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CSE1L在绝经后女性骨关节炎滑膜细胞中的作用探究 *
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摘要 目的：探讨 CSE1L在绝经后女性骨关节炎滑膜细胞中的表达及其作用和机制。方法：通过 RT-PCR、Western blot以及免疫

组化的实验方法检测和比较 CSE1L在绝经后女性骨关节炎和创伤截肢患者关节滑膜细胞中的表达，不同浓度 TNF-琢或 TNF-琢
抗体处理的关节炎滑膜细胞中 CSE1L的表达；采用 siRNA干预其骨关节炎滑膜细胞中 CSE1L的表达后，通过 RT-PCR、ELISA

以及Western blot检测其 TNF-琢的表达和分泌情况。结果：RT-PCR以及Western blot结果均提示绝经后女性骨关节炎滑膜细胞

中 CSE1L的表达较创伤截肢患者关节滑膜细胞显著增高 (P<0.01，P< 0.001)。对 CSE1L进行 siRNA干预降低其表达水平后，

CSE1L表现出与 TNF-琢浓度呈正相关的变化趋势；此外，在对 CSE1L进行敲减以降低其表达水平后，绝经后女性骨关节炎滑膜

细胞中 TNF-琢的表达水平变化提示其受到 CSE1L调节。结论：CSE1L可能通过调节 TNF-琢的表达促进绝经后女性骨关节炎的
发展。
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A Study with Regard to How CSE1L Works in Osteoarthritis among
Postmenopausal Women*

To investigate whether the expression of CSE1L elevates in the synoviocytes among postmenopausal women

with osteoarthritis(OA), after the positive result came out, to futher preliminary look into the mechanism of how CSE1L works in the syn-

oviocytes among postmenopausal women with OA. Investigate whether the expression of CSE1L elevates in the synoviocytes

among postmenopausal women with OA by means of RT-PCR, western blot and immunohistochemistry, and then conduct quantitative

and semi-quantitative analysis. After knocking down the expression of CSE1L with CSE1L specific siRNA, to investigate whether

CSE1L shows a positive relationship with the severity of OA or not by means of western blot. Through the methods of RT-PCR，ELISA

and western blot, the interaction between CSE1L and TNF-琢 was preliminarily illustrated, so the mechanism of how CSE1L works in the

synoviocytes among postmenopausal women with OA was preliminarily showed up. In the synociocytes among post-

menopausal women with OA, the results of both RT-PCR and western blot manifested that the expression of CSE1L elevated significantly

(P<0.01, P<0.001). Moreover, after knocking down the expression of CSE1L with CSE1L specific siRNA, the expression level of CSE1L

show a positive relationship with TNF-琢 concentration. In addition, after knocking down the expression of CSE1L with CSE1L specific

siRNA, and the expression level of TNF-琢 came up to be regulated by CSE1L in the synoviocytes among postmenopausal women with

OA. CSE1L promote OA development via interaction with TNF-琢 expressed by the synoviocytes among postmenopausal

women with OA.
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前言

骨关节炎为最为常见的慢性退行性疾病之一，发病涉及全

身大小关节，如膝关节、踝关节、指间关节。而在所有骨关节炎

病例中，膝关节所占比例最重，而其中又以绝境后女性发病率

最高[1,2]，其病理改变涉及整个关节，包括关节软骨、周围韧带、
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关节囊软骨下骨、以及关节滑膜，最终导致关节功能丧失[3]。骨

