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摘要　目的　研究长链非编码ＲＮＡ（ｌｎｃＲＮＡ）Ｈ１９在足骨骨折小鼠骨髓间充质干细胞（ＢＭＳＣｓ）成骨分化及足骨骨折小鼠骨再
生中的作用及其机制。方法　将 ＢＭＳＣｓ分为微小 ＲＮＡ１４９５ｐ（ｍｉＲ１４９５ｐ）－模拟物阴性对照（ｍｉＲｍｉｍｉｃＮＣ）组和 ｍｉＲ
１４９５ｐ模拟物（ｍｉＲｍｉｍｉｃ）组并分别转染 ｌｎｃＲＮＡＨ１９ｗｔ和 ｌｎｃＲＮＡＨ１９ｍｕｔ重组质粒，或分别转染骨形成蛋白２（ＢＭＰ２）３′
ＵＴＲｗｔ和ＢＭＰ２３′ＵＴＲｍｕｔ重组质粒，双荧光素酶报告基因检测实验检测各组的荧光素酶活性。体外研究ｌｎｃＲＮＡＨ１９对成
骨分化的调控作用与机制，将ＢＭＳＣｓ分为对照组和成骨诱导组（成骨组），对成骨诱导下的ＢＭＳＣｓ分别转染相应的质粒后分
为成骨＋ｓｉＮＣ组、成骨＋ｓｉＨ１９组、成骨＋ｓｉＨ１９＋ｍｉＲｉｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣ组、成骨＋ｓｉＨ１９＋ｍｉＲｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组、成骨 ＋ｓｉＨ１９＋ｐｃＤ
ＮＡＮＣ组、成骨＋ｓｉＨ１９＋ｐｃＤＮＡＢＭＰ２组。采用碱性磷酸酶（ＡＬＰ）活性实验和茜素红染色评估成骨分化。另建立小鼠足骨
骨折模型，将３６只小鼠随机分为假手术组、模型组、模型 ＋ｐｃＤｎｕｌｌ组、模型 ＋ｐｃＤＨ１９组，每组９只。采用 ＡＬＰ活性实验评
估成骨分化。实时荧光定量 ＰＣＲ（ｑＰＣＲ）检测 ｌｎｃＲＮＡＨ１９、ｍｉＲ１４９５ｐ、ＢＭＰ２的表达，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＢＭＰ２、骨钙蛋白
（ＯＣＮ）、骨基质细胞分化因子ｏｓｔｅｒｉｘ（ＯＳＸ）、Ｒｕｎｔ相关转录因子２（ＲＵＮＸ２）、骨桥蛋白（ＯＰＮ）的表达。结果　在转染 ｌｎｃＲＮＡ
Ｈ１９ｗｔ的细胞中，ｍｉＲｍｉｍｉｃ组的荧光素酶活性低于ｍｉＲｍｉｍｉｃＮＣ组（Ｐ＜００５），在转染ＢＭＰ２３′ＵＴＲｗｔ的细胞中，ｍｉＲｍｉｍ
ｉｃ组的荧光素酶活性低于ｍｉＲｍｉｍｉｃＮＣ组（Ｐ＜００５）。与对照组比，成骨组的 ＡＬＰ活性、细胞矿化程度以及 ｌｎｃＲＮＡＨ１９、
ＢＭＰ２、ＯＣＮ、ＯＳＸ、ＲＵＮＸ２、ＯＰＮ的表达增加，ｍｉＲ１４９５ｐ的表达降低（Ｐ＜００５）。与成骨＋ｓｉＮＣ组比，成骨＋ｓｉＨ１９组的ＡＬＰ
活性、细胞矿化程度以及ｌｎｃＲＮＡＨ１９、ＢＭＰ２、ＯＣＮ、ＯＳＸ、ＲＵＮＸ２、ＯＰＮ的表达降低，ｍｉＲ１４９５ｐ的表达增加（Ｐ＜００５）。与成
骨＋ｓｉＨ１９＋ｍｉＲｉｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣ组比，成骨 ＋ｓｉＨ１９＋ｍｉＲｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组 ＡＬＰ活性、细胞矿化程度以及 ｌｎｃＲＮＡＨ１９、ＢＭＰ２、ＯＣＮ、
ＯＳＸ、ＲＵＮＸ２、ＯＰＮ的表达增加，ｍｉＲ１４９５ｐ的表达降低（Ｐ＜００５）。与成骨 ＋ｓｉＨ１９＋ｐｃＤＮＡＮＣ组比，成骨 ＋ｓｉＨ１９＋ｐｃＤ
ＮＡＢＭＰ２组ＡＬＰ活性、细胞矿化程度以及ＢＭＰ２、ＯＣＮ、ＯＳＸ、ＲＵＮＸ２、ＯＰＮ的表达增加（Ｐ＜００５）。与假手术组比、模型组的
ＡＬＰ活性以及ｌｎｃＲＮＡＨ１９、ＢＭＰ２、ＯＣＮ、ＯＳＸ、ＲＵＮＸ２、ＯＰＮ的表达降低，ｍｉＲ１４９５ｐ的表达增加（Ｐ＜００５）。与模型 ＋ｐｃＤ
ｎｕｌｌ组比，模型＋ｐｃＤＨ１９组的ＡＬＰ活性以及ｌｎｃＲＮＡＨ１９、ＢＭＰ２、ＯＣＮ、ＯＳＸ、ＲＵＮＸ２、ＯＰＮ的表达增加，ｍｉＲ１４９５ｐ的表达降
低（Ｐ＜００５）。结论　ｌｎｃＲＮＡＨ１９通过ｍｉＲ１４９５ｐ／ＢＭＰ２轴促进ＢＭＳＣｓ成骨分化及足骨骨折小鼠的骨再生。
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＠ｓｉｎａ．ｃｏｍ

