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微小RNA-146a靶向调控Krüppel样转录因子7
对强直性脊柱炎T细胞炎症反应及自噬的影响
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摘要： 目的 探讨微小RNA-146a（miR-146a）是否通过靶向调控Krüppel样转录因子 7（KLF7）的表达而影响强直性脊柱炎病

人T细胞炎症反应及自噬。方法 采用实时荧光定量聚合酶链反应（qRT-PCR）检测强直性脊柱炎病人T细胞与健康人T细胞

中miR-146a的表达量；分别将 anti-miR-NC、anti-miR-146a、pcDNA3.1、pcDNA3.1-KLF7转染至强直性脊柱炎病人 T细胞；采用

酶联免疫吸附法（ELISA）检测白细胞介素-6（IL-6）、白细胞介素-17（IL-17）、白细胞介素-23（IL-23）的水平；双荧光素酶报告实

验验证miR-146a与KLF7的靶向结合关系；蛋白质印迹法（Western blotting）检测KLF7、自噬相关基因 5（ATG5）、Beclin-1的表

达量。结果 与健康人T细胞比较，强直性脊柱炎病人T细胞中miR-146a的表达量升高［（1.00±0.08）比（2.74±0.13），t=53.54，
P<0.05］；与 anti-miR-NC组比较，anti-miR-146a组 IL-6［（823.17±14.10）ng/L比（372.31±11.03）ng/L］、IL-17［（901.00±16.29）ng/L
比（428.39±12.34）ng/L、IL-23［（886.38±15.11）ng/L比（401.61±11.75）ng/L］的水平降低（t=43.62，40.06，43.87，P<0.05），ATG5
［（0.33±0.03）比（0.79±0.07）］、Beclin-1［（0.42±0.04）比（0.91±0.08）］蛋白水平升高（t=10.46，9.49，P<0.05）；双荧光素酶报告实

验证实miR-146a可靶向结合KLF7；转染 pcDNA3.1-KLF7可明显降低 IL-6［（823.17±14.10）ng/L比（477.37±12.01）ng/L］、IL-17
［（901.00±16.29）ng/L比（558.67±13.16）ng/L］、IL-23［（886.38±15.11）ng/L比（531.69±12.75）ng/L］的水平（t=32.34，28.31，31.07，P
<0.05），提高ATG5［（0.32±0.03）比（0.60±0.06）］、Beclin-1［（0.44±0.04）比（0.78±0.07）］的表达水平（t=7.23，7.30，P=0.002）。结

论 抑制miR-146a表达可通过靶向KLF7而抑制强直性脊柱炎病人T细胞炎症反应及促进细胞自噬。

关键词： 脊柱炎，强直性； 微小RNA-146a； Krüppel样转录因子7； T细胞； 炎症； 自噬

Effect of miR-146a on T cell inflammatory response and autophagy in patients with ankylos⁃
ing spondylitis by targeting KLF7 expression

LI Jiajiang,WANG Shoupeng,ZHANG Zhaochuan,ZHAO Teng
Author Affiliation:Department of Orthopedics, Zaozhuang Hospital, Zaozhuang Mining Group,Zaozhuang, Shandong

277100, China
Abstract： Objective To investigate whether miR-146a affects T cell inflammation and autophagy in patients with ankylosing spon⁃
dylitis by regulating the expression of KLF7.Methods qRT-PCR was used to detect the expression of miR-146a in T cells from pa⁃
tients with ankylosing spondylitis and healthy human T cells. anti-miR-NC, anti-miR-146a, pcDNA3.1, and pcDNA3.1-KLF7 were
transfected into T cells of patients with ankylosing spondylitis, respectively. ELISA was used to detect the levels of IL-6, IL-17 and IL-

