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前言

膝关节骨性关节炎（Knee osteoarthritis，KOA）是老年人最

常见的退行性疾病之一，KOA的可能性随着年龄的增长而增

加[1，2]。KOA的危险因素有创伤性膝关节损伤、肥胖、体力劳动

等，但 KOA的早期诊断仍是一个未解决的难题。微小核糖核酸

（microRNA）是一种非编码小 RNA，它通常包含约 20个核苷

酸，并具有调节某些靶基因的能力[3]。有研究表明，KOA的滑

膜、关节液中 miR-29a呈低表达状态，而且随着 KOA严重程度

的增加，miR-29a表达呈显著降低趋势，与 VEGF表达水平呈

负相关性[4]。但 miR-29a与 KOA滑膜损伤的相关性尚不明确。

韦嵩[5]等研究显示，经筋微创疗法治疗 KOA可通过调控 TLR4

信号转导通路，抑制下游MyD88、NF-资B，阻断炎性细胞因子的
分泌，减少软骨破坏，改善关节活动功能障碍、晨僵等症状，从

而达到控制 KOA进一步发展的目的。KOA的治疗机制可能与

降低 TLR4、MyD88、NF-资B蛋白表达有关[6]。因此，本研究通过

TLR4/Myd88/NF-资B信号通路，探讨 miR-29a对 KOA大鼠滑

膜损伤的保护作用及机制，以期为 KOA的治疗提供新的治疗

靶点。

1 材料与方法

1.1 实验动物

选取健康雄性 SD大鼠 40只，周龄为 3周，体重（180依10）g，
由河北医科大学第四医院动物实验中心提供。提供大鼠常规的
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食物和饮用水，适应性喂养 1周。喂养条件为：室温 18-26℃，湿

度 40-70%，噪音在 85dB以下，每小时通风 8-12次，12 h/12 h

人工昼夜周期。本研究获得了本院医学伦理委员会批准。

1.2 动物模型的建立及分组

将大鼠随机分为四组：对照组（n＝10）、ACLT组（n＝10）、

ACLT+ microRNA 阴性对照组（n＝10）、ACLT+miR-29a 组

（n＝10）。采用前交叉韧带横断法（ACLT）建立大鼠模型。术前

测量大鼠体重，采用 0.1 mg/kg麻醉剂注射大鼠，麻醉后放置在

手术台上。ACLT组、ACLT+ microRNA阴性对照组和 ACLT+

miR-29a组大鼠取右膝关节髌骨旁内侧切口，打开关节囊，见

髌股关节面后将髌骨推向外侧，膝关节屈曲，分离前交叉韧带

（注意勿损伤软骨），行抽屉试验确定已离断前交叉韧带，闭合

关节腔，分层缝合切口。对照组大鼠仅切开至关节腔，不进行

前交叉韧带离断。醒后将大鼠置于笼中常规饲养，大鼠四肢不

固定。ACLT+microRNA阴性对照组和 ACLT+miR-29a组分别

于术后 3 天、1 周、2 周、3 周、4 周在膝关节腔内注射 0.5 mL

microRNA阴性对照和 miR-29a。4周后，每组大鼠均进行安乐

死，收集膝关节标本，制成冰冻切片和石蜡切片，采用组织学和

分子生物学提取总 RNA和总蛋白。

1.3 酶联免疫吸附试验（ELISA）

麻醉大鼠股动脉置血 1 h后离心，取血清，滑膜组织磨匀离

心，收集各组上清液，用无菌 EP管包装。根据 IL-6和 TGF-茁
ELISA试剂盒构建制备 8个标准品，第 8孔为空白对照组。标

准物质和样本（100 滋L）分别加入 96孔板，在 37℃孵化 2 h，加

上 100 滋L初级抗体并孵化 1 h。每个孔添加 100 滋L二级抗体，
并添加 100 滋L显色试剂，孵化 30 min。每孔添加 50 滋L停止液
停止反应。测定各孔的吸光度值和浓度，绘制标准曲线。

1.4 实时定量聚合酶链反应（RT-qPCR）

总 RNA由 TRIzol试剂盒从标本和细胞中提取。根据反转

录试剂盒将 RNA逆转录为 cDNA。以 U6为 miR-29a相对表达

的内参，以 茁-actin 为 TLR4、Myd88、NF-资B、Bcl-2、Bax、IL-1茁、
TNF-琢 的内参。引物：miR-29a：5'- GAGTTGACCACAGCAC-
CTC-3'；U6：5'- CTCAACTGGTGTCGTGGA- 3'；TLR4：5'- CTC

