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膝关节骨关节炎中 ｍｉＲ１２７１的表达及其与 ＥＲＧ的相关性分析
俞东升，董　涛，夏洪超，徐　建　（青岛市第八人民医院骨科，山东 青岛 ２６６５５５）

［摘　要］　目的　 探讨ｍｉＲ１２７１在膝关节骨关节炎中的表达情况及其与 Ｅ２６转录因子相关基因（ＥＲＧ）的相关性。方法
选取我院６０例膝关节骨关节炎患者作为ＯＡ组，另选取６０例外伤导致的单纯膝关节半月板损伤患者（非ＯＡ组）作为对照。采用
ｑＲＴＰＣＲ检测膝关节滑液中ｍｉＲ１２７１与ＥＲＧ的表达水平；采用双荧光素酶报告基因实验检测ｍｉＲ１２７１与ＥＲＧ的靶向结合关系；
ｍｉＲ１２７１与ＥＲＧ的相关性采用Ｓｐｅａｒｍａｎ分析。结果　ｑＲＴＰＣＲ检测结果显示，与非ＯＡ组相比，ＯＡ组ｍｉＲ１２７１在膝关节骨关节
炎中显著高表达（Ｐ＜０．００１），而ＥＲＧ在膝关节骨关节炎中显著低表达（Ｐ＜０．００１）。ＯＡ组关节滑液中ｍｉＲ１２７１与ＥＲＧ的表达呈
负相关（ｒ＝－０．７４６，Ｐ＝０．０１３），非ＯＡ组关节滑液中ｍｉＲ１２７１与ＥＲＧ的表达也呈负相关（ｒ＝－０．７２３，Ｐ＝０．０２４）。双荧光素酶
报告基因实验结果显示，与共转染ＮＣｍｉｍｉｃ和ＰＧＬＯＥＲＧＷＴ细胞相比，共转染ｍｉＲ１２７１ｍｉｍｉｃ和ＰＧＬＯＥＲＧＷＴ细胞的荧光强
度显著降低（Ｐ＜０．００１）；而共转染ＮＣｍｉｍｉｃ和ＰＧＬＯＥＲＧＭＵＴ细胞与共转染ｍｉＲ１２７１ｍｉｍｉｃ和ＰＧＬＯＥＲＧＭＵＴ细胞的荧光强度
比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。结论　 ｍｉＲ１２７１在膝关节骨关节炎患者中显著高表达，而ＥＲＧ在膝关节骨关节炎患者中显
著低表达，且ｍｉＲ１２７１可靶向ＥＲＧ进行负性调控，对膝关节骨关节炎的发生发展起重要作用。
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　　骨关节炎是以软骨退行性变和继发骨质增生为主
的骨关节疾病，多见于中老年人［１２］，但目前其具体发

病机制仍未完全阐明。近年来，越来越多的研究显示，

ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ在骨关节炎的发病机制中具有关键性调控
作用［３５］。已有研究显示，ｍｉＲ１２７１在子宫内膜癌、
乳腺癌、胶质瘤等疾病中具有调控细胞增殖、凋亡等作

用，而Ｅ２６转录因子（Ｅ２６ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｓｐｅｃｉｆｉｃ，ＥＴＳ）

相关基因（ＥＴＳｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅ，ＥＲＧ）被证明在诱导软骨
细胞分化中发挥重要作用［６８］，但在膝关节骨关节炎中

ｍｉＲ１２７１与 ＥＲＧ的关系尚未见报道。本研究选取
我院膝关节滑液标本，通过 ｑＲＴＰＣＲ检测样本中
ｍｉＲ１２７１、ＥＲＧ的表达水平，双荧光素酶报告基因实
验检测 ｍｉＲ１２７１与 ＥＲＧ的靶向结合关系，旨在为深
入了解膝关节骨关节炎的发病机制并开发潜在的治疗

靶点提供参考。
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１　资料与方法

１．１　临床资料
选取２０１９年１月至２０２０年１２月我院骨科收治

的６０例膝关节骨关节炎患者作为 ＯＡ组，其中男
２９例，女３１例；年龄（６４．９０±１５．２３）岁；左侧２４例，
右侧３６例。ＯＡ组患者的诊断标准参考中华医学会骨
科学分会２００７年制定的骨关节炎诊治指南［９］，排除合

并肝肾等严重器质性疾病、过敏体质、类风湿因子阳

性、精神类疾病及血沉、Ｃ反应蛋白异常患者。另选取
我院同期收治的６０例外伤导致的单纯膝关节半月板
损伤患者（非 ＯＡ组）作为对照，其中男 ３２例，女
２８例；年龄（６１．５６±１３．２６）岁；左侧 ２５例，右侧
３５例。２组性别、年龄、发病部位比较差异无统计学意
义（Ｐ＞０．０５），具有可比性。本研究经我院医学伦理
委员会审批（２０１９０２４），所有患者均知情同意。
１．２　主要仪器和试剂

