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乌司他丁下调 LPS诱导的小鼠巨噬细胞 MiR-21表达 

及初步机制研究 
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【摘 要】目的：观察在脂多糖(1ipopolysaccharide，LPS)诱导的小鼠巨噬细胞株 RAW264．7产生炎症反应中微小RNA一21(Mi— 

croRNA～21，miR一21)的表达情况，以及乌司他丁(Ulinastatin，UTt)在炎症反应中对miR一21的干预作用。方法：设置正常组、模型 

组(LPS 500 ng／mL刺激组)、实验组(LPS 500 ng／mL+UTI 1 000 U／mL组)和阴性实验对照组(UTI 1 000 u，mL)，观察RAW264．7 

细胞生长状态；四甲基偶氮唑(methyl thiazolyl tetrazolium，MTr)法检测不同浓度 U，I’I对 RAW264．7细胞活性的影响；用不同浓 

度 UTI预处理 2 h后 ，LPS刺激小鼠 RAW264．7细胞诱导炎症模型 ，RT—PCR检测肿瘤坏死因子一o／,tumor necrosis factor-a， 

TNF—o~)mRNA、白介素一6(interleukin一6，IL一6)mRNA、miR一21的表达。结果：①u1’I对 RAW264．7细胞的毒性作用：UTI浓度小 

于 1 000 U／mL时对 RAW264．7细胞无毒性作用 ，比较差异无统计学意义(尸=0．117)。②与正常组相比，在不同浓度(100，250， 

500 ng／mL)LPS刺激 RAW264．7细胞后 ，TNF一 mRNA及 IL一6 mRNA的分泌(1．311±0．037，1．549±0．039，1．667±0．059；1．167± 

0．019，1．518±0．058，1．740±0．071)与基础分 泌量 (1．000±0．ooo)相比明显 升高 (P=o．000)，且 miR一21表达 (1．082±0．114， 

1．671±0．087，2．789±0．107)明显升高，并随LPS浓度升高而增加(P=0．000)；③不同浓度 u1’I(10，100，1 000 U／mL)~有效降低 

TNF一仅mRNA及 IL一6 mRNA(1．000±0．000，1．998±0．212，1．421±O．100，1．122±0．154，0．991±0．139；1．000±0．000，1．880±0．045， 

1．179±0．108，1．053±0．070，0．960±0．088)的表达，并降低 miR一21(1．000±0．000，2．789±0．107，2．675±0．135，2．258±0．170， 

1．369±0．279)的表达，差异有统计学意义(Pl=0．000， 0．000，／'3=0．000)。结论：LPS刺激小鼠 RAW264．7细胞可促进 miR一21表 

达升高，其表达水平在一定程度上反映了细胞炎症反应状态；uTI可通过下调miR一21抑制相关信号通路从而在免疫炎症反应 

中发挥保护作用。 
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Ulinastatin down regulates MiR-21 expression in murine macrophages 

induced bV LPS and its preliminary mechanism 

Xiao Ling，Ma Yu2,Zhou I Zhou Fachuni 

(1。Department of Critical Care Medicine， e First Affiliated Hospital of Chongqing Medical University； 

2．Department of ICU，Chongqing Emergency Medical Center) 

【Abstract]Objective：To detect the expression of microRNA-21 in lipopoly8accharide(LPS)induced injured models of mouse 

RAW264．7 maerophages and the influence of Ulinastatin(UTI)on the expression of miR一21．Methods：The growth status of RAW264．7 

cells was observed in the normal group，the model group(LPS)，the experimental group(LPS+U11)and the negative control group 

(drug—non—stimulation group)．Methyl thiazolyl tetrazolium(MTr)assay was used to determine the effect of different concentration of 

UTI on the activity of RAW264．7 cells．After pre-treatment with different concentrations of UTI for 2 h，the expressions of TNF—ot 

mRNA．IL一6 mRNA and miR一21 were detected by RT—PCR in RAW264．7 cells induced by LPS．Results：@The toxic effects of UTI 

on RAW264．7 ce11：it was non—toxic of UTI on RAW264．7 cells while the concentrations were less than 1 000 U／mL；there was no 
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statistically significant difference(P=-0．1 17)．②Atier RAW264．7 

cells being treated by LPS with different concentrations(100， 

250，500 ng／mL)，the expressions of miR一21(1．000±0．000， 

1．082±0．114．1．671±0．087，2．789±0．107)and TlNF—o／．and 

IL一6(1．311±0．037．1．549士0．039，1．667±0．059；1．167±0．019， 

1．518 4-0．058．1．740±O．071)were up-regulated respectively 
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in a dose—dependent manner(P1=0．000， =0．000， ：0．000)．⑧And the effect could be attenuated by UTI in different concentrations 

