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人骨髓间充质干细胞（human mesenchymal stem cells, hMSCs）是一种易于扩增、具有多种分化潜能的

细胞［1］，在不同诱导条件下，能够向成骨细胞［2］、成软骨

细胞［3］和脂肪细胞［4］分化。有研究表明hMSCs 能定向

分化为成骨细胞和脂肪细胞，如果成人骨骼中的这两种

细胞分化比例失衡（成骨细胞减少、脂肪细胞增多），将

导致骨量下降，是骨质疏松发生发展的关键因素［5-6］，而

有关hMSCs成脂分化方面的研究较少，因此，hMSCs成

脂分化调控机制是一个值得关注的研究方向。
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摘要：目的 筛选出人骨髓间充质干细胞（hMSCs）成脂分化中具有潜在价值的miRNA及其靶基因，为人类成骨细胞与脂肪细胞

分化平衡调控机制的深入研究提供有力实验依据。方法 收集 hMSCs成脂分化过程中的 0、7、14、21 d的细胞样品，应用

miRNA芯片和转录组测序（mRNA-seq）技术，分析4个点细胞中miRNA和mRNA的表达水平，并将miRNA与mRNA的表达趋

势进行关联分析，聚焦具有研究价值的miRNA与mRNA相互调控关系，同时，采用TargetScan、PicTar和miRanda等数据库进行

靶基因的预测。结果 发现miR-140-5p在成脂分化中表达量呈逐渐下降的趋势，而白血病抑制因子受体（LIFR）表达量呈逐渐

升高趋势，二者呈现负调控的对应关系。同时经 3 个靶基因数据库预测，LIFR 为 miR-140-5p 共有的靶基因。结论

miRNA-140-5p可能与人骨髓间充质干细胞的成脂分化密切相关，且通过调控其靶基因LIFR的表达而参与成脂分化。
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Abstract: Objective To screen the differentially expressed miRNAs and their target genes in adipogenic differentiation of
human bone marrow mesenchymal stem cells (hMSCs) to better understand the mechanism for regulating the balance
between osteoblast and adipocyte differentiation. Methods Cultured hMSCs were induced for adipogenic differentiation, and
at 0, 7, 14, and 21 days of induction, the cells were examined for miRNA and mRNA expression profiles using miRNA chip and
transcriptome sequencing (RNA-seq) techniques. Correlation analysis was carried out for the miRNAs and mRNAs of
potential interest. The databases including TargetScan, PicTar and miRanda were used to predict the target genes of the
differentially expressed miRNA. Results The expression of miR-140-5p was down-regulated and leukemia inhibitory factor
receptor (LIFR) expression increased progressively during adipogenic differentiation of hMSCs, showing a negative
correlation between them. Target gene prediction using the 3 databases identified LIFR as the target gene of miR-140-5p.
Conclusion miRNA-140-5p may play an important role by regulating its target gene LIFR during adipogenic differentiation of
hMSCs.
Keywords: human bone marrow mesenchymal stem cells; adipogenic differentiation; miRNA-140-5p; leukemia inhibitory fac-
tor receptor
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miRNAs可以和靶基因mRNA通过碱基配对方式

