
内毒素又称脂多糖（lipopolysaccharide, LPS），是

革兰阴性菌细胞壁主要成分，可引起人或动物内毒素血

症，并诱发感染性休克［1］，导致多器官损害及功能衰竭。

内毒素血症是重症监护危重病人死亡的主要原因之一，

而心脏是内毒素血症时最常受累器官之一［2-3］，但内毒素

血症时心肌损伤的具体作用机制目前并不十分清楚。

miRNA是生物体内长度约为19~25个核苷酸的非

编码小RNA，在心血管发育，心肌梗死，心肌肥大和心

肌纤维化等心血管疾病中起重要作用，被认为是心血管

功能关键调节者及心血管疾病预防、诊断和治疗的潜在

靶标［4-6］。

因此，本研究应用分子生物技术分析内毒素血症大

鼠心肌组织miRNA表达谱的变化，旨在为后续研究

miRNA在内毒素血症心肌损伤中的作用奠定实验基础。

1 材料与方法

1.1 材料

健康雄性SD大鼠 20只，体质量 250~280 g（SPF
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摘要：目的 分析内毒素又称脂多糖（lipopolysaccharide, LPS）血症大鼠心肌组织miRNA表达谱变化，探讨miRNA在内毒素血

症心肌损伤中的作用。方法 20只雄性SD大鼠随机分为对照组（n=10）和LPS组（n=10）。LPS组腹腔注射LPS 10 mg/kg，对照

组腹腔注射等量生理盐水。24 h后颈脱臼处死大鼠，取心肌组织。Real-time PCR检测TLR4、TNF-α、IL-1β表达水平，透射电镜

观察其超微结构变化。miRNA芯片筛选心肌组织中差异表达的miRNA，Real-time PCR验证候选miRNA实际表达水平。结

果 LPS组大鼠心肌组织TLR4、TNF-α、IL-1β表达明显升高，心肌细胞发生胞质空泡，线粒体水肿、结构破坏等超微结构改变。

芯片技术及 Real-time PCR 证实 LPS 组大鼠心肌组织中 miR-194-3p，miR-344a-3p，miR-465-3p，miR-501-5p，miR-3596c，

miR-185-3p，miR-877显著上调，miR-208b-3p，miR-547-3p，miR-141-3p，miR-28-5p，miR-3585-5p显著下调。结论 内毒素血症

大鼠心肌组织中发现的这些差异表达miRNA可能与其心肌损伤发生有关。
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Abstract: Objective To analyze the differential miRNA expression profile in the myocardium of rats with lipopolysaccharide
(LPS)-induced endotoxemia and explore the role of miRNA in endotoxin-induced myocardial injury. Methods Twenty male
SD rats received intraperitoneal injection of 10 mg/kg LPS (n=10) or an equivalent amount of saline solution (n=10). At 24 h
after LPS injection, the rats were sacrificed to detect myocardial expressions of TLR4, TNF-α and IL-1β using real-time PCR
and for observing myocardial ultrastructures under transmission electron microscopy. The differentially expressed miRNA in
the myocardium were detected using a miRNA array, and the common differentially expressed miRNAs were selected for
verifying their actual expressions using real-time PCR. Results TLR4, TNF-α and IL-1β were over-activated in the myocardium
of LPS-treated rats, in which mitochondria swelling, structural damaged and cytoplasmic vacuoles were observed. In
LPS-challenged rats, miR-194-3p, miR-344a-3p, miR-465-3p, miR-501-5p, miR-3596c, miR-185-3p, and miR-877 were found
up-regulated significantly, whereas miR-208b-3p, miR-547-3p, miR-141-3p, miR-28-5p, and miR-3585-5p down-regulated in
the myocardium. Conclusion Significant differential expression of the miRNAs occurs in the myocardium of LPS-treated rats,
suggesting their involvement in endotoxin-induced myocardial injury.
Key words: endotoxemia; lipopolysaccharide; myocardial injury; miRNA; expression profile
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级，由昆明医科大学实验动物中心提供）。脂多糖（LPS，

