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酸枣仁提取物靶向调控促进骨骼增长的 miRNA 筛选

文题释义：

骨骼增长：此文的骨骼增长是指长骨及脊柱的生长，会促进人体及动物的身高增长。促进身高增长主要有两种手段，一是促进骨的更快生

长，包括以中医药疗法，激素疗法、针灸、穴位按摩等；再一个手段是延迟骨骺的闭合，给骨更多的生长时间。此文涉及的是中药疗法通过

调控miRNA，抑制5-羟色胺2A受体的表达，从而延长慢波睡眠，促进生长激素分泌，进而促进骨的生长，是一种基本无毒副作用的方法。

MicroRNA (miRNA)：是一类内生的、长度为20-26个核苷酸的小RNA，其在细胞内具有多种重要的调节作用。每个miRNA可以有多个靶基

因，而几个miRNA也可以调节同一个基因。这种复杂的调节网络既可以通过一个miRNA来调控多个基因的表达，也可以通过几个miRNA的
组合来精细调控某个基因的表达。据推测，miRNA调节着人类1/3的基因，miRNA最重要的一个功能是在动植物中以负调控方式参与转录后

基因表达调控。

摘要

背景：生长激素大部分在慢波睡眠期间分泌，而慢波睡眠启动和延长的一个决定因素是5-羟色胺。作者前期研究发现，酸枣仁提取物可以

通过升高5-羟色胺1A受体的表达，使其与5-羟色胺结合，延长慢波睡眠，从而促进生长激素的分泌，促进骨骼增长。同时发现，酸枣仁

提取物可以下调脑组织5-羟色胺2A受体的表达，会使5-羟色胺1A受体失去竞争抑制与5-羟色胺更好地结合，从而促进慢波睡眠的延长，

促进生长激素的分泌，引发骨骼增长。

目的：证明酸枣仁提取物可以通过降低5-羟色胺2A受体促进小鼠骨骼增长，并筛选由酸枣仁提取物调控靶向5-羟色胺2A受体促进骨骼增

长的miRNA。
方法：①昆明种小鼠分为空白对照组、酸枣仁提取物高、低剂量组、阳性对照组和5-羟色胺2A受体选择性抑制剂组(以下简称抑制剂组)，
每组10只。空白对照组小鼠每日灌胃去离子水，酸枣仁提取物高、低剂量组分别灌胃酸枣仁提取物混悬液0.16，0.32 mg/g，阳性对照组灌

胃酸枣仁皂甙A标准品溶液，抑制剂组灌胃酸枣仁提取物水溶液0.32 mg/g，同时灌胃最后3 d每天侧脑室注射10 μg M100907。灌胃后第25
天观察药物对小鼠体长的影响，ELISA法观察药物对血清生长激素、脑组织5-羟色胺2A受体表达的影响。②SD大鼠分为空白对照组、酸枣

仁提取物组、阳性对照组和5-羟色胺2A受体选择性抑制剂组(以下简称抑制剂组)，于灌胃第3天开始，观察药物对慢波睡眠的影响。③然

后用芯片法检测药物引起骨骼增长的小鼠与普通小鼠脑组织差异表达的miRNAs，并优选以5-羟色胺2A受体为靶基因的miRNA，同时进行

qRT-PCR验证。

结果与结论：①用药25 d后，高剂量组小鼠体长明显长于空白对照组(P < 0.01)；小鼠血清生长激素水平明显高于空白对照组和抑制剂组 

(P < 0.01，P < 0.01)；酸枣仁提取物组脑组织5-羟色胺2A受体表达水平明显降低，低于抑制剂组(P < 0.01)；②酸枣仁提取物组和阳性对照组

慢波睡眠期时长均大于空白对照组(P < 0.01，P < 0.01)，也大于抑制剂组(P < 0.05，P < 0.05)；药物对异相睡眠时期无影响；③符合筛选条

件的差异表达miRNAs共16个，其中表达上调13个，表达下调3个；④经qRT-PCR验证调控5-羟色胺2A受体的为上调的miR-34a-5p；⑤提示酸

枣仁提取物可以通过抑制5-羟色胺2A受体的表达延长慢波睡眠，从而促进生长激素分泌引起小鼠骨骼增长，其可能的机制为药物上调了

miR-34a-5p的表达从而引起5-羟色胺2A受体的低表达。

关键词：酸枣仁提取物；5-羟色胺2A受体；小鼠；骨骼增长；miRNA；大鼠；慢波睡眠

缩略语：5-羟色胺1A受体：serotonin 1A receptor，5-HT1AR；5-羟色胺2A受体：serotonin 2A receptor，5-HT2AR
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0   引言   Introduction
随着生活水平不断提高，人们普遍认为身高较高者有

