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长链非编码RNA
 

AK146527通过靶向miR-15/16
调控骨形成的分子机制
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【摘要】目的:检测AK146527对成骨分化和骨形成的调控作用;研究AK146527靶向 miR-15/16促进骨形成的分子机

制,并探究AK146527功能区的原位促成骨作用。方法:利用RT-PCR检测小鼠股骨组织中AK146527表达水平和骨形成标

志因子的相关性;在 MC3T3-E1前成骨细胞中转染AK146527的过表达质粒和siRNA检测AK146527对成骨细胞分化的作

用;对转染AK146527后 MC3T3-E1前成骨细胞中的成骨分化关键转录因子的活性进行了初步筛选,检测AK146527对成骨

分化调控的具体信号通路;用AK146527的过表达质粒或siRNA转染 MC3T3-E1细胞,并检测转染后细胞中miR-15/16家族

的水平,研究其对miR-15/16家族的靶向调控作用;在 MC3T3-E1细胞和C57BL/6小鼠中转染了AK146527不同区域过表达

质粒,并检测转染后细胞成骨分化水平和小鼠骨形成水平,证明AK146527与 miR-15/16的结合序列可以调控成骨细胞分化

和骨形成;构建了去卵巢OP小鼠模型,并在小鼠颅骨皮下局部转染了AK146527结合区过表达质粒,研究AK146527结合区

对OP的治疗效果;最后,通过类器官技术证明了AK146527结合区的原位促成骨效果。结果:(1)AK146527表达水平与骨

形成相关;(2)AK146527可促进骨形成;(3)AK146527对成骨分化的调控可能是基于wnt信号通路;(4)AK146527可通过其

结合区域结合 miR-15/16家族,从而起到抑制作用,具有专一性;(5)AK146527通过 miR-15/16结合位点调控成骨分化;(6)

AK146527结合区具有原位促成骨作用,在骨缺损修复中表现出良好的应用潜力。结论:AK146527与骨形成高度相关,并可

通过靶向 miR-15/16促进成骨分化和骨形成。其与 miR-15/16结合区可以对去卵巢骨质疏松小鼠的骨形成有恢复效果。此

外AK146527功能区在颅骨缺损小鼠植入类器官后具有原位促成骨和原位骨修复的效果。本研究对骨形成的机制研究提供

了新的理论和实验基础,并为提高骨形成相关LncRNA的调控效率提供了新策略。
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【Abstract】Objective:
 

To
 

investigate
 

the
 

regulatory
 

role
 

of
 

AK146527
 

in
 

osteogenic
 

differentiation
 

and
 

bone
 

formation,

explore
 

the
 

molecular
 

mechanism
 

by
 

which
 

AK146527
 

promotes
 

bone
 

formation
 

through
 

targeting
 

miR-15/16,and
 

assess
 

the
 

in
 

situ
 

osteogenic
 

effect
 

of
 

the
 

functional
 

region
 

of
 

AK146527.Methods:
 

RT-PCR
 

was
 

performed
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

AK146527
 

in
 

mouse
 

femoral
 

tissues,and
 

the
 

correlation
 

between
 

AK146527
 

expression
 

and
 

bone
 

formation
 

markers
 

was
 

analyzed.MC3T3-E1
 

pre-osteoblasts
 

were
 

transfected
 

with
 

AK146527
 

overexpression
 

plasmids
 

or
 

siRNA
 

to
 

evaluate
 

the
 

effect
 

of
 

AK146527
 

on
 

osteoblast
 

differentiation.The
 

activity
 

of
 

key
 

transcription
 

factors
 

involved
 

in
 

osteogenic
 

differentiation
 

was
 

preliminarily
 

screened
 

in
 

MC3T3-E1
 

cells
 

after
 

AK146527
 

transfection
 

to
 

explore
 

the
 

specific
 

signaling
 

pathways
 

through
 

which
 

AK146527
 

regulates
 

osteogenic
 

differentiation.MC3T3-E1
 

cells
 

were
 

transfected
 

with
 

AK146527
 

overexpression
 

plasmids
 

or
 

siRNA,and
 

the
 

levels
 

of
 

miR-15/16
 

family
 

members
 

were
 

measured
 

to
 

investigate
 

the
 

targeted
 

regulation
 

of
 

the
 

miR-15/16
 

family
 

by
 

AK146527.MC3T3-E1
 

cells
 

and
 

C57BL/6
 

mice
 

were
 

transfected
 

with
 

overexpression
 

plasmids
 

targeting
 

different
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regions
 

of
 

AK146527,and
 

osteogenic
 

differentiation
 

levels
 

in
 

cells
 

and
 

bone
 

formation
 

levels
 

in
 

mice
 

were
 

assessed
 

to
 

confirm
 

that
 

the
 

binding
 

sequence
 

of
 

AK146527
 

with
 

miR-15/16
 

regulates
 

osteoblast
 

differentiation
 

and
 

bone
 

formation.An
 

ovariectomized
 

(OP)
 

