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基于转录组测序分析微重力环境下 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１
成骨细胞 ｍｉＲＮＡ ／ ｍＲＮＡ 表达谱及功能变化
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摘要：目的　 探讨微重力环境对 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 成骨细胞分化的影响。 方法　 采用转录组测序技术（ＲＮＡ⁃ｓｅｑ）观察微

重力培养前后 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 成骨细胞 ｍｉＲＮＡ ／ ｍＲＮＡ 表达谱变化，测序结果采用 ｑ⁃ＰＣＲ 验证。 采用生物信息学方法

进一步研究差异性表达的 ｍｉＲＮＡ ／ ｍＲＮＡ。 结果　 与对照组（ＣＯＮ）相比，模拟微重力组（ＳＭＧ）共有 １６０ 条ｍｉＲＮＡ和

１ ９１２ 个 ｍＲＮＡｓ 发生显著改变；根据生物信息学结果，筛选出 １０ 个关键性基因（３ 条 ｍｉＲＮＡ、７ 个 ｍＲＮＡ），其中

ｍｉＲ⁃９＿６６６６⁃５ｐ 为微重力敏感 ｍｉＲＮＡ，可能在微重力环境下成骨细胞分化过程中起到重要的作用。 结论　 在微重

力环境下，成骨细胞分化受到抑制可能与 ｍｉＲＮＡ ／ ｍＲＮＡ 表达谱的改变有关。 研究结果将有助于深入理解 ｍｉＲＮＡ
与 ｍＲＮＡ 在微重力环境下调控成骨分化与骨生成的分子机制。
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　 　 机械应力在骨重建过程中发挥着至关重要的

作用。 骨组织与细胞具有力学敏感性，可以将力

学信号转化为生物信号，进行自我调控，以适应外

界环境的变化［１］ 。 微重力即为零重力，狭义的微

重力是指重力或其他外力引起的加速度不超过

１０－５ ～ １０－４ｇ；随着地基模拟微重力方法的不断发

展，广义的微重力是指生物体受到机械力学刺激

的减少或消失。 研究表明，力学刺激减少或者缺

失（如处于太空环境或长期卧床等）会影响骨的代

谢，造成骨微观结构被破坏、骨质流失等症状［２⁃３］ 。
重力对维持机体健康状态具有重要的作用，宇航

员长期太空作业会导致一系列健康问题，如骨质

疏松、骨骼肌萎缩、心血管改变、免疫系统失调以

及睡眠和昼夜节律的改变［４⁃６］ 。 然而，失重对成骨

细胞影响的具体分子机制仍尚未阐明。
微小 ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ， ｍｉＲＮＡ）是一类非编码

ＲＮＡ 单链分子，含有 １５ ～ ２５ 个核苷酸，在调节机体

生命进程中具有重要的作用［７］。 研究发现，ｍｉＲＮＡ
参与成骨分化过程，并涉及 Ｗｎｔ、ＢＭＰ、ＴＧＦ⁃β、ＦＧＦ、
Ｎｏｔｃｈ、ＩＧＦ 和 Ｈｈ 等多种信号通路［８⁃１０］。 目前，ｍｉＲＮＡ
在骨力 学 生 物 学 中 的 作 用 已 初 见 端 倪， 但 是

ｍｉＲＮＡ 在微重力环境下对成骨细胞的作用尚不

清楚。
本文重点研究微重力环境对 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 成骨细

胞分化的影响， 通过旋转培养系统 （ ｒｏｔａｒｙ ｃｅｌｌ
ｃｕｌｔｕｒｅ ｓｙｓｔｅｍｓ， ＲＣＣＳ）构建 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 微重力暴露