关节炎的病因种类繁多，创伤、肥胖、老龄化以及遗传因素均参

与其发生[4]。然而，骨关节炎的确切发病机制至今尚未阐明。迄

今为止，关于骨关节炎的发生机制研究多局限于针对软骨细

胞，关于骨关节炎中滑膜细胞的研究则相对较少。受损的软骨

细胞释放各种各样的蛋白水解酶引起滑膜炎[5,6]，而滑膜细胞释

放的炎性分解产物又将进一步加重关节软骨细胞的病理改变
[7,8]。滑膜细胞对于骨关节炎的发生发展至关重要[9]。

CSE1L(Chromosome Segregation 1-Like)位于人 20号染色

体长臂 13区，其编码的蛋白产物 CSE1L负责调节 importin-琢
从细胞核中的运输，在胞质和胞核中都有表达[10,11]。既往的研究

显示 CSE1L多表达于肿瘤疾病，与多种恶性肿瘤关系密切[11]。

此外，CSE1L参与多种细胞代谢活动，包括细胞凋亡、胚胎发

育、运输代谢产物、细胞亚单位组装，肿瘤的发生和转移[12,13]。然

而，至今没有 CSE1L与骨关节炎关系的相关报道。为了探究

CSE1L在骨关节炎滑膜炎中的作用，我们选择了最具代表性的

炎性因子 TNF-琢作为观察对象[14,15]，现将结果报道如下。

1 材料和方法

1.1 材料

1.1.1 样本 本实验选取了 8例标本，分为骨关节炎组和对照

组。4例骨关节炎样本来自唐都医院骨科骨关节炎行膝关节置

换术患者[16]，标本来源均为绝境后女性患者；4例对照组来自唐

都医院骨科创伤截肢患者，所有标本的取得均经过患者本人知

情同意并签署知情同意书，本研究中所有的实验均严格遵守赫

尔辛基宣言[17]，并由本实验中心道德伦理委员会执行监督。

1.1.2 细胞培养和实验试剂 由标本分离而来的滑膜细胞遵

照指导程序进行元代培养[18]。首先，去除滑膜上脂肪组织并用

PBS清洗三次；其次，将滑膜组织切碎至小块并与Ⅰ型胶原酶

充分混合，置于 37℃恒温箱中 6小时；待充分消化后过滤悬液

收获滑膜细胞，接种于 10%胎牛血清的 DMEM培养液中并加

入双抗。本实验涉及到的抗体包括抗 CSE1L抗体(BS1080)和

CSE1L 特异性 siRNA 来自上海生工公司，抗 TNF-琢 抗体
(10602-MM01-F)来自 Sino Biogical 公司(中国)，TNF-琢 ELISA

