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MicroRNA-335-5p对类风湿性关节炎
滑膜成纤维细胞的影响*
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摘要：目的 探讨microRNA-335-5p（miR-335-5p）对类风湿性关节炎滑膜成纤维细胞（RASFs）增殖、

侵袭和凋亡的影响。方法 选取2018年3月—2019年3月湖州市第三人民医院收治的50例类风湿性关节炎

（RA）患者和50例接受关节置换手术的关节外伤患者的滑膜组织标本，并分离培养RASFs。采用实时荧光定

量聚合酶链反应检测滑膜组织和RASFs中miR-335-5p和DKK1的表达，荧光素酶报告基因检测评估miR-

335-5p对DKK1荧光素酶活性的影响。将miR-335-5p模拟物、si-DKK1和pcDNA-DKK1转染RASFs，分别

通过ELISA比色法、Transwell法和流式细胞术检测细胞增殖、侵袭和凋亡情况。结果 与正常组织和RASFs相

比，miR-335-5p在RA组织和RASFs中下调（P <0.05），而DKK1在RA组织和RASFs中上调（P <0.05）。荧光

素酶报告基因检测显示，miR-335-5p可特异性结合DKK1的3´UTR，抑制其荧光素酶活性（P <0.05）。此外，

miR-335-5p 可降低 DKK1 的表达（P <0.05）。过表达 miR-335-5p 或敲除 DKK1 可抑制 RASFs 的增殖和

侵袭，诱导 RASFs 凋亡（P <0.05）。而过表达 DKK1 可逆转 miR-335-5p 对 RASFs 的影响（P <0.05）。结论

miR-335-5p可通过直接靶向DKK1的表达，抑制RASFs的增殖和侵袭，诱导其凋亡。
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Abstract: Objective To analyze the effects of microRNA-335-5p (miR-335-5p) on the proliferation,

invasion and apoptosis of rheumatoid arthritis synovial fibroblasts (RASFs). Methods Synovial tissue samples

were collected from 50 patients with rheumatoid arthritis (RA) and 50 patients with joint trauma who underwent

joint replacement surgery from March 2018 to March 2019, and the synovial fibroblasts were isolated and cultured.

The expressions of miR-335-5p and Dickkopf-1 (DKK1) in synovial tissue and cells were detected by quantitative

real-time polymerase chain reaction (qRT-PCR). Luciferase reporter assay was used to evaluate the effect of miR-

335-5p on luciferase activity of DKK1. RASFs were transfected with miR-335-5p mimics, si-DKK1 and pcDNA-

DKK1, and cell proliferation, invasion and apoptosis were detected by BrdU assay, transwell assay and flow

cytometry, respectively. Results Compared with the control tissues and cells, miR-335-5p was significantly down-

regulated in RA tissues and RASFs (P < 0.05), while DKK1 was significantly up-regulated in RA tissues and RASFs
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(P < 0.05). Dual-luciferase reporter assay showed that miR-335-5p could specifically bind to the 3'- untranslated

regions (3'-UTR) of DKK1 gene and significantly inhibit the luciferase activity (P < 0.05). In addition, miR-335-5p

significantly reduced DKK1 expression (P < 0.05), and overexpression of miR-335-5p or DKK1 knockout suppressed

the proliferation and invasion of RASFs and induced RASFs apoptosis (P < 0.05). Furthermore, overexpression of

DKK1 reversed the effects of miR-335-5p on RASFs (P < 0.05). Conclusion MiR-335-5p can directly target the

expression of DKK1 to inhibit the proliferation and invasion of RASFs and to induce RASFs apoptosis.