Ｎａｎｏｄｒｏｐ微量紫外分光光度计（１０１１Ｕ，美国
Ｔｈｅｒｍｏ公司），Ｃ１０００热循环仪（美国ＢｉｏＲＡＤ公司），
Ｇｌｏｍａｘ２０／２０ｌｕｍｉｎｏｍｅｔｅｒ荧光检测仪（美国 Ｐｒｏｍｅｇａ
公司）。ｍｉｒＶａｎａＴＭ ｍｉＲＮＡ 分 离 试 剂 盒、ＴａｑＭａｎ
ＵｎｉｖｅｒｓａｌＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ试剂盒、ＴａｑＭａｎ ＭｉｃｒｏＲＮＡ
ＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎｓｃｒｐｔｉｏｎ试剂盒（德国 ＱＩＡＧＥＮ公司），
双荧光素酶检测试剂盒（Ｅ１９１０，美国Ｐｒｏｍｅｇａ公司）。
转染质粒 （ＮＣｍｉｍｉｃ、ｍｉＲ１２７１、ＰＧＬＯＥＲＧ ＷＴ、
ＰＧＬＯＥＲＧＭＵＴ）及 Ｏｌｉｇｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ转染试剂（上海
生工生物公司）。２９３Ｔ细胞购自上海中科院细胞库，
置于３７℃、５％ ＣＯ２的培养箱（美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司）中，
用含１０％胎牛血清（美国 Ｇｉｂｃｏ公司）、１００μｇ／ｍＬ链
霉素和１００Ｕ／ｍＬ青霉素的 ＤＭＥＭ（美国Ｇｉｂｃｏ公司）
培养。

１．３　方法
１．３．１　样本采集　　患者取平卧位，膝关节局部消毒
麻醉后，取髌上外侧入路行膝关节腔穿刺，抽取关节液

约２ｍＬ，室温下静置１ｈ；３０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，去
除细胞和关节组织残存碎片，取上清置于１．５ｍＬ微量
离心管中，－８０℃冰箱保存待后续检测。
１．３．２　ｑＲＴＰＣＲ　　用 Ｔｒｉｚｏｌ法提取总 ＲＮＡ。采用
Ｎａｎｏｄｒｏｐ微量紫外分光光度计检测提取的总 ＲＮＡ浓
度和纯度。以 Ｕ６为实验内参，设计 ｍｉＲ１２７１、ＥＲＧ、
Ｕ６的引物（表１）。在Ｃ１０００热循环仪中使用ＧｏＳｃｒｉｐｔ
ＴＭ逆转录系统进行 ｑＲＴＰＣＲ。采用相对定量法
（２－ΔΔＣＴ）计算样本中 ｍｉＲ１２７１、ＥＲＧ的相对表达
水平。

表１　ｑＲＴＰＣＲ引物序列

基因 引物序列　　　　　　
ｍｉＲ１２７１ 正向引物 ５’ＧＡＧＴＴＡＡＴＴＴＴＴＧＧＴＧＧＡＴＧＴＴＡＧＴＡＡＧＴＡ３’

反向引物 ５’ＴＡＡＴＣＡＣＡＣＣＣＣＴＴＡＡＣＣＡＣＡＴＡＣ３’
ＥＲＧ 正向引物 ５’ＡＣＣＣＡＧＣＡＧＣＴＣＡＴＡＴＣＡＡＧＧＡＡＣＴ３’

反向引物 ５’ＣＴＧＣＧＣＴＣＧＴＴＣＧＴＧＧＴＣＡＴＧＴ３’
Ｕ６ 正向引物 ５’ＡＴＴＧＧＡＡＣＧＡＴＡＣＡＧＡＧＡＡＧＡＴＴ３’

反向引物 ５’ＧＧＡＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧ３’

１．３．３　双荧光素酶报告基因实验　　利用双荧光素
酶报告基因实验验证ｍｉＲ１２７１与ＥＲＧ是否存在靶向
关系。分别构建靶基因 ＥＲＧ双荧光素酶报告基因载
体以及与 ｍｉＲ１２７１结合位点的突变体：ＰＧＬＯＥＲＧ
ＷＴ、ＰＧＬＯＥＲＧＭＵＴ。将荧光素酶报告质粒分别与
ｍｉＲ１２７１ｍｉｍｉｃ和阴性对照 ＮＣｍｉｍｉｃ共转染至２９３Ｔ
细胞中，转染１２ｈ后，加入ＤＭＳＯ处理２４ｈ，收集不同
组细胞，１×ＰＢＳ洗涤后使用双荧光素酶检测试剂盒的
缓冲液裂解细胞，用 Ｇｌｏｍａｘ２０／２０ｌｕｍｉｎｏｍｅｔｅｒ荧光检
测仪检测ｆｉｒｅｆｌｙ和Ｒｅｎｉｌｌａ荧光素酶活性，以Ｒｅｎｉｌｌａ荧
光素酶活性为内参，将 ｆｉｒｅｆｌｙ荧光素酶活性的相对表
达归一化为Ｒｅｎｉｌｌａ荧光素酶活性。实验重复３次。
１．４　统计学分析

