗粒，通过调控

AKT 与 ERK 信号通路，起到治疗 I 型超敏反应的作用。 
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