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miR-10b对滑膜成纤维细胞增殖、侵袭和迁移能力的影响及分子机制 *
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摘要 目的：探讨 miR-10b对类风湿性关节滑膜成纤维细胞(RA-FLS)炎性因子分泌、增殖、侵袭和迁移的影响及其分子机制。方

法：首先，分离原代培养 FLS细胞并进行 microarray，筛选 RA和 OA中差异表达的 miRNA分子。然后，用 real-time PCR对筛选得

到的结果进行验证，进而通过生物信息学分析、细胞转染等方法明确 miR-10b在 FLS细胞中下调的分子机制。最后，采用MTT比

色法、划痕实验和 Transwell实验等检测 miR-10b对其 FLS细胞增殖、侵袭和迁移水平的影响。结果：与 OA FLS相比，芯片筛选

发现 176条 miRNA在 RA-FLS中上调，204条下调；其中，miR-10b在 RA-FLS细胞中受肿瘤坏死因子(TNF-琢)等多种炎性因子以
NF-资B依赖的方式进行调控；miR-10b的下游靶基因为 TAK1和 TLR4，通过对这两个靶基因的调控，miR-10b一方面可以促进

TNF-琢的分泌和 NF-资B的活化入核，从而激发 TNF-琢→NF-资B→miR-10b→TNF-琢/NF-资B环路；另一方面促进 FLS表面 TLR4的

表达以及 LPS对于 FLS的刺激作用，激发 LPS→NF-资B→miR-10b→TLR4环路。此外，miR-10b的下调可促进 FLS细胞的增殖、

侵袭和迁移。结论：miR-10b在 RA-FLS细胞中显著下调，其通过参与信号环路的调节可影响 FLS细胞的炎性细胞因子分泌及其

增殖、侵袭和迁移。
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Effects and Molecular Mechanisms of miR-10b on the Proliferation, Invasion
and Migration of Fibroblast-Like Synovial Cells*

To investigate the effects of microRNA (miR)-10b on the inflammatory cytokine secretion, proliferation, in-

vasion and migration of RA-FLS and the underlying mechanisms. Primary FLS cells were isolated for miRNA microarray to

screen differentially-expressed miRNAs between RA and OA. Then, after confirming the microarray data by real-time PCR analysis, the

detailed mechanisms of miR-10b down-regulation was analyzed with bioinformatics and cell transfection methods. Finally, real-time

PCR, MTT assay, cell disclosure and transwell assays were used to detect the effects of miR-10b on the cytokine production, prolifera-

tion, migration and invasion of FLS cells. As compared with OA patients, 176 miRNAs were up-regulated, whereas 204 miRNAs

were down-regulated in RA patients. Among them, miR-10b expression in RA FLS was apparently repressed by several inflammatory cy-

tokines like TNF-琢 in a NF-资B-dependent manner. Luciferase reporter assay and real-time PCR uncovered that TAK1 and TLR4 are tar-

get genes of miR-10b. As a result, miR-10b participated in FLS function regulation via these two genes. On one hand, downregulated

miR-10b greatly promoted NF-资B activation and TNF-琢 production through accelerating TAK1 level and then triggered TNF-琢→
NF-资B→miR-10b→TNF-琢/NF-资B regulatory circuit. On the other, low level of miR-10b enhanced TLR4 expression on FLS and there-

fore strengthened LPS stimulation. This activated another regulatory circuit LPS→NF-资B→miR-10b→TLR4. Finally, miR-10b signifi-

cantly promoted FLS proliferation, invasion, migration and pro-inflammatory cytokines production through these two circuits.

miR-10b was apparently downregulated in RA-FLS and it greatly promoted pro-inflammatory cytokine secretion, proliferation, mi-

gration and invasion of FLS through two different regulatory circuits.
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前言

