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摘 要 

背景及目的： 

变应性鼻炎（allergic rhinitis, AR）是一种由特定 IgE 介导的鼻黏膜慢性炎症

性疾病，以鼻塞、流清涕、鼻痒、打喷嚏为主要临床特征。目前 AR 已成为一种

全球性健康问题，但目前临床上针对 AR 的治疗仍未取得较好的效果。因此深入

探讨 AR 的发病机制，寻找更加有效的治疗方法具有重要意义。MiR-223-3p 是

一种受多种转录因子调控的多功能 microRNA（miRNA），具有调节免疫细胞增

殖、分化和极化的作用，在炎症中发挥关键作用。嗜酸性粒细胞（eosinophils, EOS）

是过敏反应的主要效应细胞，其脱颗粒作用被认为是导致过敏性炎症的重要效

应反应。近年来的研究表明，miR-223-3p 在 AR 患者血清中上调，并与血清中

EOS 数目及其分泌的嗜酸性粒细胞阳离子蛋白（eosinophil cation protein, ECP）

水平密切相关，提示 miR-223-3p 可能与 AR 和 EOS 脱颗粒作用有关，但具体作

用机制仍不清楚。泛素连接酶 FBXW7 能调控多种底物蛋白的降解，并在免疫调

节和炎症反应中发挥重要作用。基于我们生物信息学预测到 FBXW7 是 miR-223-

3p 的靶标，本研究主要聚焦在 miR-223-3p 和 FBXW7 在 AR 中的表达、作用及

二者的相关性，并进一步探讨其对 AR 影响的具体机制。 

方法： 

（1）实时荧光定量 PCR（quantitative real-time PCR, RT-qPCR）和荧光原位

杂交检测 AR 患者、AR 小鼠及相应对照组鼻粘膜中 miR-223-3p 的水平。 

（2）RT-qPCR 检测 ECP、嗜酸性粒细胞主要碱性蛋白（eosinophil major basic 

protein, MBP）、嗜酸性粒细胞过氧化物酶（eosinophil peroxidase, EPO）在 AR 患

者和小鼠鼻黏膜中的表达。通过改变 EOL-1 中 miR-223-3p 的表达，观察卵清蛋

白（ovalbumin, OVA）和 CCL11 刺激后细胞中 ECP、MBP、EPO 的变化。同时

构建小鼠 AR 模型，并应用 miR-223-3p 激动剂（miR-223-3p agomir）和 miR-223-

3p 拮抗剂（miR-223-3p antagomir）改变 miR-223-3p 在体内的表达水平，采用 RT-

qPCR 检测小鼠鼻黏膜中 miR-223-3p、ECP 和 MBP 的表达，苏木素-伊红

（Hematoxylin-eosin, HE）染色和电镜观察鼻黏膜的形态变化，流式细胞术检测

小鼠鼻黏膜和外周血中 EOS 比例，免疫荧光观察 MBP 在组织中的表达变化情



摘 要 

III 

况，酶联免疫吸附（enzyme linked immunosorbent assay, ELISA）检测小鼠血清中

ECP 和 EPO 的分泌情况。 

（3）从 miRTarBase、miRDB、TargetScan、miRmap 和 DIANA-microT 五个

数据库中获取并下载 miR-223-3p 靶基因，利用在线韦恩图工具取交集后得到较

为可信的靶基因，并进行 RT-qPCR 验证。通过双荧光素酶报告验证 miR-223-3p

与靶基因的结合后，进一步改变 EOL-1 细胞中 miR-223-3p 水平，并采用蛋白免

疫印迹反应（western blot）观察靶基因的变化。 

（4）在过表达 miR-223-3p 的 EOL-1 细胞中进一步上调 FBXW7 的水平，

并应用 OVA 和 CCL11 进行刺激，通过 western blot 检测 FBXW7 的表达，免疫

荧光观察细胞中 MBP 蛋白的表达变化情况。将构建完成的腺相关病毒 sh-

FBXW7 经鼻腔滴入处理小鼠，应用 OVA 和氢氧化铝构建小鼠 AR 模型，同时

使用 miR-223-3p antagomir 抑制 miR-223-3p 的表达，采用 western blot 检测小鼠

鼻黏膜中 FBXW7 的表达，HE 染色观察鼻黏膜的组织病理形态，免疫荧光观察

鼻黏膜中 MBP 的表达，RT-PCR 和 ELISA 分别检测小鼠鼻黏膜与血清中 ECP、

EPO 的表达水平。 

结果： 

（1）与对照组相比，miR-223-3p 在 AR 患者和 AR 小鼠鼻黏膜中的表达水

平升高，且其表达位置主要在胞质。 

（2）与对照组相比，AR 患者和 AR 小鼠鼻黏膜中 ECP、MBP、EPO 的

mRNA 水平均升高。 

（3）经 OVA 和 CCL11 处理后，EOL-1 细胞中 miR-223-3p、ECP、MBP 和

EPO 的表达水平均升高。上调 miR-223-3p 的水平促进了经 OVA 和 CCL11 处理

的 EOL-1 细胞中 ECP、EPO mRNA 的表达，而下调 miR-223-3p 后其表达被抑

制。ELISA 结果表明，miR-223-3p 上调可以促进 EOL-1 细胞分泌 ECP、EPO、

MBP，下调 miR-223-3p 则抑制其分泌。免疫荧光结果显示，经 OVA 刺激后 OVA

组的 MBP 荧光表达量更高，在上调 miR-223-3p 后进一步增强了 MBP 的表达，

miR-223-3p 的降低则减弱了 MBP 的表达。 

（4）动物实验 HE 染色结果显示，采用 miR-223-3p agomir 上调鼻黏膜中

miR-223-3p 的表达后加重了鼻黏膜的破坏及 EOS 的浸润。电镜结果显示，miR-

223-3p agomir 处理组的鼻粘膜纤毛脱落更为明显、排列更为紊乱，而 miR-223-



摘 要 

IV 

3p antagomir 组的鼻黏膜纤毛较整齐，少量出现倒伏。流式细胞术、免疫荧光、

RT-qPCR 和 ELISA 的结果则进一步表明，上调 miR-223-3p 增加了外周血和鼻黏

膜中 EOS 比例，提高了鼻黏膜中 ECP、MBP mRNA 的表达及血清中 ECP、EPO

的分泌。 

（5）通过生物信息学预测，获得 IL6ST、FBXW7、FOXO1 和 NFIA 四个靶

基因，经过 mimics 转染及 RT-qPCR 检测，得出 miR-223-3p 对 FBXW7 的抑制

作用最为显著。双荧光素酶报告实验结果表明 miR-223-3p 可以靶向结合 FBXW7 

3'UTR。利用 miR-223-3p mimics 和 miR-223-3p inhibitor 转染 EOL-1 细胞后采用

western blot 进一步验证两者的靶向关系，结果显示过表达 miR-223-3p 降低了

FBXW7 蛋白表达水平；而下调 miR-223-3p 表达则增加 FBXW7 蛋白的表达水

平。RT-qPCR、western blot 和免疫组化检测黏膜中 FBXW7 的结果显示，相较于

对照组，FBXW7 在 AR 组鼻黏膜中的表达更低。 

（6）在过表达 miR-223-3p 的 EOL-1 细胞中进一步上调 FBXW7 的水平，

再应用 OVA 和 CCL11 进行刺激后，western blot 和细胞免疫荧光结果显示，在

过表达 miR-223-3p 的 EOL-1 细胞中，FBXW7 表达水平下调，细胞炎症水平上

调；进一步上调 FBXW7，miR-223-3p 的表达水平依然上调，而 FBXW7 的表达

水平恢复，且细胞的炎症水平下降。 

（7）在应用干扰病毒的基础上，采用 OVA 和氢氧化铝构建小鼠 AR 模型，

同时加入 miR-223-3p antagomir 抑制 miR-223-3p 的表达。结果发现下调 FBXW7

后小鼠鼻粘膜上皮肿胀和纤毛破损明显，其间可见大量嗜酸性粒细胞浸润，且增

加了小鼠鼻黏膜中 ECP、EPOmRNA 和 MBP 表达水平，同时血清中 ECP 和 EPO

的分泌也增加；进一步下调 miR-223-3p 后，可以抑制因 FBXW7 下调所导致的

AR 炎症水平升高。 

结论： 

MiR-223-3p 通过介导 FBXW7 的表达来调控嗜酸性粒细胞的脱颗粒功能，

从而促进 AR 炎症。MiR-223-3p 有望成为 AR 疾病的治疗靶点，为治疗 AR 提供

新的途径。 

 

关键词：变应性鼻炎；嗜酸性粒细胞；MiR-223-3p；FBXW7 
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ABSTRACT 

Background and Objectives： 

Allergic rhinitis (AR) is a chronic inflammatory disease of the nasal mucosa 

mediated by specific IgE, with nasal congestion, runny nose, nasal itching and sneezing 

as the main clinical features. At present, AR has become a global health problem, but 

the clinical treatment of AR has not achieved good results. Therefore, it is great 

significance to deeply explore the pathogenesis of AR and find more effective 

treatment methods. MiR-223-3p is a multifunctional microRNA (miRNA) regulated by 

multiple transcription factors, which regulates immune cell proliferation, 

differentiation and polarization, and plays a key role in inflammation. Eosinophils 

(EOS) is the main effector cell of allergic response, and its degranulation is considered 

to be an important effector response leading to allergic inflammation. In recent years, 

studies have shown that miR-223 is up-regulated in the serum of AR patients, and is 

closely related to the number of EOS in serum and the level of eosinophil cation protein 

(ECP) secreted, suggesting that miR-223-3p may be related to AR and EOS 

degranulation, but the specific role is still unclear. The ubiquitin ligase FBXW7 can 

regulate the degradation of various substrate proteins, and studies have shown that it 

plays a certain role in immune regulation and inflammatory responses. Based on our 

bioinformatics predictions that FBXW7 is a target of miR-223-3p. This study mainly 

focused on the expression and role of miR-223-3p and FBXW7 in AR, and their 

correlation, further explored the specific mechanism of their impact on AR. 

Methods: 

(1) Quantitative real-time PCR (RT-qPCR) and fluorescence in situ hybridization 

were used to detect the levels of miR-223-3p in the nasal mucosa of allergic rhinitis 

patients, allergic rhinitis mice and corresponding controls. 

(2) RT-qPCR was used to detect the expressions of ECP, eosinophil major basic 

protein (MBP) and eosinophil peroxidase (EPO) in the nasal mucosa of AR patients 

and mice. Change the expression of miR-223-3p in EOL-1, and observe the changes of 

ECP, MBP and EPO in cells stimulated by ovalbumin (OVA) and CCL11. At the same 
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time, miR-223-3p agomir and antagomir were used to change the expression level of 

miR-223-3p in vivo while building a mouse AR model, and RT-qPCR was used to 

detect the expressions of miR-223-3p, ECP and MBP in mouse nasal mucosa, 

Hematoxylin-eosin (HE) staining and electron microscope were used to observe the 

morphological changes of the nasal mucosa. Flow cytometry was used to detect the 

proportion of EOS in the nasal mucosa and peripheral blood of mice. The expression 

changes of MBP in tissues were observed by immunofluorescence. Finally, the 

secretion of ECP and EPO in mouse serum was detected by enzyme linked 

immunosorbent assay (ELISA). 

(3) Mir-223-3p target genes were obtained and downloaded from online databases 

such as miRTarBase, miRDB, TargetScan, miRmap and DIANA-microT. The online 

Venn diagram tool was used to obtain a more reliable target gene after the intersection, 

and it was verified by RT-qPCR. After verifying the binding of miR-223-3p to target 

genes by dual luciferase reporter, the level of miR-223-3p in EOL-1 cells was further 

changed, and the changes of target genes were observed by western blot. 

(4) The level of FBXW7 was further up-regulated in EOL-1 cells overexpressing 

miR-223-3p, and then stimulated with OVA and CCL11. The expression of FBXW7 

was detected by western blot, and the expression of MBP protein in the cells was further 

observed by immunofluorescence. The constructed adeno-associated virus sh-FBXW7 

was instilled into mice through nasal cavity, and OVA and aluminum hydroxide were 

used to construct mouse AR model, and miR-223-3p antagomir was used to inhibit the 

expression of miR-223-3p. Western blot was used to detect the expression of FBXW7 

in the nasal mucosa of mice, and HE staining was used to observe the histopathological 

morphology of the nasal mucosa. The expression of MBP in the nasal mucosa was 

observed by immunofluorescence, and the expression levels of ECP and EPO in the 

nasal mucosa and serum of the mice were detected by RT-PCR and ELISA, respectively. 

Results: 

(1) Compared with the control group, the expression level of miR-223-3p in AR 

patients and AR mice was increased, and its expression location was mainly in the 

cytoplasm. 
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(2) Compared with the control group, the mRNA levels of ECP, MBP, and EPO in 

the nasal mucosa of AR patients and AR mice were increased. 

(3) The mRNA expression levels of miR-223-3p, ECP, MBP, and EPO were all 

increased in EOL-1 cells after treatment with OVA and CCL11. Up-regulation of miR-

223-3p level promoted ECP and EPO mRNA expression in EOL-1 cells treated with 

OVA and CCL11, while down-regulation of miR-223-3p suppressed their expression. 

ELISA results showed that up-regulation of miR-223-3p promoted the secretion of ECP, 

EPO and MBP in EOL-1 cells, whereas down-regulation of miR-223-3p inhibited the 

secretion. The immunofluorescence results showed that the MBP fluorescence 

expression in the OVA group was higher after OVA stimulation, and the expression of 

MBP was further enhanced after up-regulation of miR-223-3p, and reducing the level 

of miR-223-3p weakened the expression of MBP. 

(4) HE staining results of animal experiments showed that the use of miR-223-3p 

agomir to upregulate the expression of miR-223-3p in the nasal mucosa aggravated the 

destruction of the nasal mucosa and the infiltration of eosinophils. Electron microscope 

results showed that the shedding of nasal mucocilia in the miR-223-3p agomir 

treatment group was more obvious and the arrangement was more disordered, while 

the nasal mucocilia in the miR-223-3p antagomir group were tidier, with a few lodgings. 

The results of flow cytometry, immunofluorescence, RT-qPCR and ELISA further 

showed that up-regulation of miR-223-3p increased the proportion of EOS in 

peripheral blood and nasal mucosa, increased the expression of ECP and MBP mRNA 

in nasal mucosa and the secretion of ECP and EPO in serum. 

(5) Through bioinformatics prediction, we obtained four target genes IL6ST, 

FBXW7, FOXO1 and NFIA, which were further verified by RT-qPCR after mimics 

transfection. The results showed that miR-223-3p had the most significant inhibitory 

effect on FBXW7. Double luciferase reporter assay showed that miR-223-3p could 

target and bind Fbxw7 3'UTR. EoL-1 cells were transfected with mir-223 mimics and 

mir-223 inhibitor to further verify their targeting relationship by western blot. The 

results showed that overexpression of miR-223-3p decreased the expression level of 

FBXW7 protein; while down-regulation of miR-223-3p expression increased the 

expression level of FBXW7 protein. The results of RT-qPCR, western blot and 
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immunohisto-chemistry showed that the expression of FBXW7 in the nasal mucosa of 

AR group was lower than that of the control group. 

(6) The level of FBXW7 was further up-regulated in EOL-1 cells overexpressing 

miR-223-3p, and then stimulated with OVA and CCL11. The results of western blot 

and cell immunofluorescence showed that in EOL-1 cells overexpressing miR-223-3p, 

the expression level of FBXW7 was down-regulated and the level of cellular 

inflammation was up-regulated, and further up-regulation of FBXW7, the expression 

level of miR-223-3p was still up-regulated, while the expression level of FBXW7 was 

restored, and the level of inflammation in the cells decreased. 

(7) Based on the application of interfering virus, the mouse AR model was 

constructed by OVA and aluminum hydroxide, and the expression of miR-223-3p was 

inhibited by adding miR-223-3p antagomir. The results showed that after down-

regulation of FBXW7, the nasal mucosa epithelium of mice was significantly swollen 

and cilia were damaged, during which a large number of eosinophils were infiltrated. 

Moreover, the expression levels of ECP, EPO mRNA and MBP in the nasal mucosa of 

mice were increased, and the secretion of ECP and EPO in serum was also increased. 

Further down -regulation of miR-223-3p could inhibit the increase in AR inflammation 

caused by down-regulation of FBXW7. 

Conclusions: 

MiR-223-3p regulates eosinophil degranulation by mediating FBXW7 expression, 

thereby promoting AR inflammation. MiR-223-3p is expected to be a therapeutic target 

for AR diseases, and providing a new way to AR treatment. 

 

Key Words: Allergic rhinitis; Eosinophils; MiR-223-3p; FBXW7 
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前 言 

变应性鼻炎现状 

变应性鼻炎（allergic rhinitis, AR）是一种由特定 IgE 介导的鼻黏膜慢性炎症

性疾病，以吸入变应原引起鼻塞、流清涕、鼻痒、打喷嚏为其主要临床特征[1]。

近年来，AR 的发病率在全球范围内呈上升趋势，已成为一种全球性健康问题[2,3]。

AR 与哮喘、过敏性结膜炎、鼻窦炎等粘膜炎症性疾病密切相关[4,5]，可显著影响

患者的生活质量或工作效率。 

尽管目前针对变应性鼻炎的诊治方案不断更新改进，但在治疗上仍未取得

较好的效果。目前用于控制 AR 症状的治疗主要包括避免环境过敏原、药物治疗

及过敏原特异性免疫治疗。避免接触过敏原可减轻鼻炎症状，然而始终避免花粉、

霉菌等户外过敏原具有挑战性且通常难以实施。抗组胺药、鼻内皮质类固醇激素

和白三烯受体拮抗剂作为 AR 的临床一线用药，虽然在缓解鼻痒、流涕、喷嚏等

症状方面起到关键作用，但仍存在诸多不足之处。而特异性免疫治疗作为目前唯

一可能改变 AR 病程的治疗方法，它不仅能够改善临床症状，还可以减少变应性

鼻炎向哮喘进展的风险[6-9]。但过敏原免疫治疗涉及数年的基础治疗及维持治疗

导致大多数患者治疗依从性降低，因此持久的用药时间成为免疫治疗应用过程

中不容忽视的问题。 

尽管近年来 AR 的诊断和治疗方案不断完善，但由于 AR 的发病机制较复

杂，涉及许多不同的细胞类型、炎症介质和黏附分子等，导致 AR 的总体治疗效

果不甚满意，因此深入探讨 AR 的发病机制，对于寻找此病更好的治疗方法具有

重要意义。 

嗜酸性粒细胞功能及其在 AR 发病中的作用 

普遍认为 AR 是过敏原作用于敏感个体后诱发 Th2 型细胞因子分泌参与免

疫反应启动，导致炎症细胞向鼻黏膜积聚的慢性炎症反应性疾病。嗜酸性粒细胞

（eosinophils, EOS）是鼻炎晚期过敏反应中的主要效应细胞，在持续炎症和组织
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损伤中起关键作用。EOS 在其细胞质颗粒中除储存大量预制的趋化因子和细胞