Keywords: rheumatoid arthritis; miR-335-5p; rheumatoid arthritis synovial fibroblasts; DKK1

类风湿性关节炎 （rheumatoid arthritis, RA） 是

一种常见的炎症性疾病，影响全球超过 1% 的人

口，主要表现为炎症、滑膜炎、关节软骨及骨损

伤，若不及时治疗，40%～70%患者最终会发展为

残疾[1-2]。病程较长的患者除累及关节外，还可并

发肺间质性疾病、心血管疾病等[3-4]，这将大大增

加患者的疾病负担和社会负担，因此应尽早诊断

和充分治疗[5]。近年来，microRNAs （miRNAs） 在

RA 发病机制中发挥重要作用的报道越来越多[6-7]。

miRNA 与 靶 向 mRNA 的 3'- 非 编 码 区 （3'-

untranslated region, 3'-UTR） 结合，通过负调控基因

表达，导致mRNA降解或相应蛋白下调。XU等[6]报

道miR-650可以通过靶向Akt2，抑制类风湿性关节

炎 滑 膜 成 纤 维 细 胞 （rheumatoid arthritis synovial

fibroblasts, RASFs） 的增殖、迁移和侵袭。最近一

项研究结果表明，miR-126 通过 PI3K-Akt 信号通

路，影响RASFs增殖和凋亡[7]。DKK1是一种Wnt信

号通路抑制剂，被认为是关节重塑的主要调节因

子[8]。据报道，RA患者病情严重程度与血清DKK1

水平呈正相关[9]。RA患者血清DKK1水平较高，进

一步破坏关节，提示 DKK1 在 RA 发病机制中具有

重要作用[10]。本研究通过分析miR-335-5p在RA发

病机制中的作用，探讨其与DKK1的作用机制，为

RA的治疗提供新的策略。

1 资料与方法

1.1 病例资料

选取2018年3月—2019年3月在湖州市第三人

民医院实施关节手术的50例RA患者的滑膜组织标

本（RA组）。其中，男性32例，女性18例；年龄35～

68岁，平均（50.3±7.5）岁。所有患者符合美国风湿

病学会疾病分类标准[11]。选取同期本院行关节置换手

术的关节外伤患者50例，取其滑膜组织标本（对照

组）。其中，男性26例，女性24例；年龄33～65岁，

平均（48.5±6.4）岁。排除标准：严重高血压、糖尿

病等基础疾病；传染病和癌症；严重心、肝、肾损伤

等系统性疾病；合并感染、免疫类疾病。本研究经医

院伦理委员会批准，符合《赫尔辛基宣言》的指导方

针和原则。所有参与者签署书面知情同意书。

1.2 细胞系和细胞培养

采集的滑膜组织在 37℃条件下，用 2.5 g/L 胰

蛋白酶消化 2 h。将消化后的滑膜组织离心得到

RASFs。RASFs置于改良后的DMEM培养基中，辅

以10%胎牛血清、100 u/ml青霉素和100 μg/ml链霉

素在 37℃、5% 二氧化碳 CO2饱和湿度的培养箱中

培养。转染前24 h，将融合度为75%的细胞接种于

6孔板中培养。

1.3 主要试剂及仪器

1.3.1 主 要 试 剂 改 良 后 的 DMEM 培 养 基 、

Lipofectamine RNAiMAX 转染试剂盒和 Trizol 试剂盒

（美 国 Invitrogen 公 司）， 10% 胎 牛 血 清 （美 国

Thermo Fisher Scientific 公 司 ）， Cell Proliferation

ELISA, BrdU 试剂盒 （美国 Roche Applied Science），

microRNA 检测试剂盒 （美国 Applied Biosystems 公

司），Annexin V-FITC/PI试剂盒（北京宝赛生物技术

有限公司），基质凝胶（美国BD Biosciences公司），

RIPA裂解缓冲液和BCA蛋白分析试剂盒（江苏碧云

天生物技术研究所），蛋白酶抑制剂（上海罗氏制药

有限公司），荧光素酶检测试剂盒（美国Promega公

司），miR-335-5p模拟物（miR-335-5p）、miR-335-

5p 阴性对照 （miR-NC）、DKK1 siRNA （si-DKK1，

5'-TGATAGCCCTGTACAATGCTGCT-3'）、siRNA阴性

对照 （si-NC）、miR-335-5p 模拟物和 pcDNA 载体

（miR-335-5p+pcDNA）、 miR-335-5p 模 拟 物 和

pcDNA-DKK1（miR-335-5p+pcDNA-DKK1）均购自

上海基因制药有限公司。

1.3.2 主要仪器 RNA逆转录系统 （美国Thermo

Fisher Scientific 公司），ABI PRISM 7500序列检测系
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统 （美国 ABI 公司），流式细胞仪 （美国 Beckman

