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类风湿性关节炎成纤维样滑膜细胞特征基因TNFAIP6的鉴定及验证
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［摘要］ 目的 鉴定类风湿性关节炎（rheumatoid arthritis，RA）成纤维样滑膜细胞的特征基因，并

验证其对增殖、迁移、侵袭能力的影响。方法 从基因表达综合（Gene Expression Omnibus，GEO）数据

库下载 4个独立的滑膜组织微阵列转录组测序数据集（GSE1919、GSE55235、GSE55457、GSE77298）和

1个滑膜细胞单细胞测序数据集（GSE192504），利用差异基因分析、加权基因共表达网络分析（weighted 
gene co-expression network analysis，WGCNA）、单细胞测序数据分析等多种生物信息学分析方法鉴定RA
成纤维样滑膜细胞的特征基因。利用 RT-qPCR 和 Western blot 检测肿瘤坏死因子 α 诱导蛋白 6（TNF 
alpha induced protein 6，TNFAIP6）在人 RA 成纤维样滑膜细胞系 MH7A 体外模拟炎症环境下的表达水

平。MH7A转染 si-TNFAIP6进行基因沉默，采用CCK-8和Transwell实验检测沉默TNFAIP6对MH7A细

胞增殖、迁移、侵袭能力的影响。结果 联合差异基因分析、WGCNA 和单细胞测序数据分析，确定了

1个 RA 成纤维样滑膜细胞特征基因（TNFAIP6）。RT-qPCR 和 Western blot显示，与无菌磷酸盐缓冲液

（phosphate buffered saline，PBS）处理比较，10 ng/mL 浓度的肿瘤坏死因子 -α（tumor necrosis factor-α，

TNF-α）显著上调MH7A细胞TNFAIP6的mRNA和蛋白表达（P<0. 05）。CCK-8和Transwell实验显示，在

MH7A 细胞敲低 TNFAIP6的表达后，敲低组（si-TNFAIP6）的细胞增殖、迁移和侵袭能力相较于对照组

（FAM-si-NC）有显著的降低（P<0. 05）。结论 TNFAIP6在 RA 成纤维样滑膜细胞中特异性高表达，促

进其增殖、迁移、侵袭能力，可能是RA成纤维样滑膜细胞异常活化的主要贡献者。
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［Abstract］ Objective　To identify the hub gene of fibroblast-like synoviocytes in rheumatoid arthritis 
(RA) and verify its impact on proliferation, migration and invasion of the cells.  Methods　Four independent 
synovial tissue microarray transcriptome sequencing datasets and one single cell sequencing dataset were 
downloaded from the Gene Expression Omnibus (GEO) database, and the hub gene of RA fibroblast-like 
synovial cells was identified by differential gene analysis, weighted gene co-expression network analysis 

DOI：10. 16016/j. 2097-0927. 202406034

［基金项目］ 重庆市自然科学基金面上项目（cstc2020jcyj-msxmX1055）
［通信作者］ 陈 陵，E-mail：2684643323@qq. com
2097-0927/Copyright ©  2025， 陆军军医大学（第三军医大学）。这篇开放获取文章遵循 CC BY 许可协议 （https：//creativecommons. org/licenses/by/4. 0/）
引用格式：雷蕾，吕玉欣，张晶，等 . 类风湿性关节炎成纤维样滑膜细胞特征基因TNFAIP6的鉴定及验证［J］. 陆军军医大学学报，2025，47（03）：234-

242. DOI：10. 16016/j. 2097-0927. 202406034.
Citation：LEI L，LYU Y X，ZHANG J，et al. Identification and validation of hub gene TNFAIP6 of fibroblast-like synoviocytes in rheumatoid arthritis［J］. J 
Army Med Univ，2025，47（03）：234-242. DOI：10. 16016/j. 2097-0927. 202406034.

