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ｍｉＲ１４２３ｐ靶向 ＰＥＲＫ／Ｂｉｐ信号通路对骨关节炎模型大鼠的干预作用
魏　萌，张英民，康少英，李建伟，王振兴，陈　伟　（邯郸市中心医院骨三科，河北 邯郸 ０５６００１）

［摘　要］　目的　探究微小ＲＮＡ１４２３ｐ（ｍｉＲ１４２３ｐ）靶向蛋白激酶Ｒ样内质网激酶（ＰＥＲＫ）／免疫球蛋白结合蛋白（Ｂｉｐ）信
号通路对骨关节炎模型大鼠的干预作用。方法　选取６０只ＳＰＦ级雄性大鼠，随机挑选１５只作为空白组，其余４５只建立骨关节炎
模型，最终３９只建模成功，随机分为模型组、下调组、上调组，每组１３只；建模成功后，空白组和模型组于膝部注射生理盐水，上调
组和下调组分别于右膝关节腔内注射ｍｉＲ１４２３ｐｍｉｍｉｃ和ｍｉＲ１４２３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ。ＨＥ染色观察各组大鼠膝关节软骨组织病理学变
化；观察并比较各组大鼠膝关节活动度、压痛阈值、热痛阈值；酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）检测血清白细胞介素１β（ＩＬ１β）、肿瘤坏
死因子α（ＴＮＦα）水平；实时荧光定量 ＰＣＲ检测转化生长因子β（ＴＧＦβ）、Ⅰ型胶原 α１（ＣＯＬ１α１）、金属蛋白酶组织抑制因子１
（ＴＩＭＰ１）ｍＲＮＡ水平；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＰＥＲＫ／Ｂｉｐ信号通路蛋白表达量。结果　与模型组相比，下调组ｍｉＲ１４２３ｐ表达量降低，上
调组ｍｉＲ１４２３ｐ表达量升高，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），提示ｍｉＲ１４２３ｐ转染成功。通过组织病理学观察发现，空白组和上调
组大鼠膝关节软骨组织完整，模型组和下调组大鼠膝关节软骨退变，正常软骨结构丧失。与空白组比较，其他各组大鼠膝关节活动

度较小，压痛阈值、热痛阈值较低，ＩＬ１β、ＴＮＦα、ＴＧＦβ、ＣＯＬ１α１、ＴＩＭＰ１ｍＲＮＡ水平较高，ＰＥＲＫ、Ｂｉｐ、Ｃａｓｐａｓｅ９蛋白表达较高，差异
均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；与模型组比较，下调组大鼠膝关节活动度较小，压痛阈值、热痛阈值较低，ＩＬ１β、ＴＮＦα、ＴＧＦβ、
ＣＯＬ１α１、ＴＩＭＰ１ｍＲＮＡ水平较高，ＰＥＲＫ、Ｂｉｐ、Ｃａｓｐａｓｅ９蛋白表达较高，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；与模型组和下调组比较，上
调组大鼠膝关节活动度较大，压痛阈值、热痛阈值较高，ＩＬ１β、ＴＮＦα、ＴＧＦβ、ＣＯＬ１α１、ＴＩＭＰ１ｍＲＮＡ水平较低，ＰＥＲＫ、Ｂｉｐ、Ｃａｓｐａｓｅ９
蛋白表达较低，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结论　上调骨关节炎大鼠 ｍｉＲ１４２３ｐ的表达可有效改善大鼠膝关节活动度、压
痛阈值及热痛阈值，减轻炎症反应，调节滑膜纤维化标志物水平。可能的分子机制是 ｍｉＲ１４２３ｐ通过抑制 ＰＥＲＫ／Ｂｉｐ信号通路上
ＰＥＲＫ、Ｂｉｐ、Ｃａｓｐａｓｅ９蛋白的表达减轻炎症反应。
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ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｍｉＲ１４２３ｐｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｒａｔｓｗｉｔｈｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓｃａｎｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙｉｍｐｒｏｖｅｔｈｅｋｎｅｅｒａｎｇｅｏｆｍｏｔｉｏｎ，ｔｅｎｄｅｒｎｅｓｓｔｈｒｅｓｈｏｌｄａｎｄ
ｔｈｅｒｍａｌｐａｉｎｔｈｒｅｓｈｏｌｄ，ａｌｌｅｖｉａｔｅｔｈｅｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｒｅｓｐｏｎｓｅ，ａｎｄｒｅｇｕｌａｔｅｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆｓｙｎｏｖｉｕｍｆｉｂｒｏｓｉｓｍａｒｋｅｒｓ．Ｔｈｅｐｏｓｓｉｂｌｅｍｏｌｅｃｕｌａｒｍｅｃｈａ
ｎｉｓｍｉｓｔｈａｔｍｉＲ１４２３ｐａｌｌｅｖｉａｔｅｓｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎｒｅｓｐｏｎｓｅｂｙｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＥＲＫ，Ｂｉｐ，ａｎｄＣａｓｐａｓｅ９ｉｎｔｈｅＰＥＲＫ／Ｂｉｐ
ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ＰＥＲＫ／Ｂｉｐｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ；ｍｉＲ１４２３ｐ；ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ；ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｒｅｓｐｏｎｓｅ；ｓｙｎｏｖｉａｌｆｉｂｒｏｓｉｓ

