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摘要　 目的　 探讨长链非编码 ＲＮＡ 肿瘤易感候选基因 ２
（ＣＡＳＣ２）对类风湿关节炎（ＲＡ）滑膜成纤维细胞炎症反应、
迁移及侵袭的影响及其机制。 方法　 收集 ４５ 例 ＲＡ 患者滑

膜组织和 １８ 例健康对照者滑膜组织，采用 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测滑

膜组织中 ＣＡＳＣ２ 和 ｍｉＲ⁃２１８⁃５ｐ 的表达水平。 ＥＮＣＯＲＩ 在线

软件预测和双荧光素酶报告实验分析 ＣＡＳＣ２ 和 ｍｉＲ⁃２１８⁃５ｐ
的靶向相互作用。 将 ＣＡＳＣ２ 过表达质粒及 ｍｉＲ⁃２１８⁃５ｐ ｍｉｍ⁃
ｉｃ 转染至人 ＲＡ 滑膜成纤维细胞系 ＭＨ７Ａ 中，ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测

细胞中 ＣＡＳＣ２ 和 ｍｉＲ⁃２１８⁃５ｐ 表达水平；ＣＣＫ⁃８ 检测细胞的

增殖水平；ＥＬＩＳＡ 检测细胞上清液中肿瘤坏死因子⁃α（ＴＮＦ⁃
α）、白细胞介素⁃１β（ＩＬ⁃１β）、白细胞介素⁃６（ＩＬ⁃６）水平；Ｔｒａｎ⁃
ｓｗｅｌｌ 检测细胞迁移和侵袭能力；Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测基质金属

酶（ＭＭＰ）⁃２ 和 ＭＭＰ⁃９ 蛋白表达水平。 结果　 ＲＡ 患者滑膜

组织中 ＣＡＳＣ２ 表达水平较健康对照者滑膜组织减少（Ｐ ＜
０. ０５），而 ｍｉＲ⁃２１８⁃５ｐ 表达水平则增加（Ｐ ＜ ０. ０５）。 双荧光

素酶报告实验结果显示，ＣＡＳＣ２ 与 ｍｉＲ⁃２１８⁃５ｐ 之间存在靶

向调控关系。 过表达 ＣＡＳＣ２ 可抑制 ＲＡ 滑膜成纤维细胞

ＭＨ７Ａ 的增殖活性，降低细胞上清液中 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６ 水

平，减弱细胞迁移及侵袭能力，下调细胞中 ｍｉＲ⁃２１８⁃５ｐ 及

ＭＭＰ⁃２ 和 ＭＭＰ⁃９ 蛋白表达水平。 然而，转染 ｍｉＲ⁃２１８⁃５ｐ
ｍｉｍｉｃ 可逆转 ＣＡＳＣ２ 过表达对 ＭＨ７Ａ 细胞增殖、迁移与侵袭

及炎症反应的抑制作用。 结论　 ＣＡＳＣ２ 在 ＲＡ 患者滑膜组

织中低表达，其过表达可抑制 ＲＡ 滑膜成纤维细胞炎症反应

及迁移与侵袭能力，其作用机制可能与靶向负调节 ｍｉＲ⁃２１８⁃
５ｐ 表达相关。
关键词 　 类风湿关节炎；滑膜成纤维细胞；ｌｎｃＲＮＡ ＣＡＳＣ２；
ｍｉＲ⁃２１８⁃５ｐ；炎症反应；迁移与侵袭
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　 　 类风湿性关节炎（ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＲＡ）是一

