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微小RNA-194-5p与 cullin4A在肺结核病人中的表达及意义
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摘要： 目的 探讨微小RNA-194-5p（miR-194-5p）与泛素连接酶 cullin4A（CUL4A）在肺结核病人中的表达及其意义。方法

选取 2016年 12月至 2018年 12月中国平煤神马集团职业病防治院结核病病人为研究对象，确诊为肺结核病人 50例作为肺结

核组，潜伏结核感染病人50例作为潜伏结核感染组，同期该院体检健康者50例作为对照组。实时荧光定量逆转录聚合酶链反

应（qRT-PCR）检测miR-194-5p、CUL4A mRNA、鸟苷酸结合蛋白 5（GBP5）mRNA的表达；酶联免疫吸附测定（ELISA）检测可溶

性 Tim-3（sTim-3）、可溶性Gal-9（sGal-9）水平；采用 Pearson相关性分析检验肺结核病人miR-194-5p、CUL4A表达量与GBP5、
sTim-3、sGal-9的相关性。结核分枝杆菌（Mtb）感染人巨噬细胞系 U937，ELISA检测白细胞介素-6（IL-6）、肿瘤坏死因子 α
（TNF-α）水平。蛋白质印迹法（Western blotting）检测Wnt/β-连环素（Wnt/β-catenin）信号通路相关蛋白T细胞因子（TCF）、糖原

合成酶激酶-3（GSK-3β）、β-catenin表达量。结果 与对照组相比，潜伏结核感染组与肺结核组病人血清miR-194-5p、GBP5
mRNA的表达水平升高（P < 0.05），其中miR-194-5p：（1.01±0.23）比（2.32±0.53）比（3.35±0.20），sTim-3、sGal-9水平升高（P <
0.05），CUL4A mRNA的表达水平显著降低［（1.03±0.11）比（0.73±0.12）比（0.41±0.15），P < 0.05］，潜伏结核感染组与肺结核组各
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指标间相比差异有统计学意义（P < 0.05）；miR-194-5p与CUL4A呈负相关（r=-0.421，P < 0.001），miR-194-5p与GBP5、sTim-3、
sGal-9呈正相关（P < 0.05）；Mtb感染细胞后，IL-6、TNF-α的表达水平升高（P < 0.05），TCF、GSK-3β、β-catenin表达量升高（P <
0.05）。结论 miR-194-5p在肺结核病人中表达上调，CUL4A表达下调，二者可能参与肺结核发生及发展过程。

关键词： 结核，肺； 结核分枝杆菌； 微小RNA-194-5p； 泛素蛋白连接酶类； cullin4A； 炎症

Expression and significance of miR-194-5p and CUL4A in patients with tuberculosis
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Abstract: Objective To investigate the expression and significance of miR-194-5p and CUL4A in patients with tuberculosis.
Methods Patients with tuberculosis from the China Pingmei Shenma Group Occupational Disease Prevention and Treatment Hospital
from December 2016 to December 2018 were selected as the research object, and the control group (50 cases), latent combined infec⁃
tion group (50 cases), and pulmonary tuberculosis group (50 cases) were set in the experiment. qRT-PCR was used to detect the expres⁃
sion of miR-194-5p, CUL4A mRNA and GBP5 mRNA. The levels of sTim-3 and sGal-9 were detected by ELISA. Correlation of miR-

194-5p and CUL4A expression with GBP5, sTim-3, and sGal-9 in patients with tuberculosis was analyzed by Pearson method. Mtb in⁃
fected human macrophage cell line U937 and detected the levels of IL-6 and TNF-α by ELISA. Western blotting was used to detect the
expression of TCF, GSK-3β and β-catenin. Results Compared with the control group, the expression levels of serum miR-194-5p and
GBP5 mRNA in the latent tuberculosis infection group and the pulmonary tuberculosis group were increased (P<0.05), and miR-194-

5p: (1.01±0.23) vs. (2.32± 0.53) vs. (3.35±0.20), the levels of sTim-3 and sGal-9 were significantly increased (P < 0.05), and the expres⁃
sion level of CUL4A mRNA was decreased [(1.03±0.11) vs. (0.73±0.12) vs. (0.41±0.15) , P<0.05], there was a statistically significant
difference between the indicators of the latent tuberculosis infection group and the pulmonary tuberculosis group (P < 0.05). miR-194-

