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【摘要】 目的  探讨脂多糖（LPS）诱导人THP-1巨噬细胞自噬过程中微小RNA-101和微小RNA-125a-5p 

（miR-101、miR-125a-5p）的调控作用。方法  体外培养人白血病单核细胞 THP-1，用佛波醇（PMA，50 μg/L）
诱导 THP-1 细胞 48 h 分化成巨噬细胞，以 0、250、500、1 000 μg/L 梯度 LPS 刺激细胞 12 h，以转染试剂脂质体

Lipofectamine RNAiMAX 介导 miRNA 模拟物（miR-mimic）转染细胞，荧光显微镜下观察 miRNA 的转染效率。

用酶联免疫吸附试验（ELISA）检测培养上清液中肿瘤坏死因子 -α（TNF-α）、单核细胞趋化蛋白-1（MCP-1）

的释放量；采用蛋白质免疫印迹试验（Western Blot）检测细胞内自噬相关蛋白 ATG4D、Beclin1、LC3Ⅱ的蛋白表

达；采用定量反转录 - 聚合酶链反应（RT-qPCR）检测 miR-101 和 miR-125a-5p 的表达。结果  ① 250、500、

1 000 μg/L LPS 刺激 THP-1 巨噬细胞 12 h 后，TNF-α 和 MCP-1 释放量较未用 LPS 刺激细胞显著升高〔TNF-α

（ng/L）：1 336.1±18.5、1 340.6±24.8、1 364.5±14.9 比 47.6±4.4，MCP-1（ng/L）：996.3±51.3、934.6±84.3、

974.2±69.5 比 21.3±6.5，均 P＜0.01〕，但 3 个剂量组间无统计学差异。250、500、1 000 μg/L LPS 刺激细胞 12 h 

后，细胞内 ATG4D、Beclin1、LC3Ⅱ蛋白表达均较未用 LPS 刺激细胞明显上调（ATG4D 的 t 值分别为 8.103、

38.410、52.020，P 值分别为 0.015、0.001、＜0.001；Beclin1 的 t 值分别为 3.026、5.328、3.482，P 值分别为 0.047、

0.034、0.037；LC3Ⅱ的 t 值分别为 3.836、6.200、4.665，P 值分别为 0.018、0.003、0.010），以 500 μg/L LPS 的效 

果最为明显。用 500 μg/L LPS 刺激细胞 12 h 后，细胞内 miR-101、miR-125a-5p 的表达均较未用 LPS 刺激细胞

显著下调〔miR-101（2-ΔΔCt）：0.68±0.08 比 1.95±0.26，t＝8.047，P＝0.001；miR-125a-5p（2-ΔΔCt）：0.23±0.06

比 1.69±0.42，t＝5.975，P＝0.004〕。② 荧光显微镜下显示 miRNA 转染效率较高。Western Blot 结果显示，在

细胞内分别过表达 miR-101 或 miR-125a-5p 后均可引起 ATG4D、Beclin1、LC3Ⅱ蛋白表达一定程度的下调；

但同时过表达 miR-101 和 miR-125a-5p 两个 miRNAs 时，ATG4D、Beclin1、LC3Ⅱ的蛋白表达下调更为显著 

（与阴性对照组比较 t 值分别为 14.550、5.855、14.180，P 值分别为 0.005、0.014、＜0.001）。结论  miR-101、

miR-125a-5p 能抑制 LPS 诱导 THP-1 巨噬细胞自噬，其机制可能是通过靶向调节 ATG4D 完成。
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【Abstract】 Objective  To  investigate  the role of micro-RNAs (miR-101 and miR-125a-5p)  in autophagy of 

lipopolysaccharide (LPS) derived human THP-1 macrophages.  Methods  Human monocytic leukemia cell line THP-1  

was cultured in vitro, and it was differentiated into macrophages after being induced with phorbol (50 μg/L) for 48 hours. 
THP-1 macrophages were  stimulated with LPS  in 0, 250, 500, 1 000 μg/L  respectively  for 12 hours. miR-mimic was 

transfected into THP-1 macrophages as induced by Lipofectamine RNAiMAX, and the transfection efficiency of miRNA 

was  determined  with  fluorescence  microscopy.  Enzyme  linked  immunosorbent  assay  (ELISA)  was  used  to  determine 

