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miR-877-3p对骨质疏松症小鼠骨髓间充质干细胞增殖能力的影响
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［摘要］目的·研究骨质疏松症发生及发展过程中miR-877-3p对骨髓间充质干细胞（bone mesenchymal stem cells，BMSCs）增殖能力

的影响。方法·8周龄的雌性健康小鼠 20只，进行双侧卵巢摘除术，建立绝经后骨质疏松模型（OVX组）。另选 20只雌性健康小鼠，

切除卵巢附近脂肪组织，建立假手术模型（假手术组）。术后 2个月，对 2组小鼠骨参数指标包括骨体积分数、骨小梁数量及骨密度行

micro-CT检测；采用CCK-8法和细胞计数法检测 2组BMSCs增殖能力；通过实时荧光PCR （real-time PCR）检测 2组细胞miR-877-3p

的表达。上调（下调）细胞内miR-877-3p水平，通过CCK-8法和细胞计数法检测BMSCs增殖能力的变化。结果·Micro-CT检测结果

显示，假手术组与OVX组各项骨参数指标比较，差异均有统计学意义（P<0.05）。CCK-8法及细胞计数结果显示，假手术组BMSCs

的增殖能力明显高于OVX组（P<0.05）。Real-time PCR结果显示，假手术组BMSCs中miR-877-3p的表达明显低于OVX组（P<0.05）。

上调（下调） miR-877-3p后，BMSCs增殖能力下降（上升）。结论·绝经后骨质疏松症小鼠中，BMSCs的增殖能力受到miR-877-3p

调控，这可能是影响骨质疏松发病的重要因素之一。
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[Abstract] Objective·To investigate the effect of miR-877-3p on the proliferation of bone marrow mesenchymal stem cells (BMSCs) during the

occurrence and development of osteoporosis. Methods·Twenty female healthy mice aged 8 weeks underwent bilateral ovariectomy to establish the

postmenopausal osteoporosis models (OVX group). In addition, 20 healthy female mice were selected in the same period and the adipose tissue near the

ovary was removed to establish sham operation models (Sham group). Two months after surgery, bone parameters of the mice, including bone volume

fraction (BVF), trabecular number (Tb.N), and bone mineral density (BMD) were detected by micro-CT, and cell proliferation ability of the two groups

was detected by CCK-8 and cell counting. The expression of miR-877-3p in the two groups was detected by real-time PCR. After up-regulating (down-

regulating) the level of miR-877-3p in the BMSCs, cell proliferation was detected by CCK-8 and cell counting. Results·The micro-CT results showed

that there were significant differences in bone parameters between the Sham group and the OVX group (P<0.05). The results of CCK-8 and cell counting

showed that the proliferation ability of BMSCs in the Sham group was significantly higher than that in the OVX group (P<0.05). Real-time PCR results

showed that the expression of miR-877-3p in BMSCs in the Sham group was significantly lower than that in the OVX group (P<0.05). After upregulation

(downregulation) of miR-877-3p, the proliferation ability of BMSCs decreased (increased). Conclusion·In postmenopausal osteoporosis mice, the

proliferation ability of BMSCs is regulated by miR-877-3p, which may be one of the important factors affecting the incidence of osteoporosis.
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骨质疏松症是以骨质丧失及骨破坏为特点的一类全

身性疾病，严重影响人们的生活质量。该疾病与雌激素

缺乏相关，尤其以绝经后女性高发［1］。骨髓间充质干细

胞 （bone mesenchymal stem cells，BMSCs） 是存在骨髓

中的多潜能干细胞，其能够分化为成骨细胞、成软骨细

胞、成脂细胞等［2-4］。因此，BMSCs在维持骨平衡稳态、

维护骨健康中发挥重要作用［5］。BMSCs生物学特性的改

变会打破骨平衡稳态，从而导致骨质疏松症的发生［6］。
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然而，其具体机制仍不明确。微小 RNA （microRNA，

miRNA）能够调控多种细胞的增殖、分化、凋亡，受到研

究人员的关注［7-9］。 细胞内miRNA表达的变化会导致细胞

生物学特性的改变，从而导致疾病的发生。研究［10］发现，

miR-877-3p 能够促进细胞的分化；但尚无研究指出 miR-

877-3p能够调控 BMSCs的增殖能力。本实验旨在研究绝

经后骨质疏松症发生、发展过程中，雌激素的减少是否影

响miR-877-3p的变化，并调控BMSCs的增殖能力。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 动物 8 周健康雌性 WT C57BL/6J 小鼠，购于重

