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［摘　要］　目的　探讨 ｍｉＲ２７ｂ３ｐ在颈脊髓损伤后骨质疏松症（ＣＳＣＩＯＰ）发展中的作用与机制。方法　定量 ＰＣＲ检测
３０例ＣＳＣＩＯＰ患者及５０例健康体检者外周血中ｍｉＲ２７ｂ３ｐ的表达。ＢＭＰ２诱导骨髓间充质干细胞（ＭＳＣｓ）成骨，采用定量ＰＣＲ检
测 ＭＳＣｓ中ｍｉＲ２７ｂ３ｐ和成骨相关基因的ｍＲＮＡ水平。使用ｍｉＲ２７ｂ３ｐｍｉｍｉｃ过表达或使用ｍｉＲ２７ｂ３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ下调ｍｉＲ２７ｂ３ｐ
后检测ｍｉＲ２７ｂ３ｐ的ｍＲＮＡ水平，探讨ｍｉＲ２７ｂ３ｐ对ＭＳＣｓ成骨相关基因的调控作用。用茜素红染色检测过表达 ｍｉＲ２７ｂ３ｐ后
ＭＳＣｓ的成骨能力。双荧光素酶报告基因检测验证ｍｉＲ２７ｂ３ｐ与ＨＩＦ１ＡＮ的结合情况。通过挽救实验验证ｍｉＲ２７ｂ３ｐ是否可以通
过靶向ＨＩＦ１ＡＮ调控骨质疏松症的发展。建立 ＣＳＣＩＯＰ大鼠模型验证 ｍｉＲ２７ｂ３ｐ和 ＨＩＦ１ＡＮ的表达，ｍｉｃｒｏＣＴ观察 ｍｉＲ２７ｂ３ｐ
ｍｉｍｉｃ对 ＣＳＣＩＯＰ大鼠股骨组织骨量的影响。结果　ＣＳＣＩＯＰ组患者外周血中 ｍｉＲ２７ｂ３ｐ的表达低于对照组（Ｐ＜０．０５）。
ｍｉＲ２７ｂ３ｐ的表达随着成骨诱导时间的延长而上调（Ｐ＜０．０５）。过表达 ｍｉＲ２７ｂ３ｐ可促进 ＭＳＣｓ成骨相关基因 ＡＬＰ、Ｒｕｎｘ２、ＯＰＮ
的ｍＲＮＡ表达（Ｐ＜０．０５）。ＭＳＣｓ过表达ｍｉＲ２７ｂ３ｐ后，钙化结节数量增加（Ｐ＜０．０５）。双荧光素酶报告基因检测证实ＨＩＦ１ＡＮ与
ｍｉＲ２７ｂ３ｐ具有多个结合位点。ＨＩＦ１ＡＮ的ｍＲＮＡ和蛋白水平均受到ｍｉＲ２７ｂ３ｐ的负调控。挽救实验表明，过表达 ＨＩＦ１ＡＮ抑制
了ｍｉＲ２７ｂ３ｐ对 ＭＳＣｓ成骨的促进作用（Ｐ＜０．０５）。ＣＳＣＩＯＰ大鼠中 ＨＩＦ１ＡＮ的表达上调（Ｐ＜０．０５），体内 ｍｉｃｒｏＣＴ观察到
ｍｉＲ２７ｂ３ｐｍｉｍｉｃ促进了ＣＳＣＩＯＰ大鼠ＡＬＰ、Ｒｕｎｘ２和ＯＰＮ的表达，增加了ＢＶ／ＴＶ（Ｐ＜０．０５），而这些作用都被 ＨＩＦ１ＡＮ过表达所
抑制（Ｐ＜０．０５）。结论　ｍｉＲ２７ｂ３ｐ在骨质疏松症患者外周血中高表达，其可通过靶向抑制ＨＩＦ１ＡＮ促进成骨分化并抑制ＣＳＣＩＯＰ
的发生和进展。
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ｍｉＲ２７ｂ３ｐｉｎｃｒｅａｓｅｄｗｉｔｈｔｈｅｐｒｏｌｏｎｇａｔｉｏｎｏｆｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃｉｎｄｕｃｔｉｏｎｔｉｍｅ（Ｐ＜０．０５）．ＯｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉＲ２７ｂ３ｐｃｏｕｌｄｐｒｏｍｏｔｅｔｈｅ
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　　颈脊髓损伤是世界难治性病症，呈高发生率和高
致残率等特点［１２］。骨质疏松症是颈脊髓损伤的常见

并发症和主要危险因素［３４］。因此，急需探讨颈脊髓损

伤后骨质疏松症（ｃｅｒｖｉｃａｌｓｐｉｎａｌｃｏｒｄｉｎｊｕｒｙｃａｕｓｅｄ
ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓ，ＣＳＣＩＯＰ）的发病机制并探索针对性治疗
方法以避免颈脊髓损伤后发展为骨质疏松症。微小

ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ，ｍｉＲＮＡ）普遍存在于生物体内，在结
构、功能和进化上具有高度保守性，是调节其他功能基

因表达的重要分子。ｍｉＲＮＡ还可以调控骨质疏松症中
间充质干细胞（ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＭＳＣｓ）的成骨分
化［５］，但具体机制的研究尚处于初始阶段。ｍｉＲ２７ｂ３ｐ
是一种重要的干细胞分化和细胞凋亡调节 ｍｉＲＮＡ，研
究已证实ｍｉＲ２７ｂ３ｐ能通过特异性下调过氧化物酶
体增殖物激活受体 γ促进 ＭＳＣｓ的成骨分化［６］。然

而，ｍｉＲ２７ｂ３ｐ在 ＣＳＣＩＯＰ中的调控作用并不明确。
本研究在体外和体内研究ｍｉＲ２７ｂ３ｐ对ＭＳＣｓ成骨分
化的调节，并通过 ＣＳＣＩＯＰ大鼠模型验证 ｍｉＲ２７ｂ３ｐ
及其靶基因缺氧诱导因子 １α抑制剂 （ｈｙｐｏｘｉａ
ｉｎｄｕｃｉｂｌｅｆａｃｔｏｒ１αｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，ＨＩＦ１ＡＮ）对成骨分化的影
响，并探讨其机制，现报告如下。

１　材料与方法

１．１　试剂与耗材
大鼠ＭＳＣｓ（ＣＰＲ１３１细胞）购于武汉普诺赛生命

科技有限公司。ＤＭＥＭ、青霉素、链霉素购于美国
ＧＩＢＣＯ公司。胎牛血清（ｆｅｔａｌｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍ，ＦＢＳ）购于
美国 ＭｅｒｃｋＭｉｌｌｉｐｏｒｅ公司。重组大鼠骨形成蛋白 ２
（ｂｏｎｅｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎ，ＢＭＰ２）购于美国Ｓｉｇｍａ公
司。ｍｉＲ２７ｂ３ｐ抑制剂（ｍｉＲ２７ｂ３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ）及其阴
性对照（ＮＣｉｎｈｉｂｉｔｏｒ）、ｍｉＲ２７ｂ３ｐ拟似物（ｍｉＲ２７ｂ３ｐ
ｍｉｍｉｃ）及其阴性对照（ＮＣｍｉｍｉｃ）均购于上海吉玛公
司。ＨＩＦ１ＡＮ过表达质粒（ＨＩＦ１ＡＮＯＥ）及其阴性对照
（ＮＣＯＥ）构建于上海吉玛公司。茜素红染色试剂盒
购于上海 Ｂｅｙｏｔｉｍｅ公司。Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００购于美
国ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司。ＲＩＰＡ裂解缓冲液购
于上海 Ｂｅｙｏｔｉｍｅ公司。ＴＲＩｚｏｌ试剂购于美国 Ｔｈｅｒｍｏ
ＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司。ＴｒａｎｓＳｃｒｉｐｔ和 ｃＤＮＡ合成试剂
盒购于北京天根生物有限公司。ＵｎｉｖｅｒｓａｌＳＹＢＲ
ＧｒｅｅｎＦａｓｔｑＰＣＲＭｉｘＫｉｔ购于美国 ＡＢｃｌｏｎａｌ公司。双

荧光素酶报告基因检测试剂盒（ＲＧ０２７）购于上海
Ｂｅｙｏｔｉｍｅ公司。ＧＡＰＤＨ（＃９７１６６）购于美国 ＣｅｌｌＳｉｇｎａ
ｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司。ＨＲＰ偶联的亲和山羊抗小鼠
ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）和山羊抗兔ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）二抗（ＳＡ００００１１）
购于美国ＰｒｏｔｅｉｎＴｅｃｈＧｒｏｕｐ公司。ＰＶＤＦ膜购于美国
ＭｅｄＣｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓ公司。Ｒｕｎｘ２（８４８６Ｓ）的一抗购于美国
ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公 司。ＨＩＦ１ＡＮ（批 号：
２０２１０３０７）、ＡＬＰ（批号：２０２１０７００７）、ＯＰＮ（批号：
２０２１１０２８）的一抗购于北京生工生物公司。６０只 ＳＤ
大鼠购于海南药物研究所有限责任公司（许可证号：

ＳＣＸＫ２０２００００７）。
１．２　ＣＳＣＩＯＰ患者的临床标本

本研究纳入ＣＳＣＩＯＰ患者３０例作为ＣＳＣＩＯＰ组，
同时纳入健康体检者５０例作为对照组，收集研究对象
的外周血标本。经统计学分析 ２组性别、年龄、体质
量、身高等一般资料比较差异均无统计学意义

