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中文摘要 

类风湿性关节炎（RA）是一种以关节致残性病变为主的自身免疫性疾病。与其

他类型关节炎的区别在于，RA 受累关节的主要病理表现为炎性细胞浸润、持续性滑

膜炎、血管翳形成、滑膜组织异常增生以及软骨和骨的进行性破坏等。RA 发病早期

T 细胞依赖性自身免疫导致关节腔内发生炎性渗出，进入慢性期后非 T 细胞依赖性

滑膜过度增生、侵袭破坏关节软骨和软骨下骨是 RA 晚期关节软骨破坏的重要原因。

因此，深入研究 RA 关节软骨破坏相关的信号转导过程，探寻其中的重要环节和关

键信号转导分子，对于更好地防治 RA 有着极其重要的意义。 

我们前期的实验研究发现，在 RA 滑膜成纤维样细胞中存在一种特殊的、具有

受体酪氨酸蛋白激酶活性的盘状结构域受体 DDR2 且呈高表达状态；它以胶原为配

体，通过同源二聚化使其胞内区第 471 位酪氨酸残基发生磷酸化修饰，处于持续活

化状态，促进 MMP1 和 MMP13 的大量分泌，参与 RA 关节软骨破坏；体外表达纯

化的 DDR2 受体胞外区蛋白可与 DDR2 竞争性结合 II 型胶原，抑制 RA FLS 分泌

MMP1，在 CIA 大鼠模型中观察到可溶性的 DDR2 可改善关节软骨的破坏。因此，

我们提出在 RA 滑膜组织增生侵袭破坏软骨的进程中可能存在这样一个恶性循环：
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在异常的自身免疫状态下，软骨脱落的 II 型胶原激活滑膜成纤维样细胞中的 DDR2

受体，从而诱导滑膜成纤维样细胞过表达 MMPs；DDR2 受体在胶原强大而持续的作

用下持续活化，使得滑膜成纤维样细胞不断地分泌 MMPs，这些持续分泌的 MMPs

对骨和软骨产生严重的破坏；然而，被破坏的软骨又可进一步释放大量的胶原物质，

随即成为 MMPs 的诱导因素，如此反复，周而复始。 

然而从膜受体 DDR2 活化到胞内效应分子 MMPs 的过度分泌，其中详细的作用

机制及关键信号转导分子尚不清楚。CYR61 是我们利用 Agilent Human 1A 基因表达

谱芯片对 II 型胶原刺激前后 RA 滑膜成纤维样细胞进行差异分析获得的基因，为了

深入探讨CYR61在DDR2-MMPs通路中扮演的角色及其对RA关节软骨破坏的作用，

我们进行以下实验研究： 

首先，我们利用 Real-time PCR、Western-blot 以及免疫组化等实验技术系统分析

DDR2、CYR61 以及 MMPs 在 RA 滑膜组织中的表达水平和表达分布，评价 CYR61

在 RA 发生、发展的临床意义；其次，应用 Real-time PCR 和蛋白免疫印迹观察上调

或者下调 DDR2 的活化水平对 CYR61 表达水平的影响并通过 EMSA、双荧光素酶报

告基因、Real-time PCR 和蛋白免疫印迹等方法阐明 DDR2 调控 CYR61 表达的分子

机制，从而揭示 II 型胶原-DDR2-CYR61 通路的存在；接着，以过表达腺病毒

Ad-CYR61 和 CYR61 siRNA 为研究工具，采用 Real-time PCR 和蛋白免疫印迹方法

验证 CYR61 对下游效应分子 MMPs 的影响，同时，综合运用生物信息学、双荧光素

酶报告系统、染色质免疫共沉淀以及凝胶迁移实验等实验方法，深入探讨 CYR61 调

控 MMPs 表达的具体分子机制；然后，使用 Transwell 和细胞划痕实验检测关键分子

CYR61 对 RA 滑膜成纤维样细胞侵袭迁移功能的影响；最后，通过构建 Wistar 大鼠

CIA 模型，给予干涉腺病毒 shCYR61 局部治疗，阻断动物关节局部 CYR61 的表达，

来评估腺病毒 shCYR61 对 CIA 大鼠关节软骨损伤的治疗效果。 

通过以上实验研究我们获得了下列结果：① Real-time PCR 结果显示，RA 患者

滑膜组织中 DDR2、CYR61 以及 MMP1、MMP9、MMP13 的 mRNA 表达水平均高

于OA患者滑膜组织，DDR2与CYR61 mRNA的表达水平呈正相关，CYR61与MMP1 

mRNA 的表达水平呈正相关。② 蛋白免疫印迹结果同样显示，RA 患者滑膜组织中

DDR2、CYR61 及 MMP1 的蛋白表达水平均显著高于 OA 患者滑膜组织。免疫组化

结果显示，DDR2、MMP1 均表达于滑膜衬里层，DDR2 与 MMP1 在 RA 滑膜组织
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中的表达水平高于 OA；CYR61 则泛表达于多种组织中，RA 滑膜及滑膜下结缔组织

中 CYR61 的表达水平高于 OA。③ 利用 Real-time PCR 和蛋白免疫印迹观察上调或

者下调 DDR2 的活化水平对 CYR61 表达水平的影响，结果显示 II 型胶原刺激 DDR2

活化能够促进 CYR61 的表达，干涉 DDR2 抑制 CYR61 的 mRNA 和蛋白表达水平。

④ EMSA和双荧光素酶报告基因结果显示 II型胶原诱导DDR2活化可增强转录因子

AP-1在CYR61启动子区域的结合活性，从而诱导CYR61转录活性升高，促进CYR61

的表达。⑤ CYR61 能够调控转录因子 ETS1 转录水平和蛋白水平的表达。⑥ 双荧

光素酶报告基因、ChIP 和 EMSA 实验结果显示，转录因子 ETS1 通过与 MMP1 基因

转录起始位点上游-122~-102 bp 启动子序列直接结合，增强 MMP1 的转录活性，促

进 MMP1 的表达。⑦ Transwell 和细胞划痕实验结果表明，CYR61 能够促进 FLS 细

胞侵袭迁移功能。⑧ 动物实验结果显示，干涉 CYR61 的表达能够明显降低关节炎

的发生率和关节炎指数评分，显著改善关节软组织肿胀程度；⑨ X 射线和 Micro-CT

检查结果提示，干涉腺病毒 shCYR61对CIA 大鼠关节软骨破坏具有良好的治疗效果；

⑩ 组织病理学检查结果发现阻断 CYR61 的表达能够减少炎性细胞的浸润。 

本研究中我们首次证实了CYR61作为DDR2-MMPs通路中的关键信号转导分子

在介导 DDR2 过分泌 MMPs 及促进 RA FLS 细胞侵袭迁移和关节软骨损伤过程中发

挥重要作用。该研究结果完善和补充了 DDR2-MMPs 通路中关键环节和关键信号转

导分子，为进一步阐明 RA 中晚期病变的发病机制及新的药物靶点的开发提供了新

思路。 

 

关键词：类风湿性关节炎，滑膜成纤维样细胞，DDR2，CYR61，MMP1 
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Abstract 

Rheumatoid arthritis (RA) is an autoimmune disease mainly affecting the joints, and 

leading to tissue destruction and functional disability. In contrast with other types of 

inflammatory arthritis, the principal histopathological properties of RA include: persistent 

synovitis, the hyperplasia of synovium, excessive infiltration of inflammatory cells, 

pannus formation, and the progressive destruction of cartilage and bone. In the early 

stages of RA, T cell-dependent autoimmunity leads to inflammatory exudation in articular 

cavity. But, when it comes to the chronic phase, non-T cell-dependent hyper-proliferation 

and invasiveness of synovial tissue are found to be responsible for the destruction of joint 

cartilage in the later stages of RA. Therefore, further research on signal transduction 

process associated with RA articular cartilage damage and exploring the key signal 

transduction molecules, is of great implication to better prevention and treatment of RA. 

Our previous studies found that DDR2, a special receptor tyrosine kinase in RA FLS, 

was highly expressed in RA FLS. As a collagen acceptor, DDR2 is activated to form a 
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constitutive homologous-dimerizating state for phosphorylation of the tyrosine 471 

residue of the intracellular domain. Consequently, it up-regulates matrix 

metallloproteinases expression in cellular matrix, which participate in RA articular 

cartilage destruction. And the following work has established that an extracellular domain 

of DDR2 could compete with DDR2 for binding to type II collagen resulting in inhibiting 

MMP1 secretion from RA FLS. In CIA rats, we recently observed that fusion expression 

of DDR2 extracellular domain could ameliorate articular cartilage destruction. Hence, we 

hypothesized that there may exist a vicious cycle among the processes of the hyperplasia 

of synovium, invasion, and cartilage destruction in RA. When in a state of abnormal 

autoimmune, DDR2 could be activated by the type II collagen generated from cartilage, 

and that caused MMPs to over-express in synoviocytes; the strong and contant stimulation 

stemed from collagen resulted in sustained DDR2 activation and continued secretion of 

MMPs by synoviocytes. The MMPs promote cartilage degradation, and the damaged 

cartilage can release more collagens. These collagens can further act as MMP-inducing 

factors, and these steps are cyclically repeated. However, the molecular mechanisms that 

underlie processes from DDR2 activation to excessive secretion of MMPs are 

incompletely understood. FLS express high levels of CYR61. Our objective is to clarify 

the role of CYR61 in DDR2-MMPs signal pathway and evaluate its biological functions in 

synovium invasion of RA. We have done several experiments as following. 

    To begin with, we used Real-time PCR, Western-blot and Immunohistochemistry to 

analysis the expression and distribution of DDR2, CYR61 and MMPs, with which the 

clinical significant of CYR61 in RA development could be evaluated. Then, we tested the 

effect of DDR2 activation on CYR61 expression by Real-time PCR and Western-blot 

experiments. Meanwhile, we elucidated the molecular mechanisn of the CYR61 

expression regulated by DDR2 to reveal the existence of collagen II-DDR2-CYR61 

pathway by the application of Electrophoretic mobility shift assay and Dual luciferase 

reporter assay. Next, we examined the influence of CYR61 on MMPs by Real-time PCR 

and Western-blot. And to deeply explore the molecular mechanism of MMPs expression 

mediated by CYR61, we used a comprehensive application of Bioinformatics, Dual 
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luciferase reporter assay, Chromatin immunoprecipitation and Electrophoretic mobility 

shift assay. In addition, Transwell and Scratch assay were employed to detect the effect of 

CYR61 on FLS invasion and cell migration. Finally, to verify the role of CYR61 in 

cartilage and bone destruction, we then established CIA animal model. We blocked the 

CYR61 expression by local injection of Ad-shCYR61 and assessed therapeutic efficacy of 

Ad-shCYR61 on joint and cartilage destruction in CIA rats. 

    The conclusions can been gotten through the above experimental results as follows. 

① We found that the mRNA expression of DDR2, CYR61, MMP1, MMP9 and MMP13 

in RA synovial tissues were higher than OA synovial tissues. And the results of Real-time 

PCR also indicated that DDR2 expression level is positively correlated with CYR61 

expression level. CYR61 expression level shows positive correlation with MMP1 

expression level. ② The results of Western-blot and Immunohistochemistry showed that 

the protein expression of DDR2, CYR61 and MMP1 in RA synovial tissues were higher 

than OA synovial tissues. While DDR2 and MMP1 were distributed mainly in the synovial 

lining layer, CYR61 was widely expressed in various types of tissues. ③ By using 

Ad-DDR2 and siDDR2, we confirmed that collagen II promoted CYR61 expression 

through DDR2 activation. Blocking DDR2 expression suppressed the mRNA and protein 

expression of CYR61. ④  We next demonstrated that collagen II induced DDR2 

activation increases protein binding to the AP-1 element in the CYR61 promoter by the 

application of EMSA. The results of Dual luciferase reporter assay suggested that 

activated-DDR2 raise the transcriptional activity of CYR61 promoter, so that the CYR61 

expression level enhanced. ⑤  Furthermore, CYR61 modulated the expression of 

transcriptional factor ETS1. ⑥  ETS1 could increase MMP1 transcriptional activity 

through directly binding to MMP1 promoter region by employing Dual luciferase reporter 

assay, Chromatin immunoprecipitation and Electrophoretic mobility shift assay. ⑦ The 

Transwell assay indicated that CYR61 up-regulation could enhance the invasion of the RA 

FLS, and the invasion was suppressed by CYR61 down-regulation. The Scratch assay 

showed that overexpression of CYR61 promoted the RA FLS migration. ⑧ Animal 

experiments showed that the cumulative incidence of arthritis and arthritis scores might be 
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reduced by CYR61 silencing. Ad-shCYR61 could significantly ameliorate swelling 

dimension of joints. ⑨ With the help of Micro-CT, we observed that Ad-shCYR61 

achieved good curative effect on joint and cartilage destruction in CIA rats. ⑩ The 

pathological results indicated that interference expression of CYR61 could decrease 

inflammation reactions. 

    In this study, we demonstrate that DDR2 activation can increases protein binding to 

the AP-1 element in the CYR61 promoter and promote CYR61 expression, which then 

upregulate MMP1 expression mediated by ETS1, and further promote the proliferation 

and invasion of RA FLS and aggravate cartilage destruction. These fingings suggest that 

CYR61 may serve as a new drug target for the clinical treatment of RA. 

 

Key words: Rheumatoid arthritis, Fibroblast-like synoviocytes, Discoidin Domain 

Receptor 2, matrix metalloproteinases, Cysteine-rich 61 



第四军医大学博士学位论文 

-11- 

 

 

 

前    言 
 

类风湿性关节炎（rheumatoid arthritis，RA）是一种以关节滑膜炎和关节侵袭破

坏为特征的慢性全身性自身免疫性疾病，全世界约有 3~6 千万人罹患该病。关节滑

膜炎持续反复发作，致使患者关节内软骨和骨的破坏，出现关节功能障碍，甚至残

废。由于发病机理还不清楚，传统的治疗手段包括抗炎及免疫制剂都只能缓解病情，

不能终止疾病进展。仅有少数患者通过人工关节置换手术可部分恢复关节功能，而

大部分患者却只能忍受疼痛和残疾度过余生，生活质量受到严重影响[1]。 

因此，研究 RA 关节软骨破坏相关的信号转导过程，探寻其中的重要环节和关

键信号转导分子，对于深入剖析类风湿性关节炎的发生发展过程具有重要的理论意

义和临床指导价值。 

现有研究表明：RA 关节软骨破坏主要是由滑膜组织分泌的基质金属蛋白酶

（matrix metalloproteinases, MMPs）和过度增殖的滑膜细胞造成的，脱落的 II 型胶原

可直接诱导中性粒细胞和滑膜细胞分泌胶原酶，而胶原酶在病变晚期对骨和软骨的

破坏具有重要意义。 

我们在前期的实验研究发现，在 RA 滑膜成纤维样细胞中存在一种特殊的、具

有受体酪氨酸蛋白激酶（receptor tyrosine kinase, RTK）活性的盘状结构域受体 2 

（discoidin domain containing receptor 2, DDR2）且呈高表达状态[2]。它以胶原为配体，

通过同源二聚化使其胞内区第 471 位酪氨酸残基发生磷酸化修饰，处于持续活化状

态，促进 MMP1、MMP13 的大量分泌，参与 RA 关节软骨破坏[3]。体外表达纯化的

DDR2 受体胞外区蛋白可与 DDR2 竞争性结合 II 型胶原，抑制 RA FLS 分泌 MMP1[4]，

在 CIA 大鼠模型中观察到可溶性的 DDR2 可改善关节软骨的破坏[5]。因此，我们提

出在 RA 滑膜组织增生侵袭破坏软骨的进程中可能存在这样一个恶性循环：在异常

的自身免疫状态下，软骨脱落的 II 型胶原激活滑膜成纤维样细胞中的 DDR2 受体，

从而诱导滑膜成纤维样细胞过表达 MMPs；DDR2 受体在胶原强大而持续的作用下持

续活化，使得滑膜成纤维样细胞不断地分泌 MMPs，这些持续分泌的 MMPs 对骨和

软骨产生严重的破坏；然而，被破坏的软骨又可进一步释放大量的胶原物质，随即
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成为 MMPs 的诱导因素，如此反复，周而复始。 

然而从膜受体 DDR2 活化到胞内效应分子 MMPs 的过度分泌，其中详细的作用

机制及关键信号转导分子尚不清楚。富半胱氨酸 61(cysteine-rich 61，CYR61)是我们

利用 Agilent Human 1A 基因表达谱芯片对正常滑膜细胞及 RA 滑膜细胞进行差异分

析获得的基因。那么 CYR61 到底在 DDR2-MMPs 通路中扮演何种角色呢？该通路在

RA 滑膜细胞侵袭及关节软骨破坏中发挥的作用和机制是什么呢？对于上述问题的

回答有利于我们更进一步的阐明 RA 中晚期病变的发病机制，更有利于我们能寻找

到切实有效的药物靶点而治疗类风湿性关节炎。 

综上所述，本研究拟在前期工作基础上，以关键分子 CYR61 的功能研究为突破

口，综合利用过表达、RNAi、基因转染、EMSA 及染色质免疫共沉淀等技术系统研

究 CYR61 在 DDR2-MMPs 通路中发挥的作用及其介导 RA 滑膜细胞侵袭和软骨破坏

的机制，初步阐明该分子在 DDR2-MMPs 通路中的作用及功能，即为 RA 软骨破坏

机制提出新的认识，又可发现新的药物靶位。 
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文献回顾 

第一部分 类风湿性关节炎发病机制的研究进展 

类风湿性关节炎（RA）是一种具有慢性、进行性、侵袭性关节滑膜炎病理特征

的全身性自身免疫病，倘若不经过正规有效的治疗，病情将逐渐恶化，最终导致关

节畸变，出现功能障碍，具有较高的致残率。RA 的致病因素包括遗传、环境以及感

染等因素，这些因素相互交织在一起，共同作用于人体免疫系统，最终导致机体免

疫功能的紊乱。因此，广泛深入地认识这些因素及其相互作用在 RA 发生发展过程

中的作用，对于有效地防治 RA 具有极其重要的意义。 

1.1 自身抗原和抗体 

研究显示，RA 患者的滑膜组织中存在大量异位生发中心样结构，B 细胞浸润明

显，提示自身反应性 B 细胞参与 RA 的发病机制。在 RA 患者中，成熟 B 细胞在 RA

相关抗原刺激下分化成为短寿命浆细胞或进入生发中心，从而导致记忆性自身反应

性 B 细胞和长命浆细胞的产生，并产生 RA 相关的自身抗体[6-8]。这些自身抗体和对

应的抗原组成免疫复合物，通过激活靶细胞表面 Fc 受体（如 FcRIII）或作用于补体

（尤其是 C5a），从而激活免疫细胞内 MEK 激酶级联反应或刺激酪氨酸磷酸化免疫

受体途径的活化，进而产生补体或抗体介导的吞噬和超敏反应，最终引起 RA 的组

织损伤。 

1.2 T 淋巴细胞 

关于 T 淋巴细胞在 RA 中的作用曾经有两种截然不同的观点：一种认为滑膜中

大量存在的 T 细胞只有旁观细胞，并不参与 RA 的炎症过程；另一种则认为 RA 是

一种由克隆性 T 细胞介导的均质性自身免疫性疾病。事实证明，T 淋巴细胞，尤其

是 CD4+ T 淋巴细胞在 RA 发病中的确起着非常重要的作用[9]，这一理论已经从以下

多方面研究中得到了证据：浸润滑膜的细胞中 40%为 T 淋巴细胞；滑膜组织或滑液

中存在 T 细胞来源的细胞因子；T 细胞依赖性关节炎模型的建立；主要组织相容性
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复合体（MHC）II 类基因与 RA 发病和疾病严重性之间存在的密切相关性；靶定 T

细胞治疗使 RA 症状和体征得到改善等。导致 RA 发病的最可能原因是 T 淋巴细胞

遇到相应的抗原刺激后发生了活化，并且在随即的整个病理生理过程中，T 淋巴细胞

可与介导免疫反应和组织破坏的其他细胞发生相互作用，致使炎症反应持续并引起

骨质破坏。 

1.3 B 淋巴细胞 

虽然 B 淋巴细胞在类风湿性关节炎中的作用不像 T 细胞那样研究的比较详尽明

朗，但 B 细胞具有的多种免疫功能无疑使之成为炎症过程中不可或缺的重要组成部

分。B 细胞在 RA 中可能发挥的作用包括：作为抗原递呈细胞处理和递呈抗原肽供 T

细胞识别，参与 T 细胞的活化，分泌 TNF-α 等促炎症细胞因子，产生类风湿因子

（rheumatoid factor, RF）等自身抗体。RF 的存在对于维持 B 细胞的活化及参与免疫

复合物激活补体而使炎症反应持续存在具有重要作用。已发现高滴度的 RF 与关节病

变的侵袭性、关节外器官受累的发生率以及死亡和致残相关联。近来研究结果显示，

抗 CD20 单抗应用于去除 B 淋巴细胞可明显缓解 RA 症状，证实了 B 细胞在 RA 发

病机制中所起到的重要作用[10]。在对成熟 B 细胞的致病作用进行深入研究的同时，

动物实验中获得的数据表明 B 细胞中有一个特殊亚群，能够分泌 IL-10。IL-10 作为

免疫负调节因子，可发挥免疫调节作用。在动物实验中，anti-CD40 抗体可诱导产生

IL-10 的 B 细胞分化，将 anti-CD40 抗体刺激后的 B 细胞转输给胶原诱导关节炎小鼠

可防止或减轻关节炎[11]。 

1.4 巨噬细胞 

巨噬细胞在类风湿性关节炎发病机制中的扮演着重要的角色，在 RA 患者滑膜

和血管翳处均存在大量处于活化状态的巨噬细胞，其与 RA 病情严重程度密切相关。

巨噬细胞主要以两种形式存在：滑膜内衬层 A 型滑膜细胞与间质内弥散分布的巨噬

细胞。处于活化状态的巨噬细胞可高表达主要组织相容性复合体 II 类分子（MHC II），

同时能够分泌多种趋化因子、促炎因子、生长因子和基质金属蛋白酶（MMPs），介

导白细胞的粘附和迁移、炎症反应的启动和持续、细胞外基质的降解和新生血管的

形成，具备广泛的促炎效应和组织破坏能力。选择性抑制巨噬细胞活化可能是治疗
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局部和全身炎症、防止不可逆性关节破坏的有效措施。 

1.5 滑膜成纤维样细胞 

    类风湿性关节炎是一种慢性、炎症性、系统性的自身免疫性疾病，累及周身的

关节炎及血管翳的形成为其基本病理特征。理论上，血管翳中的免疫病理成分可分

为免疫和侵蚀两部分（图 0-1）：免疫部分由 T 细胞、B 细胞、巨噬细胞和树突状细

胞组成，主要介导抗原递呈、免疫球蛋白产生、细胞因子的产生；侵蚀部分由毗邻

软骨和骨并能直接促进其被侵蚀和破坏的软骨细胞及滑膜成纤维样细胞

（fibroblast-like synovial cells, FLS）组成。 

FLS 不仅在正常的胚胎发生发挥着重要的功能，而且在关节功能成熟与维护中

起着关键性的作用。许多研究证实，RA FLS 在形态和生物活性上都发生了明显的变

化，主要表现为信号级联和细胞凋亡反应相关分子的改变以及黏附分子的表达和基

质金属蛋白酶活性的变化等，使之不需要在外界条件的持续刺激下就可处于稳定活

化状态，RA FLS 不仅可通过直接或间接的方式参与骨和软骨的破坏过程，而且还可

介导调控 RA 患者关节的炎症扩散、血管翳结构的维持等病理生理过程，对 RA 的发

展进程及病情迁延都具有重要的影响。有研究显示 RA FLS 能够对滑膜组织中的巨噬

细胞和淋巴细胞产生重要的影响，例如 RA FLS 可刺激滑膜单核巨噬细胞的活化并在

破骨细胞样细胞分化方面起着一定的作用。Zhu 等[12]研究发现单核/巨噬细胞高表达

的细胞外基质金属蛋白酶诱导因子 CD147 能增强 FLS 的侵袭力和 MMP 的产生，在

RA 的软骨和骨破坏中具有重要意义。Hamann 等[13]的研究发现滑膜巨噬细胞和成纤

维细胞的协同作用可通过 CD55 和 CD97 的交联，即细胞-细胞间的直接作用来完成。

Salmon 等[14]的研究提示，体外分离培养的滑膜 T 淋巴细胞在短时间内即进入凋亡进

程，然而将其与滑膜成纤维样细胞进行共培养时发现 T 淋巴细胞的凋亡受到抑制；

Lindhout 等[15]研究进一步证实源自 RA 患者的滑膜成纤维样细胞不但可以抑制 T 淋

巴细胞的凋亡，还能阻止 B 淋巴细胞进入凋亡程序。此外，RA FLS 也可分泌促血管

生成因子、VEGF 等多种细胞因子，促进血管内皮细胞的生长和血管新生。 
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图 0-1 类风湿关节炎血管翳中的免疫及病理机制示意图 

引自：Abeles AM. Bull NYU Hosp Jt Dis. 2006; 64: 20-24. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



第四军医大学博士学位论文 

-17- 

 

 

第二部分 DDR2 的研究进展 

2.1 概述 

受体酪氨酸激酶（receptor tyrosine kinases, RTKs）是最大的一类单次跨膜酶联受

体，可与相应配体结合后，使靶蛋白的酪氨酸残基磷酸化，通过细胞内信号级联放

大，最终引起一系列细胞的综合性应答。RTKs 家族编码的蛋白具有相似的结构，包

括：含有配体结合位点的细胞外结构域、单次跨膜结构域和含有酪氨酸蛋白激酶活

性的细胞内结构域。根据细胞外结构域特点，RTKs 家族可分为 20 个亚家族。RTKs

介导的信号通路调控重要的细胞进程，如细胞增殖、细胞分化、细胞凋亡、细胞迁

移和细胞周期[16]。 

盘状结构域受体（discoidin domain receptors, DDRs）属于 RTKs 类酶联受体，

Johnson 等[17]于 1993 年在筛选乳腺癌细胞 RTKs 过程中发现。因其胞外区含有一个

类似于凝集素盘状结构，而被命名为盘状结构域受体。目前，DDRs 家族含有两个成

员，即 DDR1 和 DDR2。两种 DDRs 均以胶原为配体，通过同源二聚化使其胞内区

酪氨酸残基发生低水平、持久的自主磷酸化，进而激活下游信号通路，调节细胞迁

移、增殖、分化和细胞凋亡。此外，胶原与 DDR2 结合可通过调节 MMP 表达和活

性影响细胞外基质重塑，并且同样具有 II 型胶原结合整合素受体后产生的效应。

DDR2 表达及功能失调将引起人体多种疾病的发生，如肿瘤、纤维化疾病以及类风湿

性关节炎。 

2.2 DDR2 结构特点 

人类 DDR2 基因定位于染色体 1q23.3，含有 19 个外显子，其中第 4~19 个外显

子为编码外显子。细胞外结构域由第 4~11 个外显子编码，第 12 个外显子编码跨膜

结构域，第 13、14 个外显子编码胞内近膜结构域，其余外显子主要编码酪氨酸激酶

结构域（图 0-2）。目前，没有文献报道 DDR2 具有相关的拼接异构体。 
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图 0-2 DDRs 结构示意图 

引自：Brigit. Int Rev Cell Mol Biol. 2014; 310: 39-87. 

2.3 表达分布特点   

DDR2 广泛表达于胚胎发育阶段和成人个体的不同组织，如骨骼、心肌、肾脏、

肺、神经系统和免疫系统。目前，尚没有文献系统的分析不同组织中 DDR2 的细胞

定位情况。在不同类型细胞中，DDR2 的表达受不同转录因子的调控，例如，缺氧或

高压氧状态下，大鼠心脏平滑肌细胞中 DDR2 启动子区 Myc-Max DNA 结合活性增

强，诱导 DDR2 表达水平升高[18]；在成骨细胞分化过程中，转录因子 ATF4 与 DDR2

启动子区 CCAAT 增强子结合位点结合，促进 DDR2 转录；肝损伤可促进肝星状细

胞的 DDR2 mRNA 表达水平上调[19]。Sekiya 等[20]发现 microRNA-29 b 可抑制 DDR2 

mRNA 的表达，由于 microRNA-29 b 下游靶基因是 I 型胶原，故 I 型胶原的表达与

DDR2 的表达可能存在一定的关联。 

2.4 DDR2 参与的信号通路 

虽然已有大量文献报道 DDR2 与肿瘤细胞的增殖和转移密切相关，但是关于胶

原刺激 DDR2 活化后参与调控的细胞信号转导通路知之甚少。有研究表明[21]，DDR2
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活化可激活下游重要的信号元件，如 SHC、SRC、JAK、ERK1/2 和 PI3K。此外，

Hammerman 等[22]发现 DDR2 活化可促进 STAT5 磷酸化水平。DDR2 与其他细胞表面

受体例如整合素受体和其他 RTKs 之间同样存在 Crosstalk 现象，使得下游信号转导

网络呈多样化。Iwai LK 等[23]通过磷酸化蛋白质组学分析，获得 45 个 I 型胶原刺激

DDR2活化后下游信号效应分子，除了先前研究发现的ERK1和 PI3K外，还发现 Lyn、

SHP-2、SHIP-2 和 PLCL2 等一些新的蛋白底物，进一步研究发现这些效应分子是

DDR2 通路特异性激活的下游信号分子，而非胶原刺激整合素受体诱导产生。另有研

究表明[19]，DDR2 活化能够促进 p38 MAPK 磷酸化水平，通过调节转录因子 Runx2

转录活性，从而促进成骨细胞分化。本课题组通过免疫共沉淀结合 SDS-PAGE 方法，

在 RA FLS 中筛选获得 8 个能与 II 型胶原活化的 DDR2 相互作用的分子，通过深入

研究发现 II 型胶原可刺激 DDR2 活化，活化的 DDR2 可与钙依赖性磷脂结合蛋白

Annexin A2 相互结合，促进 Annexin A2 磷酸化，进而通过转录因子 p38 调控 MMP13

的表达，增强 FLS 的侵袭能力，导致关节软骨损伤[24]。 

 

图 0-3 DDR2 参与的信号通路示意图 

引自：Leo S. Payne. J Thorac Oncol. 2014; 9 (6): 900-904. 
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2.5 DDR2 与疾病 

2.5.1 纤维增生性疾病 

    DDR2 在组织器官纤维化的病理生理学过程中起着重要的作用。研究发现[25]，

博来霉素致肺纤维化可诱导肺上皮细胞产生 I 型胶原，I 型胶原能够刺激成纤维细胞

表达 DDR2，从而加快肺纤维化进程。DDR2 在肝脏疾病中的作用显得更加复杂，

DDR2 基因敲除小鼠在慢性肝损伤的条件下，比野生型小鼠更容易发生炎症反应及肝

纤维化[26]，提示 DDR2 在慢性损伤的情况下可降低罹患肝纤维化风险。另一方面，

在急性肝损伤情况下，DDR2 可调节肝星状细胞活性，促进增殖和侵袭，导致肝纤维

化的发生[27]。而 Luo 等[28]进一步实验证实，在大鼠实验性酒精肝纤维化模型中，DDR2

表达增强且与胶原沉积和细胞外基质重建相关，干涉 DDR2 的表达可明显降低酒精

诱导的肝损伤和肝纤维化程度。 

2.5.2 肿瘤 

    许多肿瘤的进程通常伴随着一种或多种 RTKs 的异常表达与激活，因此目前有许

多针对 RTKs 的肿瘤靶向治疗策略。与其他 RTKs 类似，DDRs 通过与不同类型的胶

原结合调节肿瘤细胞功能，在肿瘤进程的不同阶段都发挥着重要的作用。简言之，

DDRs 在众多的肿瘤中呈高表达状态，如肺癌、乳腺癌、脑瘤、食道癌、头颈癌、肝

癌、前列腺癌和淋巴瘤等[29]，DDRs 表达失调，导致肿瘤的形成。然而，DDRs 参与

调控肿瘤发生的具体分子机制尚不明确。研究人员发现[22]在鳞状细胞癌患者肿瘤标

本中存在 DDR2 基因突变，突变范围遍及整个基因编码区。近来研究结果显示[30]，

在侵袭性乳腺癌患者中 DDR2 表达量较高，而乳腺癌细胞中过表达 DDR2，能够促

进肿瘤的侵袭转移。Zhang 等[31]认为 I 型胶原可刺激 DDR2 活化，激活细胞内 ERK2，

促进 EMT 相关转录因子 SNAIL1 磷酸化，磷酸化的 SNAIL1 在细胞核内聚集，防止

蛋白质泛素化引发的蛋白降解，正是 DDR2 对 SNAIL1 稳态调控促进了乳腺癌细胞

的侵袭和转移。 

2.5.3 关节炎 

针对骨性关节炎的治疗，迄今除了缓解疼痛外，尚没有有效的药物来控制病情
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的发展。越来越多的证据表明，DDR2 有希望成为治疗该疾病的新的药物靶点。Lin

