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［摘要］ 目的：探讨补中益气汤对自身免疫性甲状腺炎（AIT）小鼠甲状腺组织 miRNA 表达的影响。方法：选择 NOD.H-2h4

小鼠共 30 只，随机分为正常组、模型组、补中益气汤组（BG 组），每组各 10 只。根据分组给予小鼠含 0.05% 碘化钠水 8 周构建

小鼠 AIT 模型后，灌胃给药 8 周取材。观察每组小鼠甲状腺组织病理改变情况，并对每组小鼠甲状腺组织差异 miRNA 进行实

验验证及生物信息学分析。结果：与正常组比较，模型组甲状腺组织炎性细胞浸润明显，血清甲状腺球蛋白抗体（TgAb）水平

显著升高（P<0.01）；与模型组比较，BG 组甲状腺组织炎症程度减轻，血清 TgAb 水平显著降低（P<0.01）。与正常组比较，模型

组小鼠白细胞介素（IL）-6、IL-17 表达显著增高（P<0.01），IL-1β表达明显降低（P<0.05）；与模型组比较，BG 组 IL-1β、IL-6、IL-17

表达明显降低（P<0.05）。与正常组比较，模型组得到 154 个差异表达 miRNA；与模型组比较，BG 组得到 112 个差异表达

miRNA。实时荧光定量聚合酶链式反应（Real-time PCR）结果表明 miR-326-3p、miR-128-3p、miR-223-5p、miR-141-3p、miR-

871-3p、miR-204-3p 表达与测序结果趋势一致。基因本体（GO）功能富集于 T 细胞活化调节、氧化应激、miRNA 结合等方面；京
都基因与基因组百科全书（KEGG）通路富集于磷脂酰肌醇 3-激酶（PI3K）/蛋白激酶 B（Akt）信号通路、丝裂原活化蛋白激酶

（MAPK）信号通路、环磷酸腺苷（cAMP）信号通路等途径。差异 miRNA 预测得到 3 个关键基因，果蝇母源抗皮肤生长因子蛋

白（Smad3）、Janus 相关激酶 2（JAK2）、信号转导和转录激活因子 3（STAT3）。结论：补中益气汤可能通过调节 6 种 miRNA 干预

自身免疫性甲状腺炎。
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［［Abstract］］ Objective：： To determine the influence of Buzhong Yiqitang on miRNA expression in

thyroid tissues of mice with autoimmune thyroiditis（AIT）. Method：：Thirty female 8-week-old NOD.H-2h4 mice

were randomly assigned into normal control group，model group，and Buzhong Yiqitang group（BG），10 in

each group. Mice were subjected to a diet containing 0.05% sodium iodide for 8 weeks to build the AIT mouse

model. After 8 weeks of administration（ig），samples were collected. A thyroid biopsy was performed on each

group of mice，and differential miRNAs in thyroid tissues from each group of mice were analyzed based on

experimental validation and bioinformatics. Result：： Compared with the conditions of normal control group，

thyroid lymphocytes had significant inflammatory infiltration，and there was an increase in serum TgAb level

and interleukin（IL）-6 and IL-17 expression and a decrease in IL-1β expression in mice of the model group（P<

0.05，P<0.01）. In addition，154 differentially expressed miRNAs were found. Compared with the conditions of

model group，the degree of thyroid tissue inflammation was alleviated，and serum TgAb level，and IL-1β，IL-6

and IL-17 expression of mice treated with the Buzhong Yiqitang were reduced（P<0.05，P<0.01）. Additionally，

112 differentially expressed miRNAs were identified in the BG group. Validation using real-time polymerase

chain reaction（Real-time PCR）showed the same trend for miR-326-3p，miR-128-3p，miR-223-5p，miR-141-

3p，miR-871-3p，and miR-204-3p as that obtained from miRNA sequencing. In particular，gene ontology（GO）
functions were enriched for regulation of T cell activation，oxidative stress，and miRNA binding. Pathways

identified by Kyoto encyclopedia of genes and genomes（KEGG）database tended to be enriched in

phosphatidylinositol 3-kinases（PI3K）/protein kinase B（Akt），mitogen-activated protein kinase（MAPK），and

cyclic adenosine monophosphate（cAMP）signaling pathways. Based on miRNA prediction differences，three

key genes were identified： SMAD3， JAK2， and STAT3. Conclusion：： Bushong Yiqitang might treat

autoimmune thyroiditis by regulating 6 miRNAs.

