
２０２１ 年　 １１ 月

第 ４１ 卷　 第 １１ 期

基础医学与临床

Ｂａｓｉｃ ＆ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ｎｏｖｅｍｂｅｒ ２０２１
Ｖｏｌ.４１　 Ｎｏ.１１

收稿日期:２０２０￣１１￣１６　 　 修回日期:２０２１￣０４￣０９
基金项目:海南省卫生健康行业项目(１９Ａ２００１３８)
∗通信作者(ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ):ｅｕｑｅ０５＠ １６３.ｃｏｍ

文章编号: １００１ ￣６３２５( ２０２１) １１ ￣１５８８ ￣０６ 研究论文　

ｍｉＲ￣２９５ 抑制高糖诱导的小鼠成骨细胞系 ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ 的凋亡

曲　 野ꎬ 刘立柱∗ꎬ 徐瑞敏ꎬ 吴开弟ꎬ 代伟宏

(海南医学院第二附属医院 创伤骨科ꎬ 海南 海口 ５７０３１１)

摘要:目的 探讨微小 ＲＮＡ(ｍｉＲ)￣２９５ 对高糖诱导的小鼠成骨细胞系 ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ 凋亡的影响及其机制ꎮ 方法 将

ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ 细胞分为对照(Ｃｔｒｌ)组、高糖(ＨＧ)组(以 ２２ ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖诱导培养)、(ＨＧ＋ｍｉＲ￣ｃｏｎｔｒｏｌ)组(转染

ｍｉＲ￣ｃｏｎｔｒｏｌ后高糖诱导)和(ＨＧ＋ｍｉＲ￣２９５)组(转染 ｍｉＲ￣２９５ 模拟物后高糖诱导)ꎻ实时荧光定量 ＰＣＲ(ＲＴ￣ｑＰＣＲ)检测

ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ 细胞中 ｍｉＲ￣２９５ 表达水平ꎻ噻唑蓝(ＭＴＴ)法检测 ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ 细胞存活率ꎻ流式细胞测量术检测 ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１
细胞凋亡率ꎻ免疫印迹法检测 Ｗｎｔ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ 通路相关蛋白 β 连环蛋白(β￣ｃａｔｅｎｉｎ)、Ｄｉｃｋｋｏｐｆ 同源物 １(ＤＫＫ１)、ｃ￣Ｍｙｃ
和 Ｂ 淋巴细胞瘤￣２ 基因(Ｂｃｌ￣２)蛋白表达ꎻ双荧光素酶报告基因实验检测 ｍｉＲ￣２９５ 和 ＤＫＫ１ 的靶向关系ꎮ 结果 与对

照组比较ꎬＨＧ 组 ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ 细胞中 ｍｉＲ￣２９５ 表达水平、细胞存活率和 β￣ｃａｔｅｎｉｎ、ｃ￣Ｍｙｃ 及 Ｂｃｌ￣２ 蛋白表达水平均明显

降低(Ｐ<０ ０５)ꎬ而细胞凋亡率和 ＤＫＫ１ 蛋白表达水平均明显升高(Ｐ<０ ０５)ꎻ与(ＨＧ＋ｍｉＲ￣ｃｏｎｔｒｏｌ)组比较ꎬ(ＨＧ＋

ｍｉＲ￣２９５)组 ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ 细胞中 ｍｉＲ￣２９５ 表达水平、细胞存活率和 β￣ｃａｔｅｎｉｎ、ｃ￣Ｍｙｃ、Ｂｃｌ￣２ 蛋白表达水平均明显升高

(Ｐ<０ ０５)ꎬ而细胞凋亡率和 ＤＫＫ１ 蛋白表达水平均明显降低(Ｐ<０ ０５)ꎮ Ｄｋｋ１ 可能是 ｍｉＲ￣２９５ 的靶基因ꎮ 结论

ｍｉＲ￣２９５可能通过下调 ＤＫＫ１ 表达激活 Ｗｎｔ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ 通路来抑制高糖诱导的成骨细胞系 ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ 的凋亡ꎮ
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ｍｉＲ￣２９５ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ￣ｉｎｄｕｃｅｄ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｍｏｕｓｅ ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１

ＱＵ Ｙｅꎬ ＬＩＵ Ｌｉ￣ｚｈｕ∗ꎬ ＸＵ Ｒｕｉ￣ｍｉｎꎬ ＷＵ Ｋａｉ￣ｄｉꎬ ＤＡＩ Ｗｅｉ￣ｈｏｎｇ
(Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｔｒａｕｍａ ａｎｄ Ｏｒｔｈｏｐｅｄｉｃｓꎬ ｔｈｅ Ｓｅｃｏｎｄ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｈａｉｎａｎ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｈａｉｋｏｕ ５７０３１１ꎬ Ｃｈｉｎａ)

