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［摘　要］　目的　探讨ｍｉｃｒｏＲＮＡ１４４（ｍｉｒ１４４）通过调控 ＭＤＭ４对炎症环境中成纤维样滑膜细胞（ＦＬＳ）增殖和表达谱的影
响。方法　从Ｃ５７ＢＬ／６小鼠中提取原代ＦＬＳ和软骨细胞，免疫荧光染色和蛋白印迹检测ＭＤＭ４在ＦＬＳ中的蛋白表达情况，ＢｒｄＵ法
和ＣＣＫ８法检测ＭＤＭ４对ＦＬＳ增殖的调控作用，双荧光素酶报告质粒检测ｍｉｒ１４４与ＭＤＭ４的靶向关系，实时荧光定量ＰＣＲ检测
ｍｉｒ１４４对ＦＬＳ表达谱的影响，Ｔｕｎｅｌ法检测ｍｉｒ１４４对软骨细胞凋亡的影响。结果　ＭＤＭ４在 ＩＬ１β刺激的 ＦＬＳ中高表达，ｍｉｒ１４４
表达下调；ｍｉｒ１４４能够结合ＭＤＭ４的３’ＵＴＲ端。ＭＤＭ４调控ＦＬＳ的增殖，ｍｉｒ１４４可显著抑制ＦＬＳ的增殖，过表达ＭＤＭ４可拮抗此
抑制作用。ｍｉｒ１４４过表达可降低ＦＬＳ中ＭＭＰ９、ＴＮＦα和 ＩＬ６的表达水平。ｍｉｒ１４４过表达的 ＦＬＳ分泌物可抑制软骨细胞的凋
亡。结论　ｍｉｒ１４４可通过调控ＭＤＭ４抑制ＦＬＳ在炎症环境中的增殖。
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　　骨关节炎（ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＯＡ）是一种可发生于全身
各个关节的进行性退化性疾病，高发于老年人。据统

计，６５岁以上老年人中影像学检查有骨关节炎表现的
比例高达６０％，８０岁以上老年人有骨关节炎的比例高
达８０％［１］，且骨关节炎具有不可逆转性和高致残性等

特点，因此在老龄化加剧的时代会带来沉重的经济负

担和社会负担。骨关节炎主要是以滑膜炎症、软骨退

化为特征的病变。近年来滑膜病变在骨关节炎中的致

病作用日益受到重视，成纤维样滑膜细胞（ｆｉｂｒｏｌｉｋｅ
ｓｙｎｏｖｉｏｃｙｔｅ，ＦＬＳ）是关节滑膜的主要细胞成分，其在骨

关节炎发病过程中会出现增殖以及细胞因子表达谱改

变等特征，导致纤维化程度加重、软骨细胞凋亡、软骨

退化等病变，加重疾病进展，但目前尚不清楚骨关节炎

环境下ＦＬＳ增殖的调控机制。既往研究发现，在增殖
活跃的ＦＬＳ中ＭＤＭ４表达增高，但其是否调控了 ＦＬＳ
的增殖尚待进一步研究［２３］。另一方面，ｍｉｃｒｏＲＮＡ１４４
（ｍｉｒ１４４）广泛参与各种细胞的增殖［４６］，也调控骨关

节炎中软骨细胞的凋亡［７］，生物信息学分析发现

ＭＤＭ４可能是 ｍｉｒ１４４的靶基因。因此，本研究假设
ｍｉｒ１４４可能通过调控 ＭＤＭ４的表达影响 ＦＬＳ的增
殖，探讨ｍｉｒ１４４与 ＭＤＭ４之间的调控关系以及两者
在炎症环境下对ＦＬＳ和软骨细胞的调控作用，现报告
如下。
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１　材料与方法