模型，分析比较微重力环境下 ｍｉＲＮＡ ／ ｍＲＮＡ 表达

谱的改变，构建相关相互作用网络，并筛选与成骨

分化相关的核心因子，为后续深入探讨 ｍｉＲＮＡ 在微

重力环境下调控骨重建提供基础。 本研究结果表

明，ｍｉＲＮＡ 可能参与微重力环境下骨组织的损伤、
修复与重建过程，ｍｉＲＮＡ 的表达谱改变可能在微重

力环境下成骨细胞分化过程中起到重要的调控

作用。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料与试剂

小鼠 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 成骨细胞系（中国医学科学院

基础医学研究所），实验室冻存。 α⁃ＭＥＭ 培养基、
优级胎牛血清、０􀆰 ２５％ 胰酶 ＋ ＥＤＴＡ 溶液（Ｇｉｂｉｃｏ 公

司，美国），碱性磷酸酶（ａｌｋａｌｉｎｅ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ， ＡＬＰ）

活性检测试剂盒（南京建成生物科技研究所），ＢＣＡ
蛋白定量试剂盒（南京凯基生物公司），ＰＣＲ 实验引

物（上海生工生物工程公司），Ｔｒｉｚｏｌ 试剂（Ｓｉｇｍａ 公

司，美国），Ｉ 型胶原（ ｃｏｌｌａｇｅｎ ｔｙｐｅ Ｉ， Ｃｏｌ⁃Ｉ）、骨钙

素（ｏｓｔｅｏｃａｌｃｉｎ， ＯＣＮ） 一抗 （ Ａｂｃａｍ 公司，美国），
二抗（武汉博士德生物公司），Ｃｙｔｏｄｅｘ ３ 微载体

（ＧＥ Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ 公司，美国），ＲＣＣＳ 系统（Ｃｅｌｌ Ｔｅｃｈ
公司，美国）， ＧＥＮｉｏｓ 酶标仪 （ Ｔｅｃａｎ 集团公司，
瑞士）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １ 　 细 胞 培 养 　 取冻存细胞进行复苏， 按

１×１０５ 个 ／ ｍＬ密 度 接 种 到 细 胞 培 养 瓶 中， 置 于

５％ ＣＯ２、３７ ℃恒温培养箱中培养，次日换液，以后每

２ ｄ 更换培养液，待细胞铺满培养瓶底部 ８０％ 左右

进行传代。
１􀆰 ２􀆰 ２　 模拟微重力环境 　 微重力组 （ ｓｉｍｕｌａｔｅｄ
ｍｉｃｒｏｇｒａｖｉｔｙ，ＳＭＧ）：分别按照操作说明配置 ５ ｍｇ ／ ｍＬ
微载体混悬溶液，以及对旋转系统的培养皿进行灭

菌处理。 用无菌注射器依次加入 ３０ ｍＬ 新鲜的

α⁃ＭＥＭ培养基（无血清、双抗）、５ ｍＬ 优级胎牛血

清、５ ｍＬ微载体混悬液、含 ５×１０４ 个细胞悬液，之
后用新鲜培养基将培养皿灌满，排尽气泡。 将上

述培养皿安装至旋转系统电机上，设置电机旋转

速度恒定为 ２０ ｒ ／ ｍｉｎ，连续培养 ３ ｄ。 实验期间时

刻注意清除培养皿中产生的气泡，防止流体剪切

力的产生。 对照组（ＣＯＮ）：将细胞置于 ２Ｄ 培养皿

中常规培养 ３ ｄ。
１􀆰 ２􀆰 ３　 ＡＬＰ 活性检测　 细胞培养 ３ ｄ 后，离心收集

各组细胞，清洗后加入 ５００ μＬ 的 ＰＢＳ 缓冲液重悬

细胞，在 ３００ Ｗ 功率下将细胞置于冰水浴状态进行

蛋白超声裂解。 裂解细胞时超声探头需在液面以

下，注意探头不要接触到管壁，每次超声 ５ ｓ，间隔

４ 次，每次间隔时间为 ３０ ｓ。 用 ＢＣＡ 方法将蛋白定

量，按操作表将各试剂加入到 ９６ 孔板，５２０ ｎｍ 处波

长酶标仪测定各孔吸光度。
１􀆰 ２􀆰 ４　 实时荧光定量 ＰＣＲ 　 细胞培养 ３ ｄ 后，离
心收集各组细胞，酚氯仿法提取各组细胞的总

ＲＮＡ，定量 ＲＮＡ 为 １ μｇ ／ ｍＬ，逆转录合成 ｃＤＮＡ，
以 ｃＤＮＡｓ 作为模板采用实时荧光定量 ＰＣＲ 分别

检测 ＡＬＰ、ＯＣＮ、Ｃｏｌ⁃Ｉ 的基因表达水平，引物序列

见表 １。
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ＨＡＮ Ｂｉａｏ， ｅｔ ａｌ． Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ＭｉＲＮＡ ／ ｍＲＮＡ Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ Ｐｒｏｆｉｌｉｎｇ ａｎｄ Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ Ｎｅｔｗｏｒｋ Ａｎａｌｙｓｉｓ ｆｏｒ ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１
Ｃｅｌｌｓ ｗｉｔｈ Ｍｉｃｒｏｇｒａｖｉｔｙ Ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ Ｂａｓｅｄ ｏｎ ＲＮＡ⁃ｓｅｑ