（Ｐ＞０．０５），具有可比性。临床标本的研究经我院伦
理委员会审批通过（２０２０１５９５ＬＣ），受试者均对本研
究知情同意。ＣＳＣＩＯＰ组患者纳入标准：符合颈脊髓
损伤后骨质疏松症的临床诊断标准；伴不同程度的颈

椎节段疼痛表现；经Ｘ射线骨密度测定仪检测颈椎骨
密度ＴＳｃｏｒｅ≤－２．５ＳＤ；碱性磷酸酶、钙、磷值经生化
检测在正常范围内。排除标准：有内分泌疾病、类风湿

性关节炎等；长期服用糖皮质激素、孕激素、雄激素、雌

激素、异黄酮、双膦酸盐以及降钙素等影响骨代谢的药

物；患有严重神经系统、心脏系统或消化系统疾病；血

压＞１６０／９５ｍｍＨｇ；存在糖尿病史；过敏体质以及对雷
奈酸锶等药物过敏；其他继发性骨质疏松症；患有严重

精神疾病。

１．３　ＭＳＣｓ培养
将ＭＳＣｓ置于含１０％ＦＢＳ、１％青霉素和１％链霉

素的ＤＭＥＭ培养基中，在３７℃、含有９５％空气和５％
ＣＯ２的湿润培养箱中培养，每２ｄ换液１次。将汇合率
达到７０％的对数生长期细胞用于后续实验。
１．４　成骨分化诱导

在含有 １０％ＦＢＳ的完全 ＤＭＥＭ培养基中加入
ＢＭＰ２（３００ｎｇ／ｍＬ）培养 ＭＳＣｓ，以诱导 ＭＳＣｓ成骨分
化，每３ｄ更换１次培养基。诱导成骨１ｄ、３ｄ、７ｄ后
用茜素红染色检查基质矿化或钙沉积，通过倒置显微
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镜观察细胞，并用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测成骨分化标志物
ＡＬＰ、ＯＰＮ、Ｒｕｎｘ２的表达。
１．５　细胞转染

从ｍｉＲＢａｓｅ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｍｉｒｂａｓｅ．ｏｒｇ／）获得成熟的
ｍｉＲ２７ｂ３ｐ序列。当细胞汇合率达到７０％时，加入ＢＭＰ２
（３００ｎｇ／ｍＬ）并联合转染１０ｎｍｏｌ／Ｌ的ｍｉＲ２７ｂ３ｐｍｉｍｉｃ
或１０ｎｍｏｌ／Ｌ的 ｍｉＲ２７ｂ３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，并于３７℃下孵
育２４ｈ。
１．６　茜素红染色

ＭＳＣｓ细胞培养１４ｄ后矿化形成不透明的钙化结
节。细胞样品用 ＰＢＳ洗涤 １～２次，９５％乙醇固定
１０ｍｉｎ，再用 ＰＢＳ洗涤１～２次，用０．１％茜素红溶液
染色１０ｍｉｎ。最后用ＰＢＳ冲洗，倒置光学显微镜下观
察细胞中的钙结节。

１．７　双荧光素酶报告基因检测
使用ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ数据库版本７．１（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｔａｒ

ｇｅｔｓｃａｎ．ｏｒｇ／ｖｅｒｔ＿７１／）预测 ｍｉＲ２７ｂ３ｐ的靶基因。设
计野生型（ＷＴ）和突变型（ＭＵＴ）ＨＩＦ１ＡＮ３ＵＴＲ荧光
素酶报告载体，使用ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００将ｍｉＲ２７ｂ３ｐ
ｍｉｍｉｃ或ＮＣｍｉｍｉｃ与构建的 ＷＴ或 ＭＵＴ荧光素酶报
告载体共转染到 ＭＳＣｓ细胞中；２４ｈ后使用双荧光素
酶报告基因检测试剂盒评估荧光素酶活性。

