
网络出版时间：２０２４ － １０ － ２１ １２：０６：０７　 网络出版地址：ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｌｉｎｋ． ｃｎｋｉ． ｎｅｔ ／ ｕｒｌｉｄ ／ ３４． １０６５． Ｒ． ２０２４１０１８． ０９４０． ０１８

来氟米特调控 ＨＩＦ⁃１α信号通路
对类风湿关节炎滑膜细胞自噬的影响
兰维娅１，马武开２，姚血明２，蒋　 总１，熊　 浪１，杨淑芬２，唐　 芳２

（ １ 贵州中医药大学第二临床医学院，贵阳　 ５５００２５；
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摘要　 目的　 探讨来氟米特（ＬＥＦ）调控低氧诱导因子⁃１α（ＨＩＦ⁃１α）信号通路，对类风湿关节炎（ＲＡ）滑膜细胞相关自噬基因

表达的影响。 方法　 取 ３ 代 ＲＡ 滑膜细胞，分为空白对照组、ＬＥＦ 组、雷公藤多苷组，空白对照组加入等体积 ＤＭＥＭ 培养液，药
物组分别加入 ＬＥＦ（浓度 ０. ２ ｍｇ ／ ｍｌ）、雷公藤多苷（浓度 ０. ０３ ｍｇ ／ ｍｌ），干预 ４８ ｈ 后，采用流式细胞术检测滑膜细胞增殖及凋

亡；酶联免疫吸附法（ＥＬＩＳＡ）检测白细胞介素（ＩＬ）⁃１β、肿瘤坏死因子⁃α（ＴＮＦ⁃α）、血管生成素样蛋白（ＡＮＧＰＴＬ⁃４）、血管内皮

生长因子（ＶＥＧＦ）的表达，ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 ＨＩＦ⁃１α ｍＲＮＡ 表达；Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＨＩＦ⁃１α、Ｂｅｃｌｉｎ⁃１、ＢＣＬ２ 相互作用蛋白 ３ 样

（ＢＮＩＰ３）蛋白表达。 结果　 与雷公藤多苷组比较，ＬＥＦ 组滑膜细胞上清液 ＩＬ⁃１α、ＴＮＦ⁃α、ＡＮＧＰＴＬ⁃４、ＶＥＧＦ 的表达降低；与空

白对照组比较，ＬＥＦ 组、雷公藤多苷组的滑膜细胞 ＨＩＦ⁃１α ｍＲＮＡ 表达均降低，ＬＥＦ 组作用最明显；与空白对照组比较，ＬＥＦ 组、
雷公藤多苷组的滑膜细胞 ＨＩＦ⁃１α、Ｂｅｃｌｉｎ⁃１、ＢＮＩＰ３ 蛋白表达均降低，ＬＥＦ 组作用最明显。 结论　 ＬＥＦ 能抑制 ＲＡ 滑膜细胞炎

症因子表达，抑制 ＨＩＦ⁃１α 信号通路，并抑制自噬相关基因 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１、ＢＮＩＰ３ 的表达，改善滑膜炎症的病理状态。
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　 　 类风湿关节炎（ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＲＡ）属于全

身免疫性疾病，其病理改变为滑膜炎、血管翳［１］。
在中国， ＲＡ 患者病程分别为 ５ ～ １０ 年致残率

４３. ５％ ，１０ ～ １５ 年致残率 ４８. １％ ，≥１５ 年致残率

６１. ３％ ［２］，给患者个人和家庭甚至是社会都带来了
巨大的经济负担［３］。 ＲＡ 发病机制目前仍不明确。
根据文献报道［４ － ５］，低氧诱导因子⁃１α （ ｈｙｐｏｘｉａ⁃ｉｎ⁃
ｄｕｃｉｂｌｅ ｆａｃｔｏｒ⁃１α，ＨＩＦ⁃１α）在 ＲＡ 患者关节滑膜细胞

中呈高表达，并通过细胞自噬继而调节滑膜炎症、细
胞侵袭及增殖等过程。 低氧是自噬蛋白 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 高

