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·论著 ·

慢性阻塞性肺疾病大鼠肺组织微小 RNA 的表达

李蓓    周璇    陈力    冯聪    黎檀实

【摘要】 目的 通过对慢性阻塞性肺疾病（COPD）大鼠和正常大鼠肺组织匀浆中微小 RNA（miRNA）表

达谱的检测，寻找特定异常表达的 miRNA，探讨肺组织中 miRNA 在 COPD 发病机制中的价值。方法    将 20 只

雄性 SD 大鼠按随机数字表法分为正常对照组和 COPD 模型组，每组 10 只。使用内毒素气道滴入联合烟雾法复

制 COPD 大鼠模型。收集两组大鼠肺组织，取右肺进行组织病理学观察以判定模型是否成功；提取左肺组织中

的 RNA，通过高通量测序技术获取 COPD 大鼠及正常大鼠肺组织中 miRNA 表达谱，找出两组之间存在差异表

达的 miRNA 进行层次聚类分析，并进行 miRNA-Target 网络构建。结果    与正常对照组比较，COPD 模型组大

鼠肺组织表达上调的 miRNA 有 20 个，其中表达显著上调前 10 位依次为 miR-30c-2、 miR-199a-5p、 miR-30a、  
miR-145、 miR-151、 miR-674-5p、 miR-214、 miR-423、 miR-28、 miR-181b ；而表达显著下调的 miRNA 只有

miR-376b-3p。聚类分析发现，3 只正常对照大鼠与 3 只 COPD 模型大鼠肺组织 miRNA 在聚类过程中个体间差

异较大，同类样本不能很好地聚在一起，可能在样本制备时存在较大的不稳定性。通过构建 miRNA-Target 生物 
网络发现，miR-30c-2、 miR-145、 miR-181b、 miR-181a、 miR-181d、 miR-199 等具有多个基因靶标。结论    
COPD 大鼠肺组织中多种 miRNA 表达较正常大鼠有差异，其中 miR-30c-2、 miR-145、 miR-181b、 miR-181a、 
miR-181d、 miR-199 均具有多个基因靶标，在 COPD 发病过程中有重要作用，对于阐明 COPD 的发病机制有一

定意义。
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【Abstract】 Objective　To determine the expression spectrum of microRNA （miRNA） in the lung homogenate 
of rats with chronic obstructive pulmonary disease（COPD） or healthy rats， to look for differentially expressed miRNA， 
and to explore their potential role in pathogenesis of COPD. Methods    Twenty male Sprague-Dawley （SD） rats were 
randomly divided into normal control group and COPD model group， with 10 rats in each group. COPD rat models 
were reproduced by smoke inhalation as well as intratracheal instillation of lipopolysaccharide （LPS）. The samples 
of the lung were harvested， and the histopathological examination of the right lung was carried out to evaluate the 
degree of lung injury. Total RNAs were isolated from the left lung. The miRNA expressions in lung tissue of rats with 
COPD or normal rats were determined by miRNA chip eichnology to screen the miRNA with differential expression， 
and hierarchical clustering analysis was made. The data were analyzed to study the expression difference of miRNAs 
between the two groups， and to construct the miRNA-Target network. Results    Compared with normal control group， 
20 miRNA with increased expression were found in COPD model group， the top 10 were miR-30c-2， miR-199a-5p，  
miR-30a， miR-145， miR-151， miR-674-5p， miR-214， miR-423， miR-28 and miR-181b， and only  
miR-376b-3p showed down-regulation. Hierarchical clustering analysis showed that significant differences in  
individual miRNA in lung tissue between rats of two groups were found. However， similar samples could not be  
gathered well， thus it may give rise to inconsistency during the sample preparation. Many miRNAs had multiple  
target genes in miRNA-Target network， such as miR-30c-2， miR-145， miR-181b， miR-181a， miR-181d，  
miR-199. Conclusions The study reveals that there is a variance of miRNAs expression profile in lung  
homogenates between COPD group and the normal control group of rats， and many miRNAs have multiple target  
genes， such as miR-30c-2， miR-145， miR-181b， miR-181a， miR-181d， and miR-199. Therefore， the results  
may be valuable to centain extent for the interpretation of COPD  pathogenesis.
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 慢性支气管炎、慢性阻塞性肺疾病（COPD）是

常见的慢性呼吸系统疾病，病情不断发展最终可引

起肺源性心脏病和呼吸衰竭，发病率和病死率均较
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高。2002年世界卫生组织（WHO）公布的资料显示，

