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miR155和STAT6在大气PM2.5加重大鼠哮喘中的作用

张佳琪，郑鑫，张志红，乔果果，白剑英，张红梅，崔井龙，平飞飞

摘要：

［目的］　观察不同浓度大气PM2.5对哮喘大鼠的影响，并初步探索PM2.5诱导大鼠哮喘加重过程中miR155、STAT6、IL-13
的变化。

［方法］　将50只SD大鼠随机分为：对照组，哮喘组，哮喘+PM2.5低染毒组、哮喘+PM2.5中染毒组及哮喘+PM2.5高染毒组。

对照组和哮喘组均给予生理盐水 1.5 mL/kg（以每千克体重计，下同），哮喘+低、中、高染毒组分别给予PM2.5生理盐水混

悬液 1.5、6.0、24.0 mg/kg。通过腹腔注射卵清蛋白（OVA）致敏，雾化吸入OVA构建大鼠哮喘模型，第 25、28、31、34天

予以PM2.5气管滴注染毒。第 36天处死大鼠后，观察肺脏HE染色病理切片，比较各组大鼠支气管肺灌洗液（BALF）中细

胞总数及分类计数；通过RT-PCR检测大鼠肺组织中miR155、STAT6（信号转导和转录激活因子 6）、IL-13的基因表达水
平；ELISA检测大鼠BALF中 IL-13蛋白水平。

［结果］　哮喘组大鼠BALF中嗜酸粒细胞百分比高于对照组，哮喘+PM2.5中、高染毒组高于对照组及哮喘组，差异均有

统计学意义（P < 0.05）；哮喘 +PM2.5中、高染毒组大鼠肺组织miR155及 STAT6基因表达水平高于对照组，差异均有统
计学意义（P < 0.05）；大鼠肺组织miR155与STAT6基因表达呈明显正相关（r=0.843，P < 0.001）；5组大鼠肺组织 IL-13基
因及BALF中 IL-13蛋白表达水平间的差异无统计学意义（P > 0.05）。

［结论］　miR155及STAT6可能在PM2.5加重哮喘过程中起作用，并且miR155与STAT6之间存在关联。
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Abstract: 

［Objective］　To observe the effects of different concentrations of atmospheric PM2.5 on asthmatic rats, and the changes of miR155, 
STAT6, and IL-13 associated with asthma exacerbation.

［Methods］　A total of 50 SD rats were randomly assigned into five groups, including normal saline control group, asthma group, 

asthma+PM2.5 low dose group, asthma+PM2.5 medium dose group, and asthma+ PM2.5 high dose group. The control group and asthma 

group were treated with normal saline (1.5 mg/kg body weight), and the asthma+ PM2.5 exposure groups were treated with mixture 

of PM2.5 and normal saline (1.5, 6.0, and 24.0 mg/kg). An asthma rat model was reproduced by sensitization with intraperitoneal 

injection and inhalation of ovalbumin (OVA). On day 25, 28, 31 and 34, the rats were administrated with PM2.5 by intratracheal 

instillation, and sacrificed on day 36. We observed pathological changes of rat lung tissue samples by HE staining. Total and 

differential cell counts in bronchoalveolar lavage fluid (BALF) were compared across groups. Expression levels of miR155, STAT6, 

and IL-13 in rat lung tissue samples were analyzed by RT-PCR. Level of IL-13 in BALF was detected by ELISA. 

［Results］　The percentage of eosinophilic in the asthma group was higher than that in the control group, and the percentages 

【论著|专栏：大气颗粒物的健康效应】
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in the asthma+PM2.5 medium and high dose group were higher than the control, asthma group, the differences were statistically 

significant (P < 0.05). The expression of miR155 and STAT6 in the asthma+PM2.5 medium and high dose groups were higher than that 

in the control group (P < 0.05). There was a positive correlation between the expressions of miR155 and STAT6 genes (r=0.843, P < 

0.001). The gene expressions of IL-13 in rat lung tissue and the protein expression level of IL-13 in BALF were not different (P > 0.05). 