表达的主要因素，ＨＩＦ⁃１α 可以直接靶向调控 Ｂｅｃ⁃
ｌｉｎ１ 的表达［６］。 在低氧状态下，ＨＩＦ⁃１α 活化，进而

调控 ＢＣＬ２ 相互作用蛋白 ３ 样（ＢＣＬ２ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ ｐｒｏ⁃
ｔｅｉｎ ３ ｌｉｋｅ，ＢＮＩＰ３），引起 Ｂｅｃｌｉｎ１ 解离，游离的 Ｂｅｃ⁃

ｌｉｎ１ 被 ＵＮＣ⁃５１ 样激酶 １ （ ＵＮＣ⁃５１⁃ｌｉｋｅ ｋｉｎａｓｅ １，
ＵＬＫ）磷酸化，通过激活的自噬成核结构（称为隔离

膜）表面的液泡蛋白分选 ３４（ｖａｃｕｏｌａｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｏｒｔｉｎｇ
３４，ＶＰＳ３４）生成磷脂酰肌醇 ３⁃磷酸（ ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉ⁃
ｎｏｓｉｔｏｌ ３⁃ｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ＰＩ３Ｐ） ［７］。 据此可推断：ＲＡ 滑膜

细胞低氧可能是通过 ＨＩＦ⁃１α 信号通路诱导自噬缓

解滑膜炎症的可能机制。
大量文献［８ － ９］研究表明 ＬＥＦ 对 ＲＡ 的治疗有良

好疗效。 课题组前期研究表明 ＲＡ 患者滑膜细胞中

自噬基因 Ｂｅｃｌｉｎ１、微管相关蛋白 １Ａ ／ １Ｂ⁃轻链 ３（ｍｉ⁃
ｃｒｏｔｕｂｕｌｅ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ １ ｌｉｇｈｔ ｃｈａｉｎ ３，ＬＣ３）、抗
胸腺细胞球蛋白（ ａｎｔｉ⁃ｔｈｙｍｏｃｙｔｅ ｇｌｏｂｕｌｉｎ，Ａｔｇ）的表

达明显升高［１０］，因此推测，ＨＩＦ⁃１α 信号及其介导的

自噬相关基因是 ＲＡ 关节滑膜炎症发生、发展的影

响因素。 因此，该课组在前期研究基础上，提出 ＬＥＦ
可能通过调控 ＨＩＦ⁃１α 介导细胞自噬活性从而抑制

ＲＡ 关节滑膜炎，可能为 ＲＡ 的治疗用药取得突破。

１　 材料与方法

１． １　 ＲＡ 滑膜组织来源　 ＲＡ 滑膜取自贵州中医药

大学第二附属医院风湿免疫科行膝关节关节镜治疗

术的 ＲＡ 患者。 纳入标准：符合 １９８７ 年美国风湿病
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学会（Ａｍｅｒｉｃａｎ ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ ｒｈｅｕｍａｔｏｌｏｇｙ，ＡＣＲ）分类标

准或 ２０１０ 年 ＡＣＲ ／欧洲抗风湿病联盟（ｔｈｅ Ｅｕｒｏｐｅａｎ
ｌｅａｇｕｅ ａｇａｉｎｓｔ ｒｈｅｕｍａｔｉｓｍ，ＥＵＬＡＲ）分类标准，年龄

１８ ～ ６５ 岁，同意签署知情同意书。 排除标准：伴有

严重感染性疾病（如结核）、肿瘤（如淋巴瘤、骨肉瘤

等）或 ＲＡ 以外的风湿病（如系统性红斑狼疮及严

重的骨关节炎等），术前 ２ 个月未使用抗风湿药治

疗者。 术中取得新鲜滑膜组织，立即放入含 ＤＭＥＭ
完全培养基，带到无菌室超净工作台操作。
１． ２　 药物与试剂　 ＬＥＦ 片（规格：３０ 片 ／瓶，厦门市

力品药业厦门股份有限公司，批号：２２０１０１）。 雷公

藤多苷片（规格：１００ 片 ／瓶，贵州省汉方制药有限公

司，批号：１４５９００１）。 白细胞介素（ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ，ＩＬ）⁃１
ＥＬＩＳＡ 试剂盒、肿瘤坏死因子⁃α（ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃ⁃
ｔｏｒ，ＴＮＦ⁃α） ＥＬＩＳＡ 试剂盒均购自武汉华美生物工

