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　 　 摘　 要　 目的　 探讨长链非编码ＲＮＡＴＵＧ１对地塞米松诱导小鼠ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞凋亡的影响。方法 　 体
外培养ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞，建立细胞凋亡模型，诱导凋亡２４ｈ后ｑＰＣＲ检测ＴＵＧ１的表达。将重组质粒导入ＭＣ３Ｔ３
Ｅ１细胞，获得稳定转染的细胞株，实验分为对照组、地塞米松组、地塞米松＋ ＴＵＧ１过表达质粒组、地塞米松＋阴
性质粒组，ｑＰＣＲ检测ＴＵＧ１的表达，流式细胞术检测细胞凋亡情况，免疫荧光观察Ｂｃｌ２的表达，计算平均荧光
强度。结果　 细胞凋亡模型成功建立，荧光显微镜显示质粒转染ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞，ｑＰＣＲ验证质粒转染成功（Ｐ ＜
０． ０５）；地塞米松＋ ＴＵＧ１过表达质粒组细胞凋亡明显低于地塞米松组和地塞米松＋阴性质粒组，Ｂｃｌ２的表达在
地塞米松＋ ＴＵＧ１过表达质粒组明显高于地塞米松组和地塞米松＋阴性质粒组，差异具有统计学意义（Ｐ ＜ ０．
０５）。结论　 ＴＵＧ１可以通过上调Ｂｃｌ２的表达抑制地塞米松诱导的小鼠ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞凋亡，ＴＵＧ１可能是糖皮
质激素诱导的成骨细胞凋亡的保护性因素。

关键词　 成骨细胞；细胞凋亡；糖皮质激素；长链非编码ＲＮＡ；ＴＵＧ１
中图分类号：Ｒ３４ 　 　 文献标识码：Ａ　 　 文章编号：１０００９７６０（２０１９）０６１５３０５

Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＴＵＧ１ ｏｎ ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅｉｎｄｕｃｅｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｍｏｕｓｅ ＭＣ３Ｔ３Ｅ１ ｃｅｌｌｓ

ＬＩＵ Ｙａｎａｎ１，ＷＡＮＧ Ｎａ２，ＬＩＡＮＧ Ｑｉｕｈｕａ２，ＺＨＡＮＧ Ｙａｎｆａｎｇ２，ＨＵＡＮＧ Ｙｕａｎｙｕａｎ１，ＹＵ Ｓｈｉｐｅｎｇ２
（１Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ，Ｊｉｎｉｎｇ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｊｉｎｉｎｇ ２７２０１３，Ｃｈｉｎａ；

２Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｊｉｎｉｎｇ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｊｉｎｉｎｇ ２７２０２９，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｌｏｎｇ ｎｏｎｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡＴＵＧ１ ｉｎ ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅｉｎｄｕｃｅｄ
ｍｉｃｅ ＭＣ３Ｔ３Ｅ１ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ａ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ａｐｏｐ
ｔｏｓｉｓ． Ａｆｔｅｒ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｆｏｒ ２４ｈ，ｑＰＣＲ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＵＧ１． Ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ
ｐｌａｓｍｉｄ ｗａｓ ｉｎｔｒｏｄｕｃｅｄ ｉｎｔｏ ＭＣ３Ｔ３Ｅ１ ｃｅｌｌｓ ｔｏ ｏｂｔａｉｎ ａ ｓｔａｂｌｙ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ． Ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｗａｓ ｄｉ
ｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ ｇｒｏｕｐ，ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ ＋ ＴＵＧ１ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｌａｓｍｉｄ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ
ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ ＋ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｐｌａｓｍｉｄ ｇｒｏｕｐ． ｑＰＣＲ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＵＧ１，ａｎｄ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ
ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ． Ｂｃｌ２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｂｙｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ，ａｎｄ ｔｈｅ ｍｅａｎ ｆｌｕｏ
ｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｗａｓ ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ． Ｒｅｓｕｌｔｓ 　 Ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｍｏｄｅｌ ｗａｓ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ． Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ
ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｐｌａｓｍｉｄ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｃｏｒｒｅｃｔｌｙ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｑＰＣＲ （Ｐ ＜ ０． ０５）． Ａｐｏｐｔｏ
ｓｉｓ ｏｆ ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ ＋ ＴＵＧ１ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ｐｌａｓｍｉｄ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ｄｅｘａｍｅｔｈａ
ｓｏｎｅ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ ＋ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｐｌａｓｍｉｄ ｇｒｏｕｐ． Ｍｅａｎｗｈｉｌｅ，ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｂｃｌ２ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｉｎ ｔｈｅ ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ ＋ ＴＵＧ１ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｌａｓｍｉｄ ｇｒｏｕｐ ｔｈａｎ ｉｎ ｔｈｅ ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ
ｔｈｅ ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ ＋ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｐｌａｓｍｉｄ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０． ０５）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ 　 ＴＵＧ１ ｃａｎ ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ
ｍｏｕｓｅ ＭＣ３Ｔ３Ｅ１ ｃｅｌｌｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ ｂｙ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｂｃｌ２． ＴＵＧ１ ｍａｙ ｂｅ ａ
ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｆａｃｔｏｒ ｆｏｒ ｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄｉｎｄｕｃｅｄ ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ．
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　 　 继发性骨质疏松症是指由于药物或疾病原因
导致的骨量减少、骨微结构破坏、骨脆性增加和易
于骨折的代谢性疾病［１］。在继发性骨质疏松中，
以糖皮质激素性骨质疏松最为常见。当糖皮质激
素直接或间接导致成骨细胞凋亡、功能下降时，或
者影响破骨细胞功能时，会导致骨量丢失，促进骨
质疏松的发生［２］。长链非编码ＲＮＡ（ｌｏｎｇ ｎｏｎｃｏｄ
ｉｎｇ ＲＮＡ，ｌｎｃＲＮＡ）在调控生长发育、细胞定向分
化、增殖和凋亡方面具有重要作用［３］。研究表明，
ｌｎｃＲＮＡ在成骨细胞的分化中发挥着作用，过表达
ＡＮＣＲ可以有效地抑制成骨细胞的分化［４］。ＴＵＧ１
是一种长度为７． １ｋｂ的ｌｎｃＲＮＡ，可影响细胞周期
调控基因的表达［５］。有研究发现，ＴＵＧ１基因的敲
除可以抑制小鼠视网膜的发育，ＴＵＧ１的表达下调
会抑制骨肉瘤细胞的增殖并促进骨肉瘤细胞的凋
亡［６７］。由于成骨细胞为骨肉瘤的前体细胞［８］，我
们推测，ＴＵＧ１在成骨细胞凋亡过程中通过信号通
路发挥着一定作用。本实验中我们以地塞米松诱
导小鼠成骨细胞ＭＣ３Ｔ３Ｅ１凋亡，将ＴＵＧ１过表达
质粒转染小鼠成骨细胞ＭＣ３Ｔ３Ｅ１，观察ＴＵＧ１对
小鼠成骨细胞凋亡的影响。
１　 材料与方法
１． １　 材料

ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞（美国ＡＴＣＣ公司）；ＤＭＥＭ培
养基、胎牛血清（Ｆａｔａｌ Ｂｏｖｉｎｅ Ｓｅｒｕｍ，ＦＢＳ）、山羊血
清（美国Ｇｉｂｃｏ公司）；０． ２５％胰蛋白酶、地塞米松
（Ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ）、氨苄青霉素（Ａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ）（美国
ｓｉｇｍａ公司）；青霉素、链霉素、细胞培养板、细胞培
养瓶（美国Ｌａｂｓｅｒｖｅ公司）；质粒小提试剂盒、ＲＮＡ
提取试剂盒（北京天根生化科技有限公司）；ｃＤＮＡ
第一链合成试剂盒、ｑＰＣＲ预混体系（广州复能基
因有限公司）；ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ、细胞裂解液（江苏碧
云天生物技术研究所）；ＥＬＩＳＡ细胞凋亡检测试剂
盒、ＤＡＰＩ（德国Ｒｏｃｈｅ公司）；Ｂｃｌ２一抗、ＨＲＰ标记
的山羊抗兔二抗（英国Ａｂｃｏｍ公司）；Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
２０００ Ｒｅａｇｅｎｔ（美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）；曲拉通Ｘ１００
（上海阿拉丁生化科技有限公司）；抗荧光淬灭封
片剂（北京索莱宝科技有限公司）；ＴＵＧ１过表达质
粒由上海吉凯基因化学技术有限公司编码测序。
１． ２　 方法
１． ２． １ 　 细胞培养　 细胞复苏后接种于２５ｃｍ２培养