［Conclusion］　miR155 and STAT6 may play a role in the exacerbation of asthma induced by atmospheric PM2.5, and miR155 and 
STAT6 may be related. 
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随着全球工业化的进展，哮喘患病率呈逐年增高

趋势，目前中国约有 2 000 万人罹患哮喘，全球约有 3

亿人受哮喘的影响。细颗粒物（fine particulate matter，

PM2.5）是指能较长时间悬浮于空气中，空气动力学当

量直径≤ 2.5 μm 的可入肺细颗粒物。大量流行病学调

查表明，PM2.5 与人类呼吸系统疾病的发病率和死亡

率密切相关，能引起哮喘、肺功能下降和呼吸系统炎

症［1］。Li 等［2］在美国底特律地区以 2~18 岁参与儿科

医疗补助的儿童为研究对象，发现每天儿童急性哮喘

就诊人数增加与 SO2、PM2.5 污染浓度有关，时间序列

研究发现，PM2.5 浓度每升高 9.2 μg/m3，哮喘急诊率增

加 3%~4%。说明 PM2.5 可能加重哮喘。

从基因变异的角度无法完全解释哮喘的遗传性。

而过敏原、吸烟、空气污染物等环境因素可以解释基

因变异无法解释的哮喘遗传性。环境和基因交互作用

的一个机制是表观遗传［3］。miRNA 属于表观遗传学

中基因转录后的调控基因。miRNA 能够与靶 mRNA 的

3′-UTR 区的碱基互补配对而起作用，从而导致特定基

因的沉默，对机体生长、发育及各种疾病的发生和发

展具有重要的调节功能。

众多研究显示，颗粒物可增加 Th2 型细胞因子

表达和（或）抑制 Th1 型细胞因子的表达，从而引起

Th1/Th2 细胞比例和功能失衡［4］。miR155 对 CD4+T 细

胞向 Th1、Th2 型的分化起着重要的调节作用［5］。Thai

等［6］研究发现，miR155 在体内免疫反应的特异性分

化过程起着重要作用，并在一定程度上调控细胞因子

的分泌。信号转导和转录激活因子（signal transducer 

and activator of transcription factor，STAT）参与许多细

胞因子的信号转导，对细胞的炎症和免疫反应等产生

重要影响。STAT6 蛋白在支气管哮喘和过敏性疾病中

起重要作用。STAT6 蛋白是诱导 Th2 细胞分化的特异

性转录因子，在 Th2 细胞的分化中起着关键性作用［7］。

细胞因子 IL-13 可抑制 Th1 细胞分化，并且诱导 Th2 细

胞分化。IL-13 基因位于人染色体 5p23-31，此区也是

哮喘的易感区［8］。

本研究制备 PM2.5 加重的哮喘大鼠模型，以探讨

PM2.5 是否作用于 miR155 及 STAT6 基因，为 PM2.5 加重

哮喘的发病机制提供新的线索。

1   材料与方法
1.1  仪器与试剂

TH-150C+ 智能中流量空气总悬浮颗粒物采样

器（武汉天虹仪表有限公司，中国），Grade Ⅴ +OVA

（Sigma，美国），大鼠 IL-13 ELISA 试剂盒（上海西唐

生物科技有限公司，中国），miRNA 提取试剂 RNAzol
®

RT、miR155 引物、miRNA 反转录及扩增试剂盒（广州

复能基因有限公司，中国），STAT6 引物、IL-13 引物、

mRNA 反转录及扩增试剂盒（Takara，日本）。

1.2   方法

1.2.1   PM2.5的采集与处理    采用空气总悬浮颗粒物

采样器和 PM2.5 切割器进行采样，采样点位于车流

量较大的交通路口，距地面高度 1.5 m，采样时间为

2015 年 5—7 月，时间段为 9:00—21:00，同时记录采

样期间的温度、湿度、采样体积。采样完毕后，将滤膜

标记后放入干燥器内。将载有 PM2.5 的滤膜剪为 1 cm×

1 cm 大小，浸入去离子水中，超声振荡 20 min 3 次，洗

脱 PM2.5，振荡液用 6 层纱布过滤，滤液真空冷冻干燥，

于 -80℃冰箱保存备用。

1.2.2   动物的分组与处理    将50只SD大鼠（雄性，体重

180~220 g）随机分为5组：对照组（生理盐水1.5 mL/kg，

按每千克体重计，下同），哮喘组（生理盐水1.5 mL/kg），

哮喘 + 低、中、高染毒组分别为 PM2.5 生理盐水混悬液

1.5、6.0、24.0 mg/kg。对照组大鼠于实验的第 1、8、15

天，分别腹腔注射生理盐水 1 mL，其余 4 组大鼠于实

验的第 1 天腹腔注射生理盐水混悬液 1 mL［含卵清蛋

白（OVA）100 mg、氢氧化铝乳化液 100 mg］致敏，第 8、
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15 天经腹腔注射生理盐水混悬液 1 mL（含 OVA 10 mg、

