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·基础研究·

miR-145 体内转染对小鼠骨关节炎模型的影响△

苑 龙 1，郑海艺 2，李 森 1，卞继超 1，田 珂 2，王国栋 2*

（1. 济宁医学院临床医学院，山东济宁 272000；2. 济宁医学院附属医院骨关节科，山东济宁 272000）

摘要：［目的］探讨 miR-145 体内转染对骨性关节炎模型小鼠关节软骨的影响。［方法］ 8 周龄雄性 C57 小鼠 40 只，随机

分为 4 组，每组 10 只。分别为正常对照组（normal control, NC）、骨性关节炎模型组（osteoarthritis model, OAM）、正常动物转

染组（transferred normal animal, TNA）及 OA 模型转染组（transferred OAM, TOAM）。对 OAM 和 TOAM 组动物切断全部内侧半

月板-胫骨韧带建立 OA 模型。7、10 d 时，对 TOAM 组和 TNA 组关节腔内注射载有 miR-145 的腺病毒液 20 μl。再过 4 d 后过

度麻醉处死动物。行大体和组织学观察，并采用 qPCR 和 Western blot 检测相应标志物。［结果］形态方面，与 NC 组相比，

OAM 组关节软骨结构明显紊乱，纤维细胞增生，基质着色主要呈现蓝绿色。TNA 组的软骨结构完整，但陷窝中出现空泡，基

质着色呈蓝绿色。相比之下，TOAM 组软骨结构完整，关节软骨基质着色呈红色，与 NC 组接近。免疫组化检测显示，与 NC
组相比，OAM 组和 TNA 组的 FRS2、LC3 和 p62 染色的 OD 值均显著增加（P<0.05）；而 TOAM 组的 FRS2、LC3 和 p62 染色的

OD 值显著低于 OAM 组和 TNA 组（P>0.05）。定量检测方面，与 NC 组相比，OAM 组的 miRNA-145 的 mRNA 表达水平显著下

降（P<0.05），而体内转染后，TNA 组和 TOAM 组的 miRNA-145 的 mRNA 表达水平显著高于 NC 组（P<0.05）。OAM 组的

LC3II/I 比值降低且 p62 表达水平显著升高（P<0.05）。TOAM 组的 p62 的表达水平显著低于 OAM 组和 TNA 组（P<0.05）。［结

论］miR-145 体内转染可减轻关节失稳状的软骨退变，其机理可能与改变软骨自噬功能有关。
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Effect of transfection of miRNA-145 in vivo on the articular cartilage of osteoarthritis model in mice // YUAN Long1, ZHENG
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Abstract: [Objective] To investigate the effect of miR-145 transfection in vivo on articular cartilage of osteoarthritis (OA) model in
mice. [Methods] Forty male C57 mice aged 8 weeks were randomly divided into 4 groups with 10 mice in each group, including normal con⁃
trol group (NC) , osteoarthritis model group (OAM) , transfected normal animal (TNA) , and transfected OA model (TOAM) . The animals in
the OAM and TOAM groups received total resection of medial meniscus-tibial ligament to create OA model. At 7 d and 10 d, 20 μl of ade⁃
nosis vector carrying miR-145 was injected into the joint cavity of the mice in the TOAM group and TNA group. The animals were sacri⁃
ficed after another 4 days by excessive anesthesia, and then gross and histological observation were conducted, while qPCR and western
blot assays were used to detect corresponding markers. [Results] In terms of morphology, the structure of articular cartilage in OAM group
was obviously disordered, with fibrocyte proliferation and matrix stained in mainly blue-green compared with the NC group, while which
preserved intact in structure, but with vacuoles in the lacunae, and the matrix in blue-green in the TNA group, whereas intact cartilage
structure was noted in the TOAM group with red color of articular cartilage matrix similar to the NC group. In term of immunohistochemis⁃
try, the OD values of FRS2, LC3 and p62 staining were significantly increased in OAM group compared with those in the NC group and
TNA group (P<0.05) , whereas which in the TOAM group were significantly lower than those in OAM group and TNA group (P<0.05) . In
terms of the quantitative detections, mRNA expression level of miR-145 in OAM group was significantly decreased (P<0.05) , while which
significantly ramped up in the TNA group and TOAM group compared with NC group (P<0.05) . In OAM group the LC3II/I ratio significant⁃
ly decreased (P<0.05) and p62 expression level were significantly increased compared with those in NC group (P<0.05) , while which in the
TOAM group was significantly lower than that in OAM group and TNA group (P<0.05) . [Conclusion] In vivo transfection of miR-145 does
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alleviate cartilage impairment in this joint instable state for marking OA model, and its mechanism may be related to the change of autopha⁃
gy function of cartilage.

