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微小 RNA-146a 调控肺泡巨噬细胞中白细胞介素 -1

受体相关激酶 1和肿瘤坏死因子受体

相关因子 6的表达

黄萍 刘芬 曾振国 黄彩雪 邵强 夏亮 揭克敏 钱克俭

【摘要】 目的 观察转染微小 RNR-146a（miR-146a）对肺泡巨噬细胞中白细胞介素 -1 受体相关激酶 1

（IRAK-1）和肿瘤坏死因子受体相关因子 6（TRAF-6）表达的影响，为探讨 miR-146a 对肺泡巨噬细胞炎症反应

的调控机制奠定基础。 方法 将体外培养大鼠肺泡巨噬细胞 NR8383 分为 miR-146a 模拟物（mimic）组和阴性

对照组，分别加入 50�nmol/L�Pre-miR�miR-146a 前体和 Cy3 标记的 Pre-miR 阴性对照进行转染，转染 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-qPCR）检测细胞中 miR-146a、IRAK-1�mRNA、TRAF-6�

mRNA 的表达，采用蛋白质免疫印迹试验（Western�Blot）检测细胞中 IRAK-1 和 TRAF-6 的蛋白表达。 结果

miR-146a�mimic 组 miR-146a 表达较阴性对照组上调了（24.55±6.14）倍（t＝-6.643，P＝0.003）。细胞中 IRAK-1

和 TRAF-6 的 mRNA 表达分别为阴性对照组的（1.16±0.10）倍（t＝2.701，P＝0.054）和（1.19±0.16）倍（t＝

2.032，P＝0.112）。 而 IRAK-1 和 TRAF-6 的蛋白表达分别为阴性对照组的 73.0%（t＝-9.353，P＝0.001）和

64.1%（t＝-6.839，P＝0.002）。 结论 miR-146a�mimic 能成功转染肺泡巨噬细胞 NR8383； miR-146a 过表达后，

能有效下调肺泡巨噬细胞中 IRAK-1 和 TRAF-6 的表达，其机制可能是在蛋白翻译水平的抑制。
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【

Abstract

】

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

interleukin-1�receptor-associated�kinase�1�（IRAK-1） and�tumor�necrosis�factor�receptor-associated�factor�6�（TRAF-6）

in�alveolar�macrophages， and�to�explore�the�regulatory�mechanism�of�miR-146a�in�the�inflammatory�response�of�alveolar�

macrophages.� Methods Alveolar� macrophages� NR8383� were� cultured� and� divided� into� two� groups： transfected�

miR-146a�mimic�group�was� transfected�50�nmol/L�Pre-miR�miR-146a�precursors�and� the�negative�control� group�was�

transfected�Cy3-labeled�Pre-miR�negative�control.�Cells�were�collected�at�24�hours�after� transfection.�The�miR-146a�

and� the� mRNA� expression� of� IRAK-1� and� TRAF-6� were� detected� by� real-time� fluorescent� quantitation� reverse�

transcription-polymerase�chain�reaction�（RT-qPCR）， and�the�protein�expression�of�IRAK-1�and�TRAF-6�was�assayed�

by�Western� Blot.�Results Compared� with� negative� control� group， the� expression� of� miR-146a� was� upregulated� by

（24.55±6.14） fold�compared�with�miR-146a�mimic�group�（t＝-9.353，P＝0.001）.�The�mRNA�expressions�of�IRAK-1�

and�TRAF-6�in�miR-146a�mimic�group�were�upregulated�by�（1.16±0.10） fold�（t＝2.701，�P＝0.054） and�（1.19±

0.16） fold�（t＝2.032， P＝0.112）， respectively， compared�with�that�of�negative�control�group， but�the�protein�levels�of�

IRAK-1� and� TRAF-6� were� decreased� by� 73.0%（t ＝-9.353， P ＝0.001） and� 64.1%（t ＝-6.839，� P ＝0.002），

respectively�.�Conclusions miR-146a�mimic�was�successfully�transfected�into�the�alveolar�macrophage�NR8383.�The�

overexpression� of� miR-146a� in� alveolar� macrophages� can� down-regulate� the� expression� of� IRAK-1� and� TRAF-6� in�

protein�translation�levels， and�its�mechanism�may�be�related�with�inhibition�of�protein�translation.
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本课题组前期研究结果显示， 在脂多糖（LPS）

