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ｍｉＲ３７０３Ｐ通过调节ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ５Ｂ信号通路抑制人关节软骨细胞增殖

陈蓝妮，张惠姣，徐雪姣，许　珂，朱　岷　　４０００１４重庆，重庆医科大学附属儿童医院内分泌科，国家儿童健康与
疾病临床医学研究中心，儿童发育疾病研究教育部重点实验室，儿科学重庆市重点实验室

　　［摘要］　目的　研究非编码单链 ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ，ｍｉＲＮＡ）ｍｉＲ３７０３Ｐ是否通过调控 ＪＡＫ２／
ＳＴＡＴ５Ｂ信号通路调节人关节软骨细胞（ｈｕｍａｎｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓａｒｔｉｃｕｌａｒ，ＨＣａ）的增殖，并探讨其潜在作用
机制。方法　①通过脂质体转染ＨＣａ细胞构建ｍｉＲ３７０３Ｐ过表达／低表达人关节软骨细胞模型，分为
５组：ｍｉＲ３７０３Ｐ模拟物ｍｉｍｉｃ组（ｍｉＲ３７０３Ｐ过表达组）、ｍｉＲ３７０３Ｐ遏制物 ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组（ｍｉＲ３７０３Ｐ
低表达组）、正常对照组、ｍｉｍｉｃ空载体对照组（ｍｉｍｉｃｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌ，ｍＮＣ）、ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ空载体对照组
（ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌ，ｉＮＣ）。②ｍｉＲＮＡ实时荧光定量ＰＣＲ检测各组 ＨＣａ细胞 ｍｉＲ３７０３Ｐ的表达。
③ｑＲＴＰＣＲ检测各组 ＨＣａ细胞 ＪＡＫ２、ＳＴＡＴ５ＢｍＲＮＡ表达。④Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组 ＨＣａ细胞中
ＪＡＫ２、ＳＴＡＴ５Ｂ蛋白表达。⑤ＭＴＴ比色法检测各组ＨＣａ细胞相对增殖情况。⑥双荧光素酶实验：构建
ＪＡＫ２、ＳＴＡＴ５Ｂ野生型和突变型双荧光素酶报告基因载体，分别与 ｍｉＲ３７０３Ｐ模拟物和阴性对照序列
共转染２９３Ｔ细胞，检测各组荧光素酶活性。结果　ｍｉＲＮＡ实时荧光定量ＰＣＲ结果显示：与正常对照组
相比，ｍｉｍｉｃ组ｍｉＲ３７０３Ｐ表达上调（Ｐ＜０．０５），ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组 ｍｉＲ３７０３Ｐ表达下调（Ｐ＜０．０５），且空载体
对照组和正常对照组之间的差异无统计学意义，表明 ｍｉＲ３７０３Ｐ过表达／低表达软骨细胞模型构建成
功。ｑＲＴＰＣＲ结果显示：相比于正常对照组，ＪＡＫ２和ＳＴＡＴ５Ｂ在ｍｉｍｉｃ组的ｍＲＮＡ相对表达量下调，在
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组ＪＡＫ２ｍＲＮＡ和 ＳＴＡＴ５ＢｍＲＮＡ相对表达量上调（Ｐ＜０．０５）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示：
ＪＡＫ２和ＳＴＡＴ５Ｂ蛋白表达在ｍｉｍｉｃ组也有显著下调，在ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组上调。ＭＴＴ检测结果显示：ｍｉＲ３７０３Ｐ
的过表达会降低ＨＣａ的存活率（Ｐ＜０．０５），提示 ｍｉＲ３７０３Ｐ的过表达会抑制人关节软骨细胞（ＨＣａ）
的增殖。双荧光素酶实验结果显示：ｍｉＲ３７０３Ｐ和ＪＡＫ２ＷＴ（野生型）、ＳＴＡＴ５ＢＷＴ（野生型）质粒共转
染后，荧光表达较对照组有显著下调（Ｐ＜０．０５），提示 ｍｉＲ３７０３Ｐ可与 ＪＡＫ２３′ＵＴＲ、ＳＴＡＴ５Ｂ３′ＵＴＲ直
接结合发挥作用。结论　ｍｉＲ３７０３Ｐ可通过直接靶向调控ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ５Ｂ信号通路进而抑制人关节软
骨细胞（ＨＣａ）的增殖。
　　［关键词］　 ｍｉＲ３７０３Ｐ；ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ５Ｂ；人关节软骨细胞；细胞增殖
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　　矮小症是指身高低于同年龄、同性别健康人身高
均值两个标准差以上或处于第３百分位以下。矮小症
的病因众多，但目前对于矮小症的治疗方式有限，所以

