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基础研究

机械应力调控软骨细胞炎症反应中长链
非编码 ＲＮＡ 的机制研究

汪立梅　 张家明　 吕正涛　 向威　 王胜洁　 吴颖星　 张津铭　 郭风劲　 许涛

【摘要】 　 目的　 探讨机械应力调控软骨细胞炎症反应的作用机制ꎮ 方法　 体外分离培养新生 ＳＤ 大鼠

软骨细胞ꎬ经白介素￣１β ( ＩＬ￣１β) 干预构建软骨细胞炎症模型ꎬ设置对照组 ( ＩＬ￣１β)、 ２０００ μ ｓｔｒａｉｎ 组

(２０００ μ ｓｔｒａｉｎ应力＋ＩＬ￣１β)、５０００ μ ｓｔｒａｉｎ 组(５０００ μ ｓｔｒａｉｎ 应力＋ＩＬ￣１β)ꎬＩＬ￣１β 浓度为 ５ ｎｇ / ｍｌꎬ以 １ Ｈｚ 应力干

预 ２ ｈꎮ 采用 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测Ⅱ型胶原(Ｃｏｌ￣２)、基质金属蛋白酶 １３(ＭＭＰ１３)、自噬标记蛋

白 ＬＣ３、Ｂｅｃｌｉｎ￣１ 及 ｍ￣ＴＯＲ 表达ꎬ同时检测 ＭＥＧ３ 表达ꎬ采用免疫荧光染色检测自噬小体形成ꎻｓｉ￣ＲＮＡ 沉默

ＭＥＧ３ 后ꎬ采用 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检测 ＬＣ３ 及 Ｂｅｃｌｉｎ￣１ 表达ꎮ 结果　 ２０００ μ ｓｔｒａｉｎ 组软骨细胞 Ｃｏｌ￣２、ＬＣ３、Ｂｅｃｌｉｎ￣１
基因及 Ｂｅｃｌｉｎ￣１ 蛋白表达量均较对照组及 ５０００ μ ｓｔｒａｉｎ 组明显上调(Ｐ<０.０５)ꎻ２０００ μ ｓｔｒａｉｎ 组软骨细胞 ＭＥＧ３
基因表达量较对照组及 ５０００ μ ｓｔｒａｉｎ 组明显下调(Ｐ<０.０５)ꎻ５０００ μ ｓｔｒａｉｎ 组 ｍ￣ＴＯＲ 蛋白表达较对照组及

２０００ μ ｓｔｒａｉｎ组明显增加(Ｐ<０.０５)ꎻ应力组自噬标记蛋白 ＬＣ３Ⅱ /Ⅰ相对表达量均较对照组明显减少(Ｐ<
０.０５)ꎻ免疫荧光染色显示 ２０００ μ ｓｔｒａｉｎ 组自噬小体形成较对照组及 ５０００ μ ｓｔｒａｉｎ 组明显增加ꎬ５０００ μ ｓｔｒａｉｎ 组

自噬小体形成较对照组及 ２０００ μ ｓｔｒａｉｎ 组明显减少(Ｐ<０.０５)ꎻｓｉ￣ＲＮＡ 沉默 ＭＥＧ３ 后ꎬ发现 ＬＣ３ 及 Ｂｅｃｌｉｎ￣１ 表

达量均明显增加(Ｐ<０.０５)ꎮ 结论　 机械应力可影响软骨细胞 ＬｎｃＲＮＡ￣ＭＥＧ３ 表达ꎬ从而调控炎症环境中软骨

细胞自噬水平ꎮ
【关键词】 　 软骨细胞ꎻ　 机械应力ꎻ　 自噬ꎻ　 ＭＥＧ３
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　 　 骨关节炎(ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ)是在力学、生物学等多因
素影响下ꎬ关节软骨、细胞外基质和软骨下骨正常退变
与合成失去平衡的结果[１]ꎮ 在这众多因素中ꎬ力学是
改变关节结构、影响关节功能的主要因素[２]ꎮ 临床上
针对骨关节炎的保守治疗方法包括药物治疗、手法治
疗及运动疗法等[３￣４]ꎮ 国际骨关节炎研究会推荐运动
疗法为膝关节炎保守治疗的核心方法[３]ꎮ

