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  摘 要:目的 探讨膝骨关节炎(KOA)患者血清miR-758-3p和F盒蛋白3(FBXO3)的表达水平及其临床

意义。方法 选取2023年2月至2024年3月文登整骨烟台医院收治的64例KOA患者纳入KOA组,另选取

同期在文登整骨烟台医院体检的健康志愿者47例作为对照组,采用实时荧光定量聚合酶链反应检测血清miR-
758-3p表达水平,采用酶联免疫吸附试验(ELISA)检测FBXO3表达水平。采用多因素Logistic回归分析

KOA发生的影响因素;采用Pearson相关分析KOA患者血清 miR-758-3p表达水平与FBXO3表达水平的关

系。采用受试者工作特征(ROC)曲线分析血清 miR-758-3p、FBXO3诊断 KOA的价值。结果 与对照组比

较,KOA组血清miR-758-3p表达水平显著下降,FBXO3表达水平显著升高,差异均有统计学意义(P<0.05)。
miR-758-3p表达水平为Ⅰ期>Ⅱ期>Ⅲ期>Ⅳ期,FBXO3表达水平为Ⅰ期<Ⅱ期<Ⅲ期<Ⅳ期,且两两比较,
差异均有统计学意义(P<0.05)。Pearson相关分析显示,KOA患者血清 miR-758-3p表达水平与FBXO3表

达水平呈负相关(r=-0.460,P=0.017)。多因素Logistic回归分析结果表明,血清 miR-758-3p、FBXO3、运

动情况及基础疾病史均为影响 KOA发生的因素(P<0.05)。ROC曲线分析结果显示,血清 miR-758-3p、
FBXO3单项及联合诊断KOA的曲线下面积(AUC)分别为0.681、0.688、0.804。二者联合诊断的AUC明显

优于血清miR-758-3p、FBXO3各自单独诊断的AUC(ZmiR-758-3p-二者联合=3.054、P=0.002,ZFBXO3-二者联合=2.262,
P=0.024)。结论 KOA患者血清miR-758-3p表达水平显著低于健康人群,FBXO3表达水平显著高于健康

人群,联合检测血清miR-758-3p和FBXO3表达水平对诊断KOA具有一定的参考意义。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

serum
 

miR-758-3p
 

and
 

F-box
 

protein
 

3
 

(FBXO3)
 

in
 

patients
 

with
 

knee
 

osteoarthritis
 

(KOA)
 

and
 

explore
 

their
 

clinical
 

significance.Methods A
 

total
 

of
 

64
 

patients
 

with
 

KOA
 

admitted
 

to
 

Wendeng
 

Orthopedic
 

Yantai
 

Hospital
 

from
 

February
 

2023
 

to
 

March
 

2024
 

were
 

enrolled
 

as
 

the
 

KOA
 

group.Meanwhile,47
 

healthy
 

volunteers
 

undergoing
 

physical
 

examinations
 

at
 

Wen-
deng

 

Orthopedic
 

Yantai
 

Hospital
 

during
 

the
 

same
 

period
 

were
 

included
 

as
 

the
 

control
 

group.The
 

expression
 

level
 

of
 

serum
 

miR-758-3p
 

was
 

measured
 

using
 

real-time
 

quantitative
 

polymerase
 

chain
 

reaction
 

(RT-qPCR),
and

 

the
 

expression
 

level
 

of
 

FBXO3
 

was
 

determined
 

using
 

enzyme-linked
 

immunosorbent
 

assay
 

(ELISA).Mul-
tivariate

 

