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miR-3960对成骨细胞分化的影响**☆ 
李  辉1，庞雅玲1，李晓燕1，王欣文2，吴贵福1，郭  剑1，罗湘杭3 

Effect of miR-3960 on osteogenic differentiation    

Li Hui1, Pang Ya-ling1, Li Xiao-yan1, Wang Xin-wen2, Wu Gui-fu1, Guo Jian1, Luo Xiang-hang3 

Abstract 
BACKGROUND: Osteoblast differentiation involves highly regulated processes mediated by a large number of hormones and 
transcription factors. Emerging evidence reveals an additional level of regulation that is mediated by microRNAs. miR-3960 is 
preferentially expressed in osteoblasts, which suggests that miR-3960 may take part in the regulation process of osteogenic 
differentiation. 
OBJECTIVE: To investigate the role of miR-3960 in osteogenic differentiation of primary mouse bone marrow stromal cells.  
METHODS: The parameters of osteoblast differentiation were measured after transfection of bone marrow stromal cells with 
pSilencer4.1-miR-3960. Osteoblastic differentiation was induced by the addition of 300 μg/L bone morphogenetic protein 2.  
RESULTS AND CONCLUSION: Stable and high expression of miR-3960 was obtained in the cells after transfection with 
pSilencer4.1-miR-3960. Compared with control cells, the levels of alkaline phosphatase activity, osteocalcin secretion and 
calcium deposition were increased by transfection of pSilencer4.1-miR-3960. Treatment with anti-miR-3960 attenuated the levels 
of alkaline phosphatase activity and osteocalcin secretion as well as reduced calcium deposition. All these results suggest that 
miR-3960 promotes osteoblast differentiation of bone marrow stromal cells. 
 
Li H, Pang YL, Li XY, Wang XW, Wu GF, Guo J, Luo XH. Effect of miR-3960 on osteogenic differentiation. Zhongguo Zuzhi 
Gongcheng Yanjiu. 2012;16(15): 2681-2685.     [http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 

 
摘要 
背景：成骨细胞的分化成熟过程涉及多种激素和细胞因子对成骨细胞分化相关基因表达的调控，近来发现多个微小 RNAs
也参与了这一调控过程。 
目的：观察 miR-3960 在小鼠骨髓基质细胞向成骨细胞分化过程中的作用。 
方法：将 miR-3960 表达载体 pSilencer4.1-miR-3960 转染骨髓基质细胞，构建 miR-3960 过表达细胞模型，随后予 300 μg/L
骨形态发生蛋白 2 诱导分化，观察成骨细胞分化指标变化。 
结果与结论：转染 pSilencer4.1-miR-3960 能够在细胞中稳定地高表达 miR-3960。miR-3960 过表达促进骨髓基质细胞向

成骨细胞分化过程中的碱性磷酸酶活性增高和骨钙素分泌，增加细胞中的钙沉积量。抑制 miR-3960 降低骨髓基质细胞向成

骨细胞分化过程中的碱性磷酸酶活性，减少骨钙素分泌，降低钙沉积量。表明 miR-3960 可以促进成骨细胞分化。 
 
关键词：微小 RNA；骨髓基质细胞；成骨细胞；分化；过表达；小鼠；转染 
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0  引言 
 

微小RNA是一类内源性的非编码单链RNA
分子，长度多在19~25个核苷酸之间，通过与

靶基因mRNA上的互补序列完全或不完全结

合，在转录后水平调节基因表达[1]。自1993年
在线虫中发现第1个微小RNA——lin4以来，至

今已有数千个微小RNAs被发现，在多种生理和

病理过程如细胞增殖分化、组织发育、糖脂代

谢、炎症、免疫应答以及肿瘤发生中扮演着重

要的角色[2-5]。成骨细胞源于骨髓基质干细胞，

经骨祖细胞、骨原细胞、前成骨细胞等阶段不

断分化而成，其分化成熟涉及多个激素及细胞

因子等对成骨细胞分化相关基因表达的调   
控[6-7]，近年来发现微小RNAs在成骨细胞分化

过程中扮演着极为重要的角色[8]。miR-3960是
一个在成骨细胞高表达的微小RNA，这种表达

特点提示其在成骨细胞分化中可能发挥着重要

的作用，本文选取miR-3960为研究对象，明确

其对骨髓基质细胞向成骨细胞分化的影响。 
 
1  材料和方法 

 
设计：分子生物学水平的体外实验。 
时间及地点：于2010-11/2011-08在陕西

省人民医院中心实验室完成。 
材料： 

实验动物：清洁级4~6周C57/B6雄性小鼠8只，

购自西安交通大学医学院实验动物中心。饲养于

陕西省人民医院中心实验室动物实验中心，室温

20~25 ℃，光线、通风良好，自由饮水、进食。
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载体：pSilencer4.1-miR-3960载体由作者所

