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［摘 要］ 目的: 通过 TIPE2 表达质粒转染大鼠佐剂型关节炎 ( AA) 成纤维样滑膜细胞 ( FLS) ，体外研究 AA 的发病中

TIPE2 对 DＲ5 介导细胞凋亡的作用。方法: 应用 MIGＲ1 /TIPE2 + / + 表达质粒，经脂质体法导入 AA-FLS 细胞中，转染 72 小时

后，荧光显微镜检测质粒自带 GFP 基因的表达情况确认转染效率，以未作处理的 AA-FLS 为对照组，用半定量逆转录聚合酶

链反应 ( ＲT-PCＲ ) 检测 TIPE2 mＲNA 的表达，用 Western blot 法检测 TIPE2 蛋白的表达变化，MTT 法以及流式细胞术检测抗

DＲ5 功能性单链抗体 ZF1 对两组细胞生长的影响。结果: 成功获得荧光强度 90% 的 TIPE2 过表达 AA-FLS 细胞，TIPE2 mＲ-
NA 及蛋白表达显著提高。抗 DＲ5 单链抗体 ZF1 对 TIPE2 + / + 的 FLS 组细胞具有明显生长抑制及凋亡诱导作用，与不作处理

的 FLS 组相比差异显著。结论: TIPE2 + / + 表达质粒明显提升 AA-FLS 的 TIPE2 蛋白表达水平，TIPE2 对 DＲ5 介导细胞凋亡有

重要作用。
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Fibroblast-like synoviocytes from adjuvant arthritis rat were transfected with
plasmid over-expressed TIPE2 and its related analysis
SHI Chun-Yan，HE Qiong，YANG Jing-Jing，ZHUANG Guo-Hong． Anti-Cancer Ｒesearch Center，Medical College，
Xiamen University，Xiamen 361100，China

［Abstract］ Objective: Fibroblast-like synoviocytes from adjuvant arthritis ( AA) rat were transfected with plasmid over-ex-
pressed TIPE2 + / + ，then apoptosis mediated by TIPE2 on DＲ5 and its pathological role in adjuvant arthritis ( AA) were studied in
vitro．Methods: The plasmid of MIGＲ1 / TIPE2 + / + were transfected to AA-FLS by liposome，after 72 h，the expression of GFP gene
that plasmid owned was identified by fluorescence microscope in confirm transfection efficiency，TIPE2 mＲNA expression was detected
by semi-quantitative reverse transcription polymerase chain reaction ( ＲT-PCＲ) ，TIPE2 protein expression of AA-FLS were detected by
Western blot． The growth resistance of cells mediated by ZF1 ( DＲ5 single chain antibody) was detected by MTT method and flow cy-
tometry． Ｒesults: Plasmid over-expressed TIPE2 + / + were transfected to AA-FLS successfully as the fluorescence intensity reached
90%，TIPE2 mＲNA and protein expression were significantly improved． Furthermore，the growth inhibition and apoptosis induction
effect on FLS / TIPE2 + / + were significant，compared with FLS without processing． Conclusion: TIPE2 expression level in AA-FLS are
significantly improved by transfecting plasmid expressed TIPE2 + / + ，TIPE2 plays an important pathological role in apoptosis mediated
by DＲ5．

［Key words］ Ｒheumatoid arthritis; Adjuvant arthritis; Fibroblast-like synoviocytes; DＲ5; TIPE2

类风湿关节炎( Ｒheumatoid arthritis，ＲA) 是一

种慢性自身免疫性疾病，以滑膜组织炎性增生、关节

软骨进行性破坏为特征，其危害严重，我国 ＲA 发病

率高。ＲA 患者滑膜组织中凋亡细胞频率较低，衬

里下层成纤维样滑膜细胞的凋亡率仅为 3%，衬里

层细胞几乎无凋亡迹象，其生长性质及病理学行为

在许多方面类似于肿瘤组织的特性［1］。滑膜成纤

维样细胞 ( Fibroblast-like synoviocytes，FLS，也 称 B
型滑膜细胞) 在病理过程中有着重要地位［2］，因此，

ＲA-FLS 凋 亡 缺 陷 是 ＲA 发 病 的 一 个 重 要 病 理

机制［3］。
Wiley 等［4］发现 TNF 超家族成员肿瘤坏死因子

相关凋亡诱导配体 TＲAIL( TNF related apoptosis in-
ducing ligand) ，可以通过其受体 DＲ4 ( Death recep-
tor 4) 及 DＲ5 ( Death receptor 5 ) 诱导肿瘤细胞凋