试剂盒(ab181412)和 茁-actin(ab8227)均来自 Abcam(上海)公司，

抗 TNF-琢抗体(410-MT)购于 R&D公司(中国)，其他试剂和仪

器均由唐都医院骨肿瘤研究所提供。

1.2 方法

1.2.1 实时定量 PCR 总 RNA 由 10 mg滑膜组织或滑膜细

胞中提取，选取裂解液购于 Thermol Fisher Scientific公司(德国)。

cDNA的第一条链的合成来自 1 mg总 RNA，采用 All-In-One

系统购于 Appilied Biological Msterial公司(加拿大)。基因表达

量采用 Rotor-Gene Q 2 plex(德国 Qiagen公司)系统定量检测。

设计引物序列如下，CSE1L：Forward(5'→3')：CAGAACACGCT-

GACAAGTATCT，Reverse(5'→3')：AGCCCTGCGTCTAGTAT-

CAATA；GAPDH：Forward (5'→3')：GGAAAACACCGAGTCG-

GAATAC，Reverse(5'→3')：GCGGAAAACCTTGGAGGTAAT。

1.2.2 蛋白质免疫印记 收获的滑膜组织或细胞采用 RAPA

处理。所得溶解产物随后用 SDS-PAGE 电泳分离并转移至

PVDF膜上，后者用 5%脱脂牛奶阻断后，加入特异性一抗并置

于 4 ℃环境下过夜。第二天，所得结果用 Western blot(GE

Healthcare公司) 检测系统分析转膜。目标基因相对表达量用

Quantity One software(Bio-Rad公司)计算分析各条带灰度值。

1.2.3 siRNA 干预及转染 CSE1L特异性 siRNA 由脂质体

2000转染进入骨关节炎滑膜细胞以干扰降低 CSE1L在细胞水

平上的表达。首先将滑膜细胞消化并接种于六孔板，待每个孔

滑膜细胞分布至 50%左右 (约 24小时) 后，用 CSE1L特异性

siRNA和非特异性 siRNA(阴性对照)进行干预，24小时后干预

完成可进行下一步实验。

1.2.4 免疫组织化学 首先将滑膜组织固定于盐酸福尔马林

溶液 10天后脱水并包埋于石蜡中，并将组织制成 6 滋m的切
片。在 4℃环境下用抗 CSE1L抗体和纤溶酶原激活物抑制剂

共同孵育过夜；对照组抗体用兔 IgGs，用本实验室生物素 -链

霉亲和素检测系统检测。然后将二氨基联苯胺和双氧水加入组

织切片。最后将组织切片复染。

1.2.5 酶联免疫吸附试验 收集骨关节炎滑膜细胞培养液，

3000转 /分 4℃离心 15分钟，收集上清液并按照 ELISA试剂

盒规程进行实验。

1.3 统计学处理

数据使用 SPSS13.0统计软件进行统计学分析，分别采用

了 Student-t检验和 One-way ANOVA检验，以 P<0.05为差异

具有统计学意义。

2 结果

2.1 骨关节炎的绝经后患者滑膜细胞 CSE1L表达升高

RT-PCR 和 Western blot 结果均显示骨关节炎滑膜细胞

CSE1L的表达量高于对照组(P<0.01，P<0.001)；免疫组化结果

与 RT-PCR和Western blot结果一致，骨关节炎滑膜组织切片

显示 CSE1L主要存在于细胞核区域，见图 1。

2.2 CSE1L表达量与 TNF-琢浓度呈正相关，并在 10 ng/mL时

达到峰值

研究表明 TNF-琢能够明显加重骨关节炎的严重程度，是
骨关节炎发生发展过程中最重要的细胞因子之一[19]。如图 2A

所示，骨关节炎滑膜细胞 CSE1L的表达量与 TNF-琢浓度呈正
相关，在 TNF-琢浓度为 10 ng/mL时达到最大化。而如图 2B所

示，加入 TNF-琢抗体可以部分阻断 TNF-琢对 CSE1L的刺激作

用，提示在骨关节炎滑膜细胞中，CSE1L的表达受 TNF-琢调节。
2.3 骨关节炎滑膜细胞中 TNF-琢的表达受 CSE1L调节

RT-PCR 和 Western blot 结果显示在加入 CSE1L特异性

siRNA干预 24小时后，骨关节炎滑膜细胞 TNF-琢的表达水平
显著降低(P<0.05，P<0.0001)，见图 3A、3B。ELISA结果显示骨

关节炎滑膜细胞分泌的 TNF-琢同样受到 CSE1L调节，CSE1L

特异性 SiRNA显著降低了骨关节炎滑膜细胞分泌表达 TNF-琢
(图 3C)(P<0.05)。

3 讨论

骨关节炎是一种长期慢性退行性关节疾病，最终可导致全

关节功能障碍[3]。迄今为止，仍然缺乏骨关节炎的有效治疗手

段。在本研究中，我们首先证明了 CSE1L在骨关节炎滑膜细胞

中的异常高表达，继而我们证明了下调 CSE1L可以有效降低

骨关节炎滑膜细胞合成表达其代表性细胞因子 --TNF-琢。

1866· ·



现代生物医学进展 biomed. cnjournals . com Progress inModern Biomedicine Vol.18 NO.10 MAY.2018

图 1 骨关节炎的绝经后患者滑膜细胞 CSE1L表达升高

Fig.1 CSE1L elevated in the synoviocytes in postmenopausal women with OA

Note: (A) The RT-PCR result of CSE1L expression among OA patients and control patients(**P<0.01);(B) The western blot result of CSE1L expression

among OA patients and control patients(***P<0.001); (C) The immunohistochemestry result of CSE1L among OA patients and control patients

(magnification times: 10× 10, 10× 40)

