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［摘要］　目的　探究微小ＲＮＡ（ｍｉＲ）２０６对人结肠上皮ＮＣＭ４６０细胞炎症反应及核转录因
子（ＮＦ）κＢ信号通路的调控作用。方法　体外培养人结肠上皮 ＮＣＭ４６０细胞，根据不同干预手
段将其分为Ｃｏｎ组、脂多糖（ＬＰＳ）组、ＩｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣ＋ＬＰＳ组和 ｍｉＲ２０６ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ＬＰＳ组，每组３次
重复。分别采用实时荧光定量ＰＣＲ、倒置显微镜、细胞计数试剂盒（ＣＣＫ）８、５乙炔基２’脱氧尿嘧
啶核苷（ＥｄＵ）、Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８染色、酶联免疫吸附测定（ＥＬＩＳＡ）及蛋白免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）
对ｍｉＲ２０６表达水平、细胞形态、细胞活力、增殖率、凋亡率、炎性细胞因子及相关蛋白表达水平进
行分析。结果　与Ｃｏｎ组比较，ＬＰＳ组细胞生长受到抑制，细胞活力及增殖率、ＩＬ１０、细胞周期蛋
白（Ｃｙｃｌｉｎ）Ｄ１蛋白表达水平均显著降低，而ｍｉＲ２０６表达水平、细胞凋亡率、肿瘤坏死因子（ＴＮＦ）α、
半胱氨酸蛋白酶（Ｃａｓｐａｓｅ）３蛋白表达水平和ｐＮＦκＢｐ６５／ＮＦκＢｐ６５均显著增加；与ＩｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣ＋
ＬＰＳ组相比，ｍｉＲ２０６ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ＬＰＳ组细胞生长得到改善，细胞活力、细胞增殖率、ＩＬ１０、ＣｙｃｌｉｎＤ１
蛋白表达水平均显著升高，而ｍｉＲ２０６表达水平、细胞凋亡率、ＴＮＦα、Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达水平和ｐ
ＮＦκＢｐ６５／ＮＦκＢｐ６５均显著减少（Ｐ＜０．０５）。结论　下调ｍｉＲ２０６可减轻人结肠上皮ＮＣＭ４６０细
胞的炎症反应，促进细胞增殖并抑制其凋亡，作用机制可能与负调控ＮＦκＢ通路的信号转导相关。
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　　肠炎在临床中发病率很高，治疗主要以甾体、非甾
体抗炎药和抗生素为主，使用时往往难以把控剂量，易

产生不良反应，并伴有严重的药物残留问题，黏膜屏障

易受到破坏从而引起全身性炎症、代谢和肠道疾

病［１］。脂多糖（ＬＰＳ）是一种由保守的脂质Ａ和多糖组
成的内毒素，其强促炎作用已被证明能影响肠道黏膜

屏障功能［２］。微小 ＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ，ｍｉＲ）发挥的作用与
其所调节的下游基因有关，可介导机体免疫调节、炎症

调节、肠道屏障功能等多种过程［３５］。Ｍｉｎａｃａｐｅｌｌｉ等［６］

发现ｍｉＲ２０６在肠病患者肠黏膜组织中的表达水平较
健康及缓解期患者明显上调，但具体发病机制未明确

阐明。核转录因子（ＮＦ）κＢ是细胞内重要的转录因
子，多种疾病的发生与其表达水平异常上调有关，如炎

性肠病、关节炎和肿瘤［７］。相关研究表明，ｍｉＲ２０６可
通过下调ＮＦκＢ信号通路从而抑制自身免疫性甲状
腺炎的发生、发展，但ｍｉＲ２０６在结肠炎中的作用及机
制鲜有报道［８］。本研究以 ＬＰＳ刺激结肠上皮细胞诱
发炎症反应为研究模型，从ｍｉＲＮＡ调节炎症反应的角
度去阐述结肠上皮细胞诱发炎症反应的分子机制。

材料与方法

１．材料：（１）细胞株：人结肠上皮细胞ＮＣＭ４６０购
自北纳生物。（２）药品与试剂：Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００转
染试剂（美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司），胎牛血清（ＦＢＳ）、
ＤＭＥＭＨ培养基（美国 Ｇｉｂｃｏ公司），逆转录试剂盒试
剂盒（杭州主诺生物技术有限公司），细胞计数试剂盒