　　骨关节炎是一种慢性致残性关节疾病，临床症状
为关节痛、关节僵硬、关节功能障碍等［１］。有研究显

示，骨关节炎在肥胖、中老年、超负荷运动人群中发病

率较高，且多见于女性［２］。目前临床治疗此病多采取

药物治疗，但疗效不佳，故寻找更好的替代疗法成为了

亟需解决的问题［３］。微小 ＲＮＡｓ（ｍｉＲＮＡｓ）是一种单
链内源性表达的、较小的非编码 ＲＮＡ，广泛存在于动
植物及病毒中［４］。ｍｉＲＮＡｓ在疾病的发生发展过程中
起关键作用，且具有治疗疾病的潜力［５６］。ｍｉＲ１４２３ｐ
是调节炎症通路的新因子，可抑制软骨细胞的凋

亡［７］。有研究发现，ｍｉＲ１４２３ｐ在骨关节炎中表达异
常［８］，而其异常表达可能为骨关节炎的早期诊断和治

疗提供帮助。由于骨关节炎患者较高的致残率，早期

诊断和后期干预治疗具有重要意义。ｍｉＲ１４２３ｐ有
望成为较理想的骨关节炎相关标志物，但是目前关于

ｍｉＲ１４２３ｐ如何干预骨关节炎的分子机制及其参与
的信号通路尚不清楚。故本研究建立骨关节炎大鼠模

型，通过调控 ｍｉＲ１４２３ｐ的表达，探究其对骨关节炎
模型大鼠的干预作用，以期为骨关节炎的早期诊断、疾

病监测和治疗提供参考。

１　材料与方法

１．１　材料
研究动物：６０只 ＳＰＦ级健康雄性大鼠，由四川省

疾病预防控制中心提供［动物许可证号：ＳＹＸＫ（川）
２０２０２２９］，鼠龄７～８周，平均（７．６３±０．６５）周；体质
量２１７～２４９ｇ，平均（２３２．２９±２１．０７）ｇ。所有大鼠均
于室温（２２～２４）℃、湿度４０％ ～７０％、自然光照及通
风、无病原菌的干净笼子中饲养，水和食物均经消毒，

按统一标准饲养，允许自由活动，饲养１周。本实验经
我院伦理委员会批准（批准号：ＨＤＤＷＬＬ２０１９０２３）。

主要试剂：ｍｉＲ１４２３ｐｍｉｍｉｃ和ｍｉＲ１４２３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
由南通百奥迈科生物技术有限公司合成；白细胞介素

１β（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１β，ＩＬ１β）酶联免疫吸附试验（ｅｎｚｙｍｅ

ｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）试剂盒购自杭州铂
赛生物科技有限公司（批号：ＢＳＨ２０２１３５１Ａ）；肿瘤
坏死因子α（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒα，ＴＮＦα）ＥＬＩＳＡ
试剂盒购自上海韵泰信息科技有限公司（批号：

ＹＴ２０２１１０８３１）；小鼠抗大鼠蛋白激酶Ｒ样内质网激酶
（ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＲｌｉｋｅＥＲｋｉｎａｓｅ，ＰＥＲＫ）、免疫球蛋白
结合蛋白（ｉｍｍｕｎｅｇｌｏｂｕｌｉｎｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ，Ｂｉｐ）抗体购
自上海西格生物科技有限公司（批号：ＸＧＫ２０２１４５、
ＸＧＫ２０２１５７）；小鼠抗大鼠 Ｃａｓｐａｓｅ９抗体购自武汉益
普生物科技有限公司（批号：ＡＴＡ２５８９９５３）。
１．２　方法
１．２．１　建模及分组　　在 ６０只大鼠中随机挑选
１５只作为空白组（空白组自然生长不做处理），其余
４５只大鼠采用前交叉韧带横断术诱导骨关节炎产生，
建立骨关节炎大鼠模型：在全身麻醉下作内侧髌旁切

