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·临床论著·

结核病患者外周血单核细胞miR-146a表达
吴晓光  张立群  高孟秋  马丽萍  陈红梅  宋艳华  刘荣梅  黄麦玲  李雪莲  谢莉

【摘要】 目的  研究miR-146a在结核病患者外周血单个核细胞中的表达水平和临床意义。方法  

采用Trizonl一步法从结核病患者、结核病潜伏感染者和健康对照外周血单个核细胞提取总RNA，荧光

定量PCR测定miR-146a的表达。同时使用荧光定量PCR测定样本中肿瘤坏死因子受体相关因子6、白

细胞介素受体相关激酶1和肿瘤坏死因子的表达。结果  肺结核患者外周血单核细胞miR-146a表达较结

核潜伏感染和健康对照者显著下降，而潜伏感染者miR-146a表达水平（4.49 ± 0.61）与对照组（4.57 
± 0.25）没有差异。同时，miR-146a下游靶基因TRAF6、IRAK-1以及TNF-α表达在活动性肺结核患者

中较结核潜伏感染和健康对照者增加。结论  与健康对照和潜伏感染者相比，miR-146a在结核病患者

外周血单个核细胞中表达显著下降，推测miR-146a有可能成为鉴别活动性结核和结核潜伏感染新的标

记物。
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【Abstract】 Objective  To study the expression of miR-146a in tuberculosis (TB) patients and latent 
tuberculosis infection (LTBI).  Methods  Total RNA was isolated from peripheral blood mononuclear cells 
(PBMCs) obtained from patients with TB, and healthy and LTBI individuals, and the expression of miR-146a 
was analyzed by quantitative real-time PCR. In addition, two targets of miR-146a, namely tumor necrosis 
factor receptor-associated factor 6 (TRAF6) and IL-1 receptor-associated kinase 1 (IRAK-1) and tumor 
necrosis factor-α (TNF-α) were also analyzed by quantitative real-time PCR.  Results  PBMCs of patients 
with TB exhibited significantly decreased in miR-146a expression, whereas miR-146a expression was not 
significantly different compared with healthy control individuals (4.57 ± 0.25) and LTBI (4.49 ± 0.61). 
TRAF6, IRAK-1 and TNF-α were increased expression between patients with TB and LTBI and control 
individuals, implicating that miR-146a plays a key role in the active tuberculosis. Conclusions  Compare with 
health control and LTBI, the miR-146a expression level was down-regulated in TB patients. This indicated 
that miR-146a may be a potentially useful as a biomarker for diagnosis of TB and LTBI. 
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结核分枝杆菌是一种严重的致病菌，全球1/3
人口感染该菌

[1]
，每年约有140万人死于结核病

[2]
。

目前，结核分枝杆菌的检测方法包括涂片镜检、培

养和分子生物学技术等，但由于诊断敏感性和特异

性等因素尚不能满足临床需要。痰萋尼染色法可以

在几分钟内完成，但其敏感性低（阳性检出率30%
～35%）。而目前结核病诊断的金标准是细菌培
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养法，但是需要4～8周的时间才能获得结果，虽

然新的自动液体培养方法，如BACTEC MGIT 960
（Becton Dickinson）可以使检测时间缩短到9～16 
d，但仍不能满足结核病快速诊断的需要。同时，

由于需要使用昂贵的设备和操作技术复杂，该技术

并不适合在欠发达地区使用，而这些地方往往是结

核病高发地区，因此，需要寻找一种新型分子靶点

来诊断及治疗结核病。

MicroRNAs（miRNAs）是近来发现的一种小

RNA，通过转录后基因表达调控参与多生理及病理

反应，成熟的mRNA特异结合目标miRNA的3'-UTR
区，进而引发目标mRNA降解或抑制翻译过程[3]。
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最近研究发现miRNA在免疫系统成熟中发挥重要作

用，其参与免疫细胞的发育和分化，产生抗体，调

节先天免疫。研究表明，miRNA与多种疾病（如癌

症、炎症和自身免疫性疾病）的发生和发展密切相

关
[4-5]

