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[摘要] 目的　通过提取人滑膜组织中滑膜间充质干细胞来源外泌体(SMSC-Exos)，结合转录组测序筛选差异表达微

RNA(miRNA)，并验证目的miRNA在颞下颌关节骨关节炎(TMJ OA)软骨修复中的关键功能作用。方法　人滑膜组织均取

自2023年6－12月解放军总医院第一医学中心收治的6例膝关节手术患者，其中骨关节炎组(OA组)3例、对照组3例，均

为男性；提取滑膜组织中的SMSC-Exos进行miRNA测序并作差异分析，进一步对差异表达的miRNA靶基因进行基因本体

论(GO)和京都基因与基因组百科全书(KEGG)富集分析，以筛选关键的功能性miRNA，并构建miRNA-靶基因调控网络及

靶基因蛋白质-蛋白质相互作用(PPI)网络。体外构建白细胞介素-1β(IL-1β)诱导的兔髁突软骨细胞炎症微环境模型，对照

组采用DMEM/F12基础培养基、炎症诱导组采用含 10 ng/ml IL-1β的DMEM/F12基础培养基培养。采用RT-qPCR检测在

炎症模型中过表达的目标miRNA对软骨表型因子Ⅱ型胶原α1链(Col2a1)、蛋白多糖(Acan)，以及炎性因子人金属肽酶含

血小板反应蛋白基元 5(Adamts5)、环氧合酶-2(Cox-2)mRNA 表达的影响。结果　(1)成功分离、培养、鉴定后获得 SMSC-

Exos； (2) 对 OA 组 与 对 照 组 患 者 SMSC-Exos 进 行 miRNA 测 序 ， 筛 选 出 16 个 差 异 表 达 miRNAs(|log2FC| >2，

P<0.05)，与对照组比较，OA组 7个miRNAs上调，9个miRNAs下调。GO及KEGG分析显示，miR-429的靶基因主要参与

发育过程、解剖结构发育、系统发育、细胞发育及分化等生物学过程，并富集于丝裂原活化蛋白激酶(MAPK)及磷脂酰肌

醇 3激酶-蛋白激酶B(PI3K-Akt)等炎症相关通路；(3)在兔髁突软骨细胞炎症微环境模型中对miR-429进行功能验证，RT-

qPCR检测结果显示，过表达miR-429后，炎症诱导组细胞中Col2a1、Acan mRNA表达水平升高(P<0.05)，Adamts5、Cox-2 

mRNA表达水平降低(P<0.05)。结论　对基于人滑膜组织分离并鉴定的SMSC-Exos进行miRNA测序，发现OA患者存在特

异性miRNA表达谱，其中miR-429显著下调；功能验证表明过表达miR-429对炎症微环境下的髁突软骨细胞具有修复和抑

制炎症的作用。
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[Abstract] Objective　To explore the role of miR-429 in synovial mesenchymal stem cell-derived exosomes (SMSC-Exos) in 

repairing cartilage damage in temporomandibular joint osteoarthritis (TMJ OA) by extracting SMSC-Exos from human synovial 

tissue and screening differentially expressed microRNA (miRNA) through transcriptome sequencing. Methods　Human synovial 

tissues were obtained from 6 patients who underwent surgery at the First Medical Center of the Chinese PLA General Hospital from 

June to December 2023, including 3 patients with osteoarthritis (OA group) and 3 control patients (control group), all of whom were 

male. SMSC-Exos were extracted from the synovial tissues for miRNA sequencing and differential expression analysis . Further, Gene 

Ontology (GO) and Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) enrichment analyses were performed on the target genes of 

differentially expressed miRNA to identify key functional miRNA and construct miRNA-target gene regulatory networks and protein-

protein interaction (PPI) networks of target genes. An in vitro model of rabbit condylar cartilage cell inflammatory microenvironment 

induced by interleukin-1β (IL-1β) was established, with the control group cultured in DMEM/F12 basic medium and the 

inflammation-induced group cultured in DMEM/F12 basic medium containing 10 ng/ml IL-1β. RT-qPCR was used to detect the 

effects of overexpressed target miRNA on the mRNA expression levels of cartilage phenotype factors such as type Ⅱ collagen α1 chain 

(Col2a1), aggrecan (Acan), as well as inflammatory factors including a disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin 

motifs 5 (Adamts5) and cyclooxygenase-2 (Cox-2). Results　 (1) SMSC-Exos were successfully isolated, cultured, and identified.