种慢性炎症性自身免疫病，临床病理表现为以类纤

维细胞样化和膜细胞增殖浸润，可导致滑膜增生和

关节损害［１ － ２］。 有研究［３ － ４］ 报道， ｌｎｃＲＮＡ 不仅在

ＲＡ 患者外周血或滑膜组织中表达异常，还能参与

调控 ＲＡ 滑膜细胞炎症、增殖、迁移和侵袭。 新的研

究［５］显示，ｌｎｃＲＮＡ ＣＡＳＣ２（简称 ＣＡＳＣ２）在 ＲＡ 患者

血浆中表达水平较低，且过表达 ＣＡＳＣ２ 可促进人

ＲＡ 滑膜成纤维细胞凋亡。 同时，也有研究［６］ 发现，
ｍｉＲ⁃２１８⁃５ｐ 在 ＲＡ 患者关节滑膜组织及骨性关节炎

患者软骨组织中高表达。 但 ＣＡＳＣ２ 在 ＲＡ 滑膜组

织中的表达情况及其是否可通过靶向调节 ｍｉＲ⁃２１８⁃
５ｐ 参与 ＲＡ 进程的调控，目前还未知。 因此，该研

究旨在检测 ＣＡＳＣ２ 及 ｍｉＲ⁃２１８⁃５ｐ 在 ＲＡ 患者滑膜

组织中的表达水平，并探讨 ＣＡＳＣ２ 对 ＲＡ 滑膜成纤

维细胞炎症反应、迁移、侵袭中的影响，以期为 ＲＡ
靶向治疗提供新的潜在靶点。

１　 材料与方法

１． １　 材料　
１． １． １ 　 细胞与试剂 　 人 ＲＡ 滑膜成纤维细胞系

ＭＨ７Ａ 来源于日本 Ｔｓｕｋｕｂａ 公司。 ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养

基、胎牛血清购自上海 ＴＢＤ 公司；ＣＡＳＣ２ 过表达质

粒（ｐｃＤＮＡ３． １⁃ＣＡＳＣ２）及其空载质粒（ｐｃＤＮＡ３． １⁃）
购自武汉天一辉远生物公司；ｍｉＲ⁃２１８⁃５ｐ 模拟物

（ｍｉｍｉｃ）和阴性对照（ｍｉｍｉｃ⁃ＮＣ）购自广州锐博公

司；肿瘤坏死因子⁃α （ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ⁃α，ＴＮＦ⁃
α）、白细胞介素（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃６，ＩＬ⁃６）和 ＩＬ⁃１β 试剂盒

购自美国 Ｂｉｏｖａｌｕｅ 公司；基质胶购自美国 Ｃｏｒｎｉｎｇ 公

司；ＣＣＫ⁃８ 试剂盒、ＢＣＡ 蛋白质检测试剂盒和双萤

光素酶报告基因试剂盒购自上海碧云天生物技术有

限公司；Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ 试剂盒购自美国 Ｉｎｔｒｏｖｉ⁃
ｇｅｎ 公司；ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＲＴ ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ ｗｉｔｈ ｇＤＮＡ Ｅｒａｓ⁃
ｅｒ 购自日本 ＴａＫａＲａ 公司；ＧｏＴａｑ ｑＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ
试剂盒购自美国 Ｐｒｏｍｅｇａ 公司； ＧＡＰＤＨ 抗体、ＭＭＰ⁃
２ 抗体、ＭＭＰ⁃９ 抗体购自英国 Ａｂｃａｍ 公司；辣根过

氧化物酶（ＨＰＲ）偶联的二抗购自武汉博士德生物
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工程有限公司；引物由武汉金凯瑞生物工程有限公

司提供。
１． １． ２　 临床组织标本　 ４５ 例 ＲＡ 滑膜组织收集于

２０１９ 年 ２ 月—２０２０ 年 ７ 月在我院进行膝关节滑膜

切除术或膝关节置换手术的 ＲＡ 患者。 同期 １８ 例

健康滑膜组织取自无急性或慢性关节异常病史的非

ＲＡ 患者膝关节组织。 所有患者均签署知情同意

书，本研究获得本院伦理委员会批准。
１． ２　 方法　
１． ２． １　 细胞培养、转染及分组　 ＲＡ 滑膜成纤维细

胞 ＭＨ７Ａ 用含 １０％ 的血清的 ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养基进

行培养，置于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２、饱和湿度的培养箱中。
根据实验需要，将细胞 ＭＨ７Ａ 以 ５ × １０５ 个细胞 ／孔
铺在 ６ 孔板中，当细胞密度达到 ７０％ ～ ８０％ 时，将
细胞分为空白对照组（ｂｌａｎｋ）、空载组（Ｖｅｃｔｏｒ，转染