Escherichia coli 0111:B4）和 M-MLV 反转录酶购自

Sigma，Trizol Reagent 购自 Invitrogen，PolyA 聚合酶

购 自 美 国 NEB，RiboLockTM RNase inhibitor 购 自

Thermo Fisher Scientific，dNTP（10 mmol/L）购自大连

TAKARA。

1.2 方法

1.2.1 动物分组及实验模型制作 20只健康雄性SD大

鼠随机分为对照组（n=10）和LPS组（n=10）。 LPS组每

只大鼠按照体质量（kg）腹腔注射LPS10 mg/kg，对照组

腹腔注射同等剂量的生理盐水［7］。给予LPS后24 h颈

椎脱臼处死大鼠，无菌手术取心脏组织。每只大鼠的心

脏组织分为2份，一份经过修剪后放置于2.5%戊二醛固

定液（电镜专用）中4 ℃保存，用于透射电镜观察（复旦

大学上海医学院电镜室提供）；另一份置于1.5 ml EP管

中，-80 ℃保存，用于总RNA提取。

1.2.2 透射电镜生物样品准备 颈椎脱臼处死大鼠，暴

露所需组织后，快速用锋利剪刀剪下一小块组织，立即

浸润在固定液内休整，用刀片从非剪切面端（因为剪切

面端有心肌细胞损伤）开始，把组织剪切成薄片，再切成

4~5小块，样品组织块不超过1 mm3。用牙签或镊子轻

轻挑起组织块转移至预冷的固定液内，送往电镜室观

察。休整应在2~3 min内完成。

1.2.3 心肌组织总RNA提取 将适量心肌组织敲碎后

加入1 ml Trizol，使用匀浆器在冰上充分研磨，4 ℃冰箱内

放置15 min。每1 ml Trizol中加200 ml氯仿，上下颠倒混

匀使之充分混合，室温放置2~3 min，4 ℃ 12 000 g离心

15 min；吸取上层水相转移到新EP管中，加入500 μl异

丙醇，-20 ℃冰箱内放置15 min沉淀RNA，4 ℃ 12 000 g
离心10 min，弃上清，此时可见白色斑状RNA沉于管

底。用75%乙醇（DEPC水配置）洗涤沉淀，4 ℃ 7500 g
离心5 min，弃上清，并重复洗涤1次。RNA沉淀在室温干

燥10~20 min后加入DEPC水溶解RNA，使用Nanodrop

ND-1000测定RNA浓度。1%的琼脂糖凝胶电泳证实

RNA无降解，反转后用于TLR4、TNF-α、IL-1β及miRNA

表达检测。

1.2.4 miRNA表达谱分析 利用Exiqon公司的LNATM

microRNA Array检测LPS组及正常对照组心肌组织

miRNA表达情况。为保证结果的重复性和可靠性，每

组取 3个样本进行微阵列芯片杂交。用Significance

Analysis of Microarrays（SAM, version3.0）软件对芯片

数据进行分析，再以FDR控制在5%以内，Fold change

大于2或小于0.5 为筛选条件挑选出差异表达miRNA，

并进行数据分类及整理。

1.2.5 miRNA表达水平检测 （1）总RNA的加尾反应：

为了检测miRNA的表达水平，首先利用E.coli polyA聚

合酶（NEB）为1.0 μg的总RNA进行加尾反应，冰上配

置反应混合液，37 ℃孵育20 min；（2）总RNA反转录：紧

接上一步加尾反应后，在原管中加入2 μl mid TRT反转

录引物（1 μg/μl）；70 ℃加热5 min，立即放于冰上2 min；

依次加入: 5 × MMLV buffer（Promega），20.0 μl；dNTP

（10 mmol/L，TAKARA），1.0 μl；ImPromII（Promega），

1.5 μl；RNase inhibitor（Thermo），0.5 μl；RNase Free

H2O 77 μl。轻轻混匀后，30 ℃，15 min；37 ℃，15 min；

42 ℃，30 min；然后置80 ℃，5 min。参考文献［8-9］，利用

加尾法为miRNA设计反转录引物及定量PCR的上下

游引物，并利用普通PCR的方法检测miRNA的引物特

异性；（3）实时荧光定量PCR检测miRNA表达：以U6为

内参，使用 ABI7500 定量 PCR 仪，按照 TAKARA 的

SYBR Green实时荧光定量PCR法检测相应miRNA的

相对表达水平。反应条件如下：95 ℃，30 s；95 ℃，5 s，

60 ℃，30 s，40个循环。反应结束后，首先观察溶解曲

线，判断PCR特异性。以 2-△△CT作为计算公式，计算

miRNA的相对表达量。

1.2.6 统计分析 使用SPSS17.0软件进行统计处理，计

量资料以均数±标准差表示，两组间比较采用student's t
检验。以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 内毒素血症大鼠心肌组织中TLR4、TNF-α、IL-1β的