更多机遇、更受重视，一些特殊职业，如空乘、体育、播音

主持、模特专业等，对身高也有一定要求。还有研究表明，

身高会影响人们的社会知觉、人格、择偶行为和心理健康水

平
[1]
。作者前期研究发现酸枣仁提取物 ( 市售，含皂甙 3%-

5%，市场名称为酸枣仁皂甙，实为提取物，天然酸枣仁中含

皂甙 0.1%-0.04%；是由酸枣仁粉末用 60%-70% 乙醇回流提

取 3 次，2 h/ 次，然后浓缩喷雾干燥而成 ) 可以通过提高小

鼠脑组织 Gi/o 蛋白的表达，通过 cAMP-PKA 途径提高 5- 羟

色胺 1A 受体 (serotonin 1A receptor，5-HT1AR) 在脑内的表达

水平和活性，还可延长慢波睡眠，进而促进生长激素的分泌，

发挥促进骨骼增长的生物学效应
[2-7]

；同时发现药物会降低 5-

羟色胺 2A 受体 (serotonin 2A receptor，5-HT2AR) 在脑组织

中的表达。5-HT2AR 与 5-HT1AR 同为 5- 羟色胺受体，也是

目前关注较多的 5- 羟色胺受体，5-HT2AR 作为蛋白质也受

microRNA(miRNA) 调控。作者进一步对酸枣仁提取物调控靶

向 5-HT2AR 促进骨骼增长的 miRNA 进行了筛选研究。

miRNA 是一类存在于动植物体内的内源性非编码单链小

分子 RNA，对生物体转录后的基因表达调控起关键作用
[8]
。

miRNA 以何种方式与目的基因作用和 miRNA 与目的基因的
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Abstract
BACKGROUND: Growth hormone is secreted during slow-wave sleep in large proportion, and the initiation and prolongation of slow-wave sleep is closely 
linked with serotonin. Previous studies have shown that semen ziziphi spinosae extract can increase the expression of serotonin 1A receptor. The combination 
of serotonin 1A receptor and serotonin can prolong slow-wave sleep, thereby promoting the secretion of growth hormone and bone growth. In addition, 
semen ziziphi spinosae extract can down-regulate the expression of serotonin 2A receptor in brain tissue, which can promote the combination of serotonin 1A 
receptor and serotonin, thereby promoting the prolongation of slow-wave sleep, the secretion of growth hormone, and bone growth.
OBJECTIVE: To prove that semen ziziphi spinosae extract can promote bone growth in mice by down-regulating the expression of serotonin 2A receptor and to 
screen miRNAs targeting serotonin 2A receptor and promoting bone growth.
METHODS: (1) Kunming mice were divided into blank control group, high- and low-dose groups of semen ziziphi spinosae extract (hereinafter referred to as 
high- and low-dose groups), positive control group, and serotonin 2A receptor selective inhibitor group (hereinafter referred to as inhibitor group), with 10 mice 
in each group. Mice in the blank control group were gavaged with deionized water every day, the high- and low-dose groups were gavaged with 0.16 and  
0.32 mg/g semen ziziphi spinosae extract suspension respectively, the positive control group was gavaged with semen ziziphi spinosae saponin A standard 
solution, and the inhibitor group was gavaged with semen ziziphi spinosae extract aqueous solution. Gavage was administered to each group at the same 
period, and 10 μg of M100907 was injected into the lateral ventricle of each mouse once a day for the last 3 days. Changes in the body length of mice were 
observed, and changes in the expression of serum growth hormone and brain tissue serotonin 2A receptor were observed by ELISA. (2) Sprague-Dawley rats 
were divided into blank control group, medication group (given semen ziziphi spinosae extract), positive control group and serotonin 2A receptor selective 
inhibitor group (hereinafter referred to as the inhibitor group). The effects of drugs on slow-wave sleep were observed at the 3rd day after intragastric 
administration. (3) The chip method was used to detect the differentially expressed miRNAs in the brain tissues of mice with bone growth and ordinary mice. 
The miRNAs targeting serotonin 2A receptor were selected and verified by real-time fluorescent quantitative PCR.
RESULTS AND CONCLUSION: (1) After 25 days of treatment, the body length of mice in the high-dose group was significantly longer than that in the blank 
control group (P < 0.01). The serum growth hormone level of mice was significantly higher in the high-dose group than the blank control and inhibitor groups  
(P < 0.01, P < 0.01). Compared with the inhibitor group, semen ziziphi spinosae extract significantly lowered the expression of serotonin 2A receptor in brain 
tissue (P < 0.01). (2) The duration of slow-wave sleep in the medication and positive control groups was longer than that in the blank control group (P < 0.01, P 
< 0.01) and in the inhibitor group (P < 0.05, P < 0.05). There was no difference in the effects of drugs on paradoxical sleep periods. (3) A total of 16 differentially 
expressed miRNAs met the screening conditions, 13 of which were up-regulated and 3 were down-regulated. (4) It was verified by real-time fluorescent 
quantitative PCR that the up-regulated miR-34a-5p could regulate serotonin 2A receptor. (5) All these findings indicate that semen ziziphi spinosae extract can 
inhibit the expression of serotonin 2A receptor and prolong slow-wave sleep, thereby increasing the secretion of growth hormone and promoting bone growth 
in mice. The possible mechanism is that semen ziziphi spinosae extract up-regulates the expression of miR-34a-5p which results in the lowered expression of 
serotonin 2A receptor.
Key words: semen ziziphi spinosae extract; serotonin 2A receptor; mouse; bone growth; microRNA; rat; slow-wave sleep
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配对程度有关，miRNA 与目的基因配对不完全时，miRNA 就