Logistic
 

regression
 

analysis
 

was
 

performed
 

to
 

identify
 

the
 

influencing
 

factors
 

of
 

KOA.Pearson
 

corre-
lation

 

analysis
 

was
 

used
 

to
 

assess
 

the
 

relationship
 

between
 

serum
 

miR-758-3p
 

and
 

FBXO3
 

expression
 

levels
 

in
 

patients
 

with
 

KOA.Receiver
 

operating
 

characteristic
 

(ROC)
 

curve
 

analysis
 

was
 

conducted
 

to
 

evaluate
 

the
 

di-
agnostic

 

value
 

of
 

serum
 

miR-758-3p
 

and
 

FBXO3
 

for
 

KOA.Results Serum
 

miR-758-3p
 

level
 

was
 

significantly
 

decreased
 

and
 

FBXO3
 

level
 

was
 

significantly
 

increased
 

in
 

the
 

KOA
 

group
 

compared
 

with
 

the
 

control
 

group,
with

 

statistically
 

significant
 

differences
 

(P<0.05).miR-758-3p
 

expression
 

level
  

was
 

highest
 

in
 

Stage
 

Ⅰ,fol-
lowed

 

by
 

Stage
 

Ⅱ,Stage
 

Ⅲ,and
 

lowest
 

in
 

Stage
 

Ⅳ
 

(Stage
 

Ⅰ>Ⅱ>Ⅲ>Ⅳ),while
 

FBXO3
 

expression
 

level
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was
 

lowest
 

in
 

Stage
 

Ⅰ,followed
 

by
 

Stage
 

Ⅱ,Stage
 

Ⅲ,and
 

highest
 

in
 

Stage
 

Ⅳ
 

(Stage
 

Ⅰ<Ⅱ<Ⅲ<Ⅳ),pair-
wise

 

comparison
 

had
 

statistically
 

significant
 

differences
 

(P<0.05).Pearson
 

correlation
 

analysis
 

showed
 

that
 

the
 

level
 

of
 

serum
 

miR-758-3p
 

was
 

negatively
 

correlated
 

with
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

FBXO3
 

in
 

patients
 

with
 

KOA
 

(r=-0.460,P=0.017).Multivariate
 

Logistic
 

regression
 

analysis
 

revealed
 

that
 

serum
 

miR-758-3p,
FBXO3,physical

 

activity
  

and
 

history
 

of
 

underlying
 

diseases
 

were
 

all
 

significant
 

influencing
 

factors
 

for
 

the
 

oc-
currence

 

of
 

KOA
 

(P<0.05).ROC
 

curve
 

analysis
 

demonstrated
 

that
 

the
 

areas
 

under
 

the
 

curve
 

(AUC)
 

for
 

di-
agnosing

 

KOA
 

were
 

0.681
 

for
 

miR-758-3p,0.688
 

for
 

FBXO3,and
 

0.804
 

for
 

the
 

combined
 

detection.The
 

AUC
 

of
 

the
 

combined
 

detection
 

was
 

significantly
 

superior
 

to
 

that
 

of
 

miR-758-3p
 

or
 

FBXO3
 

alone
 

(ZmiR-758-3p
 

vs.
 

combined=3.054,P=0.002;ZFBXO3
 

vs.
 

combined=2.262,P=0.024).Conclusion The
 

serum
 

expression
 

level
 

of
 

miR-758-3p
 

in
 

patients
 

with
 

KOA
 

is
 

significantly
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

healthy
 

individuals,while
 

the
 

ex-
pression

 

level
 

of
 

FBXO3
 

is
 

markedly
 

elevated.Combined
 

detection
 

of
 

serum
 

miR-758-3p
 

and
 

FBXO3
 

levels
 

has
 

reference
 

value
 

in
 

the
 

clinical
 

diagnosis
 

of
 

KOA.
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  膝骨关节炎(KOA)是一种以关节软骨严重磨损

和关节退行性改变为特征的疾病[1],其症状主要为膝

关节疼痛及运动障碍,可对患者工作和生活产生严重

影响[2]。当前阶段的研究对KOA的具体分子学机制

尚未完全阐明,该病可能是年龄增大、身体肥胖、关节

劳损、创伤、先天性关节异常等多种因素综合作用的

结果[3]。目前,还尚未制订针对KOA的有效治疗方

式,主要通过嘱咐患者在日常工作生活中避免进行大

幅度活动以及减少膝关节的负重,达到减缓病理进程

的目的。微小RNA(miRNA)是一种长度在22
 

bp左

右的序列高度保守的非编码RNA。它们通过直接结

合相应信使RNA(mRNA)的非翻译区(3'UTR),负
调控特殊靶基因来介导各种细胞活性[4]。有研究表

明,多 种 miRNA 在 KOA 中 异 常 表 达,说 明 其 在

KOA发生和发展过程中具有一定作用[5]。miR-758-
3p作为一种非编码RNA,参与了多种疾病的发生、发
展过程,其通过靶向整合素连接激酶(ILK)来调节自

