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1，25-二羟维生素 D3通过调控 lncRNA TUG1
和 NF- B通路改善软骨细胞炎症反应

王胜男，林素仙，卢阳，姜建昌，张智勇，陈萍

【摘要】目的 探讨 1，25-二羟维生素 D3[1，25（OH）2D3]对长链非编码 RNA（LncRNA）牛磺酸上调基因（TUG1）表
达以及 NF- B信号通路活化对炎症反应的影响。方法 体外培养人软骨肉瘤 SW1353细胞，随机将细胞分为对

照组（加入等体积的溶剂）、VD3组[加入 10 nmol/L的 1，25（OH）2D3溶液]、白介素-1（IL-1 ）处理组（加入 10 ng/ml

的 IL-1 溶液，构建炎症模型）、VD3干预组[加入 10 ng/ml的 IL-1 和 10 nmol/L的 1，25（OH）2D3溶液]、靶向 lncRNA
TGU1的 shRNA沉默组（转染质粒 48 h后加入 10 ng/ml的 IL-1 溶液）。CCK-8检测细胞活力，荧光定量 PCR检

测 lncRNA TUG1和炎症[白介素-6（IL-6）、肿瘤坏死因子（TNF- ）]相关基因的表达，Western Blot分析 NF- B信

号通路相关蛋白[核因子 B亚基 p65（NF- B p65）和核因子 B抑制蛋白（IKB ）]以及磷酸化水平。结果 与对照

组相比，IL-1 处理组细胞活力明显降低；lncRNA TUG1、TNF- 和 IL-6基因 mRNA表达上调；NF- B p65和 IKB

蛋白的磷酸化水平升高（均 ＜ 0.05），提示炎症模型构建成功。与 IL-1 处理组相比，VD3干预组细胞活力增加；

lncRNATUG1、TNF- 和 IL-6基因 mRNA表达下调；NF- B p65和 IKB 蛋白的磷酸化水平下降（均 ＜ 0.05）。与
IL-1 处理组相比，shRNA沉默 lncRNATUG1的表达可抑制 IL-1 诱导的TNF- 和 IL-6基因mRNA表达上调；NF-
B p65和 IKB 蛋白的磷酸化水平明显降低（均 ＜ 0.05）。结论 1，25（OH）2D3可以改善 IL-1 诱导的软骨细胞

炎症反应，可能是通过抑制 LncRNA-TUG1和 NF- B信号通路所介导的。
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骨关节炎（osteoarthritis，OA）是一种常见的关节

退行性疾病，关节疼痛及活动受限是其主要的临床

症状。研究发现，软骨抗原的免疫反应在炎性关节

病发病过程中起着关键的作用 [1]；因此，通过免疫调

控抑制OA的炎症反应，将会对OA的治疗策略带来

全新的改革。1，25-二羟维生素 D3[1，25（OH）2D3]是
维生素 D在体内经代谢产生的活性产物，具有免疫

调节作用，可通过多种途径缓解炎症反应，降低软骨

细胞的炎性损伤 [2]。1，25（OH）2D3通过激活维生素

D受体（VDR），抑制 NF- B信号通路，减少破骨细

胞生成[3]。长链非编码 RNA（long non-coding RNA，
LncRNA）牛磺酸上调基因（taurine-up-regulated gene
1，TUG1）在 OA软骨组织和白介素-1（IL-1 ）诱导

的软骨细胞中均表达上调，敲除 TUG1基因可促进

细胞活力并抑制细胞凋亡 [4]。本研究通过建立 OA

软骨细胞炎症反应体外模型，探讨 1，25（OH）2D3是

否可以通过调控LncRNATUG1的表达以及NF- B

信号通路的活化改善炎症反应，现报道如下。

1 资料与方法

1.1 细胞来源与主要试剂 人软骨肉瘤SW1353细
胞株购于武汉赛维尔生物科技有限公司；重组人

IL-1 购于苏州近岸蛋白科技股份有限公司；1，25

（OH）2D3、胎牛血清、DMEM培养基、青链霉素和 4’，
6-二脒基-2-苯基吲哚二盐酸盐（DAPI）染色液购于北

京索莱宝科技有限公司；第一链 cDNA合成试剂盒

与荧光定量 PCR预混液（2×SYBR Green Mix）购于

上海翊圣生物科技有限公司；细胞培养板和培养瓶

购于武汉赛维尔生物科技有限公司；兔抗人核因子

Bp65亚基（NF- Bp65）和核因子 B抑制蛋白（IKB ）

抗体购于美国 Abcam公司，兔抗人 NF- B p65磷酸

化（Ser536）、IKB 磷酸化（Ser36）抗体和ECL化学发

光试剂盒购于沈阳万类生物科技有限公司，鼠抗人
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甘油醛-3-磷酸脱氢酶（GAPDH）一抗及标记辣根过

