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  [摘要] 目的 探讨 miR-96-5p在2型 糖 尿 病(type2diabetesmellitus,T2DM)相 关 肺 结 核(pulmonary
tuberculosis,PTB)调节中的作用。方法 构建T2DM 相关PTB小鼠模型,实时定量反转录聚合酶链式反应分析

miR-96-5p在T2DM相关PTB小鼠肺组织中的表达,Masson染色和 HE染色分析肺纤维化和肺损伤情况;免疫组

织化学和 Westernblot检测Janus激酶(Januskinase,JAK)/信号传导及转录激活蛋白(signaltransducerand
activatoroftranscription,STAT)信号通路相关蛋白的表达;试剂盒分析血清中游离脂肪酸(freefattyacids,FFA)

和三酰甘油水平。结果 miR-96-5p在T2DM相关PTB小鼠肺组织中显著高表达,抑制 miR-96-5p可以减轻肺组

织的纤维化和肺损伤,降低T2DM相关PTB小鼠肺组织和血清中白细胞介素(interleukin,IL)-6、肿瘤坏死因子α
(tumornecrosisfactor-α,TNF-α)和IL-1β的水平,降低 T2DM 相关PTB小鼠肺组织中FFA和三酰甘油水平。

p-JAK2和p-STAT3在T2DM相关PTB小鼠的肺组织中表达上调。JAK/STAT信号通路抑制剂(AZD1480)可以

逆转 miR-96-5p过表达对T2DM 相关PTB小鼠模型中的肺纤维化和肺损伤的促进作用,可以减弱 miR-96-5p过

表达对T2DM相关PTB小鼠肺组织和血清中IL-6、TNF-α和IL-1β水平的促进作用,降低血清中FFA和三酰甘油

水平。结论 miR-96-5p通过调节JAK/STAT信号通路促进对T2DM相关PTB小鼠的炎症反应。
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ThemechanismofmiR-96-5pregulatinginflammatoryresponseofmicewithtype2diabetes
mellitus-associatedpulmonarytuberculosisviatheJAK/STATsignalingpathway
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HeilongjiangProvince,Harbin150500,China)

[Abstract] Objective ToinvestigatetheroleofmiR-96-5pintheregulationoftype2
diabetesmellitus (T2DM)-associatedpulmonarytuberculosis (PTB).Methods A T2DM-
associatedPTB mouse modelwasconstructed.Real-timequantitativereversetranscription
polymerasechainreaction(qRT-PCR)wasusedtoanalyzetheexpressionofmiR-96-5pinlung
tissueofmicewithT2DM-associatedPTB.MassonstainingandHEstainingwereusedtoanalyze
pulmonaryfibrosisandlunginjury.TheexpressionofJanuskinase(JAK)/signaltransducerand
activatoroftranscription (STAT)signaling pathway-related proteins was detected by
immunohistochemistryandWesternblot.Thelevelsoffreefattyacids(FFA)andtriglyceridein
serumwereanalyzedbykits.Results MiR-96-5pwashighlyexpressedinthelungtissueofmice
withT2DM-associatedPTB.InhibitionofmiR-96-5pcouldreducefibrosisandlunginjuryinlung
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tissue,reducethelevelsofinterleukin(IL)-6,tumornecrosisfactor-α(TNF-α)andIL-1βin
lungtissueandserumofmicewithT2DM-relatedPTB,andreducethelevelsofFFAand
triglycerideinlungtissueofmicewithT2DM-relatedPTB.Theexpressionofp-JAK2andp-
STAT3wasup-regulatedinthelungtissueofmicewith T2DM-relatedPTB.JAK/STAT
signalingpathwayinhibitor (AZD1480)couldreversethepromotingeffectof miR-96-5p
overexpressiononpulmonaryfibrosisandlunginjuryinT2DM-relatedPTBmousemodel,and
couldweakenthepromotingeffectofmiR-96-5poverexpressiononthelevelsofIL-6,TNF-αand
IL-1βinlungtissueandserumofmicewithT2DM-relatedPTB,andreducethelevelsofFFAand
triglycerideinserum.Conclusion miR-96-5ppromotesinflammatoryresponsesofmicewith
T2DM-associatedPTBbyregulatingtheJAK/STATsignalingpathway.

