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miR-146a过表达缓解高脂饮食模型

小鼠的炎症及胰岛素抵抗
毛婷婷1,2  刘叶文1  黄亚洲1  王玲玲1  金  晶1,3  李  伟1,3* 

(1温州医科大学检验医学院、生命科学学院, 温州 325035; 2温州市中心医院, 温州 325035; 
3浙江省医学遗传学重点实验室, 温州 325035)

摘要      该研究探讨了外源miR-146a对高脂饮食诱导的小鼠体内炎症及胰岛素抵抗的影响。

使用45%高脂饲料连续喂养小鼠18周, 第5周开始尾静脉注射腺病毒载体(30 μL), 每隔3周注射1次, 
共注射5次; 第17周、18周分别对小鼠模型进行葡萄糖耐量和胰岛素耐量检测; 第19周处死小鼠后, 
取血清、肝脏和附睾脂肪组织。利用酶联免疫法检测血清TNF-α和IL-6含量, 并分别用Real-time 
PCR和免疫组化法检测肝脏和附睾脂肪组织中miR-146a和CD68表达, 同时用Western blot观察了胰

岛素作用前后肝脏中Akt磷酸化水平。结果显示, 与对照组相比, 尾静脉注射miR-146a腺病毒表达

载体, 可显著提高肝脏和附睾脂肪组织中miR-146a的表达水平(P<0.05), 降低CD68表达量(P<0.01, 
P<0.001), 同时显著降低血清中TNF-α和IL-6含量(P<0.05, P<0.01), 胰岛素作用之后肝脏p-AktSer473

磷酸化水平明显升高(P<0.05), 葡萄糖耐量和胰岛素耐量试验结果提示, 小鼠糖耐量和胰岛素敏感

性均有所提高(P<0.01, P<0.05)。研究结果表明, 通过尾静脉注射miR-146a腺病毒表达载体, 可提

高小鼠体内miR-146a表达量, 从而缓解慢性炎症, 减轻胰岛素抵抗状态。
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Abstract       In this paper, the effect of exogenous miR-146a on high-fat diet-induced chronic inflammation 
and insulin resistance in mice was investigated. The mice models were fed with a high-fat diet (HFD, 45% calories 
from fat) for 18 weeks. The adenovirus products (30 μL) were injected into mice tail veins since the 5th week, 
which were carried out every 3-week for 5 total injections. Then glucose tolerance tests (GTT) and insulin tolerance 
tests (ITT) were conducted for the mice model during the 17th and 18th weeks. After 18 weeks, serum, livers 
and epididymal adipose tissues were taken from mice models, followed by the measurements of inflammatory 
cytokine TNF-α and IL-6 in serum via enzyme-linked immunosorbent assay, the detection of miR-146a and CD68 
expressions in liver and epididymal adipose tissue via Real-time PCR and immunohistochemical, and the analysis 
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of Akt and p-AktSer473 protein level in liver before and after insulin stimulation via Western blot, respectively. As a 
result, the miR-146a level over expressed (P<0.05) while the CD68 expression decreased (P<0.01, P<0.001) in 
liver and epididymal adipose tissues via tail intravenous injection of miR-146a adenovirus expression vector, as 
compared to control group. Meanwhile, the contents of TNF-α and IL-6 in serum significantly reduced (P<0.05, 
P<0.01). Besides, the p-AktSer473 phosphorylation in liver up-regulated after insulin treated (P<0.05). Furthermore, 
GTT and ITT test results suggested that both glucose tolerance and insulin sensitivity improved (P<0.01, P<0.05) 
in this study. These results demonstrated that tail intravenous injection of miR-146a adenovirus expression vector 
could improve the expression level of miR-146a in vivo, thus alleviate chronic inflammation and insulin resistance.

