
ＷＨＲ降低，Ｔ水平升高［３］
。而在本研究中，不同组

的临床特征比较显示，ＢＭＩ和 ＷＨＲ在 １≤ＬＨ／
ＦＳＨ＜２组高于 ＬＨ／ＦＳＨ≥２组（Ｐ＜０．０５），此部分
结果与上述一致，但并未发现 ＢＭＩ和 ＷＨＲ低于
ＬＨ／ＦＳＨ＜１组。一方面可能由于本研究样本量少
故未发现上述差异，另一方面由于目前对于 ＰＣＯＳ
患者 ＬＨ／ＦＳＨ＜１的研究甚少，因此需要大数据更
深入的研究再进行探讨。李玉婷

［１０］
研究显示，随着

ＢＭＩ的增长，ＰＣＯＳ患者血脂异常的发生率显著增
加，依据 ＢＭＩ分层比较血脂异常的发病情况，发现
ＰＣＯＳ患者血脂异常的总发生率从 ＢＭＩ＜１８ｋｇ／ｍ２层
的０增加到 ＢＭＩ≥２８ｋｇ／ｍ２层的 ３３．３３％，差异有统
计学意义（Ｐ＝０．００７），故 ＢＭＩ增加是是血脂异常的
重要危险因素。因此，控制体重是治疗 ＰＣＯＳ患者脂
代谢异常的首要目标。本研究结果显示 ＢＭＩ和
ＷＨＲ在１≤ＬＨ／ＦＳＨ＜２组中最高，差异有统计学意
义，因此 ＴＧ、ＴＣ、ＬＤＬ水平在 １≤ＬＨ／ＦＳＨ＜２组均高
于另外两组。本研究并未发现 ＦＰＧ、ＦＩＮＳ及 ＨＯＭＡ－
ＩＲ在各组中的异常，此结果与王钊［３］

的研究结果

一致。但有研究显示，ＬＨ／ＦＳＨ与胰岛素抵抗具有
相关性。

综上所述，对于 ＰＣＯＳ患者来说，虽然目前 ＬＨ／
ＦＳＨ比值尚未作为 ＰＣＯＳ的诊断标准之一，但 ＬＨ／
ＦＳＨ在联合诊断时，其敏感度和特异性都有所提高，
且在临床特征、性激素水平和脂代谢紊乱上均具有一

定的参考价值
［１１］
。因此，重视 ＬＨ／ＦＳＨ比值对临床

针对性治疗和预防具有一定的意义。
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ｍｉＲ－３４ａ及靶蛋白 Ｆｏｘｐ１对寻常型银屑病的作用研究

王慧琴　王　瑶　赵宗峰　吴卫东

摘　要　目的　探讨 ｍｉＲ－３４ａ其靶蛋白 Ｆｏｘｐ１调控在寻常型银屑病发生过程中其表达水平和作用意义。方法　运用实时

荧光定量 ＰＣＲ法检测 ｍｉＲ－３４ａ在１２例寻常型银屑病患者皮损组织和１２例正常健康皮肤组织中的表达水平。利用化学合成的

ｍｉＲ－３４ａｍｉｍｉｃ、ｍｉＲ－３４ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，转染 ＨａＣａＴ细胞，使其过表达或抑制表达 ｍｉＲ－３４ａ；采用免疫印迹技术检测转染细胞中

Ｆｏｘｐ１蛋白的表达。结果　寻常型银屑病患者皮损组织 ｍｉＲ－３４ａ的表达水平显著高于正常健康皮肤组织，差异有统计学意义

（ｔ＝３．０４７，Ｐ＜０．０５）。免疫印迹检测转染后 ＨａＣａＴ细胞中 Ｆｏｘｐ１蛋白结果表明：过表达 ｍｉＲ－３４ａ时 Ｆｏｘｐ１蛋白表达量增加，

ｍｉＲ－３４ａ抑制表达时 Ｆｏｘｐ１蛋白表达降低，差异有统计学意义（Ｆ＝２８６．７２２，Ｐ＜０．０１）。结论　ｍｉＲ－３４ａ在寻常型银屑病患者

皮肤组织中呈高表达，Ｆｏｘｐ１作为 ｍｉＲ－３４ａ的靶蛋白受其调控参与寻常型银屑病的发生、发展过程。
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Ｋｅｙｗｏｒｄｓ　Ｐｓｏｒｉａｓｉｓ；ＭｉＲ－３４ａ；Ｆｏｘｐ１；Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