探索矮小症的发生、发展机制成为课题组研究的重要

方向。人的身高主要取决于四肢长骨的纵向生长，生

长板是位于骨骺和干骺端之间的软骨组织，是四肢长

骨纵向生长的关键［１］。人矮小同源盒基因（ｓｈｏｒｔ
ｓｔａｔｕｒｅｈｏｍｏｂｏｘ，ＳＨＯＸ）自胚胎 １２周起至青春期持续
表达于生长板，调节生长板软骨的形成和发育，进而影

响肢体骨骼的发育和线性生长［２－３］。且 ＳＨＯＸ基因具
有剂量依赖性，ＳＨＯＸ基因单倍体剂量不足和多倍体
高剂量在临床上分别表现为矮身材和高身材［３］，且在

临床上ＳＨＯＸ基因单倍体剂量不足（低表达）常常与
特发性矮小（ｉｄｉｏｐａｔｈｉｃｓｈｏｒｔｓｔａｔｕｒｅ，ＩＳＳ）、特纳综合
征［４］以及ＬｅｒｉＷｅｉｌｌ软骨骨生成障碍［５］密切相关。

　　越来越多的证据表明非编码单链 ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏ
ＲＮＡ，ｍｉＲＮＡ）在调节骨发育的过程中发挥着重要作
用［６］。ｍｉＲ３７０３Ｐ是本课题组前期在 ＳＨＯＸ过／低表
达的人关节软骨细胞（ｈｕｍａｎｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓａｒｔｉｃｕｌａｒ，
ＨＣａ）模型中筛选的差异表达的 ｍｉＲＮＡ，在 ＳＨＯＸ基

因低表达组ｍｉＲ３７０３Ｐ较正常对照组表达量升高，提
示我们 ｍｉＲ３７０３Ｐ可能也参与 ＳＨＯＸ基因缺陷相关
性矮小症以及骨骼发育异常的调节过程［３］。

　　ｍｉＲＮＡ靶向预测软件提示 ＪＡＫ２、ＳＴＡＴ５Ｂ可能为
其潜在的靶向分子。生长激素（ｇｒｏｗｔｈｈｏｒｍｏｎｅ，ＧＨ）
胰岛素样生长因子（ｉｎｓｕｌｉｎｌｉｋｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ１，ＩＧＦ１）
生长激素轴是调节生长板的重要的神经内分泌轴，其

中ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ５Ｂ是参与生长激素轴的重要信号通
路［７］。本研究拟以人关节软骨细胞（ＨＣａ）为研究对
象，通过脂质体转染构建 ｍｉＲ３７０３Ｐ过表达／低表达
人关节软骨细胞模型，探讨ｍｉＲ３７０３Ｐ是否通过影响
ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ５Ｂ信号通路参与软骨细胞的增殖过程，为
进一步理解 ｍｉＲ３７０３Ｐ参与 ＳＨＯＸ基因缺陷相关性
矮小症的发生、发展机制提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料
　　包括：２９３Ｔ细胞（由重庆医科大学附属儿童医院
儿科研究所中心实验室保存），ＨＣａ、ＣＭ培养基、软骨
细胞生长添加物、青链霉素、胎牛血清（均订购于美国
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ＳｃｉｅｎＣｅｌｌ实验室），胰蛋白酶（北京百泰克生物技术有
限公司），反转录试剂盒、ＳＹＢＲＱＰＣＲ试剂盒（日本
ＴａＫａＲａ公司），ｍｉＲ３７０３Ｐｍｉｍｉｃｓ／ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ／ｍＮＣ／ｉＮＣ
（上海生工生物工程有限公司），ｍｉＲＮＡＵ６内参引物、
ｍｉＲＮＡ引物（北京天根生化科技有限公司），ＴＲＩｚｏｌ、
ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ２０００、ＯｐｔｉＭＥＭ（美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公
司），全蛋白提取试剂盒（江苏凯基生物技术有限公

