
２０１８ 年 １０ 月

第 ２８ 卷　 第 １０ 期
中国比较医学杂志

ＣＨＩＮＥＳＥ ＪＯＵＲＮＡＬ ＯＦ ＣＯＭＰＡＲＡＴＩＶＥ ＭＥＤＩＣＩＮＥ
Ｏｃｔｏｂｅｒ， ２０１８

Ｖｏｌ． ２８　 Ｎｏ． １０

［作者简介］匡嘉兵，（１９８３—），男，学士，专业：成骨分化研究。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：９５９２６６２＠ ｑｑ． ｃｏｍ
［通信作者］徐昊，（１９６９—），男，学士，专业：骨科研究。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｊｍｘｆｘｆ＠ １６３． ｃｏｍ

􀤋􀤋􀤋􀤋􀤋

􀤋􀤋􀤋􀤋􀤋
􀦋 􀦋

􀦋􀦋研究报告

ｍｉｃｒｏＲＮＡ⁃４９４ 通过 ＴＬＲ⁃４ 通路抑制成骨细胞
分化及基质矿化的分子机制
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　 　 【摘要】 　 目的 　 探讨 ｍｉｃｒｏＲＮＡ⁃４９４（ｍｉＲ⁃４９４）通过 Ｔｏｌｌ 样受体⁃４（ ＴＬＲ⁃４）通路抑制成骨细胞分化及基

质矿化的分子机制。 方法 　 选用小鼠成骨细胞株 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 作为体外模型，采用 ｍｉＲ⁃４９４ ｍｉｍｉｃ 转染小鼠成

骨细胞株 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１，采用 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 法测定 ｍｉＲ⁃４９４ 在小鼠成骨细胞株 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 转染前后的表达情况；通
过 ＭＴＴ 法检测转染前后小鼠成骨细胞株 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 的增殖情况；通过测定碱性磷酸酶（ ａｌｋａｌｉｎｅ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，
ＡＬＰ）活性，研究小鼠成骨细胞株 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 的分化情况；通过骨钙素（ ｏｓｔｅｏｃａｌｃｉｎ，ＯＣ）定量检测分析和 Ｖｏｎ
Ｋｏｓｓａ 钙化染色检测小鼠成骨细胞株 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 的基质矿化情况；通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 等检测转染前后 ＴＬＲ⁃４ 蛋

白的表达差异。 结果 　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 测定结果显示，与阴性对照组相比，小鼠成骨细胞株 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 转染后的

ｍｉＲ⁃４９４ 的 ｍＲＮＡ 的表达量升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５） ，说明 ｍｉＲ⁃４９４ ｍｉｍｉｃ 转染小鼠成骨细胞株 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１，成功使

ｍｉＲ⁃４９４ 过表达。 与阴性对照组相比，经过 ｍｉＲ⁃４９４ ｍｉｍｉｃ 转染后，小鼠成骨细胞株 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 的增殖能力受

到抑制（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５） 。 转染后的小鼠成骨细胞株 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 中 ＡＬＰ 的活性降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５） 。 同时，转染后的

小鼠成骨细胞株 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 中 ＯＣ 的活性显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５） ，矿化结节的数目、减少（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５） 。 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 结果显示，与阴性对照组相比，ｍｉＲ⁃４９４ ｍｉｍｉｃ 转染组细胞中的 ＴＬＲ⁃４ 蛋白表达量显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５） 。
结论 　 ｍｉＲ⁃４９４ 能够通过 ＴＬＲ⁃４ 通路抑制小鼠成骨细胞株 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 的增殖活力，降低细胞中 ＡＬＰ、ＯＣ 的活

力，减少成骨细胞中的矿化结节数，抑制成骨细胞分化及基质矿化。
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　 　 ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ（ｍｉＲＮＡｓ）是一类长度约为 ２２ 个核

苷酸、保守、进化的非编码单链 ＲＮＡ 小分子［１］。
ｍｉＲＮＡ 存在于果蝇、小鼠、人类和植物等基因组中，
均为内源性表达［２］。 研究已经证实，ｍｉＲＮＡｓ 在多