１．１　材料
从Ｃ５７ＢＬ／６小鼠中直接提取原代 ＦＬＳ和软骨细

胞，ａｇｏｍｉｒ１４４、ａｇｏｍｉｒ阴性对照（ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ，ＮＣ）、
ａｎｔａｇｏｍｉｒ１４４、ａｎｔａｇｏｍｉｒＮＣ、ｍｉｒ１４４ｍｉｍｉｃｓ及其阴性
对照、ＭＤＭ４荧光素酶报告质粒及过表达质粒由上海吉
马公司设计并合成。ＤＭＥＭ培养基（ＢＩ公司，货号：０１
０５２１ＡＣＳ），胎牛血清（ＢＩ公司，货号：０４００１１Ａ），ＩＮＶＩ
ＤＮＡ ＲＮＡ ＴｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎＲｅａｇｅｎｔ（Ｉｎｖｉｇｅｎｔｅｃｈ，货 号：
ＩＶ１２１６１５０），ＴＲＩｚｏｌ裂解液（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，货号：１５５９６０２６），
ｃＤＮＡ逆转录试剂盒（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，货号：
Ｋ１６２２），ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＰＣＲ试剂盒（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉ
ｅｎｔｉｆｉｃ，货号：４３０９１５５），双荧光素酶报告基因检测试剂
盒（Ｐｒｏｍｅｇａ，货号：Ｎ１６１０），ＣＣＫ８试剂盒（日本同仁，
货号：ＣＡ１２１０１００），ＭＤＭ４抗 体 （Ａｂｃａｍ，货 号：
ａｂ４９９９３），ＧＡＰＤＨ抗体（ＣＳＴ，货号：５１７４），Ｈｏｅｃｈｓｔ
３３３４２（碧云天，货号：Ｃ１０２９），ＩＬ１β（Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ，货号：
５７５１０２），ＢｒｄＵ细胞增殖检测试剂盒（Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ，货号：
１４２４６），Ｔｕｎｅｌ凋 亡 检 测 试 剂 盒 （罗 氏，货 号：
１２１５６７９２９１０）。
１．２　方法
１．２．１　原代细胞提取　　将１０～１２周的 Ｃ５７ＢＬ／６
小鼠滑膜组织取下后剪碎，放入０．１％的Ⅳ型胶原酶
中，在３７℃摇床中消化６０ｍｉｎ。然后在振荡器上震荡
９０ｓ，将组织悬液以３００ｇ离心５ｍｉｎ，弃上清，将细胞
转移至细胞培养瓶中，于３７℃、５％ ＣＯ２孵育箱中培
养。将培养后的细胞分为ＩＬ１β刺激组和对照组。在
体外模拟骨关节炎环境中，ＩＬ１β刺激组培养基中加
入ＩＬ１β（５ｎｇ／ｍＬ）刺激１２ｈ，对照组加入 ＰＢＳ，然后
收集细胞进行后续检测。

１．２．２　细胞转染　　将原代细胞转移至６孔板中，融合
度达到７０％～８０％后，按照ＩＮＶＩＤＮＡＲＮＡＴｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ
Ｒｅａｇｅｎｔ说明书将 ａｇｏｍｉｒ１４４、ａｇｏｍｉｒＮＣ、ａｎｔａｇｏｍｉｒ１４４、
ａｎｔａｇｏｍｉｒＮＣ和 ＭＤＭ４过表达质粒转染至 ＦＬＳ中，或
将ｍｉｒ１４４ｍｉｍｉｃｓ和ＭＤＭ４荧光素酶报告质粒转染至
２９３细胞中。在抑制 ＭＤＭ４表达的实验中，用相同方
法转染ＭＤＭ４ｓｉＲＮＡ或其对照ｓｉＲＮＡ（ｓｃＲＮＡ）至原代
ＦＬＳ中。
１．２．３　双荧光素酶报告系统检测　　收集对数期生长
的２９３细胞，铺于９６孔板，每孔约５０００个细胞，约２４ｈ
细胞贴壁后，转染ｍｉｍｉｃｓＮＣ＋ＭＤＭ４Ｗｔ、ｍｉｒ１４４ｍｉｍ
ｉｃｓ＋ＭＤＭ４Ｗｔ、ＭＤＭ４Ｗｔ或 ｍｉｍｉｃｓＮＣ＋ＭＤＭ４Ｍｕｔ、