　　骨髓间充质干细胞（ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｍｅｓｅｎｃｈｙｍｌ
ｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＢＭＳＣｓ）是具有多向分化潜能的成体干
细胞，可分化为成骨细胞、软骨细胞等，在骨组织工

程及骨折修复中发挥关键作用［１－３］。其成骨分化受

转录及转录后水平的多重信号通路调控，其中长链

非编码ＲＮＡ（ｌｏｎｇｎｏｎｃｏｄｉｎｇＲＮＡ，ｌｎｃＲＮＡ）通过调
控基因表达参与该过程［４］。研究［５－７］表明，ｌｎｃＲＮＡ
可作为微小 ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ，ｍｉＲＮＡ）的“分子海
绵”，通过吸附ｍｉＲＮＡ解除其对靶基因的抑制作用，

从而诱导ＢＭＳＣｓ成骨分化。如ｌｎｃＲＮＡＨ１９通过抑
制ｍｉＲ１４１、ｍｉＲ２２及吸附 ｍｉＲ１４９５ｐ促进成骨分
化。然而，ｌｎｃＲＮＡＨ１９是否通过 ｍｉＲ１４９５ｐ／骨形
态发生蛋白２（ｂｏｎｅｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎ２，ＢＭＰ２）
轴调控ＢＭＳＣｓ成骨分化，并加速体内骨折愈合的分
子机制尚未明确。

　　该研究通过验证 ｌｎｃＲＮＡＨ１９对 ｍｉＲ１４９５ｐ／
ＢＭＰ２轴调控作用，观察其对 ＢＭＳＣｓ成骨分化的影
响，并在小鼠足骨骨折模型中探讨了其对骨折修复

的调控效应，旨在揭示 ｌｎｃＲＮＡＨ１９通过 ｍｉＲ１４９
５ｐ／ＢＭＰ２轴调控成骨分化的分子机制，为足骨骨折
的靶向治疗提供新策略。
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１　材料与方法

１．１　主要材料　人ＢＭＳＣｓ购自武汉普诺赛生物科
技有限公司。３６只成年雄性 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠购自新
疆医科大学实验动物中心，生产许可证号：ＳＣＸＫ
（新）２０２３０００１。胎牛血清（ｆｅｔａｌｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍ，
ＦＢＳ）购自美国 Ｇｉｂｃｏ公司。杜氏改良培养基（ｄｕｌ
ｂｅｃｃｏ′ｓｍｏｄｉｆｉｅｄｅａｇｌｅｍｅｄｉｕｍ，ＤＭＥＭ）培养基购自
美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司。Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００购自
美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。ｌｎｃＲＮＡＨ１９野生型（ｗｉｌｄ
ｔｙｐｅ，ｗｔ）或突变型（ｍｕｔａｎｔｔｙｐｅ，ｍｕｔ）质粒、ＢＭＰ２３′
ＵＴＲｗｔ或 ＢＭＰ２３′ＵＴＲｍｕｔ质粒、ｍｉＲ１４９５ｐ的模
拟物（ｍｉＲｍｉｍｉｃ）或模拟物阴性对照物（ｎｅｇａｔｉｖｅ
ｃｏｎｔｒｏｌｏｆｍｉｍｉｃ，ｍｉＲｍｉｍｉｃＮＣ）、针对沉默 ｌｎｃＲＮＡ
Ｈ１９的小干扰 ＲＮＡ（ｓｍａｌｌｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇＲＮＡ，ｓｉＲＮＡ）
载体质粒（ｓｉｌｎｃＲＮＡＨ１９）、ｓｉＲＮＡ的阴性对照
（ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｏｆｓｉＲＮＡ，ｓｉＮＣ）、针对过表达 ｌｎ
ｃＲＮＡＨ１９的ｐｃＤＮＡ３．１（＋）重组质粒（ｐｃＤＨ１９）、
ｐｃＤＨ１９的空质粒对照（ｐｃＤｎｕｌｌ）、针对过表达
ＢＭＰ２的ｐｃＤＮＡ３．１（＋）重组质粒（ｐｃＤＮＡＢＭＰ２）、
ｐｃＤＮＡＢＭＰ２的阴性对照（ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｏｆｐｃＤ
ＮＡＢＭＰ２，ｐｃＤＮＡＮＣ）、ｍｉＲ１４９５ｐ抑制剂阴性对
照（ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｏｆｍｉＲ１４９５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
ＮＣ）、ｍｉＲ１４９５ｐ的抑制剂（ｍｉＲ１４９５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ）
均购自上海吉玛公司。ＴＲＩｚｏｌ试剂、ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘ
ＥｘＴａｑＴＭⅡ试剂盒、ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴ试剂盒均购自美
国ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司。碱性磷酸酶（ａｌｋａｌｉｎｅｐｈｏｓ
ｐｈａｔａｓｅ，ＡＬＰ）活性检测试剂盒、茜素红染色试剂
盒、双荧光素酶报告基因检测试剂盒均购自上海碧

