
  Drug Evaluation Research  第 41 卷 第 4 期  2018 年 4 月 

    

• 540 • 

【 药效学评价 】 

氧化苦参碱通过胰腺星状细胞中 miRNA-211-5p 调节 TLR4/NF-κB 通路调
控炎性反应 

李如月 1, 2，向晓辉 2，张  斌 2，张  青 2，夏时海 1, 2* 

1. 新乡医学院，河南  新乡  453003 

2. 武警后勤学院附属医院 消化二科/肝胆胰脾中心，天津  300162 

摘  要：目的  探讨氧化苦参碱（OM）是否通过胰腺星状细胞株（LTC-14）中 miR-211-5p 调节 TLR4/NF-κB 通路调控炎性反

应。方法  用生物预测、文献分析筛选出目的 miR；脂多糖（LPS）刺激 LTC-14 细胞制备炎症模型，通过实时荧光定量 PCR

（qRT-PCR）法检测miR的变化以及OM 对其的调节作用；通过转染mimics和 inhibitor来过表达和低表达目的miR后，以Western 

Blotting 法、实时荧光定量 PCR（qRT-PCR）法检测 LTC-14 细胞中 TLR4/NF-κB 信号通路相关分子（TLR4、MyD88、NF-κB）

的表达情况，ELISA法检测细胞上清中炎性因子TNF-α的表达情况。结果  经生物信息学预测筛选出的目的miR为miR-211-5p；

与对照组比较，LPS 刺激 LTC-14 细胞后 miR-211-5p 表达明显下降（P＜0.001）；与模型组比较，经 OM 干预后 miR-211-5p 表

达显著上升（P＜0.001）。过表达 miR-211-5p 后，TLR4、MyD88、NF-κB 的 mRNA 和蛋白水平，以及炎性因子 TNF-α 表达显

著下降（P＜0.05、0.01、0.001）；低表达 miR-211-5p 后，TLR4、MyD88、NF-κB 的 mRNA 和蛋白水平，以及炎性因子 TNF-α

表达上升（P＜0.05、0.01、0.001）。结论  PSCs 中的 miR-211-5p 通过调节 TLR4/NF-κB 信号通路调节炎症反应，OM 可以调

节炎症模型中 miR-211-5p 的表达，OM 调节炎症反应的作用机制可能是通过 miR-211-5p 调节 TLR4/NF-κB 信号通路实现的。 
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Oxymatrine participates in regulation of TLR4/NF-κB inflammatory response 

pathway via miRNA-211-5p in PSCs 
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Abstract: Objective  To investigate the anti-inflammatory mechanism of oxymatrine (OM) on targeting TLR4/NF-κB signaling 

pathwayby regulating miRNA-211-5p in LTC-14 cells. Methods  The target miRNAs were screened by biological prediction and 

literature analysis. Lipopolysaccharide (LPS) stimulates LTC-14 cells to prepare inflammatory models, and miRNAs expression 

variation and the regulation of OM were detected by real-time fluorescence quantitative PCR (RT-qPCR). Up-regulation and 

down-expression of miRNAs were manufactured by mimics and inhibitor transfection. The expression of related molecules (TLR4, 

MyD88, and NF-κB) in TLR4/NF-κB signaling pathway of LTC-14 cells was detected by Western blotting and RT-qPCR. The 

expression of inflammatory factor TNF-α was detected by ELISA assay in cell supernatant. Results  miRNA-211-5p was chosen as 

target for further study after bioinformatics screening. The expression of miR-211-5p in LTC-14 cells stimulated by LPS decreased 

significantly (P < 0.001) compared with the control group. The decreased expression of miRNA-211-5p induced by LPS was promoted 
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by OM administration (P < 0.001) compared with the model group. After up-regulating of miRNA-211-5p, the expression of 

TLR4/NF-κB signaling pathway related molecules (TLR4, MyD88, and NF-κB) and TNF-αdecreased significantly (P < 0.05, 0.01, 

and 0.001). After down-regulation of miRNA-211-5p, the expression of TLR4, MyD88 and NF-κB TNF-α were increased (P < 0.05, 

0.01, and 0.001). Conclusion  OM can modulate TLR4/NF-κB inflammatory response signaling pathway by regulating the expression 

of  miRNA-211-5p in the PSCs.  