类风湿性关节炎(rheumatoid arthritis，RA)是一种自身免疫

性疾病，其病理生理特点主要分为两个时期：前期的急性炎性

渗出期和后期的慢性滑膜增生期，最终导致关节骨与软骨的破

坏，甚至残疾[1]。既往的研究表明 T、B淋巴细胞等参与的异常

免疫应答反应促进了 RA的发生发展[2-4]。但近几年，位于滑膜

衬里层的 FLS成为研究热点。关节损伤所导致的 FLS代偿性

增生及迁移促进了 RA中的血管翳生成和骨破坏[5]，而 FLS释

放的细胞因子、趋化因子、基质金属蛋白酶、基质降解酶等可促

使 RA患者进入 FLS过度增殖和迁移、骨和软骨破坏的恶性循

环，最终导致残疾[5,6]。因此，阐明 FLS功能变化的调控机制，对

于揭示 RA致病机理具有重要的指导意义。

Toll样受体(TLRs)被认为是一类重要的分子，其参与了生

物体固有免疫识别[7]。近期研究表明 TLRs参与了 RA发病，与

骨关节炎(osteoarthritis，OA)患者相比，RA患者的 FLS细胞中

TLR2和 TLR4的表达均增加[8,9]。另外，FLS细胞中的 NF-资B通
路是过度活化的。然而，这些现象的机制仍有待阐明。本研究

中，我们发现 miR-10b这一非编码 miRNA[10,11]在 FLS中被显著

下调，而其靶基因为 TLR4 和 TAK1。通过这两个基因，

miR-10b激活了 NF-资B通路等多个环路，从而促进 FLS中的

炎性因子分泌及其增殖、侵袭和迁移。

1 材料和方法

1.1 材料

RA和 OA患者关节滑膜组织由空军军医大学附属第一医

院(西京医院)临床免疫科供给；FLS细胞由 RA和 OA患者术

后滑膜组织原代培养得到；HEK293T细胞系购于中国科学院

上海细胞库；miR-10b Mimics/Inhibitor、Taqman Gene Expres-

sion Assays于 Ambion公司购买；DMEM培养基及特级胎牛血

清(FBS)于 Gibco公司购买；Dual-Luciferase报告基因检测试剂

盒于 Promega 公司购买；TNF-琢、IL-1 茁、IL-6、LPS、Lipofec-
tamine 2000、TRIzol 和小分子信号通路抑制剂 Bay11-7082、

SB203580、SP600125等均于 Invitrogen公司购买；Transwell小

室于 Millipore 公司购买；Matrigel 于 BD 公司购买；小鼠抗

茁-actin单抗及所有二抗于北京中杉金桥公司购买；倒置显微镜
为 Nikon 公司产品；实时定量 PCR 仪 7500 Fast 于 Applied

Biosystems公司购买；倒置荧光显微镜购于 Olympus公司购

买；流式细胞仪购于 Bio-red公司购买。

1.2 方法

1.2.1 RA-FLS细胞的原代培养 选择临床确诊的 RA和 OA

患者，RA患者均符合美国风湿学疾病诊断标准 [12]，OA对照组

无自身免疫性疾病、传染病和癌症等其他疾病。将关节镜手术

中取出的关节滑膜置于无菌 PBS缓冲液和无血清含双抗的

DMEM洗液中浸泡冲洗三次，剔除脂肪组织和软骨后，于消化

液(含 1 mg/mLⅠ型胶原酶)中用无菌剪刀充分剪碎，分离培养

得到原代 FLS细胞(见图 1A)；在 CO2培养箱中常规培养传代

至第 3代时用流式细胞术进行纯度鉴定，流式结果显示培养至

3代以后约有 98 %以上的细胞为 FLS细胞(见图 1B)。3~6代的

细胞被认为可用于实验[13]。

图 1 原代培养 FLS细胞的流式细胞术鉴定

Fig.1 Identification of FLS by flow cytometry

1.2.2 Real-time PCR检测 以 RA患者滑膜组织及原代培养

的 FLS细胞中用 1 mL TRIzol裂解组织及细胞并提取总 RNA，

定量后取 100 ng按照 Ambion 公司的 Taqman 试剂盒说明书

进行 miRNA或基因的反转录和实时定量 PCR，miRNA的阴性

对照基因为 U6，蛋白编码基因的阴性对照为 GAPDH。Re-

al-time PCR的反应参数为 95 ℃ 30 s、95 ℃ 3 s、60 ℃ 34 s，40

个循环。目的基因的定量分析采用△ △ CT法。

1.2.3 双荧光素酶报告基因检测 按照表 1中的序列分别合

成 miR-10b的反向互补序列 (rcmiR-10b)(序列 1、2)、TAK1和

TLR4的 3'非翻译区(3'UTR)的 miR-10b识别序列(序列 3-6)，

克隆入经过 I (GCGGCCGC) and I (CTCGAG)酶切的

psiCHECK2双荧光素酶报告载体中，得到 psi-rcmiR-10b-WT、
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psi-TAK13'UTR-WT和 psi-TLR4 3'UTR-WT报告载体。另外对

