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[摘要] 目的：探讨含有牛膝（Achyranthes bidentata）醇提取物（AEAB）的兔血清影响骨髓间充质干细胞（BMM原

SC）增殖的关键微小RNA（miRNAs）。方法：BMMSC暴露于3种不同剂量的AEAB含药血清中（低剂量，每天1 g/kg；

中剂量，每天3 g/kg；高剂量，每天6 g/kg），并检测其活力。对AEAB含药血清中剂量组和模拟组的BMMSC进行

miRNA测序，以鉴定组间差异表达的miRNA（DEMs）。然后，探索miRNA-mRNA的关系，并进行功能富集分析和

转录因子（TFs）-miRNA-mRNA相互作用网络分析。最后，通过实验验证关键DEMs在BMMSC中的表达和功能。结

果：3种不同剂量的AEAB兔血清均可以显著提高BMMSC的活力。通过miRNA测序，在AEAB含药血清中剂量组和

模拟组中共鉴定出40个DEMs。然后，149种miRNA-mRNA相互作用被鉴定出来，例如miR-669o-5p-Gnal。功能富

集分析发现，包括miR-1946a在内的DEMs主要参与细胞-细胞黏附介质的活性。此外，33种miRNA-TF相互作用

被鉴定出来，例如miR-23b-5p-Myc。最后，qPCR分析证实miR-1946a在AEAB含药血清处理后表达下调，

miR-669o-5p和miR-23b-5p表达上调，与miRNA测序分析结果一致。抑制miR-669o-5p和miR-23b-5p后，含

AEAB的血清对BMMSC活性的影响被抑制。结论：AEAB含药血清可能通过上调miR-23b-5p和miR-669o-5p促

进BMMSC的增殖。此外，miR-1946a下调可能通过调控细胞-细胞黏附介质活性介导AEAB含药血清对BMMSC

的促增殖作用。
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Investigation of Key microRNAs by Which the Serum Containing Alcoholic

Extract of Achyranthes Bidentata Promotes the Proliferation of Bone

Marrow Mesenchymal Stem Cells

[Abstract] Objective: To explore key microRNAs (miRNAs) by which rabbit serum containing alcoholic

extract of Achyranthes bidentata (AEAB) affected proliferation of bone marrow mesenchymal stem cells (BMSCs).

Methods: BMSCs were exposed to three doses of AEAB-containing serum (low dose,1 g/kg; medium dose, 3 g/kg;

and high dose, 6 g/kg), and their viability was detected. miRNA sequencing for the medium dose and mock

(negative control) groups was performed to identify differentially expressed miRNAs (DEMs) between groups.

miRNA-mRNA relationships were then explored, followed by functional enrichment analysis and analysis of the

transcription factors (TFs)-miRNA-mRNA interaction network. Finally, the expression and function of key DEMs

were experimentally verified in BMSCs. Results: BMSC viability was significantly increased after treatment with
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骨 质 疏 松 症 （ osteoporosis， OP） 是 一 种 常 见 的 全 身 性 骨 骼