刺激的肺泡巨噬细胞 NR8383 中， 微小 RNA-146a

（miR-146a）表达明显上调，并与炎症因子肿瘤坏死

因子 -琢（TNF-琢）mRNA表达呈负相关；而过表达肺

泡巨噬细胞 miR-146a 后， 炎症因子 TNF-琢 表达明

显下调，但具体的机制尚不明确

［

1-3

］

。 白细胞介素 -1
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受体相关激酶 1/ 肿瘤坏死因子受体相关因子 6

（IRAK-1�/�TRAF-6） 是炎症通路 Toll 样受体 / 核转

录因子 -资B（TLR�/�NF-资B）中两个非常重要的接头

蛋白

［

4

］

。 Bhaumik 等

［

5

］

研究发现，在人成纤维细胞中

过表达 miR-146a/b 可下调 IRAK-1 的蛋白表达，从

而抑制白细胞介素（IL-6、IL-8）的释放。 Hou 等

［

6

］

研究发现， 在疱疹病毒感染的巨噬细胞中， 上调

miR-146a 时 TRAF-6、 IRAK-1 和 IRAK-2 的蛋

白表达下降，从而抑制了Ⅰ型干扰素的产生。 然而，

在肺泡巨噬细胞中， 上调 miR-146a 是否能够影

响 IRAK-1�/�TRAF-6 的表达尚未见报道。 故本实

验采用体外转染 miR-146a 模拟物（mimic）上调肺

泡巨噬细胞中 miR-146a 表达的方法， 观察其对

IRAK-1�/�TRAF-6表达的影响，为探讨 miR-146a 对

肺泡巨噬细胞炎症反应的调控机制奠定基础。

1 材料与方法

1.1 材料： 大鼠 NR8383 肺泡巨噬细胞购于中国科

学院细胞库；TRIzol�（Invitrogen，美国）；Ham�F-12K

培养基（Sigma-Aldrich，美国）；胎牛血清（HyClone，

美国）；Cy

TM

3 标记的 Pre-miR

TM

阴性对照，Pre-miR

TM

�

miR-146a 前体（ABI，美国）；TaqMan

○

R

�MicroRNA�逆

转录试剂盒，TaqMan

○

R

�MicroRNA 检测试剂盒（ABI，

美国）；PrimeScript

○

R

逆转录试剂盒，SYBR

○

R

荧光染

料试剂Ⅱ（大连宝生物工程有限公司）；聚偏二氟乙

烯（PVDF）膜（Amersham�Pharmacia�biotech，德国）；抗

IRAK-1 抗体，抗 TRAF-6 抗体（Abcam，美国）；辣根

过氧化物酶标记的山羊抗兔 IgG、 山羊抗鼠 IgG，抗

茁-肌动蛋白（茁-actin）单克隆抗体（北京中杉金桥生

物技术有限公司）。 氯仿、异丙醇及无水乙醇等均为

国产分析纯。

1.2 细胞培养：将肺泡巨噬细胞 NR8383 培养于含

15％胎牛血清的 Ham�F-12K 培养基中，置于大气压

下，37�℃、5％CO

2

温湿培养箱中培养。2～3�d更换培

养液 1次，细胞密度达 80%～90%�时传代 1次。

1.3 细胞分组及处理：将体外培养的 NR8383 细胞

重悬并计数， 按 1.5×10

6

个 / 孔的密度接种于 6 孔

板， 实验分为 miR-146a�mimic 组和阴性对照组，

每组设 2 个复孔， 分别加入 50�nmol/L�Pre-miR

TM

�

miR-146a 前体和 Cy

TM

3 标记的 Pre-miR

TM

阴性对照

进行转染。

1.4 检测指标及方法：转染 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-qPCR）

检测细胞 miR-146a、IRAK-1 和 TRAF-6 的 mRNA