亡，而对正常细胞无影响。研究证实，DＲ5 在 ＲA 滑
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膜中有表达，而 Anti-DＲ5 mAb 可以诱导滑膜成纤

维细胞凋亡［5］。但从理论上推测在 DＲ5 高表达时

滑膜成纤维细胞理应发生凋亡，可实验结果则显示

细胞增生，那么，在 ＲA 发病过程中滑膜为什么呈增

生状态并且淋巴细胞大量活化而导致炎症的发生

呢，其中是否有其他的免疫调节分子的作用?

TIPE2 ( TNF-α-induced protein 8-like 2 ) 是 TN-
FAIP8 ( TNF-α-induced protein 8) 家族中新发现的蛋

白，是体内维持免疫动态平衡的必需蛋白之一［6，7］，

通过对 T 细胞受体和 Toll 样受体信号途径实行负

向调控，进而调节机体固有免疫应答和适应性免疫

应答过程，被认为是研究机体免疫动态平衡新的切

入点［8］。另有研究提示，TIPE2 可以抑制血管平滑

肌的增殖［9］，那么其对 ＲA-FLS 的增殖是否有类似

作用?

已有研究表明，大鼠佐剂型关节炎 ( Adjuvant
arthritis，AA) 模型是兼有局部关节炎症和全身表

现的类风湿关节炎动物模型，为研究 ＲA 的发病机

制及药物疗效提供理想的实验模型［10］。本实验以

自行制备的能与 eDＲ5 特异性结合，并有较强活性

的抗 DＲ5 单链抗体 ZF1 为凋亡诱导剂［11］，以佐剂

型关节炎大鼠 FLS 细胞为材料，以 TIPE2 为中心点，

在体外实验中探讨在 AA 的发病中 TIPE2 对 DＲ5
介导细胞凋亡的调控作用。

1 材料与方法

1． 1 主要试剂 抗 DＲ5 单链抗体 ZF1，由本实验

室制备; 佐剂型关节炎( Adjuvant arthritis，AA) 大鼠

FLS 细胞株由厦门 大 学 抗 癌 研 究 中 心 保 存 ; MI-
GＲ1 /TIPE2 + / + 表达质粒及 MIGＲ1 空载质粒由宾夕

法尼亚大学陈有海教授惠赠; 四氮唑蓝( MTT) 购自

厦门泰京生物技术有限公司; Lipofectamine 2000 购

自 Invitrogen 公司; 引物购自 QIAGEN 公司; 抗体购

自杭州华安生物技术有限公司。
1． 2 细胞培养转染

1． 2． 1 细胞培养 人肾上皮细胞系 293T，AA 大鼠

FLS 细胞系用含有 10% 小牛血清及青霉素和链霉素

各 100 U/ml 的 DMEM 培养液于 37℃、5% CO2 条件

下培养，隔日传代，取对数生长期细胞进行实验。
1． 2． 2 293T 细胞转染 方法参照文献［12］，待

293T 细胞在六孔板中融合度达 60%左右时，转染质

粒( MIGＲ1 /TIPE2 + / + 表达质粒组及 MIGＲ1 空载质

粒组) ，每孔质粒 4． 5 μg，Lipofectamine 2000 每孔

使用体积 10 μl，48 小时检测转染及干扰效率，筛选

最有效干扰组，收集上清转染目的细胞。

1． 2． 3 AA 大鼠 FLS 细胞转染 待 FLS 细胞融合

度达到 70% 左右时，用 1． 2． 2 所得上清转染，48 小

时荧光显微镜观察转染效率，人工筛选荧光细胞，得

到 90% 纯合度的 TIPE2 过表达基因的 AA 大鼠

FLS 细胞( 简称 TIPE2 + / + 的 FLS) 。
1． 3 转染 MIGＲ1 /TIPE2 + / + 后 AA 大鼠 FLS 细胞

的鉴定

1． 3． 1 GFP 表达的检测 荧光显微镜观察 GFP 表

达，以不做处理 AA 大鼠 FLS 为对照组。
1． 3． 2 ＲT-PCＲ 检测 TIPE2 基因的表达 各取 1 ×
106个转染 MIGＲ1 /TIPE2 + / + 的 AA-FLS 细胞、未转