(10，100，1 000 U／mL)(miR一21：1．000±0．000，2．789±0．107，2．675±0．135，2．258±0．170，1．369 4-0．279，P=0．000；TNF-ct：1．000 4- 

0．000，1．998±0．212，1．421±0．100，1．122±0．154，0．991±0．139，P=0．000；IL一6：1．000±0．000，1．880±0．045，1．179±0．108，1．053 4- 

0．070，0．960 4-0．088，P=O．000)．Conclusion：The expression of miR-21 is significantly changed after LPS stimulating RAW264．7 

macrophages．indicated that it is related to the degree of inflammation．UTI could down—regulate the miR一21一related signaling pathway 

to play a protective role in immune and inflammatory response． 

【Key words]microRNA一21；Ulinastatin；inflammation 

脓毒症是临床危重患者死亡的主要原因之一。 

过度炎症反应和免疫功能紊乱是脓毒症的主要病 

理生理机制。研究表明：脂多糖(1ip0polysaccharide， 

LPS)与细胞表面信号受体结合后，激活细胞质内一 

系列信号转导途径，产生一系列炎症介质，介导组 

织、器官损害Il_，诱导脓毒症发生。miRNA是一系列 

单链非编码 RNA，其表达能够在细胞受到微生物刺 

激后迅速发生变化．参与机体固有免疫应答过程[21。 

其中，微小 RNA一21(MicroRNA一21，miR一21)在多种 

炎性状态下表达都有升高，广泛参与调节机体抗炎 

免疫反应。 

乌司他丁(Ulinastatin，UTI)是存在于健康成年 

男性新鲜尿液中一种糖蛋白，具有抑制炎症介质释 

放 、清除氧 自由基和改善免疫功能的作用p．圳，近年 

来 UTI对脓毒症的临床疗效都得到一定肯定，有研 

究表明 uTT可通过减轻脓毒症患者的免疫反应 ，缩 

短患者住院时间，降低病死率，改善患者预后 ，但 

其详细的作用机制还不十分明确。近来有研究表 

明，UTI可能参与调节 miR一21的表达[71。 

RAW264．7细胞为小鼠单核巨噬细胞株 ，LPS 

刺激后可在一定程度上模拟体内炎症反应过程，常 

用来观察炎症反应中炎症介质的表达及进行信号 

转导机制研究。为从细胞水平及分子机制角度探讨 

UTI在脓毒症中的作用，本实验以 RAW264．7细胞株 

为研究对象。初步探讨UTI在LPS刺激 RAW264．7 

细胞引起的炎症反应中是否通过参与调控 miR一21 

的表达及相关信号机制从而发挥免疫保护作用。 

1 材料和方法 

1．1 实验 材料 

小鼠 RAW264．7细胞(上海中国科学院细胞库)；UTI(广 

东天普生化医药股份有限公司，批号 031503133)；LPS(E．coli 

055：B5，美国 sigma公司)；高糖 DMEM(美国 Hyelone公司)； 

胎牛血清(德国 PAN公司)；Tfizol试剂(大连宝生物公司)、 

逆转录反应试剂盒及 PCR扩增试剂盒(日本 TOYOBO公司)； 

引物(上海生物工程技术有限公司)。 

1．2 实验方法 

1．2．1 细胞培养 将 RAW264．7细胞接种于含 10％胎牛血 

清的高糖 DMEM培养基中，37 oC、5％CO：恒温孵箱中培养， 

每 2天更换 1次培养液，根据细胞生长情况进行传代。 

1．2．2 细胞形态观察 将细胞按每孔 6xlOs个／孔接种到 6 

孔板 (2 mE)中，37 、5％C0 恒温孵箱中培养 12 h后 ，去掉 

旧培养基。设置正常组 、模型组(LPS刺激组)、实验组(UTI 

1 000 U／mL)和阴性实验对照组(an药不刺激组)，UTI孵育 2 h 

后 ．加入终浓度为 500 ng／mL的 LPS剌激，12 h后显微镜下 

拍照。 

1．2．3 四甲基偶氮唑盐(MTT)比色法{佥{则细胞活性 RAW264．7 

细胞以 10 个／孑L接种于 96孔板中，置于 CO 孵箱中培养 24 h 

待细胞贴壁后，加入不同浓度的uTl(10、100、1 000 U／mL)~@ 

育 24 h，PBS洗 2次，每孔加入 MTI'(5 mg／mL)20 txL，继续孵 

育 4 h后弃上清，每孔加入二甲基亚砜(DMSO)150 IxL，避光 

摇床摇匀 15 min，于 570 nm波长测定吸光度(absorbance，A) 