Ａｂｓｔｒａｃｔ: Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｉｃｒｏＲＮＡ (ｍｉＲ)￣２９５ ｏｎ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｍｏｕｓｅ
ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ(ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１) ａｎｄ ｕｎｄｅｒｌｙｉｎｇ ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ. Ｍｅｔｈｏｄｓ　 ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ ｃｅｌｌｓ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｗｅｒｅ ｄｉ￣
ｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｒｅｅ ｇｒｏｕｐｓ: ｃｏｎｔｒｏｌ (Ｃｔｒｌ) ｇｒｏｕｐꎬ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ (ＨＧ) ｇｒｏｕｐ (ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ２２ ｍｍｏｌ / Ｌ ｇｌｕｃｏｓｅ)ꎬ (ＨＧ ＋
ｍｉＲ￣ｃｏｎｔｒｏｌ) ｇｒｏｕｐ (ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ ａｆｔｅｒ ｍｉＲ￣ｃｏｎｔｒｏｌ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ) ａｎｄ (ＨＧ＋ｍｉＲ￣２９５) ｇｒｏｕｐ (ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ
ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ ａｆｔｅｒ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ￣２９５ ｍｉｍｉｃ). Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ￣２９５ ｉｎ ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｒｅ￣
ａｌ￣ｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲꎬ ｔｈｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ｏｆ ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｍｅｔｈｙｌ ｔｈｉａｚｏｌｙｌ ｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍ
(ＭＴＴ) ａｓｓａｙꎬ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ｏｆ ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙꎬ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｗｎｔ /
β￣ｃａｔｅｎｉｎ ｐａｔｈｗａｙ ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ β￣ｃａｔｅｎｉｎꎬ Ｄｉｃｋｋｏｐｆ ｈｏｍｏｌｏｇ １ (ＤＫＫ１)ꎬ ｃ￣Ｍｙｃ ａｎｄ Ｂ￣ｃｅｌｌ ｌｙｍｐｈｏｍａ￣２ (Ｂｃｌ￣２)
ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔꎬ ｄｏｕｂｌｅ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ｒｅｐｏｒｔｅｒ ｇｅｎｅ ａｓｓａｙ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ
ｂｅｔｗｅｅｎ ｍｉＲ￣２９５ ａｎｄ ＤＫＫ１. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｔｈｅ Ｃｔｒｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｍｉＲ￣２９５ꎬ ｃｅｌｌ



曲野　 ｍｉＲ￣２９５ 抑制高糖诱导的小鼠成骨细胞系 ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ 的凋亡

ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ β￣ｃａｔｅｎｉｎꎬ ｃ￣Ｍｙｃ ａｎｄ Ｂｃｌ￣２ ｉｎ ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ＨＧ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒꎬ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＤＫＫ１ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ (Ｐ<０ ０５)ꎻ
Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｏｓｅ ｉｎ (ＨＧ ＋ ｍｉＲ￣ｃｏｎｔｒｏｌ) ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｍｉＲ￣２９５ (Ｐ<０ ０５)ꎬ ｃｅｌｌ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ
ａｎｄ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ β￣ｃａｔｅｎｉｎꎬ ｃ￣Ｍｙｃ ａｎｄ Ｂｃｌ￣２ ｉｎ ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ ｃｅｌｌｓ ｉｎ (ＨＧ ＋ ｍｉＲ￣２９５) ｇｒｏｕｐ
ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ (Ｐ<０ ０５)ꎬ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＤＫＫ１ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗ￣
ｅｒ (Ｐ<０ ０５). Ｄｋｋ１ ｍｉｇｈｔ ｂｅ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅ ｏｆ ｍｉＲ￣２９５. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 ｍｉＲ￣２９５ ｍａｙ ｉｎｈｉｂｉｔ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ￣ｉｎｄｕｃｅｄ
ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｂｙ ｄｏｗｎ￣ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ＤＫＫ１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ Ｗｎｔ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ ｐａｔｈｗａｙ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔꎻ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅꎻ ｍｉＲ￣２９５ꎻ ａｐｏｐｔｏｓｉｓꎻ Ｗｎｔ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ ｐａｔｈｗａｙ

　 　 糖尿病(ｄｉａｂｅｔｅｓ ｍｅｌｌｉｔｕｓꎬＤＭ)性骨质疏松症(ｄｉ￣
ａｂｅｔｉｃ ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓꎬＤＯＰ)是多见于老年 ＤＭ 患者的慢