［［Keywords］］ Buzhong Yiqitang； autoimmune thyroiditis； miRNA sequencing； bioinformatics；

inflammation

自身免疫性甲状腺炎（AIT）又被称为桥本甲状

腺炎（HT），是一种常见的器官特异性自身免疫疾

病。AIT 发病率约为 0.03%~0.05%，多为中青年女

性［1］。AIT 是导致甲状腺功能减退的主要原因，随

着病情的发展，20%~30% 的患者出现甲状腺功能减

退，患者出现心律失常、便秘、黏液性水肿等症状，

甚至导致女性月经紊乱、男性不育等严重影响患者

生存质量［2］。目前有关 AIT 发病机制尚不明确，而

miRNA 在 AIT 发生发展、免疫调节等方面的作用受

到广泛关注。miRNAs 是一类高度保守的单链非编

码内源 RNA，由 20~24 个核苷酸组成，通过参与调

节其下游基因翻译过程，发挥调节炎症、免疫等生

物学功能［3］。研究发现，AIT 患者甲状腺组织中存

在多种 miRNAs 的表达异常，miRNA 有望作为 AIT

诊疗标志分子［4］。中医药在缓解 AIT 患者临床症

状、降低甲状腺球蛋白抗体（TgAb）滴度水平，调节

自身免疫状态等方面疗效显著［5］。补中益气汤出自

《脾胃论》，具有补气健脾、调节免疫之功效，其处方

组成为黄芪、白术、甘草、人参、橘皮、升麻、柴胡和

当归。多项研究均表明采用以补中益气汤为主方

治疗桥本甲状腺炎效果较好。有研究提出补中益

气汤加减治疗早、中期桥本甲状腺炎效果最佳，并

且可有效降低血清 TgAb 水平［6-7］。前期本团队王英

娜等［8］发现加味补中益气汤联合优甲乐可有效减轻

桥本甲状腺炎患者症状。药理研究证实补中益气

汤能够改善脾虚型大鼠血清代谢物轮廓［9］。本方中

“要药”升麻、柴胡能够改善脾虚小鼠的疲劳状态，

在调节小鼠免疫功能方面发挥关键增效作用［10］。

叶涵婷等［11］发现白术水煎液能够下调溃疡性结肠

炎大鼠白细胞介素（IL）-6、IL-17 水平表达，抑制
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炎性因子的释放及炎性细胞分化。实验研究发现

本方可调控 AIT 大鼠血清甲状腺功能，下调血清

TgAb 等自身免疫抗体水平，有效缓解甲状腺组织

炎性细胞浸润程度［12-13］。前期团队研究亦证实本方

通过抑制 AIT 小鼠甲状腺 miR-155/细胞因子信号抑

制 物 1（Socs1）/转 录 激 活 蛋 白 3（STAT3）和 miR-

125a-3p/白细胞介素 -23 受体（IL-23R）/IL-17 信号通

路，干预 IL-6、IL-17 等炎症因子的释放，减轻甲状腺

组织免疫浸润［14-16］。因此，本研究旨在探索 AIT 小

鼠甲状腺组织 miRNA 表达谱变化情况，为补中益气

汤治疗 AIT 提供更多的实验依据，为筛选治疗 AIT

新靶点及寻找中药新适应症提供新思路。

1 材料

1.1 动物 美国 Jackson 实验室引进 NOD.H-2h4 小

鼠（品系号 No.004447，动物合格证编号 2211A0193

7），于辽宁中医药大学实验动物中心 SPF 级实验室

内繁殖饲养，许可证号 SYXK（辽）2013-0009。本实

验经辽宁中医药大学伦理委员会批准 ，批件号

2018YS（DW）-026-01。

1.2 药物 补中益气汤组成，黄芪 18 g（根部，货号

21050101，产地甘肃），白术 9 g（根茎，货号 211202，

产地安徽），甘草 9 g（根茎，货号 21060102，产地内

蒙古），人参 6 g（根部，货号 201101，产地江苏），橘
皮 6 g（干燥成熟果皮，货号 21100133，产地湖南），
升麻 6 g（，根茎，货号 210401，产地辽宁），柴胡 6 g