因子外[10-12]，还含有重要的颗粒蛋白，包括嗜酸性粒细胞过氧化物酶（eosinophil 

peroxidase, EPO）、嗜酸性粒细胞主要碱性蛋白（eosinophil major basic protein, 

MBP）、嗜酸性粒细胞阳离子蛋白（eosinophil cation protein, ECP）和嗜酸性粒细

胞衍生的神经毒素（eosinophil-derived neurotoxin, EDN）等。经局部刺激后 EOS

可通过细胞溶解脱颗粒，零碎脱颗粒和胞吐机制释放大量介质和细胞毒性产物。

目前的研究表明，炎症疾病的组织损伤与这些阳离子蛋白和促炎介质的分泌密

切相关[13]，ECP 是嗜酸性粒细胞增多和活化的标志物，EOS 功能实验显示 ECP

促进氧化应激，对气道上皮细胞可产生细胞毒性作用[14]，导致纤毛停滞和上皮细

胞溶解。在 AR 和特应性哮喘中已检测到组织 EOS 脱颗粒的证据，并且与临床

症状恶化有关[15]。因此，EOS 脱颗粒过程已成为抗过敏反应的重要靶标。目前

的研究显示 EOS 表达多种生物活性细胞表面分子，通过不同表面受体的活化导

致颗粒储存的介质释放[16]。近年来针对 EOS 向作用部位的募集和趋化性得到了

较好的研究，但 EOS 受胞外信号刺激后发生脱颗粒的胞内调控机制尚不完全清

楚。因此确定并了解指导 EOS 活化脱颗粒的分子机制对制定针对 EOS 相关炎症

疾病的治疗策略具有重要意义。 

MiR-223-3p 在炎症中的作用 

MicroRNA（miRNA）是一类长度约为 18–24 个核苷酸的内源性非编码 RNA，

并通过与 mRNA 的 3'-UTR 非翻译区域结合，转录后抑制其靶 mRNA 在细胞中

的表达，从而抑制翻译控制基因表达[17,18]。近年来研究证据表明 miRNA 广泛参

与免疫应答，人类单核细胞中 miR-146a/b、miR-132、和 miR-155 可调节病原体

识别后的免疫反应[19]，而 miR-21、miR-22、miR-24、miR-103、miR-155 和 miR-

204 在活化 T 细胞中上调[20]。随着 miRNA 对免疫系统功能的调控作用的证实，

其在 AR 中的表达也已成为近年来研究的热点。一项早期研究显示 AR 儿童人脐

带血样本中的单核白细胞表达更低的 miR-21 和 miR-126，且 miR-21 水平与脐

带血中升高的 IgE 相关，因此提出 miR-21 可作为 AR 的潜在早期预测指标[21]。

余等人 [22]报道了关于 AR 患者和非过敏个体之间的 miRNA 表达谱差异，

Suojalehto H 等人进一步分析 AR 有症状和无症状者中差异表达的 miRNA，发现

有症状的受试者表达较高的 miR-155，miR-205 和 miR-498 表达水平，而 let-7e
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水平降低[23]。此外研究表明，在 IL-13 刺激下，miR-143 在鼻上皮细胞中高表达

显著降低了粒细胞巨噬细胞集落刺激因子(GM-CSF)、嗜酸性粒细胞趋化因子和

粘蛋白(MUC5AC)的表达[24]。以上研究表明靶向这些 miRNA 分子可能有效地抑

制炎症性疾病。因此，了解 EOS 激活所涉及的关键 miRNA 对引起过敏性炎症

因素的反应可能有助于更好地控制和治疗变应性疾病。 

在已知的 miRNA 中，miRNA-223-3p 在炎症中得到了更多的关注。近来的

研究发现，miR-223-3p 参与巨噬细胞的分化和活化，miR-223-3p 过表达可抑制

炎性小体产生 IL-1β 并抑制巨噬细胞的促炎性激活[25,26]，同时也可通过靶向胰岛

素样生长因子 1 受体（IGF-1R）调节肥大细胞的凋亡[27]、活化脱颗粒[28]。另有

文献报道，miR-223-3p 是一种中性粒细胞衍生的 microRNA，可调节 TLR/Th17

信号传导和内质网应激，与哮喘的临床特征相关[29]，增加肺上皮细胞中 miR-223

的表达可抑制小鼠的急性肺损伤[30]，由此可见 miR223-3p 在炎症中发挥了重要

作用。目前已经证实，miR-223-3p 可通过影响嗜酸性粒细胞祖细胞的生长和分

化来调节嗜酸性粒细胞的发育[31]，而 miR-223-3p 在 AR 发病机制中的作用尚未

明确，miR-223-3p 是否参与了 AR 发病机制中 EOS 的功能，其作用机制又是怎

样的，还有待进一步研究。 

FBXW7 与炎症 

F 框/WD-40 域蛋白 7（F-box/WD repeat-containing protein7, FBXW7）也被

称为 FBW7，CDC4 和 Ago，为 Skp-Cullin-F-box（SCF）E3 泛素连接酶复合物

中的 F-box 蛋白家族成员之一，能通过特异性识别和结合靶蛋白介导其底物泛素

化及蛋白降解。许多研究证实 FBXW7 作为一种泛素化连接酶受到 p53、C/EBP-

8、EBP2、Pinl、Hes-5、Numb4 和 microRNAs 等分子的调控，可靶向降解 c-Myc、

cyclin E、mTOR、c-Jun、Notch 和 HIF-1α 等蛋白质，调控多种生理病理过程[32]。

FBXW7 在癌症方面研究较为广泛，先前的研究显示其对癌蛋白具有降解作用，

在多种癌症中充当肿瘤抑制因子[33]，另有文献报道 FBXW7 还可调节葡萄糖、脂

质代谢[34-36]、与 CCAAT/增强子结合蛋白(C/EBPδ)相互作用，在感染后的先天免

疫反应中发挥重要作用[37]。近来的文献报道表明，FBXW7 在炎症中也具有重要

的调节作用。FBXW7 在小鼠 T 细胞发育中的条件性失活会导致胸腺 CD4 单阳

性细胞和脾脏 CD4+和 CD8+细胞减少，在 HDM 诱导的过敏性炎症中，Sox 家族
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蛋白 Sox12 通过增强 FBXW7 介导的 GATA3 降解抑制了 Th2 细胞分化从而减轻

炎症反应[38]。研究发现，在结肠炎小鼠的结肠组织中 FBXW7 表达增加，上调

FBXW7 可诱导 NF-kB 抑制因子 IkBa 泛素依赖性降解、NF-kB 激活和随后肠上

皮细胞的肠道炎症加重，揭示了 FBXW7 对 NF-kB 和炎症的增强作用[39]。相比

之下，chen 等[40]的报告则显示 FBXW7 调节 NF-kB 通路在急性结肠炎中起保护

作用。He 等人[41]的研究也发现，FBXW7 的表达量与炎症性肠病的严重程度显

著相关，FBXW7 的髓系敲除可有效降低 CCL2 和 CCL7 的产生，进而减少炎性

巨噬细胞募集来改善结肠炎的进展。由此可见，FBXW7 除具有抑癌作用外，在

炎症疾病中也具有一定的调控作用，另外我们基于生物信息学发现 FBXW7 是

miR-223-3p 的预测靶点。然而，关于其在 AR 中的作用及影响 AR 的具体机制尚

未清楚，有待进一步研究。 

课题实验设计 

在本研究中，我们首先检测 AR 患者和 AR 小鼠鼻粘膜中 miR-223-3p 的表

达水平，并进一步证明 miR-223-3p 对嗜酸性粒细胞株 EOL-1 脱颗粒功能的影响

及其在小鼠 AR 模型中的作用。随后采用生物信息学方法预测 miR-223-3p 的靶

基因，并通过双荧光素酶报告对其进一步验证，同时再检测 miR-223-3p 靶基因

FBXW7 在 AR 患者和 AR 小鼠鼻黏膜中的表达情况。最后，我们进一步分析证

明 miR-223-3p 通过调控 FBXW7 影响 EOS 脱颗粒功能，并进而影响 AR 炎症。 
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第 1 章 AR 患者及小鼠鼻黏膜中 miR-223-3p 的表达 

1.1 引言 

MiRNA 属于一类非编码 RNA，可通过调节靶 mRNA 的表达来影响免疫反

应、癌症发展及细胞增殖、分化和凋亡[42]。miR-223-3p 是 miRNA 家族的重要成

员，2003 年首次通过定量聚合酶链反应鉴定[43]。既往研究表明，miR-223-3p 在

粒细胞、巨噬细胞、树突状细胞、T 细胞、内皮细胞和上皮细胞的炎症反应期间

出现显著变化[44]，继而调节这些细胞的各种功能并减弱或加剧相关的组织炎症。

在不同炎症性疾病如急性肺损伤[45]、类风湿性关节炎[46,47]、肠炎[26]、神经系统炎

症[48]的组织中 miR-223-3p 均高表达。但 miR-223-3p 在 AR 中相关研究报道较

少，其在 AR 中的作用和相关机制需进一步研究。 

本章节拟采用实时荧光定量 PCR（quantitative real-time PCR, RT-qPCR）和

荧光原位杂交（fluorescence in situ hybridization，FISH）方法检测 AR 患者、AR

小鼠及相应对照组鼻黏膜膜中 miR-223-3p 的水平，以明确 miR-223-3p 在 AR 中

的差异性表达及其在细胞中的定位分布情况。 

1.2 实验材料 

1.2.1 主要实验仪器 

仪器名称 生产厂家 

荧光显微镜 日本奥林巴斯公司 

电子天平 上海奥豪斯仪器有限公司 

超低温冰箱（-80℃） 美国 Thermo 公司 

低温冰箱（4℃、-20℃） 青岛海尔公司 

移液枪 德国 eppendorf 公司 

制冰机 日本 Sanyo 公司 

组织研磨仪 武汉赛维尔科技有限公司 
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低温高速离心机 美国 Thermo 公司 

NanoDropOneC 紫外分光光度计 美国 Thermo 公司 

实时荧光定量 PCR 仪 美国 Applied Biosystems 公司 

普通 PCR 仪 美国 Thermo 公司 

恒温箱 日本 Sanyo 公司 

1.2.2 主要实验试剂及耗材 

试剂名称 生产厂家 

75%消毒酒精、无水乙醇 国药集团化学试剂有限公司 

Trizol 美国 Thermo Fisher 公司 

三氯甲烷 国药集团化学试剂有限公司 

异丙醇 国药集团化学试剂有限公司 

RNase-free 水 北京全式金公司 

逆转录试剂盒 北京全式金公司 

Hsa-miR-223-3p 引物 广州锐博公司 

mmu-miR-223-3p 引物 广州锐博公司 

U6 逆转录及 PCR 引物 广州锐博公司 

荧光定量试剂盒 日本 Takara 公司 

RNA Keeper 南京诺唯赞生物公司 

无核酶枪头（10μl、200μl、1000μl） 武汉赛维尔科技有限公司 

离心管、EP 管 美国 Axygen 公司 

3mm、4mm 研磨珠（无核酶） 武汉赛维尔科技有限公司 

4%多聚甲醛（含 DEPC） 武汉博士德公司 

原位杂交检测试剂盒（含探针） 武汉博士德公司 

DAPI 染色液 北京索莱宝公司 

抗荧光淬灭封片剂 武汉博士德公司 

原位杂交 2×SSC 缓冲液 武汉博士德公司 

原位杂交专用 0.5M PBS 缓冲液 武汉博士德公司 

3%柠檬酸 上海国药原料 
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1.2.3 临床研究标本 

1.2.3.1 研究对象 

本研究获得南昌大学第二附属医院伦理委员会的认可。以 2015 年发表的变

应性鼻炎诊断和治疗指南[49]作为 AR 的诊断标准，共收集 28 名临床研究对象，

其中变应性鼻炎患者 13 例，非变应性鼻炎患者 15 例为对照组。本实验中所有研

究对象的鼻黏膜组织均采自南昌大学第二附属医院耳鼻咽喉头颈外科病房患者，

且所有研究对象都签署生物样本知情同意书。 

1.2.3.2 研究对象的纳入与排除标准 

纳入标准如下：纳入的 AR 患者的临床表现和体征都符合标准即鼻塞、鼻痒、

打喷嚏、清水样涕等症状出现至少 2 个，每天症状持续时间或累计时间在 1h 以

上，伴或不伴有眼红、眼痒、流泪等症状；且患者鼻黏膜水肿呈苍白色，附着大

量清水样分泌物；皮肤变应原检测呈阳性和/或血清特异性 IgE 阳性。 

排除标准如下：排除患有其他疾病的患者，如慢性鼻窦炎、鼻息肉、分泌性

中耳炎、过敏性哮喘等；排除已历经免疫治疗的患者及 1 月内服用过糖皮质激

素、抗组胺类药物的患者。 

1.2.3.3 标本收集 

在得到 AR 患者以及对照组患者的知情同意之后，术中获得患者下鼻甲黏

膜，并置入装有 RNA keeper 的冻存管中，随后将 RNA 保存液吸取出来，将采

集到的组织样品转移至-80℃超低温冰箱中保存备用。另外部分标本置入含

DEPC 的 4%多聚甲醛中固定。 

1.2.4 实验动物 

实验过程中所需的雌性 BALB/c 小鼠购自湖南斯莱克景达动物实验有限公

司（6-8 周）。 
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1.3 实验方法 

1.3.1 构建小鼠变应性鼻炎模型 

（1）造模过程 

卵清蛋白和氢氧化铝是我们构建变应性鼻炎小鼠模型的主要试剂。于造模

期间的第 2、9、16 天向 AR 组小鼠腹腔注射 200μl 卵清蛋白/氢氧化铝混合液进

行初步致敏，然后从第 21天开始连续 7天经鼻腔给予卵清蛋白（ovalbumin, OVA）

溶液 20μl，其中每只小鼠每侧鼻腔给予 10μl，建立小鼠变应性鼻炎模型。NC 组

小鼠用等量的生理盐水和相同的给药方式进行给药。 

（2）收集鼻黏膜标本 

异氟烷麻醉小鼠，脱臼处死，分离小鼠头部皮肤，将眼科剪垂直先插入一侧

鼻孔，剪开鼻背，同样方法剪开另一侧，向上掀起鼻骨，暴露小鼠鼻中隔及鼻腔，

取鼻中隔黏膜尽快置放于含 DEPC 的 4%多聚甲醛中进行固定，用于后续 FISH

实验。 

1.3.2 鼻黏膜组织总 RNA 的提取 

（1）先用 75%的酒精擦拭操作台，从-20℃取出冷冻的冰板置于操作台保持

冰上操作。 

（2）准备提取 RNA 的材料和试剂：提前准备好 10μl、200μl、1000μl 的无

核酶移液器枪头，1.5ml 无核酶 EP 管，Trizol 试剂、氯仿、异丙醇、无水乙醇、

RNase-free 水。因部分人组织块较大，还需用高温灭菌的眼科剪剪取约 40mg 组

织。 

（3）取对应组织数量的干净 1.5ml 无核酶 EP 管，按照组织来源对应做好标

记，然后使用移液枪吸取加入 1ml Trizol，并将所有需提取 RNA 的组织块转移

到相应的 EP 管中，最后于每个 EP 管中加入一颗 4mm 研磨珠和两颗 3mm 研磨

珠用于研磨。 

（4）打开组织研磨仪，EP 管配平放置于适配器中，调整操作主界面快捷选

择栏，设定频率为 60Hz，时间为 60 秒，然后关闭安全锁，点击启动键开始研磨

组织。研磨结束后，按同样的操作重复研磨一次。 
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（5）取出研磨好的 EP 管，室温静置 5min，然后转移至低温高速离心机，

以 10000rpm 离心 3min 后，弃去组织碎渣，并将 Trizol 液体转移至新的 1.5ml EP

管中并做好标记。 

（6）向上述液体中继续加入 200μl 氯仿，盖紧管盖，上下剧烈震荡 1min 使

其充分混匀，然后室温静置 5min。 

（7）4℃、12000rpm 离心 15min，此时溶液分为 3 层：上层无色水相层、中

间白色薄膜层和底部红色氯仿相层，而 RNA 主要存在于无色水相层。 

（8）接下来，使用无核酶枪头吸取上层水相（约 450μl）转移至另一新的无

核酶 EP 管中，同时加入约 450μl 的异丙醇，上下颠倒充分混匀后室温静置 10min。 

（9）4℃、13000rpm 离心 10min，弃上清液，保留沉淀。 

（10）向 EP 管中加入 1ml 无水乙醇，温和弹击震荡 EP 管，悬浮沉淀。4℃、

13000rpm 离心 5min，弃上清。 

（11）继续加入 1ml 无水乙醇，重复上一步骤。把离心管盖子打开弃上清，

并置于超净台中晾至约 5min，使酒精挥发干净。 

（12）提前预热无核酶水至 55℃，加入 30μl 无核酶水溶解 RNA 沉淀，弹

匀后瞬时离心 30s。 

（13）最后应用 NanoDropOneC 紫外分光光度计检测仪测定各样品 RNA 浓

度及 OD260/OD280 值，并做好记录，因 RNA 易降解，测定结束后需将样品保

存于-80℃冰箱备用。 

1.3.3 RNA 逆转录合成 cDNA 

（1）按照全式金逆转录试剂盒及茎环引物说明书，逆转录 1μgRNA，首先

根据各样品 RNA 的浓度计算逆转录时所需 RNA 的体积，然后根据各试剂组分

于冰上配置 RNA 逆转录反应体系： 

miRNA 逆转录体系： 

成分 用量 

Total RNA 1 μg 

miR-223 Bulge-Loop RT primer（5μM） 1 μl 

U6 RT primer（5μM） 1 μl 

2×ES Reaction Mix 10 μl 
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EasyScript RT/RI Enzyme Mix 1 μl 

gDNA remover 1 μl 

RNase free Water to 20 μl 

（2）将总 RNA 及以上各试剂组分置于冰上，待溶解后于 4℃、10000rpm 离

心 30s，将试剂集中到管底。 

（3）按照上述体系及计算出的 RNA 体积补加 RNase free water 至 20μl，吹

打混匀后将管壁液体离心至管底，并将 EP 管放入 PCR 仪中，同时设置逆转录

反应程序： 

miRNA 逆转录程序： 

反应温度 时间 

42℃ 60 min 

70℃ 10 min 

85℃ 5 s 

4℃ ∞ 

（4）将反应结束得到的 cDNA 置于-20℃冰箱保存。 

1.3.4 实时荧光定量 PCR 

1.3.4.1 设计引物 

U6、miR-223-3p 的引物序列： 

基因名称 基因序列 

U6 
F：5'-CTCGCTTCGGCAGCACA-3' 

R：5'-AACGCTTCACGAATTTGCGT-3' 

miR-223-3p 
F：5'-GCGCTGTCAGTTTGT-3' 

R：5'-GTGCAGGGTCCGAGGT-3' 

1.3.4.2 物品准备 

（1）溶解引物：将由上海生工合成的普通 mRNA 引物 10000rpm，4℃，离

心 2min，使得干粉集中到管底。按照管壁上所示的量加入对应的 RNase free Water，

使其稀释到 100μmol，进一步稀释到 10μmol。miR-223-3P 及 U6 引物由广州锐

博生合成，根据说明书要求向管中添加 150μl RNase free Water，使其稀释到 5μmol 
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U6。 

（2）本实验应用 Takara 公司的 RT-PCR 试剂盒 TB Green Premix Ex TagTM ll 

(Ti RNaseH Plus)测定 PCR 产物的扩增。将 TB Green、ROX Reference Dye 以及

cDNA 从-20℃冰箱取出置于冰上溶解，1000 rpm 瞬时离心 30sec，使试剂聚集在

管底。cDNA 在使用前一般用无核酶水稀释 10 倍，检测 miRNA 时一般用无核

酶水稀释 100 倍。 

1.3.4.3 冰上配置 qPCR 反应体系 

（1）根据试剂盒说明书在冰板上配置反应体系，每样品每基因设置 3 个复

孔，荧光定量 PCR 反应体系如下： 

试剂 用量 

TB Green Premix Ex Taq II（2×） 10 μl 

Forward Primer（10μM） 0.8 μl 

Reverse Primer（10μM） 0.8 μl 

ROX Reference Dye（50×） 0.4 μl 

cDNA 2 μl 

RNase free Water 6 μl 

（2）体系配置完成后，先向 PCR 板中加 DNA 模板 2μl，再加入混合体系

18μl，然后用一次性透明封板膜封板，3500rpm 离心 5min 后置入 PCR 仪，并设

置反应程序进行荧光定量检测，如下： 

95 

0:30

95 

0:05

95 

0:15

60 

0:34

60 

1:00

95 

0:15

预变性 PCR反应 溶解阶段
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1.3.5 荧光原位杂交 

1.3.5.1 组织切片制备 

（1）鼻黏膜组织脱水、透明：我们将取下的鼻黏膜组织置于盛满 4%多聚甲

醛的 1.5ml 离心管中进行固定 24h，然后用 PBS 小心清洗已固定好的组织，依次

浸没在 30%、50%和 70%酒精 20min，85%乙醇和 95%乙醇 1h，无水乙醇 30min。

接下来于 1/2 乙醇+1/2 二甲苯中透明 30min，二甲苯 1 浸泡 8min，二甲苯 II 浸

泡 8min。 

（2）鼻黏膜组织石蜡包埋：将鼻粘膜浸入已加热融化的石蜡中 3 次，每次

30min。然后将鼻黏膜放入盛有蜡液的模具中，组织切面与底部平行，待冷却凝

固。 

（3）鼻黏膜组织切片：切片机切片，厚约 5μm，小心将切片转移到展片台

内 40℃的清水上，待切片褶皱消失后进行使用黏附载玻片捞片，然后置入烘箱

中 60℃烘烤 45min，待用。 

1.3.5.2 切片样本处理 

（1）脱蜡、复水：取切片先后置于二甲苯 I 液和二甲苯 II 液中进行脱蜡，

各 15min，然后依次移入无水乙醇 I 5min，无水乙醇 II 5min，95%乙醇 5min，

75%乙醇 5min，自来水洗酒精约 2min。 

（2）将切片置于 1×柠檬酸盐缓冲液中煮沸 20min。 

（3）消化：切片上滴加 3%柠檬酸新鲜稀释的胃蛋白酶，均匀覆盖组织，37℃

消化酶解 10min。 

（4）0.5M PBS 洗 3 次，每次 5min。 

（5）先后将切片浸泡于 70%乙醇 3min，85%乙醇 3min，100%乙醇 3min 进

行脱水，晾干。 

（6）于杂交盒底部加 20ml 20%甘油以保持湿度。向置于杂交盒中的切片滴

加适量预杂交液完全覆盖组织，然后将湿盒转移至恒温箱于 37℃条件下预杂交

2-4 小时。 

（7）吸取多余的预杂交液体，往切片上滴加含 miR-223-3P 探针的杂交液完

全覆盖组织，恒温箱 60℃条件下杂交孵育过夜。 

（8）清洗杂交液：揭掉原位杂交专用盖玻片，37℃左右水温的 2×SSC 洗涤
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5min（2 次）；0.5×SSC 洗涤 15min（1 次）；0.2×SSC 洗涤 15min（1 次）。 

