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缩略语表 
 

缩略词 英文全称 中文全称 

ALP alkaline phosphatase 碱性磷酸酶 

α-MEM   
Alpha modified minimum essential 

medium 
α-MEM 培养基 

BMSCs    
bone marrow-derived mesenchymal 

stem cell 
骨髓基质干细胞 

CAT catalyse 过氧化氢酶 

CHIP chromatin immunoprecipitation 染色质免疫共沉淀 

DCFH-DA 2' 7' Dichorodihydrofluorescein 
2',7'-二氯荧光黄双乙酸

盐 

DMSO dimethyl sulfoxide 二甲基亚砜 

EDTA Ethylenediaminetetraacetic acid 乙二胺四乙酸 

FCM flow cytometry 流式细胞术 

FOXO 
Forkhead bOX-containing protein, O 

sub-family 
叉头结合蛋白 O 亚家族 

FBS  fetal bovine serum 胎牛血清 

H&E hematoxylinand and eosin 苏木素和伊红 

IL interleukin 白介素 

IBMX 3-isobutyl-1-methyl-xanthine 3-异丁基-1-甲基黄嘌呤 

IFN-γ interferon-γ 干扰素-γ 

MTT 
3-4,5-dimethylthiazol-2-yl-2,5 

diphenyltetrazolium bromide 

3-(4,5- 二 甲 基 噻 唑

-2)-2，5-二甲基四氮唑

溴盐 

miRNA microRNA 微小 RNA 

NAC N-Acetyl-L-cysteine N-乙酰半胱氨酸 

OCN osteocalcin 骨钙素 

OPG osteoprotegerin 骨保护素 

OVX ovariectomy 卵巢切除术 

OS oxidative stress 氧化应激 

PBS phosphate buffered saline 磷酸盐缓冲液 

ROS reactive oxygen species 氧自由基 
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RT-PCR 
reverse transcription-polymerase 

chain reaction 
逆转录聚合酶链式反应 

SD standard deviation 标准差 

SHAM sham surgery 假手术 

SOD2 Superoxide Dismutase2 超氧化合物歧化酶 2 

TNF-α tumor necrosis factor-alpha 肿瘤坏死因子 α 

TBS Tris buffer saline Tris 缓冲液 

UTR Untranslated region 非翻译区域 
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细胞分化缺陷的机制研究 

 

博士研究生 ：廖  立 
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第四军医大学口腔医院口腔组织病理教研室，西安 710032 
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中文摘要 
【背景】 

绝经后骨质疏松是最常见的骨质疏松，主要表现为绝经后出现的骨密度降低、

骨微结构破坏和力学性能减退。可造成非应力性骨折高发，是危害中老年女性健康

和生命的主要退行性疾病之一。骨质疏松发生的根本原因是破骨细胞介导的骨吸收

与成骨细胞介导的骨形成间的平衡破坏。骨髓间充质干细胞（BMSCs）作为成骨前

体细胞的来源，在骨发育、改建和修复再生中均发挥重要作用。已有研究证实，在

骨质疏松中 BMSCs 的成骨分化能力下降，是导致骨形成缺陷的重要原因。但是绝经

后导致 BMSCs 分化功能异常的机制亟待阐明。 

最新研究表明，雌激素并非主要通过直接作用于 BMSCs 发挥作用。而雌激素缺

乏后 T 细胞激活引起的炎性因子增加是骨质疏松发生的重要致病因素。TNF-α 作为

最主要的炎性因子，其升高已被证实可以抑制 BMSCs 的成骨分化，而通过基因敲除

或中和抗体等方法抑制TNF-α可有效预防雌激素缺乏所致骨质疏松。但是因为TNF-α

作用广泛、下游信号通路复杂，所以其抑制 BMSCs 分化的分子信号途径尚不清楚。 

近年来 miRNA 作为基因表达的重要调控手段，已被证实在 BMSCs 分化中扮演

关键角色。现已发现多个 miRNA 通过作用于成骨关键转录因子和信号分子调控

BMSCs 成骨分化进程。同时，在肿瘤、心血管疾病、神经退行性疾病等多种老年性
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疾病中均观察到特定 miRNA 的表达变化，并参与了疾病的发生发展进程。但是骨

质疏松过程中 BMSCs 中 miRNA 表达是否发生改变，其改变与骨质疏松发生是否相

关等重要问题均有待解答。 

【目的】 

本研究拟利用 microRNA 高通量芯片检测技术，结合分子生物学和细胞生物学

研究方法，探索 TNF-α 抑制 BMSCs 成骨分化的分子途径，明确 miRNA 在其中的作

用及机制，为深入认识绝经骨质疏松的发生机制，探寻新的治疗靶点提供实验依据。 

【方法】 

1、通过卵巢切除（OVX）手术建立雌激素缺乏骨质疏松小鼠模型，利用 microCT

和组织学检测明确其骨量变化；2、通过体外成骨分化实验，利用茜素红染色和成骨

标志基因 Realtime RT-PCR 检测明确 OVX 小鼠来源 BMSCs 成骨分化能力改变；3、

利用ELISA检测明确TNF-α在OVX术后的水平变化；4、利用Western blot检测TNF-α

下游激活的信号通路；5、利用 siRNA 阻断特定信号分子进行缺失性功能研究；6、

通过miRNA高通量芯片筛查寻找在OVX及SHAM BMSCs中差异性表达的miRNA；

7、利用特定 miRNA mimics 和 inhibitor 转染进行获得/缺失性功能实验，用以确定

miR-3077-5p 和 miR-705 在 BMSCs 中的作用；8、利用生物信息学分析寻找 miRNA

作用的靶基因；9、采用 Western blot 检测结合荧光素酶报导系统验证 miRNA 对靶基

因的直接作用；10、利用雌激素体内注射和体外处理明确 miR-3077-5p 和 miR-705

是否直接受雌激素调控；11、利用重组TNF-α和TNF-α中和抗体体内注射，明确TNF-α

对 miR-3077-5p 和 miR-705 表达的调控作用及其激活的信号通路；12、利用 TNF-α

体外处理，研究 TNF-α 调控 miR-3077-5p 和 miR-705 表达的分子信号机制；13、利

用 DCFH 标记检测 BMSCs 内 ROS 水平；14、利用抗氧化剂 NAC 明确 ROS 对于

BMSCs 成骨分化的作用；15、利用免疫组化检测骨质疏松后松质骨中 FOXO1 的表

达；16、利用 FOXO1 siRNA 干扰和慢病毒过表达技术，明确 FOXO1 在 BMSCs 抗

氧化防御中的作用；17、通过 antogomir 体内注射体内下调 miR-705 的表达，以体内

验证 miR-705 的功能及其作用靶基因；18、利用 CHIP 技术明确 NF-κB 信号通路是

否直接调控 miR-705 的转录。 

【结果】 

1、骨质疏松中 TNF-α 通过 NF-κB 信号通路抑制 BMSCs 成骨分化  
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OVX 术后 3mon，BMSCs 成骨分化能力较假手术组显著下降。而血液中 TNF-α

水平在雌激素缺乏后明显上升，体外实验证实过量的 TNF-α 抑制 BMSCs 成骨分化。

进一步信号通路检测发现 TNF-α 并不激活凋亡通路，而激活 NF-κB 信号通路。IKK 

siRNA 抑制 NF-κB 通路后可有效恢复 OVX BMSCs 的成骨分化，并阻断 TNF-α 对

BMSCs 成骨分化的抑制作用。 

2、TNF-α 通过上调 miR-3077-5p 表达抑制 BMSCs 成骨分化 

miRNA 芯片筛查发现 10 个 miRNA 在 SHAM 及 OVX BMSCs 中呈差异性表达，

其中 miR-3077-5p、miR-705 差异最为显著。进一步研究发现 miR-3077-5p 在 OVX 

BMSCs 和骨组织中表达异常升高，雌激素治疗后骨组织中表达恢复，但体外雌激素

处理却促进 miR-3077-5p 表达，TNF-α 显著促进 miR-3077-5p 表达，说明雌激素缺乏

后间接通过 TNF-α 导致 miR-3077-5p 表达。此外，miR-3077-5p 在骨组织中呈高表达，

随 BMSCs 成骨分化进程显著下降，功能学研究证实 miR-3077-5p 抑制 BMSCs 成骨

分化，主要通过直接结合于成骨关键转录因子 Runx2 3‘UTR 区域发挥作用。抑制

miR-3077-5p 有效恢复 OVX BMSCs 的成骨功能低下，并部分拮抗 TNF-α 的抑制成

骨分化作用。 

3、TNF-α 通过抑制 FOXO1 导致氧化损伤，间接抑制 BMSCs 成骨分化 

通过体内外实验证实，骨质疏松中 TNF-α 的升高导致 BMSCs 中 ROS 水平升高，

抑制 BMSCs 成骨分化。其氧化应激是由于 SOD2、CAT 等抗氧化酶表达减少、抗氧

化防御缺陷所导致。FOXO1 作为重要的抗氧化调节因子，在骨质疏松骨组织及

BMSCs 中表达均下降。通过获得/缺失性功能实验证实 FOXO1 促进 SOD2、CAT 表

达，发挥关键的抗氧化作用。TNF-α 抑制 FOXO1 的蛋白表达，导致 OVX BMSCs

氧化损伤，而过表达 FOXO1 可减轻 OVX 和 TNF-α 所致的氧化损伤，恢复 BMSCs

的成骨分化功能。 

4、TNF-α 通过 NF-κB 通路上调 miR-705，导致持续性氧化损伤 

TNF-α 并不直接调控 FOXO1 转录。结合生物信息学分析、获得/缺失性功能实

验、荧光素酶报告体系证实 miR-705 可结合于 FOXO1 3‘UTR 抑制其表达。体内、体

外实验证实 TNF-α 促进 miR-705 表达，下调 miR-705 可提高 BMSCs 中 FOXO1 蛋白

水平、SOD2 和 CAT mRNA 表达，并减轻氧化损伤。信号通路研究证实 TNF-α 通过

激活 NF-κB 信号通路，促进 P65 入核结合于 miR-705 启动子激活其转录。此外，ROS
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也 能 激 活 NF-κB 通 路 提 高 miR-705 表 达 。 TNF-α 长 期 刺 激 导 致

NF-κB-miR-705-FOXO1-ROS 正反馈回路激活，造成 BMSCs 持续性的氧化损伤和成

骨分化缺陷。 

【结论】 

1、TNF-α 在雌激素缺乏所致骨质疏松中发挥关键作用； 

2、TNF-α 通过激活 NF-κB 通路，导致 miRNA 表达异常。 

3、TNF-α 导致 miR-3077-5p 表达升高，抑制成骨关键转录因子 Runx2，直接抑

制 BMSCs 分化； 

4、TNF-α 导致 miR-705 表达升高，抑制抗氧化防御关键因子 FOXO1，导致细

胞氧化应激损伤，间接抑制 BMSCs 分化； 

5、雌激素缺乏后，微环境中炎性因子和细胞内氧化应激发生协同作用，共同破

坏 BMSCs 功能，导致成骨下降。 

 

关键词：骨质疏松，微小 RNA，骨髓间充质干细胞，肿瘤坏死因子 alpha，细胞

分化、氧化应激 
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Abstract 
[Background] 

  Postmenopausal osteoporosis (PMOP) is one of the most common type of osteoporosis. 

The pathological characteristics of PMOP includes low bone mass, damage of 

micro-structure and decrease of mechanical property, resulting in high incidence of 

non-stress fracture. PMOP is becoming the major degenerative disease threatening the 

healthy and life of aged females. The basic mechanism of osteoporosis is the imbalance 

between osteoclast-mediated bone resorption and osteoblast-mediated bone formation. 

Bone marrow-derived mesenchymal stem cells (BMSCs), the origin of osteoblast 

pregenitors, play crucial role in bone development, remodeling and regeneration. Previous 

studies have confirmed that osteogenic differentiation capacity of BMSCs is decreased 

during osteoporosis, resulting in defect of bone formation. However, the mechanism of the 

decreased BMSC osteogenic differentiation remains elusive. 

  Recent studies have shown that estrogen dose no direct function in BMSCs. Elevated 

inflammatory factors secreted by T cells after estrogen-deficiency are important 

etiological factors of osteoporosis. As the major inflammatory factor, tumor necrosis 

factor-alpha (TNF-α) has been proved to inhibit BMSC osteogenic differentiation. 

Inhibition of TNF-α by gene knock-out or specific antibody efficiently prevent 

estrogen-deficiency-mediated osteoporosis. Since the function and downstream signaling 

of TNF-α is complicated, the molecular mechanism of TNF-α to inhbit differentiation of 

BMSCs remains unknown.  

   As important regulator of gene expression, microRNA (miRNA) are recently found to 

play important role in differentiation of BMSCs. A number of miRNAs could control 
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osteogenic differentiation of BMSCs by targeting master transcription factors and 

signaling molecules. Moreover, differential expression of miRNAs has been observed in 

numbers of age-related degenerative diseases including tumor, cardiovascular diseases and 

nerve degenerative diseases. Specific miRNAs might take part in the pathogenesis and 

development of diseases. But whether miRNA expression in BMSCs is affected during 

osteoporosis and whether the change of miRNA expression is related with osteoporosis are 

needed to be answered.  

[Purpose] 

Our study aims to take advantage of technologies of miRNA micro-array, molecular 

biology and cell biology to explore the molecular mechanism of TNF-α to inhibit BMSC 

osteogenic differentiation and confirm the function and mechanism of specific miRNAs. 

This study would provide experimental evidence to improve our understanding of etiology 

of postmenopausal osteoporosis and to explore novel targets of osteoporosis treatment.  

[Methods] 

1, Postmenpausal osteoporosis mice model was established by ovariectomy (OVX), and 

microCT and histology assay were used to determine the change of bone mass. 2, Based 

on in vitro osteogenic differentiation assay, the osteogenic differentiation capacity of OVX 

BMSCs was determined by alizarin red staining and realtime RT-PCR analysis of 

osteogenesis makers. 3, TNF-α levels of OVX mice were determined by ELISA analysis. 

4, Downstrem signaling pathways activated by TNF-α were determined by Western blot 

assay. 5, siRNA was used to knockdown specific signaling molecules in loss-of-function 

assays. 6, miRNA micro-array analysis was used to screen differentially expressed 

miRNAs between OVX and Sham surgery (SHAM) BMSCs. 7, Gain- and loss-of-function 

analysis based on miRNA mimics and inhibitor were performed to dtermin the function of 

miR-3077-5p and miR-705 in BMSCs. 8, Bioinformatic analysis was performed to find 

the candidate target gene of miRNA. 9, Western blot assay and luciferase reporter assay 

were used to determine whether miRNA directly bind on target mRNAs. 10, In vivo 

estrodiol injection and in vitro estrogen treatment were used to explore whether 

miR-3077-5p and miR-705 are directly regulated by estrogen. 11, Recombinant TNF-α 
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and TNF-α antibody in vivo injection were used to determine the function of TNF-α on 

miR-3077-5p and miR-705 expression and the downstream signaling pathway. 12, TNF-α 

in vitro treatment assay was used to investigate molecular signaling of TNF-α to regulate 

miR-3077-5p and miR-705. 13, DCFH assay was used to label ROS in BMSCs. 14, 

Antioxidant NAC was used to determine the effect of ROS on BMSCs osteogenic 

differentiation. 15, Immunochemistury was performed to determine the levels of FOXO1 

in osteoporotic bone. 16, siRNA and overexpression lenti-virus were used to determine the 

function of FOXO1 in antioxidant defense of BMSCs. 17, Angomir was injected in vivo to 

knockdown miR-705 expression and determine the function and target gene of miR-705 in 

vivo. 18, CHIP assay was used to determine whether NF-κB signaling pathway directly 

regulate transcription of miR-705. 

[Results] 

1, TNF-α inhibits osteogenic differentiation of BMSCs during osteoporosis. 

Three month after OVX, osteogenic differentiation capacity of BMSCs was decreased 

compared with Sham surgery group. TNF-α levels in serum was significantly increased 

after OVX. In vitro assay confirmed that redundant TNF-α inhibit BMSCs osteogenic 

differentiation. Further signaling pathway analysis confirmed that TNF-α did not trigger 

apoptosis pathway, while activate NF-κB pathway. Inhibition of NF-κB by IKK siRNA 

effectively rescue osteogenic differentiation of OVX BMSCs, and block the inhibitory 

function of TNF-α on BMSC differentiation.  

2, TNF-α inhibits osteogenic differentiation of BMSCs by up-regualting miR-3077-5p. 

MiRNA micro-array screening found 10 miRNAs were differentially expressed between 

SHAM and OVX BMSCs. Among them, the difference of miR-3077-5p5-p and miR-705 

expression were the most siganificant. Futher analysis found that miR-3077-5p expression 

was increased in OVX BMSCs and bone tissue, which could be recoved by estradiol in 

vivo injection. But estradiol in vitro treatment promote the expression of miR-3077-5p. 

TNF-α robustly enhanced miR-3077-5p expression, suggesting that estrogen indirectly 

regulates miR-3077-5p expression through TNF-α. Moreover, miR-3077-5p are highly 

expressed in boe tissue and significantly decreased during BMSCs osteogenic 
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differentiation. Functional analysis showed that miR-3077-5p inhibited osteogenic 

differentiation of BMSCs by directly bind the 3’ untraslated region (UTR) of the mRNA of 

Runx2, a master transcription factor of osteogenesis. Knockdown of miR-3077-5p 

efficiently improved the osteogenic differentiaton defect of OVX BMSCs, while partly 

prevent the function of TNF-α on BMSC differentiation. 

3, TNF-α indirectly inhibits osteogenic differentiation of BMSCs through suppressing 

FOXO-mediated antioxidant defense. 

In vitro and in vivo analysis confirme that elevated TNF-α during osteoporosis enhanced 

ROS levels in BMSCs, leading to inhibition of BMSCs osteogenic differentiation. 

Oxidative stress was resulted from decreased of SOD2 and CAT and defect of antioxidant 

defense. FOXO1, a key regulator of antioxidant defense, was decreased in osteoporotic 

bone and BMSCs. Gain and loss of function analysis confirm that FOXO1 promoted 

expression of SOD2 and CAT to suppress oxidative stress. TNF-α inhibited the protein 

levels of FOXO1, leading to oxidative damage in OVX BMSCs. Overexpression of 

FOXO1 significantly alleviated oxidative damage caused by OVX and TNF-α, and 

recovered osteogenic differentiation capacity of BMSCs. 

4, TNF-α leads to persistent oxidative damage by decreasing miR-705 expression through 

NF-κB pathway 

TNF-α did not directly regulate transcription of FOXO mRNA. Based on bioinformatics 

analysis, gain-and-loss-of function assay and luciferase reporter system, miR-705 was 

proved to directly target 3’UTR of FOXO1 mRNA to suppression its expression. In vivo 

and in vitro experiemnts confirmed that TNF-α increased miR-705 expression. 

Knockdown of miR-705 increased FOXO1 protein levels, SOD2 and CAT mRNA levels 

and suppressed oxidative damage. Signalying pathways analysis showed that TNF-α 

activated NF-κB pathway to promote nuclear translocation of P65 to activate miR-705 

transcription. Moreover, ROS also activated NF-κB to promote miR-705 expression. 

Long-term TNF-α treatment activated a feed-forward stemloop of 

NF-κB-miR-705-FOXO1-ROS, resulting in persistent ROS damage and osteogenic 

differentiation defect of BMSCs. 
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[Conclusion] 

1, TNF-α plays important role in osteoporosis after estrogen deficiency. 

2, TNF-α lead to abnormal expression of miRNA by activating NF-κB pathway. 

3, TNF-α enhances miR-3077-5p expression, which inhbiting key transcription factor 

Runx2, to directly inhibit osteogenic differentiation of MSCs. 

4, TNF-α enhances miR-705 expression to inhibit antioxidant defense regulator FOXO1, 

resulting in oxidative damge and BMSCs differentiation defect.  

5, Inflammatory factors and intracullar oxidative stress synergistically inhibit the function 

of BMSCs to decrease bone formation after estrogen deficiency. 

