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摘　要　目的：探讨骨关节炎（ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＯＡ）软骨损伤中微小 ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ，ｍｉＲＮＡ）２１４的作用机制及靶向基因。方法：

①ＯＡ患者膝关节损伤软骨组织中ｍｉＲＮＡ２１４表达量检测。根据软骨损伤程度Ｏｕｔｅｒｂｒｉｄｇｅ分级标准将收集的ＯＡ患者膝关节软

骨组织进行分级，分别提取各软骨组织的总ＲＮＡ，逆转录ｃＤＮＡ后采用实时定量ＰＣＲ检测损伤软骨组织中ｍｉＲＮＡ２１４的表达量。

②ｍｉＲＮＡ２１４在ＯＡ大鼠软骨损伤中的作用机制分析。采用手术剪断大鼠前交叉韧带的方法建立大鼠ＯＡ模型。将４０只造模成

功的大鼠随机分为ｍｉＲＮＡ２１４高表达组、ｍｉＲＮＡ２１４低表达组、阴性对照组及模型组，将１０只接受手术但不剪断前交叉韧带的

大鼠纳入假手术组。设计、合成ｍｉＲＮＡ２１４模拟物、ｍｉＲＮＡ２１４抑制剂及 ｍｉＲＮＡ２１４阴性对照序列，构建慢病毒表达载体，完成

病毒包装。在ｍｉＲＮＡ２１４高表达组、ｍｉＲＮＡ２１４低表达组、阴性对照组、模型组及假手术组大鼠右侧膝关节腔内分别注射１００μＬ

ｍｉＲＮＡ２１４模拟物慢病毒混悬液、１００μＬｍｉＲＮＡ２１４抑制剂慢病毒混悬液、１００μＬｍｉＲＮＡ２１４阴性对照慢病毒混悬液、１００μＬ生

理盐水、１００μＬ生理盐水。干预后４周，采集各组大鼠腹主动脉血，检测血清白细胞介素（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ，ＩＬ）－１７、ＩＬ２３水平；制备各

组大鼠膝关节软骨组织石蜡切片，ＨＥ染色后观察软骨组织病理学改变；采用免疫印迹法检测各组大鼠膝关节软骨组织中聚集蛋

白聚糖、Ⅱ型胶原蛋白（ｃｏｌｌａｇｅｎⅡ，ＣｏｌⅡ）、基质金属蛋白酶（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ，ＭＭＰ）－１３的蛋白相对表达量。③ＯＡ软骨

损伤相关的ｍｉＲＮＡ２１４靶向基因分析。检索ｍｉＲＮＡ靶基因数据库中 ｍｉＲＮＡ２１４的靶向基因，根据文献资料筛选与骨代谢相关

的人类ｍｉＲＮＡ２１４靶向基因。采用双荧光素酶实验验证ｍｉＲＮＡ２１４对活化转录因子４（ａｃｔｉｖａｔｉｎｇｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ４，ＡＴＦ４）的靶

向性。采用免疫印迹法检测各组大鼠右侧膝关节软骨组织中ＡＴＦ４的蛋白相对表达量。结果：①ＯＡ患者膝关节损伤软骨组织中

ｍｉＲＮＡ２１４表达量检测结果。共收集 ３８例 ＯＡ患者的膝关节软骨组织，其中Ⅲ级 ２８例、Ⅳ级 １０例。Ⅳ级损伤软骨组织的

ｍｉＲＮＡ２１４相对表达量高于Ⅲ级（１．６７±０．４０，０．５１±０．１６，ｔ＝１２．９４１，Ｐ＝０．０００）。②大鼠血清炎症因子水平检测结果。５组大

鼠血清 ＩＬ１７、ＩＬ２３水平比较，组间差异有统计学意义［（６２．９４±８．１２）ｐｇ·ｍＬ－１，（４５．１９±５．３４）ｐｇ·ｍＬ－１，（４４．６３±

６．６７）ｐｇ·ｍＬ－１，（２４．７４±３．９０）ｐｇ·ｍＬ－１，（１８．１５±２．３３）ｐｇ·ｍＬ－１，Ｆ＝９４．１５３，Ｐ＝０．０００；（７２．３９±１０．２６）ｐｇ·ｍＬ－１，（４８．７０±

５．８７）ｐｇ·ｍＬ－１，（４７．５９±５．７６）ｐｇ·ｍＬ－１，（２７．５４±４．０５）ｐｇ·ｍＬ－１，（１８．１３±３．０５）ｐｇ·ｍＬ－１，Ｆ＝１１１．７０１，Ｐ＝０．０００］。

ｍｉＲＮＡ２１４高表达组、阴性对照组、模型组及 ｍｉＲＮＡ２１４低表达组大鼠血清 ＩＬ１７、ＩＬ２３水平均高于假手术组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝

０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００；Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００）；ｍｉＲＮＡ２１４高表达组大鼠血清 ＩＬ１７、ＩＬ２３水平均高于

阴性对照组、模型组及ｍｉＲＮＡ２１４低表达组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００；Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００）；ｍｉＲＮＡ２１４低表

达组大鼠血清ＩＬ１７、ＩＬ２３水平均低于阴性对照组和模型组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００；Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００）；阴性对照组大鼠血清

