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  摘 要:目的 探讨膝关节骨关节炎患者血清中受体相互作用蛋白质激酶3(RIP3)、微小RNA(miR)-325-
3p表达,分析二者与膝关节骨关节炎病情严重程度及相关指标的关系。方法 选取2020年1月至2021年9
月该院收治的190例膝关节骨关节炎患者作为骨关节炎组,及同期该院200例健康体检者作为对照组。采用

反转录-实时荧光定量聚合酶链反应(qRT-PCR)法检测血清RIP3
 

mRNA、miR-325-3p相对表达水平;采用酶

联免疫吸附试验(ELISA)检测血清基质金属蛋白酶-13(MMP-13)、白细胞介素-6(IL-6)、软骨寡聚基质蛋白

(COMP)水平。相 关 性 分 析 采 用 Pearson相 关 性 分 析,诊 断 价 值 分 析 采 用 受 试 者 工 作 特 征(ROC)曲 线。
结果 骨关节炎组血清RIP3

 

mRNA、MMP-13、IL-6、COMP表达水平高于对照组(P<0.05),血清 miR-325-
3p相对表达水平低于对照组(P<0.05)。随着KL分级增加,血清RIP3

 

mRNA相对表达水平逐渐升高(P<
0.05),血清miR-325-3p相对表达水平逐渐降低(P<0.05)。膝关节骨关节炎患者血清RIP3

 

mRNA与 miR-
325-3p相对表达水平呈负相关(P<0.05);血清RIP3

 

mRNA与 MMP-13、IL-6、COMP水平均呈正相关(P<
0.05),血清miR-325-3p与 MMP-13、IL-6、COMP水平呈负相关(P<0.05)。血清RIP3

 

mRNA、miR-325-3p
相对表达水平联合诊断膝关节骨关节炎的曲线下面积明显高于二者单独诊断(P<0.05)。结论 miR-325-3p
在膝关节骨关节炎血清中呈低表达,RIP3

 

mRNA呈高表达,二者均可作为诊断膝关节骨关节炎的指标,且可能

通过影响 MMP-13、IL-6、COMP水平,参与膝关节骨关节炎的发生与发展。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

expression
 

of
 

receptor-interacting
 

protein
 

kinase
 

3
 

(RIP3)
 

and
 

miR-325-3p
 

in
 

serum
 

of
 

patients
 

with
 

knee
 

osteoarthritis,and
 

analyze
 

their
 

relationship
 

with
 

disease
 

severity
 

and
 

related
 

indexes.Methods A
 

total
 

of
 

190
 

patients
 

with
 

knee
 

osteoarthritis
 

treated
 

in
 

the
 

hospital
 

from
 

Jan-
uary

 

2020
 

to
 

September
 

2021
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

osteoarthritis
 

group,and
 

200
 

healthy
 

people
 

in
 

the
 

hospital
 

in
 

the
 

same
 

period
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

control
 

group.The
 

relative
 

expression
 

levels
 

of
 

serum
 

RIP3
 

mRNA
 

and
 

miR-325-3p
 

were
 

detected
 

by
 

reverse
 

transcription
 

real-time
 

fluorescence
 

quantitative
 

polymerase
 

chain
 

reac-
tion

 

(qRT-PCR).The
 

levels
 

of
 

serum
 

matrix
 

metalloproteinase-13
 

(MMP-13),interleukin-6
 

(IL-6)
 

and
 

carti-
lage

 

oligomeric
 

matrix
 

protein
 

(COMP)
 

were
 

detected
 

by
 

enzyme-linked
 

immunosorbent
 

assay
 

(ELISA).
Pearson

 

method
 

was
 

used
 

for
 

correlation
 

analysis,and
 

receiver
 

operating
 

characteristic
 

(ROC)
 

curve
 

was
 

used
 

for
 

diagnostic
 

value
 

analysis.Results The
 

expression
 

levels
 

of
 

serum
 

RIP3
 

mRNA,MMP-13,IL-6
 

and
 

COMP
 

in
 

osteoarthritis
 

group
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

control
 

group
 

(P<0.05),and
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

serum
 

miR-325-3p
 

was
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

control
 

group
 

(P<0.05).With
 

the
 

increase
 

of
 

KL
 

grade,the
 

relative
 

ex-
pression

 

