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·基础研究·

LncRNA HIF1A-AS2 对人骨髓间充质干细胞的影响△

肖 飞，王俊文*，焦 竞

（武汉市第四医院骨科，湖北武汉 430073）

摘要：［目的］探讨 LncRNA HIF1A-AS2 对骨髓间充质干细胞成骨分化的作用及机制。［方法］人骨髓间充质干细胞（hu⁃
man bone marrow mesenchymal stem cells, hMSCs）分为 6 组，为空白组、骨诱导组、AS2 NC 过表达组、AS2 过表达组、AS2 NC
干扰组、AS2 干扰组。后 4 组分别体外转染相应的 LncRNA HIF1A-AS2 的慢病毒载体，再将除空白组外的 hMSCs 进行成骨诱

导培养。检测细胞凋亡、细胞增殖和细胞钙化沉积情况。检测 HIF1A-AS2、MMP2 和 VEGF165 mRNA 的表达水平及 MMP2 和

VEGF165 蛋白的表达水平。［结果］RT-PCR 结果显示，成骨诱导分化最强时间点为 7 d。细胞凋亡率由高至低依次为，空白组

>AS2 干扰组>AS2 NC 过表达组>AS2 NC 干扰组>骨诱导组>AS2 过表达组，整体差异有统计学意义（P<0.05）。细胞增殖 OD 值

由低至高依次为：空白组<AS2 干扰组<AS2 NC 干扰组<骨诱导组<AS2 NC 过表达组<AS2 过表达组，整体差异有统计学意义

（P<0.05）。AS2 过表达组的红色钙化结节沉积较为显著，AS2 干扰组的红色钙化结节沉积数量相对较少。AS2 过表达组的

MMP2 和 VEGF165 的 mRNA 和蛋白表达水平显著高于 AS2 干扰组（P<0.05）。［结论］ LncRNA HIF1A-AS2 过表达会促进细胞

增殖，抑制细胞凋亡，增加 MMP2 和 VEGF165 的表达水平，促进 hMSCs 细胞分化为成骨细胞。
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Abstract: [Objective] To investigate the effect of LncRNA HIF1A-AS2 on osteogenic differentiation of human bone marrow mesen⁃

chymal stem cells (hMSCs) . [Methods] The hMSCs were divided into six groups, including blank group, osteoinduction group, AS2 NC
overexpression group, AS2 overexpression group, AS2 NC interference group and AS2 interference group. The later four groups were respec⁃
tively transfected with the corresponding LncRNA HIF1A-AS2 lentivirus vector in vitro, and then the hMSCs except the blank group were
cultured for osteogenic induction. The cell apoptosis, cell proliferation and cell calcification were detected, in addition, the mRNA expres⁃
sion levels of HIF1A-AS2, MMP2 and VEGF165 and the protein expression levels of MMP2 and VEGF165 were detected. [Results] RT-
PCR showed that the time of maximum osteogenic differentiation was 7 d after the culture. The apoptosis rate was ranked from high to low
as blank group > AS2 interference group > AS2 NC overexpression group > AS2 NC interference group > osteoinduction group > AS2 over⁃
expression group, with statistically significant differences among them (P<0.05) . The OD value of cell proliferation was arranged from low
to high as blank group < AS2 interference group < AS2 NC interference group < osteoinduction group < AS2 NC overexpression group <
AS2 overexpression group, with the statistically significant overall difference (P<0.05) . The deposition of calcified nodules revealed by aliz⁃
arin red staining was more significant in the AS2 overexpression group, whereas which was less in the AS2 interference group. The mRNA
and protein expression levels of MMP2 and VEGF165 in the AS2 overexpression group were significantly higher than those in the AS2 inter⁃
ference group (P<0.05) . [Conclusion] The LncRNA HIF1A-AS2 overexpression promotes cell proliferation, inhibit cell apoptosis, in⁃
crease the expression levels of MMP2 and VEGF165, and promote the differentiation of hMSCs into osteoblasts.

