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LRG1通过CCR1促进类风湿性关节炎滑膜
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  [摘要] 目的 探讨富亮氨酸重复糖蛋白1(LRG1)对类风湿性关节炎(RA)滑膜成纤维细胞增殖、迁移、
侵袭及人脐静脉内皮细胞(HUVECs)血管生成的影响及机制。方法 将成纤维样滑膜细胞系 MH7A细胞分

为6组:对照组(未做任何处理)、肿瘤坏死因子-α(TNF-α)组(20
 

ng/mL
 

TNF-α处理细胞)、阴性对照干扰小

RNA(NC
 

siRNA)组(细胞转染NC
 

siRNA后以TNF-α处理)、LRG1
 

siRNA组(细胞转染LRG1
 

siRNA后以

TNF-α处理)、LRG1
 

siRNA+Vector组(细胞转染LRG1
 

siRNA和pcDNA3.1后以 TNF-α处理)和LRG1
 

siRNA+趋化因子受体1(CCR1)组(细胞转染LRG1
 

siRNA和pcDNA3.1-CCR1后以TNF-α处理)。
 

采用细

胞计数试剂盒8(CCK-8)法检测细胞增殖能力;划痕实验和Transwell侵袭实验检测细胞迁移和侵袭能力;
MH7A培养基处理HUVECs,采用血管形成实验检测血管生成能力;实时荧光定量逆转录PCR(qRT-PCR)和

Western
 

blot检测LRG1、CCR1
 

mRNA及蛋白表达水平。免疫共沉淀实验(Co-IP)检测LRG1与CCR1的相

互作用。结果 与对照组比较,各浓度(5、10、20、40
 

ng/mL)TNF-α组LRG1
 

mRNA及蛋白表达水平明显升

高(P<0.05),且20
 

ng/mL为最佳浓度。与NC
 

siRNA组相比,LRG1
 

siRNA组细胞增殖能力[(137±15)%
 

vs.(228±24)%,P<0.05]、迁移能力明显降低,侵袭细胞数明显减少[(56.0±6.7)个
 

vs.
 

(102.0±7.9)个,
P<0.05]。沉默LRG1后 HUVECs的血管形成能力明显降低。Co-IP结果显示,LRG1可与CCR1相互作

用。沉默LRG1可下调CCR1表达水平(P<0.05),而过表达CCR1可逆转LRG1沉默对MH7A细胞增殖、迁
移和侵袭的抑制作用。结论 LRG1通过CCR1促进 MH7A细胞增殖、迁移、侵袭和 HUVECs血管生成,为

RA的治疗奠定了理论基础。
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  [Abstract] Objective To

 

investigate
 

the
 

influence
 

and
 

mechanism
 

of
 

leucine-rich
 

repeat
 

glycoprotein
 

1
 

(LRG1)
 

on
 

proliferation,migration,invasion
 

of
 

synovial
 

fibroblasts
 

in
 

rheumatoid
 

arthritis
 

(RA)
 

and
 

the
 

an-
giogenesis

 

of
 

human
 

umbilical
 

vein
 

endothelial
 

cells
 

(HUVECs).Methods Fibrous
 

synovial
 

cells
 

line
 

MH7A
 

were
 

divided
 

into
 

six
 

groups:the
 

control
 

group
 

(without
 

any
 

treatment),tumor
 

necrosis
 

factor-α
 

(TNF-α)
 

group
 

(treated
 

with
 

20
 

ng/mL
 

TNF-α),negative
 

control
 

interfering
 

small
 

RNA
 

(NC
 

siRNA)
 

group
 

(treated
 

with
 

TNF-α
 

after
 

transfection
 

of
 

NC
 

siRNA),LRG1
 

siRNA
 

group
 

(treated
 

with
 

TNF-α
 

after
 

transfection
 

of
 

LRG1
 

siRNA),LRG1
 

siRNA+Vector
 

group
 

(treated
 

with
 

TNF-α
 

after
 

transfection
 

of
 

LRG1
 

siRNA
 

and
 

PCDN3.1)
 

