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【摘要】　目的　探讨 ｍｉＲ２２３３ｐ调控 ＮＯＤ样受体热蛋白结构域相关蛋白３（ＮＬＲＰ３）炎
症小体的表达水平对实验性自身免疫性葡萄膜炎（ＥＡＵ）大鼠 Ｍ１／Ｍ２巨噬细胞极化平衡
的影响。方法　首先构建双荧光素酶报告质粒载体，并验证ｍｉＲ２２３３ｐ对ＮＬＲＰ３基因表
达的调控作用。然后将４８只健康 Ｌｅｗｉｓ雌性大鼠随机分为正常对照（ＮＣ）组、ＥＡＵ组和
ｍｉＲ２２３３ｐ慢病毒组，每组１６只。ＥＡＵ组和ｍｉＲ２２３３ｐ慢病毒组大鼠首先用光感受器间
维生素Ａ结合蛋白（ＩＲＢＰ）乳糜液诱导 ＥＡＵ模型，同时 ｍｉＲ２２３３ｐ慢病毒组每只大鼠双
眼玻璃体内注射８μＬ携带ｍｉＲ２２３３ｐ的慢病毒，造模１２ｄ后麻醉处死大鼠，分离各组大
鼠眼、脾脏和淋巴结组织。实时荧光定量ＰＣＲ（ＱＰＣＲ）检测各组大鼠眼、脾脏和淋巴结组
织中ｍｉＲ２２３３ｐ、ＮＬＲＰ３、诱导型一氧化氮合酶（ｉＮＯＳ）和精氨酸酶１（Ａｒｇ１）的基因表达水
平；酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）检测各组大鼠眼、脾脏和淋巴结组织中肿瘤坏死因子 α
（ＴＮＦα）和白细胞介素１０（ＩＬ１０）以及ＮＬＲＰ３的蛋白表达水平；流式细胞仪检测各组大鼠
眼、脾脏和淋巴结组织中Ｍ１、Ｍ２型巨噬细胞水平。结果　双荧光素酶表达报告系统检测
证实ＮＬＲＰ３是ｍｉＲ２２３３ｐ调控的靶基因。与ＮＣ组相比，造模１２ｄ后，ＥＡＵ组大鼠眼、脾
脏和淋巴结组织中ｍｉＲ２２３３ｐ的表达水平均降低（均为 Ｐ＜０．０５），而 ＮＬＲＰ３和 ｉＮＯＳ的
ｍＲＮＡ表达水平均升高（均为 Ｐ＜０．０５），Ｍ１型巨噬细胞相关因子 ｉＮＯＳｍＲＮＡ和 ＴＮＦα
蛋白表达水平均升高（均为Ｐ＜０．０５），而 Ｍ２型巨噬细胞相关因子 Ａｒｇ１ｍＲＮＡ和 ＩＬ１０
蛋白表达水平均降低（均为Ｐ＜０．０５）；与ＥＡＵ组相比，造模１２ｄ后，ｍｉＲ２２３３ｐ慢病毒组
大鼠眼、脾脏和淋巴结组织中ＮＬＲＰ３ｍＲＮＡ和蛋白表达水平均降低，ｉＮＯＳｍＲＮＡ和 ＴＮＦ
α蛋白表达水平均降低，而 Ａｒｇ１ｍＲＮＡ和 ＩＬ１０蛋白表达水平均升高（均为 Ｐ＜０．０５）。
流式细胞仪检测结果显示，与ＮＣ组相比，造模１２ｄ后，ＥＡＵ组大鼠Ｍ１型巨噬细胞极化水
平升高，而Ｍ２型巨噬细胞极化水平降低，Ｍ１／Ｍ２巨噬细胞比例升高（均为 Ｐ＜０．０５）；与
ＥＡＵ组相比，造模１２ｄ后，ｍｉＲ２２３３ｐ慢病毒组大鼠Ｍ１型巨噬细胞极化水平降低，而Ｍ２
型巨噬细胞极化水平升高，Ｍ１／Ｍ２巨噬细胞比例逐渐恢复平衡（均为 Ｐ＜０．０５）。结论　
ＥＡＵ大鼠体内巨噬细胞极化失衡，提高 ｍｉＲ２２３３ｐ水平可抑制 ＮＬＲＰ３炎症小体的表达，
进而抑制炎症相关信号通路，降低Ｍ１型巨噬细胞极化水平以及提高Ｍ２型巨噬细胞极化
水平，从而发挥对葡萄膜炎大鼠巨噬细胞极化平衡的调控作用。

