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摘要:目的　 探讨模拟微重力环境下 miR-194-3p 对成骨细胞功能变化的调控作用,为极端力学环境下成骨细胞的

力学响应机制提供理论基础。 方法　 利用细胞旋转培养系统建立细胞水平微重力环境,分别采用 MTT、RT-PCR、
Western

 

blot、荧光双染色法和茜素红染色法检测转染 miR-194-3p 抑制剂前后 MC3T3-E1 成骨细胞增殖、分化、凋亡

和矿化的变化情况。 结果　 模拟微重力环境下 miR-194-3p 表达上调,成骨细胞的增殖、分化和矿化均受到一定程

度的抑制,同时促进了成骨细胞的凋亡。 转染 miR-194-3p 抑制剂后,miR-194-3p 表达显著下调,且能部分逆转由微

重力导致的细胞成骨细胞增殖减弱、成骨分化标志物如 ALP、OCN 和 COL-I 基因和蛋白表达降低、骨矿化结节减少

和成骨细胞凋亡数目增加的情况,说明 miR-194-3p 能有效改善微重力暴露下成骨细胞功能异常的情况。 结论　 模

拟微重力环境下 miR-194-3p 可能作为一种负调控因子,通过调控成骨细胞功能参与其力学响应的进程。
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Abstract:
 

Objective　 To
 

investigate
 

the
 

role
 

of
 

miR-194-3p
 

in
 

regulating
 

functional
 

changes
 

in
 

osteoblasts
 

in
 

a
 

simulated
 

microgravity
 

environment
 

and
 

to
 

provide
 

a
 

theoretical
 

foundation
 

for
 

understanding
 

the
 

mechanical
 

response
 

mechanisms
 

of
 

osteoblasts
 

in
 

extreme
 

mechanical
 

environments.
 

Methods　 The
 

effects
 

of
 

microgravity
 

on
 

osteoblasts
 

were
 

simulated
 

by
 

using
 

a
 

rotary
 

cell
 

culture
 

system.
 

MC3T3-E1
 

osteoblasts
 

were
 

transfected
 

with
 

an
 

miR-194-3p
 

inhibitor
 

and
 

changes
 

in
 

proliferation,
 

differentiation,
 

apoptosis,
 

and
 

mineralization
 

were
 

assessed
 

using
 

MTT
 

assay,
 

RT-PCR,
 

Western
 

blot,
 

double
 

fluorescence
 

staining,
 

and
 

alizarin
 

red
 

staining.
 

Results 　
Elevated

 

expression
 

of
 

miR-194-3p
 

under
 

simulated
 

microgravity
 

conditions
 

led
 

to
 

the
 

suppression
 

of
 

osteoblast
 

proliferation,
 

differentiation,
 

and
 

mineralization
 

to
 

a
 

certain
 

extent,
 

while
 

promoting
 

osteoblast
 

apoptosis.
 

However,
 

transfection
 

with
 

the
 

miR-194-3p
 

inhibitor
 

significantly
 

downregulated
 

miR-194-3p
 

expression
 

and
 

326



partially
 

reversed
 

the
 

reduced
 

osteoblast
 

proliferation,
 

decreased
 

expression
 

of
 

osteogenic
 

differentiation
 

markers
 

such
 

as
 

ALP,
 

OCN,
 

and
 

COL-I
 

genes
 

and
 

proteins,
 

decreased
 

bone
 

mineralization
 

nodules,
 

and
 

increased
 

osteoblast
 

apoptosis
 

induced
 

by
 

microgravity
 

exposure.
 

These
 

findings
 

indicated
 

that
 

miR-194-3p
 

effectively
 

ameliorates
 

abnormal
 

osteoblast
 

function
 

under
 

microgravity
 

conditions.
 

