
 

·骨与关节修复重建·

miR-515-5p 靶向 Toll 样受体 4 调控髓样分化

因子 88/NF-κB 通路抑制骨关节炎软骨细胞

凋亡及炎症反应的分子机制研究
蔡东峰，杨子肖，钟超，张靖，洪嵩

遵义医科大学附属医院骨科（贵州遵义  563000）

【摘要】   目的    探究 miR-515-5p 抑制骨关节炎（osteoarthritis，OA）软骨细胞凋亡、缓解炎症反应的分子机

制。方法    体外培养人软骨细胞系 C28/I2，使用 10 ng/mL IL-1β 处理细胞 24 h 构建体外 OA 模型；另外，分别采

用 miR mimics、mimics 阴性对照（negative control，NC）、过表达（over expression，oe）-NC 和 oe-Toll 样受体

4（Toll-like receptor 4，TLR4）转染 C28/I2 细胞后，使用 10 ng/mL IL-1β 处理各组细胞 24 h 构建 OA 模型。采用细

胞计数试剂盒 8 和 EdU 检测细胞增殖能力，流式细胞术检测细胞凋亡和细胞周期，Western blot 检测 B 淋巴细胞

瘤 2 蛋白（B-cell lymphoma 2 protion，Bcl-2）、Bcl-2 相关 X 蛋白（Bcl-2-associated X protein，Bax）、裂解的半胱天冬

酶 3（cleaved-Caspase-3）、TLR4、髓样分化因子 88（myeloid differentiation primary response gene 88，MyD88）、

p65 及磷酸化 p65（phosphorylated p65，p-p65）蛋白的表达水平，实时荧光定量 PCR 检测 miR-515-5p、TLR4
mRNA 表达水平，ELISA 检测细胞上清液中促炎因子前列腺素 E2（prostaglandin E2，PGE2）、TNF-α、IL-6 的水

平。通过 BiBiServ2 数据库预测 miR-515-5p 和 TLR4 之间的潜在结合位点，并采用双荧光素酶报告实验验证 miR-
515-5p 和 TLR4 的靶向关系。 结果    采用 IL-1β 处理 C28/I2 细胞后，miR-515-5p、Bcl-2 蛋白的表达及细胞增殖能