[Keywords] diabetesmellitus,type2;tuberculosis,pulmonary;microRNAs

  2型糖尿病(type2diabetesmellitus,T2DM)
是结核病(pulmonarytuberculosis,PTB)的一个主

要危险因素[1]。T2DM 患者患 PTB的风险是非

T2DM患者的2~8倍[2]。如今,新出现的 T2DM
大流行给全球公共卫生带来了重大挑战,这使得

T2DM和PTB成为主要的健康问题[3]。病理学上,
结核分枝杆菌(mycobacteriumtuberculosis,MTB)
感染是PTB的主要因素[4-5]。T2DM 不仅会增加

MTB的易感性,还会通过影响疾病表现增加对

PTB治疗的无反应性以及治疗失败、复发和死亡的

风险,加重PTB的严重程度[6-7]。因此,探索影响

T2DM相关PTB的发病机制至关重要。miRNAs
是一类非编码 RNA,参与包括炎症和免疫反应在

内的各种细胞过程[8-9]。先前报道了诸多影响PTB
进展 的 miRNA,miR-30c、miR-29a-3p、miR-378、

miR-892b、miR-199b-5p和 miR-582-5p等在 PTB
中异常表达,可能作为PTB的诊断标志物[10-13]。

Yuan等[14]报道,miR-196b-5p的上调通过靶向细

胞因子信号传导抑制剂3(suppressorofcytokine
signaling3,SOCS3)蛋白和激活长期吸烟相关活动

性肺结核患者巨噬细胞中的STAT3蛋白来减弱卡

介苗的摄取。miR-96-5p是最近报道的参与疾病进

展的调节因子。Qin等[15]发现,miR-96-5p可促进

乳腺癌迁移。Liu等[16]报道,miR-96-5p通过靶向

RhoGTP 酶激活蛋白 6(rhoGTPaseactivating
protein6,ARHGAP6)蛋白促进肺腺癌增殖、迁移

和侵袭。在脓毒症的研究中发现,泛素特异性肽酶

7(ubiquitin-specificprotease7,USP7)通过去泛素

化上调SRY盒转录因子9(SRY-boxtranscription
factor9,SOX9)的表达,SOX9通过与 miR-96-5p
启动子区结合抑制 miR-96-5p的表达,从而促进

NOD样受体热蛋白结构域相关蛋白3(NOD-like
receptorthermalproteindomainassociatedprotein

3,NLRP3)的表达,进而加剧脓毒症引起的心肌损

伤和 心 肌 细 胞 焦 亡[17]。目 前 关 于 miR-96-5p在

PTB中的作用和功能尚未可知。本研究通过建立

T2DM 相 关 PTB 小 鼠 模 型,探 索 miR-96-5p在

T2DM相关PTB的炎症反应中所发挥的作用及机

制,并进一步探索 miR-96-5p下游调控通路。围绕

该通路作为抗结核治疗的靶点有望降低T2DM 患

者PTB进展的风险、提高T2DM 相关PTB患者的

治疗、开发潜在的治疗药物。报告如下。

1 材 料 与 方 法

1.1 动 物 模 型 构 建  建 立 链 脲 佐 菌 素

(streptozocin,STZ)诱导的T2DM 小鼠模型。4周

龄C57BL/6J小鼠购自VitalRiver实验室(China)。
连续5d腹 腔 注 射 链 脲 佐 菌 素(streptozotocin,

STZ)(60mg/kg)。然后,每周检查1次血糖水平。
超过16.7mmol/L即可视为成功建立T2DM 小鼠

模型。本研究经医院动物伦理委员会批准通过。所

有实验程序均符合ARRIVE指南。
将构 建 成 功 的 T2DM 小 鼠 模 型 进 行 MTB.

H37Rv(ATCC,USA)处理,用于诱导小鼠PTB。
将细菌在7H9液体培养基中培养至中对数生长阶

段,然后在-70℃下冷冻。细菌计数在补充有油白

蛋白 葡 萄 糖 过 氧 化 氢 酶(oleicalbumindextrose
catalase,OADC)的7H10琼脂平板上进行。对于

感染,将细菌在10mL盐水中稀释至0.5×106 菌落

形成单位(colonyformingunits,CFU)/mL、1×106

CFU/mL、2×106CFU/mL和3×106CFU/mL,然
后装入雾化器中进行气溶胶暴露。在初步实验中,
每个笼中有3只小鼠,暴露于不同H37Rv浓度的气

溶胶中15min。24h后,对小鼠实施安乐死,并通

过神经反射、眨眼反射和心跳的丧失确认动物死亡,
排除心脏骤停的可能性。然后,将全肺匀浆样品涂
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覆在含有 OADC的7H10琼脂板上。在37℃和