值。 

1．2．4 qRT—PCR RAW264．7细胞按 6x10 个／孔接种于 6 

孔板(2 mL)中，37℃、5％C0 恒温孵箱中培养 12 h后 ，去掉 

旧培养基。设置正常组，采用不同浓度 LPS(100、250、500 ng／ 

mL)~lJ激 6 h，检测 TNF一仅mRNA、IL一6 mRNA表达水平 ，筛 

选 出 LPS最佳刺激浓度；设置正常组，采用 LPS 500 ng／mL 

分别刺激 6、12、24 h，检测 TNF一 mRNA表达水平 ，筛选出 

LPS最佳刺激时间；设置正常组，加入不同浓度 urrI(10、100、 

1 000 U／mL)(正常对照孔加入等体积的培养基)孵育 2 h，再 

加入 500 ng／mL LPS刺激 12 h后弃上清，收集细胞。用 Tfizol 

法提取总 RNA，测定 A Ⅲ／A >1．8，定量后取总 RNA，严 

格按照反转录试剂盒说明书进行逆转录。IL一6引物上游：5’一 

CCCCTGACCCAACCACAAATG一3’；IL一6下游：5’一TTGCCG— 

AAGAGCCCTCAGG一3’。TNF— 弓l物上游：5’一GGCCCAGA— 

CCCTCACACTCACAAAC一3’：下游：5’一GCTGACGGTGTGGG— 

TGAGGAG一3’。B—actin弓I物上游 ：5’一GTlqTGTITFGGCG— 

CT1W GAC-3’：下游：5’--CGCGACCATCCTCCTCrITI、AG-3 miR一 

21逆转录引物 ：5’GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGG— 
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I'A l r(：( (：A(： I1(：(；ATA(EA【：T(：AA{2 一3’ PC1／和 增 0I物 f 

曲 ：5’一(；_r( (：A( ( ( rCC( A【；( _r一3’：卜游：5’一{,CCGC rAGC一 

I rATCA(；4C．r( A_r【；T一3’f土4参t；6 J 转求0I物Jj‘歹IJ：5’一AA一 

( ( ( r11(：A(：(：AA I l r(：(：( ．1’一3’ P(：R j_j 增 jl物 f 游：5’一CI、【：一 

(；('rI I、(：( (；【：A(；(：A(：A一3’，} 游：5’一AAt：( (： I r( AC{,AA I l rIj— 

c(Irr一3’ 反 体系 20 I ，反心条什 96 C(：6 Mill，96 ：15 s， 

57 c《：3()H，72 fjfI 3()H，衔耶 35次 PN1；’一 、1I 一6、B—af· 

I{ 增J 物 r l％琼H 栅凝胶跑lU泳 ．凝胶【乜泳成像系 

统{丫1 ．川t Pusim 软什逃{ 分析 样『lIffl的 【j的 mi11—21干̈ 

参(t J6)分圳进" t1I／T—I (： 戡 采Jt』2” 法进j 分析 

1．3 统计学处理 

采川t( IlhPa{l 5．0及 SPSS 19．0统计分析软仆，汁 i资 

料以均数 ±标准 ( ± ) ，J：，多tl J” 较采川单【 素方 

分析． 川i_从』I 比较宋川 1 s1)一i榆验 ，愉验水准 =0．05 

2 结 果 

2．1 IIAW264．7细胞在 IIlJS刺激后的形态学改变 

IL．t＼X 264．7址 一 类 梭 胞 ，县仃，}{强的粘附能力和I 

嗽抗 的能 s1 傲，卜物学、免疫 『fl常竹：为 验性细 

胞 ，它的 形念址小 透亮 ，较少有伪址乖Il类似“触角” 

样的尔lSlfl I、细胞 UTI(1 000 U／nil )预处!tt 2 h，LPS(500 

- g，l111 )刺激 l2 I1后，分圳在 20／40俏 微镜 卜观察(罔 1) 

