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摘  要 

目的：探讨初发类风湿性关节炎(RA)患者应用托法替布前后患者外周血单个核细胞(PBMC)中miR-21、
STAT3mRNA表达变化及其临床意义。方法：选择初发RA患者60例，健康体检者(HC) 40例。初发RA患
者给予甲氨蝶呤(MTX)治疗3个月；3个月后单用MTX病情控制不佳的患者联合托法替布治疗，随访3个
月。采用qRT-PCR法检测受试者服药前后PBMC中miR-21、STAT3mRNA表达。观察并记录两组试验研

究对象实验室检查资料，包括血沉(ESR)、高敏C反应蛋白(CRP)、类风湿因子(RF)、抗环瓜氨酸肽抗体

(CCP)、并进行疾病活动活度评分(DAS28)。结果：初发RA患者PBMC中miR-21与健康人相比表达显著

降低，而STAT3mRNA表达显著升高(p均 < 0.01)。与单用MTX相比，病情控制不佳加用托法替布后PBMC
中miR-21表达升高，而STAT3mRNA表达降低(p均 < 0.01)。Pearson相关分析示，初发RA患者PBMC
中miR-21表达与CCP、DAS28评分呈负相关关系(p均 < 0.05)。初发RA患者PBMC中miR-21表达与

STAT3mRNA表达呈负相关关系(p均 < 0.05)。ROC曲线分析显示，PBMC中miR-21、CCP表达诊断RA
的曲线下面积(AUC)分别为0.7531、0.8338，二者联合诊断的AUC为0.8950。结论：RA患者PBMC miR-21
表达降低，STAT3mRNA表达升高，两者可能参与RA发生、发展。RA患者CCP联合miR-21对RA发生有

一定的临床诊断价值。 
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Abstract 
Objective: To investigate the changes of miR-21 and STAT3mRNA expression inperipheral blood 
mononuclear cells (PBMC) of patients with newly diagnosed rheumatoid arthritis (RA) before and 
after treatment with tofacitinib and their clinical significance. Methods: Sixty patients with newly 
diagnosed RA and 40 healthy controls (HC) were enrolled in this study. Patients with newly diag-
nosed RA were treated with methotrexate (MTX) for 3 months. After 3 months, the patients who 
were poorly controlled with MTX alone were treated with tofacitinib and followed up for 3 months. 
The expressions of miR-21 and STAT3mRNA in PBMC were detected by qRT-PCR. The laboratory 
examination data of the two groups were observed and recorded, including erythrocyte sedimen-
tation rate (ESR), high-sensitivity C-reactive protein (CRP), rheumatoid factor (RF), anti-cyclic ci-
trullinated peptide antibody (CCP), and disease activity score 28 (DAS28). Results: The expression 
of miR-21 in PBMC of RA patients was significantly lower than that of healthy people, while 
STAT3mRNA expression was significantly higher than that of healthy people (all p < 0.01). Compared 
with MTX alone, the expression of miR-21 in PBMC increased, while the expression of STAT3mRNA 
decreased in tofacitinib plus MTX group (all p < 0.01). Pearson correlation analysis showed that 
the expression of miR-21 in PBMC of RA patients was negatively correlated with CCP and DAS28 
scores (all p < 0.05). There was a negative correlation between the expression of miR-21 and 
STAT3mRNA in PBMC of newly diagnosed RA patients (p < 0.05). ROC curve analysis showed that 
the area under the curve (AUC) of miR-21 and CCP expression in PBMC for the diagnosis of RA was 
0.7531 and 0.8338, respectively, and the AUC of combined diagnosis of miR-21 and CCP was 
0.8950. Conclusion: The expression of miR-21 in PBMC of RA patients is decreased, and the ex-
pression of STAT3mRNA is increased, which may be involved in the occurrence and development 
of RA. CCP combined with miR-21 has a certain clinical diagnostic value for the occurrence of RA. 
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1. 引言 

类风湿性关节炎(rheumatoid arthritis, RA)是一种慢性进行性自身免疫性疾病，其主要临床特征是对称

性多发性关节炎。其基本病理改变为滑膜炎，可侵袭关节软骨、骨、关节囊，最终导致关节畸形和功能

丧失。研究表明，遗传因素和环境因素在类风湿关节炎的病因中具有重要而复杂的作用[1]。RA 的具体
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发病机制尚不明确，目前认为 RA 的发病与细胞免疫功能紊乱，尤其是与 JAK/STAT 通路异常激活息息