the  levels  of  tumor necrosis  factor-α  (TNF-α) and monocyte  chemotaxis  protein-1  (MCP-1)  in  the  supernatants  of 

culture. Western Blot was used to detect the protein expressions of autophagy proteins ATG4D, Beclin1, and LC3Ⅱ. The 
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expression  levels  of  miR-101  and  miR-125a-5p  were  determined  by  quantitative  reverse  transcription-quantitative 

polymerase  chain  reaction  (RT-qPCR).  Results  ①  The  releasing  levels  of  TNF-α  and MCP-1  induced  by  LPS 

with 250, 500, 1 000 μg/L were significantly increased as compared the cells without LPS stimulation [TNF-α (ng/L): 

1 336.1±18.5,  1 340.6±24.8,  1 364.5±14.9  vs.  47.6±4.4;  MCP-1  (ng/L):  996.3±51.3,  934.6±84.3,  974.2±69.5 

vs.  21.3±6.5,  all P  <  0.01],  but  no  significant  differences  were  found  among  the  three  LPS  stimulation  groups.  The 

protein expressions of ATG4D, Beclin1 and LC3Ⅱ were up-regulated  in  the presence of different LPS concentrations 

(0, 250, 500, 1 000 μg/L) for 12 hours in THP-1 macrophages (when compared with the cells without LPS stimulation, 

t value of ATG4D was 8.103, 38.410, 52.020, P value was 0.015, 0.001, < 0.001; t value of Beclin1 was 3.026, 5.328, 
3.482, P value was 0.047, 0.034, 0.037; t value of LC3 Ⅱ was 3.836, 6.200, 4.665, P value was 0.018, 0.003, 0.010), 
and  the optimal  concentration was 500 μg/L LPS. When THP-1 macrophages were  stimulated with 500 μg/L LPS  for  
12  hours,  the  expression  levels  of  miR-101  and miR-125a-5p  were  down-regulated  significantly  as  compared  with 

the cells without LPS stimulation [miR-101 (2-ΔΔCt ): 0.68±0.08 vs. 1.95±0.26, t = 8.047, P = 0.001; miR-125a-5p  

(2-ΔΔCt ):  0.23±0.06  vs.  1.69±0.42,  t  =  5.975, P  =  0.004]. ② The  higher  transfection  efficiency was  showed  under 

fluorescence  microscope.  Western  Blot  results  showed  the  protein  expressions  of  ATG4D,  Beclin1  and  LC3Ⅱ  were 

down-regulated  as  induced  by  an  over-expression  of  miR-101  or  miR-125a-5p  in  THP-1 macrophages,  and more 

obviously down  regulated by co-transfected with miR-101 and miR-125a-5p  (compared with negative control  group,  

t value was 14.550, 5.855, 14.180, P value was 0.005, 0.014, < 0.001).  Conclusion  miR-101 and miR-125a-5p can 

inhibit  the autophagy  in LPS challenged THP-1 macrophages, and the potential mechanism might be related  to  target 

regulation of ATG4D.
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  脓毒症发病机制主要涉及炎症、内皮细胞损