表达；采用蛋白质免疫印迹试验（Western�Blot）检测

细胞 IRAK-1和 TRAF-6的蛋白表达。

1.4.1 细胞总 RNA 的提取和检测： 用 TRIzol 法提

取细胞总 RNA。 所得细胞总 RNA 通过琼脂糖凝胶

电泳定性检测 RNA的纯度，紫外分光光度计测定总

RNA的吸光度（A）值，定量测定提取 RNA的浓度。

1.4.2 miR-146a 表达测定：采用 TaqMan�miRNA 逆

转录试剂盒和特异 miRNA 茎环引物逆转录 RNA，

按照 TaqMan

○

R

MicroRNA 检测试剂盒说明书操作，

检测 miR-146a�mRNA 表达。选取 U6�snRNA作为内

参照，miR-146a 相对表达量采用 2

-驻驻Ct

法计算。

1.4.3 IRAK-1、TRAF-6 的 mRNA 表达测定： 采用

逆转录试剂盒逆转录 RNA， 按照 SYBR

○

R

PCR 试剂

盒说明书操作，检测 IRAK-1、TRAF-6 的 mRNA 表

达，引物序列见表 1。

实时定量 PCR 反应体系： 逆转录 cDNA�2�滋L，

10�滋mol/L 上下游引物各 0.8�滋L，SYBR

○

R

荧光染料

试剂Ⅱ（2×）10�滋L，ROX 染料（50×）0.4�滋L，加灭菌

蒸馏水至 20�滋L。 反应条件：95�℃ 30�s、95�℃ 5�s、

57�℃20�s�、72�℃27�s，40个循环。选取 茁-actin作为内

参基因，各组 mRNA�相对表达量采用 2

-驻驻Ct�

法计算。

1.4.4 Western�Blot�检测 IRAK-1、TRAF-6 的蛋白

表达：提取细胞总蛋白后，采用 BCA 法测定蛋白浓

度， 将其调至同一浓度， 完成聚丙烯酰胺凝胶电泳

（每孔加样 20�滋L）、转膜、封闭后，孵育一抗，用含

吐温 20 的磷酸盐缓冲液（TBST）稀释抗体，兔抗

IRAK-1（1∶2�000）、兔抗 TRAF-6�（1∶1�000）、鼠抗

β-actin（1∶3�000），混匀后覆盖于膜上，4�℃孵育过

夜，TBST 缓冲液摇床漂洗 3 次；孵育二抗，用 TBST

缓冲液稀释抗体， 辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔

IgG、山羊抗鼠 IgG（1∶4�000），混匀后覆盖于膜上，

37�℃孵育 1～2�h，TBST 缓冲液漂洗 3 次，暗室内曝

光、显影并定影，进行胶片扫描，通过 Quantity�One�

软件进行数据分析。 以 茁-actin�蛋白作为内参，各组

目的条带与内参条带的灰度比值作为蛋白的相对表

表
1 PCR引物序列

基因 引物序列（5'—3'）

β-actin 上游引物：TACTGCCCTGGCTCCTAGCA

下游引物：TGGACAGTGAGGCCAGGATAG

TRAF-6 上游引物：AGGGTACAATACGCCTCACG

下游引物：GCTACACGCCTGCATCAGTA

IRAK-1 上游引物：CTGCCTCCACCTTCCTCTCC

下游引物：CTCTGGGCTTGGCTTGATGG

注：PCR为聚合酶链反应，茁-actin为 茁- 肌动蛋白，TRAF-6 为肿

瘤坏死因子受体相关因子 6，IRAK-1 为白细胞介素 -1 受体相关激

酶 1
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达量，每样本至少检测 3次并取其均值。

1.5 统计学处理： 采用 SPSS�20.0 统计软件分析数

据，结果以均数±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 转染 miR-146a�mimic�后 miR-146a�的表达：转

