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ｍｉＲ１８１ａ对骨质疏松小鼠骨髓贴壁基质细胞体外增殖活性的影响
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　　［摘要］　目的　探讨骨质疏松发生过程中 ｍｉＲ１８１ａ对骨髓贴壁基质细胞（ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍ
ｃｅｌｌｓ，ＭＳＣｓ）增殖能力的影响。方法　选用８周龄健康的２０只雌性小鼠，并进行双侧卵巢切除（ＯＶＸ
组），建立雌性小鼠绝经后的骨质疏松模型。另选用同一周龄，体质量相近的２０只健康小鼠行双侧卵
巢附近脂肪组织部分切除，建立假手术组（Ｓｈａｍ组）。２个月后ＭｉｃｒｏＣＴ检测２组小鼠松质骨中骨小梁
微观结构参数及骨密度指标，ＭＴＴ检测２组细胞增殖能力的差异。ＲＴＰＣＲ检测２组细胞中 ｍｉＲ１８１ａ
的表达差异，上调（下调）细胞内ｍｉＲ１８１ａ水平后ＭＴＴ检测骨髓贴壁基质细胞增殖情况。结果　Ｍｉｃｒｏ
ＣＴ显示Ｓｈａｍ组与ＯＶＸ组骨小梁微观结构参数及骨密度有显著差异（Ｐ＜０．０５）。ＭＴＴ显示 Ｓｈａｍ组
ＭＳＣｓ增殖能力高于ＯＶＸ组（Ｐ＜０．０５）。ＲＴＰＣＲ显示 Ｓｈａｍ组中 ｍｉＲ１８１ａ较 ＯＶＸ组表达显著降低
（Ｐ＜０．０５）。上调（下调）ｍｉＲ１８１ａ后，ＭＳＣｓ增殖能力下降（上升）。成骨成脂能力检测发现 ＯＶＸ组
ＭＳＣｓ成脂能力强于Ｓｈａｍ组，而其成骨能力弱于Ｓｈａｍ组（Ｐ＜０．０５）。结论　雌激素缺乏所导致的骨质
疏松症中，ｍｉＲ１８１ａ高表达可抑制ＭＳＣｓ的增殖，可能是影响骨质疏松发病的重要因素之一。
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　　骨质疏松（ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓ，ＯＰ）是以骨量丢失且易发
骨折的一种全身代谢性疾病，约５０％绝经后妇女的骨
折与骨质疏松有关［１］。骨髓贴壁基质细胞（ｍｅｓｅｎｃｈｙ
ｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＭＳＣｓ）是存在于骨髓中的多能干细胞，
其作为成骨细胞的前体细胞在 ＯＰ发病过程中发挥着
重要的作用［２］。研究表明ＭＳＣｓ增殖能力的降低会导
致ＯＰ的发生［３］。ＭＳＣｓ存在雌激素受体，在雌激素缺
乏所导致的骨质疏松症的病理环境下，ＭＳＣｓ的生物学
特性发生改变，进而加剧了骨质疏松症的发生和发展，

然而其中的机制仍不明确。近年来，ｍｉｃｒｏＲＮＡ已成为
研究的热点，其在调控干细胞的增殖与分化过程中发

挥着重要的作用［４－６］。细胞自身 ｍｉｃｒｏＲＮＡ表达的改
变将影响其状态及生物学功能［７－８］。有研究报道

ｍｉＲ１８１ａ参与调控细胞的增殖［９－１０］。那么 ｍｉＲ１８１ａ
是否能够调控ＭＳＣｓ的增殖？本实验采用雌激素缺乏
下骨质疏松症小鼠为模型，将骨质疏松症的 ＭＳＣｓ与
正常小鼠的ＭＳＣｓ中 ｍｉＲ１８１ａ的表达进行对比，探寻
ｍｉＲ１８１ａ能否调控骨髓贴壁基质细胞的增殖，进而在
骨质疏松症的发生、发展中发挥作用。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　动物模型建立　　选取８周龄健康 Ｃ５７ＢＬ／６
雌性小鼠（第四军医大学实验动物中心提供）２０只，
１％戊巴比妥钠腹腔麻醉后，经双侧腹下区手术切口摘
除双侧卵巢，为 ＯＶＸ组；另选２０只行腹腔麻醉后，于
其双侧腹下区取少量脂肪组织，为假手术组（Ｓｈａｍ
组）。小鼠在无特殊致病源（ＳＰＦ）级动物房饲养８周。
１．１．２　实验材料　　αＭＥＭ培养基和胰蛋白酶购于
美国Ｇｉｂｃｏ公司；胎牛血清购于浙江天杭生物科技有
限公司；细胞总ＲＮＡ提取试剂盒和一步法ＲＴＰＣＲ试
剂盒购于大连 ＴａＫａＲａ公司；ｓｉＰＯＲＴＴＭＮｅｏＦＸＴＭ转染试

