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淫羊藿苷通过miR-29c/COL2A1轴改善骨关节炎
软骨细胞功能

贺自克，王上增
（河南省中医院关节病科，郑州 450000）

【摘 要】目的：探讨淫羊藿苷（icariin，ICA）对骨关节炎（osteoarthritis，OA）软骨细胞功能的影响及其机制。方法：用不同浓度

（0.1、0.5、1.0、5.0和 10.0 µmol/L）ICA处理软骨细胞后，采用噻唑蓝（methylthiazolydiphenyl-tetrazolium，MTT）法检测软骨细胞活

力，选择最适浓度的 ICA进行后续实验。利用白细胞介素-1β（interleukin-1β，IL-1β；10 ng/mL）刺激软骨细胞 24 h构建OA细

胞模型，用最适浓度 1 µmol/L ICA处理细胞。采用实时荧光定量聚合酶链反应（quantitative real-time polymerase chain reaction，
RT-qPCR）检测微小 RNA-29c（microRNA-29c，miR-29c）的表达水平，蛋白免疫印迹（Western blot，WB）检测Ⅱ型胶原 α1 链

（collagen type Ⅱ alpha 1 chain，COL2A1）蛋白的表达水平，酶联免疫吸附试验（enzyme-linked immunosorbent assay，ELISA）检测

细胞培养上清液中基质金属蛋白酶 3（matrix metalloproteinase 3，MMP-3）、肿瘤坏死因子 α（tumor necrosis factor α，TNF-α）水

平，流式细胞术检测细胞凋亡水平。生物信息学网站预测miR-29c的靶基因，采用双荧光素酶报告基因实验验证miR-29c与
COL2A1之间的靶向结合作用。通过挽救实验阐明 ICA对OA炎症反应及细胞凋亡的影响及作用机制。结果：与Control组相

比，IL-1β组软骨细胞上清液中MMP-3（P<0.001）和TNF-α（P<0.001）含量明显增加，COL2A1的表达水平明显降低（P<0.001），

细胞凋亡率明显增加（P<0.001）；与 IL-1β 组相比，ICA 处理组中软骨细胞上清液中 MMP-3（P=0.001、P<0.001）和 TNF-α（P<
0.001、P<0.001）含量明显减少，COL2A1的表达水平明显升高（P<0.001、P<0.001），细胞凋亡率明显降低（P<0.001、P<0.001）。

与 Control组相比，IL-1β组软骨细胞中 miR-29c表达水平明显上调（P<0.001），而 ICA处理则明显降低 miR-29c表达水平（P<
0.001）。与 miR-NC 组相比，miR-29c mimic 组中软骨细胞上清液中 MMP-3（P<0.001）和 TNF-α（P<0.001）含量明显增加，

COL2A1 的表达水平显著降低（P=0.001），细胞凋亡率显著增加（P<0.001），而 miR-29c inhibitor 组则得到相反的结果。Tar⁃
getScan7.1数据库显示miR-29c与COL2A1存在结合位点。双荧光素酶报告基因实验表明，miR-29c mimic明显抑制了野生型

COL2A1载体的荧光素酶活性（P<0.001），而突变型的荧光素酶活性不受影响（P=0.152）。敲低COL2A1可部分逆转下调miR-
29c对软骨细胞中 MMP-3（P<0.001）和 TNF-α（P<0.001）分泌量，COL2A1蛋白表达水平（P<0.001）以及细胞凋亡率（P<0.001）
的影响。ICA处理可减轻过表达miR-29c对软骨细胞中MMP-3（P<0.001）和TNF-α（P<0.001）分泌量、COL2A1蛋白表达水平

（P=0.009）以及细胞凋亡率（P<0.001）的影响。结论：ICA能减轻 IL-1β诱导的软骨细胞炎症因子的分泌和细胞凋亡的发生，其

作用机制可能与miR-29c/COL2A1轴有关。
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Icariin improves chondrocyte function in osteoarthritis via the 
miR-29c/COL2A1 axis

He　Zike，Wang　Shangzeng
（Department of Osteoarthritis，Henan Province Hospital of Traditional Chinese Medicine）

