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【实验研究】
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毕宏生

作者简介：孙园园，女，１９９２年２月
出生，山东潍坊人，２０１５级硕士研究
生。研究方向：屈光不正及白内障。
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【中图分类号】　Ｒ７７４．１
【关键词】　ｒｎｏｍｉＲ３０ｂ５ｐ；荧光素酶质粒载体；白细胞介素１０；Ｔｏｌｌ样受体４；葡萄膜炎
【摘要】　目的　探讨 ｒｎｏｍｉＲ３０ｂ５ｐ在葡萄膜炎中对白细胞介素１０（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１０，ＩＬ
１０）和Ｔｏｌｌ样受体４（ｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ４，ＴＬＲ４）表达的调控作用。方法　构建 ＩＬ１０、ＴＬＲ４
基因的３’端非编码区域（３’ＵＴＲ）荧光素酶质粒载体以及结合位点突变质粒载体，将 ｒｎｏ
ｍｉＲ３０ｂ５ｐ模拟物（ｍｉｍｉｃ）与构建好的报告基因载体共转染２９３Ｔ细胞，通过报告基因相
对荧光值的表达改变检测 ｒｎｏｍｉＲ３０ｂ５ｐ对 ＩＬ１０、ＴＬＲ４表达的调控作用；制备实验性自
身免疫性葡萄膜炎（ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌａｕｔｏｉｍｍｕｎｅｕｖｅｉｔｉｓ，ＥＡＵ）模型，通过注射视网膜光感受器
间维生素Ａ类结合蛋白乳糜液，在造模后１２ｄ分离ＥＡＵ大鼠的脾脏和淋巴结，实时荧光
定量ＰＣＲ检测ｒｎｏｍｉＲ３０ｂ５ｐ和ＩＬ１０、ＴＬＲ４基因的表达情况；ＥＬＩＳＡ检测 ＩＬ１０和 ＴＬＲ４
蛋白的表达情况。结果　双荧光素酶报告基因表达结果表明，经 ｒｎｏｍｉＲ３０ｂ５ｐｍｉｍｉｃ干
预后ＩＬ１０、ＴＬＲ４野生型的报告荧光有明显的下调作用，对其预测靶位点进行突变后，突
变型载体中的报告荧光也存在明显的下调作用，与阴性对照相比，差异均有统计学意义

（均为Ｐ＜０．０１）。实时荧光定量ＰＣＲ检测结果发现ｒｎｏｍｉＲ３０ｂ５ｐ在ＥＡＵ大鼠脾脏和淋
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巴结中的表达均较对照组明显降低（均为Ｐ＜０．０１），而ＩＬ１０ｍＲＮＡ、ＴＬＲ４ｍＲＮＡ表达明显升高（均为Ｐ＜０．０１）；ＥＬＩＳＡ检测发
现ＩＬ１０、ＴＬＲ４蛋白表达升高，与对照组相比，差异均有统计学意义（均为Ｐ＜０．０５）。结论　ｒｎｏｍｉＲ３０ｂ５ｐ对带有ＩＬ１０、ＴＬＲ４
基因片段３’ＵＴＲ基因表达的调控作用可能不是通过预测到的位点起作用而是通过其他的调控结合位点发挥作用；ｒｎｏｍｉＲ
３０ｂ５ｐ在ＥＡＵ大鼠脾脏和淋巴结的下调表达导致ＩＬ１０和ＴＬＲ４的表达水平升高，进而调控葡萄膜炎的发展。本研究为进一
步探索ｍｉｃｒｏＲＮＡ在葡萄膜炎发生发展进程中的调控作用、治疗葡萄膜炎奠定了基础。

　　葡萄膜炎是一类眼科常见的致盲性眼病，通常
是由免疫因素引起，但确切的致病机制尚未完全明

确。Ｔｏｌｌ样受体４（ｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ４，ＴＬＲ４）作为一
种模式识别受体可通过胞外段识别配体和信号转导

介导多种细胞因子的产生，参与葡萄膜炎的发生发

展［１］；白细胞介素１０（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１０，ＩＬ１０）是一种强
有力的抗炎物质，它可抑制辅助性 Ｔ细胞产生细胞
因子及其活性，能够在多种炎症中发挥重要的免疫