ＩＬ１７、ＩＬ２３水平与模型组比较，组间差异均无统计学意义（Ｐ＝０．８３８，Ｐ＝０．６７５）。③大鼠软骨组织病理学检查结果。ＨＥ染色结

果显示，假手术组软骨组织潮线清晰，结构完整，软骨细胞分布均匀；阴性对照组、模型组软骨组织潮线模糊不清，结构严重破坏，

软骨细胞聚集；ｍｉＲＮＡ２１４高表达组软骨组织损伤情况较阴性对照组、模型组更为严重；ｍｉＲＮＡ２１４低表达组软骨组织潮线可辨

识，结构较为完整，软骨细胞聚集现象较阴性对照组、模型组及 ｍｉＲＮＡ２１４高表达组有所改善。④大鼠软骨组织聚集蛋白聚糖、

ＣｏｌⅡ、ＭＭＰ１３蛋白表达量检测结果。５组大鼠软骨组织聚集蛋白聚糖、ＣｏｌⅡ、ＭＭＰ１３蛋白表达量比较，组间差异均有统计学意

义（０．０８±０．０２，０．１４±０．０３，０．１５±０．０４，０．３１±０．０８，０．７２±０．１２，Ｆ＝１４２．９３２，Ｐ＝０．０００；０．１１±０．０３，０．２０±０．０４，０．２２±０．０４，

０．３６±０．０５，１．１３±０．２１，Ｆ＝１７０．３４５，Ｐ＝０．０００；１．３２±０．３４，０．９５±０．１３，０．９５±０．１２，０．２１±０．０４，０．１１±０．０３，Ｆ＝９１．４８６，Ｐ＝

０．０００）。ｍｉＲＮＡ２１４高表达组、阴性对照组、模型组及ｍｉＲＮＡ２１４低表达组大鼠软骨组织聚集蛋白聚糖、ＣｏｌⅡ蛋白表达量均低于

假手术组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００；Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００），ＭＭＰ１３蛋白表达量高于假手

术组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００）；ｍｉＲＮＡ２１４高表达组大鼠软骨组织聚集蛋白聚糖、ＣｏｌⅡ蛋白表达量均低于阴

性对照组、模型组及ｍｉＲＮＡ２１４低表达组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００；Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００），ＭＭＰ１３蛋白表达量

高于阴性对照组、模型组及ｍｉＲＮＡ２１４低表达组（Ｐ＝０．００５，Ｐ＝０．００４，Ｐ＝０．０００）；ｍｉＲＮＡ２１４低表达组大鼠软骨组织聚集蛋白

聚糖、ＣｏｌⅡ蛋白表达量均高于阴性对照组和模型组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００；Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００），ＭＭＰ１３蛋白表达量低于阴性对
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照组和模型组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００）；阴性对照组大鼠软骨组织聚集蛋白聚糖、ＣｏｌⅡ、ＭＭＰ１３蛋白表达量与模型组比较，组间差

异均无统计学意义（Ｐ＝０．５３５，Ｐ＝０．２７８，Ｐ＝１．０００）。⑤ｍｉＲＮＡ２１４靶向基因验证结果。在转染 ＡＴＦ４－ＷＴ－ｐｓｉＣＨＥＣＫ２质粒

的２９３Ｔ细胞中，ｍｉＲＮＡ２１４模拟物组的荧光酶相对活性小于 ｍｉＲＮＡ２１４阴性对照组（０．４５±０．０７，１．０２±０．２３，ｔ＝５．３０１，Ｐ＝

０．００１）；在转染ＡＴＦ４ＭＵＴｐｓｉＣＨＥＣＫ２质粒的２９３Ｔ细胞中，ｍｉＲＮＡ２１４模拟物组的荧光酶相对活性与ｍｉＲＮＡ２１４阴性对照组比

较，差异无统计学意义（１．０５±０．１９，１．０３±０．１８，ｔ＝０．１７１，Ｐ＝０．８６９）。⑥大鼠软骨组织中 ＡＴＦ４蛋白表达量检测结果。５组大

鼠软骨组织ＡＴＦ４蛋白表达量比较，组间差异有统计学意义（０．１１±０．０３，０．１７±０．０３，０．１８±０．０４，０．３１±０．０５，０．７９±０．１１，Ｆ＝

２１３．１１１，Ｐ＝０．０００）。ｍｉＲＮＡ２１４高表达组、阴性对照组、模型组及ｍｉＲＮＡ２１４低表达组大鼠软骨组织 ＡＴＦ４蛋白表达量均低于

假手术组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００）；ｍｉＲＮＡ２１４高表达组大鼠软骨组织 ＡＴＦ４蛋白表达量低于阴性对照组、模

型组及ｍｉＲＮＡ２１４低表达组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００）；ｍｉＲＮＡ２１４低表达组大鼠软骨组织ＡＴＦ４蛋白表达量高于阴性对

照组和模型组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００）；阴性对照组大鼠软骨组织 ＡＴＦ４蛋白表达量与模型组比较，组间差异无统计学意义（Ｐ＝

０．５３５）。结论：ＯＡ患者膝关节软骨损伤与软骨组织中ｍｉＲＮＡ２１４的表达有关，抑制ｍｉＲＮＡ２１４表达能够减轻大鼠膝关节炎症反

应、减少软骨基质降解、促进软骨修复，ｍｉＲＮＡ２１４的作用机制与其抑制 ＩＬ１７、ＩＬ２３、ＭＭＰ１３表达和促进聚集蛋白聚糖、ＣｏｌⅡ、

ＡＴＦ４表达有关，ＡＴＦ４可能是与ＯＡ软骨损伤相关的ｍｉＲＮＡ２１４的靶基因之一。

关键词　骨关节炎；软骨疾病；微ＲＮＡｓ；基因表达；大鼠；动物实验
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　　骨关节炎（ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＯＡ）是骨科临床上常见
的慢性退行性疾病，多见于５０岁以上中老年人群，好
发于膝关节、髋关节等负重关节，可导致关节变形、活