Key words: miRNA-211-5p; oxymatrine; Toll-like receptor 4; pancreatic stellate cells; inflammatory reaction 

 

慢性胰腺炎（chronic pancreatitis，CP）是多种

病因引起的以胰腺组织和功能不可逆性改变为特征

的慢性炎症性疾病，其发病率有逐年增高的趋势[1]。

CP 发病机制尚未明确，临床上缺乏有效的治疗方法

阻止疾病进展，目前其治疗仍是缓解症状和控制并

发症[3-5]。胰腺纤维化是 CP 的主要病理生理过程[2]，

近年来研究表明，在胰腺纤维化发生和发展过程中，

胰腺星状细胞（pancreatic stellate cells，PSCs）活化

发挥着关键作用，是多种诱因作用的靶点[6-8]，先后

有多类药物研究用于抑制 PSCs 激活和激活后的致

纤维化效应[9]。由于氧化苦参碱（oxymatrine，OM）

具有免疫调控及抗纤维化作用[10-15]，因此 OM 很有

可能对 CP 有治疗作用。 

Toll 样受体 4（Toll-like receptor 4，TLR4）是

模式识别受体家族关键受体（PRRs）的一种，可

受细菌脂多糖（lipopolysaccharide，LPS）激活，

启动机体炎症链式反应，从而促进炎症介质产生和

释放[16]。近年来研究显示，TLR4 在人体胰腺组织

中表达，可能在胰腺炎发病中发挥作用[17]。miRNAs

（miRs）是一类高度保守的非编码小 RNA，可调控

基因表达，参与细胞增殖、凋亡、分化、代谢、发

育、肿瘤转移等多种生物学过程[18-19]。近些年，miRs

的功能被详细研究，特别是在调控 TLR 信号通路和

炎症反应方面起到最重要的作用[20]，MiRs 在慢性

胰腺炎的作用也得到广泛重视和研究[21]。 

基于上述研究，本实验主要探讨目的 miRs 在

LPS 刺激 PCSs 后的变化及目的 miR 对 TLR4 的影

响，同时观察 OM 是否通过影响 miRs 阻断 TLR4

信号通路。通过对 TLR4 通路与 miRs 以及 OM 的

相关研究，探寻胰腺纤维化的具体机制，为以后胰

腺纤维化的相关治疗寻找新的分子靶点。 

1  材料 

1.1  药物及主要试剂 

LPS、OM，购自 Sigma 公司；胎牛血清，购自

Gibco 公司；青链霉素混合液，购自 Solarbio 公司；

IMDM 培养基，购自 HyClone 公司；胰酶消化液、

750 mL/L 乙醇（分析纯）、氯仿（分析纯）、异丙醇

（分析纯）、DEPC 水、BCA 蛋白定量试剂盒，购自

北京鼎国昌盛生物技术有限责任公司；TRIzol，购自

Invitrogen 公司；实时荧光定量 PCR 扩增试剂盒和逆

转录试剂盒，购自北京全式金生物技术有限公司和

苏州吉玛基因股份有限公司；ECL 显色试剂盒，均

购自万类生物科技有限公司；NF-κB、MyD88、β-actin

单克隆一抗，购 Proteintech 公司；ELISA 试剂盒，

购自南京建成生物工程研究所。 

1.2  主要仪器 

ABI 7500 PCR 仪（Applied Biosystems，Foster City，

CA，美国）；ABI 2720 PCR 仪（Applied Biosystems，

Foster City，CA，美国）；JY92-IIDN 超声波细胞粉

粹机（新芝生物科技股份有限公司）；1510-01959

全波长酶标仪（Thermo Fisher，Waltham，MA，美

国）；电转仪（Bio-Rad，美国）；垂直板电泳槽

（Bio-Rad，美国）；5200 自动荧光/化学发光成像仪

（天能科技有限公司）；细胞培养箱（Thermo Fisher，

Waltham，MA，美国）；超净工作台（新苗医疗器

械制造有限公司）；－80 ℃超低温冰箱（日本

Sanyo）；CKX41 倒置相差显微镜（日本 Olympus）。 

2  方法 

2.1  细胞培养 

胰腺星状细胞株（LTC-14），由德国 Rostock 大

学医院的 Robert Jaster 教授惠赠[22]。细胞在含 10%

胎牛血清的 IMDM 培养基中，置于 37 ℃、5% CO2

的孵育箱（相对湿度为 95%）中培养。待细胞生长