mouse
 

model
 

was
 

established,and
 

overexpression
 

plasmids
 

containing
 

the
 

AK146527
 

binding
 

region
 

were
 

locally
 

transfected
 

into
 

the
 

subcutis
 

of
 

the
 

mouse
 

skull
 

to
 

evaluate
 

the
 

therapeutic
 

effect
 

of
 

the
 

AK146527
 

binding
 

region
 

on
 

OP.Finally,the
 

in
 

situ
 

osteogenic
 

effect
 

of
 

the
 

AK146527
 

binding
 

region
 

was
 

validated
 

using
 

organoid
 

technology.Results:The
 

expression
 

level
 

of
 

AK146527
 

was
 

correlated
 

with
 

bone
 

formation.AK146527
 

promoted
 

bone
 

formation.The
 

regulatory
 

effect
 

of
 

AK146527
 

on
 

osteogenic
 

differentiation
 

may
 

involve
 

the
 

Wnt
 

signaling
 

pathway.AK146527
 

specifically
 

bound
 

to
 

and
 

inhibited
 

the
 

miR-15/16
 

family
 

through
 

its
 

binding
 

region.AK146527
 

regulated
 

osteogenic
 

differentiation
 

via
 

the
 

miR-15/16
 

binding
 

site.The
 

binding
 

region
 

of
 

AK146527
 

exhibited
 

in
 

situ
 

osteogenic
 

effects
 

and
 

demonstrated
 

promising
 

potential
 

for
 

application
 

in
 

bone
 

defect
 

repair.Conclusion:AK146527
 

is
 

highly
 

correlated
 

with
 

bone
 

formation
 

and
 

promotes
 

osteogenic
 

differentiation
 

and
 

bone
 

formation
 

by
 

targeting
 

miR-15/16.Its
 

binding
 

region
 

with
 

miR-15/16
 

can
 

restore
 

bone
 

formation
 

in
 

ovariectomized
 

osteoporotic
 

mice.Additionally,the
 

functional
 

region
 

of
 

AK146527
 

exhibits
 

in
 

situ
 

osteogenic
 

and
 

bone
 

repair
 

effects
 

after
 

implantation
 

into
 

organoids
 

in
 

a
 

mouse
 

skull
 

defect
 

model.This
 

study
 

provides
 

a
 

novel
 

theoretical
 

and
 

experimental
 

foundation
 

for
 

understanding
 

the
 

mechanisms
 

of
 

bone
 

formation
 

and
 

offers
 

a
 

new
 

strategy
 

to
 

enhance
 

the
 

regulatory
 

efficiency
 

of
 

bone
 

formation-related
 

LncRNAs.
【Key

 

words】Long
 

non-coding
 

RNA;Osteoblast
 

differentiation;miRNA;Bone
 

formation

  骨质疏松(osteoporosis,OP)是一种十分常见

的代谢性骨病,临床表现为骨脆性增加及易发生骨

折[1]。随着社会老龄化加剧,OP已成为人类健康

的潜 在 威 胁[2-3]。长 链 非 编 码 RNA(Long
 

non-
coding

 

RNA,LncRNA)是一种200碱基以上的非

编码RNA[4],对 OP的发生起重要调控作用[5-8]。
然而,当前大部分骨形成相关LncRNA的研究几乎

都是一条LncRNA通过靶向单个 miRNA或单个

蛋白进而影响骨形成,存在调控精度差、调控效率低

的问题[9-11]。因此,找到一条通过多个因子调控骨

形成的LncRNA,对于 LncRNA 转化医学应用和

OP的分子机制研究具有重要意义。
在前 期 研 究[12-13]中,课 题 组 发 现 LncRNA

 

AK146527序列上有多个可能结合 miR-15/16家族

的结合位点,而 miR-15/16家族则是抑制骨形成的

关键miRNA。因此,课题组推测 AK146527可能

是潜在的骨形成高效调控因子,通过靶向 miR-15/

16家族促进骨形成。本研究通过体内外实验检测

了AK146527对成骨分化和骨形成的调控作用,并
深入研究了 AK146527靶向 miR-15/16促进骨形

成的分子机制,采用类器官技术研究了 AK146527
功能区的原位促成骨作用。

1 材料与方法

1.1 实验材料

1.1.1 细胞和动物来源 前成骨细胞系 MC3T3-
E1购自陕西润德生物科技有限公司,C57BL/6小

鼠购自北京华阜康生物科技股份有限公司。

1.1.2 主要试剂及来源 RNA反转录试剂盒及荧

光定量PCR试剂(SYBR􀆿
 

Premix
 

Ex
 

TaqTM
 

II)
均购自 Takara公司;BCIP/NBT

 