ｍｉｒ１４４ｍｉｍｉｃｓ＋ＭＤＭ４Ｍｕｔ、ＭＤＭ４Ｍｕｔ，按照双荧光素
酶报告试剂盒说明检测细胞裂解液中萤火虫荧光素酶

活性和海肾荧光素酶活性比值。

１．２．４　实时荧光定量 ＰＣＲ　　用 ＴＲＩｚｏｌ试剂提取总
ＲＮＡ，然后按照说明书方法使用 ＲｅｖｅｒｔＡｉｄＦｉｒｓｔＳｔｒａｎｄ
ｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓｋｉｔ逆转录为 ｃＤＮＡ。实时荧光定量
ＰＣＲ按照ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ试剂说明书方法进行。ｍｉｒ１４４
的内参为 Ｕ６，其余目标 ｍＲＮＡ的内参为 ＧＡＰＤＨ。引
物序列见表１。

表１　引物序列

基因名称 上游引物序列（５’３’） 下游引物序列（５’３’）
Ｕ６ ＣＴＣＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡ ＡＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＴＴＴＧＣＧＴ
ＧＡＰＤＨ ＡＧＧＴＣＧＧＴＧＴＧＡＡＣＧＧＡＴＴＴＧ ＴＧＴＡＧＡＣＣＡＴＧＴＡＧＴＴＧＡＧＧＴＣＡ
ＣｙｃｌｉｎＤ１ＧＴＣＴＴＣＣＣＧＣＴＧＧＣＣＡＴＧＡＡＣＴＡＣ ＧＧＡＡＧＣＧＴＧＴＧＡＧＧＣＧＧＴＡＧＴＡＧＧ
ＣＤＫ２ ＡＧＴＡＣＴＧＣＣＡＴＣＣＧＡＧＡＧＡ ＧＡＡＴＧＣＣＡＧＴＧＡＧＡＧＣＡＧＡＧ
ＭＭＰ９ ＴＴＧＡＣＡＧＣＧＡＣＡＡＧＡＡＧＴＧＧ ＧＧＣＡＣＡＧＴＡＧＴＧＧＣＣＧＴＡＧ
ＴＮＦα ＣＡＴＣＴＴＣＴＣＡＡＡＡＴＴＣＧＡＧＴＧＡＣＡＡＴＧＧＧＡＧＴＡＧＡＣＡＡＧＧＴＡＣＡＡＣＣＣ
ＩＬ６ ＡＧＴＴＧＣＣＴＴＣＴＴＧＧＧＡＣＴＧＡ ＴＣＣＡＣＧＡＴＴＴＣＣＣＡＧＡＧＡＡＣ