疾 病 ， 可 导 致 骨 质 脆 弱 和 骨 折 风 险 增 加 [1]。 在 老 年 人 群 中 ， OP

是 最 常 见 的 骨 折 原 因 [2]。 全 球 每 年 约 有 890万 例 骨 折 与 OP相 关 [3]。

雌 激 素 、 降 钙 素 和 特 立 帕 肽 等 药 物 是 临 床 治 疗 OP的 推 荐 一 线

治 疗 方 案 [4]。 然 而 ， 由 于 药 物 副 作 用 和 长 期 疗 效 不 佳 等 不 利 临

床 因 素 ， 至 今 尚 未 开 发 出 完 全 有 效 的 OP治 疗 方 法 [5]。

牛 膝 （ Achyranthes bidentata ， AB） 是 治 疗 OP 和 骨 折 的 知

名 传 统 补 肝 肾 、 强 筋 骨 中 药 [6]。 牛 膝 的 醇 提 取 物 （ AEAB） 是 从

AB 中 提 取 的 主 要 成 分 ， 具 有 抗 炎 、 抗 风 湿 、 抗 OP 等 多 种 药 理

作 用 [7]。 AEAB 中 的 果 寡 糖 ABW50-1（ 1260 Da） 已 被 发 现 可 通

过 刺 激 骨 形 成 来 阻 止 OP 的 发 生 ， 因 此 具 有 开 发 新 型 抗 OP 治

疗 药 物 的 潜 力 [8]。 骨 髓 间 充 质 干 细 胞 （ bone marrow mesenchymal

stem cell， BMMSC） 能 够 分 化 为 软 骨 细 胞 或 成 骨 细 胞 ， 近 年 来

被 广 泛 应 用 于 骨 相 关 疾 病 的 治 疗 [9]。 前 期 研 究 发 现 ， AEAB 能

够 提 高 骨 密 度 [10]， 并 促 进 骨 髓 来 源 干 细 胞 增 殖 和 软 骨 分 化 [11]。 此

外 ， 微 小 RNA（ microRNAs， miRNA） 在 调 节 BMMSC 成 骨 分 化 中

发 挥 重 要 作 用 ， 对 OP 的 临 床 治 疗 具 有 潜 在 价 值 [12-13]。 但 是 在

OP 进 展 过 程 中 ， AEAB 影 响 BMMSC 的 关 键 miRNA 及 其 相 应 机

制 尚 未 完 全 阐 明 。

因 此 ， 本 研 究 采 用 AEAB 含 药 血 清 处 理 BMMSC ， 并 进 行

miRNA测 序 ， 旨 在 探 讨 含 AEAB血 清 在 OP进 展 过 程 中 对 BMMSC

增 殖 的 影 响 及 其 调 控 机 制 。

1 材料与方法

1.1 实验动物 SPF 级 健 康 新 西 兰 大 白 兔 12 只 ， 雌 、 雄 各 半 ，

由 广 东 省 实 验 动 物 中 心 提 供 ， 体 质 量 （ 1.27依0.69） kg ， 兔 龄 2耀

3 个 月 ， 动 物 生 产 许 可 证 号 ： SCXK（ 粤 ） 2019-0035， 饲 养 于 广

州 中 医 药 大 学 第 四 临 床 医 学 院 中 心 实 验 室 ， 温 度 20毅， 湿 度 40% 。

动 物 实 验 经 广 州 中 医 药 大 学 动 物 伦 理 委 员 会 批 准 （ 伦 理 审 批

号 ： 2018023） ， 实 验 操 作 符 合 2006 年 中 华 人 民 共 和 国 科 学 技

术 部 颁 布 的 《 关 于 善 待 实 验 动 物 的 指 导 性 意 见 》 。

1.2 药物与试剂 青 霉 素 /链 霉 素 （ 批 号 ： 2441911） 、 L-DMEM

培 养 基 （ 批 号 ： 2456019） 、 胎 牛 血 清 （ 批 号 ： 2531801P） 、 Power

SYBR Green PCR Master（ 批 号 ： 2301186） 、 RevertAidTM First

Strand cDNA Synthesis Kit（ 批 号 ： 2595237） 、 Lipofectamine 2000

（ 批 号 ： 2463638） 均 购 自 赛 默 飞 世 尔 科 技 （ 中 国 ） 有 限 公 司 ； 1伊

磷 酸 缓 冲 液 [生 工 生 物 工 程 （ 上 海 ） 股 份 有 限 公 司 ， 批 号 ： B548117]；

bFGF（ 亚 科 因 生 物 技 术 有 限 公 司 ， 批 号 ： ATWG04161） ； Prime原

ScriptTMRT Master Mix （ Perfect Real Time） （ 批 号 ： RR036A） 、

RNAiso Plus（ Trizol） （ 批 号 ： 9109） 均 购 自 宝 日 医 生 物 技 术 （ 北

京 ） 有 限 公 司 ； 牛 膝 醇 提 物 （ 怀 牛 膝 ， 广 州 中 医 药 大 学 第 四 临

床 医 学 院 药 剂 科 制 备 ， 院 内 制 剂 批 号 ： 2019103） 。

1.3 主要仪器 涡 旋 混 合 仪 （ 海 门 市 其 林 贝 尔 仪 器 制 造 有 限

公 司 ， 型 号 ： QL-901） ； PCR 仪 器 [ 伯 乐 生 命 医 学 产 品 （ 上 海 ） 有

限 公 司 ， 型 号 T100]； 离 心 机 [ 艾 本 德 （ 上 海 ） 国 际 贸 易 有 限 公

司 ， 型 号 ： 5424]； 酶 标 仪 [ 伯 乐 生 命 医 学 产 品 （ 上 海 ） 有 限 公 司 ，

型 号 ： Epoch]； 移 液 器 [赛 默 飞 世 尔 科 技 （ 中 国 ） 有 限 公 司 ]； 生 物

安 全 柜 [ 赛 默 飞 世 尔 科 技 （ 中 国 ） 有 限 公 司 ]； 二 氧 化 碳 培 养 箱

[ 赛 默 飞 世 尔 科 技 （ 中 国 ） 有 限 公 司 ， 型 号 ： 3111 型 ]； 倒 置 显 微

镜 [ 奥 林 巴 斯 （ 中 国 ） 有 限 公 司 ， 型 号 ： IX73 型 ]； 低 速 自 动 平 衡

离 心 机 [湖 南 湘 仪 实 验 仪 器 开 发 有 限 公 司 ， 型 号 ： TDZ4-WS型 ]；

分 光 光 度 计 （ FOSS NIR Systems， 型 号 ： 6500） ； 荧 光 定 量 PCR

仪 [ 赛 默 飞 世 尔 科 技 （ 中 国 ） 有 限 公 司 ， 型 号 ： 7900HT FAST]；

Illumina Hiseq 4000基 因 测 序 平 台 [因 美 纳 （ 中 国 ） 科 学 器 材 有

限 公 司 ， 型 号 ： PE150]。

1.4 不同剂量AEAB含药血清的制备 根 据 之 前 的 研 究 [14]，

制 备 不 同 剂 量 的 AEAB 含 药 血 清 。 制 备 方 法 如 下 ： 灌 胃 前 ， 将

不 同 浓 度 的 AEAB（ 低 剂 量 ， 每 天 1 g/kg； 中 剂 量 ， 每 天 3 g/kg ； 高

剂 量 ， 每 天 6 g/kg） 用 蒸 馏 水 配 制 成 10 mL溶 液 。 实 验 兔 每 天 2 次

灌 胃 AEAB， 连 续 7 d 。 收 集 含 有 不 同 剂 量 AEAB 的 兔 血 清 。 模 拟

组 兔 每 天 2 次 灌 胃 蒸 馏 水 10 mL， 连 续 7 d 。

1.5 细胞培养与分组 兔 来 源 的 BMMSC（ 原 实 验 室 保 存 ） 用

0.25%胰 蛋 白 酶 消 化 ， 以 4 000个 细 胞 /孔 的 密 度 接 种 到 96孔 板 中 。

然 后 ， 将 细 胞 孵 育 在 含 有 10%胎 牛 血 清 、 地 塞 米 松 （ 39.25 mg/L） 、

bFGF（ 10 滋g/L） 和 维 生 素 C（ 50 mg/L） 的 L-DMEM中 ， 并 在 37 益 ，

5%CO2的 条 件 下 培 养 1 周 。 然 后 对 BMMSC 进 行 AEAB 含 药 血 清

处 理 。 处 理 前 ， 血 清 在 56 益下 热 灭 活 30 min ， 使 补 体 失 活 。 然 后

three doses of AEAB-containing serum. Totally 40 DEMs were identified in the medium dose group and mock

group through miRNA sequencing. Then, 149 miRNA-mRNA interactions were identified, such as miR-669o-