长链非编码 ＲＮＡ( ｌｏｎｇ ｎｏｎｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡꎬＬｎｃＲＮＡ)
是一类长度多于 ２００ 个碱基ꎬ无或少有编码蛋白能力
的 ＲＮＡ[５]ꎮ ＭＥＧ３(ｍａｔｅｒｎａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅ ３)是母系
表达的一种长链非编码 ＲＮＡꎬ也是抑制肿瘤细胞增殖
的抑癌基因[６]ꎮ 自噬( ａｕｔｏｐｈａｇｙ)是在细胞发育过程
平衡能量供给、应对营养匮乏的自我分解过程[７]ꎮ 下
调 ＭＥＧ３ 表达能促进膀胱癌细胞自噬及肿瘤细胞增
殖[８]ꎬ因此本研究推测机械应力可能通过影响 ＭＥＧ３
表达ꎬ从而调控炎症环境中软骨细胞自噬水平ꎮ

本研究主要探究机械应力对软骨细胞炎症反应过
程中自噬的影响ꎬ以明确在力学环境下 ＭＥＧ３ 在软骨
细胞炎症反应中的作用ꎬ并从细胞以及分子水平探究
运动疗法在骨关节炎康复过程中的作用机制ꎮ

材料与方法

一、实验材料
新生 Ｓｐｒａｇｕｅ￣Ｄａｗｌｅｙ(ＳＤ)大鼠购于华中科技大学

同济医学院实验动物中心ꎬＲＩＰＡ 裂解液、ＢＣＡ 蛋白定
量试剂盒购于武汉博士德生物工程有限公司ꎬⅡ型胶
原(ｃｏｌｌａｇｅｎ ｔｙｐｅ ＩＩꎬＣｏｌ￣２)抗体(１ ∶ １０００ 稀释)、基质
金属蛋白酶 １３(ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ １３ꎬＭＭＰ１３)抗
体(１ ∶ １０００ 稀释)及 ＬＣ３Ａ / Ｂ 抗体(１ ∶ ２０００ 稀释)等
购于美国 Ａｂｃａｍ 公司ꎬ胎牛血清、胰蛋白酶购于美国
Ｇｉｂｃｏ 公司ꎬＤＭＥＭ / Ｆ１２ 购于美国 ＨｙＣｌｏｎｅ 公司ꎬ总
ＲＮＡ 提取试剂盒、逆转录试剂盒购于东洋纺上海生物
科技有限公司ꎬＲｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 引物购于北京擎科生物
技术有限公司ꎬｍＲＦＰ￣ＧＦＰ￣ＬＣ３ 串连荧光蛋白腺病毒
订购于维真生物科技有限公司ꎮ

二、实验方法
(一)细胞的分离与培养
新生 ＳＤ 大鼠处死后浸泡于 ７５％酒精 １５ ｍｉｎꎬ于

超净工作台中分离乳鼠四肢ꎬ剪下股骨下端及胫骨上
端软骨并剪碎ꎬ加入 ０.２５％胰酶在 ３７ ℃ 水浴中消化
３０ ｍｉｎꎬ０.２％的Ⅱ型胶原酶消化 ６ ｈꎮ 消化得到的软骨
细胞用含 １０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ / Ｆ１２ 重悬ꎬ放入培养
箱内培养ꎬ当细胞融合度达到 ８０％ ~９０％时ꎬ用胰酶消
化传代、备用ꎮ

(二)细胞干预
１. 构建软骨细胞炎症模型:于六孔板中每孔接种

２０ 万个软骨细胞ꎬ待细胞长满至 ７５％后于六孔内分别
加入 ０ꎬ１ꎬ２.５ꎬ５ꎬ１０ꎬ１５ ｎｇ / ｍｌ 白细胞介素￣１β( ｉｎｔｅｒｌｅｕ￣
ｋｉｎ￣１βꎬＩＬ￣１β)ꎬ ３７ ℃ 孵育 ３６ ｈꎮ 选取最适宜浓度
ＩＬ￣１β干预软骨细胞ꎬ构建软骨细胞炎症模型ꎮ