伤、微循环障碍、凝血功能障碍、免疫抑制、细胞凋

亡、基因多态性、神经 - 内分泌 - 免疫网络等［1-6］。

研究表明，自噬参与了脓毒症的发病过程［7-9］，但

其作用机制仍存在争议。微小 RNA（miRNA）参与

了免疫细胞功能和细胞自噬的调控［10-11］。本研究

通过体外培养人白血病单核细胞 THP-1，经佛波醇

（PMA）诱导分化为 THP-1 巨噬细胞后，用脂多糖

（LPS）刺激 THP-1 巨噬细胞以模拟急性炎症反应

细胞模型，采用转染法在细胞内过表达 miR-101 和

miR-125a-5p，观察自噬相关蛋白的表达变化，探讨

miRNA 对 LPS 诱导细胞自噬的调控作用。

1 材料与方法

1.1  实验材料及试剂：人白血病单核细胞 THP-1

购自中国科学院上海细胞库；LPS（美国 Sigma 公

司）；肿瘤坏死因子-α（TNF-α）、单核细胞趋化蛋

白-1（MCP-1）酶联免疫吸附试验（ELISA）试剂盒

（北京达科为生物有限公司）。RNA 寡核苷酸序列由

广州莱德联康公司设计并合成。

1.2  研究方法

1.2.1  细胞培养及 THP-1 巨噬细胞的诱导：将

THP-1 细胞静置于 37 ℃、5% CO2 培养箱中，采用含

10% 胎牛血清的 RPMI 1640 培养基培养细胞。将

THP-1 细胞以 1×109/L 的密度接种于 6 cm 培养皿

中，用 PMA（50 μg/L）诱导 THP-1 细胞 48 h 分化为

巨噬细胞，用 0、250、500、1 000 μg/L LPS 梯度刺激

THP-1 巨噬细胞 12 h 模拟急性炎症反应细胞模型。

1.2.2  TNF-α 和 MCP-1 水平测定：LPS 刺激 12 h

后取细胞培养上清液，按照 ELISA 试剂盒说明书检

测上清液中 TNF-α 和 MCP-1 水平。

1.2.3  定量反转录 - 聚合酶链反应（RT-qPCR）检

测 miRNA 的表达：细胞总 RNA 提取按 TRIzol 试剂

盒说明书操作，取 1 μL RNA 样品经 50 倍稀释后，

测定吸光度（A）值，琼脂糖凝胶电泳检测总 RNA 完

整性，使用茎环法进行反转录，采用 qPCR 法检测

miR-125a-5p 和 miR-101 的表达。以 U6 作为内参

照，采用 2-ΔΔCt 法计算目标基因表达量。

1.2.4  转染试剂脂质体 Lipofectamine RNAiMAX 介

导 miRNA 模拟物（miRNA-mimic）转染 THP-1 巨噬

细胞：在 miRNA 中加入 125 μL 无 RNA 酶的焦碳酸

二乙酯（DEPC），得到 miRNA 母液，用 Opti-MEM 试

剂稀释后加 THP-1 巨噬细胞，终浓度为 50 nmol/L。

将细胞分为阴性对照组（转染对实验无影响的阴性

对照序列）、miRNA-101 转染组、miRNA-125a-5p

转染组及 miRNA-101 + miRNA-125 共转染组。在

转染 4 h 后，用磷酸盐缓冲液（PBS）洗涤细胞 1～ 
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2 次，于荧光显微镜下观察 miRNA 转染情况。以蓝

色荧光激发羟基荧光素（FAM）标记的小干扰 RNA

（siRNA），成功转染细胞的细胞质中有散在分布的 

绿色荧光；于同一视野下切换为白光，观察所有贴

壁细胞，并与绿色荧光对照。

1.2.5  蛋白质免疫印迹试验（Western Blot）检测自

噬相关蛋白的表达：收集细胞样品，用 Lowry 法测

定蛋白浓度，经凝胶电泳、转膜、5% 脱脂牛奶室温

封闭，顺序加入一抗孵育过夜、洗膜，二抗孵育、洗

膜，电化学发光（ECL）试剂激发荧光、曝光、显影、

定影后进行图像分析。蛋白表达量以定影后目标条

带 A 值与内参条带 A 值的比值表示。

1.3  统计学方法：应用 SPSS 13.0 统计软件进行数

据分析。计量资料以均数 ± 标准差（x±s）表示，多

组间比较用单因素方差分析（one-way ANOVA），两

两比较用 t 检验；P＜0.05 为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1  LPS 刺激 THP-1 巨噬细胞炎性因子的释放情