【关键词】　ｍｉＲ２２３３ｐ；ＮＬＲＰ３炎症小体；葡萄膜炎；巨噬细胞极化
【中图分类号】　Ｒ７７３

　　自身免疫性葡萄膜炎是一种眼睛血管层的炎症
性非感染性疾病，可导致视功能严重受损甚至失明，

占美国所有致盲疾病的１０％～１５％［１］。虽然皮质类

固醇是目前治疗葡萄膜炎的有效方法，但严重的不

良反应以及副作用使其不适合长期治疗［２］。因此，

更好地认识自身免疫性葡萄膜炎的发病机制可以为

自身免疫性葡萄膜炎的治疗提供新靶点。ＭｉｃｒｏＲ
ＮＡｓ（ｍｉＲＮＡｓ）是一类长度约为２２个核苷酸的非编
码单链ＲＮＡ分子，可在转录后下调蛋白表达。ｍｉＲ
ＮＡｓ在多种疾病中低表达，其中 ｍｉＲ２２３３ｐ可参与
如ＮＯＤ样受体热蛋白结构域相关蛋白３（ＮＬＲＰ３）炎
症小体、核因子 κＢ（ＮＦκＢ）、丝裂原活化蛋白激酶
（ＭＡＰＫ）、磷脂酰肌醇 ３激酶／蛋白激酶（ＰＩ３Ｋ／
ＡＫＴ）和核糖体蛋白 Ｓ６激酶／低氧诱导因子１
（ＲＰＳ６ＫＢ１／ＨＩＦ１α）等多种信号通路的调控影响疾

病发展进程［３］。ｍｉＲ２２３３ｐ与 ＮＬＲＰ３炎症小体之
间存在密切联系，在多种炎症反应和自身免疫性疾

病中发挥作用，但它们在自身免疫性葡萄膜炎中的

作用尚不清楚。巨噬细胞在炎症和宿主防御中发挥

重要作用，执行重要的组织特异性功能。巨噬细胞

能够响应许多不同的刺激而改变其表型，这一过程

称为激活［４］。巨噬细胞的两种主要表型包括经典活

化巨噬细胞 （Ｍ１）的极化促炎表型和交替活化巨噬
细胞 （Ｍ２）的极化抗炎表型［５］。巨噬细胞 Ｍ１／Ｍ２
极化的不平衡通常与各种疾病或炎症状况有关［６］。

影响巨噬细胞极化动态变化的因素很多，主要受体

内微环境的影响。近年的研究发现，ＮＬＲＰ３炎症小
体也可以通过介导巨噬细胞极化来促进炎症的进

程。本研究拟通过探讨 ｍｉＲ２２３３ｐ调控 ＮＬＲＰ３炎
症小体对巨噬细胞极化的影响来阐释葡萄膜炎发生
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过程中巨噬细胞极化的变化规律，为临床设计以巨

噬细胞为干预靶点治疗炎症性疾病的治疗策略提供

理论基础。

１　材料与方法　

１．１　主要试剂与仪器　光感受器间维生素 Ａ结合
蛋白（ＩＲＢＰ）（上海生工公司）；结核分枝杆菌（ＴＢ）
（Ｄｉｆｃｏ公司，美国）；完全弗式佐剂（ＣＦＡ）（Ｓｉｇｍａ公
司，美国）；ｍｉＲ２２３３ｐ慢病毒（吉满生物科技，上
海）；高纯度质粒抽提试剂盒（ＴＩＡＮＧＥＮ，北京）；报
告基因检测试剂盒（吉满生物科技，上海）；大鼠组织

单核细胞分离液试剂盒（Ｓｏｌａｒｂｉｏ公司，北京）；藻红
蛋白（ＰＥ）ＣＤ８６（ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司，美国）；ＰＥＣＤ２０６
（圣克鲁斯生物技术有限公司，上海）；ＢＣＡ蛋白定
量试剂盒（碧云天公司，上海），ＮＬＲＰ３、肿瘤坏死因
子α（ＴＮＦα）和白细胞介素１０（ＩＬ１０）酶联免疫吸
附试验（ＥＬＩＳＡ）试剂盒（江莱生物技术有限公司，上
海）；ＲＮＡ提取试剂盒（思科捷公司，济南）；逆转录
试剂盒（诺唯赞生物科技股份有限公司，南京）；

ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ４８０实时荧光定量 ＰＣＲ（ＱＰＣＲ）仪
（Ｒｏｃｈｅ公司，美国）；多功能酶标仪（ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ
公司，美国）；流式细胞仪（ＢＤＦＡＣＳＶｅｒｓｅＴＭ流式细胞
仪，美国）。

１．２　实验动物分组及处理　将４８只健康 Ｌｅｗｉｓ雌
性大鼠（鼠龄６～８周，体重１６０～１８０ｇ，ＣｈａｒｌｅｓＲｉｖ
ｅｒ维通利华公司，北京）随机分为正常对照（ＮＣ）组、
实验性自身免疫性葡萄膜炎（ＥＡＵ）组和ｍｉＲ２２３３ｐ
慢病毒组，每组 １６只。ＥＡＵ组和 ｍｉＲ２２３３ｐ慢病
毒组大鼠腹部两侧、颈背部、两足底分别注射２００μＬ
含ＩＲＢＰ、ＣＦＡ和 ＴＢ的乳糜液以诱导 ＥＡＵ模型，ＮＣ
组大鼠在相同部位注射２００μＬ只含 ＣＦＡ、ＴＢ的混
合液（无 ＩＲＢＰ多肽），ｍｉＲ２２３３ｐ慢病毒组大鼠双
眼玻璃体内分别注射８μＬ携带 ｍｉＲ２２３３ｐ的慢病
毒。大鼠饲养于 ２４℃、相对湿度６０％的环境中，并
保持充足的食物和水，１２ｄ后取材。
１．３　双荧光素酶表达报告系统检测 ｍｉＲ２２３３ｐ调
控ＮＬＲＰ３基因　根据生物信息学预测 ｍｉＲ２２３３ｐ
与ＮＬＲＰ３基因的结合位点的信息，将ＮＬＲＰ３基因的
３’ＵＴＲ序列及其突变体克隆到双荧光素酶报告基因
载体中，构建野生型（ＷＴ）及突变型（ＭＴ）重组双荧
光素酶报告质粒载体，采用 ＰＣＲ及基因测序方法鉴
定载体是否构建成功。将构建好的野生型和突变型

重组双荧光素酶报告载体，通过 ｍｉｍｉｃ（ｍｉＲ过表
达）＋ＮＬＲＰ３野生型，ｍｉｍｉｃｓＮＣ（ｍｉＲ过表达阴性对
照）＋ＮＬＲＰ３野生型，ｍｉｍｉｃ＋ＮＬＲＰ３突变型，ｍｉｍ
ｉｃｓＮＣ＋ＮＬＲＰ３突变型进行共转染，转染后４８ｈ以
空白细胞裂解液为对照，观察报告基因相对荧光值