(2) miRNA sequencing of SMSC-Exos from OA and control groups revealed 16 differentially expressed miRNAs (|log2FC|>2, P<0.05). 

Compared with control group, 7 miRNAs were up-regulated and 9 were down-regulated in OA group. GO and KEGG analysis 

indicated that the target genes of miR-429 were mainly involved in development process, anatomical structure development, system 

development, cell development and differentiation, and were enriched in inflammation-related pathways such as mitogen-activated 

protein kinase (MAPK) and phosphatidylinositol 3-kinase-protein kinase B (PI3K-Akt). (3) Functional validation of miR-429 in the 

rabbit condylar cartilage cell inflammatory model showed that overexpression of miR-429 increased the mRNA expression levels of 

Col2a1 and Acan (P<0.05) and decreased the mRNA expression levels of Adamts5 and Cox-2 (P<0.05) in the inflammation-induced 

group. Conclusions　miRNA sequencing of SMSC-Exos isolated and identified from human synovial tissues reveals a specific miRNA 

expression profile in OA patients, with miR-429 significantly down-regulated. Functional validation demonstrates that overexpression of 

miR-429 has reparative and anti-inflammatory effects on condylar cartilage cells in an inflammatory microenvironment.

[Key words] microRNA; temporomandibular joint; osteoarthritis; cartilage, articular; miR-429

颞下颌关节骨关节炎 (temporomandibular joint 
osteoarthritis，TMJ OA)是口腔颌面部的常见疾病，

主要表现为颞下颌关节的退行性改变。流行病学研

究显示，TMJ OA 的发病率为 8%~35%，占颞下颌关

节紊乱性疾病的 8%~16%[1-2]。TMJ OA累及颞下颌关

节软骨、软骨下骨及滑膜等，其中关节软骨损伤是

TMJ OA 最主要的特征之一[3-4]，抑制软骨损伤对逆

转 OA 进程至关重要[5]。临床上对 TMJ OA 主要采取

以控制疼痛及炎症为目的的对症治疗，目前尚无理

想的治疗策略可修复及再生受损的关节软骨。

微 RNA(microRNA，miRNA)是外泌体的重要内

含成分，参与介导细胞间通信及基因调节，在癌

症[6-8]、心血管疾病[9-10]、神经系统疾病[11-12]等疾病的

诊断、治疗及预后评估中发挥作用。在软骨修复方

面，迄今为止已发现 miR-140、 miR-146、 miR-34、
miR-181、miR-27等数十种miRNAs参与OA的软骨损

伤修复，调控包括炎症的发生发展及软骨细胞的凋

亡、自噬、增殖等生物学过程[13]。滑膜间充质干细

胞(synovial mesenchymal stem cells，SMSCs)具有软骨

修复的组织特异性[14]，目前已有多项研究证实

SMSCs 及 其 外 泌 体 (synovial mesenchymal stem cell-
derived exosomes，SMSC-Exos)在抑制软骨细胞炎症、

促进软骨形成及抑制软骨退变等方面发挥作用[15-16]，

而 OA 条件下 SMSCs 的软骨形成特性遭到破坏，并

最终导致软骨修复失败[17]，其分子机制尚未明确。

本研究比较了 OA 与非 OA 患者滑膜组织中 SMSC-
Exos的miRNA表达谱并进行差异分析，旨在筛选出

SMSC-Exos中可能参与OA软骨损伤修复的关键功能

性 miRNAs，为探索 SMSC-Exos 在 OA 治疗中的潜在

机制提供新见解，并有望为TMJ OA的临床治疗提供

新的miRNA靶点。

1　材料与方法

1.1　主要试剂及仪器　DMEM/F12培养基、胎牛血

清(FBS)购自美国Gibco公司；0.25%胰蛋白酶-EDTA、
磷酸盐缓冲液(PBS)购自北京中科迈晨科技有限责任

公司；间充质干细胞无血清培养体系购自上海赛百

慷生物技术股份有限公司；成骨诱导试剂盒、成软

骨诱导试剂盒、成脂诱导试剂盒、人间充质干细胞

表面标记检测试剂盒购自广州赛业生物科技有限公
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司；Ⅱ型胶原酶购自美国 Sigma 公司；Trizol 试剂购

