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摘要： 目的　本研究旨在探讨微小RNA（miRNA）-544在脂多糖（LPS）诱导的脓毒症小鼠肝损伤中的作用及其潜在机制，为脓毒

症肝损伤的治疗提供新靶点。方法　选取40只C57BL/6J小鼠，随机分为对照组（腹腔注射生理盐水）、模型组（腹腔注射LPS，
5 mg/kg）、激动剂组（腹腔注射LPS+miR-544抑制剂，5 mg/kg）和miR-544抑制剂组（腹腔注射LPS+miR-544激动剂，5 mg/kg），每组

10只。采用全自动生化仪检测血清和肝组织中ALT、AST和TBil水平；Western Blot检测肝脏中单核细胞趋化蛋白1（MCP-1）、
CD16/32以及NF-κB信号通路相关蛋白表达，实时定量聚合酶链式反应（qRT-PCR）和酶联免疫吸附测定法（ELISA）检测血清中

TNF-α、IL-6、IL-1β的表达。计量资料多组间比较采用单因素方差分析，进一步两两比较采用LSD-t检验。结果　与对照组相

比，LPS诱导的脓毒症模型组小鼠血清和肝组织中miR-544表达水平显著降低（P值均<0.01），肝脏出现明显炎性细胞浸润、中央

静脉充血等病理改变，肝损伤指标（ALT、AST、TBil）在血清和肝组织中均显著升高（P值均<0.001），炎性因子（MCP-1、CD16/32、
TNF-α、IL-6、IL-1β）表达水平均显著升高（P值均<0.01），NF-κB通路关键蛋白（p-IKK、p-I-κB-α、p-p65）磷酸化水平均显著升高

（P值均<0.01）。与模型组相比，miR-544抑制剂组血清和肝组织中miR-544表达水平均显著降低（P值均<0.01），肝脏病理学进

一步加重，同时，肝损伤指标和炎性因子（ALT、AST、TBil、MCP-1、CD16/32、TNF-α、IL-6、IL-1β）水平均显著升高（P值均<0.05），
NF-κB通路关键蛋白（p-IKK、p-IκB-α、p-p65）磷酸化水平均显著升高（P值均<0.01），而miR-544 激动剂组血清和肝组织中miR-

