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摘要： 目的 探讨α⁃硫辛酸（ALA）调控微小RNA⁃877（miR⁃877）/N⁃myc下游调节基因2（NDRG2）分子轴对白细胞介素1β（IL
⁃1β）诱导的软骨细胞损伤的影响及其机制。方法 本研究于2019年1月至2019年7月在南充市中心医院风湿免疫科实验室

完成。分离培养 SD大鼠膝关节软骨细胞，按照随机数字表法分为对照（Con）组、IL⁃1β组、IL⁃1β+ALA⁃低剂量（L）组、IL⁃1β+
ALA⁃中剂量（M）组、IL⁃1β+ALA⁃高剂量（H）组、IL⁃1β+miRNA抑制物阴性对照（anti⁃miR⁃NC）组、IL⁃1β+miR⁃877抑制物（anti⁃
miR⁃877）组、IL⁃1β+空载体质粒（pcDNA）组和 IL⁃1β+NDRG2过表达质粒（pcDNA⁃NDRG2）组、IL⁃1β+ALA+miRNA模拟物阴性

对照（miR⁃NC）组和 IL⁃1β+ALA+miR⁃877组。流式细胞术检测细胞凋亡，酶联免疫吸附测定（ELISA）试剂盒检测白细胞介素⁃6
（IL⁃6）、肿瘤坏死因子α（TNF⁃α）、干扰素γ（IFN⁃γ）的分泌量，蛋白质印记（western blot）法检测NDRG2蛋白的表达水平，实时

定量 PCR（qRT⁃PCR）检测miR⁃877和NDRG2 mRNA的表达水平。双荧光素酶报告基因实验和western blot检测miR⁃877和

NDRG2的靶向调控关系。结果 与Con组比较，IL⁃1β组软骨细胞 IL⁃6［（3.27±0.31）比（1.06±0.09）ng/L］、TNF⁃α、IFN⁃γ的分泌

增加，miR⁃877［（2.65±0.24）比（1.02±0.09）］表达升高，NDRG2［（0.21±0.03）比（0.69±0.06）］表达降低，细胞凋亡率［（0.69±0.06）
比（6.24±0.63）%］升高（均P＜0.05）；与 IL⁃1β组比较，IL⁃1β+ALA⁃L组、IL⁃1β+ALA⁃M组、IL⁃1β+ALA⁃H组软骨细胞 IL⁃6［（2.91±
0.25），（2.33±0.23），（1.65±0.16）比（3.27±0.31）ng/L］、TNF⁃α、IFN⁃γ的分泌降低，miR⁃877［（2.21±0.19），（1.96±0.17），（1.43±
0.14）比（2.65±0.24）］的表达降低，NDRG2［（0.34±0.03），（0.46±0.04），（0.58±0.05）比（0.21±0.03）］表达升高，细胞凋亡率

［（20.13±2.12），（16.32±1.63），（11.04±1.15）比（27.62±2.43）］%降低，差异有统计学意义（P＜0.05）；与 IL⁃1β+anti⁃miR⁃NC组比

较，IL⁃1β+anti⁃miR⁃877组软骨细胞 IL⁃6［（1.38±0.14）比（3.34±0.33）ng/L］、TNF⁃α、IFN⁃γ的分泌降低，细胞凋亡率［（12.54±1.25）
比（27.14±2.73）］%降低，差异有统计学意义（P＜0.05）；与 IL⁃1β+pcDNA组比较，IL⁃1β+pcDNA⁃NDRG2组软骨细胞 IL⁃6［（1.43±
0.15）比（3.47±0.34）ng/L］、TNF⁃α、IFN⁃γ的分泌降低，细胞凋亡率［（13.55±1.35）比（28.14±2.83）］%降低，差异有统计学意义（P

