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"摘要#
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目的
!

探讨微小
Â 7.'0H

"

M#A.'0H

$在碘乙酸钠所致大鼠膝骨关节炎模型中的表达变化!并初步明确其功能%方

法
!

选取
'%

只雄性
d#+FHP

大鼠!左侧膝盖不注射碘乙酸钠作为对照组!右侧膝盖注射碘乙酸钠作为模型组'造模完成后检测两

组大鼠关节液内
M#A.'0H

表达水平的变化'分离两组大鼠的膝关节软骨细胞并进行原代培养!敲低
M#A.'0H

后!使用流式细胞仪

测定细胞凋亡情况%结果
!

模型组
4HS#,

评分为"

C&%(U$&'C

$分!对照组为"

$&1-U%&)0

$分!差异有统计学意义"

!

$

%&%C

$%与

对照组比较!模型组中
M#A.'0H

在关节液和关节软骨细胞内的表达均升高!差异均有统计学意义"

!

$

%&%C

$%将
M#A.'0H

用它的

反义互补片段敲低后!模型组大鼠关节软骨细胞的凋亡受到明显抑制"

!

$

%&%C

$%结论
!

M#A.'0H

在碘乙酸钠所致大鼠膝骨关节

炎的关节液中表达升高!并且抑制
M#A.'0H

的表达会降低关节炎大鼠的关节软骨细胞凋亡率%
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骨关节炎$

"+FE"HPFIP#F#+

#
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%是一种常见的退行性关节

病#特征是关节软骨退行性改变)

=7

不仅造成关节软骨的损

伤#还可累及整个关节#导致关节软骨退变*纤维化#以及关节

面的损伤)膝关节作为人体负重较大的关节#是
=7

的好发部

位&

$.1

'

)然而#

=7

的治疗尚局限于对症治疗)临床上应用非

甾体类抗炎药和激素等仅是减轻疼痛症状#不能逆转
=7

的病

理过程&

'.0

'

)微小
Â 7

$

M#KP"Â 7

#

M#Â 7

%是一种长度为

$/

"

1C

个核苷酸片段的内源性非编码的
Â 7

#通过结合靶

MÂ 7

的
'_eBA

区来调控基因表达&

C

'

)当前基于
M#Â 7

治

疗的临床试验已应用于多学科的多种疾病#具有很大的临床诊

断和治疗潜力)而应用于关节炎的类似治疗比较少)在
=7

软骨中#有研究发现
M#Â 7

可能参与
=7

的病理过程&

).$%

'

)

据报道#

M#Â 7.'0H

$

M#A.'0H

%具有抗增殖能力#能够调控细胞

周期从
;

$

到
@

的过渡&

$$

'

)此外#

M#A.'0H

可由
6

C'

诱导继而

引起细胞凋亡或者细胞周期停滞&

$1

'

)但是#

M#A.'0H

在膝
=7

中的作用并不明确)本实验通过构建大鼠膝
=7

模型研究

M#A.'0H

表达改变#通过探讨
M#A.'0H

调控凋亡机制为
=7

的

治疗提供理论依据)

D

!

材料与方法

D&D

!

动物来源
!

/

周龄的
d#+FHP

雄性大鼠
'%

只#均来自郑州

大学实验动物中心)

D&E

!

主要试剂
!

M#Â 7

反转录
25A

试剂盒及相应反转录引

物购自南京凯基试剂公司(

M#A.'0H

荧光实时定量
25A

$

f

AB.

25A

%试剂盒及相应
25A

引物购自上海吉玛生物制药有限公

司(鼠白细胞介素
.$

(

$

#,FEP<ELS#,.$

(

#

9:.$

(

%购自上海恪敏生物

科技有限公司(

M#A.'0H

的抑制剂及配套使用的转染试剂购自

广州锐博公司(细胞凋亡试剂盒$

7,,EO#,.a.X9B5

"
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双染%购

自江苏碧云天公司)

((C1

重庆医学
1%$)

年
-

月第
0C

卷第
$(

期

"

基金项目!国家自然科学基金资助项目$

/$%-$C1%

%)

!

作者简介!张文强$
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%#讲师#硕士#主要从事外科学研究)
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!

方法

D&F&D

!

=7

大鼠模型的建立
!

选取
/

周龄的
d#+FHP

雄性大鼠

'%

只#左侧膝盖不注射碘乙酸钠#作为对照组(右侧膝盖注射

碘乙酸钠#作为模型组)大鼠腹腔注射
$%V

水合氯醛进行麻

醉#两侧膝关节备皮后
-CV

乙醇常规消毒#屈曲
0Cg

#自髌骨下

髌腱最外侧进针#到达股骨髁后将注射器回抽
1MM

#右侧膝

盖注入
%&$M:0V

碘乙酸钠溶液
C%

$

:

#进行骨关节炎模型诱

导#左侧膝盖注射等体积的生理盐水)膝关节腔内注射碘乙酸

钠溶液
1

周后#将建模侧膝关节与对侧膝关节进行对比#建模

侧膝关节出现肿胀及屈伸功能障碍#表示建模成功)在造模后

/

周处死大鼠#获取大鼠关节样品进行分析)

D&F&E

!

