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环状核糖核酸0136474调控骨关节炎软骨细胞增殖
和凋亡的分子机制研究

张建军1△ 谭章琴1 冯璐1

[摘要] 目的:探讨环状RNA-0136474(circ_0136474)调控微小RNA-127-5p(miR-127-5p)/Zest同

源物2(EZH2)轴对骨关节炎(OA)软骨细胞增殖和凋亡的影响及其分子机制。方法:收集骨关节炎

患者软骨组织 并 检 测 其 中circ_0136474表 达;IL-1β诱 导 人 软 骨 细 胞CHON-001,并 分 为 对 照 组、

IL-1β组、si-NC组、si-circ_0136474组、si-circ_0136474+anti-miR-NC组、si-circ_0136474+anti-miR-
127-5p组、miR-NC组和miR-127-5pmimics组,CCK-8法检测细胞活力,流式细胞仪检测细胞周期和

细胞凋亡,RT-qPCR检测circ_0136474、miR-127-5p及EZH2、增殖 细 胞 核 抗 原(PCNA)mRNA表

达,ELISA试剂盒检测IL-6、TNF-α、MMP-13含量,WesternBlot检测增殖细胞核 抗 原、Bcl-2、Bax、

EZH2蛋白表达,双荧光素酶报告基因实验验证miR-127-5p与circ_0136474、EZH2的靶向关系。结

果:circ_0136474在骨关节炎患者软骨组织中高表达。经IL-1β诱导后,细胞活力、S期、PCNA表达、

Bcl-2表达和miR-127-5p显著降低,G0~G1期细胞比例、细胞凋亡率、Bax、IL-6、TNF-α、MMP-13、

circ_0136474、EZH2蛋白和EZH2mRNA显著增加(P<0.05);双荧光素酶报告基因实验显示,circ_

0136474、EZH2与miR-127-5p存在靶向关系,沉默circ_0136474可促进细胞增殖、延长S期,缩短

G0~G1期,并抑制细胞凋亡,减少IL-6、TNF-α、MMP-13含量(P<0.05);抑制 miR-127-5p表达可

逆转沉默circ_0136474对 细 胞 凋 亡、IL-6、TNF-α、MMP-13的 抑 制 作 用 (P<0.05)。结论:circ_

0136474在骨关节炎软骨组织中高表达,沉默circ_0136474可通过调节 miR-127-5p/EZH2轴促进软

骨细胞增殖而抑制细胞凋亡。
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MolecularMechanismStudyofCircularRibonucleicAcid0136474in
RegulatingProliferationandApoptosisofOsteoarthritisChondrocytes

ZHANGJianjun1△ TANZhangqin1 FENGLu1

1JianyangChineseMedicineHospital,Jianyang641400,SichuanChina.
Abstract Objective:ToinvestigatetheeffectofcircularRNA-0136474(circ_0136474)ontheproliferationandapoptosis
ofosteoarthritischondrocytesbyregulatingthemicroRNA-127-5p(miR-127-5p)/Zesthomolog2(EZH2)axisandits
molecularmechanism.Methods:Theosteoarthritispatientswerecollected.Theexpressionofcirc_0136474incartilagetis-
sueofosteoarthritispatientswasdetected;humanchondrocytesCHON-001wereinducedbyIL-1βanddividedintocontrol

group,IL-1βgroup,si-NCgroup,si-circ_0136474group,si-circ_0136474+anti-miR-NCgroup,si-circ_0136474+anti-miR-
127-5pgroup,miR-NCgroup,andmiR-127-5pmimicsgroup.TheCCK-8wasappliedtodetectthecellviability,flow
cytometerwasappliedtodetectthecellcycleandapoptosis,RT-qPCRwasappliedtodetecttheexpressionofcirc_