5p-G Protein Subunit Alpha L (Gnal). Functional enrichment analysis showed that the DEMs including miR-

1946a were primarily involved in cell-cell adhesion mediator activity. Furthermore, 33 miRNA-TF interactions,

such as miR-23b-5p-Myc. Finally, qPCR analysis confirmed down-regulated expression of miR-1946a and

up-regulated expression of miR-669o-5p and miR-23b-5p after treatment with AEAB-containing serum, which

was consistent with the miRNA sequencing analysis results. The effect of AEAB-containing serum on BMSC

activity was inhibited after inhibition of miR-669o-5p and miR-23b-5p. Conclusions: The AEAB-containing

serum may promote BMSC proliferation via up-regulating miR-23b-5p and miR-669o-5p. Moreover, down-reg原

ulation of miR-1946a may mediate the effect of AEAB-containing serum on BMSC proliferation by mediating

cell-cell adhesion mediator activity.

[Keywords] osteoporosis; alcoholic extract of Achyranthes bidentata; bone marrow mesenchymal stem cells;

differentially expressed miRNAs; functional enrichment analysis
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将 细 胞 培 养 基 中 的 血 清 浓 度 调 整 为 5% 。 BMMSC 被 分 为 5 组 ：

空 白 对 照 组 （ 不 接 受 任 何 处 理 ） 、 模 拟 组 （ 接 受 5 滋L 生 理 盐

水 处 理 的 兔 血 清 处 理 ） 、 低 剂 量 组 （ 接 受 5 滋L低 剂 量 AEAB含

药 血 清 处 理 ） 、 中 剂 量 组 （ 接 受 5 滋L中 剂 量 AEAB含 药 血 清 处 理 ）

和 高 剂 量 组 （ 接 受 5 滋L高 剂 量 AEAB含 药 血 清 处 理 ） 。

1.6 观察指标

1.6.1 CCK-8 实 验 在 AEAB 兔 血 清 处 理 48 h 和 72 h 后 ， 各 组

样 品 进 行 CCK-8 测 定 。 细 胞 （ 4 000 个 /孔 ） 接 种 于 96 孔 板 中 ， 加

入 CCK-8 溶 液 ， 在 37 益， 5%CO2的 条 件 下 孵 育 。 然 后 ， 使 用 微 标

仪 检 测 450 nm处 的 吸 光 度 。

1.6.2 miRNA 测 序 对 中 剂 量 组 （ n=3） 和 模 拟 组 （ n=3） 样 品

进 行 miRNA测 序 分 析 。 采 用 RNAiso Plus Reagent提 取 总 RNA。

用 分 光 光 度 计 测 定 总 RNA的 质 量 。 使 用 IlluminaR（ New England

Biolabs， Inc.， Ipswich ， MA） 的 NEBNextRUltraTMDNA文 库 准 备 试

剂 盒 构 建 RNA-seq 文 库 。 最 后 ， 使 用 Illumina Hiseq 4000 基 因

测 序 平 台 （ 配 对 端 150 bp） 对 文 库 进 行 测 序 。

1.6.3 质 量 控 制 和 miRNA 分 析 使 用 Fastx-Toolkit（ version:

0.0.14)[15] 进 行 质 量 控 制 ， 方 法 如 下 。 （ 1） 去 除 reads 中 的 3 ’ 序 列

和 没 有 插 入 片 段 的 reads； （ 2） 去 除 N含 量 未 知 的 reads； （ 3） 删 除

低 质 量 的 （ <20） reads ； （ 4） 排 除 长 度 <18 nt 和 >32 nt 的 reads。

使 用 Bowtie（ 版 本 ： 1.1.2） 将 得 到 的 reads与 参 考 基 因 组 （ GRCm38）

比 对 ， 获 得 用 于 转 录 组 组 装 和 表 达 分 析 的 映 射 reads。 然 后 ，

使 用 miRBase 数 据 库 （ 版 本 ： 22） [16]将 映 射 到 参 考 基 因 组 的 reads

与 miRNA 前 体 和 成 熟 序 列 进 行 比 较 ， 以 鉴 定 已 知 的 miRNAs 。

对 于 尚 未 注 释 的 已 知 miRNAs的 reads， 使 用 Rfam 数 据 库 （ 版 本 ：

12.3） [17] 进 行 注 释 。 将 无 法 与 Rfam 或 miRbase 数 据 库 进 行 比 较

的 sRNAs 与 参 考 基 因 组 进 行 比 较 ， 并 鉴 定 其 周 围 序 列 。 通 过

miRDeep2（ 版 本 ： 2.0.0.5） [18]预 测 RNA二 级 结 构 。 通 过 筛 选 Dicer

消 化 位 点 和 能 量 值 ， 鉴 定 出 新 的 miRNAs。 使 用 miRDeep2 对 已

知 和 新 型 miRNAs的 表 达 水 平 进 行 定 量 分 析 。 使 用 prcomp 函 数

进 行 主 成 分 分 析 （ PCA） ， 使 用 ggfortify（ 版 本 ： 0.4.5） [19]构 建 主 成

分 图 。

1.6.4 差 异 表 达 miRNA（ DEM） 分 析 使 用 DESseq2（ version:

1.10.1） [20]鉴 定 中 剂 量 组 和 模 拟 组 之 间 的 DEMs。 采 用 Benjamini-

Hochberg 方 法 校 正 P 值 。 DEMs 的 筛 选 阈 值 为 调 整 后 的 值 <

0.05 和 |log2 倍 变 化 （ FC） |>1 。 使 用 热 图 和 火 山 图 对 结 果 进 行 可

视 化 。

1.6.5 miRNA-mRNA 相 互 作 用 预 测 使 用 miRanda（ 版 本 ：

3.3a） [21] 预 测 DEM 的 靶 基 因 。 选 择 评 分 >160 和 能 量 <-20 ， 作 为

筛 选 miRNA-mRNA 相 互 作 用 的 默 认 参 数 。 此 外 ， 还 使 用 经 过

实 验 验 证 的 miRNA 靶 基 因 数 据 库 miRTarBase（ version ： 7.0） [22]

