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塞来昔布调节 miR-129-5p / HMGB1 抑制 TNF-α 诱导
类风湿关节炎成纤维样滑膜细胞炎症因子分泌

时　 萍,陶　 野,王晨静,李　 欣,柳艳平,曹　 玉∗

(青岛大学附属医院,山东
 

青岛　 266001)

　 　 【摘要】 　 目的 　 探讨塞来昔布对肿瘤坏死因子-α( TNF-α) 诱导类风湿关节炎( RA) 成纤维样滑膜细胞

(FLSs)MH7A 炎症因子分泌的影响及其机制。 方法　 以 0、2. 5、5、10、20 和 40
 

μmol / L 塞来昔布处理 MH7A 细胞

24
 

h 后,采用噻唑蓝(MTT)法检测细胞活力以筛选无毒性作用浓度;采用酶联免疫吸附测定( ELISA)法、实时荧光

定量 PCR(RT-qPCR)法和 Western
 

blot 法分别检测 2. 5、5、10
 

μmol / L 塞来昔布处理 TNF-α 诱导的 MH7A 细胞上清

液中炎症因子白细胞介素(IL)-6、IL-1β 水平和微小 RNA(miR)-129-5p 表达水平以及高迁移率族蛋白 1( HMGB1)
表达水平;双荧光素酶报告基因实验检测 miR-129-5p 和 HMGB1 的靶向关系;转染 miR-129-5p

 

mimics 或 HMGB1-
siRNA 至 MH7A 细胞中,观察 miR-129-5p 过表达或下调 HMGB1 表达对 TNF-α 诱导的 MH7A 细胞炎症因子分泌的

影响;另外,将 miR-129-5p
 

inhibitor 转染至 TNF-α 诱导的 MH7A 细胞中,观察 miR-129-5p 低表达对 10
 

μmol / L 塞来

昔布作用下 TNF-α 诱导 MH7A 细胞炎症因子分泌的影响。 结果　 与 0
 

μmol / L 比较,2. 5、5、10
 

μmol / L 塞来昔布处

理后 MH7A 细胞活性差异无统计学意义(P>0. 05),但 20 和 40
 

μmol / L 塞来昔布处理后 MH7A 细胞活性明显降低

(P<0. 05)。 在 TNF-α 诱导下,2. 5、5、10
 

μmol / L 塞来昔布可呈浓度依赖性抑制 MH7A 细胞上清液中 IL-6、IL-1β 水

平和细胞中 HMGB1 蛋白表达并促进 miR-129-5p 表达;miR-129-5p 可与 HMGB1 靶向结合,且 miR-129-5p 可负向调

控 HMGB1 蛋白表达;miR-129-5p 过表达或下调 HMGB1 表达后,TNF-α 诱导的 MH7A 细胞上清液中 IL-6、IL-1β 水

平明显降低(P<0. 05);并且,miR-129-5p 低表达可明显逆转 10
 

μmol / L 塞来昔布对 TNF-α 诱导的 MH7A 细胞上清

液中 IL-6、IL-1β 水平抑制作用。 结论　 塞来昔布可抑制 TNF-α 诱导 MH7A 细胞炎症因子分泌,其作用机制可能与

调控 miR-129-5p / HMGB1 有关。
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　 　 【Abstract】 　 Objective 　 To
 

investigate
 

the
 

effect
 

of
 

celecoxib
 

on
 

the
 

secretion
 

of
 

MH7A
 

inflammatory
 

factor
 

in
 

fibroblast-like
 

synoviocytes
 

in
 

rheumatoid
 

arthritis
 

(RA)
 

induced
 

by
 

tumor
 

necrosis
 

factor-α
 

(TNF-α).
 

Methods　 MH7A
 



cells
 

were
 

treated
 

with
 

0,
 

2. 5,
 

5,
 

10,
 

20
 

or
 

40
 

μmol / L
 

celecoxib
 

for
 

24
 

h
 

before
 

detecting
 

cell
 

viability
 

by
 

MTT
 

assay
 

to
 

screen
 

non-toxic
 

concentration.
 

Enzyme-linked
 

immunosorbent
 

assay,
 

real-time
 

fluorescent
 

quantitative
 

PCR,
 

and
 

Western
 

blot
 

were
 

used
 

to
 

detect
 

levels
 

of
 

interleukin
 

( IL)-6,
 

IL-1β,
 

microRNA
 

( miR)-129-5p,
 

and
 

high
 

mobility
 

group
 

box-1
 

protein
 

(HMGB1)
 

in
 

the
 

supernatant
 

of
 

TNF-α-induced
 

MH7A
 

cells
 

treated
 

with
 

2. 5,
 

5
 

and
 

10
 

μmol / L
 

celecoxib.
 

A
 

double-luciferase
 

reporter
 

gene
 

assay
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

targeting
 

relationship
 

between
 

miR-129-5p
 

and
 

HMGB1,
 

and
 

transfection
 

of
 

miR-129-5p
 

mimics
 

or
 

HMGB1
 

siRNA
 

into
 

MH7A
 

cells
 

was
 

performed
 

to
 

observe
 

the
 

effect
 

of
 

miR-129-5p
 

overexpression
 

or
 

downregulation
 

of
 

HMGB1
 

expression
 

on
 

TNF-α-induced
 

inflammatory
 

factor
 

secretion
 

in
 

MH7A
 

cells.
 