动受限，严重影响患者日常生活［１］。我国 ＯＡ发病率

较高，６５岁以上人群 ＯＡ的发病率超过５０％［２］。目

前，ＯＡ的发病机制尚未明确，尚无有效治疗药物。临
床上多采用非手术疗法缓解患者症状、延缓 ＯＡ发展
进程；对于晚期 ＯＡ患者，人工关节置换术是唯一有
效的治疗方式，但给患者带来较大的创伤和较重的经

济负担［３］。因此，探索 ＯＡ的发病机制及新疗法是
ＯＡ研究的重要方向。随着医学分子生物学及生物信
息学的快速发展，多项研究［４－６］表明，微小 ＲＮＡ
（ｍｉｃｒｏＲＮＡ，ｍｉＲＮＡ）在骨骼疾病的发生和发展中扮
演重要角色。沉默 ｍｉＲＮＡ２１４在抑制破骨细胞分
化、改善骨组织病理结构方面发挥重要作用［７］。为了

探讨 ＯＡ软骨损伤中 ｍｉＲＮＡ２１４的作用机制及靶向
基因，我们进行了相关研究，现总结报告如下。

１　材料与仪器
１．１　实验材料　膝关节软骨组织（来自解放军联勤
保障部队第九三医院采用全膝关节置换术治疗的

ＯＡ患者）。
１．２　实验动物　８周龄 ＳＰＦ级雄性 ＳＤ大鼠５０只，
体质量（２７０±２０）ｇ，购自上海灵畅生物科技有限公
司，实验动物许可证号：生产许可 ＳＣＸＫ（沪）２０１８－
０００３。实验方案经解放军联勤保障部队第九三医
院伦理委员会审查通过，伦理批件号：ＦＴＫＮＨＡ－
ＫＹ１９。
１．３　实验试剂　ＢｅｙｏＲＴＴＭⅢ ｃＤＮＡ合成试剂盒、放
射免疫沉淀法（ｒａｄｉｏｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎａｓｓａｙ，ＲＩＰＡ）
裂解液、二喹啉甲酸（ｂｉｃｉｎｃｈｏｎｉｎｉｃａｃｉｄ，ＢＣＡ）蛋白定
量试剂盒（上海碧云天生物技术有限公司），实时定量

ＰＣＲ（ｒｅａｌｔｉｍｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲ，ＲＴｑＰＣＲ）试剂盒、白
细胞介素（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ，ＩＬ）１７和 ＩＬ２３酶联免疫吸附
分析（ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｅｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）试剂
盒（上海抚生实业有限公司），２９３Ｔ细胞（美国 ＡＴＣＣ
公司）。兔抗大鼠聚集蛋白聚糖、Ⅱ型胶原蛋白（ｃｏｌ
ｌａｇｅｎⅡ，ＣｏｌⅡ）、基质金属蛋白酶（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏ
ｔｅｉｎａｓｅ，ＭＭＰ）１３、活化转录因子 ４（ａｃｔｉｖａｔｉｎｇｔｒａｎ
ｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ４，ＡＴＦ４）、甘油醛３磷酸脱氢酶（ｇｌｙｃ
ｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ３ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＧＡＰＤＨ）一抗
（美国Ｓａｎｔａ公司），辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔

免疫球蛋白 Ｇ二抗（英国 Ａｂｃａｍ公司），荧光素酶报
告基因质粒 ｐｓｉＣＨＥＣＫ２（美国 Ｐｒｏｍｅｇａ公司），Ｌｉｐｏ
ｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００转染试剂（美国 ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司），
双荧光素酶检测试剂盒（上海优宁维生物科技股份有

限公司）。

１．４　实验仪器　ＩＱ５ＲＴｑＰＣＲ仪（美国 ＡＢＩ公司）、
ＧＥＮｉｏｓＰｒｏ酶标仪（瑞士帝肯公司）、ＹＳ１００显微镜
（日本Ｎｉｋｏｎ公司）、ＺＦ２０８全自动凝胶成像分析系统
（上海嘉鹏科技有限公司）。

２　方　法
２．１　ＯＡ患者膝关节损伤软骨组织中 ｍｉＲＮＡ２１４
表达量检测　根据软骨损伤程度 Ｏｕｔｅｒｂｒｉｄｇｅ分级标
准［８］将收集的 ＯＡ患者的软骨组织进行分级。将软
骨组织于研钵中研磨至细粉状，采用 Ｔｒｉｚｏｌ法提取总
ＲＮＡ，采用逆转录试剂盒合成 ｃＤＮＡ。以 Ｕ６为内参
基因，采用ＲＴｑＰＣＲ试剂盒检测ｍｉＲＮＡ２１４表达量，
反应体系及程序参考试剂盒说明书设置。计算 ＣＴ
值，并采用２－ΔΔＣＴ计算ｍｉＲＮＡ２１４的相对表达量。引
物序列见表１。