司），５×上样缓冲液（上海碧云天生物技术有限公司），
预染蛋白 ｍａｒｋｅｒ（美国Ｔｈｅｒｍｏ公司），ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶
配制试剂盒（上海雅酶生物科技有限公司），兔多克隆

抗 ＪＡＫ２、ＳＴＡＴ５Ｂ一抗（美国 Ａｂｃａｍ公司），兔多克隆
抗βａｃｔｉｎ一抗、山羊抗兔二抗（北京博奥森生物技术
有限公司），ＰＶＤＦ膜、化学发光ＨＲＰ底物ＥＣＬ发光液
（美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）。
１．２　方法
１．２．１　ＴａｒｇｅｔｓｃａｎＨｕｍａｎ７．２ｍｉＲＮＡ靶向预测软件预
测靶基因　　使用 ＴａｒｇｅｔＳｃａｎＨｕｍａｎ７．２（ｈｔｔｐ：／／
ｗｗｗ．ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ．ｏｒｇ）ｍｉＲＮＡ的靶基因生物信息学预测
软件对ｍｉＲ３７０３Ｐ的靶基因及其预测结合位点并进
行分析预测。

１．２．２　过表达／低表达ｍｉＲ３７０３Ｐ的ＨＣａ细胞模型
构建　　在无菌条件下，ＨＣａ细胞置于含５％胎牛血
清、１％青链霉素、１％软骨细胞生长添加物的 ＣＭ培养
基中，于３７℃、５％ＣＯ２恒温孵箱中培养。Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
２０００、ＯｐｔｉＭＥＭ进行 ｍｉＲ３７０３Ｐ转染，分为 ５组：
ｍｉＲ３７０３Ｐ模拟物ｍｉｍｉｃ组（ｍｉＲ３７０３Ｐ过表达组）、
ｍｉＲ３７０３Ｐ遏制物 ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组（ｍｉＲ３７０３Ｐ低表达
组）、正常对照组、空载体对照组 （ｍｉｍｉｃｎｏｒｍａｌ
ｃｏｎｔｒｏｌ，ｍＮＣ）和空 载 体 对 照 组 （ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｎｏｒｍａｌ
ｃｏｎｔｒｏｌ，ｉＮＣ），在无血清培养基中转染 ４ｈ后，换含有
５％胎牛血清的ＣＭ培养基继续培养。
１．２．３　ＲＴＰＣＲ检测 ｍｉＲ３７０３Ｐ转染效率　　ｍｉＲ
３７０３Ｐ转染 ＨＣａ细胞 ２４ｈ后，用 ＴＲＩｚｏｌ提取总
ＲＮＡ，以Ｕ６为内参，采用ｍｉＲｃｕｔｅ增强型ｍｉＲＮＡ荧光
定量检测试剂盒对 ｍｉＲ３７０３Ｐ进行加尾法反转录及
扩增，反转录反应条件：４２℃ ６０ｍｉｎ、９５℃ ２ｍｉｎ，进
行 ｍｉＲＮＡ加Ａ尾反应和反转录反应，９５℃ ３ｍｉｎ酶
失活反应；ｑＲＴＰＣＲ反应条件：９５℃ １５ｍｉｎ（起始模
板变性），９４℃ ２０ｓＰＣＲ（循环中模板变性）、６０℃ ３４ｓ
（退火、延伸）共４０个循环，检测各组ｍｉＲ３７０３Ｐ相对
表达量。