基因的 miR-10b 种子识别区 3 个连续碱基进行突变 (序列

7-12) 并 分 别 克 隆 入 载 体 获 得 psi-rcmiR-10b-MUT、

psi-TAK13'UTR-MUT和 psi-TLR4 3'UTR- MUT报告载体作为

阴性对照，psi-CHECK2空载体为空白对照。

No Gene Sequence

1 rcmiR-10aF TCGAGTCGACCACAAATTCGGATCTACAGGGTAGC

2 rcmiR-10aR GGCCGCTACCCTGTACATCCGAATTTGTGGTCGAC

3 AK1F TCGAGTCGACTATACCAAGTTAAAGACAGGGTAGC

4 TAK1R GGCCGCTACCCTGTCTTTAACTTGGTATAGTCGAC

5 TLR4F TCGAGTCGACTTTTAAGTCTGTCTCCTTACAGAGGTTGC

6 TLR4R GGCCGCAACCTCTGTAAGGAGACAGACTTAAAAGTCGAC

7 mrcmiR-10aF TCGAGTCGACCACAAATTCGGATCTACAGCCAAGC

8 mrcmiR-10aR GGCCGCTTGGCTGTACATCCGAATTTGTGGTCGAC

9 mTAK1F TCGAGTCGACTATACCAAGTTAAAGACAGCCAAGC

10 mTAK1R GGCCGCTTGGCTGTCTTTAACTTGGTATAGTCGAC

11 mTLR4F TCGAGTCGACTTTTAAGTCTGTCTCCTTACAGACCATGC

12 mTLR4R GGCCGCATGGTCTGTAAGGAGACAGACTTAAAAGTCGAC

Note: the initial "m" in the gene names means "mutant"; the un derlined sequences are nucleotides that paired with miR-10b; the bold and double

underlined letters means the mutated nucleotides.

表 1 双荧光素酶报告载体构建所用核苷酸序列

Table 1 Nucleotide sequences synthesized for luciferase reporter vector construction

以 3× 105/孔的密度将 HEK293T细胞铺于 24孔板中，无

双抗 DMEM培养；次日待细胞贴壁后使用 Lipofectamine誖
2000，按照说明书进行转染实验。将上述各种载体(800 ng)和

miR-10b Mimics/Inhibitor (50 nM)按事先分组转染各孔，每组 3

个复孔；8 h后更换 DMEM完全培养液进行常规培养，转染 24

h后收集离心细胞。使用 Promega Dual-Luciferase报告基因检

测试剂盒对荧光素酶活性进行检测。

1.2.4 miR-10b对 RA FLS细胞增殖能力的影响 将传代至第

3代可用于实验的 RA-FLS细胞接种至 24孔板，细胞处理及分

组情况包括：FLS空白对照组、TNF-琢、miR-10b Mimics、TNF-琢
+ miR-10b Mimics、Mimics scramble、TNF-琢+ Mimics scramble、

miR-10b Inhibitor和 Inhibitor scramble共 8组。常规培养至融

合度为 80 %左右进行各组转染，同时含 TNF-琢进行细胞因子
的添加。待 24 h之后用MTT比色法测定各组细胞增殖状况。

1.2.5 miR-10b对 RA FLS细胞侵袭能力的影响 将传代至第

3代可用于实验的 RA-FLS细胞接种至 24孔板，细胞处理及分

组情况包括：FLS空白对照组、TNF-琢、miR-10b Mimics、TNF-琢
+ miR-10b Mimics、Mimics scramble、TNF-琢+ Mimics scramble、

