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靶向抑制滑膜细胞ＴＮＦα表达的ｓｉＲＮＡ筛选及鉴定
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　　摘　要：目的　设计并筛选能高效抑制创伤性关节炎滑膜细胞肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）表达的最佳干扰序列，为进一步研究

ＴＮＦα基因对创伤性关节炎的临床应用奠定基础。方法　根据人源ＴＮＦαｍＲＮＡ的序列，设计合成３组不同的且能干扰ＴＮＦ

α基因表达的小型干扰ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）序列，将其转染人创伤性关节炎滑膜细胞，与阴性对照组（ＮＣ组）比较。培养４８ｈ后，采用

实时灾光定量ＰＣＲ（ＲＴＰＣＲ）检测滑膜细胞ＴＮＦαｍＲＮＡ表达水平，采用ＥＬＩＳＡ法检测细胞上清液ＴＮＦα表达水平。结果　

与ＮＣ组相比，３组ｓｉＲＮＡ中有２组ｓｉＲＮＡ可有效使人滑膜细胞中ＴＮＦαｍＲＮＡ表达减少（犘＜０．０１）；同时细胞上清液中ＴＮＦ

α分泌量下降，与ＮＣ组比较差异有统计学意义（犘＜０．０１）。结论　成功设计合成了特异且高效阻断ＴＮＦα表达的ｓｉＲＮＡ。
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　　创伤性关节炎主要是负重关节创伤后引起的一种后遗症，

即强大暴力使受累关节正常组成部及解剖结构受到破坏，引起

软骨变性、破坏及在此基础上的关节软骨、软骨下骨、滑膜、关

节囊、周围肌肉和韧带等的一系列改变，最后导致受累关节疼

痛、功能障碍［１２］。近年来的研究表明，细胞因子和生长因子在

骨性关节炎发生发展的病理生理过程中起着重要作用，它们与

滑膜、关节软骨和软骨下骨的功能改变密切相关［３］。一些因子

在关节炎的病理过程中对关节软骨和关节滑膜具有一定的破

坏作用，其中最引人注目的是ＴＮＦα，这是关节炎病理过程中

促进软骨基质降解和关节软骨破坏的最重要的细胞因子之

一［４］。研究证实在骨关节炎（ＯＡ）患者的关节液中ＩＬ１、ＴＮＦ

等细胞因子水平明显升高［５］。ＲＮＡ 干扰技术（ＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒ

ｅｎｃｅ，ＲＮＡｉ）是简单、高效阻断哺乳动物细胞内基因表达的最

有效方法。本研究采用ＲＮＡｉ方法，设计并筛选出针对ＴＮＦα

基因的小型干扰 ＲＮＡ（ｓｍａｌｌｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇＲＮＡ，ｓｉＲＮＡ），抑制

人滑膜细胞中ＴＮＦα基因的表达，为创伤性关节炎的的基因

治疗开辟新的途径。

１　资料与方法

１．１　一般资料　创伤性膝关节炎滑膜细胞；Ｔｒｉｚｏｌ试剂（美国

Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）；实时荧光定量ＰＣＲ（ＲＴＰＣＲ）试剂盒（日本

ＴＯＹＯＢＯ公司，ＱＰＳ２０１）；逆转录试剂盒（美国 Ｐｒｏｍｅｇａ公

司）；ＰＲＩＳＭ?７５００ＳｅｑｕｅｎｃｅＤｅｔｅｃｔｉｏｎＳｙｓｔｅｍ（美国 ＡＢＩ公

司）；Ｈｅｍａ９６００基因扩增仪（珠海黑马医学仪器有限公司）；低

温冷冻离心机（珠海黑马医学仪器有限公司）；ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌ

ｔｅｒＤＵ?５２０ＵＶ／ＶｉｓＳｐｅｃｔｒｏｐｈｏｔｏｍｅｔｅｒ（美国ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌ

ｔｅｒ公司）；ＪＳｐｏｗｅｒ３００电泳仪（上海培清科技有限公司）；培清

ＪＳ７８０全自动凝胶成像分析仪（上海培清科技有限公司）；洁净

工作台（苏州安泰ＳＷＣＪＩＦＤ）；低速离心机（上海安亭，ＴＤＬ

８０２Ｂ）；倒置光学显微镜（ＯＰＴＥＣ，ＢＤＳ２００）；细胞恒温培养箱

（Ｔｈｅｒｍｏｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，ＨＥＲＡＣＥＬＬ１５０ｉ）；十万分之一电子天平

