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LncＲNA MALAT1 /miＲ － 15b － 5p 调控 Wnt /β － catenin 通路
对脂多糖诱导软骨细胞损伤的影响

赵 志，刘梦鲲，查日飞，张汀葆，王 珵

( 蚌埠医科大学第一附属医院骨科，组织移植安徽省重点实验室，蚌埠 233004)

摘要 目的 探讨骨关节炎中长链非编码 ＲNA 转移相关肺腺癌转录物 1 ( MALAT1 ) /微小 ＲNA-15b-5p ( miＲ-15b-5p) 调控

Wnt /β-catenin 通路在脂多糖( LPS) 诱导软骨损伤中的分子机制。方法 以 5 mg /L LPS 处理 ATDC5 细胞形成骨关节炎细胞

损伤模型，ＲT-qPCＲ 检测细胞中 MALAT1 和 miＲ-15b-5p 的表达。MTT、流式细胞术、茜素红染色和 ELISA 检测 MALAT1 和

miＲ-15b-5p 对 LPS 诱导的软骨细胞损伤的影响。双荧光素酶报告基因实验检验 MALAT1 和 miＲ-15b-5p 的调控关系。West-
ern blot 检测相关蛋白的表达情况。结果 在 LPS 诱导的 ATDC5 细胞中，MALAT1 表达降低( P ＜ 0. 05) 。与 Control 组比较，

LPS 组细胞活性降低，凋亡率升高，肿瘤坏死因子-α、白细胞介素-6、白细胞介素-1β 水平升高，钙化结节增多，MMP13、AD-
AMTS5 蛋白表达水平升高，Collagen Ⅱ、Aggrecan 蛋白表达水平降低，Wnt1 和 β-catenin 蛋白表达水平升高( P ＜ 0. 05) 。MAL-
AT1 过表达可消减 LPS 对软骨细胞活性、凋亡、炎症反应、成骨分化、细胞外基质降解和 Wnt /β-catenin 通路的影响( P ＜
0. 05) ; 而 miＲ-15b-5p 过表达增强了 LPS 对软骨细胞的作用( P ＜ 0. 05) 。结论 MALAT1 在 LPS 诱导的软骨细胞中低表达，其

通过靶向 miＲ-15b-5p 抑制 Wnt /β-catenin 通路减轻 LPS 诱导的软骨细胞损伤。
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骨关节炎( osteoarthritis，OA) 是一种常见的慢性

退行性关节疾病，其特征为关节软骨的严重退化和

损伤［1］。软骨细胞的凋亡和炎症是 OA 软骨细胞变

性的主要驱动因素［2］。长链非编码 ＲNAs( long non-
coding ＲNAs，LncＲNAs) 是一类长度超过 200 个核

苷酸的转录本，在疾病的发生和发展中发挥着重要

的调节作用［3］。研究［4］表明，转移相关肺腺癌转录

本 1 ( metastasis-associated lung adenocarcinoma tran-
script 1，MALAT1) 在 OA 中能够抑制炎症反应和细

胞凋亡。微小 ＲNA( microＲNAs，miＲNAs) 是一种小

型内源性非蛋白编码 ＲNAs，能够作为 lncＲNAs 的

响应分子。研究［5］发现，高水平的 miＲ-15b-5p 会导

致 OA 症状的加重。此外，MALAT1 可以通过 PI3K /
Akt 信号通路靶向 miＲ-127-5p，促进软骨细胞的增

殖［6］。然而，lncＲNA MALAT1 和 miＲ-15b-5p 在 OA
疾病中的作用及其具体机制迄今尚未被报道。该研

究结 合 生 物 信 息 学 分 析 和 细 胞 功 能 实 验，探 讨

MALAT1 /miＲ-15b-5p 在脂多糖( lipopolysaccharide，

LPS) 诱导的 OA 软骨细胞损伤中的作用及其潜在机

制，旨在为 OA 的靶向治疗奠定基础。

1 材料与方法

1． 1 主要试剂与仪器 胎牛血清、DMEM 培养基、
TＲIzol 试剂、LipofectamineⓇ 2000、ECL 试剂 盒 ( 货

号: A5256701、SH30021. 01、15596018CN、11668500、
32209，美国赛默飞世尔公司) ，PCＲ 反转录试剂盒、
一步法 ＲT-PCＲ 试剂盒( 货号: ＲＲ047Q、ＲＲ064A，日

本 Takara 公司) ，MALAT1、GAPDH 引物、MALAT1
过表达质粒及阴性对照由生工生物工程( 上海) 股

份有限公司提供，U6 引物、miＲ-15b-5p 引物、miＲ-
15b-5p 模 拟 物 ( miＲ-15b-5p mimic ) 及 阴 性 对 照

( mimic NC) 购自广州锐博生物科技有限公司，MTT
检测试剂盒、ＲIPA 裂解液、BCA 蛋白浓度检测试剂

盒、报 告 基 因 质 粒 TopFlash、FopFlash ( 货 号:

C0009S、P0013C、P0012、D2501、D2503，上海碧云天

生物技术有限公司) ，Annexin V-FITC /PI 凋亡检测

试剂盒( 货号: A211-01 /02，南京诺唯赞生物科技股

份有限公司) ，白细胞介素( interleukin，IL) -1β、IL-6
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和肿瘤坏死因子-α ( tumor necrosis factor-α，TNF-α)

ELISA 检 测 试 剂 盒 ( 货 号: MLB00C、M6000B、
MTA00B，英 国 Ｒ＆D Systems 公 司 ) ，Wnt1 一 抗、
β-catenin 一 抗、MMP13 一 抗、ADAMTS5 一 抗 和

GAPDH 一抗、山羊抗兔辣根过氧化物酶偶联二抗

( 货 号: ab15251、ab223075、ab315267、ab41037、
ab8245、ab6721，英国 Abcam 公司) ，Collagen II 一抗

( 货号: 28459-1-AP，武汉三鹰生物技术有限公司) ，

Aggrecan 一 抗 ( 货 号: GTX54920，美 国 GeneTex 公

司) ，双 萤 光 素 酶 报 告 基 因 检 测 试 剂 盒［货 号:

11402ES60，翌圣生物科技( 上海) 股份有限公司］。
酶标仪( 型号: SpectraMax i3x，美国 BD 公司) ，细胞

培养箱 ( 型号: BBD6220，美国赛默飞世尔公司) ，

ＲT-qPCＲ 仪 ( 型 号: Mx3005P，美 国 Stratagene 公

司) 。
1． 2 细胞培养 小鼠软骨细胞系 ATDC5 细胞购自

美国典型培养物保藏中心。细胞在含有 10% 胎牛

血清的 DMEM 培养基中培养，培养条件为 37 ℃、
5% CO2。用浓度为 5 mg /L 的 LPS 处理细胞 24 h
( LPS 组) ，以未处理的细胞为对照( Control) 组。
1． 3 ＲT-qPCＲ 实验 TＲIzol 试剂提取 ATDC5 细

胞 ＲNA。使用 PCＲ 反转录试剂盒逆转录生成 cD-
NA，随后采用一步法 ＲT-PCＲ 试剂盒进行检测分

析。GAPDH 和 U6 分别用于内参对照，采用 2 － ΔΔCT

法计算 miＲ-15b-5p 和 MALAT1 的相对表达量。引

物序列见表 1。

表 1 ＲT-qPCＲ 引物序列

Tab． 1 ＲT-qPCＲ primer sequence

Gene Primer sequence ( 5'-3')
MALAT1 F: GCAGTGTGCCAATGTTTCGT

Ｒ: GCTGTTTCCTGCTCCGAGAT
miＲ-15b-5p F: ATGAACTTTCTCTGTCTTGG

Ｒ: CAGTGCGTGTCGTGGAGT
U6 F: CAGCACATATACTAAAATTGGAACG

Ｒ: ACGAATTTGCGTGTCATCC
GAPDH F: AGGTCGGTGTGAACGGATTTG

Ｒ: GGGGTCGTTGATGGCAACA

1． 4 细胞转染 将处于对数生长期的 ATDC5 细胞

经胰酶消化后按照 1 × 105 个 /孔接种在 6 孔板中。
当达到 80% 融合度时，根据制造商的方案，使用 Li-
pofectamineⓇ 2000 进行转染操作，分组如下: Ov-
NC 组( 转染 MALAT1 过表达质粒的阴性对照) ，Ov-
MALAT1 组( 转染 MALAT1 过表达质粒) ，mimic NC
组( 转染 miＲ-15b-5p mimic 的阴性对照) ，miＲ-15b-

5p mimic 组 ( 转染 miＲ-15b-5p mimic ) 和 Ov-MAL-
AT1 + miＲ-15b-5p 组( 共转染 MALAT1 过表达质粒

和 miＲ-15b-5p mimic) 。细胞培养 48 h 后加入 LPS
处理，用于后续分析。
1． 5 MTT 检测细胞活性 将处于生长对数期的

ATDC5 细胞消化后，按 5 × 103 个 /孔接种在 96 孔板

中。当细胞达到 80% 融合度时，进行细胞转染和

LPS 处理。处理结束后，每孔加入 20 μL 的 MTT 溶

液在 37 ℃条件下继续孵育 4 h。然后吸去各孔中的

培养液，加入 150 μL 二甲亚砜，室温下在摇床上振

荡 10 min，使用酶标仪测定 570 nm 的吸光度( opti-
cal density，OD) 值。
1． 6 细胞凋亡检测 采用流式细胞仪结合 Annexin
V-FITC /PI 凋亡检测试剂盒测定细胞凋亡率。取对