数肿瘤中表达失调，包括结直肠癌、淋巴瘤、乳腺

癌、肝细胞癌等［３］。 此外，研究发现 ｍｉＲ⁃４９４ 会参与

脑缺血、神经变性病、多发性硬化、脑肿瘤以及脊髓

病变等多种生理疾病中［４ － ６］。 骨质疏松症是世界上

常见的病症，发病率极高。 成骨细胞在骨代谢中起

着重要的作用，参与骨吸收和骨重建的过程［７］。 当

机体的骨吸收大于骨重建时，就会表现出骨量减

少、骨流失以及骨显微结构被破坏的现象［８］。 成骨

细胞是骨代谢的主要功能细胞，细胞的增殖和分化

能力决定着最终的成骨量［９］。 Ｔｏｌｌ 样受体（ ｔｏｌｌ⁃ｌｉｋｅ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＴＬＲ）广泛存在于人类和动物的多种细胞

中，属于 Ｉ 型跨膜蛋白，参与机体的初级免疫过程，
并调节机体的多种生理功能，例如骨细胞的代谢和

干细胞的增殖等［１０］。 此外，ＴＬＲ 介导的炎症因子的

分泌对早期的骨修复起着重要的作用。 人的 ＴＬＲ
共分为 ５ 个亚科、１０ 个亚型。 成骨细胞表面主要表

达 ＴＬＲ⁃３ 和 ＴＬＲ⁃４［１１］。 本研究即探讨 ＴＬＲ⁃４ 受体

在成骨细胞分化及基质矿化的可能分子机制。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验材料

小鼠成骨细胞株 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 购自于中国科学院

上海细胞库，ＤＭＥＭ 培养基、胰酶、胎牛血清和青链

霉素双抗均购自于美国 Ｇｉｂｃｏ 公司。 四甲基偶氮唑

蓝（ＭＴＴ）、β⁃甘油磷酸钠和 ＴｒｉｔｏｎＸ⁃１００ 均购于自美

国 Ｓｉｇｍａ 公司。 碱性磷酸酶（ ａｌｋａｌｉｎｅ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，
ＡＬＰ）试剂盒和 ＢＣＡ 蛋白浓度测定试剂盒购于碧云

天生物科技有限公司。 Ｖｏｎ Ｋｏｓｓａ 染色试剂盒购自

于湖北百奥斯生物技术有限公司。 ＴＬＲ⁃４ 抗体、β⁃
ａｃｔｉｎ 抗体、辣根酶标记山羊抗小鼠抗体购自于美国

ＣＳＴ 公司。
１􀆰 ２　 实验方法

１􀆰 ２􀆰 １ 　 ｍｉＲ⁃４９４ ｍｉｍｉｃ 转 染 小 鼠 成 骨 细 胞 株

ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１
ｍｉＲ⁃４９４ ｍｉｍｉｃ 及其阴性对照均购自于锐博生

物科技有限公司。 使用含 １０％ 血清的 ＤＭＥＭ 培养

基培养小鼠成骨细胞株 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１，在 ３７℃，５％
ＣＯ２ 培养箱中培养。 将 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞分为 ｍｉＲ⁃
４９４ ｍｉｍｉｃ 转染组和阴性对照组。 ｍｉＲ⁃４９４ ｍｉｍｉｃ 转

染组：向培养中加入化学合成的 ｍｉＲ⁃４９４ ｍｉｍｉｃ 和

脂质体；阴性对照组：向培养液中加入无义序列

ｍｉＲ⁃４９４ ｍｉｍｉｃ 和脂质体。
１􀆰 ２􀆰 ２　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 ｍｉＲ⁃４９４ 在小鼠成骨细胞株

ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 中的表达

采用 Ｔｒｉｚｏｌ 提取法提取细胞中的总 ＲＮＡ，按照

Ｍｉｃｒｏ ＲＮＡ 反转录试剂盒说明书对总 ＲＮＡ 进行反

转录。 反转录体系为 ２０ μＬ：１ μＬ 总 ＲＮＡ，４ μＬ ５ ×
Ｒｅａｃｔｉｏｎ Ｍｉｘ，２ μＬ １０ × Ｓｕｐｅｒ Ｓｃｒｉｐｔ Ｅｎｚｙｍｅ Ｍｉｘ，加
入双蒸水将体系补足至 ２０ μＬ，混匀后离心。 反应

条件为：３７℃６０ ｍｉｎ，９５℃５ ｍｉｎ，置于 ４℃保存备用。
按照 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 试剂盒说明书进行转录扩增，反应体

系为 ２０ μＬ。 使用 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ 染料法进行测定，每

６５ 中国比较医学杂志 ２０１８ 年 １０ 月第 ２８ 卷第 １０ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０１８，Ｖｏｌ． ２８． Ｎｏ． １０



