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【摘 要】 目的 分析膝关节骨性关节炎( KOA) 患者关节液中 miＲ-34a-5p、miＲ-149-5p 的表达及其临床意义。

方法 收集 2020 年 1 月—2022 年 6 月武汉市第一医院骨科就诊的 KOA 患者 90 例的临床资料，按 X 线片 Kellgren-
Lawrence( KL) 标准分级分为轻度 KOA 组( 1 ～ 2 级患者) 和重度 KOA 组( 3 ～ 4 级患者) ，各 45 例，另选取同期医院健

康体检者 45 例作为健康对照组。利用 qＲT-PCＲ 检测各组关节液中 miＲ-34a-5p、miＲ-149-5p 的表达量，通过 ELISA 法

检测各组关节液中 IL-1β的表达量，Spearman 分析关节液中 miＲ-34a-5p、miＲ-149-5p 表达水平与 IL-1β、KL 分级的相

关性，受试者工作特征曲线( ＲOC) 分析关节液中 miＲ-34a-5p、miＲ-149-5p 表达对 KOA 严重程度的诊断价值。结果

膝关节液中 miＲ-34a-5p、IL-1β 表达水平比较，重度 KOA 组 ＞ 轻度 KOA 组 ＞ 健康对照组( F /P = 19． 21 / ＜ 0． 001、
14． 86 / ＜ 0． 001) ; 膝关节液中 miＲ-149-5p 表达水平比较，重度 KOA 组 ＜ 轻度 KOA 组 ＜ 健康对照组( F /P = 63． 81 / ＜
0． 001) 。Spearman 相关性分析显示，miＲ-34a-5p 表达水平与 IL-1β、KL 分级呈显著正相关( r /P = 0． 835 / ＜ 0． 001、
0． 835 / ＜ 0． 001) ，miＲ-149-5p 的表达水平与 IL-1β、KL 分级 呈 显 著 负 相 关 ( r /P = － 0． 828 / ＜ 0． 001、－ 0． 943 / ＜
0． 001) 。ＲOC 曲线分析显示，miＲ-34a-5p、miＲ-149-5p 及二者联合预测 KOA 严重程度的曲线下面积分别为 0． 902、
0． 850、0． 976，二者联合预测 KOA 严重程度的价值高于单项指标( Z /P = 240． 70 /0． 046，224． 13 /0． 005) 。结论 KOA

患者关节液中 miＲ-34a-5p、miＲ-149-5p 的表达异常，且与 KOA 的临床分级和 IL-1β显著相关，可作为诊断和监测 KOA

疾病活动的潜在标志物。
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【Abstract】 Objective To analyze the expression and clinical significance of miＲ-34a-5p and miＲ-149-5p in joint
fluid of patients with knee osteoarthritis ( KOA) ． Methods The clinical data of 90 KOA patients from the Orthopedics De-
partment of Wuhan First Hospital from January 2020 to June 2022 were collected． According to the Kellgren-Lawrence ( KL)

standard grading of X-ray film，45 patients were divided into mild KOA group ( grade 1-2 patients) and severe KOA group
( grade 3-4 patients) ． In addition，45 patients with physical examination in the same period were selected as the control
group． The expression of miＲ-34a-5p and miＲ-149-5p in joint fluid of each group was detected by qＲT-PCＲ，and the amount
of expression IL-1β in joint fluid of each group was detected by ELISA． Spearman analyzed the correlation between expression
level of miＲ-34a-5p，miＲ-149-5p and IL-1β in joint fluid，KL grading． The diagnostic value of the expression of miＲ-34a-5p
and miＲ-149-5p in the joint fluid for the severity of KOA was analyzed by the working characteristic curve ( ＲOC) of subjects．
Ｒesults MiＲ-34a-5p，IL-1 in knee joint fluid β Comparison of expression level，severe KOA group ＞ mild KOA group ＞ con-
trol group ( F /P = 19． 21 / ＜ 0． 001，14． 86 / ＜ 0． 001) ． Compared with the expression level of miＲ-149-5p in knee joint fluid，

