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microRNA-155对重症急性胰腺炎大鼠急性肺损伤作用的研究

邱兆磊,王振杰,程峰,宋琦,姜海,杜召辉,张福龙,赵亨,王世杰,邵志林,陈硬,王如意

(蚌埠医学院第一附属医院急诊外科,安徽 蚌埠 233000)

摘 要:目的 探讨 microRNA-155(miRNA-155)及其抑制剂对重症急性胰腺炎大鼠急性肺损伤的影响。方法 将

Sprague-Dawley(SD)雄性大鼠27只随机分为:对照组(B1组)、重症急性胰腺炎组(B2组)、miRNA-155抑制组(B3组),

每组9只。采取经逆行胆胰管注射5%牛磺胆酸钠(0.1ml/100g)制作SD大鼠重症急性胰腺炎肺损伤动物模型,miR-
NA-155抑制组(B3组)于造模前24h经大鼠尾静脉注射 miRNA-155抑制物siRNA(80mg/kg)进行干预。动物模型制

作12h后处死所有大鼠。检测3组大鼠血清IL-1β、IL-6、TNF-α及淀粉酶水平,计算各组大鼠肺组织肿瘤坏死因子-α
(TNF-α)、细胞间黏附分子(ICAM-1)的蛋白表达情况(WesternBlot法),测量肺湿干比(W/D),并观察各组大鼠肺组织

病理变化。结果 B2、B3组大鼠与B1组比较,IL-1β、IL-6、TNF-α及淀粉酶水平、W/D、肺组织肿瘤坏死因子-α(TNF-

α)、细胞间黏附分子(ICAM-1)的蛋白表达差异均有统计学意义(P<0.01),B2、B3组高于B1组;B3组较B2组降低(P
<0.01),肺组织病理损伤较B2组轻。结论 miRNA-155抑制剂能够降低重症急性胰腺炎大鼠炎症因子,能够减少肺

组织ICAM-1及TNF-α的蛋白表达,减轻重症急性胰腺炎急性肺损伤。
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EffectsofmicroRNA-155onacutelunginjuryinratswithsevereacutepancreatitis

QiuZhaolei,WangZhenjie,ChengFeng,SongQi,JiangHai,DuZhaohui,

ZhangFulong,ZhaoHeng,ShaoZhilin,ChenYing,WangRuyi

(DepartmentofEmergentSurgery,theFirstAffiliatedHospitalofBengbu
MedicalCollege,Bengbu233000,Anhui,China)

  Abstract: Objective ToexploretheeffectofmicroRNA-155(miRNA-155)andmiRNA-155inhibitoron
acutelunginjuryinratswithsevereacutepancreatitis. Methods Twenty-sevenmaleadultSprague-Dawley
(SD)ratsweredividedintoacontrolgroup(groupB1),asevereacutepancreatitisgroup(groupB2)anda
miRNA-155inhibitorgroup(groupB3),9ratsineachgroup.SDratmodelsofsevereacutepancreatitislung
injuryweremadebyretrogradebiliopancreaticductinjectionof5%sodiumtaurocholate(0.1ml/100g).Rats
inGroupB3wereintervenedbytailveininjectionwiththemiRNA-155inhibitorsiRNA(80mg/kg)24hbe-
forethemodeling.Alltheratswerekilled12hoursaftertheanimalmodelsweredeveloped.Levelsofserum
interleukin-lβ(IL-lβ),interleukin-6(IL-6),tumornecrosisfactor-α(TNF-α)andamylaseofratsin3groups
weredetected.Proteinexpressionsoftumornecrosisfactor-alpha(TNF-α)andintercellularadhesionmolecule
(ICAM-1)ofratsineachgroupwerecalculated(WesternBlotmethod),lungwet/dryratio(W/D)wasmeas-
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ured,andpathologicalchangesoflungtissuesineachgroupwereobserved. Results Comparedwithgroup
B1,theexpressionsofIL-1β、IL-6、TNF-αandamylase,W/D,TNF-αandICAM-1proteiningroupB2and
groupB3werehigherthanthoseingroupB1andshowedstatisticallysignificantdifferences(P<0.01).Com-
paredwithgroupB2,groupB3hadlowerIL-1βlevel,IL-6level,TNF-αlevel,amylaselevel,W/D,lungtis-
sueICAM-1proteinexpression,TNF-αproteinexpressionandpathologicalscorethangroupB2,therewere
statisticallysignificantdifferences(P<0.01).ThelungpathologicalinjuryingroupB3waslessseverethan
thatingroupB2. Conclusion miRNA-155inhibitorcanreduceinflammatoryfactorsinratswithsevereacute
pancreatitis,reduceexpressionsofICAM-1proteinandTNF-αproteininlungtissues,andreduceacutelung
injuryinsevereacutepancreatitis.
  Keywords: microRNA-155;pancreatitis,acutenecrotizing;acutelunginjury