氧化物酶（HRP）二抗购于上海碧云天生物技术股份

有限公司；倒置荧光显微镜购于德国徕卡公司；CO2

细胞培养箱购于美国赛默飞公司；垂直电泳槽、半干

转膜仪和化学发光成像系统购于美国 BioRad公司。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养和分组 人软骨肉瘤SW1353细胞

用含 10%胎牛血清的 DMEM培养液培养于 T25透
气细胞培养瓶中，胰蛋白酶消化后用新鲜培养液悬

浮细胞，并铺种于 6孔细胞培养板。为探讨 1，25（OH）2D3

对 IL-1 诱导细胞炎症的影响，将细胞分为对照组

（加入等体积的溶剂）、VD3组[加入 10 nmol/L的 1，
25（OH）2D3溶液]、IL-1 处理组（加入 10 ng/ml的
IL-1 溶液，构建炎症模型）和VD3干预组[加入10ng/ml

的 IL-1 和 10 nmol/L的 1，25（OH）2D3溶液]4组。为

探讨 LncRNA TUG1在 IL-1 诱导的细胞炎症中的

作用，将细胞分为对照组（加入等体积的溶剂）、IL-1

处理组（加入 10 ng/ml的 IL-1 溶液）和靶向 lncRNA
TGU1的shRNA沉默组（转染质粒 48h后加入 10ng/ml

的 IL-1 溶液）。

1.2.2 细胞活力检测 采用 CCK-8 比色法检测细

胞活力。细胞经胰蛋白酶消化后用培养液吹打均匀，

将细胞密度调整至 1×106个/ml，取 500 l铺种于 24孔

板，培养过夜，待细胞贴壁后对照组加入等体积溶

剂，VD3组加入 10 nmol/L的 1，25（OH）2D3溶液，

IL-1 处理组加入 10 ng/ml的 IL-1 溶液，VD3干预组

加入相同浓度的 IL-1 和 1，25（OH）2D3溶液，继续孵

育 24 h。各孔加入 10 lCCK-8检测试剂，培养 2h后

于 450 nm处检测吸光度。

1.2.3 LncRNA-TUG1、白介素-6（IL-6）和肿瘤坏死

因子（TNF- ）基因的 mRNA表达检测 采用荧光

定量 PCR 法检测细胞中 LncRNA-TUG1、IL-6 和

TNF- 的 mRNA表达。细胞处理方法同 1.2.2，收集

细胞并加入 TriZol 试剂，按照说明书提取细胞总

RNA，并测定浓度和纯度，各组取 1 g RNA溶液进

行逆转录反应，合成 cDNA。根据 Hieff qPCR SYBR
GreenMaster Mix配置扩增反应液，反应条件为 95℃

预变性 5min，95℃变性 10 s，60℃退火 30 s，40个循

环。应用 2– Ct 法计算各基因的相对表达水平。引

物序列见表 1。

1.2.4 NF- B p65和 IKB 蛋白及磷酸化水平检测

采用Western blot法检测细胞中NF- B p65和 IKB

蛋白及磷酸化水平。细胞处理 24 h后，去掉上清液

并用 PBS缓冲液清洗细胞，每孔加入含有蛋白酶抑

制剂和磷酸酶抑制剂的 RAPI细胞裂解液，冰上裂

解 30 min后，高速冷冻离心后取上清液，并用 BCA

法对样本进行蛋白浓度测定。取 20 g 样品进行

SDS-PAGE凝胶电泳，随后用半干转膜仪进行转印。

转印膜用 10%脱脂奶室温封闭 2 h后，放置于新配

置的一抗液中 4℃孵育过夜，PBST漂洗后放置于新

配置的二抗反应液中室温孵育 2 h，PBST漂洗后放

置于 ECL化学发光反应液中孵育，化学发光成像系

统中显影拍照。用 Image J 图像软件分析各蛋白条

带光密度值，得出各目的蛋白的相对表达量。

1.3 统计方法 采用 GraphPad Prism9软件进行处

理。计量资料以均数±标准差表示，多组比较采用单

因素方差分析，组间比较采用 LSD- 检验。 ＜ 0.05

表示差异有统计学意义。

2 结果

2.1 4 组细胞活性比较 4 组细胞活性差异有统计

学意义（ ＜ 0.05），IL-1 处理组细胞活性明显低于

对照组和 VD3干预组（均 ＜ 0.05）。VD3组细胞活

性与对照组和 VD3干预组相比，差异均无统计学意

义（均 ＞ 0.05）；VD3干预组细胞活性略低于对照