个样本设置 ４ 个复孔。 按照试剂盒说明书的反应条

件进行扩增。 ｍｉＲ⁃４９４ 的相对表达量用 ２ －△△ＣＴ法进

行计算。
１􀆰 ２􀆰 ３　 ＭＴＴ 法检测小鼠成骨细胞株 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 转

染前后的增殖活性

将小鼠成骨细胞株 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 调整至适宜浓度

后，接种于 ９６ 孔板。 实验分为阴性对照组和 ｍｉＲ⁃
４９４ ｍｉｍｉｃ 转染组，每组设置 ６ 个复孔。 孵育细胞

４８ ｈ，实验重复 ３ 次。 培养结束后，每孔加入２０ μＬ
ＭＴＴ 溶液，培养 ４ ｈ，弃上清液，加入 １５０ μＬ ＤＭＳＯ，
３７℃下振荡 １０ ｍｉｎ，使用酶标仪测定 ５７０ ｎｍ 处测定

吸光度值。
１􀆰 ２􀆰 ４　 小鼠成骨细胞株 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 转染前后 ＡＬＰ
活性的测定

阴性对照组和 ｍｉＲ⁃４９４ ｍｉｍｉｃ 转染组的细胞培

养结束后，将细胞经胰酶消化后转移至离心管，使
用 ＰＢＳ 溶液反复冻融细胞后，按照 ＡＬＰ 测定试剂盒

说明书操作，用来评价小鼠成骨细胞的分化能力。
１􀆰 ２􀆰 ５　 小鼠成骨细胞株 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 转染前后骨钙

素（ｏｓｔｅｏｃａｌｃｉｎ，ＯＣ）活性的测定

将小鼠成骨细胞株 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 接种于 ９６ 孔板，
分组同上。 培养 ４ ｄ 后，使用骨钙素放射免疫分析

试剂盒测定小鼠成骨细胞株 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 中骨钙素的

活力。
１􀆰 ２􀆰 ６　 小鼠成骨细胞株 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 转染前后矿化

结节数的测定

本实验采用 Ｖｏｎｋｏｓｓａ 钙化染色法测定小鼠成

骨细胞株 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 转染前后的矿化结节数。 将小

鼠成骨细胞株 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 接种于 ９６ 孔板，分组同

上。 培养 １８ ｄ 后，使用 Ｖｏｎｋｏｓｓａ 钙化液对细胞进行

换液，之后采用 Ｖｏｎｋｏｓｓａ 钙化染色法对细胞进行染

色。 各样本的矿化结节形成情况使用 ＨＰＩＡＳ⁃１００ 高

清晰度彩色病理图文报告分析系统计算。
１􀆰 ２􀆰 ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测转染前后 ＴＬＲ⁃４ 蛋白的表

达差异

将小鼠成骨细胞株 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 接种于 ６ 孔板，
分组同上。 培养结束后，弃去培养液，用裂解液充

分裂解细胞后，离心取上清液。 使用 ＢＣＡ 蛋白浓度

试剂盒对提取的总蛋白进行定量。 使用上样缓冲

液，在沸水浴中使蛋白变性。 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶电泳

选取 ５％的浓缩胶和 １０％的分离胶，在 １５０ Ｍａ 下转

膜 ３ ｈ，使用 ５％ 的脱脂奶粉封闭 ２ ｈ。 分别使用

ＴＬＲ⁃４ 抗体（１∶ １０００）和 β⁃ａｃｔｉｎ（１ ∶ ５００）４℃下孵育

过夜。 使用二抗（１∶ ５０００）在室温下孵育 ２ ｈ。 使用

灰度值软件对蛋白条带进行定量计算。
１􀆰 ３　 统计学处理

本研究中数据全部采用 ＳＰＳＳ２０􀆰 ０ 统计分析软

件进行处理；计量资料采用“平均数 ± 标准差”（􀭰ｘ ±
ｓ）表示，组间比较采用单因素方差分析或者重复测

量的方差分析，组间两两比较采用 ｔ 检验；计数资料

采用百分率（％ ）表示，组间比较采用 χ２ 分析；以 Ｐ
＜ ０􀆰 ０５ 为差异有显著性。

２　 结果

２􀆰 １　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 ｍｉＲ⁃４９４ 在小鼠成骨细胞株

ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 中的表达

如表 １ 所示，ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 结果显示 ｍｉＲ⁃４９４ 在小

鼠成骨细胞株 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 中的表达量极显著的低于

ｍｉＲ⁃４９４ ｍｉｍｉｃ 转染组 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），说明 ｍｉＲ⁃４９４
ｍｉｍｉｃ 转染小鼠成骨细胞株 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 成功，使