  重症急性胰腺炎(severeacutepancreatitis,SAP)
目前仍缺乏有效的特异性的治疗方法,治疗棘手,仍是

死亡率高的疾病[1]。肺脏是重症急性胰腺炎最先受累

的胰外器官,急性肺损伤(acutelunginjury,ALI)是重

症急性胰腺炎严重并发症之一,当合并有多脏器功能

障碍时死亡率可达54%。microRNA-155(miRNA-
155)是一类非编码RNA分子,与靶基因 mRNA的碱

基配对结合,在免疫调控中发挥重要作用[2],同时参与

调控炎症因子,维持细胞生物学稳态。用 miRNA-155
抑制剂在大鼠中进行试验以明确是否能够通过阻断

miRNA-155而减轻重症急性胰腺炎急性肺损伤的研

究少见报道。我们通过建立SAP-ALI大鼠动物模型,
观察重症急性胰腺炎时 miRNA-155抑制组大鼠肺组

织肿瘤坏死因子-α(tumornecrosisfactor-α,TNF-α)
蛋白、细胞间黏附分子(intercellularadhesionmole-
cule,ICAM-1)蛋白的表达水平及肺组织病理和TNF-
α等炎症因子变化,探讨miRNA-155及其抑制剂siR-
NA对重症急性胰腺炎大鼠急性肺脏损伤的影响,为
探索重症急性胰腺炎急性肺损伤相关机制提供新依