云天生物科技有限公司。兔抗 －骨钙蛋白（ｏｓｔｅｏ
ｃａｌｃｉｎ，ＯＣＮ）、骨基质细胞分化因子 ｏｓｔｅｒｉｘ（ＯＳＸ）、
Ｒｕｎｔ相关转录因子２（Ｒｕｎｔｒｅｌａｔｅｄｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃ
ｔｏｒ２，ＲＵＮＸ２）、骨桥蛋白（ｏｓｔｅｏｐｏｎｔｉｎ，ＯＰＮ）、磷酸
甘油醛脱氢酶（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎ
ａｓｅ，ＧＡＰＤＨ）的一抗以及对应的山羊抗兔ＩｇＧ二抗
均购自英国Ａｂｃａｍ公司。
１．２　体外实验　
１．２．１　ＢＭＳＣｓ细胞的培养　在３７℃、５％ ＣＯ２的
湿润培养箱中，ＢＭＳＣｓ细胞使用含１０％ ＦＢＳ和１００
Ｕ／ｍｌ青链霉素的ＤＭＥＭ培养基进行培养，每２ｄ换
液１次。
１．２．２　双荧光素酶报告试验　ｌｎｃＲＮＡＨ１９和
ｍｉＲ１４９５ｐ的碱基结合位点用 ＳｔａｒＢａｓｅ（ＥＮＣＯＲＩ）
数据库（ｈｔｔｐｓ：／／ｒｎａｓｙｓｕ．ｃｏｍ／ｅｎｃｏｒｉ／）进行预测分

析。进一步验证 ｌｎｃＲＮＡＨ１９与 ｍｉＲ１４９５ｐ的关
系。含预测 ｍｉＲ１４９５ｐ结合位点的野生型和突变
型ｌｎｃＲＮＡＨ１９（分别为 ｌｎｃＲＮＡＨ１９ｗｔ和 ｌｎｃＲＮＡ
Ｈ１９ｍｕｔ）的荧光素酶转染载体以及含预测 ｍｉＲ
１４９５ｐ结合位点的野生型和突变型 ＢＭＰ２３′ＵＴＲ
（分别为ＢＭＰ２３′ＵＴＲｗｔ和ＢＭＰ２３′ＵＴＲｍｕｔ）的荧
光素酶转染载体均构建于上海吉玛公司。根据操作

说明书，将ＢＭＳＣｓ细胞接种在６孔板中并使用 Ｌｉ
ｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００联合转染 ｍｉＲｍｉｍｉｃ和 ｌｎｃＲＮＡ
Ｈ１９ｗｔ或 ｌｎｃＲＮＡＨ１９ｍｕｔ，对照为 ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
３０００联合转染 ｍｉＲｍｉｍｉｃＮＣ和 ｌｎｃＲＮＡＨ１９ｗｔ或
ｌｎｃＲＮＡＨ１９ｍｕｔ，将ＢＭＳＣｓ细胞接种在６孔板中并
使用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００联合转染 ｍｉＲｍｉｍｉｃ和
ＢＭＰ２３′ＵＴＲｗｔ或 ＢＭＰ２３′ＵＴＲｍｕｔ，对照为 ｌｉｐｏ
ｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００联合转染 ｍｉＲｍｉｍｉｃＮＣ和 ＢＭＰ２３′
ＵＴＲｗｔ或 ＢＭＰ２３′ＵＴＲｍｕｔ。转染后 ２４ｈ收集细
胞，最后，用双荧光素酶报告分析系统（美国 Ｐｒｏ
ｍｅｇａ）分析ｌｎｃＨＡＧＬＲ的荧光素酶活性。
１．２．３　ＢＭＳＣｓ细胞的分组　首先，为研究 ｌｎｃＲＮＡ
Ｈ１９对ｍｉＲ１４９５ｐ和 ＢＭＰ２的表达的调控作用以
及ｍｉＲ１４９５ｐ对ＢＭＰ２的表达的调控作用，将 ＢＭ
ＳＣｓ细胞分为 ｓｉＮＣ组、ｓｉＨ１９组、ｍｉＲｍｉｍｉｃＮＣ
组、ｍｉＲｍｉｍｉｃ组。其次，为研究 ｌｎｃＲＮＡＨ１９是否
通过调控 ｍｉＲ１４９５ｐ对细胞成骨分化具有调控作
用，将 ＢＭＳＣｓ培养于成骨分化诱导培养基中，命名
为成骨诱导组（成骨组），正常培养的细胞为对照

组。另外，对成骨诱导培养下的细胞分别转染ｓｉＮＣ
质粒、ｓｉＨ１９质粒、ｓｉＨ１９联合 ｍｉＲｉｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣ的
混合质粒、ｓｉＨ１９联合 ｍｉＲｉｎｈｉｂｉｔｏｒ的混合质粒、ｓｉ
Ｈ１９联合 ｐｃＤＮＡＮＣ的混合质粒及 ｓｉＨ１９联合
ｐｃＤＮＡＢＭＰ２的混合质粒，分别命名为成骨 ＋ｓｉＮＣ
组、成骨 ＋ｓｉＨ１９组、成骨 ＋ｓｉＨ１９＋ｍｉＲｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
ＮＣ组、成骨 ＋ｓｉＨ１９＋ｍｉＲｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组、成骨 ＋ｓｉ
Ｈ１９＋ｐｃＤＮＡＮＣ组、成骨 ＋ｓｉＨ１９＋ｐｃＤＮＡＢＭＰ２
组。具体转染方法为用含有 ５μｌＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ

３０００和５μｇ／ｍｌ的单质粒或混合质粒成骨诱导培
养基孵育细胞２４ｈ。
１．２．４　实时荧光定量 ＰＣＲ（ｒｅａｌｔｉｍｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ
ＰＣＲ，ｑＰＣＲ）　将各组细胞收集后置于冰上，加入
ＴＲＩｚｏｌ裂解５～１０ｍｉｎ，将液体排入 ＥＰ管，加入１／５
体积的三氯甲烷；液体混合后在４℃下放置１０～１５
ｍｉｎ。随后，将混合物在 ４℃下离心 １５ｍｉｎ；取出
４００～５００μｌ上清液并放入新的 ＥＰ管中。加入等
体积的异丙醇，在４℃下孵育１０ｍｉｎ，然后在１２０００
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ｒ／ｍｉｎ下离心１０ｍｉｎ。所得颗粒用７５％乙醇洗涤，
干燥后加入５０μｌ焦碳酸二乙酯（ｄｉｅｔｈｙｌｐｙｒｏｃａｒｂｏｎ
ａｔｅ，ＤＥＰＣ）水溶液使颗粒完全溶解，然后储存在 －
８０℃。根据制造商的方案，使用ＴＲＩｚｏｌ试剂提取总
细胞 ＲＮＡ或总 ｍｉＲＮＡ。通过在溴化乙锭染色的
１％琼脂糖凝胶上电泳确认 ＲＮＡ的完整性。使用
ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴ试剂盒从收集的１μｇＲＮＡ合成 ｃＤ
ＮＡ。采用 ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭⅡ试剂盒进行
ｑＰＣＲ检测，结果采用 ２－ΔΔＣＴ法计算基因的相对表
达。ＧＡＰＤＨ作为ｌｎｃＲＮＡＨ１９的内参基因，Ｕ６作为
ｍｉＲ１４９５ｐ的内参基因。引物序列见表１。