以抑制目的基因的表达发挥作用；miRNA 与目的基因某段

序列配对完全时，就可能引起目的基因在互补区断裂而导致

基因沉默。很多报道将之形象地称为 miRNA 对 mRNA 的海

绵吸附作用
[9-13]

，因此机体也可以通过影响 miRNA 的表达对

5-HT2AR 的表达水平进行调控。作者此次筛选由酸枣仁提取

物调控 5-HT2AR 引起与普通小鼠身长差异有显著性意义的小

鼠差异表达的 miRNA，进一步为今后多靶点调控骨骼增长提

供实验依据。

1   材料和方法   Materials and methods
1.1   设计   随机对照动物实验，计量资料比较采用单因素方

差分析。

1.2   时间及地点   实验于 2019 年 10 月至 2020 年 12 月在河

南省洛阳正骨医院 ( 河南省骨科医院 ) 医学实验中心完成。

1.3   材料

1.3.1   实验动物   雄性昆明种小鼠 60 只，SPF 级，25 d 龄，

体质量 15-17 g，动物许可证号 SCXK( 豫 )2010-0002；SD 大

鼠 24 只，SPF 级，雌雄各半，体质量 200-240 g，动物许可

证号 SCXK( 豫 )2015-0001，均由河南省实验动物中心提供。

动物饲养环境温度 20-24 ℃，湿度 50%-70%，12 h 明暗交替，
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噪声 < 50 dB。实验方案经河南省洛阳正骨医院 ( 河南省骨科

医院 ) 动物实验伦理委员会批准，批准号：KY2019-004-05。

实验过程遵循了国际兽医学编辑协会《关于动物伦理与福利

的作者指南共识》和本地及国家法规。

1.3.2   药物与试剂   酸枣仁提取物，由陕西斯诺特生物技术

有限公司提供 ( 批号：201406)；酸枣仁皂甙 A( 纯度 >98%，

批号：A0274)，购于中国食品药品检定研究院，以上药物

使用时药物用纯净水溶解；5-HT2AR 阻断剂 M100907( 美国

SIGMA 公司，货号：M3324)；小鼠 5-HT2AR ELISA 试剂盒 ( 上

海纪宁实业有限公司，批号：201510)；RNA 提取液 ( 武汉

谷歌生物科技有限公司，货号：G3013)；三氯甲烷 ( 国药集

团化学试剂有限公司，货号：10006818)；异丙醇 ( 国药集团

化学试剂有限公司，货号：80109218)；无水乙醇 ( 国药集团

化学试剂有限公司，货号：10009218)；HyPureTM Molecular 

Biology Grade Water(HyClone 公 司， 货 号：SH30538.02)；
RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit(Thermo 公司，货号：

