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Abstract Objective To construct a lentivirus vector of microＲNA-205( miＲ-205) ，and transfect into MB231 cell
line，to establish a stable cell line expressing miＲ-205． Methods Design and synthesis miＲ-205 primers，the tar-
get gene was amplified by PCＲ，and connect to the lentivirus expression plasmid． Packaging and testing virus drops
Lv-miＲ-205，after the double enzyme digestion of the recombinant plasmid． Infecting MB231 cells with the Lv-
miＲ-205，then detect the expression of miＲ-205 by Ｒeal Time qPCＲ and access the cell proliferation and migration
by MTT assay and wound-healing assay． Ｒesults The DNA sequencing prove that the lentivirus vector was con-
structed successfully． Lv-miＲ-205 stablized infect MB231 cells，the expression of miＲ-205 elevated apparently，
cell proliferation and migration was inhibited sharply． Conclusion The miＲ-205 lentiviral expression vector is suc-
cessfully constructed and the cell line MB231 stably expressing miＲ-205 is established，which indicate that it could
negatively regulate the malignant biological behavior of breast cancer cells，and laid the foundation for the further
study of the function and mechanism of miＲ-205．
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沉默信息调节因子 2 在人骨关节炎软骨组织及细胞中的表达
饶先亮1，常 俊1，方 晓2，王 涛2，尹宗生1

摘要 目的 检测沉默信息调节因子 2( SIＲT2) 在人软骨中
的表达，探讨其在骨关节炎( OA) 与正常软骨组织及细胞中
表达的差异性。方法 选取临床 20 例骨关节炎关节软骨，
为 OA组;另取 10 例正常关节软骨，为对照组。免疫荧光染
色法检测 SIＲT2 在两组软骨组织的表达分布及表达情况。
分离软骨细胞并进行细胞传代培养，甲苯胺蓝染色进行细胞
鉴定，Western blot 法检测软骨组织及细胞中 SIＲT2 的表达
情况。结果 免疫荧光染色结果显示 SIＲT2 表达于软骨组
织中，分布在细胞核与细胞质中，OA组 SIＲT2 阳性细胞率较
对照组明显降低( P ＜ 0. 01) ; Western blot结果显示 OA 组软
骨组织中 SIＲT2 表达显著低于对照组( P ＜ 0. 01) ，软骨细胞
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中 SIＲT2 的表达亦显著低于对照组 ( P ＜ 0. 01 ) 。结论
SIＲT2 在人类软骨组织中有表达，具体表达在细胞核与细胞
质中，SIＲT2 表达降低可能导致骨关节炎的发生及进展。
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骨性关节炎( osteoarthritis，OA) 是一种较为常见
的退行性关节病变，尤其膝关节受累最为常见，主要
表现为关节疼痛及关节活动障碍，年龄与肥胖被认
为是最主要的危险因素，随着寿命增加，OA 的发病
率呈现显著上升趋势［1］。虽然 OA确切的发病机制
尚不明确，但越来越多的证据表明软骨老化及细胞
衰老在 OA发生发展中起着重要作用。沉默信息调
节因子 2 ( silent information regulator of transcription
2，SIＲT2) 是一种烟酰胺腺嘌呤二核苷酸 ( nicotin-
amide adenine dinucleotide，NAD + ) 依赖的组蛋白
去乙酰酶，作为 Sirtuin 家族( SIＲT1 ～ SIＲT7) 成员之
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一，显示可以从 SIＲT2 解离出具有乙酰化 FoxO1，而
乙酰化的 FoxO1 结合 Atg7 可以增强细胞的自噬活
动，进而延缓机体和细胞的衰老［2］。Lin et al［3］检测
药物诱导关节炎的小鼠软骨组织中的 SIＲT2 蛋白与
mＲNA 含量较正常小鼠明显下降，同时对敲除
SIＲT2 小鼠进行建模中发现显现关节炎症状时间明
显缩短。该课题组一直致力于 Sirtuin家族在 OA发
病机制中的研究，前期研究［4］表明 SIＲT1 在 OA 中
低表达，并且 SIＲT1 可以增强细胞自噬过程延缓软
骨细胞的早衰，SIＲT2 与 SIＲT1 同源性最高，其在人
体软骨中的表达却未见报道。该课题收集临床软骨
标本，探讨 SIＲT2 在两者软骨中的表达差异性，为进
一步研究 SIＲT2 在 OA发病中的作用提供资料。

