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ｍｉＲ１４６ａ调控 ＴＧＦβ／ＳＭＡＤ２信号通路对膝关节韧带损伤的影响
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［摘　要］　目的　探究ｍｉＲ１４６ａ调控ＴＧＦβ／ＳＭＡＤ２信号通路对膝关节韧带损伤的影响。方法　将３２只兔平均分为假手术
组（只切开皮肤并缝合，但不损伤前交叉韧带）、模型组（膝关节韧带损伤后仅缝合）、安慰剂组（膝关节韧带损伤后给予生理盐水安

慰剂）、ｍｉＲ１４６ｍｉｍｉｃ组（膝关节韧带损伤后给予ｍｉＲ１４６ａｍｉｍｉｃ处理）。对模型动物进行行为能力观察和副韧带拉伸试验，通过
ＨＥ染色观察兔膝关节内侧副韧带的组织变化，采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和ｑＲＴＰＣＲ检测膝关节转化生长因子β（ＴＧＦβ）和 ＳＭＡＤ２的表
达。结果　假手术组兔膝关节可正常活动，关节软骨清晰无损坏；模型组和安慰剂组兔四肢出现疼痛现象，有明显抽搐，软骨裂痕
明显严重，关节腔内液体明显增多，骨髓组织出血严重、结构紊乱；ｍｉＲ１４６ｍｉｍｉｃ组兔关节腔内液体、骨髓组织出血及结构紊乱明
显减少／轻，膝关节活动明显好转。ｍｉＲ１４６ｍｉｍｉｃ组最大应变明显较强，且其最大位移明显较长，均优于模型组和安慰剂组
（Ｐ＜０．０５）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析显示，模型组和安慰剂组ＴＧＦβ和ＳＭＡＤ２蛋白表达明显低于假手术组（Ｐ＜０．０５）；ｍｉＲ１４６ｍｉｍｉｃ组
ＴＧＦβ和ＳＭＡＤ２蛋白表达显著高于模型组和安慰剂组（Ｐ＜０．０５）。ｑＲＴＰＣＲ检测结果显示，模型组及安慰剂组 ＴＧＦβ和 ＳＭＡＤ２
ｍＲＮＡ表达显著低于假手术组和ｍｉＲ１４６ｍｉｍｉｃ组（Ｐ＜０．０５）；与假手术组比较，ｍｉＲ１４６ｍｉｍｉｃ组ＴＧＦβ和ＳＭＡＤ２ｍＲＮＡ表达较低
（Ｐ＜０．０５）。结论　ｍｉＲ１４６ａ可促进ＴＧＦβ／ＳＭＡＤ２蛋白表达，增强韧带拉伸效果，改善膝关节韧带的损伤。
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ｃａｎｔｌｙｓｔｒｏｎｇｅｒ，ａｎｄｉｔｓｍａｘｉｍｕｍｄｉｓｐｌａｃｅｍｅｎｔｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｎｇｅｒ，ｗｈｉｃｈｗｅｒｅｂｅｔｔｅｒｔｈａｎｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐａｎｄｐｌａｃｅｂｏｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．
ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＴＧＦβａｎｄＳＭＡＤ２ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐａｎｄｐｌａｃｅｂｏｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈａｔｏｆｔｈｅｓｈａｍｏｐｅｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）；ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＴＧＦβａｎｄＳＭＡＤ２ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｈｅｍｉＲ１４６ｍｉｍｉｃｔｒｅａｔｍｅｎｔ
ｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｏｆｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐａｎｄｐｌａｃｅｂｏｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．ＴｈｅｑＲＴＰＣＲｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＴＧＦβａｎｄＳＭＡＤ２ｍＲＮＡｉｎｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅｐｌａｃｅｂｏｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｏｆｔｈｅｓｈａｍ
ｏｐｅｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐａｎｄｍｉＲ１４６ｍｉｍｉｃｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）；ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｓｈａｍｏｐｅｒａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＴＧＦβａｎｄ
ＳＭＡＤ２ｍＲＮＡｉｎｔｈｅｍｉＲ１４６ｍｉｍｉｃｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐｗｅｒｅｌｏｗｅｒ（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ｍｉＲ１４６ａｃａｎｐｒｏｍｏｔｅＴＧＦβ／ＳＭＡＤ２ｐｒｏｔｅｉｎ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ，ｅｎｈａｎｃｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｌｉｇａｍｅｎｔｓｔｒｅｔｃｈｉｎｇａｎｄｉｍｐｒｏｖｅｔｈｅｌｉｇａｍｅｎｔｃｏｎｄｉｔｉｏｎｏｆｋｎｅｅｊｏｉｎｔｓ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｍｉＲ１４６ａ；ＴＧＦβ／ＳＭＡＤ２ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ；ｋｎｅｅｊｏｉｎｔ；ｌｉｇａｍｅｎｔｉｎｊｕｒｙ