大鼠模型评价
!

$%V

水合氯醛
%&'M

G

"

S

G

腹腔麻醉大

鼠#取材前各组大鼠禁食
$1I

)取各组大鼠右侧膝关节股骨

髁#观察各组大鼠关节软骨大体形态学变化)随后将关节软骨

置于
0V

多聚甲醛中固定#乙二胺四乙酸$

?>B7

%染色#光镜下

观察关节软骨及滑膜组织结构变化#并行关节软骨
4HS#,

评分)

D&F&F

!

大鼠关节软骨细胞的分离及培养
!

自对照组大鼠的膝

关节分离获得关节软骨细胞#将关节软骨组织切为小片$

$

$

MM

'

%#经
%&1V

胰蛋白酶和
%&1V

)

型胶原酶分别消化
'%

M#,

和
1I

)释放的细胞在达氏修正依氏培养基$

>4?4

%"

X$1

培养液中培养并添加
$%V

胎牛血清$

X3@

%和抗菌药物)初级

细胞进行单层培养#细胞融合达到
-%V

后传代#将细胞以每孔

'[$%

' 个细胞的密度接种于
()

孔板#细胞置于
'- \

#

CV

5=

1

培养箱中恒温培养)

D&F&G

!

核苷酸片段的转染
!

细胞达到融合状态后将其分为
'

组!空白对照组*随机序列核酸组$

@KPHMQ<E

组%及抑制剂组

$

9,I#Q#F"P

组%#分别处理)锁核苷酸 $

<"KSE!,LK<E#KHK#!

#

:̂ 7

%修饰的不同浓度
>̂ 7

寡核苷酸转染按照制造商的方案

使用
:#

6

"JEKFHM#,E1%%%

$美国
9,D#FP"

G

E,

公司%进行)空白对

照组#无质粒载体仅加入脂质体(

@KPHMQ<E

组#将阴性对照的核

苷酸片段转染至细胞(

9,I#Q#F"P

组#将
M#Â 7.'0H

的反向互补

片段的抑制剂转染至细胞)孵育完成后#将各组质粒与脂质体

混合物分别加入已标记的对应孔板中#轻摇使其与培养基混

合#均匀分布于孔板内)再将细胞置于
'-\

#

CV 5=

1

孵箱中

孵育#

)I

后换液#先用磷酸盐缓冲液$

23@

%清洗后#换成含

$%V X3@

的
A249.$)0%

培养基继续培养)

@KPHMQ<E

组及
9,.

I#Q#F"P

组加入终浓度为
$%%,

G

"

M:

的
9:.$

(

诱导关节软骨细

胞凋亡)

D&F&K

!

细胞凋亡率的检查
!

采用膜联蛋白
a.

异硫氰酸荧光

素"碘化丙啶$

7,,EO#,a.J<L"PE+KE#,#+"FI#"K

N

H,HFE

"

6

P"

6

#!#LM

#"!#!E

#

7,,EO#,a.X95B

"

29

%双染法检测细胞凋亡率)细胞处

理完毕后#用预冷的
23@

冲洗细胞
'

次后#使用
%&1CV

胰酶进

行消化#

$%%%P

"

M#,

离心
CM#,

收集细胞(向离心管中加入

23@

#重复离心操作
$

次)向细胞中加入
C%%

$

:

结合缓冲液#

反复吹打制备单细胞悬液#并控制每组的细胞密度为每毫升

$[$%

) 个)将细胞悬液转移至流式管中#向每支流式管中加

入
C

$

:7,,EO#,a.X9B5

#避光保存
'%M#,

#上机前
CM#,

向每

支流式管中加入
1&C

$

:29

#并上机检测#结果所示的右下象限

和右上象限为凋亡细胞比例)

D&G

!

统计学处理
!

应用
@2@@$'&%

统计软件进行数据处理与

统计分析#计量资料以
BU4

表示#采用单因素方差分析比较组

间差异#

!

$

%&%C

为差异有统计学意义)

E

!

结
!!

果

E&D

!

两组大鼠关节
4HS#,

评分比较
!

模型组大鼠的
4HS#,

评分为$

C&%(U$&'C

%分#对照组为$

$&1-U%&)0

%分#差异有统

计学意义$

!

$

%&%C

%)

E&E

!

两组大鼠膝关节
=7

关节液内
M#A.'0H

的表达水平比

较
!

在体内实验中#对
'%

只实验大鼠左膝和右膝关节液中的

M#A.'0H

表达水平进行检测)

f

AB.25A

结果显示#与对照组

比较#模型组
M#A.'0H

在关节液内表达升高#差异有统计学意

义$

!

$

%&%C

%#提示
M#A.'0H

可能是潜在的
=7

标记物)见

图
$

)

!!

"

!

!

$

%&%C

#模型组与对照组比较)

图
$

!!

两组大鼠膝关节
=7

关节液内
M#A.'0H

的

表达水平比较

E&F

!