表１　ｍｉＲＮＡ２１４及Ｕ６扩增引物序列

基因名称 引物序列（５’—３’）

ｍｉＲＮＡ２１４
上游引物ＣＣＴＧＧＣＴＧＧＡＣＡＧＡＧＴＴＧＴＣＡＴ
下游引物ＧＴＡＣＡＧＧＴＧＡＧＣＧＧＡＴＧＴＴＣＴ

Ｕ６
上游引物ＡＡＴＣＧＧＧＣＣＴＧＣＴＣＡＡＧＴＧ
下游引物ＧＡＡＣＡＧＡＡＡＡＴＧＣＧＧＡＣＧＧＧ

２．２　ｍｉＲＮＡ２１４在 ＯＡ大鼠软骨损伤中的作用机
制分析

２．２．１　造模方法　大鼠适应性饲养１周后进行造
模：给予大鼠腹腔注射戊巴比妥钠进行麻醉，于右侧

膝关节髌骨内侧做一切口，显露关节腔；将髌骨向外

侧脱位，暴露并剪断前交叉韧带后，复位髌骨；生理盐

水冲洗，逐层缝合切口。术后常规注射青霉素预防感

染。术后大鼠右侧膝关节肿胀、运动能力降低表明建

模成功。

２．２．２　分组方法　随机选取４０只大鼠按照上述方
法进行造模，将造模成功的大鼠随机分为 ｍｉＲＮＡ２１４
高表达组、ｍｉＲＮＡ２１４低表达组、阴性对照组及模型
组，将其余１０只大鼠纳入假手术组（接受手术但不剪
断前交叉韧带）。

２．２．３　载体构建方法　根据 ｍｉＲＮＡ２１４序列设计
ｍｉＲＮＡ２１４模拟物、ｍｉＲＮＡ２１４抑制剂及 ｍｉＲＮＡ２１４
阴性对照序列（表 ２）。合成 ｍｉＲＮＡ２１４模拟物、
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ｍｉＲＮＡ２１４抑制剂及 ｍｉＲＮＡ２１４阴性对照序列并与
慢病毒载体ＧＶ２３４２连接构建慢病毒表达载体。将慢
病毒表达载体与包装质粒ｐＨｅｌｐｅｒ１．０、ｐＨｅｌｐｅｒ２．０共
转染至２９３Ｔ细胞，完成病毒包装。序列合成、载体构
建及慢病毒包装均由百奥迈科生物技术有限公司

完成。

表２　ｍｉＲＮＡ２１４模拟物、抑制剂及阴性对照序列

序列名称 序列（５’—３’）
ｍｉＲＮＡ２１４模拟物 ＡＣＡＧＣＡＧＧＣＡＣＡＧＡＣＡＧＧＣＡＧ
ｍｉＲＮＡ２１４抑制剂 ＣＵＧＣＣＵＧＵＣＵＧＵＧＣＣＵＧＣＵＧＵ
ｍｉＲＮＡ２１４阴性对照 ＵＣＡＣＡＡＣＣＵＣＣＵＡＧＡＡＡＧＡＧＵＡＧＡ

２．２．４　干预方法　造模后第７天，在高表达组大鼠
右侧膝关节腔内注射１００μＬｍｉＲＮＡ２１４模拟物慢病
毒混悬液（慢病毒滴度２．０×１０８ＴＵ·ｍＬ－１），在低表达
组大鼠右侧膝关节腔内注射１００μＬｍｉＲＮＡ２１４抑制
剂慢病毒混悬液（慢病毒滴度２．０×１０８ＴＵ·ｍＬ－１），在
阴性对照组大鼠右侧膝关节腔内注射１００μＬｍｉＲＮＡ
２１４阴性对照慢病毒混悬液（慢病毒滴度 ２．０×
１０８ＴＵ·ｍＬ－１），在模型组和假手术组大鼠右侧膝关
节腔内注射１００μＬ生理盐水。
２．２．５　血清炎症因子水平检测方法　干预后４周，
给予大鼠腹腔注射戊巴比妥钠进行麻醉，采集各组大

鼠腹主动脉血，于４℃下以３０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１２ｍｉｎ
（离心半径８ｃｍ），取上清液。采用 ＥＬＩＳＡ法检测血
清 ＩＬ１７、ＩＬ２３水平。根据试剂盒说明书进行操作，
采用酶标仪测定各组溶液的吸光值（测定波长

４５０ｎｍ）。根据标准曲线计算血清炎症因子 ＩＬ１７、
ＩＬ２３水平。
２．２．６　软骨组织病理学检查方法　在采血后采用脊
椎脱臼处死大鼠，剥离右侧膝关节软骨组织。取各组

部分软骨组织用４％多聚甲醛固定；固定４８ｈ，以流水
冲洗３０ｍｉｎ；乙醇脱水后，石蜡包埋切片，切片厚度
５μｍ。二甲苯脱蜡、水化后，于苏木素溶液中浸泡
８ｍｉｎ，蒸馏水冲洗；盐酸酒精分化，蒸馏水冲洗；碳酸
氢钠漂洗至蓝紫色，于伊红染色液中浸染１ｍｉｎ；常规
脱水、透明，封片剂封固后，于光学显微镜下观察软骨