Coulter 公司），Fusion FX5 图像分析系统 （法国

Vilber公司）。

1.4 方法

1.4.1 细胞转染 将DKK1 cDNA插入pcDNA3.1载

体 生 成 DKK1 过 表 达 质 粒 。 参 照 Lipofectamine

RNAiMAX转染试剂盒说明书进行操作，根据细胞转

染情况将细胞分为 miR-335-5p 组 （将 miR-335-5p

模拟物转染到 RASFs 细胞系中）、miR-NC 组 （将

miR-335-5p阴性对照转染到RASFs细胞系中）、si-

DKK1组（将DKK1 siRNA转染到RASFs细胞系中）、

si-NC 组 （将 siRNA 阴性对照转染到 RASFs 细胞系

中）、miR-335-5p+pcDNA组（将miR-335-5p模拟物

和pcDNA载体转染到RASFs细胞系中）、miR-335-

5p+pcDNA-DKK1组（将miR-335-5p和DKK1过表达

质粒转染到RASFs细胞系中）。具体步骤如下：①转

染前1天，将RASFs细胞按1×106个/孔的密度接种

于6孔板；②转染当天将Lipofectamine RNAiMAX转

染试剂与opti-MEM培养液及合成的miR-335-5p模

拟物、miR-NC或 si-DKK1均匀混合，室温孵育5～

10 min后加入细胞培养液中；③转染48 h后，胰酶

消化细胞，PBS冲洗1次，保存备用。

1.4.2 ELISA 比 色 法 采 用 ELISA 比 色 法 检 测

miR-335-5p模拟物和si-DKK1对RASFs细胞增殖的

影响。按照 Cell Proliferation ELISA, BrdU 试剂盒说

明书进行操作，检测细胞增殖情况。将RASFs细胞

按5×103个/孔的密度接种于96孔板，在完全培养

基中生长过夜。去除培养基，在 37℃条件下用

miR-335-5p模拟物或si-DKK1转染细胞48 h，再用

BrdU 标记液处理 16 h。随后去除培养基，固定细

胞，变性。细胞在抗BrdU-POD溶液中孵育90 min，

洗涤3次去除抗体偶联物。TMB底物孵育15 min后，

在 405 nm和 490 nm的吸光度下测定免疫复合物的

OD值。

1.4.3 RNA 提取和实时荧光定量聚合酶链反应

（quantitative real-time polymerase chain reaction, qRT-

PCR） 参照Trizol试剂盒说明书进行操作，从细胞

系和临床样本中提取总RNA。采用260 nm和280 nm

的紫外吸收光谱（A260/280）检测RNA。使用逆转

录系统将 RNA 逆向转录为 cDNA。采用 ABI PRISM

7500 序列检测系统和 microRNA 检测试剂盒检测

miR-335-5p水平。扩增体系：2 μl cDNA、0.4 μl正

向引物、0.4 μl 反向引物、7.2 μl H2O2 和 10 μl
SYBR。扩增条件：25℃、10 min，48℃、30 min，

95℃、5 min，U6作为实验内参。采用SYBR® Green

荧光染色检测DKK1 mRNA相对表达量，GAPDH作

为实验内参，采用2-ΔΔCt法计算相对表达量。引物序

列见表1。

1.4.4 流式细胞术 使用Annexin V-FITC/PI 试剂

盒检测细胞凋亡情况。将RASFs细胞按1×105个/孔

的密度接种于6孔板中，PBS洗涤2次，重悬于缓冲