进 行 预 测 。 最 后 ， 进 一 步 分 析 这 两 个 数 据 库 中 发 现 的 共 同 的

miRNA-mRNA 相 互 作 用 。 使 用 Cytoscape（ 版 本 ： 3.4.0） [23] 将 结

果 可 视 化 。

1.6.6 功 能 富 集 分 析 使 用 R中 的 clusterProfiler（ 版 本 ： 3.8.1） [24]

对 参 与 miRNA-mRNA相 互 作 用 的 miRNA 进 行 基 因 本 体 - 生 物

学 过 程 （ GO-BP） [25]和 京 都 基 因 与 基 因 组 百 科 全 书 （ KEGG） [26]通

路 富 集 分 析 。 将 <0.05 和 富 集 的 miRNA数 量 逸2 作 为 富 集 分 析

的 阈 值 。 此 外 ， 使 用 Metscape[27]对 参 与 miRNA-mRNA 相 互 作 用

的 miRNA的 靶 mRNA进 行 GO-BP和 KEGG通 路 富 集 分 析 。 显 著

富 集 结 果 的 筛 选 阈 值 设 定 为 <0.05 ， Min Overlap=3 和 Min

Enrichment=1.5。 根 据 各 富 集 条 目 中 富 集 基 因 的 相 似 性 （ simi原

larity>0.3） ， 选 取 统 计 上 最 显 著 的 条 目 （ 最 小 值 ） 构 建 聚 类 。 根

据 值 ， 使 用 直 方 图 将 前 20 个 聚 类 可 视 化 。

1.6.7 蛋 白 质 - 蛋 白 质 相 互 作 用 （ PPI） 网 络 的 构 建 基 于 检

索 相 互 作 用 基 因 /蛋 白 质 的 搜 索 工 具 （ STRING） 数 据 库 （ 版 本 ：

11） [28]， 筛 选 与 DEMs 相 关 的 PPI 关 系 对 。 筛 选 阈 值 为 相 互 作 用

评 分 =0.4 。 然 后 ， 使 用 Cytoscape（ 版 本 ： 3.4.0） [23]构 建 PPI网 络 。

1.6.8 转 录 因 子 （ TF） -miRNA-mRNA 相 互 作 用 网 络 通 过

JASPAR 数 据 库 （ http://jaspar.binf.ku.dk） [29] 确 定 与 DEM 相 关 的

TFs， 筛 选 阈 值 为 <0.000 05 。 结 合 TransmiR 数 据 库 [30]中 报 道 的

现 有 TF-miRNA 相 互 作 用 筛 选 TF-DEM 相 互 作 用 。 然 后 ， 结 合

鉴 定 出 的 miRNA-mRNA 相 互 作 用 ， 构 建 TF-miRNA-mRNA 相

互 作 用 网 络 。

1.6.9 miRNA 测 序 中 关 键 DEMs 的 验 证 使 用 定 量 PCR

（ qPCR） 验 证 上 述 中 剂 量 组 和 模 拟 组 差 异 表 达 分 析 确 定 的 关

键 DEMs。 使 用 TRizol 试 剂 从 不 同 组 的 细 胞 中 提 取 总 RNA， 并 使

用 RevertAidTM First Strand cDNA Synthesis Kit 进 行 反 转

录 。 在 ABI7900FAST（ Thermo Fisher Scientific Inc.） 上 进 行

qPCR。 SNORD68 作 为 内 源 对 照 。 PCR 分 析 过 程 设 定 为 ： 50 益

3 min ， 95 益 3 min ， 95 益 10 s ， 60 益 30 s， 共 40 个 循 环 ； 从 60

益 加 热 到 95 益（ 以 0.5 益 为 增 量 ， 持 续 10 s） ， 产 生 熔 体 曲 线 。 使

用 2-驻驻Ct方 法 [31]计 算 miRNA的 相 对 表 达 水 平 。

为 了 更 好 地 了 解 关 键 DEMs 的 功 能 ， 使 用 Lipofectamine

2000 将 miR-23b-5p 抑 制 剂 、 miR-669o-5p 抑 制 剂 和 相 应 的

阴 性 对 照 （ miR-NC） 转 染 到 BMMSC 中 ， 分 组 为 ： 空 白 组 、

miR-NC 组 、 miR-23b-5p 抑 制 剂 组 、 miR-669o-5p 抑 制 剂

组 ， 转 染 48 h 后 ， 使 用 qPCR 检 测 转 染 效 率 。 然 后 使 用 上 述

提 到 的 CCK-8 实 验 ， 进 一 步 分 析 中 剂 量 AEAB 含 药 血 清 处 理

后 ， 抑 制 miR-23b-5p 或 miR-669o-5p 表 达 对 细 胞 活 力 的 影

响 ， 分 组 为 ： 空 白 组 （ 空 白 细 胞 组 ， 不 做 任 何 处 理 ） 、 模 拟 组

（ 空 白 细 胞 组 +5 滋L 空 白 组 血 清 ） 、 中 剂 量 组 （ 空 白 细 胞 组 +

5 滋L 中 剂 量 组 血 清 ） 、 miR-NC+ 中 剂 量 组 （ miR-NC 组 +5 滋L

中 剂 量 组 血 清 ） 、 miR-23b-5p 抑 制 剂 + 中 剂 量 组 （ miR-23b-

5p 抑 制 剂 组 +5 滋L 中 剂 量 组 血 清 ） 、 miR-669o-5p 抑 制 剂 +

中 剂 量 组 （ miR-669o-5p 抑 制 剂 组 +5 滋L 中 剂 量 组 血 清 ） ， 分

别 在 干 预 48 h 、 72 h 后 进 行 CCK-8 检 测 。

1.7 统计学方法 计 量 资 料 以 “ 均 数 依 标 准 差 ” （ x依s） 表 示 ， 组

间 比 较 采 用 单 因 素 方 差 分 析 。 所 有 统 计 分 析 均 采 用 GraphPad