ｍｉＲ⁃４９４ 在小鼠成骨细胞株 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 中过表达。
表 １　 ｍｉＲ⁃４９４ 在小鼠成骨细胞株 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 中的

表达（ｎ ＝ １６）
Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ⁃４９４ ｉｎ ｍｏｕｓｅ

ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１
组别
Ｇｒｏｕｐｓ

ｍｉＲ⁃４９４ 相对表达量
Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ⁃４９４

阴性对照组
Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ８􀆰 ３５ ± １􀆰 ０６

ｍｉＲ⁃４９４ ｍｉｍｉｃ 转染组
Ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｍｉＲ⁃４９４ ｍｉｍｉｃ １９􀆰 ５４ ± ２􀆰 ３９∗

注：与阴性对照组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５．

２􀆰 ２　 ＭＴＴ 法检测小鼠成骨细胞株 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 转

染前后的增殖活性

本实验对 ｍｉＲ⁃４９４ ｍｉｍｉｃ 转染小鼠成骨细胞株

ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 后，ＭＴＴ 法检测转染 ０ ｈ、４８ ｈ 后细胞增

殖率的变化。 如表 ２ 所示，ｍｉＲ⁃４９４ ｍｉｍｉｃ 转染组的

细胞增殖率较阴性对照组显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），证
实 ｍｉＲ⁃４９４ 抑制小鼠成骨细胞株 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 的

增殖。
２􀆰 ３　 小鼠成骨细胞株 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 转染前后 ＡＬＰ
活性的测定

本实验检测了小鼠成骨细胞株 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 转染

前后 ＡＬＰ 的活性。 结果如表 ３ 所示，与阴性对照组

相比，ｍｉＲ⁃４９４ ｍｉｍｉｃ 转染小鼠成骨细胞株 ＭＣ３Ｔ３⁃
Ｅ１ 后，细胞中 ＡＬＰ 的活性显著受到抑制 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５）。 这说明 ｍｉＲ⁃４９４ 会使小鼠成骨细胞株

ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 中的 ＡＬＰ 活力降低。

７５中国比较医学杂志 ２０１８ 年 １０ 月第 ２８ 卷第 １０ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０１８，Ｖｏｌ． ２８． Ｎｏ． １０



２􀆰 ４　 小鼠成骨细胞株 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 转染前后骨钙素

（ＯＣ）活性的测定

在成骨细胞分化中期，骨钙素的含量会上升。
本实验测定了 ｍｉＲ⁃４９４ ｍｉｍｉｃ 转染后，小鼠成骨细

胞株 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 中骨钙素的含量。 结果如表 ４ 所

示，与阴性对照组相比，ｍｉＲ⁃４９４ ｍｉｍｉｃ 转染小鼠成

骨细胞株 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 后，细胞中 ＯＣ 的活性显著受

到抑制（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 这说明 ｍｉＲ⁃４９４ 会使小鼠成骨

细胞株 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 中的 ＯＣ 活力降低。
２􀆰 ５　 小鼠成骨细胞株 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 转染前后矿化结

节数的测定

矿化结节是成骨细胞晚期分化的重要标志。
因此，本实验通过检测小鼠成骨细胞株 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１
中矿化结节的数目，反映 ｍｉＲ⁃４９４ 对成骨细胞晚期

分化的程度。 结果如表 ５ 所示，阴性对照组中的成

骨细胞形成了圆形矿化结节，且边界清晰。 ｍｉＲ⁃４９４
ｍｉｍｉｃ 转染组细胞形成的矿化结节数显著低于阴性

对照组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 说明 ｍｉＲ⁃４９４ 会抑制成骨细胞

形成矿化结节。
２􀆰 ６　 小鼠成骨细胞株 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 转染前后 ＴＬＲ⁃４
蛋白的表达差异

本实验测定了 ｍｉＲ⁃４９４ ｍｉｍｉｃ 转染细胞后，细
胞中 ＴＬＲ⁃４ 蛋白的表达差异。 结果如表 ６ 所示，
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测结果表明，与阴性对照组相比，
ｍｉＲ⁃４９４ ｍｉｍｉｃ 转染组细胞中 ＴＬＲ⁃４ 蛋白表达量显

