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基于 NF-κB 信号通路探索臭氧水关节腔注射调控
miR-214-3p 对 KOA 大鼠软骨损伤的作用机制

刘　 敏1,李玮琦1,窦慧茹1,周友龙1,2∗

(1.河南中医药大学,郑州　 450002;2.河南中医药大学国际教育学院,郑州　 450003)

　 　 【摘要】 　 目的　 基于 miR-214-3p / NF-κB 信号通路探索臭氧水关节腔注射对 KOA 大鼠软骨修复的作用

机制,为臭氧水临床运用提供理论依据。 方法　 60 只雄性 SD 大鼠,随机分为空白组和实验组。 实验组采用

碘乙酸钠关节腔注射建立 KOA 大鼠模型后,随机分为模型组、臭氧水组、臭氧水+AAV-NC 组和臭氧水+AAV-
miR-214-3p

 

inhibitor 组。 治疗后,通过关节软骨表面大体评分、HE 染色、改良的 Mankin’ s 评分评价关节软骨

修复状态;ELISA 法检测血清 IL-1β、TNF-α 和 MMP-13 的表达水平;RT-PCR 检测 IKKβ、p65、IκBα 及 miR-214-
3p 的 mRNA 表达;Western

 

blot 检测各组软骨组织中 IKKβ、p65 及 p-IκBα 蛋白表达水平。 结果　 与空白组相

比,其余各组大鼠均出现不同程度软骨损伤,臭氧水组和臭氧水+AAV-NC 组评分较臭氧水+AAV-miR-214-3p
 

inhibitor 组显著降低(P<0. 05);ELISA 结果显示,臭氧水组和臭氧水+AAV-NC 组在 IL-1β、TNF-α 和 MMP-13
含量上,相比于模型组及臭氧水+AAV-miR-214-3p

 

inhibitor 组显著降低(P<0. 05)。 RT-PCR 结果显示,与模型

组和臭氧水+AAV-miR-214-3p
 

inhibitor 组相比,臭氧水组和臭氧水+AAV-NC 组的大鼠软骨组织中 IKKβ 和

p65 的 mRNA 表达水平明显下调,同时 IκBα 的 mRNA 明显上调(P<0. 05)。 Western
 

blot 结果显示,与模型组

和臭氧水+AAV-miR-214-3p
 

inhibitor 组相比较,臭氧水组和臭氧水+AAV-NC 组的大鼠软骨组织中,IKKβ、p65
及 p-IκBα 的蛋白表达水平呈显著下调,相反,IκBα 蛋白表达水平呈上调表现(P<0. 05)。 结论　 臭氧水关节

腔注射显著改善了 KOA 大鼠的软骨损伤,其作用机制可能与 miR-214-3p 介导的 NF-κB 信号通路抑制有关。
【关键词】 　 膝骨性关节炎;臭氧水;软骨修复;关节腔注射;miR-214-3p;NF-κB 信号通路
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　 　 【Abstract】 　
 

Objective 　 To
 

investigate
 

the
 

mechanism
 

underlying
 

the
 

effect
 

of
 

intra-articular
 

injection
 

of
 

ozonated
 

water
 

on
 

cartilage
 

repair
 

in
 

knee
 

osteoarthritis
 

( KOA)
 

rats
 

via
 

the
 

miR-214-3p / nuclear
 

factor
 

( NF)-κB
 

signaling
 

pathway,
 

to
 

provide
 

a
 

theoretical
 

basis
 

for
 

the
 

clinical
 

application
 

of
 

ozonated
 

water.
 

Methods　 Sixty
 

male
 

Sprague-Dawley
 

rats
 

were
 

divided
 

randomly
 

into
 

ozonated
 

and
 

experimental
 

groups.
 

Rats
 

in
 

the
 

experimental
 

group
 

were
 

further
 

divided
 

randomly
 

into
 

model,
 

ozonated
 

water,
 

ozonated
 

water
 

+
 

AAV-NC,
 

and
 

adeno-associated
 

virus
 

with
 

ozonated
 

water+AAV-miR-214-3p
 

inhibitor
 

groups.
 

The
 

articular
 

cartilage
 

repair
 

status
 

was
 

evaluated
 

after
 

the
 

respective
 

treatments,
 

using
 

articular
 

cartilage
 

surface
 

gross
 

scoring,
 

hematoxylin / eosin
 

staining,
 

and
 

modified
 

Mankin’ s
 

score.
 