（ＣＣＫ）８（南京诺唯赞生物科技股份有限公司），５乙
炔基２＇脱氧尿嘧啶核苷（ＥｄＵ）细胞增殖检测试剂盒
（上海碧云天生物技术有限公司），Ｈｏｃｈｅｓｔ３３２５８染色
试剂盒（江苏凯基生物技术股份有限公司），ＲＩＰＡ裂
解液（美国 ＡＢＷ公司），鼠抗人 ＮＦκＢｐ６５、ｐＮＦκＢ
ｐ６５、细胞周期蛋白Ｄ１（ＣｙｃｌｉｎＤ１）、半胱氨酸蛋白酶３
（Ｃａｓｐａｓｅ３）等抗体、碱性磷酸酶标记的山羊抗鼠 ＩｇＧ
（Ｈ＋Ｇ）（美国 ＣＳＴ公司）；ｍｉＲ２０６ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ、Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
ＮＣ（北京华大基因）。（３）仪器：Ｕｎａｎｏ２０００超微量分
光光度计购自杭州优米仪器有限公司；ＢＺＸ型倒置荧
光显微镜购自日本 ＮＡＫＡＴＡ公司；ＡＢＩ７５００实时荧光
定量 ＰＣＲ（ＲＴｑＰＣＲ）仪购自美国 ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ
公司；ＩＭＡＲＫ型酶标仪来源于美国 ＢＩＯＲＡＤ公司；
ＣｈａｍｐＧｄ５０００型凝胶成像系统购自北京赛智创业科
技有限公司；ＲＹＸ１５０型细胞培养箱购自天津泰斯特
有限公司。

２．方法
（１）人结肠上皮 ＮＣＭ４６０细胞培养：将人结肠上

皮细胞ＮＣＭ４６０接种于含１０％ＦＢＳ的 ＤＭＥＭＨ培养

基中，培养条件为３７℃温度、７０％～８０％湿度、９５％空
气和５％ＣＯ２浓度，培养液每２～３ｄ更换一次，细胞传
代的前提条件是细胞密度达到≥９０％；细胞转染的前
提条件是细胞密度达到６０％～７０％。

（２）分组及细胞转染：对 ＮＣＭ４６０细胞采用不同
干预手段并分为 ４组，每组重复 ３次。Ｃｏｎ组：不干
预；ＬＰＳ组：用８ｍｇ／ＬＬＰＳ诱导ＮＣＭ４６０细胞２４ｈ，构
建结肠炎症细胞模型；ＩｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣ＋ＬＰＳ组：参照
ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００说明书将ＩｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣ转至ＮＣＭ４６０
细胞，转染２４ｈ，采用实时荧光定量ＰＣＲ（ＲＴｑＰＣＲ）鉴
定转染成功后用８ｍｇ／ＬＬＰＳ诱导ＮＣＭ４６０细胞２４ｈ；
ｍｉＲ２０６ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ＬＰＳ组：将 ｍｉＲ２０６ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ转至
ＮＣＭ４６０细胞中，转染２４ｈ，ＲＴｑＰＣＲ鉴定转染成功
后用８ｍｇ／ＬＬＰＳ诱导ＮＣＭ４６０细胞２４ｈ。各组干预
完成后，进行后续指标测定。

（３）ＲＴｑＰＣＲ：各组细胞中ＲＮＡ由ＲＮＡ提取试剂
盒提取，并由超微量分光光度计测量ＲＮＡ水平。反转
录合成模板链ｃＤＮＡ，取２μｌ反转录产物行ＰＣＲ检测。
以Ｕ６（上游引物５’ＡＧＡＧＡＡＧＡＴＴＡＧＣＡＴＧＧＣＣＣＣＴＧ３’，
下游引物５’ＡＴＣＣＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧ３’）为内参，
根据循环数（Ｃｔ）和２－△△ＣＴ法计算 ｍｉＲ２０６（上游引物
５’ＧＧＧＴＧＧＡＡＴＧＴＡＡＧＧＡＡＧＴ３’，下 游 引 物 ５’
ＴＧＣＧＴＧＴＣＧＴＧＧＡＧＴＣ３’）的相对表达水平。

