
・ 论著・

*通讯作者： 李章华，Ｅｍａｉｌ： ｌｚｈ９９９９９９＠ａｌｉｙｕｎ．ｃｏｍ
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摘要： 目的　探讨应用小干扰 ＲＮＡ（ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ ＲＮＡ，ｓｉＲＮＡ）特异性抑制兔骨髓间充质干细胞内 Ｒｕｎｘ２ 基因表达，筛选
高效特异性 ｓｉＲＮＡ。 方法　根据 ｓｉＲＮＡ设计原则，针对 Ｒｕｎｘ２基因序列特征设计 Ｒｕｎｘ２特异 ｓｉＲＮＡ（１－３），转染兔骨髓间充质
干细胞，用 ＱＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ方法检测 ｓｉＲＮＡ对 Ｒｕｎｘ２基因的抑制效果。 结果　Ｒｕｎｘ２ ｓｉＲＮＡ－２可有效抑制骨髓间充质干
细胞中 Ｒｕｎｘ２基因的表达。 随 ｓｉＲＮＡ－２终浓度由 ５０ ｎｍｏｌ／Ｌ增加到 １００ ｎｍｏｌ／Ｌ及 ２００ ｎｍｏｌ／Ｌ，抑制效率逐渐增强（P ＜０．０５）；
ｓｉＲＮＡ－２以终浓度 ２００ ｎｍｏｌ／Ｌ转染后 ４８ ｈ抑制效果最强，７２ ｈ逐渐减弱，但仍明显抑制（P ＜０．０５）。 结论　应用 ＲＮＡ干扰技
术可抑制骨髓间充质干细胞中 Ｒｕｎｘ２基因的表达，其抑制作用具有明显的时间、浓度依赖性。
关键词： 　ＲＮＡ干扰； Ｒｕｎｘ２基因； 骨髓间充质干细胞； 基因沉默效果
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Abstract： Objective　To investigate the inhibitory effect of Runx２ specific small interfering RNA （ siRNA） on Runx２ gene
expression in rabbit bone marrow mesenchymal stem cells， and to screen the most efficient Runx２ specific siRNA．Methods 　
According to the principle of siRNA design， Runx２ specific siRNA （１－３） was designed and the rabbit bone marrow mesenchymal
stem cells were transfected．The expression level of Runx２ gene was detected using real－time quantitative PCR and Western blotting．
Results　Endogenous Runx２ expression was efficiently blocked in bone marrow mesenchymal stem cells by Runx２ siRNA－２ in a
dose and time dependent manner．The expression of Runx２ decreased significantly along with the increase of the concentration of
siRNA－２ from ５０ nmol／L to １００ and ２００ nmol／L．After ４８h transfection with ２００ nmol／L siRNA－２， the inhibitory effect was the
strongest．It decreased after ７２ hours， but the inhibition was still obvious （P ＜０．０５）．Conclusion 　The expression of Runx２ in
bone marrow mesenchymal stem cells can be efficiently blocked in a dose and time dependent manner by specific siRNA．
Key words： RNA interference； Runx２ gene； Bone marrow mesenchymal stem cells； Gene silencing efficacy

　　骨髓间充质干细胞（ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ
ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ，ＢＭＳＣｓ）具有多向分化潜能，可分化为成
骨细胞、脂细胞、软骨细胞和肌原细胞等［１］ ，因而可
以作为组织工程中种子细胞的重要来源。 ＭＳＣｓ向
成骨方向的定向诱导分化研究较多，主要集中于化
学药物和生长（细胞）因子作用。 Ｒｕｎｘ２又称核心结
合因子 ａｌ（ｃｏｒｅ－ｂｉｎｄｉｎｇｆａｃｔｏｒ ａｌ，Ｃｂｆａ１），属于 ｒｕｎｔ 结
构域基因家族成员之一。 Ｒｕｎｘ２ 作为成骨细胞特异