Conclusions 　 MiR-194-3p
 

acts
 

as
 

a
 

negative
 

regulatory
 

factor
 

in
 

the
 

mechanical
 

responses
 

of
 

osteoblasts
 

under
 

simulated
 

microgravity.
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　 　 微重力效应(力学卸载)引起宇航员骨质流失 /
疏松是限制其长期太空作业的主要原因之一,骨组

织细胞感知并响应重力改变并引起自身功能异常

是其主要病理基础,但其具体机制尚未完全阐明。
研究表明,力学环境改变是影响骨内稳态的重要因

素之一[1] 。 微重力作为极端力学环境的一种,其作

用下骨质流失的主要原因是骨组织持续暴露于力

学载荷缺失的环境中。 这一病变是多因素、多途径

共同作用下的骨重建过程,主要伴随着骨组织的结

构发生改变,功能退化,骨相关细胞的增殖、分化与

凋亡受到显著影响,且在此过程中,细胞内大量与

骨生成 / 吸收相关的基因、蛋白与信号通路也发生

相应的改变[2-4] 。
微小 RNA ( microRNA, miRNA) 作为长度约

22 核苷酸的一类非编码 RNA 小分子,主要通过靶

向 mRNA 抑制基因转录和蛋白翻译行使其生物学

功能[5-6] 。 研究表明,miRNA 的表达水平对骨稳态

和骨骼重塑十分重要。 例如, miR-29a、 miR-19a / b
等均可通过激活或抑制许多与骨形成相关的基因

和信号通路调节成骨细胞的增殖、分化和凋亡[7-9] 。
本课题组前期通过 RNA 测序实验发现,miRNA 能

够响应微重力环境, 并筛选出重力敏感的目的

miRNA,提示 miR-194-3p 可能在模拟微重力条件下

对成骨细胞功能改变发挥重要的调控作用。 然而,
其具体的分子机制仍需进一步探讨。

本文对模拟微重力条件下 miR-194-3p 对成骨

细胞增殖、分化和矿化的潜在影响及其机制进行研

究,为探索微重力环境 / 力学卸载条件下骨重建的

力学适应机制以及对抗微重力环境、防治相关骨损

伤带来新的研究思路。

1　 材料与方法

1. 1　 材料与试剂

　 　 MC3T3-E1 细胞系购于广州吉尼欧生物有限公

司。 DMEM 培养基、胎牛血清购于美国 Gibco 公司,
MTT 噻唑蓝购于上海蓝季科技发展有限公司,碱性

磷酸酶(alkaline
 

phosphatase,
 

ALP)活性检测试剂盒

购于南京建成生物工程研究所,成骨细胞矿化结节

染色液购于北京雷根生物技术有限公司,细胞凋亡

荧光 Hoechst / PI 双染试剂盒购于北京索莱宝生物

科技有限公司,PCR 引物由上海生工生物工程股份

有限公司合成,I 型胶原(collagen
 

type
 

I,
 

COL-I)、骨
钙素(osteocalcin,

 

OCN)一抗购于武汉爱博泰克生物

科技有限公司,二抗购于武汉博士德生物工程有限公

司。 Cytodex
 

3 微载体购于美国 GE
 

Healthcare 公司。
细胞 旋 转 培 养 系 统 ( rotary

 

cell
 

culture
 

systems,
 

RCCS)购于美国 Synthecon
 

INC 公司。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 细胞培养 　 取冻存细胞进行复苏,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 48
 

h 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　 微重力环境建立 　 将细胞按 1×105 个 / mL
密度接种于旋转培养器内,而后加入 6

 

mL 微载体

溶液(5
 

mg / mL),用移液枪排除气泡。 以 20
 

r / min
转速匀速培养 72

 

h。 期间若发现有气泡产生,立即

将气泡赶尽,以免流体剪切力在培养过程中对细胞

产生影响。 对照组置于细胞培养瓶中常规培养。
1. 2. 3　 细胞转染　 取出 4 个 2

 

mL 的 EP 管,分别

加入 625
 

μL 无血清 DMEM。 同时,两个 EP 管各加

入 12. 5
 

μg 质粒,混匀;另两个 EP 管加入 10
 

μL
 

Lipofectamin
 

2000,混匀。 室温放置 5
 

min 后将两组

管各自混合,室温放置 20
 

min。 吸去六孔板的培养

液,每孔加入 1. 25
 

mL 无血清 DMEM 培养液。 将转

染混合物逐滴加入到六孔板中,混匀后,在培养箱

中培育 12
 

h。 吸去转染液,之后更换为完全培养
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基。 对照组与实验组分别行常规培养和微重力培