COPD 为世界第 5 位死因，到 2020 年将成为第 3 位

死因［1］。对我国北部和中部地区 10 万成人的调查

结果表明，COPD 位于农村病死率首位，推测我国

COPD 患者数约为 2 500 万人［2］。COPD 的主要特

征在于气道的慢性炎症和全身系统性炎症反应，但

其发病机制尚未完全阐明。微小 RNA（microRNA，

miRNA）是在动植物中广泛存在的一类小分子非编

码单链 RNA，由 18～24 个核苷酸组成，可以通过

作用于 mRNA 的 3' 非翻译区，在转录后水平调节

基因的表达。miRNA 在调节正常细胞生长、分化以

及凋亡的过程中发挥了重要作用［3］。在疾病状态

下，miRNA 表达谱会发生特征性的改变。本研究将

COPD 大鼠与正常大鼠肺组织匀浆中 miRNA 进行

比较，寻找其中差异表达的 miRNA，探讨其在 COPD
发病过程中的可能机制。

1    材料与方法

1.1    实验动物及材料：SPF 级雄性 SD 大鼠 12 只，

体质量（120±10） g，购自北京维通利华实验动物

技术有限公司，合格证号：SCXKC（京）2012-0001。
大前门牌香烟（上海烟草公司，焦油含量 12 mg，尼
古丁 1.0 mg，一氧化碳 12 mg）。脂多糖（LPS，E.Coil，
O55：B5，美国 Sigma公司）；miRNA提取分离试剂盒、 
cDNA 第一链合成试剂盒（北京天根生物技术有限

公司），TRIzol 试剂（美国 Invitrogen 公司）；RNA 生

物素标记试剂盒（美国 Genisphere 公司）；基因芯片

扫描仪、基因芯片控制软件、高通量微点阵杂交芯片

（美国 Affymetrix 公司）。

1.2    动物分组和模型制备：将大鼠按随机数字表法

分为正常对照组和 COPD 模型组，每组 10 只。正

常对照组大鼠于正常环境下喂养；COPD 组大鼠

分别于 1、 8、 15、 22、 29、 36 d 经气管内注入 1 g/L 
LPS 200 μL，并且于 2～7、 9～14、 16～21、 23～28、 
30～35、 36～42 d 将大鼠置于 72 L 留有两个通气

孔的玻璃箱中被动吸烟，每次 0.5 h，每日 2 次，间隔

8 h；第 1 日每次 8 支，第 2 日后每次 15 支。

 本实验动物处置方法符合动物伦理学标准。

1.3    检测指标及方法

1.3.1    标本采集：在第 43 日将大鼠称体质量后皮下

注射 25% 乌拉坦 5～10 mL/kg 麻醉，腹主动脉穿刺

放血后处死，开胸暴露双肺。取右肺，10% 中性甲

醛溶液固定，制备石蜡切片，苏木素 - 伊红（HE） 染
色，光镜下观察。取左肺，剔除肺外组织后剪碎，置

于有灭活 RNA 酶的冻存管中，液氮冻存，用于高通

量芯片检测和实时聚合酶链反应（PCR）检测。

1.3.2    组织总 RNA 提取：通过异丙醇沉淀法浓缩

RNA，用分光光度计定量，甲醛变性胶电泳质检总

RNA 质量。低温下在研钵中研碎标本，用 TRIzol 一
步法提取总 RNA。紫外分光光度计检测 RNA 纯度，

以波长 260 nm 和 280 nm 处测得的总 RNA 吸光度

比值（A260/A280）大于 2.0 为 RNA 质控合格。

1.3.3    miRNA 微阵点杂交法和信号采集：采用微阵

点阵杂交系统进行检测，分析 miRNA 和 niRNA 转

录本（pri-miRNA）在同一基因的转录与表达以及

各种 miRNA 分子表达水平。使用基因芯片扫描仪

采集杂交图像，控制软件对每个点的荧光强度进行

分析。过滤掉讯号判定值＜0 的探针。经过归一化

处理后的荧光强度转化为正常对照组和 COPD 模

型组之间基因表达的 log2 比值。对 log2 比值≥ 0.8
或≤ -0.8 且 P＜0.05 的点进行进一步分析。

1.3.4    聚类分析：利用 Cluster 软件对 miRNA 的表

达数据进行 log 转换处理［4］；然后使用分层聚类算

法中的平均距离算法进行聚类计算［2］。

1.3.5    miRNA 靶基因预测和 miRNA-Target 网络构

建：采用目前公认预测精度最高、算法原理各异的 
5 种预测软件 （miRanda［5］、 miRDB［6］、 miRWalk［7］、 
RNA22［8］、 TargetScan/TargetScanS［9］）预测生物信