（9）BSA 封闭：滴加封闭液，湿盒 37℃孵育 30min。甩去多余液体，不洗。 

（10）滴加生物素化鼠抗地高辛，湿盒 37℃孵育 1 小时后，0.5M PBS 洗 4

次，每次 5min。 

（11）滴加 FITC-SABC：湿盒 37℃孵育 45min。0.5M PBS 洗 3 次，每次

5min。 

（12）染核：滴加 DAPI 均匀覆盖组织，于暗室避光孵育 3min。 

（13）PBS 洗涤后自然晾干，滴加抗荧光淬灭封片剂封片，尽量避免出现气

泡。 

（14）荧光显微镜下观察和采集图像。FITC 的激发波长为 490nm，经 FITC

标记探针所结合的核酸发出绿色荧光。 

1.3.6 统计学分析 

所有实验至少进行三次以上，并且以平均值±标准差表示。使用 SPSS26.0

及 Prism 7.0 统计软件对实验数据进行统计学分析。计量资料采用 T 检验进行两

两比较，多组均数之间比较采用单因素方差分析，P<0.05 为统计学意义。 

1.4 实验结果 

1.4.1 RT-qPCR 检测 miR-223-3p 在 AR 患者和小鼠鼻黏膜中的表达 

为了验证正常鼻黏膜和 AR 鼻黏膜标本中 miR-223-3p 的表达情况，分别提

取人和小鼠鼻黏膜中的 RNA，使用 RT-qPCR 检测对照组和 AR 组鼻黏膜样本中

miR-223-3p 的水平。结果显示，与对照组相比，AR 患者和 AR 小鼠鼻黏膜中的

miR-223-3p 相对表达量增加，且差异具有统计学意义，如图 1.1 所示。 
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图 1.1 RT-qPCR 检测 miR-223-3p 在 AR 患者和小鼠鼻黏膜中的表达。（A）AR 患者和对

照组鼻黏膜中 miR-223-3p 的比较；（B）AR 小鼠和对照小鼠鼻黏膜中 miR-223-3p 的比较

（miR-223-3p 以 U6 作为内参，**P<0.01，***P<0.001）。 

1.4.2 FISH 检测 miR-223-3p 在 AR 患者和小鼠中的表达及分布情况 

通过荧光原位杂交进一步了解 miR-223-3p 在 AR 患者和 AR 小鼠及相应对

照组鼻黏膜组织中的表达和分布情况，我们采用携带荧光素 FITC 的 miR-223-3p

探针显示 miR-223-3p 的定位。结果如图 1.2 所示，miR-223-3p 在 AR 鼻黏膜组

织中的荧光信号表达明显高于对照组，与 RT-qPCR 检测结果一致，且荧光信号

主要定位于胞质中。 
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图 1.2 FISH 检测 miR-223-3p 在 AR 患者和小鼠鼻黏膜组织中的表达及分布情况。（A）

miR-223-3p 在 AR 患者和对照组鼻黏膜中的表达与分布情况；（B）miR-223-3p 在 AR 小

鼠和对照组鼻黏膜中的表达与分布情况。 

1.5 讨论 

AR 是一种较常见的疾病，患者几乎跨越所有年龄段，同时 AR 涉及多种炎

症细胞及复杂的分子信号级联，其发生与遗传和环境等多种因素密切相关，近年

来 AR 患病率不但不降反而呈现逐年上升的趋势，因此对 AR 的机制进一步深入

研究对寻找有效的治疗靶点和开发新的临床治疗策略具有重要意义。 

从恶性肿瘤到代谢性疾病再到自身免疫性疾病或是炎症性疾病，都表明

miRNA 表达的失调与多种人类疾病有关。以往的研究显示，AR 患者的鼻黏膜或
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血液标本中 miRNAs 表达丰度存在差异，来自 AR 儿童脐带血样本的单核细胞

低表达 miR-21 且与脐带血中 IgE 的升高相关，由此 miR-21 被认为是 AR 的早

期预测因子。前期研究已证明，miR-155 在症状明显的 AR 受试者中水平更高。

在 AR 疾病中，多种 miRNA 已被证实是具有抗炎或抑炎作用的免疫调节因子，

如 miR-146a 通过靶向 STAT5b 增强变应性鼻炎中调节性 T 细胞分化和功能[50]，

miR-106b 通过体外靶向早期生长反应蛋白 2 负性调节树突状细胞的促过敏特性

和 Th2 细胞极化[51]，miR-155 的上调对 ILC2 发育和功能起到促进作用，从而加

重 AR 的过敏性炎症。以上研究表明，miRNA 可作为诊断生物标志物和治疗靶

点的潜在用途。 

迄今为止，miR-223-3p 在其它炎症细胞功能和炎症性疾病中被广泛研究。

研究显示，miR-223-3p 在哮喘小鼠模型肺组织中表达上调，而且在敲除 miR-223

后加重了 OVA 诱导的中性粒细胞哮喘小鼠模型中的气道炎症[52]，借用囊泡将

miR-223 传递到小鼠肺中后可减轻由 LPS 引发的肺部炎性反应[45]。另有研究表

明，类风湿关节炎患者血清和外周血单个核细胞中的 miR-223-3p 显著高于对照

组[53,54]，上调 miR-223-3p 可通过不同途径改善类风湿关节炎[55,56]。近期一项临

床研究同样显示，miR-223-3p 在 AR 患儿的血清中也呈高表达状态[57]。然而，

关于 miR-223-3p 在 AR 中的作用尚不完全了解。本章节我们旨在探讨 miR-223-

3p 在 AR 中的表达水平及分布情况。我们通过 RT-qPCR 和 FISH 实验发现，相

较于正常对照组，miR-223-3p 在 AR 患者和小鼠鼻黏膜中的表达水平升高，且其

表达位置主要在胞质。但是 miR-223-3p 在 AR 中的作用尚不清楚，还有待进一

步研究。 

1.6 结论 

MiR-223-3p 在 AR 鼻黏膜组织中表达升高，且主要在胞质中表达。 
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第 2 章 miR-223-3p 通过调控嗜酸性粒细胞的脱颗粒作用

影响变应性鼻炎炎症 

2.1 引言 

大量研究报道 miR-223 在炎症中起关键作用。在上一章节中，我们发现 miR-

223-3p 在 AR 患者和小鼠的鼻黏膜中表达更高，因此在本章节中，我们进一步探

索 miR-223-3p 在 AR 中的作用。 

EOS 作为炎症反应的主要效应细胞在 AR 中扮演了重要的角色，一项研究

显示鼻腔分泌物 EOS 可能是持续性哮喘的预测因素[58]，与轻度患者和健康对照

组相比，中重度 AR 患者血液和鼻腔中的活化（CD44+与 CD69+）和致病性

（CD101+与 CD274+）EOS 以及血液 EOS 祖细胞的数量均增加。此外，AR 患者

血液中活化和致病的 EOS 水平与总鼻症状评分、血清 ECP 和嗜酸性粒细胞过氧

化物酶 EPX 水平呈正相关[59]。EOS 脱颗粒是指激活的 EOS 在不同的条件下被

激活后，细胞颗粒毒性蛋白、细胞因子、趋化因子和脂质介质等产物释放造成组

织损伤及功能障碍。脱颗粒是 EOS 功能的关键，文献报道[60]在鼻炎、鼻息肉和

其它上呼吸道粘膜疾病患者的组织活检中常可见沉积的游离细胞外 EOS 颗粒，

在炎症条件下 EOS 会被激活分泌颗粒蛋白，在这里我们也比较了 AR 患者、AR

小鼠和对照组鼻黏膜中 ECP、EPO、MBP 的水平，发现其在 AR 组的水平明显

更高。根据 Thomas X 等人[31]的说法，miR-223-3p 在嗜酸性粒细胞的分化过程中

上调，抑制 miR-223-3p 使得嗜酸性粒细胞祖细胞过度增殖。另有研究指出，miR-

223-3p 的水平与 AR 患儿血液中 ECP 的水平、EOS 数目和临床严重程度相关。

因此，我们提出 miR-223-3p 是否通过影响 EOS 释放介质即脱颗粒进而影响 AR

炎症，并对此进行进一步研究。 

本章节中，先通过 miR-223-3p mimics 和 inhibitor 改变嗜酸性粒细胞株 EOL-

1 中 miR-223-3p 的表达，观察活化后细胞颗粒蛋白的变化。然后我们进一步干

预 miR-223-3p 在小鼠体内的表达，采用苏木素-伊红（Hematoxylin-eosin, HE）

染色、免疫荧光、电镜和酶联免疫吸附（enzyme linked immunosorbent assay, ELISA）
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等实验方法，在动物模型层面探讨 miR-223-3p 调控嗜酸性粒细胞功能的作用及

其对 AR 过敏性炎症的影响。 

2.2 实验材料 

2.2.1 实验主要仪器 

仪器名称 生产厂家 

超净工作台 苏洁净化设备有限公司 

电子天平 上海奥豪斯仪器有限公司 

多功能酶标仪 美国 Thermo 公司 

超纯水仪 美国密李博公司 

超低温冰箱（-80℃） 美国 Thermo 公司 

低温冰箱（4℃、-20℃） 青岛海尔公司 

移液枪 德国 eppendorf 公司 

1ml 无菌注射器 上海碧迪医疗器械有限公司 

组织研磨仪 武汉赛维尔科技有限公司 

低温高速离心机 美国 Thermo 公司 

摇床 上海一恒实验设备有限公司 

NanoDropOneC 紫外分光光度计 美国 Thermo 公司 

实时荧光定量 PCR 仪 美国 Applied Biosystems 公司 

普通 PCR 仪 美国 Thermo 公司 

超薄切片机 德国 Leica 公司 

透射电子显微镜 日本 HITACHI 公司 

石蜡包埋机 武汉俊杰电子有限公司 

涡旋震荡仪 常州越新仪器制造有限公司 

石蜡切片机 上海徕卡仪器有限公司 

倒置显微镜 日本奥林巴斯公司 

全自动脱水机 武汉俊杰电子有限公司 

流式细胞仪 美国 BD 公司 
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低温高速离心机 美国 Thermo 公司 

荧光显微镜 日本奥林巴斯公司 

微波炉 格兰仕微波炉电器有限公司 

载玻片、盖玻片 江苏世泰实验器材有限公司 

烤箱 上海福玛实验仪器有限公司 

2.2.2 实验主要试剂 

试剂名称 生产厂家 

胎牛血清 FBS 北京全式金公司 

细胞培养基 武汉普诺赛公司 

磷酸盐缓冲液 PBS 北京 Solarbio 公司 

细胞冻存液 北京 Solarbio 公司 

RFect 小核酸转染试剂 常州百代生物公司 

Mmu-miR-223-3p antagomir 广州锐博公司 

Mmu-miR-223-3p agomir 广州锐博公司 

Hsa-miR-223-3p mimics 广州锐博公司 

Hsa-miR-223-3p inhibitor 广州锐博公司 

Trizol 美国 Thermo Fisher 公司 

RNase-free 水 北京全式金公司 

无水乙醇 国药集团化学试剂有限公司 

异丙醇 国药集团化学试剂有限公司 

逆转录试剂盒 北京全式金公司 

miR-223-3p 逆转录及 PCR 引物 广州锐博公司 

U6 逆转录及 PCR 引物 广州锐博公司 

其他引物 上海生工生物公司 

荧光定量试剂盒 日本 Takara 公司 

无核酶枪头（10μl、200μl、1000μl） 武汉赛维尔科技有限公司 

离心管、EP 管 美国 Axygen 公司 

3mm、4mm 研磨珠（无核酶） 武汉赛维尔科技有限公司 

4%细胞组织固定液 武汉赛维尔科技有限公司 
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TBS 缓冲液干粉 武汉赛维尔科技有限公司 

BSA 北京 Solarbio 公司 

MBP 抗体 美国 affinity 公司 

荧光二抗 英国 Abcam 公司 

注射用氢氧化铝 美国 Thermo 公司 

卵清蛋白（OVA） 美国 sigma 公司 

红细胞裂解液 北京 Solarbio 公司 

丙酮、醋酸铀-枸橼酸铅 中国西陇化工 

锇酸 美国 Merck 公司 

电镜固定液、二甲苯 武汉赛维尔科技有限公司 

中性树胶、盐酸、苏木素染液 武汉赛维尔科技有限公司 

EDTA（PH8.0)抗原修复液 武汉百仟度生物 

EDTA(PH9.0)抗原修复液 武汉百仟度生物 

柠檬酸（PH6.0)抗原修复液 武汉百仟度生物 

DAPI 染色液 北京 Solarbio 公司 

抗荧光淬灭封片剂 武汉百仟度生物 

I 型胶原蛋白酶 美国 worthington 公司 

2.2.3 主要试剂的配制 

（1）配制 Hsa-miR-223-3p mimics/inhibitor 溶液 

所购买的人 miR-223-3p mimics/inhibitor 为 5 nmol/管的冻干粉末，按照说明

书要求，先将试剂于 4℃离心机 10000rpm 离心 3min，然后于超净台小心加入

250μl 无菌无核酶水使其溶解成 20μM 储存液，分装后保存于-20℃冰箱，避免反

复冻融。 

（2）配制 mmu-miR-223-3p agomir/antagomir 溶液 

所购买小鼠 miR-223-3p 激动剂（miR-223-3p agomir）和 miR-223-3p 拮抗剂

（miR-223-3p antagomir）为 5 nmol/管的冻干粉末，按照要求开盖之前先

10000rpm 离心 3min，使干粉全部置于管底。加入 100μl 无菌无核酶水使其完全

溶解后，冻存于-20℃冰箱保存备用。 

（3）配制 I 型胶原酶溶液 
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所购买的 I 型胶原酶为 100mg 的干粉，小心开盖向其中加入 1ml 无菌 PBS，

将其配成 100mg/ml 的母液后分装冻存于-20℃冰箱，使用时需将其继续稀释配

成 1mg/ml 的工作液。 

（4）配制致敏试剂 

根据小鼠的数目计算卵清蛋白、氢氧化铝和无菌生理盐水的所需量，每只动

物需注射 200μl OVA 腹腔注射混合液，其中每 200μl 生理盐水含 100μg OVA 和

4mg 氢氧化铝。 

（5）配制激发试剂 

根据小鼠的数目计算卵清蛋白和无菌生理盐水的所需量，每只动物需滴鼻

20μl OVA 溶解液，其中每 20μl 生理盐水含 600μg OVA，需现用现配和混匀后使

用。 

2.2.4 实验动物和实验细胞株 

雌性 BALB/c 小鼠购自湖南斯莱克景达动物实验有限公司（6-8 周）；人嗜酸

性粒细胞株 EOL-1 来自中科院上海细胞库。 

2.3 实验方法 

2.3.1 细胞培养 

2.3.1.1 细胞复苏 

（1）使用装有 75%酒精的喷壶喷洒超净台台面，用纱布擦拭干净后，将细

胞操作所需的 15ml 离心管、50ml 离心管、培养瓶、巴氏吸管、试管架等耗材置

于超净台中，另外将污物盒和废液罐放于远离上述实验用品的超净台中，打开紫

外灯进行照射消毒杀菌，至少 30min。 

（2）提前配置新鲜完全培养基，50ml 完全培养基包含 45ml 1640 培养基和

5ml 胎牛血清。取无菌 25cm2 细胞培养瓶，加入适量提前配置好的完全培养基。 

（3）从液氮罐中取出所需的 EOL-1 细胞，将冻存管置于提前调整好温度的

37℃恒温水浴箱中，水浴 2min 使其快速解冻。 

（4）用巴士吸管转移充分解冻的 EOL-1 细胞至 15ml 离心管中，1000rpm
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离心 5min 后收集细胞沉淀。向上述沉淀中加入 3ml 完全培养基重悬细胞，同时

将细胞悬液转移到已含有适量完全培养基的 25cm2 培养瓶中，摇匀后用显微镜

观察细胞状态。 

（5）将培养瓶置入 37℃、5%CO2 孵箱中培养。 

2.3.1.2 细胞传代 

（1）每天需观察细胞的生长状态，如果细胞培养基清亮，显微镜下细胞亮

而饱满则表示细胞状态良好，当培养瓶中的细胞密度达 80%-90%时，需进行细

胞传代。 

（2）喷洒 75%的酒精消毒擦拭超净台台面，将操作所需的相应耗材放入超

净台中，打开紫外灯照射消毒至少 30min。 

（3）消毒完成后，用无菌巴氏吸管将细胞培养瓶中的细胞悬液转移到 15ml

离心管中，1000rpm，常温离心 5min。 

（4）离心结束后，吸弃浑浊上清液，并向细胞沉淀中加入适量提前配制好

的完全培养基，轻柔吹打混匀。 

（5）先将上述细胞悬液按照 1：2 比例转移到 2 个新培养瓶中，再继续向每

个 25cm2 培养瓶补加适量新鲜完全培养基，盖紧培养瓶盖后在瓶底标记好日期、

细胞名称、操作者姓名。 

（6）将培养瓶里的细胞摇匀后继续将培养瓶放入细胞培养孵箱中培养。 

2.3.1.3 细胞冻存 

（1）显微镜下观察细胞的状态，选取细胞密度高、状态良好的细胞进行冻

存保种。 

（2）将巴氏吸管、冻存管、试管架、15ml 离心管等耗材放入超净台中，紫

外灯照射 30min。 

（3）将需冻存细胞的细胞悬液转移到 15ml 离心管中，1000 rpm 离心 5 min

后，吸弃上清，保留细胞沉淀。 

（4）根据细胞沉淀的量，用巴氏吸管吸取适量 4℃保存的冻存液用来重悬

上述细胞，吹打混匀后，按 1ml/管将细胞悬液分装于各个冻存管中，并标记好冻

存日期、细胞名称、操作者姓名等。 

（5）将分装好的细胞冻存管贴好封口膜，然后置于-80 度冰箱保存，24h 后

将其转移至液氮中保存。 
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2.3.2 细胞药物处理和转染 