养,72
 

h 后检测相关结果。
1. 2. 4　 成骨细胞分化诱导　 所有涉及成骨细胞诱

导分化的实验,均添加成骨分化诱导液(含 10% 胎

牛血清、50
 

μg / mL 抗坏血酸、5
 

mmol / L
 

β-甘油磷酸

钠和 2
 

mmol / L 谷氨酰胺),细胞培养条件如前所

述,成骨细胞诱导与模拟微重力处理同时进行,诱
导分化时间与各实验保持一致。
1. 2. 5　 MTT 法检测成骨细胞增殖能力　 取各组细

胞,细胞计数,调整细胞浓度约为 8×104 个 / mL,接
种于 96 孔板,37

 

℃ ,5% CO2 培养箱中培养,每组设

3 个复孔。 72
 

h 后,加入 50
 

μL
 

MTT 溶液,37
 

℃ 继

续孵育 4
 

h, 小心弃去培养上清, 加入 300
 

μL
 

DMSO,震荡 10
 

min。 酶标仪测定各组 490
 

nm 波长

处的吸光度值。
1. 2. 6　 成骨细胞 ALP 活性测定　 收集各组的细胞

上清液,4
 

℃ ,1
 

200
 

r / min,离心 10
 

min,按 ALP 试剂

盒说明书加入各组分, 轻轻振荡, 用酶标仪于

520
 

nm 波长处检测各组吸光度值。
1. 2. 7　 荧光定量 PCR　 收取各组细胞到离心管,
酚氯仿法提取总 RNA。 NanoDrop

 

2000
 

检测 RNA
浓度( >200

 

ng / μL),琼脂糖凝胶电泳检测 RNA 完

整性。 逆转录合成 cDNA,以 cDNAs 作为模板采用

实时荧光定量 PCR 和 miRNA 茎环法荧光定量 PCR
检测 ALP、OCN、COL-Ⅰ和 miR-194-3p 的基因表达

水平,引物序列见表 1。

表 1　 引物序列

Tab. 1　 Sequences
 

of
 

primer
 

used
 

in
 

this
 

study
基因 引物序列(5′-3′)

OCN F:
 

TGCTTGTGACGAGCTATCAG
R:

 

GAGGACAGGGAGGATCAAGT

COL-Ⅰ F:
 

CAGTGGCGGTTATGACTT
R:

 

CTGCGGATGTTCTCAATCT

ALP F:
 

GAAGGAGGCAGGTTGAC
R:

 

ATCAGCAGTAACCACAGTC

GAPDH F:
 

CAGCAACTCCCACTCTTC
R:

 

TGTAGCCGTATTCATTGTC

miR-194-3p F:
 

GCCAGTGGGGCTGCTGT
R:

 

AGTGCAGGGTCCGAGGTATT

U6 F:
 

CTTCGGCAGCACATATAC
R:

 

GAACGCTTCACGAATTTGC

1. 2. 8　 Western
 

blot 检测成骨相关蛋白表达水平变

化　 收集各组细胞,RIPA 裂解液提取蛋白,BCA 法

定量蛋白,
 

取定量后蛋白 30
 

μg,加入 4×上样缓冲

液,沸水中煮 10
 

min,而后将样品加入含有配制好

的含 15% 分离胶与 5% 浓缩胶的电泳系统内跑胶;
切胶并转膜;转膜结束后,将 PVDF 膜与 5% 脱脂奶

粉室温下反应 1
 

h;封闭后的 PVDF 膜分别与兔抗

OCN(1 ∶ 500 稀释)、 COL-Ⅰ ( 1 ∶ 5
 

000 稀释)、 β-
actin 等一抗(1 ∶ 50

 