１．２．５　蛋白印迹检测　　用 ＲＩＰＡ裂解液提取细胞
中的总蛋白，ＳＤＳＰＡＧＥ胶以８０Ｖ恒压处理２ｈ分离
蛋白，并用湿转法以 ８０Ｖ恒压处理 ９０ｍｉｎ转移至
ＰＶＤＦ膜上，用 ５％ ＢＳＡ封闭 １ｈ，加入一抗 ＭＤＭ４
（１∶１０００）、ＧＡＰＤＨ（１∶１０００）４℃过夜，然后洗去多余
一抗，加入二抗山羊抗小鼠 ＩｇＧ（１∶２０００）室温封闭
１ｈ，最后用ＥＣＬ显影剂曝光。
１．２．６　细胞免疫荧光组化　　将处理后的细胞用
４℃预冷的４％多聚甲醛固定１５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗去甲醛后
加入０．５％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００处理１０ｍｉｎ，然后 ＰＢＳ漂洗，
滴加含１０％驴血清的５％ＢＳＡ封闭液，在３７℃下封闭
１ｈ，孵育一抗 ＭＤＭ４（１∶１００）；然后洗去多余一抗，室
温避光孵育二抗驴抗小鼠ＡｌｅｘａＦｌｏｕｒ６４７（１∶２００），洗
去多余二抗，滴加Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２（１∶１０００），室温避光
孵育１５ｍｉｎ，洗去多余Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２。
１．２．７　细胞增殖检测　　ＢｒｄＵ检测法：在检测
ＭＤＭ４对细胞增殖的影响时，分别在 ＩＬ１β刺激组和
对照组中转染 ｓｃＲＮＡ或 ＭＤＭ４ｓｉＲＮＡ；而在检测
ＭＤＭ４对 ｍｉＲＮＡ１４４介导细胞增殖的影响时，分为
ａｇｏｍｉｒＮＣ组、ａｇｏｍｉｒＮＣ＋ＭＤＭ４过表达质粒组、
ａｇｏｍｉｒ１４４组及ａｇｏｍｉｒ１４４＋ＭＤＭ４过表达质粒组，其
中未转染ＭＤＭ４过表达质粒时转染空质粒作为对照。
在收样前２ｈ加入ＢｒｄＵ溶液（０．５μＬ／ｍＬ）继续孵育。
然后将处理后的细胞用细胞刮刮下，转移至１．５ｍＬ
ＥＰ管，离心弃上清，按照ＰｈａｓｅＦｌｏｗＢｒｄＵ检测试剂盒
说明书进行后续步骤，最后通过流式细胞技术检测

ＢｒｄＵ阳性细胞比例。ＣＣＫ８法：分别转染 ｓｃＲＮＡ
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（ｓｃＲＮＡＮＣ 组），转 染 ｓｃＲＮＡ 后 用 ＩＬ１β 刺 激
（ｓｃＲＮＡＩＬ１β组），转染 ＭＤＭ４ｓｉＲＮＡ（ｓｉＭＤＭ４ＮＣ
组）以及转染ＭＤＭ４ｓｉＲＮＡ后用 ＩＬ１β刺激（ｓｉＭＤＭ４
ＩＬ１β组），其中没有用 ＩＬ１β刺激的组用等量 ＰＢＳ替
代。将处理后的细胞更换为１００μＬ培养基，然后每孔
加入１０μＬＣＣＫ８检测试剂，孵育２ｈ后通过分光光
度仪检测４５０ｎｍ波长处吸光度值。
１．２．８　细胞凋亡检测　　Ｔｕｎｅｌ法：将处理后的细胞
用细胞刮刮下后转移至１．５ｍＬＥＰ管，离心弃上清，按
照罗氏Ｔｕｎｅｌ凋亡检测试剂盒说明书步骤处理细胞，
最后通过流式细胞技术检测Ｔｕｎｅｌ阳性细胞比例。
１．２．９　间接共培养检测　　按照前述方法将转染后
的ＦＬＳ培养４８ｈ，弃上清，更换为无血清培养基继续
培养２４ｈ，然后收集培养基，按照１∶１比例加入到培养
软骨原代细胞的培养基中，培养４８ｈ后收样。
１．３　统计学方法

采用Ｐｒｉｓｍ软件进行相关分析。结果以均数 ±标
准差（ｘ±ｓ）表示，２组间比较采用学生ｔ检验。单因素
方差分析（ＡＮＯＶＡ）用于２组以上两两比较。Ｐ＜０．０５
为差异有统计学意义，Ｐ＜０．０１为差异有极显著性统
计学意义。

２　结果

２．１　炎症环境促进ＭＤＭ４在ＦＬＳ的中表达
通过ＩＬ１β刺激原代 ＦＬＳ模拟炎症环境，然后检

测ＩＬ１β刺激组与对照组中 ＭＤＭ４的表达情况，结果
显示，ＩＬ１β显著促进细胞核中ＭＤＭ４的蛋白表达（图
１ａ），平均荧光强度明显增高（图１ｂ）。收集２组细胞
进行蛋白印迹检测发现，ＩＬ１β制激组中 ＭＤＭ４蛋白
表达量上调（图１ｃ、ｄ）。