#K1622)；FastStart Universal SYBR Green Master(Rox)(Roche 公

司，货号：04913914001)。
1.3.3   仪器   荧光定量 PCR 仪 (ABI 公司，美国，型号： 

Stepone plus)；超微量分光光度计 (Thermo 公司，美国，型

号：NanoDrop2000)；台式高速冷冻型微量离心机 (DragonLab

公司，美国，型号：D3024R)；酶标仪 (Labsystems Multiskan 

MS，芬兰，352 型 )；超微量核酸蛋白浓度测定仪 (Thermo 

Fisher，美国，型号：nanodropone)；基因芯片微阵列扫描仪

(Agilent，美国，型号：SureScan)。
1.4   方法   

1.4.1   酸枣仁提取物促进小鼠骨骼增长及对血清生长激素和

脑组织 5-HT2AR 表达的影响   选取同时期出生的 10 胎昆明种

小鼠，每胎5只，每胎的5只按随机数字表法分到空白对照组、

酸枣仁提取物高、低剂量组 ( 以下简称高、低剂量组 )、阳

性对照组和 5-HT2AR 选择性抑制剂组 ( 以下简称抑制剂组 )，

以规避遗传因素的影响，每组 10 只。5 组小鼠给药前测量原

始体长 ( 从头部最顶端到小鼠臀尾交接处 )，测量结果显示

各组差异无显著性意义 (P > 0.05)。各组小鼠适应环境 1 周后

开始灌胃，1 次 /d；空白对照组灌胃去离子水；高、低剂量

组每日灌胃酸枣仁提取物混悬液 0.32 mg/g 及 0.16 mg/g；阳

性对照组灌胃酸枣仁皂甙 A 标准品溶液 0.013 mg/g；抑制剂

组灌胃酸枣仁提取物水溶液 ( 高剂量 0.32 mg/g)，最后 3 d 给

予 5-HT2AR 阻断剂 M100907 侧脑室注射 [10 μg/( 只·d)]。

灌胃后第 25 天用直尺测定小鼠体长，精确到 1 mm。

用浸泡乙醚的棉球三四个，放入烧杯中，将小鼠放入

烧杯内，盖上培养皿做为盖子，一两分钟即可麻倒小鼠。麻

醉小鼠后眼眶取血，自然凝固 20 min 后离心取上清液；取

脑组织，称质量，加入 9 倍 PBS，冰浴上匀浆，以离心半径 

3 000 r/min 离心 20 min，收集上清液，采用 ELISA 试剂盒测

定血清生长激素水平和脑组织 5-HT2AR 水平。

1.4.2   酸枣仁提取物对大鼠慢波睡眠的影响   选用头部稍大

的 SD 大鼠饲养 1 周适应环境后，按随机数字表法分为空白

对照组、酸枣仁提取物组、阳性对照组、抑制剂组，后 3 组

均按照体表比以小鼠酸枣仁提取物高剂量组、阳性对照组和

抑制剂组用药剂量换算而来，每组 6 只。用 3% 戊巴比妥钠

(40 mg/kg) 进行腹腔注射麻醉，颅顶脱毛后沿矢状线切开，

暴露颅骨并打孔，在枕叶和颞叶放置电极记录脑电，将电极

导线连接于微型插座上，用自凝牙托水拌牙托粉固定，术后

给予大鼠青霉素肌内注射预防感染。大鼠恢复 1 周后，开始

记录脑电并存于微机硬盘上，共记录 6 h。分析时，将脑电

复原，以每 15 s 为一单位，采用 WXL 睡眠自动分析系统判

断慢波睡眠时长，慢波睡眠时期的特征为：脑电波频率变慢，

成同步化，α 波减少，“梭形”波消失，出现 θ 波，最后出

现高振幅的 δ 波。计算 6 h 内觉醒期、慢波睡眠期、异相睡

眠期及总睡眠期时长，连续记录 3 d，取平均值。4 组动物慢

波睡眠时长进行统计差异无显著性意义后开始灌胃给药。空

白对照组灌胃去离子水；酸枣仁提取物组按照 0.22 mg/g 灌

胃酸枣仁提取物水溶液；阳性对照组灌胃酸枣仁皂甙 A 标准

品 0.009 mg/g；抑制剂组灌胃酸枣仁提取物的同时，每天给

予 5-HT2AR 阻断剂 M100907 侧脑室注射，70 μg/ 只，1 次 /d，

于灌胃第3天开始，末次灌胃及注射30 min后，同样记录脑电，

分析用药后 4 组大鼠睡眠情况。

组织工程实验动物造模过程中的相关问题：

造模目的 观察药物干预对正常动物体长、血清生长激素、脑组织中

5-HT2AR 表达水平及慢波睡眠时长的影响，评估给药后对骨骼

增长的促进作用

选择动物的条件 选择同时期出生的同一胎的动物随机分到各组，以最大程度避

免遗传对动物体长的影响

模型与所研究疾

病的关系

模型即为正常发育的动物，代表了正常发育没有基因突变与遗

传疾病的人体，旨在观察药物对骨骼增长的促进作用

动物来源及品系 SD 大鼠和昆明种小鼠均购自河南省实验动物中心

造模技术描述 此实验并未造模

动物数量及分组

方法

(1) 选取同时期出生的 10 胎小鼠，每胎 5 只，共 50 只。每胎

的 5 只随机分到 5 个组 ( 空白对照组、酸枣仁提取物高、低剂

量组、阳性对照组和 5-HT2AR 选择性抑制剂组 )，每组 10 只，

观察动物体长、血清生长激素及脑组织中 5-HT2AR表达水平；(2)