在实验组构建[9]。 
主要试剂与仪器： 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
方法： 

细胞培养：将小鼠处死后置于体积分数75%
乙醇中浸泡约10 min，在无菌条件下分离出小

鼠的股骨和胫骨，注意保留骨两端部分不受损。

用手术刀片切去骨两端，露出骨髓腔，用含体

积分数10%胎牛血清、1%青霉素和链霉素、

0.1%两性霉素的α-MEM冲洗骨髓腔，然后用  
20 G针头反复抽吸骨髓液，制成单细胞悬液后

将接种于10 cm培养皿中，37 ℃，体积分数5% 
CO2培养，每两三天换液1次去除未贴壁细胞。

贴壁细胞继续培养，至汇片后用0.25%胰酶消

化传代。 
细胞转染：骨髓基质细胞经鉴定证实[10]，随

后以3×104/孔的密度接种24孔板，加入不含抗

生素的α-MEM培养液培养至细胞汇合达到70%
左右时进行转染。取pSilencer-4.1-miR-3960 
0.8 μg，Lipofectamine 2000 2 μL分别与50 μL 
α-MEM稀释，轻柔混匀，室温孵育5 min；将以

上液体轻轻混匀，室温静置20 min，使脂质体

包裹质粒；轻柔混匀转染液体，慢慢滴入培养

板中，轻微晃动培养板后放入37 ℃，体积分数

5% CO2培养箱中，在培养48 h后加入嘌呤霉素

(1 mg/L)进行筛选，待大部分细胞死亡，并有阳

性克隆长出时，在显微镜下选定抗性克隆并予

以标记，用无菌枪头刮吸克隆生长的细胞，转

入25 mL培养瓶扩大培养。转染空质粒(miR-C)
为对照组。 

瞬时转染anti-miR-3960及对照质粒时，骨

髓基质细胞以3×104/孔的密度接种24孔板，加

入不含抗生素的α-MEM培养液培养至细胞汇合

达到70%左右时进行转染。取anti-miR-3960或

anti-miR-C寡核苷酸100 pmol，Lipofectamine 
2000 2 μL分别以50 μL α-MEM稀释，轻柔混

匀，室温孵育5 min。将以上液体轻轻混匀，室

温静置20 min，使脂质体包裹质粒；轻柔混匀

转染液体，慢慢滴入培养板中，轻微晃动培养

板后放入37 ℃，体积分数5% CO2培养箱中，

培养6 h。换完全培养基继续培养，并加入骨形

态发生蛋白2 300 μg/L诱导分化。 
实时定量PCR检测miR-3960表达：用Trizol试

剂按操作说明方法提取细胞总RNA。具体步骤

如下：去培养上清液，加Trizol(0.1 mL/cm2)，
吹打后室温静置5 min；将细胞裂解液移入   
1.5 mL离心管中，加氯仿(0.3 L/L Trizol)，振荡

摇匀，4 ℃放置5 min；4 ℃，12 000 r/min离
心10 min，将无色透明上清移入另1个1.5 mL
离心管中，加预冷的异丙醇(0.6 L/L Trizol)，充

分摇匀，4 ℃放置10 min；4 ℃，12 000 r/min
离心10 min，去上清，管底部和侧壁上有泪滴

状沉淀物，加DEPC水配置的体积分数75%乙

醇(1 L/L Trizol)洗涤沉淀；4 ℃，7 500 r/min离
心 5 min，弃上清，室温干燥 5 min，加

0.1%DEPC水充分溶解；紫外分光光度计测总

RNA 的A260及A260/A280，计算其浓度及纯度，

-70 ℃保存。 
取2 μg总RNA，用Bulge-Loop TM miRNA 

定量检测引物按操作说明书合成cDNA。条件及

步骤如下：2 μg RNA中加入62.5 nmol/L RT 
Primer Mix 4 μL，补水至19 μL，混匀后70 ℃
变性5 min，迅速冰上冷却2 min，瞬时离心后

