
中华危重病急救医学 2013年 6月第 25卷第 6期 Chin�Crit�Care�Med，June��2013，Vol.25，No.6

·论著·

转染微小 RNA-146a对肺泡巨噬细胞

肿瘤坏死因子 -α表达的影响

刘芬 曾振国 聂成 丁成志 邵强 卿城 钱克俭

【摘要】 目的 观察转染微小 RNA-146a（miR-146a） 对大鼠肺泡巨噬细胞炎症因子肿瘤坏死因子 -琢

（TNF-琢）表达的影响，探讨转染 miR-146a 对肺泡巨噬细胞炎症反应的调控作用。 方法 体外培养大鼠肺泡

巨噬细胞株 NR8383，分别以 25、50、100�nmol/L�Cy

TM

3 标记的 Pre-miR

TM

阴性对照转染细胞，选择转染效率最高

的浓度作为实验浓度。 将 NR8383 细胞分成两组，转染组转染 50�nmol/L�Pre-miR

TM

�miR-146a 前体，对照组转

染 50�nmol/L�Cy

TM

3 标记的 Pre-miR

TM

阴性对照，采用实时荧光定量逆转录 - 聚合酶链反应（RT-qPCR）检测转

染后细胞内 miR-146a 的 mRNA表达。 用脂多糖（LPS）1�mg/L 刺激细胞 6�h后，采用酶联免疫吸附试验（ELISA）

测定细胞培养上清液内 TNF-琢 蛋白表达，采用 RT-qPCR检测细胞内 TNF-琢 mRNA表达。 结果 以 50�nmol/L�

Cy

TM

3 标记的 Pre-miR

TM

阴性对照转染细胞效率最高， 约为 80%。 与对照组（作为 1） 相比， 转染组细胞内

miR-146a 的 mRNA 表达上调了（24.55±6.14）倍（P＜0.01）。 LPS 刺激后，转染组细胞上清液 TNF-琢 蛋白含量

（ng/L）较对照组明显下降（211.5±30.4 比 616.6±42.3，P＜0.01），细胞内 TNF-琢 mRNA 表达下调了（47±6）%

（P＜0.05）。结论 转染 miR-146a 能下调肺泡巨噬细胞炎症因子 TNF-琢 的表达，表明 miR-146a 能抑制 LPS 诱

导肺泡巨噬细胞的炎症反应。
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【

Abstract

】

Objective To�observe� the� effect� of� transfected�microRNA-146a�（miR-146a） on� expression� of�

tumor� necrosis� factor-α （TNF-α） in� alveolar� macrophages， and� to� analyze� its� regulatory� mechanism� in� the�

inflammatory� response� of� alveolar� macrophages.�Methods Cy

TM

3� labeled� with� 25， 50， 100� nmol/L� of� Pre-miR

TM

，

respectively， were�transfected�into�rat�alveolar�macrophages�NR8383�cultured�in�vitro.�The�highest�transfection�efficiency�

was� selected� to�be� the�experimental� concentration.�NR8383�cells�were�divided� into� two�groups： transfected� group�was�

tranfected�with�50�nmol/L�Pre-miR

TM

�miR-146a�precursor， and�control�group�with�50�nmol/L�Cy

TM

3�labeled�Pre-miR

TM

�

as� the� negative� control.� The� mRNA� expression� of� miR-146a� of� cells� was� detected� by� real-time� quantitative� reverse�

transcription-polymerase��chain��reaction��（RT-qPCR）.��Then��cells��were��stimulated��with��lipopolysaccharide��（LPS，

1� mg/L） for� 6� hours.� The� production� of� TNF-α protein� in� the� supernatant� of� cells� was� assayed� by� enzyme-linked�

immunosorbent� assay� （ELISA）， and� the� expression� of�TNF-α mRNA�of� cells�was�detected�by�RT-qPCR.�Results