level
 

of
 

serum
 

RIP3
 

mRNA
 

increased
 

gradually
 

(P<0.05),and
 

the
 

relative
 

expression
 

level
 

of
 

serum
 

miR-325-3p
 

decreased
 

gradually
 

(P<0.05).There
 

was
 

a
 

negative
 

correlation
 

between
 

serum
 

RIP3
 

mRNA
 

and
 

miR-325-3p
 

relative
 

expression
 

levels
 

in
 

patients
 

with
 

knee
 

osteoarthritis
 

(P<0.05),serum
 

RIP3
 

mRNA
 

was
 

positively
 

correlated
 

with
 

the
 

levels
 

of
 

MMP-13,IL-6
 

and
 

COMP
 

(P<0.05),and
 

serum
 

miR-325-3p
 

was
 

neg-
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atively
 

correlated
 

with
 

the
 

levels
 

of
 

MMP-13,IL-6
 

and
 

COMP
 

(P<0.05).The
 

area
 

under
 

the
 

curve
 

of
 

com-
bined

 

diagnosis
 

of
 

serum
 

RIP3
 

mRNA
 

and
 

miR-325-3p
 

levels
 

for
 

knee
 

osteoarthritis
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

single
 

diagnosis
 

(P<0.05).Conclusion MiR-325-3p
 

is
 

lowly
 

expressed
 

in
 

the
 

serum
 

of
 

patients
 

with
 

knee
 

osteoarthritis,while
 

RIP3
 

mRNA
 

is
 

highly
 

expressed.Both
 

of
 

them
 

could
 

be
 

used
 

as
 

indicators
 

for
 

the
 

diagnosis
 

of
 

knee
 

osteoarthritis,and
 

may
 

participate
 

in
 

the
 

occurrence
 

and
 

development
 

of
 

knee
 

osteoar-
thritis

 

by
 

affecting
 

the
 

levels
 

of
 

MMP-13,IL-6
 

and
 

COMP.
Key

 

words:knee
 

osteoarthritis; receptor-interacting
 

protein
 

kinase
 

3; microRNA-325-3p

  膝关节骨关节炎是一种以膝关节退行性病变为

主的慢性疾病,好发于中老年人,主要表现为膝关节

疼痛及活动障碍,严重影响患者日常生活,降低患者

生活质量[1]。目前,膝关节骨关节炎的发病原因尚不

清楚,有研究认为,遗传、环境等因素对膝关节骨关节

炎的影响较大[2]。软骨细胞凋亡是膝关节骨关节炎

的关键生理特征,而人体组织细胞的凋亡、增殖与微

小RNA(miRNA)有着密切联系[3]。研究发现,miR-
325-3p过表达可通过减少神经元分化4(NEUROD4)
来缓解脊髓损伤后脂多糖诱发的细胞凋亡和炎症[4],
而且miR-325-3p对成肌分化有调节作用,是肌肉萎

缩形成的关键介质[5]。受体相互作用蛋白质激酶3
(RIP3)是一种调控因子,可与RIP1相互作用形成坏

死小体,从而引起细胞坏死[6]。研究证实,miR-325-
3p可通过下调RIP3抑制氧葡萄糖剥夺/复氧诱导的

神经元损伤[7]。但RIP3、miR-325-3p与膝关节骨关

节炎的关系尚不清楚。因此,本研究将探讨 RIP3、
miR-325-3p在膝关节骨关节炎中的表达水平,以及二

者对膝关节骨关节炎的诊断价值,为早期识别膝关节

骨关节炎提供帮助。
1 资料与方法

1.1 一般资料 选取2020年1月至2021年9月本

院收治的190例膝关节骨关节炎患者作为骨关节炎

组,男 87 例,女 103 例;年 龄 50~80 岁,平 均

(67.48±7.92)岁;KL分级:0级40例,Ⅰ级55例,Ⅱ
级42例,Ⅲ级31例,Ⅳ级22例。纳入标准:(1)符合

《骨关节炎诊治指南》[8]中膝关节骨关节炎诊断标准;