1 材料与方法

1． 1 病例资料 选取 2015 年 10 月 ～ 2016 年 6 月
在安徽医科大学第一附属医院关节与骨肿瘤病区接
受全膝关节或者全髋关节置换的手术患者。① OA
组:按照 2007 年最新 OA 诊治指南的诊断标准［5］，
因膝 OA而行全膝关节置换术标本 20 例，其中男 6
例，女 14 例，年龄 66 ～ 75( 68. 46 ± 4. 76) 岁;② 对照
组:因股骨颈骨折而行全髋关节置换术标本 10 例，
其中男 4 例，女 6 例，年龄 61 ～ 73 ( 67. 42 ± 4. 44 )
岁。纳入标准:根据病史、术前 X 线片、术后肉眼观
察可以基本排除关节软骨退行性改变，并在术后送
检病理诊断关节软骨无病变。两组年龄经过 t 检验
比较，差异无统计学意义。两组关节软骨标本在游
离后无菌状态下装入有平衡液的无菌标准袋，立即
送往实验室处理。
1． 2 试剂与仪器 兔抗 SIＲT2 多克隆抗体 ( 武汉
Elabscience生物公司) ; ＲIPA 组织裂解液和 SDS-
PAGE上样缓冲液( 江苏碧云天生物公司) ; 鼠抗 β-
actin多克隆抗体 ( 英国 Abcam 公司) 、山羊抗兔二
抗、山羊抗鼠二抗、免疫荧光二抗、DAPI ( 北京中杉
金桥生物公司) ; 冰冻切片机 ( 德国 Leica 公司) ;
ECL显影液 ( 美国 Thermo 公司) ; 凝胶成像分析仪
( 上海 Tanon公司) ;免疫荧光显微镜( 日本 Olympus
公司) 。
1． 3 方法
1． 3． 1 免疫荧光染色法检测 SIＲT2 的分布及表达
将 OA组和对照组软骨组织标本 4%多聚甲醛固

定，脱钙液脱钙后分别行连续 6 μm 冰冻切片，一部
分组织常规 HE染色，一部分组织山羊血清 37 ℃封
闭 30 min，吸去血清后用 PBS洗 2 遍甩干，滴加兔抗

SIＲT2 多克隆抗体( 1 ∶ 100 稀释) ，放入 37 ℃湿盒
孵育过夜，然后用 PBS洗 3 遍，一次 5 min。按照说
明加入稀释荧光二抗( 1 ∶ 100 稀释) ，避光，37 ℃孵
育下 2 h，PBS洗 2 遍后，加入 DAPI染料常温染色 5
min后，PBS 洗 3 遍，转移到载玻片上晾干，滴加荧
光防淬灭剂，在荧光显微镜下观察并拍照。在显微
镜下，每张切片随机选取 10 个不重叠视野，人工计
数 SIＲT2 阳性细胞率。
1． 3． 2 软骨细胞的分离、传代培养及鉴定 在无菌
超净台对 OA 组及对照组软骨组织用含有双抗的
PBS洗 3 遍，无菌眼科小剪刀切成 2 mm3 大小碎粒，
PBS洗 3 遍后收集到 15 ml 离心管中离心弃上清
液，加入 0. 25% 胰蛋白酶 37 ℃培养箱中消化 40
min，离心弃上清液，加入 10% FBS 的 DMEM 培养
基终止消化，离心后加入Ⅱ型胶原酶 37 ℃培养箱中
继续消化 4 h。取出离心管低速离心 5 min 后振荡
静置 1 min，吸取上清液至另外 15 ml离心管中离心
后弃上清液，加入 10% FBS 的 DMEM 培养基转入
培养皿中于 37 ℃、5% CO2 培养箱内培养，待贴壁
细胞融合率达到 80% 左右时，弃掉培养基加入
0. 25%胰蛋白酶消化，按比例进行传代培养。采用
玻片进行细胞爬片，使用甲苯胺蓝染色在倒置光镜
下随机选取 10 个视野行细胞形态学观察进一步细
胞鉴定。
1． 3． 3 Western blot法检测 SIＲT2 在软骨组织及软
骨细胞的表达 用眼科小剪刀把软骨组织剪成碎
粒，称取 20 mg，加入 200 μl ＲIPA 组织裂解液和 2
μl PMSF，在研磨器中冰上研磨匀浆，继续在冰上裂
解 30 min，收集裂解液至 EP 管中;提取软骨细胞蛋
白时，弃去细胞培养基，用 0. 25%胰蛋白酶消化细
胞并离心收集沉淀至 EP 管中，用 4 ℃预冷的 PBS
冲洗 1 次，10 000 r /min 4 ℃离心 2 min，弃上清液，
加适量同上裂解液，冰上裂解细胞 30 min。将上述
EP管 14 000 r /min 4 ℃离心 10 min，收集 EP 管中
上清液至新的 EP 管中，即为蛋白样品。取蛋白样
品，将 5 × SDS 按比例稀释为 1 ×，水浴锅煮沸 10
min，使蛋白变性。经 SDS-PAGE 电泳后，电转仪将
凝胶转至 PVDF 膜上，封闭 2 h，加入兔抗 SIＲT2 多
克隆一抗( 1 ∶ 1 000 稀释) ，4 ℃孵育过夜，TBST 振
摇 3 次，然后加入相应的二抗室温孵育 2 h，弃去二
抗，TBST振摇漂洗 3 次，加入新鲜配置 ECL 工作
液，凝胶成像仪中成像并分析结果。
1． 4 统计学处理 采用 SPSS 17. 0 统计软件进行
分析，数据分析结果用柱状图表示，运用 t检验比较
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组间资料差异，P ＜ 0. 01 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 免疫荧光染色检测 SIＲT2 的分布与表达 软
骨组织常规 HE染色显示: OA组关节软骨表面毁损
明显，形态不规则，各层结构不清晰，软骨细胞分布
不均匀，排列紊乱或者成簇，总数减少，细胞核固缩、
裂解、空泡状，偏向一侧，符合 OA的表现特征;对照
组软骨表面平整，形态规则，各层排列规律，软骨细
胞分布均匀，细胞核蓝紫色，见图 1。免疫荧光染色
结果显示: 在两组中均可观察到 SIＲT2 表达于细胞
核及细胞质中，在对照组的正常软骨组织中，可见大
量红染颗粒，OA 组的 SIＲT2 阳性细胞率较对照组
下降明显，两组比较差异有统计学意义［( 15. 42 ±
4. 26) % vs ( 42. 64 ± 10. 53 ) %，t = － 5. 86，P ＜
0. 01］，见图 2。
2． 2 软骨细胞鉴定结果 为鉴定体外分离培养的

