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miR-22-3p通过激活 PTEN/PI3K/AKT/NF-资B信号通路
加重慢性阻塞性肺疾病 *
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摘要 目的：探索 miR-22-3p对慢性阻塞性肺疾病（COPD）的影响及作用机制。方法：将 7周龄（体重 250~280 g）雄性 SD大鼠随机

分为 5 组（n=12）：对照组（Con 组）、COPD组、COPD+NC-agomir 组、COPD+miR-22-3p-agomir 组、COPD+NC-antagomir 组和

COPD+miR-22-3p-antagomir组。Con组大鼠为正常饲养的大鼠，其他组大鼠均通过香烟烟雾（CS）和脂多糖（LPS）诱导 COPD动

物模型。在 CS暴露当天，Con组和 COPD组大鼠鼻腔内注射 50 滋L生理盐水，COPD+NC-agomir组、COPD+miR-22-3p-agomir
组 、COPD+NC-antagomir 组 和 COPD+miR-22-3p-antagomir 组 大 鼠 分 别 鼻 腔 内 注 射 50 滋L 10 nmoL 的 NC-agomir、

miR-22-3p-agomir、NC-antagomir和 miR-22-3p-antagomir，每 2周注射 1次，共注射 6次。CS暴露 90 d后，检测各组大鼠的最大自

主分钟通气量（MVV）、0.3 s用力呼气量（FEV0.3）、用力肺活量（FVC）和最大呼气峰流速（PEF）。通过 ELISA法测定支气管肺泡灌

洗液（BALF）中白细胞介素 -1茁（IL-1茁）、肿瘤坏死因子 -琢（TNF-琢）和巨噬细胞炎性蛋白 -2（MIP-2）水平。通过苏木精 -伊红（HE）

染色评价肺组织损伤。根据试剂盒说明检测肺组织丙二醛（MDA）和超氧化物歧化酶（SOD）水平。通过 RT-PCR检测肺组织

miR-22-3p、磷酸酶与张力蛋白同源物（PTEN）、诱导型一氧化氮合酶（iNOS）、CD86、CD206和精氨酸酶 1（ARG1）mRNA水平。通

过 Western blot检测肺组织 PTEN、磷脂酰肌醇 3-激酶（PI3K）、p-PI3K、蛋白激酶 B（AKT）、p-AKT、核因子 -资B（NF-资B）p65 和
p-NF-资B p65的蛋白表达水平。结果：与 COPD组和 COPD+NC-antagomir组相比，COPD+miR-22-3p-antagomir组大鼠的MVV、

FEV0.3/FVC和 PEF均升高（P<0.05）；肺泡出血、肺泡壁断裂、肺泡间隔水肿和炎性细胞浸润等病变减轻；BALF中的 IL-1茁、
TNF-琢和 MIP-2水平均降低（P<0.05）；肺组织 SOD水平升高，MDA水平降低（P<0.05）；肺组织 iNOS和 CD86 mRNA相对表达

量降低，CD206和 ARG1 mRNA相对表达量升高（P<0.05）；肺组织 miR-22-3p相对表达量降低，PTEN mRNA和蛋白相对表达量

升高（P<0.05）；肺组织 p-PI3K/PI3K、p-AKT/AKT和 p-NF-资B p65/NF-资B p65的蛋白相对表达量降低（P<0.05）。结论：miR-22-3p在
COPD大鼠肺组织中上调，可能通过激活 PTEN/PI3K/AKT/NF-资B信号通路，促进肺组织炎症反应和氧化应激，加重大鼠肺功能
障碍和肺组织结构损伤。
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miR-22-3p Aggravates Chronic Obstructive Pulmonary Disease through
Activating PTEN/PI3K/AKT/NF-资B Signaling Pathway*

To explore the effect and mechanism of miR-22-3p on chronic obstructive pulmonary disease (COPD).

