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摘要　 目的　 用慢病毒载体构建干扰肿瘤坏死因子受体相

关因子 ２（ＴＲＡＦ２）表达的类风湿关节炎（ＲＡ）患者滑膜细胞

株 ＭＨ７Ａ 细胞稳转株，研究 ＴＮＦ⁃α⁃ＴＲＡＦ２ 信号在 ＭＨ７Ａ 异

常增殖的作用。 方法　 根据人 ＴＲＡＦ２ 的基因序列和 ｓｈＲＮＡ
序列设计原则，设计并合成 ３ 对 ＴＲＡＦ２⁃ｓｈＲＮＡ 干扰序列，通
过 ＰＣＲ 对引物进行退火，通过双酶切 ＰＬＫＯ. １⁃ｐｕｒｏ 获得线

性载体，将线性化载体与退火后引物通过 Ｓｏｌｕｔｉｏｎ Ｉ 连接，连
接产物导入感受态细胞，涂板，挑取阳性菌落进行测序。 构

建 ３ 种不同的 ＰＬＫＯ. １⁃ＴＲＡＦ２⁃ｓｈＲＮＡ 慢病毒重组质粒，借
助慢病毒包装质粒对对数生长期的 ＨＥＫ ２９３Ｔ 细胞进行慢

病毒包装，收集病毒液感染 ＭＨ７Ａ 细胞，同时使用嘌呤霉素

对 ＴＲＡＦ２ 低表达的 ＭＨ７Ａ 稳转株进行筛选。 使用 ＣＣＫ⁃８
法、Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ、ｑＰＣＲ 检测 ＭＨ７Ａ 中肿瘤坏死因子 ＴＮＦ⁃α
诱导 ＴＲＡＦ２ 低表达的 ＭＨ７Ａ 增殖功能及下游信号 ＴＲＡＦ２、
Ｐ６５ 蛋白表达和 ｍＲＮＡ 水平。 结果 　 成功构建了 ＰＬＫＯ. １⁃
ＴＲＡＦ２⁃ｓｈＲＮＡ（１）、 ＰＬＫＯ. １⁃ＴＲＡＦ２⁃ｓｈＲＮＡ （２） 和 ＰＬＫＯ. １⁃
ＴＲＡＦ２⁃ｓｈＲＮＡ（３）慢病毒载体质粒和对照组慢病毒载体质

粒 ＰＬＫＯ. １⁃ｐｕｒｏ，将 ３ 个 ＴＲＡＦ２⁃ｓｈＲＮＡ 慢病毒载体质粒和对

照组慢病毒载体质粒 ＰＬＫＯ. １⁃ｐｕｒｏ 分别与慢病毒包装质粒

导入 ＨＥＫ ２９３Ｔ 获得病毒液，将病毒液感染 ＭＨ７Ａ 细胞后，
经嘌呤霉素（２. ００ μｇ ／ ｍｌ） 筛选，２ ｄ 得到 ＭＨ７Ａ 稳转株；
ｑＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示，ＰＬＫＯ. １⁃ＴＲＡＦ２⁃ｓｈＲＮＡ（１）
ＭＨ７Ａ 细胞稳转株中 ＴＲＡＦ２ ｍＲＮＡ 和蛋白的表达较阴性对

照组明显下降；ＣＣＫ⁃８ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果表明，ＭＨ７Ａ 中

ＴＲＡＦ２ 敲低后，ＴＮＦ⁃α 诱导的 ＴＲＡＦ２ 低表达的 ＭＨ７Ａ 细胞

增殖和 Ｐ６５ 的磷酸化水平明显下降。 结论　 成功构建了 ＰＬ⁃
ＫＯ. １⁃ＴＲＡＦ２⁃ｓｈＲＮＡ（１） ＭＨ７Ａ 细胞稳转株，研究 ＴＮＦ⁃α⁃
ＴＲＡＦ２ 信号活化介导 ＲＡ 滑膜细胞异常增殖中的作用。
关键词　 类风湿关节炎； ＭＨ７Ａ； 肿瘤坏死因子受体相关因

子 ２； 慢病毒载体
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　 　 类风湿关节炎（ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄａｒｔｈｒｉｔｉｓ， ＲＡ）是一种

慢性、侵蚀性疾病，具有高致残致畸的特点，病理特

征为滑膜炎、关节破坏及血管翳的形成［１］，其中成

纤维样滑膜细胞（ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ⁃ｌｉｋｅｓｙｎｏｖｉｏｃｙｔｅ， ＦＬＳ）的

异常活化在 ＲＡ 的发展中发挥了关键作用［２］。 活化

的 ＦＬＳ 过度增殖会产生多种炎症因子、趋化因子和

基质金属蛋白酶，如肿瘤坏死因子（ ｔｕｍｏｕｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ
ｆａｃｔｏｒ， ＴＮＦ）⁃α、白细胞介素（ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ， ＩＬ）⁃６ 等，
造成关节的慢性炎症和持续性破坏［３］。 肿瘤坏死

因子受体相关因子 ２（ ｔｕｍｏｕｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ⁃
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｆａｃｔｏｒ２， ＴＲＡＦ２）是 ＴＮＦ⁃α 信号转导的重

要衔接蛋白，在 ＴＮＦ⁃α 诱导的 ＴＮＦＲ１ 和 ＴＮＦＲ２ 信

号活化中起着至关重要的作用，参与调控多种细胞

内蛋白，包括 ＪＮＫ、核因子（ ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ， ＮＦ）⁃κＢ
和 ｐ３８［４］。 其中，ＮＦ⁃κＢ 信号的异常激活可引起持