性并发症ꎬ骨骼结构破坏和骨量减少是其重要病理特

征[１￣２]ꎮ 高糖引起的成骨细胞骨形成能力减弱是导致

ＤＯＰ 的重要原因ꎬ无翅基因(ｗｉｎｇｌｅｓｓꎬＷｎｔ)信号通路

失活在其中发挥重要作用ꎬ而 Ｄｉｃｋｋｏｐｆ 同源物 １
(ｄｉｃｋｋｏｐｆ ｈｏｍｏｌｏｇ １ꎬＤＫＫ１)为 Ｗｎｔ 信号通路的内源

性抑制剂ꎬ其水平升高可抑制 Ｗｎｔ 信号通路活化ꎬ阻
碍成骨作用[３]ꎮ 微小 ＲＮＡ(ｍｉｃｒｏＲＮＡｓꎬｍｉＲＮＡｓ)与

代谢性骨病的发生密切相关ꎬ某些 ｍｉＲＮＡｓ 可通过靶

向抑制 ＤＫＫ１ 表达促进骨折愈合[４]ꎮ ｍｉＲ￣２９５ 是

ｍｉＲＮＡｓ 的一个成员ꎬ在 ＤＯＰ 大鼠骨组织中表达下

调[２]ꎬ但其是否参与高糖诱导(ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ￣ｉｎｄｕｃｅｄꎬ
ＨＧ￣ｉｎｄｕｃｅｄ)的成骨细胞凋亡及其作用机制尚不清

楚ꎮ 本研究以小鼠成骨细胞系 ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ 为对象ꎬ探
讨 ｍｉＲ￣２９５ 过表达对高糖诱导成骨细胞凋亡的影响

并以 ＤＫＫ１ 为切点初步分析其机制ꎮ

１　 材料与方法

１ １　 主要材料

小鼠成骨细胞系 ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１(宁波明舟生物科

技有限公司)ꎻα￣ＭＥＭ 培养基和胎牛血清(ＨｙＣｌｏｎｅ
公司)ꎻ青链霉素混合液(×１００)细胞培养专用、高效

放射免疫沉淀法 ( ｒａｄｉｏ￣ｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ ａｓｓａｙꎬ
ＲＩＰＡ)裂解液、ＴｒｉＱｕｉｃｋ Ｒｅａｇｅｎｔ 总 ＲＮＡ 提取试剂、
Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ３０００、噻唑蓝[３￣(４ꎬ５￣ｄｉｍｅｔｈｙｌｔｈｉａｚｏｌ￣
２￣ｙｌ)￣２ꎬ５￣ｄｉｐｈｅｎｙｌｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍ ｂｒｏｍｉｄｅꎬＭＴＴ]试剂盒、
膜联蛋白 Ｖ￣异硫氰酸荧光素( ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ￣ＦＩＴＣ) /碘
化丙啶( ｐｒｏｐｉｄｉｕｍ ｉｏｄｉｄｅꎬＰＩ)凋亡检测试剂盒、二
奎啉甲酸( ｂｉｃｉｎｃｈｏｎｉｎｉｃ ａｃｉｄꎬ ＢＣＡ)蛋白质浓度测

定试剂盒、双荧光素酶报告基因检测试剂盒和

ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 凝胶制备试剂盒(北京索莱宝科技有限

公司)ꎻｃＤＮＡ 第一链合成试剂盒(北京百奥莱博科技

有限公司)ꎻｐＧＬ３￣ｂａｓｉｃ 荧光素酶报告基因载体(上海

海吉浩格生物科技有限公司)ꎻｍｉＲ￣２９５ 模拟物及其

阴性对照 ｍｉＲ￣ｃｏｎｔｒｏｌ(南通市百奥迈科生物技术有限

公司)ꎻβ 连环蛋白(β￣ｃａｔｅｎｉｎ)、ＤＫＫ１、ｃ￣Ｍｙｃ、Ｂ 淋巴

细胞瘤￣２ 基因(Ｂ￣ｃｅｌｌ ｌｙｍｐｈｏｍａ￣２ꎬＢｃｌ￣２)和甘油醛￣３￣
磷 酸 脱 氢 酶 ( ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ￣３￣ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏ￣
ｇｅｎａｓｅꎬＧＡＰＤＨ) 抗体 (Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公