剂购于美国Ａｍｂｉｏｎ公司；化学合成 ｍｉＲ１８１ａ购于广
州锐博生物科技有限公司；ＣＤ３及 ＣＤ２８抗体购于美
国Ａｍｂｉｏｎ公司。
１．２　实验方法
１．２．１　ＭｉｃｒｏＣＴ扫描鉴定骨质疏松模型　　将术后
２个月的Ｃ５７ＢＬ／６小鼠用１％戊巴比妥钠麻醉（依据小
鼠体质量，麻药浓度比例为０．３ｍＬ／１００ｇ），待小鼠处于
麻醉状态时，用胶带固定小鼠前后肢，进行 ＭｉｃｒｏＣＴ
（ＧＥ公司，美国）扫描，观察小鼠股骨覭骺端骨密度变化。
１．２．２　血清雌二醇水平检测　　小鼠在处理前采眼
眶血，分离出血清，用小鼠雌激素酶联免疫吸附测定试

剂盒测定血清雌二醇水平。

１．２．３　小鼠骨髓贴壁基质细胞原代培养及纯化　　
将断颈处死后的 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠酒精浸泡５ｍｉｎ，超净
台内分离其股骨，用培养液冲出骨髓，轻柔吹打并制成

单细胞悬液，置于培养皿中，加入 １０ｍＬαＭＥＭ（含
２０％ ＦＢＳ），隔２ｄ换液，待细胞密度至８０％传代。
１．２．４　ＭＳＣｓ细胞表型鉴定　　将生长状态较好的
Ｐ３代细胞消化后，用含３％ ＦＢＳ的ＰＢＳ清洗１次后重
悬，分别加入ＣＤ２９、ＣＤ３４、ＣＤ１０５、ＣＤ４５，４℃避光１ｈ，
１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上清，用含３％ ＦＢＳ的 ＰＢＳ
清洗２次，再次重悬，流式细胞仪检测。
１．２．５　ＭＳＣｓ成骨诱导及茜素红染色　　取 Ｐ３代细
胞，接种于６孔板中（２×１０５／孔），成骨诱导液诱导，隔
２ｄ换液１次，２１ｄ后，ＰＢＳ清洗２遍，多聚甲醛室温固
定２０ｍｉｎ，ＰＢＳ清洗２遍，加入茜素红染液，３７℃染色
１ｈ，ＰＢＳ清洗２遍，拍照。
１．２．６　ＭＳＣｓ成脂诱导及油红 Ｏ染色　　取 Ｐ３代细
胞，接种于６孔板中（２×１０５／孔），成脂诱导液培养，隔
２ｄ换液１次，１４ｄ后，ＰＢＳ清洗２遍，多聚甲醛室温固
定２０ｍｉｎ，ＰＢＳ清洗２遍，用油红染色，室温１ｈ，ＰＢＳ
清洗２遍，拍照。
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１．２．７　ＭＴＴ检测ＭＳＣｓ的增殖能力　　取Ｐ３代细胞
常规消化离心，计数，以２５００／孔设置７组，每组７孔
（６个复孔，１个对照孔）接种于９６孔板，１８０μＬ培养
液培养７ｄ，每天定时检测细胞增殖能力。检测时每孔
加２０μＬＭＴＴ（５ｇ／Ｌ）３７℃孵育４ｈ后，弃上清液，加
入１５０μＬ二甲基亚砜，避光充分振荡１０ｍｉｎ，酶标仪
选取４９０ｎｍ测定光密度值［Ｄ（４９０）］，以时间为横轴，
Ｄ（４９０）值为纵轴绘制生长曲线。
１．２．８　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测 ｍｉＲ１８１ａｍｉＲＮＡ表达　
　分别收集去势小鼠组和假手术组 Ｐ３代细胞用 ＰＢＳ
洗２次，加入１ｍＬＴＲＩｚｏｌ，提取细胞总ＲＮＡ，琼脂糖凝
胶电泳检测ＲＮＡ纯度，将获取的 ＲＮＡ用反转录试剂
盒合成ｃＤＮＡ，参照 ＧｅｎＢａｎｋ数据库及软件设计引物
（表１）；ＲＴＰＣＲ检测 ｍｉＲＮＡ１８１ａ的表达（反应体系
及反应条件）参照产品说明。