表１　ｑＰＣＲ引物序列

Ｔａｂ．１　ｑＰＣＲｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

Ｇｅｎｅｓ Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓ（５′３′）
ｌｎｃＲＮＡＨ１９ Ｆ：ＧＡＴＧＧＡＧＡＧＧＡＣＡＧＡＡＧＧＡＣＡＧＴ

Ｒ：ＧＡＧＡＧＣＡＧＣＡＧＡＧＡＴＧＴＧＴＴＡＧＣ
ＧＡＰＤＨ Ｆ：ＴＧＣＣＡＴＧＴＡＧＡＣＣＣＣＴＴＧＡＡＧ

Ｒ：ＡＴＧＧＴＡＣＡＴＧＡＣＡＡＧＧＴＧＣＧＧ
ｍｉＲ１４９５ｐ Ｆ：５ＧＴＴＴＧＴＧＧＣＴＣＣＧＴＧＴ

Ｒ：ＣＡＧＴＧＣＣＴＧＴＣＧＴＧＧＡＧＴ
Ｕ６ Ｆ：ＣＴＣＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡ

Ｒ：ＡＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴ

１．２．５　ＡＬＰ检测实验　用 ＴｒｉｔｏｎＸ１００裂解各组
ＢＭＳＣｓ，１００００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ提取蛋白。按照
ＡＬＰ检测试剂盒的说明书进行 ＡＬＰ染色。在蛋白
质中加入５０μｌＡＬＰ底物反应液和显色剂。使用酶
标仪（型号：ＣＬＡＲＩＯｓｔａｒＰｌｕｓ，德国 ＢＭＧＬＡＢＴＥＣＨ
公司）测定４０５ｎｍ波长处的吸光度（Ａ４０５），并计算
ＢＭＳＣｓ的ＡＬＰ活性。
１．２．６　茜素红细胞矿化实验　细胞接种于６孔板
内，诱导培养至２８ｄ时进行茜素红染色。具体染色
步骤：取出６孔板，弃尽原培养液，无菌 ＰＢＳ漂洗２
次；４％多聚甲醛固定１５ｍｉｎ；弃固定液，双蒸水漂洗
３次；每孔加入０２％茜素红染液２ｍｌ，染色３０ｍｉｎ；
弃去染料，双蒸水漂洗５次；充分漂洗后，每孔加入
适量双蒸水防止孔内干燥，显微镜下观察拍照，用

ＩｍａｇｅＪ软件分析矿化百分比。
１．２．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验　使用 ＲＩＰＡ缓冲液提取
ＢＭＳＣｓ细胞中的总蛋白，并使用 Ｂｉｃｉｎｃｈｏｎｉｎｉｃ酸测
定试剂盒进行鉴定。然后将平均蛋白用１０％ ＳＤＳ
ＰＡＧＥ分离，转移到 ＰＶＤＦ膜上。然后在室温下将
膜在５％脱脂牛奶中封闭２ｈ，并在４℃下孵育兔抗
ＢＭＰ２、ＯＣＮ、ＯＳＸ、ＲＵＮＸ２、ＯＰＮ、ＧＡＰＤＨ的特异性
抗体过夜。随后，将膜在二抗（１∶１０００）中孵育１

ｈ。最后，根据摘要，由ＥＣＬ检测系统试剂进行蛋白
条带的显示，并根据 ＩｍａｇｅＪ软件分析条带的灰度
值。

１．３　体内实验　
１．３．１　动物造模和分组　本研究中的涉及的所有
动物实验均通过该院伦理委员会的审查和批准（批

号：ＫＹ２０２３１２２１５１６）。将 ３６只成年雄性 Ｃ５７ＢＬ／６
小鼠（６周龄）分笼喂养，每笼４只，室内温度２４℃，
自然光照射，湿度３０％ ～４０％的实验室［使用许可
证号：ＳＹＸＫ（新）２０２３０００４］，适应性常规喂养１周。
随机选取 ９只小鼠命名为假手术组，用体积分数
１０％的水合氯醛按３ｍｌ／ｋｇ剂量腹腔注射麻醉，暴
露第一跖骨随后缝合，其余操作与模型组一致。随