空载质粒）、ＣＡＳＣ２ 过表达组（ＣＡＳＣ２，转染 ＣＡＳＣ２
过表 达 质 粒 ）、 ＣＡＳＣ２ ＋ ｍｉｍｉｃ⁃ＮＣ 组 （ 共 转 染

ＣＡＳＣ２ 过表达质粒和 ｍｉｍｉｃ⁃ＮＣ）和 ＣＡＳＣ２ ＋ ｍｉＲ⁃
２１８⁃５ｐ ｍｉｍｉｃ 组（共转染 ＣＡＳＣ２ 过表达质粒和 ｍｉＲ⁃
２１８⁃５ｐ ｍｉｍｉｃ）。 采用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ 将 ＣＡＳＣ２
过表达质粒、空载质粒 ｐｃＤＮＡ３. １、ｍｉＲ⁃２１８⁃５ｐ ｍｉｍ⁃
ｉｃ 及 ｍｉｍｉｃ⁃ＮＣ 转染至 ＭＨ７Ａ 中，６ ｈ 后更换新鲜的

完全培养基，继续放入培养箱 ４８ ｈ。
１． ２． ２ 　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 ｌｎｃＲＮＡ ＣＡＳＣ２ 和 ｍｉＲ⁃２１８⁃
５ｐ 表达　 使用 ＴＲＩｚｏｌ 试剂提取滑膜组织及转染 ４８
ｈ 后的 ＭＨ７Ａ 细胞中总 ＲＮＡ。 使用 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＲＴ
试剂盒将 ＲＮＡ 逆转录成 ｃＤＮＡ，并使用 ＧｏＴａｑ ｑＰＣＲ
Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 试剂盒进行 ＰＣＲ 扩增。 将 １０ μｌ ｑＰＣＲ
混合物及每种引物 ０． ５ μｌ 混合均匀，配制成最终的

２０ μｌ 反应混合物。 用于扩增的热循环参数如下：９４
℃变性 ２ ｍｉｎ；９４ ℃ ２０ ｓ，５８ ℃ ２０ ｓ，７２ ℃ ３０ｓ，４０ 个

循环；２５ ℃ ５ ｍｉｎ 终止反应，构建熔解曲线并在 ６２
℃和 ９５ ℃ 之间进行分析， 采用 ２ －△△Ｃｔ 法计算

ＣＡＳＣ２ 和 ｍｉＲ⁃２１８⁃５ｐ 相对于对照基因 ＧＡＰＤＨ 或

Ｕ６ 的表达水平。 所用 ｑＰＣＲ 引物参照表 １ 所示。

表 １　 ｑＰＣＲ 引物

基因 引物（５ ′⁃３ ′）
ＣＡＳＣ２ Ｆｏｒ：ＧＡＧＧＡＧＣＣＡＴＣＣＧＣＡＣＡＴＣＡＣＡ

Ｒｅｖ：ＡＧＣＴＴＡＧＡＣＴＧＴＡＡＧＣＴＧＧＴＣＴＣ
ＧＡＰＤＨ Ｆｏｒ：ＣＣＣＡＣＡＴＧＧＣＣＴＣＣＡＡＧＧＡＧＴ

Ｒｅｖ：ＧＴＧＴＡＣＡＴＧＧＣＡＡＣＴＧＴＧＡＧＧ
ｍｉＲ⁃２１８⁃５ｐ Ｆｏｒ：ＣＧＡＧＴＧＣＡＴＴＴＧＴＧＣＴＴＧＡＴＣＴ

Ｒｅｖ：ＴＡＡＴＧＧＴＣＧＡＡＣＧＣＣＴＡＡＣＧＴ
Ｕ６ Ｆｏｒ：ＣＴＣＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡＴＡＴ

Ｒｅｖ：ＴＧＧＡＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧ

１． ２． ３　 ＣＣＫ⁃８ 检测细胞增殖能力　 取对数生长期

ＭＨ７Ａ 细胞，调整细胞浓度为 ２ × １０４ 个 ／ ｍｌ，以 １００
μｌ ／孔接种于 ９６ 孔板中，放入培养箱中 ２４ ｈ，按照上

述方法使用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ 进行不同分组细胞

转染，培养 ６ ｈ 后更换新鲜培养基继续孵育 ２４、４８、
７２ ｈ。 在各个时间点提前 ４ ｈ 每孔加入 １０ μｌ ＣＣＫ⁃８
工作液，置于培养箱 ４ ｈ 后采用酶标仪测定 ４５０ ｎｍ
处的吸光度（ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ， ＯＤ）值，以 ＯＤ 值来评