自美国 Invitrogen公司；BCA蛋白定量试剂盒、RIPA
裂解液、LipofectamineTM RNAiMAX 购自美国 Thermo 
Fisher 公司；反转录试剂盒购自日本 TaKaRa 公司；

油红O染色试剂盒、0.2%茜素红染色液、甲苯胺蓝

染色试剂盒购自北京索莱宝科技有限公司；阿利新

蓝染液购自上海碧云天生物技术股份有限公司；

miR-429 mimics购自上海吉玛制药技术有限公司；白

细胞介素-1β(IL-1β)购自美国MCE公司；CD9、肿瘤

易感基因 101(tumor susseptibility gene 101，TSG101)
一抗购自美国SBI公司；CD81、Calnexin一抗购自美

国 Immunoway 公司。纳米粒度颗粒跟踪分析仪购自

德国Particle Metrix公司；纳米透射电镜购自美国FEI
公司。

1.2　实验方法　

1.2.1　组织样本采集　人滑膜组织取自 2023 年 6－
12 月解放军总医院第一医学中心收治的 6 例膝关节

手术患者，其中骨关节炎组(OA 组)3 例、对照组

3 例，均为男性。OA 组滑膜组织取自 OA 患者，排

除类风湿性关节炎，年龄 42~48 岁。对照组滑膜组

织取自同期收治的半月板损伤患者，排除膝关节疾

病史，年龄 37~43 岁。本研究已获解放军总医院伦

理委员会审批(S2024-269-01)。
1.2.2　SMSCs 的分离、培养与鉴定　将滑膜组织移

入无菌操作台，用含双抗PBS冲洗3次。无菌眼科剪

去除结缔组织和脂肪，并剪为 1 mm³的碎片。将组

织碎片均匀铺于培养皿中，采用间充质干细胞培养

体系进行培养。接种后每2 d进行半量换液，倒置显

微镜下观察细胞融合至 80% 时传代。取第 3 代

SMSCs，分别通过成骨、成脂、成软骨分化培养基

诱导细胞分化，并依次进行茜素红染色、油红O染

色、阿利新蓝染色，以鉴定SMSCs的三系分化能力。

应用流式细胞术检测 SMSCs 的特异性表面标志物

CD105、 CD29、 CD73、 CD166、 CD44、 CD34、
CD45、CD11b、CD14、人类白细胞抗原(HLA)-DR。

1.2.3　SMSC-Exos 的分离、提取与鉴定　取第 5 代

SMSCs，待细胞融合至 70% 时，换用去外泌体间充

质干细胞培养基培养 48 h 并收集上清。采用差速离

心 法 提 取 外 泌 体 ： 4 ℃ 下 2000×g 离 心 10 min，
10 000×g离心 30 min，110 000×g离心 75 min，弃上清

并用 1×PBS 重悬沉淀，过滤后再次以 110 000×g离心

75 min。重悬后分装并-80 ℃保存。取20 μl外泌体样

本滴加于铜网，静置5 min，吸干多余液体后滴加2%
乙酸双氧铀，孵育并干燥，透射电镜下观察外泌体

形态。采用纳米粒度跟踪分析仪检测粒径分布。取

外泌体悬液20 μl，加入含蛋白酶抑制剂的RIPA裂解

液提取蛋白，BCA法定量，Western blotting检测外泌

体标志物CD9、CD81、TSG101的表达水平。

1.2.4　miRNA高通量测序与差异miRNA筛选　使用

Trizol试剂提取OA组及对照组的外泌体RNA，构建

miRNA 测序文库，应用 Agilent 2100 Bioanalyzer 测定

文库质量。将文库变性为单链 DNA 分子，在

Illumina flow cell上捕获并原位扩增为簇。根据测序说

明，在 Illumina测序仪上进行测序，生成的原始数据

进行测序质量控制及预处理过滤，将处理后的数据

与参考基因组比对。比对结果良好的数据进行

miRNA 表达定量分析及差异筛选。应用 mirdeep2 将

测序数据与已知基因组数据对比，设定表达量阈值

为每分钟计数(counts per minute，CPM)均值≥1，各

组统计分析后获得 miRNA 定量表达结果。应用

edgeR，设定2倍差异，P≤0.05为差异表达的miRNA。

1.2.5　生物信息学分析　应用TargetScan7.1 Mouse和
miRDB 预测差异 miRNA 靶基因，两组数据取交集。

使用 R 包对 miRNA 靶基因功能进行基因本体论

(Gene Ontology，GO)及京都基因与基因组百科全书

(Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes，KEGG)分
析，筛选出与 OA、软骨生长发育或炎症相关的