severe KOA group ＜ mild KOA group ＜ control group ( F /P = 63． 81 / ＜ 0． 001) ． Spearman correlation analysis showed that the
expression level of miＲ-34a-5p and IL-1 β，KL grading showed significant positive correlation ( r /P = 0． 835 / ＜ 0． 001，0．
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835 / ＜ 0． 001) ，and the expression level of miＲ-149-5p was correlated with IL-1 β，KL grading showed significant negative
correlation ( r /P = － 0． 828 / ＜ 0． 001，－ 0． 943 / ＜ 0． 001) ． The ＲOC curve analysis showed that the area under the curve of
miＲ-34a-5p，miＲ-149-5p and their combined prediction of KOA severity were 0． 902，0． 850 and 0． 976，respectively． The
value of their combined prediction of KOA severity was higher than the single index ( Z /P = 240． 70 /0． 046224． 13 /0． 005) ．
Conclusion The expression of miＲ-34a-5p and miＲ-149-5p in the joint fluid of KOA patients is abnormal，and is significant-
ly related to the clinical grade and laboratory indicators of KOA，which can be used as a potential marker for diagnosis and mo-
nitoring of KOA disease activity．
【Key words】 Knee osteoarthritis; miＲ-34a-5p; miＲ-149-5p; Synovial fluid

膝关节骨性关节炎( knee osteoarthritis，KOA) 是

一种常见于中老年人的退行性疾病，其发病率和严重

程度在世界范围内逐年增加［1-2］。KOA 早期发病隐

匿，临床症状不典型，晚期再生能力极为有限，且这种

退行性疾病不可逆转，严重威胁着人们的健康［3-4］。
因此，探索 KOA 敏感的诊断标志物，对于 KOA 的有效

防治尤为重要。已有研究显示，IL-1β 异常增高是影

响 KOA 患者预后不良的独立危险因素［5］。近年来，研

究发现异常表达的 miＲNAs 在多种炎性反应性疾病包

括关节炎的发生发展中发挥重要作用，被认为是预测

和诊断该类疾病的一种新的潜在生物标志物［6-8］。最

新研究发现，miＲ-149-5p、miＲ-34a-5p 与骨关节炎和类

风湿性关节炎的进程密切相关［8-10］。然而，关于 miＲ-
34a-5p、miＲ-149-5p 在 KOA 患者关节液中的表达情况

及潜在临床意义，尚未见相关研究报道。本研究旨在

探讨 KOA 患者关节液中 miＲ-34a-5p、miＲ-149-5p 的表

达及与临床和实验室指标的相关性，为 KOA 发病机制

研究和临床诊断提供新思路，报道如下。
1 资料与方法

1． 1 临床资料 收集 2020 年 1 月—2022 年 6 月于武

汉市第一医院骨科就诊的 KOA 患者 90 例的临床资

料，男 48 例，女 42 例，年龄 41 ～ 76( 56． 77 ± 8． 95) 岁。
按 X 线片 Kellgren-Lawrence ( KL) 标准分级［3］分为轻

度 KOA 组( 1 ～ 2 级) 和重度 KOA 组( 3 ～ 4 级) ，各 45
例。同期选取医院膝关节无损伤健康体检者 45 例为

健康对照组，男 20 例，女 25 例，年龄 20 ～ 73 ( 46． 49 ±
13． 78) 岁。本 研 究 通 过 医 院 伦 理 委 员 会 审 批
( 201902315WHF) ，入院者及家属均知情同意并签署

知情同意书。
1． 2 病例选择标准 纳入标准: KOA 患者均符合“骨

关节炎诊治指南”诊断标准［11］。排除标准: 临床资料

欠缺者; 长期服用激素者; 既往有膝关节外伤手术史

者; 妊娠期及哺乳期妇女。
1． 3 观测指标与方法

1． 3． 1 qＲT-PCＲ 检测关节液中 miＲ-34a-5p 和 miＲ-
149-5p 水平: 所有研究对象入组后抽取其膝关节液

2 ml并置于 10 ml 无菌离心管中，离心后吸取上清液

分装于 EP 管 中，保 存 于 － 80℃ 冰 箱 中 待 测。按 照
MiniBEST Universal ＲNA Extraction Kit 试剂盒( Takara
公司) 说明书，以 Trizol 法从关节液上清样本中提取总
ＲNA，并通过分光光度计( NanoDrop-1000 ) 评估 ＲNA
的纯 度。使 用 PrimeScript ＲT Master Mix 试 剂 盒
( Takara 公司) ，取膝关节液 100 μl 提取总 ＲNA，于
37℃反转录 15 min，随后 85℃失活反转录酶 5 s，得到
cDNA 模板。选择 U6 作为内参，将生工生物工程( 上

