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骨关节炎患者外周血单个核细胞 ｍｉＲ３３５５ｐ
表达及其意义

何伟珍　尹志华　徐晓东　叶志中　郭佩

　　 【摘要】　目的　探讨微小ＲＮＡ３３５５ｐ（ｍｉＲ３３５５ｐ）在骨关节炎患者外周血单个核细胞（ＰＢ
ＭＣ）中的表达及其意义。方法　收集５０例骨关节炎患者及３０例健康志愿者的外周抗凝血，分离 ＰＢ
ＭＣ，实时定量ＰＣＲ检测 ｍｉＲ３３５５ｐ表达水平。分析 ｍｉＲ３３５５ｐ与骨关节炎患者的年龄、ＢＭＩ及
ＫｅｌｌｇｒｅｎＬａｗｒｅｎｃｅＸ线分级之间的相关性。结果　骨关节炎患者ＰＢＭＣ中ｍｉＲ３３５５ｐ表达水平低于健
康对照组 （００００９０±０００００８ｖｓ０００２７８±００００２５，Ｐ＜０００１），骨关节炎患者ＰＢＭＣ中ｍｉＲ３３５５ｐ
表达水平与其年龄 （ｒ＝－０７６３，Ｐ＜０００１）、ＢＭＩ（ｒ＝－０４４０，Ｐ＜０００１）呈负相关，与Ｋｅｌｌｇｒｅｎ
ＬａｗｒｅｎｃｅＸ线分级无关 （Ｐ＞００５）。结论　ｍｉＲ３３５５ｐ在骨关节炎患者 ＰＢＭＣ中表达下调，与年龄、
ＢＭＩ呈负相关，提示其可能是骨关节炎的保护性基因。
　　 【关键词】　骨关节炎；微小ＲＮＡ３３５５ｐ；外周血单个核细胞
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ＢＭＩ（ｒ＝－０４４０，Ｐ＜０００１），ｗｈｅｒｅａｓｉｔｗａｓｎｏｔｃｏｒｒｅｌａｔｅｄｗｉｔｈｔｈｅＫｅｌｌｇｒｅｎＬａｗｒｅｎｃｅｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎｆｏｒ
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【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　Ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ；ＭｉｃｒｏＲＮＡ３３５５ｐ；Ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒｃｅｌｌ

　　骨关节炎是中老年人的常见病，其发病机制复
杂，涉及遗传、机械运动和环境等多种因素。分子

机制的研究表明，某些微小 ＲＮＡ（ｍｉＲ）会影响软
骨细胞的表型转变、细胞凋亡和基因表达［１］。骨

关节炎的基本病变包括软骨破坏和骨赘形成，骨赘

形成主要由成骨细胞完成。ｍｉＲ３３５５ｐ可抑制成
骨分化，也可通过２个正反馈环促进鼠间充质干细
胞的软骨形成，提示 ｍｉＲ３３５５ｐ可能与骨关节炎
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的发病有关［２３］。本研究通过检测 ｍｉＲ３３５５ｐ在骨
关节炎患者外周血单个核细胞 （ＰＢＭＣ）中的表达
水平，分析其与骨赘形成之间的关系，探讨骨关节

炎发病分子机制中的一个侧面。

对象与方法

一、研究对象

选取２０１４年１０月至２０１５年６月在我院住院
或门诊就诊的膝骨关节炎患者 ５０例，其中男 １３
例、女３７例，年龄 （５５０±１０２）岁。另选择在
我院行健康体检的３０名正常人为健康对照组，其
中男１４名、女１６名，年龄 （５４６±１０６）岁。２
组的性别构成、年龄比较差异均无统计学意义 （Ｐ
均＞００５）。膝骨关节炎的诊断基于１９８６年美国风
湿病学会膝骨关节炎分类标准。本研究经过医院伦

理委员会批准，并且所有参与者均签署知情同意

书。

二、主要仪器和试剂

ＡＢＩ７３００型荧光定量 ＰＣＲ仪（美国 ＡＢＩ公
司），淋巴细胞分离液（北京鼎国昌盛生物技术公

司），Ｔｒｉｚｏｌ试剂（美国 ＬｉｆｅＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ公司），
ＴａｑＭａｎｍｉＲ逆转录试剂盒（美国ＡＢＩ公司）。