ａ：细胞免疫荧光组化法检测 ＭＤＭ４在 ＦＬＳ中的表达及细胞内
定位；ｂ：ＭＤＭ４荧光表达强度的定量分析；ｃ：蛋白印迹检测
ＭＤＭ４的蛋白表达水平；ｄ：ＭＤＭ４和 ＧＡＰＤＨ蛋白表达灰度值
比值　＃：Ｐ＜０．０１

图１　ＭＤＭ４在ＩＬ１β刺激的ＦＬＳ中表达增高

２．２　ＭＤＭ４促进ＦＬＳ在炎症环境中的增殖
流式细胞术检测结果显示，ＩＬ１β处理后 ＢｒｄＵ阳

性ＦＬＳ比例显著升高。在 ＩＬ１β刺激组中，用 ｓｉＲＮＡ
干预ＭＤＭ４表达后，ＢｒｄＵ阳性ＦＬＳ比例显著降低；而
在对照组中，用 ｓｉＲＮＡ干预 ＭＤＭ４后，ＢｒｄＵ阳性 ＦＬＳ
比例无显著统计学差异（Ｐ＞０．０５），见图 ２ａ、ｂ。
ＣＣＫ８法检测结果显示，ＩＬ１β刺激后可显著提高 ＦＬＳ
的增殖能力，而使用ｓｉＲＮＡ抑制ＭＤＭ４表达后ＦＬＳ的
增殖能力显著下降，与ｓｉＭＤＭ４ＮＣ组水平相当。同时
ｓｉＲＮＡ处理后并不能影响 ｓｃＲＮＡＮＣ组中 ＦＬＳ的增
殖（图２ｃ）。

ａ：流式细胞技术检测不同刺激情况下ＢｒｄＵ阳性ＦＬＳ比例；ｂ：ＢｒｄＵ阳性ＦＬＳ比例的定量分析；ｃ：ＣＣＫ８法检测不同刺激条件下各时
间点ＦＬＳ的吸光度值　：Ｐ＜０．０５；＃：Ｐ＜０．０１；△：Ｐ＜０．００１

图２　ＭＤＭ４调控ＩＬ１β刺激的ＦＬＳ的增殖能力
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２．３　ＭＤＭ４是ｍｉｒ１４４的靶基因
实时荧光定量 ＰＣＲ检测结果显示，ＩＬ１β显著降

低ｍｉｒ１４４的表达水平（图 ３ａ）。生物信息学分析
（ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ．ｏｒｇ）显示，ＭＤＭ４３’ＵＴＲ端与 ｍｉｒ１４４存
在结合位点（图３ｂ）。进一步通过双荧光素酶报告系
统检测显示，ｍｉｍｉｃｍｉｒ１４４明显抑制了含有ＭＤＭ４Ｗｔ
序列质粒的荧光素酶活性（图 ３ｃ）；而对含有 ＭＤＭ４
Ｍｕｔ序列质粒的荧光素酶活性无显著影响（图３ｄ）。
蛋白印迹检测显示，ｍｉｒ１４４过表达会抑制 ＦＬＳ中
ＭＤＭ４蛋白的表达，而抑制 ｍｉｒ１４４后，ＭＤＭ４蛋白表
达升高（图３ｅ、ｆ）。
２．４　ｍｉｒ１４４通过调控ＭＤＭ４的表达影响ＦＬＳ的增殖