Key words: human bone marrow mesenchymal stem cells, LncRNA HIF1A-AS2, cell proliferation, apoptosis, osteogenic differentia⁃
tion

骨再生对于因肿瘤、骨缺损、骨折等引起的骨丢 失是优选。骨髓间充质干细胞 （mesenchymal stem
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cell, MSCs）是发现于骨髓中的原代细胞之一，具有

分化为成骨细胞、张力细胞、脂肪细胞和软骨细胞等

多种分化的能力［1］。由于 MSCs 具有多能分化、长期

自我更新、免疫调节等潜在活性，能够实现骨形成和

再生［2，3］，已成为组织工程和细胞替代治疗的重要细

胞来源。

长 链 非 编 码 RNA （long non- coding RNA, ln⁃
cRNA）在多种物种中表达，通过多种机制与生理和

病理过程相联系［4，5］。许多研究表明，lncRNA 在骨

髓间充质干细胞成骨分化中发挥重要作用，调节下游

mRNA 的表达［6］。最新研究发现，LncRNA HIF1A-
AS2 在结直肠癌、乳腺癌、胶质母细胞瘤、膀胱癌和

胃癌等几种肿瘤中表达异常，能促进细胞增殖和侵

袭［7］。研究证实 LncRNA HIF1A-AS2 在成骨诱导的

脂肪源性干细胞高表达，通过磷酸肌醇 3 激酶

（phosphoinositol 3 kinase, PI3K） /蛋白激酶 Akt 信号通

路调控脂肪源性干细胞成骨分化［8］。但关于 HIF1A-
AS2 与 MSCs 成骨分化及血管生成之间关系的研究还

未见报道。因此，本研究拟在体外构建 LncRNA
HIF1A-AS2 过表达载体，转染人骨髓间充质干细胞

（human bone marrow mesenchymal stem cells, hMSCs），

检测细胞增殖、凋亡情况，检测 MMP2 和 VEGF165
的表达水平，探讨 LncRNA HIF1A-AS2 对骨髓间充

质干细胞成骨分化和血管生成的作用及机制。

1 材料与方法

1.1 细胞与主要试剂

hMSCs 细胞来源中国科学院上海细胞库。α-
MEM 购自 Hyclone 公司，货号：SH3026501；Gluta⁃
max 购自 invitrogen 公司，货号：35050061；抗坏血

酸购自阿拉丁公司，货号：A103533；胎牛血清购自

TBD，货号：TBD11HT；成人 hMSCs 成骨诱导分化

培养基购自 cyagen，货号：HUXMA-90021；10×多
聚赖氨酸购自索莱宝公司，货号：P2100；茜素红法

钙质染色试剂盒购自上海歌凡生物科技有限公司，货

号：M040；CCK8 购自上海贝博生物科技公司，货

号：BB-4202；AnnexinV-FITC/PI 凋亡检测试剂盒购

自邦景，货号：BJ-10153；Trizol 购自 ambion 公司，

货号：15596026；反转录所用试剂购自 Takara 公

司，SYBR Green 染料购自 KAPA Biosystems 公司，

货号：KM4101，PCR 引物由武汉天一华煜基因科技

有限公司合成；RIPA（强）组织细胞快速裂解液和

BCA 蛋白浓度测定试剂盒购自 solarbio 公司，货号：

R0010 和 PC0020；MMP2、VEGF165 和 GAPDH 均购

自 bioswamp 公司，货号：PAB30618、PAB30096 和

PAB36269。
1.2 细胞分组与体外处理

将 hMSCs 细胞分为 6 组，分别给予以下处理：

（1） 空白组，hMSCs 细胞正常培养；（2） 骨诱导

组，hMSCs 细胞行成骨分化培养基培养；（3） AS2
NC 过表达组，hMSCs 细胞转染 LncRNA HIF1A-AS2
过表达空载质粒后行成骨分化培养基培养；（4）AS2
过表达组，hMSCs 细胞转染 LncRNA HIF1A-AS2 过