　　膝关节是人体承受重力最多的关节，起着重要的
支撑作用［１］。膝关节韧带损伤是由膝关节和韧带超

负荷受力引起。近年来，膝关节损伤发生率有增加的

趋势。在膝关节韧带损伤中内侧副韧带损伤通常较严

重，且伤后其愈合能力较低，若未进行及时有效的治疗

会引起创伤性关节炎等膝关节疾病，导致患者需要行

内侧副韧带移植［２３］。但由于移植物来源及数量有限

等缺点，故膝关节韧带损伤的治疗非常棘手。目前，转

化生长因子β（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ，ＴＧＦβ）是
较高效的促纤维化因子，创伤后一般可依靠 ＴＧＦβ信
号来促进瘢痕增生［４］。应力可调控 ＴＧＦβ１的表达，
又可激活下游的ＳＭＡＤ２，并调节韧带干细胞的生长和
迁移。ＴＧＦβ／ＳＭＡＤ２信号通路可调控基因的转录，转
录后的ｍＲＮＡ也可调控ＴＧＦβ／ＳＭＡＤ２信号传导通路
的相关基因［５６］。有研究显示，ｍｉＲ１４６ａ可改善关节
损伤，其高表达可减少骨组织破坏，但由于影响内侧副

韧带损伤的因素较多，ｍｉＲＮＡ对膝关节韧带损伤的研
究机制并不完善［７８］。因此，本研究通过建立兔膝关节

韧带损伤模型，探究 ｍｉＲ１４６ａ是否通过调控 ＴＧＦβ／
ＳＭＡＤ２信号通路对膝关节韧带损伤产生影响，以期为
膝关节韧带损伤的治疗提供更有效的方法。

１　材料与方法

１．１　实验动物
选择兔龄１２周左右的雄性新西兰兔３２只，体质

量２～２．２ｋｇ，购自联勤保障部队第九八八医院，在
ＳＰＦ级动物房中分笼饲养，室温维持在２２ｏＣ左右，昼
夜交替循环，自由摄食饮水。

１．２　试剂与仪器
石蜡切片机（德国 ＬＥＴＩＺ公司）；光学显微镜（日

本ＯＬＹＭＰＵＳ公司）；苏木素伊红染色试剂（北京京试
化学试剂公司）；戊巴比妥钠（天津药业焦作有限公

司）；碘伏（北京京试化学试剂公司）；反转录试剂盒

（ＴａｋａＲａ公司）；ｍｉＲ１４６ｍｉｍｉｃ（北京英格恩生物科技
有限公司）。

１．３　动物模型与分组
将３２只兔平均分为假手术组、模型组、安慰剂组

及ｍｉＲ１４６ｍｉｍｉｃ组，各组兔禁食１ｄ后用于实验。造
模前所有兔禁水１０～１６ｈ。假手术组只切开皮肤并缝
合，但不损伤前交叉韧带。对模型组、安慰剂组及

ｍｉＲ１４６ｍｉｍｉｃ组兔进行交叉韧带切断术，首先于兔耳
缘静脉注射１０％水合氨醛３ｍＬ／ｋｇ进行麻醉，在兔的
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右膝关节作２ｃｍ的切口，暴露髌骨并脱离，使膝关节
最大程度弯曲，暴露前交叉韧带并全部剪断，然后用生

理盐水反复清洗干净，逐层缝合，建模成功。ｍｉＲ１４６
ｍｉｍｉｃ组在建模成功后３ｄ，关节腔内注射１ｍｇ／ｋｇ的
ｍｉＲ１４６ｍｉｍｉｃ，连续注射４周。安慰剂组将关节腔注
射液替换为等量生理盐水，其余处理与ｍｉＲ１４６ｍｉｍｉｃ
组相同。术后所有兔均正常饲养，可自由活动，每天肌

