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miRNA144-3p和miRNA146a-5p在结核性胸膜炎患者外周血中的表达

张帆，刘守江，魏巍，覃林珍，闫敬，王三清，王健*

摘要：目的 探讨miRNA144-3p和miRNA146a-5p在结核性胸膜炎患者外周血表达及其临床意义。方法 收集

住院初治结核性胸膜炎患者、结核潜伏感染者和健康对照各30例。采集外周血提取RNA，采用荧光定量PCR技术检

测miRNA144-3p和miRNA146a-5p在各组患者外周血中的表达差异。结果 结核性胸膜炎患者外周血组miRNA144-
3p表达显著低于结核潜伏感染者和健康对照外周血组( P < 0.05)，而结核潜伏感染者和健康对照外周血组之间差异无

统计学意义。miRNA146a-5p表达在三组之间差异均无统计学意义( P > 0.05)。结论 miRNA144-3p可能参与结核性

胸膜炎的发生、发展，且可能对结核性胸膜炎诊断有一定的临床意义。
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Abstract:Objective To investigate the expression level of miRNA144-3p and miRNA146a-5p in the periphery blood

of patients with tuberculous pleurisy and explore its clinical significance. Methods The expression level of miRNA144-3p
and miRNA146a-5p were measured by qRT-PCR in 30 patients with tuberculous pleurisy, Latent tuberculosis infection(LITB)
and healthy donors respectively. The statistical difference of the miRNA144-3p and miRNA146a-5p level. In each groups
were analyzed. Results The expression level of miRNA144-3p in patients with tuberculous pleurisy were significantly lower
than that of the LITB and healthy donors, respectivly ( P < 0.05) and moreover, no statistic difference was shown between LITB
and healthy donors( P >0.05).Furthermore, the expression levels of miRNA146a-5p in the three groups showed no statistically
significant difference( P > 0.05).. Conclusion The miRNA144-3p may be a new biomarker in diagnosis of tuberculous pleurisy.

Key words:Tuberculousis; Pleurisy; MicroRNAs; Gene expression

基金项目：深圳市科技计划项目资助（No.201203232)
作者单位：深圳市南山区慢性病防治中心 结核病防治科，广东 深圳 518054
作者简介：张帆(1982~),女，博士，主治医师，研究方向：结核病防治。

*通讯作者：E-mail:nsjfk@163.com

MicroRNAs(miRNA)是一类长度为 18-25个核苷

酸的单链非编码RNA分子，可在转录后水平调控基

因表达，参与调控细胞生长、分化和凋亡等各个环节，

与疾病的发生、发展相关 [1]。最近的研究结果表明，

miRNA分子也在微生物引起的感染和免疫应答中起

重要调控作用[2]；研究表明miRNA分子在肺结核发病

中起到重要作用，但在结核性胸膜炎中的情况未见有

报道，本研究旨在探讨miRNA在结核性胸膜炎患者

外周血中的表达情况，初步了解其在结核性胸膜炎患

者中的作用。

1 对象与方法

1.1 研究对象 2012年 6月~2012年 11月在南山区

慢性病防治院就诊的的结核性胸腔积液患者30例为

病例组，其中男16例，女14例；年龄17~43岁，平均27
岁；诊断根据临床症状结合X线表现、CT 诊断以及病

原学检查, 符合《中华人民共和国卫生行业标准一法

定传染病诊断标准》中的肺结核诊断标准(WS288—
2008)，。无脓胸产生，无慢性肺病，无心、肝、肾等脏

器合并症及其它感染，无糖尿病、肿瘤等免疫相关性

或免疫性疾病; 均暂未接受过激素及免疫抑制剂、抗

生素及抗结核治疗。结核潜伏感染者：选取结核潜伏

感染者病例共30例，判定标准[3]为结核菌特异性酶联

免疫斑点试验阳性，而胸片为阴性，其中男 14例，女

16例，年龄为16~47岁，平均年龄为30岁。与病例组

年龄、性别匹配的健康对照 30例。本研究经深圳市

南山区慢性病防治院伦理委员会批准，所有患者均签

署知情同意书。

1.2 标本的收集和 RNA 提取 标本采集后 30min
内，吸取200μl全血于冻存管中（已预装有Trizol和研

磨珠），振荡混匀后于-80℃保存；参考 Trizol Reagent
试剂盒说明书（Invitrogen）抽提血液中提取总RNA，适

量无RNase水充分溶解RNA。用核酸测定仪测定浓

度和纯度，琼脂糖凝胶电泳分析RNA的完整性；调整

RNA浓度，于-80℃保存。

1.3 逆转录miRNA 取总RNA 1μl，2×反转录缓冲

混合物 10μl，RNase Free水 5μl，反转录酶 2μl，0.1%
BSA 2μl。37℃ 60 min，85℃5 min，4℃ 5 min。逆转录

成cDNA放置-20℃保存备用。

·· 664



中国热带医学 2013年第13卷第06期 China Tropical Medicine，June 2013，Vol.13，No.06

1.4 荧光定量PCR 分别取 SYBR Green 12.5μl，待
测样品 cDNA 2μl，上游引物 1μl，下游引物 1μl，水
8.5μl，总体积25μl（引物序列见表1，另一条为通用引

物）。预变性 95℃ 10s；变性和延伸 95℃5s；60℃ 20s，
共 40个循环。以U6作为内参，各样本中miR144-3p
RNA的 ct值，与同样本中的U6 RNA Ct值相减，获得

各样本中miR144-3p的△ct值。采用荧光定量 PCR

中的相对定量法，以2–△△CT公式计算各样本中的miR-
144-3p表达量。miRNA146a-5p表达量计算方法与

此相同。

1.5 统计学分析 采用 SPSS 13.0统计软件进行分

析，计量资料采用mean±SD表示，单因素方差分析比

较miRNA在多组间差异，t检验比较两组间差异，P<
0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 实时荧光定量检测miRNA144-3p 在结核性胸

