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miＲNA-140、MMP-3 在 OA关节滑液中的表达及相关性研究
邹 磊，周圆家，饶 峰，王 琰，丁 浩，陈福宇，史晨辉，王维山

摘要 目的 比较 miＲNA-140 和 MMP-3 在骨性关节炎
( OA) 组与非 OA组关节滑液中的表达，探究 miＲNA-140 和
MMP-3 与 OA的相关性。方法 采用实时定量 PCＲ 技术检
测 miＲNA-140、MMP-3 在 OA组( n = 65) 与非 OA组( n = 65)
关节滑液中的表达水平，并运用 Spearman 相关分析分析
miＲNA-140 与 MMP-3 的相关性。结果 组间比较显示 OA
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组 miＲNA-140 的表达显著低于非 OA 组( P ＜ 0. 05 ) ，MMP-3
的表达明显高于非 OA组( P ＜ 0. 05 ) 。OA 组内各因子之间
相关分析显示，miＲNA-140 和 MMP-3 呈显著负相关性( r =
－ 0. 693、－ 0. 720，P ＜ 0. 05) 。结论 相对于非 OA病变，OA
组关节滑液中 miＲNA-140 低表达，MMP-3 高表达，两者之间
呈负相关性。
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骨性关节炎( osteoarthritis，OA) 与基因、遗传、免
疫等多种因素有关［1 － 2］。目前对 OA 的发病机理尚
不清楚。研究［3］显示大部分 mＲNA 都受到 miＲNA
的调控，miＲNA可通过调控基质金属蛋白酶( matrix
metalloproteinases，MMPs) 实现对OA的调节。由于
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Experimental study of zhizhu dangshen granules on
intestinal propulsive function and antemtic effect

Zhang Yan，Wang Yuling，Wu Wenning，et al
( Dept of Pharmacology，Anhui Medical University，Hefei 230032)

Abstract Objective To study the effects of zhizhu dangshen granules on intestinal propulsive function and an-
temtic effect in animals． Methods The models of intestinal dysfunction induced by atropine，dopamine and epi-
nephrine in mice were used to study gastrointestinal propulsive function． The models of vomit induced by copper
sulfate and cisplatin in pigeon were used to study antemtic effect． Ｒesults A single administration of Zhizhu dang-
shen granules ( 20 g /kg) could alleviate inhibition of intestinal propulsive function induced by atropine in mice．
Three preventive administration of Zhizhu dangshen granules ( 10 g /kg and 20 g /kg) could improve the inhibition
of intestinal propulsive function induced by dopamine and epinephrine in mice． A single administration of Zhizhu
dangshen granules ( 16 g /kg) could reduce the vomitive times induced by copper sulfate in pigeon． Three preven-
tive administration of Zhizhu dangshen granules ( 4 g /kg，8 g /kg and 16 g /kg) had no effect on vomit induced by
cisplatin in pigeon． Conclusion Zhizhu dangshen granules significantly increases intestinal propulsive function． It
also has certain antiemetic effect on peripheral vomit．
Key words Zhizhu dangshen granules; intestinal propulsive effect; analgesic effect
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MMP-3 有降解蛋白多糖、纤维蛋白链接素和胶原等
基质的作用，被认为是基质降解的关键因素［4］，是

导致软骨退变的基本因子［5］。在 miＲNA-140 的调
控下，动物模型 OA 的发展过程中表现出蛋白多糖
的丢失和关节软骨的退变［6］。此外，miＲNA-155 在
类风湿性关节炎滑液纤维母细胞中的过度表达导致

了 MMP-13 受到抑制而不是 MMP-3，却没有证实
MMP-3 与 miＲNA-155 结合［7］。对于 miＲNA-140 与
MMP-3 在关节滑液中的表达及相关性，尚无明确报
道。该研究将通过检测 OA 组与非 OA 组关节滑液
中 miＲNA-140 和 MMP-3 的表达情况，探究两者之
间的关系。

1 材料与方法

1． 1 病例材料 实验共收集滑液标本 130 例，均选
自 2013 年 11 月 ～ 2014 年 8 月石河子大学第一附
属医院骨科住院患者; 其中 OA 组 65 例，男 25 例，
女 40 例; 平均年龄 50 ～ 72( 61. 2 ± 5. 4) 岁，OA患者
均根据文献［8］中的诊断标准进行纳入，排除患有肝

肾功能异常、恶性肿瘤、感染性疾病者; 抗‘O’类风
湿因子阳性，血沉 C 反应蛋白异常者以及妊娠和哺
乳期妇女; 非 OA 组 65 例，男 30 例，女 35 例; 平均
年龄 22 ～ 54 ( 34. 1 ± 8. 1) 岁。非 OA 组滑液均来自
因外伤行截肢的膝关节和单纯膝关节半月板损伤、
前后交叉韧带损伤、游离体、滑膜皱襞综合征行关节
镜治疗的患者。实验获取滑液标本得到石河子大学
医学伦理委员会的支持，所有患者自愿签订知情同

