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miR-451a调控TLR4信号通路参与结核分枝杆菌
感染机制的研究

曹建1,张媛梅1*,黄红梅2,阳永珍1

(1.内江市第一人民医院呼吸与危重症医学科,四川内江
 

641000;2.内江市中医院肺病科)

【摘要】 目的 探讨结核分枝杆菌(MTB)感染中微小RNA-451a(miR-451a)调控Toll样受体4(TLR4)的表达参与肺

结核发病的机制。 方法 收集2020年4月-2021年4月活动性肺结核患者82例(活动性肺结核组),MTB感染但无

肺结核症状的患者40例(MTB感染组),健康体检者40例(健康组),采用RT-qPCR检测 miR-451a和TLR4表达水平

并进行比较分析;同时进行体外细胞试验,通过双荧光素酶报告验证 miR-451a和TLR4的靶向关系,并将人巨噬细胞

U937分为4组:对照组、miR-451a组、TLR4组和 miR-451a+TLR4组,分别转染 NC质粒、miR-451a
 

mimic过表达质

粒、TLR4过表达质粒、miR-451a
 

mimic和TLR4过表达质粒,比较各组 miR-451a、TLR4的表达水平、细胞活力及凋亡

率。 结果 MTB感染组患者血清miR-451a水平显著低于健康组(t=22.706,P<0.01),TLR4
 

mRNA水平显著高于

健康组(t=36.914,P<0.01)。活动性肺结核组的 miR-451a的水平显著高于 MTB感染组(t=24.146,P<0.01),

TLR4
 

mRNA水平显著低于MTB感染组(t=35.844,P<0.01)。miR-451a与TLR4
 

mRNA表达水平呈负相关(r值分

别为0.462和0.511,P<0.05或 P<0.01)。miR-451a组的 miR-451a水平和凋亡率显著高于对照组(t值分别为

53.805和61.388,均P<0.01),细胞活力显著低于对照组(F=4.366,P<0.01)。TLR4组的细胞活力、TLR4
 

mRNA
和蛋白水平显著高于对照组(F细胞活力=6.328,P<0.01;tmRNA=63.884,PmRNA<0.01;t蛋白=43.571,P蛋白<0.01),凋亡

率显著低于对照组(t=33,797,P<0.01)。miR-451a+TLR4组的细胞活力、TLR4
 

mRNA和蛋白水平显著高于 miR-
451a组而低于TLR4组(细胞活力F 值分别为4.742和5.291,均P<0.01;tmRNA 值分别为53.297和64.649,均P<
0.01;t蛋白 值分别为51.450和43.556,均P<0.01),凋亡率显著低于 miR-451a组,且显著高于 TLR4组(t值分别为

36.037和46.459,均P<0.01)。 结论 miR-451a可能通过靶向抑制TLR4信号通路调控 MTB的感染过程。

【关键词】 结核分枝杆菌;肺结核;microRNA-451a;Toll
 

样受体4
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【Abstract】 Objective To
 

explore
 

the
 

mechanism
 

that
 

microRNA-451a(miR-451a)
 

regulates
 

the
 

expression
 

of
 

Toll-

like
 

receptor
 

4
 

(TLR4)
 

in
 

Mycobacterium
 

tuberculosis
 

(MTB)
 

infection
 

and
 

participates
 

in
 

the
 

pathogenesis
 

of
 

tuberculo-
sis. Methods From

 

April
 

2020
 

to
 

April
 

2021,82
 

patients
 

with
 

active
 

tuberculosis(active
 

pulmonary
 

tuberculosis
 

group),40
 

patients
 

with
 

MTB
 

infection
 

but
 

no
 

onset
 

of
 

tuberculosis
 

symptoms(MTB
 

infection
 

group),and
 

40
 

healthy
 

subjects(healthy
 

group)
 

were
 

collected.
 