Key words: osteoarthritis, miRAN-145, fibroblast growth factor receptor substrate 2 (FRS2) , autophagy

骨关节炎（osteoarthritis, OA）是最常见的退行性

关节疾病之一，其临床特点主要是关节肿胀、滑膜炎

和炎性疼痛，最终导致身体残疾和生活质量下降［1］。

目前，OA 的治疗仅限于针对疼痛的对症治疗，例如

非类固醇抗炎药物、环氧合酶 2 抑制剂等药物的应

用，但这些治疗措施难以逆转关节软骨的丧失。 OA
的病因有很多，包括关节损伤、关节发育不良、肥

胖、年龄和遗传等因素，然而 OA 具体发病机制仍未

明确［2］。因此，深入研究 OA 的发病机制十分迫切，

以便找到治疗该疾病的新靶点和方法。

MiRNA 是一类天然存在的小型非编码 RNA，广

泛存在于真核生物基因组中。研究发现，miRNA 可

通过调节自噬活性参与多种疾病的发生发展。自噬是

细胞凋亡的重要途径，它通过溶酶体中的酶水解细胞

内的异性蛋白质、受损细胞器和外来病原体，还具有

给细胞提供能量等作用，因而自噬能在一定程度上保

护细胞［3］。当自噬作用在适当水平内时，可维持细胞

的应激能力，自噬作用过强则会导致细胞自发性死

亡［4］。适度增强软骨细胞的自噬作用，骨性关节炎严

重程度可随着自噬作用的增强而降低［5］。

本研究通过检测自噬相关蛋白 LC3II/I、p62，
FRS2 的表达，研究 miR-145 与 C57 小鼠膝关节软骨

细胞自噬活性之间的关系，进一步阐明 OA 发病机

理，从而通过自噬调节来开发针对 OA 的潜在治疗策

略。

1 材料与方法

1.1 实验动物与材料

C57 小鼠［许可证号：SCXK（湘） 2019-0004，
湖南斯莱克景达实验动物有限公司］。改良番红-O-
固绿软骨染色液 （G1371, Solarbio）；移液枪（eppen⁃
dorf）； SQSTM1/p62 （AF5384, Affinity）； FRS2
(AF6466, Affinity)；辣根酶标记山羊抗兔 IgG（H+L）
（ZB- 2301，中杉金桥）； LC3A/B （AF5402, Affini⁃
ty）； DAB 显色试剂盒（CW0125, CWBIO）；中性树

脂（CW0136, CWBIO）；苏木素染色（AR1180-1，博

生德生物）；miR-145 慢病毒载体（江西中洪博元生

物技术有限公司）；Super Script III 第一链合成系统

（美国 Thermo Fisher 公司）；PCR 系统 ABI9700（美

国 Thermo Fisher 公司）；Lipofectamine 2000 （美国

Thermo Fisher 公司）；miRNA 抑制剂 （美国 Thermo
Fisher 公司）。

1.2 动物分组与处理

8 周龄雄性 C57 小鼠 40 只，体重（24.19±1.73）
g；饲养为温度 18℃~26℃，湿度为 30%~70%。随机

将动物分为 4 组，每组 10 只。分别为正常对照组

（normal control, NC）、骨性关节炎模型组（osteoarthri⁃
tis model, OAM）、正常动物转染组 （transfected nor⁃
mal animal, TNA） 及 OA 模型转染组 （transfected
OAM, TOAM）。