从实验结 r r以乔⋯，Jl 常组细胞分布均匀，细胞透兜，以小 

㈨彤 多． 规!J!lJ彤状较少；而模 『l细胞『Jj j现夫 细K 

伪 ．形怠多小姚则， 梭肜干̈小觇则彤，胞1人】 人 ‘ 泡 

状”：吱验filfttl胞fl{IflItti1i乏伪足，胞内“ 泡状”，彤怠 仃 

1 姚I．ili]4~态，fl【较模 卦【少； 埘照 和 常 类似 ⋯此 

Il『 ．1／AW264．7 fltl／}f~{i-受到 J 刺激 ，⋯了 噬 J 外米 

物质，细J也肜态发 fIJ】!III变化 

B 使J 绀(I PS 500 r~g／ml ) 

C 其验 (1,l 500 rig／nil I)阴一 实验埘照川 

+ÏI、I 1()()()l；hn1．) f[11、1 1 000 ti／niI ) 

图1 20／40倍显微镜下 RAW264。7细胞形态 

Fig 1 Morphology of the 20／40 times under microscope 

2．2 UTI对 RAW264．7细胞的毒性作用 

uTI 4"：14浓度绀(10、1()0、1 0ooUDnL)和对照引I．Xlfl{AW264．7 

Ⅲ胞活 H 的影响的比较(88．42±7．00、86．56±8．23、1()0．00± 

5．69、93．37±3 73)，差异无统汁学意义(F=2．693，P=O．Il 7) 

2．3 不同浓度 T 刺激 RAW264．7细胞后 TNI'-c~m1tNA和 

Il_一6 mRNA的表达 变化 

采』{J qlll、一PC11榆洲 6}1时不蚓浓度 I PS 干IffJ 常 “ 

TN d mRNA干̈ II．-6 mIINA表达，结果表明，i-jlJ1-常fit4~⋯E， 

I 浓度为 Ico、250、50{I ndm1 时，小鼠RAW264．7 胞II-的 

T NI．、一 『』IRNA及 l1 一6 mtlNA表达水平均升高(1．000±()．000、 

1．3I l±()．037、I．549±0．039、1．667±0．059；1．000±0．000、1．167± 

0．0】9、】．5】8±0．058、1．740±O．071)，并 500 lig／ml ̈0，_rN}、一 

n1f{NA和 11 一6 mRNA表达最高(1．667±()．0592、1．740± 

0．O71)各组比较芹 柯统计学意义(F--160．800，P=O．000； 

】54．100，P=0．0／)0)( 2， 1)。 

一 6(109 I)I1) 

TNF一Ⅱ(208 lip) 

13一|I(-tin(249 lip) 

2 4 

正常组；2：LPS 100．g／mL组；3：LPS 250『l mI 

4：I PS 500I1 mL 组 

、．／f 同浓度 L 刺激细胞后 TNF—ot mRNA和11 一6 MINA的表达 

2．() 

1 5 

1【1 

0 S 

()O 

_ I、N 一“ 

口 II．一6 

a： _jll：常对照 比较，tMO．05 

B． 同浓度 1 Ps刺激细胞后TNF—d,nilNA 

和11,-6 mI{NA的卡̈对表达分析 

图 2 不同浓度 LPS刺激细胞后 TNF—a mRNA 

和 IL一6mRNA的表达 

Fig 2 Expression of TNF—a mRNA and IL一6 mRNA induced 

by LPS under different concentrations 

2．4 I,t'S时间分析 

采川 LPS 500一ag／m1 刺激小 鼠 RAW264．7 till ，采川t 

PCl{检测小同it．jI1~]I．PS组和正常组的 FNF’一d F[IIINA 达， 

结果表 [1月， 常组相比 ，I PS刺激 6、12、24 h l『l『，小 鼠 

I／AW264．7细胞rf1的 I'NF— tuRNA表达水平均tt‘『 (1．000± 



— — 490 —— 重庆医科大学学报2017年第42卷第 5期 (Jou rnal of Chongqing Medical University 2017 Vol 42 No．5 

表 1 不同浓度 LPS刺激细胞后 TNF— mRNA和 IL一6 mRNA的表达 

Tab 1 Expression of TNF—a mRNA and IL一6 mRNA induced by LPS under different concentrations 