碱性磷酸酯酶显

色试剂盒购自碧云天公司;茜素红、钙黄绿素购自

sigma公司;OCT购自Leica公司。

1.2 方法

1.2.1 成骨细胞的培养 小鼠前成骨细胞系

MC3T3-E1细胞由完全培养基(α-MEM 溶液,添加

10%
 

胎牛血清、10
 

mmol/L
 

L-谷氨酰胺、100
 

μg/

mL青霉素、100
 

μg/mL硫酸链霉素)培养。细胞培

养条件为37
 

℃,5%
 

CO2。

1.2.2 成骨细胞分化诱导及检测 将 MC3T3-E1
前成骨细胞使用成骨分化培养基(完全培养基添加

0.005%维生素C、10
 

mmol/L
 

β-甘油磷酸钠)诱导

分化,培养3
 

d后使用碱性磷酸酶染色检测细胞

ALP活性,采用real
 

time
 

PCR检测细胞成骨分化

相关基因表达水平;培养18
 

d后使用茜素红染色检

测细胞矿化结节生成速率。

1.2.3 成骨细胞转染 将 AK146527全长序列

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/

AK146527)和miR-15/16结合区/非结合区分别插

入 到 pCDNA3.1 质 粒,使 用 Engreen
 

Entran-
sterTM

 

H4000转染试剂转染至 MC3T3-E1前成骨

细胞。构建miR-15a-5p、miR-15b-5p、miR-16-5p的

mimic/inhibitor和AK146527的siRNA,采用lipo-
fectamine

 

2000转染试剂转染至 MC3T3-E1前成骨

细胞[5]。

1.2.4 报告基因检测 为检测AK146527对不同

成骨分化相关转录因子活性的调控作用,将不同转

录因子的 motif序列插入到PNL
 

1.3报告基因质

粒中,并与 AK146527共转染 MC3T3-E1细胞,培
养72

 

h后,采用Promega
 

Nano-Luc荧光素酶报告

基因检测试剂盒(N1
 

110),通过多功能酶标仪检测
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各转录因子活性。为检测 AK146527与 miR-15a-
5p、miR-15b-5p、miR-16-5p的结合作用,将两者的

结合位点序列插入pMIR-Reporter报告基因质粒,
并插入突变的结合位点序列作为阴性对照质粒。将

报告基因质粒与 miR-15a-5p、miR-15b-5p、miR-16-
5p的mimic/inhibitor共转染 MC3T3-E1前成骨细

胞,采用Promega双荧光素酶报告基因检测试剂盒

(E1
 

910)检测AK146527与 miR-15a-5p、miR-15b-
5p、miR-16-5p的结合作用。

1.2.5 去卵巢OP小鼠模型的构建 选取2月龄

C57BL/6小鼠随机分为OVX对照(Sham)组、去卵

巢(ovx)组、转染试剂(mock)组、空白载体(vec)组
和AK146527结合位点(bind)组。小鼠经戊巴比妥

钠麻醉后,酒精消毒并剃去背部毛发,在脊肋角沿正

中腰部作一0.8
 

cm切口。钝性分离打开腹腔,找到

并切除卵巢,缝合切口后用碘伏消毒。术后第34天

取样。动物实验全部流程均经过川北医学院实验动

物管理委员会批准(024,2023)。

1.2.6 小鼠骨形成水平检测 分别在小鼠处死前

10
 

d和3
 

d,按照20
 

mg/kg腹腔注射钙黄绿素。处

死小鼠后取颅骨前部,经4%多聚甲醛溶液固定后,
使用OCT包埋并用冰冻切片机切成4

 