5p was negatively correlated with CUL4A (r=-0.421, P < 0.001), miR-194-5p was positively correlated with GBP5, sTim-3, and sGal-9
(P < 0.05). After Mtb infected cells, the expression levels of IL-6 and TNF-α were increased (P < 0.05), and the expression levels of
TCF, GSK-3β and β -catenin were increased (P < 0.05).Conclusion miR-194-5p was up-regulated in tuberculosis patients and
CUL4A was down-regulated. Both may be involved in the occurrence and development of tuberculosis.
Key words: Tuberculosis, pulmonary; Mycobacterium tuberculosis; MiR-194-5p; Ubiquitin-protein ligases; CUL4A;
Inflammation

肺结核是临床常见疾病之一，其主要是由结核

分枝杆菌（Mtb）引起的一种慢性传染性疾病，因而

早期筛查与诊断肺结核具有重要意义［1-2］。研究表

明Mtb感染病人发展为肺结核的风险明显升高，而

Mtb主要存在于巨噬细胞内，并可通过降低机体抗

结核免疫能力从而造成结核病难以有效控制［3］。既

往研究显示鸟苷酸结合蛋白 5（Guanylate binding
protein 5，GBP5）在肺结核病中表达水平升高，并可

能作为早期诊断的有效指标［4］。但肺结核早期诊断

效率并未明显提高，因而寻找有效诊断肺结核的分

子标记物具有重要意义。微小 RNA-194-5p（mi⁃
croRNA-194-5p，miR-194-5p）在脂多糖诱导的心肌

细胞中表达上调，并可促进心肌细胞炎症损伤［5］。

研究表明 miR-194-5p可靶向抑制泛素连接酶 cul⁃
lin4A（CUL4A）表达从而促进炎症反应的发生［6］。

但miR-194-5p与 CUL4A在肺结核中的表达尚未可

知。本研究通过检测肺结核病人血清中miR-194-

5p与CUL4A的表达，分析其与肺结核发生发展的相

关性，同时通过构建Mtb感染人单核巨噬细胞U937
模型，在体外水平探究miR-194-5p与CUL4A在Mtb
感染中的作用机制，探讨其在肺结核发病过程中的

可能作用机制。

1 资料与方法

1.1 一般资料 选取 2016年 12月至 2018年 12月
中国平煤神马集团职业病防治院呼吸内科收治的

结核病病人为研究对象，将确诊为肺结核病人 50例
作为肺结核组，入选标准：经痰涂片验证显示存在

抗酸杆菌；所有病人均符合肺结核诊断的相关标

准［7］，其中男 25例，女 25例，年龄（43.25±16.32）岁。

潜伏结核感染病人 50例作为潜伏结核感染组，入选

标准：经 γ-干扰素释放试验（IGRAs）筛选，IGRAs呈
阳性但没有结核病症状、体征、影像学等依据的病

人，男 26例，女 24例，年龄（44.16±15.21）岁。选取

同期该院体检中心健康体检者 50例作为对照组，入
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选标准：IGRAs呈阴性且无任何结核病临床症状，男