表 １　 实验引物序列

Ｔａｂ．１　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｆｏｒ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

基因 引物序列（５′⁃３′）

ＡＬＰ
正 ＴＧＡＣＣＴＴＣＴＣＴＣＣＴＣＣＡＴＣＣ
反 ＣＴＴＣＣＴＧＧＧＡＧＴＣＴＣＡＴＣＣＴ

ＯＣＮ
正 ＴＧＣＴＴＧＴＧＡＣＧＡＧＣＴＡＴＣＡＧ
反 ＧＡＧＧＡＣＡＧＧＧＡＧＧＡＴＣＡＡＧＴ

Ｃｏｌ⁃Ｉ
正 ＧＡＧＣＧＧＡＧＡＧＴＡＣＴＧＧＡＴＣＧ
反 ＧＴＴＣＧＧＧＣＴＧＡＴＧＴＡＣＣＡＧＴ

β⁃ａｃｔｉｎ
正 ＧＡＴＴＡＣＴＧＣＴＣＴＧＧＣＴＣＣＴ
反 ＡＣＴＣＣＴＧＣＴＴＧＣＴＧＡＴＣＣ

ｍｉＲ⁃１４５ａ⁃５ｐ
正 ＣＡＧＴＧＣＧＴＧＴＣＧＴＧＧＡＧＴ
反 ＡＧＧＴＣＣＡＧＴＴＴＣＣＣＡＧＧ

ｍｉＲ⁃９＿６６６６⁃５ｐ
正 ＴＣＧＧＣＡＧＧＣＡＧＴＴＧＡＧＧＣＡＡ
反 ＣＴＣＡＡＣＴＧＧＴＧＴＣＧＴＧＧＡＣＴ

ｌｅｔ⁃７ｃ⁃５ｐ
正 ＵＧＡＧＧＵＡＧＵＡＧＧＵＵＧＵＡＵＧＧ
反 ＣＣＡＵＡＣＡＡＣＣＵＡＣＵＡＣＣＵＣＡ

Ｕ⁃６
正 ＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡＴＡＴＡＣ
反 ＧＡＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣ

１􀆰 ２􀆰 ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测　 细胞培养 ３ ｄ 后，离心

收集各组细胞，加入蛋白裂解液，用 ＢＣＡ 法定量

各组细胞蛋白浓度。 取各组定量后蛋白 ３０ μｇ，加
入 ５×蛋白上样缓冲液，沸水中煮 １０ ｍｉｎ，而后将

样品加入已配制的含 １０％ 分离胶与 ５％ 浓缩胶的

电泳系统内跑胶；切胶并转膜；将 ＰＶＤＦ 膜与 ５％
脱脂奶粉室温下封闭 １ ｈ；封闭后的 ＰＶＤＦ 膜分别

与兔抗 ＯＣＮ（ １ ∶ ５００）、 Ｃｏｌ⁃Ｉ （ １ ∶ １ ０００）、ＧＡＰＤＨ
（１ ∶２ ５００）一 抗 ４ ℃ 孵 育 过 夜；取 出 ＰＶＤＦ 膜，
ＰＢＳＴ 洗涤 ５ 次，与山羊抗兔的二抗（１ ∶ ５ ０００ 稀

释）常温孵育 １ ｈ，ＰＢＳＴ 洗涤 ５ 次；加入显影发光

液（ＥＣＬ），暗室显影定影，取出胶片后用 Ｉｍａｇｅ Ｊ
软件分析结果。
１􀆰 ２􀆰 ６　 ＲＮＡ 文库建立与测序　 细胞培养 ３ ｄ 后，离
心收集各组细胞。 根据操作手册，采用 ＴＲＩｚｏｌＴＭ试剂

提取各组细胞的总 ＲＮＡ，每组设有 ３ 个生物学重复

（细胞样品均来自 ３ 次独立实验）。 采用 ＮａｎｏＤｒｏｐ 和

甲醛变性胶初步检测 ＲＮＡ 纯度及完整性，再采用

Ａｇｉｌｅｎｔ ２１００ ＢｉｏＡｎａｌｙｚｅｒ 准确分析各组细胞总 ＲＮＡ
的完整性与纯度（要保证 ＲＩＮ＞７􀆰 ０、２８Ｓ ／ １８Ｓ≥１􀆰 ５）。
Ｑｕｂｉｔ ＲＮＡ Ａｓｓａｙ Ｋｉｔ 对起始的总 ＲＮＡ 进行准确定

