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实时荧光定量 PCR 检测骨性关节炎病人膝关节液中

miR-140 的表达

张明1,2，刘立宏1，肖涛1，郭文娟3

(1. 中南大学湘雅二医院创伤骨科研究室，长沙 410011；2. 北京市大兴区人民医院骨科，北京 102600；

3. 中国人民解放军总医院老年心血管病监护室，北京 100853)

[ 摘要 ] 目的：检测不同 Kellgren 和 Lawrence X 线分级骨性关节炎病人膝关节液中微小 RNA-140 (microRNA-140，

miR-140) 的表达水平，为进一步研究 miR-140 在骨性关节炎发生、发展中的作用提供理论依据。方法：收集骨性关

节炎病人膝关节液 40 例 [ 关节炎组，又依据 Kellgren 和 Lawrence X 线诊断标准分为Ⅰ级亚组 (10 例 )、Ⅱ级亚组 (10 例 )、

Ⅲ级亚组 (10 例 )、Ⅳ级亚组 (10 例 )]，非骨性关节炎膝关节液 20 例 ( 对照组，包括半月板损伤、交叉韧带损伤、外伤 )。

应用实时荧光定量 PCR 检测骨性关节炎组及对照组膝关节液中 miR-140 的含量。以 U6snRNA 为内参，求出每个样本

的 Ct 值。结果：miR-140 在所有关节液标本中都能检测到。与对照组比较，miR-140 在关节炎组中的含量下降 (P<0.05)。

Ⅳ级亚组 miR-140 的表达水平与Ⅰ级亚组、Ⅱ级亚组、Ⅲ级亚组比较，差异有统计学意义 (P<0.05)；骨性关节炎的严

重程度与 miR-140 的表达水平呈负相关 (r=–0.917，P<0.05)。结论：人膝关节液中存在 miR-140，并且可以方便地应用

实时荧光定量 PCR 进行检测。miR-140 在关节炎组膝关节液中的表达水平下调，且与骨性关节炎的严重程度呈负相关，

这可能与骨性关节炎的发生、发展有关，并可为潜在的诊断提供预警的分子靶标。
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ABSTRACT Objective: To examine the expression of microRNA-140 (miR-140) in  osteoarthritis (OA) graded 
by X-ray diagnosis criteria of Kellgren and Lawrence and to provide a theoretical basis for further 
studing the role of miR-140 in OA development.

 Methods: Knee synovial fluid specimens were collected in 40 OA patients (the OA group), the OA 
group was divided into 4 subgroups according to X-ray diagnosis criteria of Kellgren and Lawrence: 
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骨性关节炎 (osteoarthritis，OA) 又称退行性关