Expression
 

levels
 

of
 

interleukin
 

( IL )-1β,
 

tumor
 

necrosis
 

factor
 

( TNF )-α,
 

and
 

matrix
 

metalloproteinase
 

(MMP)-13
 

were
 

detected
 

by
 

enzyme-linked
 

immunosorbent
 

assay
 

( ELISA).
 

Protein
 

expression
 

levels
 

of
 

IκB
 

kinase
 

(IKK)
 

β,
 

p65,
 

and
 

phospho
 

(p)-IκBα
 

were
 

detected
 

in
 

cartilage
 

tissues
 

by
 

Western
 

blot,
 

and
 

gene
 

expression
 

levels
 

of
 

IKKβ,
 

p65,
 

IκBα,
 

and
 

miR-214-3p
 

were
 

detected
 

by
 

real-time
 

polymerase
 

chain
 

reaction
 

(RT-PCR).
 

Results 　 Rats
 

in
 

all
 

groups
 

showed
 

different
 

degrees
 

of
 

cartilage
 

damage
 

compared
 

with
 

the
 

control
 

group,
 

and
 

the
 

scores
 

were
 

significantly
 

lower
 

in
 

the
 

ozonated
 

water
 

and
 

ozonated
 

water+AAV-NC
 

groups
 

compared
 

with
 

the
 

ozonated
 

water+AAV-miR-214-3p
 

inhibitor
 

group
 

(P<0. 05).
 

IL-1β,
 

TNF-α,
 

and
 

MMP-13
 

levels
 

detected
 

by
 

ELISA
 

were
 

significantly
 

lower
 

in
 

cartilage
 

tissues
 

from
 

rats
 

in
 

the
 

ozonated
 

water
 

and
 

ozonated
 

water+AAV-NC
 

groups
 

compared
 

with
 

the
 

model
 

and
 

ozonated
 

water+AAV-miR-214-3p
 

inhibitor
 

groups
 

(P<0. 05).
 

According
 

to
 

RT-
PCR,

 

IKKβ
 

and
 

p65
 

mRNA
 

levels
 

were
 

significantly
 

down-regulated
 

while
 

IκBα
 

mRNA
 

was
 

significantly
 

up-regulated
 

in
 

cartilage
 

tissues
 

from
 

rats
 

in
 

the
 

ozonated
 

water
 

and
 

ozonated
 

water+AAV-NC
 

groups
 

compared
 

with
 

the
 

model
 

and
 

ozonated
 

water+AAV-miR-214-3p
 

inhibitor
 

groups
 

(P<0. 05).
 

Similarly,
 

IKKβ,
 

p65,
 

and
 

p-IκBα
 

protein
 

expression
 

levels
 

detected
 

by
 

Western
 

blot
 

were
 

significantly
 

down-regulated
 

while
 

IκBα
 

protein
 

expression
 

levels
 

were
 

up-
regulated

 

in
 

cartilage
 

tissues
 

from
 

rats
 

in
 

the
 

ozonated
 

water
 

and
 

ozonated
 

water+AAV-NC
 

groups
 

compared
 

with
 

the
 

model
 

and
 

ozonated
 

water + AAV-miR-214-3p
 

inhibitor
 

groups
 

( P < 0. 05 ).
 

