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基金项目!国家自然科学基金面上项目"编号!

$#&:&;;!

#$北京中医

药大学自主选题项目%编号!

!%#<=,>?=@A!%!

&

B3*C 1.0D.+4

!

E.0F)CGC HI 9+/)0*+8 9+/3.+8 A5)G*5G B03*C+/)0*

%

906

$J&:&;;!

&

通讯作者!唐学章
K 4+)8

!

/+*DL3GM(+*DNJ!;6504

'0..GO10*C)*D +3/(0.

!

2P9Q @3G M(+*D K 4+)8

!

/+*DL3GM(+*DNJ!;6504

膝骨关节炎%

0O/G0+./(.)/)O

'

-P

&是一种慢性膝关

节退行性疾病' 软骨细胞外基质的降解一直被认为

是导致关节破坏的中心事件(

J

)

* 而近年来'随着对滑

膜炎症作用和固有免疫反应在
-P

进程中作用机制

的认识的深入' 由
2RST

介导的通过髓样分化因子

$$

%

4IG80)C C)UUG.G*/)+/)0* U+5/0. $$

'

VIW$$

#途径激活

核转录因子
9B=!?

从而引发的滑膜炎症性应答反

应的相关研究成为了进一步剖析膝
-P

病理机制的

关键(

!

)

* 对
VIW$$

依赖途径在膝
-P

病理进展过程

中的研究在调节滑膜炎症和关节结构完整性破坏中

均有着重要的意义* 本研究通过检测
2RST

+

VIW$$

和
9B=!?

在差异病程的滑膜组织中的
4S9P

变化

VIW$$依赖途径在膝骨关节炎进程中的基因表达

相关性研究

王欢 J

!王庆甫 !

!史榕荇 J

!张美丽 J

!杨帆 J

!刘思婷 &

!樊小燕 &

!郭玉茹 &

!丁海涛 J

!唐学章 J

%

J6

中日友好医院' 北京
J%%%!X

$

!6

北京中医药大学第三附属医院' 北京
J%%%!X

$

&6

北京中医药大学' 北京

J%%%&X

&

!摘要" 目的!探讨
VIW$$

依赖途径的相关基因
2RST

"

9B=!?

与
VIW$$

在膝骨关节炎#

0O/G0+./(.)/)O

$

-P

%不同

病程下大鼠滑膜组织的表达特点及相关性& 方法!将
;%

只
Y)O/+.

大鼠随机分为
;

组!空白组#

9

%'假手术组(

B

%和模型

组)

!

周组(

!Y

%'

T

周组(

TY

%'

$

周组(

$Y

%'

J!

周组(

J!Y

%*$每组各
J%

只& 各模型组以
Z38/(

法建立大鼠膝
-P

动物

模型$空白组不予手术$假手术组仅打开关节腔& 按上述设计时间收集样本$经总
S9P

的提取及反转录后$用
SG+8=

/)4G E'S

法对各组滑膜组织中
2RST

'

9B=!?

及
VIW$$

的相对表达量进行检测$分析其相关性&结果!假手术组各基因

的
4S9P

表达与空白组相比差异均无统计学意义##

![%6%<

%+而各模型组较空白组各基因表达增强#

!\%6%<

%& 相关性

分析显示!

VIW$$

与
2RST

及
9B=!?

的
4S9P

相关性系数分别为
%6XJ

和
%6$;

$差异有统计学意义#

!\%6%<

%& 结论!

VIW$$

与
2RST

'

9B=!?

的表达均呈显著的正相关性$在通路上起重要的枢纽作用$可通过其表达预测通路上其他基

因的表达情况$进一步明确膝
-P

病理机制&

!关键词" 膝骨关节炎+

VIW$$

依赖途径+ 固有免疫+ 滑膜炎症

!"#

!

J%6&X;X ] ^6)OO*6J%%&=%%&T6!%J$6J%6%JJ

$%&&'()*+%, %- .','/ '01&'//+%, %, 234 55 6'1',6',* /+.,)(+,. 1)*78)3 +, 1&%.&'//+%, %- 9,'' %/*'%)&*7&+*+/

"#$% &'()

'

"*$% +,)- .'