程有限公司，血管生成素样蛋白⁃４（ ａｎｇｉｏｐｏｉｅｔｉｎ⁃ｌｉｋｅ
ｐｒｏｔｅｉｎ⁃４， ＡＮＧＰＴＬ⁃４ ） ＥＬＩＳＡ 试 剂 盒、 生 长 因 子

ＥＬＩＳＡ 试剂盒均购自上海生工生物工程股份有限公

司，ＴＩＡＮＳｃｒｉｐｔＲＴ ＫＩＴ 购自北京天根生物科技有限公

司，荧光定量 ＰＣＲ 试剂盒购自苏州莫纳生物公司，
ＲＩＰＡ 裂解液购自北京索来宝公司，ＥＣＬ 发光试剂盒

购自北京中杉金桥公司，ＡＮＮＥＸＩＮ Ｖ⁃ＦＩＴＣ ／ ＰＩ 凋亡

检测试剂盒（货号：ＡＰ１０１）购自杭州联科生物公司。
１． ３　 细胞培养与分组　 在无菌条件下，分离 ＲＡ 滑

膜组织，清洗，剪块，胰酶消化，离心，弃上清液，将细

胞悬于 １０％ 的胎牛血清，置于 ３７ ℃，５％ ＣＯ２ 条件

下培养 ２４ ｈ 后，更换培养液，传代，到第 ３ ～ ５ 代，经
Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 免疫细胞化学染色鉴定阳性（胞质大量棕

黄色颗粒），流式细胞术检测 ＣＤ５５ ＋ 阳性率达到

９８％ ，视为合格的细胞用于实验。 将培养的滑膜细

胞随机分为 ３ 组，具体为：正常对照组、ＬＥＦ 组、雷公

藤多苷组。
１． ４　 指标检测方法

１． ４． １　 流式细胞术检测药物对滑膜细胞的影响　
取 ３ ～ ５ 代 ＲＡ 滑膜细胞离心后，接种至 ９６ 孔板，空
白对照组加入等体积培养液，ＬＥＦ 组、雷公藤多苷分

别加入 ０. ２ ｍｇ ／ ｍｌ ＬＥＦ、０. ０３ ｍｇ ／ ｍｌ 雷公藤多苷干

预 ４８ ｈ 后，使用流式细胞仪检测细胞周期及凋亡情

况。
１． ４． ２　 ＥＬＩＳＡ 法检测滑膜细胞上清液 ＩＬ⁃１α、ＴＮＦ⁃
α、ＡＮＧＰＴＬ⁃４、ＶＥＧＦ 的表达　 按照 ＥＬＩＳＡ 试剂盒说

明书进行操作，加入标准品和待测样品，设置阴性对

照，温育，洗板，加酶，反应，显色，读吸光度（ ｏｐｔｉｃａｌ
ｄｅｎｓｉｔｙ，ＯＤ）值，在标准曲线查出相应的 ＩＬ⁃１α、ＴＮＦ⁃

α、ＡＮＧＰＴＬ⁃４、ＶＥＧＦ 的浓度。
１． ４． ３　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 法检测 ＲＡ 滑膜细胞 ＨＩＦ⁃１α ｍＲ⁃
ＮＡ 表达　 提取 ＲＡ 滑膜细胞总 ＲＮＡ，酶标仪检测

ＲＮＡ 纯度、浓度及完整性。 进行逆转录和扩增。 用

凝胶成像系统测定目的基因及内参标准灰度值。
ＨＩＦ⁃１α 上游引物 ５′⁃ＧＡＡＣＧＴＣＧＡＡＡＡＧＡＡＡＡＧＴＣ⁃
ＴＣＧ⁃３′，下游引物 ５′⁃ＣＣＴＴＡＴＣＡＡＧＡＴＧＣＧＡＡＣＴＣＡ⁃
ＣＡ⁃３′，引物长度 １２４ ｂｐ。 β⁃ａｃｔｉｎ 上游引物 ５′⁃ＣＡＴ⁃
ＧＴＡＣＧＴＴＧＣＴＡＴＣＣＡＧＧＣ⁃３′，下游引物 ５′⁃ＣＴＣＣＴ⁃
ＴＡＡＴＧＴＣＡＣＧＣＡＣＧＡＴ⁃３′，引物长度 ２５０ ｂｐ。
１． ４． ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测滑膜细胞　 ＨＩＦ⁃１α、Ｂｅ⁃
ｃｌｉｎ⁃１、ＢＮＩＰ３ 蛋白表达 将各组 ＲＡ 滑膜细胞低温匀