The
 

expression
 

levels
 

of
 

miR-451a
 

and
 

TLR4
 

was
 

analyzed
 

by
 

RT-qPCR.In-
vitro

 

cell
 

culture
 

experiments,the
 

target
 

relationship
 

between
 

miR-451a
 

and
 

TLR4
 

was
 

verified
 

by
 

dual
 

luciferase
 

report.
 

Human
 

macrophages
 

U937
 

were
 

divided
 

into
 

4
 

groups:control
 

group,miR-451a
 

group,TLR4
 

group
 

and
 

miR-451a+
TLR4

 

group,and
 

NC
 

plasmids,miR-451a
 

mimic
 

overexpression
 

plasmids,TLR4
 

mimic
 

overexpression
 

plasmids,miR-
451a

 

mimic
 

+TLR4
 

overexpression
 

plasmids
 

were
 

transfected,the
 

expression
 

levels
 

of
 

miR-451a
 

and
 

TLR4,cell
 

viability
 

and
 

apoptosis
 

rate
 

in
 

each
 

group
 

was
 

compared. Results The
 

level
 

of
 

miR-451a
 

in
 

the
 

serum
 

of
 

patients
 

with
 

MTB
 

in-
fection

 

was
 

significantly
 

lower
 

than
 

that
 

of
 

the
 

healthy
 

group(t=22.706,P<0.01),while
 

the
 

level
 

of
 

TLR4
 

mRNA
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

the
 

healthy
 

group(t=36.914,P<0.01).
 

The
 

level
 

of
 

miR-451a
 

in
 

the
 

active
 

tuberculosis
 

group
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

the
 

MTB
 

infection
 

group(t=24.146,P<0.01),while
 

the
 

level
 

of
 

TLR4
 

mR-
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NA
 

was
 

significantly
 

lower
 

than
 

that
 

of
 

the
 

MTB
 

infection
 

group(t=35.844,P<0.01).
 

The
 

expression
 

levels
 

of
 

miR-
451a

 

and
 

TLR4
 

mRNA
 

were
 

negatively
 

correlated
 

(r=0.462,P<0.01;r=0.511,P<0.05).
 

The
 

miR-451a
 

level
 

and
 

apoptosis
 

rate
 

of
 

the
 

miR-451a
 

group
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

of
 

the
 

control
 

group(t=53.805,P<0.01;t=
61.388,P<0.01),and

 

the
 

cell
 

viability
 

was
 

significantly
 

lower
 

than
 

those
 

of
 

the
 

control
 

group
 

(F=4.366,P<0.01).
 

The
 

cell
 

viability,TLR4
 

mRNA
 

and
 

protein
 

levels
 

of
 

the
 

TLR4
 

group
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

of
 

the
 

control
 

group(F=6.328,P<0.01;tmRNA=63.884,PmRNA<0.01;tprotein=43.571,Pprotein<0.01),and
 

the
 

apoptosis
 

rate
 

was
 

sig-
nificantly

 

lower
 

than
 

that
 

of
 

the
 

control
 

group(t=33,797,P<0.01).
 

The
 

cell
 

viability,TLR4
 

mRNA
 

and
 

protein
 

levels
 

of
 

miR-451a+TLR4
 

group
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

miR-451a
 

group
 

and
 

significantly
 

lower
 

than
 

TLR4
 

group(F=
4.742,P<0.01;F=5.291,P<0.01;tmRNA=53.297,PmRNA<0.01;tprotein=51.450,Pprotein<0.01;tmRNA=64.649,PmRNA