瓶中，用含有１０％胎牛血清、１％双抗（青霉素、链
霉素）的ＤＭＥＭ培养，将细胞置于３７℃，５％ ＣＯ２
细胞培养箱内，隔天换液，待细胞汇片后以０． ２５％
胰蛋白酶（含ＥＤＴＡ）消化进行传代培养［９］。
１． ２． ２　 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞凋亡模型的建立　 将细胞
接种于６孔板上，待细胞汇片，实验分为３组，即对
照组（ＤＭＥＭ完全培养基）、无血清饥饿组（不含血
清的ＤＭＥＭ培养基培养）、地塞米松组（ＤＭＥＭ完
全培养基＋ １０μＭ地塞米松），每组设３个平行实
验，干预２４ｈ后行ｑＰＣＲ检测ＴＵＧ１的表达。
１． ２． ３　 ＴＵＧ１基因测序　 ｌｎｃＲＮＡ ＴＵＧ１基因序列
为ＧＡＴＣＣＣＡＧＧＧＡＣＴＴＧＣＡＡＣＣＴＧＧＴＴＡＴＣＴＣＧＡＧ
ＡＴＡＡＣＣＡＧＧＴＴＧＣＡＡＧＴＣＣＣＴＴＴＴＴＴＧＧＡ，该序列
的设计合成以及测序均由上海吉凯基因化学技术
有限公司完成。质粒扩增使用ＴＯＰ１０感受态细
胞，使用质粒小提试剂盒完成质粒抽提。
１． ２． ４　 ＰＣＲ引物设计　 ＰＣＲ引物的设计合成是
由上海生物工程有限公司完成，引物序列如下：

表１　 ＰＣＲ引物序列
名称 　 　 引物序列

上游引物 ５’ＧＡＧＡＣＡＣＧＡＣＴＣＡＣＣＡＡＧＣＡ３’
下游引物 ５’ＧＡＡＧＧＴＣＡＴＴＧＧＣＡＧＧＴＣＣＡ３’

１． ２． ５ 　 ＴＵＧ１过表达质粒转染　 将小鼠ＭＣ３Ｔ３
Ｅ１细胞以５ × １０８ ／孔接种到６孔板中，每孔加入
２ｍｌ的ＤＭＥＭ（含１０％胎牛血清、１％双抗）培养基
中培养，细胞接种２４ｈ后，实验分４组：对照组、地
塞米松组、地塞米松＋阴性质粒组、地塞米松＋
ＴＵＧ１过表达质粒组。以质粒１． ５μｇ ／ Ｌｉｐｏ ２０００
５μｌ为转染条件，转染过程中使用不含胎牛血清的
ＤＭＥＭ培养基培养细胞，转染４ｈ后换液（ＤＭＥＭ
培养基含１０％胎牛血清、１％双抗），按分组加入
１０μｌ的地塞米松溶液。４８ｈ后显微镜下观察荧光
与细胞状态，以观察转染效率，使用荧光定量ＰＣＲ
检测ＴＵＧ１表达，使用流式细胞术检测细胞凋亡。
１． ２． ６ 　 ＴＵＧ１ｍＲＮＡ检测　 取干预结果的细胞，
弃去培养基，用ＰＢＳ冲洗３次，提取细胞总ＲＮＡ，
合成ｃＤＮＡ。根据ｑＰＣＲ试剂盒说明书进行ＰＣＲ
扩增，反应体系为：ＰＣＲ Ｍｉｘ １０μｌ，上下游引物
（２μｍｏｌ ／ Ｌ）各２μｌ，模板２μｌ，加双蒸水至２０μｌ。扩
增程序为：９５℃ １０ｍｉｎ后，９５℃ １０ｓ，６０℃ ２０ｓ，７２℃
３０ｓ，４０个循环。
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１． ２． ７ 　 细胞凋亡检测　 吸出细胞培养基，使用
ＰＢＳ洗涤细胞１次，加入适量不含ＥＤＴＡ的蛋白胰
酶消化液；室温孵育至贴壁细胞可轻轻吹打下来，
吸除胰蛋白酶消化液，加入细胞培养液轻轻吹打细
胞，１０００ｇ离心５ｍｉｎ，弃上清，使用ＰＢＳ重悬细胞并
计数；根据上述的细胞计数，取５万的重悬细胞，
１０００ｇ离心５ｍｉｎ，弃上清，加入１９５μｌ ＡｎｎｅｘｉｎＶ
ＦＩＴＣ结合液轻轻重悬细胞；加入５μｌ ＡｎｎｅｘｉｎＶ
ＦＩＴＣ混匀；加入１０μｌ碘化丙啶染色液，混匀；室温
（２０℃ ～２５℃）避光孵育２０ｍｉｎ，随后置于冰浴中；１
～ ２ｈ完成上机。
１． ２． ８ 　 Ｂｃｌ２表达检测　 细胞培养２４ｈ后转染，
转染４８ｈ后采取免疫荧光法检测Ｂｃｌ２，步骤如下：
使用０． ３％的曲拉通Ｘ１００破膜１０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤３
次；１０％的山羊血清室温（２５℃）封闭１ｈ；使用避光
湿盒一抗孵育过夜（２０ｈ），ＰＢＳ洗涤３次；使用避
光湿盒二抗孵育１ｈ，ＰＢＳ洗涤３次；ＤＡＰＩ染色
１０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤３次，使用抗荧光淬灭封片剂封
片，避光保存。
１． ３　 统计学方法