力均显著降低，Bax 和 cleaved-Caspase-3 蛋白表达水平、细胞上清液中促炎因子（PGE2、TNF-α、IL-6）水平及细胞

凋亡率均显著增加；此外，S 期和 G2 期细胞比例显著降低，G1 期细胞比例显著增加，提示 IL-1β 处理后细胞周期

受到阻滞。而转染 miR mimics 后，细胞中 miR-515-5p 表达水平显著上调，部分逆转了 IL-1β 诱导的 OA 软骨细胞

凋亡，缓解了 OA 软骨细胞的周期阻滞和炎症反应。采用 IL-1β 处理 C28/I2 细胞后，TLR4 的 mRNA 和蛋白水平

均显著升高；过表达 miR-515-5p 后，靶向抑制了 TLR4 的表达并且阻断了 MyD88/NF-κB 通路的激活。而过表达

TLR4 可部分逆转 miR mimics 对 IL-1β 诱导的 OA 软骨细胞凋亡及炎症的改善作用。结论    miR-515-5p 靶向负调

控 TLR4 的表达，抑制了 MyD88/NF-κB 通路激活以及 OA 软骨细胞凋亡，并有效缓解了细胞炎症反应。

【关键词】   骨关节炎；软骨细胞；炎症反应；miR-515-5p；Toll 样受体 4；细胞凋亡；细胞周期

miR-515-5p targeting Toll-like receptor 4 regulates myeloid differentiation primary
response gene 88/nuclear factor-kappa B pathway to inhibit apoptosis and inflamma-
tory response of osteoarthritis chondrocytes
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【Abstract】 Objective     To explore the molecular mechanism of miR-515-5p in inhibiting chondrocyte apoptosis
and alleviating inflammatory response in osteoarthritis (OA). Methods     Human cartilage cell line C28/I2 was cultured in
vitro and treated with 10 ng/mL interleukin 1β (IL-1β) for 24 hours to construct an in vitro OA model. C28/I2 cells were
transfected with miR mimics, mimics negative control (NC), over expression (oe)-NC, and oe-Toll-like receptor 4 (TLR4),
respectively, and then treated with 10 ng/mL IL-1β for 24 hours to establish OA model. Cell proliferation capacity was
detected by cell counting kit 8 and 5-Ethynyl-2’-deoxyuridine, cell apoptosis and cell cycle were detected by flow
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cytometry, and B-cell lymphoma 2 protion (Bcl-2), Bcl-2-associated X protein (Bax), cleaved-Caspase-3, TLR4, myeloid
differentiation primary response gene 88 (MyD88), p65 and phosphorylated p65 (p-p65) protein expression levels were
detected by Western blot. Real-time fluorescence quantitative PCR was used to detect mRNA expression levels of miR-
515-5p and TLR4, and ELISA was used to detect pro-inflammatory factor prostaglandin E2 (PGE2), tumor necrosis factor
α (TNF -α), and IL-6 levels in cell supernatant. The potential binding sites between miR-515-5p and TLR4 were predicted
by BiBiServ2 database, and the targeting relationship between miR-515-5p and TLR4 was verified by dual luciferase
reporting assay. Results     After the treatment of C28/I2 cells with IL-1β, the expressions of miR-515-5p and Bcl-2 protein
and the proliferation ability of C28/I2 cells significantly reduced. The expression levels of Bax and cleaved-Caspase-3
protein, the levels of pro-inflammatory factors (PGE2, TNF-α, IL-6) in the supernatant of C28/I2 cells, and the apoptosis
of C28/I2 cells significantly increased. In addition, the proportion of the cells at S phase and G2 phase decreased
significantly, and the proportion of cells at G1 phase increased significantly, suggesting that the cell cycle was blocked after
IL-1β treatment. After transfection with miR mimics, the expression level of miR-515-5p in the cells significantly up-
regulated, partially reversing the apoptosis of OA chondrocytes induced by IL-1β, and alleviating the cycle arrest and
inflammatory response of OA chondrocytes. After treating C28/I2 cells with IL-1β, the mRNA and protein levels of TLR4
significantly increased. Overexpression of miR-515-5p targeted inhibition of TLR4 expression and blocked activation of
MyD88/nuclear factor κB (NF-κB) pathway. Overexpression of TLR4 could partially reverse the effect of miR mimics on
IL-1β-induced apoptosis and inflammation of OA chondrocytes. Conclusion    miR-515-5p negatively regulates the
expression of TLR4, inhibits the activation of MyD88/NF-κB pathway and apoptosis of OA chondrocytes, and effectively
alleviates the inflammatory response of the cells.

【Key words】 Osteoarthritis; chondrocyte; inflammatory response; miR-515-5p; Toll-like receptor 4; cell apoptosis;
cell cycle
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骨关节炎（osteoarthritis，OA）是一种退行性关