液中。取5×105～10×105个重悬的细胞，200 r/min

离心5 min，弃上清液，加入195 μl Annexin V-FITC

结合液轻轻重悬细胞。采用流式细胞仪进行测量，

以区分凋亡细胞 （Annexin V阳性和PI阴性） 和坏

死细胞（Annexin V阳性和PI阳性）。

1.4.5 Transwell 法 采用预先涂有包含细胞外基

质蛋白的基质凝胶 Transwell 室 （孔径 8 mm） 进行

Transwell基质凝胶侵袭实验，以确定细胞的侵袭性。

常规胰蛋白酶消化细胞，调整细胞浓度为5×105个/ml。

取200 μl 细胞悬液加入Transwell 上室，并将600 μl
含 10% 胎牛血清的 DMEM 培养基加入下室。在

37℃、5% CO2环境下孵育6 h。取出小室，PBS洗涤

2次，用棉签将上室细胞擦去，将穿透的细胞固定

在甲醇中，0.1%结晶紫染色，30%冰醋酸漂洗细胞

膜，最后在540 nm处检测洗涤液，计算细胞数量。

所有实验重复3次。

1.4.6 Western blotting 将RASFs细胞用冷的PBS

洗涤 2次，然后用RIPA裂解缓冲液和蛋白酶抑制

剂提取总蛋白。采用 BCA 蛋白分析试剂盒对蛋白

进行定量分析。取 50 μg 总蛋白上样，经 10%

SDS-PAGE 分离并转移到 PVDF 膜上，在 37℃条件

表1 qRT-PCR引物序列

基因

miR-
335-5p
DKK1

U6

GAPDH

引物序列

F：5'-UGUUUUGAGCGGGGGUCAAGAGC-3'
R：5'-CUCUCAUUUGCUAUAUUCA-3'
F：5'-CCTTGAACTCGGTTCTCAATTCC-3'
R：5'-CAATGGTCTGGTACTTATTCCCG-3'
F：5'-CTCGCTTCGGCAGCACA-3'
R：5'-AACGCTTCACGAATTTGCGT-3'
F：5'-GAGTCAACGGATTTGGTCGTATTG-3'
R：5'-CCTGGAAGATGGTGATGGGATT-3'

长度/bp
23
19
23
23
17
20
24
22
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下用 5% 脱脂乳封闭 1 h，加入一抗 DKK1 （1∶

1 000）、GAPDH （1∶1 000） 在 4℃条件下孵育过

夜，TBS 洗涤 PVDF 膜 3 次，10 min/次。加入羊抗

兔二抗 （1∶1 000） 室温孵育 2 h，TBS 洗涤 3 次，

10 min/次。采用 Fusion FX5 图像系统进行分析。

1.4.7 荧光素酶报告基因检测 将 RASFs 细胞接

种于 24 孔板中，转染前孵育 24 h，待细胞融合达

60% 时，将 miR-335-5p 模拟物和 miR-NC 分别与

DDK1 3'-UTR野生型或突变型重组质粒共转染。转

染48 h后，参照荧光素酶检测试剂盒说明书进行操

作，采用Renilla luciferase报告基因检测荧光素酶活

性。所有实验重复3次。

1.5 统计学方法

数据分析采用 SPSS 21.0 和 GraphPad Prism 7.0

统计软件。计量资料以均数±标准差 （x±s） 表

示，比较用t检验，P <0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 DKK1 mRNA 在滑膜组织和 RASFs 中的