续的炎症，导致 ＩＬ⁃６ 等多种炎性因子水平升高，诱
发 ＲＡ 的发生，并在 ＦＬＳ 的异常增殖中发挥了重要

作用［５］。 该实验研究 ＴＲＡＦ２ 低表达后 ＴＮＦ⁃α 诱导

ＲＡ 患者滑膜细胞株（ＭＨ７Ａ）增殖功能及下游信号

的改变，旨在进一步研究 ＴＲＡＦ２ 蛋白在 ＴＮＦ⁃α 诱导

的 ＭＨ７Ａ 增殖中的作用。

１　 材料与方法

１． １　 实验材料

１． １． １ 　 细胞、菌株、载体 　 ＲＡ 患者滑膜细胞株

ＭＨ７Ａ 购自北京金恒盛世科技有限公司；人胚肾

ＨＥＫ ２９３Ｔ 细胞购自中国科学院上海细胞库；病毒

质粒、ＴＯＰ１０ 感受态细胞购自通用生物（滁州）公
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司。
１． １． ２ 　 主要试剂 　 胎牛血清（ ｆｅｔａｌ ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍ，
ＦＢＳ）、ＤＭＥＭ 培养基及 ＰＢＳ 购自以色列 ＢＩ 公司；
ＳｏｌｕｔｉｏｎⅠ连接酶、 ｄＮＴＰ、６ × Ｌｏａｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ、 ＤＮＡ
Ｍａｒｋｅｒ ＤＬ１００００ 均购自日本 ＴａＫａＲａ 公司；限制性

内切酶 Ａｇｅ Ⅰ和 ＥｃｏＲ Ⅰ购自武汉爱博泰克生物科

技有限公司；嘌呤霉素购自优宁维生物科技有限公

司；切胶回收试剂盒和质粒小提取试剂盒购自

ＴＩＡＮＧＥＮ 天根生化科技 （北京） 有限公司；兔源

ＴＲＡＦ２ 购自艾博抗（上海）贸易有限公司； ｐ⁃Ｐ６５ 和

Ｐ６５ 购自美国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ； Ｊｅｔ ＰＲＩＭＥ
ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｒｅａｇｅｎｔ 转染试剂购自法国 ＰｏｌｙＰｌｕｓ 公

司； ＰＶＤＦ 膜购自美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司；逆转录和 ＰＣＲ
试剂盒购自莫纳生物科技有限公司。
１． １． ３　 主要仪器 　 Ｔ１００ Ｔｈｅｒｍａｌ Ｃｙｃｌｅｒ ＰＣＲ 基因

扩增仪（美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）； Ｔａｎｏｎ １６００ 全自动数

码凝胶成像系统（上海天能科技有限公司）；Ｉｍａｇｅ
Ｑｕａｎｔ ＬＡＳ ４０００ 荧光及化学发光成像系统（美国

ＧＥ 公司）；Ｔａｎｏｎ ＥＰＳ⁃３００ 琼脂糖凝胶电泳仪（苏州

阿尔法生物实验器材有限公司）；ＳＩＧＭＡ１⁃１６Ｋ 小型

台式高速冷冻离心机 （德国西格玛公司）； ＺＷＹ⁃
２１０２Ｃ 智诚恒温培养振荡器（上海智诚分析仪器制

造有限公司）；核酸电泳仪和 ＤＹＹ⁃６Ｃ 型电泳系统

（北京六一公司）。
１． ２　 ＰＬＫＯ. １⁃ＴＲＡＦ２⁃ｓｈＲＮＡ 质粒构建

１． ２． １　 设计 ＴＲＡＦ２⁃ｓｈＲＮＡ 的 ＰＣＲ 引物　 通过 ｈｔ⁃
ｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｎｃｂｉ 查找人 ＴＲＡＦ２ 的基因序列（ＮＭ＿
０２１１３８. ４），设计特异性靶向 ＴＲＡＦ２ 基因的 ３ 对

