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摘 要:目的 探讨 miRNA-492、IL-6在肺炎支原体(mycoplasmapneumoniae,MP)免疫发病机制中的作用。方法 ①
以肺炎支原体膜脂蛋白(LAMPS)刺激单核巨噬细胞,用实时-定量PCR法在6h、12h、24h检测单核巨噬细胞系统中的

miR-492水平;②以不同菌落计数单位的支原体感染单核巨噬细胞,用ELISA法在6h、12h、24h检测上清IL-6的浓

度;③构建过表达 miR-492的慢病毒载体,稳定共转染THP-1细胞,予PMA刺激诱导分化为单核巨噬细胞,用ELISA
法检测其IL-6的表达。结果 ①LAMPS刺激组在6h、12h时间点单核巨噬细胞 miR-492表达水平均高于空白对照

组,两者之间差异具有统计学意义(P<0.05),24h时间点差异无统计学意义(P>0.05)。②不同菌落计数的支原体

感染组在12h、24h时间点单核巨噬细胞IL-6表达均高于空白对照组,差异具有统计学意义(P<0.05),6h时间点差

异无统计学意义。③过表达 miR-492慢病毒转染组的单核巨噬细胞IL-6分泌水平高于空载体对照组,差异有统计学意

义(P<0.001)。结论 MiR-492可能通过调控单核巨噬细胞系统免疫炎症因子如IL-6的分泌在肺炎支原体感染和发

病中起一定作用。
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  Abstract: Objective ToinvestigatethepotentialrolesofmiRNA-492andinterleukin-6(IL-6)intheim-
munepathogenicmechanismofMycoplasmapneumoniae. Methods ①Real-timequantitativePCRwasused
todeterminethemiRNA-492expressioninmononuclearphagocytesystematdifferenttimepoints(6,12and
24h)afterbeingstimulatedwithMycoplasmapneumonia(MP)lipidassociatedmembraneproteins(LAMPs).
②TheIL-6expressioninthesupernatewasdetectedbyELISAatdifferenttimepoints(6,12and24h)after
beinginfectedwithdifferentcolony-countingofMP.③THP-1cellswereco-transfectedbyhigh-expressionof
miR-492lentiviralvector,andthecellswereinducedtodifferentiateintomononuclearphagocytes,thentheex-
pressionsofIL-6ofmononuclearphagocytesystemweredetectedbyELISA. Results ①Theexpressionof
miR-492inmononuclearphagocytesafterbeingstimulatedbyLAMPswashigherthanthatoftheblankcontrol
groupatthetimepintsof6hand12h,andtherewassignificantdifferencebetweentheblankcontrolgroup
andtheLAMPs-stimulatedgroup(P<0.05),buttherewasnostatisticaldifferenceat24htimepoint(P>
0.05).②TheexpressionsofIL-6ofmononuclearphagocytesafterbeinginfectedwithdifferentcolony-counting
ofMPwerehigherthanthoseofthecontrolgroupat12hand24h,andtherewerestatisticallysignificant

—924—

第40卷 第5期          右江民族医学院学报           Vol.40No.5
2018年10月    JournalofYoujiangMedicalUniversityforNationalities    Oct.2018

基金项目:苏州市科技计划项目(SS201535)

  第一作者简介:邓建萍(1988-),女,硕士,住院医师,研究方向:儿科呼吸道感染,E-mail:dengjianping1988@163.com
  通信作者简介:骆亚丽(1974-),女,硕士,主任医师,研究方向:儿科呼吸道感染,E-mail:szdx2006lyl@163.com



differenceamongdifferentcolony-countingofMPinfectedgroupsandblankcontrolgroup(P <0.05),but
therewasnostatisticaldifferenceatthetimepointof6hour(P >0.05).③TheexpressionofIL-6inthe
mononuclearphagocytesafterbeingco-transfectedbyhigh-expressionofmiR-492lentiviralvectorwasin-
creasedcomparedtotheblankcontrolgroup,therewasstatisticallysignificantdifference(P<0.001). Con-
clusion MiR-492playsaroleinthemycoplasmapneumoniainfectionanddiseaseattackbyregulatingtheim-
muneinflammatoryfactorssuchasthesecretionofIL-6inmononuclearphagocytesystem.
  Keywords: mycoplasmapneumoniae;mononuclearphagocytesystem;miRNA-492;interleukin-6

