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ｍｉＲ２３ｂ３ｐ靶向 ＸＩＡＰ调控类风湿关节炎滑膜
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　　［摘　要］　目的：探讨微小ＲＮＡ２３ｂ３ｐ（ｍｉＲ２３ｂ３ｐ）靶向Ｘ连锁凋亡抑制蛋白（ＸＩＡＰ）对类风湿关节炎滑膜
成纤维细胞增殖和凋亡的影响及其作用机制。方法：应用ＲＴｑＰＣＲ检测体外培养的 ＲＡ滑膜成纤维细胞中 ｍｉＲ
２３ｂ３ｐ和ＸＩＡＰ的表达水平。通过ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ预测分析ｍｉＲ２３ｂ３ｐ与ＸＩＡＰ的靶向关系，并使用双萤光素酶报告基
因实验进行验证。采用脂质体法将ｍｉＲ２３ｂ３ｐ模拟物和抑制物转入细胞中，ＲＴｑＰＣＲ法检测ｍｉＲ２３ｂ３ｐ和ＸＩＡＰ
表达水平的变化；ＣＣＫ８法和细胞流式术分别检测 ｍｉＲ２３ｂ３ｐ对细胞活力和细胞凋亡的影响；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
Ｋｉ６７和Ｂｃｌ２蛋白表达量的变化。结果：类风湿关节炎滑膜成纤维细胞中ｍｉＲ２３ｂ３ｐ表达显著下调，ＸＩＡＰ表达显
著上调（Ｐ＜００５）。转染ｍｉＲ２３ｂ３ｐ模拟物促使ＸＩＡＰ表达显著下调（Ｐ＜００５），并且显著抑制细胞活力，促进细
胞凋亡（Ｐ＜００５），同时Ｋｉ６７和Ｂｃｌ２显著下调（Ｐ＜００５）；转染ｍｉＲ２３ｂ３ｐ抑制物的效果与之相反。结论：ｍｉＲ
２３ｂ３ｐ通过靶向ＸＩＡＰ抑制类风湿关节炎滑膜成纤维细胞增殖，促进其凋亡。
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　　类风湿关节炎（ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＲＡ）是一种
由于自身免疫调节功能紊乱而造成的慢性关节疾

病，患者关节处滑膜细胞出现异常增殖，这种与肿瘤

细胞类似的侵蚀性生长会对软骨组织造成极为的严
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重破坏，进而导致患者关节关节疼痛、畸形以及关节

的活动受到限制［１２］。总体来说，ＲＡ受外界环境和
个人体质以及生活习惯的影响，然而ＲＡ的具体发病
机制尚不清楚。

微小ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ，ｍｉＲＮＡ）是一类长度约为
２２ｎｔ，广泛存在于真核生物中保守的非编码ＲＮＡ，可
特异性作用于下游靶基因的３’ＵＴＲ区，降解下游靶
基因的ｍＲＮＡ或者阻止靶基因的蛋白翻译过程，从
而发挥对靶基因的负调节机制。研究表明，ｍｉＲＮＡ
可将信号通路中的关键蛋白作为开关，通过调控靶

基因的活性来影响信号通路的传递，从而影响细胞

增殖代谢进程［３４］。ｍｉＲＮＡ表达水平的异常往往与
自身免疫性疾病相关联，在 ＲＡ患者中多种 ｍｉＲＮＡ
表达存在异常，ｍｉＲ１５５、ｍｉＲ４９９和 ｍｉＲ１４６ａ等显
著上调［５６］，而 ｍｉＲ２２、ｍｉＲ１２４ａ、ｍｉＲ２３ｂ和 ｍｉＲ
３４ａ等显著下调［７１０］。由此可见，ｍｉＲＮＡ在 ＲＡ的病
变过程中发挥着重要作用。通过 ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ分析可
知，ＲＡ滑膜成纤维细胞中低表达的ｍｉＲ２３ｂ３ｐ与Ｘ
连锁凋亡抑制蛋白（Ｘｌｉｎｋｅｄｉｎｈｉｂｉｔｏｒｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓ
ｐｒｏｔｅｉｎ，ＸＩＡＰ）具有靶向关系，本研究将设计实验验证
ｍｉＲ２３ｂ３ｐ对ＸＩＡＰ的靶向关系并探究其可能的具体
调控机制，以期为ＲＡ新的靶点治疗提供参考资料。