组织病理学改变。

２．２．７　软骨组织聚集蛋白聚糖、ＣｏｌⅡ、ＭＭＰ１３蛋白表
达量检测方法　取各组大鼠右侧膝关节软骨组织，置于
研钵中充分研磨，加入ＰＢＳ制成匀浆，移至离心管内，加
入ＲＩＰＡ裂解液裂解细胞，于４℃下以１００００ｒ·ｍｉｎ－１

离心１２ｍｉｎ（离心半径１２ｃｍ）；取上清液，采用 ＢＣＡ

试剂盒测定蛋白浓度。取５０μｇ待测样本，处理后采
用十二烷基硫酸钠－聚丙烯酰胺凝胶进行电泳，电泳
结束后，将凝胶上的蛋白湿转至聚偏二氟乙烯膜上；

５％脱脂奶粉封闭后，加入兔抗大鼠聚集蛋白聚糖、
ＣｏｌⅡ、ＭＭＰ１３、ＧＡＰＤＨ一抗（１∶５００），于４℃冷藏过
夜孵育；ＴＢＳＴ洗膜后，加入辣根过氧化物酶标记的山
羊抗兔免疫球蛋白Ｇ二抗（１∶２０００）孵育２ｈ，经ＥＣＬ
化学发光液显色，采用凝胶成像分析系统拍照，采用

ＩｍａｇｅＪ软件测定蛋白条带的灰度值，以ＧＡＰＤＨ为内
参，计算聚集蛋白聚糖、ＣｏｌⅡ、ＭＭＰ１３的蛋白相对表
达量（目的蛋白条带灰度值／内参蛋白条带灰度值）。
２．３　ＯＡ软骨损伤相关的ｍｉＲＮＡ２１４靶向基因分析
２．３．１　ｍｉＲＮＡ２１４靶向基因筛选方法　采用ｍｉＲＮＡ
靶基因数据库 ｍｉＲＷａｌｋ（ｈｔｔｐ：／／ｍｉｒｗａｌｋ．ｕｍｍ．ｕｎｉ
ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ．ｄｅ／）检索ｍｉＲＮＡ２１４靶向基因，获得人类
ｍｉＲＮＡ２１４的所有靶向基因。根据文献资料筛选与
骨代谢相关的人类ｍｉＲＮＡ２１４靶向基因。
２．３．２　ｍｉＲＮＡ２１４靶向基因验证方法　通过 ＰＣＲ
扩增获得 ＡＴＦ４基因野生型３’非翻译区（ｕｎｔｒａｎｓｌａｔ
ｅｄｒｅｇｉｏｎ，ＵＴＲ）（ＡＴＦ４ＷＴ）和突变型３’ＵＴＲ（ＡＴＦ４
ＭＵＴ），将其分别与荧光素酶报告基因质粒 ｐｓｉ
ＣＨＥＣＫ２连接，构建重组质粒 ＡＴＦ４ＷＴｐｓｉＣＨＥＣＫ２
和ＡＴＦ４ＭＵＴｐｓｉＣＨＥＣＫ２。将处于对数期的２９３Ｔ细

胞接种于９６孔板，每孔接种约１．０×１０４个细胞，共

接种２０个复孔。根据转染的 ｍｉＲＮＡ不同将２０个复
孔分为ｍｉＲＮＡ２１４模拟物组（转染 ｍｉＲＮＡ２１４模拟
物）和ｍｉＲＮＡ２１４阴性对照组（转染ｍｉＲＮＡ２１４阴性
对照），每组 １０个复孔；每组中 ５个复孔同时转染
ＡＴＦ４ＷＴｐｓｉＣＨＥＣＫ２质粒，另 ５个复孔同时转染
ＡＴＦ４ＭＵＴｐｓｉＣＨＥＣＫ２质 粒。采 用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
２０００转染试剂进行转染，转染后培养４８ｈ。于室温

下加入ＰＬＢ裂解液裂解３０ｍｉｎ后，以１０００ｒ·ｍｉｎ－１

离心５ｍｉｎ（离心半径８ｃｍ），取上清液。在上清液中
加入萤火虫荧光素酶和海肾荧光素酶检测工作液，采

用ＧＥＮｉｏｓＰｒｏ酶标仪分别检测萤火虫荧光素酶和海
肾荧光素酶的荧光强度，计算荧光素酶相对活性（萤

火虫荧光素酶荧光强度／海肾荧光素酶荧光强度）。
２．３．３　大鼠软骨组织中 ＡＴＦ４蛋白表达量检测方法
取各组大鼠右侧膝关节软骨组织，采用蛋白印迹法检

测大鼠软骨组织中ＡＴＦ４蛋白表达量，方法同２．２．７，
其中采用兔抗大鼠ＡＴＦ４一抗。以 ＧＡＰＤＨ为内参基
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因，计算ＡＴＦ４的蛋白相对表达量。
２．４　数据统计　采用 ＳＰＳＳ２５．０统计软件对所得数
据进行统计学分析。ｍｉＲＮＡ２１４相对表达量，血清
ＩＬ１７、ＩＬ２３水平，软骨组织聚集蛋白聚糖、ＣｏｌⅡ、
ＭＭＰ１３、ＡＴＦ４蛋白表达量的组间整体比较均采用单
因素方差分析，组间两两比较均采用 ＬＳＤｔ检验，荧
光酶相对活性的组间比较采用 ｔ检验；检验水准 α＝
０．０５。