（根部，货号 201101，产地山西），当归 3 g（根部，货

号 220301，产地甘肃），均购自辽宁中医药大学附属

第二医院，生药质量浓度为 1.0 g·mL-1。本研究所

采用的中药饮片由辽宁中医药大学附属第二医院

杨潇教授完成鉴定，均符合 2020 年版《中华人民共

和国药典》要求。

1.3 试剂与仪器 TRIzol Reagent（美国 Invitrogen

公司），碘化钠（上海国药集团化学试剂有限公司），
苏木素 -伊红（HE）染色试剂盒（碧云天生物技术有

限公司，批号 C0105），抗甲状腺球蛋白抗体（Anti-

TG）检测试剂盒（武汉伊莱瑞特生物科技股份有限

公司，批号 AEA355Mu），IL-1β、IL-6、IL-17 酶联免

疫吸附测定试剂盒（上海江莱生物科技有限公司，

批号分别为 JL202254、JL202268、JL202535），2xEs

Taq MasterMix、 miRNA cDNA Synthesis Kit、

miRNA 实时荧光定量聚合酶链式反应（Real-time

PCR）Assay Kit（康为世纪生物科技股份有限公司，

批号分别为 19321、CW2141S、CW2142S）。
Eclipse E100 型正置光学显微镜（日本 Nikon 公

司），TriStar.2LB942 型多功能酶标仪（德国 Berthold

公司），NEBNext Multiplex Small RNA Library Prep

Set for Illumina（美国 New England Biolabs 公司），
Qubit Fluorometers（美国 Thermo Fisher Scientific 公

司），Qseq100 DNA Analyzer（中国台湾 Bioptic 公

司），LightCycler 型 Rea-time PCR 仪（德国 Roche 公

司），Hiseq Xten 型测序仪（美国 Illumina公司）。
2 方法

2.1 造模方法 选用 AIT 易感 NOD.H-2h4 小鼠，自

由饮用 0.05% 碘化钠水 8 周，建立 AIT 小鼠模型［17］。

2.2 分 组 及 给 药 选 用 8 周 龄 NOD. H-2h4 小 鼠

30 只，随机分组分为正常组、模型组、补中益气汤组

（BG 组），每组 10 只。正常组饲以蒸馏水，其余各组

饲以含 0.05% 碘化钠水，8 周造模成功。BG 组按小

鼠的给药量为人的 9.1 倍计算（人的标准体质量

60 kg 换算为小鼠平均体质量为 25 g），根据本课题

组 前 期 研 究［15-16］，补 中 益 气 汤 最 佳 质 量 分 数 为

9.56 g·kg-1。 正 常 组 、模 型 组 灌 服 等 量 蒸 馏 水 ，

1 次/d，灌胃 8 周后取材。

2.3 小鼠甲状腺组织病理学改变 处死前 12 h 小

鼠禁食不禁水，采用 1% 戊巴比妥钠（50 mg·kg-1）腹
腔注射麻醉后处死各组动物，迅速钝性解剖甲状腺

组织，在 4% 多聚甲醛中固定 36 h，切片石蜡包埋进

行 HE 染色，然后中性胶封块，观察各组小鼠甲状腺

组织炎性细胞浸润程度。

2.4 酶联免疫吸附测定法（ELISA）检测小鼠血清

TgAb、IL-1β、IL-6 及 IL-17 水平 麻醉后，摘除小鼠

眼球取血约 1.5 mL，室温静置 8 h，以 3 500 r·min-1离

心 15 min（离 心 半 径 8 cm），分 离 上 清 液 。 根 据

ELISA 试剂盒的具体操作说明检测血清 TgAb 和

IL-1β、IL-6 和 IL-17 水平。

2.5 各组小鼠甲状腺组织差异表达 miRNA 分析

2.5.1 甲状腺组织 RNA 的抽提与纯化 随机选取

各组小鼠各 3 只，按照试剂盒说明书提取甲状腺组

织 RNA，采用 Qubit Fluorometer进行定量分析。

2.5.2 文库构建与高通量测序 使用小 RNA 文库

试 剂 盒 构 建 双 端 测 序 文 库 。 将 纯 化 产 物 合 成

cDNA 文库并进行定量检测以确定片段大小。集

群 由 cBot 生 成 ，使 用 Illumina Hiseq X 平 台 进 行

测序。

2.5.3 miRNA 表达谱分析及靶标预测 将每个

miRNA 序列读长与 miRNA 参考数据库结果比对，

计算 miRNA 表达水平。参考文献以 |log2（FC）|>1，

P<0.05 标准［18-19］筛选差异表达 miRNA。
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2.5.4 Real-time PCR 验证差异表达 miRNA 选择