＜0.05）；与 IL⁃1β+ALA+miR⁃NC组相比，IL⁃1β+ALA+miR⁃877组软骨细胞 IL⁃6［（3.01±0.29）比（1.42±0.13）ng/L］、TNF⁃α、IFN⁃γ
的分泌升高，细胞凋亡率［（25.47±2.53）比（11.68±1.87）］%增加，差异有统计学意义（P＜0.05）。结论 α⁃硫辛酸能够减轻 IL⁃
1β诱导的软骨细胞损伤，其机制与调控miR⁃877/NDRG2通路有关。
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Abstract： Objective To investigate the effect of α⁃lipoic acid（ALA）on the interleukin 1β（IL⁃1β）⁃induced chondrocyte inju⁃
ry induced by regulating microRNA⁃877（miR⁃877）/Downstream regulatory gene 2 of N⁃myc（NDRG2）molecular axis and its
mechanism.Methods The experiment was completed in the Laboratory of Rheumatology and Immunology of Nanchong Central
Hospital from January 2019 to July 2019.SD rats were purchased from Hunan Slack Jingda Experimental Animal Co.，Ltd.Isolated
and cultured chondrocytes in vitro were divided into control（Con）group，IL⁃1β group，IL⁃1β+ALA low dose⁃（L）group，IL⁃1β+
ALA medium dose（M）group，IL⁃1β+ALA high dose（H）group.IL⁃1β+negative control of miRNA inhibitor（anti⁃miR⁃NC）group，
IL⁃1β+miR⁃877 inhibitor（anti⁃miR⁃877）group，IL⁃1β+ empty vector plasmid（pcDNA）group and IL⁃1β+NDRG2 overexpression
plasmid（pcDNA⁃NDRG2）group，IL⁃1β+ALA+ negative control of miRNA mimics（miR⁃NC）group and IL⁃1β+ALA+miR⁃877
group according to the random number table method.Apoptosis was detected by flow cytometry，the secretion of interleukin 6（IL⁃
6），tumor necrosis factor α（TNF⁃α）and interferon⁃γ（IFN⁃γ）was detected by enzyme⁃linked immunosorbent assay（ELISA）kit，
the expression NDRG2 protein were detected by Western blot，and the expression levels of NDRG2 mRNA and miR⁃877 were de⁃
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tected by Real⁃time quantitative PCR（qRT⁃PCR）.The dual luciferase reporter gene assay and western blot were used to detect the
targeted regulatoryrelationship between miR⁃877 and NDRG2.Results Compared with the Con group，the secretion of IL⁃6（3.27±
0.31 vs. 1.06±0.09）ng/L，TNF⁃α and IFN⁃γ in chondrocytes of IL⁃1β group increased，the expression of miR⁃877（2.65±0.24 vs.
1.02±0.09）increased，and the expression of NDRG2（0.21±0.03 vs. 0.69±0.06）decreased，the apoptotic rate（0.69±0.06 vs. 6.24±
0.63）% increased，the difference was statistically significant（P＜0.05）；Compared withIL⁃1β group，the secretion of IL⁃6（2.91±
0.25，2.33±0.23，1.65±0.16 vs. 3.27±0.31）ng/L，TNF⁃αand IFN⁃γ in chondrocytes of IL⁃1β+ALA⁃L group，IL⁃1β+ALA⁃M group，IL⁃
1β+ALA⁃H group decreased，the expression of miR⁃877（2.21±0.19，1.96±0.17，1.43±0.14 vs. 2.65±0.24）decreased，the expression
of NDRG2（0.34±0.03，0.46±0.04，0.58±0.05 vs. 0.21±0.03）increased，and the apoptosis rate（20.13±2.12，16.32±1.63，11.04±
1.15 vs. 27.62±2.43）% decreased，the difference was statistically significant（P＜0.05）.Compared with IL⁃1β+anti⁃miR⁃NC group，
the secretion of IL⁃6（1.38±0.14 vs. 3.34±0.33）ng/L，TNF⁃α and IFN⁃γ in chondrocytes of IL⁃1β+anti⁃miR⁃877 group decreased，
and the apoptosis（12.54±1.25 vs. 27.14±2.73）% rate decreased，the difference was statistically significant（P＜0.05）.Compared
with IL⁃1β+pcDNA group，the secretion of IL⁃6（1.43±0.15 vs. 3.47±0.34）ng/L，TNF⁃α and IFN⁃γ in chondrocytes of IL⁃1β+pcD⁃
NA⁃NDRG2 group decreased，and the apoptosis rate（13.55±1.35 vs. 28.14±2.83）% decreased，the difference was statistically sig⁃
nificant（P＜0.05）.Compared with IL⁃1β+ALA+miR⁃NC group，the secretion of IL⁃6（3.01±0.29 vs. 1.42±0.13）ng/L，TNF⁃α and
IFN⁃γ in chondrocytes of IL⁃1β+ALA+miR ⁃877 group increased，and the apoptosis rate（25.47±2.53 vs. 11.68±1.87）% increased，
the difference was statistically significant（P＜0.05）.Conclusion α⁃lipoic acid could attenuate IL⁃1β⁃induced chondrocyte injury，
and its mechanism is related to the regulation of miR⁃877/NDRG2 pathway.
Key words： Thioctic acid； miR⁃877； Genes，myc； NDRG2； Chondrocytes； Tumor necrosis factor⁃alpha； Interleukins；
Apoptosis； Rats，Sprague⁃Dawley