miR-10b Inhibitor和 Inhibitor scramble共 8组。常规培养至融

合度为 75 %左右进行各组转染，24 h后将细胞转移至已放入

Transwell小室的孔中，小室在实验前已经在上层加入稀释的

100 滋L的基质胶，每孔将已经处理的细胞以 5× 104/孔加入，

在下室中加入含 10 %FBS的正常 DMEM，CO2培养箱中正常

培养 24 h后取出，经甲醇固定 10 min，后用 0.1 %结晶紫染色

Transwell小室固定 10 min后于蒸馏水中迅速清洗，甲醇固定。

于显微镜下随机统计 5个视野中穿过小室的细胞数。

1.2.6 miR-10b对 RA FLS细胞迁移能力的影响 将传代至第

3代可用于实验的 RA-FLS细胞接种至 24孔板，细胞处理及分

组情况如上共 8组。各组细胞转染 24 h后用无菌小号移液器

枪头在各个孔中划线，24 h后拍照并计数向划痕空白处迁移的

细胞。

1.3 统计学分析

应用 SPSS 13.0统计学分析软件进行统计学差异分析。实

验结果需重复 4次及其以上，结果以 x± s表示，组间比较应采

用单因素方差分析，P<0.05为有统计学差异。

2 结果

2.1 miR-10b在 RA患者滑膜组织及 FLS细胞中呈低表达

我们使用 miRNA microarray芯片筛选来自 RA和 OA患

者 FLS细胞的差异 miRNA，发现约有 380个 miRNA差异表

达，我们选取了其中 3个 miRNA分子进行 real-time PCR的验

证，结果表明 miR-10b 在 RA FLS 细胞中下调 (见图 2A)，

miR-146b在 RA FLS中被显著上调(见图 2B)，而 let-7b-5p 则

在 RA和 OA患者的 FLS中表达无显著差异(见图 2C)[14]。此结

果与芯片筛选结果吻合，表明了芯片结果的可靠性。我们选取

miR-10b进行更深入的研究。首先，我们分别选择临床症状明

确的 10 例 RA 和 OA 患者滑膜组织，提取总 RNA 并进行

miR-10b 水平检测，其结果显示在 RA 患者滑膜组织中

miR-10b表达水平显著低于 OA患者(见图 2D)；其次，我们扩

大样本量，将 RA、OA患者的 FLS细胞进行原代分离培养并检

测 miR-10b表达情况，结果与芯片和组织检测的结果相吻合

(见图 2E)。

2.2 RA中多种炎性因子可以下调 FLS中的 miR-10b

为了揭示 miR-10b在 FLS细胞中的下调机制，我们用 RA
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中常见的致病因子 II型胶原、LPS、IL-1茁、IL-6 和 TNF-琢 等对
FLS细胞刺激 24 h后测定 miR-10b的水平，结果显示这些因

子均可以显著的下调 miR-10b的水平 (见图 3A)。我们选用了

RA中最受关注的 TNF-琢进行后续研究。当选用不同浓度的
TNF-琢对 FLS进行刺激时，我们发现 TNF-琢对于 miR-10b的

抑制作用具有明显的剂量依赖性(见图 3B)。考虑到 TNF-琢能
够经过激活下游的 NF-资B、JNK或者 p38MAPK信号转导通路

而发挥作用。为了探讨 TNF-琢调节 miR-10b的具体机制，我们

在 TNF-琢刺激 FLS的同时加入了三种信号通路的小分子抑制

剂 Bay11-7082、SB203580和 SP600125。结果表明只有 NF-资B
抑制剂 Bay11-7082 显著的抵消了 TNF-琢 对于 miR-10b 的下