口，将髌骨脱位，露出右膝关节，采用显微剪刀切断前

交叉韧带，进行前抽屉试验以确保切断成功，复位髌骨

后，依次缝合关节囊和皮肤，术后大鼠置于可自由活动

的笼子中。建模过程中脱失６只，前抽屉试验呈阴性，
剩余３９只大鼠进行前抽屉试验均呈阳性，最终３９只
大鼠建模成功，随机分为模型组、下调组、上调组，每组

１３只。上调组大鼠膝部注射 ｍｉＲ１４２３ｐｍｉｍｉｃ，下
调组大鼠尾部注射 ｍｉＲ１４２３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，剂量均为
１００ｎｇ／ｍｇ。空白组、模型组大鼠膝部注射等剂量生理
盐水。

１．２．２　ｍｉＲ１４２３ｐ转染效率鉴定　　在 ｍｉＲ１４２３ｐ
转染完成２４ｈ后，采用实时荧光定量 ＰＣＲ检测 ｍｉＲ
１４２３ｐ的转染效率，每组随机选取５只大鼠，使用６％
水合氯醛（６ｍＬ／ｋｇ）腹腔麻醉后处死，取膝关节软骨
组织并提取 ＲＮＡ，逆转录获得 ｃＤＮＡ。以 Ｕ６为内参，
ｍｉＲ１４２３ｐ上游序列：５ＣＧＣＣＧＴＧＴＡＧＴＧＴＴＴＣＣＴＡＣ３，
下游序列：５ＣＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴ３；Ｕ６上游序
列：５ＣＴＣＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡ３，下游序列：５ＣＧＣＴ
ＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴ３。
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１．２．３　ＨＥ染色　　采用６％水合氯醛（６ｍＬ／ｋｇ）腹
腔麻醉各组大鼠，在右膝处切开皮肤，分离皮下筋膜组

织，取其右侧膝关节新鲜软骨组织，以生理盐水冲洗，

４％多聚甲醛固定，采用ＨＥ试剂盒对各组大鼠的右侧
膝关节软骨组织样本进行染色，显微镜下观察膝关节

软骨组织病理学变化。

１．２．４　膝关节活动度、压痛阈值、热痛阈值检测　　
观察并比较各组大鼠膝关节活动度，其中空白组

１０只，模型组、上调组、下调组各８只，采用ＹＬＳ３Ｅ电
子压痛仪测定各组大鼠压痛阈值，采用足底热痛测试

仪测定大鼠两侧足后趾热痛阈值，以大鼠疼痛后嘶鸣

作为痛阈指标，压痛阈值、热痛阈值均测定３次，每次
间隔５～１０ｍｉｎ，取均值。
１．２．５　ＥＬＩＳＡ检测　　采集各组大鼠腹动脉血
２ｍＬ，离心分离血清，参照 ＩＬ１β、ＴＮＦα的 ＥＬＩＳＡ试
剂盒说明书吸取上清液进行加样及后续操作。实验步

骤：制作标准品，按照梯度稀释标准品；对应板孔中加

入１００μＬ标准品工作液或样本，３７℃孵育２ｈ后立即
加入１００μＬ生物素化抗体工作液；反应板洗涤３次，
每孔加抗体工作液 １００μＬ，３５℃温育 ４５ｍｉｎ；将
１００μＬＴＭＢ溶液加入反应孔，３５℃反应４５ｍｉｎ，加入
终止液，采用酶标仪检测上述指标水平（颜色深浅与

