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摘 要 ： 目的 探讨ＴＮＦ－

ｏｔ处理人滑膜肉瘤细胞株 ＳＷ９８ ２中典型炎症小体的表达及意义 。 方法 ＳＷ９８２细胞用 １ ０
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１ ８表达 。 结果 ｑＲＴ
－ＰＣＲ显示 ＳＷ９８２细胞经ＴＮＦ －ａ处理 １ ２ ｈ后ＮＬＲＰ １ 、 ＮＬＲＰ３ 、
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ＮＬＲＰ３ 、 ＡＩＭ２蛋 白表达在处理早期呈时间依赖性上调 、 ２４ ｈ后下调
，
而ＮＬＲＣ４表达无明显变化 。 免疫荧光染色显示

ＴＮＦ－ａ处理２４ ｈ后细胞中Ａ ＩＭ２和ＡＳＣ定位于胞浆 。 结论 ＴＮＦ－

ａ可能同时激活 ＳＷ９ ８２细胞中ＮＬＲＰ３ 、 ＡＩＭ２炎症小体 。
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性破坏为主要特征的慢性系统性疾病 ［
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ｃＤＮＡ反转 录试 剂盒 、

ＳＹＢＲ ＧｒｅｅｎＰｒｅｍｉｘ突光定量试剂盒均购 自 宝生物

（大连 ）科技公司 ， 实时荧光定量ＰＣＲ
（ｑ
ＲＴ－ＰＣＲ

）检测

上述典型炎症小体相关引物序列如表 １所示 ， 由生工

生物工程（上海）股份有限公司合成 。

表 １ 典型炎症小体相关引物序列

目 的基因 序列 （
５

’

－

３
’

