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小鼠骨髓问充质干细胞Osterix基因特异siRNA的
设计和沉默作用
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摘要：目的探讨应用小干扰RNA(small interfering RNA，siRNA)特异性抑制骨髓问充质f二细胞内Osterix基因表达，筛选高

效特异性siRNA。方法根据siRNA设计原则，针对Osterix基闲序列特征设计Osterix特异siRNA(1—3)，转染骨髓间充质干

细胞，用QPCR和Western blot方法检测siRNA对Osterix基因的抑制效果。结果 Osterix siRNA一2可有效抑制骨髓间充质干

细胞中Osterix基因的表达。随siRNA一2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一2以终浓度200 nmol／L转染后48 h抑制效果最强，72 h逐渐减弱，但仍明娃抑制(P<0．05)。结论 应用RNA

干扰技术可抑制骨髓间充质干细胞中Osterix基因的表达，其抑制作用具有明显的时间、浓度依赖性。
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Abstract：0bjective To study the inhibition effect of Osterix specific small interfering RNA(siRNA)on Osterix gene

expression in bone marrow mesenchymal stem cells，and to screen the most efficient Osterix specific siRNA．Methods According

to the principle of siRNA design，Osterix specific siRNA(1—3)was designed and the bone marrow mesenchymal stem cells were

transfected．The expression of Osterix gene was detected using real—time quantitative PCR and Western blotting．Results

Endogenous Osterix expression was efficiently blocked in bone marrow mesenchymal stem cells by Osterix siRNA··2 in a dose··and

time—dependent manner．Osterix expression decreased significantly along with the increase of siRNA一2 dose within 50—200 nmol／L

and it was the lowest at 48h after transfection with 200nmol／L of siRNA一2(P<0．05)．Conclusion The expression of Osterix in

bone marrow mesenchymal stem cells can be blocked efficiently in a dose and time dependent manner by specific siRNA．

Key words：RNA interference；Osterix gene；Mouse bone marrow mesenchymal stem cells；Gene silencing

骨髓问充质干细胞分化为成骨细胞、脂细胞、软

骨细胞和肌原细胞等”。，优良的分化潜能使其町以

作为组织工程研究中种子细胞的来源。Osterix基因

是2002年科研人员在C2C12细胞中通过消减抑制

杂交的方法分离出来的。21。蛋白质分子量为46Ku，

由428个氨基酸组成口1。研究发现在Osterix一／一的

小鼠中缺乏成骨细胞，没有软骨内成骨和膜内成骨。

同时成骨细胞分化的各种标志物的表达水平也严重

下降，或者缺乏，如I型胶原蛋白、骨桥蛋白、骨涎蛋

白、骨钙蛋白等∞’。有人在胚胎干细胞中过表达

{通讯作者：杨俊峰，Email：thayy77777@sina．com

Osterix，骨钙蛋白和Osterix的表达量上调，骨细胞钙

结节．明显增加，而其对问充质于细胞的作用如何尚

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于扰RNA(small

interference 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。3。siRNA是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
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计针对Osterix基因的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Osterix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

细胞培养基均为Gibco公司产品；FBS为

Hyclone公司产品；Trizol试剂为T天根公司产品；

RNA反转试剂为Promega公司产品；实时荧光定量

PCR试剂盒为Promega公司产品；Lipofectamin⋯

2000为Invitrogen公司产品；siRNA和无关序列

RNA由上海吉玛公司合成；引物来自上海生工公

司；BCA蛋白定量试剂盒和蛋白抽提试剂为

Fermentas公司产品；抗体均为santa Cruz公司产品。

1．2小鼠BMSCs原代培养

取未成年小鼠，超净工作台上取出长骨，使用注

射器抽出骨髓，加入离心管内混入肝素抗凝，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双抗(青、链霉素)的LG—DMEM培养

液，于37℃、5％CO：、100G湿眨条件下培养，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 引物序列

按照现有文献报道的siRNA设计原则，通过检

索NCBI Genebank，查找MSCs的Osterix基因序列

进行设计。依据目的mRNA序列，设计3对Osterix

siRNA，由上海吉玛公司合成。siRNA一1：正义5’一

UAU CAG GCG AGA UUC UGA UTT AdTdT一3’，反

义5’一AUC UGA AUC ACG AAU CCU GTT CdTdT一

3’：siRNA．2：正义5’一GCU GAA UGA CUC UGA

UAA ATT AdTdT一3’，反义5’一AGA UUU GUC AAG

AUC CUU CTT CdTdT．3’：siRNA．3：正义5’．GCU

CAC AUU UCC AAA AAA UTT AdTdT一3’，反义5’．

UGG AUU AUU UAG UAA CGU GTT CdTdT．3’。

1．4实验分组

分为5组：空白组1，MSCs NC组2，使用siRNA．

1干扰组3，使用siRNA一2干扰组4，使用siRNA．3干

扰组5。

1．5转染

转染前24 h将MSCs接种于6孑L培养板，待细

胞长至70％饱和度时开始进行转染，用无血清LG—

DMEM分别稀释siRNA、Negative control和

Lipofectamin’”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 nmol／L、100 nmol／L、200 nmol／L)转