Male SD rats aged 7 weeks (weight 250 g to 280 g) were randomly divided into 5 groups (n=12): Control group (Con), COPD

group, COPD+NC-agomir group, COPD+miR-22-3p-agomir group, COPD+NC-antagomir group and COPD+miR-22-3p-antagomir

group. The rats in the Con group were normally fed, and the other groups were induced by cigarette smoke (CS) and lipopolysaccharide

(LPS). On the day of CS exposure, 50 滋L saline was injected intranasally in Con group and COPD group rats. And the rats in COPD+NC

agomir group, COPD+miR-22-3p-agomir group, COPD+NC antagomir group and COPD+miR-22-3p-antagomir group were given in-

tranasal injection of 50 滋L 10 nmol of NC agomir, miR-22-3p-agomir, NC antagomir and miR-22-3p-antagomir, respectively. It was in-

jected once every 2 weeks for a total of 6 times. After 90 days of CS exposure, the maximum autonomous ventilation volume per minute

(MVV), 0.3 s forced expiratory volume (FEV0.3), forced vital capacity (FVC) and peak expiratory flow (PEF) were measured. The levels
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of interleukin-1茁 (IL-1茁), tumor necrosis factor-琢 (TNF-琢) and macrophage inflammatory protein-2 (MIP-2) in bronchoalveolar lavage

fluid (BALF) were measured by ELISA method. Lung tissue injury was evaluated by hematoxylin-eosin (HE) staining. The levels of mal-

ondialdehyde (MDA) and superoxide dismutase (SOD) in lung tissue were measured according to the instructions of the kit. The mRNA

levels of miR-22-3p, phosphatase and tensin homologue (PTEN), inducible nitric oxide synthase (iNOS), CD86, CD206 and argininase 1

(ARG1) in lung tissue were measured by RT-PCR. The protein levels of PTEN, phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K), p-PI3K, protein ki-

nase B (AKT), p-AKT, nuclear factor-kappa B (NF-资B) p65 and p-NF-资B p65 in lung tissue were detected by Western blot.

Compared with COPD group and COPD+NC-antagomir group, the MVV, FEV0.3/FVC and PEF of COPD+miR-22-3p-antagomir group

increased (P<0.05), alveolar hemorrhage, rupture of alveolar wall, edema of alveolar septum and inflammatory cell infiltration were alle-

viated, the levels of IL-1茁, TNF-琢 and MIP-2 in BALF decreased (P<0.05), the level of SOD in lung tissue increased and the level of

MDA decreased(P<0.05), the relative expression of iNOS and CD86 mRNA in lung tissue decreased(P<0.05), while the relative expres-
sion of CD206 and ARG1mRNA increased(P<0.05), the relative expression levels of miR-22-3p in lung tissues decreased, while the rela-
tive expression levels of PTEN mRNA and protein increased (P<0.05), the relative expression of p-PI3K/PI3K, p-AKT/AKT and

p-NF-资B p65/NF-资B p65 decreased in lung tissue (P<0.05). miR-22-3p is up-regulated in the lung tissues of COPD rats,

which may promotes the inflammation and oxidative stress in the lung and aggravates lung dysfunction and lung injury through activating

PTEN/PI3K/AKT/NF-资B signaling pathway.

Chronic obstructive pulmonary disease; MiR-22-3p; Inflammation; Phosphatase and tensin homologues

前言

慢性阻塞性肺疾病（Chronic obstructive pulmonary disease，

COPD）是一种常见的呼吸系统疾病，其特征是持续的肺组织慢

性炎症、气流受限、肺组织重塑、肺泡破坏和肺功能下降[1]。吸

烟、有毒气体暴露、空气污染等因素是 COPD 的主要风险因

素[2,3]。COPD的发病机制与炎症、氧化应激、蛋白酶 /抗蛋白酶系

统失衡、表观遗传学改变、线粒体功能障碍、免疫紊乱等有关[4]。

microRNAs（miRNAs）是一种约 19-25个核苷酸小的非编码

RNA，通过抑制靶基因的表达发挥不同的生物学作用。miRNAs

在各种细胞学（增殖、分化、凋亡和应激等）和生物学（免疫调

节、炎症、自噬、细胞衰老、组织重塑、血管生成和肿瘤发展等）

过程中发挥关键调节作用[5]。研究表明一些 miRNAs的异常表

达与 COPD的发生和进展密切相关 [5-7]，可能作为治疗 COPD

的潜在靶点，如 miR-22-3p在 COPD患者外周血和肺组织中表

达均明显上调[6,8]。此外，miR-22-3p在肺腺癌组织中呈低表达，

且与肺腺癌的临床病理特征和预后密切相关[9]。miR-22-3p还

可调节肌纤维类型转化[10]，通过靶向磷酸酶与张力蛋白同源物

（phosphatase and tensin homologue，PTEN）抑制脓毒症诱导的

急性肾损伤[11]，但目前尚不清楚 miR-22-3p在 COPD发病过程

中的具体作用及机制。因此，本研究旨在探索 miR-22-3p对

COPD的影响及具体机制，以期为 COPD的临床诊治提供更多

的参考依据。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实 验 试 剂 NC-agomir、miR-22-3p-agomir、NC-an-