<0.01;tprotein=43.556,Pprotein<0.01),and
 

the
 

apoptosis
 

rate
 

was
 

significantly
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

the
 

miR-451a
 

group
 

and
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

the
 

TLR4
 

group
 

(t=36.037,P<0.01;t=46.459,P<0.01). Conclusion miR-451a
 

can
 

promote
 

the
 

onset
 

of
 

tuberculosis
 

by
 

targeting
 

to
 

inhibit
 

TLR4.
【Key

 

words】 Mycobacterium
 

tuberculosis;pulmonary
 

tuberculosis;microRNA-451a;Toll-like
 

receptor
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  由结核分枝杆菌(Mycobacterium
 

tuberculosis,

MTB)引起的结核病(tuberculosis,TB)是单一传染性

微生物导致死亡的最重要原因[1]。每年约有1
 

000万

人感染 MTB,其中肺结核是最常见的结核病[2]。巨噬

细胞对于 MTB引起的免疫反应至关重要,被激活的

巨噬细胞能够清除细胞内负载的 MTB,当受感染的巨

噬细胞死亡时,MTB可以存活并继续传播[3],但关于

MTB感染及发病的分子机制仍不清楚。微小 RNA
(microRNA,miR)是一种长度约为22个核苷酸的单

链RNA,可在转录后负调控基因表达[4]。miR-451a
位于染色体17q11.2,邻近原癌基因人类表皮生长因

子受体2(HER2)的17q11.2-21区域,被指出在细胞

增殖和死亡、癌症发生发展和疾病转归等具有重要作

用。近年来,有学者发现多种 miRNA参与了结核病

的发生和发展,其可能通过对巨噬细胞抗结核分歧杆

菌的免疫应答中相关免疫相关基因进行调控来发挥重

要作用,这其中就包括了 miR-451a[5]。miR-451a在

肺结核患者中显著降低,然而其调控 MTB感染的机

制仍不明确[6]。在 MTB感染期间,巨噬细胞表面的

Toll样受体4(toll-like
 

receptor,TLR4)会识别病原

体,进而调控细胞凋亡,发挥杀灭 MTB的活性[7]。有

研究显示,TLR4受到 miRNA的靶向调控,抑制巨噬

细胞的凋亡,从而抑制肺结核的发生[8]。本研究通过

分析 miR-451a调控 TLR4信号通路作用,了解其参

与 MTB感染的机制。

对象与方法

1 受试对象

2020年4月-2021年4月本院收治的活动性肺结

核患者82例作为活动性肺结核组,其中男50例,女

32例;年龄40~64岁,平均(50.85±3.67)岁。体检

筛查出的 MTB感染但无肺结核症状的患者40例作

为 MTB感染组,其中男27例,女13例;年龄40~62

岁,平均(49.28±3.92)岁。选择健康体检者40例作

为健康组,其中男22例,女18例;年龄40~65岁,平
均(49.76±3.89)岁。本研究经过院伦理委员会批准。

纳入标准:(1)活动期TB患者符合《肺结核诊断

标准》[9];(2)MTB感染但无肺结核症状的患者符合结

核菌IFN-γ释放试验阳性,无结核症状,胸部X光正

常;(3)入组者知情同意。
排除标准:(1)3月内接受过抗结核的相关治疗

者;(2)合并癌症、血液学疾病、感染或其他炎症者;(3)
合并其他呼吸道系统疾病者。

2 主要试剂、材料及仪器

人巨噬细胞 U937购于美国 ATCC公司;96孔、

24孔组织培养板购于美国康宁公司;RPMI
 

1640培养

基和抗体购于 Gibco美国公司;miR-451a的类似物

(mimic)、TLR4过表达质粒以及相应阴性对照(nega-
tive

 

control,NC)购于中国吉玛公司;Lipofectamine􀆿
 

2000购于美国Invitrogen公司;突变试剂盒和Renilla
荧光素酶购于Beyotime中国公司;荧光素酶试剂盒购

于美国Promega公司;Trizol试剂购于中国Aidlab公

司;Trizol和mirNeasy/RNeasy
 

Mini试剂盒购于德国

QIAGEN
 

GmbH公司;SYBR
 

Premix
 

Ex
 

TaqTM 试剂

盒购于日本TaKaRa公司;ELISA试剂盒购于中国碧

云天公司;抗体、一抗和山羊抗免疫球蛋白G二抗(1
∶1

 

