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　　［摘要］　目的　探讨ｍｉＲ３０２ｅ在原发性胆汁性肝硬化（ＰＢＣ）发病机制中的可能作用。方法　采用荧光定量ＰＣＲ技术
检测了１０名健康对照者和１２名ＰＢＣ患者的Ｔ细胞（ＣＤ３＋）、Ｂ细胞（ＣＤ１９＋）及单核细胞（ＣＤ１４＋）内 ｍｉＲ３０２ｅ的相对表达

量。以１００ｎｇ／ｍｌ的ＬＰＳ刺激ＰＢＣ患者、健康个体的单核细胞及转染了ｍｉＲ３０２ｅｍｉｍｉｃｓ或ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ的ＴＨＰ１细胞，２４ｈ后

采用ＥＬＩＳＡ法检测培养基内ＩＬ６及ＴＮＦα浓度的变化。结果　ＰＢＣ患者外周血单核细胞内 ｍｉＲ３０２ｅ的表达量较健康个
体降低（Ｐ＜０．０１）。在ＬＰＳ刺激的 ＴＨＰ１细胞中，ｍｉＲ３０２ｅｍｉｍｉｃｓ和ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ分别可以抑制和促进ＩＬ６、ＴＮＦα的释放

（Ｐ＜０．０５）。在ＬＰＳ刺激下，ＰＢＣ 患者单核细胞释放ＩＬ６、ＴＮＦα的能力强于来自健康个体的单核细胞（Ｐ＜０．０５）。

结论　ｍｉＲ３０２ｅ表达降低可能导致单核细胞对ＬＰＳ刺激呈现高反应性，从而参与ＰＢＣ发病。
　　［关键词］　微ＲＮＡｓ；胆汁性肝硬化；单核细胞；炎症
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［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１２，３３（２）：１６０１６４］

　　原发性胆汁性肝硬化（ｐｒｉｍａｒｙｂｉｌｉａｒｙｃｉｒｒｈｏ

ｓｉｓ，ＰＢＣ）是一种典型的器官特异性自身免疫性疾

病，以胆管内进行性非化脓性炎症反应为主要病理

学特征，持续的炎症反应导致肝内胆汁淤积并最终
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引起肝硬化和肝功能衰竭，患者多死于肝硬化或肝