【Abstract】Objective： To investigate the effect of icariin（ICA） on chondrocyte function in osteoarthritis（OA） and its mechanism. 
Methods：After chondrocytes were treated with different concentrations of ICA（0.1，0.5，1.0，5.0，10.0 µmol/L），methylthiazolydiphenyl-
tetrazolium（MTT） assay was used to measure the viability of chondrocytes，and then the optimal concentration of ICA was selected for 
subsequent experiments. Chondrocytes were stimulated by interleukin-1β（IL-1β，10 ng/mL） for 24 hours to establish a cell model of 
OA， and then the cells were treated with ICA at the optimal concentration of 1 µmol/L. Quantitative real-time polymerase chain reac⁃

tion（RT-qPCR） was used to measure the expression level of mi⁃
croRNA-29c（miR-29c）；Western blot was used to measure the pro⁃
tein expression level of collagen type Ⅱ alpha 1 chain（COL2A1）； 
Enzyme-linked immunosorbent assay（ELISA） was used to measure 
the levels of matrix metalloproteinase-3（MMP-3） and tumor necro⁃
sis factor-α（TNF-α） in the supernatant of cell culture； flow cytom⁃
etry was used to measure cell apoptosis rate. Bioinformatics web⁃
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sites were used to predict the target genes of miR-29c， and dual-luciferase reporter assay was used to verify the targeted binding be⁃
tween miR-29c and COL2A1. Functional rescue experiments were used to clarify the effect of ICA on inflammatory response and cell 
apoptosis in OA and its mechanism of action. Results： Compared with the control group，the IL-1β group had significant increases in 
the content of MMP-3（P<0.001） and TNF-α（P<0.001） in chondrocyte supernatant， a significant reduction in the expression level of 
COL2A1（P<0.001），and a significant increase in cell apoptosis rate（P<0.001）. Compared with the IL-1β group， the ICA treatment 
group had significant reductions in the content of MMP-3（P=0.001；P<0.001） and TNF-α（P<0.001；P<0.001） in chondrocyte super⁃
natant， a significant increase in the expression level of COL2A1（P<0.001；P<0.001），and a significant reduction in cell apoptosis rate
（P<0.001；P<0.001）. Compared with the control group， the IL-1β group had a significant increase in the expression level of miR-29c 
in chondrocytes（P<0.001）， while ICA treatment significantly reduced the expression level of miR-29c（P<0.001）. Compared with the 
control group，the miR-29c mimic group had significant increases in the content of MMP-3（P<0.001） and TNF-α（P<0.001） in chon⁃
drocyte supernatant，a significant reduction in the expression level of COL2A1（P=0.001），and a significant increase in cell apoptosis 
rate（P<0.001）；however， opposite results were obtained for the miR-29c inhibitor group. TargetScan7.1 database showed the exis⁃
tence of binding sites between miR-29c and COL2A1. Dual-luciferase reporter assay showed that miR-29c mimic significantly inhib⁃
ited the luciferase activity of wild-type COL2A1 vector（P<0.001），but with no influence on the luciferase activity of mutant COL2A1 
vector（P=0.140）. Knockdown of COL2A1 could partially reverse the effect of downregulated miR-29c on the secretion of MMP-3（P<
0.001） and TNF-α（P<0.001）， the protein expression level of COL2A1（P<0.001）， and cell apoptosis rate（P<0.001） in chondro⁃
cytes. ICA treatment could alleviate the influence of miR-29c overexpression on the secretion of MMP-3（P<0.001） and TNF-α（P<
0.001）， the protein expression level of COL2A1（P<0.001）， and the apoptosis rate（P<0.001） of chondrocytes. Conclusion：ICA can 
alleviate the secretion of inflammatory cytokines and the apoptosis of chondrocytes induced by IL-1β， which may be associated with 
the miR-29c/COL2A1 axis..
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骨关节炎（osteoarthritis，OA）是一种常见的慢

性退行性疾病，以关节疼痛和肿胀，以及活动受限

为主要临床表现，给患者精神和身体带来沉重的负

担。在 OA 发病过程中，软骨细胞新陈代谢活动增

强和细胞外基质合成代谢与分解平衡紊乱可导致

软骨基质成分丢失，关节软骨的组成结构和功能发

生改变[1]。Ⅱ型胶原 α1 链（collagen type Ⅱ alpha 1 
chain，COL2A1）是关节软骨中胶原的重要成分，

COL2A1表达量的异常改变会造成关节软骨丧失正

常的生物特性。多种基质金属蛋白酶（matrix metal⁃
loproteinases，MMPs）降解关节软骨细胞外基质，导

致关节软骨进行性破坏，基质 COL2A1的裂解导致

OA形成。可见，软骨细胞异常损伤与OA病变密切

相关。淫羊藿苷（icariin，ICA）是中药淫羊藿的主要

药效成分，具有抗骨质疏松、抗炎、调节免疫、抗肿

瘤等作用[2-3]。Shao YD等[4]研究表明，ICA通过激活

抗氧化核因子E2相关因子 2（nuclear factor erythroid 
2-related factor 2，Nrf2）/血红素氧合酶-1（heme oxy⁃
genase-1，HO-1）通路促进 parkin 介导的线粒体自

