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　　ｍｉｃｒｏＲＮＡ是一类大小约２２个核苷酸长度的内源性非
编码小分子ＲＮＡ［１］，主要通过识别并结合靶基因 ｍＲＮＡ的
３’端非编码区，在转录后水平抑制蛋白的翻译或促进靶基
因的降解［２３］。有研究发现微小 ＲＮＡ参与肺内炎症反应的
调控［４］，ｍｉＲ１４６ａ是其中较有代表性的一个。本课题组前
期研究发现，用ＬＰＳ刺激肺泡巨噬细胞，ｍｉＲ１４６ａ的表达
水平升高，并且升高程度与 ＴＮＦαｍＲＮＡ呈负相关［５］；转

染ｍｉＲ１４６ａ能下调 ＬＰＳ诱导肺泡巨噬细胞 ＴＮＦα的表
达［６］，表明ｍｉＲ１４６ａ能抑制ＬＰＳ诱导肺泡巨噬细胞的炎症
反应。本实验拟进一步探讨ｍｉＲ１４６ａ调控肺泡巨噬细胞炎
症反应的机制，为体内试验提供理论依据。

１　 材料和方法

１１　 材料
大鼠肺泡巨噬细胞 ＮＲ８３８３（上海中国科学院细胞

库）；ＬＰＳ（Ｅ．ｃｏｌｉ０１１１：Ｂ４）；ＰｒｅｍｉＲＴＭ ｍｉＲ１４６ａ前体、
ＣｙＴＭ３标记的ＰｒｅｍｉＲＴＭ阴性对照 （美国 ＡＢＩ公司）；大鼠
ＴＮＦαＥＬＩＳＡ检测试剂盒 （上海森雄科技实业有限公司）；

ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ逆转录试剂盒、ＳＹＢＲ荧 光 染 料 试 剂 Ⅱ
（ＳＹＢＲ ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭⅡ）ＰＣＲ检测试剂盒 （大连宝生

物工程有限公司）；抗 ＩＲＡＫ１抗体，抗 ＴＲＡＦ６抗体、抗
ＮＦκＢｐ６５抗体 （美国ａｂｃａｍ公司）。

１２　实验分组及处理
将体外培养的 ＮＲ８３８３细胞按每孔１５×１０６个接种至

６孔板，每孔２ｍＬ，每组２个复孔。转染组转染５０ｎｍｏｌ／Ｌ
的 ＰｒｅｍｉＲＴＭ ｍｉＲ１４６ａ前体，对照组转染 ５０ｎｍｏｌ／Ｌ的
ＣｙＴＭ３标记的 ＰｒｅｍｉＲＴＭ阴性对照，摇匀后继续培养２４ｈ，
随后加入１μｇ／ｍＬ终质量浓度的 ＬＰＳ处理细胞６ｈ，离心
收集细胞和上清液，－８０℃保存。

１３　检测指标及方法
１３１　免疫荧光法观察 ＮＦκＢｐ６５核移位情况　将细胞爬

片放置于２４孔板；甲醇丙酮固定细胞，０５％ＴｒｉｔｏｎＸ１００
ＰＢＳ透化细胞；再放入含１０％驴血清的 ＰＢＳ中４℃封闭；
孵育一抗：用 ０５％ＴｒｉｔｏｎＸ１００ＰＢＳ稀释兔抗 ＮＦκＢｐ６５
（１∶５０），常温下孵育４ｈ后漂洗；孵育二抗：用１０％驴血
清的 ＰＢＳ稀释 ＡｌｅｘａＦｌｏｕｒ４８８驴抗兔绿色荧光标记二抗
（１∶２００），室温下孵育２０ｍｉｎ后漂洗；用 Ｄａｐｉ染核，滴加
防荧光粹灭剂、固定封片，在 ＯｌｙｍｐｕｓＩＳ７１倒置荧光显微
镜下拍照分析。

