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Let-7a在哮喘 T淋巴细胞失衡中的作用研究 *
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摘要 目的：探讨 let-7a在哮喘中的表达水平及调节 T淋巴细胞亚群失衡的功能作用。方法：收集 39例哮喘患者及 19例非哮喘对

照，Real-time PCR检测 let-7a的表达。从哮喘患者外周血单核细胞（Peripheral blood mononuclear cell，PBMC）中分选 Th1，Th2和

Th17细胞，检测 let-7a在 T淋巴细胞亚群中的表达。磁珠分选 naive T细胞，分别诱导分化成 Th1、Th2和 Th17细胞，分析 let-7a

在 T淋巴细胞亚群中的表达。Let-7a mimic分别转染 Th2和 Th17细胞，ELISA检测 IL-13和 IL-17的表达。结果：与对照组比较，

let-7a在哮喘患者肺组织和血清中低表达，并随着哮喘病程进展，let-7a的表达水平也越低。哮喘患者来源的 CD4+T细胞中，let-7a

表达明显低于非哮喘对照组。Let-7a在哮喘来源和体外刺激分化的哮喘炎性 Th2和 Th17细胞中的表达明显下调，而在 Th1细胞

中的表达没有变化。Let-7a mimic改变了 Th2和 Th17相关细胞因子 IL-13和 IL-17的表达。结论：Let-7a在哮喘中低表达，调节哮

喘 T淋巴细胞亚群失衡，改变了 Th2和 Th17细胞的功能，是哮喘理想的诊断和治疗靶点。

关键词：Let-7a；哮喘；生物标志物

中图分类号：R562.2+5；R446 文献标识码：A 文章编号：1673-6273（2017）15-2829-04

The Function of Let-7a in the Imbalance of T Cell in Asthma*

To analyze let-7a expression in patients with asthma and explore the bio-function of let-7a on the imbalance

of T cell subsets in asthma. 39 patients with asthma and 19 non-asthma control were recruited in this research. The expression

of let-7a was analyzed using Real-time PCR. The naive T cells were separated with magnetic beads, and then differentiated into Th1, Th2

and Th17 cells under cytokines stimulation in vitro, respectively. IL-13 and IL-17 were further detected with ELISA after let-7a mimic

was transfected into Th2 and Th17 cells. Compared with control group, let-7a was down-regulated in lung tissue and serum in

patients with asthma. At the same time, the expression of let-7a was decreased with the development of asthma progression. Furthermore,

let-7a expression was decreased in CD4+T cells in patients with asthma than that in control group. Interestingly, let-7a was significantly

down-regulated in Th2 and Th17 cells from either patients with asthma or the differentiation in vitro, whereas let-7a expression had no

significant change in Th1 cells. Let-7a inhibited IL-13 secretion in Th2 and IL-17 in Th17 cells, respectively, indicating that let-7a had an

important role on the function of Th2 and Th17 cells. Down-expressing let-7a in asthma regulated the imbalance of T cell

subsets and altered the function of Th2 and Th17 cells. Thus, let-7a may be an ideal bio-marker for asthma diagnosis and therapy.
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前言

支气管哮喘是一种异质性疾病，发病机制复杂多样，与多

种细胞（如嗜酸粒细胞、肥大细胞、T淋巴细胞等）和细胞组分

相关。近年来，哮喘已成为全球性公共卫生问题。全球约有 3亿

哮喘患者，每年死于哮喘的人数多达 25万[1]。对亚洲包括中国

在内的 12个国家的研究显示，仅有 2.9 %的哮喘控制符合全球

哮喘防治创议（Globla Initiative for Asthma）[2]。目前，临床上多

根据患者的临床体征和肺功能测定进行哮喘的严重程度分级

和指导用药。因此，寻找灵敏度好、特异性高、可量化测定的生

物学标志物在哮喘的诊断、治疗和哮喘管理中显得尤为重要。

微小 RNA（miRNAs）是长度为 19-25 nt的单链 RNA，通过
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与靶 mRNA碱基配对调节基因表达。近来的研究表明，多数