SD 大鼠 24 只，随机分为 4 组 ( 空白对照组、酸枣仁提取物组、

阳性对照组、5-HT2AR 选择性抑制剂组 )，观察给药后对大鼠

慢波睡眠的影响

观察指标 观察小鼠体长、血清生长激素表达水平、脑组织中 5-HT2AR 表达

水平及脑组织差异表达的 miRNA；观察大鼠各睡眠时相的变化

动物处理 空白对照组小鼠灌胃去离子水；酸枣仁提取物高、低剂量组每

日灌胃酸枣仁提取物混悬液 0.32 mg/g 及 0.16 mg/g；阳性对

照组灌胃酸枣仁皂甙 A 标准品溶液 0.013 mg/g，抑制剂组灌胃 

0.32 mg/g 酸枣仁提取物水溶液，最后 3 d 给予 M100907 侧脑

室注射 10 μg/( 只·d)；大鼠酸枣仁提取物组、阳性对照组和

抑制剂组均按照体表比以小鼠酸枣仁提取物高剂量组、阳性对

照组和抑制剂组用药剂量换算而来

伦理委员会批准 实验方案经河南省洛阳正骨医院 ( 河南省骨科医院 ) 动物实验

伦理委员会批准，批准号为 KY2019-004-05

表注：5-HT2AR 为 5-羟色胺 2A 受体
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1.4.3   药物引起骨骼增长的小鼠与普通小鼠脑组织差异表达

miRNAs 的筛选   选择出生 25 d 左右、来自于同一时期 10 胎

的昆明种小鼠，雄性，每胎 2 只，每胎的 2 只随机分为空白

对照组和用药组，每组 10 只。测量原始体长，统计无差异

下，适应环境饲养 1 周，然后空白对照组正常饲养，酸枣仁

提取物组每日灌胃酸枣仁提取物混悬液 0.320 mg/g，25 d 后

测量 2 组小鼠体长，统计两组小鼠平均体长有无统计学差异。

挑选酸枣仁提取物组体长最长和空白对照组体长最短的来

源于同一胎的原 4 对小鼠，麻醉后取其脑组织 ( 小鼠死亡后 

10 min 内取材并保存好 )，组织块以 PBS 清洗干净，每 50 mg

组织加 2 mL 左右 Trizol 溶液彻底匀浆裂解组织样品，操作

在冰上进行。芯片法检测差异表达的 miRNAs，Agilent 小鼠

miRNA 微阵列目录来源于 miRBase 数据库 v21.0(https://www.

mirbase.org/)。靶向 1 881 个小鼠的 miRNAs，样品标记和芯片

杂交根据 Agilent miRNA Microarray Systemwith miRNA Complete 

Labeling and Hyb Kit 实验方案 (Agilent Technology) 执行，具体

步骤为：①来自每个样品的 miRNA 在 T4 RNA ligase 作用下用

Cyanine 3-pCp 标记；②标记产物浓缩干燥后用水重溶；③芯

片杂交；④杂交芯片被洗涤，固定并扫描 (Agilent Microarray 

Scanner(part number G2505C)。收集所有用药组倍数变化值

(FC) ≥ 1.5，且 P 值≤ 0.05 的差异表达 miRNAs，建立差异表

达 miRNAs 库。

1.4.4   利用生物学网站预测与 5-HT2AR 结合的 miRNAs   在
miRNADB 网站 (http://mirdb.org/) 预测可以调控 5-HT2AR 的