544水平均显著升高（P值均<0.01），肝脏病理学显著减轻，肝损伤指标和炎性因子（ALT、AST、TBil、MCP-1、CD16/32、TNF-α、IL-6、
IL-1β）水平均显著降低（P值均<0.05），NF-κB通路关键蛋白（p-IKK、p-I-κB-α、p-p65）磷酸化水平均显著降低（P值均<0.05）。
结论　miR-544可通过抑制炎症相关蛋白表达及NF-κB信号通路激活，减轻LPS诱导的脓毒症小鼠肝损伤。
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Abstract： Objective　 To investigate the role and potential mechanism of microRNA-544 （miRNA-544） in lipopolysaccharide 
（LPS）-induced liver injury in mice with sepsis， and to provide a new target for the treatment of liver injury in sepsis. Methods　A 
total of 40 C57BL/6J mice were randomly divided into control group （intraperitoneal injection of normal saline）， model group 
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（intraperitoneal injection of LPS at a dose of 5 mg/kg）， agonist group （intraperitoneal injection of LPS and miR-544 agonist at a 
dose of 5 mg/kg）， and miR-544 inhibitor group （intraperitoneal injection of LPS and miR-544 inhibitor at a dose of 5 mg/kg）， with 10 mice 
in each group. An automatic biochemical analyzer was used to measure the levels of alanine aminotransferase （ALT）， aspartate 
aminotransferase （AST）， and total bilirubin （TBil） in serum and the liver； Western blot was used to measure the expression levels of 
monocyte chemotactic protein-1 （MCP-1）， CD16/32， and proteins associated with the NF-κB signaling pathway in the liver； q-PCR and 
ELISA were used to measure the expression levels of tumor necrosis factor-α （TNF-α）， interleukin-6 （IL-6）， and interleukin-1β （IL-1β） 
in serum. A one-way analysis of variance was used for comparison between multiple groups， and the least significant difference t-test was 
used for further comparison between two groups. Results　Compared with the control group， the model group of LPS-induced sepsis had a 
significant reduction in the expression level of miR-544 in serum and liver tissue （P<0.01）， significant pathological changes of the liver 
（such as inflammatory cell infiltration and central vein congestion）， and significant increases in the levels of liver injury markers （ALT， 
AST， and TBil） in serum and the liver （all P<0.001）， the expression levels of inflammatory factors （MCP-1， CD16/32， TNF-α， IL-6， 
and IL-1β） （all P<0.01）， and the phosphorylation levels of key proteins of the NF-κB pathway （p-IKK， p-I-NF-κ， and p-p65） （all P<
0.01）. Compared with the model group， the miR-544 inhibitor group had a significant reduction in the expression level of miR-544 in serum 
and liver tissue （P<0.01）， aggravated pathological changes of the liver， and significant increases in the levels of liver injury markers and 
inflammatory factors （ALT， AST， TBil， MCP-1， CD16/32， TNF-α， IL-6， and IL-1） （all P<0.05）， as well as significant increases in the 
phosphorylation levels of key proteins of the NF-κB pathway （p-IKK， p-I-κB-α， and p-p65） （all P<0.01）. On the contrary， the miR-544 
agonist group had a significant increase in the expression level of miR-544 in serum and liver tissue （P<0.01）， significant alleviation of liver 
pathological changes， and significant reductions in the levels of liver injury markers and inflammatory factors （ALT， AST， TBil， MCP-1， 
CD16/32， TNF-α， IL-6， and IL-1β） （all P<0.05）， as well as significant reductions in the phosphorylation levels of key proteins of the NF-

κB pathway （p-IKK， p-I-κB-α， and p-p65） （all P<0.05）. Conclusion　This study shows that miR-544 can alleviate LPS-induced liver 
injury in mice with sepsis by inhibiting the expression of inflammatory-related proteins and the activation of the NF-κB signaling pathway. 
Key words： Sepsis； Lipopolysaccharides； MicroRNAs； Mice， Inbred C57BL
Research funding： Zhanjiang Science and Technology Development Special Projects （2021A05101， 2022A01147）； High-level  
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脓毒症是一种由感染引发的全身性炎症反应性疾

