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MicroRNA-126对类风湿性关节炎滑膜成纤维细胞
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摘要 ：目的 探究microRNA-126（miR-126）通过靶向Dickkopf-1（DKK1）参与类风湿性关节炎滑膜成

纤维细胞（RASFs）增殖、侵袭、凋亡的机制研究。方法 选取2018年6月—2019年9月在武汉市第一医院就诊

的25例类风湿性关节炎（RA）患者的滑膜组织（RA 组），同时收集在该院同期接受膝关节十字韧带断裂重建手

术的21例非类风湿关节炎患者的滑膜组织作为健康组，检测其miR-126和DKK1蛋白。利用RA组织构建原代

RASFs，通过双萤光素酶报告验证miR-126与DKK1的靶向关系。将RASFs分为对照组、miR-126组、DKK1

组、miR-126+DKK1组。采用CCK-8、Transwell及流式细胞术检测过表达miR-126和/或DKK1对RASFs增

殖、侵袭和凋亡的影响。结果 RA组滑膜组织miR-126相对表达量低于健康组（P <0.05），而DKK1蛋白相对

表达量高于健康组（P <0.05）。miR-126 mimic与DKK1 Wt共转染后的相对萤光素酶活性低于miR-126 NC质

粒与DKK1 Wt共转染（P <0.05），证明miR-126与DKK1靶向结合。miR-126组RASFs增殖力和侵袭细胞数低

于对照组（P <0.05），而凋亡率高于对照组（P <0.05）。DKK1组RASFs增殖力和侵袭细胞数高于对照组（P <

0.05），而凋亡率低于对照组（P <0.05）。miR-126+DKK1组增殖力和侵袭细胞数高于miR-126组（P <0.05），

而低于DKK1 组（P <0.05）；miR-126+DKK1 组凋亡率低于 miR-126 组（P <0.05），而高于 DKK1 组（P <

0.05）。结论 miR-126在RA滑膜组织中低表达，miR-126可通过靶向DKK1抑制RASFs增殖、侵袭及凋亡。
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Abstract: Objective To explore whether microRNA (miR) -126 participates in the proliferation, invasion

and apoptosis of rheumatoid arthritis (RA) synovial fibroblasts (RASFs) by targeting the expression of Dickkopf-1

(DKK1). Methods The synovial tissues of 25 RA patients (RA group) who were treated in Wuhan First Hospital

from June 2018 to September 2019 were collected, while the synovial tissues of another 21 patients with non-

rheumatoid arthritis undergoing the cruciate ligament reconstruction surgery in the hospital during the same period

were collected as the healthy group. The expressions of miR-126 and DKK1 protein in the synovial tissues were

detected. RASFs were isolated from the RA synovial tissues, and the relationship between miR-126 and DKK1 was
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determined via dual luciferase reporter assay. The RASFs were divided into the control group, miR-126 group,

DKK1 group, and miR-126 + DKK1 group. The effects of overexpression of miR-126 and/or DKK1 on the

proliferation, invasion and apoptosis of RASFs were tested via CCK-8, transwell assay and flow cytometry,

respectively. Results The expression level of miR-126 in the synovial tissues of RA patients was lower than that of

the healthy individuals (P < 0.05), while the expression level of DKK1 protein was higher in the synovial tissues of

RA patients than that of the healthy individuals (P < 0.05). When co-transfected with Wt-DKK1 and miR-126 mimic,

the relative luciferase activity in the cells was reduced compared to that in the cells co-transfected with Wt-DKK1

and miR-126 NC (P < 0.05), suggesting the targeted binding of miR-126 to DKK1. The proliferation and invasion

abilities of RASFs in the miR-126 group were lower than those in the control group, while the apoptosis rate in the

miR-126 group was significantly higher than that in the control group (P < 0.05). The proliferation and invasion

abilities of RASFs in the DKK1 group were higher than those in the control group, whereas the apoptosis rate in the

DKK1 group was lower than that in the control group (P < 0.05). The proliferation and invasion abilities of RASFs

in the miR-126 + DKK1 group were higher than those in the miR-126 group and lower than those in the DKK1

group, while the apoptosis rate in the miR-126 + DKK1 group was lower than that in the miR-126 group and higher

than that in the DKK1 group (P < 0.05). Conclusions The miR-126 is lowly expressed in RA synovial tissues, and

can inhibit the proliferation, invasion and apoptosis of RASFs by targeting DKK1.
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类风湿性关节炎（rheumatoid arthritis, RA）是一

