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MiR-146a通过炎症参与小鼠糖尿病心肌病的机制研究 *
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摘要目的：探讨 microRNA-146a (miR-146a)对小鼠糖尿病心肌病炎症的影响。方法：20只雄性 C57BL/6小鼠随机分为对照组和

糖尿病心肌模型组，模型组利用链脲佐菌素(STZ，50 mg/kg)腹腔注射建立糖尿病心肌病模型，对照组给予等体积枸橼酸钠缓冲

液，建模成功后提取心脏组织 RNA，利用 qRT-PCR检测心肌组织中 miR-146a和炎症因子白介素 1茁（IL-1茁），白介素 6（IL-6），单

核趋化因子 1(MCP-1)以及 NF-资B/p65的 mRNA表达；依次分离原代心肌细胞，成纤维细胞和内皮细胞，给予高糖处理后，检测细

胞中 miR-146a，IL-1茁，IL-6，MCP-1以及 NF-资B/p65的 mRNA表达；内皮细胞转染 miR-146a mimic或 miR-146a inhibitor，观察炎

症因子的表达情况。结果：糖尿病心肌病心肌组织中 miR-146a水平较对照组降低（P＜0.05），炎症因子 IL-1茁，IL-6，MCP-1以及

NF-资B/p65的 mRNA表达高于对照组（P＜0.05）；与对照组相比，高糖分别处理原代心肌细胞和成纤维细胞后 miR-146a表达未改

变（P＞0.05），而高糖降低内皮细胞中 miR-146a的表达（P＜0.05）；高糖增加内皮细胞炎症因子 IL-1茁，IL-6，MCP-1及 NF-资B/p65
的 mRNA 水平（P＜0.05）；内皮细胞转染 miR-146a mimic 后可阻止由于高糖所导致的内皮细胞中 IL-1茁，IL-6，MCP-1 及

NF-资B/p65 的增加（P＜0.05），而转染 miR-146a inhibitor 后，可引起正常对照组细胞中炎症因子 IL-1茁，IL-6，MCP-1 以及

NF-资B/p65表达的增加（P＜0.05）。结论：糖尿病心肌病中 miR-146a的降低以及炎症的增加，与内皮细胞受损相关，且可能通过

miR-146a影响炎症因子的表达。
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Mechanism of miR-146a Involved in Diabetic Cardiomyopathy in Mice
Through Inflammation*

To investigate the effect of microRNA-146a (miR-146a) on inflammation of diabetic cardiomyopathy in

mice. Twenty male C57BL/6 mice were randomly divided into control group and diabetic myocardial model group, with 10 rats

in each group. The model group was established by intraperitoneal injection of streptozotocin (STZ, 50 mg/kg) to establish a diabetic

cardiomyopathy model. The control group was intraperitoneally injected with an equal volume of sodium citrate buffer. Cardiac tissue

RNA was extracted. qRT-PCR was used to detect the mRNA expression of miR-146a and inflammatory factor interleukin-1茁 (IL-1茁),
interleukin-6 (IL-6), monocyte chemotactic factor 1 (MCP-1) and NF-资B/p65; then cardiomyocytes, fibroblasts and endothelial cells were
sequentially isolated from mice, and treated with high glucose. The mRNA expressions of miR-146a, IL-1茁, IL-6, MCP-1 and

NF-资B/p65 were detected in the cells. The expression of inflammatory factors was observed by transfecting miR-146a mimic or

miR-146a inhibitor into endothelial cells. The level of miR-146a in myocardial tissue of diabetic cardiomyopathy was lower than

that of the control group (P＜0.05), and the mRNA expression of inflammatory factors IL-1茁, IL-6, MCP-1 and NF-资B/p65 was higher
than that of the control group (P＜0.05). After treatment of cardiomyocytes and fibroblasts with high glucose, the expression of miR-146a

was unchanged compared with the control group (P＞0.05), while high glucose decreased the expression of miR-146a in endothelial cells
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(P＜0.05). High glucose increased mRNA levels of endothelial cytokines IL-1茁, IL-6, MCP-1 and NF- 资B/p65 (P＜0.05). Then

transfected with miR-146a mimic prevented high glucose induced the increase of IL-1茁, IL-6, MCP-1 and NF-资B/p65 in endothelial cells
(P＜0.05), and transfection of miR-146a inhibitor can cause inflammatory factor IL-1茁, IL-6, MCP-1 and NF- 资B/p65 expression

increased in normal control cells (P＜0.05). The decrease of miR-146a and the increase of inflammation in diabetic

cardiomyopathy are associated with endothelial cell damage, and these effects may be affect the expression of inflammatory factors

through miR-146a.