１３２　ＥＬＩＳＡ检测 ＴＮＦα蛋白含量　收集细胞上清液，按
照 ＥＬＩＳＡ试剂盒操作说明书步骤操作检测 ＴＮＦα蛋白含量。
１３３　ＲＴｑＰＣＲ检测 ＩＲＡＫ１、ＴＲＡＦ６及ＴＮＦαｍＲＮＡ表达
　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。按照 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ逆转录试剂盒说明书操作，所有操
作均在冰上完成。１０μＬ的逆转录反应体系：ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ缓
冲液２μＬ，ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ逆转录酶复合物１０５μＬ，多聚胸腺
嘧啶引物 ０５μＬ，随机的６核苷酸引物 ０５μＬ，总 ＲＮＡ
５００ｎｇ，加无核酶水至总体积１０μＬ。反应条件：３７℃ １５
ｍｉｎ，８５℃５ｓ。２０μＬ的 ＰＣＲ反应体系包括：ｃＤＮＡ２μＬ，
上游引物 ０８μＬ，下游引物 ０８μＬ，ＳＹＢＲ ＰｒｅｍｉｘＥｘ
ＴａｑＴＭⅡ １０μＬ，ＲＯＸＲｅｆｅｒｅｎｃｅＤｙｅ０４μＬ，无核酶水 ６

μＬ。反应条件：９５℃ ３０ｍｉｎ，４０个扩增循环 （９５℃ ５ｓ，
５７℃ ２０ｓ，７２℃ ２７ｓ）。选取 βａｃｔｉｎ作为内参，检测
ＩＲＡＫ１ｍＲＮＡ、ＴＲＡＦ６ｍＲＮＡ及ＴＮＦαｍＲＮＡ的表达，相
对表达量采用２ΔΔＣｔ计算。引物序列及长度见表１。

表１　ＰＣＲ引物序列及扩增目的 ＤＮＡ片段长度
Ｔａｂｌｅ１　ＳｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆＰＣＲｐｒｉｍｅｒｓａｎｄｔｈｅｌｅｎｇｔｈ

基因名称 寡核苷酸序列 （５＇→３＇） 产物长度 （ｂｐ）

βａｃｔｉｎ 上游引物：ＴＡＣＴＧＣＣＣＴＧＧＣＴＣＣＴＡＧＣＡ １０１
下游引物：ＴＧＧＡＣＡＧＴＧＡＧＧＣＣＡＧＧＡＴＡＧ

ＴＮＦα 上游引物：ＧＧＣＡＧＣＣＴＴＧＴＣＣＣＴＴＧＡＡＧＡＧ １７２
下游引物：ＧＴＡＧＣＣＣＡＣＧＴＣＧＴＡＧＣＡＡＡＣＣ

ＴＲＡＦ６ 上游引物：ＡＧＧＧＴＡＣＡＡＴＡＣＧＣＣＴＣＡＣＧ ２９１
下游引物：ＧＣＴＡＣＡＣＧＣＣＴＧＣＡＴＣＡＧＴＡ

ＩＲＡＫ１ 上游引物：ＣＴＧＣＣＴＣＣＡＣＣＴＴＣＣＴＣＴＣＣ １４０
下游引物：ＣＴＣＴＧＧＧＣＴＴＧＧＣＴＴＧＡＴＧＧ

１３４　ＩＲＡＫ１、ＴＲＡＦ６、ＮＦκＢｐ６５蛋白表达　收集细
胞，离心，弃上清，提取总蛋白或分别提取胞核蛋白、浆
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蛋白，用ＢＣＡ法测定蛋白浓度。完成聚丙烯酰胺凝胶电泳
（每孔加样２０μＬ）、转膜、封闭，孵育一抗，兔抗 ＩＲＡＫ１
（１∶２０００）、兔抗 ＴＲＡＦ６（１∶１０００）、兔抗 ＮＦκＢｐ６５（１∶
５００）和鼠抗 βａｃｔｉｎ（１∶３０００）／兔抗 ＬａｍｉｎＢ１（１∶１０００），
４℃孵育过夜，漂洗３次；孵育二抗，辣根过氧化物酶标
记的山羊抗兔ＩｇＧ、山羊抗鼠 ＩｇＧ（１∶４０００），３７℃孵育１
２ｈ，漂洗３次，暗室内曝光、显影并定影，行 Ｘ胶片扫
描，通过 ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件进行数据分析，检测 ＩＲＡＫ１、
ＴＲＡＦ６及胞浆ＮＦκＢｐ６５蛋白以 βａｃｔｉｎ作为内参，细胞
核内ＮＦκＢｐ６５蛋白以 ＬａｍｉｎＢ１作为内参。