2.3.2.1 细胞药物处理 

（1）准备好实验所需的耗材和试剂并置于已擦拭干净的超净台中，打开紫

外灯照射 30min。 

（2）称取 0.1gOVA 放入装有 10ml 无菌 PBS 的 50ml 离心管中。消毒完成

后穿戴好无菌手套，使用 0.22μm 一次性针头式滤器对上述液体进行过滤除菌。 

（3）取状态良好的细胞 1000rpm 离心 5min，弃旧培养基后加入适量新鲜完

全培养基充分混匀细胞，然后吸取 10μl 重悬液至细胞计数玻片，利用细胞计数

仪进行计数。 

（4）按每个孔接种 5×105 个细胞的密度将细胞接种于六孔板中，向其中加

入适量无菌的 OVA 溶液和 CCL11 同时补加完全培养基至 2ml，最终使 OVA 浓

度稀释成 0.1% OVA。 

2.3.2.2 miR-223-3p mimics 和 miR-223-3p inhibitor 转染 

（1）将实验所需紫外灯照射超净台台面 30min。 

（2）显微镜下观察细胞，选取状态良好的细胞准备进行转染实验。 

（3）将 4℃保存的 1640 培养基、分装血清置于 37℃恒温箱中复温，将 RFect

小核酸转染试剂进行离心，使得试剂聚集于管底。 

（4）紫外照射完成后，喷洒酒精消毒细胞培养瓶表面并置于超净台中，用

巴氏吸管收集瓶中的细胞悬液于 15ml 离心管中，1000rpm 离心 5min 后弃上清

保留细胞白色沉淀，然后向离心管内继续添加适量完全培养基重悬细胞，并利用

细胞计数仪进行计数。 

（5）调整细胞浓度为 106 个/ml，按 5×105 个/孔的细胞量将细胞接种于六

孔板中，每孔的总体积为 2ml。 

（6）配置转染液：准备 4个无菌的 1.5ml EP管，分别标记miR-223-3p mimics、

miR-223-3p inhibitor、mimics-NC、inhibitor-NC，向每个 EP 管中加入 250μl 无血

清培养基和对应的 miR-223-3p mimics 5μl、miR-223-3p inhibitor 8μl、mimics-NC 

5μl、inhibitor-NC 8μl。 

（7）另取 1 个新的 EP 管向其中加入 1ml 无血清培养基和 40μl Rfect，轻轻

混匀后室温孵育 5min。 
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（8）孵育 5min 后，将 RFect 稀释液分别分装到前面 4 个 EP 管中，使得

minics 稀释液、inhibitor 稀释液与 RFect 稀释液混合（总体积 500μl），充分混匀

后，继续室温孵育 20min。 

（9）将 500μl 混合物添加到对应的孔内，轻轻晃动培养板，摇匀，并将六

孔板置于孵箱中 37℃培养 48h-72h。 

2.3.3 细胞免疫荧光 

（1）收集处理好的 EOL-1 细胞，1000rpm 离心 5min 后，加入 1ml PBS 洗

涤 2 次，离心后分别收集细胞沉淀于 1.5ml 离心管中。 

（2）加入 1ml 4%多聚甲醛吹打混匀细胞后室温固定 30min，期间每隔 5min

再混匀细胞悬液使得细胞与固定液充分接触。 

（3）固定结束后 1000rpm 离心 5min，弃固定液，PBS 洗涤 2 次，离心收集

细胞沉淀。 

（4）加入 0.5%TritonX-100 1ml，混匀后室温破膜 20min，期间每隔 5min 再

混匀细胞悬液使得细胞与液体充分接触。 

（5）离心收集细胞沉淀，PBS 洗涤 2 次。 

（6）加入 1ml BSA 混匀细胞后，室温封闭 1h。期间每隔 5min 再混匀细胞

悬液使得细胞充分接触 BSA。 

（7）1000rpm 离心 5mim，弃上清后加入一抗（1：250），4℃摇床孵育过夜。 

（8）离心收集细胞沉淀，PBS 洗涤 2 次后，继续用 BSA 封闭 1h。 

（9）离心弃上清，加入荧光标记的二抗，室温孵育 2h。 

（10）离心弃二抗稀释液，PBS 洗涤 2 次后，加入 DAPI 染液，室温避光孵

育 15min。 

（11）PBS 洗涤 2 次后，将细胞转移到 96 孔板中荧光显微镜下观察并采集

图像。 

2.3.4 建立小鼠变应性鼻炎模型及干预 miR-223-3p 

（1）实验动物分组 

将小鼠随机分为：正常对照组（NC 组）、变应性鼻炎未干预组（AR 组）、

变应性鼻炎 miR-223-3p 上调组（miR-223-3p agomir 组）和变应性鼻炎 miR-223-
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3p 下调组（miR-223-3p antagomir 组），每组均含小鼠 8 只。 

（2）造模流程 

卵清蛋白和氢氧化铝是我们构建变应性鼻炎小鼠模型的主要试剂。于造模

期间的第 2、9、16 天向 AR 组、miR-223-3p agomir 组和 miR-223-3p antagomir

组小鼠腹腔注射 200μl 卵清蛋白/氢氧化铝混合液进行初步致敏，然后从第 21 天

开始连续 7 天经鼻腔给予卵清蛋白溶液（含 600μgOVA）20μl，其中每只小鼠每

侧鼻腔给予 10μl，建立小鼠变应性鼻炎模型。NC 组小鼠用等量的生理盐水和相

同的给药方式进行给药。 

（3）药物干预 

对于 miR-223-3p agomir 组和 miR-223-3p antagomir 组小鼠，于变应性鼻炎

制备的第 19，20，22，24，26 天在麻醉状态下经鼻腔滴入 20μl miR-223-3p agomir

和 antagomir。 

2.3.5 标本的收集 

（1）采集小鼠外周血 

造模结束后准备器械收集标本，因血液触碰到胡须易溶血，因此采血前需先

修剪小鼠胡须。小鼠吸入异氟烷麻醉后，用左手大拇指、食指抓住小鼠双耳及颈

部皮肤，无名指抓紧背部皮肤，同时小拇指固定尾部，使头面部皮肤紧绷，然后

将小鼠侧卧，食指尽量将小鼠周围皮肤向颈后拉，使其左侧眼球突出，同时将小

鼠头朝下，将采血侧眼球对准离心管正上方，右手用眼科弯镊快速夹取眼球取血，

采血完毕立即用纱布压迫止血。将采集的外周血室温静置 1 小时后，再于 4℃冰

箱静置 3 小时，3000rpm，离心 10 分钟，收集、分装上清后置于-80℃保存。 

（2）收集小鼠鼻黏膜 

具体操作步骤详见第 1 章 1.3.2。 

2.3.6 细胞和组织总 RNA 的提取 

（1）提取细胞 RNA 

① 从细胞培养箱中取出已处理的各组细胞，用巴氏吸管吸取细胞悬液转移

至 15ml 离心管中，1000rpm 离心 5min 后吸弃上清液，保留细胞沉淀。 

② 向细胞沉淀中加入 1ml 预冷的 PBS 重悬细胞，并将其转移到无核酶的
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1.5ml EP 管中，离心后吸尽 PBS 加入 1ml Trizol 裂解液，移液枪吹打均匀，室温

静置 5min。 

③ 往上述 EP 管中继续加入 200μl 氯仿，上下快速震荡 15s 使氯仿和 RNA

裂解液充分混匀，然后室温静置 5min。 

④ 接下来4℃，13000rpm，离心10min后，小心吸取上层透明水相（约400μl）

转入新的无核酶 EP 管中，然后加入等量的异丙醇，吹打混匀后室温静置 10min。 

⑤ 4℃，13000rpm，继续离心 10min，小心倒弃上清后加入 1ml 无水乙醇，

盖紧 EP 管盖，轻弹管壁使离心得到的沉淀浮起，然后继续于低温高速离心机离

心 10min。 

⑥ 重复上一步骤，进一步洗脱管壁上残留的异丙醇。 

⑦ 弃上清，保持 EP 管盖打开，室温下晾干 5min，待酒精挥发干净后加入

30μl 提前预热至 55℃的无核酶水来溶解 RNA。 

⑧ 利用 NanoDropOneC 超微量紫外分光光度计测定所提 RNA 的浓度和纯

度，并置于-80℃冰箱保存。 

（2）提取鼻黏膜组织 RNA 

小鼠鼻黏膜的量较少，因此在提取 RNA 之前不必称取粘膜，直接用来提

RNA。具体实验步骤见 1.3.2。 

2.3.7 RNA 逆转录合成 cDNA 

（1）miRNA 具体实验步骤详见第 1 章 1.3.3。但普通 mRNA 逆转录体系有

所不同，同样使用全式金逆转录试剂盒逆转录 1μgRNA，冰上配置 RNA 逆转录

反应体系，如下： 

成分 用量 

Total RNA 1 μg 

Random primer 1 μl 

2×ES Reaction Mix 10 μl 

EasyScript RT/RI Enzyme Mix 1 μl 

gDNA remover 1 μl 

RNase free Water to 20 μl 
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（2）体系配制完成后，盖紧管盖，轻弹管壁数次将各逆转录组分充分混匀，

然后离心将管壁液体甩到管底。 

（3）将 EP 管放入 PCR 仪中，同时设置逆转录反应程序，如下： 

反应温度 时间 

25℃ 10 min 

42℃ 30 min 

85℃ 5 s 

4℃ ∞ 

（4）将反应结束得到的 cDNA 置于-20℃冰箱保存。 

2.3.8 实时荧光定量 PCR 

具体实验步骤详见第 1 章 1.3.4。 

2.3.9 小鼠鼻粘膜 HE 染色 

（1）鼻黏膜组织脱水、透明、石蜡包埋、切片具体步骤详见第 1 章 1.3.5。 

（2）切片脱蜡、水化：取烤干的切片先后置于二甲苯 I 液和二甲苯 II 液中

进行脱蜡，各 15min，然后依次移入无水乙醇 I 5min，无水乙醇 II 5min，95%乙

醇 5min，75%乙醇 5min，自来水洗酒精约 2min。 

（3）苏木素染色细胞核：将切片投入苏木素 3-5min 后，自来水洗去多余的

染液；然后移入 1%盐酸酒精分化液中分化 5s，自来水洗 3min；再用弱氨水返蓝

5s，自来水洗。 

（4）伊红染色细胞质：将切片移入伊红染液中染色 5min，水洗去掉伊红多

余染液。 

（5）切片脱水、透明、封片：用滤纸吸去切片上多余的水分，然后依次移

入无水乙醇中 3 次，每次 5min；脱水完成后用二甲苯 I 液、二甲苯 II 液浸泡

5min；最后封片。 

2.3.10 小鼠鼻黏膜组织免疫荧光 

（1）鼻黏膜组织脱水、透明、石蜡包埋、切片等具体步骤见第 1 章 1.3.5。 
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（2）将切好的石蜡切片置于 65℃的烤箱中烘烤 2h。 

（3）将切片依次放入二甲苯Ⅰ脱蜡 15min，二甲苯Ⅱ脱蜡 15min，无水乙醇

I 浸泡 5min，无水乙醇Ⅱ浸泡 5min，85%酒精浸泡 5min，75%酒精浸泡 5min，

然后用蒸馏水洗 3 次，每次 2min。 

（4）抗原修复：将切片浸没于 PH9.0 的 EDTA 抗原修复缓冲液中，微波炉

内中火至沸后，室温缓慢冷却，再次中低火至微微沸腾，待自然冷却。此过程中

应注意缓冲液过度蒸发，切勿干片。 

（5）自然冷却后将上述切片置于 PH7.4 的 PBS 中在脱色摇床上晃动洗涤 3

次，每次 5min。 

（6）滤纸吸去切片上标本外多余的水分，并用组化笔圈住切片上的组织，

然后用 3%BSA 覆盖组织，室温封闭 30min。 

（7）根据说明书按比例配置所需的一抗（兔抗 MBP 多克隆抗体，1：100），

封闭完成后仔细甩掉封闭液，然后滴加一抗，将切片平放于湿盒内 4°C 孵育过

夜。注：湿盒内可加少量水防止抗体蒸发。 

（8）一抗孵育结束后，用 PBS 在脱色摇床上晃动洗涤切片 3 次，每次 5min。

稍甩干后向圈内组织滴加与一抗相应种属的荧光二抗，室温避光孵育 1h。 

（9）二抗孵育结束后，依然用 PBS 在脱色摇床上晃动洗涤切片 3 次，每次

5min。用滤纸擦拭干净圈周围的 PBS 液体后，向圈内滴加 DAPI 染液，避光室

温孵育 10min。 

（10）切片置于 PBS 中晃动洗涤 3 次，每次 5min。 

（11）甩干切片上的液体后，滴加抗荧光淬灭封片剂封片。 

（12）使用倒置荧光显微镜观察切片并采集图像。 

2.3.11 小鼠鼻粘膜电镜观察 

（1）冰板上分离鼻粘膜组织后用手术刀将组织快速切成 1mm×1mm×1mm

左右的组织块，然后将组织转移到装有 2.5%戊二醛固定液的 1.5ml 避光离心管

内，4℃固定 4h。 

（2）小心吸掉 2.5%戊二醛固定液，并用预冷 PBS 漂洗组织块 10min×3 次。 

（3）加入 1%饿酸固定 2 小时。 

（4）PBS 漂洗组织块 3 次后，酒精梯度脱水，50%乙醇、70%乙醇各浸泡
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10min，然后吸出酒精，并加入纯丙酮静置 15min。 

（5）用丙酮和树脂混合液（1：1）室温浸透组织块 2h。 

（6）用丙酮和树脂混合液（1：2）室温过夜浸透组织块。 

（7）用 100%包埋剂浸透组织块 3h。 

（8）60℃条件下聚合 48h，制成包埋块。 

（9）利用超薄切片机将样品切成 50nm 的薄片，并将其置于铜网上，2%醋

酸铀、柠檬酸铅依次染色，透射电镜下观察并采集图像。 

2.3.12 流式细胞术检测外周血及鼻黏膜中的 EOS 比例 

2.3.12.1 小鼠外周血流式 

（1）准备材料：抗凝管、红细胞裂解液、15ml 离心管、PBS、锡箔纸、70μm

过滤器、抗体。实验过程中所需的流式染色溶液 stain buffer 配制：PBS+1%FBS 

（2）向装有小鼠抗凝全血的抗凝管中加入抗体（5μl PE anti-mouse siglec-f、

5μl Percp anti-mouse CD45、5μl FITC anti-mouse CD11b），另外将单染一种抗体

的 NC 组外周血细胞作为对照管，即 3 种荧光抗体 3 个单染对照管，以上全部冰

上避光孵育 30min。 

（3）1 倍体积的新鲜全血，加入 3 倍体积的红细胞裂解液，即 100μl 新鲜

全血加入 300μl 红细胞裂解液，轻轻涡旋或颠倒混匀。 

（4）冰上避光放置 10min，其间轻轻涡旋混匀两次，红细胞裂解后，溶液

应该是清亮透明的。 

（5）收集细胞：4℃，450g 离心 5min 以沉淀白细胞，小心吸弃上清液。 

（6）向白细胞沉淀中加入两倍体积的红细胞裂解液，轻轻涡旋充分重悬白

细胞。 

（7）4℃，450g 离心 5min 沉淀白细胞，小心吸弃上清液 

（8）加入 stain buffer 1ml，2000rpm/min，离心 3min，洗涤两次。 

（9）最后加入 300μl stain buffer 重悬细胞，并转移到流式管，上流式细胞

仪检测。 

2.3.12.2 鼻粘膜组织流式 

（1）准备材料：剪刀、镊子、注射器内芯、70μm 过滤器、红细胞裂解液、

离心管。 
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（2）胶原酶 I 已配成 100mg/ml 的母液，使用时将其进一步配成 1mg/ml 的

工作液。 

（3）获取鼻黏膜组织，将组织剪成 1-2mm 的碎片。 

（4）用 10ml 1640 培养基重悬细胞碎片，然后将所有物质转移到 50ml 离心

管中，室温 1200rpm 离心 6min，吸弃上清液。 

（5）裂解红细胞：用红细胞裂解液冰上裂解5min，4℃，1000rpm，离心5min，

弃上清，用 PBS 洗涤。 

（6）用配置好的胶原酶Ⅰ消化组织块。用大于组织量 30～50 倍的胶原酶液

在 37℃条件下消化组织 4h，期间需每隔 30min 摇动一次。在消化过程中，如发

现组织块已分散而失去块的形状，经摇动即可成为絮状悬液，则可取出少量液体

在显微镜下观察，可见分散的单个细胞和少量的细胞团，可认为组织已消化充分。 

（7）加入 10ml 含 10%FBS 的 1640 培养基终止消化，移液枪混合均匀，随

后将悬浮液通过 70μm 细胞过滤器，以去除细胞团，滤液收集于 50ml 离心管中。 

（8）以 1200rpm/min 的速度离心 5min，弃上清，保留细胞沉淀，随后用 PBS

洗涤一次。 

（9）离心收集细胞沉淀，stain buffer 重悬，细胞计数仪计数后调整细胞密

度为 106/ml。 

（10）吸 300μl 细胞悬液至流式管中，每管加入适量特异性抗体（PE anti-

mouse siglec-f、5μl Percp anti-mouse CD45、5μl FITC anti-mouse CD11b），另外将

单染一种抗体的 NC 组鼻黏膜细胞作为对照管，即 3 种荧光抗体 3 个单染对照

管，以上全部冰上避光孵育 30min。 

（11）用适量的 stain buffer 洗涤细胞两次，小心吸取上清。 

（12）300μl stain buffer 重悬细胞，上流式细胞仪检测。 

2.3.13 ELISA 检测 

（1）提前 20min 从 4℃冰箱取出检测试剂盒平衡至室温。同时从-80℃冰箱

取出待检测的样品。对于小鼠血清样本，采用样本稀释液将其稀释 2 倍。 

（2）稀释标准品：先将标准品冻干粉管 12000rpm 高速离心 3min，然后轻

轻打开管盖，加入 1ml 标准品稀释液吹打混匀（10ng /ml）并静置 10min。 

（3）配制标准品：取 7 支新的 1.5ml 离心管，依次标记 5、2.5、1.25、0.625、
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0.312、0.156ng/ml，向每管加入 300μl标准品稀释液。从标准品稀释原液取出 300μl

加入到 5 ng/ml 的管内，混匀后，再从该管内取出 300μl 加入到 2.5ng/ml 的管内，

以此类推直至 0.156 ng/ml 管。标准品稀释液作为阴性对照使用。 

（4）从试剂盒中取出实验板条，根据实验所需孔数拆卸未用板条和干燥剂

重新放回铝箔袋内并置 4℃保存。 

（5）分别将标本或不同浓度的标准品加入相应孔中(100μl/孔)，其中 0ng/ml

孔加标准品稀释液，37℃孵箱中孵育 90min。 

（6）用双蒸水 25×洗涤液稀释成 1×洗涤液。 

（7）提前用抗体稀释液配制 1×生物素化抗体（1:100），初次孵育结束后，

倒出板条内的液体，加入 350μl 1×洗涤液洗板，间隔 1min 后，洗板第二次。 

（8）加入配制好的 1×生物素化抗体工作液，每孔 100μl，37℃孵箱中孵育

60min。 

（9）提前用酶结合稀释液配制 1×酶结合物工作液，避光放置。 

（10）孵育结束后洗板 3 次，然后加入 100μl 酶结合工作液，37℃条件下避

光孵育 30min。 

（11）孵育完成后，按上述方法洗板 5 次。 

（12）向每孔内加入 100μl TMB 显色工作液（包括空白孔），37℃孵箱中避

光孵育 20min。 

（13）从孵箱取出板条，加入 100μl 终止液，10min 内酶标仪检测 OD 值。 

2.3.14 统计学分析 

所有实验至少进行三次以上，并且以平均值±标准差表示。使用 SPSS26.0

及 Prism 7.0 统计软件对实验数据进行统计学分析。计量资料采用 T 检验进行两

两比较，多组均数之间比较采用单因素方差分析，P<0.05 为统计学意义。 

2.4 实验结果 

2.4.1 ECP、MBP、EPO 在 AR 患者和小鼠鼻黏膜中表达增高 

采用 RT-qPCR 检测 AR 患者和小鼠鼻黏膜中 EOS 颗粒蛋白 ECP、MBP、
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EPO 的水平，结果如图所示，与对照组相比，AR 患者（图 2.1 A-C）和 AR 小鼠

（图 2.1 D-F）鼻黏膜中 ECP、MBP、EPO 的 mRNA 水平均升高。因此，接下来

进一步探讨 miR-223-3p 与 EOS 之间的关系作用。 

 

图 2.1 RT-qPCR 检测鼻黏膜组织中 ECP、MBP、EPOmRNA 的表达水平。（A-C）AR 患

者和对照组鼻黏膜中 ECP、MBP、EPOmRNA 的比较；（D-F）AR 小鼠和对照组小鼠鼻

黏膜中 ECP、MBP、EPOmRNA 的比较（*P<0.05，**P<0.01）。 

2.4.2 OVA 和 CCL11 刺激后 miR-223-3p 和颗粒蛋白表达增加 

根据文献报道[61]，OVA 和 CCL11 可刺激活化嗜酸性粒细胞，因此我们使用

OVA 和 CCL11 刺激 EOL-1 48h，并采用 RT-qPCR 来检测细胞中 miR-223-3p、

ECP、MBP、EPO mRNA 表达水平。结果发现，OVA 处理的细胞相较于未处理

细胞，其 miR-223-3p、ECP、MBP、EPO mRNA 表达水平均升高，见图 2.2，因

此后续实验均使用 OVA 来刺激细胞。 
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图 2.2 RT-qPCR 检测 OVA 和 CCL11 刺激后 EOL-1 中 miR-223-3p、ECP、MBP、