１．２．４　ＲＴＰＣＲ检测各组 ＪＡＫ２、ＳＴＡＴ５ＢｍＲＮＡ表达
量　　ｍｉＲ３７０３Ｐ转染 ＨＣａ细胞 ２４ｈ后，用 ＴＲＩｚｏｌ
提取总ＲＮＡ，以ＧＡＰＤＨ为内参，采用ＲＴＰＣＲ试剂盒
对ｍｉＲ３７０３Ｐ过表达组、ｍｉＲ３７０３Ｐ低表达组、正常
对照组、ｍｉｍｉｃＮＣ组和 ｉｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣ组 ＪＡＫ２、ＳＴＡＴ５Ｂ

进行反转录和扩增，反转录的条件设定为４２℃２ｍｉｎ、
３７℃ １５ｍｉｎ、８５℃ ５ｓ，实时荧光定量 ＰＣＲ条件设定
为９５℃３ｍｉｎ、９５℃１０ｓ、６０℃３０ｓ，共３９个循环，检
测各组 ＪＡＫ２、ＳＴＡＴ５Ｂ的表达量。ＪＡＫ２引物序列上
游：５′ＧＣＡＡＣＡＧＡＧＣＣＴＡＴＣＧＧＣＡＴＧＧ３′，下 游：５′
ＣＣＧＣＣＡＣＴＧＡＧＣＡＡＡＧＡＧＧＴＡＡＧ３′，９２ｂｐ；ＳＴＡＴ５Ｂ
引物序列上游：５′ＧＣＧＧＡＡＧＣＡＧＣＡＧＡＣＣＡＴＣＡＴＣ３′，
下游：５′ＧＣＣＡＡＣＴＴＣＴＣＡＣＡＣＣＡＧＧＡＣＴＧ３′，１２９ｂｐ。
１．２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组 ＪＡＫ２、ＳＴＡＴ５Ｂ蛋白表
达量　　ｍｉＲ３７０３Ｐ转染 ＨＣａ细胞４８ｈ后，用全蛋
白提取试剂盒提取蛋白，ＢＣＡ法测蛋白浓度后，９７℃
将蛋白变性 １０ｍｉｎ，置于－８０℃冰箱保存待用。以
βａｃｔｉｎ为内参，以２０μｇ／孔加样，１０％ＳＤＳＰＡＧＥ电泳
分离蛋白，２５０ｍＡ恒流转膜２ｈ，快速封闭液室温下摇
床封闭２５ｍｉｎ，加入兔单克隆一抗 ＪＡＫ２、ＳＴＡＴ５Ｂ、内
参βａｃｔｉｎ４℃下摇床孵育过夜，辣根过氧化物酶标记
的羊抗兔二抗室温下孵育１ｈ，ＴＢＳＴ洗膜３遍并显影，
用ＩｍａｇｅＬａｂ软件分析条带灰度值，ＳＰＳＳ２５．０软件分
析各组蛋白灰度值趋势。

１．２．６　ＭＴＴ检测各组细胞增殖　　ｍｉＲ３７０３Ｐ转染
ＨＣａ细胞２４ｈ后，在９６孔板中以３×１０４／孔铺板，每
孔加入１００μＬＣＭ培养基，每组 ３个复孔，分别在铺
板２４、４８、７２ｈ后，每孔加入 １０μＬＭＴＴ试剂，３７℃、
５％ＣＯ２恒温孵箱中培养 ４ｈ后，弃掉培养基，加入
ＤＭＳＯ１５０μＬ／孔，室温下摇床混匀 １０ｍｉｎ，酶标仪
４９０ｎｍ下测定光密度值 Ｄ（４９０），检测各组细胞存活
率情况。