5%CO2 孵育22d后,测定肺组织中的CFU。选择

气溶胶暴露期间在肺部沉积约100个细菌的浓度。
对照组T2DM小鼠模型给予PBS处理。

1个月后,将 miR-96-5pAntagomiR(5nmol)、

miR-96-5pagomiR(5nmol)、JAK/STAT通路抑制

剂(AZD1480)(1mg·mL-1·kg-1)通过腹腔注射

2次。治疗2周后,对小鼠进行安乐死后。收集血

清用于炎性细胞因子检测,收集肺组织,将左侧组织

切成切片进行组织病理学染色,而将右侧组织制成

匀浆进行RNA和蛋白质表达检测。

1.2 动物实验分组 将动物进行分组,每组10只。

PBS组(T2DM 小鼠模型给予PBS治疗);MTB组

(T2DM 小 鼠 模 型 给 予 MTB 处 理);miR-96-5p
AntagomiR组(T2DM 小鼠模型给予 MTB处理后

进行 miR-96-5pAntagomiR治疗);agomiRNC+
PBS组(T2DM 小鼠模型给予 MTB处理后进行

agomiRNC和PBS治疗)miR-96-5pagomiR+PBS
组(T2DM小鼠模型给予MTB处理后进行miR-96-
5pagomiR 和 PBS 治 疗);miR-96-5pagomiR+
AZD1480组(T2DM小鼠模型给予 MTB处理后进

行miR-96-5pagomiR和AZD1480治疗)。

1.3 组织病理学染色 将肺组织在4%多聚甲醛中

固定48h,包埋在石蜡中,切成切片。然后对切片

进行 苏 木 精 和 伊 红(hematoxylin-eosinstaining,

HE)染色和马松(Masson)染色。对于 HE染色,将
组织切片去角质并用苏木精和伊红染色以进行组织

学检查。对于 Masson染色,切片依次用苏木精和

氧化铁、酸性品红、磷钼酸和乙酸处理,然后涂上中

性胶。拍摄照片并在HE切片中测量皮肤厚度。然

后根据肺组织中的炎症浸润进行组织病理学评分,
评分范围为0~4分[18]:0分,无炎症;1分,1%~
5%浸润面积;2分,26%~50%浸润面积;3分,

51%~75%浸润面积;4分,76%~100%浸润面积。

在显微镜下测定每个组织切片,随机选择8个场以

评估纤维组织的比率。使用Image-ProRPlus6.0
软件(MediaCybernetics,USA)测定纤维化面积。

1.4 免疫组织化学 对肺组织切片脱蜡后,用

100μL3% H2O2 在湿箱中处理20min,阻断内源

性过氧化物酶。用柠檬酸盐微波修复液进行抗原修

复。用trisbufferedsalinetween(TBST)缓冲液稀

释的5%脱脂牛奶堵塞切片,在室温下孵育20min。
然后,丢弃孵育的缓冲液,加入p-JAK2、p-STAT3
抗体(Abcam),在4 ℃孵 育 过 夜。切 片 用 二 抗

(Abcam)培养20min。切片用2,4-二氨基丁酸显

色,苏木精复染,显微镜下观察。

1.5  酶 联 免 疫 吸 附 实 验 (enzymelinked
immunosorbentassay,ELISA) 使用相应的商品

化ELISA试剂盒(杭州联科生物技术股份有限公

司,China)测定血清和组织匀浆中的白细胞介素

(interleukin,IL)-6、IL-1β 和 肿 瘤 坏 死 因 子 α
(tumornecrosisfactor-α,TNF-α)蛋白水平。在96
孔板上进行测量,并使用分光光度计测定450nm
波长下的吸光值。

1.6 血脂水平测定 对血液进行离心,收集血清,
通过商业检测试剂盒(Solarbio,China)测量游离脂

肪酸(freefattyacids,FFA)和三酰甘油的水平。

1.7 实时定量反转录聚合酶链式反应(real-time
quantitativereversetranscription-polymerasechain
reaction,qRT-PCR) 使用 RNApureTotalRNA
FastExtractionKit(BioTekeCorporation)提取肺