上述指标水平成正比）。

１．２．６　实时荧光定量 ＰＣＲ　　待测血清采用 Ｔｒｉｚｏｌ
法进行总ＲＮＡ提取，并使用核酸蛋白检测仪进行浓度
检测；逆转录后进行ＰＣＲ，依次加入Ｍｉｘ１０ｍＬ、上游引
物１ｍＬ、下游引物１ｍＬ、ＲＮＡａｓｅｆｒｅｅ水７ｍＬ、ｃＤＮＡ
１ｍＬ，每管 ２０ｍＬ。转化生长因子β（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ
ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ，ＴＧＦβ）上游引物：５ＴＧＣＡＣＣＧＣＡＡ
ＣＡＡＣＧＣＡＡＴＣＴ３，下游引物：５ＴＴＣＴＧＧＣＡＣＴＧＣＴＴＣ
ＣＣＧＡＡＴＧ３；Ⅰ型胶原α１（ｃｏｌｌａｇｅｎｔｙｐｅⅠα１，ＣＯＬ１α１）上
游引物：５ＴＴＧＧＴＣＣＴＧＣＴＧＧＣＡＡＧＡＡＴＧＧ３，下游引
物：５ＴＣＴＧＴＣＡＣＣＴＴＧＴＴＣＧＣＣＴＧＴＣ３；金属蛋白酶
组织抑制因子１（ｔｉｓｓｕｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｏｆｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ１，
ＴＩＭＰ１）上游引物：５ＴＧＴＴＴＣＣＣＴＧＴＴＣＡＧＣＣＡＴＣＣＣ３，
下游引物：５ＧＧＴＡＧＣＣＣＴＴＣＴＣＡＧＡＧＣＣＣＡＴ３；内参
ＧＡＰＤＨ上游引物：５ＡＧＧＴＴＧＴＣＴＣＣＴＧＴＧＡＣＴＴＣＡＡ３，
下 游 引 物：５ＣＴＧＴＴＧＣＴＧＴＡＧＣＣＡＴＡＴＴＣＡＴＴＧ３。
ＰＣＲ反应条件：预变性９５℃ ５ｍｉｎ，９４℃ ２０ｓ，５６℃
２０ｓ，７２℃１ｍｉｎ，４０个循环；７２℃终末延伸６ｍｉｎ。采
用 ２－ΔΔＣｔ法计算 ＴＧＦβ、ＣＯＬ１α１、ＴＩＭＰ１的相对表
达量。

１．２．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ　　在各组膝软骨组织研磨匀浆
样本中加入蛋白提取液提取总蛋白，采用 ＢＣＡ法对
ＰＥＲＫ／Ｂｉｐ信号通路蛋白进行定量检测，取１０μＬ蛋

白进行 ＳＤＳＰＡＧＥ电泳、转膜，加入适量一抗（兔源
ＰＥＲＫ、Ｂｉｐ、Ｃａｓｐａｓｅ９）封闭，４℃过夜孵育，ＴＢＳＴ洗涤
标本，加入适量二抗（羊抗兔 ＩｇＧ）室温孵育１ｈ，各组
标本洗膜，加入等体积化学发光液 Ａ液、Ｂ液与 ＰＡＧＥ
膜反应，曝光显影，内参蛋白为ＧＡＰＤＨ。
１．３　统计学处理

采用ＳＰＳＳ２６．０统计软件进行分析处理。计量资
料以均数±标准差（ｘ±ｓ）描述，多组间比较采用单因
素方差分析，两两比较采用 ＬＳＤｔ检验，Ｐ＜０．０５为差
异具有统计学意义。

２　结果

２．１　转染效率鉴定
与空白组相比，其他各组大鼠 ｍｉＲ１４２３ｐ表达量

较低，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；与模型组相
比，下调组ｍｉＲ１４２３ｐ表达量较低，差异有统计学意
义（Ｐ＜０．０５）；与模型组和下调组比较，上调组 ｍｉＲ
１４２３ｐ表达量较高，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５），
提示ｍｉＲ１４２３ｐ转染成功，见表１。