数生长期 ATDC5 细胞，以 1 × 105 个 /mL 接种于 6
孔板中，经细胞转染及 LPS 处理后，胰酶消化收集

细胞。PBS 洗涤细胞 2 次，加入结合缓冲液重悬细

胞。细胞悬液中加入 5 μL Annexin V-FITC 和 5 μL
PI，轻柔涡旋混匀后，室温避光孵育 15 ～ 20 min，立

即上机检测。
1． 7 ELISA 实验 收 集 各 组 细 胞 培 养 上 清 液，

2 000 r /min 离心 15 min 后取上清液。按照 ELISA
试剂盒说明书检测 IL-1β、IL-6 和 TNF-α 的水平。
1． 8 茜素红染色 将 ATDC5 细胞按照 2 × 104 个 /
孔接种在 24 孔板中，待细胞生长至 80% 融合度时

进行细胞转染和 LPS 处理。随后，将细胞加入含

0. 1 μmol /L 地 塞 米 松、50 mmol /L 抗 坏 血 酸、10
mmol /L β-甘油磷酸的成骨分化培养基培养 3 周。
随后，用 4%多聚甲醛在 4 ℃下固定 ATDC5 细胞 30
min。最后用茜素红染色 5 min，显微镜下拍照。
1． 9 Western blot 实验 应用 ＲIPA 裂解液分离纯

化 ATDC5 细胞总蛋白，然后用 BCA 蛋白浓度检测

试剂盒测定蛋白浓度。随后，按照 Western blot 操作

步骤进行电泳、转膜、封闭、洗膜以及一抗、二抗孵育

等过程，最后使用 ECL 试剂盒显影，使用 ImageJ 软

件分析蛋白质水平的变化。
1． 10 双荧光素酶报告基因实验 采用生物信息学

在线数据库 ENCOＲI ( https: / / rnasysu． com /encori /
index． php ) 预 测 MALAT1 靶 基 因，miＲ-15b-5p 与

MALAT1 具有互补结合位点。按照制造商的说明，

构 建 pmirGlo-MALAT1 野 生 型 ( MALAT1-WT ) 和

pmirGLO-MALAT1 突变型( MALAT1-MUT) 双荧光素

酶报告基因质粒。将 MALAT1-WT 或 MALAT1-MUT
双荧光素酶报告基因质粒分别与 miＲ-15b-5p mimic
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或 mimic NC 共转染细胞。PＲL-TK 用作转染效率

对照。为了评估 β-catenin 的转录活性，利用 TOP /
FOP 报告系统和双荧光素酶报告基因检测试剂盒，

用 PＲL-TK 和 β-catenin 响应性萤火虫荧光素酶报告

质粒 TopFlash 或阴性对照 FopFlash 瞬时转染细胞。
使用酶标仪测量荧光素酶活性。
1． 11 统计学处理 采用 SPSS19. 0 软件进行统计

学分析。所有数据均以 �x ± s 表示。组间相关性分

析采用单因素方差分析，两组数据间的比较采用独

立样本 t 检验。P ＜ 0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 MALAT1 过表达对 LPS 诱导软骨细胞凋亡

和炎症的影响 ＲT-qPCＲ 检测结果显示，与 Control
组比较，MALAT1 在 LPS 组中低表达( t = 6. 69，P ＜
0. 05) ，见图 1A。与 Ov-NC 组比较，MALAT1 在 Ov-

MALAT1 组中表达上调( t = 9. 50，P ＜ 0. 05 ) ，见图

1B。MTT 检测结果显示，与 Control 组比较，LPS 组

细胞活力降低( t = 20. 08，P ＜ 0. 05 ) ; 与 LPS + Ov-
NC 组比较，LPS + Ov-MALAT1 组细胞活性升高( t =
－ 32. 53，P ＜ 0. 05) ，见图 1C。流式结果流式检测结

果显示，与 Control 组比较，LPS 组细胞凋亡率升高

( t = － 11. 98，P ＜ 0. 05 ) ; 与 LPS + Ov-NC 组比较，

LPS + MALAT1 组凋亡率降低( t = 7. 64，P ＜ 0. 05 ) ，

见图 1D。此外，ELISA 检测量结果显示，与 Control
组比较，LPS 组的 TNF-α、IL-6 和 IL-1β 水平升高

( t = － 61. 03、－ 7. 30、－ 20. 45，均 P ＜ 0. 05) ; 与 LPS
+ Ov-NC 组比较，LPS + MALAT1 组的 TNF-α、IL-6