机选取９只小鼠命名为模型组，同假手术组进行腹
腔注射麻醉。麻醉生效后，取仰卧位，将四肢固定在

操作台上，右侧后足常规消毒铺无菌巾，在第一跖骨

处做一长１ｃｍ的切口，小心牵拉暴露第一跖骨，确
保视野清晰。使用微型电动锯或专用骨钻代替止血

钳，在预定切割处标记位置，确保切口平行且精准。

沿标记线切割第一跖骨，保持切割速度均匀，力度适

中，避免对骨头造成额外损伤。使用显微镊子或微

型刮匙小心去除两横截面之间的骨组织，确保骨缺

损的宽度为１ｍｍ。使用生理盐水冲洗切口，清除骨
屑和其他碎屑，确保手术区域清洁。检查骨折对线

对位情况，确保无旋转畸形，如有需要，可以使用微

型钢板或可吸收固定材料进行临时固定，以保持对

位。彻底止血后，依次缝合肌肉、皮下组织和皮肤，

采用细针细线缝合，减少组织损伤，促进愈合。术后

肌注青霉素 ８万 Ｕ，每日 １次，连注 ３ｄ。模型 ＋
ｐｃＤｎｕｌｌ组的操作同模型组，于手术后２４ｈ在第一
跖骨横截面处的中心部位注射 １０ｍｇ／ｋｇ的 ｐｃＤ
ｎｕｌｌ，注射前使用显微镜定位并标记注射点以确保
精准，每周１次，连续注射３周。模型＋ｐｃＤＨ１９组
的操作同模型组，于手术后２４ｈ在第一跖骨横截面
处的中心部位（用显微镜定位）注射 １０ｍｇ／ｋｇ的
ｐｃＤＨ１９，每周 １次，连续注射 ３周。８周后取 ３
ｍｍ３的小鼠的骨折处骨组织检测 ＡＬＰ活性以及 ｌｎ
ｃＲＮＡＨ１９、ｍｉＲ１４９５ｐ、ＢＭＰ２、ＯＣＮ、ＯＳＸ、ＲＵＮＸ２、
ＯＰＮ的表达。
１．３．２　骨折部位成骨分化能力的检测　各组组织
匀浆后，用 ＴｒｉｔｏｎＸ１００裂解，１００００ｒ／ｍｉｎ离心１５
ｍｉｎ提取蛋白。其余方法同１２５。
１．３．３　骨折部位 ｌｎｃＲＮＡＨ１９和 ｍｉＲ１４９５ｐ表达
的检测　将各组组织置于冰上，进行匀浆，加入
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ＴＲＩｚｏｌ裂解５～１０ｍｉｎ，其余方法同１２４。
１．３．４　骨折部位 ＢＭＰ２、ＯＣＮ、ＯＳＸ、ＲＵＮＸ２、ＯＰＮ
蛋白表达的检测　用 ＲＩＰＡ缓冲液提取匀浆后组织
中的总蛋白，其余方法同１２７。
１．４　统计学处理　采用 ＳＰＳＳ２２０软件进行统计
分析，符合正态分布的数据以均数 ±标准差（珋ｘ±ｓ）
表示。ｔ检验分析两组的差异。多组间均数比较采
用单因素方差分析，两两比较采用 ＬＳＤｔ检验。以
Ｐ＜００５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＢＭＳＣｓ中 ｌｎｃＲＮＡＨ１９靶向调控 ｍｉＲ１４９
５ｐ　通过生物信息学预测软件 ＳｔａｒＢａｓｅ预测发现
ｍｉＲ１４９５ｐ含有ｌｎｃＲＮＡＨ１９的潜在结合位点。在
ＢＭＳＣｓ中使用野生型或突变型 ｌｎｃＲＮＡＨ１９荧光素
酶载体（ｌｎｃＲＮＡＨ１９ｗｔ或ｌｎｃＲＮＡＨ１９ｍｕｔ）进行了
荧光素酶报告基因检测。与ｍｉＲｍｉｍｉｃＮＣ组比较，
ｍｉＲｍｉｍｉｃ组ｌｎｃＲＮＡＨ１９ｗｔ的荧光素酶活性降低，
差异有统计学意义（Ｐ＜００５），而 ｌｎｃＲＮＡＨ１９ｍｕｔ
的荧光素酶活性没有明显降低（Ｐ＞００５）。此外，
与ｓｉＮＣ组比，ｓｉＨ１９组的 ｍｉＲ１４９５ｐ表达水平升
高（Ｐ＜００５）。见图１Ａ～Ｄ。
２．２　ＢＭＳＣｓ中 ｍｉＲ１４９５ｐ靶向调控 ＢＭＰ２　在
ＢＭＳＣｓ中使用野生型或突变型ＢＭＰ２３′ＵＴＲ荧光素

酶载体（ＢＭＰ２３′ＵＴＲｗｔ或 ＢＭＰ２３′ＵＴＲｍｕｔ）进行
荧光素酶报告基因检测。结果显示，与 ｍｉＲｍｉｍｉｃ
ＮＣ组相比，ｍｉＲｍｉｍｉｃ组的 ＢＭＰ２３′ＵＴＲｗｔ荧光
素酶活性降低（Ｐ＜００５），而ＢＭＰ２３′ＵＴＲｍｕｔ荧光
素酶活性差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。此外，与
ｍｉＲｍｉｍｉｃＮＣ组相比，ｍｉＲｍｉｍｉｃ组的 ｍｉＲ１４９５ｐ
表达水平升高（Ｐ＜００５），ＢＭＰ２的表达水平降低
（Ｐ＜００５）；与 ｓｉＮＣ组相比，ｓｉＨ１９组的 ＢＭＰ２的
表达水平降低（Ｐ＜００５）。见图２。
２．３　敲低 ｌｎｃＲＮＡＨ１９通过调控 ｍｉＲ１４９５ｐ／
ＢＭＰ２轴抑制 ＢＭＳＣｓ的成骨分化　与对照组比，
成骨组中 ＡＬＰ活性、细胞矿化程度、ｌｎｃＲＮＡＨ１９和
ＢＭＰ２的表达水平都增高，ｍｉＲ１４９５ｐ的表达水平
降低，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。与成骨 ＋ｓｉ
ＮＣ组比，成骨 ＋ｓｉＨ１９组 ＡＬＰ活性、细胞矿化程
度、ｌｎｃＲＮＡＨ１９和 ＢＭＰ２的表达水平都降低，ｍｉＲ
１４９５ｐ的表达水平增高，差异有统计学意义（Ｐ＜
００５）。与成骨＋ｓｉＨ１９＋ｍｉＲｉｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣ组比，成
骨＋ｓｉＨ１９＋ｍｉＲｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组ＡＬＰ活性、细胞矿化程
度和 ＢＭＰ２的表达水平都增加，ｍｉＲ１４９５ｐ的表达
水平降低，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。与成骨
＋ｓｉＨ１９＋ｐｃＤＮＡＮＣ组比，成骨 ＋ｓｉＨ１９＋ｐｃＤＮＡ
ＢＭＰ２组ＡＬＰ活性、细胞矿化程度和ＢＭＰ２的表达水
平都增加，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。见图３。