23. The dual luciferase reporting experiment verified the targeted binding relationship between miR-146a and KLF7. The expression
levels of KLF7, ATG5 and Beclin-1 were detected by Western blotting.Results Compared with healthy human T cells, the expression
of miR-146a in T cells of patients with ankylosing spondylitis increased significantly [(1.00±0.08 ) vs. (2.74±0.13) ,t=53.54, P <0.05].
Compared with the anti-miR-NC group, the levels of IL-6 [(823.17±14.10)ng/L vs. (372.31±11.03)ng/L], IL-17 [(901.00±16.29)ng/L vs.
(428.39±12.34)ng/L], and IL-23 [(886.38±15.11)ng/L vs. (401.61±11.75)ng/L] in the anti-miR-146a group were significantly reduced (t
=43.62, 40.06, 43.87, P<0.05), and the levels of ATG5 [(0.33±0.03) vs. (0.79±0.07) ]and Beclin-1 [(0.42±0.04) vs. (0.91±0.08)] proteins
were significantly increased (t=10.46, 9.49, P<0.05). Double luciferase reporting experiments confirmed that miR-146a could target
KLF7. Transfection of pcDNA3.1-KLF7 could significantly reduce the levels of IL-6 [(823.17±14.10) vs. (477.37±12.01)ng/L, IL-17
[(901.00±16.29)ng/L vs. (558.67±13.16)ng/L, IL-23 [(886.38±15.11) vs. (531.69±12.75)ng/L, t=32.34, 28.31, 31.07, P<0.05], and in⁃
crease the expression levels of ATG5 [(0.32±0.03) vs. (0.60±0.06)] and Beclin-1[(0.44±0.04) vs. (0.78±0.07), t=7.23, 7.30, P=0.002].
Conclusion Inhibition of miR-146a expression can inhibit T cell inflammatory response in patients with ankylosing spondylitis and
promote cell autophagy by targeting KLF7.
Key words： Spondylitis,ankylosing; MiRNA-146a; Krüppel-like factor; T cells; Inflammation; Autophagy
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强直性脊柱炎是临床常见的一种炎症性疾病，

免疫炎症、细胞自噬等均可能参与强直性脊柱炎发

生及发展过程，研究表明细胞炎症因子可参与自身

免疫性疾病等多种疾病的发生及发展过程［1-2］。微

小 RNA（microRNA，miRNA）是一种非编码单链

RNA分子，并可通过碱基互补与靶基因结合从而抑

制其转录、翻译过程，研究表明miRNA在强直性脊

柱炎病人T细胞中表达异常并可能参与强直性脊柱

炎发生及发展过程［3-4］。因而探究miRNA在强直性

脊柱炎病人T细胞炎症反应及自噬中的作用具有重

要意义。研究表明强直性脊柱炎病人外周血中微

小RNA-146a（microRNA-146a，miR-146a）表达上调，

但关于其在强直性脊柱炎发生过程中的作用机制

尚未可知［5］。通过生物信息学分析显示Krüppel样
转录因子 7（Krüppel-like factor，KLF7）可能是 miR-

146a的靶基因，研究表明KLF7可促进大鼠坐骨神

经运动功能恢复，并可在神经损伤修复过程中发挥

重要调控作用［6］。因此，本研究主要探究miR-146a
对强直性脊柱炎病人 T细胞炎症反应及自噬的影

响，探讨其对KLF7的靶向调控作用。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂 收集枣庄矿业集团枣庄医院收

治的强直性脊柱炎病人 18例为研究对象（2016年 2
月至 2017年 10月），所有病人均符合强直性脊柱炎

诊断标准［7］，其中男 10例，女 8例，年龄（28.67±6.32）
岁。选取同期于枣庄矿业集团枣庄医院体检的健

康志愿者 24例为对照组，其中男 14例，女 10例，年

龄（30.25±4.12）岁。两组性别（χ 2=0.03，P=0.857）、

年龄（t=0.98，P=0.333）比较，差异无统计学意义。

抽取两组研究对象的外周静脉血 10 mL，置于含有

EDTA-二钾抗凝试管中，应用人淋巴细胞分离液分

离收集外周血单核细胞，采用 T细胞磁珠分离 T
细胞。

所有病人知情且签署同意书。本研究符合《世

界医学协会赫尔辛基宣言》相关要求。

人淋巴细胞分离液购自天津灏洋生物制品科

技有限公司；Lipofectamine2000、Trizol试剂购自美

国 Invitrogen公司；PCR试剂盒购自大连宝生物公

司 ；anti-miR-146a、anti-miR-NC、miR-146a mimics、
miR-NC购自广州锐博生物科技有限公司；白细胞介

素（IL）-6、IL-17、IL-23检测试剂盒购自上海酶联生

物科技有限公司；兔抗人KLF7抗体购自北京百奥

莱 博 科 技 有 限 公 司 ；兔 抗 人 自 噬 相 关 基 因 5
（ATG5）、Beclin-1抗体购自美国 Santa Cruz公司；

HRP标记的山羊抗兔二抗购自武汉艾美捷科技有

限公司。

1.2 方法

1.2.1 实验分组 强直性脊柱炎病人T细胞接种于

96孔板（5×104个/孔），分别将 anti-miR-NC、anti-miR-

146a、pcDNA3.1、pcDNA3.1-KLF7转染至 T细胞，分

别记作 anti-miR-NC组、anti-miR-146a组、pcDNA3.1
组、pcDNA3.1-KLF7组。

1.2.2 实时荧光定量聚合酶链反应（qRT-PCR）检

测细胞中miR-146a的表达水平 采用Trizol法提取

细胞中的总RNA，参照反转录试剂盒将总RNA合成

cDNA，以 cDNA为模板进行 qRT-PCR反应，按照实

时荧光定量 PCR试剂盒配置反应体系。miR-146a
以 U6为内参，采用 2−ΔΔCt法计算 miR-146a相对表

达量。

1.2.3 酶联免疫吸附法（ELISA）检测 IL-6、IL-17、
IL-23的水平 收集各组细胞培养上清液，采用ELI⁃
SA法检测 IL-6、IL-17、IL-23的水平，严格按照试剂