表１　转染效率鉴定（ｘ±ｓ，ｎ＝５）

组别 ｍｉＲ１４２３ｐ表达量
空白组 １．１６±０．３５
模型组 ０．８３±０．２２

下调组 ０．５１±０．１１＃

上调组 １．０５±０．２６＃△

Ｆ ４．２７７
Ｐ ０．００３

：与空白组比较，Ｐ＜０．０５；＃：与模型组比较，Ｐ＜０．０５；△：与
下调组比较，Ｐ＜０．０５

２．２　各组大鼠膝关节软骨组织病理学观察
空白组大鼠膝关节软骨组织清晰、完整；模型组、

下调组大鼠软骨退变，软骨面减少，正常软骨结构丧

失；上调组大鼠软骨形态、结构明显恢复，见图１。
２．３　各组大鼠膝关节活动度、压痛阈值、热痛阈值比较

与空白组比较，其他各组大鼠膝关节活动度较小，

压痛阈值、热痛阈值较低，差异均有统计学意义

（Ｐ＜０．０５）；与模型组比较，下调组大鼠膝关节活动度
较小，压痛阈值、热痛阈值较低，差异均有统计学意义

（Ｐ＜０．０５）；与模型组和下调组比较，上调组大鼠膝关
节活动度较大，压痛阈值、热痛阈值较高，差异均有统

计学意义（Ｐ＜０．０５），见表２。
２．４　各组大鼠炎症因子水平比较

与空白组比较，其他各组大鼠 ＩＬ１β、ＴＮＦα水平
较高，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；与模型组比
较，下调组大鼠ＩＬ１β、ＴＮＦα水平较高，差异均有统计
学意义（Ｐ＜０．０５）；与模型组和下调组比较，上调组大
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鼠ＩＬ１β、ＴＮＦα水平较低，差异均有统计学意义
（Ｐ＜０．０５），见表３。
２．５　各组大鼠滑膜纤维化标志物ｍＲＮＡ比较

与空白组比较，其他各组大鼠 ＴＧＦβ、ＣＯＬ１α１、
ＴＩＭＰ１ｍＲＮＡ水平较高，差异均有统计学意义
（Ｐ＜０．０５）；与模型组比较，下调组大鼠 ＴＧＦβ、
ＣＯＬ１α１、ＴＩＭＰ１ｍＲＮＡ水平较高，差异均有统计学意
义（Ｐ＜０．０５）；与模型组和下调组比较，上调组大鼠
ＴＧＦβ、ＣＯＬ１α１、ＴＩＭＰ１ｍＲＮＡ水平较低，差异均有统
计学意义（Ｐ＜０．０５），见表４。

ａ：空白组；ｂ：模型组；ｃ：下调组；ｄ：上调组

图１　各组大鼠膝关节软骨组织病理学观察（ＨＥ×１００）

表２　各组大鼠膝关节活动度、压痛阈值、热痛阈值比较（ｘ±ｓ）

组别 ｎ 膝关节活动度／° 压痛阈值／ｇ 热痛阈值／ｇ
空白组 １０ １４２．５６±１４．２７ ５０８．５９±５０．８７ ９．８６±０．９９
模型组 ８ １０５．８７±１０．５９ ４２７．６１±４２．７８ ７．１４±０．７２

下调组 ８ ８７．３４±８．７５＃ ３６９．４７±３６．９７＃ ６．５３±０．６７＃

上调组 ８ １２３．４９±１２．３５＃△ ４８３．５６±４８．３７＃△ ９．２５±０．９４＃△

Ｆ ６．７５５ ５．３００ ６．６６５
Ｐ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１

：与空白组比较，Ｐ＜０．０５；＃：与模型组比较，Ｐ＜０．０５；△：与
下调组比较，Ｐ＜０．０５

表３　各组大鼠炎症因子水平比较（ｘ±ｓ，ｎｇ／Ｌ）

组别 ｎ ＩＬ１β ＴＮＦα
空白组 １０ ８８．４６±８．８７ ４３．５９±４．３８
模型组 ８ １２１．７５±１２．１８ ６１．７２±６．１９

下调组 ８ １５９．３６±１５．９４＃ ９３．８６±９．４１＃

上调组 ８ ９３．５８±９．３７＃△ ４８．１２±４．８２＃△

Ｆ １０．０６０ １２．２４０
Ｐ ＜０．００１ ＜０．００１

：与空白组比较，Ｐ＜０．０５；＃：与模型组比较，Ｐ＜０．０５；△：与
下调组比较，Ｐ＜０．０５

２．６　各组大鼠ＰＥＲＫ／Ｂｉｐ信号通路蛋白表达比较
与空白组比较，其他各组大鼠ＰＥＲＫ、Ｂｉｐ、Ｃａｓｐａｓｅ９

蛋白表达较高，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；与模
型组比较，下调组大鼠 ＰＥＲＫ、Ｂｉｐ、Ｃａｓｐａｓｅ９蛋白表达
较高，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；与模型组和下
调组比较，上调组大鼠 ＰＥＲＫ、Ｂｉｐ、Ｃａｓｐａｓｅ９蛋白表达
较低，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５），见表５、图２。
表４　 各组大鼠滑膜纤维化标志物ｍＲＮＡ比较（ｘ±ｓ）