海) 有限公司设计并合成的 miＲ-34a-5p 和 miＲ-149-5p
引物分别配入 qＲT-PCＲ 反应体系，95℃ 30 s 进行预变

性，随后进行 40 个循环扩增( 95℃ 5 s、60℃ 30 s) 。结

束后确认扩增曲线和溶解曲线，并制作标准曲线，采用
2 － ΔΔCt计算 2 种 miＲNA 的相对表达量。
1． 3． 2 关节液中 IL-1β 水平检测: 采用酶联免疫吸附

试验( ELISA) 检测，将 Human IL-1β ELISA Kit 试剂盒
( 上海碧云天生物技术有限公司) 中标准品及各试剂

提前置于室温下平衡 20 min。稀释标准品，并倍比稀

释 6 个标准品浓度。向 IL-1β 抗体预先包被的孔板中

分别加入各浓度标准品及关节液上清，室温孵育 2 h。
洗涤 3 次后，加入 HＲP 标记的二抗 100 μl，室温孵育
30 min。再次洗涤 3 次，并分别加入 TMB 液 100 μl，避

光孵育 15 min 后，加入终止液 50 μl。分光光度计测

定 450 nm 吸光度值。
1． 4 统计学方法 使用 SPSS 22． 0 软件对数据进行

统计分析。符合正态分布的计量资料以 �x ± s 表示，多

组比较采用单因素方差分析及 Turkey 法多重比较各

组间差异; 计数资料以频数或率( % ) 表示，组间比较

采用 χ2 检 验; Spearman 分 析 关 节 液 中 miＲ-34a-5p、
miＲ-149-5p 表达水平与 IL-1β、KL 分级的相关性; 受

试者工作特征曲线( ＲOC) 分析关节液中 miＲ-34a-5p、
miＲ-149-5p 表达对 KOA 严重程度的诊断价值。P ＜
0． 05 为差异有统计学意义。
2 结 果

2． 1 3 组临床资料比较 重度 KOA 组年龄、合并症

比例高于健康对照组和轻度 KOA 亚组( P ＜ 0． 01) ，而
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健康对照组与轻度 KOA 组比较差异无统计学意义

( P ＞ 0． 05) ; 有基础疾病比例重度 KOA 组 ＞ 轻度 KOA
组 ＞ 健康对照组( P ＜ 0． 01) ; 重度 KOA 组病程长于轻

度 KOA 组( P ＜ 0． 01) 。3 组性别、BMI 和家族史比较，

差异均无统计学意义( P ＞ 0． 05) ，见表 1。
2． 2 3 组关节液中 miＲ-34a-5p 和 miＲ-149-5p 水平比

较 关节液中 miＲ-34a-5p 表达水平比较，重度 KOA
组 ＞ 轻度 KOA 组 ＞ 健康对照组，差异具有统计学意义

( P ＜ 0． 01) ; 关节液中 miＲ-149-5p 表达水平比较，重

度 KOA 组 ＜ 轻度 KOA 组 ＜ 健康对照组，差异具有统

计学意义( P ＜ 0． 01) ，见表 2。

表 2 3 组关节液中 miＲ-34a-5p、miＲ-149-5p 表达水平

比较 ( �x ± s)

Tab． 2 Comparison of expression levels of miＲ-34a-5p and miＲ-
149-5p in joint fluid of three groups

项 目 例数 miＲ-34a-5p miＲ-149-5p
健康对照组 45 1． 024 ± 0． 069 1． 045 ± 0． 079
轻度 KOA 组 45 2． 455 ± 0． 229 0． 593 ± 0． 052
重度 KOA 组 45 3． 903 ± 0． 217 0． 006 ± 0． 002
F /P 值 19． 21 / ＜ 0． 001 63． 81 / ＜ 0． 001