In
 

addition,
 

an
 

miR-129-5p
 

inhibitor
 

was
 

transfected
 

into
 

MH7A
 

cells
 

induced
 

by
 

TNF-α
 

to
 

observe
 

the
 

effect
 

of
 

low
 

miR-129-
5p

 

expression
 

on
 

TNF-α-induced
 

secretion
 

of
 

inflammatory
 

factors
 

in
 

MH7A
 

cells
 

treated
 

with
 

10
 

μmol / L
 

celecoxib.
 

Results　 Compared
 

with
 

0
 

μmol / L,
 

the
 

activity
 

of
 

MH7A
 

cells
 

treated
 

with
 

2. 5,
 

5
 

and
 

10
 

μmol / L
 

celecoxib
 

exhibited
 

no
 

significant
 

difference
 

(P> 0. 05).
 

However,
 

the
 

activity
 

of
 

MH7A
 

cells
 

decreased
 

significantly
 

after
 

20
 

and
 

40
 

μmol / L
 

celecoxib
 

treatment
 

(P<0. 05).
 

Under
 

induction
 

by
 

TNF-α,
 

2. 5,
 

5
 

and
 

10
 

μmol / L
 

celecoxib
 

inhibited
 

IL-6
 

and
 

IL-1β
 

levels
 

in
 

the
 

supernatant
 

of
 

MH7A
 

cells,
 

as
 

well
 

as
 

expression
 

of
 

HMGB1
 

protein,
 

and
 

promoted
 

the
 

expression
 

of
 

miR-
129-5p

 

in
 

a
 

concentration-dependent
 

manner.
 

miR-129-5p
 

can
 

target
 

and
 

bind
 

to
 

HMGB1
 

to
 

negatively
 

regulate
 

its
 

expression.
 

After
 

overexpression
 

of
 

miR-129-5p
 

or
 

downregulation
 

of
 

HMGB1
 

expression,
 

levels
 

of
 

IL-6
 

and
 

IL-1β
 

in
 

the
 

supernatant
 

of
 

MH7A
 

cells
 

induced
 

by
 

TNF-α
 

were
 

significantly
 

decreased
 

(P< 0. 05).
 

Low
 

expression
 

of
 

miR-129-5p
 

significantly
 

reversed
 

the
 

inhibitory
 

effects
 

of
 

10
 

μmol / L
 

celecoxib
 

on
 

TNF-α-induced
 

IL-6
 

and
 

IL-1β
 

levels
 

in
 

the
 

supernatant
 

of
 

MH7A
 

cells.
 

Conclusions　 Celecoxib
 

can
 

inhibit
 

TNF-α-induced
 

inflammatory
 

factor
 

secretion
 

by
 

MH7A
 

cells,
 

and
 

its
 

mechanism
 

may
 

be
 

related
 

to
 

the
 

regulation
 

of
 

miR-129-5p / HMGB1.
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　 　 类风湿关节炎(rheumatoid
 

arthritis,RA)是一种

病程漫长和致残率高的自身免疫性疾病,以关节滑

膜炎症、软骨和骨质破坏为主要病理特征,可导致

关节畸形与功能障碍[1] 。 近年来,因我国老龄化人

口增多,RA 发病率有明显升高趋势,给人们身体健

康和生活质量带来很大威胁[2] 。 成纤维样滑膜细

胞( fibroblast
 

like
 

synoviocytes,FLSs) 是滑膜炎症增

生导致 RA 发生的重要细胞,其异常增生可释放大

量致炎因子,引起关节受损[3] 。 因此,如何有效抑

制 FLSs 炎症因子的分泌对 RA 治疗具有重要意义。
微小 RNA(microRNA,miRNA)是一类细胞内重要的

基因调控因子,其异常表达与包括 RA 在内的多种

疾病发生发展密切相关。 miR-129-5p 是 miRNAs 家

族成员,被报道在 RA-FLSs 中表达下调,且发挥着

抑制 RA-FLSs 增殖和诱导凋亡的作用[4] 。 研究发

现,miR-129-5p 可通过靶向调控高迁移率族蛋白 1
(high

 

mobility
 

group
 

box-1
 

protein,HMGB1) 抑制炎

症反应减轻脊髓损伤[5] ,而 HMGB1 在 FLSs 炎症因

子的分泌过程中发挥着重要的促进作用[6] 。 由此

猜测,miR-129-5p 可能通过靶向调控 HMGB1 介导

FLSs 炎症反应。 塞来昔布是一种高选择性环氧合

酶(cyclooxygenase-2,COX-2) 抑制剂和非甾体类抗

炎药,常用来缓解 RA 临床症状[7] ,但其抗 RA 炎症

的作用机制尚不完全清楚。 有研究发现,塞来昔布

可通过抑制 HMGB1 表达减轻癫痫发生后的神经炎

症 损 伤[8] 。 那 么, 塞 来 昔 布 是 否 通 过 调 控

miR-129-5p 从而影响 HMGB1 表达来发挥抗 RA 的

作用? 因此,本研究以人 RA-FLSs 细胞系 MH7A 为

研究对象,采用肿瘤坏死因子 - α ( tumor
 

necrosis
 

factor-α,TNF-α)诱导及塞来昔布干预后观察 miR-
129-5p 和 HMGB1 表达变化,初步探讨 miR-129-5p /
HMGB1 在塞来昔布抗 RA 中的潜在作用。