 

Key words： 

Osteoporosis, MicroRNA, Bone-marrow derived mesenchymals tem cells, Tumor necrosis 

factor-alpha, cell differentiation, oxidative stress 
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前    言 
 

超过 40%的绝经后女性患有骨质疏松[1]，主要表现为骨组织显微结构受损、骨矿

化成分和骨基质减少、骨量减少、骨脆性增加和骨折危险度升高[2]。2008 年研究估

计我国女性中有 5410 万患有骨质疏松、1.13 亿骨量降低，造成严重的健康威胁和巨

大的社会经济负担[3]。绝经后骨质疏松由骨吸收-骨形成平衡失调所导致，虽然临床

上已有多种高效的抗骨吸收药物，但尚无理想的促进骨形成的治疗方案[4]。 

骨髓间充质干细胞（bone marrow-derived mesenchymal stem cells, BMSCs）是维

持骨形成的关键细胞[5,6]，而 BMSCs 的成骨分化功能下降被广泛认为是导致骨质疏

松中骨形成缺陷的重要原因[7-10]。已有研究尝试通过促进 BMSC 的成骨分化以治疗

骨质疏松[11,12]。但是因为骨衰老过程中导致 BMSC 功能下降的机制不清，导致尚无

高效特异的方法。所以探索骨衰老中 BMSC 功能异常的分子机制，已成为骨质疏松

研究和治疗领域的新热点。 

在骨质疏松发生过程中，以辅助性 T 细胞（T helper）为主的多种免疫细胞被激

活，导致多种炎性因子显著上升，造成病理性炎症微环境[13]。其中，肿瘤坏死因子 α

（tumor necrosis factor-alpha，TNF-α）在骨质疏松、关节炎、肌肉萎缩等多种慢性退

行性疾病的发生发展中发挥关键作用[13]。国际上及所在实验室研究证实，骨质疏松

中 TNF-α 的释放能够显著干扰 BMSCs 的成骨分化功能，影响其介导的骨形成[14,15]。

但是其具体的作用机制尚不清楚。 

microRNA（miRNA）是一类广泛存在于细胞内的单链、非编码小 RNA[16]，在

BMSC 成骨分化中发挥关键的调控作用[17,18]。已有十余个 miRNA 被证实通过调控关

键性的转录因子或信号分子，影响 BMSCs 的分化进程。值得重视的是，越来越多的

研究发现，miRNA 表达水平的改变可导致干细胞功能缺陷，引起多种衰老相关退行

性疾病的发生[18]。但是骨质疏松中，BMSC 成骨缺陷是否与 miRNA 表达异常有关所

知甚少，直接阻碍了对于骨质疏松致病机制的深入认识。 

本研究中我们假设：骨质疏松过程中炎症因子 TNF-α 通过影响 miRNA 表达导

致 BMSC 成骨分化异常，抑制其介导的骨形成，造成骨量丢失及骨质疏松。拟通过
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高通量 miRNA 芯片筛查挑选出在骨质疏松 MSC 中差异表达的 miRNA，研究其在

BMSC 分化中的作用，探索 TNF-α 影响 miRNA 表达的机制，从而加深我们对于骨

质疏松发病分子机制的理解，并为骨质疏松的治疗寻找新的治疗靶标。 
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文献回顾 
 

第一部分 BMSCs 与绝经后骨质疏松 

1 绝经后骨质疏松概述 

绝经后骨质疏松是最常见的原发性骨质疏松，是一种因老年女性卵巢功能下降

导致的骨退行性疾病[1]，主要表现为骨组织显微结构受损、骨矿成分和骨基质等比例

地不断减少、骨质变薄、骨小梁数量减少，造成骨脆性增加和骨折危险度升高[2]。据

统计，大约 40%的绝经后女性患有骨质疏松，导致其中 50%患者发生至少 1 次非应

力性骨折[2]。2008 年《骨质疏松症防治中国白皮书》指出，我国至少有 6944 万人

患有骨质疏松，其中女性为 5410 万；有 2.1 亿人骨量降低，其中女性占 1.13 亿[3]。 

骨质疏松最大的危害是造成非应力性骨折。患有骨质疏松的中老年女性中有

50%将发生至少 1 次非应力性骨折[19]。其中，骨盆、腰椎等部位的骨折致死致残率

极高[19]。骨质疏松骨折已成为中老年女性致死、致残的最主要疾病之一[19]，造成严

重的健康威胁以及巨大的社会经济负担。所以，骨质疏松已被我国列为重点攻关的

三大老年性疾病之一。 

2 成骨破骨失衡是骨质疏松发生的根本原因 

骨骼系统终身都处于动态改建之中，从而维持骨的形状、功能及力学性能。骨

改建的基础是骨多细胞单元（bone multicellular units，BMUs），主要存在于松质骨表

面的 Howship 陷窝和皮质骨中典型的哈弗氏系统（haversian system）[20]。骨改建过

程如下图所示，首先是造血前体细胞被激活，向破骨细胞分化；成熟的破骨细胞吸

收骨基质，形成骨吸收陷窝；吸收期后，骨表面将由骨基质细胞（lining cells）所覆

盖；骨形成过程由破骨细胞及破骨吸收过程中释放的因子所起始，BMSC 通过分化

为成骨前体细胞，进一步形成成骨细胞，产生骨基质；最终成骨细胞被包埋于骨基

质中，成为骨细胞或者凋亡，完成骨改建过程[20]。 
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图 1 骨改建的基本过程  

(引自 JCI，2005)[20] 

在生理情况下，破骨细胞主导的骨吸收过程和成骨细胞主导的骨形成过程维持

在一个动态平衡状态，共同保持骨量和骨微结构的完整。但是当这个平衡向骨吸收

方向偏移，导致骨吸收速率超过骨形成速率，将造成骨量逐渐下降、骨结构破坏和

力学性能减退，最终引起骨质疏松[20]。 

3 骨形成下降是骨质疏松发生的重要原因 

大量实验证实，在雌激素缺乏后，特别是早期阶段，破骨细胞的数量及功能均

有显著提高，造成骨吸收速度加快；相应的，骨形成也有一定增加，但无法完全弥

补过快的骨吸收。所以过去的主流观点认为：骨吸收的异常增强是导致骨质疏松的

关键原因[21]。 

但是，最新的临床治疗显示：单纯抑制破骨细胞介导的骨吸收，虽然可以减缓

骨质丢失速率，却不能从根本上恢复正常的骨代谢平衡和骨力学性能[4]。同时，在发

育过程中虽然骨吸收也明显加快，但是正常的骨形成仍可维持骨改建平衡。而在衰

老引起骨质疏松、糖皮质激素导致骨质疏松中，均发现骨形成异常是导致骨代谢失

衡的原因。所以最新观点认为：虽然在绝经后骨质疏松早期骨形成是加快的，但实
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际上是由于代偿机制引起，掩盖了雌激素缺乏对骨形成的抑制作用[21]。 

近年来通过对雌激素缺乏中后期的深入研究，证实了雌激素缺乏确实抑制了成

骨细胞介导的骨形成。通过体外成骨克隆形成实验，发现雌激素缺乏短期内虽然成

骨细胞数量有一定增加，但随着后期破骨活性的降低，成骨细胞数量逐渐减少，骨

代谢呈现为低转换型；骨质疏松后期分离获得的成骨细胞骨形成能力明显低于正常

组。而成骨细胞功能异常导致骨修复和重建减慢，是造成骨质疏松骨形成缺陷的重

要原因[22]。这些发现让学者们逐渐认识到骨形成缺陷在骨质疏松发生中重要性，并

将目光转移到成骨相关细胞的研究中。 

4 BMSCs 在骨发育与改建中发挥关键作用 

4.1 BMSCs 概述 

BMSC 是存在于骨髓中的一群间充质干细胞，能够体外贴壁生长，高表达 CD29，

CD73，CD90，CD105 等间充质干细胞表面标志。具有很强的克隆形成能力及自我

更新能力，同时具有多向分化潜能，能够分化为成骨细胞、脂肪细胞、成软骨细胞、

成肌细胞等多种细胞类型[23]。1980 年 BMSCs 就首次被 Freidenstain 报道，随后的研

究主要专注于其体外的生物学特性和在再生医学领域的运用。大量研究证实，BMSCs

移植可以异位及原位形成新骨，并且可以有效促进骨折愈合和骨再生。 

作为成骨前体细胞的唯一来源，BMSCs 被普遍认为在骨发育和改建中发挥关键

作用，但因为缺少特异性标志，BMSCs 的体内功能很长时间内都没有得到证实。直

到近几年，随着特异性表面标记的发现和基因修饰技术的发展，BMSCs 在骨组织中

的定位、功能及其在骨发育及改建中的作用才逐渐得到阐明。 

4.2 BMSCs 参与骨形成过程 

BMSC 通过分化为成骨前体细胞，在骨发育、改建、修复及再生中均发挥关键

作用[24]。与其他组织干细胞类似，BMSCs 在一般情况下处于静止状态。但是在特定

条件下，复杂信号网络启动 BMSCs 时间和空间特异性的活化，通过自我更新，源源

不断的为骨发育提供成骨前体细胞。使用 Rainbow 小鼠，显示成年小鼠股骨局部区

域内的成骨系细胞均为同一荧光标记，证明是由同一个 BMSC 扩增发育而成[25]；如

果特异性的剔除 BMSCs，将导致成骨细胞的减少和骨形成缺陷。在骨折及骨缺损发

生后，BMSC 能够被迅速动员并向局部组织迁移，促进骨组织的再生修复[26]。 

在骨改建过程中，BMSCs 是维持成骨的关键。骨吸收开始后，BMSCs 可受到破
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骨细胞吸收骨基质过程中释放的 TGF-β，IGF-1 等因子的趋化，迁移至骨吸收陷窝局

部，并分化为成骨前体细胞，形成骨基质[27]。此外，BMSCs 可分泌 RANKL 和 OPG

等破骨细胞调控因子，通过旁分泌作用发挥调节破骨细胞活化成熟的作用[28]；本研

究团队还发现 BMSCs 可通过直接接触诱导破骨细胞凋亡，维持破骨细胞数量。 

5 BMSCs 在骨质疏松发生中的作用 

5.1 骨质疏松中 BMSCs 存在异常 

骨质疏松中骨改建的成骨-破骨平衡被打破，根本原因是骨形成无法补偿骨吸收。

上节已提到 BMSCs 可接收相应信号而被适时的激活，分化为成骨前体细胞，从而维

持骨改建的平衡。骨改建平衡的破坏提示 BMSCs 介导的骨形成在骨质疏松中存在异

常。 

BMSCs 的异常主要表现在数量和分化功能的异常两方面。有研究报道 BMSCs

数量在衰老所致骨质疏松中明显下降，其数量下降可能由 BMSCs 凋亡增加或自我更

新减少所引起[29]。但是近期研究发现 BMSCs 数量在骨质疏松中并无显著改变。因为

BMSCs 体内数量稀少、特异性表面标志不清，需要通过更严格的体内实验才能明确

骨质疏松过程中 BMSCs 的数量改变。BMSCs 在骨质疏松过程中的分化功能异常则

较为明确。多项基于体外分化实验的研究发现：多种骨衰老模型来源的 BMSCs 的成

骨分化能力均出现异常。在衰老相关骨质疏松中，BMSC 定向分化能力出现明显异

常，表现为成骨分化降低，而更倾向于向脂肪细胞分化，其分化失调导致骨髓内脂

肪增多，骨量下降[7,8,30]。糖皮质激素所致骨质疏松中，BMSCs 的成骨分化能力也受

到抑制；在雌激素缺乏引起的骨质疏松早期，由于破骨吸收增加引起的代偿效应，

BMSCs 成骨分化能力有所上升；但是在中后期，BMSCs 的成骨分化能力出现下降。

金岩等人研究也证实，从绝经后骨质疏松骨髓中分离出的 BMSC 仍具有贴壁生长、

体外扩增、多向分化能力。但是与正常骨髓来源的 BMSC 相比，骨质疏松来源 BMSC

的成骨分化能力明显减弱，与临床观察到的骨丢失表现和病理学改变相对应[10,15,31]。 

5.2 BMSCs 功能异常可导致骨质疏松 

因为 BMSCs 是成骨细胞的唯一来源，可以推论：BMSCs 的功能异常将导致骨

形成和骨改建异常。这个推论也得到了越来越多证据的证实。首先，基于基因敲除

小鼠的研究揭示了 BMSCs 功能缺陷可导致骨质疏松[32,33]，例如，在早期的间充质干

细胞中敲除 ATF4 基因，将导致骨发育异常和骨质疏松。其次，通过移植正常 BMSCs
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可有效改善骨质疏松症状。通过向早衰小鼠抑制年轻 BMSC 可有效缓解骨衰老症状

[34]；而向 OVX 大鼠补充正常 BMSC 可显著改善成骨-破骨平衡。上述结果均这表明

BMSC 功能的改变造成骨组织的自身修复与再生能力下降[35]，破坏成骨-破骨生理性

动态平衡[36]，导致骨质疏松的相关病理改变。因此 BMSC 功能缺陷在骨质疏松发生

中具有重要作用。 

但是，骨质疏松过程中导致 BMSC 功能异常的原因尚不明确，破坏 BMSC 成骨

分化的分子通路尚未被阐明，极大的阻碍了骨质疏松治疗的进展。因此阐明影响

BMSC 成骨分化能力的分子机制，从而恢复 BMSC 的骨形成能力，已成为骨质疏松

研究领域的一个热点。 

 

第二部分 TNF-α 在骨质疏松发生中的作用研究 

1 绝经后骨质疏松发病机制研究概述 

    雌激素是维持骨代谢平衡的重要激素，在正常情况下发挥重要的骨调节作用。

BMSCs、成骨细胞、破骨细胞、骨细胞等参与骨改建的细胞均表达雌激素受体，并

受其调控[37]。值得注意的是，雌激素还可作用于多种免疫细胞，通过影响免疫细胞

活化、炎症因子释放等方式间接影响骨代谢过程[38]。绝经后骨质疏松发生机制中，

雌激素的缺乏扮演了核心角色[21]。雌激素的缺乏可能直接导致上述细胞的数量和功

能改变，破坏骨代谢平衡。但是，由于其作用细胞种类较多、途径广泛、功能多样，

所以具体的作用机制仍尚不清楚。 

1.1 雌激素受体作用缺失 

雌激素通过与细胞内雌激素受体结合，直接调控骨中多种细胞功能。一方面，

雌激素受体可通过诱导破骨细胞凋亡直接抑制骨吸收。利用特异性基因敲除技术，

证实雌激素通过与其受体 α 结合，可促进破骨细胞表达 FasL，激活外源性凋亡信号

通路，导致破骨细胞凋亡，抑制其数量[39]。另一方面，雌激素受体可以促进骨形成。

体外研究显示雌激素可以抑制成骨细胞凋亡，维持其存活；最新研究发现，在成骨

系细胞不同时期敲除 ERa，观察到不同的结果。在早期间充质干细胞中敲除 ERa 导

致皮质骨骨密度下降，但是在成熟的成骨细胞内敲除 Era 则无明显异常，提示雌激

素在不同细胞中发挥不同功能。值得注意的是，成骨系细胞中特异性敲除雌激素受

体并不会导致明显的骨质疏松。这与临床观察到的绝经后骨质疏松相反。至今雌激
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素受体对于骨形成的直接作用仍不明确[21]。 

1.2 氧化应激 

氧化应激（oxidative stress，OS）被证实是导致骨质疏松的关键因素之一[9,40,41]。

在生理状态下，细胞内氧化应激水平维持于正常范围，不影响细胞的正常功能[42]。

但是，在雌激素缺乏或衰老过程中，骨组织内多种细胞中 ROS 产生增加，而 ROS

的清除出现异常，使得这种平衡打破，导致氧化应激。Manolagas 研究团队用一系列

实验证实：随着年龄增长，骨组织内多种氧化应激指标均显著上升，与骨量的减少

呈正相关[43,44]。与之相应，抗氧化剂治疗可有效减轻雌激素缺乏所致的骨质疏松[44]。

例如采用硫醇抗氧化物可以有效的预防 OVX 所致骨丢失[45]；抗氧化剂注射可显著提

高衰老状态下骨组织的修复再生能力，促进骨形成[46]；过表达抗氧化酶可有效预防

OVX 和衰老所致的骨丢失[47,48]。证明氧化应激在骨质疏松发生中的重要作用 

 

图 2 氧化应激与骨骼疾病发生间的相关性 

(引用自 Endocrine Rev，2010)[41] 

一系列体内外研究证实 ROS 对于 BMSCs 成骨分化和其介导的骨形成起抑制作

用。骨质疏松中 ROS 水平升高可导致 BMSCs 成骨分化能力下降；而抗氧化处理可

有效恢复衰老 BMSC 的成骨分化能力，缓解衰老所致的骨量下降。因此， ROS 引

起的 BMSC 损伤被认为是导致骨形成缺陷、骨量下降的重要原因[41,49]。ROS 抑制骨

形成的机制复杂，虽然现有报道发现：ROS 的升高可导致 Wnt 信号通路阻断，抑制

BMSCs 和成骨前体细胞的成骨分化；同时，氧化应激能够通过线粒体引发 BMSC 的

内源性凋亡途径，导致 BMSC 的凋亡[50]。可是在骨质疏松过程中，导致 BMSC 中

OS 升高的原因及具体分子机制尚不清楚。 

1.3 炎症因子 

雌激素对于免疫系统具有显著的影响。包括 T 细胞，B 细胞、DC 细胞等在内的
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多种细胞均表达雌激素受体，具有雌激素的应答性。而骨骼作为一个庞大而复杂的

系统，与免疫系统、血液系统均存在密切联系。其中，辅助性 T 细胞与骨代谢的关

系最为紧密。Pacifici 等发现，雌激素缺乏后促进 T 细胞产生 TNF-α 和 IL-6 等细胞

因子，导致骨质疏松[51]。一个典型的例子是缺乏 T 细胞的裸鼠去势后骨量不会下降，

但如果注射入正常 T 细胞后，雌激素缺乏将引起裸鼠骨量下降[51]。相应的，敲除

TNF-α、IL-6 等细胞因子后可有效预防雌激素所致骨质疏松[52]。所以，雌激素缺乏

后可引起 T 细胞的异常活化，导致体内多种促炎因子水平均发生改变[53] ，从容严重

影响 MSC、成骨细胞、破骨细胞等相关细胞的的正常生理功能。。 

 

图 3 雌激素缺乏引起炎症因子增高 

（引自 J Clin Invest, 2006） 
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大量研究证实，TNF-α 是导致骨质疏松发生发展的最重要炎性因子之一。TNF-α

水平上升主要是由于巨噬细胞和 DC 细胞通过抗原呈递导致 T 细胞增殖和存活时间

延长，从而使分泌 TNF-α 的 T 细胞数量增加[52]。而 T 细胞还可通过分泌 IFNr，IL-7

等因子间接地提高 TNF-α 的水平，来发挥促骨质疏松的作用。过表达 TNF-α 的转基

因小鼠表现出系统性的骨量丢失和骨质疏松，其原因是由于骨吸收增加和骨形成下

降。TNF-α 敲除小鼠及 TNF-α 受体 p55 缺失小鼠在去势手术后均不出现骨质疏松[52]。

过表达可溶性 TNF-α 受体从而对 TNF-α 耐受的转基因小鼠可以抵抗去势所致的骨质

疏松，而注射 TNF-α 抑制剂也能够发挥类似的保护作用[54]。综上，TNF-α 是雌激素

缺乏骨质疏松中的核心因素，也是骨质疏松治疗一个可能靶点。 

2 炎症微环境是导致 BMSCs 功能紊乱的重要原因 

干细胞的自我更新和分化都依赖于其所处的特异性的微环境[55]。干细胞微环境

包括了所有直接包围细胞的成分，由邻近细胞、细胞外基质、可溶性分子等构成[56,57]。

正常的功能性微环境是维持干细胞功能所必需。BMSCs 也处于一个独特的微环境内，

其微环境主要包括两个主要组成成分，一是骨骼组织的细胞外基质。特定细胞外基

质的缺乏导致 BMSCs 的功能异常[58]；通过重建丰富的基质微环境，能促进间充质干

细胞的成骨分化能力[59]。同时骨骼中蕴含着丰富的 TGF-β、BMP，IGF-1 等细胞因

子，在骨吸收时被释放，招募 BMSCs 到骨吸收部位，促进骨形成[60]；二是通过血液

循环运输至骨髓局部的可溶性因子。 

微环境中成分和信号的失调，将导致干细胞自我更新和分化紊乱，引发多种疾

病[61]。多种退行性疾病过程中往往伴随着免疫的异常和炎症因子的改变，而过量的

炎性因子，可影响内源性干细胞介导的组织再生[13]。研究表明持续性的慢性炎症环

境能降低原位组织中干细胞的增殖和迁移能力，并通过改变干细胞内在分子通路来

抑制其组织再生修复的潜能[62-64]。同样，绝经后骨质疏松中 TNF-α、IL-1 等炎症因

子可显著抑制骨髓 BMSCs 的存活及成骨分化能力，导致 BMSCs 介导的骨形成异常

[65,66]。但是，在骨质疏松过程中，外部炎性微环境导致 BMSCs 生物学行为变化的分

子机制尚不清楚。 

3 TNF-α 对 BMSCs 功能的影响 

TNF-α 是最重要的炎症因子之一。在急性炎症期，适量的 TNF-α 能够促进局部

组织的重建和防御，但是过量 TNF-α 长时间刺激能够引发和加剧多种炎症性疾病[67]。
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同时，TNF-α 也是慢性炎症过程中导致干细胞功能异常的关键因子[68]。近期研究发

现，TNF-α 对于不同来源的 MSCs 生物学行为均有影响。TNF-α 能够显著影响喉黏

膜 MSCs 的成肌分化和自我更新，导致 MSCs 介导喉黏膜再生的能力下降；TNF-α 可

抑制牙周膜等组织来源 MSCs 的正常多向分化，加重牙周炎所致的牙槽骨缺损

[9,31,69,70]；此外，TNF-α 可以导致牙龈 MSCs 的过度增殖，促进炎症性牙龈增生[71]。

TNF-α 对于 MSCs 的这些作用与其所导致的临床疾病表型和组织病理改变相一致，

提示 TNF-α 通过影响 MSCs 的生物学行为而导致炎症组织的正常稳态破坏，引起病

理改变。 

TNF-α 对于骨髓 MSC 也发挥重要调控作用，主要表现在几个方面：1）TNF-α

可抑制 BMSCs 成骨分化；2）TNF-α 可通过激活凋亡通路诱导 BMSCs 凋亡；3）TNF-α

可影响 BMSCs 的增殖。虽然这三种作用均在体外得到证实，但是在体内 TNF-α 对

BMSCs 生物学行为的影响尚不明确。 

4 TNF-α 的作用分子机制 

TNF-α 通过与其受体 TNFR1 和/或 TNFR2 结合，激活一系列下游信号通路[72]。

其中一条重要通路是凋亡通路。TNF-α 能够通过激活下游的死亡配体 FADD 蛋白，

活化的 FADD 能够通过一系列激酶途径使 Caspase3 断裂，使其活化，并引起下游

Caspase8 的活化，导致经典的细胞凋亡过程。TNF-α 下游的另一条重要通路是 NF-KB

通路，由 TRAF2 RIP 的活化所介导。因为该通路能调控多个维持细胞生存基因的转

录，所以具有抗凋亡的作用，与 FADD 介导的凋亡信号相拮抗。FADD 和 NF-κB 通

路的相互比例决定了 TNF-α 对细胞的命运的作用。 
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图 4 TNF-α 激活下游信号通路模式图 

（引自 blood，2012） [73] 

4.2 TNF-α 调控 BMSCs 的分子机制 

TNF-α 激活的两条下游通路均与 BMSCs 的功能密切相关[74]。体外实验显示，较

大剂量的 TNF-α 刺激能够诱导成骨细胞及 BMSCs 的凋亡[75]。而体内研究也证实成

骨细胞的凋亡水平与 TNF-α 的相关性，而中和 TNF-α 治疗可以减少成骨细胞的凋亡。

同样，TNF-α 受体敲除后，成骨细胞凋亡减少。 

NF-κB 通路对于骨骼系统的发育和代谢也具有重要作用。成骨细胞内特异性抑

制 NF-κB 信号的小鼠在出生后无明显体征，但进入成年期后，小鼠的骨量逐渐低于

WT 小鼠。更重要的是，去势后的 ob-/-小鼠骨量并不发生显著的下降，证明了 NF-κB
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信号在骨质疏松发生中的关键作用[76]。细胞功能检测证实其骨量下降主要是由于成

骨细胞分化异常导致骨形成不足所致。进一步的机制研究证实，NF-κB 信号直接调

控 Smad7 基因的转录，从而抑制成骨分化[66]。此外，NF-κB 还被报道间接通过抑制

Wnt4 信号，而抑制成骨分化。说明 NF-κB 通路主要影响成骨细胞的分化，而调节骨

改建过程。 

 