GCTTCGGCAGCACA- 3'；Myd88：5'- AACGCTTCACGA ATT

TGCGT-3'；NF-资B：5'-ACAAACGCCGGAACTTTTCG-3'；Bcl-2：
5'-GTCGGACACACACAACTTAAGC-3'；Bax：5'-TT GCCAGC-

GAGCTAATTGAG- 3'；IL-1茁：5'- ACAGGCTGAGTG CAAAC

TTG- 3'；TNF-琢：5'-TGTCTGCACCTGTTCCAAAG- 3'；茁-actin：
5'-TTACAGGAAGTCCCTCACCCTC- 3'。采用 2 -△ △ CT法计算

mRNA的相对转录水平。

1.5 蛋白免疫印迹试验

提取滑膜组织和细胞总蛋白。用去离子水对每个样品的蛋

白浓度进行评估和调整，确保装载量一致。将样品与上样缓冲

液混合，在 100℃下煮沸 5 min，电泳分离，将蛋白转移到硝化

棉膜上，在 4℃下用 5%脱脂奶粉密封过夜。加入一抗和二抗后

孵育过夜。将滑膜浸泡在增强化学发光（ECL）反应试剂 1 min。

曝光后观察结果。茁-actin作为内部参照。
1.6 细胞分离、培养和鉴定

将正常大鼠和 KOA 大鼠的滑膜组织用含双抗体的 PBS

浸泡 5 min，PBS洗涤 3次，置于培养皿中。将滑膜组织切成小

块，并放置在 6 mL胶原酶Ⅱ（4 mg/mL）含 10%PBS的溶液中

3 h，使滑膜组织胰蛋白酶化，离心，丢弃上清液，然后添加 2 mL

杜氏改良培养基（DMEM）培养液，离心，丢弃上清液，再加入

4 mL DMEM培养液混合，加入 1 mL PBS（20%最终浓度），孵

育并丢弃贴壁细胞。原代细胞形成单层后，用 0.25%胰蛋白酶

传代，取对数生长期细胞进行实验。倒置显微镜下观察细胞的

生长情况。滑膜细胞纯度鉴定：将第三代细胞接种于 24孔板上

（1伊105个 /孔），细胞覆盖孔后弃培养液，用羊血固定 1 h，血管

细胞粘附分子（VCAM）-1在 4℃孵育过夜，随后 PBS冲洗 3

次，荧光二抗孵育 1 h，4'，6-二脒基 -2-苯基吲哚（DAPI）染色

10 min，荧光显微镜下观察，保存结果。

1.7 细胞分组和转染

将滑膜细胞分为正常组（无任何处理的正常滑膜细胞）、

ACLT组（无任何转染的 KOA滑膜细胞）、ACLT+ microRNA

模拟阴性对照组（转染 microRNA模拟阴性对照的 KOA滑膜

细胞）、ACLT+miR-29a模拟组（转染 miR-29a模拟的 KOA滑

膜细胞）。按照试剂盒说明，用模拟 microRNA阴性对照和模拟

miR-29a转染细胞，然后将转染的细胞在 37℃和 5% CO2孵育。

24h后更换培养液，在荧光倒置显微镜下观察转染效率。

1.8 流式细胞术

膜联蛋白 / 碘化丙啶双染法检测细胞凋亡：每组细胞

1000 rpm、4℃离心 5 min后收集。去离子水稀释结合缓冲液

（4 mL结合缓冲液 +12 mL去离子水）。随后用预冷 PBS洗涤 2

次，1000 rpm离心 5 min，弃上清，250 滋L结合缓冲液重悬细
胞，调整细胞浓度至 1伊106细胞 / 孔；细胞悬液（5 mL）加入

5 mL流管，然后添加 5 滋L膜联蛋白和 5 滋L碘化丙啶混合液，
无光照环境曝光 15 min。PBS（400 滋L）添加到反应管，然后注
入在流式细胞仪，分析结果。