材　料　和　方　法

１　实验材料
人正常关节滑膜成纤维细胞及类风湿关节炎滑

膜成纤维细胞购自上海赛百慷公司。胎牛血清、

ＤＭＥＭ高糖培养液和胰蛋白酶Ⅰ购自 Ｇｉｂｃｏ；抗
ＧＡＰＤＨ、Ｋｉ６７和Ｂｃｌ２抗体以及Ⅱ抗购自ＣｅｌｌＳｉｇｎａ
ｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ；双萤光素酶报告基因试剂盒购自Ｂｉ
ｏｔｉｕｍ；ｍｉＲ２３ｂ３ｐ模拟物和抑制物购自上海吉玛公
司；ＴＲＩｚｏｌ、反转录试剂盒和 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００试剂
盒购自 Ｉｎｔｒｏｖｉｇｅｎ；ＰｏｗｅｒＵｐＴＭ ＳＹＢＲＴＭ ＧｒｅｅｎＭａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ购自Ｔｈｅｒｍｏ；合成其余分子试剂购于上海生工
生物工程公司；流式细胞仪购自 ＢｉｏＲａｄ；实时荧光
定量ＰＣＲ仪购自 Ｒｏｃｈｅ；引物由北京华大基因公司
提供。

２　方法
２．１　细胞的培养　从液氮中取出细胞置于３７℃水
浴锅中，待其融化后转入含有 ＤＭＥＭ培养液的离心
管中，１５００×ｇ离心５ｍｉｎ后去除上清，少量培养液
重悬后转入含有１０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ培养液中，
于３７℃、５％ＣＯ２和９５％相对湿度条件下静置培养。

２．２　双萤光素酶报告基因实验　设计并合成含有
ｍｉＲ２３ｂ３ｐ结合位点的ＸＩＡＰ３’ＵＴＲ正常片段及其
突变体，将其插入ｐＭＩＲＲＥＰＯＲＴ载体的报告基因下
游区域，获得含有 ＸＩＡＰ的 ＷＴ３’ＵＴＲ和 Ｍｕｔ３’
ＵＴＲ的重组质粒。使用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００将 ｍｉＲ
２３ｂ３ｐ模拟物与 ＸＩＡＰ的 ＷＴ３’ＵＴＲ或 Ｍｕｔ３’
ＵＴＲ重组质粒共转染，４８ｈ后使用双萤光素酶报告
基因试剂盒检测萤光素酶相对活性，具体参照说明

书。

２．３　细胞的转染　取状态良好的对数生长期细胞，
按照５×１０４浓度接种于无菌细胞培养板中，待细胞
的融合度生长至７５％ ～８５％，使用０５％胰蛋白酶
消化后，按照Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００说明书分别将 ｍｉＲ
２３ｂ３ｐ模拟物、ｍｉＲ２３ｂ３ｐ抑制物和 ｍｉＲＮＡ对照
（ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ，ＮＣ）组转染至细胞中。
２．４　ＲＴｑＰＣＲ分析 ｍｉＲ２３ｂ３ｐ和 ＸＩＡＰｍＲＮＡ的
表达水平　取转染４８ｈ后的３组细胞常规培养，当
细胞覆盖率８０％时，收集细胞，使用ＴＲＩｚｏｌ提取细胞
中的ＲＮＡ，电泳检测质量，反转录为ｃＤＮＡ，具体操作
参考说明书。实验以 Ｕ６和 ＧＡＰＤＨ为内参照，计算
公式为２－ΔΔＣｔ，每组３个重复。Ｕ６的上游引物序列
为５’ＣＴＣＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡ３’，下游引物引物序
列为 ５’ＡＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴ３’；ｍｉＲ２３ｂ
３ｐ的上游引物序列为５’ＣＧＣＡＴＣＡＣＡＴＴＧＣＣＡＧＧＧ
３’，下游引物序列为５’ＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴ３’。
ＧＡＰＤＨ上游引物为 ５’ＧＡＡＧＧＴＣＧＧＡＧＴＣＡＡＣＧＧ
３’，下游引物５’ＧＧＡＡＧＡＴＧＧＴＧＡＴＧＧＧＡＴＴ３’；ＸＩ
ＡＰ上游引物５’ＡＡＴＴＧＧＧＡＡＣＣＴＴＧＴＧＡＴＣＧ３’，下
游引物为 ５’ＡＧＡＡＡＧＴＧＴＣＧＣＣＴＧＴＧＴＴ３’。反应
体系为２０μＬ，具体参考说明书。
２．５　ＣＣＫ８检测细胞的活力　调整转染成功的 ３
组细胞浓度为２×１０８／Ｌ，每孔１００μＬ接种至９６孔
板中，在３７℃条件下继续培养２４、４８、７２和９６ｈ后，
避光添加１００μＬＣＣＫ８溶液，使用酶标仪检测 Ａ４５０
值，绘制细胞活力随时间变化的曲线，每组３个重复。
２．６　流式细胞术检测细胞凋亡　离心收集成功转
染ｍｉＲ２３ｂ３ｐ模拟物、抑制物和对照ｍｉＲＮＡ的３组
细胞，ＰＢＳ缓冲液重悬细胞后，避光条件下加入含有
ｐｒｏｐｉｄｉｕｍｉｏｄｉｄｅ（ＰＩ）和 ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ的溶液，孵
育２０ｍｉｎ，使用流式细胞仪检测细胞凋亡情况，每组
３个重复。
２．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析　收集成功转染 ３组细胞，
ＲＩＰＡ裂解提取细胞内总蛋白，离心收集上清液，ＢＣＡ
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法进行蛋白定量。每组细胞取 ６０μｇ蛋白做 ＳＤＳ
ＰＡＧＥ，结束后转移蛋白至 ＰＶＤＦ膜上。之后，使用
ＢＣＡ低温封闭过夜，ＴＢＳＴ洗膜５次，加入Ⅰ抗摇晃
孵育２ｈ，ＴＢＳＴ再次洗膜５次，加入Ⅱ抗摇晃孵育１
ｈ，ＴＢＳＴ最后洗膜５次。将膜取出在暗室中进行曝
光成像，并对表达量进行分析。

