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[摘　要]	 目的：探讨miR-467b调控JAK/STAT信号通路在脂多糖(lipopolysaccharide，LPS)诱导ATDC5细胞

增殖及炎症反应中的作用。方法：将ATDC5细胞分为4组：对照组、LPS组、NC mimics组、miR-

467b mimics组。于转染培养48 h后收集细胞并进行后续实验：采用ELISA检测各组细胞TNF-α、

IL -1β水平；采用qRT-PCR法检测各组细胞miR-467b的表达水平；采用MTT法检测各组细胞的增殖

能力；采用蛋白质印迹和qRT-PCR法检测各组细胞JAK/STAT信号通路相关基因的蛋白质及mRNA

表达水平。结果：与对照组相比，LPS组和NC mimics组ATDC5细胞TNF-α、IL -1β的表达水平均

显著升高、miR-467b的表达水平显著降低(P<0.05)；MTT实验结果表明：LPS组在24、48、72 h的

吸光度值显著降低(P<0.05)。蛋白质印迹结果发现：与对照组相比，LPS组和NC mimics组ATDC5

细胞STAT1、STAT3、JAK2、p-STAT1、p-STAT3、p-JAK2蛋白表达水平及STAT1、STAT3、JAK2 

m R N A表达水平均显著升高，差异具有统计学意义( P < 0 . 0 5 )。与N C  m i m i c s组相比，m i R - 4 6 7 b 

mimics组TNF-α、IL -1β的表达水平均显著降低而miR-467b的表达水平显著升高(P<0.05)；过表

达miR-467b后，细胞在24、48、72 h的吸光度值显著升高(P<0.05)，而STAT1、STAT3、JAK2、

p- STAT1、p- STAT3、p-JAK2蛋白表达水平及STAT1、STAT3、JAK2 mRNA表达水平均显著降低

(P<0.05)。结论：LPS刺激ATDC5细胞后可通过激活JAK/STAT3信号通路引起细胞炎性损伤，过表

达miR-467b后可抑制JAK/STAT3信号通路的活化，降低ATDC5细胞的炎症水平。

[关键词]	 miR-467b；ATDC5；JAK/STAT信号通路；增殖；炎症反应
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Abstract Objective: To explore the role of miR-467b in regulating JAK/STAT signaling pathway in lipopolysaccharide 
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ATD C5细胞是来源于畸胎瘤细胞的小鼠软骨

发生细胞系，可反映软骨发生过程，是目前研究

各种药物对软骨内成骨过程中软骨细胞不同分化

阶段作用的极好的细胞模型，常用于骨科系统相

关 疾 病 的 研 究 ， 如 骨 关 节 炎 、 骨 质 疏 松 等 [ 1 - 3 ]。

M i c r o R N A s (m i R N A s ) 长 度 为 2 0 ~ 2 2 个 核 苷 酸 ，

是一种小的非编码R N A，参与多种生物过程 [ 4 ]。

M i R - 4 6 7 b 作 为 新 发 现 的 免 疫 炎 症 调 节 因 子 ， 与

软骨形成细胞AT D C 5分化有关 [ 5 ]。研究 [ 6 ]表明：

miR-467b靶向原始264.7巨噬细胞的LPL基因，降

低脂质积累和促炎细胞因子分泌。

JAK/STAT信号通路是真核细胞中重要的信号

通路，与炎症反应、氧化应激、细胞损伤、凋亡

等密切相关，对多种疾病的发生、发展过程有重

要的调控作用 [ 7 ]。有研究 [ 8 ]发现：在骨关节炎或

类风湿性关节炎中抑制JAK/STAT信号通路，可有

效降低趋化因子 C XC L 1 6 及其受体的水平。本文

采用脂多糖(lipopolysaccharide，LPS)刺激小鼠软

骨细胞系ATD C5细胞建立炎性损伤细胞模型，探

讨m i R - 4 6 7 b在L P S诱导的细胞损伤中的作用及其

可能调控的信号转导途径。

1  材料与方法

1.1  试剂

A T D C 5 细 胞 ( 美 国 A T C C 公 司 ) 、 L P S 、 胎

牛 血 清 ( 美 国 G i b c o 公 司 ) 、 T R I z o l  R e a g e n t ( 美

国 I n v i t r o g e n 公 司 ) 、 m i R - 4 6 7 b 、 U 6 引 物 ( 美 国

Invitrogen公司)、STAT1、STAT3、JAK2、GAPDH
普通PCR上下游引物(上海生工公司)、SYBR Green 
PCR Master Mix(日本TaKaRa公司)、RevertAid First 
Strand cDNA Synthesis Kit(美国Thermo Scientif ic
公司)、R I PA裂解液(上海申能博彩生物科技有限