身表达,从而影响机体内炎症反应[6]。F盒蛋白3
(FBXO3)是F-box蛋白家族的一个成员,作为泛素蛋

白连接酶复合物的4个亚基之一,在磷酸化依赖性泛

素化中起作用[7]。已有研究 证 实,FBXO3可 作 为

miRNA靶标基因缓解膝关节损伤,并参与 KOA病

理过程[8]。为了进一步研究 miR-758-3p和FBXO3
在KOA诊断中的临床意义,本研究分析了文登整骨

烟台医院近年收治的 KOA 患者血清 miR-758-3p、
FBXO3表达水平,并初步明确其在KOA诊断和治疗

中的临床意义,为KOA的早期诊断提供新型分子标

志物。
1 资料与方法

1.1 一般资料 选取2023年2月至2024年3月文

登整骨烟台医院收治的64例 KOA患者纳入 KOA
组。KOA根据中华医学会骨科学分会关节外科学组

等发布的诊断标准[9]确诊。纳入标准:(1)无并发肿

瘤;(2)无自身免疫性疾病;(3)无并发严重心、肝、肾

等炎症性疾病。排除标准:(1)类风湿性关节炎;(2)
合并血液系统疾病;(3)合并精神失常或意识模糊;
(4)不配合治疗。另外选取同期在文登整骨烟台医院

体检的健康志愿者47例作为对照组。以 Kellgren-
Lawrence分级标准,将KOA患者病理进程分为Ⅰ~
Ⅳ期,其中Ⅰ期患者28例,Ⅱ期患者17例,Ⅲ期患者11
例,Ⅳ期患者8例[10]。本研究已获得文登整骨烟台医

院医学伦理委员会批准[(2023)年研审第018号],所有

研究对象对研究内容均知情并签署知情同意书。
1.2 方法

1.2.1 临床资料收集 收集所有受试者的一般资

料,包括性别、年龄、相关基础疾病(高血压、糖尿病、
高脂血症)患病信息,根据所有受试者描述自身每周

运动时间是否>150
 

min来界定患者运动情况。
1.2.2 血清miR-758-3p、FBXO3检测 收集患者入

院第2日或健康志愿者体检时空腹静脉血5
 

mL,4
 

000
 

r/min离心10
 

min,收集上层血清,将其置于-80
 

℃环境中贮藏。通过酶联免疫吸附试验(ELISA)检
测血清FBXO3表达水平,FBXO3

 

ELISA试剂盒购

自艾博抗(上海)贸易有限公司。采用实时荧光定量

聚合酶链反应(RT-PCR)检测所有受试者血清 miR-
758-3p表达水平,miRcute

 

miRNA提取分离试剂盒

提取总RNA,将其反转录为互补DNA(cDNA)后,将
cDNA保存至-20

 

℃环境中备用。采用内参 U6(正
向:5'-ATAGGCGCGC-GAAAAGCC-3';反 向:5'-
CGGGCAACTGACGCGAGG-3')、miR-758-3p引 物

(正向:5'-TTTGTGACCTGGTCCACTAACC-3';反
向:5'-TTAGTGGACCAGGTCACAAATT-3') 及

miRcute
 

miRNA荧光定量检测试剂盒进行定量PCR
扩增,反应体系:10.0

 