tagomir和 miR-22-3p-antagomir由广州锐博生物技术有限公司

合成。引物由生工生物工程(上海)股份有限公司合成。脂多糖

（Lipopolysaccharide，LPS，货号：L8880）、苏木精 -伊红（Hema-

toxylin-eosin，HE）染色试剂盒（货号：G1120）购自北京索莱宝

科技有限公司。香烟购自大前门集团。大鼠白细胞介素 -1茁
（Interleukin-1，IL-1茁）（货号：ER1094）和肿瘤坏死因子 -琢（Tu-
mor necrosis factor-琢，TNF-琢）（货号：ER1393）ELISA试剂盒购
自武汉菲恩生物科技有限公司、大鼠巨噬细胞炎性蛋白 -2

（Macrophage inflammatory protein-2，MIP-2）ELISA试剂盒（货

号：CSB-E07419r-1）购自上海恒斐生物科技有限公司。丙二醛

（Malondialdehyde，MDA）（货号：A003-1-2）、超氧化物歧化酶

（Superoxide dismutase，SOD）（货号：A001-3-2）、ECL（货号：

W028-2-1）试剂盒购自南京建成生物工程研究所。Trizol（货号：

R0016）、RIPA（货号：P0013B）、BCA（货号：P0010S）试剂盒购

自碧云天生物技术研究所。PrimeScript RT 试剂盒（货号：

RR047Q）和 TB Green Premix Ex Taq II（货号：RR820B）购自日

本 Takara公司。PTEN（货号：ab267787）、磷脂酰肌醇 3-激酶

（Phosphatidylinositol 3-kinase，PI3K）（货号：ab302958）、p-PI3K

（货号：ab278545）、蛋白激酶 B（Protein kinase B，AKT）（货号：

ab283852）、p-AKT（货号：ab38449）、核因子 -资B（Nuclear fac-
tor-kappa B，NF-资B）p65一抗（货号：ab288751）、磷酸化核因子
资B p65（Phosphorylation nuclear factor kappa-B p65，p-NF-资B
p65）一抗（货号：ab239882）、甘油醛 -3-磷酸脱氢酶（Glycer-

aldehyde-3-phosphate dehydrogenase，GAPDH） 一抗 （货号：

ab8245）、辣根过氧化物酶（Horseradish Peroxidase, HRP）偶联

的 IgG二抗（货号：ab6721）购自英国 Abcam公司。C-260型全

自动香烟暴露系统购自上海玉研科学仪器有限公司。

AniRes2005动物肺功能分析系统购自北京贝兰博科技有限公

司。500实时荧光定量 PCR仪购自美国 ABI公司。

1.1.2 实验动物 7周龄（体重 250~280 g）SPF级雄性 SD大

鼠购自陕西君行生物科技有限公司，生产许可证：SCXK（陕）

2022-001。将大鼠在 23± 2℃、55± 5%湿度、12 h-12 h光暗照明

下饲养。

1.2 方法

1.2.1 COPD大鼠模型建立 参考方苏榕等[12]的方法建立香
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烟烟雾（Cigarette smoke，CS）和 LPS诱导的 COPD大鼠模型。

香烟焦油量 11 mg，烟气烟碱量 0.8 mg。使用 C-260型全自动

香烟暴露系统以 5%烟雾浓度进行烟熏，每天 2次，每次 30 min，

间隔 8h，共暴露 90d。第 30和 60d时对大鼠气管内注入 200滋L
LPS（1 滋g/滋L）。
1.2.2 动物分组和处理 将大鼠随机分为 5组（n=12）：Control