判不同分组的细胞增殖情况。
１． ２． ４ 　 ＥＬＩＳＡ 检测 　 收集转染后不同分组的

ＭＨ７Ａ 细胞上清液，根据 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６ 和 ＩＬ⁃１β 试剂

盒说明书分别检测上清液中 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６ 和 ＩＬ⁃１β
水平。
１． ２． ５　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 检测细胞迁移、侵袭能力　 消化转

染后的 ＭＨ７Ａ 细胞，用基础培养基调整细胞浓度为

２. ５ × １０５ 个 ／ ｍｌ，以 １００ μｌ ／孔接种于上室中，下室加

入 ７００ μｌ 含 １０％ ＦＢＳ 的完全培养基。 置于培养箱

中 ２４ ｈ。 弃培养基，取出小室用 ＰＢＳ 清洗 １ 次，加
入固定液固定 １５ ｍｉｎ，再用结晶紫染色 １５ ｍｉｎ，擦除

膜上方未穿过的细胞，晾干后使用显微镜观察迁移

细胞情况并拍照记录。 细胞侵袭实验需要提前在上

室中平铺 １ｍｇ ／ ｍｌ 的基质胶，其他实验步骤同上。
１． ２． ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＭＭＰ⁃２ 和 ＭＭＰ⁃９ 蛋白表

达　 消化收集各组细胞，使用 ＲＩＰＡ 缓冲液冰上充

分裂解 ３０ ｍｉｎ，然后以 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ，收
集上清液，再使用 ＢＣＡ 蛋白检测试剂盒检测蛋白质

含量。 取 ２５ μｇ 蛋白经沸水浴变性后，采用 ＳＤＳ⁃
ＰＡＧＥ 分离蛋白， 再将蛋白转移到硝酸纤维素

（ＰＶＤＦ） 膜上，经 ５％ 脱脂奶室温封闭 ２ ｈ，加入

ＭＭＰ⁃２、ＭＭＰ⁃９ 和 ＧＡＰＤＨ 一抗在 ４ ℃下孵育过夜。
去除抗体，经 ＴＢＳＴ 洗涤 ３ 次（５ ｍｉｎ ／次），将膜与辣

根过氧化物酶（ＨＲＰ）偶联的二抗在室温下孵育 １
ｈ，经 ＴＢＳＴ 洗涤 ３ 次后，滴加 ＥＣＬ 显影液显色。 目

的蛋白相对表达量以目的蛋白条带灰度值 ／ ＧＡＰＤＨ
蛋白条带灰度值表示。
１． ２． ７　 荧光素酶报告基因验证 ｍｉＲ⁃２１８⁃５ｐ　 生物

信息学在线软件 ＥＮＣＯＲＩ 预测 ＣＡＳＣ２ 与 ｍｉＲ⁃２１８⁃
５ｐ 靶向结合位点。 设计并合成含 ｍｉＲ⁃２１８⁃５ｐ 结合

位点的 ＣＡＳＣ２ 野生型（Ｗｔ）和突变型（Ｍｕｔ）片段，并
将其插入双荧光素酶报告基因载体，获得含有

ＣＡＳＣ２ Ｗｔ⁃３ ′⁃ＵＴＲ 和 Ｍｕｔ⁃３ ′⁃ＵＴＲ 重组质粒。 使用

Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ 将 ｍｉＲ⁃２１８⁃５ｐ ｍｉｍｉｃ 及其阴性对

照（ｍｉｍｉｃ ＮＣ）与 ＣＡＳＣ２ Ｗｔ⁃３ ′⁃ＵＴＲ 或 Ｍｕｔ⁃３ ′⁃ＵＴＲ
共转染至 ２９３Ｔ 细胞中，４８ ｈ 后收集细胞，按照双荧
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光素酶报告基因检测试剂盒说明书分别检测海肾萤

