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类风湿关节炎滑膜组织中miR-150-5p表达对成纤维样滑膜
细胞凋亡及炎症影响的实验研究

李晓华 1a，王 丹 2，晁雅静 3，符亚璐 1b [1. 西安市人民医院（西安市第四医院） a. 风湿病诊治中心；b. 风湿免疫科，西安 
710004；2. 西安市第五医院风湿免疫科，西安 710082；3. 西安大兴医院风湿免疫科，西安 710003] 

摘  要：目的  探究类风湿关节炎（RA）滑膜组织中微小RNA（miR）-150-5p对RA-成纤维样滑膜细胞（FLS）凋亡与炎症的

作用和机制。方法 分别收集2021年1月～2023年1月在西安市人民医院（西安市第四医院）接受人工关节置换术的RA患

者（RA组）和正常关节创伤患者（对照组）的滑膜组织各10例，采用实时荧光定量PCR（qRT-PCR）检测miR-150-5p表达水平。

将RA-FLS细胞分为：①对照组、模型组、mimics-NC组和mimics组；②对照组、模型组、inhibitor-NC组和 inhibitor组。其中

模型组、mimics-NC组和mimics组、inhibitor-NC组和 inhibitor组细胞培养液中均加入10ng/ml的肿瘤坏死因子 -α（TNF-α）

处理。转染完成后培养48h，采用qRT-PCR验证miR-150-5p转染效率，细胞计数试剂盒 (CCK-8)检测RA-FLS细胞活力，

5-Ethynyl-2’-脱氧尿苷（EdU）检测RA-FLS细胞增殖，流式细胞术检测RA-FLS细胞凋亡，酶联免疫吸附试验（ELISA）法检

测RA-FLS细胞中白细胞介素（IL）-1、IL-6和TNF-α含量，蛋白质印迹（Western blotting）检测Bcl-2相关X (Bax）蛋白、B细

胞淋巴瘤 /白血病 -2（Bcl-2）基因、半胱天冬酶 -3（Cleaved Caspase-3）、Toll样受体5（TLR-5）、磷酸核因子κB（p-NF-κB）p65
和核因子κB（NF-κB）p65蛋白表达水平。采用双荧光素酶报告基因实验和TargetScanHuman 8.0数据库分析miR-150-5p
与TLR-5的靶向结合关系。结果 与对照组比较，RA组患者的滑膜组织中miR-150-5p（0.13±0.02 vs 1.00±0.02）的表达水

平降低，差异具有统计学意义（t=52.829，P<0.05）。miR-150-5P过表达试验中，与对照组比较，模型组miR-150-5p、IL-10、
Bax和Cleaved casepase-3的水平以及细胞凋亡率均降低（t=16.520～47.522），IL-1β、IL-6、Bcl-2、TLR-5和p-NF-κB p65
的水平及EdU阳性细胞率和细胞增殖活力均升高（t=14.038～33.839），差异具有统计学意义（均P<0.05）。与mimics-NC组比

较，miR-150-5p mimics组miR-150-5p、IL-10、Bax和Cleaved casepase-3的水平以及细胞凋亡率均升高（t=13.461～28.787），
IL-1β、IL-6、Bcl-2、TLR-5、p-NF-κB p65水平及EdU阳性细胞率和细胞增殖活力均降低（t=11.670～28.146），差异具有统

计学意义（均P<0.05）。miR-150-5P抑制表达实验中，与对照组比较，模型组miR-150-5p、IL-10、Bax和Cleaved casepase-3
的水平以及细胞凋亡率均降低（t=18.298～59.489），EdU阳性细胞率和细胞增殖活力及 IL-1β、IL-6、Bcl-2、TLR-5和p-NF-
κB p65水平均升高（t=15.623～28.497）；与 inhibitor-NC组比较，miR-150-5p inhibitor组miR-150-5p、IL-10、Bax和Cleaved 
casepase-3的水平以及细胞凋亡率均降低（t=7.237～23.738），IL-1β、IL-6、Bcl-2、TLR-5和p-NF-κB p65水平及EdU阳性

细胞率和细胞增殖活力均升高（t=3.071～6.252），差异具有统计学意义（均P<0.05）。miR-150-5p与TLR-5存在靶向结合位

点。结论 miR-150-5p与RA-FLS细胞增殖和凋亡调控密切相关，过表达miR-150-5p可以抑制RA-FLS细胞增殖和促炎因

子的表达，并促进细胞凋亡，该作用机制可能与miR-150-5p调控TLR-5/NF-κB p65炎症信号通路有关。
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Experimental Study on the Impact of miR-150-5p Expression on Apoptosis and 
Inflammatory Responses in Fibroblast-Like Synoviocytes within Rheumatoid 