相关[2]。JAK/STAT 信号通路参与调控 RA 关节滑膜中细胞因子的产生和激活，调节该疾病的病理生理

过程。托法替布(tofacitinib)是一种新型小分子靶向药，作为 JAK 抑制剂，通过选择性抑制细胞内 JAK1
和 JAK3 信号转导通路，抑制 CD4+ T 细胞增殖，减少 IFN-γ、IL-9 等炎性因子的产生。2017 年 3 月被中

国食品药品监督管理总局批准上市，在 RA 活动期的治疗中取得了良好疗效，得到中国、ACR、EULAR
等国际各大指南的推荐。 

非编码 RNA 占细胞总 RNA 含量的 99%，与 DNA 甲基化和组蛋白修饰一起，在疾病的发生发展的

遗传学机制中起着重要作用[3]。非编码 RNA 可以由细胞以游离 RNA 分子的形式分泌，也可以被包裹到

细胞外的囊泡中，如外周小体，并可以在包括血液、尿液和滑液[4] [5]在内的生物液中被识别。MicroRNA 
(miRNA)是一种多功能非编码 RNA 分子，具有 18~25 个核苷酸的长度[6]。MicroRNA 通过与靶 mRNA
的 3’端非翻译区(3’untranslated region, 3’UTR)完全互补结合来调节 mRNA 的稳定性和翻译，导致靶向

mRNA 降解或抑制其翻译过程，调节下游途径，是细胞发育、细胞增殖、分化、凋亡等许多基本生物过

程的重要调控器，从而参与癌症[7] [8] [9]及自身免疫病[10] [11] [12] [13]等疾病的发生和发展[14] [15] [16] 
[17]。研究认为，它们与疾病活动性有关联，因此 miRNA 被认为是潜在的新型生物标志物[18]。miRNA
在 RA 患者滑膜成纤维细胞(Fibroblast-like synoviocytes, FLS)、外周血单个核细胞(peripheral blood mo-
nonuclear cells, PBMC)和 T 淋巴细胞(T lymphocytes)均有不同程度的表达差异，其中包括 miR-21，miR-146，
miR-155 [19]，miR-125a，miR-223 [20]，这些 miRNA 表达与免疫紊乱、炎症及细胞的分化有关。托法替

布作为 JAK 抑制剂，抑制 JAK/STAT 通路发挥作用[21]，在 RA 成纤维样滑膜细胞中可影响细胞因子诱

导的炎症通路的多个过程，发挥了抗炎的作用。课题组前期研究筛查 RA 患者血清 miRNAs 的表达发现，

与健康人相比，初发 RA 患者血清 miR-21 表达有差异，生信分析预测 STAT3 是 miR-21 潜在靶点，因此

本研究提出假说 miR-21 可能通过调控 JAK/STAT 通路参与 RA 的发病。同时探讨托法替布对 RA 患者

PBMC 中 miR-21 的影响，为 RA 的靶向治疗提供理论依据。 

2. 资料与方法 

2.1. 临床资料 

选取 2019 年 12 月~2022 年 6 月在我院接受治疗的 RA 患者 60 例纳入研究，纳入标准：① 符合美国

风湿病学会(American College of Rheumatology, ACR)和欧洲抗风湿联盟(European League Against Rheu-
matism，EULAR) 2010 年关于 RA 的分类诊断标准和评分系统；② 入院前未接受激素、免疫抑制剂及生

物制剂的治疗；③ 年龄 18~75 岁；④ 所有患者 DAS28-ESR 评分均 > 3.2。同时纳入 40 例健康体检者

作对照。排除标准：① 合并其他自身免疫系统疾病；② 有严重的心、肝、肾等疾病；③ 有细菌性、支

原体、病毒性、真菌性、分枝杆菌性或其他感染的病史；④ 无法规律配合者。同时纳入 40 例健康人作

对照。研究方案获得青岛市市立医院伦理委员会批准，受试对象均签署了书面知情同意书。 

2.2. 治疗方法 

MTX 组：初发 RA 患者，给予甲氨蝶呤(methotrexate, MTX) 10 mg 口服每周 1 次治疗 12 周；联合 JAKi
组：12 周后单用 MTX 病情控制不佳的患者加用托法替布 5 mgbid，继续服药 12 周。患者依从性良好，

因不能耐受 MTX 恶心呕吐脱落 2 例。 

2.3. 样本收集和检测 

采集所有研究对象清晨空腹静脉血 5 ml 全血样本。收集后，立即通过梯度密度离心处理样品以分离
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外周血单核细胞(PBMC)。通过逆转录定量聚合酶链反应(RT-qPCR)检测 PBMCs 中 miR-21 和 STAT3 的

