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· 论著 ·

体内转染微小 RNA-146a 对脓毒症
小鼠肺的保护作用
张建国   丁成志   邵强   刘芬   曾振国   聂成   钱克俭

【摘要】 目的 观察体内转染微小 RNA-146a（miR-146a）对脓毒症小鼠肺脏的保护作用。方法 选择

健康雄性 BALB/C 小鼠 24 只，按随机数字表法分为假手术组、脓毒症组、转染组、转染对照组，每组 6 只。转

染组小鼠经气管内预先滴入转染试剂 in vivo-jetPEITM 处理的 miR-146a 模拟物（agomir），转染对照组滴入 
in vivo-jetPEITM 处理的阴性对照物。转染 12 h 后采用盲肠结扎穿孔术（CLP）制备脓毒症模型；假手术组

仅开腹游离盲肠，不进行结扎穿刺。各组于术后 24 h 处死动物，采用实时荧光定量反转录 - 聚合酶链反应 
（RT-qPCR）检测肺组织 miR-146a 表达，用酶联免疫吸附试验（ELISA）测定支气管肺泡灌洗液（BALF）中肿

瘤坏死因子 -α（TNF-α）水平，测定肺组织湿 / 干质量（W/D）比值，光镜下观察肺组织病理学改变并进行

肺损伤病理评分。结果 脓毒症组、转染组、转染对照组小鼠肺组织 miR-146a 表达量分别上调至假手术组的

（3.56±0.43）、 （27.64±3.46）、 （3.72±0.54）倍（P＜0.05 或 P＜0.01），且转染组 miR-146a 表达上调量明显高于

脓毒症组及转染对照组（均 P＜0.01）；而脓毒症组与转染对照组差异无统计学意义（P＞0.05）。与假手术组

比较，脓毒症组、转染组、转染对照组 BALF 中 TNF-α 水平均明显升高（ng/L ：511.65±43.47、 305.74±34.76、  
492.27±42.21 比 50.72±7.23，均 P＜0.01），转染组 TNF-α 水平明显低于脓毒症组及转染对照组（均 P＜0.01）。 
与假手术组比较，脓毒症组、转染组、转染对照组肺 W/D 比值明显升高（6.11±0.32、 5.02±0.29、 6.05±0.43 比

4.18±0.10，均 P＜0.01），转染组明显低于脓毒症组及转染对照组（均 P＜0.01），且转染组肺损伤病理评分较

脓毒症组及转染对照组明显下降（分：6.12±0.75 比 10.53±1.52、 9.73±1.08，均 P＜0.01）。结论 通过体内

转染 in vivo-jetPEITM 荷载的 miR-146a agomir 可以上调脓毒症小鼠肺组织 miR-146a 表达，减少肺部炎性因子

TNF-α 的产生，抑制肺部炎症反应，减轻肺组织损伤。
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【Abstract】 Objective　To investigate the protective effect of transfected microRNA-146a ( miR-146a ) on mice 
with sepsis-induced acute lung injury ( ALI ) in vivo. Methods    Twenty-four healthy male BALB/C mice were randomly 
divided into sham group, sepsis group, transfection group and transfection control group, each n = 6. Mice in transfection 
group were given miR-146a agomir loaded by in vivo-jetPEITM via airway before reproduction of model, and mice in 
transfection control group were given negative control loaded by in vivo-jetPEITM only via airway. The septic model was 
reproduced by cecal ligation and puncture ( CLP ) 12 hours after transfection , and the mice in the sham group underwent 
laparotomy and closure only without ligation and puncture of the cecum. The mice of each group were sacrificed at  
24 hours post-operation. The expression of miR-146a in lung tissue was determined by real time fluorescence quantitative  
reverse transcription-polymerase chain reaction ( RT-qPCR ), and the quantity of tumor necrosis factor-α ( TNF-α) 
in the bronchial alveolar lavage fluid ( BALF ) was determined with enzyme-linked immunosorbent assay ( ELISA ). 
The wet/dry ratio of lung ( W/D ) was determined. The pathohistological changes in the lung were observed and scored. 
Results    The expression of miR-146a showed a significant increase in sepsis group, transfection group and transfection 
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。 置成 50 μL 转染复合物，置于室温中孵育 15 min。