1.9 统计学方法

采用 SPSS22.0统计分析软件，计量资料采用均数依标准
差（x依s）表示及 t检验，计数资料以频数和百分率表示及 掊2检

验，多组间比较采用单因素方差分析，P＜0.05为差异有统计

学意义。

2 结果

2.1 KOA大鼠滑膜组织中 miR-29a表达情况

与对照组比较，ACLT组、ACLT+ microRNA阴性对照组、

ACLT+miR-29a组中 miR-29a的表达下降，Mankin评分明显升

高，差异均有统计学意义（P＜0.05）。与 ACLT组比较，ACLT +

miR-29a组 miR-29a表达升高，Mankin评分明显降低，差异有

统计学意义（P＜0.05）。ACLT组与 ACLT +microRNA阴性对

照组 miR-29a 表达和 Mankin 评分差异无统计学意义（P＞
0.05）。如表 1所示。

2.2 miR-29a对 KOA大鼠炎性指标 IL-6和 TGF-茁的影响
ACLT 组、ACLT+ microRNA 阴性 对 照组 和 ACLT+

miR-29a 组大鼠血清、滑膜组织和相对 RNA水平中 IL-6 和

TGF-茁的表达水平均较对照组升高，差异有统计学意义（P＜
0.05）。与 ACLT组相比，ACLT+miR-29a组 IL-6和 TGF-茁的表
达水平明显降低，差异有统计学意义（P＜0.05）。如表 2所示。
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表 3各组 TLR4、Myd88、NF-资B的相对 RNA水平（x依s）
Table 3 Relative RNA levels of TLR4, Myd88, and NF-资B in each group（x依s）

Note: compared with the control group, *P＜0.05; compared with ACLT group, &P＜0.05.

Groups miR-29a Mankin score

Control group 1.00依0.01 0.25依0.01

ACLT group 0. 25依0.03* 7.01依0.30*

ACLT+ microRNA negative control group 0.30依0.03* 6.98依0.30*

ACLT+miR-29a group 0.71依0.05*& 2.18依0.15*&

F value 48. 497 92. 716

P value 0.000 0.000

表 1各组 miR-29a的相对 RNA水平和Mankin评分比较（x依s）
Table 1 Relative RNA levels of miR-29a and Mankin score in each group（x依s）

Groups
Serum(pg/mL) Synovial tissue(pg/mL) Relative RNA level(x依s)

IL-6 TGF-茁 IL-6 TGF-茁 IL-6 TGF-茁

Control group 263.58依16.34 632.54依23.86 752.03依34.21 2534.12依42.01 1.00依0.01 1.00依0.01

ACLT group 520.67依25.63* 1206.34依30.56* 1734.05依32.05* 5634.28依64.37* 3.05依0.20* 3.77依0.20*
ACLT+ microRNA negative

control group
510.42依22.38* 1152.06依31.65* 1634.20依30.22* 5312.47依72.08* 3.14依0.20* 3.56依0.21*

ACLT+miR-29a group 386.04依17.95*& 759.42依25.33*& 1088.34依24.37*& 3420.54依66.34*& 1.43依0.14*& 1.86依0.14*&

F value 27.945 42.507 30.15 102.34 21.547 16.974

P value 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

Note: compared with the control group,*P＜0.05; compared with ACLT group, &P＜0.05.

表 2各组 IL-1茁和 TNF-琢的表达水平比较（x依s）
Table 2 Comparison of the expression levels of IL-1茁 and TNF-琢 in each group（x依s）

Note: compared with the control group, *P＜0.05; compared with ACLT group, &P＜0.05.