（丹佛，ＴＰ２１４）；水平摇床（北京六一，ＷＤ９４０５Ｂ）；培养基

（ＧＩＢＣＯ）：ＤＭＥＭＦ１２；胎牛血清（Ｈｙｃｌｏｎｅ）：２０％；青链霉素

（碧云天）：１％；无蛋白干细胞用冻存液（赛业生物科技），细胞

上清液 ＴＮＦαＥＬＩＳＡ检测试剂盒（ＢＤ公司）。

１．２　方法

１．２．１　ｓｉＲＮＡ的设计与合成　ｓｉＲＮＡ由锐博生物科技有限

公司设计、合成序列如下，（１）［ｓｉＲＮＡｈＴＮＦα＿００１］，靶序列：

ＧＣＧＴＧＧＡＧＣＴＧＡＧＡＧＡＴＡＡ；正义链（５′～３′）：５′ＧＣＧ

ＵＧＧＡＧＣＵＧＡＧＡＧＡＵＡＡｄＴｄＴ３′；反义链（３′～５′）：３′

ｄＴｄＴＣＧＣＡＣＣＵＣＧＡＣＵＣＵＣＵＡＵＵ５′。（２）［ｓｉＲＮＡｈ

ＴＮＦα＿００２］，靶序列：ＡＧＡＣＣＡＡＧＧＴＣＡＡＣＣＴＣＣＴ；正

义链（５′～３′）：５′ＡＧＡＣＣＡＡＧＧＵＣＡＡＣＣＵＣＣＵｄＴｄＴ

３′；反义链（３′～５′）：３′ｄＴｄＴ ＵＣＵ ＧＧＵ ＵＣＣ ＡＧＵ ＵＧＧ

ＡＧＧＡ５′。（３）［ｓｉＲＮＡｈＴＮＦα＿００３］，靶序列：ＧＡＣＴＣＡ

ＧＣＧＣＴＧＡＧＡＴＣＡＡ；正义链（５′～３′）：５′ＧＡＣＵＣＡＧＣＧ

ＣＵＧＡＧＡＵＣＡＡｄＴｄＴ３′；反义链（３′～５′）：３′ｄＴｄＴＣＵＧ

ＡＧＵＣＧＣＧＡＣＵＣＵＡＧＵＵ５′。

１．２．２　细胞培养　首先使用多聚赖氨酸处理细胞培养瓶培养
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表面，采用ＤＭＥＭＦ１２培养液（含２０％胎牛血清和１％青链

