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【摘要】 目的 分析长链非编码 RNA（lncRNA）在脂多糖（LPS）诱导人巨噬细胞炎症反应中的表达差异。
方法 分离健康者外周血单个核细胞，采用贴壁法培养纯化为巨噬细胞并分为空白对照组和 LPS 刺激组。用

1 mg/L LPS 刺激巨噬细胞 12 h 后收集细胞及其培养上清液，采用酶联免疫吸附试验（ELISA）检测细胞培养上

清液中白细胞介素（IL-1β、IL-6）和肿瘤坏死因子-α（TNF-α）含量；利用 lncRNA 基因芯片检测两组细胞

中 lncRNA 表达谱的变化，筛选出差异表达 lncRNA 分子并进行分析。采用实时荧光定量反转录 -聚合酶链反

应（qRT-PCR）对部分差异表达 lncRNA 分子进行验证；并以 NR_028034 为研究对象，检测 LPS 诱导巨噬细胞

炎症反应中 NR_028034 的动态表达变化。结果 ① 与空白对照组相比，LPS 诱导巨噬细胞 12 h 后上清液中

炎性细胞因子含量均明显升高〔IL-1β（ng/L）：562.93±61.17 比 59.74±15.68，IL-6（ng/L）：702.46±92.31 比
71.66±18.25，TNF-α（ng/L）：794.50±63.89 比 85.12±22.07，均 P＜0.01〕，证实巨噬细胞炎症反应模型构建成
功。② 以 LPS 刺激组与空白对照组表达比值≥2倍且 P＜0.05 作为差异表达 lncRNA。LPS 刺激巨噬细胞后
差异表达 lncRNA 有 1 479 条，上调 2倍以上的 lncRNA 共 953 条，其中上调 5倍以上的 lncRNA 有 49 条；下调 

2 倍以上的 lncRNA 共 526 条，其中下调 5倍以上的 lncRNA 有 35 条。③ 用 qRT-PCR 对部分 lncRNA 进行验

证的结果与 lncRNA 芯片检测结果一致。④ LPS 刺激巨噬细胞后 3、6、12 h，NR_028034 表达水平较空白对照

组分别上调了（4.41±0.65）、 （11.56±2.04）、 （18.58±1.36）倍（均 P＜0.01）。结论 LPS 诱导人巨噬细胞炎症反
应后，lncRNA 表达谱发生显著变化，lncRNA 可能参与调控了巨噬细胞炎症反应。
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【Abstract】 Objective To analyze the expression profile of long non-coding RNA (lncRNA) in the 
lipopolysaecharide (LPS)-induced inflammation of monocyte-derived macrophages. Methods Peripheral blood 
mononuclear cells were derived from healthy donor and induced into macrophages. The macrophages were divided into 
blank control group and LPS (1 mg/L) stimulated 12 hours group. Culture supernatants and cell pellets were harvested  
in each group, enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) was used to assay the production changes of interleukins 
(IL-1β and IL-6), and tumor necrosis factor-α (TNF-α) in the supernatant. The technique of lncRNA microarray 
was used to test the lncRNA expression profile in LPS-induced inflammation of macrophages and control macrophages. 
The raw data of lncRNA were pretreated for normalization. Five lncRNA expressions were validated by real-time 
quantitative reverse transcription-polymerase chain reaction (qRT-PCR). Furthermore, qRT-PCR was used to detect the 
expression of NR_028034 in macrophages after LPS-induced inflammation. Results ① The contents of IL-1β (ng/L:  
562.93±61.17 vs. 59.74±15.68), IL-6 (ng/L: 702.46±92.31 vs. 71.66±18.25) and TNF-α (ng/L: 794.50±63.89  
vs. 85.12±22.07) in the LPS group were significantly higher than those in the blank control group (all P < 0.01). These 
results indicated that the inflammatory model of human macrophages was constructed successfully. ② Compared with 
blank control group, and 1 479 lncRNA which have more than 2 folds variation and significant difference (P < 0.05) 
by statistical analysis was defined as lncRNA with differential expression. Among these lncRNA, LPS group showed 
953 up- regulated and 526 down- regulated genes by 2 folds and 49 up- regulated and 35 down- regulated genes by 
5 folds. ③ qRT-PCR results were generally consistent with the microarray data. ④ The expression of NR_028034 was 
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increased by (4.41±0.65), (11.56±2.04), (18.58±1.36) folds compared with blank control group at 3, 6, 12 hours after 
LPS stimulation (all P < 0.01). Conclusions These data show a significantly altered lncRNA expression profile in the 
LPS-induced inflammation of monocyte-derived macrophages, suggesting that lncRNA may be involved in regulation of 
macrophages inflammatory response.
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 炎症反应是机体免疫系统对入侵病原相关因