浆后加蛋白裂解液，置冰上，离心，取上清液。 用

Ｂｒａｄｆｏｒｄ 法对上清液进行蛋白定量，跑电泳，封闭一

抗、二抗，洗膜，用图像分析测定各带 ＯＤ 值作定量

分析。
１． ５　 统计学处理　 采用 ＳＰＳＳ ２３. ０ 软件分析，每组

实验至少重复 ３ 次，计量资料以 �ｘ ± ｓ 表示，不同组

间比较是否存在统计学差异采用 ｔ 检验和方差分

析，以 Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 流式细胞术检测药物对滑膜细胞凋亡的影响

　 空白对照组滑膜细胞的凋亡较少，其凋亡率为

（３. ８１ ± １. ５８）％ ；与空白对照组比较，ＬＥＦ 组、雷公

藤多苷组干预滑膜细胞 ４８ ｈ 后，其凋亡率均升高，
凋亡率分别为（８. ９０ ± ０. ６１）％ 、（５. ０１ ± １. ９４）％ ，
差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０. ０１）；与雷公藤多苷组比

较，ＬＥＦ 组干预滑膜细胞 ４８ ｈ 后细胞凋亡率明显升

高，差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０. ０１）。 见图 １。
２． ２　 ＥＬＩＳＡ 检测滑膜细胞上清液 ＩＬ⁃１β、ＴＮＦ⁃α、
ＡＮＧＰＴＬ⁃４、ＶＥＧＦ 的表达水平 　 与空白对照组比

较，ＬＥＦ 组及雷公藤多苷组 ＩＬ⁃１β、ＴＮＦ⁃α、ＡＮＧＰＴＬ⁃
４、ＶＥＧＦ 表达量均显著升高（Ｐ ＜ ０. ０１）；与雷公藤多

苷组比较，ＬＥＦ 组 ＩＬ⁃１β、ＴＮＦ⁃α、ＡＮＧＰＴＬ⁃４、ＶＥＧＦ
表达量均降低（Ｐ ＜ ０. ０１）。 见表 １。
２． ３　 ＬＥＦ 对 ＲＡ 滑膜细胞 ＨＩＦ⁃１α ｍＲＮＡ 表达的

影响　 与空白对照组比较，ＬＥＦ 组、雷公藤多苷组的

滑膜细胞 ＨＩＦ⁃１α ｍＲＮＡ 表达均降低（Ｐ ＜ ０. ０１）。
与雷公藤多苷组比较，ＬＥＦ 组的滑膜细胞 ＨＩＦ⁃１α
ｍＲＮＡ 表达明显降低（Ｐ ＜ ０. ０１）。 见图 ２。
２． ４ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＨＩＦ⁃１α、Ｂｅｃｌｉｎ⁃１、ＢＮＩＰ３
蛋白表达　 与空白对照组比较，ＬＥＦ 组、雷公藤多苷

组的滑膜细胞 ＨＩＦ⁃１α、Ｂｅｃｌｉｎ⁃１、ＢＮＩＰ３ 蛋白表达均
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图 １　 各组作用滑膜细胞 ４８ ｈ 后凋亡的影响

Ｆｉｇ． １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｎ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｓｙｎｏｖｉａｌ ｃｅｌｌｓ ａｆｔｅｒ ４８ ｈｏｕｒｓ
Ａ － Ｃ：ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，ＬＥＦ ｇｒｏｕｐ，ｔｒｉｐｔｅｒｙｇｉｕｍ ｇｌｙｃｏｓｉｄｅｓ ｇｒｏｕｐ．

表 １　 各组滑膜细胞上清液中 ＩＬ⁃１β、ＴＮＦ⁃α、ＡＮＧＰＴＬ⁃４、ＶＥＧＦ 比较（�ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ６）
Ｔａｂ． １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＩＬ⁃１β， ＴＮＦ⁃α， ＡＮＧＰＴＬ⁃４ ａｎｄ ＶＥＧＦ ｉｎ ｓｙｎｏｖｉａｌ ｃｅｌｌ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ（�ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ６）