采用ＳＰＳＳ ２０． ０统计软件进行统计处理，实验
数据以珋ｘ ± ｓ表示，多个样本间的均数比较采用单
因素方差分析，组间比较采用ＬＳＤ法。以Ｐ ＜ ０． ０５
为差异具有统计学意义。
２　 结果
２． １　 ＴＵＧ１在小鼠ＭＣ３Ｔ３Ｅ１的表达情况

与对照组相比，在地塞米松、无血清饥饿诱导
的ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞中，ＴＵＧ１的表达显著降低，其中
ＴＵＧ１的表达下调在地塞米松诱导的ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细
胞凋亡最明显，差异具有统计学意义（Ｐ ＜ ０ ０５）。
见图１。

注：与对照组相比较，Ｐ ＜ ０． ０５，ｎ ＝ ３
图１　 无血清饥饿和地塞米松诱导的小鼠成骨细胞

ＭＣ３Ｔ３Ｅ１凋亡对ＴＵＧ１表达的影响

２． ２　 ＴＵＧ１转染小鼠ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞情况
如图２所示，ＴＵＧ１过表达质粒转染ＭＣ３Ｔ３

Ｅ１细胞后４８ｈ显微镜下细胞可见较多量绿色荧
光。行荧光定量ＰＣＲ检测ＴＵＧ１的表达，结果显
示ＴＵＧ１ ｍＲＮＡ在地塞米松＋ ＴＵＧ１过表达质粒组
的表达较地塞米松组显著增多（图３），差异具有统
计学意义（Ｐ ＜ ０． ０５）。

注：ａ．明视野；ｂ．暗视野
图２　 ＴＵＧ１过表达质粒转染小鼠ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞后

明、暗视野图片（× １００）

注：与地塞米松组比较，Ｐ ＜ ０． ０５；
　 与地塞米松组比较，△Ｐ ＞ ０． ０５，ｎ ＝ ３。
图３　 转染质粒后ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞中

ＴＵＧ１ ｍＲＮＡ的表达情况
２． ３　 ＴＵＧ１对地塞米松诱导小鼠ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞
凋亡的影响

质粒转染细胞后，地塞米松＋ ＴＵＧ１过表达质
粒组细胞凋亡比地塞米松组明显减少，而地塞米松
＋阴性质粒组没有明显变化。见图４。
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　 　 注：ａ．对照组；ｂ．地塞米松组；ｃ．地塞米松＋ ＴＵＧ１过
表达质粒组；ｄ．地塞米松＋阴性质粒组
图４　 流式细胞术检测ＴＵＧ１对地塞米松诱导的

ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞凋亡的影响
２． ４　 ＴＵＧ１对Ｂｃｌ２表达的影响

结合Ｉｍａｇｅ Ｊ软件荧光定量分析，ＴＵＧ１过表
达质粒组Ｂｃｌ２的表达较地塞米松组显著增加（图
５），差异具有统计学意义（Ｐ ＜ ０． ０５），阴性对照组
没有明显变化。

　 　 注：比例尺，ａｄ，５０μｍ。Ｂｃｌ２为红色荧光，ＤＡＰＩ为
蓝色荧光。ａ．对照组（２００ ×）；ｂ．地塞米松组（２００ ×）；ｃ．
地塞米松＋ ＴＵＧ１过表达质粒组（２００ ×）；ｄ．地塞米松＋
阴性质粒组（２００ ×）

　 　 注：与地塞米松组比较，Ｐ ＜ ０． ０５；
　 与地塞米松组比较，△Ｐ ＞ ０． ０５，ｎ ＝ ３
图５　 ＴＵＧ１过表达质粒对Ｂｃｌ２表达的影响

３　 讨论
在继发性骨质疏松症中以糖皮质激素诱导的

骨质疏松（Ｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄｉｎｄｕｃｅｄ ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓ，ＧＩＯＰ
）最为多见，糖皮质激素通过减少成骨细胞的寿命
和抑制新的成骨细胞的形成来抑制骨质形成，因此
糖皮质激素打破了成骨细胞和破骨细胞之间的动
态平衡，导致骨量减少，甚至发生骨质疏松［１０］。长
链非编码ＲＮＡ（ｌｏｎｇ ｎｏｎｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡ，ｌｎｃＲＮＡ）在
细胞生长、凋亡过程中发挥着作用。Ｏｚｇｕｒ等［１１］研
究发现，遗传毒性应激所导致的ＨｅＬａ和ＭＣＦ７细
胞凋亡可以调控某些特定的ｌｎｃＲＮＡ分化。在主
动脉钙化中，ＴＵＧ１的敲除在体内和体外均可抑制
成骨细胞的分化，ＴＵＧ１通过抑制ｍｉＲ２０４５ｐ实现
向调节Ｒｕｎｘ２的表达，以此促进主动脉钙化性疾
病中成骨细胞的分化［１２］。ＴＵＧ１在各种癌症类型
中发挥重要作用，其中包括骨肉瘤。ＴＵＧ１的敲除
可以抑制骨肉瘤细胞的增殖促进其凋亡，可以通过
调节ｍｉＲ２１２３ｐ ／ ＦＯＸＡ１轴来实现［１３１４］。成骨细
胞是骨肉瘤的前体细胞，我们可推测在成骨细胞凋
亡过程中，ＴＵＧ１可能发挥着一定的作用，然而目
前关于二者相互作用的机制研究尚不明确。

在本实验中，我们使用地塞米松、无血清饥饿
诱导ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞凋亡，用ｑＰＣＲ检测ＴＵＧ１的
表达。通过实验我们发现，ＴＵＧ１在地塞米松诱导
的小鼠ＭＣ３Ｔ３Ｅ１ 凋亡中表达显著降低，提示
ＴＵＧ１与地塞米松诱导的成骨细胞凋亡密切相关，
这为我们后续的实验奠定了基础。随后，我们构建
ＴＵＧ１过表达质粒，使用该质粒转染ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细
胞，ｑＰＣＲ检测ＴＵＧ１的表达，结果显示地塞米松＋
ＴＵＧ１过表达质粒组中ＴＵＧ１表达上调较地塞米松
组明显（Ｐ ＜ ０． ０５），地塞米松＋阴性质粒组则没有
明显变化，提示质粒转染成功。用流式细胞术检测
细胞凋亡，与对照组相比较，ＴＵＧ１过表达质粒组
细胞凋亡显著减少，提示ＴＵＧ１可以抑制地塞米松
诱导的ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞凋亡，这说明在地塞米松诱
导的ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞中，ＴＵＧ１是一种保护性因素。
细胞凋亡为程序性凋亡，线粒体在细胞凋亡过程中
发挥重要作用［１５］。线粒体外膜的完整性由Ｂｃｌ２
家族调控，Ｂｃｌ２属于细胞溶质蛋白家族，由抗凋亡
蛋白（如Ｂｃｌ２，ＢｃｌＸＬ）和促凋亡蛋白（如Ｂａｘ，
Ｂａｋ）组成［１６］。当促进细胞凋亡的信号超过抗凋亡
信号时，抗凋亡因子Ｂｃｌ２蛋白的表达就会受到影
响。为了进一步明确ＴＵＧ１调控地塞米松诱导的
ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞凋亡的具体机制，我们使用免疫荧
光检测在地塞米松诱导的ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞中Ｂｃｌ２
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的表达，结合荧光定量分析，结果显示，ＴＵＧ１过表
达可显著上调Ｂｃｌ２的表达，提示ＴＵＧ１可能通过
上调Ｂｃｌ２的表达抑制地塞米松诱导的小鼠成骨
细胞ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞凋亡。