第三部分 miRNAs 在骨发育、改建及疾病中的功能研究 

近十年来，通过引入大量模式动物及新的研究手段，骨发育及骨改建的研究取

得了重大进展，一系列在成骨分化中发挥关键调控作用的信号通路和关键转录因子

被发现。Wnt，BMP 等信号通路及 RUNX2，Osterix，ATF4 等转录因子的作用得到

阐明，说明成骨分化是一个复杂的精确信号调控过程。而非编码小 RNA 所介导的转

录后调控研究表明，参与信号调控的不仅仅是信号分子和转录因子，miRNA 等也在

其中发挥重要作用，以提高信号调控的精确性与复杂性。 

1 miRNA 概述 

miRNA 是一类高度保守的、广泛存在于多种物种细胞中的单链、非编码小 RNA，

一般含有 22-24 个核苷酸[16]。通过在转录后水平与靶基因 mRNA 的 3’非翻译区

（untranslated region, UTR）互补结合抑制基因表达[77]，精确控制靶基因编码蛋白的

数量。虽然 miRNAs 的发现较晚，但近几年对于 miRNAs 功能的研究一直呈快速增

长趋势，其在细胞功能调控中的重要性也越来越受到研究人员的重视。大量研究证

实，miRNA 是基因调控的主要调控机制之一[77]。一个细胞内往往存在几百或上千种

miRNA，而一个 miRNA 可完全互补或者不完全互补地结合于多个 mRNA 的 3‘UTR

区，调控其表达。因为其作用的广泛性及普遍性，超过 70%的哺乳动物基因都可能

受到 miRNA 调控。 

干细胞的生物学行为也受到 miRNA 的精确调控。最新研究表明，miRNA 广泛

参与了干细胞的增殖、凋亡、分化、代谢等过程的调控，在其中发挥关键作用[78]。

探索 miRNA 的功能和作用机制也已成为干细胞研究的热点问题。 

2 miRNAs 对于 BMSCs 分化的调控作用研究 

研究发现，miRNAs 参与了 BMSC 自我更新、多向分化、命运决定、功能行使

等各个方面[79]。其中 miRNA 对 BMSC 的成骨分化调控研究最为深入。通过高通量
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芯片筛查和测序等手段，发现了一系列在 MSC 成骨分化过程中表达发生特异性改变

的miRNA，提示其直接参与了分化进程。已证明其中超过 10个miRNAs参与了BMSC

的成骨分化调控。其中 miR-210、miR-20a、miR-2861 等被报道能够促进 BMSC 的

成骨分化；而 miR-29a,b、miR-335、miR-637 等能够抑制 BMSC 的成骨分化[80]。本

实验室也并证明 miR-17 及 miR-26a 也参与了 BMSCs 的分化调控。其中，miR-17 通

过直接作用于WNT通路的重要信号分子TCF-3而发挥作用[81]，而miR-26a在BMSCs

成骨分化过程中表达上调，并通过调控 Wnt 信号通路而促进 BMSCs 的成骨分化[82] 

[83]。 

 

 

图 5 miRNA 通过调控关键转录因子影响 BMSCs 分化进程 

(引自 Nat Rev Endocrinol，2012) 

3 miRNA 表达异常与骨质疏松密切相关 

3.1 骨质疏松过程中 miRNA 表达变化 
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最新的研究发现，miRNA 表达水平的改变可导致相关疾病的发生，从而为认识

疾病过程提供了新的视野[18]。在骨衰老过程中，骨组织内及 BMSC 中的 miRNA 表

达谱也出现了显著改变。最新研究发现，miR-214 在衰老人群成骨系细胞中显著上升，

通过抑制 TCF4 导致骨形成能力下降[84]；miR-188 在衰老小鼠及人的 BMSC 中表达

升高，导致 BMSC 的分化缺陷[85]。而特异性的抑制这两个 miRNA 均能有效恢复骨

衰老中的骨形成。let-7 在 BMSCs 分化中发挥关键作用，let-7f 已被报道可以通过抑

制 axin2 而促进 BMSC 的成骨分化[86]。而多个课题组通过 miRNA 芯片筛查发现，let-7

家族的表达在人及小鼠 BMSC 成骨诱导分化过程中均显著上升[87,88]，提示其与骨质

疏松 BMSCs 分化异常有关。 

3.2 炎症因子可调控 miRNA 表达 

最新研究指出，炎症因子可以通过特定的信号通路影响组织细胞的 miRNA 表

达。其中，Llipoulos 等报道，在肿瘤干细胞中，炎症因子激活 NF-κB 途径后，导致

let-7a 的表达受到抑制，使 IL-6 的表达上升，该表观遗传途径形成一个正反馈回路，

不断加重细胞的炎症损伤，最终导致细胞恶变[89]。 

这些开拓性的研究都提示：miRNA表达异常是导致BMSC分化缺陷的关键因素，

炎症因子 TNF-α 可以通过改变特定 miRNAs 表达，从而导致干细胞的功能异常，引

起机体组织结构的改变。但是，在骨质疏松的 BMSCs 中是否存在特异的 miRNAs

改变，其 miRNAs 改变是否影响 BMSCs 的功能等重要问题，至今尚无相关报道，已

成为影响我们深入认识骨质疏松发病机制的重大障碍。 

4 miRNA 是治疗衰老相关疾病的潜在靶点 

骨衰老至今尚没有理想的治疗手段。临床上通常采用的都是以抑制破骨吸收为

主的常规治疗，但这种方法无法恢复正常的骨代谢平衡和力学性能，甚至可能导致

骨坏死等严重的副作用[2]。随着干细胞研究的深入，越来越多的人意识到干细胞可能

成为多种疾病治疗的靶点，但是如何恢复疾病 BMSC 的功能是其应用中的一大难题

[90]。 

因为 miRNA 的特性，可通过人工的 miRNAs 模拟物及抑制物直接调控体内

miRNA 的表达，具有合成容易、给药途径方便、特异性好、安全性高等优点，使得

通过调控 miRNA 而达到恢复细胞功能、促进疾病恢复成为可能，这也是当今 miRNAs

研究的热点之一[84,91]。在骨质疏松的治疗中，已有研究通过靶向运载 miR-214 至成
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骨细胞内，体内调控 miR-214 的表达，恢复了内源性成骨细胞的成骨能力，实现了

骨质疏松症的有效治疗[84]。而通过抑制 miR-188a 可提高 BMSC 的成骨分化能力，

改善衰老所致的骨质疏松[85]。本实验室研究显示：通过下调牙周及骨髓来源 BMSCs

中 miR-17 的表达量，可以增强其骨向分化能力，逆转 TNF-α 导致的骨髓 BMSCs 成

骨分化异常[92]；miR-26a 可以促进 BMSCs 体内介导的骨再生及血管再生功能，促进

BMSCs 细胞膜片的骨损伤修复效果[82]。这些前驱性的研究均提示了通过调控 miRNA

来特异性的作用于干细胞，可以有效的提高病理状态下组织损伤的修复能力，甚至

直接治疗疾病，为 miRNA 的未来运用开辟了美好的前景[84]。但是已有的研究均是通

过抑制特定 miRNA 进行骨衰老及骨质疏松治疗，尚无明确报道能否通过促进特定

miRNA 的表达来进行骨质疏松的治疗。 

 

总  结 

综上，BMSC 在骨形成和再生修复中发挥重要的调控作用。BMSC 成骨分化能

力下降是导致骨衰老中骨形成缺陷的关键。在骨质疏松及骨衰老过程中，炎症因子

等致病因素可引起 miRNA 的表达出现异常，可能是导致 BMSC 成骨分化下降的重

要因素。通过研究骨质疏松过程中炎症因子对 BMSC 中 miRNA 介导的转录后调控

的影响及作用机制，有助于我们进一步认识骨质疏松的发病机制，提出以 miRNA 作

为靶点的新的治疗思路，开创骨质疏松新的治疗策略。 
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正    文 

 

 

第一部分 骨质疏松中 TNF-α 对 BMSCs 成骨

分化的作用研究 
 

虽然绝经后骨质疏松的发病机制研究已久，但过去的研究主要把目光集中于终

末分化的功能细胞——成骨细胞和破骨细胞。随着 BMSCs 研究的高度发展，其在骨

发育、改建和疾病中的作用和重要性逐渐被认识。本研究尝试从 BMSCs 的角度出发，

探讨骨质疏松骨形成缺陷的发生机制，以期补充和推进已有的对于骨质疏松的认识。 

雌激素缺乏后继发出现的 TNF-α 等炎性因子水平上升是导致骨质疏松的重要因

素。TNF-α 不仅能够促进破骨细胞活化引起骨吸收增加，还被发现可抑制 BMSCs 及

成骨前体细胞介导的骨形成。作为一种重要的炎性因子，TNF-α 作用途径复杂、产

生的效应多样。已有研究发现其能够诱导 BMSCs 凋亡、影响细胞增殖和抑制成骨分

化。为了明确骨质疏松中 TNF-α 主要影响 BMSCs 的什么功能，以及其作用的主要

分子信号途径，本研究将通过比较正常和骨质疏松来源 BMSCs 的生物学行为，结合

体外 TNF-α 作用实验和信号通路研究进行探索。 

 

 

1 材料 

1.1 仪器和设备 

1.1.1 Realtime 定量 PCR 仪              Bio-Rad, 美国 

1.1.2 PCR 仪                          Thermo, 美国 

1.1.3 酶标仪                           Bio-tek，美国 

1.1.4 microCT                          Siemens, 德国 

1.1.5 流式细胞仪                       Beckman，美国 

1.1.6 倒置显微镜                       Olympus，日本 

1.1.7 电泳仪                           Bio-Rad，美国 

1.1.8 凝胶成像分析系统                 天能，上海 

1.1.9 石蜡切片机                       Leica，德国 
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1.2 实验动物 

C57BL6/J 小鼠                  第四军医大学实验动物中心 

1.3 主要试剂 

1.3.1 a-MEM 培养液                 Gibco，美国 

1.3.2 PBS                          Gibco，美国 

1.3.3 青霉素                        Sigma，美国 

1.3.4 链霉素                        Sigma，美国 

1.3.5 胎牛血清：                    四季青，杭州 

1.3.6 油红 O 染料                    Sigma，美国 

1.3.7 茜素红染料                    Sigma，美国 

1.3.8 异丙醇                        思域，上海 

1.3.9 甲苯胺蓝                      Sigma，美国 

1.3.10 RNA 反转录试剂盒            Takara，日本 

1.3.11 Realtime PCR 检测试剂盒       Takara，日本 

1.3.12 Trizol                        Invitrogen，美国 

1.3.13 重组小鼠 TNF-α               Peprotech，美国 

1.3.14 小鼠 IgG                     Millipore，美国 

1.3.15 甘油磷酸钠                   Sigma，美国 

1.3.16 维生素 C                     Sigma，美国 

1.3.17 地塞米松                     Sigma，美国 

1.3.18 胰岛素                       Sigma，美国 

1.3.19 3-异丁基-1-甲基黄嘌呤         Sigma，美国 

1.3.20 伊红                         Sigma，美国 

1.3.21 苏木素                       Sigma，美国 

1.3.22 β-actin 抗体                   Cell Signaling，美国  

1.3.23 P65 抗体                      Cell Signaling，美国  

1.3.24 二抗                         博士德，武汉 

1.3.25 免疫印迹化学发光液           七海复泰，上海 

1.3.26 细胞凋亡检测试剂盒           七海复泰，上海 

1.3.27 17β 雌二醇                    Sigma，美国 

1.3.28 小鼠 TNF-α ELISA 检测试剂盒   欣博盛，深圳 

 

2 方法 

2.1 去势骨质疏松模型的建立 

1) 选取 8 周大雌性 C57BL6/J 小鼠，随机分为假手术组（Sham surgery，SHAM）和

去势组（Ovariectomy， OVX）； 

2) 腹腔注射 1%戊巴比妥纳麻醉后，经背部切口，暴露分离双侧卵巢；OVX 组小鼠
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完全切除双侧卵巢，而 SHAM 组小鼠仅切除少量卵巢周围脂肪组织；缝合伤口。 

3) 术后所有小鼠均饲养于 SPF（ specific pathogen–free）级实验室， 饲养于 22°C 、

50%–55%湿度、12 h 光照/12 h 黑暗环境，自由取食和饮水，继续饲养 12 w 后进

行后续实验。 

4) 所有动物实验均完全遵照相关伦理要求实施。实验动物和实验条件均符合国家

《实验动物管理条例》。 

2. 2 组织学检测 

1) 选取 SHAM 及 OVX 术后 12 w 小鼠，戊巴比妥纳麻醉后颈椎脱臼处死，钝性分

离双侧股骨，去除附着肌肉组织； 

2) 采用 4%多聚甲醛内固定 24 h 后，置于 10% EDTA (pH 7.0)中脱钙 2 w，每 2 d 换

液； 

3) 取股骨远端，流水冲洗 8 h，以酒精进行梯度脱水，进行石蜡包埋； 

4) 取股骨冠状面，常规切片，厚度 5 μm； 

5) 自动化 HE 染色。染色程序为：脱蜡（二甲苯，10 min×2 次），乙醇复水（100%，

100%，85%，70%，50%，30%乙醇，H2O，各 2 min），苏木精染色 15min，0.1% 

HCl 分化 2sec，脱水（H2O， 30%，50%，70%，85%乙醇，各 2min），0.5%伊

红复染 10min，乙醇脱水及二甲苯透明后中性树胶封片。 

6) 在显微镜下进行观察，在股骨远端生长板近心端次级海绵区进行照相（放大倍数

×20） 

7) 对照片中松质骨区域面积采用 Image Pro Software 进行分析计算。 

2. 3 microCT 检测 

1) SHAM 及 OVX 术后 12 w，小鼠采用戊巴比妥纳麻醉后，固定于载物台支架上，

对左侧股骨进行活体 microCT 扫描；  

2) microCT 扫描: 按照相应标准程序对股骨进行 360 度扫描，扫描参数为：电压 

160kv，电流 500 mA，分辨率 10.44 um 

3) 采用自带 Inveon Research Workplace 2.2 软件系统进行 3D 图像重建 

4) 图像分析：选取股骨远端生长板近端 1 mim 以上 0.5mm 区域，进行松质骨骨小

梁形态分析和三维图像重建；选取股骨中段 1mm 范围进行皮质骨形态分析和图
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像重建； 

5) 股骨参数计算：骨密度、松质骨骨小梁形态参数、皮质骨厚度均有系统自带软件

进行计算。 

2. 4 BMSC 培养 

1) SHAM 及 OVX 术后 12 w 小鼠颈椎脱臼处死，钝性分离双侧股骨及胫骨，使用 1 

ml 针管吸取 α-MEM 培养液（含 20% PBS，100 U/mL 青霉素和 100μg/mL 链霉

素）反复冲洗骨髓腔 3-5 次，获得骨髓细胞悬液； 

2) 细胞计数后，将 1×107 骨髓细胞加入含 10 ml α-MEM 培养液的 9 cm 培养皿中，

置于 37 ℃，5% CO2 及 75%湿度细胞培养箱内进行原代培养。 

3) 细胞培养 48 h 后以 PBS 轻轻冲洗 2 次，去掉未贴壁细胞，更换培养液；此后每

3 d 换液；  

4) 待 BMSC 生长至~80%密度后，采用 1%胰酶消化 3-5 min，以 1：2 的比例传代； 

5) 除特殊说明外，本研究主要采用 2-3 代的 BMSC 进行实验. 

2. 5 成骨集落形成实验 

1) 按方法 2.4 接种细胞，培养 3-4d； 

2) 吸尽 a-MEM，换为成骨诱导液培养，每 3d 换液，继续培养 11d； 

3) 茜素红染色：弃掉培养液，PBS 清洗 3min×3 次； 60%异丙醇固定 60s，PBS 水

化 2 min；10%茜素红染色 3 min； 

4) PBS 清洗 3min× 3 次后，吸净液体，晾干后照相 

2.6 茜素红染色及定量 

1) 成骨诱导：接种 BMSCs 于 12 孔板，当细胞扩增至 80%时换用成骨诱导液进行

分化诱导，每 3 天换液；(成骨诱导液配方：α-MEM 培养液，10% FBS，100μg/ml 

抗坏血酸, 2mM β-甘油磷酸钠和 10nM 地塞米松)。 

2) 茜素红染色：成骨诱导 14 d 后，弃掉培养液，PBS 清洗 3min×3 次； 60%异丙

醇固定 60s，PBS 水化 2 min；10%茜素红染色 3 min；PBS 清洗 3min ×3 次后，

吸净液体，照相 

3) 茜素红定量：每孔加入 1ml 2% 十六烷基吡啶，轻微摇晃 10min 洗脱染料，吸取

200ul 加入 96 孔板中，分光光度计检测 540nm 处吸光值。 
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2.7 血清 TNF-α ELISA 检测 

ELISA 检测严格按照试剂盒标准操作步骤操作。简述如下： 

1) 血清采集：经小鼠眼球内眦静脉取血，自然凝血后 5000r/min 离心分离血清； 

2) 添加标准品：在 96 孔板中每孔加入 1000、500、250、125、62.5、31.2 和 15.6 pg/ml

的小鼠 TNF-α 标准品各 100μl；空白孔加入 100μl 样本稀释液； 

3) 添加样本：每空添加 100μl 小鼠血清； 

4) 封闭孔板边缘，37℃孵育 90min；打开盖子，倒出液体，倒置于纸巾上吸尽残留

液体； 

5) 每孔加入 0.1ml 生物素标记的小鼠 TNF-α 抗体，37℃孵育 60min；0.01 M TBS 清

洗 3 次； 

6) 每孔加入预混好的工作液 100μl，37℃孵育 30min；0.01 M TBS 清洗 5 次；倒出

液体，倒置于纸巾上吸尽残留液体； 

7) 每孔加入 90ul 显色液，37℃避光孵育 25 min； 

8) 每孔加入 100 ul 终止液，液体颜色即刻呈现黄色； 

9) 利用分光光度计记录 450 nm 处吸光值； 

10) 计算：相对吸光值=每孔吸光值-空白框吸光值；通过标准品吸光值绘制标准曲线；

依据标准曲线计算每个样本的 TNF-α 浓度。 

 

2.8 RNA 提取 

1) 以 Trizol（1×106/ml）裂解细胞，收集入无 RNA 酶 EP 管中； 

2) 加入 1/5 体积氯仿，剧烈摇晃 45s，静置 5min 使液体分层后，4°C 下 12000 转/

分离心 15min； 

3) 吸取上清液，加入等体积异丙醇，混匀 30s 后，-20°C 放置 2h； 

4) 4°C 下 12000 转/分离心 10min，吸尽上清； 

5) 加入 1ml DEPC 处理 75%乙醇清洗一遍，7500 转/分离心 5min，吸尽上清； 

6) 加入适量（20-50μl）DEPC 水溶解 RNA，定量检测后保存于-80°C。 
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2.9 mRNA 逆转录反应 

1)  取 1mg 总 RNA，使用 PrimeScript RT reagent kit 逆转录试剂盒配置反应液。 

表 1 RT 反应液配置 

试剂  使用量  终浓度 

5×PrimeScript® Buffer（for Real Time）  2 μl  1× 

PrimeScript® RT Enzyme Mix I  0.5 μl 

 Oligo dT Primer（50 μM） 0.5 μl 25 pmol 

Random 6 mers（100 μM） 0.5 μl  50 pmol 

Total RNA 1mg 

 RNase Free dH2O  up to 10 μl    

2) 进行逆转录反应，获得 cDNA 文库 

反应条件如下:  37℃ 15 min *3（反转录反应）；85℃ 5 sec（反转录酶的失活反

应） 

3) 获得 cDNA 保存于-80℃。 

2.10 Realtime PCR 检测 

1)  配置 SYBR GreenPCR 反应混合液 

PCR 反应液配置 

试剂  使用量  终浓度 

SYBR® Premix Ex TaqTMII（2×）  10 μl  1× 

PCR Forward Primer（10 μM） 0.8 μl  0.4 μM 

PCR Reverse Primer（10 μM）  0.8 μl  0.4 μM 

RT 反应液（cDNA 溶液）  2 μl 

 dH2O（灭菌蒸馏水） 6.4 μl   

2)  采用标准的三步法进行检测，设定程序如下 

表 Realtime PCR 程序设定 

循环  步骤  温度  时间  内容 

1Ｘ  预变性  95℃  20 sec  起始模板变性 

 

变性  95℃  10 sec  PCR 模板变性 

40Ｘ 退火  60℃  20 sec  退火 

  延伸  70℃  1~10 sec  延伸 

3)  β-actin 和 U6 分别作为 mRNA 和 miRNA 的内参用于定量。 

4) 实验所使用引物序列如下： 

引物序列 

Gene 
Primer Sequence 

Forward Reverse 

β-actin 5'-CTGGCACCACACCTTCTACA-3' 5'-GGTACGACCAGAGGCATACA-3' 
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OCN 5'-CTGACAAAGCCTTCATGTCCAA-3' 5'-GCGCCGGAGTCTGTTCACTA-3' 

RUNX2 5'-GACTGTGGTTACCGTCATGGC-3'  5'-ACTTGGTTTTTCATAACAGCGGA-3'  

IKKα GTGAACATCCTCTGACATGTGTGGT 5'-GCAACACAAGGAGGCTGGGCT-3' 

 

2.11 Western blot 检测 

1) 蛋白提取：碧云天蛋白裂解液中加入 PMSF（终浓度 100μg/ml）后，立刻加入细

胞培养皿中（1ml/×106 cell）；轻轻混匀 2-3 min 后，置于-80℃冻存；反复冻融 3

次；在冰上吸取上清液； 

2) 蛋白定量：蛋白定量严格按照 BCA 蛋白定量试剂盒标准步骤进行，简述如下： 

A，添加标准品：在 96 孔板的标准孔中分别加入 20，19，18，16，12，8，4，0 

ul 稀释液，随后分别加入蛋白标准品 0，1，2，4，8，16，20 ul。 

B，添加样本：每孔加入稀释液 18ul，随后分别加入样本各 2 ul； 

C，配置 BCA 检测试剂：以 1：20 的比例加入 BCA 试剂，混匀，静置 5min； 

D，每孔加入 200 ul BCA 检测液，封闭盖子后 30℃孵育 30min 至显色； 

E，风光光度计检测 546nm 处吸光值 

F，浓度计算：根据标准品浓度计数值绘制标准曲线，根据标准曲线计算每个样

本蛋白浓度； 

3) 蛋白变性：根据每个样本蛋白浓度，分别加入适量蛋白裂解液使样本间浓度相同，

以 1：4 比例加入 5× loading buffer，混匀后 95℃水浴中变性 5min； 

4) 配置 12％分离胶和 4％浓缩胶。 

表 分离胶和浓缩胶配置 

  12%分离胶 4%浓缩胶 

超纯水  3.3 ml  1.4 ml 

30%丙烯酰胺  4 ml  0.33 ml 

1.5 mol/L Tris·HCl（pH8.8）  2.5ml  － 

0.1 mol/L Tris·HCl（pH6.8）  － 0.25 ml 

10％SDS  100 μl  20 μl 

10% 过硫酰胺 100 μl  20 μl 

TEMED  4 μl  2 μl 

5) SDS-PAGE 电泳：加入蛋白样品 20-30 ul 后，进行 SDS-PAGE 电泳: 80v 40min， 

120 v，90 min；（电泳缓冲液液配置：H2O 1L；Tris 3.03g；甘氨酸 14.4g；SDS 1g） 

6) 转膜：硝酸纤维素（PVDF）膜， 200mA 转膜 90min（转膜缓冲液配置：H2O 800ml；
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Tris base 5.8g；甘氨酸 2.9g；甲醇 200ml） 