ｓｈＲＮＡ 序列，引物的合成由北京擎科生物有限公司

完成。 见表 １。

表 １　 ３ 对 ＴＲＡＦ２⁃ｓｈＲＮＡ 引物序列

干扰靶点 引物序列（５′⁃３′）
ＴＲＡＦ２⁃ｓｈＲＮＡ（１）⁃ａ
　

ＣＣＧＧＧＴＧＴＴＣＡＣＧＡＧＧＧＣＡＴＡＴＡＴＧＧＧＡＴＣＣＣＡＴＡＴ
ＡＴＧＣＣＣＴＣＧＴＧＡＡＣＡＣＴＴＴＴＴＧ

ＴＲＡＦ２⁃ｓｈＲＮＡ（１）⁃ｂ
　

ＡＡＴＴＣＡＡＡＡＡＧＴＧＴＴＣＡＣＧＡＧＧＧＣＡＴＡＴＡＴＧＧＧＡＴＣ
ＣＣＡＴＡＴＡＴＧＣＣＣＴＣＧＴＧＡＡＣＡＣ

ＴＲＡＦ２⁃ｓｈＲＮＡ（２）⁃ａ
　

ＣＣＧＧＣＧＡＧＡＣＧＧＴＡＧＡＧＧＧＴＧＡＧＡＡＧＧＡＴＣＣＴＴＣＴ
ＣＡＣＣＣＴＣＴＡＣＣＧＴＣＴＣＧＴＴＴＴＴＧ

ＴＲＡＦ２⁃ｓｈＲＮＡ（２）⁃ｂ
　

ＡＡＴＴＣＡＡＡＡＡＣＧＡＧＡＣＧＧＴＡＧＡＧＧＧＴＧＡＧＡＡＧＧＡＴ
ＣＣＴＴＣＴＣＡＣＣＣＴＣＴＡＣＣＧＴＣＴＣＧ

ＴＲＡＦ２⁃ｓｈＲＮＡ（３）⁃ａ
　

ＣＣＧＧＣＧＡＣＣＡＧＡＡＴＡＡＣＣＧＧＧＡＧＣＡＧＧＡＴＣＣＴＧＣＴＣ
ＣＣＧＧＴＴＡＴＴＣＴＧＧＴＣＧＴＴＴＴＴＧ

ＴＲＡＦ２⁃ｓｈＲＮＡ（３）⁃ｂ
　

ＡＡＴＴＣＡＡＡＡＡＣＧＡＣＣＡＧＡＡＴＡＡＣＣＧＧＧＡＧＣＡＧＧＡＴＣ
ＣＴＧＣＴＣＣＣＧＧＴＴＡＴＴＣＴＧＧＴＣＧ

１． ２． ２ 　 ＴＲＡＦ２⁃ｓｈＲＮＡ 引 物 退 火 　 将 合 成 的

ＴＲＡＦ２⁃ｓｈＲＮＡ 引物稀释成终浓度为 １０ ｍｍｏｌ ／ ｌ 的储

藏液。 将以上 ３ 对 ＴＲＡＦ２⁃ｓｈＲＮＡ 引物在 ＰＣＲ 仪上

进行退火形成双链 ＤＮＡ，ＴＲＡＦ２⁃ｓｈＲＮＡ 的正向、反
向引物各 ５ μｌ，梯度降温，循环 ３０ 次。 ４ ℃保存短

暂保存退火产物。
１． ２． ３　 准备线性化载体　 使用限制性核酸内切酶

ＡｇｅＩ、ＥｃｏＲＩ 及其配套试剂配制 ５０. ０ μｌ 酶切反应体

系［ｄｄＨ２Ｏ ３１. ０ μｌ，１０ × Ｃｕｔ Ｓｍａｒｔ Ｂｕｆｆｅｒ ５. ０ μｌ，纯
化的质粒 ＤＮＡ （ＰＬＫＯ. １⁃ｐｕｒｏ，剂量为 ０. ５ μｇ ／ μｌ）
１０. ０ μｌ，ＡｇｅⅠ和 ＥｃｏＲⅠ各 ２. ０ μｌ］，依序加入试剂

后轻轻吹打混匀，室温下以相对离心力 ２８０ ｒ ／ ｍｉｎ
短暂离心 １５ ｓ，３７ ℃水浴 ２ ｈ，对载体酶切产物进行

琼脂糖凝胶电泳，回收酶切产物，回收线性载体并检

测浓度。
１． ２． ４　 退火产物与酶切载体连接　 将以上得到的

退火产物及双酶切线性化的载体通过 Ｓｏｌｕｔｉｏｎ Ⅰ 连

接酶进行连接，５０ ℃下连接 １５ ｍｉｎ，得到连接产物。
１． ２． ５　 重组质粒的转化扩增及测序 　 将 １０. ０ μｌ
连接产物加入到 ＴＯＰ１０ 感受态细胞中，轻弹管壁数

下混匀，冰上放置 ３０ ｍｉｎ。 ４２ ℃热激 ９０ ｓ，冰水浴

孵育 ２ ｍｉｎ。 加入无抗性的溶菌肉汤（Ｌｕｒｉａ⁃Ｂｅｒｔａｎｉ，
ＬＢ）培养基 ５００. ０ μｌ，置于 ３７ ℃摇床振荡培养 １ ｈ。
取适量菌液均匀涂布在含有氨苄抗性的 ＬＢ 固体琼

脂培养基上，在恒温培养箱中倒置培养 １２ ～ １６ ｈ，
挑取平板上的单个菌落于 ３ ｍｌ 的含有氨苄抗性的

ＬＢ 培养液中，摇菌 １２ ～ １６ ｈ，利用质粒小抽提取试

剂盒提取质粒，将提取出的质粒进行 ＤＮＡ 序列测

序。
１． ３　 慢病毒包装感染 ＭＨ７Ａ 构建稳转株

１． ３． １　 慢病毒包装体系　 人 ＨＥＫ ２９３Ｔ 细胞以每

孔 １ × １０６ 细胞接种于 ６ 孔板中，１０％ ＤＭＥＭ 培养

液培养，置于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 箱中孵育 ２４ ｈ，至细胞

达到对数增长期更换新鲜培养基，进行转染。 将

ＰＬＫＯ. １⁃ＴＲＡＦ２⁃ｓｈＲＮＡ 质粒与慢病毒包装质粒共转

入 ＨＥＫ ２９３Ｔ 细胞中：① 制备转染复合物：取无菌

１. ５ ｍｌ ＥＰ 管，加入 ２００ μｌ 的 ｊｅｔ ＰＲＩＭＥ ｂｕｆｆｅｒ，再加

入 ２ μｇ ＤＮＡ 混合物，快速涡旋 １０ ｓ，混匀后，加入 ４
μｌ 的 ｊｅｔ ＰＲＩＭＥ ｒｅａｇｅｎｔ 转染试剂，快速涡旋 １０ ｓ，混
匀后室温静置 １０ ｍｉｎ。 ② 转染： 将 ６ 孔板中培养基