保护作用［２］。

ＭｉｃｒｏＲＮＡｓ（ｍｉＲＮＡｓ）是一种长度约为２２个核
苷酸的高度保守的非编码单链 ＲＮＡ，主要通过与目
标ｍＲＮＡ基因的３’端非编码区域（３’ＵＴＲ）完全或
不完全互补配对，进而调控靶基因的表达。我们前

期研究发现［３］，ｒｎｏｍｉＲ３０ｂ５ｐ可调控包括 ＩＬ１０、
ＴＬＲ等多个基因的表达，从而在葡萄膜炎的发生发
展中发挥重要作用。本研究拟通过构建ＩＬ１０、ＴＬＲ４
基因的３’ＵＴＲ荧光素酶质粒载体和动物实验，鉴定
ｒｎｏｍｉＲ３０ｂ５ｐ对 ＩＬ１０、ＴＬＲ４表达水平的影响，进
而探讨ｍｉＲＮＡ在葡萄膜炎的发病过程中对相关炎
症细胞因子的调控作用。

１　材料与方法

１．１　实验动物与分组　随机选择１２只雌性 Ｌｅｗｉｓ
大鼠（６～８周，体质量１６０～１８０ｇ，北京维通利华实
验动物有限公司）分别在６只大鼠后肢足垫、两侧腹
壁及躯干上皮下注射含有光感受器间维生素Ａ类结
合蛋白（ｉｎｔｅｒｐｈｏｔｏｒｅｃｅｐｔｏｒｒｅｔｉｎｏｉｄｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ，
ＩＲＢＰ）（每只１００μｇ）、完全弗氏佐剂（ｃｏｍｐｌｅｔｅＦｒｅ
ｕｎｄ’ｓａｄｊｕｖａｎｔ，ＣＦＡ）（每只１５０μＬ）、结核分枝杆菌
Ｈ３７ＲＡ（ＴＢ）（每只 １００μｇ）和无菌 ＰＢＳ（每只 １５０
μＬ）混合的乳糜液制备实验性自身免疫性葡萄膜炎
（ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌａｕｔｏｉｍｍｕｎｅｕｖｅｉｔｉｓ，ＥＡＵ）大鼠模型；另
外６只大鼠在相同的部位注射等量只含 ＣＦＡ、ＴＢ和
无菌 ＰＢＳ的乳糜液作为对照组。在免疫后１２ｄ，两
组静脉注射过量５０ｇ·Ｌ－１水合氯醛溶液处死大鼠，
无菌条件下分离淋巴结和脾脏组织。

１．２　主要试剂和仪器　ＸｈｏＩ、ＮｏｔＩ限制性核酸内切
酶、ＤＮＡ聚合酶（赛默飞世尔科技公司 Ｔｈｅｒｍｏ公
司），质粒抽提试剂盒、ＤＮＡ纯化回收试剂盒、ＤＨ５α
感受态细胞（天根生化科技有限公司），ＩＲＢＰ（１１７７
１１９１；氨基酸序列，ＡＤＧＳＳＷＥＧＶＧＶＶＰＤＶ，上海生工
生物工程股份有限公司合成），ＣＦＡ（美国 Ｓｉｇｍａ公
司），ＴＢ（美国 Ｄｉｆｃｏ公司），ｍｉｃｒｏＲＮＡ快速提取试剂
盒（北京艾德莱生物科技有限公司）；ｃＤＮＡ逆转录
试剂盒、ＺＸＳＹＢＲＧｒｅｅｎ试剂盒、实时荧光定量 ＰＣＲ

仪（ＲＴＰＣＲ仪，美国 Ｒｏｃｈｅ公司），ＩＬ１０、ＴＬＲ４大鼠
ＥＬＩＳＡ试剂盒（武汉基因美生物科技有限公司）。
１．３　ＩＬ１０、ＴＬＲ４基因的３’ＵＴＲ荧光素酶质粒载
体和突变质粒载体的构建及靶点鉴定