盒说明书进行操作。

1.2.4 双荧光素酶报告基因检测miR-146a的靶基

因 starBase预测显示 KLF7的 3’UTR含有 miR-

146a的互补序列，分别构建野生型载体WT-KLF7与
突变型载体 MUT-KLF7，分别将 WT-KLF7、MUT-

KLF7与miR-NC、miR-146a mimics共转染至T细胞，

检测细胞相对荧光素酶活性。

1.2.5 蛋白质印迹法（Western blotting）检测KLF7、
ATG5、Beclin-1蛋白表达 收集各组强直性脊柱炎

病人 T细胞，提取细胞总蛋白，检测蛋白浓度，SDS-

PAGE分离蛋白，转膜，封闭 2 h，加入一抗稀释液与

孵育二抗稀释液，室温孵育 1 h，应用 Image J软件分

析各条带灰度值。

1.3 统计学方法 采用 SPSS 21.0统计学软件分析

数据，计量资料以 x̄ ± s表示且均符合正态分布，两

组间比较采用独立样本 t检验，计数资料采用 χ 2检
验。以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 miR-146a在强直性脊柱炎病人T细胞中的表

达 与健康人 T细胞比较，强直性脊柱炎病人 T细
胞中 miR-146a 的表达量升高［（1.00±0.08 ）比（

2.74±0.13），t=53.54，P<0.001］。

2.2 抑制miR-146a对强直性脊柱炎病人T细胞炎

症反应的影响 与 anti-miR-NC组比较，anti-miR-

146a组 IL-6、IL-17、IL-23的水平降低（P<0.001），

见表1。
2.3 抑制miR-146a对强直性脊柱炎病人T细胞自

噬的影响 与 anti-miR-NC组比较，anti-miR-146a组
ATG5、Beclin-1 蛋 白 水 平 升 高（P<0.001），见 图

1，表2。
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2.4 miR-146a 靶 向 KLF7 starBase 预 测 显 示

KLF7的 3’UTR含有miR-146a的互补序列，见图 2。
miR-146a过表达可降低WT-KLF7的荧光素酶活性

（P<0.001），而对MUT-KLF7的荧光素酶活性无明显

影响（P=0.775），见表 3。与 anti-miR-NC组比较，an⁃
ti-miR-146a组 KLF7蛋白水平升高［（0.89±0.07）比

（0.37±0.04），t=11.17，P<0.001］，见图3。

2.5 过表达KLF7对强直性脊柱炎病人 T细胞炎

症反应及自噬的影响 与 pcDNA3.1组比较，pcD⁃
NA3.1-KLF7组 IL-6、IL-17、IL-23的水平降低（P<
0.001），ATG5、Beclin-1蛋白水平升高（P=0.002），见

图4，表4。

3 讨论

miRNA可通过调控靶基因表达从而影响强直

性脊柱炎病人 T细胞凋亡及自噬等生物学过程，自
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注：1―甘油醛-3-磷酸脱氢酶（GAPDH）；2―Krüppel样转录因子

7（KLF7）；3―anti-miR-NC；4―anti-miR-146a。
图3 anti-miR-NC组与 anti-miR-146a组Krüppel样转录因子7蛋白