２. ＩＬ￣１β 联合四点弯曲应力仪干预软骨细胞:将
细胞应变片置于 ７５％酒精中浸泡过夜ꎬ使用前于超净
工作台中用紫外线照射 ３０ ｍｉｎꎬ取第二代生长良好的
大鼠软骨细胞消化后接种于应变片上ꎬ转移至 ３７ ℃培
养箱内孵育ꎬ待细胞贴壁并融合至 ７５％后ꎬ于培养箱
中连接四点弯曲应力仪(图 １)ꎮ 对 ２０００ μ ｓｔｒａｉｎ 组、
５０００ μ ｓｔｒａｉｎ 组及对照组细胞给予相应刺激ꎬ于刺激皿
培养基中加入 ＩＬ￣１β 至 ５ ｎｇ / ｍｌꎬ对照组细胞应变片置
于刺激皿底层不受应力处ꎬ应力组细胞应变片置于刺
激皿有效应力干预处ꎬ机械应力参数设置如下:频率
１ Ｈｚꎬ干预时间 ２ ｈꎮ

Ａ:实物图ꎻＢ:压力刺激皿内部结构图ꎻＣ:力学原理简图

图 １　 四点弯曲细胞力学加载仪

３. ｓｉ￣ＲＮＡ 转染软骨细胞ꎬ沉默 ＭＥＧ３:六孔板中
每孔接种 ２０ 万个软骨细胞ꎬ待细胞长满至 ７５％后进行
ｓｉＲＮＡ 转 染ꎮ 首 先 稀 释 ＲＮＡꎬ 取 ７. ５ μｌ ｓｉＲＮＡ
(２０ μｍｏｌ / Ｌ ) 储 存 液 加 入 到 ９０ μｌ ｒｉｂｏＦＥＣＴＴＭＣＰ
Ｂｕｆｆｅｒ(１×)中ꎬ轻轻混匀ꎮ 另外制备混合液ꎬ加入 ９ μｌ
ｒｉｂｏＦＥＣＴＴＭＣＰ Ｒｅａｇｅｎｔꎬ 轻轻吹打混匀ꎬ 冰上孵育
１０ ｍｉｎꎻ加入 １３９３.５ μｌ 新鲜培养基ꎬ再加入上述混合
液１０６.５ μｌꎬ摇匀后置于 ３７ ℃培养箱中孵育 ３６ ｈꎬ通过
Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检测干扰效率ꎮ

(三)干预效应的评估方法
１.软骨细胞表型蛋白及自噬标记蛋白检测:经梯

度浓度 ＩＬ￣１β 干预软骨细胞 ３６ ｈ 后ꎬ分别提取各组
(对 照 组、 １ ｎｇ / ｍｌ 组、 ２. ５ ｎｇ / ｍｌ 组、 ５ ｎｇ / ｍｌ 组、
１０ ｎｇ / ｍｌ 组、１５ ｎｇ / ｍｌ 组)细胞总蛋白ꎬ用 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ
方法检测软骨细胞表型蛋白 Ｃｏｌ￣２、 ＭＭＰ１３ 表达ꎻ
ＩＬ￣１β联合机械应力干预软骨细胞 ２ ｈ 后ꎬ分别提取各
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组(对照组、２０００ μ ｓｔｒａｉｎ 组、５０００ μ ｓｔｒａｉｎ 组)细胞总
蛋白ꎬ用 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 方法检测自噬标记蛋白 ＬＣ３、
Ｂｅｃｌｉｎ￣１及 ｍ￣ＴＯＲ 表达ꎮ

Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 具体操作如下:按 ４ ∶ １ 比例加入
ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 蛋白上样缓冲液ꎬ充分混匀后经沸水浴
５ ｍｉｎꎮ 将蛋白样本置于冰上冷却后ꎬ各取 ２０ μｇ 加入
１０％ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 凝胶中电泳后转膜至孔径 ０.４５ μｍ 的
ＰＶＤＦ 膜上ꎬ５％ＢＳＡ 室温封闭 １ ｈꎬ一抗 ４ ℃孵育过夜ꎮ
将孵育后的 ＰＶＤＦ 膜用 ＴＢＳＴ 溶液洗涤 １０ ｍｉｎ×３ꎬ室
温孵育二抗 １ ｈꎬＴＢＳＴ 洗涤 １０ ｍｉｎ×３ꎬ用 ＥＣＬ 和凝胶
成像分析系统检测目的蛋白ꎬ并用 Ｉｍａｇｅ Ｌａｂ ５.１ 软件
处理图像结果ꎮ

２.软骨细胞表型基因、自噬相关基因及 ＬｎｃＲＮＡ
ＭＥＧ３ 检测:经梯度浓度 ＩＬ￣１β 干预软骨细胞 ３６ ｈ 后ꎬ
分别提取各组 (对照组、 １ ｎｇ / ｍｌ 组、 ２. ５ ｎｇ / ｍｌ 组、
５ ｎｇ / ｍｌ组、１０ ｎｇ / ｍｌ 组、１５ ｎｇ / ｍｌ 组)细胞总 ＲＮＡꎬ用
Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 方法检测软骨细胞表型基因 Ｃｏｌ￣２、
ＭＭＰ１３ 表达ꎻ经 ＩＬ￣１β 联合机械应力干预软骨细胞２ ｈ
后ꎬ 分 别 提 取 各 组 ( 对 照 组、 ２０００ μ ｓｔｒａｉｎ 组、
５０００ μ ｓｔｒａｉｎ组)细胞总 ＲＮＡꎬ用 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 方法
检测自噬相关基因 ＬＣ３、Ｂｅｃｌｉｎ￣１ 及 ＬｎｃＲＮＡ ＭＥＧ３ 表
达ꎻｓｉ￣ＲＮＡ 转染软骨细胞 ３６ ｈ 后ꎬ分别提取各组(空白
对照组、阴性对照组、ｓｉＲＮＡ 组)细胞总 ＲＮＡꎬ用 Ｒｅａｌ￣
ｔｉｍｅ ＰＣＲ 方法检测自噬相关基因 ＬＣ３、 Ｂｅｃｌｉｎ￣１ 及
ＬｎｃＲＮＡ ＭＥＧ３ 的表达ꎮ

Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 具体操作如下:干预细胞后提取细
胞总 ＲＮＡꎬ通过分光光度计检测 ＲＮＡ 浓度ꎬ各个样本
取 １ μｇ 加入转录试剂盒反应体系ꎬ于反转录仪中生成
ｃＤＮＡꎬ－２０ ℃ 保存ꎮ 逆转录反应条件为:４２ ℃ 反应
１５ ｍｉｎꎻ９５ ℃反应 ５ ｍｉｎꎻ４ ℃反应 ３０ ｍｉｎꎮ 取 ０.５ μｌ 引
物、５ μｌ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ、０.５ μｌ 样本和 ４ μｌ 无 ＲＮＡ 酶水
配成 １０ μｌ 反应体系进行实时荧光定量 ＰＣＲꎮ 反应程
序为:９５ ℃ 预变性 ２ ｍｉｎꎻ９５ ℃ 变性 １０ ｓꎬ５５ ℃ 退火
３０ ｓꎬ７２ ℃延伸 ３０ ｓꎬ该步骤共循环 ４０ 次ꎻ随后对 ＰＣＲ
扩增产物进行目的基因检测ꎮ 引物序列如下:

目的基因　 　 　 　 引物序列

Ｃｏｌ２ａ１ 上游 ５′￣３′ＴＣＣＴＣＣＧＴＣＴＡＣＴＧＴＣＣＡ
ＭＭＰ１３ 下游 ５′￣３′ＡＣＴＴＡＣＣＧＧＴＧＴＧＴＴＴＣＧ

上游 ５′￣３′ＧＡＴＡＣＧＴＴＣＴＴＡＣＡＧＡＡＧＧＣ
下游 ５′￣３′ＧＡＣＡＡＡＴＣＡＴＣＴＴＣＡＴＣＡＣＣ

ＧＡＰＤＨ 上游 ５′￣３′ＣＴＧＣＴＣＣＴＣＣＣＴＧＴＴＣＴＡ
下游 ５′￣３′ＣＡＡＴＧＴＣＣＡＣＴＴＴＧＴＣＡＣ

ＬＣ３ 上游 ５′￣３′ＡＴＧＣＣＴＣＣＣＡＡＧＡＡＡＣＣＴＴＣ
下游 ５′￣３′ＧＴＣＡＣＡＴＣＴＣＴＧＣＣＴＡＡＴＣＣ

Ｂｅｃｌｉｎ￣１ 上游 ５′￣３′ＣＣＡＴＴＡＣＴＴＡＣＣＡＣＡＧＣＣＣＡ
下游 ５′￣３′ＴＧＡＡＴＣＴＴＣＧＡＧＡＧＡＣＡＣＣＡ

ＭＥＧ３ 上游 ５′￣３′ＧＡＧＧＧＡＣＡＡＧＣＡＡＣＡＡＡＧ
下游 ５′￣３′ＧＡＴＧＡＡＣＡＣＧＡＧＣＡＣＡＧＡ

　 　 ３. 自噬小体检测:ＩＬ￣１β 联合机械应力干预软骨
细胞后ꎬ采用 ｍＲＦＰ￣ＧＦＰ￣ＬＣ３ 串连荧光蛋白腺病毒
转染免疫荧光染色的方法检测自噬小体形成ꎮ 具体
操作如下:取生长状态良好的软骨细胞接种于应变
片上ꎬ将稀释后的 ｍＲＦＰ￣ＧＦＰ￣ＬＣ３ 串连荧光蛋白腺
病毒转染混合液加入培养液中进行病毒转染ꎬ３６ ｈ
后分别给予各组(对照组、２０００ μ ｓｔｒａｉｎ 组、５０００ μ
ｓｔｒａｉｎ 组)细胞相对应的力学干预 ２ ｈꎬ力学干预结束
后立即取出细胞应变片进行固定、封片、激光共聚焦
显微镜拍照分析ꎬＭｅｒｇｅ 图中黄色斑点即为自噬小
体ꎮ

三、统计学分析
本研究所得数据以(ｘ－±ｓ)表示ꎬ应用 ＳＰＳＳ ２２.０ 版

软件进行数据分析ꎬ采用单因素方差分析比较各组间
差异显著性ꎬ两组间比较采用 ｔ 检验ꎬＰ<０.０５表示差异
具有统计学意义ꎮ

结　 　 果

一、ＩＬ￣１β 对软骨细胞表型蛋白及 ＭＭＰ１３ 的影响
经梯度浓度 ＩＬ￣１β 处理大鼠膝关节软骨细胞ꎬ

Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 结果显示 Ｃｏｌ￣２ 表达量与 ＩＬ￣１β 浓度呈
负相关ꎬＭＭＰ１３ 表达量与 ＩＬ￣１β 在 ２.５~１０ ｎｇ / ｍｌ 浓度
范围内呈正相关ꎬＷｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 在蛋白水平验证上述结
果ꎮ ５ ｎｇ / ｍｌ ＩＬ￣１β 可降低软骨细胞 ＣＯＬ￣２ 表达ꎬ并上
调 ＭＭＰ１３ 表达(图 ２)ꎬ表明可以用 ５ ｎｇ / ｍｌ ＩＬ￣１β 构
建软骨细胞炎症模型ꎮ