等[19]发现上调 DDR2 的表达，能够促进软骨细胞分泌 MMP13，降解细胞外基质，使

关节软骨变性。此后，研究发现 DDR2 和 MMP13 无论是在不同类型骨性关节炎动

物模型关节内，还是在骨性关节炎患者软骨处都呈现表达增高的现象[32, 33]。Xu 等[34]

研究结果显示，降低 DDR2 表达水平可明显缓解骨性关节炎动物模型软骨变性程度。

因此，DDR2 高表达被认为是骨性关节炎发生早期的一个重要标志，可作为药物靶标

治疗骨性关节炎。 

我们前期的实验研究发现，在 RA 滑膜成纤维样细胞中存在一种特殊的、具有

受体酪氨酸蛋白激酶（receptor tyrosine kinase, RTK）活性的盘状结构域受体 DDR2

且呈高表达状态[2]。它以胶原为配体，通过同源二聚化使其胞内区第 471 位酪氨酸残

基发生磷酸化修饰，处于持续活化状态，促进 MMP1、MMP13 的大量分泌，参与

RA 关节软骨破坏[3]。体外表达纯化的 DDR2 受体胞外区蛋白可与 DDR2 竞争性结合

II 型胶原，抑制 RA FLS 分泌 MMP1[4]，在 CIA 大鼠模型中观察到可溶性的 DDR2

可改善关节软骨的破坏[5]。因此，我们课题组在国际上首先提出并证实了 II 型胶原

-DDR2-MMP-1/MMP-13-II 型胶原环路在介导类风湿性关节炎关节软骨破坏中发挥

重要作用，即在 RA 滑膜组织增生侵袭破坏软骨的进程中可能存在这样一个恶性循

环：在异常的自身免疫状态下，软骨脱落的 II 型胶原激活滑膜成纤维样细胞中的

DDR2 受体，从而诱导滑膜成纤维样细胞过表达 MMPs；DDR2 受体在胶原强大而持

续的作用下持续活化，使得滑膜成纤维样细胞不断地分泌 MMPs，这些持续分泌的

MMPs 对骨和软骨产生严重的破坏；然而，被破坏的软骨又可进一步释放大量的胶

原物质，随即成为 MMPs 的诱导因素，如此反复，周而复始。 
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第三部分  CYR61 的研究进展 

3.1 概述 

CCN 家族包括 CYR61/CCN1、结缔组织生长因子（connective tissue growth factor, 

CTGF/CCN2 ）、 肾 母 细 胞 瘤 过 度 表 达 基 因 （ nephroblastoma overexpressed, 

NOV/CCN3）、Wnt 诱导分泌蛋白 1（Wnt-induced secreted protein 1, WISP/CCN4）、

WISP2/CCN5 和 WISP2/CCN6 等 6 个成员。CCN 家族编码的蛋白具有相似的结构（图

0-4），包括氨基酸的信号肽和 4 个高度保守的同源结构域——胰岛素样生长因子结合

蛋白（insulin-like growth factor-binding protein, IGFBP）结构域、von Willebrand 因子

（von Willebrand factor type C repeat, vWC）结构域、 I 型血小板反应蛋白

（ thrombospondin type I repeat, TSR ）结构域和富含半胱氨酸的羧基末端

（carboxyl-terminal, CT）结构域。 

CYR61/CCN1 是 CCN 家族中最具代表性的成员之一，人类 CYR61 基因定位于

染色体 1p22.3，由 5 个外显子和 4 个内含子构成，其开放阅读框编码 381 个氨基酸，

其中包括由二硫键进行连接的 38 个高度保守的半胱氨酸。CYR61 蛋白属于分泌型蛋

白，其相对分子质量为 42 kDa，在多种组织中均有表达，如胚胎、肾脏、心脏、肝

脏、胰腺、肺和骨骼肌等。目前，研究表明 CYR61 可直接结合于整合素受体或硫酸

肝素蛋白多糖（Heparan sulfate proteoglycans, HSPGs），参与细胞粘附、迁移、增殖、

凋亡、衰老和细胞分化等过程，在肿瘤形成、软骨和骨生成、创伤愈合、血管性疾

病、纤维化疾病、糖尿病视网膜病变和类风湿性关节炎中起到至关重要的作用[35]。 

 

图 0-4 CYR61 结构域及受体结合位点示意图 

引自：Lester F. Lau. Cell Mol Life Sci. 2011; 68(19): 3149-3163. 
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3.2 CYR61 的受体及其参与的细胞信号通路 

CYR61 除了可与整合素受体结合之外， 还可通过结合 HSPGs 发挥细胞生物学

作用。Kireeva 等[36]首次证实 CYR61 可与整合素受体 αVβ3 直接结合调控内皮细胞粘

附和迁移。后续研究表明，CYR61 可通过与不同受体（HSPGs、α6β1、αVβ5、α2β1、

αIIbβ3、αMβ2 和 αDβ2）特异性的结合[37-41]，激活细胞内多条信号转导通路，诱发下游

目的基因的转录表达，从而介导不同的细胞生物学功能。目前研究证实，CYR61 主

要参与的细胞信号转导途径（图 0-5）有 Wnt 信号通路、NF-κB 信号通路、Akt 信号

通路以及受体酪氨酸激酶介导的通路等[35]。 

 

图 0-5 CYR61 介导的细胞信号转导通路示意图 

引自：Ying Chen. J Cell Biochem. 2007; 100(6): 1337-1345. 

3.3 CYR61 的生物学作用 

3.3.1 胚胎发育 

    在胚胎发育过程中，CYR61 主要表达于间充质干细胞凝结的部位和新生血管，

且在背主动脉、鳃弓以及脐动脉也有分布，这有助于促进子宫血管向胚胎生长。它

的表达分布与骨骼、心血管以及神经系统的发育密不可分。基因靶向敲除 CYR61 将

导致小鼠胚胎无法存活。大约有 30%CYR61 基因敲除胚胎在第八天时无法形成绒毛

尿囊融合并在第九天死亡，而其余的胚胎在妊娠中期由于胎盘血管功能不全，胚胎
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血管完整性缺失以及严重的心脏房室隔缺损（atrioventricular septal defect, AVSD）等

原因死亡。虽然 CYR61+/-嵌合体小鼠的存活率得到了提升，但仍有 20%小鼠出现永

久性原发孔型房间隔缺损。研究发现，AVSD1 基因突变可能是人类无症状性 AVSD

的重要致病因素，该基因突变同时可诱发原发孔型房间隔缺损。由于 CYR61 与

AVSD1 基因均定位于染色体 1p21-31，因此有研究者认为 CYR61 基因是人类 AVSD

的潜在致病基因。 

3.3.2 细胞粘附、迁移、增殖及细胞凋亡 

    CYR61 可通过非共价方式与细胞表面和细胞外基质紧密的结合，这种相互结合

状态可被可溶性肝素置换出来[42]。进而，研究人员发现[43]CYR61 可促进多种贴壁细

胞粘附，诱导粘附信号的产生。在人皮肤成纤维细胞中，CYR61 可与 α6β1-HSPGs

受体结合支持细胞粘附，并引起黏着斑复合物的形成，活化 FAK-paxillin-Rac 信号通

路，诱发细胞骨架蛋白重组以及与细胞运动密切相关的丝状伪足和片状伪足的形成

[44]。研究发现，CYR61 可刺激成纤维细胞[45]、平滑肌细胞[46]、内皮细胞[47]和某些癌

细胞的迁移[48, 49]。虽然 CYR61 不能诱导自身 DNA 的合成，但是在成纤维细胞和内

皮细胞中它可通过整合素受体 αVβ3 协同其他促有丝分裂生长因子增强生长因子诱导

的 DNA 合成[46, 50]。也许正是 CYR61 这种生物学活性，促进生长因子诱导的前列腺

癌细胞 PC-3[51]、卵巢癌细胞[52]和滑膜细胞的增殖[53]。Leu SJ 等[47]研究发现 CYR61

可结合整合素受体 αVβ3 促进内皮细胞的存活，进一步研究结果显示，CYR61 可介导

Akt 信号通路抑制肺上皮细胞凋亡[54]，通过上调 XIAP 表达抑制乳腺癌细胞系 MCF7

细胞凋亡[55]。 

3.3.3 创伤愈合 

    在人体中，组织炎症反应和损伤修复过程往往伴随着 CYR61 的表达升高。理论

上，创伤愈合过程可大致分为局部炎症反应、肉芽组织形成和组织修复重建等 3 个

彼此有别而又相互重叠的阶段。每个阶段都必须受到严格的调控才能达到最佳的愈

合效果。在皮肤创伤愈合过程中，CYR61 高表达于肉芽组织的肌纤维母细胞[56]。研

究表明，当肉芽组织中肌纤维母细胞不断增殖，CYR61 最终将积累至一个较高的水

平以驱动肌纤维母细胞自身进入衰老，而 CYR61 基因突变的转基因小鼠体内，由于
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CYR61 无法与受体 α6β1-HSPGs 结合，因此无法诱导肌纤维母细胞衰老，最终加剧纤

维化进程[57]，若创伤皮肤局部给予 CYR61 蛋白治疗，可调控肌纤维母细胞衰老，从

而遏制纤维化。此外，CYR61 的表达量不仅在心肌梗死后心肌细胞重塑过程中急剧

上升[58]，而且在血管损伤[45]、骨折愈合的过程中显著升高[59]。抗体特异性阻断 CYR61

表达可抑制骨折愈合[60]。 

3.3.4 血管生成 

    小鼠胚胎发育过程中，CYR61 在内皮细胞中强表达，提示 CYR61 在血管生长中

可能具有重要的作用[61]。事实上，研究人员通过角膜微囊袋模型证实 CYR61 具有较

强的血管生成活性[62]，随后在家兔下肢缺血模型中得到进一步确认[63]。CYR61 的血

管生成活性主要归因于其与内皮细胞表面的整合素受体 αVβ3 结合，促进内皮细胞粘

附、迁移、增殖、存活和小管形成[47]。整合素受体 αVβ3 结合位点特异性突变的 CYR61

蛋白丧失血管生成活性[64]。除了直接作用于内皮细胞，CYR61 还可调控血管生成因

子的表达，如 VEGF-A 和 VEGF-C[65, 66]。此外，CYR61 还可通过整合素受体募集 CD34

阳性的内皮祖细胞，增强内皮细胞增殖和新生血管的形成[67]。 

3.4 CYR61 与疾病 

3.4.1 肿瘤 

CYR61 像是一张双刃剑，在肿瘤形成过程中具有双重效应。Leu SJ 等[47]发现，

CYR61 是人体内的一种强大的血管生成诱导因子，血管生成为肿瘤的生长提供了充

足的营养。随即，CYR61 在人胃腺癌细胞中被证实具有促进肿瘤的生长和增强肿瘤

血管生成的生物学功能[62]。此外，研究表明 CYR61 能够促进肿瘤细胞增殖，侵袭，

生存和转移[49, 68, 69]。在后续报道中，研究人员发现过量表达 CYR61 可以促进乳腺癌

细胞、前列腺癌细胞、卵巢癌细胞以及鳞状癌细胞裸鼠移植瘤的生长，而干涉 CYR61

的表达可以抑制前列腺癌细胞和胰腺癌细胞裸鼠移植瘤的生长。临床研究结果显示，

CYR61 的表达与包括乳腺癌[70]、前列腺癌[71]、神经胶质瘤[72]、胃腺癌[73]和鳞状细胞

癌[74]等多种肿瘤的大小、恶性程度、分级分期及预后具有显著的关联性，进一步揭

示了 CYR61 在肿瘤发生、发展中发挥着重要作用。 
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    然而，CYR61 同时也具备诱导细胞凋亡和细胞衰老的生物学功能，通过诱导细

胞凋亡和衰老抑制肿瘤形成起始阶段，肿瘤细胞的转化。例如，CYR61 在发挥促进

前列腺癌细胞增殖功能的同时，在免疫监视分子 TRAIL 的作用下加剧肿瘤细胞的凋

亡[75]。同样有趣的是，p53 基因突变的前列腺癌细胞中 CYR61 呈高表达状态，但是

在表达野生型 p53 基因的前列腺癌细胞 CYR61 表达水平较低。这一结果，验证了

CYR61 与 p53 共同促进了肿瘤细胞凋亡或衰老的假说，只有 p53 基因突变的细胞才

能耐受 CYR61 的高水平表达[76]。许多研究报道为 CYR61 抑制肿瘤生长的说法提供

了强有力的证据。临床标本中，非小细胞肺癌（non-small-cell lung cancer, NSCLC）

的 CYR61 表达水平显著低于正常肺组织。高表达 CYR61 的 NSCLC 细胞移植瘤小鼠

产生的肿瘤明显小于亲本细胞移植瘤小鼠[77]。CYR61 通过上调 p53、p21 及 p130/pRb

的表达，从而抑制 NSCLC 细胞增殖[78]，提示 CYR61 可能通过 p53 和 pRb 依赖性通

路诱导细胞的衰老。同样，CYR61 可通过 p53 调节肝癌细胞的增殖能力[79]。此外，

子宫内膜腺癌细胞过表达 CYR61 能够降低细胞的生长水平，加剧细胞凋亡[80]，且黑

色素瘤细胞中 CYR61 的表达有利于降低肿瘤的生长和转移风险，增加肿瘤细胞凋亡

的几率[81]。因此，CYR61 在肿瘤发生中的作用是细胞类型和背景依赖性的，并且取

决于是否易感于 CYR61 诱导的细胞凋亡或衰老，或者与血管生成因子是否受到限制

密切相关。 

3.4.2 血管性疾病 

CYR61 不仅高表达于动脉粥样硬化患者病变部位，而且在球囊血管成形术后再

狭窄的血管平滑肌细胞中呈高表达状态[82]。无论是通过 RNAi 干涉 CYR61 的表达还

是 FOXO3a 介导的转录抑制都将减少球囊血管成形术后血管内膜增生的发生，过表

达 CYR61 则能逆转这一效应[83]。球囊损伤后，CYR61 可募集 CD34 阳性的内皮祖细

胞至内皮细胞层，促进内皮细胞分化，从而达到再内皮化[84]。在氧化诱导的大鼠视

网膜病变模型中，慢病毒过表达 CYR61 或将高表达 CYR61 的定向造血干细胞注射

入玻璃体腔都将对损伤血管修复产生积极的影响[85]。这些研究证实了 CYR61 在血管

损伤修复过程中发挥着重要的作用。 

3.4.3 糖尿病视网膜病变 



第四军医大学博士学位论文 

-27- 

 

    Babic AM 等[62]研究首次报道 CYR61 对大鼠角膜新生血管的形成具有明显促进

作用，这为后续 CYR61 参与眼部疾病新生血管的形成提供了重要的理论依据。晚期

糖基化终末产物（advanced glycation end products, AGEs）在体内积聚导致糖尿病并

发症包括糖尿病视网膜病变，Hughes JM 等[86]在糖尿病患者视网膜中证实 CYR61 是

AGE 的下游效应分子，进一步研究发现，AGE 诱导的 CYR61 可能通过参与大鼠视

网膜周细胞的脱离和失巢凋亡，推动糖尿病视网膜病变进程，提示未来 CYR61 可能

作为重要的药物靶标用于治疗糖尿病视网膜病变。Kuiper EJ 等[87]通过玻璃体腔注射

VEGF 发现，包括 CYR61 在内的多种细胞外基质蛋白表达升高，同时体外实验证实

在视网膜内皮细胞 VEGF 的刺激能够诱导 CYR61 的表达。缺氧通过 HIF-1α 与

c-Jun/AP-1 调节 CYR61 启动子转录活性诱导 CYR61 的产生[88]，CYR61 可以促进脉

络膜视网膜内皮细胞 RF/6A 的增殖，迁移和小管形成，并与 VEGF 协同参与视网膜

新生血管，在增殖性糖尿病视网膜病变的发病机制中扮演着重要的角色[89]。近期研

究结果表明，CYR61 在脉络膜视网膜血管内皮细胞中可通过与整合素受体 αVβ3 结

合，激活 FAK-PI3K/Akt -IKK/NF-κB 细胞内信号通路，诱导糖尿病视网膜病变中关

键因子 MCP-1 的生成[90]。 

3.4.4 类风湿性关节炎 

CYR61 作为一种生长因子诱导的即刻早期基因产物，参与细胞粘附、增殖与分

化过程。Zhang Q 等[53]早期研究发现，在 RA FLS 中 CYR61 通过 p38 MAPK-NF-κB

信号通路调节炎性因子 IL-17 的表达促进 FLS 细胞增殖，沉默 CYR61 的表达抑制

IL-17 刺激产生的 FLS 增殖效应。随后，研究发现 CYR61 可作为前炎性因子通过结

合整合素受体 αVβ5，激活 Akt/NF-κB 信号通路诱导 IL-6 生成，促进 Th 17 细胞分化

参与 RA 病变过程[91]。CYR61 在 RA 发病过程中发挥重要作用，而研究结果显示

SIRT-1/FoxO3a 信号通路对 CYR61 诱导表达至关重要，辛伐他汀上调 SIRT-1 的表达，

促进 SIRT-1/FoxO3a 转录结合，从而抑制 CYR61 的表达[92]。通过对 CYR61 表达转

录后调控的进一步研究，研究人员发现在 RA FLS 中野生型 p53 基因可结合于 miR-22

启动子区激活 miR-22 的转录，miR-22 又可下调 CYR61 的表达[93]。另有研究发现，

CYR61 可通过 IL-1β 和 TNF-α 非依赖途径诱导 IL-8 的产生，给予 CIA 动物模型抗

CYR61 单抗治疗可明显降低 MIP-2 的表达，减少中性粒细胞浸润，削减炎症反应程
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度。因此，CYR61 被认为是一种前炎症因子，参与 RA 的炎症反应及组织损伤。  
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正    文 
 

第一部分 CYR61 在 RA 滑膜组织中的表达状态分析 

引  言 

类风湿性关节炎是一种病因不明、发病机制不清的慢性自身免疫性疾病，其病

理生理过程主要包括两个时期：急性炎性渗出期和慢性滑膜增生期。在滑膜增生侵

蚀破坏周围组织的过程中，具有“类肿瘤样”特征的滑膜细胞在增殖侵袭和分泌胶原

酶破坏关节软骨的病理进程中发挥着重要作用。因此，深入研究 RA 关节软骨破坏

相关的信号转导过程，探寻其中的重要环节和关键信号转导分子，对于更好地防治

RA 有着极其重要的意义。 

现有研究表明：过度增殖的滑膜细胞和滑膜组织过度分泌的基质金属蛋白酶是

RA 关节软骨破坏的主要原因[94]，脱落的 II 型胶原可直接诱导中性粒细胞和滑膜细

胞分泌胶原酶，而胶原酶在病变晚期对骨和软骨的破坏具有重要意义。前期实验我

们证实了 II 型胶原-DDR2-MMP1/MMP13-II 型胶原环路在介导类风湿性关节炎关节

软骨破坏中发挥重要作用[2]，但详细的作用机制及此过程中的关键分子有待深入研

究。 

为了进一步明确 II 型胶原-DDR2-MMP1/MMP13-II 型胶原环路中关键信号转导

分子，我们利用 Agilent Human 1A 基因表达谱芯片对 II 型胶原刺激与否的 RA 滑膜

细胞进行了差异分析，获得了 1250 个高调基因，其中高调 20 倍以上的基因 17 个，

CYR61 就是其中之一。CYR61 是 CCN 家族具代表性的成员，可通过直接结合于整

合素受体或硫酸肝素蛋白，参与细胞粘附、迁移、增殖、凋亡、衰老和细胞分化等

过程，在肿瘤形成、软骨和骨生成、创伤愈合、血管性疾病、纤维化疾病、糖尿病

视网膜病变中起到至关重要的作用。而近来研究表明，它还参与 RA 的发病及组织

损伤过程[53]，为进一步评价 CYR61 与 RA 发生发展的关系，我们在临床 RA 患者滑

膜组织标本中进行了一系列的检测，来评价其临床意义。 

首先，我们通过 Real-time PCR 检测 DDR2、CYR61 以及 MMPs 在 RA 滑膜组织
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中的 mRNA 表达水平；进而利用 Western-blot 观察 DDR2、CYR61 以及 MMPs 在 RA

滑膜组织中的蛋白表达水平；最后，采用组织病理学和免疫组化方法比较 OA 和 RA

患者滑膜组织中基因的表达水平和表达分布情况。综合以上实验研究，评价 CYR61

在 RA 发生、发展中的临床意义。 

1 实验材料 

1.1 滑膜组织 

OA 和 RA 患者滑膜组织分别由西京医院骨科和西京医院临床免疫科提供。 

1.2 主要试剂 

异丙醇 上海化学试剂有限公司 

氯仿 上海化学试剂有限公司 

甲醇 西安化学试剂厂 

BSA 北京鼎国生物工程公司 

甘氨酸 华美生物工程公司 

SDS 华美生物工程公司 

丙烯酰胺 华美生物工程公司 

Tween-20 华美生物工程公司 

RIPA 细胞裂解液 碧云天生物技术研究所 

PMSF 碧云天生物技术研究所 

DAB 显色试剂盒 北京中杉金桥生物技术有限公司 

鼠抗人 β-actin 单克隆抗体 北京康为世纪生物科技有限公司 

HRP 标记的羊抗兔二抗 北京康为世纪生物科技有限公司 

HRP 标记的兔抗鼠二抗 北京康为世纪生物科技有限公司 

RNAiso Plus 日本 Takara 公司 

PrimeScriptTM RT reagent kit  日本 Takara 公司 

SYBR® Premix Ex Taq™ II 日本 Takara 公司 

TEMED 德国 Serva 公司 

β-巯基乙醇 美国 Sigma 公司 
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Tris 碱 美国 Sigma 公司 

感光胶片 美国 Kodak 公司 

BCA 蛋白浓度测定试剂盒 美国 Thermo 公司 

ECL 化学发光显色液 美国 Thermo 公司 

PVDF 膜 美国 Millipore 公司 

预染蛋白 Marker 美国 Fermentas 公司 

鼠抗人 DDR2 单克隆抗体 美国 R&D 公司 

兔抗人 MMP1 单克隆抗体 美国 Abcam 公司 

兔抗人 CYR61 多克隆抗体 美国 Santa Cruz 公司 

 

1×PBS 溶液 

 

NaCl 8 g 

KCl 0.2 g 

Na2HPO4  1.44 g 

KH2PO4 0.2 g 

溶于 1000 mL 蒸馏水，pH7.4，高压灭菌 

30%丙烯酰胺  

丙烯酰胺 29 g 

甲叉丙烯酰胺 1 g 

加入去离子水溶解后定容至 100 mL，装于棕色瓶中，避光保存 

10％过硫酸氨  

过硫酸氨 1g 

去离子水 10 mL 

现配现用  

4×分离胶缓冲液  

Tris 18.17 g 

调节 pH 值至 8.8  

10%SDS 4 mL 



第四军医大学博士学位论文 

-32- 

 

加水定容至 100 mL，4℃保存  

4×浓缩胶缓冲液  

Tris 6.06 g 

调节 pH 值至 6.8  

10%SDS 4 mL 

加水定容至 100 mL，4℃保存  

1.0 M Tris-HCl  

Tris 12.1 g 

去离子水 60 mL 

调节 pH 值至 6.86，定容至 100 mL  

5×SDS-PAGE凝胶电泳上样缓冲液  

1 M Tris-HCl  pH6.86 
2.5 mL 

β-巯基乙醇 350 µL 

SDS 
1.0 g 

甘油 5 mL 

溴酚兰 适量 

加水定容至 10 mL  

6% 浓缩胶配制  

4×浓缩胶缓冲液 2.5 mL 

30%丙烯酰胺 2 mL 

H2O 5.3 mL 

10%APS 200 μL 

TEMED 5 μL 

总体积 5 mL 

10×蛋白电泳缓冲液  

甘氨酸 144 g 

Tris 
30 g 
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SDS 
10 g 

加水定容至 1000 m1  

1×蛋白转膜缓冲液  

甘氨酸 14.4 g 

Tris 
3.03 g 

甲醇 200 mL 

加水定容至 1000 m1  

亮绿染色液  

亮绿 0.1 g 

甲醇 50 mL 

冰醋酸 10 mL 

加水定容至 100 m1  

10×TBS  

Tris 24.2 g 

NaCl 80 g 

调节 pH 值至 7.6，加水定容至

1000m1 

 

1×TBST  

TBS 1000 mL 

Tween-20 1 mL 

3%BSA  

牛血清白蛋白 5 g 

1×TBST 100 mL 

  

不同浓度 SDS-PAGE 分离胶配制 

Gel% 8% 10% 12% 15% 18% 

4分离胶缓冲液 1.25 mL 1.25 mL 1.25 mL 1.25 mL 1.25 mL 
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30%丙烯酰胺 1.33 mL 1.67 mL 2.00 mL 2.50 mL 3.00 mL 

ddH2O 2.37 mL 2.03 mL 1.70 mL 1.20 mL 0.70 mL 

10％APS 50 µL 50 µL 50 µL 50 µL 50 µL 

TEMED 5 µL 5 µL 5 µL 5 µL 5 µL 

总体积 5 mL 5 mL 5 mL 5 mL 5 mL 

 

1.3 主要仪器 

FA1604S 型电子天平 上海天平仪器厂 

PHS-3C 型精密 pH 计 上海雷磁仪器厂 

TH-2C 恒温震荡器 江苏太仓实验设备厂 

5415C 台式离心机 德国 Eppendorf 公司 

高压灭菌锅 日本 SANYO 公司 

生化培养箱 日本 SANYO 公司 

制冰机 日本 SANYO 公司 

IX70 倒置显微镜 日本 Olympus 公司 

Lambda UV/VIS 分光光度计 美国 PE 公司 

C1000 实时 PCR 仪 美国 Bio-Rad 公司 

蛋白电泳仪 美国 Bio-Rad 公司 

Western-blot 转印仪 美国 Bio-Rad 公司 

Milli-QUF纯水器 美国 Millipore 公司 

GS-15R 高速台式冷冻离心机 美国 Beckman 公司 

SPECTRAmax-PLUS 型酶标仪 美国 MolecμLar Devices 公司 

2 实验方法 

2.1 Real-time PCR 观察 OA 和 RA 患者滑膜组织中 DDR2、CYR61 及 MMPs mRNA

的表达水平 

2.1.1 组织总 RNA 的提取 

1)  组织从-80 ℃冰箱取出后立即于预冷的 RNAiso Plus 试剂（每 50~100 mg 组织加
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1 mL RNAiso Plus）里用组织匀浆器进行匀浆； 

2)  将匀浆样品置于室温 5 min，以使核酸蛋白复合物完全分离； 

3)  匀浆液中加 1/5 体积的氯仿，颠倒混匀 10 次，室温静置 10 min，4 ℃，12000 rpm，

离心 20 min； 

4)  转上层水相于另一干净的 Eppendorf 管中，加入等体积异丙醇，颠倒混匀数次，

室温孵育 10 min 后，12000 rpm，4 ℃，离心 15 min； 

5)  使用移液器小心吸弃上清，加冰预冷的 75%乙醇，4 ℃，12000 rpm，离心 10 min； 

6)  弃上清，将 Eppendorf 管倒扣，空气干燥 5~10 min； 

7)  溶于 20 µL DEPC 处理水中； 

8)  定量时将上述溶于 DEPC 处理水中的总 RNA 进行适量稀释后，采用紫外分光光

度计进行 RNA 定量，检测前先用 100 µL 去离子水做空白读数以去除背景，其后

进行样品检测，读取 OD260 值及 OD260/OD280比值，计算 RNA 浓度。 

2.1.2 反转录合成 cDNA 

1)  依照下列反转录体系依次加入液体： 

组分 体积 

5×PrimescriptTM Buffer 6.0 μL 

PrimescriptTM RT Enzymemix I 1.5 μL 

Oligo dT Primer (50µM) 1.5 μL 

Random 6 mers (50µM) 1.5 μL 

Total RNA 6.0 μL 

RNase Free H2O 13.5 μL 

Total 30 μL 

 

2)  反转录 PCR 仪参数设置： 

温度 时间 

37℃ 15 min 

85℃ 15 s 

4℃ ∝ 

 



第四军医大学博士学位论文 

-36- 

 

2.1.3 实时定量 PCR 

1)  合成 DDR2、CYR61、MMP1、MMP2、MMP9 及 MMP13 基因片段特异性引物，

同时以 β-actin 为内参照 

基因名称 Genebank NO. 引物序列 

DDR2 NM_001554.4 
Forward: AAACAGGTGCTGGATGGAAA 

Reverse: GAGTGGTCGGTGACTGGAAT 

CYR61 BC052998.2 
Forward: GCAGCGTTTCCCTTCTACAG 

Reverse: TGAGTCCCATCACCCACAC 

MMP1 BC013875.2 
Forward: TGAGGGTCAAGCAGACATCA 

Reverse: TGGGAGAGTCCAAGAGAATGG 

MMP2 BC002576.2 
Forward: AGTTTCCATTCCGCTTCCAG 

Reverse: CGGTCGTAGTCCTCAGTGGT 

MMP9 NM_004994.2 
Forward: CCAACTACGACACCGACGAC 

Reverse: TGGAAGATGAATGGAAACTGG 

MMP13 NM_002427.3 
Forward: TATGACTATGCGTGGCTGGA 

Reverse: CCATTTGTGGTGTGGGAAGT 

 

2)  依照下列反转录体系依次加入液体： 

组分 体积 

SYBR Premix EX TaqTM II(2×) 10 μL 

上游引物(10 µM) 0.8 μL 

下游引物(10 µM) 0.8 μL 

ROX Reference DYE II(50×) 0.4 μL 

反转录制备的 cDNA 2.0 μL 

RNase free H2O 6.0 μL 

Total 20 μL 

 

3)  实时定量 PCR 仪参数设置如下： 
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步骤 温度 时间 循环数 

变性 95℃ 3 min 1× 

变性 95℃ 5 s 

40× 退火  60℃ 30 s 

延伸 72℃ 30 s 

延伸 72℃ 5 min 1× 

 

2.2 Western-blot 检测 OA 和 RA 患者滑膜组织中 DDR2、CYR61 及 MMP1 蛋白的

表达水平 

2.2.1 组织总蛋白的制备 

取少量临床收集到的滑膜组织标本，用经高压灭菌的剪刀将其尽量剪碎后，置

于 1 mL 规格匀浆器底部，加入 400 μL RIPA 细胞裂解液（含 PMSF）于冰上进行匀

浆。组织被充分研碎后静置于冰水混合物中裂解 30min，裂解过程中用 1 mL 注射器

反复抽吸 10~20 次使之裂解充分，4 ℃离心，12000 rpm，20 min。小心吸取上清转

移入新的 Eppendorf 管保存。以蛋白标准品为参照，采用 BCA 法提取的组织蛋白进

行定量，调整蛋白浓度至 5 μg/μL，加入 5×蛋白上样缓冲液，于沸水中煮 10 分钟，

12000 rpm 离心 5 min，以备 SDS-PAGE 电泳用。 

2.2.2 SDS-PAGE 电泳 

安装电泳模具，按照聚丙烯酰胺凝胶配制方法，依次配制 12%分离胶和 6%浓缩

胶，取 10 μL 蛋白样品上样，调整电压为 90 V，待样品到达分离胶界面时，调整电

压为 120 V 直至电泳结束，以预染蛋白 Marker 作为参照，切取含有目的蛋白的凝胶

（具体实验步骤参照《分子克隆实验指南》，第三版）。 

2.2.3 免疫印迹测定蛋白表达水平 

1)  SDS-PAGE 结束后记录胶的大小，剪取大小适中的 1 张 PVDF 膜和 4 张滤纸，置

于含预冷转移缓冲液的转移电泳槽内平衡 5～10 min； 

2)  按顺序依次安装电转移装置模具：阴极垫板—海绵—2 张滤纸—凝胶—PVDF 膜

—2 张滤纸—海绵—阳极垫板，将电转移装置放于冰盒内； 

3)  接通电源，恒流 300 mA，转移 1.5 h； 
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4)  电转移结束后，用镊子夹取 PVDF 膜，浸置于亮绿染色液中进行染色，确认转

