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研究原著

miR-27b/PPARγ2 轴对小鼠胚胎成骨前体细胞增殖和成骨细胞分化的意义

文题释义：

骨质疏松症：一种代谢性骨病，其特征是骨密度和骨质量严重下降，骨微结构改变，导致骨骼变脆易于骨折。成骨细胞或破骨细胞的功能

障碍可影响骨形成和吸收，最终导致骨质疏松症，在病理过程开始时常缺乏明显的症状，当出现骨折后，严重影响患者生活质量。

miRNA：是一类由内源基因编码的RNA分子，长度为20-22个核苷酸，可以通过结合靶mRNA的3’UTR区调控靶基因的表达抑制或翻译，从

而在转录及转录后水平调控相关基因的表达。miRNA在细胞增殖、分化及凋亡等多种生物学活动过程中起着非常重要的调控作用。

摘要

背景：先前的研究证实了miR-27b在脂质水平的作用，可以控制多个对血脂异常有重要影响的基因，推测miR-27b可能通过靶向PPARγ2在骨

质疏松症中发挥作用。

目的：探讨miR-27b/PPARγ轴在地塞米松诱导小鼠胚胎成骨细胞前体细胞MC3T3-E1细胞建立骨质疏松症细胞模型中的影响及相关作用机

制。  
方法：体外地塞米松诱导MC3T3-E1细胞后，通过Lipofectamine®2000转染miR-27b模拟物、miR-27b抑制剂、NC-模拟物、NC-抑制剂、

siPPARγ2、siNC，使用二甲基亚砜处理作为对照。细胞诱导培养后，检测细胞活性、碱性磷酸酶活性以确定细胞成骨、分化水平；实时荧

光定量 PCR法和Western blot法检测成骨分化基因miR-27B、PPARγ2、Runx2、骨形态发生蛋白2和骨钙素的mRNA及蛋白表达水平；生信分

析预测miR-27b下游靶基因，并用双荧光素酶基因报告实验验证。

结果与结论：①地塞米松处理显著降低了MC3T3-E1细胞的活力和miR-27b表达水平；与二甲基亚砜相比，地塞米松处理在24和48 h显著抑

制MC3T3-E1细胞的活力并显著下调了miR-27b的表达水平；②miR-27b可直接调控PPARγ2；与相应的NC相比，miR-27b模拟物显著上调了 

miR-27b的表达水平，而miR-27b抑制剂显著下调了miR-27b的表达水平；与相应的NC相比，PPARγ2 mRNA和相应蛋白质表达被miR-27b模拟

物抑制，并被miR-27b抑制剂显著增强；③miR-27b过表达减弱了地塞米松抑制MC3T3-E1细胞的增殖和成骨分化；与二甲基亚砜+ NC-mimic
组相比，地塞米松显著抑制成骨细胞分化；而地塞米松介导的抑制作用则被miR-27b模拟物所逆转，细胞碱性磷酸酶活性和骨形态发生蛋

白2、Runx2和骨钙素蛋白表达水平部分恢复；④抑制miR-27b通过上调PPARγ2抑制MC3T3-E1细胞的增殖和成骨分化；miR-27b的敲除明显

增加了PPARγ2的表达，并降低了细胞活力、成骨细胞分化、碱性磷酸酶活性以及骨形态发生蛋白2、Runx2和骨钙素的表达水平；PPARγ2
可能是miR-27b的直接作用靶点。

关键词：miR-27b；PPARγ2；MC3T3-E1；Runx2；成骨分化；增殖；骨质疏松症；地塞米松；

缩略语：过氧化物酶体增殖物激活受体γ：peroxisome proliferators-activated receptorsγ，PPARγ；RUNT相关转录因子2：Runt-related 
transcription factor 2，Runx2
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地塞米松诱导

检测 转染 miR-27b 模拟物与抑制剂等

(1) 检测细胞活性、碱性磷酸酶活性以确定细胞成骨、分化水平；
(2) 成骨分化基因 miR-27B、PPARγ2、Runx2、骨形态发生蛋白 2 和
   骨钙素的 mRNA 及蛋白表达水平；
(3) 预测 miR-27b 下游靶基因并进行验证。

miR-27b 通过下调 PPARγ 减弱了地塞米松抑制 MC3T3-E1 的增殖和成骨分化

小鼠胚胎成骨细胞前体细胞 MC3T3-E1
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0   引言   Introduction
随着社会现代化的建设与人口的老龄化，骨质疏松症

成为最常见的代谢性、高风险骨骼疾病之一
[1]
，给医疗保健

系统带来巨大的经济负担并伴随着老年人的高死亡率
[2]
。骨

质疏松症是一种无声的疾病，是绝经后 5 年或更长时间的

女性和 60 岁以上男性的常见问题，由于骨质疏松症发病的

隐匿性，大多数患者没有进行明确的诊疗。一旦出现明显的

骨折症状，骨质疏松症患者的预后将会直线下降。根据最

近对骨质疏松症患病率的调查，全球骨质疏松症的患病率为

21.7%，亚洲的骨质疏松症患病率为 24.3%[3]
，而全球男性患

病率为 11.7%，女性为 23.1%[4]
。在中国，骨质疏松症的患病

率已经由 2015 年 20% 上升至 2019 年的 21.25%[5-6]
，未来这

个趋势也将会继续上升，并且患病年龄趋于年轻化，即使目

前存在大量骨质疏松的治疗方案与药物
[7]
。比较讽刺的是，

最初用于治疗骨质疏松症的促骨生成药物是甲状旁腺激素

(PTH)，但这种激素被证明在过量存在时对骨骼有害，包括后

来的双膦酸盐等药物
[8-9]