和 IL-1β 水 平 降 低 ( t = 20. 17、7. 55、19. 00，P ＜
0. 05) ，见图 1E。上述结果表明，上调 MALAT1 表达

增强 LPS 诱导软骨细胞活性，抑制 LPS 诱导软骨细

胞凋亡和炎症反应。

图 1 MALAT1 过表达对 LPS 诱导软骨细胞的凋亡和炎症的影响

Fig． 1 The effects of MALAT1 overexpression on the apoptosis and inflammation of LPS-induced chondrocytes

A: The expression level of MALTA1 was measured by ＲT-qPCＲ following LPS induction; B: The expression level of MALTA1 after MALTA1 overex-

pression was assessed by ＲT-qPCＲ; C: Cell viability in each group was evaluated by MTT; D: The apoptosis rate of each group was assessed by flow cy-

tometry; E: The levels of TNF-α，IL-6 and IL-1β of each group were assessed by ELISA; a: Control group; b: LPS group; c: LPS + Ov-NC group; d:

LPS + Ov-MALAT1 group; * P ＜ 0. 05 vs Control group; ▲P ＜ 0. 05 vs Ov-NC group; #P ＜ 0. 05 vs LPS + Ov-NC group．
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2． 2 MALAT1 过表达对 LPS 诱导软骨细胞细胞

外基质( extracellular matrix，ECM) 分解代谢的影

响 茜素红染色结果显示，与 Control 组比较，LPS
组出现明显的钙化结节( t = － 9. 14，P ＜ 0. 05 ) ; 与

LPS + Ov-NC 组比较，LPS + Ov-MALAT1 组钙化钙化

面积减小 ( t = 8. 51，P ＜ 0. 05 ) ，见图 2A。Western
blot 检 测 结 果 显 示，与 Control 组 比 较，LPS 组

MMP13 和 ADAMTS5 的表达水平增加( t = － 8. 49、

－ 20. 69，P ＜ 0. 05) ，而 Aggrecan 和 Collagen Ⅱ的表

达水平降低( t = 13. 39、10. 95，均 P ＜ 0. 05 ) ; 与 LPS
+ Ov-NC 组比较，LPS + Ov-MALAT1 组 MMP13 和

ADAMTS5 的 表 达 减 少 ( t = 3. 04、8. 43，均 P ＜
0. 05) ，而 Aggrecan 和 Collagen Ⅱ的水平升高( t =
－ 4. 82、－ 6. 79，均 P ＜ 0. 05 ) ，见图 2B。上述结果

表明，上调 MALAT1 表达抑制 LPS 诱导软骨细胞钙

化和 ECM 的分解。

图 2 MALAT1 过表达对 LPS 诱导软骨细胞 ECM 分解代谢的影响

Fig． 2 The effects of MALAT1 overexpression on the catabolism of ECM in LPS-induced chondrocytes

A: Alizarin red staining in each group ( × 100，scale: 50 μm) ; B: The protein expression levels of MMP13，ADAMTS5，CollagenⅡ and Aggrecan

in each group were detected by Western blot; a: Control group; b: LPS group; c: LPS + Ov-NC group; d: LPS + Ov-MALAT1 group; * P ＜ 0. 05 vs

Control group; #P ＜ 0. 05 vs LPS + Ov-NC group．
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2． 3 MALAT1 与 miＲ-15b-5p 的靶向关系 生物

信息学在线数据库 ENCOＲI 分析结果显示 miＲ-15b-
5p 与 MALAT1 具有互补序列，见图 3A。双荧光素

酶报告基因试验结果显示，在 ATDC5 细胞中，miＲ-
15b-5p mimic 降低了 MALAT1-WT 组的荧光素酶活

性( t = 22. 55，P ＜ 0. 05) ，而 MALAT1-MUT 组的荧光

素酶活性无显著变化，见图 3B。ＲT-qPCＲ 检测结果

显示，与 Control 组比较，miＲ-15b-5p 在 LPS 组表达

水平升高 ( t = 5. 59，P ＜ 0. 05 ) ，见图 3C; 与 mimic
NC 组比较，miＲ-15b-5p 在 miＲ-15b-5p mimic 组表

达水平升高( t = 9. 60，P ＜ 0. 05 ) ，见图 3D。随后，

ＲT-qPCＲ 检测了 MALAT1 和 miＲ-15b-5p 共转染后

miＲ-15b-5p 的表达情况。结果显示，与 Control 组比

较，miＲ-15b-5p 在 LPS 组表达水平升高( t = 15. 29，

P ＜ 0. 05 ) ; 与 LPS + Ov-NC 组比较，miＲ-15b-5p 在

LPS + Ov-MALAT1 组表达水平降低( t = 9. 23，P ＜
0. 05) ; 与 LPS + mimic NC 组比较，LPS + miＲ-15b-5p
mimic 组中 miＲ-15b-5p 的表达水平增加( t = 12. 09，