调，而 JNK和 p38MAPK的抑制剂作用不明显(见图 3C)。这些结

果表明 TNF-琢是通过 NF-资B信号转导通路来下调miR-10b的。

2.3 TAK1和 TLR4是 miR-10b的靶基因

为了深刻揭示 miR-10b在 FLS细胞中的功能，我们利用

miRNA靶基因网站对 miR-10b的潜在靶基因进行了预测，在

候选靶基因中我们发现了 TAK1和 TLR4这两个和 NF-资B信
号通路密切相关的基因。我们推测 miR-10b通过调节这两个靶

基因从而激活相应的信号环路，并在 RA的迁延不愈中发挥重

要作用。为了验证其预测的可靠性，我们需要采用双荧光素酶

报告载体对所选的靶基因进行验证。将 psi-rcmiR-10b-WT、

psi-rcmiR-10b-MUT、psi-TAK13'UTR-WT、psi-TAK13'UTR-MU

T、psi-TLR43'UTR-WT 和 psi-TLR4 3'UTR-MUT 等载体与

miR-10b mimics(Pre-miR-10b)和 inhibitor(Anti-miR-10b)共转染

HEK293T细胞，24 h后检测荧光素酶活性。报告载体作为阴性

对照，psi-CHECK2空载体为空白对照。

结果见图 4，与对照组相比，miR-10b能够显著抑制带有

TAK1 和 TRL4 基因 3'UTR 质粒的 Rluc 活性；与此相反

miR-10b inhibitor则能够显著上调这些质粒的 Rluc活性；当其

质粒中的 miR-10b种子识别序列结合位点被突变时，miR-10b

mimics/inhibitor的调控效果都消失了，表现为 RLuc活性几乎

没有发生变化。这些结果都表明 miR-10b可以特异性地识别

TAK1和 TLR4基因的 3'UTR并抑制其表达。故此，TAK1和

TLR4均为 miR-10b的靶基因。

虽然我们在 HEK293T 细胞中验证了 TAK1 和 TLR4 为

miR-10b的靶基因，那在 RA-FLS细胞中，这种效应依然存在

吗? 我们用 real-time PCR 验证了 miR-10b 对 TAK1 和 TLR4

mRNA水平的影响。结果显示 miR-10b inhibitor可引起 TAK1

与 TLR4的 mRNA表达升高，而 miR-10b mimics则具有相反

作用；当 TNF-琢刺激后会引起 TAK1/TLR4 mRNA表达量升

高，且效果明显(见图 4D、E)。这进一步证实了 TAK1与 TLR4

在 RA-FLS细胞中是 miR-10b的下游靶基因。

2.4 miR-10b的下调促进了 FLS细胞中 NF-资B的活化
考虑到 TAK1和 TLR4在 NF-资B信号通路的活化中占据

着重要地位，而 NF-资B又是 RA发生发展中的经典通路。该通

路的激活不但可促进 TNF-琢、IL-1茁、IL-6和 IL-8等一系列炎性

因子的分泌从而加重 RA的炎症反应，并且发现多种基质金属

蛋白酶MMPs分子也有分泌，这些都加速 FLS细胞的侵袭和

图 2 miR-10b在类风湿性关节炎滑膜成纤维细胞中下调

Fig.2 miR-10b is downregulated in RA-FLS cells
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迁移以及 RA中血管翳的形成、骨和软骨的破坏等。此外，

NF-资B通路还对促进 FLS细胞的增殖发挥着重要作用。因此，

我们拟探讨 miR-10b是否会通过 TAK1和 TLR4这两个靶基

因促进 NF-资B的活化入核。

图 3 miR-10b可被 TNF-琢以 NF-资B依赖性的方式下调
Fig.3 miR-10b is downregulated in RA-FLS by TNF-琢 in a NF-资B-dependent manner

图 4 miR-10b的靶基因是 TAK1和 TLR4

Fig.4 TAK1 and TLR4 are target genes of miR-10b

如图 5 所示，与对照组相比，TNF-琢 刺激可显著活化
NF-资B，促进 p65的入核。而加入 miR-10b mimics则可以有效

地逆转 TNF-琢对 NF-资B的活化作用，p65的核浆分布都比较
多。如果加入 miR-10b inhibitor下调 FLS细胞中的 miR-10b水

平，FLS细胞中的 NF-资B活化水平则与 TNF-琢刺激的效果相
当。这些结果都证实 miR-10b的下调确实能够显著促进 NF-资B
信号转导通路的活化。

可推测的是，随着 miR-10b上调的 NF-资B活化，TNF-琢、
IL-1茁等炎性因子分泌水平增加，这些因子可以进一步刺激
FLS 中 miR-10b 的下调，从而激活了 TNF-琢→NF-资B→
miR-10b→TNF-琢/NF-资B环路。另一方面 miR-10b在 FLS中的