。在这种情况下，促使人们开发新

型治疗方式与药物来应对骨质疏松症。

骨质疏松症作为一种与代谢相关、年龄相关的骨性疾病，

其特点是全身性骨量减少、骨骼微结构恶化以及对脆性骨折

的敏感性增加
[10]
。骨是一种动态的结缔组织，通过严格调节

旧骨吸收和新骨形成之间的平衡来维持骨骼完整性和钙磷稳

定
[11]
，在整个骨骼塑性过程中，骨形成主要由成骨细胞调控，

不断进行骨骼重塑，而破骨细胞是调节骨重塑和维持骨骼完
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Abstract
BACKGROUND: Previous studies have confirmed that miR-27b at the lipid level can control multiple genes that have an important impact on dyslipidemia. It is 
speculated that miR-27b may function in osteoporosis by targeting peroxisome proliferators-activated receptors γ2 (PPARγ2).
OBJECTIVE: To investigate the effect of miR-27b/PPARγ2 axis in the dexamethasone-induced osteoporosis model in mouse embryonic osteogenic precursor 
cells MC3T3-E1 and related mechanisms of action.
METHODS: After MC3T3-E1 cells were dexamethasone-induced and cultured in vitro, miR-27b mimic, miR-27b inhibitor, NC-mimic, NC-inhibitor, siPPARγ2, and 
siNC were transfected with Lipofectamine®2000, and dimethyl sulfoxide was used as a control. After the cells were induced and cultured, the cell viability and 
alkaline phosphatase activity were detected to determine the osteogenesis and differentiation levels of the cells. The mRNA and protein expression levels of 
osteogenic differentiation genes miR-27B, PPARγ2, Runt-related transcription factor 2 (Runx2), bone morphogenetic protein 2 and osteocalcin were detected 
by real-time fluorescence quantitative PCR and western blot methods. Bioinformatics analysis predicted the downstream target genes of miR-27b followed by 
verification with dual luciferase gene reporter experiments.
RESULTS AND CONCLUSION: Dexamethasone treatment significantly reduced cell viability and miR-27b expression levels in MC3T3-E1 pre-osteoblasts. 
Compared with dimethyl sulfoxide, dexamethasone significantly inhibited MC3T3-E1 cell viability and downregulated miR-27b expression levels at 24 and 48 
hours. miR-27b could directly regulate PPARγ2. Compared with the corresponding NC-mimic, the miR-27b mimic significantly upregulated the expression level 
of miR-27b, while the miR-27b inhibitor significantly downregulated the expression level of miR-27b. Furthermore, PPARγ2 miRNA and protein expression 
levels were inhibited by the miR-27b mimic and significantly enhanced by the miR-27b inhibitor. miR-27b overexpression attenuated the inhibitory effect 
of dexamethasone on the proliferation and osteogenic differentiation of MC3T3-E1 pre-osteoblasts. Dexamethasone significantly inhibited osteoblast 
differentiation compared with the dimethyl sulfoxide + NC-mimic group. In contrast, the dexamethasone-mediated inhibition was reversed by the miR-27b 
mimic. Cellular alkaline phosphatase activity and bone morphogenetic protein 2, Runx2 and osteocalcin protein expression levels were partially restored. 
Inhibition of miR-27b suppressed proliferation and osteogenic differentiation of MC3T3-E1 pre-osteoblasts through the upregulation of PPARγ2. Knockout of 
miR-27b significantly increased PPARγ2 expression and decreased cell viability, osteoblast differentiation, alkaline phosphatase activity, and expression levels of 
bone morphogenetic protein 2, Runx2 and osteocalcin. PPARγ2 may be a direct target of miR-27b.
Key words: miR-27b; PPARγ2; MC3T3-E1; Runx2; osteogenic differentiation; proliferation; osteoporosis; dexamethasone
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整性的关键吸收细胞。成骨细胞和破骨细胞的形成与功能支

撑保持骨的良好结构
[12-13]