μm厚度的

切片。采用荧光显微镜拍照并使用Image
 

J软件对

两条骨形成线之间的距离进行测量,分析小鼠颅骨

矿物沉积速率。

1.2.7 类器官培养与鉴定 分别对 MC3T3-E1细

胞转染空白pCDNA3.1质粒和插入 AK146527与

miR-15/16家族结合区的pCDNA3.1质粒,将转染

48
 

h后的细胞悬液加入 HAMA粉末中并均匀混

合,通过光交联方法形成水凝胶结,进而加入新型仿

生骨支架制备为类器官。随后,将构建的类器官在

微流控系统中进行动态三维培养,以模拟体内微环

境;采用凯基生物公司的活细胞/死细胞双染色法检

测类器官中的细胞活性。

1.2.8 颅骨骨缺损模型小鼠的构建和治疗 选取

16只2月龄雄性C57BL/6小鼠(25.0±0.5)g用于

建立颅骨骨缺损模型。小鼠经麻醉后,使用牙科钻

头在小鼠颅骨表面钻出直径为1.2
 

mm的缺损孔。
将类器官植入小鼠颅骨缺损部位。术后3周,采用

CO2 窒息法处死小鼠,采集颅骨样本,检测颅骨骨

缺损部位附件骨形成水平,采用显微CT技术检测

骨缺损位置的骨显微结构,评估核酸药物的治疗效

果。动物实验全部流程均经过川北医学院实验动物

管理委员会批准(078,2023)。

1.3 统计学分析

使用Prism9.4
 

软件及SPSS26.0软件对数据

进行分析。计量资料均采用(x-±s)形式描述,分析

前对数据进行正态性检验与方差齐性检验,若数据

服从正态分布且方差齐,则采用独立样本t检验;若
数据服从正态分布但方差不齐,则采用校正t检验

(Welch法);若数据不服从正态分布,则采用非参数

Mann-Whitney
 

U 检验。P<0.05为差异有统计学

意义。

2 结果

2.1 AK146527表达水平与骨形成相关

为了研究AK146527表达水平与小鼠OP的关

系,分别对6月龄和18月龄C57BL/6小鼠股骨组

织中的不同LncRNA表达水平进行RT-PCR检测。
结果表明,在众多LncRNA中,18月龄C57BL/6小

鼠股骨组织中AK146527表达水平低于6月龄小鼠

(P<0.001)。见图1A。
为检测AK146527表达水平和骨形成标志因子

的相关性,在不同年龄的小鼠股骨原代BMSC中,
检测了AK146527和骨形成标志因子 Alp和 Ocn
的表达水平,并进行相关性分析。结果表明,在不同

年龄的小鼠原代BMSC中,AK146527和 Alp/Ocn
的表达水平呈正相关(P<0.05)。见图1B-C。

2.2 AK146527对成骨细胞分化和骨形成的影响

为了研究AK146527对成骨细胞分化的影响,
在MC3T3-E1前成骨细胞中成功转染了AK146527
的过表达质粒和siRNA(图2A-B),采用碱性磷酸

酶染色和茜素红染色分别检测细胞的碱性磷酸酶活

性和矿化结节生成速率,并使用Real-time
 

PCR技

术检测成骨分化标志基因Alp和Runx2
 

表达水平。
结果 表 明:在 转 染 AK146527 过 表 达 质 粒 后,

MC3T3-E1前成骨细胞系的碱性磷酸酶活性和矿

化结节生成速率相比空白载体组升高(P<0.05),
成骨分化标志基因Alp和Runx2

 

表达水平亦升高

(P<0.05),而转染si-AK146527则会降低成骨细

胞分化水平(P<0.05)(图2E-H)。
为了研究AK146527对骨形成的影响,在小鼠

颅骨皮下局部转染AK146527的过表达质粒和siR-
NA(图2C-D),检测了小鼠。结果表明,AK146527
可以促进小鼠的颅骨骨形成速率(P<0.05),而si-
AK146527则会降低小鼠骨形成速率(P<0.05)
(图2I-J)。
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图 1 AK146527 表达水平与骨形成的相关性
A. AK146527 在老龄 OP 小鼠骨组织中的表达水平；B鄄C. AK146527 在不同年龄小鼠股骨原代 BMSC 中与 Alp

和 Ocn 的表达水平相关性。 ①P<0.001。
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图 2 AK146527 对成骨细胞分化和骨形成的影响
A鄄D. AK146527 过表达质粒和 siRNA 在体外和体内对 AK146527 表达水平的影响；E鄄H. MC3T3鄄E1 前成骨细

胞在转染 AK146527 的过表达质粒或 siRNA 后的 Alp 和 Runx2 基因表达水平， 以及 ALP 和茜素红染色结果；I鄄J. 转

染 AK146527 过表达质粒或 siRNA 后的 C57BL/6 小鼠的颅骨矿化沉积速率 。 vector： 空白质粒组 ；AK146527：
AK146527 过表达质粒组；si鄄NC：siRNA鄄NC 组；si鄄AK146527：AK146527鄄siRNA 组；ALP：Alp 染色结果；ARS： 茜素红