0．000、1．4l7±0．048、1．8l 1±0．129、1．354±0．082)，并 l2 11 

时．TNI：-“I『lRNA表达最高(1．8ll±0．J29) I PS组 j正常组 

异行统汁 崽义(整体分析 ： 51．6l0，P=0．000；曲曲比较 

， ， 值 ：I 常组 vs．6 h组 ：6．370，0．000；正常绀 VS．12 h绀： 

l2．399．0．000： 常组 VS．24 tl绀：5．4l3，0．001；6 I1组 、 s．】2 El： 

6 028，0．000：6 h组 VS．24 h组 ：0．957，0．367；1 2 h组 VS．24 h 

组 ：6．985，0．000)，如罔 3所爪 

rr F一[Y(208 bp) 

13一actin(249 l 『】 

2 3 4 

I：正常绀；2：6tl组；3：j 2 h组 ：4：24 h组 

、．I Ps刺激细胞4：同时『HJ后 TNF—d mRNA的表达 

’ 

f1 5 

J1．常 l 6l1绀 I 2h维 24h组 

j『 常对照组比较 P<O05 

l{_IlI 刺激细胞 川司后 TNF一“mR A的相对丧达分析 

图 3 LPS刺激细胞不同时间后 TNF—d mRNA的表达 

Fig．3 Expression of TNF-a mRNA induced by LPS for 

different hours 

2．5 不 同浓 度 UTI对 1 刺 激 小 鼠 RA~264．7细 胞 中 

TNF一“1111INA及 I1 一6lnRNA表达的影响 

采J}{【】R_r—PCR检测 l2 h时不同浓度 urI组和JF常组 

的 I’NF— mRNA表达 。结果表明，与正常组相比．I Ps浓度 

为 500 llg／m1 时，小鼠RAw264 7细胞中的TNF一 『Il}{NA肢 

II 一6 mRNA表达水平明 升I岛，1斤随 LjTI浓度的外高ffI 降低 

(1．000±0．000、1．998±0．212、1．421±0．1O0、I．122± 154、0．99I± 

0．139：1．000±0．000、1．880±0．045、1．179±0．108、1．053±0．070、 

0．960±0．088) 各组比较差异有统 、1 、 意义(F：27．550． 

0．000：F=82．540．P=O．000)( 4，表 2) 

N卜 【Y(208 1)I1) 

(】 

1：正常组 ；2：模 组：3 

4：LiTI IO0 U／m1 组 ；5： 

、．小同浓度 lfTI处 厅 

【l 一6 f】lRNA 

⋯ 10 L r／mL．组 ； 

rl1 00()U／m] 组 

r }’一 f】1RNA和 

』表达 

- I＼I 

口 lI f、 

lF常组 T l(】 

I JI，s+L：TI(Ulnd ) 

a：‘j止常x,tN组比较．P<O05；h： j LPSⅢ比较，P<O．05 

B．不同浓度 ㈩、l处理后 I’NF一(Y mRNA_秆1 

IL一6 mRNA的相对表达分析 

图4 不同浓度 UTI处理后 TNF—a mRNA和 IL一6 mRNA的表达 

Fig．4 Expression of TNF-a mRNA and IL一6 mRNA treated with 

UTI under different cOncentratiOns 
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表 2 不同浓度 UTI处理后 TNF—o【mRNA、IL一6 mRNA及 miR一21表达及分析比较 

Tab．2 Expression of TNF-a mRNA．IL-6 mRNA and miR一21 treated with UTI under different concentrations 

注 ：a，与正常对照组比较，P<O．05；b：与 LPS组比较 ，P<0．05 

2．6 在 LPS刺激后 miR一21表达的变化 

采用 qRT—PCR检测不同浓度 LPS组和正常组的 miR一 

21表达，结果表明，与正常组相比，LPS浓度为 100、250、500 

ng／mL时，小鼠RAW264．7细胞中的miR一21表达水平均升高， 

并随LPS浓度的升高而表达增加(1．000±0．000，1．082±0．114， 

1．671±0．087，2．789±0．107)。各组比较差异有统计学意义 

(整体分析：F=255．262，P=O．000；两两比较tD P值：正常组VS． 

100 ndmL组：1．120，0．295；正常组 VS．250 ng／mL组 ：9．180， 

0．000；正常组 VS．500 ng／mL组：24．496，0．001；100 ndmL组VS． 

250 ng／mL组 ：8．059，0．000；100 ng／mL组 VS．500 ng／mL组 ： 

23．376，0．367；250 ng／mL组 VS．500 ndmL组：15．316，0．000)， 

如图5所示。 

4 

0 

正常组 lOO 250 500 

LPS(ng／mL) 

