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·儿科急危重症·

miR-34a与 TNF-α在新生大鼠急性呼吸窘迫
综合征肺损伤模型中的表达
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【 摘 要 】 目 的 探 讨 microRNA-34a (miR-34a) 、 肿 瘤 坏 死 因 子 -α（tumor necrosis factor-
α,TNF-α）在脂多糖 (lipopolysaccharides,LPS) 诱导的新生大鼠急性呼吸窘迫综合肺损伤模型中的

表达意义及作用机制。方法 随机数字法将新生 SD 大鼠 80 只（7 日龄）分为两组，两组均为 40 只，

通过腹腔内注射 4 mg/kg LPS 溶液建立不同时相分别为 3、6、12、24 h 的 NARDS 动物模型为实

验组，腹腔内注射 4 mL/kg 等渗 Nacl 溶液建立健康参照组。测定肺湿 / 干重比值 , 观察肺组织病理

学改变 , 实时荧光定量 PCR (quantitative real-time PCR, qRT-PCR) 检测肺组织及细胞 miR-34a 表达，

ELISA 检测肺组织及 TNF-α 浓度。结果 实验组肺湿 / 干重值较对照组明显升高。苏木精 - 伊红 (HE) 
染色显示实验组肺组织病变呈弥漫性改变，肺泡间隔增厚 , 部分出现肺泡融合，肺泡数目减少等。

miR-34a、TNF-α 表达水平在实验组的各个时间点较对照组升高，miR-34a 表达与 TNF-α 呈正相关。

结论 推测 miR-34a 通过正向调控 TNF-α 的表达，从而参与 NARDS 疾病的发生发展过程。
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【Abstract】 Objective To investigate the expression of microRNA-34a (miR-34a)and tumor necrosis 

factor-α (TNF-α) in lung injury induced by lipopolysaccharides (LPS) in neonatal rats with acute respiratory 
distress syndrome (ARDS). The expression of mirna-34a and tumor necrosis factor-α (TNF-α) in lung injury 
induced by lipopolysaccharides (LPS) was determined by tumor necrosis factor. Methods A total of 80 
7-day-old newborn SD rats were randomly(random number) divided into two groups, 40 in each group, 
NARDS animal models were established by intraperitoneal injection of 4 mg/kg LPS solution for 3,6,12 and 
24 hours respectively. Normal control group was established by intraperitoneal injection of 4 mL/kg isotonic 
Nacl solution. The wet/dry weight ratio of lung was measured to observe the changes of lung histopathology. 
The expression of miR-34a in lung tissues and cells was detected by quantitative real-time PCR (qrt-PCR). 
Results the wet/dry weight of lung in the experimental group was signifi cantly higher than that in the control 
group. Hematoxylin-eosin (HE) staining showed diffuse changes in lung tissue, thickening of alveolar septum, 
partial alveolar fusion and decreased number of alveoli in experimental group. The expression levels of miR-
34a and TNF-α in the experimental group were higher than those in the control group at each time point. 
Conclusions It is speculated that miR-34a can promote the release of more infl ammatory factors by positively 
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新生儿急性呼吸窘迫综合征（neonatal acute 
respiratory distress syndrome ,NARDS）作为新生儿