，且已尝试应用于疾病的诊断及靶向治疗
[6-7]

。

前期研究中，本课题组利用高通量miRNA微阵

列技术研究结核患者和结核潜伏感染者中miRNA的

表达，结果获得了28个差异表达的两组miRNA，9
个表达上调miRNAs和19个表达下调miRNAs，其中

miRNA 146a在活动性结核病患者中表达下调，而

miRNA 146a已被证实在内源性细胞免疫中发挥重要

的作用
[8]
。但目前，miRNA 146a在结核病患者和潜

伏感染者中的表达水平及其临床意义仍不清楚。为

此，本研究测定了结核病患者、结核潜伏感染和健

康志愿者外周血单核细胞中的miRNA 146a表达水

平，同时观察了miRNA 146a的已知靶基因：肿瘤坏

死因子受体相关因子6（namely tumor necrosis factor 
receptor-associated factor 6，TRAF6）、白细胞介

素受体相关激酶1（IL-1 receptor-associated kinase 
1，IRAK-1）和肿瘤坏死因子（αtumor necrosis 
factor-α，TNF-α）的表达。

资料与方法

一、临床标本

选择初治痰菌阳性肺结核患者20例，年龄18～
60岁，排除其他基础疾病包括肿瘤、自身免疫性疾

病和糖尿病等。本研究经首都医科大学附属北京胸

科医院伦理委员会批准，所有纳入研究者均签署知

情同意书。于治疗前，治疗3个月及疗程结束分别

抽取患者外周EDTA抗凝静脉血5 ml；结核潜伏感

染者及健康对照者各20例，分别抽取患者外周静脉

血5 ml。结核潜伏感染者为结核病专科医院的医护

人员，血TB-SPOT阳性，但胸部CT未见病灶，亦

无自觉症状者。健康对照者为某大学新生，PPD阴

性，胸片无异常。同样抽取LTBI及健康对照者外周

抗凝血4 ml，用SYBR Green Real-time PCR方法检

测miR-146a及下游靶基因IRAK1和TRAF6及TNF-α 
mRNA的表达水平。

二、实时荧光定量PCR 检测

 1. 总RNA提取根据Trizol reagent（Invitrogen
公司）的操作步骤提取总RNA，应用毛细管电泳

（Agilent 2100 Bioanalyzer，安捷伦科技公司）检

测其完整性，紫外分光光度计测定其浓度及纯度。

 2. 逆转录反应：提取的总RNA中一部分按

试剂盒（SuperScript Ⅱ reverse transcriptase，
Invitrogen公司）说明，采用Oligo（dT）逆转录

合成cDNA。另一部分做miRNA特异性引物逆转

录，加样体系为dNTP 0.03 μl，MMLV 0.2 μl，10 × 
Buffer 0.3 μl，RNase抑制剂0.02 μl，去离子水（不

含RNA酶）0.45 μl，引物1 μl和RNA 1 μl，ABI 9700
型PCR仪上37 ℃保温60 min，使逆转录反应完全

后，95 ℃、5 min 终止反应。加入80 μl无RNase水
稀释至100 μl储存在－20 ℃冰箱，用于后续实验。

 3. 实时荧光定量PCR检测：miRNA逆转录引

物和Real-time PCR反应探针直接购买获得（Human 
Panel-Early Access Kit，Applied Biosystems公
司）。IRAK1和TRAF6及GAPDH基因引物如下：