Arthritis Synovium
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Abstract: Objective To investigate the effect and mechanism of microRNA (miR) -150-5p on apoptosis and inflammation of fibro-
blast-like synoviocytes in rheumatoid arthritis synovium (RA-FLS). Methods  Synovial tissues were collected from 10 patients 
with rheumatoid arthritis (RA group) and 10 patients with normal joint trauma (normal group) undergoing artificial joint 
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replacement at Xi’an People’s Hospital (Xi’an Fourth Hospital) between January 2021 and January 2023. The expression level of 
miR-150-5p was detected by RT-qPCR method. RA-FLS cells were divided into control group, model group, mimics-NC group and 
mimics group; or control group, model group, inhibitor-NC group and inhibitor group. The model group, mimics-NC group, mimics 
group, inhibitor-NC group and inhibitor group were all treated with 10 ng/ml TNF-α. After 48h of transfection, the transfection ef-
ficiency of miR-150-5p was validated by RT-qPCR. RA-FLS cell viability was detected by CCK-8 assay. RA-FLS cell proliferation 
was detected by EdU assay, and RA-FLS cell apoptosis was detected by flow cytometry. The levels of IL-1, IL-6 and TNF-α in 
RA-FLS cells were detected by ELISA, and the protein expression levels of Bax, Bcl-2, cleaved casepase-3, TLR-5, phospho-NF-
κB p65 and NF-κB p65 were detected by Western blotting. The targeting relationship between miR-150-5p and TLR-5 was ana-
lyzed by TargetScanHuman 8.0 database and dual luciferase reporter gene assay. Results  Compared with the contorl group, the ex-
pression level of miR-150-5p (0.13±0.02 vs 1.00±0.02) in synovial tissue of RA group was decreased, and the difference was 
statistically significant (t=52.829, P<0.05). In the miR-150-5p overepression exporiment, compared with the control group, the lev-
els of miR-150-5p, IL-10, Bax and cleaved casepase-3 protein, as well as apoptosis rate in model group were decreased (t= 16.520~ 
47.522). EdU positive cell rate and cell proliferation activity were increased, and the levels of IL-1β, IL-6 and Bcl-2, TLR-5, 
p-NF-κB p65 protein were increased (t=14.038~33.839), with statistically significant differences (all P<0.05). Compared with the 
mimics-NC group, the levels of miR-150-5p, IL-10, Bax and cleaved casepase-3 protein, along with apoptosis rate in miR-150-5p 
mimics group were increased (t=13.461~28.787), while EdU positive cell rate and cell proliferation activity along with the levels of 
IL-1β, IL-6 and Bcl-2, TLR-5, p-NF-κB p65 protein were decreased (t=11.670~28.146), with statistically significant differenc-
es(all P<0.05). In the miR-150-5p inhibition exprossion experiment, compared with the control group, the model group showed de-
creased levels of miR-150-5p, IL-10, Bax, and cleaved caspase-3, as well-as a reduced cell apoptosis rate (t=18.298~28.497 ), while 
the EdU-positive cell rate, cell proliferation activity, and the levels of IL-1β, IL-6, Bcl-2, ILR-5, and P-NF-κB p65 were increased 
(t=15.623~28.497); compared with inhibitor-NC group, the levels of miR-150-5p, IL-10, Bax, cleaved casepase-3 protein and apop-
tosis rate in the inhibitor group were significantly decreased (t=7.237~23.738). Conversely, EdU positive cell rate, cell proliferation 
activity along with the levels of IL-1β, IL-6, Bcl-2, TLR-5, and p-NF-κB p65 protein levels were significantly increased 
(t=3.071~6.252), and the differences were statistically significant (all P<0.05). There are targeted binding sites between miR-150-5p 
and TLR-5. Conclusions  miR-150-5p is closely related to the regulation of proliferation and apoptosis of RA-FLS cells. The over-
expression of miR-150-5p enhances apoptosis in RA-FLS cells while inhibiting cell proliferation and pro-inflammatory factor ex-
pression, potentially through its regulation of the TLR-5/NF-κB p65 inflammatory signaling pathway.
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类风湿关节炎（rheumatoid arthritis, RA）是一种