科常见的危重症 , 具有较高的病死率和致残率，该

病的病理生理过程涉及较多复杂的炎性反应 , 且后

期常伴多种合并症 , 治疗效果不理想 [1]。NARDS
生物学和临床证据均证实 , 围生期继发性严重肺损

伤与 ARDS 存在相同点 , 但由于新生儿在肺部发

育、免疫功能等方面的特殊性可能导致 NARDS 在

病因、临床表现、治疗及预后方面均不同于儿童和

成年人时期的 ARDS 患者 [2]。该起因复杂，发病

的病理生理机制也各不相同，常伴有急性炎症性

肺损伤，且无论肺内或肺外因素均可以触发。微

小 RNA（microRNAs,miRNAs） 是 一 类 长 度 约 为

18 ～ 24 个核苷酸的短小的非编码单链 RNA, 通过

负性调控基因表达在各种细胞的生理过程中起主要

作用 [3]。有研究数据显示，miRNA 在肺器官的正

常发育中发挥着重要作用，由于其靶向的性质，其

中某些 miRNA 甚至可以起到限制损伤和促进修复

的双重作用，因为它们除了调节肺部修复活性外还

具有抗炎特性，可减少继发感染所造成的损害 [4]，

这引起了大家对 miRNA 在肺部疾病中的广泛关注。

既往研究发现通过检测 NARDS 患儿血清中 miR-
34a 呈高表达，并且随病情程度的加重而增高 [5]。

为了进一步探寻 miR-34a 在 NARDS 中的调控

机制，通过大量的查阅文献，同时采用生物信息学

分析，对 miR-34a 潜在的作用靶点进行预测，通过

miRdb、miRwalk、miRTarBase 三种在线软件预测

miR-34a 的靶基因，利用 venny2.0 在线软件取交集

得到 489 个基因，最终确定 miR-34a 的靶基因集合

范围（见图 1）。利用在线数据库 String 11.5 查询

获得所预测靶基因集合编码蛋白质之间的关系并将

所得数据导入 Cytoscape 3.9.0 软件，对结果进行可

视性分析得到 蛋白质互作网络图（见图 2）。发现

regulating the expression of TNF-α, thus affecting the occurrence and development of lung injury. The 
expression of miR-34a positively correlated with TNF-α. miR-34a may affect the regulation mechanism of lung 
injury by mediating the expression of TNF-α through some signal pathway or infl ammatory reaction, it provides 
a new therapeutic target for the treatment of neonatal acute respiratory distress syndrome (NARDS).  
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图 1 miR-34a 的预测靶基因
Fig 1 Predicted target genes of 

miR-34a

图 2 miR -34a 的蛋白质互作
网络图

Fig 2 Protein interaction network 
diagram of miR-34a

TNF-ɑ 的编码蛋白质在整个蛋白质互作网络中具

有较强的互作性，说明 miR-34a 对 TNF-ɑ 可能存

在一定的调控作用。

本研究通过检测不同时间段 NARDS 新生大鼠肺

组织中 miRNA-34a 的表达变化情况，期望发现 miR-
34a 与 TNF-α 的相关性，拟探讨 miR-34a、TNF-α
在 NARDS 发病机制中的作用，为临床上 NARDS 的

诊断和治疗提供新的提供新的参考依据和策略。

1 材料与方法

1.1 主要试剂

LPS 溶液（上海生物科技有限公司），10% 水

合氯醛（四川佰春科技有限责任公司），4％多聚甲

醛（上海钰博生物科技有限公司）、二甲苯（武汉

九逸化工有限公司）、梯度酒精（武汉九逸化工有

限公司）、中性树胶（武汉卡诺斯科技有限公司）、

mRNA 反转录试剂盒（杭州爱津生物技术有限公

司）、mRNA 荧光定量 PCR 试剂盒（上海康朗生物

科技有限公司）、无水乙醇、BCA 蛋白浓度测定试

剂盒（武汉伊莱瑞特生物科技股份有限公司）、大

鼠 TNF-αELISA 试剂盒（武汉伊莱瑞特生物科技
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股份有限公司）等。