三、实验方法

依地酸二钠抗凝管收集外周血，分离 ＰＢＭＣ。
采用Ｔｒｉｚｏｌ法提取ＰＢＭＣ中ＲＮＡ，微量分光光度计
检测ＲＮＡ浓度以及纯度。按试剂盒说明书步骤将
提取的总ｍｉＲ逆转录成模板 ＤＮＡ。总反应体系共
１５μｌ，其中１０倍稀释的逆转录缓冲液１５μｌ、１００
ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ０１５μｌ、５Ｕ／μｌ逆转录酶１μｌ、４０
Ｕ／μｌ核糖核酸酶抑制剂０１９μｌ、５倍稀释的逆转
录引物３μｌ（具体序列见表 １，产物长度 ２５ｂｐ，
由上海英维捷基公司合成）、ｍｉＲ样品１μｌ、纯水
８１６μｌ。反应条件：１６℃ ３０ｍｉｎ，４２℃ ３０ｍｉｎ，
８５℃ ５ｍｉｎ。对照物 Ｕ６的逆转录反应条件：３７℃
３０ｍｉｎ，８５℃ ５ｍｉｎ。取１μｌ逆转录产物，用 Ｔａｑ
ｍａｎ通用ＰＣＲ反应混合物和 ＴａｑＭａｎｍｉＲＡｓｓａｙ进
行实时定量 ＰＣＲ。反应条件：９５℃ １０ｍｉｎ，９５℃
１５ｓ、６０℃１ｍｉｎ４０个循环，ＦＡＭ通道，６０℃收集
荧光。在ＡＢＩ７３００型荧光定量 ＰＣＲ仪上进行实时
荧光定量ＰＣＲ，每份标本做３个复孔。以 ＰＥＢｉｏ
ｓｙｓｔｅｍＳＤＳ２０软件分析Ｃｔ值。计算各标本平均Ｃｔ
值，以小分子 ＲＮＡＵ６作为内参，将 ｍｉＲ３３５５ｐ
的 Ｃｔ值减去Ｕ６的Ｃｔ值作为△Ｃｔ值。计算标准化
后的 ２△Ｃｔ值表示ｍｉＲ的相对表达水平。

　　表１ ｍｉＲ３３５５ｐ的ＰＣＲ引物序列

基　因 基因序列

ｍｉＲ３３５５ｐ正向　５ＧＡＧＴＴＧＡＣＣＡＣＡＧＣＡＣＣＴＣ３

反向　５ＧＡＧＡＣＡＧＴＴＣＴＣＧＴＴＡＴＴＧＣ３

Ｕ６ 正向　５ＴＧＧＧＧＴＴＡＴＡＣＡＴＴＧＴＧＡＧＡＧＧＡ３

反向　５ＧＴＧＴＧＣＴＡＣＧＧＡＧＴＴＣＡＧＡＧＧＴＴ３

　　四、膝骨关节炎的ＫｅｌｌｇｒｅｎＬａｗｒｅｎｃｅＸ线分级
ＫｅｌｌｇｒｅｎＬａｗｒｅｎｃｅ膝骨关节炎的 Ｘ线分级：①

０级，正常；②Ⅰ级，关节间隙无变窄，可疑骨赘
或微小骨赘；③Ⅱ级，关节间隙可疑变窄，有明显
的轻度骨赘；④Ⅲ级，关节间隙明显狭窄，骨质有
硬化性改变，中度多发骨赘形成；⑤Ⅳ级，关节间
隙明显狭窄，严重硬化性改变及明显关节畸形，有

大量骨赘形成。

五、统计学处理

采用ＳＰＳＳ１８０分析数据。计量资料以珋ｘ±ｓ表
示，组间比较用独立样本ｔ检验，变量间相关性分
析采用Ｐｅａｒｓｏｎ线性相关或 Ｓｐｅａｒｍａｎ秩相关分析。
Ｐ＜００５为差异有统计学意义。

结　　果

一、骨关节炎组和健康对照组 ＰＢＭＣ中 ｍｉＲ
３３５５ｐ的表达水平比较

ｍｉＲ３３５５ｐ在骨关节炎患者 ＰＢＭＣ中的表达
水平低于健康对照组 （００００９０±０００００８ｖｓ
０００２７８±００００２５，ｔ＝４０５７，Ｐ＜０００１）。

二、骨关节炎患者ＰＢＭＣ中ｍｉＲ３３５５ｐ表达水
平与年龄、ＢＭＩ及Ｘ线分级的相关性
５０例骨关节炎患者，年龄 （５５０±１０２）岁、

ＢＭＩ（２４２±３６）ｋｇ／ｍ２，其ＰＢＭＣ中ｍｉＲ３３５５ｐ
的表达水平与年龄 （ｒ＝－０７６３，Ｐ＜０００１）、
ＢＭＩ（ｒ＝－０４４０，Ｐ＜０００１）呈负相关。Ｋｅｌｌ
ｇｒｅｎＬａｗｒｅｎｃｅ的Ｘ线分级中，０、Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ级分
别有１３、３０、５、２例，其 ＰＢＭＣ中 ｍｉＲ３３５５ｐ的
表达水平分别为 ００００１６±０００００２、００００８３±
００００１７、０００６３７±００００９８、０００３４８±００００３４，
Ｘ线分级与ｍｉＲ３５５５ｐ表达水平无关 （Ｐ＞００５）。