MiR-146a; Inflammatory factor; Diabetic cardiomyopathy

前言

糖尿病是目前影响全球健康的主要问题之一。最近的研究

表明，目前全球有 4.51亿人患有糖尿病，预计到 2045年将增

加至 693百万[1]。糖尿病是引起心血管疾病的重要危险因素，糖

尿病心肌病是糖尿病重要的心脏并发症，是独立于高血压，冠

状动脉疾病或其他心脏系统疾病。糖尿病心肌病的发病机制较

为复杂，研究发现多种因素，包括氧化应激，凋亡，自噬，心肌能

量代谢等都参与到糖尿病心肌病发生发展的机制之中。有研究

报道在高血糖诱导的氧化应激中会发生显著的转录变化，进而

导致多种生长因子和细胞因子的增加，包括炎症介质的增加[2]。

然而，除了转录因子之外，其他表观遗传因子也已经证明发生

了改变，例如，转录共激活因子 p300，其是通过组蛋白乙酰化

在转录水平上调节基因表达[3]。转录后 microRNAs（miRNA）在

这一过程中也发挥着重要作用，miRNA是一种主要的（22个核

苷酸）小 RNA分子，是转录后水平的基因表达调控因子。它们

大部分结合 mRNA特异性的 3非翻译区，并且在大多数情况

下通过 mRNA降解或翻译抑制负调节基因表达[4]。已证实在几

种慢性糖尿病并发症中多种 miRNA的改变，其中有研究结果

显示 miRNA-146a (miR-146)的下调与 1型和 2型糖尿病的心

脏，肾脏和视网膜中细胞外基质蛋白转录物的上调相关[5]。有研

究表明，miR-146通过白细胞介素 -1受体相关激酶 1参与小鼠

糖尿病心肌病的心肌损伤[6]。miR-146家族目前分为 miR-146a

和 miR-146b，分别位于不同的染色体。目前关于 miR-146参与

疾病的机制仍然不清楚，本研究拟在小鼠糖尿病心肌病损伤模

型上，探究 miR-146a是否作为调节心肌炎症表达的关键分子，

以及探究内皮细胞是否是其主要的作用细胞类型。

1 材料和方法

1.1 动物及分组

8周龄 C57雄性小鼠 20只，体重 20-23 g，随机分为对照

组和糖尿病模型组，动物均购自空军军医大学实验动物中心，

动物生产许可证为 SCXK（陕）2019-001。

1.2 仪器和试剂

Trizol 和 Mir-XTM miRNA First-Strand Synthesis and SYBR

qRT-PCR均购自日本 TaKaRa公司，mirVana TM miRNA Isola-

tion Kit 购自美国 Ambion 公司，Lipofectamine RNAiMAX

Reagent，TaqManmicroRNAAssay Reverse Transcription Primer，

TaqMan MicroRNA Reverse Transcription Kit 以及 TaqMan mi-

croRNA Assay均购自美国 Thermo Fisher公司，荧光定量 PCR

购自加拿大 Roche公司。

1.3 小鼠糖尿病模型的建立与鉴定

参照文献的方法 [7]建立小鼠糖尿病模型，糖尿病模型组

通过连续 5 天腹腔注射 STZ（50 mg/kg）来建立，随机血糖

16.7 mmol/L认为模型成功，对照组给予相同体积的柠檬酸

盐缓冲液。

1.4 原代小鼠内皮细胞的分离和培养

分离原代小鼠心脏内皮细胞参照[7]的方法，在实验前一天，

通过在 0.1% BSA-PBS中洗涤制备每孔 100 滋L羊抗大鼠免疫
磁珠（5-7只小鼠），并重新悬浮于 0.1% BSA-PBS中。将 100 滋L
制备好的磁珠与 10 滋L抗小鼠血小板内皮粘附分子单克隆抗
体（Invitrogen，加拿大）混合，并在 4℃温育过夜。将小鼠乳鼠心