３　结　果
３．１　ＯＡ患者膝关节损伤软骨组织 ｍｉＲＮＡ２１４表
达量检测结果　共收集３８例 ＯＡ患者的膝关节软骨
组织，其中Ⅲ级２８例、Ⅳ级１０例，Ⅳ级损伤软骨组织
的ｍｉＲＮＡ２１４相对表达量高于Ⅲ级（表３）。

表３　骨关节炎患者不同损伤等级膝关节软骨组织

ｍｉＲＮＡ２１４相对表达量

软骨损伤
等级

样本量／
例

ｍｉＲＮＡ２１４相对表达量（ｘ±ｓ）

Ⅲ级 ２８ ０．５１±０．１６
Ⅳ级 １０ １．６７±０．４０
ｔ值 １２．９４１
Ｐ值 ０．０００

３．２　ｍｉＲＮＡ２１４在 ＯＡ大鼠软骨损伤中的作用机
制分析结果

３．２．１　造模及分组结果　４０只大鼠全部造模成功，
ｍｉＲＮＡ２１４高表达组、ｍｉＲＮＡ２１４低表达组、阴性对

照组及模型组各１０只；假手术组１０只大鼠。
３．２．２　大鼠血清炎症因子水平检测结果　５组大鼠
血清ＩＬ１７、ＩＬ２３水平比较，组间差异有统计学意义。
ｍｉＲＮＡ２１４高表达组、阴性对照组、模型组及 ｍｉＲＮＡ
２１４低表达组大鼠血清 ＩＬ１７、ＩＬ２３水平均高于假手
术组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００；Ｐ＝
０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００）；ｍｉＲＮＡ２１４
高表达组大鼠血清ＩＬ１７、ＩＬ２３水平均高于阴性对照
组、模型组及 ｍｉＲＮＡ２１４低表达组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝
０．０００，Ｐ＝０．０００；Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００）；
ｍｉＲＮＡ２１４低表达组大鼠血清 ＩＬ１７、ＩＬ２３水平均低
于阴性对照组和模型组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００；Ｐ＝
０．０００，Ｐ＝０．０００）；阴性对照组大鼠血清 ＩＬ１７、ＩＬ２３
水平与模型组比较，组间差异均无统计学意义（Ｐ＝
０．８３８，Ｐ＝０．６７５）。见表４。
３．２．３　大鼠软骨组织病理学检查结果　ＨＥ染色结
果显示，假手术组软骨组织潮线清晰，结构完整，软骨

细胞分布均匀；阴性对照组、模型组软骨组织潮线模

糊不清，结构严重破坏，软骨细胞聚集；ｍｉＲＮＡ２１４高
表达组软骨组织损伤情况较阴性对照组、模型组更为

严重；ｍｉＲＮＡ２１４低表达组软骨组织潮线可辨识，结
构较为完整，软骨细胞聚集现象较阴性对照组、模型

组及ｍｉＲＮＡ２１４高表达组有所改善（图１）。

表４　各组大鼠血清炎症因子水平

组别 样本量／只 白细胞介素－１７（ｘ±ｓ，ｐｇ·ｍＬ－１） 白细胞介素－２３（ｘ±ｓ，ｐｇ·ｍＬ－１）
ｍｉＲＮＡ２１４高表达组 １０ ６２．９４±８．１２ ７２．３９±１０．２６

阴性对照组 １０ ４５．１９±５．３４ ４８．７０±５．８７
模型组 １０ ４４．６３±６．６７ ４７．５９±５．７６

ｍｉＲＮＡ２１４低表达组 １０ ２４．７４±３．９０ ２７．５４±４．０５
假手术组 １０ １８．１５±２．３３ １８．１３±３．０５
Ｆ值 ９４．１５３ １１１．７０１
Ｐ值 ０．０００ ０．０００

图１　各组大鼠膝关节软骨组织ＨＥ染色结果（×２００）

·１１·　中医正骨２０２３年３月第３５卷第３期　ＪＴｒａｄＣｈｉｎＯｒｔｈｏｐＴｒａｕｍａ，２０２３，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．３　　　（总１７１）　　　
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３．２．４　大鼠软骨组织聚集蛋白聚糖、ＣｏｌⅡ、ＭＭＰ１３