组，但差异无统计学意义（ ＞ 0.05），见表 2。
2.2 4组 LncRNA-TUG1、IL-6和 TNF- 的 mRNA

表达水平比较 4组 LncRNA-TUG1、IL-6和 TNF-

的 mRNA表达水平差异均有统计学意义（均 ＜

0.05）。IL-1 处理组均高于对照组和 VD3 干预组；

VD3干预组 IL-6和 TNF- 的 mRNA 表达水平虽然

表 1 荧光定量 PCR扩增引物

引物名称 引物序列（5’→3’）
GAPDH F CGTGGAAGGACTCATGACCA

R CCGTTCAGCTCAGGGATGAC
TNF- F TCTCCTTCCTGATCGTGGCA

R CAGCTTGAGGGTTTGCTACAAC
IL-6 F TAGTGAGGAACAAGCCAGAGC

R TGGCATTTGTGGTTGGGTCAG
TUG1 F CAGGCCCCTAAATCGAAGAAG

R TGTGGTGTATGTGGGCAAAGAT
注：GAPDH为甘油醛-3-磷酸脱氢酶，IL-6为白介素 6，TNF- 为肿瘤

坏死因子 ，TUG1为牛磺酸上调基因
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较 IL-1 处理组明显下调，但仍然高于对照组和VD3

组（均 ＜ 0.05），见表 3。
2.3 4组 NF- B p65和 IKB 的蛋白及磷酸化水平

比较 4组 NF- B p65和 IKB 的蛋白水平差异均

无统计学意义（均 ＞ 0.05），NF- B p65和 IKB 的

磷酸化水平差异均有统计学意义（均 ＜ 0.05）。
IL-1 处理组 NF- B p65和 IKB 的磷酸化水平高于

对照组和 VD3干预组（均 ＜ 0.05）；VD3干预组中

NF- B p65磷酸化水平较 IL-1 处理组降低，但是仍

高于对照组（ ＜ 0.05），见图 1和表 4。
2.4 3组 LncRNA-TUG1、IL-6和 TNF- 的 mRNA

表达水平比较 3组细胞 LncRNA-TUG1、IL-6和
TNF- 的 mRNA表达水平差异均有统计学意义（均

＜ 0.05），且 IL-1 处理组的表达水平明显高于对

照组和 shRNA 沉默组，shRNA 沉默组中 IL-6和
TNF- 的表达水平与对照组相比，差异有统计学意义

（均 ＜ 0.05），见表 5。
2.5 3组 NF- B p65和 IKB 的蛋白及磷酸化水平

比较 3组细胞 NF- B p65蛋白水平差异有统计学

意义（均 ＜ 0.05），且 shRNA沉默组表达水平明显

低于对照组和 IL-1 处理组（均 ＜ 0.05）。3组细

胞中 IKB 的蛋白水平无统计学意义（ ＞ 0.05）。3

组细胞中 NF- B p65和 IKB 的磷酸化水平差异均

有统计学意义（均 ＜ 0.05），且 IL-1 处理组的磷酸

化水平明显高于对照组和 shRNA 沉默组（均 ＜

0.05），shRNA沉默组中NF- B p65的磷酸化水平与

对照组差异有统计学意义（ ＜ 0.05），见图 2和表 6。

3 讨论

OA易发生于中老年人群，65岁以上的膝痛人

群中超过 50%患有 OA，75岁以上膝痛人群中患有

OA超过 80% [1，5]，病情严重者会致畸、致残。1，25

（OH）2D3是维生素 D 在体内经代谢产生的活性产

物，具有抑制炎症反应、氧化应激和细胞凋亡的作用，

其可通过 VDR发挥转录调控作用。有研究报道 [2]，

OA患者血清中 1，25（OH）2D3的含量明显降低，且与

关节疼痛加重、炎症因子释放增加有关，通过 1，25

（OH）2D3干预可改善 OA发病过程中软骨细胞的炎

表 4 4组细胞 NF- B p65和 IKB 蛋白及磷酸化水平比较（ =3）
组别 NF- B p65 pNF- B p65 IKB pIKB
对照组 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00
VD3组 1.02±0.21 1.15±0.08 0.95±0.10 1.05±0.09
IL-1 处理组 0.99±0.13 2.01±0.17a 0.93±0.10 1.46±0.08a