性转录因子，具有明确的成骨细胞分化和成骨效
应［２，３］ ，Ｒｕｎｘ２超表达可以使非成骨细胞系和成骨前
体细胞的骨钙素等成骨细胞标志基因表达上调，而
其对于间充质干细胞的作用如何尚未报道。 ＲＮＡ
干扰（ＲＮＡ ｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ，ＲＮＡｉ）是真核生物中普遍存
在的抵抗病毒入侵、抑制转座子活动、调控基因表达
的监控机制。 尤其是可应用于哺乳动物研究的被称
为短干扰或小干扰 ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）的出现，进一步拓
宽了 ＲＮＡｉ在基因功能、信号转导、基因治疗、抗肿
瘤治疗、抗病毒治疗等方面的应用［４，５］ 。 ｓｉＲＮＡ 是
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ＲＮＡｉ的起始诱导物，它引导 ＲＮＡ 诱导沉默复合物
与互补的 ｍＲＮＡ 分子结合，降解 ｍＲＮＡ 靶分子，抑
制细胞内相应的靶 ｍＲＮＡ 编码蛋白质的合成。 本
研究设计针对 Ｒｕｎｘ２ 基因的小干扰 ＲＮＡ （ ｓｍａｌｌ
ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ ＲＮＡ，ｓｉＲＮＡ），探讨该 ｓｉＲＮＡ 在兔骨髓
间充质干细胞中能否产生基因沉默效应，为深入研
究 Ｒｕｎｘ２基因的生物学功能提供理论依据。

1　材料和方法
1．1　主要试剂

ＬＧ－ＤＭＥＭ、ＨＧ－ＤＭＥＭ、胰酶均为 Ｇｉｂｃｏ 公司产
品；胎牛血清为 Ｈｙｃｌｏｎｅ 公司产品； Ｔｒｉｚｏｌ 试剂为
Ｓｉｇｍａ公司产品；Ｍ－ＭＬＶ 反转录酶为 Ｐｒｏｍｅｇａ 公司
产品；ｄＮＴＰ 为北京天根公司产品；实时荧光定量
ＰＣＲ 试剂盒为北京康为公司产品；ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎＴＭ
２０００ 为 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司产品； ｓｉＲＮＡ 和无关序列
ＲＮＡ（Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ）由上海吉玛公司合成；引物
由上海生工公司合成；ＢＣＡ蛋白定量试剂盒为北京
碧云天公司产品；蛋白抽提试剂为 Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司产
品；抗兔 Ｒｕｎｘ２ 一抗和羊抗兔二抗均为 ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ
公司产品。
1．2　兔 ＢＭＳＣｓ原代培养

取成年新西兰兔，６ 月龄，雌雄不拘，无菌条件
下在右胫骨上端髓腔内抽出骨髓，混入肝素抗凝，
Ｐｅｒｃｏｌｌ分离液梯度离心获取 ＭＳＣｓ，按每孔 ３ ×１０４

个细胞的密度接种于 ６ 孔培养板内，加入含 １００％
胎牛血清、１００ Ｕ／ｍｌ 青、链霉素的 ＬＧ－ＤＭＥＭ 培养
液，于 ３７℃、５％ＣＯ２ 、１００％湿度条件下培养，于接种
３ ｄ 后进行第 １ 次换液，以后隔日换液一次。 待
８５％汇合时行传代培养，流式细胞仪对扩增后的细
胞纯度和表型进行鉴定。 取第 ３ ～４ 代细胞进行转
染实验。
1．3　按照美国 Ａｍｂｉｏｎ 公司（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ａｍｂｉｏｎ．
ｃｏｍ／ｔｅｃｈｉｂ／ｍｉｓｃ／ｓｉＲＮＡ ｆｉｎｄｅｒ．ｈｔｍｌ）和现有文献报
道的 ｓｉＲＮＡ设计原则，通过检索 ＮＣＢＩ Ｇｅｎｅｂａｎｋ，查
找 ＭＳＣｓ 的 Ｒｕｎｘ２ 基因（Ｇｅｎｅ ＩＤ：１２３９３）序列进行
设计。 依据目的 ｍＲＮＡ 序列，设计 ３ 对 Ｒｕｎｘ２
ｓｉＲＮＡ，由上海吉玛公司合成。 ｓｉＲＮＡ－１：正义 ５’－
ＣＡＧ ＧＣＧ ＵＡＵ ＵＵＣ ＡＧＡ ＵＧＡ ＵＴＴ ＡｄＴｄＴ－３’，反
义 ５’－ＡＵＣ ＡＵＣ ＵＧＡ ＡＡＵ ＡＣＧ ＣＣＵ ＧＴＴ ＣｄＴｄＴ－
３’； ｓｉＲＮＡ－２：正义 ５’－ＧＡＡ ＧＣＵ ＵＧＡ ＵＧＡ ＣＵＣ
ＵＡＡ ＡＴＴ ＡｄＴｄＴ－３’，反义 ５’－ＵＵＵ ＡＧＡ ＧＵＣ ＡＵＣ
ＡＡＧ ＣＵＵ ＣＴＴ ＣｄＴｄＴ－３’； ｓｉＲＮＡ－３：正义 ５’－ＣＡＣ
ＧＣＵ ＡＵＵ ＡＡＡ ＵＣＣ ＡＡＡ ＵＴＴ ＡｄＴｄＴ－３’，反义 ５’－