（４）细胞形态学观察：取各组干预 ２４ｈ的 ＮＣＭ
４６０细胞，在倒置显微镜下观察细胞形态并拍照记录。

（５）ＣＣＫ８法：细胞以５×１０３个／孔的密度铺于９６
孔板中，２４ｈ后每孔加入１０μｌＣＣＫ８试剂，孵育２ｈ，
用酶标仪测定 ４５０ｎｍ处的吸光值（ＯＤ）。细胞活力
（％）＝［ＯＤ（ＬＰＳ组或 ＩｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣ＋ＬＰＳ组或 ｍｉＲ
２０６ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ＬＰＳ组）／ＯＤ（Ｃｏｎ组）］×１００％。

（６）ＥｄＵ法：取各组干预２４ｈ细胞，分别与１０μｍｏｌ／Ｌ
ＥｄＵ溶液孵育培养 ２ｈ；４％组织细胞固定液室温固
定１５ｍｉｎ、０．３％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００溶液室温通透 １０ｍｉｎ、
ＴＡＭＲＡ染色反应体系溶液室温避光孵育３０ｍｉｎ，最后
Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２溶液对细胞进行核复染。并用 ＩｍａｇｅＪ
软件进行细胞数目确定。细胞增殖率（％）＝［红色阳
性细胞数／蓝色总细胞数］×１００％。

（７）Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８染色法：ＰＢＳ洗涤细胞２次，４％
多聚甲醛４℃固定１０ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗３次，每孔１００μｌ
Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８染色液并室温避光孵育１５ｍｉｎ，用 ＰＢＳ
清洗细胞两次后，荧光显微镜拍照观察。细胞凋亡率

（％）＝（凋亡细胞数／总细胞数）×１００％。
（８）酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）：取各组细胞上清

液，分别遵循肿瘤坏死因子（ＴＮＦ）α和 ＩＬ１０ＥＬＩＳＡ
试剂盒说明书测定其表达水平。
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（９）蛋白质免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）：提取各组
细胞蛋白定量后上样，采用凝胶电泳法分离蛋白，转印

目标蛋白，５％脱脂牛奶封闭，一抗、二抗室温孵育２ｈ，
洗膜后显色，在凝胶成像系统上采集蛋白条带并记录

蛋白水平。蛋白相对表达水平＝目的蛋白／内参蛋白。
３．统计学处理：应用 ＳＰＳＳ２６．０软件进行统计分

析。符合正态分布的计量资料以 珋ｘ±ｓ表示，两两比较
采用 Ｔｕｋｅｙ检验，多组间比较采用单因素方差分析。
以Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

结　　果

１．４组ＮＣＭ４６０细胞ｍｉＲ２０６表达水平比较：Ｃｏｎ组、
ＬＰＳ组、ＩｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣ＋ＬＰＳ组和ｍｉＲ２０６ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ＬＰＳ组
ｍｉＲ２０６的表达水平分别为１．００±０．１４、１．５０±０．１４、
１．４５±０．０７、０．９９±０．１６；ＬＰＳ组 ｍｉＲ２０６表达水平显
著高于 Ｃｏｎ组，ｍｉＲ２０６ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ＬＰＳ组 ｍｉＲ２０６表
达水平显著低于ＩｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣ＋ＬＰＳ组（Ｐ＜０．０５）。
２．４组 ＮＣＭ４６０细胞的形态学变化情况：ＬＰＳ组

和ＩｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣ＋ＬＰＳ组较 Ｃｏｎ组 ＮＣＭ４６０细胞生长
受到抑制、贴壁下降、细胞数量减少、细胞形态改变为

不规则状态且细胞碎片增多；转染 ｍｉＲ２０６ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋
ＬＰＳ组较 ＩｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣ＋ＬＰＳ组 ＮＣＭ４６０细胞生长受
到抑制、贴壁下降、细胞数量减少、细胞形态改变及细

胞碎片增多情况得到改善。见图１。
３．４组ＮＣＭ４６０细胞活力、增殖及凋亡情况比较：

Ｃｏｎ组、ＬＰＳ组、ＩｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣ＋ＬＰＳ组以及 ｍｉＲ２０６
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ＬＰＳ组 细 胞 活 力 分 别 为 （１００．００±
１２．７７）％、（６４．６７±６．１１）％、（６８．６７±５．１３）％、
（９９．６７±１６．２０）％，细胞增殖率分别为（３３．０５±
３．７１）％、（１９．１５±１．３５）％、（１８．１３±６．５３）％、
（３０．６２±２．７０）％，细胞凋亡率分别为（３．７１±０．９０）％、
（２４．８１±３．９５）％、（２２．１３±２．８１）％、（７．９５±２．３２）％。

