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'(DLF)<= 是一类长度为 ,@+!& 个核苷酸的小

的非编码内源性 )<= 分子，可以通过与靶基因

')<= #)非翻译区（#)01)）发生完全或不完全互补

配对，致使 ')<= 降解或翻译被抑制，从而在转录

水平或转录后水平调控基因的表达],^。近期研究发

现，'()$!"*$&+ 在组织和器官发育中发挥重要作

用]!^。例如，'()$!"*$&+ 可延长细胞外信号调节激

酶（6)7）磷酸化，同时上调血管生成基因（如成纤

维细胞生长因子 8）的表达]#^，并且 '()$!"*$&+可以

通过抑制组蛋白去甲基化酶 7:'_V 及转录因子
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!"#$$%& 样因子 '（!&('）等靶基因的表达，促进间充

质干细胞的成脂分化)*+,-。./012 等34-研究发现，567+

890+,: 可通过靶向抑制过氧化物酶体增殖物活化

受体 !（;;<7!）的表达促进人间充质干细胞的成骨

分化。此外，本课题组的前期研究初步证实了 567+

890+,: 具有促进小鼠间充质干细胞向成骨细胞分

化的功能3*-。然而，笔者检测发现小鼠 ;;<7! 57!

=< '">?7 区并不存在 567+890+@: 的结合位点，而

且 567+890+,: 不能抑制小鼠 ;;<7! 基因蛋白水

平的表达，因此 567+890+,: 在成骨分化过程中的

靶向分子机制尚需进一步研究。深入了解 56A"B7!

=< 调控成骨分化的分子机制将有助于完善对骨代

谢相关疾病的认识。本研究旨在筛选 567+890+@:

在成骨分化中的靶向作用基因，进一步验证其靶向

关系，阐明 567+890+@: 调控成骨分化的分子机制，

为临床利用 56A"B7=< 调控成骨细胞分化的生物学

行为奠定基础。

! !"#$%

CDC !" 高效率逆转录试剂盒购买自美国 ?/%"

5B E6FG%" 公司；HI 无缝克隆和组装试剂盒购买自北

京庄盟国际生物基因科技有限公司；J#K IL:"%FF! MM

E0FK J#K0N%1%F6F O6K 购买自南京诺唯赞生物科技有

限公司；PJIJ 高糖（PJIJQR）培养基购买自上海

源培生物科技有限公司；?"6SB& 和 T6:BU%AK0561%

?J

8999 购 买 自 美 国 M1V6K"BN%1 公 司 ；567 W890 +,:

567+=X 及 567+5656AF 由上海吉玛制药技术有限

公司合成；双荧光素酶报告基因检测试剂盒购买自

美国 ;"B5%N0公司；全自动酶标仪购买自美国伯腾仪

器有限公司；流式细胞仪购买自美国 YP 公司。

CZ8 #$

CZ8ZC 细胞培养 RIO+8['? 和 JX'?'+IC 均用

含有 C9\ EYH 的 PJIJQR 培养基，置于 ]^#，@\

X_

8

培养箱中培养。

CZ8Z8 AP=< 的获取 收集 JX]?]+IC 细胞，用

?"6SB& 法提取总 7=<。取 9Z@ "2 总 7=< 逆转录为

AP=<。逆转录的条件：8@$ C9 561；̀8$ 49 561；

^9$ C9 561。

CZ8Z] 靶基因的预测 通过靶基因预测数据库

?0"2%KHA01 ^Z8（/KK:aQQbbbZK0"2%KFA01ZB"2Q55#c^8Q）预

测 567+890+@: 的靶基因，选定 H50d^ 作为 567+

890+@: 的候选靶基因。

CZ8Z` 567+890+@:靶基因荧光报告载体的构建 根

据靶基因预测数据库 ?0"2%KHA01 中查找的靶基因

]%>?7 序列，设计 H50d^ 上下游特异性同源引物，

上游引物：@"+?e< ?e< <<e X?e XeX <<? XXX

??e eX? eeX ?XX+]"，下游引物：@"+<<< <e<

?XX ??? <?? <eX ?<e e?e <?< <X< XXX <?<

e<<+]"。

以上面逆转录合成的 AP=< 为模板，用 H50d^

上下游特异性引物扩增 H50d^ 的 ]">?7 序列。将

:JM7+7I;_7?+T#A6(%"0F% 载体进行 !"# M、$%&d#

双酶切。利用 HI 无缝克隆体系将 H50d^ 扩增产物

和 :JM7+7I;_7?+T#A6(%"0F% 载体酶切产物于 ]^$

进行重组反应 ]9 561，取重组产物转化 PR@$ 感受

态细胞，均匀涂布在含有氨苄抗性的固体 TY 平板

上，倒置于 ]^$孵箱过夜培养。于平板中挑取单菌落

送交测序，测序正确的样品进一步提取重组质粒，命

名为 :JM7+T>X+H50d^，置于+f9$储存备用。

设计 H50d^ 点突变上下游引物，上游引物：@"+

<<e <?X X?X <?< eX? ??< <?< ?<< <?e X<<

<?< <X< ?eX X<< <?+]"，下游引物：@"+<<<

eX? <?e <ee <?X ??? ?X? ??< ??X ??X ?Xe

??? <?< X<X <?? e+]"。以 :JM7+T>X+H50d^ 为

模板，使用 ;/01K0 J0L H#:%"+E6d%&6Kg P=< ;B&g!

5%"0F% 进行载体扩增，扩增产物使用 P:1M 于 ]^$

消化 C / 去除甲基化模板质粒；然后用 IL10F% %使

扩增产物同源重组。挑选测序结果正确样品提取质

粒，命名为 :JM7+T>X+H50d^+J>?，置于+f9$保

存备用。

CZ8Z@ 567+890+@: 靶基因绿色荧光（eE;）报告载

体的构建 设计扩增 %eE; 的上下游特异性引物，

上游引物：@"+Xee e<? XX< XX< ?ee ?e< eX<

<ee eXe <ee +]"，下游引物：@"+XXe X?X e<e

??< X?? e?< X<e X?X e?X X<? eXX+]"。以质粒

:JM7+7I;_7?+%eE; 为模板进行 ;X7 扩增，将扩

增产物 :JM7+T>X+H50d^ 和 :JM7+T>X+H50d^+

J>? 分别使用 '() R M 和 *+, M 进行双酶切。利用

?` P=< 连接酶分别将 %eE; 与 :JM7+T>X+H50d^

或 :JM7+T>X+H50d^+J>? 酶切产物进行连接。测

序正确的样品提取质粒并命名为 :JM7+eE;+

H50d^ 及 :JM7+eE;+H50d^+J>?，存放于+f9$保

存备用。

CZ8Zh 双荧光素酶检测 将处于对数生长期的

RIO+8[]? 细胞接种于 [4 孔板，8` / 后贴壁细胞

达 ^9\汇合率时进行转染。将合成的 567+890+@:

567 +5656AF 或阴性对照 567 +=X 与已构建的

:JM7+T>X+H50d^ 或 :JM7+T>X+H50d^+J>?、质

粒 :7T+?O 共转染 RIO+8[]? 细胞。转染 8` / 后，

用 P#0&+T#A6(%"0F%! 7%:B"K%" <FF0g HgFK%5 试剂盒

检测荧光素酶活性。
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!"#"$ %&' 抑制实验 将处于对数生长期的()*+

#,-. 细胞接种于 #/ 孔板，#/ 0 后贴壁细胞达 $12

汇合率时进行转染。将 345+#16+78 345+34349: 或

345+;< 与已构建的 8=>5+%&'+?36@$ 或 8=>5+

%&'+?36@$+=A. 共转染 ()*+#,-. 细胞。转染

#/ 0 后，先用 BCD='A? 倒置荧光显微镜观察拍

照，然后经 EF &G<?HIJ:I

.= 流式细胞仪检测 %&'

阳性细胞比例。

!"- !"#$% 采用 ?'?? !$"1 软件进行统计学

分析处理。实验数据以 !"# 表示，两组间比较采用独

立样本 ! 检验，多组样本中两组间比较首先进行独

立样本单因子变异数分析（KLI+M6N "#$%&），然后

做 '()*+ 或 ,(--*!!’. '/ 检测。0!1"17 为差异有统

计学意义。

! !"

#"! 345+#16+78 &'()* 根据靶基因预测数

据库 .6JOIP?96L $"#（0PP8QRRMMM"P6JOIP:96L"KJOR33ST$#R）

对 345+#16+78 的靶基因进行预测，将在转化生长

因子（.%&）+! 信号通路中发挥抑制作用的 ?36@ 家

族成员 ?36@$ 选为 345+#16+78 的候选靶基因。包

括小鼠、大鼠及人等在内的 !! 个脊椎动物的

?36@$ 基因 -"A.5 都有保守的 345+#16+78 结合

种子序列 %<G<...（图 !）。

#"# +,-./0'(12345 以小鼠

=<-.-+)! 细胞的 9F;G 为模板，利用 '<5 技术扩

增长度为 //$ U8 的序列（图 #G），经同源重组将扩

增片段连接至荧光素酶报告载体 8=>5+5)'B5.+

CS94VIJ6:I，命名为 8=>5 +CA< +?36@$。 8=>5 +

CA<+?36@$ 重组质粒及 '<5 特异性扩增片段进行

琼脂糖凝胶电泳可见插入片段长度正确，经测序确

定插入片段碱基序列亦正确（图 #E 泳道 !、#）。用点

突变特异性引物扩增 8=>5+CA<+?36@$ 后进行同

源重 组构建得到 345 +#16 +78 结合种子序 列

%<G<... 突变为 <<.<G.G 的重组质粒 8=>5+

CA<+?36@$+=A.（图 -）。8=>5+CA<+?36@$+=A.