脏取出，PBS清洗 3遍后切成小块，在 HBSS缓冲液漂洗，用胶

原酶 I消化，洗涤珠子并重悬于含有 10%胎牛血清的 DMEM

高糖培养基中，重复 5次。使用尼龙网（70 滋m孔）过滤混合物，
通过离心沉淀，洗涤并重悬。将它们与如上制备的免疫磁珠一

起温育，洗涤后，将结合的细胞含有 2%明胶包被的 3.5 cm培

养皿（Sigma，美国）中培养。

1.5 原代小鼠心肌细胞和成纤维细胞的分离和培养

将小鼠乳鼠心脏迅速取出，PBS清洗 3遍，剪成小块组织，

加入胶原酶 I溶液消化，轻轻吹打，37℃水浴锅中消化 5 min，

重复消化 5次。收取的上清液中加入等量含 10%胎牛血清的

DMEM高糖培养基，轻轻吹打后离心（1000 r/min）10 min，，弃

上清，加入含 10%胎牛血清的 DMEM高糖培养基中，经 200目

筛网以除去未充分消化的组织块，将细胞悬液在 37℃、5% CO2

的培养箱中培养 90 min后，此贴壁的细胞为原代成纤维细胞，

加入新鲜的培养基继续培养，吸取细胞上清液到新的培养瓶中

继续培养，此细胞即为原代心肌细胞。

1.6 细胞的处理

三种细胞类型随机分为对照（Control）组和高糖（High glu-

cose，HG）处理组，对照组为常规细胞培养，高糖处理组加入 33

mmol/L葡萄糖刺激以模拟糖尿病细胞模型。应用转染脂质体

试剂 Lipofectamine RNAiMAX Reagent，参照其说明书转染

miR-146a的类似物 (Mimic)、miR-146a的反义序列(Inhibitor)以

及随机对照序列 (miR-146a ctrl, miR-146a inhib-ctrl)。

1.7 RNA的提取以及 RT-qPCR检测

心肌组织或细胞总 RNA的提取按照 Trizol的说明书进行

操作；反转录以及 real-time PCR 依照 TaKaRa 公司 Mir-XTM

miRNA First-Strand Synthesis and SYBR qRT-PCR 的说明书进

行操作。引物合成均由上海生工完成，茁-actin，F: TGTGGATC
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图 1糖尿病小鼠心肌组织中 miR-146a和炎症因子的表达(n=6,*与 Co组比较，P<0.05)
Fig.1 Expression of miR-146a and inflammatory factors in myocardial tissue of diabetic mice (n=6, * compared with Co group, P<0.05)

Note: control: Co; diabetes: Di

AGCAAGCAGGAG，R: TGCGCAAGTTAGGTTTTGTC；IL-6，

F: ACAACCACGGCCTTCCCTACTT，R: TCATTTCCAC GAT

TTCCCAGAG；IL-1茁，F: ACCTGGGCTGTCCTGATGA GAG，

R: CCACGGGAAAGACACAGGTAGC；MCP-1，F: TTGTCAC-

CAAGCTCAAGAGAGA，R:GAGGTGGTTGTGGAAAAGGTA

G；NF-资B/P65，F: CCGGGATGGCTACTATGAGG，R: AAGGG
GTTATTGTTGGTCTGGA。

1.8 miRNA的分析

按照说明书的操作，使用 mirVana TM miRNA Isolation Kit

从心脏组织或细胞中提取 miRNA。使用 TaqMan microRNA

Assay Reverse Transcription Primer 和 TaqMan MicroRNA Re-

verse Transcription Kit 合成 cDNA，采用 TaqMan microRNA

Assay进行 miR-146a的实时定量 RT-PCR。miR-146a的含量以

U6 snRNA作为参照。

1.9 统计学分析

所有数据采用 SPSS 17. 0软件进行统计学处理，以均数 ±

标准差( mean ± SD)表示，组间比较采用单因素方差分析，P＜
0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 在小鼠心肌中 miR-146a和炎症因子的表达