种复杂、慢性、进行性的自身免疫性疾病，影响

全世界约1%人口[1]。如果未得到有效治疗，40%～

70%患者最终会发展为残疾。目前尚无治疗RA的

特效药物，分析 RA 的病因至关重要[2]。类风湿性

关节炎滑膜成纤维细胞（rheumatoid arthritis synovial

fibroblasts, RASFs）促进 RA 的发生、发展，其大量

增殖并侵袭进入滑膜和骨组织，分泌炎症细胞因

子，发挥促炎症作用[3]。Dickkopf-1（DKK1）蛋白是

一种配体蛋白，参与细胞的增殖、分化、凋亡及

炎症反应。有研究发现，DKK1 升高与 RA 患者早

期炎症反应有关[4]。MicroRNA（miRNA）是一种长度

约为22个核苷酸且高度保守的单链RNA，转录后

可调控基因表达[5]。有研究发现，miR-126在RA患

者中下调，并且能抑制RA小鼠模型中RASFs介导

的炎症因子分泌[6]。但是 miR-126 对 RASFs 生物学

行为的影响和作用机制仍不清楚。本研究主要分

析miR-126通过靶向DKK1参与RASFs增殖、侵袭、

凋亡的机制。

1 材料与方法

1.1 组织标本

选取2018年6月—2019年9月在武汉市第一医

院就诊的25例RA患者的滑膜组织（RA组），同时

收集在本院同期接受膝关节十字韧带断裂重建手

术的21例非类风湿关节炎患者的滑膜组织作为健

康组（均无急性或慢性关节异常的病史）。RA患者

男性 14 例，女性 11 例；年龄 39～65 岁，平均

（51.25±3.08）岁。正常滑膜组织者年龄35～65岁，

平均（50.94±3.18）岁。本研究经医院医学伦理委员

会批准（No：20190618），患者签署知情同意书。

1.2 纳入与排除标准

1.2.1 纳入标准 ①年龄35～65岁；②确诊为RA。

1.2.2 排除标准 ①组织收集前 3 个月内接受过

RA相关治疗；②合并恶性肿瘤、血液学疾病、感

染或其他炎症；③合并其他骨关节疾病。

1.3 主要试剂及仪器

DMEM培养基血清和抗体（美国Invitrogen公司），

胰蛋白酶和Ⅱ型胶原酶（美国Sigma-Aldrich公司），

miR-126 mimic、DDK1 过 表 达 质 粒 及 阴 性 对 照

（negative control，NC）（苏州吉玛基因股份有限公

司），miRNeasy Mini 试剂盒（美国 GE 公司），TaqMan

miRNA试剂盒（美国Thermo Fisher 公司），快速定点

诱变试剂盒和Renilla萤光素酶质粒（上海碧云天生

物 技 术 有 限 公 司），Lipofectamine TM 2000（美 国

Invitrogen公司），基质胶和Transwell装置（美国Corning

公司），凋亡试剂盒（Annexin V-FITC 和 PI）（北京百

普赛斯生物科技股份有限公司），兔单克隆抗体和山

羊 抗 免 疫 球 蛋 白 G（IgG）二 抗（1∶1 000 稀 释 ，

#ab6721）（美国Abcam公司），PVDF膜（美国Bio-Rad

公司），ECL显色试剂盒（美国Thermo Fisher 公司）。

萤光素酶报告基因检测试剂盒和检测仪1000 System
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（美国Promega公司），流式细胞仪（美国Becton公司）。