１．８　定量ＰＣＲ
诱导ＭＳＣｓ成骨１ｄ、３ｄ、７ｄ后，根据说明书，使用

ＴＲＩｚｏｌ试剂分离总 ＲＮＡ。然后使用 ＲｅｖｅｒｔＡｉｄＦｉｒｓｔ
ＳｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ合成 ｃＤＮＡ。使用 ｉＴａｑＵｎｉ
ｖｅｒｓａｌＳＹＢＲＧｒｅｅｎＳｕｐｅｒｍｉｘ（ＢｉｏＲａｄ）进行定量ＰＣＲ。
ｍｉＲ２７ｂ３ｐ的序列是５ＵＡＵＧＧＣＵＵＵＣＵＵＵＵＣＣＵＧＵ
ＧＵＧ３。所用引物为：ｍｉＲ２７ｂ３ｐ，正向 ５ＡＧＣＡＴＡ
ＡＴＡＣＡＧＣＡＧＧＣＡＣＡＧＡＣ３，反向５ＡＡＡＧＧＴＴＴＧＴＴＣ
ＴＣＣＡＣＴＣＴＣＴＣＡＣ３；ＨＩＦ１ＡＮ，正向 ５ＧＴＡＣＴＧＧＴＧ
ＧＣＡＴＣＡＣＡＴＡＧＡＧ３，反向５ＣＴＧＡＴＧＧＧＣＴＴＴＧＡＧＡ
ＧＧＡＴＡＴＴ３；ＧＡＰＤＨ，正向５ＡＧＣＴＴＣＧＧＣＡＣＡＴＡＴＴＴ
ＣＡＴＣＴＧ３，反向５ＣＧＴＴＣＡＣＴＣＣＣＡＴＧＡＣＡＡＡＣＡ３；
Ｕ６，正向５ＴＴＧＡＣＴＣＣＡＣＡＡＡＡＧＧＧＡＡＧＡＡＧ３，反向
５ＴＣＣＡＧＡＧＧＴＣＴＧＴＴＧＡＡＴＣＣＧ３。ＧＡＰＤＨ或Ｕ６用
作内部对照。ＨＩＦ１ＡＮ的表达采用２△△Ｃｔ法进行分析。
１．９　ＣＳＣＩＯＰ大鼠模型

６０只ＳＰＦ级成年雄性ＳＤ大鼠，鼠龄７周，体质量
（２２５±１１）ｇ，在正常明／暗（１２ｈ／１２ｈ）循环的温控室
中饲养，室温（２３±２）℃，自由进食和饮水。将６０只
ＳＤ大鼠随机分为 Ｃｏｎｔｒｏｌ组、ＯＰ组、ＮＣｍｉｍｉｃ＋ＯＰ
组、ｍｉＲ２７ｂ３ｐｍｉｍｉｃ＋ＯＰ组、ＮＣＯＥ＋ｍｉＲ２７ｂ３ｐ

ｍｉｍｉｃ＋ＯＰ组、ＨＩＦ１ＡＮＯＥ＋ｍｉＲ２７ｂ３ｐｍｉｍｉｃ＋ＯＰ组，
每组１０只。其中，ＨＩＦ１ＡＮＯＥ＋ｍｉＲ２７ｂ３ｐｍｉｍｉｃ＋
ＯＰ组大鼠使用戊巴比妥钠 （２％ 戊巴比妥钠
０．３ｍＬ／１００ｇ体质量，腹腔注射）全身麻醉，经尾静脉
注射 ＨＩＦ１ＡＮＯＥ（２００ｎｍｏｌ／１００ｇ）和 ｍｉＲ２７ｂ３ｐ
ｍｉｍｉｃ（１００ｎｍｏｌ／１００ｇ）后行Ｃ５～Ｃ７椎板切除，以锐刀
横切下暴露该颈段脊髓后止血缝合，每日辅助排尿排

便２～３次，每隔 ３ｄ尾静脉同时注射 ＨＩＦ１ＡＮＯＥ
（２００ｎｍｏｌ／１００ｇ）和ｍｉＲ２７ｂ３ｐｍｉｍｉｃ（１００ｎｍｏｌ／１００ｇ）。
ＮＣＯＥ＋ｍｉＲ２７ｂ３ｐｍｉｍｉｃ＋ＯＰ组大鼠除尾静脉注射
ＮＣＯＥ（２００ ｎｍｏｌ／１００ ｇ）和 ｍｉＲ２７ｂ３ｐ ｍｉｍｉｃ
（１００ｎｍｏｌ／１００ｇ）外，其余操作与 ＨＩＦ１ＡＮＯＥ＋
ｍｉＲ２７ｂ３ｐｍｉｍｉｃ＋ＯＰ组一致。ｍｉＲ２７ｂ３ｐｍｉｍｉｃ＋
ＯＰ组 大 鼠 除 尾 静 脉 只 注 射 ｍｉＲ２７ｂ３ｐｍｉｍｉｃ
（１００ｎｍｏｌ／１００ｇ）外，其余操作与 ＨＩＦ１ＡＮＯＥ＋
ｍｉＲ２７ｂ３ｐｍｉｍｉｃ＋ＯＰ组一致。ＮＣｍｉｍｉｃ＋ＯＰ组大
鼠除尾静脉只注射 ＮＣｍｉｍｉｃ（１００ｎｍｏｌ／１００ｇ）外，其
余操作与 ＨＩＦ１ＡＮＯＥ＋ｍｉＲ２７ｂ３ｐｍｉｍｉｃ＋ＯＰ组一
致。ＯＰ组大鼠不进行药物注射，全身麻醉后行Ｃ５～Ｃ７
椎板切除，其余操作与ＮＣｍｉｍｉｃ＋ＯＰ组一致。Ｃｏｎｔｒｏｌ
组大鼠使用戊巴比妥钠（２％戊巴比妥钠０．３ｍＬ／１００ｇ
体质量，腹腔注射）全身麻醉后仅切开 Ｃ５～Ｃ７椎板对
应的皮肤，随后止血缝合。每组大鼠于 ２８ｄ后行
ｍｉｃｒｏＣＴ分析，随后进行安乐死并收集股骨组织。所
有动物实验程序均经我院伦理委员会批准（２０２０
０３１６０２ＤＷ）。
１．１０　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析

