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论著·实验研究

ｍｉＲＮＡ１２６／ｍｉＲＮＡ１２６在大鼠
正常胎肺发育过程中的作用

杨洋１　阚清１　邱洁１　浦晓丹１　张盼２　张晓群２　周晓玉１

（１．南京医科大学附属南京儿童医院新生儿科，江苏 南京　２１０００８；２．南京医科大学儿科研究所，江苏 南京　２１００２９）

　　［摘　要］　目的　探讨ｍｉＲＮＡ１２６／ｍｉＲＮＡ１２６在大鼠胎肺发育中的表达水平及其作用。方法　１２只孕鼠
随机分为３组，每组４只，３组仔鼠分别于胎龄１６ｄ、１９ｄ组和２１ｄ时取出，运用苏木精－伊红染色在仔鼠胎肺发
育的这３个关键时期对胎肺进行形态学观察，随后通过建立 ｍｉｃｒｏＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）芯片，了解 ｍｉＲＮＡ１２６／ｍｉＲＮＡ
１２６在３组仔鼠胎肺中的基本表达趋势，进而挑选出ｍｉＲＮＡ１２６并应用ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ对其表达水平行进一步研
究。结果　ｍｉＲＮＡ１２６在３组芯片间表达无明显差异，而ｍｉＲＮＡ１２６随着肺发育进程表达量逐渐上升；采用ｒｅａｌ
ｔｉｍｅＰＣＲ对ｍｉＲＮＡ１２６表达进行进一步检测，结果亦显示ｍｉＲＮＡ１２６随着肺发育进程表达量逐渐上升，组间两
两比较差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结论　ｍｉＲＮＡ１２６可能在大鼠胎肺发育中起着重要作用。
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ｒａｔｓ．ＴｈｅｎｍｉｃｒｏＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）ｍｉｃｒｏａｒｒａｙｗａｓｕｓｅｄｔｏｓｔｕｄｙｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐａｔｔｅｒｎｓｏｆｍｉＲＮＡ１２６／ｍｉＲＮＡ１２６ｉｎｆｅｔａｌｌｕｎｇｓ
ａｔｔｈｅｔｈｒｅｅｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓ．ＡｎｄｍｉＲＮＡ１２６ ｗａｓｓｅｌｅｃｔｅｄｆｏｒｆｕｒｔｈｅｒｓｔｕｄｙｂｙｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ｔｈｅｒｅｗａｓｎｏｅｖｉｄｅｎｔ
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ｇｒａｄｕａｌｌｙａｓｔｈｅｆｅｔａｌｌｕｎｇｄｅｖｅｌｏｐｅｄ．ＴｈｅｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲｒｅｓｕｌｔｆｕｒｔｈｅｒｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉＲＮＡ１２６ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ
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１２６ ｍａｙｐｌａｙａｎｉｍｐｏｒｔａｎｔｒｏｌｅｉｎｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆｔｈｅｆｅｔａｌｌｕｎｇｉｎｒａｔｓ．

［ＣｈｉｎＪＣｏｎｔｅｍｐＰｅｄｉａｔｒ，２０１２，１４（９）：７０８－７１２］
　　Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：　Ｌｕｎｇｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ；ｍｉＲＮＡ１２６；ｍｉＲＮＡ１２６；Ｒａｔｓ

　　作为一类新近发现的调控分子，ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ
（ｍｉＲＮＡｓ）在细胞增殖、分化及凋亡等众多生理过程
中都扮演着重要角色［１３］。而至于它们的作用机制

现也已得到基本认同，即ｍｉＲＮＡ可以同其特定的靶
向 ｍＲＮＡ结合，形成紧密的互补结构，最终导致
ｍＲＮＡ的降解及翻译、表达受阻［４］。

近年来有研究显示这些小 ＲＮＡ调控分子可以
调节组织器官的发育［５］，却很少有研究涉及胎肺发

育时ｍｉＲＮＡ的表达情况，即使有少数报道，其热点
也主要局限于为数不多的几个 ｍｉＲＮＡｓ，如 Ｌｅｔ７家
族、ｍｉＲＮＡ１７９２簇等。如今随着芯片技术的发展
及对肺发育机制理解的加深，更多有意义的 ｍｉＲＮＡ
尚待发现和研究，如ｍｉＲＮＡ１２６／ｍｉＲＮＡ１２６，有研
究发现在由小鼠胚胎干细胞演化而来的上皮细胞内