0136474,miR-127-5p,EZH2,andproliferatingcellnuclearantigen(PCNA)mRNA,ELISAkitwasappliedtodetectthe
levelsofIL-6,TNF-α,andMMP-13,WesternBlotwasappliedtodetecttheexpressionofPCNA,Bcl-2,Bax,andEZH2

proteins,doubleluciferasereportergeneexperiment was

appliedtoverifythetargetingrelationshipbetweenmiR-127-

5pandcirc_0136474,EZH2.Results:Thecirc_0136474was

highlyexpressedincartilagetissueofosteoarthritispatients;

afterinductionbyIL-1β,thecellviability,Sphase,PCNAex-

32中国中医骨伤科杂志2024年3月第32卷第3期



pression,Bcl-2expression,andmiR-127-5pwereobviouslyreduced,theproportionofG0-G1phasecells,cellapoptosis
rate,Bax,IL-6,TNF-α,MMP-13,circ_0136474,EZH2protein,andEZH2mRNAwereobviouslyincreased(P<0.05).
Thedoubleluciferasereportergeneexperimentshowedthatcirc_0136474andEZH2hadatargetingrelationshipwith
miR-127-5p,silencingcirc_0136474canpromotecellproliferation,prolongtheSphase,shortentheG0-G1phase,inhibit
cellapoptosis,reducethelevelsofIL-6,TNF-α,andMMP-13(P<0.05),inhibitingtheexpressionofmiR-127-5pcan
reversetheinhibitoryeffectsofsilencingcirc_0136474oncellapoptosis,IL-6,TNF-α,andMMP-13(P<0.05).Conclu-
sion:Thecirc_0136474ishighlyexpressedinosteoarthritiscartilagetissue,andsilencingcirc_0136474canpromotechon-
drocyteproliferationandinhibitcellapoptosisbyregulatingthemiR-127-5p/EZH2axis.
Keywords: circularribonucleicacid;microribonucleicacid;osteoarthritis;chondrocyteproliferation;chondrocyteapopto-
sis

  骨关节炎(OA)是一种慢性退行性关节病,多发于

老年人,目前尚未发现治愈的方法[1]。骨关节炎的发

病与软骨细胞凋亡和持续的病理性炎症密切相关[2]。
研究表明circ_0136474在骨关节炎软骨组织中高表

达,其通过抑制骨关节炎软骨细胞增殖,促进凋亡和炎

症来促进骨关节炎进展[3]。circ_0136474通过竞争性

结合miR-127-5p抑制骨关节炎中软骨细胞增殖[4]。
生物信息分析显示Zest同源物2(EZH2)是miR-127-
5p的可能靶点,其与癌症及骨关节炎软骨损伤和功能

障碍均相关[5-8],但 miR-127-5p和EZH2之间的关系

在骨关 节 炎 进 展 中 未 见 报 道。本 研 究 探 讨circ_

0136474影响骨关节炎软骨细胞增殖和凋亡的分子机

制,现报告如下。

1 材料和方法

1.1 细胞与主要试剂

人软骨细胞系CHON-001购自美国典型培养物保

藏中心;青霉素和100�g/mL链霉素购自Gibco;小干扰

RNAcirc_0136474(si-circ_0136474)和阴性对照(si-NC)
载体、miR-127-5p模 拟 物(miR-127-5pmimics)、miR-
127-5p抑制剂(anti-miR-127-5p)和阴性对照(anti-miR-
NC)购 自 基 因 制 药;SYBR GreenPCR MasterMix
(SR1120)购自索莱宝生物科技有限公司;IL-6(H007-1-
1)、TNF-α(H052-1-2)、MMP-13(H459-1)ELISA试剂盒

