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miR-125b 通过靶向抑制 Smad4 调控骨髓间充质干细胞成骨分化

陆细红1，邓敏2，贺洪辉1，曾德辉1，张卫1

(1. 南华大学附属南华医院骨科，湖南 衡阳 421002；2. 广州医学院附属肿瘤医院肿瘤研究所，广州 510183)

[ 摘要 ] 目的：研究 miR-125b 是否通过调控其预测的靶基因 Smad4 表达而调节骨髓间充质干细胞 (MSCs) 成骨

分化。方法：构建 Smad4 3'-UTR- 荧光素酶报告载体，通过荧光素酶报告检测观察 miR-125b 对 Smad4 3'-UTR- 荧光素

酶活性的影响；分离培养人骨髓 MSCs，在 MSCs 中转染 miR-125b mimics 并进行成骨诱导，采用荧光定量 PCR(qRT-

PCR) 和 Western 印迹检测 Smad4 表达水平；Smad4 siRNA 转染 MSCs 并进行成骨诱导，通过检测碱性磷酸酶 (AKP) 活

性及 RUNX2 mRNA 表达水平变化考察 Smad4 下调对 MSCs 成骨分化的影响。结果：双荧光素报告检测显示 miR-125b

能特异性地与 Smad4 mRNA 的 3'-UTR 结合，抑制其荧光素酶活性 (P<0.05)。过表达 miR-125b 能抑制 MSCs 成骨分化

过程中 Smad4 表达水平。干扰 Smad4 表达能抑制 AKP 活性及 RUNX2 mRNA 表达水平，它能部分模拟 miR-125b 调控

MSCs 成骨分化的功能。结论：miR-125b 通过抑制靶基因 Smad4 的表达调控 MSCs 成骨分化。

[ 关键词 ]   miR-125b；间充质干细胞；成骨分化；Smad4

miR-125b regulates osteogenic differentiation of human 
bone marrow mesenchymal stem cells by targeting Smad4
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ABSTRACT Objective: To investigate whether miR-125b regulates the osteogenic differentiation of bone 
marrow mesenchymal stem cells (MSCs) by modulating Smad4, a predicted target in silicon. 

 Methods: Smad4 3'-UTR-luciferase vector was constructed and dual-luciferase reporter gene 
assay was employed to examine the effect of miR-125b on luciferase activity. MSCs were isolated 
and cultured from human bone marrow, and then transfected with miR-125b mimics followed 
by induction of osteogenic differentiation. qRT-PCR and Western blot were used to detect the 
expressions of Smad4 mRNA and protein. MSCs were induced into the osteoblasts after transfecting 
with Smad4 siRNA, and the effect of Smad4 downregulation on osteogenic differentiation was 
observed by AKP activity and RUNX2 mRNA levels.

 Results: miR-216b bound Smad4 3'-UTR and inhibited the luciferase activity (P<0.05). 
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m i R N A s 是近十年来发现的一类具有调控功

能的 1 9 ~ 2 5 个核苷酸组成的非编码小分子 R N A 。

成熟miR NA与靶基因mR NA的3' -U TR结合抑制靶

m R N A 的翻译或降解靶 m R N A ，从而实现基因表

达 的 转 录 后 调 控 [ 1 ]。 m i R N A s 参 与 生 命 活 动 过 程

中 一 系 列 的 重 要 进 程 ， 包 括 生 长 发 育 、 细 胞 增

殖、分化、细胞运动、新陈代谢等  [ 1 - 2 ]。许多研

究 [ 3 - 4 ]发现m i R N A s参与调控干细胞生物学行为。

m i R N A s 在调控间充质干细胞 ( mesenchymal stem 
cells，MSCs)或前体细胞成骨、成软骨及成脂分化

过程中发挥重要的生物学功能。例如，miR-30家

族能抑制骨形态发生蛋白 -2( bone mor phogenet ic 
p ro te i n  2，B M P 2 )诱导的干细胞成骨分化，通过

对其靶基因进行验证发现，BMP成骨信号通路中

Smad1(mothers against decapentaplegic homolog 1)
和RU N X 2均是其调控的靶基因 [ 5 ]。研究 [ 6 ]发现：

miR-125b参与MSCs成骨分化。miR-125b在鼠ST2
向成骨细胞分化后表达下降，外源性过表达miR-
1 2 5 b可以通过抑制ST 2细胞增殖从而抑制其成骨