１．２．７　双荧光素酶实验检测 ｍｉＲ３７０３Ｐ和 ＪＡＫ２、
ＳＴＡＴ５Ｂ的结合情况　　将 ２９３Ｔ细胞以每孔 ５×１０５

个铺板于１２孔板，于３７℃、５％ＣＯ２恒温孵箱中培养
２４ｈ。配制 ｍｉＲ３７０３Ｐ和 ＪＡＫ２、ＳＴＡＴ５Ｂ报告载体转
染液，共分为１０组：①ＪＡＫ２３′ＵＴＲ野生型（ＷＴ）＋ｈｓａ
ｍｉＲ３７０３Ｐ；②ＪＡＫ２３′ＵＴＲ突变型（ＭＵＴ）＋ｈｓａｍｉＲ
３７０３ｐ；③ＪＡＫ２３′ＵＴＲ野生型（ＷＴ）＋ｈｓａｍｉＲ３７０３Ｐ
ＮＣ；④ＪＡＫ２３′ＵＴＲ突变型（ＭＵＴ）＋ｈｓａｍｉＲ３７０３Ｐ
ＮＣ；⑤空白对照组１（对照质粒＋ｈｓａｍｉＲ３７０３ＰＮＣ）；
⑥空白对照组２（对照质粒＋ｍｉＲ３７０３ｐ）；⑦ＳＴＡＴ５Ｂ
３′ＵＴＲ野生型（ＷＴ）＋ｈｓａｍｉＲ３７０３ｐ；⑧ＳＴＡＴ５Ｂ３′
ＵＴＲ突变型（ＭＵＴ）＋ｈｓａｍｉＲ３７０３ｐ；⑨ＳＴＡＴ５Ｂ３′
ＵＴＲ野生型（ＷＴ）＋ｈｓａｍｉＲ３７０３ｐＮＣ；瑏瑠ＳＴＡＴ５Ｂ３′
ＵＴＲ突变型（ＭＵＴ）＋ｈｓａｍｉＲ３７０３ｐＮＣ。在无血清
ＤＭＥＭ培养基中加入转染液后，在３７℃恒温培养箱中
反应５ｈ，换１０％血清的 ＤＭＥＭ培养基继续培养至转
染后２４ｈ收样，使用双荧光素酶检测系统检测，并进
行统计与分析。
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Ａ：ｍｉＲ３７０３Ｐ／ＪＡＫ２；Ｂ：ｍｉＲ３７０３Ｐ／ＳＴＡＴ５Ｂ

图１　ＴａｒｇｅｔｓｃａｎＨｕｍａｎ７．２靶向基因预测结果

１．３　统计学分析
　　采用 ＳＰＳＳ２５．０软件进行统计学分析，ＧｒａｐｈＰａｄ
Ｐｒｉｓｍ７．０绘图。计量资料以 珋ｘ±ｓ表示，两组间均数比
较采用独立样本ｔ检验，Ｐ＜０．０５表示差异具有统计学
意义。

２　结果

２．１　ＴａｒｇｅｔｓｃａｎＨｕｍａｎ７．２ｍｉＲＮＡ靶向基因的预测
　　软件提示ＪＡＫ２、ＳＴＡＴ５Ｂ可能为ｍｉＲ３７０３Ｐ靶向
基因，并预测其结合位点，见图１。
２．２　ｍｉＲ３７０３Ｐ转染效率
　　相比于正常对照组，ｍｉＲ３７０３Ｐｍｉｍｉｃ组 ｍｉＲ
３７０３Ｐ表达上调，ｍｉＲ３７０３Ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组 ｍｉＲ３７０３Ｐ
表达下调（图 ２），提示 ｍｉＲ３７０３Ｐ差异表达的 ＨＣα
模型构建成功。空载体对照组与正常对照组之间的差