著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 说明 ｍｉＲ⁃４９４ 会增加小鼠成骨

细胞株 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 中 ＴＬＲ⁃４ 蛋白的表达量，即 ｍｉＲ⁃
４９４ 可能通过 ＴＬＲ⁃４ 通路抑制成骨细胞分化及基质

矿化。

表 ２　 小鼠成骨细胞株 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 转染前后的增殖率（ｎ ＝ １６，％ ）
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅ ｒａｔｅ ｏｆ ｍｏｕｓｅ ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

培养时间 ０ ｈ
Ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ０ ｈ

培养时间 ４８ ｈ
Ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｗａｓ ４８ ｈ

阴性对照组 Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ １００ ３４２􀆰 ２７ ± ２５􀆰 １８∗

ｍｉＲ⁃４９４ ｍｉｍｉｃ 转染组 Ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｍｉＲ⁃４９４ ｍｉｍｉｃ １００ ２０１􀆰 ５６ ± １８􀆰 ３９＃

注：与阴性对照组培养 ０ ｈ 相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；与阴性对照组培养 ４８ ｈ 相比，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ （Ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ０ ｈ）， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ （Ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｗａｓ ４８ ｈ）， ＃Ｐ
＜ ０􀆰 ０５．

表 ３　 小鼠成骨细胞株 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 转染前后 ＡＬＰ 活性（ｎ ＝ １６）
Ｔａｂｌｅ ３　 ＡＬＰ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｍｏｕｓｅ ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

碱性磷酸酶（Ｕ ／ Ｌ）
ＡＬＰ

阴性对照组 Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ １􀆰 ３７ ± ０􀆰 ２４
ｍｉＲ⁃４９４ ｍｉｍｉｃ 转染组 Ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｍｉＲ⁃４９４ ｍｉｍｉｃ ０􀆰 ８７ ± ０􀆰 １１∗

注：与阴性对照组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５．

表 ４　 小鼠成骨细胞株 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 转染前后 ＯＣ 活性（ｎ ＝ １６）
Ｔａｂｌｅ ４　 ＯＣ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｍｏｕｓｅ ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

骨钙素（μｇ ／ Ｌ）
ＯＣ

阴性对照组 Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ９􀆰 １７ ± １􀆰 ４３
ｍｉＲ⁃４９４ ｍｉｍｉｃ 转染组 Ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｍｉＲ⁃４９４ ｍｉｍｉｃ ５􀆰 ８４ ± ０􀆰 ９１∗

注：与阴性对照组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５．

表 ５　 小鼠成骨细胞矿化结节形成情况比较（ｎ ＝ １６）
Ｔａｂｌｅ ５　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｎｅｒａｌｉｚｅｄ ｎｏｄｕｌｅｓ ｉｎ ｍｏｕｓｅ ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｓ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

矿化结节数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｍｉｎｅｒａｌｉｚｅｄ ｎｏｄｕｌｅｓ

阴性对照组 Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ７７􀆰 １３ ± ９􀆰 ３９
ｍｉＲ⁃４９４ ｍｉｍｉｃ 转染组 Ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｍｉＲ⁃４９４ ｍｉｍｉｃ ５１􀆰 ６４ ± ６􀆰 ９７∗

注：与阴性对照组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５．

８５ 中国比较医学杂志 ２０１８ 年 １０ 月第 ２８ 卷第 １０ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０１８，Ｖｏｌ． ２８． Ｎｏ． １０



表 ６　 小鼠成骨细胞 ＴＬＲ⁃４ 蛋白的表达差异（ｎ ＝ １６）
Ｔａｂｌｅ ６　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＬＲ⁃４ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｍｏｕｓｅ ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｓ

组别 Ｇｒｏｕｐｓ ＴＬＲ⁃４ ／ β⁃ａｃｔｉｎ
阴性对照组 Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ９３ ± ０􀆰 ０８

ｍｉＲ⁃４９４ ｍｉｍｉｃ 转染组 Ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｍｉＲ⁃４９４ ｍｉｍｉｃ １􀆰 ８６ ± ０􀆰 １５∗

注：与阴性对照组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５．

３　 讨论

骨质疏松是临床常见的骨科疾病，会出现骨骼

密度降低、脆性增加、骨折或腰背疼痛等现象［１２］。
骨骼的矿化是维持人体骨骼正常状态的关键，这一

过程主要由成熟的成骨细胞分泌细胞外基质，与体

内的无机盐共同完成，从而实现骨骼的正常代

谢［１３］。 因此，起源于骨髓基质间质细胞的成骨细

胞，主要参与增殖、分化以及基质钙化［１４］。 ＭＣ３Ｔ３⁃
Ｅ１ 来源于 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠的颅盖骨细胞，具有成骨