类风湿关节炎（RA）影响全球约 1%的人口健

康，是世界各国普遍关注的健康问题和经济问

题［1⁃2］。研究显示，α⁃硫辛酸在白细胞介素 1β（IL⁃
1β）诱导的软骨细胞模型中发挥抗炎作用，对骨关

节炎软骨细胞损伤具有保护作用［3］，但其作用机

制尚未完全阐明。近年来，微小 RNA（miRNA）因

其广泛参与增殖、凋亡、炎症和免疫等生物学和生

物学过程而受到广泛关注。例如，在Ⅱ型胶原诱

导的RA大鼠模型中，微小RNA⁃26a（miR⁃26a）的表

达下调，上调miR⁃26a可以减轻软骨损伤，刺激细

胞增殖，抑制软骨细胞凋亡［4］；微小RNA⁃23a（miR⁃
23a）通过抑制核因子 κB 激酶抑制剂（IKKα）表达

抑制 RA 软骨细胞的炎症反应［5］。微小 RNA⁃877⁃
5p（miR⁃877⁃5p）是 miRNA 家族成员之一，研究发

现，在阿司匹林所致的人胃黏膜上皮细胞损伤中

miR⁃877⁃5p表达上调，抑制miR⁃877⁃5p表达能够减

轻阿司匹林所致胃黏膜上皮细胞损伤［6］。N⁃myc
下游调节基因 2（NDRG2）隶属于 NDRG 基因家族

的成员，与骨发育密切相关［7］。研究发现，TNF⁃α
刺激人类风湿性关节炎滑膜细胞可降低细胞中

NDRG2 的蛋白水平［8］。生物信息学分析显示，

NDRG2 是 miR⁃877 的潜在靶基因，但 α⁃硫辛酸和

miR⁃877⁃5p对 IL⁃1β诱导的软骨细胞损伤的影响，

以及α⁃硫辛酸能否通过调控miR⁃877/NDRG2表达

影响 IL⁃1β诱导的软骨细胞损伤目前还尚未可知。

因此，本研究以 IL⁃1β诱导的软骨细胞模拟RA软

骨细胞损伤模型，分析α⁃硫辛酸对 IL⁃1β诱导的软

骨细胞损伤的影响，初步探索其可能的分子机制，

以期为α⁃硫辛酸在RA的临床应用提供实验依据。

1 材料与方法

1.1 一般材料 本研究于 2019年 1月至 2019年 7
月在南充市中心医院风湿免疫科实验室完成。8只

（4周龄）SPF级雄性SD大鼠购于湖南斯莱克景达实

验动物有限公司；IL⁃1β购自美国 Sigma公司；α⁃硫
辛酸（CAS号：1077⁃28⁃7；纯度：BR，99%）购于上海

源叶生物技术有限公司；杜尔伯格氏伊戈尔培养基

（DMEM）和胎牛血清购于hyclone公司；聚合酶链式

反应（PCR）引物、miRNA模拟物阴性对照（miR⁃NC）、
miR⁃877模拟物（mimics）、miRNA抑制物阴性对照

（anti ⁃miR⁃NC）、miR⁃877 抑制物（anti ⁃miR⁃877）、

NDRG2野生型荧光素酶报告载体（WT⁃NDRG2）和

NDRG2突变型荧光素酶报告载体（MUT⁃NDRG2）的

构建和测序由北京华大基因公司提供；Trizol试剂、

放射免疫沉淀测定（RIPA）裂解液、蛋白质印迹

（Western）封闭液、洗涤液均购于上海碧云天公司；

膜联蛋白 V⁃异硫氰酸荧光素（Annexin V⁃FITC）/碘
化丙啶（PI）试剂盒购于北京索莱宝科技有限公司；

白细胞介素⁃6（IL⁃6）、肿瘤坏死因子α（TNF⁃α）和干

扰素γ（IFN⁃γ）酶联免疫吸附测定（ELISA）试剂盒购

于武汉艾美捷科技有限公司；兔源B细胞淋巴瘤⁃2
蛋白（Bcl⁃2）单克隆抗体、兔源Bcl相关X蛋白（Bax）
多克隆抗体、兔源甘油醛⁃3⁃磷酸脱氢酶（GAPDH）抗
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体及辣根过氧化物酶（HRP）标记的羊抗兔Ⅱ抗购于

Abcam公司；鼠源NDRG2单克隆抗体和HRP标记

的羊抗鼠Ⅱ抗购于Santa Cruz公司。

1.2 大鼠膝关节软骨细胞分离及培养 取8只SPF
级 SD大鼠，麻醉处死后，无菌条件刮取膝关节关节

软骨，经2 g/L的Ⅱ型胶原酶消化处理4 h，分离软骨

细胞，用含有10%胎牛血清的DMEM培养基进行体

外培养。

1.3 细胞分组和处理 将同一批次生长良好的第

二代关节软骨细胞以 2×105个/孔接种到 6孔板，采

用随机数字表随机分为Con组（正常培养的软骨细

胞）、IL⁃1β组（用含10 ng/mL的 IL⁃1β的细胞培养液

处理，构建软骨细胞损伤模型）、IL⁃1β+ALA⁃L组（用

含 10 ng/mL的 IL⁃1β和 0.1 μmol/L的α⁃硫辛酸的细

胞培养液处理）、IL⁃1β+ALA⁃M组（用含10 ng/mL的

IL⁃1β和1 μmol/L的α⁃硫辛酸的细胞培养液处理）、

IL⁃1β+ALA⁃H组（用含10 ng/mL的 IL⁃1β和10 μmol/
L的α⁃硫辛酸的细胞培养液处理）、IL⁃1β+anti⁃miR⁃
NC组（转染 anti⁃miR⁃NC后，用含 10 ng/mL的 IL⁃1β
细胞培养液处理）、IL⁃1β+anti⁃miR⁃877组（转染anti⁃
miR⁃877后，用含 10 ng/mL的 IL⁃1β细胞培养液处

理）、IL⁃1β+pcDNA组（转染 pcDNA后，用含 10 ng/
mL 的 IL⁃1β 细胞培养液处理）和 IL⁃1β+pcDNA⁃
NDRG2 组（转染 pcDNA⁃NDRG2 后，用含 10 ng/mL
的 IL⁃1β细胞培养液处理）。干预处理时间为48 h。
为进一步验证 α ⁃硫辛酸是通过调控 miR ⁃ 877 /
NDRG2通路进而影响 IL⁃1β诱导的软骨细胞损伤，