表达质粒后行成骨分化培养基培养；（5）AS2 NC 干

扰组，hMSCs 细胞转染 LncRNA HIF1A-AS2 干扰空

载质粒后行成骨分化培养基培养；（6）AS2 干扰组，

hMSCs 细胞转染 LncRNA HIF1A-AS2 干扰质粒后行

成骨分化培养基培养。

将体外构建 LncRNA HIF1A-AS2 的空载、过表

达载体和干扰载体 HIF1A-AS2-shRNA1、HIF1A-
AS2-shRNA2、HIF1A-AS2-shRNA3 进行慢病毒包

装，包装完成后进行转染。转染前 24 h 在 2 ml 完全

培养基中接种 5×105个细胞，接种于 6 孔板，待细胞

融合度为 90%时进行转染。按照 Invitrogen 公司的 Li⁃
pofectamine 2000 转染步骤转染至 hMSCs 细胞中，48
h 后 RT-PCR 检测各组细胞中 HIF1A-AS2 的表达水

平，鉴定转染效率。

hMSCs 细胞加入 2 ml 预热的 hMSCs 成骨诱导分

化完全培养基，分别诱导 3、5、7、14 d 后茜素红染

色和荧光定量 PCR 检测 HIF1A-AS2 的表达以确认分

化最强时间点。

1.3 检测方法

1.3.1 流式细胞检测

收集重悬各组处理好的 hMSCs 细胞，4℃离心 5
min 弃上清，将细胞重悬于 200 μl PBS。加入 10 μl
Annexin V-FITC 和 10 μl PI，轻轻混匀，4℃避光孵

育 30 min。加入 300 μl PBS，随即进行流式检测，使

用 NovoExpress 分析软件进行分析。

1.3.2 CCK-8 检测

将细胞接种于 96 孔板，置于 37℃、5%CO2培养

箱中培养过夜使细胞贴壁。按照不同分组处理细胞后

继续培养。培养结束后，每孔加入 10 μl CCK8 溶

液，继续培养 4 h，在酶联免疫检测仪 450 nm 处测量

各孔的吸光值。

1.3.3 茜素红染色

预检测茜素红染色和荧光定量 PCR 检测 HIF1A-
AS2 的表达确认分化最强时间点进行检测。成骨诱导
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图 1 骨诱导分化时间点确认 1a: 即刻倒置显微镜所见 1b~1e: 分别为骨诱导培养后 3、5、7 d 和 14 d 的茜素红染色所

见，可见随时间推移，染色强度显著增加 1f: HIF1A-AS2 mRNA 的表达水平的变化线图

1a 1b 1c

1d 1e 1f

分化结束后，弃去培养基，PBS 清洗后加入 4%中性

甲醛溶液固定 30 min。弃去固定液，加入 1 ml 茜素

红染液染色，PBS 洗涤后置于显微镜下观察成骨染色

效果并拍照。用 Image Pro Plus 软件测量目标区域的

积分光密度（IOD）和面积（Area），计算平均光密

度值（MOD=IOD/Area）。
1.3.4 RT-PCR 检测

检测 HIF1A-AS2、MMP2 和 VEGF165 的 mRNA
表达水平。采用 Trizol 试剂分别提取各组细胞的总

RNA，按照 Takara 逆转录试剂盒说明方法逆转录获

得 cDNA。Real-Time PCR 扩增体系：SYBR FAST
qPCR Master Mix 10 μl，上游引物 （10 μmol/L） 0.5
μl，下游引物 （10 μmol/L） 0.5 μl， cDNA 模板 1
μl，ddH2O 8 μl，总体积为 20 μl。反应条件：95℃预

变性 3 min，扩增 95℃ 5 s，56℃ 10 s，72℃ 25 s 共计

40 个循环，最后 65℃~95℃制备溶解曲线，依据 Ct
值计算 2-△△Ct，以 GAPDH 为内参基因计算相对表达

量。

1.3.5 Western blot 检测

检测 MMP2 和 VEGF165 蛋白表达水平。取出细

胞，弃去培养液，预冷的 PBS 洗涤后加入含有蛋白

酶和磷酸抑制剂的裂解液 200 μl，置于 4℃充分裂解

细胞，12 000 g 离心 10 min，取上清进行蛋白质浓度

测定并定量。将配制好的 PAGE 胶放入电泳槽中，

上样后电泳，湿转转膜，5%脱脂奶粉室温封闭 4℃过

夜。根据说明书稀释抗体（1∶1 000），室温孵育 1
h，PBST 洗涤 3 次。随后根据用量，按照 1∶10 000
稀释 HRP 标记的二抗，与膜室温孵育 1 h。PBST 洗