素产生的保护性应激反应。巨噬细胞作为机体重

要的天然免疫细胞和抗原呈递细胞，在炎症反应中

具有重要的调节作用［1］。当巨噬细胞表面的 Toll

样受体 4（TLR4）识别革兰阴性（G-）菌细胞壁成分

脂多糖（LPS）后，会激活核转录因子 -κB（NF-κB）
信号通路，启动一系列炎性细胞因子如白细胞介素 

（IL-1β、IL-6）及肿瘤坏死因子 -α（TNF-α）等的

表达，促进炎症反应的发生［2］。研究发现，适度的

炎症反应可促进机体内病原体的清除，而过度的炎

症反应则可导致机体组织损伤，甚至发生脓毒症及

多器官功能障碍综合征（MODS），因此，机体的炎症

反应必须受到精确的调控［3］。

 长链非编码 RNA（lncRNA）是一类长度超过

200 核苷酸的 RNA分子，不编码蛋白质［4］。近年来

研究表明，lncRNA 广泛参与了机体内部各种生理

功能的调节，然而在免疫调控过程中，lncRNA 对巨

噬细胞炎症反应的调节作用和机制研究甚少［5-6］。

本研究以外周血单个核细胞来源的人巨噬细胞为研

究对象，分析 LPS 诱导巨噬细胞与对照巨噬细胞间

lncRNA 的表达谱差异，筛选出与巨噬细胞炎症反应

相关的 lncRNA；并以细胞 NR_028034 为研究对象，

观察其在 LPS 诱导巨噬细胞炎症反应中的动态变

化，以期为临床治疗巨噬细胞炎症反应相关疾病提

供新的理论依据和有效靶点。

1 材料与方法
1.1 主要实验材料：人血清、淋巴细胞分离液
及 LPS（Sigma-Aldrich，美国）；SYBR 实时荧光定

量试剂盒和 PrimeScript 反转录试剂盒（TaKaRa， 

大连）；TRIzol 试剂（Invitrogen，美国）；RNA 纯化试

剂盒（Qiagen，美国）；RMPI 1640 培养基（Hyclone， 

美国）；人 IL-1β、IL-6 和 TNF-α酶联免疫吸附试

验（ELISA）试剂盒（ebioscience，美国）；实时荧光定

量反转录 -聚合酶链反应（qRT-PCR）引物（上海生

工生物工程技术服务有限公司）。人 lncRNA 基因

芯片（Arraystar，美国）。

1.2 人巨噬细胞分离与培养：经医院伦理委员会

审批，在南昌大学第一附属医院招募健康成人志愿

者 15 名，每位志愿者采集 50 mL 外周血样本。细

胞培养用品均去致热源处理，按常规方法用淋巴细

胞分离液提取外周血单个核细胞，调整细胞密度至

1×106/mL 加入 12 孔板，每孔 1 mL，用含 10%人血
清的RMPI 1640培养基培养24 h后，吸去悬浮细胞，

磷酸盐缓冲液（PBS）洗 2 次，将贴壁细胞用含 10%

人血清的RMPI 1640 培养基继续培养 7 d，此时单核

细胞变为梭形或长出突触后，进行巨噬细胞鉴定。

1.3 巨噬细胞分组及处理：按 5×105/mL 接种巨噬
细胞于 12 孔培养板中，每孔 1 mL，随机分为 LPS 刺

激组和空白对照组。LPS 刺激组将终浓度 1 mg/L

的 LPS 加入细胞培养基中；培养 12 h 后收集巨噬

细胞及细胞培养上清液备检。

1.4 检测指标及方法
1.4.1 细胞培养上清液中细胞因子水平测定：按照
ELISA 试剂盒说明书步骤检测各组细胞培养上清液

中 IL-6、IL-1β和 TNF-α的含量。

1.4.2 细胞总 RNA 提取：用 TRIzol 法提取各组细
胞总 RNA，按 RNA纯化试剂盒步骤纯化总 RNA，使