膜炎患者外周血中的表达 结核性胸膜炎患者的全

血miRNA144-3p水平（0.556±0.338）显著低于结核潜

伏期感染者（2.014±1.481）和正常对照组（1.552±
0.803）(P <0.0001, 图 1). 结核潜伏期感染者 miR⁃
NAmiRNA144-3p水平与正常对照组相似，差异无统

计学意义。

miRNA
表
达

relatlvemIRNAexpresslon

HD LITB 胸膜炎

pleurisy
***：P<0.001；NS：差异不显著；HD:健康者；LTBI：结核潜伏期感

染者。***：P<0.001；NS：not significant；HD: healthy donor；LTBI：Latent
Tuberculosis Infection.

图图 11 miRNAmiRNA144144--33pp在结核性胸膜炎患者中的表达在结核性胸膜炎患者中的表达..
FigureFigure 11 Expression level of miRNAExpression level of miRNA144144--33p in the peripheryp in the periphery

blood of patients with tuberculosis pleurisy.blood of patients with tuberculosis pleurisy.

2.2 实时荧光定量检测miRNA146a-5p在结核性胸

膜炎患者外周血中的表达 结核性胸膜炎患者的全

血miRNA146a-5p水平（1.650±1.149）与结核潜伏期

感染者（1.937±1.109）及正常对照组（1.845±1.162）之

间差异无统计学意义(P >0.05)（图2）。
miRNA

表
达

relatlvemIRNAexpresslon

HD LITB 胸膜炎

pleurisy
NS：差异不显著；HD:健康者；LTBI：结核潜伏期感染者。NS：not

significant；HD: healthy donor；LTBI：Latent Tuberculosis Infection.
图图 22 miRNAmiRNA146146a-a-55pp在结核性胸膜炎患者中的表达在结核性胸膜炎患者中的表达..

FigureFigure 22 Expression level of miRNAExpression level of miRNA146146a-a-55p in the peripheryp in the periphery
blood of patients with tuberculosis pleurisy.blood of patients with tuberculosis pleurisy.

3 讨论

miRNA可通过调节免疫细胞分化、免疫细胞信

号传导、固有免疫应答和适应性免疫应答等多个层面

对免疫反应各个水平执行较为柔和精细的微调。结

核性胸膜炎是由结核分枝杆菌抗原引起的T 淋巴细

胞介导的发生在胸膜的变态反应性疾病，结核性胸腔

积液微环境中存在大量的T细胞免疫相关细胞因子，

因此与T淋巴细胞相关miRNA可能对结核性胸膜炎

的发生发展起到重要作用。

miR-144主要表达在 T细胞，调节 T细胞免疫。

Liu 等研究发现miR-144在活动性肺结核患者PBMC
中较正常人明显升高，其可抑制T细胞分泌TNF-α、
IFN-γ，而TNF-α和 IFN-γ对于肺结核的保护性免疫

表表 11 荧光定量荧光定量PCRPCR引物引物

TableTable 11 quantitative real-time PCR primersquantitative real-time PCR primers
基因Gene
U6
miRNA144-3p
miRNA146a-5p

引物Primer
TAKARA Code：D356-03 Lot: B101B
5’- GCGCTACAGTATAGATGATGTAC-3’
5’- GCGCTGAGAACTGAATTCCATG-3’

扩增长度Amplified Length

≈100bp
≈100bp
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具有重要作用，miR-144也可通过抑制T细胞增殖调

节抗结核免疫反应 [4]。miR-146a 在 Th1 型细胞中的

表达较高，而 Th2 型细胞的表达则较低，而且miR-
146a 是调节性 T细胞中高度表达的一种miRNA，其

对于维持正常的Treg细胞的免疫调节功能发挥着至

关重要的作用，Treg细胞中的miR-146a缺失可导致

CD4T和CD8T细胞释放的 IFN-γ明显增加，发生类似

于Th1介导的免疫损伤[5]。多项研究表明肺结核患者

外周血单个核细胞（PBMC）中miR-146a较正常人显

著低表达[6]。Li等研究还发现miR-146a基因多态性

通过调节TLR信号通路强度进而调节对结核菌感染

的易感性[7]，因此，miR-144与miRNA-146a表达水平

在结核诱导的疾病中发挥着重要作用。

我们研究结果发现结核性胸膜炎患者的全血

miRNA144-3p水平显著低于结核潜伏期感染者和健

康对照，而结核潜伏期感染者和健康对照之间差异均

无统计学意义；miRNA-146a-5p在这三组间均无明

显差异。因此miRNA144-3p可能在结核性胸膜炎发

病中起到重要作用，具体机制需要进一步研究，miR⁃
NA-146a-5p在这三组间未见明显差异，可能与样本

量相对较少有关，可进一步加大样本量研究。结核性

胸膜炎的诊断目前还无确切的方法，miRNA分子有

可能为结核性胸膜炎的诊断方法提供一定的思路。
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杀伤 T细胞 [3,4]。同时本实验采取的受体菌乳酸球菌

为益生菌，本实验采用此菌作为疫苗表达系统有着不

可比拟的优越性[5]。本实验的检测结果证实，该重组

乳酸菌口服免疫小鼠后，能诱发其产生抗HCV NS3
的高水平抗体。T细胞亚型流式细胞仪检测结果证

实该疫苗能诱使 T0细胞向 Th1细胞转换。特异性

CTL杀伤实验结果提示该疫苗能够诱发小鼠产生强

的细胞免疫反应，可能对HCV感染有一定的防治作

用。
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