综上所述，地塞米松可以诱导小鼠成骨细胞
ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞凋亡，ＴＵＧ１是地塞米松诱导的成
骨细胞凋亡的关键保护性因子。明确ＴＵＧ１与成
骨细胞凋亡的机制，可能会给我们在临床上治疗骨
质疏松提供新的研究方向。鉴于作用机制的复杂
性，在接下来的实验中，我们将进行体内实验，进一
步探讨其可能的作用机制。
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Ｂｉｏｍｅｄ Ｐｈａｒｍａｃｏｔｈｅｒ，２０１８，９７：１６４５１６５３． ＤＯＩ：１０．
１０１６ ／ ｊ． ｂｉｏｐｈａ． ２０１７． １２． ００４．

［８］　 Ｓｏｔｔｎｉｋ ＪＬ，Ｃａｍｐｂｅｌｌ Ｂ，Ｍｅｈｒａ Ｒ，ｅｔ ａｌ． Ｏｓｔｅｏｃｙｔｅｓ ｓｅｒｖｅ
ａｓ ａ ｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒ ｃｅｌｌ ｏｆ ｏｓｔｅｏｓａｒｃｏｍａ［Ｊ］． Ｊ Ｃｅｌｌ Ｂｉｏｃｈｅｍ，
２０１４，１１５（８）：１４２０１４２９． ＤＯＩ：１０． １００２ ／ ｊｃｂ． ２４７９３．

［９］　 Ｌｉｕ ＷＬ，Ｚｈａｏ ＺＱ，Ｎａ ＹＹ，ｅｔ ａｌ． Ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅｉｎｄｕｃｅｄ
ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ
ｖｉａ ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ ｓｔｒｅｓｓ ａｎｄ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｉｎ
ＭＣ３Ｔ３Ｅ１ ｃｅｌｌｓ［Ｊ］． Ｉｎｔ Ｊ Ｍｏｌ Ｍｅｄ，２０１８，４１（４）：
２０２８２０３６． ＤＯＩ：１０． ３８９２ ／ ｉｊｍｍ． ２０１８． ３４１２．

［１０］Ｈｕｙｕｔ Ｚ，Ｂａｋａｎ ＮＲ，Ｙｉｌｄｉｒｍ Ｓ，ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐｈｏｓ
ｐｈｏｄｉｅｓｔｅｒａｓｅ５ （ＰＤＥ５）ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ，ａｖａｎａｆｉｌ ａｎｄ ｚａｐｒｉ
ｎａｓｔ，ｏｎ ｂｏｎｅ ｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇ ａｎｄ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｄａｍａｇｅ ｉｎ ａ ｒａｔ
ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄｉｎｄｕｃｅｄ ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓ［Ｊ］． Ｍｅｄ
Ｓｃｉ Ｍｏｎｉｔ Ｂａｓｉｃ Ｒｅｓ，２０１８，２４：４７５８． ＤＯＩ：１０． １２６５９ ／
ＭＳＭＢＲ． ９０８５０４．