（ＲＬＵ）变化，明确 ｍｉＲ２２３３ｐ对 ＮＬＲＰ３的调控
作用。

１．４　ＱＰＣＲ检测各组大鼠眼、脾脏和淋巴结组织
中ｍｉＲ２２３３ｐ、ＮＬＲＰ３、诱导型一氧化氮合酶和精
氨酸酶１的基因表达水平　造模１２ｄ后，分别取各
组大鼠的眼、脾脏和淋巴结组织，经 ＲＮＡ提取和反
转录后进行 ＱＰＣＲ检测。Ｕ６为 ｍｉＲ２２３３ｐ的内
参，ＧＡＰＤＨ为ＮＬＲＰ３、诱导型一氧化氮合酶（ｉＮＯＳ）
和精氨酸酶１（Ａｒｇ１）的内参。Ｕ６反转录引物序列
为５’ＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴＧＴＣＡＴ３’，ｍｉＲ２２３
３ｐ反 转 录 引 物 序 列 为 ５’ＧＴＣＧＴＡＴＣＣＡＧＴＧ
ＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴＡＴＴＣＧＣＡＣＴＧＧＡＴＡＣＧＡＣＧＧＧＧ
ＴＡ３’。Ｕ６上游引物序列：５’ＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡ
ＣＡＴＡＴＡＣＴＡＡＡＡＴ３’，下游引物序列：５’ＣＧＣＴ
ＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴＧＴＣＡＴ３’；ｍｉＲ２２３３ｐ上游引
物序列：５’ＧＣＧＣＧＴＧＴＣＡＧＴＴＴＧＴＣＡＡＡ３’，下游引
物序列：５’ＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴＡＴＴ３’：ＧＡＰＤＨ
上游引物序列：５’ＣＡＣＧＧＣＡＡＧＴＴＣＡＡＣＧＧＣＡＣＡＧＴ
３’，下游引物序列：５’ＡＧＣＧＧＡＡＧＧＧＧＣＧＧＡＧＡＴＧＡＴ
３’：ＮＬＲＰ３上游引物序列：５’ＴＣＴＴＴＧＣＧＧＣＴＡＴＧＴＡＣ
ＴＡＴＣＴＧＣ３，下游引物序列：５’ＣＴＴＣＴＴＧＧＣＣＴＴＧ
ＧＣＴＴＴＣＡＣＴＴＣ３’；ｉＮＯＳ上游引物序列：５’ＣＴＴＣ
ＣＧＧＧＣＡＧＣＣＴＧＴＧＡＧＡＣＧ３’，下游引物序列：５’ＡＴＣ
ＣＣＣＡＧＧＴＧＴＴＣＣＣＣＡＧＧＴＡＧＧ３’；Ａｒｇ１上游引物序
列：５’ＣＧＧＣＴＴＧＣＧＡＧＡＴＧＴＧＧ３’，下游引物序列：５’
ＴＡＧＣＣＧＧＧＧＴＧＡＡＴＡＣＴＧＧ３’。ＱＰＣＲ反应条件设置
为：９５℃、５ｍｉｎ，反应循环１次；９５℃、２０ｓ，５７℃、２５ｓ，
６０℃、２５ｓ，循环 ４５次。每组实验重复扩增 ３次。
ＱＰＣＲ实验结束后，以ＮＣ组为对照（１．００±０．００），通过
Ｅ＝２－ΔΔＣｔ计算ｍＲＮＡ的相对表达水平。
１．５　ＥＬＩＳＡ检测各组大鼠眼、脾脏和淋巴结组织中
ＮＬＲＰ３、ＴＮＦα、ＩＬ１０的蛋白表达水平　造模１２ｄ
后，取各组大鼠眼、脾脏和淋巴结组织，用组织剪剪

碎并在液氮条件下研磨成粉末后，根据组织的重量，

加入３５０～８００μＬ的 ＲＩＰＡ裂解液和苯甲基磺酰氟
（ＰＭＳＦ）混合液（ＲＩＰＡＰＭＳＦ＝１００１）使蛋白溶解，
然后组织匀浆机低温条件下研磨５ｍｉｎ使蛋白充分裂
解，超声波细胞粉碎机超声１０ｍｉｎ，８０００ｒ·ｍｉｎ－１离
心１０ｍｉｎ去除泡沫，收集上清液即可得到所需蛋白
样品。ＢＣＡ法检测各组大鼠以上各组织样品的蛋白
浓度，ＥＬＩＳＡ试剂盒分别检测各组大鼠眼、脾脏和淋
巴结组织中 ＮＬＲＰ３、ＴＮＦα、ＩＬ１０的蛋白表达水平。
每组实验重复三次，取平均值，并进行统计学分析。

１．６　流式细胞术检测各组大鼠眼、脾脏和淋巴结组
织中Ｍ１、Ｍ２巨噬细胞极化水平　造模１２ｄ后，分
别取各组大鼠的眼、脾脏和淋巴结组织，用１６４０细
胞培养基充分研磨，经过滤、离心、分离后得到所需

单核细胞悬液，转移至６孔板，每孔加１５μＬ双抗，
放入３７℃、含体积分数５％ＣＯ２的培养箱中孵育４
ｈ，胰蛋白酶消化后得到贴壁细胞（单核细胞）。首先
用ＦＩＴＣＦ４／８０和ＡＰＣＣＤ１１ｂ抗体进行细胞表面染
色３０ｍｉｎ，将细胞固定破膜１ｈ后，然后用ＰＥＣＤ２０６
和ＰＥＣＤ８６进行细胞内染色，流式清洗剂清洗细胞
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后离心，去上清，最后加入５００μＬＰＢＳ将细胞重悬，
经滤网过滤后将得到的细胞悬液置于流式管中，然

后用流式细胞仪检测各组织中 Ｍ１、Ｍ２型巨噬细胞
极化水平及Ｍ１／Ｍ２巨噬细胞比例变化。
１．７　统计学分析　数据均用均值 ±标准差表示，采
用ＳＰＳＳ２６．０统计软件进行统计学分析，组内比较采
用单因素方差分析（ＡＮＯＶＡ），组间两两比较采用最
小显著性差异（ＬＳＤｔ）检验。检验水准：α＝０．０５。