000稀释,#ab6721)购于美国Abcam公司;硝酸

纤维素膜购于美国EMD
 

Millipore;ECL
 

显色试剂盒

购于美国Thermo
 

Fisher公司;凋亡试剂盒(Annexin
 

V-FITC和PI)购于中国耶森公司。流式细胞仪购于

Becton美国公司。

3 方法

3.1 标本采集 采集患者外周血5
 

ml,-80
 

℃保存

待测。

3.2 RT-qPCR 使用TRIzol试剂从外周血中提取

总RNA,使用 Nanodrop
 

2000进行定量。使用 mir-
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Neasy/RNeasy
 

Mini试剂盒分离 miR/mRNA。使用

SYBR
 

Premix
 

Ex
 

TaqTM 进行RT-qPCR反应:95
 

℃2
 

min,58
 

℃
 

20
 

s,72
 

℃
 

20
 

s,共40个循环。以U6或者

GAPDH 为 内 参,采 用 2-ΔΔCt 法 计 算 miR-451a及

TLR4
 

mRNA的相对表达量。

3.3 双荧光素酶报告检测 miR-451a与 TLR4的靶

向关系 miR-451a与 TLR4的碱基结合位点通过

Starbase得到。根据其原始序列,将TLR4
 

mRNA
 

3’
端的非翻译区域(3’-untranslated

 

region,3’-UTR)负
载于pGL4荧光素酶载体作为野生型(wt-)TLR4,利
用突变试剂盒生成突变型(mut-)TLR4。根据上述转

染方法,分别将1
 

μg的wt-/mut-TLR4和50
 

nmol/L
的miR-451a

 

mimic/NC质粒转染1×104 个 U937细

胞。36
 

h后根据Renilla计算每组细胞中荧光素酶活

性。

3.4 细 胞 分 组 和 转 染 U937细胞培养在 RPMI
 

1640培养基中,培养基含有10%胎牛血清、0.1
 

mg/

ml链霉素和100
 

U/ml青霉素。将细胞在5%CO2 培

养箱中于37
 

°C和95%湿度下培养。U937细胞分为

4组:对照组、miR-451a组、TLR4组和 miR-451a+
TLR4组。分别转染miR-451a

 

mimic和/或TLR4过

表达质粒来提高 miR-451a和/或 TLR4水平。对照

组转染等量的NC质粒。将细胞在6孔板中培养,当
细胞达到60%汇合度后添加 Opti(100

 

μl)和Lipo-
fectamineTM

 

2000(5
 

μl)并孵育5min作为试剂 A。
加入Opti(100

 

μl)和质粒(20
 

ng/μl)并孵育5
 

min作

为试剂B。将A与B混合并孵育20
 

min,16
 

h后更换

培养基并收获细胞。

3.5 Western
 

blot检测TLR4蛋白的相对表达水平

 用PBS洗去细胞培养液,细胞裂解后4
 

℃、12
 

000
 

r/min(离心半径3
 

cm)离心5
 

min,收集总蛋白进行

8%
 

SDS-PAGE电泳分离,并将其转移到硝酸纤维素

膜上,室温下将膜浸入5%脱脂牛奶中封闭2
 

h;加入

TLR4抗体4
 

°C下孵育过夜,洗涤;加入二抗室温下

孵育1
 

h,洗膜后使用化学发光试剂显色,使用Quan-
tum

 

One软件分析灰度计算蛋白相对于GAPDH 的

表达量,并计算TLR4蛋白的相对表达水平。

3.6 CCK-8检测细胞活力 取100
 

μl细胞悬浮液添

加到96孔板中,孵育48
 

h和72
 

h后将体积为10
 

μl
的CCK-8溶液添加到每个孔中并孵育2

 

h。用酶标仪

检测各孔的吸光度(A450)值。

3.7 流式细胞术检测细胞凋 亡将细胞用1×PBS
洗涤并悬浮在100

 

