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［摘　 要］　 目的　 探讨长链非编码ＲＮＡ（ｌｎｃＲＮＡ）锌指蛋白反义链１（ＺＦＡＳ１）在骨关节炎（ＯＡ）中的作用及其潜在分子机制。
方法　 将于恩施州中心医院进行膝关节置换术的ＯＡ患者软骨组织样本作为ＯＡ组，将同期外伤急诊截肢患者的正常膝关节组织
样本作为对照（Ｃｏｎｔｒｏｌ）组，ＲＴｑＰＣＲ实验检测ＯＡ软骨组织中ｌｎｃＲＮＡ ＺＦＡＳ１和ｍｉＲ５９０的表达。将Ｖｅｃｔｏｒ和ｐｃＤＮＡＺＦＡＳ１转染
到原代软骨细胞后，ＭＴＴ实验和流式细胞术分别检测ＯＡ软骨细胞增殖和凋亡情况。双荧光素酶报告基因实验分别验证ＺＦＡＳ１和
ｍｉＲ５９０以及ｍｉＲ５９０和转化生长因子β受体２（ＴＧＦβＲ２）的靶向关系。将ｍｉＲ５９０ ｍｉｍｉｃ或ＮＣ ｍｉｍｉｃ与Ｖｅｃｔｏｒ和ｐｃＤＮＡＺＦＡＳ１
共转染到原代软骨细胞，检测细胞增殖和凋亡，ＲＴｑＰＣＲ实验检测软骨细胞中ＴＧＦβＲ２ ｍＲＮＡ表达水平，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ检测软骨细胞
中ＴＧＦβＲ２蛋白的表达。结果　 与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，ＯＡ组软骨组织中的ｌｎｃＲＮＡ ＺＦＡＳ１表达显著下调（Ｐ ＜ ０． ０５），ｍｉＲ５９０表达显著
上调（Ｐ ＜ ０． ０５）。与Ｖｅｃｔｏｒ组比较，ｐｃＤＮＡＺＦＡＳ１组软骨细胞中ｌｎｃＲＮＡ ＺＦＡＳ１表达水平显著升高，ｍｉＲ５９０表达水平显著降低，软
骨细胞增殖能力增强，细胞凋亡率降低，差异均有统计学意义（Ｐ ＜ ０． ０５）。ＭｉＲ５９０与ＺＦＡＳ１存在互补的结合位点，ＴＧＦβＲ２与
ｍｉＲ５９０也存在互补的结合位点。与ＮＣ ｍｉｍｉｃ组比较，ｍｉＲ５９０ ｍｉｍｉｃ和３ＵＴＲＺＦＡＳ１ＷＴ共转染组的细胞荧光素酶活性显著降低
（Ｐ ＜ ０． ０５），而ｍｉＲ５９０ ｍｉｍｉｃ和３ＵＴＲＺＦＡＳ１ＭＵＴ共转染组的细胞荧光素酶活性无统计学差异（Ｐ ＞ ０． ０５）。此外，与ＮＣ ｍｉｍｉｃ组
比较，ｍｉＲ５９０ ｍｉｍｉｃ和３ＵＴＲＴＧＦβＲ２ＷＴ共转染组的细胞荧光素酶活性显著降低（Ｐ ＜ ０． ０５）。与ＮＣ ｍｉｍｉｃ组比较，ｍｉＲ５９０ ｍｉｍｉｃ
组细胞中ＴＧＦβＲ２ ｍＲＮＡ和蛋白表达水平均显著降低（Ｐ ＜ ０． ０５）。与ｐｃＤＮＡＺＦＡＳ１ ＋ ＮＣ ｍｉｍｉｃ组比较，ｐｃＤＮＡＺＦＡＳ１ ＋ ｍｉＲ５９０
ｍｉｍｉｃ组软骨细胞中ｍｉＲ５９０表达水平显著升高，软骨细胞增殖能力减弱，细胞凋亡率升高，ＴＧＦβＲ２ ｍＲＮＡ和蛋白的表达水平显著
降低，差异均有统计学意义（Ｐ ＜ ０． ０５）。结论　 ＬｎｃＲＮＡ ＺＦＡＳ１通过调控ｍｉＲ５９０ ／ ＴＧＦβＲ２轴促进ＯＡ中软骨细胞增殖，并抑制细
胞凋亡。
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　 　 骨关节炎（ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＯＡ）是一种退行性关节疾
病，可引起局部炎症反应、软骨损伤和软骨结构改变。
如果治疗不及时，不仅会影响患者的日常生活，还会增
加心血管疾病的风险［１］。ＯＡ的特点是关节软骨变
性，细胞外基质丢失，广泛的纤维化和裂隙，导致软骨
表面完全破坏［２］。非甾体抗炎药或环氧合酶２抑制
剂是缓解ＯＡ症状的常用药物［３］；而晚期患者需要手
术治疗，手术方式包括关节镜手术和人工关节置换术，
但行关节置换术的患者可能伴随不良的手术后果以及
假体寿命有限［４］。有研究报道，自体软骨细胞移植可
能成为关节炎和软骨缺损的新治疗策略［５］。然而，由
于ＯＡ的发病机制尚不清楚，目前尚无有效的对症治
疗方法。研究发现，软骨细胞凋亡是ＯＡ进展的关键
因素［６］。了解软骨细胞凋亡的潜在分子机制可能是
找到治疗ＯＡ新靶点的关键。长链非编码ＲＮＡ（ｌｏｎｇ
ｎｏｎｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡ，ｌｎｃＲＮＡ）是一类长度超过２００个核苷
酸的非蛋白质编码ＲＮＡ，已成为人类疾病的关键调控
因子。越来越多的研究表明，ｌｎｃＲＮＡ可能在ＯＡ进展
中发挥关键作用，如ｌｎｃＲＮＡ ＭＩＲ４４３５２ＨＧ在ＯＡ中
下调，并调节软骨细胞的增殖和凋亡［７］；ｌｎｃＲＮＡ
ＨＯＴＡＩＲ通过靶向调控ｍｉＲ１３０ａ３ｐ影响ＯＡ软骨细
胞的增殖和调控炎症反应［８］。ＬｎｃＲＮＡ锌指蛋白反义
链１（ｚｉｎｃ ｆｉｎｇｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｔｉｓｅｎｓｅ ｓｔｒａｎｄ １，ＺＦＡＳ１）是一