意书。
1． 2 主要仪器和试剂
1． 2． 1 主要仪器 NanoDrop 2000c 超微量紫外分
光光度计( 美国 Thermo Scientific 公司) ; ABI PＲISM
7300 荧光定量 PCＲ ( 美国 Applied Biosystems 公
司) 。
1． 2． 2 主要试剂 miＲNA mirVanaTM提取试剂盒
miＲNA Isolation Kit、TaqMan 2 × Universal PCＲ
Master Mix Ⅱ、反转录试剂盒 TaqMan MicroＲNA
Ｒeverse Transcrption Kit、引物 miＲNAa 及 MMP3 ( 美
国 ABI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 3 000 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 逆转录合成 cDNA 按照 TaqMan MicroＲ-
NA Ｒeverse Transcrption Kit 中的操作要求配置 15
μl反应体系，将稀释后的 5 μl ＲNA 样本和 3 μl 的
目的基因引物及内参 U6 加入预先按照说明书中提
供的试剂配成每份 7 μl 的混合液中，简单 500 r /min
离心 30 s 后放进 PCＲ 仪反应，反应条件为变形:
96 ℃ 30 min，退火: 42 ℃ 30 min，延伸: 85 ℃ 5 min。
1． 3． 3 实时荧光定量 PCＲ 检测 按照反应体系配
置说明配备总反应液 20 μl，其中 TaqMan 2 × Uni-
versal PCＲ Master Mix，No AmpErase UNG 10 μl; Nu-
clecse-free water 7. 76 μl; product from ＲT reaction
1. 33 μl; Custom TaqMan Small ＲNA AssAy ( 20 × ) 1
μl ; 每个样本设3个复孔，反应条件为:变形: 95 ℃ 10
min，退火: 95 ℃ 15 s，延伸: 60 ℃ 1 min，共 40 个循
环。应用 ABI Prism 7700 system 提供的分析软件
Ｒtor-Gene real-time PCＲ analysis software 进行分析，
ΔCt = CtmiＲNA － CtU6 ，以 2 － ΔΔCt表示每个 miＲNA的
相对表达量，经过对数换算后作为统计分析数据。
1． 4 统计学处理 采用 SPSS 19． 0 统计软件进行
分析，实验数据以 珋x ± s 表示; 组间比较采用独立样
本 t检验，各指标间相关性采用 Spearman分析。

2 结果

2． 1 miＲNA-140、MMP-3 在 OA 关节滑液组织中
的表达情况 本实验采用实时定量 PCＲ技术，检测
65 例 OA患者与 65 例非 OA 患者关节滑液中 miＲ-
NA-140 和 MMP-3 的表达情况，结果显示滑液中的
目的基因均能检测到，且扩增曲线良好，扩增率较

高。见图 1。其中两组 miＲNA-140 的表达量分别为
( 0. 87 ± 0. 49) 、( 1. 98 ± 0. 78 ) μg /L，差异有统计学
意义( t = － 4. 831，P ＜ 0. 001 ) ; MMP-3 的表达量分
别为( 3. 32 ± 1. 64 ) 、( 0. 47 ± 0. 32) μg /L，差异有统
计学意义( t = 8. 259，P ＜ 0. 001) 。
2． 2 OA组与非 OA 组关节滑液中 miＲNA-140 与
MMP-3 的相关性 根据 Spearman相关分析结果显
示，OA组关节滑液中 miＲNA-140 与 MMP-3 的表达
水平呈负相关性( r = － 0. 693 ) ，非 OA 组 miＲNA-
140 与 MMP-3 的表达水平也呈负相关性( r = －
0. 720) 。可见两种因子在关节滑液中的表达呈现
显著负相关性。见图 2。

3 讨论

研究［9］证实OA软骨下骨代谢异常及软骨组织
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图 1 扩增曲线
A: miＲNA-140; B: MMP-3

图 2 MMP-3 与 miＲNA-140 的相关性分析

A: OA组; B: 非 OA组

细胞外基质的降解是在多种基因调控下，由多种因

子共同参与而导致的。通过检测 OA 组和非 OA 组
患者关节滑液中 miＲNA-140 和 MMP-3 的含量并进
行对比显示，miＲNA-140 在 OA 患者滑液中的含量
明显低于非 OA 组，而 MMP-3 的含量在 OA 患者滑
液中则明显高于非 OA 组，说明两种因子与 OA 的
发生明显相关。通过 SPSS 软件双变量相关分析发
现，两种因子在 OA组中的表达呈明显的负相关性。
提示在 OA的发生发展过程中，两种因子之间也存
在一定的负性调节作用。
有关研究［6］显示 miＲNA-140 是维持关节内环