染色结果。 标尺为 10 μm。 ①P<0.001。
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2.3 AK146527对成骨分化相关信号通路的影响

为了研究AK146527对成骨细胞分化的作用机

制,对转染AK146527后 MC3T3-E1前成骨细胞中

的成 骨 分 化 关 键 转 录 因 子 CEBP、CLI1、HES1、

HIF1、SMAD4、PPAR、SMAD2和TCF7的活性进

行了 初 步 筛 选。结 果 表 明,转 染 AK146527后,

TCF7 和 LEF1 活 性 升 高 (P <0.05),且 与

AK146527对成骨分化的促进作用一致(图3A-H)。
进一步研究表明,在不同年龄小鼠的原代BMSC
中,Tcf7和Lef1的表达水平和 AK146527呈正相

关(P<0.05)(图3I-J)。

① ①

① ① ① ①

图 3 AK146527 对成骨分化相关信号通路的调控作用
A鄄H. 过表达 AK146527 对成骨分化相关转录因子 CEBP、CLI1、HES1、HIF1、SMAD4、PPAR、SMAD2 和 TCF7 活

性的影响；I鄄J. AK146527 在不同年龄小鼠股骨原代 BMSC 中与 Tcf7 和 Lef1 的表达水平相关性。 vector：空白质粒组，

AK146527：AK146527 过表达质粒组。 ①P<0.01。
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2.4 AK146527对miR-15/16家族的靶向调控作用

通过 结 构 分 析 和 RNA22
 

v2 预 测 发 现,

AK146527序列上有多个miR-15/16家族的结合位

点(图4A)。miR-15/16家族主要包括 miR-15a-
5p、miR-15b-5p、miR-16-5p,是可以靶向 wnt信号

通路的 miRNA家族[12-13]。在阐明 AK146527可

以促 进 wnt的 基 础 上,课 题 组 进 一 步 研 究 了

AK146527对miR-15/16家族的调控作用。
为检测AK146527对miR-15a-5p的调控作用。

分别用 AK146527的过表达质粒或siRNA 转染

MC3T3-E1细胞,并检测转染后细胞中 miR-15a-5p
的水平。结果表明,过表达 AK146527可以促进

miR-15a-5p的水平,而敲低AK146527则可以抑制

miR-15a-5p水 平 (P <0.05)(图 4B-C)。根 据

AK146527的序列结构,课题组分别构建了包含

AK146527与miR-15/16家族结合区和非结合区的

过表达质粒,并将这两种质粒分别和AK146527全

长质粒一起分别转染 MC3T3-E1前成骨细胞,并检

测转染后细胞中miR-15a-5p水平。结果发现,包含

AK146527与 miR-15/16家族结合区的质粒,在转

染后可以使miR-15a-5p水平降低(P<0.05);而包

含AK146527与miR-15/16家族非结合区的质粒,
却不能改变miR-15a-5p水平(图4D)。

为了确定 AK146527与 miR-15a-5p的结合关

系,课题组在pMIR-Reporter荧光素酶报告基因质粒

上 的 Luciferase 片 段 下 游 3'-UTR 区 插 入 了

AK146527与miR-15/16家族结合区(luc-WT),使用

荧光素酶报告基因检测技术检测了 AK146527与
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miR-15a-5p的结合关系。结果显示,当在 MC3T3-E1
中共转染luc-WT和agomiR-15a-5p时,细胞的荧光

素酶活性降低(P<0.05)(图4E),从而证明了 miR-
15a-5p与AK146527的结合作用。为了进一步证明

AK146527与 miR-15a-5p的结合关系,在pMIR-Re-
porter质粒分别插入了AK146527与miR-15/16家族

结合序列、非结合序列及AK146527全长序列。荧光

素酶 报 告 结 果 表 明,当 在 MC3T3-E1细 胞 中 将

AK146527结合序列或全长序列与agomiR-15a-5p共

转染时,细胞的荧光素酶活性降低(P<0.05);将
AK146527结合序列或全长序列与antagomiR-15a-5p
共转染时,细胞的荧光素酶活性升高(P<0.05)(图
4F-G)。同时,对miR-15b-5p和miR-16-5p的实验也