miRNAs，与芯片法筛选的 miRNAs 取交集。同时在 RNAhybrid

网站中 (https://bibiserv.cebitec.uni-bielefeld.de/rnahybrid/) 输

入筛选的miRNA和 5-HT2AR的基因序列，预测两者结合位点。

通过结合的能量和碱基配对情况，确定两者的结合力强度和

结合位点。

1.4.5   以 5-HT2AR 为靶基因的 miRNA 的 qRT-PCR 验证   采

用 Trizol 试剂一步法提取小鼠脑组织细胞总 RNA，并用紫外

分光光度计测定提取的 RNA 浓度及通过 A260 nm/A280 nm 比值

检测 RNA 的纯度。按照 miScript Ⅱ RT Kit 反转录试剂盒说

明书进行操作，以提取的 RNA 为模板反转录成 cDNA。用

所得 cDNA 为模板进行 qRT-PCR，引物序列见表 1。每个标

本都用 U6 做内参照，反应体积 20 μL，反应条件：95 ℃， 

10 min；95 ℃，10 s；59 ℃，50 s；共 40 个循环。 

1.6   统计学分析   文章统计学方法已经河北医科大学生物统

计学专家审核。以 EXCEL 录入数据，SPSS 22.0 软件进行统计

分析。药物对小鼠体长、生长激素和 5-HT2AR 的影响采用单

因素方差分析，组间比较采用 LSD 法；qRT-PCR 法验证差异

表达的 miRNA 用两独立样本的 t 检验。P < 0.05 为差异有显

著性意义。

2   结果   Results 
2.1   实验动物数量分析   小鼠每组纳入 10 只，共 5 组；大鼠

每组纳入6只，共4组 (因为小鼠实验证明高剂量组疗效更好，

大鼠实验酸枣仁提取物只设计了用药高剂量组 )。全部进入

结果分析，无脱失。

2.2   药物对小鼠体长的影响   用药 25 d 后，酸枣仁提取物高

剂量组小鼠体长明显大于空白对照组 (P < 0.01)，酸枣仁提取

物高剂量组小鼠体长大于低剂量组 (P < 0.01)，阳性对照组体

长明显长于对照组 (P < 0.05)，抑制剂组由于一直灌胃药物，

只有最后 3 d 使用了抑制剂，其体长也明显长于空白对照组 

(P < 0.05)，见表 2。

表 2 ｜药物对小鼠体长的影响                          (x-±s，n=10)
Table 2 ｜ Effects of drugs on the body length of mice

组别 体长 (cm)

空白对照组 9.6±0.4
酸枣仁提取物低剂量组 9.9±0.4
酸枣仁提取物高剂量组 10.2±0.4bc

阳性对照组 10.1±0.4a

抑制剂组 10.0±0.6a

F 值 3.033
P 值 0.027

表注：与空白对照组比较，
aP < 0.05，bP < 0.01；与低剂量组比较，

cP < 0.01

表 3 ｜药物对血清生长激素、脑组织 5- 羟色胺 2A 受体表达水平的影响
(x-±s，n=10，μg/L)

Table 3 ｜ Effects of drugs on the levels of serum growth hormone and 
serotonin 2A receptor

组别 生长激素 5-羟色胺 2A 受体

空白对照组 42.18±6.06 30.45±11.83c

酸枣仁提取物低剂量组 40.64±4.48 43.25±4.72 
酸枣仁提取物高剂量组 57.90±8.87abc 29.91±6.58c

阳性对照组 54.80±8.39ac 28.72±12.12c

抑制剂组 41.32±4.44 44.69±10.21

F 值 15.204 6.768
P 值 0.000 0.000

表注：与空白对照组比较，
aP < 0.05；与低剂量组比较，

bP < 0.01；与抑制剂组比较，
cP < 0.01

表 1 ｜ miRNA 及内参引物序列
Table 1 ｜ miRNA and internal reference primer sequences

基因名 双向引物序列

U6 L: 5'-GCT TCG GCA GCA CAT ATA CTA AAA T-3'
R: 5'-CGC TTC ACG AAT TTG CGT GTC AT-3'

mmu-miR-34a-5p L: 5'-UGA GAU GAA GCA CUG UAG CUC-3'
R: 通用下游引物

1.5   主要观察指标   直尺测量小鼠体长；ELISA 法检测血清生

长激素及脑组织中 5-HT2AR 表达水平；基因芯片法检测脑组

织差异表达的 miRNA；插入脑电极法观察大鼠各睡眠时相。

2.3   药物对血清生长激素和脑组织 5-HT2AR 的影响    酸枣仁

提取物高剂量组小鼠血清生长激素水平明显高于空白对照组

和抑制剂组 (P < 0.01，P < 0.01)，酸枣仁提取物高剂量组小鼠

血清生长激素水平高于低剂量组 (P < 0.01)，阳性对照组小鼠

血清生长激素水平明显高于空白对照组和抑制剂组 (P < 0.01，
P < 0.01)，抑制剂组小鼠血清生长激素水平与空白对照组无

差异。与抑制剂组相比，酸枣仁提取物高剂量组、阳性对照组、

空白对照组脑组织 5-HT2AR 水平均有所降低 (P < 0.01)，见 

表 3。
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2.4   给予酸枣仁提取物后对大鼠慢波睡眠的影响   酸枣仁提