miRNAs（如 miR-21、miR-146、let-7a 等）参与了哮喘的发生和

进展，在哮喘中异常表达。这些 miRNAs不但可以作为哮喘的

生物标志物，而且是哮喘潜在的治疗靶点 [3]。已有文献报道，

let-7a在哮喘患者[4]和鸡卵白蛋白（ovalbumin，OVA）诱导的动

物模型中表达下调，其模拟物能够在哮喘小鼠中减少炎症细胞

的侵润，以及减少黏蛋白的分泌和气道高反应，作用机制是

let-7a调节 IL-13的表达，抑制哮喘中 Th2的功能[5]。

本研究，我们检测了哮喘患者血清、Th细胞、肺组织中

let-7a的表达，测定了体外诱导分化的 Th细胞中 let-7a的表

达，分析探讨 let-7a作为哮喘生物标志物的可能性。

1 材料与方法

1.1 材料

人淋巴细胞分离液购于中国灏洋生物科技有限责任公司；

Naive CD4+T 细胞分选试剂盒和 MACS 分选 LS柱购自德国

Miltenyi生物科技有限公司；抗 CD3、CD28、IL-4、IL-12、IFN-酌
单克隆抗体和 IL-2、IL-4、IL-6、IL-12、IL-23、IFN-酌和 TGF-茁细
胞因子购自美国 eBioscience 公司；let-7a 引物和探针、RPMI