234



陆军军医大学学报，2025，47（3）http：//aammt. tmmu. edu. cn

(WGCNA) and single-cell sequencing data analysis.  The expression of TNFAIP6 in human RA fibroblast-like 
synovial cell line MH7A was detected by RT-qPCR and Western blotting under simulated inflammatory 
environment.  After MH7A cells were transfected with si-TNFAIP6, CCK-8 and Transwell assays were applied 
to detect the effects of silencing TNFAIP6 on the proliferation, migration and invasion abilities of MH7A cells.  
Results　With the aid of differential gene expression analysis, WGCNA, and single-cell sequencing data, we 
identified TNFAIP6 as the characteristic gene of RA fibroblast-like synoviocytes.  RT-qPCR and Western blot 
assay demonstrated that TNFAIP6 was significantly highly expressed at mRNA and protein levels in MH7A 
cells stimulated with 10 ng/mL TNF-α when compared to the cells treated with PBS (P<0. 05).  CCK-8 and 
Transwell assays indicated that the silencing of TNFAIP6 markedly inhibited the proliferation, migration and 
invasion abilities of MH7A cells when compared with the control cells (FAM-si-NC, P<0. 05).  
Conclusion　TNFAIP6 is highly expressed specifically in RA fibroblast synoviocytes, which promotes the 
proliferation, migration and invasion, and may be the main contributor to the abnormal activation of RA 
fibroblast synoviocytes.  

［Key words］ rheumatoid arthritis； fibroblast-like synovial cells； TNF alpha induced protein 6
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类风湿性关节炎（rheumatoid arthritis，RA）是一种

以慢性、进行性关节炎为主要临床表现的自身免疫疾

病，其特征是滑膜炎症和关节损伤，常伴有关节外器

官受累［1］。流行病学调查结果显示，我国 RA 的发病

率为 0. 42%［2］，是主要的致残性疾病之一。成纤维样

滑膜细胞（fibroblast-like synoviocytes，FLS）是滑膜的重

要组成部分，通过向关节腔分泌细胞外基质和滑液来

维持关节的正常功能［3］，靶向抑制FLS可有效阻止RA的

发生发展［4］。在RA环境下，FLS被滑膜环境中的炎症因

子异常激活［5-6］，如肿瘤坏死因子 - α（tumor necrosis 
factor-α，TNF-α）、γ-干扰素（interferon-γ，IFN-γ）、白细

胞介素-1β（interleukin-1β，IL-1β），表现出高增殖、高

侵袭性的病理表型。同时，活化的 FLS会进一步产生

趋化因子和炎症因子，以正反馈的方式促进 FLS的活

化和导致软骨组织的损伤［7］。然而，介导炎症因子驱

动 FLS 活化的关键分子机制仍有待进一步揭示。同

时，在缺乏明显的自身免疫特点的退行性疾病骨关节

炎（osteoarthritis，OA）中，FLS 同样发挥促进疾病进展

的作用［8-9］，在病理表型上却表现出差异［10］。因此，解

析RA成纤维样滑膜细胞病理表型驱动的机制对于靶

向FLS缓解和治疗RA具有十分重要的意义。

微阵列芯片技术具有成本低、定量精准、快速灵

敏等特点，能快速分析各种疾病组织类型的转录组信

息［11］。 本 研 究 从 基 因 表 达 综 合（Gene Expression 
Omnibus，GEO）数据库下载RA和OA滑膜组织的微阵

列转录组数据和 RA 单细胞测序数据，综合应用多种

生物信息学分析方法鉴定RA成纤维样滑膜细胞的特

征基因肿瘤坏死因子α诱导蛋白 6（TNF alpha induced 

protein 6，TNFAIP6），并在人 RA成纤维样滑膜细胞系

MH7A上验证敲低TNFAIP6对增殖、迁移、侵袭等细胞

表型的影响，旨在更好的阐明RA成纤维样滑膜细胞异

常活化的分子机制，为诊断和治疗RA提供理论依据。

1　材料与方法

1. 1　主要试剂

LipofectamineTM 2000 转染试剂、DMEM 高糖培养

基购自美国赛默飞世尔科技公司；TNF-α 重组蛋白、

Ceturegel® Matrix LDEV-Free 基质胶、逆转录试剂盒、

SYBR Green 荧光染料、TBST 缓冲液购自中国翌圣生

物科技股份有限公司；TRIzol试剂购自日本TaKaRa公
司；RIPA裂解缓冲液、聚偏二氟乙烯膜（polyvinylidene 
fluoride，PVDF）、4% 多聚甲醛、无菌磷酸盐缓冲液 
（phosphate buffered saline，PBS）购自中国碧云天生物