分化，而抑制miR-125b表达则可以促进其成骨分

化。马张稳等 [ 7 ]在人骨髓 M S C s 中转染 m i R - 1 2 5 b 
inhibitor发现，下调miR-125b表达可促进MSCs的

成骨分化。这些研究表明，miR-125b具有负向调

控 M S C s 向 成 骨 分 化 潜 能 的 功 能 。 然 而 其 具 体 的

分子机制并不清楚。通过生物信息学预测靶基因

发现Sm a d 4  是其潜在的靶基因。Sm a d 4  是B M P /
TGF-β骨形成信号通路的中心介导者。BMPs与苏

氨酸激酶的I型和II型受体结合形成异源受体复合

物后使Smad蛋白磷酸化。Smad1/Smad5磷酸化后

同Smad4结合形成的复合物可直接进入细胞核来调

控成骨分化基因的表达[8]。本研究拟采用荧光素酶

报告活性检测、荧光定量PCR(qRT-PCR)、Western
印迹等分子生物学技术证实miR-125b可通过靶向

调控Smad4抑制MSCs成骨分化，揭示miR-125b调

控MSCs成骨分化过程的分子机制。

1  材料与方法

1.1  主要材料

p M I R - R E P O RT  l u c i f e r a s e 荧 光 素 酶 报 告 质

粒 购 自 美 国 A m b i o n 公 司 。 L i p o f e c t a m i n e  2 0 0 0
转染试剂购自美国 I n v i t r o g e n 公司。 T R I z o l 购自

美国 Inv i t ro ge n公司。S Y B R  Pre m i x  E xTaqTM定量

PCR试剂、T4-DNA连接酶、Spe  I和Hin dIII限制

性 内 切 酶 均 为 大 连 宝 生 物 公 司 产 品 。 q RT- P C R 
m i R N A  D e t e c t i o n  K i t 购自广州天根生物公司。

m i R - 1 2 5 b  m i m i c s 及 i n h i b i t o r s 为 美 国 A m b i o n 公

司产品。Qui k Change Si te-Direeted Mutagenesi s
试 剂 盒 为 美 国 S t r a t a g e n e 公 司 产 品 。 S m a d 4 
s i R N A 在 美 国 I n v i t o r g e n 公 司 合 成 ， 序 列 为 ：

5'-GCACCATACACACCTA ATT-3'。双荧光素酶活

性检测试剂盒购自美国Promega公司。Smad4抗体

和GAPDH抗体购自美国CST公司。a-MEM培养基为美

国Gibco公司产品。胎牛血清来自杭州四季青公司。

1.2  方法

1.2.1  野生型 Smad4 3'-UTR- 荧光素酶报告载体的构建

通 过 t a r g e t s c a n ， P i c t a r ， m i R a s e 软 件 预

测 出 S m a d 4  m R N A 的 3 ' - U T R 片 段 4 9 3 4 ~ 4 9 4 0 
n t 与 m i R - 1 2 5 b 有 结 合 位 点 。 根 据 S m a d 4  3 ' -
U T R 序 列 设 计 末 端 带 S p e  I 和 H i n  d I I I 酶

切 位 点 的 特 异 性 引 物 。 引 物 序 列 为 ， F : 
5'-A AGACTAGTAGTGCTTCCTGATTCTTGC，R : 
5'-TCGAAGCTTAACTGCTGCAAGGTAGCC (带下

划线的为酶切位点)。

以正常人血细胞D N A为模板P CR扩增Sm ad 4 
3'-U TR 部分片段(4544~5333 bp)。将PCR产物与

pMI R-R EPORT luc i ferase报告载体分别用Spe  I和
Hin  dIII双酶切后纯化、连接、产物转化及鉴定。

构建野生型Smad4 3'-UTR-荧光素酶报告载体，命

名为pSmad4-Mt。

Smad4 mRNA and protein expressions were significantly down-regulated in the MSCs induced 
into osteogenic differentiation when miR-125b was overexpressed. Downregulation of Smad4 
suppressed the AKP activity and RUNX2 mRNA expression, indicating that Smad4 siRNA 
simulated at least in part the function of miR-125b as the regulator of MSCs osteogenic 
differentiation.