把miR⁃NC和miR⁃877 mimics分别转染软骨细胞后，

用含 10 ng/mL的 IL⁃1β和 10 μmol/L的α⁃硫辛酸的

细胞培养液干预处理，标记为 IL⁃1β+ALA+miR⁃NC
组和 IL⁃1β+ALA+miR⁃877组，并进行后续分析。建

模 IL⁃1β浓度参考文献［9］，α⁃硫辛酸浓度梯度设定

参考文献［10］。
1.4 qRT⁃PCR检测 收集按照“1.3”进行相应干

预处理的各组软骨细胞，经 PBS 液漂洗后，利用

Trizol试剂于冰上提取总RNA，逆转录为 cDNA后，

以 cDNA 为模板进行 qPCR 扩增。分别以 U6 和

GAPDH 为内参基因，按照 2-ΔΔCt法计算 miR⁃877 和

NDRG2 mRNA的相对表达量。

1.5 流式细胞术检测细胞凋亡 收集按照“1.3”进
行相应干预处理的各组细胞，用预冷的PBS液洗涤

细胞，离心弃去上清液，用 1×Binding Buffer重悬细

胞，调整细胞密度为1×106个/mL。取100 μL细胞悬

液加入流式管内，再加入 5 μL的Annexin V⁃FITC，
混匀后，室温避光孵育10 min，加入5 μL的PI染液，

继续孵育 5 min 后，补加 PBS 至 500 μL，轻轻混匀

后，进行上机检测。

1.6 试剂盒检测 IL⁃6、TNF⁃α和 IFN⁃γ的含量 收

集1.3进行相应干预处理的细胞培养液，按照ELISA
试剂盒说明书操作步骤进行。

1.6.1 蛋白质印迹法检测蛋白表达情况 收集按

照“1.3”进行相应干预处理的各组细胞，经PBS漂洗

后，离心弃取上清液，用适量预冷的RIPA裂解液提

取细胞总蛋白，BCA试剂盒测定蛋白浓度，按照1∶4
比例加入5×蛋白上样缓冲液，混匀后，煮沸3~5 min
使细胞蛋白变性；取 30 μg蛋白样品上样进行 SDS⁃
PAGE 凝胶电泳；电泳结束后，进行常规湿法转膜

（PVDF）；转膜结束后，加入Western封闭液室温条

件封闭1 h；Western洗涤液漂洗10 min，漂洗3次，加

入已稀释的 NDRG2（1∶500）、Bcl⁃2（1∶1 000）、Bax
（1∶500）以及GAPDH（1∶2 500）Ⅰ抗室温孵育 2 h；
Western洗涤液漂洗 10 min，漂洗 3次；加入Ⅱ抗室

温孵育1 h；Western洗涤液再次洗膜后，进行ECL显

影；Image J软件分析目的条带灰度值（以GAPDH为

内参）。

1.6.2 双荧光素酶报告基因实验 利用生物信息

软件对miR⁃877的靶基因进行预测，发现miR⁃877
与 NDRG2 能够特异性结合，猜测 NDRG2 是 miR⁃
877 的靶基因，并进行验证。构建野生型 WT ⁃
NDRG2和突变型MUT⁃NDRG2的NDRG2⁃3’UTR荧

光素酶报告基因载体，利用 LipofectamineTM 2000将

miR⁃877 mimics 和 miR⁃NC 分别与 WT⁃NDRG2 和

MUT⁃NDRG21共转染软骨细胞，培养 48 h后，利用

双荧光素酶报告基因检测试剂盒检测各组细胞的

荧光素酶活性。

1.7 统计学方法 利用SPSS 20.0学软件进行统计

学分析，两组间比较采用独立样本 t检验进行分析，

多组间比较采用单因素方差分析，之后组间两两比

较采用 SNK⁃q检验。P＜0.05 表示差异有统计学

意义。

2 结果

2.1 α⁃硫辛酸对 IL⁃1β诱导的软骨细胞损伤的影

响 与Con组比较，IL⁃1β组软骨细胞促炎因子 IL⁃6、
TNF⁃α、IFN⁃γ的分泌增加，抗凋亡蛋白Bcl⁃2的表达

降低，促凋亡蛋白 Bax的表达升高，细胞凋亡率升

高；与 IL⁃1β组比较，IL⁃1β+ALA⁃L组、IL⁃1β+ALA⁃M
组和 IL⁃1β+ALA⁃H组软骨细胞 IL⁃6、TNF⁃α、IFN⁃γ
的分泌降低，Bcl⁃2蛋白的表达升高，Bax蛋白的表达

降低，细胞凋亡率降低，且随着α⁃硫辛酸浓度的增

加，细胞凋亡率逐步降低（P＜0.05）。见表 1。以上
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表1 α⁃硫辛酸对 IL⁃1β诱导的软骨细胞损伤的影响/x̄ ± s
组别

Con
IL⁃1β
IL⁃1β+ALA⁃L
IL⁃1β+ALA⁃M
IL⁃1β+ALA⁃H
F 值

P 值

重复次数

9
9
9
9
9

IL⁃6/（ng/L）
1.06±0.09
3.27±0.31①

2.91±0.25②

2.33±0.23②③

1.65±0.16②③④

149.495
<0.001

TNF⁃α/（ng/L）
2.17±0.19

13.06±1.14①

9.87±0.88②

7.29±0.73②③

4.58±0.44②③④

291.319
<0.001

IFN⁃γ/（ng/L）
5.79±0.58

21.36±2.18①

17.45±1.47②

12.48±1.54②③

8.06±0.81②③④

182.088
<0.001

凋亡率/%
6.24±0.63

27.62±2.43①

20.13±2.12②

16.32±1.63②③

11.04±1.15②③④

206.853
<0.001

Bcl⁃2蛋白

0.68±0.06
0.25±0.02①

0.36±0.03②

0.47±0.04②③

0.58±0.05②③④

145.850
<0.001

Bax蛋白

0.31±0.03
0.75±0.07①

0.63±0.06②

0.52±0.05②③

0.43±0.04②③④

97.400
<0.001

注：Con为对照组，IL⁃1β为白细胞介素1β组，IL⁃1β+ALA⁃L为白细胞介素⁃1β+低剂量硫辛酸组，IL⁃1β+ALA⁃M为白细胞介素⁃1β+中剂量硫辛酸

