
·论　　著·　　ｄｏｉ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７１８３４８．２０１４．３１．０１５

Ｓ１００Ａ４ｓｉＲＮＡ对佐剂性关节炎大鼠炎症及细胞因子的影响


柏干苹，李景怡，张荣华，王　勇，方勇飞△

（第三军医大学西南医院风湿科，重庆４０００３８）

　　摘　要：目的　研究Ｓ１００Ａ４ｓｉＲＮＡ对关节炎大鼠炎症及细胞因子肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）、ＩＬ１β和血管内皮生长因子

（ＶＥＧＦ）表达的影响。方法　建立大鼠佐剂性关节炎模型，造模后第１１天给模型干扰组大鼠关节腔内注射Ｓ１００Ａ４ｓｉＲＮＡ片段。

观察各组大鼠关节炎指数（ＡＩ）的变化及踝关节的病理变化；ＥＬＩＳＡ检测血清ＴＮＦα、ＩＬ１β和ＶＥＧＦ的表达变化。结果　模型干

扰组大鼠ＴＮＦα、ＩＬ１β和ＶＥＧＦ表达水平均比模型组降低（犘＜０．０５）；ＡＩ值及踝关节病理积分与模型组比较显著下降，差异有

统计学意义（犘＜０．０５）。结论　抑制犛１００犃４基因表达，能显著降低致炎细胞因子ＴＮＦα、ＩＬ１β及促血管生成因子 ＶＥＧＦ的表

达，减轻关节滑膜的病理损伤。
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　　类风湿关节炎（ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＲＡ）的基本病理变化

是慢性滑膜炎，其显著特征是滑膜明显增生，炎性细胞浸润以

及血管翳的形成。浸润的Ｔ淋巴细胞、单核细胞和滑膜细胞

引起并维持着滑膜炎。研究显示，ＲＡ滑膜成纤维细胞（ｓｙｎｏ

ｖｉａｌｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ，ＳＦｓ）具有转化细胞特征，在连续培养中这些成