染细胞。转染后6 h添加FBS至其浓度达到10％，

继续培养，于不同时间点检测目的基因和蛋白表的

达量。实验重复检测3次。

1．6 荧光实时定量PCR检测Osterix mRNA水平表

达情况

细胞转染48 h后收集细胞。1×106细胞加1

ml 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1 ug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Osterix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。

Osterix引物序列：上游5’一TCC CTG GAT ATG ACT

CAT CCC T一3’，下游5’一CCA AGG AGT AGG TGT

GTT GCC一3’；GAPDH引物序列：上游5’一CTG GGC

TAC ACT GAG CAC C．3’，下游5’一AAG TGG TCG

TTG AGG GCA ATG一3’。QPCR反应体系为20 ul，

包含：2×UItraSYBR Mixture 10 ul，上下游引物各1

ul，eDNAl ul，加ddH，O至总体积20 u1。反应条件：

95℃预变性10 min，95℃变性15 S，600C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Osterix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80 ul抽提试剂)；常温中冰浴30

min；高速4℃离心机离心15 rain；吸取上清用BCA

法测蛋白浓度；取上清加入蛋白缓冲液于100"12变

性10 min；然后行SDS-PAGE电泳；80V、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。

1．8统计学处理

所有数据均用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 MSCs Osterix基因mRNA表达情况
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将siRNA．1、2、3分别转染MSCs，以不做任何处

理的MSCs做空白对照，以转染NC RNA做阴性对

照。转染后48 h行QPCR检测结果显示，siRNA-2

以终浓度100 nmol／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一3效果较明显，见图1。

Rcplicatu、、c|l lD

图1 3种siRNA对Osterix基因的不同抑制效果

Fig．1 Different inhibition effect of Osterix siRNA 1—3

on Osterix expression

2．2 MSCs Osterix基因蛋白表达情况

Western blot法检测Osterix蛋白表达情况显示，

siRNA-2以终浓度100 nmol／L转染时与对照组相比

有明显抑制效果，siRNA一1抑制效果不明显，siRNA．

3效果尚可．见图2。
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图2 Western blot法检测Osterix蛋白表达情况

Fig．2 Expression of Osterix protein was detected

by blot Western method

2．3 siRNA-2抑制MSCs Osterix基因表达的量效关

系

siRNA．2分别以终浓度50 nmol／L、100 nmol／l_．

及200 nmol／L转染MSCs，以不加siRNA．2的MSCs

做空白对照。QPCR结果表明，siRNA．2抑制MSCs

Osterix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 nmol／L、

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MSCs Osterix基因表达的时效关系

R,：p11c。lIc uc11 lI)

图3 siRNA-2转染抑制基因Osterix mRNA

表达的量效关系

Fig．3 The dose—dependent inhibition of Osterix

mRNA by Osterix siRNA一2 transfection

根据siRNA．2对Osterix基因抑制量效关系的

实验结果，200 nmoL／L终浓度siRNA．2转染MSCs

抑制效果最佳。为明确siRNA-2对Osterix基因抑

制的时效动态变化，以200 nmol／L终浓度siRNA．2

转染MSCs，以不加siRNA一2的MSCs做空白对照，

选取3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一2抑

制MSCs Osterix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。

kc川ICIIIC、、cll J|)

图4 siRNA一2转染抑制Osterix基因

mRNA表达的时效关系

Fig．4 The time—dependent of Osterix mRNA by

Osterix siRNA．2 transfection
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Osterix基因是成骨细胞分化和骨形成过程中所

必需的关键因子。61，其缺失会直接导致骨形成能力

的完全丧失。有实验证明，在Osterix基因敲除小鼠

中，成骨细胞的发育完全被抑制，但是破骨细胞分

化、血管人侵、软骨细胞的分化和软骨的形成均正

常。另有研究表明Osterix．／．细胞具有软骨细胞特

有的圆形特征，且表达软骨细胞的标志物。因此，

Osterix可能是软骨细胞的一种负向调解因子，在骨

形成过程中阻止具有双向分化潜能的骨／软骨祖细

胞选择性的向软骨分化。“。研究发现，在Osterix基

因敲除小鼠胚胎中，各种成骨细胞分化的标志物(I

型胶原、骨钙素、骨桥素、骨涎蛋白等)的表达水平

严重降低或者缺乏。其中骨钙素’8。作为一种高度

特异性的晚期成骨细胞标志物，在Osterix基因敲除

小鼠胚胎的软骨内和膜性骨骼成分中却未见表达，

由此可见成骨细胞的分化被完全阻断。而正是由于

成骨细胞的分化、成熟受到抑制从而导致了骨形成

的缺失。Osterix基因对MSCs的分子作用机制相当

复杂，目前尚未彻底清楚，需行siRNA干扰后，观察

MSCs在体内外的凋亡、存活、增殖、分化能力，以明

确Osterix基因促进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2l～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

生转录后沉默一1。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19’1 0|。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。

笔者设计并筛选出特异抑制MSCs内Osterix基因的

siRNA一2，并初步明确其作用的时间、剂量依赖性，为

进一步研究Osterix基因在骨科疾病发生中的作用

建立一定的基础。
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