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miR-372下调Runx2表达抑制成骨细胞矿化

张久宾1，2，徐月红3，闫军1，2，刘玉铎1，2

（1. 聊城市人民医院骨科，山东  聊城  252000； 2. 北京积水潭医院聊城医院骨科，山东  聊城  252026； 3. 聊城市人民医院司法鉴定中心，山东  

聊城  252000）  

摘要  目的 探讨miR-372调控Runx2对成骨细胞矿化的影响。方法  通过Target Scan、miRanda的RNAhybrid软件预测调控Runx2

的微RNA （miRNA），用双萤光素酶报告基因实验验证miR-372 对Runx2的结合能力； 用Western blotting检测miR-372对Runx2蛋

白表达的调节作用； 用抗坏血酸和β-甘油磷酸钠诱导成骨细胞矿化，通过检测碱性磷酸酶 （ALP） 的变化及矿化结节形成情况，

分析miR-372调控Runx2对成骨细胞矿化的影响。结果  双萤光素酶报告基因实验结果显示，miR-372具有与Runx2结合的能力； 

Western blotting结果表明转染成骨细胞后，过表达miR-372可明显抑制Runx2蛋白表达，在沉默miR-372后Runx2蛋白表达量升

高； 诱导矿化后，ALP及矿化定量检测结果显示，miR-372通过抑制Runx2表达降低ALP活性 （P < 0.05），并抑制矿化结节形成 （P < 

0.05），尤其在沉默Runx2后更为明显。结论  miR-372可以通过下调Runx2的表达抑制成骨细胞矿化。
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miR-372-mediated downregulation of Runx2 inhibits osteoblasts mineralization
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Abstract  Objective To investigate the regulatory effect of miR-372 on Runx2 expression and its impact on osteoblast mineralization. 

Methods  Bioinformatic software （Target Scan，miRanda，RNAhybrid） was used to predict microRNAs （miRNAs） that target Runx2，the 

binding ability of miR-372 to Runx2 was confirmed by dual-luciferase reporter gene experiments. Western blotting analysis was performed 

to evaluate the regulatory effects of miR-372 on Runx2 protein expression. Osteoblast mineralization was induced using ascorbic acid and 

β-glycerophosphate treatment. The functional impact of miR-372 mediated Runx2 regulation on osteoblast mineralization was assessed by 

measuring Alkaline Phosphatase （ALP） activity and mineralized nodules formation. Results  Dual-luciferase reporter gene experiments 

confirmed direct binding of miR-372 to the Runx2. Western blotting indicated that overexpression of miR-372 in transfected osteoblasts 

signficantly suppressed Runx2 protein expression，while silencing miR-372 led to elevated Runx2 protein levels. After mineralization 

induction，ALP activity and mineralization quantitative detection showed miR-372 reuced ALP activity （P < 0.05） and inhibited minerali-
zation （P < 0.05） by suppressing Runx2 expression，which was more obvious especially after Runx2 silencing. Conclusion  miR-372 can 

inhibits osteoblast mineralization by downregulating Runx2 expression.
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成骨细胞是骨形成的主要功能细胞，主要来

源于间充质干细胞分化及软骨细胞转分化，负责骨

基质的合成、分泌和矿化，经历增殖、细胞外基质成

熟、细胞外基质矿化和凋亡4个阶段。其分化、转分

化过程受到Runx2的调节，Runx2不仅参与间充质干

细胞向成骨细胞分化、增殖，还能促进软骨细胞的

增殖、成熟，抑制软骨细胞凋亡，诱导其向成骨细胞

转分化［1-4］。

微RNA （microRNA，miRNA） 作 为 一 类 非 编 码

RNA，几乎参与所有的信号调节通路，与细胞增殖、

分化密切相关，可通过靶向关键调节因子或受体的

表达影响骨形成。研究［5-6］发现miR-372在消化道肿

瘤、肺腺癌、睾丸生殖细胞瘤、胶质瘤及骨肉瘤中表

达，通过抑制或促进增殖、迁移、侵袭，诱导或抑制

细胞凋亡和细胞周期停滞等发挥双向作用。已有
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学者［7］发现CUL4B通过抑制miR-320c和miR-372-