氢氧化铝乳化液 100 mg）［9］致敏。第 22 天开始，对照

组大鼠用生理盐水 50 mL，其余 4 组给予质量分数为

3% 的 OVA 溶液 50 mL，经超声雾化后激发，每天 1 次，

每次持续 30 min，连续两周。从第 25 天开始，对大鼠

进行气管滴注染毒 PM2.5 混悬液，每 3 天一次，共染毒

4 次，各组染毒浓度参照课题组以往的研究［10］。第36天

处死大鼠，取材后测定相应指标。

1.2.3   支气管肺灌洗液（BALF）细胞总数及分类计数   

将大鼠麻醉后，颈前暴露气管，做横行切口插入连接

注射器的硅胶管，进行右侧支气管的肺泡灌洗，分两次

缓慢注入生理盐水，每次5 mL，每次回收后立即置于离

心管中，1 500 r/min 离心 10 min（离心半径 6.25 cm），上

清置于 -80℃保存，用于细胞因子的检测。细胞沉淀

用 0.5 mL PBS 重悬后，取 10 μL 用血细胞计数板进行

细胞总数的计数；取一滴细胞悬液滴于载玻片上进

行涂片，行瑞士 - 吉姆萨染色，在 400 倍显微镜下根

据形态特征对 200 个白细胞做细胞分类。

1.2.4   肺组织病理切片观察   取大鼠的左下肺组织，

放在质量分数为 4% 的多聚甲醛中固定，石蜡包埋切

片，再进行 HE 染色。

1.2.5   肺组织miR155表达的检测   取 80 mg 左右的肺

组织加入 1 mL RNAzol
®RT 分离小片段 RNA，测定 RNA

纯度并对 RNA 进行定量，纯度在 1.8~2.2 之间。定量

后取小片段 RNA 100 μg，按照 miRNA 加 PolyA 法的试

剂盒进行反转录。PCR 扩增采用 20 μL 反应体系。扩增

条件：95℃预变性 10 min；95℃变性 10 s，60℃退火

20 s，72℃延伸 10 s，共 40 个循环。miR155 的引物名称

是 rno-miR-155-5p，登记号是 MIMAT0030409，产品目

录是 RmiRQP0890。

1.2.6   肺组织STAT6、IL-13基因表达的检测   取 50 mg

左右的肺组织，加入 1 mL RNAzol
®RT 提取总 RNA，测定

RNA 纯度并对 RNA 进行定量，纯度在 1.8~2.2 之间。定

量后取 500 μg 的 RNA 按照试剂盒的说明书进行反转

录。PCR 扩增采用 20 μL 反应体系，扩增条件：95℃

预 变 性 30 s；95 ℃ 变 性 30 s，60 ℃ 退 火 延 伸 共 30 s，

STAT6 共 40 个循环，IL-13 共 50 个循环。各基因引物

序列如表 1 所示。

1.2.7   BALF中 IL-13的测定   按照试剂盒的说明书对

BALF 中的 IL-13 浓度进行测定。

1.3   统计学分析

本实验数据均服从正态分布，用均数 ± 标准差

（x±s）表示，采用 SPSS 22.0 统计软件对数据进行整