结合来引导沉默复合体降解mRNA或阻碍其翻译［7］。

近年来，基因芯片和高通量测序技术得到了广泛运用，

已经证实了miRNA与人类许多重要疾病（如肿瘤、免疫

性疾病、心血管疾病）的发生、发展密切相关［8-10］。目前，

有关hMSCs成脂分化的miRNA研究甚少，筛选出更多

具有潜在研究价值的miRNA显得尤为重要。

本研究旨在应用 miRNA 芯片和转录组测序

（mRNA-seq）技术，分析hMSCs成脂分化中miRNA和

mRNA的表达水平，并将miRNA与mRNA的表达趋势

进行关联分析，聚焦具有研究价值的miRNA与mRNA

相互调控关系。同时，采用多个数据库进行靶基因的预

测，取其交集部分作。以期筛选出具有潜在价值的

miRNA及其靶基因，为人类成骨细胞与脂肪细胞分化

平衡调控机制深入研究提供有力的实验依据。

1 材料和方法

1.1 材料

人骨髓间充质干细胞（产品货号：7500）和DMEM

培养液（产品货号：7501）购美国Sciencell公司（上海兴

泊生物科技公司代理）、胰蛋白酶和油红O（美国Gibco

公司）；分化诱导剂（美国Sigma公司）：胰岛素、地塞米

松、1-甲基-3-异丁基黄嘌呤（1-methyl-3-isobuthylxan-

thine, IBMX）、吲哚美新。

1.2 方法

1.2.1 人骨髓间充质干细胞培养 取出液氮保存的

hMSCs细胞，复苏接种于康宁Corning一次性细胞培养

瓶（25 cm2）中，加入新鲜DMEM培养液5 mL，放入5%

CO2培养箱内37 ℃培养，每间隔2 d换液1次。当贴壁

细胞融合度达到90%左右时，再进行传代（用0.25%的

胰酶消化），对细胞进行计数后按 1×105/mL浓度接种继

续培养，用传至第3~5代的细胞进行诱导分化实验。

1.2.2 人骨髓间充质干细胞成脂诱导 将 3~5 代的

hMSCs接种于6 孔板和培养瓶（75 cm2）中，当hMSCs

细胞完全汇合之后，加入诱导培养液（0.5 mmol/L

IBMX、10% FBS、100 mmol/L吲哚美新、1 μmol/L地塞

米松、10 mg/L胰岛素的DMEM培养液），在诱导3 d后，

用含10% FBS 和10 μg/mL胰岛素的DMEM培养液培

养1 d，如此交替，诱导至21 d。用相差显微镜下观察细

胞形态变化过程，并于第0、7、14、21天，进行油红O染色

和细胞送检测序。

1.2.3 油红O染色 染液的配制：用98 %的异丙醇溶解

油红O干粉，配置成干液（油红O浓度为5 mg/mL），染

色前将蒸馏水和干液以2∶3比例进行混合后静置24 h再

过滤，取滤液作为新鲜染液。贴附细胞用PBS冲洗1次，

用10%中性甲醛固定10 min，然后PBS漂洗，加入新鲜

染液染色10 min，再用PBS冲洗后，直接镜下观察。

1.2.4 miRNAs 基因芯片检测 本实验送检的细胞用

TRIZOL处理，由上海烈冰生物公司进行miRNA芯片

杂交。基因表达谱芯片的检测分析由总RNA的提取和

鉴定、miRNA标记和miRNA芯片杂交等步骤组成，接

着进行芯片扫描，最后通过Genepix Pro 6.0软件进行数

据分析。

1.2.5 转录组测序（mRNA-seq） 首先提取细胞样本总

的RNA，根据所测RNA类别进行分离和纯化，接着将

其片段化（或反转录后片段化）为测序平台所需要的长

度，再连接测序的接头。利用PCR扩增，当扩增到一定

丰度后上机测序，直到获得充足的序列。将所得的这些

序列通过与参考基因组比对或者是从头组装以形成全

基因组的转录谱，从而完成整个文库的制备工作，最后

将构建好的文库通过 Illumina HiSeq2000测序系统进

行测序。

1.2.6 miRNA靶基因的预测 运用国际公认的模式物

种靶基因预测数据库TargetScan、PicTar和miRanda对

miRNA进行靶基因的预测，并取三者预测结果的交集

作为靶基因，以提高预测结果的准确性和可靠性。

2 结果

2.1 hMSCs 诱导分化为脂肪细胞（油红O染色）

MSC随着诱导时间的延长，胞内脂滴逐渐增多，细

胞体积逐渐增大，由原来的长梭形变为圆形或多角形，

诱导分化至21 d，绝大多数hMSCs细胞诱导分化成脂

肪细胞。通过油红O染色发现许多大小不等的橙红色

脂肪滴存在于脂肪细胞中（图1）。

2.2 成脂分化（AD）和hMSCs miRNA分析

根据芯片结果，用倍数法进行差异miRNA筛选，得

到各个时间点相对于起始时间点表达量变化差异显著

的 miRNA，筛 选 标 准 为 ：Fold Change>2 或 Fold

Change<0.5，共得到 3组差异基因：AD 7 d和 hMSCs

（0 d）、AD 14 d和hMSCs（0 d）、AD 21 d和hMSCs（0 d），