ｍｉＲＮＡ１２６和ｍｉＲＮＡ１２６均有高表达表现［６］。因

此，我们推断 ｍｉＲＮＡ１２６／ｍｉＲＮＡ１２６在胚胎肺发

·８０７·
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育过程中也有同样的高表达表现，且可能是通过促

进内皮细胞功能来发挥作用的。

在本实验中，我们首先采用最新的 ｍｉＲＣＵＲＹＴＭ

核酸锁芯片（ｖ．１６．０）（包含有超过 １８９１个探针），以
期在胎肺发育后期探明 ｍｉＲＮＡ１２６／ｍｉＲＮＡ１２６的
具体表达方式，后挑选出我们感兴趣的ｍｉＲＮＡ进一
步研究以尝试阐明其可能涉及的发育机制。

１　材料与方法

１．１　实验动物
健康成年ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ大鼠２４只，购自南京医

科大学动物实验中心，其中雌雄各１２只，饲养在南京
医科大学动物中心ＳＰＦ环境中。将雌雄鼠胺１∶１合笼，
次日雌鼠见阴栓计为孕１ｄ。将１２只孕鼠随机分为
３组，分别是Ｓ１、Ｓ２、Ｓ３组，每组４只。３组分别在仔鼠
胎龄为１６ｄ、１９ｄ和２１ｄ时应用水合氯醛处死妊娠母
鼠，立即取出所有胎肺组织，并尽可能去除多余杂质组

织。随后，应用ＰＢＳ漂洗胎肺组织，每组保留一份胎肺
用于形态学观察。剩余组织应用Ｔｒｉｚｏｌ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公
司）和ｍｉＲＮｅａｓｙｍｉｎｉｋｉｔ（Ｑｉａｇｅｎ公司）抽提总ＲＮＡ。
ＲＮＡ质量采用分光光度计（ＮＤ１０００，ＮａｎｏｄｒｏｐＴｅｃｈ
ｎｏｌｏｇｉｅｓ公司）进行检测。
１．２　形态学观察

３组胎肺组织均应用４％多聚甲醛固定，石蜡包
埋，行４μｍ连续切片。随后切片行苏木精 －伊红
（ＨＥ）染色，每个肺组织随机选取６张切片，每张切
片随机选取６个视野置于光学显微镜下（×４０倍），
观察３组间胎肺组织形态学结构变化。
１．３　ｍｉＲＮＡ芯片

各组胎肺组织进行 ＲＮＡ提取后，采用 ｍｉＲＣＵ

ＲＹＴＭ Ｈｙ３ＴＭ／Ｈｙ５ＴＭ标记 （Ｅｘｉｑｏｎ，Ｖｅｄｂａｅｋ，Ｄｅｎ
ｍａｒｋ）以进行探针筛查。随后在杂交体系中（Ｎｉｍ
ｂｌｅｇｅｎＳｙｓｔｅｍｓ，Ｉｎｃ．，Ｍａｄｉｓｏｎ，ＷＩ，ＵＳＡ）置于５６°Ｃ
下１６～２０ｈ，进而促使激活反应，并且保持恒定的孵
育温度以提升杂交的一致性和信号的灵敏度。最后

在离心机上采用４００ｒｐｍ离心５ｍｉｎ。随后将这些切
片通过芯片扫描系统（ＡｘｏｎＩｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ，ＦｏｓｔｅｒＣｉｔｙ，
ＣＡ）进行扫描观察。扫描图随后输入ＧｅｎｅＰｉｘＰｒｏ６．０
软件进行数据分析。

１．４　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ
各组胎肺中总ＲＮＡ采用 Ｔｒｉｚｏｌ进行提取。单链