取物组和阳性对照组慢波睡眠期时长均大于空白对照组 (P < 

0.01，P < 0.01)，也大于抑制剂组 (P < 0.05，P < 0.05)；药物

对异相睡眠时期无影响；酸枣仁提取物组和阳性对照组总睡

眠期由于慢波睡眠期间的延长，也大于空白对照组 (P < 0.01，
P < 0.01)，同时大于抑制剂组 (P < 0.05，P < 0.05)；从而造

成觉醒期酸枣仁提取物组和阳性对照组小于空白对照组 (P < 

0.01，P < 0.01)，同时小于抑制剂组 (P < 0.05，P < 0.05)，见表 4。

2.6   生物信息学网站预测与芯片筛选的调控 5-HT2AR 的优

选 miRNA   由于给药后小鼠体长增长时 5-HT2AR 低表达，

所以观察影响 5-HT2AR 表达并在酸枣仁提取物组中上调的

miRNAs。结果 miRNADB 网站预测 mmu-miR-34a-5p 可以调控

5-HT2AR 表达，与芯片法筛选结果相同。作者用 RNAhybrid

网站筛查结果显示 mmu-miR-34a-5p 与 5-HT2AR 有很好的结

合性。

2.7   qRT-PCR 法验证 mmu-miR-34a-5p 在酸枣仁提取物组和对

照组之间的差异表达   RNA 的纯度结果显示，A260 nm/A280 nm 比

值介于 1.8-2.0 之间，说明提取的 RNA 合格。qRT-PCR 结果

显示酸枣仁提取物组 mmu-miR-34a-5p 的表达水平较空白对

照组明显升高 (P < 0.05)，见表 6。

图注：左侧 1-4 为空白对照组，右侧 1-4 为酸枣仁提取物组，图中红色

表示此基因表达上调，绿色表示此基因表达下调，而黑色表示上调或下

调的幅度介于两者之间。通过酸枣仁提取物组和空白对照组颜色的变化

判断相应基因在实验组上调或下调表达

图 1 ｜酸枣仁提取物组与对照组差异表达 miRNAs 的聚类图

Figure 1 ｜ Cluster diagram of differentially expressed miRNAs between 
the medication group and the control group

表 5 ｜基因芯片筛选出的符合要求的差异表达 miRNAs
Table 5 ｜ Differentially expressed genes screened by gene chip that meet 
the requirements

miRNA 差异倍数 P 值

mmu-miR-1843a-3p 12.861 500 6 0.034 285 052
mmu-miR-3075-5p 12.861 500 6 0.034 285 052
mmu-miR 344-5p 12.515 935 9 0.024 367 84
mmu-miR-6407 12.515 935 9 0.024 367 84
mmu-miR- 1907 12.461 565 6 0.025 598 887
mmu-miR-7217-5p 12.461 565 6 0.025 598 887
mmu-miR-5131 7.948 228 1 0.039 532 084
mmu-miR-7225-5p 2.469 325 0.014 537 2
mmu-miR-1a-3p 1.643 729 2 0.031 542 943
mmu-miR-34a-5p 1 619 606 4 0.005 046 709
mmu-miR-7006-5p 1.611 236 3 0.009 114 669
mmu-miR-133a-3p 1.553 795 2 0.034 042 22
mmu-miR-135b-5p 1.538 643 7 0.022 991 398
mmu-miR-200c-3p 0.099 990 0 0.022 069 876
mmu-miR- 7a-2-3p 0.415 904 1 0.017 505 483
mmu-miR-7b-3p 0.490 508 6 0.020 600 599

表 6 ｜ qRT-PCR 法测定用药组和空白对照组 miR-34a-5p 的表达 (x-±s，n=4)
Table 6 ｜ The expression of miR-34a-5p in the medication group and the 
blank control group detected by qRT-PCR

组别 miR-34a-5p

酸枣仁提取物组 0.22±0.70
空白对照组 0.13±0.21

t 值 2.672
P 值 0.037

表 4 ｜药物对睡眠各时相的影响                       (x-±s，n=6，s)
Table 4 ｜ Effects of drugs on sleep phases

组别 觉醒期 慢波睡眠期 异相睡眠期 总睡眠期

空白对照组 175.2±32.4 135.8±25.3 49.0±13.8 184.8±32.4
酸枣仁提取物组 128.5±23.5ab 181.7±26.5ab 49.8±8.8 231.5±23.5ab