CSE1L在细胞代谢中的作用十分复杂，然而过去的研究大

多关注的是 CSE1L与肿瘤疾病之间的联系[11]。迄今为止，鲜有

关于 CSE1L与炎症性疾病比如骨关节炎之间关系的研究报

道。通过前期的基因芯片测序工作，我们发现了骨关节炎的可

疑致病基因 CSE1L，在后续的研究中，我们直接选择了探究骨

关节炎重要炎性因子 TNF-琢 与 CSE1L 的相互作用来观察

CSE1L 对这一疾病的影响。结果显示骨关节炎滑膜细胞

CSE1L的表达量高于对照组，且骨关节炎滑膜细胞 CSE1L主

要表达于细胞核。此外，骨关节炎滑膜细胞 CSE1L的表达量与

TNF-琢浓度呈正相关，在 TNF-琢浓度为 10 ng/mL时达到最大

化，继续增加 TNF-琢浓度，CSE1L的表达量反而下降。这是因
为在 TNF-琢浓度大于 10 ng/mL时，滑膜细胞凋亡数量明显增

加，趋于凋亡的骨关节炎滑膜细胞在受到高浓度 TNF-琢的刺
激后没有能力继续合成表达 CSE1L。而加入 TNF-琢抗体可以
部分阻断 TNF-琢对 CSE1L的刺激作用，也证明了在骨关节炎

滑膜细胞中，CSE1L 的表达量受到 TNF-琢 的调节，而阻断
TNF-琢的刺激，可以相应降低 CSE1L的表达。在加入 CSE1L

特异性 SiRNA 干预 24 小时后，TNF-琢 的表达水平降低，

CSE1L能够调节骨关节炎滑膜细胞 TNF-琢的表达水平。骨关
节炎滑膜细胞分泌至细胞外的 TNF-琢同样受到 CSE1L调节，

CSE1L的表达在受到特异性 siRNA抑制后，骨关节炎滑膜细

胞分泌表达 TNF-琢也随之减少，说明 CSE1L的表达不仅受到

TNF-琢调节，而 TNF-琢的表达同样会受到 CSE1L的影响。

结合文献，我们认为上述现象出现的原因可以通过 CSE1L

对 importin-琢的运输作用的影响来解释[11]。CSE1L的表达受到

抑制，导致 importin-琢的细胞核运输作用受抑，而 TNF-琢激活
的下游产物进入细胞核发挥转录调节作用需要 importin-琢的
载体功能[20,21]。CSE1L主要集中在骨关节炎滑膜细胞的细胞核

区域，说明了在此区域也应同时存在较高浓度的 importin-琢发
挥作用，而 importin-琢需要 CSE1L将其从细胞核运回细胞质

从而开始下一轮对 TNF-琢下游产物的运输功能。在骨关节炎
中，哪一种或者几种细胞因子主要通过 CSE1L和 importin-琢
发挥作用，至今未见报道。而 importin-琢有八种亚型[22,23]，具体

是哪种亚型发挥作用，也需要更进一步研究。但也正是因为

CSE1L的非特异性运输功能，让直接阻断 CSE1L从而阻断其

所有下游的反应通路成为一种可能的治疗思路。
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图 2 CSE1L表达量与骨关节炎严重程度呈正相关

Fig.2 CSE1L expression was positively related with the severity degree of OA

Note: (A) The western blot result of CSE1L expression after treatment of different concentration of CSE1L specific siRNA (***P<0.001, ****P<0.01, ns,

no significance);(B) The western blot result of CSE1L after treatment of TNF-琢 and TNF-琢+ TNF-琢-antibody (**P<0.01, ns, no significance)

图 3 骨关节炎滑膜细胞中 TNF-琢的表达受 CSE1L调节

Fig.3 TNF-琢 expression was related by CSE1L

Note: (A) The RT-PCR result of TNF-琢 expression after intervention of CSE1L specific siRNA(*P<0.05); (B) The western blot result of CSE1L and

TNF-琢 expression after treatment of CSE1L specific siRNA (***P<0.001, ****P<0.0001); (C) The ELISA result of TNF-琢 expression after treatment of

CSE1L specific siRNA(*P<0.05)

目前，临床针对骨关节炎的药物治疗作用十分有限[24]。本

研究结果显示体外用 SiRNA干扰 CSE1L对骨关节炎滑膜细

胞炎症的抑制作用，这也为我们更好的治疗绝经后女性骨关节

炎提供了新的思路，因为 CSE1L广泛参与的转绿因子的运输

作用，针对 CSE1L进行基因治疗，从上游的水平阻断其运输各

种炎性因子至细胞核内，进而从源头阻断或抑制骨关节炎的炎

症反应发生与发展。在下一阶段的实验中，我们将把研究的重点放

在如何将 CSE1L靶向治疗转化成为切实可行的治疗方法上。
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