二、ＩＬ￣１β 联合机械应力对软骨细胞表型蛋白、自
噬标记蛋白的影响

５ ｎｇ / ｍｌ ＩＬ￣１β 联合同频率(１ Ｈｚ)不同强度机械
应力干预软骨细胞 ２ ｈꎬ通过实时 ＰＣＲ 检查发现ꎬ
２０００ μ ｓｔｒａｉｎ组软骨细胞 Ｃｏｌ￣２、ＬＣ３ 及 Ｂｅｃｌｉｎ￣１ 基因
表达量较对照组及 ５０００ μ ｓｔｒａｉｎ 组明显上调ꎬ差异具
有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎻ２０００ μ ｓｔｒａｉｎ 组 Ｂｅｃｌｉｎ￣１ 蛋
白表达较对照组及 ５０００ μ ｓｔｒａｉｎ 组明显增加ꎬ差异具
有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎻ５０００ μ ｓｔｒａｉｎ 组 ｍ￣ＴＯＲ 蛋
白表达较对照组及 ２０００ μ ｓｔｒａｉｎ 组明显增加ꎬ差异具
有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎻ应力组自噬标记蛋白 ＬＣ３
Ⅱ / Ⅰ相对表达量均较对照组明显减少ꎬ差异均具有
统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ具体情况见图 ３ꎻ免疫荧光染
色显示 ２０００ μ ｓｔｒａｉｎ组自噬小体形成较对照组及
５０００ μ ｓｔｒａｉｎ 组明显增加ꎬ５０００ μ ｓｔｒａｉｎ 组自噬小体
形成较对照组及２０００ μ ｓｔｒａｉｎ组明显减少ꎬ差异均具
有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ具体情况见图 ４ꎮ

三、ＩＬ￣１β 联合机械应力对软骨细胞 ＭＥＧ３ 的影
响

实时ＰＣＲ检查结果显示 ꎬ２０００ μ ｓｔｒａｉｎ组ＭＥＧ３
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　 　 注:Ａ 为实时 ＰＣＲ 检测梯度浓度 ＩＬ￣１β 处理软骨细胞后 Ｃｏｌ￣２ 及 ＭＭＰ１３ 表达ꎻＢ 为 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测梯度浓度 ＩＬ￣１β 处理软骨细胞后 Ｃｏｌ￣２
及 ＭＭＰ１３ 表达ꎻＣ 和 Ｄ 为通过条带灰度分析计算 Ｃｏｌ￣２ 及 ＭＭＰ１３ 相对表达量ꎻ与对照组比较ꎬａＰ<０.０５

图 ２　 梯度浓度 ＩＬ￣１β 干预对大鼠软骨细胞表型的影响

　 　 注:Ａ 表示实时 ＰＣＲ 检测机械应力干预软骨细胞后 Ｃｏｌ￣２、ＬＣ３ 及 Ｂｅｃｌｉｎ￣１ 表达变化ꎻＢ 表示 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测机械应力干预软骨细胞后

ｍ￣ＴＯＲ、ＬＣ３ 及 Ｂｅｃｌｉｎ￣１ 表达变化ꎻＣ￣Ｅ 表示通过条带灰度分析计算 ｍ￣ＴＯＲ、ＬＣ３ 及 Ｂｅｃｌｉｎ￣１ 相对表达量ꎻ与对照组比较ꎬａＰ<０.０５
图 ３　 机械应力对炎症环境中软骨细胞表型及自噬的影响

表达量较对照组明显减少(Ｐ<０.０５)ꎬ５０００ μ ｓｔｒａｉｎ组
ＭＥＧ３ 表达量较对照组明显增多(Ｐ<０.０５)ꎬ上述结果

提示低强度机械应力抑制 ＭＥＧ３ 表达ꎬ高强度机械应
力促进 ＭＥＧ３ 表达ꎬ具体情况见图 ５Ａꎮ
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　 　 注:Ａ 为实时 ＰＣＲ 检测 ＩＬ￣１β 联合机械应力对 ＭＥＧ３ 表达的影响ꎻＢ 为实时 ＰＣＲ 检测 ｓｉＭＥＧ３ 转染软骨细胞对 ＬｎｃＲＮＡ￣ＭＥＧ３ 沉默效率的