节疾病，主要表现为关节软骨的渐进性损伤、软骨

细胞凋亡以及关节炎症，导致患者身体残疾，严重

影响生活质量[1-2]。研究表明，软骨细胞凋亡以及促

炎因子的产生与 OA 进展密切相关[3-4]。因此，抑制

软骨细胞凋亡和缓解炎症反应是治疗 OA 的有效

措施。然而，OA 的具体发病机制尚不明确。

miRNA 是一类非编码小 RNA，其可通过靶向

结合 mRNA 的特定互补序列，从而负调控基因表

达[5]，且与 OA 等多种疾病的发展紧密相关[6-7]。研

究表明，在 OA 发生过程中，miR-515-5p 可能作为

内源性竞争 RNA 的中间因子，其表达缓解了 IL-
1β 诱导的软骨细胞凋亡、炎症反应和细胞外基质降

解[8]。Toll 样受体 4（Toll-like receptor 4，TLR4）是
Toll 样受体家族成员之一且与多种炎症性疾病密切

相关，因其能够识别 OA 中微生物或宿主衍生配体

而被广泛关注[9-11]。研究表明，TLR4 在 OA 软骨和

活化的滑膜细胞中表达[12]，抑制 TLR4 的表达能够

减少促炎因子产生，从而减轻 OA[13]。TLR4 通过激

活髓样分化因子 88（myeloid differentiation primary
response gene 88，MyD88）/NF-κB 信号通路释放促

炎因子，从而促进炎症反应[14]；而抑制 MyD88/NF-
κB 信号通路能够有效缓解 OA 进展[15]，提示 TLR4/

MyD88/NF-κB 信号通路可能在 OA 进展中发挥重

要作用。但目前关于 miRNA 与 TLR4/MyD88/NF-
κB 信号通路在 OA 中作用机制的研究较少。本研

究拟对此进行探究，为 OA 防治提供有效治疗策略。 

1    材料与方法
 

1.1    主要试剂及仪器

人软骨细胞 C28/I2、HEK293T 细胞（上海雅吉

生物科技有限公司）。mimics 阴性对照（negative
control，NC）和 mimics miR（MedChemExpress 公

司，美国）；pcDNA-TLR4 和 pcDNA3.1 质粒（上海

吉玛制药技术有限公司）；pGL3-TLR4-MUT、pGL3-
TLR4-WT 和 pGL3 质粒（湖南丰晖生物科技有限公

司）；LipofectamineTM2000（Thermo Fisher 公司，美

国）；细胞计数试剂盒 8（cell counting kit 8，CCK-
8；Dojindo Molecular Technologies 公司，日本）；

Annexin Ⅴ-FITC/碘化丙啶（propidium iodide，PI）
细胞凋亡检测试剂盒（武汉伊莱瑞特生物科技股份

有限公司）；SYBR® Premix Ex TaqTM Ⅱ（Takara 公

司，日本）；总蛋白提取试剂盒（沈阳万类生物科

技有限公司）；人 TNF-α ELISA 试剂盒、人 IL-6
ELISA 试剂盒、抗Ⅱ型胶原抗体、抗 B 淋巴细胞瘤

2 蛋白（B-cell lymphoma 2 protein，Bcl-2）抗体、抗
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Bcl-2 相关 X 蛋白（Bcl-2-associated X protein，Bax）
抗体、抗裂解的半胱天冬酶 3（cleaved-Caspase-3）抗
体、抗 TLR4 蛋白抗体、抗 MyD88 蛋白抗体、抗