到培养瓶约 70%～80%密度时，用 0.25%胰酶将细胞

消化后传代。取对数生长期细胞用于实验研究。 

2.2  炎症细胞模型的制备与用药刺激 

在 6 孔板中将细胞培养于含 10%胎牛血清的

IMDM 培养基中，待细胞生长到培养瓶约 70%～80%

密度时，更换为无血清的 IMDM 培养基 2 mL 继续培

养 4 h。对照组：不加药处理；LPS 组：加入 10 μg/mL 

LPS 20 μL 刺激 3 h；OM＋LPS 组：预加入 0.5 mg/mL 

OM 10 μL，30 min 后加入 10 μg/mL LPS 20 μL 刺激 3 
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h；OM 组：加入 0.5 mg/mL 10 μL OM 刺激 3 h[23]。 

2.3  生物预测 

利用 TargetScan7 （ http://www.targetscan.org/ 

vert_70/）进行生物预测靶向 TLR4 的 miR，并查阅

相关文献/微阵列数据[24]进行筛选。 

2.4  实时荧光定量（qRT-PCR）法测定 OM 对

miR-211-5p 表达的影响 

将“2.2”项各组细胞按 TRIzol 法提取细胞总

RNA，取 1 μg RNA 按反转录试剂盒说明书进行逆

转录反应合成 cDNA。用 ABI 7500 PCR 仪按 qPCR

说明书将cDNA进行PCR扩增，以U6为内参。95 ℃

预变性 3 min，然后进行循环扩增，95 ℃变性 12 s，

60 ℃退火加延伸 40 s，共 40 个循环，反应结束后进

行熔解曲线分析，miRNA 的相对表达量以 2
－ΔΔCt的

形式表示。miR-211-5p 引物由苏州吉玛基因股份有

限公司设计，引物序列见表 1。 

表 1  qRT-PCR 引物序列 

Table 1  Primer sequences of qRT-PCR 

引物 引物序列 (5′→3′) 

RmiR-211-5p-forward CAGTGCTGTTCCCTTTGTCATC 

RmiR-211-5p-reverse TATGGTTGTTCACGACTCCTTCAC 

R-U6（内参）-forward ATTGGAACGATACAGAGAAGATT 

R-U6（内参）-reverse GGAACGCTTCACGAATTTG 

TLR4-forward GGAGTACAAAACTCTGCGCC 

TLR4-reverse ACTTCCTTGTGCCCTGTGAG 

MYD88-forward ATGGTGGTGGTTGTCTCTGATG 

MYD88-reverse GACAGGATGAACCTCAGGATGC 

NF-κB p65-forward CATACGCTGACCCTAGCCTG 

NF-κB p65-reverse TTTCTTCAATCCGGTGGCGA 

β-Actin -forward TGCCTGACGGTCAGGTCA 

β-Actin -reverse CAGGAAGGAAGGCTGGAAG 

2.5  转染 oligo 

将 LTC-14 细胞接种于 6 孔板中，加入 1.8 mL

培养基，置于 37 ℃、5 % CO2 培养箱中培养，细胞

密度达 70%时用于转染。转染前 4 h 将细胞培养基

换成不含血清、不含抗体的新鲜培养基。转染的基

本步骤：先将 5 μL X-treme GENE HP DNA 转染试

剂、5 μL oligo（miR-211-5p mimics、mimics NC、

inhibitor、inhibitor NC）加入 200 μL 的 IMDM 中混

匀室温静置 15 min，将 DNA-lipo 复合体逐滴均匀

地加入细胞培养液中，4～6 h 后用含有血清、抗体

的新鲜培养基，终止转染。转染 miR-211-5p mimics、

inhibitor 分别过表达、低表达 miR-211-5p，并分别

转染 mimics NC、inhibitor NC 作阴性对照。相应的

miRNA 的序列见表 2。 

表 2  miR-211-5p 过表达/低表达引物序列 

Table 2  Primer sequences of miR-211-5p over/low expression 

引物 引物序列 (5′→3′) 