表达

表3 miR-146a过表达对WT-KLF7及MUT-KLF7荧光素酶

活性的影响/x̄ ± s
组别

miR-NC
miR-146a
t值

P值

重复次数

3
3

WT-KLF7
0.98±0.07
0.29±0.03
15.69
0.000

MUT-KLF7
0.97±0.08
0.99±0.08
0.31
0.775

表1 抑制miR-146a对强直性脊柱炎患者T细胞炎症反应的影响/x̄ ± s
组别

anti-miR-NC
anti-miR-146a
t值

P值

重复次数

3
3

miR-146a
0.99±0.07
0.27±0.03
16.38
0.000

IL-6/（ng/L）
823.17±14.10
372.31±11.03

43.62
0.000

IL-17/（ng/L）
901.00±16.29
428.39±12.34

40.06
0.000

IL-23/（ng/L）
886.38±15.11
401.61±11.75

43.87
0.000

表4 过表达KLF7对强直性脊柱炎患者T细胞炎症反应及自噬的影响/x̄ ± s
组别

pcDNA3.1
pcDNA3.1-KLF7
t值

P值

重复次数

3
3

KLF7
0.38±0.04
1.03±0.08
12.59
0.000

IL-6/（ng/L）
823.17±14.10
477.37±12.01

32.34
0.000

IL-17/（ng/L）
901.00±16.29
558.67±13.16

28.31
0.000

IL-23/（ng/L）
886.38±15.11
531.69±12.75

31.07
0.000

ATG5
0.32±0.03
0.60±0.06
7.23
0.002

Beclin-1
0.44±0.04
0.78±0.07
7.30
0.002

表2 抑制miR-146a对强直性脊柱炎患者T细胞自噬的

影响/x̄ ± s
组别

anti-miR-NC
anti-miR-146a
t值

P值

重复次数

3
3

ATG5
0.33±0.03
0.79±0.07
10.46
0.000

Beclin-1
0.42±0.04
0.91±0.08
9.49
0.001

6

2

3

4

1

5

7 8 9 10

注：1―甘油醛-3-磷酸脱氢酶（GAPDH）；2―Beclin-1；3―自噬

相关基因 5（ATG5）；4―Krüppel 样转录因子 7（KLF7）；5―pcD⁃
NA3.1；6―pcDNA3.1-KLF7。
图4 pcDNA3.1组与pcDNA3.1-KLF7组KLF7、ATG5、Beclin-1蛋白

的表达
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注：1―甘油醛-3-磷酸脱氢酶（GAPDH）；2―Beclin-1；3―自噬

相关基因5（ATG5）；4―anti-miR-NC；5―anti-miR-146a。
图1 ATG5、Beclin-1蛋白的表达
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图2 KLF7的3’UTR含有miR-146a的互补序列
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噬引发的自身免疫耐受可预防自身免疫疾病的发

生［8-10］。研究表明降低miR-146a的表达量可延缓强

直性脊柱炎的发展进程［11］。相关报道指出 miR-

146a可参与骨髓间充质干细胞成骨分化、血小板免

疫炎症反应等多种炎症反应过程［12-13］。本研究结果

显示强直性脊柱炎病人 T细胞中miR-146a的表达

量升高，提示miR-146a在强直性脊柱炎发生及发展

过程中可能发挥重要调控作用。

促炎因子与抗炎因子比例失衡是促进强直性

脊柱炎发生的重要原因之一，研究表明 IL-6、IL-17、
IL-23水平升高可促进炎症反应的发生从而加重疾

病进展［14-15］。本研究结果显示抑制 miR-146a表达

后，强直性脊柱炎病人 T细胞炎症因子 IL-6、IL-17、
IL-23水平降低，提示抑制miR-146a表达可抑制强

直性脊柱炎病人T细胞炎症反应。自噬异常与各种

疾病发生及发展有关，ATG5与Beclin-1属于自噬的

标志物，其表达增强可作为评估自噬水平升高的标

志物［16］。本研究结果显示抑制miR-146a表达后强

直性脊柱炎病人 T细胞ATG5、Beclin-1蛋白水平升

高，说明miR-146a可抑制强直性脊柱炎病人 T细胞

自噬水平。提示miR-146a在强直性脊柱炎病人 T
细胞自噬过程中发挥重要调控作用。

通过生物信息学软件预测 KLF7可能是 miR-

146a的靶基因，本研究证实 miR-146a可靶向结合

KLF7。研究表明抑制 KLF7表达可促使视网膜功

能、中枢神经功能障碍的发生，还可参与炎症反应

的发生过程［17-19］。本研究结果显示KLF7过表达后，

强直性脊柱炎病人 T细胞 IL-6、IL-17、IL-23的水平

降低，ATG5、Beclin-1蛋白水平升高，说明KLF7过表

达可抑制强直性脊柱炎病人 T细胞炎症反应，并促

进细胞自噬的发生。提示miR-146a可能通过靶向

KLF7基因而参与炎症反应及自噬过程从而在强直

性脊柱炎发生过程中发挥调控作用。

综上所述，强直性脊柱炎病人 T细胞中 miR-

146a表达上调，抑制 miR-146a表达可能通过上调

KLF7的表达从而抑制强直性脊柱炎病人 T细胞炎

症反应，并促进细胞自噬的发生，可为强直性脊柱

炎的诊断及治疗提供新方向。
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