下调可显著促进其靶基因 TLR4的表达，后者是 LPS的受体，

因此可通过强化 LPS 对于 FLS 的刺激作用而激发 LPS→

NF-资B→miR-10b→TLR4信号环路。因此，miR-10b一旦被一
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些致病因子(见图 3A)下调，就可以激活这两条信号环路，从而

促进 RA的发生发展。

2.5 miR-10b对 FLS细胞增殖能力的影响

我们进一步探讨了 miR-10b对于 FLS细胞的增殖水平影

响，在 FLS细胞中分别用 miR-10b mimics/inhibitor改变其表达

水平，然后在根据分组给予 TNF-琢刺激，24 h后用 MTT法检

测细胞增殖情况。如图 6所示，miR-10b inhibitor能够促进其增

殖，而 miR-10b mimics显著抑制了其增殖；在用 TNF-琢刺激
后，其 FLS细胞增殖能力变强，其效果与 miR-10b inhibitor效

果相当；miR-10b mimics能够部分抵消掉 TNF-琢 对细胞增殖
的影响。这些结果提示我们 miR-10b 可能至少部分介导了

TNF-琢对 FLS的促增殖作用。

2.6 miR-10b对 FLS细胞侵袭能力的影响

通过对 RA患者研究发现在关节障碍直到严重的功能丧

失之前会骨和软骨的逐步破坏。而在破坏过程中，其 FLS细胞

侵袭和迁移能力的增强是一个非常必要的条件。首先，我们采

用 Transwell侵袭实验来评价 miR-10b对 FLS细胞侵袭能力的

影响。通过比较不同分组之间相同时间内穿过基质胶的细胞数

目来评价其侵袭能力。结果如图 7所示：miR-10b inhibitor能够

增强 FLS细胞的侵袭能力；而与此相反的是，miR-10b mimics

并不能增强细胞侵袭能力；令人惊奇的是，TNF-琢 产生了与
miR-10b inhibitor一样的效果，其结果都促进了 FLS细胞的侵

袭能力。Mimics scramble(MS)和 Inhibitor scramble(INS)则分别

为 miR-10b mimics和 inhibitor的无关对照，两者对 FLS的侵

袭能力均没有明显的影响。由此可见，miR-10b参与了 FLS细

胞侵袭能力的影响。

2.7 miR-10b对 FLS细胞迁移能力的影响

以上的结果显示 miR-10b 参与了 FLS 细胞的侵袭，那

miR-10b对 FLS细胞迁移能力有影响吗？我们利用划痕实验来

评价miR-10b对 FLS细胞迁移能力的影响。通过比较不同分组

之间相同时间内发生迁移的细胞数目评价其迁移能力。如图 8

所示，miR-10b inhibitor能够增强 FLS细胞的迁移能力；而与此

相反的是，miR-10b mimics 并不能促进细胞迁移；TNF-琢 与
miR-10b inhibitor效果一样，都促进 FLS细胞的迁移能力。由此

可见，miR-10b表达的改变可影响 FLS细胞迁移能力。

3 讨论

RA在临床上的特征表现为手、足小关节对称性、侵袭性以

图 5 miR-10b的下调可促进 FLS细胞中的 NF-资B活化
Fig.5 Downregulated miR-10b accelerates NF-资B activation in RA-FLS

cells

图 6 miR-10b的下调可促进 FLS细胞的增殖

Fig.6 Downregulated miR-10b promotes RA-FLS proliferation

图 7 下调的 miR-10b可促进 FLS细胞的侵袭

Fig.7 Downregulated miR-10b promotes RA-FLS invasion
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及慢性的持续性关节炎症，常伴有身体其他关节外器官受累，