1640 培养基和 TRIZOL 均购自美国 Invitrogen 公司；let-7a

mimic 购自广东锐博公司；所有转染和实时定量试剂购自

Roche公司；miRNeasy FFPE试剂盒购自 Qiagen公司。

1.2 方法

1.2.1 实验分组 西安市第九医院老年病科 2012年 9 月至

2014年 12月住院确诊的哮喘患者 39例，其中男性 21例，女

性 18例，年龄（53～72）岁，平均（63.37± 8.94）岁。按照哮喘严

重程度分级标准，分为中度和重度。诊断检查包括肺功能检测

和肺组织活检。所有患者的诊断和分组都符合中华医学会哮喘

学组《支气管哮喘防治指南》，排除合并高血压、糖尿病、冠心

病、风湿性关节炎等严重疾病，近 3周内未使用茶碱或糖皮质

激素。19例非哮喘患者（肺组织肉芽肿 11例，肺癌 8例）为对

照组，年龄（48～69）岁，平均（61.25± 7.88）岁。各组间性别、年

龄差异均无统计学意义。实验经医院伦理委员会论证和支持，

所有参与者均签订知情同意书。

1.2.2 外周血单核细胞（PBMC）分离 取新鲜的白膜 50 mL，

1：1与无血清无双抗 RPMI 1640培养基混合，充分混匀；取 50

mL无菌离心管 4只，每管加入淋巴细胞分离液 25 mL，等比例

沿管壁缓慢加入混匀的白膜，保持分层界面清晰；将加好白膜

的离心管 2000 rpm离心 20 min，吸取中间乳白色分离云雾状

细胞层，加入 PBS补至 50 mL，室温离心 1500 rpm，8 min；小心

弃去上清，用少量 PBS充分重悬细胞后，加入 PBS至 50 mL，

离心洗涤细胞 2次；弃上清，细胞计数，即得到人外周血单核细

胞 PBMC。

1.2.3 Naive T淋巴细胞分选 将所获得的 PBMC按照每 107

个细胞加入 40 滋L磁珠洗液，充分重悬细胞，并加入 10 滋L
Naive CD4+T细胞生物素抗体每 107个细胞，混合均匀，避光 4

℃孵 10 min；每 107个细胞加 2 mL磁珠洗液，重悬后 1500 rpm

离心 5 min，弃上清；每 107细胞加入 80 滋L磁珠洗液重悬后加
入 20 滋L抗生物素磁珠，避光 4℃孵育 15 min；重复一次；每

108个细胞加入 500 滋L磁珠洗液重悬细胞；安装好磁珠分选架

后，取 LS柱固定在架子上，并用 3 mL洗液平衡柱子两次；将

细胞悬液缓慢加入 LS柱，尽量避免气泡，收集穿过 LS柱的细

胞悬液，加入 2 mL洗液洗涤柱子两次，收集流过柱子的洗涤

液，将洗涤液与之前的细胞悬液混合；离心并进行细胞计数，所

得细胞为 naive T淋巴细胞。

1.2.4 T淋巴细胞亚群体外诱导 以细胞板包被的抗 CD3和

可溶性抗 CD28刺激 T细胞，以 PBS稀释抗 CD3（3 滋g/mL）和
抗 CD28（2 滋g/mL）包被平底细胞培养板，将 naive CD4+T细胞

以 2× 105/孔接种于包被好的 48孔板中，进行细胞培养。Th1

细胞分化条件为：IL-12（5 ng/mL），IFN-酌（100 ng/mL）和抗 IL-4

（5 ng/mL），以 IL-2（1 ng/mL）刺激生长；Th2细胞分化条件为：

IL-4（10 ng/mL），抗 IL-12（5 滋g/mL）和 IFN-酌（5 ng/mL），以 IL-2

（1 ng/mL）刺激生长；Th17 细胞分化条件：IL-6（30 ng/mL），

TGF-茁（3 ng/mL），抗 IFN-酌（5 滋g/mL），抗 IL-4（5 ng/mL），以

IL-23（10 ng/mL）刺激生长。

1.2.5 real-time PCR Trizol处理各 T淋巴细胞亚群细胞，

常规方法提取总 RNA；以 let-7a Tagman 探针进行荧光定量

PCR，检测 let-7a在 T淋巴细胞亚群中的表达。

1.2.6 Let-7a mimic转染 从外周血中分选 Naive T细胞，体

外诱导分化成不同的 T淋巴细胞亚群，方法同前。分别在诱导

前或诱导后以 let-7a mimic转染 T细胞，操作按转染试剂说明

书中进行。

1.2.7 ELISA检测细胞因子 收集各 T淋巴细胞培养上清，4

℃离心 20 min，取上清；实验分别设置标准孔、空白孔以及待测

样品孔，每组均做 3个复孔，每孔体积为 100 滋L，空白孔为样
品稀释液。加样时直接加入孔底，避免气泡，加覆膜后置于 37

℃反应 120 min；弃去孔内液体并甩干，不用洗涤直接加入生物

素标记抗体工作液（1:1000临用前配置）100 滋L，盖上覆膜 37

℃反应 60 min；弃去液体，甩干后，洗板 3次，每次浸泡 2 min，

甩干；加入 100 滋L辣根过氧化酶标记的亲和素工作液（1:1000
临用前配置），37 ℃孵育 60 min；弃去液体甩干后，洗板 5次每

次浸泡 2 min，甩干；加入 TMB底物工作液，每孔 90 滋L，避光
37℃显示 15至 30 min。按加入底物工作液的顺序依次加入终

止液 50 滋L，终止反应；在终止反应后 15 min中内，在 450 nm

波长处检测每孔的光密度值。

1.3 统计学分析

采用 SPSS13.0统计软件进行统计学处理，两组间比较采

用 t检验，多组间比较采用方差分析。以 P<0.05为差异具有统

计学意义。

2 结果

2.1 哮喘患者血清和组织中 let-7a的表达分析

为了研究 let-7a在哮喘患者中的表达水平，我们检测了 18

例中度和 21 例重度哮喘患者肺组织和外周血中 let-7a 的表

达，Real-time PCR结果表明：let-7a在哮喘患者肺组织（图 1A）

和血清（图 1B）中表达水平明显降低，且随着哮喘病程进展，

let-7a的表达水平越低，提示 let-7a可能是哮喘严重程度的生

物标志物。
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2.2 Let-7a在哮喘患者 Th中的表达