ＡＵＵ ＵＧＧ ＡＵＵ ＵＡＡ ＵＡＧ ＣＧＵ ＧＴＴ ＣｄＴｄＴ－３’。
1．4　实验分组

空白对照组 １，ＢＭＳＣｓ非特异干扰组 ２，ｓｉＲＮＡ－１
干扰组 ３，ｓｉＲＮＡ－２干扰组 ４，ｓｉＲＮＡ－３干扰组 ５。
1．5　转染

将 ＢＭＳＣｓ均等接种于培养瓶，待细胞达７０％饱
和度时，更换无血清 ＬＧ－ＤＭＥＭ 用于基因转染。 用
无血清 ＬＧ－ＤＭＥＭ 分别稀释 ｓｉＲＮＡ、Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ
和 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎＴＭ ２０００，各自混匀后室温孵育 ２０
ｍｉｎ，以形成 ｓｉＲＮＡ－脂质体混合物，在无血清条件下
分别以不同终浓度（５０、１００、２００ ｎｍｏｌ／Ｌ）转染细胞。
转染后 ４ ｈ添加 １０％的胎牛血清，继续培养，于不同
时间点提取细胞总 ＲＮＡ和总蛋白检测目的基因和
蛋白表达量的变化。 每组实验重复 ３次。
1．6　荧光实时定量 ＰＣＲ（ＱＰＣＲ）检测 Ｒｕｎｘ２ ｍＲＮＡ
水平表达情况

细胞转染４８ ｈ后，收集细胞。 １ ×１０６ 细胞加１ｍｌ
Ｔｒｉｚｏｌ Ｒｅａｇｅｎｔ进行总 ＲＮＡ提取，紫外分光光度仪测
定纯度 Ａ２６０／Ａ２８０比值在 １．８０ ～１．９０之间。 分别取
１ｕｇ总 ＲＮＡ行逆转录后进行 ＱＰＣＲ检测，按 ＱＰＣＲ试
剂盒说明进行。 引物设计：按照 ＮＣＢＩ ＧｅｎＢａｎｋ 的兔
Ｒｕｎｘ２和 ＧＡＰＤＨ的ｍＲＮＡ序列，排除与兔其他基因
的同源性后设计、合成引物。 Ｒｕｎｘ２ 引物序列：上游
５’－ＧＡＣ ＴＧＴ ＧＧＴ ＴＡＣ ＣＧＴ ＣＡＴ ＧＧＣ－３’，下游 ５’－
ＡＣＴ ＴＧＧ ＴＴＴ ＴＴＣ ＡＴＡ ＡＣＡ ＧＣＧ ＧＡ－３’；ＧＡＰＤＨ
引物序列：上游 ５’－ＣＴＧ ＧＧＣ ＴＡＣ ＡＣＴ ＧＡＧ ＣＡＣ Ｃ －
３’，下游 ５’－ＡＡＧ ＴＧＧ ＴＣＧ ＴＴＧ ＡＧＧ ＧＣＡ ＡＴＧ －３’。
ＱＰＣＲ反应体系为 ２０ｕｌ，包含：２ ×ＵＩｔｒａＳＹＢＲ Ｍｉｘｔｕｒｅ
１０ｕｌ，上下游引物各１ｕｌ，ｃＤＮＡ１ｕｌ，加 ｄｄＨ２Ｏ至总体积
２０ｕｌ。 反应条件：９５℃预变性 １０ ｍｉｎ， ９５℃变性 １５ ｓ，
６０℃退火 ３０ ｓ，６０℃延伸 ３０ ｓ，反应 ４０ 个循环，以
ＧＡＰＤＨ为内参照。
1．7　Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ法检测 Ｒｕｎｘ２蛋白表达情况