图 1 OA组和对照组软骨组织 HE染色结果 × 10

A: OA组; B: 对照组

为软骨细胞，采用甲苯胺蓝染色法对细胞进行鉴定，
显微镜下可见: 大部分细胞呈现长梭形和多角形两
种形态，其中长梭形占大多数，细胞长满后排列紧
密，呈现典型的“铺路石”形状，细胞核为圆形或者
椭圆形，位于胞体中心，细胞外基质均匀，被染成异
染的蓝紫色。证明本实验中所培养的两组细胞均为
软骨细胞，见图 3。
2． 3 Western blot 法检测 SIＲT2 的表达情况 应
用Western blot法检测两组软骨 SIＲT2 的表达情况，
结果显示 OA 组软骨组织的 SIＲT2 表达低于对照
组，差异有统计学意义( t = － 7. 61，P ＜ 0. 01) ，部分
OA组和对照组软骨组织显影结果见图 4; OA 组软
骨细胞的 SIＲT2 表达低于对照组，差异有统计学意
义( t = － 14. 33，P ＜ 0. 01 ) ，软骨细胞 OA 组和对照
组显影结果见图 5。

3 讨论

OA 是临床最常见的退行性关节疾病，随着社
会老龄人口增加，OA 在 75 岁以上人群的发病率高
达 80%，因此，OA 又被称为老龄化相关疾病，并且
把衰老视为 OA 主要危险因素之一［6］。OA 与衰老
密切相关，但并不是所有的老年人都会患有 OA，但
并不代表这个软骨的功能是正常的，相反老化的软
骨会增加罹患 OA 的风险。因此，抑制软骨老化和
软骨细胞衰老可以延缓 OA发生。

图 2 SIＲT2 在软骨组织的分布和表达 × 10

A: OA组; B: 对照组; 1: SIＲT2 染色; 2: DAPI染色; 3: SIＲT2 和 DPAI合并图像;与对照组比较: ＊＊P ＜ 0. 01
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图 3 软骨细胞甲苯胺蓝染色 × 10

A: OA组; B: 对照组

图 4 Western blot法检测 SIＲT2 在软骨组织中的表达

与对照组比较: ＊＊P ＜ 0. 01

图 5 Western blot法检测 SIＲT2 在软骨细胞中的表达

与对照组比较: ＊＊P ＜ 0. 01

Sirtuin家族是一组依赖 NAD +的去乙酰化酶
类，被称为“长寿蛋白”。在人类中有 7 个亚型，分
别为 SIＲT1 ～ SIＲT7。研究［7］表明，SIＲT1 参与染色
质沉默和维持基因组稳定性，而这一过程涉及端粒
延长，提示 SIＲT1 可以维持端粒的稳定性。从人 OA
关节软骨获取的软骨细胞通过逆转录端粒酶病毒而
不改变软骨细胞其他表型的情况下，发现软骨细胞