30例，女 20例，年龄（45.18±13.24）岁。三组受试者

年龄、性别比较差异无统计学意义（P＞0.05），具有

可比性。本研究符合《世界医学协会赫尔辛基宣

言》相关要求，所有病人知情且签署知情同意书。

1.2 方法

1.2.1 主要试剂与仪器 人单核细胞系U937购自

中国科学院上海细胞研究所；Mtb购自美国ATCC公

司；Trizol、逆转录试剂盒与荧光定量试剂盒购自大

连宝生物工程有限公司；人外周血淋巴细胞分离液

购自北京索莱宝科技有限公司；磷酸缓冲液（PBS）
购自美国赛默飞世尔科技公司；乙醇、氯仿、异丙醇

购自国药集团化学试剂有限公司；蛋白质印迹法

（Western blotting）所需试剂均购自武汉华美生物工

程有限公司；可溶性 Tim-3（sTim-3）与可溶性 Gal-9
（sGal-9）酶联免疫吸附测定（ELISA）检测试剂盒购

自美国RD公司；白细胞介素-6（IL-6）、肿瘤坏死因

子 α（TNF-α）ELISA检测试剂盒购自美国 eBiosci⁃
ence公司；杜氏改良培养基（DMEM）与Opti-MEM减

血清培养基购自美国Gibco公司；兔抗人T细胞因子

（TCF）、糖原合成酶激酶-3（GSK-3β）、β-连环素（β-

catenin）抗体购自美国 CST公司；辣根过氧化物酶

（HRP）标记的山羊抗兔二抗购自美国Abcam公司。

实时荧光定量 PCR仪购自美国ABI公司；普通 PCR
仪购自美国赛默飞世尔科技公司；全波长酶标仪购

自美国赛默飞世尔科技公司。

1.2.2 感染模型的建立［8］ U937细胞培养于含有

血清的DMEM培养基，调整细胞密度 1×105个/毫升，

接种于 12孔板（200微升/孔），加入佛波酯（PMA）孵

育 48 h，待细胞贴壁生长且聚集成串即细分化为成

熟单核-巨噬细胞。将成熟的 U937细胞接种于 24
孔板，采用Mtb感染复数方法感染细胞，孵育 4 h，
PBS洗涤，置于37 ℃恒温培养箱培养12 h，分别记作

NC组（未经处理的U937细胞）、Mtb组（Mtb感染的

U937细胞），收集细胞进行后续研究。

1.2.3 实时荧光定量逆转录聚合酶链反应（qRT-
PCR）检测miR-194-5p、CUL4A mRNA、GBP5 mRNA
的表达水平 采用Trizol法提取血清与各组U937细
胞中的RNA，应用Nanodrop2000c超微量分光光度计

检测RNA浓度。参照逆转录试剂盒说明书操作将总

RNA逆转录合成互补DNA（cDNA）。miR-194-5p正
向引物 5’-ATGTGGACTGTGCTCGGATT-3’，反向引

物 5’-ACTCGATCAGCT AGCTTACGA-3’；CUL4A正

向引物 5’-CTACTGGCCAACATACACGC-3’，反向引

物 5’-AAG CCATCTCCCTCGTTGAA-3’；GBP5正向

引物 5’-GATCCACATGTCAGACCCCA-3’，反向引物

5’-GCACCGTAGATGCAACAGAG-3’；U6正向引物

5’-GCTTCGGC AGCACATA TACT-3’，反向引物 5’-

GTGCAGGGTCCGAGGTATTC-3’；甘油醛-3-磷酸脱

氢酶（GAPDH）正向引物 5’-AACG GATTTGGTCG⁃
TATTG-3’，反 向 引 物 5’-GGAAGATGGTGAT⁃
GGGATT-3’，引物由上海生工生物工程股份有限公

司设计合成。qRT-PCR反应体系：SYBR Premix Ex
Taq Ⅱ（2×）10 µL，cDNA 2 µL，正反向引物各 0.8
µL，ROX Reference Dye（50×）0.4 µL，双 蒸 水

（ddH2O）6 µL；反应条件：95 ℃预变性 2 min，95 ℃
变性 15 s，60 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 30 s，共 40次循

环。 miR-194-5p 以 U6 为内参，CUL4A、GBP5 以

GAPDH 为 内 参 ，采 用 2-ΔΔCt 法 计 算 miR-194-5p、
CUL4A mRNA、GBP5 mRNA的相对表达量。

1.2.4 ELISA检测血清中细胞因子水平 采用ELI⁃
SA检测各组受试者血清中 sTim-3、sGal-9的水平，严

格按照试剂盒说明书进行操作。

1.2.5 ELISA实验检测 U937细胞中炎性因子水

平 收集各组细胞培养上清液，采用ELISA检测各

组U937细胞中炎性因子 IL-6、TNF-α水平，严格按

照试剂盒说明书进行操作。

1.2.6 Western blotting 检 测 TCF、GSK-3β、β -
catenin蛋白表达 收集各组 U937细胞，加入适量

RIPA裂解液，冰上孵育 30 min，离心后提取细胞蛋

白，采用BCA法测定蛋白浓度。取蛋白样品进行十

二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE），

转膜，封闭 2 h，加入一抗稀释液（1∶1 000），4 ℃孵育

过夜，TBST洗涤，加入二抗稀释液（1∶2 000），室温

条件下孵育 1 h，滴加ECL显影，应用凝胶成像分析

系统及 ImageJ软件分析各条带灰度值。

1.3 统计学方法 采用统计学软件 SPSS 21.0进行

分析。符合正态分布的计量资料以 x̄ ± s表示，两组

间比较采用独立样本 t检验，多组间比较采用单因

素方差分析+两两多重比较HSD检验法。计数资料

以例数及率表示，比较采用 χ 2 检验。此外，采用

Pearson相关性分析检验肺结核病人 miR-194-5p、
CUL4A表达量与 GBP5、sTim-3、sGal-9的相关性。

以P < 0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 各组病人血清中miR-194-5p、CUL4A mRNA
的表达水平比较 与对照组相比，潜伏结核感染组