Transfection� rate� was� highest� in� the� 50� nmol/L�Cy

TM

3� labeled� Pre-miR

TM

� cells， and� it� reached� 80% .� Compared� with�

control� group� （set� at� 1）， the� expression� of� miR-146a� increased� by� （24.55±6.14） folds� in� transfected� alveolar�

macrophages�（P＜0.01）.�After�the�cells�were�stimulated�with�LPS， the�production�of�TNF-α protein�（ng/L） in�the�

supernatant�of�cell�was�decreased�from�616.6±42.3�to�211.5±30.4�（P＜0.01）， and�the�expression�of�TNF-α mRNA�

was�decreased�by�（47±6）%�（P＜0.05） in�transfected�alveolar�macrophages�when�compared�with�that�of�the�control.�

Conclusions Transfection� alveolar� macrophages� with� miR-146a� precursors� could� down-regulate� the� expression� of�

TNF-α.�It�is�therefore�suggests�that�up-regulation�of�miR-146a�can�inhibit�inflammatory�responses�as�induced�by�LPS，

in�alveolar�macrophages.
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许多研究发现，微小 RNA-146a（miR-146a）参

与了机体的固有免疫反应， 在 Toll 样受体 / 核转录

因子 -资B（TLRs/NF-资B）通路中具有重要的调控作

用

［

1-2

］

。本课题组前期研究发现，脂多糖（LPS）在诱导

肺泡巨噬细胞产生炎症因子的同时， 也诱导了

miR-146a 表达的升高， 并且 miR-146a 与炎症因子

呈负相关

［

3-4

］

，miR-146a 表达水平上升后，炎症因子

的释放减少

［

5

］

，推测 miR-146a 可能参与了肺泡巨噬
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细胞炎症反应的调控。 为了进一步明确 miR-146a