纤维细胞表现出高增殖率、接触抑制缺失、组成性表达细胞因

子ｍＲＮＡ和锚定非依赖性细胞生长等一些新的特性，这种转

化特性在ＲＡ的发生、发展中发挥着 Ｔ细胞依赖途径所不可

解释的重要作用［１２］。ＳＦｓ的生长及病理学行为在许多方面类

似于肿瘤组织的特性。Ｓ１００Ａ４蛋白为Ｓ１００蛋白家族成员之

一，其与肿瘤生物学特性的相关性已毋庸置疑，由于ＳＦｓ的生

长及病理学行为在许多方面类似于肿瘤组织的特性，Ｓ１００Ａ４

与ＲＡ的关系越来越受到人们的关注。有文献报道，在ＲＡ增

殖的ＳＦｓ中发现Ｓ１００Ａ４ｍＲＮＡ表达增高，细胞外Ｓ１００Ａ４可

调节基质金属蛋白酶（ＭＭＰ）的产生，甚至 ＲＡ患者血浆中

Ｓ１００Ａ４水平增高
［３］。虽然滑膜成纤维细胞在关节炎中的作用

已得到肯定，但其功能的分子机制仍不明确。为明确Ｓ１００Ａ４

在ＲＡ滑膜炎症中的作用，本研究运用 ＲＮＡ干扰技术观察

Ｓ１００Ａ４ｓｉＲＮＡ对佐剂性关节炎大鼠炎症及细胞因子的影响，

探讨Ｓ１００Ａ４参与关节炎症的机制。

１　材料与方法

１．１　材料　实验动物：ＳＤ大鼠２４只，雌雄各半，清洁级，体质

量１６０～２００ｇ，由第三军医大学动物实验中心提供，饲养于本

院中心实验室动物房。试剂：ｓｉＲＮＡ片段由锐博生物技术有

限公司合成，肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）、ＩＬ１β及血管内皮生长

因子（ＶＥＧＦ）ＥＬＩＳＡ试剂盒购自Ｒ＆Ｄ公司。

１．２　方法

１．２．１　干扰片段设计与干扰效果检测　根据大鼠Ｓ１００Ａ４基

因序列合成如下干扰片段，Ｓ１００Ａ４ｓｉＲＮＡ１：５′ＧＵＧ ＡＣＡ

ＡＧＵＵＣＡＡＧＣＵＣＡＡｔｔ３′（正义链）；Ｓ１００Ａ４ｓｉＲＮＡ１：５′

ＵＵＧＡＧＣＵＵＧＡＡＣＵＵＧＵＣＡＣｔｔ３′（反义链）。将上述片

段以脂质体２０００转染体外分离培养大鼠关节炎滑膜细胞，同

时设置无关对照转染组，观察转染效率，同时采用蛋白免疫印

迹（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）方法检测干扰效果。

１．２．２　大鼠佐剂关节炎模型的建立与分组　给予ＳＤ大鼠右

后足跖皮内注射完全弗氏佐剂１００μＬ致感染，制成佐剂型关

节炎大鼠模型（ＡＡ模型）
［４］，每天观察炎性肿胀情况至第２８

天，成功造模１６只。１６只ＡＡ模型大鼠分２组：模型组、模型
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干扰组，各８只；另８只健康ＳＤ大鼠为正常组。致感染后第

１１天始隔天给模型干扰组ＳＤ大鼠的关节腔内注射脂质体包

裹的Ｓ１００Ａ４ｓｉＲＮＡ各０．１ｍＬ，共５次。继续观察实验大鼠

炎性肿胀情况，并于造模后第２５天行水合氯醛腹腔麻醉，取材

进行后续实验。

１．２．３　计算关节炎指数（ＡＩ）　参照文献［４］进行大鼠的足爪炎

症计分。每只足爪的ＡＩ评分标准：０＝正常；１＝踝关节出现红

斑和轻微肿胀；２＝踝关节到跖关节或掌关节红斑和轻微肿胀；３

＝踝关节到跖趾关节或掌关节出现红斑和中度肿胀；４＝踝关节

到趾关节出现红斑和重度肿胀。每只大鼠最多评１２分。

１．２．４　ＨＥ染色观察踝关节病理变化　取双侧踝关节，经固

定、脱水、包埋、切片等处理，ＨＥ染色后光镜下观察组织切片

病理改变。根据文献［５］进行半定量评分，０分：关节具有正常

结构，如关节间隙、软骨、骨和滑膜组织等；１分：关节组织中有

纤维形成和轻度关节炎症，并有滑膜增生、血管数量增加以及

小的炎性细胞灶，无软骨和骨侵蚀破坏；２分：关节有软骨侵蚀

破坏和中度关节炎症，大量炎性细胞浸润，滑膜增生和血管翳

形成，无骨和关节结构破坏；３分：有严重血管翳形成，广泛软

骨、骨和关节结构破坏。

１．２．５　ＥＬＩＳＡ法检测ＴＮＦα、ＩＬ１β和 ＶＥＧＦ表达水平　造

模后２５ｄ取各组血清，采用ＥＬＩＳＡ方法检测ＴＮＦα、ＩＬ１β和

ＶＥＧＦ水平的变化情况。具体步骤参照ＥＬＩＳＡ试剂盒说明书

进行。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行分析，计量

资料以狓±狊表示。各组间均数比较采用方差分析，采用ＬＳＤ

法进行组间两两比较。以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　Ｓ１００Ａ４干扰片段转染效率及干扰效果　以带荧光标记