慢性炎症性疾病，其特征为白细胞浸润到关节中，并

导致炎症介质破坏软骨和骨骼 [1]。目前肿瘤坏死因子

(TNF) 拮抗剂、白细胞介素 (IL)-1 受体拮抗剂和 IL-6
受体拮抗剂类等炎症抑制物是 RA 的主要治疗药物，

但临床治疗效果仍不满意 [2]。RA 的病理基础一般

认为是 RA 成纤维细胞样滑膜细胞（RA fibroblast-like 
synoviocytes，RA-FLS）的过度增殖和凋亡不足 [3]，活

化的RA-FLS通过分泌炎性细胞因子促进滑膜炎症 [4]。

因此，寻找抑制 RA-FLS 增殖和炎症反应的途径及

靶点对于 RA 的诊治研究具有重要的科学意义。

微小 RNA(microRNA, miR)-150-5p 是一种密切

参与和调控各项生物学过程的小分子非编码RNA[5]，

研究表明miRNA表达改变与RA等自身免疫性疾病

的发病机制密切相关，因此 miRNA也被认为是 RA
的生物标志物和治疗靶点 [6]。ANDONIAN等 [7] 研究

报道，miR-2、miR-23b、miR-27a、miR-143、miR-146a
和miR-223与RA疾病活动、炎症和代谢功能之间存

在紧密关系。miR-150-5p参与并调节多种疾病的炎

症反应，过表达miR-150-5p可以通过髓系细胞触发

受 体 1(triggering receptor expressed on myeloid cell-1, 
TREM-1)抑制髓系树突状细胞的活化和炎症程度，

从而减轻由姥鲛烷（Pristane）诱发的红斑狼疮 [8]；通过

上调 miR-150-5p 抑制 IL-6、TNF-α 的表达以及 Toll
样受体5（Toll-like receptors，TLR-5）/核因子 -κB（nu-
clear factor-κB, NF-κB）信号通路可以导致脓毒症

炎症反应 [9]。在一项对RA患者血浆样本进行的基于

阵列的 miRNA 分析中，RA 患者的 miR-150-5p 表达

水平低于健康对照组 [10]，但miR-150-5p在RA及RA-
FLS中的具体作用和分子机制报道较少。因此，本研

究旨在深入探究miR-150-5p在RA中的作用，以及对

RA-FLS增殖、凋亡和炎症反应的影响和作用机制，

以期为RA的治疗提供新的靶点和理论依据。

1 材料与方法

1.1 研究对象 
1.1.1 标本来源：收集 2021 年 1 月～2023 年 1 月在西

安市人民医院（西安市第四医院）接受人工关节置换

术的 RA 患者（RA 组）和正常关节创伤患者（对照组）
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的滑膜组织各 10 例，本研究通过西安市人民医院（西

安市第四医院）医学伦理委员会伦理审核（批件号：

KJLL-Z-G-2021005），病理标本的收集均获得患者的

知情同意。

1.1.2 实验细胞：RA-FLS( 北京百奥创新科技有限公

司 )，培养液为 DMEM+10% 胎牛血清培养液，细胞

培养条件为：5%(v/v)CO2，37℃，每隔 2～3 天更换 1
次培养液。

1.2 仪器与试剂 胎牛血清和 DMEM 培养液（美

国Thermo Scientific公司）；BCA试剂盒、CCK-8试剂

盒和 EdU-488 试剂盒（上海碧云天生物技术股份有

限公司）；PrimeScript RT 试剂盒和 SYBR Premix Ex 
TaqTM II试剂盒以及引物 [宝生物工程 (大连 )有限

公司 ]。ANNEXIN V-FITC/PI凋亡检测试剂盒（北京

索莱宝科技有限公司）；IL-1β、IL-6和 IL-10酶联免

疫吸附试验（ELISA）试剂盒（南京建成生物工程研究

所有限公司）。一抗 Bax、Bcl-2、Cleaved casepase-3、

TLR-5、NF-κB p65 和 p-NF-κB p65（美 国 Abcam 公

司）；mimics-NC、miR-150-5p mimics、inhibitor-NC和

miR-150-5p inhibitor（上海吉玛制药技术有限公司）。

1.3 方法

1.3.1 滑膜组织处理：无菌条件下将收集的滑膜组织

上的脂肪组织去除，剪碎并用磷酸盐缓冲液（PBS）清

洗 3～5 次，经过匀浆处理后制备组织悬液。

1.3.2 RA-FLS 细胞分组和处理：于细胞培养液中加

入 10ng/ml 的 TNF-α 预 先 处 理 24h，构 建 RA-FLS
细胞炎症模型 [11]。按照实验方案将 RA-FLS 细胞分

为：①对照组、模型组、mimics-NC 组和 mimics 组；

②对照组、模型组、inhibitor-NC 组和 inhibitor 组；除

对照组外，其它组细胞均为 RA-FLS 炎症模型细胞。

将 RA-FLS 细胞转接至 6 孔板并培养至细胞汇合达

到 80% 进行转染实验。mimics-NC 组 RA-FLS 细胞

转 染 mimics-NC、mimics 组 RA-FLS 细 胞 转 染 miR-
150-5p mimics；inhibitor-NC 组 RA-FLS 细 胞 转 染