组，IL⁃1β+ALA⁃H为白细胞介素⁃1β+高剂量硫辛酸组，IL⁃6为白细胞介素⁃6，TNF⁃α为肿瘤坏死因子α，IFN⁃γ为干扰素γ，Bcl⁃2为B淋巴细胞瘤⁃2蛋
白，Bax为Bcl相关X蛋白。

①与Con组比较，P＜0.05。②与IL⁃1β组比较，P＜0.05。③与IL⁃1β+ALA⁃L组比较，P＜0.05。④与IL⁃1β+ALA⁃M组比较，P＜0.05。
结果表明，IL⁃1β可诱导软骨细胞损伤，α⁃硫辛酸对

IL⁃1β诱导的软骨细胞损伤具有保护作用。

2.2 α⁃硫辛酸对 IL⁃1β诱导的软骨细胞中miR⁃877
和NDRG2表达的影响 图 1和表 2显示，与Con组

比较，IL⁃1β组软骨细胞miR⁃877的表达水平升高，

NDRG2 mRNA和NDRG2蛋白的表达水平降低；与

IL⁃1β组比较，IL⁃1β+ALA⁃L组、IL⁃1β+ALA⁃M组和

IL⁃1β+ALA⁃H组软骨细胞miR⁃877的表达水平降

低，NDRG2 mRNA和NDRG2蛋白的表达水平升高，

且随着α⁃硫辛酸浓度的增加，miR⁃877的表达水平

2

3 4 5 6 7

1

注：1—甘油醛 ⁃3⁃磷酸脱氢酶；2—N⁃myc 下游调节基因 2；
3—对照组；4—白细胞介素1β组；5—白细胞介素1β+低剂量硫辛酸

组；6—白细胞介素1β+中剂量硫辛酸组；7—白细胞介素1β+高剂量

硫辛酸组。

图1 NDRG2蛋白免疫印迹图

表2 α⁃硫辛酸对 IL⁃1β诱导的软骨细胞中miR⁃877和
NDRG2表达的影响/x̄ ± s

组别

Con
IL⁃1β
IL⁃1β+ALA⁃L
IL⁃1β+ALA⁃M
IL⁃1β+ALA⁃H
F 值

P 值

重复次数

9
9
9
9
9

miR⁃877
1.02±0.09
2.65±0.24①

2.21±0.19②

1.96±0.17②③

1.43±0.14②③④

123.273
<0.001

NDRG2 mRNA
1.00±0.09
0.37±0.04①

0.51±0.05②

0.68±0.04②③

0.89±0.07②③④

163.035
<0.001

NDRG2蛋白

0.69±0.06
0.21±0.03①

0.34±0.03②

0.46±0.04②③

0.58±0.05②③④

170.668
<0.001

注：Con为对照组，IL⁃1β为白细胞介素1β组，IL⁃1β+ALA⁃L为白

细胞介素1β+低剂量硫辛酸组，IL⁃1β+ALA⁃M为白细胞介素1β+中，

剂量硫辛酸组，IL⁃1β+ALA⁃H为白细胞介素 1β+高剂量硫辛酸组，

NDRG2为N⁃myc下游调节基因2。
①与Con组比较，P＜0.05。②与 IL⁃1β组比较，P＜0.05。③与 IL⁃

1β+ALA⁃L组比较，P＜0.05。④与IL⁃1β+ALA⁃M组比较，P＜0.05。

逐渐降低，NDRG2的表达水平逐渐升高（P＜0.05）。

以上结果表明，α⁃硫辛酸可抑制 IL⁃1β诱导的软骨

细胞中miR⁃877的表达，促进NDRG2表达。

2.3 miR⁃877靶向调控NDRG2的表达 利用生物

信息学软件预测miR⁃877靶基因显示，miR⁃877和

NDRG2存在部分连续的结合位点，见图2A。表3显
示，与miR⁃NC和WT⁃NDRG2共转染组相比，miR⁃877
和WT⁃NDRG2共转染组软骨细胞的荧光素酶活性降

低（P＜0.05）；与miR⁃NC和MUT⁃NDRG2共转染组相

比，miR⁃877和MUT⁃NDRG2共转染组软骨细胞的荧

光素酶活性变化无统计学意义。图2B显示，与miR⁃
NC组比较，miR⁃877组软骨细胞中NDRG2蛋白表达

量显著降低［（0.23±0.03）比（0.65±0.06），P＜0.05］；

与 anti⁃miR⁃NC组比较，anti⁃miR⁃877组软骨细胞中

NDRG2蛋白表达量显著升高［（0.98±0.08）比（0.63±
0.05），P＜0.05］。以上结果表明，NDRG2是miR⁃877
的靶基因，miR⁃877可负性调控NDRG2的表达。

A

B

3

2

1

4 5 6

注：1—甘油醛⁃3⁃磷酸脱氢酶；2—N⁃myc 下游调节基因 2；3—
下游调节基因2；4—微小RNA⁃877；5—为抑制物阴性对照；6—RNA⁃
877抑制物。