差 异 表 达 miRNA（miR-326-3p、miR-128-3p、miR-

223-5p、miR-141-3p、miR-871-3p、miR-204-3p）进行

Real-time PCR 验证。提取并纯化各组小鼠甲状腺

组织 miRNA 进行 Real-time PCR 分析。应用 TRIzol

法提取 RNA，微量分光光度计检测 RNA 的浓度和

纯度。将 RNA 反转录形成 cDNA。Real-time PCR

总 体 系 20 μL：cDNA 模 板 2 μL，上 下 游 引 物 各

1 μL、SYBR Green 10 μL 及 双 蒸 水 6 μL。 Real-

time PCR 条件为 92 ℃预变性 2 min，94 ℃变性 15 s，

65 ℃退火 25 s，67 ℃延伸 15 s，共 35 个循环。采用

2-ΔΔCt法表示 miRNA 的相对表达量。以 U6 为内参，

引物序列见表 1。

2.5.5 基因本体（GO）和京都基因与基因组百科全

书（KEGG）富 集 分 析 分 别 采 用 TargetScan、

miRDB、miRWalk 数据库预测与上述差异 miRNA 互

作的靶基因，为提高预测的可靠性，本次研究仅保

留同时出现在 3 个数据库中的靶基因。将上述获得

的 核 心 靶 点 信 息 导 入 生 物 学 信 息 注 释 数 据 库

（DAVID，https：//david.ncifcrf.gov/）中，对其进行 GO

富集分析和 KEGG 通路注释分析，运用微生信平台

（http：//www. bioinformatics. com. cn/login/）制 作 GO

富集分析结果的柱状图和 KEGG 通路注释分析结

果的气泡图。采用 Benjamini-Hochberg 法进行多重

假设检验校正，将假阳性和假阴性结果的比例尽可

能控制在可接受范围，校正 P<0.05 被认为具有统计

学意义，检验水准（α）为 0.05。

2.6 差异表达 miRNA 与靶基因网络的构建 运用

Cytoscape 3.9.1 软件构建差异表达 miRNA 与其靶

基因的网络，对差异表达 miRNA 与靶基因的网络进

行分析筛选关键基因。

2.7 统计学方法 采用 SPSS 22.0 软件进行分析，

数据以 x̄±s 表示，应用方差齐性检验和正态性检验，

本研究数据均符合正态分布且方差齐，采用方差分

析，多组间比较采用最小显著性差异法（LSD）-t 检

验，P<0.05 表示差异有统计学意义。

3 结果

3.1 小鼠甲状腺组织病理学改变 正常组可见甲

状腺滤泡上皮呈立方，滤泡丰富，排列紧密。模型

组甲状腺滤泡上皮细胞呈扁平形，滤泡腔内胶质不

均匀，间质可见淋巴细胞浸润。BG 组甲状腺滤泡

上皮细胞较为完整，胶质含量略减少，淋巴细胞浸

润程度减轻，见图 1。

3.2 对小鼠血清 TgAb、IL-1β、IL-6 及 IL-17 水平的

影 响 与 正 常 组 比 较 ，模 型 组 小 鼠 TgAb、IL-6、

IL-17 表达显著增高（P<0.01），IL-1β表达明显降低

（P<0.05）；与模型组比较，BG 组 TgAb、IL-17 表达显

著 降 低（P<0.01），IL-1β、IL-6 表 达 明 显 降 低（P<

0.05），见表 2。

3.3 小鼠甲状腺组织差异表达 miRNA 分析 与正

常组比较，模型组筛选出 154 个差异 miRNA，其中

28 个上调，102 个下调；与模型组比较，BG 组筛选到

112 个差异性 miRNA，其中 21 个上调，97 个下调，见

表 1 引物序列

Table 1 Primer sequence

miRNAs

miR-326-3p

miR-128-3p

miR-223-5p

miR-141-3p

miR-871-3p

miR-204-3p

U6

引物（5'-3'）
ACACTCCACCTGGGCCTCCT

ACACAGGTTGGGATCGGTTG

GCCGAAACAUUCAACGCUGUC

CTCAAGGCAACCTACCGAAAG

TGACTGGCAACATACTG

GTTTGCTGGGAAGGCAAAG