涤 3 次后滴加 ECL 化学发光液，置于全自动化学发

光分析仪中检测，获取相关条带灰度值。

1.4 统计学方法

采用 Graph pad 8.0 软件对数据进行统计分析，

计量资料以 x̄ ±s表示，资料符合正态分布时，采用单

因素方差分析，两两比较采用 LSD 法；资料不符合

正态分布时，采用Krushal -Wallis H 检验，两两比较

采用Mann-whitney U检验。P<0.05 表示差异有统计

学意义。

2 结 果

2.1 成骨诱导最强时间点确认

为了确认成骨诱导分化 hMSCs 细胞最强时间

点，应用茜素红染色和 RT-PCR 检测 HIF1A-AS2
mRNA 的表达水平。茜素红染色结果显示，随着时间

的推移，大量钙化结节沉积呈红色，尤以 7 d 和 14 d
最为明显。RT-PCR 结果显示，在 3 d 时，HIF1A-
AS2 mRNA 的表达水平无明显变化 （P˃0.05），5、
7、14 d 时，HIF1A-AS2 mRNA 的表达水平显著提

高，但 14 d 时 HIF1A-AS2 mRNA 的表达水平明显低

于 7 d（P<0.05），说明成骨诱导分化最强时间点为 7
d。结果见图 1。
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图 2 6 组细胞流式细胞仪检测细胞凋亡检测结果 2a: 空白组 2b: 骨诱导组 2c: AS2 NC 过表达组 2d: AS2 过表达组