染 50�nmol/L的miR-146a�mimic入 NR8383细胞 24�h

后，miR-146a 的表达量明显上调， 为阴性对照组的

（24.55±6.14）倍（t＝-6.643，P＝0.003）。 证明 miR-146a�

mimic�能够成功转染肺泡巨噬细胞 NR8383，上调细

胞内 miR-146a 表达，模型构建成功。

2.2 上调 miR-146a 对IRAK-1 蛋白和 TRAF-6 蛋

白表达的影响（图 1）：转染组 IRAK-1 和 TRAF-6

的蛋白表达条带较对照组窄小。 转染组 IRAK-1 和

TRAF-6 的蛋白表达水平均下降，IRAK-1 蛋白

表达为阴性对照组的 73.0%（t＝-9.353，P＝0.001），

TRAF-6 蛋白表达为阴性对照组的 64.1%（t＝

-6.839，P＝0.002），差异均有统计学意义。

2.3 上调 miR-146a 对靶基因 IRAK-1�mRNA 和

TRAF-6�mRNA 表达的影响（图 2）：转染 50�nmol/L

的 miR-146a� mimic� 24� h 后， 转染组 IRAK-1 和

TRAF-6的 mRNA表达均上调，IRAK-1�mRNA为阴

性对照组的（1.16±0.10）倍（t＝2.701，P＝0.054），

TRAF-6�mRNA 为阴性对照组的（1.19±0.16）倍

（t＝2.032，P＝0.112），差异均无统计学意义。

3 讨 论

急性呼吸窘迫综合征（ARDS）发生时，肺泡巨噬

细胞可通过 TLR�/�NF-资B 信号通路产生大量炎症介

质

［

7

］

，包括分泌炎症趋化因子募集中性粒细胞于肺

部，释放早期炎症介质 TNF-琢 等，促进炎症的级联

放大，形成“瀑布”反应

［

8-9

］

。 革兰阴性（G

－

）菌细胞壁

成分 LPS 通过活化肺泡巨噬细胞 TLR4， 使之与髓

样分化抗原 88（MyD88）结合并活化 IRAK-1 和

TRAF-6，使NF-资B发生核移位，并引发炎症反应

［

10-13

］

。

可见，IRAK-1 和 TRAF-6 也是 TLR/�NF-资B 信号转

导通路中两个重要的信号转导蛋白。

Taganov 等

［

14

］

通过突变试验和荧光素酶报告基

因试验证实， 在人单核细胞白血病细胞（THP-1）

中，IRAK-1、TRAF-6 是 miR-146a 的两个靶基因。

miR-146a 是一种内源性非编码的小 RNA， 主要通

过识别靶基因 mRNA 的 3'-UTR， 从而导致靶基因

的降解或者抑制靶基因的翻译表达

［

15-17

］

，在固有免

疫反应的调控中具有重要作用

［

18-21

］

。 Pauley 等

［

22

］

研

究发现， 上调 THP-1 细胞 miR-146a 后可负性调控

炎症介质的释放。Perry 等

［

23

］

用 IL-1茁 刺激人肺泡上

皮细胞，能够诱导 miR-146a 表达上调，从而负性调

节 IL-8 的产生。 而本课题组前期研究已证实，LPS

刺激肺泡巨噬细胞 NR8383 后， 细胞中 miR-146a

表达上调，并与炎症因子 TNF-琢 mRNA 表达呈负相

关

［

2

］

。为明确 miR-146a 在肺泡巨噬细胞炎症反应中

的抗炎机制， 本实验通过体外转染 miR-146a�mimic�

入肺泡巨噬细胞 NR8383后，发现 miR-146a�表达量
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图 1 转染 miRNA-146模拟物入大鼠肺泡巨噬细胞 NR8383后

对 IRAK-1和 TRAF-6蛋白表达的影响
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注：miR-146a为微小 RNA-146a，IRAK-1为白细胞介素 -1受体

相关激酶 1，TRAF-6为肿瘤坏死因子受体相关因子 6

图 2 转染 miR-146a模拟物入大鼠肺泡巨噬细胞 NR8383后

对靶基因 IRAK-1�mRNA和 TRAF-6�mRNA表达的影响
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明显升高，证明 miR-146a�mimic 能够成功转染肺泡

巨噬细胞 NR8383， 同时也发现其靶基因 TRAK-1、

TRAF-6�的 mRNA 表达水平并没有明显变化，而

TRAK-1、 TRAF-6 的蛋白表达水平明显下降，推测

miR-146a 可能是在蛋白翻译水平上抑制了靶蛋白

IRAK-1和 TRAF-6的表达。

既往大量研究证实， 通过阻断或减少 TLR4 信

号通路中的某些信号分子， 是抑制过度炎症反应有

效的方法。 Kawai 等

［
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发现，MyD88 敲除的小鼠能减

少 LPS 所致 TNF-琢 等炎症因子的释放，提高小鼠对

LPS 的耐受。 Sato 等

［
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研究发现，敲除生长因子 -茁

活化激酶 1（TAK1）能下调 LPS 所致 NF-资B 的活化

和炎症因子的释放。故我们推测，在肺泡巨噬细胞中

下调 IRAK-1 和 TRAF-6 的表达可能影响炎症因子

的释放。 本研究为后期进一步探讨 miR-146a 对肺

泡巨噬细胞炎症反应的调控机制奠定了基础。
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