Groups TLR4 Myd88 NF-资B

Control group 1.00依0.01 1.00依0.01 1.00依0.01

ACLT group 4.21依0.26* 8.13依0.30* 6.84依0.28*

ACLT+ microRNA negative control group 4.17依0.26* 8.04依0.30* 6.73依0.28*

ACLT+miR-29a group 2.18依0.15*& 3.14依0.22*& 3.20依0.20*&

F value 34.085 33.924 27.416

P value 0.000 0.000 0.000

2.3 miR-29a对 KOA大鼠滑膜组织中 TLR4/Myd88/NF-资B通
路的影响

与对照组比较，ACLT组、ACLT+ microRNA阴性对照组

和 ACLT+miR-29a组 TLR4、Myd88、NF-资B的表达水平均显著

升高，差异有统计学意义（P＜0.05）；与 ACLT 组相比，A-

CLT+miR-29a组 TLR4、Myd88、NF-资B的表达水平明显降低，
差异有统计学意义（P＜0.05）。如表 3所示。

2.4 KOA大鼠滑膜细胞中 miR-29a表达情况

与正常组比较，ACLT组、ACLT+ microRNA模拟阴性对

照组和 ACLT+miR-29a模拟组大鼠滑膜细胞中 miR-29a表达

水平下降，差异有统计学意义（P＜0.05）。与 ACLT 组比较，

ACLT+miR-29a模拟组大鼠滑膜细胞中 miR-29a表达水平升

高，差异有统计学意义（P＜0.05）。ACLT组与 ACLT+ microR-

NA模拟阴性对照组比较，大鼠滑膜细胞中 miR-29a表达水平

差异无统计学意义（P＞0.05）。如表 4所示。

2.5 上调 miR-29a可抑制 KOA大鼠滑膜细胞的炎症反应

ACLT 组、ACLT+microRNA 模拟阴性对照组和 ACLT+

miR-29a模拟组大鼠滑膜细胞中 IL-6和 TGF-茁的表达水平及
其相对 RNA表达水平均较正常组显著升高，差异有统计学意

义（P＜0.05）。与 ACLT组比较，ACLT + miR-29a模拟组 IL-6

和 TGF-茁的表达水平明显降低，差异有统计学意义（P＜0.05）。
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表 6各组 TLR4、Myd88、NF-资B的相对 RNA水平（x依s）
Table 6 Relative RNA levels of TLR4, Myd88, and NF-资B in each group（x依s）

Note: compared with the control group,*P＜0.05; compared with ACLT group, &P＜0.05.

表 5各组 IL-1茁和 TNF-琢表达水平（x依s）
Table 5 The expression levels of IL-1茁 and TNF-琢 in each group（x依s）

Note: compared with the control group,*P＜0.05; compared with ACLT group, &P＜0.05.

Groups miR-29a

Control group 1.00依0.01

ACLT group 0.21依0.03*

ACLT+ microRNA simulation negative control group 0.23依0.03*

ACLT + miR-29a simulation group 0.77依0.05*&

F value 36.251

P value 0.000

表 4大鼠滑膜细胞中 miR-29a的表达（x依s）
Table 4 Expression of miR-29a in rat synovial cells（x依s）

Note: compared with the control group,*P＜0.05; compared with ACLT group, &P＜0.05.

Groups
Synovial cell(pg/mL) Relative RNA level

IL-6 TGF-茁 IL-6 TGF-茁

Control group 325.02依28.63 753.46依44.58 1.00依0.01 1.00依0.01

ACLT group 865.37依38.91* 3647.08依75.11* 3.10依0.18* 2.89依0.17*
ACLT+ microRNA simulation negative

control group
981.06依47.64* 3584.02依70.12* 2.88依0.13* 3.19依0.20*

ACLT + miR-29a simulation group 520.47依40.85*& 1624.35依52.07*& 2.01依0.10*& 2.34依0.16*&