细胞的生物学特性，因此作为成骨细胞研究中的体

外模型［１５］。
在本研究中，ｍｉＲ⁃４９４ ｍｉｍｉｃ 转染结果显示，与

阴性对照组相比，小鼠成骨细胞株 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 转染

后的 ｍｉＲ⁃４９４ 的 ｍＲＮＡ 的表达量显著升高，说明

ｍｉＲ⁃４９４ ｍｉｍｉｃ 转染小鼠成骨细胞株 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１，成
功使 ｍｉＲ⁃４９４ 过表达。 ＭＴＴ 法检测结果表明：ｍｉＲ⁃
４９４ ｍｉｍｉｃ 转染组的细胞增殖率较阴性对照组显著

降低，证实 ｍｉＲ⁃４９４ 抑制小鼠成骨细胞株ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１
的增殖。

ＡＬＰ 是成骨细胞膜上所分泌的一种钙结合转

运蛋白，能够促进细胞的成熟和钙化［１６］。 ＡＬＰ 在细

胞内的表达量可以作为衡量成骨细胞分化程度的

指标，应用十分广泛。 ＡＬＰ 的活性会随着成骨细胞

不断成熟而呈上升趋势，当骨细胞的增殖和分化受

到抑制时，成骨细胞的矿化作用受阻，ＡＬＰ 的活性

降低［１７］。 在本实验中，ｍｉＲ⁃４９４ ｍｉｍｉｃ 转染组细胞

中的 ＡＬＰ 活性显著低于阴性对照组，说明 ｍｉＲ⁃４９４
会使小鼠成骨细胞株 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 的早期分化能力降

低。 骨钙素是维持骨组织正常钙化的必需因子，
ＡＬＰ 和骨钙素（ＯＣ）分别是成骨细胞分化早期和分

化中期的标志物［１８］。 本实验结果表明，与阴性对照

组相比，ｍｉＲ⁃４９４ ｍｉｍｉｃ 转染组 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞中骨

钙素的活力显著降低。 上述结果提示 ｍｉＲ⁃４９４ 具有

抑制成骨细胞 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 中期分化的作用。
矿化结节是衡量骨细胞晚期分化程度的指标，

是成骨细胞分化成熟的阶段，是成骨功能的形态表

现［１９］。 Ｖｏｎ Ｋｏｓｓａ 钙化染色法的原理是：将矿化基

质中的碳酸盐和磷酸盐转化为碳酸银和磷酸银，然
后将银离子还原成银后进行测定。 Ｖｏｎ Ｋｏｓｓａ 钙化

染色法可以通过矿化结节的数目，反映成骨细胞的

钙化程度。 本实验证实，与阴性对照组相比，ｍｉＲ⁃
４９４ ｍｉｍｉｃ 转染组 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞中矿化结节的数

目显著降低。 说明 ｍｉＲ⁃４９４ 会抑制 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞

的矿化。
ＴＬＲ⁃４ 是细胞膜上一种重要的跨膜受体，不仅

参与机体内细胞的增殖、分化及凋亡，还参与骨代

谢功能的调控［２０］。 研究证实，ＴＬＲ⁃４ 受体上调会抑

制骨细胞的增殖和分化。 在成骨细胞中，ＴＬＲ⁃４ 通

路是参与调控细胞增殖和分化的重要通路之

一［２１ － ２２］。 因此，本研究通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测了小

鼠成骨细胞中 ＴＬＲ⁃４ 的蛋白表达，初步探讨 ｍｉＲ⁃
４９４ 对成骨细胞的潜在作用机制。 结果表明，ｍｉＲ⁃
４９４ 可上调成骨细胞中 ＴＬＲ⁃４ 的蛋白表达，该作用

可能是 ｍｉＲ⁃４９４ 抑制成骨细胞增殖和分化的潜在

机制。
综上所述，ｍｉＲ⁃４９４ 能够通过 ＴＬＲ⁃４ 通路抑制

小鼠成骨细胞株 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 的增殖活力，降低细胞

中 ＡＬＰ、ＯＣ 的活力，减少成骨细胞中的矿化结节数，
抑制成骨细胞分化及基质矿化。
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［１０］ 　 Ｂｏｔｈ Ｔ， Ｊｅｒｏｅｎ ＶＤＰＨ， Ｚｉｌｌｉｋｅｎｓ ＭＣ， ｅｔ ａｌ． Ｈｙｄｒｏｘｙｃｈｌｏｒｏｑｕｉｎｅ
ｄｅｃｒｅａｓｅｓ ｈｕｍａｎ ＭＳＣ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｍｉｎｅｒａｌｉｚａｔｉｏｎ ｉｎ ｖｉｔｒｏ［Ｊ］ ． Ｊ Ｃｅｌｌ Ｍｏｌ Ｍｅｄ， ２０１８， ２２（２）：８７３
－ ８８２．