功能衰竭的相关并发症［１］。ＰＢＣ的本质是自身免疫

性疾病，其发病与免疫系统的功能紊乱密切相关。

目前认为，在环境和遗传因素的联合作用下，正常免

疫系统所固有的精细调控机制被破坏，促发了针对

自身抗原的免疫反应，是ＰＢＣ发生、发展的根本原

因［２３］。虽然ＰＢＣ的发病机制还有诸多环节有待于

进一步阐明，但在ＰＢＣ发病机制的研究历程中，学

界普遍认为：从细胞层面上讲，ＰＢＣ患者的免疫功能

紊乱的根本原因是多种免疫细胞在功能、数量和表

型上存在不同程度的异常；从分子层面上讲，导致异

常自身免疫反应的根本机制在于免疫细胞内多种分

子表达、清除和活性发生变化［４５］。因此，深入研究

ＰＢＣ患者免疫细胞内免疫相关分子的表达调控机

制，有望为ＰＢＣ的免疫干预提供新的理论依据或思

路。

　　ｍｉｃｒｏＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）是近年来发现的一类在转

录后水平对目的基因表达进行调控的非编码

ＲＮＡ［６］。与靶基因ｍＲＮＡ的３′端非编码区（ＵＴＲ）

结合后，ｍｉＲＮＡ 可以直接抑制其翻译，或将其降

解［７］。研究表明，在机体发育、肿瘤产生、细胞凋亡

等众多生理或病理过程中，ｍｉＲＮＡ都发挥着极为重

要的调控作用［８］。近年来，ｍｉＲＮＡ的免疫调控功能

日渐引起了国内外学者的关注，基础免疫学的研究

发现：ｍｉＲＮＡ是调控免疫细胞发育、分化及免疫应

答过程的重要因子［９１０］；临床免疫学研究也发现，多

种自身免疫性疾病的发病机制与 ｍｉＲＮＡ 密切相

关［１１］。ＰＢＣ患者肝脏内有多个 ｍｉＲＮＡ表达异常，

提示ｍｉＲＮＡ参与了ＰＢＣ的发病机制，但这些肝脏

内差异表达的ｍｉＲＮＡ在ＰＢＣ发病机制中的地位和

作用尚待进一步研究［１２］。

　　我们的前期研究发现，ＰＢＣ患者外周血单个核

细胞（ＰＢＭＣ）内有多个 ｍｉＲＮＡ表达异常，ｍｉＲＮＡ

３０２ｅ是其中较为显著的一个［１３］。本研究首先对比

ＰＢＣ患者和健康个体各种免疫细胞中 ｍｉＲＮＡ３０２ｅ
表达的差异，然后通过改变特定免疫细胞内 ｍｉＲ

ＮＡ３０２ｅ的表达来分析其对细胞功能的调节作用。

１　材料和方法

１．１　病例资料　１２例ＰＢＣ患者均为第二军医大学

长征医院门诊患者，符合美国肝病学会２０００年推荐

的ＰＢＣ诊断指南［１４］。健康对照组１０例，均来自第

二军医大学长征医院体检中心。所有患者均为初诊

患者，未接受任何治疗，也未合并除ＰＢＣ以外的其

他自身免疫性疾病。所有健康个体的常规体检项目

均未见异常。健康对照和ＰＢＣ组临床特征见表１。

表１　受试对象的临床特征

Ｔａｂ１　Ｃｌｉｎｉｃａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆｔｈｅｓｕｂｊｅｃｔｓ

ＰＢＣｐａｔｉｅｎｔｓ
（ｎ＝１２）

Ｈｅａｌｔｈｙｃｏｎｔｒｏｌｓ
（ｎ＝１０） Ｐｖａｌｕｅ

Ａｇｅ（ｙｅａｒ） ４５．３±６．４ ４６．４±５．０ ０．８８
Ｇｅｎｄｅｒ（ｍａｌｅ／ｆｅｍａｌｅ） ２／１０ ３／７ ０．６２
ＡＳＴｚＢ／（ＩＵ·Ｌ－１） １１０±５３ ２０±１１ ＜０．０１
ＡＬＴｚＢ／（ＩＵ·Ｌ－１） １００±２６ １９±９ ＜０．０１
ＧＧＴｚＢ／（ＩＵ·Ｌ－１） ３１６±１３９ ２１±８ ＜０．０１
ＡＬＰｚＢ／（ＩＵ·Ｌ－１） ２０９±４５ ２２±４ ＜０．０１
ＴＢＩＬｚＢ／（ＩＵ·Ｌ－１） ８９±１８ ２０±５ ＜０．０１

　ＡＬＴ：Ａｌａｎｉｎｅａｍｉｎｏｔｒａｎｓａｍｉｎａｓｅ；ＡＳＴ：Ａｓｐａｒｔａｔｅａｍｉｎｏｔｒａｎｓ

ｆｅｒａｓｅ；ＧＧＴ：Ｇａｍｍａｇｌｕｔａｍｙｌｔｒａｎｓｐｅｐｔｉｄａｓｅ；ＡＬＰ：Ａｌｋａｌｉｎｅｐｈｏｓ

ｐｈａｔａｓｅ；ＴＢＩＬ：Ｔｏｔａｌｂｉｌｉｒｕｂｉｎ

１．２　细胞分离　于晨起时抽取所有受试对象空腹

静脉血２０ｍｌ（ＰＢＣ患者血液的采集于治疗开始之

前），枸橼酸钠抗凝。加入等体积的ＰＢＳ缓冲液稀

释，将稀释后血液缓慢滴加在淋巴细胞分离液上（加

拿大Ｃｅｄａｒｌａｎｅ公司），１５００×ｇ离心３０ｍｉｎ，吸出

单个核细胞层，以无菌ＰＢＳ液洗涤２次，即得到ＰＢ

ＭＣ，然后将部分细胞置于－８０℃保存待用，另外部

分细胞用于磁珠分选。采用 Ｍｉｌｔｅｎｙｉ公司的磁珠分

选试剂盒分选出ＣＤ１４＋、ＣＤ１９＋及ＣＤ３＋细胞，分选

过程按照公司操作说明进行。分离得到的细胞经流

式细胞术鉴定，纯度大于９０％以上后才置于－８０℃
保存待用。

１．３　细胞培养及转染　ＴＨＰ１细胞系及磁珠分选

单核细胞以含１０％胎牛血清（美国Ｇｉｂｃｏ）的ＲＰＭＩ

１６４０培养基（美国Ｇｉｂｃｏ）培养。５×１０５个细胞铺于

１２孔板培养过夜，以ＦｕＧＥＮＥＨＤ细胞转染试剂

（罗氏转染试剂盒，Ｒｏｃｈｅ公司）根据说明书共转染

ｍｉＲＮＡｍｉｍｉｃｓ、ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ（上海吉玛公司），转染浓度

１００ｎｍｏｌ／Ｌ。于转染后４８ｈ进行转染效率鉴定。

鉴于单核细胞内 ｍｉＲ３０２ｅ的表达在ＰＢＣ患者和健

康个体中的差异显著，我们进一步分析了 ｍｉＲ３０２ｅ
对单核细胞功能的调控作用。众所周知，单核细胞

最重要的功能是参与固有免疫应答，而固有免疫应

答异常也是ＰＢＣ的重要特征［１５］。因此，着重分析了
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ｍｉＲ３０２ｅ对固有免疫应答的调节作用。