a：与正常对照组比较，P<O．05 

图5 不同浓度 LPS刺激细胞后 miR一21的表达 

Fig．5 Expression of miR-21 induced by LPS under different 

concentrations 

2．7 IJPs刺激后，不同浓度 uTI对 miR一21表达的影响 

采用 qRT—PCR检测不同浓度 u1rI组和正常组的 miR一 

2l表达，与 LPS浓度为 500 ng／mL相比时，小鼠 RAW264．7 

细胞中的miR一21表达水明显升高，并随UTI浓度的升高而 

降低(分另4为 1．000±0．000，2．789±0．107，2．675±0．135，2．258± 

0．170，1．369±0．279)，各组比较差异有统计学意义(整体分 

析：F=69．810，P=-0．000)(图 6，表 2)。 

鼹 
磐 

懈 
g 

曼 

正常组 LPS 10 100 

LPS+UTI(ng／mL) 

a：与正常对照组比较，P<O．05．b：与 LPS组比较，P<0．05 

图6 不同浓度 UTI处理后 miR一21的表达 

Fig．6 Expression of miR-21 treated with UTI under different 

concentrations 

3 讨 论 

研究表明．在机体受到LPS等外界刺激后巨噬 

细胞系统是启动炎症介质产生的中心细胞。同时也 

是调控机体免疫系统的主要细胞。小鼠单核一巨噬 

细胞 RAW264．7细胞系是来源于小鼠腹腔中的巨 

噬细胞株，能够稳定传代培养。因此，可用LPS刺激 

RAW264．7建立免疫炎症调节过程的细胞模型。当 

巨噬细胞吞噬外来物质例如抗原后。就会释放出趋 

3  2  1  
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化因子，趋化因子能促使细胞伪足进行延伸 。增强 