购自南京建成生 物 工 程 研 究 所;Trizol(15596026)、

AnnexinV-FITC试剂盒(C1062S)、CCK-8(C0038)购自

上海碧云天生物技术有限公司;Bcl-2(ab182858)、Bax
(ab32503)、EZH2(ab307646)、HRP标记的山羊抗兔

IgG(ab272685)购自英国Abcam公司。

1.2 方法

1.2.1 软骨组织收集 收集2022年7月至2023年

6月在本院住院治疗的半月板损伤和膝骨关节炎患者

资料,各10例。所有骨关节炎患者确诊明确,且无其

他基础疾病。患者均取关节软骨组织液氮中保存。所

有骨关节炎患者均签署知情同意书。本研究得到了本

院伦理委员会的批准。

1.2.2 细胞培养和IL-1β诱导 将CHON-001细胞

放入含有10%FBS、100U/mL青霉素和100�g/mL
链霉素的DMEM中,并于37℃、5%CO2培养箱中进

行传代培养。待细胞融合度达70%时,用10ng/mL
的IL-1β

[9]培养24h,以未进行IL-1β诱导的CHON-
001细胞作为对照组。

1.2.3 细 胞 转 染 和 分 组 将 小 干 扰 RNAcirc_

0136474(si-circ_0136474)、miR-127-5p模拟物/抑制

剂和阴性对照参照LipofectamineTM2000试剂盒进行

转染,将细胞分为对照组、模型组(IL-1β组)、si-NC
组、si-circ_0136474组、si-circ_0136474+anti-miR-NC
组、si-circ_0136474+anti-miR-127-5p组、miR-NC组

和miR-127-5pmimics组。

1.2.4 双荧光素酶报告基因测定 根据 miR-127-5p
在circ_0136474和EZH23'UTR中的结合位点,将

circ_0136474和EZH23'UTR的野生型(wt)和突变

型(mut)序列插入psi-CHECK-2载体中。CHON-001
细胞接种于24孔板(5×104个/孔)。细胞生长到

60%融 合 度 后,将 构 建 的 circ_0136474-wt/mut、

EZH2-wt/mut载体质粒转染到含有miR-NC或miR-
127-5pmimics的细胞中48h。双荧光素酶报告系统

检测相应荧光素酶活性。

1.2.5 RT-qPCR处理 将Trizol提取的RNA反转

录成cDNA,用SYBRGreen进行 RT-qPCR处理,用

2-ΔΔCt法 计 算circ_0136474、miR-127-5p相 对 表 达 量。

circ_0136474正向引物5'-TGCCATCACAGTGGGAAT-
AC-3'和反向引物5'-GGTTGTCATAAGCAGGACCA-3';

miR-127-5p正向引物5'-GCCGAGCTGAAGCTCAGA-
GG'和 反 向 引 物 5'-CTCAACTGGTGTCGTGGA-3';

EZH2正 向 引 物 5'-ACGTCAGATGGTGCCAGCAA-
TA-3'和反向引物5'-CCCTGACCTCTGTCTCTTACT-
TGGA-3';增殖细胞核抗原(PCNA)正向引物5'-GT-
GTTGGAGGCACTCAAGGA-3'和 反 向 引 物5'-TAG-
GTGTCGAAGCCCTCAGA-3';GAPDH 正 向 引 物5'-
TACCCCCAATGTGTCCGTC-3'和 反 向 引 物 5'-GC-
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CCAAGATGCCCTTCAGT-3';U6正向引物5'-TGCG-
GGTGCTCGCTTCGGCAGC-3'和反向引物5'-CCAGT-
GCAGGGTCCGAGGT-3'。