EPOmRNA 的表达水平（*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001）。 

2.4.3 miR-223-3p 对 OVA 刺激后细胞中 ECP、EPO、MBP 的影响 

2.4.3.1 RT-qPCR 检测 miR-223-3p 对 OVA 刺激后细胞中 ECP、EPO 的影响 

为探讨 miR-223-3p 对嗜酸性粒细胞脱颗粒作用的影响，我们首先通过转染

miR-223-3p mimics 和 miR-223-3p inhibitor 来改变细胞内 miR-223-3p 的表达水

平，再将上述细胞用 OVA 和 CCL11 刺激 48h，并 RT-qPCR 检测 miR-223-3p 对

ECP、EPO 表达的影响。结果发现，相对于 mimics-NC+OVA 组，OVA+mimics

组上调 miR-223-3p 后促进了 ECP、EPO 表达水平；反之，OVA+inhibitor 组下调

miR-223-3p 后抑制了 ECP、EPO 的表达，如图 2.3 所示。 
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图 2.3 RT-qPCR 检测 miR-223 mimics（A）和 miR-223 inhibitor（D）转染后 EOL-1 细胞的

miR-223-3p 表达水平。RT-qPCR 检测不同 miR-223-3p 表达水平的 EOL-1 细胞经 OVA 和

CCL11 处理后细胞中 ECP（B、E）、EPO（C、F）mRNA 表达水平（*P<0.05，

**P<0.01，***P<0.001）。 

2.4.3.2 免疫荧光检测 miR-223-3p 对 OVA 刺激后细胞中 MBP 的影响 

同样采用 miR-223-3p mimics 和 miR-223-3p inhibitor 上调或下调 miR-223-3p

的表达，经 OVA、CCL11 刺激后，免疫荧光检测 MBP。结果显示，与对照组相

比，经 OVA 刺激后，OVA 组的 MBP 荧光表达量更高，且 OVA+mimics 组在上

调 miR-223-3p 后增强了 MBP 的表达；相反，OVA+inhibitor 组降低 miR-223-3p

的水平后则减弱了 MBP 的表达，见如图 2.4 所示。 
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图 2.4 免疫荧光检测上调（A）和下调（B）miR-223-3p 后 EOL-1 细胞中 MBP 的表达 

2.4.3.3 ELISA 检测 miR-223-3p 对 OVA 刺激后细胞培养上清中 ECP、EPO、

MBP 分泌的影响 

在用 miR-223-3p mimics 和 miR-223-3p inhibitor 处理细胞后，用 OVA 药物

进一步处理，离心收集细胞培养板中的上清液用于 ELISA 检测。结果发现，上

调 miR-223-3p 的表达可促进 EOL-1 细胞分泌 ECP、EPO 和 MBP；降低 miR-

223-3p 的表达则可以抑制上述因子的分泌，见图 2.5。以上结果表明，miR-223-

3p 能够促进 EOS 脱颗粒作用。 
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图 2.5 使用 miR-223-3p mimics（A-C）和 inhibitor（D-F）后，ELISA 检测经 OVA 和

CCL11 刺激 48h 后的 EOL-1 细胞培养上清中 ECP、MBP、EPO 的蛋白分泌量（*P<0.05，

**P<0.01，***P<0.001）。 

2.4.4 miR-223-3p 在各组实验小鼠中的表达情况 

接下来，我们构建小鼠变应性鼻炎模型进一步在动物中探讨 miR-223-3p 的

作用。首先分别从 Control 组、AR 组、miR-223-3p agomir 组和 miR-223-3p 

antagomir 组中获取各组小鼠鼻黏膜并提取组织总 RNA，然后采用 RT-qPCR 检

测鼻黏膜中 miR-223-3p 的表达情况。实验结果显示，AR 组小鼠鼻黏膜中 miR-

223-3p 的水平高于对照组，而在经鼻腔给予 miR-223-3p agomir 后鼻黏膜 miR-

223-3p 的表达升高，给予 miR-223-3p antagomir 后，miR-223-3p 的表达降低，如

图 2.6 所示。由此可见，miR-223-3p 在小鼠变应性鼻炎模型中的变化与 AR 患者

鼻黏膜标本大致一致，而且 miR-223-3p 基因能够成功过表达或抑制。 
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图 2.6 应用 agomir 和 antagomir 后 RT-qPCR 检测各组小鼠鼻黏膜中 miR-223-3p 的表达

（**P<0.01，***P<0.001）。 

2.4.5 miR-223-3p 对 AR 小鼠鼻黏膜组织形态学的影响 

2.4.5.1 鼻黏膜 HE 染色 

为进一步探讨 miR-223-3p agomir 和 antagomir 处理对小鼠鼻黏膜病理学的

影响，我们采用 HE 染色观察各标本的形态变化。从图 2.7 可以看出，Control 组

小鼠鼻黏膜上皮结构完整，纤毛排列较整齐，组织内几乎未见嗜酸性粒细胞等炎

症细胞浸润；AR 组小鼠鼻粘膜上皮纤毛连续性欠缺，部分破损、凝集、脱离，

有明显的腺体组织增生，粘膜间可见较多嗜酸性粒细胞浸润；miR-223-3p agomir

小鼠鼻粘膜上皮肿胀明显，粘膜下层有明显增厚、水肿，其间可见大量嗜酸性粒

细胞等炎性细胞浸润；miR-223-3p antagomir 组可见粘膜上皮排列欠整齐，组织

未见明显水肿，其间可见少许嗜酸性粒细胞等炎症细胞浸润。由此可见，与 AR

组相比，miR-223-3p agomir 可加重鼻黏膜的破坏及嗜酸性粒细胞的浸润。 
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图 2.7 小鼠鼻黏膜 HE 染色。（A）正常对照（Control）组；（B）AR 组；（C）miR-

223-3p agomir 组；（D）miR-223-3p antagomir 组。 

2.4.5.2 鼻黏膜电镜 

为了进一步了解不同组别动物之间的鼻粘膜病理差异，我们在实验过程中

利用电镜对小鼠的鼻粘膜组织纤毛超微结构进行观察，结果如图 2.8 所示。可以

看出，对照组鼻粘膜上皮细胞管腔面纤毛排列整齐，粗细较为均匀，而 AR 组鼻

粘膜上皮腔面可见纤毛有脱落、排列紊乱倒伏、数量较为稀疏。与 AR 组相比，

miR-223-3p agomir 处理组的鼻粘膜纤毛脱落更为明显、排列更为紊乱，可见大

量脱落的纤毛及细胞碎片；而 miR-223-3p antagomir 组的鼻黏膜纤毛较整齐，少

量出现倒伏。由此可见，抑制 miR-223-3p 可减轻鼻黏膜的损伤。 
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图 2.8 小鼠鼻黏膜电镜结果 

2.4.6 miR-223-3p 减少 AR 小鼠鼻黏膜和外周血中 EOS 的比例 

以上结果显示 miR-223-3p 能够加重 AR 小鼠鼻黏膜的损伤，鉴于 miR-223-

3p 在体外实验中对 EOS 脱颗粒的促进作用，我们进一步验证 miR-223-3p 能否

增强 EOS 的脱颗粒功能进而促进 AR 炎症，因此采用流式细胞术进一步检测小

鼠鼻黏膜和外周血中的 EOS 比例。结果显示，上调 miR-223-3p 增加了外周血和

鼻黏膜中 EOS 比例（图 2.9）。 
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图 2.9 小鼠外周血和鼻黏膜中的 EOS 的数量变化。（A）EOS 的门控策略；（B） 

流式细胞术分析各组小鼠外周血和鼻黏膜中的 EOS 数量变化。 

2.4.7 免疫荧光检测 AR 小鼠鼻黏膜中 MBP 的变化 

采用免疫荧光标记 MBP 进一步验证嗜酸性粒细胞在鼻黏膜中的浸润情况，

结果如图 2.10 所示。与 AR 组相比，上调 miR-223-3p 后增强了鼻黏膜中 MBP

的荧光表达量，即增加了 EOS 在鼻黏膜中的浸润。相反，应用抑制剂后减弱了

MBP 的荧光表达量。 

 

图 2.10 免疫荧光检测各组小鼠鼻黏膜中 MBP 的表达 
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2.4.8 RT-qPCR 和 ELISA 检测 AR 小鼠鼻黏膜或血清中 EPO、ECP、

MBP 的变化 

我们也进一步检测了 AR 小鼠鼻黏膜和血清中 EOS 颗粒蛋白，RT-qPCR 结

果显示，应用 agomir 上调 miR-223-3p 后增加了小鼠鼻黏膜中 ECP、MBPmRNA

的表达（图 2.11 A-B）；ELISA 结果也显示相同趋势，与 AR 组相比，过表达 miR-

223-3p 后提高了血清中 EPO 和 ECP 的分泌水平（图 2.11 C-D）。 

 

图 2.11 RT-qPCR 和 ELISA 检测 AR 小鼠鼻黏膜或血清中 EPO、ECP、MBP 的变化。（A-

B）RT-qPCR 检测小鼠鼻黏膜中 ECP、MBPmRNA 的表达水平；（C-D）ELISA 检测小鼠

血清中 EPO、ECP 蛋白分泌量（*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001）。 
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2.5 讨论 

以往的报道表明 miRNA 在 AR 的发展中起重要作用，而 miR-223-3p 作为

一种受多种转录因子调控的多功能 miRNA，已发现在哮喘、嗜酸性食管炎、特

异性皮炎中高表达。在上一章节中我们已经证实 miR-223-3p 在 AR 鼻黏膜中同

样上调，因此本章我们进一步探讨了 miR-223-3p 在 AR 中的作用。 

多项研究表明 miR-223-3p 具有调节免疫细胞增殖、分化和极化的作用。如

miR-223-3p 在人类单核细胞-巨噬细胞分化过程中显著下调，并调控巨噬细胞极

化[62,63]。miR-223-3p 通过与特定靶点结合调节树突状细胞的分化和功能[64,65]，其

也可通过促进辅助 T 细胞如 Th1 或 Th17 增殖来调节 T 细胞增殖和分化，进而

调节炎症性疾病[66,67]。以往研究也显示，miR-223-3p 在粒细胞分化和活化过程中

起关键作用，敲除 miR-223 增加了小鼠骨髓中中性粒细胞的数目及成熟度，使其

表现出对激活刺激高度敏感的特性[68]。miR-223-3p 在这些细胞表达的相应变化

可调节细胞各种功能并减弱或加剧相关的组织炎症。 

EOS 是与过敏反应显著相关的粒细胞，在不同程度上参与包括 AR 在内的

炎性疾病的发病机制，而 EOS 的效应功能与其细胞毒性颗粒蛋白密切相关，包

括 EPO、ECP、MBP 和 EDN，它们通常被作为 EOS 活化的标志物来进行研究。

在不同刺激下 EOS 可发生脱颗粒，并迅速和选择性地分泌颗粒预制蛋白造成组

织损伤。已有研究证实，豚鼠哮喘模型中上皮细胞的损伤[69]和儿童哮喘恶化[70]

的严重程度就与这些颗粒蛋白或 EOS 完整颗粒的释放相关。此外，颗粒蛋白还

具有免疫调节作用，如 MBP 可刺激中性粒细胞和肥大细胞的活化，EDN 可激活

树突状细胞并促进 T 细胞活化，进一步促进炎症进展。以上研究表明，EOS 的

脱颗粒功能与过敏性炎症密切相关。 

研究显示 miR-223 在 IgE 介导的肥大细胞中上调，且其可通过靶向肥大细

胞中的胰岛素样生长因子 1 受体 IGF-1R 抑制肥大细胞脱颗粒[28]。相关研究已证

实，miR-223 是嗜酸性粒细胞祖细胞增殖的调节剂，在 EOS 的分化过程中 miR-

223 上调，敲低 miR-223 会导致嗜酸性粒细胞祖细胞过度增殖和成熟延迟[31]。因

此，进一步了解 miR-223 对 EOS 的调节作用对寻找 EOS 疾病的新治疗靶点具有

重要意义。据文献报道，miR-223 在 AR 血清中的水平与 ECP 和嗜酸性粒细胞

数目密切相关[57]，因此我们也通过 RT-qPCR 检测了 AR 患者和小鼠鼻黏膜中

ECP、MBP 和 EPOmRNA 的水平，结果显示 AR 患者和 AR 小鼠鼻黏膜中 ECP、
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MBP、EPO mRNA的表达水平均高于对照组，再根据上一章节中我们已证实miR-

223-3p 在 AR 粘膜组织中上调，因此我们提出 miR-223-3p 通过调控 EOS 的脱颗

粒功能进而影响 AR 炎症这一假设并进行验证。 

为验证这一假设，我们体外利用 EoL-1 细胞系用作模型细胞系。EoL-1 已被

用作研究嗜酸性粒细胞功能的模型细胞系[71,72]。该细胞系与人类原代嗜酸性粒细

胞的相似性和可比性已经确定[73]。我们首先应用 OVA 和 CCL11 刺激 EOL-1 细

胞，发现经刺激后细胞中 miR-223-3p 的表达增加，且 EOS 颗粒蛋白的 mRNA

表达水平也升高，因此后续细胞实验都采用 OVA 和 CCL11 来激活人 EOL-1 细

胞系。然后我们进一步在上调或下调 miR-223-3p 的细胞中加入 OVA 和 CCL11，

实验结果发现，miR-223-3p 增加了 OVA 和 CCL11 介导的颗粒蛋白的表达和分

泌，而 miR-223-3p 抑制剂则可以降低这些介质的表达。根据上述实验结果我们

得出，miR-223-3p 可以增强 OVA 和 CCL11 介导的嗜酸性粒细胞脱颗粒。接下

来我们在构建小鼠 AR 模型的同时应用 miR-223-3p agomir 和 antagomir，观察

miR-223-3p 对 EOS 及 AR 炎症的影响。结果也发现，miR-223-3p 提高了 EOS 在

鼻黏膜中的浸润及 EOS 颗粒蛋白在组织和血清中的水平，而且在上调 miR-223-

3p 后加重了小鼠鼻黏膜的损伤。在 Lu 等[31]的研究报告中描述 miR-223+/+和 miR-

223-/-小鼠体内外周血中 EOS 没有差异，但在我们的研究中 miR-223-3p 增加了

EOS 在炎症组织中的数目，这可能是小鼠所处炎症研究背景下所致。综合以上

细胞和动物实验结果，我们证明 miR-223-3p 可以促进 EOS 脱颗粒作用进而影响

AR 炎症，但 miR-223-3p 调控 EOS 影响 AR 的具体机制仍不清楚。 

2.6 结论 

MiR-223-3p 通过促进 EOS 脱颗粒进而加重 AR 炎症反应。 
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第 3 章 基于生物信息学预测并验证 miR-223-3p 靶基因

FBXW7 及其在 AR 中的表达 

3.1 引言 

MiRNA 主要通过降解靶 mRNA 或抑制 mRNA 的翻译，进而调控目的蛋白

在疾病中的表达来发挥作用。在上一章节中，我们已经证明 miR-223-3p 可以促

进嗜酸性粒细胞分泌颗粒蛋白进而加重变应性鼻炎，但 miR-223-3p 在 AR 中发

挥作用的具体机制仍不清楚。生物信息学方法在预测 miRNA 和 mRNA 之间的

相互作用方面准确性较高，具有一定的指导意义。因此，为进一步探究 miR-223-

3p 在 AR 中发挥作用的具体机制，我们先通过生物信息学方法预测 miR-223-3p

的靶基因，再通过双荧光素酶报告对其进一步验证，最后检测 miR-223-3p 靶基

因在 AR 患者和 AR 小鼠鼻黏膜中的表达情况。 

本章节中首先从miRTarBase、miRDB、TargetScan、miRmap和DIANA-microT

五个数据库中获取并下载 miR-223-3P 靶基因列表，利用在线韦恩图工具取交集

后获取较为可信的靶基因。然后通过双荧光素酶报告验证 miR-223-3p 与筛选获

得的靶基因的结合，并上调或下调 EOL-1 细胞中 miR-223-3p 后观察靶基因的变

化进行进一步验证，最后进一步检测 miR-223-3p 靶基因在 AR 患者和 AR 小鼠

鼻黏膜中的表达。 

3.2 实验材料 

3.2.1 实验主要仪器 

仪器名称 生产厂家 

超净工作台 苏洁净化设备有限公司 

超纯水系统 美国密李博公司 

超低温冰箱（-80℃） 美国 Thermo 公司 
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低温冰箱（4℃、-20℃） 青岛海尔公司 

移液枪 德国 eppendorf 公司 

组织研磨仪 武汉赛维尔科技有限公司 

电泳仪、电泳槽、转膜装置 美国 Bio-rad 公司 

低温高速离心机 美国 Thermo 公司 

摇床 上海一恒实验设备有限公司 

ChemiDoc XRS+化学发光成像系统 美国 Bio-Rad 公司 

涡旋震荡仪 常州越新仪器制造有限公司 

倒置显微镜 日本奥林巴斯公司 

低温高速离心机 美国 Thermo 公司 

3.2.2 实验主要试剂 

试剂名称 生产厂家 

胎牛血清 FBS 北京全式金公司 

细胞培养基 武汉普诺赛公司 

磷酸盐缓冲液 PBS 北京 Solarbio 公司 

RFect 小核酸转染试剂 常州百代生物公司 

Mmu-miR-223-3p agomir 广州锐博公司 

Mmu-miR-223-3p antagomir 广州锐博公司 

Hsa-miR-223-3p mimics 广州锐博公司 

Hsa-miR-223-3p inhibitor 广州锐博公司 

Trizol 美国 Thermo Fisher 公司 

RNase-free 水 北京全式金公司 

无水乙醇 国药集团化学试剂有限公司 

异丙醇 国药集团化学试剂有限公司 

逆转录试剂盒 北京全式金公司 

miR-223-3p 引物 广州锐博公司 

U6 逆转录及 PCR 引物 广州锐博公司 

荧光定量试剂盒 日本 Takara 公司 

甲醇 国药集团化学试剂有限公司 
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无核酶枪头（10μl、200μl、1000μl） 武汉赛维尔科技有限公司 

离心管、EP 管 美国 Axygen 公司 

3mm、4mm 研磨珠（无核酶） 武汉赛维尔科技有限公司 

TBS 缓冲液干粉 武汉赛维尔公司 

脱脂奶粉 武汉博士德公司 

甘氨酸、SDS、Tris 北京 Solarbio 公司 

RIPA 裂解液 北京普利来公司 

BCA 蛋白定量试剂盒 北京碧云天公司 

6×蛋白 loading buffer 北京全式金公司 

一抗稀释液 北京 Solarbio 公司 

辣根过氧化物酶标记的鼠、兔抗体 武汉博士德公司 

蛋白 maker 美国 Thermo Fisher 公司 

PVDF 膜 美国 Millipore 公司 

甘氨酸、SDS、Tris 北京 Solarbio 公司 

30%聚丙烯酰胺 北京 Solarbio 公司 

过硫酸铵、TEMED 武汉博士德公司 

GAPDH 抗体 英国 Abcam 公司 

FBXW7 抗体 武汉三鹰公司 

注射用氢氧化铝 美国 Thermo 公司 

卵清蛋白（OVA） 美国 sigma 公司 

3.2.3 主要试剂的配制 

（1）10×电泳缓冲液 

Tris base 30.2g 

Glycine 187.7g 

SDS 10g 

注：加入 1L 双蒸水溶解，置于磁力搅拌器上充分搅拌，使用时稀释成 1×

工作液。 

（2）10×转膜缓冲液 
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Tris base 58g 

Glycine 29g 

SDS 3.7g 

注：加入 1L 双蒸水溶解，置于磁力搅拌器上充分搅拌，使用时 1L 工作液

里包含 700ml 蒸馏水、100ml 10×转膜缓冲液、200ml 甲醇。 

（3）10%分离胶 

1M Tris（PH 8.8） 8.5ml 

30%Acr-Bis（29:1） 7.5ml 

双蒸水 6ml 

10%过硫酸铵（AP） 225μl 

10% SDS 225μl 

TEMED 9μl 

（4）5%浓缩胶 

30%Acr-Bis（29:1） 1.0ml 

1M Tris（PH 6.8） 0.75ml 

双蒸水 4.1ml 

10% SDS 60μl 

10%过硫酸铵（AP） 60μl 

TEMED 6μl 

（5）配制 TBST 溶液 

取一小袋 TBS 粉剂，按要求加入 2L 双蒸水，同时吸取 2ml Tween-20，充分

搅拌均匀，常温放置备用。 

（6）配制 10%过硫酸铵 

取一 50ml 离心管用锡箔纸作避光处理，称取 5g 过硫酸铵加入离心管内，

并向其中添加双蒸水至 50ml，待完全溶解后于 4℃冰箱保存。 

3.2.4 实验动物和实验细胞株 

实验所需细胞和动物参照 2.2.4。 
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3.3 实验方法 