and
 

LRG1
 

siRNA+
 

chemokine
 

receptor
 

1
 

(CCR1)
 

group
 

(treated
 

with
 

TNF-α
 

after
 

transfection
 

of
 

LRG1
 

siRNA
 

and
 

pcDNA3.1-CCR1).Cell
 

proliferation
 

was
 

detected
 

by
 

CCK-8
 

assay.Cell
 

migration
 

and
 

invasion
 

were
 

analyzed
 

by
 

scratch
 

assay
 

and
 

Transwell
 

invasion
 

assay.HUVECs
 

were
 

treated
 

with
 

culture
 

of
 

MH7A
 

with
 

different
 

treatment,and
 

cell
 

angiogenesis
 

was
 

analyzed
 

by
 

tube
 

formation
 

assay.qRT-PCR
 

and
 

Western
 

blot
 

were
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

mRNA
 

and
 

protein
 

levels
 

of
 

LRG1
 

and
 

CCR1,respectively.Interaction
 

of
 

LRG1
 

and
 

CCR1
 

was
 

detected
 

by
 

co-immunoprecipitation
 

(Co-IP).Results Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,
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the
 

expression
 

levels
 

of
 

LRG1
 

mRNA
 

and
 

protein
 

were
 

significantly
 

increased
 

in
 

the
 

TNF-α
 

groups
 

with
 

dif-
ferent

 

concentations
 

(5,10,20,40
 

ng/mL),and
 

20
 

ng/mL
 

was
 

the
 

optimal
 

concentration.Compared
 

with
 

the
 

NC
 

siRNA
 

group,the
 

cell
 

proliferation
 

ability
 

[(137±15)%
 

vs.(228±24)%,P<0.05]
 

and
 

migration
 

ability
 

of
 

the
 

LRG1
 

siRNA
 

group
 

were
 

significantly
 

reduced,and
 

the
 

number
 

of
 

invading
 

cells
 

was
 

significantly
 

re-
duced

 

(56.0±6.7
 

vs.102.0±7.9,P<0.05).After
 

silencing
 

LRG1
 

the
 

angiogenesis
 

ability
 

of
 

HUVECs
 

cells
 

decreased
 

significantly.The
 

results
 

of
 

Co-IP
 

showed
 

that
 

LRG1
 

was
 

interacted
 

with
 

CCR1.Silencing
 

of
 

LRG1
 

downregulated
 

the
 

expression
 

of
 

CCR1
 

(P<0.05).On
 

the
 

other
 

hand,overexpression
 

of
 

CCR1
 

reversed
 

the
 

inhibitory
 

effects
 

of
 

LRG1
 

silencing
 

on
 

the
 

proliferation,migration
 

and
 

invasion
 

of
 

MH7A
 

cells.
Conclusion LRG1

 

promotes
 

MH7A
 

cell
 

proliferation,migration,invasion
 

as
 

well
 

as
 

HUVECs
 

angiogenesis
 

through
 

CCR1,which
 

lays
 

a
 

theoretical
 

foundation
 

for
 

the
 

treatment
 

of
 

RA.
[Key

 

words] rheumatoid
 

arthritis;leucine-rich
 

alpha-2-glycoprotein-1;chemokine
 

receptor
 

1;prolifera-
tion;invasion;angiogenesis

  类风湿性关节炎(rheumatoid
 

arthritis,RA)是一

种以侵蚀性关节炎为主要临床表现的自身免疫性疾

病[1]。流 行 病 学 数 据 显 示,我 国 RA 发 病 率 为

0.42%,病程5~10年时致残率高达43%[2]。随着病

程延长,RA致残率逐渐升高,严重影响患者的生活质

量。由于发病机制不清、病因不明,目前尚没有 RA
的特效治疗方法。RA主要病理表现为滑膜组织增生

和血管翳形成,并逐渐出现关节软骨和骨破坏,最终

导致关节畸形和功能丧失。因而,明确滑膜增生和血

管翳形成的机制将为RA的治疗提供依据。
富亮氨酸重复糖蛋白1(leucine-rich

 