GGAACGATACAGAGAAGATTAG

扩增长度/bp

67

53

75

64

78

63

94

注：A.正常组；B.模型组；C.BG 组

图 1 补中益气汤对 AIT小鼠甲状腺组织病理学影响（HE，×400）
Fig. 1 Effect of Buzhong Yiqitang on thyroid histopathology in

AIT mice（HE，×400）

表 2 补中益气汤对 AIT小鼠血清 TgAb、、IL-1β、、IL-6、、IL-17水平的影响（x̄± s，n=3）

Table 2 Effect of Buzhong Yiqitang on serum TgAb，，IL-1β，，IL-6 and IL-17 level in AIT mice（x̄± s，n=3）

组别

正常组

模型组

BG 组

剂量/g·kg-1·d-1

9.56

TgAb/μg·L-1

28.95±1.86

59.14±8.082）

35.86±5.384）

IL-1β/ng·L-1

125.40±41.59

260.98±57.201）

136.81±38.823）

IL-6/ng·L-1

78.73±15.56

147.65±17.972）

103.84±18.363）

IL-17/ng·L-1

62.04±9.89

254.65±32.102）

134.15±29.974）

注：与正常组比较 1）P<0.05，2）P<0.01；与模型组比较 3）P<0.05，4）P<0.01（表 4 同）
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图 2。测序结果显示 miR-326-3p、miR-128-3p、miR-

223-5p、miR-141-3p、miR-871-3p、miR-204-3p 在 造

模后出现表达差异，而在补中益气汤干预后向反方

向表达，见表 3。

3.4 差异表达 miRNA 的 Real-time PCR 验证 各

组小鼠甲状腺组织 miR-326-3p、miR-128-3p、miR-

223-5p、miR-141-3p、miR-871-3p、miR-204-3p 相 对

表达量与 miRNA 测序结果趋势一致，提示 miRNA

测 序 结 果 可 靠 ，可 用 于 后 续 生 物 信 息 学 分 析 。

见表 4。

3.5 差异表达 miRNA 的功能分析 本研究使用

TargetScan、miRDB 和 miRWalk 数 据 库 预 测 6 个

miRNAs 的靶基因并进行生物信息学分析。GO 分

析 发 现 ，靶 点 基 因 参 与 T 细 胞 共 刺 激（GO：

0031295）、ERBB 信号通路调节（GO：1901184）、T 细

胞活化调节（GO：0050863）等过程；一些基因与细胞

成分的结构有关，如细胞核（GO：0005635）、细胞连

接（GO：0005911）、PRC1 蛋 白 质 复 合 物（GO：

0035102）等部分；涉及的分子功能有组蛋白乙酰转

移 酶 结 合（GO：0035035）、受 体 激 活 剂 催 化 活 性

（GO：0030546）、miRNA 结 合（GO：0035198）等 进

程。KEGG 分析结果显示，差异表达 miRNA 靶基因

主要富集在的研究磷脂酰肌醇 3-激酶（PI3K）/蛋白

激酶 B（Akt）信号通路（hsa04151）、丝裂原活化蛋白

激 酶（MAPK）信 号 通 路（hsa04010）、环 磷 酸 腺 苷

（cAMP）信号通路（hsa04024）、甲状腺激素信号通路

（hsa04919）等途径。这些途径可能与补中益气汤改

善 AIT 作用机制相关，见增强出版附加材料。

3.6 差异表达 miRNA 与靶基因网络的构建 使用

图 2 模型组与正常组比较（A）、BG组与模型组比较（B）差异表达 miRNAs的热图

Fig. 2 Heatmap of differential expression of miRNAs between MG and NG（A），BG and MG（B）
表 3 前 20个差异表达的 miRNAs