证实了同样的结果(图5)。
课题组还检测 AK146527对其他骨形成相关

miRNA的调控作用。通过 RNA22
 

v2预测,发现

AK146527还可以结合另外两条骨形成相关 miR-
NA:miR-705 和 miR-542-3p,且 结 合 位 点 均 在

AK146527与miR-15/16家族结合位点附近。分别

用 AK146527 的 过 表 达 质 粒 或 siRNA 转 染

MC3T3-E1细胞,检测转染后细胞中 miR-705和

miR-542-3p的 水 平。结 果 表 明,过 表 达 和 敲 低

AK146527均对 miR-705和 miR-542-3p水平无明

显影响(P>0.05)(图6)。

2.5 AK146527通过 miR-15/16家族调控成骨

分化和骨形成

为证明AK146527与 miR-15/16的结合序列可

以调控成骨细胞分化和骨形成,课题组在 MC3T3-E1
细胞和C57BL/6小鼠中转染了AK146527不同区域

过表达质粒,并检测转染后成骨细胞分化水平和小鼠

骨形成水平。结果表明,AK146527与 miR-15/16的

结合序列和AK146527全长序列一样,具有促进成骨

细胞分化和骨形成的功能(P<0.05),而非结合区和

突变的结合序列则对成骨分化和骨形成无调控作用

(P>0.05)(图7)。
为证明 AK146527通过结合 miR-15/16调控

成骨细胞分化和骨形成,对 MC3T3-E1细胞敲低

miR-15/16家族,并转染 AK146527-miR-15/16结

合区。Real-time
 

PCR 和 报 告 基 因 检 测 表 明,当

miR-15/16被抑制后,AK146527-miR-15/16结合

区对Alp、Runx2、GSK3β水平和TCF7活性都没有

影响(P>0.05)(图8)。说明AK146527通过 miR-
15/16结合位点调控成骨分化,AK146527-miR-15/

16的结合区可能是其功能区。

①
①

①

①

①
①

① ①

①①

图 4 AK146527 对 miR鄄15a鄄5p 的调控作用
A. AK146527 的结构；B鄄C. MC3T3鄄E1 前成骨细胞在转染 AK146527 的过表达质粒和 siRNA 后的 miR鄄15a鄄5p 表达水平；D.

MC3T3鄄E1 前成骨细胞在转染 AK146527 的不同区域序列后的 miR鄄15a鄄5p 表达水平；E鄄G. 报告基因检测 AK146527 与 miR鄄15a鄄
5p 的结合作用。 vector：空白质粒组；AK146527：AK146527 过表达质粒组；si鄄NC：siRNA鄄NC 组；si鄄AK146527：siRNA鄄AK146527 组；

non：AK146527 与 miR鄄15a鄄5p 非结合区组；bind：AK146527 与 miR鄄15a鄄5p 结合区组；mut：突变的 AK146527 与 miR鄄15a鄄5p 结合区

组。 ①P<0.01。
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图 5 AK146527 对 miR鄄15b鄄5p 和 miR鄄16鄄5p 的调控作用

A鄄B. MC3T3鄄E1 前成骨细胞在转染 AK146527 的过表达质粒和 siRNA 后的 miR鄄15b鄄5p 表达水平；C. MC3T3鄄E1 前成

骨细胞在转染 AK146527 的不同区域序列后的 miR鄄15b鄄5p 表达水平；D鄄F. 报告基因检测 AK146527 与 miR鄄15b鄄5p 的结合

作用。 G鄄H MC3T3鄄E1 前成骨细胞在转染 AK146527 的过表达质粒和 siRNA 后的 miR鄄16鄄5p 表达水平；I.MC3T3鄄E1 前成骨

细胞在转染 AK146527 的不同区域序列后的 miR鄄16鄄5p 表达水平；J鄄L. 报告基因检测 AK146527 与 miR鄄16鄄5p 的结合作用；

vector： 空白质粒组 ；AK146527：AK146527 过表达质粒组 ；si鄄NC：siRNA鄄NC 组 ；si鄄AK146527：siRNA鄄AK146527 组 ；non：

AK146527 与 miR鄄15b鄄5p/miR鄄16鄄5p 非 结 合 区 组 ；bind：AK146527 与 miR鄄15b鄄5p/miR鄄16鄄5p 结 合 区 组 ；mut： 突 变 的

AK146527 与 miR鄄15b鄄5p/miR鄄16鄄5p 结合区组。 ①P<0.001。
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图 6 AK146527 对 miR鄄705 和 miR鄄542鄄3p 的调控作用
A鄄B. AK146527 的过表达质粒和 siRNA 转染 MC3T3鄄E1 细胞后 miR鄄705 的表达水平；C鄄D. AK146527 的过表

达质粒和 siRNA 转染 MC3T3鄄E1 细胞后 miR鄄542鄄3p 的表达水平。 vector：空白质粒组；AK146527：AK146527 过表达

质粒组；si鄄NC：siRNA鄄NC 组；si鄄AK：siRNA鄄AK146527 组。 nsP＞0.05。
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图 7 AK146527 结合区对成骨细胞分化和骨形成的调控作用
A鄄C. MC3T3鄄E1 前成骨细胞在转染 AK146527 的不同区域序列后的成骨分化水平 ；D鄄E. C57BL/6 小鼠颅骨皮下在转染

