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长链非编码 RNA 在脂多糖刺激的大鼠肠巨噬细胞中的

差异表达
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摘   要 目的：探讨脂多糖（LPS）诱导的肠巨噬细胞炎症反应与长链非编码 RNA（lncRNA）表达的关系。

方法：分离培养大鼠肠巨噬细胞，用 lncRNA 表达谱芯片技术检测 LPS 处理的大鼠肠巨噬细胞（实验

组）和无处理的大鼠肠巨噬细胞（对照组）之间差异表达的 lncRNA，并用分层聚类的方法分析了基因

芯片数据；构建差异表达的 lncRNA-mRNA 共表达网络，利用 GO 分析和通路分析预测其生物学功能；

最后用 RT-qPCR 对部分差异表达的 lncRNA 进行验证。

结果：与对照组比较，实验组共检测出 357 个差异表达的 lncRNA（差异表达倍数 >1.5），其中上调

的有 245 个，下调的有 112 个。GO 分析和通路分析显示差异表达的 lncRNA 参与多种生物过程，包括

炎症反应，免疫应答和细胞凋亡，其中 lncRNA NONMMUT024673、NONMMUT047081 在网络中可能

起重要作用。RT-qPCR 验证 NONMMUT024673、NONMMUT047081 的表达，结果与基因芯片数据一致。

结论：LPS 可诱导大鼠肠巨噬细胞 lncRNA 表达改变，这些差异表达的 lncRNA 可能参与调控 LPS 诱

导的肠巨噬细胞的炎症反应。
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Differential expression of lncRNAs in rat intestinal macrophages 
with lipopolysaccharide stimulation
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Abstract Objective: To investigate the relationship between the expressions of long non-coding RNA (lncRNAs) and the 

infl ammatory responses induced by lipopolysaccharide (LPS) in intestinal macrophages.

Methods: Rat intestinal macrophages were isolated and cultured. Th e diff erentially expressed lncRNAs between 

LPS treated (experimental group) and untreated rat intestinal macrophages (control group) were determined 

by lncRNA expression microarray, and then the data from microarray were analyzed by hierarchical clustering 

method. Th e lncRNA-mRNA co-expression network was constructed, and then the biological function prediction 

was performed by GO analysis and pathway analysis. Finally, some diff erentially expressed lncRNAs detected by 
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肠黏膜屏障具有促进营养物吸收和防止细菌入