Ｇｒｏｕｐ ＩＬ⁃１β ＴＮＦ⁃α ＡＮＧＰＴＬ⁃４ ＶＥＧＦ
ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ ８９． ２３ ± ２３． ７４ １０． ９２ ± ２． ４１ ２６７． ６３ ± ５４． ３６ ３６． ７０ ± １１． ５７
ＬＥＦ １２４． ７１ ± ７４． ０９∗∗＃ ３７． ６５ ± ４． １６∗∗＃ ３９１． ０５ ± ４０． ０３∗∗＃ ５２． １３ ± ２５． ９２∗∗＃

ｔｒｉｐｔｅｒｙｇｉｕｍ ｇｌｙｃｏｓｉｄｅｓ ３５９． ４６ ± ３８． ８５∗∗ ５０． ３８ ± ８． ９１∗∗ ６０３． ８６ ± ２１． ７３∗∗ ８９． ５４ ± ２６． ８３∗∗

　 　 ∗∗Ｐ ＜ ０. ０１ ｖｓ ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； ＃Ｐ ＜ ０. ０１ ｖｓ ｔｒｉｐｔｅｒｙｇｉｕｍ ｇｌｙｃｏｓｉｄｅｓ ｇｒｏｕｐ．

图 ２　 ＨＩＦ⁃１α ｍＲＮＡ 表达

Ｆｉｇ． ２　 ＨＩＦ⁃１α ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ａ： ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； ｂ： ＬＥＦ ｇｒｏｕｐ； ｃ： ｔｒｉｐｔｅｒｙｇｉｕｍ ｇｌｙｃｏｓｉｄｅｓ

ｇｒｏｕｐ； ∗∗Ｐ ＜ ０. ０１ ｖｓ ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； ＃Ｐ ＜ ０. ０５ ｖｓ ｔｒｉｐｔｅｒｙｇｉｕｍ
ｇｌｙｃｏｓｉｄｅｓ ｇｒｏｕｐ．

降低（Ｐ ＜ ０. ０５）。 与雷公藤多苷组比较，ＬＥＦ 组的

滑膜细胞 ＨＩＦ⁃１α、Ｂｅｃｌｉｎ⁃１、ＢＮＩＰ３ 表达明显降低

（Ｐ ＜ ０. ０５）。 见图 ３、４。

３　 讨论

　 　 ＲＡ 患者关节内存在低氧微环境，这是 ＲＡ 的重

要特点之一，滑膜组织因高代谢需求和快速增生导

致关节内出现低氧状态。 Ｄａｉ ｅｔ ａｌ［１１］ 研究表明，体
内细胞在低氧环境中会启动一种叫做细胞低氧反应

图 ３　 各组滑膜组织中 ＨＩＦ⁃１α、Ｂｅｃｌｉｎ⁃１、ＢＮＩＰ３ 蛋白条带图

Ｆｉｇ． ３　 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｂａｎｄｓ ｏｆ ＨＩＦ⁃１α， Ｂｅｃｌｉｎ⁃１， ａｎｄ
ＢＮＩＰ３ ｉｎ ｓｙｎｏｖｉａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

ａ： ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； ｂ： ＬＥＦ ｇｒｏｕｐ； ｃ： ｔｒｉｐｔｅｒｙｇｉｕｍ ｇｌｙｃｏｓｉｄｅｓ
ｇｒｏｕｐ．

的生理机制，而其中的核心调节因子是 ＨＩＦ⁃１α。 在

ＲＡ 患者的滑膜组织中，ＨＩＦ⁃１α 的表达水平往往较

高，这与病变组织中的血管数量和炎症细胞浸润呈

正相关。 因此，在低氧环境下，ＨＩＦ⁃１α 在类风湿关

节炎（ＲＡ）滑膜细胞中扮演重要角色，既能促进炎症

细胞的浸润和炎症因子的产生，又能加剧局部炎症

免疫反应。 ＨＩＦ⁃１α 是低氧条件下调节细胞存活的

主要因素，而 ＢＮＩＰ３ 则是 ＨＩＦ⁃１α 下游的重要调节

基因［１２］。 低氧环境可以导致细胞自噬的激活，而这

一过程主要是通过 ＨＩＦ⁃１α 和 ＢＮＩＰ３ 实现的。 在低

氧 状态下，活化的 ＨＩＦ⁃１α 上调 ＢＮＩＰ３ 基因，导致
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图 ４　 各组滑膜组织中 ＨＩＦ⁃１α、Ｂｅｃｌｉｎ⁃１、ＢＮＩＰ３ 蛋白表达