转染组小鼠经气管内滴入 in vivo-jetPEITM 处理的

miR-146a agomir 20 μg ；转染对照组小鼠经气管内

滴入 in vivo-jetPEITM 处理的阴性对照 20 μg，滴入后

迅速使小鼠直立，保证转染复合物充满整个肺组织，

转染 12 h 后复制脓毒症模型。

1.3 脓 毒 症 小 鼠 模 型 制 备：采 用 盲 肠 结 扎 穿 孔

术（CLP）制 备 脓 毒 症 模 型［3］。 假 手 术 组 只 开 腹

把盲肠拉出腹腔，然后还纳，不进行结扎穿刺。术

后 立 即 皮 下 注 射 预 热 到 37 ℃ 的 无 菌 生 理 盐 水 
50 mL/kg，以补充术中体液丢失及抗休克，待小鼠麻

醉苏醒后常规喂养。术后 24 h 处死小鼠，取标本进

行下列指标检测。

 实验过程中对动物的处理严格遵循南昌大学

《实验动物管理条例》。

1.4 检测指标及方法

1.4.1 肺组织 miR-146a 表达的测定：用 TRIzol 法 
提 取 肺 组 织 总 RNA，通 过 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 检 测

总 RNA 质量，紫外分光光度计测定总 RNA 浓度。

miR-146a 反 转 录 采 用 TaqMan® miRNA 反 转 录

试剂盒和特异 miRNA 茎环引物，反应条件：16℃  
30 min，42 ℃ 30 min，85 ℃ 5 min。miR-146a 实时

聚 合 酶 链 反 应（PCR）采 用 TaqMan® miRNA 检 测 
试剂盒，反应条件：95 ℃ 10 min， 40 个扩增循环 

（95 ℃ 15 s，60 ℃ 60 s）。在 ABI 7500 定量 PCR 仪上

扩增和检测。选取 U6 snRNA 作为内参，miR-146a 
相对表达量用 2-ΔΔCt 计算。

1.4.2 支气管肺泡灌洗液（BALF）中 TNF-α 含量

检测：取出右肺，用冷磷酸盐缓冲液（PBS）进行肺

灌注，重复操作 3 次，回收 BALF，于 -20 ℃冰箱保

 微 小 RNA-146a（miR-146a）作 为 抗 炎 介 质，

在人单核细胞 THP-1 中参与炎症反应的调控，能够

负性调控核转录因子 -κB（NF-κB）的炎症通路，从

而下调炎性因子的释放［1］。但 miR-146a 对脓毒症

肺损伤时肺部炎症反应的调控作用目前尚未见报

道。本课题组前期的研究发现，体外转染 miR-146a
能够下调肺泡巨噬细胞炎性因子的表达，表明上调 
miR-146a 表达能够抑制脂多糖（LPS）诱导肺泡 
巨噬细胞的炎症反应［2］。为了进一步明确 miR-146a 
对脓毒症肺部炎症反应的调控作用，本实验通过给