　　银屑病（ｐｓｏｒｉａｓｉｓ）是一种常见的慢性炎性皮肤
病，以表皮角质形成细胞异常增生和角化不全为主要

病理改变的。目前银屑病无法根治，并且具体的发病

机制尚不明确，研究在银屑病的发生、发展中微小核

糖核酸即 ｍｉＲＮＡ起到了重要作用［１～３］
。本研究选择

ｍｉＲ－３４ａ及其靶蛋白 Ｆｘｏｐ１为研究对象，运用实时
荧光定量 ＰＣＲ法检测 ｍｉＲ－３４ａ在寻常型银屑病患
者皮损组织中的表达水平；在前期实验基础上培养

ＨａＣａＴ细胞，并转染 ｍｉＲ－３４ａ模拟物和抑制剂由此
来研究下游靶蛋白 Ｆｏｘｐ１的表达是否受其调控；具体
分析如下。

材料与方法

１．材料：寻常型银屑病皮损组织选自 ２０１２～
２０１６年在笔者医院皮肤科就诊并确诊的患者 １２例，
其中男性 ５例，女性 ７例，患者年龄 １９～７１岁，平均
年龄４４．４１７±１７．５４７岁；取材前未使用过相关药物
及治疗；不伴有其他免疫和肿瘤疾病；排除妊娠、哺乳

期等女性；以此为病例组。正常皮肤组织取自泌尿外

科、整形外科、截肢者手术切除的皮肤共 １２例，其中
男性 ６例，女性 ６例；患者年龄 ７～６０岁，平均年龄
２７．５００±２４．３３３岁，以此为正常对照组，正常对照组
需排除自身免疫性疾病、遗传性疾病，并无银屑病家

族史。本研究获笔者医院伦理学委员会批准，所有患

者均签署知情同意书。

２．核酸提取：取冻存组织 ３０～５０ｍｇ，迅速置于研
钵，倒入液氮研磨，然后根据 ｍｉＲＮｅａｓｙＭｉｎｉｋｉｔ（德国
Ｑｉａｇｅｎ公司）说明书操作，进行核酸提取。提取的样
本总 ＲＮＡ用超微量核酸蛋白测定仪（美国 Ｔｈｅｒｍｏ公

司）测定其浓度及纯度，Ａ２６０／Ａ２８０比值在 １．８～２２，用
于后续实验。

３．反转录：使用 ｍｉＳｃｒｉｐｔⅡ ＲＴｋｉｔ反转录试剂盒
（德国 Ｑｉａｇｅｎ公司），包含４种试剂５×ＨＩＦｌｅｘＢｕｆｆｅｒ，
１０×ＮｕｃｌｅｉｃｓＭｉｘ，ＲＴＥｎｚｙｍｅＭｉｘ，ＲＮａｓｅ－Ｆｒｅｅ
Ｈ２Ｏ２；反应体系为２０μｌ，反应在 Ｂｉｏ－ＲａｄＣ１０００Ｔｏｕ
ｃｈＰＣＲ仪（美国 Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司）上进行。反应体系：
５×ＨＩＦｌｅｘＢｕｆｆｅｒ４μｌ，１０×ＮｕｃｌｅｉｃｓＭｉｘ２μｌ，ＲＴＥｎ
ｚｙｍｅＭｉｘ２μｌ，ＴｏｔａｌＲＮＡ＋ ＲＮａｓｅ－ＦｒｅｅＨ２Ｏ２ 共
１２μｌ。将加好试剂的 ＥＰ管放置于 Ｃ１０００ＴｏｕｃｈＰＣＲ
仪反应槽中，设置反应条件：３７℃ ６０ｍｉｎ，９５℃ ５ｍｉｎ。
收集反转录产物进行后续实验。