P ＜ 0. 05 ) ; 与 LPS + Ov-MALAT1 组比较，miＲ-15b-
5p 在 LPS + Ov-MALAT1 + miＲ-15b-5p mimic 组表达

水平升高( t = 15. 47，P ＜ 0. 05 ) ; 与 LPS + miＲ-15b-
5p mimic 组比较，miＲ-15b-5p 在 LPS + Ov-MALAT1
+ miＲ-15b-5p mimic 组表达水平降低( t = 13. 49，P
＜ 0. 05) ，见图 3E。以上结果表明，在 ATDC5 细胞

中，MALAT1 可以靶向结合 miＲ-15b-5p。
2． 4 MALAT1 靶向 miＲ-15b-5p 对 LPS 诱导的细

胞凋亡和炎症的影响 MTT 结果显示，与 Control 组

比较，LPS 组细胞活力降低( t = 24. 49，P ＜ 0. 05) ; 与

LPS 组比较，LPS + Ov-MALAT1 组的细胞活力增加

( t = － 24. 59，P ＜ 0. 05) ，LPS + miＲ-15b-5p mimic 组

的细胞活力降低 ( t = 16. 55，P ＜ 0. 05 ) ; 与 LPS +
miＲ-15b-5p mimic 组比较，LPS + Ov-MALAT1 + miＲ-
15b-5p mimic 组细胞活力升高 ( t = － 16. 77，P ＜
0. 05) ，见图 4A。流式结果流式检测结果显示，与

Control 组比较，LPS 组细胞凋亡率升高( t = － 8. 20，

P ＜ 0. 05 ) ; 与LPS组比较，LPS + Ov-MALAT1 组凋

图 3 MALAT1 与 miＲ-15b-5p 的靶向关系

Fig． 3 The targeting relationship between MALAT1 and miＲ-15b-5p

A: Binding sites between MALAT1 and miＲ-15b-5p predicted using ENCOＲI; B: The relationship between MALAT1 and miＲ-15b-5p evaluated by

dual luciferase gene reporter assay; C: The expression level of miＲ-15b-5p measured by ＲT-qPCＲ following LPS induction; D: The expression level of

miＲ-15b-5p after miＲ-15b-5p mimic transfection assessed by ＲT-qPCＲ; E: The expression level of miＲ-15b-5p in each group assessed by ＲT-qPCＲ; a:

Control group; b: LPS group; c: LPS + Ov-NC group; d: LPS + Ov-MALAT1 group; e: LPS + mimic NC group; f: LPS + miＲ-15b-5p mimic group; g:

LPS + Ov-MALAT1 + miＲ-15b-5p mimic group; * P ＜ 0. 05 vs Control group; △P ＜ 0. 05 vs mimic NC group; #P ＜ 0. 05 vs LPS + Ov-NC group; ＆P ＜

0. 05 vs LPS + mimic NC group; P ＜ 0. 05 vs LPS + Ov-MALAT1 group; ∇P ＜ 0. 05 vs LPS + miＲ-15b-5p mimic group．
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亡率降低( t = 5. 19，P ＜ 0. 05) ，LPS + miＲ-15b-5p 组

凋亡率增加( t = － 3. 16，P ＜ 0. 05 ) ; 与 LPS + miＲ-
15b-5p mimic 组比较，LPS + Ov-MALAT1 + miＲ-15b-
5p mimic 组凋亡率降低( t = 4. 60，P ＜ 0. 05 ) ，见图

4B。此外，ELISA 检测量结果显示，与 Control 组比

较，LPS 组的 TNF-α、IL-6 和 IL-1β 水平升高 ( t =
－ 16. 11、－ 11. 14、－ 14. 98，均 P ＜ 0. 05) ; 与 LPS 组

比较，LPS + Ov-MALAT1 组 TNF-α、IL-6 和 IL-1β 的

水平降低( t = 21. 51、9. 37、12. 12，均 P ＜ 0. 05 ) ，而

在 LPS + miＲ-15b-5p mimic 组 升 高 ( t = － 11. 87、
－ 6. 06、－ 6. 42，均 P ＜ 0. 05 ) ; 与 LPS + miＲ-15b-5p
mimic 组比较，LPS + Ov-MALAT1 + miＲ-15b-5p mim-
ic 组 TNF-α、IL-6 和 IL-1β 的水平降低( t = 13. 44、
8. 23、7. 34，均 P ＜ 0. 05) ，见图 4C。上述结果表明，

MALAT1 过表达质粒与 miＲ-15b-5p mimic 共转染消

除了 MALAT1 和 miＲ-15b-5p 对 ATDC5 细胞的细胞

图 4 MALAT1 靶向 miＲ-15b-5p 对 LPS 诱导软骨细胞的凋亡和炎症的影响

Fig． 4 The effects of MALAT1 targeting miＲ-15b-5p on the apoptosis and inflammation of LPS-induced chondrocytes