司)ꎮ
１ ２　 方法

１ ２ １　 细胞的分组及处理:将细胞分为 １) 对照

(Ｃｔｒｌ)组ꎻ２)高糖(ＨＧ)组:用含 ２２ ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖

的培养基培养 ２４ ｈꎬ“３)和 ４)组与此相同”ꎻ３)(ＨＧ＋
ｍｉＲ￣对照)组:转染 ｍｉＲ￣对照组 ４８ ｈ 后行高糖培养ꎻ
４)(ＨＧ＋ｍｉＲ￣２９５)组:转染 ｍｉＲ￣２９５ 模拟物行高糖

培养ꎬ每组设置 ３ 个复孔ꎮ 其中ꎬｍｉＲ￣２９５ 模拟物和

ｍｉＲ￣对照的转染参照 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ３０００ 说明书ꎮ
１ ２ ２　 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 检测 ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ 细胞中 ｍｉＲ￣２９５
表达 水 平: 向 ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ 细 胞 中 加 入 ＴｒｉＱｕｉｃｋ
Ｒｅａｇｅｎｔ 总 ＲＮＡ 提取试剂提取总 ＲＮＡꎬ将 ＲＮＡ 定量

后ꎬ参照 ｃＤＮＡ 第一链合成试剂盒说明书将 ＲＮＡ 反

转录合成单链 ｃＤＮＡꎮ 将 ２ μＬ ｃＤＮＡ、５ μＬ ＳＹＢＲ
Ｇｒｅｅｎ、２ ２ μＬ ＤＥＰＣ ( ｄｉｅｔｈｙｌｐｙｒｏｃａｒｂｏｎａｔｅ) 水和各

０ ４ μＬ 正反引物混匀制成总体积为 １０ μＬ 的反应

体系ꎻ置于荧光定量 ＰＣＲ 仪进行扩增ꎬＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ 细

胞中 ｍｉＲ￣２９５ 的表达水平采用 ２－△△Ｃｔ 值表示ꎮ 其

中ꎬ扩增条件为 ９６ ℃ ５ ｍｉｎꎬ１ 个循环ꎻ９６ ℃ ３０ ｓꎬ
５８ ℃ ３０ ｓꎬ７２ ℃ ３０ ｓꎬ４０ 个循环ꎮ 引物由上海生工

生物工程有限公司设计并合成:ｍｉＲ￣２９５ 正向引物

序列:５′￣ＣＴＣＡＡＡＴＧＴＧＧＧＧＣＡＣＡＣ￣３′ꎬ反向引物序

列:５′￣ＧＡＡＣＡＴＧＴＣＴＧＣＧＴＡＴＣＴＣ￣３′ꎻ内参 Ｕ６ 正向

引物序列:５′￣ＣＴＣＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡ￣３′ꎬ反向引物
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基础医学与临床　 　 Ｂａｓｉｃ ＆ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ ２０２１ ４１(１１)

序列:５′￣ＡＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴ￣３′ꎮ
１ ２ ３　 ＭＴＴ 法检测 ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ 细胞活力:将对数增

殖期 ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ 细胞按照每孔 １×１０５ 个接种至 ９６
孔板ꎬ按照 １ ２ 中分组进行相应处理ꎬ另外设不含细

胞的空白组以进行调零检测ꎻ处理结束后ꎬ每孔加入

２０ μＬ ＭＴＴ ５ ｇ / Ｌ 溶液孵育 ４ ｈꎻ弃上清液后ꎬ每孔加

入 １５０ μＬ 二甲基亚砜摇床孵育 １０ ｍｉｎꎮ 运用全自

动酶标仪测定各组 ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ 细胞在 ４９０ ｎｍ 波长

处的吸光度(Ａ)值ꎬ并以(Ａ 实验组－Ａ 空白组) / (Ａ
对照组－Ａ 空白组)×１００％表示各组细胞存活率ꎮ 该

实验行 ３ 次重复检测ꎮ
１ ２ ４　 流式细胞仪检测 ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ 细胞凋亡:胰蛋

白酶消化收集按照 １ ２ 中分组处理结束后的各组

ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ 细胞ꎬ加入预冷的磷酸缓冲液漂洗 ２ 次

后ꎬ用 １×结合缓冲液调整细胞为 １×１０６ 个 / ｍＬꎻ向
１００ μＬ 细胞悬液中加入 ５ μＬ ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ￣ＦＩＴＣ、５ μＬ
ＰＩꎬ充分混匀后避光反应 １５ ｍｉｎꎬ用流式细胞仪检测

ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ 细胞凋亡率ꎮ 该实验行 ３ 次重复检测ꎮ
１ ２ ５　 免疫印迹法检测 ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ 细胞中 β￣ｃａｔｅｎｉｎ、
ＤＫＫ１、ｃ￣Ｍｙｃ 和 Ｂｃｌ￣２ 蛋白表达水平:向 ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１
细胞中加入 ＲＩＰＡ 裂解液抽提总蛋白ꎬ用 ＢＣＡ 法定

量后ꎬ加入等体积上样缓冲液煮沸 ５ ｍｉｎ 变性ꎮ 将

蛋白样品行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分离后ꎬ转至聚偏氟乙烯膜

上ꎻ封闭液室温封膜 １ｈꎬ加入 β￣ｃａｔｅｎｉｎ (１ ∶ ２ ０００)、
ＤＫＫ１(１ ∶ １ ０００)、ｃ￣Ｍｙｃ(１ ∶ １ ０００)、Ｂｃｌ￣２(１ ∶ １ ０００)和
ＧＡＰＤＨ(１ ∶ ２ ０００)特异性一抗室温孵育 ２ ｈꎻ洗涤

液洗 膜 后ꎬ 再 加 入 辣 根 过 氧 化 酶 标 记 的 二 抗

(１ ∶ ５ ０００)室温孵育 １ ｈꎮ 化学发光剂暗室内显色

后ꎬＧＡＰＤＨ 作内参ꎬ采用凝胶成像分析系统及图像

处理软件进行分析ꎮ 该实验重复检测 ３ 次ꎮ
１ ２ ６　 双荧光素酶报告基因检测 ｍｉＲ￣２９５ 和 Ｄｋｋ１
靶向关系:采用 Ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ 软件预测 ｍｉＲ￣２９５ 与

Ｄｋｋ１ ３′ ＵＴＲ 结合位点后ꎬ将含 ｍｉＲ￣２９５ 与 Ｄｋｋ１
３′ＵＴＲ结合位点的序列片段和定点突变后的序列

片段克隆重组至 ｐＧＬ３￣ｂａｓｉｃ 载体上ꎬ构建野生型

(Ｗｔ) ￣ＤＫＫ１ 和突变型( Ｍｕｔ) ￣ＤＫＫ１ 荧光素酶载

体质粒ꎮ 参照 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００ 说明书分别将

ｍｉＲ￣２９５ 模拟物 (ｍｉＲ￣２９５) ＋Ｗｔ￣ＤＫＫ１、ｍｉＲ￣２９５ ＋
Ｍｕｔ￣ＤＫＫ１、ｍｉＲ￣ｃｏｎｔｒｏｌ ＋ Ｗｔ￣ＤＫＫ１ 和 ｍｉＲ￣ｃｏｎｔｒｏｌ ＋
Ｍｕｔ￣ＤＫＫ１ 共转染至 ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ 细胞ꎬ记为(ｍｉＲ￣２９５＋
Ｗｔ￣ＤＫＫ１)组、(ｍｉＲ￣２９５＋Ｍｕｔ￣ＤＫＫ１)组、(ｍｉＲ￣ｃｏｎｔｒｏｌ＋

Ｗｔ￣ＤＫＫ１ ) 组 和 ( ｍｉＲ￣ｃｏｎｔｒｏｌ ＋ Ｍｕｔ￣ＤＫＫ１ ) 组ꎬ
其中每组设 ３ 个复孔ꎻ转染 ４８ ｈ 后ꎬ检测各组

ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ 细胞的荧光素酶活性ꎬ操作步骤参照

双荧光素酶报告基因检测试剂盒说明书ꎮ 该实

验重复检测 ３ 次ꎮ
１ ３　 统计学分析

用均数±标准差(ｘ±ｓ)表示ꎬ运用 ＳＰＳＳ ２４ ０ 软

件对数据进行统计学分析ꎬ两组比较采用 ｔ 检验ꎬ多
组间比较采用单因素方差分析ꎬ进一步两两比较采

用 ＳＮＫ￣ｑ 检验ꎮ

２　 结果

２ １　 高糖下ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１细胞中ｍｉＲ￣２９５的表达水平

与对照组比较ꎬＨＧ 组 ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ 细胞中 ｍｉＲ￣２９５
表达水平明显降低(Ｐ<０ ０５)ꎻ与 ＨＧ＋ｍｉＲ￣ｃｏｎｔｒｏｌ
组比较ꎬＨＧ＋ｍｉＲ￣２９５ 组 ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ 细胞中 ｍｉＲ￣２９５
表达水平明显升高(Ｐ<０ ０５)(表 １)ꎮ