重组质粒及 '<5特异性扩增片段进行琼脂糖凝胶电

泳可见插入片段长度正确，经测序确定插入片段碱基

序列亦正确（图 #E泳道 -、/）。

#"- %&' /0'(12345 以质粒 8=>5+

5)'B5.+I%&' 为模板，利用 '<5 技术扩增长度为

$#1 U8 的 I%&' 表达序列（图 / 泳道 #）。将 8=>5+

CA<+?36@$ 及 8=>5+CA<+?36@$+=A. 分别经双

酶切去除荧光素酶报告基因，然后将 I%&' 表达序

列分别插入上述两个载体，测序及 '<5 扩增结果均

# " #$%&!'(&)*$%!& +#(,-#%./0!12%'()*+,-.

3$4 " 5$6$7869#(:$;< (7(=><$< 68 #$%&!?(&)* @$7,$74 :6 0!12% 68

+#(,- #%./

# 0 #$%&!?(&)* $%!& +#(,- #%./ 0!12% /01234

5612

3$4 0 2AB C$=,:>*B (7, #D:(7: <BB, <BEDB7;B 68 #$%&!?(&)* 9B;"

647$F$74 +#(,- #%./ 0!12%

G

E

注：GQ !" F;G =6JWIJ .J6L: #* 8XS: >>；#" 以小鼠 =<-.-+)! 细

胞的 9F;G 为模板，'<5 特异性扩增的 ?36@$ 35;G -"A.5 序列Y

EQ !" F;G =6JWIJ .J6L: #* 8XS: >>；#" 8=>5+CA<+?36@$ 载体；-" 以

8=>5+CA<+?36@$ 载体为模板，'<5 特异性扩增的 ?36@$ 35;G -"

A.5 序列；/" 8=>5 +CA< +?36@$ +=A. 载体；7" 以 8=>5 +CA< +

?36@$+=A. 载体为模板，'<5 特异性扩增点突变后的 ?36@$ 35#

;G -"A.5 序列

# ! +#(,- #%./ 0"12% 789*GH% &I1J &+#(,-9*GH% &

I1J&+#(,-&G12:;34 KJ%<=

3$4 ! /#*=$8$;(:$67 68 +#(,- #%./ 0"12%> ;67<:9D;:$67 (7, KJ%

$,B7:$8$;(:$67 68 *GH% &I1J &+#(,- (7, *GH% &I1J &

+#(,-&G12

小鼠
大鼠
松鼠

兔
人

猩猩
猪
牛
猫
狗
鸡

?36@$ -"A.5

Z 111

7 111

- 111

# 111

! 111

$71

711

#71

!11

?36@$+-"A.5

Z 111

7 111

- 111

# 111

! 111

$71

711

#71

!11

U8 ! # - / 7

'<5 产物

U8 ! #
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显示插入 !"#$ 表达序列正确（图 % 泳道 &!'）。

()% !"#$%&'() 双荧光素酶活性检测

结果显示，*+,-./01.23456 与 37-.373789 共转

染组与其对照组相比荧光素酶活性降低；而*+,-.

/01.23456.+0: 与 37-.373789 共转染组与对照

组相比，荧光素酶活性未见明显变化（图 ;）。

(); "#$ *+,- 相关重组载体与 37-.(<4.;*

37-.=1 及 37-.373789 共转染的细胞经倒置荧光

显微镜观察可见，与对照组相比，*+,-."#$.23456

与 37-.373789 共转染组 "#$ 表达阳性细胞比例显

著降低，而 *+,-."#$.23456.+0: 与 37-.373789

共转染组与对照组相比 "#$ 表达阳性细胞比例未

见显著差异（图 '>）。流式细胞仪测定结果与倒置

荧光显微镜观察结果一致，*+,-."#$.23456 与

37-.373789 共转染组较其他组 "#$ 表达阳性细胞

注：?) @=> +4AB!A :A4C9 (D *EF9 ,,；() 以 *+,-.-G$H-:.!"#$

为模板，$1- 特异性扩增的 !"#$ 基因片段；&) *+,-."#$.23456 载

体；%) 以 *+,-."#$.23456 载体为模板，$1- 特异性扩增的 !"#$

序列；;) *+,-."#$.23456.+0: 载体；') 以 *+,-."#$.23456.