肉注射１次头孢唑啉（１．０ｍｇ／ｋｇ），连续注射３周。所
有兔于术后第９周处死。
１．４　兔膝关节行为学观察

参考改良的 ＬｅｑｕｅｓｎｅＭＧ膝关节级别评估方法，
对各组兔进行膝关节行为学评估（表１）。

表１　ＬｅｑｕｅｓｎｅＭＧ评分标准
分类 等级 症状 评分

局部疼痛刺激反应 Ｉ级 无异常疼痛应 ０
Ⅱ级 患肢收缩 １
Ⅲ级 患肢收缩、轻微痉挛 ２
Ⅳ级 患肢收缩严重、严重痉挛 ３

步态改变 Ｉ级 患肢能正常奔跑且有力 ０
Ⅱ级 患肢不能完全奔跑，但蹬地有力 １
Ⅲ级 患肢参与行走，但跛行明显 ２
Ⅳ级 患肢不能参与行走，不能触地、蹬地 ３

关节活动度 Ｉ级 ９０°以上 ０
Ⅱ级 ４５°～９０° １
Ⅲ级 １５°～４５° ２
Ⅳ级 １５°以下 ３

关节肿胀 Ｉ级 没有肿胀，骨性标记清晰 ０
Ⅱ级 轻度肿胀，骨性标记变浅 １
Ⅲ级 明显肿胀，骨性标记消失 ２

１．５　兔膝关节大体观察
９周后停止对兔的干预，从每组兔中随机取出６只

处死，随即进行解剖，观察兔膝关节的组织病理学表

现，标准见表２。
表２　彭太平法组织病理学分级

分级 关节面与滑膜表现

Ⅰ级 膝关节面光滑、软骨透明，有光泽，无缺损及新生物，滑膜色

泽淡红，无水肿充血表现

Ⅱ级 关节面较光滑，色泽较暗，软骨透明度低、光泽差，未见明显

新生物，滑膜轻度肿胀，未见明显充血

Ⅲ级 关节面不光滑，软骨不透明、无光泽，可见明显缺损及新生

物，滑膜色泽暗，水肿充血明显

１．６　内侧副韧带取材及力学测试
内侧副韧带取材：将兔处死后，取出膝关节部位及

髌骨，保留好各处韧带，用纱布包裹、密封，置于－２０℃
保存，备用。内侧副韧带拉伸测试：测试前１ｄ取出样
本，于４℃解冻。测试时测量内侧副韧带的长度、宽度
和厚度，安装防脱夹。生物材料在应力作用下存在差

异，实验前加上标准试样、卸载重复１５次，预调后进行
内侧副韧带拉伸试验，并计算最大位移、最大应力、最

大应变和强度模量［９］。

１．７　内侧副韧带ＨＥ染色
用福尔马林将内侧副韧带组织固定７２ｈ后进行

脱钙处理，１周后进行酒精梯度脱水，最后将组织浸泡
在１００％的酒精中１ｈ。脱水后的组织放入二甲苯溶
液中浸泡１ｈ，随后将组织置入石蜡中浸泡１ｈ并用石
蜡包埋，切成厚度为５μｍ的石蜡切片，再用热水将组
织烫平后烘干。将石腊切片置入二甲苯溶液中浸泡

２０ｍｉｎ，重复２次。再次酒精梯度脱水后用蒸馏水浸
泡。伊红染色后重新进行梯度脱水，并再次放入二甲

苯溶液中浸泡２４ｈ，晾干后滴入中性树脂并封固观察。
１．８　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测内侧副韧带 ＴＧＦβ和 ＳＭＡＤ２

蛋白表达

分离兔内侧副韧带组织，剪成小块，按照１０∶１的比
例加入裂解液并转入 ＥＰ管中，于４℃以１４０００ｒ／ｍｉｎ
的速度离心１０ｍｉｎ，离心后弃上清；随后于９５℃将蛋
白热浴变性 １０ｍｉｎ，后置于 －８０℃冰箱封存。将用
ＢＣＡ试剂盒定量后的蛋白样品进行电泳，电泳后将蛋
白凝胶中的蛋白转移到ＰＶＤＦ膜上，转膜条件为５０Ｖ、
３ｈ。转膜后将 ＰＶＤＦ膜浸泡于 ＴＢＳＴ缓冲液中，摇晃
１ｈ后孵育一抗，再用５％脱脂奶粉封闭１ｈ。再次用
ＴＢＳＴ漂洗１０ｍｉｎ，反复３次。于３６℃孵育二抗２ｈ
后，使用ＴＢＳＴ漂洗２次，ＴＢＳ漂洗１次，每次１０ｍｉｎ。
使用ＥＣＬ试剂检测蛋白，在暗室进行曝光，分析蛋白
的相对表达量。