噬过程，抑制软骨细胞的铁死亡，提高软骨细胞存

活率。ICA 可抑制白细胞介素-1β（interleukin-1β，

IL-1β）诱导的软骨细胞自噬和炎症反应，并诱导细

胞增殖，其机制可能与降低核因子-κB通路有关[5]。
ICA 促进软骨细胞增殖，提高软骨细胞表型基因的

表达水平，拮抗 IL-1β诱导的软骨细胞退变[6]。孟如

丹等[7]研究证实，ICA可抑制过氧化氢诱导的大鼠软

骨细胞凋亡和氧化损伤，此外，ICA通过介导磷脂酰

肌醇 3-激酶（phosphatidylinositol3-kinase，PI3K）/蛋
白激酶 B（protein kinase B，AKT）/雷帕霉素靶蛋白

（mammalian target of rapamycin，mTOR）信号通路激

活软骨细胞自噬来缓解 OA[8-9]，证实 ICA 对软骨细

胞损伤有保护作用。然而，关于 ICA 在 OA 中保护

软骨细胞免受损伤的具体作用机制尚不明确。本

研究通过采用 IL-1β刺激人软骨细胞 24 h构建体外

OA细胞模型，探讨 ICA对 OA软骨细胞凋亡及炎症

因子分泌的影响及其潜在的作用机制，为 ICA治疗

OA的临床应用提供理论基础。

1　材料与方法

1.1　实验材料

人软骨细胞 C28/I2 和人源胚胎肾细胞 HEK-293T 来自

本实验室细胞库。胎牛血清（fetal bovine serum，FBS）购自美

国Gibco公司，Dulbecco's modified eagle's medium（DMEM）购

自美国 Hyclone 公司，Lipofectamine®200 转染试剂购自美国

Invitrogen 公司，Trizol、反转录试剂盒和实时荧光定量聚合

酶链反应（quantitative real-time polymerase chain reaction，
RT-qPCR）试剂均购自大连宝生物有限公司，放射免疫沉淀

法（radioimmunoprecipitation assay，RIPA）裂解液和蛋白上样

缓冲液购自北京索莱宝科技有限公司，二喹啉甲酸（bicin⁃
choninic acid，BCA）蛋白定量试剂盒购自Thermo Scientific公
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司，淫羊藿苷和 MTT 购自美国 Sigma 公司，膜联蛋白 V（an⁃
nexin V，AV）-碘化丙啶（propyl iodide，PI）细胞凋亡检测试

剂盒购自美国 DB 公司，微小 RNA-29c（microRNA-29c，
miR-29c）模拟物（miR-29c mimic）、miR-29c 抑制物（miR-
29c inhibitor）、靶向 COL2A1 的小干扰 RNA（small interfering 
RNA，siRNA；si-COL2A1）及其各自阴性对照（miR-NC、

inhibitor-NC 和 si-NC）均由生工生物公司合成，COL2A1 抗

体（ab307674）以及 MMP-3（ab189572）、TNF-α（ab181421）
酶联免疫吸附试验（enzyme-linked immunosorbent assay，
ELISA）试剂盒购自英国Abcam公司，甘油醛-3-磷酸脱氢酶

（glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase，GAPDH）小鼠单

克隆抗体和辣根过氧化物酶（horseradish peroxidase，HRP）标

记的山羊抗小鼠免疫球蛋白G（immunoglobin G，IgG）抗体购

自北京康为生物试剂公司。5% CO2培养箱、酶标仪和 Nano 
300微量分光光度计购自美国Thermo公司，荧光定量PCR仪

购自美国 Bio-Rad 公司，低温高速离心机购于德国 Sigma公

司，流式细胞仪购于美国Beckman公司。

1.2　实验方法

1.2.1　细胞培养及分组　取人软骨细胞 C28/I2 接种于含

10% FBS 的 DMEM 培养基中，并置于 37 ℃、5% CO2、95% 湿

度培养箱中培养，当细胞达到 75%融合时，收集对数生长期

细胞，设置：①Control 组、IL-1β 组、IL-1β+ICA（0.1 µmol/L）
组和 IL-1β+ICA（1 µmol/L）组，其中 IL-1β 组加入 10 ng/mL 
IL-1β 处理细胞 24 h；IL-1β +ICA 组预先加入终浓度为

0.1 µmol/L 或 1.0 µmol/L的 ICA处理软骨细胞，1 h后再加入

IL-1β 继续培养。后续实验使用 IL-1β 刺激所构建的 OA
细胞模型进行，即 IL-1β 刺激软骨细胞培养 24 h。②采用

TurboFect 转染试剂将 miR-29c-mimic/inhibitor、si-COL2A1
及各自阴性对照 miR-NC、inhibitor-NC 或 si-NC 转染至 OA
软 骨 细 胞 中 ，命 名 为 miR-NC 组 、miR-29c-mimic 组 、

inhibitor-NC组、miR-29c-inhibitor组、miR-29c-inhibitor+si-
NC 组和 miR-29c-inhibitor+si-COL2A1 组。③miR-NC 组、

miR-29c-mimic 组、ICA+miR-NC 组、ICA+miR-29c-mimic
组，其中 ICA+miR-NC 组、ICA+miR-29c-mimic 组中 OA 软