 Conclusion: miR-125b can suppress MSCs osteogenic differentiation by directly targeting Smad4.

KEY WORDS miR-125b; mesenchymal stem cells; osteogenic differentiation; Smad4
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1.2.2  突变型 Smad4 3'-UTR- 荧光素酶报告载体构建

以野生型p Smad 4 - Mt荧光素酶报告载体为模

板，采用QuikChangeSite-Directed Mutagenesis 通过

PCR反应对Smad4 3'-UTR上  miR-125b结合位点进

行定点突变。突变引物为，F: 5'-GTA ATTGCTAG
TGTTTTCGTTACTTTTAACATCAGACTGG-3'，R : 
5'-CCAGTCTGATGTTA A A AGTA ACGA A A ACACT
AGCAATTAC-3' (下划线表示结合位点的突变)。然

后应用DpnI酶特异性地去除模板质粒，转化，测

序鉴定。构建突变型Smad4 3'-UTR-荧光素酶报告

载体，命名为pSmad4-Mut。
1.2.3  MSCs 的分离、培养、成骨诱导

人 M S C s 是 从 一 个 2 0 岁 健 康 女 性 志 愿 者 ( 自

愿 参 与 本 研 究 并 已 签 署 知 情 同 意 书 ) 捐 献 的 骨 髓

中分离得到的。骨髓血采用密度梯度离心法分离

MSCs。MSCs在含10% 胎牛血清及双抗的a-MEM细

胞培养液中培养。在实验中所用MSCs的代数均为

第4代。MSCs经不同的处理后接种于6孔板中，待

细胞融合度达60%~70%时，加入成骨诱导培养基

(含有10% FBS的a-MEM培养液中包括0.1 μmol/L地

塞米松，5 0  μ g / m L维生素C，1 0  m m o l / L  β -磷酸

甘油钠)进行成骨分化诱导。每3  d进行一次全量

换液。

1.2.4  miRNA mimics 或 siRNA 转染细胞

将生长状态良好的细胞接种于6孔板中，待培

养细胞生长至50 %~7 0 %融合开始转染。加入5 µL
的脂质体于2 5 0  µ L无血清培养基中，室温混匀静

置5 min。在另一管中加入100 pmol miRNA mimics
或siRNA于250 µL无血清培养基中。将上述两管混

合，室温静置 45 min。用 Hank's 液洗涤细胞2次，

然后加入1.5 mL无抗生素的无血清培养基。将上述

混合物加入6孔板中，轻轻摇匀。37 ℃ 培养4~6 h
后，换成完全培养基继续培养以备后续实验。

1.2.5  qRT-PCR 检测

细胞总RNA按TRIzol试剂盒说明书常规提取，

测浓度。反转录反应按美国Promega公司反转录试剂

盒说明书进行，体系如下：总RNA 1 µg，10×Buffer 2 
µL，dNTP 2 µL，MgCl2 4 µL，Oligo dT primer 1 µL，

RNasin 0.5 µL，AMV反转录酶 0.6 µL，DEPC水补至20 
µL。反应条件：42 ℃反应1 h，然后98 ℃ 5 min灭活

酶反应。

qRT-PCR按宝生物公司SYBR Premix Ex TaqTM

试 剂 盒 说 明 书 进 行 ， 反 应 体 系 如 下 ： S Y B R 
Premix Ex TaqTM 10 µL，Forward Primer(10 μmol/L) 
0.4 µL，Reverse Primer(10 μmol/L) 0.4 µL，cDNA
模板2 . 0  µ L，灭菌蒸馏水补至2 0  µ L。Smad 4引物

序列，F:  5 ' -AG G AC AG A AG CC ATTG AG -3'，  R : 