收集各组ＭＳＣｓ或研磨后的大鼠股骨组织匀浆，
在冰上于ＲＩＰＡ裂解缓冲液中裂解。ＢＣＡ试剂盒测定
蛋白的浓度。使用 ＳＤＳＰＡＧＥ分离５０μｇ蛋白，随后
转移蛋白到 ＰＶＤＦ膜上。将 ＰＶＤＦ膜用５％脱脂牛奶
封闭，并与抗 ＡＬＰ（１∶６００）、抗 ＨＩＦ１ＡＮ（１∶８００）、抗
ＯＰＮ（１∶５００）、抗Ｒｕｎｘ２（１∶４００）的一抗在４℃下孵育
过夜。用含 ０．１％Ｔｗｅｅｎ２０的 ＰＢＳ洗膜 ３次，每次
１０ｍｉｎ，并与ＨＲＰ标记的山羊抗小鼠ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）的二
抗（１∶２０００）在室温下孵育２ｈ。随后用增强的化学发
光试剂显色，并使用ＩｍａｇｅＪ软件进行分析。
１．１１　ｍｉｃｒｏＣＴ分析

使用Ｉｎｖｅｏｎ微正电子发射断层扫描（ＰＥＴ）／ＣＴ仪
器（德国西门子）进行骨扫描。用微型ＣＴ从股骨头到
股骨髁扫描股骨和股骨头结构。使用 Ｉｎｖｅｏｎ分析工
作站软件分析并获得骨体积分数（ＢＶ／ＴＶ）。
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１．１２　统计学分析
本研究的数据都使用 ＧｒａｐｈＰａｄＰＲＩＳＭ５．０１进行

数据录入和统计学分析，正态分布的数据以均数 ±标
准差（ｘ±ｓ）表示，多组间比较用单因素方差分析
（ＡＮＯＶＡ），两两比较行 ＬＳＤｔ检验。检验水准为 α＝
０．０５，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＣＳＣＩＯＰ患者中ｍｉＲ２７ｂ３ｐ的表达下调
与对照组比较，ＣＳＣＩＯＰ组外周血中ｍｉＲ２７ｂ３ｐ的

表达显著下调，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），见图１。

：与对照组比较，Ｐ＜０．０５
图１　对照组和ＣＳＣＩＯＰ组ｍｉＲ２７ｂ３ｐ表达水平

２．２　ｍｉＲ２７ｂ３ｐ参与ＭＳＣｓ的成骨分化
采用定量ＰＣＲ检测成骨相关基因的ｍＲＮＡ表达，

结果显示，随着成骨诱导时间的延长，ＡＬＰ、Ｒｕｎｘ２和
ＯＰＮ的ｍＲＮＡ表达逐渐升高（Ｐ＜０．０５），ｍｉＲ２７ｂ３ｐ
表达逐渐上调（Ｐ＜０．０５），见图２ａ。成骨诱导７ｄ后，
与ＮＣｍｉｍｉｃ组相比，转染 ｍｉＲ２７ｂ３ｐｍｉｍｉｃ的 ＭＳＣｓ
中ｍｉＲ２７ｂ３ｐ表达及ＡＬＰ、Ｒｕｎｘ２和ＯＰＮｍＲＮＡ水平
显著增加（Ｐ＜０．０５）；转染 ｍｉＲ２７ｂ３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ则得
到相反的结果（Ｐ＜０．０５），见图２ｂ、ｃ。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ进
一步证实了ｍｉＲ２７ｂ３ｐ对ＡＬＰ、Ｒｕｎｘ２和ＯＰＮ蛋白表
达的调控作用（Ｐ＜０．０５），见图 ２ｄ。ＭＳＣｓ过表达
ｍｉＲ２７ｂ３ｐ后，钙化结节数量增加（Ｐ＜０．０５），说明矿
化能力增强；ＭＳＣｓ抑制ｍｉＲ２７ｂ３ｐ后，钙化结节数量
减少（Ｐ＜０．０５），说明矿化能力下降，见图２ｅ。
２．３　ＨＩＦ１ＡＮ是ｍｉＲ２７ｂ３ｐ在ＭＳＣｓ中的靶基因