'

/&0 12)- 3,)-

'

4&*5%67, 8,

'

9*5% :()

'

;0< /, =,)-

'

:*5 >,(2 ?()

'

%<@ 9' A'

'

B05% &(,

=(2

'
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'
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*+8)*D 1+/(`+I )* OI*0F)+8 4G4H.+*G

%

AV

&

0U 1.0D.GOO)0* 0U a*GG 0O/G0+./(.)/)O

%

-P

&

6 2'*7%6/

!

A)L/I Y)O/+. .+/O `G.G .+*_

C048I C)F)CGC )*/0 ; D.031O

'

)*583C)*D H8+*a D.031

%

9

&'

U+8OG O3.D)5+8 D.031

'

40CG8 D.031O

(

! `GGaO

%

!Y

&'

T `GGaO

%

TY

&'

$

`GGaO

%

$Y

&

+*C J! `GGaO

%

J!Y

&)'
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6 2(G 50..G8+/)0* )*CGL +40*D VIW$$

'

2RST +*C 9B=!?

`+O %6XJ +*C %6$; .GO1G5/)FG8I

'

+*C (+C O)D*)U)5+*/ C)UUG.G*5G +40*D /(G46 ?%,B(D/+%,

!

E0O)/)FG8I .G8+/)FG +40*D VIW$$

'

2RST +*C 9B=!? 18+IGC 4+)* .08G )* 2RST ] 9B=!? O)D*+8 1+OO`+I

'

+*C 5038C 1.GC)5+/G /(G GL1.GOO)0* 0U 0/(G. DG*GO )* /(G

1+OO`+I6 c/ +8O0 5038C U3./(G. 1.0F)CG /(G H+O)O U0. 58+.)UI /(G 1+/(080D)5 4G5(+*)O4 0U a*GG -P6

EFGH">4< d*GG 0O/G0+./(.)/)O

$

VIW$$ CG1G*CG*/ 1+/(`+I

$

c**+/G )443*)/I

$

AI*0F)/)O
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·基础研究·
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表
! "#$%&'()# *+"

目的基因引物序列

,$-.! */0123# 4#5# 3#6/#57# 10()#03 (5 "#$% & '()# *+"

基因名称 引物序列 长度

2:;<

正义引物
2=>='2>'>>'''>'2=>>=> !? @1

反义引物
2=''22=2=22'>>22=>'2'> !" @1

ABC$$

正义引物
'2'=>>=222=22=='2='' !" @1

反义引物
2'=>2''==2''>2'>=22' !" @1

9DE!F

正义引物
2'22==>'2>'='='22>'= !" @1

反义引物
'>'>=2''''=22'2'22'' !" @1

=>GCH

正义引物
=2='2'>=2>2=2''2==>=2' !" @1

反义引物
22=>2=>'>>2'22=>2==> !" @1

规律!分析它们在膝
->

进程中的相关性"

!

材料与方法

!. !

实验动物

健康雄性
$

周龄
I)J/+.

大鼠
K"

只#

L'MN

$京%

!%?KE%%%?

&!体重'

!%%O!"

%

P

!由北京中医药大学附

属第一临床医学院实验动物中心通过维通利华实验

动物技术有限公司购买!微生物学检测合格!

LGD

级

清洁饲养"

!. 8

实验试剂

4;9>

提取试剂盒 '

Q)+PR*

! 德国%!

;RSR.2.+

>5R TG'; ;2 N)/

'

2-U-F-

!日本%!

LUF; G.R4)V WV

2+T2A XX

'

2+N+;+

! 日本%!

2:;<

(

ABC$$

和
9DE!F

引物$百诺威生物科技有限公司!中国%)

!. 9

实验仪器与设备

G';

仪 '

G2'E!!Y GR8/)R. 2(R.4+8 5B58R

!

A, ;RZ

JR+.5( X*56

%! 荧光定量
G';

仪 '

'DM E[K

!

FX- E

;>C

%!漩涡混匀器'

70./RVY

!齐林贝尔%!冷冻高速离

心机 '

Y$%<;

!

W11R*\0.]

%! 高速离心机 '

^RBI.)5RE

C2A '&) 438/)]3*5/)0*

!