(2)知情同意;(3)未合并关节感染。排除标准:(1)因
其他疾病导致膝关节病变;(2)伴有恶性肿瘤;(3)伴
有风湿性关节炎;(4)临床资料不全。另选取同期本

院200例健康体检者作为对照组,男96例,女104
例,年龄50~78岁,平均(65.14±9.88)岁。本研究

经本院伦理委员会批准,受试者均知情并同意参与本

研究。两组性别、年龄比较,差异无统计学意义(P>
0.05),具有可比性。
1.2 方法

1.2.1 标本收集 收集骨关节炎组患者入院次日清

晨及对照组健康体检时的空腹静脉血5
 

mL,在离心

半径为10
 

cm的离心机中离心15
 

min,转速为3
 

000
 

r/min,离心结束后收集血清。
1.2.2 反转录-实时荧光定量聚合酶链反应(qRT-
PCR)法检测血清 RIP3

 

mRNA、miR-325-3p相对表

达水平 按Trizol试剂盒(货号:R523-200,上海儒安

生物科技有限公司)说明提取血清中总RNA,并将提

取的总 RNA,使用 RNA 反转录试剂盒(货号:XF-
SJ10269,上海信帆生物科技有限公司)进行反转录得

到cDNA,以cDNA 为模板,采用罗氏 LightCycler
 

480
 

Ⅱ
 

qRT-PCR仪对 RIP3
 

mRNA、miR-325-3p进

行扩增。反应条件:95
 

℃预变性10
 

min,95
 

℃变性

15
 

s,60
 

℃退火30
 

s,72
 

℃延伸10
 

s,共40个循环。
RIP3

 

mRNA以GAPDH 为内参,miR-325-3p以 U6
为内参,见表1,采用2-ΔΔCt 方法定量分析血清RIP3

 

mRNA、miR-325-3p相对表达水平。

表1  引物序列

基因 上游引物5'-3' 下游引物5'-3'

RIP3
 

mRNA ATGTCTTCTGTCAAGTTATGGCCTAC CTTGTGGAAGGGCTGCCAGCCCCTACC

GAPDH AGGTCGGAGTCAACGGATTTG GTGATGGCATGGACTGTGGT

miR-325-3p GGATGGTGGAACGTACTTCTT ATCTCCTGGTTTCCCTACAGTC

U6 GCTTCGGCAGCACATATACTAAAAT CGCTTCACGAATTTGCGTGTCAT

1.2.3 酶联免疫吸附试验(ELISA)检测血清 MMP-
13、IL-6、COMP水平 采用ELISA检测血清中基质

金属蛋白酶-13(MMP-13)、白细胞介素-6(IL-6)、软骨

寡聚基质蛋白(COMP)水平,以上操作严格按照人

ELISA
 

MMP-13试剂盒(货号:GN-H10956,上海盖

宁生物科技有限公司)、人ELISA
 

IL-6试剂盒(货号:

CM-0049H1,上 海 淳 麦 生 物 科 技 有 限 公 司)、人

ELISA
 

COMP试剂盒(货号:YT11655,上海韵泰信

息科技有限公司)说明书进行。

1.3 统计学处理 采用SPSS25.0进行数据处理及

统计分析。计量资料以x±s表示,两组间比较采用t
检验,多组间比较采用单因素方差分析,进一步两两
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比较采用SNK-q 检验;计量资料以频数或百分率表

示,组间比较采用χ2 检验。利用Pearson法分析血清

RIP3
 

mRNA、miR-325-3p相对表达水平之间的相关

性及与 MMP-13、IL-6、COMP的相关性;利用受试者

工作特征(ROC)曲线分析血清 RIP3
 

mRNA、miR-
325-3p相对表达水平对膝关节骨关节炎的诊断价值。
P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 两组血清RIP3
 

mRNA、miR-325-3p相对表达

水平比较 骨关节炎组血清RIP3
 

mRNA相对表达

水平高于对照组(P<0.05),血清miR-325-3p相对表

达水平低于对照组(P<0.05)。见表2。
表2  两组血清RIP3

 

mRNA、miR-325-3p相对

   表达水平比较(x±s)

组别 n RIP3
 

mRNA miR-325-3p

对照组 200 1.00±0.24 0.99±0.23

骨关节炎组 190 1.49±0.38 0.58±0.16

t 15.304 20.337

P <0.001 <0.001

2.2 两组血清 MMP-13、IL-6、COMP水平比较 骨

关节炎组血清 MMP-13、IL-6、COMP水平明显高于

对照组(P<0.05)。见表3。
表3  两组血清 MMP-13、IL-6、COMP表达

   水平比较(x±s)