３　统计学分析
数据分析采用ＳＰＳＳ２０．０软件，计量结果采用均

数±标准差（ｍｅａｎ±ＳＤ）表示，两组和多组间比较分
别采用ｔ检验和单因素方差分析，组间多重比较采用
ＳＮＫｑ检验，以Ｐ＜００５为差异有统计学意义。

结　　果

１　ｍｉＲ２３ｂ３ｐ和ＸＩＡＰｍＲＮＡ的表达水平
ＲＴｑＰＣＲ结果显示，正常滑膜成纤维细胞和类

风湿关节炎滑膜成纤维细胞的ｍｉＲ２３ｂ３ｐ相对表达
水平分别为１００±００３和０４２±００５，ＸＩＡＰｍＲＮＡ
的相对表达水平分别为１００±００５和１５６±０１１。
与正常关节滑膜成纤维细胞相比，类风湿关节炎滑

膜成纤维细胞中的 ｍｉＲ２３ｂ３ｐ表达显著下调（Ｐ＜
００５），ＸＩＡＰ的ｍＲＮＡ表达显著上调（Ｐ＜００５），见
图１。

Ｆｉｇｕｒｅ１．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆｍｉＲ２３ｂ３ｐａｎｄＸＩＡＰｍＲＮＡｉｎｒｈｅｕｍａｔｏｉｄａｒｔｈｒｉｔｉｓｓｙｎｏｖｉａｌｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝３．Ｐ＜

００５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

图１　类风湿关节炎滑膜成纤维细胞中ｍｉＲ２３ｂ３ｐ和ＸＩＡＰｍＲＮＡ表达水平

２　ＸＩＡＰ是ｍｉＲ２３ｂ３ｐ的潜在靶标
ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ数据库预测结果显示，ＸＩＡＰ的 ３’

ＵＴＲ中含有与 ｍｉＲ２３ｂ３ｐ种子区互补序列，见图
２Ａ。双萤光素酶报告基因实验结果显示，与 ＸＩＡＰ
３’ＵＴＲＷＴＮＣ组相比，ｍｉＲ２３ｂ３ｐ模拟物与ＸＩＡＰ

３’ＵＴＲＷＴ共转染使萤光素酶活性显著降低（Ｐ＜
００５），而 ｍｉＲ２３ｂ３ｐ模拟物与 ＸＩＡＰ３’ＵＴＲＭｕｔ
共转染后萤光素酶的活性无显著变化（Ｐ＞００５），见
图２Ｂ。

Ｆｉｇｕｒｅ２．ＶｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｔａｒｇｅｔｉｎｇｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎｍｉＲ２３ｂ３ｐａｎｄＸＩＡＰ．Ａ：ｔｈｅｔａｒｇｅｔｉｎｇｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎｍｉＲ２３ｂ３ｐａｎｄ

ＸＩＡＰｗａｓｐｒｅｄｉｃｔｅｄｂｙＴａｒｇｅｔＳｃａｎ；Ｂ：ｄｕａｌｌｕｃｉｆｅｒａｓｅｒｅｐｏｒｔｅｒａｓｓａｙｗａｓｕｓｅｄｔｏｃｏｎｆｉｒｍｔｈｅｔａｒｇｅｔｉｎｇｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ．Ｍｅａｎ±