7) 封闭：10%小牛血清白蛋白 37℃封闭 2 hr；（洗膜液配置：Tris  2.42g ；H2O 

800ml；Nacl 8.8g；Tween 20 1ml， Hcl 调整 PH 值至 7.6，定容至 1L） 

8) 一抗 4℃孵育过夜；其中 β-actin 抗体以 1：10000 稀释，其余抗体均以 1：1000

稀释。 

9) 洗膜液清洗 10 min，3 次；加入二抗，室温孵育 2 hr；  

10) 扫膜：在凝胶成像分析系统中，加入免疫印迹化学发光液，扫膜 120-300sec，记

录图像； 

11) 定量分析：采用 IMAGE J software (http://rsb.info.nih.gov/ij/) ，对图像中的印迹的

灰度值进行定量分析，每个蛋白的灰度值通过与相应的 β-actin 灰度值相除，进

行归一化处理。 

2.12 细胞凋亡检测 

细胞凋亡检测按照 Annexin V/PI 双染法细胞凋亡检测试剂盒说明书标准步骤进行，

简述如下： 

1) BMSCs 进行胰酶消化后，800 转/min 离心 5min，弃上清； 

2) PBS 重悬细胞，计数，吸取 5×105 细胞，离心，弃上清； 

3) 加入 400ul Binding 缓冲液重悬细胞； 

4) 加入 5ul Annexin V-FITC，混匀后避光室温孵育 15min 

5) 加入 10 ul PI 染色液，冰浴 5min 

6) 流式细胞仪检测。其中，Annexin V-/PI-为活细胞，Annexin V+/PI- 为凋亡早期细

胞，Annexin V+/PI+为凋亡晚期细胞，Annexin V-/PI+为坏死裂解细胞。 

2.13 IKKα SiRNA 转染 

1) 2×105 BMSCs以无双抗含10%血清的α-MEM培养液接种于6孔板中，培养至70%

密度； 

2) 以 250ul 无双抗无血清 α-MEM 稀释 10ul siRNA，室温放置 5min； 

3) 以 250ul 无双抗无血清 α-MEM 稀释 10ul lipofectamine 2000，室温放置 5min； 

4) 将上述两种稀释液轻轻混匀后室温孵育 15min； 

5) 将混合液加入含 1500ul 培养液的 6 孔板中，孵箱培养 24hr 后换液，进行后续实
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验。 

2.14 统计 

计量数据以均数±标准差（mean ± SD）表示。两组数据之间比较采用 student’s 

t-test；多组数据间比较采用单因素方差分析（one-way ANOVA）。P < 0.05 被认为

具有显著性差异。 

 

3 结果 

3.1 OVX 骨质疏松小鼠 BMSC 成骨分化下降 

为了研究绝经后骨质疏松中 BMSCs 的功能变化，我们首先通过卵巢切除手术建

立小鼠骨质疏松模型。术后 3mon，通过形态学检测验证所构建的去势骨质疏松模型。

microCT 结果显示：术后 3 个月，OVX 小鼠股骨的骨小梁体积较 SHAM 小鼠下降了

60% （P<0.01）（图 1-1A，B）；H&E 染色也同样证实 OVX 小鼠股骨松质骨的丢失

（图 1-1C，D），证明骨质疏松模型构建成功。 

 

图 1-1 SHAM 及 OVX 小鼠股骨 microCT 及组织学检测 

卵巢切除（OVX）及假手术（SHAM）术后 3 mon，对小鼠股骨远端松质骨形态和体积进行 microCT

检测（A，B）及组织学检测（C，D）。Scale bar，200μm；BV/TV，松质骨体积/总体积。 n=3； 
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** P<0.01。 

 

为了明确绝经后骨质疏松中MSCs的成骨分化能力是否改变，首先利用从SHAM

及 OVX 小鼠股骨分离的 BMSCs 进行克隆形成（CFU-F）及成骨克隆形成（CFU-Ob）

实验。结果显示 OVX BMSCs 形成的细胞集落数量较 SHAM BMSCs 减少 28%

（P<0.05）（图 1-2A），但是成骨集落数却减少了 65%（P<0.001）（图 1-2B）。接下

来，我们对相同数量体外培养的 SHAM 和 OVX BMSCs 进行成骨诱导实验，茜素红

染色显示 OVX BMSCs 的成骨分化能力低于 SHAM BMSCs（P<0.05）（图 1-2C）。为

了进一步确证不同 BMSCs 成骨能力的差异，我们通过 realtime RT-PCR 检测了成骨

分化标志性基因 Runx2 及 OCN 的表达，同样发现 OVX BMSCs 中成骨基因表达低于

正常对照（Runx2, P<0.05; OCN, P<0.01）（图 1-2D）。上述结果证实了绝经后骨质疏

松中 BMSCs 的成骨分化能力显著下降。 

 

图 1-2 SHAM 及 OVX BMSCs 成骨分化能力检测 

（A）SHAM 及 OVX 骨髓细胞培养 14d 后行甲苯胺蓝染色，并计算细胞集落数量；（B）SHAM

及 OVX 骨髓细胞成骨诱导液培养 14d 后行茜素红染色，并计算成骨细胞集落数量。（C，D）SHAM

及 OVX BMSCs 成骨诱导 14 d 后行茜素红染色和定量分析（C），并利用 Realtime RT-PCR 检测

成骨标志基因的表达(D)。n=3；*P<0.05，** P<0.01，***P<0.001。 

 

3.2 雌激素缺乏后 TNF-α 含量升高抑制 BMSCs 成骨分化 

为了明确 TNF-α 在 OVX BMSCs 成骨分化异常中的作用，首先采用 ELISA 检测

模型小鼠血清中 TNF-α 含量，证实 TNF-α 血清浓度在骨质疏松过程中均升高约 30%
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（P<0.01）（图 1-3A），与以往文献报道相一致。随后，我们建立体外 TNF-α 刺激模

型。茜素红染色显示，TNF-α 14 d 后 BMSCs 形成的钙化结节减少超过 50%（P<0.001）

（图 1-3B），而 Realtime RT-PCR 检测显示 TNF-α 处理造成 Runx2 表达降低 50%

（P<0.05），而 OCN 表达降低超过 90%（P<0.001）（图 1-3C）。证明 TNF-α 的升高

可抑制 BMSCs 成骨分化。 

 

图 1-3 TNF-α 处理后 BMSCs 成骨分化能力检测 

（A）利用 ELISA 检测 SHAM 及 OVX 小鼠血清中 TNF-α 的浓度；（B，C）BMSC 成骨诱导过

程中加入 20ng/ml TNF-α 刺激，14d 后行茜素红染色（B）及 realtime RT-PCR 检测（C）。n=3；

*P<0.05，** P<0.01，***P<0.001。 

 

3.3 TNF-α 通过激活 NF-κB 信号通路抑制 BMSC 成骨分化 

TNF-α 可通过与受体结合激活多条下游信号通路，其中最主要的是凋亡通路及

NF-κB 通路。为了明确 TNF-α 的作用通路，首先检测 TNF-α 是否激活凋亡通路。

Annexin V/PI 凋亡染色显示，TNF-α（20ng/ml）刺激不诱导细胞凋亡（图 1-4），提

示其并未激活凋亡通路。 
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图 1-4 FCM 检测 TNF-α 刺激 12hr 和 48hr 后 BMSCs 的凋亡 

 

接下来，对 NF-κB 信号通路下游关键转录因子 P65 的表达水平进行检测。Western 

blot 和 Realtime RT-PCR 检测证实，P65 的蛋白（图 1-4A）和 mRNA（图 1-4D）水

平在 TNF-α 刺激后均明显升高。P65 磷酸化是 NF-κB 信号激活的重要标志之一，我

们发现磷酸化 P65 在 TNF-α 刺激后也有所升高（图 1-4A）。同时，我们也证实 OVX 

MSCs 中 P65 的总蛋白和磷酸化蛋白水平显著高于 Sham BMSCs（图 1-4C）。上述结

果说明 TNF-α 激活了 NF-κB 信号通路。 

 

图 1-5 P65 PCR 及 western 检测 NF-κB 信号通路 

（A）Western blot 检测 20ng/ml TNF-α 刺激 12hr 后 P65 和 p-P65 的蛋白表达；GAPDH 作为内参；

（B）Realtime RT-PCR 检测 TNF-α 刺激后 P65 mRNA 的表达。n=3；*P<0.05；（C）Western blot

检测 SHAM 和 OVX BMSCs 中 P65 和 p-P65 的蛋白表达。 

 

为了证实 TNF-α 通过 NF-κB 信号通路抑制 BMSCs 成骨分化，我们采用 IKKa 

siRNA 沉默 IKKa 表达，因为 IKKα 是激活 P65 的上游蛋白复合体的关键成员，抑制

IKKα可有效阻止 P65的活化。Realtime RT-PCR证实所用 siRNA的沉默效率达到 60%

以上（图 1-5A），而 Western blot 检测也证实了沉默 siRNA 可有效抑制 P65 的磷酸化

（图 1-5B）。接下来我们对沉默了 IKKα 的 BMSC 成骨诱导过程中进行 TNF-α 处理，

茜素红染色及成骨基因检测证实，抑制 NF-κB 通路活化显著阻断了 TNF-α 对 BMSCs

成骨分化的抑制作用（图 1-5D），说明 TNF-α 主要通过 NF-κB 信号通路发挥作用。 
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图 1-6 抑制 NF-κB 后缓解 TNF-α 对 BMSCs 成骨分化的作用 

（A）BMSCs 转染 IKKα siRNA 后，采用 realtime RT-PCR 检测对 IKKα mRNA 表达的干扰效率；

（B）Western blot 检测 IKKα siRNA 转染后 p-P65 的表达；（C，D）转染 IKKα siRNA 的 BMSCs

在成骨诱导中进行 TNF-α 处理，14d 后进行茜素红染色（C）及 realtime RT-PCR 检测（D）。n=3；

*P<0.05，** P<0.01，***P<0.001。 

 

4 讨论 

骨质疏松发生的细胞学基础是破骨细胞介导的骨吸收过程超过了成骨细胞介导

的骨形成过程，导致骨量减少。不过成骨-破骨失衡是一个相对的动态过程。在骨质

疏松早期，往往呈现为高代谢进程，即骨吸收异常升高而骨形成也随之上升；而进

入骨质疏松稳定期后，则呈现为低代谢进程，即骨吸收及骨形成均下降。研究证实，

雌激素缺乏早期的骨形成升高是由于破骨吸收增加引起的反馈性效应。所以在骨质

疏松早期很难判断致病因素对于骨形成的真实作用，也一定程度上导致了骨质疏松
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中 BMSCs 生物学行为研究的诸多矛盾结果。为了明确雌激素缺乏后对于 BMSCs 功

能的影响，本研究中动物模型取材时间点均选择在术后 3mon，即骨质疏松的稳定期。

该阶段中破骨细胞的吸收活动有所下降，骨代谢率趋缓，以尽可能的减少破骨吸收

对于 BMSCs 介导的成骨活动的影响。 

因为 BMSCs 是成骨前体细胞的来源，在骨形成过程中发生着至关重要的作用。

BMSCs 发挥正常功能取决于两个重要特性：一是能够通过自我更新，终身维持干细

胞池中的细胞数量，并且能够在骨损伤过程中，扩增出足够数量的 BMSCs；二是能

够向成骨前体细胞分化。BMSCs 能够对机体的信号进行应答，从而在合适的时间空

间分化，提供所需的成骨细胞。最典型的例子就是破骨细胞吸收骨基质过程中会释

放 TGF-b 等细胞因子，BMSCs 能够响应 TGF-b 而向破骨吸收位点迁移，并分化为成

骨前体细胞，修复骨吸收陷窝。基于以上规律，如果 BMSCs 的自我更新或分化能力

发生改变，将直接引起骨形成功能异常。已有一些研究，对衰老相关骨质疏松的

BMSCs 的生物学行为改变进行了检测，并发现衰老导致 BMSCs 的自我更新及成骨

分化能力下降。我们的研究也发现雌激素缺乏所致骨质疏松中，BMSCs 的成骨分化

能力也发生类似的下降。这些结果提示 BMSCs 功能异常是骨质疏松发生的重要细胞

学基础。 

目前 BMSCs 的体内研究仍存在缺乏特异性标记手段、数量稀少等困难，技术和

方法上的不足导致难以获得体内直接证据。目前 BMSCs 分化研究较多的依赖于体外

成骨诱导实验。体外成骨实验的可靠性及有效性得到广泛认同。本实验中，一方面

利用成骨细胞集落形成实验（CFU-Ob），证实在 OVX 骨质疏松中，BMSCs 的数量

并没有较大差异，但是具有成骨分化能力的 BMSCs 数量减少明显。另一方面，利用

体外成骨诱导染色和基因检测，证明 OVX BMSCs 总体成骨分化能力下降。上述结

果均证实了 OVX BMSCs 的成骨分化异常。 

本研究发现，OVX 术后 3mon 小鼠 BMSCs 的成骨分化能力显著下降。已有研究

报道，在骨质疏松早期，骨髓细胞体外形成的成骨克隆数量增加，提示成骨细胞数

量增多；但随着骨质疏松的进展，成骨克隆形成能力则逐渐下降；而 OVX 术后 1mon，

与 SHAM 组已无明显差别。说明随着骨质疏松发生进程中破骨吸收的降低，BMSCs

受外界代偿因素的影响减弱，逐渐反应出致病因素对其功能的真实作用。所以我们

的结论与已有研究并不矛盾。 
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雌激素受体普遍存在于全身多种细胞中。研究显示， T 细胞、树突状细胞、巨

噬细胞、神经细胞等都表达雌激素受体，均受到雌激素的调控。而免疫细胞、神经

细胞的功能改变，则可以影响到骨改建。多项研究证实，雌激素缺乏后促进 T 细胞

分泌 RANKL 及 TNF-α，IL-6 等炎性因子，进而促进破骨活动，抑制成骨活动，是

导致骨质疏松的重要原因。此外，研究发现在树突状细胞、神经细胞内特异性敲除

雌激素受体也可导致骨量的下降。这些研究都提示雌激素对其他系统的间接作用在

骨代谢平衡中发挥关键作用。这也进一步加大了雌激素调控骨代谢研究的复杂性及

难度。因为所在实验室前期研究已证实，体内注射 TNF-α 中和抗体可有效的预防和

治疗 OVX 所致骨质疏松，并发现中和 TNF-α 后骨形成得到一定恢复。有力的说明

了 TNF-α 在绝经后骨质疏松中的核心作用。所以本研究中主要关注于雌激素缺乏后

升高的 TNF-α 对于 BMSCs 的作用。 

NF-κB 作为 TNF-α 的重要下游，发挥着维持细胞生存的功能，从而与凋亡信号

相互拮抗。我们观察到所用的中等浓度 TNF-α（20ng/ml）并没有诱导明显的细胞凋

亡，提示NF-κB通路在BMSCs中发挥更关键的作用。然而，NF-κB通路也是对BMSCs

而言也是一把双刃剑。NF-κB 信号异常已被报道与包括骨质疏松、关节炎、阿尔茨

海默症、糖尿病等老年退行性疾病相关[93,94]。特别是近期王存玉等人通过小鼠基因

修饰模型，体内实验证实 NF-κB 通路抑制成骨细胞的分化，而抑制其激活可有效维

持去势手术后的骨形成、预防骨质疏松[76]。本研究中，我们也证实了 TNF-α 通过激

活NF-κB信号通路，抑制BMSCs的成骨分化，特异性阻断该通路可以有效阻断TNF-α

的不良作用，并恢复骨质疏松 BMSCs 的成骨分化。此外，炎症因子、氧化应激、营

养应激等都能够影响 NF-κB 信号通路，导致其异常活化，提示 NF-κB 可能是多种致

病因素的信号枢纽，在骨质疏松中发挥关键的信号传递作用。但 NF-κB 在免疫等系

统中发挥重要的生理作用，如果广谱的抑制该通路将导致严重的副作用，所以 NF-κB

通路难以成为骨质疏松治疗的靶点。而寻找出 NF-κB 通路抑制 BMSCs 成骨分化的

特异性下游信号分子，将是更为可行的策略。 
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第二部分 TNF-α 通过 miR-3077-5p 抑制

BMSCs 成骨分化 

通过实验一，证实雌激素缺乏后 TNF-α 水平上升，并通过激活 NF-κB 通路抑制

BMSCs 的成骨分化。NF-κB 信号通路的作用十分广泛。其激活后主要通过促进 P65

等转录因子入核，调控基因转录，改变细胞的功能。现已发现大量基因均受到 P65

的调控，但是其影响 BMSCs 成骨分化的相关机制仍有待阐明。 

miRNA 对于干细胞分化的调控作用越来越受到学者们重视。最新研究发现，多

个 miRNA 在 BMSCs 分化中发挥重要调控作用；而在肿瘤中，已发现 NF-κB 信号能

够激活特定 miRNA 的表达。但是骨质疏松 BMSCs 分化功能异常是否与 miRNA 有

关、TNF-α 是否通过影响 miRNA 表达调控细胞分化等重要问题尚无报道。所以该部

分实验中，我们拟采用 miRNA 芯片筛查技术，探讨 TNF-α 是否通过调控 miRNA 抑

制 BMSCs 成骨分化。 

1 材料 

1.1 仪器和设备 

1.1.1 定量 PCR 仪                      Bio-Rad, 美国 

1.1.2 PCR 仪                           Thermo, 美国 

1.1.3 酶标仪                           Bio-tek，美国 

1.1.4 microCT                          Siemens, 德国 

1.1.5 流式细胞仪                       Beckman，美国 

1.1.6 倒置显微镜                       Olympus，日本 

1.1.7 电泳仪                           Bio-Rad，美国 

1.1.8 凝胶成像分析系统                 天能，上海 

1.2 主要试剂 

1.3.1 RNA 反转录试剂盒                Takara，日本 

1.3.2 Realtime PCR 检测试剂盒           Takara，日本 

1.3.3 Trizol                            Invitrogen，美国 

1.3.4 miR-3077-5p mimics, inhibitor        锐博，广州 
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1.3.5 miRNA PCR 检测套装               锐博，广州 

1.3.6 RUNX2 抗体                       Cell Signaling，美国 

1.3.7 重组小鼠 TNF-α                   Peprotech，美国 

1.3.8 miRNA 高通量芯片                 联川生物，杭州 

 

2 方法 

2.1 miRNA 芯片筛选 

1) 取术后 12 w OVX 及 SHAM 小鼠股骨各 9 只，分离培养 BMSCs； 

2) 传至第二代后，采用联川生物细胞 RNA 提取液裂解细胞（500ul/1×106 cell），干

冰冻存，寄送至联川生物公司； 

3) 由联川生物公司进行每个细胞样品 RNA 提取，质检合格后，同组每 3 个样本 RNA

等量混合，获得 6 个混合样本； 

4) miRNA 芯片检测采用 µParaflo®生物芯片，芯片版本为 Sanger 17.0；每张芯片分

别标记 Cy3 和 Cy5 标记 SHAM 和 OVX 混样标本，共进行 3 张双色芯片检测； 

5) 芯片检测结果由联川生物公司进行检测、计算、统计学分析；。 

2.2 不同组织 RNA 提取 

1) 骨组织 RNA 提取方法；小鼠股骨彻底分离软组织，用预冷的 PBS 反复冲洗骨髓

腔，去除骨髓细胞；迅速放入液氮冷冻；在 DEPC 处理过的研钵中放入液氮与骨

组织，反复研磨至粉末；加入 Trizol (1ml/100mg)，继续研磨至 Trizol 溶解，按第

一部分常规 RNA 提取方法进行提取。 

2) 心、肝、肺、脂肪、脑、肌肉、脾的 RNA 提取方法：小鼠颈椎脱臼处死后，立

刻在冰上分离脏器，冲洗血液后切取 100mg 组织，加入 1ml Trizol 中，匀浆器将

组织完全匀浆，后续提取方法同第一部分； 

3) 血细胞 RNA 提取方法：经内眦静脉抽取 0.5ml 血液，加入含枸橼酸钠的抗凝管

中，5000rpm 离心 10min，去除血浆后加入 1ml Trizol，重悬混匀。后续提取方法

同第一部分。。 



第四军医大学博士学位论文 

-45- 

2.3 茜素红染色及定量 

1)  取 1mg 总 RNA，使用 PrimeScript RT reagent kit 逆转录试剂盒配置反应液。 

miRNA RT 引物和 RNA 混合配置 

试剂  使用量  终浓度 

RNA Template 2μg 

 RT 引物工作液 (500 nM)  2 μl  40 nM 

RNase-free H2O  至 11 μl 

 
2) 混匀后 70℃水浴 10 min，冰浴 2 min 

3) 配置 RT 反应液 

miRNA RT 反应液配置 

试剂  使用量  终浓度 

5×PrimeScript® Buffer（for Real Time）  2 μl  1× 

PrimeScript® RT Enzyme Mix I  0.5 μl 

 RT引物-RNA混合液 11μl 

 RNase Free dH2O  up to 25 μl    

miRNA RT 反应： 42℃ 60 min；70℃ 10 min； 

2.4 miRNA Realtime PCR 检测 

miRNA realtime PCR 检测方法与第一部分检测方法相同。所使用 miRNA 引物购自锐

博，U6 作为内参进行 miRNA 的定量分析。 

2.5 miRNA mimic 及 inhibitor 转染 

1) 2×105 BMSCs 接种于 6 孔板，采用无抗生素培养基培养至 70%密度 

2) 将 10ul miR-3077-5p mimic 工作液(终浓度 50nM)、20ul (终浓度 100nM)和 10ul 

negative control (终浓度 50nM)分别与 250ul 无血清 α-MEM 培养基混合，静置

5min； 

3) 将 5ul lipofectamineTM 2000 与 250ul 无血清 α-MEM 培养基混合，静置 5min 

4) 将上述两种稀释液混合后，室温静置 20min 后，加入培养板中，轻轻混匀； 

5) 置于 37°C 孵箱培养 8hr 后更换为常规 α-MEM 培养基，继续培养 24-48h 后进行

后续实验。 

2.6 miRNA 靶基因预测 

1) 通过 miRNA 靶基因预测数据库对 miR-3077-5p 可能结合的 mRNA  

(RNA22：http://cbcsrv.watson.ibm.com/rna22.html) 
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2) 在预测可能性排列靠前的靶基因中，根据其已知生物学功能，挑选出与 BMSCs