技术有限公司；鼠源GAPDH抗体、兔源TNFAIP6抗体

购自中国三鹰生物技术有限公司；CCK-8试剂购自中

国葆光生物科技有限公司。

1. 2　数据来源

使用R软件（4. 3. 2版）从GEO数据库下载关节炎

患者和健康对照组（health control，HC）的滑膜组织微

阵列转录组数据（GSE1919、GSE55235、GSE55457、
GSE77298）和胶原诱导的关节炎（collagen-induced 
arthritis，CIA）小 鼠 滑 膜 细 胞 的 单 细 胞 测 序 数 据

（GSE192504）。将 4个队列的转录组数据整合为一个

数 据 集 ，使 用“limma”数 据 包（3. 58. 1 版 ）的

removeBatchEffect 函数去除批次效应，最终得到 44 例

RA 患者、25 例 OA 患者和 32 例 HC 患者的共 8 990 个

235



陆军军医大学学报，2025，47（3） http：//aammt. tmmu. edu. cn

基因的表达谱。单细胞测序数据使用“Seurat”数据包

（5. 1. 0 版）进行单细胞测序数据质量控制，排除线粒

体基因占比>5% 和检测到的基因数量>200 且<7 500
的细胞，同时排除在少于 3个细胞中表达的基因，最终

得到2 037个滑膜细胞。

1. 3　差异基因分析

整合的基因表达谱采用Log2（TPM+1）进行标准化

处理，随后使用“limma”数据包进行差异基因分析，鉴

定RA、OA和HC组两两之间的差异基因（differentially 
expressed genes，DEGs），同时满足校正后P<0. 05和表

达差异倍数（fold change， FC）>1. 5视为该基因的差异

具有统计学意义。使用“clusterProfiler”数据包（4. 10. 1
版）进行 DEGs 的京都基因与基因组百科全书（Kyoto 
Encyclopedia of Genes and Genomes，KEGG）通路分析，