构建野生型ＨＩＦ１ＡＮ（ＷＴＨＩＦ１ＡＮ３ＵＴＲ）和突变
型ＨＩＦ１ＡＮ（ＭＵＴＨＩＦ１ＡＮ３ＵＴＲ），双荧光素酶报告基
因检测显示，ＨＩＦ１ＡＮ与 ｍｉＲ２７ｂ３ｐ具有多个结合位
点（图 ３ａ）。ｍｉＲ２７ｂ３ｐｍｉｍｉｃ和 ＷＴＨＩＦ１ＡＮ３ＵＴＲ
共转染后ＭＳＣｓ的荧光素酶活性显著降低（Ｐ＜０．０５），
而 ｍｉＲ２７ｂ３ｐｍｉｍｉｃ和 ＭＵＴＨＩＦ１ＡＮ３ＵＴＲ共转染
后，荧光素酶活性无显著变化（Ｐ＞０．０５），见图 ３ｂ。
随后发现，ＨＩＦ１ＡＮ的 ｍＲＮＡ和蛋白水平均受到
ｍｉＲ２７ｂ３ｐ的负调控（Ｐ＜０．０５），见图３ｃ、ｄ。

ａ：定量ＰＣＲ检测ＢＭＰ２诱导ＭＳＣｓ后ＡＬＰ、Ｒｕｎｘ２、ＯＰＮｍＲＮＡ水平和ｍｉＲ２７ａ３ｐ表达；ｂ、ｃ：定量ＰＣＲ检测ＢＭＰ２处理ＭＳＣｓ的条件
下ｍｉＲ２７ｂ３ｐｍｉｍｉｃ和ｍｉＲ２７ｂ３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ对ｍｉＲ２７ａ３ｐ和ＡＬＰ、Ｒｕｎｘ２、ＯＰＮｍＲＮＡ水平的影响；ｄ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＢＭＰ２处理
ＭＳＣｓ的条件下ｍｉＲ２７ｂ３ｐｍｉｍｉｃ和ｍｉＲ２７ｂ３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ对ＡＬＰ、Ｒｕｎｘ２、ＯＰＮ蛋白表达的影响；ｅ：茜素红染色检测ＢＭＰ２处理ＭＳＣｓ
的条件下 ｍｉＲ２７ｂ３ｐｍｉｍｉｃ和 ｍｉＲ２７ｂ３ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ对钙化结节的影响　：与 １ｄ相比，Ｐ＜０．０５；△：与 ＮＣｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组相比，
Ｐ＜０．０５；＃：与ＮＣｍｉｍｉｃ组相比，Ｐ＜０．０５

图２　ｍｉＲ２７ｂ３ｐ对ＢＭＰ２诱导ＭＳＣｓ成骨分化的影响
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２．４　ｍｉＲ２７ｂ３ｐ通过ＨＩＦ１ＡＮ调控ＭＳＣｓ的成骨分化
为进一步探究 ｍｉＲ２７ｂ３ｐ和 ＨＩＦ１ＡＮ在调节

ＭＳＣｓ成骨过程中的作用，本研究使用 ＨＩＦ１ＡＮＯＥ进
行挽救实验。结果显示，与ＮＣＯＥ＋ｍｉＲ２７ｂ３ｐｍｉｍｉｃ
组比较，ＨＩＦ１ＡＮＯＥ＋ｍｉＲ２７ｂ３ｐｍｉｍｉｃ组中ＨＩＦ１ＡＮ
的蛋白表达上调（Ｐ＜０．０５），但 ｍｉＲ２７ｂ３ｐ的表达变

化无统计学意义（Ｐ＞０．０５），见图４ａ～ｃ。与ＮＣＯＥ＋
ｍｉＲ２７ｂ３ｐｍｉｍｉｃ组比较，ＨＩＦ１ＡＮＯＥ＋ｍｉＲ２７ｂ３ｐ
ｍｉｍｉｃ组 中 ＡＬＰ、Ｒｕｎｘ２和 ＯＰＮ蛋 白 水 平 降 低
（均Ｐ＜０．０５），见图４ｂ、ｄ。与 ｍｉＲ２７ｂ３ｐｍｉｍｉｃ组比
较，ＨＩＦ１ＡＮＯＥ＋ｍｉＲ２７ｂ３ｐｍｉｍｉｃ组的钙化结节数
量显著减少（Ｐ＜０．０５），见图４ｅ、ｆ。

ａ：ＨＩＦ１ＡＮ和ｍｉＲ２７ｂ３ｐ序列的结合图；ｂ：双荧光素酶报告基因检测 ＨＩＦ１ＡＮ和 ｍｉＲ２７ｂ３ｐ直接结合；ｃ：定量 ＰＣＲ检测 ＨＩＦ１ＡＮ
ｍＲＮＡ的表达；ｄ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＨＩＦ１ＡＮ蛋白的表达　：与 ＭＵＴＨＩＦ１ＡＮ３ＵＴＲ相比，Ｐ＜０．０５；△：与 ＮＣｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组相比，
Ｐ＜０．０５；＃：与ＮＣｍｉｍｉｃ组相比，Ｐ＜０．０５