μL
 

2×miR-cute
 

Plus
 

miRNA
 

Premix、0.4
 

μL正向引物、0.4
 

μL反向引物、1.0
 

μL
 

cDNA、2.0
 

μL
 

50×ROX、6.2
 

μL超纯水。反应条

件:95
 

℃、15
 

min,94
 

℃、20
 

s,60
 

℃、34
 

s,重复40个

循环,4
 

℃保温。每份样品进行3次生物学平行试验,
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使用2-ΔΔCt法计算的 miR-758-3p表达量。试剂盒及

引物均购自天根生化科技(北京)有限公司。
1.3 统计学处理 采用SPSS25.0统计软件对数据

进行处理、分析。文中涉及的计量资料均符合正态分

布且方差齐性,以x±s表示,多组间比较采用方差分

析,组间两两比较采用SNK-q 法,2组间比较采用独

立样本t检验;计数资料以例数和百分率表示,组间

比较采用χ2 检验;采用Pearson相关分析KOA患者

血清miR-758-3p表达水平与FBXO3表达水平的相

关性;采用多因素Logistic回归分析KOA发生的影

响因素;采用受试者工作特征(ROC)曲线分析血清

miR-758-3p和FBXO3诊断 KOA 的效能。以 P<
0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 KOA组与对照组血清 miR-758-3p和FBXO3
水平及一般资料比较 KOA组血清 miR-758-3p表

达水平低于对照组(P<0.05),FBXO3表达水平高于

对照组(P<0.05),2组研究对象在基础疾病史、运动

情况方面比较,差异均有统计学意义(P<0.05)。见

表1。

表1  KOA组与对照组 miR-758-3p和FBXO3表达水平及一般临床资料比较(x±s或n/n)

组别 n miR-758-3p
FBXO3
(μg/L)

性别

(男/女)
年龄

(岁)

体质量指数

(kg/m2)

运动情况(每周运动时间>150
 

min/
每周运动时间≤150

 

min)
基础疾病史

(有/无)

KOA组 64 0.76±0.15 5.27±1.04 29/35 62.23±13.85 23.39±2.37 19/45 49/15

对照组 47 0.90±0.13 3.76±0.95 22/25 59.79±15.39 23.61±1.56 36/11 6/41

t/χ2 5.136 7.837 0.024 0.875 0.544 23.853 44.121

P <0.001 <0.001 0.876 0.384 0.581 <0.001 <0.001

  注:BMI为体质量指数。

2.2 不 同 分 期 KOA 患 者 血 清 miR-758-3p 和

FBXO3表达水平比较
 

 不同分期 KOA患者血清

miR-758-3p和FBXO3表达水平比较,差异均有统计

学意义(P<0.05)。进一步两两比较结果显示:miR-
758-3p表达水平为Ⅰ期>Ⅱ期>Ⅲ期>Ⅳ期,FBXO3
表达水平为Ⅰ期<Ⅱ期<Ⅲ期<Ⅳ期,两两比较差异

均有统计学意义(P<0.05)。见表2。
表2  不同分期KOA患者血清 miR-758-3p和FBXO3

   表达水平比较(x±s)

项目 n miR-758-3p FBXO3(μg/L)

Ⅰ期 28 0.91±0.09 4.38±0.83

Ⅱ期 17 0.71±0.11* 5.19±1.06*

Ⅲ期 11 0.62±0.10*# 6.14±1.24*#

Ⅳ期 8 0.59±0.04*#a 7.35±1.37*#a

F 42.64 20.04

P <0.001 <0.001

  注:与Ⅰ期比较,*P<0.05;与Ⅱ期比较,#P<0.05;与Ⅲ期比

较,aP<0.05。

2.3 KOA 患 者 血 清 miR-758-3p 表 达 水 平 与

FBXO3表达水平的相关性分析 序列分析结果显

示,miR-758-3p在FBXO3上具有结合位点,见图1。
Pearson相关分析结果显示,KOA 患者血清 miR-
758-3p表达水平与FBXO3表达水平呈负相关(r=
-0.460,P=0.017)。
2.4 多因素Logistic回归分析 KOA发生的影响因