Conclusions
 

Ozone
 

hydrotherapy
 

significantly
 

ameliorated
 

cartilage
 

damage
 

in
 

KOA
 

rats,
 

possibly
 

via
 

inhibiting
 

activation
 

of
 

the
 

NF-κB
 

signaling
 

pathway
 

through
 

up-regulation
 

of
 

miR-214-3p
 

expression
 

and
 

promoting
 

cartilage
 

repair
 

in
 

KOA
 

rats.
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　 　 膝骨性关节炎(knee
 

osteoarthritis,KOA)是一

种常见的慢性退行性关节疾病,具有高发病率和

高致残率的特点。 其主要表现为关节软骨的破

坏、关节腔内结构的变化以及关节功能的障碍。
随着年龄的增长,膝关节的软骨逐渐退化,导致

骨骼间的摩擦增加,最终可能引起关节疼痛、僵
硬、肿胀等症状,给社会和家庭造成了极大的经

济负担[1-2] 。 臭氧水是一种将臭氧(O3)气体溶解

到水中形成的水溶液,通过其强氧化作用来减少

关节炎症,促进软组织的修复和再生。 团队经过

多年的临床研究发现,臭氧水关节腔注射治疗

KOA 临床效果显著,具有起效快、疗程短的特点,
后期随访疗效稳定, 未见明显的副作用等特

点[3-7] 。 但是,臭氧水关节腔注射治疗 KOA 的作

用机制仍有待于进一步探索。
微小核糖核酸 RNA ( microRNA,miRNA) 是

长度 20~ 25 个核苷酸的内源性非编码 RNA,它与

蛋白质编码基因的信息配对,以靶向这些基因进

行转录后沉默[8] 。 研究表明 miRNAs 在软骨细胞

发育和软骨稳态中发挥关键作用,有望成为治疗

KOA 的新靶点[9-10] 。 有报道发现,miR-214-3p 在

炎症诱导的软骨细胞和 OA 软骨中下调引发自发

性软骨丢失,而 miR-214-3p 模拟剂可减轻 OA 小

鼠的软骨退变[11] 。 前期课题组实验研究表明,臭
氧水关节腔注射能够有效调节 NF-κB 信号通路

的激活状态, 通过减轻炎症反应促进软骨修

57中国比较医学杂志 2025 年 6 月第 35 卷第 6 期　 Chin
 

J
 

Comp
 

Med,
 

June
 

2025,Vol.
 

35,No.
 

6



复[4] 。 基于此,本研究旨在探讨 miR-214-3p 是否

作为臭氧水关节腔注射通过抑制 NF-κB 信号通

路,进而促进软骨修复的潜在上游机制,以期为

臭氧水关节腔注射的临床治疗提供理论依据。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

　 　 健康雄性 SD 大鼠,SPF 级,60 只,3 月龄,体
质量(300±20)g。 购自济南鹏悦实验动物繁育有

限公司[SCXK(鲁)2022-0006],均饲养于河南中

医药大学动物实验中心[SYXK(豫)2021-0005]。
本实验获得河南中医药大学动物实验中心伦理

委员会批准(IACUC202302018)。 在实验过程中,
严格遵循《实验动物管理条例》和《关于善待实验

动物的指导性意见》,并全面实施 3R 原则。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 苏木精-伊红(HE)染色试剂盒(G1003,美国

Servicebio 公司);碘乙酸钠(CAS305-53-3,麦克林

生化科技有限公司);IL-1β
 

ELISA、TNF-α
 

ELISA
试剂盒( E-EL-R00012c、E-EL-R2856c,武汉伊莱

瑞特生物科技有限公司);p65 抗体、IKKβ 抗体、
IκBα 抗体(GTX102090、GTX105690、GTX110521,
GENETEX); p-IκBα 抗体( 2859s, CST); GAPDH
(GTX627408,GENETEX); HR 标记山羊抗兔二

抗、 HR 标记山羊抗鼠二抗 ( RS0001、 RS0002,
Immunoway);高效 RIPA 裂解液( R0010,北京索

莱宝生物科技有限公司);BCA 蛋白浓度测定试

剂盒(PC0020,北京索莱宝生物科技有限公司);
AAV-NC( 0. 3

 

mL 购自吉玛基因, 产品批号:
20230323, 序 列 ( 5 ’-3 ’): TTCTCCGAA

 

CGTGTCACGT);AAV-miR-214-3p
 

inhibitor(1
 

mL
购自吉玛基因,产品批号:20230323,序列 ( 5’-
3’): CTGCCTGTCTGTGCCTGCTGT)。 冷冻研磨

机(武汉塞维尔生物科技有限公司,KZ-Ⅲ-FP);
高速离心机(北京大龙,D3024);高速组织研磨仪

(武汉塞维尔,KZ-Ⅱ);医用臭氧水制备仪(济南

三氧科技有限公司,SYZ-80A);100
 

μL 小动物专

用进样针(Hamilton,Jan-55)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 模型建立

适应性饲养 1 周后,采用 3%戊巴比妥钠溶液

(0. 2
 

mL / 100
 

g)对大鼠进行麻醉处理[12] 。 大鼠

右膝周围的毛发修剪至暴露皮肤,并暴露膝关节

周边区域。 在无菌条件下,将大鼠右膝关节固定

于 45°屈曲状态,使用微型注射器从关节腔进针,
朝髁间窝方向穿刺。 确认无血液回抽后,注射 50

 