侵的功能[1]。重症急性胰腺炎、炎性肠病和感染性

腹泻综合征等许多疾病可导致肠屏障功能障碍[2-4]。

巨 噬 细 胞 通 过 促 进 细 胞 因 子 分 泌 等 作 用 方 式 调 节

炎 症 反 应 及 免 疫 应 答 ， 在 肠 道 免 疫 屏 障 中 起 重 要

作用[5]。

lncRNA转录物缺少显著的开放阅读框（open 

reading frame，ORF），由长度超过200个核苷酸

分子组成，以前被认为是转录“噪音” [6-7]。随着

lncRNA基因芯片、高通量测序技术和生物信息学

的发展，越来越多的lncRNA被发现，在医学领域

中引起相当大的关注 [8-9]。它们具有许多生物学功

能，包括基因组印记，染色体剂量补偿，X染色体

沉默，染色体修饰，核内转运和转录激活 [ 10]。最

近研究 [11-13]表明lncRNA参与调控许多生物过程和

人 类 疾 病 ， 包 括 造 血 、 癌 症 、 肌 肉 生 物 学 和 免 疫

学等。最近研究 [14-15]表明lncRNA可以调控炎症反

应 ， 其 中 最 重 要 的 效 应 细 胞 是 巨 噬 细 胞 。 然 而 ，

关 于 它 们 在 肠 巨 噬 细 胞 和 肠 屏 障 功 能 障 碍 中 的 潜

在 作 用 有 待 深 入 研 究 。 在 这 项 研 究 中 ， 主 要 目 的

是 研 究 L P S 诱 导 培 养 大 鼠 肠 巨 噬 细 胞 炎 症 模 型 中

lncRNA的表达谱，为后期研究提供方向。

1　材料与方法

1.1  材料

S D 大 鼠 2 0 0 ~ 2 5 0  g （ 扬 州 大 学 实 验 动 物 中

心 ） 。 R P M I  1 6 4 0 培 养 基 、 F B S 、 青 霉 素 和 链 霉

素购自Hyclone公司。等渗细胞分离溶液（Percoll

溶 液 ） 、 胶 原 酶 I V 购 自 W o r t h i n g t o n 公 司 。 一 抗

为 C D 1 4 兔 源 多 克 隆 抗 体 ， 按 1 : 3 0 0 稀 释 ； 二 抗 为

FITC偶联山羊抗兔IgG（H+L），稀释比例为1:50

（ 碧 云 天 生 物 技 术 公 司 ） 。 A g i l e n t  2 1 0 0 生 物 分

析 仪 （ 美 国 安 捷 伦 科 技 公 司 ） 。 T R I z o l 试 剂 、 引

物 / 探 针 、 D E P C  H 2O 、 S u p e r S c r i p t  I I I  R e v e r s e 

Transcriptase、SYBR Green I、oligo dT/Random 

primer、Platinum Taq DNA Polymerase、100mM 

dNTPs购自Invitrogen公司，miRNAeasy Mini  Kit

（QIAGEN公司）。Rnase Inhibitor购自Fermentas

公 司 。 上 海 其 名 生 物 技 术 公 司 进 行 选 择 芯 片 ， 设

计探针，分析数据等工作。

1.2  方法

1.2.1  分离培养及鉴定肠巨噬细胞　分 离 培 养 及

鉴定肠巨噬细胞同本课题组前期研究方法 [16]。用

RPMI 1640 培养基（10%FBS，青霉素 100 μg/mL；

链 霉 素 100 U/mL） 将 细 胞 浓 度 调 到 5×l05/L 接

种 于 96 孔 板 和 6 孔 板 中， 每孔 分 别 为 200 μL 和 

2 mL，置于 37 ℃、体积分数 5%CO2 的培养箱中培养。

将其接种于 24 孔板，让其贴壁。待生长状态良好

后，PBS 清洗，甲醇固定后，分别加 1 mL PBS-T、

PBS-B 液并分别于 4 ℃下处理细胞 10 min，37 ℃

处 理 细 胞 30 min。 加 一 抗，4 ℃ 下 孵 育 过 夜。 次

日移除一抗 PBS 清洗 5 min，加二抗 37 ℃下孵育，

1 h 后用 PBS 洗涤 3 次，每次 5 min。封片，用荧

光显微镜观察并拍照，呈绿色荧光则阳性。

1.2.2  提取肠巨噬细胞总 RNA　对照组不给药，

实 验 组 LPS 给 药 浓 度 为 1 mg/L， 培 养 6 h 后 使

用 TRIzol 试 剂 提 取 总 RNA。 用 含 RNA 的 水 相 和

microarray were verified by RT-qPCR. 

Results: In experimental group compared with control group, a total of 357 differentially expressed lncRNAs (fold 

change >1.5) was identified, in which, 245 lncRNAs were up-regulated and 112 lncRNAs were down-regulated. 

GO analysis and pathway analysis indicated that these differentially expressed lncRNAs were involved in many 

biological processes that included in the inflammatory response, immune responses and apoptosis, and among 

them, the lncRNA NONMMUT024673 and NONMMUT047081 were probably most important in the network. 

The expressions of NONMMUT024673 and NONMMUT047081 examined by RT-qPCR were consistent with 

those obtained by microarray. 

Conclusion: LPS can elicit lncRNA differential expression in rat intestinal macrophages, and these differentially 

expressed lncRNAs may participate in the regulation of the inflammatory response intestinal macrophages 

induced by LPS.