影响ꎻＣ 为实时 ＰＣＲ 检测 ｓｉＭＥＧ３ 转染软骨细胞对 ＬＣ３ 及 Ｂｅｃｌｉｎ￣１ 表达量的影响ꎻ与对照组比较ꎬａＰ<０.０５
图 ５　 ＩＬ￣１β 联合机械应力对软骨细胞 ＭＥＧ３ 表达的影响

　 　 注:Ａ３ 为对照组ꎻＢ３ 为 ２０００ μ ｓｔｒａｉｎ 组ꎻＣ３ 为 ５０００ μ ｓｔｒａｉｎ 组ꎻ
箭头处黄色斑点为自噬小体

图 ４　 各组软骨细胞自噬标记蛋白比较(免疫荧光染色ꎬ×４００)

四、ｓｉ￣ＲＮＡ 转染软骨细胞对 ＭＥＧ３ 及自噬标记蛋
白的影响

ｓｉ￣ＲＮＡ 沉默 ＭＥＧ３ 后ꎬｓｉＲＮＡ 组的 ＭＥＧ３ 下调至
阴性对照组的 ４７.３％(Ｐ<０.０５)ꎬ阴性对照组与空白
对照组间差异无统计学意义(Ｐ>０.０５) (图 ５Ｂ)ꎮ 沉
默 ＭＥＧ３ 表达后ꎬＬＣ３ 及 Ｂｅｃｌｉｎ￣１ 的 ｍＲＮＡ 表达均明
显增强(Ｐ ＝ ０.００１５ꎬＰ ＝ ０.０００９) (图 ５Ｃ)ꎬ提示 ＭＥＧ３
与 ＬＣ３ / Ｂｅｃｌｉｎ￣１ 呈负相关ꎬ如 ＭＥＧ 下调ꎬ则 ＬＣ３ / Ｂｅｃ￣
ｌｉｎ￣１ 表达上调ꎬ即自噬水平上调ꎮ 综上结果可知ꎬ
ＭＥＧ３ 能调控软骨细胞自噬水平ꎬ并与自噬水平呈负
相关性ꎮ 同时本研究得出以下结论:机械应力通过影
响 ＭＥＧ３ 表达来调控软骨细胞自噬水平ꎻ低强度机械
应力抑制 ＭＥＧ３ 表达ꎬ上调自噬水平ꎻ高强度机械应
力促进 ＭＥＧ３ 表达ꎬ下调自噬水平ꎮ