5 ' - CG ATG A C A CTG A CG C A A A - 3 '。R U N X 2引物

序列，F: 5 ' -ACTTCCTGTGCTCGGTGCT-3'，R : 
5'-GACGGTTATGGTCAAGGTGAA-3'。

采用Bio-Rad IQ5实时定量PCR仪进行PCR反应，

反应条件：预反应，95.0 ℃ 30 s；然后95.0 ℃ 5 s，

60.0 ℃ 30 s，40个循环后，测定△CT值，以GAPDH为

内参照，2-△△Ct表示基因mRNA的相对表达量。

1.2.6  Western 印迹

提 取 细 胞 总 蛋 白 ， B C A 法 测 定 蛋 白 浓 度 。

上样、 S D S -PA G E 凝胶电泳、转膜、 1 % B S A 封闭

后，加入Smad4抗体(1:1000稀释)或G A PDH抗体

( 1 : 4 0 0 0稀释) 4℃过夜。T B ST洗膜后，加入二抗

( 1 : 8 0 0 0 稀释 )室温孵育 1  h ，T B ST 洗膜后，加入

ECL发光剂、X线片曝光、显影、定影。

1.2.7 荧光素酶活性检测

将COS7细胞接种于24孔培养板中，待细胞生

长至60%~80%融合度时，共转染荧光素酶报告载

体及miR-125b mimics，control mimics或miR-125b 
inhibitors。以转染pRL -TK作为标准内质控。转染

36 h后，收获细胞。按Promega公司双荧光素酶活

性检测试剂盒说明书检测细胞荧光素酶活性，主

要步骤如下：弃去细胞培养液，PBS清洗两次，然

后每孔加入已稀释的1×PLB裂解细胞15 min。将细

胞刮下，收集至1.5 mL EP管中，12000 r/min离心 
2 min，取上清。取20 µL细胞上清液，加入荧光素

酶检测试剂(L AR ll)100 µL，单光子检测仪荧光素

酶活性检测，记录萤火虫荧光素酶活性值；然后

加入stop&Glo试剂100 µL，单光子检测仪记录海肾

荧光素酶活性值。计算相对荧光素酶活性=萤火虫

荧光素酶活性值／海肾荧光素酶活性值。

1.2.8  碱性磷酸酶活性检测

miRNA转染处理后，用成骨诱导培养液继续

培养9 d，收集细胞，抽提细胞总蛋白，按照碱性

磷酸酶 ( A K P) 检测试剂盒说明书进行 A K P 活性检

测。用Bradfold法测定蛋白浓度。AKP的比活力为

AKP的活性比相应的蛋白浓度。

1.3  统计学处理

采用  SPSS16.0 统计软件进行统计学分析，组

间比较采用方差检验。数据以均值±标准误表示，
P<0.05为差异有统计学意义。

2  结   果

2.1  Smad4 3'-UTR- 荧光素酶报告载体构建

通过在线靶基因软件预测发现，miR-125b可

能与Smad4 mRNA的3'-UTR片段4934~4940 bp相结
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合，且该结合位点在多物种间高度保守。PCR扩增

Smad4 3'-UTR 部分片段(4544~5333 bp)。将PCR产

物与pMIR-REPORT luciferase报告载体分别用SpeI
和Hin  dIII双酶切后纯化，连接，转化，从LB培养

板中挑取克隆进行菌落PCR鉴定，结果可见多数克

隆有长约790 bp的特异条带(图1)，表明目的片段

成功连入pMIR-REPORT luciferase载体。质粒经测

序发现，目的片段插入方向正确，且插入的序列与

GenBank中的Smad4 3'-UTR序列完全一致，表明已成

功构建野生型Smad4 3'-UTR-荧光素酶报告载体，即

pSmad4-Mt。
以野生型 S m a d 4  3 ' - U T R - 荧光素酶报告载体

pSmad4-Mt为模板通过PCR反应对Smad4 3 ' -U TR 
m i R - 1 2 5 b 结 合 位 点 进 行 定 点 突 变 。 经 D p n I 酶 消