蛋白表达量检测结果　５组大鼠软骨组织聚集蛋白

聚糖、ＣｏｌⅡ、ＭＭＰ１３蛋白表达量比较，组间差异均有

统计学意义。ｍｉＲＮＡ２１４高表达组、阴性对照组、模

型组及ｍｉＲＮＡ２１４低表达组大鼠软骨组织聚集蛋白

聚糖、ＣｏｌⅡ蛋白表达量均低于假手术组（Ｐ＝０．０００，

Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００；Ｐ＝０．０００，Ｐ＝

０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００），ＭＭＰ１３蛋白表达量高

于假手术组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝

０．０００）；ｍｉＲＮＡ２１４高表达组大鼠软骨组织聚集蛋白

聚糖、ＣｏｌⅡ蛋白表达量均低于阴性对照组、模型组及

ｍｉＲＮＡ２１４低表达组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝

０．０００；Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００），ＭＭＰ１３蛋

白表达量高于阴性对照组、模型组及 ｍｉＲＮＡ２１４低

表达组（Ｐ＝０．００５，Ｐ＝０．００４，Ｐ＝０．０００）；ｍｉＲＮＡ

２１４低表达组大鼠软骨组织聚集蛋白聚糖、ＣｏｌⅡ蛋白

表达量均高于阴性对照组和模型组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝

０．０００；Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００），ＭＭＰ１３蛋白表达量低

于阴性对照组和模型组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００）；阴性

对照组大鼠软骨组织聚集蛋白聚糖、ＣｏｌⅡ、ＭＭＰ１３

蛋白表达量与模型组比较，组间差异均无统计学意义

（Ｐ＝０．５３５，Ｐ＝０．２７８，Ｐ＝１．０００）。见图２、表５。

３．３　ＯＡ软骨损伤相关的 ｍｉＲＮＡ２１４靶向基因实

验验证结果

３．３．１　ｍｉＲＮＡ２１４靶向基因筛选结果　根据 ｍｉＲ

Ｗａｌｋ靶基因数据库检索结果及文献资料，ＡＴＦ４可能

是ｍｉＲＮＡ２１４的靶向基因。

３．３．２　ｍｉＲＮＡ２１４靶向基因验证结果　在转染
ＡＴＦ４ＷＴｐｓｉＣＨＥＣＫ２质粒的 ２９３Ｔ细胞中，ｍｉＲＮＡ
２１４模拟物组的荧光酶相对活性小于 ｍｉＲＮＡ２１４阴
性对照组；在转染 ＡＴＦ４ＭＵＴｐｓｉＣＨＥＣＫ２质粒的
２９３Ｔ细胞中，ｍｉＲＮＡ２１４模拟物组的荧光酶相对活
性与 ｍｉＲＮＡ２１４阴性对照组比较，差异无统计学意
义（表６）。

①ｍｉＲＮＡ２１４高表达组；②阴性对照组；③模型组；

④ｍｉＲＮＡ２１４低表达组；⑤假手术组。

图２　各组大鼠膝关节软骨组织聚集蛋白聚糖、

Ⅱ型胶原蛋白、基质金属蛋白酶－１３蛋白

表达蛋白印迹法检测结果

３．３．３　大鼠软骨组织中 ＡＴＦ４蛋白表达量检测结果
５组大鼠软骨组织 ＡＴＦ４蛋白表达量比较，组间差异
有统计学意义。ｍｉＲＮＡ２１４高表达组、阴性对照组、
模型组及 ｍｉＲＮＡ２１４低表达组大鼠软骨组织 ＡＴＦ４
蛋白表达量均低于假手术组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，
Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００）；ｍｉＲＮＡ２１４高表达组大鼠软
骨组织ＡＴＦ４蛋白表达量低于阴性对照组、模型组及
ｍｉＲＮＡ２１４低表达组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝
０．０００）；ｍｉＲＮＡ２１４低表达组大鼠软骨组织 ＡＴＦ４
蛋白表达量高于阴性对照组和模型组（Ｐ＝０．０００，

表５　各组大鼠膝关节软骨组织聚集蛋白聚糖、Ⅱ型胶原蛋白、基质金属蛋白酶１３蛋白相对表达量

组别 样本量／只 聚集蛋白聚糖（ｘ±ｓ） Ⅱ型胶原蛋白（ｘ±ｓ） 基质金属蛋白酶１３（ｘ±ｓ）
ｍｉＲＮＡ２１４高表达组 １０ ０．０８±０．０２ ０．１１±０．０３ １．３２±０．３４

阴性对照组 １０ ０．１４±０．０３ ０．２０±０．０４ ０．９５±０．１３
模型组 １０ ０．１５±０．０４ ０．２２±０．０４ ０．９５±０．１２

ｍｉＲＮＡ２１４低表达组 １０ ０．３１±０．０８ ０．３６±０．０５ ０．２１±０．０４
假手术组 １０ ０．７２±０．１２ １．１３±０．２１ ０．１１±０．０３
Ｆ值 １４２．９３２ １７０．３４５ ９１．４８６
Ｐ值 ０．０００ ０．０００ ０．０００

表６　２组２９３Ｔ细胞荧光酶相对活性

组别 样本量／孔
荧光酶相对活性（ｘ±ｓ）

转染ＡＴＦ４ＷＴｐｓｉＣＨＥＣＫ２质粒 转染ＡＴＦ４ＭＵＴｐｓｉＣＨＥＣＫ２质粒
ｍｉＲＮＡ２１４模拟物组 ５ ０．４５±０．０７ １．０５±０．１９
ｍｉＲＮＡ２１４阴性对照组 ５ １．０２±０．２３ １．０３±０．１８

ｔ值 ５．３０１ ０．１７１
Ｐ值 ０．００１ ０．８６９

·２１·　　　（总１７２）　　　中医正骨２０２３年３月第３５卷第３期　ＪＴｒａｄＣｈｉｎＯｒｔｈｏｐＴｒａｕｍａ，２０２３，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．３　
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Ｐ＝０．０００）；阴性对照组大鼠软骨组织 ＡＴＦ４蛋白表
达量与模型组比较，组间差异无统计学意义（Ｐ＝
０．５３５）。见表７、图３。