公 司 ) 、 B C A 蛋 白 浓 度 测 定 试 剂 盒 ( 美 国 T h e r m o 
Scienti f ic公司)、兔抗鼠STAT1、STAT3、JAK2、

p - STAT 1、p - STAT 3、p -J A K 2 (均购自美国A b c am
公司)、HRP标记山羊抗兔Ig G(美国Santa Cruze公

司)、TNF-α、IL -1β ELISA试剂盒(南京建成生物

工程研究所， T N F - α 货号： H 0 5 2 ； I L - 1 β 货号：

H002)。

1.2  主要仪器

CO2细胞培养箱(美国Thermo Electron Corporation

(LPS) induced proliferation and inflammatory response of ATDC5 cells. Methods: ATDC5 cells were divided 

into four groups: a control group, a LPS group, a NC mimics group, and a miR-467b mimics group. The cells 

were collected for the next experiment after they were  transfected and cultured for 48 h. The levels of TNF-α 

and IL-1β were detected by ELISA. The expression of miR-467b in each group was detected by qRT-PCR. MTT 

method was used to detect the proliferation of cells in each group. Western blotting and qRT-PCR were used 

to detect the expression level of genes of protein and mRNA related to JAK/STAT signal pathway of cells in 

each group. Results: Compared with the control group, the expression levels of TNF-α and IL-1β in ATDC5 

cells in LPS group and NC mimics group were significantly higher, and the expression level of miR-467b was 

significantly lower (P<0.05). The results of MTT showed that the absorbance value of LPS group decreased 

significantly at 24, 48 and 72 h (P<0.05). Western blotting showed that the expression level of STAT1, STAT3, 

JAK2, p-STAT1, p-STAT3, p-JAK2 protein and the expression level of STAT1, STAT3, JAK2 mRNA in ATDC5 

cells of LPS group and NC MICs group were significantly higher than those of control group with statistic 

significance (P<0.05). Compared with NC mimics group, the expression level of TNF-α and IL-1β in miR-

467b mimics group decreased significantly, while the expression level of miR-467b increased significantly 

(P<0.05). After the overexpression of miR-467b, the absorbance value of cells increased significantly at 24, 48 

and 72 h (P<0.05), while the expression levels of STAT1, STAT3, JAK2, p-STAT1, p-STAT3, p-JAK2 protein 

and the expression levels of STAT1, STAT3, JAK2 mRNA decreased significantly (P<0.05). Conclusion: LPS 

can cause inflammatory damage by activating JAK/STAT signaling pathway after stimulating ATDC5 cells. 

The overexpression of miR-467b can inhibit the activation of JAK/STAT signaling pathway and reduce the 

inflammatory level of ATDC5 cells.

Keywords miR-467b; ATDC5; JAK/STAT signaling pathway; proliferation; inflammatory response
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公司)、实时荧光定量PCR仪(CFX Connect™  Real-
Time PCR Detection System，美国Bio-R ad公司)、 
冷冻离心机(Z216MK型，德国HERMLE公司)、全

自动酶标仪(美国Thermofisher公司)、电泳仪和转

膜仪(Bio-R ad公司)、摇床(TS-8)(上海精密仪器制

造公司)、化学发光成像系统(美国GE公司)。

1.3  方法

1.3.1  细胞培养、分组与转染

细胞培养：将细胞加入到体积分数为10%的胎

牛血清的RPMI 1640培养基中，于37 ℃、体积分数

为5% CO2培养箱培养。

将ATDC5细胞分为4组：对照组，细胞不做处

理；LPS组，根据参考文献[9]选择10 μg/mL 的LPS
刺激ATDC5细胞12 h诱导细胞炎症损伤；LPS+NC 
mimics组(NC mimics组)，在加入10 μg/mL 的LPS
基础上转染  NC mimics；LPS+miR-467b mimics组