表达。同理，采集病情控制不佳患者(DAS28 评分 > 2.6)加用托法替布前后的清晨空腹静脉血 5 ml，检测

并通过 RT-qPCR 测定了 RA 患者 PBMCs 中 miR-21 和 STAT3mRNA 的表达。 

2.4. RT-qPCR 

总 RNA 由 Trizol 法提取，经分光光度仪鉴定，提取的总 RNA 浓度和纯度合格。以 RNA 为模板，反

转录为 cDNA。以 cDNA为模板，进行qPCR反应。miR-21上游引物：5'-GGGGATTTCTTGGTTTGTGAA-3'，
下游引物为天根自带通用下游引物。扩增程序及定量如下：预变性(95℃ 15 min)，扩增(94℃ 20 s、65℃ 
30 s、72℃ 34 s) 5 次循环，变性、退火、延伸(94℃ 20 s，60℃ 34 s) 40 次循环。记录 Ct 值，U6 作为

miRNA 计算的内部参考 GAPDH 用作 STAT3 计算的内部参考，采用 2−ΔΔCt的方式分析基因表达。mRNA
的引物来自生工生物技术，miRNA 的引物来自天根。 

2.5. 统计分析 

GraphPad Prism 应用于数据分析和图形构建。计量资料以 x s± 表示，多组间比较采用方差分析，两

两比较采用独立样本 t 检验。相关性分析采用 Pearson 相关分析法。采用 ROC 曲线评价 miR-21 对 RA 预

后不佳的预测价值。p 值 < 0.05 表示差异有统计学意义。 

3. 结果 

3.1. 两组研究对象 PBMC 的 miR-21 及 STAT3mRNA 比较 

初发 RA 患者外周血 PBMC 中 miR-21 与健康人相比表达显著降低，而 STAT3mRNA 表达显著升高

(p 均 < 0.01)。与 MTX 单药组(加药前)相比，联合托法替布组(加药后) PBMC 中 miR-21 表达升高，而

STAT3mRNA 表达降低(p 均 < 0.01)。见表 1 及表 2。 
 

Table 1. Relative expression of miR-21 and STAT3mRNA in PBMC of HC group and newly diagnosed RA group 
表 1. HC 组与初发 RA 组 PBMC 中 miR-21 及 STAT3mRNA 相对表达量 

组别 n miR-21 STAT3mRNA 

HC 组 40 0.7094 ± 0.2666 2.659 ± 0.8487 

RA 组 60 0.4639 ± 0.1439** 5.630 ± 1.004** 

注：与 HC 组相比，**p < 0.01。 
 

Table 2. Relative expression of miR-21 and STAT3mRNA in PBMC of MTX group and combined JAKi group 
表 2. MTX 组与联合 JAKi 组 PBMC 中 miR-21 及 STAT3mRNA 相对表达量 

组别 n miR-21 STAT3mRNA 

MTX 组 41 0.5154 ± 0.0266 4.750 ± 0.6436 

联合 JAKi 组 39 0.6216 ± 0.1989ΔΔ 2.843 ± 0.6902ΔΔ 

注：与联合 JAKi 组相比，ΔΔp < 0.01 (单用 MTX 组，即单用 MTX3 个月疾病活动度高，病情控制不佳组，联合 JAKi
组为前者联用托法替布组)。 

3.2. MiR-21、STAT3mRNA 与初发 RA 患者疾病活动度及炎性指标的相关性分析 

Pearson 相关分析显示，初发 RA 患者 PBMC 中 miR-21 的相对表达水平与血清 CCP 水平及 DAS28
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评分呈负相关(r 分别为−0.6763、−0.7363，p 均 < 0.05)，与 CRP、ESR、RF 无显著相关性(r 分别为−0.3723、
−0.4632、−0.3561，p < 0.05)。RA患者 PBMC中miR-21表达与STAT3mRNA表达呈负相关关系(r为−0.7390，
p < 0.05)。 

3.3. MiR-21、CCP 对初发 RA 的诊断价值 

PBMC 中 miR-21 相对表达量诊断 RA 的曲线下面积(AUC)为 0.7531 (95% CI: 0.6317~0.8745)其 cutoff
值为 0.5，此时诊断 RA 的灵敏度为 95%，特异性为 55%；CCP 诊断 RA 的曲线下面积(AUC)为 0.8338 (95% 
CI: 0.7332~0.9343)其 cutoff 值为 0.55，此时诊断 RA 的灵敏度为 75%，特异性为 80%；两者联合诊断 RA
的曲线下面积(AUC)为 0.8950 (95% CI: 0.8177~0.9723)其 cutoff值为 0.675，此时诊断RA的灵敏度为 90%，