用分光光度仪及核酸测定仪对总 RNA 进行定量和

质量分析。

1.4.3 lncRNA 表达谱分析：lncRNA 表达谱芯片由
上海康成生物有限公司完成。首先将总 RNA 反转

录为 cDNA，并将其转录合成 cRNA；然后以 cRNA

为模板，采用 T7 Oligo（dT）引物进行反转录，用荧

光标记物标记反转录产物；最后用 3.0 版本的人

lncRNA 基因芯片进行杂交并扫描。采用生物信息

学软件进行数据分析，差异 lncRNA 的标准为 LPS

刺激组与空白对照组表达比值≥2倍且 P＜0.05。
1.4.4 qRT-PCR 验证：在基因芯片筛选出的差异
表达 lncRNA 分子中，挑选差异变化明显的 lncRNA

分子，以 3-磷酸甘油醛脱氢酶（GAPDH）作为内参，

采用 SYBR Green 法进行 qRT-PCR 验证。提取细

胞总 RNA，焦碳酸二乙酯（DEPC）水溶解后，取 1 μL 
RNA反转录为 cDNA。取 20 μL反应体系进行检测，
PCR 引物序列由上海生工生物工程技术有限责任

万方数据



·  308  · 中华危重病急救医学  2017 年 4 月第 29 卷第 4期  Chin Crit Care Med，April   2017，Vol.29，No.4

公司合成。反应体系：反转录产物 1 μL、2×SYBR
荧光染料试剂 10 μL，上、下游引物（10 μmol/L）各 
0.8 μL，50×ROX 染料 0.4 μL，无核酶水 7 μL。PCR
反应条件：95 ℃ 10 min，95 ℃ 15 s，60 ℃ 1 min，

72 ℃ 30 s，40 个扩增循环。所有样品做 3个复孔。

根据待测标本的 Ct 值，用相对定量法对 qRT-PCR

结果进行分析，计算 2-ΔΔCt。

1.4.5 细胞 NR_028034 表达量测定：用 1 mg/L LPS
刺激巨噬细胞，分别于 3、6、12 h 收集巨噬细胞，提

取细胞总 RNA，以 GAPDH作为内参，采用 SYBR 荧

光染料掺入相对定量法检测 NR_028034 表达。

1.5 统计学处理：使用 SPSS 17.0 软件进行数据分
析，计量数据以均数±标准差（x±s）表示，两样本
比较采用独立样本 t检验，方差不齐时采用近似 t检
验，P＜0.05 为差异具有统计学意义。
2 结 果
2.1 LPS诱导巨噬细胞炎症反应模型的构建（图1）：
与空白对照组比较，LPS 刺激巨噬细胞 12 h 后，细

胞培养上清液中 IL-1β、IL-6、TNF-α含量均显著

升高（均 P＜0.01），表明 LPS 诱导巨噬细胞炎症反
应模型构建成功。

2.2 RNA 的纯化及检测：凝胶电泳检测显示，提
取的总 RNA 中 18S 和 28S 条带清晰。空白对照组

和 LPS 刺激组 A260/280 值分别为 1.84 和 1.89，提示总
RNA质量符合要求，可进行基因芯片检测。

注：LPS 为脂多糖，IL-1β为白细胞介素 -1β，IL-6 为 
白细胞介素 -6，TNF-α为肿瘤坏死因子 -α； 

与空白对照组比较，aP＜0.01
图 1 LPS 诱导人巨噬细胞 12 h 后 
细胞培养上清液中炎性细胞因子水平
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2.3 LPS 刺激巨噬细胞后 lncRNA 表达变化（表 1；
图 2）：与空白对照组比较，LPS 刺激组差异表达