miRNA。使用 Cytoscape V2.8.3 建立 miRNA-靶基因调

控网络，筛选miR-429的关键靶基因。将靶基因映射

至 STRING 数据库，设置筛选条件为最低互作分数

设为中等置信度0.4，构建靶基因蛋白质-蛋白质相互

作用(protein-protein interaction，PPI)网络。

1.2.6　兔颞下颌髁突软骨细胞的分离、培养与鉴

定　本研究获解放军总医院实验动物伦理委员会审

批(SQ2023665)。动物饲养严格遵照《实验动物管理

条例》的要求，操作符合 3R原则。选取 3周龄雄性

新西兰兔[实验动物生产许可证号：SCXK(京)2024-
0004]，切取双侧髁突并剥离软骨，剪为 1 mm³的碎

片。使用 0.25% 胰蛋白酶+0.1% Ⅱ型胶原酶消化

30 min，再用0.1% Ⅱ型胶原酶消化30 min，离心后重

悬并接种于培养皿，于第 2、3、5 天观察细胞迁移

情况。待细胞汇合至 80% 时传代。第 2 代细胞接种

12 h后弃培养液，PBS清洗 2次，进行甲苯胺蓝染色

并在显微镜下观察。将细胞接种到预先放置盖玻片

的培养皿中，待细胞贴壁后取出盖玻片，PBS 清洗

后4%多聚甲醛溶液固定，使用0.1% Triton通透，3%
牛血清白蛋白(BSA)封闭，加入兔抗Ⅱ型胶原抗体孵

育过夜，荧光二抗孵育1 h，封片后在显微镜下观察

Ⅱ型胶原染色结果。

1.2.7　TMJ OA体外模型的建立　取第 3代兔髁突软

骨细胞接种培养48 h后进行转染，使用Lipofectamine™
RNAiMAX 分别将 miR-429 mimics、NC mimics 转染入

细胞。转染36 h后对照组换液为DMEM/F12基础培养

基、炎症诱导组换液为含10 ng/ml IL-1β的DMEM/F12
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基础培养基，继续培养48 h。

1.2.8　实时荧光定量 PCR(RT-qPCR)检测相关因子

mRNA的表达　Trizol法提取总RNA，去除残留基因

组 DNA 后将 RNA 反转录为 cDNA。以 cDNA 为模板

进行 PCR 扩增。反应条件： 95 ℃预变性 5 min；

95 ℃变性30 s、6 ℃退火30 s、72 ℃延伸30 s，共40个

循环。设置 4 个复孔，实验重复 3 次。结果以 2−ΔΔCt

法表示。引物序列见表1。

1.3　统计学处理　采用GraphPad Prism 10.0软件进行

统计分析。所有数据均为计量资料，呈正态分布，

以 x±s 表示，采用双因素方差分析(two-way ANOVA)

评估不同因素对结果的影响，进一步两两比较采用

Turkey-t检验。P<0.05为差异有统计学意义。

2　结　　果

2.1　SMSCs形态观察及鉴定　倒置显微镜下观察第

3代SMSCs，细胞贴壁生长，呈梭形，符合间充质干

细胞的形态特征(图 1A)。三系诱导分化结果显示，

经成骨诱导分化 21 d，茜素红染色可见钙盐沉积；

经成脂分化诱导 28 d，油红 O 染色可见细胞脂质；

经成软骨诱导分化 14 d，微球切片进行阿利新蓝染

色，可见 SMSCs 诱导后具有典型的软骨细胞形态。

证实SMSCs有成骨、成脂、成软骨分化潜能(图1B)。

采用流式细胞术对 SMSCs的特异性表面标志物进行

分析，结果显示，SMSCs 中 CD105、CD29、CD73、
CD166、CD44 为阳性，而 CD34、CD45、CD11b、
CD14、HLA-DR 为阴性(图 1C)，符合间充质干细胞