7.0软 件 进 行 ， <0.05为 差 异 有 统 计 学 意 义 。

2 结 果

2.1 AEAB含药血清促进BMMSC的增殖 采 用 CCK-8 实 验

检 测 AEAB含 药 血 清 处 理 48 h 和 72 h 后 BMMSC 的 活 力 。 结 果 显

示 ， 与 模 拟 组 比 较 ， 3个 AEAB含 药 血 清 处 理 组 的 BMMSC活 力 在

48 h 和 72 h 均 显 著 增 加 （ <0.01） 。 随 着 AEAB 剂 量 的 增 加 ，

AEAB 含 药 血 清 对 细 胞 活 力 的 影 响 更 加 明 显 。 （ 见 图 1） 考 虑 到

剂 量 越 高 ， 副 作 用 可 能 越 多 ， 选 择 中 剂 量 的 AEAB 含 药 血 清 进

行 进 一 步 研 究 。
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注：与模拟组比较，a <0.001。

图 1 CCK-8法检测含牛膝醇提取物（AEAB）的兔血清处理

48 h和 72 h后对 BMMSC活力的影响 （x依s）

2.2 测序数据质量评估、预处理以及样本间DEMs的识别 miRNA

测 序 共 获 得 14 617 万 个 原 始 reads ， 质 量 评 分 为 Q30 的 碱 基 比

例 超 过 96%。 测 序 数 据 的 质 量 评 价 结 果 见 表 1 。

对 样 本 的 数 据 比 较 显 示 ， 每 个 样 本 的 reads数 量 在 8691486

和 15 497 571 之 间 。 （ 见 表 2）

表 2 数据比对结果

分 组 样 本 T o t a l r e a d s T o t a l m a p p e d M a p p e d r e a d s ( + ) M a p p e d r e a d s ( - )

模 拟 组 M o c k 1 2 3 1 7 3 2 1 6 2 1 9 9 9 4 9 6 5 9 8 6 2 2 8 1 8 1 2 6 7 5 8

M o c k 2 2 4 7 1 3 0 2 2 2 3 4 2 7 4 5 7 6 4 0 4 4 0 1 1 9 3 0 1 7 0 1

M o c k 3 1 9 7 7 2 7 7 8 1 8 9 1 0 6 8 9 5 0 5 8 8 8 5 1 5 6 6 6 7 5 7

中 剂 量 组 M _ d o s e 1 2 4 7 5 4 8 1 0 2 3 8 0 8 6 6 8 6 0 8 6 2 5 3 1 9 8 1 5 0 6 4

M _ d o s e 2 2 2 5 8 8 4 3 8 2 1 9 4 5 6 3 2 5 6 3 0 9 5 7 1 8 2 5 1 4 9 8

M _ d o s e 3 2 3 6 8 7 5 1 6 2 2 9 0 4 7 1 0 6 0 0 7 3 6 6 1 8 9 9 0 0 1 5

注：总读取数（Total reads），经过过滤后的序列化序列的

清洁读取数；映射读取数（Mapped reads），映射到基因组的读

取数；映射读取数（+）：位于基因组正链的读取数；映射读取

数（-）：位于基因组负链的读取数。

miRNA 测 序 分 析 共 鉴 定 出 1 197 个 已 知 miRNA 和 293 个 新

miRNA。 样 本 的 miRNA 分 布 的 箱 形 图 （ 图 2A） 表 明 ， 通 过 标 准

归 一 化 ， 消 除 了 测 序 深 度 和 基 因 长 度 带 来 的 差 异 ， 数 据 可 以

a
a

a

a

a
a

表 1 测序数据质量控制结果

分 组 样 本 R a w r e a d s R a w b a s e s C l e a n r e a d s C l e a n b a s e s E r r o r r a t e / % Q 2 0 / % Q 3 0 / % G C c o n t e n t / % U s e f u l r e a d s ( 1 8 n t - 3 2 n t )

中 剂 量 组 M _ d o s e 1 2 6 1 9 1 6 9 8 1 9 6 4 3 7 7 3 5 0 2 5 7 8 7 9 2 6 5 9 0 9 2 2 2 7 5 0 . 0 2 3 0 9 8 . 7 5 9 6 . 3 6 4 1 . 8 6 2 4 7 5 4 8 1 0

M _ d o s e 2 2 3 4 4 9 5 5 9 1 7 5 8 7 1 6 9 2 5 2 3 1 8 6 0 3 4 5 2 7 0 4 8 9 7 0 0 . 0 2 2 7 9 8 . 8 7 9 6 . 7 2 4 1 . 2 5 2 2 5 8 8 4 3 8

M _ d o s e 3 2 4 4 6 7 8 0 5 1 8 3 5 0 8 5 3 7 5 2 4 2 8 1 0 2 9 5 5 3 5 5 2 8 9 5 0 . 0 2 2 5 9 8 . 9 8 9 6 . 9 1 4 1 . 5 1 2 3 6 8 7 5 1 6

模 拟 组 M o c k 1 2 4 7 5 5 3 4 7 1 8 5 6 6 5 1 0 2 5 2 4 3 9 7 4 9 3 5 5 9 2 1 5 5 1 9 0 . 0 2 2 4 9 9 . 0 8 9 6 . 9 4 4 2 . 3 3 2 3 1 7 3 2 1 6

M o c k 2 2 6 3 8 1 0 5 6 1 9 7 8 5 7 9 2 0 0 2 6 0 3 8 2 1 1 5 9 9 1 4 4 9 0 5 0 . 0 2 2 5 9 9 . 0 1 9 6 . 8 5 4 2 . 3 9 2 4 7 1 3 0 2 2