１４　统计学方法
采用 ＳＰＳＳ１７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。以
Ｐ＜００５为差异具有统计学意义。

２　结果

２１　过表达 ｍｉＲ１４６ａ对 ＬＰＳ诱导的 ＮＲ８３８３细
胞 ＮＦκＢｐ６５核移位的影响

２１１　免疫荧光法观察细胞 ＮＦκＢｐ６５核移位的变化　倒
置荧光显微镜下观察到ＮＦκＢｐ６５呈绿色荧光，Ｄａｐｉ染核
后呈蓝色荧光。与对照组比较，观察到转染组 ＮＦκＢｐ６５
胞核中表达减少，胞浆中增多。见图１。

　　Ａ：ＬＰＳ诱导的对照组 ＮＲ８３８３细胞；Ｂ：转染 ｍｉＲ１４６ａ组

ＮＲ８３８３细胞

图１　过表达ｍｉＲ１４６ａ对ＬＰＳ诱导的ＮＲ８３８３细胞ＮＦκＢｐ６５核移

位的影响 （×４００）

２１２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｉｎｇ检测细胞浆和细胞核内 ＮＦκＢｐ６５
蛋白的表达变化　与各自对照组比较，转染组胞核中 ＮＦ
κＢｐ６５蛋白含量降低至 （０５６±０１２）倍，Ｐ＜００５；胞
浆中增加为 （１７４±０１１）倍，Ｐ＜００５。见图２。

２２　过表达 ｍｉＲ１４６ａ对 ＬＰＳ刺激的ＮＲ８３８３细
胞 ＴＮＦα表达的影响

与对照组相比较，ＲＴｑＰＣＲ检测 ＮＲ８３８３细胞转染
ｍｉＲ１４６ａ后 ＴＮＦαｍＲＮＡ表达下调至 （０４７±００６）倍
（Ｐ＜００５）；ＥＬＩＳＡ检测 ＴＮＦα蛋白表达也明显下降
（２１１５±３０３９）ｐｇ／ｍＬｖｓ．（６１６６±４２２８）ｐｇ／ｍＬ，Ｐ＜
００１。见图３。

　　Ａ：ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｉｎｇ检测过表达 ｍｉＲＮＡ１４６ａ后 ＮＲ８３８３细胞中

ＮＦκＢｐ６５蛋白表达 Ｂ：ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件对Ａ图条带进行灰度值分

析。与对照组比较，ａＰ＜００５

图２　过表达 ｍｉＲ１４６ａ对 ＬＰＳ诱导的 ＮＲ８３８３细胞 ＮＦκＢｐ６５蛋

白的表达影响

　　Ａ：ＲＴｑＰＣＲ检测过表达 ｍｉＲＮＡ１４６ａ后 ＮＲ８３８３细胞中 ＴＮＦα
ｍＲＮＡ表达变化；Ｂ：ＥＬＩＳＡ检测过表达ｍｉＲＮＡ１４６ａ后ＮＲ８３８３细胞

中ＴＮＦα蛋白表达变化；与各自对照组比较，ａＰ＜００５，ｂＰ＜００１

图３　过表达ｍｉＲＮＡ１４６ａ对 ＬＰＳ诱导的 ＮＲ８３８３细胞 ＴＮＦα表达

的影响

２３　过表达 ｍｉＲ１４６ａ对 ＬＰＳ刺激的ＮＲ８３８３细
胞 ＩＲＡＫ１和ＴＲＡＦ６蛋白表达的影响

与对照组比较，过表达 ｍｉＲ１４６ａ后，转染组 ＩＲＡＫ１
ｍＲＮＡ增加为 （１１６±０１）倍，ＴＲＡＦ６ｍＲＮＡ增加为
（１１９±０１６）倍，差异均无统计学意义 （Ｐ＞００５）；转
染组ＩＲＡＫ１蛋白下降为 （０７３±００５）倍，ＴＲＡＦ６蛋白
下降为 （０６４±００９）倍，差异均有统计学意义 （Ｐ＜
００５）。见图４。