表 １　 各组 ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ 细胞中 ｍｉＲ￣２９５ 表达水平

Ｔａｂｌｅ １　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｍｉＲ￣２９５
　 　 　 　 ｉｎ ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ (ｘ±ｓꎬｎ＝９)

ｇｒｏｕｐ ｍｉＲ￣２９５

Ｃｔｒｌ １ ００±０ ００

ＨＧ ０ ４５±０ ０３∗

ＨＧ＋ｍｉＲ￣ｃｏｎｔｒｏｌ ０ ４７±０ ０３

ＨＧ＋ｍｉＲ￣２９５ ２ ９８±０ ３５＃

∗Ｐ < ０ ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｔｒｌ ｇｒｏｕｐꎻ ∗Ｐ < ０ ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＨＧ ＋
ｍｉＲ￣ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ.

２ ２　 ｍｉＲ￣２９５对高糖下ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１细胞活力的影响

ＨＧ 组 ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ 细胞存活率较对照组明显降低

(Ｐ<０ ０５)ꎬ但(ＨＧ＋ｍｉＲ￣２９５)组 ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ 细胞存活

率明显高于(ＨＧ＋ｍｉＲ￣ｃｏｎｔｒｏｌ)组(Ｐ<０ ０５)(表 ２)ꎮ

表 ２　 各组 ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ 细胞存活率和凋亡率

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ｏｆ ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１
　 　 　 　 ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ (ｘ±ｓꎬ％ꎬｎ＝９)

ｇｒｏｕｐ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ

Ｃｔｒｌ １００ ００±０ ００ ４ ７５±０ ２８

ＨＧ ５４ ６５±３ ２６∗ １８ ３８±１ ５２∗

ＨＧ＋ｍｉＲ￣ｃｏｎｔｒｏｌ ５２ １８±３ ０５ １７ ２６±１ ７５

ＨＧ＋ｍｉＲ￣２９５ ８７ ２０±６ ３７＃ １０ ５４±０ ６５＃

∗Ｐ < ０ ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｔｒｌ ｇｒｏｕｐꎻ ∗Ｐ < ０ ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＨＧ ＋
ｍｉＲ￣ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ.
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曲野　 ｍｉＲ￣２９５ 抑制高糖诱导的小鼠成骨细胞系 ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ 的凋亡

２ ３ 　 ｍｉＲ￣２９５ 对高糖下 ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ 细胞凋亡的

影响

与对照组比较ꎬＨＧ 组 ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ 细胞凋亡率

明显升高(Ｐ<０ ０５)ꎻ(ＨＧ＋ｍｉＲ￣２９５)组 ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１
细胞 凋 亡 率 较 ( ＨＧ ＋ ｍｉＲ￣ｃｏｎｔｒｏｌ) 组 明 显 降 低

(Ｐ<０ ０５)(表 ２ꎬ图 １)ꎮ
２ ４　 ｍｉＲ￣２９５ 对高糖下 ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ 细胞中 Ｗｎｔ /
β￣ｃａｔｅｎｉｎ 通路的影响

与对照组比较ꎬＨＧ 组 ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ 细胞中β￣ｃａｔｅｎｉｎ
蛋白及下游相关蛋白 ｃ￣Ｍｙｃ、Ｂｃｌ￣２ 表达水平明显降低

(Ｐ<０ ０５)ꎬ而 ＤＫＫ１ 表达水平明显升高(Ｐ<０ ０５)ꎻ
与( ＨＧ ＋ ｍｉＲ￣对照) 组比较ꎬ ( ＨＧ ＋ ｍｉＲ￣２９５ ) 组

ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ 细胞中 β￣ｃａｔｅｎｉｎ、ｃ￣Ｍｙｃ 和 Ｂｃｌ￣２ 蛋白表

达水平明显升高(Ｐ<０ ０５)ꎬ而 ＤＫＫ１ 蛋白表达水平

明显降低(Ｐ<０ ０５)(图 ２ꎬ表 ３)ꎮ

２ ５　 ｍｉＲ￣２９５ 和 Ｄｋｋ１ 靶向关系的验证

Ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ 软件预测结果显示ꎬｍｉＲ￣２９５ 和 Ｄｋｋ１
３′ＵＴＲ 之间存在互补的结合位点ꎻ双荧光素酶报告

基因实验检测结果显示ꎬ(ｍｉＲ￣２９５ ＋Ｗｔ￣ＤＫＫ１) 组

ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ 细胞的荧光素酶活性明显低于 ( ｍｉＲ￣
ｃｏｎｔｒｏｌ＋Ｗｔ￣ＤＫＫ１)组ꎬ但(ｍｉＲ￣ｃｏｎｔｒｏｌ ＋Ｍｕｔ￣ＤＫＫ１)
组和(ｍｉＲ￣２９５＋Ｍｕｔ￣ＤＫＫ１)组 ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ 细胞的荧