组别 ｎ ＴＧＦβ ＣＯＬ１α１ ＴＩＭＰ１
空白组 １０ １．０８±０．１１ １．１３±０．１２ １．２７±０．１３
模型组 ８ ２．４３±０．２５ ３．４９±０．３５ ２．５４±０．２５

下调组 ８ ３．４８±０．３５＃ ４．２８±０．４４＃ ３．１９±０．３３＃

上调组 ８ １．４６±０．１５＃△ １．４２±０．１３＃△ １．５１±０．１６＃△

Ｆ １５．０００ １７．６３０ １２．９６０
Ｐ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１

：与空白组比较，Ｐ＜０．０５；＃：与模型组比较，Ｐ＜０．０５；△：与
下调组比较，Ｐ＜０．０５
表５　各组大鼠ＰＥＲＫ／Ｂｉｐ信号通路蛋白表达比较（ｘ±ｓ）

组别 ｎ ＰＥＲＫ Ｂｉｐ Ｃａｓｐａｓｅ９
空白组 １０ ０．５６±０．０５ ０．８９±０．０９ ０．４９±０．０５
模型组 ８ ０．９７±０．０９ １．１６±０．１２ ０．７２±０．０８

下调组 ８ １．３４±０．１５＃ １．４９±０．１５＃ ０．９６±０．１１＃

上调组 ８ ０．６８±０．０７＃△ ０．９７±０．０９＃△ ０．５８±０．０６＃△

Ｆ １１．２８０ ８．４０８ ５．５７８
Ｐ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１

：与空白组比较，Ｐ＜０．０５；＃：与模型组比较，Ｐ＜０．０５；△：与
下调组比较，Ｐ＜０．０５

图２　ＰＥＲＫ／Ｂｉｐ信号通路蛋白

３　讨论

目前对于骨关节炎的发病机制尚无统一定论，有

研究认为其发病可能与某些基因表达调控紊乱密切相

关，其中 ｍｉＲＮＡｓ在骨关节炎发病及进展中所起到的
关键作用被广泛接受［９１０］。研究显示，ｍｉＲ９５ｐ、
ｍｉＲ４２４５９在骨关节炎软骨中表达异常，ｍｉＲＮＡｓ可能
作为一种调控基因在骨关节炎的病理发展过程中起作

用，在骨关节炎的早期诊断及治疗中具有重要意

义［１１１２］。有研究显示，过表达 ｍｉＲ１４２３ｐ可抑制
ＩＬ１、ＩＬ６等水平，促进软骨细胞增殖，抑制细胞凋亡，
其可作为治疗骨关节炎的潜在分子靶点［１３］。也有研

究显示，ｍｉＲ１４２３ｐ在关节炎患者中呈低表达，上调
ｍｉＲ１４２３ｐ的表达可降低成纤维样滑膜细胞活性，促
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进其凋亡，从而改善滑膜细胞功能，促进病情恢复［１４］。

本研究表明，在骨关节炎模型大鼠中，上调ｍｉＲ１４２３ｐ
表达可增加大鼠膝关节活动度，提高压痛阈值、热痛阈

值，并降低炎症因子ＩＬ１β、ＴＮＦα表达水平，从而减轻
炎症反应，促进膝关节功能恢复。

临床实践证实，ＴＧＦβ是转化生长因子超家族的
多功能细胞因子，其主要功能是调节炎症过程，在软骨

的形成、维持、修复过程中起关键作用；ＣＯＬ１α１可直
接参与Ⅰ型胶原蛋白的合成，在组织纤维化、韧带损
伤、软骨破坏等多种病理过程中起关键作用；ＴＩＭＰ１是
基质金属蛋白酶抑制剂家族主要成员之一，可维持软