lncRNA 有 1 479 条，上调 2倍以上的 lncRNA 共 953

条，其中上调 5 倍以上的 lncRNA 有 49 条；下调 

2 倍以上的 lncRNA 共 526 条，其中下调 5倍以上的

lncRNA 有 35 条。

2.4 qRT-PCR 验证部分差异表达 lncRNA（图 3）： 
为了验证 lncRNA 芯片的准确性，随机挑选 5 条

lncRNA 进行 qRT-PCR 验证，结果显示，LPS 诱导 

巨噬细胞后 NEAT1、ENST00000555403、uc002ttr.3

表达明显上调，THRIL、ENST00000521622 表达明

显下调，与芯片结果基本一致。

表 1 脂多糖（LPS）诱导人巨噬细胞炎症反应中前 20位差异表达长链非编码 RNA（lncRNA）

序列名称
上调 lncRNA

序列名称
下调 lncRNA

上调倍数 长度（bp） 染色体 下调倍数 长度（bp） 染色体

NR_028034 45.31 2 445 chr10 ENST00000437721 35.30 6 852 chr13
ENST00000585303 38.43 566 chr17 TCONS_00001275 31.52 362 chr1
ENST00000515570 29.60 765 chr5 ENST00000567533 28.20 3 208 chr7
NR_024399 21.68 942 chr16 NR_033841 25.34 2 274 chr2
TCONS_00008690 18.18 1 614 chr4 ENST00000552081 22.51 442 chr12
ENST00000515097 17.90 570 chr11 ENST00000445976 21.95 499 chr1
ENST00000450909 17.21 1 762 chr16 uc002ksd.1 18.51 1 951 chr18
uc010isf.1 15.53 3 158 chr4 ENST00000505718 15.85 470 chr10
NR_045213 14.96 2 202 chr1 NR_038277 15.50 2 268 chr10
ENST00000414426 14.32 482 chr9 ENST00000561845 13.45 705 chr7
uc010fhx.3 13.95 1 722 chr2 ENST00000420546 12.59 429 chr9
NR_033436 13.08 2 644 chr7 NR_045123 12.19 1 735 chr15
ENST00000449895 12.63 516 chr1 uc002wfp.1 11.86 2 808 chr20
TCONS_00001765 12.04 1 252 chr1 ENST00000533091   9.21 571 chr11
ENST00000533693 11.30 504 chr11 ENST00000578119   9.14 453 chr18
NR_002832   9.86 2 322 chr11 ENST00000547027   8.97 566 chr12
ENST00000559248   9.50 704 chr15 ENST00000573312   8.78 2 656 chr17
NEAT1   9.08 480 chr11 ENST00000416809   7.97 622 chr1
ENST00000366105   8.63 1 530 chr1 TCONS_00022072   7.25 349 chr13
uc021oub.1   8.45 377 chr1 ENST00000438002   7.14 2 520 chr1

注：差异表达 lncRNA 定义为 LPS 刺激人巨噬细胞 lncRNA 表达值较空白对照组上调或下调≥ 2倍且 P＜0.05
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3 讨 论
 固有免疫系统是机体抵抗病原体侵袭的第一道

防线，炎症反应是固有免疫系统发生的一类重要的

保护性反应，早期炎症反应能够提示机体病原体的

存在并产生炎性细胞因子抵御侵害，随着病原体被

清除以及机体自身启动的反馈抑制作用，炎症反应

会逐渐消退［7］。巨噬细胞可以通过 NF-κB 信号通
路启动细胞炎症反应，从而诱导多种促炎因子的大

量表达，但炎性因子生成过度和调节失控最终可导

致脓毒症的发生［8］。本研究中采用 LPS 成功诱导

了人巨噬细胞炎症反应，并观察到在炎症反应早期

IL-1β、IL-6、TNF-α表达明显上调。

 近年来对 lncRNA 研究的深入，为巨噬细胞炎

症反应的调控提供了新机制。lncRNA 作为基因组

中的调节基因，可以参与细胞生物活动的各个环 

节［9］。很多证据表明 lncRNA 可通过不同的作用机

制在转录调控、表观遗传调控等多种层面上影响基

因的表达水平，参与了众多生物学进程，如细胞分

化、增殖、凋亡等［10-11］。目前已发现多种 lncRNA

在心血管系统疾病［12］、肿瘤［13］、自身免疫性疾病［14］

等发生发展过程中发挥着重要的调控作用。

 近年研究发现，lncRNA 还参与了免疫调控［15］。

如 lncRNA Lethe 可以阻断 NF-κB 与染色体 DNA的
结合，从而阻断 NF-κB 介导的炎症免疫应答［16］；
PACER（p50 辅助的 COX2 基因外 RNA）可调节人