1.2.6 细胞增殖检测 将转染后的CHON-001细胞

接种在96孔板(2×106个/孔)中,孵育48h。然后,每
孔加入10 �LCCK-8试剂再培养2h。酶标仪检测

450nm处光密度(OD)值。

1.2.7 细胞周期检测 将各组转染后的细胞接种于

24孔板中(2.5×105个/孔),培养48h后,PBS冲洗,
吸取1mL预冷的70%乙醇,混悬细胞,4℃冰箱固

定,1000r/min离心5min,弃上清,PBS洗涤。加入

0.5 �L蛋白酶体抑制剂(PI),室温培养30min,流式

细胞仪检测。

1.2.8 细胞凋亡检测 收集各组转染后的CHON-
001细胞,用浓度为1×106个/mL的结合缓冲液悬

浮,然后用10μLAnnexinV-FITC和10μLPI对细

胞悬液进行染色。将染色细胞用300μL结合缓冲液

稀释,流式细胞仪分析细胞凋亡情况。

1.2.9 炎症因子检测 根据制造商说明,通过IL-6、

TNF-α、MMP-13检测试剂盒检测各组细胞中IL-6、

TNF-α、MMP-13水平。

1.2.10 WesternBlot检测 提取各组CHON-001
细胞中的总蛋白,RIPA裂解,BCA检测蛋白浓度。将

蛋白质在SDS-PAGE上分离并转移到PVDF膜上。
脱脂牛奶封闭后,将膜与一抗 Bcl-2、Bax、EZH2在

4℃下孵育过夜,洗涤,加入 HRP标记的山羊抗兔

IgG二抗,室温孵育1h,ECL显色后,以GAPDH 为

内参,用ImageJ软件计算蛋白表达。

1.3 统计学方法

采用SPSS22.0进行统计分析,计量资料以x±s形

式表示。采用单因素方差分析进行多组间比较,LSD-t用

于两组间比较,P<0.05差异有统计学意义。

2 结果

2.1 circ_0136474在骨关节炎患者中的表达

与正常软骨组织组比,骨关节炎组软骨组织中

circ_0136474的表达显著增加,差异有统计学意义

(P<0.05),见表1。经RNaseR消化后,GAPDH的

相对表达量显著降低,circ_0136474的相对表达不受

影响,差异无统计学意义,见表2。
表1 RT-qPCR检测骨关节炎软骨组织中

circ_0136474表达(n=10,x±s)

组别 circ_0136474
正常软骨组织组 1.13±0.08

骨关节炎组 2.47±0.241)

t 16.750
P <0.001

注:1)与正常软骨组织组比,P<0.05。
表2 RNaseR对circ_0136474的影响(n=10,x±s)

组别 GAPDH circ_0136474
对照组 1.00±0.06 0.98±0.05

RNaseR组 0.46±0.041) 0.95±0.04
t 23.681 1.482
P <0.001 >0.05

注:1)与对照组比,P<0.05。

2.2 miR-127-5p与circ_0136474及EZH2靶向关系

验证

StarBase预测显示,miR-127-5p与circ_0136474
及EZH2之间存在结合位点(见图1)。双荧光素酶实

验结果显示,与 miR-NC组比,miR-127-5pmimics组

circ_0136474-wt、EZH2-wt相对荧光素酶活性显著降

低,差异有统计学意义(P<0.05),circ_0136474-mut、

EZH2-mut差异无统计学意义(P>0.05),见表3。

RT-qPCR检测结果显示,与 miR-NC组比,miR-127-
5pmimics组 miR-127-5p表达显著升高,EZH2表达

显著降低,差异有统计学意义(P<0.05),见表4。

图1 StarBase预测 miR-127-5p与circ_0136474及

EZH2之间的靶向关系

2.3 circ_0136474通过靶向miR-127-5p对EZH2表

达的影响

与对照组比,IL-1β组circ_0136474、EZH2蛋白

表达、EZH2mRNA表达显著增加,miR-127-5p表达显

著 降低,差异有统计学意义(P<0.05);与si-NC组比,

表3 双荧光素酶报告基因检测结果(n=5,x±s)

组别 circ_0136474-wt circ_0136474-mut EZH2-wt EZH2-mut
miR-NC组 1.00±0.06 1.00±0.05 1.03±0.04 1.00±0.03

miR-127-5pmimics组 0.43±0.081) 0.97±0.06 0.38±0.031) 0.98±0.05
t 12.746 0.859 29.069 0.767
P <0.001 >0.05 <0.001 >0.05

注:1)与miR-NC组比,P<0.05。
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表4 RT-qPCR检测miR-127-5p及EZH2表达(n=5,x±s)

组别 miR-127-5p EZH2蛋白 EZH2mRNA
miR-NC组 1.00±0.04 0.97±0.06 1.00±0.02

miR-127-5pmimics组 1.58±0.141) 0.52±0.041) 0.57±0.051)

t 8.907 13.954 17.855
P <0.001 <0.001 <0.001

注:1)与miR-NC组比,P<0.05。

si-circ_0136474组circ_0136474、EZH2蛋白和mRNA
表达显著降低,miR-127-5p表达显著增加,差异有统

计学意义(P<0.05);与si-circ_0136474+anti-miR-
NC组比,si-circ_0136474+anti-miR-127-5p组EZH2
蛋白表达、EZH2mRNA表达显著增加,miR-127-5p
表达显著降低,差异有统计学意义(P<0.05);IL-1β
组和si-NC组、si-circ_0136474组和si-circ_0136474+
anti-miR-127-5p组比,差异无统计学意义(P>0.05),
见图2及表5。