讨　 　 论

自噬在正常软骨中具有重要保护作用ꎮ 在椎间盘

终板软骨细胞中ꎬ细胞通过自噬减少机械压力诱导的

软骨钙化ꎬ延缓椎间盘软骨退变[９]ꎮ 在骨关节炎发展

过程中ꎬ软骨细胞自噬水平随着年龄增加、骨关节炎进

展而降低[１０￣１１]ꎮ Ｓａｓａｋｉ 等[１２] 研究发现ꎬ阻断软骨细胞

自噬可使软骨细胞发生骨关节炎样改变ꎮ 由此可见ꎬ
自噬在延缓骨关节炎发展中至关重要ꎮ 本研究结果发

现ꎬ低强度机械应力促进炎症环境中软骨细胞自噬ꎬ高
强度机械应力则抑制软骨细胞自噬ꎬ推测机械应力能

通过调控软骨细胞自噬水平影响骨关节炎发展ꎮ 结合

本课题组前期研究成果ꎬ即适宜的机械应力可促进软

骨细胞增殖ꎬ高强度机械应力则抑制软骨细胞增

殖[１３]ꎬ我们认为力学刺激可通过调节软骨细胞自噬过

程ꎬ促进软骨细胞增殖ꎬ延缓骨关节炎发展ꎮ
ＬｎｃＲＮＡ 能调控多种细胞活动ꎬ如基因表达、染色

质修饰物招募及蛋白质折叠等[１４]ꎮ 目前已发现多条

ＬｎｃＲＮＡ 调控骨关节炎相关基因表达ꎬ如 ＧＡＳ５[１５]、
Ｈ１９[１６]及 ＨＯＴＴＩＰ [１７]ꎮ Ｌｉｕ 等[１８] 发现 ＬｎｃＲＮＡ 在应力

刺激软骨细胞退化过程中至关重要ꎬ有望成为骨关节

炎治疗的新靶点之一ꎮ 由此可见ꎬＬｎｃＲＮＡ 与骨关节炎

的发展关系密切ꎬ在骨关节炎发展过程中发挥重要调

控作用ꎮ 本研究结果显示ꎬＩＬ￣１β 联合机械应力干预软

骨细胞过程中ꎬ低强度机械应力(２０００ μ ｓｔｒａｉｎ)能抑制

ＭＥＧ３ 表达ꎬ高强度机械应力(５０００ μ ｓｔｒａｉｎ)则促进其

表达ꎮ 因此推测机械应力能调控 ＭＥＧ３ 表达ꎬ从而影

响骨关节炎发展进程ꎮ
在 ＩＬ￣１β 联合机械应力干预软骨细胞的研究中ꎬ

我们还发现 ＭＥＧ３ 与自噬相关蛋白 Ｂｅｃｌｉｎ￣１ 的 ｍＲＮＡ
表达量呈负相关性ꎬ且在蛋白水平得到了进一步验证ꎬ
由此我们推测 ＭＥＧ３ 可调控软骨细胞自噬水平ꎮ 为进

一步明确 ＭＥＧ３ 与自噬是否相关ꎬ本研究通过 ｓｉＲＮＡ

０９ 中华物理医学与康复杂志 ２０１７ 年 ２ 月第 ３９ 卷第 ２ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｐｈｙｓ Ｍｅｄ Ｒｅｈａｂｉｌꎬ Ｆｅｂｒｕａｒｙ ２０１７ꎬ Ｖｏｌ. ３９ꎬ Ｎｏ.２



沉默 ＭＥＧ３ꎬ发现 ＬＣ３ 及 Ｂｅｃｌｉｎ￣１ 表达量均明显增加ꎮ
综上所述ꎬ本研究结果提示ꎬ机械应力能通过影响

ＭＥＧ３ 表达ꎬ调控炎症刺激下软骨细胞自噬水平ꎬ延缓
软骨细胞退化ꎬ从而抑制骨关节炎病情进展ꎬ提示
ＭＥＧ３ 有望成为骨关节炎治疗的新靶点ꎬ但其确切调
控机制还有待进一步探究ꎮ
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ＤＯＩ:１０.１０１６ / ｊ.ｃｅｌｌｓｉｇ.２０１３.０８.０３４.

[１８] Ｌｉｕ ＱꎬＨｕ ＸꎬＺｈａｎｇ Ｘꎬｅｔ ａｌ.Ｔｈｅ ＴＭＳＢ４ Ｐｓｅｕｄｏｇｅｎｅ ＬｎｃＲＮＡ ｆｕｎｃ￣
ｔｉｏｎｓ ａｓ ａ ｃｏｍｐｅｔｉｎｇ ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ ＲＮＡ ｔｏ ｐｒｏｍｏｔｅ ｃａｒｔｉｌａｇｅ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ
ｉｎ ｈｕｍａｎ ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ[Ｊ] .Ｍｏｌ Ｔｈｅｒꎬ２０１６ꎬ２４(１０):１７２６￣１７３３.ＤＯＩ:
１０.１０３８ / ｍｔ.２０１６.１５１.
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【摘自:Ｓａｔｏ Ｙꎬ Ａｉｄａ Ｊꎬ Ｋｏｎｄｏ Ｋꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｏｏｔｈ ｌｏｓｓ ａｎｄ ｄｅｃｌｉｎｉｎｇ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｃａｐａｃｉｔｙ: ａ ｐｒｏｓｐｅｃｔｉｖｅ ｃｏｈｏｒｔ ｓｔｕｄｙ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｊａｐａｎ ｇｅｒｏｎｔｏ￣
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