。骨吸收和骨形成之间的不平衡明

显影响骨重塑，当破骨细胞的活性上升或者成骨细胞的衰老、

凋亡增加，就会造成骨质疏松症，进而导致骨折率增加
[14]
。

最近，微小核糖核酸被认为在骨质疏松症进程中具有重

要的地位。miRNA 是一类序列高度保守的非编码 RNA，其广

泛存在于动植物细胞当中，长度为 20 个核苷酸左右
[15]
，能

够与靶基因 mRNA 3’ 非翻译区以碱基配对的方式联结，调控

下游靶基因的表达，广泛参与不同疾病的生物学过程
[16]
。以

往的研究表明，一些 miRNA 在调节骨代谢和细胞分化中发挥

积极或消极的作用，如 miR-21 参与细胞的成骨分化进程并

促进细胞成骨分化
[17]
，miR-98-5p 通过抑制 HMGA2 减弱成骨

细胞的增殖和分化
[18]
，miR-705 在小鼠胚胎成骨细胞前体细

胞 (MC3T3-E1 细胞 ) 成骨分化中表达，并具有抑制分化的作

用
[19]
，miR-129-5p 则参与了 MC3T3-E1 细胞成骨过程，促进

相关基因标志 RUNT 相关转录因子 2(Runt-related transcription  

factor 2，Runx2) 和骨钙素的表达
[20]
。先前的研究观察到

miR-27b 在破骨细胞形成过程中有异常表达
[21]
。此外，在脂

肪细胞中证明了 miR-27b 通过过氧化物酶体增殖物激活受体

γ(peroxisome proliferators-activated receptorsγ，PPARγ) 的抑 

制降低了人脂肪源间充质干细胞的脂肪生成并减弱了 C/EBPa

等调节因子的诱导
[22]
，由于 miR-27b 在多种细胞的表达，因

此，假设 miR-27b 可能与骨质疏松症的病理过程有关。

最近的研究表明，包括 PPARγ 在内的过氧化物酶体增殖
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物激活受体参与调节骨髓基质产生的骨细胞相对比例，它们

是核激素受体超家族一员，目前已知 3 种 PPAR，即 PPARα、
PPARδ 和 PPARγ[23]

。每一种 PPAR 都有特定的组织分布，PPARγ

有 2 种亚型，这是使用不同启动子和选择性剪接的结果，称

为 γ1 和 γ2。PPARγ 对各种前体细胞或细胞系的成骨分化有调

控作用
[24]
，并且作为一种关键的转录因子参与了许多物质成

份的代谢过程，包括骨代谢在内
 [25-27]

；同时包括 PPARγ2 在

内的 PPARγ 亚型也受到多种基因或表达因子的调控，比如微

小核苷酸 miRNA [28]
。先前的研究证实了 miR-27b 在脂质水平的

作用，可以控制多个对血脂异常有重要影响的基因
[29]
，miR-27b 

可以抑制 PPARγ 和脂质代谢相关因子，从而影响脂质代谢，

升高三酰甘油以及相关脂蛋白等浓度
[30]
；并且 PPARγ 在软

骨细胞中被 miR-27b 负调控
[31]
。因此，推测 miR-27b 可能通

过靶向 PPARγ2 在骨质疏松症中发挥作用。地塞米松作为一

种人工糖皮质激素，可体外构建骨质疏松的模型
[32]
，越来

越多的研究表明，暴露于地塞米松可诱导成骨细胞凋亡并抑

制 MC3T3-E1 细胞增殖
[33]
。在此次研究中，用地塞米松处理

MC3T3-E1 细胞在体外建立骨质疏松症细胞模型，目的是确

定 miR-27b/PPARγ 轴在地塞米松诱导 MC3T3-E1 细胞增殖和

成骨细胞分化中的作用。

1   材料和方法   Materials and methods
1.1   设计   体外观察细胞实验。

1.2   时间及地点   实验于 2017 年 9 月至 2019 年 7 月在上海

基尔顿生物科技有限公司实验室完成。

1.3   材料

1.3.1   细胞   小鼠胚胎成骨细胞前体细胞 (MC3T3-E1 细胞 )，

由美国 ATCC 细胞库提供。

药集团 )；RIPA 组织细胞快速裂解液 ( 上海基尔顿生物 )；

羊抗兔 HRP 标记二抗 ( 上海碧云天生物技术有限公司 )；抗

PPARγ2、骨形态发生蛋白 2、Runx2、骨钙素 ( 上海艾博抗贸

易有限公司 )；GAPDH(CST 生物试剂有限公司 )，增强化学发

光系统 (美国伯乐公司 )；ImageJ软件 (美国国立卫生研究院 )；
GraphPad Prism 7.0(GraphPad 软件公司 )；pGL3 启动子质粒中、