量，保证各组 ＲＮＡ 起始量处于 １～１０ μｇ。
对样品进行 ３’适配体与 ５’适配体的连接，其

次进行反转录，最后对整体系进行 ＰＣＲ 扩增，对文

库质控后开始上机测序。
１􀆰 ２􀆰 ７　 ＧＯ 条目与 ＫＥＧＧ 信号通路富集注释 　 基

因本体（ ｇｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏｇｙ， ＧＯ）注释和富集分析，是
运用 ＤＡＶＩＤ 基因注释工具 （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｄａｖｉｄ． ａｂｃｃ．
ｎｃｉｆｃｒｆ． ｇｏｖ ／ ）研究目标基因集合在 ＧＯ 中的分布

状况，阐明实验中样本差异在基因功能上的表

现。 具体来说，即利用 Ｆｉｓｈｅｒ 双侧精确检测来对

ＧＯ 的条目进行分类，同时利用假发现率 （ ｆａｌｓｅ
ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ， ＦＤＲ）计算出相应校正后的 Ｐ 值，
Ｐ＜０􀆰 ０５ 且 ＦＤＲ＜０􀆰 ０５ 表示 ＧＯ 的注释富集具有

显著差异。
同样，信号通路分析是根据京都基因与基因组

百科全书（Ｋｙｏｔｏ ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｇｅｎｏｍｅ，
ＫＥＧＧ）数据库的注释，揭示了与差异表达 ｍｉＲＮＡ
共表达的 ｍＲＮＡ 所富集的相关信号通路（ ｈｔｔｐ： ／ ／
ｗｗｗ． ｇｅｎｏｍｅ． ｊｐ ／ ｋｅｇｇ ／ ）。 ＧＯ 与 ＫＥＧＧ 分析使用

ＫＥＧＧ 和 ＰｕｂＭｅｄ 数据库。
１􀆰 ３　 统计学方法

所有数据均来自 ３ 次独立实验，数据采用均

值±标准差表示，组间比较采用单因素方差分析；ＧＯ
与 ＫＥＧＧ 分析采用 Ｆｉｓｈｅｒ 双侧精确检验，Ｐ＜０􀆰 ０５ 表

示差异具有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 微重力环境对成骨细胞分化的影响

ＡＬＰ、ＯＣＮ、Ｃｏｌ⁃Ｉ 是成骨细胞成熟与分化的标

志基因，为了验证微重力环境是否会对 ＡＬＰ、ＯＣＮ、
Ｃｏｌ⁃Ｉ 产生影响，分别采用 ｑ⁃ＰＣＲ、ＡＬＰ 试剂盒和

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测各组细胞中 ＡＬＰ、ＯＣＮ 和 Ｃｏｌ⁃Ｉ 的
ｍＲＮＡ 和蛋白表达水平。 结果显示，与 ＣＯＮ 组相

比，ＳＭＧ 显著抑制成骨分化相关基因的表达，ＡＬＰ
活性显著下降，ＯＣＮ、Ｃｏｌ⁃Ｉ 的蛋白表达水平也显著

降低（见图 １）。
２􀆰 ２　 微重力环境下成骨细胞中 ｍｉＲＮＡ ／ ｍＲＮＡ 表

达谱的变化

为了检测成骨细胞暴露微重力环境后 ｍｉＲＮＡ ／
ｍＲＮＡ 的表达差异变化，首先对测序的原始数据进

行过滤与质控，并将变化倍数≥２ 且 Ｐ＜０􀆰 ０５ 定义为

表达上调，将变化倍数≤０􀆰 ５ 且 Ｐ＜０􀆰 ０５ 定义为表达

下调。 结果显示，与 ＣＯＮ 组相比，ＳＭＧ 组共有１６０ 条
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图 １　 微重力环境对 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞分化的影响（∗与 ＣＯＮ
组比较，Ｐ＜０􀆰 ０５）

Ｆｉｇ．１　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｍｉｃｒｏｇｒａｖｉｔｙ ｏｎ ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ ｃｅｌｌｓ ｄｉｆｆｅｒｅｎ⁃
ｔｉａｔｉｏｎ　 （ａ） ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＡＬＰ， ＯＣＮ ａｎｄ
Ｃｏｌ⁃Ｉ， （ｂ） ＡＬＰ ａｃｔｉｖｉｔｙ， （ｃ） Ｐｉｃｔｕｒｅ ｏｆ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ，
（ｄ） Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＯＣＮ ａｎｄ Ｃｏｌ⁃Ｉ