光素酶活性（ ｒｅｎｉｌｌａ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ，ＲＬＵ）和萤火虫萤光

素酶活性，相对荧光素酶活性 ＝ 萤火虫萤光素酶活

性 ／海肾萤光素酶活性。
１． ３　 统计学处理　 采用 ＳＰＳＳ ２２. ０ 软件对数据进

行分析，所有实验均重复 ３ 次，数据以 �ｘ ± ｓ 表示。
两组间采用 Ｓｔｕｄｅｎｔ′ｓ ｔ 检验进行统计学分析，多组

分析采用单因素方差分析进行检测。 Ｐ ＜ ０. ０５ 为差

异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 ＲＡ 患者滑膜组织中 ＣＡＳＣ２ 和 ｍｉＲ⁃２１８⁃５ｐ
表达水平　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测结果显示，在 ＲＡ 患者滑

膜组织中 ＣＡＳＣ２ 的表达水平低于健康对照者，而
ｍｉＲ⁃２１８⁃５ｐ 表达水平则高于健康对照者，差异性均

有统计学意义（Ｐ ＜ ０. ０５）。 见图 １。

图 １　 ＣＡＳＣ２ 和 ｍｉＲ⁃２１８⁃５ｐ 在 ＲＡ 患者滑膜组织中表达

与健康对照组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５

２． ２　 ＣＡＳＣ２ 是 ｍｉＲ⁃２１８⁃５ｐ 靶基因 　 生物信息学

在线软件 ＥＮＣＯＲＩ 预测显示 ＣＡＳＣ２ 与 ｍｉＲ⁃２１８⁃５ｐ
间存在靶向结合位点（图 ２Ａ）。 实验结果显示，与
ｍｉＲ⁃ＮＣ 组比较，ｍｉＲ⁃２１８⁃５ｐ ｍｉｍｉｃ 可以降低 ＣＡＳＣ２⁃
Ｗｔ 荧光素酶活性（Ｐ ＜ ０. ０５），而对 ＣＡＳＣ２⁃Ｍｕｔ 荧光

素酶活性无影响（图 ２Ｂ）。 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 实验数据（图
３）显示，与 ｂｌａｎｋ 组比较，ＣＡＳＣ２ 组细胞中 ＣＡＳＣ２
表达水平升高（Ｐ ＜ ０. ０５），而 ｍｉＲ⁃２１８⁃５ｐ 表达水平

降低（Ｐ ＜ ０. ０５）。
２． ３　 ＣＡＳＣ２ 过表达对 ＭＨ７Ａ 细胞增殖的影响 　
ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测结果显示，Ｖｅｃｔｏｒ、ＣＡＳＣ２、ＣＡＳＣ２ ＋
ｍｉｍｉｃ⁃ＮＣ、ＣＡＳＣ２ ＋ ｍｉＲ⁃２１８⁃５ｐ ｍｉｍｉｃ 组 细 胞 中

ｍｉＲ⁃２１８⁃５ｐ 相对表达量分别为 （ １. ０１ ± ０. ０７ ）、
（０. １６ ± ０. １３）、（０. １７ ± ０. １１）和（０. ７７ ± ０. ０８），差
异有统计学意义 （Ｐ ＜ ０. ０５）。 与 Ｖｅｃｔｏｒ 组比较，
ＣＡＳＣ２ 组细胞中 ｍｉＲ⁃２１８⁃５ｐ 表达水平降低 （Ｐ ＜

０. ０５）；与 ＣＡＳＣ２ 组比较，ＣＡＳＣ２ ＋ ｍｉＲ⁃２１８⁃５ｐ ｍｉｍ⁃
ｉｃ 组细胞中 ｍｉＲ⁃２１８⁃５ｐ 表达水平升高（Ｐ ＜ ０. ０５），
而 ＣＡＳＣ２ ＋ ｍｉｍｉｃ⁃ＮＣ 组差异无统计学意义。 ＣＣＫ⁃
８ 结果（如表 ２）显示，在 ２４、４８、７２ ｈ 时间点，与 Ｖｅｃ⁃
ｔｏｒ 组比较，ＣＡＳＣ２ 组细胞增值率降低（Ｐ ＜ ０. ０５）；
与 ＣＡＳＣ２ 组比较，ＣＡＳＣ２ ＋ ｍｉＲ⁃２１８⁃５ｐ ｍｉｍｉｃ 组细