在肺泡巨噬细胞炎症反应中的调控作用， 本实验通

过体外转染 Pre-miR

TM

�miR-146a�前体， 上调肺泡巨

噬细胞内 miR-146a 的表达， 观察其对炎症因子肿

瘤坏死因子 -琢（TNF-琢）表达的影响，进一步探讨

miR-146a 在炎症反应中的调控作用。

1 材料与方法

1.1 材料：大鼠肺泡巨噬细胞株 NR8383 购于中国

科学院细胞库；胎牛血清由美国 HyClone 公司提供，

Ham�F-12K 培养基、LPS（E.coli� 0111：B4）为美国

Sigma-Aldrich 公司产品；Pre-miR

TM

�miR-146a 前体、

Cy

TM

3 标记的 Pre-miR

TM

阴性对照、TaqMan

○

R

�miRNA

逆转录试剂盒、TaqMan

○

R

聚合酶链反应（PCR）试剂

盒、TaqMan

○

R

RNA 测定试剂盒为美国 ABI 公司产

品， 大鼠 TNF-α 定量酶联免疫吸附试验（ELISA）

检测试剂盒（上海森雄科技实业有限公司），TRIzol

（美国 Invitrogen 公司），PrimeScript

○

R

逆转录（RT）

试剂盒、SYBR

○

R

Premix�Ex�Taq

TM

�ⅡPCR 检测试剂盒

（大连宝生物工程有限公司）。氯仿、异丙醇及无水乙

醇等均为国产分析纯。

1.2 细胞培养：NR8383 细胞接种于含 15%胎牛血

清、2�mmol/L�L- 谷氨酰胺、1.5�g/L 碳酸氢钠的 Ham��

F-12K 培养基，大气压下 37�℃、5％CO

2

温湿培养箱

中培养，2～3�d 换液 1次，3～4�d 传代 1次。

1.3 细胞优化转染效率：6 孔板每孔接种 1.5×10

6

个细胞，每孔 2�ml，使细胞生长面积达到 50%，放置

培养箱内培养 90�min 后，分别加入 3 个浓度的阴性

对照转染细胞，终浓度分别为 25、50、100�nmol/L，每

组设 2个复孔，再培养 6�h，收集细胞去掉培养基，再

加入新鲜完全培养基重悬细胞后，接种培养板，放置

培养箱内贴壁 1�h 后于倒置荧光显微镜下观察，采

用绿色荧光激发 Cy

TM

3，发射出红橙光，计算细胞转

染效率。 选取转染效率最高的浓度转染 miR-146a�

前体进行下一步的功能研究。

1.4 实验分组及处理： 将转染好的细胞按每孔

1.5×10

6

个接种至 6 孔板，每孔 2�ml，实验分两组，

每组 5个复孔。转染组培养基中加入 50�nmol/L浓度

的 Pre-miR

TM

�miR-146a 前体进行转染； 对照组培养

基中加入 50�nmol/L�Cy

TM

3 标记的 Pre-miR

TM

�阴性

对照进行转染。 培养 24�h 后收集细胞，采用实时荧

光定量逆转录 -聚合酶链反应（RT-qPCT）检测细胞

内 miR-146a 的表达倍数。 两组细胞转染后继续培

养 24�h 再加入 1�mg/L 终浓度的 LPS 处理细胞 6�h，

离心收集细胞团块和细胞上清液，保存于 -80�℃冰

箱，分别用于细胞总 RNA提取和 ELISA 检测。

1.5 检测指标及方法

1.5.1 TNF-琢 蛋白含量测定：收集各组细胞的培养

上清液， 按照 ELISA 试剂盒操作说明书步骤检测

TNF-琢 蛋白含量。

1.5.2 RNA提取：采用 TRIzol法提取细胞内总 RNA，

通过紫外分光光度计测定总 RNA浓度，琼脂糖凝胶

电泳检测总 RNA完整性及纯度。

1.5.3 TNF-α mRNA 表达测定：应用 RT 试剂盒反

转录 RNA，反应条件：37�℃ 15�min，85�℃ 5�s，4�℃保

存。 采用 PCR 试剂盒进行 PCR 扩增， 反应条件：

95�℃ 30�s；95�℃ 5�s，57�℃ 20�s，2�℃ 27�s，40 个扩增

循环。 选取 茁- 肌动蛋白（茁-actin）作为内参基因，

TNF-琢 mRNA的相对表达量采用 2

-ΔΔCt

�计算。

1.5.4 miR-146a�mRNA 表达测定：应用 RT 试剂盒

反转录 RNA，反应条件：16�℃ 30�min，42�℃ 30�min，

85�℃ 5�min。 应用 PCR 试剂盒进行 PCR 扩增，反应

条件：95�℃ 10�min；95�℃ 15�s，60�℃ 60�s，40 个扩增

循环。 使用 ABI�7500定量 PCR 仪进行扩增和检测。