1　 材料和方法

1. 1　 细胞

　 　 人 RA-FLSs 细胞系 MH7A(批号:201203)购于

上海冠导生物工程有限公司。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 噻 唑 蓝 ( thiazolyl
 

blue
 

tetrazolium
 

bromide,
MTT)、DMEM 高糖培养基、胎牛血清、青霉素链霉

素溶液、TRIzol 试剂、总蛋白质提取试剂盒购于上海

生工生物工程股份有限公司(批号:201216、201110、
201209、210120、210109、200204);塞来昔布、脂质体

2000、人白细胞介素( interleukin,IL)-6 酶联免疫吸

附测定( enzyme-linked
 

immunosorbent
 

assay,ELISA)
试剂盒、人 IL-1β

 

ELISA 试剂盒、实时荧光定量 PCR
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(real
 

time
 

fluorescent
 

quantitative
 

PCR,RT-qPCR)试

剂盒和双荧光素酶报告基因检测试剂盒购于北京

索莱宝生物科技有限公司(批号:201225、201106、
201003、 201212、 201219、 210101 ); miR-129-5p

 

mimics、 miR-129-5p
 

inhibitor、 mimics-NC、 inhibitor-
NC、HMGB1-siRNA、NC-siRNA 由上海吉玛制药技术

有限公司合成。 凝胶成像仪 Miulab
 

GIS-500(批号:
180524)购自北京乾明基因技术有限公司;实时荧

光定量 PCR 仪(批号:200426)购自翌圣生物公司。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 细胞培养　
　 　 使用含 100

 

U / mL 青霉素链霉素双抗和 10%胎

牛血清的 DMEM 高糖培养基于 5%
 

CO2、37℃ 恒温

培养箱内常规培养 MH7A 细胞。
1. 3. 2　 MTT 法检测 MH7A 细胞活力　
　 　 将对数生长期的 MH7A 细胞接种至 96 孔板

上,常规培养贴壁后,每孔加入 100
 

μL 终浓度为 0、
2. 5、5、10、20 和 40

 

μmol / L 塞来昔布,并设 3 个平行

孔;孵育 24
 

h 后,每孔加入 20
 

μL
 

MTT 溶液(浓度为

5 g / L);孵育 4
 

h 后,弃培养基并向每孔中加入二甲

基亚砜 150
 

μL;摇床震荡使结晶物充分溶解后,采
用酶标仪在波长 492

 

nm 处检测各孔 MH7A 细胞吸

光度值。 实验重复次数为 3。
1. 3. 3　 ELISA 法检测 MH7A 细胞上清液中 IL-6 和

IL-1β 水平　
　 　 实验分为(1)对照组:不做处理;(2)诱导组:加
入 20

 

ng / mL
 

TNF-α
 

100
 

μL[9] ;(3)诱导+(2. 5、5 和

10
 

μmol / L) 塞来昔布组: 分别加入 2. 5、 5 和 10
 

μmol / L 塞来昔布 100
 

μL 预处理 1 h 后再加入 20
 

ng / mL
 

TNF-α100
 

μL,每组设置 3 个复孔。 将对数

生长期的 MH7A 细胞接种至 96 孔板上,于培养箱

内常规培养;待细胞贴壁后,根据上述分组处理细

胞 24
 

h 后,收集各组细胞上清液,严格按照 IL-6 和

IL-1β
 

ELISA 试剂盒说明书检测 MH7A 细胞上清液

中 IL-6 和 IL-1β 水平。 实验重复次数为 3。
1. 3. 4　 RT-qPCR 检测 MH7A 细胞中 miR-129-5p 表

达水平　
　 　 收集按照 1. 3. 3 中实验分组处理结束后的各组

MH7A 细胞,按照 TRIzol 试剂说明书提取 MH7A 细

胞总 RNA 后,使用紫外分光光度计检测 RNA 浓度

及完整性;将 RNA 行逆转录合成 cDNA 后,以此为

模板,按照 RT-qPCR 试剂盒说明书进行荧光定量

PCR 扩增;将 U6 作为内参照,2-△△Ct 法计算 MH7A

细胞中 miR-129-5p 表达水平。 其中, 扩增程序:
95℃ 预变性 6

 

min 后,转入 38 个循环阶段 95℃
 

15
 

s、58℃
 

30
 

s、72℃
 

30
 

s。 由上海生工生物工程股

份有限公司合成的引物序列如下:miR-129-5p
 

上游

5’-GTGCTTATAGTGCAGGTA-3’,下游 5’-GAACAT
 

GTCTGCGTATCTC-3’; U6 上游 5 ’-GCTTCGGCAG
 

CACATATACTAAAAT-3’,下游 5’-CGCTTCACGAA
 

TTTGCGTGTCAT-3’。 实验重复次数为 3。
1. 3. 5　 Western

 

blot 检测 MH7A 细胞中 HMGB1 蛋

白表达
  

　 　 收集按照 1. 3. 3 中实验分组处理结束后的各组

MH7A 细胞,根据总蛋白提取试剂盒说明书抽提

MH7A 细胞总蛋白后,采用二奎啉甲酸法检测总蛋

白浓度;将变性后的蛋白样品行 SDS-PAGE 分离后,
转膜;以 5% 脱脂奶粉封闭膜 1. 5

 

h 后,加入稀释

2000 倍的 HMGB1 抗体和 GAPDH 抗体 4℃ 孵育过

夜;次日,加入稀释 5000 倍的辣根过氧化物酶标记

的二抗室温孵育 2
 

h;经化学发光剂显影曝光后,以
GAPDH 作为内参照,采用 Image

 