OA 模型建立：对 OAM 和 TOAM 组动物首先行

建立 OA 模型的手术处理。5%水合氯醛腹腔注射，

400 mg/kg。行右膝部切口，将髌骨向一侧滑动，暴

露滑车沟位置，极度屈膝，暴露半月板，切断全部内

侧半月板-胫骨韧带，确认半月板呈可移动状态［10］，

逐层缝合切口，术后膝关节自由活动。NC 组和 TNA
组动物未行建模手术处理。

体内转染处理：于建模手术后 7、10 d 对 TOAM
组及 TNA 组进行体内转染处理，关节腔内注射包装

miR-145 过表达质粒的腺病毒液 20 μl［7］。末次注射

后 4 d，过度麻醉处死动物。NC 组和 OAM 组未行体

内转染处理，于相应时间点采用相同方法处死，取出

相应侧膝关节，行以下检测。

1.3 检测指标

1.3.1 大体形态与组织学观察

大体形态观察：造模后观察小鼠膝关节活动度、

胫骨平台和股骨末端关节软骨的光泽、颜色以及骨赘

形成情况。

组织学观察：取膝关节标本固定、脱钙、脱水，

石蜡包埋。制备 5 μm 的石蜡切片，脱蜡，水化后，

滴加 PBS 洗涤 3 次，每次 5 min。加入新鲜配制的

Weigert 染色溶液，染色 5 min，用水洗涤；酸性分化

液分化 15 s；蒸馏水清洗 10 min；滴加固绿染色液染

10 min。用弱酸溶液快速清洗切片 15 s，除去固绿残

留，再滴加番红 O 染色 5 min，用水洗涤；逐级乙醇

快速脱水，二甲苯透明切片，光学树脂胶封固。

1.3.2 免疫组化检测

免疫组化检测 FRS2，以及自噬标志物 LC3、p62
的表达。制备石蜡切片，逐级复水。抗原修复将切片
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图 1 小鼠股骨远端骨关节的番红 O 染色结果图（×400） 1a: NC 组的关节软骨、潮线、软骨下骨与松质骨结构正常，软骨

基质着色呈红色 1b: OAM 组的关节软骨结构紊乱，纤维细胞增生，软骨基质呈蓝绿色 1c: TNA 组的关节软骨结构完整，

但陷窝中出现空泡，基质着色呈蓝绿色 1d: TOAM 组软骨结构完整，关节软骨基质着色呈红色，与 NC 组接近

1a 1b 1d1c

置于修复盒内，加入胃蛋白酶，保持 37℃ 40 min，
在 PBS 中浸泡切片 3 次。将切片移入湿盒中，加入

新鲜的 3% H2O2溶液除去封闭溶液中的过氧化物酶。

在室温下培育 10 min，然后用 PBS 彻底清洗。在

PBS 中浸泡切片 3 次，每次 5 min，擦净多余的

PBS。在玻片上滴加 5%BSA，保持 37℃ 30 min。用

吸水纸吸取组织周围的封闭液，不清洗，每张玻片滴

加适量的稀释一抗：p62 （1∶100）、FRS2 （1∶100）
置于湿盒中，4℃过夜。取出 4℃孵育过夜湿盒，置于

室温 45 min，在 PBS 中浸泡切片 3 次，每次 5 min，
滴加辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔 IgG （H+L）
（1∶100），然后于 37℃培育 30 min，再用 PBS 彻底清

洗。DAB 显色 5~10 min，显微镜下把控染色，用

PBS 清洗 1 min ；苏木精染色 3 min，盐酸-乙醇分

化，返蓝；自来水清洗 1 min，干燥、透明、封片、

显微镜检查。

1.3.3 qPCR 检测

用液氮将 C57 小鼠膝关节股骨髁表面的软骨组

织研磨匀浆后, Trizol 法提取总 RNA。使用 Super⁃
Scrip III 第一链合成系统合成 cDNA。使用 PCR 系统

9700（ABI）进行 qPCR 反应。使用 2-ΔΔCt 方法分析

miRNA 的相对表达水平。qPCR 引物如下: miR-145-
F:5'-GTCCAGTTTTCCCAGGAATCC-3'。
1.3.4 Western blot 检测