M o c k 3 2 0 9 3 3 2 2 1 1 5 6 9 9 9 1 5 7 5 2 0 6 5 3 4 3 0 4 7 0 3 1 2 9 8 6 0 . 0 2 2 9 9 8 . 7 5 9 6 . 4 9 4 2 . 0 7 1 9 7 7 2 7 7 8

注：A.miRNA在6个样本中的表达分布。x轴表示样本，y轴表示log10（TPM）值。B.基于各样本中miRNA的TPM表达水平的PCA

分析结果。C.DEMs的火山图。红色节点表示上调的miRNA，绿色节点表示下调的miRNA。D.DEMs的热图。

图 2 miRNA测序数据预处理和差异表达 microRNAs（DEMs）识别
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用 于 后 续 分 析 。 此 外 ， 基 于 每 个 样 本 中 miRNA 表 达 水 平 的 PCA

分 析 结 果 显 示 ， 不 同 组 样 本 可 以 被 显 著 区 分 （ 图 2B） 。

通 过 差 异 分 析 ， 在 中 剂 量 组 和 模 拟 组 之 间 共 鉴 定 出 40 个

DEMs， 其 中 7个 miRNAs上 调 （ 如 miR-669o-5p和 miR-23b-5p） ，

33 个 miRNAs 下 调 （ 如 miR-1946a 、 miR-1946b） 。 DEMs 的 火 山

图 和 热 图 分 别 如 图 2C、 图 2D所 示 。

2.3 miRNA-mRNA网络分析 基 于 miRanda 和 miRTarBase 数

据 库 ， 共 识 别 了 149 个 miRNA-mRNA 相 互 作 用 ， 例 如 miR-

669o-5p-Gnal。 基 于 这 些 相 互 作 用 ， 构 建 了 一 个 miRNA-mR原

NA相 互 作 用 网 络 ， 该 网 络 包 括 10 个 DEMs（ 2 个 上 调 ， 8 个 下 调 ）

和 135个 mRNAs。 （ 见 图 3）

注：绿色倒三角表示下调的miRNAs，红色正三角表示上

调的miRNAs，紫色节点代表mRNA；灰线表示相互作用。

图 3 利用 miRNA和靶 mRNA构建的 miRNA-靶基因相互

作用网络

2.4 功能富集分析结果 为 了 阐 明 miRNAs 的 生 物 学 功 能 ，

本 研 究 对 miRNA-mRNA 相 互 作 用 中 的 miRNAs 进 行 GO-BP 和

KEGG 富 集 分 析 。 结 果 显 示 ， 4 种 miRNAs（ miR-1946a ， miR-

1946b ， miR-3074-5p 和 miR-3470b） 显 著 富 集 到 多 种 GO-BP

条 目 中 ， 例 如 mRNA 结 合 （ GO:0003729 ， miR-3074-5p） ， 细 胞 -

细 胞 黏 附 介 质 活 性 （ GO:0098632 ， miR-1946b） 和 细 胞 黏 附 介

质 活 性 （ GO:0098631， miR-1946b） 。 （ 见 图 4A） 其 中 miR-1946a

和 miR-1946b 显 著 富 集 到 甲 型 流 感 （ GO:0098631） ， 内 吞 作 用

（ mmu04144） 和 细 胞 因 子 -细 胞 因 子 受 体 相 互 作 用 （ mmu04060）

等 功 能 或 通 路 中 。 （ 见 图 4B）

此 外 ， 本 研 究 还 对 miRNA-mRNA相 互 作 用 中 的 mRNAs 进

行 了 GO-BP富 集 分 析 。 结 果 显 示 ， 这 些 mRNAs主 要 富 集 在 110种

GO-BP 功 能 中 ， 包 括 正 调 控 肌 动 蛋 白 成 核 （ GO:0051127） 、 黑

素 小 体 转 运 （ GO:0032402） 和 RNA 聚 合 酶 I 转 录 （ GO:0006360） 。

（ 见 图 4C） 然 而 ， 这 些 mRNAs没 有 富 集 到 任 何 一 种 KEGG通 路 中 。

注：A.miRNAs的GO-BP富集结果。节点越大，基因比例越

大；从蓝色到红色的颜色分布表示 值从小到大。B.miRNA的

KEGG通路富集结果。节点越大，基因比例越大；从蓝色到红

色的颜色分布表示 值从小到大。C.mRNAs的GO-BP富集结

果。x轴代表-log10（P）值，y轴代表不同的GO-BP条目。

图 4 miRNA-mRNA相互作用网络中 miRNA和 mRNA的

功能富集分析结果

2.5 PPI和TF-miRNA-mRNA网络分析 针 对 miRNA-mRNA

相 互 作 用 网 络 中 的 mRNAs， 我 们 构 建 了 一 个 PPI 网 络 ， 该 网 络

包 括 72 个 相 互 作 用 和 65 个 节 点 。 （ 见 图 5A） 此 外 ， 共 鉴 定 了 33

个 miRNA-TF相 互 作 用 ， 如 miR-23b-5p-Myc。 然 后 ， 结 合 miR原

NA-mRNA 相 互 作 用 信 息 ， 构 建 了 TF-miRNA-mRNA 相 互 作

用 网 络 ， 该 网 络 包 括 182个 相 互 作 用 、 28个 TF、 17 个 miRNAs和

135个 mRNAs。 （ 见 图 5B）

注：A.PPI网络。紫色节点代表mRNA，两个节点之间的线表示相互作用。B.TF-miRNA-mRNA相互作用网络。紫色节点代表

mRNA，绿色倒三角表示下调的miRNAs，红色正三角表示上调的miRNAs，橙色六边形表示TF，两个节点之间的线表示相互作用。

图 5 蛋白-蛋白相互作用（PPI）网络和转录因子（TF）-miRNA-mRNA相互作用网络
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2.6 关键DEMs的验证结果 采 用 qPCR 分 析 验 证 miR-