使用“ggplot2”数据包（3. 5. 1 版）绘制 DEGs 的火山图

和KEGG气泡图。

1. 4　加权基因共表达网络分析（weighted gene co-

expression network analysis，WGCNA）

在 R 软件中使用“WGCNA”数据包（1. 72-5 版）对

整合的基因表达谱进行加权基因共表达网络分析，采

用Pearson相关性分析计算基因模块与疾病表型（RA、

OA、HC）的相关性，选择与 RA 显著相关（r>0. 5，P<
0. 05）而与OA不相关（P<0. 05）的模块作为候选模块。

1. 5　单细胞测序数据分析

单细胞测序数据的分析步骤如参考文献［12］所

述，使用 FindMarkers 函数鉴定成纤维细胞标记基因，

设置FC阈值为 1. 5，且该基因至少在 90%的成纤维细

胞中检测到，同时在其他细胞亚群中表达不超过

25%，校正后P <0. 05为差异具有统计学意义。

1. 6　MH7A细胞培养与转染

人RA成纤维细胞系MH7A购自中国北纳生物科

技有限公司，于37 ℃、5%CO2孵育箱中培养，选取第3代的

细胞进行转染实验。按照LipofectamineTM 2000转染试

剂说明书，采用不同浓度梯度（10、50、100 nmol/L）的

FAM-si-NC 进行转染，6 h 后更换新鲜培养基，于倒置

显微镜下观察荧光强度，以确定该细胞系最适转染浓

度。使用最适转染浓度（100 nmol/L）进行后续转染实

验，24 h后通过RT-qPCR 和Western blot检测TNFAIP6
沉默效率。干扰序列如下 si-TNFAIP6-1：5′-GGCUG-

UUACUUCACUACAACU-3′；si-TNFAIP6-2：5′-GGCU-

GAUUAUGUUGAAAUAUA-3′；si-TNFAIP6-3：5′-GGC-

ACAUUAGACUCAAGUAUG-3′；FAM-si-NC：5′-UUCU-

CCGAACGUGUCACGUTT-3′。
1. 7　RT-qPCR检测

MH7A细胞传代后分为对照组和TNF-α组，TNF-α
组使用 10 ng/mL TNF-α 处理 24 h，对照组使用无菌

PBS处理相同时间。采用TRIzol法提取总RNA。使用

反转录试剂盒将提取的总RNA反转录成 cDNA。使用

SYBR Green荧光染料法进行RT-qPCR，检测炎性环境

下 MH7A 细胞中 TNFAIP6 mRNA 的相对表达量。使

用 2-ΔΔCt法计算基因的相对表达量，检测所使用的引物

信息如下：TNFAIP6，正向引物 5′-TGGCTTTGTGGG-

AAGATACTGT-3′，反向引物 5′-TGGAAACCTCCAGC-

TGTCAC-3′；GAPDH，正 向 引 物 5′-GAAAGCCTGC-

CGGTGACTAA-3′，反向引物 5′-GCCCAATACGACC-

AAATCAGAG-3′。
1. 8　Western blot方法

使用10 ng/mL浓度的TNF-α处理MH7A细胞24 h，
PBS洗涤2~3次，使用RIPA裂解缓冲液提取细胞总蛋白。

取 20 μg总蛋白进行 SDS-PAGE 凝胶电泳。随后使用

半干转法将电泳后的蛋白样本转印到PVDF膜，室温封

闭10 min。加入GAPDH（1∶5 000）、TNFAIP6（1∶1 000）
一抗稀释，4 ℃孵育过夜。TBST缓冲液洗涤15 min，重
复 3 次，加入辣根过氧化物酶（horseradish peroxidase，
HRP）标记的二抗室温孵育1 h，TBST缓冲液洗涤15 min，
重复洗涤 3次，使用Bio-Rad凝胶曝光成像系统进行显

影，使用 Image J软件进行条带灰度值定量分析。

1. 9　细胞迁移、侵袭实验

侵袭实验使用 DMEM 高糖培养基将 Ceturegel® 
Matrix LDEV-Free 基质胶稀释至 1 mg/mL，混匀后取

60 μL混合液垂直加入 Transwell小室上层，置于 37 ℃
孵育3 h。待基质胶凝固后，上室加入无血清培养基重

悬的MH7A细胞 5×103个，吹打混匀，24孔板下室加入

600 μL含20%胎牛血清的DMEM高糖培养基，于37 ℃、

5%CO2孵育箱中培养 24 h，取出Transwell小室，去除小

室内基质胶和细胞，使用 4%多聚甲醛固定 30 min，结
晶紫染色 10 min，晾干后倒置显微镜下观察细胞并拍

照计数。迁移实验上室无需铺基质胶，其余操作步骤

与侵袭实验相同。

1. 10　CCK-8实验

取对数生长期的细胞，将转染 si-TNFAIP6 24 h后

的细胞消化重悬后接种 100 μL 细胞悬液（约 5×103个
细胞）于 96 孔板，每组设置 3 个复孔。分别在接种细

胞后 0、12、24 h 检测细胞增殖情况，检测时每孔加入

10 μL CCK-8试剂，37 ℃孵育 30 min，使用酶标仪检测
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波长450 nm处的光密度值［OD（450）］。