膜成功后，用双蒸水洗涤 PVDF 膜上的染料 2～3 次； 

5)  用含 3% BSA 的 TBST 浸泡 PVDF 膜，室温封闭 2 h； 

6)  弃去封闭液，分别加入鼠抗人 DDR2（1:500 稀释）、MMP1（1:1000 稀释）单克

隆抗体和兔抗人 CYR61 多克隆抗体（1:500 稀释），4 ℃孵育过夜，TBST 摇洗 3

次，每次 10 min； 

7)  分别加入 HRP 标记羊抗兔 IgG 二抗（1:3000 稀释）和兔抗鼠 IgG 二抗（1:3000

稀释），室温孵育 40 min，TBST 摇洗 3 次，每次 10 min； 

8)  将底物显色液滴加于 PVDF 膜上，室温避光显色 1~2 min 后，用镊子夹取 PVDF

膜至预先铺有保鲜膜的发光板中，于暗室中进行 ECL 发光，胶片曝光采图。 

2.2.4 免疫印迹检测内参照 

操作步骤同上，一抗为鼠抗人 β-actin 单克隆抗体，稀释度为 1:1000，二抗为 HRP

标记的兔抗鼠 IgG 抗体，稀释度为 1:3000。 

2.3 HE 染色分析 OA 和 RA 患者滑膜组织病理学变化 

1)  取材：取临床上诊断明确的 OA 和 RA 患者滑膜组织； 

2)  固定：将滑膜组织用生理盐水冲洗后，立即浸入中性福尔马林固定液中进行固定，

时间约为 30~50 min； 

3)  脱水：50%酒精  70%酒精  80%酒精  95%酒精  100%酒精  100%酒精，每级

0.5 h； 

4)  透明：1/2 二甲苯+1/2 无水乙醇（2 h） 纯二甲苯（1.5 h） 纯二甲苯（1.5 h）； 

5)  浸蜡：将处理的样品置于 1/2 石蜡+1/2 二甲苯中，40 ℃烘箱 40 min，再放入石

蜡 I 30 min、石蜡 II 40 min； 

6)  包埋：先将恒温箱的温度提升至 60 ℃，换纯蜡 3 次，每次 1~2 h，将蜡块模具

置于 45~60 ℃的烫板上，放入样品并摆放好位置，将样品标签正面朝外

置于底部，补足石蜡； 

7)  切片：将固定好的石蜡块安装于切片机的夹物台上，将石蜡块与刀口之间调整至

合适的角度和位置，用右手摇动转轮使蜡块被切成蜡带的同时，左手持毛

笔把蜡带提起，蜡带长度达 20~30 cm 时，右手持另一支毛笔将蜡带轻轻
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的挑起，避免卷曲并牵引成带，平放在蜡带盒上，将靠刀面的较光滑的一

面向下，较皱的一面向上，拿单面刀片切取一小段蜡片，置于载玻上加一

滴水，采用显微镜观察切片是否良好； 

8)  粘片：将粘贴剂滴加于薄玻片上，取切片浮置于粘贴剂上，然后置于烘片台上，

使切片展开烫平，以蜡片不现皱纹为度，将切片依次排好，最后用滤纸吸

除多余水分，并用记号笔在载玻片上编号，放入 37 ℃温箱中烘干过夜； 

9)  脱蜡与染色：纯二甲苯（10~20 min）  纯二甲苯（5~10 min）  1/2 二甲苯+1/2

纯酒精  无水乙醇  95%酒精  85%酒精  70%酒精  50%酒精  自来水

冲洗 10 s  切片放入苏木精中染色 10~30 min  自来水流水冲洗 15 min 使

切片颜色变蓝；10) 分化和漂洗：将切片置于 1%盐酸乙醇液中浸洗褪色，

约 2~10 s，观察至切片变红，颜色较浅终止，用自来水流水冲洗切片使其

恢复蓝色； 

10) 分化和漂洗：将切片置于 1%盐酸乙醇液中浸洗褪色，约 2~10 s，观察至切片变

红，颜色较浅终止，用自来水流水冲洗切片使其恢复蓝色； 

11) 脱水 I 和复染：切片依次浸入 50%酒精（3~5 min） 70%酒精（3~5 min） 80%

酒精（3~5 min），于切片上滴加 0.5%伊红酒精溶液复染 1~3 min； 

12) 脱水 II 和透明：用 95%乙醇将切片中多余的红色洗去，然后无水乙醇中浸洗 3~5 

min，进而用吸水纸去除残余的乙醇，最后将切片置于二甲苯 I、II 中各浸

洗 3~5 min； 

13) 封藏：将染色完成的切片取出，避免二甲苯干燥，迅速使用移液器将树胶滴加在

组织上，盖上盖玻片，待凝固后通过显微镜观察 HE 染色结果。 

2.4 免疫组织化学比较 OA 和 RA 患者滑膜组织中 DDR2、CYR61 及 MMP1 的表达

及分布差异 

1)  标本染色前处理：石蜡切片脱蜡和水化后，用 PBS 冲洗 3 次，每次 3 min； 

2)  抗原修复：高压灭菌锅高温高压 15 min 对组织抗原进行相应的修复，用 PBS 冲

洗 3 次，每次 3 min； 

3)  酶消化：每张切片加 1 滴或 50 μL 3%过氧化氢溶液，室温下孵育 10 min，以阻

断内源性过氧化物酶的活性，用 PBS 冲洗 3 次，每次 3 min； 
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4)  血清封闭：加 50 μL 非免疫性动物血清，室温封闭 10 min； 

5)  一抗孵育：加 50 μL 的一抗稀释液（1:200 稀释），4 ℃孵育过夜，用 PBS 冲洗

3 次，每次 3 min； 

6)  二抗孵育：加 50 μL 生物素标记的二抗，室温下孵育 30 min，用 PBS 冲洗 3 次，

每次 3 min； 

7)  链霉亲和素-过氧化物酶封闭：加 50 μL 链霉亲和素-过氧化物酶溶液，室温封闭

30 min，用 PBS 冲洗 3 次，每次 3 min； 

8)  显示：加 100 μL 新鲜配制的 DAB 显色液，显微镜下控制显色程度，用 PBS 冲

洗 3 次，每次 3 min； 

9)  衬染：苏木素复染，PBS 冲洗分化返蓝； 

10) 脱水、透明、封化：梯度脱水，二甲苯透明，中性树胶封片，37 ℃烤箱干燥保

存； 

11) 采用显微镜观察结果并拍摄。 

2.5 统计学处理 

运用 SPSS13.0 统计学软件进行数据分析。多组间比较采用单因素方差分析，两

组间比较采用 Student’s t 检验分析，Pearson 相关性分析检验两种基因间的相关程度，

所有实验均重复 3 次，实验结果以 x±s 表示。P<0.05 为差异有统计学意义。 

3 实验结果 

3.1 Real-time PCR 观察 OA 和 RA 患者滑膜组织中 DDR2、CYR61 及 MMPs mRNA

的表达水平 

收集诊断明确的 OA 和 RA 膝关节滑膜组织样本各 30 例。分别提取组织总 RNA，

通过 Real-time PCR 实验观察 OA 与 RA 患者滑膜组织中 DDR2、CYR61 以及 MMPs

的表达水平。结果（图 1-1）显示，与 OA 相比，RA 患者滑膜组织中 DDR2、CYR61

以及 MMP1、MMP9、MMP13 的 mRNA 表达水平较高，两者间存在明显的统计学

差异（P<0.001）；而 MMP2 mRNA 表达水平（图 1-1 D）没有显著性差异（P>0.05）。 
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图 1-1 Real-time PCR 观察 OA 和 RA 患者滑膜组织中 DDR2、CYR61 及 MMPs 的表达水平 

3.2 DDR2、CYR61 与 MMP1 基因表达相关性分析 

通过 SPSS Pearson 相关性分析，我们发现 DDR2 与 CYR61 mRNA 的表达水平

呈正相关（图 1-2 A），相关系数为 0.5732；而 CYR61 与 MMP1 mRNA 的表达水平

呈正相关（图 1-2 B），相关系数为 0.8738，数据分析未发现 CYR61 与其他 MMP 分

子 mRNA 的表达水平具有相关性。 

 

图 1-2 SPSS Pearson 法分析 DDR2、CYR61 与 MMP1 基因表达的相关性 
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3.3 Western-blot 检测 OA 和 RA 患者滑膜组织中 DDR2、CYR61 及 MMP1 蛋白的

表达水平 

收集诊断明确的 OA 和 RA 膝关节滑膜组织样本各 6 例，分别提取组织总蛋白。

通过 Western-blot 实验检测滑膜组织中 DDR2、CYR61 及 MMP1 的蛋白表达水平。

结果（图 1-3 A）显示，与 OA 相比，RA 患者滑膜组织中 DDR2、CYR61 及 MMP1

的蛋白表达水平较高。通过灰度扫描分析发现，OA 与 RA 滑膜组织中 DDR2、CYR61

及 MMP1 的蛋白表达水平具有明显的统计学差异（**P <0.01）。 

 

图 1-3 Western-blot 检测 OA 和 RA 患者滑膜组织中 DDR2、CYR61 及 MMP1 蛋白的表达水平 

3.4 HE 染色分析 OA 和 RA 患者滑膜组织病理学变化 

通过 HE 染色对 OA 和 RA 患者滑膜组织进行组织病理学检查，观察滑膜层数、 

滑膜下结缔组织中细胞构成和血管状态等关节炎和滑膜炎组织病变情况。我们发现，

与 OA 患者滑膜组织相比，RA 患者滑膜组织由多层细胞排列组成，为增生样改变，

滑膜下结缔组织中大量炎性细胞浸润，以及伴有小血管充血和扩张（图 1-4）。 
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图 1-4 HE 染色分析 OA 和 RA 患者滑膜组织病理学变化（40×） 

3.5 免疫组织化学技术比较 OA 和 RA 患者滑膜组织中 DDR2、CYR61 及 MMP1 的

表达及分布差异 

利用免疫组织化学技术比较 OA 和 RA 患者滑膜组织中 DDR2、CYR61 及 MMP1

的表达及分布差异。结果（图 1-5）我们发现，DDR2、MMP1 均表达于滑膜衬里层，

DDR2 与 MMP1 在 RA 滑膜组织中的表达水平高于 OA；CYR61 则泛表达于多种组

织中，RA 滑膜及滑膜下结缔组织中 CYR61 的表达水平高于 OA。 

 

图 1-5 免疫组织化学技术比较 OA 和 RA 患者滑膜组织中 DDR2、CYR61 及 MMP1 的 

表达及分布差异（40×） 
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4 讨论 

我们课题组在国际上首先提出并证实了 II 型胶原-DDR2-MMP-1/MMP-13-II 型

胶原环路在介导类风湿性关节炎关节软骨破坏中发挥重要作用[2]，主要证据包括：① 

DDR2 在 RA 滑膜细胞中高表达并且呈持续活化状态[95]；② RA 滑膜细胞持续分泌

高水平的 MMP-1、MMP-13[3]；③ 体外表达纯化的 DDR2 受体胞外区蛋白可以阻断

Ⅱ型胶原与 DDR2 的结合并可抑制 RA 滑膜细胞分泌 MMP-1[4]；④ DDR2 可通过调

节 AP-1、RUNX2 的转录激活作用来调控 MMP 的表达；⑤ DDR2 介导 II 型胶原诱

导的 MMP-13 的表达[3]；⑥ MEK 通路参与 RA 滑膜细胞中 II 型胶原诱导的 MMP-13

的表达；⑦ MEK 通路参与 DDR2 诱导的 MMP-13 的转录；⑧ 在 CIA 大鼠关节炎

模型中观察到可溶性的 DDR2 可改善关节软骨的破坏；⑨ 在细胞水平和动物水平上

证实了 RA 滑膜成纤维样细胞中 ANXA2 的磷酸化修饰能够介导 DDR2 过分泌

MMPs，从而促进 RA 晚期关节骨破坏的发生[24]。 

为了进一步明确 II 型胶原-DDR2-MMP1/MMP13-II 型胶原环路中关键信号转导

分子，我们利用 Agilent Human 1A 基因表达谱芯片获得了在 RA 滑膜组织中高表达

的基因 CYR61。通过大样本量的系统观察，明确 CYR61 与 RA 关节软骨破坏的相关

性，将为后续的分子机制和治疗性研究提供重要的临床证据。 

利用我们前期建立的 RA 病人滑膜组织标本库，选取临床资料完整的 RA 病人滑

膜组织标本和 OA 病人滑膜组织标本各 30 例，通过 Real-time PCR 观察这些标本中

DDR2、CYR61 和 MMPs 的 mRNA 表达水平，结果发现 RA 患者滑膜组织中 DDR2、

CYR61 以及 MMP1、MMP9、MMP13 的 mRNA 表达水平均高于 OA 患者滑膜组织。

通过 SPSS Pearson 相关性分析，我们在发现 DDR2 与 CYR61 mRNA 的表达水平呈

正相关的同时，观察到 CYR61 与 MMP1 mRNA 的表达水平呈正相关，这为下一步

阐明 CYR61 在 DDR2-MMPs 通路中扮演着何种角色提供了重要的依据。蛋白免疫印

迹结果同样显示，RA 患者滑膜组织中 DDR2、CYR61 及 MMP1 的蛋白表达水平均

显著高于 OA 患者滑膜组织。为了进一步验证 DDR2、CYR61 以及 MMP1 是否在 RA

滑膜组织中高表达，我们采用免疫组织化学技术分析比较 RA 和 OA 滑膜组织中基因

的表达水平和表达分布，DDR2、MMP1 均表达于滑膜衬里层，DDR2 与 MMP1 在

RA 滑膜组织中的表达水平高于 OA；CYR61 则泛表达于多种组织中，RA 滑膜及滑
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膜下结缔组织中 CYR61 的表达水平高于 OA。通过以上实验研究系统评价了 CYR61

在 RA 发生、发展中的临床意义。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



第四军医大学博士学位论文 

-46- 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



第四军医大学博士学位论文 

-47- 

 

 

第二部分 DDR2活化对CYR61的表达调控

及其分子机制研究 

引  言 

前期实验，我们在 RA 滑膜组织中对 CYR61 的表达状态进行大样本系统分析，

系统评价其与 RA 发生、发展的相关性，明确了 CYR61 对 RA 关节软骨破坏的临床

意义。为了进一步深入研究 CYR61 在 DDR2-MMPs 通路中的作用，我们首先从

DDR2-CYR61 入手，探讨 DDR2 对 CYR61 分子表达的影响及调控的分子机制。以

原代分离培养的 RA 滑膜成纤维样细胞为研究对象，分别通过腺病毒过表达和 siRNA

干涉的实验手段来修饰 DDR2 的表达，同时给予 II 型胶原刺激使其活化，利用

Real-time PCR 和蛋白免疫印迹观察上调或者下调 DDR2 的活化水平对 CYR61 表达

水平的影响；进而，采用 EMSA 分析 DDR2 活化对 CYR61 核心启动子区域转录因

子 AP-1 结合活性的影响；然后，利用双荧光素酶报告基因系统探究转录因子 AP-1

对 DDR2 活化诱导的 CYR61 转录活性升高的影响；最终，通过 Real-time PCR 和蛋

白免疫印迹实验检测干涉转录因子 AP-1 对 CYR61 表达水平的影响。从而，揭示 II

型胶原-DDR2 -CYR61 通路的存在及 DDR2 调控 CYR61 表达可能的分子机制，明确

CYR61 在 DDR2 -MMPs 通路中扮演的角色，为 RA 发病机制研究提供新的认识。 

1 实验材料 

1.1 实验用组织、细胞及质粒 

选择临床诊断明确的 RA 患者，将关节镜手术中取出的滑膜组织置于无菌 PBS

缓冲液中低温运输；人胚肾细胞 HEK293、大肠杆菌 DH 5α、质粒 pcDNA3.1(-)-DDR2

为本实验室保存；骨架质粒 pBHGlox_E1,3Cre 和穿梭质粒 pDC316- mCMV-EGFP 购

自深圳百恩维生物技术有限公司；pGL3-CYR61 启动子质粒购自广州复能基因有限

公司。 
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1.2 主要试剂 

异丙醇 上海化学试剂有限公司 

氯仿 上海化学试剂有限公司 

甲醇 西安化学试剂厂 

BSA 北京鼎国生物工程公司 

甘氨酸 华美生物工程公司 

SDS 华美生物工程公司 

丙烯酰胺 华美生物工程公司 

Tween-20 华美生物工程公司 

RIPA 细胞裂解液 碧云天生物技术研究所 

PMSF 碧云天生物技术研究所 

化学发光法 EMSA 检测试剂盒 碧云天生物技术研究所 

鼠抗人 β-actin 单克隆抗体 北京康为世纪生物科技有限公司 

HRP 标记的二抗 北京康为世纪生物科技有限公司 

Nhe I 限制性内切酶 日本 Takara 公司 

Hind III 限制性内切酶 日本 Takara 公司 

RNAiso Plus 日本 Takara 公司 

PrimeScriptTM RT reagent kit  日本 Takara 公司 

SYBR® Premix Ex Taq™ II 日本 Takara 公司 

TEMED 德国 Serva 公司 

FBS 美国 Gibco 公司 

β-巯基乙醇 美国 Sigma 公司 

Tris 碱 美国 Sigma 公司 

II 型胶原 美国 Sigma 公司 

胶原酶 美国 Sigma 公司 

感光胶片 美国 Kodak 公司 

琼脂糖凝胶回收试剂盒 美国 Omega 公司 

质粒提取试剂盒 美国 Omega 公司 
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RPMI 细胞培养基 美国 Hyclone 公司 

DMEM 细胞培养基 美国 Hyclone 公司 

BCA 蛋白浓度测定试剂盒 美国 Thermo 公司 

ECL 化学发光显色液 美国 Thermo 公司 

核蛋白提取试剂盒 美国 Thermo 公司 

Dual-Luciferase®报告基因检测试剂盒 美国 Promega 公司 

PVDF 膜 美国 Millipore 公司 

预染蛋白 Marker 美国 Fermentas 公司 

Lipofectamine® 2000 细胞转染试剂 美国 Invitrogen 公司 

鼠抗人 DDR2 单克隆抗体 美国 R&D 公司 

鼠抗人 CD90 单克隆抗体 美国 Abcam 公司 

鼠抗人 4G10 单克隆抗体 美国 Millipore 公司 

Protein A/G PLUS-Agarose 美国 Santa Cruz 公司 

兔抗人 c-Fos 多克隆抗体 美国 Santa Cruz 公司 

兔抗人 c-Jun 多克隆抗体 美国 Santa Cruz 公司 

兔抗人 CYR61 多克隆抗体 美国 Santa Cruz 公司 

1.3 主要仪器 

FA1604S 型电子天平 上海天平仪器厂 

PHS-3C 型精密 pH 计 上海雷磁仪器厂 

TH-2C 恒温震荡器 江苏太仓实验设备厂 

5415C 台式离心机 德国 Eppendorf 公司 

高压灭菌锅 日本 SANYO 公司 

生化培养箱 日本 SANYO 公司 

制冰机 日本 SANYO 公司 

IX70 倒置显微镜 日本 Olympus 公司 

E1000 荧光显微镜  日本 Nikon 公司 

流式细胞仪 美国 BD 公司 

Lambda UV/VIS 分光光度计 美国 PE 公司 
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C1000 实时 PCR 仪 美国 Bio-Rad 公司 

蛋白电泳仪 美国 Bio-Rad 公司 

Western-blot 转印仪 美国 Bio-Rad 公司 

Milli-QUF纯水器 美国 Millipore 公司 

GloMax® 20/20 发光检测仪 美国 Promega 公司 

GS-15R 高速台式冷冻离心机 美国 Beckman 公司 

SPECTRAmax-PLUS 型酶标仪 美国 Molecular Devices 公司 

2 实验方法 

2.1 RA 滑膜成纤维样细胞原代培养 

1)  将 25 mg VIII型胶原蛋白酶溶于 50 mL RPMI 细胞培养基，经 0.22 μm 滤器过滤，

配置成溶度为 0.5 mg/mL 的组织消化液； 

2)  在 150 mm 玻璃培养皿中，用冰预冷 PBS 缓冲液漂洗组织中的血液成分； 

3)  将组织转移至新的 150 mm 玻璃培养皿，观察组织，其中含有滑膜、脂肪、纤维

膜以及少量骨或软骨成分，滑膜位于关节囊内侧，呈粉色或棕黄色，有时覆有一

层绒毛，极易与呈黄色或白色脂肪组织和纤维组织区别； 

4)  鉴别滑膜组织并用手术剪将其剥离至新的玻璃培养皿； 

5)  将剥离的滑膜组织用无菌手术剪剪碎成 1 mm3 大小组织块，将剪碎的组织块转

移至上述含有胶原蛋白酶的组织消化液中； 

6)  37 ℃恒温培养箱中孵育 90 min，期间每 15 min 晃动一次培养瓶； 

7)  用吸管将消化的组织经 70 μm 细胞滤器转移入 50 mL 离心管中，以除去悬浮在

表面的脂肪组织和未消化的组织块，吸取 5~10 mL 含 10%FBS 的 DMEM 完全

培养基漂洗细胞滤器数次； 

8)  250 g 离心 10 min； 

9)  去除上清，用 15 mL 含 10%FBS 的 DMEM 完全培养基清洗细胞，250 g 离心 10 

min，台盼蓝染色后用血球计数板统计存活细胞数； 

10) 用含 10%FBS 的 DMEM 完全培养基重悬细胞，调整细胞密度为 1×106/mL，将细

胞悬液转移至 75 cm2 细胞培养瓶中，置于 37 ℃，5% CO2 细胞培养箱中孵育； 

11) 次日，吸弃未贴壁细胞并用含 10%FBS 的 DMEM 完全培养基漂洗贴壁细胞，至
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此产生原代细胞，添加入 15~20 mL 完全培养基，置于 37 ℃，5% CO2 细胞培

养箱中培养，每周换液两次； 

12) 通常，原代分离培养 10~14 d 后贴壁细胞层汇合度能够达到 90%； 

13) 吸弃细胞培养上清，用 5 mL 胰酶-EDTA 消化液漂洗细胞层以除去血清，继而添

加 10 mL 胰酶-EDTA 消化液，置于 37 ℃细胞培养箱中消化 5 min 或直至细胞收

缩変圆将要从培养瓶底部脱落； 

14) 加 10 mL 含 10%FBS 的 DMEM 完全培养基反复吹打细胞培养瓶，以使细胞完

全脱落，转移细胞悬液至离心管中； 

15) 250 g 离心 5 min 收集细胞，用 10 mL 含 10%FBS 的 DMEM 完全培养基重悬细

胞，重复离心一次，重悬细胞并分装至 3 个 75 cm2 细胞培养瓶中； 

16) 培养至 3 代以后通过流式细胞术进行纯度鉴定，3~9 代成纤维样滑膜细胞可用于

后续实验。 

2.2 腺病毒 Ad-DDR2 的包装及其感染效率鉴定 

2.2.1 pDC316-mCMV-EGFP-DDR2 腺病毒载体构建 

2.2.1.1 PCR扩增目的基因DDR2 

1)  设计合成 DDR2 cDNA 克隆引物并引入 Nhe I 和 Hind III 酶切位点。 

基因名称 引物序列 

DDR2 
Forward: CTAGCTAGCATGATCCTGATTCCCAGAA 

Reverse: CCCAAGCTTTTACTCGTCGCCTTGTTGA 

注：下划线标注为酶切位点； 粗体标注为基因序列。 

2)  以pcDNA3.1(-)-DDR2质粒为模板，按以下组分制备PCR反应体系： 

组分 体积 

5× Fastpfu buffer 10 μL 

dNTP Mix(2.5 mM) 4 μL 

正向引物（10 μM） 2 μL 

反向引物（10 μM） 2 μL 

Fast pfu polymerase 1 μL 

模板DNA（100 ng/μL） 1 μL 
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ddH2O 30 μL 

Total 50 μL 

 

3)  按以下条件设置反应程序进行 PCR 反应： 

步骤 温度 时间 循环数 

变性 95℃ 3 min 1× 

变性 95℃ 20 s 

30× 退火  55℃ 30 s 

延伸 72℃ 2 min 

延伸 72℃ 5 min 1× 

将所有PCR产物行1.0 % 琼脂糖凝胶电泳检测PCR扩增结果。 

2.4.1.2 PCR产物纯化、回收 

1)  在紫外灯下小心迅速地将DNA片段切下并尽量去除多余的凝胶，称取凝胶块的

重量，按照1 g/mL质量体积比加入Binding Buffer (XP2)，将混合物置于55~65 ℃

水浴中孵育7 min或直至凝胶完全溶解； 

2)  将HiBindTM DNA柱套入一个干净的2 mL收集管中，吸取700 μL上述溶解液至其

中，室温条件下，12000 rpm，离心1 min； 

3)  弃穿过液，将HiBindTM DNA柱重新套入收集管中，将剩余的DNA/琼脂糖溶解液

加入柱中，重复步骤2； 

4)  吸取300 μL Binding Buffer至HiBindTM DNA柱中，室温，12000 rpm，离心1 min； 

5)  弃穿过液，将柱子重新套入收集管中，加700 μL SPW Wash Buffer至HiBindTM 

DNA柱中，室温，12000 rpm，离心1 min； 

6)  弃穿过液，加700 μL SPW Wash Buffer至HiBindTM DNA柱中重复步骤5； 

7)  弃穿过液，将HiBindTM DNA柱重新套入收集管中，室温，13000 rpm，离心2 min

以去除柱中残余的酒精成分； 

8)  将HiBindTM DNA柱套入一个干净的1.5 mL离心管中，打开盖子室温挥发5 min，

吸取30~50 μL洗脱液滴加于吸附柱膜中央，室温，13000 rpm，离心,1 min，收集

穿过液。 
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2.4.1.3 载体pDC316-mCMV-EGFP及目的基因DDR2双酶切 

1)  载体 pDC316-mCMV-EGFP 酶切体系如下： 

 

组分 体积 

质粒 pDC316-mCMV-EGFP 1 μg 

10×Buffer 2 μL 

10×BSA 2 μL 

Nhe I 1 μL 

Hind III 1 μL 

dd H2O up to 20 μL 

DDR2 目的基因酶切体系如下： 

组分                                        体积 

PCR 回收产物                              14 μL 

10×Buffer 2 2 μL 

10×BSA 2 μL 

Nhe I 1 μL 

HindIII 1 μL 

酶切反应在 37℃水浴反应 2 h。按照前述方法，分别回收载体酶切大片段和目的

基因酶切产物。 

2.4.1.4 载体pDC316-mCMV-EGFP及目的基因DDR2体外连接反应 

连接反应体系如下： 

组分 体积 

目的基因 6 μL 

pDC316-mCMV-EGFP 大片段 2 μL 

10×DNA Ligase Buffer 1 μL 

T4 DNA Ligase 1 μL 

连接反应在 16 ℃水浴反应过夜。 

2.4.1.5 DH 5α感受态大肠杆菌的制备 
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1)  取宿主菌 DH5α 接种入 5 mL 无抗性的 LB 培养液中，37 ℃振荡培养过夜； 

2)  按 1：50 接种入 50 mL LB 培养液中，37 ℃振荡培养 1.5-3 h 至中对数生长期

（OD550=0.5）； 

3)  培养物置于冰上冷却后，4℃，5000 rpm 离心 5 min，弃上清； 

4)  细胞悬浮于 1/2 培养体积的 100 mmol/L 冰冷 CaCl2 中，冰浴 20 min； 

5)  4℃，5000 rpm 离心 5 min，弃上清； 

6)  细胞悬浮于 1/15 培养体积的 100 mmol/L 冰冷 CaCl2，分装后贮存于-70 ℃冰箱。 

2.4.1.6 热激法转化重组质粒 pDC316-mCMV-EGFP-DDR2 

1)  取 10 μL 上述连接产物加入 100 μL DH 5α 感受态细菌中，于冰上混匀后孵育 30 

min；42 ℃水浴热休克 90 s，立即取出置于冰上孵育 2 min；将混合物与 400 μL 无

抗性的 LB 培养基混匀，置于 37 ℃恒温摇床中，250 rpm/min，孵育 1 h；用移

液器吸取 200 μL 转化产物加入含 100 μg/mL Ampicillin 的 LB 培养板中，涂布均

匀后倒置于 37 ℃生化培养箱中，孵育过夜； 

2)  挑取单菌落接种于 LB 培养液（含 5 mL，100 μg/mL Ampicillin）中，置于恒温

摇床，37 ℃，250 rpm，培养过夜。 

2.4.1.7 重组质粒 pDC316-mCMV-EGFP-DDR2 的提取与鉴定 

1)  收集菌液，10000 rpm，室温离心 1 min； 

2)  去除菌液加 250 μL Solution I/RNase A，重悬菌体，充分混匀； 

3)  加 250 μL Solution II，上下颠倒 Eppendorf 管 4~6 次，动作温和，室温静置 2 min； 

4)  加 125 μL 冰预冷 Buffer N3，温和混匀数次直至白色絮状物形成，4 ℃，12000 rpm

离心 10 min； 

5)  小心吸取上清，转移入干净的 1.5 mL 离心管中，加入 1/10 体积 ETR solution，

在 Eppendorf 管底部形成蓝色沉淀； 

6)  将上层液体转移至新的 1.5 mL Eppendorf 管中，加 1/2 体积无水乙醇，温和颠倒

6~7 次，室温放置 1~2 min; 

7)  将700 μL混合液转移至HiBindTM DNA Mini Column，12000 rpm，室温离心1 min； 

8)  500 μL HB Buffer 洗柱，12000 rpm，室温离心 1 min； 

9)  弃穿过液，加 700 μL DNA Wash Buffer，12000 rpm，室温离心 1 min，弃穿过液，

重复洗涤一遍； 
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10) 弃穿过液，13000 rpm，空转 2 min； 

11) 将柱子转移入干净的 1.5 mL Eppendorf 管中，向吸附柱膜中央滴入 30~50 

Endoxin-Free Elution Buffer，13000 rpm，室温洗脱 1 min； 

12) 将提取的去内毒素重组质粒 pDC316-mCMV-EGFP-DDR2，进行 Nhe I 和 Hind III 

双酶切（方法同前述），酶切产物加入 10×Loading buffer，行 1%琼脂糖凝胶电泳； 

13) 将酶切鉴定符合预期结果的重组质粒样本交由上海生工生物工程有限公司进行

测序。 

2.2.2 同源重组产生重组腺病毒 

1)  取对数生长期的 HEK293 细胞，按照 5×105/孔细胞密度接种于含有 10%FBS 的

DMEM 培养基的 6 孔细胞培养板中，置于 37 ℃，5% CO2 的细胞培养箱中进行

培养； 

2)  待细胞融合度达 80~90%时，将细胞培养基更换为 Optic-MEM 无血清培养基。

同时，将 4 μg 骨架质粒 pBHGlox_E1,3Cre 和 1 μg 穿梭质粒 pDC316- 

mCMV-EGFP-DDR2 溶于 250 µL Optic-MEM 无血清培养基配制成 A 液，将 10 µL 

Lipofectamine® 2000 溶于 250 µL Optic-MEM 无血清培养基配制成 B 液，混匀室

温静置 5 min； 

3)  将 AB 液混合，静置 20 min 后，将转染混合液逐滴加入 6 孔细胞培养板中，轻

轻混匀，置于 37 ℃，5% CO2 细胞培养箱中孵育； 

4)  转染 6 h 后将培养基更换为含 10% FBS 的 DMEM 培养基，继续培养 48 h； 

5)  待细胞长满后常规消化传代，接种于含有 5%FBS 的 DMEM 培养基的 25 cm2 细

胞培养瓶中继续培养； 

6)  待细胞长满后常规消化传代，接种于含有 5%FBS 的 DMEM 培养基的 75 cm2 细

胞培养瓶中继续培养，每天观察细胞出毒迹象； 

7)  当细胞收缩変圆逐渐从瓶底脱落，细胞形态呈葡萄状时进行收毒； 

8)  将出毒的细胞置于-70 ℃冰箱和 37 ℃水浴锅中反复冻融三次，室温，3000 rpm，

离心 5 min，收集上清液，即为病毒母液（P1）。 

2.2.3 病毒扩增与纯化 

1)  取对数生长期的 HEK293 细胞，按照 5×106/孔细胞密度接种于含有 10%FBS 的
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DMEM 培养基的 75 cm2 培养瓶中，置于 37 ℃，5% CO2 的细胞培养箱中进行培

养； 

2)  待细胞融合度达 80~90%时，取 2 mL P2 代毒种加入培养瓶内，继续 24 h，通过

显微镜下观察细胞病变情况； 

3)  当细胞收缩変圆逐渐从瓶底脱落，细胞形态呈葡萄状时进行收毒，将出毒的细胞

置于-70 ℃冰箱和 37 ℃水浴锅中反复冻融三次，室温，3000 rpm，离心 5 min，

收集上清液； 

4)  采用上述方法将毒种接种于 4 个新的 75 cm2 培养瓶中，待细胞出现 CPE 现象时

收毒； 

5)  将病毒上清加入接种有 1.8×108 个 HEK293 细胞 4 个转瓶中，待细胞融合度达

80~90%时，按 10 mL/转瓶（MOI 约为 1）接种第 2 步收获的病毒上清，待细胞

出现 CPE 现象时收集病变细胞混悬液； 

6)  室温，3000 rpm，离心 10 min，用 Tris 缓冲液重悬细胞沉淀，置于-70 ℃冰箱和

37 ℃水浴锅中反复冻融三次，6000 rpm，离心 5 min，取上清，经 DNase 酶消

化后用 0.45 μm 微孔滤膜过滤，最后进行柱纯化。 

2.2.4 病毒生物学滴度测定 

常规培养 HEK293 细胞，待细胞融合度达 80~90%时，消化细胞并进行细胞，按

1×104cell/孔细胞密度将 HEK293 细胞接种于 96 孔板，每孔含有 90 μL 培养基，用含

有 5%FBS 的 DMEM 培养基 10 倍梯度稀释上述纯化的病毒（如下图），每个病毒浓

度设立 4 个平行复孔，感染 48 h 后，通过荧光显微镜观察并计算每孔荧光细胞数量。

一般情况下，在最高病毒稀释度 m 的孔中可观察 N（N<10）个荧光细胞，同时计算

平行复孔中荧光细胞的数量，求取平均值 a，则病毒滴度为 a×10m/mL（m 为稀释度），

若 N>10，则需继续稀释。 

 