表达

qRT-PCR反应结果显示，RA组、对照组患者

滑膜组织中DKK1 mRNA相对表达量分别为（4.82±

0.30）和（1.21±0.11），经t检验，差异有统计学意

义 （t =61.881，P =0.000），RA 组高于对照组。此

外，在RASFs细胞系中，RA组、对照组患者DKK1

mRNA相对表达量分别为 （6.51±0.42） 和 （1.50±

0.13），经t检验，差异有统计学意义（t =62.414，P =

0.000），RA组高于对照组。

2.2 敲除DKK1对RASFs细胞增殖、侵袭和凋亡

的影响

qRT-PCR和Western blotting检测结果表明，si-

DKK1组、si-NC组DKK1 mRNA相对表达量分别为

（0.37±0.03） 和 （1.12±0.15），经 t 检验，差异有

统计学意义 （t =25.263，P =0.000），si-DKK1 组低

于 si-NC组。si-DKK1组、si-NC组DKK1蛋白相对

表达量分别为 （0.41±0.04） 和 （1.01±0.10），经 t

检验，差异有统计学意义 （t =40.281，P =0.000），

si-DKK1组低于si-NC组。

ELISA比色法结果显示，si-DKK1组、si-NC组

RASFs细胞增殖能力（OD值）分别为（0.51±0.05）

和（1.55±0.16），经t检验，差异有统计学意义（t =

20.873，P =0.000），si-DKK1组低于si-NC组。体外

侵袭实验结果表明，si-DKK1组、si-NC组RASFs细

胞侵袭能力（OD值）分别为（1.01±0.12）和（2.52±

0.22），经t检验，差异有统计学意义（t =16.474，P =

0.000），si-DKK1组低于si-NC组。

si-DKK1 组与 si-NC 组 RASFs 细胞促凋亡蛋白

（Bax、FAS、BIM、Cleaved Caspase-3） 和细胞凋亡

率比较，经 t 检验，差异有统计学意 （P <0.05），

si-DKK1组高于si-NC组。见表2和图1、2。

2.3 DKK1是miR-335-5p的直接作用靶基因

qRT-PCR反应结果显示，RA组、对照组患者

滑膜组织中miR-335-5p相对表达量分别为（0.50±

0.05）和（1.00±0.10），经t检验，差异有统计学意

义 （t =27.970，P =0.000），RA 组低于对照组。RA

组、对照组患者RASFs中miR-335-5p相对表达量分

别为 （0.25±0.03） 和 （1.01±0.11），经 t检验，差

异有统计学意义（t =40.281，P =0.000），RA组低于

对照组。

生物信息学预测显示，DKK1基因的3'-UTR包

含了一个 miR-335-5p 靶序列 （见图 3）。在 RASFs

细胞系中，miR-335-5p组与miR-NC组荧光素酶活

性比较，经 t检验，差异有统计学意义 （P <0.05），

miR-335-5p组低于miR-NC组（见表3）。

qRT-PCR 和 Western blotting 检 测 结 果 表 明 ，

miR-335-5p组与miR-NC组DKK1 mRNA和蛋白相对

表达量比较，经 t 检验，差异有统计学意义 （P <

0.05），miR-335-5p组低于miR-NC组。见表3和图4。

表2 两组RASFs促凋亡蛋白和细胞凋亡率比较 （x±s）

组别

si-DKK1组

si-NC组

t 值

P 值

Bax

1.12±0.11

0.34±0.03

15.297

0.000

FAS

1.03±0.10

0.36±0.04

13.910

0.000

BIM

1.15±0.20

0.41±0.04

8.113

0.000

Cleaved Caspase-3

1.11±0.13

0.32±0.03

13.240

0.000

细胞凋亡率/%

30.24±0.31

10.25±0.16

128.130

0.000
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2.4 过表达miR-335-5p对RASFs增殖、侵袭和