霉素），３７℃、５％ＣＯ２ 恒温孵育箱孵育，常规用０．２５％胰酶消

化传代，用第３～６代处于对数生长期创伤性膝关节炎滑膜细

胞进行实验。

１．２．３　Ｌｉｐｏ２０００转染ｓｉＲＮＡ　转染前１ｄ将滑膜细胞以１×

１０５ 个／孔接种至１２孔细胞培养板中。每孔中加入不含抗菌

药物的培养基，待细胞密度达到７０％～９０％时进行ｓｉＲＮＡ转

染，结果分为４组：阴性对照组（ＮＣ组）、ＴＮＦα００１组、ＴＮＦα

００２组、ＴＮＦα００３组，对于每个转染样品，按说明书准备ｓｉＲ

ＮＡＬｉｐｏ２０００混合液，将ｓｉＲＮＡＬｉｐｏ２０００混合液加入含有１

ｍＬ培养基的相应培养孔中轻轻混匀，培养４～６ｈ后，将培养

孔中含ｓｉＲＮＡＬｉｐｏ２０００混合液的培养基移去，更换新鲜完全

培养基。置培养板于３７℃的ＣＯ２ 培养箱中培养４８ｈ。

１．２．４　ＲＴＰＣＲ检测ＴＮＦαｍＲＮＡ表达水平

１．２．４．１　提取细胞总ＲＮＡ　严格按照说明书使用ＴＲｉｚｏｌ试

剂裂解细胞并提取细胞总ＲＮＡ。

１．２．４．２　ＲＴＰＣＲ分析　采用美国Ｐｒｏｍｅｇａ公司反转录试剂

盒进行逆转录反应，所有操作在冰浴条件下进行，２０μＬ反应

体系彻底混合后，３０℃孵育１０ｍｉｎ，４２℃孵育６０ｍｉｎ，７２℃孵

育１０ｍｉｎ，然后进行 ＲＴＰＣＲ反应。ＲＴＰＣＲ反应引物序列

（由上海生工生物合成）如下，ＨｕｍａｎＴＮＦα：正义链５′ＧＴＣ

ＴＧＧＧＣＡ ＧＧＴＣＴＡ ＣＴＴ ＴＧＧ３′，反义链 ５′ＧＧＴ ＴＧＡ

ＧＧＧＴＧＴＣＴＧＡＡＧＧＡＧ３′；Ｈｕｍａｎ１８ｓｒＲＮＡ：正义链５′

ＧＴＣＴＧＧ ＧＣＡ ＧＧＴ ＣＴＡ ＣＴＴ ＴＧＧ３′，反义链 ５′ＧＣＧ

ＧＣＧＣＡＡＴＡＣＧＡＡＴＧＣＣＣＣ３′，冰浴条件下操作，彻底混

合后放入：ＡＢＩＰＲＩＳＭ?７５００ＳｅｑｕｅｎｃｅＤｅｔｅｃｔｉｏｎＳｙｓｔｅｍ仪器，

使用软件７５００ｓｏｆｔｗａｒｅｖ２．０．６分析，反应程序如下：９５℃１

ｍｉｎ，９５℃１５ｓ，６２℃３０ｓ（收集荧光信号），４０个循环，６０℃，

所有反应设３个复孔反应，结束后确认 ＲＴＰＣＲ的扩增曲线

和融解曲线，结果采用相对定量法分析，目的基因相对表达量

利用２ΔΔＣｔ法进行计算。

１．２．５　ＥＬＩＳＡ检测细胞上清液ＴＮＦα　收集上述转染４８ｈ

后的细胞上清液，按ＢＤ公司ＴＮＦαＥＬＩＳＡ试剂盒说明书严

格操作。使用试剂盒提供的标准品按说明书稀释制作标准曲

线，每个样品进行３复孔检测。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１６．０软件进行统计分析，计量