pRL-TK-Renilla 报告载体、双启动子荧光素酶检测试剂盒 ( 北

京普洛麦格生物技术有限公司 )。
1.4   实验方法   

1.4.1   细胞培养和地塞米松处理   取小鼠 MC3T3-E1 细胞，当

细胞处于对数生长期时，在含有体积分数 10%FBS 和 1% 青

霉素链霉素的DMEM中培养在37 ℃、体积分数5%CO2条件下，

每两三天换液 1 次；当 MC3T3-E1 细胞在完全生长培养基中

生长到 70% 融合时，用含有 DMEM、体积分数 10%FBS、β-

甘油磷酸酯 (4 mmol/L) 和抗坏血酸 (25 mg/L) 的新鲜培养基

替换，在成骨分化培养基中培养，培养基每 3 d 更换 1 次相

应浓度的培养液。用 1 μmol/L 地塞米松处理细胞以在体外诱

导骨质疏松症，并使用二甲基亚砜作为对照。

1.4.2   细胞转染   对于 miR-27b-3p 的过表达或敲除：miR-27b-3p

模拟物 (5’-UUC ACA GUG GCU AAG UUC UGC-3’)、miR-27b-3p

抑制剂 (5’-GCA GAA CUA GCC ACU GUG UA-3’) 及其相应的阴

性对照物 (NC- 模拟物，5’-UGU ACU GUC AGC-3’；NC- 抑制

剂，5’-CAG UAC UUG UA CAA-3’)。3 个 PPARγ2siRNA 被设计用

于沉默 PPARγ2 的表达，它们的序列如下：siPPARγ2-1(5’-CGC 

AUU CUU GAA TT-3’)；siPPARγ2-2(5’-CAA UGG UUG UGU UAC 

AAT T-3’)；siPPARγ2-3(5’-GGG CGA UGA UGA GAA TT-3’)；siRNA

阴性对照 (siNC，5’-UUC UCG CGA CGU GUC UCU TT-3’)。当

MC3T3-E1 细胞处于对数生长期时，进行胰蛋白酶消化，计

数。取 6 孔培养板，向每孔中加入 2 mL 细胞浓度为 1×109 L-1

的细胞悬液，在 37 ℃、体积分数 5%CO2 培养箱内至过夜。

当 MC3T3-E1 细胞达到 60%-70% 融合时，将 miR-27b 模拟物、

miR-27b 抑制剂、NC- 模拟物、NC- 抑制剂、siPPARγ2、siNC

使用 Lipofectamine®2000 在 37 ℃下转染细胞 4-6 h。转染 24 h

后，用完整培养基 ( 含体积分数 10%FBS 的 DMEM) 替换无血

清转染液，并继续培养 48 h，转染后设置不同分组。

1.4.3   细胞活力检测试验   ①将成骨分化诱导后的 MC3T3-E1

细胞共 100 µL 悬浮液添加到 96 孔板中 ( 每孔约 2×104
个细

胞 )，并在 37 ℃下培养过夜。分别使用地塞米松与二甲基亚

砜处理 0，12，24或 48 h后，用 100 µL CCK-8溶液处理细胞 1 h，

通过荧光分光光度计检测各组 450 nm 的吸光度值。②实验设

置二甲基亚砜 +NC-模拟物组、地塞米松 +NC-模拟物组、地

塞米松 +miR-27b 模拟物组、NC- 抑制剂 +siNC 组、抑制剂 + 

siNC 组、抑制剂 +siPPARγ2 组，分别按照 1.4.2 转染，分别在

处理 0，12，24，48 h 后用 100 µL CCK-8 液在 37 ℃下处理 1 h，

以相同方法测定 450 nm 波长吸光度。

1.4.4   Real-Time PCR 反应检测   使用 TRIzol 从 MC3T3-E1 细

胞中提取 RNA 样品，并根据制造商的方案使用 RevertAid 

MC3T3-E1 细胞的培养及鉴定

细胞来源 美国 ATCC 细胞库

培养基介绍 DMEM 培养基

添加材料 体积分数 10% 胎牛血清，1% 双抗 ( 青链霉素混合液 )

原代培养时间 48-72 h

细胞传代 1 ∶ 2 传代，消化液消化后吹打

细胞鉴定 细胞 STR 鉴定

1.3.2   实验使用的主要试剂   10%FBS、Trizol、SYBR Green PCR

试剂盒、BCA 蛋白定量试剂盒 (Gibco；Thermo 美国 )；1% 青

霉素链霉素双抗、胰蛋白酶、二甲基亚砜 ( 北京 Solarbio 科

技有限公司 )；DMEM(HyClone；Cytiva 美国 )；甘油磷酸盐、

抗坏血酸、地塞米松 (Sigma-Aldrich 美国，Merck KGaA 德

国 )；miR-27b-3p 模拟物、miR-27b-3p 抑制剂、NC-模拟物，

NC- 抑制剂 ( 广州核糖生物有限公司合成 )；Lipofectamine® 

2000、Lipofectamine®3000 试剂 (Invitrogen；Thermo 美国 )；
AKP 检测试剂盒 ( 南京建成生物工程研究所 )；反转录试剂盒

(Fermentas；Thermo 美国 )；异丙醇，无水乙醇，氯仿 ( 国
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First Strand cDNA 合成试剂盒将其反向转录成 cDNA，随后使