异无统计学意义，提示载体对ｍｉＲ３７０３Ｐ转染软骨细
胞的干扰可不计。
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１：ｍｉＲ３７０３Ｐｍｉｍｉｃ（过表达）组；２：ｍｉＲ３７０３Ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
（低表达）组；３：正常对照组；４：ｍｉｍｉｃ空载体对照组；
５：ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ空载体对照组；ａ：Ｐ＜０．０５，与正常对照组比较

图２　ｍｉＲ３７０３Ｐ在各组ＨＣａ细胞中的表达（ｎ＝３）

２．３　ｍｉＲ３７０３Ｐ对 ＨＣａ细胞中 ＪＡＫ２、ＳＴＡＴ５Ｂ
ｍＲＮＡ表达的影响

　　与正常对照组相比，ｍｉＲ３７０３Ｐｍｉｍｉｃ组 ＪＡＫ２、
ＳＴＡＴ５ＢｍＲＮＡ表达下调，ｍｉＲ３７０３Ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组

ＪＡＫ２、ＳＴＡＴ５ＢｍＲＮＡ表达上调（Ｐ＜０．０５，图３），提示
在转录水平过表达 ｍｉＲ３７０３Ｐ会抑制 ＪＡＫ２、ＳＴＡＴ５Ｂ
ｍＲＮＡ的表达。
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１：ｍｉＲ３７０３Ｐｍｉｍｉｃ（过表达）组；２：ｍｉＲ３７０３Ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
（低表达）组；３：正常对照组；４：ｍｉｍｉｃ空载体对照组；
５：ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ空载体对照组；ａ：Ｐ＜０．０５，与正常对照组比较

图３　ｍｉＲ３７０３Ｐ对ＨＣａ细胞中ＪＡＫ２（Ａ）、
ＳＴＡＴ５Ｂ（Ｂ）ｍＲＮＡ表达的影响（ｎ＝３）

２．４　ｍｉＲ３７０３Ｐ对ＨＣａ细胞中ＪＡＫ２、ＳＴＡＴ５Ｂ蛋白
表达的影响

　　相比于正常对照组，ｍｉＲ３７０３Ｐｍｉｍｉｃ组 ＪＡＫ２、
ＳＴＡＴ５Ｂ蛋白表达下调，ｍｉＲ３７０３Ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组 ＪＡＫ２、
ＳＴＡＴ５Ｂ蛋白表达上调（Ｐ＜０．０５，图４），提示在翻译水平
过表达ｍｉＲ３７０３Ｐ会抑制ＪＡＫ２、ＳＴＡＴ５Ｂ蛋白的表达。
２．５　ｍｉＲ３７０３Ｐ对ＨＣａ细胞存活率的影响
　　ｍｉＲ３７０３Ｐｍｉｍｉｃ组、ｍｉＲ３７０３Ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组、空
载体对照组和正常对照组在转染铺板后２４、４８、７２ｈ，
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组内各时间点细胞的相对增殖率差异无统计学意义；

与正常对照组和空载体对照组相比，ｍｉＲ３７０３Ｐ
ｍｉｍｉｃ转染组在２４、４８、７２ｈ细胞的存活率降低，ｍｉＲ
３７０３Ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ转染组在２４、４８、７２ｈ细胞的存活率增
加，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５，图 ５）。提示过表
达ｍｉＲ３７０３Ｐ会抑制ＨＣａ细胞增殖。
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组 ＪＡＫ２、ＳＴＡＴ５Ｂ蛋白表达水平；
Ｂ、Ｃ：分别为ＪＡＫ２与ＳＴＡＴ５Ｂ蛋白相对表达量的定量分析
（ｎ＝３）　１：ｍｉＲ３７０３Ｐｍｉｍｉｃ（过表达）组；２：ｍｉＲ３７０３Ｐ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ（低表达）组；３：正常对照组；４：ｍｉｍｉｃ空载体对照
组；５：ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ空载体对照组；ａ：Ｐ＜０．０５，与正常对照组
比较