第四军医大学博士学位论文 

-57- 

 

2.2.5 腺病毒 Ad-DDR2 感染 FLS 效率鉴定 

2.2.5.1 腺病毒 Ad-DDR2 感染 FLS 

1)  将 RA FLS 接种于 100 mm 细胞培养皿，待细胞融合度达约 80%时，按照 MOI=0、

10、25 和 50 不同滴度加入腺病毒； 

2)  病毒感染 FLS 细胞 6 h 后，更换为含有 20%FBS 的 DMEM 培养基继续培养 48 h；  

3)  荧光显微镜观察腺病毒 Ad-DDR2 的表达情况，根据荧光强度，初步确定腺病毒

感染 FLS 的效率及最佳感染滴度。 

2.2.5.2 细胞总蛋白的提取与定量 

1)  收集腺病毒感染 FLS 细胞，0.25%胰蛋白酶、0.01% EDTA 消化后于室温离心，

1000 rpm，5 min，预冷 PBS 洗涤 3 遍后置冰上； 

2)  根据细胞沉淀量向 Eppendorf 管中加入适量含有 PMSF 的细胞裂解液，冰水混合

物中裂解 30 min，期间用 1 mL 注射器反复吹打使之充分裂解； 

3)  4 ℃离心，12000 rpm，20 min，小心吸取上清，即为细胞总蛋白； 

4)  取 1.2 mL 蛋白标准配制液加入到蛋白标准(30 mg BSA)中，充分溶解配制成 25 

mg/mL 的蛋白标准溶液； 

5)  取适量 25 mg/mL 蛋白标准溶液，稀释至终浓度为 0.5 mg/mL； 

6)  根据实际使用量将试剂 A 与试剂 B 按 50:1 比例配制成 AB 混合液； 

7)  分别按 0，1，2，4，8，12，16，20 μL 体积将标准蛋白及待测样品加入 96 孔板

中，用标准品稀释液补足至 20 μL，每个浓度设置 4 个平行复孔； 

8)  先取 2 μL FLS 细胞总蛋白稀释 10 倍，加入 96 孔细胞培养板中，再加入 200 μL 上

述配制的 AB 混合液； 

9)  置于 37 ℃生化培养箱中孵育 30 min，立即取出，通过酶标仪检测 570 nm 波长

条件下每孔溶液的吸光度值；     

10) 根据不同浓度标准蛋白吸光度值，绘制蛋白浓度标准曲线，得出蛋白浓度与吸光

度值关系的方程式：y=a+bx； 

11) 将待测样品吸光度值代入上述方程式中，求得蛋白浓度。 

2.2.5.3 Western-blot 检测腺病毒 Ad-DDR2 感染 FLS 后基因表达水平 

1)  调整蛋白浓度：根据各样品的浓度，用 RIPA 细胞裂解液将所有样品浓度稀释至

5 µg/µL，加入 1/5 体积的 5×蛋白 Loading buffer，于沸水中煮 10 min，以备
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SDS-PAGE 电泳； 

2)  SDS-PAGE 电泳：安装电泳模具，按照聚丙烯酰胺凝胶配制方法，依次配制 12%

分离胶和 6%浓缩胶，取 10 μL 蛋白样品上样，调整电压为 90 V，待样品到达分

离胶界面时，调整电压为 120 V 直至电泳结束，以预染蛋白 Marker 作为参照； 

3)  电转：SDS-PAGE 结束后记录胶的大小，剪取大小适中的 1 张 PVDF 膜和 4 张滤

纸，置于含预冷转移缓冲液的转移电泳槽内平衡 5～10 min，按顺序依次安装电

转移装置模具：阴极垫板—海绵—2 张滤纸—凝胶—PVDF 膜—2 张滤纸—海绵

—阳极垫板，将电转移装置放于冰盒内，恒流 300 mA，电转移 1.5 h； 

4)  封闭：电转移结束后，用镊子夹取 PVDF 膜置于含 3% BSA 的 TBST 中，摇床上

室温封闭 2 h； 

6)  一抗孵育：弃去封闭液，分别用 DDR2（1:200 稀释）和 β-actin（1:2000 稀释）

一抗与含有目的蛋白的 PVDF 膜孵育，4 ℃结合过夜；  

7)  二抗孵育：TBST 摇洗 3 次，每次 10 min，加入 HRP 标记二抗（1:3000 稀释），

室温孵育 45 min； 

8)  ECL 发光：TBST 摇洗 3 次，每次 10 min，按照 1:1 比例配制适量 ECL 发光液，

用滤纸吸去 PVDF 膜上多余水分，滴加 ECL 发光液，用保鲜膜覆盖后，暗室中

发光显影，胶片曝光采图； 

9)  扫描显影结果，通过灰度分析，确定腺病毒 Ad-DDR2 最适的感染滴度。 

2.3 DDR2 活化对 CYR61 表达水平的影响 

2.3.1 Real-time PCR 检测 DDR2 活化对 CYR61 表达水平的影响 

2.3.1.1 细胞处理 

1)  取对数生长期 FLS，将细胞接种于 4 个 100 mm 细胞培养皿中，待细胞融合度达

约 80%时，取其中 2 个培养皿细胞，加入腺病毒 Ad-DDR2 感染，另外 2 个培养

皿细胞则加入腺病毒 Ad-EGFP 感染，6 h 后更换含 20% FBS 的 DMEM 培养基，

继续培养 48 h； 

2)  胶原包被：将用 0.2% 醋酸溶解的终浓度为 2 µg/µL II 型胶原溶液，按照 8 µg/cm2

的浓度，包被于细胞培养皿内，超净台内风干； 

3)  常规消化 FLS，将经腺病毒 Ad-DDR2 感染的细胞分别接种至有 II 型胶原包被和
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无 II 型胶原包被的新细胞培养皿中，经腺病毒 Ad-EGFP 感染的细胞采取同样的

方法接种，继续置于 37 ℃孵箱中培养 12 h。 

2.3.1.2 细胞总 RNA 提取 

1)  加入冰预冷的 RNAiso Plus 试剂，室温裂解 5 min，转移入经 DEPC 处理过的

Eppendorf 管中； 

2)  加 1/5 体积的氯仿，颠倒混匀 10 次，室温静置 10 min，4 ℃，12000 rpm，离心

20 min； 

3)  转上层水相于另一干净的 Eppendorf 管中，加入等体积异丙醇，颠倒混匀数次，

室温孵育 10 min 后，12000 rpm，4 ℃，离心 15 min； 

4)  使用移液器小心吸弃上清，加冰预冷的 75%乙醇，4 ℃，12000 rpm，离心 10 min； 

5)  弃上清，将 Eppendorf 管倒扣，空气干燥 5~10 min； 

6)  溶于 20 µL DEPC 处理水中； 

7) 用紫外分光光度计进行 RNA 定量。 

2.3.1.3 反转录合成 cDNA 

1)  依照下列反转录体系依次加入液体： 

组分 体积 

5×PrimescriptTM Buffer 6.0 μL 

PrimescriptTM RT Enzymemix I 1.5 μL 

Oligo dT Primer (50µM) 1.5 μL 

Random 6 mers (50µM) 1.5 μL 

Total RNA 6.0 μL 

RNase Free H2O 13.5 μL 

Total 30 μL 

 

2)  反转录 PCR 仪参数设置： 

温度 时间 

37℃ 15 min 

85℃ 15 s 

4℃ ∝ 
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2.3.1.4 实时定量 PCR 

1)  合成 CYR61 基因片段特异性引物，同时以 β-actin 为内参照 

基因名称 Genebank NO. 引物序列 

CYR61 BC052998.2 
Forward: GCAGCGTTTCCCTTCTACAG 

Reverse: TGAGTCCCATCACCCACAC 

 

2)  依照下列反转录体系依次加入液体： 

组分 体积 

SYBR Premix EX TaqTM II(2×) 10 μL 

上游引物(10 µM) 0.8 μL 

下游引物(10 µM) 0.8 μL 

ROX Reference DYE II(50×) 0.4 μL 

反转录制备的 cDNA 2.0 μL 

RNase free H2O 6.0 μL 

Total 20 μL 

 

3)  实时定量 PCR 仪参数设置如下： 

步骤 温度 时间 循环数 

变性 95℃ 3 min 1× 

变性 95℃ 5 s 

40× 退火  60℃ 30 s 

延伸 72℃ 30 s 

延伸 72℃ 5 min 1× 

 

2.3.2 Western-blot 观察 DDR2 活化对 CYR61 表达水平的影响 

2.3.2.1 细胞处理 

方法同 2.3.1.1 
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2.3.2.2 细胞总蛋白的提取 

1)  收集腺病毒感染 FLS 细胞，0.25%胰蛋白酶、0.01% EDTA 消化后于室温离心，

1000 rpm，5 min，预冷 PBS 洗涤 3 遍后置冰上； 

2)  根据细胞沉淀量向 Eppendorf 管中加入适量含有 PMSF 的细胞裂解液，冰水混合

物中裂解 30 min，期间用 1 mL 注射器反复吹打使之充分裂解； 

3)  4 ℃离心，12000 rpm，20 min，小心吸取上清，即为细胞总蛋白，采用 BCA 法

对各组细胞总蛋白进行定量，调整至一致浓度后，将蛋白等分为三份，其中两份

分别用 Western-blot 检测 DDR2 和 CYR61 表达水平（方法同 2.2.5.3），另外一份

用于后续免疫亲和沉淀 DDR2 相互作用分子，行 Western-blot 检测 DDR2 磷酸

化水平； 

4)  用含有 PMSF 的预冷 PBS 洗涤 Protein A/G PLUS-Agarose 3 次（1 mL/次，5000 

rpm，离心 2 min），去除上清； 

5)  向预洗过的 Protein A/G PLUS-Agarose（20 µL/管）加入收集的蛋白裂解液 4 ℃

预吸附 1 h； 

6)  1000 rpm，4 ℃离心 3 min 收集上清，转移入新的 Eppendorf 管中，加入 DDR2

抗体 10 µg，4℃孵育过夜； 

7)  每管加入 30 µL 经 PBS 洗涤的 Protein A/G PLUS-Agarose，4 ℃孵育 3 h； 

8)  1000 rpm，4 ℃离心 3 min，去除上清，沉淀用含有 PMSF 预冷的 PBS 轻柔洗涤

3 次； 

9)  去除上清，加入等体积 2×蛋白 Loading buffer，沸水煮 10 min； 

10) 离心取上清行 SDS-PAGE 电泳，通过 Western-blot 检测免疫亲和沉淀获得的

DDR2 蛋白的磷酸化水平（方法同 2.2.5.3）。 

2.4 siDDR2 的筛选与干涉效率鉴定 

1)  DDR2 干扰小 RNA 的设计与合成：根据 DDR2 CDS 区序列，分别设计三对

siRNA，交由上海吉玛制药技术有限公司进行化学合成，siDDR2 序列如下： 

序列名称 干涉序列 

siDDR2① 
Forward: GUCCACAGCUGCCAAAUAUTT 

Reverse: AUAUUUGGCAGCUGUGGACTT 
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siDDR2② 
Forward: GGCCACACGAAACUGUUUATT 

Reverse: UAAACAGUUUCGUGUGGCCTT 

siDDR2③ 
Forward: GUCCCUCAUUCCAAGAAAUTT 

Reverse: AUUUCUUGGAAUGAGGGACTT 

2)  取对数生长期的 FLS，接种于 5 个 100 mm 细胞培养皿中，实验分为五个处理组：

a、FLS 空白对照组；b、siDDR2①转染组；c、siDDR2②转染组；d、siDDR2③

转染组；e、Mock 脂质体对照组； 

3)  待细胞融合度达 80%时，将细胞培养基更换为 Optic-MEM 无血清培养基。同时，

将 200 pmol siRNA 溶于 500 µL Optic-MEM 无血清培养基配制成 A 液，将 10 µL 

Lipofectamine® 2000 溶于 500 µL Optic-MEM 无血清培养基配制成 B 液，混匀室

温静置 5 min； 

4)  将 AB 液混合，静置 20 min 后，将转染混合液逐滴加入细胞培养皿中，轻轻混

匀，置于 37 ℃，5% CO2 细胞培养箱中孵育； 

5)  转染 6 h 后将培养基更换为含 20% FBS 的 DMEM 培养基，继续培养 48 h； 

6） 收集细胞， 0.25%胰蛋白酶、0.01% EDTA 消化后于室温离心，1000 rpm，5 min，

预冷 PBS 洗涤 3 遍后置冰上； 

7)  加入适量含有 PMSF 的细胞裂解液，冰水混合物中裂解 30 min，期间用 1 mL 注

射器反复吹打使之充分裂解； 

8)  4 ℃离心，12000 rpm，20 min，小心吸取上清，即为细胞总蛋白； 

9)  BCA 蛋白定量，调整蛋白浓度后行 Western-blot 鉴定 siDDR2 的干涉效率，从而

筛选有效的干涉目的基因 DDR2 表达的 siRNA 片段。 

2.5 siDDR2 对 CYR61 表达水平的影响 

1)  取对数生长期 FLS，将细胞接种于 100 mm 细胞培养皿中，实验分为以下六个实

验组：① FLS；② FLS +II 型胶原；③ siNC/ FLS；④ siNC/ FLS+II 型胶原；

⑤ siDDR2/FLS；⑥ siDDR2/ FLS+II 型胶原。待细胞融合度达约 80%时，取 2

个培养皿细胞加入 siDDR 进行转染，2 个培养皿细胞加入无关干扰 siRNA 进行转

染，6 h 后更换含 20% FBS 的 DMEM 培养基，继续培养 48 h； 

2)  胶原包被：将用 0.2% 醋酸溶解的终浓度为 2 µg/µL II 型胶原溶液，按照 8 µg/cm2
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的浓度，包被于细胞培养皿内，超净台内风干； 

3)  常规消化 FLS，将经 siDDR2 转染的细胞分别接种至有 II 型胶原包被和无 II 型

胶原包被的新细胞培养皿中，将经无关干扰 siRNA 转染的细胞采取同样的方法

接种，将正常培养 FLS 接种于 II 型胶原包被的细胞培养皿中，继续置于 37 ℃

孵箱中培养 12 h； 

4)  将各实验组细胞分为两份，其中一份提取细胞总 RNA，反转录合成 cDNA 后，

行 Real-time PCR 检测 siDDR2 对 CYR61 mRNA 表达水平的影响（方法同 2.3.1）；

另一份提取细胞总蛋白，BCA蛋白定量后，行 Western-blot检测 siDDR2对CYR61 

蛋白表达水平的影响（方法同 2.3.2）。 

2.6 EMSA 分析 DDR2 活化对转录因子 AP-1 结合活性的影响 

1)  根据生物信息学分析预测的转录因子 AP-1 结合位点的序列设计探针，交由上海

生工生物工程有限公司合成，并在探针的 3’端进行生物素标记，探针序列如下： 

引物名称 引物序列 

生物素标记 AP-1 探针 
Forward: AAATATTCCTGACTCAGAGACACAC  

Reverse: GTGTGTCTCTGAGTCAGGAATATTT 

2)  EMSA 样品制备：取对数生长期的 FLS，接种于 100 mm 细胞培养皿中，待细胞

融合度达 80%时，将细胞培养基更换为 Optic-MEM 无血清培养基。同时，将 200 

pmol siRNA 溶于 500 µL Optic-MEM 无血清培养基配制成 A 液，将 10 µL 

Lipofectamine® 2000 溶于 500 µL Optic-MEM 无血清培养基配制成 B 液，混匀室

温静置 5 min；将 AB 液混合，静置 20 min 后，将转染混合液逐滴加入细胞培养

皿中，轻轻混匀，置于 37 ℃，5% CO2 细胞培养箱中孵育；转染 6 h 后将培养基

更换为含 20% FBS 的 DMEM 培养基，继续培养 48 h；常规消化 FLS，将经 siDDR2

转染的细胞接种至有 II 型胶原包被的新细胞培养皿中，继续置于 37 ℃孵箱中培

养 12 h，参照核蛋白提取试剂盒说明书步骤，提取细胞核蛋白； 

3)  EMSA 胶的配制：使用常规的制备蛋白电泳胶的模具，制胶前将模具冲洗干净，

确保没有 SDS 残留。按照以下配方配制 20 mL 4%聚丙烯酰胺凝胶： 

组分 体积 

10× TBE buffer 1 mL 
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40%丙烯酰胺 2 mL 

80%甘油 625 μL 

10%过硫酸铵 150 μL 

TEMED 10 μL 

ddH2O 16.2 mL 

Total 20 mL 

4)  按照以下顺序依次加入各种试剂：  

组分 体积 

Nuclease-free water 5 μL 

5×EMSA/Gel-Shift结合缓冲液 2 μL 

细胞核蛋白 2 μL 

标记好的探针 1 μL 

Total 10 μL 

室温结合反应 20 min，分别加入 10×EMSA/Gel-Shift 上样缓冲液，立即上样； 

5)  电泳：用 0.5×TBE 缓冲液作为电泳液，按照 10 V/厘米的电泳预电泳 10 min，把

混合了上样缓冲液的样品加入到上样孔内，100 V，电泳 45 min； 

6)  转膜：使用 BioRad 的湿法电转膜装置，以 0.5×TBE 缓冲液作为转膜液，恒流 380 

mA，电转移 1 h； 

7)  交联：电转移后，用镊子夹取尼龙膜，置于一干燥的滤纸上，使用超净台内紫外

灯，距离膜 10 cm 左右交联 15 min； 

8)  封闭：将交联过的含有样品的尼龙膜，放入 15 mL 封闭液中，水平摇床上缓慢

摇动 15 min； 

9)  取出尼龙膜，放入 15 mL 含有 7.5 μL Streptavidin-HRP Conjugate 的封闭液中，水

平摇床上缓慢摇动 15 min； 

10) 将尼龙膜转移至另一装有 15 mL 洗涤液的容器内，水平摇床上缓慢洗涤 5 min，

重复洗涤 3 次； 

11) 检测平衡液中平衡 5 min； 

12) 用镊子夹取尼龙膜至预先铺有保鲜膜的发光板中，于暗室中进行 ECL 发光，胶
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片曝光采图。 

2.7 c-Jun siRNA 的筛选与干涉效率鉴定 

1)  c-Jun 干扰小 RNA 的设计与合成：根据 c-Jun CDS 区序列，分别设计三对 siRNA，

交由上海吉玛制药技术有限公司进行化学合成，siiRNA 序列如下： 

序列名称 干涉序列 

si-Jun① 
Forward: GAAAGUCAUGAACCACGUUTT 

Reverse: AACGUGGUUCAUGACUUUCTT 

si-Jun② 
Forward: CGAUCUCAUUCAGUAUUAATT 

Reverse: UUAAUACUGAAUGAGAUCGTT 

si-Jun③ 
Forward: GCUGAUUACUGUCAAUAAATT 

Reverse: UUUAUUGACAGUAAUCAGCTT 

2)  取对数生长期的 FLS，接种于 5 个 100 mm 细胞培养皿中，实验分为五个处理组：

a、FLS 空白对照组；b、si-Jun①转染组；c、si-Jun②转染组；d、si-Jun③转染组；

e、Mock 脂质体对照组； 

3)  待细胞融合度达 80%时，将细胞培养基更换为 Optic-MEM 无血清培养基。同时，

将 200 pmol siRNA 溶于 500 µL Optic-MEM 无血清培养基配制成 A 液，将 10 µL 

Lipofectamine® 2000 溶于 500 µL Optic-MEM 无血清培养基配制成 B 液，混匀室

温静置 5 min； 

4)  将 AB 液混合，静置 20 min 后，将转染混合液逐滴加入细胞培养皿中，轻轻混

匀，置于 37 ℃，5% CO2 细胞培养箱中孵育； 

5)  转染 6 h 后将培养基更换为含 20% FBS 的 DMEM 培养基，继续培养 48 h； 

6） 收集细胞， 0.25%胰蛋白酶、0.01% EDTA 消化后于室温离心，1000 rpm，5 min，

预冷 PBS 洗涤 3 遍后置冰上； 

7)  加入适量含有 PMSF 的细胞裂解液，冰水混合物中裂解 30 min，期间用 1 mL 注

射器反复吹打使之充分裂解； 

8)  4 ℃离心，12000 rpm，20 min，小心吸取上清，即为细胞总蛋白； 

9)  BCA 蛋白定量，调整蛋白浓度后行 Western-blot 鉴定 si-Jun 的干涉效率，从而筛

选有效的干涉目的基因 c-Jun 表达的 siRNA 片段。 
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2.8 双荧光素酶报告基因检测 c-Jun siRNA 对 CYR61 启动子转录活性的影响 

1)  取处于对数生长期的FLS细胞，接种至24孔细胞培养板中，待细胞融合度达80%

左右； 

2)  分别将200 pmol c-Jun siRNA与pGL3-CYR61 promoter（100 ng）和phRL-TK（5 ng）

共转FLS细胞，每个实验组设立4个复孔； 

3)  转染48 h后，弃培养上清，PBS洗两遍后，将100 μL 1×PLB细胞裂解液加入细胞

培养孔中，在室温轻缓晃动培养板 15 min，把裂解液转移到检测试管中，4 ℃，

12000 rpm，离心10 min，将上清转移至新的Eppendorf管中； 

4)  避光条件下，将0.2 mL Stop & Glo® Substrate加入10 mL Stop & Glo®缓冲液中，

配制成1×Stop & Glo®反应溶液，低温保存备用； 

5)  先取5 μL细胞裂解液，加入10 μL Luciferase Assay Buffer II，快速混匀，立即放

入荧光照度计检测萤火虫荧光素酶活性，记录数值1，再加入10 μL Stop & Glo反

应溶液，快速混匀后检测海肾荧光素酶活性，记录数值2； 

6)  根据每孔报告基因的数据（数值1/数值2），求取各实验组平均值、标准差。 

2.9 c-Jun siRNA 对 CYR61 表达水平的影响 

2.9.1 Real-time PCR 检测 c-Jun siRNA 对 CYR61 表达水平的影响 

2.9.1.1 细胞处理 

1)  取对数生长期 FLS，将细胞接种于 4 个 100 mm 细胞培养皿中，待细胞融合度达

约 80%时，取其中 2 个培养皿细胞，分别加入无关对照 siRNA 和 c-Jun siRNA 转

染， 6 h 后更换含 20% FBS 的 DMEM 培养基，继续培养 48 h； 

2)  常规消化 FLS，FLS 细胞分别接种至有 II 型胶原包被的新细胞培养皿中，正常

培养的 FLS 采取同样的方法接种，继续置于 37 ℃孵箱中培养 12 h。 

2.9.1.2 细胞总 RNA 提取 

    方法同 2.3.1.2 

2.9.1.3 反转录合成 cDNA 

1)  依照下列反转录体系依次加入液体： 

组分 体积 

5×PrimescriptTM Buffer 6.0 μL 

PrimescriptTM RT Enzymemix I 1.5 μL 
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Oligo dT Primer (50µM) 1.5 μL 

Random 6 mers (50µM) 1.5 μL 

Total RNA 6.0 μL 

RNase Free H2O 13.5 μL 

Total 30 μL 

 

2)  反转录 PCR 仪参数设置： 

温度 时间 

37℃ 15 min 

85℃ 15 s 

4℃ ∝ 

 

2.9.1.4 实时定量 PCR 

1)  依照下列反转录体系依次加入液体： 

组分 体积 

SYBR Premix EX TaqTM II(2×) 10 μL 

上游引物(10 µM) 0.8 μL 

下游引物(10 µM) 0.8 μL 

ROX Reference DYE II(50×) 0.4 μL 

反转录制备的 cDNA 2.0 μL 

RNase free H2O 6.0 μL 

Total 20 μL 

 

2)  实时定量 PCR 仪参数设置如下： 

步骤 温度 时间 循环数 

变性 95℃ 3 min 1× 

变性 95℃ 5 s 
40× 

退火  60℃ 30 s 
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延伸 72℃ 30 s 

延伸 72℃ 5 min 1× 

2.9.2 Western-blot 观察 c-Jun siRNA 对 CYR61 表达水平的影响 

2.9.2.1 细胞处理 

方法同 2.9.1.1 

2.9.2.2 细胞总蛋白的提取 

1)  收集腺病毒感染 FLS 细胞，0.25%胰蛋白酶、0.01% EDTA 消化后于室温离心，

1000 rpm，5 min，预冷 PBS 洗涤 3 遍后置冰上； 

2)  根据细胞沉淀量向 Eppendorf 管中加入适量含有 PMSF 的细胞裂解液，冰水混合

物中裂解 30 min，期间用 1 mL 注射器反复吹打使之充分裂解； 

3)  4 ℃离心，12000 rpm，20 min，小心吸取上清，即为细胞总蛋白，采用 BCA 法

对各组细胞总蛋白进行定量，调整至一致浓度后行Western-blot 检测 c-Jun siRNA

对 CYR61 表达水平的影响（方法同 2.2.5.3）。 

2.10 统计学处理 

运用 SPSS13.0 统计学软件进行数据分析。多组间比较采用单因素方差分析，两

组间比较采用 Student’s t 检验分析，所有实验均重复 3 次，实验结果以 x±s 表示。

P<0.05 为差异有统计学意义。 

3 实验结果 

3.1 RA 滑膜成纤维样细胞的原代培养与鉴定 

通过相差显微镜观察（图 2-1 A），我们发现离体滑膜组织经剪切、消化后，在

完全培养基培养条件下，成纤维样细胞逐渐从组织块周围爬出，组织块混杂有呈圆

形的巨噬细胞。细胞传代后滑膜成纤维样细胞伸展呈细长形，有的呈椭圆形或多角

形，并伴随有胞质突起，偶尔可见滑膜成纤维样细胞具有树突状或星状等细胞形态，

此时仍可见有较多的滑膜巨噬细胞，与滑膜成纤维样细胞相比滑膜巨噬细胞显得更

圆、更小，两类细胞可被明显区分。细胞传至第三代时，呈典型梭形，贴壁牢固，

滑膜巨噬细胞的数量明显减少。经消化传至第四代，滑膜成纤维样细胞得到进一步

纯化，细胞形态规则，状态良好，偶见巨噬细胞存在。通过流式细胞术进行鉴定（图



第四军医大学博士学位论文 

-69- 

 

2-1 B&C），可见第四代细胞中，表面抗原 CD90 阳性的细胞数量大于 95%，与第一

代相比，滑膜成纤维样细胞纯度得到了较大提高，可用于后续实验研究。 

 

图 2-1 RA 滑膜成纤维样细胞的原代培养与鉴定 

3.2 DDR2 对 CYR61 的表达调控 

3.2.1 腺病毒 Ad-DDR2 的包装及其感染效率鉴定 

3.2.1.1 pDC316-mCMV-EGFP-DDR2 腺病毒载体构建 

3.2.1.1.1 重组质粒 pDC316-mCMV-EGFP-DDR2 酶切鉴定结果 

 pDC316-mCMV-EGFP-DDR2 质粒大提后，用 Nhe I 和 Hind III 做双酶切鉴定。

琼脂糖凝胶电泳结果（图 2-2）显示，pDC316-mCMV-EGFP-DDR2 重组质粒，双酶

切后产生 2568 bp 左右目的片段，与预期结果相符。 
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图 2-2 pDC316-mCMV-EGFP-DDR2 质粒酶切鉴定结果 

 

3.1.1.1.2 重组质粒 pDC316-mCMV-EGFP-DDR2 测序结果 

将酶切鉴定符合预期结果的重组质粒样本交由上海生工生物工程有限公司进行

测序，序列正确，如图（图 2-3）所示。 

 

图 2-3 重组质粒 pDC316-mCMV-EGFP-DDR2 测序图谱 
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3.2.1.2 腺病毒 Ad-DDR2 感染 FLS 效率鉴定 

将 RA FLS 接种于 24 孔板，待细胞融合度达 90%左右时，按照 MOI 值分别为

10、25 和 50 加入不同体积腺病毒 Ad-DDR2 毒液；感染 24 h 后，更换含 20% FBS

的 DMEM 完全培养基常规培养液继续培养 48 h；分别通过荧光显微镜（图 2-4 A）

和 Western-blot（图 3-4 B&C），观察 Ad-DDR2 的表达水平（曝光时间 30 s）。随着

MOI 值升高，腺病毒感染 FLS 细胞数量逐渐增多，DDR2 蛋白表达量相应增加。当

MOI=50 时，腺病毒感染效率达到 95%以上，DDR2 蛋白表达量达到未感染前 2 倍以

上。根据各实验组荧光强度以及蛋白表达水平，初步确定腺病毒 Ad-DDR2 感染 FLS

的最适滴度为 MOI=50。 

 

 

图 2-4 腺病毒 Ad-DDR2 感染 FLS 效率鉴定 

3.2.2 DDR2 活化对 CYR61 表达水平的影响 

此实验分为以下四个实验组：① FLS；② FLS+II 型胶原；③ Ad-DDR2/ FLS；

④ Ad-DDR2/ FLS+II 型胶原。首先用腺病毒 Ad-DDR2 感染 RA FLS 细胞，常规培

养 48 h，以无关病毒感染为阴性对照，确认靶基因上调后，将 RA FLS 细胞消化下来，

用无血清 DMEM 洗液重悬后，接种于包被有 II 型胶原的细胞培养皿，继续培养 12 h。
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继而，将各实验组细胞分为两份，其中一份用于细胞总 RNA 的提取，进行 Real-time 

PCR 检测（图 2-5 A）；另外一份用于提取总蛋白，以 β-actin 为内参，行 Westen-blot

检测（曝光时间 30 s）（图 2-5 B、C&D）。结果显示，II 型胶原刺激，无法提高 DDR2

的表达量却可以促进 DDR2 磷酸化，DDR2 的活化进一步增强 CYR61 的表达水平。 

 

图 2-5 Real-time 和 Western-blot 检测 DDR2 活化对 CYR61 表达水平的影响 

3.2.3 siDDR2 的筛选与干涉效率鉴定 

根据 DDR2 CDS 区序列，分别设计合成 3 对 DDR2 干扰小 RNA，以 LipoTM 2000

为介质转染RA FLS细胞，同时以荧光对照干扰小RNA为参照，确定各组干扰小RNA

的转染效率。经 Western-blot 分析 siDDR2 在 RA FLS 细胞中的干涉效率（曝光时间

2 min）。结果（图 2-6 A&B）显示，3 对 DDR2 干扰小 RNA 都具有较理想的沉默 DDR2

基因表达的功能，其中 3 号 siDDR2 干涉效率最强，故选之进行后续实验研究。 

 

图 2-6 Western-blot 检测 siDDR2 的干涉效率 
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3.2.4 siDDR2 对 CYR61 表达水平的影响 

本实验分为以下六个实验组：① FLS；② FLS +II 型胶原；③ siNC/ FLS；④ 

siNC/ FLS+II 型胶原；⑤ siDDR2/FLS；⑥ siDDR2/ FLS+II 型胶原。 首先用 siDDR2

转染 RA FLS 细胞，常规培养 48 h，以荧光对照干扰小 RNA 为阴性对照，通过荧光

显微镜观察，确认 siRNA 转染成功后，将 RA FLS 细胞消化下来，用无血清 DMEM 

洗液重悬后，接种于包被有 II 型胶原的细胞培养皿，继续培养 12 h。继而，将各实

验组细胞分为两份，其中一份用于细胞总 RNA 的提取，进行 Real-time PCR 检测（图

2-7 A）；另外一份用于提取总蛋白，以 β-actin 为内参，行 Westen-blot 检测（图 2-7 B 

A）。结果显示，II 型胶原能够促进 CYR61 的表达；干涉 DDR2 能够抑制 CYR61 的

表达，即使通过 II 型胶原刺激，由于 DDR2 被阻断，无法回复 CYR61 的表达，表明

DDR2 活化参与 CYR61 的表达调控。 

 

图 2-7 Real-time PCR 和 Western-blot 检测 siDDR2 对 CYR61 表达水平的影响 

3.3 DDR2 调控 CYR61 表达的分子机制 

3.3.1 EMSA 分析 DDR2 活化对转录因子 AP-1 结合活性的影响 

EMSA凝胶迁移实验是一种研究 DNA 与蛋白质相互作用的常用技术，当核转录

因子 AP-1 二聚体与合成的 CYR61/AP-1 启动子探针结合后，其复合物在聚丙烯酰胺

凝胶电泳中的迁移率将小于未结合转录因子的 DNA，从而检测转录复合物与 CYR61

启动子的结合活性。结果（图2-8 A）显示，II型胶原刺激能够促进转录复合物与CYR61

启动子的结合，siRNA 干涉 DDR2 的表达却使复合物丧失结合活性；为了进一步证
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实转录复合物确为转录因子 AP-1 二聚体，我们将 EMSA 胶回收，通过 Western-blot