2． 3 3 组关节液中 IL-1β 水平比较 健康对照组膝

关节液中 IL-1β 水平为 ( 41． 38 ± 19． 28 ) ng /L，轻度

KOA 组( 117． 30 ± 36． 55) ng /L，重度 KOA 组( 200． 20 ±
50． 63) ng /L，3 组比较，重度 KOA 组 ＞ 轻度 KOA 组 ＞
健康对照组( F /P = 14． 86 / ＜ 0． 001) 。
2． 4 关 节 液 中 miＲ-34a-5p、miＲ-149-5p 水 平 与 IL-
1β、KL 分级的相关性 KOA 患者关节液中 miＲ-34a-
5p 的 表 达 水 平 与 IL-1β、KL 分 级 均 呈 显 著 正 相 关

( r /P = 0． 835 / ＜ 0． 001，0． 835 / ＜ 0． 001 ) ; miＲ-149-5p
的表 达 量 与 IL-1β、KL 分 级 均 呈 显 著 负 相 关 ( r =
－ 0． 828 / ＜ 0． 001，－ 0． 943 / ＜ 0． 001) 。
2． 5 关 节 液 中 miＲ-34a-5p、miＲ-149-5p 表 达 预 测

KOA 严重程度的价值 绘制 ＲOC 曲线结果显示，关

节液中 miＲ-34a-5p、miＲ-149-5p 及二者联合预测 KOA

严重程度的曲线下面积( AUC) 分别为 0． 902、0． 850、
0． 976，两者联合预测 KOA 严重程度的价值高于单项

指标( Z /P = 240． 70 /0． 046，224． 13 /0． 005 ) ，见图 1、
表 3。

表 3 关节液中 miＲ-34a-5p、miＲ-149-5p 表达对 KOA 严重程度

诊断价值比较

Tab． 3 Comparison of the diagnostic value of miＲ-34a-5p and
miＲ-149-5p expression in joint fluid for the severity
of KOA

变 量 Cut-off 值 AUC 95%CI 敏感度 特异度 约登指数

miＲ-34a-5p ＞3． 153 0． 902 0． 836 ～0． 967 1． 000 0． 778 0． 778
miＲ-149-5p ＜0． 010 0． 850 0． 757 ～0． 944 0． 778 0． 978 0． 756
二者联合 0． 976 0． 953 ～0． 999 0． 922 0． 989 0． 903

图 1 关 节 液 中 miＲ-34a-5p、miＲ-149-5p 表 达 水 平 用 于 预 测

KOA 严重程度的 ＲOC 曲线

Fig． 1 ＲOC curve for predicting the severity of KOA by the ex-
pression levels of miＲ-34a-5p and miＲ-149-5p in synovial
fluid

3 讨 论

KOA 是发生在膝关节最常见的慢性肌肉骨骼退

行性疾病，常表现为软骨结构及软骨下骨质层的降

解—合成平衡被破坏［10］。进行性软骨退化、关节间隙

表 1 3 组临床资料比较
Tab． 1 Comparison of clinical data of three groups

项 目 健康对照组( n = 45) 轻度 KOA 组( n = 45) 重度 KOA 组( n = 45) χ2 /F 值 P 值

男 /女( 例) 20 /25 22 /23 26 /19 0． 530 0． 643
年龄( �x ± s，岁) 46． 49 ± 13． 78 49． 64 ± 5． 53 63． 89 ± 5． 25ab 1． 256 0． 064
BMI( �x ± s，kg /m2 ) 22． 89 ± 1． 93 22． 94 ± 2． 15 22． 81 ± 2． 02 0． 158 0． 987
基础疾病［例( %) ］ 0 10( 22． 22) a 20( 44． 44) ab 25． 714 ＜ 0． 001
合并症［例( %) ］ 0 1( 2． 22) 10( 22． 22) ab 18． 013 ＜ 0． 001
家族史［例( %) ］ 0 2( 4． 44) 3( 6． 67) 0． 437 0． 083
病程( �x ± s，月) — 8． 64 ± 4． 82 25． 64 ± 8． 85 5． 596 ＜ 0． 001

注: 与健康对照组比较，aP ＜ 0． 05; 与轻度 KOA 组比较，bP ＜ 0． 05。
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变窄和骨赘 等 骨 质 变 化 将 导 致 疼 痛 和 过 早 运 动 障