3.3.1 生物信息学预测 miR-223-3p 靶基因 

(1)从以下五个数据库预测 miR-223-3p 靶基因： 

数据库名称 数据库网址 

miRTarBase http://mirtarbase.mbc.nctu.edu.tw/php/search.php 

miRDB http://mirdb.org/ 

TargetScan http://www.targetscan.org/vert_71/ 

mirmap https://mirmap.ezlab.org/ 

DIANA-microT http://www.microrna.gr/microT 

(2)打开各数据库网址下载各数据库所预测的 miR-223-3p 靶基因列表。 

(3)打开线上韦恩图工具网址（ http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools 

/Venn/），并将下载的靶基因列表上传，最后取五个数据库预测结果的交集。 

3.3.2 荧光素酶报告 

（1）该实验过程中所需的目的质粒均由上海汉恒公司构建。将 293T 细胞

提前接种于六孔板中，待细胞密度达 60%-70%开始转染。 

（2）将 100μl 的 DMEM 与 2μg FBXW7-3UTR-WT、FBXW7-3UTR-MUT 及

150pmol hsa-miR-223-3p/Negative Control mimics（NC mimics）充分混匀后室温

放置（溶液 A），然后将 7.5μl TransIntro EL 转染试剂加入到已稀释好的质粒中，

充分混匀，室温放置 15min。 

（3）转染前 PBS 清洗细胞 1 次，并更换新鲜无血清培养基，之后将转染混

合物加入，混匀，置入 37℃，5% CO2 孵育箱中培养。 

（4）转染 6h 后换取新鲜培养基，继续置入细胞培养箱中培养。 

（5）转染 48h 后去除细胞培养基，用 1×PBS 小心润洗两次，加入适量 1×

Cell Lysis Buffer，室温充分裂解 10 分钟后，刮取细胞于 1.5ml 离心管中，4℃，

12000×g 离心 10 分钟，取上清（细胞裂解物）备用。 

（6）将 100μl 平衡至室温的 Luciferase Reaction Reagent 加入到 96 孔板中，

再小心吸取 20μl 细胞裂解物至反应板中，水平震荡混匀，于酶标仪中检测萤火
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虫荧光素酶报告基因的活性，此值为内参值。之后吸取 100μl 平衡至室温的

Luciferase Reaction Reagent Ⅱ 加入到上述反应板中，水平震荡混匀，于酶标仪

中检测海肾荧光素酶报告基因的活性，此即为报告基因发光值。 

3.3.3 细胞转染 

具体实验步骤详见第 2 章 2.3.2。 

3.3.4 组织 RNA 的提取 

具体实验步骤详见第 1 章 1.3.2。 

3.3.5 RNA 逆转录合成 cDNA 

具体实验步骤详见第 1 章 1.3.3。 

3.3.6 实时荧光定量 PCR 

具体实验步骤详见第 1 章 1.3.4。 

3.3.7 蛋白免疫印迹反应 

3.3.7.1 提取细胞总蛋白 

（1）从细胞孵育箱中取出已处理好的细胞，巴氏吸管吹打混匀细胞悬液，

将细胞转移到 15ml 离心管中，1000rpm 离心 5min，小心吸去上清收集细胞沉淀。 

（2）加入预冷的 PBS1ml，吹打混匀后将其转移到 1.5ml 离心管中，继续

1000rpm 离心 5min，弃上清保留细胞沉淀。 

（3）PBS 重复清洗一次，步骤如上。 

（4）尽量吸尽多余的 PBS，加入适量已配制好的 RIPA 裂解液（每 1mlRIPA

裂解液中加入 10μlPMSF），移液枪吹打混匀后，用漩涡震荡仪继续震荡 20s，然

后冰上放置 20min，每隔 5min 重复震荡一次。 

（5）12000rpm，4℃离心 10min，收集细胞裂解上清液。 
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3.3.7.2 提取组织总蛋白 

（1）按照每 10mg 组织加入 100μl RIPA 裂解液的比例，向每个样本中加入

适量已配制好的 RIPA，并加入一颗 4mm 研磨珠和两颗 3mm 研磨珠用于研磨。 

（2）打开组织研磨仪，1.5ml EP 管配平放置于适配器中，调整操作主界面

快捷选择栏，设定频率为 60HZ，时间为 60 秒，然后关闭安全锁，点击启动键开

始研磨组织。研磨结束后，按同样的操作重复研磨一次。如果研磨仍不充分，可

考虑再重复研磨。 

（3）研磨结束后，冰上放置 20min，使组织得到充分裂解。 

（4）4℃，12000rpm，离心 10min 后，收集组织裂解上清液，注意勿吸到沉

淀。 

3.3.7.3 BCA 法测定蛋白样品浓度 

（1）按照试剂盒说明书稀释标准品，配备浓度为 2μg/μl、1μg/μl、0.5μg/μl、

0.25μg/μl、0.125μg/μl、0.0625μg/μl 和 0μg/μl 的标准品。之后将其加到 96 孔板对

应的孔中。 

（2）稀释待测样品：向 96 孔板对应的样品孔中先加入 18μl 1×PBS，再加

入 2μl 样品，将待测样品稀释 10 倍。 

（3）配制 BCA 工作液：每个样本需 BCA 工作液 200μl，每个测定的样本

做 3 个平行反应。根据标准品样本数和待测蛋白样本数计算 BCA 工作总量，再

将 BCA-A 液和 BCA-B 液按照 50：1 的体积比配制好 BCA 工作液，上下颠倒充

分混匀。 

（4）向每孔加入 200μl BCA 工作液，盖上 96 孔板盖，37℃孵育 30min。 

（5）用酶标仪检测 562nm 下每个样品和 BSA 标准品的吸光值，根据数值

绘制标准曲线和计算待测蛋白的浓度。 

3.3.7.4 SDS-PAGE 凝胶电泳 

（1）清洗实验所需的玻璃板，置于 37℃恒温箱烘干，擦拭制胶架和海绵垫

使其保持干净整齐，之后将干燥的玻璃板两端对齐后垂直放入制胶夹中卡紧，再

将制胶夹垂直卡在制胶架上准备灌胶。 

（2）按前面所述的配方配 10%的分离胶，加入 TEMED 后用巴氏吸管快速

吹匀，并沿玻璃板一侧开始灌胶，待胶面上升到绿带连线高度时停止灌胶。之后

将无水乙醇缓慢加入进行压胶，室温静置 30min 后可观察到胶和乙醇之间有一
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条较明显的直线，说明下层胶已凝固。 

（3）倒掉胶上面的无水乙醇，倒置制胶架加快酒精挥发干净。 

（4）按前面所述的配方配 5%的浓缩胶，加入 TEMED 后用巴氏吸管快速混

匀，然后立即快速灌胶将玻璃板剩余空间灌满，并将清洗干净的梳子水平插入到

浓缩胶中，室温静置 30min 左右。 

（5）待浓缩胶凝固后，从制胶架上取下玻璃板用清水清洗干净，并安装于

电泳槽内，加入新配制的 1×电泳液后，垂直缓慢地将梳子向上拔出。 

（6）根据测得的蛋白浓度计算蛋白样品的混样体积，然后向其中加入适量

的 6×蛋白上样缓冲液，使其终浓度稀释成 2×，混合完成后 100℃水浴 10min。 

（7）用 20μl 微量移液枪吸取各组蛋白样品贴壁加入相对应的样品孔中，然

后对应好正负极后连接电泳仪，并调节电压模式以恒压 80V 开始电泳，待 Marker

分散开后，重新调整电压为120V再继续电泳，直到溴酚蓝跑到底部时终止电泳。 

3.3.7.5 转膜 

（1）按前面所述方法配制 1×转膜液后将其倒入转膜盆中，然后将转膜夹

和滤纸浸泡在转膜液中。用切胶板撬去胶上的小玻璃板后，根据 maker 分子量标

识切取所需蛋白分子对应区域的凝胶并平铺于滤纸上。 

（2）剪切与胶适当大小的 PVDF 膜置于甲醇中，待膜激活后用镊子将其覆

盖于胶上，并观察膜与胶之间是否有气泡。待膜上的气泡全部擀去后，轻轻在膜

上盖上滤纸。 

（3）合上转膜夹，并将其转移至转膜槽中，使夹的黑面对应槽的黑面，夹

的白面则对应槽的红面。然后将转膜槽放入电泳槽中，在加满转膜液后将电泳槽

置于含有冰袋的水盆中。 

（4）连接电泳仪，设置转膜时间，以 260mA 恒流转膜 90min。 

3.3.7.6 封闭 

转膜结束后，将所有的 PVDF 膜置于 5%的脱脂牛奶中，室温封闭 2h。 

（1）封闭完成后，用 1×TBST 清洗 PVDF 膜 2min，结合 Marker 标识的分

子量和目标蛋白的分子量进行裁膜。 

（2）按照说明书所示比例用一抗稀释液配制适量的一抗，之后将 PVDF 膜

置于相对应的一抗中，于 4℃孵育过夜。 

（3）将孵育完一抗的 PVDF 膜置于 1×TBST 中清洗 3 次，每次 10min。 
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（4）以 1：10000 的比例配制二抗，将膜置于二抗中室温孵育 70min。 

（5）用 1×TBST 清洗 PVDF 膜 3 次，每次 10min。 

3.3.7.7 抗体孵育 

（1）封闭完成后，用 1×TBST 清洗 PVDF 膜 2min，结合 Marker 标识的分子

量和目标蛋白的分子量进行裁膜。 

（2）按照说明书所示比例用一抗稀释液配制适量的一抗，之后将 PVDF 膜置

于相对应的一抗中，于 4℃孵育过夜。 

（3）将孵育完一抗的 PVDF 膜置于 1×TBST 中清洗 3 次，每次 10min。 

（4）以 1：10000 的比例配制二抗，将膜置于二抗中室温孵育 70min。 

（5）用 1×TBST 清洗 PVDF 膜 3 次，每次 10min。 

3.3.7.8 蛋白检测 

取 ECL 试剂中的 A 液和 ECL 试剂中的 B 液进行等体积混匀，将配制好的

ECL 显色液滴加到 PVDF 膜上，使得两者充分接触反应。设置蛋白曝光时间，

快速将 PVDF 膜置于凝胶成像系统中进行显影。 

3.3.8 免疫组化 

（1）将石蜡切片置于 65℃烘箱中烘片 2h后，依次将切片放入二甲苯Ⅰ20min，

二甲苯Ⅱ20min，无水乙醇Ⅰ10min，无水乙醇Ⅱ10min，95%酒精 5min，90%酒

精 5min，80%酒精 5min，70%酒精 5min。PBS 清洗三次，每次 5 min。 

（2）切片置于柠檬酸 PH 6.0 或 EDTA PH 9.0 和 8.0 的缓冲液中微波修复，

中火 8 分钟，降温 8 分钟后中低火 7 分钟后断电。 

（3）自然冷却后 PBS 洗 3 次，每次 5 min。 

（4）PBS 洗 3 次，每次 5 min，甩干后 3% BSA 封闭 30 min。 

（5）去除 BSA 液，每张切片加入约 50μl 稀释的一抗覆盖组织，4℃过夜

孵育。 

（6）PBS 洗 3 次，每次 5 min。 

（7）去除 PBS 液，每张切片加 100μl 相应种属的二抗，常温孵育 50min。 

（8）PBS 洗 3 次，每次 5min。 
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（9）去除 PBS 液，每张切片加 100μl 新鲜配制 DAB 溶液，显微镜控制显

色。 

（10）显色完全后，自来水冲洗，苏木素复染，1%盐酸酒精分化约 1s，自

来水冲洗，氨水返蓝，流水冲洗。 

（11）无水乙醇脱水，二甲苯透明。 

（12）中性树胶封固。 

3.3.9 统计学分析 

所有实验至少进行三次以上，并且以平均值±标准差表示。使用 SPSS26.0

及 Prism 7.0 统计软件对实验数据进行统计学分析。计量资料采用 T 检验进行两

两比较，多组均数之间比较采用单因素方差分析，P<0.05 为统计学意义。 

3.4 实验结果 

3.4.1 生物信息学预测 miR-223-3p 的靶基因 

为预测 miR-223-3p 靶基因，我们从 miRTarBase、miRDB、TargetScan、miRmap

和 DIANA-microT 五个数据库中获取并下载 miR-223-3P 靶基因列表，取交集后

获得 4 个 miR-223-3p 较为可信的靶基因，分别为 IL6ST、FBXW7、FOXO1、

NFIA（图 3.1 A）。为了进一步验证上述预测结果，我们用 miR-223-3p mimics 转

染 EOL-1 细胞，RT-qPCR 检测上述靶基因的表达。结果所示，与对照组相比，

上调 miR-223-3p 可以抑制 EOL-1 中 IL6ST、FBXW7、FOXO1、NFIA 基因表达，

其中 miR-223-3p 对靶基因 FBXW7 的抑制作用最为显著，因此我们进一步将

FBXW7 作为研究对象（图 3.1 B）。 
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图 3.1 生物信息学预测 miR-223-3p 潜在的靶基因。（A）利用 miRTarBase、miRDB、

TargetScan、miRmap 和 DIANA-microT 五个数据库分别预测 miR-223-3p 可能的靶基因，

并取交集；（B）RT-qPCR 检测 miR-223-3p 过表达后，交集内的靶基因 mRNA 表达水平

的改变（*P<0.05，**P<0.01）。 

3.4.2 双荧光素酶报告验证 miR-223-3p 靶向结合 FBXW7 3’UTR 

为进一步验证 miR-223-3p 和 FBXW7 的结合关系，我们首先在 targetscan 数

据库中预测 miR-223-3p 与 FBXW7 基因 3’UTR 区域之间的结合位点，结果显示

FBXW7 基因 3’UTR 和 miR-223-3p 共有 3 个保守结合位点（图 3.2 A）。接下来

将结合靶点突变质粒（由上海汉恒公司构建）运用于双荧光素酶实验并分析两者

的靶向关系，实验结果显示与 NC mimics 组相比，过表达 miR-223-3p 能够显著

下调 FBXW7 野生型 3'UTR 的荧光素酶活性，而突变型 3'UTR 的荧光素酶活性

无显著差异，说明 miR-223-3p 能特异结合 FBXW7-3'UTR（图 3.2 B）。 
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图 3.2 miR-223-3p 与 FBXW7 3'UTR 结合位点预测及双荧光素酶报告验证。（A）

TargetScan 数据库预测 miR-223-3p 与 FBXW7 结合位点；（B）双荧光素酶报告实验验证

miR-223-3p 靶向结合 FBXW7 3'UTR（***P<0.001）。 

3.4.3 改变 miR-223-3p 观察 EOL-1 细胞中靶基因 FBXW7 的表达 

为进一步说明两者之间的靶向关系，我们在利用 miR-223 mimics 和 miR-223 

inhibitor 转染 EOL-1 细胞后，提取细胞总蛋白，应用蛋白免疫印迹反应（western 

blot）检测 FBXW7 的表达水平。结果发现，过表达 miR-223-3p 降低了 FBXW7

蛋白表达水平；而下调 miR-223-3p 表达增加 FBXW7 蛋白的表达水平，以上实

验进一步证明了 miR-223-3p 可调控 FBXW7 的变化，如图 3.3 所示。 
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图 3.3 改变 miR-223-3p 观察 EOL-1 细胞中靶基因 FBXW7 的表达。（A）western blot 检

测应用 miR-223-3p mimics 后细胞中 FBXW7 的表达；（B）western blot 检测应用 miR-

223-3p inhibitor 后细胞中 FBXW7 的表达（*P<0.05，**P<0.01）。 

3.4.4 FBXW7 在 AR 患者和 AR 小鼠中的表达情况 

之前实验已经证实 miR-223-3p 在 AR 中上调，但是 FBXW7 在 AR 中的表

达情况未知，因此我们利用 RT-qPCR、western blot 检测 AR 患者和 AR 小鼠鼻

黏膜中 FBXW7 的 mRNA 和蛋白表达水平。结果发现 AR 患者和 AR 小鼠鼻黏

膜中 FBXW7 的蛋白和 mRNA 水平低于对照组（图 3.4 A-B）。接下来进一步用

免疫组化实验观察 AR 患者及对照组鼻黏膜中 FBXW7 的表达，结果仍显示 AR

组鼻黏膜中 FBXW7 的表达更低，见图 3.4 C。 
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图 3.4 FBXW7 在 AR 患者和 AR 小鼠中的表达情况。（A）RT-qPCR 检测 AR 患者和小鼠

鼻黏膜中 FBXW7 的水平；（B）western blot 检测 AR 患者和小鼠鼻黏膜中 FBXW7 的表

达；（C）免疫组化检测 AR 患者和正常粘膜组织中 FBXW7 的表达（**P<0.01）。 
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3.5 讨论 

本研究的前两部分已证实 miR-223-3p 在 AR 鼻黏膜组织中表达升高，上调

miR-223-3p 的表达可通过促进 EOS 脱颗粒进而影响 AR 炎症。因此，本章我们

将进一步探讨 miR-223-3p 在 AR 中发挥作用的具体机制。首先通过各数据库预

测到 FBXW7 可能是 miR-223-3p 的靶基因，然后利用 targetscan 数据库预测到

miR-223-3p 与 FBXW7 基因之间存在结合位点，随后双荧光素酶报告实验结果

发现，过表达miR-223-3p能够显著下调 FBXW7野生型 3'UTR的荧光素酶活性，

而突变型 3'UTR 的荧光素酶活性无显著差异，证实了 miR-223-3p 与 FBXW7 

3'UTR 的靶向结合。然后在细胞中进一步验证两者的关系，结果发现，miR-223-

3p mimics 降低了 EOL-1 细胞中 FBXW7 的表达水平，而抑制 miR-223-3p 则增

加了 FBXW7 在细胞中的表达。以上实验结果证明了 FBXW7 为 miR-223-3p 的

靶基因。 

目前，大量文献报道了 FBXW7 在癌症方面的作用，但是近来的研究表明

FBXW7 在炎症中也发挥调节作用。因此接下来我们进一步检测了 AR 患者和 AR

小鼠鼻黏膜中 FBXW7 的表达情况，结果发现 FBXW7 在 AR 患者和小鼠鼻黏膜

组织中的表达均降低。根据以上实验结果，我们证明了 miR-223-3p 可以调控

FBXW7 的表达水平，且 FBXW7 在 AR 鼻黏膜中降低。但 FBXW7 在 AR 中的

作用目前仍然未知。 

3.6 结论 

（1）miR-223-3p 可以通过靶向 FBXW7 3'UTR 调控 FBXW7 基因表达。 

（2）FBXW7 在 AR 鼻黏膜中低表达。 
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第 4 章 miR-223-3p 通过调控 FBXW7 基因介导变应性鼻

炎嗜酸性粒细胞脱颗粒功能 

4.1 引言 

FBXW7是E3泛素连接酶复合物的一个亚基，能够靶向多种蛋白进行降解。

FBXW7 已被证实是一种关键的肿瘤抑制因子，在肿瘤方面的研究较为广泛。但

近年来的研究显示，FBXW7 也在免疫调节和炎症反应中发挥一定作用。众所周

知，NF-κB 信号通路是参与炎症的最重要通路之一，FBXW7 已被证明与 NF-κB

信号传导和炎症有关。Meng 等人[39]的研究显示，FBWX7 可通过泛素介导降低

IκBα 表达，导致肠上皮细胞中 NF-κB-p65 活化和肠道炎症。相比之下，

Balamurugan 等[37]的报告显示，FBXW7 通过靶向 Toll 样受体 4（TLR4）抑制巨

噬细胞炎症，揭示了 FBXW7 在炎症信号通路中的关键作用。 

前两章节实验中，我们首先得出了miR-223-3p在AR鼻黏膜组织中高表达，

然后证明了 miR-223-3p 能够促进嗜酸性粒细胞脱颗粒并加重 AR 炎症。而在上

一章节中，我们已经证实 FBXW7 为 miR-223-3p 的靶基因，且 FBXW7 在 AR 鼻

黏膜组织中低表达，但 FBXW7 在 AR 中的作用仍不清楚。因此，本章我们将进

一步探讨 miR-223-3p 是否可以通过调控 FBXW7 的表达影响嗜酸性粒细胞的脱

颗粒作用，进而影响 AR 炎症。我们先通过慢病毒转染稳定过表达 EOL-1 细胞

中 FBXW7 的表达，观察其对 OVA 刺激的细胞表达 MBP 的影响，然后我们进

一步在加入 miR-223-3p mimics 的细胞中过表达 FBXW7，观察 FBXW7 是否可

以逆转 miR-223 上调对 EOL-1 细胞活化的作用。同时我们也将对小鼠施用腺相

关病毒介导的 sh-FBXW7 使该基因下调，在动物模型中探讨 FBXW7 对 AR 炎症

的影响；同时利用 miR-223-3p antagomir 下调 miR-223-3p 后观察 FBXW7 是否

能逆转 miR-223-3p 对小鼠 AR 模型炎症的影响。 
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4.2 实验材料 