用 SYBR Green qPCR 预混物进行扩增。以下热循环条件用于

qPCR：95 ℃，10 min；95 ℃ 15 s 和 60 ℃ 45 s 下循环 40 次；

将 U6 和 GAPDH 作为内部对照，miR-27b 和 PPARγ-2 mRNA

的相对水平使用 2-ΔΔCq 法计算。引物序列如下：miR-27b-3p

正 向，5’-GCG CGT TCA CAG TGG C TAAG-3’ 和 反 向，5’-AGT 

GCA GGT CAG AGG TAT T-3’；U6正向，5’-GCT TCG GCA GCA C-3’，

反 向，5’-GGA ACG CTT CAC G-3；PPARγ2 正 向，5’-TGC GAT 

CAA GTA GAA CC-3’ 和反向，5’-AAG CCT GAT GTT TAT CC-3’；
GAPDH 正向，5’-CTG CCA GAC ATC C-3’ 和反向，5’-CTC AGA 

ATG CCT GCT TCA C-3’。实验使用地塞米松与二甲基亚砜处理

后转染，设置 miR-27b 模拟物组、miR-27b 抑制剂组、NC-

模拟物对照组、NC- 抑制剂对照组，二甲基亚砜 +NC- 模拟

物组、地塞米松+NC-模拟物组、地塞米松+miR-27b模拟物组，

NC-抑制剂 +siNC 组、抑制剂 +siNC 组、抑制剂 +siPPARγ2 组，

所有组分别设 3 个复孔，检测各组细胞 PPARγ 和 miR-27b 的

mRNA 表达水平。

1.4.5   生化检测   将 MC3T3-E1 细胞共 100 µL 悬浮液添加到

96 孔板中，每孔约 2×104
个细胞，并在 37 ℃下培养过夜。

分别使用地塞米松与二甲基亚砜处理后，进行碱性磷酸酶检

测，通过在 4 ℃下以 800 r/min 离心 10 min 获得 MC3T3-E1

细胞的上清液，并使用碱性磷酸酶试剂盒测定碱性磷酸酶

活性。将上清液和试剂盒溶液混合，并在 37 ℃的水浴中培

养 15 min。在 520 nm 处测量吸光度值。实验设置：二甲基

亚砜 +NC- 模拟物组、地塞米松 +NC- 模拟物组、地塞米松 + 

miR-27b 模拟物组，NC- 抑制剂 +siNC 组、抑制剂 +siNC 组、

抑制剂 +siPPARγ2 组，每组 3 个复孔。

1.4.6   蛋白质印迹法 (Western blot 法 )   使用 RIPA 裂解缓冲

液从 MC3T3-E1 细胞中提取目标蛋白质，并通过 BCA 分析试

剂盒测定蛋白质浓度。分离的蛋白 (25 µg/lane) 在 10% SDS-

聚丙烯酰胺凝胶中电泳分离。随后转移到 PVDF 膜，在 4 ℃

下用 5% 的脱脂牛奶封闭 PVDF 膜并过夜，并与以下主要

抗体孵育：抗 PPARγ2(1 ∶ 500)，抗骨形态发生蛋白 2(1 ∶ 

1 000)，抗 Runx2(1 ∶ 1 000)，抗骨钙素 (1 ∶ 1 000) 和抗

GAPDH(1 ∶ 2 000) 在 4 ℃下过夜；初步培养后，将膜与辣根

过氧化物酶结合的山羊抗兔二抗 (1 ∶ 1 000) 在 37 ℃下培养

1 h。通过增强化学发光系统进行信号定量，使用 ImageJ 软

件通过密度测定法对条带进行量化。实验使用地塞米松与二

甲基亚砜处理后转染，设置 miR-27b 模拟物组、miR-27b 抑

制剂组、NC- 模拟物对照组、NC- 抑制剂对照组，二甲基亚

砜 +NC- 模拟物组、地塞米松 +NC- 模拟物组、地塞米松 + 

miR-27b 模拟物组，NC- 抑制剂 +siNC 组、抑制剂 +siNC 组、

抑制剂 +siPPARγ2 组，所有组分别设 3 个复孔，检测各组

细胞 PPARγ、骨形态发生蛋白 2、Runx2 和骨钙素的蛋白水 

平。

1.4.7   双荧光素酶报告试验   利用生物信息学软件 TargetScan 

7.2 预测 miR-27b 的靶基因，将野生型 (wt) 或突变型 (mut)