取 C57 小鼠膝关节股骨髁表面的软骨, 剪碎后加

入裂解液，再用组织匀浆器做成组织匀浆，将制备的

组织匀浆 12 000 r/min 离心 15 min，收集上清。BCA

法测定蛋白浓度。将 50 μg 蛋白样品进行 SDS-PAGE
凝胶电泳，接下来转 PVDF 膜，分别进行一抗、二抗

和显影液的孵育，暗室曝光显影。

1.4 统计学方法

使用 SPSS 21.0 和 GraphPad Prism 5 软件分析实

验数据，计量数据以 x̄ ±s表示，资料呈正态分布时，

采用单因素方差分析，两两比较采用 LSD 法。资料

呈非正态分布时，采用秩和检验。P<0.05 为差异有

统计学意义。

2 结 果

2.1 大体形态与组织学观察

OA 模型制备完成后，OAM 组小鼠右膝关节活动

受限、僵直明显，TOAM 组小鼠右膝关节活动轻微受

限，但两者均比 NC 组关节活动度差。OAM 组 2 周

后可见右膝胫骨平台及股骨末端关节软骨表面略粗

糙，失去正常光泽，透明度下降，颜色较正常颜色偏

黄，局部软化，并伴有骨赘形成。TOAM 小鼠软骨则

显示轻度退行性改变。

股骨髁表面的软骨组织切片番红 O 染色结果见

图 1，与 NC 组相比（图 1a），OAM 组关节软骨结构

明显紊乱，纤维细胞增生，基质着色主要呈现蓝绿色

（图 1b）。TNA 组的软骨结构完整，但陷窝中出现空

泡，基质着色呈蓝绿色（图 1c）。相比之下，TOAM
组软骨结构完整，关节软骨基质着色呈红色，与 NC
组接近（图 1d）。

2.2 免疫组化

免疫组化检测 FRS2，以及自噬标志物 LC3、p62
的表达典型图像见图 2。与 NC 组相比，OAM 组的

FRS2、LC3 和 p62 着色显著增强；与 NC 组相比，

TNA 组的 FRS2、LC3 和 p62 着色也有所增强。相比

之下，TOAM 组 FRS2、LC3 和 p62 着色强度显著下

降，与 NC 组接近。

四组免疫组化染色的图像 OD 值定量分析结果表

1。与 NC 组相比，OAM 组和 TNA 组的 FRS2、LC3
和 p62 染色的 OD 值均显著增加 （P<0.0.5）；而
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图 3 Western blot 检测 LC3 （I/II）、p62 的电泳结果图

与 NC 组相比，OAM 组软骨的 LC3II/I 比值降低，p62 表

达水平升高。而 TNA 组和 TOAM 组 LC3II/I 比值升高，

p62 的表达水平有所降低

FRS2

LC3

p62

NC OAM TNA TOAM

图 2 四组股骨远端骨软骨标本免疫组化染色所见（×400） 2a~2d: 分别为 NC、OAM、TAN 和 TOAM 组的 FRS2 染色 2e~
2h: 分别为 NC、OAM、TAN 和 TOAM 组的 LC3 染色 2i~2l: 分别为 NC、OAM、TAN 和 TOAM 组的 p62 染色

2i 2j 2k 2l

2e 2f 2g 2h

2a 2b 2c 2d

TOAM 组的 FRS2、LC3 和 p62 染色的 OD 值显著低 于 OAM 组和 TNA 组（P>0.05）。

2.3 qPCR 与 Western blot 检测结果

qPCR 检测结果见表 1。与 NC 组相比，OAM 组

的 miRNA-145 的 mRNA 表达水平显著下降 （P<
0.05），而体内转染后，TNA 组和 TOAM 的 miRNA-
145 的 mRNA 表达水平显著高于 NC（P<0.05）。

Western blot 的检测结果见表 1，电泳图见图 3。
与 NC 组相比，OAM 组的 LC3II/I 比值降低，p62 表

达水平显著升高（P<0.05）。与 OAM 相相比，转染

后的 TNA 组和 TOAM 组 LC3II/I 比值升高，p62 表达

水平降低；其中 TOAM 组的 p62 的表达水平显著低

于 OAM 组和 TNA 组（P<0.05）。

3 讨 论

OA 是较为常见的关节退行性疾病，主要导致关

节部位疼痛、肿胀甚至功能受限。然而，现今 OA 的

治疗并不令人满意，多种治疗措施仅限于对疼痛的处

理。OA 的病理特征主要是关节软骨的磨损伴随着骨

赘形成，包括进行性软骨细胞凋亡和细胞外基质合成

不足［1，8］。尽管已有几种分子机制来解释软骨退化的

原因，但目前可用的信息仍然有限，依然没有有效的

方法来预防或治疗 OA。
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microRNA（miRNA）通过与靶 mRNA 的 3'非翻