(miR-467b mimics组)，在加入10 μg/mL 的LPS基础

上转染miR-467b mimics。于转染48 h后收集细胞。

1.3.2  ELISA检测各组细胞TNF-α、IL-1β水平

采用酶联免疫吸附(enzyme-linked immunosorbent 
assay，ELISA)法检测细胞上清液中TNF-α、IL -1β浓

度，操作步骤按照试剂盒说明书进行。

1.3.3  qRT-PCR法检测各组ATDC5细胞miR-467b的

表达水平

用TRIzol法提取各组细胞总RNA，使用反转录

试剂盒将其反转录为cDNA。取1 μL cDNA作为模板

进行qRT-PCR。反应条件：95 ℃ 10 min；95 ℃ 15 s、
60 ℃ 30 s、72 ℃ 30 s，共35个循环。以U6为内参，按

公式(2–∆∆Ct法)计算miR-467b的相对表达量，实验重

复3次。引物由上海生工公司设计合成，引物设计如

下：miR-467b正向5'-GCGCTGGTAAGTGCCTGCAT-3'，
反 向 5 ' - G T G C A G G G T C C G A G G T - 3 ' ； U 6 正

向 5 ' -T C G C T G G TA A G T G C C T G C AT- 3 ' ， 反 向

5'-GTGCAGGGTCCGAGGT-3’。
1.3.4  MTT法检测各组ATDC5细胞的增殖能力

将 各 组 细 胞 培 养 2 4  h 后 在 9 6 孔 板 中 加 入 约

1×10 5个细胞，分别培养24、48、72 h后弃去培养

液，每孔加入5 g/L MTT 50 μL，37 ℃继续孵育

4 h，每孔加入200 μL二甲基亚砜(DMSO)终止。

震荡15 min，采用酶标仪检测490 nm波长处的OD
值。每组实验重复3次。

1.3.5  蛋白质印迹和qRT-PCR法检测各组ATDC5细

胞JAK/STAT信号通路相关基因的表达

各组细胞经消化、离心、裂解后提取细胞总

蛋白质，以BCA法检测蛋白质浓度。取30 μg蛋白

质样品在浓度为1 2 %的SD S -聚丙烯酰胺凝胶中进

行电泳，电泳完毕后用湿转法将蛋白转至PVDF膜

上。以浓度为50 g/L的脱脂牛奶封闭2 h后加入一抗 
(1:1 500稀释)，于4 ℃孵育过夜，再加入相应辣根

过氧化物酶标记的二抗(1:1 000稀释)，常温下反应 
1 h后以ECL显色，β-actin为内参，使用Image J分析

软件计算各组细胞中目的蛋白质的相对表达量，实

验重复3次。

qRT-PCR法具体方法参照1.3.2。引物设计如下：

STAT1正向5'-GACCACCTCTCTTCCT-GTCG-3'；
反向5'-GGTCTGCGTTCAGACCTCTC-3'；STAT3
正向5'-A ACTTCAG ACCCGCC -A ACA A AT-3'；反

向5'- CAG ATCCAG G ATCCTCTCCTCC -3'；JA K2
正向5'- GCTA AGG AG A A- GG ACCAG AC -3'；反向

5 ' -TG ACTG A ACTG CTG A ATG A AC - 3 '；G A P D H
正向5'-A ACTTTGG - CATTGTGG A AGG -3'；反向

5'-ACACATTGGGGGTAGGAACA-3'。

1.4  统计学处理

采用SPSS20.0统计软件对数据进行正态性和方

差齐性检验。符合正态分布的计量资料结果用均

数±标准差(x±s)表示，两组间比较采用 t检验；采

用单因素方差分析对多样本实验结果进行统计分

析。以P<0.05为差异有统计学意义。

2  结果

2.1  各组ATDC5细胞miR-467b的表达水平

与对照组相比，LPS组和NC mimics组ATDC5
细胞miR-467b的表达水平显著降低；与NC mimics
组 相 比 ， m i R - 4 6 7 b  m i m i c s 组 AT D C 5 细 胞 m i R -
467b的表达水平显著升高，差异具有统计学意义

(P<0.05，图1)。

2.2  各组细胞TNF-α、IL-1β的表达水平

与对照组相比，LPS组和NC mimics组ATDC5
细胞TNF-α、IL -1β的表达水平均显著升高；与NC 
mimics组相比，miR-467b mimics组TNF-α、IL -1β

的 表 达 水 平 均 显 著 降 低 ， 差 异 具 有 统 计 学 意 义

(P<0.05，表1)。

2.3  各组ATDC5细胞的增殖能力

MTT实验结果表明，LPS组在24、48、72 h的

吸光度值较对照组相比显著降低(P<0.05)；与NC 
mimics组相比，过表达miR-467b后，细胞在24、

48、72 h的吸光度值显著升高(P<0.05，表2)。
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2.4  各组细胞STAT1、STAT3、JAK2、p-STAT1、
p-STAT3、p-JAK2蛋白表达水平