000 稀释)4
 

℃ 孵育过夜;取出

PVDF 膜, TBST 洗涤 5 次, 与山羊抗兔的二抗
 

(1 ∶ 5
 

000 稀释)常温孵育 2
 

h,TBST 洗涤 5 次;加
入 ECL 化学发光液,于凝胶成像系统中显影,应用

Image
 

J 软件分析结果。
1. 2. 9　 成骨细胞矿化结节染色　 取培养 14

 

d 各组

细胞的 6 孔板,弃液,PBS 清洗两次,加入足量 OB
固定液固定 15

 

min,PBS 清洗 3 次,每次 3
 

min。 然

后滴加适量的茜素红染液,常温避光染色 30
 

min,
双蒸水清洗 3 次。 最后清洗完毕、镜检。
1. 2. 10　 荧光 Hoechst / PI 双染试剂检测细胞凋亡

　 将转染 72
 

h 的成骨细胞按 3×105 个 / 孔重新接种

到 24 孔板中,37
 

℃细胞培养箱培养 48
 

h 后,用 PBS
清洗两次,接着加入 0. 8

 

mL 细胞染色缓冲液,再加

入 5
 

μL 的 Hoechst 染色液和 PI 染色液,混匀,4
 

℃
孵育 30

 

min,染色完毕 PBS 清洗,镜检。
1. 3　 统计分析

　 　 实验数据均用(平均值±标准差)表示,
 

两组之间

比较采用单因素方差分析,P<0. 05 表示差异具有统计

学意义,
 

每组数据来源至少为 3 次独立实验结果。

2　 结果

2. 1　 模拟微重力环境下成骨细胞增殖、分化、凋亡

及矿化的情况

　 　 分 别 采 用 MTT 法、 RT-PCR、 Western
 

blot、
Hoechst / PI 双染、茜素红染色法检测模拟微重力效

应下 MC3T3-E1 成骨细胞增殖、分化、凋亡及矿化的

功能改变。 结果发现,微重力暴露 72
 

h 后,与对照

组( control, CON) 相比, 模拟微重力组 ( simulated
 

microgravity
 

group,SMG)成骨细胞的增殖率显著减

弱;成骨细胞分化标志物如 ALP、COL-I、OCN 的基

因和蛋白表达水平显著下调,提示微重力暴露后成

骨细胞分化能力降低;Hoechst / PI 双染结果表明,
MC3T3-E1 成骨细胞在模拟微重力环境暴露 72

 

h
 

后,SMG 组成骨细胞呈现出更多数量的弱红光+强
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蓝光特征,预示微模拟重力效应促进了成骨细胞的

凋亡;茜素红染色结果显示,对照组相较于 SMG 组,
细胞经茜素红染色后显示出更多、更明显的钙红色

结节(见图 1)。

图 1　 模拟微重力环境下成骨细胞增殖、分化、凋亡与矿化情况

Fig. 1　 Proliferation,
 

differentiation,
 

apoptosis
 

and
 

mineralization
 

of
 

osteoblasts
 

in
 

simulated
 

microgravity
(a)

 

Relative
 

mRNA
 

of
 

ALP,
 

COL-I
 

and
 

OCN
 

expression
 

level,
 

(b)
 

Relative
 

protein
 

of
 

ALP,
 

COL-I
 

and
 

OCN
 

expression
 

level,
 

(c)
 

Cell
 

proliferation
 

detected
 

by
 

MTT
 

assay,
 

( d)
 

Western
 

blot
 

protein
 

bands,
 

(e)
 

Alizarin
 

red
 

staining
 

examination
 

for
 

osteoblast
 

mineralization,
 

(f)
 