再加入10 μL 5×RT缓冲液、dNTP mix 4 μL、
RNase inhibitor 1 μL、DEPC水15 μL、反转录

酶1 μL，混匀，42  60℃  min，70 ℃处理10 min
以灭活反转录酶，4 ℃冷却。制备的cDNA保存

在-20 ℃备用。 
扩增反应使用 20 μL 体系：特异性引物

Bulge-Loop TM miRNA Forward Primer 2 μL、
Bulge-Loop TM miRNA Reverse Primer 2 μL、
SYBR Green Mix 9 μL、2 μL的cDNA，DEPC
水5 μL。反应条件：95  20℃  s，95  10℃  s、
60  20℃  s，后2步共40个循环，70  1℃  min。
相对定量的方法采用比较Ct法[11]，并采用U6 
snRNA作为内参。 

碱性磷酸酶活性的测定：取干预后的细胞，用

PBS冲洗2次，细胞裂解液(50 mmol/L Tris-HCl 
(pH 8.0)、150 mmol/L NaCl、1%Triton X-100、
0.02%NaN3、1 mg/L 抑肽酶、100 mg/h苯甲

基磺酰氟)加超声粉碎裂解细胞，15 000 r/min   

试剂及仪器 来源 

无酚红的 α-MEM 培养液、

Trizol 以及胎牛血清 
人重组骨形态发生蛋白 2 蛋白 
Lipofectamine 2000   
Bulge-Loop TM miRNA 定量检

测引物 
SYBR Green Mix      
M-MLV 反转录酶 
碱性磷酸酶试剂盒 
骨钙素放射免疫分析试剂盒 
anti-miR-3960、anti-miR-C 
 
分光光度计 

Gibico 
 
Peprotech 
Invitrogen  
广州锐博生物科技 
有限公司 

ABI 
Fermentas 
Sigma 
DiaSorin  
上海吉玛制药技术 

有限公司 
美国 Bio Tek 公司 
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4 ℃离心15 min，取上清液采用对硝基苯酚法测定细胞

内碱性磷酸酶活性[12]，用Bradford方法测出总蛋白含量

校正碱性磷酸酶[12]。 
骨钙素的测定：取细胞培养上清液(取样前将细胞用

PBS冲洗2遍后，改换含体积分数0.25%胎牛血清的无

血清α-MEM培养)，用骨钙素放射免疫法测定试剂盒测

定培养上清液中骨钙素含量，最小测定值为0.2 μg/L。
用Bradford方法测出细胞内总蛋白含量，校正骨钙素。 

钙沉积量测定：骨髓基质细胞转染后，用α-MEM培养

液培养于24孔板，其中含体积分数10%胎牛血清、青霉

素50×103 U/L、庆大霉素50 mg/L、骨形态发生蛋白          
2 300 μg/L、抗坏血酸50 g/L以及10 mmol/L β-甘油磷

酸钠，培养5 d后进行钙沉积量测定。用不含Ca2+、Mg2+

的PBS洗细胞3次，每孔细胞加入500 μL 0.6 mol/L HCl，
4 ℃慢摇过夜，第2天收集每孔液体，1 000 g离心5 min，
取上清与1 mL邻甲酚酞络合指示剂混匀后用分光光度

计在575 nm波长下测量。 
主要观察指标：实时定量PCR检测miR-3960表达，

对硝基苯酚法测定细胞内碱性磷酸酶活性，放射免疫法

检测细胞上清液中骨钙素活性，邻甲酚酞络合酮法比色

测定细胞中钙沉积量 
统计学分析：实验重复3次。数据以x

_

±s表示，组间

比较用方差分析，P < 0.05为差异有显著性意义。所有

统计分析均采用SPSS 13.0统计软件进行分析。 
   

2  结果 
 
2.1  转染miR-3960表达载体后miR-3960表达情况    
在分别转染miR-3960表达载体pSilencer4.1-miR-3960
及miR-C 48 h后，用实时定量PCR检测两组骨形态发生