病，因宿主细胞免疫炎症反应失调，可导致脓毒性休克

及多器官衰竭（涵盖心、脑、肺、肝等重要器官损伤），最

终引发死亡［1］。尽管在治疗方面取得了进展，脓毒症仍

然是重症监护病房最常见死亡原因［2-5］。脓毒症的发病

机制与包括脂多糖（LPS）在内的感染性物质相互作用后

由不同细胞亚群引发的促炎信号和抗炎信号之间的不

平衡有关［1，6］，从而导致炎症介质的过度或不适当释放

并最终导致宿主细胞和器官损伤［7］。预防炎症和细胞

凋亡可能潜在地改善脓毒症诱导的肝损伤。

微小RNA（microRNA，miRNA）是一种内源性小的非

编码调节RNA，通过与靶mRNA的3'-UTR结合来调节基

因表达，通常抑制翻译［8］。越来越多的研究表明，miRNA
在脓毒症诱导的炎症发病机制和多种细胞过程的进展中

起关键作用［9］。有研究表明，miRNA通过改变关键信号

元件参与脓毒症诱导的炎症反应。例如，miR-212-3p通

过靶向脓毒症中高迁移率族蛋白-1来抑制LPS诱导的炎

症反应［10］。此外，miR-130b的过表达可减轻LPS诱导的

败血症小鼠模型中急性肺血管炎症［11］。miR-544已被证

明参与多种细胞过程的调节［12］，包括干细胞自我更新［13］、
细胞分化和癌变［14］。最新研究发现，miR-544通过靶向脂

肪酸合酶抑制肾小球硬化和炎症，从而减轻糖尿病肾损

伤［15］，此外，来源于过表达miR-544的骨间充质干细胞的

外泌体通过减轻脊髓损伤后的炎症来改善功能恢复并促

进神经元存活［16］。上述研究均强调了miR-544在炎症过

程中的重要性，而炎症失衡是脓毒症发病机制的关键环节

之一。因此，笔者推测miR-544具有通过抑制炎症信号通

路改善脓毒症的潜在作用。尽管已有研究探讨了 miR-

544在其他疾病中的作用，但其在脓毒症肝损伤中的作用

尚不清楚。本研究旨在分析脓毒症小鼠肝组织和血清中

miR-544的表达，以及miR-544过表达和抑制后肝脏中相

关炎症信号通路中蛋白的表达情况，为揭示miR-544在脓

毒症中的生物学效应和潜在机制提供证据。

1　材料与方法

1.1　主要试剂和设备　RNA 提取试剂盒（北京百泰

克 生 物 技 术 有 限 公 司），Hifair® Ⅱ 1st Strand cDNA 
Synthhesis SuperMix for qPCR（上海翊圣生物科技有限公
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司），SuperReal PreMix Plus（北京天根生化科技有限公

司），全蛋白提取试剂盒（上海生工生物工程股份有限公

司），miRNA-544抑制剂：SID3712249（上海皓元生物科技有

限公司），LPS（Santa Cruz Biotechnology，美国），磷酸化κB抑

制蛋白α/κB抑制蛋白α（p-IκB-α/IκB-α）、磷酸化 I-κB激酶/I-
κB激酶（p-IKK/IKK）、磷酸化NF-κB p65亚基/NF-κB p65亚基

（p-p65/p65）（武汉三鹰生物技术有限公司），ELISA试剂盒

（上海酶联生物科技有限公司），BK-800分立式全自动生化

仪（山东博科生物产业有限公司）。

1.2　动物实验和分组　雄性C57BL/6J小鼠（8～10周龄，

20～22 g，n=40）购自重庆恩斯维尔生物科技有限公司。

在标准环境下饲养1周以适应环境，期间自由摄食水和食

物。随后将其进行简单随机分组（抽签法），分为对照组、

模型组、激动剂组和抑制剂组，每组10只。对照组腹腔注

射生理盐水，模型组腹腔注射LPS（5 mg/kg），抑制剂组在

腹腔注射LPS的同时给予miR-544抑制剂（5 mg/kg），激动剂

组在腹腔注射LPS的同时给与miR-544激动剂（5 mg/kg）。

给药7 d后，收集血清和小鼠肝组织冻存于−80 ℃备用。

1.3　生化指标测定　采集血液后，在室温下静置10 min，
4 ℃、3 000 r/min离心 10 min后收集血清，使用全自动生

化仪测定血清中ALT、AST和TBil水平。

1.4　HE 染色　取每只小鼠的肝组织置于 4%多聚甲醛

中固定24 h，包埋于石蜡中，切取4 μm切片，置于载玻片

上并将载玻片置于烘箱中干燥。通过对二甲苯、醇和水

的短暂处理对载玻片进行水化，以增强细胞对染料的亲

和力。按照标准方法对切片进行 HE 染色，并在光学显

微镜下观察和记录结果。

1.5　RNA 提取和实时定量聚合酶链式反应（qRT-PCR）　

采用 RNA 提取试剂盒提取血清和肝组织中总 RNA，并

通过 Hifair® Ⅱ 1st Strand cDNA Synthhesis SuperMix for 
qPCR 试剂盒进行逆转录。随后通过 SuperReal PreMix 
Plus 试剂盒进行实时 PCR 定量和分析相对 mRNA 表达