Hoechst / PI
 

double
 

staining
 

examination
 

for
 

osteoblast
 

apoptosis

注:∗∗与对照组相比,P<0. 01;比例尺= 100
 

μm。

2. 2　 模拟微重力环境下 miR-194-3p 在成骨细胞

中表达上调

　 　 本课题组前期实验结果表明,微重力效应可以

显著抑制成骨细胞的分化进程,RNA 测序结果显示

miR-194-3p 显著上调,并且可能作为重力敏感的

miRNA 调控成骨细胞的功能[10-11] 。 为了验证 RNA
测序结果的准确性以及 miR-194-3p 对模拟微重力

环境的响应,RT-PCR 分别检测 miR-194-3p 在微重

力暴露前后的表达水平。 结果发现, miR-194-3p
在模拟微重力效应下表达显著上调,与 RNA 测序

结果相一致,且呈现出时间依赖性(见图 2) 。
2. 3　 下调 miR-194-3p 表达水平可逆转微重力

环境下成骨细胞功能异常情况

　 　 为了探讨模拟微重力环境下 miR-194-3p 对成

骨细胞功能的调控作用, 首先使用
 

miR-194-3p
 

inhibitor 和 NC 分别转染 MC3T3-E1 细胞, 检测

miR-194-3p 的表达变化;之后经微重力暴露 72
 

h,
分别采用 MTT 法、RT-PCR、Western

 

blot、Hoechst / PI

图 2　 模拟微重力环境下 miR-194-3p 在成骨细胞 MC3T3-E1
中表达

Fig. 2 　 Expression
 

of
 

miRNA-194-3p
 

level
 

in
 

osteoblasts
 

in
 

simulated
 

microgravity
 

　 ( a)
 

Results
 

of
 

RNA-seq,
 

(b)
 

Results
 

of
 

RT-PCR

注:∗∗与对照组相比,P<0. 01。

双染、茜素红染色法检测下调 miR-194-3p 的表达水

平后模拟微重力效应下 MC3T3-E1 成骨细胞增殖、
分化、凋亡及矿化的功能改变。

结果表明, 与对照组 相 比, inhibit-NC 组 中

miR-194-3p 的表达水平没有显著变化,inhibit-194-3p
组中 miR-194-3p 的表达水平显著下调(P<0. 01) ,
SMG 组中也出现同样的趋势,主要表现为相比
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SMG-inhibit-NC 组, SMG-inhibit-194-3p 组 中

miR-194-3p 表达水平下降(见图 3) 。

图 3　 miR-194-3p 在使用抑制剂前后表达变化

Fig. 3 　 Expression
 

of
 

miR-194-3p
 

level
 

before
 

and
 

after
 

the
 

use
 

of
 

inhibitors

注:与对照组相比,∗∗P < 0. 01;与正常空载体( inhibit-

NC)组相比,## P < 0. 01; 与旋培空载体 ( SMG-inhibit-

NC)组相比,$ $P< 0. 01;与正常敲低( inhibit-194-3p) 组

相比,&&P<0. 01。

　 　 MTT 细胞增殖实验表明, 与对照组相比,
inhibit-NC 组 中 细 胞 增 殖 水 平 没 有 显 著 变 化,
inhibit-194-3p 组 增 殖 率 最 高 ( P < 0. 05 ), SMG-
inhibit-NC 组最低,SMG-inhibit-194-3p 组相比 SMG-
inhibit-NC 组的增殖率要高。

ALP 活性检测结果显示,SMG 组的 ALP 活性

降低, inhibit-NC 组 的 ALP 活 性 无 明 显 差 异;
inhibit-194-3p 组的 ALP 活性最高,与 inhibit-NC 组

相 比, SMG-inhibit-NC 组 ALP 活 性 降 低 ( P <
0. 05) 。 下 调 miR-194-3p 表 达 水 平 后, SMG-
inhibit-194-3p 组 ALP 活性相比 SMG-inhibit-NC 组

较高(P< 0. 01) 。 RT-PCR 和 Western
 

blot 结果显

示,与 对 照 组 相 比, SMG-inhibit-194-3p 组 相 比

inhibit-194-3p 组的成骨分化相关基因 ALP、 OCN
(P<0. 05) 、COL-I(P<0. 01)表达水平有不同程度

的提高;与此同时,OCN、COL-I 蛋白表达水平与基

因表达水平趋于一致(见图 4) 。

图 4　 模拟微重力环境下调 miR-194-3p 表达后成骨细胞增殖、分化情况

Fig. 4　 Effects
 

of
 

lower
 

expression
 

of
 

miR-194-3p
 

on
 

proliferation,
 

differentiation
 

of
 

osteoblasts
 

in
 

simulated
 

microgravity
 

( a)
 