miR-211-5p 

mimics –sense 

UUCCCUUUGUCAUCCUUUGCCU 

miR-211-5p 

mimics -antisense 

GCAAAGGAUGACAAAGGGAAUU 

mimics NC-sense UUCUCCGAACGUGUCACGUTT 

mimics NC-antisense ACGUGACACGUUCGGAGAATT 

miR-211-5p inhibitor AGGCAAAGGAUGACAAAGGGAA 

inhibitor NC CAGUACUUUGUGUAGUACAA 

miR-211-5p mimics 转染 0、24、48、72 h 后提

取 RNA 和蛋白，检测 miR-211-5p 和 TLR4、MyD88、

NF-κB 蛋白表达水平，确定转染后最佳检测时间；

于转染 72 h 后，检测细胞中 TLR4、MyD88、NF-κB 

mRNA 水平，上清中 TNF-α 水平。miR-211-5p 

inhibitor 转染 72 h 后提取细胞 RNA 和蛋白，检测

TLR4、MyD88、NF-κB mRNA 和蛋白水平，上清

中 TNF-α 水平。 

2.6  qRT-PCR 法测定 TLR4、MyD88、NF-κB 

mRNA 表达 

将各组细胞按 TRIzol 法提取细胞总 RNA，取 1 

μg RNA 按反转录试剂盒说明书进行逆转录反应合

成 cDNA。用 ABI 7500 PCR 仪按 qPCR 说明书将

cDNA 进行 PCR 扩增，mRNA 以 β-actin 为内参。

94 ℃预变性 30 s，然后进行循环扩增，94 ℃变性

5 s，60 ℃退火 20 s，72 ℃延伸 34 s，共 40 个循环，

反应结束后进行熔解曲线分析。mRNA 的相对表达

量以 2
－ΔΔCt的形式表示。引物序列见表 1。 

2.7  Western blotting 法 TLR4/NF-κB 信号通路相

关蛋白表达 

用 RIPA 裂解提取细胞总蛋白，经 BCA 法蛋白

定量，经变性蛋白电泳、转膜，牛奶封闭 2 h，一抗

4 ℃孵育过夜，TBST 摇床洗膜 3 次，每次 15 min；

二抗室温摇床孵育 2 h，TBST 摇床洗膜 3 次，每次

15 min。ECL 法化学发光经 Tanon 5 200 全自动化学

发光图像分析系统拍摄图像后进一步分析，Image J

软件灰度比较分析。 

2.8  ELISA 法测定 TNF-α 表达水平 

将细胞 3 000 r/min 离心 20 min 后，取上清。每

孔取 50 μL 上清按照说明书依次加入生物素抗原、

亲和素，分别于 37 ℃孵育 60 min；洗板后加入显

色液 A、B，37 ℃避光显色 10 min；加入终止液，
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立即以空白孔调零，450 nm 波长测量吸光（A）值。