μl结合缓冲液中;加入5
 

μl
 

Annex-
in

 

V-FITC和10
 

μl
 

PI,室温下于黑暗中孵育10~15
 

min;加入400
 

μl结合缓冲液,在1
 

h内通过流式细胞

仪检测细胞凋亡率。

3.8 统计学处理 使用SPSS
 

19.0进行统计学分析。
计量资料以平均值±标准差(x±s)表示,多组间比较

采用F 检验,组间多时间点比较采用重复测量方差分

析;通过Pearson 相关性检验分析 miR-451a
 

mRNA
和TLR4

 

mRNA的相关性。P<0.05表示差异有统

计学意义。

结 果

1 miR-451a和TLR4在肺结核和 MTB感染中的表

达特点

MTB感染组患者血清中 miR-451a水平显著低

于健康组(t=22.706,P<0.01),TLR4
 

mRNA水平

显著高于健康组(t=36.914,P<0.01)。活动性肺结

核组的 miR-451a水平显著高于 MTB感染组(t=
24.146,P<0.01),TLR4

 

mRNA水平显著低于MTB
感染组(t=35.844,P<0.01)(表1)。在 MTB感染

组和活动性肺结核组,miR-451a和 TLR4
 

mRNA表

达水平均呈负相关(r 值分别为0.462和0.511,P<
0.05或P<0.01)。

表
 

1 miR-451a和TLR4在肺结核和 MTB感染中的表达特点(x±s)
Table

 

1 The
 

expression
 

characteristics
 

of
 

miR-451a
 

and
 

TLR4
in

 

tuberculosis
 

and
 

MTB
 

infection
组别
Group

n miR-451a TLR4
 

mRNA

健康组 40 1.00±0.15 1.00±0.13
MTB感染组 40 0.42±0.06 3.79±0.46

活动性肺结核组 82 0.87±0.11 1.62±0.21

2 双荧光素酶报告验证miR-451a与TLR4的靶向关

系

miR-451a与TLR4的靶向结合位点如图1所示。
对照组的巨噬细胞中荧光素酶活性为(1.00±0.07),

TLR4组为(0.99±0.11),当共同转染 Mut-TLR4和

miR-451a
 

mimic后,巨噬细胞中的相对荧光素酶活性

(0.34±0.03)显 著 降 低(tNC=54.810,tMut-TLR4=
36.056,均

 

P<0.01),miR-451a与TLR4靶向结合。

图
 

1 miR-451a与TLR4
 

mRNA的3’端的非翻译区域的结合位点

Fig.1 The
 

binding
 

site
 

of
 

miR-451a
 

and
 

the
 

3'untranslated
 

region
of

 

TLR4
 

mRNA

3 转染细胞miR-451a和TLR4的表达水平

转染细胞miR-451a和TLR4的表达见图2和表

2。4组细胞中miR-451a和TLR4的表达水平比较差

异有统计学意义(均P<0.01)。miR-451a组的 miR-
451a水平显著高于对照组(t=53.805,P<0.01),
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TLR4组的TLR4
 

mRNA和蛋白水平显著高于对照

组(tmRNA =63.884,t蛋白 =43.571,均 P<0.01)。

miR-451a+TLR4组的TLR4
 

mRNA和蛋白水平显

著高于 miR-451a组,且显著低于 TLR4组(tmRNA 值

分别为53.297和64.649,t蛋白 值分别为51.450和

43.556,均P<0.01)。

表
 

2 转染后细胞中 miR-451a和TLR4的表达水平(x±s)
Table

 

2 The
 

expression
 

levels
 

of
 

miR-451a
 

and
 

TLR4
in

 

each
 

group
 

of
 

cells
 

after
 

transfection
组别
Group

miR-451a TLR4
 

mRNA TLR4蛋白

对照组 1.00±0.07 1.00±0.09 1.00±0.08
miR-451a组 4.12±0.36a 0.25±0.03a 0.23±0.02a

TLR4组 0.84±0.09a 5.24±0.41a 2.94±0.27a

miR-451a+TLR4组 3.97±0.29a,b,c 0.97±0.08b,c 0.98±0.09b,c

  注:a与对照组比较,P<0.05;b 与 miR-451a组比较,P<0.05;c与 TLR4
组比较,P<0.05。

Note:a
 

Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,P<0.05;b
 

Compared
 

with
 

mir-
451a

 

group,P<0.05;c
 

Compared
 

with
 

TLR4
 

group,P<0.05.