Keywords       adenovirus; miR-146a; high-fat diet; chronic inflammation; insulin resistance

miR-146a是一个在固有免疫中发挥重要作用的

非编码小分子RNA。miR-146a在细胞内可以通过负

反馈调节Toll样受体4/核转录因子-kappa B(toll like 
receptor 4/nuclear factor-kappa B, TLR4/NF-κB)信号

通路的关键蛋白白介素1受体关联激酶1(interleukin-1 
receptor associated kinase 1, IRAK1)和肿瘤坏死因

子受体相关因子6(TNF receptor associated factor 6, 
TRAF6), 从而抑制NF-κB信号通路的激活[1], 进而抑

制TNF-α、IL-6等炎性细胞因子的产生和释放[2-3], 
起到免疫抗炎的作用。研究表明, 肥胖相关的慢性

低度炎症是诱发2型糖尿病(type 2 diabetes mellitus, 
T2MD)的重要危险因素[4]。

近年来, miR-146a与T2DM的相关性研究日趋增

多, 资料显示, T2DM患者血浆中的miR-146a表达水

平会发生改变[5-6], 在新发T2DM患者血清中miR-146a
表达升高[7], 而血清中miR-146a水平下降是2型糖尿

病患者体内慢性炎症发生发展的重要标志[8]。因此, 
为了明晰miR-146a对炎症以及胰岛素抵抗(insulin 
resistance, IR)的影响, 本实验通过尾静脉注射腺病

毒载体的方法, 以达到改变小鼠体内miR-146a表达

水平的目的, 观察其在糖尿病小鼠模型体内对高脂

饮食诱导的慢性炎症和胰岛素抵抗的作用, 为临床

上肥胖型糖尿病的新型治疗措施提供思路和依据。

1   材料与方法
1.1   主要材料 
1.1.1   实验动物和腺病毒      实验动物为SPF级5周
龄C57BL/6J雄性小鼠(购自上海实验动物中心)。含

有GFP报告基因的pHBAd-U6-GFP腺病毒表达质粒

以及腺病毒包装均由汉恒生物科技(上海)有限公司

提供, 病毒滴度为1011 PFU/mL。
1.1.2   主要试剂和仪器      45%高脂饲料购自江苏美

迪森生物医药有限公司。逆转录及PCR试剂(TaKaRa
公司)购自宝生物工程(大连)有限公司。Bulge-
LoopTM mmu-miR-146a-5p qPCR Primer Set及Bulge-
LoopTM U6 snRNA qPCR Primer Set购自广州锐博生

物科技有限公司。TNF-α和IL-6酶联免疫吸附试验

(enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA)试剂盒

购自杭州联科生物技术股份有限公司。CD68抗体

购自Abcam公司。葡萄糖注射液、胰岛素由温州医

科大学附属第一医院提供。Akt和p-AktSer473抗体购

自Cell Signaling Technology公司。

CFX96实时荧光定量PCR仪及ChemiDoc™ MP
成像系统购自Bio-Rad公司。Varioskan Flash酶标仪

购自Thermo Fisher Scientific公司。倒置荧光显微镜

购自Nikon公司。血糖检测仪及检测试纸购自强生

(上海)医疗器械有限公司。

1.2   方法

1.2.1   动物模型构建      5周龄C57BL/6J雄性小鼠

(n=28)高脂饮食(high-fat diet, HFD)喂养4周后, 分组

处理如下: (1)尾静脉注射pri-miR-146a腺病毒(过表

达miR-146a, n=12); (2)尾静脉注射shuffling片段腺

病毒(NC, n=8); (3)尾静脉注射生理盐水(NS, n=8)。
单次注射剂量为30 μL, 每3周注射1次, 共5次。HFD
喂养期间每周检测体重, 第19周处死小鼠进行相关

指标检测(图1)。
1.2.2   Real-time PCR检测肝脏和附睾脂肪组织miR-
146a表达      Trizol裂解法提取肝脏和附睾脂肪组织

的总RNA, 琼脂糖凝胶电泳检测其质量, 测定并调整

RNA浓度之后进行逆转录。RNA逆转录反应严格按

照TaKaRa公司逆转录试剂盒说明书进行操作, 各组

以等量RNA为起始模板, 合成cDNA。用TaKaRa公
司荧光定量PCR试剂盒进行Real-time PCR, 设置反

应条件如下: 95 °C预变性30 s; 95 °C变性5 s, 60 °C退
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火延伸30 s, 共40个循环, 在CFX96定量PCR仪上扩