图2 WesternBlot检测EZH2表达

表5 RT-qPCR和 WesternBlot检测软骨细胞中circ_0136474和miR-127-5p表达(n=5,x±s)

组别 circ_0136474 miR-127-5p EZH2蛋白 EZH2mRNA
对照组 0.39±0.04 1.67±0.09 0.47±0.05 1.02±0.04
IL-1β组 0.96±0.041) 0.97±0.061) 0.96±0.061) 2.31±0.321)

si-NC组 0.99±0.06 1.00±0.05 0.98±0.04 2.37±0.35
si-circ_0136474组 0.52±0.052) 1.53±0.232) 0.56±0.062) 1.42±0.162)

si-circ_0136474+anti-miR-NC组 0.49±0.03 1.50±0.26 0.54±0.04 1.46±0.20
si-circ_0136474+anti-miR-127-5p组 0.46±0.05 1.09±0.123) 0.77±0.083) 1.81±0.283)

F 168.449 19.015 77.078 23.085
P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

注:1)与对照组比,P<0.05;2)与si-NC组比,P<0.05;3)与si-circ_0136474+anti-miR-NC组比,P<0.05。

2.4 circ_0136474靶向 miR-127-5p对IL-1β诱导的

软骨细胞增殖和细胞周期的影响

  与对照组比,IL-1β组细胞活力、增殖细胞核抗原

蛋白和增殖细胞核抗原mRNA显著降低,G0~G1期

延长,S期缩短,差异有统计学意义(P<0.05),G2~
M期无明显变化,差异无统计学意义(P>0.05);与
si-NC组比,si-circ_0136474组细胞活力、增殖细胞核

抗原蛋白和增殖细胞核抗原 mRNA显著增加,G0~
G1期缩短,S期延长,差异有统计学意义(P<0.05),

G2~M 期 无 明 显 变 化,差 异 无 统 计 学 意 义(P>
0.05);与si-circ_0136474+anti-miR-NC组比,si-circ_

0136474+anti-miR-127-5p组细胞活力、增殖细胞核

抗原蛋白和增殖细胞核抗原 mRNA显著降低,G0~
G1期延长,S期缩短,差异有统计学意义(P<0.05),

G2~M 期 无 明 显 变 化,差 异 无 统 计 学 意 义(P>
0.05);IL-1β组和si-NC组、si-circ_0136474组和si-
circ_0136474+anti-miR-127-5p组比,差异无统计学

意义(P>0.05),见图3及表6和表7。

图3 WesternBlot检测增殖细胞核抗原表达

表6 circ_0136474靶向miR-127-5p对IL-1β诱导的软骨细胞增殖和细胞周期的影响(n=5,x±s)

组别 细胞活力(OD) G0~G1期 S期 G2~M期

对照组 0.86±0.05 35.46±0.29 33.34±0.31 32.73±0.27
IL-1β组 0.41±0.031) 41.35±0.421) 26.18±0.211) 33.65±0.24
si-NC组 0.42±0.02 41.71±0.45 26.06±0.23 33.58±0.23

si-circ_0136474组 0.79±0.072) 37.83±0.342) 29.64±0.282) 33.46±0.21
si-circ_0136474+anti-miR-NC组 0.81±0.05 37.62±0.32 29.82±0.30 33.12±0.34
si-circ_0136474+anti-miR-127-5p组 0.65±0.043) 39.09±0.353) 27.47±0.253) 33.08±0.32

F 93.531 213.060 544.592 8.442
P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

注:1)与对照组比,P<0.05;2)与si-NC组比,P<0.05;3)与si-circ_0136474+anti-miR-NC组比,P<0.05。
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表7 circ_0136474靶向miR-127-5p对IL-1β诱导的软骨细胞增殖蛋白的影响(n=5,x±s)