碍［12］。目前，KOA 的诊断基于疼痛、活动功能障碍等

临床特征和磁共振成像。然而，这些方法都缺乏敏感

性，对于发现软骨变化的早期阶段价值有限。因此，迫

切需要新的诊断生物标志物，通过早期检测识别出有

进展性 KOA 风险的患者［13］。
MicroＲNA( miＲNAs) 是短的、非编码 ＲNA，其长度

约 22 个核苷酸。它们通过与特定靶基因 3’-非翻译

区( UTＲ) 互补核苷酸序列配对，调节转录后基因表

达，并在正常细胞功能和许多疾病中起着重要的调节

作用［14］。miＲNAs 可以在体液中检测到，且对 ＲNA 酶

活性稳定，有望成为临床应用的合适靶点［6］。新近研

究表明，miＲNAs 可能参与骨疾病和自身免疫疾病的

病理过程［15］。OA 中有多种 miＲNAs 水平发生变化，

具有 作 为 新 的 生 物 标 志 物 来 预 测 和 诊 断 OA 的 潜

力［16-17］。何孝亮等［18］的研究发现，全身型幼年特发性

关节炎患儿外周血单个核细胞( PBMCs) 中 miＲ-146a
表达与血清铁蛋白、血小板、红细胞沉降率、C 反应蛋

白及血清中 IL-1β、IL-6、TNF-α 表达水平均呈正相关。
Cao 等［19］证实，miＲ-214-3p 在炎性软骨细胞和 OA 软

骨中下调，可能成为 OA 治疗的新靶点。Hu 等［20］发

现 miＲ-365 能够促进软骨细胞分化和加重炎性反应，

表明 miＲ-365 可能在 OA 发生发展中起重要作用，可

能成为 OA 诊断的生物标志物。此外，黄炜等［9］发现

miＲ-149-5p 在骨关节炎小鼠软骨细胞中低表达; Zhang
等［10］发现 miＲ-34a-5p 表达水平与类风湿性关节炎进

程密切相关。但关于 miＲ-34a-5p、miＲ-149-5p 与炎性

因子表达及 KOA 严重程度的相关性却很少报道。本

研究发现，随着 KOA 病情进展，患者膝关节液中 miＲ-
34a-5p 表达水平与 KL 分级呈正相关; 而 miＲ-149-5p
表达水平与 KL 分级呈负相关。ＲOC 分析进一步显

示，关节液中 miＲ-34a-5p、miＲ-149-5p 对 KOA 严重程

度均具有 一 定 的 预 测 价 值，然 而，前 者 特 异 度 较 低

( 0． 778) ，后者敏感度较低( 0． 778 ) ，单独使用易导致

漏诊误 诊 的 发 生。本 研 究 联 合 miＲ-34a-5p 和 miＲ-
149-5p 预测 KOA 严重程度，结果显示，其 AUC 高达

0． 976( 95%CI 0． 953 ～ 0． 999) ，高于 miＲ-34a-5p、miＲ-
149-5p 单独预测，具有极高的预测价值。

新近研究表明，IL-1β 在 KOA 外周血中呈高表达

并在 KOA 发生发展中起重要作用，是评估 KOA 患者

病情进展及预后状态的有效指标［21］。抑制 miＲ-34a-
5p 可显著抑制香烟诱导的 IL-1β 生成，而 NF-κB 信号

通路在其中起关键作用［22］。miＲ-149-5p 可通过调控

Notch2 而缓解缺血再灌注引起的神经细胞 IL-1β 的释

放［23］。Wen 等［24］在体外实验中发现血管紧张肽原可

通过抑制 miＲ-149-5p 表达，经 JAK2 /STAT3 通路而促

进软骨细胞 IL-1β 的释放。本研究中，KOA 关节液中

IL-1β 与 miＲ-34a-5p 的表 达 量 呈 正 相 关，而 与 miＲ-
149-5p 表 达 量 呈 负 相 关。这 提 示 miＲ-34a-5p、miＲ-
149-5p 可能通过调控 IL-1β 释放进而影响 KOA 进程。

综上所述，miＲ-34a-5p、miＲ-149-5p 与 KOA 患者

临床分级和实验室指标显著相关，其表达水平可作为

监测 KOA 疾病活动的潜在有效指标，可为 KOA 提供

新的诊断标志物。然而，本研究样本量较小，后续仍需

更大样本量的临床研究，以进一步证实本研究结论的

科学性; 同时，关于 miＲ-34a-5p、miＲ-149-5p 调控 IL-
1β 的分子作用机制，也有待进一步研究阐明。
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