弃去，加入 ２ ｍｌ １０％ ＤＭＥＭ，将转染复合物加入孔

中，置于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 孵箱内培养 ４８ ｈ 后培养基

变黄，收集上清溶液至无菌离心管中，４ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ
离心 ５ ｍｉｎ。 使用 ０. ４５ μｍ 过滤器过滤，分装到无

菌离心管中于 － ８０ ℃保存。
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１． ３． ２　 嘌呤霉素筛选最佳浓度的确定 　 提前 １ ｄ
接种 ０. ５ × １０５个细胞 ／孔至 ２４ 孔板中，加入 ０. ５ ｍｌ
含血清培养基，３７ ℃、５％ＣＯ２ 培养至 ＭＨ７Ａ 细胞生

长密度达到 ４０％ ～５０％ ，加入嘌呤霉素浓度分别为

０、０. ５、１. ０、１. ５、２. ０、２. ５ μｇ ／ ｍｌ 的含 １０％ 血清的

ＤＭＥＭ 培养基，每隔 １ ｄ 换新鲜含嘌呤霉素的溶液

（浓度不变）。 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 培养 ３ ｄ，显微镜下观

察细胞的死亡情况。 细胞处理 ０、２４、４８、７２ ｈ 后细

胞死亡情况，使 ＭＨ７Ａ 细胞全部死亡的嘌呤霉素浓

度即为筛选浓度。
１． ３． ３　 病毒液感染和稳转细胞的筛选　 按照每孔

１ × １０６ 的细胞密度铺板 ６ 孔板，观察细胞长势；当
密度在 ５０％ ～ ７０％ ，将 ＰＬＫＯ. １ 空载体及 ＰＬＫＯ. １⁃
ＴＲＡＦ２⁃ｓｈＲＮＡ 慢病毒病毒液感染 ＭＨ７Ａ 细胞，加入

最适筛选浓度的嘌呤霉素，维持嘌呤霉素浓度，每日

观察细胞状态，约 ２ ～ ３ ｄ 后筛选出 ＴＲＡＦ２ 敲低的

ＭＨ７Ａ 稳转株，更换新鲜筛选培养基，继续培养

ＴＲＡＦ２ 敲低的 ＭＨ７Ａ 稳转株。
１． ４　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 　 使用 ＴＲＩｚｏｌ 收取细胞 ＲＮＡ
裂解液，按照说明书提取 ＲＮＡ，测定 ＲＮＡ 浓度，逆
转录 ＲＮＡ 成 ｃＤＮＡ 后进行 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测，ＴＲＡＦ２
正向引物：５′⁃ＣＴＧＣＧＧＣＡＡＧＡＡＧＡ ＡＧＡＴＣＣ⁃３′，反

向引物： ５′⁃ＡＡＴＣＴＧＣＡＡＧＧＧＡＣＴＣＧ ＡＣＡ⁃３′；内参

基因 ＧＡＰＤＨ 正向引物：５′⁃ ＡＣＣＣＡ ＧＡＡＧＡＣＴＧＴＧ⁃
ＧＡＴＧＧ⁃３′，反向引物： ５′⁃ＴＣＡＧＣＴ ＣＡＧＧＧＡＴＧＡＣ⁃
ＣＴＴＧ⁃３′，使用 ２ － ΔΔＣｔ算法处理原始 ＣＴ 数值。
１． ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 　 在 ６ 孔板中每孔接入 １ × １０６

个 ＭＨ７Ａ 和 ＴＲＡＦ２ 低表达的 ＭＨ７Ａ 细胞，小心弃

去上清培养基，使用冷 ＰＢＳ 清洗 ２ 次，将细胞使用

已加蛋白酶抑制剂的蛋白裂解液 ＲＩＰＡ 刮下收集在

１. ５ ｍｌ ＥＰ 管中，冰上裂解 ３０ ｍｉｎ，４ ℃离心取上清

液使用 ＢＣＡ 浓度定量试剂盒进行定量，加入 ５ ×
ＳＤＳ ｌｏａｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ，９５ ℃、１０ ｍｉｎ 进行蛋白变性，随
后使用 １０％ 十二烷基磺酸钠 － 聚丙烯酰胺凝胶

（ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ）进行电泳，５％ 脱脂牛奶封闭 ２ ｈ，１ ∶
１ ０００ 比例稀释一抗抗体 ４ ℃孵育过夜，次日 ＴＰＢＳ
洗涤 ３ 次后，１ ∶ ５０ ０００ 比例稀释二抗抗体，室温孵

育 ２ ｈ，ＴＰＢＳ 洗涤 ３ 次，ＥＣＬ 化学发光显影，以 ＧＡＰ⁃
ＤＨ 作为内参。
１． ６　 ＣＣＫ⁃８ 法检测细胞增殖 　 在 ９６ 孔培养板中

分别加入 １ × １０４ 个 ＭＨ７Ａ 和 ＴＲＡＦ２ 低表达的

ＭＨ７Ａ 细胞悬液 １００ μｌ，置于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 培养箱

培养 ２４ ｈ。 提前 ４ ｈ 分别将培养基更换为 ９０ μｌ
ＤＭＥＭ 完全培养基和 １０ μｌ ＣＣＫ⁃８ 混合液，继续孵

育 ３０ ｍｉｎ，用酶标仪分别检测 ４５０ ｎｍ 处的光密度

（ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ， ＯＤ），实验重复 ３ 次。
１． ７　 统计学处理 　 采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８ 软件进