Cell
 

proliferation
 

detected
 

by
 

MTT
 

assay,
 

(b)
 

Relative
 

mRNA
 

of
 

ALP,
 

COL-I
 

and
 

OCN
 

expression
 

level,
 

(c)
 

ALP
 

activity
 

of
 

cell
 

supernatant,
 

(d)
 

Western
 

blot
 

protein
 

bands,
 

(e)
 

Relative
 

protein
 

of
 

COL-I
 

and
 

OCN
 

expression
 

level

注:与对照组相比,∗∗P<0. 01;与正常空载体组( inhibit-NC)相比,## P< 0. 01;与旋培空载体组( SMG-inhibit-NC)相比,$ $P< 0. 01;

与正常敲低组(inhibit-194-3p)相比,&&P<0. 01。

　 　 对各组细胞进行茜素红染色,镜下可见红色钙

结节,与空白组相比,inhibit-NC 组的矿化结节区域

没有显著变化,与 inhibit-NC 相比,inhibit-194-3p 组

矿化结节分布区域大且多,SMG-inhibit-NC 组结节

分布分散且少, SMG-inhibit-194-3p 组 分 布 区 域

较多。
Hoechst / PI 双染结果表明,正常细胞的染色

显示弱红光+弱蓝光,坏死细胞染色显示强红光+
强蓝光,凋亡细胞显示弱红光 +强蓝光,与对照

组相比, inhibit-NC 组和 inhibit-19-3p 组没有明

显变化, SMG-inhibit-NC 组弱红色和强蓝色较

多, 凋 亡 最 明 显, SMG-inhibit-194-3p 组 相 比

inhibit-194-3p 组和 SMG-inhibit-NC 组凋亡较不

明显( 见图 5) 。
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图 5　 模拟微重力环境下调 miR-194-3p 表达后成骨细胞矿化与凋亡情况

Fig. 5 　 Effects
 

of
 

down-regulating
 

miR-194-3p
 

on
 

apoptosis
 

and
 

mineralization
 

of
 

osteoblasts
 

in
 

simulated
 

microgravity　 (a)
 

Alizarin
 

red
 

staining
 

examination
 

for
 

osteoblast
 

mineralization,
 

( b)
 

Hoechst / PI
 

double
 

staining
 

examination
 

for
 

osteoblast
 

apoptosis,
 

(c)
 

Quantification
 

of
 

mineralization
 

results,
 

( d)
 