ｃＤＮＡ的合成步骤如下：反转录混合物包含有１μｇ总
ＲＮＡ，１μＭｒｎｏｍｉＲＮＡ反转录引物０．３μＬ（表１），
２００Ｕ／μＬＭＭＬＶ逆转录酶 ０．１μＬ（Ｅｐｉｃｅｎｔｒｅ公
司），２μＬ１０×ＲＴ缓冲液，２μＬｄＮＴＰ混合物，
４０Ｕ／μＬ核糖核酸酶抑制剂 ０．３μＬ（Ｅｐｉｃｅｎｔｒｅ公
司），补充ｄｄＨ２Ｏ至２０μＬ；反应条件为１６℃下３０ｍｉｎ，
４２℃下４０ｍｉｎ，８５℃下 ５ｍｉｎ。在 ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ过
程中，反应混合物包括 １μＬｃＤＮＡ，２．５μＬ１０×
ＰＣＲ缓冲液（Ｐｒｏｍｅｇａ公司），１单位 Ｔａｑ酶（Ｐｒｏ
ｍｅｇａ公司），终浓度为０．２５×Ｓｙｂｅｒｇｒｅｅｎ１（Ｉｎｖｉｔｒｏ
ｇｅｎ）１２．５μＬ及２μＬ引物（表 ２），补充 ｄｄＨ２Ｏ至
２５μＬ；采用Ｕ６ｓｎＲＮＡ作为内参照，通过ＲｏｔｏｒＧｅｎｅ
３０００（ＣｏｒｂｅｔｔＲｅｓｅａｒｃｈ公司）ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ系统进
行反应，反应条件为 ９５℃ １０ｍｉｎ；９５℃１０ｓ，６０℃
６０ｓ（收集荧光），循环 ４０次；扩增反应结束后，按
９５℃ １０ｓ，６０℃ ６０ｓ，９５℃１５ｓ反应 １次；最后从
６０℃缓慢加热到 ９９℃。ＰＣＲ的结果采用 ｔｈｒｅｓｈｏｌｄ
ｃｙｃｌｅ（Ｃｔ）进行计算，而每个 ｍｉＲＮＡ的相对表达量
则采用２（ＣＴｍｉｃｒｏＲＮＡＣＴＵ６）进行比较。

表１　反转录引物序列

ｍｉＲＮＡ名称 反转录引物序列

Ｕ６ ５′ＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴＧＴＣＡＴ３′
ｒｎｏｍｉＲ１２６ ５′ＧＴＣＧＴＡＴＣＣＡＧＴＧＣＧＴＧＴＣＧＴＧＧＡＧＴＣＧＧＣＡＡＴＴＧＣＡＣＴＧＧＡＴＡＣＧＡＣＣＧＣＧＴＡ３′

表２　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ引物序列

ｍｉＲＮＡ名称 引物序列 退火温度

Ｕ６
上游引物：５′ＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡＴＡＴＡＣＴＡＡＡＡＴ３′
下游引物：５′ＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴＧＴＣＡＴ３′

６０℃

ｒｎｏｍｉＲ１２６
上游引物：５′ＧＧＧＣＡＴＴＡＴＴＡＣＴＴＴＴＧＧ３′
下游引物：５′ＴＧＣＧＴＧＴＣＧＴＧＧＡＧＴＣ３′

６０℃

１．５　统计学分析
采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件对数据进行统计学分

析，数据以均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，多组间比较采
用方差分析，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　３组胎肺组织形态学观察
在Ｓ１组中，肺上皮细胞开始分化成原始的气泡

腔体样结构，间质部分非常致密（图１Ａ）；在Ｓ２组中，
·９０７·
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肺腺泡腔迅速扩大，间质组织较前变薄，并排列成条

索状（图１Ｂ）；在Ｓ３组中，更多成熟的肺泡出现，围绕
在支气管周围，而间质比前两组更为稀疏（图１Ｃ）。

　　图１　３组胎肺组织光镜下形态学变化（苏木精－伊红染色，×４０）　Ａ为孕１６ｄ组，可见原始气泡腔体样结构（箭头所示）；
Ｂ为孕１９ｄ组，可见腺泡腔扩大，成条索样排列，间质变薄（箭头所示）；Ｃ为孕２１ｄ组，可见肺泡明显扩大而间质更为菲薄（箭头所示）。

２．２　ｍｉＲＮＡ芯片检测 ３组间 ｍｉＲＮＡ１２６／ｍｉＲ
ＮＡ１２６表达水平

ｍｉＲＮＡ芯片检测结果显示 ｍｉＲＮＡ１２６在３组
间相对表达较为稳定；而 ｍｉＲＮＡ１２６在３组间则
表现出了明显的表达差异，并依胎龄的增加其表达

量呈逐渐上升。见图２。
２．３　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测３组间 ｍｉＲＮＡ１２６表
达水平

ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测结果显示ｍｉＲＮＡ１２６表达
水平在３组间随胎龄增加呈上升趋势（Ｐ＜０．０５），
与芯片结果所示趋势相一致。见图３。
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　　图２　芯片中 ｍｉＲＮＡ１２６及 ｍｉＲＮＡ１２６在３组间的
差异表达情况　Ｓ１组为胎龄１６ｄ组，Ｓ２组为胎龄１９ｄ组，Ｓ３组
为胎龄２１ｄ组。ｍｉＲＮＡ１２６随着肺发育进程表达量逐渐上升，而