骨结构完整［１５１７］。张力等［１８］的研究显示，膝骨关节炎

模型大鼠使用膝痹宁治疗后，ＴＧＦβ、ＣＯＬ１α１、ＴＩＭＰ１
水平较低，可能是由于膝痹宁可有效减轻膝骨关节滑

膜纤维化，从而改善膝关节功能［１６］。在本研究中，上

调 ｍｉＲ１４２３ｐ可有效抑制滑膜组织中 ＴＧＦβ、
ＣＯＬ１α１、ＴＩＭＰ１表达，缓解滑膜组织纤维化，从而有利
于疾病恢复。

ＰＥＲＫ／Ｂｉｐ信号通路是经典的信号通路之一，其
中 ＰＥＲＫ、Ｂｉｐ、Ｃａｓｐａｓｅ９为该通路常见因子［１９］。

ＰＥＲＫ是内质网膜蛋白，炎症因子 ＩＬ１β、ＴＮＦα异常
升高会活化 ＰＥＲＫ，ＰＥＲＫ活化后会促使 Ｂｉｐ的激活
态，进而导致 ＰＥＲＫ／Ｂｉｐ信号通路及 Ｃａｓｐａｓｅ９被激
活，而活化的 Ｃａｓｐａｓｅ９可启动细胞凋亡程序，导致软
骨退变［２０］。有研究显示，在骨关节炎模型大鼠中，

ＰＥＲＫ、Ｂｉｐ蛋白表达量升高，从而诱导膝关节炎症反
应、激活 ＰＥＲＫ／Ｂｉｐ信号通路，导致关节软骨退变，进
而造成骨关节炎［２１］。还有研究显示，使用中药治疗骨

关节炎可抑制 ＰＥＲＫ／Ｂｉｐ、Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ等信号通路
及ＩＬ４、ＴＮＦα等炎症因子的表达，调控软骨细胞转
录，从而减轻软骨组织损伤［２２］。ＰＥＲＫ／Ｂｉｐ信号通路
在骨关节炎内质网应激反应引起软骨细胞凋亡过程中

起重要的调控作用。在应激反应发生时，Ｂｉｐ蛋白使
ＰＥＲＫ胞浆区的蛋白激酶活化，进一步磷酸化 ｅｌＦ２α，
导致异常蛋白产生减少，并高表达Ｂｉｐ等分子伴侣，从
而减轻内质网应激反应，阻止软骨细胞凋亡和软骨退

变［２３２４］。在本研究中，上调ｍｉＲ１４２３ｐ可以抑制炎症
因子ＩＬ１β、ＴＮＦα的表达；下调ｍｉＲ１４２３ｐ可以提高
炎症因子ＩＬ１β、ＴＮＦα的表达，从而活化 ＰＥＲＫ蛋白
激活Ｂｉｐ信号通路；因此，上调 ｍｉＲ１４２３ｐ可能通过
降低 ＰＥＲＫ、Ｂｉｐ、Ｃａｓｐａｓｅ９蛋白表达抑制 ＰＥＲＫ／Ｂｉｐ
信号通路，减轻骨关节炎大鼠软骨损伤，改善其临床症

状，提示 ＰＥＲＫ／Ｂｉｐ信号通路是治疗骨关节炎的一个
作用靶点。

综上所述，上调ｍｉＲ１４２３ｐ可明显抑制骨关节炎

大鼠 ＰＥＲＫ、Ｂｉｐ、Ｃａｓｐａｓｅ９蛋白表达，减轻炎症反应，
改善膝关节活动度，提高压痛阈值、热痛阈值，修复膝

关节组织损伤，其作用机制可能与抑制 ＰＥＲＫ／Ｂｉｐ信
号通路活性相关，为临床骨关节炎的诊治提供了新思

路。但目前尚无研究阐明 ｍｉＲ１４２３ｐ、ＰＥＲＫ／Ｂｉｐ信
号通路与骨关节炎的关系，还需进一步研究证实。
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ｄｏｉ：１０．１１６５９／ｊｊｓｓｘ．１０Ｅ０２１０１５ ·基础研究·