特异性为 77.5%。见图 1。 
 

 
Figure 1. ROC curves of miR-21 and CCP levels in PBMC for diagnosis of RA 
图 1. PBMC 中 miR-21、CCP 水平诊断 RA 的 ROC 曲线 

4. 讨论 

RA 疾病早期病理表现为滑膜组织间质出现炎症细胞浸润，为细胞浸润性和渗出性，炎症因子水平增

加[22]。RA 疾病发生时患者关节已经出现一定程度损伤，是导致残疾的关节疾病之一，但其发病机制尚

不明确。近来已有许多研究表明 miRNAs 与 RA 疾病发生发展密切相关。 
已有学者在人的外周血 T 细胞、外周血 PBMC 细胞、以及滑膜细胞中做出研究，结果表明，miR-21

参与炎症的发展。Shengwei Jin 的研究表明[23]，miR-21 在调节 Th17/Treg 平衡中发挥作用。在 RA 患者

中，miR-21 与 Treg/Th17 比值呈正相关。miR-21 可以上调 FoxP3 的表达以促进 Treg 的分化。转染 miR-21
的初始 CD4+ T 细胞倾向于分化为 Treg 细胞，而不是 Th17 细胞。也有研究证明，在 Th17 细胞分化过程

中，miR-21 的表达明显低于对照组，这表明 miR-21 可能是炎症消退的一个重要因素，对炎症过程有负

面调节作用[24]。Hua-Song Zeng 等在幼年特发性关节炎(JIA)患者 PBMC 中的研究显示，miR-21 的表达

明显低于健康对照组[25]。本研究通过比较健康人与初发RA患者外周血PBMC中miR-21表达水平表明，

miR-21 在 RA 患者 PBMC 中的表达显著低于健康对照组(p < 0.05)，这与前述研究得出的结论一致。同时，

我们发现RA患者 PBMC中 STAT3 mRNA的表达显著高于健康对照组(p < 0.05)，并与miR-21呈负相关，

结合生物信息预测软件及前人 RASF 中荧光素酶报告基因实验[26]示 miR-21 靶向 STAT3，我们猜测

miR-21可能通过抑制STAT3的表达和STAT3的磷酸化来影响 JAK/STAT信号通路，进而抑制炎症反应。
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而单用 MTX 病情控制不佳的患者加用托法替布后外周血 PBMC 中 miR-21 较加药前上升，提示托法替布

作为 JAK 抑制剂，通过阻断 JAK/STAT 通路治疗类风湿性关节炎，还可能通过升高 miR-21 水平达到治

疗效果。ROC 分析发现，PBMC 中 miR-21 表达及 CCP 对 RA 疾病的诊断的有一定价值，二者联合时诊

断价值更高。提示 miR-21 水平检测弥补 CCP 高特异度，低灵敏度的不足，对于早发现早治疗 RA，早期

应用新型小分子靶向药等改善预后具有指导意义。 
目前临床上衡量 RA 疾病活动的指标可分为客观指标、主观指标及综合性指标，客观指标包括压痛

关节数、肿胀关节数、ESR、CRP 等，主观指标包括疼痛关节数、晨僵时间等，综合指标包括 DAS28、
慢性关节炎系统性指数(CASI)等。ESR 测定对疾病的诊断和鉴别、病情发展变化、疗效和预后都有明显

意义。CRP 是对 RA 急性期诊断及疗效观察有重要参考价值。一般在炎症反应组织损伤程度成正比，当

病理状态恢复时含量下降，病情好转后，回复到正常水平的速度都比其它指标要快，但和 ESR 一样，CRP
受多种因素的影响，只作为病情活动性的参考指标。miR-21 表达水平与 CCP 及 DAS28 评分呈负相关，

这提示 miR-21 的表达下调与 RA 病情活动性相关。 
综上，本研究发现 miR-21 在 RA 患者外周血 PBMC 中表达下调可能与 RA 的发病有关，miR-21 表

达水平可作为RA疾病诊断的参考指标，CCP作为公认的特异性诊断指标，联合miR-21时诊断价值更高。

本研究表明，托法替布作为 JAK 抑制剂，除了调节 JAK/STAT 通路，还可能通过调节 miR-21 发挥治疗

作用。随着对 miRNAs 研究的深入，将使我们充分了解 miRNAs 在免疫系统及自身免疫性疾病复杂的基

因表达调控中的作用，这不仅有助于我们理解免疫系统的平衡，更有助于我们利用 miRNAs 的作用靶点

来调控免疫反应，为精准治疗类风湿关节炎提供新的治疗靶点。 
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