2e: AS2 NC 干扰组 2f: AS2 干扰组

2a 2a 2a

2a 2a 2a

2.2 细胞凋亡

检测结果见图 2 和表 1，细胞凋亡率由高至低依

次为，空白组>AS2 干扰组>AS2 NC 过表达组>AS2
NC 干扰组>骨诱导组>AS2 过表达组，整体差异有统

计学意义（P<0.05）。与空白组比较，骨诱导组的细

胞凋亡率明显降低 （P<0.05）。与骨诱导组相比，

AS2 NC 过表达组和 AS2 NC 干扰组的细胞凋亡率无

明显变化（P˃0.05），AS2 过表达组的细胞凋亡率明

显低于骨诱导组，AS2 干扰组的细胞凋亡率明显高于

骨诱导组（P<0.05）。

表 1 6 组细胞检测结果（ x̄ ±s）与比较

指标

流式细胞仪检测

细胞凋亡率（%）

CCK-8 检测细胞增殖

OD 值

茜素红染色

细胞钙沉积（MOD）
RT-PCR 检测 mRNA

HIF1A-AS2
MMP2
VEGF165

Westen blot 检测蛋白

MMP2（/GAPDH）
VEGF165（/GAPDH）

空白组

（n=3）

12.11±0.77

1.76±0.01

0.00±0.00

1.00±0.05
1.00±0.08
1.00±0.03

0.47±0.04
0.45±0.05

骨诱导组

（n=3）

7.01±0.71

2.03±0.02

0.64±0.02

5.03±0.25
3.66±0.14
3.37±0.17

0.93±0.04
0.57±0.01

AS2 NC 过表达组

（n=3）

7.44±0.55

2.04±0.02

0.66±0.03

5.51±0.29
3.51±0.14
3.56±0.22

0.87±0.03
0.52±0.01

AS2 过表达组

（n=3）

4.49±1.25

2.13±0.01

0.84±0.04

16.95±0.27
14.03±0.44
12.94±0.33

0.95±0.04
0.67±0.03

AS2 NC 干扰组

（n=3）

7.31±1.14

2.03±0.02

0.62±0.03

6.35±0.28
4.23±0.19
4.15±0.01

0.76±0.03
0.53±0.02

AS2 干扰组

（n=3）

8.96±0.16

1.92±0.01

0.39±0.04

2.50±0.02
1.50±0.05
1.65±0.19

0.51±0.02
0.51±0.03

P 值

<0.001

<0.001

<0.001

<0.001

<0.001

<0.001

<0.001

<0.001
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图 3 茜素红染色结果 3a: 空白组 3b: 骨诱导组 3c: AS2 NC 过表达组 3d: AS2 过表达组 3e: AS2 NC 干扰组 3f: AS2
干扰组

3a 3b 3c

3d 3e 3f

2.5 RT-PCR 检测 mRNA 表达

为了鉴定 LncRNA HIF1A-AS2 过表达及干扰载

体的转染效率，应用 RT- PCR 检测 HIF1A- AS2
mRNA 的表达水平。结果显示转染后， LncRNA
HIF1A-AS2 NC 组的 HIF1A-AS2 mRNA 的表达水平

为 （1.19±0.07），与空白组比较无明显差异 （P˃
0.05），AS2 过表达组 HIF1A-AS2 mRNA 的表达水平

为 （210.17 ± 38.69），明显高于空白组 （P<0.05），

HIF1A- AS2- shRNA1、 HIF1A- AS2- shRNA2、
HIF1A-AS2-shRNA3 的 HIF1A-AS2 mRNA 表达水平

分别为（0.23±0.01）、（0.45±0.02）、（0.40±0.04），均

显著低于空白组 （P<0.05），说明 LncRNA HIF1A-
AS2 过表达及干扰载体转染效率成功。

6 组细胞 RT-PCR 检测 mRNA 表达结果见表 1，
与空白组相比，成骨诱导分化后，HIF1A-AS2、
MMP2 和 VEGF165 mRNA 的表达水平显著增加（P<

0.05）。与骨诱导组相比较，AS2 过表达组的 HIF1A-
AS2、MMP2 和 VEGF165 mRNA 的表达水平显著增

加（P<0.05），AS2 干扰组的 HIF1A-AS2、MMP2 和

VEGF165 mRNA 的表达水平显著降低（P<0.05）。
2.6 Western blot 检测蛋白表达

检测结果见表 1，与空白组相比，骨诱导组

MMP2 和 VEGF165 的蛋白表达水平显著增加 （P<
0.05）。与骨诱导组相比较，AS2 NC 干扰组和 AS2 干

扰组的 MMP2 的蛋白表达水平显著降低（P<0.05），

AS2 过表达组 VEGF165 的蛋白表达水平增加 （P<
0.05），其余各组的 MMP2 和 VEGF165 的蛋白水平无

明显差异（P˃0.05）。

3 讨 论

本研究通过构建 LncRNA HIF1A-AS2 过表达和

2.3 细胞增殖

CCK-8 检测结果见表 1，细胞增殖 OD 值由低至

高依次为：空白组<AS2 干扰组<AS2 NC 干扰组<骨
诱导组<AS2 NC 过表达组<AS2 过表达组，整体差异

有统计学意义 （P<0.05）。两两比较，骨诱导组的

OD 值明显高于空白组，AS2 过表达组的 OD 值显著

高于骨诱导组（P<0.05），AS2 干扰组的 OD 值显著

低于骨诱导组（P<0.05）。结果见表 2。

2.4 细胞钙化沉积

如图 3、表 1 所示，骨诱导组、AS2 NC 过表达

组和、AS2 NC 干扰组呈大量红色钙化结节沉积，但

AS2 过表达组的红色钙化结节沉积较为显著，AS2 干

扰组的红色钙化结节沉积数量相对较少。MOD 值从

低至高依次为：空白组<AS2 干扰组<AS2 NC 干扰组

<骨诱导组<AS2 NC 过表达组<AS2 过表达组。
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干扰载体，转染 hMSCs 细胞，结果发现 LncRNA
HIF1A-AS2 过表达促进细胞增殖，抑制细胞凋亡，