PPARγ2-3’ 非翻译区 (UTR) 克隆到含有萤火虫荧光素酶基因的

pGL3 启动子质粒中。重组的 pGL3 启动子与 pRL-TK-Renilla 报

告载体 (Promega Corporation) 一起，使用 Lipofectamine®3000

试剂在 37 ℃下，导入 MC3T3-E1 细胞，转染 6 h 后，分用

miR-27b 模拟物与 NC-模拟物处理细胞 24 h，实验设置 miR-27b 

模拟物 +wt 组、NC-模拟物 +wt 组、miR-27b 模拟物 +mut 组、

NC- 模拟物 +mut 组，2 个 NC 组用于验证实验体系，使用双

启动子荧光素酶检测试剂盒评估荧光素酶活性。

1.5   主要观察指标   ①检测细胞活性、碱性磷酸酶活性以

确定细胞成骨、分化水平；②成骨分化基因 miR-27B、
PPARγ2、Runx2、骨形态发生蛋白 2 和骨钙素的 mRNA 及蛋

白表达水平；③预测 miR-27b 下游靶基因并进行验证。

1.6   统计学分析   使用 GraphPad Prism 7.0 进行定量分析，

每个实验重复 3 次，数据以 x-±s 表示。使用非配对 t 检验，

Bonferroni 多重比较检验的双因素方差分析或 Tukey 多重比

较检验的单因素方差分析各组之间的差异，P < 0.05 表明存

在统计学上的显著差异。文章统计学方法已经过内蒙古医科

大学生物统计学专家审核。

2   结果   Results 
2.1   地塞米松处理显著降低 MC3T3-E1 细胞的活力和 miR-27b

表达水平   用 1 µmol/L 地塞米松处理 MC3T3-E1 细胞，在处

理后 0，12，24 和 48 h 检测细胞活力。结果表明，与二甲

基亚砜相比，地塞米松处理在 24 和 48 h 显著抑制 MC3T3-E1

细胞的活力，见图 1A。此外，测定了 miR-27b 水平，与 0 h

相比，地塞米松处理在 12，24 和 48 h 显著下调了 miR-27b

的表达水平，见图 1B。

图注：与二甲基亚砜或 0 h 比较，
aP < 0.001；与 12 h 比较，

bP < 0.001；
与 24 h 比较，

cP < 0.001。MC3T3-E1 细胞：小鼠胚胎成骨细胞前体细胞；

DMSO：二甲基亚砜

图 1 ｜地塞米松处理显著下调 MC3T3-E1 细胞的活力 (A) 和 miR-27b 
mRNA 表达水平 (B)
Figure 1 ｜ Dexamethasone treatment significantly downregulates the 
viability (A) and miR-27b mRNA expression level (B) of MC3T3-E1 cells

2.2   miR-27b 可直接调控 PPARγ2   通过之前的研究和生信分

析的结果，预测 PPARγ2 与 miR-27b 相互作用。为了验证这

种相互作用，将 miR-27b 模拟物和抑制剂转染到 MC3T3-E1

细胞中。结果表明，与相应的 NC 相比，miR-27b 模拟物显

著上调了 miR-27b 的表达水平，miR-27b 的表达水平通过

miR-27b 抑制剂显著下调，见图 2A。此外，与相应的 NC 相
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比，PPARγ2 mRNA 和蛋白质表达被 miR-27b 模拟物抑制，并

被 miR-27b 抑制剂显著增强，见图 2B，C。为了进一步验证

miR-27b 靶向 PPARγ2 的分子机制，进行了荧光素酶检测，将

miR-27b 模拟物和含有 wt 或 mut-PPARγ2-3’UTR 的荧光素酶

载体共转染 MC3T3-E1 细胞，见图 2D。结果显示，与 NC- 模

拟物相比，miR-27b 通过结合 PPARγ2-3’UTR wt 序列显著降低

了荧光素酶活性，然而，在与 PPARγ2-3’UTR mut 和 miR-27b

模拟物共转染后，荧光素酶活性没有观察到明显差异，见图

2E。总之，这些结果表明 miR-27b 可直接调控并抑制 PPARγ2

的表达水平。

对 PPARγ2 的潜在调节作用，将 MC3T3-E1 细胞与 miR-27b 抑

制剂和 PPARγ2 siRNA 共同转染。结果表明，通过对 miR-27b

的敲除，观察到了 PPARγ2 明显的表达增加，并降低了细胞

活力、成骨细胞分化、碱性磷酸酶活性以及骨形态发生蛋白2、
Runx2 和骨钙素的表达水平。然而，这些影响被 siPPARγ2-2

转染所取代 ( 图 4C-F)，miR-27b 作用被重新激活。因此，

miR-27b 的敲除通过 PPARγ2 的上调抑制了 MC3T3-E1 细胞的

增殖和成骨分化。

图注：图 A，B 分别为 PCR 检测 MC3T3-E1 细胞中 miR-27b 和 PPARγ2 
mRNA 表达水平；C 为 Western blot 检测 PPARγ2 蛋白水平；D 为 PPARγ2 
wt和mut载体与miR-27b的潜在结合序列，横线意为预测结合位点序列；

E 为用含有 wt 或 mut PPARγ2-3'UTR 的 miR-27b 模拟物和荧光素酶载体

转染 MC3T3-E1 细胞，评估相对荧光素酶活性。与 NC- 模拟物、NC- 抑

制剂或 NC- 模拟物 +wt 比较，
aP < 0.001。MC3T3-E1 细胞：小鼠胚胎成

骨细胞前体细胞；PPARγ2：过氧化物酶体增殖物激活受体 γ2
图 2 ｜ miR-27b 负向调控 PPARγ2 的表达

Figure 2 ｜ miR-27b negatively regulates the expression of peroxisome 
proliferators-activated receptor γ2

图注：图 A 为使用反转录 - 定量 PCR 检测 miR-27b 的 mRNA 表达水
平；B 为细胞活力；C 为碱性磷酸酶活性；D 为 PPARγ2 表达水平；
E 为 MC3T3-E1 细 胞 的 Runx2、OCN 和 BMP2 的 蛋 白 表 达 水 平。 与
DMSO+NC-mimic 比较，

aP < 0.001；与 1 µmol/L DEX+NC- 模拟物比较，
bP < 0.01，cP < 0.001。MC3T3-E1 细胞：小鼠胚胎成骨细胞前体细胞；
PPARγ2：过氧化物酶体增殖物激活受体 γ2；DMSO：二甲基亚砜；
Runx2：RUNT 相关转录因子 2；OCN：骨钙素；BMP2：骨形态发生蛋 
白 2
图 3 ｜ miR-27b 模拟物减弱地塞米松 (DEX) 抑制的 MC3T3-E1 细胞的增
殖和成骨分化
Figure 3 ｜ miR-27b mimic attenuates the proliferation and osteogenic 
differentiation of dexamethasone-suppressed MC3T3-E1 cells