表１　引物基因序列

基因 引物序列

Ｕ６
上游：５′ＣＴＣＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡ３′
下游：５′ＡＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴ３′

ｍｉＲ１８１ａ
上游：５′ＡＡＣＡＴＴＣＡＡＣＧＣＴＧＴＣＧＧＴＧＡＧＴ３′
下游：５′ＣＴＣＣＴＴＡＧＡＡＴＣＴＧＴＴＴＧＣＴＣＴＣＡＴＡ３′

１．２．９　转染ｍｉＲ１８１ａ（ｐｒｅ１８１ａ、ａｎｔ１８１ａ）于 ＭＳＣｓ　
　稀释 ｓｉＰＯＲＴＴＭＮｅｏＦＸＴＭ转染试剂：用５０μＬ不含血
清培养基稀释１μＬ，轻轻混匀并室温孵育５ｍｉｎ；稀释
ｍｉＲＮＡ用 ５０μＬ不含血清培养基稀释 ０．２５μＬ、
２０μｍｏｌ的 ｍｉＲＮＡｍｉｍｉｃ（０．５μＬ２０μｍｏｌ的 ｉｎｈｉｂｉ
ｔｏｒ）存储液，轻轻混匀，室温孵育５ｍｉｎ。将稀释后的
ｓｉＰＯＲＴＴＭＮｅｏＦＸＴＭ转染试剂与稀释后的 ｍｉＲＮＡ轻轻
混匀，室温１０ｍｉｎ静置后加入含有细胞的９６孔板，置
于３７℃的ＣＯ２培养箱４８ｈ。
１．３　统计学分析
　　实验重复３次以上，采用 ＳＰＳＳ１１．０统计软件进
行分析，多组间总体比较用方差分析，两两独立样本比

较用ｔ检验。

２　结果

２．１　血清雌二醇水平测定
　　小鼠术后２个月，对２组小鼠血清雌二醇水平进
行检测，发现ＯＶＸ组２０只小鼠血清雌二醇水平为

（４８．８８±１７．８９）ｐｇ／ｍＬ，Ｓｈａｍ组２０只小鼠血清雌二
醇水平为（１０．４４±３．８０）ｐｇ／ｍＬ，ＯＶＸ组显著低于
Ｓｈａｍ组（Ｐ＜０．０５）。
２．２　ＭｉｃｒｏＣＴ分析骨参数结果
　　小鼠术后２个月，为了验证骨质疏松症模型是否
构建成功，进而分析了 ＯＶＸ组与 Ｓｈａｍ组小鼠骨体积
分数（ＢＶ／ＴＶ）、骨表面积体积比（ＢＳ／ＢＶ）、骨小梁厚
度（Ｔｂ．Ｔｈ）、骨小梁数量（Ｔｂ．Ｎ）及骨小梁分离度（Ｔｂ．
Ｓｐ），结果表明２组差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５，
图１、表２）。

! "

Ａ：假手术组；Ｂ：去势组
图１　ＯＶＸ及Ｓｈａｍ组ＭｉｃｒｏＣＴ二维表现

２．３　ＭＳＣｓ的鉴定
２．３．１　ＭＳＣｓ表型鉴定　　为了验证实验培养的细胞
为ＭＳＣｓ，进行了细胞表面标志及多向分化能力的鉴
定。Ｐ３代ＭＳＣｓ表型鉴定结果见图２，结果表明 Ｓｈａｍ
组细胞ＣＤ３４表达率为４．３％，ＣＤ２９表达率为７６６％，
有６８．５％的细胞表达 ＣＤ７３，有９０．７％表达 Ｓｃａ１（图
２Ａ）；ＯＶＸ组细胞ＣＤ３４表达率为４．６％，ＣＤ２９表达率
为７７．１％，６９．１％的细胞表达 ＣＤ７３，９２３％表达 Ｓｃａ１
（图２Ｂ），提示分离培养的细胞为ＭＳＣｓ。
２．３．２　ＭＳＣｓ向成骨及成脂分化能力鉴定　　 ＭＳＣｓ
成骨诱导２１ｄ，镜下见钙盐沉淀，茜素红染色呈橘红
色，中央区呈褐色，周边偏黄发亮。可见 Ｓｈａｍ组的矿
化结节多于ＯＶＸ组，经过十六烷基吡啶溶解钙化结节
进行定量检测，Ｓｈａｍ组光密度值高于 ＯＶＸ组。成脂
诱导１４ｄ后，镜下可见较多脂滴位于细胞内，脂滴成
串珠样结构，油红Ｏ染色可见透亮的红色。经过异丙
醇溶解脂滴进行定量检测，ＯＶＸ组光密度值高于
Ｓｈａｍ组（图３）。