为进一步验证ｍｉｒ１４４通过ＭＤＭ４调控ＦＬＳ在炎
症环境中的增殖，本研究转染了 ａｇｏｍｉｒ１４４及 ＭＤＭ４

过表达质粒，然后用 ＩＬ１β刺激体外模拟炎症环境。
ＢｒｄＵ增殖检测提示，ａｇｏｍｉｒ１４４能显著抑制 ＦＬＳ的增
殖；过表达ＭＤＭ４可以促进 ＦＬＳ的增殖，同时能够逆
转ａｇｏｍｉｒ１４４对 ＦＬＳ增殖的抑制作用（图４ａ、ｂ）。增
殖标志物ＣｙｃｌｉｎＤ１和ＣＫＤ２的ｍＲＮＡ表达水平增高，
与ＢｒｄＵ结果吻合（图４ｃ、ｄ）。
２．５　ｍｉｒ１４４抑制ＦＬＳ介导的软骨细胞凋亡

实时荧光定量 ＰＣＲ结果显示，ｍｉｒ１４４过表达组
中ＭＭＰ９、ＩＬ６和 ＴＮＦα的 ｍＲＮＡ表达水平均降低
（图５ａ～ｃ）。通过用 ＦＬＳ的培养基刺激软骨细胞，
Ｔｕｎｅｌ凋亡实验显示，ｍｉｒ１４４过表达组培养基处理的
软骨细胞凋亡显著下降，而 ｍｉｒ１４４抑制组培养基处
理的软骨细胞凋亡显著增高（图５ｄ、ｅ）。

ａ：实时荧光定量ＰＣＲ检测ＦＬＳ中ｍｉｒ１４４的ＲＮＡ表达水平；ｂ：ＭＤＭ４３’ＵＴＲ端和ｍｉｒ１４４的预测结合位点；ｃ、ｄ：双荧光素酶报告系
统检测ｍｉｒ１４４与Ｗｔ、ＭｕｔＭＤＭ４３’ＵＴＲ端的荧光强度比值；ｅ：蛋白印迹检测ＭＤＭ４的蛋白表达水平；ｆ：ＭＤＭ４和ＧＡＰＤＨ蛋白表达
灰度值比值　：Ｐ＜０．０５；＃：Ｐ＜０．０１

图３　ＭＤＭ４是ｍｉｒ１４４的靶基因

ａ：流式细胞技术检测ＩＬ１β刺激下ｍｉｒ１４４干预以及过表达ＭＤＭ４情况下ＢｒｄＵ阳性ＦＬＳ比例；ｂ：各组ＢｒｄＵ阳性ＦＬＳ比例的定量
分析；ｃ、ｄ：实时荧光定量ＰＣＲ检测ＩＬ１β处理的ＦＬＳ中ＣｙｃｌｉｎＤ１、ＣＫＤ２的ｍＲＮＡ表达水平　：Ｐ＜０．０５；＃：Ｐ＜０．０１

图４　ｍｉｒ１４４通过调控ＭＤＭ４抑制ＦＬＳ的增殖
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ａ、ｂ、ｃ：ＩＬ１β处理后ＦＬＳ细胞中ＭＭＰ９、ＴＮＡα、ＩＬ６的ｍＲＮＡ表达水平；ｄ：流式细胞术检测在不同组的ＦＬＳ条件培养基刺激下，软
骨细胞中Ｔｕｎｅｌ阳性的细胞比例；ｅ：对（ｄ）的定量分析　：Ｐ＜０．０５；＃：Ｐ＜０．０１；△：Ｐ＜０．００１

图５　ｍｉｒ１４４通过调控ＦＬＳ的表达谱抑制软骨细胞凋亡

３　讨论

滑膜病变对骨关节炎及类风湿关节炎的病情进展

具有重要的调控作用，骨关节炎患者的滑膜中会出现

巨噬细胞、辅助性Ｔ细胞等多种炎症细胞浸润，ＩＬ１７、
ＴＮＦα等炎症因子表达也明显增高［８１３］。在这些炎症

细胞和炎症因子的刺激下，ＦＬＳ会出现增殖、侵袭性增
强等变化，并释放多种炎症因子及金属基质蛋白酶，导

致软骨破坏、软骨细胞凋亡等，最终加重骨关节炎的病

情进展［１１］。ＩＬ１β是体外模拟关节炎环境的经典炎症
因子［１２］。本研究使用ＩＬ１β刺激 ＦＬＳ后，其增殖能力
明显增强，提示炎症环境能够促进 ＦＬＳ的增殖，这与
上述研究结果相符。