息学靶标。将有 3 种或 3 种以上方法都预测到的

miRNA 靶基因定义为可靠靶基因，此策略可降低预

测的假阳性。将基于预测的 miRNA 基因调控关系

进行整理［10］；选取可靠靶基因中被相同 miRNA 调

控的具有重要功能的靶基因进行网络构建。

2    结    果
2.1    组织病理学改变（图 1）：光镜下观察正常对照

组大鼠除少数见局限性轻度炎症外，其余均未见异

常。COPD 模型组大鼠具有特征性病理学改变：支

气管黏膜纤毛柱状上皮细胞部分脱落，纤毛粘连、倒

伏、缺失、变性坏死，杯状细胞增生，黏膜下层及肌层

大量炎性细胞浸润，部分支气管平滑肌明显增厚，管

腔内充满大量中性粒细胞、肺泡巨噬细胞及黏液分

泌物，肺内细支气管、终末细支气管出现不同程度的

慢性炎性细胞（包括中性粒细胞、淋巴细胞），肺内

呼吸性支气管、肺泡管、肺泡囊及肺泡明显扩大，肺

泡壁多处断裂，部分肺泡相互融合形成肺大泡。该

病理结果与 COPD 的病理学表现［11］基本符合，表示

制模成功。
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3    讨    论
 COPD 具有医疗费用昂贵、高发病率、高病死率

的特点，临床上确诊 COPD 就意味着患者在不可逆

的“急性加重期—缓解期”循环中逐渐恶化乃至死

亡。因此，在分子机制或病理生理学角度深入理解

病程，干预、调节或阻断某种致病环节，对于 COPD
的基础研究和临床治疗都具有重要意义。miRNA
在细胞分化、细胞周期及凋亡过程中发挥重要的作

用，由于具有调节多个基因的能力，使其在生物标志

物和治疗研究中受到人们关注，在有关 COPD 的研

究中，miRNA 的作用也越来越得到重视。

 研究发现，与健康者相比，严重 COPD 患者肺组

图 1    光镜下观察两组大鼠肺组织病理学改变    正常对照组

（a）大鼠肺泡细胞无变性坏死，细胞形态正常，无炎性细胞浸

润，无纤维组织增生，肺泡壁毛细血管形态正常；慢性阻塞性

肺疾病（COPD）模型组（b）大鼠肺实质破坏，细支气管扩张

破坏，肺泡间隔增厚并可见炎性细胞浸润，小血管的管壁增厚    
HE  低倍放大

2.2    miRNA 表达差异：通过对比分析 COPD 大鼠和

正常大鼠肺组织中各种类型 miRNA 的表达谱，得到

20 个表达上调的 miRNA 和 1 个表达下调的 miRNA 
（miR-376b-3p）。表达显著上调的前 10 位 miRNA
见表 1。

表 1 慢性阻塞性肺疾病大鼠与正常大鼠比较肺组织中
表达显著上调的前 10 位微小 RNA（miRNA）

序号 探针名称 阈值（d） 倍数变化 q 值（%）

 1 miR-30c-2 5.287 389 81 3.752 002 181 0
 2 miR-199a-5p 4.330 063 60 3.738 141 896 0
 3 miR-30a 2.873 283 59 3.048 342 484 0
 4 miR-145 3.167 229 38 1.960 830 731 0
 5 miR-151 2.147 614 79 3.330 708 662 3.083 333 333
 6 miR-674-5p 2.266 414 13 3.266 602 327 3.083 333 333
 7 miR-214 1.698 726 40 3.189 691 361 3.083 333 333
 8 miR-423 2.242 997 80 2.946 860 976 3.083 333 333
 9 miR-28 2.624 755 94 2.800 084 439 3.083 333 333