μL(每只 20
 

mg / mL)碘乙酸钠溶液[13] 。 随后,使
用无菌棉签按压注射点,以防药液外溢。 注射

后,密切监测大鼠的生命体征,并在 1 周后进行模

型效果评估。
1. 3. 2　 模型评价

碘乙酸钠溶液注射 1 周后,观察各组大鼠膝

关节外观及行为学变化,初步判断大鼠一般行为

学改变,随机抽取 4 只处死后充分暴露膝关节面,
通过关节软骨肉眼观察,判断大鼠关节软骨面损

伤情况,若造模组大鼠软骨面损伤明显,则初步

判断造模成功。 随后取关节软骨行 HE 染色,光
镜下观察软骨病理形态变化,若造模组大鼠发生

明显病理改变,则确认造模组大鼠成功建立了

KOA 模型。
1. 3. 3　 实验分组及给药

按随机数字法将大鼠分为空白组、模型组、
臭氧水(OW)组、臭氧水+AAV-NC( OW+AN)组、
臭氧水+AAV-miR-214-3p

 

inhibitor( OW+AM)组。
空白组和模型组仅进行抓取操作,不进行干预。
臭氧水组在造模两周后,给予大鼠右膝关节腔注

射臭氧水(浓度为 20
 

μg / mL) 0. 2
 

mL[4] ;后两组

在造模 1 周后,分别向臭氧水+AAV-NC 组大鼠右

膝关节腔注射 AAV-NC(滴度:6. 60 × 1012
 

V·G /
mL)和臭氧水+AAV-miR-214-3p

 

inhibitor 组注射

AAV-miR-214-3p
 

inhibitor(滴度:1. 59×1011
 

V·G /
mL)。 并于 1 周后,向右膝关节注射臭氧水,每周

1 次,连续两周。
1. 3. 4　 HE 染色及改良的 Mankin’s 评分

取关节软骨样本,用多聚甲醛固定 24
 

h 并在

10%
 

EDTA(pH = 7. 4) 中脱钙 21
 

d 后,将组织包

埋在石蜡中并切成 5
 

μm 厚的切片。 以 200
 

μm
的间隔从内侧和外侧隔室获得连续切片。 选定

的切片在二甲苯中脱蜡,通过一系列分级乙醇洗

涤再水化,然后进行 HE 染色。 Mankin’ s 评分法

由两位评分员采用盲法独立评分,取平均数。
1. 3. 5 　 ELISA 方法检测大鼠血清中 TNF-α、
MMP-13 及 IL-1β 的浓度

ELISA 方法检测血清中 TNF-α、 MMP-13 及
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IL-1β 的表达水平,按照试剂盒说明书进行操作。

注:A:软骨表面观察;B:软骨表面大体评分。 与空白组相比,
 ∗P<0. 05;与模型组相比,

 #P< 0. 05;与臭氧水+AAV-miR-

214-3p
 

inhibitor 组相比,
 &P<0. 05。

图 1　 关节软骨表面观察及大体评分

Note.
 

A,
 

Examination
 

of
 

the
 

articular
 

cartilage
 

surface.
 

B,
 

Macroscopic
 

scoring
 

of
 

the
 

cartilage
 

surface.
 

Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,
 ∗P<0. 05.

 

Compared
 

with
 

the
 

model
 

group,
 #P<0. 05.

 

Compared
 

with
 

the
 

OW+AM
 

group,
 &P<0. 05.

Figure
 

1　 Macroscopic
 

observation
 

and
 

scoring
 

of
 

the
 

articular
 

cartilage
 

surface

1. 3. 6　 RT-PCR 检测关节软骨组织中各基因表

达水平

RT-PCR 检测软骨组织 p65、 IKKβ、 IκBα 的

mRNA 表达,以及 miR-214-3p 的表达水平。 提取

软骨组织 RNA 后,测定其浓度及纯度,逆转录后

进行扩增。 以 GAPDH 作为内参,用 2-ΔΔCT 法计算

出 IKKβ、NF-κBp65 和 IκBα 的 mRNA 的表达水

平;以 U6 为内参, 计算出 miR-214-3p 的表达

水平。
1. 3. 7　 Western

 

blot 检测关节软骨组织中各基因

表达水平

提取软骨组织蛋白并进行定量分析,经过电

泳、转膜、封闭、一抗孵育、二抗孵育显影后,对胶

片进行扫描,并以 GAPDH 为内参,对 IκBα、 p-
IκBα、IKKβ、p65 等蛋白的条带灰度值进行分析。
1. 4　 统计学方法

　 　 采用 SPSS
 

25. 0 软件,以平均数±标准差( 􀭰x±
s)计数。 既服从正态分布又具有相等方差的数据

集,运用单因素方差分析( One-way
 

ANOVA)进行

分析;多重比较,则采用 LSD 检验。 若数据方差

不均,用非参数检验法,即对多个独立样本进行

Kruskal-Wallis
 

H 秩和检验。 当 P<0. 05 时差异具

有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 一般健康状况观察

　 　 空白组大鼠展现出良好的活力与食欲,体质

量增长迅速,体形圆润,毛发浓密有光泽,活动敏

捷,活动量较大。 模型组及臭氧水 + AAV-miR-
214-3p

 