1.2 实验动物分组

Sprague-Dawley (SD) 孕鼠 30 只，自由饮食及

饮水 , 实验中对待动物遵循内蒙古医科大学伦理委

员会批准，动物处置方法符合动物伦理学。建模前

12 h禁食，孕鼠生产后选取新生7日龄SD大鼠80只，

雌雄各半，按随机数字法分为实验和对照，每组 10
只，设立 3 h、6 h、12 h、24 h 四个时相组。每只大

鼠采用腹腔内注射 10% 水合氯醛进行麻醉，剂量为

（4 mg/kg）。给予实验组腹腔内注射 LPS 溶液 4 mL/
g（LPS 0.004 mg 溶于 2 mL 等渗 Nacl 溶液中），给

予对照组腹腔内注射等渗 Nacl 溶液。观察其一般情

况、记录呼吸频率。实验组即对照组建立完场后，

分别于上述时间点采集肺组织标本，右肺的膈叶和

副叶测定肺湿 / 干重 (W/D) 值 , 右肺组织的尖叶和

心叶放置于在 -80℃冰箱中保存备用。4％多聚甲醛

固定左肺 2 d 后进行 HE 染色，光学显微镜下观察 
肺组织的病理变化并作肺损伤病理评分。

1.3 肺组织大体观察及病理损伤评分

取出双侧肺脏，行肺组织大体观察（包括表面

色泽、体积、表面及切面有无充血渗出等病理改变），

取左肺组织，经固定、脱水、包埋、切片、HE 染

色后，光镜进行肺组织病理学观察并依据标准作肺

损伤病理评分。

1.4 测定肺湿干比重

取右肺的膈叶和副叶测定称湿重，置恒温箱

（温度条件为 60°），1 d 后再称干重，通过计算

W/D 比值。进一步评判肺组织水肿程度。

1.5 MicroRNA 的提取、逆转录及 qRT-PCR

利用 TRIzol 方法从准备好的冻存组织中提取

RNA，反转录，确定具体引物序列并配制相应的

qRT-PCR 反应体系后进行 miR-34a 表达水平的检

测，最后结果采用公式 2-ΔΔCt 计算。

1.6 ELISA 检测 TNF-α

LISA 检测肺组织匀浆上清液中 TNF-α 浓度 , 
操作步骤应严格遵守试剂盒说明书。

1.7 统计学方法

文章中的图形制作使用 Graph Pad Prism 7 软

件进行，使用 SPSS 22.0 软件进行实验数据统计

学分析，经检验，所有计量资料均符合正态分布，

故计量资料均采用均数 ± 标准差 (x±s) 的方式表

示，两组间样本均数比较采用成组 t 检验 , 多组间

均数比较采用单因素方差分析。计数资料以构成

比（％）表示，采用 χ2 检验进行比较。检验水准

为 α=0.05，以 P < 0.05 为差异有统计学意义，分

析实验数据的相关性时采用 Pearson 相关分析。

2 结果

2.1 肺 W/D 值

实验组及对照组肺 W/D 值在实验进行 6 h、12 
h 的大鼠肺 W/D 值较对照组明显升高 , 各组比较差

异有统计学意义。而 3 h 与 24 h 时肺组织 W/D 值差

异无统计学意义（P ＞ 0.05）。提示给药后 ARDS 所

致得肺水肿在最初 3 h 不明显，6 h、12 h 肺组织水

肿明显，而 24 h 后肺水肿程度减轻，见图 3。

图 3 不同时间点对照组与实验组大鼠肺 W/D 比值比较
Fig 3  Comparison of lung W/D ratio between control group and 

experimental group at different time points

2.2 肺组织病理学检测

肺组织石蜡切片 HE 染色显示 , 对照组大鼠肺

泡结构完整 , 肺泡腔清晰，肺泡壁无充血，未见渗

出。实验组呈弥漫性改变 , 肺泡膨胀不全、肺泡出

现融合或塌陷，肺泡腔内可见渗出液，肺间质红白

细胞浸润及出血，且随时间增加而加重。见图 4。

2.3 肺组织病理损伤评分

实验组各时相组肺病理损伤评分如下。LPS-3 
h 组 (1.35±0.59) ；LPS-6 h 组 (2.00±0.73) ；LPS-
12 h 组 (3.10±0.72) ；LPS-3 h 组 (5.20±0.89)， 差