染 AA-FLS 细胞。采用 TrizoL 试剂一步法提取细胞

总 ＲNA，以磷酸甘油醛脱氢酶( GAPDH) 为内参照，

行 ＲT-PCＲ 技术检测。逆转录反应按试剂盒( TaKa-
Ｒa 公司产品) 说明书操作。上述引物全部由 QIA-
GEN 公司合成。最后取 5 μl PCＲ 产物琼脂糖凝胶

电泳鉴定扩增结果，观察 PCＲ 产物的大小。
1． 3． 3 Western blot 检测 TIPE2 蛋白表达 各取

1 × 107个转染 MIGＲ1 /TIPE2 + / + 的 AA-FLS 细胞、未
转染正常 FLS 细胞，将各组细胞收集裂解提取蛋

白，样 品 经 12% SDS-PAGE 电 泳 分 离 后，湿 转 至

PVDF 膜上，用含 5% 脱脂奶粉的 TBST 室温封闭，

洗膜孵育一抗( TIPE2) 过夜，洗膜 3 次，室温下孵育

二抗 ( 1 ∶ 3 000 ) 同 上 洗 膜 3 次，ECL 发 光 化

学检测。
1． 4 MTT 法检测 ZF1 对大鼠 FLS 的细胞毒性效应

96 孔板每孔加 100 μl FLS 细胞悬液 ( 3 × 104 /
孔) 5 复孔培养，分为实验组与阴性对照组，实验组

分别加入终浓度为 0． 5、0． 25、0． 125、0． 063 mg /ml
的 200 μl ZF1 溶液; 阴性对照组加入鼠 IgG。培养

8 小时，加入 MTT 工作液 20 μl /孔，继续培养 4 小

时。弃上清，每孔加入 200 μl DMSO 振荡，用酶标仪

测 A570 吸 收 值。实 验 重 复 3 次。细 胞 生 长 抑 制 率

( % ) = ( 1 － 实验孔 OD570 /对照孔 OD570 ) × 100%。重复试

验 3 次。
1． 5 CyStain DNA 1step 染色流式细胞术对 ZF1 诱

导细胞凋亡率的检测 取对数生长期的 FLS 细胞

以及 TIPE2 + / + 的 FLS，用 0． 125% 胰酶消化，制成

单细胞悬液，调整细胞浓度为 1 × 106ml － 1。收集并

制备细胞悬液，加入 6 孔培养板，2 ml /孔，每孔细胞

终浓度为 5 × 105 ml － 1，置 37℃、5% CO2 培养 24 小

时，实验孔加入 ZF1 溶液，终浓度分别 0． 5、0． 25、
0． 125 mg /ml 2 ml，阴性对照孔加含相应溶剂量 PBS
的 DMEM 培养液，置 37℃、5% CO2培养 4 小时。胰

酶消化，收集细胞于 Eppendorf 管离心，用 PBS 洗涤
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1 次，取 5 × 105 细胞悬浮于 70% 的乙醇中固定过

夜，离心，用 PBS 洗涤 1 次，加 CyStain DNA 1step 试

剂 1 ml，避光混匀后，室温放置 10 分钟，流式细胞术

检测细胞周期。WinCycle32 软件分析所得数据。
1． 6 统计学分析 两两比较用 t 检验，流式细胞术

对 ZF1 诱导细胞凋亡率的检测结果用析因设计资

料的方差分析，MTT 法检测 ZF1 对大鼠 FLS 的细胞

毒性效应的结果用重复测量资料的方差分析，使用

SPSS18． 0 软件包进行统计学分析，P ＜ 0． 05 为差异

有统计学意义。

2 结果

2． 1 荧光显微镜观察质粒转染 AA-FLS 的 GFP 表

达 经转染，MIGＲ1 /TIPE2 + / + 表达质粒组转染效率

为 40%，后经人工挑选获得纯度 90% 的 TIPE2 过

表达 AA-FLS( 图 1B) ; 而 MIGＲ1 空载质粒组的转染

效率很低，故选未作处理的 AA-FLS 作为对照组( 图

1A) 。
2． 2 ＲT-PCＲ 的方法检测 TIPE2 mＲNA 的表达

图 1 荧光显微镜下 MIGＲ1 /TIPE2 + / + 表达质粒转染的

FLS 细胞( ×100)