１．９　ｑＲＴＰＣＲ检测内侧副韧带 ＴＧＦβ和 ＳＭＡＤ２
ｍＲＮＡ的表达量
逆转录（ＲＴ）和定量聚合酶链反应（ｑＰＣＲ）检测各

组兔内侧副韧带组织中 ＴＧＦβ及 ＳＭＡＤ２的表达情
况。按照ＲＮａｓｅｆｒｅｅｄＨ２Ｏ４．５μＬ、５×ＲＴ反应缓冲液
２μＬ、Ｒａｎｄａｍｐｒｉｍｅｒ０．５μＬ、ＯｌｉｇｏｄＴ０．５μＬ、反转录
酶０．５μＬ、ＲＮＡ２μＬ进行反转录反应。将ｃＤＮＡ样品
分成３份，每组总 ｃＤＮＡ样本稀释 ２０倍，取 ３μＬ
ｃＤＮＡ进行ＰＣＲ扩增反应。引物序列见表３。

表３　ｑＲＴＰＣＲ引物序列

基因名称 正向／反向 引物序列　　　
ＴＧＦβ 正向 ５′ＣＣＡＣＣＴＧＣＡＡＧＡＣＣＡＴＣＧＡＣ３′

反向 ５′ＣＣＡＣＣＴＧＣＡＡＧＡＣＣＡＴＣＧＡＣ３′
ＳＭＡＤ２ 正向 ５′ＧＧＴＡＴＧＡＡＡＴＧＧＣＡＡＡＴＣＧ３′

反向 ５′ＧＴＣＧＴＡＧＣＡＡＡＣＣＡＣＣＡＡＧ３′
βａｃｔｉｎ 正向 ５′ＧＡＧＧＣＡＴＣＣＴＧＡＣＣＣＴＧＡＡＧ３′

反向 ５′ＧＡＧＧＣＡＴＣＣＴＧＡＣＣＣＴＧＡＡＧ３′

１．１０　统计学处理
采用 ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计学分析，ＴＧＦβ和

ＳＭＡＤ２蛋白２组间比较采用 ｔ检验，数据以均数 ±标
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准差（ｘ±ｓ）表示，率的比较采用χ２检验，Ｐ＜０．０５为差
异有统计学意义。

２　结果

２．１　兔膝关节行为学观察结果
假手术组、模型组、安慰剂组及 ｍｉＲ１４６ｍｉｍｉｃ组

ＬｅｑｕｅｓｎｅＭＧ评分分别为０分、（６．０±１．１０）分、（６．１±
１．２３）分和（１．１±０．４７）分。模型组、安慰剂组
ＬｅｑｕｅｓｎｅＭＧ评分显著高于假手术组和ｍｉＲ１４６ｍｉｍｉｃ
组（Ｐ＜０．０５），但模型组与安慰剂组比较差异无统计
学意义（Ｐ＞０．０５）。假手术组兔膝关节无明显疼痛，

可正常活动；模型组和安慰剂组兔膝关节有明显收缩

情况，且行走不稳；ｍｉＲ１４６ｍｉｍｉｃ组兔膝关节活动度
有明显好转，能正常活动。

２．２　兔膝关节大体观察结果
假手术组兔膝关节软骨正常，无明显变化，且色泽

光亮，软骨无缺失，关节液清澈透明，滑膜为淡红色，无

充血和水肿情况发生；与假手术组兔比较，模型组及安

慰剂组兔软骨裂痕明显，关节腔内液体增多，充血严

重；与模型组、安慰剂组比较，ｍｉＲ１４６ｍｉｍｉｃ组兔关节
腔内液体、骨髓组织出血及结构紊乱情况明显减少／轻，
膝关节活动度明显好转，接近于假手术组（图１）。

ａ：假手术组；ｂ：模型组；ｃ：安慰剂组；ｄ：ｍｉＲ１４６ｍｉｍｉｃ组
图１　兔膝关节大体观察

２．３　内侧副韧带拉伸试验结果
ｍｉＲ１４６ｍｉｍｉｃ组的最大应力和最大应变较其他组

更强，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；与模型组、安慰剂
组比较，假手术组和ｍｉＲ１４６ｍｉｍｉｃ组最大位移明显较
长，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），但 ｍｉＲ１４６ｍｉｍｉｃ
组和假手术组比较，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；与