节炎，是一种与年龄相关的慢性、渐进性、退行性关

节病变 [1–2]；是老年人关节疼痛和致残的主要原因，

给社会及家庭带来沉重负担。OA 好发于负重较大的

膝关节、髋关节、脊柱及手指等部位，以细胞外基

质合成不足、关节软骨退变、骨赘形成和累及滑膜

为特征。发病机制十分复杂，目前尚不清楚。微小

RNA(microRNA，miRNA) 是内源性的、长度约 19~25
个核苷酸单链的 RNA 分子。Miyaki 等 [3] 研究显示：

定向敲除 miR-140 基因，可使小鼠出现与年龄相关的

OA 样改变，特征是蛋白多糖的丢失和关节软骨的纤

维化。为进一步研究 miR-140 是否与人 OA 的相关及

可能机制，并通过生物信息初步分析其下游靶基因，

作者采用实时荧光定量 PCR 检测不同分级 OA 病人

膝关节液中 miR-140 的表达，以便了解 miR-140 作为

OA 的膝关节液诊断标志物的潜在价值。

1  对象与方法

1.1  对象

按 照 美 国 风 湿 病 学 会 (American Rheumatism 
Association，ARA) 制定的诊断标准 [4]，选取 OA 病人

40 例为关节炎组，并且又依据 Kellgren 和 LawrenceX
线诊断标准将其分为Ⅰ级亚组 (10 例 )、Ⅱ级亚组

(10 例 )、Ⅲ级亚组 (10 例 )、Ⅳ级亚组 (10 例 )，其

中男性 11 例，女性 29 例，最小年龄 41 岁，最大年

龄 80( 平均 57.5) 岁。非 OA 为对照组 (20 例 )，其中

半月板损伤 12 例，交叉韧带损伤 3 例，外伤 4 例，

胫骨平台骨折 1 例，年龄 13~46( 平均 32.9) 岁。

所有的实验对象均来自于中南大学湘雅二医院

创伤骨科研究室，行关节腔注射玻璃酸钠治疗，穿刺

同时抽取关节液，置于 15 mL 无菌、无酶的离心管中

备用。本研究方案得到了中南大学伦理学委员会认

可，全部标本收集于 2010 年 6 月至 2010 年 12 月。

1.2  材料

1.2.1��主要仪器设备及耗材

高速冷冻离心机购自美国热电公司；各种量程

移液器购自德国 Eppendorf 公司；吸头、EP 管、PCR
管购自美国 Axygen 公司；可见 - 紫外分光光度计购自

美国 Beckman Coulter 公司 ( 型号：DU800)；超净工作台

购自苏州净化设备厂；PCR 热循环仪购自美国 Applied 
Biosystems 公司 ( 型号：2700)；实时荧光定量 PCR 仪

购自美国 Applied Biosystems 公司 ( 型号：StepOneTM)，

0.1 mL 平盖 8 连管购自美国 Bioplastics 公司；15 mL 无

菌、无酶的离心管购自美国 Corning 公司。

1.2.2��主要试剂

TRIzol 为 美 国 Molecular Research Center 公 司

TRI Reagent®BD 试剂。无酶水、氯仿、异丙醇、无水乙

醇为湘雅二医院中心试验室提供。75% 乙醇采用无酶

水和无水乙醇按 1:3 的比例配制。TaqMan® MicroRNA 
Reverse Transcription Kit 购自美国 Applied Biosystems
公 司。TaqMan® MicroRNA Assays 试 剂 盒 购 自 美 国

Applied Biosystems 公 司。TaqMan 2×Universal PCR 

gradeⅠsubgroup (n=10), gradeⅡ subgroup (n=10), gradeⅢ subgroup (n=10), and grade Ⅳ 
subgroup(n=10).  Twenty patients served as a control group (the control group), including 
meniscus injury, cruciate ligament injury, trauma patients. The expression level of miR-140 in the 
knee synovial fluid was detected by real-time fluorescent quantitative polymerase chain reaction 
(stem-loop RT-qPCR, TaqMan). U6 snRNA was used as the reference control, and Ct value was 
calculated.

 Results: MiR-140 was detected in all knee synovial fluid specimens. The expression level of 
miR-140 in the OA group was much lower than that in the  control groupb (P<0.05). There was 
significant difference in the expression level of miR-140 between the grade Ⅳ subgroup and the 
gradeⅠ，gradeⅡ and gradeⅢ subgroups (all P<0.05). The expression levels of miR-140 was 
negatively related to the severity of OA (r=–0.917, P<0.05).

 Conclusion: MiR-140 in human knee synovial fluid can be detected conveniently by real-time 
PCR. The expression level of miR-140 decreases in the knee synovial fluid in OA patients, and is 
negatively related to the severity of OA. This may be related to the occurrence and development of 
OA, and can provide early potential diagnostic molecular target.

KEY WORDS osteoarthritis; knee synovial fluid; microRNA; real-time quantitative polymerase chain reaction
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Master Mix Ⅱ (no UNG) 购自美国 Applied Biosystems
公司。

1.3  方法

1.3.1��提取总 RNA

首先分离关节液，即用 15 mL 无菌、无酶的离

心管取符合实验对象膝关节液 3~4 mL，在室温 3000 
r/min 离心 5 min，小心吸取上清液，分装入 1.5 mL 
EP 管中，–70 ℃保存。其次用 TRIzol 一步法提取总

RNA，步骤为裂解、分层、RNA 沉淀、RNA 洗涤和

RNA 溶解。

1.3.2��反转录合成 cDNA

应 用 TaqMan® MicroRNA Reverse Transcription 
Kit 和 TaqMan® MicroRNA Assays 试 剂 盒 中 特 异 性

的茎 - 环状反转录引物，进行反转录反应。反应在

Applied Biosystems 2700 热循环仪上进行。配置反应

液的所有操作均在冰上进行。反应体系见表 1。反应

条件：16 ℃ 30 min，42 ℃  30 min，85 ℃ 5 min。选择

OD260/280 值在 1.6~2.1 之间的总 RNA 标本。每次反应    
总 RNA 量为 100 ng。

1.3.3� � 实 时 荧 光 定 量 PCR 检 测 miR-140 和

U6snRNA

应用上述 TaqMan® MicroRNA Assays 试剂盒中的

PCR 引物探针混合液进行 PCR 扩增及荧光检测。在

美国 Applied Biosystems 公司 StepOneTM 荧光定量 PCR
仪上进行反应。反应体系见表 2。反应条件：95 ℃ 10 
min，95 ℃ 15 s 及 60 ℃ 1 min，后 2 步共 50 个循环。