Th细胞在哮喘中发挥重要的作用，因此，我们进一步分析

了 let-7a在哮喘 Th细胞中的表达。结果表明，与非哮喘对照比

较，let-7a在哮喘患者 CD4+T淋巴细胞中表达下调（图 2A）。进

一步，我们分选了 Th细胞亚群，结果显示，与非哮喘比较，

Let-7a在 Th2（图 2B）和 Th17（图 2C）细胞中的表达明显降低，

而在 Th1细胞（图 2D）中表达没有差异，提示 let-7a可能参与

了哮喘 Th细胞的分化。图 1 Let-7a在哮喘患者中的表达结果

Fig.1 Expression of let-7a in asthma patients

图 2 Let-7a在哮喘患者 Th细胞中的表达结果

Fig.2 Expression of let-7a in Th cells of asthma patients

2.3 体外诱导刺激的哮喘炎性 Th中 let-7a的表达分析

为进一步研究 let-7a在哮喘炎性 Th细胞中的表达，我们

从正常人外周血中分选了 Naive T淋巴细胞，体外诱导刺激成

哮喘炎性的 T淋巴细胞亚群。如图 3所示，与对照组相比，

let-7a在哮喘炎性的 Th1细胞中的表达没有差异，而在哮喘炎

性的 Th2和 Th17细胞中表达明显降低，具有统计学差异，P＜

0.05。

2.4 哮喘中 let-7a对 Th2和 Th17功能的影响

为研究哮喘中 let-7a 是否影响 Th细胞的功能，我们以

let-7a mimic分别转染 Th2和 Th17细胞，检测细胞因子分泌变

化。结果表明，let-7a 明显降低了 Th2 细胞中 IL-13 的表达，

P<0.05（图 4A），抑制了 Th17细胞 IL-17的分泌，P<0.05（图

4B），这些结果提示 let-7a通过改变 Th2和 Th17细胞的功能促

进哮喘的发展。

3 讨论

哮喘是全球性的公共卫生问题，严重威胁人类健康。随着

我国经济的快速发展和空气质量日益恶化，哮喘已成为威胁我

国居民健康的一种常见疾病。血清中的生物标志物可为哮喘的

诊断和临床用药治疗提供有力支持。寻求有效、理想的生物标

志物不但为哮喘的治疗提供新的靶点，也为哮喘的诊断提供物

质基础。miRNAs进化上具有高度保守性，通过转录后调控基

因的表达，参与疾病的发生发展，如免疫性疾病、肿瘤、神经系

统疾病等[6-8]。疾病中异常表达的 miRNAs，不但是疾病发病机

制的关键分子，也是疾病诊断、治疗的潜在靶点。研究发现，

miRNAs（如 miR-21、miR-146、let-7a等）在哮喘中异常表达[9-11]，

参与了哮喘的发生和进展，可以作为哮喘的生物标志物。本研

究中，我们检测了 let-7a在哮喘患者中的表达水平，结果表明

let-7a在哮喘患者肺组织和血清中呈现低表达，而且随着病程

的进展，let-7a的表达随之降低，提示 let-7a可能是哮喘诊断的

有效生物标志物，这一结果与以前的报道一致[4]。

哮喘是由多种细胞及细胞组分参与的慢性气道炎症，主要

表现为气道高反应性、支气管狭窄和黏蛋白分泌增加[1]。哮喘患

者伴有高 IgE血症以及 T淋巴细胞浸润，提示免疫反应在哮喘

发病中具有重要的作用。成熟的 T淋巴细胞发挥着细胞免疫及

免疫调节等功能，是高度不均一的细胞群体，主要包括 Th1、

Th2、Th17和 Treg等不同亚群，在免疫应答和过敏性反应中发

挥着不同的生物学作用。在哮喘中，T淋巴细胞亚群（Th1/Th2/

Th17/Treg）为失衡状态，是哮喘发生的主要驱动因素[12-14]。本研

究分析了 let-7a在哮喘患者 CD4+T淋巴细胞中的表达，发现其

图 3 Let-7a在体外诱导哮喘炎性的 Th细胞中的表达结果（*P<0.05）

Fig.3 Expression of let-7a in induced Th cell associated with asthma

图 4 Let-7a mimic对 Th2和 Th17细胞功能的影响（*P<0.05）

Fig.4 Effect of let-7a on the cell function of Th2 and Th17
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与肺组织和血清中的表达结果一致，提示 let-7a可能参与了哮

喘中的 T淋巴细胞亚群失衡。为证实该假设，我们分选了哮喘

患者外周血中的 Th1、Th2和 Th17细胞，并检测了 let-7a的表

达水平。结果表明，let-7a在哮喘患者的 Th2和 Th17细胞中表

达明显下调，而在 Th1细胞中的表达没有变化，提示 let-7a是

哮喘中 T淋巴细胞亚群失衡的主要关键分子。进一步，我们从

正常人外周血中分选了 Naive T淋巴细胞，体外诱导刺激分化

成哮喘炎性的 Th1、Th2 和 Th17 细胞，Real-time PCR 检测

let-7a的表达，结果表明 let-7a与哮喘患者体内表达一致，这些

结果从体内证实了 Let-7a在哮喘相关的 Th2和 Th17细胞中

的作用，提示 let-7a可能通过调节 T淋巴细胞分化促进了哮喘

的发生与进展。

T淋巴细胞亚群（Th1/Th2/Th17/Treg）失衡及其产生的细

胞因子 "风暴 "是哮喘发生的主要原因。IL-13是由 Th2产生

的经典的促气道黏液细胞因子，是调控气道黏液分泌的关键和

强效介质[15]。Th17细胞分泌的 IL-17是与哮喘发病相关的细胞

因子网络的主要成员之一，在哮喘发病中起着重要作用[16,17]。

IL-17可诱导气道嗜酸性粒细胞浸润，参与气道高反应性的发

生；同时促进气道中性粒细胞的募集、激活，参与哮喘气道慢性

炎性反应。本研究中，我们进一步揭示了哮喘中 let-7a对 Th2

和 Th17细胞功能的影响，发现 let-7a mimic降低了 Th2细胞

中 IL-13的分泌表达和 Th17细胞中 IL-17的分泌表达，改变了

Th2和 Th17细胞的功能。这些结果提示哮喘中低表达的 let-7a

与 Th2和 Th17相关的细胞因子 IL-13和 IL-17的高表达密切

相关，促进哮喘的发生，是哮喘发病的关键分子，有望成为哮喘

治疗的潜在靶点。已有文献报道[5]，let-7a能够与 IL-13的mRNA

结合从而抑制 Th2细胞中 IL-13的表达，但是 let-7a如何调控

IL-17的机制仍不清楚，有待进一步研究。
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