AK146527 的不同区域序列后的颅骨矿物沉积速率。 vector：空白质粒组，AK146527：AK146527 过表达质粒组，non：AK146527 与 miR鄄
15a鄄5p 非结合区组，bind：AK146527 与 miR鄄15a鄄5p 结合区组，mut：突变的 AK146527 与 miR鄄15a鄄5p 结合区组。 标尺为 10 μm。 nsP＞
0.05；①P<0.05。
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图 8 AK146527 结合区对 miR鄄15/16 家族低表达成骨细胞分化的调控作用
A鄄B、D. miR鄄15/16 家族低表达 MC3T3鄄E1 前成骨细胞在转染 AK146527鄄miR鄄15/16 结合区后的 Alp、Runx2、GSK3β 表达水平；

C. 转染后细胞的 TCF7 活性；vector：空白质粒组；bind：AK146527鄄miR鄄15/16 结合区组。 nsP＞0.05；①P<0.01。
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2.6 AK146527结合区对去卵巢 OP小鼠骨形成

的治疗效果

为了进一步研究AK146527结合区对OP的治

疗效果,课题组构建了去卵巢OP小鼠模型,并在小

鼠颅骨皮下局部转染了AK146527结合区过表达质

粒。采用钙黄绿素标记技术检测小鼠颅骨矿物沉积
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速率。结果发现,去卵巢手术降低小鼠的颅骨矿物

沉积速率(P<0.05),而转染了 AK146527结合区

的去卵巢小鼠,颅骨矿物沉积速率则被升高(P<
0.05)。见图9。

①

①

图 9 AK146527 结合区对去卵巢 OP 小鼠颅骨矿物沉积速率的恢复效果。
sham：对照组；ovx：去卵巢组；mock：转染试剂组；vec：空白载体组；bind：AK146527 结合组。 ①P<0.01。

1.5

1.0

0.5

0

矿
物

沉
积

速
率

（ μ
m
/d

）

A Bsham ovx mock vec bind

sham ovx mock vec bind

2.7 AK146527结合区的原位促成骨效果

课题 组 进 一 步 通 过 类 器 官 技 术 证 明 了

AK146527结合区的原位促成骨效果。课题组将转

染了AK146527结合区的 MC3T3-E1细胞和 HA-
MA混合在一起,通过光交联方法制备水凝胶,并和

课题组先前研发的新型仿生骨支架材料结合,构建

骨组织类器官。将构建的类器官进行体外培养,使
用活/死细胞染色法对类器官进行染色鉴定类器官

中细胞活性。结果显示,培养48
 

h后,类器官中的

MC3T3-E1细胞仍具有高活性(图10A)。构建小鼠

颅骨骨缺损模型,将类器官植入小鼠颅骨缺损部位,
评估其原位骨形成和骨修复效果。小鼠颅骨骨矿物

沉积速率分析表明,AK146527结合区组的骨矿物

沉积速率高于对照组(P<0.05)(图10B-C)。显微

CT成像结果显示,AK146527结合区组的骨密度

(BMD)、骨体积分数(BV/TV)、骨总量(BMC)均增

加(P<0.05)(图10D-G)。进一步表明AK146527
结合区在类器官中具有较强的促进原位骨组织再生

的能力。

图 10 AK146527 结合区在类器官中的原位促成骨效果
A. 细胞活/死细胞染色结果；B鄄C. 类器官植入位置附件的骨矿物沉积速率；D鄄G. 通过显微 CT 检测的

骨显微结构。 vector：空白质粒组；bind：AK146527鄄miR鄄15/16 结合区组。 标尺为 20 μm，①P<0.01。
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3 讨论

OP是一种十分常见的骨骼系统疾病,其症状

具体表现为骨量减少,骨组织微结构破坏,骨骼强度

降低,并且会提高骨折的发生率[1]。OP常见于老

年人和绝经后妇女,随着人口老龄化越来越严重,

OP将成为老年人健康的重大威胁[2-3]。诱发 OP
的因素很多,如遗传、激素失衡、营养不良、外界环境

等[14-17],而由老龄和绝经后激素失衡所造成的成骨

细胞分化水平降低,进而导致骨形成-骨吸收失衡,
是导致OP的重要原因之一。

成骨细胞分化受到多种因素的影响,包括物理、
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化学、生物因素等等。其中,LncRNA是一类有重