的表型特征。

2.2　SMSC-Exos 形态观察及鉴定　透射电镜及纳米

表1　RT-qPCR引物序列

Tab.1　Primer sequences of RT-qPCR

基因

hsa-miR-429

U6

Col2a1

Acan

Adamts5

Cox-2

Gapdh

引物序列(5'-3')

正义：CGACCCGACTAATACTGTCTGG
反义：TATGCTTGTTCTCGTCTCTGTGTC

正义：CAGCACATATACTAAAATTGGAACG
反义：ACGAATTTGCGTGTCATCC

正义：CTGTGCGACGACATAATCTGTG
反义：CTCCTTTCTGCCCCTTTGGTC

正义：ATGACGTGTACTGCTTCGCA
反义：AGGTGAACTTCTCTGGCGAC

正义：GGTTCCCAAATATGCAGGCG
反义：TCACCTTTGGCGAGAAGACC

正义：CGTTTGGTGGAGAAGTCGGT
反义：CAGCAGGACTGTGGGATTGA

正义：TGGTGAAGGTCGGAGTGAAC
反义：GCCGTGGGTGGAATCATACT

RT-qPCR. 实时荧光定量PCR；Col2a1. Ⅱ型胶原α1链；Acan. 

蛋白多糖；Adamts5. 人金属肽酶含血小板反应蛋白基元 5；Cox-2. 

环氧合酶-2

SMSCs. 滑膜间充质干细胞；HLA-DR. 人类白细胞抗原-DR；A. 第3代SMSCs显微镜下形态；B. SMSCs三系分化结果(左、中、右分别

为茜素红成骨染色、油红O成脂染色、阿利新蓝成软骨染色)；C. 流式细胞术分析SMSCs表面标志物

图1　SMSCs形态观察及鉴定

Fig.1　Morphological observation and identification of SMSCs
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颗粒跟踪分析结果显示，分离得到的微粒直径范围

为30~200 nm，形态为中空球形的微泡状(图2A、B)。
Western blotting检测显示外泌体表面标志物TSG101、

CD81、CD9 表达阳性，Calnexin 表达阴性(图 2C)，
提示分离得到的微粒为外泌体。

2.3　差异表达 miRNAs 的聚类分析　通过对对照组

和 OA 组 SMSC-Exos 的 miRNA 测序，根据设定的筛

选阈值 (|log2FC| >2， P<0.05) 对差异表达的全部

miRNAs 进行聚类分析，筛选出 16 个差异表达

miRNAs。与对照组比较，OA 组 7 个 miRNAs 上调，

分别为 hsa-miR-3679-5p、 hsa-miR-200b-5p、 hsa-miR-

4492、miR-4488、miR-4497、miR-7704、miR-4508；9个

miRNAs 下调，分别为 hsa-miR-429、 hsa-miR-1-3p、

hsa-miR-133b、miR-133a-3p、miR-19b-3p、miR-133a-5p、

miR-208a-3p、miR-499a-5p、miR-486-3p(图3)。

2.4　miR-429 靶基因 GO 及 KEGG 富集分析　GO 功

能富集分析显示，miR-429靶基因参与发育过程、解

剖结构发育、多细胞生物发育等生物学过程

(biological process，BP) (附图 1A，https://dx. doi. org/

10.11855/j.issn.0577-7402.1947.2025.0317FJ)；主要与蛋

白质结合、酶结合、DNA结合转录抑制因子活性等分

子功能(molecular function，MF)相关(附图 1B，https://
dx.doi.org/10.11855/j.issn.0577-7402.1947.2025.0317FJ)；主

要存在于蛋白磷酸酶2A型复合物、轴突生长锥、蛋

白质丝氨酸/苏氨酸磷酸酶复合物等细胞组分

(cellular component，CC)(附图 1C，https://dx.doi.org/
10.11855/j.issn.0577-7402.1947.2025.0317FJ)。KEGG 富