1. 11　统计学分析

采用 GraphPad Prism 8. 0 软件进行统计学分析，

经过量化的实验都至少重复 3次，满足正态分布的计

量资料用 x̄±s表示，组间比较使用独立样本 t检验，P<
0. 05表示差异具有统计学意义。

2　结果

2. 1　批次效应去除

箱线图可视化和主成分分析（principal components 
analysis，PCA）结果显示，各个数据集间原始基因表达

量和样本聚类存在明显的偏倚，即各数据集间存在批

次效应（图 1）。使用“limma”数据包去除批次效应后

偏倚被移除，表明各数据集之间的批次效应被成功的

消除，该整合的数据集可用于进一步分析。

2. 2　RA差异基因的鉴定

与HC组比较，RA组共筛选出 1 377个差异基因，

其中 730个基因表达上调，647个基因表达下调；OA组

共筛选出 1 013 个差异基因，其中 543 个基因表达上

调，470个基因表达下调。与OA组比较，RA组共筛选

出 883 个差异基因，其中 427 个基因表达上调，456 个

基因表达下调（图 2A）。满足在RA组中差异性表达，

而在 OA 组和 HC 组之间表达无差异的基因（即 RA 差

异基因）一共有 398 个（图 2B、C），显著富集于细胞因

子-细胞因子受体相互作用、趋化因子信号通路等炎症

相关通路（图2D）。

2. 3　RA共表达基因的鉴定

在整合的数据集中构建无尺度网络（软阈值=4）进
行加权基因共表达网络分析（图3A），共鉴定出25个基

因模块（图 3B）。相关性分析显示，蓝色模块的基因与

RA的相关性最高（r=0. 7，P<0. 001），且与OA相关性不

显著（r=-0. 05，P=0. 6），故蓝色模块中的 1 883个基因

为RA共表达基因（图3C）。
2. 4　类风湿性关节炎FLS特征基因的鉴定及验证

UMAP聚类分析将 CIA小鼠滑膜细胞分为 3个主

要的细胞亚群（图 4A、B），其中 195个基因在 FLS中特

异性表达，FLS 特征基因（前 10）的 FeaturePlot 图见图

4C。为了鉴定类风湿性关节炎 FLS 的特征基因，取

DEGs、蓝色模块基因和 FLS 特征基因的交集，共鉴定

出 1个基因，即TNFAIP6（图 5A、B）。体外RT-qPCR实

验证明，MH7A 细胞在炎症环境下 TNFAIP6 mRNA 表

达水平上调（P<0. 001），与数据集中一致（图 5C、D）；

Western blot实验进一步证实，TNFAIP6蛋白在炎症环

境下的MH7A细胞中高表达（P<0. 05，图 5E）。单细胞

测序结果显示，TNFAIP6广泛表达于衬里层和衬里下

层FLS中（图5F）。
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图1　合并数据集后批次效应矫正效果

237



陆军军医大学学报，2025，47（3） http：//aammt. tmmu. edu. cn

!""

#""

$%"

&%%

'""

( )

交
集
基
因
个
数

*(!" +(

+(!" ,-

*(!" ,-

' ... !.. .

差异基因数量

*(!" +(

+(!" ,-

*(!" ,-

./0!%

%/0&!

%/0%%

%/%1!

%/%!%

-

2

#

3

.

4&

45

,-

+(

*(

富
集
因
子

4678

'.

（
#

值）

A、B：RA vs HC差异、RA vs OA差异和OA vs HC差异的基因交集韦恩图和Upset图；C：RA差异基因热图；D：RA差异

基因KEGG气泡图
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系中 TNFAIP6 mRNA 相对表达量（n=3，x̄±s）　a：P<0. 001；D：数据集中 RA 组和 HC 组滑膜组织 TNFAIP6 mRNA 表达水平　

b：P<0. 001；E：TNF-α处理的 MH7A 细胞系中 TNFAIP6蛋白表达量及量化（n=3，x̄±s）　c：P<0. 05，与对照组比较；F：Tnfaip6
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图5　类风湿性关节炎FLS特征基因的鉴定及验证
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2. 5　沉默 TNFAIP6 抑制类风湿性关节炎 FLS 的增

殖、迁移和侵袭

为验证 TNFAIP6对类风湿性关节炎 FLS的增殖、

迁移和侵袭的影响，设计并合成TNFAIP6的干扰片段

si-TNFAIP6 和 FAM 标记的阴性对照 FAM-si-NC。在

干扰片段的高转染效率的情况下（图 6A），与转染阴性
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1：FAM-si-NC组；2：si-TNFAIP6-1组；3：si-TNFAIP6-2组；4：si-TNFAIP6-3组；a：P <0. 001，b：P<0. 01，c：P<0. 05，与FAM-si-NC
组比较

A：不同浓度的FAM-si-NC（10、50、100 nmol/L）的转染效率；B、C：RT-qPCR和Western blot检测最佳转染条件下（100 nmol/L）
si-TNFAIP6的敲低效率；D：CCK-8检测 si-TNFAIP6对MH7A细胞增殖的影响；E：Transwell检测 si-TNFAIP6对MH7A细胞

迁移、侵袭能力的影响及量化

图6　沉默TNFAIP6影响RA-FLS的增殖、迁移和侵袭（n=3，x̄±s）
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对照 FAM-si-NC比较，转染 si-TNFAIP6干扰片段组的