　 　 　 　ｍｉＲＮＡ 发生显著性改变，其中，表达上调的有 ８４

图 ２　 微重力环境对 ｍＲＮＡ 与 ｍｉＲＮＡ 表达谱的变化

Ｆｉｇ．２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｍｉｃｒｏｇｒａｖｉｔｙ ｏｎ ｍｉＲＮＡ ａｎｄ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｆｉｌｅ ｉｎ ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ ｃｅｌｌｓ　 （ａ） ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ， （ｂ） ｍｉＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

条，表达下调的有 ７６ 条；共有 １ ９１２ 个 ｍＲＮＡｓ 发生

显著改变，其中，表达上调的有 ９９１ 个，表达下调的

有 ９２１ 个（见图 ２）。

　 　 为了确保测序结果的准确性，选取 ５ 个 ｍＲＮＡ
与 ３ 条 ｍｉＲＮＡ 进行 ｑ⁃ＰＣＲ 验证。 结果显示，ｑ⁃ＰＣＲ
结果与测序结果具有较好的一致性（见图 ３）。

图 ３　 ＲＮＡ⁃ｓｅｑ 与 ｑ⁃ＰＣＲ 检测微重力环境下 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞

中 ｍＲＮＡ ／ ｍｉＲＮＡ 表达结果比较

Ｆｉｇ．３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ＲＮＡ⁃ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎｄ ｑ⁃ＰＣＲ ｒｅｓｕｌｔｓ
ｆｏｒ ｍＲＮＡｓ ａｎｄ ｍｉＲＮＡｓ ｏｆ ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ ｃｅｌｌｓ ｕｎｄｅｒ
ｍｉｃｒｏｇｒａｖｉｔｙ

２􀆰 ３　 微重力环境下差异性 ｍｉＲＮＡ ／ ｍＲＮＡ 生物学

功能分析

为了选出微重力敏感的关键 ｍｉＲＮＡ 与 ｍＲＮＡ，
对差异性 ｍｉＲＮＡ 共表达的 ｍＲＮＡ 进行 ＧＯ 的分类

８３
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注释和 ＫＥＧＧ 信号通路分析，并筛选出富集结果差

异最显著的前 １０ 位（Ｐ＜０􀆰 ０５ 且 ＦＤＲ＜０􀆰 ０５）。 ＧＯ
分析主要包含细胞学组件（ｃｅｌｌｕｌａｒ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ，ＣＣ）、
分子功能 （ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ，ＭＦ） 及生物学途径

（ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ，ＢＰ），被富集的条目及 ＫＥＧＧ 信

号通路分析均按照 Ｐ 值大小来排序。
结果显示：与细胞学组件相关的 ＧＯ 二级条目

主要富集在细胞核、细胞膜、细胞质、细胞器等；与

生物学途径相关的 ＧＯ 二级条目主要富集在细胞内

信号、蛋白修饰、力学响应、免疫系统进程等；与分

子功能相关的 ＧＯ 二级条目主要富集在钙黏蛋白结

合、ＭＤＭ２ ／ ＭＤＭ４ 家族蛋白结合、分子内氧化还原

酶活性等。 为了进一步了解共表达差异基因的功

能，对这些共表达差异基因进行 ＫＥＧＧ 通路分析。
结果表明，这些差异基因主要富集在 Ｊａｋ⁃ＳＴＡＴ、
ＴＮＦ、成骨细胞分化等信号通路中（见图 ４）。

图 ４　 微重力环境下共表达差异基因 ＧＯ 与 ＫＥＧＧ 通路富集分析

Ｆｉｇ．４　 Ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｏｆ ｏｎｔｏｌｏｇｙ （ＧＯ） ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｃｏ⁃ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｕｎｄｅｒ ｍｉｃｒｏｇｒａｖｉｔｙ　
（ａ） Ｃｅｌｌｕｌａｒ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ， （ｂ） Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ， （ｃ） Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ， （ｄ） ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙ

　 　 为了得到微重力环境下参与成骨分化的关键

ｍｉＲＮＡ 与 ｍＲＮＡ，首先，计算差异表达 ｍｉＲＮＡｓ 和差

异表达 ｍＲＮＡ 两者的表达相关系数 ｒ，筛选显著相

关的关系对；其次，利用 ｍｉＲａｎｄａ 软件预测 ｍｉＲＮＡ⁃
靶基因，并与前者结果合并，最后构建 ｍｉＲＮＡ⁃
ｍＲＮＡ表达调控网络；最终，筛选出 １０ 个关键因子，
包括 ７ 个 ｍＲＮＡ（ Ｉｂｓｐ、Ｏｍｄ、Ａｌｐｌ、 Ｂｇ１ａｐ、 Ｃｏｌ１ａ１、
Ｏｇｎ、Ａｓｐｎ）与 ３ 条 ｍｉＲＮＡ（ｍｉＲ⁃９＿６６６６⁃５ｐ、 ｌｅｔ⁃７ｃ⁃
５ｐ、ｍｉＲ⁃１４５ａ⁃５ｐ）。
２􀆰 ４　 不同时间梯度微重力暴露下 ｍｉＲ⁃９＿６６６６⁃５ｐ

在 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞中的表达

根据构建的 ｍｉＲＮＡ⁃ｍＲＮＡ 表达调控网络发

现，所筛选出的 ３ 条 ｍｉＲＮＡ 中，ｍｉＲ⁃９＿６６６６⁃５ｐ 与

微重力环境下成骨细胞分化的关系较为密切，
Ｏｇｎ、Ｃｏｌ１２ａ１、Ｉｔｇａ１、Ｏａｓｌ２、Ｒｕｎｘ２、 Ｓｔｏｎ１ 等与成骨

分化密切相关的基因为 ｍｉＲ⁃９＿６６６６⁃５ｐ 的靶基因。

因此，采用 ｑ⁃ＰＣＲ 方法检测不同时间梯度（０、２４、
４８、 ７２ ｈ ） 微 重 力 暴 露 后 ｍｉＲ⁃９ ＿ ６６６６⁃５ｐ 在

ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１细胞中的表达情况。 结果显示，随着微

重力环境暴露时间的延长，ｍｉＲ⁃９＿６６６６⁃５ｐ 的表达

逐渐升高，说明 ｍｉＲ⁃９＿６６６６⁃５ｐ 对微重力环境较为

敏感，并可作为研究微重力环境下骨重建的候选

因子（见图 ５）。

３　 讨论

３􀆰 １　 微重力环境对骨重建的影响

机械应力在维持骨骼的完整性与骨量方面具

有重要的作用［１１］。 随着国防建设、重大生产以及科

研探索活动的日益增多，特别是 ２０２０ 年中国将建成

空间站，宇航员将面临长达 １ 年以上的空间飞行时

间。 但是，航天员长时间微重力暴露后会造成骨组

织大量流失，易发生骨质疏松，且无法完全恢复，是

９３
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图 ５　 不同时间梯度微重力暴露下 ｍｉＲ⁃９＿６６６６⁃５ｐ 在 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１

细胞中的表达情况（∗与 ０ ｈ 组相比，Ｐ＜０􀆰 ０５）
Ｆｉｇ．５　 ｍｉＲ⁃９＿６６６６⁃５ｐ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ ｃｅｌｌｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｔｉｍｅ ｇｒａｄｉｅｎｔｓ ｕｎｄｅｒ ｍｉｃｒｏｇｒａｖｉｔｙ