alpha-2-gly-
coprotein-1,LRG1)是富亮氨酸重复蛋白家族的一

员,含有8个富亮氨酸重复结构域。LRG1广泛参与

蛋白质-蛋白质相互作用、信号转导及细胞黏附[3]。
LRG1不仅作为跨膜蛋白高表达于神经系统,并参与

突触的生长、形成及神经递质的转移和释放[4],也可

作为部分肿瘤或炎症性疾病的诊断标志物[5-6]。研究

表明,RA患者血清LRG1水平明显高于骨关节炎患

者,且血清
 

LRG1水平与
 

RA 疾病活动度呈正相

关[7-8],说明 LRG1可能参与 RA 的疾病进程。但

LRG1是否可以调控滑膜增生和血管翳形成及其可能

的机制尚不清楚。趋化因子受体1(chemokine
 

recep-
tor

 

1,CCR1)是一种A类G蛋白偶联受体,可介导其

相应的配体控制细胞定向迁移。而滑膜干细胞池中

间充质干细胞向滑膜组织迁移是滑膜增生的原因之

一。研究表明,CCR1在RA患者单核细胞中明显升

高[9]。CCR1拮抗剂可减轻兔椎间盘退变模型中椎间

盘炎症[10]。基于此,本文研究了LRG1调控成纤维样

滑膜细胞增殖、迁移、侵袭及影响血管内皮细胞血管

生成能力的机制,以及CCR1在其中发挥的作用,以
期为RA的治疗提供理论依据。
1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验细胞

成纤维样滑膜细胞株 MH7A细胞购自广州吉妮

欧生物科技有限公司。人脐静脉内皮细胞(human
 

umbilical
 

vein
 

endothelial
 

cells,HUVECs)购自武汉

普诺赛生命科技有限公司。
1.1.2 主要试剂

Lipfectamin3000购自美国Invitrogen公司。细

胞计数试剂盒8(CCK-8)、二喹啉甲酸(BCA)蛋白浓

度测定试剂盒购自上海碧云天生物技术有限公司。
PrimeScriptTM 逆转录试剂盒(去基因组)购自宝日医

生物技术(北京)有限公司。Matrigel胶购自美国

Corning公司。
 

LRG1兔多克隆抗体(PA5-118035)、
CCR1兔多克隆抗体(PA5-112058)购自美国Invitro-
gen公司。LRG1干扰小 RNA(siRNA)及其阴性对

照siRNA(NC
 

siRNA)、pcDNA3.1-CCR1及其阴性

对照(pcDNA3.1空载质粒 Vector)由上海吉凯基因

医学科技股份有限公司提供。
1.2 方法

1.2.1 细胞培养

MH7A细胞和 HUVECs均培养于含10%胎牛

血清、100
 

U/mL青霉素和0.1
 

mg/mL链霉素的

DMEM培养基中,置于5%
 

CO2、37
 

℃恒温培养箱中

培养。
1.2.2 细胞因子处理

取对数生长期的 MH7A 细胞接种于6孔板中

(2×106 个/孔),待其融合率至80%时,分别加入1、
5、10、20

 

ng/mL的肿瘤坏死因子-α(tumor
 

necrosis
 

factor
 

α,TNF-α)刺激 MH7A细胞24
 

h。
1.2.3 细胞转染及分组

取对数生长期的 MH7A细胞(2×105 个/mL)接
种于6孔板。待其融合率至70%~90%时,弃去原培

养基,饥饿过夜,次日进行转染。实验分组如下:对照

组(细胞不做处理)、TNF-α组(细胞给予10
 

ng/mL
的TNF-α处理24

 

h)、NC
 

siRNA 组(细胞转染 NC
 

siRNA
 

24
 

h 后,给 予 20
 

ng/mL 的 TNF-α 处 理

24
 

h)、LRG1
 

siRNA组(细胞转染LRG1
 

siRNA#1
或LRG1

 

siRNA#2
 

24
 

h后,给予20
 

ng/mL的TNF-
α处理24

 