１．３．１　引物合成及目的基因片段获取　对 ＩＬ１０、
ＴＬＲ４基因序列及载体序列进行分析，用 ＸｈｏＩ、ＮｏｔＩ
两个限制性核酸内切酶和 ＲＴＰＣＲ获得 ＩＬ１０、ＴＬＲ４
基因的 ３’ＵＴＲ序列。ＩＬ１０上游引物：５’ＧＧＣＧ
ＧＣＴＣＧＡＧＴＡＧＡＡＧＣＣＴＡＣＧＴＧＡＣＡＣＴ３’，下 游 引
物：５’ＡＡＴＧＣＧＧＣＣＧＣＡＣＡＡＣＡＧＡＣＡＣＣＡＣＡＡＡＧＴ
３’；ＴＬＲ４上 游 引 物：５’ＧＣＧＣＴＣＧＡＧＧＧＡＧＴＡ
ＣＡＡＡＡＣＴＣＴＧＣＧＣＣ３’，下游引物：５’ＡＡＴＧＣＧＧＣ
ＣＧＣＡＧＴＴＴＡＴＡＧＴＣＡＡＧＧＣＡＡＧＧ３’。 以 ＩＬ１０、
ＴＬＲ４基因的３’ＵＴＲ序列为模板，利用 ＰＣＲ定点突
变在引物上引入突变碱基。其中 ＩＬ１０上游突变引
物：５’ＴＧＣＡＧＡＧＣＡＣＡＡＡＴＧＣＡＡＴＧＧＴＧＴＣＣＴＴＴＣＡ
ＣＴ３’，下游突变引物：５’ＣＡＣＣＡＴＴＧＣＡＴＴＴＧＴ
ＧＣＴＣＴＧＣＡＧＣＴＣＴＴＡＡＧＴ３’；ＴＬＲ上游突变引物：
５’ＧＣＧＣＴＣＧＡＧＧＧＡＧＴＡＣＡＡＡＡＣＴＣＴＧＣＧＣＣＴＡＡＡ
ＡＣＣＣＡＴＴＡＡＣＡＡＡＴＧＴＡＴＴＴＣＣＧＡＡＴＧＣＴＡＣＡＧＴ３’，
下游突变引物：５’ＧＣＧＣＴＣＧＡＧＧＧＡＧＴＡＣＡＡＡＡＣＴ
ＣＴＧＣＧＣＣ３’。ＰＣＲ反应条件：９８℃预变性２ｍｉｎ，
循环内９８℃变性１０ｓ，从６５℃每个循环降１℃退
火，７２℃延伸３０ｓ，１０个循环；９８℃变性１０ｓ，６０℃
退火２０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，１５个循环；ＰＣＲ反应循环
后７２℃继续延伸３ｍｉｎ，４℃保存备用。
１．３．２　质粒载体的构建与鉴定　构建 ＩＬ１０、ＴＬＲ４
基因３’ＵＴＲ荧光素酶质粒载体和突变质粒载体，先
将ＩＬ１０、ＴＬＲ４基因的３’ＵＴＲ区用ＸｈｏＩ、ＮｏｔＩ两个限
制性核酸内切酶分别克隆至载体海肾荧光素酶基因

下游位点，以海肾荧光素酶基因作为报告基因，以萤

火虫荧光素酶基因作为内参基因，由于ｍｉＲＮＡ是通过
３’ＵＴＲ区作用于靶基因，因此通过检测海肾荧光素酶
活性的相对变化来验证ｍｉＲＮＡ对该靶标是否有调控
作用。将构建好的载体产物转化到 ＤＨ５α感受态细
胞中混匀，涂布于含 Ａｍｐ的 ＬＢ固体培养基的平板
上，３７℃培养１２～１６ｈ，挑取２个单菌落，先进行菌落
的ＰＣＲ鉴定，反应条件为：９５℃预变性３ｍｉｎ，循环内
９５℃变性３０ｓ，５６℃退火２０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，２０个
循环；ＰＣＲ反应循环后７２℃继续延伸３ｍｉｎ，然后４
℃保存备用。通过ＰＣＲ鉴定为阳性的菌落进行测序
和比对分析，鉴定正确后大量扩增重组质粒。