增并检测。分析扩增曲线和融解曲线以确保反应特

异性, 以U6 snRNA为内参, 按照Fold change=2–ΔΔCt计

算目的基因相对表达量。

1.2.3   ELISA检测血清TNF-α和IL-6含量      收集小

鼠血清, 使用小鼠TNF-α和IL-6 ELISA检测试剂盒检

测各血清样本中TNF-α和IL-6的含量, 具体操作步骤

按照试剂盒说明书进行。

1.2.4   免疫组化(immunohistochemical, IHC)检测肝

脏和附睾脂肪组织中CD68表达      肝脏和附睾脂肪

组织用10%福尔马林固定后, 石蜡包埋, 制备5 μm厚

度石蜡切片, 脱蜡复水、抗原修复、封闭, 然后依次

孵育CD68一抗和辣根过氧化物酶标记山羊抗小鼠

二抗, DAB显色, 苏木素复染, 脱水后中性树胶封片, 
镜检拍照。10×20倍镜下随机观察至少10个视野, 胞
质内出现褐色为CD68阳性细胞, Imagepro plus软件

分析统计阳性结果光密度值。

1.2.5   GTT、ITT检测糖耐量及胰岛素敏感性      用
稳捷型血糖仪放入ONE TOUCH血糖试纸, 剪去小段

鼠尾使其出血, 挤出一滴(约20 μL)于试纸孔内, 即可

检测出小鼠的血糖值。GTT: 小鼠禁食12 h, 检测空

腹血糖, 作为0 min血糖值, 按照2 g/kg体重的葡萄糖

剂量行腹腔注射后, 分别在30、60、90、120 min等
4个时间点记录血糖值。ITT: 小鼠禁食6 h, 检测空腹

血糖, 作为0 min血糖值, 按照0.5 U/kg体重的胰岛素

剂量行腹腔注射后, 分别在15、30、60、90 min等4
个时间点记录血糖值。采用Excel和SPSS 19.0软件

统计分析曲线下面积(area under curve, AUC)。
1.2.6   Western blot检测胰岛素作用前后肝脏组织

p-AktSer473和Akt蛋白表达      打开小鼠腹腔, 从肝右

叶切取绿豆大小组织, 置于液氮中快速冷冻。按照

2 U/kg体重的胰岛素剂量行门静脉注射1 min后, 从
肝左叶切取绿豆大小组织, 置于液氮中快速冷冻。提

取肝脏组织总蛋白, 测定并调整浓度后加热变性, 取
50 μg蛋白进行SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳, 采用湿

转法将蛋白转至PVDF膜, 5%脱脂牛奶封闭1 h后, 分
别孵育p-AktSer473(1000 1׃稀释)、Akt(1000 1׃稀释)和
β-Actin(1000 5׃稀释)一抗, 于4 °C过夜。TBST洗膜后, 
二抗(1000 1׃稀释)室温孵育1 h, TBST洗膜后, 显色曝

光。

1.3   统计学分析  
实验数据以mean±S.D.形式表示, 显著性差异

分析用SPSS 19.0软件进行, 采用多因素方差分析、

t检验、Kruskal Wallis检验和Nemenyi检验等统计

学方法进行数据分析, P<0.05认为差异有统计学意

义。

2   结果
2.1   腺病毒介导的miR-146a过表达对HFD小鼠

体重增长速度的影响  
为了研究miR-146a对小鼠体重的影响, 我们对

小鼠的体重进行跟踪监测。在注射腺病毒载体后, 过
表达miR-146a的HFD小鼠体重增长趋势缓慢, 而对

照组小鼠体重迅速增加(图2), 在第12周之后, 过表达

miR-146a组平均体重与其他各组出现差异(P<0.05)。
采用重复测量资料方差分析统计各组数据显示, 过表

达miR-146a组体重值显著低于NC对照组(P<0.05)。
2.2   腺病毒介导的miR-146a过表达提高HFD小

鼠体内miR-146a表达水平  
Real-time PCR结果显示, 过表达miR-146a组

HFD小鼠肝脏组织中miR-146a表达较NC对照组显

著增高(P<0.05, 图3A)。在附睾脂肪组织中, 过表达

图1   动物模型构建示意图 
Fig.1   Schema of establishing mice models
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*P<0.05, **P<0.01, 与NC组比较。

*P<0.05, **P<0.01 vs NC Group.
图2   HFD小鼠体重监测结果

Fig.2   Body weight of HFD mice
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图3   肝脏和附睾脂肪组织miR-146a的相对表达量

Fig.3   Relative expression of miR-146a in liver and epididymal adipose tissue
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图4   血清中炎性细胞因子的含量

Fig.4   Concentrations of inflammatory cytokines in serum
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miR-146a组小鼠miR-146a表达较NC对照组同样显