4.2.1 实验主要仪器 

实验所需仪器同第 2 章和第 3 章。 

4.2.2 实验主要试剂 

实验所需仪器同第 2 章和第 3 章。 

4.2.3 主要试剂的配制 

主要试剂的具体配制参照第 2 章和第 3 章。 

4.2.4 实验动物和实验细胞株 

实验所需细胞和动物参照前面章节。 

4.3 实验方法 

4.3.1 细胞培养 

细胞培养的步骤具体见 2.3.1。 

4.3.2 OE-FBXW7 慢病毒转染细胞 

（1）该实验过程中用于稳转细胞的 FBXW7 过表达慢病毒（OE-FBXW7）

由上海汉恒公司构建。 

（2）取生长状态良好的 EOL-1 细胞，将其接种于六孔板中，每孔约 2×105

个细胞。 

（3）根据预实验结果，EOL-1 细胞的 MOI 值为 30，根据病毒量计算公式

算出实验组孔和对照病毒孔转染时应加的病毒量。转染时每孔内含 1ml 的液体，

包含慢病毒和细胞悬液。将完成转染操作的细胞置入培养箱中培养 12-24h，中途
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需注意观察细胞的状态，若状态较差应及时换液。 

（4）待更换新鲜培养基后，将细胞继续移入 5% CO2，37℃细胞培养箱中培

养 72h，于荧光显微镜下观察荧光表达情况和转染效果，之后正常换液、传代处

理，待细胞状态佳，荧光强度较强时，选择用 2μg/ml 的嘌呤霉素进行筛选，直

至细胞荧光在 90%以上。 

（5）给予细胞传统换液和传代处理，使得细胞扩增，提取对照组和实验组

的细胞总 RNA 和总蛋白，分析目的基因的过表达效果。 

4.3.3 RT-qPCR 实验 

4.3.3.1 细胞和组织总 RNA 的提取 

具体实验步骤见第 1 章 1.3.2 和第 2 章 2.3.6。 

4.3.3.2 RNA 逆转录合成 cDNA 

具体实验步骤见第 1 章 1.3.3。 

4.3.3.3 实时荧光定量 PCR 

具体实验步骤见第 1 章 1.3.4。 

4.3.4 蛋白免疫印迹反应 

4.3.4.1 提取细胞和组织总蛋白 

具体实验步骤见第 3 章 3.3.7.1 和 3.3.7.2。 

4.3.4.2 BCA 法测定蛋白样品浓度 

具体实验步骤见第 3 章 3.3.7.3。 

4.3.4.3 SDS-PAGE 凝胶电泳 

具体实验步骤见第 3 章 3.3.7.4。 

4.3.4.4 转膜 

具体实验步骤见第 3 章 3.3.7.5。 
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4.3.4.5 封闭 

具体实验步骤见第 3 章 3.3.7.6。 

4.3.4.6 抗体孵育 

具体实验步骤见第 3 章 3.3.7.7。 

4.3.4.7 蛋白检测 

具体实验步骤见第 3 章 3.3.7.8。 

4.3.5 细胞免疫荧光 

具体实验步骤见第 2 章 2.3.3。 

4.3.6 建立小鼠变应性鼻炎模型及干预 miR-223-3p 和 FBXW7 

（1）sh-NC、sh-FBXW7-1、sh-FBXW7-2、sh-FBXW7-3 质粒均由上海汉恒

生物科技有限公司合成并制备成腺病毒。将所有合成好的腺相关病毒置于-80℃

冰箱保存，避免反复冻融。在构建小鼠变应性鼻炎模型之前，先将腺相关病毒介

导的 shFBXW7 应用于动物，筛选干扰效果最佳的 shFBXW7。 

（2）实验动物分组：将小鼠随机分为变应性鼻炎未干预组（AR 组）、变应

性鼻炎 miR-223 下调组（miR-223-3p antagomir 组）、变应性鼻炎 FBXW7 下调组

（AAV-sh-FBXW7 组）和变应性鼻炎 miR-223-3p antagomir+ AAV-sh-FBXW7 组，

每组均含小鼠 8 只。 

（3）造模过程：小鼠变应性鼻炎的构建过程见第三章 3.3.6。 

（4）药物干预：对 miR-223-3p antagomir 组和 miR-223-3p antagomir+ AAV-

sh-FBXW7 组的小鼠，变应性鼻炎制备的第 19，20，22，24，26 天在麻醉状态

下经鼻腔滴入 20μl miR-223-3p antagomir；另外对 miR-223-3p antagomir+ AAV-

sh-FBXW7 组的小鼠，在小鼠变应性鼻炎构建前 1 个月，先将干扰效果最佳的

AAV-sh-FBXW7 局部滴鼻 100μl，由于剂量较大，需分次滴入。 

4.3.7 HE 染色 

具体实验步骤见第 2 章 2.3.9。 
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4.3.8 组织免疫荧光 

具体实验步骤见第 2 章 2.3.10。 

4.3.9 ELISA 实验 

具体实验步骤见第 2 章 2.3.13。 

4.3.10 统计学分析 

所有实验至少进行三次以上，并且以平均值±标准差表示。使用 SPSS26.0

及 Prism 7.0 统计软件对实验数据进行统计学分析。计量资料采用 T 检验进行两

两比较，多组均数之间比较采用单因素方差分析，P<0.05 为统计学意义。 

4.4 实验结果 

4.4.1 FBXW7 过表达慢病毒感染细胞后验证 FBXW7 表达 

将构建好的 FBXW7 过表达慢病毒和对照病毒感染 EOL-1 细胞，在经嘌呤

霉素筛选后提取细胞总RNA和总蛋白，然后用 RT-qPCR和western blot从mRNA

和蛋白层面检测慢病毒的转染效果，实验结果如图 4.1 所示，与对照病毒相比较，

过表达病毒组细胞的 FBXW7 mRNA 和蛋白水平相对更高。 

 

图 4.1 FBXW7 过表达慢病毒感染细胞后验证 FBXW7 表达。Western blot（A）和 RT-qPCR

（B）检测 FBXW7 过表达慢病毒转染组中 FBXW7 的表达情况（**P<0.01）。 
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4.4.2 过表达 miR-223-3p 同时上调 FBXW7 后观察细胞 MBP 变化 

前期实验已得出 EOL-1 细胞在 OVA 和 CCL11 刺激后，miR-223-3p 出现上

调，而在前一章节中我们也证实 FBXW7 是 miR-223-3p 的靶基因，并且上调 miR-

223-3p 后 FBXW7 表达下调，与之相反的是，下调 miR-223-3p 后 FBXW7 表达

上调。因此，我们进一步假设 miR-223-3p 通过调控 FBXW7 的表达来调控嗜酸

性粒细胞脱颗粒。为了证实这一猜想，我们首先在过表达 miR-223-3p 的 EOL-1

细胞中进一步上调FBXW7的水平，再应用OVA和CCL11进行刺激，采用wsetern 

blot 检测 FBXW7 的表达情况；再用细胞免疫荧光观察 MBP 蛋白的表达情况。

结果表明在过表达 miR-223-3p 的 EOL-1 细胞中，FBXW7 表达水平下调，细胞

炎症水平上调；进一步上调 FBXW7，miR-223-3p 的表达水平依然上调，而

FBXW7 的表达水平恢复，且细胞的炎症水平下降（见图 4.2）。 

 

图 4.2 过表达 EOL-1 细胞中 miR-223-3p 的同时上调 FBXW7，观察 FBXW7 和 MBP 的变

化。（A）western blot 检测 EOL-1 细胞内 FBXW7 的表达；（B）免疫荧光检测细胞内

MBP 的荧光表达情况。 

4.4.3 腺相关病毒介导的 shRNA 下调 FBXW7 表达效果的筛选 

将合成的 3 个 sh-FBXW7 腺相关病毒和 sh-NC 对照病毒经鼻腔滴入，完成

病毒滴入一个月后，收集小鼠鼻黏膜标本，应用 RT-qPCR 和 western blot 检测

FBXW7 在体内的表达情况。实验结果如图 4.3 所示，sh-FBXW7-2 腺相关病毒

降低 FBXW7 mRNA 和蛋白水平的效果最佳，因此将腺相关病毒介导的 sh-

FBXW7-2 应用于后续实验。 
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图 4.3 腺相关病毒介导的 shRNA 筛选。Western blot（A）和 RT-qPCR（B）检测 FBXW7

干扰腺相关病毒转染组中 FBXW7 的表达情况（**P<0.01，***P<0.001）。 

4.4.4 下调 miR-223-3p 同时沉默 FBXW7 后观察 AR 小鼠炎症情况 

4.4.4.1 Western blot 检测各组实验小鼠中 FBXW7 的表达水平 

在应用干扰病毒的基础上，采用 OVA 和氢氧化铝构建小鼠 AR 模型，同时

加入 miR-223-3p antagomir 抑制 miR-223-3p 的表达，造模结束后采用 western blot

检测各小鼠鼻黏膜中 FBXW7 的表达情况。结果显示，下调 miR-223-3p 表达后，

小鼠鼻黏膜中 FBXW7 表达水平上调；而在病毒干扰 FBXW7，且同时下调 miR-

223-3p 的情况下，逆转了鼻黏膜组织中 FBXW7 蛋白的表达水平，见图 4.4。 

 

图 4.4 下调 miR-223-3p 的同时沉默 FBXW7 表达，Western blot 检测各组实验小鼠中

FBXW7 的表达水平。 
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4.4.4.2 HE 染色观察小鼠鼻黏膜的组织病理形态 

接下来我们应用 HE 染色观察鼻黏膜的组织病理形态，实验结果如图 4.5 所

示。相较于 AR 组，AAV-sh-FBXW7-2 组小鼠鼻粘膜上皮肿胀和纤毛破损、脱落

明显，其间可见大量嗜酸性粒细胞等炎性细胞浸润；而在干扰 FBXW7 的情况下，

同时采用 miR-223-3p antagomir 抑制 miR-223-3p 的体内水平后，FBXW7 的水平

得到恢复，观察其鼻粘膜组织未见明显水肿，其间少许嗜酸性粒细胞浸润，炎症

趋向恢复状态，提示下调 FBXW7 可促进小鼠 AR 炎症，而 miR-223-3p antagomir

对 FBXW7 的提升使得炎症减轻。 

 

图 4.5 HE 染色观察小鼠鼻黏膜的组织病理形态。（A）AR 组；（B）miR-223-3p 

antagomir 组；（C）AAV-sh-FBXW7-2 组；（D）miR-223-3p antagomir + AAV-sh-

FBXW7-2 组。 

4.4.4.3 组织免疫荧染色 

随后使用免疫荧光标记鼻黏膜中 MBP 来分析鼻黏膜中嗜酸性粒细胞的浸润

情况，结果如图 4.6 所示。干扰 FBXW7 增强了 MBP 荧光表达量的表达，而同

时下调 miR-223-3p 后又恢复了 MBP 的荧光表达。 



第 4 章 miR-223-3p 通过调控 FBXW7 基因介导变应性鼻炎嗜酸性粒细胞脱颗粒功能 

67 

 

图 4.6 鼻黏膜组织免疫荧光染色 

4.4.4.4 RT-qPCR 和 ELISA 检测鼻黏膜或血清中 ECP 和 EPO 水平 

最后通过RT-qPCR和ELISA检测血清中ECP、EPO的浓度及鼻黏膜中ECP、

EPOmRNA 的水平。结果显示，FBXW7 低表达后，增加了鼻黏膜中 ECP、

EPOmRNA 水平和血清中 ECP、EPO 分泌；进一步下调 miR-223-3p 后，组织中

ECP、EPOmRNA 水平降低（图 4.7 A-B），同时 ELISA 显示血清中 ECP、EPO

分泌量也减少（图 4.7 C-D）。以上结果表明，沉默 FBXW7 促进了嗜酸性粒细胞

颗粒蛋白的分泌，而下调 miR-223-3p 后能够减少 FBXW7 降低所导致的颗粒蛋

白增加，进而减轻 AR 炎症。 
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图 4.7 RT-qPCR 和 ELISA 检测鼻黏膜或血清中 ECP 和 EPO 水平。（A-B）RT-qPCR 检测

小鼠鼻黏膜中 ECP、EPOmRNA 的表达水平；（C-D）ELISA 检测小鼠血清中 EPO、ECP

蛋白的分泌量（*P<0.05，**P<0.01）。 

4.5 讨论  

FBXW7 是 F-box 蛋白家族的成员，作为 E3 SCF 型泛素连接酶复合物的底

物识别组分起作用。现有的研究表明，F-box 蛋白参与调节炎症，如 F-box 蛋白

FBXL19 选择性调节 ST2 的泛素化和降解，以限制 IL-33 诱导的肺部炎症[74]；

FBXO15 可选择性调节心磷脂合酶 1 的泛素化和降解，导致急性肺炎中心磷脂降

低和线粒体功能受损[75]。多种蛋白质被认为是 FBXW7 E3 泛素连接酶的靶标，

如 Notch、TGIF、KLF5、c-MYC、Cyclin E 和 c-JUN[33]，其中 Notch 和 KLF5 分
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别在肺上皮和气道上皮的分化过程中具有调节作用，而 Li 等人[76]的研究中进一

步证实 FBXW7 可通过改变 Notch 和 KLF5 表达水平影响包括纤毛细胞和杯状细

胞在内的气道上皮细胞类型的比例，这些气道细胞类型的不平衡是许多疾病的

基础，如哮喘和慢性阻塞性肺病，提示了 FBXW7 在气道疾病中的重要调节作用。

Suehiro 等人的研究已证实 SRY 相关高迁移率族盒蛋白 12（Sox12）通过增强

FBXW7 介导的 GATA3 降解来抑制 Th2 细胞分化，并减轻 HDM 诱导的过敏性

哮喘炎症[38]。Song 等人也发现 FBXW7 通过 p38 途径促进泛素化介导的凋亡信

号调节激酶 1（ASK1）降解，进而降低脂多糖 LPS 诱导的支气管上皮细胞通透

性和炎症细胞因子释放，表明 FBXW7 在体外 LPS 诱导的支气管上皮细胞上皮

屏障损伤中起保护作用[77]。以上研究表明 FBXW7 在气道炎症中也具有调节作

用，但 FBXW7 在 AR 中的作用仍未知。前期实验我们证明了 miR-223-3p 能够

促进嗜酸性粒细胞脱颗粒并加重 AR 炎症，而在上一章节中我们已证实 FBXW7

为 miR-223-3p 的靶基因，且 FBXW7 在 AR 鼻黏膜组织中低表达，因此我们提

出 miR-223-3p 通过调控 FBXW7 表达来影响 EOS 的脱颗粒功能进而影响 AR 炎

症这一假设，并进行验证。 

为验证这一猜想，我们首先在应用 OVA 与 CCL11 刺激正常 EOL-1 细胞和

过表达 miR-223-3p 的 EOL-1 细胞，结果发现在过表达 miR-223-3p 的 EOL-1 细

胞中 FBXW7 表达水平降低，细胞中 MBP 表达上调；进一步上调 FBXW7，

FBXW7 的表达水平恢复，且细胞中 MBP 水平下降。接下来我们进一步在动物

实验中进行验证，我们首先在应用干扰病毒的基础上，采用 OVA 和氢氧化铝构

建小鼠 AR 模型，同时加入 miR-223-3p antagomir 抑制 miR-223-3p 的表达。结果

发现，沉默 FBXW7 后增加了小鼠鼻黏膜中 ECP、EPOmRNA 和 MBP 表达水平，

同时血清中 ECP 和 EPO 的分泌也增加；进一步下调 miR-223-3p 的表达，可以

抑制因 FBXW7 沉默所导致的炎症水平升高。综上所述，miR-223-3p 可通过调控

FBXW7 表达来影响 EOS 的脱颗粒功能进而影响 AR 炎症。 

4.6 结论 

MiR-223-3p 通过调控 FBXW7 表达促进 EOS 的脱颗粒功能，进而加重 AR

炎症。 
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总 结 

本文主要就 miR-223-3p 在 AR 中的作用及其对嗜酸性粒细胞的脱颗粒功能

影响机制展开研究。 

主要结论 

（1）miR-223-3p 在 AR 患者和 AR 小鼠鼻黏膜组织中表达升高，且主要在

胞质中表达。 

（2）miR-223-3p 通过促进 EOS 脱颗粒进而加重 AR 炎症反应。 

（3）miR-223-3p 可以通过靶向 FBXW7 3'UTR 调控 FBXW7 基因表达，且

FBXW7 在 AR 鼻黏膜中低表达。 

（4）miR-223-3p 通过调控 FBXW7 表达促进 EOS 的脱颗粒功能进而加重

AR 炎症。 

不足之处 

（1）细胞实验中只对 FBXW7 进行了过表达，未进行沉默。 

（2）细胞实验中采用 EOL-1 细胞来研究 EOS 的功能，未进行人原代嗜酸

性粒细胞研究验证。 

（3）动物实验中只对 FBXW7 进行了沉默，未进行过表达。 

研究展望 

（1）磁珠分选外周血人原代嗜酸性粒细胞，并在体外、体内实验中分别对

FBXW7 沉默与过表达，进一步完善 miR-223-3p 和 FBXW7 表达对 EOS 脱颗粒

作用的研究。 
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打破砂锅问到底的精神督促我们鞭辟入里、入木三分学术氛围的形成。临床上，
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到的服务态度赢得了群众的有口皆碑，每次跟您上手术台都让受益匪浅。课题上，

无论是课题方向选定、研究内容梳理，还是实验方案设计都倾注了您的大量心血，

正是您的一次次严格把关，学生的课题研究才得以顺利完成。在此，由衷地感谢
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是的科研态度，别具匠心、推陈出新的创新思维，扎实求实、得心应手的技术能

力，锲而不舍、笔耕不辍的科研素养，展现了科研人员的学者风范，是我一生学

习的榜样。硕士三年，每当我彷徨无助、不知所措时，总有您在身前为我拨云见

日、指点迷津；每当我被一次次实验失败打击得垂头丧气、心灰意冷时，总有您

在身边为我加油鼓劲、排忧解难；每当我思想有所松懈、心慵意懒时，总有您在

身后鞭驽策蹇、朝督暮责，正是您的言传身教以及对我的鼓励和督促，我才收获

了长足的发展和进步。谨借此机会，向朱老师表达深深的感谢! 

真诚地感谢耳鼻喉科刘红兵教授、徐红教授、张少容教授等教授，李俐华老
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综 述 

坏死性凋亡在嗜酸性粒细胞脱颗粒与气道过敏性炎症中的作用研究 

伍书红（综述）   刘月辉（审校） 

摘要：坏死性凋亡是一种独立于 caspases 的细胞程序性死亡方式，介于坏死

和凋亡之间。坏死性凋亡的关键因素是受体相互作用蛋白激酶 RIPK1 与混合谱

系激酶结构域样蛋白 MLKL。过敏性气道炎症的显著特点是多种炎症细胞的聚

集，并以嗜酸性粒细胞最为显著。嗜酸性粒细胞局部脱颗粒释放毒性颗粒蛋白引

起组织损伤，导致炎症加重。坏死性凋亡在许多炎症疾病中都扮演着重要角色，

抑制坏死性凋亡目前被认为是一种很有前途的治疗策略。本文就坏死性凋亡的

分子机制及其与嗜酸性粒细胞脱颗粒及呼吸道过敏性炎症的关系作一综述。 

关键词：坏死性凋亡；嗜酸性粒细胞；过敏性炎症；脱颗粒 

Research on the role of necroptosis in eosinophil degranulation and 

airway allergic inflammation 

Abtract：Necroptosis is a way of programmed cell death independent of caspases, 

and lies between necrosis and apoptosis. The key factor of necroptosis is the receptor-

interacting protein kinase RIPK1 and the mixed-lineage kinase domain-like protein 

MLKL. The distinctive feature of allergic airway inflammation is the aggregation of a 

variety of inflammatory cells, and the eosinophils are the most prominent. Toxic 

granule protein released by local degranulation of eosinophils can cause tissue damage 

and increase inflammation. Necroptosis plays an important role in many inflammatory 

diseases, and inhibition of necroptosis is considered to be a promising treatment 

strategy. In this paper, the molecular mechanism of necroptosis, the relationship 

between necroptosis and eosinophil degranulation and allergic inflammation of the 

respiratory tract were reviewed. 