１．３．３　２９３Ｔ细胞转染　２９３Ｔ细胞于３７℃、体积分
数５％ ＣＯ２培养箱常规培养。上述质粒构建完成后
分别与ｒｎｏｍｉＲ３０ｂ５ｐ模拟物（ｍｉｍｉｃ）在含有２９３Ｔ
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细胞的９６孔板中培养２４ｈ（初始浓度为每孔１０×
１０３～５０×１０３个悬浮细胞），使转染时的细胞密度达
到５０％～８０％，按照ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００转染试剂盒
说明书进行转染。实验设置：将野生型和突变型质粒

载体分别与ｒｎｏｍｉＲ３０ｂ５ｐｍｉｍｉｃ共转染，加入ｍｉＲ
ＮＡ作为阴性对照组，定量检测双荧光素酶催化产生
的荧光值，以鉴定ｍｉＲＮＡ作用靶点。
１．３．４　双荧光素酶鉴定ｍｉＲＮＡ作用靶点　将 ｒｎｏ
ｍｉＲ３０ｂ５ｐｍｉｍｉｃ与 ＩＬ１０、ＴＬＲ４基因的３’ＵＴＲ荧
光素酶质粒载体和突变质粒载体共转染４８ｈ后吸出
培养基，加入ＰＢＳ和荧光素酶底物，振荡，用荧光照
度计测定荧光数值。将各孔报告基因和内参基因的

荧光值比值与对照孔的比值进行统计分析。相对荧

光 值 ＝（Ａ实验组报告基因／Ａ实验组内参基因 ）／（Ａ对照组报告基因／
Ａ对照组内参基因），Ａ代表荧光值。实验重复三次，结果用
均值±标准差表示。
１．４　检测方法
１．４．１　ＲＴＰＣＲ检测 ｒｎｏｍｉＲ３０ｂ５ｐ和 ＩＬ１０、
ＴＬＲ４ｍＲＮＡ的表达　为了进一步探讨 ｒｎｏｍｉＲ
３０ｂ５ｐ、ＩＬ１０、ＴＬＲ４在 ＥＡＵ大鼠中的作用机制，通
过ＲＴＰＣＲ检测ＥＡＵ大鼠脾脏和淋巴结中ｒｎｏｍｉＲ
３０ｂ５ｐ、ＩＬ１０和 ＴＬＲ４ｍＲＮＡ的表达水平。分别取
对照组和 ＥＡＵ大鼠的脾脏和淋巴结，按 ｍｉｃｒｏＲＮＡ
提取试剂盒说明书提取脾脏和淋巴结组织中的ｍｉＲ
ＮＡ和总ＲＮＡ，使用 ｃＤＮＡ逆转录试剂盒进行 ｃＤＮＡ
的合成，用 ＲＴＰＣＲ检测 ｒｎｏｍｉＲ３０ｂ５ｐ和 ＩＬ１０、
ＴＬＲ４ｍＲＮＡ的表达。实时荧光定量 ＰＣＲ反应体系
共２０μＬ，每个基因设３个复孔。Ｕ６反转录引物：
５’ＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴＧＴＣＡＴ３’，双向引物序
列包括上游引物：５’ＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡＴＡＴＡＣＴＡ
ＡＡＡＴ３’，下游引物：５’ＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴ
ＧＴＣＡＴ３’；ｒｎｏｍｉＲ３０ｂ５ｐ反转录引物：５’ＧＴＣＧ
ＴＡＴＣＣＡＧＴＧＣＧＴＧＴＣＧＴＧＧＡＧＴＣＧＧＣＡＡＴＴＧＣＡＣＴ
ＧＧＡＴＡＣＧＡＣＡＧＣＴＧＡ３’，双向引物序列包括基因
特异性引物：５’ＧＧＧＣＴＧＴＡＡＡＣＡＴＣＣＴＡＣＡＣ３’，反
向引物：５’ＴＧＣＧＴＧＴＣＧＴＧＧＡＧＴＣ３’；βａｃｔｉｎ上游
引物：５’ＣＡＣＣＣＧＣＧＡＧＴＡＣＡＡＣＣＴＴＣ３’，下游引