３　讨论

ｍｉＲ１４６ａ是第一个被发现能够调节免疫系统的微小
ＲＮＡ，当机体存在有感染、肿瘤时ｍｉＲ１４６ａ表达上调［７９］，

上调人单核细胞白血病细胞 （ＴＨＰ１细胞）的 ｍｉＲ１４６ａ后
将负性调控炎症因子的释放［１０］。研究证实在 ＬＰＳ诱导的肺
泡巨噬细胞炎症反应中 ｍｉＲ１４６ａ表达上调；本研究发现过
表达 ｍｉＲ１４６ａ后，用 ＬＰＳ刺激肺泡巨噬细胞，ＮＦκＢ核移
位受到抑制，ＴＮＦαｍＲＮＡ表达下降，上清液中 ＴＮＦα蛋
白含量也明显下降，提示 ｍｉＲ１４６ａ能够抑制 ＬＰＳ诱导的
肺泡巨噬细胞炎症反应。
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　　Ａ：ＲＴｑＰＣＲ检测过表达ｍｉＲＮＡ１４６ａ后ＮＲ８３８３细胞中ＩＲＡＫ１和ＴＲＡＦ６ｍＲＮＡ的表达变化；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｉｎｇ检测过表达 ｍｉＲＮＡ

１４６ａ后ＮＲ８３８３细胞中ＩＲＡＫ１和ＴＲＡＦ６蛋白的表达变化；Ｃ：ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件对Ｂ图条带进行灰度值分析，与对照组比较，ａＰ＜００５

图４　过表达ｍｉＲＮＡ１４６ａ对ＮＲ８３８３细胞ＩＲＡＫ１和ＴＲＡＦ６表达的影响

　　笔者进一步实验发现，过表达 ｍｉＲ１４６ａ后，ＩＲＡＫ１
ｍＲＮＡ和 ＴＲＡＦ６ｍＲＮＡ表达量无明显变化，而 ＩＲＡＫ１和
ＴＲＡＦ６蛋白表达下降。Ｔａｇａｎｏｖ等［１１］研究发现 ＬＰＳ刺激
ＴＨＰ１细胞后，ｍｉＲ１４６ａ表达上调，并通过突变试验和荧
光素酶报道基因试验证实，ｍｉＲ１４６ａ的靶基因是 ＴＬＲｓ／ＮＦ
κＢ通路中的两个接头蛋白编码基因 ＩＲＡＫ１和 ＴＲＡＦ６。
ＴＬＲｓ／ＮＦκＢ是经典的炎症信号通路，当ＬＰＳ刺激肺泡巨噬
细胞，可与细胞膜表面 ＴＬＲ４结合，导致 ＩＲＡＫ１自身磷酸
化，继而活化 ＴＲＡＦ６，使其与转化生长因子 β活化激酶１
（ＴＡＫｌ）及 ＴＡＫｌ的结合蛋白 （ＴＡＢ）形成复合物，导致
ＩκＢ磷酸化和降解，最终使 ＮＦκＢ移位进入核内，启动相
关基因转录翻译生成 ＴＮＦα炎症因子［１２１３］。有研究表明过

表达 ＩＲＡＫ１能够使 ＨＥＫ２９３细胞和 ＴＨＰ１细胞中 ＮＦκＢ
呈剂量依赖性增加，同时 ＴＮＦα也增加，而敲除 ＩＲＡＫ１
基因能降低 ＬＰＳ诱导的 ＴＨＰ１细胞［１４１５］炎症反应；同样过

表达或者敲除 ＴＲＡＦ６也产生相同的作用。
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