ＬＰＳ组细胞活力及增殖率均低于 Ｃｏｎ组，凋亡率高于
Ｃｏｎ组；ｍｉＲ２０６ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ＬＰＳ组细胞活力及增殖率
均高于ＩｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣ＋ＬＰＳ组，而凋亡率低于 Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
ＮＣ＋ＬＰＳ组（Ｐ＜０．０５）。见图２和图３。

图２　４组ＮＣＭ４６０细胞的增殖情况（Ａ、Ｅ、Ｉ：Ｃｏｎ组；Ｂ、Ｆ、
Ｊ：ＬＰＳ组；Ｃ、Ｇ、Ｋ：ＩｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣ＋ＬＰＳ组；Ｄ、Ｈ、Ｌ：ｍｉＲ２０６
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ＬＰＳ组；Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ：Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２染色；Ｅ、Ｆ、Ｇ、Ｈ：
Ｅｄｕ染色；Ｉ、Ｊ、Ｋ、Ｌ：Ｍｅｒｇｅ染色；×２０）

图３　４组ＮＣＭ４６０细胞的凋亡情况（Ａ：Ｃｏｎ组；Ｂ：ＬＰＳ组；
Ｃ：ＩｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣ＋ＬＰＳ组；Ｄ：ｍｉＲ２０６ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ＬＰＳ组；
Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８染色，×２０）

　　４．４组 ＮＣＭ４６０细胞 ＴＮＦα、ＩＬ１０、Ｃａｓｐａｓｅ３和
ＣｙｃｌｉｎＤ１蛋白、ＮＦκＢ通路蛋白表达水平比较：ＬＰＳ
组 ＴＮＦα、Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达水平及 ｐＮＦκＢｐ６５／
ＮＦκＢｐ６５均高于 Ｃｏｎ组，ＩＬ１０、ＣｙｃｌｉｎＤ１蛋白表达
水平均低于Ｃｏｎ组；ｍｉＲ２０６ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ＬＰＳ组ＴＮＦα、
Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达水平及ｐＮＦκＢｐ６５／ＮＦκＢｐ６５均
低于ＩｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣ＋ＬＰＳ组，ＩＬ１０、ＣｙｃｌｉｎＤ１蛋白表达水
平均高于ＩｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣ＋ＬＰＳ组（Ｐ＜０．０５）。见表１。

图１　４组ＮＣＭ４６０细胞的形态学变化情况（Ａ：Ｃｏｎ组；Ｂ：ＬＰＳ组；Ｃ：ＩｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣ＋ＬＰＳ组；Ｄ：ｍｉＲ２０６ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ＬＰＳ组；×２０）

表１　４组ＮＣＭ４６０细胞ＴＮＦα、ＩＬ１０、Ｃａｓｐａｓｅ３和ＣｙｃｌｉｎＤ１蛋白、ＮＦκＢ通路蛋白表达水平比较（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

组别 ＴＮＦα（ｐｇ／ｍｌ） ＩＬ１０（ｐｇ／ｍｌ） Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白 ＣｙｃｌｉｎＤ１蛋白 ｐＮＦκＢｐ６５／ＮＦκＢｐ６５

Ｃｏｎ组 １．６８±０．１３ ３５２．６７±３．６６ ０．６７±０．０６ １．２０±０．０２ ０．７４±０．０２
ＬＰＳ组 ５．８８±０．４７ａ １５２．８６±５．７８ａ ０．８７±０．０２ａ ０．８８±０．０４ａ １．１３±０．０２ａ

ＩｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣ＋ＬＰＳ组 ５．８８±０．１３ １５７．１２±２．８９ ０．８４±０．０２ ０．９１±０．０２ １．２２±０．０６
ｍｉＲ２０６ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ＬＰＳ组 ２．９１±０．１０ｂ ２５１．１９±４．４４ｂ ０．４８±０．０３ｂ １．２５±０．０２ｂ ０．６９±０．０２ｂ

　　注：与Ｃｏｎ组比较，ａＰ＜０．０５；与ＩｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣ＋ＬＰＳ组比较，ｂＰ＜０．０５
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讨　　论