J 软件分析 MH7A
细胞中 HMGB1 蛋白表达水平。 实验重复次数为 3。
1. 3. 6　 细胞转染

  

　 　 将对数生长期的 MH7A 细胞接种至 6 孔细胞

板上,常规培养至 65% ~ 75%融合度时,参照脂质体

说明书进行瞬时转染;其中,将仅转染 mimics-NC、
miR-129-5p

 

mimics、 inhibitor-NC、 miR-129-5p
 

inhibitor 的 MH7A 细胞分别记为 mimics-NC 组、
miR-129-5p

 

mimics 组、 inhibitor-NC 组、 miR-129-5p
 

inhibitor 组;将转染 mimics-NC、miR-129-5p
 

mimics、
NC-siRNA、HMGB1-siRNA 且经 20

 

ng / mL
 

TNF-α 处

理的 MH7A 细胞分别记为诱导+mimics-NC 组、诱导

+miR-129-5p
 

mimics、诱导 + NC-siRNA 组和诱导 +
HMGB1-siRNA 组;将转染 inhibitor-NC、 miR-129-5p

 

inhibitor 且经 20
 

ng / mL
 

TNF-α 和 10
 

μmol / L 塞来昔

布处理的 MH7A 细胞分别记为诱导+药物+inhibitor-
NC 组、诱导+药物+miR-129-5p

 

inhibitor 组,每个处

理组均设 3 个复孔。 在转染 6
 

h 后更换新鲜培养

基,继续培养 48
 

h 后收集各组细胞及上清液,参照

上述方法检测 MH7A 细胞中 miR-129-5p 表达、
HMGB1 蛋白表达及细胞上清液中 IL-6 和 IL-1β
水平。
1. 3. 7　 双荧光素酶报告基因实验　
　 　 采用生物信息学软件预测到 HMGB1

 

3’UTR 与

miR-129-5p 之间存在互补的结合位点;将 HMGB1
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3’UTR 与 miR-129-5p 结合位点序列和定点突变后

的序列克隆重组至 psiCHECK-2 载体上,分别构建

psiCHECK-2-HMGB1 野生型 ( HMGB1-wt ) 载体和

psiCHECK-2-HMGB1 突变型 ( HMGB1-mut ) 载体。
参照脂质体 2000 说明书将 HMGB1-wt、HMGB1-mut
载体分别与 miR-129-5p

 

mimics、miR-129-5p
 

inhibitor
及相应阴性对照共转染至 MH7A 细胞中;转染 48

 

h
后,参照荧光素酶活性检测试剂盒说明书检测

MH7A 细胞荧光素酶活性。 实验重复次数为 3。
1. 4　 统计学方法

 

　 　 计量资料以平均数±标准差( 􀭰x± s) 表示,运用

SPSS
 

24. 0 软件进行统计学分析,正态性检验采用

Shapiro-Wilk 方法,数据均符合正态分布,多组间比

较行单因素方差分析,进一步两两比较采用 SNK-q
检验。 P<0. 05 认为差异有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 塞来昔布对 MH7A 细胞活力的影响　
　 　 经 0、2. 5、5、10、20 和 40

 

μmol / L 塞来昔布处理

后,MH7A 细胞活力分别为( 0. 68 ± 0. 05)、( 0. 71 ±
0. 05)、(0. 66±0. 03)、(0. 62±0. 03)、(0. 58±0. 03)
和( 0. 50 ± 0. 02 )。 与 0

 

μmol / L 比较, 2. 5、 5、 10
 

μmol / L 塞来昔布处理后 MH7A 细胞活力差异无统

计学意义(P>0. 05),但 20 和 40
 

μmol / L 塞来昔布

处理后 MH7A 细胞活力明显降低(P<0. 05)。
2. 2　 塞来昔布对 TNF-α诱导 MH7A 细胞炎症因

子分泌的影响
 

　 　 与对照组比较,诱导组 MH7A 细胞上清液中

IL-6 和 IL-1β 水平均明显升高(P<0. 05);与诱导组

比较,诱导+2. 5
 

μmol / L 塞来昔布组、诱导+5
 

μmol /
L 塞来昔布组和诱导+10

 

μmol / L 塞来昔布组 MH7A
细胞上清液中 IL-6 和 IL-1β 水平均明显降低(P<
0. 05),且呈塞来昔布浓度依赖性(见表 1)。

2. 3　 塞来昔布对 TNF-α诱导 MH7A 细胞中 miR-
129-5p 和 HMGB1 表达的影响　
　 　 与对照组比较,诱导组 MH7A 细胞中 miR-129-
5p 表达水平明显降低,而 HMGB1 蛋白表达水平明