目前研究发现 ＦＬＳ的增殖受多条通路的调控，
Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ通路、ＮＦｋａｐｐａＢ通路、ＳＰＲＹ１等均参
与其中［１４１６］。ＭＤＭ４是一个原癌基因，能够抑制 Ｐ５３
蛋白的抑癌作用，其在多种肿瘤中高表达［１７］。ＭＤＭ４
高表达与多种细胞的增殖密切相关［１８２１］。研究表明

在类风湿关节炎患者的滑膜组织中，ＭＤＭ４的表达与
ＦＬＳ的增殖呈正相关，但是 ＭＤＭ４是否调控 ＦＬＳ的增
殖及其在骨关节炎中的作用尚待进一步研究。本研究

发现体外炎症环境下 ＦＬＳ细胞核中的 ＭＤＭ４蛋白表
达水平显著增高，抑制ＭＤＭ４的表达后，ＦＬＳ的增殖明
显降低；而在非炎症环境中，抑制 ＭＤＭ４后 ＦＬＳ的增
殖能力无明显改变，说明 ＭＤＭ４主要是在炎症环境中
调控ＦＬＳ的增殖，而在正常环境中对其增殖无显著影
响。本研究发现 ＭＤＭ４在正常 ＦＬＳ中的表达水平偏

低，因此认为ＭＤＭ４对正常环境中ＦＬＳ的增殖调控作
用不明显，这可能是因为其蛋白表达未被激活。这一

发现证明ＭＤＭ４特异性调控炎症环境中的 ＦＬＳ，并对
ＦＬＳ的细胞学行为具有重要的影响。

有研究表明，ｍｉｃｒｏＲＮＡ对 ＦＬＳ及 ＭＤＭ４均有重
要的调控作用，ｍｉｒ１５５、ｍｉｒ４９５、ｍｉｒ１０１３ｐ等均可调
控ＦＬＳ的增殖和炎症因子的释放［２２２４］。另一方面，

ｍｉｒ６６１可以通过下调 ＭＤＭ４的表达而激活 Ｐ５３，
ｍｉｒ１３０７可以通过调控ＭＤＭ４介导乳腺癌细胞的顺铂
耐药，ｍｉｒ１２８可以通过抑制 ＭＤＭ４的表达诱导胰腺
癌细胞的凋亡［２５２７］。这些研究均提示 ｍｉｃｒｏＲＮＡ是参
与滑膜炎症和 ＭＤＭ４表达的重要调控因子。此外，
ｍｉｒ１４４可通过调控巨噬细胞影响类风湿关节炎的病
情进展。本研究也发现炎症环境中 ｍｉｒ１４４在 ＦＬＳ中
的表达下降，结合生物信息学分析发现，ＭＤＭ４是
ｍｉｒ１４４的靶基因之一；不仅如此，与 ＭＤＭ４的 ｓｉＲＮＡ
作用类似，ｍｉｒ１４４也可以通过调控 ＭＤＭ４的表达抑
制ＦＬＳ在炎症环境中的增殖，说明 ｍｉｒ１４４是 ＦＬＳ在
炎症环境中的一个关键的调控因素，ＭＤＭ４是其重要
靶点之一，两者对 ＦＬＳ的增殖均起到了重要的调控
作用。

　　由于ＭＤＭ４可促进多种金属基质蛋白酶的释放，
而ｍｉｒ１４４调控了 ＭＭＰ９、ＴＮＦα和 ＩＬ６等多种炎症
因子的表达［２８３１］，这些因子可直接诱导软骨细胞凋亡