的无关干扰对照片段转染大鼠滑膜细胞，荧光显微镜观察显示

转染效率约９５％，转染４８ｈ后 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测显示，Ｓ１００Ａ４

ｓｉＲＮＡ对目的基因蛋白的干扰效率约６０％，见图１。

　　
：犘＜０．０５，与正常组比较。

图１　　Ｓ１００Ａ４ｓｉＲＮＡ对目的基因蛋白的干扰效果

２．２　大鼠的足跖肿胀度及ＡＩ的变化　大鼠致炎后第２天，模

型组及模型干扰组大鼠均出现注射局部红肿，皮肤温度升高，

足肿胀；第３～４天足跖肿胀达高峰，继发性炎性反应于致炎后

１０ｄ左右出现，表现为对侧和前足肿胀且进行性加重，血管周

围炎症、红斑和结节；第２１天达高峰，病变从足跖波及四肢关

节，且症状较原发时加重，大鼠出现活动及摄食减少、体质量下

降、倦怠嗜卧等表现，足跖红肿、增厚，局部皮肤温度升高。正

常组无异常变化。从炎症出现后，每隔５ｄ进行ＡＩ评分，结果

显示正常组评分均为０分，模型组及模型干扰组 ＡＩ评分均高

于正常组，但出现继发性炎性反应后模型干扰组评分低于模型

组，差异有统计学意义（犘＜０．０５），见图２、３。

　　Ａ：正常组；Ｂ：模型组；Ｃ：模型干扰组。

图２　　大鼠足爪肿胀情况

　　
：犘＜０．０５，与模型组比较。

图３　　ＡＩ评分结果（狓±狊，狀＝８）

２．３　关节组织的病理学变化　正常组大鼠双侧踝关节组织学

结构正常。模型组滑膜可见不同程度的水肿、炎细胞浸润，滑

膜衬里层增厚，细胞层次增多，排列紊乱，滑膜下层纤维组织增

生，有肉芽组织形成，部分滑膜增生向关节腔突出，关节间隙增

宽，软骨损伤，骨小梁变细；模型干扰组病理改变如炎细胞浸

润、滑膜增生、软骨破坏程度等均较模型组减轻，模型组踝关节

病理积分明显高于模型干扰组（犘＜０．０５），见图４。

　　Ａ：正常组；Ｂ：模型组；Ｃ：模型干扰组。

图４　　大鼠踝关节病理变化

２．４　各组大鼠 ＴＮＦα、ＩＬ１β和 ＶＥＧＦ表达水平的变化　

ＥＬＩＳＡ检测结果显示，模型干扰组大鼠细胞因子ＴＮＦα、ＩＬ１β

和ＶＥＧＦ均较模型组有所降低，差异有统计学意义（犘＜
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０．０５），见图５。