蛋白2诱导的骨髓基质细胞中miR-3960的表达差异。结

果显示，pSilencer4.1-miR-3960组中miR-3960表达较

对照组显著升高，见图1，表明miR-3960表达载体的转

染成功实现miR-3960在骨形态发生蛋白2诱导的骨髓

基质细胞中的过表达。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

2.2  miR-3960对成骨细胞分化过程中碱性磷酸酶活性

及骨钙素分泌的影响  碱性磷酸酶和骨钙素是反映成

骨细胞分化的敏感指标，选取这二者来观察骨髓基质细

胞向成骨细胞分化的情况。在转染后的骨髓基质细胞培

养液中加入300 μg/L骨形态发生蛋白2诱导分化，48 h
后取细胞培养上清液用放免法测骨钙素分泌，细胞裂解

后离心取上清测碱性磷酸酶活性。结果显示，与对照组

相比，转染pSilencer4.1-miR-3960能够进一步增加碱性

磷酸酶活性和骨钙素分泌，见图2a，b，表明miR-3960
过表达可以促进成骨细胞分化。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2.3  miR-3960对成骨细胞钙化的影响  本次实验采用

钙沉积量作为观察成骨细胞钙化的指标。稳定转染

pSilencer4.1-miR-3960后用骨形态发生蛋白2持续诱导

骨髓基质细胞向成骨细胞分化5 d，用邻甲酚酞络合铜

比色法检测细胞中钙沉积量。如图2c所示，miR-3960
过表达的细胞在同样诱导条件下对钙沉积量的增加作

用较对照组显著。 
2.4  抑制miR-3960对成骨细胞分化的影响  上文证实

Figure 1  The effect of miR-3960 levels in bone marrow stromal 
cells after transfection with pSilencer4.1-miR-3960 

图 1  骨髓基质细胞转染 pSilencer4.1-miR-3960 对 
miR-3960 表达的影响 

aP < 0.05, vs. miR-C group 
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Figure 2  The effect of osteogenic differentiation of bone 
marrow stromal cells after miR-3960 
overexpression 

图 2  miR-3960 过表达对骨髓基质细胞成骨分化的影响
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入miR-3960过表达能促进成骨细胞分化，进一步采用抑

制miR-3960的方法，观察成骨细胞分化指标的变化，验

证miR-3960在分化过程中的作用。实验应用最为广泛的

2’-甲氧基修饰的反义寡核苷酸抑制miR-3960转染骨髓

基质细胞，在转染后用骨形态发生蛋白2诱导分化48 h，
然后取细胞培养上清液用放免法测骨钙素分泌，细胞裂

解后离心取上清液测碱性磷酸酶活性。转染后用骨形态

发生蛋白2持续诱导分化5 d，裂解细胞，用邻甲酚酞络

合铜比色法检测细胞中钙沉积量[13]。结果表明当抑制

miR-3960之后，在同样诱导条件下，该组细胞的碱性磷

酸酶活性、骨钙素分泌及钙沉积量均较对照组降低，见

图3，表明抑制miR-3960对成骨细胞分化有阻碍作用。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