端粒长度增加并且明显延缓软骨细胞衰老［8］。有
资料显示［9］，Sirtuin 家族激活剂白藜芦醇可以降低
软骨细胞 ＲOS 含量，而 ＲOS 含量与细胞衰老呈现
正相关，并且 ＲOS可以通过激活 MMPs 表达与炎症
因子释放促进软骨细胞衰老。课题组前期研究发
现，使用 SIＲT1 激活剂白藜芦增强 SIＲT1 活性后，软
骨细胞中 LC3 蛋白从 LC-Ⅰ向 LC-Ⅱ转化增加，自噬
活性增加，表明在 OA 早期，SIＲT1 与自噬相关蛋白
Atg7 相互作用延缓软骨细胞早衰发生。SIＲT2 与
SIＲT1 同源性最高，并且在人体绝大多数细胞中都
有表达。近期研究［10］显示，在真皮成纤维细胞早衰
过程中伴随着 SIＲT1 与 SIＲT2 的表达下降，同时
siＲNA抑制 SIＲT1 与 SIＲT2 表达后，衰老相关表型
β-gal活性增强、γ-H2AX 磷酸化和 P21、P53、P16 水
平增加。North et al［11］研究发现体外过表达 SIＲT2
或 NAD +前体 NMN治疗后小鼠的有丝分裂细胞周
期点激酶基因 ＲubＲ1 的丰度增加，ＲubＲ1H /H 小鼠
过表达 SIＲT2 后平均寿命将增加。野生型小鼠因缺
乏 ＲubＲ1 而出现早期衰老征象，提示 SIＲT2 可能是
哺乳动物衰老潜在靶点。由此得出，SIＲT2 与 SIＲT1
一样，同样具有延缓细胞衰老的作用。

本研究免疫荧光结果显示，在 OA 关节软骨组
织中，SIＲT2 广泛存在于正常软骨细胞中，主要表达
在细胞核与细胞质中，并且 OA 组软骨组织 SIＲT2
阳性细胞率较正常对照组明显降低。免疫荧光染色
是一种定性的检测手段，能较直观反映 SIＲT2 表达
分布，但是并不能准确定量。本研究进而结合免疫
荧光、Western blot 两种方法对 SIＲT2 的进行定量检
测，同时在组织水平和细胞水平同时进行 SIＲT2 表
达检测，显示 OA 组 SIＲT2 明显低表达。这一结果
与 Eo et al ［12］研究内容有偏差，该研究显示过表达
SIＲT2 可以促进软骨细胞炎症因子增加，而炎症可
以促进关节炎发生，但作者没有在动物实验中进一
步验证。而本实验结果与 Lin et al［3］研究结果一
致。Lin 通过检测小鼠建模前后关节软骨中的
SIＲT2 表达水平的变化，同时动物实验也佐证了
SIＲT2 抑制关节炎的发生及进展，但该关节炎为药
物诱导下关节炎模型，不能完全模拟人类 OA 软骨
细胞生存环境，同时也缺乏人类软骨组织及细胞
SIＲT2 表达的相关报道。

综上所述，抑制软骨老化和软骨细胞衰老将延
缓 OA进程，SIＲT2 与 SIＲT1 同样可以参与细胞衰老
调节，同时本研究显示 OA软骨中 SIＲT2 有表达，具
体在细胞核与细胞质中，且与 SIＲT1 同样，SIＲT2 表
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达量也是降低的，软骨中 SIＲT2 的低表达可能与 OA
的发生发展关系密切，SIＲT2 表达水平的下降可能
促进 OA的发生及进展。
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The research of silent information regulator of transcription 2
expression in cartilage tissues and chondrocytes

Ｒao Xianliang1，Chang Jun1，Fang Xiao2，et al
( 1Dept of Orthopaedics，The Fourth Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230022;

2Dept of Joint and Bone Tumors，The First Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230022)

Abstract Objective To investigate the expression of silent information regulator of transcription 2 ( SIＲT2 ) in
human cartilage，and to explore the difference between osteoarthritis ( OA) and normal cartilage tissues and chon-
drocytes． Methods The present research was selected 20 cases of osteoarthritic cartilage as OA group and 10 cases
of normal articular cartilage as control group． The expression level and distribution of SIＲT2 in two groups were de-
tected by immunofluorescence staining． Chondrocytes were isolated and subcultured． The cells were identified by
toluidine blue staining． The expression level of SIＲT2 in cartilage tissues and chondrocytes was detected by Western
blot． Ｒesults Immunofluorescence staining showed that SIＲT2 was expressed in cartilage and distributed in nucle-
us and cytoplasm． The SIＲT2 positive rate in OA group was significantly lower than that in control group ( P ＜
0. 01) ． Western blot analysis showed that SIＲT2 expression in cartilage tissues in OA group were significantly lower
than that in control group ( P ＜ 0. 01) ，and the expression of SIＲT2 in chondrocytes was also consistent with human
cartilage tissues( P ＜ 0. 01) ． Conclusion The distribution of SIＲT2 in human cartilage tissues is specifically ex-
pressed in the nucleus and cytoplasm． The decrease of SIＲT2 expression may lead to the development and progres-
sion of osteoarthritis．
Key words osteoarthritis; cartilage; immunofluorescence; SIＲT2
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