Table 3 Top 20 miRNAs with significant differential expression

ID

miR-326-3p

miR-128-3p

miR-223-5p

miR-8120

miR-96-5p

miR-141-3p

miR-871-3p

miR-204-3p

miR-679-5p

miR-541-3p

模型组与正常组

比较

log2FC

1.89

1.55

1.53

1.50

1.32

-2.18

-2.16

-2.16

-1.97

-1.95

P

1.68×10-2

1.32×10-2

1.46×10-2

1.46×10-2

2.31×10-3

2.79×10-2

1.15×10-2

4.72×10-2

9.29×10-4

2.32×10-2

ID

miR-123-3p

miR-871-3p

miR-141-3p

miR-204-3p

miR-374c-3p

miR-128-3p

miR-690

miR-326-3p

miR-6715-5p

miR-223-5p

BG 组与模型组

比较

log2FC

1.27

1.25

1.10

1.06

1.03

-3.31

-3.14

-2.89

-2.78

-2.77

P

4.78×10-2

9.05×10-3

4.60×10-2

1.24×10-3

1.25×10-2

8.34×10-5

1.29×10-2

6.80×10-5

4.88×10-3

1.04×10-2

表 4 补中益气汤对 AIT 小鼠甲状腺组织 miR-326-3p、、miR-128-3p、、miR-223-5p、、miR-141-3p、、miR-871-3p、、miR-204-3p 表达的影响（x̄± s，

n=3）

Table 4 Effect of Buzhong Yiqitang on miR-326-3p，，miR-128-3p，，miR-223-5p，，miR-141-3p，，miR-871-3p and miR-204-3p in thyroid tissue

（x̄± s，n=3）

组别

模型组

BG 组

剂量/g·kg-1·d-1

9.56

miR-326-3p

3.11±0.692）

1.54±0.553）

miR-128-3p

2.72±1.041）

1.17±0.153）

miR-223-5p

3.75±0.432）

1.22±0.044）

miR-141-3p

0.57±0.051）

0.96±0.243）

miR-871-3p

0.26±0.072）

0.72±0.174）

miR-204-3p

0.65±0.082）

0.78±0.033）

注：设正常组 mRNA 的相对表达为 1
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Cytoscape 3.9.1 软件构建上述差异表达 miRNA 及