显升高(P<0. 05);与诱导组比较,诱导+2. 5
 

μmol / L
塞来昔布组、诱导+5

 

μmol / L 塞来昔布组和诱导+10
 

μmol / L 塞来昔布组 MH7A 细胞中 miR-129-5p 表达

水平明显升高,而 HMGB1 蛋白表达水平明显降低

(P<0. 05),且塞来昔布浓度越高变化越明显(见图

1 和表 2)。
2. 4　 miR-129-5p 与 HMGB1 靶向关系的验证　
　 　 Targetscan

 

Human 软件预测到 HMGB1
 

3’ UTR
中存在能够与 miR-129-5p 互补的结合位点。 与相

应阴性对照比较, miR-129-5p
 

mimics 可使转染

HMGB1-Wt 载体质粒的 MH7A 细胞荧光素酶活性

明显降低,而 miR-129-5p
 

inhibitor 可使其荧光素酶

活性明显升高(P<0. 05);同时,miR-129-5p
 

mimics
能使 MH7A 细胞中 HMGB1 蛋白表达水平明显降

低,而 miR-129-5p
 

inhibitor 则使 HMGB1 蛋白表达

水平明显升高(见图 2 和表 3)。
2. 5　 miR-129-5p 过表达对 TNF-α诱导 MH7A 细

胞炎症因子分泌的影响　
　 　 与对照组比较,诱导组细胞中 miR-129-5p 表达

水平明显降低,而细胞上清液中 IL-6、IL-1β 水平明

显升高(P<0. 05);与诱导组比较,诱导+mimics-NC
组上述指标差异均无统计学意义(P>0. 05);与诱导

+mimics-NC 组比较, 诱导 + miR-129-5p
 

mimics 组

miR-129-5p 表达水平明显升高,而 IL-6、IL-1β 水平

明显降低(P<0. 05)(见表 4)。
2. 6　 下调 HMGB1 表达对 TNF-α诱导 MH7A 细

胞炎症因子分泌的影响　
　 　 与对照组比较,诱导组细胞中 HMGB1 蛋白表

达水平和细胞上清液中IL-6、IL-1β水平均明显升
表 1　 各组细胞上清液中 IL-6 和 IL-1β 水平的比较( 􀭰x±s,

 

n= 9)
Table

 

1　 Comparison
 

of
 

IL-6
 

and
 

IL-1β
 

levels
 

in
 

cell
 

supernatant
 

of
 

each
 

group
组别 Groups IL-6(pg / mL) IL-1β(pg / mL)

对照组 Control
 

group 35. 52±3. 05 48. 75±4. 26

诱导组 Induction
 

group 97. 46±6. 18∗ 125. 63±9. 55∗

诱导+2. 5
 

μmol / L 塞来昔布组 Induction+2. 5
 

μmol / L
 

celecoxib
 

group 85. 68±5. 02# 116. 58±7. 36#

诱导+5
 

μmol / L 塞来昔布组 Induction+5
 

μmol / L
 

celecoxib
 

group 72. 68±4. 35# 91. 07±6. 21#

诱导+10
 

μmol / L 塞来昔布组 Induction+10
 

μmol / L
 

celecoxib
 

group 55. 75±3. 23# 70. 56±6. 10#

F 264. 281 190. 652
P <0. 001 <0. 001

注:与对照组相比,
 ∗P<0. 05;与诱导组相比,

 #P<0. 05。
Note.

 

Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,
 ∗P<0. 05.

 

Compared
 

with
 

the
 

induction
 

group,
 #P<0. 05.
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注:A:对照组;B:诱导组;C:诱导+2. 5
 

μmol / L 塞来昔布组;D:诱导

+5
 

μmol / L 塞来昔布组;E:诱导+10
 

μmol / L 塞来昔布组。

图 1　 Western
 

blot 检测 MH7A 细胞中 HMGB1 蛋白表达

Note.
 

A,
 

Control
 

group.
 

B,
 

Induction
 

group.
 

C,
 

Induction+2. 5
 

μmol / L
 

celecoxib
 

group.
 

D,
 

Induction+5
 

μmol / L
 

celecoxib
 

group.
 

E,
 

Induction
+10

 

μmol / L
 

celecoxib
 

group.

Figure
 

1　 Western
 

blot
 

detection
 

of
 

HMGB1
 

protein
 

expression
 

in
 

MH7A
 

cells

注:A:miR-129-5p 与 HMGB1
 

3’ UTR 结合位点;B:Western
 

blot
检测 miR-129-5p 对 HMGB1 蛋白表达的影响。 a:mimics-NC 组;
b: miR-129-5p

 

mimics 组; c: inhibitor-NC 组; d: miR-129-5p
 

inhibitor 组。

图 2　 miR-129-5p 与 HMGB1 靶向关系的验证

Note.
 

A,
 

miR-129-5p
 

and
 

HMGB1
 

3 ’ UTR
 

binding
 

site.
 