p65 蛋白抗体、抗磷酸化 p65（phosphorylated p65，
p-p65）蛋白抗体、GAPDH、辣根过氧化物酶标记的

山羊抗兔 IgG、前列腺素 E2（prostaglandin E2，
PGE2）ELISA 试剂盒、EdU 增殖试剂盒（Abcam 公

司，美国）；TRIzol 试剂盒、PrimeScript RT 试剂盒

（Invitrogen 公司，美国）。

Bio-Rad 680 酶标仪（Bio-Rad 公司，美国）；流式

细胞仪（Aceabio 公司，美国）；Image J 软件（National
Institutes of Health，美国）；ABI 7900HT 快速

PCR 实时系统（Applied Biosystems 公司，美国）；

GraphPad Prism 8.01 软件（GraphPad Software 公

司，美国）；荧光显微镜（Leica 公司，德国）。 

1.2    细胞培养及分组

取人软骨细胞 C28/I2 接种于含 10%FBS 的

DMEM 培养基中，于 37℃、5%CO2、95% 湿度培养

箱中培养[16]，待细胞附着 90% 后行传代培养，取第

3 代以后的对数期细胞经免疫荧光染色鉴定[17]后进

行后续实验。

取上述 C28/I2 细胞进行以下分组及处理：对

照组（A 组，细胞在上述培养条件下培养不作任何

处理），OA 组（B 组，细胞采用 10 ng/mL IL-1β 处

理 24 h）[18]，OA+mimics NC 组（C 组，mimics NC 转

染细胞 24 h 后，10 ng/mL IL-1β 处理细胞 24 h），

OA+mimics miR 组（D 组，mimics miR 转染细胞

24 h 后，10 ng/mL IL-1β 处理细胞 24 h），OA+

mimics miR+过表达（over expression，oe）-NC 组

（E 组，mimics miR 与 oe-NC 共转染细胞 24 h 后，

10 ng/mL IL-1β 处理细胞 24 h），OA+mimics miR+
oe-TLR4 组（F 组，mimics miR 与 oe-TLR4 共转染

细胞 24 h 后，10 ng/mL IL-1β 处理细胞 24 h）。转

染方法：采用 Lipofectamine T M 2000 试剂将 oe-
TLR4 和 oe-NC、mimics NC 和 mimics miR 转染

C28/I2 细胞，转染终浓度为 50 nmol/L。 

1.3    miR-515-5p 抑制 OA 软骨细胞凋亡 

1.3.1    免疫荧光染色观察　将培养的 C28/I2 细胞

用 4% 多聚甲醛固定 20 min，PBS 洗 3 次，免疫染

色通透液处理 5  m i n， 1 % 牛血清白蛋白封闭

1 h；加入抗Ⅱ型胶原抗体 4℃ 下孵育过夜；PBS
洗 3 次，加入二抗孵育 30 min；PBS 洗 3 次，DAPI
染色，荧光显微镜观察。采用 Image J 软件分析细

胞内Ⅱ型胶原阳性率，鉴定细胞纯度[17]。 

1.3.2    CCK-8 检测细胞增殖　取 A～D 组细胞于

37℃、5%CO2、95% 湿度条件下分别培养 0、24、48、
72 h，加入 25 μL CCK-8 试剂孵育 2 h，用酶标仪测

定 450 nm 波长处吸光度（A）值；实验重复 3 次[8]。 

1.3.3    EdU 检测细胞增殖　取 A～D 组细胞，按照

EdU 增殖试剂盒说明书方法检测细胞增殖，荧光显

微镜下观察 EdU 染色细胞并计数，以相对荧光表

达量表示各组荧光素酶活性并反映细胞增殖活力[19]。 

1.3.4    流式细胞术检测细胞凋亡　取 A～D 组细

胞，以 0.25% 胰蛋白酶消化离心后，PBS 洗 3 次，结

合缓冲液重悬细胞；根据 Annexin Ⅴ-FITC/PI 细胞

凋亡检测试剂盒说明书方法，将 Annexin Ⅴ-FITC
和 PI 于室温避光条件下孵育细胞 15～20 min，1 h
内用流式细胞仪检测细胞凋亡情况[20]。 

1.3.5    Western blot 检测　取 A～D 组细胞，采用

总蛋白提取试剂盒提取细胞总蛋白，BCA 蛋白检测

试剂盒检测蛋白浓度；行电泳、转膜、封闭处理

后，加入一抗（Bcl2、Bax、cleaved-Caspase-3）于

4℃ 孵育过夜；洗膜，加入二抗 37℃ 孵育 1 h。采

用化学发光试剂盒检测蛋白条带，使用 Image J 软
件进行灰度分析。 

1.3.6    ELISA 检测　取 A～D 组细胞，采用 ELISA
试剂盒检测细胞上清液中促炎因子（PGE2、TNF-
α、IL-6）的表达水平。 

1.3.7    实时荧光定量 PCR（real-time fluorescence
quantitative PCR，RT-qPCR）检测　取 A～D 组细

胞，使用 TRIzol regent 提取样本总 RNA，以 Prime
Script RT 试剂盒转录成 cDNA；然后于 ABI 7900HT
快速 PCR 实时系统上使用 SYBR® Premix Ex TaqTM Ⅱ
进行 qPCR。以 U6 为内参，采用 2−ΔΔCt 法计算 miR-
515-5p mRNA 相对表达量。引物序列见表 1。 

1.4    miR-515-5p 促进 OA 软骨细胞周期

为研究 miR-515-5p 对 IL-1β 诱导的 OA 软骨细

胞周期的调控作用，采用流式细胞术检测 OA 软骨

细胞的细胞周期情况。取 A～D 组细胞，使用无水

乙醇 4℃ 固定过夜，加入 PI 染色液孵育 30 min，通

过流式细胞仪检测染色后的细胞并记录不同细胞

周期的细胞比例。 

1.5    miR-515-5p 靶向调控 TLR4
为研究 miR-515-5p 与 TLR4 之间的靶向关系，

采用 BiBiServ2 数据库（https://bibiserv.cebitec.uni-
bielefeld.de/rnahybrid/RNAhybrid）预测 miR-515-
5p 和 TLR4 之间的潜在结合位点，并采用双荧光素