Fig． 1 FLS cell observed by fluorescence after MIGＲ1 /

TIPE2 + / + transfection ( ×100)

Note: A． AA-FLS in the absence of processing ( × 100) ; B． AA-FLS

transfected with TIPE2 + / + expression plasmid ( × 100) ．

图 2 ＲT-PCＲ 的方法检测 TIPE2 mＲNA 的表达

Fig． 2 TIPE2 mＲNA expression measured by ＲT-PCＲ
Note: M． DNA marker; 1． TIPE2 + / + /FLS; 2． FLS without processing．

通过 ＲT-PCＲ 检测 TIPE2 mＲNA 在转染前后 FLS
细胞的表达情况。结果提示 TIPE2 mＲNA 在转染前

后的表达情况不同，其中转染 MIGＲ1 /TIPE2 + / + 后

TIPE2 mＲNA 在 FLS 中表达明显提高，TIPE2 mＲNA
表达在 127 bp，电泳结果与设计引物扩增片段相符

( 图 2) 。
2． 3 Western blot 检 测 TIPE2 蛋 白 表 达 通 过

Western blot 检测 TIPE2 蛋白表达，结果( 图 3) 提示

在未 作 处 理 的 FLS 组 内 参 β-actin 蛋 白 稍 多 于

TIPE2 + / + 的 FLS 组情况下，后者的 TIPE2 蛋白表达

明显多于未作处理的 FLS 组，未作处理的 FLS 组

TIPE2 无表达。
2． 4 MTT 法检测 ZF1 诱导 FLS 凋亡的细胞毒性效

应 不同浓度 ZF1 对各组的生长抑制率如表 1，抗

DＲ5 单链抗体 ZF1 对 TIPE2 + / + 的 FLS 组细胞具有

明显生长抑制及凋亡诱导作用，与正常 FLS 相比差

异显著，P ＜ 0． 05。并随着剂量的增加，细胞生长抑

制率也随之增加，呈明显的剂量依赖性( 图 4) 。
2． 5 CyStain DNA 1step 染色检测 ZF1 诱导 AA 细

胞凋亡 对未作处理的 FLS 组进行分析，PBS 组的

凋亡率为 2． 64%，0． 25 mg /ml ZF1 组的凋亡率为

18． 1% ; 对 TIPE2 + / + 的 FLS 组进行分析，PBS 组的

凋亡率为 5． 71%，0． 25 mg /ml ZF1 作用组的凋亡

率为38． 7%。对以上数据进行析因设计资料的方差

图 3 Western blot 检测 TIPE2 蛋白表达

Fig． 3 Western blot detection TIPE2 protein expression
Note: 1． FLS without processing; 2． TIPE2 + / + /FLS．

图 4 MTT 比色法检测不同浓度 ZF1 对 FLS 细胞增殖的

影响

Fig． 4 Different concentrations ZF1 affect FLS cell prolif-
eration detected by MTT assay
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表 1 MTT 检测 ZF1 对 FLS 的生长抑制率( x ± s，n =3)

Tab． 1 MTT detection rate of growth inhibition of FLS treated by ZF1( x ± s，n =3)

Groups
Growth inhibition rate of different concentrations ( mg /ml) of ZF1 in cells

0． 063 0． 125 0． 25 0． 5

FLS group 5． 11 ± 0． 08% 7． 23 ± 0． 06 % 19． 49 ± 0． 06 % 1) 53． 29 ± 0． 05% 2)

TIPE2 + / + group 12． 73 ± 0． 06% 3) 25． 35 ± 0． 06 % 1) 4) 48． 18 ± 0． 05 % 2) 4) 97． 3 ± 0． 08% 2) 4)