表７　各组大鼠膝关节软骨组织活化转录

因子４蛋白相对表达量

组别
样本量／
只

活化转录因子４
（ｘ±ｓ）

ｍｉＲＮＡ２１４高表达组 １０ ０．１１±０．０３
阴性对照组 １０ ０．１７±０．０３
模型组 １０ ０．１８±０．０４

ｍｉＲＮＡ２１４低表达组 １０ ０．３１±０．０５
假手术组 １０ ０．７９±０．１１
Ｆ值 ２１３．１１１
Ｐ值 ０．０００

①ｍｉＲＮＡ２１４高表达组；②阴性对照组；③模型组；

④ｍｉＲＮＡ２１４低表达组；⑤假手术组。

图３　各组大鼠膝关节软骨组织活化转录因子４

蛋白表达蛋白印迹法检测结果

４　讨　论
ＯＡ以关节软骨退变及软骨下骨硬化为主要特

征，其发病机制尚未明确［９－１０］。软骨细胞衰老、软骨

细胞外基质合成分解代谢失衡、炎症反应及基因差异

性表达等均与ＯＡ的发生关系密切［１１－１３］；而高龄、肥

胖、外伤、家族遗传等均是 ＯＡ发生的危险因素［１４］。

关节软骨主要由软骨细胞和细胞外基质构成，而细胞

外基质的主要成分是 ＣｏｌⅡ、聚集蛋白聚糖等。Ｃｏｌ

Ⅱ、聚集蛋白聚糖在维持软骨组织生理结构、分散骨
骼压力方面发挥重要作用［１５－１６］，ＭＭＰ１３则能够降解
软骨组织中的胶原蛋白［１７］。ｍｉＲＮＡ是一种内源性短
链非编码ＲＮＡ，可通过与 ｍＲＮＡ３’非翻译区互补配
对，发挥调控蛋白表达的作用［１８］。ｍｉＲＮＡ２１４是一
类高度保守的ｍｉＲＮＡ，可通过调控其靶向基因的表达
参与破骨细胞分化，在骨代谢过程中发挥重要作

用［１９－２０］。曹红等［２１］研究发现，肥胖大鼠软骨组织中

ｍｉＲＮＡ２１４的表达量升高，通过增加大鼠运动能够抑
制ｍｉＲＮＡ２１４表达量升高。Ｌｉ等［２２］研究发现，抑制

软骨细胞中 ｍｉＲＮＡ２１４表达可提高软骨细胞活性、
增加软骨细胞外基质形成，提示 ｍｉＲＮＡ２１４或可作
为软骨损伤修复的新靶点。我们研究发现，ｍｉＲＮＡ
２１４的表达量与 ＯＡ患者的软骨损伤程度呈正比；增

加ｍｉＲＮＡ２１４的表达量能够导致大鼠血清 ＩＬ１７、ＩＬ
２３水平升高，软骨组织聚集蛋白聚糖、ＣｏｌⅡ蛋白表达
量降低及 ＭＭＰ１３蛋白表达量升高，抑制 ｍｉＲＮＡ２１４
表达的结果则与之相反。因此，ｍｉＲＮＡ２１４在加剧软
骨损伤中起作用，通过抑制 ｍｉＲＮＡ２１４的表达能够
抑制炎症反应和软骨降解，促进软骨损伤修复。

ＡＴＦ４是一种转录激活因子，参与内质网应激、骨
髓造血及骨代谢等多种生理过程的调控［２３－２４］。有研

究发现，ＡＴＦ４与骨代谢密切相关［２５－２６］。王癑等［２７］

研究发现，采用抗疏健骨颗粒治疗切除卵巢的骨质疏

松大鼠，能够提高大鼠股骨中 ＡＴＦ４的表达量。郭健
民等［２８］研究发现，抑制骨质疏松大鼠 ｍｉＲＮＡ２１４的
表达能够促进 ＡＴＦ４表达，提高大鼠骨密度和骨强
度，部分逆转骨质疏松大鼠的骨质流失。通过检索

ｍｉＲＮＡ靶向基因数据库以及查找文献资料，我们预测
在ＯＡ软骨损伤中，ＡＴＦ４可能是 ｍｉＲＮＡ２１４的靶向
基因；在双荧光素酶实验中，在转染 ＡＴＦ４ＷＴｐｓｉ
ＣＨＥＣＫ２和 ｍｉＲＮＡ２１４模拟物的２９３Ｔ细胞中，荧光
酶相对活性显著降低，进而验证了 ｍｉＲＮＡ２１４对
ＡＴＦ４的靶向性；而在ＯＡ模型大鼠软骨组织中，ＡＴＦ４
的表达量显著降低，抑制 ｍｉＲＮＡ２１４表达能够促进
ＡＴＦ４的表达，而增加 ｍｉＲＮＡ２１４表达则导致 ＡＴＦ４
的表达量进一步降低。因此，ＡＴＦ４是 ＯＡ软骨损伤
中ｍｉＲＮＡ２１４的靶向基因，通过抑制 ＡＴＦ４的表达，
进而修复ＯＡ软骨损伤。

本研究结果表明，ＯＡ患者膝关节软骨损伤与软
骨组织中 ｍｉＲＮＡ２１４的表达有关，抑制 ｍｉＲＮＡ２１４
表达能够减轻大鼠膝关节炎症反应、减少软骨基质降

解、促进软骨修复，ｍｉＲＮＡ２１４的作用机制与其抑制
ＩＬ１７、ＩＬ２３、ＭＭＰ１３表达和促进聚集蛋白聚糖、Ｃｏｌ

Ⅱ、ＡＴＦ４表达有关，ＡＴＦ４可能是与 ＯＡ软骨损伤相
关的ｍｉＲＮＡ２１４的靶基因之一。
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