种致癌基因，在大多数组织中都有表达［９１０］。有研究
发现，ｌｎｃＲＮＡ ＺＦＡＳ１可能通过靶向Ｗｎｔ３ａ信号通路促
进ＯＡ软骨细胞增殖和迁移［１１］。然而，ｌｎｃＲＮＡ ＺＦＡＳ１
在ＯＡ进展中的分子机制尚不完全清楚。因此，本研
究探讨ｌｎｃＲＮＡ ＺＦＡＳ１对ＯＡ中软骨细胞增殖和凋亡
的影响，及其潜在的分子机制，以期为确定ＯＡ的新治
疗靶点提供参考。
１　 材料与方法
１． １　 主要试剂与仪器

Ａｎｎｅｘｉｎ ＶＦＩＴＣ ／ ＰＩ细胞凋亡检测试剂盒（批号：
４０３０２ＥＳ２０）购自翌圣生物科技（上海）股份有限公司；
ＴＲＩｚｏｌ试剂（批号：１５５９６０１８）购自美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公
司；ＭＴＴ溶液（批号：ＰＢ１８０５１９）购自武汉普诺赛生命
科技有限公司；ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＲＴ试剂盒（批号：ＲＲ０３７Ａ）
购自宝日医生物技术（北京）有限公司；转化生长因子
β受体２（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒｂｅｔａ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｔｙｐｅ ２，
ＴＧＦβＲ２）抗体（批号：ａｂ２５３６１７）购自美国Ａｂｃａｍ公
司；双荧光素酶报告基因试剂盒（批号：ＲＧ０２７）购自上
海碧云天生物技术有限公司。酶标仪购自美国
ＤＹＮＥＸ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ公司；流式细胞仪购自美国ＢＤ
公司；ＡＢＩ ＰＲＩＳＭ ７０００ 型定量ＰＣＲ 仪购自美国
Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公司。
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１． ２　 样本收集
收集２０１８年８月至２０２０年８月于恩施州中心医

院进行膝关节置换术的ＯＡ患者软骨组织样本共
２０份作为ＯＡ组，将同期外伤急诊截肢患者的正常膝
关节组织样本２０份作为对照（Ｃｏｎｔｒｏｌ）组。排除类风
湿关节炎和感染性关节炎患者。将组织样本置于
－ ８０ ℃冰箱保存，用于后续实验。本研究已获得恩施
州中心医院医学伦理委员会的批准（２０１８０７２０１８６），
所有患者已签署对本研究的知情同意书。
１． ３　 原代软骨细胞分离和细胞转染