组（Con组）、COPD组、COPD+NC-agomir 组、COPD+miR-22-

3p-agomir组、COPD+NC-antagomir组和 COPD+miR-22-3p-an-

tagomir组。Con组大鼠为正常饲养的大鼠，其他组大鼠均进行

COPD动物模型制作。在 CS暴露当天，Con组和 COPD组大鼠

鼻腔内注射 50 滋L 生理盐水，COPD+NC-agomir 组、COPD+
miR-22-3p-agomir 组 、COPD+NC-antagomir 组 和 COPD+

miR-22-3p-antagomir组大鼠分别鼻腔内注射 50 滋L 10 nmol的
NC-agomir、miR-22-3p-agomir、NC-antagomir 和 miR-22-3p-an-

tagomir。每 2周注射 1次，共注射 6次。

1.2.3 肺功能检测 使用 AniRes2005动物肺功能分析系统测

定大鼠肺功能参数，包括最大自主分钟通气量（Maximum au-

tonomous ventilation volume per minute，MVV）、0.3 s用力呼气

量（Forced expiratory volume 0.3，FEV0.3）、用力肺活量（Forced

vital capacity，FVC）和最大呼气峰流速（Peak expiratory flow，

PEF）。

1.2.4 支气管肺泡灌洗液（BALF）中细胞因子的测定 大鼠左

气管插管，使用 3 mL生理盐水灌洗肺，重复 3次，收集支气管

肺泡灌洗液（Bronchoalveolar lavage fluid，BALF），在 4℃下

1000 r/min离心 10 min，取上清。通过 ELISA法测定 BALF上

清液中细胞因子白细胞介素 -1茁（Interleukin-1，IL-1茁）、肿瘤坏
死因子 -琢（Tumor necrosis factor-琢，TNF-琢）和巨噬细胞炎性蛋
白 -2（Macrophage inflammatory protein-2，MIP-2）水平。

1.2.5 肺组织学染色 分离各组大鼠左肺组织，取部分肺组织

采用 4%多聚甲醛固定、脱水、石蜡包埋，制备 4 滋m厚切片。按
照试剂盒说明对肺组织进行 HE染色。

1.2.6 肺组织 SOD和MDA的水平检测 各组大鼠分别取部

分肺组织匀浆，在 4℃下 3000 r/min离心 10 min，取上清。按照

试剂盒说明检测肺组织中 SOD和MDA的水平。

1.2.7 RT-PCR检测 使用 Trizol提取各组大鼠部分肺组织总

RNA，使用 PrimeScript RT试剂盒进行逆转录。使用 TB Green

Premix Ex Taq II在 7500实时荧光定量 PCR仪上进行 PCR。使

用 Primer 5.0设计引物，序列如表 1所示。U6和 GAPDH分别

作为 miRNA和 mRNA的内参基因。通过 2-△ △ CT法计算基因相

对表达量。

1.2.8 Western blot检测 使用 RIPA裂解各组大鼠部分肺组

织，通过 BCA法测定蛋白浓度。然后在 10% SDS-PAGE上电

泳分离蛋白并转移到 PVDF膜。5%脱脂牛奶封闭 2 h后将膜与

磷酸酶及张力蛋白同源物（Phosphatase and tensin homolog

deleted on chromosome ten，PTEN）（1:1000）、PI3K（1:1000）、

p-PI3K（1:1000）、AKT（1:2000）、p-AKT（1:2000）、NF-资B p65（1:

1000）、p-NF-资B p65（1:1000）和 GAPDH（1:2000）的一抗 4℃孵

育过夜。然后与 HRP偶联的 IgG二抗（1:2000）室温孵育 2 h。

使用 ECL显影，GAPDH作为内参蛋白。

1.3 统计学分析

SPSS 22.0 软件用于数据分析。采用单因素方差分析及

LSD检验分析组间差异。P<0.05表示差异有统计学意义。

2 结果

2.1 miR-22-3p对 COPD大鼠肺功能的影响

与 Con 组相比，COPD 组大鼠的 MVV、FEV0.3/FVC 和

PEF均降低（P<0.05）。与 COPD组和 COPD+NC-agomir组相

比，COPD+miR-22-3p-agomir 组大鼠的 MVV、FEV0.3/FVC 和

PEF均降低（P<0.05）。与 COPD组和 COPD+NC-antagomir组

相 比 ，COPD+miR-22-3p-antagomir 组 大 鼠 的 MVV、FEV0.