组织 的 总 RNA,并 按 照 试 剂 盒 的 说 明 使 用

PromeScriptRTKit(TakaraBiotechnologyLtd.)
反转录成cDNA。使用iQSYBRGreenSupermix
kit(BIO-RAD)在 ABI 7300 仪 器 (Applied
Biosystem)上进行qRT-PCR。以 U6作为 miRNA
的内参,使用2-△△Ct方法测定目的基因的相对表

达。qRT-PCR引物序列见表1。
表1 qRT-PCR引物序列

Table1 qRT-PCRprimersequences

基因 正向引物 反向引物

miR-96-5p 5'-ACGATGCACCTGTACGATCA-3' 5'-TCTTTCAACACGCAGGACAG-3'
U6   5'-CGCGCTTCGGCAGCACA-3'   5'-AAGCGAAGTGCTTAAAGCGT-3'

1.8 蛋白质免疫印迹法(Westernblot,WB) 蛋白

质提取以及 WesternBlot检验的相关步骤参考Qin
等[15]的方法进行。一抗主要有兔抗人β-actin 、

JAK2/p-JAK2、STAT3/p-STAT3(Abcam)。二抗

山羊抗兔IgG(ThermoFisherScientific,USA)。

1.9 统计学方法 应用SPSS21.0统计软件分析

数据。计量资料比较采用t检验、单因素方差分析

和SNK-q检验。P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 miR-96-5p在T2DM相关PTB小鼠模型中表

达增加 建立了T2DM 相关PTB小鼠模型,并评
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估了miR-96-5p的表达。Masson染色结果显示,在

T2DM相关PTB小鼠中观察到肺组织纤维化(图

1A)。HE染色结果显示,在 T2DM相关PTB小鼠

的肺组织有大面积炎症细胞浸润和明显肺损伤(图

1B)。与PBS组比较,MTB组小鼠肺组织和血清中

IL-6、TNF-α和IL-1β水平显著增加,差异有统计学

意义(P<0.05),见表2,3。与PBS组比较,MTB
组小鼠肺组织中miR-96-5p、p-JAK和p-STAT3表

达明显上调,差异有统计学意义(P<0.05),见表4、

5,图1C~D。

图1 miR-96-5p在T2DM相关PTB小鼠模型中表达增加

A.Masson染色检测肺组织纤维化(×200);B.HE染色检测肺损伤(×200);C.免疫组织化学分析p-JAK和p-STAT3的表达

(×200);D.WB检测p-JAK和p-STAT3的表达
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Figure1 IncreasedexpressionofmiR-96-5pinT2DM-associatedPTBmousemodel
表2 PBS组和MTB组小鼠肺组织中IL-6、TNF-α和

IL-1β水平比较

Table2 ComparisonofthelevelsofIL-6,TNF-αandIL-1β
inlungtissueofmiceinPBSgroupandMTBgroup

(n=10,x-±s,ng/L)

组别 IL-6 TNF-α IL-1β
PBS组 16.52±1.07 11.14±1.21 13.18±1.09
MTB组 68.46±2.24 74.57±5.28 125.42±6.58
t值 66.164 37.029 53.216
P 值 <0.001 <0.001 <0.001

表3 PBS组和MTB组小鼠血清中IL-6、TNF-α和

IL-1β水平比较

Table3 ComparisonofthelevelsofIL-6,TNF-αandIL-1β
inserumofmiceinPBSgroupandMTBgroup

(n=10,x-±s,ng/L)

组别 IL-6 TNF-α IL-1β
PBS组 12.32±1.45 39.15±1.47 23.35±1.23
MTB组 69.26±2.12 119.34±9.43 133.87±8.76
t值 70.105 26.570 39.509
P 值 <0.001 <0.001 <0.001

表4 PBS组和MTB组小鼠肺组织中miR-96-5p水平

Table4 ThelevelofmiR-96-5pinlungtissueofmice
inPBSgroupandMTBgroup

(n=10,x-±s)

组别 miR-96-5p水平

PBS组 1.00±0.11
MTB组 4.65±0.19
t值 52.574
P 值 <0.001

表5 PBS组和MTB组小鼠肺组织中p-JAK2和

p-STAT3阳性细胞百分比

Table5 Thepercentageofp-JAK2andp-STAT3positive
cellsinlungtissueofmiceinPBSgroupandMTBgroup