Key words	 Macrophages, Intestinal; RNA, Long Noncoding; Inflammation; Rats

CLC number: R656.7
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miRNAeasy Mini 试剂盒进行总 RNA 纯化。通过使用

分 光 光 度 计 2000（Thermo Scientific） 测 量 260 nm

和 280 nm 处的吸光度的比率来评估 RNA 的纯度。

在琼脂糖凝胶上观察测量 RNA 完整性。

1.2.3  基 因 芯 片 分 析 及 构 建 共 表 达 网 络 图　

在 Genminix Informatic Ltd（ 中 国 上 海 ） 进 行

微 阵 列 实 验， 选 择 Affymetrix Gene Chip Mouse 

Transcriptome Array 1.0 分 析 两 组 差 异 表 达 的

lncRNA。芯片检测的大体步骤：样本 RNA 抽提及

质量检测、cDNA 合成、正义链 cDNA 片段化、生

物素标记、芯片杂交、洗脱、扫描、检测信号值过

滤去除低于背景的弱信号值。构建共表达网络图，

计算基因间 Pearson 相关系数，根据其大小筛选有

共表达关系的基因构建网络图。

1.2.4  RT-qPCR　 大 鼠 肠 巨 噬 细 胞 总 RNA 提 取

后 转 录 为 cDNA。 先 根 据 lncRNA-mRNA-Network

分 析 结 果，挑 选 差 异 >0.5 的 lncRNA。 经 过 此 步

筛选，剩下 32 个 lncRNA。然后结合差异 lncRNA

分析结果，挑选差异程度比较大的 lncRNA。筛选

的阈值为差异倍数为 2 倍及以上，经过此步筛选，

剩下了 7 个 lncRNA，再从中随机挑选 1 个上调及

1 个下调的 lncRNA 加以验证，为以后的研究做准

备， 其 逆 转 录 引 物 序 列 如 下：NONMMUT024673

上 游 引 物 5'-TGT TGG GAT GTC AGC TCT GC-
3'， 下 游 引 物 5'-TGG GCT GTG ACG GAC TAA 

AC-3'；NONMMUT047081 上 游 引 物 5'-TCA ATT 

CCA GGA CTC TGG ATG C-3'，下游引物 5'-GGA 

TGG GTC TTC TAA TTG CAC C-3'。 用 SYBR 染

料 法， 以 MUS-actin 为 参 照。 使 用 荧 光 定 量 PCR

仪（CFX96TM Real-Time Systerm，Bio Rad），

用 2-ΔΔCt 方法分析目的基因表达水平。

1.3  统计学处理

芯 片 差 异 l n c R N A 统 计 分 析 采 用 R V M 修 正 后

的 t检验（two-sample t- test  with random variance 

model），使用工具为BRB-array Tools（V4.3.2）。

聚类分析使用的是层次聚类，工具为Clus t e r  3 .0

和TreeViewer；RT -qPCR用的是配对样本 t检验，

P<0.05为差异有统计学意义。

2　结　果

2.1  肠巨噬细胞的分离培养与鉴定

用 显 微 镜 观 察 大 鼠 的 肠 巨 噬 细 胞 可 见 细 胞 生

长状态良好，活力约80%~85%，绿色荧光是CD14

阳性细胞，即为大鼠肠巨噬细胞（图1）。

图 1　肠巨噬细胞的鉴定（×100）　　A：光镜观察；B： CD14 荧光染色
Figure 1　Identification of intestinal macrophages　　A: Microscopic view; B: fluorescence staining for CD14