Key words：Necroptosis; Eosinophils; Allergic inflammation; Degranulation 
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引言 

细胞死亡对于组织稳态的发展和维持至关重要，长期以来，细胞凋亡一直被

认为是体内平衡、发育和疾病过程中细胞程序性死亡的唯一形式。然而最近坏死

性凋亡也被认为是细胞程序性死亡方式之一，与细胞凋亡不同，坏死性凋亡的细

胞形态特征表现为细胞肿胀、质膜通透性丧失及膜破裂，释放损伤相关分子模式

（damage-associated molecular patterns, DAMP）。受体相互作用蛋白激酶 RIPK1

和它们的作用靶点，混合谱系激酶结构域样蛋白 MLKL，是启动坏死性凋亡的必

要条件[1]。至今为止坏死性凋亡在许多疾病中都扮演着重要角色，包括缺血再灌

注损伤、炎症、神经变性、感染性疾病、自身免疫性疾病和癌症。 

呼吸道过敏性疾病主要包括变应性鼻炎和哮喘等，是以大量炎症细胞浸润

为显著特征的 Th2 炎症反应，而嗜酸性粒细胞（eosinophils, EOS）是该类疾病中

最重要的效应细胞之一[2]。活化的 EOS 脱颗粒，释放细胞毒性介质嗜酸性粒细

胞过氧化物酶（eosinophil peroxidase, EPO）、主要碱性蛋白（eosinophil major basic 

protein, MBP）、嗜酸性粒细胞阳离子蛋白（eosinophil cation protein, ECP）和嗜

酸性粒细胞衍生的神经毒素（eosinophil-derived neurotoxin, EDN）等，参与对气

道粘膜屏障的破坏，从而促进气道变应性疾病的发生。 

本综述将讨论坏死性凋亡的分子机制及其在嗜酸性粒细胞脱颗粒及呼吸道

过敏性炎症的作用。 

1. 嗜酸性粒细胞的特征 

EOS 自 1879 年由 Paul Ehrlich 首次描述以来，一直活跃在多种疾病中，比

如哮喘、鼻炎、鼻窦炎等，但关于嗜酸性粒细胞在这些疾病中的功能及相关机制

仍尚不清楚。EOS 来源于骨髓造血干细胞，在骨髓中发育成熟后释放到外周血

液中进行流通。一般情况下，EOS 在外周血中停留的时间较短，在某些因素作用

下如在白细胞介素 5（IL-5）和 eotaxin 趋化因子的刺激下，它们被激活进入局部

组织发挥作用。 

细胞质晶体颗粒是嗜酸性粒细胞的主要特征，人嗜酸性粒细胞颗粒含有四

种主要蛋白质：EPO、MBP、ECP 和 EDN。嗜酸性粒细胞的其它突出特征还包

括颗粒内含有 Charcot-Leyden 结晶蛋白（Galectin-10）。此外嗜酸性粒细胞也是

各种细胞因子、趋化因子、生长因子和脂质介质的来源，它们在嗜酸性粒细胞活
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化后分泌，引发、扩大和维持局部炎症反应和重塑反应，参与疾病的病理发展过

程[3]。 

2. 嗜酸性粒细胞在炎症中的作用 

气道过敏性疾病是多种因素相互作用，相互影响的疾病，它们的病程相对复

杂，涉及不同的炎症细胞，不同的炎症介质，细胞与细胞之间及细胞与介质之间

又相互串扰，形成复杂的信号级联。嗜酸性粒细胞看似一个简单的个体，然而它

能表达支持生长、粘附、趋化、脱颗粒功能的表面受体，与上皮细胞、肥大细胞、

巨噬细胞、中性粒细胞、树突状细胞等相互作用。肥大细胞活化产生或释放自分

泌的嗜酸性粒细胞存活因子 IL-5、GM-CSF、IL-3、TNF-α[4,5]可以诱导嗜酸性粒

细胞趋化和激活。上皮细胞通过不同的模式识别受体识别环境中存在的病原体

相关分子模式，诱导上皮细胞释放上皮源性细胞因子 IL-33、IL-25 和 TSLP，进

而产生 TH2 细胞因子 IL-4、IL-5、IL-13[6,7]。其中，IL-5 诱导 EOS 的分化、活化

及在炎症部位的积聚，最终导致组织重塑。上皮细胞表达的黏附分子 ICAM-1 介

导了嗜酸性粒细胞在气道的延迟性凋亡，增强了其在气道的长期浸润[8]，Charcot-

Leyden 晶体（CLC）是嗜酸性粒细胞脱颗粒后形成的 Galectin-10 蛋白晶体，

Charcot-Leyden 晶体可激活 NLRP3 炎性体引起人类巨噬细胞中的 IL-1β 炎症[9]，

CLC 刺激上皮细胞诱导产生 IL-1α，IL-1β，TNF-α，IL-6，IL-8 进而引起中性粒

细胞募集、活化，引发中性粒细胞发生中性粒细胞细胞外诱捕网形成 NETosis[10]。 

嗜酸性粒细胞在骨髓中由多能干细胞分化、发育成熟后释放入血，其从血液

到组织的过程是循环中的嗜酸性粒细胞和激活的内皮细胞之间的连续相互作用，

依靠细胞因子、趋化因子、粘附分子选择素、整合素及其配体介导完成[11]。研究

表明，大多数炎症疾病、寄生虫感染及嗜酸性粒细胞相关性疾病中均出现血液或

局部组织中嗜酸性粒细胞数量增多，提示嗜酸性粒细胞祖细胞的增加是疾病中

局部嗜酸性粒细胞数目增加的要素，而目前用于减少血液和组织中嗜酸性粒细

胞数量的糖皮质激素显示了有效的疗效，但是激素的使用具有潜在的副作用，因

此一定程度上限制了其的治疗使用。值得注意的是，人源化的 IL-5 特异性抗

体显著减少了支气管粘膜中的嗜酸性粒细胞，哮喘患者的病变组织中仍

然存在游离的嗜酸性粒细胞颗粒，而且疾病炎症状态没有改善 [12]，嗜酸

性粒细胞炎症组织常含有大量完整的颗粒，这些颗粒在嗜酸性粒细胞胞外，提示
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这些颗粒可能在疾病的发病机制中起作用，提示关注嗜酸性粒细胞的脱颗粒

功能至关重要。  

2.1 嗜酸性粒细胞脱颗粒功能在哮喘中的作用 

哮喘是最常见的慢性气道炎症性疾病之一，慢性气道炎症、气道重塑、气道

高反应性为其主要临床特征。致敏个体在变应原激发后，测定组织[13]、肺泡灌洗

液[14]或者诱导痰[15]中的相关炎症细胞，发现增加明显的是气道嗜酸性粒细胞。

嗜酸性粒细胞是过敏性哮喘的主要效应细胞，它们通过上皮细胞、TH2 细胞、2

型固有淋巴细胞释放的细胞因子和趋化因子进入肺部和气道，释放促炎细胞因

子、细胞毒颗粒蛋白参与疾病的病理状态。哮喘豚鼠模型中游离颗粒的释放与过

敏原激发引起的上皮细胞损伤密切相关。颗粒蛋白 MBP 或 ECP 可损伤呼吸道

合胞病毒感染的气道上皮细胞[16]。减少嗜酸性粒细胞可减轻小鼠模型哮喘的进

展[17]。哮喘患者肺内嗜酸性粒细胞蛋白的释放与肺部重塑和气道高反应性存在

明显的联系。气管内直接滴注 MBP 会导致动物对吸入乙酰甲胆碱的气道反应性

显著增加，并引发支气管的短暂收缩，显示了嗜酸性粒细胞在气道高反应性发病

机制中的直接作用[18]。哮喘完全缓解的患者的血液中 EOS 数目低于活动性哮喘

患者，且其支气管 EPX 免疫阳性率更低，根据气道 EOS 的激活可以区分哮喘完

全缓解患者、临床哮喘缓解患者及活动性哮喘患者，表明 EOS 在哮喘支气管高

反应性的临床表现和严重程度中的重要性[19,20]。粒细胞胞外陷阱不仅包括胞外网

状 DNA 结构，还包括各种胞内蛋白质。最近的一项研究表明嗜酸性粒细胞胞外

陷阱 EETs 由嗜酸性粒细胞特有的一些颗粒蛋白修饰。其中，EETs 增加了杯状

细胞增生、粘液分泌、炎症细胞浸润和 2 型细胞因子的表达，嗜酸性粒细胞颗粒

蛋白 EPX 增强了 EETs 和神经内分泌细胞之间的相互作用，加重患者哮喘的严

重程度[21]。另一项研究显示小鼠哮喘实验模型中浸润气道的嗜酸性粒细胞会在

支气管肺泡灌洗液和肺组织中形成嗜酸性粒细胞胞外陷阱 EET，而且嗜酸性粒

细胞过氧化物酶 EPO 与来自哮喘小鼠的肺泡灌洗液和肺组织中的细胞外 DNA

共定位，加剧过敏性哮喘肺功能障碍[22]。此外，其它研究中同样发现中性粒细胞

胞外陷阱 NETs 增加了树突状细胞 DC 的募集，进而加重感染相关性哮喘[23,24]。

以上提示粒细胞胞外陷阱在哮喘进展中起着重要作用。 

支气管哮喘有效治疗方法包括吸入皮质类固醇（ICS）和短效 β2-肾上腺素

受体激动剂（SABA）。据报道，ECP 可反映气道炎症的程度，通过测量血清 ECP
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水平有助于评估 ICS 治疗对儿童哮喘的疗效[25,26]。 

2.2 嗜酸性粒细胞脱颗粒功能在鼻炎中的作用 

变应性鼻炎是一种常见疾病，EOS 在鼻粘膜组织病理变化和变应性鼻炎病

理生理过程中发挥着重要作用。经变应原激发后，鼻黏膜局部 EOS 聚集，而且

血液中循环的嗜酸性粒祖细胞的增加与组织局部 EOS 的增加有关[27]，提示过敏

原的吸入能够刺激骨髓生成更多祖细胞，活化的 EOS 脱颗粒释放具有细胞毒性

的颗粒物质[28]，参与鼻黏膜的组织病理改变。L-3、IL-5 和 GM-CSF 的存在可促

进组织中嗜酸性粒细胞的存活，而这些细胞因子也可以由嗜酸性粒细胞自身产

生，形成正反馈回路，进一步促进炎症发展。EOS 分泌的 MBP、ECP、EPO、

EDN 可能与基底膜蛋白多糖和透明质酸结合，导致细胞解聚和上皮脱落，这些

蛋白质还又可以作用于细胞膜，导致细胞死亡，引发上皮屏障功能障碍。上皮屏

障功能障碍在过敏性气道炎症的发病机制中起着关键作用。在变应性鼻炎和哮

喘患者已观察到鼻上皮屏障破坏[29]。Steelant 等[30]报道 HDM 诱导的 AR 患者鼻

上皮屏障功能受损，鼻黏膜通透性增加。另外最近一篇研究报道 MUC1 基因缺

陷加重了上皮功能障碍进而加剧了 AR 炎症[31]。嗜酸性粒细胞衍生的神经毒素

EDN 可能会使粘膜神经失活。嗜酸性粒细胞表达的 5-脂氧合酶是 LTC4 的重要

来源，而 LTC4 和 ECP 是有效的腺体促泌剂，导致鼻粘膜水肿及变应性鼻炎特

征性的水样清涕，加重血管充血及鼻塞症状。研究发现，与中度变应性鼻炎患者

和健康对照组相比，从中度至重度患者获得的血液嗜酸性粒细胞具有更高的ECP

和 EPX 以及促进 Th2 反应的潜力[32]。其中部分 AR 患者会恶化或发展为哮喘，

与没有哮喘症状的患者相比，出现哮喘样症状的患者的血清 ECP 和血清 EPO 显

著更高，因此血清嗜酸性粒细胞颗粒蛋白在一定程度上可预测变应性鼻炎的哮

喘风险[33]。 

3. 嗜酸性粒细胞脱颗粒的机制 

脱颗粒是 EOS 的一种显著功能，即将细胞内的内含物释放到细胞外环境中。

嗜酸性粒细胞脱颗粒形式分为零碎性脱颗粒、胞外分泌和细胞溶解性脱颗粒[34]。

经典的胞吐过程是颗粒直接与细胞质膜融合，释放颗粒的全部内容物。该机制在

体内少见。零碎性脱颗粒，是一种进行性的释放，颗粒内容物通过膜结合的囊泡
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运输到细胞表面。细胞溶解引起细胞膜破裂崩解导致完整颗粒的释放，这些颗粒

在细胞外空间以游离嗜酸性粒细胞颗粒（cell free eosinophil granules, CFEGS）的

形式积累[35,36]。已有报道在过敏性哮喘、鼻息肉、嗜酸性食管炎、异位性皮肤炎

患者组织中发现了 CFEGS 的存在[37-39]，而且这些 CFEGS 可以直接分泌内容物，

包括嗜酸性粒细胞阳离子蛋白、EPX、核糖核酸酶和细胞因子，因此，不难推测

出释放出的 CFEGS 可以继续提起到促炎症、免疫调节的作用。 

4. 嗜酸性粒细胞的坏死性凋亡 

4.1 坏死性凋亡的途径 

坏死性凋亡是一种受调控的细胞死亡形式。与细胞凋亡不同，坏死性凋亡的

细胞形态特征为细胞肿胀、质膜通透性丧失及膜破裂[40]。受体相互作用的丝氨酸

/苏氨酸蛋白激酶 1（RIPK1）、RIPK3 和混合谱系激酶域样假激酶（MLKL），是

坏死性凋亡的关键参与者，而 MLKL 在介导质膜破裂后将大量释放 DAMP 到细

胞外环境中，激活先天免疫系统引发体内外强烈炎症反应[41,42]。RIPK1 是坏死性

凋亡途径中的第一个激酶[43,44]。Polykratis 等人的研究表明，表达 RIPK1 激酶失

活形式的小鼠在体内免受 TNF 诱导的坏死性凋亡，证明 RIPK1 的激酶活性对坏

死性凋亡至关重要[45]。与 RIPK1 类似，RIPK3 同样被确定为死亡受体诱导的坏

死性凋亡的关键调节因子，RIPK3 的激酶失活突变无法诱导 RIPK3 细胞的坏死

性凋亡[46-48]。RIPK1 的激酶活性构象导致 RIPK3 的激活和自磷酸化，而 RIPK3

介导的 MLKL 激酶样结构域磷酸化又是坏死性凋亡途径的下一个关键步骤[49]，

可导致 MLKL N 末端的基序暴露，触发 MLKL 向质膜的易位，质膜内的磷酸肌

醇磷酸酯与 MLKL 上暴露的基序相互作用，进而导致质膜破裂[50]。 

4.2 坏死性凋亡与呼吸道炎症 

由 RIPK1、RIPK3 和 MLKL 介导的坏死性凋亡是一种可导致组织炎症和组

织破坏的调节性坏死，坏死性凋亡已被证明在不同疾病和不同组织中引起炎症。

在哮喘加重期，坏死性凋亡标志物 RIPK3 和 pMLKL 水平增加[51]。应用坏死性

凋亡的特定抑制剂 Necrostatin-1（Nec-1）可显著降低颗粒物 PM 诱导上皮细胞

分泌 IL-6、IL-8，同时肺组织病理变化也显示施用 Nec-1 可显著减少气道炎症和

粘液过度产生，表明坏死性凋亡参与了 PM 引起的肺部炎症发病机制[52]。另一项
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研究利用气道上皮细胞（AEC）特异性 Fas8 相关死亡域（FADD）缺陷的小鼠构

建屋尘螨 HDM 诱导的哮喘模型后，与对照小鼠相比，FADD 缺陷小鼠表现出严

重的过敏性气道炎症，然而在抑制 RIPK1 激酶活性或缺乏 RIPK3 的情况下都阻

止了 HDM 诱导的 FADD 缺陷小鼠肺部过敏性炎症的过度激活，表明 AEC 坏死

性凋亡极大地增强了炎症反应，即在屋尘螨诱发的过敏性炎症小鼠模型中，气道

上皮细胞坏死性凋亡会导致哮喘恶化[53,54]。研究报道肺气肿和慢性阻塞性肺病很

可能是由异常细胞死亡导致气道炎症、重塑和肺气肿造成的，Lu Z 等[55]的研究

显示在香烟烟雾（CS）诱导的实验性 COPD 小鼠的肺中检测到增加的坏死性凋

亡相关的 mRNA 和蛋白质，而 RIPK3 或 MLKL 缺失可防止急性 CS 暴露后的气

道炎症，说明抑制坏死性凋亡可减轻 CS 诱导的气道炎症、气道重塑和肺气肿，

可见坏死性凋亡在炎症中的关键作用，并提出将针对坏死性凋亡途径的干预加

入到哮喘疾病的治疗计划中[56]。与其它炎症疾病相比较，目前关于坏死性凋亡是

否能促进变应性鼻炎的发生、发展及慢性化尚不清楚，有待进一步研究。 

4.3 坏死性凋亡与 EOS 溶解性脱颗粒 

由于 DAMP 的释放，坏死性凋亡被认为是一种高度促炎的细胞死亡模式，

文献报道坏死性凋亡能够促进巨噬细胞和树突状细胞的活化[57,58]，进而增加促炎

细胞因子的水平，引发急慢性炎症性疾病。嗜酸性粒细胞细胞溶解为一种非凋亡

形式的死亡，当嗜酸性粒细胞失去膜的完整性并留下游离细胞颗粒时，嗜酸性粒

细胞脱颗粒发生，这种形式的脱颗粒常见于人类过敏性气道和皮肤疾病。变应原

诱导的嗜酸性粒细胞的细胞溶解是人类上呼吸道中颗粒蛋白释放的主要机制[59]。

文献报道在不同嗜酸性粒细胞相关疾病的炎症组织中发现完整或聚集的细胞外

嗜酸性粒细胞颗粒[60-62]，表明体内发生嗜酸性粒细胞溶解，它与儿童哮喘恶化的

严重程度有关[63]，支持了嗜酸性粒细胞溶解脱颗粒对嗜酸性粒细胞相关疾病发

展起关键作用的观点。 

Ueki S 等人的研究表明，激活的人类嗜酸性粒细胞可以经历细胞外 DNA 陷

阱细胞死亡（ETosis），细胞溶解释放游离的嗜酸性粒细胞颗粒，并且指出该过程

是由 NADPH 氧化酶依赖性和半胱天冬酶非依赖性细胞死亡介导。通过 EETosis

释放的嗜酸性粒细胞颗粒，仍然保留嗜酸性粒细胞阳离子颗粒蛋白，当用 CC 趋

化因子配体 11（eotaxin-1）刺激时仍可以激活分泌颗粒蛋白[64]。在暴露于 GM-

CSF 后，结合粘附受体如 CD44、CD11b、CD18 或 CD15 可诱导人中性粒细胞坏
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死性凋亡，细胞表现为空泡化[65]。与此类似，最近一篇研究显示 EOS 在黏附后，

触发活性氧 ROS 的产生，胞质呈现明显的空泡化形态变化，最终导致 EOS 溶解

释放出内容物，这是一种在炎症条件下在体内和体外均可观察到的现象[66]。而这

种黏附诱导的 EOS 溶解被认为是坏死性凋亡，因为其死亡过程受 RIPK3 和

MLKL 调节，随后 RIPK3-MLKL 复合物又进一步激活 p38 丝裂原活化蛋白激酶

（MAPK）和磷脂酰肌醇 3'-激酶（PI3K），所有这些分子成分都是随后细胞溶解

所必需的。 

5. 前景展望 

坏死性凋亡与坏死具有相似的形态学特征，但其细胞死亡方式为可调控的

非 caspase 依赖性的程序性细胞死亡，即在 caspase 抑制的条件下，死亡受体与

配体的结合可触发坏死性凋亡。坏死性凋亡的诱导与阻截涉及机体自我稳定、正

常发育及多种疾病的发展与变化。坏死性凋亡的调节涉及一系列分子的表达与

活化，caspase 家族及 RIP1、RIP3 在此过程中发挥了重要的作用。 

近几年的研究表明，通过使用抑制坏死性凋亡的药物或利用基因敲除技术

破坏坏死性凋亡途径可减轻动物体内各种系统中诱导的炎症，证实了坏死性凋

亡在炎症中的关键作用。坏死性凋亡在许多疾病状况中发挥作用，抑制坏死性凋

亡目前被认为是一种有前途的治疗策略。 
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