庆医科大学实验动物中心。动物生产许可证号为 SCXK

（渝） 2018-0003，使用许可证号为 SYXK （渝） 2018-

0003。将小鼠在 SPF 级动物房饲养，自由饮水及采食。

所有动物实验经重庆医科大学附属口腔医院伦理委员会

批准［2020年伦审（067）号］。

1.1.2 主要试剂及设备 胎牛血清 （fetal bovine serum，

FBS）（天杭生物，中国）；α-MEM 培养基 （Gibco，美

国）；实时荧光 PCR （real-time PCR）试剂盒、RNA提取

试剂盒 （TaKaRa，日本）；茜素红、胰蛋白酶 （Sigma，

美国）；CKK-8 试剂盒（Invitrogen，美国）；成脂诱导试

剂、成骨诱导试剂 （百恩维，中国）；siPORTTM 转染剂

（Ambion，美国）；miR-877-3p 冻干粉 （锐博，中国）；

micro-CT检测仪（西门子，德国）。

1.2 实验方法

1.2.1 骨质疏松模型及假手术模型建立 手术在 10 g/L

戊巴比妥钠麻醉下进行。将 40只小鼠随机分为卵巢摘除

术后骨质疏松症组（OVX组，n=20）和假手术组（Sham

组，n=20）。OVX 组小鼠切除双侧卵巢，Sham 组切除卵

巢附近部分脂肪，分层缝合肌肉和皮肤层。

1.2.2 血清雌激素水平及骨参数检测 术后 8 周，小鼠

头部及眶周消毒后眼球取血，离心取血清，用酶联免疫

试剂盒测定血清雌激素水平。术后 2个月，脱颈处死 2组

小鼠，多聚甲醛固定小鼠股骨 48 h；micro-CT扫描检测 2

组小鼠骨参数，包括骨体积分数 （bone volume fraction，

BVF）、骨小梁数量（trabecular number，Tb.N）及骨密度

（bone mineral density，BMD）。

1.2.3 BMSCs培养及表型鉴定 取 Sham组及 OVX组小

鼠股骨，在超净台内冰袋上去尽肌肉与筋膜，剪刀剪去

股骨两端。注射器插入髓腔，将骨髓冲出，剪碎吹均成

单细胞悬液，加入含 FBS 的 α-MEM 培养液，于 37 ℃培

养箱中常规培养。取状态较好的P3代BMSCs消化，用含

3% FBS 的 PBS 清洗后重悬，分别加入 Sca-1、CD90、

CD45、CD34抗体，4 ℃避光1 h，离心，弃上清液，用含

3% FBS的磷酸盐缓冲液（phosphate buffer solution，PBS）

清洗，重悬，流式细胞仪检测细胞表面抗原表达率。

1.2.4 BMSCs成骨诱导及观察

（1）茜素红染色观察 取 P3 代细胞，按照 2×105个/

孔密度接种于 6孔板中，随后加入成骨诱导液培养，每 3

d换液。培养 21 d后，PBS清洗，多聚甲醛固定，PBS轻

轻冲洗，去除多聚甲醛。茜素红染液染色，显微镜下拍

照观察，利用分光光度仪检测吸光度［D（520 nm）］。

（2） 碱性磷酸酶 （alkaline phosphatase， ALP） 染

色 取 P3代细胞，按照 2×105个/孔密度接种于 6孔板中，

随后加入成骨诱导液培养，每 3 d换液，培养 7 d。PBS清

洗，多聚甲醛固定，依照 ALP 检测试剂盒说明进行 ALP

染色，拍照观察，检测吸光度［D（520 nm）］。

1.2.5 BMSCs 成脂诱导及观察 取 P3 代细胞，按照 2×

105个/孔的密度接种于 6 孔板中，加入成脂诱导液培养，

每 3 d换液。培养 14 d后，PBS清洗，多聚甲醛固定，再

用 PBS 轻轻冲洗，去除多聚甲醛。油红 O 染色，显微镜

下拍照观察，利用分光光度仪检测吸光度 ［D （520

nm）］。

1.2.6 PPARγ2和 Runx2基因检测 将 OVX 组和 Sham 组

P3 代 BMSCs 进行成脂基因 PPARγ2 与成骨基因 Runx2 检

测。提取 2 组细胞 RNA，按照试剂盒说明进行反转录及

合成 cDNA，real-time PCR检测。PPARγ2上游引物为 5′-

GGGTCAGCTCTTGTGAATGG-3′，下游引物为 5′-CTG-

ATGCACTGCCTATGAGC-3′；Runx2 上游引物为 5′-TT-

CTCCAACCCACGAATGCAC-3′，下游引物为5′-CAGG-

TACGTGTGGTAGTGAGT-3′；Gapdh 上游引物为5′-GA-

CTTCAACAGCAACTCCCAC-3′，下游引物为 5′-TCCA-

CCACCCTGTTGCTGTA-3′。

1.2.7 BMSCs增殖能力检测

（1） CCK-8法 将 P3代 BMSCs按照 4×103个/孔的密

度接种于 96孔板，连续 7 d每日定时检测细胞增殖能力。

每孔滴入 10 μL CCK-8液，置于 37 ℃培养箱中 2 h，取出

后用酶联免疫检测机测量吸光度［D（490 nm）］。

（2）细胞计数法 将 P3代BMSCs按照 4×103个/孔的

密度接种于96孔板，连续7 d每日定时对细胞进行计数。

1.2.8 miR-877-3p 表达检测 收集 OVX 组和 Sham 组 P3

代BMSCs，PBS清洗，参照试剂盒说明书提取总RNA及

反转录合成 cDNA。miR-877-3p 上游引物为 5′-UGUCC-
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UCUUCUCCCUCCUCCCA-3′，下游引物为 5′-UGGGA-