(n=10,x-±s,%)

组别 p-JAK2 p-STAT3

PBS组 9.51±1.07 38.04±4.59
MTB组 12.12±1.31 48.13±5.54
t值 4.880 4.435
P 值 <0.001 <0.001

2.2 抑制miR-96-5p可以减轻T2DM相关PTB小

鼠模型的炎症和肺损伤 探究了对 miR-96-5p对

T2DM 相关 PTB小鼠的炎症和肺损伤的 影 响。

Masson染色结果显示,与AntagomiRNC组比较,

miR-96-5pAntagomiR组抑制了T2DM 相关PTB
小鼠的肺组织纤维化(图2A)。HE染色结果显示,
与 AntagomiRNC组比较,miR-96-5pAntagomiR
组抑制了T2DM相关PTB小鼠的肺损伤(图2B)。
与 AntagomiRNC组比较,miR-96-5pAntagomiR
组肺组织和血清中IL-6、TNF-α和IL-1β水平明显

降低,差异有统计学意义(P<0.05),见表6,7。与

AntagomiRNC组比较,miR-96-5pAntagomiR组

血清中FFA和三酰甘油水平明显降低,差异有统计

学意义(P<0.05),见表8。

图2 抑制miR-96-5p可以减轻T2DM相关PTB小鼠模型的炎症和肺损伤

A.Masson染色检测肺组织纤维化(×200);B.HE染色检测肺损伤(×200)

Figure2 InhibitingmiR-96-5pthatcanalleviateinflammationandlunginjuryinT2DM-associatedPTBmousemodels

·5031·河 北 医 科 大 学 学 报  第45卷 第11期



表6AntagomiRNC组和miR-96-5pAntagomiR组小鼠肺组织中IL-6、TNF-α和IL-1β水平比较

Table6 ComparsionofthelevelsofIL-6,TNF-αandIL-1βinlungtissueofmiceinAntagomiRNCgroupand
miR-96-5pAntagomiRgroup

(n=10,x-±s,ng/L)

组别 IL-6 TNF-α IL-1β
AntagomiRNC组 63.29±1.32 67.45±1.29 123.21±9.78
miR-96-5pAntagomiR组 30.08±3.05 24.52±2.18 45.32±3.04
t值 31.600 53.594 24.050
P 值 <0.001 <0.001 <0.001

表7 AntagomiRNC组和miR-96-5pAntagomiR组小鼠血清中IL-6、TNF-α和IL-1β水平比较

Table7 ComparsionofthelevelsofIL-6,TNF-αandIL-1βinserumofmiceinAntagomiRNCgroupand
miR-96-5pAntagomiRgroup

(n=10,x-±s,ng/L)

组别 IL-6 TNF-α IL-1β
AntagomiRNC组 73.38±1.37 69.17±1.94 113.76±10.04
miR-96-5pAntagomiR组 32.32±2.04 29.45±2.48 35.54±2.76
t值 52.839 39.892 23.756
P 值 <0.001 <0.001 <0.001

表8 AntagomiRNC组和miR-96-5pAntagomiR组

小鼠血清中FFA和三酰甘油水平比较

Table8 ComparsionofthelevelsofFFAandtriglyceridein
serumofmiceinAntagomiRNCgroupandmiR-96-5p

AntagomiRgroup
(n=10,x-±s,mmol/L)

组别 FFA 三酰甘油

AntagomiRNC组 0.43±0.02 0.86±0.06
miR-96-5pAntagomiR组 0.28±0.02 0.63±0.07
t值 18.496 8.203
P 值 <0.001 <0.001