资料以狓±狊表示，组间比较采用χ
２ 检验，检验水准α＝０．０５，

以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　滑膜细胞形态学观察 见图１。

图１　　细胞形态学观察 （×２５）

２．２　ＲＴＰＣＲ检测ＴＮＦαｍＲＮＡ表达水平　同等剂量的３

对化学合成的 ＴＮＦαｓｉＲＮＡ （ｓｉＲＮＡ１、ｓｉＲＮＡ２、ｓｉＲＮＡ３）

Ｌｉｐｏ２０００转染人创伤性关节炎滑膜细胞，分别进行荧光定量

ＰＣＲ检测。结果显示，转染后的ＴＮＦα００１、ＴＮＦα００２组人

创伤性关节炎滑膜细胞 ＴＮＦαｍＲＮＡ均有明显抑制作用，

ＴＮＦα００１组无明显抑制作用。４８ｈ后ＴＮＦα００１组、ＴＮＦα

００２组、ＴＮＦα００３组３组细胞中 ｍＲＮＡ 相对表达量分别为

１．１３±０．２８、０．２４±０．０４和０．４２±０．０６，与 ＮＣ组的１．００±

０．００相比，ＴＮＦα００２组减少７６％，ＴＮＦα００３组减少５８％，

差异有统计学意义（犘＜０．０１），见图２。

：犘＜０．０１，与ＮＣ组比较。

图２　　转染不同ＴＮＦαｓｉＲＮＡ滑膜细胞的

ＴＮＦαｍＲＮＡ表达

２．３　ＥＬＩＳＡ实验结果 采用ｓｉＲＮＡ转染后可抑制创伤性关节

炎滑膜细胞分泌ＴＮＦα，３组不同ｓｉＲＮＡ转染对ＴＮＦα的抑

制效果不同，ＴＮＦα００１组无明显抑制效果，与 ＮＣ组比较无

统计学差异，ＴＮＦα００２组、ＴＮＦα００３组抑制较明显，与 ＮＣ

组比较差异有统计学意义（犘＜０．０１），第２、３组抑制效果比

较，差异无统计学意义（犘＞０．０５），见表１。

表１　　不同ｓｉＲＮＡ作用后滑膜细胞分泌

　　　　ＴＮＦα含量（狓±狊，ｐｇ／ｍＬ）

组别 狀 ＴＮＦα水平 犘

ＮＣ组 ３ １６１．４７±６．１５ －

ＴＮＦα００１组 ３ １６２．４５±７．１７ ０．９９８

ＴＮＦα００２组 ３ ９１．４１±６．８１ ０．００１

ＴＮＦα００３组 ３ ９３．１５±９．６３ ０．００７

　　－：表示此项无数据。

３　讨　　论

关节损伤后，ＯＡ的发生几乎不可避免
［６］。关节液内的炎

性因子是造成创伤性关节炎关节损伤的重要因素［７８］。ＴＮＦα

能刺激软骨细胞和滑膜产生基质金属蛋白酶（ＭＭＰｓ）等蛋白

酶，促进软骨基质的降解；刺激滑膜产生ＮＯ，诱导关节软骨细

胞的凋亡；促进软骨细胞和滑膜细胞产生前列腺素Ｅ２（ｄｉｎｏｐｒ

ｏｓｔｏｎｅｐｒｏｓｔｉｎＥ，ＰＧＥ２）参与炎症反应；促进成骨细胞样细胞

的增殖和骨吸收，参与骨质增生和软骨下骨囊形变的形成；介

导软骨细胞分化，节软骨细胞表型变成成纤维细胞表型；抑制

蛋白多糖的合成；抑制滑膜细胞的增殖［９］。目前的研究认为，

ＴＮＦα不但可以引起软骨基质的破坏，而且抑制基质的修复，

是创伤性关节炎病理进程中促进软骨破坏和基质降解最重要

的细胞因子之一［１０］。ＲＮＡｉ是指通过引入与内源靶基因具有

相同序列的双链 ＲＮＡ（ｄｓＲＮＡ），诱导内源靶基因的 ｍＲＮＡ

降解，从而特异性的使靶基因转录后出现沉默的现象，经过近

１０年的发展，ＲＮＡｉ技术已较为成熟
［１１］。目前，利用 ＲＮＡｉ阻

断ＴＮＦα表达，进而评价对滑膜细胞的作用效果的报道很少，

ｓｉＲＮＡ的最有效作用靶点需要进一步研究。

本研究结合上述研究进展，针对ＴＮＦａ基因序列重新设

计并构建出３组ｓｉＲＮＡ，特异性抑制滑膜细胞中ＴＮＦα基因

的表达，研究中通过 ＲＴＰＣＲ准确计算出了 ＲＮＡ被干扰后

ＴＮＦα的减少程度，与 ＮＣ组相比，ＴＮＦα００２组、ＴＮＦα００３

组分别减少７６％、５８％，差异有统计学意义（犘＜０．０１）；随后进

一步通过ＥＬＩＳＡ观察细胞上清液ＴＮＦα分泌受抑制，３组不

同ｓｉＲＮＡ转染对ＴＮＦα的抑制效果不同，ＴＮＦα００１组无明

显抑制效果，以ＴＮＦα００２组、ＴＮＦα００３组（下转第４２３４页）
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基因型为ＣＤ４１４２杂合子、ＣＤ１７杂合子、ＣＤ７１７２杂合子、

ＣＤ２８杂合子等。α地贫检出率偏低，除静止型α地贫血液学

指标多在正常范围内，在实验室中还没有理想的筛查静止型α

地海贫血的方法（除外基因检测），造成较高的漏诊。目前，已

发现的α地贫基因突变型有８１种，在中国人中发现了７种缺

失（３种α＋地中海贫血和４种α０ 地中海贫血），本实验室只能

检测３种缺失（α３．７、α４．２、ＳＥＡ）及３种点突变（ＣＳ、ＱＳ、ＷＳ），β
地中海贫血基因突变类型有１８６种，在我国已报道２７种点突

变［９１２］。本实验室能检测常见的１７种点突变，所以存在着缺

失及突变的漏检。

广西是地贫高发区，在人群中进行地贫检查、筛查显得尤

为重要。虽然地贫基因携带者、静止型和轻型患者无明显自觉

症状，对健康也未能造成大的危害，但中、重型地贫是严重的致

死、致残性血红蛋白病，目前没有很好的治疗手段和根治办法，

只能依靠规律输血和除铁维持生命。在育龄期妇女中开展婚

前、孕前筛查，指导合理的联姻、妊娠，并通过人群干预来预防

常见的人类单基因致死、致残性遗传病，对促进优生优育、提高

人口素质有重要意义。

参考文献：
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较明显，与ＮＣ组比较差异有统计学意义（犘＜０．０１）。充分验

证并成功筛选出２对能够有效抑制滑膜细胞中ＴＮＦα表达的

ｓｉＲＮＡ（ＴＮＦα２、ＴＮＦα３）为进一步研究ＴＮＦα的基因治疗

奠定基础。

基因组学研究显示，数个基因组区间与ＯＡ关系密切，例

如ＴＮＦα、ＩＬ１等基因
［１２］。ｓｉＲＮＡ应用于沉默特定基因表达，

通过抑制致病因子ＴＮＦα等的基因功能，使针对致病基因的

ｓｉＲＮＡ用于临床治疗疾病成为可能，将给创伤性关节炎的研

究提供新思路。
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ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ：ｃｕｕｒｅｎｔｓｔａｔｕｓ［Ｊ］．ＥｘｐｅｒｔＲｅｖＭｏｌＭｅｄ，

２００５，７（９）：１１２．

（收稿日期：２０１４０５０８　修回日期：２０１４０９２２）

４３２４ 重庆医学２０１４年１１月第４３卷第３１期