凋亡的影响

在RASFs中，miR-335-5p组与miR-NC组miR-

335-5p相对表达量比较，经 t检验，差异有统计学

意义 （P <0.05），miR-335-5p 组高于 miR-NC 组。

ELISA 比色法结果显示，miR-335-5p 组与 miR-NC

组RASFs增殖能力比较，经 t检验，差异有统计学

意义 （P <0.05），miR-335-5p 组低于 miR-NC 组。

Transwell 法结果表明，miR-335-5p组与miR-NC 组

RASFs细胞侵袭能力比较，经 t检验，差异有统计

学意义 （P <0.05），miR-335-5p组低于miR-NC组。

miR-335-5p组与miR-NC组RASFs凋亡率比较，经

t检验，差异有统计学意义（P <0.05），miR-335-5p

组高于miR-NC组。见表4和图5。

2.5 上 调 DKK1 减 弱 miR-335-5p 过 表达对

RASFs的影响

为证实miR-335-5p是否通过直接下调DKK1影

响 RASFs，将 miR-335-5p 模拟物和 pcDNA-DKK1

共转染 RASFs。miR-335-5p+pcDNA 组与 miR-335-

5p+pcDNA-DKK1组DKK1 mRNA和蛋白相对表达量

比较，经 t 检验，差异有统计学意义 （P <0.05），

miR-335-5p+pcDNA组较低（见表5和图6）。ELISA

比色法结果显示，miR-335-5p+pcDNA 组与 miR-

335-5p+pcDNA-DKK1 组 RASFs 增殖能力比较，经

t 检验，差异有统计学意义 （P <0.05），miR-335-

5p+pcDNA 组增殖能力较低。Transwell 法结果表

明，miR-335-5p+pcDNA 组与 miR-335-5p+pcDNA-

DKK1 组 RASFs 细胞侵袭能力比较，经 t 检验，

差 异 有 统 计 学 意 义 （P <0.05）， miR-335-5p+

pcDNA 组侵袭能力较低。miR-335-5p+pcDNA 组

与 miR-335-5p+pcDNA-DKK1 组细胞凋亡率比较，

经t检验，差异有统计学意义（P <0.05），miR-335-

5p+pcDNA组细胞凋亡率较高（见表5和图7）。

Bax
FAS
BIM

Cleaved Caspase 3
GAPDH

21 kD
26 kD
28 kD
35 kD
37 kD

si-NC组 si-DKK1组

图1 促凋亡蛋白在RASFs中的表达

105
104
103
102
101

PE-
A

105
104
103
102
101

PE-
A

100 101 102 103 104 105
FITC-A

100 101 102 103 104 105
FITC-A

图2 敲除DKK1对RASFs凋亡的影响

表3 两组RASFs荧光素酶活性和DKK1相对表达量

比较 （x±s）

组别

miR-335-5p组

miR-NC组

t 值

P 值

荧光素酶活性

0.41±0.05

0.94±0.10

25.965

0.000

DKK1 mRNA

0.42±0.05

1.02±0.11

27.198

0.000

DKK1蛋白

0.51±0.05

1.12±0.13

23.988

0.000

DKK1

GAPDH

miR-NC组 miR-335-5p组
26 kD

37 kD
图4 两组RASFs的DKK1表达

图3 3'-UTR的miR-335-5p靶序列

表4 两组RASFs细胞miR-335-5p及细胞增殖、侵袭

和凋亡情况比较 （x±s）

组别

miR-335-5p组

miR-NC组

t 值

P 值

miR-335-

5p

12.15±1.15

1.00±0.10

62.675

0.000

增殖能力

0.53±0.04

1.80±0.20

34.105

0.000

侵袭能力

1.01±0.10

2.52±0.12

27.198

0.000

细胞凋亡

率/%

31.02±2.15

10.11±1.12

23.988

0.000

105
104
103
102
101

PE-
A

105
104
103
102
101

PE-
A

100 101 102 103 104 105
FITC-A

100 101 102 103 104 105
FITC-A

图5 过表达miR-335-5p对RASFs凋亡的影响
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3 讨论