在无菌条件下去除关节软骨的纤维结缔组织后，
将软骨组织切成１ ｍｍ３的大小。随后加入０． ２５％胰蛋
白酶和０． ２％Ⅱ型胶原酶消化细胞，６ ｈ后将细胞悬液
以１ ２００ ｒ ／ ｍｉｎ离心１０ ｍｉｎ，２００目筛网过滤器过滤
５ ｍｉｎ。弃去上清液，用含１０％胎牛血清的完全培养基
吹打细胞制成单细胞悬液。将细胞以１ × １０５ ／ ｍＬ的
密度接种于２５ ｃｍ２培养瓶内，并置于５％ ＣＯ２、３７ ℃细
胞培养箱中进行培养。将处于对数生长期的细胞接种
于６孔板中，待细胞融合度达到８０％时，使用Ｌｉｐｏ
ｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ２０００转染试剂盒将Ｖｅｃｔｏｒ、ｐｃＤＮＡＺＦＡＳ１、
ｐｃＤＮＡＺＦＡＳ１ ＋ ＮＣ ｍｉｍｉｃ、ｐｃＤＮＡＺＦＡＳ１ ＋ ｍｉＲ５９０
ｍｉｍｉｃ、ＮＣ ｍｉｍｉｃ、ｍｉＲ５９０ ｍｉｍｉｃ质粒分别转染至细胞
中，分别命名为Ｖｅｃｔｏｒ组、ｐｃＤＮＡＺＦＡＳ１组、ｐｃＤＮＡ
ＺＦＡＳ１ ＋ ＮＣ ｍｉｍｉｃ组、ｐｃＤＮＡＺＦＡＳ１ ＋ ｍｉＲ５９０ ｍｉｍｉｃ
组、ＮＣ ｍｉｍｉｃ组、ｍｉＲ５９０ ｍｉｍｉｃ组，４８ ｈ后收集转染
的细胞。
１． ４　 ＭＴＴ实验

于转染后０ ｈ、２４ ｈ、４８ ｈ、７２ ｈ将软骨细胞以每孔
６ ×１０３个的密度接种于９６孔板中。然后每孔加入２０ μＬ
的０． ５％ＭＴＴ溶液，孵育软骨细胞４ ｈ。弃上清液并加入
１５０ μＬ二甲基亚砜，充分溶解结晶物。用酶标仪检测在
４９０ ｎｍ波长处的光密度（ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ，ＯＤ）值。
１． ５　 流式细胞术

使用Ａｎｎｅｘｉｎ ＶＦＩＴＣ ／ ＰＩ细胞凋亡试剂盒检测细
胞凋亡情况。用预冷的ＰＢＳ洗涤各转染组处理的细
胞，并用胰蛋白酶消化，然后将细胞重悬在１００ μＬ含
有Ａｎｎｅｘｉｎ ＶＦＩＴＣ ／ ＰＩ的结合缓冲液中，室温下避光孵
育１５ ｍｉｎ。最后用流式细胞仪检测细胞凋亡情况。
１． ６　 ＲＮＡ提取和ＲＴｑＰＣＲ实验

使用ＴＲＩｚｏｌ法提取软骨组织和细胞总ＲＮＡ。用
紫外分光光度计测定ＲＮＡ在２６０ ～ ２８０ ｎｍ处的ＯＤ
值。使用ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＲＴ试剂盒将总ＲＮＡ逆转录为
ｃＤＮＡ。使用ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ试剂盒以ｃＤＮＡ为
模板，进行目的基因定量和分析。以Ｕ６和ＧＡＰＤＨ作

为内参，使用２ΔΔＣＴ法计算基因相对表达。
１． ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ

用放射免疫沉淀分析裂解缓冲液从细胞中提取总
蛋白。用ＢｉｏＲａｄ蛋白检测试剂盒定量蛋白浓度。将
等量的蛋白样品经１０％十二烷基硫酸钠－聚丙烯酰胺凝
胶电泳分离，电泳条件为恒压（８０ Ｖ、４０ ｍｉｎ，１２０ Ｖ、
５０ ｍｉｎ），然后转移到聚偏氟乙烯膜上，电转条件为恒
流（２００ ｍＡ，６０ ｍｉｎ）。用５％脱脂牛奶在室温下封闭
膜２ ｈ，并与一抗（１∶ １ ０００）在４ ℃下孵育过夜。用含
０． ０５％ Ｔｗｅｅｎ２０的ＰＢＳ洗膜后，将膜与辣根过氧化物
酶偶联的二抗（１∶ ５ ０００）在室温下孵育２ ｈ。使用增强
的化学发光底物试剂盒对蛋白条带进行可视化，最后
用ＳｙｎＧｅｎｅ ＧｅｎｅＴｏｏｌｓ软件进行分析。
１． ８　 双荧光素酶报告基因实验