+0: 载体为模板，$1- 特异性扩增的 !"#$ 序列

! ! "#$% "#$&'()*+$%*,-./0%&'()*+$%*,-./1*'23

&'() %4)*+

$56 7 8-&95:5;.<5=> =: "+$%%;=>?<@A;<5=> .>/ %4) 5/"><5:5;.<5=>

=: &'()B+$%*,-./1 .>/ &'()*+$%*,-./1*'23

注：I!"<)<; J37-.373789K&#0:-共转染组 "#) 37-.=1K&$0:-共

转染组L

! C ,-./0123456 -5)*DE.*C& 789: ,-./1

-)F8 G!23);<=>?
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荧光素酶活性检测

注：>)倒置荧光显微镜观察结果（%?<<）；M)流式细胞仪检测；1)流式细胞仪检测后统计分析，I!"<)<; J37-.373789K&$0:- 共转染组 "$)

37-.=1K&$0:- 共转染组N

! N +$%@AB556-5)BDO.BC&789: ,-./1 -)F8 G!23);<=>?
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" 李亚冲，等)37-.(<4.;* 调控成骨细胞分化相关靶基因的筛选及靶向关系验证
(<6



比例显著减少（图 !"，!#）。

! !"

骨质疏松症是一种骨质流失的全身系统性疾

病，流行病学调查结果显示，我国 $% 岁以上的人群

中骨质疏松症患病率为：女性 &%'()，男性 *+'+)。

骨质疏松是多因素过程，其主要特征是骨量减少和

骨密度降低。促进骨质形成、增加骨量是治疗骨质

疏松的有效手段,(-./。而骨形成与间充质干细胞的增

殖以及向成熟的成骨细胞分化有关，因此，成骨分

化是骨形成的一个关键因素,0-*%/。

近年来的研究表明，大量 123456参与成骨细胞

的分化过程，在调节骨再生的过程中发挥着重要作

用,**-*&/。例如 12789345-*:%; 通过靶向 <1=8>& 基因

的 :!?@3 区促进骨髓间充质干细胞的成骨分化,*:/。

123-&%;-$A 在人间充质干细胞中通过抑制人

BB53!基因表达及调控 "CB信号通路，从而促进成

骨分化 ,!/。然而，DE9= 等 ,+/的研究结果表明，通过

12789345 靶基因预测数据库并未预测到 BB53!

为 123-&%;-$A 的潜在靶基因；另外，123-&%;-$B

不能改变小鼠 BB53! :!?@3 构建体的荧光素酶活

性；而且，123-&%;-$A 不能抑制小鼠 BB53! 基因

蛋白水平的表达。因此，123-&%;-$A 在成骨分化过

程中的靶向分子机制尚需进一步研究。

本研究首先通过生物信息学预测发现在 @FG-"

信号通路中发挥抑制作用的 <1;H 家族成员 <1;H(

可能是 123-&%;-$A 的潜在靶基因。<1;H 家族转录

因子是 @FG-" 细胞因子信号转导通路的关键因

子，该信号转导通路在动物胚胎发育和组织再生等

多个生命进程中发挥重要作用。<1;H( 能够通过和

活化受体相互作用使 @FG-" 信号通路失去活性而

发挥抑制成骨分化的作用,*+/。

为探究 123-&%;-$A 对 <1;H( 的靶向作用，本

研究首先成功将 <1;H( :!?@3 克隆至双荧光素酶

报告基因载体以及绿色荧光报告基因载体上，然后

将构建成功的报告基因与 123-&%;-$A 121276 或

4# 121276 共转染 IJK-&0:@ 细胞，双荧光素酶活

性检测和绿色荧光抑制实验结果显示，与对照组相

比，123-&%;-$A 显著抑制报告基因载体表达的绿色

荧光蛋白及荧光素酶活性，提示 123-&%;-$A 可能通

过直接作用于靶基因 <1;H(，在成骨分化中发挥调控

作用。

综上，本研究结果表明：123-&%;-$A能够直接

靶向作用于 <1;H( 的 :!?@3。而 <1;H( 与 @FG-"

信号通路有着十分密切的联系。因此，笔者将进一

步研究确定 123-&%;-$A 是否通过阻断靶基因

<1;H( 在@FG-" 信号通路中的抑制作用而促进成

骨分化。对成骨调控机制的研究，将为骨质疏松等

骨代谢相关疾病的治疗提供新的药物靶点。
#$%&'
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