3/FVC和 PEF均升高（P<0.05）。见图 1。

2.2 miR-22-3p对 COPD大鼠 BALF中细胞因子的影响

与 Con组相比，COPD组大鼠 BALF中的 IL-1茁、TNF-琢和
MIP-2水平均升高（P<0.05）。与 COPD组和 COPD+NC-agomir

组相比，COPD+miR-22-3p-agomir 组大鼠 BALF 中的 IL-1茁、
TNF-琢 和 MIP-2 水平均升高 （P<0.05）。与 COPD 组和

COPD+NC-antagomir 组相比，COPD+miR-22-3p-antagomir 组

大鼠 BALF中的 IL-1茁、TNF-琢和MIP-2水平均降低（P<0.05）。
见图 2。

2.3 miR-22-3p对 COPD大鼠肺组织形态的影响

HE 染色显示：Con 组大鼠肺组织形态正常。COPD 组、

COPD+NC-agomir 组、COPD+miR-22-3p-agomir 组和 COPD+

NC-antagomir组大鼠肺组织均出现肺泡出血、肺泡壁断裂、肺

泡间隔水肿、明显炎性细胞浸润等病变。COPD+miR-22-3p-an-

tagomir 组大鼠的肺组织病变较 COPD+NC-agomir 组明显减

轻。见图 3。

表 1 引物序列信息

Table 1 Primer sequence information

Gene Sequence of primer (5'-3')

miR-22-3p F：ACACTCCAGCTGGAAGCTGCCAGTTGAAG

R：CTCAACTGGTGTCGTGGA

U6 F：CTCGCTTCGGCAGCACA

R：AACGCTTCACGAATTTGCGT

PTEN F：GGAAAGGACGGACTGGTGTA

R：AAAAATCCAGGGCCTCTTGT

iNOS F：AGGGAATCTTGGAGCGAGTT

R：GCAGCCTCTTGTCTTTGACC

CD86 F：TGTCTCTTTCTGCTGGTCGT

R：ATCGACTCGTCAACACCACT

CD206 F：GTGGAGTGATGGAACCCCAG

R：CTGTCCGCCCAGTATCCATC

ARG1 F：GCATATCTGCCAAAGACATCG

R：CCATCACCTTGCCAATCCC

GAPDH F：GCTGAGTATGTCGTGGAGT

R：TCTTCTGAGTGGCAGTGA
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图 1 各组大鼠的MVV、PEF和 FEV0.3/FVC

Fig.1 MVV, PEF and FEV0.3/FVC of rats in each group

Note: A-C: The levels of MVV, PEF and FEV0.3/FVC in each group, respectively. Compared with Con group, aP<0.05; Compared with COPD group,
bP<0.05; Compared with COPD+NC-agomir group, cP<0.05; Compared with COPD+miR-22-3p-agomir group, dP<0.05; Compared with

COPD+NC-antagomir group, eP<0.05.

图 2 各组大鼠 BALF中的 IL-1茁、TNF-琢和MIP-2水平

Fig. 2 Levels of IL-1茁, TNF-琢 and MIP-2 in BALF of rats in each group

Note: A-C: Levels of IL-1茁, TNF-琢 and MIP-2 in BALF in each group, respectively. Compared with Con group, aP<0.05; Compared with COPD group,
bP<0.05; Compared with COPD+NC-agomir group, cP<0.05; Compared with COPD+miR-22-3p-agomir group, dP<0.05; Compared with

COPD+NC-antagomir group, eP<0.05.