行统计学处理，实验数据以 �ｘ ± ｓ 表示， 采用 ｔ 检验

比较两组间差异，以 Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计学意

义。

２　 结果

２． １　 ＰＬＫＯ. １⁃ＴＲＡＦ２⁃ｓｈＲＮＡ 敲低质粒构建与鉴

定　 查找人源 ＴＲＡＦ２ 基因，通过 ｓｈＲＮＡ 设计网址

设计 ＴＲＡＦ２⁃ｓｈＲＮＡ 引物对， 合成 ＴＲＡＦ２⁃ｓｈＲＮＡ
（１）、ＴＲＡＦ２⁃ｓｈＲＮＡ（２）和 ＴＲＡＦ２⁃ｓｈＲＮＡ （３）引物

对，通过 ＰＣＲ 进行引物对退火，同时双酶切 ＰＬ⁃
ＫＯ. １⁃ｐｕｒｏ 载体，将获得的线性 ＰＬＫＯ. １⁃ｐｕｒｏ 片段

进行 １％ 琼脂糖电泳，回收酶切产物。 通过连接酶

连接 ＴＲＡＦ２⁃ｓｈＲＮＡ 引物对和线性 ＰＬＫＯ. １⁃ｐｕｒｏ 片

段，将连接产物进行转化，挑选阳性克隆质粒 ＰＬ⁃
ＫＯ. １⁃ＴＲＡＦ２⁃ｓｈＲＮＡ（１） （图 １Ａ）、ＰＬＫＯ. １⁃ＴＲＡＦ２⁃
ｓｈＲＮＡ（２） （图 １Ｂ） 和 ＰＬＫＯ. １⁃ＴＲＡＦ２⁃ｓｈＲＮＡ （３）
（图 １Ｃ），进行 ＤＮＡ 测序和比对分析，测序结果与目

的基因序列完全一致， 成功构建 ３ 种 ＰＬＫＯ. １⁃
ＴＲＡＦ２⁃ｓｈＲＮＡ 慢病毒载体质粒。
２． ２　 ＭＨ７Ａ 细胞进行嘌呤霉素浓度筛选 　 ＭＨ７Ａ
分别加入 ０、０. ５、１. ０、１. ５、２. ０、２. ５ μｇ ／ ｍｌ 嘌呤霉素

培养 ２４、４８、７２ ｈ。 结果表明，培养 ４８ ｈ 后，嘌呤霉

素浓度为 ２. ０、２. ５ μｇ ／ ｍｌ 作用所有的细胞均全部死

亡，故确定嘌呤霉素作用时间为 ４８ ｈ， 筛选浓度为

２. ０ μｇ ／ ｍｌ（图 ２）。
２． ３ 　 ＰＬＫＯ. １⁃ＴＲＡＦ２⁃ｓｈＲＮＡ 慢病毒感染 ＭＨ７Ａ
对 ＴＲＡＦ２ ｍＲＮＡ 的影响 　 ３ 种 ＰＬＫＯ. １⁃ＴＲＡＦ２⁃
ｓｈＲＮＡ 慢病毒载体质粒分别和慢病毒包装质粒共

转入 ＨＥＫ ２９３Ｔ 细胞，培养 ４８ ｈ，收集病毒液，通过

病毒液感染 ＭＨ７Ａ，加入 ２ μｇ ／ ｍｌ 嘌呤霉素，筛选

ＴＲＡＦ２ 低表达的 ＭＨ７Ａ 稳转株，通过 ３ 次独立

ｑＰＣＲ 实验检测 ＭＨ７Ａ 中 ＴＲＡＦ２ 的表达情况，结果

表明，与 ＰＬＫＯ. １⁃ｐｕｒｏ 阴性对照 ＭＨ７Ａ 稳转株相

比，只有 ＰＬＫＯ. １⁃ＴＲＡＦ２⁃ｓｈＲＮＡ（１） 可以显著下调

ＭＨ７Ａ 的 ＴＲＡＦ２ ｍＲＮＡ 水平（ ｔ ＝ ５. ０１５，Ｐ ＜ ０. ０１），
提示 ＴＲＡＦ２ 低表达的 ＭＨ７Ａ 稳转株构建成功（图
３）。
２． ４ 　 ＰＬＫＯ. １⁃ＴＲＡＦ２⁃ｓｈＲＮＡ 慢病毒感染 ＭＨ７Ａ
对 ＴＲＡＦ２ 蛋白表达的影响 　 进一步通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 检测 ＰＬＫＯ. １⁃ＴＲＡＦ２⁃ｓｈＲＮＡ 慢病毒感染 ＭＨ７Ａ
对 ＴＲＡＦ２ 蛋白的抑制效果。 结果显示，与 ＰＬＫＯ. １⁃
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图 １　 ３ 种 ＰＬＫＯ. １⁃ＴＲＡＦ２⁃ｓｈＲＮＡ 慢病毒载体质粒的部分测序结果