） 产物／ｂｐ ＧｅｎＢａｎｋ序列号

ＮＬＲＰ １ 上游 ＡＴＡＣＧＡＡＧＣＣＴＴＴＧＧＧＧＡＣＴ １ １ ９ ＮＭ」） １ ４９２２ ．４

下游 ＡＣＡＡＡＧＣＡＧＡＧＡＣＣＣＧＴＧＴＴ

ＮＬＲＰ ３ 上游 ＡＡＡＧＧＡＡＧＴＧＧＡＣＴＧＣＧＡＧＡ １２ ９ ＸＭ
＿

０ １ １ ５４４０５ ５ ．２

下游 ＴＴＣＡＡＡＣＧＡＣＴＣＣＣＴＧＧＡＡＣ

ＮＬＲＣ４ 上游 ＧＧＡＡＡＧＴＧＣＡＡＧＧＣＴＣＴＧＡＣ １２９ ＸＭ
＿

０ １ ７００４６ １９ ． １

下游 ＴＧＴＣＴＧＣＴＴＣＣＴＧＡＴＴＧＴＧＣ

ＡＩＭ２ 上游 ＡＧＣＣＴＧＡＡＣＡＧＡＡＡＣＡＧＡＴＧＧ １ ２０ ＮＭ
＿

００４８３ ３ ．２

下游 ＣＴＴＣＴＴＧＧＧＴＣＴＣＡＡＡＣＧＴＧＡ

ＩＬ－

ｌ
ｐ

上游 ＣＣＡＣＡＧＡＣＣＴＴＣＣＡＧＧＡＧＡＡ １ ２ １ ＸＭ
—

０ １ ７００ ３９ ８ ８ ． １

下游 ＧＴＧＡＴＣＧＴＡＣＡＧＧＴＧＣＡＴＣＧ

ＩＬ－

１ ８ 上游 ＴＧＣＡＴＣＡＡＣＴＴＴＧＴＧＧＣＡＡＴ １ ６９ ＸＭ
＿

０ １ １ ５ ４２ ８０６ ．２

下游 ＡＴＡＧＡＧＧＣＣＧＡＴＴＴＣＣＴＴＧＧ

ＧＡＰＤＨ 上游 ＧＧＡＣＴＣＡＴＧＡＣＣＡＣＡＧＴＣＣＡＴ １ ０９ ＮＭ
一

０００ １９ ４ ．２

下游 ＣＡＧＧＧＡＴＧＡＴＧＴＴＣＴＧＧＡＧＡＧ

１ ．
２ 方法

１ ． ２ ． １ 细胞培养 将ＳＷ９８ ２细胞接种于 １ ０ｃｍ
２

培养

皿
， 用含 １ ０％ＦＢＳ 、 １００ Ｕ／ｍＬ青霉素 、 １ ００ ｇ／Ｌ链霉

素 Ｈ－ＤＭＥＭ培养基 ， 置于 ３ ７
°
Ｃ 、 ５％ＣＣｈ环境下培

养 ， 每 ３天更换培养基 ， 待细胞融合度达到 ８ ０％̄

９０％
， 用含０ ．２ ５％ＥＤＴＡ胰蛋白酶消化 、 传代 。

１ ．２ ．２ｑＲＴ
－ＰＣＲ 处理终点收集细胞 ，

采用Ｔｒｉｚｏｌ提

取细胞总ＲＮＡ
，
定量后利用 ｃＤＮＡ合成试剂 盒进行

反转录 ， 用ＡＢ ＩＶｉ ｉＡ？７实时荧光定量ＰＣＲ系统进行

扩增
，
以ｈＧＡＰＤＨ为 内参

，
采用 方法分析基因

表达差异 。 以 １ ０ 昭／ＬＴＮＦ －

ｃｔ处理ＳＷ９８２细胞不同时

间 （
０ 、 １ ２ 、 ２４ 、 ４８ 、 ７２ｈ

）
，ｑ

ＲＴ－

ＰＣＲ检测细胞中典

型炎症小体相关基因 的转录水平 。

１ ．２ ． ３Ｗｅｓｔｅｒｎｂ ｌｏｔ 处理终点收集细胞 ， 用Ｐｒｏｐ
ｒｅｐ

蛋 白裂解液裂解样本 ， 提取细胞蛋 白 ， 进行 ＳＤ Ｓ－

ＰＡＧ凝胶电泳 ， 将蛋 白电转至ＰＶＤＦ膜 。
５％脱脂奶

粉封闭液孵育２ｈ
，

—

抗孵育过夜 ，
二抗室温孵育２ｈ。

曝光后扫描保存图像 ， Ｐ
－

ａｃｔ ｉｎ为 内参 。 以 １０
ｇｇ

／Ｌ的

ＴＮＦ－

ａ处理ＳＷ９８２细胞不同时间 （
０ 、 ０． ５ 、 １ 、 ２ 、 ４ 、

８ 、 １２ 、 ２４ 、 ３６ 、 ７２ｈ） ，
Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂ ｌｏｔ检测 