2.4 miR-22-3p对 COPD大鼠肺组织氧化应激的影响

与 Con 组相比，COPD 组大鼠肺组织 SOD 水平降低，

MDA水平升高（P<0.05）。与 COPD组和 COPD+NC-agomir组

相比，COPD+miR-22-3p-agomir组大鼠肺组织 SOD水平降低，

MDA水平升高（P<0.05）。与 COPD组和 COPD+NC-antagomir

组相比，COPD+miR-22-3p-antagomir 组大鼠肺组织 SOD水平

升高，MDA水平降低（P<0.05）。见图 4。

2.5 miR-22-3p 对 COPD 大鼠肺组织巨噬细胞 M1（iNOS 和

CD86）和M2（CD206和 ARG1）型极化标记物转录水平的影响

与 Con组相比，COPD组大鼠肺组织中 iNOS和 CD86的

mRNA相对表达量升高，CD206和 ARG1的 mRNA相对表达

量降低（P<0.05）。与 COPD组和 COPD+NC-agomir 组相比，

COPD+miR-22-3p-agomir组大鼠肺组织 iNOS和 CD86的 mR-

NA相对表达量升高，CD206 和 ARG1 的 mRNA 相对表达量

降低（P<0.05）。与 COPD组和 COPD+NC-antagomir组相比，

COPD+miR-22-3p-antagomir 组大鼠肺组织 iNOS 和 CD86 的

mRNA相对表达量降低，CD206和 ARG1的 mRNA相对表达

量升高（P<0.05）。见图 5。

2.6 miR-22-3p对 COPD大鼠肺组织 PTEN/PI3K/AKT信号通

路的影响

与 Con组相比，COPD组大鼠肺组织中 miR-22-3p相对表

达量升高，PTEN 的 mRNA 相对表达量降低（P<0.05）。与
COPD 组 和 COPD+NC-agomir 组 相 比 ，COPD+miR-22-

3p-agomir组大鼠肺组织中 miR-22-3p相对表达量升高，PTEN

的 mRNA相对表达量降低（P<0.05）。与 COPD组和 COPD+

NC-antagomir组相比，COPD+miR-22-3p-antagomir组大鼠肺组

织中 miR-22-3p相对表达量降低，PTEN的 mRNA相对表达量

升高（P<0.05）。见图 6。

与 Con组相比，COPD组大鼠肺组织中 PTEN蛋白相对表

达量降低，p-PI3K/PI3K、p-AKT/AKT 和 p-NF-资B p65/NF-资B
p65的蛋白相对表达量升高（P<0.05）。与 COPD组和 COPD+

NC-agomir组相比，COPD+miR-22-3p-agomir组大鼠肺组织中

PTEN 蛋白相对表达量降低，p-PI3K/PI3K、p-AKT/AKT 和

p-NF-资B p65/NF-资B p65的蛋白相对表达量升高（P<0.05）。与
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图 3 各组大鼠肺组织 HE染色（400×）

Fig.3 HE staining of lung tissues of rats in each group (400× )

图 4 各组大鼠肺组织 SOD和MDA水平

Fig.4 SOD and MDA levels in lung tissues of rats in each group

Note: A and B: Levels of SOD and MDA in lung tissue of rats in each

group, respectively. Compared with Con group, aP<0.05; Compared with
COPD group, bP<0.05; Compared with COPD+NC-agomir group, cP<0.05;
Compared with COPD+miR-22-3p-agomir group, dP<0.05; Compared with

COPD+NC-antagomir group, eP<0.05.

COPD 组 和 COPD+NC-antagomir 组 相 比 ，COPD+miR-22-

3p-antagomir 组大鼠肺组织中 PTEN 蛋白相对表达量升高，

p-PI3K/PI3K、p-AKT/AKT 和 p-NF-资B p65/NF-资B p65 的蛋白

相对表达量降低（P<0.05）。见图 7。

3 讨论

miR-22-3p是一种在肺疾病中异常表达的 miRNA，其中包

括肺癌[9]和 LPS诱导的急性肺损伤[13]。Sundar等[6]用转录组测

序技术检测了健康人和 COPD患者外周血中的 miR-22-3p转

录水平，结果显示与健康人相比，COPD 患者外周血中

miR-22-3p表达上调。Shen等[8]分析了 10例 COPD患者和 10

例健康人的肺组织中差异表达的 miRNAs，其中 miR-22-3p是

上调的 miRNAs 之一。本研究使用 miR-22-3p-agomir 和

miR-22-3p-antagomir 对 COPD 大鼠模型进行干预，探索了

miR-22-3p在 COPD中的作用。本研究结果表明 COPD大鼠肺

组织中 miR-22-3p上调，与前文研究结果一致。此外，上调

miR-22-3p进一步降低了 COPD大鼠的 MVV、FEV0.3/FVC和

PEF，损伤了肺功能，并加重了肺组织损伤，但下调 miR-22-3p

则改善了 COPD大鼠的肺功能，减轻了肺组织损伤。这些结果

说明 miR-22-3p参与了 COPD的发生发展。

炎症和氧化应激均参与了 COPD的发生发展过程，长期吸

入有害气体，如香烟烟雾，是 COPD炎症和氧化应激的主要原

因[3,14]。有学者报道 IL-1茁可趋化炎性细胞向损伤组织的募集，
并增加粘附作用[15]。TNF-琢是众所周知的促炎因子，可诱导炎
性细胞因子的表达。MIP-2是一种可增加炎症细胞趋化活性和