A: Cell viability in each group evaluated by MTT; B: The apoptosis rate of each group assessed by flow cytometry; C: The levels of TNF-α，IL-6，

and IL-1β of each group assessed by ELISA; a: Control group; b: LPS group; d: LPS + Ov-MALAT1 group; f: LPS + miＲ-15b-5p mimic group; g: LPS

+ Ov-MALAT1 + miＲ-15b-5p mimic group; * P ＜ 0. 05 vs Control group; #P ＜ 0. 05 vs LPS group; ∇P ＜ 0. 05 vs LPS + miＲ-15b-5p mimic group．
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活力、凋亡、炎症的调节作用，MALAT1 可以通过靶

向抑制 miＲ-15b-5p 表达增强软骨细胞活性，抑制软

骨细胞凋亡和炎症反应。
2． 5 MALAT1 靶向 miＲ-15b-5p 对 LPS 诱导软骨

细胞 ECM 分解代谢的影响 茜素红染色结果显

示，与 Control 组比较，LPS 组出现明显的钙化结节

( t = － 13. 30，P ＜ 0. 05 ) ; 与 LPS 组比较，LPS + Ov-
MALAT1 组 钙 化 钙 化 面 积 减 小 ( t = 10. 66，P ＜
0. 05) ，LPS + miＲ-15b-5p mimic 组中钙化面积增大

( t = － 9. 40，P ＜ 0. 05 ) ; 与 LPS + miＲ-15b-5p mimic
组比较，LPS + Ov-MALAT1 + miＲ-15b-5p mimic 组钙

化钙化面积减小 ( t = 17. 92，P ＜ 0. 05 ) ，见图 5A。
Western blot 检测结果显示，与 Control 组比较，LPS
组 MMP13 和 ADAMTS5 的 表 达 水 平 增 加 ( t =
－ 10. 52、－ 7. 45，均 P ＜ 0. 05) ，Aggrecan 和 Collagen
Ⅱ的表达水平降低( t = 7. 08、13. 67，均 P ＜ 0. 05 ) ;

与 LPS 组比较，LPS + Ov-MALAT1 组 MMP13 和 AD-
AMTS5 的表达减少( t = 8. 27、7. 30，均 P ＜ 0. 05 ) ，

Aggrecan 和 Collagen Ⅱ的 水 平 升 高 ( t = － 6. 08、
－ 4. 69，均 P ＜ 0. 05 ) ; LPS + miＲ-15b-5p mimic 组

MMP13 和 ADAMTS5 的 表 达 增 加 ( t = － 6. 68、
－ 3. 56，均 P ＜ 0. 05 ) ，而 Aggrecan 和 Collagen Ⅱ的

水平降低( t = 6. 93、5. 14，均 P ＜ 0. 05 ) ; 与 LPS +
miＲ-15b-5p mimic 组比较，LPS + Ov-MALAT1 + miＲ-
15b-5p mimic 组 MMP13 和 ADAMTS5 的表达减少

( t = 8. 21、6. 48，均 P ＜ 0. 05 ) ，Aggrecan 和 Collagen
Ⅱ的水平升高( t = － 2. 87、－ 7. 67，均 P ＜ 0. 05) ，见

图 5B。上述结果表明，MALAT1 过表达质粒与 miＲ-
15b-5p mimic 共转染消除了 MALAT1 和 miＲ-15b-5p
对 ATDC5 细胞钙化和 ECM 分解的调节作用，MAL-
AT1 可以通过靶向抑制 miＲ-15b-5p 表达抑制软骨

细胞钙化和 ECM 的分解。

图 5 MALAT1 靶向 miＲ-15b-5p 对 LPS 诱导软骨细胞的 ECM 分解代谢的影响

Fig． 5 The effects of MALAT1 targeting miＲ-15b-5p on the catabolism of ECM in LPS-induced chondrocytes

A: Alizarin red staining in each group ( × 100，scale: 50 μm) ; B: The protein expression levels of MMP13，ADAMTS5，CollagenⅡ and Aggrecan

in each group detected by Western blot; a: Control group; b: LPS group; d: LPS + Ov-MALAT1 group; f: LPS + miＲ-15b-5p mimic group; g: LPS +

Ov-MALAT1 + miＲ-15b-5p mimic group; * P ＜ 0. 05 vs Control group; #P ＜ 0. 05 vs LPS group; ∇P ＜ 0. 05 vs LPS + miＲ-15b-5p mimic group．
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图 6 MALAT1 /miＲ-15b-5p 对 Wnt /β-catenin 通路的影响