临床检测其血清类风湿因子为阳性，被认为是一种全身性的自

身免疫性疾病，最终会导致关节变形以及功能丧失。在我国，已

报道的 RA的患病率约为 0.3%~0.4%，但是直至目前为止 RA

的发病机制仍不甚明了。构成 RA滑膜衬里层的细胞可分为两

种，分别是巨噬细胞样滑膜细胞和成纤维样滑膜细胞。FLS是

关节滑膜的重要组成细胞，生理条件下 70%~80%的滑膜细胞

为 FLS。研究表明 FLS不管在 RA在前期的关节炎症及进展到

严重的软骨破坏过程中都发挥着举足轻重的作用[15,16]。

在 RA发病进程中，FLS细胞具有异常的增殖、凋亡特性，

细胞数量急剧增加，可引发滑膜增生。此外，FLS细胞还参与了

IL-1茁、IL-6、IL-8、TNF-琢等因子的分泌，促进 RA的持续恶化。

传统观点认为 FLS与巨噬细胞、树突状细胞以及淋巴细胞等免

疫细胞协同作用会破坏正常关节腔内的免疫稳态，从而导致关

节与软骨的损伤。然而，不论是靶向趋化因子及其受体而阻断

巨噬细胞等浸润[17,18]，还是 CD20单抗针对 B淋巴细胞的治疗

均没有很明显的临床疗效[19]，而钙黏蛋白 -11(一种调节 FLS细

胞功能的分子)缺陷小鼠则表现出滑膜层发育不全，对炎性环

境无明显反应，对关节炎诱导表现出显著的耐受等，均彰显着

FLS细胞在 RA中的重要地位[20]。一项针对 FLS的 3D培养实

验显示 FLS细胞体外培养可在 3D球形基质上自发地形成薄

层结构，产生润滑素，组织细胞外基质形成类似滑膜层的结构

以支持单核巨噬细胞在其中存活。当用细胞因子刺激的时候，

FLS细胞层表现出 RA中的滑膜增生情形。以上研究都提示

FLS在 RA中发挥着比我们此前想象更重要的作用[21]。

miRNAs是被报道在真核生物中发现的具有调控作用的

一类内源性的非编码 RNA，大小约为 21~26个核苷酸[22]。在之

前的研究中发现，miRNA也与许多自身免疫性疾病的发病机

制有关[23]。例如，miR-126已经被鉴定为 RA中 PI3K/AKT的调

节剂，介导其细胞的凋亡和增殖[24]。此外，已发现的 miR-20a在

FLS中有两个靶基因：TXNIP和 ASK1，介导了其炎性因子的

释放和炎性微环境的维持 [25]。而最近的一份研究报告指出

miR-19可以通过靶向 TLR2抑制炎性因子的释放，以此来缓解

RA的炎症环境[26]。上述发现提示在 RA-FLS细胞中必然存在

miRNAs的调控网络，直接参与了 RA-FLS细胞的各项病理功

能改变。

本研究中，我们发现 miR-10b在 RA-FLS中被显著下调，

且这种下调可以被多种炎性因子以 NF-资B信号通路依赖性的
方式所介导的。随后的生物信息学和双荧光素酶报告系统研究

表明 TAK1和 TLR4是 FLS中的两个 miR-10b重要的靶基因。

TAK1是介导 NF-资B信号通路活化的重要分子，后者可促进多
种炎性因子的分泌、FLS细胞的增殖、侵袭和迁移等。TLR4等

模式识别受体介导的通路在 RA等自身免疫性疾病中也发挥

着重要作用。TLR4被认为是 RA的潜在治疗靶点。据报道，

TLR4在 RA-FLS中高表达 [8,9]，其可促进 RA-FLS中 MMP3、

IL-6和 IL-8的分泌，并影响 RA病程的发生发展[27]。在构建的

TLR4缺陷的 DBA1J小鼠中，经胶原诱导关节炎之后，其观察

到小鼠发病率及患病程度都较轻 [28]。本研究中，我们阐明了

RA-FLS中 TLR4上调的分子机制之一，即通过炎性因子下调

的 miR-10b来实现。miR-10b可以通过下游的 TAK1和 TLR4

靶基因而激活 TNF-琢→NF-资B→miR-10b→TNF-琢/NF-资B 和
LPS→NF-资B→miR-10b→TLR4两条信号环路。这种环路的激

活可能正是 RA久治不愈的恶性循环来源之一。

当然，我们的研究中还有一些悬而未决的问题。比如

TNF-琢等单抗在临床治疗 RA中取得了良好的效果，那么这种

作用是否部分由 miR-10b等分子介导?机体的代偿性平衡系统

是否有一套上调或者回复 miR-10b水平的信号通路?其机制如

何?诸如这些问题还有待于我们的进一步研究。
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