况（表 1）：250、500、1 000 μg/L LPS 刺激 THP-1 巨

噬细胞 12 h 后，细胞上清液中 TNF-α、MCP-1 水

平较未用 LPS 刺激细胞显著上升（均 P＜0.01），但

LPS 3 个剂量组间比较无明显差异。

THP-1 为人白血病单核细胞，ATG4D、Beclin1、LC3Ⅱ为自噬相关蛋白，GAPDH 为 3- 磷酸甘油醛脱氢酶； 

t 值和 P 值为各剂量 LPS 刺激组与 0 μg/L LPS 组比较的统计结果

图 1  蛋白质免疫印迹试验（Western Blot）检测不同剂量脂多糖（LPS）刺激 THP-1 巨噬细胞 ATG4D、Beclin1、LC3Ⅱ表达的变化

表 1 不同剂量脂多糖（LPS）刺激 THP-1 巨噬细胞
12 h 后 TNF-α和 MCP-1 的释放量比较（x±s）

组别 样本数（孔） TNF-α（ng/L） MCP-1（ng/L）

LPS 0 μg/L 组 3 47.6±  4.4 21.3±  6.5

LPS 250 μg/L 组 3 1 336.1±18.5 a 996.3±51.3 a

LPS 500 μg/L 组 3 1 340.6±24.8 a 934.6±84.3 a

LPS 1 000 μg/L 组 3 1 364.5±14.9 a 974.2±69.5 a

注：THP-1为人白血病单核细胞，TNF-α为肿瘤坏死因子-α，

MCP-1 为单核细胞趋化蛋白-1；与 LPS 0 μg/L 组比较，aP＜0.01

注：LPS 为脂多糖，THP-1 为人白血病单核细胞，miR-101 为 

微小 RNA-101，miR-125a-5p 为微小 RNA-125a-5p

图 2  500 μg/L LPS 刺激 THP-1 巨噬细胞 12 h 后 

miR-101 和 miR-125a-5p 的表达变化

2.4  miRNA 转染结果（图 3）：荧光显微镜下显示，

miRNA 转染 4 h 后 miRNA 已经成功转入细胞内，细

胞质内呈绿色荧光（图 3A）；同一视野下切换为白

光后可见到较高的转染效率（图 3B），表明通过脂质

体 Lipofectamine RNAiMAX 介导 THP-1 巨噬细胞的

转染成功。

2.2  LPS 刺激 THP-1 巨噬细胞自噬相关蛋白表达

的变化（图 1）：250、500、1 000 μg/L LPS 刺激 THP-1 

巨噬细胞 12 h 后，自噬相关蛋白 ATG4D、Beclin1、

LC3Ⅱ表达均较未用 LPS 刺激细胞明显上调，其中

以 500 μg/L 时效果最明显（均 P＜0.05）。说明 LPS

刺激THP-1巨噬细胞后，细胞自噬增强，以500 μg/L 
时最为显著。

2.3  LPS 刺激 THP-1 巨噬细胞 miRNA 表达的变化

（图 2）：以 500 μg/L LPS 刺激 THP-1 巨噬细胞 12 h

后，miR-101、miR-125a-5p 的表达均较未用 LPS 刺

激细胞显著下降（均 P＜0.01）。
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磷脂酰乙醇胺（PE）结合成为 LC3 Ⅱ，然后结合到