小鼠气管内滴入转染试剂 in vivo-jetPEITM 介导的

miR-146a 模拟物（agomir），观察 miR-146a 在肺内

的转染效果及上调 miR-146a 表达对脓毒症小鼠的

肺保护作用。

1 材料和方法

1.1 实验动物分组及主要试剂：健康雄性 BALB/C
小 鼠 24 只，8～10 周 龄，体 质 量 22～25 g，由 南 昌

大学实验动物中心提供，动物合格证号：赣（动）-
96021。按随机数字表法将小鼠分为假手术组、脓

毒症组、转染组、转染对照组，每组 6 只。小鼠肿

瘤坏死因子 -α（TNF-α）定量酶联免疫吸附试

验（ELISA）检测试剂盒（上海科敏生物科技有限公

司），转染试剂 in vivo-jetPEITM （法国 Polyplus 转染公

司），miR-146a agomir 及其阴性对照（上海吉玛基因

股份有限公司），TRIzol 试剂（美国 Invitrogen 公司），

TaqMan® miRNA 反转录及检测试剂盒（美国 ABI 公

司），氯仿、异丙醇及无水乙醇等均为国产分析纯。

1.2 体内转染：将 20 μg miR-146a agomir（无核酶

水溶解后浓度为 5 μg/μL）或 20 μg 阴性对照物与 
3.2 μL in vivo-jetPEITM 加入到 5% 葡萄糖溶液中配

control group, which were ( 3.56±0.43 ), ( 27.64±3.46 ) and ( 3.72±0.54 ) folds of that in sham group, respectively  
( P < 0.05 or P < 0.01 ). The miR-146a expression in transfection group was significantly increased compared with 
sepsis group and transfection control group ( both P < 0.01 ), but no statistical difference in the expression was found 
between sepsis group and transfection control group ( P > 0.05). Compared with the sham group, higher level of TNF-α 
in the BALF was found in the sepsis group, transfection group and transfection control group ( ng/L: 511.65±43.47, 
305.74±34.76, 492.27±42.21 vs. 50.72±7.23, all P < 0.01 ). The level of TNF-α in transfection group was 
significantly lower than that in sepsis group and transfection control group ( both P < 0.01 ). Compared with the sham 
group, the W/D ratio of lung in sepsis group, transfection group and transfection control group showed a significant 
increase ( 6.11±0.32, 5.02±0.29, 6.05±0.43 vs. 4.18±0.10, all P < 0.01 ). The W/D ratio of lung in transfection 
group was significantly lower than that of sepsis group and transfection control group ( both P < 0.01 ). The lung injury 
score of transfection group was significantly lower than that of sepsis group and transfection control group ( 6.12±0.75 
vs. 10.53±1.52, 9.73±1.08, both P < 0.01 ). Conclusions    miR-146a agomir loaded by in vivo-jetPEITM instillation 
into airway was able to increase the expression of miR-146a in the lung tissue of septic mice. Up-regulation of  
miR-146a inhibit the release of the inflammatory cytokine TNF-α stimulated by sepsis, and alleviate inflammatory 
reaction and lung tissue injury in mice with sepsis-induced ALI.

【Key words】 Transfection in vivo;    MicroRNA-146a;    Sepsis;    Acute lung injury
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表 1  上调 miR-146a 表达对脓毒症小鼠术后 24 h
肺 W/D 比值和肺损伤病理评分的影响（x±s）

组别 动物数（只）  肺 W/D 比值  肺损伤病理评分（分）

假手术组 6 4.18±0.10   1.12±0.37 
脓毒症组 6  6.11±0.32a   10.53±1.52a

转染组 6    5.02±0.29abc      6.12±0.75abc

转染对照组 6  6.05±0.43a    9.73±1.08a

  注：miR-146a 为微小 RNA-146a，肺 W/D 为肺组织湿 / 干质量

比值；与假手术组比较，aP＜0.01 ；与脓毒症组比较，bP＜0.01 ；与转

染对照组比较，cP＜0.01

注：miR-146a 为微小 RNA-146a，BALF 为支气管肺泡灌洗液，

TNF-α 为肿瘤坏死因子 -α；与假手术组比较，aP ＜ 0.01；

与脓毒症组比较，
b
P ＜ 0.01；与转染对照组比较，cP ＜ 0.01

　图 2　上调 miR-146a 表达对脓毒症小鼠 BALF 中

TNF-α 水平的影响

存备用。按照 ELISA 试剂盒操作说明书测定 BALF
中 TNF-α 含量。

1.4.3 肺组织湿 / 干质量（W/D）比值测定：取左肺

组织称湿质量（W），70 ℃干燥48 h后称干质量（D），

计算肺组织 W/D 比值。

1.4.4 肺损伤病理评分：取左肺组织，用 4% 多聚甲

醛溶液固定，脱水石蜡包埋制备石蜡切片，脱蜡后使

用苏木素 - 伊红（HE）染色，中性树胶封片，光镜下

观察病理学改变，按照 Mikawa 等［4］的方法对切片进

行肺组织损伤程度评分。

1.5 统计学方法：采用 SPSS 17.0 统计软件进行分

析，数据以均数 ± 标准差（x±s）表示，多样本间均

数比较采用单因素方差分析，组间比较采用 LSD 检

验，P＜0.05 为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 转染 miR-146a 后小鼠肺组织 miR-146a 表达