　　
：犘＜０．０５，与正常组比较；＃：犘＜０．０５，与模型组比较。

图５　　血清ＴＮＦα、ＩＬ１β和ＶＥＧＦ表达的变化

３　讨　　论

许多研究证实，滑膜成纤维细胞在形态学及生物活性上发

生了转变，包括信号级联和凋亡反应分子的变化以及黏附分子

和基质降解酶的变化等，使之在不需要外界不断刺激条件下就

处于稳定活化状态，不仅直接和间接参与骨与软骨的侵蚀，而

且参与调节ＲＡ关节中炎症的播散、血管翳结构的维持等病理

过程，在ＲＡ的发生、发展及病情迁延中具有重要的作用。因

此，在ＲＡ复杂的细胞网络中，滑膜成纤维细胞不仅仅是个旁

观者，而是一个活跃的主动参与者［６７］。

演变的滑膜细胞、浸润增殖的炎性细胞等，分泌大量的促

炎性细胞因子，这些细胞因子是引起炎症免疫、蛋白质水解、细

胞募集和增殖的重要媒介，能激发关节局部炎性反应和急性应

答。多项研究认为，滑膜成纤维细胞是滑膜炎症的重要发起

者，可分泌一系列不同的细胞因子对单核／巨噬细胞、Ｔ细胞、Ｂ

细胞、基质细胞和骨细胞发挥多效性作用［８９］。其能够应答并

产生的炎症介质包括：ＩＬ１、４、６、８、１０、１２、１３、１５、１７、１８、２１，

ＴＮＦα、ＴＧＦβ、ＩＦＮγ、ｉＮＯＳ，并且能够上调ＣＯＸ２和ＰＧＥ２，而

这些高水平的细胞因子又与滑膜细胞增殖有关。同时滑膜成

纤维细胞能释放许多重要的促血管生成细胞因子和生长因子，

如成纤维细胞生长因子（ＦＧＦ）、ＶＥＧＦ、血管生成素Ⅰ（Ａｎｇ

Ⅰ）、ＩＬ１８等
［１０］，说明滑膜成纤维细胞在血管翳的生成和关节

炎的进程中都具有重要促进作用。

由于滑膜成纤维细胞的生长及病理学行为在许多方面类

似于肿瘤组织的特性，而Ｓ１００Ａ４蛋白与肿瘤生物学特性的相

关性已毋庸置疑，因此Ｓ１００Ａ４与ＲＡ的关系越来越受到人们

的关注。Ｓ１００Ａ４为Ｓ１００蛋白家族成员之一，参与细胞异常增

生、细胞恶变、瘤细胞的运动性增强、细胞间的黏附力降低、浸

润力增强、促新生血管生长等几乎包括瘤细胞发生、发展的整

个病理过程，与恶性肿瘤的侵袭和转移有着密不可分的联系。

Ｓ１００Ａ４在ＲＡ滑膜成纤维细胞、ＲＡ患者血浆中的水平增高，

甚至与疾病活动度、放射学改变有密切关系均已得到证实，但

其功能的分子机制仍不明确［１１１２］。本研究成功建立ＳＤ大鼠

佐剂性关节炎模型，予关节腔内注射Ｓ１００Ａ４ｓｉＲＮＡ片段后，

发现关节的炎性肿胀有所减轻，检测 ＴＮＦα、ＩＬ１β和 ＶＥＧＦ

的表达均较模型组降低。ＨＥ染色显示，模型组滑膜组织中有

大量炎性细胞浸润，滑膜组织增生明显，关节间隙变窄，部分关

节软骨破坏。注射Ｓ１００Ａ４ｓｉＲＮＡ片段后，炎性细胞浸润及滑

膜增生现象减轻，进一步证明Ｓ１００Ａ４参与滑膜的异常增殖及

关节炎症的过程。抑制Ｓ１００Ａ４基因表达，能显著降低致炎细

胞因子ＴＮＦα、ＩＬ１β及促血管生成因子 ＶＥＧＦ的表达，显著

减轻关节滑膜的病理损伤。提示Ｓ１００Ａ４可能在关节滑膜炎

症的发生、发展过程中发挥了重要作用。

在慢性炎症复杂的细胞网络中，细胞因子起着关键的协同

联合作用，他们作为一个整体（协作组）行驶功能或参与细胞

细胞接触依赖性的相互作用。滑膜炎症可视为滑膜衬里层中

多个细胞在细胞因子的驱使下短暂地组成功能性亚单位，在细

胞外基质趋化梯度影响下所体现的迁移效应。在这个网络中，

Ｓ１００Ａ４对滑膜成纤维细胞增殖的影响以及对 ＴＮＦα、ＩＬ１β

产生的影响究竟在滑膜的慢性炎症中扮演者怎样的角色不得

而知，二者的因果关系亦尚未明确，但本研究为进一步研究滑

膜成纤维细胞的活化特性提供了新的依据，也为ＲＡ发病机制

的研究及新的治疗靶点研究提供了新的线索。
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控因素、调控通路尚未研究清楚［１８］。因此，还需在以后的研究

中继续探索。

综上所述，本实验采用分子克隆技术成功构建了 ｍｉＲ４２４

的慢病毒载体，并构建了基于宫颈癌 Ｈｅｌａ细胞的高效转染系

统，并证实了被ｍｉＲ４２４慢病毒感染后的宫颈癌 Ｈｅｌａ细胞株

表现出增殖抑制，为下一步研究ｍｉＲ４２４在宫颈癌中的作用靶

点以及对其进行功能研究和体外实验奠定了基础。
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［１３］ＧｈｏｓｈＧ，ＳｕｂｒａｍａｎｉａｎＩＶ，ＡｄｈｉｋａｒｉＮ，ｅｔａｌ．Ｈｙｐｏｘｉａｉｎ

ｄｕｃｅｄ ｍｉｃｒｏＲＮＡ４２４ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｈｕｍａｎｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ

ｃｅｌｌｓｒｅｇｕｌａｔｅｓＨＩＦａｌｐｈａｉｓｏｆｏｒｍｓａｎｄｐｒｏｍｏｔｅｓａｎｇｉｏ

ｇｅｎｅｓｉｓ［Ｊ］．ＪＣｌｉｎＩｎｖｅｓｔ，２０１０，１２０（１１）：４１４１４１５４．

［１４］ＣｈｏｗＴＦ，ＭａｎｋａｒｕｏｓＭ，ＳｃｏｒｉｌａｓＡ，ｅｔａｌ．ＴｈｅｍｉＲ１７９２

ｃｌｕｓｔｅｒｉｓｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎａｎｄｈａｓａｎｏｎｃｏｇｅｎｉｃｅｆｆｅｃｔｏｎ

ｒｅｎａｌｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ［Ｊ］．ＪＵｒｏｌ，２０１０，１８３（２）：７４３７５１．