蛋白质印迹结果发现：与对照组相比， L P S
组和N C  m i m i c s组AT D C 5细胞STAT 1、STAT 3、

J A K 2、p - STAT 1、p - STAT 3、p -J A K 2蛋白表达水

平均显著升高；与N C  m i m i c s组相比，m i R - 4 6 7 b 
m i m i c s 组 S TAT 1 、 S TAT 3 、 J A K 2 、 p - S TAT 1 、

p-STAT3、p-JAK2蛋白表达水平均显著降低，差异

具有统计学意义(P<0.05，图2)。

2.5  各组细胞STAT1、STAT3、JAK2 mRNA表达水平

q RT- P C R 结果显示： L P S 组和 N C  m i m i c s 组

AT D C 5 细胞 S TAT 1 、 S TAT 3 、 J A K 2  m R N A 表达

水平与对照组相比均显著升高；与N C  m i m i c s组

相比，miR-467b mimics组STAT1、STAT3、JAK2 
mRNA表达水平均显著降低，差异具有统计学意义

(P<0.05，图3)。

图1 各组细胞miR-467b的表达水平

Figure 1 Expression level of miR-467b in each group

与对照组相比，*P<0.05；与LPS组相比，#P<0.05；与NC 

mimics组相比，∆P<0.05。

Compared with the Control group, *P<0.05; compared with 

the LPS group, #P<0.05; compared with the NC mimics group, 
∆P<0.05.
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表1 各组细胞TNF-α、IL-1β的表达水平(x±s，pg/mL)

Table 1 Expression level of TNF-α and IL-1β in each group (x±s，pg/mL)

Group TNF-α IL-1β

Control group 83.63±2.54 46.08±3.38

LPS group 156.75±2.67* 85.37±4.77*

NC mimics group 158.92±2.57* 85.45±3.21*

miR-467b mimics group 103.33±2.55*#∆ 63.82±2.99*#∆

F 651.113 81.159

P <0.05 <0.05

与对照组相比，*P<0.05；与LPS组相比，#P<0.05；与NC mimics组相比，∆P<0.05。

Compared with the Control group, *P<0.05; compared with the LPS group, #P<0.05; compared with the NC mimics group, ∆P<0.05.

表2 不同时间点各组细胞吸光度值的比较(x±s)

Table 2 Comparison of cell absorbance values of each group at different time points (x±s)

Group 0 h 24 h 48 h 72 h

Control group 0.24±0.06 0.65±0.07 1.01±0.08 1.08±0.07

LPS group 0.26±0.07 0.42±0.08* 0.65±0.04* 0.73±0.05*

NC mimics group 0.25±0.06 0.40±0.03* 0.67±0.11* 0.72±0.06*

miR-467b mimics group 0.24±0.07 0.55±0.07#∆ 0.82±0.06*#∆ 0.92±0.12*#∆

F 0.088 9.364 14.316 14.624

P >0.05 <0.05 <0.05 <0.05

与对照组相比，*P<0.05；与LPS组相比，#P<0.05；与NC mimics组相比，∆P<0.05。

Compared with the Control group, *P<0.05; compared with the LPS group, #P<0.05; compared with the NC mimics group, ∆P<0.05.
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3  讨论