炎症细胞与内皮细胞粘附的趋化因子[16]。SOD是一种可有效清

除 ROS的抗氧化酶，参与机体抗氧化系统的构建。MDA是一

种氧化产物，对组织具有损伤性。氧化应激可诱导炎症级联反

应，而炎症级联反应又可诱导 ROS的生成。本研究检测了COPD

大鼠 BALF中的 IL-1茁、TNF-琢和 MIP-2水平，结果显示上调

miR-22-3p加重了 COPD大鼠肺组织炎症和氧化应激，而下调

miR-22-3p则减轻了 COPD大鼠肺组织炎症和氧化应激。

COPD中巨噬细胞加重炎症，促进气道纤维化，导致小气

道梗阻。巨噬细胞具分为M1表型（促炎表型）和 M2表型（抗
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图 5 各组大鼠肺组织巨噬细胞极化标志物的 mRNA水平

Fig.5 mRNA levels of macrophage polarization markers in lung tissue of rats in each group

Note: A-D: The relative expression levels of iNOS, CD86, CD206 and ARG1 mRNA, respectively; Compared with Con group, aP<0.05; Compared with
COPD group, bP<0.05; Compared with COPD+NC-agomir group, cP<0.05; Compared with COPD+miR-22-3p-agomir group, dP<0.05; Compared with

COPD+NC-antagomir group, eP<0.05

图 6 各组大鼠肺组织中 miR-22-3p和 PTEN mRNA水平

Fig.6 Levels of miR-22-3p and PTEN mRNA in lung tissues of rats in

each group

Note: A and B: relative expression levels of miR-22-3p and PTEN mRNA,

respectively; Compared with Con group, aP<0.05; Compared with COPD
group, bP<0.05; Compared with COPD+NC-agomir group, cP<0.05;

Compared with COPD+miR-22-3p-agomir group, dP<0.05; Compared with
COPD+NC-antagomir group, eP<0.05.