使用生物信息学软件预测ＺＦＡＳ１和ｍｉＲ５９０潜
在的结合位点，并将序列克隆到ｐｍｉｒＧＬＯ双荧光素酶
表达载体上，构建ＺＦＡＳ１野生型报告基因重组质粒
（ＺＦＡＳ１ＷＴ）。使用相同的方法构建ＺＦＡＳ１突变型报
告基因重组质粒（ＺＦＡＳ１ＭＵＴ）。将人胚肾细胞
ＨＥＫ２９３Ｔ接种在２４孔板上培养２４ ｈ。然后根据说明书
使用ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ２０００转染试剂盒将ＺＦＡＳ１ＷＴ、
ＺＦＡＳ１ＭＵＴ和ｍｉＲ５９０ ｍｉｍｉｃ或ＮＣ ｍｉｍｉｃ共转染至
细胞中，即分别为ｍｉＲ５９０ ｍｉｍｉｃ和３ＵＴＲＺＦＡＳ１ＷＴ
共转染组、ｍｉＲ５９０ ｍｉｍｉｃ和３ＵＴＲＺＦＡＳ１ＭＵＴ共转
染组，ＮＣ ｍｉｍｉｃ组为对照。转染４８ ｈ后，收集细胞用
于荧光素酶活性评估。使用相同的方法验证ｍｉＲ５９０
与ＴＧＦβＲ２ ３ＵＴＲ 的靶向结合，根据说明书使用
ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ２０００ 转染试剂盒将ＴＧＦβＲ２ＷＴ、
ＴＧＦβＲ２ＭＵＴ和ｍｉＲ５９０ ｍｉｍｉｃ或ＮＣ ｍｉｍｉｃ共转染至
细胞中，即分别为ｍｉＲ５９０ ｍｉｍｉｃ和３ＵＴＲＴＧＦβＲ２ＷＴ
共转染组、ｍｉＲ５９０ ｍｉｍｉｃ和３ＵＴＲＴＧＦβＲ２ＭＵＴ共转
染组，ＮＣ ｍｉｍｉｃ组为对照。其余方法与上述描述一致。
１． ９　 统计学分析

所有数据均使用ＳＰＳＳ １９． ０和Ｇｒａｐｈ Ｐａｄ Ｐｒｉｓｍ ７． ０
软件进行分析，以均数±标准差（ｘ ± ｓ）表示。２组间比
较采用Ｓｔｕｄｅｎｔｓ ｔ检验，多组间比较采用单因素方差分
析（ＡＮＯＶＡ）。Ｐ ＜０． ０５为差异有统计学意义。
２　 结果
２． １　 ＬｎｃＲＮＡ ＺＦＡＳ１在ＯＡ软骨组织中的表达

通过ＲＴｑＰＣＲ实验检测ＯＡ软骨组织和正常软骨
组织中ｌｎｃＲＮＡ ＺＦＡＳ１的表达水平，结果显示，与Ｃｏｎｔｒｏｌ
组比较，ＯＡ组软骨组织中的ｌｎｃＲＮＡ ＺＦＡＳ１表达水平
显著降低，差异有统计学意义（Ｐ ＜０． ０５），见图１。
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：与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，Ｐ ＜ ０． ０５
图１　 ＬｎｃＲＮＡ ＺＦＡＳ１在ＯＡ软骨组织中的表达

２．２　 过表达ｌｎｃＲＮＡ ＺＦＡＳ１对软骨细胞增殖和凋亡的影响
　 　 与Ｖｅｃｔｏｒ组比较，ｐｃＤＮＡＺＦＡＳ１组软骨细胞中
ｌｎｃＲＮＡ ＺＦＡＳ１表达水平显著升高，软骨细胞增殖能力
增强，细胞凋亡率降低，差异均有统计学意义
（Ｐ ＜０． ０５），见图２。
２． ３　 ＺＦＡＳ１可直接靶向并调控ｍｉＲ５９０的表达

通过生物信息学软件预测发现，ｍｉＲ５９０ 与
ＺＦＡＳ１存在互补的结合位点，ｍｉＲ５９０可能是ＺＦＡＳ１

的作用靶点。与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，ＯＡ组软骨组织中的
ｍｉＲ５９０表达水平显著升高（Ｐ ＜ ０． ０５）。与ＮＣ ｍｉｍｉｃ
组比较，ｍｉＲ５９０ ｍｉｍｉｃ和３ＵＴＲＺＦＡＳ１ＷＴ共转染组
的细胞荧光素酶活性显著降低（Ｐ ＜ ０． ０５），而ｍｉＲ５９０
ｍｉｍｉｃ和３ＵＴＲＺＦＡＳ１ＭＵＴ共转染组的细胞荧光素
酶活性无统计学差异（Ｐ ＞ ０． ０５），见图３。
２． ４　 ＺＦＡＳ１通过调控ｍｉＲ５９０促进软骨细胞的增殖，