要调控作用的非编码RNA。研究[18-20]发现,多条

LncRNA可以通过结合 miRNA,影响成骨细胞分

化和骨形成。然而,当前发现的大部分骨形成相关

LncRNA都有调控精度差和调控效率低的问题,其
主要原因是大部分LncRNA仅通过单一结合区来

靶向调控 miRNA或目的蛋白,而结合区以外的序

列则很可能具有其他功能。在课题组前期研究中,
发现了一条具有特殊结构的LncRNA,即Lnc-DIF,
其拥有一个特殊的重复序列,可以通过多个靶点同

时结合多个miR-489-3p,从而极大提高了调控的效

率和精准度[5]。课题组进一步研究[12-13]发现,另一

条长 链 非 编 码 RNA—AK146527序 列 上 有 多 个

miR-15/16家族的结合位点,而 miR-15/16家族可

以靶向成骨分化最关键信号通路—wnt信号通路,
进而抑制骨形成。这提示AK146527可能也是另一

条可 以 高 效 精 确 调 控 骨 形 成 的 LncRNA,利 用

AK146527与 miR-15/16家族的结合区域,可能会

对OP起到治疗效果。
在先前的研究[5]中,课题组按照 Lnc-DIF与

miR-489-3p的结合作用将其分为结合区和非结合

区,并且证明了Lnc-DIF通过其 miR-489-3p结合

区调 控 成 骨 分 化。在 本 研 究 中,课 题 组 同 样 对

AK146527划分为 miR-15/16结合区和非结合区。
体内外研究均表明,AK146527与 miR-15/16的结

合区可以靶向 miR-15a-5p、miR-15b-5p和 miR-16-
5p,并促进成骨分化和骨形成,而非结合区和突变

的结合区则没有靶向 miR-15/16的作用,亦没有调

控成骨分化的功能。由此可以推测,AK146527是

通过其序列上的结合区来结合 miR-15/16,促进成

骨分化和骨形成。

AK146527与miR-15/16家族的结合区域经预

测还可以结合另外两条骨形成miRNA:miR-705和

miR-542-3p,前者可以靶向 HOXA10和FoxO1抑

制 MSC增殖与分化[21],后者通过靶向BMP7一种

骨形成[22]。本研究证明了AK146527不影响 miR-
705和 miR-542-3p水平,该结果与 Lnc-DIF的研

究[5]类似。这表明,类似Lnc-DIF和 AK146527这

样的LncRNA可能对目标 miRNA的调控作用具

有一定的专一性,但其具体原因尚有待阐明。
本研究还发现,在降低 miR-15/16家族水平

后,AK146527-miR-15/16结合区对成骨分化无影

响。在对Lnc-DIF的研究[5]中,当Lnc-DIF下游的

miR-489-3p被基因编辑技术敲除后,Lnc-DIF不再

对成骨分化具有调控功能。本研究中无法用基因编

辑技术同时敲除三条 miRNA,因而采用了转染

miRNA
 

inhibitor的手段,而结果和Lnc-DIF研究

相同,均说明在下游miRNA被抑制后,LncRNA失

去了其调控功能。
在了解AK146527结合区可以促进骨形成的基

础上,课题组进一步探索了该结合区对 OP的治疗

效果。在先前的研究[23]中,课题组采用颅骨皮下转

染的方式,研究了非编码RNA的骨形成调控作用。
本研究中,同样将AK146527结合区转染至去卵巢

OP小鼠颅骨皮下,证明了 AK146527结合区序列

对OP小鼠有治疗效果。也提示课题组,AK146527
结合区可能是一种潜在的OP治疗药物。

本研究通过新兴的类器官技术进一步验证了

AK146527结合区的原位促成骨效果。课题组采用

了团队新研发的一种新型骨组织类器官,该类器官

具有和天然骨小梁组织相近的成分和结构,并且可

以在骨愈合过程中和天然骨组织融合[24]。在本研

究中,转染了AK146527结合区的 MC3T3-E1细胞

生成的骨组织类器官可以有效促进小鼠颅骨修复,
如果能将AK146527结合区制成核酸药物,并和新

型类器官技术结合,可能会进一步发挥 AK146527
在治疗OP和骨缺损修复中的应用潜力。

综上,本研究发现长链非编码RNA
 

AK146527
通过靶向miR-15/16促进骨形成的机制,及其结合

序列对去卵巢OP小鼠有良好的恢复作用,结合序

列在类器官中具备促原位成骨和骨修复功能。为深

入理解成骨分化和骨形成的机制提供了新的理论和

实验基础,并为LncRNA针对OP的转化治疗应用

提供了新的思路。
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