TNFAIP6 mRNA和蛋白被显著抑制（P <0. 05，图6B、C）。

CCK-8结果显示，与FAM-si-NC组比较，si-TNFAIP6组

MH7A 细胞的增殖能力显著降低（P<0. 05，图 6D）。

Transwell 实验结果表明，与 FAM-si-NC 组比较，si-
TNFAIP6组MH7A细胞的相对迁移率降低和相对侵袭

率减少（P<0. 05，图 6E），表明敲低 TNFAIP6可以抑制

MH7A细胞的迁移和侵袭能力。

3　讨论

RA 是一种自身免疫性关节疾病，伴有不可逆转

的软骨破坏和骨侵蚀。在已明晰FLS异常激活导致软

骨破坏和骨侵蚀的背景下，深入解析 FLS异常激活的

分子机制对于理解 RA 的发病机制、研制靶向药物提

供重要的理论依据。本研究综合应用多种生物信息

学手段，鉴定出 TNFAIP6 在 RA 成纤维样滑膜细胞中

特异性高表达，并在细胞层面证实其促进RA成纤维样

滑膜细胞的增殖、迁移、侵袭等病理表型，研究结果揭示

了以TNFAIP6为靶点靶向FLS缓解或治疗RA的潜力。

3. 1　TNFAIP6在RA成纤维样滑膜细胞特异性高表达

RA 成纤维样滑膜细胞具有明显的异质性［6］。衬

里层（Fap+Thy1-）的 FLS带有表观遗传上的侵袭性表

型［3］，可介导骨与关节的破坏，而对炎症作用有限，而

衬里下层（Fap+Thy1+）的 FLS 则表现为促炎表型，会

引起严重的滑膜炎症，而对骨与软骨作用较小［13］。
RA成纤维样滑膜细胞的异质性使得靶向 FLS作为缓

解或治疗RA的手段面临一定的挑战。TNFAIP6是一

类分泌型糖蛋白，主要在免疫细胞和基质细胞中表

达［14］，可以被 TNF-α 等促炎细胞因子诱导高表达，其

N 端含有透明质酸（hyaluronic acid，HA）结合结构域，

能够与多种细胞外间质成分（肝素、硫酸乙酰肝素、透

明质酸等）相互作用［15-16］，参与稳定细胞外间质和促

进细胞迁移［17-18］，同时，其N端HA结合结构域还能与

趋化因子结合，干扰趋化因子配体-受体结合，抑制炎

性细胞的浸润［19-20］。除此之外，高表达的TNFAIP6在

多种组织中具有促进细胞增殖的功能［18，21-22］，但是其

发挥促增殖作用的方式还有待进一步研究。本研究

通过综合生物信息学分析，表明TNFAIP6的RNA水平

在 RA 患者的滑膜组织中显著上调，同时小鼠滑膜组

织单细胞测序数据显示 TNFAIP6 的表达主要与滑膜

成纤维细胞共定位，提示 TNFAIP6 在 RA 成纤维样滑

膜细胞特异性高表达。

3. 2　TNF-α 通过促进 TNFAIP6 的表达驱动 RA 成纤

维样滑膜细胞的活化

前期大量文献报道RA滑膜微环境中存在高浓度

的细胞因子（如TNF-α、白细胞介素-6等），他们主要来

源于外周血浸润的单个核细胞［23］。这些细胞因子在滑
膜微环境中通过参与固有免疫［24-25］和适应性免疫［26-27］

的调节从而影响RA的进展及成纤维样滑膜细胞的活
化。TNF-α是参与RA成纤维样滑膜细胞活化的关键
炎性细胞因子，靶向TNF-α的生物制剂在类风湿性关节
炎等自身免疫性疾病的治疗中已获得显著的疗效［28］，然
而仍有 30%~40%的患者出现药物抵抗［29］。本研究发
现，使用TNF-α刺激人MH7A细胞能显著诱导TNFAIP6
的表达，敲低 TNFAIP6 显著抑制其活化表型，表明
TNFAIP6介导了TNF-α驱动的RA成纤维样滑膜细胞的
活化，为RA患者抗TNF-α治疗提供新的理论基础。

综上所述，本研究通过综合应用多种生物信息学手
段鉴定了TNFAIP6在RA成纤维样滑膜细胞中特异性
高表达，具有促进RA成纤维样滑膜细胞增殖、迁移、侵
袭的作用。本研究结果为RA成纤维样滑膜细胞异常活
化提供了新的见解，需要进一步的体内外实验证实。
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