采用 ＳＰＳＳ２０．０软件对数据进行统计学分析，定
量资料以均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，组间比较采用独
立样本ｔ检验；定性资料以计数方式表示，组间比较采
用χ２检验；ｍｉＲ１２７１与 ＥＲＧ的相关性采用 Ｓｐｅａｒｍａｎ
分析。Ｐ＜０．０５表示差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ｑＲＴＰＣＲ检测结果
ｑＲＴＰＣＲ检测结果显示，与非 ＯＡ组相比，ＯＡ组

ｍｉＲ１２７１显著高表达，而 ＥＲＧ显著低表达，差异均有
统计学意义（Ｐ＜０．００１），见表２。
表２　患者ｍｉＲ１２７１、ＥＲＧ表达水平比较（ｘ±ｓ，ｎ＝６０）

组别 ｍｉＲ１２７１ ＥＲＧ
ＯＡ组 ２．５３±０．３４ ０．９１±０．２７
非ＯＡ组 １．５４±０．６７ ２．０１±０．４２
ｔ ７．０６４ ８．８４６
Ｐ ＜０．００１ ＜０．００１

２．２　Ｓｐｅａｒｍａｎ分析关节滑液中 ｍｉＲ１２７１与 ＥＲＧ的
相关性

　　Ｓｐｅａｒｍａｎ分析结果显示：ＯＡ组关节滑液中
ｍｉＲ１２７１与 ＥＲＧ的表达呈负相关（ｒ＝－０．７４６，
Ｐ＝０．０１３），且在非ＯＡ组关节滑液中ｍｉＲ１２７１与ＥＲＧ
的表达也呈负相关（ｒ＝－０．７２３，Ｐ＝０．０２４）。提示
ｍｉＲ１２７１与 ＥＲＧ在关节滑液中的表达呈显著负
相关。

２３２ 局解手术学杂志　ＪＲＥＧＡＮＡＴＯＰＥＲＳＵＲＧ　２０２２，３１（３）　　　　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｊｊｓｓｘｚｚ．ｃｎ



２．３　双荧光素酶报告基因实验检测结果
与共转染ＮＣｍｉｍｉｃ和ＰＧＬＯＥＲＧＷＴ细胞相比，

共转染ｍｉＲ１２７１ｍｉｍｉｃ和ＰＧＬＯＥＲＧＷＴ细胞的荧光
强度显著降低（Ｐ＜０．００１）；而共转染 ＮＣｍｉｍｉｃ和
ＰＧＬＯＥＲＧＭＵＴ细胞与共转染 ｍｉＲ１２７１ｍｉｍｉｃ和
ＰＧＬＯＥＲＧＭＵＴ细胞的荧光强度比较差异无统计学
意义（Ｐ＞０．０５），说明 ｍｉＲ１２７１能特异性结合并抑制
ＥＲＧ表达，见表３。

表３　患者双荧光素酶报告基因实验检测结果比较

项目 ＰＧＬＯＥＲＧＷＴ ＰＧＬＯＥＲＧＭＵＴ
ＮＣｍｉｍｉｃ ０．９５±０．１５ １．０３±０．２５
ｍｉＲ１２７１ｍｉｍｉｃ ０．２７±０．０８ ０．９５±０．１９
ｔ １０．４５３ ０．５５９
Ｐ ＜０．００１ ０．５８４

３　讨论

ｍｉｃｒｏＲＮＡ是一种内源性非编码单链小分子
ＲＮＡ，长度２０～２２ｎｔ，在转录后水平调控靶基因的表
达［１０１３］。ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ与骨关节炎密切相关［１４］。既往

研究发现，ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ可能通过影响软骨细胞凋亡、炎
症反应和细胞外基质降解，在骨关节炎的发生和发展

中发挥重要作用［１４１６］。

ｍｉＲ１２７１定位于人染色体５ｑ３５．２上，与细胞增
殖、侵袭、分化和凋亡等密切相关［７］。既往研究发现，

ｍｉＲ１２７１在前列腺癌、结直肠癌、卵巢癌等肿瘤的发
生和发展中起重要作用［１７１８］，然而其在膝关节骨关节

炎中的作用尚未见报道。本研究结果显示，与非 ＯＡ
组比较，ｍｉＲ１２７１在ＯＡ组膝关节滑液中显著高表达。
有研究发现，ｍｉＲ１２７１可通过促进人软骨细胞凋亡，
降低细胞外基质的合成［１９］。以上结果提示 ｍｉＲ１２７１
可能参与膝关节骨关节炎的发生。