Ｆｉｇ． ４　 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｂａｎｄｓ ｏｆ ＨＩＦ⁃１α， Ｂｅｃｌｉｎ⁃１， ａｎｄ ＢＮＩＰ３ ｉｎ ｓｙｎｏｖｉａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

ａ：ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ；ｂ：ＬＥＦ ｇｒｏｕｐ；ｃ：ｔｒｉｐｔｅｒｙｇｉｕｍ ｇｌｙｃｏｓｉｄｅｓ ｇｒｏｕｐ； ∗Ｐ ＜ ０. ０５ ｖｓ ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； ＃Ｐ ＜ ０. ０５ ｖｓ ｔｒｉｐｔｅｒｙｇｉｕｍ ｇｌｙｃｏｓｉｄｅｓ
ｇｒｏｕｐ．

Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 解离，随后游离的 Ｂｅｃｌｉｎ⁃１ 可被磷酸化的

ＵＬＫ 激活，从而启动自噬过程［７］。 同时 ＨＩＦ⁃１α 与

ＶＥＧＦ、 ＴＮＦ⁃α、 ＡＮＧＰＴＬ⁃４、 ＩＬ⁃１β 等 关 系 密 切。
ＶＥＧＦ 作为一种高度特异性的促血管内皮细胞生长

因子，是 ＨＩＦ⁃１α 关键的下游效应分子［１３］，具有促

炎、抗凋亡等作用。 研究［１４］ 表明，在 ＲＡ 患者的血

清、滑膜组织中存在能够检测到 ＶＥＧＦ 的存在，Ｑｉａｎ
ｅｔ ａｌ ［１５］通过抑制 ＶＥＧＦ 信号通路，ＣＩＡ 小鼠滑膜组

织内增生的滑膜和血管翳能够显著被抑制。 ＡＮ⁃
ＧＰＴＬ４ 是与血管生成素有相似结构的分泌性蛋白，
在 ＲＡ 活动期水平明显上升，该指标参与滑膜炎和

血管翳的病理过程，可作为判断疾病活动与骨侵蚀

的新指标［１６］。
ＬＥＦ 是第一个专门针对 ＲＡ 的改善病程药，能

够有效地控制疾病的进展，在临床应用广泛。 ＬＥＦ
口服吸收后通过转化为活性代谢物 Ａ７７１７２６ 发挥

药理作用，通过抑制二氢乳清酸脱氢酶的活性，阻断

嘧啶从头合成。 正常的淋巴细胞可以通过细胞外嘧

啶合成嘧啶核苷酸，维持正常的生理功能。 而活跃

的淋巴细胞因其分裂增殖的需要，对嘧啶的需求量

是正常细胞的 ８ ～ １６ 倍。 因此，它们主要依赖从头

合成途径来满足这一需求，而 ＬＥＦ 的作用主要针对

这类活跃的淋巴细胞。 该研究结果显示，ＬＥＦ 组抑

制 ＨＩＦ⁃１α 表达，减少下游炎症因子 ＩＬ⁃１β、ＴＮＦ⁃α、
ＡＮＧＰＴＬ⁃４、ＶＥＧＦ 的表达 （Ｐ ＜ ０. ０１），使 ＨＩＦ⁃１α、
Ｂｅｃｌｉｎ⁃１、ＢＮＩＰ３ 蛋白表达均显著降低（Ｐ ＜ ０. ０５），
说明 ＬＥＦ 抑制 ＲＡ 滑膜细胞增生的机制可能与其作

用于 ＨＩＦ⁃１α 信号通路上相关基因有关。
综上所述，该研究表明， ＬＥＦ 能够通过调节

ＨＩＦ⁃１α 信号通路，抑制多种炎症因子 ＩＬ⁃１β、ＴＮＦ⁃
α、ＡＮＧＰＴＬ⁃４、ＶＥＧＦ 的表达，同时下调通路上 ＨＩＦ⁃

１α、Ｂｅｃｌｉｎ⁃１、ＢＮＩＰ３ 的表达水平，最终达到抑制滑膜

细胞增殖、缓解滑膜炎症目的。
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◇预防医学研究◇

基于生物信息学分析筛选
矽肺患者肺泡巨噬细胞中线粒体靶向标志物

程鸿明１，何海兰１，２，王　 袁３，郝小惠１，２，王宏丽１，２，刘和亮１，２，４

（ １ 华北理工大学公共卫生学院，唐山　 ０６３２１０；２ 河北省器官纤维化重点实验室，唐山　 ０６３２１０；
３华北理工大学附属医院，唐山　 ０６３０００；４ 唐山职业技术学院，唐山　 ０６３３００）