ＳＤ．ｎ＝３．Ｐ＜００５ｖｓ３′ＵＴＲＷＴＮＣｇｒｏｕｐ．

图２　ｍｉＲ２３ｂ３ｐ与ＸＩＡＰ靶向关系验证
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３　ｍｉＲ２３ｂ３ｐ抑制ＸＩＡＰ的表达
与对照组相比，ｍｉＲ２３ｂ３ｐ模拟物显著提高

ｍｉＲ２３ｂ３ｐ表达水平，减少 ＸＩＡＰ表达水平；ｍｉＲ
２３ｂ３ｐ抑制物则使ｍｉＲ２３ｂ３ｐ表达下调，ＸＩＡＰ表达
上调，差异均有统计学意义（Ｐ＜００５），见图３。
４　ｍｉＲ２３ｂ３ｐ对细胞活力具有抑制作用

ＣＣＫ８法结果显示，与对照组相比，ｍｉＲ２３ｂ３ｐ

模拟物对细胞的活力出现了抑制现象，ｍｉＲ２３ｂ３ｐ
抑制剂促进了细胞活力，差异均有统计学意义（Ｐ＜
００５），见图４。
５　ｍｉＲ２３ｂ３ｐ对细胞凋亡的影响

流式细胞术检测细胞凋亡结果显示，与对照组相

比，ｍｉＲ２３ｂ３ｐ抑制物组凋亡率显著减少，而 ｍｉＲ
２３ｂ３ｐ模拟物则促进了细胞的凋亡（Ｐ＜００５），见图５。

Ｆｉｇｕｒｅ３．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＸＩＡＰｍＲＮＡａｎｄｍｉＲ２３ｂ３ｐｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＲＴｑＰＣＲ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝３．Ｐ＜００５ｖｓＮＣｇｒｏｕｐ．
图３　ｍｉＲ２３ｂ３ｐ模拟物和抑制物对ｍｉＲ２３ｂ３ｐ和ＸＩＡＰｍＲＮＡ表达水平的影响

Ｆｉｇｕｒｅ４．ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｍｉＲ２３ｂ３ｐｏｎｔｈｅｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙ．Ｍｅａｎ±
ＳＤ．ｎ＝３．Ｐ＜００５ｖｓＮＣｇｒｏｕｐ．

图４　ｍｉＲ２３ｂ３ｐ对细胞活力的影响

６　ｍｉＲ２３ｂ３ｐ对增殖和凋亡相关蛋白的影响
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ｍｉＲ２３ｂ３ｐ抑制物组、模拟物

和对照组胞内增殖相关蛋白 Ｋｉ６７以及凋亡相关蛋
白Ｂｃｌ２表达量，结果显示，３组细胞内的 Ｋｉ６７蛋白
表达量分别为：ｍｉＲ２３ｂ３ｐ抑制物组１１４±０２０，对
照组０８１±００３，ｍｉＲ２３ｂ３ｐ模拟物组０３５±００２；
Ｂｃｌ２蛋白表达量分别为：ｍｉＲ２３ｂ３ｐ抑制物组２２７
±０２０，对照组 １０２±００４，ｍｉＲ２３ｂ３ｐ模拟物组
０７６±００４，整体比较差异均具有统计学意义
（ＦＫｉ６７＝３４３０８，ＰＫｉ６７ ＜００５；ＦＢｃｌ２ ＝ １３５７７１，
ＰＢｃｌ２＜００５），见图６。

Ｆｉｇｕｒｅ５．ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｍｉＲ２３ｂ３ｐｏｎａｐｏｐｔｏｓｉｓ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝３．Ｐ＜００５ｖｓＮＣｇｒｏｕｐ．

图５　ｍｉＲ２３ｂ３ｐ对细胞凋亡的影响
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Ｆｉｇｕｒｅ６．ＴｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＫｉ６７ａｎｄＢｃｌ２ｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝３．Ｐ＜００５ｖｓＮＣｇｒｏｕｐ．
图６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｋｉ６７和Ｂｃｌ２蛋白表达水平

讨　　论

ＲＡ是一种表现为滑膜细胞异常增殖的自身免
疫性疾病，其滑膜细胞组织结构可增生至８层以上，
远远大于正常滑膜组织的１～２层的细胞层，这种过
度异常增殖的滑膜最终将向关节处的软骨组织侵袭