ｌｎｃＲＮＡＢＬＡＣＡＴ１在下咽鳞状细胞癌中介导自噬调控肿瘤细胞的化疗敏感性

迪丽努尔·尼加提，杨　娜，古丽娜尔·吐尔地　（新疆维吾尔自治区人民医院放疗中心，新疆 乌鲁木齐 ８３００００）

［摘　要］　目的　探究长链非编码ＲＮＡ（ｌｎｃＲＮＡ）膀胱癌相关转录因子１（ＢＬＡＣＡＴ１）对下咽鳞状细胞癌（ＨＳＣＣ）细胞株顺铂
（ＤＤＰ）敏感性的影响及其作用机制。方法　采用 ｑＲＴＰＣＲ检测４０例 ＨＳＣＣ患者的癌组织、癌旁组织、ＨＳＣＣ细胞株 ＦａＤｕ及 ＤＤＰ
耐药细胞株ＦａＤｕ／ＤＤＰ中ｌｎｃＲＮＡＢＬＡＣＡＴ１的表达水平，ＣＣＫ８检测经不同浓度ＤＤＰ处理后ＦａＤｕ细胞和 ＦａＤｕ／ＤＤＰ细胞的存活
率。分别转染 ｓｉＲＮＡＢＬＡＣＡＴ１序列和 ｓｉＲＮＡ阴性对照至 ＦａＤｕ／ＤＤＰ细胞中，记为 ｓｉＢＬＡＣＡＴ１组和 ｓｉＮＣ组，以未转染的 ＦａＤｕ／
ＤＤＰ细胞作为对照组，ｑＲＴＰＣＲ验证转染效果，ＣＣＫ８检测转染后经不同浓度 ＤＤＰ处理的 ＦａＤｕ／ＤＤＰ细胞存活率，流式细胞术检
测细胞凋亡率，透射电子显微镜观察细胞自噬情况，免疫荧光染色测定ＬＣ３Ｂ荧光斑点的形成情况，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞自噬相关
蛋白的表达。结果　ＨＳＣＣ组织中ｌｎｃＲＮＡＢＬＡＣＡＴ１ｍＲＮＡ相对表达量显著高于癌旁组织（Ｐ＜０．０１）；ＦａＤｕ／ＤＤＰ细胞中 ｌｎｃＲＮＡ
ＢＬＡＣＡＴ１ｍＲＮＡ相对表达量高于ＦａＤｕ细胞（Ｐ＜０．０５）。ｓｉＢＬＡＣＡＴ１组细胞 ｌｎｃＲＮＡＢＬＡＣＡＴ１ｍＲＮＡ相对表达量低于对照组和
ｓｉＮＣ组（Ｐ＜０．０５）；当ＤＤＰ作用浓度在６．２５μｍｏｌ／Ｌ及以上时，ＦａＤｕ／ＤＤＰ细胞存活率高于 ＦａＤｕ细胞（Ｐ＜０．０５），ｓｉＢＬＡＣＡＴ１＋
ＤＤＰ组细胞存活率低于ＤＤＰ组和ｓｉＮＣ＋ＤＤＰ组（Ｐ＜０．０５）。与对照组比较，ＤＤＰ组和ｓｉＮＣ＋ＤＤＰ组ＦａＤｕ／ＤＤＰ细胞凋亡率升高
（Ｐ＜０．０５）；与ＤＤＰ组和ｓｉＮＣ＋ＤＤＰ组比较，ｓｉＢＬＡＣＡＴ１＋ＤＤＰ组细胞凋亡率也升高（Ｐ＜０．０５）。对照组有一些自噬体和自噬溶
酶体形成，ＤＤＰ组和ｓｉＮＣ＋ＤＤＰ组自噬溶酶体形成较多，而ｓｉＢＬＡＣＡＴ１＋ＤＤＰ组细胞中未观察到自噬体及自噬溶酶体。ＤＤＰ组
和ｓｉＮＣ＋ＤＤＰ组细胞内 ＬＣ３Ｂ荧光斑点数较对照组增加（Ｐ＜０．０５）；ｓｉＢＬＡＣＡＴ１＋ＤＤＰ组细胞内 ＬＣ３Ｂ荧光斑点数较 ＤＤＰ组和
ｓｉＮＣ＋ＤＤＰ组均减少（Ｐ＜０．０５）。与对照组比较，ＤＤＰ组和ｓｉＮＣ＋ＤＤＰ组ＦａＤｕ／ＤＤＰ细胞中ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ水平上调，Ｂｅｃｌｉｎ１蛋
白表达量上升，ｐ６２蛋白表达量下降（Ｐ＜０．０５）；与ＤＤＰ组和ｓｉＮＣ＋ＤＤＰ组比较，ｓｉＢＬＡＣＡＴ１＋ＤＤＰ组细胞中ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ水平
下调，Ｂｅｃｌｉｎ１蛋白表达量下降，ｐ６２蛋白表达量上升（Ｐ＜０．０５）。结论　ｌｎｃＲＮＡＢＬＡＣＡＴ１在ＨＳＣＣ组织及ＤＤＰ耐药细胞株ＦａＤｕ／
ＤＤＰ中高表达，下调ｌｎｃＲＮＡＢＬＡＣＡＴ１能够提高ＨＳＣＣ细胞对ＤＤＰ的敏感性，其作用机制可能通过抑制自噬水平实现。
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