2(R.40

%! 紫外分光光度计

'

F)01(0/04R/R.183J

!

W11R*\0.]

%! 超低温冰箱 '

D0.Z

4+_%% JR.)RJ

!

2(R.40

%*

!. :

分组与样本收集方法

将
K%

只大鼠编号后输入
LGLL

统计软件随机抽

取排列分为
K

组+空白组'

9

%!假手术组'

D

%!模型组

#

!

周组'

!I

%,

<

周组'

<I

%(

$

周组'

$I

%和
?!

周组

'

?!I

%&!每组
?%

只*

!. ;

造模方法

模型组以经典
H38/(

法建立大鼠膝
->

动物模

型#

&

&

!

?%`

水合氯醛腹腔注射麻醉!髌旁内侧入路!屈

曲膝关节以眼科剪切断前后交叉韧带及内侧韧带!

髌骨复位后冲洗创口并逐层缝合关节腔* 空白组不

予手术!假手术组仅打开关节腔!生理盐水冲洗后缝

合* 术后
& \

每日大鼠臀大肌肌注
?%

万
a b ^P

青霉

素以预防感染*手术全程于冰上操作!样本用液氮运

输!置于
E$" c

超低温冰箱中贮存备用*

!. <

检测项目与方法

!. <. !

总
;9>

提取及反转录 按
4;9>

提取试

剂盒说明书逐步提取总
;9>

!加入适量体积的
CWZ

G'EI+/R.

至完全溶解!紫外分光光度计进行分析检

测及浓度测定!合格后进行反转录'

.RSR.JR /.+*J5.)1Z

/)0*

!

;2

%反应* 按反转录试剂盒说明书操作后!将配

置好的各组反应液置于
G';

仪中
;2

获得
5C9>

!

低温贮存以用于后续实验*

!. <. 8 ;R+8E2)4R G';

反应 取出试剂( 引物(模

板!在室温下解冻!涡旋震荡离心管确保均质化!短

暂离心收集溶液于管底*在配制反应混合液前!准备

合适浓度的样品* 根据下表配制相应数量的反应混

合液
LUF=.RR* 4)V#%6%

(

G.)4R. D

'

#% "A

%

%6<

(

G.)4R.

;

'

#%"A

%

%6<

(

\\H!%$6!

'单位为
"8

%!混合除样本外

的所有样品*涡旋震荡混匀!平均分装到每个反应孔

中! 最后加入模板* 引物设计序列如表
#

所示* 在

G';

体系中依次加入
#

体积
;2

产物!每个样本设

&

个复孔* 用荧光定量专用八排管封口膜覆盖
[K

孔

G';

板!瞬时离心混匀后!收集反应液于管底* 将八

排管放入荧光定量
G';

仪内!设定反应条件后启动

程序进行荧光定量
G';

反应'表
#

%* 荧光定量反应

结束后!取出
[K

孔板或八排管!收集包括扩增曲线(

融解曲线与相应
'/

值等荧光定量数据进行分析* 具

体观察项目为+'

#

%不同
->

进程中的
2:;<

(

ABC$$

和
9DE!F 4;9>

表达* '

!

%

ABC$$

与
2:;<

(

9DE!F

4;9>

表达的相关性*

!. =

统计学处理

采用
LGLL #_6%

软件进行统计学分析!定量资料

以均数
O

标准差'!

!

!"

%形式表示!组间数据的比较采

用单因素方差分析'

-*REI+B >9-7>

%!连续正态数

据线性相关系数的比较采用
GR+.J0*

相关性分析!相

关性系数用
#

表示* 以
$d%6%Y

为差异有统计学意义*

8

结果

8. ! 2:;<

(

ABC$$

和
9DE!F 4;9>

表达检测

假手术组各基因的
4;9>

表达与空白组相比

差异均无统计学意义''

$e%6%Y

%!排除了手术操作因

素对实验结果的影响!符合造模要求*而模型组各基

因表达与空白组比较!差异有统计学意义'

$d%6%Y

%-

而且
&

个目的基因的
4;9>

表达趋势基本相似!在

<

周时达峰值'表
!

%*

8. 8 ABC$$

与
2:;<

(

9DE!F 4;9>

表达的相关性

分析

通过对上述实验数据的系统分析 !