1946a 、 miR-669o-5p 和 miR-23b-5p的 表 达 。 结 果 显 示 ， 与 模 拟

组 比 较 ， miR-1946a 表 达 在 AEAB 含 药 血 清 中 剂 量 组 中 显 著 降

低 ， 而 miR-669o-5p 、 miR-23b-5p 的 表 达 显 著 升 高 （ <0.01 ， 图

6A） 。 这 些 结 果 与 miRNA 测 序 结 果 一 致 。 为 进 一 步 探 索 miR-

669o-5p 和 miR-23b-5p 在 BMMSC 中 的 功 能 ， 我 们 通 过 转 染

miR-669o-5p 和 miR-23b-5p 抑 制 剂 来 抑 制 miR-669o-5p 和

miR-23b-5p 在 BMMSC 中 的 表 达 。 qPCR 分 析 结 果 显 示 ， 转 染

miR-669o-5p 和 miR-23b-5p 抑 制 剂 后 ， miR-669o-5p 和 miR-

23b-5p 表 达 被 明 显 抑 制 （ <0.001 ， 图 6B） 。 CCK-8 实 验 结 果

显 示 ， 与 模 拟 组 比 较 ， AEAB 含 药 血 清 中 剂 量 组 和 miR-NC+

AEAB含 药 血 清 中 剂 量 组 中 的 BMMSC活 力 显 著 升 高 （ <0.001） 。

与 miR-NC+AEAB 含 药 血 清 中 剂 量 组 比 较 ， AEAB 含 药 血 清 中

剂 量 联 合 miR-23b-5p/miR-669o-5p 抑 制 剂 处 理 后 ， BMMSC

活 力 显 著 降 低 （ <0.05 ， 图 6C） ， 提 示 miR-23b-5p 或 miR-669o-

5p 抑 制 后 显 著 逆 反 AEAB含 药 血 清 对 BMMSC活 力 的 影 响 。

3 讨 论

大 多 数 中 药 （ TCMs） 在 给 药 后 会 在 胃 肠 道 经 历 一 系 列 生

物 转 化 ， 其 主 要 活 性 成 分 被 吸 收 进 入 血 清 并 分 布 到 目 标 器 官 ，

产 生 生 物 效 应 [32]。 含 药 血 清 已 被 广 泛 用 于 研 究 血 清 药 理 学 中

特 定 细 胞 的 药 物 效 应 ， 这 考 虑 了 生 物 体 与 中 药 之 间 的 相 互 作

用 ， 并 消 除 了 中 药 复 杂 性 偏 差 [33]。 牛 膝 具 有 补 肝 肾 和 强 筋 骨 的

作 用 ， 既 往 研 究 多 在 改 善 骨 关 节 疾 病 及 OP 方 面 [34]， 但 具 体 作

用 机 制 不 详 。 BMMSC 是 骨 髓 来 源 具 有 多 向 分 化 潜 能 的 细 胞 ，

可 调 控 机 体 成 骨 分 化 和 骨 量 的 平 衡 ， 是 维 持 骨 代 谢 正 常 的 重

要 环 节 ， 其 活 力 和 成 骨 分 化 活 性 的 下 降 是 导 致 骨 质 疏 松 的 重

要 原 因 [35]。 因 此 ， 为 了 研 究 AEAB 对 OP 的 可 能 作 用 机 制 ， 本 研

究 使 用 AEAB含 药 血 清 来 处 理 BMMSC ， 发 现 AEAB含 药 血 清 处

理 可 以 显 著 促 进 BMMSC增 殖 ， 表 明 AEAB有 助 于 减 缓 或 者 逆 转

OP的 骨 量 丢 失 。

虽 然 miRNAs可 调 节 BMMSC的 增 殖 和 分 化 命 运 [36]， 但 在 OP

进 展 过 程 中 ， AEAB 促 进 BMMSC 增 殖 的 具 体 miRNA 及 其 相 应

的 分 子 机 制 尚 不 清 楚 。 本 研 究 基 于 miRNA 测 序 数 据 共 鉴 定 了

40 个 DEMs和 149 个 miRNA-mRNA相 互 作 用 （ 如 miR-669o-5p-

Gnal） 。 这 些 DEMs， 如 miR-1946a， 主 要 富 集 于 细 胞 - 细 胞 黏 附

介 质 活 性 等 功 能 中 。 而 且 ， 本 研 究 鉴 定 了 33 个 miRNA-TF 相 互

作 用 ， 如 miR-23b-5p-Myc。 最 后 ， qPCR 分 析 证 实 miR-1946a 表

达 在 AEAB 含 药 血 清 处 理 组 中 显 著 下 调 ， 而 miR-669o-5p 和

miR-23b-5p 表 达 上 调 ， 与 miRNA 测 序 分 析 结 果 一 致 。 功 能 实

验 结 果 显 示 ， 抑 制 miR-669o-5p 和 miR-23b-5p 后 ， AEAB 含 药

血 清 对 BMMSC活 性 的 影 响 被 减 弱 。

既 往 研 究 [37]发 现 ， miRNAs 可 调 节 骨 稳 态 ， 并 在 OP 的 进 展

过 程 中 发 挥 重 要 作 用 。 MiR-23b 是 位 于 人 类 9 号 染 色 体 上 的

miRNA， 参 与 癌 症 和 自 身 免 疫 性 疾 病 的 发 展 [38]。 先 前 的 研 究 [39]