图2 miR⁃877靶向调控NDRG2的表达：A为NDRG2的3’UTR序列

中含有与miR⁃877互补的核苷酸序列；B为NDRG2蛋白免疫印迹

（WT⁃NDRG2为野生型NDRG2荧光素酶报告载体，MUT⁃NDRG2为
NDRG2为突变型NDRG2荧光素酶报告载体）

2.4 抑制miR⁃877表达对 IL⁃1β诱导的软骨细胞

损伤的影响 表4和图3显示，与Con组比较，IL⁃1β
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表3 双荧光素酶报告实验/x̄ ± s
组别

miR⁃NC
miR⁃877
t 值

P 值

重复次数

9
9

WT⁃NDRG2
1.02±0.09
0.37±0.03
20.555
<0.001

MUT⁃NDRG2
1.00±0.08
0.99±0.09

0.249
0.806

注：miR⁃877为微小RNA⁃877模拟物；miR⁃NC为miRNA模拟物

阴性对照；WT⁃NDRG2为野生型NDRG2荧光素酶报告载体；MUT⁃
NDRG2为NDRG2突变型NDRG2荧光素酶报告载体。

3

4 5 6 7

2

1

注：1—甘油醛⁃3⁃磷酸脱氢酶；2—Bcl相关X蛋白；3—B淋巴细

胞瘤⁃2蛋白；4—对照组；5—白细胞介素⁃1β组；6—白细胞介素⁃1β+
miRNA抑制物阴性对照组；7—白细胞介素⁃1β+miR⁃877抑制物组。

图3 凋亡相关蛋白表达

组软骨细胞miR⁃877的表达水平升高，IL⁃6、TNF⁃α、
IFN⁃γ的分泌增加，Bcl⁃2蛋白的表达水平降低，Bax
蛋白的表达水平升高，细胞凋亡率增加；与 IL⁃1β+

anti⁃miR⁃NC组相比，IL⁃1β+anti⁃miR⁃877组软骨细

胞miR⁃877的表达水平降低，IL⁃6、TNF⁃α、IFN⁃γ的

分泌减少，Bcl⁃2蛋白的表达水平升高，Bax蛋白的

表达水平降低，细胞凋亡率降低（P＜0.05）。表明，

抑制 miR⁃877 表达可减轻 IL⁃1β 诱导的软骨细胞

损伤。

2.5 NDRG2过表达对 IL⁃1β诱导的软骨细胞损伤

的影响 表5和图4显示，与Con组比较，IL⁃1β组软

骨细胞NDRG2蛋白的表达水平降低，IL⁃6、TNF⁃α、
IFN⁃γ的分泌增加，Bcl⁃2蛋白的表达水平降低，Bax
蛋白的表达水平升高，细胞凋亡率增加；与 IL⁃1β+
pcDNA组比较，IL⁃1β+pcDNA⁃NDRG2组软骨细胞

NDRG2蛋白的表达水平升高，IL⁃6、TNF⁃α、IFN⁃γ的

分泌减少，Bcl⁃2蛋白的表达水平升高，Bax蛋白的表

达水平降低，细胞凋亡率减少（P＜0.05）。这表明，

过表达 NDRG2 可减轻 IL ⁃ 1β 诱导的软骨细胞

损伤。

2.6 过表达miR⁃877逆转了α⁃硫辛酸对 IL⁃1β诱
导的软骨细胞损伤的作用 表 6和图 5显示，与 IL⁃
1β组比较，IL⁃1β+ALA组软骨细胞miR⁃877的表达

降低，NDRG2蛋白的表达升高，IL⁃6、TNF⁃α、IFN⁃γ
的分泌降低，Bcl⁃2蛋白的表达升高，Bax蛋白的表达

表4 抑制miR⁃877表达对 IL⁃1β诱导的软骨细胞损伤的影响/x̄ ± s
组别

Con
IL⁃1β
IL⁃1β+anti⁃miR⁃NC
IL⁃1β+anti⁃miR⁃877
F 值

P 值

重复次数

9
9
9
9

miR⁃877
1.00±0.09
2.67±0.26①

2.71±0.27
1.65±0.16②

142.958
<0.001

IL⁃6/（ng/L）
1.03±0.09
3.31±0.29①

3.34±0.33
1.38±0.14②

247.726
<0.001

TNF⁃α/（ng/L）
2.14±0.21

13.15±1.32①

13.48±1.35
4.14±0.42②

334.713
<0.001

IFN⁃γ/（ng/L）
5.51±0.52

20.36±2.17①

20.48±2.34
8.12±0.87②

201.762
<0.001

凋亡率/%
7.21±0.71

26.47±2.62①

27.14±2.73
12.54±1.25②

220.500
<0.001

Bcl⁃2蛋白

0.65±0.06
0.24±0.03①

0.23±0.03
0.54±0.05②

206.127
<0.001

Bax蛋白

0.32±0.02
0.75±0.07*

0.77±0.06
0.43±0.04②

176.543
<0.001

注：Con为对照组，IL⁃1β为白细胞介素⁃1β组，IL⁃1β+anti⁃miR⁃NC为白细胞介素⁃1β+miRNA抑制物阴性对照组，IL⁃1β+anti⁃miR⁃877为白

细胞介素1β+miR⁃877抑制物组，IL⁃6为白细胞介素⁃6，TNF⁃α为肿瘤坏死因子α，IFN⁃γ为干扰素γ，Bcl⁃2为B淋巴细胞瘤⁃2蛋白，Bax为Bcl相
关X蛋白。