４．实时荧光定量 ＰＣＲ：用 ｍｉＳｃｒｉｐｔＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ
ＰＣＲｋｉｔ试剂盒（德国 Ｑｉａｇｅｎ公司），包含 Ｑｕａｎｔｉｔｅｃｔ
ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ和 ＲＮａｓｅ－ＦｒｅｅＨ２Ｏ２两
种试剂；反应体系为 ２０μｌ：２×ＱｕａｎｔｉｔｅｃｔＳＹＢＲＧｒｅｅｎ
ＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ１０μｌ，１０×ｍｉＲ－３４ａ特异性引物
２μｌ，１０×Ｕ６２μｌ，ＲＮａｓｅ－ＦｒｅｅＨ２Ｏ２５μｌ，模板 １μｌ。
ｍｉＲ－３４ａ特异性引物及 Ｕ６均购自德国 Ｑｉａｇｅｎ公司
成品。反应在 ＲｏｔｏｒＧｅｎｅ－Ｑ仪（德国 Ｑｉａｇｅｎ公司）
上进行，反应条件：９５℃ １５ｍｉｎ，１个循环；９４℃ １５ｓ，
５５℃ ３０ｓ，７０℃ ３０ｓ，４０个循环。每个样本做 ３个复
孔，反应结束后用 Ｒｏｔｏｒ－ＧｅｎｅＱＳｅｒｉｅｓＳｏｆｔｗａｒｅ软件
进行数据导出和分析，得出曲线及 Ｃｔ值。

５．细胞培养及转染：３７℃，５％ＣＯ２条件下培养
ＨａＣａＴ细胞（江苏南京凯基生物技术公司），培养基
为 ＤＭＥＭ培养液（美国 Ｇｉｂｃｏ公司），加入 １０％胎牛
血清（美国 Ｇｉｂｃｏ公司），同时添加双抗（美国 Ｓｉｇｍａ
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公司）。化学合成成品 ｍｉＲ－３４ａｍｉｍｉｃ（德国 Ｑｉａｇｅｎ
公司）和 ｍｉＲ－３４ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒ（德国 Ｑｉａｇｅｎ公司），用
Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００试剂盒（美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）转染
细胞。转染时的细胞密度能够达到 ３０％ ～５０％；稀
释 ｍｉＲＮＡ，稀 释 ｌｉｐｏ２０００轻 轻 混 匀 并 室 温 孵 育
２０ｍｉｎ；将 ｍｉＲＮＡ－ｌｉｐｏ２０００混合液加入含有细胞的
５００μｌ培养基的培养孔中，轻轻混匀；培养 ４～６ｈ后，
将孔中含 ｓｉＲＮＡ－ｌｉｐｏ２０００混合液的培养基移去，更
换新鲜培养基；将培养板置于 ３７℃的 ＣＯ２培养箱中
培养４８ｈ。

６．Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ（ＷＢ）法检测 Ｆｏｘｐ１表达：转染成
功后收集细胞，ＲＩＰＡ裂解细胞，提取蛋白，ＢＣＡ法测
定蛋白浓度。１２％分离胶进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳；蛋
白样本电泳分离，转印到ＰＶＤＦ膜上，用５％蛋白质干
粉 ＴＢＳＴ封闭 １ｈ；ＴＢＳＴ洗膜 １０ｍｉｎ３次，加 Ｆｏｘｐ１一
抗（英国 Ａｂｃａｍ公司）１∶１０００室温孵育 １ｈ；ＴＢＳＴ洗
膜１０ｍｉｎ３次，稀释二抗 １∶１０００室温孵育 １ｈ；ＴＢＳＴ
洗膜 １０ｍｉｎ３次，暗室曝光定影。ＷＢ实验过程中的
所有试剂除一抗外均购自江苏凯基生物技术股份有

限公司。

７．统计学方法：应用 ＳＰＳＳ１７．０统计学软件对数
据进行统计分析，用 ΔＣｔ值代表基因的相对定量，
ΔＣｔ值 ＝ｍｉＲ－３４ａＣｔ值 －Ｕ６Ｃｔ值，ΔΔＣｔ值 ＝ΔＣｔ
值 －最小 ΔＣｔ值，基因表达差异倍数用 ２－ΔΔＣｔ值表
示。ｑ－ＲＴＰＣＲ数据使用 ｔ检验，以均数 ±标准差
（ｘ±ｓ）表示；免疫印迹结果用 χ２分析，以 Ｐ＜０．０５为
差异有统计学意义。