3p/miR-373-3p表达上调Runx2，从而促进人牙周韧

带干细胞的成骨分化。目前，关于miR-372在成骨细

胞矿化中的作用未见报道。本研究通过在线软件预

测调控Runx2的miRNA并进行实验验证，探讨miR-

372调控Runx2对成骨细胞矿化的影响。

1 材料与方法 

1.1 材料  

人胚肾293 （HEK293） 细胞 （中国科学院典型

培养物保藏委员会细胞库），人成骨细胞hFOB1.19 

（美 国 典 型 培 养 物 保 藏 中 心），Top10感 受 态 细 菌 

（北 京 天 根 生 化 科 技 有 限 公 司）；DMEM培 养 基、

DMEM ∶ F12 （1 ∶ 1） 培养液、胎牛血清、胰酶 （美国

HyClone公司），PCR试剂、限制性内切酶、T4 DNA连

接酶 （日本TaKaRa公司），mirVana™ miRNA Isolation

试剂盒 （美国Ambion公司），测序BigDye Terminators 

Cycle Sequencing Kit试剂盒、萤光素酶报告质粒 （美

国Applied Biosystems公司），miRNA阴性对照 （miR-C）、

miR-372抑制剂 （siR-372） （中国RiboBio公司），萤光

素 酶 活 性 检 测 试 剂 （美 国Promega公 司），Runx2及

GAPDH抗体 （英国abcam公司），抗坏血酸、β-甘油磷

酸钠 （β-glycerophosphate，β-GP）、茜素红S、氯化十六

烷 基 （美 国Sigma公 司），碱 性 磷 酸 酶 （alkaline phos-

phatase，ALP） 检测试剂盒 （南京建成生物工程研究

所）。

1.2 方法

1.2.1 在线软件预测调控Runx2的miRNAs：利用Target

Scan （http：//www.targetscan.org）、miRanda （http：//www.

microrna.org/） 和RNAhybrid （https：//bibiserv.cebitec.uni-

bielefeld.de/rnahybrid/ ） 软件预测调控Runx2的miRNAs。

miRNA的mirSVR分值大小与Runx2 mRNA结合力成

反比，选取mirSVR分值小且目前在成骨细胞相关研

究报道较少的miR-302、miR-372、miR-495作为初选

研究对象。通过双萤光素酶报告基因实验初步证实

miR-372与Runx2结合力最强，因此选取miR-372作

为最终研究对象。

1.2.2 细胞培养与传代：HEK293细胞及人成骨细

胞置于培养瓶培养，培养基分别为含10% FBS的

DMEM及DMEM ∶ F12 （1 ∶ 1），含1%青 霉 素 和 链

霉素。在37 ℃、5%CO2和饱和湿度下的培养箱中培

养，贴壁生长。每2~3 d更换培养基，至细胞融合达到

80%时用0.25%胰酶消化传代。

1.2.3 引物合成及载体构建：利用Primer Premier5.0

软件设计PCR引物序列，引物由北京Invitrogen公司

合成。见表1。

表1  引物序列

Tab.1  Primer sequences 

Gene Primer sequences

Runx2-WT F：5’-GACTAGTTCCTTCTCAAACCCACCT-3’   

R：5’-CGACGCGTAAATCAAACACATGACCCA-3’   

miR-302 F：5’-CGGGATCCTGTTACAGGTTAAAGGAT-3’    

R：5’-CCCAAGCTTTGAGCTGCGGTCAATAC-3’   

miR-372 F：5’-CGGGATCCTTGAGTGTTACCGCTTGAGA-3’    

R：5’-CCCAAGCTTGGAGCCATTACAGCCAGA-3’   

miR-495 F：5’-CGGGATCCGAGCCAACTTACCTGATGC-3’    

R：5’-CCCAAGCTTTCGCCAACTGTGCCTGT-3’   

Runx2-Mut F：5’-ATATGTGTGTTTGTTTCACGCCGGCTTAAAAAAGCCAGTGT-3’     

R：5’-ACACTGGCTTTTTTAAGCCGGCGTGAAACAAACACACATAT-3’    

siRunx2 F：5’-GATCCCTCTGCACCAAGTCCTTTTTTCAAGAGAAAAAGGACTTGGTGCAGAGTTA-3’   

R：5’-AGCTTAACTCTGCACCAAGTCCTTTTTCTCTTGAAAAAAGGACTTGGTGCAGAGG-3’   

Underlined restriction endonuclease sequences；bold target gene mutation sites；bold italics interference sequences of the target genes.