茜素红染色后大量红色钙化结节沉积，表明 Ln⁃
cRNA HIF1A-AS2 促进 hMSCs 细胞分化为成骨细胞。

骨具有通过再生过程治愈骨损伤而不形成纤维瘢

痕的独特能力，这种骨再生过程对于维持人一生中的

钙稳态至关重要［9，10］。MSCs 作为组织修复的良好细

胞来源，能够促进骨再生，避免传统的手术技术，在

组织工程和骨发育策略中发挥着重要作用［11，12］，且

研究 MSCs 在成骨分化过程中的机制及相关因子一直

是组织工程领域的热点。研究报道，lncRNA HIF1A-
AS2 的过度表达会导致 HIF1-α 积聚增加，从而触发

促血管生成因子的上调，启动一系列新的血管形

成［13］，但 HIF1A-AS2 对 MSCs 成骨分化的作用仍需

进一步探索。因此本研究通过体外构建 LncRNA
HIF1A-AS2 过表达和干扰载体，转染 hMSCs，明确

LncRNA HIF1A-AS2 对骨髓间充质干细胞成骨分化和

血管生成的作用及机制。本研究检测了 LncRNA
HIF1A-AS2 对 hMSCs 活力、凋亡和钙化沉积的影

响，结果显示，过表达 LncRNA HIF1A-AS2 能够促

进 hMSCs 的增殖和钙化沉积，抑制 hMSCs 的凋亡，

而干扰 LncRNA HIF1A-AS2 后作用相反，提示 Ln⁃
cRNA HIF1A-AS2 具有促进成骨分化的作用，这与

Chen 等［14］的研究结果一致。

MMPs 是一种依赖锌和钙的蛋白酶，可降解基质

蛋白，在动脉粥样硬化和新生血管的发展过程中参与

血管重构［15，16］。MMP-2 是来自血管平滑肌细胞的主

要基质金属蛋白酶，可降解纤维胶原、胰岛素生长因

子结合蛋白和成纤维细胞生长因子受体，并能激活

MMP-1、MMP-9 和 MMP-13 ［17， 18］。有学者发现

MMP-2 和其他基质金属蛋白酶介导胶原断裂的过

程，是骨形成与骨吸收的重要耦合步骤［19］。这些研

究表明 MMP-2 可能参与了骨修复再生的过程。本研

究结果显示，过表达 LncRNA HIF1A-AS2 能够促进

成骨诱导的 hMSCs 中 MMP2 mRNA 和蛋白的表达，

而干扰 LncRNA HIF1A-AS2 的表达会抑制 MMP2 的

表达，提示 LncRNA HIF1A- AS2 能够通过调节

MMP2 的表达参与骨修复再生过程。VEGF 是愈合过

程中最重要的血管生成生长因子之一，能诱导内皮细

胞的迁移和增殖，改善血管通透性同时调节成骨生长

因子的分泌［20，21］。正如文献报道，VEGF 蛋白能促

进小鼠股骨骨折、兔桡骨节段性缺损和大鼠骨钻孔缺

损等动物模型的骨再生［22，23］。有研究表明 VEGF 参

与产后骨修复和再生，调节炎症细胞和 MSCs 的数

量，在骨骼发育中起着决定性的作用［24，25］。本研究

结果显示 LncRNA HIF1A-AS2 过表达组能够升高促

进成骨诱导的 hMSCs 中 VEGF165 mRNA 和蛋白的表

达水平，且 LncRNA HIF1A-AS2 干扰组 VEGF165 的

表达显著降低，提示 LncRNA HIF1A-AS2 能够通过

调节 VEGF165 的表达，达到刺激成骨分化和血管生

成的目的。

综上所述，LncRNA HIF1A-AS2 能够促进细胞增

殖和钙化结节沉积，降低细胞凋亡，促进 hMSCs 细

胞分化为成骨细胞。LncRNA HIF1A-AS2 过表达会增

加 MMP2 和 VEGF165 的表达水平，刺激成骨分化和

血管生成，为临床用于加速骨组织再生提供新策略。
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