集分析显示，miR-429靶基因的功能富集于丝裂原活

化蛋白激酶 (mitogen-activated protein kinase，MAPK)、
磷脂酰肌醇3激酶-蛋白激酶B(phosphoinositide 3-kinase-
protein kinase B，PI3K-Akt)等信号通路(附图1D，https://
dx. doi. org/10.11855/j. issn. 0577-7402.1947.2025.0317FJ)。
2.5　miRNA-mRNA 网络及靶基因 PPI 网络构建　采

用 TargetScan7.1 Mouse 和 miRDB 预测 hsa-miR-429 靶

基因，两组数据取交集并建立 miRNA-mRNA 网络，

共筛选出 150 个靶基因(附图 2A，https://dx.doi.org/
10.11855/j. issn. 0577-7402.1947.2025.0317FJ)。对筛选

出的靶基因进一步构建 PPI 网络，结果显示 CFL2、
KDR、ETS1、 JUN、UBE2I 为 miR-429 靶基因 PPI 网
络的枢纽基因(附图 2B，https://dx.doi.org/10.11855/j.
issn.0577-7402.1947.2025.0317FJ)。
2.6　兔原代颞下颌髁突软骨细胞的培养与鉴定　原

代髁突软骨细胞种板后2 d，镜下可见细胞从组织块

中迁移至培养皿，呈多角形，未贴壁细胞呈圆形亮

点状；种板 3 d 后髁突软骨细胞明显增多且发生接

触；种板5 d后原代髁突软骨细胞聚集成簇，高倍镜

下呈“铺路石”样(图 4A)。甲苯胺蓝染色及Ⅱ型胶

原免疫组化染色可见软骨细胞着色明显(图 4B、C)，
表明细胞为原代髁突软骨细胞。

SMSCs.滑膜间充质干细胞；SMSC-Exos.滑膜间充质干细胞来源外泌体；A. 透射电子显微镜下SMSC-Exos形态；B. 纳米粒度跟踪分析

仪SMSC-Exos粒径分布；C. Western blotting检测SMSC-Exos特征性表面标志物Calnexin、TSG101、CD81、CD9的表达

图2　SMSC-Exos形态观察及鉴定

Fig.2　Morphological observation and identification of SMSC-Exos

SMSC-Exos. 滑膜间充质干细胞来源外泌体；OA组 . 骨关节炎组

图3　OA组和对照组SMSC-Exos差异miRNAs聚类热图

Fig. 3　Heatmap of differentially expressed miRNAs in SMSC-
Exos between OA and Control groups
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2.7　miR-429 对软骨合成代谢、分解代谢及炎症反

应的影响　RT-qPCR 检测结果显示，转染 miR-429 
mimics后，对照组及炎症诱导组细胞的miR-429表达

水平均升高超过 3000 倍(P<0.001)，表明转染成功

(图 5A)。与对照组比较，炎症诱导组细胞中蛋白多

糖(Aggrecan，Acan)、Ⅱ型胶原α1 链(collagen type Ⅱ 
alpha 1 chain，Col2a1) mRNA 表达水平均明显降低

(P<0.01)，人金属肽酶含血小板反应蛋白基元 5
(a disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin 
motifs 5， Adamts5)、 环 氧 合 酶 -2(cyclooxygenase-2，
Cox-2) mRNA 表达水平均明显升高(P<0.001)。过表