h)、LRG1
 

siRNA+Vector组(细胞共转染

LRG1
 

siRNA#1 和 pcDNA3.1 载 体 24
 

h,给 予

TNF-α处理24
 

h)和LRG1
 

siRNA+CCR1组(细胞

共转染LRG1
 

siRNA#1和pcDNA3.1-CCR1
 

24
 

h,

1752重庆医学2023年9月第52卷第17期



给予TNF-α处理24
 

h)。根据Lipfectamin3000说明

书,125
 

μL减血清(Opti-MEM)培养基稀释7.5
 

μL
 

Lipfectamin3000试剂(记为 A液);250
 

μL
 

Opti-MEM
培养基稀释5

 

μg/μL
 

LRG1
 

siRNA工作液(或5
 

μg/μL
 

LRG1
 

siRNA和5
 

μg/μL
 

pcDNA3.1-CCR1)和10
 

μL
 

P3000试剂(记为B液);125
 

μL
 

A液与125
 

μL
 

B液混

合后即为转染复合物。每孔加入250
 

μL转染复合物,
转染24

 

h后给予20
 

ng/mL的TNF-α处理24
 

h。转染

48
 

h提取细胞总蛋白,通过 Western
 

blot验证转染效

率。LRG1
 

siRNA 序列如下:正义链5'-GGG
 

AAA
 

CCA
 

GCU
 

GAA
 

GUU
 

U-3',反义链3'-CCC
 

UUU
 

GGU
 

CGA
 

CUU
 

CAA
 

A-3'。
1.2.4 CCK-8测定细胞活力

取对数生长期的 MH7A细胞接种于6孔板,经
转染LRG1

 

siRNA质粒(或LRG1
 

siRNA质粒和pcD-
NA3.1-CCR1质粒)24

 

h后,消化细胞并将细胞接种于

96孔板中(5×104 个/mL,每孔100
 

μL),于37
 

℃条件

下培养。24
 

h后每孔加入10
 

μL
 

CCK-8溶液孵育4
 

h。
使用酶标仪测量450

 

nm处的吸光度(A450)值。
1.2.5 实时荧光定量逆转录PCR(qRT-PCR)检测

LRG1和CCR1
 

mRNA表达水平

取对数生长期的 MH7A细胞接种于6孔板,经
转染 LRG1

 

siRNA 质粒(或 LRG1
 

siRNA 质粒和

pcDNA3.1-CCR1质粒)24
 

h后给予20
 

ng/mL的

TNF-α处 理24
 

h。TRIzol试 剂 提 取 总 RNA。用

RNA逆转录试剂盒将RNA逆转录为互补DNA(cD-
NA),qRT-PCR检测LRG1和CCR1

 

mRNA的表达

水平。以β-actin为内参,使用
 

2-ΔΔCT 计算目的基因表

达的相对变化值。LRG引物序列如下:正向5'-TGC
 

TCA
 

CCC
 

TTG
 

ACC
 

TTA
 

GC-3',反向5'-TAG
 

GTA
 

GCG
 

CAG
 

TTT
 

TGG
 

CT-3'。CCR1引物序列如下:正
向5'-AGA

 

CTT
 

CAC
 

GGA
 

CAA
 

AGT
 

CC-3',反向5'-
TGA

 

TCA
 

CAC
 

TTG
 

TCA
 

CCA
 

CC-3'。
1.2.6 Western

 

blot检测LRG1和CCR1表达水平

取对数生长期的 MH7A细胞接种于6孔板,经
转染 LRG1

 

siRNA 质粒(或 LRG1
 

siRNA 质粒和

pcDNA3.1-CCR1质粒)24
 

h后给予20
 

ng/mL的

TNF-α处理24
 

h。每孔加入放射免疫沉淀法(RIPA)
裂解液冰上裂解20

 

min,BCA法测定细胞蛋白质浓

度。取20
 

μg蛋白于10%十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰

胺凝胶电泳(SDS-PAGE)胶分离,转移到聚偏氟乙烯
(PVDF)膜。5%脱脂奶粉室温封闭1

 