物：５’ＣＣＣＡＴＡＣＣＣＡＣＣＡＴＣＡＣＡＣＣ３’；ＩＬ１０上游
引物：５’ＴＴＣＣＡＴＣＣＧＧＧＧＴＧＡＣＡＡＴＡＡ３’，下游引
物：５’ＴＴＣＴＧＧＧＣＣＡＴＧＧＴＴＣＴＣＴＧＣ３’；ＴＬＲ４上游
引物：５’ＧＡＴＧＧＣＡＴＡＴＴＴＣＴＴＧＧＣＴＴＧＡＴ３’，下游
引物：５’ＧＧＡＴＧＴＣＴＣＴＡＴＧＣＧＡＴＴＧＡＡＡＣＴ３’。反
应条件为：９５℃ ５ｍｉｎ，循环１次；９５℃ ２０ｓ，５５℃
２５ｓ，循环共４５次。采用２－△△Ｃｔ方法进行计算，Ｕ６
为 ｒｎｏｍｉＲ３０ｂ５ｐ的内参，以 βａｃｔｉｎ为 ＩＬ１０和
ＬＴＲ４的内参，反应结束后对各组 ｒｎｏｍｉＲ３０ｂ５ｐ和
ＩＬ１０、ＴＬＲ４ｍＲＮＡ的相对表达量进行定量分析。
１．４．２　ＥＬＩＳＡ检测 ＩＬ１０和 ＴＬＲ４蛋白的表达　
将冻存在－８０℃冰箱中的对照组和 ＥＡＵ组大鼠的
淋巴结和脾脏取出，快速放入液氮中，加入 ４００μＬ
裂解液（每１ｍＬＲＩＰＡ裂解液加２μＬ蛋白酶抑制
剂，混匀），玻璃研磨棒研磨后超声波细胞粉碎机超

声２０ｍｉｎ，８０００ｒ·ｍｉｎ－１、４℃离心２０ｍｉｎ，吸取上清
转移到新ＥＰ管中，通过 ＥＬＩＳＡ试剂盒检测 ＩＬ１０和
ＴＬＲ４蛋白的表达水平，实验步骤严格按照 ＩＬ１０和
ＴＬＲ４试剂盒说明书进行。
１．５　统计学方法　所有实验均重复三次，采用ＳＰＳＳ
１７．０统计学软件分析数据，计量资料均以 珋ｘ±ｓ表
示，各组脾脏和淋巴结的 ｒｎｏｍｉＲ３０ｂ５ｐ、ＩＬ１０、
ＴＬＲ４ｍＲＮＡ和蛋白表达含量比较采用独立样本ｔ检
验，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＩＬ１０、ＴＬＲ４质粒载体和突变质粒载体的构建
　经 ＲＴＰＣＲ反应扩增目的基因 ＩＬ１０、ＴＬＲ４片
段，引物扩增产物总长度分别为７６３ｂｐ、６２８ｂｐ，得
到的 ＰＣＲ产物行 １５ｇ·Ｌ－１琼脂糖凝胶电泳分析
结果显示，扩增目的基因片段大小分别为７６３ｂｐ、
６２８ｂｐ（图１Ａ、Ｂ），与理论长度一致；对挑选出的阳
性单克隆菌落进行 ＰＣＲ反应，引物扩增条带理论
大小分别为１０００ｂｐ、８５０ｂｐ，ＰＣＲ产物经琼脂糖凝
胶电泳分析后可见明亮的单一条带，实际条带扩增