通过 RT-qPCR检测发现糖尿病心肌病小鼠心肌较正常对

照组小鼠心肌组织中 miR-146a的水平显著减少（P＜0.05），如

图 1A；检测小鼠心肌中炎症因子白介素 1茁（IL-1茁），白介素 6

（IL-6），单核趋化因子 1(MCP-1)以及 NF-资B/p65 的 mRNA 表

达水平，结果发现在糖尿病小鼠心肌组织中 IL-1茁，IL-6，
MCP-1和 NF-资B/p65的水平显著高于正常对照组（P＜0.05），

如图 1B-E。

2.2 在不同细胞类型中 miR-146a的表达情况

为了探究糖尿病心肌组织中影响 miR-146a表达情况的主

要细胞类型，依次分离小鼠原代内皮细胞，心肌细胞和成纤维

细胞，且给予高糖处理以模拟糖尿病细胞模型，结果发现在内

皮细胞中高糖处理后可以显著降低 miR-146a 的表达（P＜
0.05，图 2A），而在心肌细胞和成纤维细胞中高糖并未改变

miR-146a的表达（P＞0.05，图 2B-C）。

2.3 内皮细胞中炎症因子的影响

为了进一步研究 miR-146a影响炎症因子的信号通路，发

现高糖处理可诱导原代内皮细胞炎症因子 IL-1茁，IL-6，MCP-1

和 NF-资B/p65的增加（P＜0.05，图 3A-D）。

2.4 miR-146a影响炎症因子的表达

内皮细胞转染 miR-146a mimic后可阻止由于高糖所导致

的内皮细胞中 IL-1茁，IL-6，MCP-1 以及 NF-资B/p65 的增加
（P＜0.05，图 4A）。而转染 miR-146a inhibitor后，可引起正常对

照组细胞中炎症因子 IL-1茁，IL-6，MCP-1以及 NF-资B/p65表达
的增加（P＜0.05，图 4B-D）。

3 讨论

糖尿病心肌病的发病机制较为复杂，目前尚无特异而明确

的临床或病理诊断标准，也无有效的特异性靶向药[8]，因此探究

糖尿病心肌病发病机制的相关靶点，对于早期治疗或防治糖尿

病心肌病具有重要的意义。近年来越来越多的研究表明，低度

慢性炎症反应与糖尿病心肌病有关[9]。在本次研究中，我们发现

心肌组织中炎症因子如 IL-1茁，IL-6，MCP-1和 NF-资B/p65的表
达高于正常对照组。有报道称 IL-1茁和 IL-6在心肌肥大和功能

障碍中发挥重要的作用[10]。MCP-1和 NF-资B/p65参与糖尿病心
肌病的发病机制中[11,12]。结合我们的结果进一步证实，炎症是糖

尿病心肌病发病机制的重要机制之一。

miRNAs是生物体内长度为 18-25个核苷酸大小的内源性
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图 2不同细胞类型的 miR-146a的表达(n=6,*与 Co组比较，P<0.05)
Fig.2 Expression of miR-146a in different cell types (n=6, * compared with Co group, P<0.05)

Note: control: Co; endothelial cells:ECs; cardiomyocytes: Myo

图 4内皮细胞 miR-146a对 IL-1茁，IL-6，MCP-1和 NF-资B/p65的影响(n=6,*与 Co组比较，P<0.05)
Fig.4 Effect of miR-146a on IL-1茁, IL-6, MCP-1 and NF-资B/p65 in endothelial cells (n=6, * compared with Co group, P<0.05)

Note: control: Co

图 3内皮细胞中 IL-1茁，IL-6，MCP-1和 NF-资B/p65的表达(n=6,*与 Co组比较，P<0.05)
Fig.3 Expression of IL-1茁, IL-6, MCP-1 and NF-资B/p65 in endothelial cells (n=6, * compared with Co group, P<0.05)

Note: control: Co; endothelial cells: ECs

851窑 窑



现代生物医学进展 biomed.cnjournals.com Progress inModern Biomedicine Vol.20 NO.5 MAR.2020