两组大鼠关节软骨细胞中
M#A.'0H

的表达水平比较
!

f

AB.25A

结果显示#与对照组比较#模型组关节软骨细胞中

M#A.'0H

表达升高#差异有统计学意义$

!

$

%&%C

%)见图
1

)

!!

"

!

!

$

%&%C

#与对照组比较)

图
1

!!

两组大鼠关节软骨细胞中
M#A.'0H

的表达水平比较

E&G

!

M#A.'0H

抑制剂可敲低内源性
M#A.'0H

的表达水平
!

为

了进一步研究
M#A.'0H

的生物学功能#使用
M#A.'0H

的反义互

补片段$抑制剂%来敲低内源性
M#A.'0H

的表达)

f

AB.25A

结

果显示#与
@KPHMQ<E

组比较#转染
M#A.'0H

抑制剂能够有效地

敲低内源性
M#A.'0H

的表达#差异有统计学意义$

!

$

%&%C

%)

见图
'

)

!!

"

!

!

$

%&%C

#与
@KPHMQ<E

组比较)

图
'

!!

各组关节软骨细胞内源性
M#A.'0H

的表达水平比较

E&K

!

敲低内源性
M#A.'0H

的表达可抑制关节软骨细胞的凋

亡
!

=7

中经常伴随有关节软骨细胞凋亡的发生)使用流式

细胞术检测模型组大鼠关节软骨细胞的凋亡#结果显示#与空

白对照组比较#

9,I#Q#F"P

组大鼠的细胞凋亡率明显降低#差异

有统计学意义$

!

$

%&%C

%#而
@KPHMQ<E

组则未见细胞凋亡率发
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生明显改变#差异无统计学意义$

!

&

%&%C

%)见图
0

)

图
0

!!

各组关节软骨细胞的细胞凋亡率

F

!

讨
!!

论

!!

M#Â 7

可以通过调节特定
M#Â 7

的蛋白质翻译过程或

与特定
M#Â 7

结合来调控基因表达#广泛参与人体神经分

化*脂肪代谢*细胞增殖和凋亡等生理病理过程#是一种重要的

调节因子)例如#

<EF.-

的表达可能通过引起
A7@

基因的高表

达而在肺癌中发挥关键作用&

$'

'

(

M#Â 7.$0'

和
M#Â 7.$0C

在结肠癌中表达下降(

M#Â 7

在人类疾病例如白血病*病毒感

染等疾病中扮演着重要角色&

$0.$C

'

)

M#A.'0

家族成员由
6

C'

基因诱导#通过靶向调控
?1X

转

录因子
'

$

?1XFPH,+KP#

6

F#",JHKF"P'

#

?1X'

%*细胞周期素
?1

*

细胞周期蛋白依赖激酶
)

$

K

N

K<#,.!E

6

E,!E,FS#,H+E)

#

5>8)

%

等#导致细胞凋亡*细胞周期停滞和衰老&

$%

#

$).$-

'

)最近的研究

证实#

M#A.'0H

是
6

C'

激活后诱导最显著的
M#Â 7

#导致基因

表达的改变)在人类癌症中#

M#A.'0H

是
6

C'

的一个直接转录

目标#并且是
6

C'

肿瘤抑制网络的重要组成部分&

$-.$/

'

)研究发

现#

M#A.'0H

可能通过直接靶向
MÂ 7

编码的
?1X'

和显著降

低
?1X'

蛋白水平#诱导神经母细胞瘤细胞凋亡#是一个潜在

的肿瘤抑制剂)

BH]HRH

等&

$/

'证实#在结肠癌患者中
M#A.'0H

表达下调(研究标明
M#A.'0H

是结肠癌疾病发展过程中的一个

重要因子#未来可通过
M#A.'0H

来进行靶向治疗&

$/

'

)

有研究证实#

M#Â 7

在
=7

的进展过程中发挥一定作

用&

-

#

$/

'

)

WHMH+HS#

等&

/

'报道#

M#Â 7.$0)

在低级别
=7

关节

软骨中表达升高#其表达可由
9:.$

(

的刺激诱导)

4#

N

HS#

等&

(

'

研究证实#

=7

关节软骨中
M#A.$0%

表达下降可能导致特征性

=7

异常基因表达模式)软骨细胞凋亡是
=7

进展的一个主

要因素)因此#本研究通过构建大鼠膝
=7

模型来检测
M#A.

'0H

在
=7

软骨的表达情况#体内实验结果显示#模型组中

M#A.'0H

在关节液内表达升高)另外#本研究进行细胞培养并

建立细胞凋亡模型检测细胞凋亡情况#结果显示#加入
9:.$

(

后#

M#A.'0H

表达升高(将
M#A.'0H

用它的反义互补片段敲低

后#

9:.$

(

引发的关节软骨细胞的凋亡受到明显抑制)

综上所述#本实验证实对
M#A.'0H

作用靶点进行沉默#可

抑制软骨细胞凋亡#达到保护软骨*延缓关节软骨退变的作用#

为
=7

的治疗提供进一步的理论支持)
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