大小分别为１０００ｂｐ、８５０ｂｐ（图１Ｃ、Ｄ），与理论长
度一致。

图１　ＩＬ１０、ＴＬＲ４质粒载体和突变质粒载体的构建。Ａ：１：ＩＬ１０基因３’ＵＴＲ序列的ＰＣＲ产物；Ｂ：１：ＴＬＲ４基因３’ＵＴＲ序列的 ＰＣＲ产物；
Ｃ：１、２：ＩＬ１０单克隆菌落ＰＣＲ产物；Ｄ：１、２：ＴＬＲ４单克隆菌落ＰＣＲ产物
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２．２　双荧光素酶检测质粒载体与 ｒｎｏｍｉＲ３０ｂ５ｐ
ｍｉｍｉｃ转染细胞后 ＩＬ１０、ＴＬＲ４的表达量　双荧光
素酶报告基因表达分析结果显示，与阴性对照组相

比，ｒｎｏｍｉＲ３０ｂ５ｐｍｉｍｉｃ对ＩＬ１０和ＴＬＲ４野生型的
报告荧光均有较明显的下调作用（均为 Ｐ＜０．０１，见
图２），对其预测靶位点进行突变后，突变型载体中的
报告荧光也存在明显的下调作用（均为Ｐ＜００１）。

图２　ｒｎｏｍｉＲ３０ｂ５ｐｍｉｍｉｃ与质粒载体转染 ２９３Ｔ细胞后 ＩＬ
１０、ＴＬＲ４的表达量。Ａ：ＩＬ１０基因与 ｒｎｏｍｉＲ３０ｂ５ｐｍｉｍｉｃ；Ｂ：
ＴＬＲ４基因与ｒｎｏｍｉＲ３０ｂ５ｐｍｉｍｉｃ

２．３　ｒｎｏｍｉＲ３０ｂ５ｐ在两组大鼠脾脏和淋巴结中
的表达　与对照组相比，ＥＡＵ组大鼠脾脏和淋巴结
中ｒｎｏｍｉＲ３０ｂ５ｐ均有明显的下调表达（均为Ｐ＜

０．０１，见图３）。
２．４　ＩＬ１０和ＴＬＲ４ｍＲＮＡ和蛋白表达　与对照组
相比，ＥＡＵ大鼠脾脏和淋巴结中ＩＬ１０ｍＲＮＡ和ＴＬＲ４
ｍＲＮＡ表达明显升高，差异均有统计学意义（均为Ｐ＜
０．０１，见图４Ａ、Ｂ）；ＩＬ１０蛋白和ＴＬＲ４蛋白表达趋势
和基因表达趋势一致，且与对照组相比，表达水平差

异均有统计学意义（均为Ｐ＜０．０５，见图４Ｃ、Ｄ）。

图３　ｒｎｏｍｉＲ３０ｂ５ｐ在两组大鼠脾脏和淋巴结中的表达

图４　ＩＬ１０、ＴＬＲ４ｍＲＮＡ和蛋白在两组大鼠脾脏和淋巴结的表达水平。Ａ：ＩＬ１０ｍＲＮＡ表达水平；Ｂ：ＴＬＲ４ｍＲＮＡ表达水平；Ｃ：ＩＬ１０蛋白
表达水平；Ｄ：ＴＬＲ４蛋白表达水平

３　讨论

目前研究表明，葡萄膜炎的发生发展是涉及免

疫、炎症等因素在内的多基因调控表达的复杂过程。

多种因子的异常表达在葡萄膜炎的发生发展中起重

要作用。最近的研究表明，ｍｉＲＮＡ参与了调节生理
或疾病状态中的多个进程，包括细胞死亡或凋亡、肿

瘤的发生发展以及炎症反应等［４］。作为非编码

ＲＮＡ，ｍｉｃｒｏＲＮＡ通过与靶 ｍＲＮＡ３’ＵＴＲ结合，降解
靶基因或者抑制转录后的翻译水平［５８］，进而影响细

胞的分化、增殖和凋亡，并在生物生长发育和疾病发

生发展过程中发挥重要的调节作用。如 ｍｉＲＮＡ可
以结合在免疫细胞的ＴＬＲｓ上，调控肿瘤的生长和迁
移、诱发炎症应答或影响机体内在的免疫水平，并可

通过调节 ＴＬＲ／ＩＬ１受体的表达水平而影响炎症因
子的表达［９１０］；ｍｉＲ２２３通过激活 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ途径阻
断ＴＬＲ４信号通路，进而抑制动脉粥样硬化的发
展［１１］；在 ＴＬＲ４介导的单核细胞中，ＩＬ１０诱导的
ｍｉＲＮＡ１８７可能通过负调节方式对 ＴＮＦα、ＩＬ６和
ＩＬ１２ｐ４０的表达水平进行精密调节［１２］。本研究通