Ａ：ＰＬＫＯ. １⁃ＴＲＡＦ２⁃ｓｈＲＮＡ（１）慢病毒载体质粒；Ｂ：ＰＬＫＯ. １⁃ＴＲＡＦ２⁃ｓｈＲＮＡ（２）慢病毒载体质粒；Ｃ：ＰＬＫＯ. １⁃ＴＲＡＦ２⁃ｓｈＲＮＡ（３）慢病毒载体质粒

ｐｕｒｏ 阴性对照 ＭＨ７Ａ 稳转株相比，只有 ＰＬＫＯ. １⁃
ＴＲＡＦ２⁃ｓｈＲＮＡ（１） 可以显著下调 ＭＨ７Ａ 的 ＴＲＡＦ２
蛋白水平 （ ｔ ＝ ８. ８４７， Ｐ ＜ ０. ０１ ），进一步证明了

ＴＲＡＦ２ 低表达的 ＭＨ７Ａ 稳转株构建成功（图 ４）。
２． ５　 ＴＲＡＦ２ 低表达对 ＴＮＦ⁃α诱导的 ＭＨ７Ａ 细胞

增殖的影响　 分别将 ＰＬＫＯ. １⁃ｐｕｒｏ 阴性对照 ＭＨ７Ａ
稳转株和 ＰＬＫＯ. １⁃ＴＲＡＦ２⁃ｓｈＲＮＡ（１） ＭＨ７Ａ 稳转株

接入 ９６ 孔板中，分别给予 ＴＮＦ⁃α（２０ ｎｇ ／ ｍｌ）作用，
４８ ｈ 后，采用 ＣＣＫ⁃８ 法检测 ＭＨ７Ａ 细胞增殖能力。
结果表明，在阴性对照 ＭＨ７Ａ 稳转株中，给予 ＴＮＦ⁃
α 作用可以促进其异常增殖（ ｔ ＝ ２０. ００，Ｐ ＜ ０. ０１）；
在 ＴＲＡＦ２ 低表达的 ＭＨ７Ａ 稳转株中， 给予 ＴＮＦ⁃α
作用未促进 ＴＲＡＦ２ 低表达的 ＭＨ７Ａ 稳转株增殖（ ｔ
＝ １. ７３１，Ｐ ＞ ０. ０５），提示低表达 ＴＲＡＦ２ 可以减弱

ＴＮＦ⁃α 诱导的 ＭＨ７Ａ 增殖能力（图 ５）。
２． ６　 ＴＲＡＦ２ 低表达对 ＴＮＦ⁃α诱导的 ＭＨ７Ａ 细胞

中 Ｐ６５ 磷酸化的影响　 分别将 ＰＬＫＯ. １⁃ｐｕｒｏ 阴性对

照 ＭＨ７Ａ 稳 转 株 和 ＰＬＫＯ. １⁃ＴＲＡＦ２⁃ｓｈＲＮＡ （ １ ）
ＭＨ７Ａ 稳转株接入 ６ 孔板中，分别给予 ＴＮＦ⁃α（２０

ｎｇ ／ ｍｌ）作用，作用 ４８ ｈ 后，通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测

ＴＲＡＦ２ 下游信号 Ｐ６５ 和 ｐ⁃Ｐ６５ 的表达。 结果表明，
在阴性对照 ＭＨ７Ａ 稳转株中，给予 ＴＮＦ⁃α 作用可以

显著促进其 ｐ⁃Ｐ６５ 的表达（ ｔ ＝ ２９. ２０， Ｐ ＜ ０. ０１）；在
ＴＲＡＦ２ 低表达的 ＭＨ７Ａ 稳转株中，给予 ＴＮＦ⁃α 作用

未显著促进 ＴＲＡＦ２ 低表达的 ＭＨ７Ａ 稳转株中 ｐ⁃
Ｐ６５ 的表达；提示低表达 ＴＲＡＦ２ 可以降低 ＴＮＦ⁃α 诱

导的 ＭＨ７Ａ 中 Ｐ６５ 磷酸化水平（图 ６）。

３　 讨论

　 　 ＴＮＦ⁃α 作为一种重要的炎性因子，在 ＲＡ 患者

血清及关节滑膜中水平升高，研究［６］表明抑制 ＴＮＦ⁃
α 的作用能显著改善 ＲＡ 患者的临床症状，提高生

活质量。 ＴＲＡＦ２ 作为 ＴＮＦ⁃α 信号下游的一种重要

衔接蛋白，ＴＮＦ⁃α 刺激条件下，ＴＲＡＦ２ 与 ＴＡＫ１ 发生

泛素化，促进 ＮＦ⁃κＢ 活化，促进滑膜细胞增殖以及

促炎因子的释放。 ＴＲＡＦ２ 可以激活 ＩＫＫ， ＩＫＫ 使

ＩκＢ 磷酸化，释放 ＮＦ⁃κＢ 二聚体，并迁移到细胞核。
这些二聚体结合特定的ＤＮＡ序列并激活各种ＮＦ⁃κＢ
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图 ２　 不同浓度嘌呤霉素培养不同时间对 ＭＨ７Ａ 细胞的影响 × １０

图 ３　 ｑＰＣＲ 检测 ＭＨ７Ａ 细胞中 ＴＲＡＦ２ ｍＲＮＡ 的表达情况

ａ： ＰＬＫＯ. １⁃ｐｕｒｏ； ｂ： ＰＬＫＯ. １⁃ＴＲＡＦ２⁃ｓｈＲＮＡ （ １ ）； ｃ： ＰＬＫＯ. １⁃
ＴＲＡＦ２⁃ｓｈＲＮＡ（２）； ｄ：ＰＬＫＯ. １⁃ＴＲＡＦ２⁃ｓｈＲＮＡ（３）；与 ＰＬＫＯ. １⁃ｐｕｒｏ