图１　ｍｉＲ１４９５ｐ是ｌｎｃＲＮＡＨ１９靶点

Ｆｉｇ．１　ｍｉＲ１４９５ｐｗａｓｃｏｎｆｉｒｍｅｄｔｏｂｅｔｈｅｔａｒｇｅｔｏｆｌｎｃＲＮＡＨ１９

　　Ａ：ＴｈｅＳｔａｒＢａｓｅｄａｔａｂａｓｅｐｒｏｖｉｄｅｄｔｈｅｐｒｅｓｕｍｅｄｂｉｎｄｉｎｇｓｉｔｅｓｏｆｌｎｃＲＮＡＨ１９ａｎｄｍｉＲ１４９５ｐ；Ｂ：Ｄｕａｌｌｕｃｉｆｅｒａｓｅｒｅｐｏｒｔｅｒｇｅｎｅａｓｓａｙｃｏｎｆｉｒｍｔｈｅ

ｂｉｎｄｉｎｇｂｅｔｗｅｅｎｌｎｃＲＮＡＨ１９ａｎｄｍｉＲ１４９５ｐ；Ｃ：ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｌｎｃＲＮＡＨ１９ｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｑＰＣＲ；Ｄ：ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉＲ１４９５ｐｗａｓｄｅｔｅｃ

ｔｅｄｂｙｑＰＣＲ；Ｐ＜００５ｖｓｓｉＮＣｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５ｖｓｍｉＲｍｉｍｉｃＮＣｇｒｏｕｐ．
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图２　ＢＭＰ２是ｍｉＲ１４９５ｐ的靶点

Ｆｉｇ．２　ＢＭＰ２ｗａｓｃｏｎｆｉｒｍｅｄｔｏｂｅｔｈｅｔａｒｇｅｔｏｆｍｉＲ１４９５ｐ

　　Ａ：ＴｈｅＳｔａｒＢａｓｅｄａｔａｂａｓｅｐｒｏｖｉｄｅｄｐｕｔａｔｉｖｅｂｉｎｄｉｎｇｓｉｔｅｓｆｏｒＢＭＰ２３′ＵＴＲａｎｄｍｉＲ１４９５ｐ；Ｂ：Ｄｕａｌｌｕｃｉｆｅｒａｓｅｒｅｐｏｒｔｅｒｇｅｎｅａｓｓａｙｃｏｎｆｉｒｍｅｄｔｈｅ

ｂｉｎｄｉｎｇｂｅｔｗｅｅｎＢＭＰ２３′ＵＴＲａｎｄｍｉＲ１４９５ｐ；Ｃ：ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉＲ１４９５ｐｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｑＰＣＲ；Ｄ，Ｅ：ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓｏｆＢＭＰ２ｅｘｐｒｅｓ

ｓｉｏｎ；＃Ｐ＜００５ｖｓｍｉＲｍｉｍｉｃＮＣｇｒｏｕｐ；Ｐ＜００５ｖｓｓｉＮＣｇｒｏｕｐ．

图３　敲低ｌｎｃＲＮＡＨ１９通过调控ｍｉＲ１４９５ｐ／ＢＭＰ２轴抑制ＢＭＳＣｓ的成骨分化
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２．４　敲低 ｌｎｃＲＮＡＨ１９通过调控 ｍｉＲ１４９５ｐ／
ＢＭＰ２轴抑制ＢＭＳＣｓ的ＯＣＮ、ＯＳＸ、ＲＵＮＸ２、ＯＰＮ
的蛋白表达　与对照组比，成骨组中 ＯＣＮ、ＯＳＸ、
ＲＵＮＸ２、ＯＰＮ的表达水平都增高，差异有统计学意
义（Ｐ＜００５）。与成骨组或成骨＋ｓｉＮＣ组比，成骨
＋ｓｉＨ１９组ＯＣＮ、ＯＳＸ、ＲＵＮＸ２、ＯＰＮ的表达水平都
降低，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。与成骨 ＋ｓｉ
Ｈ１９组或成骨 ＋ｓｉＨ１９＋ｍｉＲｉｎｈｉｂｉｔｏｒＮＣ组比，成
骨 ＋ｓｉＨ１９＋ｍｉＲｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组 ＯＣＮ、ＯＳＸ、ＲＵＮＸ２、
ＯＰＮ的表达水平都增加，差异有统计学意义（Ｐ＜
００５）。与成骨 ＋ｓｉＨ１９组或成骨 ＋ｓｉＨ１９＋ｐｃＤ
ＮＡＮＣ组比，成骨＋ｓｉＨ１９＋ｐｃＤＮＡＢＭＰ２组ＯＣＮ、
ＯＳＸ、ＲＵＮＸ２、ＯＰＮ的表达水平都增加，差异有统计
学意义（Ｐ＜００５）。见图４。
２．５　过表达 ｌｎｃＲＮＡＨ１９对小鼠足骨成骨分化的
影响　与假手术组比，模型组的 ＡＬＰ活性和 ｌｎ
ｃＲＮＡＨ１９、ＢＭＰ２的表达降低，而 ｍｉＲ１４９５ｐ的表
达增加，差异均有统计学意义（Ｐ＜００５）。与模型
组或模型 ＋ｐｃＤｎｕｌｌ组相比，模型 ＋ｐｃＤＨ１９组的
ＡＬＰ活性和 ｌｎｃＲＮＡＨ１９、ＢＭＰ２的表达都增加，而