与肺结核组病人血清miR-194-5p的表达水平升高

（P < 0.05），CUL4A mRNA的表达水平降低（P <
0.05）；与潜伏结核感染组相比，肺结核组病人血清

miR-194-5p 的表达水平升高（P < 0.05），CUL4A
mRNA的表达水平降低（P < 0.05），详见表1。
2.2 各组病人血清中GBP5与细胞因子水平比较

与对照组相比，潜伏结核感染组与肺结核组病人血
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清中GBP5 mRNA的表达水平升高（P < 0.05），sTim-

3、sGal-9水平升高（P < 0.05）；与潜伏结核感染组相

比，肺结核组病人血清中 GBP5 mRNA的表达水平

升高（P < 0.05），sTim-3、sGal-9水平升高（P < 0.05），

详见表2。

2.3 肺结核病人 miR-194-5p、CUL4A 表达量与

GBP5、sTim-3、sGal-9的相关性分析 miR-194-5p
与GBP5、sTim-3、sGal-9呈正相关，CUL4A与GBP5、
sTim-3、sGal-9呈负相关，miR-194-5p与CUL4A呈负

相关，均有P < 0.001。相关结果见表3。
2.4 巨噬细胞感染 Mtb 后 miR-194-5p、CUL4A
表达量与炎性因子 IL-6、TNF-α水平比较 与 NC
组相比，Mtb组细胞中 miR-194-5p的表达水平升

高（P < 0.05），CUL4A mRNA 的 表 达 水 平 降 低

（P < 0.05），IL-6、TNF- α 的表达水平升高（P <
0.05），见表4。
2.5 巨噬细胞感染Mtb后Wnt/β-catenin信号通路

相关蛋白表达量比较 与NC组相比，Mtb组细胞中

TCF、GSK-3β、β-catenin蛋白相对表达量升高（P <

0.05），见图1、表5。

3 讨论

目前肺结核诊断准确率较低，误诊率较高，不

同病人对抗结核药物的敏感性不同，因而寻找用于

肺结核诊断的生物学标记物具有重要意义［9］。研究

表明肺结核病人外周血中非编码RNA表达异常并

可能参与疾病发生及发展过程［10］。因而本研究积

极探寻新型miRNA分子并分析其在肺结核发生发

展过程中的作用。

表1 健康体检对照与肺结核血清中miR-194-5p、CUL4A
mRNA的表达水平比较/x̄ ± s

组别

对照组

潜伏结核感染组

肺结核组

F值

P值

例数

50
50
50

miR-194-5p
1.01±0.23
2.32±0.53①
3.35±0.20①②
542746
<0.001

CUL4A mRNA
1.03±0.11
0.73±0.12①
0.41±0.15①②
278.047
<0.001

注：CUL4A为泛素连接酶 cullin4A。
①与对照组相比，P < 0.05。②与潜伏结核感染组相比，P <

0.05。

表2 健康体检对照与肺结核血清中GBP5与细胞因子水平

比较/x̄ ± s
组别

对照组

潜伏结核感染组

肺结核组

F值

P值

例数

50
50
50

GBP5 mRNA
1.02±0.13
2.13±0.31①
2.94±0.23①②
782.957
<0.001

sTim-3/
（µg/L）

2.61±0.52
5.12±1.20①
9.35±1.71①②
414.062
<0.001

sGal-9/
（µg/L）

1.35±0.20
3.95±1.12①
6.52±2.03①②
198.126
<0.001

注：GBP5为鸟苷酸结合蛋白 5，sTim-3为可溶性 Tim-3，sGal-9
为可溶性Gal-9。

①与对照组相比，P < 0.05。②与潜伏结核感染组相比，P <
0.05。

表4 巨噬细胞感染结核分枝杆菌（Mtb）后miR-194-5p、
CUL4A表达量与炎性因子 IL-6、TNF-α水平比较/x̄ ± s

组别

NC组

Mtb组
t值

P值

重复

次数

9
9

miR-
194-5p
1.01±0.13
2.11±0.26
11.352
<0.001

CUL4A
mRNA
1.02±0.16
0.45±0.11
8.807
<0.001

IL-6/
（ng/L）

171.32±36.21
378.41±41.59
11.266
<0.001

TNF-α/
（ng/L）

101.32±13.25
213.54±43.21

7.449
<0.001

注：CUL4A为泛素连接酶 cullin4A，IL-6为白细胞介素6，TNF-α
为肿瘤坏死因子-α。

2

3

4

1
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注：1—甘油醛 -3-磷酸脱氢酶（GAPDH）；2—β -连环素（β -