模型组、安慰剂组比较，假手术组和 ｍｉＲ１４６ｍｉｍｉｃ组
强度模量较高，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），见表４。
从结果可知，模型组和安慰剂组膝关节韧带拉伸力学

变化最大，ｍｉＲ１４６ｍｉｍｉｃ组明显好转，提示 ｍｉＲ１４６ａ
可有效改善这种拉伸力学特性。

表４　兔膝关节内侧副韧带拉伸实验数据比较（ｘ±ｓ，ｎ＝６）

组别 最大应力（ＭＰａ） 最大应变（％） 最大位移（ｍｍ） 强度模量（ＭＰａ）
假手术组 １６．６２±５．２１ １０．１５±２．２１＃ ２．３１±０．２６ ３１６．２７±７３．２８
模型组 １１．４３±１．７２＃ ０７．８１±１．８０＃ １．８５±０．１１＃ ２７９．１７±３３．３５＃

安慰剂组 １１．５１±１．８５＃ ０７．９１±１．８７＃ １．９２±０．０９＃ ２８０．１５±３４．０１＃

ｍｉＲ１４６ｍｉｍｉｃ组 ２２．７６±３．６３ １０．９９±０．９１ ２．４６±０．２１ ３０８．１９±２８．８２

：与假手术组比较，Ｐ＜０．０５；＃：与ｍｉＲ１４６ｍｉｍｉｃ组比较，Ｐ＜０．０５

２．４　兔内侧副韧带ＨＥ染色结果
假手术组兔 ＨＥ染色显示软骨组织完整，表面平

整，细胞排列有序；模型组和安慰剂组情况相似，软骨

表面有明显的磨损，组织破坏严重，细胞较少且排列紊

乱；ｍｉＲ１４６ｍｉｍｉｃ组软骨表面较为平整且完整，软骨
细胞排列规则，潮线较深且连续，见图２。
２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测兔内侧副韧带 ＴＧＦβ和

ＳＭＡＤ２蛋白表达
模型组及安慰剂组 ＴＧＦβ和 ＳＭＡＤ２蛋白表达明

显低于假手术组（Ｐ＜０．０５），其中模型组相对于假手术
组ＴＧＦβ蛋白含量减少６０．５％，ＳＭＡＤ２蛋白含量减少

７８．３％。ｍｉＲ１４６ｍｉｍｉｃ组ＴＧＦβ蛋白和 ＳＭＡＤ２蛋白
表达明显高于模型组及安慰剂组（Ｐ＜０．０５），其中
ｍｉＲ１４６ｍｉｍｉｃ组相对于安慰剂组 ＴＧＦβ和 ＳＭＡＤ２
蛋白含量分别增加了５９．８％和７３．２％，均接近于假手
术组，见图３。
２．６　ｑＲＴＰＣＲ检测兔内侧副韧带 ＴＧＦβ和 ＳＭＡＤ２

ｍＲＮＡ表达
与假手术组比较，模型组、安慰剂组兔内侧副韧带

ＴＧＦβ和ＳＭＡＤ２ｍＲＮＡ表达明显较少（Ｐ＜０．０５）；与
模型组、安慰剂组比较，ｍｉＲ１４６ｍｉｍｉｃ组 ＴＧＦβ和
ＳＭＡＤ２ｍＲＮＡ表达明显较多（Ｐ＜０．０５），见图４。
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ａ：假手术组；ｂ：模型组；ｃ：安慰剂组；ｄ：ｍｉＲ１４６ｍｉｍｉｃ组
图２　兔膝关节内侧副韧带ＨＥ染色（×４００）

ａ：各组 ＴＧＦβ和 ＳＭＡＤ２蛋白表达电泳图；ｂ：各组 ＴＧＦβ和
ＳＭＡＤ２蛋白表达定量分析　：与假手术组比较，Ｐ＜０．０５；
＃：与ｍｉＲ１４６ｍｉｍｉｃ组比较，Ｐ＜０．０５