inhibitor 组精神萎靡、饮食减少、毛发发黄

并稀疏,蜷缩角落。 明显可见其右膝肿胀、跛行

及频繁自舔行为。 臭氧水及臭氧水+AAV-NC 治

疗后,大鼠食欲有所恢复,精神状态提升,关节肿

胀显著改善,恢复常规活动。
2. 2　 软骨表面观察及评分

　 　 如图 1 所示,空白组大鼠软骨表面平滑、光
泽,关节液清澈。 模型组与臭氧水 + AAV-miR-
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214-3p
 

inhibitor 组软骨表面均出现严重糜烂缺

损,软骨颜色灰白,关节液量减少,颜色浑浊;臭
氧水组与臭氧水+AAV-NC 组软骨表面显著修复,
光滑平整,关节液趋向正常,软骨色泽透明度增

加。 软骨表面评分结果显示,空白组评分为“0”,
显著低于其余 4 组(P< 0. 05);与模型组相比,臭
氧水及臭氧水+AAV-NC 组的大鼠关节软骨表面的

评分明显降低(P<0. 05);与臭氧水组和臭氧水+
AAV-NC 组 相 比, 臭 氧 水 + AAV-miR-214-3p

 

inhibitor 组大鼠软骨表面评分显著升高(P<0. 05)。

注:A:软骨 HE 染色结果;B:软骨 Mankin’s 评分。 与空白组相比,
 ∗P<0. 05;与模型组相比,

 #P<0. 05;与臭氧水+AAV-miR-

214-3p
 

inhibitor 组相比,
 &P<0. 05。

图 2　 软骨组织 HE 染色以及 Mankin’s 评分结果

Note.
 

A,
 

HE
 

staining
 

results
 

of
 

cartilage.
 

B,
 

Mankin’s
 

scoring
 

of
 

cartilage.
 

Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,
 ∗P<0. 05.

 

Compared
 

with
 

the
 

model
 

group,
 #P<0. 05.

 

Compared
 

with
 

the
 

OW+AM
 

group,
 &P<0. 05.

Figure
 

2　 HE
 

staining
 

of
 

cartilage
 

tissue
 

and
 

Mankin’s
 

scoring
 

results

2. 3　 软骨组织病理变化及评价

2. 3. 1　 HE 染色结果

与空白组相比,模型组与臭氧水+AAV-miR-
214-3p

 

inhibitor 组大鼠软骨细胞排列混乱,均出

现严重软骨损伤;与模型组相比,臭氧水组及臭

氧水+AAV-NC 组大鼠软骨较完整,浅层虽略粗

糙,但细胞分布较均匀,数量有所增长,基质染色

接近正常水平,基线保持较好的完整性,提示软

骨修复迹象。 与臭氧水组及臭氧水+AAV-NC 组

大鼠相比,臭氧水+ AAV-miR-214-3p
 

inhibitor 组

大鼠软骨细胞排列混乱,软骨形态损伤严重,提
示敲低 miR-214-3p 的表达阻断了臭氧水对软骨

损伤的修复作用(见图 2)。
2. 3. 2　 软骨 Mankin’s 评分

软骨 Mankin’s 评分用于评价软骨损伤程度。
Mankin’s 评分结果表明,空白组评分为“0”,显著

低于其余 4 组(P<0. 05);与模型组相比,臭氧水

及臭氧水+AAV-NC 组的大鼠 Mankin’s 评分显著

降低(P<0. 05),表明臭氧水关节腔注射能有效促

进受损关节软骨的修复;与臭氧水组和臭氧水+
AAV-NC 组 相 比, 臭 氧 水 + AAV-miR-214-3p

 

inhibitor 组大鼠软骨 Mankin’s 评分显著升高(P<
0. 05),表明敲低 miR-214-3p 的表达阻断了臭氧

水对软骨损伤的修复作用(见图 2)。
2. 4　 血清中 TNF-α、IL-1β、MMP-13 含量

　 　 ELISA 结果表明,与空白组相比,模型组大鼠

血清中 TNF-α、IL-1β 和 MMP-13 含量显著升高

(P < 0. 05);与模型组相比,臭氧水及臭氧水 +
AAV-NC 组的大鼠血清中 TNF-α、IL-1β 和 MMP-
13 的含量显著下调(P< 0. 05);与臭氧水组及臭