量。qRT-PCR所用引物由挚科生物设计，见表1。
1.6　Western Blot 分析肝脏中炎症相关蛋白　通过全蛋

白提取试剂盒提取肝组织中的全蛋白。通过 BCA 试剂

盒测定蛋白浓度，并在实验前对蛋白标本进行标准化处

理。通过 SDS-PAGE凝胶电泳分离蛋白，转移至PVDF膜

上，使用5%脱脂奶粉对膜进行封闭，随后分别加入MCP-1、

CD16/32、p-IKK/IKK、p-IκB-α/IκB-α、p-p65/p65，在 4 ℃摇床

孵育过夜。一抗孵育结束后，加入HRP标记的二抗，在室

温孵育2 h。最后进行ECL显色，通过凝胶成像仪对显色

结果进行拍照记录。

1.7　免疫组化分析　将肝组织置于4％多聚甲醛中固定

过夜，随后包埋在石蜡中。制备4 μm切片。将石蜡包埋

的组织切片置于二甲苯中脱石蜡，再通过梯度乙醇再水

合。用3%过氧化氢（甲醇溶液）灭活内过氧化物酶30 min。
随后将切片置于121 ℃下，在柠檬酸钠缓冲液（pH=6.0）中
高压灭菌15 min进行抗原修复。在室温下使用10%正常

山羊血清对切片进行封闭处理30 min。随后加入MCP-1、
CD16/32一抗置于4 ℃温育过夜。次日洗涤切片后，依次

加入生物素化的二抗和辣根过氧化物酶缀合的链霉抗生

物素蛋白进行孵育。最后使用3，3-二氨基联苯胺显色，产

生棕色标记。采用 Image J软件对收集的图像进行统计

分析。

1.8　统计学方法　采用 SPSS 18.0统计软件进行数据分

析，计量资料以 x̄±s表示，多组间比较采用单因素方差分

析，进一步两两比较采用 LSD-t检验。P<0.05 为差异有

统计学意义。

2　结果

2.1　脓毒症小鼠中 miR-544 的表达情况　与对照组相

比，模型组小鼠血清中 miR-544 的水平显著降低（P<
0.01）；与模型组相比，抑制剂组小鼠血清中miR-544表达

水平显著降低（P<0.01），而激动剂小鼠血清中miR-544的

表达水平显著升高（P<0.01）（图 1a）。肝组织中 miR-544
的表达趋势与血清中一致（图 1b）。为进一步研究 miR-

544在LPS诱导的脓毒症相关肝损伤中的有效性，发现连

续给药7 d后，正常组小鼠存活率一直为100%，而模型组

小鼠第1天存活率下降至80%，第3天存活率只有30%，从

第 4天起存活率保持在 20%。此外，与模型组相比，抑制

剂组小鼠存活率同样持续降低，于第 4天起存活率只有

10%，而激动剂组存活率则较高，从第4天起一直保持50%
（图1c）。HE染色结果显示，与正常组相比，模型组小鼠肝

脏出现炎性因子浸润、中央静脉充血等病理变化；与模型

组相比，抑制剂组小鼠肝脏炎性因子浸润增多、中央静脉

充血加重，而在激动剂组小鼠中，炎性因子浸润、中央静脉

表1　用于qRT-PCR分析的引物
Table 1　Primers for qRT-PCR analysis

底物
miR-544
IL-1β
IL-6
TNF-α
GAPDH

正向引物（5′-3′）
ACACTCCAGCTGGGATTCTG

ATGGCAACTGTTCCTGAACTCAACT
GCTATGAAGTTCCTCTCTGC
CCAGACCCTCACACTCAGAT
ACCACAGTCCATGCCATCAC

反向引物（5′-3′）
TGGTGTCGTGTGAGTCG

CAGGACAGGTATAGATTCTTTCCTTT
CTAGGTTTGCCGAGTAGATC
AACACCCATTCCCTTCACAG
TCCACCACCCTGTTGCTGTA
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充血等病理变化均得到改善（图1d）。
2.2　miR-544 对 LPS 诱导的脓毒症小鼠肝功能的影响　