Quantification
 

of
 

apoptosis
 

results

注:与对照组相比,∗∗P<0. 01;与正常空载体(inhibit-NC)组相比,##P<0. 01;与旋培空载体(SMG-inhibit-NC)组相

比,$ $P<0. 01;与正常敲低(inhibit-194-3p)组相比,&&P<0. 01,比例尺为 100
 

μm。

3　 讨论

　 　 成骨细胞是人体骨形成的主要功能细胞,骨基

质的合成、分泌和矿化都要依靠成骨细胞;并且成

骨细胞对外界应力较为敏感,重力改变可以较明显

影响它的形态和功能[11] 。 微重力会影响成骨细胞

的功能, 并且诱导肌动蛋白微丝破坏和骨质丢

失[12] 。 成骨细胞分化是维持骨组织稳定和健康的

重要过程,然而在微重力环境下,成骨细胞的分化

受到极大挑战和干扰,导致可能会发生异常的分化

和功能失调[13] 。 研究表明,微重力下失重引起的骨

量减少是因为骨形成与重吸收之间的平衡被破坏,
骨质形成减少,而重吸收保持正常或增加,最终导

致了骨量丢失[6] 。 由于成骨细胞分化是骨骼形成

和维持骨量的关键步骤,故目前被普遍接受的观点

是微重力导致骨丢失的主要原因是成骨细胞分化

障碍,但导致成骨细胞分化障碍的分子机制并不完

全清楚[14] 。
miRNA 是一类内源性的小非编码 RNA 单链分

子,长度为 15 ~ 25 个核苷酸,miRNA 通常会与互补

序列的 mRNA 分子结合并对其进行调节,从而在细

胞中发挥重要的调控功能,在调节成骨细胞分化过

程中具有重要作用。 研究表明,miR-194-3p 在调控

成骨细胞分化过程中起到关键作用,miR-194-3p 可

能是维持成骨细胞生成的关键调节因子[15] 。
失重引起的骨质丢失的主要原因是成骨细胞

功能的异常,有研究证实成骨细胞在微重力环境下

细胞增殖和分化受到了抑制,使得有成骨功能的细

胞数量下降,从而导致骨形成减少[16] 。 本文发现,
模拟微重力下敲低 miR-194-3p 表达对成骨细胞的
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增殖具有促进作用。 研究表明,细胞凋亡对保持正

常成骨细胞的数量具有非常重要的作用,微重力环

境不仅抑制成骨细胞的增殖,还促使细胞凋亡,导
致成骨细胞的数量减少[17] 。 本文结果显示,微重力

下敲低 miR-194-3p 表达可以抑制成骨细胞凋亡,说
明模拟微重力下 miR-194-3p 对维持成骨细胞数量

有着重要作用。
ALP 是成骨细胞前期分化的重要标志物,它在

一定程度上可以反映成骨细胞的活性或功能状

况[18] 。 矿化基质的形成是成骨细胞分化末期的重

要标志,也是成骨能力的体现[19] 。 骨是一种代谢活

跃的组织,其中矿化基质不断沉积并被特化细胞吸

收,而成骨细胞是专门合成和沉积类骨细胞的细胞,
这些细胞类型之间的稳态保证了骨组织的适当重塑

和更新[13] 。 本文发现,微重力下敲低 miR-194-3p 可

以提高成骨细胞 ALP 活性,增加矿化结节数量,说
明微重力下敲低 miR-194-3p 对成骨细胞的分化、矿
化具有促进作用。

COL-I 是成骨阶段主要的胶原,由成骨细胞分

泌,是成骨分化检测的重要指标。 OCN 是骨代谢的

标志物之一,反映成骨细胞功能的活性变化[20] 。 本

文发现,模拟微重力培养下,miR-194-3p 表达水平

明显提高,敲低 miR-194-3p 后成骨标记物 COL-I 和

OCN 在基因和蛋白表达水平均有不同程度提高。
该结果说明,模拟微重力环境下 miR-194-3p 可能通

过负调控 COL-I 和 OCN 的表达进而调控成骨细胞

分化。
本文还发现,模拟微重力条件下, miR-194-3p

的表达水平提高。 当敲低 miR-194-3p 的表达水平

后,成骨细胞的增殖率提高,成骨细胞矿化钙结节

增多,ALP、COL-I 和 OCN 的表达水平都有不同程

度的提高,成骨细胞凋亡减少。 综上所述,在模拟

微重力环境下,miR-194-3p 作为骨负调控因子在成

骨细胞生物学功能调控中发挥重要作用。

4　 结论

　 　 模拟微重力环境下,miR-194-3p 的表达水平显

著升高,敲低 miR-194-3p 的表达水平后,成骨细胞

的增殖率提高,成骨细胞矿化钙结节增多,ALP 活

性提高,成骨相关标记物 COL-I 和 OCN 表达水平提

高,同时抑制成骨细胞的凋亡。 在模拟微重力环境

下,抑制 miR-194-3p 能够显著促进成骨细胞的分

化,但其具体机制仍需进一步研究。 这些发现将有

助于深入了解长期太空探索中骨质流失的机制,为
预防和治疗微重力环境下的骨质疏松等骨相关疾

病提供新思路和方向。
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