COX2 基因的表达［17］。Li 等［18］利用基因芯片技术

鉴定了与先天免疫应答有关的基因间 lncRNA，发现

在免疫系统激活时，THRIL 可以特异结合不均一核

糖核蛋白 L（hnRNPL）从而参与调节 TNF-α的基

因转录。最近，lncRNA 在巨噬细胞中的研究也开

始引起人们的关注。Mao 等［19］用 LPS 刺激小鼠骨

髓来源的巨噬细胞后发现，有部分 lncRNA 表达异

常；Zhao 等［20］发现 LPS 可以诱导巨噬细胞高表达

肺腺癌转移相关转录本 1（MALAT1）；Reddy 等［21］

发现过表达 lncRNA E330013P06 可以抑制巨噬细

胞 IL-10 的分泌，诱导高表达诱导型一氧化氮合酶

（iNOS）、IL-6、TNF-α等炎性基因。这些研究表明，

lncRNA 可能在巨噬细胞炎症免疫应答过程中发挥

重要作用。

 本研究采用 lncRNA 芯片筛查 LPS 诱导人巨

噬细胞炎症反应中差异表达的 lncRNA，结果显示，

LPS 诱导巨噬细胞后差异表达 lncRNA 有 1 479 条，

其中上调 5倍以上的 lncRNA 有 49 条，下调 5倍以

注：LPS 为脂多糖，与空白对照组比较，aP＜0.01
图 4 LPS 刺激人巨噬细胞后不同时间点 
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的表达变化（图 4）：在芯片中 NR_028034 变化最为

显著，故进一步观察其在 LPS 诱导炎症反应中的动

态变化，结果显示，LPS 刺激 3、6、12 h，NR_028034

表达水平较空白对照组分别上调了（4.41±0.65）、
（11.56±2.04）、（18.58±1.36）倍（均 P＜0.01）。表明
LPS 刺激后 3 h 即可上调巨噬细胞中 NR_028034 的

表达，并呈逐步上升趋势。

注：LPS 为脂多糖，lncRNA 为长链非编码 RNA
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上的 lncRNA 有 35 条。采用 qRT-PCR 验证部分

lncRNA 分子的结果与 lncRNA 芯片检测结果一致。

本研究不仅鉴定出已报道的 THRIL 和 NEAT1，亦

筛选出未见报道的多个差异表达 lncRNA，为下一步

lncRNA 在巨噬细胞炎症反应中调控机制的研究奠

定了基础。

 有研究表明，Fas 基因在巨噬细胞炎症反应及

凋亡过程中发挥着重要作用［22］，提示 NR_028034

可能通过调控 Fas 基因影响巨噬细胞炎症反应。本

研究以差异最显著的基因 NR_028034 为研究对象，

观察其在 LPS 诱导巨噬细胞炎症反应中的动态变

化，结果显示，LPS 刺激巨噬细胞后 NR_028034 表

达显著上调，且随时间延长呈逐渐升高趋势，因此我

们推测，NR_028034 可能参与调控人巨噬细胞炎症

反应，Fas 可能为 NR_028034 的潜在靶基因之一。

然而，NR_028034 对巨噬细胞炎症反应的影响及其

调控机制尚需进一步研究证实。

 综上，本研究显示，LPS 诱导人巨噬细胞炎症反

应后 lncRNA 表达谱发生了显著变化，表明 lncRNA

可能参与调控了巨噬细胞炎症反应，但由于大部

分 lncRNA 的功能未知，给研究带来了难度，在后

续研究中，我们将从前期工作的基础上挑选出部分

lncRNA，探讨这些 lncRNA 对 Toll 样受体信号介导

的巨噬细胞炎症反应的调节作用及其机制，以期为

有效治疗巨噬细胞炎症相关疾病提供新的思路。
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