靶基因的作用网络对差异表达 miRNA 与靶基因的

网络进行拓扑分析，得到 3 个关键基因：果蝇母源抗

皮 肤 生 长 因 子 蛋 白（Smad3）、Janus 相 关 激 酶 2

（JAK2）、信号转导和 STAT3，见增强出版附加材料。

4 讨论

现代医学研究表明 AIT 的发生与遗传和环境等

因素密切相关。临床 HT 分为甲亢、甲功正常、甲减

期，目前现代医学在 HT 的甲减期多采用补充左旋

甲状腺素替代治疗方案，而初期患者多处于被动随

访状态，针对免疫异常目前多无特效药，而中医则

发挥特色优势作用。古代医学中对于 AIT 无明确疾

病命名，现代中医根据本病的临床表现，认为 AIT 可

归属“瘿病”范畴。AIT 发病与情志、饮食及地域水

土等诸多因素有关。多种因素均可导致脾之健运

功能失常，气血津液运行不畅，痰瘀搏结于颈而成

瘿。课题组前期证实脾气亏虚与 AIT 密切相关，为

AIT 发病之基础［20］。课题组前期临床研究证实补气

健 脾 法 可 减 轻 AIT 患 者 症 状 ，缓 解 患 者 焦 虑 情

绪［21］。补中益气汤以黄芪补中益气为君；参、术、甘

草补益脾胃为臣药；陈皮调理气机，当归补血和营

为佐；升麻、柴胡协同参、芪升举清阳为使。

NOD.H-2h4 小鼠具有 AIT 疾病遗传易感背景，

甲状腺球蛋白（Tg）是易患 AIT 的 NOD.H-2h4小鼠品

系主要自身抗原。过量碘诱导 NOD.H-2h4小鼠 AIT

发生，出现甲状腺组织破坏、血清 TgAb 水平升高等

特征。AIT 小鼠甲状腺组织病理与 AIT 临床患者甲

状腺组织类型相似，因此动物模型作为 AIT 理想的

实验动物模型之一，能够较好的模拟 AIT 的病理生

理过程［17］。目前 AIT 小鼠动物模型评估分为 2 个方

面［22］，①形态学改变，甲状腺组织损伤，淋巴细胞浸

润；②血清学改变，TgAb 抗体水平显著升高。本研

究 NOD.H-2h4 小鼠自由饮用 0.05% 碘化钠饮用水 8

周后构建 AIT 小鼠模型，动物模型成功率达到 90%

以上，与其他研究结果相类似［23-24］。炎症因子在

AIT 免疫调节中扮演重要角色。IL-1β、IL-6 和 IL-17

是细胞免疫应答过程中释放的关键炎症细胞因子，

广泛存在于 AIT 等自身免疫性疾病患者血清中，这

些炎症因子持续存在加重 AIT 的炎症反应过程，同

时阻断上述炎症因子表达也被证明可以降低自身

抗体反应，改善免疫状态［25］。 AIT 小鼠血清包括

IL-1β、IL-6 和 IL-17 在内的多种炎症因子水平升高，

补中益气汤干预后，相关炎症因子水平降低，AIT 小

鼠甲状腺炎症浸润情况得到缓解，这与其他相关研

究实验结果相似［26］。

miRNA 是一类具有高度保守性的调控分子，根

据调控靶基因的作用模式可分为两种类型，miRNA

作用时与靶基因不完全互补结合，阻止翻译进程而

不影响其靶基因转录本稳定性，常见于动物体内；
另外 miRNA 可与靶基因序列完全互补结合，形成

RNA 诱导沉默复合体（RISC），最终切割 mRNA，破

坏 mRNA 稳定性［27］。同时 miRNA 对靶基因的调控

作用也受 Dicer 酶剪切位点、靶基因结合位点等多

种因素影响。有研究发现 miRNA 调控多种机体生

物学功能，如细胞分化、细胞凋亡、炎症及免疫反应

等［28-30］。miRNA 作为关键上游调控分子，在 AIT 疾

病进展中发挥重要作用。研究表明 HT 患者血清

miR-326 可能通过调控辅助性 T 细胞（Th）17/调节性

T 细 胞（Treg）平 衡 参 与 疾 病 进 程 ，miR-206、

miR-142-3p、miR-150 表达情况与 HT 进展有关，提

示以上 miRNAs 可能对评估本病早期危险性有重要

意义［31-33］。本研究筛选得到多个差异表达分子

miR-326-3p、miR-128-3p、miR-223-5p、miR-141-3p、

miR-871-3p、miR-204-3p。研究发现 HT 患者外周血

单个核细胞（PBMC）和甲状腺组织中 miR-326 抑制

AMAM17 表达，增强 IL-23 表达参与 HT 的发生发

展［34］。在本研究中亦证实补中益气汤能够调节

miR-326 表达，这可能是该方干预 AIT 的靶点之一。

黄钟等［35］发现 miR-128-3p 上调加重脓毒症大鼠体

内炎症反应。miR-141-3p 参与调控心肌细胞损伤

过程中炎症反应的发生［36］。miR-204-3p 过表达可

抑制脂多糖诱导的肾小管上皮细胞炎症反应及细

胞 凋 亡［37］ 。 可 见 miR-326-3p、miR-128-3p、

miR-141-3p、miR-204-3p 均与免疫及炎症反应相关。

前期研究发现补中益气汤能够上调 miR-125-3p 水

平，抑制 IL-23R 蛋白表达进而改善 AIT 疾病免疫失

常状态［14］。socs1 是 miR-155 的靶基因，补中益气汤

可通过调控该通路影响 Th17 细胞分化，改善 AIT 小

鼠免疫失常状态［15］。在本研究中虽然检测到既往

文献中提及的 miR-155 和 miR-125a-3p 表达，但在本

次实验中其本底表达量较低、总体表达水平未达到

本研究采用的筛选标准，同时考虑到实验样本批次

不同，测序文库信号干扰等因素导致实验差异。后

续实验将关注丰度较低的 miRNA 表达情况及其分

子生物学功能，尽可能避免实验误差。目前尚缺乏

关于 miR-223-5p、miR-871-3p 在免疫炎症方面的详

尽报道。本研究提示上述 miRNA 可能是补中益气

汤干预 AIT 的直接靶点。研究发现与 AIT 疾病相关
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的 GO 功能富集分析条目主要集中在 T 细胞活化调