素 以是否患 KOA为因变量(否=0,是=1),选取

2.1中差异有统计学意义的变量,如血清 miR-758-3p
(原值录入)、FBXO3(原值录入)、运动情况(每周运动

时间>150
 

min=0,每周运动时间≤150
 

min=1)及
基础疾病史(无=0,有=1)作为自变量进行多因素

Logistic回 归 分 析。结 果 显 示,血 清 miR-758-3p、
FBXO3、运动情况及基础疾病史均为影响KOA发生

的因素(P<0.05)。见表3。

图1  miR-758-3p在FBXO3上的结合位点

表3  多因素Logistic回归分析影响KOA发生的因素

项目 β SE Wald
 

χ2 P OR OR的95%CI

miR-758-3p -0.365 0.157 5.413 0.020 0.694 0.510~0.944

FBXO3 1.152 0.486 5.623 0.018 3.166 1.221~8.207

运动情况 0.962 0.296 10.563 0.001 2.617 1.465~4.675

基础疾病史 1.016 0.295 11.861 <0.001 2.762 1.549~4.924

2.5 血清 miR-758-3p和FBXO3对KOA的诊断效

能分析 以是否患KOA为状态变量(否=0,是=1),
血清 miR-758-3p和 FBXO3水平为检验变量进行

ROC 曲 线 分 析。结 果 发 现,血 清 miR-758-3p 和

FBXO3单独及二者联合诊断 KOA 的曲线下面积

(AUC)分别为0.681、0.688、0.804。二者联合检测

的AUC明显大于血清 miR-758-3p、FBXO3单独检

测 的 AUC(ZmiR-758-3p-二者联合 =3.054、P =0.002,
ZFBXO3-二者联合=2.262、P=0.024)。见表4、图3。
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表4  血清 miR-758-3p、FBXO3对KOA的诊断效能分析