检测，结果（图 2-8 B）显示转录复合物中有 c-Fos 与 c-Jun 的存在。综上结果表明，

DDR2 活化增强转录因子 AP-1 在 CYR61 启动子区结合活性，这为 II 型胶原诱导的

DDR2 活化参与转录因子 AP-1 介导的 CYR61 调控提供了直接的证据。 

 

图 2-8 EMSA 分析 DDR2 活化对转录因子 AP-1 结合活性的影响 

3.3.2 c-Jun siRNA 的筛选与干涉效率鉴定 

根据 c-Jun CDS 区序列，分别设计合成 3 对 c-Jun siRNA，以 LipoTM 2000 为介

质转染 RA FLS 细胞，同时以荧光对照干扰小 RNA 为参照，确定各组干扰小 RNA

的转染效率。经 Western-blot 分析 c-Jun siRNA 在 RA FLS 细胞中的干涉效率。结果

（图 2-9 A&B）显示，3 对 DDR2 干扰小 RNA 都具有较理想的沉默 c-Jun 基因表达

的功能，其中 3 号 c-Jun siRNA 干涉效率最强，故选之进行后续实验研究。 
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图 2-9 Western-blot 检测 c-Jun siRNA 的干涉效率 

3.3.3 c-Jun siRNA 对 CYR61 启动子转录活性的影响 

为了证实 DDR2 活化参与转录因子 AP-1 介导的 CYR61 表达调控，分别将 c-Jun 

siRNA 与 pGL3-MMP1 promoter 和 phRL-TK 共转 FLS，通过双荧光素酶报告基因实

验验证 c-Jun siRNA 在 DDR2 活化的条件下，对 CYR61 启动子转录活性的影响。结

果（图 2-10）表明 II 型胶原刺激 DDR2 活化后，CYR61 启动子活性升高，与未经 II

型胶原刺激的 CYR61 启动子活性相比，具有明显的统计学差异（**P<0.01）；FLS 转

染 c-Jun siRNA 后，即使给予 II 型胶原刺激，相对荧光素酶活性较低，与只给予 II

型胶原刺激的 FLS CYR61 启动子转录活性相比具有显著性的差异（**P <0.01）。以上

结果表明，DDR2 活化参与转录因子 AP-1 介导的 CYR61 表达调控。 

 

图 2-10 双荧光素酶报告基因检测 c-Jun siRNA 对 CYR61 启动子转录活性的影响 
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3.3.4 c-Jun siRNA 对 CYR61 表达水平的影响 

本实验分为以下四个实验组：① FLS；② FLS +II 型胶原；③ siNC/ FLS+II 型

胶原；④ si-Jun/ FLS+II 型胶原。 首先用 c-Jun siRNA 转染 RA FLS 细胞，常规培养

48 h，以荧光对照干扰小 RNA 为阴性对照，通过荧光显微镜观察，确认 siRNA 转染

成功后，将 RA FLS 细胞消化下来，用无血清 DMEM 洗液重悬后，接种于包被有

II 型胶原的细胞培养皿，继续培养 12 h。继而，将各实验组细胞分为两份，其中一

份用于细胞总 RNA 的提取，进行 Real-time PCR 检测（图 2-11 A）；另外一份用于提

取总蛋白，以 β-actin 为内参，行 Westen-blot 检测（图 2-11 B）。结果显示，干涉 c-Jun

能够抑制 CYR61 的表达，即使通过 II 型胶原刺激，也无法回复 CYR61 的表达，表

明通过 siRNA 干涉 c-Jun 的表达，阻断转录 AP-1 二聚体复合物的形成，能够抑制 II

型胶原诱导的 CYR61 表达。 

 

图 2-11 Real-time PCR 和 Western-blot 检测 c-Jun siRNA 对 CYR61 表达水平的影响 

4 讨论 

滑膜细胞包括滑膜巨噬细胞和滑膜成纤维样细胞。其中 FLS 占据了滑膜细胞总

量的 70%以上，其不仅在正常的胚胎发生发挥着重要的功能，而且在关节功能成熟
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与维护中起着关键性的作用。在 RA 病变关节中，FLS 的细胞形态具有核大、苍白和

核仁突出等转化细胞的特征；而其细胞生物学行为表现为与肿瘤相关的多条信号通

路的异常激活，使得滑膜组织在 RA 病程中“类肿瘤样”异常增殖增厚包裹关节软骨干

扰其正常代谢以及过分泌 MMPs 加剧软骨破坏。因此，在 RA 晚期的病理进程中除

了炎症、免疫紊乱等致病因素外，“类肿瘤样”RA FLS 亦参与关节软骨破坏。 

研究表明，在滑膜层滑膜成纤维细胞高表达血管细胞粘附分子-1（vascular cell 

adhesion molecule 1, VCAM-1）[96]和细胞表面抗原 CD55[97]，然而体外培养的滑膜成

纤维样细胞只有 15%~25%细胞 VCAM-1 表达呈阳性，只有 35%细胞 CD55 表达呈阳

性[98]。这些结果提示原代培养的细胞中含有去分化的滑膜成纤维样细胞，亦或者滑

膜组织中混杂有另一种类型的成纤维细胞，而通过流式细胞仪分析体外培养滑膜成

纤维样细胞表面抗原的表达，研究人员发现 CD13、CD44 和 CD59 呈高表达[99]，但

是这些分子同样表达于滑膜巨噬细胞，因此也无法用于滑膜成纤维样细胞的鉴定。

表面抗原 CD90（Thy-1），特异性的表达于滑膜面滑膜成纤维样细胞[100]，且在原代

培养细胞中阳性率较高，故本实验选取 CD90 抗体用于分析滑膜成纤维样细胞的纯

度较为可靠。我们以原代分离培养的 RA 滑膜成纤维样细胞为研究对象，分别通过

腺病毒过表达和 siRNA 干涉的实验手段来修饰 DDR2 的表达，同时给予 II 型胶原刺

激使其活化，利用 Real-time PCR 和蛋白免疫印迹观察上调或者下调 DDR2 的活化水

平对 CYR61 表达水平的影响，结果显示 II 型胶原刺激 DDR2 活化能够促进 CYR61

的表达，干涉 DDR2 抑制 CYR61 的 mRNA 和蛋白表达水平。有研究表明，许多刺

激因素能够诱导转录因子 AP-1 调节 CYR61 启动子转录活性[101, 102]，因此我们采用

EMSA 分析 DDR2 活化对 CYR61 核心启动子区域转录因子 AP-1 结合活性的影响，

结果发现 II 型胶原诱导 DDR2 活化增强转录因子 AP-1 在 CYR61 启动子区域的结合

活性；利用双荧光素酶报告基因系统探究转录因子 AP-1 对 DDR2 活化诱导的 CYR61

转录活性升高的影响；最终，通过 Real-time PCR 和蛋白免疫印迹实验检测干涉转录

因子 AP-1 对 CYR61 表达水平的影响。从而，揭示 II 型胶原-DDR2 -CYR61 通路的

存在及 DDR2 调控 CYR61 表达可能的分子机制，明确 CYR61 在 DDR2 -MMPs 通路

中扮演的角色，为 RA 发病机制研究提供新的认识。 
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第三部分 CYR61 对 MMP1 的表达调控及其对 RA 滑膜

细胞侵袭功能的影响 

引  言 

    先前的研究工作，我们证实了 II 型胶原刺激 DDR2 活化通过增强转录因子

AP-1 复合体的结合活性，促进 CYR61 启动子的转录活性，从而诱导 CYR61 的表达。

那么受 DDR2 活化诱导的 CYR61，能否对下游的效应分子 MMPs 的表达具有调控作

用，具体分子机制又是什么呢？为了阐明 CYR61 对 MMPs 的影响，我们首先通过腺

病毒过表达 CYR61 观察 MMPs 转录水平和翻译水平的变化，寻找与 CYR61 具有表

达相关性的 MMPs 分子；接着，利用 siRNA 技术干涉 CYR61 的表达，同时给予 II

型胶原刺激使 DDR2 活化，采用 Real-time PCR 和蛋白免疫印迹方法验证 CYR61 对

下游效应分子 MMPs 的影响；然后，综合运用生物信息学、双荧光素酶报告系统、

染色质免疫共沉淀以及凝胶迁移实验等实验方法，深入探讨 CYR61 调控 MMPs 表达

的具体分子机制；最后，使用 Transwell 和细胞划痕实验检测关键分子 CYR61 对 RA

滑膜成纤维样细胞侵袭功能的影响。通过以上实验设计，最终证实 II 型胶原

-DDR2-CYR61 –MMPs 通路的存在，阐明 CYR61 对 MMPs 的调控机制，为 RA 发病

机理的研究奠定基础，又可发现新的药物靶位。 

1 实验材料 

1.1 实验用组织、细胞及质粒 

选择临床诊断明确的 RA 患者，将关节镜手术中取出的滑膜组织置于无菌 PBS

缓冲液中低温运输；人胚肾细胞 HEK293、293T，大肠杆菌 DH 5α 为本实验室保存；

质粒 pMD18-T-CYR61 购自北京义翘神州生物技术有限公司；骨架质粒

pBHGlox_E1,3Cre 和穿梭质粒 pDC316- mCMV-EGFP 购自深圳百恩维生物技术有限

公司；pGL3-MMP1 启动子质粒购自广州复能基因有限公司。 
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1.2 主要试剂 

异丙醇 上海化学试剂有限公司 

氯仿 上海化学试剂有限公司 

甲醇 西安化学试剂厂 

BSA 北京鼎国生物工程公司 

甘氨酸 华美生物工程公司 

SDS 华美生物工程公司 

丙烯酰胺 华美生物工程公司 

Tween-20 华美生物工程公司 

RIPA 细胞裂解液 碧云天生物技术研究所 

PMSF 碧云天生物技术研究所 

化学发光法 EMSA 检测试剂盒 碧云天生物技术研究所 

结晶紫染色液 北京索莱宝科技有限公司 

鼠抗人 β-actin 单克隆抗体 北京康为世纪生物科技有限公司 

HRP 标记的二抗 北京康为世纪生物科技有限公司 

Nhe I 限制性内切酶 日本 Takara 公司 

Hind III 限制性内切酶 日本 Takara 公司 

RNAiso Plus 日本 Takara 公司 

PrimeScriptTM RT reagent kit  日本 Takara 公司 

SYBR® Premix Ex Taq™ II 日本 Takara 公司 

TEMED 德国 Serva 公司 

Matrigel 基质胶 美国 BD 公司 

FBS 美国 Gibco 公司 

Tris 碱 美国 Sigma 公司 

胶原酶 美国 Sigma 公司 

II 型胶原 美国 Sigma 公司 

β-巯基乙醇 美国 Sigma 公司 

感光胶片 美国 Kodak 公司 
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琼脂糖凝胶回收试剂盒 美国 Omega 公司 

质粒提取试剂盒 美国 Omega 公司 

Transwell 小室 美国 Corning 公司 

RPMI 细胞培养基 美国 Hyclone 公司 

DMEM 细胞培养基 美国 Hyclone 公司 

BCA 蛋白浓度测定试剂盒 美国 Thermo 公司 

ECL 化学发光显色液 美国 Thermo 公司 

核蛋白提取试剂盒 美国 Thermo 公司 

Dual-Luciferase®报告基因检测试剂盒 美国 Promega 公司 

Lipofectamine® 2000 细胞转染试剂 美国 Invitrogen 公司 

PVDF 膜 美国 Millipore 公司 

ChIP 试剂盒 美国 Millipore 公司 

预染蛋白 Marker 美国 Fermentas 公司 

鼠抗人 MMP1 单克隆抗体 美国 Abcam 公司 

兔抗人 ETS1 多克隆抗体 美国 Santa Cruz 公司 

兔抗人 CYR61 多克隆抗体 美国 Santa Cruz 公司 

鼠抗人 Histone H3 单克隆抗体 美国 Cell Signaling Technology 公司 

1.3 主要仪器 

FA1604S 型电子天平 上海天平仪器厂 

PHS-3C 型精密 pH 计 上海雷磁仪器厂 

TH-2C 恒温震荡器 江苏太仓实验设备厂 

JY88-II 超声波细胞破碎仪 北京中兴伟业仪器有限公司 

5415C 台式离心机 德国 Eppendorf 公司 

高压灭菌锅 日本 SANYO 公司 

制冰机 日本 SANYO 公司 

IX70 倒置显微镜 日本 Olympus 公司 

E1000 荧光显微镜  日本 Nikon 公司 

生化培养箱 日本 SANYO 公司 
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Lambda UV/VIS 分光光度计 美国 PE 公司 

C1000 实时 PCR 仪 美国 Bio-Rad 公司 

蛋白电泳仪 美国 Bio-Rad 公司 

Western-blot 转印仪 美国 Bio-Rad 公司 

Milli-QUF纯水器 美国 Millipore 公司 

GloMax® 20/20 发光检测仪 美国 Promega 公司 

GS-15R 高速台式冷冻离心机 美国 Beckman 公司 

SPECTRAmax-PLUS 型酶标仪 美国 Molecular Devices 公司 

2 实验方法 

2.1 腺病毒 Ad-CYR61 的包装及其感染效率鉴定 

2.1.1 pDC316-mCMV-EGFP-CYR61 腺病毒载体构建 

2.1.1.1 PCR扩增目的基因CYR61 

1)  设计合成 CYR61 cDNA 克隆引物并引物中加入 Nhe I 和 Hind III 酶切位点。 

基因名称 引物序列 

CYR61 
Forward: CTAGCTAGCGCCACCATGAGCTCCCGCATCGCCAGG 

Reverse: CCCAAGCTTTTAGTCCCTAAATTTGTGAATG 

注：下划线标注为酶切位点； 粗体标注为基因序列。 

2)  以pMD18-T-CYR61质粒为模板，按以下组分制备PCR反应体系： 

组分 体积 

5× Fastpfu buffer 10 μL 

dNTP Mix(2.5 mM) 4 μL 

正向引物（10 μM） 2 μL 

反向引物（10 μM） 2 μL 

Fast pfu polymerase 1 μL 

模板DNA（100 ng/μL） 

ddH2O 

1 μL 

30 μL 

Total 50 μL 

3)  PCR 反应参数设置如下： 
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步骤 温度 时间 循环数 

变性 95℃ 3 min 1× 

变性 95℃ 20 s 

30× 退火  55℃ 30 s 

延伸 72℃ 2 min 

延伸 72℃ 5 min 1× 

将所有PCR产物行1.0 % 琼脂糖凝胶电泳检测PCR扩增结果。 

2.1.1.2 PCR产物纯化、回收 

1)  在紫外灯下小心迅速地将DNA片段切下并尽量去除多余的凝胶，称取凝胶块的

重量，按照1 g/mL质量体积比加入Binding Buffer (XP2)，将混合物置于55~65 ℃

水浴中孵育7 min或直至凝胶完全溶解； 

2)  将HiBindTM DNA柱套入一个干净的2 mL收集管中，吸取700 μL上述溶解液至其

中，室温条件下，12000 rpm，离心1 min； 

3)  弃穿过液，将HiBindTM DNA柱重新套入收集管中，将剩余的DNA/琼脂糖溶解液

加入柱中，重复步骤2； 

4)  吸取300 μL Binding Buffer至HiBindTM DNA柱中，室温，12000 rpm，离心1 min； 

5)  弃穿过液，将柱子重新套入收集管中，加700 μL SPW Wash Buffer至HiBindTM 

DNA柱中，室温，12000 rpm，离心1 min； 

6)  弃穿过液，加700 μL SPW Wash Buffer至HiBindTM DNA柱中重复步骤5； 

7)  弃穿过液，将HiBindTM DNA柱重新套入收集管中，室温，13000 rpm，离心2 min

以去除柱中残余的酒精成分； 

8)  将HiBindTM DNA柱套入一个干净的1.5 mL离心管中，打开盖子室温挥发5 min，

吸取30~50 μL洗脱液滴加于吸附柱膜中央，室温，13000 rpm，离心,1 min，收集

穿过液。 

2.1.1.3 载体pDC316-mCMV-EGFP及目的基因CYR61双酶切 

1)  载体 pDC316-mCMV-EGFP 酶切体系如下： 

组分 体积 

质粒 pDC316-mCMV-EGFP 1 μg 

10×Buffer 2 μL 
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10×BSA 2 μL 

Nhe I 1 μL 

Hind III 1 μL 

dd H2O up to 20 μL 

CYR61 目的基因酶切体系如下： 

组分                                        体积 

PCR 回收产物                              14 μL 

10×Buffer 2 2 μL 

10×BSA 2 μL 

Nhe I 1 μL 

HindIII 1 μL 

酶切反应在 37℃水浴反应 2 h。按照前述方法，分别回收载体酶切大片段和目的

基因酶切产物。 

2.1.1.4 载体pDC316-mCMV-EGFP及目的基因CYR61体外连接反应 

连接反应体系如下： 

组分 体积 

目的基因 6 μL 

pDC316-mCMV-EGFP 大片段 2 μL 

10×DNA Ligase Buffer 1 μL 

T4 DNA Ligase 1 μL 

连接反应在 16 ℃水浴反应过夜。 

2.1.1.5 DH 5α感受态大肠杆菌的制备 

1)  取宿主菌 DH5α 接种入 5 mL 无抗性的 LB 培养液中，37 ℃振荡培养过夜； 

2)  按 1：50 接种入 50 mL LB 培养液中，37 ℃振荡培养 1.5-3 h 至中对数生长期

（OD550=0.5）； 

3)  培养物置于冰上冷却后，4℃，5000 rpm 离心 5 min，弃上清； 

4)  细胞悬浮于 1/2 培养体积的 100 mmol/L 冰冷 CaCl2 中，冰浴 20 min； 

5)  4℃，5000 rpm 离心 5 min，弃上清； 
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6)  细胞悬浮于 1/15 培养体积的 100 mmol/L 冰冷 CaCl2，分装后贮存于-70 ℃冰箱。 

2.1.1.6 热激法转化重组质粒 pDC316-mCMV-EGFP-CYR61 

1)  取 10 μL 上述连接产物加入 100 μL DH 5α 感受态细菌中，于冰上混匀后孵育 30 

min；42 ℃水浴热休克 90 s，立即取出置于冰上孵育 2 min；将混合物与 400 μL 无

抗性的 LB 培养基混匀，置于 37 ℃恒温摇床中，250 rpm/min，孵育 1 h；用移

液器吸取 200 μL 转化产物加入含 100 μg/mL Ampicillin 的 LB 培养板中，涂布均

匀后倒置于 37 ℃生化培养箱中，孵育过夜； 

2)  挑取单菌落接种于 LB 培养液（含 5 mL，100 μg/mL Ampicillin）中，置于恒温

摇床，37 ℃，250 rpm，培养过夜。 

2.1.1.7 重组质粒 pDC316-mCMV-EGFP-CYR61 的提取与鉴定 

1)  收集菌液，10000 rpm，室温离心 1 min； 

2)  去除菌液加 250 μL Solution I/RNase A，重悬菌体，充分混匀； 

3)  加 250 μL Solution II，上下颠倒 Eppendorf 管 4~6 次，动作温和，室温静置 2 min； 

4)  加 125 μL 冰预冷 Buffer N3，温和混匀数次直至白色絮状物形成，4 ℃，12000 

rpm，离心 10 min； 

5)  小心吸取上清至新的 Eppendorf 管中，加入 1/10 体积 ETR solution，在 Eppendorf

管底部形成蓝色沉淀； 

6)  将上层液体转移至新的 1.5 mL Eppendorf 管中，加 1/2 体积无水乙醇，温和颠倒

6~7 次，室温放置 1~2 min; 

7)  将700 μL混合液转移至HiBindTM DNA Mini Column，12000 rpm，室温离心1 min； 

8)  500 μL HB Buffer 洗柱，12000 rpm，室温离心 1 min； 

9)  弃穿过液，加 700 μL DNA Wash Buffer，12000 rpm，室温离心 1 min，弃穿过液，

重复洗涤一遍； 

10) 弃穿过液，13000 rpm，空转 2 min； 

11) 将柱子转移入干净的 1.5 mL Eppendorf 管中，向吸附柱膜中央滴入 30~50 

Endoxin-Free Elution Buffer，13000 rpm，室温洗脱 1 min； 

12) 将提取的去内毒素重组质粒 pDC316-mCMV-EGFP-CYR61，进行 Nhe I和 Hind III 

双酶切（方法同前述），酶切产物加入 10×Loading buffer，行 1%琼脂糖凝胶电泳； 

13) 将酶切鉴定符合预期结果的重组质粒样本交由上海生工生物工程有限公司进行
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测序。 

2.1.2 同源重组产生重组腺病毒 

1)  取对数生长期的 HEK293 细胞，按照 5×105/孔细胞密度接种于含有 10%FBS 的

DMEM 培养基的 6 孔细胞培养板中，置于 37 ℃，5% CO2 的细胞培养箱中进行

培养； 

2)  待细胞融合度达 80~90%时，将细胞培养基更换为 Optic-MEM 无血清培养基。

同时，将 4 μg 骨架质粒 pBHGlox_E1,3Cre 和 1 μg 穿梭质粒 pDC316- 

mCMV-EGFP-CYR61溶于250 µL Optic-MEM无血清培养基配制成A液，将10 µL 

Lipofectamine® 2000 溶于 250 µL Optic-MEM 无血清培养基配制成 B 液，混匀室

温静置 5 min； 

3)  将 AB 液混合，静置 20 min 后，将转染混合液逐滴加入 6 孔细胞培养板中，轻

轻混匀，置于 37 ℃，5% CO2 细胞培养箱中孵育； 

4)  转染 6 h 后将培养基更换为含 10% FBS 的 DMEM 培养基，继续培养 48 h； 

5)  待细胞长满后常规消化传代，接种于含有 5%FBS 的 DMEM 培养基的 25 cm2 细

胞培养瓶中继续培养； 

6)  待细胞长满后常规消化传代，接种于含有 5%FBS 的 DMEM 培养基的 75 cm2 细

胞培养瓶中继续培养，每天观察细胞出毒迹象； 

7)  当细胞收缩変圆逐渐从瓶底脱落，细胞形态呈葡萄状时进行收毒； 

8)  将出毒的细胞置于-70 ℃冰箱和 37 ℃水浴锅中反复冻融三次，室温，3000 rpm，

离心 5 min，收集上清液，即为病毒母液（P1）。 

2.1.3 病毒扩增与纯化 

1)  取对数生长期的 HEK293 细胞，按照 5×106/孔细胞密度接种于含有 10%FBS 的

DMEM 培养基的 75 cm2 培养瓶中，置于 37 ℃，5% CO2 的细胞培养箱中进行培

养； 

2)  待细胞融合度达 80~90%时，取 2 mL P2 代毒种加入培养瓶内，继续 24 h，通过

显微镜下观察细胞病变情况； 

3)  当细胞收缩変圆逐渐从瓶底脱落，细胞形态呈葡萄状时进行收毒，将出毒的细胞

置于-70 ℃冰箱和 37 ℃水浴锅中反复冻融三次，室温，3000 rpm，离心 5 min，
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收集上清液； 

4)  采用上述方法将毒种接种于 4 个新的 75 cm2 培养瓶中，待细胞出现 CPE 现象时

收毒； 

5)  将病毒上清加入接种有 1.8×108 个 HEK293 细胞 4 个转瓶中，待细胞融合度达

80~90%时，按 10 mL/转瓶（MOI 约为 1）接种第 2 步收获的病毒上清，待细胞

出现 CPE 现象时收集病变细胞混悬液； 

6)  室温，3000 rpm，离心 10 min，用 Tris 缓冲液重悬细胞沉淀，置于-70 ℃冰箱和

37 ℃水浴锅中反复冻融三次，6000 rpm，离心 5 min，取上清，经 DNase 酶消

化后用 0.45 μm 微孔滤膜过滤，最后进行柱纯化。 

2.1.4 病毒生物学滴度测定 

常规培养 HEK293 细胞，待细胞融合度达 80~90%时，消化细胞并进行细胞，按

1×104cell/孔细胞密度将 HEK293 细胞接种于 96 孔板，每孔含有 90 μL 培养基，用含

有 5%FBS 的 DMEM 培养基 10 倍梯度稀释上述纯化的病毒（如下图），每个病毒浓

度设立 4 个平行复孔，感染 48 h 后，通过荧光显微镜观察并计算每孔荧光细胞数量。

一般情况下，在最高病毒稀释度 m 的孔中可观察 N（N<10）个荧光细胞，同时计算

平行复孔中荧光细胞的数量，求取平均值 a，则病毒滴度为 a×10m/mL（m 为稀释度），

若 N>10，则需继续稀释。 

 

2.1.5 腺病毒 Ad-CYR61 感染 FLS 效率鉴定 

2.1.5.1 腺病毒 Ad-CYR61 感染 FLS 

1)  将 RA FLS 接种于 100 mm 细胞培养皿，待细胞融合度达约 80%时，按照 MOI=0、

10、25 和 50 不同滴度加入腺病毒； 

2)  病毒感染 FLS 细胞 6 h 后，更换为含有 20%FBS 的 DMEM 培养基继续培养 48 h；  

3)  荧光显微镜观察腺病毒 Ad-CYR61 的表达情况，根据荧光强度，初步确定腺病

毒感染 FLS 的效率及最佳感染滴度。  
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2.1.5.2 细胞总蛋白的提取与定量 

1)  收集腺病毒感染 FLS 细胞，0.25%胰蛋白酶、0.01% EDTA 消化后于室温离心，

1000 rpm，5 min，预冷 PBS 洗涤 3 遍后置冰上； 

2)  根据细胞沉淀量向 Eppendorf 管中加入适量含有 PMSF 的细胞裂解液，冰水混合

物中裂解 30 min，期间用 1 mL 注射器反复吹打使之充分裂解； 

3)  4 ℃离心，12000 rpm，20 min，小心吸取上清，即为细胞总蛋白； 

4)  取 1.2 mL 蛋白标准配制液加入到蛋白标准(30 mg BSA)中，充分溶解配制成 25 

mg/mL 的蛋白标准溶液； 

5)  取适量 25 mg/mL 蛋白标准溶液，稀释至终浓度为 0.5 mg/mL； 

6)  根据实际使用量将试剂 A 与试剂 B 按 50:1 比例配制成 AB 混合液； 

7)  分别按 0，1，2，4，8，12，16，20 μL 体积将标准蛋白及待测样品加入 96 孔板

中，用标准品稀释液补足至 20 μL，每个浓度设置 4 个平行复孔； 

8)  先取 2 μL FLS 细胞总蛋白稀释 10 倍，加入 96 孔细胞培养板中，再加入 200 μL 上

述配制的 AB 混合液； 

9)  置于 37 ℃生化培养箱中孵育 30 min，立即取出，通过酶标仪检测 570 nm 波长

条件下每孔溶液的吸光度值；     

10) 根据不同浓度标准蛋白吸光度值，绘制蛋白浓度标准曲线，得出蛋白浓度与吸光

度值关系的方程式：y=a+bx； 

11) 将待测样品吸光度值代入上述方程式中，求得蛋白浓度。 

2.1.5.3 Western-blot 检测腺病毒 Ad-CYR61 感染 FLS 后基因表达水平 

1)  调整蛋白浓度：根据各样品的浓度，用 RIPA 细胞裂解液将所有样品浓度稀释至

5 µg/µL，加入 1/5 体积的 5×蛋白 Loading buffer，于沸水中煮 10 min，以备 SDS-PAGE

电泳； 

2)  SDS-PAGE 电泳：安装电泳模具，按照聚丙烯酰胺凝胶配制方法，依次配制 12%

分离胶和 6%浓缩胶，取 10 μL 蛋白样品上样，调整电压为 90 V，待样品到达分离胶

界面时，调整电压为 120 V 直至电泳结束，以预染蛋白 Marker 作为参照； 

3)  电转：SDS-PAGE 结束后记录胶的大小，剪取大小适中的 1 张 PVDF 膜和 4 张滤

纸，置于含预冷转移缓冲液的转移电泳槽内平衡 5～10 min，按顺序依次安装电

转移装置模具：阴极垫板—海绵—2 张滤纸—凝胶—PVDF 膜—2 张滤纸—海绵
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—阳极垫板，将电转移装置放于冰盒内，恒流 300 mA，电转移 1.5 h； 

4)  封闭：电转移结束后，用镊子夹取 PVDF 膜置于含 3% BSA 的 TBST 中，摇床上

室温封闭 2 h； 

5)  一抗孵育：弃去封闭液，分别用 CYR61（1:500 稀释）和 β-actin（1:2000 稀释）

一抗与含有目的蛋白的 PVDF 膜孵育，4 ℃结合过夜；  

6)  二抗孵育：TBST 摇洗 3 次，每次 10 min，加入 HRP 标记二抗（1:3000 稀释），

室温孵育 45 min； 

7)  ECL 发光：TBST 摇洗 3 次，每次 10 min，按照 1:1 比例配制适量 ECL 发光液，

用滤纸吸去 PVDF 膜上多余水分，滴加 ECL 发光液，用保鲜膜覆盖后，暗室中发光

显影，胶片曝光采图； 

8)  扫描显影结果，通过灰度分析，确定腺病毒 Ad-CYR61 最适的感染滴度。 

2.2 过表达 CYR61 对 MMP1 表达水平的影响 

2.2.1 Real-time PCR 检测 Ad-CYR61 对 MMPs 表达水平的影响 

2.2.1.1 细胞处理 

取对数生长期 FLS，将细胞接种于 3 个 100 mm 细胞培养皿中，待细胞融合度达

约 80%时，取其中 1 个培养皿细胞，加入腺病毒 Ad-CYR61 感染，另外 1 个培养皿细

胞则加入腺病毒 Ad-EGFP 感染，6 h 后更换含 20% FBS 的 DMEM 培养基，继续培养

48 h； 

2.2.1.2 细胞总 RNA 提取 

1)  加入冰预冷的 RNAiso Plus 试剂，室温裂解 5 min，转移入经 DEPC 处理过的

Eppendorf 管中； 

2)  加入 1/5 体积的氯仿，颠倒混匀 10 次，室温静置 10 min，4 ℃，12000 rpm，离

心 20 min； 

3)  转上层水相于另一干净的 Eppendorf 管中，加入等体积异丙醇，颠倒混匀数次，

室温孵育 10 min 后，12000 rpm，4 ℃，离心 15 min； 

4)  使用移液器小心吸弃上清，加冰预冷的 75%乙醇，4 ℃，12000 rpm，离心 10 min； 

5)  弃上清，将 Eppendorf 管倒扣，空气干燥 5~10 min； 

6)  溶于 20 µL DEPC 处理水中； 

7) 用紫外分光光度计进行 RNA 定量。 



第四军医大学博士学位论文 

-90- 

 

2.2.1.3 反转录合成 cDNA 

1)  依照下列反转录体系依次加入液体： 

组分 体积 

5×PrimescriptTM Buffer 6.0 μL 

PrimescriptTM RT Enzymemix I 1.5 μL 

Oligo dT Primer (50µM) 1.5 μL 

Random 6 mers (50µM) 1.5 μL 

Total RNA 6.0 μL 

RNase Free H2O 13.5 μL 

Total 30 μL 

 

2)  反转录 PCR 仪参数设置： 

温度 时间 

37℃ 15 min 

85℃ 15 s 

4℃ ∝ 

 

2.2.1.4 实时定量 PCR 

1)  合成 MMP1、2、9、13 基因片段特异性引物，同时以 β-actin 为内参照 

基因名称 Genebank NO. 引物序列 

MMP1 BC013875 
Forward: TGAGGGTCAAGCAGACATCA 

Reverse: TGGGAGAGTCCAAGAGAATGG 

MMP2 BC002576 
Forward: AGTTTCCATTCCGCTTCCAG 

Reverse: CGGTCGTAGTCCTCAGTGGT 

MMP9 NM_004994 
Forward: CCAACTACGACACCGACGAC 

Reverse: TGGAAGATGAATGGAAACTGG 

MMP13 NM_002427 Forward: TATGACTATGCGTGGCTGGA 
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Reverse: CCATTTGTGGTGTGGGAAGT 

 

2)  依照下列反转录体系依次加入液体： 

组分 体积 

SYBR Premix EX TaqTM II(2×) 10 μL 

上游引物(10 µM) 0.8 μL 

下游引物(10 µM) 0.8 μL 

ROX Reference DYE II(50×) 0.4 μL 

反转录制备的 cDNA 2.0 μL 

RNase free H2O 6.0 μL 

Total 20 μL 

 

3)  实时定量 PCR 仪参数设置如下： 

步骤 温度 时间 循环数 

变性 95℃ 3 min 1× 

变性 95℃ 5 s 

40× 退火  60℃ 30 s 

延伸 72℃ 30 s 

延伸 72℃ 5 min 1× 

 