据。

1 材料与方法

1.1 实验动物与分组 成年雄性清洁级Sprague-
Dawley(SD)大鼠27只,体重186~230g,随机均分

为:对照组(B1组)、重症急性胰腺炎组(B2组)和

miRNA-155抑制组(B3组),每组各9只。

1.2 重症急性胰腺炎动物模型复制和处理 所有雄

性清洁级SD大鼠术前均禁食12h,可以饮水,手术部

位备皮。采用异氟烷(上海雅培制药有限公司提供)吸
入性麻醉对SD大鼠进行麻醉,碘伏常规消毒铺无菌

巾,在无菌条件下行腹正中切口进腹。B1组SD大鼠

进腹后仅仅翻动胰腺、十二指肠后随即缝合切口;B2
组SD大鼠采取5%牛磺胆酸钠(0.1ml/100g)经胆

胰管逆行缓慢匀速注入(0.1ml/min)制作大鼠重症

急性胰腺炎肺损伤动物模型;B3组大鼠在制作大鼠动

物模型前24h经尾静脉注射miRNA-155抑制剂siR-
NA(80mg/kg,上海吉玛制药有限公司)。

1.3 标本采集与检测方法 分别于制作模型成功12
h后处死所有SD大鼠,经腹主动脉采血备用,一部分

肺组织经液氮置入-80℃冰箱冷冻保存,用于检测肺组

织TNF-α蛋白以及ICAM-I蛋白表达情况,另取一部

分肺组织用于病理学检查。

1.3.1 各组SD大鼠血清淀粉酶水平测定 采用全

自动生化分析仪测定各组SD大鼠血清淀粉酶水平。

1.3.2 各组SD大鼠血清中IL-1β、IL-6、TNF-α的检

测 ELISA 法 测 定 各 组 大 鼠 血 清 中IL-1β、IL-6、

TNF-α的含量。

1.3.3 各组SD大鼠肺组织病理学检查 ①测定各

组大鼠肺组织ICAM-1蛋白和TNF-α蛋白表达情况

(Westernblot法)。②病理学检查:各组大鼠肺组织

标本以10%甲醛溶液固定、石蜡包埋、苏木精-伊红染

色,在光镜下观察,并按Schmidt等[3]对3组肺组织进

行病理学评分。

1.4 统计学方法 实验数据应用SPSS16.0统计软

件进行统计学分析,计量资料以(췍x±s)表示,比较采用

方差分析以及q检验,以P<0.05为差异具有统计学

意义。

2 结果

2.1 各组大鼠血清IL-1β、IL-6、TNF-α、淀粉酶水平

和肺 W/D比较 B2组、B3组IL-1β、IL-6、TNF-α、淀
粉酶水平和肺 W/D水平均高于B1组(P<0.01),而
B2组高于B3组(P<0.01),见表1。

2.2 各组大鼠肺组织ICAM-1蛋白和TNF-α蛋白表

达情况 B1组、B2组、B3组肺组织ICAM-1蛋白和

TNF-α蛋 白 表 达 比 较,差 异 有 统 计 学 意 义(P <
0.01),B2组、B3组较B1组升高(P<0.01),B3组较

B2组降低(P<0.01)。见表2和图1。
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表1 各组大鼠血清IL-1β、IL-6、TNF-α、淀粉酶水平和肺 W/D比较

组别 IL-1β/(pg·ml-1) IL-6/(pg·ml-1) TNF-α/(pg·ml-1) 淀粉酶/(U·L-1) 肺 W/D

B1组 102.21±11.36 110.18±13.69 158.14±12.43 1094.24±146.36 1.67±0.36
B2组 451.08±28.24a 427.40±31.32a 422.80±43.63a 6580.44±536.21a 3.38±0.43a

B3组 303.7±21.28ab 280.20±19.76ab 281.10±20.19ab 4679.35±526.16ab 2.19±0.22ab

 注:①与B1组比较,a:P<0.01;与B2组比较,b:P<0.01;②表内计量资料数据以(췍x±s)表示

表2 各组大鼠TNF-α蛋白、ICAM-1蛋白表达情况

组别
肺组织

TNF-α蛋白

肺组织

ICAM-1蛋白

B1组 0.39±0.08 0.41±0.10
B2组 1.33±0.33a 1.44±0.08a

B3组 0.78±0.16ab 0.83±0.18ab

 注:①与B1组比较,a:P<0.01;与B2组比较,b:P<0.01;

②表内计量资料数据以(췍x±s)表示

图1 各组肺组织ICAM-1蛋白和TNF-α蛋白表达

注:与B1组比较,a:P<0.01;与B2组比较,b:P<0.01

2.3 各组大鼠肺组织病理学变化 B2、B3组肺组织

间质炎症细胞的浸润及纤维化,肺组织损伤较B1组

重;B3组肺组织损伤较B2组减轻。见图2。肺组织病

理评分:B1组为(0.39±0.13)分,B2组为(7.98±
1.26)分,B3组为(6.44±1.15)分;B1组、B2组、B3组

肺组 织 病 理 评 分 比 较,差 异 有 统 计 学 意 义(P <
0.01),B3组与B2组比较,B3组降低,B2组与B1组

比较,B2组升高。

    B1组      B2组       B3组

图2 光镜下各组大鼠肺组织病理学改变(HE×400)