用四参数（logistic 曲线）做标准曲线，用 mELISA

进行计算 TNF-α 含量。 

2.9  统计学处理 

使用 GraphPad Prism 6 统计学软件分析处理数

据，数据用 x s 表示，组间比较用单因素方差分析。 

3  结果 

3.1  生物预测 

TargetScan7 是一个常用的功能性 miRs 靶基

因生物预测网站。用 TargetScan7 网站，预测大鼠

源以 TLR4 为靶目标的 miRs；参考安捷伦芯片实

验结果[23]，筛选出 PSCs 激活后发生变化的 miRs。

通过网站分析找出结合位点较为稳定的 miRs，并找

出芯片中变化倍数较大的 miRs 取交集，最终选择

miR-211-5p 进行实验。 

3.2  OM 对 LPS 诱导的 LTC-14 细胞 miR-211-5p

表达的影响 

如图 1 所示，与对照组比较，LPS 组 miR-211-5p

的表达量明显下降，差异显著（P＜0.001）。与 LPS

组比较，（LPS＋OM）组 miR-211-5p 的表达量显著

回升（P＜0.001）；与对照组和 LPS 组比较，OM 组

miR-211-5p 的表达量明显上升（P＜0.01、0.001）。 

3.3  miR-211-5p 对 TLR4 通路的影响 

3.3.1  过表达 miR-211-5p对 TLR4通路的影响  与

0 h 组比较，PSCs 中 miR-211-5p 的表达量在转染

48、72 h 后显著升高（P＜0.001），在转染 48 h 后

效率最强，结果见图 2。 

如图 3 所示，miR-211-5p mimics 分别转染 0、

24、48、72 h 后，TLR4/NF-κB 信号通路的各节点

分子（TLR4、MyD88、NF-κB）蛋白表达水平随着 

 

 

与对照组比较：**P＜0.01  ***P＜0.001；与LPS 组比较：###P＜0.001 

**P < 0.01  ***P < 0.001 vs control group; ###P < 0.001 vs LPS group 

图 1  OM 对 LPS 诱导的 LTC-14 细胞 miR-211-5p 表达的

影响（ ±s, n = 4） 

Fig. 1  Effects of OM on miR-211-5p expression after LPS 

stimulation in PSCs ( ±s, n = 4) 

       

 

与 0 h 组比较：***P＜0.001 

***P < 0.001 vs 0 h group 

图2  PSCs中miR-211-5p过表达的转染效率 ( ±s, n = 3) 

Fig. 2  Transfection efficiency of overexpression of 

miR-211-5p in PSCs ( ±s, n = 3) 

 

               

 

与 0 h 组比较：**P＜0.01  ***P＜0.001 

**P < 0.01  ***P < 0.001 vs 0 h group 

图 3  PSCs 中 miR-211-5p 过表达后 TLR4 通路蛋白水平表达下降 ( ±s, n = 5) 

Fig. 3  Expression of protein levels of TLR4 pathway decreased after overexpression of miR-211-5p in PSCs ( ±s, n = 5) 
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转染时间的延长而下降，72 h 组下降最明显，与 0 h

组比较，差异具有统计学意义（P＜0.01、0.001）。 

miR-211-5p mimics 转染 72 h 后，TLR4/NF-κB

信号通路的各节点分子（TLR4、MyD88、NF-κB）

mRNA 表达水平下降，与 0 h 组比较，差异具有统

计学意义（P＜0.001），结果见图 4。 

3.3.2  低表达 miR-211-5p 对 TLR4 通路的影响  

根据上述 miR-211-5p 转染效率，转染 inhibitor 72 h

后，与对照组比较，TLR4/NF-κB 信号通路的各节

点分子（TLR4、MyD88、NF-κB）蛋白表达水平

显著上升，且差异具有统计学意义（P＜0.05），

见图 5。 

转染 inhibitor 72 h 后，TLR4/NF-κB 信号通路

的各节点分子（TLR4、MyD88、NF-κB）mRNA 表

达水平显著上升，且差异具有统计学意义（P＜0.05、

0.01、0.001），结果见图 6。 

             

与 mimics NC 组比较： ***P＜0.001 

***P < 0.001 vs mimics NC group 

图 4  PSCs 中 miR-211-5p 过表达后 TLR4 通路 mRNA 水平表达下降（ ±s, n =5） 

Fig. 4  Expression of mRNA levels of TLR4 pathway decreased after overexpression of miR-211-5p in PSCs ( ±s, n = 5) 

                  

与 inhibitor NC 组比较：*P＜0.05 

*P < 0.05 vs inhibitor NC group 

图 5  PSCs 中 miR-211-5p 低表达后 TLR4 通路蛋白水平表达上升 ( ±s, n = 4) 

Fig. 5  Expression of protein levels of TLR4 pathway increases after low expression of miR-211-5p in PSCs ( ±s, n = 4) 
 

              

与 inhibitor NC 组比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001 

*P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs inhibitor NC group 

图 6  PSCs 中 miR-211-5p 低表达后 TLR4 通路 mRNA 水平表达上升 ( ±s, n = 4) 

Fig. 6  Expression of mRNA levels of TLR4 pathway increases after low expression of miR-211-5p in PSCs ( ±s, n = 4) 
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3.4  MiR-211-5p 对 TNF-α 的影响 