抑制细胞凋亡
　 　 与Ｖｅｃｔｏｒ组比较，ｐｃＤＮＡＺＦＡＳ１组软骨细胞中
ｍｉＲ５９０表达水平显著降低，软骨细胞增殖能力增强，
细胞凋亡率降低，差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０． ０５）；与
ｐｃＤＮＡＺＦＡＳ１ ＋ ＮＣ ｍｉｍｉｃ组比较，ｐｃＤＮＡＺＦＡＳ１ ＋
ｍｉＲ５９０ ｍｉｍｉｃ组软骨细胞中ｍｉＲ５９０表达水平显著
升高，软骨细胞增殖能力减弱，细胞凋亡率升高，差异
有统计学意义（Ｐ ＜ ０． ０５），见图４。

ａ：ＲＴｑＰＣＲ实验检测ｌｎｃＲＮＡ ＺＦＡＳ１表达水平；ｂ：ＭＴＴ实验检测细胞增殖；ｃ：流式细胞术检测细胞凋亡　 ：与Ｖｅｃｔｏｒ组比较，Ｐ ＜０． ０５
图２　 过表达ＺＦＡＳ１对软骨细胞增殖和凋亡的影响

ａ：ＺＦＡＳ１与ｍｉＲ５９０的结合位点；ｂ：双荧光素酶报告基因实
验；ｃ：ＲＴｑＰＣＲ实验检测ＯＡ组织中ｍｉＲ５９０的表达　 ：与
ＮＣ ｍｉｍｉｃ组比较，Ｐ ＜ ０． ０５；＃：与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，Ｐ ＜ ０． ０５

图３　 ＺＦＡＳ１可直接靶向并调控ｍｉＲ５９０的表达

２． ５　 ｍｉＲ５９０可直接靶向并调控ＴＧＦβＲ２的表达
通过生物信息学软件预测发现，ＴＧＦβＲ２与ｍｉＲ

５９０存在互补的结合位点，ＴＧＦβＲ２可能是ｍｉＲ５９０的
下游靶点。与ＮＣ ｍｉｍｉｃ组比较，ｍｉＲ５９０ ｍｉｍｉｃ和
３ＵＴＲＴＧＦβＲ２ＷＴ共转染组的细胞荧光素酶活性
显著降低（Ｐ ＜ ０． ０５），而ｍｉＲ５９０ ｍｉｍｉｃ 和３ＵＴＲ
ＴＧＦβＲ２ＭＵＴ共转染组的细胞荧光素酶活性无统计
学差异（Ｐ ＞ ０． ０５）。与ＮＣ ｍｉｍｉｃ 组比较，ｍｉＲ５９０
ｍｉｍｉｃ组细胞中ＴＧＦβＲ２ ｍＲＮＡ和蛋白表达水平均显
著降低（Ｐ ＜ ０． ０５），见图５。

２４０１ 局解手术学杂志　 Ｊ ＲＥＧ ＡＮＡＴ ＯＰＥＲ ＳＵＲＧ　 ２０２２，３１（１２）　 　 　 　 ｈｔｔｐ：／ ／ ｗｗｗ． ｊｊｓｓｘｚｚ． ｃｎ



ａ：ＲＴｑＰＣＲ实验检测ｍｉＲ５９０表达水平；ｂ：ＭＴＴ实验检测细胞增殖；ｃ：细胞凋亡率；ｄ：流式细胞术检测细胞凋亡　 ：与Ｖｅｃｔｏｒ组
比较，Ｐ ＜ ０． ０５；＃：与ｐｃＤＮＡＺＦＡＳ１ ＋ ＮＣ ｍｉｍｉｃ组比较，Ｐ ＜ ０． ０５

图４　 ＺＦＡＳ１通过调控ｍｉＲ５９０促进软骨细胞的增殖，抑制细胞凋亡

ａ：ｍｉＲ５９０与ＴＧＦβＲ２的结合位点；ｂ：双荧光素酶报告基因实验；ｃ：ＲＴｑＰＣＲ实验检测ＴＧＦβＲ２ ｍＲＮＡ的表达；ｄ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ检测
ＴＧＦβＲ２蛋白的表达　 ：与ＮＣ ｍｉｍｉｃ组比较，Ｐ ＜ ０． ０５