化 ， 质 粒 转 化 ， 测 序 后 发 现 ， 引 入 的 突 变 位 点

与预期一致，且除突变点之外序列与G e n B a n k中

Smad4 3'-U TR序列完全一致，无移码突变，表明

成 功 构 建 突 变 型 S m a d 4  3 ' - U T R 荧 光 素 酶 报 告 载

体，即pSmad4-Mut。

    1      2      3     4      5     M

2000 bp

1000 bp
750 bp
500 bp

250 bp

100 bp

图1   质粒菌落PCR鉴定。1~5：挑选的阳性克隆；M：

DNA marker。

Figure 1   Identification of bacterial colony by PCR . 1-5: 

Number of positive bacterial colony; M: DNA marker.

2.2  miR-125b 抑制 Smad4 mRNA 的 3'-UTR 的荧光酶

活性

荧 光 酶 活 性 检 测 结 果 显 示 ， 与 转 染 c o n t r o l 
mimics组比较，miR-125b mimics明显抑制pSmad4-
M t 报 告 载 体 的 荧 光 素 酶 活 性 ( P < 0 . 0 5 ) ， 而 转 染

miR-125b inhi b itor不能下调pSmad4-Mt报告载体

的荧光素酶活性；并且  miR-125b mimics对突变型

pSmad4-Mut载体的荧光素酶活性无明显抑制作用

(图2)。表明miR-125b能特异性与Smad4 mRNA的

3'-UTR结合。

图2   miR-125b抑制Smad4 mRNA的3'-UTR的荧光酶活性。

Control：Control mimics；miR-125b：miR-125b mimics；

miR-125b-Inh：miR-125b inhibitor；pMIR：pMIR-REPORT 

luciferase空白载体；pSmad4-Mt：野生型Smad4 3'-UTR-荧光

素酶报告载体；pSmad4-Mut：突变型Smad4 3'-UTR-荧光素

酶报告载体；*P<0.05。

Figure 2   miR-125b inhibits luciferase acitivity of mRNA 

3'-UTR of Smad4. Control: Control mimics; miR-125b: miR-

125b mimics; miR-125b-Inh: miR-125b inhibitor; pMIR: pMIR-

REPORT luciferase plasmid; pSmad4-Mt: Wild type of Smad4 

3'-UTR-luciferase vector; pSmad4-Mut: Mutation type of Smad4 

3'-UTR-luciferase vector; *P<0.05.