细胞转染 ４８ ｈ 之后收集细胞，ＰＢＳ 洗涤 ２ 次，
加入预冷的含蛋白酶抑制剂的蛋白质抽提试剂（１
×１０６ 细胞中加入 ８０ｕｌ 抽提试剂）；常温中冰浴 ３０
ｍｉｎ；高速 ４℃离心机离心 １５ ｍｉｎ；吸取上清用 ＢＣＡ
法测蛋白浓度；取上清加入蛋白缓冲液于 １００℃变
性 １０ ｍｉｎ；然后行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 电泳；８０ Ｖ、８０ ｍｉｎ 条
件下转至 ＰＶＤＦ膜；５％脱脂牛奶封闭 １ ｈ；抗体孵育
（加入一级抗体及 ＨＲＰ 标记的二级抗体）；应用
Ｔｈｅｒｍｏ化学发光试剂盒进行显影，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ电泳
条带用 ＣＬｉｎｘ 公司化学发光成像系统成像，以
ＧＡＰＤＨ为内参照，每组实验重复 ３次。
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1．8　统计学处理
所有数据均用微软 Ｅｘｃｅｌ 软件进行分析，两样

本间均数比较行独立样本 t 检验，多个样本间比较
行单因素方差分析。

2　结果
2．1　ＢＭＳＣｓ Ｒｕｎｘ２ 基因 ｍＲＮＡ表达情况

将 ｓｉＲＮＡ－１、２、３ 分别转染兔骨髓间充质干细
胞，以不做任何处理的兔骨髓间充质干细胞做空白
对照，以转染无关序列 ＲＮＡ 做阴性对照。 转染后
４８ｈ 行 ＱＰＣＲ 检测结果显示， ｓｉＲＮＡ－２ 以终浓度
１００ｎｍｏｌ／Ｌ转染时与对照组相比有明显抑制效果（P
＜０．０５）， ｓｉＲＮＡ－１ 抑制效果不明显，ｓｉＲＮＡ－３ 无效
果，见图 １。

图 1　３种 ｓｉＲＮＡ对 Ｒｕｎｘ２ 基因的不同抑制效果
Fig．1　Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｒｕｎｘ２ ｓｉＲＮＡ １－３
ｏｎ Ｒｕｎｘ２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
１：ｂｌａｎｋ； ２：ＮＣ 组； ３： １００ ｎｍｏｌ／Ｌ ｓｉＲＮＡ－１；４： １００
ｎｍｏｌ／Ｌ ｓｉＲＮＡ－２；５：１００ ｎｍｏｌ／Ｌ ｓｉＲＮＡ－３；*P ＜０．０５ ｖｓ
ｂｌａｎｋ；n ＝４
　

2．2　ＢＭＳＣｓ Ｒｕｎｘ２ 基因蛋白表达情况
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ法检测 Ｒｕｎｘ２ 蛋白表达情况显示，

ｓｉＲＮＡ－２以终浓度 １００ｎｍｏｌ／Ｌ转染时与对照组相比
有明显抑制效果，ｓｉＲＮＡ－１ 抑制效果不明显，ｓｉＲＮＡ－
３无效果，见图 ２。
2．3　ｓｉＲＮＡ－２抑制 ＢＭＳＣｓ Ｒｕｎｘ２ 基因表达的量效
关系