图３　ＭＳＣｓ中ＨＩＦ１ＡＮ是ｍｉＲ２７ｂ３ｐ的靶基因

ａ：定量ＰＣＲ检测ＨＩＦ１ＡＮ过表达联合ｍｉＲ２７ｂ３ｐｍｉｍｉｃ对ｍｉＲ２７ａ３ｐ表达的影响；ｂ～ｄ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＨＩＦ１ＡＮ过表达联合ｍｉＲ２７ｂ
３ｐｍｉｍｉｃ对ＭＳＣｓ中ＨＩＦ１ＡＮ和ＡＬＰ、Ｒｕｎｘ２、ＯＰＮ表达水平的影响；ｅ、ｆ：茜素红染色检测ＨＩＦ１ＡＮ过表达联合ｍｉＲ２７ｂ３ｐｍｉｍｉｃ对ＭＳＣｓ中
钙化结节的影响　：与ｍｉＲ２７ｂ３ｐｍｉｍｉｃ组相比，Ｐ＜０．０５；＃：与ＮＣＯＥ＋ｍｉＲ２７ｂ３ｐｍｉｍｉｃ组相比，Ｐ＜０．０５

图４　ｍｉＲ２７ｂ３ｐ通过ＨＩＦ１ＡＮ调控ＭＳＣｓ的成骨分化
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２．５　ｍｉＲ２７ｂ３ｐ通过 ＨＩＦ１ＡＮ调控 ＣＳＣＩＯＰ大鼠的
成骨分化

　　与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，ＯＰ组大鼠股骨组织中 ＡＬＰ、
Ｒｕｎｘ２和ＯＰＮ蛋白表达降低，且 ＢＶ／ＴＶ明显降低，而
ＨＩＦ１ＡＮ上调，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；与ＮＣ
ｍｉｍｉｃ＋ＯＰ组比较，ｍｉＲ２７ｂ３ｐｍｉｍｉｃ＋ＯＰ组中ＡＬＰ、
Ｒｕｎｘ２和ＯＰＮ蛋白表达明显增加，且 ＢＶ／ＴＶ明显增

加，而 ＨＩＦ１ＡＮ明显下调，差异均有统计学意义
（Ｐ＜０．０５）；与 ＮＣＯＥ＋ｍｉＲ２７ｂ３ｐｍｉｍｉｃ＋ＯＰ组比
较，ＨＩＦ１ＡＮＯＥ＋ｍｉＲ２７ｂ３ｐｍｉｍｉｃ＋ＯＰ组中 ＡＬＰ、
Ｒｕｎｘ２和ＯＰＮ蛋白表达降低，且 ＢＶ／ＴＶ明显降低，而
ＨＩＦ１ＡＮ蛋白明显上调，差异均有统计学意义
（Ｐ＜０．０５），见图５。

ａ～ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＨＩＦ１ＡＮ过表达联合 ｍｉＲ２７ｂ３ｐｍｉｍｉｃ对大鼠股骨组织中 ＨＩＦ１ＡＮ和 ＡＬＰ、Ｒｕｎｘ２、ＯＰＮ蛋白表达的影响；
ｄ：ｍｉｃｒｏＣＴ分析ＨＩＦ１ＡＮ过表达联合ｍｉＲ２７ｂ３ｐｍｉｍｉｃ对股骨的骨体积分数的影响　：与Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，Ｐ＜０．０５；＃：与ＮＣｍｉｍｉｃ＋
ＯＰ组相比，Ｐ＜０．０５；＆：与ＮＣＯＥ＋ｍｉＲ２７ｂ３ｐｍｉｍｉｃ＋ＯＰ组相比，Ｐ＜０．０５

图５　ｍｉＲ２７ｂ３ｐ通过ＨＩＦ１ＡＮ调控ＣＳＣＩＯＰ大鼠的骨生成

３　讨论

本研究结果显示，ｍｉＲ２７ｂ３ｐ通过与 ＨＩＦ１ＡＮ
ｍＲＮＡ的３ＵＴＲ位点结合，阻碍 ＨＩＦ１ＡＮ表达，从而
促进ＭＳＣｓ的成骨细胞分化，表明 ｍｉＲ２７ｂ３ｐ在成骨
过程中具有重要作用。大量研究表明，ｍｉＲＮＡ可以作
为成骨细胞分化的关键调节剂。ｍｉＲ１４１和 ｍｉＲ２００ａ
可通过靶向ＭＳＣｓ中的Ｄｌｘ５参与成骨分化［７］；ｍｉＲ３７８
可以通过靶向 ＢＭＰ２促进成骨细胞分化［８］；此外，

ｍｉＲ７６４５ｐ可通过抑制ＣＨＩＰ／ＳＴＵＢ１表达促进成骨细
胞分化［９］。ｍｉＲ２７ｂ是一种与成骨相关的 ｍｉＲＮＡ，其
表达水平在大鼠脂肪干细胞成骨过程中下调［１０１１］。