图注：用 siPPARγ2 转染细胞 48 h，图 A，B 为 PPARγ2 mRNA 和蛋白水平；
MC3T3-E1 细胞与 miR-27b 抑制剂和 siPPARγ2-2 共转染，图 C 为 PPARγ2
的蛋白表达；D 为细胞活力；E 为碱性磷酸酶活性；F 为 MC3T3-E1 细胞
中 Runx2、OCN 和 BMP2 的蛋白表达水平。与 siNC 比较，

aP < 0.001；与
NC- 抑制剂 +siNC 比较，

bP < 0.001；与抑制剂 +siNC 比较，
cP < 0.001。

MC3T3-E1 细胞：小鼠胚胎成骨细胞前体细胞；PPARγ2：过氧化物酶体
增殖物激活受体 γ2；Runx2：RUNT 相关转录因子 2；OCN：骨钙素；
BMP2：骨形态发生蛋白 2
图 4 ｜ miR-27b 抑制剂通过调节 PPARγ2 抑制 MC3T3-E1 细胞的增殖和成
骨分化
Figure 4 ｜ miR-27b inhibitor inhibits the proliferation and osteogenic 
differentiation of MC3T3-E1 cells by regulating peroxisome proliferators-
activated receptor γ2

2.3   miR-27b 过表达减弱了地塞米松抑制 MC3T3-E1 细胞的

增殖和成骨分化    在地塞米松处理的 MC3T3-E1 细胞中转

染 miR-27b 模拟物后观察 miR-27b 的潜在功能。结果表明，

miR-27b 过表达部分逆转了地塞米松对 miR-7b 表达和细胞增

殖的抑制 ( 图 3A 和 B)。并且检测了 M3T3-E1 细胞的碱性磷

酸酶活性 ( 图 3C)，以及成骨细胞分化标志物的表达，包括

骨形态发生蛋白 2、Runx2 及骨钙素。研究结果表明，与二

甲基亚砜 +NC-mimic 组相比，地塞米松处理显著降低了碱性

磷酸酶活性和骨形态发生蛋白 2、Runx2 和骨钙素蛋白表达

水平，但增加了 PPARγ2 蛋白表达水平。但是，地塞米松介

导的作用被 miR-27b 模拟物所减弱 ( 图 3D 和 E)。细胞碱性

磷酸酶活性和骨形态发生蛋白 2、Runx2 和骨钙素蛋白表达

水平部分恢复。这些结果表明 miR-27b 过表达减弱地塞米松

介导的抑制成骨细胞分化作用。

2.4   抑制 miR-27b 通过上调 PPARγ2 抑制 MC3T3-E1 细胞的

增殖和成骨分化   通过 RT-qPCR 和 Western blot 分析证明

了 MC3T3-E1 细胞中靶向 PPARγ2 的 siRNA 的转染效率， 

siPPARγ2-2 转染的细胞中 mRNA 和蛋白表达量最低。因此，

选择 siPPARγ2-2 进行后续分析 ( 图 4A 和 B)。为了研究 miR-27b
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3   讨论   Discussion
骨质疏松症作为一种慢性疾病，涉及到诸多方面的因

素影响，最常见的原发病因素便是年龄与雌激素
[34-35]

，而

继发性骨质疏松症包括糖皮质激素、肾脏病
[36]
、胃肠道疾 

病以及恶性肿瘤和酒精等
[37-38]

，并且糖皮质激素诱导的骨质

疏松症 (GIOP) 是继发性骨质疏松症的主要原因
[39]
，虽然有

许多研究探索了多种治疗方式来治疗这些疾病，但疗效仍然

有诸多局限性。有研究表明细胞大约 30% 的基因变化受到

miRNA 的调控，在细胞增殖、分化和凋亡中起重要的影响
[17]
。

其中 miRNA 参与调控成骨细胞分化、骨代谢和骨重建是近年

来的研究热点
[40-41]

，如 miR-320a 和 miR-532-3p，可以缓解

骨质疏松症的进展
[42-43]

。因此，许多 miRNA 可能成为开发安

全有效的骨质疏松症治疗方案的新靶点。

MC3T3-E1细胞是小鼠中体外分离培养的一株成骨细胞，

它能够展现成骨细胞的各个发育阶段和各种生物学特性，被

认为是体外成骨细胞分化研究的良好模型
[44]
。在此次研究

中，地塞米松处理显著降低小鼠 MC3T3-E1 细胞的活力、碱

性磷酸酶活性和成骨细胞分化，表明地塞米松诱导的骨质疏

松模型的成功建立。miR-27b 作为一种非编码 miRNA，与多

种疾病有关，例如妊娠期糖尿病、神经母细胞瘤等
 [45-46]