inhibitor-NC，inhibitor 组 RA-FLS 细胞转染 miR-150-
5p inhibitor。转染完成后培养 48h，采用实时荧光定

量 PCR（RT-PCR）验证 miR-150-5p 转染效率，对照组

和模型组细胞不进行转染处理。

1.3.3 细胞计数试剂盒 (CCK-8) 检测 RA-FLS 细胞活

力：取各组转染后的 RA-FLS 细胞，调整细胞密度后

转接至 96 孔细胞培养板，于细胞培养箱中培养 48h，

各孔分别加入 10μl CCK-8 试剂孵育 4h，培养结束

后采用酶标仪检测各孔吸光度值（A450nm），以各孔吸

光度值的平均值表示为细胞增殖活力。

1.3.4 5-Ethynyl-2’- 脱氧尿苷（5-Ethynyl-2’- deoxyuri-
dine, EdU）法检测 RA-FLS 细胞增殖水平：各组转染

后的 RA-FLS 细胞转接至 6 孔板，细胞过夜培养至贴

壁状态，每孔加入终浓度为 10μmol/L 的 EdU 工作

液继续培养 2h，去除培养液并加入 1ml 固定液室温

处理 15min，洗涤细胞后加入 2ml 通透液处理 10min，

洗涤细胞后加入 0.5ml Click 反应液避光处理 30min，

再次洗涤细胞后加入1ml 的 Hoechst 33342 溶液进行

细胞核染色，洗涤细胞后采用荧光显微镜观察和记

录，并计算 EdU 阳性细胞率（%）。

1.3.5 流式细胞术检测 RA-FLS 细胞凋亡：各组稳定

转 染 的 RA-FLS 细 胞 转 接 至 6 孔 板 培 养 48h，加 入

0.25g/dl 胰蛋白酶消化处理，离心收集细胞，采用

1×Binding Buffer 重悬细胞，调整细胞密度至 3×106

个 /ml，取 100μl 细胞悬液至 EP 管，分别加入 5μl 的

Annexin V/FITC 溶液和 5μl 的 PI 溶液，混匀后分别

于室温下避光处理 5min，采用流式细胞仪检测细胞

凋亡情况。

1.3.6 酶联免疫吸附试验 (ELISA) 检测 RA-FLS 细胞

中IL-1、IL-6和TNF-α含量：收集各组RA-FLS细胞，

离心后取上清液，采用 ELISA 试剂盒检测上清液中

的 IL-1β、IL-6 和 IL-10。

1.3.7 双荧光素酶报告基因实验检测 miR-150-5p 与

TLR-5 靶向结合关系：采用 TargetScanHuman 8.0 数

据库在线预测分析 miR-150-5p 与 TLR-5 的靶向结合

位点。按照预测的结合位点序列信息，合成并构建含

TLR-5 3’-UTR 突 变 型（MUT TLR-5）和 野 生 型（WT 
TLR-5）荧光素酶报告载体质粒。采用 Lipofectami-
neTM 2000 试 剂 将 MUT TLR-5 与 mimics-NC 或 miR-
150-5p mimics，以及WT TLR-5与mimics-NC或miR- 
150-5p mimics 共转染至 293T 细胞，转染后培养 48h
检测荧光素酶活性。

1.3.8 实 时 荧 光 定 量 PCR（qRT-PCR）检 测 miR-150-
5p 表达水平：收集滑膜组织或 RA-FLS 细胞，采用

Trizol 缓冲液裂解细胞并提取总 RNA。以此为模板，

使用逆转录酶试剂盒 PrimeScript RT 合成互补 DNA
（cDNA）。采 用 SYBR Premix Ex TaqTM II 在 Bio-Rad 
CFX 96 实时 PCR 系统上进行 qRT-PCR 反应，反应体