GGAGGGAGAAGAGGACA-3′；内参 U6 上游引物为 5′-

CTCGCTTCGGCAGCACATATACT-3′，下游引物为 5′-

ACGCTTCACGAATTTGCGTGTC-3′。具体反应条件及

体系参照产品说明。

1.2.9 miR-877-3p 转染及 BMSCs 增殖能力检测 取 P3

代 BMSCs，以 4×103 个/孔的密度接种于 96 孔板，待

BMSCs贴壁，按照miRNA转染试剂盒说明书将miR-877-

3p mimics （miR-877-3p 过表达组）、miR-877-3p inhibitor

（miR-877-3p 抑制组）、空白对照试剂 control （对照组）

进行 BMSCs转染。步骤如下：用 50 μL 不含血清的培养

基稀释 1 μL 转染试剂 siPORTTM，轻轻混匀并室温孵育

5 min；用 50 μL 不含血清培养基分别稀释 0.5 μL （20

µmol） 的 miR-877-3p mimics、 miR-877-3p inhibitor、

control存储液，轻轻混匀，室温孵育 5 min；将稀释后的

转 染 试 剂 siPORTTM 与 稀 释 后 的 miR-877-3p mimics、

inhibitor、control轻轻混匀，静置后分别加入含有BMSCs

的 96 孔板，置于 37 ℃的 5% CO2培养箱中培养。分别采

用CCK-8法和细胞计数法检测BMSCs的增殖能力。

1.3 统计学分析

采用SPSS12.0软件进行统计学分析。定量资料用 x±s

表示，2组间比较采用 t检验，多组间比较采用单因素方

差分析。P<0.05表示差异有统计学意义。

2 结果

2.1 BMSCs鉴定

细胞表面抗原流式检测结果显示，间充质来源干细

胞表面标志物 Sca-1 和 CD90 表达率分别为 88.4% 和

90.3%，而非间充质来源干细胞表面标志物CD45和CD34

的表达率分别为4.9%和0.3%（图1）。

2.2 血清雌激素水平的比较

术后 8 周，Sham 组血清雌激素水平为（32.49±3.17）

pg/mL，显著高于OVX组的（8.89±1.13） pg/mL，差异具

有统计学意义（P=0.002）。

2.3 骨参数的比较

术后 2 个月，micro-CT 骨参数检测结果 （图 2） 显

示，Sham 组 BVF、Tb.N、BMD 均明显高于 OVX 组，差

异均有统计学意义（均P<0.05）。

图1 BMSCs流式细胞鉴定

Fig 1 Flow cytometry analysis of BMSCs
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2.4 BMSCs成骨分化及成脂分化鉴定

BMSCs 经过成骨诱导液培养 7 d 后，ALP 染色 （图

3A） 及定量检测 （图 3B） 结果显示，OVX 组 ALP 活性

低于 Sham 组 （P=0.004）。BMSCs 经过成骨诱导液培养

21 d后，经茜素红染色，显微镜下可见橘红色钙盐沉淀，

Sham组橘红色钙化结节多于OVX组（图 3C）；定量检测

结果（图 3D）显示 Sham组吸光度明显高于OVX组（P=

0.005）。

BMSCs成脂诱导 14 d后，经油红 O 染色，显微镜下

可见成串脂滴 （图 4A）。定量检测结果 （图 4B） 显示，

OVX组吸光度明显高于Sham组（P= 0.042）。

Real-time PCR 检 测 结 果 （图 5） 显 示 ， OVX 组

BMSCs成骨基因Runx2的相对表达量低于Sham组，OVX

组 BMSCs 成脂基因 PPARγ2 的相对表达量高于 Sham 组，

差异均有统计学意义（均P<0.05）。

2.5 2组BMSCs增殖能力比较