理和分析。采用方差分析进行组间比较，若各组方

差齐，则采用 LSD 法进行两两比较；方差不齐采用

Dunnett T3 法做两两比较。检验水准 α=0.05。

表1   各基因引物序列
基因 碱基序列

β-actin-F GGAGATTACTGCCCTGGCTCCTA

β-actin-R GACTCATCGTACTCCTGCTTGCTG

STAT6-F ATCTTCAATGACAACAGCCTTAGCA

STAT6-R GAAGCCTCGGCCCAGTAGAA

IL-13-F AGCATGGTATGGAGCGTGGAC

IL-13-R GCATTGCAACTGGAGATGTTGG

2   结果
2.1   一般状况

激发后期实验组大鼠出现明显的行为变化，如摄

食减少，体重下降，烦躁不安，毛发光泽减弱，呼吸急

促，点头呼吸等典型哮喘症状。整个实验期间（1~36 d）

大鼠体重的变化情况见表 2，实验第 1、22、29 天这三

个时间点各组大鼠的体重并没有明显的差异，而在实

验第 36 天哮喘 + 低、中、高染毒组大鼠的体重低于对

照组和哮喘组（均 P < 0.05）。

表2   实验期间大鼠体重变化情况（mg，x±s）

分组 数量
第 1 天

致敏开始

第 22 天
致敏结束，激
发、染毒开始

第 29 天
激发、染毒

一周后

第 36 天
处死大鼠

对照组 8 250.10±15.72 369.87±24.24 387.63±25.61 412.37±20.20

哮喘组 8 249.95±20.13 354.12±22.23 385.25±24.07 390.25±21.13

哮喘 +
低染毒组

9 244.17±16.84 339.89±29.05 361.89±33.56 340.33±33.70ab

哮喘 +
中染毒组

9 246.93±16.61 342.00±26.28 360.89±30.31 347.56±47.75ab

哮喘 +
高染毒组

9 255.47±14.73 356.67±19.96 363.67±17.81 333.11±27.82ab

［注］a：与对照组相比，P < 0.05；b：与哮喘组相比，P < 0.05。

2.2   肺组织的病理变化

对照组 SD 大鼠 HE 染色可见气道上皮平整，支气

管内壁未见增厚，管腔内无黏液分泌，支气管内壁无

炎性细胞浸润，无纤毛脱落，肺泡结构完整。哮喘组

大鼠可见支气管及血管周围有明显的嗜酸性、淋巴及

中性粒细胞浸润，肺泡隔及气道壁明显增厚，管腔内

有黏液分泌。3 组 PM2.5 不同浓度染毒的哮喘大鼠，支

气管及血管周围有大量嗜酸性、淋巴及中性粒细胞浸

润，管腔内分泌物明显增多，气道平滑肌明显增厚，

肺泡隔断裂，肺泡结构破坏。见图 1。
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图1   各组大鼠肺组织病理变化（HE 染色，×400）