表 明 ， 血 清 miR-23b-3p 水 平 是 绝 经 后 妇 女 OP 和 骨 质 疏 松 性

骨 折 有 价 值 的 生 物 标 志 物 。 miR-23b表 达 上 调 可 以 引 起 BMMSC

对 树 突 状 细 胞 成 熟 的 抑 制 [40] 。 miR-23b-5p 作 为 典 型 的 致 癌

miRNA， 通 过 调 控 其 靶 基 因 的 表 达 参 与 疾 病 进 展 [41-42]。 而 且 ，

miRNA-TF 相 互 作 用 的 异 常 调 控 参 与 许 多 疾 病 的 发 展 。 既 往

研 究 表 明 ， c-Myc下 调 miR-23b可 减 轻 缺 血 性 脑 损 伤 [43]。 鉴 于 c-

Myc 转 录 抑 制 miR-23b 并 能 刺 激 多 发 性 骨 髓 瘤 细 胞 增 殖 ，

miR-23b-myc相 互 作 用 代 表 了 一 个 前 反 馈 回 路 ， 在 骨 髓 瘤 的 生

长 和 存 活 中 起 着 关 键 作 用 [44]。 使 用 深 度 测 序 对 脾 T细 胞 中 miRNA

表 达 的 分 析 表 明 ， miR-669o-5p 在 BMMSC 处 理 的 小 鼠 脾 病 变

中 上 调 [45]。 本 研 究 结 果 表 明 ， miR-669o-5p 与 Gnal 存 在 相 互 作

用 。 据 报 道 [46]， 成 骨 细 胞 中 缺 乏 G 蛋 白 琢- 亚 基 导 致 骨 小 梁 和 皮

质 骨 的 不 同 作 用 。 miRNA-Gnal相 互 作 用 的 生 物 学 功 能 先 前 已

在 某 些 疾 病 的 进 展 过 程 中 得 到 证 实 [47]。 在 本 研 究 中 ， qPCR 分 析

证 实 miR-23b-5p 和 miR-669o-5p 的 表 达 在 AEAB 含 药 血 清 中

剂 量 组 中 显 著 升 高 。 此 外 ， 相 互 作 用 分 析 表 明 ， miR-23b-5p-

Myc 和 miR-669o-5p-Gnal 分 别 是 两 个 明 显 的 miRNA-TF 和

miRNA-mRNA 相 互 作 用 。 因 此 ， 我 们 推 测 ， miR-23b-5p 和

注：A、B、C.qPCR分析展示3个DEMs在组间的表达。与模拟组比较，a <0.01。D、E.qPCR分析证实转染效率。与miR-NC组比

较，b <0.001。F、G. CCK-8法检测miR-23b-5p或miR-669o-5p抑制后对中剂量AEAB含药血清处理的BMMSC增殖的作用。与模拟

组比较，a <0.01，b <0.001。与miR-NC+中剂量组比较，c <0.05，d <0.01。

图 6 关键 DEMs验证
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miR-669o-5p 等 关 键 DEMs可 能 是 AEAB调 控 BMMSC生 物 学 作

用 的 关 键 靶 点 ， 进 而 影 响 AEAB在 软 骨 分 化 和 OP进 展 的 作 用 。

细 胞 -细 胞 黏 附 是 细 胞 信 号 转 导 的 一 个 重 要 方 面 [48]。 由 细

胞 黏 附 分 子 介 导 的 细 胞 间 相 互 作 用 ， 已 被 证 明 在 骨 骼 形 态 发

生 、 结 构 和 分 化 中 发 挥 重 要 作 用 [49]。 这 些 细 胞 黏 附 分 子 可 以 被

BMMSC 激 活 ， 参 与 骨 髓 形 成 [50]。 研 究 [51]发 现 ， AB 提 取 物 在 非 细

胞 毒 性 浓 度 范 围 内 可 有 效 抑 制 癌 细 胞 的 细 胞 - 细 胞 黏 附 。

AEAB能 够 促 进 胚 胎 大 鼠 海 马 神 经 元 的 神 经 细 胞 生 长 和 黏 附 [52]。

生 物 信 息 学 分 析 [53]显 示 ， OP的 候 选 治 疗 基 因 主 要 富 集 于 细 胞 -

细 胞 黏 附 等 功 能 。 而 且 ， 一 些 miRNAs 通 过 参 与 细 胞 黏 附 相 关

功 能 来 促 进 疾 病 的 发 展 [54]。 例 如 ， 在 多 发 性 骨 髓 瘤 细 胞 中 ， miR-

202影 响 BMMSC的 黏 附 和 生 长 [55]。 然 而 ， 到 目 前 为 止 ， miR-1946a

对 BMMSC 软 骨 分 化 的 影 响 尚 不 清 楚 。 在 本 研 究 中 ， miRNA 测

序 和 qPCR 实 验 证 实 ， miR-1946a 表 达 在 AEAB 含 药 血 清 处 理

组 中 显 著 下 调 。 功 能 富 集 分 析 显 示 ， miR-1946a 主 要 富 集 于 细

胞 -细 胞 黏 附 介 质 活 性 。 因 此 ， 推 测 miR-1946a 可 能 通 过 细 胞 -

细 胞 黏 附 介 质 活 性 参 与 AEAB 对 BMMSC 的 生 物 学 作 用 的 调

控 。

本 研 究 结 果 提 示 ， AEAB 含 药 血 清 可 能 通 过 上 调 miR-

23b-5p 和 miR-669o-5p 促 进 BMMSC 的 增 殖 。 此 外 ， miR-1946a

下 调 可 能 通 过 调 控 细 胞 - 细 胞 黏 附 介 质 活 性 参 与 AEAB 含 药

血 清 对 BMMSC 增 殖 的 作 用 。 这 些 发 现 揭 示 了 AEAB 通 过 特 定

miRNAs 调 节 BMMSC 增 殖 的 分 子 机 制 ， 对 于 理 解 补 肝 肾 、 强 筋

骨 中 药 牛 膝 有 效 制 剂 AEAB在 促 进 骨 形 成 和 治 疗 OP方 面 的 潜

在 应 用 具 有 重 要 意 义 ， 为 开 发 新 的 治 疗 策 略 提 供 了 科 学 依 据 。

本 研 究 具 有 一 定 的 局 限 性 。 首 先 ， 本 研 究 样 本 量 小 。 其 次 ，

未 使 用 动 物 在 体 研 究 和 临 床 样 本 验 证 关 键 DEMs 的 表 达 。

DEMs对 OP的 调 控 作 用 有 待 进 一 步 研 究 。
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