IRAK1：3′-CATGATTGTATGACTGCACTC，

5 ′ - T C T T G C T A G G A C T G A A C C A ；

T R A F 6： 3 ′ - G C A C AT C T T C C A C C A C T C，

5 ′ - C A G C A AT T C A G T T G T AT T G A C C ；

T N F - α ： 3 ′ - A G C G C T G A G AT C A AT C G ，

5 ′ - G G A A G G T T G G AT G T T C G T；G A P D H：

3 ′ - T G T T G C C A T C A A T G A C C C C T T ，

5′-CTCCACGACGTACTCAGCG。

miRNA Taqman荧光定量PCR反应体系：Taqman 
2 × PCR Master Mix 2 μl，探针1 μl，模板1 μl，总反

应体系4 μl。循环温度设置：50 ℃、2 min，95 ℃、

10 min，95 ℃、15 s，60 ℃、1 min，共40个循环。

表 1  miRNA146a 在肺结核患者、LTBI 及健康对照组外周血 PBMC 中的表达

组别 例数 miRNA146a 表达量  F   P
TB 组 20 5.84 ± 1.03    7.861a 0.008a

LTBI 组 20 4.49 ± 0.61 15.524b 0.001b

对照组 10 4.57 ± 0.25   4.048c 0.054c

        注：aTB 组与 LTBI 组比较；bTB 组与 NC 组比较；cLTBI 组与 NC 组比较

表 2  IRAK1 在肺结核患者、LTBI 及健康对照组外周血 PBMC 中的表达

组别 例数 IRAK1 表达量 F P
TB 20 6.34 ± 0.76 4.035a 0.042a

LTBI 20 4.61 ± 0.78 5.453b
 0.040b

对照组 10 4.90 ± 0.61  0.771c 0.687c

        注：
aTB 组与 LTBI 组比较；

bTB 组与 NC 组比较；
cLTBI 组与 NC 组比较
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SYBR Green荧光定量PCR反应体系：Super 
Real Pre Mix（SYBR Green）2 × 2.5 μl，ROX 
Reference Dye 0.1 μl，上下游引物各0.1 μl，去离子

水1.2 μl，模板cDNA 1 μl，总反应体系5 μl。循环温

度设置：95 ℃、15 s，95 ℃、5 s，60 ℃、30 s，共40
个循环。加样时每个样本做两复孔，每块板上均设

置有板间对照。在7900测序仪（Applied Biosystems
公司）上进行实时荧光定量PCR操作。

 4. 表达量的计算：采用2-ΔΔCt法ΔCt = Ct目的

基因－Ct内参基因ΔΔCt = ΔCt实验组样品－ΔCt对
照组样品相对表达量 = 2－ΔΔCt

三、统计学处理

应用SPSS 17.0软件进行组间比较，结果采用 x
± s表示，两组独立样本数据比较应用非参数Mann-
Whitney检验。方差不齐者采用Student-Newman-
Keuls检验，P ＜ 0.05为差异具有统计学意义。

结    果

一、肺结核患者、LTBI及正常对照组miR146a
表达水平的比较

肺结核患者中miR146a表达水平显著低于LTBI
和健康对照组（P分别为0.008和0.001），而后两组

间差异无统计学意义（P = 0.054），见表1。
二、肺结核患者与潜伏感染者及健康对照组

miR146a靶基因表达水平比较

本研究发现，在肺结核患者和潜伏感染者及健

康对照组外周血单核细胞中miR146a的两个靶基因

表达水平存在差异，肺结核患者组中IRAK1 mRNA
表达水平高于LTBI组和健康对照组（P = 0.042、
0.040），肺结核患者组中TRAF6 mRNA表达水平

高于LTBI组和及健康对照组（P = 0.024、0.018），

而LTBI及健康对照组间两个靶基因的表达差异无统

计学意义（P = 0.687、0.624），见表2～3。
三、肺结核患者与潜伏感染者TNF-α表达水平

的比较

本研究结果提示，肺结核患者和潜伏感染者外

周血单核细胞中TNF-α表达水平存在差异，肺结核

患者组中TNF-α mRNA表达水平高于LTBI组和及健

康对照组（P = 0. 02、0.015），而LTBI及健康对

照组间两个靶基因的表达差异无统计学意义（P = 
0.63），见表4。

讨    论

miRNAs不仅是细胞内基因调节网络的关键分

子，而且也是各种病理状态下的生物标记物
[9]
，近

年研究显示，血清中的miRNAs可作为肺癌、结肠

癌和前列腺癌的生物标记物
[10-11]

；同时有研究表

明，血清miRNAs也是药物性肝损伤，心肌损伤的

潜在生物标记物
[12-13]