比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１

的靶基因，促进促炎细胞因子 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６ 和

ＭＭＰ 的转录和分泌。 在 ＲＡ 的滑膜细胞异常增殖

中起着重要作用［７ － ８］。
本实验利用慢病毒载体系统，构建 ＴＲＡＦ２ 低表

达的滑膜细胞稳转株，为探索 ＴＲＡＦ２ 调控 ＲＡ 滑膜

细胞异常增殖的机制提供了实验方法［９］。 常用病

毒载体包括腺病毒、逆转录病毒和慢病毒。 腺病毒

一般不能整合到染色体上，适用于瞬时感染；逆转录

病毒载体只能感染分裂期细胞，而且容量有限；而慢

病毒载体可以将外源基因或外源的 ｓｈＲＮＡ 有效地

整合到宿主染色体上，从而达到持久性表达目的序

列的效果。 较腺病毒而言，慢病毒载体可以长期表

达且能产生表达 ｓｈＲＮＡ 的高滴度慢病毒；较转录病

毒载体而言，慢病毒载体具有更广的宿主范围，可以

感染非分裂期细胞、容纳外源性基因片段大。慢病
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图 ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＭＨ７Ａ 细胞中 ＴＲＡＦ２ 蛋白的表达

ａ： ＰＬＫＯ. １⁃ｐｕｒｏ； ｂ： ＰＬＫＯ. １⁃ＴＲＡＦ２⁃ｓｈＲＮＡ （ １ ）； ｃ： ＰＬＫＯ. １⁃
ＴＲＡＦ２⁃ｓｈＲＮＡ（２）； ｄ：ＰＬＫＯ. １⁃ＴＲＡＦ２⁃ｓｈＲＮＡ（３）；与 ＰＬＫＯ. １⁃ｐｕｒｏ

比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１

图 ５　 ＣＣＫ⁃８ 法检测 ＴＲＡＦ２ 敲低对 ＭＨ７Ａ 细胞增殖能力的影响

ａ：ＰＬＫＯ. １⁃ｐｕｒｏ； ｂ： ＰＬＫＯ. １⁃ｐｕｒｏ ＋ ＴＮＦ⁃α（２０ ｎｇ ／ ｍｌ）； ｃ： ＰＬ⁃
ＫＯ. １⁃ＴＲＡＦ２⁃ｓｈＲＮＡ（１ ）； ｄ： ＰＬＫＯ. １⁃ＴＲＡＦ２⁃ｓｈＲＮＡ （１ ） ＋ ＴＮＦ⁃α

（２０ ｎｇ ／ ｍｌ）；与 ＰＬＫＯ. １⁃ｐｕｒｏ 比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１

毒载体介导的转基因表达能持续数月，且不产生任

何有效的细胞免疫应答，可作为一种体外基因运输

的工具［６， １０ － １１］。 慢病毒包装系统由慢病毒表达载

体和慢病毒包装载体组成。
本研究通过双酶切慢病毒表达载体 ＰＬＫＯ. １⁃

ｐｕｒｏ，设计 ＴＲＡＦ２⁃ｓｈＲＮＡ 引物， 成功构建了 ＰＬ⁃
ＫＯ. １⁃ＴＲＡＦ２⁃ｓｈＲＮＡ 慢病毒载体质粒。 将慢病毒包

装载体与 ＰＬＫＯ. １⁃ＴＲＡＦ２⁃ｓｈＲＮＡ 慢病毒载体质粒

通过脂质体转染试剂转染 ＨＥＫ ２９３Ｔ 细胞，获得病

毒液后感染 ＭＨ７Ａ，经过嘌呤霉素筛选、ｑＰＣＲ 和

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 验证，成功构建了 ＴＲＡＦ２ 敲低的 ＭＨ７Ａ
细胞稳转株。 将筛选的 ＴＲＡＦ２ 敲低的 ＭＨ７Ａ 细胞

稳转株进行功能验证，ＣＣＫ⁃８ 检测细胞增殖，结果表

明 ＴＲＡＦ２ 敲低后抑制 ＴＮＦ⁃α 诱导的 ＭＨ７Ａ 异常增

殖能力，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果表明 ＴＲＡＦ２ 敲低后会明

图 ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＴＲＡＦ２ 敲低对 ＭＨ７Ａ
细胞中 Ｐ６５ 磷酸化水平的影响

ａ：ＰＬＫＯ. １⁃ｐｕｒｏ； ｂ： ＰＬＫＯ. １⁃ｐｕｒｏ ＋ ＴＮＦ⁃α（２０ ｎｇ ／ ｍｌ）； ｃ： ＰＬ⁃
ＫＯ. １⁃ＴＲＡＦ２⁃ｓｈＲＮＡ（１）；ｄ：ＰＬＫＯ. １⁃ＴＲＡＦ２⁃ｓｈＲＮＡ（１） ＋ ＴＮＦ⁃α（２０