ｍｉＲＮＡ１２６的相对表达量在３组间未表现出明显差异。
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　　图３　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测３组间ｍｉＲＮＡ１２６表达水平
　Ｓ１组为胎龄１６ｄ组（ｎ＝６０），Ｓ２组为胎龄１９ｄ组（ｎ＝５６），Ｓ３组
为胎龄２１ｄ组（ｎ＝５８）。ｍｉＲＮＡ１２６表达水平在３组间随胎龄增

加呈上升趋势 （Ｐ＜０．０５），与芯片结果一致。ａ：与 Ｓ１组比较，Ｐ

＜０．０５；ｂ：与Ｓ２组比较，Ｐ＜０．０５。

３　讨论

大鼠胎肺发育包含５个阶段［７８］，分别为胚芽期

（胎龄第１～１３天），假腺管期（第１３～１８天），小管
期（第１８～２０天），囊泡期（第２０天 ～足月）及肺泡
期（足月至生后５ｄ）。其中第１９天是Ⅱ型肺上皮
细胞开始分化出现的时期，而Ⅱ型肺上皮细胞的产
生又与表面活性物质的分泌等紧密相关，是胎肺发

育的一个关键点。因而本实验挑选了胎龄１９ｄ前
后共３个时间点（胎龄１６ｄ、胎龄１９ｄ、胎龄２１ｄ），
以期反映正常大鼠胚胎肺发育的后期阶段。

在肺发育领域，既往研究较多的是一些有着重

要地位的经典的 ｍｉＲＮＡｓ，如 Ｌｅｔ７家族等。在本实
验中，我们采用最新的芯片技术筛查了ｍｉＲＮＡ１２６／
ｍｉＲＮＡ１２６，这两者之前几乎从未在肺发育中被提
及。ｍｉＲＮＡ１２６／ｍｉＲＮＡ１２６来自于同一基因区带
（均定位于Ｅｇｆｌ７基因的９号内含子上），首先被发现
的是较为常见的 ｍｉＲＮＡ１２６（即 ｍｉＲＮＡ１２６３ｐ）［９］，
随后人们探明了另一类 ｍｉＲＮＡ１２６，其是由具有同
一前体形式ｍｉＲＮＡ的５′端处理而来，因此被命名为
ｍｉＲＮＡ１２６（即ｍｉＲＮＡ１２６５ｐ）。

由于二者均由同一初级ｍｉＲＮＡ转化而来，同时
研究发现在小鼠胚胎干细胞演化而来的上皮细胞内

ｍｉＲＮＡ１２６和 ｍｉＲＮＡ１２６也均有高表达［６］。因

此，它们在调控胚胎血管生成及维持血管完整性方

面可能起着重要作用［６，１０］。但是既往研究中二者的

相关性主要局限于癌症发病机制中。其中由于

ｍｉＲＮＡ１２６可以作用于癌症组织中血管内皮生长因
子（ＶＥＧＦＡ），Ｓｐｒｅｄ１以及磷酸肌醇３激酶（ＰＩ３Ｋ），
其表达水平在人类乳腺癌中呈下降趋势。与之相对

的是，在体外肺癌组织中，ｍｉＲＮＡ１２６则表现出上
·０１７·
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调，并可减缓某些肺癌细胞系细胞的生长速率［１１］。

另外，Ｌｉｕ等［１２］则集中研究了由 ＬＶｍｉｒ１２６转染的
肺癌细胞系及其他３种细胞系，结果发现 ｍｉＲＮＡ
１２６可以有效地减少 ＶＥＧＦ的表达，并且可作为潜
在的肿瘤抑制剂阻滞细胞增殖。与此同时，其他两

位研究者则证明了 ｍｉＲＮＡ１２６作为肿瘤抑制剂主
要是基于其对禽类肉瘤病毒１０调控激酶（Ｃｒｋ）的
调控，而Ｃｒｋ在肺癌中往往被认为同肿瘤侵蚀性有
关［１３１４］。以上这些均提示了 ｍｉＲＮＡ１２６／ｍｉＲＮＡ
１２６不仅在胚胎发育血管生成方面，而且在癌症方
面也有重要的作用。Ｍｕｓｉｙｅｎｋｏ等［１５］曾报道 Ｅｇｆｌ７
的天然缺陷可致其内含子 ｍｉＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ１２６）的
缺失，致使前列腺素高表达，进而间接促进了ＬＮＣａＰ
前列腺癌细胞的侵蚀性。这是有关 ｍｉＲＮＡ１２６为
数不多的报道之一。