酶报告实验验证 miR-515-5p 和 TLR4 的靶向关系。

将 miR-515-5p 与 TLR4 的互补结合序列及其突

变序列进行扩增，克隆至 pGL3 载体上，构建野
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生型质粒 TLR4-WT 和对应的突变型质粒 TLR4-
MUT。使用 Lipofectamine 2000 转染试剂将 TLR4-
MUT+mimics NC、TLR4-MUT+mimics miR、TLR4-
WT+mimics NC 和 TLR4-WT+mimics miR 共转染

HEK293T 细胞，双荧光素酶报告实验检测荧光素

酶活性。

然后，同 1.3.5 和 1.3.7 方法分别采用 Western
blot 和 RT-qPCR 检测各组 TLR4 蛋白和 mRNA 相

对表达量，以 GAPDH 为内参，引物序列见表 1。 

1.6    TLR4 逆转 miR-515-5p 对 OA 软骨细胞凋亡

抑制及炎症改善作用

取 D～F 组细胞，同 1.3.2 和 1.3.3 方法采用

CCK-8 法和 EdU 检测细胞增殖能力，同 1.3.4 方法

采用流式细胞术检测细胞凋亡情况及细胞周期，

ELISA 法检测细胞促炎因子（PGE2、TNF-α 和 IL-
6）表达水平，同 1.3.5 方法采用 Western blot 检测

TLR4 蛋白及凋亡相关蛋白（Bcl-2、Bax 和 cleaved-
Caspase-3）相对表达量。 

1.7    miR-515-5p 靶向 TLR4 阻断 MyD88/NF-κB 信

号通路激活

为进一步研究 miR-515-5p 靶向负调控 TLR4
对 MyD88/NF-κB 信号通路的调控作用，同 1.3.5 方

法采用 Western blot 检测 A～F 组细胞中 MyD88、
p-p65、p65 蛋白相对表达量。 

1.8    统计学方法

采用 GraphPad Prism 8.01 统计软件进行分

析。计量资料经 Shapiro-Wilk 正态性检验，均符合

正态分布，数据以均数±标准差表示，CCK-8 检测

结果多组间比较采用双因素方差分析，其余指标多

组间比较采用单因素方差分析，两两比较采用

Tukey 多重比较检验；检验水准取双侧 α=0.05。 

2    结果
 

2.1    miR-515-5p 抑制 OA 软骨细胞凋亡

免疫荧光染色检测示，C28/I2 细胞的纯度高

于 90%。见图 1a。
CCK-8 和 EdU 检测示，B 组细胞增殖能力显著

低于 A 组，D 组显著高于 C 组，培养 24、48、72 h
A 值及 EdU 相对荧光表达量组间比较差异均有统

计学意义（P<0.05）。见图 1b、c。
流式细胞术检测示，B 组细胞凋亡率显著高于

A 组，D 组显著低于 C 组，差异均有统计学意义

（P<0.05）。见图 1d。
Western blot 检测示，B 组 Bcl-2 蛋白相对表达

量显著低于 A 组，D 组显著高于 C 组；B 组 Bax 和

cleaved-Caspase-3 蛋白相对表达量显著高于 A 组，D
组显著低于 C 组；差异均有统计学意义（P<0.05）。
见图 1e、f。

ELISA 检测示，B 组 PGE2、TNF-α、IL-6 表达水

平显著高于 A 组，D 组显著低于 C 组，差异均有统

计学意义（P<0.05）。见图 1g。
RT-qPCR 检测示，B 组 miR-515-5p mRNA 相

对表达量显著低于 A 组，D 组显著高于 C 组，差异

均有统计学意义（P<0.05）。见图 1h。 

2.2    miR-515-5p 促进 OA 软骨细胞周期

流式细胞术检测示，与 A 组相比，B 组 G1 期细

胞比例显著增加，而 S 期和 G2 期显著减小；与 C 组

相比，D 组 G1 期细胞比例显著减小，S 期和 G2 期显

著增加；差异均有统计学意义（P<0.05）。见图 2。 

2.3    miR-515-5p 靶向调控 TLR4
B i B i S e r v 2 数据库预测示，m i R -5 1 5 -5 p 与

TLR4 之间存在结合位点。双荧光素酶报告实验验

证示，在突变后的 MUT 组中，转染 mimics NC 或

mimics miR 两者之间的荧光素酶活性差异无统计

学意义（P>0.05）；但在野生型的 WT 组中，转染

mimics miR 后其荧光素酶活性显著降低（P<0.05），
表明 miR-515-5p 能够与 TLR4 靶向结合。RT-qPCR
和 Western blot 检测示，B 组 TLR4 mRNA 和蛋白

相对表达量显著高于 A 组，D 组均显著低于 C 组，

差异均有统计学意义（P<0.05）。见图 3。 

2.4    上调 TLR4 部分逆转过表达 miR-515-5p 对

IL-1β 诱导的 OA 软骨细胞凋亡的抑制作用及炎症

改善作用

与 D、E 组相比，F 组细胞的增殖能力明显降