１．４　ｍｉＲＮＡ定量ＰＣＲ　根据说明书使用以 ＴＲ

Ｉｚｏｌ试剂（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）抽提总ＲＮＡ，包括ｍｉＲＮＡ，定

量引物见表２。ｍｉＲＮＡ和 ｍＲＮＡ的相对表达量是

通过与内参基因 Ｕ６和 ＧＡＰＤＨ 的Ｃｔ值间的差值

来计算基因表达差异，即为２－ΔΔＣｔ［１６］，以反映目的基

因在各研究组的表达水平。

表２　ｍｉＲ３０２ｅ以及内参的引物

Ｔａｂ２　ＰｒｉｍｅｒｓｆｏｒｍｉＲ３０２ｅａｎｄｉｎｔｅｒｎａｌｃｏｎｔｒｏｌ

Ｇｅｎｅ Ｐｒｉｍｅｒ（５′→３′）

ｍｉＲ３０２ｅ Ｆｏｒｗａｒｄ：ＣＴＣＡＴＣＧＣＡＴＡＡＧＴＧＣＴＴＣＣＡＴ
Ｒｅｖｅｒｓｅ：ＴＡＴＣＧＴＴＧＴＴＣＴＣＧＡＣＴＣＣＴＴＣＡＣ

Ｕ６ Ｆｏｒｗａｒｄ：ＡＴＴＧＧＡＡＣＧＡＴＡＣＡＧＡＧＡＡＧＡＴＴ
Ｒｅｖｅｒｓｅ：ＧＧＡＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧ

１．５　ＥＬＩＳＡ 法检测细胞因子水平　以终浓度为

１００ｎｇ／ｍｌ的ＬＰＳ（Ｓｉｇｍａ公司）进行刺激分离得到

的单核细胞以及转染了ｍｉＲＮＡｍｉｍｉｃｓ、ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ的

ＴＨＰ１细胞，并在刺激后０、１２、２４ｈ收集培养基上

清，进行ＩＬ６、ＴＮＦα检测。ＩＬ６、ＴＮＦα的检测试

剂盒购自ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司，标准曲线的绘制及检测

操作过程均按照公司提供的说明书进行。

１．６　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１１．０ｆｏｒｗｉｎｄｏｗｓ进

行统计分析，两组连续变量之间的比较采用独立样

本的ｔ检验，检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　ＰＢＣ患者各种淋巴细胞亚群内ｍｉＲ３０２ｅ的相

对表达水平　结果发现：ＰＢＣ患者ＰＢＭＣ中 ｍｉＲ

３０２ｅ的表达约为健康个体的３０％，差异具有统计学

意义（图１Ａ，Ｐ＜０．０１）。为明确ＰＢＣ患者ＰＢＭＣ中

ｍｉＲ３０２ｅ的表达降低与何种细胞亚群有关，我们进

一步比较了 ＰＢＣ 患者 Ｔ 细胞 （ＣＤ３＋）、Ｂ 细胞

（ＣＤ１９＋）和单核细胞（ＣＤ１４＋）内 ｍｉＲ３０２ｅ的表达

差异，结果发现：ＰＢＣ患者Ｂ细胞、Ｔ细胞和单核细

胞内 ｍｉＲ３０２ｅ的表达均较健康个体降低（图１Ｂ，

Ｐ＜０．０５）。作为对照，同时检测了ＰＢＣ患者和健康

个体在上述细胞亚群中ｍｉＲ３０２ａ的表达差异，结果

发现：ＰＢＣ患者Ｂ细胞、Ｔ细胞和单核细胞内 ｍｉＲ

３０２ａ的表达与健康对照个体间的差异无统计学意义

（图１Ｃ）。上述结果表明：ｍｉＲ３０２ｅ在Ｂ细胞、Ｔ细

胞和单核细胞中表达降低是 ＰＢＣ 的重要特征

之一。　　

图１　ＰＢＣ患者单核细胞内ｍｉＲ３０２ｅ表达降低

Ｆｉｇ１　ＤｅｃｒｅａｓｅｄｍｉＲ３０２ｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＰＢＣｐａｔｉｅｎｔｓ
ＡａｎｄＢ：ＴｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉＲ３０２ｅｉｎＰＢＭＣｓ，Ｔｃｅｌｌｓ（ＣＤ３＋），Ｂｃｅｌｌｓ（ＣＤ１９＋）ａｎｄｍｏｎｏｃｙｔｅｓ（ＣＤ１４＋）ｆｒｏｍＰＢＣｐａｔｉｅｎｔｓａｎｄ