ＥＲＧ作为转录因子ＥＴＳ基因家族成员之一，定位
于染色体２１ｑ２２．３，编码蛋白有１个与 ＥＴＳ同源的由
８４个氨基酸组成的 ＤＮＡ结合区域［６］。ＥＲＧ作为
ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ（如ｍｉＲ２０４、ｍｉＲ２００ｂ３ｐ）的下游靶点，在
细胞增殖、分化、凋亡和免疫炎症损伤等病理生理过程

中起到重要作用［２０２１］。ＥＲＧ被证明在诱导软骨细胞
分化中发挥重要作用［６８］，本研究结果显示，ＯＡ组
ＥＲＧ表达水平明显低于非ＯＡ组，提示ＥＲＧ可能参与
膝关节骨关节炎的发生，与既往报道一致［８］。ＥＲＧ是
ｍｉＲ１２７１的靶基因，ｍｉＲ１２７１／ＥＲＧ信号通路与细胞
增殖、凋亡有关［２２］。本研究通过双荧光素酶报告基因

实验证实了ｍｉＲ１２７１与ＥＲＧ的靶向结合作用。说明
ｍｉＲ１２７１可能通过ＥＲＧ参与膝关节骨关节炎的发生
和发展。

综上所述，ｍｉＲ１２７１在膝关节骨关节炎患者关节
滑液中显著高表达，而ＥＲＧ在膝关节骨关节炎患者关
节滑液中显著低表达，且 ｍｉＲ１２７１可靶向 ＥＲＧ进行
负性调控，可为未来膝关节骨关节炎的治疗提供新的

策略。但本研究样本量有限，结果可能存在偏倚，研究

结论未来还需多中心、大样本量的临床研究来证实。
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ｄｏｉ：１０．１１６５９／ｊｊｓｓｘ．０９Ｅ０２１０７１ ·临床研究·

早期胃癌内镜下胃黏膜剥离术完全切除后复发的风险模型构建

陈文妹，毛　苇，孔灿灿，邝继孙，邱敏霞，楼润龙　（海南省人民医院海南医学院附属海南医院消化内科，海南 海口
５７０３００）

［摘　要］　目的　基于列线图模型预测早期胃癌（ＥＧＣ）内镜下胃黏膜剥离术（ＥＳＤ）完全切除后复发的风险。方法　选取行
ＥＳＤ完全切除的ＥＧＣ患者为研究对象。根据患者术后是否复发，将其分为复发组和无复发组。比较２组患者年龄、性别、ＢＭＩ、吸
烟史、合并高血压、合并糖尿病、胃溃疡、幽门螺旋杆菌（Ｈｐ）感染、肿瘤直径、分化程度、浸润深度、阳性淋巴结数、肿瘤部位、手术时
间、术中出血量、病灶切除面积。采用Ｃｏｘ回归分析确定ＥＧＣ患者ＥＳＤ完全切除后复发的独立危险因素，构建列线图预测模型，并
绘制受试者工作特征（ＲＯＣ）曲线评估列线图模型的预测能力，计算曲线下面积（ＡＵＣ）。结果　２组患者年龄、性别、ＢＭＩ、吸烟史、
合并高血压、合并糖尿病、胃溃疡、肿瘤直径、分化程度、浸润深度、肿瘤部位、手术时间、病灶切除面积比较，差异无统计学意义

（Ｐ＞０．０５），Ｈｐ感染、术中出血量、阳性淋巴结数比较，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。单因素 Ｃｏｘ回归分析显示，Ｈｐ感染阳性、
阳性淋巴结数≥３个、术中出血量大是ＥＧＣ患者ＥＳＤ完全切除后复发的危险因素；多因素Ｃｏｘ回归分析显示，Ｈｐ感染阳性、阳性淋
巴结数≥３个是ＥＧＣ患者ＥＳＤ完全切除后复发的独立预测因素。基于两独立预测因素构建的列线图模型拟合效果良好，校正指数
Ｃｉｎｄｅｘ为０．９１６（９５％ＣＩ：０．８８２～０．９５１），ＡＵＣ为０．９３３（９５％ＣＩ：０．９１９～０．９４７）。结论　 Ｈｐ感染阳性、阳性淋巴结数≥３个与
ＥＧＣ患者ＥＳＤ完全切除后复发密切相关。本研究构建的列线图模型可作为预测复发的量化工具，有助于临床制定 ＥＧＣ患者的个
体化治疗方案，提高患者预后水平。

［关键词］早期胃癌；内镜下胃黏膜剥离术；复发；列线图模型
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