与对照组相比，模型组小鼠血清和肝组织中的ALT、AST、
TBil水平均显著升高（P值均<0.001）；与模型组相比，抑制

剂组小鼠血清和肝组织中的ALT、AST、TBil水平均显著

升高（P值均<0.05），而激动剂组血清和肝组织中的ALT、
AST、TBil水平均显著降低（P值均<0.001）（图2）。

2.3　miR-544 对 LPS 诱导的脓毒症小鼠肝脏炎症的影响　

与对照组相比，模型组小鼠肝组织中趋化因子MCP-1表达

水平显著升高（P<0.05）；与模型组相比，抑制剂组小鼠肝

组织中 MCP-1 表达水平显著升高（P<0.05），而激动剂组

MCP-1的表达水平显著降低（P<0.05）。CD16/32作为巨噬

细胞的标志物，其表达水平可反映炎症严重程度。本研究

发现，与对照组相比，模型组小鼠肝组织中CD16/32表达

正常组 模型组

对照组
组别 组别

模型组

抑制剂组 激动剂组
1.5 1.5 100
1.0
0.5

801.0 60
400.5 20

0.0 0.0 0对照组 模型组 抑制剂组 激动剂组对照组 模型组 抑制剂组激动剂组 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10时间（d）

miR
-54
4表
达水
平（
血清
）

miR
-54
4表
达水
平（
肝脏
）

P<0.01
P<0.01 P<0.01

P<0.01
P<0.01P<0.01

激动剂组 抑制剂组

存活
率（
%）

注：a，LPS诱导脓毒症小鼠的血清中miR-544的表达；b，LPS诱导脓毒症小鼠的肝脏中miR-544的表达；c，LPS处理的脓毒症小鼠存活率情况；
d，LPS处理的脓毒症小鼠肝组织HE染色（×200）。

图1　LPS诱导的脓毒症小鼠血清和肝组织中的miR-544表达水平
Figure 1　Underexpression of miR-544 in LPS-induced sepsis
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图2　miR-544对LPS诱导的脓毒症小鼠肝功能的影响
Figure 2　Effects of miR-544 on liver function in mice with LPS-induced sepsis
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水平显著升高（P<0.001）；与模型组相比，抑制剂组小鼠肝

组织中CD16/32表达水平显著升高（P<0.001），而激动剂组

CD16/32表达水平则显著降低（P<0.001）（图3）。
2.4　miR-544抑制 LPS诱导的脓毒症中肝脏促炎因子的

产生　与对照组相比，模型组小鼠血清和肝组织中促炎

因子 IL-1β、IL-6和TNF-α的表达水平显著升高（P值均<

0.05）；与模型组相比，抑制剂组促炎因子 IL-1β、IL-6 和

TNF-α的表达水平显著升高（P值均<0.05），而激动剂组

促炎因子 IL-1β、IL-6 和 TNF- α 的表达水平显著降低

（P值均<0.05）（图4）。

2.5　miR-544抑制脓毒症肝脏中NF-κB信号的激活　与

对照组相比，模型组小鼠肝组织中的 p-IKK、p-IκB-α 和
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注：a，血清促炎因子；b，肝组织促炎因子。

图4　miR-544对LPS诱导的脓毒症小鼠血清和肝组织中炎症因子的影响
Figure 4　Effect of miR-544 on inflammatory factors in LPS-induced sepsis

注：a，MCP-1和CD16/32蛋白免疫印迹分析；b，MCP-1蛋白免疫印迹分析的量化分析；c，CD16/32蛋白免疫印迹量化分析；d，MCP-1免疫组化分析
（ECL，×100）；e，CD16/32免疫组化分析（ECL，×100）。

图3　miR-544对LPS诱导的脓毒症小鼠肝脏炎症的影响
Figure 3　Effect of miR-544 on hepatic inflammation in LPS-induced sepsis
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p-p65 的表达水平均显著升高（P 值均<0.05）；与模型组