，并

且在脂肪生成早期，miR-27b 的过表达可损害脂肪生成
[22]
，

然而，miR-27b在骨质疏松症中的确切病理机制仍有待阐明。

此次研究结果显示，miR-27b 基因敲除抑制了 MC3T3-E1 细

胞的增殖和成骨细胞分化，这与先前的研究结果一致，即 

miR-27b 在人间充质干细胞体外成骨抑制 PPARγ 的作用，通

过增加 RUNX2 基因表达增强成骨
[47]
，此次研究中地塞米松

处理显著降低 MC3T3-E1 细胞的活力和 miR-27b 表达水平，

当使用 miR-27b 模拟物过表达后则减弱了地塞米松抑制的增

殖和成骨细胞分化，细胞碱性磷酸酶活性和骨形态发生蛋白

2、Runx2 和骨钙素蛋白表达水平部分恢复，凸显了 miR-27b

在骨质疏松症当中的潜在保护作用，但是不能完全逆转地塞

米松的抑制作用。

PPARγ 信号通路在细胞的生长、增殖和分化中起着重要

作用，包括成骨细胞与破骨细胞，已经证明 PPARγ 的促破骨

细胞生成作用
[48]
，并且 PPARγ 具有调控糖酵解和脂质代谢

的功能，抑制肿瘤细胞的增殖与侵润
[26]
，miR-27a 在激素性

股骨头坏死大鼠模型中通过 PPARγ 抑制脂肪生成并促进成

骨
[49]
。因此假设 miR-27b 与 PPARγ 具有相互作用，在此次

研究中，将 miR-27b 模拟物和抑制剂转染到 MC3T3-E1 细胞

中，结果表明，PPARγ2 mRNA 和蛋白质表达被 miR-27b 模拟

物抑制，并被 miR-27b 抑制剂显著增强，这一结果表明地塞

米松诱导 MC3T3-E1 细胞中 miR-27b 和的 PPARγ2 表达可能

存在联系；并且通过转染 PPARγ2 siRNA 抑制 PPARγ2，证明 

miR-27b 可恢复部分细胞活力、碱性磷酸酶活性以及骨形态

发生蛋白 2、Runx2 和骨钙素的表达水平；进一步通过荧光

素酶报告实验，验证 miR-27b 可直接靶向作用于 PPARγ2；研

究结果显示，miR-27b 通过靶向 PPARγ2 增强 MC3T3-E1 细胞

的增殖和成骨细胞分化，突出了 PPARγ2 在成骨细胞形成中

的重要性。

在此次研究中，试图探索 miR-27b 对成骨细胞活性、分

化和凋亡的作用，以及 miR-27b 在地塞米松诱导 MC3T3-E1

细胞中的下游靶基因和相关信号通路，利用了一些成骨分化

标志物，包括碱性磷酸酶、Runx2、骨形态发生蛋白 2 和骨

钙素等等。碱性磷酸酶是一种成骨早期标志物，其活性是细

胞或者组织发生矿化的标志，碱性磷酸酶活性越高表明细胞

向成骨方向分化的程度越高
[19]
。此次实验结果表明，与对照

组相比，地塞米松处理小鼠 MC3T3-E1 细胞的活力、碱性磷

酸酶活性下降，而通过 miR-27b 模拟物转染，碱性磷酸酶活

性有所恢复；将 MC3T3-E1 细胞与 miR-27b 抑制剂和 PPARγ2 

siRNA 共同转染，结果表明，miR-27b 的敲除明显增加了

PPARγ2 的表达，并降低了细胞活力、成骨细胞分化、碱性

磷酸酶活性，但其在 siPPARγ2-2 转染后所上升；此外，随着

成骨标志物 (Runx2、骨钙素和骨形态发生蛋白 2) 表达的改

变，以及在实验过程中的分析也证明 miR-27b 在地塞米松诱

导 MC3T3-E1 细胞中的下游靶基因是 PPARγ2。

很多研究证明了骨质疏松症的病理过程，而该过程中骨

代谢与骨吸收的平衡至关重要，而 miRNA 可以传递细胞间

的信号，并且可以通过改变来主动控制疾病。细胞外 miRNA

很容易被检测到，而且这种变化是有意义的，因为它们可能

是疾病诊治过程的新方式，故研究 miR-27b-3p/PPARγ2 轴的

作用对于骨质疏松症治疗非常重要。如此次结果所示，地塞

米松诱导细胞组织中 PPARγ2 的表达升高，miR-27b 负调控

PPARγ2 的表达；敲除 PPARγ2 后 miR-27b 对 MC3T3-E1 细胞

的促进成骨可恢复。根据研究结果，miR-27b 和 PPARγ2 可能

构成一个重要的信号网络，直接或间接调节骨质疏松症的进

展。值得注意的是，由于缺乏体内功能实验，目前的研究存

在一些局限性。此外，未来如需根据研究结果开发骨质疏松症

治疗药物，有必要进行动物实验并招募糖皮质激素诱发骨质疏

松症患者，分析 miR-27b/PPARγ2 在骨质疏松症的确切机制。

结论：综上所述，miR-27b 可抑制 PPARγ2 通路，增强

miR-27b 通过下调 PPARγ2，可促进地塞米松诱导 MC3T3-E1

细胞的增殖和成骨分化，此外，在 MC3T3-E1 细胞中敲除

PPARγ2 可以恢复 miR-27b 的部分作用，从而改善骨质疏松症

的发展，为骨质疏松症的治疗提供了新思路。
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