低，培养 24、48、72 h A 值及 EdU 相对荧光表达量

比较差异均有统计学意义（P<0.05）；细胞凋亡率

显著增加，G1 期细胞比例显著增加，S 期和 G2 期细

胞比例显著减少；细胞上清液中促炎因子 PGE2、
TNF-α、IL-6 表达水平均显著升高；TLR4、Bax 和

 

表 1    RT-qPCR 各基因引物序列

Tab.1    Primer sequences of each gene in RT-qPCR
 

基因
Gene

引物序列（5'→3'）
Primer sequence (5'→3')

miR-515-5p 上游 TTCTCCAAAAGAAAGCACTTTCTG
下游 CTCGCTTCGGCAGCACA

TLR4 上游 GATCTACTCACTTTACCATA
下游 GCTAATCGAGGCTACGACT

U6 上游 GCGCGTCGTGAAGCGTTC
下游 GTGCAGGGTCCGAGG

GAPDH 上游 CACATGGCCTCCAAGGAGTAA
下游 GAGGGTCTCTCTCTTCCTCTTGT
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cleaved-Caspase-3 蛋白相对表达量显著升高，Bcl-

2 蛋白相对表达量显著降低；差异均有统计学意义

（P<0.05）。以上指标 D、E 组间差异均无统计学意

义（P>0.05）。见图 4。
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图 1     过表达 miR-515-5p 对 IL-1β 诱导的 OA 软骨细胞凋亡的抑制作用     *P<0.05　a. 免疫荧光染色鉴定 C28/I2 细胞纯度（荧光显微

镜×200）；b. CCK-8 法检测细胞增殖；c. EdU 检测细胞增殖　从左至右依次为 A～D 组荧光显微镜观察（×200）和相对荧光表达量定量

检测；d. 流式细胞术检测细胞凋亡　从左至右依次为 A～D 组流式细胞术检测和细胞凋亡率；e. Western blot 检测凋亡相关蛋白表达

电泳图　Mr：相对分子质量　1：A 组　2：B 组　3：C 组　4：D 组；f. Western blot 检测凋亡相关蛋白相对表达量；g. ELISA 检测炎

症因子表达水平；h. RT-qPCR 检测 miR-515-5p 基因相对表达量

Fig.1   Inhibitory effect of overexpression of miR-515-5p on IL-1β-induced apoptosis of OA chondrocytes     *P<0.05　a. Identification of the
purity of C28/I2 cells by immunofluorescence staining (Fluorescence microscopy×200);   b. Cell proliferation was detected by CCK-8 method;   c.
EdU was used to detect cell proliferation　From left to right for fluorescence microscopy observation (×200) in groups A-D respectively and
quantitatively detected relative fluorescence expression;   d. Flow cytometry was used to detect cell apoptosis　From left to right for flow
cytometry detection in groups A-D respectively and quantitatively detected cell apoptosis rates;   e. Electrophoresis of apoptosis-related protein
expressions detected by Western blot　Mr: Relative molecular mass　1: Group A　2: Group B　3: Group C　4: Group D;   f. The relative
expressions of apoptosis-related proteins detected by Western blot;   g. The expression levels of inflammatory factors detected by ELISA;   h. The
relative mRNA expression of miR-515-5p was detected by RT-qPCR
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2.5    miR-515-5p 靶向 TLR4 阻断 MyD88/NF-κB 信