Fig． 6 The effects of MALAT1 /miＲ-15b-5p on the Wnt /β-catenin signaling pathway

A: The protein levels of Wnt1 and β-catenin detected by Western blot; B: The transcriptional activity of β-catenin detected by TOP /FOP flash lucif-

erase; a: Control group; b: LPS group; d: LPS + Ov-MALAT1 group; f: LPS + miＲ-15b-5p mimic group; g: LPS + Ov-MALAT1 + miＲ-15b-5p mimic

group; * P ＜ 0. 05 vs Control group; #P ＜ 0. 05 vs LPS group; ∇P ＜ 0. 05 vs LPS + miＲ-15b-5p mimic group．

2． 6 MALAT1 /miＲ-15b-5p 对 Wnt /β-catenin 通

路的影响 Western blot 检测结果显示，与 Control
组比 较，LPS 组 中 Wnt1 和 β-catenin 的 表 达 增 加

( t = － 17. 81、－ 11. 17，均 P ＜ 0. 05 ) ; 与 LPS 组比

较，LPS + Ov-MALAT1 组 Wnt1 和 β-catenin 的表达

下调( t = 9. 90、16. 00，均 P ＜ 0. 05 ) ，LPS + miＲ-15b-
5p mimic 组 Wnt1 和 β-catenin 的 表 达 增 加 ( t =
－ 5. 34、－ 4. 49，均 P ＜ 0. 05 ) ; 而且，MALAT1 过表

达质粒与 miＲ-15b-5p mimic 共转染消除了 MALAT1
和 miＲ-15b-5p 对 Wnt1 和 β-catenin 蛋白表达的影

响( P ＜ 0. 05 ) ，见图 6A。TOP /FOP Flash 荧光素酶

检测结果显示，与 Control 组比较，LPS 组 TOP /FOP
Flash 荧光素酶活性增强( t = － 11. 17，P ＜ 0. 05) ; 与

LPS 组比较，LPS + Ov-MALAT1 组 TOP /FOP Flash
荧光素酶活性降低( t = 9. 83，P ＜ 0. 05 ) ，在 LPS +
miＲ-15b-5p mimic 组升高( t = － 6. 39，P ＜ 0. 05) ; 而

且，Ov-MALAT1 与 miＲ-15b-5p mimic 共转染消除了

MALAT1 和 miＲ-15b-5p 对 TOP /FOP Flash 荧光素

酶活性的影响( P ＜ 0. 05 ) ，见图 6B。上述结果表

明，MALAT1 可以通过靶向抑制 miＲ-15b-5p 表达激

活 Wnt /β-catenin 信号通路。

3 讨论

近年来的研究［7］发现，lncＲNAs 与体内多种重

要的生理和病理过程密切相关。Li et al［8］研究表

明，OA 患者及其细胞培养物中 MALAT1 的表达水

平降低。此外，MALAT1 能够调节 LPS 处理的软骨

细胞的 ECM 分解代谢、炎症反应，尤其是细胞凋亡。
本研究显示，在 LPS 诱导的 ATDC5 软骨细胞中，

MALAT1 的表达显著下调。经过 MALAT1 的过表达

处理后，细胞活性显著提高，细胞凋亡显著减少，炎

性因子的表达受到抑制，细胞的分化能力显著增强。
这表明 MALAT1 在软骨损伤中发挥了保护作用。

软骨组织由软骨细胞和 ECM 组成。ECM 的生

成与降解失衡是软骨退变的重要原因之一［9］。Col-
lagen Ⅱ是关节软骨 ECM 胶原的主要成分，其主要

功能是维持软骨结构和功能的完整性［10］。当软骨

中 Collagen Ⅱ表达减少或其网状结构收到破坏时，
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软骨基质分泌会减少，炎性细胞浸润加剧，从而改变

软骨细胞生存的微环境，促进软骨细胞的凋亡［11］。
MMP13 和 ADAMTS5 是负责降解软骨基质中的 Ag-
grecan 和 Collagen Ⅱ的主要蛋白酶［12 － 13］。本研究