过ｍｉＲＮＡ芯片进一步研究发现，与正常大鼠的淋巴
细胞中的ｍｉＲＮＡ水平相比，ＥＡＵ大鼠的淋巴细胞中
有多条ｍｉＲＮＡ表达发生异常。对这些有表达差异
的ｍｉＲＮＡ调控的靶基因进行信号通路分析，发现这
些ｍｉＲＮＡ可调控包括炎症因子、ＴＬＲ、ＭＡＰ３Ｋ以及
自噬基因等在内的多种信号通路，而ｒｎｏｍｉＲ３０ｂ５ｐ
可能同时调控 ＴＬＲ４、ＩＬ１０、ＩＬ２１Ｒ等多种基因的表
达进而影响葡萄膜炎的发生发展进程［３］。

ｍｉＲＮＡ通过与靶基因的３’ＵＴＲ结合可以负调
控其靶基因的表达，从而影响动物机体的发育，甚至

调控疾病的发展进程。我们前期研究发现［１３］，在已

建立的葡萄膜炎大鼠外周血中存在ＩＬ１７和ＩＬ１０的
表达，并且发现与正常大鼠相比，葡萄膜炎大鼠中ＩＬ
１０的表达水平从第４天开始升高，在第１６天时达到
高峰。本研究结果发现，在ＥＡＵ大鼠中ｒｎｏｍｉＲ３０ｂ
５ｐ可以负调控 ＩＬ１０、ＴＬＲ４的表达，与对照组相比，
ｒｎｏｍｉＲ３０ｂ５ｐ在葡萄膜炎大鼠脾脏和淋巴结中的表
达下降。表达下降的ｒｎｏｍｉＲ３０ｂ５ｐ无法与表达ＩＬ
１０和ＴＬＲ４基因的相关位点结合，从而不能有效抑制
ＩＬ１０和ＴＬＲ４的表达，致使脾脏和淋巴结中ＩＬ１０和
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ＴＬＲ４的表达升高，进而影响ＥＡＵ的发展进程。因此，
ｍｉＲＮＡ有可能成为治疗ＥＡＵ的新靶点。

本研究成功构建了 ＩＬ１０、ＴＬＲ４质粒载体和突
变质粒载体，并将其与ｒｎｏｍｉＲ３０ｂ５ｐｍｉｍｉｃ成功转
染到２９３Ｔ细胞中，通过 ＲＴＰＣＲ扩增的目的基因和
筛选的阳性菌落与理论长度一致，进而通过双荧光

素酶验证了ｒｎｏｍｉＲ３０ｂ５ｐ对ＩＬ１０和ＴＬＲ４有较明
显的下调作用，对其预测靶位点进行突变后，突变型

载体中的报告荧光也存在明显的下调作用，说明

ｒｎｏｍｉＲ３０ｂ５ｐ可能并不是通过该位点起作用或许
存在其他的结合位点。通过动物实验进一步验证了

ｒｎｏｍｉＲ３０ｂ５ｐ对ＩＬ１０、ＴＬＲ４的调控作用，在 ＥＡＵ
大鼠脾脏和淋巴结中 ｒｎｏｍｉＲ３０ｂ５ｐ显著的下调表
达和 ＩＬ１０、ＴＬＲ４明显的上调表达，证实 ＩＬ１０和
ＴＬＲ４是 ｒｎｏｍｉＲ３０ｂ５ｐ调控的靶基因，ｒｎｏｍｉＲ
３０ｂ５ｐ可以负调控 ＩＬ１０、ＴＬＲ４的表达。该结果为
进一步在体内外观察 ｒｎｏｍｉＲ３０ｂ５ｐ对葡萄膜炎发
生发展的影响和探究其分子机制奠定了基础。
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