性生长，导致关节畸形，造成关节活动受限［１１１２］。其

中，在ＲＡ中起着重要作用的滑膜细胞即为类风湿关
节炎滑膜成纤维细胞，在ＲＡ患者滑液中含有多种细
胞促炎因子及抗凋亡因子，使滑膜组织细胞的增殖

与凋亡速度失衡，从而出现异常增殖的现象［１３１５］。

在ＲＡ出现多种 ｍｉＲＮＡ上调或下调，包括显著上调
的ｍｉＲ１５５，其被证实参与了细胞的多种炎症反应，
能够抑制 ＭＭＰ３来减缓组织炎症损伤和增强组织
中ＣＤ１４＋细胞的抗凋亡能力［６，１６１７］；低表达的 ｍｉＲ
１２４ａ与增殖相关蛋白ＣＤＫ２以及ＭＣＰ１具有靶向关
系，其下调表达促进了 ＲＡ的发生进程［９］。除此之

外，ｍｉＲ２３ｂ是一种具有抗炎作用的保护性 ｍｉＲＮＡ，
在ＲＡ滑膜成纤维细胞中表达同样显著下调，并且其
介导的ＴＧＦβ、ＩκＢ激酶、ＴＡＢ２和细胞因子的表达受
ＩＬ７炎症因子的负调控［１０，１８１９］。为探讨 ｍｉＲ２３ｂ３ｐ
在ＲＡ的作用机制，本研究通过 ＲＴｑＰＣＲ检测 ｍｉＲ
２３ｂ３ｐ在类风湿关节炎滑膜成纤维细胞的表达情
况。结果显示，ｍｉＲ２３ｂ３ｐ在类风湿关节炎滑膜成
纤维细胞中的表达水平是正常细胞的一半左右，显

著下调表达，与文献［１０］报道一致。
ＸＩＡＰ是ＩＡＰ家族中的重要一员，可直接通过与

ｃａｓｐａｓｅ类蛋白作用而抑制其功能，是细胞中一种不
可或缺的凋亡抑制因子［２０］。多种疾病均伴随着 ＸＩ
ＡＰ的失调表达，其中 ＸＩＡＰ的丢失会增强细胞的敏
感性，ＸＩＡＰ上调表达能增强细胞的抗辐射能力并且
可能与肿瘤有着重要联系［２１２４］。除此之外，有研究

表明ＸＩＡＰ能够依赖自身的抗凋亡能力对细胞的自

噬途径产生重要影响［２５］。同时，ＸＩＡＰ在肿瘤中受到
多种ｍｉＲＮＡ的调控，与细胞的生物学活动有着重要
联系［２１，２６２８］。在本研究，ＴａｒｇｅＳｃａｎ软件分析显示，
ＸＩＡＰ的３’ＵＴＲ含有ｍｉＲ２３ｂ３ｐ种子互补区的保守
序列，是ｍｉＲ２３ｂ３ｐ的一个潜在靶基因。本研究将
ｍｉＲ２３ｂ３ｐ模拟物与ＸＩＡＰ３’ＵＴＲＷＴ共转染细胞
后，萤光素酶活性显著降低，证实了两者之间的靶向

关系。为进一步探讨两者之间的具体调控机制，将

ｍｉＲ２３ｂ３ｐ的模拟物和抑制物转染到细胞中，结果
显示转染 ｍｉＲ２３ｂ３ｐ模拟物和抑制物后，ＸＩＡＰ
ｍＲＮＡ分别显著下调５倍和上调表达２倍左右，表明
ＸＩＡＰ受ｍｉＲ２３ｂ３ｐ的负向调控。此外，本研究表明
转染ｍｉＲ２３ｂ３ｐ能够抑制类风湿关节炎滑膜成纤维
细胞的增殖并促进其发生凋亡，转染抑制物的效果

与之相反。此时，细胞内增殖相关蛋白 Ｋｉ６７和抗凋
亡相关蛋白 Ｂｃｌ２与 ｍｉＲ２３ｂ３ｐ表达量负相关，上
调ｍｉＲ２３ｂ３ｐ促使 Ｋｉ６７和 Ｂｃｌ２下调表达，敲低
ｍｉＲ２３ｂ３ｐ则促进促使Ｋｉ６７和Ｂｃｌ２表达上调。以
上结果表明，ｍｉＲ２３ｂ３ｐ可通过靶向ＸＩＡＰ抑制细胞
增殖促进凋亡在类风湿关节炎中发挥保护作用。本

研究虽探讨了 ｍｉＲ２３ｂ３ｐ对 ＸＩＡＰ的调控机制，但
是文献中提到的ｍｉＲ２３ｂ３ｐ的抗炎作用和本研究证
实的促凋亡保护机制之间的协同性仍需进一步研

究。

综上所述，ｍｉＲ２３ｂ与 ＲＡ有着紧密联系，可通
过靶向ＸＩＡＰ抑制ＲＡ滑膜成纤维细胞增殖，促进其
凋亡。
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