1.4 RASFs培养和转染

将RA患者滑膜组织用2.5 g/L胰蛋白酶在37℃

条 件 下 消 化 2 h， 离 心 获 得 RASFs[7]。 RASFs 在

37℃、5%二氧化碳环境下培养。当细胞生长至接

近汇合状态时，即可进行细胞传代，将第3～8代

细胞用于后续实验。

RASFs分为4组：对照组、miR-126组、DKK1

组、miR-126+DKK1组。miR-126组和DKK1组分别

转染miR-126 mimic、DKK1过表达质粒，对照组转

染等量 NC 质粒，miR-126+DKK1 组转染 miR-126

mimic和DKK1。将细胞在6孔板中培养，当细胞融

合至60%时，添加Opti 100 μL和LipofectamineTM 2000

5 μL 并孵育 5 min 作为试剂 A。加入 Opti 100 μL
mimic或者DKK1质粒 20 ng/μL并孵育5 min作为试

剂 B。将 A 和 B 混合在一起孵育 20 min。16 h 后更

换培养基并收获细胞。

1.5 方法

1.5.1 实时荧光定量聚合酶链反应（quantitative real-

time polymerase chain reaction, qRT-PCR）检测 miR-

126的表达 使用miRNeasy Mini试剂盒提取滑膜组

织或 RASFs 中总 RNA，并用 TaqMan miRNA 试剂盒

逆转录为cDNA。反应条件：37℃、15 min，98℃、

5 min。 以 cDNA 为模板行 qRT-PCR， 反 应 条 件 ：

95℃预变性 2 min，94℃变性20 s，58℃退火20 s，

72℃延伸20 s，共40个循环，72℃继续延伸4 min。

以 U6 为内参，通过比较循环阈值计算 miR-126 相

对表达量。qRT-PCR引物序列见表1。

1.5.2 Western blotting检测DKK1蛋白的表达 健康

组滑膜组织、RA组RASFs裂解后，4℃、12 000 r/min

离心5 min收集总蛋白。通过8% SDS-PAGE分离每

个样本中等量（50 μg）的蛋白质，并将其转移到硝

酸纤维素膜上。在室温下将膜浸入5%脱脂牛奶中

2 h，封闭非特异性抗原。将膜与兔单克隆抗体在

4℃条件下孵育过夜，然后将膜与相应的辣根过氧

化物酶耦联的二抗在室温下孵育1 h。使用ECL显

色试剂盒显影，使用 Quantum One 软件分析灰度，

计算DKK1蛋白相对表达量。

1.5.3 双萤光素酶报告检测 miR-126 和 DKK1 的

靶向关系 通过 Starbase 得到 miR-126 与 DKK1 的

碱基结合位点。将野生型（Wt）的DKK1序列扩增到

pGL4萤光素酶载体的下游位点，使用快速定点诱

变试剂盒生成突变型（Mut）DKK1。将RASFs细胞按

3×104 /孔的密度接种在 24 孔板中，24 h 后使用

Lipofectamine TM 2000将1 μg Wt/Mut- DKK1萤光素酶

质粒转染细胞，然后分别转染 50 nmol/L miR-126

mimic（miR-126 mimic 组）或 者 miR-126 NC 质 粒

（miR-126 NC组）。细胞在37℃下孵育36 h，使用双

萤光素酶报告基因检测试剂盒检测萤光素酶活性。

所有数据以Renilla萤光素酶活性进行标准化。

1.5.4 CCK-8法检测细胞活力 将100 μL细胞悬

浮液添加到96孔板中孵育48 h，将10 μL CCK-8溶

液添加到每个孔中并孵育2 h。用酶标仪在450 nm

波长处检测每个孔的光密度 （optical density, OD）

值，间接反映细胞活力。

1.5.5 Transwell 实验检测细胞侵袭力 将基质胶

（1∶8稀释）加入上室，并在37℃条件下孵育30 min。

将600 μL完全培养基填充到24孔板Transwell下室，

37℃条件下，将各组细胞置于无血清培养基中培养

24 h进行饥饿处理。消化后向Transwell上室中加入

100 μL 细胞溶液（5×105个细胞/mL），24 h 后洗去

未侵入的细胞。渗入下室的细胞用95%乙醇固定，

0.1%结晶紫室温染色20 min，最后在400倍视野中

随机选取5个视野计数细胞。

1.5.6 流式细胞术检测凋亡 将细胞用 PBS 洗涤

并悬浮在 100 μL 结合缓冲液中。分别加入 5 μL
Annexin V-FITC和10 μL PI，并在室温下黑暗中孵育

10～15 min。最后将400 μL结合缓冲液添加到样品

中，并在1 h内采用流式细胞仪检测细胞凋亡率。

1.6 统计学方法

数据分析采用 SPSS 19.0 统计软件。计量资料

以均数±标准差（x±s）表示，多组比较用方差分

析，进一步两两比较用SNK-q 检验；两组比较用 t

检验。P <0.05为差异有统计学意义。

表1 qRT-PCR引物序列

基因

名称

miR-126

U6

引物序列

正向：5'-GTCTCGTACCGTGAGTAAT-3'

反向：5'-GTGCAGGGTCCGAGGT-3'

正向：5'-GCGCGTCGTGAAGCGTTC-3'

反向：5'-GTGCAGGGTCCGAGGT-3'