A B

2.2  基因芯片分析 lncRNA 表达谱

应用基因芯片分析LPS诱导的大鼠肠巨噬细胞

组和未处理组之间lncRNA表达谱。LPS刺激的肠

巨噬细胞组和对照组之间差异表达的lncRNA总共

有357个，其中245个上调，112个下调（变化倍数

>1.5）（表1）。通过分层聚类的方法分析了两组

差异表达的lncRNA（图2），可见LPS处理和未处

理的肠巨噬细胞间存在差异表达的lncRNA。

2.3  构建 lncRNA-mRNA 共表达网络

l n c R N A - m R N A 共 表 达 网 络 分 析 探 讨 哪 些

l n c R N A 在 大 鼠 肠 巨 噬 细 胞 介 导 的 炎 症 反 应 中 的

作用。结果表明，lncRNA NONMMUT047081，

N O N M M U T 0 2 4 6 7 3 在 网 络 中 可 能 起 重 要 作 用

（ 图 3 ） 。 G O 分 析 和 通 路 分 析 显 示 这 些 编 码 基

因 参 与 多 种 生 物 过 程 ， 包 括 炎 症 反 应 ， 免 疫 应

答 和 细 胞 凋 亡 。 根 据 这 些 结 果 ， 筛 选 的 l n c R N A 
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NONMMUT024673、NONMMUT047081可以进一

步 分 析 ， 以 阐 明 在 肠 巨 噬 细 胞 介 导 的 炎 症 反 应 中

的作用，以及在肠屏障功能失调中的作用机制。

表 1　前 20 个差异表达的 lncRNA
Table 1　Top 20 differentially expressed lncRANs
上调 IncRNAs 下调 IncRNAs

　登录号 变化倍数 　登录号 变化倍数
NONMMUT067603 11.08 NR_028499 11.49
NONMMUT016061 4.52 KnowTID_00004330 5
NONMMUT016098 3.97 ENSMUST00000117094 4.55
NONMMUT059063 3.5 XR_141348 3.57
NONMMUT065205 3.42 XR_141185 3.03
NONMMUT057311 3.24 KnowTID_00004618 2.94
NONMMUT028346 3.04 NONMMUT046238 2.94
NONMMUT054995 2.87 XR_001627 2.78
NR_029731 2.84 ENSMUST00000181818 2.78
NONMMUT028345 2.81 NONMMUT065008 2.63
NONMMUT023770 2.58 NONMMUT055602 2.56
NONMMUT053098 2.56 uc029szy.1 2.56
NONMMUT003807 2.5 NONMMUT022580 2.56
NONMMUT047081 2.43 NONMMUT005859 2.5
KnowTID_00003770 2.37 NR_028478 2.38
XR_140981 2.3 ENSMUST00000083837 2.27
NONMMUT022922 2.21 NONMMUT000091 2.22
NONMMUT044804 2.21 ENSMUST00000122180 2.22
NONMMUT017063 2.21 NONMMUT052111 2.08
NR_003027 2.18 NONMMUT024673 2
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图 2　分层聚类分析差异表达的 lncRNA
Figure 2　Hierarchical clustering analysis of the differentially 

expressed lncRNAs

Malt1
Tnf
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Cflar
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图 3　lncRNA-mRNA 共表达网络图
Figure 3　lncRNA-mRNA co-expression network plot

2.4  RT-qPCR 验证

为验证芯片结果的准确性，采用RT-qPCR技术对

筛选的两个差异表达lncRNA NONMMUT024673、

NONMMUT047081进行验证，PCR结果与芯片结

果一致（图4）。

10

0

-10

-20

-30

-40

差
异

倍
数

NONMMUT024673 NONMMUT047081

■ PCR
■ Microarray

图 4　RT-qPCR 验证基因芯片数据 
Figure 4　Verification of microarray data by RT-qPCR 

3　讨　论

肠 黏 膜 屏 障 是 保 护 人 体 的 重 要 效 应 器 ， 多 种

因 素 如 炎 症 介 质 、 细 菌 毒 素 、 缺 血 再 灌 注 损 伤 等

可引起肠屏障功能障碍 [ 17]。肠黏膜中的巨噬细胞

占 人 体 组 织 中 绝 大 部 分 巨 噬 细 胞 ， 并 在 肠 道 免 疫

屏障中起重要作用，它可促进TNF -α、IL -6等炎

症 介 质 的 产 生 ， 参 与 级 联 的 形 成 ， 导 致 细 胞 功 能

障碍，从而引起肠屏障功能障碍[18]。LPS诱导中性

粒细胞和单核细胞/巨噬细胞中TREM-1的表达，从
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而激活各种炎症细胞因子例如TNF -α及IL -6等，