氧水+AAV-NC 组相比,臭氧水+AAV-miR-214-3p
 

inhibitor 组大鼠血清中指标的含量显著升高(P<
0. 05),表明 AAV-miR-214-3p

 

inhibitor 显著削弱

了臭氧水的抗炎作用(见图 3)。
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2. 5　 RT-PCR 检测结果

　 　 如图 4
 

RT-PCR 结果显示,与空白组相比,模
型组大鼠软骨组织中 IKKβ、p65 的 mRNA 显著上

升(P<0. 05),而 IκBα 的 mRNA 及 miR-214-3p 的

表达水平显著下降(P<0. 05);与模型组相比,臭
氧水及臭氧水 + AAV-NC 组大鼠的软骨组织中

IKKβ 及 p65 的 mRNA 表达水平显著下调, 而

IκBα 的 mRNA 及 miR-214-3p 表达水平则呈上调

趋势(P< 0. 05);与臭氧水组和臭氧水+AAV-NC
组相比,臭氧水+ AAV-miR-214-3p

 

inhibitor 组大

鼠软骨组织中 p65 和 IKKβ 的 mRNA 表达水平显

著上调(P<0. 05),而 IκBα 的 mRNA 及 miR-214-
3p 表达水平则呈下调趋势(P<0. 05)。
2. 6　 软骨组织中 p-IκBα、IκBα、p65、IKKβ的蛋

白表达

　 　 如图 5 所示,与空白组相比,其余 4 组软骨组

织内,IKKβ、p65 及 p-IκBα 蛋白的表达量显著增

加,而 IκBα 的蛋白表达水平显著减少(P<0. 05),
表明 KOA 时,NF-κB 信号通路被广泛激活。 与模

型组相比,臭氧水组及臭氧水+AAV-NC 组的大鼠

注:A:血清中 IL-1β 含量;B:血清中 MMP-13 含量;C:血清中 TNF-α 含量。 与空白组相比,
 ∗P<0. 05;与模型组相比,

 #P<

0. 05;与臭氧水+AAV-miR-214-3p
 

inhibitor 组相比,
 &P<0. 05。

图 3　 血清中 IL-1β、MMP-13 及 TNF-α 含量

Note.
 

A,
 

Serum
 

IL-1β
 

level.
 

B,
 

Serum
 

MMP-13
 

level.
 

C,
 

Serum
 

TNF-α
 

level.
 

Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,
 ∗P< 0. 05.

 

Compared
 

with
 

the
 

model
 

group,
 #P<0. 05.

 

Compared
 

with
 

the
 

OW+AM
 

group,
 &P<0. 05.

Figure
 

3　 Content
 

of
 

IL-1β,
 

MMP-13,
 

and
 

TNF-
 

α
 

in
 

the
 

serum

注:A:IKKβ
 

mRNA 相对表达量;B:p65
 

mRNA 相对表达量;C:IκBα
 

mRNA 相对表达量;D:miR-214-3p 相对表达量。 与空白

组相比,
 ∗P<0. 05;与模型组相比,

 #P<0. 05;与臭氧水+AAV-miR-214-3p
 

inhibitor 组相比,
 &P<0. 05。

图 4　 软骨组织 IKKβ、IκBα、p65 的 mRNA 及 miR-214-3p 的表达水平

Note.
 

A,
 

Relative
 

expression
 

level
 

of
 

IKKβ
 

mRNA.
 

B,
 

Relative
 

expression
 

level
 

of
 

P65
 

mRNA.
 

C,
 

Relative
 

expression
 

level
 

of
 

IκBα
 

mRNA.
 

D,
 

Relative
 

expression
 

level
 

of
 

miR-214-3p.
 

Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,
 ∗P<0. 05.

 

Compared
 

with
 

the
 

model
 

group,
 #P<0. 05.

 

Compared
 

with
 

the
 

OW+AM
 

group,
 &P<0. 05.

Figure
 

4　 Expression
 

levels
 

of
 

IKKβ,
 

IκBα,
 

p65
 

mRNA
 

and
 

miR-214-3p
 

in
 

cartilage
 

tissues
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注:A:IKKβ 的蛋白表达水平;B:IκBα 的蛋白表达水平;C:p-IκBα 的蛋白表达水平;D:p65 的蛋白表达水平;E:软骨组织中 IKKβ、

IκBα、p-IκBα 及 p65 的蛋白表达代表图。 与空白组相比,
 ∗P<0. 05;与模型组相比,

 #P<0. 05;与臭氧水+AAV-miR-214-3p
 

inhibitor

组相比,
 &P<0. 05。

图 5　 Western
 

blot 检测软骨组织中蛋白表达

Note.
 