异有统计学意义（P ＜ 0.05），且实验组的各时相

组进行组间比较，差异有统计学意义（P ＜ 0.05）。

可见，随着时间的延长，实验组各时相组新生大鼠

肺组织的肺损伤病理评分逐渐增加，肺损伤的程度

不断加重，呈正相关，见图 5。

2.4 两组新生 SD 大鼠肺组织 miR-34a 表达            

与 对 照 组 相 比， 结 果 显 示， 实 验 组 四 个

时 间 点 鼠 肺 组 织 miR-34a 表 达 水 平 呈 递 增 趋

势 [(2.01±0.17)，(2.85±0.27)，(4.20±0.17)，

(5.84±0.13)]。 各 组 比 较 , 差 异 有 统 计 学 意 义 
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图 4 显微镜下肺组织病理切片

Fig 4 Pathological section of lung tissue under microscope

图 5 不同时间点两组大鼠肺损伤病理评分

Fig 5 Pathological scores of lung injury in two groups at different time 
points

(F=787.652, P ＜ 0.05)，大鼠肺组织 miR-34a 表达

随 LPS 处理时间的延长而表达增加 , 其中致伤后的

24 h 组表达最高。见图 6。

2.5 两组新生 SD 大鼠肺组织 TNF-α 浓度

与对照组相比实验组的 3 h、6 h、12 h、24 h
的肺组织中的 TNF-α 浓度均升高（21.59±0.81，

85.68±2.04，167.85±2.36，102.42±1.40）， 各 组

比较差异有统计学意义 (F=1171.6, P ＜ 0.05) , 其中

在 12 h 达到表达高峰。见图 7。

图 6 不同时间点对照组与实验组大鼠肺组织 miR-34a 的表达比较

Fig 6 Comparison of miR-34a expression in the lung tissues of the 
control group and the experimental group at different time points

图 7 不同时间点对照组与实验组大鼠肺组织 TNF-ɑ 的表达比较
Fig 7 Comparison of TNF-ɑ expression in the lung tissues of 

the control group and the experimental group at different 
time points

2.6 两 组 新 生 SD 大 鼠 肺 组 织 miR-34a 与

TNF-α 表达水平的相关性

根据 pearson 相关性分析显示，实验组新生大

鼠肺组织 miR-34a 与 TNF-α 的表达水 平呈正向线

性相关关系（r=0.607，P ＜ 0.05）；对照组新生大

鼠肺组织 miR-34a 与 TNF-α 的表达水平未见明显

的线性相关关系（r=0.131，P ＞ 0.05）。见图 8、9。
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3 讨论