所有操作按试剂盒说明书进行，操作均在冰上完成。

U6�snRNA 作为内参照，miR-146a 的相对表达量采

用 2

-驻驻Ct

计算。

1.6 统计学方法： 采用 SPSS�13.0 统计软件分析数

据，数据以均数±标准差（x±s）表示，两样本比较采

用独立样本 t 检验， 方差不齐时采用近似 t 检验。

P＜0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 倒置荧光显微镜下观察细胞转染效率（图 1）：

转染 Cy

TM

3 标记的 Pre-miR

TM

阴性对照进入 NR8383

细胞 6�h 后，绿色荧光下激发，可见成功转染的细胞

发出红橙光，25�nmol/L 转染效率为 70%，50�nmol/L

转染效率为 80%，100�nmol/L 时转染效率为 50%。表

明用 50�nmol/L时转染细胞效率最高。

2.2 转染 NR8383 细胞后 miR-146a 的 mRNA 表达

（图 2）：转染组 miR-146a�mRNA 表达较对照组上调

了（24.55±6.14）倍，差异有统计学意义（P＜0.01）。

表明应用 50�nmol/L 浓度的 Pre-miR

TM

�miR-146a 前

体转染细胞后 miR-146a 的表达量明显升高。

2.3 上调 miR-146a 对 LPS 诱导 TNF-α 表达的影

响（图 2）：转染组 TNF-琢 蛋白表达较对照组明显

下降（ng/L：211.5±30.4比 616.4±42.3，P＜0.01）。 转

染组 TNF-α mRNA表达较对照组下调了（47±6）%

（P＜0.05）。 表明过表达 miR-146a 能下调 LPS 诱导

的 NR8383细胞 TNF-α 的表达。
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3 讨 论

肺泡巨噬细胞是肺组织中最多的非实质性细

胞

［

6

］

，是肺组织固有免疫系统的第一道防线，过度释

放的炎症因子导致肺内炎症“瀑布”反应，是引起急

性肺损伤 / 急性呼吸窘迫综合征（ALI/ARDS）的关

键原因

［

7-8

］

。TNF-琢是导致肺部炎症反应级联放大的

始发因子和肺组织损伤的效应因子。因此，本实验选

取肺泡巨噬细胞来构建炎症反应模型， 并通过检测

细胞 TNF-琢的表达情况来验证模型是否成功，以及

判断炎症的反应程度

［

9

］

。 本研究发现，LPS 刺激肺泡

巨噬细胞后，TNF-琢 mRNA 及蛋白表达明显上升，

证明炎症反应模型可靠。

miRNAs 为小的内源性非编码 RNA，约

22 个核苷酸长度，在进化中高度保守

［

10

］

。 在

胞质中 miRNAs 与其介导基因沉默途径中的

效应分子 Argonaute 等蛋白分子结合形成

miRNA 诱导沉默复合物， 通过识别靶基因

mRNA 的 3' 端非编码区（3'UTR），从而抑制

蛋白的翻译或促进靶基因的降解

［

11-12

］

。 现已

研究证实 miRNA 与炎症反应密切相关

［

1

］

，其

中 miR-146a 是目前研究的热点。

Pre-miR

TM

�miR 前体是一类小的经化学

修饰的双链 RNAs，它包含一条与已知的成熟

目的 miRNA 相同的单链 RNA， 当 Pre-miR

TM

�

miR-146a 前体转入细胞后，可以通过内源性

miRNA加工通路生成成熟的 miR-146a。本实

验通过转染 Pre-miR

TM

�miR-146a 前体到肺

泡巨噬细胞后发现，miR-146a 的 mRNA 表达

上调了（24.55±6.14）倍，并且观察到上调

miR-146a 后能明显抑制 TNF-琢 的蛋白表

达，表明 miR-146a 能抑制 LPS 诱导肺泡巨噬

细胞的炎症反应。

miRNAs 主要是通过识别靶基因 mRNA

的 3'UTR， 从而抑制蛋白的翻译或促进靶基

因的降解，本实验研究已证实 miR-146a 能抑

制 TNF-琢 的蛋白表达，然而作用机制尚不明

确。 miR-146a 是直接作用于 TNF-琢 mRNA，

还是作用于 TNF-琢 蛋白生成通路中的其他

因子，还有待进一步研究。
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急性肺损伤在不同性别、种族间的发生情况