［１１］ 　 Ｃｈｅｎ ＸＬ， Ｚｈａｎｇ ＺＹ， Ｚｈｏｕ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ
ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ Ｔｏｌｌ⁃ｌｉｋｅ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ ａｇｏｎｉｓｔｓ［ Ｊ］ ． Ｄｅｖ Ｇｒｏｗｔｈ Ｄｉｆｆｅｒ， ２０１４， ５６ （３）：２３３
－ ２４４．

［１２］ 　 Ｃａｉ Ｙ， Ｇａｏ Ｔ， Ｆｕ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｚｏｌｅｄｒｏｎｉｃ ａｃｉｄ
ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｉｚｅｄ ｈｙｄｒｏｘｙａｐａｔｉｔｅ ｌｏａｄｅｄ ｐｏｌｙｍｅｒｉｃ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ ｆｏｒ
ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓ［Ｊ］ ． Ｅｘｐ Ｔｈｅｒ Ｍｅｄ， ２０１８，１６（２）：
７０４ － ７１０．

［１３］ 　 Ｙａｏ Ｊ， Ｃｈｅｎ Ｈ， Ｇａｏ Ｑ， ｅｔ ａｌ． Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｏｓｔｅｏｉｎｄｕｃｔｉｖｅ
ｃａｌｃｉｕｍ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｃｅｒａｍｉｃｓ ｒｅｐａｉｒｉｎｇ ａｌｖｅｏｌａｒ ｃｌｅｆｔ ｄｅｆｅｃｔｓ ｉｎ ｄｏｇ
ｍｏｄｅｌ［Ｊ］ ． Ｂｉｏｍｅｄ Ｍａｔｅｒ Ｅｎｇ， ２０１８， ２９（２）：２２９ － ２４０．

［１４］ 　 Ｚｈａｎｇ Ｙ， Ｙｉｎ Ｃ， Ｈｕ Ｌ， ｅｔ ａｌ． ＭＡＣＦ１ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｂｙ
ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｎｇ ｔｈｅ ２１⁃ｋｂｐ ｌａｒｇｅ ｐｌａｓｍｉｄ ＰＥＧＦＰ⁃Ｃ１Ａ⁃ＡＣＦ７
ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ａｎｄ ｂｏｎｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ［ Ｊ］ ． Ｈｕｍ

Ｇｅｎｅ Ｔｈｅｒ， ２０１８， ２９（２）： ２５９ － ２７０．
［１５］ 　 Ｗｅｂｂ ＥＡ， Ｂａｌａｓｕｂｒａｍａｎｉａｎ Ｍ， Ｆｒａｔｚｌｚｅｌｍａｎ Ｎ， ｅｔ ａｌ．

Ｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｉｎ ｏｓｔｅｏｇｅｎｅｓｉｓ ｉｍｐｅｒｆｅｃｔａ ｄｕｅ ｔｏ ｍｕｔａｔｉｏｎｓ
ｉｎ ＴＭＥＭ３８Ｂ： ｕｎｒａｖｅｌｌｉｎｇ ａ ｃｏｍｐｌｅｘ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｄｅｆｅｃｔ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｃｌｉｎ
Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌ Ｍｅｔａｂ， ２０１７， １０２（６）： ２０１９ － ２０２８．

［１６］ 　 Ｚｈａｎｇ Ｙ， Ｘｉａ Ｇ， Ｚｈａｎｇ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｐａｌｍｉｔａｔｅ ｉｎｄｕｃｅｓ ＶＳＭＣ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｖｉａ ｔｏｌｌ ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ （ＴＬＲ）４ ／ ＲＯＳ ／ ｐ５３ ｐａｔｈｗａｙ［ Ｊ］ ．
Ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ， ２０１７， ２６３：７４ － ８１．