组别 n
MMP-13
(ng/mL)

IL-6
(pg/mL)

COMP
(pg/mL)

对照组 200 154.46±46.37 14.31±3.82 141.16±38.37

骨关节炎组 190 466.78±120.47 17.64±4.32 186.54±50.32

t 34.103 8.074 10.045

P <0.001 <0.001 <0.001

2.3 不同KL分级患者血清RIP3
 

mRNA、miR-325-
3p相对表达水平比较 随着 KL分级增加,血清

RIP3
 

mRNA相对表达水平逐渐升高(P<0.05),血
清miR-325-3p相对表达水平逐渐降低(P<0.05)。
见表4。
2.4 血清RIP3

 

mRNA、miR-325-3p相对表达水平

之间相关性及二者与 MMP-13、IL-6、COMP的相关

性 膝关节骨关节炎患者血清RIP3
 

mRNA与 miR-

325-3p相对表达水平呈负相关(r=-0.711,P<
0.05);血清 RIP3

 

mRNA 与 MMP-13、IL-6、COMP
水平均呈正相关(r=0.467、0.741、0.655,P<0.05),
血清miR-325-3p与 MMP-13、IL-6、COMP水平呈负

相关(r=-0.546、-0.635、-0.673,P<0.05)。
2.5 血清RIP3

 

mRNA、miR-325-3p相对表达水平

对膝关节骨关节炎的诊断价值 血清RIP3
 

mRNA、
miR-325-3p相对表达水平联合诊断膝关节骨关节炎

的曲线下面积为0.912,明显高于血清RIP3
 

mRNA
(Z =4.911,P<0.001)、血 清 miR-325-3p(Z =
2.231,P=0.026)单独诊断。见表5、图1。

表4  不同KL分级患者血清RIP3
 

mRNA、miR-325-3p
   相对表达水平比较

KL分级 n RIP3
 

mRNA miR-325-3p

0级 40 1.27±0.32 0.83±0.21

Ⅰ级 55 1.41±0.36 0.68±0.19a

Ⅱ级 42 1.55±0.40a 0.52±0.14ab

Ⅲ级 31 1.63±0.42a 0.39±0.10abc

Ⅳ级 22 1.77±0.45ab 0.30±0.08abc

F 8.144 56.931

P <0.001 <0.001

  注:与KL
 

0级比较,aP<0.05;与KL
 

Ⅰ级比较,bP<0.05;与KL
 

Ⅱ级比较,cP<0.05。

图1  血清RIP3
 

mRNA、miR-325-3p水平诊断膝关节

骨关节炎的ROC曲线

表5  血清RIP3
 

mRNA、miR-325-3p相对表达水平对膝关节骨关节炎的诊断价值

指标 曲线下面积 最佳截断值 灵敏度(%) 特异度(%) P 95%CI

RIP3
 

mRNA 0.773 1.27 69.10 82.00 <0.001 0.727~0.820

miR-325-3p 0.858 0.80 74.70 83.50 <0.001 0.820~0.895

二者联合 0.912 - 91.10 79.60 <0.001 0.882~0.941

  注:-表示无数据。
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3 讨  论

随着老龄化的不断加剧,骨关节炎的发病率呈上

升趋势,据统计,50岁以上人群骨关节炎发病率高达

50%,骨关节炎已成为中老年人丧失活动能力的主要

原因[9-10]。在骨关节炎中最早出现病理改变的是关节

软骨,当膝关节受到炎症侵袭时,膝关节中软骨细胞

会明显减少,从而促进膝关节骨关节炎的病情进

展[11]。有研究发现,miRNA能够调控软骨细胞的反

应活性,在膝关节骨关节炎的发生与发展中起着重要

作用[12]。miR-325-3p可通过抑制细胞骨架活性调节

蛋白调控细胞自噬。马沛等[13]研究发现,miR-325-3p
在肝癌细胞及肝癌组织中呈低表达,过表达的 miR-
325-3p可抑制肝细胞的侵袭和迁移,在肝癌病情进展