并集56个差异miRNA。将3组差异miRNA的并集结

果在各个时间点相对于起始时间点的表达值变化情况

进行统计。对差异miRNA 4个时间点的表达值变化趋

势进行计算，共得到26种不同的动态变化趋势（图2）。

2.3 AD和hMSCs转录组mRNA分析

根据测序的结果用DEG-Seq进行差异基因筛选，

得到各个时间点相对于起始时间点表达量变化差异显

著的基因，筛选标准为：Fold Change>2，P value<0.05，

FDR<0.05或Fold Change<0.5，P value<0.05，FDR<0.05，

共得到3组差异基因：AD 7 d和hMSCs（0 d）、AD 14 d

和hMSCs（0 d）、AD 21 d和hMSCs（0 d），并集1001个

差异基因。将3组差异基因并集结果在各个时间点相
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对于起始时间点的表达值变化情况进行统计。对并集

基因4个时间点的表达值变化趋势进行计算，共得到26

种不同的动态变化趋势（图3）。

2.4 miRNA与mRNA的表达趋势进行关联分析

运用国际公认的模式物种靶基因预测数据库

TargetScan、PicTar和miRanda对miRNA进行靶基因的

预测。根据miRNA预测得到的靶基因，以此为契合点，

找到miRNA与mRNA差异表达情况相反的调控关系，

即miRNA表达趋势与对应的靶基因表达趋势完全相反

（根据趋势类型编号的编号原则，两类趋势编号相加为

25则趋势类型完全相反，如：图2和图3中粉红色框趋势

编号），从而聚焦到具有研究价值的miRNA与mRNA

相互调控关系。

我们通过筛选获得hsa-miR-140-5p在成脂分化中

的表达趋势为编号1（图4），而通过数据库预测到其候选

靶基因LIFR在成脂分化中的表达趋势为编号24（图5）。

3 讨论

本研究的 miRNA 基因芯片分析结果显示，

miR-140-5p（hsa-miR-140-5p）在hMSCs成脂分化过程

图2 成脂-miRNA/趋势总图
Fig.2 Dynamic changes of the differentially expressed miRNAs
during adiopogenic differentiation of hMSCs. A total of 26
variation patterns of the differentially expressed miRNAs were
identified. In each box, the number at the upper left corner
indicates the type of variation tendency, and the number at the
lower left corner indicates the number of genes that have such a
variation tendency.

图3 成脂-mRNA/趋势总图
Fig.3 Patterns of dynamic changes of the differentially expressed
mRNAs during adiopogenic differentiation of hMSCs. In each
box, the number at the upper left corner indicates the type of
variation tendency, and the number at the lower left corner
indicates the number of genes that have such a variation
tendency.

图4 成脂-miRNA/趋势1（包括hsa-miR-140-5p在内的3
个microRNA）
Fig.4 Variation patterns of 3 differentially expressed
miRNAs including hsa-miR-140-5p during adiopogenic
differentiation of hMSCs.
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图1 骨髓间充质干细胞分化成脂肪细胞的形态
Fig.1 Morphology of mesenchmal stem cells during adipogenic differentiation (Original magnification: ×25). A: 0 d; B: 7 d; C: 14 d;
D: 21 d.
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中表达具有显著差异，且表达量呈逐渐下降趋势。已有