2.2.2 Western-blot 观察 DDR2 活化对 CYR61 表达水平的影响 

2.2.2.1 细胞处理 

取对数生长期 FLS，将细胞接种于 3 个 100 mm 细胞培养皿中，待细胞融合度达

约 80%时，取其中 1 个培养皿细胞，加入腺病毒 Ad-CYR61 感染，另外 1 个培养皿细

胞则加入腺病毒 Ad-EGFP 感染，6 h 后更换含 20% FBS 的 DMEM 培养基，继续培养

48 h； 

2.2.2.2 细胞总蛋白的提取 

1)  收集腺病毒感染 FLS 细胞，0.25%胰蛋白酶、0.01% EDTA 消化后于室温离心，
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1000 rpm，5 min，预冷 PBS 洗涤 3 遍后置冰上； 

2)  根据细胞沉淀量向 Eppendorf 管中加入适量含有 PMSF 的细胞裂解液，冰水混合

物中裂解 30 min，期间用 1 mL 注射器反复吹打使之充分裂解； 

3)  4 ℃离心，12000 rpm，20 min，小心吸取上清，即为细胞总蛋白，采用 BCA 法

对各组细胞总蛋白进行定量，行 Western-blot 检测 CYR61 对 MMP1 表达水平的

影响（方法同 2.1.5.3）。 

2.3 siCYR61 的筛选与干涉效率鉴定 

1)  CYR61 干扰小 RNA 的设计与合成：根据 CYR61 CDS 区序列，分别设计三对

siRNA，交由上海吉玛制药技术有限公司进行化学合成，siCYR61 序列如下： 

序列名称 干涉序列 

siCYR61① 
Forward: GGCAGACCCUGUGAAUAUATT 

Reverse: UAUAUUCACAGGGUCUGCCTT 

siCYR61② 
Forward: GGAGUUAACAAGAAACAAUTT 

Reverse: AUUGUUUCUUGUUAACUCCTT 

siCYR61③ 
Forward: GCGAGAUGUUCUCCAAGAATT 

Reverse: UUCUUGGAGAACAUCUCGCTT 

2)  取对数生长期的 FLS，接种于 5 个 100 mm 细胞培养皿中，实验分为五个处理组：

a、FLS 空白对照组；b、siCYR61①转染组；c、siCYR61②转染组；d、siCYR61

③转染组；e、Mock 脂质体对照组； 

3)  待细胞融合度达 80%时，将细胞培养基更换为 Optic-MEM 无血清培养基。同时，

将 200 pmol siRNA 溶于 500 µL Optic-MEM 无血清培养基配制成 A 液，将 10 µL 

Lipofectamine® 2000 溶于 500 µL Optic-MEM 无血清培养基配制成 B 液，混匀室

温静置 5 min； 

4)  将 AB 液混合，静置 20 min 后，将转染混合液逐滴加入细胞培养皿中，轻轻混

匀，置于 37 ℃，5% CO2 细胞培养箱中孵育； 

5)  转染 6 h 后将培养基更换为含 20% FBS 的 DMEM 培养基，继续培养 48 h； 

6） 收集细胞， 0.25%胰蛋白酶、0.01% EDTA 消化后于室温离心，1000 rpm，5 min，

预冷 PBS 洗涤 3 遍后置冰上； 
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7)  加入适量含有 PMSF 的细胞裂解液，冰水混合物中裂解 30 min，期间用 1 mL 注

射器反复吹打使之充分裂解； 

8)  4 ℃离心，12000 rpm，20 min，小心吸取上清，即为细胞总蛋白； 

9)  BCA 蛋白定量，调整蛋白浓度后行 Western-blot 鉴定 siCYR61 的干涉效率，从

而筛选有效的干涉目的基因 CYR61 表达的 siRNA 片段。 

2.4 siCYR61 对 MMP1 表达水平的影响 

1)  取对数生长期 FLS，将细胞接种于 100 mm 细胞培养皿中，实验分为以下六个实

验组：① FLS；② FLS +II 型胶原；③ siNC/ FLS；④ siNC/ FLS+II 型胶原；

⑤ siCYR61/FLS；⑥ siCYR61/ FLS+II 型胶原。待细胞融合度达约 80%时，取 2

个培养皿细胞加入 siDDR 进行转染，2 个培养皿细胞加入无关干扰 siRNA 进行转

染，6 h 后更换含 20% FBS 的 DMEM 培养基，继续培养 48 h； 

2)  胶原包被：将用 0.2% 醋酸溶解的终浓度为 2 µg/µL II 型胶原溶液，按照 8 µg/cm2

的浓度，包被于细胞培养皿内，超净台内风干； 

3)  常规消化 FLS，将经 siCYR61 转染的细胞分别接种至有 II 型胶原包被和无 II 型

胶原包被的新细胞培养皿中，将经无关干扰 siRNA 转染的细胞采取同样的方法

接种，将正常培养 FLS 接种于 II 型胶原包被的细胞培养皿中，继续置于 37 ℃

孵箱中培养 12 h； 

4)  将各实验组细胞分为两份，其中一份提取细胞总 RNA，反转录合成 cDNA 后，

行 Real-time PCR 检测 siCYR61 对 MMPs mRNA 表达水平的影响（方法同 2.2.1）；

另一份提取细胞总蛋白，BCA蛋白定量后，行Western-blot检测 siCYR61对MMP1

蛋白表达水平的影响（方法同 2.2.2）。 

2.5 生物信息学分析 MMP1 启动子区转录因子结合位点 

使用 NCBI 建立的核苷酸数据库在线资源 GenBank，获取人 MMP1 启动子序列，

将人 MMP1 启动子的全部序列拷贝到 Genomatix 网站在线分析软件中，预测 MMP1

启动子的可能转录因子结合部位。 
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2.6 CYR61 与候选转录因子表达相关性分析 

2.6.1 CYR61 过表达对候选转录因子表达水平的影响 

2.6.1.1 Real-time PCR 检测 Ad-CYR61 对候选转录因子表达水平的影响 

2.6.1.1.1 细胞处理 

取对数生长期 FLS，将细胞接种于 3 个 100 mm 细胞培养皿中，待细胞融合度达

约 80%时，取其中 1 个培养皿细胞，加入腺病毒 Ad-CYR61 感染，另外 1 个培养皿细

胞则加入腺病毒 Ad-EGFP 感染，6 h 后更换含 20% FBS 的 DMEM 培养基，继续培养

48 h； 

2.6.1.1.2 细胞总 RNA 提取 

1)  加入冰预冷的 RNAiso Plus 试剂，室温裂解 5 min，转移入经 DEPC 处理过的

Eppendorf 管中； 

2)  加 1/5 体积的氯仿，颠倒混匀 10 次，室温静置 10 min，4 ℃，12000 rpm，离心

20 min； 

3)  转上层水相于另一干净的 Eppendorf 管中，加入等体积异丙醇，颠倒混匀数次，

室温孵育 10 min 后，12000 rpm，4 ℃，离心 15 min； 

4)  使用移液器小心吸弃上清，加冰预冷的 75%乙醇，4 ℃，12000 rpm，离心 10 min； 

5)  弃上清，将 Eppendorf 管倒扣，空气干燥 5~10 min； 

6)  溶于 20 µL DEPC 处理水中； 

7) 用紫外分光光度计进行 RNA 定量。 

2.6.1.1.3 反转录合成 cDNA 

1)  依照下列反转录体系依次加入液体： 

组分 体积 

5×PrimescriptTM Buffer 6.0 μL 

PrimescriptTM RT Enzymemix I 1.5 μL 

Oligo dT Primer (50µM) 1.5 μL 

Random 6 mers (50µM) 1.5 μL 
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Total RNA 6.0 μL 

RNase Free H2O 13.5 μL 

Total 30 μL 

 

2)  反转录 PCR 仪参数设置： 

温度 时间 

37℃ 15 min 

85℃ 15 s 

4℃ ∝ 

 

2.6.1.1.4 实时定量 PCR 

1)  合成 ETS1、MZF 和 GATA3 基因片段特异性引物，同时以 β-actin 为内参照 

基因名称 Genebank NO. 引物序列 

ETS1  
Forward: GGAGCAGCCAGTCATCTTTC 

Reverse: GGTCCCGCACATAGTCCTT 

MZF  
Forward: CTTCCACCAGAGCACCAAG 

Reverse: ATCGCCAGCCTCACAATAAC 

GATA3  
Forward: CTCATTAAGCCCAAGCGAAG 

Reverse: ATTGGCATTCCTCCTCCAG 

 

2)  依照下列反转录体系依次加入液体： 

组分 体积 

SYBR Premix EX TaqTM II(2×) 10 μL 

上游引物(10 µM) 0.8 μL 

下游引物(10 µM) 0.8 μL 

ROX Reference DYE II(50×) 0.4 μL 

反转录制备的 cDNA 2.0 μL 
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RNase free H2O 6.0 μL 

Total 20 μL 

 

3)  实时定量 PCR 仪参数设置如下： 

步骤 温度 时间 循环数 

变性 95℃ 3 min 1× 

变性 95℃ 5 s 

40× 退火  60℃ 30 s 

延伸 72℃ 30 s 

延伸 72℃ 5 min 1× 

 

2.6.1.2 Western-blot 观察 Ad-CYR61 对转录因子 ETS1 表达水平的影响 

2.6.1.2.1 细胞处理 

取对数生长期 FLS，将细胞接种于 3 个 100 mm 细胞培养皿中，待细胞融合度达

约 80%时，取其中 1 个培养皿细胞，加入腺病毒 Ad-CYR61 感染，另外 1 个培养皿细

胞则加入腺病毒 Ad-EGFP 感染，6 h 后更换含 20% FBS 的 DMEM 培养基，继续培养

48 h； 

2.6.1.2.2 细胞总蛋白的提取 

1)  收集腺病毒感染 FLS 细胞，0.25%胰蛋白酶、0.01% EDTA 消化后于室温离心，

1000 rpm，5 min，预冷 PBS 洗涤 3 遍后置冰上； 

2)  根据细胞沉淀量向 Eppendorf 管中加入适量含有 PMSF 的细胞裂解液，冰水混合

物中裂解 30 min，期间用 1 mL 注射器反复吹打使之充分裂解； 

3)  4 ℃离心，12000 rpm，20 min，小心吸取上清，即为细胞总蛋白，采用 BCA 法

对各组细胞总蛋白进行定量，行 Western-blot 检测 CYR61 过表达对转录因子

ETS1 表达水平的影响（方法同 2.1.5.3）。 

2.6.2 CYR61 干涉对候选转录因子表达水平的影响 

1)  取对数生长期 FLS，将细胞接种于 3 个 100 mm 细胞培养皿中，待细胞融合度达

约 80%时，取其中 1 个培养皿细胞，加入 siCYR61 进行转染，另外 1 个培养皿细
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胞则加入无关干扰 siRNA 进行转染，6 h 后更换含 20% FBS 的 DMEM 培养基，

继续培养 48 h； 

2)  将各实验组细胞分为两份，其中一份提取细胞总 RNA，反转录合成 cDNA 后，

行 Real-time PCR 检测 siCYR61 对候选转录因子 mRNA 表达水平的影响（方法

同2.2.1）；另一份提取细胞总蛋白，BCA蛋白定量后，行Western-blot检测 siCYR61

对转录因子 ETS1 蛋白表达水平的影响（方法同 2.1.5.3）。 

2.7 双荧光素酶报告基因检测转录因子 ETS1 对 MMP1 启动子转录活性的影响 

1)  取处于对数生长期的HEK293T细胞，接种至24孔细胞培养板中，待细胞融合度

达70%左右； 

2)  分别将不同含量的pCMV-ETS1（0 ng、12.5 ng、25 ng、50 ng、100 ng）与pGL3-MMP1 

promoter（100 ng）和phRL-TK（5 ng）共转HEK293T细胞，每个实验组设立4个

复孔； 

3)  转染48 h后，弃培养上清，PBS洗两遍后，将100 μL 1×PLB细胞裂解液加入细胞

培养孔中，在室温轻缓晃动培养板 15 min，把裂解液转移到检测试管中，12000 

rpm离心10 min； 

4)  避光条件下，将0.2 mL Stop & Glo® Substrate加入10 mL Stop & Glo®缓冲液中，

配制成1×Stop & Glo®反应溶液，低温保存备用； 

5)  先取5 μL细胞裂解液，加入10 μL Luciferase Assay Buffer II，快速混匀，立即放

入荧光照度计检测萤火虫荧光素酶活性，记录数值1，再加入10 μL Stop & Glo反

应溶液，快速混匀后检测海肾荧光素酶活性，记录数值2； 

6)  根据每孔报告基因的数据（数值1/数值2），求取各实验组平均值、标准差。 

2.8 MMP1 启动子区截短体构建 

2.8.1 PCR 扩增 MMP1 启动子区各截短体基因片段 

1)  根据生物信心学预测的 MMP1 启动子区转录因子 ETS1 可能的结合位点，分别

设计合成克隆引物并引物中加入 Nhe I 和 Hind III 酶切位点。 

引物名称 引物序列 

截短体 F1 Forward: CTAGCTAGCGATAGACTCATATCAAGGGAAACAA 
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Reverse: CCCAAGCTTACTGGCCTTTGTCTTCTTTCTC 

截短体 F2 
Forward: CTAGCTAGCTGCCCAGGCTGATCTTGA 

Reverse: CCCAAGCTTACTGGCCTTTGTCTTCTTTCTC 

截短体 F3 
Forward: CTAGCTAGCCAAATAATCTGCTAGGAGTCACCA 

Reverse: CCCAAGCTTACTGGCCTTTGTCTTCTTTCTC 

截短体 F4 
Forward: CTAGCTAGCATATATACAGAGGGAGCTTCCTAGC 

Reverse: CCCAAGCTTACTGGCCTTTGTCTTCTTTCTC 

注：下划线标注为酶切位点； 粗体标注为基因序列。 

 

2)  以pGL3-MMP1 promotor质粒为模板，按以下组分制备PCR反应体系： 

组分 体积 

5× Fastpfu buffer 10 μL 

dNTP Mix(2.5 mM) 4 μL 

正向引物（10 μM） 2 μL 

反向引物（10 μM） 2 μL 

Fast pfu polymerase 1 μL 

模板DNA（100 ng/μL） 

ddH2O 

1 μL 

30 μL 

Total 50 μL 

 

3)  按以下条件设置反应程序进行 PCR 反应： 

步骤 温度 时间 循环数 

变性 95℃ 3 min 1× 

变性 95℃ 20 s 

30× 退火  55℃ 30 s 

延伸 72℃ 2 min 

延伸 72℃ 5 min 1× 
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将所有PCR产物行1 % 琼脂糖凝胶电泳检测PCR扩增结果。 

2.8.2 PCR 产物纯化、回收 

1)  在紫外灯下小心迅速地将DNA片段切下并尽量去除多余的凝胶，称取凝胶块的

重量，按照1 g/mL质量体积比加入Binding Buffer (XP2)，将混合物置于55~65 ℃

水浴中孵育7 min或直至凝胶完全溶解； 

2)  将HiBindTM DNA柱套入一个干净的2 mL收集管中，吸取700 μL上述溶解液至其

中，室温条件下，12000 rpm，离心1 min； 

3)  弃穿过液，将HiBindTM DNA柱重新套入收集管中，将剩余的DNA/琼脂糖溶解液

加入柱中，重复步骤2； 

4)  吸取300 μL Binding Buffer至HiBindTM DNA柱中，室温，12000 rpm，离心1 min； 

5)  弃穿过液，将柱子重新套入收集管中，加700 μL SPW Wash Buffer至HiBindTM 

DNA柱中，室温，12000 rpm，离心1 min； 

6)  弃穿过液，加700 μL SPW Wash Buffer至HiBindTM DNA柱中重复步骤5； 

7)  弃穿过液，将HiBindTM DNA柱重新套入收集管中，室温，13000 rpm，离心2 min

以去除柱中残余的酒精成分； 

8)  将HiBindTM DNA柱套入一个干净的1.5 mL离心管中，打开盖子室温挥发5 min，

吸取30~50 μL洗脱液滴加于吸附柱膜中央，室温，13000 rpm，离心,1 min，收集

穿过液。 

2.8.3 载体 pGL3-basic 及各截短体目的片段双酶切 

1)  载体 pGL3-basic 酶切体系如下： 

组分 体积 

质粒 pGL3-basic 1 μg 

10×Buffer 2 μL 

10×BSA 2 μL 

Nhe I 1 μL 

Hind III 1 μL 

dd H2O up to 20 μL 

各截短体目的片段酶切体系如下： 
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组分                                        体积 

PCR 回收产物                              14 μL 

10×Buffer 2 2 μL 

10×BSA 2 μL 

Nhe I 1 μL 

HindIII 1 μL 

酶切反应在 37℃水浴反应 2 h。按照前述方法，分别回收载体酶切大片段和目的

基因酶切产物。 

2.8.4 载体 pGL3-basic 及各截短体目的片段体外连接反应 

连接反应体系如下： 

组分 体积 

截短体目的片段 6 μL 

pGL3-basic 大片段 2 μL 

10×DNA Ligase Buffer 1 μL 

T4 DNA Ligase 1 μL 

连接反应在 16 ℃水浴反应过夜。 

2.8.5 热激法转化重组质粒 

1)  取 10 μL 上述连接产物加入 100 μL DH 5α 感受态细菌中，于冰上混匀后孵育 30 

min；42 ℃水浴热休克 90 s，立即取出置于冰上孵育 2 min；将混合物与 400 μL 无

抗性的 LB 培养基混匀，置于 37 ℃恒温摇床中，250 rpm/min，孵育 1 h；用移

液器吸取 200 μL 转化产物加入含 100 μg/mL Ampicillin 的 LB 培养板中，涂布均

匀后倒置于 37 ℃生化培养箱中，孵育过夜； 

2)  挑取单菌落接种于 LB 培养液（含 5 mL，100 μg/mL Ampicillin）中，置于恒温

摇床，37 ℃，250 rpm，培养过夜。 

2.8.6 含有 MMP1 启动子区截短体的重组质粒提取与鉴定 

1)  收集菌液，10000 rpm，室温离心 1 min； 

2)  去除菌液加 250 μL Solution I/RNase A，重悬菌体，充分混匀； 
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3)  加 250 μL Solution II，上下颠倒 Eppendorf 管 4~6 次，动作温和，室温静置 2 min； 

4)  加 125 μL 冰预冷 Buffer N3，温和混匀数次直至白色絮状物形成，4 ℃，12000 rpm

离心 10 min； 

5)  小心吸取上清，转移入干净的 1.5 mL 离心管中，加入 1/10 体积 ETR solution，

在 Eppendorf 管底部形成蓝色沉淀； 

6)  将上层液体转移至新的 1.5 mL Eppendorf 管中，加 1/2 体积无水乙醇，温和颠倒

6~7 次，室温放置 1~2 min; 

7)  吸取 700 μL 上述混合液加入 HiBindTM DNA Mini Column，室温，12000 rpm，离

心 1 min； 

8)  弃穿过液，加 500 μL HB Buffer 洗柱，室温，12000 rpm，离心 1 min； 

9)  弃穿过液，加 700 μL DNA Wash Buffer，室温，12000 rpm，离心 1 min，弃穿过

液，重复洗涤一遍； 

10) 弃穿过液，13000 rpm，空转 2 min； 

11) 将柱子转移入干净的 1.5 mL Eppendorf 管中，向吸附柱膜中央滴入 30~50 

Endoxin-Free Elution Buffer，13000 rpm，室温洗脱 1 min； 

12) 将提取的含有 MMP1 启动子区截短体的重组质粒，进行 Nhe I 和 Hind III 双酶切

（方法同前述），酶切产物加入 10×Loading buffer，行 1%琼脂糖凝胶电泳； 

13) 将酶切鉴定符合预期结果的重组质粒样本交由上海生工生物工程有限公司进行

测序。 

2.9 转录因子 ETS1 对 MMP1 启动子区截短体转录活性的影响 

1)  取处于对数生长期的HEK293T细胞，接种至24孔细胞培养板中，待细胞融合度

达70%左右； 

2)  分别将4个含有不同MMP1启动子区序列的重组质粒（100 ng）与pCMV-ETS1（100 

ng）和phRL-TK（5 ng）共转HEK293T细胞，每个实验组设立4个复孔； 

3)  转染48 h后，弃培养上清，PBS洗两遍后，将100 μL 1×PLB细胞裂解液加入细胞

培养孔中，在室温轻缓晃动培养板 15 min，把裂解液转移到检测试管中，12000 

rpm，离心10 min； 

4)  避光条件下，将0.2 mL Stop & Glo® Substrate加入10 mL Stop & Glo®缓冲液中，
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配制成1×Stop & Glo®反应溶液，低温保存备用； 

5)  先取5 μL细胞裂解液，加入10 μL Luciferase Assay Buffer II，快速混匀，立即放

入荧光照度计检测萤火虫荧光素酶活性，记录数值1，再加入10 μL Stop & Glo反

应溶液，快速混匀后检测海肾荧光素酶活性，记录数值2； 

6)  根据每孔报告基因的数据（数值1/数值2），求取各实验组平均值、标准差。 

2.10 MMP1 启动子区突变体构建 

1)  通过化学合成获得 MMP1 启动子突变序列，同时在序列两端分别引入 Nhe I 和

Hind III 酶切位点： 

    突变体 M1 (GGAA 删除)：

CTAGCTAGCCAAGTGATTCCAAATAATCTGCTAGGAGTCACCATTTCTAATG

ATTGCCTAGTCTATTCATAGCTAATCAAGAGGATGTTATAAAGCATGAGTCA

GACAGCCTCTGGCTTTCTGGAAGGGCAAGGACTCTATATATACAGAGGGAG

CTTCCTAGCTGGGATATTGGAGCAGCAAGAGGCTGGGAAGCCATCACTTAC

CTTGCACTGAGAAAGAAGACAAAGGCCAGTAAGCTTCCC 

突变体 M2 (GGAA 突变)：

CTAGCTAGCCAAGTGATTCCAAATAATCTGCTAGGAGTCACCATTTCTAATG

ATTGCCTAGTCTATTCATAGCTAATCAAGAGGATGTTATAAAGCATGAGTCA

GACAGCCTCTGGCTTTCTTTCCGGGCAAGGACTCTATATATACAGAGGGAG

CTTCCTAGCTGGGATATTGGAGCAGCAAGAGGCTGGGAAGCCATCACTTAC

CTTGCACTGAGAAAGAAGACAAAGGCCAGTAAGCTTCCC 

突变体 M3 (GGCTTTCTGGAAGGGCAAGGA 删除)：

CTAGCTAGCCAAGTGATTCCAAATAATCTGCTAGGAGTCACCATTTCTAATG

ATTGCCTAGTCTATTCATAGCTAATCAAGAGGATGTTATAAAGCATGAGTCA

GACAGCCTCTGGCTTTCTGGAAGGGCAAGGACTCTATATATACAGAGGGAG

CTTCCTAGCTGGGATATTGGAGCAGCAAGAGGCTGGGAAGCCATCACTTAC

CTTGCACTGAGAAAGAAGACAAAGGCCAGTAAGCTTCCC 

2)  载体 pGL3-basic 与突变序列经 Nhe I、Hind III 限制性内切酶 37 ℃酶切 3 h 后，

回收目的条带，在 T4 DNA 连接酶的作用下，16 ℃连接过夜； 
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3)  将上述连接液转化 DH 5α 感受态细胞，酶切鉴定并筛选出阳性克隆进行测序。 

2.11 转录因子 ETS1 对 MMP1 启动子区突变体转录活性的影响 

1)  取处于对数生长期的HEK293T细胞，接种至24孔细胞培养板中，待细胞融合度

达70%左右； 

2)  分别将3个不同MMP1启动子区突变体（100 ng）与pCMV-ETS1（100 ng）和

phRL-TK（5 ng）共转HEK293T细胞，每个实验组设立4个复孔； 

3)  转染48 h后，弃培养上清，PBS洗两遍后，将100 μL 1×PLB细胞裂解液加入细胞

培养孔中，在室温轻缓晃动培养板 15 min，把裂解液转移到检测试管中，12000 

rpm离心10 min； 

4)  避光条件下，将0.2 mL Stop & Glo® Substrate加入10 mL Stop & Glo®缓冲液中，

配制成1×Stop & Glo®反应溶液，低温保存备用； 

5)  先取5 μL细胞裂解液，加入10 μL Luciferase Assay Buffer II，快速混匀，立即放

入荧光照度计检测萤火虫荧光素酶活性，记录数值1，再加入10 μL Stop & Glo反

应溶液，快速混匀后检测海肾荧光素酶活性，记录数值2； 

6)  根据每孔报告基因的数据（数值1/数值2），求取各实验组平均值、标准差。 

2.12 ChIP 实验鉴定转录因子 ETS1 与 MMP1 启动子的结合能力 

2.12.1 细胞的甲醛交联与超声破碎 

1)  取处于对数生长期的HEK293T细胞，接种至100 mm细胞培养皿中，待细胞融合

度达70%左右； 

2)  将质粒pCMV-ETS1（100 ng）和质粒pGL3-MMP1 promoter（100 ng）共转HEK293T

细胞； 

3)  取出 1 平皿细胞，加入 270 μL 37%甲醛，使得甲醛的终浓度为 1%，温和地晃动

平皿混匀； 

4)  37 ℃孵育 10 min，加 10×甘氨酸 1 mL 于平皿中终止交联，混匀后室温孵育 5 min

后，将培养皿置于冰上； 

5)  吸尽培养基，用冰冷的 PBS 清洗细胞 2 次，加入 1 mL 预冷的含 PMSF 的 PBS，

细胞刮刀收集细胞，4 ℃，1000 rpm，离心 5 min，弃上清，收集细胞沉淀（可

于-70 ℃冰箱保存数月）； 
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6)  以 200 μL 内含 PMSF 的 SDS 裂解缓冲液重悬细胞，冰上放置 10 min，留取 5 μL

行琼脂糖凝胶电泳； 

7)  超声破碎：冰上超声剪切染色质 DNA，期间取 1 μL 行琼脂糖凝胶电泳，超声条

件优化使染色 DNA 被剪切成为 200 bp～1000 bp 的片段（30 个脉冲，每个 10 s，

脉冲间隔 10 s）； 

8)  超声剪切结束后，12000 rpm， 4 ℃离心 10 min，转移上清至 2 mL 离心管中，

去除不溶物质； 

9)  加入 8 μL 体积 5 M NaCl，65 ℃孵育，4 h 至过夜，以解交联（所获超声剪切物

可于-70 ℃冰箱保存 2 个月）； 

2.12.2 免疫共沉淀 

1)  用含蛋白酶抑制剂的 ChIP 稀释缓冲液稀释 DNA 溶解液； 

2)  加入 60 μL 蛋白 A/G-琼脂糖，4℃旋转孵育 1 h，以排除非特异性结合； 

3)  4 ℃，5000 rpm，离心 1 min，将上清转移至新的 Eppendorf 管中，留取 20 μL

作为 Input DNA 对照； 

4)  将上清分为三份，分别加入对应的抗体： 

           阳性对照：anti-RNA Polymerase （1 μg） 

           阴性对照：Normal Mouse IgG （1 μg） 

           实 验 组：针对 DNA 结合蛋白的特异性抗体（1~10 μg）； 

5)  4 ℃旋转孵育过夜（孵育时间可视情况而调整）。 

6)  孵育过夜后，每管中加入 60 μL 蛋白 G-琼脂糖，4 ℃旋转孵育 1 h； 

7)  依次用下列溶液清洗沉淀复合物，清洗的步骤：加入 1 mL 溶液，4℃旋转孵育

3~5 min，3000~5000 rpm，4 ℃离心 1 min，小心移除上清； 

① Low salt wash buffer，1 次 

② High salt wash buffer，1 次 

③ LiCl wash buffer，1 次 

④ TE buffer，2 次 
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8)  加入 100 μL 洗脱缓冲液（105 μL 20%SDS，210 μL 1 M NaHCO3，1785 μL 

ddH2O），轻弹管壁混匀，室温孵育 15 min，4℃，5000 rpm，离心 1 min，收集

上清液； 

9)  重复洗脱一次； 

10) 解交联：加入 5 M NaCl 8 μL，65 ℃孵育，4 h 至过夜。 

2.12.3 RT-PCR 分析 

2.12.3.1 DNA 纯化 

1)  向所有管中加入 1 μL RNase A，37℃孵育，30min； 

2)  加 4 µL 0.5 M EDTA，8 µL 1M Tris-HCl 和 1 µL Proteinase K 45 ℃，孵育 1~2 h。 

3)  向 200 μL DNA 样品中加入 1 mL Bind Reagent A；  

4)  弃穿过液，吸取剩余 600 μL 混合物于吸附柱中，室温，12000 rpm，离心 30 s； 

5)  弃穿过液，加 500 μL Wash Reagent B 于吸附柱中，室温，12000 rpm，离心 30 s； 

6)  弃穿过液，空转 12000 rpm，室温离心 30 s； 

7)  弃穿过液，将 50 μL Elution Buffer C 滴加于吸附膜上，室温，12000 rpm，离心

30 s。 

2.12.3.2 PCR 扩增 

以上述溶解于 ddH2O 中的 DNA 作为模板，利用特异性引物进行 PCR 扩增，用

于 ChIP 实验的引物序列如下： 

引物名称 引物序列 

ChIP I 
Forward: TGGGCAGGAGATGCTAAATAAGA 

Reverse: GCTCCTTGGTGCTAGGCAG 

ChIP II 
Forward: CCAGAGTCACGCTCAGTCTC 

Reverse: CCACCCCTTGCCCATCATTA 

ChIP III 
Forward: CCATGGAGTACTCTTTGACCTGT 

Reverse: TGTGCGAAGGAGACACACTC 

ChIP IV 
Forward: AAGCATGAGTCAGACAGCCT 

Reverse: GATGGCTTCCCAGCCTCTTG 

ChIP V 
Forward: ACAGAGGGAGCTTCCTAGCTG 

Reverse: TCCGCTTTTCAACTGGCCTT 
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按以下组分制备 PCR 反应体系：     

组分 体积 

2×Taq PCR MasterMix 10 μL 

正向引物（10 μM） 1 μL 

反向引物（10 μM） 1 μL 

DNA 

ddH2O 

2 μL 

6 μL 

Total 20 μL 

PCR 反应参数设置如下： 

步骤 温度 时间 循环数 

变性 95℃ 3 min 1× 

变性 95℃ 20 s 

25× 退火  59℃ 30 s 

延伸 72℃ 30 s 

延伸 72℃ 2 min 1× 

 

2.12.3.3 琼脂糖凝胶电泳分析 

PCR 扩增产物，加入 10×Loading buffer，行 1%琼脂糖凝胶电泳，电泳结果通过

灰度扫描分析转录因子 ETS1 与 MMP1 启动子的结合能力。 

2.13 EMSA 实验验证转录因子 ETS1 与 MMP1 启动子的结合区域 

1)  根据生物信息学分析预测的转录因子 ETS1 结合位点的序列设计探针，交由上海

生工生物工程有限公司合成，探针序列如下： 

引物名称 引物序列 

未标记野生型探针 
Forward: GGCTTTCTGGAAGGGCAAGGA 

Reverse: TCCTTGCCCTTCCAGAAAGCC 

生物素标记野生型探针 
Forward: GGCTTTCTGGAAGGGCAAGGA 

Reverse: TCCTTGCCCTTCCAGAAAGCC 

未标记突变型探针 
Forward: GGCTTTCTTTCCGGGCAAGGA 

Reverse: TCCTTGCCCGGAAAGAAAGCC 

生物素标记突变型探针 
Forward: GGCTTTCTTTCCGGGCAAGGA  

Reverse: TCCTTGCCCGGAAAGAAAGCC 
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2)  EMSA 胶的配制：  

组分 体积  

10× TBE buffer 1 mL  

40%丙烯酰胺 2 mL  

80%甘油 625 μL  

10%过硫酸铵 150 μL  

TEMED 10 μL  

ddH2O 16.2 mL  

Total 20 mL  

 

3)  EMSA 结合反应： 

阴性对照反应 

组分 体积 

Nuclease-free water 7 μL 

5×EMSA/Gel-Shift结合缓冲液 2 μL 

细胞核蛋白 0 μL 

标记好的探针 1 μL 

Total 10 μL 

样品反应 

组分 体积 

Nuclease-free water 5 μL 

5×EMSA/Gel-Shift结合缓冲液 2 μL 

细胞核蛋白 2 μL 

标记好的探针 1 μL 

Total 10 μL 

探针冷竞争反应 

组分 体积 
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Nuclease-free water 4 μL 