ABC$$

与

2:;<

的
4;9>

相对表达量的相关系数为
%6[#

!显

[&<

" "
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图
! :;<$$

与
9=>!?

的相关性散点图

"#$%! '0..@8+/)0* A5+//@. 180/ 0B :;<$$ +*C 9=>!?

图
& :;<$$

与
2DEF

的相关性散点图

"#$%& '0..@8+/)0* A5+//@. 180/ 0B :;<$$ +*C 2DEF

注!

2DEF

表达量与空白组比较"

!

!G>"6&&

"

"G"6HI

#

!!

!G>J6FF

"

"G"6""

#

!!!

!G>K"6L$

"

"G"6""

#

!!!!

!G>J6"I

"

"G"6""

#

!!!!!

!G>K6K&

"

"G"6!$

$

:;<$$

各组与空白组比较"

"

!G"6JF

"

"G"6I&

#

""

!G>I6HJ

"

"G"6""

#

"""

!G>K$6LI

"

"G"6""

#

""""

!G>J6LH

"

"G"6""

#

"""""

!G>F6L!

"

"G"6""

$

9=>!?

各组与空白组

比较"

#

!G>"6&!

"

"G"6HJ

#

$$

!G>K"6I

"

"G"6""

#

$$$

!G>!"6IJ

"

"G"6""

#

$$$$

!G>KI6J$

"

"G"6""

#

$$$$$

!G>KI6J$

"

"G"6""

90/@

!

'041+.@C M)/( N8+*O P.031 )* 2DEF

"

!

!G>%6&&

"

"G%6HI

#

!!

!G>J6FF

"

"G%6%%

#

!!!

!G>K%6L$

"

"G%6%%

#

!!!!

!G>J6%I

"

"G%6%%

#

!!!!!

!G>K6K&

"

"G%6!$6

'041+.@C M)/( N8+*O P.031 )* :;<$$

"

%

!G%6JF

"

"G%6I&

#

""

!G>I6HJ

"

"G%6%%

#

"""

!G>K$6LI

"

"G%6%%

#

""""

!G>J6LH

"

"G%6%%

#

"""""

!G>F6L!

"

"G%6%%6 '04Q

1+.@ M)/( N8+*O P.031 )* 9=>!?

"

$

!G>%6&!

"

"G%6HJ

#

$$

!G>K%6I

"

"G%6%%

#

$$$

!G>!%6IJ

"

"G%6%%

#

$$$$

!G>KI6J$

"

"G%6%%

#

$$$$$

!G>KI6J$

"

"G%6%%

表
!

各组
'()*

!

+,-..

!

/"0!1

的
2)/3

相对表达量

'45%! )6748#96 2)/3 6:;<6==#>? >@ '()*

"

+,-..

"

/"0!1

组别 鼠数
2DEF :;<$$ 9=>!?

空白组
K% %6K%RK6"! "6IFR"6!K "6IKR"6"F

假手术组
K" "6!JR"6FL

!

"6FHR"6"H

"

"6I&R"6"H

$

!

周组
K" &6&JR"6K!

!!

K6KIR"6K!

""

K6KKR"6"H

$$

F

周组
K" I6JHR"6"F

!!!

!6IJR"6"J

"""

K6J$R"6"J

$$$

$

周组
K" &6KHR"6""

!!!!

K6!$R"6KJ

""""

K6F"R"6"L

$$$$

K!

周组
K" "6JHRK6"!

!!!!!

K6"JR"6"L

"""""

K6F"R"6"$

$$$$$

#

值
> &$6IJ K""6"F KFH6IF

"

值
> "6"" "6"" "6""

著性概率为
"6""

#

:;<$$

与
9=>!?

的
4E9S

相对

表达量的相关系数为
"6$J

"显著性概率为
"6""

"表明

了
:;<$$

与
2DEF

%

9=>!?

之间显著性关系的存在"

并且呈较强的正相关性" 其相关性散点图更直观地

说明了这一点&图
K>!