，除此之外，对miRNAs在疾

病发生过程中的病理生理作用的研究显示，血清或

外周血单核细胞中miRNAs检测为疾病的诊断、疗

效监测和个体化治疗提供了便捷的无创性检测手

段
[14]

。研究报道PBMCs中 miR-146a的表达与风湿

活动相关
[15]

。这些研究结果提示miR-146a有可能

成为疾病诊断的潜在生物标记物。

Qing等 [16]
在对LTBI产生机理的研究中发现

miRNA的差异表达在热休克蛋白作用的结核分枝杆

菌滞留于巨噬细胞内的过程中起到很重要的作用。

在早期研究中
[8]
，本课题组应用高通量miRNA芯片

对肺结核和LTBI者PBMC中miRNAs的差异表达进

行研究，研究结果显示，调节内源性免疫应答的

miR-146a在肺结核患者较LTBI者表达降低。因此，

进一步探讨miR-146a能否作为区别结核活动和LTBI
的生物标记物。

表 3  TRAF6 在肺结核患者、LTBI 及健康对照组外周血 PBMC 中的表达

组别 例数 TRAF6 表达量 F P
TB 20 6.17 ± 0.92 5.533a 0.024a

LTBI 20 3.97 ± 0.62 6.368b 0.018b

对照组 10 5.14 ± 0.47 0.246c 0.624c

        注：aTB 组与 LTBI 组比较；
bTB 组与 NC 组比较；

cLTBI 组与 NC 组比较

表 4  TNF-a 在肺结核患者、LTBI 及健康对照组外周血 PBMC 中的表达

组别 例数 TNF-α 表达量 F P
TB 20 4.79 ± 0.56 1.404a 0.020a 
LTBI 20 2.68 ± 0.83 6.719b 0.015b

对照组 10 3.71 ± 0.25 6.067c 0.630c

        注：
aTB 组与 LTBI 组比较；

bTB 组与 NC 组比较；
cLTBI 组与 NC 组比较
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Liu等[17]
研究发现miR-146a高表达能增强THP-1

细胞对于细胞内结核分枝杆菌的杀菌能力，而miR-
146a表达与临床痰标本中MTB的阴转呈负相关。本

研究发现，miR-146a在肺结核患者中比结核潜伏感

染者中表达显著降低。因此，推测当人体感染了低

剂量结核分枝杆菌时会诱导miR-146a高表达，这将

增强巨噬细胞对细胞内结核分枝杆菌的杀菌能力，

从而限制结核分枝杆菌的生长而致潜伏感染。相

反，当人体感染了高剂量结核分枝杆菌后，如严重

的结核病患者，将使miR-146a表达显著下降，抑制

了巨噬细胞的杀菌能力，使感染进展。因此，本研

究结果支持miR-146a可能成为诊断活动性结核和结

核潜伏感染的生物标记物。同时，提示抗结核药物

联合miR-146a有望成为一种新的潜在的结核病化疗

方法，但仍需进一步研究证实。

IL-1受体相关激酶1（IRAK1）和TNF受体相

关因子6（TRAF6）是Toll样受体和IL-1受体信号

通路上关键的两个分子。研究证明，miR-146a能
抑制IRAK1和TRAF6的表达，抑制NF-κB活性及

抑制NF-κB靶基因IL-6、IL-8、IL-1b和TNF-α的
表达

[18]
；除此之外，miR-146a也能抑制人肺上皮

细胞，支气管上皮细胞中前炎性细胞因子IL-8的表

达
[19]
。因此，miR-146a通过负反馈途径调节炎症应

答。本研究也发现，在活动性结核患者中miR-146a
表达降低导致IRAK1、TRAF6和TNF-α表达上调，

与痰菌阴转和临床症状严重程度呈负相关关系。

总之，本研究结果显示，肺结核患者外周血单

核细胞中miR-146a表达降低而其靶基因（TRAF6和
IRAK-1）表达增高，提示miR-146a有可能成为潜

在的诊断结核活动和潜伏感染的生物标记物。但需

要大样本量的病例对照研究加以证实。
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