连续 7 d采用 CCK-8法检测 2组 BMSCs的增殖能力，

结果 （图 6A） 显示，Sham 组 BMSCs 与 OVX 组 BMSCs

增殖能力从第 4日开始逐步显现差异，Sham组BMSCs的

Note：A. Micro-CT imaging features of femurs in the OVX group (left) and Sham group (right). B. Comparison of bone parameters between the OVX group and Sham group.
①P=0.006, ②P=0.002, ③P=0.034, compared with the OVX group.

图2 2组小鼠股骨micro-CT影像学表现及骨参数比较

Fig 2 Comparison of micro-CT imaging features of femurs and bone parameters between the two groups

Note：A. ALP staining of the OVX group and Sham group. B. Quantitatively analysis of ALP activity. C. Bone-induced calcified nodules of the OVX group and Sham group.

D.Comparison of the absorbance values of BMSCs in the two groups after alizarin red staining (×100). ①P=0.004, ②P=0.005, compared with the OVX group.

图3 2组BMSCs 成骨能力比较

Fig 3 Comparison of osteogenic ability of BMSCs between the two groups
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增殖能力显著高于 OVX组（均 P<0.05）。同样，连续 7 d

细胞计数结果（图 6B）显示，Sham 组 BMSCs 的增殖能

力也是从第4日开始，显著高于OVX组（均P<0.05）。

2.6 2组miR-877-3p表达量的比较

Real-time PCR 检测 OVX 组和 Sham 组 BMSCs miR-

877-3p的表达水平，结果显示OVX组BMSCs miR-877-3p

相对表达量（0.23±0.04）明显高于Sham组（0.06±0.02），

差异具有统计学意义（P=0.018）。

2.7 转染效率检测

将BMSCs转染miR-877-3p mimics后，miR-877-3p的

相对表达量显著上升；转染 miR-877-3p inhibitor 后，

miR-877-3p 的 表 达 显 著 下 降 。 该 结 果 证 实 转 染 有

效（图7）。

2.8 转染miR-877-3p后BMSCs增殖能力变化

转染miR-877-3p后通过CCK-8法（图 8A）和细胞计

数 （图 8B） 检测各组 BMSCs 的增殖能力，均发现各组

BMSCs 增殖能力从第 4 日开始逐步显现差异。miR-877-

3p 过表达组 BMSCs 增殖能力显著低于对照组，而 miR-

877-3p抑制组 BMSCs的增殖能力显著高于对照组，差异

均有统计学意义（均P<0.05）。

Note：A. Lipid drops of the OVX group and Sham group. B. Comparison of the absorbance values of BMSCs in the two groups after Oil red O staining (×100). ①P=0.042,