号通路激活

Western blot 检测示，B 组细胞中 MyD88 及 p-
p65/p65 蛋白相对表达量显著高于 A 组，D 组显著

低于 C 组，F 组显著高于 E 组，差异均有统计学意

义（P<0.05）。见图 5。 

3    讨论

OA 是由严重关节变形引起的关节疼痛和功能

障碍综合征[21]，其发生、进展与炎症紧密相关。在

OA 发生过程中，滑膜细胞、关节软骨细胞以及其

他细胞均会表达炎症介质[22]。为此，通过靶向调控

相关炎症途径是治疗 OA 的潜在策略。本研究中，

我们首先使用 IL-1β 诱导 C28/I2 细胞模拟 OA 软骨

炎症损伤，结果显示，IL-1β 可以显著诱导 PGE2、
TNF-α 和 IL-6 促炎因子的产生，这与既往研究报道

一致[23]。

据报道，miRNA 可通过调节软骨细胞增殖和

凋亡、细胞外基质代谢和炎症反应参与 OA 的发

生、发展[24-26]。研究表明，miR-181-5p 能靶向负调
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图 2     流式细胞术检测过表达 miR-515-5p 对 IL-1β 诱导的 OA 软骨细胞周期的促进作用     *P<0.05　从左至右依次为 A～D 组流式细

胞术检测和各周期细胞比例

Fig.2   The promoting effect of overexpression of miR-515-5p on IL-1β-induced chondrocyte cycle in OA detected by flow cytometry    
*P<0.05　From left to right for flow cytometry detection in groups A-D and the proportion of cells in each phase
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图 3     miR-515-5p 靶向负调控 TLR4 相关检测     *P<0.05　a. BiBiServ2 数据库预测 miR-515-5p 与 TLR4 结合位点；b. 荧光素酶报告实验

验证 miR-515-5p 与 TLR4 的靶向关系；c. RT-qPCR 检测 TLR4 mRNA 相对表达量；d. Western blot 检测 TLR4 蛋白表达电泳图　Mr：
相对分子质量　1：A 组　2：B 组　3：C 组　4：D 组；e. Western blot 检测 TLR4 蛋白相对表达量

Fig.3   miR-515-5p targeting negative regulatory TLR4 detection     *P<0.05　a. BiBiServ2 database predicted the binding sites of miR-515-5p
and TLR4;   b. Luciferase reporting experiment verified the targeting relationship between miR-515-5p and TLR4;   c. The relative expression of
TLR4 mRNA detected by RT-qPCR;   d. Electrophoresis of TLR4 protein expression detected by Western blot　Mr: Relative molecular mass　1:
Group A　2: Group B　3: Group C　4: Group D;   e. The relative expression of TLR4 protein detected by Western blot
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图 4     上调 TLR4 部分逆转过表达 miR-515-5p 对 IL-1β 诱导的 OA 软骨细胞凋亡的抑制作用及炎症改善作用     *P<0.05　a. Western
blot 检测 TLR4 和凋亡相关蛋白表达电泳图　Mr：相对分子质量　1：D 组　2：E 组　3：F 组；b. Western blot 检测 TLR4 和凋亡相关