项目 AUC AUC的95%CI 最佳截断值 灵敏度(%) 特异度(%) 约登指数 P

miR-758-3p 0.681 0.586~0.766 0.86 93.75 42.55 0.363 <0.05

FBXO3 0.688 0.593~0.773 4.15
 

μg/L 75.00 57.45 0.325 <0.05

二者联合 0.804 0.717~0.873 — 71.87 85.11 0.570 <0.05

  注:—表示无数据。

图3  血清 miR-758-3p、FBXO3单独及联合诊断

KOA的ROC曲线

3 讨  论

  KOA是一种较为常见的慢性退行性疾病,其发

病群体主要为中老年人群。由于中老年人身体代谢

水平及身体功能下降,对于营养物质吸收及转化的效

率均会有一定程度降低,进而导致机体无法完成对

钙、维生素D等必需元素的有效摄入,从而增加KOA
的发生率[11]。学者们已经清晰地认识到 KOA是一

种由多因素共同作用的长期、慢性疾病。其发病原因

包括体内骨骼钙元素流失、肥胖、遗传因素等[12]。已

有报道指出,骨质疏松症和KOA发病相关[13]。有多

项研究已经证明了miRNA参与机体内多种疾病的发

生和发展过程,特别是近年来发现的 miRNA参与成

骨细胞、软骨细胞的增殖、凋亡及分化[14-15],提示检测

机体内血清 miRNA表达水平,有助于判断 KOA患

者病理发展进程,从而制订针对个体差异的治疗方

案,为临床诊断KOA提供一定的参考价值。
有研究报道一些 miRNA,如 miR-16、miR-22、

miR-146a等在机体发生炎症反应的关节组织中表达

水平升高,可能扮演着促进骨关节炎症反应的角

色[16]。miR-758-3p可能通过靶向激活转录因子4
(ATF4),调节丝裂原活化蛋白激酶(MAPK)信号通

路,进而调控软骨细胞增殖、分化及凋亡等过程。在

KOA患者中,软骨下骨及局部滑膜成纤维细胞中的

miR-758-3p表达显著下调[17]。miR-758-3p可能通过

调节软骨细胞及软骨下骨的功能影响KOA发展。已

有报道指出,软骨细胞损伤后,其合成和分泌关节液

的能力均会下降,与健康人软骨细胞相比,KOA患者

软骨细胞中miR-758-3p表达水平下降[18]。本研究结

果显示,KOA患者血清 miR-758-3p表达水平显著低

于健康群体,可能是因为KOA患者的软骨细胞损伤

后,miR-758-3p的表达水平降低可能导致关节液分泌

异常。
FBXO3作为SCF泛素连接酶的关键组分,通过

调控细胞外基质(ECM)重塑相关蛋白的降解,如降解

胶原蛋白、弹性蛋白、层粘连蛋白、明胶和纤维连接蛋

白-明胶复合物(GAFs)等,参与关节退变,其约占细

胞外 基 质 蛋 白 的85%[19]。健 康 人 皮 肤 和 血 管 中

FBXO3的表达水平相对较低,但在伤口愈合过程中,
其表达会显著上调。FBXO3不仅能够促进结缔组织

和血管生长,还可以调节骨形成和骨骼发育。作为一

种酸性糖蛋白,通过抑制金属蛋白酶的活性而维持细

胞外基质的稳定,从而减轻软骨细胞的损伤[20]。本研

究结果发现,与对照组相比,KOA组血清FBXO3表

达水平显著升高,可能是通过代偿机制来减轻疾病导

致的损伤。Pearson相关分析结果显示,KOA患者血

清miR-758-3p表达水平与FBXO3表达水平呈负相

关。相关研究已证明在机体发生炎症反应过程中,
miR-758-3p可以通过靶向核仁纺锤体相关蛋白1促

进机体内炎症反应的发生[21]。生物信息学分析结果

显示,miR-758-3p在 FBXO3上 具 有 结 合 位 点,而
miRNA前体在细胞核内通过RNA聚合酶转录成为

相应的初级转录物,在其转运至细胞质后在核酸酶的

作用下形成成熟的 miRNA。miRNA可在机体内作

用于靶向基因的 mRNA的3'UTR区域来控制靶向

基因的表达水平,在转录水平上调控靶基因的表达,
从而完成机体内细胞的凋亡、增殖、分化等生理发育

过程[22]。因此,结合 miR-758-3p对FBXO3有相应

结合位点的结论,可以推测在KOA病理发展的进程

中,血清 miR-758-3p表达水平的降低相应地导致

FBXO3表达水平升高,进而影响关节液分泌,并以此

种方式参与KOA的发生、发展。
本研究结果还显示,不锻炼或很少锻炼的人群

KOA的发生率明显高于定期锻炼的人群。过量或长

时间高强度的锻炼会引起膝关节的损害和关节内积

液,但是,坚持适量的锻炼可以有效减少KOA的发病

率,尤其是对老年人。这一情况很可能是由于在运动

过程中,股四头肌等关节肌肉群对膝关节保护作用增

强,并且坚持定期定量锻炼有助于患者机体基础代谢

水平的稳定,降低糖脂代谢紊乱的发生率,从而达到

降低KOA发病率的目的[23-24]。
另外,本研究结果发现,患有基础疾病的KOA患

者,相较于无基础疾病者,更容易发生KOA。患有基
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础疾病的KOA患者,尤其是风湿性疾病或运动损伤

类疾病,由于机体长期处于异常免疫状态,存在不同

程度的炎症反应,当受到外界环境因素影响(如在天

气、损伤等)时,相较于无基础疾病者,会更容易发生

KOA。因此,应当特别关注有基础疾病的KOA高危

群体,采取有效措施控制原基础疾病,从而降低KOA
的发生率[25]。本研究结果显示,miR-758-3p、FBXO3
联合检测 KOA 的灵敏度、特异度分别为71.87%、
85.11%。二者联合检测的AUC优于血清 miR-758-
3p、FBXO3各自单独检测的AUC。

综上所述,KOA 患者血清 miR-758-3p呈低表

达,FBXO3水平呈高表达,二者与 KOA密切相关。
不同病情分期KOA患者的血清 miR-758-3p、FBXO3
水平差异明显,通过二者表达水平变化可辅助临床诊

断KOA,可为后续的治疗提供一定的帮助。
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