［１７］ 　 Ｃｈａｎｇ Ｊ， Ｘｉａ Ｙ， Ｗａｓｓｅｒｌｏｏｓ Ｋ， ｅｔ ａｌ． Ｃｙｃｌｉｃ ｓｔｒｅｔｃｈ ｉｎｄｕｃｅｄ ＩＬ⁃
３３ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｔｈｒｏｕｇｈ ＨＭＧＢ１ ／ ＴＬＲ⁃４ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ
ｍｕｒｉｎｅ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ［Ｊ］ ． ＰｌｏＳ Ｏｎｅ， ２０１７， １２（９）：
ｅ０１８４７７０．

［１８］ 　 Ｚｈｏｕ Ｑ， Ｌｉｎ ＦＦ， Ｌｉｕ ＳＭ， ｅｔ ａｌ． Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｔｏｔａｌ ｓａｐｏｎｉｎ
ｆｒａｃｔｉｏｎ ｆｒｏｍ Ｄｉｏｓｃｏｒｅａｎｉｐｐｏｎｉｃａ Ｍａｋｉｎｏ ｏｎ ＴＬＲ２ ／ ４⁃ＩＬ１Ｒ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｓｉｎｇｎａｌｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ｒａｔｓ ｏｆ ｇｏｕｔｙ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ［ Ｊ ］ ．
ＪＥｔｈｎｏｐｈａｒｍａｃｏｌ， ２０１７， ２０６（１２）：２７４ － ２８２．

［１９］ 　 Ｍｅｉ Ｚ， Ｃｈｅｎ Ｊ， Ｗａｎｇ ＹＣ， ｅｔ ａｌ． α７⁃ｎＡｃｈＲ Ａｇｏｎｉｓｔ ＧＴＳ⁃２１
ｒｅｄｕｃｅｓ ｒａｄｉａｔｉｏｎ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｌｕｎｇ ｉｎｊｕｒｙ ｂｙ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ＨＭＧＢ１ ／
ＴＬＲ⁃４ ／ ＮＦ⁃κＢｐａｔｈｗａｙ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｔｈｏｒａｃｉｃ Ｏｎｃｏｌ， ２０１７， １２ （１）：
Ｓ１０３０⁃Ｓ１０３１．

［２０］ 　 Ｒａｇｏｔ ＳＡ， Ｋｅｒｔｅｓｚ ＭＡ， Ｍéｓｚáｒｏｓ É， ｅｔ ａｌ． Ｓｏｉｌ ｐｈｏＤ ａｎｄ ｐｈｏＸ
ａｌｋａｌｉｎｅ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ ｇｅｎｅ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｒｅｓｐｏｎｄｓ ｔｏ ｍｕｌｔｉｐｌｅ
ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｆａｃｔｏｒｓ［Ｊ］ ． ＦＥＭＳ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ Ｅｃｏｌ， ２０１７， ９３（１）：
１１８ － １２０．

［２１］ 　 Ｒａｏ ＳＲ， Ｓｎａｉｔｈ ＡＥ， Ｍａｒｉｎｏ Ｄ， ｅｔ ａｌ． Ｔｕｍｏｒ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ａｌｋａｌｉｎｅ
ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｔｕｍｏｕｒ ｇｒｏｗｔｈ， ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｐｌａｓｔｉｃｉｔｙ ａｎｄ
ｄｉｓｅａｓｅ⁃ｆｒｅｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｉｎ ｍｅｔａｓｔａｔｉｃ ｐｒｏｓｔａｔｅ ｃａｎｃｅｒ ［ Ｊ ］ ． ＢｒＪ
Ｃａｎｃｅｒ， ２０１７， １１６（２）：２２７ － ２３６．

［２２］ 　 Ｈａｎ Ｄ， Ｃｈｅｎ Ｗ， Ｇｕ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｃｙｔｏｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ
ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃ ａｃｉｄ ａｇａｉｎｓｔ ｈｙｄｒｏｇｅｎ ｐｅｒｏｘｉｄｅ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ
ｓｔｒｅｓｓ ｉｎ ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ ｃｅｌｌｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ Ｎｒｆ２ ／ ＨＯ⁃
１ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ［ Ｊ ］ ． Ｏｎｃｏｔａｒｇｅｔ， ２０１７， ８ （ ９ ）： １４６８０
－ １４６９２．

〔收稿日期〕２０１８ － ０６ － ０７

０６ 中国比较医学杂志 ２０１８ 年 １０ 月第 ２８ 卷第 １０ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０１８，Ｖｏｌ． ２８． Ｎｏ． １０