（图 1）：与假手术组相比，脓毒症组、转染组、转染对

照组 miR-146a 表达量均明显上调（P＜0.05 或 P＜
0.01）；且转染组 miR-146a 表达上调量明显高于

脓毒症组和转染对照组（均 P＜0.01）；而脓毒症组

miR-146a 表达上调量与转染对照组比较差异无统

计学意义（P＞0.05）。

2.3 上调 miR-146a 表达对脓毒症小鼠肺 W/D 比

值的影响（表 1）：与假手术组比较，脓毒症组、转染

组、转染对照组小鼠术后 24 h 肺 W/D 比值均明显

升高（均 P＜0.01）；但转染组肺 W/D 比值明显低于

脓毒症组与转染对照组（均 P＜0.01）；而脓毒症组

肺 W/D 比值与转染对照组比较差异无统计学意义

（P＞0.05）。

注：miR-146a 为微小 RNA-146a；与假手术组比较，
aP ＜ 0.05，bP ＜ 0.01；与脓毒症组比较，cP ＜ 0.01；

与转染对照组比较，dP ＜ 0.01

　图 1 　转染 miR-146a 对脓毒症小鼠肺组织

miR-146a 表达的影响

2.2 上调 miR-146a 表达对脓毒症小鼠 BALF 中

TNF-α 水平的影响（图 2）：脓毒症组、转染组、转

染对照组 BALF 中 TNF-α 水平明显高于假手术组

（均 P＜0.01）；但转染组 BALF 中 TNF-α 水平明显

低于脓毒症组及转染对照组（均 P＜0.01）；而脓毒

症组 BALF 中 TNF-α 水平与转染对照组相比差异

无统计学意义（P＞0.05）。

2.4 上调 miR-146a 表达对脓毒症小鼠肺损伤病 
理评分的影响（表 1）：与假手术组比较，脓毒症组、

转染组、转染对照组肺损伤病理评分均明显升高

（均 P＜0.01）；但转染组肺损伤病理评分明显低于

脓毒症组与转染对照组（均 P＜0.01）；而脓毒症组

肺损伤病理评分与转染对照组比较差异无统计学意

义（P＞0.05）。

3 讨 论

 miRNAs 是一类大小约 22 个核苷酸长度的内

源性非编码 RNA，通过识别靶基因 mRNA 的 3' 端

非编码区（3'UTR）并与之结合，产生 mRNA 的降解

或者抑制 mRNA 的翻译表达［5-6］。近年来研究发现，
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毒症的肺脏保护作用，提示 miR-146a 可能成为治

疗脓毒症肺损伤的新靶点。
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miRNAs 参与机体免疫及炎症反应的调节［7-11］，其中

miR-146a 尤为突出。Pauley 等［12］将 miR-146a 模拟 
物 mimic 转染至 THP-1 细胞，可以下调 LPS 诱导的

炎性因子释放。Nahid 等［13］研究发现，THP-1 细胞

中的 miR-146a 参与了内毒素耐受形成，在内毒素

耐受中起到十分关键的作用。本课题组前期研究发

现，体外转染 miR-146a 能下调肺泡巨噬细胞炎性

因子表达，负性调控炎症反应［14-15］。但由于体内外

环境的巨大差异，在体内脓毒症肺损伤炎症反应中

是否也存在 miR-146a 表达增加，是否能通过上调

肺组织中 miR-146a 表达来抑制肺部炎症反应，尚

有待进一步研究。 
 为验证 miR-146a 在体内对肺部炎症反应的

调 节 作 用，我 们 通 过 体 内 转 染 miR-146a 模 拟 物

agomir，观察上调 miR-146a 表达对脓毒症肺脏的

保护作用。结果显示，经小鼠气管内滴入转染试剂

in vivo-jetPEITM 介导的 miR-146a agomir 后，肺组织

miR-146a 表达上调量明显高于转染对照组，证明应

用 in vivo-jetPEITM 介导的 miR-146a agomir 在体内

转染成功。采用 CLP 制备小鼠脓毒症肺损伤模型，

术后 24 h 肺组织损伤表现及 BALF 中 TNF-α 水平

均表明脓毒症肺损伤模型复制成功。

 体外实验证实，在 LPS 诱导的肺泡巨噬细胞中，

miR-146a 表达水平与 TNF-α mRNA 表达呈负相

关，转染 miR-146a 能下调 LPS 诱导的肺泡巨噬细

胞 TNF-α 表达，抑制细胞的炎症反应［2，16］。本实

验发现，转染组 BALF 中 TNF-α 水平较转染对照

组及脓毒症组明显下降，说明在肺内上调 miR-146a
表达同样可以降低 BALF 中 TNF-α 水平，抑制肺

内炎症反应。转染组肺组织 W/D 比值及肺组织病

理损伤程度也较转染对照组及脓毒症组明显下降，

说明上调 miR-146a 表达可以减轻脓毒症诱导的肺

组织损伤。

 综上，本研究显示，气管内滴入 in vivo-jetPEITM 
介导的 miR-146a agomir，可以上调脓毒症小鼠肺内

miR-146a 表达，减轻肺部炎症反应，从而发挥对脓
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本刊对论文中实验动物描述的有关要求
  在医学论文的描述中，凡涉及到实验动物应符合以下要求： ① 品种、品系描述清楚； ② 强调来源； ③ 遗传背景； ④ 微生

物学质量； ⑤ 明确体质量； ⑥ 明确等级； ⑦ 明确饲养环境和实验环境； ⑧ 明确性别； ⑨ 有无质量合格证明；10  有对饲养的

描述（如饲料类型、营养水平、照明方式、温度、湿度要求）；11  所有动物数量准确；12  详细描述动物的状况；13  对动物实验的

处理方式有单独清楚的交代，符合动物伦理学标准；14  全部有对照，部分可采用双因素方差分析。