分化功能相关的候选靶基因。 

2.7 荧光素酶报告基因检测 

1) 根 据 生 物 信 息 学 预 测 结 合 位 点 ， 设 计 PCR 引 物 (Forward: 

5’-GGACTAGTGCCAATCCCAGCATTCCT-3’; Rverse: 

5’-CGACGCGTTGGTGTGCTTCAAGCTAC-3’)，通过PCR克隆获取Runx2 mRNA 

3‘UTR 片段； 

2) 将获得片段插入 pMIR-Report 载体的 HindIII 和 SpeI 位点，构建 Runx2 

pMIR-Report 载体； 

3) 将 BMSCs 以无抗生素培养基接种于 96 孔板，生长至 70%密度； 

4) 将 Runx2 pMIR-Report、pMIR-Report (pMIR-Cont)空载体及 pMIR-β-gal 载体分别

混合于无血清 α-MEM 培养基（终浓度） 

5) 在稀释液中分别加入 miR-3077-5p mimic，inhibitor 和 negative control（终浓度

100nM） 

6) 将 0.5 ul lipofectamineTM 2000 与 25 ul 无血清 α-MEM 培养基混合，静置 5min 

7) 将上述两种稀释液混合后，室温静置 20min 后，加入培养板中，轻轻混匀；每个

样本设置 2 个副孔。 

8) 置于 37°C 孵箱培养 8hr 后更换为常规 α-MEM 培养基，继续培养 48h； 

9) 利用荧光素酶检测试剂盒裂解细胞，并采用荧光检测仪进行荧光强度检测 

10) 利用 β-gal 检测试剂盒检测相应副孔 β-gal 表达 

11) 荧光强度检测数据除以 β-gal 检测数值，进行归一化处理。 

2.8 Western blot 检测 

Western blot 检测方法与第一部分方法相同。采用 Runx2 抗体（1：1000）检测蛋

白表达。。 

2.9 细胞增殖检测 

1) miR-3077-5p mimic、inhibitor、negative control 转染 BMSCs：方法参考同 2.1； 

2) 转染 48hr 后胰酶消化 BMSCs，获取细胞悬液，细胞计数； 

3) 以 6000 个/孔密度接种于 96 孔板，每组设置 7 个时间点，每个时间点 5 个副孔，
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另设一组空白对照； 

4) 每天同一时间进行 MTT 检测：每孔加入 20ul 50ug/ml MTT 溶液，37℃静置 4h；

吸尽培养液 ，每孔加 150ul DMSO 震荡 10min，全程避光；酶标仪检测 490nm

波长处吸光值。 

5) 连续检测 6 天，绘制生长曲线。 

2.10 雌激素体内注射 

小鼠 OVX 术后 2mon，通过腹腔注射 50μg/kg 体重的 17β 雌二醇，而对照组仅注

射橄榄油。每隔一天注射一次，注射 4week。 

2.11 统计 

计量数据以均数±标准差（mean ± SD）表示。两组数据之间比较采用 student’s 

t-test；多组数据间比较采用单因素方差分析（one-way ANOVA）。P < 0.05 被认为

具有显著性差异。 

 

3 结果 

3.1 TNF-α 可引起 BMSCs 内 miRNA 表达异常 

为了明确雌激素缺乏是否导致 BMSCs 中 miRNA 表达出现异常，我们对 SHAM

及 OVX BMSCs 中 miRNA 表达进行了高通量芯片筛查。经过对两组芯片数据进行统

计分析，结果显示：1. OVX及Sham BMSCs整体miRNA表达谱无明显差异，在SHAM 

BMSCs 和 OVX BMSCs 中表达的 miRNA 基本相同；2. 绝大多数 miRNA 表达水平

在 OVX BMSCs 及 Sham BMSCs 之间无显著差异。3. 10 个 miRNA 的表达量在 OVX 

BMSCs 及 Sham BMSCs 之间存在差异（表 2-1）。4. miR-705（P<0.033），miR-20a

（P <0.033），miR-3077-5p（P <0.034）在 SHAM 及 OVX BMSCs 中表达差异最为显

著（表 2-1）。但考虑到 miR-20a 的检测信号值在 SHAM BMSCs 中 524，OVX BMSCs

中为 372，接近芯片检测的最低可靠信号值（500），说明其在 BMSCs 中表达量较低。

而 miR-705 的检测信号值超过 8200，miR-3077-5p 的信号检测值超过 4300，所以选

取 miR-705 及 miR-3077-5p 进行后续研究。 

 

表 1-1 SHAM 及 OVX miRNA 芯片筛查结果统计（n=3） 
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Reporter Name SHAM OVX 
Log2 

(OVX/SHAM) 
p-value 

mmu-miR-705 8,212 11,684 0.51 0.033  

mmu-miR-20a 524 372 -0.5 0.033  

mmu-miR-3077-5p 4,392 7,148 0.7 0.034  

mmu-miR-21 37,705 27,752 -0.44 0.067  

mmu-miR-149* 21,102 33,468 0.67 0.072  

mmu-miR-146a 8,679 4,847 -0.84 0.075  

mmu-miR-680 460 784 0.77 0.088  

mmu-miR-181c 55 29 -0.9 0.078  

mmu-miR-181b 247 125 -0.98 0.079  

mmu-miR-451 24 4 -2.46 0.088  

 

首先，通过 realtime RT-PCR 验证芯片筛查结果，证实 OVX BMSCs 中 miR-705

表达水平较 SHAM  BMSCs 升高超过 1 倍（P<0.05），而 miR-3077-5p 的表达则升高

了近 2 倍（P <0.05）（图 2-1A）。为了明确二者与绝经后骨质疏松发生的相关性，我

们检测了雌激素治疗后股骨组织中 miRNA 的表达，发现雌激素体内注射有效降低

miR-705 和 miR-3077-5p 的表达水平（P<0.05）（图 2-1B），与雌激素缺乏后观察到的

表达上升相一致。为了明确 miR-705 和 miR-3077-5p 的表达是否直接受雌激素调控，

我们体外对 BMSCs 进行不同浓度雌激素处理，但是发现与预期结果正好相反，雌激

素在体外明显促进 miR-705 和 miR-3077-5p 的表达，并呈剂量依赖性（图 2-1C）。雌

激素体内和体外作用的差异性，提示雌激素在体内是通过间接作用抑制 miR-705 和

miR-3077-5p 表达。 
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图 2-1 雌激素间接调控 miR-705 和 miR-3077-5p 表达 

(A) Realtime RT-PCR 检测 SHAM 及 OVX BMSCs 中 miR-705 和 miR-3077-5p 的表达；（B）OVX

小鼠进行 E2 注射治疗 20d 后，realtime RT-PCR 检测股骨中 miR-705 和 miR-3077-5p 的表达；（C）

Realtime RT-PCR 检测体外不同浓度 E2 处理后 BMSCs 中 miR-705 和 miR-3077-5p 的表达。n=3；

*P<0.05。 

 

基于 TNF-α 在 OVX BMSC 分化异常中的重要作用，我们探索 OVX BMSCs 中

差异性表达的 miRNA 是否由 TNF-α 水平升高所导致。经过 20ng/ml TNF-α 体外刺激

2 hr后，Realtime RT-PCR 检测显示BMSCs中miR-705的表达升高了约 6倍（P<0.01），

而 miR-3077-5p 的表达升高了 0.7 倍（P<0.05）（图 2-2），证实 TNF-α 体外显著促进

miR-3077-5p 及 miR-705 的表达，与二者在骨质疏松 BMSCs 中变化趋势相一致。 

因为前面结果已证实 TNF-α 通过 NF-κB 通路抑制 BMSCs 成骨分化，于是我们

检测 TNF-α 是否通过 NF-κB 信号通路调控 miR-705 及 miR-3077-5p 的表达。siRNA

抑制 NF-κB 通路后，TNF-α 刺激对 miR-705 及 miR-3077-5p 表达的促进作用显著降

低（P<0.05）（图 2-2），说明 TNF-α 也是通过 NF-κB 通路调控这两个 miRNA 的表达。 
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图 2-2 TNF-α 通过 NF-κB 通路促进 miR-705 及 miR-3077-5p 表达。 

BMSCs 分别转染 IKKα siRNA 和 negative control siRNA 后用 20ng TNF-α 处理 2hr，Realtime 

RT-PCR 检测 miR-705 及 miR-3077-5p 的表达。n=3；*P<0.05，** P<0.01。 

 

同样，抑制 IKKa 之后，OVX BMSCs 中 miR-705 及 miR-3077-5p 的表达降低了

50%（P<0.01）（图 2-3），结合图 2-2 的结果，提示 NF-κB 的异常激活导致了 OVX 

BMSCs 中 miRNA 表达异常。 

 

图2-3 Realtime RT-PCR检测OVX BMSCs转染 IKKαsiRNA后miR-705和miR-3077-5p表达。n=3；

** P<0.01。 

 

3.2 miR-3077-5p 对 MSCs 分化的调控作用 

通过上述实验，筛选出两个在雌激素缺乏骨质疏松中受 TNF-α 调控的 miRNA。

因为这两个 miRNA 均受到 NF-κB 信号通路的直接调控，而 NF-κB 是抑制 BMSCs

分化的关键信号，所以我们提出假设：miRNA 可能参与 NF-κB 信号对 BMSCs 成骨

分化的抑制过程。通过查阅文献，发现这两个 miRNA 均是在 2011 年才通过 miRNA

高通量测序技术筛查发现，相关研究甚少，其在 BMSCs 或骨中是否发挥作用尚无任

何报道。为了进一步明确其是否在骨质疏松 BMSCs 功能异常中发挥一定作用，我们

首先对在 SHAM 和 OVX BMSCs 中表达差异更大的 miR-3077-5p（表 2-1）进行系统

研究，明确其组织特异性、分化过程中的表达变化、对 BMSCs 的功能、调控靶基因

等一系列问题。 

    部分 miRNA 的表达具有组织/器官特异性，并且其特异性往往与其功能相一致。
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为了探索 miR-3077-5p 的功能，首先检测了 miR-3077-5p 在不同组织器官中的表达，

发现在小鼠多个主要脏器中，miR-3077-5p 在骨组织中表达最高，其骨组织表达量比

在肌肉、脑、脂肪、心、肝、肺、脾和血液细胞中的表达量均高 1 倍以上（图 2-4）。

说明其具有一定的骨组织特异性，可能在骨发育和代谢中发挥作用。 

 

 

图 2-4 Realtime RT-PCR 检测 miR-3077-5p 在不同器官组织中的表达。n=3。  

 

为了明确 miR-3077-5p 是否参与了 BMSCs 成骨分化调控，对其在 BMSCs 体外

成骨分化的各个时间点的表达进行检测。发现 miR-3077-5p 表达在 BMSCs 分化过程

中呈现规律性变化，即：随着成骨分化，其表达量显著下降，特别在成骨分化前 7

天内下降最为显著（图 2-5），提示其可能在 BMSCs 分化早期和中期发挥一定作用。 
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图 2-5 Realtime RT-PCR 检测 miR-3077-5p 在 MSCs 成骨分化过程中的表达。n=3。 

 

为了直接明确 miR-3077-5p 在 BMSCs 成骨分化中的作用，开展了获得/缺失性功

能实验。人工合成的 miR-3077-5p 模拟物（mimic）和抑制剂（inhibitor）分别被转

染如 BMSCs 中，以上调或下调其表达水平。Realtime RT-PCR 检测证实了 mimic 可

上调 miR-3077-5p 表达超过 36 倍（P<0.01），inhibitor 可下调 miR-3077-5p 表达至 50%

左右（P<0.05）（图 2-6），说明所采用试剂对 miR-3077-5p 表达的调控效果明显。 

 

 

图 2-6 Realtime RT-PCR 检测 miR-3077-5p mimic、inhibitor 和 negative control 转染后 miR-3077-5p

的表达。n=3；*P<0.05，** P<0.01。 

 

对转染后 BMSCs 进行成骨分化诱导，14 d 后经茜素红染色发现 miR-3077-5p 

mimic转染，可减少BMSCs钙化结节形成超过 60%（P<0.01），而miR-3077-5p inhibitor

转染则明显提高 BMSCs 钙化结节数量 70%（P<0.01）（图 2-7A，B）。对成骨关键标

志基因 Runx2 和 OCN 的检测也发现通过过表达 miR-3077-5p 可显著抑制 BMSCs 中

Runx2 和 OCN 的表达（P<0.05），而下调 miR-3077-5p 则可促进 Runx2 和 OCN 的表

达（P<0.05）（图 2-7C），证实了 miR-3077-5p 在 BMSCs 成骨分化起负性调节作用。 
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图 2-7 miR-3077-5p 对 BMSCs 成骨分化的作用 

BMSCs 转染 miR-3077-5p mimic、inhibitor 及 negative control 后进行成骨诱导，14d 后进行茜素

红染色（A）和定量分析（B），以及 Realtime RT-PCR 检测成骨标志基因表达（C）。n=3；*P<0.05，

** P<0.01。 

 

为了排除 miR-3077-5p 通过影响 BMSCs 增殖对茜素红染色的影响，对转染后

BMSCs 生长速度进行了比较。MTT 显示过表达及下调 miR-3077-5p 对 BMSCs 增殖

均无显著影响（图 2-8）。 

 

图 2-8 miR-3077-5p 对 BMSCs 增殖的作用 

BMSCs 转染 miR-3077-5p mimic、inhibitor 及 negative control 后，用于增殖实验，通过 MTT 检

测 6d 中 BMSCs 的增殖情况。n=5。 
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3.3 miR-3077-5p 的作用分子机制研究 

miRNA 主要通过与特定基因 mRNA 的 3‘UTR 区域靶向结合，从而抑制 mRNA

的翻译过程。因为 miRNA 的结合基于种子序列（seed region）和 3’UTR 区序列的互

补，所以通过生物信息分析成为寻找 miRNA 作用基因的有效途径。因为 miR-3077-5p

直到 2011 年才通过 miRNA 测序手段被发现并确认，大多数数据库中并未录入

miR-3077-5p，仅能通过 RNA22 数据库（http://cbcsrv.watson.ibm.com/rna22.html）对

miR-3077-5p 可能的结合 mRNA 进行分析。通过生物信息学分析，我们发现 Runx2

是候选靶基因之一（图 2-9）。 

 

 

图 2-9 miR-3077-5p 与 Runx2 mRNA 3’ UTR 结合位点 

 

Runx2 是 BMSCs 成骨分化最重要的核心调节因子，Runx2 的缺失可导致成骨分

化完全阻断，敲除 Runx2 的小鼠无法形成成熟成骨细胞。同时 Western blot 显示 OVX 

BMSCs 中 Runx2 表达水平明显低于 SHAM BMSCs。所以我们进一步研究

miR-3077-5p 能否调控 Runx2。首先，我们开展 miR-3077-5p 获得/缺失性实验，同

时检测 Runx2 mRNA 及蛋白表达水平。发现过表达 miR-3077-5p 导致 Runx2 蛋白表

达下降了 50%，而下调 miR-3077-5p 表达可增加 Runx2 蛋白表达水平（图 2-10）。 

 

图 2-10 Western blot 检测 Runx2 在 SHAM 及 OVX BMSCs 中的表达（A），以及转染了

miR-3077-5p mimic、inhibitor、negative control 后的蛋白表达（B）。 

 

为了明确 miR-3077-5p 是否直接结合于 Runx2 mRNA 3‘UTR 发挥抑制作用，我

们 克 隆 获 得 包 含 结 合 位 点 的 3’UTR 片 段 ， 并 插 入 pMIR-report 质 粒
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（Runx2-pMIR-report）。该质粒含有荧光素酶基因，转染入细胞后可表达荧光素酶，

其表达量可通过加入荧光底物后进行定量检测。如果 miR-3077-5p 可直接结合于所

克隆的 3‘UTR 片段，则相应的能够降低质粒荧光素酶的表达。 

荧光检测证实，miR-3077-5p mimic确实可抑制转染Runx2-pMIR-report后BMSCs

中荧光素酶表达（P<0.01），同时 miR-3077-5p inhibitor 能促进转染后 BMSCs 中荧光

素酶表达（P<0.05）（图 2-11）。证实了 miR-3077-5p 是通过直接结合于 Runx2 3’UTR

发挥基因沉默作用。 

 

图 2-11 荧光素酶活性检测  

Runx2-pMIR-report 分别与 miR-3077-5p mimics、inhibitor、negative control 共转染至 BMSCs 中，

48hr 后行荧光素酶活性检测。n=5；*P<0.05，** P<0.01。 

 

3.4 TNF-α 通过 miR-3077-5p 抑制 BMSCs 成骨分化 

通过上述研究，证实了 miR-3077-5p 在 BMSCs 成骨分化中发挥负性调控作用，

从而可提出推断：其表达异常可能导致骨质疏松 BMSCs 成骨分化缺陷。为了回答这

个问题，我们利用 miR-3077-5p inhibitor 抑制 OVX BMSCs 中 miR-3077-5p 的表达，

使其恢复到正常水平后进行成骨分化实验。14d 后茜素红染色发现，下调 miR-3077-5p

部分恢复了 OVX BMSCs 的成骨分化（P<0.05）（图 2-12A，B）。Realtime RT-PCR

检测发现抑制 miR-3077-5p 并未提高 OVX BMSCs 中 Runx2 的 mRNA 表达，但是部

分提高了 Runx2 的蛋白表达（图 2-12C，D），提示 miR-3077-5p 通过转录后调控发

挥作用。 
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图 2-12 抑制 miR-3077-5p 部分恢复 OVX MSCs 的成骨分化能力 

SHAM 及 OVX BMSCs 分别转染 negative control 和 miR-3077-5p inhibitor 后进行成骨诱导，14d

后行茜素红染色（A）及定量（B），Realtime RT-PCR 检测成骨标志基因表达（C），Western blot

检测 RUNX2 蛋白表达（D）。B: n=4; C:n=3；*P<0.05，** P<0.01，NS，no significance。 

 

    因为 TNF-α 可上调 miR-3077-5p 的表达，为了进一步确认 miR-3077-5p 是 TNF-α

抑制 BMSCs 分化的关键下游，我们采用 miR-3077-5p inhibitor 抑制 BMSCs 中

miR-3077-5p 的表达后，检测其在 TNF-α 刺激下的分化能力。与 OVX BMSCs 实验

结果一致，下调 miR-3077-5p 有效减轻了 TNF-α 对 BMSCs 成骨分化的抑制作用

（P<0.001）（图 2-13）。说明上调 miR-3077-5p 是 TNF-α 抑制 BMSCs 成骨分化的重

要途径。 

 

图 2-13 下调 miR-3077-5p 可部分阻断 TNF-α 的成骨抑制作用 

BMSCs 分别转染 negative control 和 miR-3077-5p inhibitor 后进行成骨诱导，同时加入 TNF-α 刺

激，14d 后行茜素红染色和定量分析。n=3；***P<0.001。 
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4 讨论 

 

通过 miRNA 芯片筛查，我们发现多个 miRNA 的表达在 Sham 及 OVX MSCs 中

存在差异，说明雌激素缺乏可影响到细胞内 miRNA 的表达。而绝大数 miRNA 的表

达较为恒定，说明并非通过直接影响 miRNA 剪切、转运、成熟等过程中的核心因子

或共同途径，而是通过某些途径有选择性地调控特定 miRNA 的转录。该结果也在一

定程度上反映出 miRNA 表达调控的复杂性。 

雌激素作为重要的激素，已被报道可调控 miRNA 表达。其中一项研究发现，雌

激素可直接抑制 miRNA 合成的复合体，从而下调一系列 miRNA 的表达。但是包括

本实验在内的多项研究发现雌激素也可促进特定 miRNA 的表达，说明雌激素的作用

具有一定的细胞特异性或者基因特异性。我们发现雌激素缺乏导致骨组织及 BMSCs

中 miR-3077-5p 及 miR-705 的表达升高，雌激素注射可体内抑制骨组织中二者的水

平，但体外雌激素对上述 miRNA 的调控作用却与体内相反，提示雌激素缺乏后并非

通过直接作用影响 miR-3077-5p 及 miR-705 的表达。我们的结果进一步表明

miR-3077-5p 及 miR-705 的升高是由于 TNF-α 所引起，说明 TNF-α 的调控作用要强

于雌激素缺乏的效应。该结果也支持 TNF-α 在绝经后骨质疏松中发挥关键作用的观

点。 

miRNA 在 BMSCs 分化中发挥着重要作用。一系列调控 BMSCs 成骨分化的

miRNA 已被报道，包括 miR-34s, miR-335, miR-26a, miR-204/211 等[80,95,96]。但是，

骨质疏松中致病因素是否通过影响 miRNA 导致细胞内信号异常尚不清楚。我们发现

BMSCs 中 miR-3077-5p 在骨质疏松后表达上升，而进行雌激素治疗后表达下降，提

示这两个 miRNA 与骨质疏松进程密切相关。但是 miR-3077-5p 直到 2010 年才通过

miRNA 测序技术被发现。其生物学功能尚无报道。为了阐明 miR-3077-5p 在 BMSCs

中的功能，我们从组织特异性、与成骨分化的相关性、获得/缺失性功能实验这三个

层面进行了研究，发现 miR-3077-5p 在骨组织中的表达量明显高于其他器官组织，

在成骨分化过程中表达显著下降，并证明其对于 BMSCs 成骨分化发挥负性调控作

用。这些结果充分说明了 miR-3077-5p 是 SC 成骨分化中一个重要的负性调控因子。

我们的研究发现了一个新的 BMSCs 谱系分化的调控因子，为进一步认识 miRNA 在

干细胞命运决定中的作用提供了实验依据。 

Runx2 是成骨分化最重要的转录因子，在成骨细胞的成熟中发挥关键作用。

Runx2 的缺失功能突变或缺失均导致骨量下降和骨发育的异常。Runx2 的激活主要依

靠 Osterix 为主的转录活动。但是近期的多项研究发现，多个 miRNA 均发挥抑制

Runx2 蛋白表达的功能，说明这些 miRNA 可能是维持 BMSCs 未分化状态的开关之

一。成骨分化中，相关的负性调节 miRNA 表达受到抑制，从而协同启动 Runx2 的表

达和功能发挥，推动细胞谱系分化。miR-3077-5p 很可能也是这群开关控制 miRNA

中的一员。值得注意的是，miRNA 可以同时调控多个靶点，通过靶基因预测数据库

可预测出大量可能受 miR-3077-5p 调控的的候选基因。虽然我们证实了 Runx2 是其

中重要的一个靶基因，但是要深入认识 miR-3077-5p 的功能，还需要进一步验证其

他的靶基因。此外，miR-3077-5p 通过调控不同的靶基因可能发挥不同的功能。虽然

在本研究中，OVX BMSCs 的成骨分化异常最为显著，所以我们在该实验中主要挑选

了 BMSCs 成骨分化调控密切相关的靶基因，但不能排除 miR-3077-5p 还能调控

BMSCs 的其他生物学行为。上述问题也是所有 miRNA 功能研究中的难点，需要依
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靠新的技术手段才可能解决。 