系：逆转录 Buffer 2μl、上下游引物各 0.2μl、dNTP 
0.1μl，逆 转 录 酶 0.5μl，DEPC 水 5μl，RNA 模 版

2μl。PCR 仪反应程序：95℃ 10min，95℃ 20s，60℃ 
30s，共 40 个循环。U6 为内部参考，采用 2-ΔΔCt 方法

计算 miR-150-5p 水平。PCR 引物序列：miR-150-5p 
F：5’- ACACTCCAGCTGGGTCTCCCAACCCTTG-
TA-3’，R：5’-CTCAACTGGTGTCGTGGA-3’；U6 F：

5’-AAAGCAAATCATCGGACGACC-3’ ，R：5’-GTA-
CAACACATTGTTTCCTCGGA-3’。
1.3.9 蛋白质免疫印迹（Western Blot）检测蛋白表达

水平：收集各组 RA-FLS 细胞，洗涤细胞后加入 RIPA
裂解缓冲液（100μl）充分裂解细胞。离心后收集上清
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液，并定量分析蛋白质浓度。10g/dl SDS-PAGE 电

泳分离蛋白质，然后将其转移至硝酸纤维素膜。在

室温下用 5%（v/v）牛血清白蛋白（BSA）在 PBS 中封

闭膜 30min。分别将一抗 Bax（1∶1 000）、Bcl-2（1∶1 
000）、Cleaved casepase-3（1∶500）、TLR-5（1∶2 000）、

NF-κB p65（1∶1 000）、p-NF-κB p65（1∶1000） 和

GAPDH（1∶5 000）与封闭的膜分别在 4℃下孵育

12h。洗膜 3 次，每次 5min，再将膜与过氧化物酶偶联

的二抗 IgG（1∶5 000）室温下孵育 1h，加入 ECL 显色

液，曝光后拍照，采用 Alpha Ease FC 软件分析蛋白

水平，GAPDH 为内参蛋白。

1.4 统计学分析 本 研 究 采 用 GraphPad Prism 8
软件进行数据统计学分析和制图，计量数据均采

用均数 ± 标准差（x±s）表示，单因素方差分析多组

间数据的差异显著性，t 检验分析两组间数据差异，

P<0.05 表示差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 RA患者滑膜组织和RA-FLS细胞中miR-150-5p
表达水平比较 与对照组（1.00±0.02）比较，RA组患

者滑膜组织中miR-150-5p的表达水平（0.43±0.02）降

低（t=52.829）；模型组细胞miR-150-5p水平（0.46±0.02）
降低（t=46.381），差异具有统计学意义（均P<0.05）。与

mimics-NC组（0.47±0.02）比较，mimics组细胞miR-150- 
5p水平（1.55±0.09）升高（t=28.787）；与 inhibitor-NC组