2.3 抑制JAK/STAT通路可以减轻T2DM 相关

PTB小鼠模型的炎症和肺损伤 探究了对 miR-96-
5p通过JAK/STAT通路对T2DM 相关PTB小鼠

的炎症和肺损伤的影响。Masson染色结果显示,与

agomiRNC+PBS组比较,miR-96-5pagomiR组促

进了T2DM相关PTB小鼠的肺组织纤维化和肺损

伤,而 进 一 步 添 加 JAK/STAT 通 路 抑 制 剂

(AZD1480)处理逆转了 T2DM 相关PTB小鼠中

miR-96-5pagomiR处理对肺纤维化和肺损伤的促

进作用(图3A,B)。与agomiRNC+PBS组比较,

miR-96-5pagomiR组肺组织和血清中IL-6、TNF-α
和IL-1β水平明显升高,而进一步添加AZD1480处

理逆转了这一结果,差异有统计学意义(P<0.05),
见表9、10。miR-96-5pagomiR组血清中FFA和三

酰甘油水平明显升高,添加AZD1480处理使血清中

FFA和三酰甘油的水平降低,差异有统计学意义

(P<0.05),见表11。

图3 抑制JAK/STAT通路可以减轻T2DM相关PTB小鼠模型的炎症和肺损伤

A.Masson染色检测肺组织纤维化(×200);B.HE染色检测肺损伤(×200)

Figure3 InhibitingtheJAK/STATpathwaythatcanalleviateinflammationandlunginjuryinT2DM-associatedPTBmouse
models
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表9 各组小鼠肺组织中IL-6、TNF-α和IL-1β水平比较

Table9 ComparsionofthelevelsofIL-6,TNF-αandIL-1βinlungtissueofmiceineachgroup
(n=10,x-±s,ng/L)

组别 IL-6 TNF-α IL-1β
agomiRNC+PBS组 65.26±1.38 69.16±1.34 126.34±9.21
miR-96-5pagomiR+PBS组 103.16±9.07* 124.53±12.11* 230.39±13.04*

miR-96-5pagomiR+AZD1480组 59.37±6.05# 62.33±7.12# 117.04±12.37#

F 值 140.292 175.285 291.274
P 值 <0.001 <0.001 <0.001

*P 值<0.05与agomiRNC+PBS组比较 #P 值<0.05与miR-96-5pagomiR+PBS比较(SNK-q检验)

表10 各组小鼠血清中IL-6、TNF-α和IL-1β水平比较

Table10 ComparsionofthelevelsofIL-6,TNF-αandIL-1βinserumofmiceineachgroup
(n=10,x-±s,ng/L)

组别 IL-6 TNF-α IL-1β
agomiRNC+PBS组 73.38±1.37 69.86±5.06 111.65±9.06
miR-96-5pagomiR+PBS组 132.38±12.04* 129.49±7.43* 235.52±14.23*

miR-96-5pagomiR+AZD1480组 69.59±7.28# 65.52±5.28# 103.24±9.37#

F 值 186.101 352.698 441.929
P 值 <0.001 <0.001 <0.001

*P 值<0.05与agomiRNC+PBS组比较 #P 值<0.05与miR-96-5pagomiR+PBS比较(SNK-q检验)

表11 各组小鼠血清中FFA和三酰甘油水平比较

Table11 ComparsionofthelevelsofFFAandtriglyceride

inserumofmiceineachgroup
(n=10,x-±s,mmol/L)

 组别 FFA 三酰甘油

agomiRNC+PBS组 0.42±0.03 0.88±0.05
miR-96-5pagomiR+PBS组 0.78±0.08* 1.77±0.07*

miR-96-5pagomiR+AZD1480组 0.39±0.05# 0.79±0.09#

 F 值 155.955 553.792
 P 值 <0.001 <0.001

*P 值<0.05与agomiRNC+PBS组比较 #P 值<0.05与 miR-

96-5pagomiR+PBS比较(SNK-q检验)