数十年间，新生儿 ARDS 经历了从成人 ARDS
到儿童 ARDS，再到新生儿 ARDS 巨大演变。期

间国内外学者也分别对不同年龄层次的 ARDS 患

者进行了相应的定义 [6]。正如大家所熟知的，新生

儿是一个特殊时期。从胎儿向新生儿时期的转变导

致其心肺功能和血流动力学也发生相应的改变，加

之肺部发育尚不成熟的原因，该阶段的免疫功能

和全身对炎症性反应的调控能力相对不足 [7]。目

前，NARDS 仍然是新生儿科常见的呼吸系统急危

重症之一 , 病死率为 9.6% ～ 15.2%，具有较高的

病死率和致残率 [8]。与其他年龄段 ARDS 患者不

同，该病的病理生理过程涉及较多复杂的炎性反应，

加之不可避免的与围产期新生儿其他疾病及母亲妊

娠期合并症相叠加，NARDS 患儿的临床表现相对

较严重，病程时间相对较长，后期常伴多种合并

症，往往需要更多的 PS 使用、更高级的呼吸支持

以及多器官综合支持，但治疗效果仍然不理想 [9-10]。

目前，针对 NARDS 患儿的临床诊断常采用动脉血

气结合影像学检查的方法（主要包括肺部超声检查

与 X 线检查）, 但不同检查方法的操作和作用原理

均可导致诊断结果出现一定差异 [11]。NARDS 患儿

临床表现缺乏特异性，虽然可以依靠动脉血气分析

及相关影像学检查，介于新生儿年龄段特点，自

身血管发育条件不佳，采集动脉血难度较大，易与

静脉血相混，需反复进行有创操作送检，与此同

时，相应的影像学检查因执行者的认知及技术水

平等主观差异较大，且 NARDS 疾病早期肺部改变

并没有很典型影像学表现，易出现漏诊、误诊，不

能达到快速且准确诊断，从而导致患儿错失最佳救

治机会。故临床上迫切需要一种易于操作，表达

稳定，客观且定量的生物学标志物。近年来，众

多研究者 [12-13] 通过 miRNA 芯片杂交技术，筛选

出 318 种在 NARDS 患儿和正常新生儿血清中差

异表达的 miRNA，证实部分 miRNA 的血清表达

水平与 NARDS 发病之间的相关性，从分子水平出

发，探讨 miRNA 在 NARDS 发病机制中发挥的作

用，以期为 NARDS 的诊疗提供帮助。研究 [14] 显

示，NARDS 患儿的血清中 miR-34a 的表达水平与

非 NARDS 组比较具有统计学意义。故本研究提出

miR-34a 可能参与 NARDS 的发病过程的猜想，但

其参与 NARDS 发病过程的具体机制以及其表达浓

度是否可作为 NARDS 发病的生物学预测指标的临

床参考价值均存在一定争议。

近年来，国内外学者对 NARDS 发病机制的研

究从未停止，但其临床治疗效果不佳。成人肺发

育期分为五个阶段 ：胚胎期，假腺期，小管期，囊

状期和肺泡期，而新生儿的肺发育包含胚胎期、胎

儿期及出生后期 [15-16]，迄今为止大部分的动物模

型都是基于成人 ARDS 来进行的，不能完全还原

新生儿肺发育的过程，因此，建立稳定、可靠的

NARDS 肺损伤临床前模型是明确其发病机制、发

掘潜在治疗靶点。

本团队之前的预实验中按照 4 mg/kg 的剂量

经腹腔内注射 LPS 溶液所建立的大鼠模型最稳定，

因此在本实验中按照同样的给药剂量和给药方式构

建 NARDS 动物模型。发现实验组随着致伤时间的

推移，出现口唇及四肢末端发绀，呼吸费力，呼吸

频率增快，时而伴点头呼吸及呼吸暂停，对外界刺

激反应淡漠，活动量明显降低，进食明显减少、部

分拒食，全身温度减低等现象，部分大鼠死亡。肺

水肿是引起肺组织换气障碍，导致机体进行性呼吸

困难、低氧血症甚至呼吸衰竭的的重要原因。通过

肺组织 W/ D 值提示肺水肿程度与 LPS 致伤时间存

在时序性，在 LPS 致伤后 3 h、 6 h 、12 h、24 h 四

个时相采集标本进行分析的结果均显示相比于对照

组，LPS 组大鼠的肺组织的 W/D 明显增大，差异

有统计学意义（P ＜ 0.05）。HE 染色后在光镜下观

察结果显示，随致伤时间的延长，肺病理组织变化

明显加重，LPS 组小鼠的肺脏组织逐渐出现肺泡萎

缩，肺泡壁局灶性增厚，肺泡结构完整性破坏，肺

泡间隔明显变宽，部分肺泡破裂融合成肺大泡，肺

组织内可见充血以及大量红细胞渗出、炎症细胞浸

润。肺组织病理损伤评分稳点性高，操作简便，可

图 9 实验组 miR-34a 与 TNF-α 表达的相关性
Fig 9 Correlation between miR-34a and TNF-α expression in 

experimental group
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以做到客观准确的反应肺组织病变损伤程度，经