已知内含子占有真核生物基因组的绝大多数部

分，并且既往一直被认为是没有功能的［１６１７］，但随

着近来内含子ｍｉＲＮＡ的发现，研究者渐渐意识到原
先被剔除的“无功能”内含子可能确有一定的作用，

正如编码 ｍｉＲＮＡ１２６／ｍｉＲＮＡ１２６的 Ｅｇｆｌ７基因中
９号内含子一样，现已不止一次被证明其在血管相
关的组织细胞增殖中呈高水平表达，且在包括肺脏

在内的特定器官里含量十分丰富［１８２０］。另外，即使

在几年前，人们尚认为在 ｍｉＲＮＡ发生机制中，ＲＮＡ
的一条链优先与沉默复合体（ＲＮＡｉｎｄｕｃｅｄｓｉｌｅｎｃｉｎｇ
ｃｏｍｐｌｅｘ，ＲＩＳＣ）结合，而另一条链（ｍｉＲＮＡ）常被认
为无功能而被降解［２１］。但是近些年来，随着大规模

ＲＮＡ测序研究增多，ｍｉＲＮＡ的发现也越来越多。
就ｍｉＲＮＡ１２６和 ｍｉＲＮＡ１２６而言，两者都曾被测
得在同一组织中有高表达，并发挥着同样重要的作

用［２２］。实际上，ｍｉＲＮＡ的两条链存在高度的组织
特异性，且两条链均能各自有效地抑制其自身靶基

因［２３２４］。所以同 ｍｉＲＮＡ１２６相比，ｍｉＲＮＡ１２６在
某些方面可能也有其自身的特定功能［２５］。除此之

外，由于ｍｉＲＮＡ１２６／ｍｉＲＮＡ１２６均来源于Ｅｇｆｌ７基
因，且共有一条 ｍＲＮＡ，故在之前报道中，两者的表
达水平似乎一直是呈平行相关的［１３，２６］。然而，现今

有少数研究报道 ｍｉＲＮＡ１２６的表达调控部分是独
立于ＥＧＦＬ７蛋白之外的［２７］，因而表明可能存在独

立的启动子分别调控 ｍｉＲＮＡ１２６和 ｍｉＲＮＡ１２６，
这也进一步说明两者可能拥有不同的信号通路和生

理机制，并发挥着各自不同的作用。

在本实验中，经过芯片筛查，我们发现在３组间
ｍｉＲＮＡ１２６并没有表现出如同 ｍｉＲＮＡ１２６一样的
差异表达及上调趋势，而是在３个时间点间呈现稳

定表达，这进一步证实了上述的猜测。而且随后ｒｅ
ａｌｔｉｍｅＰＣＲ的结果也表明 ｍｉＲＮＡ１２６的表达在
３组间差异均具有统计学意义。事实上，这是第一
次在胎肺发育中报道 ｍｉＲＮＡ１２６随着肺发育过程
存在差异表达及上调趋势。根据这些结果，我们推

测ｍｉＲＮＡ１２６可能在胎肺发育过程中扮演着重要
的角色。既往对ｍｉＲＮＡ１２６和ｍｉＲＮＡ１２６的研究
主要局限于癌症领域，但是在胚胎期的细胞同癌症

细胞在某些方面往往具有共性，如高度快速的分裂

增殖能力等。ｍｉＲＮＡ１２６／１２６在癌症组织中的高
表达水平已被证实同其在血管发生方面的作用密不

可分，因此当在论及胚胎发育时，这两类 ｍｉＲＮＡｓ可
能通过同样的机制来促进胎肺的发育成熟。

当今临床上随着机械通气的广泛应用，发生呼

吸窘迫综合征的早产儿、极低出生体重儿抢救成活

率大大提高，但相关肺发育疾病的发生率也随之升

高［２８］。本实验的推论或许有助于阐明ｍｉＲＮＡ１２６

在大鼠胎肺发育中所起的重要作用，并且对于以后

进一步研究新生儿肺发育相关疾病（如支气管肺发

育不良等）提供一定的理论基础。
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