F value 33.694 50.317 30.514 33.024

P value 0.000 0.000 0.000 0.000

Groups TLR4 Myd88 NF-资B

Control group 1.00依0.01 1.00依0.01 1.00依0.01

ACLT group 4.36依0.30* 8.30依0.35* 7.05依0.35*
ACLT+ microRNA simulation

negative control group
4.33依0.30* 8.25依0.35* 6.84依0.35*

ACLT + miR-29a simulation group 2.25依0.20*& 3.22依0.20*& 3.16依0.20*&

F value 60.370 36.210 29.341

P value 0.000 0.000 0.000

2.6 上调 miR-29a 可抑制 KOA 大鼠滑膜细胞 TLR4/Myd88/

NF-资B通路的激活
与正常组比较，ACLT组、ACLT+ microRNA模拟阴性对

照组和 ACLT+miR-29a模拟组 TLR4、Myd88、NF-资B的表达水

平均显著升高，差异有统计学意义（P＜0.05）；与 ACLT 组相

比，ACLT+miR-29a 模拟组 TLR4、Myd88、NF-资B 的表达水平
明显降低，差异有统计学意义（P＜0.05）。如表 6所示。

如表 5所示。

3 讨论

KOA是一种以关节软骨损伤及软骨下骨继发改变为特征

的慢性关节炎疾病，常伴有关节疼痛甚至残疾，在其发展过程

中软骨、软骨下骨和滑膜的每一个病理改变均是不可或缺的，

彼此相互作用 [8]。ACLT通过破坏膝关节稳定性诱导 KOA发

生，对生理结构影响少，创伤较小，能较全面反映 KOA病理进

程[9]。关节囊的内层是滑膜，主要由疏松结缔组织构成，可分泌

滑液营养和润滑关节软骨，在关节活动中起重要作用[10]。KOA

发展机制中滑膜炎症扮演着重要的角色，KOA的进展与滑膜

炎症严重程度呈正相关性[11]。有效抑制滑膜细胞的炎性反应可

以保护滑膜，抑制 KOA滑膜炎症，进而缓解 KOA[12]。有研究显

示 miR-29a与一些人类疾病有关，如 miR-29a可能与心功能不

全相互影响，从而在冠心病发病过程中发挥重要作用 [13]；
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miR-29a 在口腔鳞癌 SCC-9 细胞中表达上调可降低靶基因

PIK3R2的表达，影响 PI3K/Akt信号通路，引起细胞增殖、迁移

和侵袭能力下降 [14]。本研究显示，上调 miR-29a可明显抑制

KOA滑膜组织和滑膜细胞中 IL-6和 TGF-茁等炎症相关因子
的表达，表明 KOA大鼠炎症反应减弱，而上调 miR-29a可使

KOA大鼠的 TLR4/Myd88/NF-资B信号通路失活，提示可能通
过 TLR4/Myd88/NF-资B 信号通路失活化抑制 KOA 大鼠滑膜

细胞炎症反应和凋亡，从而保护滑膜损伤，最终达到缓解 KOA

的目的。

TLR4/MyD88/NF-资B信号通路是参与调节机体炎症、坏死
及凋亡等的重要信号通路[15]。TLR家族既是信号分子，也是脂

多糖的受体，TLR4是 TLR家族成员之一，主要分布于单核巨

噬细胞表面，介导脂多糖炎症信号在细胞内传导，是脂多糖的

优先受体[16]。TLR4可诱发炎性因子表达，引起炎性反应，引起

胞质区 NF-资B活化，激活炎性反应，导致 IL-1、TNF等炎性因

子释放，从而产生级联反应[17]。Myd88是 TLR4信号通路中的

关键接头分子，在上游信号的传递以及疾病的发生和进展中发

挥着重要作用[18，19]。Myd88促使 NF-资B抑制蛋白激酶泛素化降
解，使 NF-资B从 NF-资B抑制蛋白复合物中活化[20，21]。而 NF-资B
是 TLR/MyD88/NF-资B信号通路下游的重要节点，参与调解炎
症因子等的表达，特异性结合多种基因启动子的 资B位点，促
进转录，在免疫应答、炎症应答和细胞生长调节中发挥重要作

用[22，23]。NF-资B信号通路是脂多糖介导的所有信号转导通路中
最重要的下游通路，提示 TLR4/NF-资B通路可能是引发炎症反
应和器官损伤的关键靶点[24，25]。本研究显示，KOA滑膜组织和

滑膜细胞中 miR-29a 表达下调，TLR4、Myd88、NF-资B 表达水
平均显著升高，上调 miR-29a后，TLR4、Myd88、NF-资B的表达
水 平 均 降 低 ； 表 明 上 调 miR-29a 后 KOA 大 鼠 的

TLR4/Myd88/NF-资B信号通路失活，从而阻断炎症因子分泌，
减少滑膜损伤，从而缓解 KOA。通过抑制 TLR4/MyD88/NF-资B
信号通路可改善软骨形态，减轻滑膜损伤，延缓 KOA的发生发

展[7，26，27]。姜黄素、乌头汤等可通过调控 /阻断 TLR4/NF-资B信
号通路，降低炎症水平，抑制 KOA滑膜炎症反应，从而起到预

后或治疗 KOA的作用[28，29]。

综上所述，上调 miR-29a可通过 TLR4/Myd88/NF-资B信号
通路失活化抑制 KOA大鼠滑膜细胞炎症反应，从而保护滑膜

损伤。因此，上述结果为 KOA的治疗开辟了新的途径。
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