  肺炎是儿科疾病中较为常见的一种,其中肺炎支

原体肺炎占社区获得性肺炎的10%~30%[1]。肺炎

支原体肺炎的发病机制尚不清楚。目前有研究表明肺

炎支原体或脂蛋白诱导单核巨噬细胞过度免疫炎症反

应在肺炎支原体肺炎尤其重症患儿的免疫病理损伤中

具有重要作用[2-3]。MicroRNAs(miR)是一种长约20
~25bp、具有调控功能的非编码RNA。最近的研究

显示miR参与各种生物学功能调控,包括发育、增殖、

凋亡、代谢等[4]。且miRNAs可以通过介导巨噬细胞

功能而调控肺部病原菌的廓清和炎症反应[5]。本课题

组前期研究发现,miR-492在支原体肺炎患儿外周血

表达水平明显高于健康对照组儿童[6]。进一步研究

miR-492在肺炎支原体感染引起的免疫炎症机制中的

参与过程,能更透彻理解 miR-492在该病的发生及转

归的作用,为探索肺炎支原体肺炎干预手段提供新的

思路。本研究通过体外实验的方法初步论证,肺炎支

原体感染机体后,miR-492可能通过调控单核巨噬细

胞免疫炎症反应起重要作用,现报道如下。

1 材料和方法

1.1 主要材料和试剂 PPLO肉汤,酵母粉,新生牛

血清,MP菌株(M129株,ATCC29342),THP-1细胞

株,RPMI1640培养基,新生胎牛血清,TritonX-114,

BCA 蛋 白 定 量 分 析 试 剂 盒,丙 二 醇 甲 醚 醋 酸 酯

(PMA),dNTPmixture,miRNA/mRNA实时荧光定

量PCR试剂盒(灏勤生物),RNA抽提试剂盒,Elisa
试剂盒(目录号:70-EK106C)、实时荧光定量PCR仪

ViiA7(美国ABappliedbiosystems),NanoDrop2000-
C分光光度计(美国Thermoscientific),酶标仪(美国

BioTek)等。

1.2 方法

1.2.1 肺炎支原体膜脂蛋白(LAMPS)刺激单核巨噬

细胞后分泌 miR-492的检测 将肺炎支原体菌株

(M129株)进行复苏及扩增至对数期,提取LAMPS,
并测定浓度置于冰箱备用。单核细胞系THP-1细胞

使用100nMPMA孵育24h,使其诱导分化成为成熟

单核巨噬细胞。将细胞悬液(4×105/孔)均匀铺于6

孔板中,再用含10%胎牛血清的RPMI1640培养基

调整体积,使每孔的体积为2ml,细胞终浓度为2×
105 个/ml。本试验设置空白组和LAMPS刺激组,检
测时间点为6h、12h和24h,因此共需18孔,每组3
孔。在LAMPS刺激组孔中加入适量LAMPS,使每

孔终浓度为100μg/ml,空白组加入同体积的 RPMI
1640培养基。在采取刺激后6h、12h和24h时间

点,收集细胞以RNA抽提试剂盒提取细胞RNA,采
用RT-PCR方法,检测细胞中的miRNA-492水平。

1.2.2 肺炎支原体对单核巨噬细胞系统分泌IL-6的

影响 以1CFU/Cell、10CFU/Cell、100CFU/Cell
的支原体感染成熟单核巨噬细胞系统(单核巨噬细胞

培养及六孔板制备见1.2.1)。并设置空白对照组,在
刺激6h、12h、24h时间点,采集各孔培养基的上清

液,并采用联科生物技术公司 ELISA试剂盒检测上

清液IL-6表达水平,具体操作方法按照说明书步骤严

格进行。

1.2.3 过表达miR-492对单核巨噬细胞分泌IL-6的

影响 构建过表达 miR-492的慢病毒载体,稳定共转

染THP-1细胞,以空载体稳定转染细胞为对照,予

PMA刺激诱导分化为单核巨噬细胞。用real-time
PCR验证 miR-492过表达效果后,再用ELISA方法

检测其单核巨噬细胞促炎因子IL-6分泌情况。

1.3 统计学方法 统计学数据分析采用SPSS17.0
软件包,符合正态分布的连续计量数据以(췍x±s)表示,
组间比较采用t检验,以P<0.05表示差异有统计学

意义。

2 结果

2.1 LAMPS诱导下单核巨噬细胞系统 miRNA-492
表达情况 与空白对照组[表达水平为(1.75±0.20)]
相比,LAMPS刺激组在6h和12h时间点的 miR-
NA-492表达水平[分别为(2.49±0.57)、(2.72±
0.55)]均 显 著 上 升 (t=-2.284,P =0.026;t=
-2.895,P=0.016),而在24h[表达水平为(1.83±
0.29)]时,表 达 水 平 恢 复 正 常(t=-0.421,P =
0.681)。见图1。
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图1 LAMPS刺激单核巨噬细胞系统高表达miRNA-492
注:*P<0.05,NSP>0.05

2.2 不同菌落计数的肺炎支原体诱导单核巨噬细胞

系统产生炎症因子IL-6水平 与对照组相比结果显

示:各个实验组在6h时间点的IL-6表达正常;在12
h和24h时间点的IL-6表达均上升,且差异具有统计

学意义(P 均<0.05)。见表1、图2。

表1 各实验组和对照组在不同时间点

IL-6的表达 (췍x±s,pg/ml)