自噬小体膜上，参与自噬小体的装配，促进自噬小体

的成熟［17-18］。目前认为 LC3 Ⅱ含量的多少可代表

自噬活性强弱。Beclin1 是 ATG6 的同源物［19］，是与

人体细胞自噬形成相关的重要蛋白之一。

  LC3 Ⅱ、Beclin1 蛋白表达是评价自噬水平的重

要手段。本研究结果显示，LPS 刺激 THP-1 巨噬细

胞 12 h 后自噬相关蛋白 Beclin1、LC3 Ⅱ表达上调，

提示 LPS 刺激后细胞自噬增强，同时自噬调节蛋

白 ATG4D 的表达水平也明显增加，证实 ATG4D 在

LPS 刺激 THP-1 巨噬细胞导致自噬增强的过程中

作用显著；LPS 为 500 μg/L 时，自噬相关蛋白表达

上调的幅度最为明显，提示上调细胞自噬水平的程

度与 LPS 剂量有关；同时也证实在 LPS 诱导细胞释

放炎性因子导致炎症反应增强的同时，细胞的自噬

水平是增强而不是减弱的。

  大量研究表明，miRNA 对细胞自噬的调控具

有重要作用，如 miR-30a、miR-376b、miR-519a 可

调控 Beclin1，miR-376b 可调控 ATG4，miR-204 可

调控 LC3B［11，20-21］；miR-101 是细胞自噬的强抑制

剂［22］。在肝癌细胞中，miR-101 靶向调节自噬基因

ATG4D 并使其表达下调，从而抑制自噬［23］。本研

究通过 miRNA 靶基因分析软件预测，miR-125a-5p

也可能靶向调节 ATG4D，故本研究探讨 miR-101、

miR-125a-5p 对 LPS 诱导 THP-1 巨噬细胞自噬的

调控作用。

  本研究显示，LPS 刺激 THP-1 巨噬细胞 12 h 后

miR-101 和 miR-125a-5p 表达较未用 LPS 刺激细

胞显著下调，表明 LPS 诱导 miR-101、miR-125a-5p

的表达下调与细胞自噬增强的关系密切；通过脂质

体 Lipofectamine RNAiMAX 介导这两个 miRNA 转

染 THP-1 巨噬细胞 4 h 后显示转染效率较高，表明

1 为阴性对照组，2 为 miR-101 转染组，3 为 miR-125a-5p 转染组，4 为 miR-101 和 miR-125a-5p 共转染组； 

LPS 为脂多糖，THP-1 为人白血病单核细胞，ATG4D、Beclin1、LC3Ⅱ为自噬相关蛋白，GAPDH 为 3- 磷酸甘油醛脱氢酶； 

t 值和 P 值为各剂量 LPS 刺激组与 0 μg/L LPS 组比较的统计结果

图 4  蛋白质免疫印迹试验（Western Blot）检测微小 RNA（miRNA）转染对 LPS 刺激 THP-1 巨噬细胞自噬相关蛋白表达的影响

图 3  荧光显微镜下观察微小 RNA（miRNA）转染 THP-1

巨噬细胞 4 h 后的转染情况　以蓝色荧光激发羟基荧光素

（FAM）标记的小干扰 RNA（siRNA），成功转染细胞的细胞

质中有散在分布的绿色荧光。荧光显微镜下显示 miRNA

成功转入细胞内（A）；于同一视野下切换为白光后，观察细

胞贴壁情况可见转染效率较高（B）　低倍放大

2.5  miRNA 转染对自噬相关蛋白表达水平的影响

（图 4）：miRNA 转染 24 h 后，以 500 μg/L LPS 刺激

THP-1 巨噬细胞 12 h，与阴性对照组相比，miR-101 

或miR-125a-5p转染均可使ATG4D、Beclin1、LC3Ⅱ 

表达明显下调，以 miR-101 和 miR-125a-5p 共转染

组变化显著（P＜0.05 或 P＜0.01）。说明miR-101与 

miR-125a-5p 均能抑制 LPS 诱导 THP-1 巨噬细胞

中自噬相关蛋白的表达，且两者具有协同作用。

3 讨 论

  研究发现，自噬参与了 LPS 激活的巨噬细胞炎

症反应［12］，并在炎症反应过程中起重要作用［13］。

LC3、Beclin1 是主要的自噬相关蛋白［14］，其中 LC3

是酵母 ATG8 在哺乳动物中的同源物，包括 LC3A、

LC3B、LC3C 亚型，以 3 种形式存在于细胞中，即

LC3 前体、LC3 Ⅰ、LC3 Ⅱ［15］。ATG4D 属于内切酶

ATG4 家族中的一员，是自噬体生物合成途径中的

关键调节组件之一［16］。自噬发生过程中，LC3 前体

经过 ATG4D 剪切后成为胞质可溶性的 LC3 Ⅰ，与
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THP-1 巨噬细胞转染成功。转染 24 h 后 Western 

Blot 分析结果显示，miR-101 或 miR-125a-5p 转染

后细胞 ATG4D 表达均较阴性对照组明显下调，说明

miR-101 或 miR-125a-5p 过表达均可导致 ATG4D

表达明显下调；而在 THP-1 巨噬细胞中同时过表达

miR-101 和 miR-125a-5p 这两个基因后，ATG4D 下

调程度更为显著，说明 miR-101、miR-125a-5p 有协

同作用，miR-101、miR-125a-5p 转染引起 ATG4D

显著变化的同时也引起了 Beclin1、LC3 Ⅱ蛋白发生

类似变化，证明 miR-101、miR-125a-5p 对 LPS 诱

导的 THP-1 巨噬细胞的整体自噬水平有抑制作用。

  综上所述，miR-101、miR-125a-5p 能下调 LPS

刺激 THP-1 巨噬细胞后自噬相关蛋白的表达水平，

即抑制了 LPS 诱导的自噬效应，其机制可能是通过

靶向调节 ATG4D 实现的。
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