引物长度/

bp

145

132
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2 结果

2.1 健康组与RA组滑膜组织miR-126和DKK1

蛋白相对表达量比较

健康组和RA组滑膜组织miR-126相对表达量分

别为（0.32±0.03）和（1.01±0.02），经t 检验，差异有统

计学意义（t =16.855，P =0.000），RA组低于健康组。健

康组和RA组滑膜组织中DKK1蛋白相对表达量分别

为（0.46±0.03）和（1.03±0.12），t 检验，差异有统计学

意义（t =27.921，P =0.000），RA组高于健康组。见图1。

2.2 miR-126与DKK1的靶向关系

miR-126 与 DKK1 的 靶 向 结 合 位 点 见 图 2。

miR-126 NC 组、miR-126 mimic 组与 DKK1 Wt 共转

染后的相对萤光素酶活性比较，经 t 检验，差异有

统计学意义（P <0.05），miR-126 mimic组低于miR-

126 NC组，证明miR-126与DKK1靶向结合。miR-

126 NC组、miR-126 mimic组与DKK1 Mut共转染后

的相对萤光素酶活性比较，经 t 检验，差异无统计

学意义（P >0.05）。见表2。

2.3 各组RASFs中miR-126和DKK1蛋白相对表

达量比较

对照组、miR-126 组、DKK1 组、miR-126+DKK1

组 RASFs 中 miR-126 相 对 表 达 量 分 别 为（1.02±

0.02）、（5.09±0.18）、（0.81±0.03）和（3.82±0.06），经

方差分析，差异有统计学意义（F =34.528，P =0.000），

miR-126组高于对照组（P <0.05），提示转染成功。

对照组、miR-126 组、DKK1 组、miR-126+DKK1

组 RASFs 中 DKK1 蛋白相对表达量分别为（1.02±

0.07）、（0.39±0.05）、（3.82±0.06）和（0.91±0.05），经

方 差 分 析 ，差 异 有 统 计 学 意 义（F =31.016，P =

0.000）。进一步两两比较结果：DKK1组高于对照组

（P <0.05）；miR-126 组低于对照组（P <0.05）；miR-

126+DKK1 组 高 于 miR-126 组（P <0.05），但 低 于

DKK1组（P <0.05）。见图3。

2.4 miR-126和DKK1对RASFs增殖的影响

对照组、miR-126 组、DKK1 组、miR-126+DKK1

组 RASFs 的 OD 值 分 别 为（0.72±0.06）、（0.59±

0.05）、（0.91±0.09）和（0.70±0.07），经方差分析，差

异有统计学意义（F =22.361，P =0.000）。进一步两

两比较结果：miR-126 组低于对照组（P <0.05）；

DKK1组高于对照组（P <0.05）；miR-126+DKK1组高

于miR-126组（P <0.05），但低于DKK1组（P <0.05）。

2.5 miR-126和DKK1对RASFs侵袭的影响

对 照 组 、 miR-126 组 、 DKK1 组 、 miR-126+

DKK1组RASFs的侵袭细胞数分别为（65.38±3.62）个、

（31.76±2.54）个、（119.04±4.27）个和（62.58±3.77）个，

经方差分析，差异有统计学意义（F =38.214，P =

0.000）。进一步两两比较结果：miR-126组低于对照

组（P <0.05）；DKK1 组高于对照组（P <0.05）；miR-

126+DKK1 组 高 于 miR-126 组（P <0.05），但 低 于

DKK1组（P <0.05）。见图4。

2.6 miR-126和DKK1对RASFs凋亡的影响

对照组、miR-126 组、DKK1 组、miR-126+DKK1

组 RASFs 的凋亡率分别为（5.59±0.53）%、（18.74±

1.06）%、（3.61±0.34）%和（10.62±0.99）%，经方差分

析，差异有统计学意义（F =35.014，P =0.000）。进一

步两两比较结果：miR-126组高于对照组（P <0.05）；

DKK1组低于对照组（P <0.05）；miR-126+DKK1组高

于miR-126组（P <0.05），但低于DKK1组（P <0.05）。

见图5。

29 kD

36 kD

DKK1

GAPDH

健康组 RA组

图1 健康组和RA组滑膜组织中DKK1蛋白的表达

图2 miR-126与DKK1 mRNA 3＇端的非翻译区域结合位点

表2 不同转染方式的细胞相对萤光素酶活性比较 （x±s）

组别

miR-126 NC组

miR-126 mimic组

t 值

P 值

DKK1 Wt

1.03±0.11

0.52±0.03

27.013

0.008

DKK1 Mut

1.09±0.02

1.01±0.07

1.236

0.935

29 kD

36 kD

DKK1

GAPDH
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图3 各组RASFs中DKK1蛋白的表达
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3 讨论