光素酶活性差异无统计学意义(图 ３ꎬ表 ４)ꎮ

３　 讨论

ＤＯＰ 是一种常见的代谢性疾病ꎬ严重威胁人们

健康[５]ꎮ 成骨细胞过度凋亡引发成骨细胞功能异

常、骨吸收增多和骨形成减少[３]ꎻＤＭ 患者的高糖环

境对成骨细胞的增殖不利[６]ꎮ ｍｉＲＮＡｓ 不具有编码

蛋白质的功能ꎬ 但可通过与靶基因碱基互补配对在

图 １　 ｍｉＲ￣２９５ 对高糖诱导的 ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ 细胞凋亡的影响

Ｆｉｇ １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｉＲ￣２９５ ｏｎ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ

图 ２　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 Ｗｎｔ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ 通路

　 　 相关蛋白表达

Ｆｉｇ ２　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
　 　 　 Ｗｎｔ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ ｐａｔｈｗａｙ ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

图 ３　 ｍｉＲ￣２９５ 和 Ｄｋｋ１ ３′ＵＴＲ 互补的结合位点

Ｆｉｇ ３　 Ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｙ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅｓ ｏｆ ｍｉＲ￣２９５
　 　 　 ａｎｄ Ｄｋｋ１ ３′ＵＴＲ

转录水平上调控其表达[７]ꎮ 有报道[８￣１０]ꎬｍｉＲ￣１３９￣３ｐ
低表达具有抑制成骨细胞分化和促进成骨细胞凋亡

的作用ꎬｍｉＲ￣７２２３￣５ｐ 可靶向调控 ＰＩ３ＫＲ１ 表达抑制

成骨细胞增殖并促进其凋亡ꎻｍｉＲ￣４５５￣３ｐ 可通过

靶向 ＨＩＰＫ２ 拮抗高糖诱导的成骨细胞凋亡并促进

成骨细胞增殖ꎮ ｍｉＲ￣２９５ 在胚胎干细胞中具有潜

在的促生存功能[１１]ꎮ 已有研究表明[２]ꎬ ＤＯＰ 大鼠骨
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表 ３　 ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１细胞中 β￣ｃａｔｅｎｉｎ、ＤＫＫ１、ｃ￣Ｍｙｃ和 Ｂｃｌ￣２蛋白表达水平

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ β￣ｃａｔｅｎｉｎꎬ ＤＫＫ１ꎬ ｃ￣Ｍｙｃ ａｎｄ Ｂｃｌ￣２ ｉｎ ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１
　 　 　 　 ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ (ｘ±ｓꎬｎ＝９)

ｇｒｏｕｐ β￣ｃａｔｅｎｉｎ ＤＫＫ１ ｃ￣Ｍｙｃ Ｂｃｌ￣２

Ｃｔｒｌ ０ ４６±０ ０３ ０ １８±０ ０２ ０ ５２±０ ０３ ０ ４９±０ ０４

ＨＧ ０ １５±０ ０３∗ ０ ５５±０ ０４∗ ０ ２４±０ ０２∗ ０ ２７±０ ０３∗

ＨＧ＋ｍｉＲ￣ｃｏｎｔｒｏｌ ０ １３±０ ０２ ０ ５８±０ ０５ ０ ２２±０ ０３ ０ ３０±０ ０３

ＨＧ＋ｍｉＲ￣２９５ ０ ２４±０ ０３＃ ０ ３９±０ ０４＃ ０ ３７±０ ０３＃ ０ ４６±０ ０３＃

∗Ｐ<０ ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｔｒｌ ｇｒｏｕｐꎻ＃Ｐ<０ ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＨＧ＋ｍｉＲ￣ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ.

表 ４　 比较各组ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１细胞荧光素酶活性

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ
　 　 　 　 ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ(ｘ±ｓꎬｎ＝９)

ｇｒｏｕｐ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ

ｍｉＲ￣ｃｏｎｔｒｏｌ＋Ｗｔ￣ＤＫＫ１ １ ０１±０ ０８

ｍｉＲ￣２９５＋Ｗｔ￣ＤＫＫ１ ０ ３１±０ ０２∗

ｍｉＲ￣ｃｏｎｔｒｏｌ＋Ｍｕｔ￣ＤＫＫ１ ０ ９７±０ ０６

ｍｉＲ￣２９５＋Ｍｕｔ￣ＤＫＫ１ １ ０３±０ ０８

∗Ｐ<０ ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｍｉＲ￣ｃｏｎｔｒｏｌ＋Ｗｔ￣ＤＫＫ１ ｇｒｏｕｐ.