B,
 

Western
 

blot
 

to
 

detect
 

the
 

effect
 

of
 

miR-129-5p
 

on
 

the
 

expression
 

of
 

HMGB1
 

protein.
 

a,
 

mimics-NC
 

group.
 

b,
 

miR-129-5p
 

mimics
 

group.
 

c,
 

inhibitor-NC
 

group.
 

d,
 

miR-129-5p
 

inhibitor
 

group.

Figure
 

2　 Verification
 

of
 

the
 

targeting
 

relationship
 

between
 

miR-129-5p
 

and
 

HMGB1

高(P< 0. 05) ;与诱导组相比较,诱导+ NC-siRNA
组 HMGB1 蛋白表达水平和 IL-6、IL-1β 水平差异

均无统计学意义 ( P > 0. 05 ) ; 但诱导 + HMGB1-
siRNA 组 HMGB1 蛋白表达水平和 IL-6、IL-1β 水

平较诱导+NC-siRNA 组均明显降低(P<0. 05) (见

图 3 和表 5) 。
2. 7　 miR-129-5p 低表达可逆转 10

 

μmol / L 塞来昔

布对 TNF-α诱导 MH7A 细胞的影响　
　 　 与诱导组比较,诱导+药物组细胞中 miR-129-
5p 表达水平明显升高,而细胞中 HMGB1 蛋白表达

水平和细胞上清液中 IL-6、IL-1β 水平明显降低(P<
0. 05);诱导+药物+inhibitor-NC 组和诱导+药物组

比较上述各指标差异均无统计学意义(P>0. 05);与
诱导+药物+inhibitor-NC 组比较,诱导+药物+miR-
129-5p

 

inhibitor 组细胞中 miR-129-5p 表达水平明显

降低,而细胞中 HMGB1 蛋白表达水平和细胞上清

液中 IL-6、IL-1β 水平明显升高(P<0. 05)(见图 4 和

表 6)。

注:A:对照组;B:诱导组;C:诱导+NC-siRNA 组;D:诱导

+HMGB1-siRNA 组。

图 3　 Western
 

blot 检测各组细胞中 HMGB1 蛋白表达

Note.
 

A,
 

Control
 

group.
 

B,
 

Induction
 

group.
 

C,
 

Induction+

NC-siRNA
 

group.
 

D,
 

Induction+HMGB1-siRNA
 

group.

Figure
 

3　 Western
 

blot
 

detects
 

the
 

expression
 

of
 

HMGB1
 

protein
 

in
 

each
 

group
 

of
 

cells

表 2　 各组细胞中 miR-129-5p 和 HMGB1 蛋白表达水平的比较( 􀭰x±s,
 

n= 9)
Table

 

2　 Comparison
 

of
 

miR-129-5p
 

and
 

HMGB1
 

protein
 

expression
 

levels
 

in
 

cells
 

of
 

each
 

group
组别 Groups miR-129-5p HMGB1 / GAPDH

对照组
Control

 

group 1. 00±0. 00 0. 20±0. 02

诱导组
Induction

 

group 0. 23±0. 03∗ 0. 56±0. 04∗

诱导+2. 5
 

μmol / L 塞来昔布组
Induction+2. 5

 

μmol / L
 

celecoxib
 

group 0. 28±0. 03# 0. 45±0. 03#

诱导+5
 

μmol / L 塞来昔布组
Induction+5

 

μmol / L
 

celecoxib
 

group 0. 36±0. 04# 0. 33±0. 03#

诱导+10
 

μmol / L 塞来昔布组
Induction+10

 

μmol / L
 

celecoxib
 

group 0. 55±0. 06# 0. 24±0. 03#

F 630. 193 212. 840
P <0. 001 <0. 001

注:与对照组相比,
 ∗P<0. 05;与诱导组相比,

 #P<0. 05。
Note.

 

Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,
 ∗P<0. 05.

 

Compared
 

with
 

the
 

induction
 

group,
 #P<0. 05.
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表 3　 各组细胞荧光素酶活性及 HMGB1 蛋白表达水平的比较( 􀭰x±s,
 

n= 9)
Table

 

3　 Comparison
 

of
 

cell
 

luciferase
 

activity
 

and
 

HMGB1
 

protein
 

expression
 

level
 

in
 

each
 

group

组别 Groups
荧光素酶活性 Luciferase

 

activity

HMGB1-wt HMGB1-mut
HMGB1 / GAPDH

mimics-NC 组 mimics-NC
 

group 1. 00±0. 00 1. 00±0. 00 0. 22±0. 03

miR-129-5p
 

mimics 组 miR-129-5p
 

mimics
 

group 0. 26±0. 02∗ 0. 94±0. 08 0. 09±0. 02∗

inhibitor-NC 组 inhibitor-NC
 

group 0. 95±0. 07 1. 02±0. 09 0. 21±0. 03

miR-129-5p
 

inhibitor 组 miR-129-5p
 

inhibitor
 

group 1. 72±0. 12# 0. 96±0. 08 0. 57±0. 03#

F 650. 117 2. 297 497. 323
P <0. 001 0. 096 <0. 001

注:与 mimics-NC 组相比,
 ∗P<0. 05;与 inhibitor-NC 组相比,

 #P<0. 05。
Note.

 

Compared
 

with
 

mimics-NC
 

group,
 ∗P<0. 05.

 

Compared
 

with
 

inhibitor-NC
 

group,
 #P<0. 05.