制约宇航员长期太空作业的主要因素。 空间飞行

资料显示，失重性骨质流失是以骨形成受抑制且骨

吸收增强为主要表现的过程，微重力环境下机体骨

量大量流失，骨相关细胞功能受损［１２⁃１４］。 空间实验

人员搭载大鼠和猴进行为期 ２ 周的微重力暴露，结
果显示，大鼠骨细胞功能受损，骨矿物质吸收明显，
骨细胞被严重破坏；猴长骨出现较为明显的溶骨效

应，骨细胞陷窝加重［１５⁃１７］。 同样，本课题组前期利

用尾悬吊与 ＲＣＣＳ 的方法分别建立动物与细胞水平

的微重力环境。 结果发现，微重力环境下，小鼠骨

组织的显微结构遭到破坏，宏观力学性能减弱；成
骨细胞骨架发生重组，细胞增殖、分化均受到显著

抑制，且与 ＮＦ⁃κＢ 信号通路的激活相关［１８⁃１９］。 以上

研究结果表明，微重力环境在多层次对机体的骨重建

进行调控，然而其具体的分子生物学机制仍不清楚。
３􀆰 ２　 微重力环境下 ｍｉＲＮＡ 对成骨细胞分化的

影响

ｍｉＲＮＡ 是一种内源性的小非编码 ＲＮＡ 分子

（１５～２５ 个核苷酸），其主要通过靶向具有互补序列

的 ｍＲＮＡ 调节转录后的表达，抑制 ｍＲＮＡ 的翻译或

增强其降解。 近年来，ｍｉＲＮＡ 在维持细胞表型方面

发挥了重要作用，随着测序技术与生物信息学的发

展，目前已鉴定出包括骨相关细胞在内的不同细胞

类型中数以万计的 ｍｉＲＮＡ 的生物学功能。 如今，有
关 ｍｉＲＮＡ 调控骨代谢的研究不一而足，然而研究微

重力下 ｍｉＲＮＡ 调控骨代谢的研究尚不多见。 Ｈｕ
等［２０］研究发现，在微重力环境下，大鼠原代成骨细

胞中 ｍｉＲ⁃１３２⁃３ｐ 的表达上调；分别过表达或低表达

ｍｉＲ⁃１３２⁃３ｐ 后发现，细胞向成骨分化抑制或增强；
此外，ｍｉＲ⁃１３２⁃３ｐ 可通过与 Ｅｐ３００ 蛋白相互作用，

进而抑制 Ｒｕｎｘ２ 的活性和乙酰化来调控骨代谢活

动。 然而，微重力环境下成骨细胞中 ｍｉＲＮＡ 的表达

谱变化以及生物学功能的改变仍尚不清楚。
３􀆰 ３　 微重力环境下 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞中 ｍｉＲＮＡ ／

ｍＲＮＡ 表达谱变化

本研究采用 ＲＮＡ⁃Ｓｅｑ 方法研究微重力环境下

ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 成骨细胞中 ｍｉＲＮＡ ／ ｍＲＮＡ 表达谱的改

变。 通过生物信息学分析，鉴定出了差异表达的

１６０ 条 ｍｉＲＮＡ 与 １ ９１２ 个 ｍＲＮＡ，为 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 成

骨细胞对力学刺激缺失的响应提供了基因表达谱。
另外，根据进一步的生物信息学分析，筛选出微重

力下与成骨分化相关的候选基因及相关的信号通

路。 在筛选出的信号通路中，ＮＦ⁃κＢ 信号通路是占

主导的一条信号通路，其中富集的基因有 １０ 个，且
骨涎蛋白（ ｂｏｎｅ ｓｉａｌｏｐｒｏｔｅｉｎ ２， Ｉｂｓｐ）表达量最高。
研究发现，低表达 ＣＯＬ１５Ａ１ 或 Ｉｂｓｐ 导致髋关节置

换患者的骨小梁厚度降低，骨表面积和组织体积的

比值增大，表明 ＣＯＬ１５Ａ１ 或 ＩＢＳＰ 参与调控骨组织

的微观结构［２１］。 骨调蛋白（ ｏｓｔｅｏｍｏｄｕｌｉｎ， Ｏｍｄ）能

在成骨细胞中特异性表达。 研究表明，Ｏｍｄ 的表达

受转录因子 Ｒｕｎｘ２、Ｓｍａｄｓ 或细胞因子 ＴＧＦ⁃β１ 和

ＢＭＰ⁃２ 的调控［２２］。 无孢蛋白（ ａｓｐｏｒｉｎ， Ａｓｐｎ）是一

种 ＳＬＲＰ 家族蛋白，参与 ＴＧＦ⁃β 介导的软骨细胞活

性调控［２３］。 Ｎｆｋｂｉａ 又被称为 ＮＦ⁃κＢ 信号通路抑制

剂 α（ＩκＢα）。 研究表明，ＮＦ⁃κＢ 信号通路在骨重建

过程中发挥着重要的功能，而骨吸收过程则主要是

由 ＲＡＮＫ ／ ＲＡＮＫＬ 介导。 此外，机体在处于非正常

的环境中会产生细胞因子 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６ 等，这些细胞

因子则会激活 ＮＦ⁃κＢ 转录因子［２４⁃２５］。 随后，ＮＦ⁃κＢ
又会进一步导致细胞因子 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６ 等的释放，最
终导致骨质破坏［２６］。 Ａｌｐｌ、Ｂｇ１ａｐ、Ｃｏｌ１ａ１ 是成骨细