ｈｅａｌｔｈｙｃｏｎｔｒｏｌｓｗｅｒｅａｎａｌｙｚｅｄｂｙＲＴＰＣＲ；Ｃ：Ａｓｃｏｎｔｒｏｌ，ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉＲ３０２ａｉｎＴｃｅｌｌｓ（ＣＤ３＋），Ｂｃｅｌｌｓ（ＣＤ１９＋）ａｎｄｍｏｎｏ

ｃｙｔｅｓ（ＣＤ１４）ｆｒｏｍＰＢＣｐａｔｉｅｎｔｓａｎｄｈｅａｌｔｈｙｃｏｎｔｒｏｌｓ．Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１；ｎ＝１２ｆｏｒＰＢＣｐａｔｉｅｎｔｓ，ｎ＝１０ｆｏｒｈｅａｌｔｈｙｃｏｎｔｒｏｌｓ，珚ｘ±ｓ

２．２　ｍｉＲ３０２ｅ负向调节ＬＰＳ诱导 ＴＨＰ１细胞释

放炎症因子的能力　通过将 ｍｉＲ３０２ｅｍｉｍｉｃｓ和

ｍｉＲ３０２ｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒ转染入单核细胞系 ＴＨＰ１细

胞，我们发现，胞内 ｍｉＲ３０２ｅ的丰度发生了显著变

化（图２Ａ，Ｐ＜０．０１或０．０５）。以１００ｎｇ／ｍｌＬＰＳ刺

激ＴＨＰ１细胞诱导ＩＬ６、ＴＮＦα的产生，而 ｍｉＲ

３０２ｅｍｉｍｉｃｓ和ｍｉＲ３０２ｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒ则分别抑制和促

进炎症因子ＩＬ６、ＴＮＦα的产生（图２Ｂ，Ｐ值均小于

０．０５）。这些结果表明：ｍｉＲ３０２ｅ是负向调节固有

免疫应答的因素之一。

２．３　ＰＢＣ患者单核细胞对ＬＰＳ刺激呈现出高反应

性　鉴于ｍｉＲ３０２ｅ具有负向调节ＬＰＳ诱导ＴＨＰ１
细胞释放炎症因子的能力，我们检测了ＰＢＣ患者单

核细胞经ＬＰＳ刺激前后ＩＬ６及ＴＮＦα的水平。以
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１００ｎｇ／ｍｌＬＰＳ刺激ＰＢＣ患者单核细胞，在０、２４ｈ
检测ＩＬ６、ＴＮＦα水平。结果显示经ＬＰＳ刺激后，

ＰＢＣ患者单核细胞ＩＬ６及 ＴＮＦα水平高于未经

ＬＰＳ刺激的ＰＢＣ患者单核细胞（图３，Ｐ 值均小于

０．０１）。这些结果表明ＰＢＣ患者单核细胞对ＬＰＳ刺

激呈现出高反应性。

图２　ｍｉＲ３０２ｅ负向调节ＬＰＳ诱导ＴＨＰ１细胞释放炎症因子的能力

Ｆｉｇ２　ｍｉＲ３０２ｅｎｅｇａｔｉｖｅｌｙｒｅｇｕｌａｔｅｄＩＬ６ａｎｄＴＮＦαｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｔｒｉｇｇｅｒｅｄｂｙＬＰＳ
Ａ：ＴＨＰ１ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｍｉｍｉｃｓｏｒｍｉＲ３０２ｅｍｉｍｉｃｓ，ｃｏｎｔｒｏｌｉｎｈｉｂｉｔｏｒｏｒｍｉＲ３０２ｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒａｔａｆｉｎａｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆ１０

ｎｍｏｌ／Ｌ．Ａｆｔｅｒ４８ｈ，ｍｉＲ３０２ｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗａｓｍｅａｓｕｒｅｄｂｙＲＴＰＣＲ．Ｂ：ＴＨＰ１ｃｅｌｌｓｄｅｓｃｒｉｂｅｄｉｎＡｗｅｒｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｍｉｍｉｃｓｏｒ

ｍｉＲ３０２ｅｍｉｍｉｃｓ，ｃｏｎｔｒｏｌｉｎｈｉｂｉｔｏｒｏｒｍｉＲ３０２ｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒ．Ａｆｔｅｒ４８ｈ，ｔｈｅｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＬＰＳａｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆ１００ｎｇ／ｍｌ．Ｔｈｅｃｏｎ

ｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＩＬ６ａｎｄＴＮＦαｗｅｒｅｍｅａｓｕｒｅｄｂｙＥＬＩＳＡｉｎｃｕｌｔｕｒｅｍｅｄｉｕｍ．Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１；ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

图３　ＰＢＣ患者单核细胞受ＬＰＳ
刺激后释放较多的ＩＬ６、ＴＮＦα

Ｆｉｇ３　ＭｏｎｏｃｙｔｅｓｆｒｏｍＰＢＣｐａｔｉｅｎｔｓｐｒｏｄｕｃｅｄｍｏｒｅＩＬ６

ａｎｄＴＮＦαｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｏｓｅｆｒｏｍｈｅａｌｔｈｙｃｏｎｔｒｏｌｓ
Ｐ＜００１；ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　本研究发现ｍｉＲ３０２ｅ在ＰＢＣ患者的单核细胞

中表达明显降低，而与其同源的ｍｉＲ３０２ａ的表达则

与健康对照组差异不大，说明单核细胞内 ｍｉＲ３０２ｅ
表达下调是ＰＢＣ发病的重要特征。众所周知，参与

炎症反应是单核细胞最重要的功能之一，而以炎症

反应为核心的固有免疫系统异常在自身免疫性疾病

的发病机制中发挥着极为重要的作用［１７］。因此，本

研究进一步在单核细胞株 ＴＨＰ１细胞中研究了

ｍｉＲ３０２ｅ的功能，ＬＰＳ刺激可以促进单核细胞释放

炎症因子ＩＬ６及 ＴＮＦα，而不管是转染外源性的

ｍｉＲ３０２ｅｍｉｍｉｃｓ，还是采用 ｍｉＲ３０２ｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒ抑

制内源性 ｍｉＲ３０２ｅ的活性，均可改变 ＴＨＰ１细胞

释放ＩＬ６、ＴＮＦα的能力。因此，ｍｉＲ３０２ｅ可能是

调节单核细胞活化的重要因子之一。

　　ＰＢＣ发病可能与感染因素有关，部分表现为尿

路感染［１８］。我们以往的研究也表明，ＰＢＣ的发病可
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能与衣原体感染有关［１９］。然而，目前仍不明确各种

感染因素到底是引发还是促进ＰＢＣ的因素，其中的

分子机制也有待于进一步阐明［２０］。固有免疫系统

是抵抗病原体感染的第一道防线，单核细胞则是固

有免疫系统的重要力量，其表面的模式识别受体可

以识别位于病原体表面的相对保守结构，即病原体

相关分子模式（ＰＡＭＰ），随后在感染部位发动非特

异性的炎症反应，以促进病原体的清除。在此过程

中，炎症反应的强度必须予以严格控制，因为失控的

炎症反应并不利于组织的损伤修复，同时可能会引

发自身免疫性疾病。我们以往的研究也发现ＰＢＣ
患者血清ＩＬ１β、ＩＬ６、ＩＬ１７和ＩＬ２３水平均较健康

对照人群显著增高［２１］。国外研究也发现ＰＢＣ患者

血清ＴＮＦα水平较健康对照组明显增加［２２］。这些

结果表明ＰＢＣ的发病机制在一定程度上与炎症反

应密不可分。更重要的是，有研究发现ＰＢＣ患者外

周血单核细胞在接受到ＬＰＳ、ＰｏｌｙＩＣ等致病原相

关分子模式刺激后，其产生炎症因子的能力明显强

于来自健康个体的单核细胞［１６］。本研究也发现了

这种现象，但在此基础上，我们还进一步发现，ＰＢＣ
患者单核细胞表现出明显的“促炎”特性可能与胞内

ｍｉＲ３０２ｅ的表达降低有关。这提示我们，如果修正

ＰＢＣ患者的单核细胞“促炎”特性是ＰＢＣ潜在的治

疗途径，那么 ｍｉＲ３０２ｅ就是干预ＰＢＣ单核细胞潜

在的治疗靶点。

　　综上所述，本研究发现ＰＢＣ患者单核细胞ｍｉＲ

３０２ｅ表达下调，且这种表达下调可能是导致ＰＢＣ患

者单核细胞表现出明显“促炎”特性的原因之一。因

此，ｍｉＲ３０２ｅ可能是ＰＢＣ潜在的治疗靶点。
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