译区相互作用并促进靶 mRNA 降解（基因沉默）来

抑制转录或翻译［9］。越来越多的证据表明，miRNA
的表达与 OA 发病机制之间存在相关性［8］。既往研究

报道 miR-145 通过靶向结合调控 MKK4、Smad3、
Sox9 在 OA 中的表达［9~13］。此外 miR-145 和炎性因子

与 K-L 分级密切相关，提示 miR-145 和炎性因子对

判断骨关节炎的严重程度有一定价值，可能成为今后

骨关节炎诊断的潜在生物学标志物［14］。发现降低的

NKILA 可以作为 CERNA 促进 miR-145 的功能，抑

制 Sp1 的表达，调节 NF-κB 信号通路，从而促进组

织炎症，抑制软骨细胞的增殖和促进细胞凋亡［9］。这

可能是骨关节炎的一个有前途的预后标志和潜在的靶

点。脂肪干细胞通过上调 miR-145 和 miR-221 促进

软骨形成并抑制炎症 ［11］。miR-145 通过直接抑制

MKK4 减轻肿瘤坏死因子-α 介导的骨关节炎软骨基

质降解软骨代谢紊乱在骨关节炎发病机制中起重要作

用［15, 16］。成纤维细胞生长因子受体底物 （fibroblast
growth factor receptor substrate 2, FRS2） 是重组蛋白

质，属于接头/支架蛋白质家族，与多种疾病的不良

结局相关 ［17~19］。本课题组的前期体外研究表明，

miR-145 通过抑制 FRS2 促进自噬，提高软骨细胞抵

抗氧化应激的能力，FRS2 的表达与自噬呈负相

关［20, 21］。本研究中，与 NC 组相比，OAM 组 FRS2 表

达显著升高（P<0.001），说明 OAM 组关节软骨自噬

活性降低；而体内转染 miR-145 后，FRS2 的表达则

显著降低（P<0.001），说明 miR-145 下调 FRS2 的表

达。

自噬是一个重要的稳态性过程，通过分解作用来

去除不必要或受损细胞的成分，并提高细胞在应激条

件下的存活率。研究显示，在 OA 的进展中可以观察

到自噬相关基因（autophagy related gene, ATGs）的异

常表达和自噬缺陷。自噬对关节软骨具有保护作用，

早期的 OA 中，关节软骨细胞的自噬作用明显增强，

随着骨关节炎疾病的进展，关节软骨细胞自噬作用水

平逐渐降低，在小鼠关节腔通过注射雷帕霉素提高小

鼠软骨细胞自噬作用水平后，小鼠的关节软骨退变程

度有所缓解［10，22］。此外，研究发现帕瑞昔布可通过

提升软骨细胞自噬能力缓解 OA 大鼠的关节退

变［23］。自噬发生时，自噬相关蛋白 LC3I 在酶的催化

下转化为 LC3II，因此 LC3II/I 比值的与自噬活性呈

正相关。蛋白 p62 是自噬过程的受体蛋白之一，通常

作为底物在自噬过程被降解，故 p62 的表达水平与自

噬活性呈负相关［24］。在本研究中，与 NC 组比较，

OAM 组小鼠自噬相关蛋白 LC3II/I 比值显著降低（P<
0.001），蛋白 p62 水平显著升高 （P<0.001），表明

OAM 组小鼠的关节软骨自噬受到抑制；而体内转染

miR-145 后，自噬相关蛋白 LC3II/I 比值显著升高

（P<0.001），蛋白 p62 水平显著降低（P<0.001），表

明 miR-145 对小鼠关节软骨的自噬有促进作用。

综上所述，miR-145 可通过抑制 FRS2 的表达从

而提高软骨细胞自噬活性，对 C57 小鼠骨关节炎的

发生发展起到保护作用。
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