 采用TRIzol法提取人成骨细胞总RNA，利用

试剂盒将RNA逆转录成cDNA。反应条件为16 ℃ 30 

min，42 ℃ 30 min，85 ℃ 5 min，4 ℃ 10 min。以cDNA

为模板进行PCR扩增，并进行产物纯化。用TA克隆
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的方法，将含有miR-302、miR-372和miR-495结合位

点的Runx2 3’非翻译区 （3’untranslated region，3’UTR）

基 因 片 段 酶 切 纯 化 后，连 接 到pMIR-REPORT Lu-

ciferase载 体，构 建 野 生 型Runx2荧 光 质 粒 （Runx2-

WT）。将miR-302、miR-372、miR-495、siRunx2引物两

端引入BamHⅠ、HindⅢ 酶切后黏性末端，退火后连

接到pSilencer 4.1-CMV neo载体，构建miR-302、miR-

372、miR-495表达质粒及Runx2特异性干扰RNA表

达质粒 （siR-Runx2），连接产物转化到感受态细菌

中，随机挑取阳性克隆进行DNA测序鉴定。用Quik-

Change Site-Directed Mutagnesis试 剂 盒 构 建 突 变 型

Runx2荧光质粒 （Runx2-Mut），鉴定和测序步骤同前。

1.2.4 双萤光素酶报告基因实验初选并验证miR-

372与Runx2结合能力：为筛选与Runx2 mRNA结合

能力最强的miRNA，以pMIR空载体质粒 （PMIR） 作

为组内对照，将miR-C、miR-302、miR-372、miR-495

分别与PMIR、Runx2-WT表达载体及海肾萤光素酶

质粒共同转染HEK293细胞，48 h后双萤光素酶检

测系统在Lumat LB 9507管式发光仪上检测转染细

胞的萤光素酶活性，先检测样本的萤火虫萤光素酶

荧光强度，后检测海肾萤光素酶荧光强度。相对荧

光值=样本萤火虫萤光素酶荧光强度/海肾萤光素

酶荧光强度。以每个样本3个复孔所测终数据的平

均值进行对比分析，每组实验重复3次。为验证miR-

372对Runx2 3’UTR的靶向作用，以miR-C作为组内

对 照，将PMIR、Runx2-WT及Runx2-Mut表 达 载 体 分

别与miR-372、miR-C及海肾萤光素酶质粒共同转染

HEK293细胞，48 h后计算相对荧光值。

1.2.5 实时定量PCR检测miR-372表达：将2×106个

成骨细胞接种至6孔板中，miR-C、miR-372及siR-372

分别转染成骨细胞，转染后48 h收集各组细胞，参照

mirVana™ miRNA Isolation试剂盒操作步骤提取miRNA，

以U6 snRNA作为内参，利用TaqMan microRNA Assays

实时定量PCR试剂盒检测miR-372的表达。

1.2.6 Western blotting检测miR-372对Runx2表达的

调节作用：以GAPDH为内参，将miR-C、miR-372、

siR-372及siR-Runx2分别转染人成骨细胞，转染后48 

h，提取各组细胞总蛋白，测定蛋白浓度。过硫酸铵-

丙烯酰胺凝胶电泳分离后，转至PVDF膜。后将膜放

入5%脱脂奶粉配制的TBST，室温封闭1.5 h，洗膜后

一抗杂交，4 ℃孵育过夜。洗膜后与二抗杂交，室温

孵育2 h。再次洗膜后，化学发光显色反应与曝光。使

用ChemiDocTM MP System进行成像，配套软件image 

lab进行实验结果灰度分析处理。

1.2.7 ALP测定：miR-C、miR-372、siR-372及siR-Runx2

分别转染人成骨细胞，加入抗坏血酸和β-GP诱导

细胞矿化，在诱导矿化的第3天和第7天，胰酶消化

细胞，脱落转移至离心管，离心后去上清液，收集细

胞，加入0.1%的TritonX-100裂解液0.5 mL，4 ℃培养

12 h，然后进行超声破碎 （150 W，5 s脉冲间隔）。再

次离心，取上清液，BCA法测定蛋白浓度，按照ALP

试剂盒操作步骤，用多功能酶标仪检测波长405 nm

处细胞内ALP活性。每组设3个复孔，每组实验重复3

次。

1.2.8 矿化结节染色与半定量测定：细胞诱导矿化

第10天，PBS冲洗细胞，乙醇固定1 h，PBS冲洗5次，

茜素红溶液用Tris-HCL调至pH8.3，室温0.2%茜素红

染色30 min，50%乙醇去色后，空气中干燥。倒置相

差显微镜50倍下观察染色阳性的矿化结节。培养皿

加入氯化十六烷基，充分溶解。取上清液，用多功能

酶标仪检测波长562 nm处样本吸光度值。每组设3个

复孔，每组实验重复3次。

1.3 统计学分析 

采用SPSS 28.0进行统计学分析，计量资料以

x-±s表示，2组比较采用t检验，多组间比较采用单因

素方差分析。P < 0.05为差异有统计学意义。 

2 结果

2.1 在线软件预测结果  

3种在线软件预测结果显示，与Runx2结合的

miRNAs共12个，选取研究较少且mirSVR分值低的

miR-302、miR-372和miR-495作为初步研究对象。根

据在线软件提供的mirSVR分值，miR-302为-0.628 7，

miR-372为-0.632 4，miR-495为-0.537 5。其 中miR-