组织中 ｍｉＲ￣２９５ 表达下调ꎬ但其作用并不清楚ꎮ 本研

究表明ꎬｍｉＲ￣２９５ 过表达可抑制 ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ 细胞凋亡ꎮ
提示ꎬｍｉＲ￣２９５ 可能通过调控成骨细胞凋亡在 ＤＯＰ 发

生发展过程中扮演着重要角色ꎮ
Ｗｎｔ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路 Ｗｎｔ 可通过与 Ｆｒｉｚｚｌｅｄ

结合被活化ꎬ经过一系列作用可导致 β￣ｃａｔｅｎｉｎ 过度

积累入核ꎬ通过激活下游相关基因ꎬ如原癌基因ｃ￣Ｍｙｃ
和抗凋亡基因 Ｂｃｌ￣２ 等表达ꎻＤＫＫ１ 可通过细胞膜上

ＬＲＰ５ / ６ 和 Ｋｒｅｍｅｎ１ / ２ 形成三聚体ꎬ进而阻断 Ｗｎｔ 信
号的传递[１２]ꎮ Ｗｎｔ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路失调与包括

ＤＯＰ 在内的多种疾病的发生发展密切相关[１３]ꎮ

Ｗｎｔ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路活化可促进成骨细胞增殖并

抑制其凋亡ꎬ而抑制 Ｗｎｔ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路可促进

成骨细胞凋亡[１４]ꎮ 本研究发现ꎬＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ 细胞中

β￣ｃａｔｅｎｉｎ、ｃ￣Ｍｙｃ 和 Ｂｃｌ￣２ 蛋白表达水平明显降低ꎬ而
ＤＫＫ１ 蛋白表达水平明显升高ꎬＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ 细胞中

Ｗｎｔ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路活化明显受到抑制ꎮ 与文

献报道相似[１５] ꎮ 进一步检测表明ꎬｍｉＲ￣２９５ 过表

达可激活高糖下 ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ 细胞中 Ｗｎｔ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ
信号通路ꎮ 提示ꎬｍｉＲ￣２９５ 过表达抑制高糖诱导的

ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ 细胞凋亡可能与其激活 Ｗｎｔ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ
信号通路有关ꎮ 进一步预测到 ｍｉＲ￣２９５ 与 Ｄｋｋ１
３′ＵＴＲ区域存在互补的结合位点ꎬ Ｄｋｋ１ 可能是

ｍｉＲ￣２９５的潜在靶基因ꎬｍｉＲ￣２９５ 可能通过靶向抑制

ＤＫＫ１ 表达激活 Ｗｎｔ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路影响成骨

细胞功能ꎮ
综上所述ꎬｍｉＲ￣２９５ 可抑制高糖诱导的成骨细

胞凋亡ꎬ其作用机制可能与靶向下调 ＤＫＫ１ 表达激

活 Ｗｎｔ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ 通路有关ꎮ 本研究局限于细胞水

平ꎬ后期拟用 ＤＯＰ 大鼠模型进一步从整体水平探讨

ｍｉＲ￣２９５ 的作用ꎬ以期为 ＤＯＰ 发病机制及防治提供

新依据ꎮ
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写ꎬ后面均用小写ꎬ两字之间用连字符ꎮ
例:ＷＡＮＧ Ｘｉａｏ－ｓａｎꎮ

１ ４　 作者单位:
１ ４ １　 中文:写标准全称(由大单位到小单位ꎬ中间用空格隔开)、所在省份、城市及邮编ꎮ 如有不同单位ꎬ
以作者右上角标的数字对应标注单位ꎮ

例:华中科技大学 同济医学院 １  免疫学系ꎻ２ 病理生理学系ꎬ湖北 武汉 ４３００２２
１ ４ ２　 英文:由小单位到大单位ꎬ中间用“ꎬ”隔开ꎬ省份略去ꎮ 每个实义词的首字母大写ꎮ

例:１ Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙꎻ２ Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｐａｔｈｏｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙꎬ Ｔｏｎｇｊｉ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｃｏｌｌｅｇｅꎬ Ｈｕａｚｈｏｎｇ Ｕｎｉ￣
ｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ Ｗｕｈａｎ ４３００２２ꎬ Ｃｈｉｎａ
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