表 4　 各组细胞中 miR-129-5p 表达水平和细胞上清液中 IL-6、IL-1β 水平的比较( 􀭰x±s,
 

n= 9)
Table

 

4　 Comparison
 

of
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

miR-129-5p
 

in
 

the
 

cells
 

of
 

each
 

group
 

and
 

the
 

level
 

of
 

IL-6
 

and
 

IL-1β
 

in
 

the
 

cell
 

supernatant
组别 Groups miR-129-5p IL-6(pg / mL) IL-1β(pg / mL)

对照组 Control
 

group 1. 00±0. 00 33. 85±3. 25 46. 85±5. 02
诱导组 Induction

 

group 0. 21±0. 02∗ 99. 52±6. 45∗ 128. 47±8. 96∗

诱导+mimics-NC 组 Induction+mimics-NC
 

group 0. 23±0. 03 103. 25±8. 02 131. 56±8. 84
诱导+miR-129-5p

 

mimics 组 Induction+miR-129-5p
 

mimics
 

group 0. 86±0. 08# 62. 38±5. 26# 75. 84±5. 62#

F 752. 341 270. 682 286. 632
P <0. 001 <0. 001 <0. 001

注:与对照组相比,
 ∗P<0. 05;与诱导+mimics-NC 组相比,

 #P<0. 05。
Note.

 

Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,
 ∗P<0. 05.

 

Compared
 

with
 

the
 

induction+mimics-NC
 

group,
 #P<0. 05.

表 5　 各组细胞中 HMGB1 蛋白表达水平和细胞上清液中 IL-6、IL-1β 水平的比较( 􀭰x±s,
 

n= 9)
Table

 

5　 Comparison
 

of
 

HMGB1
 

protein
 

expression
 

level
 

in
 

cells
 

of
 

each
 

group
 

and
 

IL-6
 

and
 

IL-1β
 

levels
 

in
 

cell
 

supernatant
组别 Groups HMGB1 / GAPDH IL-6(pg / mL) IL-1β(pg / mL)

对照组 Control
 

group 0. 20±0. 03 35. 08±3. 11 49. 05±4. 35
诱导组 Induction

 

group 0. 55±0. 04∗ 98. 23±6. 27∗ 129. 68±10. 02∗

诱导+NC-siRNA 组 Induction+NC-siRNA
 

group 0. 57±0. 04 102. 28±9. 67 131. 18±9. 86
诱导+HMGB1-siRNA 组 Induction+HMGB1-siRNA

 

group 0. 18±0. 03# 68. 86±4. 12# 80. 26±6. 64#

F 329. 520 218. 992 221. 669
P <0. 001 <0. 001 <0. 001

注:与对照组相比,
 ∗P<0. 05;与诱导+NC-siRNA 组相比,

 #P<0. 05。
Note.

 

Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,
 ∗P<0. 05.

 

Compared
 

with
 

the
 

induction+NC-siRNA
 

group,
 #P<0. 05.

表 6　 各组细胞中 miR-129-5p 和 HMGB1 蛋白表达水平以及细胞上清液中 IL-6、IL-1β 水平的比较( 􀭰x±s,
 

n= 9)
Table

 

6　 Comparison
 

of
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

miR-129-5p
 

and
 

HMGB1
 

protein
 

in
 

each
 

group
 

of
 

cells
 

and
 

the
 

levels
 

of
 

IL-6
 

and
 

IL-1β
 

in
 

the
 

cell
 

supernatant
组别 Groups miR-129-5p HMGB1 / GAPDH IL-6(pg / mL) IL-1β(pg / mL)

诱导组
Induction

 

group 1. 00±0. 00 0. 57±0. 05 96. 48±6. 13 128. 48±10. 02

诱导+药物组
Induction

 

+
 

drug
 

group 2. 08±0. 12∗ 0. 25±0. 03∗ 54. 75±3. 28∗ 67. 56±5. 35∗

诱导+药物+inhibitor-NC 组
Induction+drug+inhibitor-NC

 

group 2. 11±0. 10 0. 24±0. 03 55. 60±3. 47 69. 15±6. 03

诱导+药物+miR-129-5p
 

inhibitor 组
Induction+drug+miR-129-5pinhibitor

 

group 0. 75±0. 06# 0. 48±0. 03# 72. 12±4. 50# 94. 48±6. 85#

F 651. 471 190. 385 170. 465 137. 859
P <0. 001 <0. 001 <0. 001 <0. 001

注:与诱导组相比,
 ∗P<0. 05;与诱导+药物+inhibitor-NC 组相比,

 #P<0. 05。
Note.

 

Compared
 

with
 

the
 

induction
 

group,
 ∗P<0. 05.

 

Compared
 

with
 

the
 

induction+drug+inhibitor-NC
 

group,
 #P<0. 05.
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注:A:诱导组;B:诱导+药物组;C:诱导+药物+inhibitor-
NC 组;D:诱导+药物+miR-129-5p

 

inhibitor 组。

图 4　 Western
 

blot 检测各组细胞中 HMGB1 蛋白表达

Note.
 

A,
 

Induction
 

group.
 

B,
 

Induction + drug
 

group.
 

C,
 

Inductione+drug + inhibitor-NC
 

group.
 