5×EMSA/Gel-Shift结合缓冲液 2 μL 

细胞核蛋白 2 μL 

未标记的探针 1 μL 

标记好的探针 1 μL 

Total 10 μL 

突变探针冷竞争反应 

组分 体积 

Nuclease-free water 4 μL 

5×EMSA/Gel-Shift结合缓冲液 2 μL 

细胞核蛋白 2 μL 

未标记的探针 1 μL 

标记好的探针 1 μL 

Total 10 μL 

Super-shift 反应 

组分 体积 

Nuclease-free water 4 μL 

5×EMSA/Gel-Shift结合缓冲液 2 μL 

细胞核蛋白 2 μL 

目的蛋白特异性抗体 1 μL 

标记好的探针 1 μL 

Total 10 μL 

 

按照上述顺序依次先加入除标记探针外的各种试剂，混匀，室温放置 10 min，以

消除探针和蛋白的非特异性结合；再加入标记探针，混匀，室温放置 20 min；加

入 10×EMSA/Gel-Shift 上样缓冲液，混匀后立即上样； 

4)  电泳：用 0.5×TBE 缓冲液作为电泳液，按照 10 V/厘米的电泳预电泳 10 min，把

混合了上样缓冲液的样品加入到上样孔内，100 V，电泳 45 min； 
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5)  转膜：使用 BioRad 的湿法电转膜装置，以 0.5×TBE 缓冲液作为转膜液，恒流 380 

mA，电转移 1 h； 

6)  交联：电转移后，用镊子夹取尼龙膜，置于一干燥的滤纸上，使用超净台内紫外

灯，距离膜 10 cm 左右交联 15 min； 

7)  封闭：将交联过的含有样品的尼龙膜，放入 15 mL 封闭液中，水平摇床上缓慢

摇动 15 min； 

8)  取出尼龙膜，放入 15 mL 含有 7.5 μL Streptavidin-HRP Conjugate 的封闭液中，水

平摇床上缓慢摇动 15 min； 

9)  将尼龙膜转移至另一装有 15 mL 洗涤液的容器内，水平摇床上缓慢洗涤 5 min，

重复洗涤 3 次； 

10) 检测平衡液中平衡 5 min； 

11) 用镊子夹取尼龙膜至预先铺有保鲜膜的发光板中，于暗室中进行 ECL 发光，胶

片曝光采图。 

2.14 CYR61 对 RA 滑膜成纤维样细胞侵袭功能的影响 

2.14.1 腺病毒 Ad-CYR61 对 RA 滑膜成纤维样细胞侵袭功能的影响 

1)  取处于对数生长期的 FLS，将细胞接种至 6 孔细胞培养板，实验分为以下三个处

理组：① FLS；② FLS+腺病毒 Ad-EGFP 感染；③ FLS+腺病毒 Ad-CYR61 感

染，FLS 经腺病毒感染 48 h 后，通过荧光显微镜确认 FLS 感染成功，继而进行

饥饿培养； 

2)  包被基底膜：用 DMEM 细胞培养基将 50 mg/L Matrigel 1:8 稀释，稀释液包被于

Transwell 小室上室面，37 ℃孵育过夜； 

3)  水化基底膜：向 Transwell 小室上室面加入 50 μL 10 g/L BSA-DMEM 无血清培养

液，37 ℃孵育 30 min； 

4)  将饥饿培养 24 h 的各实验组 FLS 消化，PBS 洗 1~2 遍，用含 0.1%FBS 的 DMEM

培养基重悬细胞，分别调整各实验组细胞密度至 5×104/mL； 

5)  分别取 200 μL 细胞悬液接种于 Transwell 小室上室面，下室中加入 500 μL 含

10%FBS 的 DMEM 培养基，同时注意避免气泡的产生； 

6)  37 ℃常规培养 24 h； 
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7)  取出小室，用棉签小心擦除上室细胞及液体，95%乙醇固定 10 min，待液体挥发

完全后，加入 0.1%结晶紫染色 10 min，用 PBS 漂洗小室中残余的结晶紫染色液； 

8)  计数：在倒置显微镜下（×40 倍）观察并随机选取 10 个视野拍照，计数移至微

孔膜下层的细胞。 

2.14.2 siCYR61 对 RA 滑膜成纤维样细胞侵袭功能的影响 

1)  取处于对数生长期的 FLS，将细胞接种至 6 孔细胞培养板，实验分为以下三个处

理组：① FLS；② FLS+无关干扰小 RNA 转染；③ FLS+siCYR61 转染，FLS

经干扰小 RNA 转染 48 h 后，以荧光标记的无关 siRNA 为参照，通过荧光显微

镜确认 FLS 转染成功，继而进行饥饿培养； 

2)  包被基底膜：用 DMEM 细胞培养基将 50 mg/L Matrigel 1:8 稀释，稀释液包被于

Transwell 小室上室面，37 ℃孵育过夜； 

3)  水化基底膜：向 Transwell 小室上室面加入 50 μL 10 g/L BSA-DMEM 无血清培养

液，37 ℃孵育 30 min； 

4)  将饥饿培养 24 h 的各实验组 FLS 消化，PBS 洗 1~2 遍，用含 0.1%FBS 的 DMEM

培养基重悬细胞，分别调整各实验组细胞密度至 5×104/mL； 

5)  分别取 200 μL 细胞悬液接种于 Transwell 小室上室面，下室中加入 500 μL 含

10%FBS 的 DMEM 培养基，同时注意避免气泡的产生； 

6)  37 ℃常规培养 48 h； 

7)  取出小室，用棉签小心擦除上室细胞及液体，95%乙醇固定 10 min，待液体挥发

完全后，加入 0.1%结晶紫染色 10 min，用 PBS 漂洗小室中残余的结晶紫染色液； 

8)  计数：在倒置显微镜下（×40 倍）观察并随机选取 10 个视野拍照，计数移至微

孔膜下层的细胞。 

2.15 CYR61 对 RA 滑膜成纤维样细胞迁移功能的影响 

1)  取处于对数生长期的 FLS，将细胞接种至 100 mm 细胞培养皿，实验分为以下三

个处理组：① FLS；② FLS+无关干扰小 RNA 转染；③ FLS+siCYR61 转染，

FLS 经干扰小 RNA 转染 48 h 后，以荧光标记的无关 siRNA 为参照，通过荧光显

微镜确认 FLS 转染成功，继而进行饥饿培养； 

2)  胶原包被：将用 0.2% 醋酸溶解的终浓度为 2 µg/µL II 型胶原溶液，按照 8 µg/cm2



第四军医大学博士学位论文 

-111- 

 

的浓度，包被于细胞培养皿内，超净台内风干； 

3)  预先用黑色标记笔在 6 孔细胞培养板底部，均匀地划横线，大约每隔 0.5~1 cm

一道，横穿过细胞培养孔，每孔至少穿过 5 条直线； 

4)  将 FLS 细胞经胰酶消化后，以 3×105 个细胞分别接种于有胶原包被和无胶原包被

的 6 孔板细胞培养板中进行常规培养，直至细胞呈单层排列，基本融合； 

5)  取干净的枪头和直尺，消毒备用； 

6)  以直尺为一边，用 20 µL 枪头制造划痕（尽量垂至于背后的横线划痕，枪头要垂

直，不能倾斜），每个孔划一次，记录下划痕区相对距离； 

7)  经 PBS 洗去游离细胞后，继续在含 10%FBS 的 DMEM 细胞培养液中培养 72 h； 

8)  于倒置显微镜下观察细胞划痕的修复情况并进行拍照计算各实验组细胞横向迁

移的距离（µm）。 

2.16 统计学处理 

运用 SPSS13.0 统计学软件进行数据分析。多组间比较采用单因素方差分析，两

组间比较采用 Student’s t 检验分析，所有实验均重复 3 次，实验结果以 x±s 表示。

P<0.05 为差异有统计学意义。 

3 实验结果 

3.1 CYR61 对 MMP1 的表达调控 

3.1.1 腺病毒 Ad-CYR61 的包装及其感染效率鉴定 

3.1.1.1 pDC316-mCMV-EGFP-CYR61 腺病毒载体构建 

3.1.1.1.1 重组质粒 pDC316-mCMV-EGFP-CYR61 酶切鉴定结果 

 pDC316-mCMV-EGFP-CYR61 质粒大提后，用 Nhe I 和 Hind III 做双酶切鉴定。

琼脂糖凝胶电泳结果（图 3-1）显示，pDC316-mCMV-EGFP-CYR61 重组质粒，双酶

切后产生 1146 bp 左右目的片段，与预期结果相符。 
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图 3-1 pDC316-mCMV-EGFP-CYR61 质粒酶切鉴定结果 

3.1.1.1.2 重组质粒 pDC316-mCMV-EGFP-CYR61 测序结果 

将酶切鉴定符合预期结果的重组质粒样本交由上海生工生物工程有限公司进行

测序，，序列正确，如图（图 3-2）所示。 

 

图 3-2 重组质粒 pDC316-mCMV-EGFP-CYR61 测序图谱 

 

3.1.1.2 腺病毒 Ad-CYR61 感染 FLS 效率鉴定 

将 RA FLS 接种于 24 孔板，待细胞融合度达 90%左右时，按照 MOI 值分别为

10、25 和 50 加入不同体积腺病毒 Ad-CYR61 毒液；感染 24 h 后，更换含 20%FBS
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的 DMEM 完全培养基常规培养液继续培养 48h；分别通过荧光显微镜（图 3-3 A）和

Western-blot（曝光时间 30 s）（图 3-3 B&C），观察 Ad-CYR61 的表达情况。随着 MOI

值升高，腺病毒感染FLS细胞数量逐渐增多，CYR61蛋白表达量相应增加。当MOI=50

时，腺病毒感染效率达到 95%以上，CYR61 蛋白表达量达到未感染前 2 倍以上。根

据各实验组荧光强度以及蛋白表达水平，初步确定腺病毒 Ad- CYR61 感染 FLS 的最

适滴度为 MOI=50。 

 

 

图 3-3 腺病毒 Ad-CYR61 感染 FLS 效率鉴定 

 

3.1.2 过表达 CYR61 对 MMP1 表达水平的影响 

    通过 Real-time PCR实验（图 3-4 A），我们发现腺病毒 Ad-CYR61 感染 FLS，MMP1 

mRNA 表达水平上调约 110 倍左右，MMP2 mRNA 表达水平上调 6 倍左右，分别与

对照组和对照腺病毒相比，具有明显的统计学差异(**P<0.01)，而 MMP9 和 MMP13 

mRNA 表达水平在 CYR61 过表达后没有明显变化。同时，Western-blot 实验结果（图

3-4 B）显示，过表达 CYR61 能够促进 MMP1 蛋白的表达。 
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图 3-4 Real-time PCR 和 Western-blot 检测过表达 CYR61 对 MMP1 表达水平的影响 

3.1.3 siCYR61 的筛选与干涉效率鉴定 

根据 CYR61 CDS 区序列，分别设计合成 3 对 CYR61 干扰小 RNA，以 LipoTM 2000

为介质转染RA FLS细胞，同时以荧光对照干扰小RNA为参照，确定各组干扰小RNA

的转染效率。经 Western-blot 分析 siCYR61 在 RA FLS 细胞中的干涉效率（曝光时间

2 min）。结果（图 3-5 A&B）显示，3 对 CYR61 干扰小 RNA 均能够一定程度干涉

CYR61 蛋白表达，其中 3 号 siCYR61 干涉效率最强，干涉效率达到 90%以上，故选

之进行后续实验研究。 

 

图 3-5 Western-blot 鉴定 siCYR61 干涉效率 

 

3.1.4 siCYR61 对 MMP1 表达水平的影响 

本实验分为以下六个实验组：① FLS；② FLS +II 型胶原；③ siNC/ FLS；④ 

siNC/ FLS+II 型胶原；⑤ siCYR61/FLS；⑥ siCYR61/ FLS+II 型胶原。 首先用

siCYR61 转染 RA FLS 细胞，常规培养 48 h，以荧光对照干扰小 RNA 为阴性对照，
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通过荧光显微镜观察，确认 siRNA 转染成功后，将 RA FLS 细胞消化下来，用无血

清 DMEM 洗液重悬后，接种于包被有 II 型胶原的细胞培养皿，继续培养 12 h。继

而，将各实验组细胞分为两份，其中一份用于细胞总 RNA 的提取，进行 Real-time PCR

检测（图 3-6 A）；另外一份用于提取总蛋白，以 β-actin 为内参，行 Westen-blot 检测

（图 3-6 B）。结果显示，干涉 CYR61 能够抑制 MMP1 的表达，即使通过 II 型胶原

刺激，由于 CYR61 被阻断，无法回复 MMP1 的表达。 

 

 

图 3-6 Real-time PCR 和 Western-blot 检测 siCYR61 对 MMP1 表达水平的影响 

3.2 CYR61 调控 MMP1 表达的分子机制 

3.2.1 生物信息学分析 MMP1 启动子区 

使用 NCBI 建立的核苷酸数据库在线资源 GenBank，获得了人 MMP1 启动子序

列，通过 Genomatix 网站在线分析软件 MatInspector 预测 MMP1 启动子区转录因子

结合部位，结果发现 MMP1 基因转录起始位点上游 1326 bp 启动子区域存在 1 个

GATA3 转录因子结合位点，1 个 MZF 转录因子结合位点以及 5 个 ETS1 转录因子结

合位点。 
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图 3-7 生物信息学分析 MMP1 启动子区域转录因子结合位点 

3.2.2 CYR61 与候选转录因子表达相关性分析 

    为了验证CYR61与生物信息学分析获得的可能参与调控MMP1表达的候选转录

因子之间的相关性，首先利用腺病毒 Ad-CYR61 感染 CYR61 低表达细胞株 HEK 

293T，通过 Real-time PCR 实验从基因转录水平，验证 CYR61 与候选转录因子

GATA3、MZF1 以及 ETS1 的表达相关性。结果（图 3-8 A）显示，过表达 CYR61 能

够显著性的促进转录因子 ETS1 和 MMP1 的 mRNA 表达水平，而转录因子 GATA3

和 MZF1 mRNA 表达水平，在腺病毒 Ad-CYR61 感染前后差异无统计学意义

(P>0.05)，进一步采用 Western-blot 实验（图 3-8 B）证实了，CYR61 能够上调转录

因子 ETS1 的表达。接着，利用 siCYR61 转染 FLS，同样通过 Real-time PCR 方法观

察 CYR61 下调对候选转录因子 GATA3、MZF1 以及 ETS1 的表达影响，结果（图 3-8 

C）表明 siCYR61 能够抑制转录因子 ETS1 和 MMP1 的 mRNA 表达水平，而对转录

因子 GATA3 和 MZF1 mRNA 表达水平没有影响，Western-blot 实验结果（图 3-8 D）

进一步说明了 siCYR61 能够抑制 ETS1 的表达。综上所述，CYR61 与转录因子 ETS1

表达具有明显相关性，可能通过其调控下游 MMP1 的表达。 
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图 3-8 Real-time PCR 和 Western-blot 分析 CYR61 与候选转录因子表达的相关性 

3.2.3 转录因子 ETS1 对 MMP1 启动子转录活性的影响 

为了证实转录因子 ETS1 参与调控 MMP1 的表达，分别将不同含量的

pCMV-ETS1 与 pGL3-MMP1 promoter 和 phRL-TK 共转 HEK293T 细胞，通过双荧光

素酶报告基因实验验证转录因子 ETS1 对 MMP1 启动子转录活性的影响。结果（图

3-9）表明随着 pCMV-ETS1 质粒转染量的升高，MMP1 启动子活性逐渐升高，与未

转染 pCMV-ETS1 质粒的相对荧光素酶活性相比具有显著性的差异（**P <0.01）。 
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图 3-9 双荧光素酶报告基因检测转录因子 ETS1 对 MMP1 启动子转录活性的影响 

3.2.4 MMP1 启动子区截短体构建 

3.2.4.1 PCR 扩增 MMP1 启动子区截短体序列 

通过特异性引物 PCR 扩增 MMP1 启动子区域从而获得截短体序列，琼脂糖凝胶

电泳结果（图 3-10）显示，各截短体的 PCR 扩增产物与预期理论值（截短体 F1：1176 

bp，截短体 F2：726 bp，截短体 F1：217 bp，截短体 F1：97 bp）相符。 

 

图 3-10 PCR 扩增 MMP1 启动子区截短体序列 

3.2.4.2 双酶切鉴定 MMP1 启动子区截短体重组质粒的构建 

各截短体重组质粒大提后，用 Nhe I 和 Hind III 做双酶切鉴定。琼脂糖凝胶电泳

结果如图（图 3-11）所示，结果显示各截短体重组质粒双酶切后产生 4 个不同大小
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的目的片段，与预期结果（截短体 F1：1176 bp，截短体 F2：726 bp，截短体 F1：

217 bp，截短体 F1：97 bp）相符。 

 

图 3-11 双酶切鉴定 MMP1 启动子区截短体重组质粒 

3.2.4.3 MMP1 启动子区截短体重组质粒测序结果 

将酶切鉴定符合预期结果的重组质粒样本交由上海生工生物工程有限公司进行

测序，序列正确，如图（图 3-12、图 3-13、图 3-14 和图 3-15）所示。 

 

图 3-12 截短体 F1 测序图谱 
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图 3-13 截短体 F2 测序图谱 

 

 

 

 
图 3-14 截短体 F3 测序图谱 
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图 3-15 截短体 F4 测序图谱 

3.2.5 转录因子 ETS1 对 MMP1 启动子区截短体转录活性的影响 

    为了进一步明确 MMP1 启动子区转录因子 ETS1 的核心调控位点，分别将含有

MMP1 启动子区截短体的重组质粒与 pCMV-ETS1 和 phRL-TK 共转 HEK293T 细胞，

通过双荧光素酶报告基因实验观察转录因子 ETS1 对 MMP1 启动子区截短体转录活

性的影响。结果（图 3-16）显示，转染 pCMV-ETS1 质粒，MMP1 启动子全长、截

短体 F1、截短体 F2、截短体 F3 转录活性增强，而 ETS1 对 MMP1 启动子区截短体

F4转录活性无影响，说明转录因子ETS1在MMP1启动子区的核心调控区位于MMP1

基因转录起始位点上游-217~-97 bp。 

 

图 3-16 双荧光素酶报告基因分析转录因子 ETS1 对 MMP1 启动子区截短体转录活性的影响 
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3.2.6 MMP1 启动子区突变体构建 

3.2.6.1 双酶切鉴定 MMP1 启动子区突变体 

各突变体大提后，用 Nhe I 和 Hind III 做双酶切鉴定。琼脂糖凝胶电泳结果（图

3-17、图 3-18 和图 3-19）显示，各突变体双酶切后均产生 230 bp 左右的目的片段，

与预期结果（突变体 M1: 227 bp、突变体 M1: 223 bp、突变体 M1: 206 bp）相符。 

 

图 3-17 MMP1 启动子区突变体 M1 酶切鉴定结果 
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图 3-18 MMP1 启动子区突变体 M2 酶切鉴定结果 

 

图 3-19 MMP1 启动子区突变体 M3 酶切鉴定结果 

 

3.2.6.2 MMP1 启动子区突变体测序结果 

将酶切鉴定符合预期结果的重组质粒样本交由上海生工生物工程有限公司进行

测序，序列正确，如图（图 3-20、图 3-21 和图 3-22）所示。 

 

图 3-20 突变体 M1 测序图谱 



第四军医大学博士学位论文 

-124- 

 

 

 

 

 

 
图 3-21 突变体 M2 测序图谱 

 

 

 

图 3-22 突变体 M3 测序图谱 
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3.2.7 转录因子 ETS1 对 MMP1 启动子区突变体转录活性的影响 

    前期我们通过生物信息学分析发现，MMP1 基因转录起始位点上游-217~-97 bp

存在转录因子 ETS1 的潜在结合序列 GGCTTTCTGGAAGGGCAAGGA。转录因子

ETS1 含有一段约 85 个氨基酸的序列——DNA 结合域，能够识别带有 GGAA/T 核心

基序的靶 DNA。为了进一步明确转录因子 ETS1 在 MMP1 启动子区结合的核心序列，

我们分别构建了 3 个突变体，通过双荧光素酶报告基因验证，ETS1 对突变体转录活

性的影响。结果（图 3-23）显示，无论是核心序列 GGAA 缺失还是突变为 TTCC，

突变体转录活性明显降低，而 ETS1 结合序列完全删除，突变体基本没有转录活性，

由此证实了位于 MMP1 基因转录起始位点上游-114~-111 bp 启动子序列 GGAA 可能

是转录因子 ETS1 结合 MMP1 启动子的核心序列。 

 

图 3-23 双荧光素酶报告基因检测转录因子 ETS1 对 MMP1 启动子区突变体转录活性的影响 

 

3.2.8 ChIP 实验鉴定转录因子 ETS1 与 MMP1 启动子的结合 

3.2.8.1 ChIP 实验引物特异性鉴定 

    根据 MMP1 启动子区潜在 ETS1 转录因子结合位点序列，设计合成特异性引物，

通过 PCR 实验扩增 5 条包含有 ETS1 结合序列的启动子序列，琼脂糖凝胶电泳结果

（图 3-24）显示，PCR 扩增获得了特异性的目的条带，大小约为 100 bp 左右，与预

期实验结果理论值相符，可用于后续 ChIP 实验。 
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图 3-24 ChIP 引物特异性鉴定 

3.2.8.2 DNA 超声条件优化 

    染色质免疫沉淀试验中对共价交联的基因组染色进行超声破碎处理以获得适当

大小的 DNA 片段是后续 ChIP 实验成功的前提条件。影响基因组 DNA 破碎的因素

很多，如超声时间、超声环境和超声功率等因素。通过超声条件优化摸索，结果（图

3-25）发现，冰上裂解，30%最大输出功率，脉冲超声时间 10 s，间隔超声时间 10 s，

脉冲 45 次，绝大多数 DNA 片段大小位于 100~500 bp 之间，可用于后续 ChIP 实验。 

 

图 3-25 DNA 超声优化 
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3.2.8.3 ChIP 实验分析转录因子 ETS1 与 MMP1 启动子的结合能力 

ChIP 实验分别设立了 Input 组、anti-RNA Polymerase II 抗体阳性对照、普通 Ig G

阴性对照以及 ETS1 实验组，结果显示所有 anti-RNA Polymerase II 抗体阳性对照组

PCR 都有条带出现，保证了 ChIP 实验系统合理，所有普通 Ig G 阴性对照组都没有

条带出现排除了非特异结合，最终通过灰度扫描并计算，实验组与 Input 组条带亮度

比值，确定转录因子 ETS1 与 MMP1 启动子区域不同结合位点的结合能力。数据分

析结果（图 3-26）表明，转录因子 ETS1 与 MMP1 基因转录起始位点上游-217~-97 bp

启动子序列结合能力最强。 

 

 

图 3-26 ChIP 实验鉴定转录因子 ETS1 与 MMP1 启动子区截短体的结合能力 
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3.2.9 EMSA 实验验证转录因子 ETS1 与 MMP1 启动子的结合区域 

    EMSA凝胶迁移实验是一种研究 DNA 与蛋白质相互作用的常用技术，当核转录

因子 ETS1 与合成的 MMP1 启动子探针结合后，其复合物在聚丙烯酰胺凝胶电泳中

的迁移率将小于未结合转录因子的 DNA，从而检测转录因子 ETS1 能否与 MMP1 的

启动子相互结合。我们首先将探针滴加到尼龙膜，经紫外交联、封闭、Streptavidin-HRP 

Conjugate孵育，通过ECL发光鉴定了用于EMSA实验的探针的标记效率（图3-27 A）；

继而进行 EMSA 实验，结果（图 3-27 B）显示在细胞核蛋白存在条件下，加入生物

素标记野生型探针，形成的核酸-蛋白复合在聚丙烯酰胺凝胶电泳中出现拖尾现象；

当加入 50 倍过量的未标记野生型探针时，竞争与 ETS1 蛋白的结合，因而没有观察

到拖尾现象；而在细胞核蛋白存在条件下，同时加入生物素标记野生型探针和转录

因子 ETS1 特异性抗体，形成核酸-蛋白-抗体复合物，因此出现 Super-shift 条带。以

上实验结果为转录因子 ETS1 与 MMP1 启动子相互结合提供了直接的证据。 

 

图 3-27 EMSA 实验验证转录因子 ETS1 与 MMP1 启动子的结合 
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3.3 CYR61 对 RA 滑膜成纤维样细胞功能的影响 

3.3.1 CYR61 对 RA 滑膜成纤维样细胞侵袭功能的影响 

3.3.1.1 过表达 CYR61 促进 RA 滑膜成纤维细胞侵袭 

FLS 具有“类肿瘤”样细胞的生物学特性，能够分泌基质金属蛋白酶，降解细胞外

基质，通过 Transwell 实验（图 3-28 A），观察到 FLS 接种于包被有 Matrigel 的 Transwell

上室面，经 24 h 孵育后，有 50 ± 2 个细胞穿过基质胶到达 Transwell 下室面；Ad-EGFP

病毒感染预处理的 FLS，穿过小室面的细胞数为 56 ± 4 个，与正常对照组相比，没

有统计学差异（P>0.05）；而经 Ad-CYR61 感染预处理的 FLS，穿过小室面的细胞数

为 142 ± 8 个，与正常对照组或与 Ad-EGFP 病毒感染组相比，具有明显的统计学差

异（**P <0.01）（图 3-28 B）。以上结果表明，过表达 CYR61 能够促进 RA FLS 的细

胞侵袭。

 

图 3-28 Transwell 实验检测 Ad-CYR61 对成纤维样滑膜细胞侵袭功能的影响（10×） 

 

3.3.1.2 CYR61 小干扰 RNA 抑制 RA 滑膜成纤维细胞侵袭 

为了进一步证实 CYR61 对 RA FLS 细胞侵袭功能的影响。我们通过 Transwell

实验（图 3-29 A），观察到 FLS 接种于包被有 Matrigel 的 Transwell 上室面，经 48 h

孵育后，有 194 ± 14 个细胞穿过基质胶到达 Transwell 下室面；无关干扰小 RNA 转

染预处理的 FLS，穿过小室面的细胞数为 183 ± 13 个，与正常对照组相比，没有统

计学差异（P>0.05）；而经 siCYR61 转染预处理的 FLS，穿过小室面的细胞数为 92 ± 

8 个，与正常对照组或与 siNC 病毒感染组相比，具有明显的统计学差异（**P <0.01）

（图 3-29 B）。以上结果表明，干涉 CYR61 表达能够抑制 RA FLS 的细胞侵袭。 
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图 3-29 Transwell 实验检测 siCYR61 对成纤维样滑膜细胞侵袭功能的影响（10×） 

3.3.2 CYR61 促进 RA 滑膜成纤维样细胞的迁移 

滑膜成纤维样细胞的运动能力对于研究 RA 关节软骨破坏具有重要的意义，据

此我们通过细胞划痕实验评价 CYR61 对 RA FLS 细胞横向迁移的作用。结果（图 3-30 

A）显示，正常对照组、无关干扰小 RNA 处理组和 CYR61 干涉组的成纤维样滑膜

细胞，划痕 72 h 后，细胞横向迁移距离分别为 82 ± 10 μm、90 ± 12 μm 和 59 ± 5 μm，

CYR61 干涉抑制了 FLS 细胞迁移；而经 II 型胶原刺激的 FLS 和无关干扰小 RNA 处

理的 FLS，细胞横向迁移距离增大，分别为 160 ± 13 μm 和 175 ± 15 μm，与未经 II

型胶原刺激的各组 FLS 之间均存在明显的统计学差异（**P <0.01）（图 3-29 B），CYR61

干涉后即使给予 II 型胶原刺激，也无法增强 FLS 的迁移能力。由此得出结论，CYR61

在 RA FLS 细胞迁移中扮演着重要的角色，抑制 CYR61 的表达能够削弱 RA FLS 细

胞迁移能力。 

 

图 3-30 细胞划痕实验检测 CYR61 对成纤维样滑膜细胞迁移功能的影响（10×） 
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4 讨论 

CYR61 是 CCN 家族具代表性的成员，是重要的细胞基质调节因子，处于细胞内、

外信号转导通路下游，参与细胞粘附、迁移、增殖、凋亡、衰老和细胞分化等过程，

在肿瘤形成、软骨和骨生成、创伤愈合、血管性疾病、纤维化疾病、糖尿病视网膜

病变和类风湿性关节炎中起到至关重要的作用。Nguyen 等[103]将 CYR1 转染至低侵

袭力、低表达 CYR1 的乳腺癌细胞系 MCF-7 后，MCF-7 获得高侵袭性，能诱导基

质金属蛋白酶 1（MMP1）的生成，转染至裸鼠后形成大的癌灶，具有强致瘤性，而

在高侵袭性乳腺癌细胞中干涉 CYR61 的表达可降低基质成纤维细胞的 MMP1 分泌

能力，削弱乳腺癌细胞的侵袭能力。另有研究发现[70]，稳定转染 CYR61 基因的正

常乳腺上皮细胞 MCF-12A 在裸鼠体内亦可诱导肿瘤形成。将重组腺病毒 Ad-CYR61 

感染人骨肉瘤细胞，使其获得较强的迁移能力[104, 105]。Young[106]等发现，在神经胶

质瘤细胞中抑制 CYR1 能明显减弱细胞侵袭力。在胃癌细胞系 AGS 中转染了 CYR1

后，可增强 COX-2 蛋白表达及酶活性[38]，而 COX-2 可通过增强基质金属蛋白酶活

性和促进血管生成而促进胃癌的进展[107, 108]。对 CYR1 促进胃癌细胞侵袭性的机制进

行进一步研究，发现 CYR1 可通过 PI3K/mTOR 和 MAPK 依赖的信号通路促进低氧

诱导因子-1α（hypoxia-inducing factor-1α，HIF-1α）蛋白合成增加，而且可诱导 HIF-1α

介导的低氧反应元件（hypoxia response element，HRE）依赖的转录活性，使 HIF-1α

调控的侵袭相关基因纤溶酶原激活因子抑制剂-1（plasminogen activator inhibitor-1, 

PAI-1）表达上调，从而促进胃癌细胞的侵袭性[109]。上述研究表明 CYR1 与多种肿

瘤的侵袭及转移有关。RA FLS 是一种类肿瘤样细胞，也具有增殖、侵袭的特性，因

此该分子在介导 RA FLS 细胞增殖及侵袭过程中可能发挥重要的生物学功能。 

    本实验我们首先通过首先通过腺病毒过表达 CYR61 观察 CYR61 与 MMPs 的表

达相关性，Real-time PCR 和 Western-blot 结果显示，过表达 CYR61 能够促进 MMP1

的表达；CYR61 是否参与 DDR2 活化调控 MMP1 的表达过程？我们通过 CYR61 

siRNA 干涉 CYR61 的表达，反相实验证实 II 型胶原-DDR2-CYR61-MMP1 信号通路

的存在。为了进一步深入探讨，CYR61 调控 MMP1 表达的具体分子机制，我们充分

运用生物信息学分析，MMP1 启动子区域潜在转录因子的结合位点，Real-time PCR

和 Western-blot 验证发现，CYR61 能够调控转录因子 ETS1 的表达。 
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转录因子 ETS1 是原癌基因 ETS 家族中最具代表性的成员之一，ETS 家族成员

还包括 ETS2、Erg、GABP、ELK、PEA3 和 ELF 等多个亚族。该家族成员包含有两

个结构域：DNA 结合区域和调控区域，基因高度保守，共同特点是具有高度保守 ETS

结构域，为螺旋-转角-螺旋基序，可识别并结合富含嘌呤的 DNA 核心序列 GGAA/T。

ETS1 是目前研究较多的一个成员，研究表明， ETS1 对细胞分化、增殖、血管生成

[110]、细胞凋亡、肿瘤新生血管[111]和肿瘤侵袭转移[112]具有重要的调控作用[113]。 

目前已有研究表明，MMPs 基因的启动子区含有 ETS1 的结合序列，ETS1 的过

表达可以诱导 MMP1、MMP3、MMP7 和 MMP9 等基质金属蛋白酶的表达，从而达

到参与 ECM 的降解作用[114]。为了进一步明确 ETS1 对 MMP1 的调控作用，我们首

先通过双荧光素酶报告基因验证了转录因子 ETS1 对 MMP1 启动子转录活性的调节

作用；进而，构建 MMP1 启动子截短体明确 MMP1 启动子区转录因子 ETS1 的核心

调控位点，结果发现转录因子 ETS1 在 MMP1 启动子区的核心调控区位于 MMP1 基

因转录起始位点上游-217~-97 bp；接着，我们结合生物信息学分析结果，构建了 3

个突变体，通过双荧光素酶报告基因验证，ETS1 对突变体转录活性的影响，结果显

示无论是核心序列GGAA缺失还是突变为TTCC，突变体转录活性明显降低，而ETS1

结合序列完全删除，突变体基本没有转录活性，由此证实了位于 MMP1 基因转录起

始位点上游-114~-111 bp 启动子序列 GGAA 可能是转录因子 ETS1 结合 MMP1 启动

子的核心序列；最终我们通过 ChIP 实验证实了转录因子 ETS1 与 MMP1 启动子区域

不同结合位点的结合能力不尽相同，而转录因子 ETS1 与 MMP1 基因转录起始位点

上游-217~-97 bp 启动子序列结合能力最强，EMSA 实验进一步明确了转录因子 ETS1

与 MMP1 基因转录起始位点上游-122~-102 bp 启动子序列之间存在直接结合，阐明

CYR61 调控下游效应分子的具体分子机制。同时，为了考究 II 型胶原刺激 DDR2 活

化促进 CYR61 的表达，诱导下游效应分子 MMPs 的产生，从而降解细胞外基质，增

强 FLS 的侵袭迁移功能这一假说的成立，我们还需要通过 Transwell 和细胞划痕实验

检测关键分子 CYR61 对 RA 滑膜成纤维样细胞侵袭功能的影响，来完善证据链。结

果表明，CYR61 在 FLS 侵袭迁移中具有重要的作用，siRNA 阻断 CYR61 的表达能

够明显抑制 FLS 的细胞侵袭功能。通过以上实验设计，最终证实 II 型胶原

-DDR2-CYR61 –MMPs 通路的存在，阐明 CYR61 对 MMPs 的调控机制，为 RA 发病

机理的研究奠定基础，又可发现新的药物靶位。 
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第四部分 CYR61 对 CIA 大鼠关节软骨破坏的影响 