组别 增殖细胞核抗原蛋白 增殖细胞核抗原mRNA
对照组 1.00±0.04 1.78±0.31
IL-1β组 0.46±0.071) 1.00±0.021)

si-NC组 0.44±0.06 1.03±0.04
si-circ_0136474组 0.79±0.092) 1.64±0.272)

si-circ_0136474+anti-miR-NC组 0.76±0.07 1.61±0.25
si-circ_0136474+anti-miR-127-5p组 0.91±0.053) 1.14±0.073)

F 62.516 15.200
P <0.001 <0.001

注:1)与对照组比,P<0.05;2)与si-NC组比,P<0.05;3)与si-circ_0136474+anti-miR-NC组比,P<0.05。

2.5 circ_0136474靶向 miR-127-5p对IL-1β诱导的

软骨细胞凋亡的影响

与对照组比,IL-1β组细胞凋亡率、Bax表达显著增

加,Bcl-2表达显著降低,差异有统计学意义(P<0.05);
与si-NC组比,si-circ_0136474组细胞凋亡率、Bax表达

显著降低,Bcl-2表达显著增加,差异有统计学意义(P<

0.05);与si-circ_0136474+anti-miR-NC组比,si-circ_

0136474+anti-miR-127-5p组细胞凋亡率、Bax表达显著

增加,Bcl-2表达显著降低,差异有统计学意义(P<
0.05),IL-1β组和si-NC组、si-circ_0136474组和si-circ_

0136474+anti-miR-127-5p组比,差异无统计学意义

(P>0.05),见图4和图5及表8。

图4 流式细胞仪检测细胞凋亡情况

表8 circ_0136474靶向miR-127-5p对IL-1β诱导的软骨细胞凋亡的影响(n=5,x±s)

组别 细胞凋亡率/% Bcl-2 Bax
对照组 3.47±0.08 1.00±0.04 0.46±0.05
IL-1β组 16.23±0.261) 0.29±0.061) 0.93±0.081)

si-NC组 16.30±0.27 0.27±0.04 0.91±0.06
si-circ_0136474组 8.14±0.132) 0.72±0.132) 0.64±0.032)

si-circ_0136474+anti-miR-NC组 8.20±0.15 0.71±0.15 0.65±0.05
si-circ_0136474+anti-miR-127-5p组 11.43±0.183) 0.52±0.093) 0.80±0.073)

F 3498.477 43.818 47.505
P <0.001 <0.001 <0.001

注:1)与对照组比,P<0.05;2)与si-NC组比,P<0.05;3)与si-circ_0136474+anti-miR-NC组比,P<0.05。
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图5 WesternBlot检测Bcl2及Bax表达

2.6 沉默circ_0136474对IL-1β诱导的炎症因子的

影响

与对照组比,IL-1β组IL-6、TNF-α、MMP-13显

著增加,差异有统计学意义(P<0.05);与si-NC组

比,si-circ_0136474组IL-6、TNF-α、MMP-13显著降

低,差异有统计学意义(P<0.05);与si-circ_0136474+
anti-miR-NC组比,si-circ_0136474+anti-miR-127-5p
组IL-6、TNF-α、MMP-13显著增加,差异有统计学意

义(P<0.05);IL-1β组和si-NC组、si-circ_0136474组

和si-circ_0136474+anti-miR-127-5p组比,差异无统

计学意义(P>0.05),见表9。

表9 沉默circ_0136474对IL-6、TNF-α、MMP-13的影响(n=5,x±s,pg/mL)

组别 IL-6    TNF-α    MMP-13     
对照组 36.59±4.13 23.19±1.12 46.35±5.46
IL-1β组 259.67±14.561) 159.38±12.341) 319.28±14.331)

si-NC组 271.33±15.14 155.41±11.17 313.44±13.17
si-circ_0136474组 91.26±10.312) 49.36±4.232) 77.37±7.252)

si-circ_0136474+anti-miR-NC组 97.44±9.63 45.51±3.79 74.19±6.64
si-circ_0136474+anti-miR-127-5p组 213.28±12.253) 93.26±7.693) 236.72±10.373)