表达水平

LPS释放入血后，可诱导巨噬细胞、树突状细胞释

放TLR4、TNF-α、IL-1β等炎性因子。这些细胞因子能

够导致炎症，过度的炎症反应可引起全身炎症反应综合

症（systemic inflammatory respome syndrome, SIRS）的

发生，导致多脏器功能障碍。Real-time PCR结果显示，

与注射生理盐水的对照组大鼠相比，LPS腹腔注射24 h

大鼠心肌组织中TLR4、TNF-α、IL-1β的表达水平均明

显升高，尤其是TNF-α、IL-1β，差异具有显著性（图1），

提示内毒素血症大鼠模型构建成功。

2.2 内毒素血症大鼠心肌组织超微结构变化

透射电子显微镜下观察LPS处理24 h大鼠心肌组

织超微结构变化，结果显示：与对照相比，LPS组大鼠心

肌细胞胞核肿胀，核膜不光滑；胞质中线粒体发生明显

水肿，线粒体嵴排列紊乱，部分线粒体膜破坏；自噬泡增

多（图2）。

2.3 内毒素血症大鼠心肌组织 miRNA表达谱变化

miRNA差异表达分析显示：与正常对照组相比，

LPS组大鼠心肌组织中共筛选出79个差异表达显著的

miRNA（Fold change大于2或小于0.5），其中52个为上

调miRNA，27个为下调miRNA。按照差异倍数由高到

低排序后，挑选出LPS组心肌组织中上调最明显的10

个miRNA，分别为miR-194-3p，miR-21-3p，miR-344a-

3p，miR-465-3p，miR-501-5p，miR-3596c，miR-185-3p，
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miR-186-3p，miR-877，miR-3592；并挑选出下调最明显

的10个miRNA，包括miR-208b-3p，miR-547-3p，miR-

141-3p，miR-28-5p，miR-335，miR-199a-5p，miR-322-

5p，miR-3585-5p，miR-532-5p，miR-339-3p（表1）。

2.4 内毒素血症大鼠心肌组织中候选miRNA表达水平

Real-time PCR结果显示：在筛选出的 20个候选

miRNA中，有12个miRNA（包括7个上调miRNA和5

个下调miRNA）在正常对照组与LPS组心肌组织中的

表达量确实存在显著性差异，提示这12个miRNA可能

与LPS致心肌损伤的作用相关；其余8个候选miRNA

的定量PCR结果与芯片结果并不一致，在实验组与对

照组间差异无显著性（图3）。

3 讨论

内毒素血症是临床常见危重病症，可以出现在多系

图 1 内毒素血症大鼠心肌组织中 TLR4、TNF-α、
IL-1β表达变化
Fig.1 Expression levels of TLR4, TNF-α and IL-1β in
the myocardial tissue in rats with endotoxemia (24 h).
Compared with the control group, *P<0.05.
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图2 内毒素血症大鼠心肌组织超微结构变化
Fig.2 Ultrastructural changes of the myocardial tissue in rats with endotoxemia (2 μm, original magnification: ×10 000). A:
Myocardium of rats in control group; B, C: Myocardium of rats in LPS group.
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统的多种疾病中，通常导致致死性感染性休克、多器官

功能衰竭（MODS）、弥漫性血管内凝血（DIC）等，病死率

极高［10］。内毒素血症并发MODS时，心脏往往受累，直

接影响患者预后［11-12］。因此，防治内毒素性心肌损伤对

降低内毒素血症患者的死亡率具有十分重要的意义。

然而，内毒素血症心肌损伤发病机制十分复杂，限制了

miRNA

miR-194-3p

miR-21-3p

miR-344a-3p

miR-465-3p

miR-501-5p

miR-3596c

miR-185-3p

miR-186-3p

miR-877

miR-3592

Expression

up

up

up

up

up

up

up

up

up

up

Fold change

36.115

20.088

19.101

11.756

11.68

11.344

10.799

10.486

10.283

10.026

miRNA

miR-208b-3p

miR-547-3p

miR-141-3p

miR-28-5p

miR-335

miR-199a-5p

miR-322-5p

miR-3585-5p

miR-532-5p

miR-339-3p

Expression

down

down

down

down

down

down

down

down

down

down

Fold change

0.192

0.236

0.286

0.288

0.307

0.319

0.343

0.363

0.389

0.395

表1 内毒素血症大鼠心肌组织差异表达显著的miRNA
Tab.1 Significant differential expression of miRNAs in the myocardial tissue in rats with endotoxemia
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其临床治疗方法的进展。因此，寻找各种有效的研究策