在相对定量分析中，荧光定量 PCR 的结果以 Ct 值显

示。Ct 值为每个反应管内的荧光信号达到设定的阈值

时所需要的循环数，Ct 值越大，表达量越低。首先计

算 3 个平行反应的平均 Ct 值，ΔCt 等于目的基因的 Ct

值减去内参基因 U6snRNA 的 Ct 值。用 2-ΔΔCT(ΔΔCt=
处理组平均ΔCt– 对照组平均ΔCt) 来计算表达差异的

倍数。用 2-ΔΔCt 表示目的基因相对表达量 [5]。

1.3.4��PCR 产物电泳

PCR 产物采用 3% 琼脂糖凝胶电泳检测，60 V，

40 min。

1.3.5��生物信息分析

miR-140 下游靶基因预测采用 Targetscan 进行分

析 (http://www.targetscan.org/)。

1.4  统计学处理

采用 SPSS13.0 统计软件进行统计学处理。两个

样本符合正态分布 (P>0.05) 和方差齐性 (F=0.569，

P>0.05)，采用独立样本的 t 检验对两组样本实时荧光

定量 PCR 检测结果进行比较。检验水准取 α=0.05。

采用 ANOVA 方差分析对实验组不同分级样本实时

荧光定量 PCR 检测结果进行组间比较。检验水准取

α=0.05。基因相对表达量与 OA 严重程度之间的关系

采用 Spearman 等级相关秩和检验。

2  结   果  

2.1  OA 组与对照组的组间比较

与对照组比较，miR-140 在关节炎组膝关节液

中的表达水平下调 ( 图 1，2)，两者比较差异有统计

学意义 (P<0.05)。PCR 产物电泳显示 miRNA-140 的

PCR 产物约 60~70 bp ( 图 3)。

2.2  OA 组内比较及其与 miR-140 表达水平之间的

相关性分析

Ⅳ级亚组 miR-140 的表达水平与Ⅰ级亚组、Ⅱ

级亚组、Ⅲ级亚组比较，差异有统计学意义 (P<0.05)；
OA 的 严 重 程 度 与 miR-140 的 表 达 水 平 呈 负 相 关

(r=–0.917，P<0.05)。

表 1   反转录反应体系成分及体积

Tabel 1   Composition and volume of reverse transcription 

reaction
              反应体系成分 反应体积 /μL

三磷酸脱氧核糖核苷酸 ( 带三  磷酸脱氧胸苷 ) 0.15

多标记反转录酶 (50 U/μL) 1.00

反转录缓冲液 1.50

RNA 酶抑制剂 (20 U/μL) 0.19

无酶水 4.16

反转录引物 3.00

总 RNA 5.00

合计          15.00

表 2   实时荧光定量 PCR 反应体系的成分及体积

Tabel 2   Composition and volume of real-time fluorescent 

quantitative polymerase chain reaction
        反应体系成分 反应体积 /μL

通用 PCR 预混液Ⅱ ( 无核苷酶 ) 10

无酶水   5

微小 RNA 试样   1

反转录产物   4

合计 20
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图 3   PCR 产物电泳图。内参 U6 的 PCR 产物约 100 bp，

miR-140 的 PCR 产物约 60~70 bp。

Figure 3   Electrophoresis gram of RT-PCR products. RT-PCR 

products of reference control U6 is about 100 bp and miR-140 is 

about 60–70 bp.

Marker              U6           U6         miR-140       miR-140

200 bp
100 bp

50 bp

图 1   OA 组和对照组膝关节液中 miR-140 的相对表达量的

比较。miR-140 在 OA 组膝关节液中的表达水平下调，与

对照组比较，*P<0.05。

Figure 1   Results comparison of  Real-time fluorescent 

quantitative polymerase chain reaction in the OA group and 

the control group. The expression of miR-140 was significantly 

down-regulated in the OA group,*P<0.05 vs the control group.
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图 2   OA 组和对照组膝关节液中 miR-140 的相对表达量比

较的散点图。

Figure 2   Scattergram of the relative expression of the miR-

140 by RT-PCR in the  OA group and the control group. 
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2.3  Targetscan 软件预测与 OA 相关的 miR-140 靶