摘要　 目的　 筛选矽肺患者肺泡巨噬细胞中线粒体靶向差异基因，探究线粒体稳态在矽肺患者肺泡巨噬细胞中的作用。 方

法　 下载高通量测序数据集 ＧＳＥ１７４７２５，使用 Ｒ 软件以 Ｐ ＜ ０. ０５， ｜ ｌｏｇ２（Ｆｏｌｄ Ｃｈａｎｇｅ） ｜ ＞ １ 筛选差异表达基因，将其与线粒体

基因库 ＭｉｔｏＣａｒｔａ３. ０ 取交集得到线粒体靶向差异表达基因，再开展富集分析得到差异基因参与的生物过程和通路，构建差异

表达基因蛋白质 －蛋白质相互作用网络。 此外，收集矽肺患者对照人群肺泡巨噬细胞，利用 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测差异基因的表达

水平以及利用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 探究线粒体相关因子线粒体融合蛋白⁃１（ＭＦＦＮ１）、视神经萎缩蛋白⁃１（ＯＰＡ１）、动力蛋白相关蛋白⁃
１（ＤＲＰ１）在矽肺患者肺泡巨噬细胞中的表达情况。 结果　 在矽肺患者中共筛选出差异表达基因 ２０４ 个，包括上调差异基因 ６２
个，下调差异基因 １４２ 个，其中线粒体靶向差异表达基因 ２２ 个。 线粒体靶向差异表达基因富集分析显示，其主要富集的细胞

组成包括线粒体膜、内质网膜管侧的组成部分等，主要富集的生物过程包括线粒体电子传递还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸到

泛醌、炎症反应、免疫反应等，主要富集的分子功能包括质子转运腺嘌呤核苷三磷酸合酶活性旋转机制、ＮＡＤＨ 脱氢酶活性、趋
化因子活动等，京都基因与基因组百科全书富集分析主要集中在参与化学致癌 －活性氧、白细胞介素 １７ 信号通路、ｔｏｌｌ 样受体

信号通路、趋化因子信号通路、肿瘤坏死因子信号通路等。 此外，ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 结果显示，矽肺患者中线粒体细胞色素 Ｃ 氧化酶 １、
线粒体细胞色素 Ｃ 氧化酶 ２、线粒体细胞色素 Ｃ 氧化酶 ３、线粒体编码的 ＮＡＤＨ 脱氢酶 １、线粒体编码的 ＮＡＤＨ 脱氢酶 ３、线粒

体编码的 ＮＡＤＨ 脱氢酶 ５、超氧化物歧化酶和线粒体编码的 ＡＴＰ 合酶 ６ 表达下调（Ｐ ＜ ０. ０５），Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 和 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 结果显

示，矽肺患者中 ＭＦＮ１、ＯＰＡ１ 表达降低（Ｐ ＜ ０. ０５），ＤＲＰ１ 表达增高（Ｐ ＜ ０. ０５）。 结论　 经生物信息学分析及验证最终得到 ８
个线粒体靶向差异基因 ＭＴ⁃ＣＯ１、ＭＴ⁃ＣＯ２、ＭＴ⁃ＣＯ３、ＭＴ⁃ＮＤ１、ＭＴ⁃ＮＤ３、ＭＴ⁃ＮＤ５、ＳＯＤ 和ＭＴ⁃ＡＴＰ６，富集线粒体呼吸链和氧化应

激等途径，可能在矽肺进程中发挥重要作用。
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　 　 矽肺是中国目前最常见且危害严重的职业病之

一，以肺部炎症和进行性肺纤维化为主要病症，由于

其发病机制复杂，且尚无有效的治疗方法［１］。 因

此，探寻矽肺的发病机制，寻找有效的治疗靶点迫在

眉睫。 据以往研究［２］报道，二氧化硅进入机体后可

到达终末气道和肺泡处，随后被肺泡巨噬细胞吞噬
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