胞增值率升高（Ｐ ＜ ０. ０５），而 ＣＡＳＣ２ ＋ ｍｉｍｉｃ⁃ＮＣ 组

差异无统计学意义。

图 ２　 ＣＡＳＣ２ 与 ｍｉＲ⁃２１８⁃５ｐ 在 ＭＨ７Ａ 细胞系中的调控关系

　 　 Ａ：ＣＡＳＣ２ 序列中含有与 ｍｉＲ⁃２１８⁃５ｐ 互补的核苷酸序列；Ｂ：双
荧光素酶报告基因实验；与 ｍｉＲ⁃ＮＣ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５

图 ３　 各组细胞中 ＣＡＳＣ２ 和 ｍｉＲ⁃２１８⁃５ｐ 表达水平

与 ｂｌａｎｋ 组或 Ｖｅｃｔｏｒ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５

表 ２　 ＣＡＳＣ２ 过表达对 ＭＨ７Ａ 细胞增殖影响（ｎ ＝ ３，�ｘ ± ｓ）

组别 ２４ ｈ ４８ ｈ ７２ ｈ
Ｖｅｃｔｏｒ ０． ７７ ± ０． ０６ １． １２ ± ０． ０３ １． ４２ ± ０． ０３
ＣＡＳＣ２ ０． ４１ ± ０． ０２∗ ０． ７１ ± ０． ０５∗ ０． ９２ ± ０． ０５∗

ＣＡＳＣ２ ＋ ｍｉｍｉｃ⁃ＮＣ ０． ４３ ± ０． ０４ ０． ７１ ± ０． ０８ ０． ９３ ± ０． ０９
ＣＡＳＣ２ ＋ ｍｉＲ⁃２１８⁃５ｐ ｍｉｍｉｃ ０． ７０ ± ０． ０３＃ １． ００ ± ０． ０４＃ １． ２５ ± ０． ０３＃

Ｆ 值 ６０． ０８１ ４２． ２１１ ５５． １４２

　 　 与 Ｖｅｃｔｏｒ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５；与 ＣＡＳＣ２ 组或 ＣＡＳＣ２ ＋ ｍｉｍｉｃ⁃ＮＣ
组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５
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２． ４　 ＣＡＳＣ２ 过表达对 ＭＨ７Ａ 细胞炎症因子分泌

的影响　 ＥＬＩＳＡ 结果（表 ３）显示，与 Ｖｅｃｔｏｒ 组比较，
ＣＡＳＣ２ 组炎症因子 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃６ 水平降低

（Ｐ ＜ ０. ０５）；与 ＣＡＳＣ２ 组比较，ＣＡＳＣ２ ＋ ｍｉＲ⁃２１８⁃５ｐ
ｍｉｍｉｃ 组炎症因子水平 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃６ 升高

（Ｐ ＜ ０. ０５），而 ＣＡＳＣ２ ＋ ｍｉｍｉｃ⁃ＮＣ 组差异无统计学

意义。

表 ３　 ＣＡＳＣ２ 过表达对 ＭＨ７Ａ 炎症反应的影响（ｎ ＝ ３，ｐｇ ／ ｍｌ）

组别 ＴＮＦ⁃α ＩＬ⁃１β ＩＬ⁃６
Ｖｅｃｔｏｒ ２５． ４１ ± ３． １２ １０． ８７ ± ３． ２２ ５０． ４３ ± ２． ２７
ＣＡＳＣ２ １５． ４３ ± ４． １１∗ ５． ２５ ± ２． １９∗ ３０． ５８ ± ５． ８８∗

ＣＡＳＣ２ ＋ ｍｉｍｉｃ⁃ＮＣ １４． ５８ ± ２． ２５ ５． １７ ± ３． ５８ ３１． ５７ ± ４． ５９
ＣＡＳＣ２ ＋ ｍｉＲ⁃２１８⁃５ｐ ｍｉｍｉｃ ２０． ５８ ± ５． ７８＃ ９． １５ ± １． ８３＃ ４５． １１ ± ２． １７＃

Ｆ 值 ４． ６５３ ３． １２５ １７． ９３９

　 　 与 Ｖｅｃｔｏｒ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５；与 ＣＡＳＣ２ 组或 ＣＡＳＣ２ ＋ ｍｉｍｉｃ⁃ＮＣ
组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５