过肺组织病理损伤评分评估计算后 [17]，显示上述

四个时相组大鼠的肺组织均发生了弥漫性肺病理损

伤，与对照组相比其损伤评分逐渐升高，差异有统

计学意义（P ＜ 0.05）。实验组的各时相组进行组

间比较，差异有统计学意义（P ＜ 0.05）。

LPS 是 革 兰 阴 性 菌 细 胞 壁 的 主 要 成 分， 是

ARDS 的一种致病因素，可引起 I 型肺泡上皮细

胞 释 放 TNF-a、IL -1B 等 多 种 炎 性 细 胞 因 子 [18]。

TNF-α 是 ARDS 早期活化的巨噬细胞分泌的生物

学效应最强、最早期的细胞因子，可引起多种促

炎性趋化因子的释放，在一定程度上可反应病情

的严重程度 [19]。本实验通过 ELISA 检测 TNF–a 表

达水平的演变过程，发现， TNF-a 表达水平明显升

高，至 12 h 达高峰，随后开始下降但仍高于对照

组，提示 TNF-a 是 NARDS 升高较早的炎症因子。

国内一项目研究发现 [20]，ARDS 患者血清和支气

管肺泡灌洗液中的 TNF-a 表达升高，与预后较差

及病死率有关，因此 TNF-a 浓度可以反映 ARDS
的肺损伤程度。miR-34 家族 (miR-34s) 是一类种属

保守的非编码 miRNA 家族，人源 miR-34s 由 miR-
34a、miR-34b 及 miR-34c 组成。随着对 miR-34s 研

究的深入，越来越多的研究表明 [21-22]，miR-34s 在

NARDS 和 BPD 等多种呼吸系统疾病的发生发展中

扮演重要角色。近年来有学者研究发现 [23]，miR-
34a 在多种肺部疾病中介导肺损伤，在呼吸系统疾

病中，miR-34a 在多种炎性状态下表达上调，可见

miR-34a 广泛参与调节机体抗炎免疫反应。本实验

通过 qRT-PCR 检测大鼠肺组织中的 miR-34a 表达，

结果显示，与对照组比较，miR-34a 在 LPS 致伤的

3、6、12、24 h 四个时间点表达升高，表达量随时

间递增，呈正向线性相关，姜等学者也证实，LPS
刺激后可引起 miR-34a 表达上调。

此前笔者利用靶基因预测网站发现 TNF-ɑ
为 miR-34a 的靶基因。通过查阅文献发现，miR-
34a 可通过调节 TNF-ɑ 的表达进而影响肺组织损

伤的的发生和发展。其中 Long 等 [24] 学者通过构

造 ARDS 模型实验发现，miR-34a 和基质金属蛋白

酶（MMP2）水平表达呈正相关，miR-34a 可通过

NF-κB 通路靶向调控 MMP2 来参与 ARDS 的发生。

MMP2 已经被认定为生物标志物之一，与肺损伤

程度相关，作为 NF-κB 通路的下游产物，TNF-α
同时可诱导 NF-κB 激活，促进更多炎性因子表达，

形成炎性环路，促进炎症爆发，最终导致 NARDS
的发生。而且当 TNF-α 分泌增高时，TNF-α 可

激活 A549 肺上皮细胞中 NF-κB 信号通路 , 刺激

MMP2 的产生 [25-27]。另外，Meng 等 [28] 一项关于

结肠癌的研究显示，miR-34a 可通过上调 TNF-α
的表达来促进免疫微环境中的肿瘤生长。因此有理

由推测 miR-34a 介导着下游靶基因 TNF-α 的表达。

本实验通过采用腹腔内注射 LPS 的方法成功构建

了新生大鼠 ARDS 模型，分别于不同时间点检测

其肺组织中 miR-34a、TNF-α 的表达量，结果显

示实验组肺组织中 miR-34a 及 TNF-α 表达显著增

高，且具有时间相关性，推测 miR-34a 可能通过正

向调控 TNF-α 的表达，从而参与 NARDS 的发生。
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