骨细胞先用 miR-NC 或 miR-29c-mimic 转染 24 h 后，加入

1 µmol/L ICA处理后收集细胞进行后续检测。

1.2.2　噻唑蓝（methylthiazolydiphenyl-tetrazolium，MTT）法检

测细胞活力　将生长良好的人软骨细胞以 5×104/孔的密度

接种于 96 孔板内，培养 24 h 后，分别用 0、0.1、0.5、1.0、5.0、
10.0 µmol/L 浓度的 ICA 处理细胞，每个浓度设置 3 个复孔。

待培养 24 h、48 h 后，在细胞培养板中每孔加入 20 µL MTT
（5 mg/mL）溶液，在 37 ℃的细胞培养箱中继续孵育 4 h。随

后每孔加入 100 µL 甲瓒溶解液继续孵育 4 h，轻微震荡后，

用酶标仪检测在570 nm处的吸光度（absorbance，A）值。

1.2.3　ELISA 检测各组细胞上清液中 MMP-3 和 TNF-α 水

平　收集处理后的各组软骨细胞上清液，3 000 r/min 离心

10 min 后。根据 MMP-3（ab189572）和 TNF- α（ab181421）
ELISA 试剂盒说明检测 MMP-3和 TNF-α 的分泌情况，最后

用酶标仪读取450 nm波长处的A值。

1.2.4　流式细胞术检测细胞凋亡　收集处理后继续培养24 h
的软骨细胞，用胰酶消化，离心收集，PBS 洗 3 次，然后将细

胞悬浮于 300 µL 1×Binding buffer 缓冲液中，同时加入 5 µL 

Annexin V-FITC 室温避光孵育 10 min 后，加 10 µL PI 孵育

5 min，最后使用流式细胞仪检测细胞凋亡情况。细胞凋亡

率=（早期凋亡细胞数+晚期凋亡细胞数）/细胞总数×100%。

1.2.5　蛋白免疫印迹（Western blot，WB）法检测细胞中

COL2A1 蛋白表达水平　收集各组软骨细胞，加入 RIPA 蛋

白裂解液和蛋白酶抑制剂于冰上裂解细胞30 min后，使用总

蛋白提取试剂盒提取细胞总蛋白，采用 BCA 法蛋白定量测

定蛋白浓度。取 25 µg/孔蛋白通过 10%的十二烷基硫酸钠-
聚丙烯酰胺凝胶电泳（sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide 
gel electrophoresis，SDS-PAGE）分离目的蛋白，并将湿蛋白

转移到聚偏二氟乙烯（poly vinylidene fluoride，PVDF）膜上

（电压 100 V，电流 230 mA，时间 2 h），随后将膜与 5%脱脂牛

奶在室温下封闭 1 h后，与一抗[COL2A1（1∶1 000）和GAPDH
（1∶1 000）]4 ℃孵育过夜，Tris-HCl 缓冲盐溶液+吐温（Tris-
HCl buffered salt solution+Tween，TBST）洗涤 3 次后，与 HRP
标记的山羊抗鼠 IgG室温孵育 2 h。TBST漂洗后，采用增强

型化学发光试剂（enhanced chemiluminescence，ECL）化学发

光剂盒进行染色，并用 Image J软件分析蛋白条带灰度值，以

目的蛋白条带灰度值与 GAPDH 条带灰度值比值表示目的

蛋白表达水平。

1.2.6　实时荧光定量聚合酶链反应（quantitative real-time 
polymerase chain reaction，RT-qPCR）检测细胞中miR-29c和
COL2A1 mRNA 表达水平　采用 TRIzol 试剂提取各组软骨

细胞中总 RNA。为了检测 miR-29c 的表达水平，采用 Taq⁃
Man MicroRNA 反转录试剂盒合成 cDNA,并用 SYBR Green 
PCR Master Mix进行PCR扩增。为了检测COL2A1 mRNA的

表达水平，采用 TaKaRa 反转录试剂盒进行反转录，并采用

SYBR Green PCR Master Mix 扩增反转录后的产物。RT-
qPCR 的反应程序如下：95 ℃ 1 min；94 ℃ 15 s、54 ℃ 30 s、
72 ℃ 20 s，共 35 个循环。U6 和 GAPDH 分别作为 miRNA 和

mRNA的内参基因。所得结果经 2-ΔΔCt进行计算。所需引物

见表1。

1.2.7　双荧光素酶报告基因实验验证 miR-29c 和 COL2A1
间的靶向调控关系　利用在线生物信息学工具(http://www.
targetscan.org/）预测得到 miR-29c 与 COL2A1 3’-非翻译区