２　结果　
２．１　双荧光素酶基因检测报告　与ＮＣ组相比，ＷＴ
组ｍｉＲ２３３３ｐ对ＮＬＲＰ３基因野生型有较明显的下
调表达（Ｐ＜０．０１），但ＭＴ组对预测的靶基因位点进
行突变后，突变型载体中的 ＲＬＵ值表达水平与 ＮＣ
组相比未发生显著改变（Ｐ＞０．０５）（图１）。因此，
ｍｉＲ２２３３ｐ可明显调控带有ＮＬＲＰ３基因片段 ３’ＵＴＲ
基因的表达，ＮＬＲＰ３为ｍｉＲ２２３３ｐ调控的靶基因。

图１　各组 ｍｉＲ２２３３ｐ与质粒载体转染靶细胞后 ＮＬ
ＲＰ３表达水平　

２．２　各组大鼠眼、脾脏和淋巴结组织中 ｍｉＲ２２３
３ｐ、ＮＬＲＰ３、Ａｒｇ１和 ｉＮＯＳ的 ｍＲＮＡ表达水平　
ＱＰＣＲ检测结果显示，与 ＮＣ组（均为１．００±０．００）
相比，造模１２ｄ后，ＥＡＵ组大鼠眼、脾脏和淋巴结组
织中ｍｉＲ２２３３ｐ表达水平均显著降低，而ＮＬＲＰ３和
ｉＮＯＳ的ｍＲＮＡ表达水平均显著升高，Ａｒｇ１的 ｍＲ
ＮＡ表达水平均显著降低（均为 Ｐ＜０．０５）。与 ＥＡＵ
组相比，造模１２ｄ后，ｍｉＲ２２３３ｐ慢病毒组大鼠眼、
脾脏和淋巴结组织中ＮＬＲＰ３和ｉＮＯＳ的ｍＲＮＡ表达
水平均降低，而Ａｒｇ１的ｍＲＮＡ表达水平均升高（均
为Ｐ＜０．０５）（见表１）。
２．３　各组大鼠眼、脾脏和淋巴结组织中 ＮＬＲＰ３、
ＴＮＦα、ＩＬ１０的蛋白表达水平　ＥＬＩＳＡ检测结果显
示，与ＮＣ组相比，造模１２ｄ后，ＥＡＵ组大鼠眼、脾脏
和淋巴结组织中 ＴＮＦα和 ＮＬＲＰ３的蛋白表达水平
均升高，而 ＩＬ１０的蛋白表达水平均降低（均为Ｐ＜
０．０５）；与ＥＡＵ组相比，造模１２ｄ后，ｍｉＲ２２３３ｐ慢
病毒组大鼠眼、脾脏和淋巴结组织中 ＴＮＦα和 ＮＬ
ＲＰ３的蛋白表达水平均降低，而ＩＬ１０的蛋白表达水
平均明显升高（均为Ｐ＜０．０５）（见表２）。