VD3干预组 1.07±0.12 1.37±0.12ab 1.04±0.08 0.96±0.14b

值 0.19 48.03 1.12 19.18
值 ＞ 0.05 ＜ 0.05 ＞ 0.05 ＜ 0.05

注：各组与对照组比较，a ＜ 0.05；VD3干预组与 IL-1 组比较，b ＜

0.05。NF- B p65为核因子 B p65亚基，IKB 为核因子 B抑制蛋白

对照组

GAPDH

VD3组 IL-1 处理组

pIKB

NF- B p65

IKB

注：NF- B p65为核因子 B p65亚基，IKB 为核因子 B抑制蛋白

图 1 4组细胞 NF- B p65和 IKB 的蛋白和磷酸化表达电泳图

pNF- B p65

VD3干预组

表 5 3组细胞中 lncRNA TUG1、IL-6及 TNF-
mRNA表达量比较（ =3）

组别 lncRNA TUG1 IL-6 TNF-
对照组 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00
IL-1 处理组 1.74±0.25a 204.53±32.88a 6.79±0.17a

shRNA沉默组 0.78±0.21b 110.90±21.68ab 4.39±0.70ab

值 22.17 60.21 148.90
值 ＜ 0.05 ＜ 0.05 ＜ 0.05

注：与对照组比较，a ＜ 0.05；与 IL-1 组比较，b ＜ 0.05。 lncRNA
TUG1为 长链非编码 RNA牛磺酸上调基因，IL为白介素，TNF- 为

肿瘤坏死因子

表 3 4组 lncRNA TUG1、IL-6及 TNF-
mRNA表达量比较（ =3）

组别 lncRNA TUG1 IL-6 TNF-
对照组 1.00±0.01 1.00±0.00 1.00±0.00
VD3组 1.17±0.05a 0.95±0.27 0.64±0.10a

IL-1 处理组 1.82±0.07a 147.26±20.20a 5.98±0.64a

VD3干预组 1.17±0.12b 70.74±6.62abc 3.41±0.86abc

值 72.05 129.20 35.82
值 ＜ 0.05 ＜ 0.05 ＜ 0.05

注：各组与对照组比较，a ＜ 0.05；VD3干预组与 IL-1 组比较，b ＜

0.05；VD3干预组与 VD3组比较，c ＜ 0.05。lncRNA TUG1为 长链

非编码RNA牛磺酸上调基因，IL为白介素，TNF- 为肿瘤坏死因子

表 2 4组细胞活性比较 %
组别 细胞活性

对照组 3 100.00±0.03
VD3组 3 98.41±2.44
IL-1 处理组 3 76.64±3.04a

VD3干预组 3 90.68±6.13b

值 25.90
值 ＜ 0.05

注：各组与对照组比较，a ＜0.05；VD3干预组与 IL-1 组比较，b ＜0.05
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性损伤。在 OA软骨细胞模型中，1，25（OH）2D3通过