2.3   BALF细胞计数与分类计数百分比

如表 3 所示，哮喘组及 3 个哮喘 +PM2.5 染毒组大

鼠 BALF 的细胞总数、嗜酸粒细胞、中性粒细胞、淋巴

细胞百分比均高于对照组（P < 0.05），巨噬细胞百分

比低于对照组（P < 0.01）；哮喘 + 高染毒组细胞总数、

巨噬细胞百分比低于哮喘 + 低染毒组（P < 0.01），淋巴

细胞百分比高于哮喘 + 低染毒组（P < 0.01）。

表 3   大鼠BALF中细胞总数及分类计数百分比（x±s）

组别
细胞总数
（×106）

嗜酸粒细胞
（%）

中性粒细胞
（%）

巨噬细胞
（%）

淋巴细胞
（%）

对照组 5.85±2.58 3.46±1.58 12.64±3.05 69.6±3.78 14.22±3.00

哮喘组 34.14±13.16a 17.48±4.27a 21.48±6.57a 41.48±8.00a 19.55±4.72a

哮喘 +
低染毒组

23.94±6.96ab 27.45±4.72ab 29.77±5.50ab 17.22±4.95ab 25.55±4.62ab

哮喘 +
中染毒组

10.23±2.75bc 28.62±4.37ab 35.34±6.53ab 8.53±6.00ab 27.51±3.54ab

哮喘 +
高染毒组

8.06±5.50bc 31.13±1.80ab 34.12±4.27ab 4.64±1.88abc 30.11±4.93abc

F 26.002 83.091 26.081 218.516 18.939

P 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001

［注］a：与对照组相比，P < 0.01；b：与哮喘组相比，P < 0.01；c：与

哮喘+低染毒组相比，P < 0.01。

2.4   肺组织miR155基因和 STAT6基因的表达
如 图 2 所 示，哮 喘 + 中、高 染 毒 组 大 鼠 肺 组 织

miR155基因的相对表达量明显高于对照组、哮喘组（P < 

0.05）。与对照组相比，哮喘 + 中、高染毒组大鼠肺组

织 STAT6 基因的相对表达量明显升高（P < 0.05）。

［注］A：miR155基因；B：STAT6基因。a：与对照组相比，P < 0.05；b：

与哮喘组相比，P < 0.05；n=5。

图2   大鼠肺组织miR155基因及STAT6基因的相对表达量

2.5   大鼠肺组织miR155及STAT6基因表达的相关性
 5 组大鼠肺组织 miR155 及 STAT6 基因表达水平

呈正相关（r=0.843），双侧 Pearson 检验 P < 0.001，差

异有统计学意义。

2.6   大鼠肺组织 IL-13基因和BALF中 IL-13蛋白的表达

与对照组、哮喘组相比，哮喘 + 低、中、高染毒组

大鼠肺组织 IL-13 基因表达量和 BALF 中 IL-13 蛋白表

达差异无统计学意义（P > 0.05）。见表 4。

表4   大鼠BALF的 IL-13蛋白水平及肺组织 IL-13基因
相对表达量（x±s）

组别 BALF IL-13 蛋白（ng/L） 肺组织 IL-13 基因

对照组 12.47±1.82 1.08±0.47

哮喘组 13.79±4.72 1.57±0.07

哮喘 + 低染毒组 18.32±4.50 2.43±1.80

哮喘 + 中染毒组 18.27±3.51 2.66±1.17

哮喘 + 高染毒组 14.69±2.81 3.45±1.66

3   讨论 
本研究中的 PM2.5 均来自于交通路口，主要由含

碳颗粒、初级矿物尘颗粒、反应矿物尘颗粒物等组成，

其中无机元素（钾、钠、钙、镁、锌、铅、砷、汞、镍、

镉）占 PM2.5 的质量比约为 20.42%~35.70%，13 种多环

芳烃占 PM2.5 的质量比约为 0.21%~0.55%，还包括 4 种

阴离子 SO4
2-、Cl-、NO3

- 及 F-［11］。

支气管哮喘是由肥大细胞、嗜酸粒细胞、T 淋巴

细胞及中性粒细胞等炎症细胞及细胞因子参与的一

种以气道炎症、气道高反应性及气道重塑为特征的慢

性反复性气道炎症疾病。本实验建立大鼠哮喘模型

后，发现哮喘组大鼠出现摄食减少，毛发光泽减弱，

端坐呼吸，呼吸急促等明显的哮喘样症状。哮喘大鼠

体重的净增长明显低于对照组。

本研究结果表明，哮喘组 BALF 细胞总数明显高

［注］A：对照组；

B：哮喘组；

C：哮喘+低染毒组；

D：哮喘+中染毒组；

E：哮喘+高染毒组。

A B

C D

E

A B
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于对照组，但 PM2.5 染毒的哮喘大鼠 BALF 细胞总数随