阳性对照组 133.8±17.6ab 174.8±28.3ab 51.3±15.3 226.2±17.6ab

抑制剂组 174.3±19.4 139.0±23.9 46.7±9.4 185.7±19.4

F 值 6.690 4.991 0.154 6.690
P 值 0.003 0.010 0.926 0.003

表注：与空白对照组比较，
aP < 0.05；与抑制剂组比较，

bP < 0.01

2.5   基因芯片筛选酸枣仁提取物组和对照组差异表达的

miRNAs   筛选出表达上调的 miRNAs 有 420 个，表达下调的

miRNAs 453 个。其中符合差异倍数≥ 1.5、P < 0.05 的差异表

达 miRNAs 共 16 个，表达上调 13 个，表达下调 3 个。获得

符合要求的差异表达的 miRNA，见图 1 及表 5。

3   讨论   Discussion
酸枣仁为鼠李科植物酸枣的种子，功能为养肝、宁心、

安神、敛汗，具有镇静、催眠作用。作者的前期研究发现酸

枣仁提取物可以促进小鼠体长增长，其作用为引起脑组织

5-HT1AR 表达上调进而促进了 5-HT1AR 与 5-羟色胺的结合，

从而促进了慢波睡眠，引起生长激素分泌增多。进一步研究

发现，酸枣仁提取物可以调控 5-HT2AR 的表达，且 5-HT2AR

的高表达会竞争性抑制 5-HT1AR 与 5- 羟色胺的结合，抑制

生长激素的分泌。酸枣仁提取物降低 5-HT2AR 的表达也直

接促进了 5-HT1AR 与 5- 羟色胺的结合，而 5-HT2AR 作为一

种蛋白受 miRNA 调控，因此作者进一步研究酸枣仁提取物

是否通过干预 miRNA 而调控 5-HT2AR 的表达丰度。对酸枣
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仁提取物灌胃后小鼠差异表达的 miRNAs 进行筛选，其中符

合差异倍数≥ 1.5、P < 0.05 上调的 miRNA 共 13 个，下调的

miRNA 有 3 个。由于小鼠给予酸枣仁提取物后 5-HT2AR 较空

白对照组呈现低表达趋势，所以作者关注上调的 miRNAs，

经过生物信息学网站筛选，将目标确定为 miR-34a-5p；而且

对 miR-34a-5p 在酸枣仁提取物组和空白对照组中的表达进行

了 qRT-PCR 检测，证明其确实在酸枣仁提取物组表达升高。

由于生物体的骨骼增长 70%-75% 受到父母双方基因的

影响，25%-30% 受到后天环境及各种因素的干扰
[14-17]

，所以

作者为了尽量避免父辈基因对实验的干扰，特别选取了来自

同一时期同一胎的小鼠分在各个组，规避遗传干扰的风险；

而且几次预实验发现这种干预也确实降低了组间的离散程

度。

此次研究在观察药物促进小鼠体长实验中设立了酸枣仁

提取物高、低剂量组，结果发现高剂量组促进小鼠体长的作

用明显，为了减少实验的复杂性，在给予大鼠药物观察对慢

波睡眠的影响及筛选药物引起差异表达的 miRNA 时，均选取

了高剂量酸枣仁提取物；且大鼠的给药剂量是按照小鼠给药

剂量通过体表比换算的。

miRNA 是一类存在于动植物体内、大小为 21-25 nt 的

内源性非编码单链小分子 RNA，对生物体转录后的基因表

达调控起关键作用。miRNA 通常靶向 1 个或者多个 mRNA，

通过抑制翻译或降解靶标 mRNAs 而调节基因的表达
[18]
。人

类基因组中存在超过 1 000 条 miRNA，其在多种人体细胞类

型中大量表达，估计其调节超过 60% 的哺乳动物基因
[19]
。

miRNA 不仅可以作为治疗疾病的手段，由于其极低的表达量

可以通过 PCR 实验扩增，所以可以作为疾病诊断的早期诊断

物，因此对于 miRNA 的研究意义重大。

目前促进非疾病性矮小青少年身高增长主要有以下几种

方法
[20-21]

：①营养的补充：即在青少年生长期补充适量的蛋

白质、钙、磷、维生素等；②多接受阳光照射：可促进新陈

代谢，对维生素 D 的合成与钙的吸收有促进作用，从而加速

骨的生长发育；③体育锻炼和劳动；④药物治疗：目前的药

物治疗大多都是外用激素促进身高的增长；⑤针灸、理疗等；

⑥骨科矫形肢体延长术：此种方法患者痛苦大，而且手术延

伸操之过急会使骨不愈合，必须重新接骨，使得骨比原来更

短
[22-23]

。其中前 3 条都是父母经常运用的，且青少年学习比

较紧张，多晒太阳和进行体育锻炼就显得心有余而时间不足；

药物治疗使用生长激素会升高血糖
[24-30]

，且价格昂贵，针灸、

理疗耗费时间，学生们一般无法长时间进行；骨科延长术更

不建议使用。因此，对目前的青少年而言，能够促进身高增

长的有效且无害的方式似乎只有从营养上补充而已，仅此一

项，手段单一。研究证明，生长激素和雄激素都促进骨骼生

长
[31-40]

，但雄性激素虽可以短期见效，却可致骨骺提前闭合，

骨龄增加，导致青少年提前停止生长
[41]
，因此，人体身高的

决定性因素还是生长激素，而利用毒副反应小的中药提取物

通过改善睡眠促进身高的增长无异是一种简单易行的方法，

且其作用为提高了 miR-34a-5p 的表达，从而下调了对于慢波

睡眠延长有负调控作用的 5-HT2AR，这为今后用 miRNA 治疗

骨骼增长提供了可能性，且其方法简单直接地给予前体既可，

同时也为身材矮小者在未出现趋势前即可进行诊断提供了帮

助。此次研究为今后探索促进骨骼增长的方向提供了新思 

路。
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