达miR-429后，炎症诱导组Acan、Col2a1 mRNA 表达

水平升高(P<0.05)，Adamts5、Cox-2 mRNA 表达水平

降低(P<0.05)(图5B、C)。

3　讨　　论

miRNA是一类长度约为 22个核苷酸的非编码小

分子RNA，几乎存在于所有生物体内[18]，通过与靶

mRNA 分子的 3’非翻译区(3’UTR)相互作用，促使

mRNA 降解或抑制其翻译，从而调控基因表达[19-21]。

多项研究表明，miRNA 在 OA 等疾病的发生发展中

扮演着重要角色，可能通过调控软骨细胞生长、分

化、基质合成等过程，参与OA的发生[22-23]。miR-140
在正常软骨中的表达水平较高，而在OA软骨中的表

达水平较低[24]。此外，miRNA 也参与调控炎症反应

及软骨细胞凋亡等过程，进一步影响 OA 的发展。

miR-181在OA软骨中表达上调，通过调控炎症相关

基因及核因子κB(nuclear factor-κB，NF-κB)等信号通

路，促进炎症反应及软骨损伤[25]。这些miRNAs可能

成为OA治疗的潜在靶点，通过调控其表达，有望开

发基于 miRNA 或靶向 miRNA 的药物，为 OA 软骨修

复提供新的治疗策略。

OA条件下，SMSCs的软骨修复能力可能受到损

害，其分泌的外泌体中miRNA的功能变化仍然不甚

明确。本研究基于miRNA测序及差异分析，共鉴定

出 16 个差异表达的 miRNAs，其中 7 个 miRNAs 呈上

调趋势， 9 个 miRNAs 呈下调趋势。差异上调的

miRNAs 如 miR-4492、 miR-200b-5p、 miR-4508 等与

OA 或炎症反应之间的关联尚未见报道。下调的

miRNAs主要包括miR-19b-3p、hsa-miR-1-3p、miR-429
等。miR-19b-3p 可通过靶向 G 蛋白偶联受体激酶 6
(G protein-coupled receptor kinase 6，GRK6)，NF-κB通

A. 显微镜下兔原代髁突软骨细胞种板2、3、5 d后形态；B. 髁突软骨细胞甲苯胺蓝染色；C. 髁突软骨细胞Ⅱ型胶原免疫组化染色

图4　兔髁突软骨细胞形态观察及鉴定

Fig.4　Morphological observation and identification of rabbit condylar chondrocytes
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路，抑制 IL-1β诱导的软骨细胞损伤、细胞外基质降

解及炎症反应，从而发挥抗炎及软骨保护作用[26]。

miR-1-3p 是调控软骨早期生长及细胞增殖的重要因

子，在软骨发育过程中具有关键的调控作用[27]。本

研究发现， OA 组的 SMSC-Exos 中， miR-19b-3p、
miR-1-3p 表达水平明显低于对照组，提示这些

miRNA 可能是 SMSC-Exos 促进软骨修复及抑制炎症

反应的靶点。

本研究还发现，miR-429 在 OA 患者的 SMSC-
Exos 中明显下调。Meng 等[28]发现，miR-429 可促进

软骨细胞的自噬过程，从而改善OA软骨损伤。本研

究GO功能分析进一步揭示，miR-429的靶基因主要

富集在多个与发育相关的生物学过程，包括解剖结

构发育、多细胞生物发育等。此外，KEGG 通路分

析显示，miR-429 的靶基因明显富集于 MAPK[29-30]、

PI3K-Akt[31-32]等多条炎症相关信号通路，这些通路在

OA的发生及进展中具有重要作用。上述结果提示，

miR-429在OA条件下表达下调可能是 SMSCs 软骨修

复能力受损的关键因素之一，其可能通过调控软骨合

成及分解代谢，在OA的病理过程中发挥关键作用。

在成功建立TMJ OA体外模型的基础上，本研究

对髁突软骨细胞中过表达的miR-429进行了相关功能

验证。体外实验中，过表达miR-429后炎症诱导组细

胞软骨表型因子(Acan、Col2a1)的mRNA表达水平均

升高，提示miR-429可对软骨的合成代谢发挥促进作

用，从而修复受损软骨；而炎性因子(Adamts5、Cox-2)
的mRNA表达水平均明显降低，提示miR-429可通过

抑制炎性因子的产生，减少软骨分解代谢，具有一

定的抗炎、抗分解功能。此外，已有研究证实，前

突触蛋白 2(fasciculation and elongation protein zeta 2，
FEZ2)是 miR-429 的下游靶基因，提示 miR-429 可能

通过靶向FEZ2发挥其软骨修复作用[28]。

综上所述，本研究基于miRNA高通量测序，筛

选并发现 miR-429 在 OA 患者的 SMSC-Exos 中明显下

调，通过过表达miR-429，发现其在炎症微环境中对

髁突软骨细胞的合成代谢具有促进作用，同时可抑

制炎性因子的产生，提示miR-429可能成为OA治疗

的潜在靶点。未来可通过探索基于miR-429的治疗策

略，如miR-429模拟物或载体系统，增加其在受损软

骨中的表达，从而实现软骨修复及炎症抑制。本研

究的局限性在于差异分析的样本量较少，可能影响

结果的普适性，后续可通过更大规模的样本进行验

证。此外，对miR-429的功能研究未开展体内实验验

证，今后将继续深入探究。
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