着 PM2.5 染毒浓度的增加而降低，可能是由于 PM2.5 粒

径较小，易阻塞肺细支气管及终末细支气管的腔隙，

导致肺灌洗不彻底而使 BALF 中的细胞数减少；也可

能是由于随着 PM2.5 染毒浓度的增加，且 PM2.5 的成分

复杂，导致肺各级支气管及肺泡结构的破坏而引起

BALF 中细胞数减少。PM2.5 染毒的哮喘大鼠，支气管

及血管周围有大量嗜酸性粒细胞、淋巴细胞及中性粒

细胞浸润，肺泡隔断裂，肺泡结构破坏；PM2.5 染毒的

哮喘大鼠的嗜酸粒细胞、中性粒细胞、淋巴细胞百分

比明显高于哮喘组。嗜酸性粒细胞是支气管哮喘气道

炎症的关键效应细胞，激活后不仅释放许多介质和细

胞因子参与炎症反应，而且释放的细胞毒性物质可引

起气道上皮损伤［12］。

Kohanbash 等［13］的研究发现 miRNA 和 STAT 之间

可以相互调控，而它们之间的调控作用可能会对免疫

细胞有促进或抑制作用。Malmhall 等［14］研究表明，在

过敏原致敏的野生型小鼠肺组织中，miR155 的表达

量明显增加。Kuo 等［15］研究发现，miR155 的表达量

在哮喘小鼠的肺组织中明显高于非哮喘的正常小鼠。

于新怀等［16］研究表明，由 OVA 致敏和激发的哮喘组

大鼠与对照组大鼠相比，气道和肺组织中 STAT6 蛋

白表达明显增加。本研究发现 PM2.5 染毒的哮喘大鼠

肺组织中 miR155 及 STAT6 基因的表达量高于哮喘组

及对照组，与上述研究结果相一致。本实验 miR155
与 STAT6 的相关性分析发现，相关系数 r=0.843，说

明 miR155 和 STAT6 明显相关。miR155 作用于 IL-13Rα
的 3’-UTR 区，IL-4 和 IL-13 绑 定 到 Ⅱ 型 受 体 启 动 信

号级联放大而引起 STAT6 蛋白的磷酸化和活化［17］。

Litvinov 等［18］的研究表明，STAT6 蛋白的表达和 Th2

型细胞相关。STAT6 蛋白是 Th2 细胞特异性的转录因

子，被 IL-4、IL-13 等细胞因子激活后促使 Th2 细胞的

增殖、分化，导致 Th2 细胞功能亢进，而 Th2 细胞功能

亢进在哮喘的发病机制中起到重要作用。肺上皮细胞

中 STAT6 蛋白的表达对 IL-13 引起的哮喘症状是必不

可少的［19］。Brightling 等［20］研究发现，IL-13 与基因多

态性的关联进一步证实了其在哮喘发病中的关键作

用，细胞因子 IL-13 在哮喘中表达增加，其生物学效应

主要表现为气道炎症。在本研究中，PM2.5 染毒的各组

哮喘大鼠 BALF 中 IL-13 水平及大鼠肺组织 IL-13 基因

表达量增高不明显，这可能与样本数量少，且 IL-13 属

于分泌型蛋白，基因表达量低有关。

综上所述，miR155 与 STAT6 可能在 PM2.5 加重哮

喘的过程中起一定作用，而且 miR155 与 STAT6 之间

可能相关，为哮喘加重的机制和治疗提供了新思路。
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