h后,加 入

LRG1兔多克隆抗体(1∶1
 

500稀释)和CCR1兔多克

隆抗体(1∶1
 

000稀释),4
 

℃孵育过夜。磷酸盐缓冲

液(PBS)洗涤后,加入辣根过氧化物酶(HRP)标记的

羊抗兔IgG抗体(1∶2
 

000稀释)室温孵育1
 

h,随后

增强化学发光液处理显示免疫印迹条带,采用ImageJ
软件分析各条带的灰度值。
1.2.7 Transwell实验检测细胞侵袭

Matrigel预处理 Transwell上室。然后将转染

LRG1
 

siRNA 质粒(或 LRG1
 

siRNA 质 粒 和 pcD-

NA3.1-CCR1质粒)24
 

h后的细胞用含1%胎牛血清

的 DMEM 培养基培养,并接种于 Transwell上 室
(1×105 个/mL,每孔200

 

μL),Transwell下室为含

10%胎牛血清的DMEM 培养基。上室加入100
 

μL
 

TNF-α(10
 

ng/mL),37
 

℃、5%
 

CO2 环 境 下 培 养

24
 

h。用棉签轻轻刮去上室中未侵袭的细胞,4%多

聚甲醛固定细胞,0.1%结晶紫染色10
 

min,显微镜下

观察侵袭细胞数。
1.2.8 血管形成实验观察细胞生长状态及小管形成

情况

Matrigel基质胶涂抹48孔板,每孔200
 

μL。按

照1.2.3细胞分组方法处理 MH7A细胞,然后分别

用对照组、TNF-α组、NC
 

siRNA组、LRG1
 

siRNA组

收集到的条件培养基(200
 

μL)重悬HUVECs(2×104

个/mL)。37
 

℃、5%
 

CO2 培养箱培养6
 

h。倒置显微

镜观察细胞生长状态及小管形成情况。
1.2.9 免 疫 共 沉 淀 实 验(co-immunoprecipitation,
Co-IP)

Co-IP检测LRG1与CCR1相互作用。用含蛋白

酶抑制剂Aprotinin(终浓度为1
 

μL/mL)的非变性裂

解液NETN处理 MH7A细胞,冰上静置裂解30
 

min
后,12

 

000
 

r/
 

min离心10
 

min,收集上清液;实验分为

3组:Input组、LGR1组和IgG组。其中20
 

μL上清

液加入2×上样缓冲液煮5
 

min,作为Input组;剩余

上清液加入LRG1兔多克隆抗体(2
 

μL,IgG抗体作

为对照),4
 

℃孵育过夜,随后加入80
 

μL的G蛋白-琼
脂糖凝珠,4

 

℃孵育过夜。离心弃上清液后,加入600
 

μL
 

NETN裂解液,颠倒混匀。洗涤3次后在沉淀中

加入20
 

μL
 

2×上样缓冲液煮5
 

min。Western
 

blot
检测LRG1和CCR1表达水平。
1.3 统计学处理

采用SPSS22.0软件进行统计分析。符合正态分

布的计量资料以x±s表示,多组间比较采用单因素

方差分析(Tukey法进行事后检验)。以P<0.05为

差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 LRG1在TNF-α处理的MH7A细胞中表达升高

与对照组比较,随着TNF-α浓度的升高,MH7A
中LRG1

 

mRNA和蛋白相对表达水平均逐渐升高,
见图1;与20

 

ng/mL
 

TNF-α处理相比,40
 

ng/mL
 

TNF-α处理 MH7A细胞后,LRG1
 

mRNA及蛋白相

对表达水平无明显差异,因此后续选用20
 

ng/mL
 

TNF-α进行实验。
2.2 沉默LRG1降低 MH7A细胞增殖、迁移和侵袭

能力

Western
 

blot实验表明,LRG1敲低后,MH7A
细胞中LRG1相对表达水平明显降低,且LRG1

 

siR-
NA#1相比 LRG1

 

siRNA#2敲低效率更高(图
2A),因此将LRG1

 