结合芯片筛查结果，我们检测了 TNF-α 对于候选 miRNA 表达的调控作用，发

现 miR-705 及 3077-5p 均受到 TNF-α 的调控，提示 TNF-α 可能通过调控 miRNA 发

挥作用。进一步实验证实 miR-705 及 3077 都是受到 NF-κB 通路调控，与 TNF-α 通

过 NF-κB 通路抑制成骨相一致。通过抑制 miR-3077-5p 的异常表达，可以部分恢复

OVX BMSCs 的成骨分化能力，并拮抗 TNF-α 的抑制成骨作用。提示 miR-3077-5p

是 TNF-α 所致一系列 BMSCs 内部信号改变的重要环节。虽然已有实验证实 TNF-α

抑制 BMSCs 成骨分化，但是 TNF-α 能够通过调控 miRNA 介导的转录后调控影响

BMSCs 功能尚无报道。我们的研究提出了 TNF-α 抑制成骨分化而导致骨质疏松的全

新机制。 

值得注意的是，抑制 miR-3077-5p 表达后，能够部分恢复 OVX BMSCs 及 TNF-α

处理后 BMSCs 的成骨分化能力，说明其只是 TNF-α 下游作用的其中一条途径。而

且近期报道了多个在骨质疏松过程中表达异常升高的 miRNA，提示多个 miRNA 的

表达升高可能形成一个相互作用的网络，发挥协同效应，而 TNF-α 可能通过调控多

个 miRNA 发挥功能。这些假设均需要进一步实验的证实。 

NF-κB 通过活化 P65 入核，与染色体上特定的 NF-KB 位点结合，发挥促进或抑

制特定基因表达的作用。miRNA 的转录与基因转录机制类似，需要转录因子结合启

动转录过程。，我们对 pri-miR-705 和 pri-miR-3077-5p 的启动子区域进行了对比分析，

发现两个启动子区域均有 NF-κB 结合位点，可能直接受 P65 调控。因为 NF-κB 通路

作用广泛，其对于 miR-3077-5p 的特异性调控除了导致骨质疏松发生外，其是否还

有生理意义尚无清楚。但是王存玉研究团队通过基因修饰手段抑制成骨细胞中

NF-κB 信号通路，在骨发育阶段并未观察到显著改变，而在雌激素缺乏或者衰老调

节下，却能够防止骨形成下降，提示可能 NF-κB 对于 BMSCs 可能主要产生负效应。

如果 miR-3077-5p 对于 BMSCs 也主要发挥负作用的话，就有可能成为一种安全的、

无副作用的促进骨形成的干预靶点。有必要开展进一步的研究来明确抑制

miR-3077-5p 是否会导致其他副作用。 
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第三部分 

在骨质疏松中，ROS 损伤已被大量研究证实是导致骨质疏松的关键致病因素之

一。骨中 ROS 的水平随着疾病发展进程而不断增加。同时，ROS 损伤是骨质疏松

BMSCs 功能下降的最重要的直接因素。ROS 能够抑制 BMSCs 的分化，诱导 BMSCs

的凋亡，从而抑制骨形成。重要的是，多项研究发现炎症反应和氧化应激往往同时

存在，并且相互促进，很可能在衰老相关退行性疾病中发挥协同作用。 

通过前期研究，我们发现 TNF-α 可通过促进 miR-3077-5p 的转录导致 BMSCs

的成骨分化异常，证明了 TNF-α 可通过 miRNA 直接影响 BMSCs 的分化。但最新研

究发现，TNF-α 除直接调控细胞功能外，还可引起一系列的细胞损伤，间接影响干

细胞的功能。已有部分研究报道 TNF-α 可引起氧化应激，提示在骨质疏松中 TNF-α

可能通过引起氧化应激间接的破坏 BMSCs 功能。但是 TNF-α 是否通过引起 BMSCs

内氧化应激而影响成骨分化尚不清楚，其引起氧化应激的分子途径也有待阐明。为

了更深入的理解 TNF-α 的作用机制，我们进一步开展研究，明确 TNF-α 能否通过氧

化应激间接抑制 BMSCs 成骨分化，并探索其分子机制。 

1 材料 

1.1 仪器和设备 

1.1.1 定量 PCR 仪                      Bio-Rad, 美国 

1.1.2 PCR 仪                           Thermo, 美国 

1.1.3 酶标仪                           Bio-tek，美国 

1.1.4 microCT                          Siemens, 德国 

1.1.5 流式细胞仪                       Beckman，美国 

1.1.6 倒置显微镜                       Olympus，日本 

1.1.7 电泳仪                           Bio-Rad，美国 

1.1.8 凝胶成像分析系统                 天能，上海 

1.1.9 激光共聚焦显微镜                 Olympus，日本 
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1.2 主要试剂 

1.3.1 RNA 反转录试剂盒                    Takara，日本 

1.3.2 Realtime PCR 检测试剂盒               Takara，日本 

1.3.3 Trizol                                Invitrogen，美国 

1.3.4 SYBR Premix Ex Taq II kit               Takara，日本 

1.3.5 miRNAPCR 检测套装                   锐博，广州   

1.3.6 Foxo1 siRNA                          锐博，广州 

1.3.7 APC-conjugated Sca-1 antibody           eBioscience，美国 

1.3.8 PE-conjugated CD45 antibody            BD Pharmingen，美国 

1.3.9 DAB 蛋白定量试剂盒                   博士德，武汉 

1.3.10 anti-FoxO1                            Cell Signaling, 美国 

1.3.11 anti-FoxO3                            Cell Signaling, 美国   

1.3.12 Anti-p-P65                            Cell Signaling, 美国 

1.3.13 EDTA                                Sigma，美国 

1.3.14 blood cell lysis buffer                   Invitrogen, 美国 

1.3.15 DCFH-DA 检测试剂盒                 GENMED，美国 

 

2 方法 

2.1 骨免疫组织化学检测 

1) 10% EDTA (pH 7.0)中脱钙 2 w 的小鼠股骨，按第一部分方法常规石蜡包埋，切片，

脱蜡及水化； 

2)  0.3% H2O2 浸泡 30min，蒸馏水洗 5min，PBS 清洗 5min×3 次； 

3)  0.1%胰酶抗原修复 20min，PBS 清洗 5min×3 次 

4) 与制备二抗相同的动物非免疫血清 37℃孵育 1h，防止非特异吸附； 

5) 加入一抗（1：100）孵育，4℃过夜； 

6) PBS 洗涤 5min╳3 次； 

7) 生物素化二抗 37℃孵育 60min；PBS 洗涤 5min╳3 次； 

8) 切片置入 DAB 显色液中 5-10min 至显色； 
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9) 流水冲洗 10min，蒸馏水洗 3min 

10) 苏木素复染 30sec 

11) 酒精盐酸分化后，自来水中继续分化； 

12) 70%，80%，90%，95%，100%I，100%II 酒精脱水各 5min 

13) 二甲苯透明后，树胶封片。 

 

2.2 细胞免疫荧光检测 

1) BMSC 接种于盖玻片，生长至 55％-60％；PBS 洗 10min×3 次； 

2) 4％多聚甲醛室温固定 20-30 min；PBS 洗 10min×3 次； 

3) 0.2％Triton X-100 透化 2-5min；PBS 洗 10min×3 次； 

4) 5%BSA 室温封闭 30 分钟； 

5) 加一抗（用 1％BSA 稀释，1：100），湿盒内 4℃过夜；PBS 洗 10min×3 次； 

6) 加荧光二抗（用 1％BSA 稀释）闭光孵育 30 分钟；PBS 洗 10min×3 次； 

7) 95％甘油封片 

 

2.3 体内 BMSCs ROS 水平检测 

1) PBS 冲洗获得小鼠股骨骨髓细胞悬液，1000 转/分离心 5min，弃上清； 

2) 加入 2ml 红细胞裂解液，重悬后静置 5min； 

3) 1000 转/分离心 5min，弃上清；PBS 重悬，细胞计数板计数； 

4) 取 1×106 骨髓细胞，离心后吸尽 PBS； 

5) 加入 25mM DCFH-DA 1ml 重悬细胞， 37°C 孵育 20 min； 

6) 预冷 PBS 清洗 5min×2 次；离心后弃上清； 

7) APC-标记 Sca-1 抗体 (1:500) 和 PE-标记 CD45 抗体各 500ul，重悬细胞，4°C 孵

育 30 min； 

8) 预冷 PBS 清洗 5min×2 次； 

9) 流式细胞检测 Sca-1+CD45-细胞中 488nm 激发光强度； 

10) 使用 FlowJo 软件对检测结果进行计算 
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2.4 体外 BMSCs ROS 水平检测 

1) BMSCs 于 6 孔板内培养至 80%左右，吸尽上清，清洗液洗 3min； 

2) 加入 DCFH-DA (25mM) 1ml，37°C 孵育 30min； 

3) 预冷 PBS 清洗 5min×2 次； 

4) 荧光显微镜观测：置于荧光显微镜下激发光 488nm 观察；随机选取 5 个不同区

域进行照相； 

5) ROS 流式检测：0.25%胰酶消化 5min，800 转/分离心，弃上清后用 500ul 预冷的

保存液重悬；即刻行流式检测，记录 488nm 激发光强度 

2.5 Realtime RT-PCR 检测 

方法同第一部分。所使用引物序列如下：  

Foxo1 (F: ACGAGTGGA TGGTGAAGAGC; R: TGCTGTGAAGGGACAGATTG),  

β-actin (F: CTGGCACCACACCTTCTACA; R: GGTACGACCAGAGGCATACA),  

Runx2 (F: GACTGTGGTTACCGTCATGGC; R: 

ACTTGGTTTTTCATAACAGCGGA),  

OCN (F: CTGACAAAGCCTTCATGTCCAA; R: GCGCCGGAGTCTGTTCACTA),  

P65 (F: GAGTCGCGCACCTGCTCTCG; R: TCGCCAGAGGCGGAAATGCG),  

IKKα (F: GTGAACATCCTCTGACATGTGTGGT; R: 

GCAACACAAGGAGGCTGGGCT),  

Sod2 (F: CAGACCTGCCTTACGACTATGG; R: CTCGGTGGCGTTGAGATTGTT),  

Cat (F: AGCGACCAGATGAAGCAGTG; R: TCCGCTCTCTGTCAAAGTGTG) 

2.6 TNF-α 体内注射 

1) 将 8 只 3 月龄小鼠随机平均分为两组 

2) TNF-α 处理组通过鼠尾静脉注射 1μg（溶于 250μl PBS）重组小鼠 TNF-α；对照

组仅注射 250μl PBS； 

3) 每隔 1 天注射 1 次，持续 4 次； 

4) 最后一次注射后 2 h，处死小鼠后收集股骨进行后续检测 

2.7 TNF-α 中和实验 

1) 体外中和血清中 TNF-α：将 100μg/mL TNF-α 中和抗体加入含 OVX 及 SHAM 小
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鼠血清的培养液，以中和血清中的 TNF-α；等量普通小鼠 IgG 被作为阴性对照。 

2) 体内中和血液中 TNF-α：小鼠 OVX 术后 8 w，采用 100μg/kg TNF-α 中和抗体经

尾静脉注射，每周 2 次，连续注射 4 w 后取材。 

2.8 FOXO1 过表达慢病毒载体构建 

1) 根据 Genbank 获得小鼠 FOXO1 基因 序列，设计引物采用 Forward: 

CTCGAGCTCAAGCTTCGAATTCTGATGGCCGAAGCGCCCCAG; reverse: 

CATGGTGGCGACCGGTGGATCCCGGCCTGACACCCAGCTGTGTGTT. 

2) 采用Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche)克隆野生型小鼠Foxo1基

因: 按说明书标准操作，简述如下： 

3) 1st-Strand cDNA 合成反应: 

模板引物混合液配置 

Reagent Volume（μL） 

Anchored-oligo(dT)18Primer 1 µL 

Total RNA 4 µg 

RNAase Free dH2O up to 11.4 µl 

65℃下变性 10 min，冰上冷却 

反转录液配置 

Reagent Volume（μL） 

Reverse Transcriptase Reaction Buffer 4.0 µL 

Protecor Rnase Inhibitor 0. 5 µL 

Deoxynucleotide Mix 2.0 µL 

DTT 1 µL 

Transcriptor High Fidelity Reverse Transcriptase 1.1 µL 

模板引物混合液 11.4 µL 

RNAase Free dH2O Up to 20 µL 

反应条件：    55 ℃，30 min；85 ℃，5 min。 

PCR 反应： 

PCR 反应液配置 

Reagent Volume（μL） 

Template 1 

primer-F 0.5 

primer-R 0.5 

dNTP 2 

2×GC buffer 12.5 

PrimerSTAR 0.25 

ddH2O 8.25 

Total 25 μL 
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反应条件：98℃，10 sec；58℃，5 sec；72℃，1kb/min： 30 cycles  

4) 重组反应： 

重组反应液配置 

ddH2O   Up to 20 μl 

5×CE II Buffer 4 μl 

线性化克隆载体(190 ng) 0.6 μl 

插入片段扩增产物(80ng) 7 μl 

Exnase® II 2 μl 

37℃反应 30 min。待反应完成后，立即将反应管置于冰水浴中冷却 5 min 

5) 反应产物转化、涂板：20 μl 冷却反应液加入 100 μl 感受态细胞中，混匀后冰浴

30 min。42℃热激 45～90 秒，冰浴 2 min。加入 900 μl LB 培养基，37℃孵育 10 min；

37℃摇菌 45 min；4000rpm/min 离心 4min，弃去 900μl 上清，重悬菌液，取 30μl

涂布平板，37℃过夜培养。 

6) 克隆鉴定 

7) 提取质粒酶切鉴定后，送至生工生物（上海）测序，验证 FoxO1 片段是否成功

插入； 

8) 慢病毒质粒的构建： 

反应液配置 

反应组成 体积(µl) 

Pentr2B (150ng/µl) 1 

pLenti6/V5- DEST (150ng/µl) 1 

TE buffer(pH8.0) 6 

LR Clonase™II enzyme mix 2 

25℃反应 1h，加入 1µl Proteinase K solution 37℃孵育 10min；取 2µl 反应液转化 E.coli 

DH-5α；挑菌，37℃摇床培养 16h，提取质粒； 

9) 包装病毒：使用 Lipofectamine 2000 转移载体与两个包装质粒(psPAX2 和 pMD2.G)

共同转染入 293T 细胞；24hr 后收集病毒液； 

10) 病毒转染： 采用磷酸钙转染试剂盒，将慢病毒转染入 BMSC；转染 8hr 后，更

换正常培养液，48hr 后进行后续实验。 

2.9 统计 

计量数据以均数±标准差（mean ± SD）表示。两组数据之间比较采用 student’s t-test；

多组数据间比较采用单因素方差分析（one-way ANOVA）。P < 0.05 被认为具有显著

性差异。 
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3 结果 

3.1 OVX BMSC 中抗氧化防御缺陷导致氧化应激 

为了验证 ROS 在骨质疏松 BMSCs 分化异常中的作用，首先明确 OVX BMSCs

内的 ROS 水平是否升高。通过利用 DCFH-DA 反映 ROS 的含量，流式检测发现 OVX

小鼠骨髓细胞内的 ROS 水平高于 SHAM 小鼠骨髓细胞（P<0.05）（图 3-1A）。为了

检测 BMSCs 中 ROS 水平是否也升高，利用 Sca-1 和 CD45 荧光抗体对骨髓细胞进行

标记。因为 Sca-1 是 BMSCs 的特异性表面标记，而 CD45 是造血系统细胞的特异性

标记，所以可认为 Sca-1+CD45-的细胞群体是 BMSCs。流式检测显示：而 OVX 小鼠

骨髓内 BMSCs 细胞的 ROS 水平也同样高于 sham 组 60%（P<0.05）（图 3-1B）。我

们也通过荧光显微镜观察和FCM检测了体外纯化扩增获得的OVX及SHAM BMSCs

中 ROS 含量，结果与体内检测相一致（图 3-1C，D）。 

 

 

图 3-1 骨质疏松后 BMSCs 中 ROS 水平升高 

(A)流式检测 SHAM 和 OVX 小鼠股骨骨髓细胞中 ROS 含量；（B）流式检测 SHAM 和 OVX 股

骨中 Sca-1+CD45-骨髓细胞中 ROS 含量；（C）荧光显微镜检测体外培养的 SHAM 及 OVX BMSCs

中 ROS 含量；（D）流式检测体外培养的 SHAM 及 OVX BMSCs 中 ROS 含量；n=3；*P<0.05。 
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为了明确升高的 ROS 是否导致 BMSCs 成骨分化异常，我们使用抗氧化剂 NAC

清除 BMSCs 内过多的 ROS（图 3-2A）。体外成骨分化实验发现，NAC 处理可有效

恢复 OVX BMSCs 的成骨分化能力（P<0.001）（图 3-2B），证实 OVX BMSCs 中氧化

应激持续升高是抑制其成骨分化的重要原因。 

 

图 3-2 抗氧化剂 NAC 处理可改善 OVX BMSCs 成骨分化 

（A）FCM 检测 10mM NAC 处理 2h 后 SHAM 及 OVX 中 ROS 水平；（B）SHAM 及 OVX BMSCs

在成骨诱导过程中同时加入 10mM NAC，14d 后行茜素红染色。n=3；*P<0.05，** P<0.01，

***P<0.001。 

 

氧化应激水平由 ROS 产生和清除间的平衡决定。已有研究提出骨质疏松中抗氧

化防御功能存在缺陷。为了明确 OVX BMSCs 抗氧化防御是否正常，我们在 SHAM

和 OVX BMSCs 中加入 H2O2 以增加细胞内 ROS。荧光显微镜观察和 FCM 检测均显

示 OVX BMSCs 加入外源性 H2O2 后，其 ROS 含量仍明显高于 SHAM BMSCs（图

3-3），提示 OVX BMSCs 清除外源性 ROS 的能力有所下降。 
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图 3-3 OVX BMSCs 抗氧化能力降低 

SHAM 及 OVX BMSCs 中加入 100μM H2O2 处理 2h 后，通过荧光显微镜（A）和 FCM（B）检

测 ROS 水平。Scale bar，20μm。n=3；*P<0.05，** P<0.01。 

 

同时，我们对 SOD2 和 CAT 这两个重要的抗氧化酶的表达进行检测，发现骨质

疏松后骨组织及 BMSCs 中 SOD2 和 CAT 表达均下降明显（P<0.05）（图 3-5）。上述

结果说明骨质疏松 BMSCs 中抗氧化防御存在缺陷。 

 

图 3-5 骨质疏松后骨组织和 BMSCs 中 SOD2 和 CAT 表达下降 

Realtime RT-PCR 检测 SHAM 及 OVX 小鼠来源股骨组织（A）及 BMSCs（B）中 Sod2 和 Cat 的

表达。n=3；*P<0.05，** P<0.01。 

 

    为了探索 OVX BMSCs 抗氧化防御下降是否与其成骨分化异常相关，我们在

SHAM 及 OVX BMSCs 成骨诱导过程中加入外源性 H2O2。茜素红染色和 Realtime 

RT-PCR 检测显示过量的 ROS 显著抑制 SHAM 及 OVX BMSCs 的成骨分化；值得注

意的是，H2O2 处理后 SHAM BMSCs 的钙化结节含量减少约 45%（P<0.05），成骨

基因表达下降 40%左右（P<0.05）；但是 H2O2 处理却造成 OVX BMSCs 钙化结节形

成减少超过 65%（P<0.01），成骨基因表达下降超过 70%（P<0.01）（图 3-6A，B），

说明 OVX BMSCs 更易于遭受 ROS 损伤。 
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图 3-6 外源性 H2O2 对于 OVX BMSCs 成骨分化的抑制作用大于 SHAM BMSCs 

SHAM 及 OVX BMSCs 成骨诱导过程中加入 100μM H2O2 处理，14d 后行茜素红染色（A）及

Realtime RT-PCR 检测（B）。n=3；*P<0.05，** P<0.01。 

 

3.2 TNF-α 通过抑制抗氧化防御导致 BMSCs 氧化应激 

接下来我们研究是否 TNF-α 导致了 BMSCs 中 ROS 水平升高。首先，我们分离

了 SHAM 及 OVX 小鼠血清用于 BMSCs 培养，发现 OVX 血清培养的 BMSCs 内 ROS

含量高于 SHAM 血清培养，而利用特异性的 TNF-α 抗体中和 OVX 血清中的 TNF-α

之后，则不再导致 BMSCs 中 ROS 水平升高（图 3-7）。 

 

图 3-7 中和 SHAM 和 OVX 小鼠血清中 TNF-α 后 BMSCs 中 ROS 水平检测。n=4；*P<0.05，NS，

no significance。 
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接下来，我们检测 TNF-α 体外刺激后 BMSCs 中 ROS 的水平。FCM 检测证实

TNF-α 体外刺激能够增加 BMSCs 内 ROS 含量，并呈剂量依赖性（图 3-8A）；为了

明确 TNF-α 是否通过抑制抗氧化防御导致氧化应激，我们对细胞内 SOD2 及 CAT 表

达进行检测，发现 TNF-α 能够抑制 Sod2 和 Cat 的基因表达（P<0.05）（图 3-8B）。 

 

图 3-8 TNF-α 体外抑制 BMSCs 抗氧化防御 

（A）FCM 检测 0、20、50ng/ml TNF-α 处理 12hr 后 BMSCs 中 ROS 水平；（B）Realtime RT-PCR

检测 20ng/ml TNF-α 处理 12hr 后 Sod2 和 Cat 的表达。n=3；*P<0.05。 

 

为了进一步体内证实 TNF-α 导致 BMSCs 氧化应激，我们体内注射 TNF-α 后检

测骨髓中 BMSCs 内 ROS 水平。FCM 结果显示 TNF-α 注射导致骨髓细胞 ROS 水平

升高 45%（P<0.05）（图 3-9A），Sca1+CD45- BMSCs 中 ROS 水平升高 20%（P<0.05）

（图 3-9B）。同时，TNF-α 注射显著降低股骨中 Sod2（P<0.001）和 Cat（P<0.01）

的表达（图 3-9C）。上述结果与 TNF-α 体外实验结果相一致，说明 TNF-α 通过抑制

抗氧化防御导致 BMSCs 中氧化应激。 
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图 3-9 TNF-α 体内抑制 BMSCs 的抗氧化防御导致氧化应激 