MiR-211-5p 过表达后，TNF-α 表达量显著下降，

与 mimics NC 组比较，差异具有统计学意义（P＜

0.05）；miR-211-5p 低表达后，TNF-α 表达量显著上升，

与 inhibitor NC 组比较，差异显著（P＜0.01），见图 7。  

 

 

与mimics NC 组比较：*P＜0.05；与 inhibitor NC 组比较：##P＜0.01 

*P < 0.05 vs mimics NC group; ##P < 0.01 vs inhibitor NC group 

图 7  miR-211-5p 对 PSCs 上清中 TNF-α 蛋白表达的影响 

( ±s, n = 4) 

Fig. 7  Effect of miR-211-5p on expression of TNF-α 

protein in PSCs supernatant ( ±s, n = 4) 

4  讨论 

研究表明，TLR4/MyD88 信号通路在 LPS 诱导

的胰腺细胞炎症反应中起关键作用[25]。本课题组在

前期研究中发现，LPS 可以激活 LTC-14 细胞中

TLR4/MyD88 信号通路，而 OM 可以通过下调

LTC-14 细胞中 TLR4、NF-κB 的表达，减轻炎症因

子 TNF-α 的释放，进而对大鼠慢性胰腺炎起到治疗

的作用[23]。与此同时，OM 对大鼠胰腺纤维化模型

有治疗作用，而且其作用是通过抑制 PSCs 的激活

和诱导胰腺细胞凋亡来实现的[26-28]。近年来抗胰腺

纤维化药物研究都着眼于 PSCs 激活机制及其抑制

措施，涉及抗炎、抗氧化、促进激活的 PSCs 去活

化、恢复 ECM 代谢平衡等方面[29-32]。本实验重点

研究 OM 在抑制 PSCs 激活中的抗炎机制。 

miRs 是一类具调节功能的非编码小 RNA，大

量研究表明 miRs 可以有效调节 TLR4/NF-κB 信号

通路[33]，且 miR-211-5p 可参与炎症反应调控[34]。

但 miR-211-5p 在慢性胰腺炎细胞模型中对 TLR4信

号通路及相关炎症反应的调节作用尚不清楚。本实

验结果表明，PSCs 被 LPS 激活后 miR-211-5p 表达

量明显下降，由此推测 miR-211-5p 在 PSCs 中的表

达与炎症反应相关。结合 PSCs 中 TLR4 表达在 LPS

刺激后上调，miR-211-5p 在炎症模型中的变化与

TLR4的变化呈现负向相关，与miR-211-5p靶向TLR4

的预测吻合。本研究在 PSCs 中对 miR-211-5p 进行过

表达和低表达，观察 TLR4/NF-κB 信号通路，来进一

步验证靶向预测，并检测相关炎症因子。结果显示，

miR-211-5p的过表达可以下调TLR4/NF-κB信号通路

相关蛋白和炎症因子的表达；抑制 miR-211-5p 的表达

则结果相反。进一步证实了 miR-211-5p 与 TLR4 的靶

向关系，同时证明了 miR-211-5p 可以通过调节

TLR4/NF-κB 信号通路调节炎症反应。 

研究表明，OM 具有免疫调控及抗纤维化作用，

且本课题组前期证明 OM 可以调节 TLR4/NF-κB 信

号通路，但 OM 并非 TLR4 的特异性配基，OM 如

何调节 TLR4/NF-κB 信号通路参与炎症反应的机制

尚不清楚。迄今为止，尚无研究探讨 OM 对 PSCs

中 miRs 表达和功能的影响。本研究发现，PSCs 接

受 LPS 刺激后 miR-211-5p 的表达量明显下降，经

OM 干预后 miR-211-5p 表达量显著回升，可见

miR-211-5p 表达量的变化受 OM 的调节。OM 可能

通过调节 miR-211-5p 起到调节炎症反应的作用。 

PSCs中的miR-211-5p通过调节TLR4/NF-κB信号

通路调节炎症反应，OM可调节炎症模型中miR-211-5p

的表达，OM 调节炎症反应的作用机制可能是通过

miR-211-5p 调节TLR4/NF-κB 信号通路实现的。 
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