siRNA#1用于后续实验。CCK-
8实验表明,TNF-α处理后 MH7A细胞活力明显升

高;与NC
 

siRNA组相比,LRG1
 

siRNA组细胞活力
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明显下降[(137±15)%
 

vs.(228±24)%,P<0.05],
见图2B。划痕实验和侵袭实验表明,与对照组相比,
TNF-α组细胞迁移率升高,细胞侵袭能力增加;与NC

 

siRNA组相比,LRG1
 

siRNA 组细胞迁移率明显降

低,侵 袭 细 胞 数 明 显 减 少 [(56.0±6.7)个
 

vs.
(102.0±7.9)个,P<0.05],见图2C~E。

  A:qRT-PCR检测TNF-α处理后LRG1
 

mRNA相对表达水平;B、C:Western
 

blot检测TNF-α处理后LRG1相对表达水平;a:P<0.05,与对

照组比较。

图1  TNF-α处理上调 MH7A细胞中LRG1表达水平

  A:Western
 

blot检测LRG1敲低效率;B:CCK-8实验检测细胞活力;C:划痕实验检测细胞迁移能力;D、E:Transwell侵袭实验检测细胞侵袭

能力;a:P<0.05,与对照组比较;
 b:P<0.05,与NC

 

siRNA组比较;①:对照组;②:TNF-α组;③:NC
 

siRNA组;④LRG1
 

siRNA组。

图2  沉默LRG1降低 MH7A细胞增殖、迁移和侵袭能力
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2.3 LRG1敲除降低HUVECs血管生成能力

用LRG1敲除的 MH7A细胞培养基处理 HU-
VECs以观察 HUVECs血管生成情况。结果表明,
与NC

 

siRNA组相比,LRG1敲除后(LRG1
 

siRNA
组)HUVECs的血管形成能力明显降低,见图3。
2.4 LRG1与CCR1相互作用

TNF-α组CCR1
 

mRNA及蛋白相对表达水平分

别是对照组的2.6倍和2.0倍,差异均有统计学意义
(P<0.05);与 NC

 

siRNA组相比,LRG1
 

siRNA组

CCR1
 

mRNA(1.74±0.19
 

vs.2.55±0.26)及蛋白
(1.27±0.05

 

vs.1.87±0.16)相对表达水平均明显降

低,见图4A~C。Co-IP结果表明,在LRG1的免疫

沉淀复合物中,检测到CCR1的存在,表明LRG1可

与CCR1相互作用,见图4D。
2.5 过表达CCR1抑制LRG1对 MH7A细胞增殖、
迁移和侵袭的影响

将LRG1
 

siRNA和pcDNA3.1-CCR1共转染至

MH7A细胞中,然后检测细胞增殖、迁移和侵袭能力。
Western

 

blot结果表明,敲低LRG1并过表达CCR1
后(LRG1

 

siRNA+CCR1组)CCR1表达水平明显升

高(图5A)。与单独敲低LRG1(LRG1
 

siRNA+Vec-
tor组)相比,敲低LRG1并过表达CCR1后,MH7A
细胞活力[(260±23)%

 

vs.(95±6)%,P<0.05]、细
胞迁移率明显升高,侵袭细胞数明显增加[(60.5±
5.8)个

 

vs.(87.6±7.4)个],见图5B~E。

图3  不同条件处理的 MH7A细胞培养基对 HUVECs血管生成能力的影响

  A:qRT-PCR检测LRG1敲低后CCR1
 

mRNA相对表达水平;B、C:Western
 

blot检测LRG1敲低后CCR1相对表达水平;D:Co-IP检测LRG1
与CCR1相互作用;a:P<0.05,与对照组比较;

 b:P<0.05,与NC
 

siRNA组比较;①:对照组;②:TNF-α组;③:NC
 

siRNA组;④LRG1
 

siRNA组。

图4  LRG调控CCR1表达并与CCR1相互作用
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  A:Western
 