RA是一种病因不明的自身免疫性疾病，其特

征在于慢性炎症和免疫细胞的滑膜浸润，目前对

其发病机制尚未完全了解。RA的初始阶段与先天

性和适应性免疫系统改变相关，从而产生针对各

种分子的自身抗体。RA发病机制中涉及的关键细

胞、介质及机制的研究可以为开发新的、精准治

疗疾病的抗风湿药提供依据[12]。既往研究报道，

DKK1通过促进RANKL诱导破骨细胞形成，直接影

响成骨细胞分化，间接促进骨破坏[8]。在 RA 模型

中，DKK1在RASFs体外表达，受到糖皮质激素代

谢的严格调控，并支持Wnt信号抑制其在RA骨破

坏中的作用[13]。JUAREZ等[14]研究发现，在RA早期

检测到DKK1差异表达，提示DKK1表达增加可能

是RA进展的关键事件，并发生在疾病早期。DKK1

抑制Wnt信号可能是早期RA患者RASFs影响骨破

坏的一个途径。本研究发现，DKK1 在 RA 组织和

细胞中的表达明显升高。沉默 DKK1 可以抑制

RASFs 的增殖和侵袭，并促进 RASFs 的凋亡。可

见，DKK1在RA发病机制中扮演重要作用。

研究表明，miRNAs在多个生物过程中发挥多

功能作用，如细胞增殖、分化、凋亡、迁移、炎

症，以及异常先天免疫反应期间的侵袭，使其成

为治疗众多自身免疫性疾病的潜在靶点[15-16]。越来

越多的证据表明，miRNAs与RA的发生、发展关系

密切[17]。既往报道表明，RA 患者 RASFs 中 miR-

522、miR-338-5p、miR-29a 等的相对表达量发生

改变，提示其在 RA 发病机制中起到 RA 激动剂或

抑制因子的作用[18-20]。TSENG等[21]采用下一代测序

技术分析RASFs中转录组与miRNA的差异表达谱，

鉴定出众多miRNA 异常表达，其中miR-335-5p相

对表达量显著降低。因此，miRNA 表达的改变可

作为 RA 治疗的潜在标志物。本研究同样发现，

RASFs 中 miR-335-5p 相对表达量降低，提示 miR-

335-5p可能与RA的发病机制有关。

通常miRNAs通过作用不同的靶点介导多个生

物学过程，调控其下游 mRNA 靶基因的表达[22-23]。

多项研究表明，miR-335-5p可靶向多种mRNA，如

miR-335-5p通过靶向 ICAM-1抑制甲状腺癌细胞的

侵袭和转移[24]；miR-335-5p通过靶向BCL2L2提高

顺铂对卵巢癌细胞的敏感性[25]；miR-335-5p 通过

下调 LDHB 抑制结直肠癌细胞的增殖、迁移和侵

袭[26]；miR-335-5p 通过靶向 c-jun-N 末端激酶 3 抑

制 β-淀粉样蛋白积累，减轻认知障碍[27]；脓毒症

小鼠模型中，miR-335-5p通过靶向和抑制FASN并

激活 AMPK/ULK1 信号通路从而减轻炎症反应[28]。

本研究通过生物信息学预测显示，DKK1 3´UTR包

含了一个 miR-335-5p 靶序列。在 RASFs 中，荧光

素酶报告基因检测进一步证实DKK1是miR-335-5p

的直接靶点。与对照组相比，转染 miR-335-5p 模

表5 两组RASFs的DKK1及细胞增殖、侵袭和凋亡情况比较 （x±s）

组别

miR-335-5p+pcDNA组

miR-335-5p+pcDNA-DKK1组

t 值

P 值

DKK1 mRNA

1.00±0.11

2.25±0.24

25.933

0.000

DKK1蛋白

0.51±0.05

1.12±0.13

23.988

0.000

增殖能力

0.70±0.08

1.80±0.10

47.047

0.000

侵袭能力

0.91±0.09

2.11±0.10

48.854

0.000

细胞凋亡率/%

30.12±3.05

10.03±1.14

33.794

0.000

miR-335-5p+
pcDNA组

miR-335-5p+
pcDNA-DKK1组

DKK1

GAPDH

26 kD

37 kD
图6 两组RASFs中的DKK1表达
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图7 上调DKK1减弱miR-335-5p过表达对RASFs的影响
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拟物的RASFs中 DKK1 mRNA和蛋白相对表达量降

低。过表达 miR-335-5p 可以显著抑制 RASFs 的增

殖和侵袭，并促进 RASFs 的凋亡。此外，过表达

DKK1显著逆转了miR-335-5p对RASFs的作用。可

见，miR-335-5p通过促进RASFs凋亡，在RA中发

挥保护作用，延缓疾病进展。

综上所述，本研究探讨 miR-335-5p 及其靶基

因 DKK1 对 RASFs 的影响，并阐明了 RA 可能的病

理机制。虽然miR-335-5p和 DKK1有望成为RA的

有效治疗靶点，但是其完整的作用机制仍需进一

步研究。
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