表１　造模１２ｄ后各组大鼠眼、脾脏和淋巴结组织
中 ｍｉＲ２２３３ｐ、ＮＬＲＰ３、Ａｒｇ１和 ｉＮＯＳ的 ｍＲＮＡ
表达

组别 脾脏／倍 淋巴结／倍 眼组织／倍
ＥＡＵ组

　ｍｉＲ２２３３ｐ ０．３６±０．３２ ０．１５±０．０１ ０．０６±０．０１
　ＮＬＲＰ３ ４．０２±１．７１ ３．０４±１．０４ ７．１９±０．７６

　ｉＮＯＳ １．５４±０．１９ ２０．２１±０．９４ １．６２±０．０６
　Ａｒｇ１ ０．７２±０．０４ ０．２０±０．０５ ０．５７±０．１８

ｍｉＲ２２３３ｐ慢病毒组
　ＮＬＲＰ３ ０．７７±０．２０ １．２０±０．０８ １．３０±０．０５

　ｉＮＯＳ ０．２３±０．０３ ７．５７±１．５２ ０．４４±０．２７

　Ａｒｇ１ １．３３±０．２４ ２．４０±０．６９ ２．０４±０．６９

　　注：与ＥＡＵ组相比，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．００１。

表２　造模１２ｄ后各组大鼠眼、脾脏和淋巴结组织
中ＩＬ１０、ＴＮＦα和ＮＬＲＰ３的蛋白表达
组别 脾脏 淋巴结 眼组织

ＮＣ组

　ＩＬ１０／（ｎｇ·Ｌ－１） ７．６７±０．２６ ２．８６±０．４０ ３．３８±０．２１

　ＴＮＦα／（ｎｇ·Ｌ－１） １．４３±０．５１ ２．４１±０．１２ １．４８±０．０３

　ＮＬＲＰ３／（ｎｇ·Ｌ－１） １０２．６７±２．４９ １６５．００±５．８９ １１２．００±８．６０
ＥＡＵ组

　ＩＬ１０／（ｎｇ·Ｌ－１） ４．３９±０．２６＃＃＃ １．１６±０．０８＃＃ ０．９０±０．２２＃＃＃

　ＴＮＦα／（ｎｇ·Ｌ－１） ２．７８±０．３７＃ ４．３２±１．８３＃＃＃ ３．６６±０．４９＃＃

　ＮＬＲＰ３／（ｎｇ·Ｌ－１） ２９２．６７±５．９１＃＃＃ １８９．００±１０．７１＃ ３８６．００±２６．９８＃＃＃

ｍｉＲ２２３３ｐ慢病毒组

　ＩＬ１０／（ｎｇ·Ｌ－１） ７．８８±０．３１ ４．２８±０．０８ ２．７４±０．８２

　ＴＮＦα／（ｎｇ·Ｌ－１） １．９６±０．２３ １．８５±０．１２ １．１３±０．４

　ＮＬＲＰ３／（ｎｇ·Ｌ－１） １４０．２３±１６．９３１０１．３７±４．２６ ６３．００±９．２９

　　注：与ＮＣ组相比，＃Ｐ＜０．０５，＃＃Ｐ＜０．０１，＃＃＃Ｐ＜０．００１；与ＥＡＵ组
相比，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．００１。

２．４　各组大鼠眼、脾脏和淋巴结组织中 Ｍ１、Ｍ２型
巨噬细胞极化水平　流式细胞仪检测结果显示（见
图２、图３、表３），与 ＮＣ组相比，造模１２ｄ后，ＥＡＵ
组大鼠眼、脾脏和淋巴结组织中Ｍ１型巨噬细胞极化

图２　流式细胞仪检测各组大鼠眼、脾脏和淋巴结组织
中Ｍ１型巨噬细胞水平变化　Ａ：右上象限为 Ｆ４／８０＋

ＣＤ１１ｂ＋细胞；Ｂ：右上象限为Ｆ４／８０＋ＣＤ１１ｂ＋ＣＤ８６＋巨噬
细胞（Ｍ１型巨噬细胞）。
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水平均显著升高，而Ｍ２型巨噬细胞极化水平则均降
低，Ｍ１／Ｍ２巨噬细胞比例均升高（均为 Ｐ＜０．０５）；
与ＥＡＵ组相比，造模１２ｄ后，ｍｉＲ２２３３ｐ慢病毒组
大鼠眼、脾脏和淋巴结组织中Ｍ１型巨噬细胞极化水
平均降低，而 Ｍ２型巨噬细胞极化水平均升高，Ｍ１／
Ｍ２型巨噬细胞比例均恢复平衡（均为Ｐ＜０．０５）。