10 miR-181b 1.804 774 03 2.427 408 082 3.083 333 333

2.3    聚类分析：对测序得到的 miRNA 进行后续分

析发现，3 只正常对照大鼠与 3 只 COPD 模型大鼠

肺组织 miRNA 在聚类过程中个体间差异较大，同

类样本并不能很好地聚在一起，可能在样本制备时

存在较大的不稳定性。通过分析发现，正常对照大

鼠 3 个样本和同类样本的重复性较差，对 COPD 1、
COPD 2、 COPD 3、正常 1、正常 2 这 5 个样本进行差

异表达 miRNA 的聚类分析见图 2。
2.4    miRNA-Target 网络构建：当基因靶标受多个差

异表达的 miRNA 调控时，其功能更为重要，称为具

有共调控关系的 miRNA-Target 关系，图 3 为围绕

此类调控关系的构建网络，即 miRNA-Target 生物

网络。从中可以看出，多个 miRNA 具有多个基因靶

标，如 miR-30c、 miR-145、 miR-181b、 miR-181a、 
miR-181d、 miR-199，它们在 COPD 的发病过程中

可能有较为重要的作用。

注：miRNA 为微小 RNA
图 3    miRNA-Target 网络构建

注：1、 2 为正常对照组 2 个样本，3～5 为慢性阻塞性肺疾病

模型组 3 个样本；miRNA 为微小 RNA
图 2   5 个大鼠肺组织样本差异表达的 miRNA 聚类分析
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织中 miR-101 表达明显增加；小鼠暴露于香烟烟雾