Note: 1) P ＜ 0． 05，2) P ＜ 0． 01 the main effects of concentration; 3) P ＜ 0． 05，4) P ＜ 0． 01 the main effects of processing．

图 5 CyStain DNA 1step 染色流式细胞术对 ZF1 诱导细胞凋亡率的检测

Fig． 5 ZF1 inducing cell apoptosis rate detected by One step dyeing CyStain DNA flow cytometry
Note: A． FLS group; B． TIPE2 + / + /FLS group; 1． PBS group; 2． 0. 25 mg /ml ZF1 group．

图 6 ZF1 对 FLS 以及 TIPE2 + / + 的 FLS 的生长抑制率

Fig． 6 Growth inhibition rate of FLS and TIPE2 + / + FLS
treated by ZF1

Note: ＊＊． P ＜ 0． 01．

分析，两组差异显著，P ＜ 0． 05，具有统计学意义，与

不处 理 组 FLS 相 比， ZF1 的 促 凋 亡 作 用 在

TIPE2 + / + 的 FLS 组表现得更为明显( 图 5、6) 。

3 讨论

TIPE2 作为一种负性调节蛋白，在炎性介质反

应过程中具有重要调控作用。新近的初步临床观察

提示，TIPE2 表达可能参与了系统性红斑狼疮的病

理过程［13］。Sun 等［6］利用 TIPE2 基因构建的逆转

录载体转染造血细胞，使 TIPE2 过表达，抗原刺激

后 T 细胞早期活化的标志分子 CD69 表达和 IFN-γ
的产生均明显下降，CD44 表达也减弱。TIPE2 过表

达时，免疫细胞分裂增生能力受抑，提示 TIPE2 在某

些特 定 条 件 可 调 控 细 胞 有 丝 分 裂。本 研 究 通

过TIPE2 + / + 表达质粒成功转染AA-FLS，利用抗DＲ5
( 下转第 1253 页)
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单链抗体 ZF1 为凋亡诱导剂，探讨 TIPE2 在 ＲA 的

发病中的作用。
经 MTT 实验分析发现抗 DＲ5 功能性单链抗体

ZF1 能够抑制大鼠滑膜细胞的生长，并且呈明显的

剂量依赖性，其生长抑制作用在 TIPE2 过表达的

AA-FLS 更为明显，P ＜ 0． 05，两组差异性具有统计

学意义。流式细胞术检测发现抗 DＲ5 性单链抗体

ZF1 处理后的细胞出现明显的凋亡峰，两组细胞的

凋亡率差异显著，P ＜ 0． 05，具有统计学意义。另

外，我们还发现 PBS 处理组的 TIPE2 过表达的 AA-
FLS 的凋亡率为 5． 71%，而未作处理的 AA-FLS 4
小时凋亡率为 2． 64%，统计分析，两者差异显著，

P ＜ 0． 05，具有统计学意义，提示 TIPE2 具有促进

AA-FLS 凋亡的作用，这与文献报道 TIPE2 在巨噬

细胞 TLＲ2、TLＲ3、TLＲ4 及 TLＲ9 信号转导通路中发

挥负调控作用，巨噬细胞系( ＲAW264． 7 ) 在静止

状态和 LPS 刺激的情况下，都能与 Caspase-8 相互

作用，从而促进 Fas 介导的细胞凋亡及 T 细胞活化

诱导的细胞凋亡是一致的［8，14］。
抗 DＲ5 功能性单链抗体 ZF1 是本实验室纯化

所得，CyStain DNA 1step 染色流式细胞术对 ZF1 诱

导细胞凋亡率的检测实验结果显示，在 AA-FLS 组

中，PBS 组凋亡率为 2． 64% 而透析液组凋亡率为

2． 4%，P ＞ 0． 05，两者差异性无统计学意义，从而排

除所用自制试剂 ZF1 中含有纯化过程中残留试剂

的作用。
综上所述，本实验中我们发现在 AA-FLS 中 TIPE2

对 DＲ5 介导细胞凋亡有重要调控作用，具体的调控分

子机制有待深入研究。TIPE2 的促凋亡作用在临床上

具有重要意义，可能是 ＲA 治疗的一个新靶标。
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