２． ５　 ＣＡＳＣ２ 过表达对 ＭＨ７Ａ 细胞迁移和侵袭的

影响　 如图 ４ 所示，与 Ｖｅｃｔｏｒ 组比较，ＣＡＳＣ２ 组细

胞迁移与侵袭数量明显减少（Ｐ ＜ ０. ０５）；与 ＣＡＳＣ２
组比较，ＣＡＳＣ２ ＋ ｍｉＲ⁃２１８⁃５ｐ ｍｉｍｉｃ 组细胞迁移与

侵袭数量明显增加（Ｐ ＜ ０. ０５），而 ＣＡＳＣ２ ＋ ｍｉｍｉｃ⁃
ＮＣ 组差异无统计学意义。

２． ６ 　 ＣＡＳＣ２ 过表达对 ＭＨ７Ａ 细胞 ＭＭＰ⁃２ 和

ＭＭＰ⁃９ 蛋白表达水平的影响 　 如图 ５ 所示，与

Ｖｅｃｔｏｒ 组比较，ＣＡＳＣ２ 组细胞 ＭＭＰ⁃２ 和 ＭＭＰ⁃９ 蛋

白表达水平明显降低（Ｐ ＜ ０. ０５）；与 ＣＡＳＣ２ 组比

较，ＣＡＳＣ２ ＋ ｍｉＲ⁃２１８⁃５ｐ ｍｉｍｉｃ 组 ＭＭＰ⁃２ 和 ＭＭＰ⁃９
蛋白表达水平明显增加（Ｐ ＜ ０. ０５），而 ＣＡＳＣ２ ＋
ｍｉｍｉｃ⁃ＮＣ 组差异无统计学意义。

３　 讨论

　 　 ＲＡ 是一种侵袭性、慢性自身免疫性疾病。 ＲＡ
滑膜成纤维细胞的异常激活是 ＲＡ 发生和发展的关

键因素，并且 ＲＡ 滑膜成纤维细胞在一定炎性环境

下会表现出类似肿瘤细胞的特性［７］。 ＲＡ 滑膜成纤

维细胞能分泌许多炎症因子、促血管生成的细胞因

子和生长因子，促进炎症发生和血管增生［８］，最终

导致关节损坏。 因此，探究 ＲＡ 发生的分子机制，寻
找可行的分子靶点对 ＲＡ 的治疗非常重要。
　 　 已有研究［９］证实：ｌｎｃＲＮＡ 可作为 ＲＡ 的生物学

标志物，参与 ＲＡ 滑膜成纤维细胞增殖、炎症反应、
迁移和侵袭等过程。 ＣＡＳＣ２ 在多种肿瘤发生发展

的过程中扮演着抑癌基因的角色，例如 Ｌｉ ｅｔ ａｌ［１０］研
究发现促进 ＣＡＳＣ２ 表达可以抑制胃癌细胞的增殖、

图 ４　 ＣＡＳＣ２ 过表达对 ＭＨ７Ａ 细胞迁移与侵袭的影响 × ２００

与 Ｖｅｃｔｏｒ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５；与 ＣＡＳＣ２ 组或 ＣＡＳＣ２ ＋ ｍｉｍｉｃ⁃ＮＣ 组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５
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图 ５　 ＣＡＳＣ２ 过表达对 ＭＨ７Ａ 细胞 ＭＭＰ⁃２
和 ＭＭＰ⁃９ 蛋白表达的影响

　 　 ａ：Ｖｅｃｔｏｒ 组；ｂ：ＣＡＳＣ２ 组；ｃ：ＣＡＳＣ２ ＋ ｍｉｍｉｃ⁃ＮＣ 组；ｄ：ＣＡＳＣ２ ＋
ｍｉＲ⁃２１８⁃５ｐ ｍｉｍｉｃ 组；与 Ｖｅｃｔｏｒ 组比较：∗ Ｐ ＜ ０. ０５；与 ＣＡＳＣ２ 组或