既往研究表明，不同性别和种族间急性肺损伤（ALI）患者的病死率不尽相同，但目前并无研究表明它们之间存在相关性。为

此，美国研究人员进行了一项多中心队列研究，旨在了解 ALI发病率和病死率是否与年龄及种族相关。 研究对象为存在 ALI 发

病风险的 5201 例患者。 结果发现：ALI的发病率为 5.9%；患者院内总病死率为 5.0%，其中 ALI患者病死率为 24.4%。 男性患者

较女性患者更容易发生 ALI（6.9%比 4.7%，P＝0.001），而不同性别的 ALI 患者病死率并无显著差异（男性 27.6%�，女性 18.5%，

P＝0.08）；当去除混杂因素后，不同性别患者 ALI的发病率并无显著差异。 黑人患者较白人患者更容易出现肺炎、脓毒症、休克

及重症表现，但是黑人患者较少进展为 ALI（4.5%比 6.5%，P＝0.014）；当去除混杂因素后，这种统计学上的显著差异依然存在

（优势比为 0.66，95%可信区间为 0.45～0.96）。 研究结果表明，当去除混杂因素后，ALI 的发生和结局在不同性别及种族的高危

患者间无显著差异；而尽管黑人患者症状较重，但其较少进展为 ALI。

罗红敏，胡森，编译自《Chest�》，2013，143（4）：901-909

哮喘-慢性阻塞性肺疾病重叠综合征患者的流行病学调查

目前尚不清楚同时患有慢性阻塞性肺疾病（COPD）和哮喘（哮喘 -COPD 重叠综合征）患者的流行病学情况，为此，最近意大

利研究人员进行了一项流行病学调查研究，旨在了解 COPD、哮喘、哮喘 -COPD 重叠综合征患者的流行病学情况。 研究人员采

用问卷调查的形式收集了 20～44 岁（n＝5163）、45～64 岁（n＝2167）、65～84 岁（n＝1030）的意大利普通人群的相关资料并进

行了相关分析。结果发现，65 岁以下人群哮喘或 COPD 的发病率为 13%，65 岁以上人群的发病率为 21%。随着年龄的增长，哮喘

的发病率逐渐降低（8.2%～1.6%），而 COPD 的发病率逐渐增高（3.3%～13.3%）。 各年龄组人群哮喘 -COPD 重叠综合征的发病

率分别为 1.6%（20～44 岁）、2.1%（45～64 岁）、4.5%（65～84 岁）。 与仅患有哮喘或 COPD 的患者相比，哮喘 -COPD 重叠综合征

患者更容易出现呼吸系统症状及肺功能损害，而且其住院率更高（P＜0.01）。 该研究结果表明，哮喘与 COPD 在普通人群中并不

少见，其中有一部分患者同时患有哮喘和 COPD，这类患者临床症状更加严重，因此需要得到更多的关注。

罗红敏，胡森，编译自《PLoS�One�》，2013,�8（5）：e62985

阿奇霉素维持治疗对感染恶化的非囊性纤维化

支气管扩张患者的效果：一项随机对照试验

大环内酯类抗菌药物已被证明对囊性纤维化（CF）和弥漫性泛细支气管炎有益，早期的研究结果也表明大环内酯类抗菌药

物同样可使非 CF支气管扩张患者获益。 最近荷兰学者进行了一项多中心随机双盲对照临床研究，旨在评价阿奇霉素维持治疗

在非 CF支气管扩张患者中的效果。该研究纳入 2008 年 4 月至 2010 年 9 月荷兰 14 家医院收治 83 例在上一年度合并 3 次或更

多次下呼吸道感染的非 CF支气管扩张门诊患者，研究干预为阿奇霉素或安慰剂维持治疗（250�mg/d）12 个月。 研究的主要终点

指标为 12 个月治疗期间的感染加重数；次要终点指标包括肺功能、痰细菌学、炎症标志物、副作用、症状评分和生活质量等。 该

研究有 43 例（52％）接受阿奇霉治疗，40 例（48％）接受安慰剂。 在研究结束时，阿奇霉素组病情加重患者中位数为 0（四分位数

间距为 1），而安慰剂组为 2（四分位数间距为 2），差异有统计学意义（P＜0.001）；32 例（80％）安慰剂处理和 20 例（46％）阿奇霉

素治疗的患者至少出现 1 次病情加重〔风险比为 0.29�，95％可信区间（95%CI）为 0.16～0.51〕。 随着时间的推移，第一秒用力呼

气容积（预测百分比）的变化情况在两组间存在明显差异（P＝0.047），阿奇霉素组每 3 个月同比增长 1.03％，安慰剂组则跌幅

0.10％。 阿奇霉素组有 40％发生胃肠道不良反应，安慰剂组有 5％〔腹痛相对危险度（RR）为 7.44�，95％CI 为 0.97～56.88；腹泻

RR 为 8.36，95％CI 为 1.10～63.15〕， 但两组均无需停止研究治疗。 阿奇霉素治疗的个体中大环内酯类抗菌药物的耐药率为

88％，安慰剂组则为 26％。 该临床研究显示，日常使用阿奇霉素治疗 12 个月，与安慰剂相比，成人非 CF支气管扩张患者感染加

重发生率较低，使得患者有更好的生活质量，并可能影响生存，但对抗菌药物耐药性的影响需要加以考虑。

喻文，胡森，编译自《JAMA�》，2013，309（12）：1251-1259
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