（untranslation region，UTR）的结合位点。将含有 miR-29c结
合位点的野生型（wild type，WT）和突变型（mutant，MUT）
COL2A1 3’-UTR 克隆 A 到 pGL3 载体中，构建 WT-COL2A1
和 MUT-COL2A1 荧光素酶报告质粒。随后，采用转染试剂

将上述质粒与 miR-29c-mimic 或 miR-NC 共转染至 HEK-
293T 细胞培养 48 h 后，检测荧光素酶活性，进一步验证

表 1　RT-qPCR 引物序列

引物

COL2A1-F
COL2A1-R
miR-29c-F
miR-29c-R
U6-F
U6-R
GAPDH-F
GAPDH-R

序列（5’~3’）
ATGACAATCTGGCTCCCAAC
GCCCTATGTCCACACCGAATT
ACACTCCAGCTGGGATTGGCTAA
TGGTGTCGTGGAGTCG
CTCGCTTCGGCAGCACA
AACGCTTCACGAATTTGCGT
ACCCACTCCTCCACCTTTGAC
TGTTGCTGTAGCCAAATTCGTT

—— 1273



重庆医科大学学报 2025 年第 50 卷第 9 期 （Journal of Chongqing Medical University 2025.Vol.50 No.9 ）

miR-29c靶向调节COL2A1。
1.3　统计学方法

所有实验数据来自 3组独立的重复实验，用均数±标准

差（x±s）来表示。GraphPad Prism 8.0软件进行作图，实验数

据经 SPSS 26.0软件进行统计分析。2组间比较使用 t检验；

多组间比较采用单因素方差分析，两两比较采用Tukey-HSD
法。检验水准α=0.05。

2　结 果

2.1　ICA在OA软骨细胞中发挥抗炎、抑制细胞凋亡的功能

采用 MTT 法检测不同浓度 ICA 作用不同时间对人软

骨细胞活力的影响。结果表明，在一定浓度范围内（0.1~
1.0 µmol/L）ICA对软骨细胞无毒性，并且能够促进软骨细胞

增殖，而浓度大于 1.0 µmol/L时会降低细胞存活率（图 1A）。

对细胞进行不同分组处理培养24 h后，分别检测细胞上清液

中 MMP-3、TNF-α 的分泌以及细胞内 COL2A1 的蛋白表达

水平，通过流式细胞术检测细胞凋亡率。结果如图 1B~G所

示，四组间 MMP-3（F=97.11，P<0.001）、TNF-α（F=659.6，P<
0.001）、COL2A1表达水平（F=336.4，P<0.001）以及细胞凋亡

率（F=164.0，P<0.001）的比较差异均具有统计学意义。进一

步两两比较结果显示：与 Control组相比，IL-1β 刺激可明显

增加软骨细胞上清液中 MMP-3（P<0.001）和 TNF- α（P<
0.001）的含量（图 1B、C），降低 COL2A1 的表达水平（P<
0.001）（图 1D、E），同时还提高软骨细胞凋亡率（P<0.001）
（图 1F、G）。与 IL-1β组相比，ICA处理可明显降低 IL-1β诱

导的软骨细胞上清液中 MMP-3（P=0.001；P<0.001）和TNF-
α（P<0.001；P<0.001）的含量（图 1B、C），升高 COL2A1 的

表达水平（P<0.001；P<0.001）（图 1D、E），降低软骨细胞

凋亡率（P<0.001；P<0.001）（图 1F、G）。

注：a，P<0.01；b，P<0.05
图 1　ICA 对 OA 软骨细胞炎症反应及细胞凋亡的影响
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2.2　miR-29c 在 OA 软骨细胞中发挥促炎、促进细胞凋亡的

功能

采用RT-qPCR法检测软骨细胞中miR-29c的表达水平

结果显示：三组间软骨细胞中miR-29c表达水平的比较差异

具有统计学意义（F=253.9，P<0.001）（图 2A）。进一步两两

比较结果显示：与 Control 组相比，IL-1β 刺激后 miR-29c 的

表达水平明显上调（P<0.001）；与 IL-1β组相比，ICA组miR-
29c表达水平显著降低（P<0.001）（图 2A）。随后向 IL-1β刺

激软骨细胞所构建的 OA 细胞模型转染 miR-29c-mimic/in⁃
hibitor，24 h后检测miR-29c的表达水平。结果显示：四组间

miR-29c表达水平的比较差异具有统计学意义（F=383.3，P<
0.001）（图 2B）。进一步两两比较结果显示：与miR-NC组相

比，转染 miR-29c-mimic 后，细胞中 miR-29c 的水平明显升

高（P<0.001）；与 inhibitor-NC组相比，转染miR-29c inhibitor 

后，细胞中 miR-29c的水平明显降低（P=0.003）（图 2B）。随

后检测各组细胞上清液中 MMP-3、TNF-α 的含量，细胞中

COL2A1的表达水平以及细胞凋亡的变化。结果显示：四组

间MMP-3（F=887.6，P<0.001）、TNF-α（F=185.1，P<0.001）的

含量、COL2A1表达水平（F=249.2，P<0.001）以及细胞凋亡率

（F=317.5，P<0.001）的比较差异具有统计学意义（图 2C~H）。

进一步两两比较结果显示：与 miR-NC 组相比，miR-29c 
mimic组细胞上清液中 MMP-3（P<0.001）、TNF-α（P<0.001）
的含量明显升高（图 2C、D），COL2A1 的蛋白表达水平明显