372分值最小，预测miR-372与Runx2结合力最强，见

图1。

2.2 萤光素酶活性分析结果  

与miR-C组对比，转染Runx2-WT表达载体的miR-

302组Runx2的荧光值降低55%，miR-372组Runx2的

荧 光 值 降 低65%，miR-495组Runx2的 荧 光 值 降 低

53%，可见miR-372对构建有Runx2 3’UTR表达质粒

的萤光素酶活性下调最为显著 （P < 0.05，图2A）。与

第9期 张久宾等.  miR-372下调Runx2表达抑制成骨细胞矿化
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PMIR组相比，miR-372可明显降低Runx2-WT表达质

粒的萤光素酶活性 （P < 0.05，图2B），而对Runx2-MUT

表达质粒的萤光素酶活性没有影响。 

2.3 实时定量PCR检测miR-372表达  

图1  miR-372与Runx2 3’UTR结合靶点示意图

Fig.1  Schematic diagram showing the predicted binding site of miR-372 in the Runx2 3’UTR region

A，luciferase activity analysis to validate miR-302，miR-372，and miR-495 bindings to wild-type Runx2-WT 3’UTR；B，luciferase activity analysis com-

paring miR-372 binding to Runx2-WT versus  Runx2-MUT. * P < 0.05. 

图2  双萤光素酶报告基因实验验证miRNA的靶向作用

Fig.2  Dual-luciferase reporter gene experiments validation of miRNA targeting

实时定量PCR结果显示，与miR-C组相比，miR-

372组miR-372表达量明显升高，siR-372组miR-372的

表达显著降低，差异均有统计学意义 （P < 0.01），见

图3。  

2.4 Western blotting检测Runx2蛋白水平  

Western blotting结果显示，与miR-C组相比，miR-

372组Runx2蛋白表达受到抑制，siR-Runx2组Runx2

蛋白表达受到抑制更为显著；siR-372组在沉默miR-

372后Runx2蛋白水平增加明显，证实了miR-372对

Runx2表达的靶向负调控，见图4。

2.5 ALP测定  

诱导矿化的第3天时，与miR-C组 （115.5±9.89） 

相比，miR-372组ALP的活性 （82.0±1.01） 降低29%，

Target：Runx2 3’UTR refNM_001015051.3
Length：3 247
miRNA：has-miR-372-3p
Length：23
mfe：-25.1 kcal/mol

mfe：-25.1 kcal/mol
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图4  Western blotting检测Runx2蛋白表达水平

Fig.4  Runx2 protein expression  levels  in osteoblast cells of 

each group by Western blotting analysis
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*P < 0.01 vs. miR-C group.

图3  实时定量PCR结果

Fig.3  Results of real time PCR
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siR-372组ALP的 活 性（193.5±5.09） 增 加68%，siR-

Runx2组ALP的活性 （60.5±2.44）降低48%；诱导矿

化 的 第7天 时，与miR-C组（238.0±17.52） 相比，miR-

372组ALP的 活 性（97.5±8.69）降 低59%，siR-372组

ALP的 活 性 （377.5±16.26） 增 加58%，siR-Runx2组

ALP的活性 （69.5±9.35） 降低71% （P < 0.05）。  

2.6 矿化染色及半定量测定  

细胞诱导矿化第10天，茜素红染色结果显示，

miR-C组见成熟矿化结节形成；miR-372组可见局部

微小矿化聚集，无成熟矿化结节形成；siR-372组见

广泛矿化结节形成，伴周边众多微小矿化聚集，有连

接成片的趋势；siR-Runx2组见散在微小矿化，量极少

且无聚集，无成熟矿化结节 （图5）。半定量测定结果

显示，与miR-C组 （0.79±0.04） 相比，miR-372组矿化

值（0.40±0.03） 降低，siR-372组矿化值 （2.47±0.02） 

明显 增 加，siR-Runx2组 矿 化 值 （0.32±0.04） 最 低 

（P < 0.05）。

Red arrows indicate areas shown in high magnification insets.