1μg TNF-α 静脉注射 1 w 后，FCM 检测骨髓细胞（A），Sca-1+CD45- BMSCs(B)中 ROS 水平，

Realtime RT-PCR 检测股骨组织内 Sod2 和 Cat 表达。n=3；*P<0.05，** P<0.01，***P<0.001。 

 

为了明确TNF-α是否通过抑制抗氧化防御影响BMSCs成骨分化，我们在BMSCs

体外成骨诱导过程中同时加入 H2O2 和 TNF-α 刺激，茜素红染色和 Realtime RT-PCR

检测发现 TNF-α 能够显著增强 H2O2 对于 BMSCs 成骨分化的抑制作用（图 3-10A，

B）。 

 

图 3-10 TNF-α 加重 ROS 对 BMSCs 成骨分化的抑制 

BMSCs 成骨诱导过程中同时加入 100μM H2O2 和 20ng/ml TNF-α 处理，14d 后行茜素红染色（A）

及 Realtime RT-PCR 检测（B）。n=3；*P<0.05，** P<0.01，***P<0.001。 

 

我们还利用 NAC 抑制 TNF-α 导致的氧化应激，发现其可以有效拮抗 TNF-α 对

BMSCs 成骨分化的抑制作用（图 3-11A，B）。综合上述结果，说明 TNF-α 可通过抑

制 BMSCs 的抗氧化防御导致氧化应激，从而抑制其成骨分化。 
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图 3-11 TNF-α 通过上调 ROS 抑制 BMSC 成骨分化 

BMSCs 成骨诱导过程中加入 20ng/ml TNF-α 和 NAC 处理，14d 后行茜素红染色（A）及 Realtime 

RT-PCR 检测（B）。n=3；*P<0.05，** P<0.01。 

 

3.3 TNF-α 通过下调 FOXO1 抑制抗氧化防御 

接下来，我们探索 TNF-α 抑制 BMSCs 抗氧化防御的机制。近年来通过模式动

物研究发现 FOXO1 在干细胞及成骨细胞中发挥抗氧化的功能，FOXO1 基因敲除可

导致氧化应激损伤及骨量下降。最新研究显示，TNF-α 能够抑制 FOXO1 的表达和活

化，提示 TNF-α 可能通过抑制 FOXO1 导致 BMSCs 的氧化应激。 

所以我们首先检测 FOXO1 的表达是否在骨质疏松后是否改变。免疫组化检测显

示 FOXO1 在 OVX 小鼠骨髓腔内的表达有所下降，其中骨小梁周围成骨系细胞中的

表达显著降低。 
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图 3-12 免疫组化检测 FOXO1 在 SHAM 及 OVX 小鼠股骨中的表达。Scale bar，100μm。 

 

为了进一步明确骨质疏松后 BMSCs 中 FOXO1 的表达变化，我们检测体外培养

BMSCs 中 FOXO1 的蛋白水平。发现 OVX BMSCs 中 FOXO1 表达显著低于 SHAM 

BMSCs（图 3-13A），与体内结果相一致。因为 FOXO1 在核内及胞浆中的分布决定

了其功能，我们利用免疫细胞荧光检测观察了 BMSCs 中 FOXO1 的分布，发现 OVX 

BMSCs 的胞浆和胞核内 FOXO1 的表达均下降（图 3-13B）。 

 

图 3-13 FOXO1 在骨质疏松 BMSCs 中表达下降 

（A）Western blot 检测 SHAM 及 OVX BMSCs 中 FOXO1 的蛋白表达；（B）免疫细胞荧光检测

SHAM 及 OVX BMSCs 中 FOXO1 的表达及分布。Scale bar，20μm。 

 

因为 FOXO 家族包含多个成员，其中 FOXO3 也被报道与成骨细胞抗氧化应激

相关。所以我们对 FOXO3 进行检测，发现其在 SHAM 及 OVX BMSCs 中表达无明

显差异（图 3-14）。从而排除 FOXO3 导致 OVX BMSCs 抗氧化异常的可能。 

 

图 3-14 Western blot 检测 SHAM 及 OVX BMSCs 中 FOXO3 的表达 

 

为了验证 FOXO1 是否在 BMSCs 中调控抗氧化酶系统，我们采取了获得/缺失性

功能试验。首先验证了 FOXO1 siRNA 可有效下调 FOXO1 的蛋白表达（图 3-15A）。

通过 siRNA 干扰技术抑制 FOXO1 后，BMSCs 内 SOD2 和 CAT 表达均下降（P<0.01）
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（图 3-15B），ROS 水平升高（P<0.05）（图 3-15C）。为了确定 FOXO1 是否能够在

BMSCs 成骨分化中抵抗氧化损伤，我们对敲低 FOXO1 的 BMSC 进行成骨诱导同时

进行外源性 H2O2 处理，14 d 后茜素红染色及 Realtime RT-PCR 检测显示抑制 FOXO1

显著降低 H2O2 刺激后 BMSCs 的成骨分化（图 3-15D）。  

 

图 3-15 抑制 FOXO1 影响 BMSC 的 ROS 水平及成骨分化 

（A-C）转染 FOXO1 siRNA 和 control siRNA 48hr 后，检测 BMSCs 中 FOXO1 的蛋白表达（A）、

Sod2 和 CAT 基因表达（B）以及 ROS 水平（C）。（D，E）BMSCs 转染 FOXO1 siRNA 和 control 

siRNA 后进行成骨诱导，14d 后行茜素红染色（D）及 Realtime RT-PCR 检测（E）。Scale bar，50μm；

n=3；*P<0.05，** P<0.01。 

 

同时，我们构建了 FOXO1 过表达慢病毒载体进行获得性功能实验。首先

Western blot 检测证实过表达慢病毒可明显提高 BMSCs 中 FOXO1 的表达（图

3-16A）。相应的，通过过表达慢病毒转染，发现过表达 FOXO1 可明显升高 SOD2

（P<0.05）和 CAT 表达（P<0.001）（图 3-16C）并降低 ROS 水平（P<0.05）（图

3-16B）。成骨实验也证实了过表达慢病毒可显著提高 OVX BMSCs 的成骨分化能

力（图 3-16D）。结合缺失性实验和获得性实验结果，说明 FOXO1 是通过促进抗

氧化防御在 BMSCs 的成骨分化中发挥关键作用。 
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图 3-16 过表达 FOXO1 回复骨质疏松 BMSC 的 ROS 水平及成骨分化 

（A-C）转染 FOXO1 过表达慢病毒 48hr 后，检测 BMSCs 中 FOXO1 的蛋白表达（A）、Sod2 和

CAT 基因表达（B）以及 ROS 水平（C）。（D，E）BMSCs 转染 FOXO1 过表达慢病毒后进行成

骨诱导，14d 后行茜素红染色（D）及 Realtime RT-PCR 检测（E）。n=3；*P<0.05，***P<0.001。 

 

为了明确 TNF-α 是否通过 FOXO1 抑制抗氧化酶表达，首先对 TNF-α 体内处理

后 FOXO1 蛋白水平进行检测。免疫组化显示体内 TNF-α 注射抑制股骨松质骨表面

细胞中 FOXO1 的表达（图 3-17A），而注射 TNF-α 抗体可明显提高 OVX 小鼠松质

骨表面 FOXO1 的表达（图 3-17B）。 

 

图 3-17 TNF-α 体内抑制 FOXO1 表达 

(A)小鼠经静脉注射 1ug TNF-α 1w 后，行免疫组化检测 FOXO1 在股骨中的表达；（B）OVX 小
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鼠注射 TNF-α 中和抗体 1mon 后，免疫组化检测 FOXO1 在股骨中的表达。Scale bar，100μm。 

 

其次，TNF-α 体外刺激 12 hr 后，BMSCs 中 FOXO1 水平明显下降，并且该抑制

作用随浓度升高和时间延长而加大，呈现显著的浓度和时间依赖性（图 3-18A，B）。 

 

图 3-18 TNF-α 体外抑制 FOXO1 的表达 

（A）Wester blot检测不同浓度TNF-α刺激12hr后BMSCs中FOXO1蛋白表达；（B）20ng/ml TNF-α

处理不同时间后，Western blot 检测 FOXO1 的表达。 

 

同时，Western blot 和免疫细胞荧光检测显示，TNF-α 体外处理 12 hr 后可同时

抑制胞浆和胞核内 FOXO1 蛋白水平（图 3-19A，B），说明 TNF-α 主要影响 FOXO1

蛋白的整体水平而非亚细胞定位。 

 

图 3-19 TNF-α 同时抑制胞浆内和核内 FOXO1 表达 

（A）Western blot 检测 20ng/ml TNF-α 刺激不同时间后，胞浆和胞核中 FOXO1 的表达；（B）免

疫细胞荧光检测 20ng/ml TNF-α 刺激 12hr 后 FOXO1 的表达。Scale bar，20μm。 

 

4 讨论 

已有研究发现 TNF-α 与 ROS 直接存在密切联系。一方面，ROS 能够促进 T 细

胞、基质细胞、巨噬细胞等分泌 TNF-α，并且促进 TNF-α 诱导的细胞凋亡等破坏作

用。另一方面，TNF-α 等炎症因子也能够导致或促进 OS。过去研究认为这种作用主

要是通过诱导大量免疫细胞的迁移和聚集，导致局部组织内呼吸爆炸间接引起。近
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期的研究指出，TNF-α 还能够直接作用于细胞，增加内源性 ROS 的产生。已知 TNF-α

可通过多条途径增加 ROS 的产生。首先，TNF-α 可通过下游信号直接影响线粒体功

能，刺激 ROS 产生[97]；其次，TNF-α 可提高多个 NADPH 氧化酶组成成员的表达，

或者引起 NADPH 氧化酶的活化[97,98]。但是 TNF-α 是否作用于抗氧化防御体系尚无

报道。在本研究中，我们发现 TNF-α 还能够抑制化防御系统。TNF-α 通过抑制 FOXO1

的功能，下调 Cat 和 Sod2 的表达，这些证据表明，TNF-α 在 BMSCs 和骨的氧化损

伤中发挥了重要作用。因此本研究首次提出了 TNF-α 通过抑制 FOXO1 介导的抗氧

化机制而导致细胞损伤，加深了对于 TNF-α 致病机制的认识。因为 TNF-α 的升高已

在多种退行性疾病中被观察到[99]，所以有必要进一步研究 TNF-α 是否在其他疾病中

也抑制抗氧化防御而导致氧化损伤。 

生理情况下，细胞内 ROS 稳态维持依赖于 ROS 产生和清除的平衡[100]。在绝经

后骨质疏松中观察到抗氧化防御机制出现缺陷[101,102]。但是其机制尚不清楚。本研究

中，我们发现 FOXO1 作为骨骼及干细胞氧化防御中的关键调节因子，其蛋白表达水

平在绝经后骨质疏松 BMSCs 中显著下降。其表达降低导致了 Cat 和 Sod2 的表达下

降，造成了抗氧化防御的缺陷。因为过量的 ROS 会抑制 BMSC 介导的骨形成，我们

的研究指出 FoxO1 可能在绝经后骨质疏松发病机制中扮演了核心作用。同时，通过

过表达 FoxO1 可有效恢复 OVX BMSCs 的成骨分化能力，提示 Foxo1 可能成为骨质

疏松预防与治疗的一个重要靶点。 

Foxo1 被认为在骨发育和改建中发挥了重要作用。但是近期几项基于条件下基因

敲除小鼠模型的研究却得到了令人困惑的结果。Rached 研究团队在 Col 2.3+的成骨细

胞中特异性敲除 Foxo1，发现小鼠骨量下降，提出 Foxo1 可通过调控成骨细胞增殖和

抗氧化工作促进骨形成[103]。但是，Lyer 等人在表达 Osx1 的成骨前体细胞中敲除

Foxo1，却发现 Wnt 信号通路被激活从而促进骨形成[104]。在本实验中，我们证明 Foxo1

的下降导致了 BMSCs 的氧化损伤并抑制其成骨分化，说明 Foxo1 在 BMSCs 的分化

过程中起到必不可少的作用。这些实验说明，Foxo1 很可能在成骨细胞分化的不同阶

段发挥不同的调控作用，但其中的分子机制仍需进一步探索。 

 

已有研究发现 TNF-α 可通过两条途径调控 Foxo1 的功能。第一，通过调控 Foxo1

蛋白的磷酸化。例如 TNF-α 可拮抗 Akt 依赖性的 Foxo1 磷酸化，从而促进 Foxo1 的
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核内转运[105,106]；第二，通过调控 Foxo1 基因转录。TNF-α 可提高肌细胞[107]和软骨

细胞[108]内 Foxo1 的表达，而抑制肺动脉平滑肌细胞 Foxo1 的表达[109]。本实验中，

我们提出了一条新的 TNF-α 调控 Foxo1 的途径：miRNA 介导的转录后调控。这些发

现说明了 TNF-α 信号在 Foxo1 功能调节中的复杂性。现在尚不清楚为何在不同细胞

中，TNF-α 通过不同的下游信号途径调控 FOXO1，并发挥不同的作用。需要进一步

的研究不同细胞内 TNF-α 下游信号分子的表达进行比较研究，从而明确其分子机制。 

BMSCs 的谱系分化受到复杂的分子网络调控。过去研究主要集中于转录因子和

其上游信号通路研究[110]。这些研究证明，激活关键转录因子是启动 BMSCs 分化程

序的关键[111]。在本实验中，我们发现 ROS 可以调控 BMSCs 的谱系分化。一方面，

ROS 激活 BMSCs 中 NF-κB 信号通路，而 NF-κB 通路可调节骨形成中关键性转录因

子 Fra-1 [76]。另一方面，ROS 也可导致 DNA、脂质和蛋白的随机性损伤而扰乱细胞

稳态平衡[112]。为阐明 ROS 的作用机制，有必要深入研究 ROS 的作用是否依赖于影

响转录因子的功能。 
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第四部分 TNF-α 通过-miR-705 介导的正反馈

回路持续性导致氧化应激 
 

第三部分研究我们证实了 TNF-α 可以通过导致 BMSCs 内氧化应激，而间接的

抑制成骨分化。并发现 TNF-α 是通过抑制 FOXO1，破坏细胞内抗氧化防御机制。通

过过表达 FOXO1 可以恢复 OVX BMSCs 的抗氧化能力及成骨分化。上述研究均提示

FOXO1 是 TNF-α 作用的一个核心靶点。所以，研究 TNF-α 调控 FOXO1 的分子机制

对于深入理解骨质疏松的发病机制至关重要。 

FOXO1 作为能量代谢的关键信号分子和抗氧化的重要调控因子，受到复杂的信

号网络的调控。已有研究证明，FOXO1 的功能主要受磷酸化修饰和乙酰化修饰调控，

通过影响其入核和出核协调其细胞内定位和功能。但是我们实验结果显示 TNF-α 并

不影响 FOXO1 的细胞定位，而是降低其蛋白表达水平。最新研究显示，FOXO1 的

表达受到转录后调控，多个 miRNA 已被证实能够结合于 FOXO1 mRNA 3‘UTR，抑

制其表达。因为第二部分已证实 TNF-α 可导致多个 miRNA 的表达异常，所以在本

部分实验中，我们将重点探讨TNF-α是否通过miRNA介导的转录后调控抑制FOXO1

表达。 

1 材料 

1.1 仪器和设备 

1.1.1 定量 PCR 仪                      Bio-Rad，美国 

1.1.2 PCR 仪                           Thermo, 美国 

1.1.3 酶标仪                           Bio-tek，美国 

1.1.4 microCT                          Siemens, 德国 

1.1.5 流式细胞仪                       Beckman，美国 

1.1.6 倒置显微镜                       Olympus，日本 

1.1.7 电泳仪                           Bio-Rad，美国 

1.1.8 凝胶成像分析系统                 天能，上海 
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1.1.9 激光共聚焦显微镜                 Olympus，日本 

1.2 主要试剂 

1.3.1 RNA 反转录试剂盒                    Takara，日本 

1.3.2 Realtime PCR 检测试剂盒               Takara，日本 

1.3.3 Trizol                                Invitrogen，美国 

1.3.4 SYBR Premix Ex Taq II kit               TaKaRa，日本 

1.3.5 miRNA 引物套装                      锐博，广州 

1.3.6 Foxo1 siRNA                          锐博，广州 

1.3.7 miR-705 mimics                        锐博，广州 

1.3.8 miR-705 inhibitor RiboBio.               锐博，广州 

1.3.9 anti-FoxO1                            Cell Signaling，美国 

1.3.10 DCFH-DA 检测时间盒                  GENMED，美国 

1.3.11 pLVX-EF1α-DsRed-monomer-N1 vector     Clontech，美国 

1.3.12 Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit  Roche，瑞士 

1.3.13 Calcium Phosphate Transfection System     Promega, Madison，美国 

1.3.14 Chromatin Immunoprecipitation Kit        Millipore，美国 

 

2 方法 

2.1 miR-705 结合靶基因预测 

1) 通过 miRNA 靶基因预测数据库对 miR-705 可能结合的 mRNA  

(PicTar：http://pictar.mdc-berlin.de/；  

microRNA：http://www.microrna.org/microrna/home.do；  

RNA22：http://cbcsrv.watson.ibm.com/rna22.html；  

DIANAMT：http://diana.cslab.ece.ntua.gr/microT/microT.php) 

2) 挑选出至少 3 个数据库共同预测的靶基因； 

3) 根据靶基因的已知功能，挑选出与 BMSCs 分化功能密切相关的候选靶基因。 
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2.2 MiR-705 Antagomir 骨髓腔内注射 

1) 小鼠接受 OVX 术后 4 周，1%戊巴比妥钠麻醉；  

2) 后切开左侧膝关节腔，暴露股骨远端关节面； 

3) 治疗组以微量注射器刺入骨髓腔内 5mm，缓慢注射 1ng miR-705 antagomir（溶于

20ul PBS 中）；对照组仅注射等量的 PBS； 

4) 骨蜡封闭注射孔，分层缝合； 

5) 每周 1 次，共注射 3 次； 

6) 处死后常规分离股骨，用于后续检测。 

2.3 荧光素酶报告实验 

荧光素酶报告实验方法同第二部分。克隆 Foxo1 3‘UTR 结合位点片段所用引物

为 ：  Forward: 5’- ACCTGAAATCCTGCCAGACCA-3’; Reverse: 5’- 

ACTGTGCCCCAGACAACTGC-3’。 

2.4 miR-705 启动子中 p65 结合位点预测 

1) 通过 miRBase 和 NCBI 网站查找 miR-705 染色体定位，发现 miR-705 基因位于

Rab11fip5 基因内； 

2) 利用 NCBI 网站查找 Rab11fip5 基因启动子序列； 

3) 利用 Genomatix 网站（http://www.genomatix.de/cgi-bin/eldorado/main.pl），预测可

能结合于 Rab11fip5 基因启动子（-500 至 2000bp 区域）的转录因子及结合位点； 

4) 挑选出 NF-κB 的可能结合位点。 

2.5 Chromatin Immunoprecipitation 

免疫共沉淀按照试剂盒标准流程进行，简述如下： 

1) 2×106 BMSC 接种于 10 cm 培养皿，培养至 85%密度后以 20ng/ml 重组小鼠 TNF-α

分别处理 1h 和 4h； 

2) 加入 270ul37%多聚甲醛，轻轻混匀后室温放置 10 min； 

3) 加入 1 ml 10×谷氨酸中和过多多聚甲醛。室温放置 5min； 

4) 在冰上吸尽液体，加入 10ml 预冷的 PBS 清洗 2 次； 

5) 加入 1ml 含 5ul 蛋白酶抑制剂的 PBS，细胞刮刮取细胞；4℃ 下 700×g 离心 5min； 

6) 去上清，加入 1ml 含有蛋白酶抑制剂的 SDS Lysis Buffer 裂解细胞； 
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7) 在冰上超声裂解细胞；4℃ 下 12000×g 离心 10 min，吸取上清； 

8) 每 100ul 上清中加入 900ul 含蛋白酶抑制剂的 Dilution buffer，加入 60ul Protein G 

9) Agarose；4℃下旋转孵育 1 hr； 

10) 4000×g 离心 1min；吸取上清入新离心管；实验组加入 5ug P65 抗体；阳性对照

组加入 1ug anti-RNA Polymerase；阴性对照组加入 1ug 正常小鼠 IgG；4℃下旋转

孵育过夜； 

11) 加入 60ul Protein G Agarose，4℃下旋转孵育 1 hr；4000×g 离心 1min，去除上清； 

12) 依次采用 Low Salt Immune Complex Wash Buffer（1 次）、High Salt Immune 

Complex Wash Buffer（1 次）、LiCl Immune Complex Wash Buffer (1 次)、TE Buffer(2

次)清洗 Protein G Agarose-antibody/chromatin 复合物；每次清洗 4min 后 4000×g

离心 1min，弃上清； 

13) 加入 100ul Elution Buffer，轻弹离心管使其混匀；室温孵育 15min；4000×g 离心

1min；吸取上清； 

14) 重复上述步骤，将所得上清混合； 

15) 加入 8ul 5M NaCl，65℃孵育 4 过夜以解除 DNA-蛋白交联； 

16) 加入 1ul RNase A，37℃孵育 30min； 

17) 加入 4ul 0.5M EDTA，8ul 1M Tris-HCl 和 1ul Proteinase K，45℃孵育 2hr 

18) 每 200ul DNA 样本中加入 1ml Binding Reagent A，混匀；加入旋转过滤柱中，

10000×g 离心 30sec；倒出收集管中的液体 

19) 加入 500ul Wash Reagent B 至过滤柱，10000×g 离心 30sec；倒出收集管中液体后

再次 10000×g 离心 30sec； 

20) 将过滤柱置于新的收集管中，加入 10ul Elution Buffer，10000×g 离心 30sec； 

21) 收集管中液体即为纯化的 DNA，用于后续的 PCR 检测。 

22) realtime RT-PCR 检测方法同前，所用引物为：miR-705 promoter (forward: 5’- 

TGGCCGACTCTTGCTGAAAT -3’ and reverse: 5’- 

ACAAACAAGGCAAACAGGGC -3’)。 

2.9 统计 

计量数据以均数±标准差（mean ± SD）表示。两组数据之间比较采用 student’s t-test；
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多组数据间比较采用单因素方差分析（one-way ANOVA）。P < 0.05 被认为具有显著

性差异。 

 

3 结果 

3.1 TNF-α 通过 miR-705 抑制 FOXO1  

TNF-α 抑制 FOXO1 总体蛋白水平，可能从转录水平和转录后水平发挥功能。为

了明确 TNF-α 是否直接调控 FOXO1 转录，我们对 FOXO1 的 mRNA 表达进行检测。

PCR检测发现OVX BMSCs中FOXO1 mRNA与Sham BMSCs无显著差异（图 4-1A）；

TNF-α 体外刺激并不抑制 FOXO1 mRNA 的表达（图 4-1B）。上述结果表明 TNF-α

并不直接调控 FOXO1 转录，而可能通过转录后途径调控 FOXO1 表达。 

 