ATD C5细胞与原代软骨细胞的作用类似，可

分化为不同阶段的软骨细胞[10]。LPS通常用作炎症

反应的诱导剂，刺激细胞可诱发炎症反应，产生

促炎细胞因子，如IL -1β、IL -6和TNF-α，其可通过

提高促炎因子的表达水平在体外和体内诱导炎症

反应[11-12]。本研究采用LPS刺激ATDC5细胞建立炎

性损伤细胞模型，结果发现与对照组相比，LPS组

ATDC5细胞TNF-α、IL -1β的含量均显著升高，提

示LPS可通过上调IL -1β和TNF-α的表达诱导ATDC5
细胞的炎性损伤。 M i R N A s 通过调控多种基因在

哺乳动物发育过程中发挥关键作用。有研究 [13]发

现：痛性糖尿病神经病变中miRNA-467b呈下调表

达，miRNA-467b可通过正向调控TNF-α的功能下

调引起痛敏的产生。另有研究 [ 1 4 ]报道： m i R N A -
4 6 7 b可通过降低T h 1表面趋化因子受体的表达，

抑制细胞迁移过程的相关通路进而调节实验性自

身免疫性脑脊髓膜炎的疾病进程。本研究结果发

现： L P S 刺激后 AT D C 5 细胞 m i R N A - 4 6 7 b 显著降

低；过表达m i R N A - 4 6 7 b，与N C  m i m i c组相比，

miRNA-467b mimic组ATDC5细胞TNF-α、IL -1β的

含量均显著降低，提示过表达miRNA-467b可降低

LPS诱导ATDC5细胞炎性损伤模型的炎症水平。

研究 [15]表明：miRNA在成骨调控以及软骨的

分化和增殖中发挥重要作用，从而影响骨和软骨

的分解代谢和合成代谢。MiRNA在生物发育、细

胞增殖和凋亡等生理及病理的发生和维持过程中

发挥重要的调控作用。有研究 [ 1 6 ]发现： m i R - 9 2 a
通过促进col9a2和aggrecan的表达参与了软骨形成

和IL -1β诱导的软骨细胞反应。另有研究 [17]发现：

LPS诱导ATD C5细胞炎性损伤中，miR-23b被LPS
下调，且L P S可降低AT D C 5细胞存活率，促进细

胞凋亡和炎性细胞因子的释放；miR-23b过表达可

靶向活化NF-κB/Notch通路减轻LPS诱导的炎症损

伤。本研究MTT实验结果表明：LPS组在24、48、

7 2  h 的 吸 光 度 值 较 对 照 组 相 比 显 著 降 低 ； 与 N C 
mimics组相比，过表达miR-467b后，细胞在24、

48、72 h的吸光度值显著升高。这提示过表达miR-
467b可促进ATDC5细胞增殖。

J A K / STAT 3信号通路涉及到各种生理过程，

该信号通路相关基因可在外界信号刺激下激活并

转入细胞核参与细胞增殖、分化、凋亡及免疫调

节过程，也是最重要的炎性细胞因子激活的胞内

信号转导通路[18-19]。JAK/STAT3通路与炎症反应、

氧化应激、细胞损伤、凋亡等密切相关，有研究[7]
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图2  各组细胞S TAT 1、S TAT 3、 J A K 2、p - S TAT 1、

p-STAT3、p-JAK2蛋白表达水平

Figure 2 Protein expression levels of STAT1, STAT3, JAK2, 

p-stat1, p-STAT3 and p-JAK2 in each group

(A)蛋白质印迹检测各组细胞STAT1、STAT3、JA K2、

p-STAT1、p-STAT3、p-JAK2蛋白表达水平；(B)以β-actin为

内参，分析各蛋白质表达变化。与对照组相比，*P<0.05；

与LPS组相比，#P<0.05；与NC mimics组相比，∆P<0.05。

Compared with the Control group, *P<0.05; compared with 

the LPS group, #P<0.05; compared with the NC mimics group, 
∆P<0.05.

图3 各组细胞STAT1、STAT3、JAK2 mRNA表达水平

Figure 3 Expression level of STAT1, STAT3 and JAK2 mRNA 

in each group

与对照组相比，*P<0.05；与LPS组相比，#P<0.05；与NC 

mimics组相比，∆P<0.05。

Compared with the Control group, *P<0.05; compared with 

the LPS group, #P<0.05; compared with the NC mimics group, 
∆P<0.05.
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表明JAK/STAT3信号通路与OA软骨细胞病理变化

密切相关，抑制JAK/STAT3通路，可有效减轻OA
病理过程中软骨细胞的线粒体氧化应激损伤和细

胞凋亡，发挥对OA软骨细胞的保护作用。促炎因

子的过度表达可通过诱导JAK2/STAT3信号通路的

活化加重疾病的损伤程度 [20]。本研究结果发现：

LPS组和NC mimics组ATDC5细胞STAT1、STAT3、

JAK2 mRNA表达水平与对照组相比均显著升高；

与NC mimics组相比，miR-467b mimics组STAT1、

STAT3、JAK2 mRNA表达水平均显著降低。蛋白

质 印 迹 结 果 发 现 ： 与 对 照 组 相 比 ， L P S 组 和 N C 
m i m i c s 组 AT D C 5 细 胞 S TAT 1 、 S TAT 3 、 J A K 2 、

p - STAT 1、p - STAT 3、p - J A K 2蛋白表达水平均显

著升高；与NC mimics组相比，miR-467b mimics
组STAT1、STAT3、JAK2、p- STAT1、p- STAT3、

p - J A K 2蛋白表达水平均显著降低。以上提示L P S
刺激ATDC5细胞可激活JAK/STAT3信号通路参与

细 胞 炎 性 损 伤 ， 过 表 达 m i R - 4 6 7 b 后 可 抑 制 J A K /
STAT3信号通路的活化，改善炎症水平。

综上所述，LPS刺激ATDC5细胞后可通过激活

JA K/STAT3信号通路引起细胞炎性损伤，过表达

miR-467b后可抑制JAK/STAT3信号通路的活化，

降低ATDC5细胞的炎症水平。
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