ｎｇ ／ ｍｌ）；与 ＰＬＫＯ. １⁃ｐｕｒｏ 比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１

显下调 ＴＮＦ⁃α 诱导的 ＭＨ７Ａ 中 ｐ⁃Ｐ６５ 的表达，因为

ＴＲＡＦ２ 是 ＮＦ⁃κＢ 下游的关键蛋白，敲低 ＴＲＡＦ２ 抑

制下游 ｐ⁃ｐ６５ 的磷酸化水平。 为后续进一步研究

ＴＮＦ⁃α⁃ＴＲＡＦ２ 信号介导 ＲＡ 滑膜细胞异常增殖的机

制提供初步的实验基础。
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ｎｉｅｓ ｗｅｒｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｆｏｒ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ． Ｔｈｒｅｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄｓ ｏｆ ＰＬＫＯ. １⁃ＴＲＡＦ２⁃ｓｈＲＮＡ ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ ｗｅｒｅ
ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ， ａｎｄ ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ ｐａｃｋａｇｉｎｇ ｐｌａｓｍｉｄｓ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｐａｃｋａｇｅ ｌｏｇａｒｉｔｈｍｉｃ ｇｒｏｗｔｈ ｐｈａｓｅ ＨＥＫ ２９３Ｔ ｃｅｌｌｓ． Ｖｉ⁃
ｒｕｓ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｗａｓ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ｔｏ ｉｎｆｅｃｔ ＭＨ７Ａ ｃｅｌｌｓ． Ａｔ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｔｉｍｅ， ｐｕｒｏｍｙｃｉｎ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｓｃｒｅｅｎ ＭＨ７Ａ ｓｔａｂｌｅ
ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｓｔｒａｉｎｓ ｗｉｔｈ ｌｏｗ ＴＲＡＦ２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ． ＣＣＫ⁃８ ｍｅｔｈｏｄ， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ， ａｎｄ ｑＰＣＲ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ＭＨ７Ａ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＴＮＦ⁃α ａｎｄ ｌｏｗ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＲＡＦ２， ａｓ ｗｅｌｌ ａｓ ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍ ｓｉｇｎａｌ
ＴＲＡＦ２， Ｐ６５ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌｓ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 ＰＬＫＯ. １⁃ＴＲＡＦ２⁃ｓｈＲＮＡ（１）， ＰＬＫＯ. １⁃ＴＲＡＦ２⁃ｓｈＲ⁃
ＮＡ（２）， ａｎｄ ＰＬＫＯ. １⁃ＴＲＡＦ２⁃ｓｈＲＮＡ（３） ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ ｖｅｃｔｏｒ ｐｌａｓｍｉｄｓ ａｎｄ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ ｖｅｃｔｏｒ ｐｌａｓｍｉｄｓ
ＰＬＫＯ. １⁃ｐｕｒｏ ｗｅｒｅ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ． Ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ＴＲＡＦ２⁃ｓｈＲＮＡ ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ ｖｅｃｔｏｒ ｐｌａｓｍｉｄｓ ａｎｄ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ
ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ ｖｅｃｔｏｒ ｐｌａｓｍｉｄｓ ＰＬＫＯ. １⁃ｐｕｒｏ ｗｅｒｅ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ ｉｎｔｒｏｄｕｃｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ ｐａｃｋａｇｉｎｇ ｐｌａｓｍｉｄ ｏｆ ＨＥＫ
２９３Ｔ ｔｏ ｏｂｔａｉｎ ｖｉｒｕｓ ｓｏｌｕｔｉｏｎ． Ａｆｔｅｒ ｉｎｆｅｃｔｉｎｇ ＭＨ７Ａ ｃｅｌｌｓ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｖｉｒｕｓ ｓｏｌｕｔｉｏｎ， ｔｈｅｙ ｗｅｒｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｐｕｒｏｍｙｃｉｎ
（２. ００ μ Ｇ ／ ｍＬ） ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ａｎｄ ｏｂｔａｉｎｉｎｇ ＭＨ７Ａ ｓｔａｂｌｅ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｐｌａｎｔｓ ａｆｔｅｒ ２ ｄａｙｓ． Ｔｈｒｏｕｇｈ ｑＰＣＲ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ ｒｅｓｕｌｔｓ， ｉｔ ｗａｓ ｆｏｕｎｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＲＡＦ２ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ＰＬＫＯ. １⁃ＴＲＡＦ２⁃ｓｈＲＮＡ（１） ＭＨ７Ａ
ｓｔａｂｌｙ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＣＣＫ⁃８ ａｎｄ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ａｆｔｅｒ ｋｎｏｃｋｉｎｇ ｄｏｗｎ ＴＲＡＦ２ ｉｎ ＭＨ７Ａ， ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＭＨ７Ａ ｃｅｌｌｓ ｗｉｔｈ ｌｏｗ ＴＲＡＦ２
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＴＮＦ⁃α ａｎｄ ｔｈｅ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ Ｐ６５ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ａ ｓｔａ⁃
ｂｌｅ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｓｔｒａｉｎ ｏｆ ＰＬＫＯ. １⁃ＴＲＡＦ２⁃ｓｈＲＮＡ（１） ＭＨ７Ａ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｒｏｌｅ
ｏｆ ＴＮＦ⁃α⁃ＴＲＡＦ２ ｓｉｇｎａｌ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｉｎ ｍｅｄｉａｔｉｎｇ ａｂｎｏｒｍａｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＲＡ ｓｙｎｏｖｉａｌ ｃｅｌｌｓ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ　 ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ； ＭＨ７Ａ； ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｒｅｌａｔｅｄ ｆａｃｔｏｒ ２； ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ ｖｅｃｔｏｒ
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