ｍｉＲ１４９５ｐ的表达降低，差异均有统计学意义（Ｐ＜
００５）。见图５。
２．６　过表达 ｌｎｃＲＮＡＨ１９对 ＯＣＮ、ＯＳＸ、ＲＵＮＸ２、
ＯＰＮ表达的影响　与假手术组比，模型组的 ＯＣＮ、
ＯＳＸ、ＲＵＮＸ２、ＯＰＮ的表达降低，差异有统计学意义
（Ｐ＜００５）。与模型组或模型＋ｐｃＤｎｕｌｌ组相比，模
型＋ｐｃＤＨ１９组的 ＯＣＮ、ＯＳＸ、ＲＵＮＸ２、ＯＰＮ的表达
都增加，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。见图６。

３　讨论

　　随着人口老龄化趋势加剧，骨折患者显著增多，
寻找新型有效的骨再生治疗策略成为当前研究重点

之一［８］。ｌｎｃＲＮＡ作为非编码 ＲＮＡ的一类，近年来
在干细胞命运调控中的作用逐渐受到重视，尤其是

在成骨分化过程中的调控机制，如染色质重塑、转录

调控和作为竞争性内源 ＲＮＡ（ｃｅＲＮＡ）调节 ｍｉＲＮＡ
活性等［７］。本研究旨在探讨ｌｎｃＲＮＡＨ１９在ＢＭＳＣｓ
成骨分化中的作用机制，并揭示其通过ｍｉＲ１４９５ｐ／
ＢＭＰ２轴实现的调控网络，为骨再生治疗提供新的
分子靶点。

图４　敲低ｌｎｃＲＮＡＨ１９通过调控ｍｉＲ１４９５ｐ／ＢＭＰ２轴抑制ＢＭＳＣｓ的ＯＣＮ、ＯＳＸ、ＲＵＮＸ２、ＯＰＮ的蛋白表达
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图５　过表达ｌｎｃＲＮＡＨ１９对小鼠足骨成骨分化的影响
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　　本实验验证了ｌｎｃＲＮＡＨ１９与ｍｉＲ１４９５ｐ之间
的靶向结合关系，并发现 ｌｎｃＲＮＡＨ１９的下调可促
进ｍｉＲ１４９５ｐ表达，进一步抑制 ＢＭＰ２表达，影响
ＢＭＳＣｓ的成骨功能。与先前研究中 ｌｎｃＲＮＡＨ１９对
软骨细胞或成骨前体细胞分化的调控作用类

似［８－９］。本研究进一步明确了其在 ｍｉＲ１４９５ｐ这
一新的靶点路径下的作用机制，从而拓展了对 ｌｎ
ｃＲＮＡＨ１９调控网络的认识。ｍｉＲ１４９５ｐ此前在骨
相关疾病中被发现上调［１０］，但其在 ＢＭＳＣｓ成骨过
程中的作用研究较少，本研究证实其负向调控

ＢＭＰ２表达，表明 ｍｉＲ１４９５ｐ可能作为成骨分化的
抑制因子，值得在骨退行性疾病治疗中进一步评估。

更为关键的是，本研究通过细胞和小鼠模型系统性

展示了ｌｎｃＲＮＡＨ１９／ｍｉＲ１４９５ｐ／ＢＭＰ２调控轴的功
能效应。在 ＢＭＳＣｓ成骨分化诱导过程中，ｌｎｃＲＮＡ
Ｈ１９高表达伴随 ｍｉＲ１４９５ｐ下调与 ＢＭＰ２表达上
升，提示 ｌｎｃＲＮＡＨ１９可能通过“海绵”ｍｉＲ１４９５ｐ
解除其对ＢＭＰ２的抑制，从而促进成骨关键因子如
ＡＬＰ、ＯＣＮ、ＲＵＮＸ２、ＯＳＸ、ＯＰＮ的表达与细胞矿化。
与已有研究中ｌｎｃＲＮＡＨ１９对ｍｉＲ１４１、ｍｉＲ２２的调
节相似［１１－１２］，本研究提出的这一新型轴线不仅丰富

了ｌｎｃＲＮＡＨ１９在成骨调控中的分子谱系，也提供
了更为具体的靶向机制支持。

　　从机制角度看，ＢＭＰ２作为经典的成骨诱导因
子，在调控ＭＳＣ向成骨细胞分化的信号路径中占据
核心地位［１３］。本研究发现ｌｎｃＲＮＡＨ１９下调可引起
ＢＭＰ２表达抑制，从而影响ＡＬＰ活性与基质矿化，并
减少ＯＣＮ等关键成骨标志蛋白表达，说明该调控机
制具有系统性和连贯性。尤其是体内实验中，ｌｎ
ｃＲＮＡＨ１９过表达显著提高骨折小鼠的骨生成相关
指标，进一步验证其在骨修复过程中的功能价值。

先前的研究表明，诱导ＯＣＮ过表达可以促进培养的
成骨ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞的骨再生［１４］。绝经后骨质疏