境稳定的一个重要因子，在 OA 患者软骨退变过程
中起到重要作用。研究［10］显示在试管试验中发现
与 OA病理机制相关的白介素 1β ( interleukin-1β，
IL-1β) 在治疗软骨细胞时，IL-1β可抑制 miＲNA-140
的表达。相反带有 miＲNA-140 的软骨细胞经过转
染却降低了 IL-1β诱导的解聚蛋白样金属蛋白酶 5
( ADAMTS5) 的表达。Miyaki et al［10］在 2010 年的研
究报道 miＲNA-140 虽然并不参与关节软骨的形成，
但是过度表达的 miＲNA-140 会导致 OA 的发生; 并
且认为 ADAMTS5 mＲNA是 miＲNA-140 调控的一个
靶基因。ADAMTS5 mＲNA可降低聚集蛋白聚糖，是
OA病理过程中的关键酶［11］。研究［10］说明 miＲNA-
140 可通过某种途径导致关节软骨的退变，进而导
致 OA的发生。
近期研究［12］证实在 OA 患者的软骨细胞中

miＲNAs 与 MMP-3 存在一定的相关性，并认为 miＲ-
NAs可负向调节 MMP-3 的表达。研究［13］显示炎性
反应因子，如白介素-1 和肿瘤坏死因子 α，能够促进
MMPs的基因表达。且显著增高的 MMP-3 不能被
数量不足的肿瘤坏死因子 β1 抵消，并进一步加速
软骨的退化［14］。本试验通过分析对比 OA 组与非
OA组的 miＲNA-140、MMP-3 在关节滑液中的含量
发现，两者存在明显的负相关性，并且随着 MMP-3
含量的增高，进一步加重了 OA 组关节软骨的退变
过程。本实验 miＲNA-140 与 MMP-3 的相关性说明
miＲNA与 MMP3 之间存在着某种调控机制，但具体
调控机理尚不十分清楚，有待进一步的研究。
综上所述，在 OA 患者的关节滑液中，miＲNA-

140 呈现出低表达，而 MMP-3 却呈现出高表达，说
明两种因子的含量对 OA 的发生有一定的调节作
用; 本实验的相关分析结果显示 miＲNA-140 与
MMP-3 存在一定的负性相关关系，说明这两种因子
之间存在着一定的负性调节作用，由于这种负性调

节作用是在 OA 患者关节滑液的检测中被发现，可
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以推断这种作用对 OA的发生发展亦存在一定的调
控作用，这为研究者对阐明 OA 的发生发展提供了
理论依据。虽然已有研究［6］证实 miＲNA-140 对
MMP-3 基因的表达存在着一定的调控作用，但其具
体调控机制尚不十分清楚，本实验证明两种因子之

间存在一定的负相关性，这也为探究 miＲNA-140 与
MMP3 之间的调控机理的研究奠定了一定的基础。
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The expression and correlation studies about miＲNA-140，
MMP-3 of synovial fluid in OA

Zou Lei，Zhou Yuanjia，Ｒao Feng，et al
( Dept of Orthopaedics，Affiliated Hospital of Medical College，Shihezi University，Shihezi 832000)

Abstract Objective To exploring the correlation between miＲNA-140 and MMP-3 in osteoarthritis ( OA) ，this
study compared the OA group with non-OA group over the expression of MMP-3 and miＲNA-140 in synovial fluid．
Methods Using Ｒeal-time quantitative PCＲ to detect the expression levels of miＲNA-140，MMP-3 in synovial flu-
id both OA group( n = 65) and non-OA group( n = 65 ) ，then exploring the relationship between miＲNA-140 and
MMP-3 by using Spearman correlation analysis software． Ｒesults The expression of miＲNA-140 in OA group was
significantly lower than non-OA group ( P ＜ 0. 05) ，while the expression of MMP-3 in OA group was significantly
higher than non-OA group ( P ＜ 0. 05) ． miＲNA-140 and MMP-3 had a significant negative correlation in OA group
by using Spearman correlation analysis software，the correlation coefficient ( r = － 0. 693、－ 0. 720，P ＜ 0. 05 ) ．
Conclusions Ｒelative to non-OA lesions，miＲNA-140 shows low expression in OA synovial fluid group，while
MMP-3 in the OA group is highly expressed，both showed a significant negative correlation in OA group and non-
OA group．
Key words osteoarthritis; matrix metalloproteinases-3; microＲNA; synovial fluid
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