降低（P=0.001）（图 2E、F），细胞凋亡率明显增加（P<0.001）
（图 2G、H）；与 inhibitor-NC组相比，miR-29c inhibitor组细胞

上清液中MMP-3（P<0.001）、TNF-α（P<0.001）的含量明显降

低（图 2C、D），COL2A1 的蛋白表达水平明显升高（P<0.001）
（图2E、F），细胞凋亡率明显降低（P<0.001）（图2G、H）。

注：a，P<0.01
图 2　miR-29c对 OA 软骨细胞炎症反应及细胞凋亡的影响
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2.3　miR-29c靶向调节COL2A1
通过 TargetScan、StarBase 和 miRTarBase 数据库预测

miR-29c 可能的靶基因，发现 COL2A1 是共同靶基因之一，

已知COL2A1是关节软骨中胶原的重要成分，其表达量的异

常改变会导致关节软骨丧失正常的生物特性。且本研究上

述实验结果如图2E所示显示：与对照组相比，miR-29c mimic
组 COL2A1 蛋白表达水平明显降低（P=0.001），而 miR-29c 
inhibitor组COL2A1蛋白表达水平明显升高（P<0.001）。据此

推测COL2A1可能是miR-29c下游调控的靶基因。TargetScan
数据库生物信息学分析发现 miR-29c 与 COL2A1 的 3’UTR
存在互补结合位点（图 3A）。为了进一步验证 miR-29c 与

COL2A1的靶向调控关系，双荧光素酶报告基因实验验证表

示，与 miR-NC 组相比，miR-29c mimic 组中含有野生型

COL2A1 结合位点的荧光素酶活性明显降低（t=31.300，P<

0.001），而突变型 COL2A1的荧光素酶活性差异无统计学意

义（t=1.770，P=0.152），表明 miR-29c能够与 COL2A1靶向结

合（图 3B）。此外，四组细胞中COL2A1 mRNA水平的比较差

异具有统计学意义（F=185.0，P<0.001）（图 3C）。进一步两

两比较结果显示：与 miR-NC组相比，miR-29c mimic组软骨

细胞中 COL2A1 mRNA 水平明显降低（P=0.008）（图 3C）；与

inhibitor-NC组比较，miR-29c inhibitor组软骨细胞中COL2A1 
mRNA 水平明显增加（P<0.001）（图 3C）。以上结果证实，

COL2A1是miR-29c下游调控的靶基因。

2.4　干扰COL2A1可部分逆转敲低miR-29c对OA炎症发生

及细胞凋亡的作用

单独将 miR-29c-inhibitor 转染或与 COL2A1 的 siRNA
共同转染至 OA 细胞模型后，采用 WB 检测 COL2A1 的蛋白

表达水平，结果显示：四组细胞中 COL2A1 蛋白表达水平的

比较差异具有统计学意义（F=103.6，P<0.001）（图 4A、B）。

进一步两两比较结果显示：与 inhibitor-NC 组相比，miR-
29c-inhibitor 组中 COL2A1 的蛋白表达水平明显升高（P<
0.001）；与 miR-29c-inhibitor+si-NC 组 相 比 ，miR-29c-
inhibitor+COL2A1 siRNA组中COL2A1的蛋白表达水平明显

降低（P<0.001）（图 4A、B）。随后检测各组细胞上清液中 
MMP-3、TNF-α的表达水平及细胞凋亡率的变化情况，结果

显示：四组间 MMP-3（F=85.91，P<0.001）、TNF-α（F=167.7，
P<0.001）以及细胞凋亡率（F=557.6，P<0.001）的比较差异具

有统计学意义（图 4C~F）。进一步两两比较结果显示：与 
inhibitor-NC 组 相 比 ，miR-29c-inhibitor 组 中 MMP-3（P<
0.001）、TNF-α（P<0.001）含量和细胞凋亡率（P<0.001）明显

降低；与miR-29c-inhibitor+si-NC组相比，miR-29c-inhibitor+
COL2A1 siRNA 组中 MMP-3（P<0.001）、TNF-α（P<0.001）含