相比，抑制剂组肝组织中的 p-IKK、p-IκB-α和 p-p65的表

达水平均显著升高（P值均<0.01），而激动剂组肝组织中

的 p-IKK、p-IκB-α 和 p-p65 的表达水平均显著降低（P 值

均<0.05）（图5）。

3　讨论

严重脓毒症与感染性休克仍然是重症监护病房发

病率和病死率的重要因素，且其发病率和病死率呈逐年

上升趋势［6］。脓毒症引发的全身性炎症反应主要由促

炎细胞因子驱动［17］。炎症反应后的免疫抑制作为补偿性

机制，旨在保护宿主免受细胞因子和其他炎症因子的侵

害，然而，在脓毒症中，白细胞失活现象导致继发性致命感

染和大多数脓毒症相关死亡［18］。因此，探索针对炎症反

应的有效药物对脓毒症的治疗具有重要意义。本研究聚

焦于miR-544对脓毒症引起的急性肝损伤的作用机制，发

现miR-544主要通过抑制NF-κB信号通路，对脓毒症小鼠

急性肝损伤发挥保护作用。

肝脏通过控制凝血和炎症过程参与宿主防御和组

织修复，因此肝损伤在脓毒症中较为常见［19］。本研究通

过腹腔注射 LPS成功建立脓毒症模型，该模型表现出显

著的肝损伤，其组织病理学和生化指标均发生明显改

变［20］。ALT、AST和TBil是临床肝损伤的重要评判指标，

实验发现脓毒症模型组血清和肝脏中 ALT、AST 和 TBil
水平显著增加，miR-544 抑制剂组水平更高，而 miR-544
激动剂组水平显著降低。这表明miR-544对脓毒症引起

的肝损伤具有保护作用。

趋化因子MCP-1的释放主要刺激释放炎症细胞因子

（如 IL-1）的释放，CD16/32作为巨噬细胞的标志物，是炎

症反应中重要评估指标［21］。研究结果显示，与对照组相

比，模型组小鼠 MCP-1 和 CD16/32 表达显著增加，miR-

544抑制剂组表达更高，而miR-544激动剂组表达显著降

低。促炎细胞因子的产生驱动的全身性炎症反应是脓毒

症发生的关键因素。TNF-α、IL-6和 IL-1β参与 LPS诱导

的组织损伤，被认为是严重炎症性疾病的主要调节因子。

一些炎症因子已被提议作为用于败血症患者的潜在生物

标志物［22-24］。本研究发现，LPS诱导脓毒症后，肝脏炎症

因子显著增加，miR-544抑制剂使炎症因子进一步增加，

而 miR-544 激动剂则显著降低肝脏中炎症，结果表明，

miR-544介导了对LPS诱导脓毒症肝脏炎症的缓解。

多种研究表明，NF-κB信号通路与脓毒症期间各种

炎症介质的分泌密切相关，能够调节众多炎症基因的表

达［25］。近期研究发现，天然抑制剂通过特异性阻断NF-

κB信号通路，下调炎症介质产生，显著减轻内毒素引发的

败血症反应。因此，抑制NF-κB活化可能是脓毒症的潜

在治疗方法［2，26］。正常状态下，NF-κB二聚体与 IκB-α在

细胞质中结合，受外界刺激时，IKK复合体磷酸化激活，

使 IκB-α蛋白磷酸化，NF-κB与 IκB-α分离，随后 IκB-α蛋

白被泛素化降解。NF-κB活化后易位至细胞核，调节炎

症反应［27］。本研究通过Western Blot检测肝脏中NF-κB
信号通路蛋白发现，miR-544通过阻断脓毒症小鼠肝脏

NF-κB信号通路的激活，从而减少肝脏炎症。

综上所述，miR-544可通过抑制炎症反应，有效保护

LPS诱导的脓毒症小鼠肝脏，且其抗炎机制与调控NF-κB
信号通路密切相关。这提示miR-544有望成为未来脓毒

症相关肝损伤治疗的潜在新靶点。
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图5　miR-544抑制脓毒症小鼠肝组织中NF-κB信号的激活
Figure 5　miR-544 inhibits activation of NF-κB signaling in 

uremic liver
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