胞分化的主要标志物，在调节骨钙平衡的过程具有

重要作用，也是临床诊断骨质疏松、骨钙代谢异常

的重要指标。 以上结果提示， 微重力暴露后，
ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 成骨细胞中与骨代谢相关的基因发生显

著性改变，说明 ｍｉＲＮＡ ／ ｍＲＮＡ 表达谱改变在调节

微重力环境下成骨细胞进程中发挥着重要的作用。
３􀆰 ４　 微重力环境下调节成骨细胞分化的候选

ｍｉＲＮＡ选择分析

本文根据 ｍｉＲＮＡ⁃ｍＲＮＡ 相互作用网络选取

ｍｉＲ⁃９＿６６６６⁃５ｐ 作为后续研究的靶 ｍｉＲＮＡ。 实验结
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果显示，在不同时间的微重力暴露下，ｍｉＲ⁃９＿６６６６⁃５ｐ
的表达水平随暴露时间的增加而增强。 因此，本文

确定 ｍｉＲ⁃９ ＿ ６６６６⁃５ｐ 是一个与重力密切相关的

ｍｉＲＮＡ。 既往的研究证实，ｍｉＲＮＡ 主要通过靶向具

有互补序列的 ｍＲＮＡ 调节转录后的表达，抑制

ｍＲＮＡ的翻译或增强其降解来行使其生物学功能。
根据 ｍｉＲＮＡ⁃ｍＲＮＡ 相 互 作 用 网 络， 本 文 发 现

ｍｉＲ⁃９＿６６６６⁃５ｐ与 Ｏｇｎ、Ｃｏｌ１２ａ１、Ｉｔｇａ１、Ｏａｓｌ２、Ｒｕｎｘ２、
Ｓｔｏｎ１ 密切相关。 测序结果表明，在微重力环境条

件下，上述 ６ 个 ｍＲＮＡ 的表达均下调，这说明 Ｏｇｎ、
Ｃｏｌ１２ａ１、Ｉｔｇａ１、Ｏａｓｌ２、Ｒｕｎｘ２、Ｓｔｏｎ１ 在微重力条件下

作为负调控因子调节成骨细胞分化。 综上所述，可
以确定 ｍｉＲ⁃９＿６６６６⁃５ｐ 在微重力环境下调控成骨分

化的过程中起到重要作用，可能是通过与 Ｏｇｎ、
Ｃｏｌ１２ａ１、Ｉｔｇａ１、Ｏａｓｌ２、Ｒｕｎｘ２、Ｓｔｏｎ１ 等基因相互作用

实现的，但具体的机制仍需进一步验证。

４　 结论

本文通过 ＲＮＡ⁃ｓｅｑ 测序技术对微重力环境下

ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 成骨细胞中 ｍｉＲＮＡ ／ ｍＲＮＡ 的表达谱进

行分析研究，预测 ｍｉＲＮＡ 与 ｍＲＮＡ 之间的相互作

用关系，并构建相关的作用网络，找出一条微重力

敏感的 ｍｉＲＮＡ———ｍｉＲ⁃９＿６６６６⁃５ｐ。 本文的研究结

果将有助于更好地理解 ｍＲＮＡ 与 ｍｉＲＮＡ 的关系，以
及它们在微重力环境下对成骨分化和骨重建的作用。
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冯元桢先生百年纪念感言

张西正

　 　 冯元桢先生作为生物力学的开拓者和奠基

人，其“应力⁃生长”理论是整个生物力学的灵魂，
更是现阶段深入研究生物力学与力学生物学重要

的理论基础。 该理论揭示了机械运动与生命运动

的关系，引领生物力学从“应用于生物学的力学”
转变为“力学与生命过程有机结合”，直接促进了

力学生物学的诞生。 我们基于冯先生的“应力⁃生
长”理论，开展力学环境下骨重建的力学生物学研

究。 建立了从微重力到超重、运动疲劳到过载、深
海高压到高原低压的等效载荷谱，从而多维度（面

力⁃体力）、多尺度（器官⁃组织⁃细胞⁃分子）研究了

力学环境作用下骨组织重建的力学生物学机制，
发展和丰富了骨重建的理论，并以此缅怀和纪念

冯元桢先生。 当然，作为人类健康与医学的重大

问题，骨重建的理论还需要大量的科学研究成果

来进一步丰富和发展，因此需要大量的研究人员

参与其中。 我们将遵循冯先生的人生信条“听从

自己内心的声音，永不放弃对未知的探索，生命不

息，奋斗不止”，促进生物力学科学的不断发展与

壮大。
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