并破坏软骨。因此本研究进一步检测了 ｍｉｒ１４４是否
影响这些因子的表达，结果发现 ｍｉｒ１４４过表达后，
ＦＬＳ中与软骨破坏密切相关的因子（ＭＭＰ９、ＴＮＦα和

９５８局解手术学杂志　ＪＲＥＧＡＮＡＴＯＰＥＲＳＵＲＧ　２０２０，２９（１１）　　　　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｊｊｓｓｘｚｚ．ｃｎ



ＩＬ６）水平均明显下降，而软骨细胞凋亡亦受到抑制，
提示ｍｉｒ１４４能够改变 ＦＬＳ的表达谱，进而改善软骨
细胞的凋亡。

综上所述，本研究发现 ＭＤＭ４是 ｍｉｒ１４４的靶基
因，两者的相互平衡对 ＦＬＳ的增殖及表达谱具有重要
的调控作用，且 ｍｉｒ１４４能够通过抑制 ＦＬＳ的增殖和
降低软骨破坏相关因子的表达改善软骨细胞的凋亡，

ｍｉｒ１４４和 ＭＤＭ４可能成为骨关节炎治疗的新靶点，
在动物体内和人标本中进一步进行验证有助于深入了

解ｍｉｒ１４４通过调控ＭＤＭ４在骨关节炎ＦＬＳ细胞学行
为中的意义及潜在的临床转化应用价值。
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ｄｏｉ：１０．１１６５９／ｊｊｓｓｘ．０１Ｅ０２０１１１ ·基础研究·

２种大鼠青光眼滤过手术模型在结膜抗瘢痕研究中的应用比较

朱晓燕１，胡　倩１，李　东１，李　浩１，朱小敏２，谢　琳２　（１．贵州省人民医院眼科，贵州 贵阳 ５５０００２；２．重庆医科大学附属
第三医院眼科，重庆 ４０１１２０）

［摘　要］　目的　比较前房穿刺法和植管法建立的２种大鼠青光眼滤过手术模型，并观察术后眼压和结膜滤过泡情况及术后
结膜瘢痕形成过程。方法　将３０只ＳＤ大鼠分为穿刺组和植管组，其中穿刺组１５只１５眼采用穿刺法，植管组１５只１５眼采用植管
法。分别于术前及术后３ｄ、１周、２周、４周检测大鼠眼压，观察手术区结膜及角膜组织的充血水肿情况、前房情况及滤过泡形态变
化，并记录滤过泡维持时间及生存率；术后４周分别摘取２组大鼠眼球制作石蜡切片，行ＨＥ染色、苦味酸狼红染色观察结膜切口的
愈合情况及瘢痕形成。结果　２组术后 ３ｄ眼压均明显低于术前；２组平均眼压比相比，仅术后 １周差异具有统计学意义
（Ｐ＜０．０５），术后３ｄ、２周、４周差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。穿刺组术后１周滤过泡形态扁平，术后２周几乎观察不到；植管组
术后１周滤过泡隆起较穿刺组明显，术后２周滤过泡逐渐局限，结膜组织包裹ＰＥ管末端，术后４周仅观察到滤过区结膜组织包裹
ＰＥ管末端。穿刺组滤过泡维持时间为３～５ｄ，平均（３．５±０．６４）ｄ；植管组为１０～１４ｄ，平均（１２．５±１．８５）ｄ。滤过术后１周植管组
滤过泡的生存率（２６．２５±３．２５）％高于穿刺组的（１０．５０±１．８６）％，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。术后４周组织切片染色显
示，２组手术区结膜组织均可见大量胶原组织沉积，而植管组术区结膜组织明显较厚。结论　大鼠前房穿刺法与植管法均可成功建
立青光眼滤过手术动物模型，且植管法更有利于观察滤过泡形态及瘢痕形成，可用于青光眼术后抗瘢痕相关研究。

［关键词］青光眼；滤过性手术；瘢痕；动物模型；大鼠
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