讨　　论

骨关节炎的发病机制尚未阐明，但 Ｗｎｔ信号
通路在其中发挥重要作用。在软骨内的成骨过程

中，Ｗｎｔ信号通过靶基因的表达参与了骨发育和骨
重塑的调节［４］。ＤＫＫ１是一种分泌蛋白，能够通过
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与Ｗｎｔ受体复合体 ＬＲＰ５／６结合抑制 Ｗｎｔ信号通
路，导致骨代谢异常［５］。对骨关节炎的研究发现，

在参与调节成骨细胞分化的 ｍｉＲ中，靶向 ＤＫＫ１
的ｍｉＲ仅有ｍｉＲ２９ａ和ｍｉＲ３３５５ｐ［６］。

ｍｉＲ３３５在人类定位于７ｑ３２２，可调节人干细
胞的增殖、迁移和分化［７］。有学者认为，ｍｉＲ３３５
在骨动态平衡中起到重要的调节作用，ｍｉＲ３３５５ｐ
可直接靶向 ＤＫＫ１３非翻译区，通过下调 ＤＫＫ１，
调节成骨分化［２］。

笔者前期研究显示，ｍｉＲ３３５５ｐ在骨关节炎
患者膝关节液中的表达下调［８］。本研究显示，

ｍｉＲ３３５５ｐ在骨关节炎患者 ＰＢＭＣ中的表达下调
（Ｐ＜００５），这种表达降低可能影响其靶基因
ＤＫＫ１和ＳＦＲＰ１的表达，进而作用于Ｗｎｔ信号通路
导致骨代谢异常。ＴｏｒｎｅｒｏＥｓｔｅｂａｎ等［９］研究也发

现，ｍｉＲ３３５在骨关节炎患者的骨髓间充质干细胞
（ＭＳＣ）中表达低于对照组，且认为这种下调是骨
关节炎ＭＳＣ固有的表现，通过 Ｗｎｔ信号通路，影
响了骨关节炎的骨生成和矿化。ｍｉＲ是一类在进化
上高度保守的非编码小分子单链 ＲＮＡ。在正常状
态下，ｍｉＲ的表达具有严格的组织及时序特异性，
当 ｍｉＲ异常表达时可能导致疾病的发生。因此，
骨关节炎患者 ＰＢＭＣ中 ｍｉＲ３３５５ｐ表达下调，提
示ｍｉＲ３３５５ｐ可能与骨关节炎的发病机制相关。

骨关节炎的易感因素包括高龄、肥胖、遗传、

性激素、吸烟等，如肥胖和骨关节炎患病率和发病

率均呈正相关，降低体质量可减少骨关节炎发生、

发展。本研究显示，骨关节炎患者 ｍｉＲ３３５５ｐ的
表达水平与年龄、ＢＭＩ呈负相关。这种负相关关系
提示骨关节炎患者 ＢＭＩ越大、ｍｉＲ３３５５ｐ表达越
低，ＢＭＩ越小、ｍｉＲ３３５５ｐ表达增加。从这个相关
关系而言，ｍｉＲ３３５５ｐ似乎是骨关节炎的一个保
护性基因。患者可以通过降低ＢＭＩ，减轻骨关节炎
的症状，但ＢＭＩ的下降是否会导致 ｍｉＲ３３５５ｐ的
表达增加，需要进一步研究证实。

ＫｅｌｌｇｒｅｎＬａｗｒｅｎｃｅ的Ｘ线分级是衡量骨关节炎
患者关节损伤和骨赘增生程度的一个重要指标。本

研究显示，骨关节炎患者 ｍｉＲ３３５５ｐ的相对表达
量与ＫｅｌｌｇｒｅｎＬａｗｒｅｎｃｅ的Ｘ线分级之间无关，提示
ｍｉＲ３３５５ｐ虽与骨关节炎相关，但与骨赘形成之
间并无直接的关系，提示其不会促进骨赘的形成，

进一步支持了前面的假说，即 ｍｉＲ３３５５ｐ可能是

骨关节炎的一个保护性基因。

综上所述，ｍｉＲ３３５５ｐ在骨关节炎患者 ＰＢＭＣ
中表达下调，并与骨关节炎患者的年龄、ＢＭＩ呈负
相关，提示 ｍｉＲ３３５５ｐ可能是骨关节炎的一个保
护性基因，而这种作用是否通过调控靶基因 ＤＫＫ１
激活Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路参与骨关节炎的发生、
发展，是否能成为骨关节炎诊断与治疗的新靶点，

尚需进一步研究。
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