compared with the OVX group.

图4 2组BMSCs 成脂能力比较

Fig 4 Comparison of adipogenic ability of BMSCs between the two groups

Note：Comparison of Runx2 and PPARγ2 mRNA in the two groups. ①P=0.002, ②P

=0.005, compared with the OVX group.

图5 2组小鼠BMSCs Runx2 and PPARγ2 表达量比较

Fig 5 Comparison of expression levels of Runx2 and PPARγ2 in BMSCs between

the two groups

Note：A. Detection of BMSCs proliferation by CCK-8 method. B. Detection of

BMSCs proliferation.by cell count method. ①P=0.013, ②P= 0.014, ③P= 0.024, ④P=

0.022, ⑤P=0.040, ⑥P=0.040, ⑦P=0.015, ⑧P=0.025, compared with the OVX group.

图6 2组BMSCs增殖能力比较

Fig 6 Comparison of proliferation ability of BMSCs between the two groups

Note：①P=0.009, ②P=0.003, compared with the control group.

图7 转染后BMSCs中miR-877-3p的相对表达量

Fig 7 Expression of miR-877-3p in BMSCs after transfection
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3 讨论

雌激素缺乏在骨质疏松症的发生及发展中起着重要

作用。绝经后骨质疏松症是女性最常见的疾病之一。伴

随年龄增加，女性体内雌激素水平降低，骨质破坏逐渐

增加。绝经期后女性的BVF、Tb.N、BMD等骨参数指标

较绝经前明显降低。研究［11］发现，雌激素影响体内成骨

细胞的形成与破骨细胞的破坏，进而调控骨的破坏与重

建。BMSCs具有增殖和多向分化的潜能，在一定条件下

能够分化为成骨细胞、成软骨细胞等，从而对体内骨平

衡稳态有着重要的调控作用［12］。近年来，研究人员［13］

发现，miRNA因其特有的转录后调控作用，在绝经后骨

质疏松症的发生及发展过程中产生了较大影响。本研究

构建小鼠雌激素缺乏所致的骨质疏松症模型，比较来源

于骨质疏松症小鼠的 BMSCs 与假手术组的 BMSCs 中

miR-877-3p的表达情况；并通过上调（下调） BMSCs中

miR-877-3p 的 表 达 ， 观 察 miR-877-3p 是 否 能 够 调 控

BMSCs的增殖，进而影响雌激素缺乏导致的骨质疏松症。

本实验发现，OVX 组小鼠行卵巢摘除术 8 周后，雌

激素水平较假手术组明显降低，BVF、Tb.N、BMD均下

降，与 Shuai等［14］研究结果一致。BMSCs作为成骨细胞

的前体细胞，在骨质疏松症的发病过程中有重要作用。

骨质疏松症与BMSCs相互影响的研究大多集中在骨质疏

松症环境下BMSCs多向分化能力的生物学特性改变；而

关于来源于骨质疏松症机体BMSCs增殖能力改变的分子

机制，研究较少。Tan 等［15］发现，TAZ 能够通过 PI3K/

Akt通路促进BMSCs的成骨分化。Qi等［16］发现，来源于

骨质疏松症病理环境下的BMSCs成骨能力较弱，骨再生

与改建能力降低；但自噬能够保护 BMSCs 的成骨能力，

进而减少骨质疏松症的发生。Wang 等［17］发现，核苷酸

结合寡聚化结构域样受体蛋白 3 （nucleotide-binding

oligomerization domain， leucine rich repeat and pyrin

domain containing 3，NLRP3）炎症小体的激活能够抑制

BMSCs的成骨能力，而 BMSCs的成脂能力却明显提升，