（0.48±0.02）比 较，inhibitor 组 细 胞 miR-150-5p 水 平

（0.23±0.02）降低（t=23.738），差异具有统计学意义（均

P<0.05）。

2.2 miR-150-5p对RA-FLS细胞增殖的影响 miR-
150-5p过表达：与对照组比较，模型组EdU阳性细

胞率和细胞增殖活力升高，差异具有统计学意义

（t=27.502、19.983，均P<0.05）；与mimics-NC组比较，

mimics组EdU阳性细胞率和细胞增殖活力降低，差异

具有统计学意义（t=20.451、15.476，均P<0.05）。见表1。

抑制miR-150-5p表达：与对照组比较，模型组EdU阳

性细胞率、细胞增殖活力升高，差异具有统计学意义

（t=28.497、19.703，均P<0.05）；与 inhibitor-NC组比较，

inhibitor组EdU阳性细胞率和细胞增殖活力升高，差

异具有统计学意义（t=5.881、5.558，均P<0.05）。见表2。

表 1 过表达 miR-150-5p 对 RA-FLS 细胞增殖的影响（x±s）

项  目 对照组 模型组 mimics-NC 组 mimics 组 F 值 P 值

EdU 阳性细胞率 (%) 20.64±1.19 57.11±3.02 59.67±3.40 28.14±1.65 382.812 <0.001

细胞增殖活力 0.56±0.02 1.35±0.10 1.33±0.10 0.67±0.04 209.262 <0.001

表 2 抑制 miR-150-5p 表达对 RA-FLS 细胞增殖的影响（x±s）

项  目 对照组 模型组 inhibitor-NC 组 inhibitor 组 F 值 P 值

EdU 阳性细胞率 (%) 21.06±1.77 56.50±2.48 58.07±3.06 69.75±3.79 322.453 <0.001

细胞增殖活力 0.54±0.03 1.32±0.09 1.31±0.09 1.62±0.10 184.627 <0.001

2.3 miR-150-5p对RA-FLS细胞凋亡及相关蛋白表

达的影响 miR-150-5p过表达：与对照组比较，模

型组细胞凋亡率、Bax、Cleaved casepase-3蛋白的水

平均降低，Bcl-2蛋白水平升高，差异具有统计学意

义（t=27.496、29.364、47.522、14.038，均 P<0.05）；与

mimics-NC 组 比 较，mimics 组 细 胞 凋 亡 率、Bax 和

Cleaved casepase-3蛋白的水平均升高，Bcl-2蛋白水平

降低，差异具有统计学意义（t=27.601、19.246、25.461、

15.137，均P<0.05），见表3。抑制miR-150-5p表达：与

对照组比较，模型组细胞凋亡率、Bax、Cleaved case-
pase-3蛋白的水平均降低，Bcl-2蛋白水平升高，差异

具有统计学意义（t=30.472、45.169、59.489、19.374，均

P<0.05）；与 inhibitor-NC组比较，inhibitor组细胞凋亡、

Bax、Cleaved casepase-3蛋白的水平均降低，Bcl-2蛋

白水平升高，差异具有统计学意义（t=16.086、11.618、

7.237、4.176，均P<0.05），见表4。

表 3 过表达 miR-150-5p 对 RA-FLS 细胞凋亡及相关蛋白表达的影响（x±s）

项目 对照组 模型组 mimics-NC 组 mimics 组 F 值 P 值

细胞凋亡率 27.75±1.83 6.85±0.34 7.08±0.66 33.11±2.21 513.444 <0.001

Bcl-2 蛋白 1.00±0.01 1.54±0.09 1.56±0.10 0.89±0.05 144.213 <0.001

Bax 蛋白 1.00±0.02 0.57±0.03 0.58±0.03 1.10±0.06 325.241 <0.001

Cleaved casepase-3 蛋白 1.00±0.02 0.43±0.02 0.42±0.03 1.09±0.05 622.745 <0.001
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表 4 抑制 miR-150-5p 表达对 RA-FLS 细胞凋亡及相关蛋白表达的影响（x±s）

项目 对照组 模型组 inhibitor-NC 组 inhibitor 组 F 值 P 值

细胞凋亡率 24.20±1.29 7.20±0.44 6.89±0.40 3.96±0.19 984.676 <0.001

Bcl-2 蛋白 1.00±0.02 1.86±0.11 1.89±0.10 2.17±0.13 160.091 <0.001

Bax 蛋白 1.00±0.01 0.49±0.02 0.51±0.04 0.32±0.02 866.332 <0.001

Cleaved casepase-3 蛋白 1.00±0.01 0.45±0.02 0.43±0.02 0.35±0.02 1 786.252 <0.001

2.4 miR-150-5p对RA-FLS细胞中炎性因子表达的

影响 miR-150-5p 过表达：与对照组比较，模型组

细胞 IL-1β、IL-6 水平升高，IL-10 水平降低，差异具

有统计学意义（t=33.839、24.069、16.520，均 P<0.05）；

与 mimics-NC 组 比 较，mimics 组 细 胞 IL-1β、IL-6
水平降低，IL-10 水平升高，差异具有统计学意义

（t=28.146、25.565、13.461，均 P<0.05），见 表 5。抑 制

miR-150-5p 表达：与对照组比较，模型组细胞 IL-
1β、IL-6 水平升高，IL-10 水平降低，差异具有统计

学意义（t=23.799、20.110、18.298，均 P<0.05）；与 in-
hibitor-NC 组比较，inhibitor 组细胞 IL-1β、IL-6 水平