catenin）；3—糖原合成酶激酶-3（GSK-3β）；4—T细胞因子（TCF）；

5—NC组；6—Mtb组。

图1 Wnt/β-catenin信号通路相关蛋白免疫印迹图

表5 巨噬细胞感染Mtb后Wnt/β-catenin信号通路相关蛋白

表达量比较/x̄ ± s
组别

NC组

Mtb组
t值

P值

重复次数

9
9

TCF蛋白

0.43±0.05
0.98±0.21
7.643
<0.001

GSK-3β蛋白

0.44±0.06
0.96±0.20
7.471
<0.001

β-catenin蛋白

0.32±0.03
0.97±0.18
10.686
<0.001

注：Mtb为结核分枝杆菌，β-catenin为β-连环素，TCF为 T细胞

因子，GSK-3β为糖原合成酶激酶-3。

表3 肺结核50例miR-194-5p、CUL4A表达量与GBP5、sTim-3、sGal-9的相关性分析结果（r值，P值）

指标

miR-194-5p
CUL4A

GBP5
0.527，<0.001
-0.497，<0.001

sTim-3
0.451，<0.001
-0.553，<0.001

sGal-9
0.589，<0.001
-0.519，<0.001

CUL4A
-0.421，<0.001

注：CUL4A为泛素连接酶 cullin4A，GBP5为鸟苷酸结合蛋白5，sTim-3为可溶性Tim-3，sGal-9为可溶性Gal-9。
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既往研究显示miR-194-5p可通过调控Wnt/β-

连环素（Wnt/β-catenin）信号通路从而参与乳腺癌等

多种肿瘤发生及发展过程［11］。CUL4A在慢性阻塞

性肺疾病病人中表达异常并可参与该疾病发生及

发展过程［12］。本研究结果显示miR-194-5p在肺结

核病人中表达上调，其表达量高于潜伏结核病病

人，而 CUL4A的表达量明显降低，说明miR-194-5p
表达量升高与 CUL4A表达量降低可能促进肺结核

的发生及发展。GBP5在炎性反应中表达上调并可

参与肺结核发生过程，研究表明 sTim-3、sGal-9属于

免疫负调控基因，并可促进炎性因子分泌［13-14］。与

上述研究相似，本研究结果显示肺结核病人血清中

GBP5 mRNA的表达水平升高，sTim-3、sGal-9水平升

高，提示肺结核病人体内存在炎症反应。本研究分

析肺结核病人miR-194-5p、CUL4A表达量与GBP5、
sTim-3、sGal-9的相关性，结果显示 miR-194-5p与

CUL4A呈负相关，miR-194-5p与GBP5、sTim-3、sGal-
9呈正相关，CUL4A与 GBP5、sTim-3、sGal-9呈负相

关，说明miR-194-5p与CUL4A可反映肺结核的炎症

严重程度。提示miR-194-5p表达量升高可能通过

抑制CUL4A表达从而促进肺结核发生及发展。

Wnt/β-catenin信号通路激活后可促进巨噬细胞

中炎症因子 IL-6、TNF-α的表达［15］。研究表明肺结

核病人中Wnt/β -catenin信号通路相关蛋白 TCF、
GSK-3β、β-catenin表达上调，并可促进疾病发展进

程，Wnt/β-catenin信号通路激活与多种疾病发生发

展密切相关［16-19］。本研究结果显示Mtb感染细胞中

miR-194-5p的表达水平升高，CUL4A的表达水平显

著降低，IL-6、TNF-α的表达水平显著升高。本研究

结果显示Mtb感染细胞中TCF、GSK-3β、β-catenin蛋
白相对表达量升高，说明Wnt/β-catenin信号通路激

活可加重巨噬细胞炎症损伤。提示miR-194-5p表
达量升高可能通过下调 CUL4A表达而抑制Mtb感
染引起的炎症反应，其作用机制可能是通过抑制

Wnt/β-catenin信号通路激活而发挥作用。

综上所述，肺结核病人血清中miR-194-5p表达

升高，CUL4A表达降低，二者表达量与结核病严重

程度密切相关，并可能作为早期诊断肺结核的有效

指标，结核菌感染可上调 miR-194-5p表达及下调

CUL4A表达，并可激活Wnt/β-catenin信号通路。
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