A,
 

Protein
 

expression
 

level
 

of
 

IKKβ.
 

B,
 

Protein
 

expression
 

level
 

of
 

IκBα.
 

C,
 

Protein
 

expression
 

level
 

of
 

p-IκBα.
 

D,
 

Protein
 

expression
 

level
 

of
 

p65.
 

E,
 

Representative
 

images
 

of
 

IKKβ,
 

IκBα,
 

p-IκBα,
 

and
 

p65
 

protein
 

expression
 

in
 

cartilage
 

tissue.
 

Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,
 ∗P<0. 05.

 

Compared
 

with
 

the
 

model
 

group,
 #P<0. 05.

 

Compared
 

with
 

the
 

OW+AM
 

group,
 &P<0. 05.

Figure
 

5　 Protein
 

expression
 

in
 

cartilage
 

tissue
 

was
 

analyzed
 

by
 

Western
 

blot

蛋白表达中,IκBα 蛋白表达水平上调显著(P <
0. 05),而 p-IκBα、p65 及 IKKβ 蛋白的表达水平

显著降低(P<0. 05),这表明臭氧水疗法可显著抑

制 NF-κB 信号通路激活,与臭氧水组和臭氧水+
AAV-NC 组 相 比, 臭 氧 水 + AAV-miR-214-3p

 

inhibitor 组大鼠软骨组织中 IκBα 蛋白表达水平

显著下调(P<0. 05),而 p-IκBα、p65 和 IKKβ 蛋白

的表达水平显著上调(P<0. 05),表明 AAV-miR-
214-3p

 

inhibitor 能够显著削弱臭氧水抑制 NF-κB
信号通路激活的作用。

3　 讨论

　 　 KOA 是以进行性关节软骨退变为核心病理

特征,常伴继发性骨赘形成[14-15] 。 随着年龄的增

长、过度使用或外伤,关节软骨逐渐变薄,结构发

生变化,最终导致软骨的丧失。 软骨的退化加剧

了骨骼之间的摩擦,增加了关节的负担,造成持

续的炎症反应和疼痛。 同时,软骨损伤易引发关

节内微环境的改变,其中炎性因子的释放是关键

环节之一,这些炎性因子不仅会刺激软骨细胞代

谢异常,导致软骨基质的合成与分解失衡,同时

影响滑膜及周围组织,产生疼痛、肿胀等症状,是
KOA 发病和病情进展的关键因素[14,16] 。 臭氧水

关节腔注射因其安全高效且无毒副作用的优势,
临床应用广泛。 本研究通过构建 KOA 大鼠模型,
利用关节软骨大体评分、软骨 Mankin’ s 评分、HE
染色等方法,证实了臭氧水关节腔注射能够有效

改善 KOA 大鼠软骨关节形态。
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在正常生理状态下,软骨细胞维持着软骨组