图４　ｍｉＲ３７０３Ｐ对ＨＣａ细胞中ＪＡＫ２、ＳＴＡＴ５Ｂ蛋白
表达的影响
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ａ：Ｐ＜０．０５与正常对照组比较

图５　ｍｉＲ３７０３Ｐ对ＨＣａ细胞相对存活率的影响（ｎ＝３）

２．６　ｍｉＲ３７０３Ｐ作用下各组细胞中 ＪＡＫ２、ＳＴＡＴ５Ｂ
的荧光表达变化

　　双荧光素酶实验结果显示：ｍｉＲ３７０３Ｐ和 ＪＡＫ２
ＷＴ（野生型）、ＳＴＡＴ５ＢＷＴ（野生型）质粒共转染后，荧
光表达相比于对照组有显著下调（Ｐ＜０．０５，图６），提
示ｍｉＲ３７０３Ｐ可与ＪＡＫ２３′ＵＴＲ、ＳＴＡＴ５Ｂ３′ＵＴＲ直接
结合发挥调控作用。
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１：ＪＡＫ２３′ＵＴＲ野生型（ＷＴ）＋ｈｓａｍｉＲ３７０３Ｐ；：２：ＪＡＫ２

３′ＵＴＲ突变型（ＭＵＴ）＋ｈｓａｍｉＲ３７０３ｐ；３：ＪＡＫ２３′ＵＴＲ野

生型（ＷＴ）＋ｈｓａｍｉＲ３７０３ＰＮＣ；４：ＪＡＫ２３′ＵＴＲ突变型

（ＭＵＴ）＋ｓａｍｉＲ３７０３ＰＮＣ；５：空白对照组 １（对照质粒＋

ｈｓａｍｉＲ３７０３ＰＮＣ）；６：空白对照组 ２（对照质粒＋ｍｉＲ

３７０３ｐ）；７：ＳＴＡＴ５Ｂ３′ＵＴＲ野生型（ＷＴ）＋ｈｓａｍｉＲ３７０

３ｐ；８：ＳＴＡＴ５Ｂ３′ＵＴＲ突变型（ＭＵＴ）＋ｈｓａｍｉＲ３７０３Ｐ；

９：ＳＴＡＴ５Ｂ３′ＵＴＲ野生型 （ＷＴ）＋ｈｓａｍｉＲ３７０３ＰＮＣ；

１０：ＳＴＡＴ５Ｂ３′ＵＴＲ突变型（ＭＵＴ）＋ｈｓａｍｉＲ３７０３ＰＮＣ；

ａ：Ｐ＜０．０５，与空白对照组比较

图６　双荧光素酶实验检测ｍｉＲ３７０３Ｐ作用下ＪＡＫ２（Ａ）、

ＳＴＡＴ５Ｂ（Ｂ）的荧光相对变化（ｎ＝３）

３　讨论

　　矮小症的发生与骨骼的发育异常密切相关，骨骼
的发育主要包括膜内成骨和软骨内骨化两种方式，人

的身高主要取决于四肢长骨的生长发育，其中四肢长

骨生长发育主要是通过软骨内骨化方式［８－９］，软骨细

胞的增殖是参与软骨内骨化的重要过程。且有研究表

６１２１ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（１３）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



明微小ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ，ｍｉＲＮＡ）在软骨细胞增殖过
程中发挥了重要的调控作用［１０］。生物信息学提示

ｍｉＲ３７０３Ｐ可能通过作用于 ＪＡＫ２、ＳＴＡＴ５Ｂ信号分子
参与软骨细胞生长发育过程的调控。

　　微小ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ，ｍｉＲＮＡ）是广泛存在于真核
生物体内的约由２２个核苷酸组成的内源性非编码单
链ＲＮＡ，通过与ｍＲＮＡ的３′非翻译区的互补序列相结
合，对靶基因产生降解或抑制翻译的生物学效应，从而