RA表现为滑膜增生、炎症和骨质破坏。除关

节受累外，病程较长的RA患者还可能有各种关节

外表现，如间质性肺疾病、心血管疾病等，极大地

增加了患者和社会的负担[8]。现阶段，RA的主要治

疗方法是对症治疗，以及抗炎、免疫抑制、中药治

疗[9]，尚无特效根治药物。因此分析其发病机制

对于探究新的RA治疗药物和方法具有重要意义。

RASFs 是维持关节正常结构和功能的重要细

胞，也是RA的主要靶细胞，抑制其病变是缓解RA

的重要方法[10]。RA中RASFs会过度增殖，一方面，

大量的RASFs会促进炎症细胞因子分泌，促进RA

发展；另一方面，RASFs也会侵袭进入软骨甚至骨

组织，导致关节膨大、活动性降低[11-12]。miRNA可

在转录后调控细胞中蛋白表达水平，进而调节细胞

功能和生物学行为[13]。近年来，目前越来越多的研

究发现，miRNA在RA的发生、进展中发挥关键作

用，如miR-20a调节RA中RASFs增殖和凋亡，促进

RA病情进展[14]。miR-126是一种新发现的RA相关

miRNA。有研究显示，RA患者miR-126显著降低，

并且 miR-126 降低与疾病严重程度有关[15]。然而，

也有研究显示RA患者miR-126升高，目前miR-126

在RA中的意义仍不清楚[16]。本研究结果表明，RA

患者滑膜组织 miR-126 相对表达量降低。为分析

miR-126对RASFs生物学行为的影响，利用RA患者

滑膜组织构建了原代RASFs，并通过转染提高细胞

中 miR-126 表达，结果显示 miR-126 会显著抑制

RASFs的增殖和侵袭，并诱导其凋亡。WANG等[17]的

研究显示，miR-126通过VEGF-Notch信号通路，促进

青光眼大鼠视网膜神经节细胞凋亡。也有研究发

现，miR-126通过下调抗凋亡蛋白MCL，诱导骨髓瘤

细胞系Karpas707凋亡，抑制增殖[18]。结合文献报道

和本研究结果，提示miR-126缺失可能会减少RASFs

凋亡并促进RASFs过度增殖和侵袭，从而导致关节

异常。

DKK1 蛋白通过抑制 LRP5/6 与 Wnt 的相互作

用，以及与促进LRP5/6内化来拮抗经典的Wnt通路

的信号传导[19]。DKKs在脊椎动物发育中发挥重要

作用，其可局部抑制Wnt调节过程，调控肢体发育、

体节发生和眼睛形成。最新临床研究显示，治疗后

RA患者血清DKK1水平降低，并且滑膜组织病变得

到缓解[20]；并且 DKK1 靶向型 siRNA 削弱了 RA 中

RASFs 活性[21]。此外，DKK1 受到 miRNA 的靶向调

节，miR-BART10-3p可通过靶向抑制DKK1水平，抑

制细胞增殖和侵袭[22]。本研究结果显示，RA患者滑

膜组织中DKK1水平显著高于健康者，其变化趋势

与 miR-126 相反。通过预测和验证，本研究证实

miR126能够与DKK靶向结合，并抑制DKK1蛋白的

表达。细胞实验结果显示，过表达DKK1显著促进

RASFs 的增殖和侵袭，并抑制凋亡。此外，过表达

DKK1 显著缓解 miR-126 对 RASFs 增殖和侵袭的抑

制作用，并缓解miR-126对RASFs凋亡的促进作用。

本研究结果提示，RASFs 中 miR-126 降低可能会引

对照组 miR-126组 DKK1组 miR-126+DKK1组

图4 各组RASFs侵袭细胞数 （×400）
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图5 各组RASFs流式细胞术图
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起DKK1蛋白过表达，而过表达则可通过靶向抑制

DKK1蛋白，缓解RA患者RASFs病变。

然而，本研究也存在不足之处，其中miR-126在

RA滑膜中的表达特点仍需要扩大样本进行分析，关

于miR-126通过靶向DKK1对RASFs增殖、分化和氧

化应激的影响仍需要体内实验来证实。综上所述，

miR-126在 RA滑膜组织中低表达，miR-126可通过

靶向DKK1，抑制RASFs增殖、侵袭及凋亡。
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