升高，IL-10 水平降低，差异具有统计学意义（t=3.071、

5.078、10.721，均 P<0.05）。见表 6。

表 5 过表达 miR-150-5p 对 RA-FLS 细胞中炎性因子表达的影响（x±s，pg/ml）

项目 对照组 模型组 mimics-NC 组 mimics 组 F 值 P 值

IL-1β 32.07±1.89 132.16±6.99 130.24±7.74 36.88±2.47 632.460 <0.001

IL-6 43.09±2.72 105.84±5.78 104.37±4.50 50.77±2.47 406.795 <0.001

IL-10 150.87±10.29 74.84±4.60 75.05±3.87 146.19±12.35 147.302 <0.001

表 6 抑制 miR-150-5p 表达对 RA-FLS 细胞中炎性因子表达的影响（x±s，pg/ml）

项目 对照组 模型组 inhibitor-NC 组 inhibitor 组 F 值 P 值

IL-1β 31.60±2.36 129.32±9.78 131.43±8.73 146.61±8.39 268.563 <0.001

IL-6 43.38±2.57 107.70±7.40 105.53±4.65 124.19±7.70 212.967 <0.001

IL-10 154.35±9.41 75.77±4.70 74.94±4.51 50.38±3.34 345.301 <0.001

2.5 miR-150-5p对RA-FLS细胞TLR-5/NF-κB p65
炎症信号通路的影响 miR-150-5p 过表达：与对照

组比较，模型组细胞 TLR-5、p-NF-κB p65 蛋白的水

平升高，差异具有统计学意义（t=23.062、22.543，均

P<0.05）；与 mimics-NC 组比较，mimics 组细胞 TLR-
5、p-NF-κB p65 蛋白的水平降低，差异具有统计学

意义（t=15.553、11.670，均 P<0.05）。见表 7。抑制 miR-
150-5p 表 达：与 对 照 组 比 较，模 型 组 细 胞 TLR-5、

p-NF-κB p65 蛋白的水平升高，差异具有统计学意

义（t=18.895、15.623，均 P<0.05）；与 inhibitor-NC 组

比较，inhibitor 组细胞 TLR-5、p-NF-κB p65 蛋白的

水平均升高，差异具有统计学意义（t=5.567、6.252，

均 P<0.05）。见表 8。

2.6 miR-150-5p与TLR-5靶向关系分析 见图 1。

TargetScanHuman 8.0 数 据 库 分 析 表 明 miR-150-5p

与 TLR-5 存在靶向结合位点。与 mimics-NC 组相比，

WT TLR-5 与 miR-150-5p mimics 共转染的细胞荧光

素酶活性降低（t=41.521，P<0.05）。

图 1 miR-150-5p 与 TLR-5 靶向结合关系分析

表 7 过表达 miR-150-5p 对 RA-FLS 细胞中炎症信号通路的影响（x±s）

项目 对照组 模型组 mimics-NC 组 mimics 组 F 值 P 值

TLR-5 蛋白 32.07±1.89 132.16±6.99 130.24±7.74 36.88±2.47 242.126 <0.001

p-NF-κB p65 蛋白 43.09±2.72 105.84±5.78 104.37±4.50 50.77±2.47 172.416 <0.001
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表 8  抑制 miR-150-5p 表达对 RA-FLS 细胞中炎症信号通路的影响（x±s）