组别 n 6h 12h 24h

1CFU/Cell组 3 39.10±6.42 62.75±7.95a 110.49±23.95d

10CFU/Cell组 3 41.15±5.86 60.01±5.94b 100.36±9.32e

100CFU/Cell组 3 41.53±6.03 59.78±7.36c 93.93±7.57f

对照组 3 41.89±6.70 43.48±6.08 59.58±9.32

 注:与 对 照 组 比 较,a:t=-3.649,P =0.008;b:t=

-4.156,P =0.002;c:t=-3.518,P =0.004;d:t=

-4.526,P=0.003;e:t=-6.497,P <0.001;f:t=-6.

868,P<0.001

图2 不同菌落计数肺炎支原体刺激单核巨噬

细胞系统高表达IL-6
注:**P<0.01

2.3 过表达 miRNA-492对单核-巨噬细胞分泌IL-6

水平的影响 实验结果显示过表达的 miR-492慢病

毒转染组[n=3,IL-6表达水平为(194.75±11.41)

pg/ml]的IL-6分泌水平明显高于空白转染组[n=3,

IL-6表达水平为(148.62±12.21)pg/ml],两组差异

有统计学意义(t=-5.602,P<0.001)。见图3。

图3 过表达 miRNA-492慢病毒转染组及

空载体转染组的IL-6表达对比

3 讨论

儿童支原体肺炎,又称原发性非典型肺炎,是由肺

炎支原体感染引起,以学龄儿童较为多见,婴幼儿也不

少见。临床以发热、厌食、畏寒、头痛、咽痛、咳嗽等为

主要表现[7-8]。重症支原体肺炎患儿可伴发多系统、多
器官损害[9]。肺炎支原体感染后引起病情轻重不一,
重症及难治性支原体肺炎多见于年长儿,这与宿主免

疫系统活化能力有关。宿主年龄越大,免疫系统发育

越成熟,当肺炎支原体通过呼吸道飞沫传播进入机体

后,宿主通过调动单核巨噬细胞系统活化免疫系统产

生炎症因子廓清病原菌,然而过度的免疫应答分泌过

多的炎症因子则可引起器官损伤。

miRNA是一组微小非编码RNA,在多种生物学

进程,例如细胞增殖、迁移、分化及凋亡发挥重要作

用[4]。本实验组前期实验发现[6],支原体肺炎患儿外

周血的miRNA-492的表达高于健康儿童,因此可以

推测 miRNA-492参与调控肺炎支原体肺炎的发生发

展。miRNA-492位于12q22染色体上,在转移性肝母

细胞瘤、直肠癌、宫颈癌、胰腺癌组织中均发现其表达

上调,与这些肿瘤的发生和转移有关[10-13]。亦有文献

报道[14]miRNA-492可作为生物标记物,用于疾病的

诊断中。

IL-6是由淋巴细胞(T细胞、B细胞)及非淋巴细

胞(成纤维细胞、巨噬细胞等)分泌的糖肽,其分泌受多
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种因素的调节。IL-6是肺炎支原体炎症反应中的重

要细胞因子,在免疫应答的早期即发挥重要作用[15]。
且IL-6与肿瘤、哮喘、溃疡性结肠炎等多种疾病也具

有相关性[16-18]。支原体肺炎患儿外周血中IL-6、IL-8、

TNF-α和IL-10等多种炎症因子较健康儿童升高,可
用于临床肺炎支原体肺炎患儿早期诊断、病程发展及

预后转归的监测[19-20]。本实验通过体外实验发现,肺
炎支原体感染单核巨噬细胞系统12h后IL-6浓度即

高于对照组,且差异有统计学意义,进一步证明IL-6
参与支原体肺炎的发生发展过程,此结论与外周血实

验结果一致。

LAMPS可以诱导单核巨噬细 胞 高 表 达 miR-
492,而且肺炎支原体感染单核巨噬细胞可以导致培养

上清促炎因子IL-6分泌增加,且IL-6的分泌增加滞

后于miR-492的高表达。我们推测 miR-492可能是

通过一定的途径达到调控单核巨噬细胞炎症反应分泌

过多的炎症因子例如IL-6,从而在肺炎支原体感染的

发生发展过程中起重要作用。此外通过构建高表达

miR-492的慢病毒载体,并转染进入单核巨噬细胞后

检测IL-6水平,分析检测结果提示miR-492的过度表

达可增加单核巨噬细胞系统促炎因子IL-6的分泌,进
一步论证上述观点。分析 miR-492对其他相关炎症

因子分泌水平及其下游靶基因的影响,研究 miR-492
参与的肺炎支原体感染病理过程,有利于明确肺炎支

原体肺炎中过度免疫炎症发生的具体机制。
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