blot检测CCR1过表达后CCR1相对表达水平;B:CCK-8实验检测细胞活力;C:划痕实验检测细胞迁移能力;D、E:Transwell侵袭

实验检测细胞侵袭能力;a:P<0.05,与LRG1
 

siRNA+Vector组比较;①:LRG1
 

siRNA组;②:LRG1
 

siRNA+Vector组;③:LRG1
 

siRNA+
CCR1组。

图5  过表达CCR1抑制LRG1对 MH7A细胞增殖、迁移和侵袭的影响

3 讨  论

本研究表明,沉默LRG1可降低 MH7A细胞增

殖、迁移和侵袭能力,并降低 HUVECs血管生成能

力。机制研究表明,LRG1可与CCR1相互作用,并通

过调控CCR1调节 MH7A细胞行为。研究表明,RA
患者血清LRG1水平明显高于骨关节炎患者,且血清

LRG水平与RA疾病活动度呈正相关[7-8];在托珠单

抗治疗期间,LRG比C反应蛋白或基质金属蛋白酶3
作为RA疾病活动生物标志物的效能更高[11],说明

LRG1可能参与 RA的疾病进程。HE等[12]研究发

现,LRG1可通过血管内皮生长因子促进胃癌细胞的

增殖和 血 管 生 成 能 力。在 心 力 衰 竭 小 鼠 模 型 中,
LRG1通过与转化生长因子-β1(transforming

 

growth
 

factor
 

β1,TGF-β1)竞争受体结合抑制心脏成纤维细

胞的激活[13]。本研究发现,TNF-α处理 MH7A细胞

后,LRG1水平升高,且沉默LRG1可降低 MH7A细

胞增殖、迁移和侵袭能力。血管翳由滑膜中新生血

管、滑膜细胞、炎症细胞等构成,具有类似肿瘤组织的

特性,其生成是RA一个显著的病理特征。新生血管

与正常血管结构上有很多不同之处,如生长迅速、结
构紊乱、缺乏肌层致血管壁薄而脆等。研究表明,
LRG1可通过激活TGF-β通路调控糖尿病肾病、胆管

癌、非小细胞肺癌等多种疾病异常血管的形成[14-16]。
抑制

 

LRG1可提高内皮细胞覆盖率并改善血管功

能[17]。另一方面,白细胞介素-6(interleukin
 

6,IL-6)
通过促进信号转导及转录激活因子3(signal

 

trans-
duction

 

and
 

activator
 

of
 

transcription
 

3,STAT3)与
LRG1启动子结合来激活LRG1转录,并促进血管生

成;而敲除LRG1后,IL-6不能刺激血管生成[18]。这

些发现提示LRG1可参与调控血管形成。本研究发

现,沉默LRG1可抑制HUVECs血管生成。
除了血管翳形成,滑膜增生是RA的另一种主要

病理表现形式。滑膜增生可能有两种原因:(1)成纤

维样滑膜细胞数量增多;(2)滑膜干细胞池中间充质
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干细胞向滑膜组织迁移并分化。本研究表明,沉默

LRG1可抑制 MH7A细胞的迁移和侵袭能力。这与

LRG1在骨关节炎中的功能相似,即LRG1可促进骨

关节炎软骨下骨中的血管生成和间充质干细胞迁

移[19]。通过查阅文献发现,LRG1可能与CCR1相互

作用[20]。CCR1可吸引循环单核细胞向发炎的滑膜

迁移[21]。同时,CCR1可促进间充质干细胞归巢并向

损伤组织的迁移[22]。本研究发现,沉默LRG1可明显

降低CCR1
 

mRNA及蛋白表达水平。通过Co-IP本

研究证实了LRG1与CCR1的相互作用,并发现过表

达CCR1可逆转LRG1沉默对 MH7A细胞增殖、迁
移和侵袭能力的抑制作用。因此,作者推测LRG1有

可能通过调控CCR1表达影响滑膜组织中间充质干

细胞向炎症部位的迁移,导致滑膜增生。但是LRG1
是直接还是间接与CCR1结合还需进一步实验验证。

综上所述,沉默 LRG1可下调 CCR1从而抑制

MH7A细胞的增殖、迁移、侵袭和 HUVECs细胞血

管生成能力,为LRG1作为RA治疗靶标提供了理论

依据。
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