表２　ＯＶＸ及Ｓｈａｍ组ＭｉｃｒｏＣＴ检测结果（ｎ＝２０，珋ｘ±ｓ）

组别 ＢＶ／ＴＶ（％） ＢＳ／ＢＶ（１／ｍｍ） Ｔｂ．Ｔｈ（ｍｍ） Ｔｂ．Ｎ（１／ｍｍ） Ｔｂ．Ｓｐ（ｍｍ） ＢＭＤ（ｍｇ／ｃｃ）

Ｓｈａｍ组 １９．２５±３．４２ ２６．３４±２．２２ ０．８２１±０．０７ ２．２１±０．３ ０．３３±０．１１ ４３５．７８±１９．４５

ＯＶＸ组 ６．３４±２．６９ ３６．３８±３．１５ ０．０４２±０．０２ ４．３２±０．６ ０．８１±０．１１ ２６７．３３±１７．３３
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图２　Ｐ３代ＭＳＣｓ表型鉴定结果
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化能力比较；Ｆ：两组 ＭＳＣｓ成脂分化能力比较　ａ：Ｐ＜
００５，与 Ｓｈａｍ组比较

图３　骨髓贴壁基质细胞的鉴定

２．４　ＭＳＣｓ的增殖情况
　　ＭＴＴ结果显示，Ｓｈａｍ组与 ＯＶＸ组中的 ＭＳＣｓ增
殖活性在第４天起出现显著差异，Ｓｈａｍ组 ＭＳＣｓ的增
殖能力显著高于ＯＶＸ组（Ｐ＜０．０５，图４）。
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图４　Ｓｈａｍ组与ＯＶＸ组小鼠ＭＳＣｓ生长曲线比较

２．５　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ结果
　　结果显示，ＯＶＸ组ＭＳＣｓ中ｍｉＲ１８１ａ的表达水平
为（１．３８±０．０９），Ｓｈａｍ组为（０．９１±０．０５），ＯＶＸ组ＭＳＣｓ
中ｍｉＲ１８１ａ表达水平显著高于Ｓｈａｍ组（Ｐ＜０．０５）。
２．６　转染ｍｉＲ１８１ａ后ＭＳＣｓ的增殖情况
　　将 Ｐｒｅ１８１ａ、ＰｒｅＮＣ、ＡＮＴ１８１ａ、ＡＮＴＮＣ分别转
染入ＭＳＣｓ，对各组转染后ＭＳＣｓ进行ＲＴＰＣＲ检测，发
现Ｐｒｅ１８１ａ组 ＭＳＣｓ中 ｍｉＲ１８１ａ的表达水平较 Ｐｒｅ
ＮＣ组高，ＡＮＴ１８１ａ组 ＭＳＣｓ中 ｍｉＲ１８１ａ的表达水平

较ＡＮＴＮＣ组高，差异均有统计学意义（Ｐ＜００５，图
５）。ＭＴＴ结果显示，Ｐｒｅ１８１ａ组与 ＰｒｅＮＣ组，ＡＮＴ
１８１ａ组与ＡＮＴＮＣ组ＭＳＣｓ的增殖能力在第４天时差
异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。其中 Ｐｒｅ１８１ａ组较 Ｐｒｅ
ＮＣ组显著降低（Ｐ＜０．０５），而 ＡＮＴ１８１ａ组较 ＡＮＴ
ＮＣ组显著增高（Ｐ＜０．０５，图６）。
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图５　转染ｍｉＲ１８１ａ后各组ｍｉＲ１８１ａ的表达
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图６　转染ｍｉＲ１８１ａ后各组ＭＳＣｓ的增殖能力比较