松后，ＢＭＳＣｓ显示 ＡＬＰ活性显著降低，矿化结节减
少，ＲＵＮＸ２、ＯＸＳ和 ＯＣＮ下调［１５］。此外，当归多糖

显著提高ＢＭＳＣｓ的细胞活力，增加ＲＵＮＸ２、ＯＣＮ和
ＡＬＰ活性，这一作用被 ｌｎｃＲＮＡＨ１９敲除逆转［１６］。

本研究中，ＢＭＳＣｓ成骨诱导培养后沉默ｌｎｃＲＮＡＨ１９
明显抑制了ＡＬＰ活性和ＢＭＳＣｓ的矿化作用，抑制了
ＯＣＮ、ＲＵＮＸ２、ＯＳＸ、ＯＰＮ的表达水平。而在足骨骨
折小鼠体内过表达ｌｎｃＲＮＡＨ１９，导致骨折部位组织
的 ＡＬＰ活性、细胞矿化作用，以及 ＯＣＮ、ＲＵＮＸ２、
ＯＳＸ、ＯＰＮ的表达水平均上调。表明 ｌｎｃＲＮＡＨ１９
通过调控 ｍｉＲ１４９５ｐ／ＢＭＰ２轴促进 ＢＭＳＣｓ成骨分

化，提示 ｌｎｃＲＮＡＨ１９可作为成骨分化和骨生成的
关键靶点。

　　综上所述，该研究表明沉默 ｌｎｃＲＮＡＨ１９可以
通过促进ｍｉＲ１４９５ｐ的表达，进而下调ＢＭＰ２，从而
抑制ＢＭＳＣｓ的成骨分化。此外，体内实验证明，过
表达ｌｎｃＲＮＡＨ１９可以促进骨折愈合过程中骨的形
成功能。在理论上，本研究拓展了对 ｌｎｃＲＮＡＨ１９
功能机制的认识，揭示了其通过特定ｍｉＲＮＡ调节经
典骨生成信号的路径，为干细胞骨组织工程提供了

潜在调控靶点。在应用上，ｌｎｃＲＮＡＨ１９可能作为成
骨能力受损患者的治疗切入点，未来可开发为基因

治疗或核酸药物的候选分子。基于本研究结果，后

续可在不同病理背景下对 ｌｎｃＲＮＡＨ１９调控轴进行
更深入探讨，并尝试通过靶向调节 ｌｎｃＲＮＡＨ１９或
ｍｉＲ１４９５ｐ开发新型骨再生治疗策略。
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ＡＴＦ３与 Ｓｍａｄ４在翼状胬肉中的表达及相互作用
华　耘１，２，韩欢欢２，陈冬梅２，刘佳琳２，赵新荣１

（１石河子大学第一附属医院眼科，石河子　８３２００３；２石河子大学医学院，石河子　８３２００３）

摘要　目的　初步探究转录激活因子３（ＡＴＦ３）与Ｓｍａｄ家族成员４（Ｓｍａｄ４）在翼状胬肉中的表达及其相互作用。方法　通过
生物信息学方法来分析ＮＣＢＩ数据库中的两套数据集ＧＳＥ５１９９５和ＧＳＥ２５１３，筛选出以正常结膜作为对照时，翼状胬肉的关键
差异表达基因ＡＴＦ３。并通过实时荧光定量反转录聚合酶链反应（ＲＴｑＰＣＲ）进一步检测生物信息学分析找出的差异基因。最
后结合文献查找并通过基因转录调控数据库（ＧＴＲＤ）预测是否存在可能与目标基因结合的靶基因 Ｓｍａｄ４，ＲＴｑＰＣＲ验证
Ｓｍａｄ４在正常结膜与翼状胬肉组织中的表达情况，并通过免疫共沉淀（ＣｏＩＰ）探究 ＡＴＦ３与 Ｓｍａｄ４蛋白在翼状胬肉中是否存
在相互作用。结果　生物信息学分析结果显示，以正常结膜组织为对照，翼状胬肉组织中存在有显著性差异的低表达基因
ＡＴＦ３（Ｐ＜００５）。ＲＴｑＰＣＲ实验显示，与正常结膜组织相比，ＡＴＦ３在翼状胬肉组织中低表达（Ｐ＜０００１）。数据库（ＧＴＲＤ）中
检索出Ｓｍａｄ４基因与ＡＴＦ３有两个结合位点，提示可能与ＡＴＦ３存在相互作用。与正常结膜相比，ＲＴｑＰＣＲ显示翼状胬肉组织
中Ｓｍａｄ４表达下调（Ｐ＜００１），ＣｏＩＰ结果显示，在使用ＡＴＦ３抗体进行免疫沉淀时，翼状胬肉组织中Ｓｍａｄ４结合量增加（Ｐ＜
００５）。结论　ＡＴＦ３与Ｓｍａｄ４在翼状胬肉中存在相互作用，二者在翼状胬肉组织中的低表达及其相互作用可能与翼状胬肉
的发病相关。

关键词　翼状胬肉；ＡＴＦ３；Ｓｍａｄ４；相互作用；初步探究
中图分类号　Ｒ７７
文献标志码 Ａ 文章编号 １０００－１４９２（２０２５）０６－１０６８－０６
ｄｏｉ：１０．１９４０５／ｊ．ｃｎｋｉ．ｉｓｓｎ１０００－１４９２．２０２５．０６．０１３

２０２５－０４－２６接收
项目基金：国家自然科学基金（编号：８２０６０１７１）
作者简介：华　耘，女，硕士研究生；

赵新荣，女，博士，副主任医师，硕士生导师，通信作者，Ｅ
ｍａｉｌ：ｚｘｒ＿ｙｋ＠１６３．ｃｏｍ

　　翼状胬肉是一种主要侵犯角膜，以结膜纤维血
管增生为特征的疾病。该病的主要临床表现是眼睛

疲劳、刺激、干燥、流泪、异物感、视觉不适和视力下

降，其发病机制与转化生长因子β（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ
ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｂｅｔａ，ＴＧＦβ）／Ｓｍａｄ信号通路异常活化
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