图5  茜素红染色评估各组钙沉积物的矿化程度 

Fig.5  Mineralization assessment by Alizarin red staining of calcium deposits in each group
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3 讨论

骨骼的发育主要由软骨内成骨和膜内成骨组

成，其中软骨内成骨是由间充质干细胞分化为软骨

细胞，历经增殖、肥大后，再由终末期的软骨细胞转

分化为成骨细胞；而膜内成骨的机制为间充质干细

胞向成骨细胞系分化。Runx2为骨细胞谱系上游的

转录因子，在骨骼发育中发挥关键作用。Runx2的

杂合突变会导致人类颅锁发育不良综合征，出现锁

骨发育不全、囟门闭合延迟、乳牙滞留、恒牙迟萌及

额外的多生牙，同时可伴有下肢髋膝关节及足部的

畸形［8-9］。Runx2整体缺失 （Runx2-/-） 小鼠于出生后

死亡并出现软骨下成骨缺失，四肢长骨发育短小，

矿盐沉积明显减少，中轴骨除颅骨外无矿盐沉积［1］。

Runx2的作用贯穿自间充质干细胞分化至成骨细胞

成熟整个过程，众多信号通路受到Runx2的调节转

导。

Runx2能增强hedghog、Fgf、Wnt、Pthlh和Dlx5信号

基因表达，诱导间充质干细胞分化为前成骨细胞，

两者双向正反馈调节促进细胞的增殖。在分化为前

成骨细胞后，Runx2诱导经典的Wnt信号通路及锌

指转录因子Sp7表达。反之，Wnt和Sp7可以通过激

活成骨细胞特异性Runx2增强子，诱导前成骨细胞

分化为成骨细胞并参与成骨细胞成熟。在分化后的

成骨细胞未成熟期，Runx2能够调控Col1a1、Col1a2、

Spp1、Ibsp和Bglap/Bglap2等 骨 基 质 相 关 蛋 白 的 表

达，同时这些蛋白又反向调节Runx2的基因转录和

蛋白活性及稳定性。Runx2还可以直接调控Bglap/

Bglap2的转录产物骨钙素，骨钙素通过调整平行于

胶原纤维的羟基磷灰石晶体排列影响矿化，从而影

响骨质量和强度。此外，Runx2可诱导Tnfsf11的表达

从而调节破骨细胞生成［11］。

目前，Runx2在间充质干细胞向骨细胞系分化

增殖期的作用机制研究较为深入，但对成骨细胞
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成熟期基质矿化的影响研究较少。本研究探讨了

miRNA调节Runx2在成骨细胞矿化中的作用。利用

基 因 软 件 预 测 调 控Runx2的miRNA，选 取 与Runx2 

mRNA结合能力最强的miR-372作为研究对象，通过

Western blotting检测证实了miR-372对Runx2的负调

控作用。通过ALP活性检测、矿化结节染色及半定量

测定研究了miR-372调控Runx2对成骨细胞矿化的

影响，结果显示，miR-372通过抑制Runx2表达明显

降低ALP活性及矿化结节形成，在沉默Runx2后更为

明显。本研究表明Runx2是成骨细胞矿化所必需的

物质，miR-372通过下调Runx2抑制成骨细胞矿化。

Runx2在 促 进 成 骨 中 发 挥 重 要 的 作 用，可 作

为骨质疏松治疗的良好靶点。研究表明Runx2上调

会加重创伤性关节炎中关节软骨的退变［12］，抑制

Runx2的表达有利于软骨的恢复［13］。完善Runx2在

骨细胞发育中的作用和调控机制，可以更全面地认

识骨细胞系发育的生理过程及相关骨科疾病的致

病机制，为药物研发和制定新的治疗方案提供思路

和方法。
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