ＮＬＲＰ １ 、

ＮＬＲＰ３ 、 人ＩＭ２ 、 ＭＵＲＧ４ 、 （ｐｏ
ｌ

ｙＡＤＰ
－ｒｉｂｏｓ ｅ ｐｏ ｌｙｍｅ

－

ｒａｓｅＰＡＲＰ／Ｃ ｌｅａｖｅｄ ＰＡＲＰ蛋 白表达 。



第 ６ 期 陈祝明 ， 等． ＴＮＦ －

ａ处理人滑膜肉瘤细胞株ＳＷ ９８ ２细胞中典型炎症小体的表达及意义 ６０ ３

１
．２ ．４ 细胞免疫荧光染色 将 ＳＷ ９８２细胞接种于预

置盖玻片 的 １ ２孔板中制作细胞爬片 （

７ ． 〇
ｘ

ｌ 〇
４

个／孔 ） ，

待细胞完全贴壁后 ， 用终质量浓度为 １ ０
Ｈｇ／Ｌ的ＴＮＦ－

ａ处理细胞 ，
于不 同时间点收集爬片 ， 固定后用 ０ ． １％

Ｔｒ ｉｔｏ ｎＸ－

１ ０ ０／ＰＢ Ｓ摇床透化 
１ ０ｍ ｉｎ

， 封闭 ３ ０ｍ ｉｎ后
一

抗４

°

Ｃ孵育过夜 ，

二抗室温避光轉育２ｈ 。 用ＤＡＰ復

染细 胞核并封片 ， 倒置荧光显微镜采集 图像 。 以

ｌ 〇 Ｈｇ／Ｌ ＴＮＦ －ａ处理ＳＷ９ ８２细胞不同时间 （
０ 、

１ ２ 、
２４

、

４ ８ 、
７２ｈ ）后 ， 免疫荧光染色观察Ａ ＩＭ ２

、 凋亡相关斑

点样蛋白 （
ＡＳＣ ） 、

ＩＬ－

ｌ

ｐ在细胞中的表达及定位。

１ ． ３统计 学处理

采用Ｇ ｒａｐ
ｈ
ｐａ

ｄＰ ｒ ｉ ｓｍ７ ． ０软件进行数据分析 ，

２
＿

法计算基因 相对表达量 ， 各时间点基因表达差

异 比较采用单因素方差分析及Ｄ ｕｎ ｎｅｔｔ检验 ， 以尸＜

０
． ０５为差异有统计学意义 。

２ 结果

２ ． １ＴＮＦ －ａ对ＳＷ９８ ２细胞ＮＬＲＰ １ 、 Ａ ＩＭ２
、 ＮＬＲＰ３ 、

ＮＬＲＣ４
、

ＩＬ －

ｌ

ｐ 、
ＩＬ －

１ ８ ｍＲＮＡ表达的 影响

ＮＬＲＰ １
、
Ａ ＩＭ２

、
Ｎ ＬＲＰ３

、
ＩＬ－

ｌ

ｐ基 因转录水平

在处理早期呈时间依赖性上调 （Ｐ＜ ０
．

０ １或０
．

０ ５ ） ，
２４ｈ

后逐渐下降 。 而实验过程 中ＮＬＲＣ４和 ＩＬ －

１ ８基因几乎

未表达 （

Ｐ＜０ ． ０ １
） 。 详见表２ 。

表 ２ｑＲＴ
－ＰＣＲ检测 ＴＮ Ｆ

－

ａ处理ＳＷ ９８２细胞典型炎症小体相关 基因ｍＲＮＡ表达情况（
Ｊ土 ｎ

＝

３ ）

时间 ／ｈ ＮＬＲＰ １ ＮＬＲＰ３ ＮＬＲＣ４ ＡＩＭ２ ＩＬ －

ｉ ｐ ＩＬ－

１ ８

０ １
． ０ ０土０ ．０ ２ １

．００ ±０ ． ０２ １ ． ００± ０ ． ０２ １ ．０ ０土 ０．０ ２ １ ． ０ ０士 ０ ． ０２ １ ． ０ ０± ０ ． ０２

１ ２ ４ ． ７０ ± ０．

１３

ｂ

４
．

７ ８土０． ３５

ｂ

０ ． １ ０± ０ ． ０２
ｂ

６
．２ ８ ± ０

．

２３

ｂ

５９ ９ ．０４± ４６ ． ３０
ｂ

０ ．０２土 Ｑ ．０ １

ｂ

２４ ３ ．７ ９土 ０ ． ５ ２
ｂ

３ ．４３ ± ０ ．

１ １

ｂ

０ ．０ ６± ０ ． ０ １

ｂ

８ ． ５ ５± ０ ． ２ ９
ｂ

４４０ ．６７ 土 ８ ．６０
ｂ

０ ． ０６± ０ ． ０ １

ｂ

４ ８ １ ．６ ２士０ ． １ ８ ０ ． ７５± ０． ０６ ０ ． ０ ７土 ０ ．０ １

ｂ

１ ． ３ １
土 ０ ． ０ ３ ７２ ． １ ３± ７． ８０

ｂ

０ ． ０４± ０ ． ０ ０

ｂ

７２ １
．３ ２土 ０ ． １ ６ ０．５ ５ 土０ ．０５

ａ

０ ． １ ０ ± ０ ． ０ １

ｂ

０ ． ５ ０± ０ ．０ ３

ａ

５３ ．５８± ６ ．５８
ｂ