ｓｉＲＮＡ－２ 分别以终浓度 ５０、１００ 及 ２００ ｎｍｏｌ／Ｌ
转染 ＢＭＳＣｓ，以不加 ｓｉＲＮＡ－２ 的 ＢＭＳＣｓ 做空白对
照。 ＱＰＣＲ 结果表明， ｓｉＲＮＡ－２ 抑制 ＢＭＳＣｓ Ｒｕｎｘ２
基因表达存在良好的剂量依赖性，随 ｓｉＲＮＡ－２ 终浓
度增加抑制效率增强，终浓度 １００、２００ ｎｍｏｌ／Ｌ时与
对照组相比有明显抑制效果（P ＜０．０５），见图 ３。
2．4　ｓｉＲＮＡ抑制ＢＭＳＣｓ Ｒｕｎｘ２基因表达的时效关系

图 2　３种 ｓｉＲＮＡ对 Ｒｕｎｘ２ 基因的不同抑制效果
Fig．2　Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｒｕｎｘ２ ｓｉＲＮＡ １－３
ｏｎ Ｒｕｎｘ２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
１：ｂｌａｎｋ； ２：ＮＣ 组； ３：１００ ｎｍｏｌ／Ｌ ｓｉＲＮＡ－１；４：１００
ｎｍｏｌ／Ｌ ｓｉＲＮＡ－２； ５： １００ ｎｍｏｌ／Ｌ ｓｉＲＮＡ－３ （ Ｒｕｎｘ２
６７ＫＤａ，ＧＡＰＤＨ ３６ＫＤａ）
　

图 3　ｓｉＲＮＡ－２转染抑制 Ｒｕｎｘ２基因 ｍＲＮＡ表达的量
效关系

Fig．3 　 Ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｒｕｎｘ２ ｓｉＲＮＡ－２ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｔｈｅ
ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｒｕｎｘ２ ｉｎ ａ ｄｏｓｅ ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｍａｎｎｅｒ
１：ｂｌａｎｋ；２：５０ ｎｍｏｌ／Ｌ ｓｉＲＮＡ－２；３：１００ ｎｍｏｌ／Ｌ ｓｉＲＮＡ－
２；４：２００ ｎｍｏｌ／Ｌ ｓｉＲＮＡ－２；*P ＜０．０５ ｖｓ ｂｌａｎｋ；n ＝３
　

根据 ｓｉＲＮＡ－２对 Ｒｕｎｘ２基因抑制量效关系的实
验结果，２００ ｎｍｏｌ／Ｌ终浓度 ｓｉＲＮＡ－２ 转染 ＢＭＳＣｓ抑
制效果最佳。 为明确 ｓｉＲＮＡ－２对 Ｒｕｎｘ２基因抑制的
时效动态变化，以 ２００ ｎｍｏｌ／Ｌ终浓度 ｓｉＲＮＡ－２ 转染
ＢＭＳＣｓ，以不加 ｓｉＲＮＡ－２ 的 ＢＭＳＣｓ 做空白对照，选
取三个时间点，即 ２４ ｈ、４８ ｈ、７２ ｈ 为提取细胞总
ＲＮＡ时间进行检测。 ＱＰＣＲ 结果表明，ｓｉＲＮＡ－２ 抑
制 ＢＭＳＣｓ Ｒｕｎｘ２基因表达存在良好的时间依赖性，
转染后 ２４ ｈ 就已有轻度抑制效果，但无统计学差
异；４８ ｈ 最强，同对照组相比有显著差异 （P ＜
０．０５）；７２ ｈ逐渐减弱，但仍明显抑制（P ＜０．０５），见
图 ４。

3　讨论
Ｒｕｎｘ２是骨髓间充质干细胞向成骨细胞分化的

特异性转录调节因子［６］ 。 有实验证明 Ｒｕｎｘ２ 转染
骨髓间充质干细胞后细胞增殖不受影响，而成骨细
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图 4　ｓｉＲＮＡ－２转染抑制 Ｒｕｎｘ２基因 ｍＲＮＡ表达的时
效关系