调控基因的表达［１１］。有研究发现 ｍｉＲ３７０３Ｐ可通过
靶向骨形态发生蛋白 ２（ｂｏｎｅｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎ，
ＢＭＰ２）进而调控成骨细胞的分化［１１］；ｍｉＲ３７０３Ｐ在
人骨髓间充质干细胞中可通过上调 ｗｎｔ２Ｂ，从而促进
其成骨作用［１２］。但ｍｉＲ３７０３Ｐ在人关节软骨细胞中
的分子调控机制目前尚未探明。本研究通过脂质体转

染方法构建了ｍｉＲ３７０３Ｐ过表达／低表达人关节软骨
细胞（ＨＣα）模型，ｍｉＲＮＡ实时荧光定量ＰＣＲ显示：过
表达组的ｍｉＲ３７０３Ｐ表达显著高于正常对照组，低表
达组相比于正常对照组ｍｉＲ３７０３Ｐ表达量降低，且两
个空载体对照组与正常对照组之间的差异无统计学意

义，提示 ｍｉＲ３７０３Ｐ过表达／低表达 ＨＣａ模型构建
成功。

　　ＪＡＫ２能参与调控细胞的增殖、分化和细胞因子的
产生等生物学过程［１３］，ＪＡＫ２通过启动ＳＴＡＴ通路的信
号级联影响其下游信号分子发挥其作用，其中 ＳＴＡＴ５
与细胞的增殖密切相关［１４］。在 ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ５Ｂ信号通
路中，ＳＴＡＴ５Ｂ被激活后进入细胞核调控靶基因表达，
引起软骨细胞增殖，进而刺激骨骼发育以促进生

长［１５－１６］，且临床上ＳＴＡＴ５Ｂ缺陷患者表现为生长激素
不敏感综合征（ｇｒｏｗｔｈｈｏｒｍｏｎｅｉｎｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｓｙｎｄｒｏｍｅ，
ＧＨＩＳ）、严重的胰岛素样生长因子缺陷（ｉｎｓｕｌｉｎｌｉｋｅ
ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ，ＩＧＦＤ）以及严重的出生后生长
迟滞［１７］。

　　本研究双荧光素酶实验提示 ｍｉＲ３７０３Ｐ可与
ＪＡＫ２３′ＵＴＲ、ＳＴＡＴ５Ｂ３′ＵＴＲ直接结合发挥其调控作
用；通过对软骨细胞 ｍｉＲ３７０３Ｐ过表达处理后，
ＪＡＫ２、ＳＴＡＴ５Ｂ信号分子在转录水平的 ｍＲＮＡ表达下
调；且通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验验证了在蛋白水平 ｍｉＲ
３７０３Ｐ过表达也会抑制 ＪＡＫ２、ＳＴＡＴ５Ｂ蛋白的表达；
在本研究 ＭＴＴ细胞增殖实验中，分别在细胞铺板后
２４、４８、７２ｈ检测各组细胞存活率，相比于正常对照组，
ｍｉＲ３７０３Ｐ过表达组人关节软骨细胞的存活率降低，
表明过表达 ｍｉＲ３７０３Ｐ会抑制人关节软骨细胞的增

殖。本研究在转录、翻译和细胞水平进一步证实了

ｍｉＲ３７０３Ｐ通过影响 ＪＡＫ２／ＳＴＳＴ５Ｂ信号通路进而调
控软骨细胞增殖过程的实验设想。但 ｍｉＲ３７０３Ｐ在
ＳＨＯＸ基因缺陷相关性矮小患儿机体中的具体作用机
制尚待进一步研究。

　　综上所述，ｍｉＲ３７０３Ｐ可通过直接靶向 ＪＡＫ２、
ＳＴＡＴ５Ｂ信号分子从而抑制人关节软骨细胞（ＨＣａ）的
增殖，进而调节骨骼的发育过程，为阐明ＳＨＯＸ基因缺
陷相关性矮小症的发生、发展机制提供了新的理论

依据。
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