图 4-1 TNF-α 对 FOXO1 mRNA 表达的作用 

Realtime RT-PCR 检测 SHAM 及 OVX BMSCs 中（A）和不同浓度TNF-α 处理后（B）FOXO1 mRNA

水平。#，与 0 组相比无差异。n=3。 

 

实验一、二证实：骨质疏松过程中 TNF-α 引起 BMSCs miRNA 表达异常，而异

常表达的 miRNA 通过转录后调控，影响特定靶基因的蛋白水平，扰乱 BMSCs 的正

常功能。因此我们尝试探索 TNF-α 是否通过 miRNA 抑制 FOXO1 蛋白水平。因为

miRNA 主要发挥基因抑制作用，我们先对 miRNA 芯片筛选出的在 OVX BMSCs 中

表达升高的 miRNA 进行生物信息学分析。利用多个数据库进行预测，发现在 5 个

miRNA 中，只有 miR-705 同时被多个数据库预测可能结合于 FOXO1 的 3‘UTR 区域

（图 4-2A）。所以我们在后续实验中，进一步探索 miR-705 是否发挥更广泛的作用，

参与 TNF-α 对于 ROS 的调控。 

接下来我们验证 miR-705 是否直接结合于 FOXO1。通过 miR-705 的获得性及缺

失性功能试验发现，过表达 miR-705 可明显抑制 FOXO1 蛋白表达，而抑制 miR-705
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可提高 BMSCs 中 FOXO1 的蛋白水平，说明 miR-705 负向调控 FOXO1 的蛋白表达

（图 4-2B）；荧光素酶报告试验显示过表达 miR-705 可抑制 FOXO1-pMIR-report 中

荧光素酶的表达（P<0.01），而敲低 miR-705 可促进报告载体荧光素酶表达（P<0.05），

证实了 miR-705 直接结合于 FOXO1 的 3‘UTR（图 4-2C），说明 miR-705 是通过转录

后调控方式发挥作用。 

 

图 4-2 miR-705 靶向抑制 FOXO1 

（A） miR-705与FOXO1 mRNA 3‘UTR区域结合位点示意图；（B）转染miR-705 mimics、inhibitor、

negative control 48h 后，western blot 检测 FOXO1 蛋白表达；（C）Foxo1 p-miR-reporter 分别与

miR-705 mimics、inhibitor、negative control 共转染 48h 后，检测荧光素酶活性。n=5；*P<0.05，

** P<0.01。 

 

    为了明确 miR-705 能否通过抑制 FOXO1 影响 BMSCs 抗氧化防御，我们进一步

检测过表达/敲低 miR-705 表达后抗氧化酶的表达和 ROS 水平。结果显示，miR-705 

mimic 转染可抑制 BMSCs 中 Sod2（P<0.05）和 CAT（P<0.01）表达（图 4-3A），并

提高胞内 ROS 水平（P<0.001）（图 4-3B）；而 miR-705 inhibitor 转染后作用与 mimic

的作用相反（图 4-3B）。为了明确 miR-705 是通过抑制 FOXO1 发挥上述作用，我们

在转染 miR-705 mimics 的同时转染 Foxo1 过表达慢病毒，发现过表达 FOXO1 可以

完全拮抗 miR-705 mimics 导致的氧化应激（图 4-3C）。 
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图 4-3 miR-705 抑制抗氧化应激防御 

（A，B）转染 miR-705 mimics、inhibitor、negative control 后检测 BMSCs 中 Sod2、Cat 的表达

（A）以及 ROS 水平（B）；（C）转染 miR-705 mimics 的同时转染 FOXO1 过表达慢病毒，FCM

检测 BMSCs ROS 水平. n=3；*P<0.05，** P<0.01，***P<0.001， NS，no significance。 

 

    为了进一步体内证实 miR-705 对 FOXO1 的调控作用，采用 miR-705 antagomir

（一种经化学修饰的 miRNA 抑制物）进行骨髓腔内注射。Realtime RT-PCR 证实

miR-705 antagomir 有效降低体内骨组织 miR-705 的表达（P<0.05）（图 4-4A）。免疫

组化检测显示 miR-705 antagomir 可恢复 OVX 小鼠股骨中 FOXO1 的表达（图 4-4B），

相应的骨髓中 BMSCs 的 ROS 水平也降低了 30%（P<0.001）（图 4-4C）。 

 

图 4-4 TNF-α 体内调控 miR-705 
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OVX 小鼠股骨骨髓腔内注射 miR-705 antagomir（1ng）3 w。（A）Realtime RT-PCR 检测骨组织

中miR-705表达；（B）免疫组化检测股骨松质骨中FOXO1表达；（C）FCM检测骨髓中Sca-1+CD45- 

BMSCs 细胞的 ROS 水平。Scale bar，100μm。n=3；*P<0.05，** P<0.01，***P<0.001。 

 

    我们进一步明确 TNF-α 是否调控 miR-705 表达。结果显示：雌激素所致骨质疏

松中 BMSCs 和骨组织中 miR-705 表达均显著上升（P<0.01）（图 4-5A）。体外 TNF-α

处理可提高 BMSCs 中 miR-705 表达水平，并呈剂量依赖性（图 4-5A）。体内 TNF-α

注射提高骨组织中 miR-705 表达 1 倍以上（P<0.05）（图 4-5C）；而中和 OVX 小鼠

体内 TNF-α 可降低骨组织中 miR-705 水平 40%（P<0.05）（图 4-5D）。上述实验证实

TNF-α 体内/体外均促进 miR-705 的表达。 

 

图 4-5 TNF-α 体外及体内促进 miR-705 表达 

（A）Realtime RT-PCR 检测 SHAM 及 OVX 小鼠 BMSCs 和股骨组织中 miR-705 的表达；（B）

不同浓度 TNF-α 处理 BMSCs 2h 后 miR-705 的表达；（C）体内注射小鼠重组 TNF-α 后股骨组织

中 miR-705 的表达；（D）OVX 小鼠体内注射 TNF-α 中和抗体后，股骨组织中 miR-705 的表达。

n=3；*P<0.05，** P<0.01，***P<0.001。 

 

为了明确miR-705在骨质疏松BMSCs成骨分化异常中的作用，我们利用 inhibitor 

抑制 OVX BMSCs 中 miR-705 的表达，并进行体外成骨实验。茜素红染色显示抑制

miR-705 能够一定程度上恢复 OVX BMSCs 的成骨分化能力（P<0.01）（图 4-6A）。
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Western blot 检测进一步证实抑制 miR-705 可明显恢复 OVX BMSCs 中 FOXO1 的蛋

白水平（图 4-6B），提示是通过提高 FOXO1 表达恢复 OVX BMSCs 的成骨分化。 

我们接下来研究 TNF-α 是否通过 miR-705 加重 BMSCs 的氧化损伤。在过表达/

敲低 miR-705 表达的 BMSCs 进行成骨诱导，并同时加入 TNF-α 和 H2O2 处理，发

现 miR-705 mimics 转染加重 TNF-α 在成骨分化过程中导致的 BMSCs 氧化损伤

（P<0.01），而 miR-705 inhibitor 转染可一定程度上减轻 TNF-α 导致的氧化损伤

（P<0.01）（图 4-6C）。Western blot 检测进一步证实抑制 miR-705 能够防止 TNF-α

导致的 FOXO1 表达下降（图 4-6D）。 

 

图 4-6 TNF-α 通过 miR-705 调控 FOXO1 的表达 

(A，B)SHAM 及 OVX 分别转染 negative control 和 miR-705 inhibitor 后行成骨诱导，14d 后行茜

素红染色（A），并检测 FOXO1 的蛋白表达（B）；（C，D）MSC 转染 miR-705 mimics、 inhibitor

和 negative control 后行成骨诱导，同时加入 TNF-α（20ng/ml）和 H2O2（100μM）处理，14d 后

行茜素红染色（C），并检测 FOXO1 的蛋白表达（D）。n=3；*P<0.05，** P<0.01，***P<0.001。 

 

3.2 TNF-α 通过 NF-κB 通路促进 miR-705 表达 

我们接下来研究 TNF-α 调控 miR-705 引起 BMSCs 氧化应激的信号途径。因为

第一部分研究已明确 TNF-α 主要通过激活 NF-κB 信号通路抑制 BMSCs 成骨分化，

而第二部分研究发现 TNF-α 通过 NF-κB 通路调控 miR-705 的表达，所以首先需要明

确其是否也通过 NF-κB 通路抑制 BMSCs 抗氧化防御。通过 IKKα siRNA 抑制 NF-κB

通路后，TNF-α 对 Foxo1 蛋白表达（图 4-7A）和 Sod2、Cat mRNA 表达（图 4-7B）
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的抑制作用均明显减弱（P<0.05），同时其导致的氧化应激也有所减轻（P<0.01）（图

4-7C）。 

 

图 4-7 TNF-α 通过 NF-κB 调控 FOXO1 

转染 IKKαsiRNA和negative control siRNA的BMSCs中加入20ng/ml TNF-α处理12h，检测FOXO1

蛋白表达（A），Sod2 和 Cat mRNA 表达（B），以及 ROS 水平（C）。n=3；*P<0.05，** P<0.01。 

 

    成骨诱导试验也证实抑制 NF-κB 通路后，OVX BMSCs 的抗氧化损伤能力明显

升高（图 4-8）。 

 

图 4-8 IKKα 转染后 H2O2 对 OVX BMSCs 成骨分化的作用检测 

SHAM 及 OVX BMSCs 分别转染 negative control siRNA 和 IKKα siRNA 后行成骨诱导，同时加入

100μM H2O2 处理，14d 后行茜素红染色。n=3；*P<0.05，** P<0.01，***P<0.001。 

 

随后进一步探索 NF-κB 通路调控 miR-705 表达的具体机制。抑制 NF-κB 后，

TNF-α 对 miR-705 的调节作用减弱（P<0.01）（图 4-9A，）。因为 P65 是 NF-κB 通路
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下游的关键转录因子，而生物信息学分析发现在 miR-705 启动子区~500bp 处有 P65

的启动子区域，所以我们首先检验 P65 能够直接结合于 miR-705 启动子区域。通过

CHIP 实验证实，P65 能够结合于 miR-705 启动子区，且其结合在 TNF-α 处理后显著

增多。说明 TNF-α 直接通过 NF-κB 下游转录因子 P65 启动 miR-705 转录。 

 

图 4-9 TNF-α 通过 NF-κB 调控 miR-705 

(A)转染 IKKαsiRNA和 negative control siRNA的BMSCs中加入 20ng/ml TNF-α处理 12h，Realtime 

RT-PCR 检测 miR-705 表达；（B）20ng/ml TNF-α 处理 1、4h 后行 P65 免疫与 miR-705 启动子区

的免疫共沉淀检测。n=3；*P<0.05，** P<0.01，NS，no significance。 

 

3.3 反馈回路导致 BMSCs 持续性氧化损伤 

通过前期研究，我们发现 BMSCs 在脱离炎症微环境后，甚至多次传代后仍然维

持其功能缺陷。同时，我们检测了体外传代过程中 OVX BMSCs 中 ROS 含量，发现

其水平在脱离炎症刺激后也无法恢复。此外，FOXO1 和 SOD2 和 CAT 的表达也持续

低下。说明 OVX BMSCs 中抗氧化保护机制持续受到抑制。 

为了明确这种持续性损伤是否与 TNF-α 有关，我们在体外对 BMSCs 进行 3d 的

TNF-α 长期刺激，随后将细胞传代并换用正常培养基继续培养 48h，发现 TNF-α 预

处理组 BMSCs 中 ROS 仍然升高（P<0.01）（图 4-10A）、FOXO1、SOD2 和 CAT 表

达持续低下（图 4-10B，C）。与 OVX BMSCs 中观察到的现象相一致。 
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图 4-10 TNF-α 持续性导致 BMSCs 内氧化应激 

TNF-α 预处理 3d 后，BMSCs 传代培养 48hr，检测其中 ROS 水平（A）、FOXO1 蛋白表达（B）

和 Sod2 及 Cat mRNA 表达（C）。Scale bar，50μm；n=3；*P<0.05，** P<0.01。 

 

与之相应，TNF-α 预处理也可持续性抑制 BMSCs 的成骨分化，并加重分化过程

中 ROS 导致的损伤（图 4-11）。 

 

图 4-11 TNF-α 预处理后 BMSCs 分化及 ROS 

TNF-α 预处理 3d 后，BMSCs 传代培养并进行成骨诱导，同时进行 H2O2（100μM）处理，14d

后行茜素红染色。n=3；*P<0.05，***P<0.001。 

 

前面实验结果证明 TNF-α 对于 BMSCs 分化及 FOXO1 的抑制作用能够在一定时

间内持续，这提示 TNF-α 并不是简单的依靠与受体作用后激活下游信号通路的途径

发挥作用，而是可能形成反馈回路，使其效应持续。 

根据已有研究报道，ROS 也能够激活 NF-κB 信号通路。Western 及 PCR 检测结

果证实，ROS 的确能够激活 NF-κB 信号通路（图 4-12A，B）。更重要的是，ROS 能
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够加强 TNF-α 对于 NF-κB 的激活作用（图 4-12A，B）。相应的，ROS 也能够促进

miR-705 的表达（图 4-12C），并加剧 TNF-α 诱导的 miR-705 表达上升（图 4-12D）

和 FOXO1 蛋白水平下降（图 4-12E）。因为 miR-705 过量表达抑制 FOXO1 的蛋白水

平，从而 FOXO1 蛋白的降低可进一步破坏其介导的抗氧化防御体系。因此

NF-κB-miR-705-FOXO1-ROS 之间形成了一条正反馈回路。 

 

图 4-12 ROS 促进 NF-κB 通路的激活 

H2O2（100μM）或/和 TNF-α（20ng/ml）处理 2h 后，检测 MSC 中 P65、p-P65 蛋白表达（A）、

P65 mRNA 表达（B）、miR-705 表达（D）以及 Foxo1 蛋白表达（E）。（C）不同浓度 H2O2 刺激

后 2h 后，realtime RT-PCR 检测 BMSCs 中 miR-705 的表达。n=3；*P<0.05，** P<0.01，***P<0.001。 

 

对 TNF-α 预处理后的 BMSCs 中 P65 激活情况和 miR-705 的表达进行检测，证

实 TNF-α 长时间刺激确实能够引起 NF-κB 信号通路的持续激活（图 4-13A）和

miR-705 的持续高表达（P<0.001）（图 4-13B）。从而支持我们提出的正反馈回路假

设。 
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图 4-13 TNF-α 预处理持续性激活 NF-κB 通路和 miR-705 表达 

TNF-α 预处理 3d 后，BMSCs 传代培养 48hr，检测其中 P65、p-P65 蛋白表达（A）和 miR-705

表达（B）。n=3； ***P<0.001。 

 

因此，通过本部分研究，证实了 TNF-α 长时间刺激后可能激活一条正反馈的分

子信号回路，从而持续性的引起 BMSCs 内的氧化应激，并持久抑制 BMSCs 的成骨

分化（图 4-14）。 

 

 

图 4-14 模式图：TNF-α 通过 miR-705 抑制 FOXO1，并导致持续性氧化应激损伤 

 



第四军医大学博士学位论文 

-92- 

4 讨论 

本实验发现，BMSCs 的成骨异常在体外培养过程中仍然维持，即使通过体外传

代后也不能显著逆转。上述的结果似乎存在一定的矛盾：一方面，骨质疏松来源的

BMSCs 在同样的体外诱导条件下仍表现出成骨分化缺陷，提示存在细胞自主性（cell 

autonomous）的机制；另一方面，BMSCs 的分化异常是由雌激素的缺乏引发的一系

列外部微环境改变所导致，提示细胞外信号是 BMSCs 分化异常的重要因素。我们通

过相关研究文献分析，发现这个现象普遍存在于退行性和炎症性疾病过程。例如炎

症微环境被认为可以诱导细胞出现恶变，就是一个外界异常信号导致细胞内部持久

性改变的例子。慢性炎症中分离的多种干细胞的体外分化功能仍然存在异常，从而

可以通过体外细胞学研究探索炎症的致病机制。因此，我们认为骨质疏松中外部微

环境的改变，可能导致 BMSCs 内部信号应答的不可逆性改变，产生对细胞功能的持

续影响。该假设也成为了我们后续研究的一个基本前提及研究重点。 

更重要的是，我们通过建立多种体外和体内慢性炎症模型，发现 TNF-α 长时间

刺激能够不可逆的抑制 BMSCs 的多向分化能力，其功能异常甚至在脱离炎症环境并

多次传达后均无法恢复[9]，提示 TNF-α 长期作用所造成的 BMSCs 持续性功能异常很

可能是慢性炎症难以治愈的关键原因。可以推断，在骨质疏松发生过程中，TNF-α

可能是最为关键的启动因子，其长时间刺激激活了下游的反馈回路，从而造成持续

性的损伤和 BMSCs 生物学行为变化。经过深入研究，我们发现了一条由 NF-κB - 

miR-705 - FOXO1 - ROS 组成的正反馈回路，从而解释了前面实验发现的 OVX 

BMSCs 脱离体内炎症微环境后仍然存在氧化应激这个现象。上述结果提示骨质疏松

发生的复杂性及其治疗的困难性:单一的治疗手段可能无法有效恢复受损 BMSCs 的

功能，需要通过联合对抗多种致病因素，在去除诱因的同时切断已激活的正反馈回

路。如果假设成立的话，将有望提出新的骨质疏松治疗策略。 

根据现有研究，FOXO1 的调控主要有三种途径：最主要也是研究最深入的是蛋

白的磷酸化及乙酰化修饰，FOXO1 特定位点的修饰可以促进或抑制其入核，从而增

强或减弱其转录活性及功能。第二种是转录调控，即影响 FOXO1 的表达量而控制其

数量。第三种是 miRNA 介导的转录后修饰。越来越多的研究发现 miRNA 是 FOXO1

蛋白表达的重要调控因子。MiR-27a, miR-233, miR-96, miR-107, miR-182, miR-9, 
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miR-153, miR-183, and miR-186 均被报道在肿瘤细胞中抑制 Foxo1 表达[113-115]；

miR-139 在干细胞中抑制 Foxo1 的功能[116]；miR-182 通过抑制 Foxo1 调控成骨细胞

分化[117]。本研究首次证实 miR-705 能够通过结合于 FOXO1 3‘UTR 区域抑制 FOXO1

的蛋白表达。更重要的是，miR-705 介导了 TNF-α 对 FOXO1 的调控作用，TNF-α

通过 miR-705 导致 BMSCs 内的氧化应激损伤，从而提出了在病理条件下影响 FOXO1

表达的新的分子机制。值得注意的是，上述实验提示在不同细胞中 Foxo1 可能受到

不同的 miRNA 的调控。在我们的研究模型中，miR-705 在骨质疏松后骨组织和

BMSCs 均呈高表达，并受到 TNF-α 的调控。可能上述条件决定了在骨质疏松过程中

miR-705 是调控 Foxo1 表达的重要 miRNA。 

抗氧化方法已被尝试用于治疗骨衰老等疾病[118,119]。现在普遍采用的抗氧化方法

是使用抗氧化剂，但是这种方式靶点不明确；同时抗氧化剂由于经过消化道吸收和

细胞摄入过程中的损失，导致其最后进入细胞内发挥抗氧化的效率很低，在一定程

度上限制其治疗效果。寻找 OS 的下游治疗靶点可能是另一种理想途径。miRNA 可

通过人工合成的模拟物和抑制剂进行调控，其方法具有设计简单、作用高效、副作

用小、价格相对低廉等潜在的优势。已有多项开拓性的研究尝试通过调控 miRNA 进

行疾病的治疗，并收到理想疗效。特别随着近年来特异性运输载体技术的进展，使

得通过 miRNA 治疗骨质疏松治疗成为可能。有两个研究团队探讨了通过抑制特定

miRNA 促进骨形成以治疗骨质疏松的可行性。他们通过筛选，分别发现了成骨细胞

中 miR-214 和 BMSCs 中 miR-188a 在骨质疏松后表达上升，利用靶向特异性载体运

输技术，将上述 miRNA 的抑制剂（antagomir）体内运送至成骨细胞或 BMSCs，发

现可有效缓解衰老、OVX、失重等导致的骨质疏松。说明 miRNA 可能成为有效的骨

质疏松干预靶点。我们也通过体外实验证实抑制 miR-3077-5p 的异常表达升高可部

分恢复 OVX BMSCs 的成骨分化，并对抗 TNF-α 的抑成骨作用，提示其也是骨质疏

松治疗的候选靶点。但能否通过抑制 miR-3077-5p 来治疗骨质疏松，仍需进一步的

体内实验支持。 
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小    结 
 

本研究基于炎症因子在在绝经后骨质疏松中发生中的关键作用，着眼于 miRNA

介导的转录后调控的变化和功能，通过高通量芯片筛选技术，发现了两个受 TNF-α

调控的 miRNA，利用一系列的功能实验证明其在 BMSCs 成骨分化中扮演重要角色，

并开展信号通路研究，阐明了TNF-α导致miRNA异常表达的信号途径，提出了TNF-α

导致 BMSCs 成骨功能下降的新的机制。此外，还证明通过恢复特定 miRNA 的异常

表达可有效提高骨质疏松 BMSCs 的成骨分化能力，提示 miRNA 可能骨质疏松治疗

新的靶点，从而提供了促进骨质疏松下骨形成的新策略。 

本研究的主要发现和结论归纳如下： 

（1）TNF-α 在雌激素缺乏后骨形成缺乏中发挥了关键作用。一方面，TNF-α 直

接抑制 BMSCs 的成骨分化；另一方面，TNF-α 可导致氧化应激损伤，间接破坏 BMSCs

的骨形成能力。 

（2）miRNA 介导的转录后调控在 BMSCs 功能维持中起着重要作用，雌激素缺

乏后 miRNA 的表达异常是导致 BMSCs 成骨分化缺陷的关键因素。 

（3）TNF-α 通过激活 NF-κB 信号通路促进 miR-3077-5p 表达，下调 BMSCs 中

Runx2 蛋白水平，直接抑制 BMSCs 的成骨分化； 

（4）FOXO1 的下降引起 Sod2 和 CAT 等抗氧化酶表达减少，是导致 BMSCs 抗

氧化防御缺陷的重要因素； 

（5）TNF-α 通过激活 P65，直接结合于 miR-705 启动子上促进其转录，导致

FOXO1 蛋白表达减少，造成 BMSCs 的氧化损伤和成骨功能降低。 

（6）干细胞微环境中的炎症因子与细胞内氧化应激反应间具有协同效应，通过

一系列复杂的信号传递网络相互作用和增强，共同导致干细胞功能失调。 
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