'$

A

讨论

A% & :;<$$

依赖途径在膝
-S

滑膜中的意义

膝
-S

是当今社会危害公众健康的一大疾病"

以滑膜和软骨等关节结构的破坏为主要病理特征$

国内外研究显示" 过度增殖的滑膜细胞启动一系列

免疫反应和炎症反应"是导致软骨降解%关节退变和

加速膝
-S

病情进展的重要环节" 其病理进程涉及

多种组织细胞% 信号转导通路和细胞因子的参与$

:;<$$

是一种分子质量为
&FO<+

的胞质可溶性蛋

白 "是
2DEF T 9= >!?

信号通路中的关键接头分

子 (

F>I

)

$ 目前"尚未有
:;<$$

依赖途径上重要元件

&

2DEF

%

9=>!?

' 在膝
-S

不同病理进程滑膜中表达

关系的相关报道" 本研究在一定程度上弥补了这项

空白$

本研究发现
:;<$$

依赖途径的相关基因均广

泛参与着膝
-S

病程中的各个阶段(

J>H

)

$ 实验结果显

示!&

#

'各基因在
-S

病程进展中的表达变化反映了

机体对刺激的保护和代偿过程! 从
!

周至
F

周迅速

上调的表达量展示了一个随病程进展" 信号通路迅

速被激活"

4E9S

迅速合成"为形成靶蛋白做准备的

4E9S

积蓄的过程$

F

周后"膝
-S

逐渐由急性期进

入了较稳定的代偿期" 机体本身也启动了相应的保

L&I

" "
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906#%

护模式!

4:9;

合成逐渐减慢" 至
#!

周时! 重度膝

-;

的滑膜细胞发生凋亡#变性和坏死!炎症反应消

退! 使目的基因的表达也相应的减少$ %

!

& 根据

<=>$$

与
2?:@

#

9AB!C

在
-;

病程进展中表达趋势

的相似!初步反映了它们之间的相关性!之后的相关

性分析明确了这一结论'

!" # <=>$$

与
2?:@

#

9AB!C

在膝
-;

进程中的相

关性研究

实验结果显示!在膝
-;

的进展过程中!

<=>$$

与
2?:@

和
9AB!C

的相对表达量均呈较强的正相

关关系!这与它们在相关通路上的转接过程有关'当

机体受到刺激后!

D;<DE

和
>;<DE

被
2?:@

感知和

识别!刺激肌动蛋白重排!之前稳定的非活性的存在

于细胞骨架中的
<=>$$

随之释放! 被
2?:@

胞内信

号区募集入胞质!作为启动下游信号转导的靶分

子(

$

)

'

<=>$$

诱导下游信号转导过程中处于中枢地

位的转录因子
9AB!C

活化而转位进核!与相应靶基

因中的启动子或增强子的
!C

位点结合!诱导靶基因

的转录!启动免疫反应!导致如肿瘤坏死因子%

29AB

"

&#白细胞介素
B##

%

F?BG$

&#一氧化氮%

9-

&等炎性

介质的释放!产生各种特异性的生物学效应(

H

)

!诱发

或加重膝
-;

的进程(

G"

)

'

<=>$$

与
2?:@

和
9AB!C

构成了一个联系紧密的相互作用网 (

GG

)

!

<=>$$

及其

依赖途径相关基因功能任意一方的缺陷均可导致信

号传导的中断' 某些研究试图通过抑制
<=>$$

依赖

途径的上游
2?:@

#中游
<=>$$

和下游
9AB!C

的表

达! 进而借助整个级联反应来减轻膝
-;

的关节破

坏症状(

G!

)

'

!" !

本研究意义及展望

因此!对
<=>$$

依赖途径相关基因的调控是干

预膝
-;

滑膜炎症的重要靶点! 以后的治疗可通过

干扰该通路上的某个环节! 利用其相关性进行诊断

和治疗' 本研究通过
:2BD':

技术对膝
-;

病程各

阶段滑膜组织的
2?:@

#

<=>$$

和
9AB!C

的
4:9;

相对表达量进行系统检测和相关性分析 ! 探讨

<=>$$

依赖途径在膝
-;

滑膜炎症中的调控机制!

为进一步阐明膝
-;

发病机制的内在效应网络关

系#探寻各阶段药物作用靶点提供数据支持!也为膝

-;

的预防和治疗开拓新的思路(

G&

)

'
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