F 364.303 278.584 783.161
P <0.001 <0.001 <0.001

注:1)与对照组比,P<0.05;2)与si-NC组比,P<0.05;3)与si-circ_0136474+anti-miR-NC组比,P<0.05。

3 讨论

  circRNA是一种非编码RNA,已被证实是治疗骨

关节炎的潜在标志物[10]。circRNA在骨关节炎患者

中差异表达,参与多基因、多靶点调控网络,通过调节

增殖、凋亡、分化、氧化应激、炎症反应参与骨关节炎发

展[11]。相关研究表明circ_0136474在骨关节炎软骨

组织和IL-1β诱导的 CHON-001细胞中上调,下调

circ_0136474增强了细胞增殖和细胞周期进程,抑制

细胞凋亡,减轻软骨细胞损伤[9,12]。本研究发现circ_

0136474在骨关节炎软骨组织中高表达,经RNaseR
消化后,circ_0136474的相对表达不受影响。此外,沉
默circ_0136474可促进细胞增殖,延长S期,抑制细胞

凋亡,并减少IL-6、TNF-α、MMP-13释放,这与已有研

究结果一致[9],说明敲掉circ_0136474基因可保护软

骨细胞免受损伤。
本研究结果还显示circ_0136474与 miR-127-5p

存在 靶 向 关 系,过 表 达 miR-127-5p 可 降 低 circ_

0136474-wt荧光素酶活性,提示 miR-127-5p是circ_

0136474的靶标。miR-127-5p在骨关节炎的进展中发

挥重要作用,Liu等[13]研究显示沉默miR-127-5p可抑

制下调circ_0002715对软骨细胞损伤的保护作用,且
过表达miR-127-5p可通过下调LXN表达抑制软骨细

胞损 伤。Zhang等[14]研 究 显 示IL-1β处 理 降 低 了

miR-127-5p表达,过表达miR-127-5p抑制IL-1β引起

的软骨细胞损伤。miR-127-5p可直接靶向烟酰胺磷

酸核糖转移酶(NAMPT)促进细胞活力并抑制骨关节

炎软骨细胞凋亡、炎症和细胞外基质(ECM)降解[15]。

与这些研究结果一致,本研究发现抑制miR-127-5p表

达可逆转沉默circ_0136474对软骨细胞凋亡及IL-6、

TNF-α、MMP-13的抑制作用,提示沉默circ_0136474
可负向调控 miR-127-5p促进细胞增殖并抑制细胞

凋亡。

EZH2是Polycomb抑制复合物2(PRC2)的催化

亚基,其C端的SET结构域表现出甲基转移酶活性,
通过组蛋白 H3赖氨酸27(H3K27)甲基化抑制靶基

因表达[16],EZH2缺失可显著降低PRC2靶基因上的

H3K27me3。越来越多的研究表明,EZH2与骨关节

炎的进展相关。据相关研究显示,骨关节炎患者中

EZH2表达上调,EZH2通过激活TNFSF13B促进软

骨细胞愈合,改善骨关节炎[17]。在骨关节炎软骨细胞

中,过表达miR-140-3p通过靶向EZH2保护软骨细胞

免受IL-1β诱导的功能障碍影响[18],抑制EZH2表达

可增强IL-1β诱导的软细胞凋亡和细胞外基质降

解[19-20]。本研究结果显示EZH2是 miR-127-5p的靶

标,过 表 达 miR-127-5p可 显 著 降 低 EZH2蛋 白 和

EZH2mRNA水平,抑制 miR-127-5p表达可逆转沉

默circ_0136474对细胞凋亡、炎症因子、EZH2蛋白和

EZH2mRNA水平的抑制作用,延长G0~G1期。以

上结果说明,沉默circ_0136474可通过调控 miR-127-
5p/EZH2轴促进软骨细胞增殖,抑制细胞凋亡。

综上所述,circ_0136474在骨关节炎患者软骨细

胞中高表达,沉默circ_0136474可通过调控 miR-127-
5p/EZH2轴促进软骨细胞增殖,抑制细胞凋亡。然

而,本研究未进行动物实验验证,circ_0136474对骨关
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节炎的作用机制还需进一步明确。
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