［１１］Ｏｚｇüｒ Ｅ，Ｍｅｒｔ Ｕ，Ｉｓｉｎ Ｍ，ｅｔ ａｌ． Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ｌｏｎｇ ｎｏｎｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡｓ ｄｕｒｉｎｇ ｇｅｎｏｔｏｘｉｃ ｓｔｒｅｓｓｉｎｄｕｃｅｄ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ＨｅＬａ ａｎｄ ＭＣＦ７ ｃｅｌｌｓ［Ｊ］． Ｃｌｉｎ Ｅｘｐ Ｍｅｄ，
２０１３，１３ （２）：１１９１２６． ＤＯＩ：１０． １００７ ／ ｓ１０２３８０１２
０１８１ｘ．

［１２］Ｙｕ Ｃ，Ｌｉ ＬＦ，Ｘｉｅ Ｆ，ｅｔ ａｌ． ＬｎｃＲＮＡ ＴＵＧ１ ｓｐｏｎｇｅｓ ｍｉＲ
２０４５ｐ ｔｏ ｐｒｏｍｏｔｅ ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｔｈｒｏｕｇｈ ｕｐ
ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ Ｒｕｎｘ２ ｉｎ ａｏｒｔｉｃ ｖａｌｖｅ ｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ［Ｊ］． Ｃａｒｄ
ｉｏｖａｓｃ Ｒｅｓ，２０１８，１１４（１）：１６８１７９． ＤＯＩ：１０． １０９３ ／ ｃｖｒ ／
ｃｖｘ１８０．

［１３］ Ｊｉａｎｇ ＮＸ，Ｘｉａ ＪＷ，Ｊｉａｎｇ Ｂ，ｅｔ ａｌ． ＴＵＧ１ ａｌｌｅｖｉａｔｅｓ ｈｙｐｏｘ
ｉａ ｉｎｊｕｒｙ ｂｙ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｍｉＲ１２４ ｉｎ Ｈ９ｃ２ ｃｅｌｌｓ［Ｊ］． Ｂｉ
ｏｍｅｄ Ｐｈａｒｍａｃｏｔｈｅｒ，２０１８，１０３：１６６９１６７７． ＤＯＩ：１０．
１０１６ ／ ｊ． ｂｉｏｐｈａ． ２０１８． ０４． １９１．

［１４］Ｌｉ Ｇ，Ｌｉｕ ＫＹ ，Ｄｕ ＸＨ． Ｌｏｎｇ ｎｏｎ － ｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡ ＴＵＧ１
ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｏｓｔｅｏｓａｒ
ｃｏｍａ ｃｅｌｌｓ ｂｙ ｓｐｏｎｇｉｎｇ ｍｉＲ１３２３ｐ ａｎｄ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ
ＳＯＸ４ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ［Ｊ］． Ｏｒｉｇｉｎａｌ Ａｒｔｉｃｌｅ． ２０１８，５９（２）：
２２６２３５． ＤＯＩ：１０． ３３４９ ／ ｙｍｊ． ２０１８． ５９． ２． ２２６．

［１５］Ｗｅｉ Ｍ，Ｄｕａｎ ＤＭ，Ｌｉｕ ＹＪ，ｅｔ ａｌ． Ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｍａｙ ｐｒｏｔｅｃｔ
ＭＣ３Ｔ３Ｅ１ ｃｅｌｌｓ ｆｒｏｍ ｆｌｕｏｒｉｄｅｉｎｄｕｃｅｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ［Ｊ］．
Ｍｏｌ Ｍｅｄ Ｒｅｐ，２０１４，９（６）：２３０９２３１５． ＤＯＩ：１０． ３８９２ ／
ｍｍｒ． ２０１４． ２０７９．

［１６］Ｌｉａｎｇ ＱＨ，Ｌｉｕ Ｙ，Ｗｕ ＳＳ，ｅｔ ａｌ． Ｇｈｒｅｌｉｎ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｔｈｅ ａｐ
ｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ＭＣ３Ｔ３Ｅ１ ｃｅｌｌｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ＥＲＫ ａｎｄ ＡＫＴ ｓｉｇｎａ
ｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］． Ｔｏｘｉｃｏｌ Ａｐｐｌ Ｐｈａｒｍａｃｏｌ，２０１３，２７２
（３）：５９１５９７． ＤＯＩ：１０． １０１６ ／ ｊ． ｔａａｐ． ２０１３． ０７． ０１８．

（收稿日期　 ２０１９０３１８）
（本文编辑：石俊强）
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