量和细胞凋亡率（P<0.001）明显升高（图 4C~F），表明干扰

COL2A1逆转敲低miR-29c对OA炎症发生及细胞凋亡的抑

制作用。

注：a，P<0.01
图 3　miR-29c靶向调节 COL2A1 的表达
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2.5　ICA 通过下调 miR-29c 促进 COL2A1 的表达以减轻 OA
软骨细胞损伤

对 OA 软骨细胞模型进行分组处理后，采用 WB 检测

COL2A1的蛋白表达水平，ELISA检测细胞上清液中MMP-3
和TNF-α的含量，流式细胞术检测细胞凋亡率。结果显示：

四组间 miR-29c（F=814.1，P<0.001）和 COL2A1 的表达水平

（F=374.7，P<0.001）、MMP-3（F=474.5，P<0.001）、TNF-α（F=
355.5，P<0.001）以及细胞凋亡率（F=554.8，P<0.001）的比较

差异均具有统计学意义（图2A~G）。进一步两两比较结果显

示：与miR-NC组相比，ICA+miR-NC组软骨细胞中miR-29c

的水平明显降低（P<0.001）（图 5A），COL2A1 的蛋白表达水

平明显升高（P<0.001）（图 5B、C），软骨细胞上清液中 MMP-
3（P<0.001）和TNF-α（P<0.001）的含量以及细胞凋亡率明显

降低（P<0.001）（图 5D~G）；与 ICA+miR-NC 组相比，ICA+
miR-92c mimic组软骨细胞中 miR-29c的水平明显升高（P<

0.001）（图 5A），COL2A1 的蛋白表达水平明显降低（P<

0.001）（图 5B、C），软骨细胞上清液中 MMP-3（P<0.001）和

TNF-α（P<0.001）的含量以及细胞凋亡率（P<0.001）明显升高

（图5D~G）。这表明，ICA通过下调miR-29c促进COL2A1的

表达进而减轻OA软骨细胞损伤。

注：a，P<0.01
图 4　COL2A1 逆转 miR-29c对 OA 软骨细胞炎症反应及细胞凋亡的影响
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3　讨 论

OA 常见症状为关节疼痛、僵硬、肿胀、活动受

限和畸形等，其发生、进展与炎症和细胞凋亡紧密

相关。近年来，中医药在疾病治疗方面的作用受到

越来越多的重视，中药有效成分通过抑制炎症相关

因子的分泌、改善软骨基质合成及分解代谢失衡、

抑制氧自由基损伤及软骨细胞凋亡、促进软骨细胞

增殖、上调雌激素水平，在治疗OA疾病方面发挥重

要作用[10]。本研究结果表明，ICA通过下调miR-29c
明显降低 IL-1β 诱导的 C28/I2 细胞中 TNF- α 和

MMP3的分泌，促进COL2A1的表达，抑制软骨细胞

凋亡。这表明 ICA可以有效改善 IL-1β诱导的软骨

细胞炎性损伤。

淫羊藿苷是一种黄酮化合物，现代药理学研究

证实其对骨骼、心血管及神经等系统具有良好保护

作用[3]。已有研究证实，ICA 在 OA 中发挥抗炎、抗

凋亡作用。例如，在 IL-1β 刺激人 SW1353 软骨肉

瘤细胞模拟的骨关节炎微环境中，ICA 通过 MAPK
通路抑制 MMP-1、MMP-3 和 MMP-13 的表达发挥

软骨保护作用[11]。ICA 通过调节 TDP-43 信号通路

抑制大鼠 OA 模型软骨细胞发生凋亡[12]。ICA 通过

抑制核转录因子（nuclear transcription factor kappa-

注：a，P<0.01
图 5　ICA 下调 miR-29c进而上调 COL2A1 的表达对 OA 软骨细胞炎症反应及细胞凋亡的影响
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B，NF-κB）信号通路激活自噬，抑制炎症细胞因子