著增高(P<0.05, 图3B)。
2.3   miR-146a对HFD小鼠血清中TNF-α和IL-6含
量的影响  

采用ELISA检测HFD小鼠血清中炎性细胞因子

TNF-α和IL-6的含量。结果显示, 与NC对照组比较, 
过表达miR-146a组两个细胞因子含量均显著降低

(P<0.05, P<0.01, 图4)。

2.4   miR-146a对HFD小鼠肝脏和附睾脂肪组织

中CD68表达的影响  
IHC结果显示, 与NC对照组相比, 过表达miR-

146a的HFD小鼠肝脏组织中CD68表达水平显著降

低(P<0.001), 提示Kupffer细胞减少(图5A、图5B、
图5C、图5G)。而在附睾脂肪组织中, 同样可见过

表达miR-146a组CD68表达量显著低于NC对照组

(P<0.001), 表明巨噬细胞浸润下降(图5D、图5E、

A: NS组小鼠肝脏组织CD68表达情况(CD68阳性Kupffer细胞呈褐色); B: NC组小鼠肝脏组织CD68表达情况(CD68阳性Kupffer细胞呈褐色); C: 
miR-146a过表达组小鼠肝脏组织CD68表达情况(CD68阳性Kupffer细胞呈褐色); D: NS组小鼠附睾脂肪组织CD68表达情况(CD68阳性巨噬细胞

呈褐色); E: NC组小鼠附睾脂肪组织CD68表达情况(CD68阳性巨噬细胞呈褐色); F: miR-146a过表达组小鼠附睾脂肪组织CD68表达情况(CD68
阳性巨噬细胞呈褐色); G: 肝脏组织CD68光密度均值统计结果; H: 附睾脂肪组织CD68光密度均值统计结果。**P<0.01, ***P<0.001。
A: expression of CD68 in liver tissue of NS group (CD68 positive Kupffer cells appeared brown); B: expression of CD68 in liver tissue of NC group 
(CD68 positive Kupffer cells appeared brown); C: expression of CD68 in liver tissue of miR-146a overexpression group (CD68 positive Kupffer cells 
appeared brown); D: expression of CD68 in epididymal adipose tissue of NS group (CD68 positive macrophages appeared brown); E: expression of 
CD68 in epididymal adipose tissue of NC group (CD68 positive macrophages appeared brown); F: expression of CD68 in epididymal adipose tissue 
of miR-146a overexpression group (CD68 positive macrophages appeared brown); G: mean density of CD68 in liver; H: mean density of CD68 in 
epididymal adipose tissue. **P<0.01, ***P<0.001.

图5   肝脏和附睾脂肪组织中CD68免疫组化结果

Fig.5   Expression of CD68 in liver and epididymal adipose tissue detected by IHC
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图5F、图5H)。
2.5   miR-146a对HFD小鼠糖耐量和胰岛素敏感

性的影响

GTT结果显示, 过表达miR-146a组HFD小鼠在

30、60、90、120 min等4个时间点的血糖值均低于

NC对照组(图6A)。AUC分析表明, 两组差异具有统

计学意义(P<0.001, 图6B)。ITT结果显示, 过表达

miR-146a组HFD小鼠在15、30、60、90 min时, 血
糖值均低于NC对照组(图6C)。AUC分析表明, 两组

差异具有统计学意义(P<0.05, 图6D)。
在门静脉注射胰岛素刺激1 min时, 过表达miR-

146a组HFD小鼠肝脏中p-AktSer473磷酸化水平与NC
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图6   葡萄糖耐量和胰岛素耐量检测结果

Fig.6   The results of GTT and ITT
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图7   胰岛素作用前后Akt磷酸化水平变化

Fig.7   The protein levels of p-AktSer473 before and after insulin stimulation
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对照组相比显著升高(P<0.05, 图7)。