D,
 

Induction + drug +

miR-129-5p
 

inhibitor
 

group.

Figure
 

4　 Western
 

blot
 

detection
 

of
 

HMGB1
 

protein
 

expression
 

in
 

each
 

group
 

of
 

cells

3　 讨论

　 　 塞来昔布是一种能够缓解关节炎性症状的抗

炎药,可通过特异性抑制 COX-2 活性使炎性前列腺

素生成减少,进而起到抗炎止痛的作用[10] 。 近年

来,有研究指出,塞来昔布可通过抑制 Toll 样受体 4
( Toll-like

 

receptor
 

4, TLR4 ) / 核因子 κB ( nuclear
 

factor-κB,NF-κB)信号通路活性减轻软骨组织炎性

损伤发挥抗骨关节炎的作用[11] ;然而,塞来昔布对

RA-FLSs 炎症的影响及其作用机制并不清楚。 滑膜

炎症是 RA 典型的病理特征,而 TNF-α 诱导的滑膜

细胞促炎因子 IL-6 和 IL-1β 等的分泌是该过程发生

的重要因素[12] ;因此,TNF-α 常被用作 FLSs 炎症因

子分泌的诱导剂[13-15] 。 本研究以 20
 

ng / mL
 

TNF-α
刺激后发现,人 RA-FLSs

 

MH7A 细胞上清液中促炎

因子 IL-6、IL-1β 水平和 MH7A 细胞中 HMGB1 蛋白

表达水平明显升高, miR-129-5p 表达水平明显降

低,而塞来昔布可剂量依赖性的降低 IL-6、IL-1β 和

HMGB1 表达水平,增加 miR-129-5p 表达水平。 上

述结果表明 HMGB1 及 miR-129-5p 参与 RA 滑膜炎

症的发生,二者有作为疾病潜在治疗靶点的潜能,
而塞来昔布抗 RA 滑膜炎症的作用机制可能与调控

miR-129-5p 和 HMGB1 蛋白表达有关。
miR-129-5p 是 miRNAs 家族成员, 被报道在

RA-FLSs 中表达下调,且可通过调控胰岛素样生长

因子 1 受体 ( Insulin-like
 

growth
 

factor
 

1
 

receptor,
IGF-1R) / Src / 细胞外调节蛋白激酶 ( extracellular

 

regulated
 

protein
 

kinases, ERK ) / 早期生长应答 1
(early

 

growth
 

response
 

1,Egr-1)信号通路调控 RA 细

胞增殖和凋亡[4] 。 还有研究表明,miR-129-5p-TTK
是控制早期 RA 进展的潜在 RNA 调节途径[16] 。

CircASH2L 通过抑制 miR-129-5p
 

/
 

同源域相互作用

蛋 白 激 酶 2 ( homeodomain
 

interacting
 

protein
 

kinase
 

2,HIPK2)轴来促进 RA-FLS 细胞的生长,运
动和炎症[17] 。 富含 miR-129-5p 的人滑膜间充质干

细胞外来体( HS-MSC-Exo)显著降低了软骨细胞的

炎症反应和细胞凋亡[18] 。 本研究发现,miR-129-5p
过表达可显著抑制 TNF-α 诱导的 MH7A 细胞炎症

因子分泌,提示,miR-129-5p 在 RA 滑膜炎症过程中

发挥着重要的抑制作用,其过表达可能是改善 RA
滑膜炎症的重要策略。 有研究指出,miR-129-5p 过

表达可通过靶向 HMGB1 减轻炎症反应改善心力衰

竭大鼠心功能和缺血再灌注后的神经损伤[18-19] 。
本研究双荧光素酶报告基因实验证实,miR-129-5p
可与 HMGB1 靶向结合,HMGB1 是 miR-129-5p 的靶

基因。 HMGB1 是细胞核内一种非组蛋白,在细胞活

性、凋亡和缺血 / 缺氧等异常情况下可被释放至核

外,激活下游相关因子启动级联式炎症反应,与包

括 RA 在内的多种免疫类疾病发生发展密切相

关[20] 。 在 RA 患者关节液和关节滑膜中 HMGB1 存

在异常高表达,且 HMGB1 可通过促进炎症因子

TNF-α 和 IL-17A 等促进滑膜炎症[21-23] 。 本研究发

现 HMGB1 表达沉默可抑制 TNF-α 诱导的 MH7A 细

胞上清液中 IL-6、IL-1β 水平。 研究结果从反面证

实,HMGB1 在 RA 滑膜炎症过程中发挥着重要的促

进作用。 此外,本研究还发现 miR-129-5p 表达沉默

可逆转塞来昔布对 TNF-α 诱导 MH7A 细胞炎症因

子分泌和 HMGB1 蛋白表达的抑制作用,结果提示,
塞来昔布可通过上调 miR-129-5p 表达引起其靶基

因 HMGB1 表达降低进而发挥抗 RA 滑膜炎症的

作用。
综上所述,塞来昔布可抑制 TNF-α 诱导 MH7A

细胞炎症因子分泌,其作用机制可能与激活 miR-
129-5p / HMGB1 有关。 然而,塞来昔布抗 RA 滑膜

炎症的作用机制可能还与其它基因或通路有关,还
需后续进一步探讨。
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