项目 对照组 模型组 inhibitor-NC 组 inhibitor 组 F 值 P 值

TLR-5 蛋白 31.60±2.36 129.32±9.78 131.43±8.73 146.61±8.39 142.867 <0.001

p-NF-κB p65 蛋白 43.38±2.57 107.70±7.40 105.53±4.65 124.19±7.70 119.251 <0.001

3 讨论

RA 是一种慢性自身免疫性炎症性疾病，伴有滑

膜组织破坏和功能障碍，RA 的常见临床症状包括关

节外滑膜炎、关节和肌腱炎症、不适、疲劳和发热 [12]。

RA 以持续性滑膜增生和进行性关节软骨侵蚀为特

征，RA-FLS 具有明显的侵袭性，在 RA 的发生发展

中起重要作用 [13]。在慢性炎症环境中，RA-FLS 活化

数量显著增加，成为破坏性血管翳的主要成分，具

有与肿瘤细胞相似的抗凋亡和侵袭性特征 [14]。活化

的 RA-FLS 通过分泌炎性细胞因子和细胞外基质成

分诱导软骨组织损伤和滑膜炎，最终导致滑膜增生、

软骨和骨侵蚀、关节炎症和僵硬 [15]。因此，基于 RA-
FLS 的控制以实现对 RA 的有效治疗已成为风湿病

研究领域的研究重点。

近年来，越来越多的研究在RA患者的体液、滑

膜组织以及外周血和免疫细胞中均发现了大量异常

表达的miRNA，这些研究表明miRNA在RA的发生

和发展中可能起着重要的调控作用 [6]。滑膜成纤维细

胞、破骨细胞和T淋巴细胞中的miRNA失调会导致

关节的破坏，引起炎症和细胞外基质降解，并促进细

胞的增殖和侵袭行为 [16]。miR-150-5p是存在于动物

组织中的由22个核苷酸构成的小分子RNA，研究表

明miR-150-5p在膀胱癌、结肠癌和皮肤癌等肿瘤疾病

中具有抑制癌细胞增殖、侵袭和迁移的作用 [17-18]，同

时也表现出炎症调控作用。miR-150-5p通过抑制有

丝分裂原活化蛋白激酶3(MEKK3)/c-Jun氨基末端激

酶（JNK）通路缓解脓毒症引发的肾脏炎症反应和氧化

应激反应 [19]；大黄酸通过上调miR-150-5p表达而减轻

尿酸性肾病的肾脏炎症损伤 [20]；lncRNA肺腺癌转移

相关转录本1(MALAT1)通过抑制miR-150-5p增强妊

娠模型大鼠的氧化应激和炎症反应，从而导致妊娠高

血压的发展 [21]，以上研究均表明，miR-150-5p在炎症

控制方面具有积极作用。本研究发现，miR-150-5p在

RA患者滑膜组织中表达水平低于非RA患者，该结

果与MURATA等 [10] 研究一致。对RA-FLS细胞的研究

结果显示，过表达miR-150-5p促进RA-FLS细胞凋亡

及促凋亡蛋白表达水平的升高，并抑制了RA-FLS细

胞增殖；而抑制miR-150-5p表达则结果相反。该结果

表明了miR-150-5p在RA中的保护作用，以及对RA-
FLS细胞的抑制作用。

TLR-5/NF-κB p65 是重要的炎症信号通路，在

机体炎症诱导级联反应中具有重要作用 [22]。TLR-5

通过活化 MyD88 进一步激活NF-κB p65，从而引发

IL-1β、IL-6 和 TNF-α 等炎性因子的大量分泌，加

剧炎症反应 [23]。WANG 等 [24] 研究表明，miR-548a-
3p 通过 TLR/NF-κB 信号通路调控 RA 的炎症反应；

PUPPALA 等 [25] 研究发现，树皮乙醇提取物通过下调

TLR/NF-κB/COX-2/iNOS 和激活核因子 E2 相关因

子 2(Nrf2)/ 血红素加氧酶 1（HO-1）通路减轻 RA 损伤。

IL-1β、IL-6 是具有代表性的促炎性细胞因子，可

诱导 RA-FLS 激活并导致关节组织慢性炎症 [26]，IL-
1β、IL-6 和 TNF-α 在 RA 患者血清和滑液中的水平

升高 [27]。有研究报道，过表达 miR-150-5p 通过降低

IL-6、IL-8 和环氧合酶 -2（COX-2）的含量，缓解慢性

阻塞性肺病 [28]；过表达 miR-150-5p 还可以减少慢性

坐骨神经损伤大鼠中炎性细胞因子 IL-6、TNF-α 的

表达 [29]。本研究也探究了 miR-150-5p 在 RA-FLS 细

胞中对 TLR-5/NF-κB p65 信号通路的影响，结果显

示，miR-150-5p 与 TLR-5 存在靶向结合位点，且过

表达 miR-150-5p 抑制了 RA-FLS 细胞中 TLR-5/NF-
κB p65 信号通路的激活，同时也表现为促炎因子

IL-1β、IL-6 表达水平降低和抑炎因子 IL-10 表达水

平的升高；而抑制 miR-150-5p 表达则结果相反。该结

果表明 miR-150-5p 在 RA 中的保护作用可能与调控

TLR-5/NF-κB p65 炎症信号通路有关。

但本研究仍存在一定的局限性，首先本研究受

限于临床样本收集，只检测了 10 例 RA 患者滑膜组

织中 miR-150-5p 的表达水平，虽然能够一定程度上

说明 miR-150-5p 在 RA 患者中的表达，但是仍缺乏

绝对的样本证据。其次，miR-150-5p 对 RA-FLS 细胞

的作用与调控 TLR-5/NF-κB p65 炎症信号通路的

关系，还需要通过拯救实验做进一步证实，在过表

达 miR-150-5p 的 同 时 采 用 TLR-5/NF-κB p65 信 号

通路激活剂处理，或抑制 miR-150-5p 表达的同时采

用 TLR-5/NF-κB p65 信 号 通 路 抑 制 剂，从 反 向 证

实 miR-150-5p 对 RA-FLS 细胞的作用与调控 TLR-5/
NF-κB p65 炎症信号通路的关系。另外，本研究仅从

细胞水平具体探究了 miR-150-5p 对 RA 的作用和机

制，该结果仍需要进一步在动物层面进行研究和证

实，这也是我们团队未来的研究目标和内容。

综上所述，miR-150-5p 与 RA-FLS 细胞增殖、凋

亡以及炎症反应的调控密切相关，过表达 miR-150-
5p 可以抑制 RA-FLS 细胞增殖和促炎因子的表达，

并促进细胞凋亡，该作用机制可能与 miR-150-5p 调
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控 TLR-5/NF-κB p65 炎症信号通路有关。
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