中发挥重要作用。万佳等[14]研究发现,随着放疗剂量

的增加,miR-325-3p相对表达水平升高,miR-325-3p
可通过调控靶基因CK13表达水平来降低鼻咽癌细

胞CNE1对放疗的敏感性。本研究结果显示,miR-
325-3p在膝关节骨关节炎组血清中的相对表达水平

低于对照组,提示 miR-325-3p在膝关节骨关节炎中

呈低表达,可能与膝关节骨关节炎的发生有关。进一

步研究发现,miR-325-3p随着KL分级增加其相对表

达水平逐渐降低,提示 miR-325-3p相对表达水平能

一定程度上反映膝关节骨关节炎的严重程度。
RIP3是程序性坏死过程中的调控因子[15]。李娜

等[16]研究发现,RIP3过度表达可导致细胞的凋亡和

坏死,RIP3能够与多种蛋白酶分子相互作用,调控心

肌细胞坏死过程,从而影响各种心血管疾病的发生与

发展。程锦等[17]研究发现,RIP3能够通过调控软骨

细胞中Itgb3表达来诱发软骨细胞坏死,导致软骨退

行性病变。本研究结果显示,RIP3
 

mRNA在膝关节

骨关节炎血清中呈高表达,提示RIP3
 

mRNA可能与

膝关节骨关节炎的发生有关,而且随着病情逐渐加

重,血清RIP3
 

mRNA相对表达水平逐渐升高,提示

RIP3
 

mRNA相对表达水平与膝关节骨关节炎病情严

重程度有关。YI等[7]研究显示,miR-325-3p和RIP3
具有靶向关系,氧葡萄糖剥夺/复氧处理后神经元中

miR-325-3p表达明显下调,而RIP3表达上调,miR-
325-3p可通过靶向RIP3使丝裂原活化蛋白激酶通路

失活,从而保护神经元免受氧葡萄糖剥夺/复氧诱导

的损伤。本 研 究 结 果 显 示,膝 关 节 骨 关 节 炎 患 者

miR-325-3p和 RIP3
 

mRNA 之 间 呈 负 相 关,提 示

miR-325-3p和RIP3
 

mRNA可能共同参与膝关节骨

关节炎的发生与发展,具体作用机制有待于增加基础

实验进一步分析。
COMP是透明软骨的重要组成成分,参与软骨降

解。MMP-13、IL-6是炎症因子,在炎症反应的发生

发展过程中发挥重要作用。王汉等[18]研究表明,
MMP-13、IL-6、COMP参与膝关节骨关节炎的发展,
且随着病情严重程度的增加,MMP-13、IL-6、COMP

水平 均 升 高。本 研 究 结 果 显 示,MMP-13、IL-6、
COMP在膝关节骨关节炎患者血清中水平升高,提示

膝关节骨关节炎患者体内存在一定的炎症反应。进

一步分析 miR-325-3p和 RIP3
 

mRNA 与 MMP-13、
IL-6、COMP之间的相关性,结果显示,膝关节骨关节

炎患者miR-325-3p与 MMP-13、IL-6、COMP之间均

呈负相关,RIP3
 

mRNA与 MMP-13、IL-6、COMP之

间均呈正相关,提示 miR-325-3p和 RIP3
 

mRNA可

能通过影响炎症因子水平,影响膝关节骨关节炎患者

的病情进展。此外,本研究还得出血清RIP3
 

mRNA、
miR-325-3p联合诊断膝关节骨关节炎的曲线下面积

明显大于血清RIP3
 

mRNA、血清miR-325-3p单独诊

断,且具有较高的灵敏度,提示检测血清 RIP3
 

mR-
NA、miR-325-3p相对表达水平,可能对早期识别关节

软骨破坏高风险的人群有帮助。
综上所述,膝关节骨关节炎患者血清RIP3

 

mR-
NA相对表达水平升高,血清miR-325-3p相对表达水

平降低,血清 RIP3
 

mRNA、miR-325-3p表达的变化

与患者病情严重程度有关,且二者联合检测有利于诊

断膝关节骨关节炎。但本研究仅通过收集血清标本,
初步探讨了血清RIP3、miR-325-3p表达与膝关节骨

关节炎的关系,今后将考虑增加相关机制研究,探讨

膝关节骨关节炎中调控血清RIP3、miR-325-3p表达

与其他炎症因子水平的分子机制。
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