细胞粘附攀爬能力，细胞形态也大多由小圆形变为 

长梭形类似泡状的大细胞[91。由实验结果观察可知。 

正常组细胞和阴性对照组细胞在分布、形态和大小 

上差异不大，结合细胞毒性试验结果，表明只加 UTI 

(1 000 U／mL)对细胞形态和生长增殖均没有太大影 

响：模型组和实验组的细胞形态与正常组相比差异 

明显，有较多触角伪足，表明细胞在被 LPS刺激后， 

即吞噬了外来物质，从而自身形态和生长状况发生 

了显著改变；实验组细胞形态与模型组细胞相比较， 

虽然两者均有较多触角和伪足，但是实验组细胞形 

态维持相对较模型组好，形态变异比模型组稍小， 

说明 UTI作为一种外来物质，当与 LPS同时作用于 

细胞时，有可能与 LPS发生了拮抗作用 ．从而对细 

胞起着一定的保护作用。 

TNF—OL是由单核一巨噬细胞合成的一种重要的 

早期炎症因子 ，早期炎症时过量的 TNF—ol释放通 

过信号级联反应 ，进一步激活细胞炎症反应，促进 

IL一6、活性氧等有害物质释放 ，从而形成炎症反应 

瀑布效应。因此防止炎症因子过度释放 ，有望成为 

治疗脓毒症的可行方法。本实验在体外细胞水平研 

究证实 ，分别用不同浓度(100、250、500 ng／mL)LPS 

刺激后 ，TNF— mRNA、IL一6 mRNA表达逐渐升高， 

并且在 LPS刺激后 6、12、24 h时间点检测 TNF一仅 

mRNA，显示 12 h时间点最高 ，说明在 LPS以 500 

ng／mL刺激 12 h时，RAW264．7细胞的炎症反应最 

重。 

MicroRNAs(miRNAs)是一种小的内源性非编 

码 RNA分子，由21～25个核苷酸组成，主要通过与 

靶 mRNA的 3’一端非转录区结合从而在转录后水 

平调节 mRNA的表达，具有定量、精细调节的特点。 

miR一21是 microRNA 家族中的一个亚型 ，位 于 

17q23．2染色体FRA17B脆性区域上，是具有自主 

转录单位的miRNA，并且有高度保守性。近来大量 

研究表明，miR一21在多种炎性状态下表达水平都 

有升高[10-11】，可见 miR一21广泛参与调节机体抗炎免 

疫反应中。研究发现 10号染色体缺失的磷酸酶和 

张力蛋白同源基因(phosphatase and tensin homolog． 

PTEN)是 miR一21的下游靶基因fl2 3】，可抑制 MAPK 

信号通路I 4t。miR一21的高表达可负调控PTEN基因， 

使 PTEN蛋白水平下降，导致 P38 MAPK信号通路 

激活．活化的P38 MAPK通过上调某些转录因子基 

因的表达和生物活性，影响细胞炎性反应，促使炎 

症介质及细胞因子如 TNF一 、IL一6等大量释放[151。 

Sheedy等_I61在细胞实验证实 ．LPS刺激后能引起 

miR一21的表达上调，此研究结果在本课题组实验 

中也得到证实。同时，本课题实验结果还显示 ，在 

LPS刺激小鼠RAW264．7细胞后．miR'21的表达水 

平对 LPS的浓度具有一定梯度依赖性 ．在 LPS浓度 

100 ng／mL时，miR一21表达水平无明显升高(1．077± 

0．106)。差异无统计学意义 ：而在 LPS浓度分别为 

(250、500 ng／mL)时，miR一21表达水平分别为正常 

组的(1．670±0．086，2．789±0．107)倍 ，与 TNF一仅及 

IL一6的表达在一定程度上呈正相关，其可能机制与 

miR一21参与P38MAPK信号通路激活有关。 

UTI是广谱的丝氨酸蛋白水解酶抑制剂．是一 

类非特异性抗炎药物，可抑制炎症介质释放 ．具有 

改善患者免疫功能的作用。有研究中发现：UTI在多 

种急危重症的治疗中作用显著，对其进一步研究后 

发现 UTI可能通过下调严重脓毒症患者炎症细胞 

因子 TNF—o【、IL一6水平，抑制过度炎症反应 ，从而改 

善患者心功能『l 7l，并能显著改善 ARDS患者的血气 

指标及预后㈣。有动物试验也发现 UTI可以通过减 

少促炎细胞因子 TNF— 、IL一6等炎性介质释放减轻 

内毒素血症的炎症反应 。Zhang等[2O]发现 UTI可阻 

止 p38MAPK磷酸化 。进而抑制 NF—KB的活化 ，并 

下调 TNF—OL的表达。近来有研究表明，在 UTI肺灌 

注液在深低温体外循环中，UTI可调节 miR一21的 

表达l7I。为进一步从细胞层面探讨 UTI在脓毒症中 

所发挥的作用及 UTI是否可在脓毒症中参与调节 

miR一21来减轻 内毒素反应 ，本课题组采用小鼠 

RAW264．7细胞株为研究对象，结果显示，UTI在(0～ 

1 000 U／mL)浓度范围内对细胞无明显毒性作用。与 

LPS组相 比，随着 UTI各组浓度 的升高 。TNF—d 

mRNA及IL一6 mRNA表达水平逐渐降低。此外，实 

验结果显示，随着 UTI浓度升高。细胞炎症反应逐 

渐减轻，miR一21表达也逐渐降低，从细胞层面证实了 

在脓毒症中UTI可负性调节 miR一2 1，进一步参与抗 

炎保护作用。因此，推测 miR一21可能在一定程度上 

反映了细胞炎症反应的状态，并通过P38MAPK信 
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号通路参与免疫炎症反应的调节；uTI在小鼠巨噬 