图
 

2 Western
 

blot检测转染后细胞中TLR4蛋白的表达

Fig.2 Western
 

blot
 

detection
 

of
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

TLR4
protein

  

in
 

each
 

group
 

of
 

cells
 

after
 

transfection

4 miR-451a和TLR4对巨噬细胞活力的影响

表3显示,4组细胞增殖能力比较差异有统计学

意义(F=7.273,P<0.01)。miR-451a组的增殖能力

显著低于对照组(F=4.366,P<0.01);TLR4组的增

殖能力显著高于对照组(F=6.328,P<0.01);miR-
451a+TLR4组的增殖能力显著高于 miR-451a组且

显著低于TLR4组(F 值分别为4.742和5.291,均P
<0.01)。

表
 

3 miR-451a和TLR4对巨噬细胞活力的影响(x±s),A450 值)
Table

 

3 The
 

effect
 

of
 

miR-451a
 

and
 

TLR4
 

on
 

the
 

viability
of

 

macrophages
 

(A450
 value)

组别
Group

48
 

h 72
 

h

对照组 0.64±0.05 1.13±0.09
miR-451a组 0.52±0.05a 0.90±0.08a

TLR4组 0.78±0.07a 1.36±0.12a

miR-451a+TLR4组 0.62±0.06a,b 1.09±0.10a,b,c

  注:a与对照组比较,P<0.05;b 与 miR-451a组比较,P<0.05;c
与TLR4组比较,P<0.05。

Note:a
 

Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,P<0.05;b
 

Compared
 

with
 

mir-451a
 

group,P<0.05;c
 

Compared
 

with
 

TLR4
 

group,P<
0.05.

5 miR-451a和TLR4对巨噬细胞凋亡的影响

图3和表4显示,4组细胞凋亡率比较差异有统

计学意义(F=6.683,P<0.01)。miR-451a组的凋亡

率显著高于对照组(t=61.388,P<0.01);TLR4组

的凋亡率显著低于对照组(t=33.797,P<0.01);

miR-451a+TLR4组的凋亡率显著低于 miR-451a组

且显著高于TLR4组(t值分别为36.037和46.459,
均P<0.01)。

表
 

4 miR-451a和TLR4对巨噬细胞凋亡的影响
Table

 

4 Effects
 

of
 

miR-451a
 

and
 

TLR4
 

on
 

macrophage
 

apoptosis
组别
Group

凋亡率(%)
Apoptosis

 

rate
对照组 6.95±0.52

miR-451a组 18.41±1.06a

TLR4组 3.63±0.34a

miR-451a+TLR4组 10.56±0.88a,b,c

  注:a与对照组比较,P<0.05;b 与 miR-451a组比较,P<0.05;c
与TLR4组比较,P<0.05。

Note:a
 

Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,P<0.05;b
 

compared
 

with
 

mir-451a
 

group,P<0.05;c
 

Compared
 

with
 

TLR4
 

group,P<
0.05.