Fig．4 　 Ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｒｕｎｘ２ ｓｉＲＮＡ－２ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｔｈｅ
ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｒｕｎｘ２ ｉｎ ａ ｔｉｍｅ ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｍａｎｎｅｒ
１：ｂｌａｎｋ； ２：２００ ｎｍｏｌ／Ｌ ｓｉＲＮＡ－２ ２４ ｈ； ３：２００ ｎｍｏｌ／Ｌ
ｓｉＲＮＡ－２ ４８ ｈ；
４：２００ ｎｍｏｌ／Ｌ； ｓｉＲＮＡ－２ ７２ ｈ* P ＜０．０５ ｖｓ ｂｌａｎｋ；n ＝３
　

胞特异性基因如碱性磷酸酶、骨钙蛋白（ｏｓｔｅｏｃａｌｃｉｎ，
ＯＣ）、骨桥素 （ ｏｓｔｅｏｐｏｎｔｉｎ，ＯＰＮ） 等均上调，提示
Ｒｕｎｘ２ 对骨髓间充质干细胞具有明显的促成骨效
应［７］ 。 Ｄｕｃｙ等［８］研究发现，Ｒｕｎｘ２ 基因与成骨细胞
特异顺式作用元件 （ ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｃｉｓ－ａｃｔｉｎｇ
ｅｌｅｍｅｎｔｓ，ＯＳＥ）结合后，能够激活骨钙蛋白、骨桥素、
骨涎蛋白（ｂｏｎｅ ｓｉａｌｏｐｒｏｔｅｉｎ，ＢＳＰ）和Ⅰ型胶原基因
的转录和表达。 体内外实验表明 Ｒｕｎｘ２ 是 ＢＭＳＣｓ
成骨分化和骨发育所必需的关键因子［９，１０］ 。 Ｒｕｎｘ２
的表达是成骨细胞开始分化的标志，诱导 ＭＳＣｓ 发
育为成骨细胞或软骨细胞，因此它是骨形成过程中
最早和最具特异性的标志基因［１１］ 。 Ｒｕｎｘ２ 对于骨
代谢的调控作用专一性很强，通过多种重要的信号
通路和细胞因子来调节骨代谢，其对成骨细胞定向
分化的调控已广为人们认识和接受。 但其分子作用
机制相当复杂，目前尚未彻底清楚，需行 ｓｉＲＮＡ 干
扰 Ｒｕｎｘ２基因后，观察 ＭＳＣｓ 在体内、外的凋亡、存
活、增殖、分化和迁移能力，以明确 Ｒｕｎｘ２促进ＭＳＣｓ
成骨分化的作用机制，为应用 ＭＳＣｓ 治疗骨科疾病
提供新思路和理论依据。

ＲＮＡｉ为双链 ＲＮＡ（ｄｓＲＮＡ）依赖的基因转录后
沉默。 ｄｓＲＮＡ被核酸酶切割成 ２１ ～２３ ｎｔ的 ｓｉＲＮＡ，
导致 ＲＮＡ诱导的沉默复合体形成，后者在 ｓｉＲＮＡ反
义链的介导下识别并靶向切割同源性 ｍＲＮＡ 而发
生转录后沉默［１２］ 。 作为一种全新的基因沉默技术，
ＲＮＡｉ具有高特异性、高效性、传递性以及时间剂量

依赖性等特点，可同时抑制多个不同基因，且抑制效
果互不干扰，其优势是反义寡核苷酸、核酶或脱氧核
酶等基因阻断技术难以比拟的，为人类基因组功能
研究、基因治疗及药物开发等提供了强有力的技术
支持［１２－１３］ 。 ＲＮＡｉ 的研究发展迅速，已从细胞水平
研究向动物机体水平深入，从实验室研究向临床试
验方向转化，目前已有多项 ＲＮＡｉ 产品进入临床试
验。 我们设计并筛选出特异抑制 ＢＭＳＣｓ 内 Ｒｕｎｘ２
基因的 ｓｉＲＮＡ－２，并初步明确其作用的时间、剂量依
赖性，为进一步研究 ＴＧＦ－β信号转导通路中 Ｒｕｎｘ２
基因在骨科疾病发生中的作用奠定基础。
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