０ ．０６± ０ ．０ １

ｂ

与 Ｏ ｈ比较 ：

ａ

Ｐ＜０ ． ０５ ，
ｂ

Ｐ＜０ ． ０ １

２ ．２ＴＮＦ －

ｔｘ处理 ＳＷ９８２ 细胞 中 典型 炎症 小体 蛋 白 的

表达情况

ＡＩＭ ２
、
ＮＬＲＰ３蛋 白表达在处理早期呈时间依赖

性上调
，

２ ４ｈ后下调 ， 而ＮＬＲＣ４表达无明显变化
（
图

２
）
。 且各处理时间点均未检测到ＮＬＲＰ １蛋白 。

时间
（

ｈ
）

ＮＬＲＰ １

ＮＬＲＰ３

Ａ ＩＭ ２

Ｎ ＬＲＣ４

ｐ
－

ａｃ ｔｉｎ

图 １Ｗｅｓ ｔｅｒｎ
－ｂ ｌｏ ｔ检测ＴＮＦ－ ａ处理 ＳＷ９ ８２细胞中典型

炎症小体蛋白 的表达水平

２
．３免 疫 焚 光 染 色 观察 ＴＮＦ －ａ处理 ＳＷ９８２细 胞 中

ＡＩＭ２ 、 ＡＳＣ 、 ＩＬ －

ｉ ｐ的表达情况

处理２４ｈ后细胞 中 明显表达Ａ ＩＭ ２和ＡＳＣ且定位

于胞浆
（
图 ２Ａ

）
。 ＴＮＦ －ａ处理早期 （０

￣２４ｈ
）
ＩＬ －

ｌ

（

３表达量

上升 ， 而后下调 （图 ２Ｂ
）
。

２ ．４ＴＮＦ－ａ处理 ＳＷ９８ ２细胞 中 凋 亡蛋 白 ＰＡＲＰ的表达

情况

００ ． ５ １２４８１ ２２４３ ６７２

ＰＡＲＰ蛋 白表达无明显变化 ，
而Ｃｌ

ｅａｖｅｄ－ ＰＡＲＰ蛋

白在处理 ３６ｈ后表达量有所上调 （图 ３
）
。

３ 讨论

在ＲＡ的发生 、 发展过程 中 ， 伴随着多种免疫细

胞活化和细胞 因子 、 炎症介质的参与 。 大量研究表

明 ，
ＲＡ患者关节滑膜 中ＮＬＲＰ３炎症小体激活介导

ＩＬ－

ｉ ｐ释放 ， 在ＲＡ发病 中起重要作用 但滑膜中

ＮＬＲＰ ３炎症小体激活的主要细胞类型 尚不明确 ，
而

且是否存在其他典型炎症小体激活情况也不清楚 。

本研究通过建立ＴＮＦ－ａ处理 ＳＷ ９８２细胞模型 ， 检测

细胞 中典型 炎症小体相关基 因ｍＲＮＡ和 蛋白表达水

平 。 了解有潜在激活可 能的炎症小体 ， 并探讨其在

ＲＡ发病中的作用 。

ＴＮＦ－ａ诱导的信号通路在炎症 和损伤的细胞 中

起重要作用 ， 是免疫系统发育和稳态 的中心环节 ，

持续过量产生ＴＮＦ－

ａ可通过诱导慢性炎症反应而对

组织产生有害作用 。 据报道 ，
ＴＮＦ －ａ与早期ＲＡ关节

肿胀密切相关 ， 同时参与慢性关节炎症并导致软骨

和骨侵蚀性变化 ［

８
］

。 有研究表明 ， 通过过表达ＴＮＦ －

ａ

可建立转基 因小 鼠ＲＡ模型 ，

ＴＮＦ可诱导人滑膜成纤

维细胞表达分泌大量炎性 因子 ＩＬ－

ｌ

ｐ 、 趋化因子 、 软
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Ａ ．

ＴＮＦ －

ａ处理 ＳＷ９ ８２细胞２４ ｈ时Ａ ＩＭ２和ＡＳＣ表达 ；
Ｂ ． ＴＮＦ －ａ处理ＳＷ ９ ８２细胞不 同时 间

（
０

、
１ ２ 、 ２ ４ 、 ４ ８ 、 ７２ ｈ ）

Ｉ
Ｌ －

ｌ

ｐ表达 。 红 色代表 目 的蛋 白
（
Ａ １Ｍ２ 、

Ａ ＳＣ 、
ＩＬ

－

ｌ
ｐ ） ， 蓝 色代表胞核

图 ２ 免疫荧光染色观察ＴＮＦ －

ｃ ｔ处理ＳＷ９ ８２细胞 中Ａ ＩＭ ２ 、
Ａ ＳＣ 、

ＩＬ－

ｌ

ｐ
的表达

Ｔ ｉ
ｍ ｅ（ｈ ）〇０ ． ５ １２４ ８ １ ２２ ４３ ６７ ２

ＰＡＲ Ｐ

Ｃｌ
ｅａｖｅｄ

－

ＰＡ ＲＰ

ｐ
－

ａｃｔ ｉ
ｎ

图 ３Ｗｅ ｓｔｅｍ
－

ｂ ｌ ｏｔ
检测ＴＮＦ －

ｏ ｔ处理ＳＷ９ ８２细胞 中凋亡相 关

蛋 白 ＰＡＲＰ的表达

骨基质金属 蛋 白 酶及破骨相 关细胞因子等 ， 提示