结　　果
１．实时荧光定量 ＰＣＲ检测结果：实时荧光定量

ＰＣＲ以 Ｕ６扩增作为参照，ｍｉＲ－３４ａ扩增良好（图
１、图２）。病例组 ｍｉＲ－３４ａ的表达高于正常对照组，
即寻常型银屑病患者皮损组织中 ｍｉＲ－３４ａ呈高表
达，差异有统计学意义（ｔ＝３．０４７，Ｐ＝０．０１１，表１）。

图 １　实时荧光定量 ＰＣＲ检测 ｍｉＲ－３４ａ的扩增曲线图

图 ２　实时荧光定量 ＰＣＲ检测 ｍｉＲ－３４ａ的溶解曲线图

表 １　ｍｉＲ－３４ａ的表达 （２－ΔΔＣｔ值，ｘ±ｓ）

组别 ｎ ｍｉＲ－３４ａ ｔ Ｐ
正常对照组 １２ ０．００６７±０．００２１

３．０４７ ０．０１１
病例组 １２ ０．０２４３±０．０１９９

　　与正常组织比较，Ｐ＜０．０５

　　２．Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测结果：培养并转染 ＨａＣａＴ
细胞，转染分为 ３个组，即正常对照组、ｍｉＲ－３４ａ过
表达组、ｍｉＲ－３４ａ抑制表达组。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测
３组 Ｆｏｘｐ１蛋白表达结果：ｍｉＲ－３４ａ过表达组 Ｆｏｘｐ１
蛋白表达量高；ｍｉＲ－３４ａ抑制表达组 Ｆｏｘｐ１蛋白表
达量低；差异有统计学意义 （Ｆ＝２８６．７２２，Ｐ＝
００００）。ＬＳＤ法组间比较显示，与正常对照组比较，
ｍｉＲ－３４ａ抑制表达时 Ｆｏｘｐ１蛋白表达降低（Ｐ＝
０００２）；与正常对照组比较，ｍｉＲ－３４ａ过表达时
Ｆｏｘｐ１蛋白表达量增加（Ｐ＝０．０００）；ｍｉＲ－３４ａ过表
达组与 ｍｉＲ－３４ａ抑制表达组 Ｆｏｘｐ１蛋白表达量比
较，差异有统计学意义（Ｐ＝０．０００，表２、图３）。

表 ２　ｍｉＲ－３４ａ转染细胞后不同组中 Ｆｏｘｐ１蛋白

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测表达量

组别 Ｆｏｘｐ１／ＧＡＰＤＨ Ｆ Ｐ
正常对照组 ０．３４８±０．０２３

ｍｉＲ－３４ａ过表达组 ０．６１５±０．０１４ ２８６．７２２ ０．０００
ｍｉＲ－３４ａ抑制表达组 ０．２６５±０．０１８

讨　　论
银屑病俗称牛皮癣，是一种多基因遗传背景下受
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图 ３　不同细胞转染组中 Ｆｏｘｐ１蛋白表达水平图

多因素调控的慢性炎性疾病。有研究表明，ｍｉＲＮＡ
与皮肤生理、生化、免疫等许多过程均有重要相关

性
［２～５］

。ｍｉＲ－３４ａ定位于人类 １ｐ３６染色体上，共有
１１０个核甘酸序列，单独转录表达［６］

。研究发现

ｍｉＲ－３４参与了 Ｃｙｃｌｉｎ／ＣＤＫ－ｐＲｂ途径，通过向肿瘤
细胞转染能够引起 Ｇ１期细胞周期停滞，并且 ｍｉＲ－

３４与细胞周期密切相关［７］
，ｍｉＲ－３４在癌细胞中重

新激活可诱发 ｃａｓｐａｓｅ调控的凋亡途径［８］
。此外，

ｍｉＲ－３４也可能与其他 ｍｉＲＮＡ发挥协同作用，Ｂａｎｄｉ
等发现 ｍｉＲ－３４ａ与 ｍｉＲ－１５／１６共同作用诱导细胞
周期阻滞，而且 ｍｉＲ－３４ａ及 ｍｉＲ－１５／１６在肿瘤中
均低表达