织的稳态。 但在机械应力或炎症因子等损伤因

素刺激下,其代谢平衡被打破[17] 。 一方面,软骨

细胞会出现过度分泌分解代谢酶,如基质金属蛋

白酶( matrix
 

metalloproteinase,MMPs),这些酶会

降解细胞外基质成分。 另一方面,软骨细胞合成

细胞外基质成分如胶原蛋白和蛋白聚糖的能力

下降,导致软骨修复能力减弱[14,18] 。 关节软骨的

破坏使得软骨失去正常的物理特性更易受损,受
损的细胞外基质会进一步刺激周围软骨细胞产

生炎症反应,形成恶性循环,推动 KOA 的病情进

展。 本研究结果表明,臭氧水关节腔注射治疗,
能够显著降低 KOA 大鼠软骨组织中炎性因子的

表达,减少软骨细胞 MMPs 的分泌,避免软骨细胞

外基质过度降解,恢复细胞外基质合成与分解的

平衡,进一步促进软骨的修复。
NF-κB 信号通路在调节免疫应答、细胞增殖、

凋亡以及炎症反应中起着至关重要的作用,该通

路的异常激活是 KOA 疾病进展的关键因素之

一[19] 。 激活后的 NF-κB 会促进多种炎症因子

(如 IL-1β、TNF-α) 的表达并进一步招募炎症细

胞,如单核细胞、淋巴细胞等进入关节腔,加剧炎

症反应[20] 。 在关节腔内,炎症细胞会释放更多的

活性氧和蛋白酶,破坏软骨细胞和细胞外基质。
同时,在软骨损伤过程中,激活的 NF-κB 可以上

调一些促凋亡基因的表达,导致软骨细胞凋亡,
使软骨损伤进一步恶化[21] 。 此外,当 NF-κB 被激

活后,MMPs 的表达增加,加速细胞外基质的分

解,导致软骨的弹性和抗压性下降,也是软骨损

伤的发生和发展的重要环节之一[22] 。 研究发现,
臭氧水关节腔注射能够有效地调节 NF-κB 信号

通路的激活,抑制进入细胞核的 NF-κB 前体蛋白

的磷酸化和降解过程,从而减少其在核内的活

性[4] 。 正如本研究结果所示,臭氧水关节腔注射

后 KOA 大鼠软骨组织中 p-IκBα、p65、IKKβ 的基

因和蛋白表达显著降低,IκBα 的基因和蛋白表达

显著上升,提示了关节腔注射臭氧水能够通过抑

制 NF-κB 的经典下游信号通路,改善因炎症反应

导致的 KOA 软骨损伤。
值得注意的是,miRNAs 的调控作用与经典

炎症通路存在紧密关联。 miRNAs 是内源基因编

码的小分子非编码 RNA,通过靶向结合并破坏靶

mRNA 的稳定或抑制其翻译来调节靶基因的表

达,在 KOA 发病机制中扮演着关键角色[23] 。
WANG 等[24]的研究揭示,在 OA 患者体内,出现

多个 miRNAs 的异常表达,通过调节基因的表达,
影响骨关节炎的发展。 其中,miR-214-3p 的表达

水平可以影响炎症反应的程度和持续时间,参与

调节软骨损伤的退变进程。 研究表明,miR-214-
3p 对软骨组织具有较高的特异性,其异常表达可

导致骨和软骨发育障碍,进而导致 OA 的发生。
CAO 等[25]研究发现,与 IL-1β 一起孵育的软骨细

胞中,miR-214-3p 的表达降低。 且来自人类 OA
患者的关节软骨未受损区域相比,受损软骨组织

中 miR-214-3p 的表达下调。 CAO 等[25] 研究进一

步表明,在关节内注射 miR-214-3p 模拟剂可通过

靶向 IKKβ 能够显著抑制 NF-κB 通路的激活,减
轻滑膜炎症状态,减少细胞凋亡和分解代谢的软

骨生成过程。 此外,在使用 IL-1β 诱导的 KOA 细

胞中,用 miR-214-3p 特异性模拟剂瞬时转染细

胞,致使 miR-214-3p 过表达,能够部分逆转 IL-1β
诱导的细胞凋亡和细胞外基质降解,并抑制 NF-
κB 信号通路的活化,减少炎症因子的释放,从而

缓解关节炎症反应,改善患者的症状。 这些研究

结果为靶向 miR-214-3p / IKKβ / NF-κB 轴提供了

理论基础。 因此,本研究深入探究了 miR-214-3p
与 NF-κB 信号通路的关系发现臭氧水关节腔注

射可上调 KOA 大鼠软骨组织中 miR-214-3p 表

达,抑制 NF-κB 信号通路中关键分子 IKKβ 的活

性,降低炎症因子产生与释放,促进组织修复与

再生。 此外,对 KOA 大鼠进行 AAV-miR-214-3p
 

inhibitor 干预后,NF-κB 信号通路被激活,炎症因

子产生与释放增加,臭氧水的治疗效果被部分

抑制。
综上所述,本研究首次揭示臭氧水可通过

miR-214-3p / IKKβ / NF-κB 轴调控软骨代谢,拓展

了其多靶点治疗机制的认识,通过深入探究 miR-
214-3p 的作用机制,为开发新的 KOA 治疗策略提

供重要理论基础,有望为 KOA 患者提供更加有效

的临床治疗方案。 尽管本研究揭示了 miR-214-3p
的关键介导作用,但臭氧水调控 miRNA 表达的具

体上游机制(如是否涉及 DNA 甲基化或组蛋白

修饰等表观遗传调控)仍需进一步探索。 未来研

究将进一步阐明 miR-214-3p 在 KOA 中的具体作
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用机制,以及臭氧水关节腔治疗与 miR-214-3p 之

间的相互作用关系,为 KOA 治疗提供更多科学

依据。
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