图３　流式细胞仪检测各组大鼠眼、脾脏和淋巴结组织
中Ｍ２型巨噬细胞水平变化　Ａ：右上象限为 Ｆ４／８０＋

ＣＤ１１ｂ＋细胞；Ｂ：右上象限为 Ｆ４／８０＋ＣＤ１１ｂ＋ＣＤ２０６＋巨
噬细胞（Ｍ２型巨噬细胞）。

表３　各组大鼠眼、脾脏和淋巴结组织中 Ｍ１和 Ｍ２
型巨噬细胞水平以及Ｍ１／Ｍ２巨噬细胞比例变化
组别 Ｍ１水平／％ Ｍ２水平／％ Ｍ１／Ｍ２比例变化
ＮＣ组

　脾脏 ５．５１±０．３７ ５．６３±０．４５ ０．９８±０．０２
　淋巴结 ２．４６±０．０９ ３．４８±０．３４ ０．７１±０．０８

　眼组织 ０．５７±０．２２ １．６１±０．１６ ０．３４±０．１０
ＥＡＵ组

　脾脏 １２．０４±０．２６＃＃＃ ０．９３±０．３２＃＃＃ １４．４０±４．２３＃

　淋巴结 ４．２８±０．２０＃＃＃ ２．１７±０．４４＃ ２．０４±０．３８＃＃

　眼组织 １．７７±０．０４＃＃ ０．８９±０．０９＃＃ ２．０１±０．１９＃＃＃

ｍｉＲ２２３３ｐ慢病毒组

　脾脏 ７．６７±１．９４ ５．９４±０．１７ １．２８±０．２９

　淋巴结 ３．２２±０．０６ ６．９６±０．４１ ０．４６±０．０２

　眼组织 ０．９８±０．２４ ４．３５±０．４５ ０．２３±０．０７

　　注：与ＮＣ组相比，＃Ｐ＜０．０５，＃＃Ｐ＜０．０１，＃＃＃Ｐ＜０．００１；与 ＥＡＵ组

相比，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．００１。

３　讨论

葡萄膜炎是临床常见、严重危害眼健康的常见

疾病，眼睛血管层的炎症是葡萄膜炎最常见的病理

学表现。最近，ｍｉＲＮＡｓ在自身免疫性疾病和炎症性
疾病中的作用越来越受到关注［７］。研究发现，ｍｉＲ
２２３３ｐ与多种炎症和免疫反应有关，可作为评估盆
腔炎和阿尔茨海默病疾病严重程度的生物标志

物［８９］。ＭｉＲ２２３３ｐ在巨噬细胞、血小板、肝细胞和
心肌细胞等多种细胞中表达，并通过多个靶向基因

调节细胞活动［３］，在多种疾病发病期间的炎症或免

疫反应中发挥重要作用。已知ｍｉＲ２２３３ｐ参与调节
多个关键信号通路，如 ＮＬＲＰ３炎症小体、ＮＦκＢ、
ＭＡＰＫ、ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ、ＲＰＳ６ＫＢ１／ＨＩＦ１α信 号 通 路。
ＮＬＲＰ３炎症小体是一种细胞溶质蛋白复合物，由
ＮＬＲＰ３、凋亡相关斑点样蛋白（ＡＳＣ）和 ｃａｓｐａｓｅ１组
成［１０］，作为固有免疫的组分在免疫防御中发挥重要

作用。有研究发现［１１］，ｍｉＲ２２３３ｐ与 ＮＬＲＰ３的 ３’
非翻译区片段相互作用并抑制其表达，与多种自身

炎症性疾病有关，这与我们的双荧光素酶表达报告

系统的实验结果一致。ｍｉＲ２２３３ｐ通过负调节急性
和慢性肝损伤中 ＮＬＲＰ３炎症小体的水平，使单核细
胞、早期活化的巨噬细胞的浸润减少，从而防止炎症

的发生［１２］。在一项动物研究中［１３］，ｍｉＲ２２３３ｐ抑制
ＮＬＲＰ３炎症小体的表达，促进树突状细胞向耐受性
树突状细胞极化并可以防止小鼠发生自身免疫性心

肌炎。因此我们推测，ｍｉＲ２２３３ｐ调控 ＮＬＲＰ３炎症
小体可能与葡萄膜炎的发生发展有关。本研究通过

建立大鼠 ＥＡＵ模型发现造模 １２ｄ后，与 ＮＣ组相
比，ＥＡＵ组大鼠体内 ｍｉＲ２２３３ｐ基因表达水平显著
降低，而 ＮＬＲＰ３的 ｍＲＮＡ和蛋白表达水平升高，与
ＦＡＵ组相比，ｍｉＲ２２３３ｐ慢病毒组 ＮＬＲＰ３的 ｍＲＮＡ
和蛋白表达水平显著降低，提示 ｍｉＲ２２３３ｐ可以负
向调控ＮＬＲＰ３炎症小体的表达从而影响葡萄膜炎
炎症进程，与既往研究结果相符。

巨噬细胞是组织内稳态和炎症反应中的关键细

胞，执行重要的组织特异性功能［１４］。巨噬细胞根据

其所处环境表现出不同的表型，两种主要的表型包

括Ｍ１极化促炎表型和 Ｍ２极化抗炎表型。巨噬细
胞的典型 Ｍ１型是由脂多糖（ＬＰＳ）、Ｃ反应蛋白
（ＣＲＰ）以及 Ｔｈ１型细胞因子引起的［１５］。而巨噬细

胞集落刺激因子（ＭＣＳＦ）、Ｔｈ２型细胞因子能够使巨
噬细胞向替代途径 Ｍ２型极化［１５］。Ｍ１型巨噬细胞
的特点是能够分泌 ＣＤ８６、ＴＮＦα、ｉＮＯＳ和白细胞介
素１β（ＩＬ１β）等促炎因子来介导急性炎症反应［１６］。