略，加强对内毒素血症患者心肌损伤机制的了解，变得

至关重要。

LPS为革兰氏阴性细菌细胞壁的主要成分，是内毒

素血症时引发心肌损害和心功能障碍的重要病因［1］。

研究表明 LPS可与血浆内毒素结合蛋白结合，激活

CD14和Toll样受体 4（TLR4），而产生TNF-α、IL-1β、

IL-6等炎症细胞因子，引起心脏炎症反应，直接导致心

肌结构损害［13-15］。我们的研究结果显示：内毒素血症大

鼠心肌细胞出现胞质空泡，线粒体水肿、结构破坏；心肌

组织中TLR4、TNF-α、IL-1β表达水平均明显高于对照

组大鼠。这些结果提示心肌细胞损伤和线粒体结构破

坏可能与TLR4、TNF-α、IL-1β的作用有关。

众所周知，线粒体不仅为生理活动提供能量，还参

与调控许多重要的细胞过程，如信号传导，细胞分化、生

长和凋亡，钙稳态及活性氧产生等［16-17］。因此，若其形态

结构完整性破坏，可导致线粒体功能障碍，进而引起各

种疾病的发生。由此，我们推测：心肌线粒体结构破坏

导致心肌能量代谢障碍和活性氧产生，以及TLR4介导

产生大量TNF-α、IL-1β引起心脏炎症反应，可能是本研

究中内毒素血症时心肌损伤发生的重要原因，但这一系

列反应背后的调控机制仍需探索。

miRNA是生物体内长度约为19~25个核苷酸的非

编码小RNA分子，通过与靶基因3'UTR区结合，可抑制

mRNA的翻译或促进mRNA降解［18-19］。新近研究证明

miRNA作为心脏和血管结构和功能的重要调控者，在

心脏发育及多种病理过程中发挥重要作用［4-6］。本研究

通过探索内毒素血症大鼠心肌组织中miRNA表达变

化，力图寻找与内毒素性心肌损伤密切相关的miRNA，

从而揭示内毒素血症心肌损伤的潜在机制。我们通过

miRNA芯片初步筛选了内毒素血症大鼠心肌组织中表

达差异显著的miRNA。芯片结果显示，内毒素血症大

鼠心肌组织中2倍以上显著上调的miRNA有52个，2

倍以上显著下调的miRNA有27个，提示与正常心肌组

织相比，内毒素性损伤心肌组织具有独特的miRNA表

达谱，也说明了miRNA可能参与了内毒素血症心肌损

伤的发生机制。进一步，我们利用实时定量PCR对候

选miRNA进行扩大样本验证，证实12个候选miRNA

在内毒素损伤心肌组织中表达量具有显著差异，包括7

个上调 miRNA：miR-194-3p，miR-344a-3p，miR-465-

3p，miR-501-5p，miR-3596c，miR-185-3p，miR-877；5

个下调 miRNA：miR-208b-3p，miR-547-3p，miR-141-

3p，miR-28-5p，miR-3585-5p。

其中，表达量明显升高的miR-194已有研究报道为

P53响应miRNA，可作为急性心肌梗死后心力衰竭的预

测指标［20］。另外，Sellier等［21］研究指出miR-185可能与

先天性心脏病圆锥动脉干畸形的发生相关。此外，在下

调的miRNA中，已有报道miR-141在糖尿病心肌病中

参与调控线粒体磷酸盐载体蛋白Slc25a3的表达，进而

影响线粒体能量的产生［22］。Bostjancic 等［23］通过对MI

患者梗死区心肌组织研究发现miR-208可能参与了梗

死区域的心室重构。

除了上述4种在心血管疾病中作用明确的miRNA

外，其余8个miRNA在心血管疾病中的作用机制尚未

见相应研究。且这12个miRNA是否参与了内毒素血

症心肌损伤的发生发展，目前均未见相关报道。因此，

有必要进一步对筛选出的差异表达miRNA进行功能学

探索，为内毒素血症心肌损伤的发病机制研究以及预防

图3 内毒素血症大鼠心肌组织中候选miRNA表达水平
Fig.3 Verification of the expressions of selected miRNAs in the myocardium of rats with endotoxemia. Compared with the
control group, *P<0.05.
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和治疗提供新的途径。
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