ＣＡＳＣ２ ＋ ｍｉｍｉｃ⁃ＮＣ 组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５

迁移和侵袭。 刘露 等［１１］研究报道 ＣＡＳＣ２ 在神经胶

质瘤细胞中过表达后可以抑制肿瘤发展。 而关于

ＣＡＳＣ２ 在 ＲＡ 中的功能和作用机制的报道有限，并
且其在滑膜组织中的表达情况尚未可知。 Ｌｉｕ ｅｔ
ａｌ［７］研究显示 ＣＡＳＣ２ 在 ＲＡ 患者血浆中表达下调，
且过表达 ＣＡＳＣ２ 可促进人 ＲＡ 滑膜成纤维细胞凋

亡，其机制可能与下调 ＩＬ⁃１７ 水平相关。 Ｓｕｎ ｅｔ
ａｌ［１２］研究称，ＣＡＳＣ２ 在 ＯＡ 患者软骨细胞中表达下

调，其过表达可促进 ＬＰＳ 暴露下软骨细胞的凋亡。
由此可见，ＣＡＳＣ２ 可能是治疗 ＲＡ 的潜在靶点。 本

研究显示 ＲＡ 患者滑膜组织中 ＣＡＳＣ２ 的低表达。
实验结果显示，过表达 ＣＡＳＣ２ 可以抑制 ＭＨ７Ａ 细胞

的增殖能力，降低炎症因子水平，减弱细胞迁移及侵

袭能力，下调 ＭＭＰ⁃２ 和 ＭＭＰ⁃９ 蛋白表达水平，可见

ＣＡＳＣ２ 可以作为治疗 ＲＡ 的潜在靶标。
　 　 ｍｉＲ⁃２１８⁃５ｐ 在多种肿瘤中发挥着抑癌的作用，
例如 Ｙａｎｇ ｅｔ ａｌ［１３］ 研究表明，ｍｉＲ⁃２１８⁃５ｐ 通过靶向

ＳＨＭＴ１ 抑制肺腺癌的进展。 也有研究［１４］ 发现 ｍｉＲ⁃
２１８⁃５ｐ 会导致癌症症状加剧，ｍｉＲ⁃２１８⁃５ｐ 在肺鳞状

细胞癌组织和细胞中低表达，使肌动蛋白、胞外基质

蛋白表达量增加，促进癌细胞的迁移与侵袭。 目前，
关于 ｍｉＲ⁃２１８⁃５ｐ 在 ＲＡ 中作用机制的报道不多，
Ｃｈｅｎ ｅｔ ａｌ［１５］ 研究发现 ｍｉＲ⁃２１８⁃５ｐ 在 ＲＡ 患者关节

滑膜组织高表达，沉默其表达可抑制 ＲＡ 滑膜成纤

维细胞的增殖。 本研究显示在 ＲＡ 患者滑膜组织中

ｍｉＲ⁃２１８⁃５ｐ 高表达，降低其表达可以抑制 ＲＡ 滑膜

成纤维细胞 ＭＨ７Ａ 的增殖活性，降低炎症因子水

平，减弱细胞迁移及侵袭能力，下调 ＭＭＰ⁃２ 和 ＭＭＰ⁃
９ 蛋白表达水平。 除此之外，本研究通过双荧光素

酶报告证实 ＣＡＳＣ２ 与 ｍｉＲ⁃２１８⁃５ｐ 之间存在靶向调

控关系，ｍｉＲ⁃２１８⁃５ｐ 过表达可逆转 ＣＡＳＣ２ 过表达对

ＲＡ 滑膜成纤维细胞 ＭＨ７Ａ 的增殖、炎症反应、迁移

与侵袭的抑制作用。 这一研究结果表明，ＣＡＳＣ２ 靶

向 ｍｉＲ⁃２１８⁃５ｐ 影响细胞 ＭＨ７Ａ 的增殖、炎症反应、
迁移与侵袭。
　 　 综上所述，ＣＡＳＣ２ 在 ＲＡ 患者滑膜组织中低表

达，促进其表达可抑制 ＲＡ 滑膜成纤维细胞炎症反

应及迁移与侵袭能力，其作用机制可能与靶向负调

节 ｍｉＲ⁃２１８⁃５ｐ 表达相关。 这些发现可以为 ＲＡ 的

靶向治疗提供参考靶点。
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