的分泌和细胞凋亡，可用于 OA 的治疗[13]。余绍涌

等[14]研究发现，ICA 主要从抑制软骨细胞凋亡和外

基质降解、减轻炎症因子释放等方面发挥治疗骨性

关节炎的作用。本研究发现在浓度为0.1~1.0 µmol/L
范围内，ICA对软骨细胞无毒性，并且能够促进软骨

细胞增殖，故选择 0.1 µmol/L 和 1.0 µmol/L 浓度进

行实验。一致地，本研究实验结果显示，ICA处理可

明显降低 IL-1β 诱导的软骨细胞上清液中 MMP-3
和 TNF-α 的含量，升高 COL2A1 的表达水平，降低

软骨细胞凋亡率。提示 ICA可抑制 IL-1β诱导的软

骨细胞炎症反应和凋亡水平，减轻 OA 软骨细胞的

损伤，再次证明了 ICA在OA中发挥保护作用。

微小核糖核酸（microRNAs，miRNAs）是一类小

的非编码 RNA，通过与靶 mRNA 3’-UTR 的特异序

列结合调节转录后基因的表达。越来越多的证据

表明，由 miR-29a、miR-29b-1、miR-29b-2 和 miR-
29c 组成的 miR-29 家族是许多生物过程的关键调

节因子，并且异常表达与 OA 的发病机制有关[15]。
既往研究已经证实，与健康软骨样本相比，OA软骨

中miR-29a下调，miR-29b上调，其参与可能与促炎细

胞因子的作用有关，如 IL-1β和TNF-α[16-17]。谢晓婷

和郑拥军[18]证实抑制 miR-29b 可通过激活软骨中

LC3 和 beclin-1 增加自噬，缓解大鼠膝骨关节炎引

起的软骨退变和股四头肌萎缩。此外，OA 患者血

浆中miR-29c的表达水平较高[19]，滑膜液中miR-29c
的水平与膝关节 OA的严重程度呈正相关[20]。一致

地，本研究实验结果表明，IL-1β 刺激后，软骨细胞

中 miR-29c 的表达水平明显上调，过表达 miR-29c
可明显升高细胞中细胞因子TNF-α和MMP3水平，

促进软骨细胞凋亡；而抑制 miR-29c表达则出现相

反的结果。这进一步表明 miR-29c 可能通过调节

软骨细胞凋亡和炎症反应促进 OA 的发生。近年

来，miRNAs 可作为中药活性成分治疗 OA 的靶点。

有研究表明，黄芩素通过调节 miR-29a-3p 提高软

骨细胞活性，抑制细胞凋亡，降低炎症反应，从而改

善OA引起的软骨细胞退化[21]。中草药紫荆花水提物

通过上调miRNA-145-5p的表达，抑制TLR4/NF-κB
信号通路，缓解细胞外基质代谢失衡，保护软骨细

胞免于变性[22]。雷公藤苷通过上调miR-216a-5p保

护软骨细胞免受 IL-β诱导的炎症和凋亡[23]。此外，

既往研究表明 ICA 通过激活靶向组织蛋白酶 K 的

miR-206对地塞米松诱导的大鼠软骨损伤模型发挥

保护作用[24]。ICA 通过调控 miR-223-3p/NLRP3 信

号轴，抑制类风湿关节炎成纤维样滑膜细胞增殖和

炎症因子分泌，促进细胞凋亡，缓解类风湿关节

炎[25]。类似的，本实验的结果显示 ICA 干预可明显

降低 IL-β诱导的软骨细胞中miR-29c的表达水平，

并减少TNF-α和MMP3的分泌同时抑制细胞凋亡。

此外，实验结果还表明过表达 miR-29c 可逆转 ICA
对 OA 软骨细胞的炎症反应和细胞凋亡的抑制作

用。这表明 ICA 可通过下调 miR-29c减轻 OA 软骨

细胞损伤，为 ICA治疗OA提供了新的作用靶点。

正常关节软骨由大量细胞外基质（extracellular 
matrix，ECM）组成，主要包括胶原蛋白、蛋白聚糖

等。在 OA 中，软骨细胞和滑膜释放的促炎细胞因

子水平升高导致MMPs水平升高和ECM蛋白（如聚

集蛋白和Ⅱ型胶原）的降解[26]。COL2A1 是关节软

骨中胶原的重要成分，软骨的破坏以 COL2A1的减

少最为明显[6]。加入 ICA 干预可明显降低 LPS 诱导

对软骨细胞中Ⅱ型胶原表达的抑制作用以及对胞

外基质降解的促进作用[27]。本研究实验结果表明，

IL-1β诱导的OA细胞中MMP-3和TNF-α的分泌量

明显增加，而 COL2A1的表达量明显减少。为了进

一步探究COL2A1在OA细胞中的作用机制，本研究

通过TargetScan、StarBase和miRTarBase数据库预测

发现 COL2A1 是 miR-29c 可能靶基因，并对其靶向

调 节 关 系 进 行 验 证 发 现 miR-29c 靶 向 负 调 控

COL2A1。实验结果表明，干扰 miR-29c 表达可明

显降低 MMP-3、TNF-α含量和细胞凋亡率，而干扰

COL2A1 则可部分逆转干扰 miR-29c 表达对 OA 的

抑制作用，进一步验证了 miR-29c 通过靶向调控

COL2A1表达促进OA发展，初步阐明了miR-29c在
OA发展的的潜在作用机制。

综上所述，本研究发现 ICA 能抑制 IL-1β 诱导

的人软骨细胞中 miR-29c表达，减轻炎症因子的分

泌，抑制 OA 软骨细胞凋亡，从而减轻 OA 软骨细胞

损伤，为治疗OA提供了新思路。
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