图３　兔内侧副韧带ＴＧＦβ和ＳＭＡＤ２蛋白表达

３　讨论

膝关节前交叉韧带是纤维软骨与内侧副韧带的结

合，其中内侧副韧带最薄，是常见的韧带损伤部

位［１０１２］。内侧副韧带损伤主要分为部分断裂和完全

断裂，部分断裂为韧带实质部的局部断裂、局部血肿，

会影响膝关节活动；而完全断裂为横断、斜面或纵形断

裂，会导致膝关节内侧失去联系，丧失稳定性［１３］。膝

关节韧带的重塑一直是韧带损伤修复关注的问题。研

究显示，调控 ｍｉＲＮＡ对于韧带损伤具有一定治疗作
用［１４］，但具体调控机制尚不清楚。本研究通过建立兔

膝关节内侧副韧带损伤模型，观察ｍｉＲ１４６ａ转录调节
因子在膝关节韧带中的凋亡和分化作用，发现ＴＧＦβ／
ＳＭＡＤ２信号通路能对膝关节韧带损伤的恢复起到一
定的促进作用。

有研究发现，ｍｉＲＮＡ在创伤后的修复中发挥着重
要作用，相关靶基因通过调节ｍｉＲＮＡ促进细胞的增

ａ：各组ＴＧＦβｍＲＮＡ的表达定量分析；ｂ：各组 ＳＭＡＤ２ｍＲＮＡ
表达定量分析　：与假手术组比较，Ｐ＜０．０５；＃：与 ｍｉＲ１４６
ｍｉｍｉｃ组比较，Ｐ＜０．０５
图４　兔内侧副韧带荧光检测ＴＧＦβ和ＳＭＡＤ２ｍＲＮＡ表达

殖，从而对韧带损伤起到一定的修复作用［１５］。本研究

结果显示，与模型组、安慰剂组比较，ｍｉＲ１４６ｍｉｍｉｃ组
兔患肢轻度痉挛、稍肿胀、能正常活动；ｍｉＲ１４６ｍｉｍｉｃ
组最大应变和最大位移明显增加；膝关节韧带拉伸力

学明显好转，可见ｍｉＲ１４６ａ可有效改善这种拉伸力学
特性，对内侧副韧带损伤的恢复有一定的促进作用。

有研究显示ｍｉＲ１４６ａ是先天性炎症反应的重要调节
因子，与细胞凋亡有关［１６］；也有研究表明 ｍｉＲ１４６ａ在
骨关节炎、关节软骨损伤等多种骨关节疾病中起保护

作用［１７１８］。因此，本研究推测ｍｉＲ１４６ａ对内侧韧带损
伤的保护作用可能通过直接或间接的方式抑制炎症因

子活性。

本研究ＨＥ染色结果显示，模型组、安慰剂组骨髓
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组织出血严重、结构紊乱；与模型组比较，ｍｉＲ１４６
ｍｉｍｉｃ组骨髓组织出血及结构紊乱情况明显好转。
ｑＲＴＰＣＲ及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，模型组、安慰
剂组ＴＧＦβ和 ＳＭＡＤ２ｍＲＮＡ和蛋白表达明显较少，
ｍｉＲ１４６ｍｉｍｉｃ组 ＴＧＦβ和 ＳＭＡＤ２ｍＲＮＡ和蛋白表
达明显增加，表明ｍｉＲ１４６ａ对于韧带损伤具有修复作
用。Ｋｉｍ等［１９］的研究发现，在 ＴＧＦβ刺激细胞后，
ＳＭＡＤ２蛋白形成三聚体复合物并广泛激活下游靶基
因，从而促进膝关节韧带损伤的恢复。而最新的研究

发现，剪切应力诱导的ｍｉＲ１４６ａ增多还可以通过靶向
胶原蛋白促进血管生成［２０］，在一定程度上对韧带损伤

修复后血供的恢复有一定的帮助，同时也证实了本研

究的结论。

综上所述，ｍｉＲ１４６ａ可促进 ＴＧＦβ和 ＳＭＡＤ２蛋
白表达，加强韧带拉伸效果，促进膝关节韧带损伤的

修复。
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