进而导致骨质疏松症的发生。本实验发现，来源于卵巢

摘除术所致的骨质疏松症小鼠模型的BMSCs经成骨诱导

后，成骨能力低于假手术组，而成脂能力却高于假手术

组，与上述相关研究结果一致。来源于骨质疏松症小鼠

的BMSCs增殖能力较假手术组弱，说明在骨质疏松症的

发病过程中，可能存在某些分子影响 BMSCs 的增殖能

力。 miRNA是多种生理和病理过程的重要调节因子，并

可能通过影响成骨细胞分化，在维持骨稳态中发挥关键

作用［18］。Wang等［10］研究发现，miR-877-3p能够靶向调

控 Smad7 的表达，进而调控肌纤维细胞的分化。有研

究［19］指出，在转化生长因子 β1诱导的成骨细胞分化过程

中，miR-877-3p 参与了成骨细胞前体细胞系 MC3T3-E1

成骨分化的过程。本研究发现，OVX 组 BMSCs 中 miR-

877-3p 表达水平高于假手术组，说明雌激素缺乏可能导

致 BMSCs 中 miR-877-3p 表达升高，进而对 BMSCs 的增

殖能力产生影响，导致骨质疏松症的发生。Li等［20］在膀

胱癌的肿瘤抑制基因 p16的启动子位点上发现了miR-877-

3p 的结合位点，通过高表达 miR-877-3p，能够增加 p16

的表达，抑制膀胱癌细胞的增殖，提示 miR-877-3p 可能

参与细胞增殖能力调控。Xu 等［21］发现，miR-887-3p 负

调控 STARD13，进而调控胰腺癌细胞的增殖能力，影响

胰腺癌的进展。本研究得到相似结果：OVX组BMSCs中

miR-877-3p表达升高，BMSCs增殖能力降低；体外下调

miR-877-3p后，BMSCs的增殖能力有一定程度的升高。

综上，本研究发现，在雌激素缺乏导致的骨质疏松

症病理环境下，BMSC 中 miR-877-3p 表达升高，抑制了

BMSC 的增殖，但其涉及的相关靶基因调控机制有待进

一步探索。

Note：A. Detection of BMSCs proliferation by CCK-8 method. B.Detection of BMSCs proliferation by cell count method. ①P=0.048, ②P=0.045, ③P=0.021, ④P=0.032, ⑤P=

0.043, ⑥P=0.040, ⑦P=0.032, ⑧P=0.045, ⑨P=0.047, ⑩P=0.018, ⑪P=0.048, ⑫P=0.043, ⑬P=0.042, ⑭P=0.019, ⑮P=0.024, ⑯P=0.044, compared with the control group.

图8 转染miR-877-3p后各组BMSCs增殖能力比较

Fig 8 Comparison of proliferation ability of BMSCs in the groups after transfection of miR-877-3p
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上海交通大学附属胸科医院胸外科方文涛教授领衔的中国胸腺肿瘤协作组 （ChART） 研究团队在国际肺癌研

究协会 （ISLAC） 的官方期刊、胸部肿瘤领域国际权威学术杂志 Journal of Thoracic Oncology 上发表了最新研究

成果“A recurrence predictive model for thymic tumors and its implication for postoperative management: a Chinese

Alliance for Research in Thymomas Database Study”。此项研究成果首次以中国人群为分析基础，提出了国际首个

胸腺肿瘤的复发预测模型及其对预后长期管理的意义，为我国乃至全球胸腺肿瘤患者的管理模式提供了有力的临

床指导与建议。同时，这一研究结果有望改变国际上胸腺肿瘤领域的诊疗指南，为术后辅助治疗临床试验设计，

尤其是入组对象选择和辅助治疗方式选择等提供重要的理论基础。

上海交通大学附属胸科医院方文涛教授团队发布国际首个胸腺肿瘤

术后复发预测模型

学术快讯
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