本研究发现，与对照组相比，ＣＳＣＩＯＰ组患者外周血中
ｍｉＲ２７ｂ３ｐ的表达下调，而在 ＭＳＣｓ受 ＢＭＰ２诱导后
ｍｉＲ２７ｂ３ｐ表达上调；ｍｉＲ２７ｂ３ｐ过表达显著增加了
ＡＬＰ的活性和细胞外基质钙沉积，而 ｍｉＲ２７ｂ３ｐ敲低
则抑制了上述过程。这些发现与先前研究结果一致［６］。

越来越多的证据支持 Ｒｕｎｘ２作为关键的成骨细
胞谱系决定转录因子参与指导成骨细胞分化这一观

点［１２１３］。Ｒｕｎｘ２是成骨中的主要基因，其能够诱导
ＯＰＮ和骨钙素等骨相关标志物的表达。本研究中，
ｍｉＲ２７ｂ３ｐ过表达上调了 Ｒｕｎｘ２、ＯＰＮ、ＡＬＰ的表达，
ｍｉＲ２７ｂ３ｐ敲低则下调了上述蛋白的表达，表明
ｍｉＲ２７ｂ３ｐ可以促进成骨分化，与文献结果一致［６］。
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据报道，ＨＩＦ１α信号通路的激活可上调 ＭＳＣｓ中
的成骨分化相关基因的表达［１４］。研究还表明，增加

ＨＩＦ１α的表达可以促进骨髓干细胞的成骨细胞分
化［１５］。ＨＩＦ１ＡＮ被认为是一种可以与 ＨＩＦ１α相互作
用的重要抑制剂。大量证据表明，ＨＩＦ１ＡＮ在多种组
织的分化中起着关键作用。例如，ＨＩＦ１ＡＮ受ｍｉＲ４５５
的靶向调控，从而调节棕色脂肪细胞分化［１６］；ＨＩＦ１ＡＮ
还受到ｍｉＲ３１的靶向调控，可促进表皮和角膜上皮中
的促分化表型增加［１７１８］。研究表明，ｍｉＲ２７ｂ３ｐ能影
响ＨＩＦ１ＡＮ的蛋白水平，其可与 ＨＩＦ１ＡＮ３ＵＴＲ结合
并促进视网膜血管的生成［１９］。然而，目前尚未见关于

ｍｉＲ２７ｂ３ｐ通过靶向 ＨＩＦ１ＡＮ调节成骨分化的报道。
本研究发现，在ＭＳＣｓ中ＨＩＦ１ＡＮ是ｍｉＲ２７ｂ３ｐ的直接
靶标，ＨＩＦ１ＡＮ的过表达降低了ＭＳＣｓ中的ＡＬＰ、ＯＰＮ和
Ｒｕｎｘ２的表达以及钙沉积，还逆转了 ｍｉＲ２７ｂ３ｐ
ｍｉｍｉｃ对成骨分化的正向影响。另外，我们在颈脊髓损
伤后骨质疏松症动物模型中观察到 ｍｉＲ２７ｂ３ｐ可以
通过抑制ＨＩＦ１ＡＮ促进颈脊髓损伤后骨质疏松症大鼠
的成骨分化，颈脊髓损伤后骨质疏松症大鼠的股骨组

织中ＡＬＰ、Ｒｕｎｘ２和ＯＰＮ下调，且ＢＶ／ＴＶ明显降低，而
ＨＩＦ１ＡＮ表达上调。ｍｉＲ２７ｂ３ｐｍｉｍｉｃ则可以明显促进
ＡＬＰ、Ｒｕｎｘ２和ＯＰＮ蛋白的表达和ＢＶ／ＴＶ的增加，并明
显抑制ＨＩＦ１ＡＮ的表达；然而过表达ＨＩＦ１ＡＮ后上述指
标变化都被逆转。表明 ｍｉＲ２７ｂ３ｐ可通过靶向
ＨＩＦ１ＡＮ促进ＳＣＩＯＰ大鼠ＭＳＣｓ的成骨分化。

综上所述，本研究的体外实验证实，ｍｉＲ２７ｂ３ｐ
通过靶向抑制 ＨＩＦ１ＡＮ促进 ＭＳＣｓ的成骨分化；而体
内实验证实，ｍｉＲ２７ｂ３ｐ可通过靶向抑制 ＨＩＦ１ＡＮ促
进骨生成，进而改善 ＣＳＣＩＯＰ大鼠的骨质疏松症。这
为ｍｉＲＮＡ在成骨分化中的作用和调控机制提供了新
的见解，提示靶向ｍｉＲ２７ｂ３ｐ的治疗方法可用于增强
新骨形成和治疗颈脊髓损伤诱导的骨丢失。
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