［９］
。ｍｉＲ－３４ａ可通过调节其靶基因而参与

细胞增殖、凋亡、存活、迁移、侵袭以及血管生成等生

物过程
［７，１０］

。因此本研究选择 ｍｉＲ－３４ａ为切入点，
检测其在寻常型银屑病患者皮损组织中的表达；并通

过细胞培养进行离体研究，观察靶蛋白 Ｆｏｘｐ１量的变
化，综合多种方法来探究二者与银屑病发病可能的

关系。

实时荧光定量 ＰＣＲ实验的结果说明：ｍｉＲ－３４ａ
在寻常型银屑病皮损组织中呈高表达，其与正常健康

皮肤组织的差异有统计学意义（ｔ＝３．０４７，Ｐ＜０．０５）。
禹欢欢等

［１］
、陈春丽等

［４］
、杨志波等

［１１］
利用不同技术

方法得出 ｍｉＲ－３４ａ在银屑病中表达明显上调，与本
研究结果一致。笔者推测 ｍｉＲ－３４ａ异常表达促使
表皮角质形成细胞凋亡加速，过度增殖；细胞周期的

变化使病理改变推进，因此 ｍｉＲ－３４ａ参与了寻常型
银屑病发病过程。

叉头框蛋白 ｐ１（ｆｏｒｋｈｅａｄｂｏｘＰ１，ＦＯＸＰ１）是
ｍｉＲ－３４ａ的重要靶基因，位于染色体３ｐ１４．１，完整编
码产物含６７７个氨基酸的蛋白，在人类组织上有广泛
的、程度不同的表达

［１２～１４］
。叉头框蛋白 Ｐ１（Ｆｏｘｐｌ）

基因隶属于 ＦＯＸ（ｆｏｒｋｈｅａｄｂｏｘ）家族的 Ｐ亚族。ＦＯＸ
家族是一个庞大的、功能广泛并且进化保守的转录因

子家族，其特点是具有叉头螺旋结构 （ｆｏｒｋｈｅａｄ／

ｗｉｎｇｅｄｈｅｌｉｘ，ＦＫＨ）［１３～１５］。ＦＯＸ家族蛋白参与了如
胚胎发育、细胞周期调控、糖类和脂类代谢、免疫调节

等过程，其突变和表达异常可导致发育畸形、代谢紊

乱以及肿瘤的发生等疾病
［１１～１８］

。Ｆｏｘｐ１受 ｍｉＲ－３４ａ
调控参与多种生物学过程，并与皮肤性疾病的生理、

免疫等密切相关。有研究表明在皮肤基底细胞癌中

ＦＯＸＰ１蛋白的阳性表达率显著高于癌旁组织［１９］
。陈

春丽等
［１６］
利用免疫组化研究发现 Ｆｏｘｐ１蛋白表达在

正常皮肤组织中的阳性率低于寻常性银屑病皮损中

的表达，且阳性主要于表皮全层细胞核表达。这与笔

者转染 ＨａＣａＴ细胞的研究结果一致：培养 ＨａＣａＴ细
胞并转染 ｍｉＲ－３４ａｍｉｍｉｃ和 ｍｉＲ－３４ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒ后，
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测结果表明，ｍｉＲ－３４ａ过表达时
Ｆｏｘｐ１蛋白表达量增加；ｍｉＲ－３４ａ抑制表达时 Ｆｏｘｐ１
蛋白表达量降低，差异有统计学意义（Ｆ＝２８６．７２２，
Ｐ＜０．０１）。

综上所述，笔者推断在寻常型银屑病发病过程中

高表达的 ｍｉＲ－３４ａ通过调控其靶蛋白 Ｆｏｘｐ１参与了
表皮细胞的异常增殖过程。表皮角质形成细胞异常

增生的过程说明细胞周期被打乱，细胞凋亡加速，免

疫调节紊乱，由此认为 ｍｉＲ－３４ａ及其靶蛋白 Ｆｏｘｐ１
与寻常型银屑病的发病密切相关。
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