3 讨论

至今对重症急性胰腺炎发病机制尚不完全清楚,
其临床疗效我们一直在不断的探索[4]。重症急性胰腺

炎时会释放大量的炎症因子,如IL-1β、IL-6、TNF-α等

在重症急性胰腺炎病程进展过程中发挥关键的作用,

所引起的SIRS、多器官功能障碍综合征(MODS)是其

死亡的重要因素。

TNF-α是重症急性胰腺炎病程中最早产生并起

至关重要作用的炎症因子,在短期内快速升高,并诱导

IL-1β、IL-6等细胞因子的产生,作用于血管内皮细胞,
导致细胞出血、坏死、蛋白酶激活等。TNF-α可作为

启动因子产生瀑布样级联放大效应,促使血小板活化

因子、缓激肽、一氧化氮、氧自由基、IL-6等释放,这些

强效介质相互影响形成高度偶联复杂的网络系统,这
种失控性的级联效应在重症急性胰腺炎急性肺损伤中

起重要作用,可导致肺组织细胞结构、功能的改变及细

胞坏死、SIRS、急性呼吸窘迫综合征(ARDS)、MOF
等。在炎症反应和组织损伤过程中TNF-α担当重要

角色[5],ICAM-1的表达受TNF-α调控,ICAM-1可与

粒细胞的整合素相互作用,导致细胞损害,由肺组织炎

症感染导致的 ARDS病死率可达50%。研究发现淋

巴细胞蛋白激酶R样内质网激酶表达水平的增加与

重症急性胰腺炎大鼠淋巴细胞的凋亡相关,对重症急

性胰腺炎淋巴细胞凋亡的起调节作用[6]。我们研究发

现胸腺素α1对重症急性胰腺炎大鼠肺损伤具有一定

的保护作用[7],因此,在重症急性胰腺炎急性肺损伤的

治疗过程中逐渐重视抑制或降低炎症因子产生。对重

症急性胰腺炎合并脓毒症病人采用参附注射液治疗可

以减轻病人IL-10的过度表达,有较好的临床疗效[8]。
本项研究中B2组复制重症急性胰腺炎大鼠动物

模型成功12h后血清淀粉酶、IL-1β、IL-6、TNF-α较

B1组和B3组明显升高,炎症因子大量释放并迁移至

肺组织,对肺毛细血管以及肺泡上皮造成严重损伤,肺
不张、肺水肿等,最终可导致ARDS、MOF等;同时由

于中性粒细胞的活化,产生过多的活性氧等,导致肺组

织和细胞的损害,加重肺损伤。本研究也发现B2组肺

组织TNF-α蛋白、ICAM-1蛋白含量、病理评分较B1、

B3组显著升高,病理学检查发现肺组织损伤重。

miRNA-155在炎症反应中扮演重要的角色[9-10],
它参与多种病理炎症反应[11-12],与维持细胞生物学稳

态,调控免疫与炎症介质紧密相关[13-14]。研究发现

miRNA-155参与脑缺血/再灌注损伤,在大脑皮层中

miRNA-155表达增加[15],抑制 miRNA-155可以改变

脑缺 血 后 主 要 细 胞 因 子 的 表 达,影 响 炎 症 反 应 进
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展[16-17]。抑制miRNA-155可增加内皮一氧化氮合酶

表达和一氧化氮产生从而减少炎症反应[18]。而 miR-
NA-155抑制剂对重症急性胰腺炎急性肺损伤影响如

何鲜见报道。本项研究通过采用 miRNA-155抑制剂

siRNA对重症急性胰腺炎大鼠急性肺损伤进行干预,
结果发现,重症急性胰腺炎组(B2组)大鼠血清淀粉

酶、IL-1β、IL-6、TNF-α、肺组织 TNF-α蛋白、ICAM-1
蛋白水平至复制模型成功后12h明显升高,肺组织可

见炎症细胞浸润、组织水肿等。使用miRNA-155抑制

剂siRNA后干预组(B3组)大鼠血清淀粉酶、IL-1β、

IL-6、TNF-α、肺组织TNF-α蛋白、ICAM-1蛋白、病理

评分较B2组显著降低,肺组织损害较B2组减轻,说明

miRNA-155抑制剂siRNA能够减少重症急性胰腺炎

急性肺损伤大鼠炎症因子产生,能够减轻重症急性胰

腺炎肺组织炎症反应,具有保护作用。本项研究通过

血清学检查、蛋白水平分析 miRNA-155抑制剂siR-
NA对重症急性胰腺炎大鼠肺损伤的影响,ICAM-1及

TNF-α等炎症介质的下调,肺组织损伤减轻。重症急

性胰腺炎并发急性肺损伤是多种炎症介质共同参与复

杂的动态过程[19],因此,尽早、有效地抑制这些炎症介

质产生将有助于肺损伤的控制,其确切的作用机制尚

需进一步研究。
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