图
 

3 流式细胞术检测 miR-451a和TLR4对巨噬细胞凋亡的影响

Fig.3 Flow
 

cytometry
 

to
 

detect
 

the
 

effects
 

of
 

miR-451a
and

 

TLR4
 

on
 

the
 

apoptosis
 

of
 

macrophages

讨 论

MTB常通过呼吸道侵入机体并导致肺部病变,大
多数情况下宿主免疫系统会识别并清除侵袭性 MTB,
以防止感染进一步传播。但 MTB可逃避宿主免疫系

统的监视,目前关于 MTB感染的机制仍不清楚[10]。
巨噬细胞是一种关键的宿主防御细胞,通过病原

体相关的模式识别受体识别入侵的病原体,以启动抗

感染先天免疫反应[11]。然而,MTB也可能引起巨噬

细胞的死亡,从而导致 MTB的大量繁殖和肺结核的

发生[12]。但是在肺结核中调控巨噬细胞的机制仍不

清楚。miR是近年来的研究热点,其可通过碱基配对

识别并结合 mRNA,进而诱导 mRNA的降解或者抑

制翻译[13]。miR-451a是一种新发现的肺结核和免疫

相关的 miR,研究显示肺结核患者的肺泡灌洗液中

miR-451a的 水 平 降 低[14]。Liu等[15]的 研 究 显 示,

miR-451a表达水平降低能抑制巨噬细胞吞噬结核分

歧杆菌的免疫反应,从而加剧感染。为了解 miR-451a
在肺结核中的感染机制,本研究收集了健康者、活动期

肺结核患者、MTB感染但未有临床症状患者的血清样
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品进行检测,结果显示 MTB感染但未发病患者外周

血中的miR-451a水平显著低于健康者,但是活动期

肺结核患者的 miR-451a则显著高于 MTB感染但未

发病患者。为进一步分析 miR-451a在肺结核发病中

的作用,本研究构建了 miR-451a过表达的巨噬细胞

模型,结果显示过表达 miR-451a能显著抑制巨噬细

胞的增殖促进其凋亡。miR-451a能够减弱巨噬细胞

和树突状细胞对流感病毒的免疫反应[16],且具有促进

细胞凋亡的作用[17]。本研究结果表明,MTB感染后

机体的免疫系统启动,miR-451a水平的降低会抑制巨

噬细胞凋亡并提高巨噬细胞活性;而在活动期肺结核

患者,miR-451a水平的升高会抑制巨噬细胞活力并引

起巨噬细胞凋亡,从而导致机体清除 MTB的能力降

低,引起肺结核病。
为进一步分析肺结核患者 miR-451a调控巨噬细

胞功能和引起肺结核发病的机制,本研 究 检 测 了

TLR4蛋白的表达水平。TLR4蛋白是感染性免疫的

受体蛋白,可识别包括 MTB在内的多种病原体,并激

活下游的 Myd88/NF-κB等信号通路,促进巨噬细胞

的激活,启动机体的免疫反应[18]。此外,TLR4的过

表达和激活也会促进巨噬细胞的活力并抑制其凋亡,
从而促进对病原体的清除[19]。而促进TLR4的表达

可通过调控巨噬细胞的机制限制 MTB的存活[20]。本

研究结果显示,MTB感染但未发病患者外周血中的

TLR4
 

mRNA表达水平显著高于健康者,但是活动期

肺结核患者的 TLR4
 

mRNA水平则显著低于 MTB
感染但无临床症状的患者。此外,miR-451a与TLR4

 

mRNA的水平显著负相关。提示 miR-451a与TLR4
 

mRNA靶向结合过表达TLR4不但会促进巨噬细胞

活力抑制巨噬细胞凋亡,还会缓解 miR-451a对TLR4
蛋白的抑制作用,并阻断 miR-451a对巨噬细胞的抑

制作用。表明 miR-451a的降低会促进巨噬细胞中

TLR4蛋白的表达,从而提高巨噬细胞活力,激活机体

免疫系统。而当miR-451a升高后,TLR4的表达受到

限制,机体的免疫能力也被抑制,从而影响 MTB的清

除,导致肺结核病的发生。
综上所述,miR-451a可通过靶向抑制TLR4促进

肺结核的发病,这为 miR-451a可能成为治疗肺结核

的新靶点提供了理论依据。
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