（下转第 870页）

非编码 RNA，往往通过抑制翻译或裂解靶 mRNA从而调节转

录后的基因表达[13]。miRNAs参与细胞增殖，分化，凋亡和免疫

等生物过程，现有的研究表明多种 miRNA均与糖尿病心肌病

相关[13]。miR-146已经表明与多种慢性疾病相关，如冠状动脉疾

病、缺血性卒中、胃肠疾病等[14,15]。有研究报道 miR-146与糖尿

病心肌损伤的发生发展密切相关，且可能与白细胞介素 -1受

体相关激酶 1的表达有关[6，16]，在糖尿病肾病大鼠血清中发现

miR-146a与炎症因子相关[17]，但其具体的作用机制仍不清楚。

本次研究中，我们发现糖尿病心肌病小鼠心肌组织中

miR-146a显著低于正常对照组，为了进一步探究 miR-146a参

与糖尿病心肌病的机制，我们分别提取了乳鼠内皮细胞，心肌

细胞和成纤维细胞，依次给予高糖处理，以模拟糖尿病心肌病

在体模型，结果发现只有在内皮细胞中高糖可导致 miR-146a

的表达降低，且 炎 症相 关 因 子 IL-1茁，IL-6，MCP-1 和

NF-资B/p65 的表达增加，这一结果说明糖尿病心肌病中
miR-146a的表达变化，可能主要是由于内皮细胞中 miR-146a

的改变。高糖引起的内皮细胞损伤是造成糖尿病心肌病的主要

原因，同时这也可能是造成只有内皮细胞 miR-146a表达变化

的主要原因。有研究表明高糖可以导致内皮细胞中炎症因子

NF-资B的表达[18]，在本次研究中，使用高糖处理内皮细胞以模

拟在体糖尿病心肌病中内皮细胞的损伤，结果发现经高糖处理

后的内皮细胞，炎症因子 IL-1茁，IL-6，MCP-1和 NF-资B/p65的
表达增加，这一结果与在体糖尿病心肌病的结果一致。说明糖

尿病心肌病中炎症因子 IL-1茁，IL-6，MCP-1和 NF-资B/p65的水
平增加也可能主要是由于内皮细胞的损伤造成的。内皮细胞损

伤是造成糖尿病心肌病损伤的重要原因之一，内皮细胞中

miR-146a 以及炎症因子的改变是引起糖尿病心肌病中

miR-146a和炎症因子水平改变的主要原因之一。内皮细胞的

衍生因素可能影响其他细胞，最终导致整个器官受损并损害器

官功能。因此，对于预防和治疗慢性糖尿病心肌病，内皮细胞可

以作为细胞的靶细胞。

为了进一步探究 miR-146a和炎症因子的关系，本研究分

别在内皮细胞中转染 miR-146a mimic和 miR-146a inhibitor后

结果发现，miR-146a mimic可降低由于高糖所导致的内皮细胞

中 IL-1茁，IL-6，MCP-1及 NF-资B/p65的增加，而转染 miR-146a

inhibitor后，可引起正常对照组细胞中炎症因子 IL-1茁，IL-6，
MCP-1及 NF-资B/p65表达的增加。表明在内皮细胞中，可能是
由于 miR-146a的改变引起炎症因子的增加，即就是 miR-146a

对炎症反应具有重要的影响，miR-146a是炎症反应的上游靶

点。在糖尿病心肌病的内皮细胞中，转录因子的改变可能主要

通过代谢损伤和氧化应激等进而引起表观遗传机制的改变。从

这项研究表明，miR-146a减少可能是造成早期表观遗传改变

的主要原因。

本研究开辟了基于 RNA的新型治疗方法的可能性，主要

针对 miRs。然而，这样的研究也具有挑战性，因为单个 miR可

以调节多个 mRNA，并且一个 mRNA可以被多个 miR调节。

因此，如果从治疗的角度来看，miR的“脱靶”效应是一个关键

问题。另一方面基于 RNA的研究由于其特异性而更具有说服

力。在糖尿病心肌病中，目前发现改变的 miRs，如 miR-451、

miR-1、miR-499、miR-133a、miR-221 和 miR-34a [13,19]，以及我们

本次主要研究的 miR-146a等，这些分子对于疾病的发病机制

具有重要作用。同样地其他未经调查的 miR也可能存在，也包

括其他非编码 RNA的表观遗传机制可以调节特定的 miR，此

外，miR可能调节特定表观遗传功能的其他关键分子[20]，因此，

这里存在一个复杂的复杂监管机制网络，需要进一步调查来破

译这些机制和识别，为糖尿病心肌病以及其他疾病的治疗提供

新的目标。

总之，本研究已经在多个层面上证明了 miR-146a在糖尿

病心肌病发病机制中的重要性。同样我们也认识到在这些慢性

疾病中，包括其他的 miRNA也可能具有重要的致病作用。未来

基于 RNA的治疗方法还需要更深入地分析其功能性。
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