3   讨论
肥胖相关的慢性炎症是引起胰岛素抵抗和

T2DM的重要原因[9-10]。本研究中通过尾静脉注射的

方式, 分别将携带pri-miR-146a和shuffling片段的腺

病毒表达载体注入HDF小鼠体内。pri-miR-146a在
细胞内经过剪切加工成为miR-146a, 在小鼠体内模

拟miR-146a的高表达状态。因此miR-146a表达检测

结果显示, 过表达miR-146a组miR-146a的表达量与

对照组相比显著升高。

通过ELISA检测各组小鼠血清中炎性细胞因子

TNF-α和IL-6的含量, 结果显示, 腺病毒介导的miR-
146a过表达组的小鼠, 该细胞因子的表达显著下降。

我们推测, miR-146a可能通过负反馈调节IRAK1和
TRAF6抑制NF-κB信号通路的激活, 进而抑制炎症

因子的产生和释放, 提示miR-146a可以起到缓解体

内炎症的作用。巨噬细胞是肥胖诱导炎症和胰岛

素抵抗的重要媒介[11], 肝脏Kupffer细胞是定位于

肝血窦的单核–巨噬细胞, 两者与非酒精性脂肪肝

病(non-alcoholic fatty liver disease, NAFLD)的发病

机制密切相关[12-13]。过表达miR-146a组肝脏CD68
表达量明显低于对照组, 猜测miR-146a可能通过抑

制细胞因子TNF-α和IL-6的产生, 进而减少肝脏中

Kupffer细胞的数量, 缓解肝脏组织的炎症状态。同

时, HFD诱导的IR与脂肪组织巨噬细胞的激活紧密

相关, 在脂肪组织中, TNF-α等细胞因子刺激单核细

胞释放单核细胞趋化蛋白-1(monocyte chemotactic 
protein-1, MCP-1), 从而诱导脂肪组织中的巨噬细胞

聚集, 引起慢性炎症和IR[14]。因此, 在附睾脂肪组织

中可见过表达miR-146a组的巨噬细胞明显减少。上

述结果表明, 通过尾静脉注射miR-146a腺病毒表达

载体, 增加小鼠体内miR-146a的表达量, 进而降低肝

脏组织Kupffer细胞和脂肪组织巨噬细胞的数量, 缓
解HFD诱导的炎症浸润状态。

TNF-α[10,15]和IL-6[16]等炎性细胞因子参与了

与IR相关的多个重要信号通路, 其通过活化c-Jun
氨基末端激酶[17](c-Jun N-terminal kinase, JNK)和
IκB激酶 β(inhibitor kappa B kinase β, IKKβ)[18]等

蛋白激酶, 促进胰岛素受体底物(insulin receptor 
substrate, IRS)丝氨酸/苏氨酸磷酸化, 阻碍其酪氨酸

的磷酸化, 抑制IRS激活, 影响磷脂酰肌醇-3-羟激酶

(phosphatidylinositol 3-hydroxy kinase, PI3K)的p85亚
单位与IRS的结合和PI3K的磷酸化, 抑制IRS/P13K/
Akt胰岛素信号通路的转导, 导致IR的发生[2,19,20]。本

实验中, 尾静脉注射miR-146a腺病毒表达载体可显

著降低高脂饮食小鼠血清炎性细胞因子TNF-α和
IL-6的含量。研究表明, 缺乏TNF-α的肥胖小鼠, 其
胰岛素敏感性要明显高于正常野生型肥胖小鼠[15]。

因此, GTT、ITT结果表明, 过表达miR-146a组小鼠

体内葡萄糖耐量和胰岛素敏感性明显提高, 全身IR
状态得到有效缓解。在胰岛素刺激后, 过表达miR-
146a组小鼠的肝脏组织内Akt磷酸化水平升高较对

照组更为明显, 提示miR-146a表达增加能够促进肝

脏胰岛素信号通路的激活。此外, 抗炎药物也能够

改善机体胰岛素抵抗状态[21-22]。因此, 体内高表miR-
146a可通过降低炎症的发生进而缓解胰岛素抵抗。

肥胖是发生T2DM的重要危险因素之一, 长期

肥胖的人群, 2型糖尿病的患病率明显增加。尾静脉

注射miR-146a腺病毒表达载体可以抑制高脂饮食诱

导的小鼠体重的迅速增长, 那么pri-miR-146a腺病毒

载体进入体内之后, 是否可以通过调控脂肪细胞分

化, 影响肥胖产生, 而起到缓解IR的作用, 其机制需

要进一步的研究和探讨。

综上所述, 采用尾静脉注射miR-146a腺病毒

表达载体的方法, 可以通过提高HFD小鼠体内miR-
146a表达量, 减轻体内慢性炎症, 缓解胰岛素抵抗, 
抑制肥胖的产生。这对于临床防治2型糖尿病具有

重要价值, 提示miR-146a可作为治疗肥胖型2型糖尿

病的新型药物。
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