3  讨论 
 
2001年世界不同国家的3个研究小组在线虫、果蝇

和人体中发现了一类长度为21~22 nt的非编码小分子

单链RNA[14-16]，被统一命名为microRNA，简称微小

RNA。在此之后的十年间，与微小RNA相关的文章呈几

何数量地增长，随着对其研究的不断深入，已发现微小

RNA几乎参与了所有的生理和病理过程，并在其中发挥

重要的调控作用。成骨细胞源于骨髓间质干细胞，经骨

祖细胞、骨原细胞、前成骨细胞等阶段不断分化而成，

多个调控基因如Runx2、osterix、SMADs、TCF/LEF、
NFATc1、Twist及活化蛋白1等的适时表达[17-19]，以及

Wnt/β-catenin，BMP，JAK/STAT和MAPK等多个信号

通路是成骨细胞分化得以顺利进行的保证[20]。那么微小

RNAs是否通过影响这些因子中的一个或多个的表达来

参与成骨细胞分化的调控呢？近年来的多个研究已经对

这一问题给出了肯定的答复[21]。本实验选取miR-3960
作为研究对象，来观察其对成骨细胞分化的影响。 

MiR-3960是最近发现的一个成骨细胞高表达的微

小RNA，提示其在成骨细胞分化过程中可能发挥着重要

的作用，为验证这一假设，实验从miR-3960对成骨细胞

分化的影响进行研究。目前研究微小RNAs功能常用的

方法是通过调节其在体内或体外的表达水平，来观察相

应指标变化，从而推断其作用。本实验也选用这一方法。

通过转染miR-3960真核表达载体来达到使其在细胞内

过表达的目的，实验证实转染后可检测到miR-3960在细

胞内高表达。抑制微小RNA表达通常使用经过修饰的反

义寡核苷酸与微小RNA高亲和力地结合，从而产生特异

性的抑制效果，应用最为广泛的是2’-甲氧基修饰的反义

寡核苷酸，本次实验使用商品化的2’-甲氧基修饰反义核

苷酸序列获得了理想的效果。 
碱性磷酸酶是成骨细胞的早期标志酶，在成骨过程

中水解磷酸酯，为羟基磷灰石的沉积提供必要的磷酸，

有利于成骨，标志成骨分化的开始[22]。骨钙素是成骨细

胞特异性合成和分泌的一种非胶原蛋白，在钙离子存在

的条件下，与羟磷灰石结合并稳定其构象，是向成骨细

胞分化的最具特征性的标志物[23]，这二者是反映成骨细

胞在体外分化的重要指标[24]。本文对miR-3960过表达

组和对照组均加用骨形态发生蛋白2诱导骨髓基质细胞

向成骨细胞分化，结果发现miR-3960过表达组碱性磷酸

酶活性和骨钙素分泌的增加幅度均明显高于对照组，说

明miR-3960过表达对成骨细胞分化具有促进作用。此

外，通过检测钙沉积量来衡量钙化程度，结果显示

miR-3960过表达可明显增加钙沉积量，促进钙化。随后，

转染anti-miR-3960，抑制miR-3960作用，结果表明在

同样的诱导条件下，anti-miR-3960组碱性磷酸酶活性和

骨钙素分泌的增加幅度以及钙沉积量均显著低于对照

组，这从反面证实了miR-3960的促成骨分化作用，也从

另一角度说明本实验的可靠性。 
近年来关于微小RNAs调控成骨细胞分化的研究不

断增加，目前已发现有十余个微小RNAs在成骨细胞分

化过程中发挥着抑制或促进的作用。miR-26a在促进肌

 

 

Figure 3  The effect of osteogenic differentiation of bone 
marrow stromal cells after miR-3960 inhibition with 
anti-miR-3960 

图 3  抑制 miR-3960 对骨髓基质细胞成骨分化的影响 
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形成的同时，也能在成骨细胞分化的晚期阶段发挥抑制

作用[25]。过表达miR-125b抑制骨形态发生蛋白4诱导的

成骨细胞分化，而抑制miR-125b表达则促进成骨分   
化[26]。Mizuno等[27]发现miR-210能够抑制人活化素A受
体1B型，进而促进ST2细胞向成骨细胞分化。Kapinas
等 [28] 发现在基质成熟和矿化的阶段，miR-29a和

miR-29c表达增加，抑制骨连接素蛋白表达进而抑制成

骨分化。最近，Itoh等[29]的研究表明miR-141和miR-200a
可以通过对骨生成转录因子Dlx5的翻译抑制而抑制前

成骨细胞向成骨细胞分化。此外还有一些微小RNAs可
以促进成骨细胞分化，Mizuno等[30]发现miR-210能够促

进ST2细胞向成骨细胞分化，其机制是miR-210抑制

AcvR1b，从而抑制转化生长因子β/活化素信号通路。

miR-2861在骨形态发生蛋白2诱导的成骨细胞分化中

也起着正调控的作用，这是通过抑制其靶基因HDAC5
的表达，保护Runx2不被Smurf1降解，间接导致Runx2
蛋白水平上调，从而促进骨形态发生蛋白2诱导的成骨

细胞分化[10]。本次研究表明，miR-3960可以促进成骨

细胞分化及钙化，是又一个参与调控成骨细胞分化过程

的微小RNA，但具体机制尚不明确。 
综上，微小RNAs是成骨细胞分化过程中重要的调

控因子，其通过影响相应的靶基因来发挥抑制或促进成

骨细胞分化的作用。本文研究表明，成骨细胞高表达的

miR-3960可以促进成骨细胞分化及钙化，是又一个参与

调控成骨细胞分化过程的微小RNA，但具体机制尚不明

确。鉴于微小RNA是通过降解相应靶基因mRNA或抑制

蛋白的翻译来发挥作用的，将在后续研究中进一步明确

其作用的靶基因，阐明其促进成骨细胞分化的机制。 
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