①与Con组比较，P＜0.05。②与 IL⁃1β+anti⁃miR⁃NC组比较，P＜0.05。
表5 NDRG2过表达对 IL⁃1β诱导的软骨细胞损伤的影响/x̄ ± s

组别

Con
IL⁃1β
IL⁃1β+pcDNA
IL⁃1β+pcDNA⁃NDRG2
F 值

P 值

重复次数

9
9
9
9

NDRG2蛋白

0.67±0.06
0.26±0.03①

0.24±0.02
0.56±0.05②

226.176
<0.001

IL⁃6/（ng/L）
1.06±0.11
3.38±0.33①

3.47±0.34
1.43±0.15②

223.461
<0.001

TNF⁃α/（ng/L）
2.46±0.25

14.29±1.43①

14.98±1.44
4.68±0.39②

346.550
<0.001

IFN⁃γ/（ng/L）
5.49±0.54

21.42±2.14①

21.98±2.21
9.76±0.98②

232.234
<0.001

凋亡率/%
6.87±0.69

26.54±2.68①

28.14±2.83
13.55±1.35②

217.516
<0.001

Bcl⁃2蛋白

0.66±0.06
0.23±0.03①

0.21±0.02
0.51±0.05②

234.608
<0.001

Bax蛋白

0.33±0.03
0.74±0.07①

0.76±0.06
0.48±0.04b

142.336
<0.001

注：Con为对照组，IL⁃1β为白细胞介素⁃1β组，IL⁃1β+pcDNA为白细胞介素⁃1β+空载体质粒组，IL⁃1β+pcDNA⁃NDRG2为白细胞介素⁃1β+
NDRG2过表达质粒，NDRG2为N⁃myc下游调节基因2，IL⁃6为白细胞介素⁃6，TNF⁃α为肿瘤坏死因子α，IFN⁃γ为干扰素γ，Bcl⁃2为B淋巴细胞瘤⁃2
蛋白，Bax为Bcl相关X蛋白。

①与Con组比较，P＜0.05。②与 IL⁃1β+pcDNA组比较，P＜0.05。
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表6 miR⁃877过表达逆转了α⁃硫辛酸（10 μmol/L）对 IL⁃1β诱导的软骨细胞损伤的保护作用/x̄ ± s
组别

IL⁃1β
IL⁃1β+ALA
IL⁃1β+ALA+miR⁃NC
IL⁃1β+ALA+miR⁃877
F值

P值

重复次数

9
9
9
9

miR⁃877
1.03±0.08
0.46±0.04①

0.44±0.05
0.83±0.08②

177.941
<0.001

NDRG2蛋白

0.23±0.03
0.67±0.06①

0.69±0.06
0.36±0.03②

209.167
<0.001

IL⁃6/（ng/L）
3.38±0.33
1.43±0.14①

1.42±0.13
3.01±0.29②

167.394
<0.001

TNF⁃α/（ng/L）
13.15±0.13
4.32±0.45①

4.28±0.43
10.28±1.06②

464.178
<0.001

IFN⁃γ/（ng/L）
22.14±0.23
8.36±0.84①

8.24±0.87
18.43±1.78②

385.660
<0.001

凋亡率/%
28.43±2.15
12.46±1.28①

11.68±1.87
25.47±2.53②

167.909
<0.001

Bcl⁃2蛋白

0.24±0.03
0.59±0.05①

0.62±0.06
0.35±0.04②

143.163
<0.001

Bax蛋白

0.77±0.07
0.38±0.03①

0.36±0.04
0.65±0.05②

149.091
<0.001

注：IL⁃1β为白细胞介素1β，IL⁃1β+ALA为白细胞介素1β+α⁃硫辛酸，IL⁃1β+ALA+miR⁃NC为白细胞介素1β+α⁃硫辛酸+miRNA模拟物阴性

对照，IL⁃1β+ALA+miR⁃877为白细胞介素1β+α⁃硫辛酸+miR⁃877模拟物，NDRG2为N⁃myc下游调节基因2，IL⁃6为白细胞介素6，TNF⁃α为肿瘤