基因结果

Targetscan 软件是 miRNA 研究领域杰出科学家

Bartel 研究组开发的在线分析软件，同时也是预测

miRNA 靶基因最常用和权威的在线软件。Targetscan 
通过互补及结合序列保守性等原则进行数据库比

对，对 miRNA 进行预测，其预测准确度高 [6–8]。对

hsa-miR-140-5P (hsa-miR-140-5P 与 hsa-miR-140 序列

相同 ) 的靶基因进行预测，结果有 251 种靶基因，

目前研究与 OA 相关的靶基因有骨形态发生蛋白

2(bone morphogenetic protein 2，BMP2)、转化生长因

子 βⅠ型受体 (transforming growth factor-beta receptor 
typeⅠ，TGFBRⅠ)。

3  讨   论

OA 是中老年人发病率很高的骨关节疾病。研

究表明其发病机制与机械应力 [6]、炎症介质 [7]、生

化异常如遗传易感性、其它代谢性疾病、职业、性

别、种族、饮食等 [8] 有关。但确切的发病机制尚未

明确。OA 的治疗主要是非手术治疗和手术治疗。在

发病早期以非手术治疗为主。如股四头肌功能锻炼

包括直腿抬高、平路慢走、游泳、骑矮座的自行车

等；消炎止痛包括非甾体类消炎药物、环氧化酶抑

制剂止痛药、白介素酶抑制剂止痛药等；保护关节

软骨包括避免剧烈运动、关节腔注射玻璃酸钠、口

服氨基葡萄糖类药物等；改善血液循环包括口服中

药、局部热敷、磁疗、烤电等。在晚期可以行关节

置换手术，主要缓解患者的疼痛和恢复行走功能。

非手术治疗效果不佳，不能阻止疾病的进展，容易

反复发作且会加重；手术治疗有很多并发症，术后

恢复期较长，给病人带来身体、精神以及经济上的

负担。OA 严重影响人们的生活质量，所以研究其发

病机制，寻找有效的治疗方法具有十分重要的临床

意义。

MiR-140 是 micRNAs 家族中的成员之一，在一

些软骨中有表达且调节软骨的发育。MiR-140 具有

软骨组织特异性表达且这些表达的改变可能导致发

病 [9–11]。Miyaki 等 [12] 在 2009 年采取 miRNA 芯片和

定量的 PCR，通过人关节软骨细胞和人类间充质干

细胞 (mesenchymal stem cells，MSC) 进行对比，结果

发现 miR-140 具有软骨细胞分化相关的表达。Araldi 
等 [13] 研究显示在 OA 软骨中 MiR-140 表达减少以及

IL-1β相应的反应可以导致 OA 特征的基因表达的异

常，MiR-140 在软骨发育和体内平衡过程中发挥关键

作用。Miyaki 等 [3] 通过敲除目标基因 miR-140 制造

老鼠模型，结果发现 miR-140 调节软骨发育，其缺

*
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失导致了与年龄相关的 OA 样改变 ( 蛋白多糖的丢失

和关节软骨的纤维化 )。关节液是由滑膜分泌的，而

关节软骨的营养很大部分靠关节液的渗透作用，关

节软骨细胞中有 miR-140 的表达，推断关节液中可

能有 miR-140 的表达，所以选择 miR-140 作为研究指

标，本研究结果证实在 OA 病人膝关节液中 miR-140
表达下调。

成熟的 miR-140 在软骨细胞中生成，miR-140 表

达量在 OA 病人中下调有很多的因素。可能的因素包

括 miR-140 生成减少和 miR-140 降解增加。导致 miR-
140 生成减少的因素可能有：OA 病人的软骨细胞发

生病变，导致 miR-140 生成减少；能够影响 Drosha
酶和 Dicer 酶活性的因素也可以导致成熟的 miR-140
的生成减少。导致 miR-140 降解增加的因素可能有：

OA 病人的软骨细胞发生凋亡，可能会导致 miR-140
的降解；OA 发病过程中促进 miR-140 降解的因素可

能会增加，抑制 miR-140 降解的因素可能会减少，

从而导致 miR-140 的降解增加。具体的影响因素及

其调节机制尚不清楚，需要进一步研究。

OA 的主要特征是细胞外基质合成不足、关节

软骨的退变。miR-140 在 OA 中的作用机制可能有：

miR-140 可能通过对靶基因 BMP2、TGFBR1 的调节

从而减少 OA 的发生率 [14–15]；一些炎症因子如白介

素 -1β(introduction interleukin-1β，IL-1β)、 基 质 金

属蛋白酶 (matrix metalloproteinase，MMP) 家族成员

( 如 MMP9 和 MMP13 等 ) 参与 OA 的发生、发展。

MMP 是软骨基质降解的最主要的酶，其可被组织金

属蛋白酶抑制剂 (tissue inhibitor of metalloproteinase 
inhibitor，TIMP) 所抑制，二者在体内达到动态平衡

共同调节软骨基质的合成和降解。可以在后续试验

中，对 OA 动物模型进行膝关节腔注射 miR-140，验

证是否能够延缓疾病进程。

本实验是通过实时荧光定量的 PCR 检测膝关节

液中 miR-140 的表达，结果显示 OA 病人的表达下

调。说明 miR-140 可能与 OA 的发生、发展有关，为

进一步研究 miR-140 与 OA 的关系奠定了初步基础。
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