图５　 ｍｉＲ５９０可直接靶向并调控ＴＧＦβＲ２的表达
２． ６　 过表达ＺＦＡＳ１通过调控ｍｉＲ５９０促进ＴＧＦβＲ２

ｍＲＮＡ和蛋白的表达
　 　 与Ｖｅｃｔｏｒ组比较，ｐｃＤＮＡＺＦＡＳ１组细胞中ＴＧＦβＲ２
ｍＲＮＡ和蛋白表达水平均显著升高（Ｐ ＜ ０． ０５）；与
ｐｃＤＮＡＺＦＡＳ１ ＋ ＮＣ ｍｉｍｉｃ组比较，ｐｃＤＮＡＺＦＡＳ１ ＋
ｍｉＲ５９０ ｍｉｍｉｃ组ＴＧＦβＲ２ ｍＲＮＡ和蛋白表达水平均
显著降低（Ｐ ＜ ０． ０５），见图６。
３　 讨论

ＯＡ是一种异质性疾病，影响所有滑膜关节，如脊

柱、髋关节或膝关节，其特征是关节软骨逐渐退化，伴
继发性滑膜炎和骨骼重塑。高龄是ＯＡ的主要危险因
素，此外，肥胖和遗传等因素也可影响ＯＡ的发展。
ＯＡ的分子机制目前尚未完全阐明，研究显示细胞外
基质破坏、炎症反应或软骨细胞凋亡与ＯＡ的进展密
切相关［１２１３］。越来越多的证据表明，ｌｎｃＲＮＡ是ＯＡ的
生物调节因子，可作为ＯＡ早期预防、临床诊断和治疗
的生物标志物。许多ｌｎｃＲＮＡ的异常表达参与软骨细
胞的细胞外基质降解、增殖和凋亡。如ｌｎｃＲＮＡ
ＨＯＴＡＩＲ通过上调ＦＵＴ２促进细胞外基质降解和软骨
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ａ：ＲＴｑＰＣＲ实验检测ＴＧＦβＲ２ ｍＲＮＡ的表达；ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ检测ＴＧＦβＲ２蛋白的表达　 ：与Ｖｅｃｔｏｒ组比较，Ｐ ＜ ０． ０５；＃：与
ｐｃＤＮＡＺＦＡＳ１ ＋ ＮＣ ｍｉｍｉｃ组比较，Ｐ ＜ ０． ０５

图６　 过表达ＺＦＡＳ１通过ｍｉＲ５９０促进ＴＧＦβＲ２ ｍＲＮＡ和蛋白的表达
细胞凋亡［１４］。ＬｎｃＲＮＡ ＳＮＨＧ５通过调节ｍｉＲ１０ａ５ｐ ／
Ｈ３Ｆ３Ｂ轴促进ＯＡ中软骨细胞增殖并抑制其凋亡［１５］。
有研究报道ＺＦＡＳ１参与多种癌症（如结肠癌、肺癌和
乳腺癌）的发生发展［１６１８］。此外，在类风湿性关节炎
中，ＺＦＡＳ１还可调节成纤维细胞样滑膜细胞的增殖、凋
亡和自噬［１９］。但ｌｎｃＲＮＡ ＺＦＡＳ１在ＯＡ发展中的具体
分子机制目前尚不清楚。本研究结果显示，ＺＦＡＳ１在
ＯＡ软骨组织中表达下调，表明ＺＦＡＳ１可能参与ＯＡ
的进展。为了进一步探讨ＺＦＡＳ１在ＯＡ中的作用，本
研究通过过表达ＺＦＡＳ１处理软骨细胞后，检测细胞增
殖和凋亡能力，结果显示，过表达ＺＦＡＳ１可促进软骨
细胞增殖，抑制细胞凋亡，与之前的文献报道一致［１１］。

研究表明，ｌｎｃＲＮＡ在生物学或病理学过程中充当
ｍｉＲＮＡ的海绵并调节其功能。如ｌｎｃＲＮＡ ＨＯＴＡＩＲ通
过ｍｉＲ２０ａ５ｐ ／ ＨＭＧＡ２轴影响乳腺癌细胞的增殖、迁
移、侵袭和凋亡［２０］。敲低ｌｎｃＲＮＡ ＭＦＩ２ＡＳ１可通过
ｍｉＲ１３０ａ３ｐ ／ ＴＣＦ４轴抑制脂多糖诱导的ＯＡ进展［２１］。
ＺＦＡＳ１靶向ｍｉＲ５４８ｅ增强ＣＸＣＲ４表达，进而促进卵
巢癌细胞的增殖和转移［２２］。本研究通过生物信息学
软件预测ＺＦＡＳ１潜在的靶基因，并使用双荧光素酶报
告基因实验验证了ｍｉＲ５９０是ＺＦＡＳ１的靶基因。有
研究报道，ｍｉＲ５９０可通过不同的分子网络调节癌症
的发展，包括胰腺癌、结直肠癌、卵巢癌［２３２５］。此外，
在ＯＡ中，ｍｉＲ５９０可通过调节ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ信号通路促
进骨细胞凋亡［２６］。本研究结果显示，ｍｉＲ５９０在ＯＡ
患者中的表达显著上调，为了进一步研究ｍｉＲ５９０在
ＺＦＡＳ１调节软骨细胞中的功能，将ｐｃＤＮＡＺＦＡＳ１与
ｍｉＲ５９０ ｍｉｍｉｃ 共转染到软骨细胞中，结果显示
ｐｃＤＮＡＺＦＡＳ１可促进细胞增殖，抑制细胞凋亡，而
ｍｉＲ５９０ ｍｉｍｉｃ转染后可显著逆转这一结果。以上数
据表明ＺＦＡＳ１可通过靶向ｍｉＲ５９０促进软骨细胞增