2.3  在 MSCs 成骨分化中 miR-125b 下调 Smad4 mRNA
和蛋白表达水平

miR-125b mimics或siRNA转染MSCs后，成骨

分化培养液诱导培养转染的MSCs 9 d，通过qRT-
PCR和Western印迹检测Smad4 mRNA和蛋白表达

水平。qRT-PCR结果显示：与control组比较，转染

miR-125b mimics组Smad4 mRNA表达水平约下降

52%(图3A)。Western印迹检测与qRT-PCR结果基本

一致，miR-125b mimics转染明显下调Smad4蛋白表

达水平(图3B)。并且，miR-125b mimics下调Smad4
表达的程度大致与Smad4 siRNA下调Smad4内源性

表达相当(图3)。表明在MSCs成骨分化中miR-125b
能靶向调控Smad4表达。

2.4  干扰 Smad4 或过表达 miR-125b 抑制 MSCs 的成

骨分化

将合成的Smad4 siRNA转染到MSCs中，并加

入 诱 导 剂 进 行 诱 导 成 骨 分 化 。 第 9 天 收 集 样 品 ，

进行AKP活性测定。结果显示，转染Smad4 siRNA
明显抑制AKP活性(P<0.05，图4)。qRT-PCR检测

结果显示，Sm ad 4  s i R N A能下调成骨分化的关键

调控因子RUNX2的表达(P<0.01，图5)。表明干扰

Smad4能部分模拟miR-125b调控  MSCs成骨分化的

功能。
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3  讨   论

骨是一种处于连续的动态平衡的组织，它包

括两种细胞，即成骨细胞(osteoblast)和破骨细胞

(osteoclast)。正常的骨组织处于这两种细胞的平衡

状态，一旦这种平衡被打破，就会引发骨质疏松

等疾病[9]。随着我国老龄化日趋严重，骨质疏松以

及骨折、骨裂等多种骨代谢相关疾病已经成为了

一个亟待解决的问题。MSCs是一类具有自我更新

能力和多向分化潜能的细胞[10-11]。它能分化成为成

骨细胞及成软骨细胞，在骨的形成和重建中发挥

巨大作用[12-13]。

m i R N A s 作为一种新型的基因转录后调控方

式，调控个体组织器官生长发育、细胞增殖、分

化、细胞运动、新陈代谢等生命活动[1-2]。miRNAs
在干细胞增殖、分化、凋亡、自我更新和多向分

化中起重要的作用 [ 1 4 ]。已有研究 [ 6 - 7 ]发现m i R N A s
在调控MSCs或前体细胞成骨、成软骨及成脂分化

过程中也发挥重要生物学功能。miR-125b能抑制

MSCs向成骨分化。然而它是通过何种分子机制或

者说通过哪些靶基因来实现这一功能的，目前不

甚清楚。

为 明 确 S m a d 4  是 否 是 m i R - 1 2 5 b 调 控 的 靶 基

因，本研究首先将Smad4 3'-U TR克隆入荧光素酶

报告载体，然后与miR-125b共转染COS7细胞。结

果发现miR-125b能特异性与Smad4 mRNA的3'-UTR
结合，抑制Smad4 mRNA的3'-UTR荧光素酶活性。

虽然荧光素酶报告检测结果显示miR-125b能结合

S m a d 4  3 ' - U T R 序列，但在生理状态下靶基因 3 ' -
UTR序列中的miRNA结合位点有可能由于mRNA的

构象而被掩盖，导致该miR NA无法发挥抑制靶基

因表达的功能。因此笔者检测miR-125b对Smad4表

达的影响验证该miRNA确实能结合Smad4 3'-U TR
序列并发挥它抑制S m a d 4表达的功能，从而确定

Smad4是miR-125b的靶基因。本研究结果显示miR-
1 2 5 b能抑制成骨分化过程中Smad 4  m R N A及蛋白

表达，并且其强度与Smad4 siRNA干扰Smad4内源

性表达相当；说明m i R - 1 2 5 b直接靶向调控Smad 4
表达。通过功能研究siRNA干扰Smad4表达能抑制

M SCs的成骨分化，它能部分模拟m i R - 1 2 5 b  调控

MSCs成骨分化的功能；说明miR-125b确实通过抑

制靶基因Smad4调控MSCs向成骨分化。此外，本

研究结果显示：miR-125b抑制  MSCs成骨分化的强

度要大于Smad4 siRNA，这可能是由于除了Smad4

图3   miR-125b抑制Smad4 mRNA和蛋白表达。A：qRT-PCR检测。与Control组比较，**P<0.01；B：Western印迹检测。

Figure 3   miR-125b suppresses mRNA and protein expressions of Smad4. A: qRT-PCR analysis. **P<0.01 vs the control group; B: 

Western blot analysis.

图 4    干扰 S m a d 4 或过表达 m i R - 1 2 5 b 抑制 A K P 活性。 

与Control组比较，*P<0.05，**P<0.01。

Figure 4   Smad4 siRNA inhibits AKP activity. *P<0.05, **P<0.01 

vs  the control group.

图5   干扰Smad4或过表达miR-125b下调RUNX2表达。 

与Control组比较，**P<0.01。

Figure 5   Smad4 siRNA downregulates RUNX2 expression. 

**P<0.01 vs the control group.
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这个靶点外，miR-125b还通过其他的靶基因来抑

制MSCs的成骨分化所致。

m i R - 1 2 5 b 可 以 通 过 调 控 S m a d 4 这 个 B M P /
TGF-β成骨信号通路的关键因子影响MSCs成骨分

化的进行，从而可能在骨质疏松、骨折愈合与骨

不连的发生发展中发挥重要作用，因此，以miR-
125b为靶点开发的药物有望用于骨质疏松等多种

骨代谢疾病的治疗。
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