抑制 NF- B信号通路介导的炎症反应，改善 OA发

病过程中软骨细胞的炎症性损伤，NF- B通路也成

为 OA发病机制及治疗药物研究的主要靶点[6]。

有研究发现 [7]，LncRNA TUG1通过 miR-320c/
MMP-13轴调节 OA软骨细胞外基质的降解，敲除

TUG1基因加速细胞的增殖及凋亡。然而，在 LPS

诱导的ATDC5小鼠软骨细胞炎症模型中，大黄素干

预可降低炎性细胞因子的表达水平，其分子机制是

大黄素通过上调 TUG1抑制 Notch 和 NF- B 通路

发挥作用 [8]。在系统红斑狼疮肾损伤小鼠模型中，

NF- B抑制剂可通过上调 TUG1的表达，并且抑制

p65在细胞核中的定位，发挥肾脏保护作用[9]。以上

文献提示，LncRNA TUG1参与免疫调控的作用仍存

在一些争议。

本研究结果显示，IL-1 处理的 SW1353细胞活

性明显减弱，1，25（OH）2D3干预能明显提升细胞活

性。IL-1 处理的 SW1353细胞中炎症因子 TNF-

和 IL-6 mRNA表达明显上调，参与软骨细胞损伤的

lncRNA TUG1 mRNA出现显著上调，1，25（OH）2D3

干预能不同程度下调上述基因的表达。这提示 1，25

（OH）2D3能缓解 IL-1 诱导的软骨细胞炎症反应。本

研究结果还显示，IL-1 能明显诱导 NF- B p65 和

IKB 蛋白的磷酸化水平，1，25（OH）2D3干预能显著

抑制其磷酸化水平。这提示 1，25（OH）2D3通过抑制

NF- B信号通路的活化缓解炎症反应。上述结果还

提示软骨细胞的炎症反应激活可上调 lncRNATUG1

的表达，1，25（OH）2D3的干预也能对 lncRNA TUG1

的表达产生影响。本研究通过转染靶向 lncRNA
TUG1的 shRNA沉默其表达，在此情况下 IL-1 对

SW1353细胞的炎症反应的诱导作用明显减弱，TNF-

和 IL-6mRNA表达水平明显低于 IL-1 组。Western
blot实验结果也显示shRNA沉默组细胞中NF- B p65

和 IKB 的磷酸化水平下调。这提示可通过下调

lncRNATUG1的表达，来减轻 IL-1 诱导的软骨细胞

炎症反应。

在哮喘小鼠模型中，1，25（OH）2D3干预能减轻气

道炎症细胞浸润、抑制气道壁增厚及黏液分泌，其机

制可能与 1，25（OH）2D3参与 Th17/调节性 T 细胞

（Treg）之间的平衡有关[10]。1，25（OH）2D3可通过激活

过氧化物酶体增殖物激活受体（PPAR ），下调 NF-
B和 TNF- 延缓炎症浸润 [11]。1，25（OH）2D3可通过

VDR抑制NF- B和 JAK/STAT途径，缓解猪流行性

腹泻病毒（PEDV）感染诱导的肠道炎症[12]。然而，1，
25（OH）2D3是否对 lncRNA TUG1的表达具有调控

作用，其发挥免疫炎症调控作用是否依赖 lncRNA
TUG1的表达鲜见文献报道。但有文献报道 lncRNA

TUG1通过调控 NF- B信号通路缓解炎症反应。在

多发性硬化疾病模型中，下调 lncRNA TUG1可通过

抑制NF- B1/p50减轻炎症反应，改善模型小鼠的行

为学症状[13]。在小鼠哮喘模型中，lncRNA TUG1通
过隔离 microRNA-181b 增强 HMGB1/NF- B 信号

通路，促进气道重塑[14]。

综上所述，1，25（OH）2D3可以调控 lncRNA
TUG1和 NF- B信号通路的活性，缓解软骨细胞炎

症，下调 lncRNA TUG1的表达，也可以抑制 NF- B

信号通路的活性。但是 1，25（OH）2D3发挥抗炎作用

是否依赖于 lncRNATUG1的表达，本研究结果尚未

能阐明。随着对 1，25（OH）2D3 药理学机制以及

lncRNATUG1的生物学功能的研究不断深入，未来

可能为 OA的治疗提供新的策略。
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注：NF- B p65为核因子 B p65亚基，IKB 为核因子 B抑制蛋白

图 2 3组细胞 NF- B p65和 IKB 的蛋白和磷酸化表达电泳图

GAPDH

pIKB

NF- B p65

IKB

pNF- B p65

对照组 IL- 1处理组 shRNA沉默组

表 6 3组细胞中 NF- B p65和 IKB 蛋白及磷酸化水平比较（ =3）
组别 NF- B p65 pNF- B p65 IKB pIKB
对照组 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00
IL-1 处理组 1.20±0.05a 2.28±0.28a 1.05±0.10 2.17±0.32a

shRNA沉默组 0.69±0.04ab 1.35±0.08ab 0.93±0.04 1.10±0.18b

值 141.02 47.87 2.66 27.29
值 ＜ 0.05 ＜ 0.05 ＞ 0.05 ＜ 0.05

注：与对照组比较，a ＜ 0.05；与 IL-1 处理组比较，b ＜ 0.05。NF-
B p65为核因子 B p65亚基，IKB 为核因子 B抑制蛋白
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