殖并抑制细胞凋亡。因此，本研究认为ＺＦＡＳ１可以作
为ｍｉＲ５９０的分子海绵在ＯＡ进展中发挥作用。

越来越多的证据表明ＴＧＦβ参与了ＯＡ的发展。
ＴＧＦβ在ＯＡ中上调，从而提高软骨细胞活性和蛋白
多糖合成以促进软骨损伤修复［２７］。ＴＧＦβＲ２作为一
种跨膜丝氨酸－苏氨酸激酶，是启动下游ＴＧＦβ信号
转导的主要因子，可能在ＯＡ进展中起关键作用。如
敲除ＴＧＦβＲ２后，在小鼠模型中出现明显的ＯＡ样表
型［２８］。ＣｉｒｃＳＥＲＰＩＮＥ２通过调节ｍｉＲ４９５ ／ ＴＧＦβＲ２轴
抑制ＯＡ中软骨细胞凋亡和细胞外基质降解［２９］。本研究
结果显示，ＴＧＦβＲ２是ｍｉＲ５９０的下游靶基因。ＺＦＡＳ１过
表达后ＴＧＦβＲ２ ｍＲＮＡ 和蛋白水平显著增加，而
ｍｉＲ５９０ ｍｉｍｉｃ转染后可以逆转这一结果。表明ｌｎｃＲＮＡ
ＺＦＡＳ１通过ｍｉＲ５９０ ／ ＴＧＦβＲ２轴促进ＯＡ进展。

综上所述，ｌｎｃＲＮＡ ＺＦＡＳ１在人ＯＡ软骨组织中下
调。此外，ＺＦＡＳ１ 通过海绵吸附ｍｉＲ５９０ 并诱导
ＴＧＦβＲ２的表达促进软骨细胞增殖并抑制凋亡，提示
ＺＦＡＳ１ ／ ｍｉＲ５９０ ／ ＴＧＦβＲ２轴可作为ＯＡ患者治疗的新
靶点。然而，本研究仅通过体外实验探讨了ｌｎｃＲＮＡ
ＺＦＡＳ１在ＯＡ中的作用机制，由于ＯＡ临床表型相对
复杂，病程较长，因此还需要通过体内实验进一步验证
ｌｎｃＲＮＡ ＺＦＡＳ１对ＯＡ进展的影响。
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ｃａｍ４． １３５３．

［２１］Ｌｕｏ Ｘ，Ｗａｎｇ Ｊ，Ｗｅｉ Ｘ，ｅｔ ａｌ． Ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｏｆ ｌｎｃＲＮＡ ＭＦＩ２ＡＳ１
ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｉｎｄｕｃｅｄ ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ｂｙ ｍｉＲ

１３０ａ３ｐ ／ ＴＣＦ４［Ｊ］． Ｌｉｆｅ Ｓｃｉ，２０２０，２４０：１１７０１９． ｄｏｉ：１０． １０１６ ／ ｊ． ｌｆｓ．
２０１９． １１７０１９．

［２２］Ｚｈａｎｇ Ｊ，Ｑｕａｎ ＬＮ，Ｍｅｎｇ Ｑ，ｅｔ ａｌ． ｍｉＲ５４８ｅ ｓｐｏｎｇｅｄ ｂｙ ＺＦＡＳ１ ｒｅｇｕ
ｌａｔｅｓ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ ａｎｄ ｃｉｓｐｌａｔｉｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｏｆ ＯＣ ｂｙ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ＣＸＣＲ４ ａｎｄ

ｌｅｔ７ａ ／ ＢＣＬＸＬ ／ Ｓ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ａｘｉｓ［Ｊ］． Ｍｏｌ Ｔｈｅｒ Ｎｕｃｌｅｉｃ Ａｃｉｄｓ，２０２０，
２０：６２１ － ６３８． ｄｏｉ：１０． １０１６ ／ ｊ． ｏｍｔｎ． ２０２０． ０３． ０１３．