引  言 

前期我们通过体外实验证实了 DDR2 活化能够增强转录因子 AP-1 与 CYR61 启

动子区的结合活性，从而诱导 CYR61 启动子转录活性升高，促进 CYR61 的表达。

而 CYR61 通过上调 ETS1 的表达影响 MMP1 的蛋白水平，从而促进 RA FLS 细胞的

侵袭转移。 

为进一步明确 DDR2-CYR61-MMP1 通路在 RA 关节软骨损伤中的作用，我们进

行了活体动物实验。通过 II 型胶原和完全弗氏佐剂混合尾根部皮下注射的方法制备

大鼠 CIA 模型。通过体重监测、累积关节炎发生率、足跖厚度、关节炎指数评分等

指标评价干涉腺病毒 shCYR61 对大鼠炎症反应的缓解作用；继而，运用 X 射线以及

Micro CT 结合 3D 重建技术，分析干涉腺病毒 shCYR61 对 CIA 大鼠关节软骨损伤的

治疗作用；最后，利用 HE 染色比较干涉腺病毒 shCYR61 局部治疗的组织病理学变

化情况。 

1 实验材料 

1.1 实验动物 

SPF(specific pathogen-free, SPF)级 Wistar 大鼠 40 只，雌性，7~8 周龄，体重

200~220 g。 

1.2 主要试剂 

苦味酸 西亚试剂 

0.9% NaCl 注射液 辰欣药业公司 

甲醇 西安化学试剂厂 

BSA 北京鼎国生物工程公司 

戊巴比妥钠 上海伟进生物有限公司 

甘氨酸 华美生物工程公司 
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SDS 华美生物工程公司 

丙烯酰胺 华美生物工程公司 

Tween-20 华美生物工程公司 

RIPA 细胞裂解液 碧云天生物技术研究所 

PMSF 碧云天生物技术研究所 

鼠抗 β-actin 单克隆抗体 北京康为世纪生物科技有限公司 

HRP 标记的二抗 北京康为世纪生物科技有限公司 

TEMED 德国 Serva 公司 

β-巯基乙醇 美国 Sigma 公司 

Tris 碱 美国 Sigma 公司 

完全弗氏佐剂 美国 Sigma 公司 

感光胶片 美国 Kodak 公司 

BCA 蛋白浓度测定试剂盒 美国 Thermo 公司 

ECL 化学发光显色液 美国 Thermo 公司 

PVDF 膜 美国 Millipore 公司 

牛 II 型胶原 美国 Chondrex 公司 

预染蛋白 Marker 美国 Fermentas 公司 

兔抗鼠 CYR61 多克隆抗体 美国 Santa Cruz 公司 

1.3 主要仪器 

微米 X 射线三维成像系统 德国 YXLON 公司 

FA1604S 型电子天平 上海天平仪器厂 

PHS-3C 型精密 pH 计 上海雷磁仪器厂 

TH-2C 恒温震荡器 江苏太仓实验设备厂 

5415C 台式离心机 德国 Eppendorf 公司 

高压灭菌锅 日本 SANYO 公司 

生化培养箱 日本 SANYO 公司 

制冰机 日本 SANYO 公司 

IX70 倒置显微镜 日本 Olympus 公司 
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蛋白电泳仪 美国 Bio-Rad 公司 

Western-blot 转印仪 美国 Bio-Rad 公司 

GS-15R 高速台式冷冻离心机 美国 Beckman 公司 

2 实验方法 

2.1 干涉腺病毒 Ad-shCYR61 的包装及其感染效率鉴定 

2.1.1 pDC316-ZsGreen-ShRNA-CYR61 腺病毒载体构建 

1)  shRNA 片段的合成 

合成序列如下： 

shCYR61 Forward： 

5’-GCGAGATGTTCTCCAAGAATTCAAGAGATTCTTGGAGAACATCTCGCTT

TTTTAGATCTG-3’ 

shCYR61 Reverse： 

5‘-GATCCAGATCTAAAAAAGCGAGATGTTCTCCAAGAATCTCTTGAATTCT

TGGAGAACATCTCGC-3’ 

2)  分别取对应 2 μL DNA 引物片段，加入至 16 μL 退火 Buffer（10 mM Tris-HCl，

50 mM NaCl，pH 8.0）中，充分混匀，100 ℃退火自然冷却至室温，退火产物分

别用无菌水稀释 100 倍； 

3)  载体 pDC316-ZsGreen-ShRNA 用限制性内切酶 Pst I 单酶切，酶切体系如下： 

组分 体积 

pDC316-ZsGreen-ShRNA    2 μg 

10×Buffer  3 μL 

Pst I 1 μL 

ddH2O 补足 30 μL 

37 ℃反应 40 min，PCR 产物胶回收。 

4)  pDC316-ZsGreen-ShRNA Pst I 单酶切回收质粒的 Klenow 酶末端补齐。 

反应体系如下： 

组分 体积 
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质粒   17 μL 

10×Buffer  2 μL 

Klenow 0.5 μL 

dNTP 0.5 μL 

37 ℃反应 20 min，PCR 产物胶回收。 

5)  pDC316-ZsGreen-ShRNA Pst I Klenow N 端补平后，再用限制性内切酶 BamH I

单酶切，反应体系如下： 

组分 体积 

目的质粒回收产物    26 μL 

10×Buffer  3 μL 

BamH I 1 μL 

37℃反应 40 min 然后跑胶用琼脂糖凝胶试剂盒回收。 

6)  质粒 pDC316-ZsGreen-ShRNA 回收大片段与 shCYR61 的稀释退火产物的连接，

16 ℃水浴反应过夜。连接反应体系如下： 

组分                                        体积 

pDC316-ZsGreen-ShRNA 大片段                              1μL 

ShRNA 退火产物 1μL 

10×DNA Ligase Buffer 1μL 

T4 DNA Ligase 

ddH2O 

1μL 

6μL 

7)  取 10 μL 上述连接产物加入 100 μL DH 5α 感受态细菌中，于冰上混匀后孵育 30 

min；42 ℃水浴热休克 90 s，立即取出置于冰上孵育 2 min；将混合物与 400 μL 无

抗性的 LB 培养基混匀，置于 37 ℃恒温摇床中，250 rpm/min，孵育 1 h；用移

液器吸取 200 μL 转化产物加入含 100 μg/mL Ampicillin 的 LB 培养板中，涂布均

匀后倒置于 37 ℃生化培养箱中，孵育过夜； 

8)  挑取单菌落接种于 LB 培养液（含 5 mL，100 μg/mL Ampicillin）中，置于恒温

摇床，37 ℃，250 rpm，培养过夜； 

9)  抽提质粒，用 Bgl II 进行酶切鉴定； 
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10) 将酶切鉴定符合预期结果的重组质粒样本交由上海生工生物工程有限公司进行

测序。 

2.1.2 pDC316-ZsGreen-ShRNA-CYR61 腺病毒包装 

1)  取对数生长期的 HEK293 细胞，按照 5×105/孔细胞密度接种于含有 10%FBS 的

DMEM 培养基的 6 孔细胞培养板中，置于 37 ℃，5% CO2 的细胞培养箱中进行

培养； 

2)  待细胞融合度达 80~90%时，将细胞培养基更换为 Optic-MEM 无血清培养基。

同 时 ， 将 4 μg 骨 架 质 粒 pBHGlox_E1,3Cre 和 1 μg 穿 梭 质 粒

pDC316-ZsGreen-ShRNA-CYR61溶于 250 µL Optic-MEM无血清培养基配制成A

液，将 10 µL Lipofectamine® 2000 溶于 250 µL Optic-MEM 无血清培养基配制成

B 液，混匀室温静置 5 min； 

3)  将 AB 液混合，静置 20 min 后，将转染混合液逐滴加入 6 孔细胞培养板中，轻

轻混匀，置于 37 ℃，5% CO2 细胞培养箱中孵育； 

4)  转染 6 h 后将培养基更换为含 10% FBS 的 DMEM 培养基，继续培养 48 h； 

5)  待细胞长满后常规消化传代，接种于含有 5%FBS 的 DMEM 培养基的 25 cm2 细

胞培养瓶中继续培养； 

6)  待细胞长满后常规消化传代，接种于含有 5%FBS 的 DMEM 培养基的 75 cm2 细

胞培养瓶中继续培养，每天观察细胞出毒迹象； 

7)  当细胞收缩変圆逐渐从瓶底脱落，细胞形态呈葡萄状时进行收毒； 

8)  将出毒的细胞置于-70 ℃冰箱和 37 ℃水浴锅中反复冻融三次，室温，3000 rpm，

离心 5 min，收集上清液，即为病毒母液（P1）。 

9)  病毒扩增：常规 HEK293 细胞，待细胞融合度达到 80~90%时，加入 P1 代病毒

母液，感染 48 h 后收毒，将出毒的细胞置于-70 ℃冰箱和 37 ℃水浴锅中反复冻

融三次，室温，3000 rpm，离心 5 min，收集上清液；扩增至 P3 代，用腺病毒纯

化试剂盒纯化病毒； 

10) 病毒生物学滴度测定：常规培养 HEK293 细胞，待细胞融合度达 80~90%时，消

化细胞并进行细胞，按 1×104cell/孔细胞密度将 HEK293 细胞接种于 96 孔板，每

孔含有 90 μL 培养基，用含有 5%FBS 的 DMEM 培养基 10 倍梯度稀释上述纯化
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的病毒（如下图），每个病毒浓度设立 4 个平行复孔，感染 48 h 后，通过荧光显

微镜观察并计算每孔荧光细胞数量。一般情况下，在最高病毒稀释度 m 的孔中

可观察 N（N<10）个荧光细胞，同时计算平行复孔中荧光细胞的数量，求取平

均值 a，则病毒滴度为 a×10m/mL（m 为稀释度），若 N>10，则需继续稀释。 

 

2.1.3 干涉腺病毒 Ad-shCYR61 感染 FLS 效率鉴定 

1)  将 RA FLS 接种于 100 mm 细胞培养皿，待细胞融合度达约 80%时，加入 MOI=50

干涉腺病毒 Ad-shCYR61 以及无关干涉病毒 Ad-Scramble 进行感染； 

2)  病毒感染 FLS 细胞 6 h 后，更换为含有 20%FBS 的 DMEM 培养基继续培养 48 h；  

3)  荧光显微镜观察干涉腺病毒 Ad-shCYR61 和 Ad-Scramble 的感染情况，根据荧光

强度，初步确定干涉腺病毒感染 FLS 的效率及最佳感染滴度； 

4)  收集细胞，提取细胞总蛋白并进行 BCA 蛋白定量； 

5)  调整蛋白浓度，行 Western-blot 鉴定干涉腺病毒 Ad-shCYR61 干涉效率。 

2.2 抗原乳化 

将等体积的完全弗氏佐剂和浓度为2 mg/mL胶原溶液分别装入两个5 mL注射器

内，尽量排除空气，用医用三通连接注射器制备成简易的抗原乳化器，接口处用封

口膜固定，两手各持一注射器交替推动约 20~30 min，可形成白色乳状物（乳化全过

程置于冰上操作，确保注射器内容物处于低温状态，防止胶原变性），最终将乳化剂

滴加于水中检测抗原乳化效果，转移至 1 mL 注射器中。乳化效果判断：滴入水中的

乳化剂呈球形滴状，具有油包水剂的特性，悬浮于水面上，且 5 min 内不分散，保持

形态完整，即认为乳化成功，可用于后续动物免疫。 

2.3 实验设计与分组 

将大鼠随机分为 4 组：① 正常对照组；② CIA 模型对照组；③ 无关干涉腺病

毒治疗组；④ shCYR61 腺病毒治疗组。每组 10 只大鼠，分别编号并用苦味酸做标

记。 
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2.4 免疫 

将大鼠以 2%戊巴比妥钠（注射剂量 0.2 mL/g）腹腔注射麻醉后，剪去尾根部的

毛发，消毒后，在距离尾根部 2 cm 位置插入注射器直至针头距离尾根部 0.5 cm 处皮

下注射 200 μL 胶原-佐剂诱导剂，正常对照组注射 200 μL 生理盐水。 

2.5 腺病毒 shCYR61 局部治疗 

    胶原诱导第 3 天，除正常对照组外，其余三组动物经 2%戊巴比妥钠腹腔注射麻

醉后，俯卧位膝关节伸直后，自关节间隙外侧进针，向关节腔注入 20 μL shCYR61

干涉腺病毒或无关干涉腺病毒（滴度为 5×109 pfu），CIA 模型对照组注射等量的生理

盐水。与此同时在脚踝关节附近皮下及肌肉组织中注射 20 μL shCYR61 干涉腺病毒

或无关干涉腺病毒（滴度为 5×109 pfu），模型对照组注射等量生理盐水。每隔 7 d 重

复注射 1 次，腺病毒治疗共 3 次，胶原诱导 21 d 后观察治疗效果。 

2.6 一般情况观察 

    自免疫时起至免疫后 6 周处死时，每日观察大鼠饮食、水量、排泄，足爪有无

红肿及其活动情况，每周进行一次体重测量。 

2.7 CIA 大鼠足跖肿胀程度比较 

    胶原诱导 3 周后，每隔 4 d 用游标卡尺测量各实验组大鼠后足跖厚度，分别求取

平均值，比较干涉腺病毒 shCYR61 局部治疗后 CIA 大鼠足跖肿胀程度。 

2.8 CIA 大鼠临床关节炎指数评分 

胶原诱导 3 周后，每隔 4 d 由两位对实验分组不知情的观察者分别对大鼠关节炎

程度进行评分，求取平均值。根据文献报道[115]，评分标准如下：0 分，无红肿；1

分，趾关节稍肿，足爪或足垫单个区域有炎症反应；2 分，关节轻度红肿，足爪和足

垫或踝关节 2 个区域以上有炎症反应；3 分，关节中度红肿，轻度功能障碍；4 分，

关节重度红肿，僵直甚至畸形，严重功能障碍。 

2.9 X 射线评估腺病毒 shCYR61 的治疗效果 

自免疫时起至免疫后 6 周后对大鼠后足爪行 X 射线摄片检查患足病变情况，并

与正常对照组做比较。根据关节破坏和骨侵蚀程度[116]，设定评分标准如下：0 分，

无损伤；1 分，轻度骨损伤，表现为 1 个闪亮的光点；2 分，中度骨损伤， 3 分，显
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著性骨损伤，表现为多个区域有 2~4 个光点；4 分，严重骨侵蚀累及关节；5 分，关

节完全破坏。 

2.10 Micro-CT 扫描评价腺病毒 shCYR61 治疗对 CIA 大鼠关节损伤的影响 

胶原诱导 6 周后给予大鼠 2%戊巴比妥钠腹腔麻醉后，大鼠右下肢常态固定， 

Micro-CT 扫描右侧膝关节、踝关节及右足。 扫描参数为电压 80 kV， 电流 500 µA， 

360 度扫描，曝光时间 1200 ms，平均帧数 2，扫描分辨率 20.89 µm。扫描后原始数

据用 Cobra 软件进行数据三维重建后转入 Inveon research workplace (version 2.2.0) 

工作站进行处理。根据是否存在软组织肿胀、 骨质破坏及关节畸形等征象比较关节

损伤程度。 

2.11 HE 染色观察腺病毒 shCYR61 对关节软骨损伤的治疗效果 

1)  取材：于胶原免疫后 6 周时，以 2%戊巴比妥钠腹腔注射麻醉大鼠后引颈处死。

截取大鼠双侧膝关节以及包括踝关节在内的整个足爪； 

2)  固定：将收集的标本用生理盐水冲洗一下，置于 10%中性福尔马林固定 24 h； 

3)  脱钙：用 14%EDTA 脱钙液浸泡标本，室温脱钙约 4~5 周，每周更换新鲜的脱钙

液，直至大头针能轻易刺穿骨组织； 

4)  脱水：50%酒精  70%酒精  80%酒精  95%酒精  100%酒精  100%酒精，每级

0.5 h； 

5)  透明：1/2 二甲苯+1/2 无水乙醇（2 h） 纯二甲苯（1.5 h） 纯二甲苯（1.5 h）； 

6)  浸蜡：将处理的材料置于 1/2 石蜡+1/2 二甲苯中，40 ℃烘箱 40 min，再放入石

蜡 I 30 min、石蜡 II 40 min； 

7)  包埋：先将恒温箱的温度提升至 60 ℃，换纯蜡 3 次，每次 1~2 h，将蜡块模具

置于 45~60 ℃的烫板上，放入样品并摆放好位置，将样品标签正面朝外

置于底部，补足石蜡； 

8)  切片：将固定好的石蜡块安装于切片机的夹物台上，将石蜡块与刀口之间调整至

合适的角度和位置，用右手摇动转轮使蜡块被切成蜡带的同时，左手持毛

笔把蜡带提起，蜡带长度达 20~30 cm 时，右手持另一支毛笔将蜡带轻轻

的挑起，避免卷曲并牵引成带，平放在蜡带盒上，将靠刀面的较光滑的一

面向下，较皱的一面向上，切取一小段蜡片，通过显微镜观察切片效果； 
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9)  粘片：将粘贴剂滴加于薄玻片上，取切片浮置于粘贴剂上，然后置于烘片台上，

使切片展开烫平，以蜡片不现皱纹为度，将切片依次排好，最后用滤纸吸

除多余水分，并用记号笔在载玻片上编号，放入 37 ℃温箱中烘干过夜； 

10)  脱蜡与染色：纯二甲苯（10~20 min）  纯二甲苯（5~10 min）  1/2 二甲苯+1/2

纯酒精  无水乙醇  95%酒精  85%酒精  70%酒精  50%酒精  自来水

冲洗 10 s  切片放入苏木精中染色 10~30 min  自来水流水冲洗 15 min 使

切片颜色变蓝； 

11) 分化和漂洗：将切片置于 1%盐酸乙醇液中浸洗褪色，约 2~10 s，观察至切片变

红，颜色较浅终止，用自来水流水冲洗切片使其恢复蓝色； 

12) 脱水 I 和复染：切片依次浸入 50%酒精（3~5 min） 70%酒精（3~5 min） 80%

酒精（3~5 min），于切片上滴加 0.5%伊红酒精溶液复染 1~3 min； 

13) 脱水 II 和透明：用 95%乙醇将切片中多余的红色洗去，然后无水乙醇中浸洗 3~5 

min，进而用吸水纸去除残余的乙醇，最后将切片置于二甲苯 I、II 中各浸

洗 3~5 min； 

14) 封藏：将染色完成的切片取出，避免二甲苯干燥，迅速使用移液器将树胶滴加在

组织上，盖上盖玻片，待凝固后通过显微镜观察 HE 染色结果。 

2.12 统计学处理 

运用 SPSS13.0 统计学软件进行数据分析。多组间比较采用单因素方差分析，两

组间比较采用 Student’s t 检验分析，所有实验均重复 3 次，实验结果以 x±s 表示。

P<0.05 为差异有统计学意义。 

3 实验结果 

3.1 干涉腺病毒 Ad-shCYR61 的包装及其感染效率鉴定 

3.1.1 pDC316-ZsGreen-ShRNA-CYR61 腺病毒载体构建 

3.1.1.1 重组质粒 pDC316-ZsGreen-ShRNA-CYR61 酶切鉴定结果 

由于载体 pDC316-ZsGreen-ShRNA 骨架和 CYR61 基因片段上均含有一个 Bgl II

酶切位点，因此通过 Bgl II 单酶切，可产生 600 bp 左右酶切产物。琼脂糖凝胶电泳

结果（图 4-1）显示，Bgl II 酶切 pDC316-ZsGreen-ShRNA-CYR61 重组质粒，产生



第四军医大学博士学位论文 

-142- 

 

600 bp 左右目的片段，与预期结果相符。 

 

图 4-1 pDC316-ZsGreen-ShRNA-CYR61 质粒酶切鉴定结果 

 

3.1.1.2 重组质粒 pDC316-ZsGreen-ShRNA-CYR61 测序结果 

将酶切鉴定符合预期结果的重组质粒样本交由上海生工生物工程有限公司进行

测序，序列正确，如图（图 4-2）所示。 

 

 

图 4-2 重组质粒 pDC316-ZsGreen-ShRNA-CYR61 测序结果 
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3.1.2 干涉腺病毒 Ad-shCYR61 感染 FLS 效率鉴定 

    干涉腺病毒 Ad-shCYR61 以及 Ad-Scramble 感染 FLS 48 h 后，经荧光显微镜观察

（图 4-3 A）发现，MOI=50 干涉腺病毒感染 FLS 效率能够达到 90%以上，通过

Western-blot 进一步检测腺病毒 shCYR61 的干涉效率，结果（图 4-3 B&C）显示干涉

腺病毒 Ad-shCYR61 与无关干涉腺病毒相比，能够显著性的抑制目的基因 CYR61 的

表达，干涉效率达到 70%以上，可用于后续局部治疗。 

 

图 4-3 干涉腺病毒 Ad-shCYR61 干涉效率鉴定 

3.2 一般情况观察 

    正常对照组大鼠饮食、饮水、排泄正常，体重平均每周增长 60~70 g 毛色有光泽，

四肢无明显发红肿胀，活动自如。而胶原诱导关节炎大鼠食欲较差，体形削瘦，毛

色暗淡无光泽，易脱毛，行动受限。胶原免疫约 3 周时，各 CIA 组大鼠开始出现足
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爪红肿，免疫 3~4 周病变进入急性期，CIA 模型组和无关腺病毒治疗组大鼠食欲较

差，体重急剧下降，受累足明显红肿，无法负重，出现跛行，而腺病毒 shCYR61 治

疗组大鼠食欲较好，体重有所增加，足爪红肿程度较轻优于 CIA 模型组和无关腺病

毒治疗组，仍旧行为活泼。免疫 4~5 周病变进入慢性期，各 CIA 组大鼠红肿略消退，

体重有所回升，CIA 模型组和无关腺病毒治疗组关节逐渐出现畸形、僵直，行为受

限，而腺病毒 shCYR61 治疗组大鼠饮食、活动基本恢复正常（图 4-4）。 

 

图 4-4 体重监测结果 

3.3 干涉腺病毒抑制 CYR61 的表达能够缓解 CIA 大鼠炎症反应 

通过 Western-blot 实验，结果（图 4-5 A）表明正常大鼠滑膜组织中 CYR61 表达

较低，而大鼠经 II 型胶原诱导产生关节炎时 CYR61 表达量升高，我们利用腺病毒干

涉的方法，将腺病毒 shCYR61 局部注射入 CIA 大鼠膝关节间隙及踝关节周围组织，

CYR61 表达量显著下调，提示腺病毒 shCYR61 具有理想的活体靶基因干涉效果。

在 CIA 模型对照组和无关干涉腺病毒治疗组中，随着时间的积累，大鼠关节炎的发

生率不断升高，达到 80%，后足红肿、关节僵硬程度日益加重（图 4-5 B）。相比之

下，CIA 大鼠给予腺病毒 shCYR61 局部注射治疗后，关节炎的发生率和严重程度得

到了明显缓解。胶原免疫后 6 周，shCYR61 治疗大鼠与对照病毒治疗大鼠之间临床

关节炎指数评分具有显著性的差异（图 4-5 C）。通过进一步大鼠后足厚度测量，分

析干涉 CYR61 的表达对于 CIA 大鼠的作用，结果（图 4-5 D）与临床指数评分一致，

都证实了抑制 CYR61 的表达能够明显的缓解 CIA 大鼠的炎症反应程度。 

 



第四军医大学博士学位论文 

-145- 

 

 

图 4-5 干涉腺病毒抑制 CYR61 的表达能够缓解 CIA 大鼠炎症反应 

3.4 X 射线评估腺病毒 shCYR61 的治疗效果 

于免疫后 6 周进行 X 线摄片，结果（图 4-6 A）显示，正常对照组大鼠足部软组

织无肿胀，而 PBS 与对照病毒治疗组发病大鼠软组织明显肿胀；正常大鼠的关节间

隙清晰，无骨质疏松现象，相比之下，PBS 与对照病毒治疗组大鼠出现典型 CIA 症

状，包括关节面模糊，关节间隙狭窄，出现骨质疏松，关节强直等现象。然而，shCYR61

治疗组大鼠虽存在软组织一定程度的肿胀，骨损伤却显著性的降低。影像学评分结

果（图 4-6 B）显示，shCYR61 治疗组与 PBS 治疗组之间的差异，具有统计学意义

（P<0.05），PBS 与对照病毒治疗组之间的差异，无统计学意义（P>0.05）。 

 

图 4-6 X 射线评估腺病毒 shCYR61 的治疗效果 
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3.5 Micro-CT 扫描评价腺病毒 shCYR61 治疗对 CIA 大鼠关节损伤的影响 

于免疫后 6 周分别对各实验组大鼠右足趾关节、踝关节及膝关节行 Micro-CT 扫

描及三维重建分析。结果发现，模型对照组和无关干涉腺病毒治疗组大鼠右后足趾

关节多发成角畸形（图 4-7 A），踝关节骨质破坏显著（图 4-7 B），膝关节股骨下端

髌骨附着处、胫骨近端腓侧及腓骨小头可见大量骨质破坏（图 4-7 C）。shCYR61 干

涉腺病毒治疗后可显著减轻膝关节和踝关节的骨质破坏。 

 

图 4-7 X 射线评估腺病毒 shCYR61 的治疗效果 
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3.6 HE 染色观察腺病毒 shCYR61 对 CIA 大鼠关节软骨损伤的治疗效果 

于免疫后 6 周大鼠患侧膝关节行组织病理学检查。HE 染色结果如图（图 4-8）

所示，和正常空白对照组相比，模型对照组和无关干涉腺病毒组大鼠膝关节滑膜组

织明显增生肥厚，滑膜周围结缔组织中有大量淋巴细胞和少量中性粒细胞浸润，有

丰富的血管翳形成，关节软骨及软骨下骨侵蚀破坏严重，给予 shCYR61 干涉腺病毒

治疗后则可显著缓解滑膜增生和关节的炎症反应。 

 

图 4-8 HE 染色观察腺病毒 shCYR61 对 CIA 大鼠关节软骨损伤的治疗效果 

4 讨论 

前期实验，我们不仅在 RA 滑膜组织中对 CYR61 的表达状态进行大样本系统分

析，系统评价其与 RA 发生、发展的相关性，明确了 CYR61 对 RA 关节软骨破坏的

临床意义，而且通过体外实验证实了 II 型胶原刺激 DDR2 活化通过增强转录因子

AP-1 的结合活性促进 CYR61 的表达，转录因子 ETS1 介导 CYR61 调控下游效应分

子 MMP1 的表达，从而降解细胞外基质，促进 RA FLS 的侵袭转移。为进一步明确

II 型胶原-DDR2-CYR61-MMP1 通路在 RA 关节损伤中的作用，我们进行了活体动物

实验。 

由于腺病毒载体具有宿主细胞范围宽泛、高感染效率、可插入大片段外源基因，

能够介导外源基因短时间内呈高水平表达状态，不与宿主染色体发生整合，不诱导

细胞突变等优点[117]，且腺病毒载体制备，易获得携带有外源基因的高滴度病毒。因

此，腺病毒载体已被广泛应用于多种疾病基因治疗的基础研究和临床实验。同样，

将腺病毒载体局部注射用于治疗 CIA 动物模型的实验室研究已成为探讨 RA 发病分

子机制的热门手段[118-122]。我们通过构建 Wistar 大鼠 CIA 模型，给予干涉腺病毒

shCYR61 局部治疗，阻断动物关节局部 CYR61 的表达，评价腺病毒 shCYR61 的治
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疗效果。结果提示，干涉 CYR61 的表达能够明显降低关节炎的发生率和关节炎指数

评分，显著改善关节软组织肿胀程度；X 射线和 Micro-CT 检查结果提示，干涉腺病

毒 shCYR61 对 CIA 大鼠关节软骨破坏具有良好的治疗效果；组织病理学检查结果发

现阻断 CYR61 的表达能够减少炎性细胞的浸润。 

通过本研究，我们提出 CYR61 在 DDR2-MMPs 通路及 RA FLS 迁移侵袭过程中

具有重要作用的理论，拓展了我们对 DDR2 介导的 MMPs 过分泌破坏关节软骨分子

机制的认识，为 RA 发病机理的研究奠定基础，预示 CYR61 可能成为潜在治疗类风

湿性关节炎的药物靶位。 

然而本研究，仅是发现了 DDR2 活化能够促进细胞组成型 CYR61 的表达，但是

II 型胶原活化 DDR2 对 CYR61 分泌的影响有待进一步研究。Qiuyu Zhang 等[53]的研

究结果证实，CYR61 可分泌到细胞基质中结合整合素受体从而激活整合素通路而发

挥促 RA 滑膜细胞增殖的作用，那么分泌到细胞基质中的 CYR61 能否与 RA 滑膜细

胞上的 DDR2 受体结合从而直接提高 DDR2 的磷酸化水平呢？（RA 滑膜细胞中应答

II 型胶原的受体目前只有两个：整合素受体和 DDR2 受体[123]）另有文献报道，DDR2

胞浆区的酪氨酸磷酸化水平依赖于 Src 的活化水平，且其磷酸化酪氨酸能募集 Shc，

上调 MMP-2 的表达[123]。而 Qiuyu Zhang 等[53]的研究结果证实，CYR61 可通过与整

合素受体结合从而提高了 FAK/Src 复合物的活化水平。那么该通路活化的 Src 能否上

调 DDR2 的磷酸化水平，从而形成分泌到基质中的 CYR61-结合整合素受体-活化 Src-

导致 DDR2 磷酸化水平升高-MMPs 活性增加这样一个通路而导致 RA 滑膜细胞的侵

袭及软骨破坏呢？明确这些问题需要我们进一步深入的研究。与此同时，我们虽然

证实了 CYR61 能够上调转录因子 ETS1 的表达，ETS1 通过与 MMP1 启动子区结合，

激活 MMP1 转录活性，促进 MMP1 的合成分泌，导致 RA FLS 细胞侵袭迁移，但

CYR61 调控 ETS1 表达的具体分子机制尚不清楚，有待进一步深入地研究。 
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小    结 

1)  系统分析了滑膜组织中 DDR2、CYR61 和 MMPs 的表达状态，证实了在 RA 滑

膜组织中 DDR2、CYR61 和 MMP1 的 mRNA 表达水平和蛋白表达水平均显著高

于 OA 滑膜组织，而免疫组化结果显示 DDR2 和 MMP1 分布于滑膜的衬里层，

CYR61 泛表达于滑膜组织中，RA 标本中三者的表达水平均高于 OA 滑膜组织。 

2)  成功构建重组腺病毒 Ad-DDR2、Ad-CYR61 以及干涉腺病毒 shCYR61。荧光倒

置显微镜、Real-time PCR 和蛋白免疫印迹等实验结果表明，成功获得了携带目

的外源基因表达效率高的重组腺病毒，干涉腺病毒 shCYR61 在体内具有理想的

干涉效果。 

3)  筛选并鉴定针对 DDR2、c-Jun 和 CYR61 基因 CDS 区的 siRNA，干涉效率均达

到 80%以上，可用于后续实验研究。 

4)  II 型胶原刺激 DDR2 活化通过增强转录因子 AP-1 复合体与 CYR61 启动子区的

结合活性，促进 CYR61 启动子的转录活性，从而诱导 CYR61 的表达。 

5)  CYR61 通过上调 ETS1 的表达影响 MMP1 的蛋白水平，从而促进 RA FLS 细胞

的侵袭转移。 

6)  成功构建胶原诱导关节炎大鼠模型，给予干涉腺病毒 shCYR61 局部治疗，能够

明显降低 CIA 大鼠的炎症反应程度，缓解关节软骨损伤。 
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pDC316-mCMV-EGFP 腺病毒载体图谱 
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pDC316-ZsGreen-ShRNA 腺病毒载体图谱 
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