文献报道［12-13］，miR-140-5p通过作用多个不同靶基因分

别抑制舌鳞状癌细胞的侵袭和转移，以及肝癌细胞的增

殖和转移；参与髓鞘的形成和肥胖症的发生［14-15］；调控

软骨细胞的分化［16］，而涉及调控hMSCs成脂分化的机制

研究甚少。尽管如此，已有一篇文献报道了miR-140-5p

通过靶向作用转化生长因子-β受体 1（Transforming

growth factor-β receptor 1, TGFBR1）调控成脂分化（以

前脂肪细胞3T3-L1为研究对象）［17］，这从侧面有力的证

实了miRNA-140-5p调控 hMSCs成脂分化的可能性。

脂分化的过程中有多个miRNAs差异表达，它们通过改

变细胞增殖（miR-24、miR-31、the miR-17-92 cluster）［18-19］、

抑制 wnt 信号通路（miR-8）［20］或影响 PPARγ的表达

（miR-27、miR-130）［21-23］全面参与调控成脂分化。可见

miRNAs是调控hMSCs成脂分化的重要调节因子，筛

选出更具潜在研究价值的miRNA是进一步研究的关键

所在。miR-140-5p在成脂分化中的差异表达提示其通

过靶向作用参与调节hMSCs成脂定向分化的机制值得

深入研究。

在miRNAs研究基础上，针对hMSCs成脂分化过

程运用 Illumina HiSeq 2000 平台实施转录组测序

（mRNA-seq），并将miRNA与mRNA的表达趋势进行

关联分析，聚焦具有研究价值的miRNA与mRNA相互

调控关系，我们发现白血病抑制因子受体（LIFR）在成

脂分化中表达量呈逐渐升高趋势，而上述miR-140-5p

表达量呈逐渐下降的趋势，二者呈现负调控的对应关

系。同时经三个靶基因预测数据库预测，LIFR 为

miR-140-5p 共 有 的 靶 基 因 ，因 此 ，LIFR 满 足

miR-140-5p候选靶基因的基本要求。

LIFR属造血细胞因子受体超家族成员［24-25］，作为受

体除了与LIF结合外，还可以和多种细胞因子，如抑癌

蛋白M、睫状神经营养因子和心肌营养素-1等结合继而

启动下游各种信号通路［26-28］。可见，LIFR是链接细胞因

子（配体）和信号通路之间的枢纽，起着至关重要的作

用。在本研究中我们发现LIFR在hMSCs成脂分化中

表达逐渐升高，提示LIFR与成脂分化密切相关。有文

献报道［29］在3T3-L1细胞成脂分化中LIFR表达也升高，

且具有促进成脂分化功能。这也间接地支撑了LIFR作

为miR-140-5p靶基因的可行性和重要性。

综上所述，本研究应用miRNA芯片结合转录组测

序（mRNA-seq），并将miRNA与mRNA的表达趋势进

行关联分析，聚焦具有研究价值的miRNA与mRNA相

互调控关系，同时经 3 个靶基因预测数据库预测

miRNA 靶基因。最终筛选出具有潜在研究价值的

miR-140-5p及其靶基因LIFR，为miRNA-140-5p靶向

作用LIFR调控hMSCs成脂分化的后续深入研究提供

了可靠依据。
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Abstract: Objective To investigate the rebound depolarization of substantia gelatinosa (SG) neurons in rat spinal dorsal horn
and explore its modulatory mechanisms to provide better insights into rebound depolarization-related diseases. Methods
Parasagittal slices of the spinal cord were prepared from 3- to 5-week-old Sprague-Dawley rats. The electrophysiologic
characteristics and responses to hyperpolarization stimulation were recorded using whole-cell patch-clamp technique. The
effects of hyperpolarization-activated cyclic nucleotide gated cation (HCN) channel blockers and T-type calcium channel
blockers on rebound depolarization of the neurons were studied. Results A total of 63 SG neurons were recorded. Among
them, 23 neurons showed no rebound depolarization, 19 neurons showed rebound depolarization without spikes, and 21
neurons showed rebound depolarization with spikes. The action potential thresholds of the neurons without rebound
depolarization were significantly higher than those of the neurons with rebound depolarization and spikes (-28.7 ± 1.6 mV
vs -36.0 ± 2.0 mV, P<0.05). The two HCN channel blockers CsCl and ZD7288 significantly delayed the latency of rebound
depolarization with spike from 45.9 ± 11.6 ms to 121.6 ± 51.3 ms (P<0.05) and from 36.2 ± 10.3 ms to 73.6 ± 13.6 ms (P<0.05),
respectively. ZD7288 also significantly prolonged the latency of rebound depolarization without spike from 71.9±35.1 ms to
267.0 ± 68.8 ms (P<0.05). The T-type calcium channel blockers NiCl2 and mibefradil strongly decreased the amplitude of

rebound depolarization with spike from 19.9 ± 6.3 mV to
9.5±4.5 mV (P<0.05) and from 26.1±9.4 mV to 15.5±5.0 mV
(P<0.05), respectively. Mibefradil also significantly
decreased the amplitude of rebound depolarization
without spike from 14.3 ± 3.0 mV to 7.9 ± 2.0 mV (P<0.05).
Conclusion Nearly two-thirds of the SG neurons have
rebound depolarizations modulated by HCN channel and
T-type calcium channel.
Keywords: rebound depolarization; spinal dorsal substan-
tia gelatinosa neurons; hyperpolarization-activated cyclic
nucleotide gated cation channel; T-type calcium channel;
whole-cell patch-clamp recording
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