中 4 周，肺内 miR-101 显著上调，同时囊性纤维化

跨膜传导调节蛋白明显抑制，而囊性纤维化跨膜传

导调节蛋白是一个氯通道，在维持肺内液体平衡中

扮演关键角色［12］。此外，miR-34a 和 miR-199-5p 
可能影响缺氧诱导因子 -1α（HIF-1α）相关的肺

结构修复程序，与 COPD 的发病机制有关［13］。研

究表明，HIF-1β 在 COPD 患者肺组织中的表达明

显低于正常对照组，其水平降低与 COPD 严重程度

显著相关［14］。miR-199 还参与了细胞周期的调控。

有研究发现，在瘢痕组织中过表达的 miR-199a-5p
可抑制瘢痕疙瘩成纤维细胞的增殖，其机制可能与

其使细胞停滞于 S 期或 G2/M 期有关［15］。

 本研究发现，COPD 大鼠肺组织中 miR-30c 表

达较正常大鼠显著上调，且在 miRNA-Target 生物网

络中 miR-30c 有多个调控的靶标基因。 在有关心

肌重构的实验研究中发现，miR-30 过表达可以抑

制结缔组织生长因子的产生［16］，而结缔组织生长因

子是纤维化的关键因子。在出芽式血管生成的体外

模型中，miR-30 在内皮细胞的过表达会导致血管

数量和长度的增加［17］。由此可见，miR-30c 过表达

在 COPD 病程中有可能抑制肺组织纤维化并促进血

管生成，起到促进修复的作用。

 与 miR-30c 不同，miR-145 能减少抑制血管内

皮生长因子的表达，从而抑制血管的生成［18］。还有

学者发现，miR-145 在特发性肺纤维化患者肺组织

中表达较健康者显著增高，过表达的 miR-145 促进

了潜在转化生长因子 -β1（TGF-β1）的激活，在肺

成纤维细胞中使平滑肌肌动蛋白 -α 表达增加，纤

维细胞收缩性增强，促进纤维粘连的形成［19］。在一

项有关非小细胞肺癌患者预后的研究中发现，肺组

织中 miR-145 的表达水平与患者的总生存期呈负

相关，其表达水平低的患者生存时间较短［20］。此外，

还有研究结果显示，miR-145 可能通过间充质转化

（EMT）通路来调控起始细胞的发生，miR-145 过表

达可下调 EMT 相关转录因子、间充质细胞标志的蛋

白表达水平，上调上皮细胞标志的蛋白水平，从而抑

制肺腺癌起始细胞的发生［21］。可以认为 miR-145
在 COPD 病程中的作用是非常多样的。

 从 miRNA-Target 生物网络可看出，miR-181b、 
miR-181a、 miR-181d 调控的靶标基因数量最多，相

互间有较多重叠。miR-181b、 miR-181a、 miR-181d
同属 miR-181 家族，目前在细胞免疫方面的研究文

献较多。有研究显示，miR-181 是细胞新陈代谢的

重要因素，是支持自然杀伤 T 细胞（NKT）早期发育

及生物合成必不可少的要求，miR-181 缺陷的小鼠

表现出淋巴细胞发育不全和磷脂酰肌醇 -3- 羟激

酶（PI3K）信号受损有关的 T 细胞发育缺陷［22］；同

时 miR-181a/b-1 的缺失会降低 CD4 ＋ CD8 ＋双阳性

胸腺细胞对 T 细胞受体的响应，干扰早期恒定自然

杀伤 T 细胞 （iNKT）的生成，导致 iNKT 细胞在胸腺

以及外围的数量明显减少［23］。研究显示，在体外实

验中输注 miR-181 仿制品能强烈抑制呼吸综合征

猪的病毒复制［24］。在有关食管癌的研究中，研究人

员构建了 miR-181a 真核表达载体，并将其转染人

食管癌 TE11 细胞发现，miR-181a 具有促进 TE11
细胞增殖、迁移和侵袭能力改变等多重作用［25］。

 在有关大鼠心肌细胞的研究中发现，过表达

miR-199a-5p 能促进体外培养的心肌细胞肥大，

而阻遏 miR-199a-5p 的作用能抑制血管紧张素Ⅱ

（Ang Ⅱ）诱导的心肌细胞肥大［26］。同时根据生物

信息学分析，miR-199a 有多个潜在的靶标蛋白是核

转录因子 -κB（NF-κB）信号转导通路中的重要分

子，但是也有研究显示 miR-199a 可以影响 NF-κB
的转录活性，但是抑制的程度并不大［27］。

 综上所述，在 COPD 的病程中有很多 miRNA 表

达存在差异，其中 miR-30c、 miR-145、 miR-181b、 
miR-181a、 miR-181d、 miR-199 可能是潜在的调控

靶标，它们主要在细胞免疫、血管生成、纤维化形成、

细胞周期调控等方面发挥作用。
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·学术活动预告 ·
第一届朝阳国际医学大会
  在国内各级领导的殷切关怀和国外医学界同仁的大力支持下，第一届朝阳国际医学大会将于 2014 年 12 月 20 日至 21 日
在我们伟大祖国的首都北京隆重召开。本次会议由首都医科大学附属北京朝阳医院、北美中华医学会主办，首都医科大学、北
京大学医学部、北京市医院管理局联合主办。主题为“加强合作，推动创新，促进医学发展”。大会将以科学合理、灵活多样的
形式全方位地展现中美医学研究的最新成果和未来全球医学发展面临的机遇与挑战，可谓是一次融国际、地区和国内学术活
动于一体的医学盛宴。届时，美国 20 余位呼吸、心血管、神经、急诊与危重症、转化医学、泌尿系统疾病及新药开发、肿瘤和免
疫等领域的顶级专家以及国内数位颇具影响力的工程院院士将亲临论坛，为全体参会者做精彩纷呈的报告和演讲。我们还将
精心组织 6 个紧贴临床、紧扣热点、紧跟国际的专题分论坛，邀请北京朝阳医院知名医学专家以及美国同道对所在领域的重点
和难点问题进行深入探讨，并同与会者进行面对面的交流。
1 会议基本信息
  报到时间：2014 年 12 月 19 日；会议时间：2014 年 12 月 20 日至 21 日；会议地点：北京国际会议中心（北京市朝阳区北辰
东路 8 号）。
2 初步日程安排
 12 月 20 日 14:00～17:30  第一会议室：开幕式及主会场大会发言，大会主席： 封国生、 Jerry Zhu。
 12 月 21 日  09:00～12:10、 13:00～16:30  第三会议室（分论坛 1）：呼吸病、老年病及职业病专题论坛，分论坛主席：童朝晖、
Hong Gao、施焕中；第二会议室 -A 厅（分论坛 2）：急诊与危重症专题论坛，分论坛主席：李春盛、Hongyi Cui、李文雄；第二会议
室 -B 厅（分论坛 3）：心血管及代谢性疾病专题论坛，分论坛主席：杨新春、Qin Ye、苏丕雄；第二会议室 -C 厅（分论坛 4）：神
经系统疾病专题论坛，分论坛主席：胡文立、Lan Qin、吴安石；201会议室-AB厅（分论坛5）：肿瘤和免疫专题论坛，分论坛主席：
封国生、Eddie Cheung、安广宇、陈文明；201 会议室 -CD 厅（分论坛 6）：转化医学、泌尿系统疾病及新药开发专题论坛，分论坛
主席 : Stephen Tsang、刘丽宏、张小东。
3 参会费用
  包括会议资料、会议期间的午餐及茶歇费用，报到时领取参会正式发票后回单位报销。10月31日前（含10月31日）报名：
人民币 800 元 / 人，11 月 1 日后（含 11 月 1 日）报名：人民币 1 000 元 / 人。
4 CICM 组委会联系方式 
  联系人：钟老师，电话：010-5710 8106，传真：010-65919906 ；在线注册：www.cicm-bj.org ；短信报名：18810242122，Email ：
cicm2014@126.com。