ＴＮＦ － ａ及其下游产物在ＲＡ的发生 、 发展过程 中起重

要作用 ［

９
］

。

目前普遍认为典型炎症小体包括 ３种ＮＬＲ家族炎

症小体 （ＮＬＲＰ １
、 Ｎ ＬＲＰ ３和ＮＬＲＣ４ ） 、

Ａ ＩＭ２和热蛋 白

炎症小体 ，
其中ＮＬＲＰ３炎症小体研究最为广泛深入。

有研究发现在ＲＡ中能观察到ＮＬＲＰ ３炎症小体的激

活 ，

ＮＬＲＰ３和 Ｃａｓｐａｓｅ
－

１缺失 在 

Ａ２０ｍ ｙｅ ｌ

－ＫＯ小 鼠 中

具有显著的抗ＲＡ相关软骨侵蚀作用 ｜

１ （ ＞

］

。 近期有研究

显示尿酸钠晶 体可通过激活人原代滑膜成纤维细胞

ＮＬＲＰ３炎症小体介导ＩＬ－

ｉ ｐ分泌 ， 提示人滑膜成纤维

细胞具有炎症小体激活的分子基础 ， 并可能参与调

控ＲＡ发病 １

６
］

。 本研究 中 我们 通 过 ｑＲＴ
－ＰＣＲ检测 发

现
，
经 ＴＮＦ －

＜ｘ处 理 的 人 滑 膜 肉 瘤 细 胞 ＳＷ９ ８２中

ＮＬＲＰ １
、
ＮＬＲＰ３

、
Ａ ＩＭ２基 因 转 录 水 平 上 调 ， 但

Ｗｅ ｓ ｔ ｅｒｎ－

ｂ ｌ ｏｔ和细胞免疫荧光染色检测结果显示只有

ＮＬＲＰ３和Ａ ＩＭ ２蛋 白在处理早期有所上调 ，
２４ ｈ后表

达 则逐渐下降 ， 提示ＴＮＦ － ａ可能 同时诱导 ＳＷ９ ８２细

胞 中 Ｎ ＬＲＰ ３和 Ａ ＩＭ ２炎 症 小 体 激活 。 Ａ ＩＭ２ 由 Ｃ端

Ｈ ＩＮ ２００和 Ｎ端热蛋 白结构域 （
ＰＹＤ

）
组成 ， 其中 Ｈ ＩＮ －

２〇 〇直接与 ｄ ｓＤＮＡ结合 ，
而 ＰＹＤ招募Ａ ＳＣ和 Ｃａ ｓｐａ ｓｅ

－

１前体 ， 从而形成Ａ ＩＭ２炎症小体ｌ

ｕ
］

。 ＡＩＭ２炎症小体

激活的主要诱导因 素为微生物 （细菌 、 病毒 、 曲霉 、

疟原虫
）
和宿主 自 身 ｄ ｓＤＮＡ 。 而我们 的实验结果提示

ＴＮ Ｆ －ａ诱导的信号通路也可能激活滑膜成纤维细胞

中 Ａ ＩＭ２炎 症小体 ， 但具体机制有待进
一

步深入研

究 。

Ｉ Ｌ－

１
Ｊ

３是ＲＡ的主要介质 ， 由激活的 巨 噬细胞和

滑膜细胞产生 。 ＩＬ －

ｌ

ｐ可诱导滑膜细胞和软骨细胞合

成并释放胶原酶 ， 并且抑 制 软骨细胞合成蛋 白 多

搪 ｜

１ ２
］

。 因此
，

ＩＬ －

ｌ ｐ是促进ＲＡ关节软骨破坏的关键

细胞因 子之
一

。 本研究结果表明 ＴＮＦ－ａ可能通过激

活 ＳＷ９ ８２细胞 中 ＮＬＲ Ｐ３和 Ａ ＩＭ２炎症小体介导 ＩＬ －

１

ｐ

大量释放 ， 推测释放的 ＩＬ － １

卩在ＲＡ患 者关节 内进
一

步参与破坏关节软骨 。 此外 ， 我们还发现ＴＮＦ－

ｏｔ可

诱导 ＳＷ９８２细胞中Ｃ
ｌ
ｅａｖｅｄＰＡＲＰ蛋 白表达上调 ， 表

明 ＴＮＦ －ａ可激活滑膜细胞凋亡通路 。

综上所述 ， ＴＮＦ－

ａ处理 ＳＷ９ ８２细胞后典型炎症
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，
等 ． ＴＮＦ －ａ处理人滑膜肉瘤细胞株ＳＷ９８２细胞中典型炎症小体的表达及意义 ６０５

小体识别分子ＮＬＲＰ ３ 、 ＡＩＭ２基因及蛋白表达水平均

明显上升 ， 表明ＮＬＲＰ３和ＡＩＭ２炎症小体可能同时被

激活 ， 同时诱导 ＩＬ－

ｌｐ表达增加 。 ＲＡ患者关节中炎

症小体激活介导的ＩＬ－

ｌ ｐ和 ＴＮＦ－ａ可能协同作用于关

节软骨及滑膜组织 。 后续研究需进一步阐 明 ＴＮＦ－

ａ诱导滑膜细胞炎症小体的激活机制 ， 并利用动物模

型加以验证 。
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