诱 导 中 性 粒 细 胞 脱 颗 粒 和 单 核 - 巨 噬 细 胞 吞 噬 ，

这些现象导致炎症反应的扩增 [19]。已有研究 [20]表

明巨噬细胞吞噬氯膦酸二钠脂质体通过抑制Akt和

MAPK（ERK1/2）来减少炎症因子释放。目前已

有 许 多 研 究 肠 巨 噬 细 胞 来 阻 断 炎 症 的 过 度 激 活 ，

以保护肠黏膜屏障。

尽 管 l n c R N A 在 一 些 领 域 取 得 了 快 速 进 展 ，

但 在 炎 症 反 应 中 的 作 用 才 崭 露 头 角 。 最 近 ，

C a r p e n t e r 等 [21]证 实 小 鼠 l i n c R N A - C o x 2 与 多 种 异

质 核 核 糖 核 蛋 白 （ h n R N P s ） 相 互 作 用 以 调 控 免

疫 应 答基因的激活和抑制。Cui等 [22]发现与IL-7受

体α亚基（IL7R）基因的3'非翻译区（3'UTR）重

叠的lnc-IL7R有助于炎症反应的调节。Chen等[23-24] 

揭示在溃疡性结肠炎中，lncRNA具有调节肠屏障

功 能 的 作 用 。 此 外 l n c R N A 也 具 有 调 控 巨 噬 细 胞

的作用，Ma等 [25]研究表明linc-Tnfa ip3RNA作为

NF -κB的调控因子，可调控小鼠巨噬细胞的炎症

基因转录。

本 研 究 检 测 L P S 诱 导 大 鼠 肠 巨 噬 细 胞 的 炎 症

模型中差异表达的lncRNA，结果显示，与对照组

相 比 ， L P S 处 理 的 大 鼠 肠 巨 噬 细 胞 中 差 异 表 达 的

lncRNA共有357个，其中245个上调，112个下调

（变化倍数>1.5）。lncRNA NONMMUT024673、

NONMMUT047081在LPS刺激的肠巨噬细胞中差

异 表 达 显 著 。 许 多 研 究 [ 2 6 - 2 7 ]表 明 l n c R N A 可 以 通

过 调 节 邻 近 编 码 基 因 的 转 录 来 起 作 用 。 笔 者 推 测

lncRNA NONMMUT024673及NONMMUT047081通

过 调 节 邻 近 的 编 码 基 因 来 调 控 炎 症 反 应 。 因 此 需

要运用生物信息学手段寻找表达差异lncRNA的靶

基 因 ， 并 用 分 子 生 物 学 技 术 加 以 验 证 。 总 之 ， 本

研究发现lncRNA在LPS刺激的大鼠肠巨噬细胞中

差 异 表 达 谱 ， 可 能 涉 及 调 控 肠 屏 障 功 能 障 碍 时 肠

巨 噬 细 胞 引 起 的 炎 症 反 应 ， 是 肠 屏 障 功 能 障 碍 潜

在的靶点。

总 之 ， 本 研 究 表 明 L P S 处 理 的 大 鼠 肠 巨 噬 细

胞改变了lncRNA在肠巨噬细胞中的表达谱。尽管

需要更多的研究来证明这些lncRNA的确切调控机

制 ， 但 我 们 鉴 定 的 基 因 组 数 据 可 以 增 加 在 肠 屏 障

功能障碍时，肠巨噬细胞中lncRNA调控炎症反应

的了解，为进一步研究做准备。
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