坏死因子α，IFN⁃γ为干扰素γ，Bcl⁃2为B淋巴细胞瘤⁃2蛋白，Bax为Bcl相关X蛋白，GAPDH为甘油醛⁃3⁃磷酸脱氢酶。

①与 IL⁃1β组比较，P＜0.05。②与 IL⁃1β+ALA+miR⁃NC组比较，P＜0.05。

4

5 6 7 8

3

2

1

注：1—甘油醛⁃3⁃磷酸脱氢酶；2—Bclm相关X蛋白；3—B淋巴

细胞瘤⁃2蛋白；4—N⁃myc下游调节基因2；5—对照组；6—白细胞介

素1β组；7—白细胞介素1β+空载体质粒组；8—白细胞介素1β+
NDRG2过表达质粒。

图4 NDRG2和凋亡相关蛋白免疫印迹图

4

5 6 7 8

3

2

1

注：1—甘油醛⁃3⁃磷酸脱氢酶；2—Bcl相关X蛋白；3—B淋巴

细胞瘤⁃2蛋白；4—N⁃myc下游调节基因2；5—白细胞介素1β；6—白

细胞介素1β+α⁃硫辛酸；7—白细胞介素1β+α⁃硫辛酸+miRNA模拟物

阴性对照；8—白细胞介素1β+α⁃硫辛酸+miR⁃877模拟物。

图5 NDRG2和凋亡相关蛋白免疫印迹图

降低，细胞凋亡率降低；与 IL⁃1β+ALA+miR⁃NC组比

较，L⁃1β+ALA+miR⁃877组软骨细胞miR⁃877的表达

升高，NDRG2蛋白的表达降低，IL⁃6、TNF⁃α、IFN⁃ γ
的分泌升高，Bcl⁃2蛋白的表达降低，Bax蛋白的表达

升高，细胞凋亡率增加。表明，过表达miR⁃877能够

逆转α⁃硫辛酸对 IL⁃1β诱导的软骨细胞损伤的保护

作用。

3 讨论

α⁃硫辛酸是一种天然存在的硫醇抗氧化剂，它

不仅在糖尿病方面有广泛的临床应用，而且在心血

管疾病和肝肾疾病中也有广泛的应用［11⁃12］。最近的

研究表明，α⁃硫辛酸通过抑制 IRF⁃1的转录活性发

挥抗炎作用，从而对 IL⁃1β诱导的软骨细胞具有保

护作用［3］；α⁃硫辛酸还可增加牛油果和大豆非皂化

物对体外培养的软骨细胞的抗炎活性［13］。此外，α⁃
硫辛酸还可抑制NF⁃κB通路活化，抑制TNF⁃α分泌，

对碘乙酸钠诱导的骨关节炎大鼠软骨细胞具有保

护作用［14］。本研究发现，α⁃硫辛酸呈浓度依赖性地

抑制 IL⁃1β诱导的软骨细胞 IL⁃6、TNF⁃α、IFN⁃γ的分

泌，抑制Bax的表达，促进Bcl⁃2的表达，抑制 IL⁃1β
诱导的软骨细胞凋亡，发挥保护作用，这与Sun等［3］

的研究结论相一致。同时，本研究发现α⁃硫辛酸呈

浓度依赖性地抑制 IL⁃1β诱导的软骨细胞miR⁃877
的表达，促进NDRG2表达。此外，双荧光素酶报告

基因实验和western blot检测显示，miR⁃877可负性

调控NDRG2的表达。因此，推测α⁃硫辛酸对 IL⁃1β
诱导的软骨细胞的保护作用可能与 miR ⁃ 877 /
NDRG2分子轴的异常表达有关。

近年来，随着对miRNA研究的不断深入，miR⁃
NA与细胞凋亡、损伤的联系越来越清晰。前人研

究发现，miR⁃877参与多种细胞的凋亡过程，在X射

线引起的视网膜神经节细胞损伤中，miR⁃877表达

上调，miR⁃877通过调控其靶基因参与视网膜神经

节细胞的放射损伤过程［15］；同时，miR⁃877表达上调

还参与曲伐沙星等多种药物诱导的肝损伤过

程［16⁃17］；此外，下调miR⁃877表达对阿司匹林所诱导

的胃黏膜细胞损伤具有保护作用［6］。本研究发现，

抑制miR⁃877表达可抑制 IL⁃1β诱导的软骨细胞中

IL⁃6、TNF⁃α、IFN⁃γ的分泌，降低Bax的表达，增加

Bcl⁃2的表达，抑制细胞凋亡。提示抑制miR⁃877表
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达与α⁃硫辛酸对 IL⁃1β诱导的软骨细胞损伤的保护

作用一致。

NDRG基因家族包括NDRG1、NDRG2、NDRG3
和NDRG4四个家族成员，是近年发现的一类细胞内

信号分子。NDRG2 基因定位于染色体 14q11.2 位

点，作为一种抑癌基因，NDRG2基因的表达缺失与

结肠癌［18］、胃癌［19］等恶性肿瘤的发生密切相关。同

时，NDRG2还可在应激条件下发生改变，影响细胞

的生理和病理过程。在大鼠心肌缺血再灌注损伤

中NDRG2表达下调［20］；在肺缺血再灌注损伤中，过

表达NDRG2可抑制炎性因子 TNF⁃α、IL⁃6表达，抑

制病理组织的炎性改变［21］。本研究发现，过表达

NDRG2可抑制 IL⁃1β诱导的软骨细胞炎性因子 IL⁃
6、TNF⁃α、IFN⁃γ的分泌，降低Bax的表达，增加Bcl⁃2
的表达，抑制细胞凋亡。提示miR⁃877/NDRG2分子

轴参与对 IL⁃1β诱导的软骨细胞损伤的调控。为进

一步验证α⁃硫辛酸对调控miR⁃877/NDRG2分子轴

对 IL⁃1β诱导的软骨细胞发挥保护作用，将miR⁃877
转染软骨细胞，经 IL⁃1β诱导和α⁃硫辛酸干预处理

后，发现miR⁃877过表达可逆转α⁃硫辛酸对 IL⁃1β诱

导的软骨细胞损伤的影响。提示，α⁃硫辛酸通过调

控miR⁃877/NDRG2通路对 IL⁃1β诱导的软骨细胞损

伤具有保护作用，在RA等炎症相关关节疾病的预

防和治疗中具有科研前景。

综上所述，α⁃硫辛酸通过减弱炎症反应，抑制细

胞凋亡，对 IL⁃1β诱导的软骨细胞损伤具有保护作

用，其机制与调控miR⁃877/NDRG2通路有关。本研

究的发现为α⁃硫辛酸在RA的临床应用奠定了理论

基础。
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