节、氧化应激、miRNA 结合等方面。有证据表明抗

程序性死亡抗体（PD-1-Ab）激活细胞增殖抑制记忆

CD4+T 细胞，从而在甲状腺炎症进程中发挥关键作

用［38］。碘诱导 NOD.H2h4 小鼠甲状腺组织中活性氧

的大量累积引起氧化应激反应，这可能是 AIT 发生

发展的重要环节［39］。KEGG 通路分析显示 miRNA

的靶基因主要富集于 PI3K/Akt 信号通路、MAPK 信

号通路等。PI3K/Akt 信号通路通过激活细胞氧化

应激反应，释放 TNF-α、IL-6、IL-8 等多种炎症蛋白，

调控免疫反应。汉防己甲素可通过干预 PI3K/Akt

信号通路，下调 IL-1β、肿瘤坏死因子（TNF）-α水平，

发挥对自身免疫性肾病的保护作用［40］。MAPK 信

号通路在炎症反应中发挥重要作用，MAPK 通路由

ERK 通路、JNK 通路、p38 通路等多个亚家族组成。

MAPK 通路传导多种外部信号，包括生长、分化、炎

症和凋亡等多种细胞反应。差异 miRNA 预测得到

3 个关键基因 Smad3、JAK2、STAT3。Smad3 作为促

进转化生长因子（TGF）-β家族蛋白进入细胞核发挥

作用的重要调节分子，能够与酪氨酸激酶磷酸化的

TGF-β受体结合形成多聚体复合物，从而调节下游

靶基因转录进程。Smad3 对免疫炎症反应具有双向

调控作用，在炎症初始阶段，Smad3 加重炎症反应，

而当炎症反应爆发，Smad3 转而负向抑制炎症［41］。

谭燕等［42］发现 Graves 病作为一种常见的自身免疫

性甲状腺疾病，其患者外周血单个核细胞 Smad3 蛋

白上调促进 IL-2 表达，可能与机体免疫功能紊乱状

态密切相关。孙庆凯等［43］发现 HT 患者血浆 Smad3

表达显著下调，Th17/Treg 比例升高，提示 Smad3 可

能在自身免疫性甲状腺疾病中发挥重要作用 。

JAK2 广泛存在于哺乳动物体内，在细胞因子及炎

症反应激活调控关系中发挥关键作用。胞浆内活

化 的 JAK2 激 酶 执 行 胞 内 相 应 的 信 号 转 导 ，使

STAT3 磷酸化形成同源二聚体，结合下游目的基因

发挥生物学效应［44］。JAK2、STAT3 是参与调控炎症

与氧化应激信号的重要靶点，在 Th17 分化及 IL-6 信

号转导通路等发挥着重要作用。JAK2、STAT3 可激

活 IL-17，TNF-α等下游炎症因子，诱导免疫炎症反

应，与自身免疫疾病发展相关［45］。HT 患者甲状腺

组织内 STAT3、p-STAT3 表达上调，并且蛋白定位于

甲状腺滤泡结构损伤区域，提示 STAT3 与甲状腺组

织损伤有关［46］。综合以上结果，推测补中益气汤可

能通过调控相关信号通路及关键基因发挥药理作

用，改善 AIT 疾病免疫状态。

越来越多的实验和证据表明，miRNA 与人类疾

病的产生和发展密切相关，miRNA 领域的技术不断

发展有助于指导基于 miRNA 治疗方法的未来方向。

本研究采用 miRNA 测序技术揭示补中益气汤干预

AIT 小鼠甲状腺组织差异 microRNA 表达谱。生物

信息学分析发现补中益气汤可通过改变 miRNA 表

达相关的 PI3K/Akt 信号通路、MAPK 信号通路、

cAMP 信号通路等途径，最终影响 AIT 发生发展。

后续课题组将针对差异表达的 miRNA 进行双荧光

素酶报告实验以验证其与靶基因的直接作用关系，

通过干扰及过表达靶基因验证下游效应分子的功

能，进一步阐明 miRNA 调控网络，理解补中益气汤

的作用机制。
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