随着炎症的发展，Ｍ２型巨噬细胞分泌 ＩＬ１０和转化
生长因子β（ＴＧＦβ）等抗炎介质来对抗炎症、促进组
织修复和血管生成，其特征在于 ＣＤ２０６标记的表达
和Ａｒｇ１的产生［１６１８］。近年的研究发现，ＮＬＲＰ３炎
症小体也可以通过介导巨噬细胞极化来促进炎症的

进程。有研究表明，氧化三甲胺（ＴＭＡＯ）通过 ＮＬ
ＲＰ３炎症小体的激活来增强 Ｍ１型巨噬细胞的极
化［１９］。为了验证ＥＡＵ模型中ＮＬＲＰ３炎症小体对巨
噬细胞极化的影响，本实验从 ｍＲＮＡ、蛋白、细胞三
个层面展开了研究发现，与 ＮＣ组相比，造模后１２ｄ
的ＥＡＵ大鼠各组织 ｉＮＯＳｍＲＮＡ、ＴＮＦα蛋白和巨
噬细胞表面ＣＤ８６的表达水平升高，而Ａｒｇ１ｍＲＮＡ、
ＩＬ１０蛋白和巨噬细胞表面ＣＤ２０６的表达水平降低。
ＭｉＲ２２３３ｐ慢病毒组 ＮＬＲＰ３炎症小体表达水平降
低从而逆转以上炎症性相关因子的表达水平，恢复

Ｍ１／Ｍ２巨噬细胞极化平衡，提示ＮＬＲＰ３炎症小体可
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能诱导Ｍ１型巨噬细胞的极化，并增加促炎细胞因子
的分泌来影响葡萄膜炎的发展进程。与本研究机制

相似的是，Ｚｈａｎｇ等［２０］发现，在牙周组织中，正畸力

刺激的人牙周韧带细胞通过激活 Ｍ１型巨噬细胞中
的ＮＬＲＰ３炎症小体可促进 Ｍ１型巨噬细胞极化，增
加ＩＬ１β的产生，从而启动 ＲＲ（牙根吸收）的发生。
Ｙｅ等［２１］发现，在大脑中动脉栓塞模型中用 ＭＣＣ９５０
（ＮＬＲＰ３炎症小体的选择性抑制剂）治疗３ｄ后，巨
噬细胞从促炎 Ｍ１型转化为组织修复抗炎 Ｍ２型。
另外ＩＬ３７也可以抑制 Ｍ１型巨噬细胞中的 ＮＬＲＰ３
炎症小体的激活，将巨噬细胞的极化从促炎Ｍ１型转
移到有益的抗炎 Ｍ２型，从而治疗颞下颌关节炎
症［２２］，与本研究结果一致，说明 ＮＬＲＰ３炎症小体成
分的激活对Ｍ１型巨噬细胞极化有很大的促进作用。

本研究首先通过双荧光素酶检测证实了ＮＬＲＰ３
是ｍｉＲ２２３３ｐ调控的靶基因，并且与 ＮＣ组相比，
ＥＡＵ组大鼠 ｍｉＲ２２３３ｐ基因表达水平降低，与 ＮＬ
ＲＰ３ｍＲＮＡ表达呈负相关，说明 ｍｉＲ２２３３ｐ可以通
过负调控ＮＬＲＰ３影响炎症进程。其次，ＥＡＵ组大鼠
Ｍ１／Ｍ２比例失衡（升高），推测可能与 ＮＬＲＰ３的表
达密切相关。因此，我们向 ＥＡＵ大鼠玻璃体内注射
ｍｉＲ２２３３ｐ慢病毒，通过提高 ＥＡＵ大鼠体内 ｍｉＲ
２２３３ｐ的表达水平来抑制 ＮＬＲＰ３炎症小体的激活，
发现Ｍ２型巨噬细胞极化水平和抗炎因子表达升高
从而减轻炎症反应达到治疗葡萄膜炎的作用。总

之，提高ｍｉＲ２２３３ｐ的表达水平可降低ＮＬＲＰ３炎症
小体的表达并使相关炎症信号通路受到抑制，可能

是开发自身免疫性葡萄膜炎新型治疗的策略之一。
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