蛋白相对表达量；c. CCK-8 法检测细胞增殖；d. EdU 检测细胞增殖　从左至右依次为 D～F 组荧光显微镜观察（×200）和相对荧光表

达量定量检测；e. 流式细胞术检测细胞凋亡　从左至右依次为 D～F 组流式细胞术检测和细胞凋亡率；f. 流式细胞术检测细胞周期　

从左至右依次为 D～F 组流式细胞术检测和各周期细胞比例；g. ELISA 检测炎症相关因子表达水平

Fig.4   Inhibitory effect of up-regulated TLR4 partially reversing overexpression of miR-515-5p on IL-1β-induced apoptosis of OA
chondrocytes and amelioration of inflammation     *P<0.05　a. Electrophoresis of TLR4 and apoptosis-related proteins expressions detected by
Western blot　Mr: Relative molecular mass　1: Group D　2: Group E　3: Group F;   b. The relative expressions of TLR4 and apoptosis-related
proteins detected by Western blot;   c. Cell proliferation detected by CCK-8 method;   d. EdU was used to detect cell proliferation　
From left to right for fluorescence microscopy observation (×200) in groups D-F respectively and quantitatively detected relative fluorescence
expression;   e. Flow cytometry was used to detect cell apoptosis　From left to right for flow cytometry detection in groups D-F respectively and
quantitatively detected cell apoptosis rates;   f. Flow cytometry was used to detect cell cycle　From left to right for flow cytometry detection in
groups D-F respectively and the proportion of cells in each phase;   g. The expression levels of inflammatory factors detected by ELISA
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控 DDX3X（DEAD-box RNA 解旋酶亚家族中研究

最广泛且进化保守的成员之一，被认为是癌症和病

毒的治疗靶点）的表达，从而调控 NF-κB 信号通路

的活化，进而减少炎症因子 TNF-α 和 IL-6 的释放[27]。

与上述结果一致，本研究中我们使用 IL-1β 诱导软

骨细胞 OA 软骨炎症损伤模型，结果示 miR-515-5p
在 OA 中的表达水平下调；随后，使用 miR mimics
转染后诱导 OA 模型，结果显示过表达 miR-515-5p
显著减少了软骨细胞 PGE2、TNF-α 和 IL-6 促炎因

子的产生，缓解了细胞的炎症反应。TLR4/MyD88/
NF-κB 信号通路是经典的炎症反应信号通路，通过

上调 TLR4、p65 等蛋白的表达能够诱发炎症反应，

释放 TNF-α 和 IL-6 促炎因子并参与 OA 的发展[14]。

本研究诱导 OA 模型后发现，B 组细胞中 TLR4、
MyD88 及 p -p65 蛋白的表达水平均显著升高，

TNF-α、PGE2 和 IL-6 促炎因子的释放也显著增

加。TLR4 是 Toll 样受体家族成员之一，是 NF-
κB 的上游靶标，能够有效识别机体中某些损伤或

病原体相关分子，从而激活信号，诱发炎症反应，促

进多种炎症因子的产生和释放[28]。MyD88 是 TLR4/
NF-κB 信号通路中重要的衔接蛋白。TLR4 通过激

活依赖性 MyD88 通路，促进 MyD88 与 TNF 受体

相关因子 6 结合，从而激活下游 NF-κB 信号通路，

进而激活细胞内信号转录表达，促进 TNF-α 和 IL-6
等促炎因子的释放并产生信号级联反应诱发 OA[29]。

因此，TLR4/MyD88/NF-κB 信号通路是探究 OA 发

病机制和治疗机制的一个有效靶点。研究表明，

miR-93 可通过靶向负调控 TLR4，抑制 NF-κB 信号

通路的活化，减少 TNF-α 和 IL-6 等促炎因子的释

放从而缓解 OA[15]。而在本研究中，IL-1β 的诱导激

活了 TLR4/MyD88/NF-κB 信号通路，促进了 PGE2、
TNF-α 和 IL-6 促炎因子的释放；而过表达 miR-

515-5p 后，miR-515-5p 通过靶向负调控 TLR4 抑制

NF-κB 信号通路的活化，减少了 PGE2、TNF-α 和 IL-6
促炎因子的释放，从而缓解 OA；上调 TLR4 的表

达后，部分逆转了过表达 miR-515-5p 对 OA 的抑制

作用，进一步证实了 miR-515-5p 可通过靶向负调

控 TLR4 抑制 NF-κB 信号通路的活化，从而影响 OA
的进展。

综上述，本研究首次发现 miR-515-5p 通过靶

向负调控 TLR4 阻断 MyD88/NF-κB 信号通路的活

化，从而抑制 OA 软骨细胞凋亡，进而减轻炎症反

应，为治疗 OA 提供了新思路。然而，本研究仅在

人的软骨细胞系 C28/I2 中进行了体外实验，尚需

结合动物实验进一步验证，并在未来研究中进一步

探究其他潜在的调控机制。
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