［１５］ＷａｎｇＸ，ＴａｎｇＳ，ＬｅＳＹｅｔａｌ．Ａｂｅｒｒａｎｔｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｏｎ

ｃｏｇｅｎｉｃａｎｄｔｕｍｏｒｓｕｐｐｒｅｓｓｉｖｅ ｍｉｃｒｏＲＮＡｓｉｎｃｅｒｖｉｃａｌ

ｃａｎｃｅｒｉｓｒｅｑｕｉｒｅｄｆｏｒｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｇｒｏｗｔｈ［Ｊ］．ＰＬｏＳＯｎｅ，

２００８，３（７）：ｅ２５５７．

［１６］ＳａｒｋａｒＳ，ＤｅｙＢＫ，ＤｕｔｔａＡ．ＭｉＲ３２２／４２４ａｎｄ５０３ａｒｅｉｎ

ｄｕｃｅｄｄｕｒｉｎｇｍｕｓｃｌｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎａｎｄｐｒｏｍｏｔｅｃｅｌｌｃｙｃｌｅ

ｑｕｉｅｓｃｅｎｃｅａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｂｙ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ

Ｃｄｃ２５Ａ［Ｊ］．ＭｏｌＢｉｏｌＣｅｌｌ，２０１０，２１（１３）：２１３８２１４９．

［１７］ＸｕＪ，ＬｉＹ，ＷａｎｇＦ，ｅｔａｌ．ＳｕｐｐｒｅｓｓｅｄｍｉＲ４２４ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｖｉａｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｔａｒｇｅｔｇｅｎｅＣｈｋ１ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｓｔｏｔｈｅ

ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎｏｆｃｅｒｖｉｃａｌｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．Ｏｎｃｏｇｅｎｅ，２０１３，３２（８）：

９７６９８７．

［１８］刘梅，贺平，罗志华，等．ＭｉＲＮＡ与肿瘤［Ｊ］．西部医学，

２０１２，２４（５）：１０２２１０２４．

（收稿日期：２０１４０５１０　修回日期：２０１４０７２２）

（上接第４１６４页）

［１０］ＳｔｒｕｎｋＪ，ＲｕｍｂａｕｒＣ，ＡｌｂｒｅｃｈｔＫ，ｅｔａｌ．Ｌｉｎｋｉｎｇｓｙｓｔｅｍｉｃ

ａｎｇｉｏｇｅｎｉｃｆａｃｔｏｒｓ （ＶＥＧＦ，ａｎｇｉｏｇｅｎｉｎ，ＴＩＭＰ２）ａｎｄ

Ｄｏｐｐｌｅｒｕｌｔｒａｓｏｕｎｄｔｏａｎｔｉｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｔｒｅａｔｍｅｎｔｉｎ

ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄａｒｔｈｒｉｔｉｓ［Ｊ］．ＪｏｉｎｔＢｏｎｅＳｐｉｎｅ，２０１３，８０（３）：

２７０２７３．

［１１］ＯｓｌｅｊｓｋｏｖáＬ，ＧｒｉｇｏｒｉａｎＭ，ＨｕｌｅｊｏｖáＨ，ｅｔａｌ．Ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ

ｉｎｄｕｃｉｎｇＳ１００Ａ４ｐｒｏｔｅｉｎｉｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｔｈｅｄｉｓｅａｓｅａｃ

ｔｉｖｉｔｙｏｆｒｈｅｕｍａｔｏｉｄａｒｔｈｒｉｔｉｓ［Ｊ］．Ｒｈｅｕｍａｔｏｌｏｇｙ，２００９，４８

（１２）：１５９０１５９４．

［１２］ＥｒｌａｎｄｓｓｏｎＭＣ，ＦｏｒｓｌｉｎｄＫ，ＡｎｄｅｒｓｓｏｎＳＥ，ｅｔａｌ．Ｍｅｔａｓ

ｔａｓｉｎＳ１００Ａ４ｉｓｉｎｃｒｅａｓｅｄｉｎｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｔｏｒａｄｉｏｇｒａｐｈｉｃ

ｄａｍａｇｅｉｎｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈＲＡ［Ｊ］．Ｒｈｅｕｍａｔｏｌｏｇｙ，２０１２，５１

（５）：９３２９４０．

（收稿日期：２０１４０４０８　修回日期：２０１４０７２２）
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