３　讨论

　　绝经后骨质疏松是由于雌激素缺乏引起的骨形成
障碍的结果，雌激素能通过影响成骨细胞与破骨细胞

的活性来维持骨形成与骨吸收的动态平衡［１１］。骨髓

贴壁基质细胞在适宜条件下能够通过分化形成多种中

胚层组织，包括骨及骨髓基质结缔组织，参与维持骨的

动态平衡，其在骨质疏松发病过程中发挥着重要的作

用［１２］。近年来，ｍｉｃｒｏＲＮＡ其在骨质疏松症中所发挥
的作用受到了越来越多的关注。所以本实验探讨雌激

素缺乏所致骨质疏松中雌激素水平降低对 ＭＳＣｓ中
ｍｉＲ１８１ａ表达的影响，并调控相关靶基因影响 ＭＳＣｓ
的增殖能力。

　　本实验发现，将小鼠双侧卵巢摘除后２个月，其骨
小梁数量、骨密度及骨体积分数与假手术组小鼠相比，

均存在不同程度的降低，该结果与 Ｋｏｖａｃｉｃ等［１３］发现

的相一致。ＭＳＣｓ以多向分化和自我更新的能力为特
征。目前，大多的研究主要聚焦于骨质疏松症病理环

境下ＭＳＣｓ分化能力的改变，而对ＭＳＣｓ增殖能力的改

变研究较少。ＧａｒｃｉａＭｏｒｅｎｏ等［１４］发现，在雌激素缺乏

所致骨质疏松症中，ＭＳＣｓ能够表达Ｆａｓ蛋白从而抑制
其向成骨细胞放向分化，进一步加剧骨质疏松症的产

生。ＳａｎｔｉａｇｏＭｏｒａ等［１５］发现骨质疏松症中ＭＳＣｓ的成
骨能力较弱，而成脂能力较强。Ｙａｎｇ等［１６］发现，在雌

激素缺乏所致骨质疏松症小鼠中存在某种因子导致

ＭＳＣｓ的骨形成能力受损。并且在骨质疏松症小鼠中，
ＭＳＣｓ在骨受损部位的成骨能力也有一定程度的降低，
导致骨质疏松症骨损伤的加剧［１７］。本实验发现，来源

于骨质疏松症小鼠的ＭＳＣｓ成骨能力明显低于假手术
组，而成脂能力明显强于假手术组，则进一步证明了该

结论。更加令人感兴趣的是，本实验发现在骨质疏松

症中ＭＳＣｓ的增殖能力弱于正常小鼠来源的 ＭＳＣｓ，说
明存在某种因素能够影响 ＭＳＣｓ的生物学性能，进而
影响骨质疏松症的发生和发展。ｍｉＲ１８１ａ高表达于
骨髓与胸腺中并参与调控造血干细胞的增殖与分

化［１８－１９］。ｍｉＲ１８１ａ能调控间充质细胞中的 ＴＧＦβ通
路，ＴＧＦβ信号通路可影响大多数细胞的增殖，迁移及
分化［２０－２１］。研究发现ｍｉＲ１８１ａ通过抑制ＴＧＦβ通路
中的 ＴＧＦＢＲ１和 ＴＧＦＢＲＡＰ１两个靶基因调控间充质
细胞的增殖［２２］。本实验发现 ｍｉＲ１８１ａ在雌激素缺乏
的骨质疏松症中其表达增高，表明雌激素缺乏的骨质

疏松症的病理环境下，ＭＳＣｓ中ｍｉＲ１８１ａ表达的改变，
可能对ＭＳＣｓ的生物学特性产生一定作用。近期有研
究发现，在人类骨质疏松症的病理环境中，存在某种

ｍｉｃｒｏＲＮＡ能够调控成骨细胞的分化和增殖，进而可能
对骨质疏松症的发生和发展产生影响［２３］。而 ＭＳＣｓ
作为成骨细胞的前体细胞，ｍｉＲ１８１ａ表达的改变影响
ＭＳＣｓ的生物学性能，则更加可能加剧骨质疏松症的发
生［２４］。在本实验中人为上调或下调 ＭＳＣｓ中的 ｍｉＲ
１８１ａ的水平后，ＭＳＣｓ的增殖出现抑制或增强，提示
ｍｉＲ１８１ａ可能调控了促进细胞增殖的靶基因，ｍｉＲ
１８１ａ上调抑制了这些靶基因的转录后表达，减慢了
ＭＳＣｓ的增殖过程。这与实验中ＯＶＸ组ＭＳＣｓ中ｍｉＲ
１８１ａ表达增高，增殖能力降低相一致。值得思考的是
在本实验中上调 ｍｉＲ１８１ａ后细胞增殖能力提高但仍
不显著，对于这种轻度改变可能是因为生物体内与细

胞增殖相关的靶基因会受到多个 ｍｉｒｏＲＮＡ共同调控。
或者是一个 ｍｉｃｒｏＲＮＡ调控一系列功能相互协同的
ｍｉｃｒｏＲＮＡ来实现的［２５］。因此后续实验将进一步探索

ｍｉＲ１８１ａ在ＭＳＣｓ中与增殖相关的靶基因。
　　综上所述，本实验证明了雌激素缺乏所致的骨质
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疏松症中 ｍｉＲ１８１ａ表达的改变能够影响 ＭＳＣｓ自身
增殖能力，为后续实验探讨绝经后骨质疏松的发生、发

展提供了有力依据。
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