3 讨  论

T2DM已被视为PTB的关键风险因素[19-20]。
最近研究表明,PTB通常与人体免疫密切相关。因

此,与免疫系统相关的因素始终是结核病的重要研

究课题[21]。在PTB的发生和发展过程中,存在细

胞和体液免疫缺陷。参与细胞免疫应答的细胞主要

包括巨噬细胞、T淋巴细胞和自然杀伤细胞[22-23]。
一项研究表明,参与结核病免疫应答的细胞因子包

括Th1型细胞因子,如IL-2和干扰素γ(interferon-γ,

IFN-γ),Th2型细胞因子如IL-5和IL-4,以及促炎

细胞因子如TNF-α、IL-1和IL-6。当肺部受到结核

分枝杆菌攻击时,结核分枝杆菌的抗原或代谢产物

会激活肺部巨噬细胞产生炎性因子,如 TNF-α和

IL-2。随后,炎症因子促进肺部巨噬细胞和支气管

上皮细胞产生IL-6。细胞因子和内毒素激活单核

吞噬细胞可诱导血液中TNF-α和IL-6的升高[24]。

本研究结果显示,T2DM相关PTB小鼠模型肺组织

和血清中IL-6、TNF-α和IL-1β的水平显著增加,说
明T2DM相关的PTB小鼠肺组织有大面积炎症细

胞浸润。还发现使用 miR-96-5pAntagomiR处理

抑制了T2DM相关PTB小鼠的肺组织纤维化和肺

损伤,并降低了肺组织和血清中IL-6、TNF-α和

IL-1β的水平。

miRNAs被报道参与包括炎症和免疫反应在

内的各种细胞过程[8-9]。在PTB的研究中,发现许

多miRNAs对PTB具有很高的诊断价值,并且可

能作为诊断和预后标志物[11,25]。Sun等[12]研究发

现,miR-378在PTB中高度表达,活性组表达高于

潜在组,血清miR-378表达>1.490在PTB诊断中

具有较高的敏感度和特异度,miR-378的高表达预

示着更高的不良结局发生率。Wang等[26]报道,磷
酸 化 STAT3 抑 制 microRNA-19b/1281 加 重

T2DM相关PTB小鼠的肺损伤。本研究结果显示,

miR-96-5p在T2DM相关PTB小鼠模型肺组织中

显著上调。抑制 miR-96-5p可以减轻 T2DM 相关

PTB小鼠模型的炎症和肺损伤。先前研究报道,

miR-96-5p在 卵 巢 癌 中 高 表 达,circFBXO7调 控

miR-96-5p/MTSS1 轴 促 进 卵 巢 进 展[27]。Park
等[28]发现miR-96-5p靶向磷酸酯酶与张力蛋白同

源物(phosphataseandtensinhomolog,PTEN )介
导透明细胞肾细胞癌对舒尼替尼的耐药性。在炎症

相关疾病中,Wu等[29]报道,lncRNAZFAS1的沉

默通过介导脓毒症中 miR-96-5p/氧化应激反应激

酶1(oxidativestressresponsivekinase1,OXSR1)
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轴减轻脂多糖诱导的急性肺损伤。Chen等[30]报道

miR-96-5p在新生儿败血症中通过靶向烟酰胺磷酸

核糖转移酶和调节核因子κB途径减轻炎症反应。
本研究首次在PTB中证实了miR-96-5p的表达,以
及miR-96-5p在T2DM相关PTB小鼠炎症反应中

作用及分子机制。还发现 miR-96-5p调控JAK/

STAT通路可以增强T2DM相关PTB小鼠模型的

炎症和肺损伤。
近年来,JAK/STAT信号通路被诸多研究证实

在调节肿瘤增殖、分化、凋亡、炎症反应和免疫反应

中 发 挥 关 键 作 用[31-33]。如 miR-203 通 过 靶 向

SOCS3调节JAK-STAT通路促进胰腺癌症细胞增

殖,并抑制细胞凋亡[34];miR-409下调JAK/STAT
通路以抑肝癌细胞增殖[35]。在其他疾病中发现,补
阳还五汤中的有效成分糖苷通过JAK/STAT信号

通路抑制动脉粥样硬化炎症[36]。Li等[37]研究发

现,黄芩苷乙胺丁醇片治疗 PTB大鼠可以降低

PTB大鼠肺组织中磷酸化JAK2和磷酸化STAT3
的蛋白水平。本研究通过JAK/STAT 信号通路

AZD1480处理 T2DM 相关 PTB小鼠模型,发现

AZD1480处 理 逆 转 了 T2DM 相 关 PTB 小 鼠 中

miR-96-5pagomiR处理对肺纤维化和肺损伤的促

进作用。
综上所述,miR-96-5p通过激活JAK/STAT信

号通路,从而加重对2型糖尿病相关肺结核小鼠的

炎症反应。这是首次发现 miR-96-5p在PTB中的

作用机制。本研究尚未探究 miR-96-5p在PTB中

的下游机制,是否涉及其他调控机制尚不清楚。此

外,本研究仅验证了JAK/STAT通路的抑制作用,

PI3K/AKT的功能还需在后续实验中进一步探讨。
未来,将探索miR-96-5p/PI3K/AKT调控网络的具

体机制,并确定miR-96-5p作为PTB治疗靶点口的

可行性。
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