肠上皮是肠道黏膜屏障的重要组成部分，可有效

将肠道细菌与外界隔离，若其受到外界刺激肠道菌群，

会导致肠道黏膜屏障受损，进而引起全身性炎症［９］。

ＬＰＳ刺激Ｕ２５１细胞可促进ｍｉＲ２０６的表达，在ＬＰＳ处
理的 Ｕ２５１细胞中抑制内源性 ｍｉＲ２０６表达，可减弱
ＩＬ６、ＩＬ１β和 ＣＣＬ５的表达［１０］；ｍｉＲ２０６在肠炎患者
中呈高表达［１１］，但仍未阐明具体的发病机制。本研究

发现，与ＩｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣ＋ＬＰＳ组相比，ｍｉＲ２０６ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋
ＬＰＳ组ｍｉＲ２０６表达水平减少，证明 ｍｉＲ２０６ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
转染成功，且ＬＰＳ刺激人结肠上皮 ＮＣＭ４６０后与 Ｃｏｎ
组相比ｍｉＲ２０６表达水平升高，细胞生长状态变差，
ＩＬ１０的表达水平、细胞增殖率、ＣｙｃｌｉｎＤ１蛋白表达水
平均降低，ＴＮＦα表达水平、凋亡率及 Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白
表达水平均升高。该结果提示 ＬＰＳ诱导 ＮＣＭ４６０细
胞中ｍｉＲ２０６表达上调，说明 ｍｉＲ２０６在发生肠道炎
症时高表达，且ＬＰＳ诱导抑制了结肠炎细胞增殖和诱
导细胞凋亡，在ＬＰＳ基础上敲低 ｍｉＲ２０６后扭转了上
述指标的变化趋势，提示 ｍｉＲ２０６在结肠炎中可通过
下调ＣｙｃｌｉｎＤ１表达水平抑制细胞增殖，上调Ｃａｓｐａｓｅ３
诱导细胞凋亡。

ＮＦκＢ参与体内几乎所有细胞类型的增殖、凋亡、
感染和炎症免疫反应及肿瘤形成等生物学过程［１２］。

Ｔｏｌｌ样受体４／髓样分化蛋白２复合物识别促炎信号，
使ＮＦκＢ由细胞浆转入细胞核，启动相关基因转录，
合成促炎因子，诱发机体各种炎性疾病，如结肠炎、肺

炎、肝炎、肾炎等［１３］。Ｚｕｏ等［１４］指出木犀草素可显著

减轻右旋糖酐硫酸钠诱导小鼠结肠炎，显著降低小鼠

肠道ＨＭＧＢ１ＴＬＲＮＦκＢ信号通路蛋白的表达。ＮＦκＢ
在炎症疾病中起着关键的作用，能影响 ＩＬ６、ＩＬ１β，
ＴＮＦα等炎症因子释放［１５］。Ｍｏｕ等［８］的研究发现，熊

果酸可通过下调肺腺癌转移相关转录物１／ｍｉＲ２０６／
环加氧酶１ｃｅＲＮＡ抑制ＮＦκＢ通路来缓解ＩＬ１β诱导
的人甲状腺滤泡上皮细胞损伤。本研究结果显示，与

Ｃｏｎ组相比，ＬＰＳ组 ｐＮＦκＢｐ６５／ＮＦκＢｐ６５上调，与
ＬＰＳ组相比，ｍｉＲ２０６ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋ＬＰＳ组炎性结肠上皮
细胞 ＮＣＭ４６０的 ｐＮＦκＢｐ６５／ＮＦκＢｐ６５降低。这
与Ｗｕ等［１６］研究发现 ｍｉＲ２０６过表达和敲低分别增
加和减少ＴＮＦα诱导的核ＮＦκＢｐ６５、ｐＩκＢα、ＩＫＫα、
ｐＩＫＫα和ＩＬ８／ＩＬ１β的分泌结果一致。

综上所述，下调 ｍｉＲ２０６可减轻 ＬＰＳ作用的人结
肠上皮 ＮＣＭ４６０细胞的炎症反应，抑制凋亡、促进增
殖，其作用机制可能与抑制 ＮＦκＢ信号通路有关。本

文研究了下调 ｍｉＲ２０６影响人结肠上皮 ＮＣＭ４６０细
胞的可能作用机制，下一步继续沿着 ＮＦκＢ信号通路
这个方向进行通路双向验证研究，以及选择多个细胞

系寻找ｍｉＲ２０６作用的靶基因探究，以完善整个体外
研究的结论，为治疗结肠炎提供新的切入点。
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