炎表型）。多项研究表明 COPD动物模型和患者中巨噬细胞发

生M1型极化，从而加剧炎症反应[17-19]。本研究分析检测了肺组

织巨噬细胞 M1（iNOS和 CD86）和 M2（CD206和 ARG1）表型

标记物的 mRNA水平。结果显示上调 miR-22-3p促进了 COPD

大鼠肺组织巨噬细胞M1型极化，而下调 miR-22-3p则促进了

COPD大鼠肺组织巨噬细胞M2型极化。

PTEN最初被认为是一种肿瘤抑制基因。研究表明吸烟者

和肺癌患者的上皮细胞中 PTEN缺失[20]。PTEN基因多态性是

COPD的重要危险因素[21]。我国宣威地区的 COPD发病率是全

国平均水平的两倍多，与煤炭使用密切相关[22]。Hosgood等[21]进

行了一项病例对照研究（53例病例，107例对照），研究显示

PTEN是与 COPD关联最显著的基因。单核苷酸多态性（SNP）

分析显示 PTEN rs701848纯合子变异携带者患 COPD的风险

显著降低，PTEN基因变异可能是宣威地区 COPD的重要危险

因素。此外，香烟烟雾提取物（Cigarette smoke extract，CSE）可

降低 PTEN蛋白水平[23]。Yanagisawa等[24]检测了 COPD患者肺

组织中 PTEN 蛋白的表达，结果显示 COPD 患者肺组织中

PTEN蛋白的表达水平低于非 COPD患者，且与气流阻塞程度

呈正相关（r=0.500，P=0.001）；此外，在原代支气管上皮细胞和
BEAS-2B细胞中，CSE降低 PTEN蛋白的表达，促进促炎细胞

因子的产生。本研究前期通过 TargetScan 数据库预测

miR-22-3p 与 PTEN 存在结合靶点，其他学者也证实了

miR-22-3p通过与 PTEN 3' UTR互补配对而调控其转录和表

达[11,25,26]。本研究结果显示上调 miR-22-3p进一步抑制了 COPD

大鼠肺组织中 PTEN 的表达，而下调 miR-22-3p 则促进了

COPD大鼠肺组织中 PTEN的表达，表明 COPD大鼠肺组织中

miR-22-3p 靶向抑制 PTEN 的表达，miR-22-3p 可能通过影响

PTEN的表达来参与 COPD的发病过程。

PTEN 是 PI3K/AKT 通路的负调控因子，许多报告表明

PI3K/AKT 在 COPD 患者外周血单核细胞中被激活，并与

COPD疾病的进展相关[27,28]。在长期感染的 COPD肺中，持续

CSE暴露可激活 Akt并保持较长时间，Akt的激活增强了巨噬

细胞、中性粒细胞和 T淋巴细胞等炎症相关细胞存活，并在呼

吸道、实质和肺血管中聚集[29]。Akt是诱导关键免疫和炎症反应

所必需的信号通路的一部分。Akt选择性激活 NF-资B p65/RelA

异二聚体以协调单核细胞和中性粒细胞的募集，NF-资B的结合
位点存在于许多炎症介质的启动子区。NF-资B通常与其抑制剂
I资B结合而隔离在细胞质中，当细胞暴露于CS、氧化应激和

TNF-琢等激活信号时，I资B被磷酸化并降解，这一过程需要 Akt

的活化[30]。Akt也可以通过磷酸化 NF-资B p65的转录激活域来

增强 NF-资B p65的 DNA结合活性[31]。本研究结果显示 COPD

大鼠肺组织中 PI3K/AKT/NF-资B 信号通路被激活。上调
miR-22-3p 进 一 步 激 活 了 COPD 大 鼠 肺 组 织 中

PI3K/AKT/NF-资B 信号通路，而下调 miR-22-3p 则抑制了

COPD大鼠肺组织中 PI3K/AKT/NF-资B信号通路的激活。其他
学者报道，NF-资B是广泛研究的促炎信号，活化的 NF-资B可促
进巨噬细胞M1型极化和炎症因子的释放[32,33]。此外，NF-资B不
仅调节炎症反应，而且影响氧化应激[34]。NF-资B可以调节核因
子 E2相关因子 2（Nuclear factor E2 related factor 2，Nrf2）转录

和活性，从而影响 Nrf2下游抗氧化基因的转录和表达，而 Nrf2

的缺失有会加剧 NF-资B的活性，增加促炎细胞因子的产生[35]。

本研究结果说明 COPD大鼠肺组织中 miR-22-3p的上调通过

靶向抑制 PTEN进而激活PI3K/AKT/NF-资B信号通路，导致炎
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图 7 各组大鼠肺组织 PTEN、p-PI3K/PI3K、p-AKT/AKT和 p-NF-资B p65/NF-资B p65的蛋白表达水平

Fig.7 Protein expression levels of PTEN, p-PI3K/PI3K, p-AKT/AKT and p-NF-资B p65/NF-资B p65 in lung tissues of rats in each group

Note: A: The protein expression levels were detected byWestern blot; B-E: Relative protein expression of PTEN, p-PI3K/PI3K, p-AKT/AKT and

p-NF-资B p65/NF-资B p65, respectively; Compared with Con group, aP<0.05; Compared with COPD group, bP<0.05; Compared with COPD+NC-agomir
group, cP<0.05; Compared with COPD+miR-22-3p-agomir group, dP<0.05; Compared with COPD+NC-antagomir group, eP<0.05.

症和氧化应激反应的加剧以及巨噬细胞M1型极化，最终加重

了 COPD， 相 反 ， 抑 制 miR-22-3p 的 上 调 可 能 通 过

PTEN/PI3K/AKT/NF-资B信号通路减缓 COPD的进展。

综上所述，本研究表明 miR-22-3p在 COPD大鼠肺组织中

上调，可能通过激活 PTEN/PI3K/AKT/NF-资B 信号通路，促进
肺组织炎症反应和氧化应激，加重大鼠肺功能障碍和肺组织结

构损伤。
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