细胞炎症反应过程中起着明显的免疫保护作用，并 

且可能通过调节 miR一21进一步调控 P38MAPK信 

号通路参与调控炎症反应，其中具体机制仍需进一 

步探讨。 

由于本研究结果是由体外培养的细胞实验获 

得，故需要在动物体内及脓毒症患者中进一步研究。 

明确 miR一21在炎症反应发生过程中的角色以及进 

一 步了解 UTI通过 miR一21参与调节免疫炎症反应 

的具体机制，将有助于了解脓毒症的发病机制并为 

脓毒症的治疗提供新思路。 

参 考 文 献 

[1] Lakshmikanth CL，Jacob SP，Chaithra VH，et a1．Sepsis：in search 

of cure[J]．1nflamm Res，2016，65(8)：587—602． 

[2] Das K，Garnica O，Dhandayuthapani S．Modulation of host mimas 

by intracellular bacterial pathogens[J]．Front Cell Infect Microbiol， 

2016，6：79． 

【3】 Fries E，Blom AM．Bikunin--not just a plasma proteinase inhibitor 

【J]．Int J Biochem Cell Biol，2000，32(2)：125-137． 

f4】 Saji T．Clinical utility of ulinastatin，urinary pmtease inhibitor in 

acute Kawasaki disease[J]．Nippon Rinsho，2008，66(2)：343-348． 

【5] Karnad DR，Bhadade R，Verma PK，et a1．In~avenous administra— 

tion of ulinastatin(human urinary trypsin inhibitor)in severe sepsis：a 

muhicenter randomized controlled study[J】．Intensive Care Med，2014， 

40(6)：830—838． 

[6】 Chen H，He MY，Li YM．Treatment of patients with severe sepsis 

using ulinastatin and thymosin ot18 prospective，randomized，controlled 

pilot study[J]．Chin Med J，2009，122(8)：883-888． 

[7] 李文雷，李守军．乌司他丁肺灌注液在深低温体外循环中未成 

熟肺保护及表达谱研究[D]．北京：北京协和医学院，2014． 

【8] Lee SJ，Lim KT．Phytoglycoprotein inhibits interleukin-1beta and 

interleukin一6 via p38 mitogen-activated protein kinase in lipopolysac- 

charide-stimulated RAW 264．7 cells叨．Arch Pharmacol，2008，377(1)： 

45-54． 

[9】 方 瑶，毛旭虎．小鼠巨噬细胞 RAW264．7的培养技巧及经验 

总结【J]．现代生物医学进展，2012，12(22)：4358—4359． 

[10】 Cheng Y，Liu X，Zhang S，et a1．MiemRNA-21 protects against 

the H(2)O(2)-induced injury on cardiac myocytes via its target gene 

PDCD4[J]．J Mol Cell Cardiol，2009，47(1)：5—14． 

【11J Moschos SA，Williams AE，Perry MM，et a1．Expression profiling 

in vivo demonstrates rapid changes in lung micmRNA levels following 

lipopo[ysaecharide-indueed inflammation but not in the anti—-inflamma—- 

tory-action ofglueoeoaicoids[21．BMC genomies，2007，s(1)：240． 

[12] Liu CZ，Liu W，Zheng Y，et a1．PTEN and PDCD4 are bona fide 

targets of mieroRNA-21 in human cholangiocarcinoma[J]．Chin Med Sci 

J，2012，27(2)：65—72． 

[13] Qin x，Yan L，Zhao X，et a1．miemRNA-21 overexpression con- 

tributes to cell proliferation by targeting PTEN in endometrioid en— 

dometrial e~ce,fJ]．Oncol Lett，2012，4(6)：1290—1296． 

【14】 Tamura M，Gu J，Danen EH，et a1．PTEN interactions with focal 

adhesion kinase and suppression of the extracellular matrix—dependent 

phosphatidylinositol 3-kinase／Akt cell survival pathway[J]．J Biol Chem， 

1999，274(29)：20693—20703． 

【15】 Huang J，IJin Z，Luo M，et a1．Sinomenine suppresses TNF-~~ 

一 induced VCAM -1 expression in human umbilical vein endothelial 

cells[j]．J Ethnopharmaeol，2007，114(2)：180—185． 

[16] Sheedy FJ，Palsson-MeDermott E，Hennessy EJ，et a1．Negative 

regulation of TLR4 via targeting of the pminflammatory tumor suppres— 

sor PDCD4 by the microRNA miR-21[J]．Nature immunology，2010，11 

(2)：141—147． 

[17] 陶 杨，马 渝，周发春．氮末端一前脑钠肽对严重脓毒症患者 

心功能评估意义及乌司他丁干预的临床研究叨．重庆医科大学学报， 

2011，36(12)：1468—1471． 

[18】欧书钦，马 渝，文玉明，等．乌司他丁治疗急性呼吸窘迫综合 

征临床研究[J]．重庆医学，2008，27(12)：1336—1337． 

【19】 谢 康，黄跃生．乌司他丁对严重烧伤大鼠血清中致炎因子的 

影响及意义[JJ．第三军医大学学报，2004，26(18)：1643—1645． 

【20] Zhang X，Liu F，Liu H，et a1．Urinary trypsin inhibitor attenuates 

Urinary trypsin inhibitor attenuates lipopolysaecharide-induced acute 

lung injury by blocking the activation of p38 mitogen-aetivated protein 

kinase[J1．Inflamm Res，201 1，60(6)：569-575． 

(责任编辑：冉明会) 