［２３］Ｗａｎｇ ＹＤ，Ｍａｏ ＪＤ，Ｗａｎｇ ＪＦ，ｅｔ ａｌ． ＭｉＲ５９０ ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ
ａｎｄ ｉｎｄｕｃｅｓ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｂｙ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｈｉｇｈ ｍｏｂｉｌｉｔｙ

ｇｒｏｕｐ Ａ２［Ｊ］． Ｔｅｃｈｎｏｌ Ｃａｎｃｅｒ Ｒｅｓ Ｔｒｅａｔ，２０２０，１９：１５３３０３３８２０
９２８１４３． ｄｏｉ：１０． １１７７ ／ １５３３０３３８２０９２８１４３．

［２４］徐　 明，唐　 澍，刘　 琦，等． ｍｉＲ５９０３ｐ对结直肠癌细胞顺铂耐
药的影响及其机制［Ｊ］．山东医药，２０２０，６０（１１）：６ － １０． ｄｏｉ：１０．
３９６９ ／ ｊ． ｉｓｓｎ． １００２ － ２６６Ｘ． ２０２０． １１． ００２．

［２５］Ｓａｌｅｍ Ｍ，ＯＢｒｉｅｎ ＪＡ，Ｂｅｒｎａｕｄｏ Ｓ，ｅｔ ａｌ． ｍｉＲ５９０３ｐ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｏｖａｒｉａｎ
ｃａｎｃｅｒ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ ｖｉａ ａ ｎｏｖｅｌ ＦＯＸＡ２ｖｅｒｓｉｃａｎ ｐａｔｈｗａｙ

［Ｊ］． Ｃａｎｃｅｒ Ｒｅｓ，２０１８，７８（１５）：４１７５ － ４１９０． ｄｏｉ：１０． １１５８ ／ ０００８ －
５４７２． ＣＡＮ －１７ － ３０１４．

［２６］Ｙａｎｇ Ｊ，Ｚｈｕａｎｇ Ｙ，Ｌｉｕ Ｊ． Ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｃｒｏＲＮＡ５９０ ｉｎ ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ
ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｂｏｎｅ ｃｅｌｌｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ

ｆａｃｔｏｒβ１ ／ ｐｈｏｓｐｈｏｉｎｏｓｉｔｉｄｅ３ ｋｉｎａｓｅ ／ Ａｋｔ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ［Ｊ］． Ｉｎｔ Ｊ Ｍｏｌ
Ｍｅｄ，２０１９，４３（５）：２２１２ － ２２２０． ｄｏｉ：１０． ３８９２ ／ ｉｊｍｍ． ２０１９． ４１１６．

［２７］Ｔｈｉｅｌｅｎ ＮＧＭ，ｖａｎ ｄｅｒ Ｋｒａａｎ ＰＭ，ｖａｎ Ｃａａｍ ＡＰＭ． ＴＧＦβ ／ ＢＭＰ
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ｃａｒｔｉｌａｇｅ ｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓ［Ｊ］． Ｃｅｌｌｓ，２０１９，８（９）：
９６９． ｄｏｉ：１０． ３３９０ ／ ｃｅｌｌｓ８０９０９６９．

［２８］Ｗａｎｇ ＰＥ，Ｚｈａｎｇ Ｌ，Ｙｉｎｇ Ｊ，ｅｔ ａｌ． Ｂｕｓｈｅｎｈｕｏｘｕｅ ｆｏｒｍｕｌａ ａｔｔｅｎｕａｔｅｓ
ｃａｒｔｉｌａｇｅ ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｉｎ ａｎ ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｃ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ ｔｈｒｏｕｇｈ ＴＧＦβ ／

ＭＭＰ１３ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ［Ｊ］． Ｊ Ｔｒａｎｓｌ Ｍｅｄ，２０１８，１６（１）：７２． ｄｏｉ：１０． １１８６ ／
ｓ１２９６７ － ０１８ － １４３７ － ３．

［２９］Ｚｈａｎｇ Ｑ，Ｑｉａｏ Ｘ，Ｘｉａ Ｗ． ＣｉｒｃＳＥＲＰＩＮＥ２ ｗｅａｋｅｎｓ ＩＬ１βｃａｕｓｅｄ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｍａｔｒｉｘ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ ｂｙ ｒｅｇｕ

ｌａｔｉｎｇ ｍｉＲ４９５ ／ ＴＧＦβＲ２ ａｘｉｓ ［Ｊ］． Ｂｉｏｓｃｉ Ｒｅｐ，２０２０，４０ （１１）：
ＢＳＲ２０２０１６０１． ｄｏｉ：１０． １０４２ ／ ＢＳＲ２０２０１６０１．

（编辑：贺绍梅）
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