显示，LPS 诱导显著促进了 ATDC5 细胞中 MMP13
和 ADAMTS5 蛋 白 的 表 达，同 时 抑 制 Aggrecan 和

Collagen Ⅱ蛋白的表达。而 MALAT1 的过表达则可

以减弱 LPS 诱导的作用。这些结果表明，MALAT1
能够诱导软骨细胞分泌大量 ECM，并抑制其降解，

以维持正常的软骨功能。
研究［14］显示，MALAT1 可以通过海绵吸附作用

调控 miＲNA，从而在疾病中发挥作用。Yin et al［15］

的研究发现，MALAT1 能够通过下调 miＲ-129-5p 来

介导骨髓间充质干细胞的成骨分化。本研究基于生

物信息学软件的预测，通过双荧光素酶报告基因实

验证实 MALAT1 在软骨细胞中可以作为分子“海

绵”结合 miＲ-15b-5p，并发挥潜在的调控作用。针

对 miＲ-15b-5p，已有研究证实其高表达可导致骨关

节炎炎性细胞因子的过度表达，从而促进 OA 的发

生［16］。本研究显示，在 LPS 诱导的 ATDC5 细胞中，

miＲ-15b-5p 表达上调; miＲ-15b-5p mimic 转染抑制

了软骨细胞的活性和分化，但促进了细胞的凋亡和

炎症反应。这些结果表明，MALAT1 可以通过靶向

下调 miＲ-15b-5p 的表达来减轻 LPS 诱导的软骨细

胞损伤。
Wnt 家族蛋白是一类与胚胎骨形成、组织修复、

纤维化和关节稳态相关的形态发生因子。Wnt 调节

多种信号级联反应，包括 β-catenin 依赖性途径［17］。
Wnt /β-catenin 广泛分布于软骨组织的细胞质、细胞

核和 细 胞 膜 中，可 能 诱 导 OA 中 的 软 骨 细 胞 衰

老［18］。在实验性骨关节炎小鼠模型中，抑制 Wnt /
β-catenin 通路可改善 OA 的症状［19］。本研究发现

MALAT1 的过表达降低了 LPS 诱导的 ATDC 细胞中

Wnt1 和 β-catenin 的蛋白水平。miＲ-15b-5p mimic
消除了 MALAT1 对 Wnt /β-catenin 通路的抑制作用。
这些数据表明，MALAT1 可以通过调节抑制 Wnt /β-
catenin 通路来抑制 OA 的进展。

综上所述，MALAT1 在 LPS 诱导的软骨细胞中

表达水平较低，作为一种分子“海绵”，MALAT1 能

够特异性结合 miＲ-15b-5p，并进一步调控 Wnt /β-
catenin 信号通路，从而改善 LPS 诱导的 OA 软骨细

胞损伤。后续研究可通过动物实验和临床样本分

析，深 入 探 讨 MALAT1 /miＲ-15b-5p 调 控 Wnt /β-
catenin 通路的深层机制及其潜在分子靶标，以期为

OA 的靶向治疗提供新的参考。
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The effect of LncＲNA MALAT1 /miＲ －15b －5p regulating the Wnt /β － catenin
signaling pathway on lipopolysaccharide － induced chondrocyte injury

Zhao Zhi，Liu Mengkun，Zha Ｒifei，Zhang Tingbao，Wang Cheng
( Dept of Orthopedics，The First Affiliated Hospital of Bengbu Medical University，Anhui Key

Laboratory of Tissue Transplantation，Bengbu 233004)

Abstract Objective To explore the molecular mechanism of long non-coding ＲNA metastasis associated lung ad-
enocarcinoma transcript 1 ( MALAT1) /microＲNA-15b-5p ( miＲ-15b-5p) regulating the Wnt /β-catenin pathway in
lipopolysaccharide ( LPS) -induced chondrocyte injury in osteoarthritis． Methods ATDC5 cells were treated with 5
mg /L LPS to establish the osteoarthritis cell injury model，and the expression levels of MALAT1 and miＲ-15b-5p in
the cells were detected by ＲT-qPCＲ． The MTT，flow cytometry，Alizarin red staining，and ELISA were used to as-
sess the effects of MALAT1 and miＲ-15b-5p on LPS-induced chondrocyte injury． The dual-luciferase reporter gene
assay was used to examine the regulatory relationship between MALAT1 and miＲ-15b-5p． Western blot assay was
used to evaluate the expression of relevant proteins． Ｒesults In LPS-induced ATDC5 cells，MALAT1 expression
decreased ( P ＜ 0. 05) ． Compared to the control group，the LPS group exhibited reduced cell activity，an increased
apoptosis rate，elevated levels of tumor necrosis factor-α，interleukin-6，and interleukin-1β，a higher number of
calcified nodules，increased expression levels of extracellular matrix degradation-related proteins MMP13 and AD-
AMTS5，decreased expression levels of Collagen Ⅱ and Aggrecan，and increased protein expression levels of Wnt1
and β-catenin ( P ＜ 0. 05) ． Overexpression of MALAT1 could mitigate the effects of LPS on chondrocyte activity，

apoptosis，inflammatory response，osteogenic differentiation，extracellular matrix degradation，and the Wnt /β-cate-
nin pathway ( P ＜ 0. 05) ． Additionally，the overexpression of miＲ-15b-5p enhanced the impact of LPS on chondro-
cytes ( P ＜ 0. 05) ． Conclusion MALAT1 is lowly expressed in LPS-induced chondrocytes，and it alleviates LPS-
induced chondrocyte injury by targeting miＲ-15b-5p to inhibit the Wnt /β-catenin pathway．
Key words MALAT1; miＲ-15b-5p; chondrocyte; Wnt /β-catenin signaling pathway; osteoarthritis; inflammation
response; osteogenic differentiation; extracellular matrix
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